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Naézev vynalezu:
Souprava pro znaceni radionuklidem a
imunoesej

Anotace:

Zpuisob znaceni radionuklidem protilatky konjugované s
chelatotvornym prostfedkem, pro pouZziti na

podavani ''In pacientovi, ktery zahrnuje:

(i) smiseni protilatky konjugované s chelatotvornym
prostiedkem s roztokem obsahujicim "n za vytvoreni
smési,

(ii) inkubaci smési pti teploté prostiedi po dobu asi

30 minut pro produkei protilatky znacené radionuklidem,
kde tato protilatka znagena radionukleotidem ma
inkorporaci radionuklidu v&tsi nez 95 % tak, Ze miize byt
podavana pfimo pacientovi bez dal3i purifikace od
neinkorporovaného '''In, a

(iii) ztedéni protilatky ozna¢ené radionuklidem ve
formula&nim pufru na ptisludnou koncentraci vhodnou
pro podavani pacientovi.
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Souprava pro znaéeni radionuklidem a imunoesej

Oblast techniky

Tento vynalez se tykd imunoeseji a souprav pro znaeni radionuklidy, lyofilizovanych bun&nych
pfipravkd, chemickych latek a zplisobii provedeni pro testovani klinické Géinnosti terapeutickych
protilatek pro léceni/zobrazovéani tumord a tumorovych bungk. Soupravy podle tohoto vynalezu
se zejména pouZivaji pro pripravu a vyhodnoceni konjugati protilatek znadenych radionuklidy,
které slouzi pro lé¢eni a zobrazovani B-bun&&nych lymfoma na zakladé cileného zésahu antigenu
BP35 ("CD20") povrchu B bunék.

Tento vynalez se konkrétné tyka zplisobu zna¢eni radionuklidem protilatky konjugované s chela-
totvornym prostfedkem, pro pouziti na podavani '''In pacientovi. Tento vynélez se také konkrét-
n¢ tykd vazebného testu pro stanoveni procenta vazby protilatky znacené radionuklidem s jeji
cilovou burikou, ktery mimo jiné zahrnuje znadeni protilatky radionuklidem podle zptsobu zde
zminéného pro produkci protilatky znatené radionuklidem.

Dosavadni stav techniky

Veskeré publikace a patentové prihlasky, které se zde popisuji, se zahrnuji formou odkazu ve
stejném rozsahu, jako kdyby se kazd4 jednotliva publikace &i patentova piihlaska konkrétné a
Jednotlivé citovala s pozadavkem zahrnuti formou odkazu.

Imunitni systém obratlovei (napiiklad primétd, ktefi zahrnuji lidi, lidoopy, opice atd.) se sklada z
fady organii a bun&cnych typi, které se vyvinuly tak, aby presné a specificky rozpoznavaly cizi
mikroorganismy ("antigeny"), které napadaji hostitele ze skupiny obratlovcii, aby specificky va-
zaly tyto cizi mikroorganismy a aby eliminovaly/ni¢ily tyto cizi mikroorganismy. Lymfocyty,
stejné tak jako dal3f typy bunék, maji kriticky vyznam pro imunitni systém. Lymfocyty se vytva-
feji v thymu, sleziné a kostni dreni (zralé) a predstavuji zhruba 30 % z celkového poctu bilych
krvinek pfitomnych v ob&hovém systému lidi (zralych).

Existuji dvé hlavni podskupiny lymfocyti: T buiiky a B butiky. T buriky jsou odpovédné za imu-
nitu zprostfedkovanou buiikami, zatimco B buiiky jsou odpové&dné za tvorbu protilatek (humorél-
ni imunita). Avsak Ize uvaZovat vzajemnou zavislost mezi T buiikami a B butikami — pfi typicky
imunitni odpovédi se T buiiky aktivuji pfi vazbé receptoril T buné€k na fragmenty antigenu, které
se vazi na hlavni glykoproteiny histokompatibilitniho komplexu ("MHC") na povrchu butiky po-
skytujici antigen. Tato aktivace zpisobuje uvoliiovani biologickych mediatort ("interleuking"),
které v podstaté stimuluji B butiky k jejich diferenciaci a poskytuji protilatku ("imunoglobuliny™)
proti tomuto antigenu.

Kazda B buiika v organismu hostitele exprimuje na svém povrchu jinou protilatku, takze jedna B
buiika bude exprimovat protilatku specifickou pro jeden antigen, zatimco dalsi B bufika bude
exprimovat protilatku specifickou pro jiny antigen. V souladu s tim Jsou B bunky zcela rozmanité
a tato rozmanitost je pro imunitni systém zasadni. U lidi miize kazda B buiika tvofit mimofadng
vysoky pocet molekul protilatek (to jest zhruba 107 a2 10*). Tato tvorba protilatek vétsinou vymi-
zi (nebo podstatné poklesne), kdyz se cizi antigen zniéi. Pfipadné vSak miize proliferace dané B
buiiky pokracovat bez omezeni a tato proliferace miZe vést ke karcinomu, ktery se nazyva "B
bunéény lymfom".

T buiiky a B buiiky obsahuji proteiny bun&&ného povrchu, které lze pouzit jako "markery" pro
diferenciaci a identifikaci. Jednim takovym B bunéénym markerem je lidsky diferencia¢ni anti-
gen Bp35, omezujici se na B lymfocyty, uvadény jako "CD20". CD20 se exprimuje béhem as-
ného pre-B bunééného rozvoje a pretrvava do diferenciace plazmatickych bunék. Molekula
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CD20 mize specificky regulovat krok aktivatniho procesu, ktery se pozaduje pro zahajeni bu-
né¢ného cyklu a diferenciace se obvykle exprimuje pti velmi vysokych hladinach neoplastickych
("tumorovych") bungk. CD26 je podle definice piitomen na "normalnich" B burikach i "malig-
nich" B buiikach, to jest na téch B buiikéch, jejichz neomezena proliferace miize vést k B bunée-
nému lymfomu. Proto miize povrchovy antigen CD20 slouzit jako kandidét pro "cileny zasah" B
bunéénych lymfomd.

V podstaté Ize takové cilené piisobeni obecn& popsat nasledujicim zpaisobem: protilatky specific-
ké pro povrchovy antigen B bunék CD20 se napfiklad podaji pacientovi injekéng. Tyto protilatky
proti CD20 se specificky vaZou na antigen bun&éného povrchu CD20 normalnich a malignich B
bunék. Protilatka proti CD20 vazana na povrchovy antigen CD20 miize zpiisobit zniSeni a vyder-
pani neoplastickych B bungk. Navic se chemické prostiedky nebo radioaktivni znagky majici
moznost zni¢it tumor mohou pfipojovat k protilatce proti CD20, takZe tento prostiedek se speci-
ficky "dodava" napfiklad k neoplastickym B burikim. Bez ohledu na zpiisob provedeni je pri-
marnim cilem znicit tumor. Tento specificky zpiisob se miZe ur&ovat konkrétni protilatkou proti
CD20, ktera se pouzije, takze se riizné zpisoby cileného zasahu antigenu CD20 mohou v Sirokém
rozmezi ménit.

Udavaji se naptiklad zpisoby cileného zésahu povrchového antigenu CD20. My$i monoklonalni
protilatka 1F5 (protilatka proti CD20) se podava v nepretrZité intravendzni infuzi pacientim s B
bun&énym lymfomem. Udajné se potiebuji mimoradné vysoké hladiny (>2 g) 1F5 pro vyCerpani
tumorovych bunék v ob&hu a vysledky se popisuji jako "pfechodné". Press a kol., "Monoclonal
Antibody 1F5 (Anti-CD20) Serotherapy of Human B—Cell Lymphomas", Blood 69/2, 584—591
(1987).

Moznym problémem pii tomto zpiisobu je skutecnost, Ze jiné nez lidské monoklonalni protilatky
(napfiklad mysi monoklonalni protilatky) obvykle postradaji lidské efektorové funkéni skupiny,
to jest nedokazi mimo jiné zprostiedkovat komplement—dependentni rozklad ¢&i rozkladat lidské
cilové buiiky prostfednictvim bunécné toxicity nebo Fe—receptorem zprostfedkované fagocytézy
dependentni na protilatce. Dale mize ¢lovék jako hostitel rozpoznavat monoklondlni protilatky
Jjiného nez lidského piivodu jako cizorodou bilkovinu. Proto mohou opakované injekce takovych
cizorodych protilatek zpiisobovat vyvolani imunitnich odpovédi, které vedou ke $kodlivym reak-
cim z piecitlivélosti. To se v pfipadé mysich monoklonélnich protilatek ¢asto popisuje jako od-
povéd’ "Human Anti-Mouse Antibody" (Lidské protimysi protilatky) neboli odpovéd’ "HAMA".
Navic se mohou tyto "cizorodé" protilatky atakovat imunitnim systémem ptijemce, takze se v
podstaté zni¢i pfed dosazenim cilového mista.

Lymfocyty a buiiky lymfomu jsou ve své podstaté citlivé na radioterapii. Proto jsou B buné¢né
malignity atraktivnim cilem pro radioimunoterapii (RIT) z nékolika divodi. Lokélni emise ioni-
zujiciho zafeni protilatek znaCenych radionuklidy mize usmrcovat buiiky s cilovym antigenem
(naptiklad CD20) nebo bez tohoto antigenu v tésné blizkosti protilatky vazané na antigen. Tim se
miZe vyfesit problém omezeného pristupu pronikajiciho zafeni beta k protilatce v objemnych
nebo polyvaskularizovanych tumorech a mize se snizit celkové mnozstvi pozadované protilatky.
Radionuklid emituje ¢astice jaderného zarfeni, které mohou poskodit buné¢nou deoxyribonukleo-
vou kyselinu do té miry, ze bunétné reparaéni mechanismy jiz nejsou schopné umoznit dalsi
Zivot buriky. Proto, jsou-li cilovymi buiikami tumory, mohou latky znacené radionuklidem vy-
hodn¢ usmrcovat tumorové buriky. Protilatky znagené radionuklidy zahrnuji podle definice pou-
Ziti radioaktivni latky, pfi kterém se mohou pozadovat opatieni pro pacienta (naptiklad moznost
transplantace kostni dfené) stejné tak jako pro poskytovatele zdravotni péée (to jest nutnost vyso-
ké miry opatrnosti pfi praci s radioaktivnimi latkami).

Proto jeden zplisob zlepSeni schopnosti mySich monoklonalnich protilatek pii uplatnéni 1é¢by B—
bunéénych poruch spociva v pripojeni radioaktivni znacky k protilatce takovym zptisobem, Ze se
znacka i toxin lokalizuje v misté tumoru. Toxiny (napfiklad chemoterapeutické prostiedky, jako
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je doxorubicin nebo mitomycin C) lze rovnéz konjugovat s témito protilatkami. Viz naptiklad
piihlasku zvefejnénou PCT WO 92/07 466 (vydanou 14. kvétna 1992).

"Chimérické" protilatky, to jest protilatky, které obsahuji sougasti od dvou ¢i vice riznych druhu
(naptiklad my3 a &lovék) se vyvijeji jako alternativa "konjugovanych" protilatek. Mysi/lidské
chimérické protilatky, které se pripravuji, vykazuji vazebné charakteristiky matei'ské mysi proti-
latky a efektorové funkce odpovidajici lidské konstantni oblasti. Viz napiiklad Cabilly a kol.
patent US 4 816 567, Shoemaker a kol., patent US 4 978 745, Beavers a kol., patent US 4 975
369 a Boss a kol., patent US 4 816 397, které se zde vSechny zahrnuji formou odkazu. Obecné se
tyto chimérické protilatky tvofi pfipravou genomové genové knihovny z deoxyribonukleové ky-
seliny extrahované z predem existujicich mysich hybridomd. Nishimura a kol., Cancer Research,
47, 999 (1987). Tato knihovna se poté podrobi screeningu ohledné genii variabilni oblasti od
tézkych i lehkych fetézci vykazujicich spravné typy nového usporadani fragmentu protilatky.
Klonované geny variabilni oblasti se poté spojuji do vektoru exprese obsahujiciho klonované
kazety piislusného lidského genu konstantni oblasti s tézkym nebo lehkym fetézcem. Chimérické
geny se poté exprimuji ve zvolené bun&éné linii, obvykle v linii mysiho myelomu.

Naptiklad A. Y. Liu a kol., "Production of a Mouse-Human Chimeric Monoclonal Antibody to
CD20 with Potent Fc-Dependent Biologie Activity", J. [mmun., 139/10, 3521-3526 (1987) popi-
suje mysi/lidskou chimérickou protilétku cilenou na antigen CD20. Viz téz publikaci PCT WO
88/04 936. Neposkytuje se viak zadna informace, pokud jde o schopnost, i¢innost nebo praktic-
kou pouzitelnost chimérickych protilatek podle Liu pfi Ié¢eni B-bunéénych poruch.

Zaznamenava se, ze funké&ni analyzy in vitro [napfiklad komplement—dependentni cytolyza
("CDC"), bunéna cytotoxicita zavisla na protilatce ("ADCC") atd.] nemohou samy o sob& pos-
kytnout predpovéd’ schopnosti in vivo jakékoliv protilatky nigit ¢i vycerpavat cilové buiky ex-
primujici specificky antigen. Viz napfiklad R. D. Robinson a kol., "Chimeric mouse-human anti—
carcinoma antibodies that mediate different antitumor cell biological activities", Hum. Antibod.
Hybridomas, 2, 84-93 (1991) (chiméricka mysi-lidska protilatka, kterd nema detekovatelnou
aktivitu ADCC). Proto lze moZnost terapeutické G&innosti protilatek hodnotit pouze experimenty

in vivo.

Pro tento ucel soucasné prihlasky ¢. 08/475 813, ¢. 08/475 815 a &. 08/478 967, které se zde za-
hrnuji formou odkazu v plném znéni, popisuji konjugaty proti CD20 znacené radionuklidy pro
diagnostické "zobrazovani" B-buné&nych tumori pfed podanim terapeutické protilatky. Konjugat
"In2B8" zahrnuje mysi monoklonalni protilatku 2B8 specifickou pro lidsky antigen CD20, ktera
se ptipojuje k radionuklidu '''In bifunk&nim chelagnim prostiedkem, to jest MX-DTPA (kyselina
diethylentriaminpentaoctova), ktera obsahuje smés 1:1 1-isothiokyanatobenzyl-3—methyl-DTPA
a 1-methyl-3—isothiokyanatobenzyl-DTPA. '"'In se voli jako diagnosticky radionuklid, protoze
je zafitem gama, jehoz pouziti pro zobrazovaci ucely je nejbéznéjsi.

Patenty, které se tykaji cheladnich prostiedki a konjugatu chela¢nich prostfedki jsou v oboru
znamy. Napiiklad patent US 4 831 175 Gansowa se zaméfuje na polysubstituované chelaty kyse-
liny diethylentriaminpentaoctové a proteinové konjugaty, které je obsahuji, a na zptisoby jejich
pfipravy. Patenty US 5 099 069, US 5 246 692, US 5 286 850 a US 5 124 471 Gansowa se t€Z
tykaji polysubstituovanych chelati DTPA. Tyto patenty se zde zahrnuji v plném znéni.

Specificky bifunkéni chelaéni prostfedek pouzity pro usnadnéni chelace v ptihlaskach ¢&. 8/475
813, ¢. 08/475 815 a &. 08/478 967 se voli z toho diivodu, Ze vykazuje vysokou afinitu k trojmoc-
nym koviim a poskytuje zvy$ené poméry mezi tumorovymi a netumorovymi bufikami, snizené
vychytavani v kostech a zvySenou retenci radionuklidu v cilovych mistech in vivo, to jest v mis-
tech B-bunééného lymfomu. Jsou vSak v oboru znamy i dalsi bifunkéni chelacni prostfedky a
mohou byt téZ prospésné pii terapii tumoru.
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V prihlaskach ¢. 08/475 813, ¢. 08/475 815 a &. 08/478 967 se té7 popisuji terapeutické protilatky
znacené radionuklidy pro cilovy zasah a destrukci B-bun&&nych lymfomi a tumorovych bungk.
Konkrétn¢ konjugat Y2B8 zahrnuje stejnou mysi monoklonalni protilatku proti lidskému CD20,
2B8, pFipojenou k radionuklidu ™Y prostiednictvim téhoz bifunkéniho chelaéniho prostiedku.
Tento radionuklid se voli pro terapeutické pouziti z nékolika divodd. Polo¢as 64 h radionuklidu
Y je dostatecné dlouhy, aby umoznil akumulaci v tumoru a na rozdil od radionuklidu "'I je
Cistym zafi¢em beta o vysoké energii bez doprovodného zafeni gama, s dosahem 100 az 1000
prumérd buriky. Minimélni mnozstvi penetrujiciho zafeni umoziiuje podani protilitek znatenych
radionuklidem *°Y ambulantnim pacientim. Dale se nepoZaduje internalizace znacenych protila-
tek pro usmrceni buiiky a lokalni emise ionizujictho zafeni by méla byt smrtelna pro okolni
tumorové buiiky, které neobsahuji cilovy antigen.

Jelikoz radionuklid Y je pfipojeny k protilatce 2B8 prostfednictvim téZe bifunkéni chelaéni
molekuly MX-DTPA, vykazuje konjugat Y2B8 stejné vyhody, které se popisuji vyse, to jest
zvysenou retenci radionuklidu v misté cile (tumoru). Avsak na rozdil od ''In se tento radionuklid
nemize pouZzit pro uCely zobrazovani vzhledem k tomu, Ze neni zafi¢em gama. Proto lze pouzit
diagnosticky "zobrazovaci" radionuklid, jako je '''In pro stanoveni lokalizace a relativniho roz-
méru tumoru pred a/nebo po podani terapeutickych chimérickych protilatek znagenych *°Y pro
ucely redukce tumoru. Navic umoziiuje protilatka znacena indiem dozimetrické vyhodnoceni.

V zavislosti na zamySleném pouziti protilatky, to jest jako diagnostického &i terapeutického pro-
stfedku, jsou pouZitelné dal$i radioaktivni nuklidy znamé v oboru pro podobné téely. Radio-
nuklidy pouzité v klinické diagnéze zahrnuji napiklad "'I, "I, "I, *Tc, ’Ga stejné tak jako
"'In. Protilatky se téz znag&i fadou radionuklidu pro moznost pouZiti v cilené imunoterapii [Pe-
irersz a kol., "The use of monoclonal antibody conjugates for the diagnosis and treatment of can-
cer", Immunol. Cell Biol., 65, 111-125 (1987)]. Tyto radionuklidy zahrnuji '**Re a "**Re stejn&
tak jako Y a v mensi mite "Aua “Cu. 'l se pouziva pro terapeutické Gcely. Patent US 5 460
785 poskytuje seznam téchto radionuklidu, ktery se zde zahrnuje formou odkazu.

Jak se uvadi v soucasnych patentovych ptihlaskach ¢. 08/475 813, &. 08/475 815 a &. 08/478 967,
vede podavani konjugatu Y2B8 znaceného radionuklidem, stejné tak jako neznatené chimérické
protilatky proti CD20, k vyznaéné redukci tumoru u mysi s B-buné¢nym lymfoblastickym tumo-
rem. Navic se uvadéji klinické studie na lidech, které vykazuji vyznamné vy&erpani B bunék u
pacientl s lymfomem, ktefi dostdvaji infuzi chimérické protilatky proti CD20. 2B8 se nedavno
stala prvni monoklonalni protilatkou proti rakoving schvalenou FDA pod ndzvem Rituxan®. Proto
alespoii jedna chiméricka protilatka proti CD20 vykazuje prokazanou terapeutickou uéinnost pfi
lé¢eni B—bunécného lymfomu.

Dale US patentova prihlaska pofadové ¢. 08/475 813, ktera se zde zahrnuje formou odkazu, uve-
fejiiuje postupné podavani Rituxanu®, chimérické protilatky proti CD20, s mysi monoklonalni
protilatkou znacenou bud’ radionuklidem yttria, nebo radionuklidem india. 1 kdyZ jsou protilatky
znacené radionuklidy pouzité pfi téchto kombinovanych terapiich mySimi protilatkami, vy¢erpa
pocatecni 1éceni chimérickou protilatkou proti CD20 dostate¢nym zptiisobem populaci B-bunék,
takze se snizi odpovéd’ HAMA, ¢imzZ se usnadni kombinovany terapeuticky a diagnosticky zpt-
sob.

Proto mohou v souvislosti s kombinovanou imunoterapii nachazet mysi protilatky zvlastni pouzi-
ti jako diagnostické prostiedky. Dale se ukazuje v US patentové prihlasce 08/475 813, ze terapeu-
ticky G¢inné davky protilatky proti CD20 znacené yttriem po podani Rituxanu® jsou dostatedné
(a) pro vycisténi periferni krve od zbyvajicich B-bungk, které se neodstrani chimérickou protilét-
kou proti CD20, (b) pro vyCerpani B-bun€k z lymfatickych uzlin nebo (c) pro zahdjeni odstratio-
vani B-bunék z dalsich tkani.

Pfipojeni radioaktivnich znacek na nadorové terapeutické protilatky tedy poskytuje cenny klinic-
ky prostfedek, ktery je pouzitelny pro vyhodnoceni mozné terapeutické ucinnosti téchto protila-
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tek, vytvoreni diagnostickych prostedkii pro monitorovani progrese 1éCby a navrh dalSich tera-
peutickych prostredki, které lze pouZit pro zvySeni pocateéni moznosti chimérické protilatky pii
usmrceni tumoru. Pfi prokazané G&innosti urgité protilatky proti CD20 pfi lé¢eni nehodgkinského
lymfomu a znamé citlivosti lymfocyti na radioaktivitu by bylo vysoce vyhodné obdrZzet terapeu-
tické protilatky v komeréné dostupné soupravé, ve které by se snadno modifikovaly radioaktivni
zna¢kou a podavaly pfimo pacientovi v klinickém uspofadani.

I kdyZ existuje fada zplisobli a prostfedkid pro znaGeni protilatek radionuklidy, chybi vhodné ve-
hikulum pro pouziti téchto prostfedkii v klinickém prostfedi zpiisobem, ktery by umoznil snad-
nou piipravu a podani pacientovi pred podstatnym rozpadem radionuklidu nebo podstatnou de-
strukei protilatky radioaktivnim zatenim. Nedostatek takovych vhodnych prostfedkii pro komer¢-
ni uplatnéni této uziteéné technologie mize vyplyvat ze $patné ucinnosti inkorporace prokazané
pfi nékterych znamych zpiisobech znaeni a nasledné nutnosti purifikovat prostfedek na sloupci
po provedeni zplisobu znageni radionuklidem. Zpozdéni vyvoje téchto souprav miZe téZ Castecné
sitelnym pro G&innou pripravu znaSenych piipravki bez dalsi purifikace. Alternativné muze
obecna nedostupnost takovych souprav vyplyvat z nedostatku protilatek, které by mohly dosaho-
vat schvéleni nebo uginnosti jako Rituxan® pfi 1é¢eni lymfomu u lidi.

Jak se naptiklad diskutuje v patentu US 4 636 380, ktery se zde zahrnuje formou odkazu, ve vé-
deckych kruzich se obecné uvazuje, Ze ma-li nékteré radiofarmakum doséhnout klinického pouzi-
ti, musi se podrobit dlouhému a obtiznému zpisobu separace a purifikace. Injekéni podani nena-
vazané radioaktivni zna¢ky pacientovi by skuteéné bylo nezadouci. Potfeba dalSich purifikacnich
krokl znamena nemozZnost zplsobu znaceni protilatek radioaktivnimi nuklidy v klinickém pro-
stiedi, zejména pro lékafe, ktefi nemaji ani zafizeni ani ¢as pro purifikaci svych vlastnich tera-
peutickych prostredki.

Navic mohou byt proteiny znagené radionuklidy samy o sob& nestabilni, zejména ty, které jsou
znadené radiolytickymi radionuklidy, jako je *°Y, které poskozuji protilatku tim vice, &im déle
jsou pripojené v jeji t&sné blizkosti. Dale tato radiolyza zpusobuje nespolehlivou G€innost terape-
utického prostfedku nasledkem ztraty radioaktivni znacky a/nebo snizené vazby na cilovy antigen
a mize zplsobovat imunitni odpovédi na denaturovany protein. Bez zafizeni pro znaceni a puri-
fikaci protilatek v misté pouZiti nemaji klinici Zadnou jinou moznost volby neZ objednat jiz ozna-
Cené terapeutické protilatky nebo je znaCit mimo misto pouziti v prisluSném zafizeni a transpor-
tovat pro podani pacientovi. Veskeré tyto manipulace a ¢asové obdobi mezi zna¢enim a podanim
prispivaji k nestabilité terapeutického prostiedku a sniZzuji pouzitelnost souprav znacenych radio-
nuklidy v klinickém prostfedi.

Jini se nelisp&$né snazili vyvinout soupravy pro znaceni protilatek radionuklidy, které by byly
dostateéné dokonalé tak, aby se piede$lo zvlastnimu purifikaénimu kroku. Cytogen naptiklad
nedavno poskytnul komeréni soupravu pro znaceni my$i monokionélni protilatky radionuklidy
zaméiené na glykoprotein TAG-72 souvisejici s tumorem. Avsak protilatka Cytogen je zvlaste
nevhodna pro formulaci soupravy vzhledem ke vzniku ¢astic v priibéhu skladovani, které se musi
dale odstraiovat dal$im filtraénim krokem. Navic protilatka cytogen zplsobuje neptiznivé reakce
u pacientl nasledkem odpovédi HAMA.

Dalsi autofi uvadéji vyvoj zptisobu znaceni radionuklidy pro pouziti v soupravach, ve kterych
neni nezbytny dalsi purifika¢ni krok [Richardson a kol., "Optimization and batch production of
DTPA-labeled antibody kits for routine use in '''In immunoscintography", Nuc. Med. Commun.,
8., 347-356 (1987), Chinol a Hnatowich, "Generator—produced yttrium—90 for radioimmunothe-
rapy", J. Nucl. Med., 28(9), 1465-1470 (1987)]. Tyto zpisoby vsak nejsou schopné dosdhnout
hladiny inkorporace, které dosahuji ptivodci tohoto vynalezu s pouzitim zpusobu, které se zde
popisuji, pfi kterych je u¢innost inkorporace alespori 95 %. Takova hladina inkorporace poskytu-
je dalsi vyhodu zvySené bezpecnosti tim, Ze se pacientovi nepodava v injekci Zadna nevazana
znacka, jejiz pfitomnost by byla diisledkem nizké radioinkorporace.
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Zpusoby pouZité v soupravach podle tohoto vynalezu umoziiuji rychlé znadeni, které se mize
uplatnit zhruba v pribéhu pil hodiny nebo pouhych 5 min v zavislosti na znagce. Navic zplsoby
znaCeni podle tohoto vynalezu vykazuji G¢innost znaCeni prevysujici 95 %, ¢imz se predchazi
nutnosti dalsi purifikace. Predejitim nutnosti dalsi purifikace se polo¢as rozpadu pouzitého radio-
nuklidu a integrita protilitky zachovava pro terapeutické pouziti, pro které byla tato protilatka
oznadena.

Tato patentova pfihlaska popisuje vhodné soupravy a zplsoby, ve kterych lze diagnostické a
terapeutické protilatky znacit radionuklidem a podavat pacientovi reprodukovatelnym spolehli-
vym a vhodnym zplisobem. Soupravy podle tohoto vynéalezu prevadgji zplisob znageni protilatek
radionuklidy na provedeni bez obav a potiZi, které znadné usnadiiuje zplisoby lé&eni pacienta.
optimélnich parametri pro znaceni a podavani terapeutickych ¢i diagnostickych prostiedki, &imz
se snizuji naklady na zbozi. Jelikoz soupravy, které se zde popisuji, poskytuji optimalni parame-
try podle konkrétn{ znacky, pouziti soupravy uréené pro konkrétni zna¢ku téz minimalizuje kani-
balizaci, kterd nastava p¥i pouziti nevhodné soupravy pro konkrétni znacku. Ptedchézeni kaniba-
lizace dale poskytuje optimalni Gi¢innost znateni. Dale zplisoby provedent a sterilni nepyrogenni
slozky obsazené v kazdé soupravé zajistuji 1épe pouZitelny zphsob pro uZivatele, nebot’ predcha-
zeji sterilizaci, testovani na pyrogeny a purifikaci po znaleni prostredki.

Podstata vynalezu

Pfedmétem tohoto vynalezu je zpusob znageni radionuklidem protilatky konjugované s chelato-
tvornym prostiedkem, pro pouziti na podavani '''In pacientovi, jehoz podstata spociva v tom, Ze
zahrnuje:

(i) smiseni protilatky konjugované s chelatotvornym prostfedkem s roztokem obsahujicim '''In
za vytvoreni smési,
(ii) inkubaci smési pfi teploté prostfedi po dobu asi 30 minut pro produkci protilatky znatené
radionuklidem, kde tato protildtka znacena radionukleotidem ma inkorporaci radionuklidu vétsi
nez 95 % tak, Ze miZe byt podavéna pfimo pacientovi bez dalsi purifikace od neinkorporovaného
1

In, a

(iii) zfedéni protilatky oznacené radionuklidem ve formulacnim pufru na pfislusnou koncentraci
vhodnou pro podavani pacientovi.

Vyhodnym provedenim predmétného zpisobu je protilatka konjugované s chelatotvornym pro-
sttedkem obsahujici protilatku proti CD20. Pro zpusob je obzvlasté vyhodné, kdyZ touto protilat-
kou proti CD20 je 2B§-MX-DTPA.

Vyhodnym provedenim kteréhokoli ze svrchu popsanych zplsobi je feSeni, pfi kterém roztok
obsahujici "'In pred smisenim s protildtkou konjugovanou s chelatotvornym prostiedkem se
upravuje na pH asi od 3 do 5. Obzvlasté vyhodné provedeni spo¢iva v tom, ze se pH upravuje
roztokem octanu sodného, zpracovaného ke sniZeni kontaminace kovem na arover, ktera neo-
vliviiuje inkorporaci radionuklidu. Pfitom nejvyhodnéjsi FeSeni spoliva v tom, Ze octan sodny v
roztoku ma k6oncentraci asi od 10 do 1000 mM.

Vyhodnym provedenim kteréhokoli ze svrchu popsanych zpiisobi je feseni, pii kterém objemové
mnozstvi pouzitého '''In je asi od 148 do 222 MBq dé&leno koncentraci radioaktivity v dobé zna-
&eni. Obzvl4sté vyhodné provedeni spodiva v tom, Ze objemové mnozstvi pouzitého '''In je 203,5
MBq déleno koncentraci radioaktivity v dob€ znaceni. Pfitom nejvyhodn&jsi feSeni spociva v
tom, Ze se asi 1 ml protilatky konjugované s MX-DTPA o koncentraci asi od 0,5 do 30 mg/ml
smisi s roztokem obsahujicim '''In.
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Vyhodnym provedenim kteréhokoli ze svrchu popsanych zplsobi je feseni, pfi kterém se pridava
formula¢ni pufr v mnozstvi nezbytném pro dosazeni celkového kone¢ného objemu od 10 do
50 ml.

Dalsi vyhodné provedeni kteréhokoli ze svrchu popsanych zpiisobii je fedeni, pfi kterém formu-
ladni pufr obsahuje fyziologicky roztok, radioprotektivni prostfedek a chelatotvorny prostfedek
nekonjugovany s proteinem. Obzv1asté vyhodné provedeni spogiva v tom, Ze radioprotektivnim
prostiedkem je lidsky serumalbumin (HSA), askorbat, kyselina askorbova, fenol, sulfity, glu-
tathion, cystein, kyselina gentisova, kyselina nikotinova, askorbylpalmitat, HOP (:O)H,, glyce-
rol, sodna sil formaldehydsulfoxylatu, Na,S,0s, N2,$,0; nebo SO,. Pfitom nejvyhodnéjsi feSeni
spo&iva v tom, ze radioprotektivnim prostfedkem je HSA a v takovém piipadé pokud HSA ma
koncentraci asi od 1 do 25 % (hmotn./obj.), jako kdyz koncentrace HSA je asi 7,5 %
(hmotn./obj.).

Jiné vyhodné provedeni podle svrchu popsaného zpisobu je feseni, pii kterém radioprotektivnim
prostiedkem je askorbat, pfi¢emz obzvlasté vyhodng askorbat mé koncentraci asi od 1 do
100 mg/ml.

Pokud jde o formulaéni pufr, vyhodnym provedenim podle svrchu popsaného zpisobu je feseni,
pti kterém chelatotvornym prostiedkem nekonjugovanym s proteinem je DTPA nebo EDTA.
Obzvlasteé vyhodné provedeni spoiva v tom, ze koncentrace DTPA je asi 1 mM.

Dalsim pfedmétem tohoto vynalezu je vazebny test pro stanoveni procenta vazby protilatky zna-
&ené radionuklidem s jeji cilovou butikou, jehoZ podstata spo¢iva v tom, Ze zahrnuje:

(i) znaceni protilatky radionuklidem podle zptusobu popsaného na pocétku této kapitoly pro pro-
dukei protilatky znacené radionuklidem,

(ii) smiseni a inkubaci alespofi jednoho alikvétu protilatky zna¢ené radionuklidem s alespori jed-
nim alikvétem antigen—pozitivnich bungk,

(iii) smiseni a inkubaci alesponi jednoho alikvétu protilatky znacené radionuklidem identického s
alikvétem v kroku (ii) s alespofi jednim alikvotem zied’ovaciho pufru téhoz objemu jako je
alikvét antigen—pozitivnich bun€k v kroku (ii), jako kontrolou,

(iv) peletovani bunék centrifugaci,
(v) méfeni radioaktivity v supernatantu peleovanych bunék a kontroly, a

(vi) srovnani rozsahu aktivity radionuklidu v supernatantu bunék s rozsahem aktivity radionukli-
du v kontrole.

Vyhodné provedeni piedmétného vazebného testu spociva v tom, ze protilatkou je protilatka proti
CD20. Obzvlasté vyhodné provedeni pfedmétného vazebného testu spociva |v tom, Ze touto pro-
tilatkou proti CD20 je 2B8.

Vyhodnym provedenim kteréhokoli ze svrchu popsanych vazebnych testil je feseni, pii kterém
timto antigenem je CD20. Obzvlasté vyhodnym provedenim tohoto vazebného testu je feseni, pii
kterém té€mito CD20-pozitivnimi buiikami jsou SB buiky, ulozené pod pfirGstkovym cislem
ATCC # CCL 120.

Dalsi vyhodné provedeni kteréhokoli ze svrchu popsanych vazebnych testti spociva v tom, zZe
dale zahrnuje:

(i) smiseni alespon jednoho alikvotu radionuklidem znacené protilatky s alespon jednim alikvo-
tem antigen—negativnich bunék,

(i) peletizaci antigen—negativnich bunék centrifugaci,

(iii) méteni aktivity radionuklidu v supernatantu antigen—negativnich peletovanych bunék, a
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(iv) srovnéni rozsahu aktivity radionuklidu v supernatantu antigen—negativnich bunék s rozsahem
aktivity Iradionuklidu v supernatantu antigen—pozitivnich bun&k supernatantu a kontrolou.

Obzvlaste vyhodné provedeni v predchozim odstavei popsaného vazebného testu spoéiva v tom,
Ze antigen—negativnimi butikami jsou CD20-negativni buiiky, jako CD20-negativni buiiky, kte-
rymi jsou HSB buriky, ulozené pod ptirGistkovym &islem ATCC # CCL 120.1.

Dale se uvadi podrobnéjsi vysvétleni podstaty vynalezu a aplikagnich moznosti zaloZenych na
predmétném vynélezu. Pro ilustraci celého rozsahu nalezeného vynélezu jsou uvedeny rovnéz
udaje o feSeni zaloZzeném na pouziti *Y na misto '"'In. Toto alternativni feseni zalozené na *°Y
v3ak neni soucasti predmétné podstaty vynalezu a ma poslouzit ke srovnavacim uéelim.

Tento vynélez umoziuje dosahnout soupravu pro znadeni diagnostické nebo terapeutické proti-
latky radionukleotidy pfed podanim pacientovi, obsahujici alespoii

(1) lahvicku obsahujici protilatku konjugovanou s chelaénim prostiedkem,

(ii) lahvicku obsahujici formulaéni pufr pro stabilizaci a podéavani protilatky znadené radionukli-
dem a

(i) instrukce pro znaceni protilatky radionuklidem, pti kterém se popisované slozky lahvigek
dodavaji v takovém mnoZzstvi a v takové koncentraci, Ze pii jejich spojeni s radioaktivni znackou
o dostatecné Cistote a aktivité podle instrukci pro soupravu neni nutna 7adna purifikace znadené
protilatky pfed podanim pacientovi. Navic pfi znageni podle instrukci pro soupravu a s pouzitim
radionuklidu o dostatecné Cistoté a aktivité maze inkorporace radionuklidu dosdhnout hladin
vyssich nez 95 % a dokonce az 98 % &i vyssich.

Protilatka obsazena v soupravé je nejlépe protilatkou proti CD20. Tato protilatka se dodava ve
formé, ve které je pripojena na bifunkéni chelaéni prostfedek. Pfednostné je tato protilatka pripo-
jend na MX-DTPA, avsak lze pouzit jiné cheladni prostiedky, jako je fenyl- nebo benzyl-
konjugovana DTPA, cyklohexyl-DTPA, derivaty EDTA a DOTA. Chelaéni prostiedek podle
tohoto vynalezu miize byt jakykoliv chela¢ni prostredek, ktery je alespori bifunkéni, to jest ktery
ma alespori dvé vazebna mista (alespon jedno misto pro chelaci kovového iontu a alespon jedno
misto pro pfipojeni k proteinovému ligandu).

V zavislosti na pouzité protilatce se konjugovana protilatka obvykle dodava o koncentraci 0,5 az
30 mg/ml, prednostné 2 mg/ml. Objem konjugované protilatky zavisi na koncentraci a mnozstvi
poZadovaném pro optimalni znaceni v zavislosti na dané radioaktivni znacce. Avsak konjugova-
nou protilatku je tteba dodavat v takovém objemu a koncentraci, aby se cely objem dodal do re-
akéni lahvicky s pouzitim sterilni injekéni stfikacky a aseptického zplsobu. To umozni zvySenou
reprodukovatelnost a snadnost pouziti. Veskeré chemické prostiedky a soupravy, které se zde
popisuji, jsou sterilni a bez pyrogent a jsou specificky navrzené pro snadny a rychly pfechod od
testovani protilatky k podani. Pro nékteré znacky neni nutno testovat ucinnost znaceni.

Zvlasté vyhodnou slozkou soupravy je pufr pro stabilizaci proti u¢inkiim radiolyzy a pro podani
konjugované protilatky znacené radionuklidem pacientovi. Tento formulaéni pufr je farmaceutic-
ky pfijatelnou nosnou latkou, ktera slouZi jako zied’ovaci prostiedek pro oznacenou protilatku a
jako pufr pro podani. I kdyz Ize pro podani terapeutickych nebo diagnostickych protilatek pacien-
tovi pouZit jakykoliv farmaceuticky pfijatelny zied'ovaci prostiedek, je formula¢ni pufr podle
tohoto vynalezu zvlasté vhodny pro podani protilatek znacenych radionuklidy.

Pufr pro formulaci podle tohoto vynalezu obsahuje radioprotektivni prostfedek, jako je lidsky
serumalbumin (HSA) nebo askorbat, ktery minimalizuje radiolyzu zpsobenou yttriem a v mensi
mife indiem. V oboru jsou znamé dalsi radioprotektivni prostfedky a mohly by se t€Z pouZzit v
pufru pro formulaci podle tohoto vynalezu, to jest latky zachycujici volné radikaly (fenol, sulfity,
glutathion, cystein, kyselina gentisova, kyselina nikotinova, askorbyl-palmitat, HOP(:O)H,, gly-
cerol, natrium—formaldehydsulfoxylat, pyrosifi¢itan sodny, thiosiran sodny a oxid sificity atd.).
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Je tieba poznamenat, Ze zatimco se radioprotektivni latky obecné pouzivaji ve formulagnim pufru
pro ochranu protilatky proti radiolyze, Ize téz uplatnit dalsi ochranu pouzitim radioprotektivniho
prostfedku v reakénim pufru. To se dfive obecn& neprovadélo s HSA (lidskym serumalbuminem)
vzhledem k piitomnosti kovi, které by interferovaly se zpisobem znaCeni. Avsak lidsky
serumalbumin lze "vygistit" s pouzitim chelatotvorné pryskyfice, kterou lze té€Z pfidat do reakéni-
ho pufru. Askorbat a dalsi radioprotektivni prostfedky se téz mohou zpracovat pro odstranéni
kontaminujicich kovi.

Formulaéni pufr podle tohoto vynalezu téz obsahuje piebytek nekonjugovaného chelatotvorného
prostiedku. Ugelem pfidani nekonjugovaného chelatotvorného prostiedku je, aby tento prostie-
dek slouzil pro vychytani jakékoliv neproteinové radioaktivni znacky v organismu pacienta a aby
umoznil vyluGovani radioaktivni znadky sniZovanim vychytavani osteotropnich radionuklidi, to
jest Y v kostech pacienta. Pokud se napfiklad protilatka v soupravé konjuguje s chelatotvornym
prostiedkem DTPA, Ize do formula¢niho pufru zahrnout piebytek DTPA nebo jakéhokoliv dalsi-
ho chelatotvorného prostiedku. Formulaéni pufr se téZ piednostné dodava v takovém objemu, aby
se celkovy obsah prevedl do reakéni lahvicky. Jak se diskutuje vyse, vede to k usnadnéni pouZiti
a reprodukovatelnosti, nebot’, neni tieba méfit a prevadét presné objemy.

Preferovany formulaéni pufr zahrnuje fosfatem pufrovany nebo fyziologicky roztok, lidsky
serumalbumin a DTPA. Lidsky serumalbumin je pfednostné v koncentracich zhruba mezi 1 a
25 % (hmotnost/objem) a lépe v koncentracich zhruba 7,5 % (hmotnost/objem). Koncentrace
DTPA je prednostng okolo 1 mM. Askorbat Ize pouzit jako alternativu lidského serumalbuminu a
obvykle se pouZiva pii koncentracich zhruba 1 az 100 mg/ml, i kdyz lze pouzit SirSi rozmezi kon-
centraci bez ohrozeni bezpe¢nosti pacienta.

Protilatka soupravy pro znaceni radionuklidem se snadno oznadi zvolenym radionuklidem pro-
stiednictvim bifunké&niho chelatotvorného ¢inidla podle zpusobii tohoto vynalezu. V tomto sméru
muze pro jednoduchost souprava podle tohoto vynalezu téz zahrnovat lahvi¢ku obsahujici pufr
pro apravu pH roztoku radionuklidu a sterilni sklenénou reakéni nadobku pro provedeni znaceni
a nasledné pro resuspendovani kone&né protilatky oznacené radionuklidem ve formulaénim puf-
ru. Obvykle postaduje reakéni lahvicka 10 ml, avSak lze téz pouzit lahvicky o obsahu 5 az 20 ml.
Pufrem je ptednostné roztok octanu sodného o nizkém obsahu kovil pfi koncentraci 10 az
1000 mM, nejlépe S0 mM.

Konkrétni souprava podle tohoto vynalezu zahrnuje protilatku konjugovanou s MX-DTPA, 2B8—
MX-DTPA. 2B8 je protilatka proti CD20, ktera zpisobuje vycerpani B bunék pii podéani pacien-
tdm s lymfomem. Avsak tém, ktefi maji zkuSenost v oboru, by mé€lo byt zfejmé, Ze soupravu pro
znaceni radionuklidem podle tohoto vynélezu lze optimalizovat pro znaceni jinych protilatek
proti CD20 nebo jakékoliv jiné protilatky, ktera byla konjugované s DTPA nebo polyvalentnim
chelatotvornym prostfedkem. Preferovana souprava podle tohoto vynalezu mize zahrnovat ales-
pori

(i) lahvicku obsahujici protilatku 2B8 konjugovanou s MX-DTPA, bud’ v roztoku, nebo lyofili-
zovanou (vyzadujici pfevedeni do roztoku) a

(i1) lahvicku obsahujici formulacni pufr pro podavani protilatky znacené radionuklidem paciento-
vi. Preferovana souprava bude téz obsahovat

(iii) pufr pro upravu pH roztoku radionuklidu a

(iv) reakéni lahvicku.

Alternativné a jeste 1épe se pufr dodava v reakéni lahvicee, ¢imZ se eliminuji kroky odméfovani a
prenadeni pufru a zvySuje se jednoduchost, konzistence a sterilita slozek soupravy. Uvazuji se
vSak i dalsi zt€lesnéni, pfi kterych se pufr piidava nejprve do lahvicky s radionuklidem a poté se
pufrovany roztok radionuklidu pfenasi do reakéni lahvicky. V tomto piipadu se reakéni lahvicka
dodava s pozadovanym objemem protilatky. Alternativné mize byt lahvicka s radionuklidem/-
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pufrem dostatecné velk tak, aby pojmula piidavek konjugatu protilatky, to jest piimo do lahvi¢-
ky dodavatele. To by eliminovalo nutnost reakéni lahvigky.

Jak se popisuje vy3e, zahrnuje se dalsi preferovana konfigurace soupravy, p¥i které reakéni lah-
vicka samotnd obsahuje pozadovany objem konjugované protilatky (to jest 1 nebo 1,5 ml pro
radionuklidy '"'In respektive *Y). Protilatku Ize dodavat v pufru, ktery poskytuje ptislusné pH
pro znaceni radionuklidem podle specificky pozadovaného radionuklidu (to jest pH 3 az 6 pro
""In, pH 3 a2 5 pro *°Y). Lze pouZit rizné pufry v zavislosti na radionuklidu (to jest octan sodny
pro °Y, citrat sodny pro '''In). pH a slozeni pufru se méize té2 ménit v zavislosti na povaze va-
zebného ligandu, ktery se ma oznacit (to jest, znadeni peptidd se mize provadét pi pH < 3). Poté
by se v podstaté radionuklid pienasel pfimo do reakéni nadobky misto formula¢niho pufru. Ome-
zeni pouZiti soupravy na dva kroky pfenosu by dale zvysilo reprodukovatelnost a jednoduchost a
dale by snizilo moZnost kontaminace sterility v pribéhu zachazeni se slozkami soupravy.

Soupravy pro znaceni radionuklidy podle tohoto vynalezu mohou déle obsahovat lahvicku s radi-
onuklidem nebo Ize radionuklid objednat oddélené od pfisluiného dodavatele. Preferovanymi
radionuklidy podle tohoto vynalezu jsou '"'In ve formé chloridu a Y ve formé chloridu v kyse-
lin€ chlorovodikové, i kdyz se popisované zpiisoby neomezuji pouze na tyto radionuklidy. Dalsi
radionuklidy, které se pouzivaji v zobrazovacich aplikacich, jsou zndmé v oboru a popisuji se v
patentech US 4 634 586, US 5 460 785 a US 5 766 571, které se zde zahrnuji formou odkazu.
"In je zv14ste vyhodnym radionuklidem pro zobrazovani B-bun&énych tumort a zéFice beta,
jako je *°Y, jsou zvIaste uzitedné pro radioterapeutické prostiedky. Lze v8ak pouzit i dalsi radio-
nuklidy vhodné pro tyto nebo dalsi ucely, to jest zafice alfa, v zavislosti na chelaénim prostiedku
pouZzitém pro konjugaci protilatky.

S vyzkouSenou G¢innosti kombinovanych terapeutickych protokold popsanych v US piihlasce
poradové €. 08/475 813 bude dal3i ztélesnéni soupravy zahrnovat oddé&lenou lahvi¢ku s chiméric-
kou protilatkou, to jest Rituxan® pro podani pied nebo po znaené protilatce proti CD20. P¥i po-
dani chimérické protilatky pred protilatkou oznagenou radionuklidem lze vyznamné snizit odpo-
véd HAMA, kterd miZze obecné nastavat po podani mysi protilatky proti CD20, ¢imz se zvysi
terapeutickd pouzitelnost mysSich protilatek znacenych radionuklidem. Daéle pfi pouziti chiméric-
ké protilatky proti CD20 pro odstranéni B bunék z krevniho obé&hu jsou nasledna diagnosticka
zobrazeni ziskana s protilatkami zna¢enymi radionuklidem "' In mnohem jasnéjsi.

Meélo by téz byt ziejmé, Ze diagnosticka protilatka znacena radionuklidem i terapeuticka protilat-
ka znacena radionuklidem jsou pouzitelné spolecné v kombinovaném terapeutickém protokolu. Z
tohoto hlediska Ize pouzit diagnostickou protilatku bud’ pfed, nebo po terapeutické protilatce pro
vizualizaci velikosti tumoru pred Ié¢enim a po lé€eni. V tomto pfipadu miiZze soubor podle tohoto
vynalezu zahrnovat oddélenou piipadné barevné oznacenou lahvicku s pufrem specificky formu-
lovanym podle optimalnich pozadavkt na pH pro znadeni protilatek radionuklidem pf#i pouziti
konkrétnich radionuklidi. Takovy systém by zarucoval pouZiti ptislusného pufru pro kazdou
znaCku a umoziioval by téz klinikovi snadné pouziti znaceni dvou protilatek, jako je tomu pii
zakoupeni dvou souprav. Takova souprava ve skutecnosti kombinuje dvé slozky ze dvou souprav
pro znaceni radionuklidem do jedné soupravy.

Slozky pro znaceni soupravy radionuklidem podle tohoto vynélezu se dodavaji pti prislusnych
koncentracich a pH takovym zplisobem, Ze se snadno udrzuje sterilita pied podanim protilatky a
je zde malo pozadavki pro pridavné pufry ¢i media. Avsak tomu, kdo ma zkusenost v oboru, by
mélo byt ziejmé, Ze lze stejna Cinidla pfipravit, sterilizovat a testovat ohledné sterility na praco-
viti. Proto se uvazuji rizné formy soupravy podle tohoto vynalezu v zavislosti na rozpoctu a pre-
ferenci uzivatele.

Souprava pro znaceni radionuklidem podle tohoto vynalezu se miize pouZit pfi zpisobu znacCeni

radionuklidem protilatky konjugované s chelatotvornym prostiedkem pro podavani pacientovi.
Podle tohoto vynalezu tento zplisob zahrnuje obecné
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(i) smiseni protilatky konjugované s chelatotvornym prostfedkem s roztokem obsahujicim radio-
nuklid,

(ii) inkubaci smési po piislusnou dobu pii ptislusné teploté a
(iii) zfed&ni oznagené protilatky na prislusnou koncentraci ve formulaénim pufru tak, aby bylo
mozno podévat protilitku ozna¢enou radionuklidem pfimo pacientovi bez dalsi purifikace.

Nejpreferovangjsi protilatkou je protilatka proti CD20 a zejména miize byt touto protilatkou proti
CD20 protilatka 2B8. Tuto protilatku lze konjugovat s jakymkoliv vhodnym chelatotvornym
prosttedkem, to jest s MX—-DTPA, CHX-DTPA, fenyl- nebo benzyl-DTPA, DOTA, derivaty
EDTA atd., preferuje se MX-DTPA. Zpisoby pro uplatnéni konjugace protilatky jsou znamé v
oboru [Kozak a kol. (1989), Mirzadeh a kol. (1990), Brachbiel a kol. (1986)].

Piivodci tohoto vynalezu zjist'uji, ze zplsob znaceni radionuklidem protilatky konjugovane s
chelatotvornym prosttedkem je nejsnadnégji proveditelny, pokud se roztok obsahujici radioaktivni
znacku upravi na pH zhruba mezi 3,0 a 6,0, jesté lépe zhruba do 4,2, pfed smisenim s protilatkou
konjugovanou s chelatotvornym prostfedkem. Pro tpravu pH se zvlasté preferuje octan sodny s
nizkym obsahem kovi, i kdyZ lze pouzit i jiné pufry. Pfednostné se pouzivé octan sodny pfi kon-
centracich mezi zhruba 10 a 1000 mM a jeste [épe 50 mM.

Kdyz je pouzitym radionuklidem "y ve formé chloridu, je obiem chloridu '''In pouzity pro
ptipravu jedné davky pro podani obvykle zhruba 203 MBq (5,5 mCi) déleno koncentraci radioak-
tivity v dob& znaceni. Pro podani pacientovi je obvykla diagnosticka davka "'n zhruba 74 az 370
MBq (2 az 10 mCi). MnoZstvi roztoku octanu sodného pouzité pro Gpravu pH se méni v zavislos-
ti na koncentraci octanu sodného a ziedéni izotopického nosice a mize byt proto velmi Siroké. Pfi
koncentracich octanu sodného 50 mM je mnozstvi pozadované pro Gpravu pH obvykle 1,2 naso-
bek objemu roztoku ''In ve formé chloridu, i kdyZ Ize pouZit i v&tsi objemy. Je treba si uvédo-
mit, Zze pomér octanu sodného ke kyseliné chlorovodikové je dilezitym faktorem a mnoZstvi
pouzitého roztoku octanu sodného se méni v zavislosti na mnozstvi a koncentraci kyseliny chlo-
rovodikové v pufru. Poté se smisi zhruba 1 ml protilatky konjugované s chelatotvornym pro-
sttedkem pfi koncentraci zhruba 2 mg/ml s acettovym roztokem radioaktivni znacky a smés se
inkubuje zhruba po dobu 30 min nebo po dobu dostate¢nou pro dosaZeni optimalniho znaceni
protilatky. Toto ¢asové rozmezi miize byt zhruba od 30 s do 60 min. Poté se pfida formula¢ni
pufr v mnoZstvi nezbytném pro dosazeni celkového kone¢ného objemu zhruba 10 ml.

Optimalni ¢as pozadovany pro znaceni protilatky se miize ménit v zavislosti na protilatce, kon-
krétni radioaktivni znaéce a konkrétnim pouzitém konjugéatu. Faktorem ovlivitujicim optimalizaci
¢asu pro znadeni radionuklidem je pomér chelatotvorného prostiedku k protilatce, ktera se ma
oznadit. Pomé&r chelatotvorného prostfedku k protilatce musi byt napiiklad dostate¢né vysoky pro
dosazeni terapeuticky pouzitelnych hladin inkorporace, to jest 90 az 95 % v zavislosti na pouZzi-
tém radionuklidu, ale nesmi byt piili$ Siroky, aby se neohrozila strukturni integrita a imunoreak-
tivita protilatky. To vyZaduje urdity vyrovnavaci proces, ktery mize v nékterych piipadech vést k
niz§i hladiné€ konjugovaného chelatotvorného prostiedku a k prodlouzeni ¢asu znaceni.

Napftiklad pro 2B8 a MX-DTPA se zjistuje, Zze znaceni lze provést v kratsi dob€ nez 5 min pro
Y a zhruba v priabéhu 30 min pro "''In s dosazenim pozadované hladiny inkorporace radioak-
tivni latky pfi molarnim poméru chelatotvorného prostredku k protilatce pouhych 1,5:1. Proto
neni tieba zvySovat pomér chelatotvorného prostiedku k protilatce, nebot’ se dosahuje pozadova-
né hladiny radioinkorporace. Navic neni vyhodné zvySovat mnozstvi konjugovaného chelato-
tvorného prostredku, nebot” by se tak mohla ovlivnit imunoreaktivita protilatky. Tyto parametry
Ize stanovit empiricky pro dalsi protilatky pro navrh souprav, jako jsou ty, které se popisuji v
tomto vynalezu.

Pokud je radionuklidem *°Y ve formé chloridu, je objem roztoku *°Y ve formé chloridu pouzity
pro ptipravu jedné davky pro podani obvykle v rozmezi od zhruba 370 az 1850 MBq (10 az
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50 mCi) a prednostné je zhruba 1665 MBq (45 mCi) déleno koncentraci radioaktivity v dobé
znaceni. Mnozstvi octanu sodného pouzité pro Gpravu pH se méni v zavislosti na koncentraci
octanu sodného a koncentraci izotopického nosi¢e a mize byt proto velmi Siroké. Pii koncentraci
octanu sodného 50 mM a *°Y dodavaném v 50 mM roztoku kyseliny chlorovodikové je mnozstvi
pozadované pro Gpravu pH obvykle 1,2 nasobek objemu pouzitého roztoku ™Y ve formé chlori-
du. Poté se zhruba 1,5 ml protilatky konjugované s chelatotvornym prostiedkem o koncentraci
zhruba 2 mg/ml smisi s acetatovym roztokem radioaktivni znacky a inkubuje se po dobu zhruba 5
min nebo po dostateény ¢as pro dosazeni optimalniho oznaceni protilatky. Takovy &as mize byt
v rozmezi od zhruba 30 s do zhruba 60 min. Formulagni pufr se pfidav4 v mnoZstvi nezbytném
pro dosazeni celkového kone¢ného objemu zhruba 10 ml.

Piednostné se zplsob znaceni radionuklidem podle tohoto vynalezu provadi s pouzitim soupravy
pro znaceni radionuklidem, ktera se zde popisuje. Aviak tomu, kdo ma zkusenost v oboru, by
mélo byt ziejmé, ze preferované slozky a podminky piedstavuji pouze pijatelna voditka pro pro-
vadéni zplsobu podle tohoto vynalezu a mohou se do uréité miry pozméfiovat s pfislusnou opti-
malizaci. Podminky, které se odchyluji od preferovanych podminek, av3ak dosud plni tcel tohoto
zpusobu, se uvazuji v tom smyslu, Ze patii do obsahu tohoto vynalezu.

Souprava pro znaceni radionuklidy podle tohoto vynalezu se miize téZ dodavat s &inidly vhod-
nymi pro snadné ovéfeni vazebné afinity protilatky po znaceni radioaktivnim nuklidem. V takové
pfipadu lze t€z pouzit soupravu podle tohoto vynalezu pro stanoveni procenta vazby protilatky
oznaCeni radionuklidem k jeji cilové butice pred podanim protilatky pacientovi. Pivodci tohoto
vynalezu také zjist'uji, Ze konkrétni souprava pro imunoesej, ktera se popisuje, mize byt pouzi-
telna pro testovani afinity protilatky obecné, pro kterou neni k dispozici purifikovany antigen. V
souladu s tim Ize téz prodavat slozky pro imunoesej jako zvlastni soupravu.

Obecné souprava pro znaceni radioaktivnim nuklidem a imunoesej obsahuje

(1) alespon jednu lahvicku lyofilizovanych bunék, které exprimuji antigen, ktery se rozpoznava
protilatkou v souprave,

(i1) lahvicku obsahujici protilatku konjugovanou s chelatotvornym prosttedkem,
(iii) lahvicku obsahujici formulaéni pufr a

(iv) instrukce pro znaceni radionuklidem protilatky takovym zpiisobem, Ze lze protilatku oznade-
nou radionuklidem podavat pfimo pacientovi bez nutnosti nasledné purifikace.

Jak se popisuje vySe pro soupravu pro znaceni radionuklidem, miize tato souprava téz obsahovat
lahvicku obsahujici pufr pro Gpravu pH radionuklidu a sterilni sklenénou reakéni lahvicku. Pred-
nostné je pufrem roztok octanu sodného o nizkém obsahu kovi o koncentraci zhruba mezi 10 a
1000 mM a sklenéna reakéni lahvicka o obsahu alespon 5 ml. Protilatka je ptednostné protilatkou
proti CD20 a chelatnim prostiedek je prednostné MX-DTPA. Ostatni chelatotvorné prostiedky
Ize pouzit, jak se popisuje vyse. Preferovanou konjugovanou protilatkou je 2B8-MX-DTPA, i
kdyz je mozno oznacit jakoukoliv protilatku konjugovanou s chelatotvornym prostfedkem a vy-
hodnotit jeji afinitu. Formulaénim pufrem je fyziologicky roztok pufrovany fosfatem obsahujici
radioprotektivni prostiedek a nekonjugovany chelatotvorny prostfedek, jak se popisuje vyse, a
radionuklid miize a nemusi byt v soupravé a prednostné je timto nuklidem '"'In nebo ™Y ve for-
mé chloridu. Lze pouzit i jiné radionuklidy v zavislosti na pouzitém chelatotvorném prostredku.

Rozdil mezi souborem pro imunoesej/znaceni radionuklidem a souborem pro znaceni radionukli-
dem popsanym vySe je zahrnuti antigen—pozitivnich bunék, které slouzi jako substratovy cil pro
testovani afinity protilatky. Jestlize je antigenem CD20, jsou preferovanymi CD20—pozitivnimi
buiikami SB buriky (ATCC # CCL 120), avsak lze pouzit jakékoliv CD20—pozitivni buriky. Sou-
bor pro imunoesej a znaceni radionuklidem mize dale zahrnovat antigen—negativni buriky pro
pouziti jako negativni kontroly. Preferovanymi CD20-negativnimi buiikami jsou HSB buiky
(ATCC # CCL 120.1), avsak Ize pouzit jakékoliv CD20-negativni bufiky.
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Kombinovana souprava pro zna¢eni radionuklidem a imunoesej miize ovSem dale obsahovat
lahvicku chimérické protilatky proti CD20 navic k protilatce, kterd se ma znacit, pro uskute¢néni
kombinovaného terapeutického protokolu nebo pro odstranéni B bun€k v krevmm ob¢hu pred
diagnostickym zobrazenim. Takovou samostatnou protilatkou je pfednostné Rituxan®, avsak mii-
Ze ji byt kterakoliv protilatka, ktera dokaze usmrtit tumorové buiiky. Je skutecnosti, Ze Ize kom-
binovat dva riizné typy protilatek v jedné soupravé, to jest protilatky smérované na dva rizné
antigeny B bunék, pokud kombinovany terapeuticky protokol slouzi pro zasah stejného typu bu-
nék, to jest B-buné¢ného lymfomu.

Jakmile se slozky soupravy maji pouzit pro znageni jinych protilatek, 1ze pfipravit jiné buiiky pro
testovani afinity protilatky v zavislosti na cilovém antigenu. Avsak pro protilatky proti CD20 se
imunoesej a souprava pro znaceni podle tohoto vynalezu zvlasté hodi pro komer¢ni ucely v tom
smyslu, Ze se dod4vaji cilové buiiky v lyofilizované form&. To umoziiuje ovéfeni ¢innosti proti-
latky jednoduchym a systematickym zpiisobem a odstraiiuje potize a vydaje souvisejici s udrzo-
vanim tkatiovych kultur. Lyofilizované buiiky se obecné dodavaji v alikvétech mezi 0,5 a 500 x
10° bun&k na lahvi¢ku podle zpiisobii tohoto vynalezu.

Je mozné, ze konkrétni zafizeni budou preferovat objednavani protilatky, kterd jiz byla oznaCena,
a v tomto piipadé miize takové zafizeni pozadovat ¢inidla pro imunoesej pro zajiSténi skutecnos-
ti, ze protilatky uchovavaji cilovou afinitu. V tomto pfipadu tento vynélez téz poskytuje imuno-
esej pro stanoveni procenta vazby znatené protilatky na jeji cilové buriky. Tato souprava zahrnu-
je alespori jednu lahvi¢ku fixovanych a/nebo lyofilizovanych antigen—pozitivnich bunék a mize
pripadné obsahovat antigen—negativni buiiky, jak se popisuje vyse, pro imunoesej a pro znaceni
soupravy. Navic by mélo byt ziejmé, Ze odchylky takového souboru mohou zahrnovat neznace-
nou kontrolni protilatku pro ovéfeni specifi¢nosti vazby protilatky zakaznika kompetitivni eseji.

Jestlize je antigenem CD20 jsou CD20-pozitivnimi buiikami pfednostné SB buiiky (ATCC #
CCL 120) a CD20-negativnimi buiikami jsou prednostne HSB buiiky (ATCC # CCL 120.1),
které se dodévaji v lyofilizované formé v alikvétech mezi 0,5 a2 50 x 10° bunék. V tomto prlpadu
je protilatkou ptednostné konjugat MX-DTPA s 2B8 znaceny radionuklidem ""In nebo Y.

Z hlediska dalSich ztélesnéni soupravy, ktera se zde popisuje, je tieba zdiraznit, Zze jednou z vy-
hod soupravy pro znackovani radionuklidy a zptsobu podle tohoto vynédlezu je skute¢nost, Ze
neni tieba provadét zadny dalsi purifikaéni krok a protilatka znadend radionuklidem se miize
podavat ptimo pacientovi, ¢imz se usetfi cenny Cas a zvysi se stabilita protilatky. Proto se zdi-
raziiuje, ze i kdyz mize klinik pozadovat testovani ¢i verifikaci vazebné specificnosti a afinity
protilatky oznacené radionuklidem pfed podanim, lze tento test proveést s konkrétnimi radionukli-
dy, pokud jde o stabilitu protilatky a inhibici radiolyzy, naptiklad s yttriem. Poskytnutim zt¢les-
néni soupravy, kterou lze testovat vazebnou afinitu a specifi¢nost, plivodci tohoto vynalezu v
zadném pripadu neuvazuji, Ze se takové testy absolutné poZaduji pfi zpGsobech a soupravach
podle tohoto vynalezu. MozZnost testovani této validity protilatky je Cist€ na volbé klinika.

Plvodci tohoto vynalezu téz zjistuji, Ze zplsob pouzity pro ptipravu fixovanych a lyofilizova-
nych bunék pro imunoeseje podle tohoto vynalezu je zvlasté vhodny pro pfipravu bunék pro ko-
merc¢ni soupravy. Buriky lze fixovat pred lyofilizaci pro zlepSeni struktury/stability. Buriky podle
tohoto vynalezu vykazuji zejména vysokou reprodukovatelnost pfi jejich pouZiti pro imunoeseje
protilatky.

Tento vynalez zejména zahrnuje zplsob ptipravy lyofilizovanych bunék obsahujici nasledujici
kroky

(i) sbirani bunék pi hustoté bun&k 0,5 az 2 x 10° bunék na ml centrifugaci,
(ii) promyti bunék alespori jednou vyvazenym roztokem soli, to jest HBSS,

(iii) resuspendovani peletovanych bunék v lyofilizatnim pufru obsahujicim vyvazeny roztok soli
obsahujici nosny protein a alespori jeden typ cukru,
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(iv) pridéleni alikvétu resuspendovanych bunék do mikrocentrifugaéni zkumavky nebo sklenéné
lahvicky a

(v) lyofilizace bun€k po dobu 12 az 96 h a ptednostné 24 az 72 h pfi tlaku zhruba 5,3 az 8 Pa.
Tento zpisob je zvlast¢ vhodny pro pripravu lyofilizovanych bunék, pii kterém jsou
témito bufikami SB bunky (ATCC # CCL 120) nebo HSB buiiky (ATCC # CCL 120.1), aviak
pravdépodobné je pouzitelny i pro jiné typy bunék.

Pufr piednostné obsahuje bovinni serumalbumin jako proteinovy nosi¢ pfi koncentraci 1 %
(hmotnost/objemem) a mannitol pfi koncentraci 10 %. Avsak ziejmé lze pouzit jiné proteinové
nosice, to jest HSA a jiné cukry. Buriky se ziskavaji centrifugaci pii rychlosti zhruba 1300 min' a
pfida se roztok soli HBSS (Hankiiv vyvazeny solny roztok). Buiky se obecné resuspenduji pfi
koncentraci 50 x 10° bun&k na ml. Aviak tomu, kdo ma zkusenost v oboru, by mélo byt ziejmé,
Ze vySe popsané podminky Ize mirné modifikovat bez vyznamného ohrozeni Zivotnosti bunék.
Navic lze vySe popsané podminky doplnit pfidavnymi zplisoby navrzenymi pro optimalizaci
procesu pro veét§i mnozstvi bunék, naptiklad diafiltraci s tangencialnim tokem pro vyménu bunék
do lyofiliza¢niho pufru.

Soupravy radioimunoeseji podle tohoto vynalezu lze pouzit pti esejich pro vyhodnoceni vazebné
afinity protilatky znacené radionuklidem. Takova esej je rovnéz piedmétem tohoto vynalezu.
Imunoesej pro stanoveni procenta vazby protilatky znacené radionuklidem s jeji cilovou bunkou
zahrnuje obecné nasledujici kroky:

(i) smiseni alespori jednoho alikvétu protilatky znacené radionuklidem s alespori jednim alikvo-
tem antigen—pozitivnich bunék,

(ii) smiseni alesponl jednoho alikvotu protilatky znacené radionuklidem identického s alikvotem
kroku (i) s alespoii jednim alikvétem zied'ovaciho pufru téhoz objemu, jako je objem alikvotu
antigen—pozitivnich bunék v kroku (i) pro kontrolni stanoveni,

(iii) peletizace buné¢k centrifugaci,
(iv) zméfeni radioaktivity v supernatantu peletovanych buné¢k a kontroly a

(v) srovnani radioaktivity v bunééném supernatantu s radioaktivitou kontroly.

Pokud soupravy pro znaceni radionuklidy podle tohoto vyndlezu ptipadné obsahuji "n ve formé
chloridu nebo ™Y ve formé chloridu, provadi se imunoesej podle tohoto vynalezu obvykle s pro-
tilatkami znagenymi "'In nebo *°Y. Pokud je radioaktivni znackou '''In, méfi se aktivita ve zku-
mavkach pro imunoesej itatem gama. Pokud je znackou *°Y, méfi se aktivita s pouZitim scinti-
la¢niho pocitace, avSak lze rovnéz pouzit ¢ita¢ gama.

Pro imunoesej podle tohoto vynélezu je preferovanou protilatkou protilatka proti CD20 a proti-
latkou proti CD20 je pfednostné 2B8 a tato protilatka 2B8 se znadi s pouzitim soupravy pro zna-
&eni radionuklidy podle tohoto vynalezu. Lze vak testovat jakoukoliv protilatku zna¢enou radio-
nuklidy s podminkou, Ze jsou k dispozici buiiky exprimujici konkrétni antigen. Pokud je timto
antigenem CD20, jsou preferovanymi buiikami pro provedeni eseje SB buriky (ATCC # CCL
120), avsak esej se téz optimalizuje a provadi s jakoukoliv protilatkou znacenou radionuklidem a
pfislu$nou cilovou burikou.

Zied’ovaci pufr pouzity pro esej by mé&l udrzovat vazbu protilatky, to jest mél by se pouzit fyzio-
logicky pufr pfipadn& obsahujici proteinovy nosi¢, naptiklad bovinni serumalbumin pro minima-
lizaci nespecifické vazby s buiikami. I kdyZ se pouziva jako kontrola zkumavka se zfed'ovacim
pufrem, Ize pouZit dalsi kontrolu pi eseji s antigen—negativnimi bufikami. V tomto pfipadu imu-
noesej déle zahrnuje nasledujici kroky:

(i) smiseni alespoii jednoho alikvétu protilatky znacené radionuklidem s alespofi jednim alikvo-
tem antigen—negativnich bungk,

(ii) peletizace antigen—negativnich bunék centrifugaci,
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(iv) méfeni radioaktivity supernatantu antigen—negativnich peletovanych bunck a

(v) srovnani mnozstvi aktivity v antigen—negativnim buné¢ném supernatantu s mnozstvim radio-
aktivity v supernatantu antigen—pozitivnich buné¢k a kontrolou.

Srovnani radioaktivity obdrzené z této zkumavky s kontrolou zfed'ovaciho pufru poslouzi jako
méFitko mnoZstvi nespecifické vazby na antigen—pozitivni burky. Pokud je antigenem CD20 a
CD20—pozitivnimi buiikami jsou SB buiky, jsou CD20 negativnimi buitkami prednostné HSB
buriky (ATCC # CCL 120.1).

Jak se popisuje vyse, lyofilizované buiiky podle tohoto vynalezu poskytuji jednoduchy, uinny a
reprodukovatelny standard pro testovani vazebné ucinnosti protilatky znacené radionuklidem.
Proto se imunoesej podle tohoto vynalezu pfednostné provadi s pouzitim lyofilizovanych buné¢k v
soupravach pro imunoeseje podle tohoto vynalezu. Navic se mohou soubory pro znaceni radio-
nuklidem podle tohoto vynalezu kombinovat s imunoesejemi podle tohoto vynalezu, jestlize se
protilatka nejprve oznali zpisobem znaceni protilatky konjugované s chelatotvornym prostied-
kem, jak se popisuje v tomto vynalezu. Nejpreferovanéj$im zplisobem provedeni imunoeseje
podle tohoto vynalezu je pouziti imunoeseje a souprav pro znaceni radionuklidem, jak se zde
popisuje.

Mohou nastat urcité pripady, pii kterych je tfeba testovat ¢i verifikovat afinitu protilatky, avsak
radioaktivni znacka dosud neni pfipojena. Napiiklad za uritych okolnosti, to jest pfi zjistovani
pficiny problému, mize byt vyhodné testovat vazebnou aktivitu protilatky pfed znacenim radio-
nuklidem. V takovém piipadu tento vynalez téz zahrnuje kompetitivni imunoesej pro vyhodnoce-
ni afinity testovaci protilatky k cilové burice skladajici se z nasledujicich krokii:

(i) pfiprava kontrolni protilatky znacené rutheniem pouzitim znamé protilatky specifické pro
tentyZ antigen,

(ii) inkubace vzrustajicich mnozstvi zkusebni protilatky a vzristajicich mnoZzstvi neznadené kon-
trolni protilatky pfi pevné koncentraci cilovych bun¢k a stopového mnozstvi protilatky znacené
rutheniem, pfi které jsou kazda oddélena koncentrace zkusebni protilatky a kazda oddélena kon-
centrace kontrolni protilatky v jednotlivych zkumavkach,

(iii) stanoveni vazby v kazdé reakéni zkumavce na zakladg relativni elektrochemiluminiscence
(ECL) nebo ptistrojem ORIGEN a

(iv) vypocet stfedni hodnoty afinity zkusebni protilatky.

Primérna afinita se maZe vypocéitat z hodnot EC50 a znamé koncentrace stopové protilatky s
pouzitim zpusobu Mullera [J. Inmunological Methods, 34, 345 (1980)] nebo jiného prislusného
zplisobu. Je tfeba poznamenat, Ze se tento rozbor téZ miZe pouZit pro testovani afinity protilatek
znaCenych radionuklidy nebo jakékoliv protilatky, pro kterou nelze purifikovat antigen, a jako
zdroj antigenu se pozaduji builky. Fixované, lyofilizované buiiky podle tohoto vynalezu se mo-
hou pouzit jako cilové buriky.

Pfi provadéni kompetitivni imunoeseje podle tohoto vynalezu pro testovéani aktivity protilatek
proti CD20 miiZe byt kontrolni protilatkou 2B8 nebo kterdkoliv jind nekonjugovana protilatka
proti CD20. Kontrolni protilatkou miize byt protilatka konjugovana chelatotvornym prostiedkem.
Zku3ebni protilatkou miize byt téZ konjugat kontrolni protilatky s chelatotvornym prostiedkem.
Alternativné mize byt zkusebni protilatkou jina protilatka proti CD20, jejiz vazebna afinita k
CD20 se m4 zjiStovat ve srovnani s 2B8. Avsak rozbor lze pfizpisobit k pouziti s protilatkami,
které vykazuji jiné specifi¢nosti, pokud jsou k dispozici pfislusné cilové buiiky.

V kompetitivni imunoeseji podle tohoto vynélezu jsou preferovanymi cilovymi buitkami CD20—
pozitivni buriky, lépe SB buiiky (ATCC # CCL 120) a nejlépe resuspendované lyofilizované SB
buiiky pfipravené podle zpiisobu tohoto vynalezu. Buiiky lyofilizované s pouzitim jinych zpi-
sobii nebo fixované buiiky jsou rovnéz pouzitelné. Protilatka znadena rutheniem se obvykle pi-
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pravuje zpiisobem zahrnujicim inkubaci kontrolni protilatky s N-hydroxysukcinimidesterem
ruthenium(Il) tris—bipyridinového chelatotvorného prostiedku (TAG-NHS), i kdyZ se rovnéz
uvazuji jiné znamé zpilsoby znaceni protilatek. Pro znaceni se kontrolni protilatka a TAG-NHS
pfednostn¢ inkubuji v molarnim poméru zhruba 1:15.

Tyto a dalsi aspekty ptedmétného vynalezu i srovnavaciho feseni lze objasnit s odkazem na na-
sledujici obrazky a ptiklady provedeni, stejné jako popisnou ¢ast vynalezu.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1. Imunoreaktivita nativniho 2B8 se srovnava s komeréné dostupnymi protilatkami B1 proti
CD20 (Coulter) a Leu 16 (Becton Dickinson) pfimou kompetici v radioimunoeseji s pouzitim B1
znatené 1. Antigen—pozitivni SB buiiky (100000) se pridaji do kazdé jamky filtradnich desek
V&P, 10 ng B1 znacené radionuklidem se smisi s rliznymi koncentracemi neznacené kompetitiv-
ni latky a smés se ptida k burikam. Protilatky se inkubuji s buiikami po dobu 1 h pfi teploté okoli.
Stanoveni se provedou po trojicich. Poté se jamky promyji, vysusi a stanovi se aktivita na filtru.
Znazornéné udaje jsou opravené na aktivitu pozadi a predstavuji priméry z trojic stanoveni.

Obr. 2. Vzristajici mnoZstvi nekonjugované 2B8 se analyzuji ohledn€ vazby na lidské B buriky
(SB) s pouzitim analyzy FACS. Srovnani se provadéji s komerén€ dostupnou monoklonalni pro-
tilatkou proti CD20 (B1) a se dvéma irelevantnimi isotypickymi protilatkami. Jako druhé ¢inidlo
se pouzije kozi protilatka proti mySimu IgG-FITC F(ab),. Vysledky ukazuji, ze 2B8§ je specific-
ka pro antigen CD20 a vykazuje vy$si vazbu nez B1.

Obr. 3. Lidské B buiiky (SB) se inkubuji se vzrustajicimi mnoZzstvimi 2B8 znacené radionukli-
dem 'Z’I. Vzorky po trojicich se inkubuji po dobu jedné h a aktivita navazana na buiiky se stanovi
po filtraci, kterou se ziskavaji buiiky. Scatchardova analyza umoziiuje vypocet zdanlivé konstan-
ty afinity 4,3 x 10° M.

Obr. 4. Imunoreaktivita nativni 2B8, 2B8—-MX-DTPA a B1. Protilatka B1 se znaci podle popisu
v oddilu Zpisoby provedeni. 10 ng B1 ozna¢ené radionuklidem se smisi se vzristajicimi koncen-
tracemi kompetitivni latky a smés se pfida do jamek na filtraénich deskdch V&P obsahujicich
kazda 100 000 antigen—pozitivnich SB buné&k. Veskera stanoveni se provadéji po trojicich. Po 1 h
inkubace pfi teplot¢ mistnosti se jamky dostate&né promyji. Nasledn¢ se filtry vysusi a pfipojena
aktivita se stanovi méfenim Getnosti impulzi aktivity gama. Veskeré hodnoty se koriguji na po-
zadi. Znazornéné hodnoty jsou stiedni hodnoty ze tii stanoveni.

Obr. 5. Protilatka 2B8 se formuluje pfi kone¢né koncentraci 10 mg/ml v normélnim fyziologic-
kém roztoku nebo v normalnim fyziologickém roztoku obsahujicim 10 mM glycinhydrochloridu
o pH 6,8. Dvojité soubory vzorkd se poté umisti do lahvigek se Sroubovym uzavérem, lahvicky se
promyji proudem dusiku a uzaviou. Vzorky se poté inkubuji pfi teploté 4 nebo 30 °C po dobu 12
tydnti. Imunoreaktivita vzork( se hodnoti kazdy tyden. Nepozoruje se zadna ztrata imunoreakti-
vity u zadného ze vzorkd 2B8 v priib&hu 12-tydenni studie. Imunoreaktivity v tydnu 1 (obr. 5A),
tydnu 6 (obr. 5B) a tydnu 12 (obr. 5C) jsou znazornéné na obrazcich.

Obr. 6. Imunoesej pro stanoveni imunoreaktivity 2B8—MX-DTPA znacené radionuklidem "n
inkubované ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem o pH 7,4 obsahujicim lidsky
serumalbumin o koncentraci 50 mg/ml (inkubace 48 h). Obr. 6A) Konstantni mnozstvi protilatky
znadené radionuklidem (5 ng/ml) se inkubuje se vzristajicimi objemy SB bunék (20 x 10° bu-
nék/ml) . Aktivita méfena jako &etnost impulzil (impulzii/min) navazana na buiiky se vynasi proti
objemu piidané bun&&né suspenze. (Obr. 6B) Vynasi se celkova aplikovand aktivita vzhledem k
navéazané aktivité (AT/B). Linearni extrapolace umoziuje vypocet useku na ose y (0,997). Pre-
vracend hodnota seku na ose y x 100 poskytuje imunoreaktivitu 100 % pfi nekoneném piebyt-
ku antigenu.
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Obr. 7. Autoradiogramy obdrzené z analyzy SDS-PAGE 2B8-MX-DTPA oznacené radionukli-
dem °°Y inkubované pii teploté 4 °C ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem o pH 7.4
obsahujicim lidsky serumalbumin o koncentraci 75 mg/ml a DTPA o koncentraci 1 mM. V da-
nych &asech se vzorky podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovych gelech za nereduk¢-
nich podminek, denatura¢nich podminek (SDS). Vzorky se nanéseji v mnoZstvi 5 gl (drahy 1, 2),
10 gl (drahy 5, 6). Gely se exponuji s rtg. filmem po dobu zhruba 15 min pfi teploté okoli a foto-
grafuji.

Obr. 8. Denzitometricky zdznam radiogramu ¢asu nula obdrzeného z analyzy SDS-PAGE 2B8-
MX-DTPA znagené radionuklidem °Y inkubované pii teploté 4 °C ve fyziologickém roztoku
pufrovaném fosfatem, pH 7,4, obsahujicim lidsky serumalbumin o koncentraci 75 mg/ml a
DTPA o koncentraci 1 mM. Vzorek se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovém gelu
za neredukénich podminek. Vzorky se nanaseji v mnozstvi 5, 10 a 20 x4, kazdé mnozstvi do dvou
jamek. Gel se exponuje s rtg. filmem zhruba po dobu 15 min pii teploté okoli a jedna z drah se
snima s pouzitim denzitometru. Relativni plocha piku konjugatu znaceného radionuklidem (#2) je
96,2 %.

Obr. 9. Denzitometricky zdznam autoradiogramu obdrzeného po dobé 48 h na zakladé analyzy
SDS-PAGE 2B8-MX-DTPA zna&ené *°Y a inkubované pii teploté 4 °C ve fyziologickém roz-
toku pufrovaném fosfatem, pH 7,4, obsahujicim lidsky serumalbumin o koncentraci 75 mg/ml a
DTPA o koncentraci 1 mM. Vzorek se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovém gelu
za neredukénich podminek. Vzorky se nanaseji v mnozstvi 5, 10 a 20 g, kazdé mnozstvi do dvou
jamek. Gel se exponuje s rtg. filmem zhruba po dobu 15 min pfi teploté okoli a jedna z drah se
snima s pouzitim denzitometru. Relativni plocha piku konjugatu znaceného radionuklidem (#2) je
95,5 %.

Obr. 10. Autoradiogramy obdrzené z analyzy SDS-PAGE 2B8-MX-DTPA znagené '''In inku-
bované pii teploté¢ 4 °C ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem o pH 7,4 obsahujicim
lidsky serumalbumin o koncentraci 50 mg/ml. V danych ¢asech se vzorky podrobi elektroforéze
na 4 az 20% Tris—glycinovych gelech za neredukénich podminek. Vzorky se nanaseji v mnoZstvi
5 pl (drdhy 1, 2), 10 zd (drahy 3, 4) a 20 gl (drahy 5, 6). Gely se exponuji s rtg. filmem po dobu
zhruba 15 min pfi teploté okoli a fotografuji. (Poznamka: Autoradiogram po dobé 48 h se obdrzi
s pouZzitim zesilovacich §titil, které poskytuji vyssi signal, ve srovnani s autoradiogramem ¢asu
nula).

Obr. 11. Denzitometricky zdznam autoradiogramu ¢asu nula obdrzeného z analyzy SDS-PAGE
2B8-MX-DTPA znacené radionuklidem '''In inkubované pfi teploté 4 °C ve fyziologickém roz-
toku pufrovaném fosfatem, pH 7.4, obsahujicim lidsky serumalbumin o koncentraci 50 mg/ml.
Vzorek se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovém gelu za nereduk¢nich podminek.
Vzorky se nanéaseji v mnozstvi 5, 10 a 20 zl, kazdé mnozstvi do dvou jamek. Gel se exponuje s
rtg. filmem zhruba po dobu 15 min pfi teploté mistnosti a jedna z drah se snimé s pouzitim denzi-
tometru. Relativni plocha piku konjugatu zna¢eného radionuklidem (#3) je 95,9 %.

Obr. 12. Denzitometricky zaznam autoradiogramu &asu 48 h obdrZeného z analyzy SDS-PAGE
2B8-MX-DTPA znagené radionuklidem ''In inkubované pii teploté 4 °C ve fyziologickém roz-
toku pufrovaném fosfatem, pH 7,4, obsahujicim lidsky serumalbumin o koncentraci 50 mg/ml.
Vzorek se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovém gelu za neredukénich podminek.
Vzorek se podrobi elektroforéze na 4 az 2 0% Tris—glycinovém gelu za neredukénich podminek.
Vzorek se nanasi v mnozstvi 5, 10 a 20 ul, kazdé mnoZstvi do dvou jamek. Vzorek se exponuje 5
rtg. filmem zhruba po dobu 15 min pfi teploté okoli a jedna z drah se snima s pouzitim denzito-
metru. Relativni plocha konjugatu znageného radionuklidem je 97,0 % (kombinované plochy
pikt #2, 3 a 4).
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Obr. 13. Autoradiogramy obdrzené z analyzy SDS-PAGE 2B8-MX-DTPA znaéené radionukli-
dem *Y inkubované pii teploté 37 °C v lidském seru. P¥i udanych casech se vzorky podrobi elek-
troforéze na 4 az 20% Tris-glycinovych gelech za neredukénich podminek. Vzorky se nanaseji v
mnozstvich 5 gl (drahy 1, 2), 10 4l (dréhy 3, 4) a 20 gl (dréhy 3, 6). Gely se exponuji s rtg. fil-
mem zhruba po dobu 15 min pfi teploté okoli a fotografuji.

Obr. 14. Denzitometricky zaznam autoradiogramu ¢asu nula obdrzeného z analyzy SDS-PAGE
2B8-MX-DTPA znadené radionuklidem *°Y inkubované pii teploté 37 °C v lidském séru. Vzo-
rek se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovém gelu za neredukénich podminek. Vzo-
rek se nanasi v mnozstvich 5, 10 a 20 4, kazdé mnozstvi do dvou jamek. Gely se exponuji s rtg.
filmem zhruba po dobu 15 min pfi teplot& okoli a jedna z drah se snimd s pouzitim denzitometru.
Relativni plocha piku konjugatu zna¢eného radionuklidem (#2) je 97,9 %.

Obr. 15. Denzitometricky zdznam autoradiogramu ¢asu 98 h obdrzené z analyzy SDS-PAGE
2B8-MX-DTPA znacené radionuklidem *°Y inkubované pii teplots 37 °C v lidském séru. Vzo-
rek se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovém gelu za neredukénich podminek. Vzo-
rek se nanasi v mnozstvich 5, 10 a 20 x4, kazdé mnozstvi do dvou jamek. Gely se exponuji s rtg.
filmem zhruba po dobu 15 min pfi teploté okoli a jedna z drah se snima s pouzitim denzitometru.
Relativni plocha piku konjugatu zna¢eného radionuklidem (#2) je 94,7 %.

Obr. 16. Autoradiogramy obdrzené z analyzy SDS-PAGE 2B8-MX-DTPA znacené radionukli-
dem '"'In inkubované pfi teploté 37 °C v lidském séru. V danych ¢asech se vzorky podrobi elek-
troforéze na 4 az 20% Tris—glycinovych gelech za neredukénich podminek. Vzorky se nanéseji v
mnozstvich 5 gl (drahy 1, 2), 10 ul (drahy 3, 4) a 20 g (drahy 5, 6). Gely se exponuji s rtg. fil-
mem zhruba po dobu 16 az 20 h pii teploté okoli a fotografuji.

Obr. 17. Denzitometricky zdznam autoradiogramu ¢asu nula obdrzeného z analyzy SDS-PAGE
2B8-MX-DTPA znagené radionuklidem '"'In inkubované pfi teploté 37 °C v lidském séru. Vzo-
rek se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovém gelu za nereduk¢nich podminek. Vzo-
rek se nanasi v mnozstvich S, 10 a 20 ul, kazdé mnozstvi do dvou jamek. Gely se exponuji s rtg.
filmem po dobu zhruba 16 az 20 h pti teploté okoli a jedna z drah se snima s pouzitim den-
zitometru. Relativni plocha piku konjugatu znaceného radionuklidem (#3) je 95,3 %.

Obr. 18. Denzitometricky zdznam autoradiogramu ¢asu 96 h obdrZzené¢ho z analyzy SDS—PAGE
2B8-MX-DTPA znacené radionuklidem *°Y inkubované pfi teploté 37 °C v lidském seru. Vzo-
rek se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovém gelu za neredukénich podminek. Vzo-
rek se nanasi v mnozstvich 5, 10 a 20 g, kazdé mnozZstvi do dvou jamek. Gely se exponuji s rtg.
filmem zhruba po dobu zhruba 16 az 20 h pfi teploté okoli a jedna z drah se snima s pouzitim
denzitometru. Relativni plocha piku konjugatu znaceného radionuklidem (#3) je 94,0 %.

Obr. 19. Opice Cynomolgus obdrzi intraven6zné kazdych 48 h celkem 7 injekci. Jsou znadzornéna
podana mnozstvi Hladiny T-bunék a B-bunék v obéhu se stanovi analyzou FACS s pouzitim
protilatek proti CD2 (T-buiiky), proti Mo—IgG (2B8), proti CD20 (Leu 16) a proti lidskému IgG
(B-buiiky). Hladiny T-bunék zistavaji neovlivnéné (Skupina zvifat V obdrzi jednu davku).

Obr. 20. Zotaveni hladin B-bunék v ob&hu u zvifat kterd dostavala 2B8 sledované analyzou
FACS s pouzitim protilatek znagenych fluorescenénim prostiedkem popsanym struéné v popisu
obrazku 19. Zvitata skupin [l a IV se nemonitoruji a usmrti se v den 13.

Obr. 21. Opice Cynomolgus dostavaji intravendzné 2B8—MX-DTPA znacenou radionuklidem
¥Y pipravenou s pouzitim 2B8-MX-DTPA pro klinické pouziti. Zvifata obdrzi davky vyse
popsanych mnoZstvi kazdych 48 h, celkem 7 davek. Ve dnech 0, 2, 7, 10 a 14 se po odbéru krve
vyhodnoti sérové chemické a hematologické faktory a hladiny B-bunék v krevnim obé&hu (séra
dne 10 se nehodnoti ohledné obsahu B—bunék). V pribéhu studia se nevyskytuji Zadné vyznacné
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abnormality kromé snizeného poctu celkovych lymfocyti u vsech zvifat vyjma jednoho zvifete
ve skupiné II.

Obr. 22. Clearance mysi protilatky 2B8 proti CD20 z opic Cynomolgus se stanovi rozborem
ELISA po jedné injekci 10 mg/kg dne nula. Jak ukazuje Gast A, protilatka vykazuje hodnotu B t;»
zhruba 4,5 d. Clearance protilatky 2B8 a jejiho konjugatu s MX-DTPA z krevniho obéhu mysi
BALB/c ukazuje &4st B. Mysi obdrzi intravendzn& 25 ug nativni ¢i konjugované 2B8 a vzorky
krve se odebiraji v rGiznych ¢asech az do doby 264 h po injekci. Séra se poté analyzuji enzyma-
tickou imunoeseji s pouzitim bunék SB jako vychytavaciho prostfedku. Nativni i konjugované
protilatky vykazuji hodnoty clearance 8,75 d.

Obr. 23. 20 mysi BALB/c, kazda obdrzi 40,7 kBq (1,1 4Ci) konjugatu zna¢eného radionuklidem
(100 ) ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem o pH 7,4 s obsahem HSA 50 mg/ml.
Skupiny po 5 zvifatech se usmrti v Easech 1, 24, 48 a 72 h a poté se pfipravi krev a riizné tkan€ a
stanovi se v nich pfipojena aktivita.

Obr. 24. 20 mysi BALB/c, kazda obdrZi intraven6zné zhruba 37 kBq (1,0 xCi) (ve 100 zl) zna-
&eného konjugatu v 1X PBS, pH 7,4, s obsahem 75 mg/ml lidského serumalbuminu s obsahem 1
mM MDPA. Skupiny po péti mySich se utrati v ¢asech 1, 24, 48 a 72 h a poté se pfipravi krev a
rizné tkané a stanovi se v nich pfipojena aktivita.

Obr. 25. Athymické mysi s Ramosovymi B—bunéénymi tumory obdrzi intravenozné 888 kBq (24
4Ci) 2B8—MX-DTPA zna¢eného '"'In a skupiny po tfech mysich se utrati v &asech 0, 24, 48 a
72 h. Po pfipravé tkani a stanoveni pfipojené aktivity se vyhodnoti procenta podané davky na g
tkani a vynesou do grafu.

Obr. 26. Imunoesej pro stanoveni imunoreaktivity "mix—&-shoot" 2B8-MX-DTPA znaCené
radionuklidem *°Y, inkubované v PBS pii pH 7,4 s obsahem 50 az 75 mg/ml lidského serumal-
buminu (inkubace 48 h). Cast A). Konstantni mnozstvi protilatky znatené *°Y (zhruba 1 ng/ml)
se inkubuje s rostoucimi mnozstvimi SB bun¢k. Aktivita vyjadifena jako Cetnost impulzl (impul-
zii/min) navazana na buiiky se vynasi proti koncentraci bunék. Cast B). Celkova podana aktivita
Y ve srovnani s navazanou aktivitou (AT/B) se vynasi do grafu. Linearni extrapolace umoZiiuje
vypocet Gseku na ose y (1,139). Pfevracena hodnota useku na ose y x 100 poskytuje hodnotu
imunoreaktivity 87,9 % pri nekone¢ném piebytku antigenu. Nedochézi k Zadné vazbé s CD20
negativnimi burikami (HSB).

Obr. 27. Autoradiogramy obdrzené z analyzy SDS-PAGE 2B8-MX-DTPA znacené radionukli-
dem Y inkubované pii teploté 4 °C ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem o pH 7,4 s
obsahem 75 mg/ml lidského serumalbuminu a 1 mM DTPA. Pfi udanych asech se vzorky po-
drobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovych gelech za neredukénich podminek, denaturac-
nich podminek (SDS). Vzorky se nanaseji v mnozstvich 5 ul (drahy 1, 2), 10 gl (drahy 5, 6) .
Gely se exponuji s rtg. filmem zhruba po dobu 15 min pfi teploté okoli a fotografuji.

Obr. 28. Denzitometricky zdznam autoradiogramu ¢asu nula obdrzeného z analyzy SDS-PAGE
2B8-MX-DTPA znacené radionuklidem Y, inkubované pfi teplot& 4 °C ve fyziologickém roz-
toku pufrovaném fosfatem pti pH 7,4 obsahujicim koncentrace 75 mg/ml lidského serumalbumi-
nu a 1 mM DTPA. Vzorek se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovém gelu za nere-
dukénich podminek. Vzorek se nana$i v mnozstvich 5, 10 a 20 ul, kazdé mnozstvi do dvou ja-
mek. Gel se exponuje s rtg. filmem zhruba po dobu 15 min pfi teploté okoli a jedna z drah se
snima s pouzitim denzitometru. Relativni plocha piku konjugatu znadeného radionuklidem (#2) je
96,1 %.

Obr. 29. Denzitometricky zaznam autoradiogramu ¢asu 48 h obdrzeného z analyzy SDS-PAGE
2B8-MX-DTPA znagené radionuklidem Y, inkubované pii teplot& 4 °C ve fyziologickém roz-
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toku pufrovaném fosfatem pii pH 7,4 obsahujicim koncentrace 75 mg/ml lidského serumalbumi-
nua 1 mM DTPA. Vzorek se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovém gelu za nere-
dukénich podminek. Vzorek se nanasi v mnozstvich 5, 10 a 20 ul, kazdé mnoZstvi do dvou ja-
mek. Gel se exponuje s rtg. filmem zhruba po dobu 15 min pfi teploté okoli a jedna z drah se

snima s pouZitim denzitometru. Relativni plocha piku konjugéatu znadeného radionuklidem (#2) je
94,1 %.

Obr. 30. Autoradiogramy obdrzené z analyzy SDS—-PAGE pro "mix-&-shoot" protilatku 2B8-
MX-DTPA znagenou radionuklidem *°Y, inkubovanou pfi teploté 37 °C v lidském séru. V uda-
nych Casech se vzorky podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovych gelech za nereduké-
nich podminek. Vzorky se nanaseji v mnozstvich 5 ul (drahy 1, 2), 10 z (drahy 3, 4), 20 u
(drahy 5, 6). Gely se exponuji s rtg. filmem zhruba po dobu 15 min pfi teploté mistnosti a foto-
grafuji.

Obr. 31. Denzitometricky zaznam autoradiogramu asu nula obdrzeného z analyzy SDS-PAGE
pro "mix—&-shoot" protilatku 2B8-MX-DTPA zna¢enou radionuklidem *°Y, inkubovanou pii
teplot¢ 37 °C v lidském seru. Vzorky se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovych
gelech za neredukénich podminek. Vzorky se nanaseji v mnozstvich po 5, 10 a 20 4 do dvou
jamek. Gely se exponuji s rtg. filmem zhruba po dobu 15 min p¥i teploté okoli a jedna z drah se
snima denzitometrem. Relativni plocha piku konjugéatu znageného radionuklidem (#2) je 89,1 %.

Obr. 32. Denzitometricky zdznam autoradiogramu ¢asu 72 h obdrzeného z analyzy SDS-PAGE
pro "mix—&-shoot" protilatku 2B8-MX-DTPA znagenou radionuklidem Y, inkubovanou pfi
teploté¢ 37 °C v lidském séru. Vzorky se podrobi elektroforéze na 4 az 20% Tris—glycinovych
gelech za neredukénich podminek. Vzorky se nanaseji v mnozstvich po 5, 10 a 20 ul do dvou
jamek. Gely se exponuji s rtg. filmem zhruba po dobu 15 min pfi teploté okoli a jedna z drah se
snima denzitometrem. Relativni plocha piku konjugatu zna¢eného radionuklidem (#2) je 88,8 %.

Obr. 33. 20 mysi BALB/c, kazda obdrzi intravenézné 185 kBq (5 xCi) 2B8-MX-DTPA znadené
Y v 1 X PBS, pH 7,4 s obsahem 75 pg/ml lidského serumalbuminu a 1 mM DTPA. Skupiny po
péti zvifatech se usmrti v ¢asech 1, 24, 48 a 72 h a jejich krev a riizné tkané se pfipravi a analyzu-
Ji ohledné ptipojené aktivity.

Obr. 34. Vzristajici mnozstvi protilatky 2B8 odvozené od CHO a oznadené se inkubuji spolu s
pevnymi koncentracemi cerstvé ziskanych CD20-pozitivnich B-buné¢k (SB) nebo CD20-
negativnich T-bun&k (HSB). Protilatka navazana na buriky se vyjadii kvantitativné s pouZzitim
analyzy FACS pomoci kozi protilatky proti mysimu IgG-FITC F(ab),, jak se zde popisuje.
Srovnani se provadi s irelevantni isotypickou protilatkou (SO04). Pouze odvozenou od CHO.
Protilatka 2B8 vykazuje zietelnou vazbu na CD20—-pozitivni SB buriky.

Obr. 35. Imunoreaktivita 2B8 odvozené od CHO se srovnava s mateiskou protilatkou 2B8—49
vytvarenou v bunécné linii hybridomu pfimou kompetici v eseji ORIGEN. Vzristajici mnozstvi
protilatky se inkubuji s pevnou koncentraci CD20—pozitivnich B-bunék (SB) a stopovym mnoz-
stvim CHO 2B8 znacené rutheniem. Po inkubaci po dobu 3 h pfi teplot€ mistnosti se navazané
mnozstvi vyjadiené jako relativni elektrochemiluminiscence (ECL) stanovi pomoci pfistroje
ORIGEN, jak se popisuje v oddilu Materialy a zplisob provedeni. Hodnoty pfedstavuji priméry z
dvojic stanoveni. Stfedni afinitni konstanty pro CHO 2B8 a 2B8-49 jsou podle vypoctu 1,3 x 10°
' M respektive 2,5 x 107'° M. Pro srovnani se pouziva irelevantni isotypicka protilatka (S004).

Obr. 36. Vazba konjugatu 2B8-MX-DTPA pfipravenych z 2B8 odvozené od CHO se srovnava s
nekonjugovanou protilatkou pfimou kompetici v eseji ORIGEN. Konjugaty se pfipravi inkubaci
2B8 s MX-DTPA po dobu 8, 17 a 24 h pied odstranénim nezreagovaného chelatu. Pro hodnoceni
vazby se protilatky inkubuji s pevnymi koncentracemi CD20—pozitivnich B-bun¢k (SB) a stopo-
vym mnozstvim CHO 2B8 znacené rutheniem. Po inkubaci po dobu 3 h pfi teploté okoli se sta-

-20 -



20

25

30

35

40

45

50

CZ 306959 B6

novi vazba vyjadiena jako relativni elektrochemiluminiscence (ECL) s pouZitim pfistroje ORI-
GEN, jak se popisuje v oddilu Materialy a zpiisoby provedeni. Hodnoty pfedstavuji priméry z
dvojic stanoveni. Pfipravky konjugatu vykazuji podobnou vazbu ve srovnani s volnou protilatkou
2B8.

Obr. 37. A) SB buriky se promyji a resuspenduji na koncentract 90 x 10° bunék/m! zied'ovacim
pufrem (1X PBS, pH 7,4) obsahujicim 1 % (hmotnost/objem) bovinniho serumalbuminu. Vzris-
tajici koncentrace bun€k se inkubuji po dobu 3 h se 7,5 ng/ml In2B8, ktera se pfipravi s pouzitim
2B8-MX-DTPA, sarze 0165A. B) Dvojité inverzni vyneseni koncentrace bun€k proti poméru
vazana aktivita/celkova aktivita (B/AT). Imunoreaktivita se vypogita jako isek 1/y x 100. Zjiste-
né hodnoty imunoreaktivity a korelaéniho koeficientu (R) jsou 80,6 % respektive 0,981.

Obr. 38. A) SB buiiky se promyji a resuspenduji na koncentraci 90 x 10° bunék/ml zied’ovacim
pufrem (1X PBS, pH 7,4) s obsahem 1 % (hmotnost/objem) bovinniho serumalbuminu. Vzrista-
jici koncentrace bunék se inkubuji po dobu 3 h s 2 ng/ml Y2B8, ktera se ptipravi s pouZitim
2B8-MX-DTPA, arze # 0165A. B) Dvojité inverzni vyneseni bunééné koncentrace proti pomé-
ru vazana aktivita/celkova aktivita (B/AT). Imunoreaktivita se vypocita jako usek 1/y x 100. Zjis-
téné hodnoty imunoreaktivity a korelaéniho koeficientu (R) jsou 72,2 % respektive 0,999.

Podrobny popis vynalezu

Definice

Pokud se nedefinuje jinak, maji veskeré technické a védecké pojmy stejny vyznam, jako je vy-
znam, ktery obvykle chape ten, kdo ma béznou zkusenost v oboru, kterému tento vynalez nalezi.
I kdyz lze v praxi nebo testovani tohoto vynalezu pouzit jakékoliv zplsoby a materialy podobné
nebo ekvivalentni tém, které se zde popisuji, popisované materialy a zpisoby se preferuji. Pro
icely tohoto vynalezu se definuji nize nasledujici pojmy.

S nizkym obsahem kovu — znamena ¢inidla zpracovana pro snizeni kontaminace kovem na hladi-
nu, ktera neovliviiuje inkorporaci radioaktivniho nuklidu.

Antigen—pozitivni — znamena antigen, ktery je rozpoznavan konkrétni protilatkou podle tohoto
vynalezu takovym zplsobem, Ze tato protilatka je schopna se s nim vazat.

% radioinkorporace (inkorporace radionuklidu) — se tyka mnozstvi radioaktivni znaCky z reakce
znaceni radionuklidem, ktera se konjuguje protilatkou, vztaZzené na celkové mnozstvi radioaktivni

znacky pridané na pocatku reakce.

% vazby se tykd mnozstvi protilatky ze vzorku, kterd se vaze na cilovy antigen, specificky nebo
nespecificky.

% imunoreaktivity neboli specifi¢nost vazby se tyka toho mnozstvi vzorku protilatky, ktery se
vaze na cilovy antigen specificky.

Diagnosticka protilatka se tyka protilatky konjugované s radioaktivni znackou, jako je radio-
nuklid '"'In, ktera miize poskytnout diagnostické zobrazeni tumorii a antigen—pozitivnich bungk.

Terapeuticka protilatka se tyka protilatky konjugované s nékterym zafi¢em alfa nebo beta (jako je
*0Y), ktery miize uskute&nit usmrcovani bungk pfi vazbé na cilovy antigen.

-21 -



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 306959 B6

Popis vynalezu

Preklinicky vyvoj mysi monoklonalni protiltky proti CD20, 2B8, konjugované 2B8, 2B8 znace-
né radionuklidem '''In a 2B8 znagené radionuklidem *°Y

1. Materialy a zptsoby vyvoje my$i monoklonalni protilatky proti CD20, 2B8, konjugované 2B8—
MX-DTPA, 2B8-MX-DTPA zna¢ené radionuklidem '"'In a Y MX-DTPA purifikované vyso-
kovykonnou kapalinovou chromatografii.

A. Materialy

1. Buiky

Lidské bunééné linie SB a HSB se obdrzi od American Type Culture Collection a péstuji se v
RPMI-1640 obsahujicim 10% fetalni bovinni sérum. CD20-pozitivni bunééna linie SB je B lym-
foblastoidni bun&&na linie odvozena od periferniho "buffy coat” (tenké Zlutava vrstva leukocyti
nad vrstvou &ervenych krvinek v centrifugované krvi) pacienta s akutni lymfoblastickou leukémii
(1). Antigen—negativni bunéena linie HSB je T-lymfoblastoidni bunétna linie odvozena od tumo-
rii indukovanych u novorozenych syrskych kiecki (2). Bunééna linie mysiho myelomu SP2/0 se
udrzuje podobné v RPMI-1640 s obsahem 10 % fetélniho bovinniho séra.

2. Protilatky

Protilatky B1 a Leu 16 proti CD20 pochdzi od Coulter Immunology respektive Becton/-
Dickinson. Kozi protilatky proti mysimu IgG a kozi protilatky proti lidskému IgG znadené "I se
obdrzi od ICN. Kozi F(ab")2 proti mysimu IgG se obdrzi od Cappela.

3. Cinidla

Freundovy GipIné a netplné adjuvantni latky se obdrzi od Sigma Chemical Company. Polyethy-
lenglykol, koncentrat HAT a HT pochazeji vesmés od Boehringer Mannheim. Fluorescein—
isothiokyanat (FITC) pochazi od Sigma Chemical Company. Radionuklid '"'In ve formé chloridu
a radionuklid *°Y ve formé& chloridu se obdrzi od Amersham nebo NEN Dupont. ¥Y ve formé
chloridu se obdr¥i od Aldrich Chemical Company. Vsechny ostatni chemikalie pochazeji ze stan-
dardnich zdroju.

Chemikalie pouzité pro konjugaci a znaceni radionuklidem se zpracuji pro odstranéni kontaminu-
jicich iontl t&zkych kovi, které by konkurovaly s radioizotopy v priib&hu kroku znaleni radio-
nuklidem. Chemikalie se obvykle zpracovavaji priichodem roztokid sloupcem jontoménice Che-
lex 100 (Bio—Rad Industries) nebo vsadkovym zpracovanim pridavkem Chelex 100 k pfiprave-
nému roztoku. Voda s nizkym obsahem kovii bud’ "Milli-Q", nebo "Water for Irrigation" (WFIr)
se pouziva pro viechny piipravky a vechna zfedéni. Roztoky neobsahujici kovy se podrobi ste-
rilni filtraci a shromazd'uji se v plastickych nadobéch.

B. Zpisoby provedeni
1. Pfiprava a screening supernatantu hybridomu 2B8 pomoci radioimunoeseje

Mysi BALB/c se imunizuji s 20 miliony SB bunék suspendovanymi ve fyziologickém roztoku
pufrovaném fosfatem s pouzitim Freundova kompletniho adjuvantniho prostfedku. Buiiky se
podavaji podkozné i intraperitonedlné do vice mist zvifete. Po 2 tydnech klidového obdobi se
mysim podavaji podruhé SB buiiky emulgované ve Freundové nedpiném adjuvantnim prostied-
ku. Nasledné zesilovaci imunizaéni injekce se podavaji na zakladé tydenniho rozpisu s pouZitim
SB bunék suspendovanych ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem. Mysi se imunizuji po
dobu 6 tydnii az 4 mésici.
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Vidy se soucasn€ usmrcuji dvé zvitata cervikalni dislokaci a jejich sleziny se vyjmou pro fizi s
myS$im myelomem SP2/0. Zvitata se voli na zdkladé schopnosti post-imunitniho séra G&inng&
inhibovat vazbu radioaktivné zna¢ené Coulter B1 protilatky proti CD20 s lidskymi SB buiikami.
Tti dny pred kazdou fzi se zvolena zvifata podrobi jedné posledni intravendzni (do ocasni vény)
injekei 20 miliond SB bunék v PBS. Pii usmrceni se sleziny vyjmou za aseptickych podminek a
splenocyty se podrobi fiizi s buitkami SP2/0 v poméru 5:1 (splenocyty:SP2/0) Buiiky po fuzi se
promyji médiem pro tkanové kultury a rozdéli do 96 jamek obsahujicich selekéni média HAT.
Hybridomy se podrobi skreeningu inhibiéni radioimunoeseji s pouzitim protilatky Coulter B1 po
10 az 14 dnech.

Screening hybridi vylucujicich protilatku proti CD20 se uskute¢ni s pouzitim zavedenych zpl-
sobii radioimunoeseje. Ve strutnosti se protilatka Coulter B1 proti CD20 purifikuje Protein A
afinitni chromatografii. 50 xg purifikované protilatky se navaze na radionuklid '*’1 rychlou oxi-
daci za piitomnosti prostiedku lodobeads (Pierce Chemical Co.) podle navodu vyrobce. Oznace-
na protilatka se zbavi soli na amberlitové pryskyfici a ulozi ve zfed'ovacim pufru (fyziologicky
roztok pufrovany fosfitem, pH 7,4, s obsahem 0,2 % Zelatiny, 0,02 % azidu sodného a 1,0 %
bovinniho serumalbuminu). 10 ng protilatky oznaéené radionuklidem se umisti do kazdé Jjamky
predbézné blokované filtracni desky (blokovaci pufr: zied'ovaci pufr obsahujici 10 % fetalniho
bovinniho séra) spolu s 50 4l supernatantu hybridomu z testovacich jamek a 100 000 SB buiika-
mi suspendovanymi v 50 ul zied'ovaciho pufru. Suspenze se inkubuje po dobu 1 h pfi teploté
okoli. Desky se diikladné promyji promyvacim pufrem (fyziologicky roztok pufrovany fosfatem,
pH 7.4 s obsahem 0,2 % Zelatiny a 0,02 % azidu sodného) na vakuovém sbérném zafizeni V&P
Scientific a filtra¢ni dna obsahujici zachycené buiiky se prevedou na &itag gama. Jamky obsahuji-
ci pouze média HAT a znacenou protilatku B1 se pouziji jako kontroly pozadi a identické jamky
obsahujici SB butiky se pouZiji jako pozitivni kontroly. Inhibi&ni kontroly obsahuji protilatku B1
znaCenou radionuklidem a riizna mnoZstvi neznagené protilatky B1 v rozmezi od 2 p#gdo?2ng.

2. Priitokové cytometrické studie
a. Bunécné linie

Predb&zné priitokové cytometrické studie se provadgji se supernatanty z kultur hybridomu 2B8.
100 2 supernatantu hybridomu se inkubuje s SB burikami po dobu 1 h pii teploté okoli. Poté se
pfida sekunddrni protilatka [kozi F(ab')2 proti mysimu IgG, Cappel] pouzita pti ziedéni 1/400 a
inkubace pokracuje ve tmé& po dobu 1 h. Buiiky se promyji 5x. Kontroly zahrnuji pouze buiiky
(nikoliv primarni ¢i sekundami protiltku), pro které se stanovi autofluorescence, buiky se
sekundarni protilatkou pouze pro stanoveni nespecifické vazby a komeréné dostupnou B1 konju-
govanou s fluoresceinisothiokyanatem (B1-FITC) pro kontrolu populace CD20.

Pfi nékterych experimentech se fluorescein kopuluje s purifikovanou protilatkou 2B8 reakci ami-
noskupin s fluoresceinisothiokyanatem (FITC). Ve strudnosti se inkubuje protilatka 2B8 (1,2
mg/ml) pfi pH 9,5 v 0,1 M pufru uhli¢itanu sodného se 150 az 200 g FITC na mg proteinu. Roz-
tok se inkubuje pii teploté mistnosti po dobu 2 h a vysledny konjugét 2B8-FITC se purifikuje na
sloupci Sephadex G-25. Ostatni chemikalie pouzité v téchto studiich, jako je Bl a Leu 16 se
obdrzi jako fluoresceinové konjugaty piimo od firmy Coulter nebo Becton Dickinson.

Buiiky k analyze se odeberou a promyji 3x fyziologickym roztokem pufrovanym fosfatem s ob-
sahem 0,2 % bovinniho serumalbuminu a 0,1 % azidu sodného. Zivotnost se stanovi exkluzi try-
panové modti s pozadavkem na Zivotnost >90 %. Buné&né koncentrace se upravi na 3 miliony na
ml 50 4 ptidanymi na jamku do 96—jamkovych misek se dnem U. Primérni protilatka (50 i) se
piida k pfislusnym jamkam a smés se inkubuje po dobu 30 min az 1 h pfi teploté mistnosti. Poté
se buiiky promyji 5x fyziologickym roztokem pufrovanym fosfatem, 200 ul/jamka, s obsahem
0,2 % BSA a 0,02 % azidu sodného. Buiiky se centrifuguji v miskach pfi frekvenci otaceni
1300 min™" v centrifuze Sorvall a supernatanty se jemné odstrani "klepnutim" na misky. Druh4
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protilatka se ptiddva podle potfeby a inkubuje se po dobu dalSich 30 min az 1 h pfi teploté okoli
ve tm&. Misky se poté promyji jako vySe. Konetné se ke kazdému vzorku ptida 200 4l fixaéniho
pufru (0,15 M roztok chloridu sodného s obsahem 1 % paraformaldehydu pii pH 7,4) a zpraco-
vané buiiky se pfenesou do zkumavek 12x75 mm k analyze.

B. Celkova krev opic Cynomolgus

Po odstranéni plazmy se buiiky promyji 2x centrifugaci a resuspenduji v HBSS. Pfidé se fetalni
bovinni sérum (2 ml) a buiiky se resuspenduji. 100 4 resuspendovanych bunék se poté piida do
kazdé ze 6 15-ml kénickych centrifugadnich zkumavek. Fluorescenéné znagené monoklonalni
protilatky se pfidaji nasledujicim zpisobem:

Zkumavka 1: mysi protilatka proti CD2-FITC (AMAC), 2,5 ug/ml, 5 ug
Zkumavka 2: kozi protilatka proti lidskému IGM-FITC (Fis-her) 2,5 pg/ml, 5 g,
Zkumavka 3: kozi protilatka proti my$imu IgG—RPE (Fisher) 2,5 ug/ml, 5 ug,

Zkumavka 4: kozi protilatka proti my$imu IgM—FITC + kozi protilatka proti my$imu 1gG—RPE
(absorbovana) 2,5 ug/ml, 5 ug,

Zkumavka 5: protilatka proti lidskému CD20-FITC (anti-Leu 16, Becton Dickinson) 5 sg,

Zkumavka 6: pouze buiiky (autofluorescence).

Znacené protilatky a buiiky se centrifuguji po dobu 2 min pfi frekvenci otageni 1500 min™ pro
promichani bunék a protilatek a viech 6 vzorkd se poté umisti na led a inkubuje po dobu 30 min.
Nasledné se zkumavky odstrani z ledu, a p¥ida se cytolyticky pufr (predehiaty na 37 °C) do dosa-
Zeni objemu 12 ml. Vzorky se poté inkubuji po dobu 15 min pfi teploté mistnosti, centrifuguji po
dobu 5 min pii teploté 4 °C pri frekvenci otaceni 1500 min™' a supernatanty se odeberou. Bun&s-
né pelety se poté promyji 2x znatkovacim pufrem (fyziologicky roztok pufrovany fosfatem s
obsahem 1 % bovinniho serumalbuminu a 0,05 % azidu sodného).

Nasledné se burky fixuji piidavkem 0,5 ml fixa¢niho pufru (0,15 M roztok chloridu sodného, pH
7,4 s obsahem 1 % paraformaldehydu) na zkumavku a analyzuji se na pFistroji Becton Dickinson
FACScan s pouzitim autokompenzace a piedb&zné kalibrace prostiedkem Calibrite. Zelena flu-
orescence fluoresceinu se méfi v rezimu FL1 a &ervena fluorescence fykoeretherinu se méfi v
rezimu FL2. Data se vyjadiuji v logaritmické formé&. Populace Zivotnych lymfocyti se nejprve
identifikuji rozptylem svétla v pravém uhlu ke sméru vpied v dot plot bitmap. Celkova populace
lymfocyti se poté izoluje eliminaci vSech ostatnich pfipadi. Nasledna méfeni fluorescence odra-
zeji pouze ty specifické ptipady, které nastanou v ramci vymezené oblasti.

Pro studie farmakologie/toxikologie vysokych davek se stanovi pfedb&ézné hladiny lymfocytd pro
kazdou opici Cynomolgus a pouziji se jako vychozi hodnoty. Pfitomnost T bun¢k a B bun¢k a
poméry T:B se vypocitaji a pouziji jako Gdaje o vyCerpani. Populace B buné¢k pied studii se vy-
hodnoti pomoci protilatek Leu 16 a protilatek proti lidskému IgM.

Po injekénim podani protilatky 2B8 opicim, kdy se antigen CD20 nasyti 2B8, se procento B bu-
n€k v celkové populaci aproximuje s pouzitim kozi protilatky proti lidskému IgM-FITC, proti-
latky proti mySimu IgG—RPE a dvojité oznacené populace obsahujici tyto dva markery. Dvojité "
oznacend populace se pouzije pro kvantitativni vyhodnoceni az do vyc¢isténi veskeré 2B8 z peri-
ferni krve zvifat. Procento T bunék v celkové populaci lymfocytii se uréi s pouzitim protilatky
proti CD2-FITC. Udaje se obdrzi jako praméry ze tii hodnot, 10 000 m&feni se provede s kaz-
dym vzorkem. Buriky z kazdého z urfenych vzorki krve se vyhodnoti nasledné s vy¢islenim v
kazdém piipadu T-bun&nych a B-bun&nych populaci v ramci celkové populace lymfocyti.
Zkoumaji se pomery T:B. Vycerpani B bun€k se vypocita jako procento snizeni B bun¢k vzhle-
dem k ptivodnim hladindm B bunék pro kazdou jednotlivou opici.
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3. Zna&eni radioaktivnim jodem a imunoprecipitace CD20

Sto milionii SB bungk se rozdéli na dvé stejné &asti po povrchovém jodovéani radionuklidem 'l a
prostfedkem Iodobeads (Pierce Chemical Co.). Buiiky se opakované promyji centrifugaci prova-
dénou tak dlouho, az se hladiny radioaktivity v supernatantu vrati na hodnotu pozadi. 100 ug
protilatky 2B8 nebo B1 (Coulter Immunology) se pfida k obéma vzorkiim zna¢enych B bunek.
Protilatky a SB buiiky se inkubuji ptes noc a poté se promyji tfikrat centrifugaci tak, aby se od-
stranila veskera volna protilatka. Bun&&né pelety obsahujici vazané protilatky 2B8 a B1 se poté
podrobi cytolyze a extrahuji ptidavkem 1% detergentniho prostiedku NP—40 v 0,01 M pufru
Tris—HCI, pH 8,0, s naslednou inkubaci pfi teploté mistnosti po dobu 1 h. Extrakt se centrifuguje
v mikrocentrifuze pii vysoké rychlosti po dobu 30 min a supernatanty se pienesou do novych
zkumavek. Piida se protein A—sefaréza (300 zl) do kazdé zkumavky a pryskyfice se peletuje
centrifugaci. Poté se protein A—sefaréza promyje 20x pro odstranéni nespecificky vdzaného jo-
dovaného proteinu. Kdyz dosahne pomér aktivity tuhé latky k supernatantu hodnoty 100, extra-
huje se peleta pufrem SDS PAGE a zahiva se k varu. Po ochlazeni se ptidavd mnozstvi extraktu
o &etnosti impulzi zhruba 15 000 imp/min do jamek v 10% polyakrylamidovém gelu. Pfedem
oznaéeny nizkomolekularni standard (BioRad-Inc.) se pfiddva do samostatné jamky a pouZije se
pro uréeni molekulové hmotnosti. Proteiny se rozdéli elektroforézou a gel se vysusi a exponuje s
rtg. filmem po dobu 24 h pii teplot& =70 °C. Poté se film vyvola a analyzuje.

4. Scatchardova analyza vazby 2B8

Purifikovana 2B8 se vyhodnoti ohledné zdanlivé afinity Scatchardovou analyzou. 2B8 oznacena
radionuklidem se pfipravi reakci s radionuklidem '] za p¥itomnosti prostfedku lodobeads. Po
odstranéni volného jodu se protilatka oznagena radionuklidem jodu inkubuje pfi riznych koncen-
tracich po dvojicich v rozmezi od 5000 ng/jamka do 35 ng/jamka s 10 000 SB burikami. Mira
vazby protilatky k burikim se vypocita ze specifické aktivity protilatky 2B8 oznacené radio-
nuklidem '”’I. Pomér vazana protilatka/volna protilatka se vynese proti molarni koncentraci va-
zané protilatky a zdanliva konstanta afinity se stanovi z poméru isekii na ose X a Y.

5. Piiprava 2B8-MX-DTPA
a. Zdroj MX-DTPA

Pro nékteré preklinické studie se ziskava l-—isothiokyanatobenzyl-3—methyldiethylentriamin-
pentaoctova Kyselina (MX-DTPA) znalena radioaktivnim nuklidem uhliku “C ve formé tuhé
latky podle Dr. Otto Gansowa z National Institute of Health a uklada se ve vysuSeném stavu pfi
teploté 4 °C, chranéna pted svétlem. Zasobni roztoky chelatu se pripravi ve vodé Milli-Q a kon-
centrace se stanovi vyhodnocenim aktivity a pouzitim specifické aktivity slouceniny. Zasobni
roztoky maji obecné koncentraci 2 az 5 mM a ukladaji se pfi teploté —70 °C v polypropylenovych
zkumavkach. Pro dalsi studie se obdrzi MX-DTPA od Coulter Immunology ve formé dvoj sodné
soli ve vodé a uklada se pfi teploté —70 °C.

b. Udrzovani podminek prostredi bez kovil

Navic k pouziti chemikalii bez kovi se veskeré manipulace s chemikaliemi provadéji takovym
zpusobem, aby se omezila moznost kontaminace kovem. Pokud je to mozné, pouZivaji se poly-
propylenové plastové nadobky, jako jsou barky, kadinky a kalibrované valce. Ty se promyji pro-
stiedkem Alconox a vy€erpavajicim zplisobem se oplachnou pied pouzitim vodou Milli-Q. Na-
vic se pouzivaji $picky pipet (BioRad) bez kovi pro piesné odméfeni malych objemt. Pro zpra-
covani velkych objemi nebo chemikalii se pouZivaji sterilni plastové serologické pipety (lze
obdrzet od 1 do 25 ml). Reakce se vhodnym zplisobem provadéji v polypropylenovych mikrocen-
trifugacnich zkumavkach se Sroubovym uzavérem (Sardstedt Industries, 1,5 ml) nebo polypropy-
lenovych konickych zkumavkach (Costar, 15 ml a 50 gl). Pfi manipulaci s dialyza¢nimi trubkami
se pouzivaji chirurgické rukavice pro jednorazové pouziti predem promyté vodou Milli-Q.
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c. Priprava protilatky

Mysi protildtka 2B8 proti CD20 se nejprve purifikuje z ascit Protein A a QAE chromatografii.
Pro dalSi pokusy se 2B8 purifikuje ze supernatantu bioreaktoru s dutymi vlakny s pouzitim téhoz
purifikaniho zpisobu. Protilatka odvozena od dutych viaken se nyni nahradi pro Gcely komerci-
alizace protilatkou odvozenou od CHO popsanou v piikladu 2.

Tato protilatka se pfipravi pro konjugaci pienesenim do 50 mM roztoku bicin—NaOH bez kovd,
pH 8,6, s pfitomnosti chloridu sodného o koncentraci 150 mM s pouzitim dialyzy nebo opakova-
né vymény pufru. V nékterych studiich se vyména pufru provadi s pouzitim opakované ultrafil-
trace s filtry Centricon 30 (Amicon) (30000D MWCO). Obecné se na filtratni jednotku pienese
50 az 200 g proteinu (10 mg/ml) a 2 ml bicinového pufru. Filtr se centrifuguje pfi teploté 4 °C v
rotoru Sorval SS—34 pfi frekvenci otadeni 6000 min™' po dobu 45 min. Objem retence je zhruba
50 az 100 ul. Tento krok se opakuje dvakrat s timtéz filtrem. Zbyvajici latka se prenese do poly-
propylenové zkumavky se Sroubovym uzavérem o obsahu 1,5 ml, analyzuje se pro stanoveni
proteinu, zfedi na 10,0 mg/ml a uklada pti teplot€¢ 4 °C do pouziti pro konjugaci. Pro nékteré
studie se protein pfevadi do 50 mM roztoku citratu sodného, pH 5,5, s obsahem chloridu sodného
o koncentraci 150 mM a azidu sodného o koncentraci 0,05 % s pouzitim stejného zpisobu jako
se popisuje vyse.

d. Zptsob konjugace

Konjugace 2B8 s MX-DTPA se provadi v polypropylenovych zkumavkéach pii teploté okoli.
Zmrazené zasobni roztoky MX-DTPA se pred pouzitim ponechaji roztat. Obvykle reaguje 50 az
200 g protilatky pti koncentraci 10 mg/ml s chelatem v molarnim poméru chelat k proteinu 4:1.
Reakce se zahdji pfidavkem chelatového zasobniho roztoku a jemnym promichanim. Konjugace
se ponecha probihat ptes noc, obecné po dobu 14 az 20 h pfi teploté okoli. Nezreagovany chelat
se z konjugatu odstrani dialyzou nebo opakovanou ultrafiltraci, jak se popisuje vyse, do normal-
niho fyziologického roztoku bez kovii (0,9 % hmotnost/objem) s obsahem 0,05 % azidu sodného.
Koncentrace proteinu se upravi na 10 mg/ml a roztok se uklada pfi teploté 4 °C v polypropyleno-
vé zkumavce az do doby znacdeni radionuklidem.

e. Stanoveni inkorporace chelatu

Inkorporace chelatu se stanovi scintilaénim méfenim Cetnosti impulzit a srovnanim hodnoty ob-
drzené s purifikovanym konjugatem se specifickou aktivitou chelatu znaceného radionuklidem
"C. Pro dalsi studie, ve kterych se pouziva neradioaktivni chelat obdrzeny od Coulter Immuno-
logy, se inkorporace chelatu hodnoti inkubaci konjugatu s piebytkem roztoku radioaktivniho
nosice radionuklidu *’Y o znamé koncentraci a specifické aktivité.

Ve struénosti se zasobni roztok chloridu yttritého o znamé koncentraci pfipravi v 0,05 N roztoku
kyseliny chlorovodikové prostém kovi, ke kterému se prida beznosicovy radionuklid 0y (ve
formé& chloridu). Alikvét tohoto roztoku se méfi na scintilaénim pocitaéi pro stanoveni presné
specifické aktivity této latky. Pfedpokladany objem chloridu yttritého pro pfipojeni k protilatce,
ktery se rovna dvojnasobku poctu mold chelatu, obvykle 2 mol/mol protilatky, se piidd do poly-
propylenové zkumavky a pH se upravi na 4,0 az 4,5 2M roztokem octanu sodného. Poté se ptida
konjugované protilatka a smés se inkubuje po dobu 15 az 30 min pfi teploté okoli. Reakce se
ukonéi ptidavkem 20 mM roztoku EDTA do kone¢né koncentrace | mM a pH roztoku se upravi
zhruba na 6 2 M roztokem octanu sodného.

Po 5 min inkubace se cely objem purifikuje vysokovykonnou gelovou permeacni chromatografii,
jak se popisuje nize. Eluované frakce obsahujici protein se spoji, stanovi se koncentrace proteinu
a méfi se aktivita alikvotu. Inkorporace chelatu se zjistuje s pouzitim specifické aktivity 57°Y ve
formé chloridu a koncentrace proteinu.
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f. Imunoreaktivita 2B§—-MX-DTPA

Imunoreaktivita konjugované 2B8 se vyhodnoti na zakladé ELISA pro celkové buiiky. SB buiiky
faze Mid—log se odebiraji z kultury centrifugaci a promyji dvakrat IX HBSS. Buiiky se zfedi na 1
az 2 x 10° bun&k/ml v HBSS a alikvéty se nanesou do 96—jamkovych polystyrénovych mikroli-
trovych misek v mnozstvi 50 000 az 100 000 bun&k/jamka. Misky se susi ve vakuu po dobu 2 h
pfi teploté 40 az 45 °C pro fixaci bunék k plastu. Misky se ukladaji a susi pfi teplot€ —20 °C do
doby pouziti. Pro analyzu se misky ohfeji na teplotu okoli bezprostfedné pied pouZitim, poté se
blokuji IX PBS, pH 7,2 az 7,4 s obsahem 1 % bovinniho serumalbuminu (2 h). Vzorky pro roz-
bor se ziedi v 1X PBS/1 % BSA, nanesou do misek a sériové ziedi (1:2) timtéz pufrem. Po inku-
baci misek po dobu 1 h pfi teploté okoli se promyji téikrat 1X PBS. Sekundarni protilatka (kozi
HRP konjugovana specificka protilatka proti mysimu IgG1) (50 ul) se prida do jamek (zfedéni
1:1500 v 1X PBS/1 % BSA) a provede se inkubace po dobu 1 h pfi teploté okoli. Misky se pro-
myji 4x 1X PBS s naslednym pfidavkem roztoku substratu ABTS (50 mM citrét sodny, pH 4,5, s
obsahem 0,01 % ATBS a 0,001 % peroxidu vodiku). Misky se odecitaji pfi vinové délce 405 nm
po inkubaci po dobu 15 az 30 min. Antigen—negativni HSB buiiky se pouziji v rozborech pro
monitorovani nespecifické vazby. Imunoreaktivita konjugatu se vypo¢ita vynesenim hodnot ab-
sorbance proti piislusnému faktoru ziedéni a srovnanim téchto dvou hodnot obdrzenych s pouzi-
tim nativni protilatky (pfedstavujici 100% imunoreaktivitu) testované na téze misce. Nékolik
hodnot na linearni ¢asti titra¢niho profilu se srovnava a stanovi se stfedni hodnota.

g. Stabilita nativni 2B8 a 2B8-MX-DTPA in vitro

Pro toto 12-tydenni stanoveni stability protilatky a konjugatu se formuluji protilatka 2B8 a 2B8—
MX-DTPA bud’ v normalnim fyziologickém roztoku, nebo ve fyziologickém roztoku obsahuji-
cim glycinhydrochlorid o koncentraci 10 mM, pH 6,8. Duplikatni soubory vzorku se inkubuji pfi
4 a 30 °C a vzorky se analyzuji tydné€ s pouzitim nasledujicich zpisobti: SDS-PAGE (redukéni i
neredukéni), imunoreaktivita na zakladé enzymatické imunoeseje pro celkové buiky s pouzitim
bud’ SB (antigen—pozitivnich) nebo HSB (antigen—negativnich} bunék pro zachyceni a isoelek-
tricka fokusacni gelova elektroforéza (v rozmezi pH 3 az 10). Navic se hodnoti i¢innost znaceni
radionuklidem v tydnech 4, 8 a 12 oznagenim konjugatu radionuklidem *°Y a analyzou produktu
zpisobem SDS-PAGE a autoradiografii. Konecné se v oddélené studii inkubuji alikvéty 2B8—
MX-DTPA pii teplotach 4 a 30 °C po dobu 10 tydnd, oznaéi se radionuklidem '''In a vyhodnoti
v biodistribu¢ni studii u mysi BALB/c, jak se popisuje nize.

h. Imunohistologické studie

Imunohistologické studie s nativni i konjugovanou (2B8-MX-DTPA) protilatkou se provadéji v
laboratotich IMPATH s pouzitim ezt lidskych tkani fixovanych acetonem. Protilatka se purifi-
kuje ze supernatantu bioreaktoru s dutymi vlakny chromatografii na protein A a Q sefardze. Kon-
jugat kvality pro klinické pouziti se pfipravi pomoci MX-DTPA z Coulter Immunology podle
vySe popsan¢ho zpisobu.

i. Imunoreaktivita 2B8-MX-DTPA oznadené radionuklidem in vitro

Pro nékteré pokusy se pouziva zpisob ELISA pro celkové buiiky pro neznacenou 2B8-MX-
DTPA. V dalSich experimentech se stanovi imunoreaktivita konjugatu oznagenych radionuklidy
"'In a ™Y (kazdy se ptipravi v IDEC Pharmaceuticals nebo alternativng v MPI Pharmacy Servi-
ces, Inc.) s pouzitim modifikované verze imunoeseje pro celkové buiiky popsané Lindmoem (3).
Ve stru¢nosti se pfidavaji do duplikatnich soubor zkumavek antigen—pozitivni SB buiiky nebo
antigen—negativni HSB buiiky [20 az 30 x 10° bunék/ml ve zfed'ovacim pufru (fyziologicky roz-
tok pufrovany fosfatem, pH 7,4, obsahujicim 1 % BSA, 0,1 % Zelatiny a 0,02 % azidu sodného)].
Konjugat oznaceny radionuklidem se ziedi do kone¢né koncentrace protilatky 1 aZ 5 ng/ml zfe-
d’ovacim pufrem a do kazdé zkumavky se ptida 0,35 ml. Po 75 az 90 min inkuba¢ni doby pfi
teplot€ mistnosti se buriky peletuji centrifugaci a sbiraji se supernatanty. Radioaktivita zbyvajici
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v supernatantové frakci se stanovi ¢itatem gama nebo scintilaénim pocitacem. Data se vynesou
jako kvocient celkové pfidané aktivity déleny aktivitou vazanou na bunky proti pfevracené hod-
not¢ poctu bun€k na zkumavku. Usek na ose y tedy predstavuje imunoreaktivni frakci.

J- Stabilita 2B8-MX-DTPA znacené radionuklidem v lidském séru in vitro

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znagené radionuklidy '''In a *Y se vyhodnoti inkubaci v lid-
ském séru pii teplot€ 37 °C po dobu 96 h. Konjugované protilatka se piipravi a oznaéi radio-
nuklidem '"'In (zptisob "mix—and-shoot") nebo radionuklidem *°Y, jak se popisuje vyse. Speci-
fické aktivity oznagenych konjugatu s radionuklidy '"'In a *°Y jsou 92,5 respektive 540 MBg/mg
(2,5 respektive 14,6 mCi/mg). Konjugaty ozna¢ené radionuklidem se suspenduji v pufru obsahu-
jicim 75 mg/ml lidského serumalbuminu (HSA) a koncentraci | mM DTPA (konjugat znaCeny
yttriem) nebo v pufru obsahujicim 50 mg/ml HSA (konjugat znaCeny indiem). Konjugaty ozna-
¢ené radionuklidy se ziedi 1:10 normalnim lidskym sérem (nikoliv tepelné inaktivovanym) a
alikvoty se umisti asepticky do sterilnich zkumavek se zatkami. Tyto zkumavky se poté inkubuji
pfi teploté 37 °C po doby az 96 h. Pfi zvolenych ¢asech se vzorky konjugatu odstrani a analyzuji
za nereduk¢nich podminek zptisobem SDS-PAGE v gelech s gradientem 4 az 20 % autoradiogra-
ficky a chromatografii na pfedem ptipravené tenké vrstve.

111

k. Stabilita klinicky formulované protilatky 2B8—-MX-DTPA znacené radionuklidem ""'In in

vitro

Konjugat 2B8—MX-DTPA se oznaci radionuklidem ""In a pouzije se bez purifikace HPLC (zpi-
sob "mix—and-shoot"). Protilatka ozna¢ena radionuklidem se ziedi do fyziologického roztoku
pufrovaného fosfatem a prida se lidsky serumalbumin (HSA) do kone¢né koncentrace 50 mg/ml.
Specificka aktivita formulovaného konjugatu znaceného radionuklidem je 81 MBg/mg (2,2
mCi/mg). Tento formulovany konjugat se nasledné inkubuje pii teploté 4 °C po dobu 48 h a
alikvoty se analyzuji v ¢asech 0, 24 a 48 h s pouzitim neredukéniho zptisobu SDS-PAGE ve 4 az
20% gelech s naslednou autoradiografii a chromatografii na pfedem pfipravené tenké vrstve.
Imunoreaktivita se pro kazdy ¢as vyhodnoti s pouzitim eseje suspenze celkovych bunék, ktera se
popisuje v oddilu 1 vy3e.

1. Stabilita klinicky formulované protilatky 2B8—-MX-DTPA znacené radionuklidem Y in vitro

Konjugat 2B8-MX-DTPA se ozna¢i radionuklidem Y a purifikuje vysokovykonnou gelovou
permeaéni chromatografii s pouzitim 1X PBS jako elu¢niho pufru. Oznacené frakce konjugatu se
spoji a piida se lidsky serumalbumin a DTPA do koneéné koncentrace 75 mg/ml respektive 1
mM. Specifickd aktivita tohoto formulovaného konjugatu oznaceného radionuklidem je 540
MBg/mg (14,6 mCi/mg). Tento formulovany konjugat se nasledné inkubuje pfi teplote 4 °C po
dobu 48 h a alikvéty se analyzuji v Sasech 0, 24 a 48 h s pouzitim neredukéniho zpiisobu SDS—
PAGE ve 4 az 20% gelech s naslednou autoradiografii a chromatografii na pfedem pfipravene
tenké vrstvé. Imunoreaktivta v kazdém &asu se vyhodnoti s pouzitim eseje suspenze celkovych
bunék popsané v sekei 1 vyse.

2. Studie na zvitatech
a. Studie farmakologie/toxikologie vysokych davek s pouzitim 2B8 na primatech

Protilatka 2B8 se hodnoti ve studii farmakologie vysokych davek provadéné za podminek dobré
laboratorni praxe ve White Sands Research Center (&islo studie 920111). PouZzivaji se dospele
opice Macaca fascicularis (Cynomolgus); kazda skupina se sklidala z jednoho samce a jedné
samice. Protilatka se podavala intraven6zné kazdych 48 h, celkem 7 injekei. Studie zahrnovala
pét skupin: skupina I (fyziologicky roztok), skupina II (0,6 mg/kg), skupina III (2,5 mg/kg), sku-
pina IV (10 mg/kg) a skupina V (10 mg/kg pouze v den 0).
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Pied zahajenim studie se v§em 10 zvifatim odebere krev pro uréeni pozadi latky a pocate¢nich
B-bunéénych populaci . Veskeré nasledné vzorky krve se odebiraji prfed kazdou injekei protilat-
ky. Skupiny III a IV se utrati v den 13 pro provedeni Gplné pitvy a histopatologie.

Zvitatim ve skupinach I, Il a V se odebere krev ve dnech 0, 1, 3, 7, 13, 21, 37 a 52, zhruba 5 ml
krve do heparinizovanych zkumavek. Celkova krev se udrzuje pfi teploté 42 °C a analyzuje v
prib&hu 24 h. Krev z kazdého zvitete se centrifuguje pfi frekvenci otadeni 2000 min~' po dobu 5
min a plazma ve formé supernatantu se odebere pro stanoveni hladin 2B8 v séru radioimunoeseji
(viz provedeni radioimunoeseji ohledné specifickych zpisobu eseji). Peletovana latka obsahujici
PBL a RBC se resuspenduje v FCS pro provedeni analyzy FACS.

b. Farmakokinetické studie s 2B8 a 2B§-MX-DTPA

Stredni sérovy polocas 2B8 u opic Cynomolgus se stanovi s pouZzitim zvifat skupiny V (vyse).
Kozi protimysi IgGl (Fisher Scientific) se zfedi na 2,0 g na ml v 10 mM boratovém pufru, pH
9,6, a ke kazdé jamce v 96—jamkové misce se prida 50 ul. Protilatka se ponecha navazat v prubé-
hu inkubace pies noc pii teploté 4 °C nebo po dobu 2 h pti teploté okoli. Kazda miska se blokuje
po dobu 30 min pfi teploté okoli se 150 ul na jamku fyziologického roztoku pufrovaného fosfa-
tem obsahujiciho 1 % bovinniho serumalbuminu. Misky se promyji destilovanou vodou a vzorky
séra ¢i plazmy se nanesou po trojicich do jednotlivych jamek v pocateénim ziedéni 1:100 s na-
slednymi sériovymi ziedénimi 1:2. Purifikovana 2B8 se ptida k pfedem ziskanym sériim a ziedi
pro ziskani standardni kiivky pocinaje od 0,5 mg/ml. Vzorky se zfedi 1:100 a poté se ziedi sério-
v¢ jako ostatni vzorky. Misky se inkubuji po dobu 1 h pfi teploté okoli a promyji 4x destilovanou
vodou. Poté se prida sekundarni ¢inidlo (kozi protilatka proti mySimu IgG1-HRPO) ve zfedéni
1:4000 a inkubuje se pfi teplot¢ mistnosti po dobu dalsi 1 h. Misky se opét promyji v destilované
vodé€ a pfida se 0,1 ml peroxidazového substratu obsahujiciho peroxid vodiku. Po dobu 20 min se
necha vyvijet zbarveni. Absorbance se poté stanovi pii vinové délce 405 nm s pouzitim vyhodno-
covaciho zafizeni ELISA. Vysledky se vynaseji v ptg protilatky na ml séra.

Navic se stanovi hodnoty f t;, pro 2B8 a 2B8-MX—DTPA u mysi BALB/c. Nekonjugovana
2B8 ulozena pii teploté —~70 °C v 1X PBS, pH 7,4/10 % glycerolu se ponecha roztat, ziedi na 0,5
mg/ml a sterilné filtruje. KonJugovana protilatka se pripravi podle standardnich protokolt avsak s
cheldtem oznaéenym radionuklidem "C. Inkorporace chelatu &ini 1,5 mol/mol protilétky. Purifi-
kovany konjugat se zfedi na 0,5 mg/ml v normalnim fyziologickém roztoku (0,9 %), sterilné se
zfiltruje a ulozi pri teploté 4 °C s nativni protilatkou do pouziti.

Mysi stafi 6 az 8 tydni obdrzi injekéné 100 ul purifikované protilatky 2B8 pii koncentraci
250 pg/ml. Poté se odebere krev retroorbitalni punkci v riiznych Sasech od 0 do 264 h a jejich
séra se analyzuji ohledné piitomnosti nativni a konjugované protilatky 2B8 enzymatickou imu-
noeseji celkovych bunék s pouzitim antigen—pozitivnich B-bunék linie SB pro zachyceni. Vy-
sledna data se vynaseji jako koncentrace 2B8 nebo 2B8-MX-DTPA proti asu. Z téchto vysled-
ki se ziskd linedrni regresni vyneseni a smérnice se pouzije pro stanoveni hodnot 3 t».

c. Farmakologicka/toxikologické studie 2B8~MX-DTPA znaené radionuklidem *Y u opic Cy-
nomolgus

Prot1latka 2B8-MX-DTPA znagena radionuklidem *Y se pripravi zpliisobem popsanym pro za-
vedeni *°Y aviak bez pouZiti purifikace vysokovykonnou kapalinovou chromatografii. Neradio-
aktivni konjugat s kovem se ptipravi v 1X PBS obsahujicim 75 mg/ml lidského serumalbuminu a
1 mM DTPA a hodnoti se ve studii dobré laboratorni praxe &. 920611 ve White Sands Research
Center. Kazda ze 4 skupin se sklada z jednoho samce a jedné samice. Zvifatim se poda intra-
venozn€ kazdych 48 h celkem 7 injekei s celkovymi mnozstvimi latky: skupina I (fyziologicky
roztok), skupina II (0,003 mg/kg), skupina III (0,03 mg/kg) a skupina IV (0,3 mg/kg). Zvitata se
vyhodnoti v pribéhu studie stanovenim t&lesnych hmotnosti a teplot, spotieby vody a potravy,
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eliminace, sérové biochemie, hematologie, analyzy moce a télesné prohlidky. Zvifatim ve skupi-
nach I az IV se odebere krev pied infuzi ve dnech 0, 2, 7, 10 a 14 a analyzuje se ohledné hladin
B-bunék v ob&hu analyzou FACS.

d. Biologicka distribuce 2B8—-MX—-DTPA znacené radionuklidem

V predbézné studii se hodnoti 2B§-MX-DTPA zna¢end radionuklidem '''In ohledng biologické
distribuce v tkanich u 6 az 8 tydnt starych mySi BALB/c. Konjugat oznaceny radionuklidem se
pfipravi s pouzitim klinické kvality 2B8—-MX—DTPA po provedeni zplsobu "mix and shoot"
popsaného vyse. Specificka aktivita konjugatu je 85 MBqg/mg (2,3 mCi/mg) a konjugét se formu-
luje ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem, pH 7,4, obsahujicim 50 mg/ml HSA. My$im
se podava intravenézn& 100 1 2B8-MX-DTPA znaéené radionuklidem '''In, zhruba 777 kBq
(21 uCi) a skupiny tii mysi se utrati cervikalni dislokaci v ¢asech 0, 24, 48 a 72 h. Po utraceni se
odebere ocas, srdce, plice, jatra, ledvina, slezina, sval a femur. RovnéZ se odebere pro analyzu
vzorek krve. Aktivita kazdého vzorku se stanovi méfenim poctu impulzi zafeni gama a stanovi
se procento injikované davky na gram tkané. Nevynaklada se zadna snaha na odecteni pfispévku
aktivity krve obsazené v jednotlivych organech.

Ve zvlastnim pokusu se inkubuji alikvoty protilatky 2B8—MX-DTPA pfi teploté 4 a 30 °C po
dobu 10 tydnd, kdy se oba piipravky zna¢i radioaktivnim nuklidem '''In do specifické aktivity
78 MBg/mg (2,1 mCi/mg). Konjugaty se potom pouZiji pfi studiich biologické distribuce u mysi,
jak se popisuje vyse.

Pro dozimetrické stanoveni se zna¢i 2B8-MX-DTPA radionuklidem '"'In do specifické aktivity
85 MBg/mg {2,3 mCi/mg) a zhruba 41 MBq (1,1 #Ci) se podava injekéné kazdé z 20 mysi
BALB/c. Nasledné se skupiny po 5 mySich utrati v ¢asech 1, 24, 48 a 72 h a jejich organy se
vyjmou a pfipravi pro analyzu. Navic se vyjmou podily kiize, svalu a kosti a zpracuji pro analy-
zu. RovnéZ se sbird mo¢ a stolice a analyzuje se pro doby 24 az 72 h.

S pouzitim podobného pfistupu se téz oznaci 2B8—-MX—DTPA radionuklidem Y a biologicka
distribuce se hodnoti u my$i BALB/c v pribéhu obdobi 72 h. Po purifikaci vysokovykonnou
kapalinovou permeaé¢ni chromatografii se 4 z 5 my$im podava intravenézné po 37 MBq (1 mCi)
klinicky formulovaného konjugétu [specificka aktivita 451 MBq/mg (12,2 mCi/mg)]. Skupiny se
nasledné utrati v Gasech 1, 24, 48 a 72 h a organy a tkéné se analyzuji podle popisu vyse. Aktivita
kazdého vzorku tkané se stanovi méfenim energie brzdného zareni scintila¢nim CitaCem gama.
Hodnoty aktivity se nasledné vyjadii jako procento podané davky na gram tkané nebo procento
davky na organ. Organy a dalsi tkan& se opakované oplachuji pro odstranéni nadbytecné krve,
aviak nepodrobuji se perfuzi. Proto hodnoty aktivity organu nejsou opravené na ptispévek aktivi-
ty krve pritomné uvnitf organu.

e. Lokalizace 2B8—MX-DTPA znacené '''In v tumoru

Lokalizace 2B8-MX-DTPA znacené radionuklidem se stanovi u athymickych mysi s Ramoso-
vymi B-bunénymi tumory. Sestitydenni az osmitydenni athymické my31 se injikuji podkozné
(zadni &ast levého boku) davkou 0,1 ml RPMI-1640 obsahujici 1,2 x 10" bunék Ramosova tumo-
ru predem adaptovanych na rist v organismu athymickych mysi. Tumory vznikaji v pribéhu
dvou tydni a jejich hmotnost je v rozmezi 0,07 az 1,1 g. My3i obdrzi intravendzné 100 z1 2B8—
MX-DTPA znac¢ené radionuklidem '"'In, 618 kBq (16,7 Ci), a skupiny po tiech my3ich se utrati
cervikalni dislokaci v ¢asech 0, 24, 48 a 72 h. Po utraceni se odebere ocas, srdce, plice, jatra,
ledvina, slezina, sval, femur a tumor, promyje, zvaZi a rovnéz se odebere pro analyzu vzorek
krve. Aktivita kazdého vzorku se stanovi méfenim Cetnosti impulzi gama a vyjadii se procento
injikované davky na gram tkané.
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3. Dozimetrické vypocty

S pouzitim daji o biologické distribuci u mysi BALB/c, které¢ dostaly injekéné 2B8-MX-DTPA
znaenou '"'In nebo °°Y (tabulky 1 az 4 a 5 az 8) se vypo&itaji odhady radia¢ni davky absorbo-

5 vané na zaklad¢ aktivity 37 MBq (1,0 mCi) podané pacientovi o hmotnosti 70 kg s pouZzitim zpu-
sobu formalizovaného Medical Internal Radiation Dose (MIRD) Committee of the Society of
Nuclear Medicing. Biologické poloCasy konjugatu znacenych radionuklidem se stanovi z injiko-

vané davky na organ stanovené z udaji biologické distribuce pro kazdy radioimunokonjugat. Pro
nékteré tkang, napriklad krev, se predpoklada, Ze biologicky tbytek radiokonjugatu sleduje dvou-

10 kompartmentovy model s exponencialnim Uubytkem z téchto kompartmentd. Pro dalsi tkané, na-
ptiklad jatra, jejichz hladiny aktivity zlistavaly zhruba konstantni v priibéhu biodistribu¢ni studie

po dobu 72 h, se predpoklada, ze biologicky polocas je velmi dlouhy a pfisuzuje se mu hodnota

1000 h.
15

Tabulka 1

Distribuce aktivity 1,0 h po intravenézni injekci '''In-2B§-MX-DTPA u normalnich BALB/c

mysi

20 Stredni hodnoty + smérodatna odchylka
Vzorek Hmotnost orgdnu % podané davky/ % podané davky/
g g organ

Krev 1,47 + 0,17 40,3 + 5,32 58,4 + 3,1
Srdce 0,087 + 0,01 5,88 + 0,76 0,51 + 0,05
Plice (2) 0,149 + 0,01 14,2 + 1,4 2,10 £ 0,17
Ledvina (1) 0,127 + 0,02 9,82 + 0,86 1,22 + 0,12
Jatra - 1,06 + 0,20 10,32 + 1,58 10,76 + 1,93
Slezina 0,090 + 0,01 6,94 + 1,17 0,61 + 0,03
Sval 8,39 + 0,98 0,70 + 0,25 5,67 + 1,35
Kost 3,15 + 0,35 2,97 + 0,71 9,10 + 1,09
KiZe 3,15 + 0,35 0,96 + 0,29 3,0 £ 1,12
GI trakt 2,58 + 0,31 6,10 £ 2,00 7,80 + 1,80
Mo¢& -

Stolice -

Celkem 99,04 + 4,8

Pocet mysi =5
25 Stfedni hmotnost = 20,97 + 2,46 g
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Tabulka 2

Distribuce aktivity 24 h po intraven6zni injekei '''In-2B8-MX-DTPA u normélnich BALB/c

CZ 306959 B6

mysi
Stfedni hodnoty + smérodatna odchylka
Vzorek Hmotnost organu % podané davky/ $% podané davky/
g orgéan
Krev 1,47 + 0,07 21,97 + 1,87 32,22 + 1,35
Srdce 0,128 + 0,03 4,02 + 0,23 0,38 + 0,01
Plice (2) 0,152 + 0,02 7,20 + 1,61 1,20 + 0,18
Ledvina (1) 0,128 + 0,01 5,94 + 0,40 0,76 + 0,04
Jatra 1,11 + 0,10 10,08 + 1,83 11,20 + 2,23
Slezina 0,082 = 0,01 5,04 + 0,75 0,40 + 0,02
Sval 8,41 + 0,38 1,24 + 0,05 10,44 + 0,76
Kost 3,15 + 0,14 2,02 + 0,33 6,31 + 0,81
Kaze 3,15 = 0,14 3,75 + 0,39 11,77 + 1,09
GI trakt 2,91 + 0,27 4,50 + 0,52 6,65 + 0,56
Mod 0,98
Stolice 2,54
Celkem 87,10 + 1,68
Pocet mysi =5

Stiedni hmotnost=21,03+ 0,94 g
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Tabulka 3

Distribuce aktivity 48 h po intravendzni injekci "*In—2B8—MX-DTPA u normalnich BALB/c

mysi
5
Stredni hodnoty + smérodatna odchylka
Vzorek Hmotnost orgénu % podané dévky/ % podané davky/
g g organ
Krev 1,45 + 0,13 22,41 + 3,95 31,90 + 2,89
Srdce 0,090 + 0,01 4,05 + 0,94 0,36 + 0,06
Plice (2) 0,155 + 0,02 8,45 + 0,53 1,31 + 0,19
Ledvina (1) 0,125 % 0,01 6,16 + 1,15 0,76 + 0,07
Jétra 1,040 + 0,11 9,41 + 2,33 9,84 + 3,18
Slezina 0,082 + 0,01 5,32 + 0,71 0,48 + 0,11
Sval 8,26 + 0,77 1,42 + 0,58 11,62 + 4,67
Kost 3,10 £ 0,29 2,08 + 0,16 6,41 + 0,44
KiZe 3,10 + 0,29 3,43 + 0,59 10,54 + 1,69
GI trakt 2,96 + 0,20 5,05 + 0,63 7,46 + 0,60
Mo¢& 1,46
Stolice 6,41
Celkem 88,49 + 6,87

Pocet mysi =5
10 Stiedni hmotnost = 20,65+ 1,93 g
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Tabulka 4

Distribuce aktivity 72 h po intravenézni injekci '''In—2B8~MX-DTPA u normalnich BALB/c

mysSi
5
Sttedni hodnoty + smérodatna odchylka
Vzorek Hmotnost orgdnu % podané davky/ $% podané dévky/
g g organ
Krev 1,52 + 0,06 18,97 + 1,31 28,51 + 2,03
Srdce 0,094 + 0,01 3,71 + 0,31 0,35 + 0,04
Plice (2) 0,161 + 0,01 7,60 + 0,30 1,18 + 0,09
Ledvina (1) 0,135 + 0,01 5,55 + 0,53 0,76 + 0,09
Jatra 1,11 + 0,11 9,90 + 1,77 11,00 + 2,03
Slezina 0,095 x 0,01 5,12 + 0,75 0,48 + 0,04
Sval 8,58 + 0,34 1,04 + 0,09 8,95 + 0,68
Kost 3,22 + 0,12 1,73 + 0,34 6,04 + 0,51
KiZe 3,22 + 0,12 3,16 + 0,60 10,19 ¢+ 2,03
GI trakt 2,79 + 0,19 4,53 + 0,83 6,37 + 1,38
Mo& 2,49
Stolice 11,50
Celkem 87,80 + 4,79
Pocet mys$i =5

10 Stfedni hmotnost =21,46 + 0,84 g
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Tabulka 5
Distribuce aktivity 1 h po intravenézni injekci °°Y—2B8-MX~DTPA u normalnich BALB/c mysi

Stéedni hodnoty + smérodatna odchylka

Vzorek Hmotnost orgdnu % podané davky/ % podané davky/
g g orgéan

Krev 1,27 + 0,06 39,23 + 2,45 49,77 + 1,72
Srdce 0,086 + 0,01 5,80 + 0,84 0,50 + 0,09
Plice (2) 0,137 + 0,01 12,11 + 1,08 1,66 + 0,17
Ledvina (1) 0,120 + 0,01 10,23 + 1,30 1,15 £ 0,12
Jatra 0,921 + 0,05 12,12 + 1,72 11,17 + 1,66
Slezina 0,080 + 0,01 9,27 + 0,46 0,74 ¢ 0,07
Sval 7,27 + 0,32 0,78 + 0,13 5,72 + 1,05
Kost 2,73 + 0,12 4,35 + 0,38 11,89 + 1,47
KaZe 2,73 % 0,12 2,12 + 0,78 5,82 + 2,24
GI trakt 2,22 + 0,06 3,52 + 1,12 4,22 + 0,84
Mod -
Stolice -

Celkem 94,85 + 3,47

Pocet mysi =5
Stfedni hmotnost = 18,17 £ 0,81 g
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Tabulka 6

Distribuce aktivity 24 h po intravendzni injekci *'Y-2B8-MX-DTPA u normélnich BALB/c

mysi
5
Stfedni hodnoty £ smérodatna odchylka
Vzorek Hmotnost org&nu % podané davky/ % podané davky/
g g orgéan

Krev 1,517 + 0,090 8,35 + 2,547 12,83 + 4,60
Srdce 0,092 + 0,005 2,63 + 0,142 0,240 + 0,006
Plice 0,141 + 0,005 4,56 ¢ 0,393 0,644 + 0,047
Ledvina 0,138 + 0,007 5,63 &£ 0,222 0,779 + 0,040
Jatra 0,438 + 0,098 5,22 + 0,335 2,259 + 0,399
Slezina 0,081 & 0,003 4,23 £ 0,180 0,345 + 0,011
Sval 8,668 + 0,514 0,976 + 0,164 8,55 + 1,945
Kost 3,246 + 0,186 1,326 = 0,102 4,289 + 0,154

10 Pocet mySi=3
Stfedni hmotnost = 21,671 £ 1,11 g
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Tabulka 7

Distribuce aktivity 48 h po intravenézni injekci **Y-2B8-MX-DTPA u normalnich BALB/c

mysi
5
Stfedni hodnoty + smérodatna odchylka
Vzorek Hmotnost orgénu % podané davky/ % podané davky/
g g organ

Krev 1,33 + 0,06 17,34 + 2,0 23,03 + 1,95
Srdce 0,088 + 0,01 3,56 + 0,31 0,31 + 0,04
Plice (2) 0,139 &+ 0,01 7,54 + 0,88 1,05 + 0,15
Ledvina (1) 0,122 + 0,01 6,53 + 0,42 0,79 + 0,01
Jatra 0,968 + 0,04 9,05 + 1,70 8,92 + 1,57
Slezina 0,087 = 0,01 6,52 + 1,13 0,57 + 0,07
Sval 7,26 + 0,36 1,05 + 0,18 8,01 + 1,17
Kost 2,86 + 0,14 3,34 + 0,42 9,53 + 1,08
KizZe 2,86 + 0,14 4,13 + 0,76 11,75 + 1,82
GI trakt 2,84 + 0,19 2,74 + 0,34 3,80 + 0,30
Mo¢& 4,29
Stolice 7,67

Celkem 79,72 + 3,23

10 PodetmySi=5
Stfedni hmotnost = 19,07+ 0,91 g
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Tabulka 8

Distribuce aktivity 72 h po intravenézni injekci *°Y-2B8~MX-DTPA u normalnich BALB/c
mysi

Stiedni hodnoty + smérodatna odchylka

Vzorek Hmotnost orgdnu % podané davky/ % podané davky/
g g organ
Krev 1,35 + 0,02 15,40 + 1,63 20,71 + 2,13
Srdce 0,088 + 0,01 3,12 + 0,24 0,28 + 0,01
Plice (2) 0,142 + 0,01 8,23 + 1,05 1,17 + 0,20
Ledvina (1) 0,123 + 0,01 6,45 + 0,57 0,79 + 0,07
Jatra 0,02 + 0,06 8,39 + 1,04 8,58 + 1,31
Slezina 0,103 + 0,01 5,90 £+ 1,19 0,59 ¢ 0,08
Sval 7,68 + 0,11 1,01 # 0,15 7,73 + 1,05
Kost 2,88 + 0,05 3,20 % 0,25 9,20 + 0,61
KaZe 2,88 + 0,05 3,97 + 0,49 11,42 + 1,36
GI trakt 2,86 + 0,18 2,90 + 0,65 4,06 + 0,93
Mo& 3,00
Stolice 11,08
Celkem 78,62 + 2,63

Pocet mysi =5
Stiedni hmotnost = 19,21+ 0,27 g

Podobnym zpisobem se ptidéli ¢i vypocitaji dal$i hodnoty biologického pologasu s pouzitim
standardni rovnice pro vypocet t;,, pro exponencialni abytek. Po stanoveni téchto hodnot se sta-
novi proménné Ty, Te(, Tea, Aj, Ay @ A, jejichZ seznam je v tabulkach 9 a 10, pro kazdy konjugat
oznaceny radionuklidem s pouzitim rovnic poskytnutych v horni ¢asti téchto tabulek (vystupni
proménné). Tyto hodnoty, stejné tak jako hodnoty v naslednych tabulkach, se vypocitaji pomoci
programu v Symphony spreadsheet (Lotus Development Corp.) Phillipa Hagana, MS, Nuclear
Medicine Service, VA Medical Center, LA Jolla, CA 92161.
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Tabulka 19

Radia¢né dozimetrické odhady vyplyvajici z podéni protilatky 2B8-MX znacené radionuklidem
"p jednotng rozlozené v téle "standardniho &lovéka" (70 kg) s pouzitim distribuénich idaji pro
zvifata v prab&hu 72 h po injekei

Aktivita = 1000 uCi/davka pro pacienta
rad rad
Nadledvinky 0,493 Vajelniky 0,387
Sté&na moCového m&chyfe 0,348 Pankreas 0,362
Zalude&ni sté&na 0,412 Kostra
Tenké stYevo 0,434 Kortikalni kost 0,474
Sté&na hor. tl. st¥eva 0,533 Trabekuldrni kost 0,474
Sténa dol. tl. st¥eva 0,505 D¥enl (Cerveni) 0,602
Ledviny 0,625 Dfefi (Zlutd) 0,602
Jatra : 1,533 Chrupavka 0,474
Plice 0,582 Ostatni sloZky 0,474
Ostatni tkéné KiZe 0,564
Sval Slezina 0,854
Tukova tkéain Varlata 0,239
Krev Stitnd %léaza 0,276
Mozek D&loha (negravidni) 0,473
Srdce Celé télo 0,417

Odkaz: A Scheme for Absorbed—dose Calculation for Biologically Distributed Radionuclides,
MIRD J. of Nucl. Med./Suppl. #1, 2/68

Vypoéty provedl s pouzitim Spreadsheet Template v Symphony (Lotus Development Corporati-
on) a sestavil

Phillip L. Hagan, MS
Nuclear Medicine Service
VA Hospital

San Diego, CA 92161

1 1Ci =37kBq, 1 rad = 102 Gy

Tabulka 20

Radia¢né dozimetrické odhady vyplyvajici z podani protilatky 2B8-MX znacené radionuklidem
Y jednotné rozlozené v téle "standardniho ¢lovéka" (70 kg) s pouzitim distribugnich Gdaji pro
zvifata v prab&hu 72 h po injekci
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Aktivita = 1000 upCi/déavka pro pacienta
rad rad
Nadledvinky 0,000 Vajelniky 0,000
Sténa molového m&chyfe 0,271 Pankreas 0,000
Zalude®ni sténa 0,356 Kostra
Tenké stievo . 0,504 Kortikalni kost 3,138
Sténa hor. tl. st¥eva 1,150 Trabekuldrni kost 3,138
Sténa dol. tl. st¥eva 1,772 D¥eli (&ervena) 7,776
Ledviny 8,366 Dfefi (Zlutd) 7,776
Jatra 8,575 Chrupavka 3,138
Plice 2,079 Ostatni sloZky 3,138
Ostatni tkéané& KaZe 10,269
Sval 2,716 Slezina 8,965
Tukova tkan 2,716 Varlata 0,000
Krev 2,716 Stitna %l4za 0,000
Mozek 2,716 D&loha (negravidni) 0,304
Srdce 2,176 Celé télo 1,854

Odkaz: A Scheme for Absorbed—dose Calculation for Biologically Distributed Radionuclides,
MIRD J. of Nucl. Med./Suppl. #1, 2/68

Vypocty provedl s pouzitim Spreadsheet Template v Symphony (Lotus Development Corporati-
on) a sestavil

Phillip L. Hagan, MS
Nuclear Medicine Service
VA Hospital

San Diego, CA 92161

1 1Ci =37kBq, 1 rad = 107 Gy

1. IL. Vysledky

A. Studie s protilatkami 2B8 a 2B8-MX-DTPA in vitro
1. Ptiprava a charakterizace protilatky 2B8 proti CD20

Celkem 9 fizi vedlo ke tfem hybridomim tvoficim protilatky, které G¢inné konkurovaly s proti-
latkou B1 Coulter znagenou radionuklidem. V kazdém prtipadu se hybridom pfenesl na 24—
jamkovou misku. Prvni dvé protilatky izolované z fuzi 3 a 4 byly isotypizovany a obé byly iden-
tifikovany jako IgM. Tteti protilatka obdrZena fizi 5 a oznacena 2B8 byla stanovena jako IgGl
kappa isotyp a pouZila se pro pokracujici studie. Klon 2B8.HI11 se expandoval a umistil pro
dlouhodobé ukladani do kapalného dusiku. Klon 2B8.H11 se subklonuje pro poskytnuti klonu
2B8.H11.G3 a dale pro poskytnuti klonu 2B8-H11.G3.G9. Tento klon se expanduje pro dalsi
studii a protilatka se purifikuje protein A afinitni chromatografii.

Kompetitivni esej s pouzitim neznac¢ené 2B8, B1 a Leu 16 a radionuklidem oznacené Coulter B1
ukazuje, ze 2B8 je schopna inhibovat vazbu B1 na C20 U¢inngji nez stejné koncentrace bud’ Bl,
nebo Leu 16 (obrazek 1). Podobné vysledky se obdrzi (idaje se zde neznazoriuji) v kompetitivni
studii s pouzitim FITC—konjugované 2B8, nativni BI a irelevantnich protilatek UPC-10 a S-003
(isotypy IgG 2a respektive 1).

Piima vazba bunétného antigenu CD20 s protilatkami 2B8 a Bl se srovnava analyzou FACS s
pouzitim CD20—pozitivnich SB bungk a CD20-negativnich HSB bunék. Vysledky na obrazku 2
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ukazuji, Ze pro srovnatelnd mnoZstvi protilatky se s SB burikami vaze vice 2B8 nez Bl. S irele-
vantnimi protilatkami se nepozoruje zadna vazba na SB buiiky. Pi pouZiti HSB bunék se pozoru-
je pouze fluorescence pozadi. Tyto vysledky potvrzuji specifi¢nost interakce 2B8 s antigenem
CD20 a ukazuji, ze 2B8 miize mit vys3i afinitu k antigenu bunééného povrchu nez B1.

Pro stanoveni zdanlivé afinity 2B8 se purifikovana protilatka oznaci radionuklidem 5] a vzrista-
jici koncentrace oznadené protilatky se inkubuji s antigen—pozitivnimi SB buiikami. Aktivita
piipojena na buiiky se stanovi po 1 h inkubace (obrazek 3). Vysledky ukazuji, Ze se protilatka
2B8 vaze na antigen CD20 se zdanlivou konstantou afinity 4,3 x 10° M.

Pritokova cytometrie s lidskymi normalnimi perifernimi krevnimi lymfocyty ukazuje, Ze 2B8 je
specificka pro B-buiiky a nereaguje s jinymi typy lymfocyti (napfiklad T-buiikami, monocyty,
makrofagy). 2B8 oznagena FITC se srovnava s B1-FITC a Leu 16-FITC s pouzitim téze popula-
ce lidskych lymfocytii. Vysledky v tabulce 21 ukazuji, ze 2B8 reaguje zhruba se 14 % perifernich
krevnich lymfocytll ve srovnani se zhruba 12 % v ptipadé Leu 16 a 11 % v ptipad€ B1. Populace
lymfocytl zaloZzena na dalsim B lymfocytovém markeru (CD-19) byla mezi 11 a 14 %. Kone¢né,
pokud se inkubuji lidské periferni krevni lymfocyty s 2B8 a bud’ Bl nebo Leu 16 a poté oznaci
zpétné markerem CD19 (Bcton/Dickinson), ¢ini populace dvojiho znaceni B lymfocytia 9 % s
2B8 a 10 % s bud’ B1 nebo Leu 16. Tyto vysledky potvrzuji podobnost téchto latek.

Tabulka 21

Srovnani vazby 2B8 na lidské periferni krevni lymfocyty s jinymi prostfedky specifickymi pro
B- a T-lymfocyty

Marker protilatky

A. Jednoduché % vymezenych lymfocytd CD45
fluorescen¢ni znaceni:

Zadné (autofluorescence) 0

B1-FITC (Coulter Immunology, 11

(IgG2a, k)

Leu 16-FITC (Becton Dickinson, 12

IgGl, k)

2B8-FITC (EDEC, IgGl, k) 14

B72.3-FITC (IgGl, k irelevantni 4

kontrola)

anti-CD4-FITC (Coulter Immunology) 37

anti-CD3-FITC {(Becton Dickinson) 59

anti-CD19-RPE (Becton Dickinson) 11

anti-CD19-FITC (Becton Dickinson) 14
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B. Dvojité fluorescendni znadeni:

B1-FITC/anti CD19-RPE 10
Leu 16-FITC/anti CD19-RPE 10
2B8 FITC/anti CD19-RPE 9

anti-CD19 FITC/anti CD19-RPE 13
B1-FITC/anti Hu Ig RPE 10
2B8-FITC/anti Hu Ig RPE 10
B72.3-FITC/anti Hu Ig RPE 2

Leucogate Simultest 99

Imunoprecipitace bunééného antigenu CD20 oznageného radionuklidem bud’ protilatkou 2B8,
nebo protilatkou Bl vede k precipitaci nerozliSitelného dubletu proteint s molekulovymi hmot-
nostmi zhruba 33 a 35 kD (0daje se neuvadé;ji).

2. Tvorba a charakterizace 2B§—-MX-DTPA

Konjugat 2B8-MX-DTPA se ziskavé reakci protilatky s molarnim ptebytkem 4:1 kyseliny iso-
thiokyanatobenzyl-3-methyldiethylentriaminpentaoctové (4). Obvykle se pouziji 1 az 2 moly
chelatu MX-DTPA na mol protilatky 2B8. Jak ukazuji vysledky na obrazku 4, nevykazuje kon-
jugat 2B8-MX-DTPA Zzadnou zdanlivou ztrdtu imunoreaktivity, oproti tomu nativni 2B8 ve for-
mé nativnich i konjugovanych protilatek 2B8 vykazuje virtualng identické B1 inhibi¢ni profily.
Hodnoty IC50 pro 2B8 a 2B8-MX-DTPA jsou zhruba 3 respektive 4 ug/ml. Tyto vysledky lze
obdrzet s pouzitim protilatky B1 znatené radionuklidem I v celobunééné radioimunoeseji pro-
vedené s SB buiikami. Podobné vysledky se obdrzi s pouzitim 2B8 nebo 2B8-MX-DTPA jako
inhibitori vazby 2B8 znagené radionuklidem '*°I s SB buitkami. 2B8 i konjugat s MX-DTPA in-
hibuji vazbu '*I-2B8 s SB buiikami pfi koncentracich zhruba 3 az 4 pg/ml (idaje se neuvadéji).

Pro vyhodnoceni stability in vitro nativni protilatky 2B8 a konjugatu 2B8-MX-DTPA se vzorky
v normalnim fyziologickém roztoku nebo ve fyziologickém roztoku obsahujicim 10 mM roztok
glycinhydrochloridu, pH 6,8, inkubuji pfi teploté 4 a 30 °C po dobu 12 tydni a alikvoty se tydné
analyzuji s pouzitim nasledujicich eseji: imunoreaktivita celobunéénou enzymovou imunoeseji,
SDS-PAGE za reduk¢nich a neredukénich podminek a isoelektricka fokusaéni gelova elektrofo-
réza. Zatimco imunoeseje nedetekuji zadnou ztratu antigenu pro vzorky protilatky inkubované pi
Jakékoliv teploté (obrazek 5), isoelektrické fokusaéni rozmezi pro protilatku (pH 7,30 az 8,40 v
tydnu nula), které je stabilni pfi teploté 4 °C, vykazuje pokles 0,2 pH pfi 30 °C po tydnu 6 (tabul-
ka 22). Tento vysledek viak nemusi byt jednoznacny, nebot, je na mezi experimentalni chyby
eseje.
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Kone&né pii pouziti neredukéni SDS-PAGE vykazuji vzorky protilatky pfi 30 °C vysokomoleku-
larni agregaty po tydnu 1 (tabulka 23). Denzitometrické analyzy geli ukazuji, Ze agregaty pred-
stavuji 8 az 17 % vzork( (tabulka 23). Aviak pokud se tyto vzorky analyzuji redukéni SDS—
PAGE, nenachazi se #adny pritkaz vysokomolekularnich latek, coz ukazuje na tvorbu kovalent-
nich protilatkovych agregati pii teploté 30 °C. Opét se nepozoruje Zadna ztrata imunoreaktivity.

Tabulka 23
Stabilita 2B8 in vitro

A. Denzitometrické zaznamy neredukénich SDS geld

Procento
Vzorek Vysokomo- Monomer Nizkomo-
lekularni lekularni
Referen&ni Gdaj 0 100,00 0
12 tydnG/4 “C/fyz. rozt. 0 ‘ 95,42 4,58
12 tydni/4 ©C/glycin 0 100,00 0
12 tydnd/30 °C/fyz. rozt. 7,63 83,34 9,03
12 tydnmi/30 °C/glycin 16,70 72,11 11,18
B. Denzitometrické zaznamy redukénich SDS gell
Procento
Vzorek Vysokomo- Monomer Nizkomo-
lekularni lekuldrni
Referentni Gdaj 0 100,00
12 tydni/30 °C/fyz. rozt. 0 100,00
12 tydnd/30 °C/glycin 0 10,00 0

V priibéhu této stabilitni studie se téZ testuji vzorky 2B8-MX-DTPA inkubované pii teplotach 4
a 30 °C ohledné inkorporace radioaktivniho kovu s pouZitim radionuklidu *°Y. Vzorky se analy-
zuji v tydnech 4, 8 a 12, inkorporuje se >90 % %Y bez ohledu na teplotu inkubace.

Kone&né se v samostatné studii alikvoty 2B8-MX-DTPA inkubované pfi teplotach 4 a 30 °C po
dobu 10 tydnii oznadi radionuklidem Mn a uréuje se jejich biologicka distribuce ve tkanich u
mysi BALB/c. Konjugat pfi obou inkubagnich teplotach poskytuje podobné biologické distribuce
(hodnoty se neuvadéji). Navic jsou obdrzené vysledky podobné vysledkim biologické distribuce
obdrzenym u mys$i BALB/c s konjugitem oznadenym radionuklidem '"'In pii teploté 4 °C (viz
nize).
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Zpusoby znaceni radionuklidem jsou reprodukovatelné jak pro '''In, tak pro *°Y. Obvykle se
obdrzi inkorporace radionuklidu >95 % pro '''In a >90 % pro °Y. Specifické aktivity konjugatu
znaCenych radionuklidy '"'In a ™Y jsou obvykle v rozmezi 74 az 111 respektive 370 az
555 MBq/mg protilatky. Pfi po¢atecnim vyvoji zplsobii znaceni radionuklidy '"'In a *°Y se radi-
onuklidy, které nejsou vazané ve formé komplexii, oddéli od 2B8-MX-DTPA znaéené radio-
nuklidem s pouZitim vysokovykonné kapalinové gelové permeaéni chromatografie. V dalsich
experimentech se purifikace vysokovykonnou kapalinovou chromatografii eliminuje vzhledem k
vysokému podilu inkorporace radionuklidu (>95 %) obdrzeného s timto izotopem.

Imunoreaktivita pripravkii 2B8-MX-DTPA znagenych radionuklidy '"'In a °Y se analyzuje
zplisobem Lindmoa (3). 2B8-MX-DTPA znadena radionuklidem ""'In vykazuje 100% imunore-
aktivitu (obr. 6) a konjugat znaeny radionuklidem *°Y vykazuje 60% imunoreaktivitu (hodnoty
se neuvadéji).

3. Charakterizace 2B8-MX-DTPA znagené radionuklidy '''In a Y

Pfedbézné experimenty s konjugatem znaenym Y prokazuji vyznagnou degradaci protilatky a
ztratu imunoreaktivity pfi specifickych aktivitdch vyssich nez 370 MBg/mg (10 mCi/mg) proti-
latky. Proto se poskytuje slozeni minimalizujici G¢inky radiolyzy. Byla hodnocena fada a¢innych
nizkomolekularnich prostfedkii pro zachyceni volnych radikald, aviak nejucinnéjsi pro ochranu
integrity protilatky a imunoreaktivity byly vysoké koncentrace lidského serumalbuminu (HSA)
(obr. 7 a7 9).

Protilatka znadend radionuklidem °Y se pfipravuje v 1X PBS, pH 7,4, s obsahem 75 mg/ml
HSA. Rovnéz se pridava kyselina diethylentriaminpentaoctova do dosazeni kone&né koncentrace
I mM, aby se zajistilo, ze jakykoliv *°Y odd&leny od protilatky se navaze ve formé komplexu.
Degradace 2B8-MX-DTPA oznalené na specifickou aktivitu 540 MBg/mg (14,6 mCi/mg) se
hodnoti v ¢asech 0 a 48 h s pouzitim SDS-PAGE a autoradiografie. Obr. 8 a 9 ukazuji, Ze proti-
latka oznacena radionuklidem nevykazuje zadnou vyznamnou degradaci v prub&hu 48 h pfi inku-
baci pfi teploté 4 °C. Chromatografie s pouzitim pfedem pfipravené tenké vrstvy ukazuje, ze ztra-
ta Y je nizsinez 2 % v pribéhu inkubace po dobu 48 h (tabulka 24). Imunoreaktivita byla rov-
né€Z relativné konstantni, 60 % (tabulka 24).

Tabulka 24

Stabilita “’Y—2B8-MX-DTPA pfipravené pro klinické pouziti

Stabilita ®°Y-2B8-MX-DTPA p¥ipravené pro klinické pou¥iti

Cas (h p¥i 4 =0) Procent aktivity Procent
pfipojené na kon- imunoreaktivity
jugat

0 97,2 62

24 96,2 60

48 96,2 60

Oznaceny konjugat [specificka aktivita 540 MBg/mg (14,6 mCi/mg)] se pfipravi v PBS, pH 7,4 s
obsahem 75 mg/ml lidského serumalbuminu a 1 mM DTPA a alikvoty se inkubuji pfi teploté
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4 °C. Stabilita konjugatu se analyzuje v Gasech ukdzanych SDS-PAGE a autoradiografii, chroma-
tografii na pfedem pripravené tenké vrstvé a imunoeseji pro celé butiky. Vysledky ukazuji, ze
zhruba 96 % radionuklidu kovu ziistava pfipojenych ke konjugatu po 48 h pfi teploté 4 °C, a ze
imunoreaktivita protilatky ziistava konstantni, zhruba 60 %.

Studie sloZeni se téZ provadéji pomoci konjugatu znadeného radionuklidem '''In. Specificka ak-
tivita je 81 MBg/mg (2,2 mCi/mg). Protilatka oznatena radionuklidem se vyhodnocuje v 1X
PBS, pH 7,4 s obsahem 50 mg/ml HSA. Obrazek 10 ukazuje fotografie autoradiogramu pro &as
nula a 48 h inkubace. Denzitometricka analyza autoradiogramu ukazuje, Ze nenastava zadna de-
gradace protilatky oznacené radionuklidem v priabéhu studie (obr. 11, 12). Chromatograficka
analyza vzorkil na pfedem pfipravené tenké vrstvé nevykazuje Zadnou ztratu radionuklidu ''In
(tabulka 25). Navic se udrzuje imunoreaktivita zhruba 100 % (tabulka 25).

Tabulka 25

Stabilita "' In-2B8-MX-DTPA piipravené pro klinické pouziti

Cas (h p¥i 4 °C) Procent aktivity Procent
pripojené na kon- imunoreaktivity
jugat

0 94,0 105

24 96,5 104

48 96,0 100

Oznaceny konjugat [specificka aktivita 81 MBqg/mg (2,2 mCi/mg)] se ptipravi v PBS, pH 7,4 s
obsahem 50 mg/ml lidského serumalbuminu a alikvéty se inkubuji pfi teploté 4 °C. Stabilita kon-
jugétu se analyzuje SDS-PAGE a autoradiografii, chromatografii na pfedem pfipravené tenké
vrstvé a imunoeseji pro celé bunky. Vysledky ukazuji, ze zhruba 96 % radioaktivni zna¢ky ziista-
va pripojenych ke konjugéatu po 48 h pii teploté¢ 4 °C, a Zze imunoreaktivita protilatky zustava
konstantni, zhruba 100 %.

P¥i inkubaci klinického pFipravku 2B8—-MX-DTPA oznageného radionuklidem *°Y na specific-
kou aktivitu 540 MBq/mg (14,6 mCi/mg) po dobu 96 h pfi teploté 37 °C v lidském séru a analyze
za neredukujicich podminek SDS-PAGE a autoradiografii se ukazuje v prib&hu doby inkubace
ztrata radionuklidu niz8i nez 4 %. Denzitometrické zdznamy autoradiogramu v ase nula a 96 h
neukazuji zadnou vyznamnou degradaci konjugatu oznaeného radionuklidem (obrazky 13 az
15). Tyto vysledky se potvrzuji chromatografickymi analyzami na tenké vrstv€ pro vzorky Cash
nula a 96 h (tabulka 26). Celkem tyto vysledky ukazuji, ze konjugat znaceny yttriem je stabilni za
podminek pouzitych v této studii. Podobné vysledky se obdrzi s konjugatem 2B8-MX-DTPA
zna¢enym radionuklidem '"'In (obrazky 16 az 18).

Tabulka 26

Analyza konjugatu *°Y-2B8-MX-DTPA inkubovaného v lidském seru po dobu 96 h pii teploté
37 °C provedena chromatografii na tenké vrstvé
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Cas (h p¥i 37 °Q) Procento aktivity p¥ipojené
na konjugat

0 95,1
24 95,2
48 93,2
72 92,0
926 91,4

Vzorky lidského séra obsahujici Y 2B8-MX-DTPA [specifickd aktivita 540 MBg/mg
(14,6 mCi/mg)] se analyzuji v ¢asech ukazanych nanesenim 1 gl vzorkii zfedénych 1:20 na chro-
matografické pruhy s pfedem pfipravenou tenkou vrstvou, vzorky se analyzuji po trojicich. Chro-
matografické pruhy se vyvijeji vzestupnou chromatografii v 10% roztoku octanu amonného ve
smési methanol:voda (1:1, objemovy pomér), vysusi a roziiznou v polovin¢ napfi¢. Pfipojena
aktivita ve spodni a horni poloving kazdého pruhu se poté stanovi a vypocita se procento aktivity
spojené s konjugatem (volny radioaktivni kov migruje s ¢elem rozpoustédla, zatimco aktivita pfi-
pojena na protein zistava pii pocatku). Udavaji se priméry aktivity spojené s konjugatem pro
kazdé stanoveni.

B. Studie na zvitatech

1. Farmakologické/toxikologické studie vysokych davek s 2B8 a 2B8-MX-DTPA

Pii studii dobré laboratorni praxe provedené v White Sands Research Center (Cislo studie
920111) se opicim Cynomolgus podavaly intravendzni injekce riznych davek 2B8. Vzorky krve

se odebiraji pfed kazdou novou injekei a krev se zpracuje pritokovym cytometrickym hodnoce-
nim populaci lymfocytu (tabulka 27).
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Tabulka 27

Populace B bunék primatii stanovené proudovou cytometrii po infuzi my3i monoklonalni proti-
latky 2B8 proti CD20

Zvi¥e Davka Den B burikky®'® % vyferpéani
Skupina 1
452 fyziol. 0 20,1 0
roztok 1 18,3
21,6
13 14,6 27
38 15,5 23
52 18,6 7
424 fyziol. 0 12,4
roztok 1 11,6 6
11,2 10
13 8,4 32
38 7,7 38
52 13,1 0
Skupina II
540 0,6 mg/kg 0 16,1 0
7,1 54
6,0 63
13 5,7 65
38 10,8 33
52 14,4 11
804 0,6 mg/kg 0 17,6 0
8,3 53
7 6,1 65

=76 -



CZ 306959 B6

Zvi¥e Davka Den B bufiky®'® % vylerpani
13 6,6 62
38 5,1 71
52 5,2 68

Skupina III

701 2,5 mg/kg 0 21,6 0
10,7 50

7 3,0 86

13 10,7 50

754 2,5 mg/kg 0 19,9 0
11,2 44

7 10,5 47

13 9,0 55

Skupina IV

782 10 mg/kg 0 15,9 0
3,0 81

3,5 78

13 6,5 59

164 10 mg/kg 0 17,7 0
1 8,4 47
7 7,9 50
13 7,7 42

Skupina Vv

705 10 mg/kg 0 17,2 0
5,2 70

7 1,3 69

13 8,2 52

38 17,1 1
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Zvi¥e Davka Den B butkky®'® % vylerpéni
52 13,3 22
716 10 mg/kg 0 34,7 0
1 18,6 46
7 8,1 77
13 3,5 90
38 6,9 80
52 9,2 61

*Procento celkovych lymfocytu.

®B—bunétna populace vyjadiena kvantitativng dvéma prostiedky markeru, antigenu IGG-RPE a
proti lidskému IG-FITC (antigen proti my3imu IgG RPE detekuje 2B8 blokovanou proti mySimu
CD20 a antigen proti lidskému IgG FITC detekuje opic¢i B-bun&cny povrchovy Ig).

Zvitata ve skupinach I az IV dostdvaji injek&n& kazdych 48 h celkem 7 injekci, zvifata ve skuping
V dostéavaji injekci pouze v den 0. Zvifata ve skupinach I1l a IV se utrati dne 14.

V priibéhu této studie ani po ni se nezaznamenavaji zadné vyznamné farmakotoxické G¢inky na
hodnocené klinické parametry souvisejici s podavanim protilatky 2B8 proti CD20. Podobné se
nezaznamenavaji z4dné abnormality v prib&hu analyzy riznych histopatologickych vzorki obdr-
Zenych od zvifat ve skupinach Il a IV.

Doba trvani studie je 14 d a v priibéhu studie se zvifata hodnoti v nasledujicich kategoriich: kli-
nicka pozorovani, télesna hmotnost, t&lesna teplota, piijem vody a potravy, vylucovani stolice,
biochemie krevniho séra, hematologie, analyza moce a t&lesné vysetfeni. Navic se zvifatim v
kazdé skupin& odebira krev v den 0, 1, 7 a 13 a analyzuje se ohledn& hladin sérové protilatky
(2B8) a hladin T-bunék a B-bunék. V den 13 se zvifata ve skupinach Il a IV utrati a vybrané
tkan& se zkoumaji po piipravé vzorkd optickou mikroskopii. Hodnocené tkan€ jsou: srdce, slezi-
na, jatra, ledviny, plice, mozkova kira, micha, lymfaticka uzlina, Zaludek, ileum, kolon, kosterni
sval, varlata/vaje¢niky, slinivka a kostni dfefi.

P¥i analyze krve zvitat ohledné hladin T-bunék a B-bun€k v krevnim obéhu vykazuji zvifata
skupin Il az V vét3i nez 50% ztratu B—bun&k v ob&hu do dne 13 (obrazek 19), podani protilatky
nemélo zadny G&inek na hladiny T-bungk (hodnoty se neuvadéji). Veskeré skupiny dostavajici
protilatku 2B8 vykazuji nasyceni B-bun€k a prebytecnou protilatku v krevni plazmé (hodnota se
neuvadi). Zvifata ve skupiné V, ktera obdrZela jednu davku 10,0 mg/kg protilatky 2B3 rovnéz
vykazuji snizeni hladin B-bun&k v obéhu ekvivalentni sniZeni u zvitat v ostatnich skupinach.

Zvitata ve skupinach I, IT a V se vySetfuji do dne 52 (obrazek 20). Hladiny B-bunék se vraci k
vice nez 70 % normalniho stavu v den 38 kromé& jednoho zvitete ve skuping I (PRO804) a jed-
noho zvitete ve skupingé V (PRO716). Hladiny ob&hovych B-bunék v téchto zvifatech zlistavaji
zhruba na 40 % normalnich hladin po 52 d.

Navic k této studii se farmakotoxické uginky ¥Y—2B8-MX~DTPA hodnoti u opic Cynomolgus
ve studii dobré laboratorni praxe provadéné ve White Sands Research Center (Studie ¢. 920611).
Konjugat kvality pro klinické pouZiti se véZe s neradioaktivnim nuklidem *Y. Konjugat s yttriem
se formuluje ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem, pH 6.8, s obsahem 75 mg/ml lid-
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ského serumalbuminu a I mM DTPA (klinicka formulace) a podava se intravendzné, jak se popi-
suje v oddilu Zpisoby provedeni.

Jak ukazuji vysledky na obrazku 21, ma 2B8-MX-DTPA oznageny *Y maly G&inek nebo nemé
Zadny icinek na cirkulujici B-buifiky u té€chto zvifat bez ohledu na podanou davku. Navic kromé
obecného vycCerpani lymfocyti (20 az 43 %) nenastavaji zadné vyznamné abnormality klinickych
parametri vCetné biochemie krevniho séra, analyzy modi, t€lesné hmotnosti a teploty.

2. Farmakokinetické studie s 2B8 a 2B§—MX-DTPA

Jak se popisuje vyse, zvifata ve skupiné V studie dobré laboratorni praxe obdrzela jednu davku
2B8, 10,0 mg/kg. Linearni regrese vysledkl ukazuje, Ze nativni protilatka ubyvéa z ob&hu t&chto
opic s polo¢asem zhruba 4,5 d. V podobné studii s pouzitim mysi BALB/c byly hodnoty pologasu
nativni a konjugované 2B8 zjisténé linearni regresni analyzou (idaje se neuvadéji) 8,75 d (obra-
zek 22). Tento vysledek ukazuje, ze konjugace 2B8 nema zadny ¢inek na jeji clearance u mysi
BALB/c.

3. Biologicka distribuce a studie lokalizace tumoru s 2B8~MX-DTPA ozna¢enou radionuklidem

Na zéklad€ ptedbézného pokusu biologické distribuce popsaného vyse (oddil 2d) se podava in-
jekéné konjugované 2B8 oznagend radionuklidem '''In do specifické aktivity 85 MBg/mg
(2,3 mCi/mg). Zhruba 41 kBq (1,1 xCi) se podava injekén& kazdé z 12 mysi BALB/c pro stano-
veni biologické distribuce latky oznadené radionuklidem. Nasledné se skupiny po 5 zvitatech
utrati v Casech 1, 24, 48 a 72 a jejich organy a Cast kize, svalu a kosti se vyjmou a zpracuji pro
analyzu. Navic se sbird mo¢ a stolice a analyzuje pro asy 24 az 72 h. Hladina radioaktivity v
krvi kles4 z 40,3 % podané davky na g v dob& 1 h na 18,9 % v dobé 72 h (tabulky 1 az 4, obrézek
23). Hodnoty pro srdce, ledvinu, sval a slezinu zistavaji v rozmezi 0,7 az 9,8 % v pribéhu dru-
hého pokusu. Nalezené hladiny radioaktivity v plicich klesaji z 14,2 % v dob& 1 h na 7,6 % v
dobé& 72 h a podobné odpovidajici podily injikované davky na g jaterni tkan& klesaji z 10,3 na
9,9 %. Tyto hodnoty se pouzivaji pii stanoveni odhadi absorbované radiaéni davky od '''In—
2B8-MX-DTPA (tabulka 19).

Biologicka distribuce konjugatu znadeného radionuklidem Y o specifické aktivite 451 MBg/mg
(12,2 mCi/mg) protilatky se vyhodnocuje u my3i BALB/c. Obdrzena inkorporace radionuklidu je
>90 % a protilatka zna¢ena radionuklidem se purifikuje vysokovykonnou kapalinovou chromato-
grafii. Tkatlova depozice radioaktivity se méfi v hlavnich orgénech a kizi, svalu, kosti a mo¢i a
stolici v priib¢hu 72 h a vyjadiuje se jako procento injikované davky/g tkang. Vysledky v tabul-
kach 5 az 8 a na obrazku 24 ukazuji, Ze zatimco hladiny radioaktivity souvisejici s krvi klesaji ze
zhruba 39,2 % podané davky na g v &ase 1 h na zhruba 15,4 % po 72 h, hladiny radioaktivity
souvisejici s ocasem, srdcem, ledvinou, svalem a slezinou zlstavaji dostateéné konstantni na
hodnoté 10,2 % nebo méné v pribéhu experimentu. Je dalezité, Ze aktivita kosti je vrozmezi 1,4
% podan¢ davky na g kosti v €ase 1 h az 3,2 % v &ase 72 h. Tyto vysledky v souhrnu ukazuji, Ze
konjugat obsahuje malo volného yttria a Ze se volny radioaktivni kov vylucuje v pribéhu studie.
Tyto vysledky se pouzivaji pii stanoveni odhadi radiagni absorbované davky pro *°Y-2B8-MX—
DTPA (tabulka 20).

Pro studie lokalizace tumoru se pfipravuje 2B8-MX-DTPA oznageny radionuklidem '"'In o spe-
cifické aktivit¢ 100 MBg/mg (2,7 mCi/mg). Poté se nasledn& poda 100 ul oznageného konjugatu
[888 kBq (24 uCi)] injekéné kazdé z 12 athymickych mysi s Ramosovym B-bunéénym tumo-
rem. Hmotnost tumori je v rozmezi od 0,1 do 1,0 g. V ¢asech 0, 24, 48 2 72 h po injekci se ode-
bere 50 ul krve retroorbitalni punkci, mysi se utrati cervikalni dislokaci a odebere se ocas, srdce,
plice, jatra, ledvina, slezina, sval, femur a tumor. Po zpracovani a zvazeni tkani se stanovi aktivi-
ta kazdého vzorku tkané s pouzitim itate gama a hodnoty se vyjadfi Jjako procento podané davky
nag.
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Vysledky (obrazek 25) ukazuji, ze koncentrace '''In-2B8-MX—DTPA v tumoru ustalené rostou v
pribéhu experimentu. 13 % podané davky se akumuluje v tumoru po 72 h. Oproti tomu hladiny v
krvi klesaji v pribéhu experimentu z vice nez 30 % v Casu nula na 13 % v ¢asu 72 h. VSechny
ostatni tkané€ (kromé svalu) obsahuji mezi 1,3 a 6,0 % podané davky na g tkané ke konci pokusu.
Svalova tkan obsahuje zhruba 13 % podané davky na g.

C. Dozimetrie

Souhrnné dozimetrické udaje obdrzené ze studii biologické distribuce u normalnich mysi
BALB/c jsou v tabulkach 19 a 20 pro konjugaty znacené radionuklidy india a yttria a jsou ve
shodé¢ s udaji v literatufe pfi srovnani vztaZzeném na jednotku podané aktivity (5) a ukazuji, ze
konjugaty 2B8 znacené radionuklidy yttria a india lze bezpe¢n¢ hodnotit ohledné klinické ¢in-
nosti u pacientti s lymfomem.

D. Toxikologie
1. 2B8: zkouska obecné G¢innosti pii jedné davce

Mysim a morcatiim se podava jednotliva intraperitonealni davka 2B8 (0,5 ml nebo 5,0 ml) a zvi-
fata se pozoruji po dobu 7 d. Nedochazi k zadnym znamkéam toxicity.

2. 2B8 a 2B8-MX-DTPA: imunohistologické studie na lidskych tkanich

Reaktivita mysi monoklonélni protilatky 2B8 se hodnoti s pouzitim souboru 32 riiznych lidskych
tkani fixovanych acetonem. Protilatka 2B8 reaguje s antigenem proti CD20, ktery ma velice
omezeny typ tkafové distribuce, takze jej lze pozorovat pouze v podsouborech bunék v lymfoid-
nich tkanich véetné bunék hemopoetického plvodu.

V lymfatické uzling lze pozorovat imunoreaktivitu v populaci zralych kortikdlnich B-lymfocyti
stejné tak jako v proliferujicich buiikich v zdrodeénych centrech. Pozitivni reaktivitu lze t€Z po-
zorovat v periferni krvi, v oblastech B-bunék mandli, v bilé dfeni sleziny a ve 40 aZ 70 % modu-
larnich lymfocyti piitomnych v thymu. Pozitivni reaktivitu lze téZ pozorovat ve folikulech lami-
na propria (Peyerova loziska) tlustého stfeva. Kone¢né agregaty rozptylenych lymfoidnich bunek
ve stromatu riiznych organii véetné mocového méchyfe, mamy, délozniho kreku, jicnu, plic, pa-
rotidy, prostaty, tenkého stfeva a zaludku vykazuji rovnéz pozitivitu pfi reakci s protilatkou 2B8.

Veskeré jednoduché buiiky epithelu, stejné tak jako buiiky stratifikovaného epithelu a dlazdico-
vého epithelu riznych organd jsou nereaktivni. Podobn& nelze pozorovat zadnou reaktivitu s
neuroektodermalnimi butikami véetné bunék mozku, michy a perifernich nervii. Mesenchymalni
elementy, jako jsou butiky kosterniho a hladkého svalstva, fibroblasty, buiiky endothelu a poly-
morfonuklearni zanétlivé buiiky jsou rovnéz negativni.

Tkaiova reaktivita konjugatu 2B8-MX-DTPA se hodnoti s pouzitim souboru 16 lidskych tkani
fixovanych acetonem. Jak se ukazuje vyse pro nativni protilatku, rozpoznava konjugat 2B8-MX—
DTPA antigen CD20, ktery vykazuje vysoce omezeny typ distribuce, takze se nachazi pouze v
podsouboru bun&k lymfoidniho pivodu. V lymfatické uzlin€ se imunoreaktivita pozoruje u B—
bunééné populace. Silna reaktivita je v bilé dieni sleziny a v medularnich lymfocytech thymu.
Imunoreaktivita se té pozoruje v rozptylenych lymfocytech mocového méchyfte, srdce, tlustého
stfeva, jater, plice a d&lohy a pisuzuje se piitomnosti zanétlivych bunék ptitomnych v téchto
tkanich. Podobné, jako se popisuje vy3e pro nativni protilatku, neprojevuje se reaktivita u neuro-
ektodermalnich bunék nebo mesenchymalnich bunék.
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111. Diskuse

Mysi monoklonalni protilatka 2B8 proti CD20 vytvarena klonem stejného uréeni vykazuje afinitu
k antigenu CD20 B-bungk, ktera mize byt vyssi nez aktivita pozorovana pro protilatku B1, jak
Ize stanovit kompetici s protilatkami znamé specifi¢nosti pro antigen CD20 a Scatchardovou
analyzou. Déale imunoprecipitaéni vysledky ukazuji, Ze antigen precipitovany protilatkou 2B8 je
stejnym antigenem jako antigen precipitovany protilatkou B1, nebot’ obé protilatky precipituji
dublet s relativni molekulovou hmotnosti 33 a 35 kD. Cytofluorograficka analyza specifi¢nosti
protilatky 2B8 pro lymfocyty periferni krve ukazuje, Ze tato protilatka reaguje specificky s B—
buiikami a nevykazuje Zzadnou reaktivitu s T-buiikami nebo jinymi typy lymfocyti. Kone¢né
piedb&zné udaje o stabilit¢ ukazuji, Ze je tato protilatka stabilni pii teploté 30 °C po dobu 12 tyd-
ni bez ztraty imunoreaktivity.

Jestlize se protilatka 2B8 konjuguje s methylbenzyldiethylentriaminpentaoctovou kyselinou
(MX-DTPA) nepozoruje se zadné snizeni imunoreaktivity ve srovnani s nativni protilatkou. Dale
znadeni konjugatu s radionuklidy ""'In a *Y poskytuje znadené konjugaty s imunoreaktivitami
100 % respektive 60 %. Studie stability konjugatu znagenych radionuklidy '''In nebo *Y inku-
bovanych v lidském séru po dobu 96 h pfi teploté 37 °C vykazuji zanedbatelnou ztratu radioak-
tivniho kovu v priibéhu této studie, coz ukazuje, Ze tyto konjugéty zarucuji stabilitu p#i klinickém
pouziti.

Studie lokalizace tumort u athymickych mysi s pouZitim ptipravku 2B§-MX-DTPA znaceného
indiem ukazuje vzristajici mnozstvi konjugatu navazaného na tumorové buiiky v priibéhu expe-
rimentu bez neobvyklych akumulaci v jinych tkanich. Navic se ziskavaji dozimetrické odhady
odvozené od biologické distribuce. Dale jsou dozimetrické odhady odvozené od biologické dis-
tribuce v souladu s udaji publikovanymi v literatufe. Kone¢né studie zkfiZzené reaktivity lidské
tkané s nativnimi a konjugovanymi protilatkami ukazuji, Ze ob& protilatky rozpoznavaji antigen s
vysoce omezenou tkafiovou distribuci, takze reaguji pouze se souborem bun&k v lymfoidnich
tkanich véetné bun¢k hemopoetického pivodu. V souhrnu tyto vysledky ukazuji, ze konjugace
nepozméfiuje tkdfiovou specifi¢nost protilatky, a Ze konjugaty znacené radionuklidem jsou sta-
bilni in vivo a rozpoznavaji antigen CD20 pfitomny na povrchu tumor@ péstovanych experimen-
taln¢ u athymickych mysi.

JestliZe se protilatka 2B8 pouzije pii studii farmakologie/toxikologie vysokych davek, nevykazu-
je Zadné vyznamné farmakotoxické i¢inky na zadny z vyhodnocovanych parametrii ani v priibé-
hu studie ani po studii. Podobné se nezaznamenavaji zadné abnormality v pribéhu analyzy riz-
nych histopatologickych vzorkii zkoumanych optickou mikroskopii. Piekvapivé veskeré pouzité
davky protilatky zplisobuji vyznaéné vy&erpani B-bunék v krevnim ob&hu. Hladiny B—bungk v
ob&hu se vSak vraci ke zhruba normalnim hodnotam pfi vymizeni podané protilatky. Ve skupiné
opic, které dostaly jednu davku (skupina V), ubyvé nativni protilatka z obshu s hodnotou B t,,
zhruba 4,5 d. Pfi provedeni této farmakologické studie u mysi BALB/c ubyva protilatka 2B8 s
hodnotou 3 ti; 8,75 d. Celkové tedy tyto tidaje ukazuji, Ze tato nativni protilatka méize téZ po-
skytnout urity klinicky u¢inek pfi podani jako doprovodna slozka konjugitu znaéenych radionu-
klidem. Celkové tyto idaje ukazuji, Ze protilatka 2B8 o vysoké afinité a jeji MX-DTPA konjugét
vykazuji omezeny typ reaktivity lidské tkang&. Navic u primét je tato nativni protilatka netoxicka
a poskytuje prechodnou clearance B-bunék. Aviak jakmile se protilatka odstrani z ob&hu, hla-
diny B-bunék se dostatecné rychle obnovi. Navic jsou konjugaty 2B8-—MX-DTPA znadené indi-
em a yttriem stabilni in vitro a nevykazuji zadnou ztrétu radioaktivniho kovu v pribshu dlouho-
dobé inkubace v lidském krevnim séru. Kone&né& odhady radiaéni davky odvozené od biologické
distribuce 2B8~MX—DTPA zna&ené radionuklidy *°Y nebo '''In u mySi BALB/c jsou pfi vyjad-
feni na jednotku podané aktivity v souladu s davkovymi odhady odvozenymi od lidskych klinic-
kych studii pouzivajicich konjugované protilatky znagené témito radionuklidy.

IV. Shrnuti preklinického vyvoje zpisobu znageni "mix—&—shoot" pro piipravu *°Y—2B8-MX—
DTPA
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A. Uvod

Mysi monoklonalni protilatka (2B8) proti CD20 znacena radionuklidem "Y se hodnoti ve fazi [
klinické zkousky pro léteni relapsu B-buné&ného lymfomu. Pivodni zptisob pouZiti pro pfipravu
protilatky zna¢ené yttriem pouziva vysokovykonnou kapalinovou chromatografii pro odstranéni
radionuklidu, ktery neni vazan s proteinem, pied pfipravou a podanim pacientim. Nanestésti je
tento krok zv1asté ¢asové naroény a zplisobuje dlouhou expozici protilatky radionuklidu v ne-
chranéném stavu. To vede ke zvy3ené radiolyze protilatky a poklesu imunoreaktivity. Navic otaz-
ka pracnosti tohoto zpiisobu znamena obtiz pfi pfipravé vice nez jedné davky radiofarmaka den-
né. Zjednoduseni tohoto zplisobu by umoznilo provedeni na klinickém pracovisti jako alternativu
k pouziti radiofarmaceutickych sluzeb NIPI Pharmacy Services.

V souladu s tim se provadi zpisob znaCeni radionuklidem nazyvany "mix—and—shoot", ktery
predchazi nutnosti purifikace vysokovykonnou kapalinovou chromatografii pfi udrzovani vyso-
kého stupné inkorporace radionuklidu a zlepseni retence imunoreaktivity. Studie stability in vitro
stejné tak jako studie biologické distribuce u mysi ukazuji, Ze protilatka oznad¢ena radionuklidem
zpisobem "mix-and-shoot" je srovnatelna s latkou ziskanou s pouzitim sou¢asného zplisobu
vysokovykonné kapalinové chromatografie. Vysledky téchto preklinickych studii ukazuji, Ze
tento novy zpiisob "mix—&-shoot" lze pouZit pfi pfipravé 2B8-MX-DTPA znacené Y vhodné
pro pouziti v klinickych zkouskach.

B. Materialy a zptisoby provedeni
Materialy
1. Buiiky

Lymfoblastické bun&né linie SB (CD20 pozitivni) a HSB (CD20 negativni) pochazeji od Ame-
rican Type Culture Collection a udrzuji s v RPMI-1640 s obsahem 10 % fetalniho bovinniho
séra s ptidavkem glutaminu.

2. Protilatky

Protilatka 2B8 se purifikuje ve vyrobnim oddéleni ze supernatantu z bioreaktoru s dutymi vlakny
s pouzitim zptisobii diive popsanych v IND (BB-IND 4850/4851).

3. Dalsi chemické prostiedky

%Y ve formé chloridu pochézi z Amershamu. V3echny ostatni chemikalie pochazeji ze zdroji
popsanych v pfipojenych zpravach citovanych nize. Chemikalie pouZité pro zpisoby znaleni
radionuklidem jsou zpracované pro odstranéni kontaminujicich iontd t&Zkych kovd, které by
konkurovaly s radionuklidy v priibéhu stupn& znaCeni (viz oddil Zpiisoby provedeni). Chemikalie
se vyrabgji za podminek dobré vyrobni praxe ve vyrobnim oddéleni IDEC podle zavedenych
z4znami o vsadkové produkei.

Zpusoby provedeni

1. Priprava 2B8-D4X-DTPA

MX-DTPA kvality pro klinické pouziti pochazi od Coulter Immunology ve form& dvoj sodné
soli ve vodé a uchovava se pii teploté =70 °C. Konjugat (2B8-MX-DTPA) se pfipravi ve vyrob-
nim oddéleni. V téchto studiich se pouzivaji dvé rizné Sarze konjugatu, obé v normalnim fyzio-

logickém roztoku pii koncentraci 10 mg/ml. Konjugaty se plni do sterilnich polypropylenovych
injekénich stiikadek o obsahu 2 ml a ukladaji pti teplotach 2 az 8 °C.
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2. Udrzovani podminek bez piitomnosti kovi

Veskeré zpracovani chemikalii se provadi tak, aby se minimalizovala moznost kontaminace ko-
vem. PouZivaji se polypropylenové nebo polystyrénové plastové nadoby, jako jsou baiiky, kadin-
ky a kalibrované valce. Ty se promyji prostiedkem Alconox a dostate¢né vyplachnou vodou
Milli-Q nebo Water for Irrigation (WFIr) pred pouzitim. Pro presné zachazeni s malymi objemy
se pouzivaji $pi€ky pipet neobsahujici kov (BioRad). V&tsi objemy chemikalii se zpracovavaji s
pouZzitim sterilnich plastovych serologickych pipet. Reakce se vhodnym zpisobem provadeji v
mikrocentrifuga¢nich zkumavkach o obsahu 1,8 ml zhotovenych z polypropylenu se Sroubovym
uzavérem.

3. Stanoveni inkorporace radionuklidu

Inkorporace radionuklidu se stanovi s pouzitim chromatografie na pfedem pripravené tenké vrst-
v€ (ITLC) po trojicich od kazdého vzorku podle SOP SP-13-008. Obecné se tento zpusob pro-
vadi nasledujicim zptisobem: konjugat znageny radionuklidem se zfedi 1:20 v 1X PBS s obsahem
1 mM DTPA nebo 5 mM EDTA a poté se nanese 1 ul 1,5 cm od jednoho konce pasu 1l x5 cm
papiru ITLC SG (Gelman Sciences). Tento papir se vyviji s pouZitim 10% octanu amonného ve
smési methanol:voda (1:1, objemovy pomér). Pasy se vysusi, prefiznou v poloviné napfi¢ a radi-
oaktivita kazdé ¢asti se stanovi scintilaénim poéitatem. Radioaktivita odpovidajici spodni polo-
viné pasu (radioaktivita pfipojena k proteinu) se vyjadii v procentech celkové aktivity stanovené
Jako soucet hodnot pro vrchni a horni poloviny.

4. Zpisob "mix—and—shoot" pro 2B8-MX-DTPA zna¢enou radionuklidem °Y.

Protilatky se oznaci beznosi¢ovym radionuklidem °Y ve formé chloridu od Amersham v 0,04 M
roztoku kyseliny chlorovodikové. Alikvét radionuklidu (370 az 740 MBg/mg protilatky) se pre-
nese do polypropylenové trubice a prida se 0,02—-nésobek objemu 2 M roztoku octanu sodného
prostého kovu pro dpravu pH roztoku na 3,6. Thned se pfida 2B8-NDTPA (0,3 mg, 10,0 mg/ml v
normalnim fyziologickém roztoku) a roztok se jemné zamicha. pH roztoku se ovéri papirkem pro
kontrolu pH v rozmezi 3,8 az 4,1 a inkubuje se po dobu 5 min. Reakce se ukonéi pfenosem re-
akéni smési do samostatné polyethylenové zkumavky s obsahem 1XPBS se 75 mg/ml lidského
serumalbuminu (HSA) a I mM kyseliny diethylentriaminpentaoctové (DTPA) a jemné se zami-
cha. Protilatka zna¢ena radionuklidem se uklada pfi teplotach 2 a 8 °C.

Specifické aktivity se stanovi méfenim aktivity pislusného alikvotu konjugatu zna¢eného radio-
nuklidem. Tato hodnota se opravi na G&innost &itade, vztahne se ke koncentraci proteinu konjuga-
tu stanovené absorbanci pfi vinové délce 280 nm a vyjadii se v MBg/mg (mCi/mg) proteind.

5. Imunoreaktivita *°Y-2B8~MX-DTPA in vitro

Imunoreaktivita konjugétu zna¢eného radionuklidem ™Y se stanovi s pouzitim SOP SP13-009 na
zakladé modifikované verze celobunééné imunoeseje popsané Lindmoem. Vzristajici koncentra-
ce CD20—pozitivnich SB bunék nebo CD20-negativnich HSB bunék v log fazi se ptidavaji k
duplikatnim souboriim polypropylenovych zkumavek o obsahu 1,5 ml. Kone¢ny objem bungk je
0,40 ml. Konjugt znageny radionuklidem se zfedi na koneénou koncentraci protilatky 1 az 2,5
ng/ml a do kazdé zkumavky se ptida 0,35 ml. Po 90 min inkubace se buriky peletuji centrifugaci
a sbiraji se supernatanty. Radioaktivita zbyvajici ve frakci supernatantu se stanovi scintilanim
politatem. Data se vynéseji jako kvocient celkové piidané aktivity délené aktivitou p¥ipojenou
na buriky proti prevracené hodnoté poétu bunék na zkumavku. Usek na ose y pfedstavuje imuno-
reaktivni frakci.
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6. Stabilita *"Y-2B8-MX-DTPA piipraveného pro klinické pouziti in vitro

Konjugat 2B8-MX-DTPA se ozna¢i radionuklidem *°Y a pripravi se podle zpisobu "mix—&—
shoot" popsaného vySe. Pfipravi se dvé Sarze znateného konjugatu. Jedna 3arze se pouzije pro
vyhodnoceni stability inkorporace radionuklidu a druha $arze se pouije pro vyhodnoceni retence
imunoreaktivity. Pfipravené konjugaty se inkubuji pfi teploté 4 °C po dobu 48 h a alikvéty se
analyzuji v Casech 0, 24 h a 48 h s pouzitim neredukéni SDS-PAGE a autoradiografie. Imuno-
reaktivita v kazdém Case se vyhodnoti s pouZitim eseje popsané vyse.

7. Stabilita in vitro *°Y-2B8-NTX-DTPA v lidském seru

Stabilita 2B8-NTX~DTPA oznacené radionuklidem *°Y se vyhodnoti inkubaci v lidském seru pfi
teploté¢ 37 °C po dobu 72 h. Konjugované protilatka se ozna¢i radionuklidem Y a piipravi se
podle popisu vyse. Konjugat oznateny radionuklidem se zfedi 1:10 normalnim lidskym sérem
(nikoliv tepelné inaktivovanym) a alikvoty se inkubuji v plastovych zkumavkach pii teploté
37 °C. Ve vybranych ¢asech se vzorky odeberou a analyzuji neredukéni SDS-PAGE a autoradio-
grafii.

8. Biologicka distribuce *’Y 2B8~-MX-DTPA

2B8-MX-DTPA znagené radionuklidem *°Y se vyhodnocuje ohledné biologické distribuce v
pribéhu 8 az 10 tydnd na mysich BALB/c. Konjugat znadeny radionuklidem se pfipravi, jak se
popisuje vySe. MySim se podava intravendzné 185 kBq (5 1Ci) 2B8-MX-DTPA znacené radio-
nuklidem *°Y a skupiny po 5 mysich se utrati v ¢asech 1, 24, 48 a 72 h. Po utraceni se odebere
ocas, srdce, plice, jatra, ledvina, slezina, sval, femur, promyje se a zvazi. Pro analyzu se téz ode-
bere vzorek krve a kiize. Radioaktivita kazdého vzorku tkané se stanovi méfenim brzdného zateni
s pouzitim Citate gama a stanovi se procento z podané davky na g tkané a procento z podané
davky na organ.

9. Dozimetrie

Udaje o biologické distribuci obdrzené na zakladé aplikace mysim 2B8-MX-DTPA znacené
radioaktivnim nuklidem ™Y se pouzivaji pro vypoget odhadii absorbovanych radiaénich davek
pro aktivitu 37 MBq (1,0 mCi) podanou pacientovi o hmotnosti 70 kg. Odhady se provedou zpi-
soby pfijatymi vyborem Medical International Radiation Dose Committee (MIRD) Spoleénosti
nuklearni mediciny. Tyto vypocty provedl pan Phillip Hagan, Nuclear Medicine Service, VA
Medical Center, LaJolla, CA 92161.

10. Validace zpiisobu pfipravy klinickych davek ’Y-2B8—MX-DTPA

(Odkaz na zpravu R&D s nazvem "Validation of "Mix—and—Shoot" Radiolabeling Protocol for
the Preparation of Clinical Doses of *°Y-2B8—-MX-DTPA", autor P. Chinn, vydano 22. dubna
1994).

C. Vysledky
1. Pfiprava 2B8-MX-DTPA znacené radionuklidem *°Y zptisobem "Mix—&-Shoot"

Piedb&zné pokusy hodnotici kinetiku reakce znatkovéani radionuklidem s 2B8-MX-DTPA a Y
ukazuji, ze pii pH 3,6 az 4,0 se inkorporuje 95 % radionuklidu v priibéhu reakéni doby S az 10
min. Reprodukovatelnost této radioinkorporace (95,7 % + 1,7 %) se nasledné ovétuje ve validac-
ni studii (Reference R&D report "Validation of "Mix—and—Shoot" Radiolabeling Protocol for the
Preparation of Clinical Doses of *’Y-2B8—MX-DTPA", autor P. Chinn, vyslo 22. dubna 1994).
P¥iprava 2B8-MX-DTPA znadené radionuklidem Y timto zptisobem "mix—and—shoot" posky-
tuje produkt srovnatelny s produktem p¥ipravenym zplisobem vysokovykonné kapalinové chro-

-84 -



15

20

25

30

35

40

CZ 306959 B6

matografie (viz BB-IND 4850/4851). Zpisob radioaktivniho znageni je reprodukovatelny pri
specifickych aktivitich obvykle v rozmezi 370 az 555 MBg/mg (10 az 15 mCi/mg) protilatky.

Imunoreaktivita 2B8~MX-DTPA znadené radionuklidem *°Y ptipravené timto zpiisobem je ob-
vykle vyssi nez 70 % oproti 55 aZ 60 % pozorovanym pfi validacich zpisobu provedeného s pou-
7itim vysokovykonné kapalinové chromatografie (obrazek 26). Tento rozdil pravd€podobné vy-
plyva ze snizenych G¢inkd radiolyzy diky zkrdcenému Casu inkubace pfi zpiisobu "mix—and—
shoot". Tento vysledek je typicky a, jak se diskutuje niZe, je reprezentativni pro validace zpisobt
pro pripravu klinickych davek konjugatu znaeného radionuklidem ve vétSim méfitku.

2. Stabilita in vitro 2B8~MX-DTPA zna&eného °Y

Piedb&zné pokusy s nechranénym konjugatem protilatky zna¢enym radionuklidem Y s pouzitim
zpiisobu vysokovykonné kapalinové chromatografie ukazuje, Ze radiolyza zpiisobuje vyznamnou
degradaci protilatky a ztritu imunoreaktivity. Proto se vyviji formulaéni pufr pro minimalizaci
uinkd radiolyzy. Lidsky serumalbumin (HSA) je G€inny pfi minimalizaci degradace protilatky
radiolyzou. Provadi se vyhodnoceni s konjugatem oznacenym radionuklidem pfipravenym zpi-
sobem "mix—&-shoot" pro ovéfeni Ulinnosti formulace pii minimalizaci radiolyzy. Protilatka
znagena radionuklidem °Y se specifickou aktivitou 536 MBg/mg (14,5 mCi/mg) protilatky se
pfipravuje v pufru IX PBS, pH 7.4, s obsahem 75 mg/ml lidského serumalbuminu a 1 mM
DTPA. Degradace konjugatu 2B8-MX-DTPA se hodnoti v ¢asech 0, 24 a 48 h s pouZitim zpi-
sobu SDS—-PAGE a autoradiografie. Obrazky 2,3 a 4 ukazuji, ze konjugat znaéeny radionuklidem
nevykazuje vyznamnou degradaci v prib&hu 48 h pfi inkubaci pfi teploté 4 °C. Chromatografie
na piedem piipravené tenké vrstvé nevykazuje zadnou ztratu *Y v pribéhu inkubace po dobu 48
h. Tyto vysledky se potvrzuji zpiisobem SDS-PAGE/autoradiografickou analyzou (Tabulka 28).
Imunoreaktivita je téZ relativné konstantni, >88 % (tabulka 29).

Tabulka 28

Stabilita konjugatu **Y—2B8-MX-DTPA ptipraveného zplisobem "Mix—&-shoot” v PBS obsa-
hujicim lidsky serumalbumin a DTPA

Procento aktivity p¥ipojené na konjugat

Cas (h) ITLC SDS/PAGE
0 92,9 96,0

24 95,5 95,4

48 91,3 94,6
Tabulka 29

Imunoreaktivita piipravku *°Y—2B8-MX-DTPA piipraveného zptisobem "mix—&-shoot" v PBS
obsahujicim lidsky serumalbumin a DTPA
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Cas (h p¥i 4 °0) Procento
imunoreaktivity

0 87,9

24 88,5

48 90,4

Klinicky formulovany konjugat 2B§-MX-DTPA znaceny Y o specifické aktivité 581 MBg/mg
(15,7 mCi/mg) se inkubuje po dobu 72 h pfi teploté 37 °C v lidském séru. Vzorky se analyzuji
nereduk&ni SDS—-PAGE a autoradiografii (obrazek 30) a nevykazuji zadnou ztratu radionuklidu v
prabéhu inkubace (tabulka 30). Denzitometrické zdznamy autoradiogramu v ¢asech 0 a 72 h neu-
kazuji Zddnou vyznamnou degradaci konjugatu znaceného radionuklidem (obr. 31 a 32). Tyto vy-
sledky jsou ovéfené chromatografickymi analyzami provedenymi na tenké vrstvé (tabulka 30). Je
tfeba poznamenat, Ze radioinkorporace pro protilatku pouZitou v této studii je nizsi neZ ta, ktera

e

cwwr

yttriem pripraveny zpiisobem "mix—and—shoot" je stabilni za téchto inkubaénich podminek.

Tabulka 30

Stabilita konjugatu °Y—2B8-MX—DTPA inkubovaného v lidském séru

Cas (h p¥i 37 ©Q) Procento aktivity pfipojené na konjugét

ITLC SDS-PAGE/autoradiografie
0 85,7 88,8
24 76,4 90,0
72 87,6 88,7

Vzorky lidského séra obsahujici *’Y-2B8-MX-DTPA [specifickd aktivita 581 MBg/mg
(15,7 mCi/mg)] se analyzuji ohledn& vazaného radionuklidu ™Y v ukazanych ¢asech s pouzitim
prouzkid pro chromatografii na predem piipravené tenké vrstvé a zplisoby SDS-PAGE/autoradio-
grafie.

3. Studie biologické distribuce s konjugatem 2B8-MX-DTPA znagenym radionuklidem 0y

Biologicka distribuce konjugatu znaéeného radionuklidem Y o specifické aktivité 425 MBg/mg
(11,5 mCi/mg) protilatky a inkorporace radionuklidu >95 % se hodnoti na mysich BALB/c. Ulo-
seni radioaktivity ve tkanich se hodnoti pro hlavni organy, kizi, sval, kost, mo¢ a stolici v pribe-
hu 72 h a vyjadfuje se jako procento podaného mnoZstvi na g tkdné a procento podaného mnoz-
stvi na organ. Vysledky znazornéné v tabulkach 31 az 34 a na obrazku 33 ukazuji, ze hladiny
aktivity v krvi klesaji zhruba ze 43 % podané aktivity na g (% ID/g) v ase 1 h na zhruba 16 % po
72 h. V &asu 24 h a pozdgji zistavaji hladiny aktivity v srdci, ledvin€ a slezin€ dostatecné kon-
stantni, 4 a7 8 %. Pro plice a jatra aktivita klesa z 10 az 12 % po 1 h na 8 az 10 % po 72 h. Pro
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kazi je aktivita relativné konstantni, zhruba 3 % mezi 24 h a 72 h. Aktivita gastrointestinalniho
traktu je konstantni, 0,5 az 1 % mezi 24 h a 72 h. Aktivita svalu zistava zhruba 0,6 % v pribéhu
celé studie. Vychytavani aktivity ve femuru (kosti) zlistava nizsi nez 4 % ve vsech Casech, coZ
ukazuje, ze mnozstvi volného yttria v piipravku konjugatu je nepatrné a Ze se v prib&hu studie
odstépuje malo volného radioaktivniho kovu.

Tabulka 31

Distribuce aktivity 1,0 h po intravendzni injekci *°Y-2B8—MX-DTPA u normalnich mysSi

CZ 306959 B6

BALB/c
St¥edni hodnoty + smérodatnéd odchylka

Vzorek Hmotnost organu % ID/ % ID/

g orgéan
Krev 1,37 + 0,053 42,74 + 0,78 58,52 + 1,74
Srdce 0,101 + 0,01 8,03 + 3,33 0,82 + 0,37
Plice (2) 0,126 + 0,01 12,44 + 0,94 1,56 + 0,05
Ledvina (1) 0,129 + 0,01 7,81 + 1,24 0,997 + 0,10
Jatra 0,899 + 0,07 10,08 + 1,28 9,01 + 0,52
Slezina 0,077 + 0,004 10,74 + 0,96 0,823 + 0,04
Sval 7,83 + 0,28 0,44 + 0,08 3,43 + 0,51
Kost 2,94 1 0,11 3,44 + 0,57 10,11 + 1,80
KizZe 2,94 1+ 0,11 1,46 + 0,58 4,24 + 1,57
GI trakt 2,33 + 0,08 1,02 + 0,19 2,36 + 0,36
Mo¢ - - -
Stolice - - -

Celkem 24,66 + 3,47

Pocdet mysi =3

Stfedni hmotnost = 19,58 ¢+ 0,71 g
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Tabulka 32

Distribuce aktivity 24 h po intravenozni injekci *°Y-2B8-MX-DTPA u normalnich mysi
BALB/c

St¥edni hodnoty + smérodatnd odchylka

Vzorek Hmotnost orgédnu % ID/ % ID/

g g organ
Krev 1,55 + 0,12 19,77 & 2,42 30,77 + 6,04
Srdce 0,105 + 0,01 4,44 + 0,55 0,47 + 0,08
Plice (2) 0,127 + 0,02 8,78 + 1,61 1,11 & 0,21
Ledvina (1) " 0,139 & 0,01 5,02 + 0,52 0,69 + 0,05
Jatra 0,966 % 0,09 8,62 + 2,73 8,20 + 1,97
Slezina 0,083 + 0,01 6,75 + 1,27 0,55 + 0,064
Sval 8,83 + 0,69 0,692 + 0,01 6,12 + 0,52
Kost 3,31 + 0,26 2,24 + 0,31 7,47 + 1,53
KiZe 3,31 % 0,26 3,33 £ 0,76 10,88 + 1,76
GI trakt 2,89 + 0,43 0,73 £+ 0,9 1,02 £ 0,05
Moc 2,31
Stolice 1,23

Celkem 73,52 + 6,18 %
Pocet mysi =3

Stiedni hmotnost =22,09 g+ 1,73 g
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Tabulka 33

Distribuce aktivity 48 h po intravenézni injekci “’Y—2B8—MX-DTPA u normélnich mys$i
BALB/c

Stfedni hodnoty + smérodatnd odchylka

Vzorek Hmotnost organu % ID/ $ ID/
g g organ
Krev 1,50 + 0,14 14,97 x 5,77 22,53 + 8,48
Srdce 0,104 + 0,01 3,99 + 1,43 0,415 + 0,16
Plice (2) 0,122 + 0,02 8,41 + 1,57 1,04 + 0,31
Ledvina (1) 0,124 + 0,01 3,99 + 1,62 0,49 + 0,19
Jatra 0,966 + 0,13 6,12 + 3,21 5,69 + 2,25
Slezina 0,079 + 0,01 6,05 + 2,38 0,46 + 0,16
Sval 8,59 + 0,82 0,54 + 0,19 4,67 + 1,67
Kost 3,22 + 0,31 2,07 £ 0,84 6,65 + 2,56
Kuze 3,22 + 0,31 2,30 + 0,70 7,34 + 1,95
GI trakt 2,63 + 0,40 0,652 + 0,30 1,67 + 0,64
Modé - - 2,83
Stolice - - 2,06
Celkem 57,28 + 17,60
PoCet mysi =3

Stfedni hmotnost =21,48 g£2,05 g
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Tabulka 34

Distribuce aktivity 72 h po intravenoézni injekci *Y—2B8-MX-DTPA u normalnich mysi
BALB/c

St¥edni hodnoty + smérodatna odchylka

Jzorek Hmotnost orgédnu % ID/ % ID/

g g organ
{rev 1,45 + 0,07 15,87 + 4,81 23,14 + 7,26
srdce 0,083 + 0,01 4,16 + 1,27 0,392 + 0,13
?lice (2) 0,123 + 0,02 10,67 = 3,79 1,30 £ 0,45

sedvina (1) 0,123

+ 0,01 4,79 + 1,03 0,596 x 0,16
Jatra 0,876 + 0,07 7,26 + 1,79 6,39 + 1,76
Slezina 0,081 + 0,01 7,37 + 2,34 0,584 + 0,16
sval 8,30 + 0,38 0,67 + 0,13 5,58 + 1,22
fost : 3,11 + 0,15 2,58 + 0,51 8,05 + 1,76
Khze 3,11 + 0,15 3,09 ¢+ 0,82 9,66 + 2,68
31 trakt 2,59 + 0,20 0,79 + 0,18 2,05 + 0,53
ol - - 3,56
Stolice - - 2,82
Celkem 65,47 + 14,0

Pocet mysi =3
Stredni hmotnost = 20,76 g+ 0,97 g

4. Dozimetrie

Radia&ni absorbované davky pro "standardniho ¢lovéka" o hmotnosti 79 kg vypocitané pro kon-
jugat znaceny radionuklidem Py s pouzitim Gdaji o biologické distribuci u mysi (% ID/orgn v
tabulkach 31 az 34) se udavaji v tabulce 35. Tyto vysledky jsou srovnatelné s vysledky obdrze-
nymi diive s konjugatem 2B8—MX-DTPA znac¢enym radionuklidem Y a ptipravenym s pouZi-
tim zptisobu znadeni s vysokovykonnou kapalinovou chromatografii.
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Tabulka 35

Radia¢né dozimetrické odhady vyplyvajici z podani protilatky 2B8—MX znacené radionuklidem
“Y jednotné rozlozené v téle standardniho &lovéka (70 kg) a zaloZené na udajich o distribuci u
zvirat v prib&hu 72 h po injekei

MnoZstvi aktivity = 100 pCi/déavka na pacienta
rad rad
Nadledvinky 0,534 Vajelniky 0,534
Zludovy m&chy¥ 0,534 Slinivka 0,534
Zalude&ni sté&na 0,534 Kostra
Tenké st¥evo 1,158 Kortikalni kost 1,466
Sténa hor. tl. st¥. 1,657 Trabekuldrni kost 1,466
Sté&na dol. tl. st¥. 2,380 D¥efi (&erveni) 4,452
Ledviny 7,015 D¥eri (Zlutéd) 2,096
Jatra 7,149 Chrupavka 1,466
Plice 2,157 Ostatni sloZky 1,466
Ostatni tkéné Kize 6,603
Sval 2,646 Slezina 4,973
Tukova tk&ii 2,646 Varlata 0,534
Krev 2,646 Stitna %laza 0,534
Mozek 2,112 Dé&loha (negravidni) 0,767
Srdce 2,646 Celé té&lo 1,755

Odkaz: A Scheme for Absorbed—dose Calculation for Biologically Distributed Radionuclides,
MIRD J. of Nucl. Med./Suppl., 1, 2/68
Vypocty provedené s pouzitim Spreadsheet Template v Symphony (Lotus Development Corpora-

tion) a sestavené Phillip L. Haganem, MS, Nuclear Medicine Service, VA Hospital, San Diego,
CA 92161

1 4Ci=37kBq, 1 rad= 107 Gy

5. Validace zpilsobu pfipravy klinickych davek konjugatu 2B8-MX-DTPA znageného radio-
nuklidem *°Y

Celkem deset SarZi pro validaci pipravenych v MPI Pharmacy Services, Inc. Vysledek testovani
kazdé Sarze se shrnuje v tabulce 36. Stfedni hodnota kazdého vysledku se vypogit a udavaji se
standardni odchylky tam, kde je to vhodné. Pro hodnoceni variability tohoto zpiisobu nasledkem
riznych Casi znaceni se pfipravi Sarze 1 az 8 s pouzitim ¢asu znageni 10 min, arze 9 a 10 s pou-
zitim Casu znaCeni 5 min. Na zakladé vysledki zkousky pro 10 validagnich Sarzi se uruji speci-
fikace pro vypusténi vyrobku. Specifikace pro vypusténi se shruji v tabulce 37.
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Tabulka 37
Specifikace pro vypusténi konjugatu “°Y-2B8-MX-DTPA ptipraveného zptisobem "mix—&—
shoot)
Zkous&ka Specifikace Zpusob
Imunoreaktivita =z 60 % RIA
Endotoxin < 5 EU/ml LAL
Inkorporace rad. znalky 2 90 % ITLC
Konc. protilédtky 0,075-0,150 mg/ml A__.
Konc. aktivity* 2 6,0 mCi/ml kalibrace davky
Spec. aktivita™* 2 9,0 mCi/mg A__./kalib.
protiléatky davky
Celk. aktivita lahvi&ky® = 6,0 mCi kalibrace davky
pH 6,0 aZ 8,0 pH papirek
Celkova konc. proteinu 65 aZz 85 mg/ml Ao
Test na sterilitu spliiuje CFR 610.12

' (kalibrace &asu nula) 1 mCi =37 MBq
D. Diskuse

Pivodni zpiisob znageni radionuklidem pro ptipravu ’Y—2B8-MX-DTPA pouziva zv14sté prac-
ny a ¢asove naro¢ny purifikacni krok vysokovykonnou kapalinovou chromatografii pro odstrané-
ni volného radionuklidu *°Y z ptipravku. Pro zjednoduseni tohoto zpiisobu a jeho lepsi provedi-
telnost pfi pouziti na klinickém pracovisti se vénovalo sili eliminaci kroku vysokovykonné ka-
palinové chromatografie ve prospéch zpiisobu nazvaného "mix—&-shoot". Cilem je identifikovat
podminky znaCeni radionuklidem, které by vedly k velmi vysoké inkorporaci radionuklidu do
konjugéatu, ¢imZ se obchazi potieba purifikaéniho kroku. Zjist'uje se, Ze vice nez 95% radioinkor-
porace lze dosahnout pfti pH 3,6 inkubaci po dobu 5 az 10 min. Dalsi vyhoda tohoto zpisobu je
zvySena retence imunoreaktivity (v&ts$i nez 70 %) , pravdépodobné nasledkem krat$iho ¢asu ex-
pozice protilatky vysokoenergetickému radionuklidu pied ptidavkem lidského serumalbuminu,
ktery poskytuje ochranu proti radiolyze. Tato retence imunoreaktivity je vyhodné proti retenci
pozorované diive s pouzitim zpiisobu vysokovykonné kapalinové chromatografie.

Stabilitni studie s konjugatem znatenym radionuklidem °Y s pouZitim zpisobu "mix—&—shoot"
a inkubovanym ve formula¢nim pufru (1XPBS s obsahem 75 mg/ml lidského serumalbuminu a
1 mM DTPA) po dobu 48 h pfi teploté 4 °C nevykazuji zadnou ztratu radionuklidu a vykazuji
uplnou retenci imunoreaktivity. Stabilitni studie provadéné s lidskym sérem po dobu 72 h pfi
teplot€ 37 °C rovnéZz ukazuji na minimalni ztratu radionuklidu. Tyto vysledky stability jsou srov-
natelné s hodnotami pozorovanymi dfive s konjugatem znadenym zplsobem s pouzitim vysoko-
vykonné kapalinové chromatografie.

Biologicka distribuce u mysi BALB/c s pouzitim konjugatu znateného radionuklidem *°Y ptipra-
veného zplsobem "mix—&-shoot" neukazuje zadné neobvyklé ukladani ve tkanich. Tyto vysled-
ky ukazuji, Ze tato protilatka znadena radionuklidem se vyznamné nepozméiiuje tak, aby se dra-
maticky ovliviiovaly charakteristiky protilatky in vivo. Vysledky jsou téZ srovnatelné s vysledky
obdrzenymi dfive s konjugatem zna¢enym radionuklidem s pouzZitim zptsobu zna&eni s vysoko-
vykonnou kapalinovou chromatografii (viz BB-IND 4850/4851). Dozimetrické odhady pro
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"standardniho” &lovéka o hmotnosti 70 kg vypogitané z Gdajii biologické distribuce pro mysi jsou
v souladu s hodnotami obdrZenymi s konjugatem znacenym radionuklidem s pouzitim zpisobu
vysokovykonné kapalinové chromatografie (viz BB-IND 4850/4851). Navic jsou tyto dozi-
metrické vysledky srovnatelné s vysledky obdrZenymi pro pacienty Gcastnici se klinické studie
(IDEC study 1315) pii vztaZeni na jednotku podané aktivity. Pro Sest pacienti v této studii jsou
stredni hodnoty (rady + smérodatna odchylka) pro celé télo, srdce, jatra a slezinu 1,40 + 0,57,
10,50 + 4,68, 9,89 + 8,91, respektive 9,75 = 6,00 (1 rad = 107 Gy).

Pted provedenim zpiisobu znaceni "mix—&-shoot" pro pfipravu y_2B8-MX-DTPA kvality pro
klinické poutziti je tieba vyhodnotit reprodukovatelnost protokolu. Proto se pfipravi validacni
Sarze s pouzitim riiznych Sarzi chloridu radionuklidu %Y. Pro téchto 10 pripravenych SarZi se
hodnoty imunoreaktivity obdrzi s pouzitim zptisobu "mix-&-shoot" v rozmezi 60,6 az 93,3 % se
sttedni hodnotou 74,5 % a medianem 72,1 %. Tato retence imunoreaktivity je vyznamné lepsi
nez zhruba 60 % obdrzenych dfive s pouzitim b&Zného zpiisobu s vysokovykonnou kapalinovou
chromatografii (rozmezi 54,9 az 65,1 %, stiedni hodnota 60,2 %). Primérna radioinkorporace pro
10 3arzi je 95,7 % (rozmezi 93,5 az 97,5 %). Tato hodnota je srovnatelnd s dfive ziskanou hodno-
tou pro zplisob s vysokovykonnou kapalinovou chromatografif (rozmezi 91,7 az 93,7 % a stiedni
hodnota 93,1 %). Vysledky ohledné endotoxinu, koncentrace protilatky, koncentrace aktivity,
specifické aktivity, celkové aktivity lahvicky, celkové koncentrace proteinu, pH a sterility jsou
pro téchto deset Sarzi srovnatelné. Souhrn téchto vysledki potvrzuje reprodukovatelnost zplisobu
"mix—&—shoot". Navic se hodnotila variabilita tohoto zpiisobu vzhledem k réiznym Casiim znaCe-
ni provedenim reakci v pribéhu 5 a 10 min. Jelikoz nebyly zaznamenany pro tyto dva reakéni
tasy zadné vyznamné diference, lze rozhodnout o pouziti kratsiho inkuba¢niho ¢asu v kone¢ném
protokolu.

E. Souhrn

Péivodci tohoto vynalezu vyvinuli zpisob znadeni nazyvany zplsobem "mix-&-shoot" pro pii-
pravu klinickych davek konjugatu 2B8-MX-DTPA znageného radionuklidem %Y, ktery obchazi
nutnost v soudasné dobé pouzivaného kroku vysokovykonné kapalinové chromatografie pro od-
stranéni volného radionuklidu. Tento zjednoduseny zpisob eliminuje tento pracny purifikacni
krok p¥i udrzovéni vysoké hladiny inkorporace radionuklidu (>95 %) a zlepSené retence imuno-
reaktivity (>70 %). Tento klinicky formulovany konjugat znaeny radionuklidem je stabilni in
vitro pii inkubaci pfi teploté 4 °C po dobu 48 h na zékladé retence radionuklidu a imunoreakti-
vity. Navic je tento konjugat stabilni pfi inkubaci v lidském krevnim seru pii teploté 37 °C po
dobu 72 h. Studie biologické distribuce u mysi BALB/c neukazuji Zadné neobvykle ukladani ve
tkanich véetné kosti. Odhady radiaénich absorbovanych davek pro "standardniho" Cloveka o
hmotnosti 70 kg se srovnavaji s udaji obdrzenymi v klinické studii s pouZitim konjugatu 2B8-
MX-DTPA zna¢eného radionuklidem *°Y. Vysledky téchto studii ukazuji, Ze konjugat 2B8—
MX-DTPA znaleny radionuklidem %y ziskany zptisobem "mix—&-shoot" je srovnatelny pfi-
pravkem obdrzenym s pouzitim konven¢niho zpisobu s vysokovykonnou kapalinovou chroma-
tografii. Validace zptisobu pro pouZiti ve vétsim méfitku pro pfipravu konjugatu zna&eného radi-
onuklidem kvality pro klinické pouZiti ukazuje, Ze tento zpisob je reprodukovatelny a Ze tento
piipravek je srovnatelny s piipravkem ziskanym s pouzitim bézného zpisobu s vysokovykonnou
kapalinovou chromatografii. Vysledky téchto preklinickych studii ukazuji, Ze tento novy zpisob
"mix-&-shoot" lze pouzit pro pfipravu konjugatu 2B8-MX-DTPA znaceného radionuklidem
Y pro pouziti v klinickych zkouskach.
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Piiklady uskuteénéni vynalezu

Podrobny popis preferovanych ztélesnéni

Priklad 1. Inkorporace radionuklidu — soupravy a eseje
I.  Souhrn

Jednim ze zamérl tohoto vynalezu je poskytnout zpiisoby znadeni soupravy radionuklidem pro
pfipravu konjugatu 2B8-MX-DTPA znadeného radionuklidem '"'In a *°Y (In2B8 respektive
Y2B8) a stanovit specifikace pro vypusténi téchto klinickych ptipravkii. Zpisoby znadeni sou-
prav radionuklidem jsou reprodukovatelné vzhledem k inkorporaci radionuklidu a vazby antigen—
pozitivnich SB bun€k a ukazuji na vhodnost souprav pro znadeni radionuklidem pro pouziti v
téchto klinickych zkoukach. Doporuduje se, aby specifikace pro vypusténi &inily pro In2B8 a
Y2B8 >95 % respektive >70 % inkorporace nuklidu a vazby.

I1. Uvod

Mysi monoklondlni protilatka (Y2B8) proti CD20 znac¢ena radionuklidem °Y se v soudasné dobé
hodnoti v klinickych zkouskach pro léceni relapsu B-bun&&ného lymfomu. Radionuklid yttria
postrada slozku gama, takze je nevhodny pro zobrazovaci systémy. Proto se pro hodnoceni loka-
lizace tumoru a dozimetrie u pacientii pted nebo po lé¢eni s terapeutickym prostfedkem znade-
nym yttriem pouZivé konjugat 2B8-MX-DTPA (In2B8) znaceny radionuklidem '"In. V sou&as-
né dobé se pouzivaji zpiisoby pripravy Y2B8 a In2B8 nazyvané jako zplsoby "mix—&-shoot" a
poskytuji protilatky znacené radionuklidem vhodné pro klinické studie. Avsak zjednoduseni zpi-
sobu znageni by znamenalo moZnost pfipravy davky na klinickém pracoviiti.

Nova souprava pro zna¢eni radionuklidem se prednostné sklada ze 4 slozek:

1) 2B8-MX-DTPA ve fyziologickém roztoku o nizkém obsahu kovi, 2 mg/ml,

2) 50 mM roztok octanu sodného pouzivany pro upravu roztoku radionuklidu na pH 3 vhodné
pro znaceni,

3) formula¢ni pufr (IX PBS, pH 7,4, obsahujici 7,5 % lidského serumalbuminu a 1 mM DTPA),
4) prazdna sklenéna lahvicka o obsahu 10 ml (reakéni lahvicka). Veskeré slozky se testuji ohled-
ne¢ sterility a nepfitomnosti pyrogend.

Tato zprava shrnuje validaci této soupravy pro znadeni radionuklidem, kterou lze jednoduse a
snadno pouZivat a ktera poskytuje protilatky znagené radionuklidy s inkorporaci radionuklidu
> 95 % a s prijatelnym zachovanim vazby na antigen—pozitivni buiiky. Doporucuje se vypusténi
zku3ebnich specifikaci pro klinické produkty.

ITI. Materialy a zptsoby inkorporace radionuklidu
A. Prostfedky v soupravé pro znageni radionuklidy

1. 2B8-MX-DTPA, IDEC, $arze# 082395RM2
2. 50 mM roztok octanu sodného o nizkém obsahu kov, IDEC, 3arze# 082395RM3

3. Formula¢ni pufr (IX PBS, pH 7,4, obsahujici 7,5 % (hmotnost/objemem) lidského serumalbu-
minu a 1 mM DTPA), IDEC, $arze# 082395RM 1

4. Reakéni lahvicka 10 ml, IDEC
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B. Materialy a zafizeni

1. Souprava pro kontrolu inkorporace radionuklidu Biodex Tec—Control Radioincorporation Kit,
Cat# 151-770

2. Rukavice: prosté prasku

3. Sterilni polypropylenové injekéni stiikacky

4. Sterilni jehly pro injekéni stifkacky

5. Malé zkumavky s uzdvérem, 1,5 ml

C. Zpusoby provedeni

1. Piiprava Y2B8 a In2B8 s pouzitim soupravy pro znaceni radionuklidy

Prostfedky v soupravé se ptipravi a plni do sklenénych lahvicek se zatkou. Borosilikatové lahvic-
ky typu I (2 nebo 10 ml) se proplachnou sterilni vodou pro injekce (WFI) a pied plnénim se auto-
klavuji. Butylkautukové zatky se oplachnou sterilni vodou pro injekce a pied pouzitim auto-
klavuji. Pouzité latky se plni ruéné a zalemuji v mistnosti tfidy 100 a testuji ohledné pfitomnosti
pyrogen a sterility s pouzitim zplisobi USP.

a. Priprava In2B8

Prostiedky

1. Radionuklid ""'In ve formé chloridu, beznosicovy, v kyselin€ chlorovodikoveé.

Upozornéni
1. Vedkeré kroky se prednostné provadgji s pouzitim aseptickych zptisobi.

2. Slozky soupravy pro znaceni radionuklidy je tfeba pied pouZitim temperovat na teplotu mist-
nosti.

3. Kone¢ny produkt je tieba podavat pacientovi v priibéhu 8 h od ukonéeni kroku 9 nize.
Zpusob znaceni In2B8
Zpusob provedeni

1. Objem roztoku "InCl, se ptida do reakéni nadobky podle nasledujiciho vypoctu:
a. Koncentrace radioaktivity v dobé znageni radionuklidem v mCi/ml (1 mCi =37 MBq)

C, = koncentrace radioaktivity v dobé kalibrace (viz vyrobcovo osvédceni o analyze).
At = zména &asu (pozitivni hodnota pro kalibraci, negativni hodnota pied kalibraci).
Koncentrace radioaktivity v dob& znageni = C 0 € 0,0103 At

Koncentrace radioaktivity v dobé znaCeni =

Co

e0,0103 (At)
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Objem '"'InCl; pro ptidani do reakéni lahvigky
Koncentrace radioaktivity 203 MBq (5,5 mCi) v dobé& znaceni = objem pfidany do reak&ni lah-
vicky

v dobé znadeni
203 MBq (5,5 mCi)
= okjem pridany

koncentrace radiocaktivity do reakéni lahvidky

v dobé znadeni

2. Objem 50 mM roztoku octanu sodného pro pfidani do reakéni lahvicky se vypogita nasleduji-
cim zplsobem:

Pfidany objem '"'InCl; (krok 1b) x (1,2) = objem 50 mM octanu sodného pro ptidani.

3. Zatka reakeni lahvicky a lahvi¢ka pro 50 mM octanu sodného se otfou alkoholem. Do reakéni
lahvicky se pfevede pomoci injekéni stiikacky o obsahu 1 mli vypocitany objem 50 mM roztoku
octanu sodného (krok 2).

4. Zatka lahvitky se '"'InCl; se otfe alkoholem. Lahvicka se odvzdusni Jjehlou opatienou steril-
nim filtrem 0,2 zm. S pouZitim sterilni injekéni stfikacky se pozadovany objem (krok 1b) roztoku
""InCl;, pienese do reakéni lahvicky. Lahvicka se nékolikrat zamich4 ptevracenim.

5. Zatka lahvicky 2B8-MX-DTPA se otie alkoholem. S pouzitim injek&ni stiikacky o obsahu 1
ml se do reakéni lahvicky pomalu prenese 1,0 ml 2B8-MX-DTPA. Lahvi¢ka se zamiché tim, Ze
se nekolikrat prevrati.

6. Reakce se necha probihat po dobu 30 min + 5 min p#i teploté okoli.

7. Celkovy objem reakéni smési se vypo¢ita seétenim objemu ''InCl; pro pridani (krok 4), obje-
mu 50 mM roztoku octanu sodného pro pfidani (krok 3) a objemu 2B§-MX-DTPA pro pfidani
(krok 5).

8. Do reakeni lahvicky se piida objem formulagniho pufru pro obdrzeni konegného objemu 10
ml, vypocitany odectenim celkového vypoéitaného mnozstvi v kroku 7 od 10.

9. Lahvicka s formula¢nim pufrem se otfe alkoholem a odvzdusni se. Vzhledem k viskozité for-
mula¢niho pufru se lahvicka odvzdusiiuje s pouzZitim jehly opatfené filtrem pro injekéni stifkagky
0,2 gm. S pouzitim sterilni injeként stiikacky o objemu 10 ml opatfené pfislusnou jehlou pro od-
méfovani se do reakéni lahvicky prenese objem formulagniho pufru vypocitany v kroku 8. Od-
vzdusfiovaci jehla se z reakéni lahvigky odstrani a lahvicka se promicha né€kolikanasobnym pie-
vracenim (kone¢ny produkt). Tato lahvitka se inkubuje po dobu alespoii 5 min pied provedenim
"Eseje inkorporace radionuklidu". Zbarveni roztoku Je jantarové a lahvicka je pln4, coz potvrzuje
pfidani formulaéniho pufru.

10. Celkova aktivita lahvicky s koneénym produktem se zmé&#i s pouzitim pfislusné méfici sou-
pravy pro méfeni radionuklidu '''In.

11. Koneény produkt se ihned uloZi pfi teploté 2 az 8 °C pro "Imunoesej" a "Esej inkorporace
radionuklida".
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b. Priprava Y2B8
Ptidavné prostredky:
1. Radionuklid *°Y ve formé chloridu, beznosi¢ovy, v kyseling chlorovodikové.

Upozornéni:
1. Veskeré kroky je tfeba provadét aseptickym zpiisobem.

2. Soudasti soupravy pro znaleni radionuklidem je tfeba pred pouzitim temperovat na teplotu
mistnosti.

3. Produkt je tieba podavat pacientovi v priubéhu 8 h od ukonceni kroku 8 nize.

Zpusob znaceni Y2B8 radionuklidem
1. Objem roztoku *YCI’ pro pfidani do reakéni lahvicky se vypogita nasledujicim zpiisobem:

a. Koncentrace radioaktivity v dob¢ znaceni radionuklidem:

C, = koncentrace radioaktivity v dobé kalibrace (viz vyrobcovo osvédceni o analyze).
At = zména Casu (pozitivni hodnota pro kalibraci, negativni hodnota pted kalibraci).
Koncentrace radioaktivity v dob& znaceni =C 0 ¢ 0,0108 At

Koncentrace radioaktivity v dobé znaCeni =

Co

eO ,0108 (At)

Objem *°YCl; pro ptidani do reakéni lahvigky

Koncentrace radioaktivity 1665 MBq (45 mCi) v dob& zna¢eni = objem pfidany do reakéni lah-
vicky
1665 MBg (45 mCi)

= objem pridany

koncentrace radiocaktivity do reakéni lahvicky

v dobé znacdeni

2. Objem 50 mM octanu sodného pridavany clo reakéni lahvicky se vypocita nasledujicim zpi-
sobem:

a. Pro YCl; v 0,040M roztoku kyseliny chlorovodikové (Amersham): Objem roztoku YCls (z
kroku 1b) x 0,8 = objem pFidavaného octanu sodného.

Objem roztoku Y C1; (krok 1b) x 0,8 = objem pfidavaného octanu sodného

b. Pro **YCl; v 0,050M roztoku kyseliny chlorovodikové (Nordion) : Objem roztoku YCls (z
kroku 1b) x 1,0 = objem p¥idavaného octanu sodného.
Objem roztoku *’YC1; (krok 1b) x 1,0 = objem piidavaného octanu sodného
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3. Zatky reakéni lahvicky a lahvicky s roztokem octanu sodného se otiou alkoholem. S pouzitim
injekéni stiikacky o obsahu 1 ml se do reakéni lahvi€ky prenese vypocitany objem (krok 1a nebo
1b) 50 mM roztoku octanu sodného (krok 2). Lahvitka se zamicha nékolikanasobnym pievrace-
nim.

4. Zatka lahvigky s roztokem radionuklidu *°YCl, se otie alkoholem. Propichne se jehlou opatie-
nou sterilnim filtrem 0,2 zm. S pouzitim sterilni injekéni stifkatky 1 ml se nasaje pozadovany
objem (krok 1b) *°YCl; pro pteneseni do reakéni lahvi¢ky. Lahvicka se zamicha nékolikanasob-
nym pievracenim,

5. Zatka lahvicky 2B8-MX-DTPA se otfe alkoholem. S pouzitim injekeni stitkatky o obsahu
3 ml se pienese 1,5 ml roztoku 2B8-MX-DTPA do reakéni lahvigky. Lahvi¢ka se zamicha néko-
likanasobnym prevracenim.

6. Celkovy objem reakéni smési se vypo¢ita jako souéet mnozstvi piidaného roztoku °Y ve for-
mé€ chloridu (krok 4), mnozstvi piidaného 50 mM roztoku octanu sodného (krok 3) a mnoZstvi
ptidaného 2B8-MX-DTPA (krok 5).

7. Objem formula¢niho pufru pro pridani do reakéni nadobky pro obdrzeni kone&ného objemu
10 ml se vypocita odectenim celkového reakéniho objemu vypogitaného v kroku 6 od 10.

8. Lahvicka s formula¢nim pufrem se otfe alkoholem a odvzdusni se. Vzhledem k viskozité for-
mulacniho pufru se pouzije jehla opatiena filtrem pro injekéni stitkacky 0,20 zm. S pouZitim ste-
rilni stfikatky o obsahu 10 ml opatiené pfislusnou jehlou pro odméfovani se objem formulagniho
pufru vypocitany v kroku 7 pienese do reakéni lahvicky. Odvzdusiiovaci jehla se z reakéni lah-
vicky odstrani a lahvi¢ka se zamicha n&kolikanasobnym pievracenim (koneény produkt). Lah-
vi¢ka se pred provedenim eseje inkorporace radionuklidu inkubuje alespoii po dobu 5 min. Zbar-
veni roztoku je jantarové a reakéni lahvicka je pIna, ¢imz Ize ovéfit pridani reakéniho pufru.

9. Celkova aktivita lahvicky s kone¢nym produktem se zméfi s pouzitim pfisluiného pfistroje pro
méfeni radionuklidu Y.

10. Kone¢ny produkt se ihned uloZi pii teploté 2 az 8 °C do doby pouziti pro podani pacientovi.
11. Testovani imunoreaktivity:

S pouzitim injekeni stikacky o obsahu 1 ml se z reakéni lahvicky odebere asepticky objem 0,1
ml a prenese se do samostatné zkumavky se Sroubovacim uzavérem 1,5 ml. Tato zkumavka se
thned uloZi pfi teploté 2 az 8 °C pro pouziti pfi "Imunoeseji" a "Eseji inkorporace radionuklidu".

Validace zplisobli znaceni soupravy radionuklidem se provadi v IDEC Pharmaceuticals (San
Diego, CA), MD Anderson Health Center (Houston, TX), Mayo Clinic (Rochester, MN) a City
of Hope (Duarte, CA). Veskeré soucasti soupravy v&etné 2B§-MX-DTPA kvality pro klinické
pouziti se pfipravi za podminek dobré vyrobni praxe IDEC Pharmaceuticals (Good Manufactu-
ring Conditions according to the Code of Federal Regulations) a stanovi se sterilita a nepfitom-
nost pyrogend.

Protilatky znac¢ené radionuklidem se formuluji v IX PBS s obsahem 7,5 % (hmotnost/objemem)
lidského serumalbuminu (HSA, kvality pro klinické pouziti, Baxter—Hyland) a 1 mM roztoku
DTPA. Vysledky zkousky pro vypusténi vyrobku provadéné pii kazdé validagni $arzi se popisuji
nize.

Sest validaénich SarZi, kazda s In2B8 a Y2BS8, ptipravi pét operétori. Tyto Sarze se oznadi nasle-
dujicim zpiisobem a testuji v nasledujicich zatizenich:
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In2B8:

#1: IDEC Pharmaceuticals

#2: IDEC Pharamceuticals

#3: IDEC Pharmaceuticals

#4: MD Anderson Health Center
#5: Mayo Clinic

#6: City of Hope

Y2B8

#1: IDEC Pharmaceuticals

#2: IDEC Pharamceuticals

#3: IDEC Pharmaceuticals

#4: MD Anderson Health Center
#5: Mayo Clinic

#6: City of Hope

2. Priprava lyofilizovanych SB bunék a HSB bunék

Lidské bunécné linie SB (CD20-pozitivni) a HSB (CD-negativni) se obdrzi od American Type
Culture Collection a péstuji v T-baiikach s pouzitim RPMI-16040 s obsahem 10 % fetalniho
bovinniho séra s dodatkem 2 % glutaminu. Kultury se udrzuji pii teploté 37 °C za piitomnosti
5 % oxidu uhli¢itého. Buiiky se obvykle $tépi 1:2 kazdy den a sbiraji pfi mnozstvi 0,5 az 2,5 x
10° bunék/ml a Zivotnosti >80 %. Bun&&né koncentrace se stanovi s pouzitim hemocytometru a
Zivotnost se stanovi vylucovanim trypanové modfi.

Buiiky se sbiraji pfi teploté okoli a bunééné hustoté 0,5 az 2 x 10° bunék/ml centrifugaci
(1300 min ™', v Sorvallové centrifuze) a promyji se dvakrat 1X HBSS. Peletované buriky se resus-
penduji na koncentraci 50 x 10° bunék/ml v 1X HBSS obsahujicim 1 % (hmotnost/objemem)
bovinniho serumalbuminu (BSA) a 10 % (hmotnost/objemem) mannitolu (lyofilizaéni pufr),
0,5 ml se pfidéluje do polypropylenovych mikrocentrifugaénich zkumavek o obsahu 1,5 ml opat-
fenych tésnicim O—krouzkem a ukladaji se pfi teploté —70 °C a lyofilizuji pfes noc pfi tlaku 4 az
8 Pa. Zkumavky s lyofilizovanymi buitkami se ukladaji vysusené pfi teploté 2 az 8 °C a pro eseje
se rekonstituuji sterilni vodou. Zkumavky s lyofilizovanymi buiikami se ukladaji s vysouSecim
prostiedkem.

3. Analytické eseje

Analytické zpiisoby pouzivané pro valida¢ni SarZe In2B8 a Y2B8 se popisuji nize. S kazdou vali-
daéni Sarzi se provadeji nasledujici validace:

1. Imunoesej s pouzitim lyofilizovanych SB bun¢k

2. Esej inkorporace radionuklidu do Y2B8/In2B8 s pouzitim soupravy Biodex Kit

a. Imunoese;j

Vazbu v procentech vyhodnoti kazdy operator s pouzitim lyofilizovanych CD20 pozitivnich SB
bunék podle nasledujicich zpusobi pro In2B8 a Y2B8. Tyto eseje poskytuji rychly a Géinny zpi-
sob ovéfeni toho, Ze protilatka oznaCena radionuklidem stale rozpoznava CD20 jako antigen. Na
jednom klinickém pracovisti se té€z hodnoti CD20-negativni HSB buriky. Lyofilizované buriky se
pfipravi a ukladaji podle vyse popsaného zpiisobu "Pfiprava lyofilizovanych SB a HSB bunék".

i. Imunoesej In2B8

Pridavné prostiedky:
1. '"In-2B8-MX-DTPA.
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2. Lyofilizované SB buriky, tfi zkumavky obsahujici 25 x 10° bunék/zkumavka.
3. Lyofilizované HSB buiiky, ti zkumavky obsahujici 25 x 10° bunék/zkumavka.
4. Sterilni voda pro irigaci nebo sterilni voda pro injekce.

5. Zted'ovaci pufr (1X PBS, pH 7,2 az 7,4 s obsahem 1 % bovinniho serumalbuminu (BSA) a
0,02 % azidu sodného, filtrovany filtrem 0,2 xm a ukladani pfi teploté mistnosti.

6. Sklené&né ¢&i plastové zkumavky pro méfeni Cetnosti impulzi.
Zpusob provedeni

Usporadani eseje (neradioaktivni ¢ast)
1. ObdrZi se tfi zkumavky s lyofilizovanymi SB a HSB buiikami.

2. Do kazdé zkumavky se pfida 0,50 ml SWFI (sterilni vody pro injekce) a zkumavky se michaji
vitivym pohybem do obdrZeni homogennich suspenzi.

3. Ctyfi prazdné mikrocentrifugaéni zkumavky obsahu 1,5 ml. Do tii ze zkumavek se piida 0,50
ml zfed’ovaciho pufru predstavujiciho kontrolu bez bunék.

4. Do dalsi mikrocentrifugaéni zkumavky o obsahu 1,5 ml se pfida 0,909 ml zied'ovaciho pufru a
tato zkumavka se oznaci 1:100.

5. Opatii se sterilni polypropylenova zkumavka obsahu 50 ml se zdvérem a ptida se do ni 10 ml
zied’'ovaciho pufru.

Usporadani eseje (radioaktivni ¢4st)
1. Obdrzi se protilatka oznagena radionuklidem ukladana pfi teploté 2 az 8 °C.

2. Objem 0,01 ml se odebere pomoci P20 a pfida do 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky obsa-
hujici 0,99 ml zied'ovaciho pufru (zfedéni 1:100). Spicka se oplachne a zkumavka se jemné mi-
cha vifivym pohybem.

3. Objem 0,20 ml se nasaje pomoci P200 ze zkumavky o zfedeni 1:100 a pfida se do konické
zkumavky obsahujici 10 ml zited’ovaciho pufru. Zkumavka se dikladné promicha.

Zptsob provedeni eseje
1. Do vSech zkumavek se pfida objem 0,50 ml zfedéného konjugatu ""n2B8-MX-DTPA.

2. Zavéry se bezpecné utdhnou na viech zkumavkach a zkumavky se promichévaji nepfetrZité po
dobu 60 min.

3. Po 60 min inkubace pfi teploté okoli se veskeré zkumavky centrifuguji po dobu 5 min, alesponi
pti 2000 g.

4. Objem 0,75 ml kazdého supernatantu se pfenese do zkumavek ptislusnych pro pfistroj pro
méfeni Cetnosti impulzd.

5. Radioaktivita ve zkumavkach se méti s pouzitim CitaCe gama s opravou na pozadi.

ii. Imunoesej Y2B8

Piidavné prostiedky

1.”°Y-2B8-MX-DTPA

2. Lyofilizované SB buiiky

3. Sterilni voda pro irigace nebo sterilni voda pro injekce

4. Dilu¢ni pufr (1X PBS, pH 7,2 az 7,4 s obsahem 1 % bovinniho serumalbuminu (BSA) a
0,02 % azidu sodného
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Zptsob provedenti:
Ptiprava vzorku protilatky oznagené radionuklidem
1. Obdrzi se protilatka oznagena radionuklidem ukladana pfi teplotach 2 az 8 °C.

2. Nasaje se objem 10 z4 pomoci P20 a pfida se do mikrocentrifugacni zkumavky obsahu 1,5 ml
obsahujici 990 ul zied'ovaciho pufru (zfedéni 1:100). Spicka se oplachne a zkumavka se mirné
micha vifivym pohybem.

3. Pouzije se sterilni polypropylenova zkumavka obsahu 50 ml se zdvérem a prida se do ni 10 ml
zied'ovaciho pufiu s pouzitim serologické pipety 10 ml.

4. Nasaje se objem 35 ul pomoci P200 ze zkumavky o fedéni 1:100 a pfida se do konické zku-
mavky obsahujici 10 ml zfed'ovaciho pufru. Dikladné se promicha.

Piiprava lyofilizovanych bunék
1. Obdrzi se t¥i zkumavky lyofilizovanych SB bunék.

2. Do kazdé zkumavky se ptid4 objem 0,5 ml sterilni vody pro injekce (SWFI) a zkumavky se
michaji vifivym pohybem do obdrzeni jednotlivych bunécnych suspenzi.

3. Pouziji se tii prazdné mikrocentrifuga¢ni zkumavky o obsahu 1,5 ml. Do téchto t¥i zkumavek
se prida zted'ovaci pufr predstavujici kontrolu bez bunek.

Zpusob provedeni eseje

1. Objem 0,5 ml zfed&ného konjugatu *’Y-2B8-MX-DTPA se pfida do kazdé zkumavky.

2. Zkumavky se umisti do michacky na dobu 45 min po ovéfeni, ze jsou uzavéry bezpecné utaze-
ny.

3. Po 45 min inkubace pii teploté okoli se buitky peletuji mikrocentrifugaci po dobu 5 min.

4. Objem supernatantu 0,8 ml se ptenese do scintilacnich lahvicek.

5. Ptida se scintilator do kazdé lahvicky.

6. Aktivita v kazdé lahvicce se stanovi s pouzitim scintilaéniho Citage s korekei na pozadi.
b. Esej radioinkorporace

Procento inkorporovaného radionuklidu se stanovi chromatografii na predem pfipravené tenké
vrstvé s pouzitim soupravy Biodex Tec—Control Radiochromatographic Kit podle nasledujiciho
zptsobu provedeni.

Piidavné prostiedky a zafizeni:

1. Konjugét 2B8-MX—DTPA zna&eny radionuklidy '"'In nebo ™Y

2. Zkumavky pro méfeni etnosti impulzi radioaktivnich pést z chromatografie na tenké vrstve
3. Nuazky

4, Sterilni injek¢ni stiikacka, 1 ml

5. Sterilni jehly, 26G

6. Cita& gama nebo scintilani po¢itac

7. Pipetovaci zafizeni

Zpusob provedeni:
1. Nejprve je tieba pregist celou pfirucku Biodex Operation Manual.

2. Kazdy vzorek oznadeny radionuklidem se testuje tfikrat podle instrukei soupravy, vyviji se
jeden pas na lahvicku.
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3. Pro nanesen{ vzorku oznaceného radionuklidem na chromatograficky pas se pouzije pipetovaci
zafizeni a nanese se 1 xl na ¢aru startu. Alternativné se mala kapka nan4si z jehly 26G pfipojené
ke sterilni stiikacce 1 ml.

4. Zméfi se Cetnost impulzi kazdé sekce s pouzitim p¥islusného &itace, napiiklad Citace gama pro
"'In a scintila¢niho &itade pro *°Y s korekei na pH.

5. Dodrzuji se instrukce pro vypodet procenta protilatky oznatené radionuklidem.

10

15

20

25

IV. Vysledky

Vysledky testovéani kazdé validagni SarZe In2B8 nebo Y2BS$ se shrnuji v tabulkach 38 a 39.

Tabulka 38

Validace vysledkii pro vypusténi ptipravku Y2B8

Cislo Barte % radioinkorporace % vazby
1 99,5 78,6
2 99,3 87,0
3 99,4 85,9
4 99,2 81,8
5 99,2 79,6
6 96,3 80,8

Stfedni hodnota = 98,8 Stiedni hodnota = 82,3 Smérodatna odchylka = 1,24 Smérodatna odchyl-

ka=34%CV=125%CV=42%

Tabulka 39

Validace vysledki pro vypusténi pripravku In2B8

Cislo BarZe % radioinkorporace % vazby
1 99,4 86,2
2 98,7 86,8
3 99,3 85,8
4 © 98,3 86,7
5 99,0 82,1
6 96,3 83,0

Stfedni hodnota = 99,0 St¥edni hodnota = 85,2 Smérodatna odchylka =

ka=2,06% CV=0,45%CV =242 %

- 103 -
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V. Diskuse a zavéry

Pro zjednoduSeni soucasnych zpiisobii znageni radionuklidem pro In2B8 a Y2B8 byla vyvinuta
Ctyfslozkovéa souprava. Koncentrace octanu sodného a 2B8-MX-DTPA se snizuji na 50 mM
respektive 2 mg/ml pro umoznéni pienosu piesnych objemil s pouzitim injekénich stiikacek.
Veskeré slozky soupravy se piednostné plni do sklenénych lahvicek se zatkou a testuji ohledns
sterility a pyrogenity zplsobem IDEC pfed vypusténim, &imz se eliminuje nutnost provadéni
téchto testii na klinickych pracovistich. Na pracovisti se veskeré manipulace s reakénim prostied-
kem provadeéji s pouzitim sterilnich stfikacek a jehel. Proto dodrzeni aseptickych zpiisobti b&zn&
provadénych v radiofarmaceutickém prostfedi zaruuje, Ze protilatky oznaéené radionuklidem a
formulované jsou vhodné pro podani pacientim.

Reprodukovatelnost a kompaktnost zpisobii provedeni znaceni radionuklidem pro In2B8 a Y2B8
se hodnoti provedenim nékolika validaci s pouzitim réiznych $arzi kazdého radionuklidu. Pro est
validaCnich Sarzi pfipravené In2B8 je vazba v rozmezi od 82,1 do 86,8 % s pramérem 85,1 %,
hodnoty inkorporace radionuklidu jsou zhruba 99 % (rozmezi 98,3 az 99,4 %) . Pro $est validag-
nich SarZi pfipravené Y2B8 je procento vazby v rozmezi od 78,6 do 87,0 %, primér 82,3 %.
Hodnoty inkorporace radionuklidu pro Y2B8 jsou v priméru 98,8 % (rozmezi od 96,3 do 99,5
%). Tyto vysledky v souhrnu ovéfuji reprodukovatelnost a kompaktnost zplisobti zna¢eni souprav
radionuklidem pro pripravu obou protilatek In2B8 a Y2B8. Na zdkladé téchto valida¢nich vy-
sledkii se doporucuje stanovit specifikace pro vypusténi piipravku ohledné radioinkorporace a
vazby jako 295 respektive >70 % pro In2B8 a Y2BS.

Navic ke zvysené snadnosti pouziti a snizené moznosti chyb v pribéhu piipravy se doporu¢uje na
klinickych pracovistich, aby procenta vazby a inkorporace radionukleotidu pouzivajici lyofilizo-
vané CD20-pozitivni buiiky byly pouzity k testu ovéfeni jak In2B8, tak Y2BS.

V souhrnu viechny tyto vysledky ukazuji, ze In2B8 a Y2B8 pfipravené s pouzitim soupravy pro
znaceni radionuklidem jsou vhodné pro pouziti v klinickém prostfedi. Navic se zjist'uji pro ob&
protilatky znacené radionuklidem specifikace pro vypusténi odrazejici vysledky nékolika validaci
provedenych péti riznymi operatory.

Priklad 2
Inkorporace radionuklidu a vazba — soupravy a eseje
I. Souhrn

Mysi monoklonalni protilatka proti CD20 oznagena 2B8 se klonuje v butikich CHO s obdrzenim
vysoce expresni bunééné linie. Specificnost protilatky odvozené od CHO pro CD20-pozitivni
lidské buriky se demonstruje analyzou FACS a kompetitivni vazbou. Vazba na lidské T-buiky je
zanedbatelna. Afinita protilatky k CD20—pozitivnim buiikam se stanovi kompetitivni imunoeseji
a &ini 1,3 x 10" M. Protilatka reaguje s chelatotvornym prostfedkem MX-DTPA s vytvofenim
konjugatu 2B8-MX-DTPA se zanedbatelnou ztratou imunoreaktivity (hodnota afinity 4,4 x 10"
M). Optimalni konjugace chelatotvorného prostredku, jak se stanovi méfenim inkorporace radio-
nuklidu '"'In, se dosahuje po 6 h reakce. Zpiisoby znateni radionuklidem konjugatu 2B8-MX—
DTPA se optimalizuji pro Y nebo '"'In vzhledem k pH a inkuba&nimu asu pro zajisténi maxi-
malni inkorporace radionuklidu (= 95 %) a retence imunoreaktivity (= 75 %). Specifikace pro
vypusténi pfipravkd In2B8 a Y2B8 s pouzitim 2B8-MX-DTPA odvozeného od CHO v klinic-
kych zkouskach se doporucuji jako > 95 % pro inkorporaci radionuklidu a >75 % pro vazbu na
lyofilizované a rekonstituované CD20—pozitivni lidské buriky. Celkem tyto vysledky ukazuji na
vhodnost 2B8—-MX-DTPA odvozeného od CHO pro pouziti v klinickych zkouskach.

inAa
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11. Uvod

Protilatka 2B8 pouzivana dfive se pfipravuje v bioreaktorech s dutymi vlakny. Pro sniZeni vyrob-
nich nakladi se tato protilatka klonuje a exprimuje v buiikich CHO s obdrzenim vysokoexpresni
produkéni bunééné linie. Tento piiklad popisuje vysledky charakterizace in vitro protilatky odvo-
zené od CHO 2B8 a konjugované protilitky (2B8-MX-DTPA) a ptipravkii zna¢enych radio-
nuklidy *°Y a '"'In obdrzenych s pouzitim klinickych zpiisobti znaéeni souprav radionuklidem.

[11. Materialy a zpsoby provedeni
A. Reak¢ni prostredky

Lidské bun&ené linie SB (CD20—pozitivni) a HSB (CD20-negativni) se obdrzi od American Ty-
pe Culture Collection a péstuji v T-baiikach s pouzitim RPMI-1640 obsahujiciho 10 % fetalniho
bovinniho séra s pridavkem 2 % glutaminu. Kultury se udrzuji pfi teploté 37 °C za ptitomnosti
5 % oxidu uhli¢itého. Buriky se obvykle 3tépi 1:2 kazdy druhy den a sbiraji pfi hodnoté 0,5 aZ
2,5x10° bun&k/ml a Zivotnosti >80 %. Koncentrace bunék se stanovi s pouzitim hemocytometru a
Zivotnost se stanovi vyluGovanim trypanové modii. Specifické idaje o SarZich bun¢k se zazna-
menavaji v Notebook # 1553 a v pofadaci nazvaném "Cell Activity Logbook 1995 & 1996", au-
tor Ron Morena.

2B8 odvozena od CHO se ptipravuje za podminek dobré vyrobni praxe ve vyrobnim zafizeni
IDEC. Protilatka se formuluje v normélnim fyziologickém roztoku o nizkém obsahu soli pfi kon-
centraci 11,5 mg/ml. Homogenita protilatek se stanovuje zpiisobem SDS-PAGE. Konjugat 2B8-
MX-DTPA se pripravuje za podminek dobré laboratorni praxe podle PSBR-043 z 2B8 odvozené
od CHO a formuluje se ve fyziologickém roztoku o nizkém obsahu kovi pfi koncentraci 2 mg/ml
(Sarze 0165A a 0165B).

"1 ve formé chloridu inditého kvality pro farmaceutické pouziti se obdrzi od Amersham (U.K.)
nebo Cyclotron Products Inc. (Coral Gables, FL). Y ve formé& chloridu yttritého se obdrzi od
Amersham (U.K.), Nordion International (Kanatta, Canada) nebo Pacific Northwest National
Laboratory (Richland, WA). MX-DTPA piipraveny za podminek dobré vyrobni praxe se obdrzi
od Hauser Chemical (Boulder, CO). Vapenatotrojsodna sul kyseliny diethylentriaminpentaoctove
(DTPA) se obdrzi od Heal (Berlin, Némecko). TAG-NHS se obdrzi od IGEN Inc. (Rockville,
MD). Mysi protilatka proti CD19 se obdrzi od Dynal Inc. (Lake Success, NY). Kozi protilatka
proti my3i F(ab'), oznalena FITC se obdrzi od Jackson ImmunoResearch.

Reaké¢ni prostiedky vyZzadujici odstranéni kontaminace tézkymi kovy se zpracuji vsadkovym
zptsobem s Chelex 100 (BioRad Industries) nebo s chelatotvornou sefar6zou (Pharmacia) pri-
chodem roztokd sloupcem. Zasobni roztoky o nizkém obsahu kovu se ziedi sterilni vodou pro
irigace (SWIr). Roztoky se ukladaji ve sterilnich plastovych nadobach.

Dalsi reakéni prostiedky se popisuji nize pro konkrétni zptisoby.

B. Materialy a zafizeni

1. Original Analyzer, IGEN Inc. Model # 1100-1000, IDEC #1492

2. Scintila¢ni po¢ita¢ Top—Count, Packard, Model #A9912, IDEC #1329

3. Citag gama, Isodata, Model #2010, IDEC #0628

4. Souprava Tec—Control Radiochromatographic Kit, Biodex, Model #151-770
5. Lyofilizaéni zafizeni, Virtis, Model Freezemobile 12, IDEC #(458.

Dalsi latky a zafizeni se popisuji pro konkrétni zplisoby.
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C. Zpusoby provedeni
1. P¥iprava lyofilizovanych SB a HSB bunék

Buiiky se péstuji, jak se popisuji vy3e, a sbiraji se pfi teploté okoli, pfi hustoté bun€k 0,5 az 2 x
10° bunék/m] centrifugaci (frekvence otaceni 1300 min~' v Sorvallové centrifuze) a promyji se
dvakrat IX HBSS. Peletované butiky se resuspenduji na koncentraci 50 x 10° bunék/ml v IX
HBSS s obsahem 1 % (hmotnost/objem) bovinniho serumalbuminu (BSA) a 10 % (hmot-
nost/objem) mannitolu (lyofiliza¢ni puft), po 0,5 ml se pfida do polypropylenovych mikrocentri-
fugadnich zkumavek o obsahu 1,5 ml s tésnicim O-krouzkem a tyto zkumavky se ukladaji pfi
teploté —70 °C a lyofilizuji se pies noc pfi tlaku 4 az 8 Pa. Zkumavky s lyofilizovanymi busikami
se ukladaji vysusené pi teplotach 2 az 8 °C a rekonstituuji se pro eseje ve sterilni vod€. Zkumav-
ky s butikami lyofilizovanymi v mikrocentrifugacnich zkumavkach se uchovavaji spolu s vysou-
Secim prostiedkem.

2. Imunoesej FACS

Piim4 vazba protilatek na lidské B-buiiky se stanovi priitokovou cytometrii. Vzristajici koncen-
trace protilatky se inkubuji v 1X PBS, pH 7,2, s obsahem 1 % (hmotnost/objem) bovinniho
serumalbuminu (vazebny pufr) s 5 x 10° CD20-pozitivnich (SB) nebo CD20-negativnich (HSB)
bun&k po dobu 30 min na ledu. Buiiky se promyji centrifugaci, resuspenduji ve vazebném pufru a
inkubuji s kozi protilatkou proti mysi F(ab'), oznacené FITC po dobu 30 min na ledu. Po inkuba-
ci se sekundarnim reakénim prostfedkem se bufiky promyji centrifugaci a resuspenduji v 1X PBS
s obsahem 1,1 objemovych % formaldehydu pro fixaci bun€k. Stfedni hodnota intenzity fluo-
rescence se stanovi pritokovou cytometrii.

3. Kompetitivni imunoeseje

Imunoreaktivita 2B8 a 2B8—MX-DTPA se stanovi kompetitivni vazbou na CD20-pozitivni SB
buiiky s pouzitim elektrochemiluminiscenéniho zptisobu Origen (Leland a Powell). SB-buiiky v
log—fazi se sbiraji z kultury a promyji dvakrat 1X HBSS. Buiiky se zfedi v 1X PBS, pH 7,2, s
obsahem 1 % (hmotnost/objem) bovinniho serumalbuminu. V n&kterych experimentech se pouZi-
ji lyofilizované buiiky po rekonstituci sterilni vodou.

Indikatorova protilatka oznagena rutheniem se pfipravi inkubaci 2B8 odvozené od CHO (Sarze
165) v 1X PBS, pH 7,2, s N-hydroxysukcimidesterem ruthenium(ll) tris—bipyridinového chelato-
tvorného prostredku (TAG-NHS) pii molarnim poméru TAG-NHS k protilatce 15:1. Po 1h
inkubace pfi teploté prostiedi s ochranou proti svétlu se reakce ukonéi glycinem v pribéhu
10 min. Nezreagovany TAG se odstrani permea&ni chromatografii s pouzitim sloupce Pharmacia
PD-10 v rovnovaze s 1X PBS. Koncentrace proteinu se stanovi Bradfordovou proteinovou eseji.
Inkorporace TAG se stanovi méfenim absorbance pti vinové délce 455 nm. Vypocitany molarni
pomér TAG k proteinu je 3,0.

Eseje se provedou v polypropylenovych zkumavkach 12 x 75 mm. Riiznd mnoZzstvi kompeticni
protilatky (0,002 az 17 ug/ml) se inkubuji v 1X PBS, pH 7,2, s obsahem 1 % (hmotnost/objem)
BSA s 0,08 wg/ml CHO 2B8 znatené TAG, 0,08 mg/ml protilatky proti CDI19 a
167000 bunék/ml. Po inkubaci pti teploté okoli s orbitdlnim michanim po dobu 3 h se stanovi
relativni elektrochemiluminiscence (ECL) s pouzitim pfistroje ORIGEN. Stiedni hodnoty ECL se
stanovi pro dvojice vzorkii a vynesou proti koncentraci kompetitivni protilatky s pouZitim soft-
waru Kaleidagraph. Pro n&které experimenty se vynasi procento inhibice. Kfivky kompetice se
prokladaji a hodnoty EC 50 (koncentrace protilatky poskytujici 50% maximalni vazbu) se stanovi
s pouzitim nasledujiciho Styfparametrového programu:

y = ml - m4 /1 +m0 /m3Am2 +md ;ml=; m2=;md=;md
[(ml-m4)/(1+(m0/m3) w2)]+m4, ml=, m2=, m3=, md=

]

i

Y
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m0 = nezavisla proménna

m1 = odpovéd’ nulového signalu v relativnich jednotkach ECL

m2 = parametr zakfiveni

m3 =EC50 v pg/ml

m4 = odpove€d’ maximalniho signalu v relativnich jednotkach ECL

Primérné hodnoty afinity se vypogitaji z hodnot EC50 a znamé koncentrace stopové protilatky s
pouzitim Mullerova zptsobu.

4. Ptiprava 2B8-MX-DTPA

Chelatotvorny prostredek, 1-isothiokyanatobenzyl-3—-methyldiethylentriaminpentaoctové kyseli-
na (MX-DTPA) se pouziva ve form& suchého prasku (volna kyselina) a uklada se vysu$end pti
teplotach —20 nebo —70 °C. Zhruba 3 mg protilatky CHO 2B8 v normalnim fyziologickém rozto-
ku s nizkym obsahem kovi se upravi na pH 8,6 pridavkem jedné desetiny objemu 50 mM borita-
nu sodného, pH 8,6. Protilatka o koncentraci 10 aZ 11 mg/ml se inkubuje pii molarnim poméru
MX-DTPA k proteinu 4:1 pfidavkem MX-DTPA rozpuiténého v 50 mM roztoku boritanu sod-
ného, pH 8,6. Po inkubaci pfi teploté okoli (2 az 24 h) se nezreagovany chelatotvorny prostiedek
odstrani z konjugatu opakovanou diafiltraci v normélnim fyziologickém roztoku s nizkym obsa-
hem kovii s pouZitim rotaénich filtrii Centricon 30.

5. Priprava In2B8 a Y2B$§

In2B8 se pfipravi s pouzitim zptisobu znageni soupravy radionuklidem, jak se zde popisuje. Pro-
tilatka se ozna¢i na specifickou aktivitu 111 MBg/mg (3 mCi/mg) a formuluje se do 0,2 mg/mi.
Ve struénosti se prevede 18 az 74 MBq radionuklidu '''In ve formé chloridu do mikrocentrifu-
gacni zkumavky prosté kovii a upravi se na pH 4,2 s pouzitim 1,2 nasobku objemu 50 mM rozto-
ku octanu sodného o nizkém obsahu kovii. P¥id4 se 2B8-MX-DTPA o koncentraci 2 mg/ml k
roztoku octanu inditého a po inkubaci pii teploté okoli po dobu 30 min se oznatend protilatka
formuluje do 0,2 mg/ml v IX PBS, pH 7,2, s obsahem 7,5 % (hmotnost/objem) lidského serumal-
buminu a I mM DTPA (koneéna koncentrace HSA 4 a7 6 %). Veskeré vzorky se testuji ohledng
inkorporace radionuklidu po trojicich. Vysledky ukazuji hodnotu >95 %.

Y2B8 se rovnéZ pfipravi v malém méfitku soupravy pro znaceni radionuklidem popsané v pfi-
kladu 1. Protilatka se oznagi na specifickou aktivitu 555 MBg/mg (15 mCi/mg) a formuluje do
0,3 mg/ml. Ve struénosti se 18 az 74 MBq radionuklidu *°Y ve formé chloridu prenese do mikro-
centrifuga¢ni zkumavky prosté kovii a upravi na pH 4,2 s pouzitim 1,2nasobku 50 mM roztoku
octanu sodného o nizkém obsahu kovii. Piida se 2B8—MX-DTPA pfi 2 mg/ml k acetatovému
roztoku *°Y a po inkubaci pii teploté okoli po dobu 5 min se ozna¢en4 protilatka formuluje do
0,3 mg/ml v 1X PBS, pH 7,2, s obsahem 7,5 % (hmotnost/objem) lidského serumalbuminu a
1 mM DTPA (konecna koncentrace HSA, 4 az 6 %). V3echny vzorky se testuji ohledné inkorpo-
race radionuklidu po trojicich, nalezené hodnoty jsou >95 %.

Koncentrace radioaktivity findlnich produkti oznaCenych radionuklidem se vypog&itaji na zaklade
piidané aktivity k reakéni smési a s odkazem na Osvédéeni o analyze radionuklidd. Koncentrace
protilatky v kone&nych reakénich smésich se vypoditaji ze znamého mnozstvi pfidané protilatky.
Pro kinetické studie znadeni radionuklidy vyhodnocujici ¢inek pH na inkorporaci nuklidu a
vazbu se upravuje pH reakénich smési. Pridavkem riznych mnozstvi 50 mM roztoku octanu sod-
ného s nizkym obsahem kovu (0,8nasobek az 2,2n4asobek objemu roztoku radionuklidu).

6. Stanoven{ inkorporace radionuklidu pro In2B8 a Y2B$

Mnozstvi radioaktivity pfipojené ke konjugatu (inkorporace radionuklidu) v koneénych produk-
tech nebo inkubadnich vzorcich se stanovi s pouZzitim komercné dostupné soupravy pipravené
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Biodex (Tec~Control Radiochromatographic Kit, viz ptiklad 1). Obecné se aplikuje 1 ul zkugeb-
nich vzorkii ve dvojicich nebo trojicich s pouzitim mikropipetovaciho zafizeni a vyviji se podle
pilohy instrukci Biodex. Poloviny pasu se pouZiji pro mé&feni etnosti impulzii ve sklen&nych
zkumavkéch s pouzitim ¢itace gama Isodata nebo scintila¢niho po&itate Packard Top Count, jak
se popisuje nize. Inkorporace radioaktivni znacky se vypogita délenim aktivity v horni poloving
pasu celkovou aktivitou v obou polovinach. Tato hodnota se vyjadfi jako procento a stanovi se
pramér.

7. Stanoveni imunoreaktivity In2B8 a Y2BS8
Imunoreaktivita se vyhodnoti zplisobem Lindmoa a kol., jak se popisuje vy3e v ptikladu 1.
8. Pfima imunoesej pro In2B8 a Y2B8

Stejné zpiisoby, jako se popisuji zde, se pouzivaji pro stanoveni vazby In2B8 a Y2B8 na CD20—
pozitivni SB buiiky. In2B8 a Y2B8 se pfipravi a formuluji, jak se popisuje vyse. Pro eseje se
vzorky In2B8 nebo Y2B8 ziedi diluénim pufrem pro eseje (1X PBS, pH 7,2, s obsahem 1 %
(hmotnost/objem) bovinniho serumalbuminu (BSA) na 40 ng/ml respektive 11 ng/ml.

Antigen—pozitivni (SB) a antigen—negativni (HSB) buriky se udrzuji v RPMI 1640 s pridavkem
10% fetalniho teleciho séra pfi teplot& 37 °C a za pfitomnosti 5 % oxidu uhligitého. Buiiky (Zi-
votnost > 90 % podle stanoveni vylu¢ovani trypanové modii) se sbiraji pfi teploté okoli a hustoté
bungk 0,5 az 2 x 10° bun&k/ml centrifugaci (pfi frekvenci otaceni 1300 min™' v Sorvallové centri-
fuze) a promyji se dvakrat 50 ml 1X HBSS. Peletované buiiky se resuspenduji na 50 x 10° bu-
nék/ml v pfedem ochlazeném 1X HBSS s obsahem 1 % (hmotnost/objem) bovinniho serumal-
buminu (BSA) a 10 % (hmotnost/objem) mannitolu (lyofiliza¢ni pufr). Bun&né suspenze se
rozdéluji do polypropylenovych mikrocentrifugaénich zkumavek o obsahu 1,5 ml s tésnicim O—
krouzkem pfi koncentraci 50 x 10° bunék/ml (0,5 ml na zkumavku) a lyofilizuji se pfes noc pti
tlaku 4 az 8 Pa. Lyofilizované buiiky se uchovavaji vysusené pfi teploté 2 az 8 °C a rekonstituuji
se sterilni vodou pro eseje.

Lyofilizované SB a HSB buriky v polypropylenovych zkumavkach obsahu 1,5 ml se rekonstituuji
sterilni vodou na 50 x 10° bun&k/ml. Ziedéné In2B8 nebo Y2B8 se pfidaji k buiikam po trojicich
a inkubuji se po dobu 45 az 60 min za michani pfi teploté mistnosti. Po inkubaci se butiky peletu-
Ji centrifugaci a aktivita vdzana na bufiky se stanovi méfenim &etnosti impulzi vzorkd v Isodata
Gamma Counter nebo Packard Top Count scintillation counter, jak se popisuje nize. Aktivita
vazana na bunky (B) se vypocitd odectenim nevazané aktivity (supernatantu) od celkové ptidané
aktivity. Celkova aktivita se stanovi na zakladé méfeni Cetnosti impulzii ve zkumavkéach bez bu-
nék. Procento vazby se vypocita vyjadfenim navézané Cetnosti impulzi jako procento celkové
¢etnosti impulzi.

9. Méfeni aktivity

Vzorky pro inkorporaci radionuklidu se méfi po dobu 1 min s pouzitim ¢itae Isodata gamma
counter. Tento Citac se nastavi na energetické okno 100 az 500 keV a pozadi se upravi na nulu
bezprostiedné pied pouzitim vzorka s '''In. Pouziva se téz &itaé gama Isodata pro méieni past
ITLC s nanesenym °Y. Energeticka okna pro detekci brzdného zafeni &ini 100 az 1000 keV.

Pro imunoeseje se vzorky *’Y pienesou na 24-jamkové misky a piida se scintilitor MicroScint
40 a vzorky se méti na Packard ToCount po dobu 1 min s nastavenim minimalni a maximalni
energie. Vzorky '''In se mé&fi po dobu 1 min s pouzitim &itate gama Isodata. Tento &itag se nasta-
vi na energetické okno 100 az 500 keV a pozadi se nastavi na nulu bezprosttedné pied pouzitim.
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10. Specifikace pro vypusténi piipravku pro klinické davky In2B8 a Y2B8

Specifikace pro vypusténi tykajici se inkorporace radionuklidu a vazby na CD20-pozitivni buriky
se stanovi piipravou Sesti davek kazdé z protilatek In2B8 a Y2B8 s pouzitim dvou Sarzi 2B8-
MX-DTPA o kvalit& pro klinické pouziti (3arze 0219 a 0220) p¥ipravenych podle tohoto vynale-
zu a plnénych za podminek dobré vyrobni praxe. Eseje pro vypusténi pfipravki se provadeji pod-
le popisu vySe.

IV. Vysledky
A. Charakterizace 2B8 odvozenych od CHO

S pouzitim pritokové cytometrie se prokazuje, ze se CHO 2B8 vaze pfimo s CD20—pozitivnimi
SB buiitkami bez vazby na CD20-negativni HSB buiiky (obrazek 34). Nezaznamendva se Zadna
vyznamné vazba na irelevantni isotypickou (gamalK) protilatku (S004).

Vazba CHO 2B8 na CD20-pozitivni buiiky se vyhodnocuje v kompetitivni eseji s pouzitim che-
miluminiscenéniho detekéniho systému ORIGEN. Lyofilizované a rekonstituované antigen—
pozitivni SB buiiky se inkubuji se vzriistajicimi mnoZstvimi protilétky za ptitomnosti CHO 2B8
ozna&ené rutheniem. Vysledky ukazuji, z2 CHO 2B8 inhibuje vazbu na CD20-pozitivni buiiky
ve stejné mite jako protiltka ziskana z reaktorti z dutymi vlakny (2B8-49) (obrazek 35). Hodno-
ty EC50 se stanovi graficky a zpisobem podle Mullera (1980) pouzitym pro vypocet stfednich
hodnot afinity. Stanovena afinita CHO 2B8 je 1,3 x 10™'° M, protilatka 2B8 obdrzena z bioreakto-
ru s dutymi vlakny poskytuje hodnotu afinity 2,5 x 107'° M. Nespecificka vazba je zanedbatelna,
jak prokazuje nedostatek kompetice s irelevantni isotypickou protilatkou S004.

B. Charakterizace 2B8—MX-DTPA odvozené od CHO

Konjugat 2B8 (2B8-MX-DTPA) se ptipravi s pouZitim zpiisobu podobnému zplisobu pouzitému
pro dfive charakterizovanou 2B8-49. Reakce se provadgji s pouzitim zhruba 3 mg protilatky pfi
molarnim poméru chelatotvorného prostiedku k protilatce 4:1. Hodnoti se inkuba¢ni Casy 2, 4, 8,
17 a 24 h pro stanoveni reakéniho &asu poskytujiciho pfijatelnou retenci vazby na CD20-
pozitivni buriky a vysokou inkorporaci radionuklidu "'In. Kompetitivni vazebné k¥ivky srovna-
vajici CHO 2B8 s konjugatem CHO 2B8-MX-DTPA pfi reakcei po dobu 8 az 24 h jsou podobné,
coz ukazuje, Ze konjuga¢ni proces neovliviiuje vyznamné vazbu protilatky na antigen CD20 (ob-
razek 36). S pouzitim hodnot EC50 stanovenych graficky (obrazek 36) se zjiStuji afinitni kon-
stanty pro nekonjugované a konjugované protilatky v rozmezi 2,3 x 10°Maz59x10'"M
(tabulka 40). Inkorporace radionuklidu je vy$si nez 95 % pro konjugacni Casy 8 az 24 h (tabulka
30).

Tabulka 40

Utinek reakéniho &asu konjugace na inkorporaci radionuklidu a imunoreaktivitu CHO 2B8-MX~
DTPA
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Doba inkubace Inkorporace radionuklidu Afinita

(h) (%) (M)

0 ND 2,3 x 107*°
2 83,5 ND

4 90,5 ND

8 96,1 5,9 x 10°*°
17 97,3 5,9 x 10°%°
24 98,8 4,4 x 1072°

C. Charakterizace In2B8 a Y2B8 ptipravené z 2B8—-MX-DTPA odvozené od CHO

Konjugované protilatka znagena '''In CHO 2B8-MX-DTPA (In2B8) se pfipravi s pouzitim zpi-
sobu soupravy pro znaceni radionuklidem v malém mnozstvi diive popsaného pro protilatku zis-
kanou z bioreaktoru s dutymi vlakny (ptiklad 1). Ve struénosti se protilatka (2B8-MX-DTPA
odvozena od CHO, Sarze 0165A) inkubuje se '"'In ve formé acetatu pii uréeném pH po dobu
30 min pfi teploté mistnosti. Reakéni smési se formuluji s fyziologickym roztokem pufrovanym
fosfatem, pH 7,2, s obsahem 7,5 % (hmotnost/objem) lidského serumalbuminu a 1 mM DTPA.
Formulované vzorky In2B8 se kontroluji ohledné inkorporace radionuklidu s pouzitim chromato-
grafie na predem pripravené tenké vrstvé. Vazba In2B8 na CD20—pozitivni buiiky se ur¢i s pou-
zitim lyofilizovanych a rekonstituovanych SB bunék. Pro srovnani se inkubuje konjugat pfipra-
veny z protilatky vytvofené hybridomem (2B8—49) se '''In ve formé acetatu po dobu 30 min pfi
pH 4,2 (podminky stanovené diive pro tuto protilatku).

Provedou se kinetické studie pro stanoveni podminek znaceni zajiStujicich maximalni retenci
vazby s CD20—pozitivnimi buitkami a vysokou inkorporaci radionuklidu (tabulky 41 a 42). Kon-
jugované protilatka (2B8-MX-DTPA odvozena od CHO) se inkubuje pfi teploté mistnosti se
""In ve formé acetatu pri pH 4,2 po doby uréené v tabulce 42.

Tabulka 41

Kinetika znaceni In2B8 radionuklidem: G¢inek pH na inkorporaci radionuklidu a vazbu na
CD20-pozitivni buiky

pH reakce Radioinkorporace (%) Vazba (%)
3,0 97,7 85,3
3,7 98,5 83,9
4,0 98,6 84,1
4,3 98,0 84,0
4,6 98,9 83,4
Kontrola (2B8-49) 99,3 86,5
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Tabulka 42

Kinetika znageni In2B8 radionuklidem: u¢inek doby inkubace na inkorporaci radionuklidu a vaz-
bu na CD20—pozitivni buriky

Doba inkubace (min) Radioinkorporace (%) Vazba (%)
pH 2,9: 15 97,2 85,3

30 99,1 85,2

45 97,2 84,8
pH 4,6: 15 99,0 87,2

30 97,2 86,8

45 99,4 86,3
Kontrola (2B8-49) 99,4 87,8

Vysledky ukazuji, ze pro rozmezi pH 3,0 az 4,6 a dobu inkubace 30 min se dosahuje >97 % in-
korporace radionuklidu pfi zachovani vazby zhruba 84 %. Hodnoty inkorporace radionuklidu a
vazby jsou invariantni pro inkuba¢ni doby 15 az 45 min a pH 2,9 az 4,6 (tabulka 42). Vysledky
jsou srovnatelné s vysledky ziskanymi pii pouziti protilatky 2B8—49 (tabulky 41 a 42).

Protilatka znaena radionuklidem *°Y se piipravuje inkubaci konjugované protilatky (2B8-MX—
DTPA odvozena of CHO) s radionuklidem °Y ve formé& acetatu p¥i uréeném pH po dobu 5 min
pii teploté okoli. Reakéni smési se formuluji ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem, pH
7,2, s obsahem 7,5 % (hmotnost/objemem) lidského serumalbuminu a 1 mM DTPA. Formulova-
né vzorky Y2B8 se kontroluji ohledn¢ inkorporace radionuklidu s pouzitim chromatografie na
pfedem pripravené tenké vrstvé. Vazba Y2B8 na CD20—pozitivni buiiky se stanovuje s pouzitim
lyofilizovanych a rekonstituovanych SB bunék. Pro srovnani se inkubuje konjugat pfipraveny z
protilatky tvotrené hybridomem (2B8-49) s radionuklidem ™Y ve formé acetatu po dobu 5 min
pfi pH 4,2 (podminky diive uréené pro tuto protilatku).

Provadéji se podobné kinetické studie pro hodnoceni pfipravy protilatky znaéené *°Y (Y2B8).
Pro reakce znaceni v rozmezi pH 3,9 az 4,7 pfi dobé inkubace 5 min je inkorporace radionuklidu
>96 s >80 % zachovani vazby na CD20—pozitivni buiiky (tabulka 43). Podobné vysledky Ize ob-
drzet pro inkubac¢ni doby 3, 5 a 10 min pro rozmezi pH 2,9 az 4,6 (tabulka 44). Poté se konjugo-
vané protilatka (2B8-MX-DTPA odvozena od CHO) inkubuje pii teploté okoli s *°Y ve formé
acetatu pfi pH 4,2 po doby ukazané v tabulce 44. Vysledky jsou srovnatelné s vysledky obdrze-
nymi s pouzitim protilatky 2B8—49 (tabulky 43 a 44).

Tabulka 43

Kinetika znaCeni Y2B8 radionuklidem: G¢inek pH na inkorporaci radionuklidu a vazbu na
CD20-pozitivni buriky
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pH reakce Radioinkorporace (%) Vazba (%)
3,9 98,4 80,7
4,2 97,8 81,0
4,4 96,1 80,0
4,6 97,0 80,2
4,7 97,4 80,6
Kontrola (2B8-49) 99,3 82,6
Tabulka 44

Kinetika znadeni Y2B8 radionuklidem: a&inek pH na inkorporaci radionuklidu a vazbu na
CD20—pozitivni bunky

Doba inkubace (min) Radioinkorporace (%) Vazba (%)
pH 3,9: 3 97,0 82,0

5 98,9 82,1

10 99,2 82,3
PH 4,7: 3 97,2 82,5

5 96,7 81,8

10 97,6 81,5
Kontrola (2B8-49) 99,2 84,2

Imunoreaktivity pro In2B8 a Y2B$ ptipravené z CHO 2B8 se stanovuji s pouzitim zpisobu auto-
ri Lindmo a kol. Vzristajici mnoZstvi &erstvé sbiranych CD20—pozitivnich SB bun&k se inkubuji
s pevaym mnoZstvim In2B8 nebo Y2B8 za podminek pfebytku antigenu. Analyza vyneseni pfe-
vracené hodnoty udaji vazby poskytuje imunoreaktivity 80,6 a 72,2 % pro In2B8 respektive
Y2B8 (obrazky 37 a 38).

D. Specifikace pro vypusténi produktu pro In2B8 a Y2B8 odvozené od CHO

Pouzivaji se dvé Sarze souprav pro znaeni radionuklidem In2B8/Y2B8 pro klinické pouziti pro
piipravu 3esti davek In2B8 a Y2B8. In2B8 a Y2B8 se pfipravi s pouZitim verzi zpisobl znaceni
radionuklidem v malém méfitku, pouzivanych v souasné dobé& v klinickych zkouskach. Kazda
Sarze 2B8—MX-DTPA znadena radionuklidem se testuje ohledné radioinkorporace a vazby na
CD20-pozitivni (SB) a CD20-negativni (HSB) lidské buiiky. Tyto vysledky se shrnuji v tabul-
kéch 45 a 46. Pro Sest davek In2B8, které se pripravi, je inkorporace radionuklidu od 98,9 do
99,3 % se sttedni hodnotou 99,1 %. Vazba na CD20—pozitivni buiiky je v rozmezi 81,9 az 85,1 %
se stfedni hodnotou 83,6 %, vazba na CD20-negativni buiiky je <4 %. Pro Sest davek Y2BS8,
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které se pfipravi, je radioinkorporace v rozmezi 97,4 az 98,7 % se stfedni hodnotou 98,2 %. Vaz-
ba na CD20-pozitivni buiiky je v rozmezi 81,4 az 82,7 % se stiedni hodnotou 81,9 %, vazba na
CD20-negativni buiky je <8 %.

Tabulka 45

Vysledky analyzy pro In2B8 odvozenou od CHO s pouzitim navodu soupravy pro znadeni radio-
nuklidem

Vazba (%)

Stanoveni Radioinkorporace (%) SB buriky HSB buiky

1 (SarZe 0219) 99,1 81,9 2,8

2 (8arZe 0219) 99,3 83,2 .

3 (SarZe 0219) 99,2 83,6 3,7

4 (SarZe 0220) 99,0 83,8 2,6

5 (SarZe 0220) 98,9 84,1 2,6

6 (8arZe 0220) 98,9 85,1 .

Primér = 99,1 % Primér = 83,6 % Primeér=2,9%
Smérod. odch. = 0,2 % Smeérod. odch. = 1,1 % Smeérod. odch. = 0,4 %
Tabulka 46

Vysledky analyzy pro In2B8 odvozenou od CHO s pouzitim navodu soupravy pro znadeni radio-
nuklidem

Vazba (%)
Stanoveni Radioinkorporace (%) SB buiky HSB buriky
1 (SarZe 0219) 98,7 82,1 ’
2 (8arZe 0219) 98,6 82,7 '
3 (Sarze 0219) 98,3 82,2 '
4 (Sarze 0220) 97,4 81,8 '
5 (8arZe 0220) 97,6 81,4 R
6 (SarZe 0220) 98,4 81,4 :
Primér= 98,2 % Primér = 81,9 % Primér=3,4 %
Smérod. odch. = 0,5 % Smérod. odch. = 0,5 % Smérod. odch. = 3,1 %

V. Diskuse a zavéry

Mysi monoklonalni protilatka (2B8) proti mySimu CD20 klonovana a exprimovana v CHO buii-
kach (2B8 odvozena od CHO) udrzuje specifi¢nost pro CD20—pozitivni lidské buriky, jak ukazuji
zpisoby FACS a kompetitivni imunoeseje. Vazba na lidské T buiiky je minimalni. Afinita proti-
latky k lidskym CD20—pozitivnim buitkdm zjisténd kompetitivni imunoeseji je 1,3 x 1070 M.
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Pouzitim téZe eseje lze stanovit pro protilatku 2B8 odvozenou od bioreaktort s dutymi vlakny
hodnotu afinity 2,5 x 107 M.

Protilatka CHO 2B8 reaguje s MX-DTPA s vytvofenim konjugatu 2B8-MX-DTPA pii zacho-
vani vhodné retence imunoreaktivity. Optimalni inkorporace chelatotvorného prostiedku se uréi
méfenim inkorporace radionuklidu se '''In a dosahuje se po 8 h inkubace pfi teploté okoli. Zpi-
soby znaceni konjugatu 2B8-MX-DTPA radionuklidem se optimalizuji pro *°Y nebo '''In vzhle-
dem k pH a dobé¢ inkubace pro zajidténi maximalni inkorporace radionuklidu a retence imuno-
reaktivity.

Vysledky nékolika ptiprav In2B8 a Y2B8 ukazuji na reprodukovatelnost zpiisobu znadeni radio-
nuklidem pouZitého pro pfipravu klinickych divek. Na zakladé téchto vysledka znageni radio-
nuklidem se uvaZuje, Ze specifikace pro vypusténi pfipravku ziskaného s pouzitim lyofilizova-
nych CD20-pozitivnich bunék jsou pro inkorporaci radionuklidu a vazbu >95 % respektive >70.
V souhrnu tyto vysledky ukazuji na srovnatelnost 2B8 odvozené od CHO a 2B8-49 a ukazuji na
vhodnost 2B8-MX-DTPA odvozené od CHO pro pouziti v klinickych zkouskach.

Konecné tento vynalez popisuje zplisob znaceni nazyvany jako zpisob "mix—and—shoot" pro pii-
pravu klinickych davek protilatek znacenych radionuklidem, ktery piedchazi nutnosti sou¢asné
pouzivaného kroku vysokovykonné kapalinové chromatografie pro odstranéni radionuklidu, kte-
ry neni vazany na proteiny. Tento zjednoduseny zpiisob eliminuje tento pracny purifikaéni krok
pii udrzeni vysoké urovné inkorporace radionuklidu (>95 %) a zlep3ené retence imunoreaktivity
(>70 %). Klinicky formulovany konjugat znaceny radionuklidem je stabilni in vitro pfi inkubaci
pti teploté 4 °C po dobu 48 h, jak ukazuji hodnoty retence radionuklidu a imunoreaktivity. Navic
Je tento konjugit znaCeny radionuklidem stabilni pfi konjugaci v lidském séru pii teploté 37 °C
po dobu 72 h. Studie biolegické distribuce neukazuji Zadné neobvyklé ukladani ve tkanich a zad-
nou vyznamnou akumulaci v kosti. Odhady radia¢ni absorbované davky pro "standardniho" &lo-
véka o hmotnosti 70 kg jsou srovnatelné s hodnotami obdrzenymi v pokradujici klinické zkousce
s pouzitim 2B8-MX-DTPA zna&ené radionuklidem Y. Vysledky téchto studii ukazuji, 7e 2B8—
MX-DTPA zna&ena radionuklidem *°Y ziskana zpiisobem "mix—&-shoot" je srovnatelna s proti-
latkou pripravenou konvenénim zpusobem s pouzitim vysokovykonné kapalinové chroma-
tografie. Validace zpasobu pro piipravu konjugatu znaceného radionuklidem pro klinické pouZiti
ukazuje, Ze tento zpUsob je reprodukovatelny a ptipravek je srovnatelny s pfipravkem ziskanym
sou¢asnym zpisobem s pouzitim vysokovykonné kapalinové chromatografie. Vysledky téchto
preklinickych studii ukazuji, ze tento novy zplsob "mix—&-shoot" lze pouZit pro p¥ipravu 2B8-
MX-DTPA znacené *°Y vhodné pro pouziti v klinickych zkouskach.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob znadeni radionuklidem protilatky konjugované s chelatotvornym prostfedkem, pro
pouziti na podavani "In pacientovi, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje:
(i) smiseni protilatky konjugované s chelatotvornym prostfedkem s roztokem obsahujicim "n
za vytvoreni smési,
(i) inkubaci smési pfi teploté prostiedi po dobu asi 30 minut pro produkci protilatky znacené
radionuklidem, kde tato protilatka znacena radionukleotidem ma inkorporaci radionuklidu vetsi
nez 95 % tak, e mize byt podavéna pf¥imo pacientovi bez dalsi purifikace od neinkorporovaného
111

In, a

(iii) zfedéni protilatky oznagené radionuklidem ve formulaénim pufru na pfislusnou koncentraci
vhodnou pro podavani pacientovi.

2. Zpiisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze protilitka konjugovana s chelato-
tvornym prostifedkem obsahuje protilatku proti CD20.

3. Zpusob podie naroku 2, vyznadujici se tim, Ze touto protilatkou proti CD20 je
2B8-MX-DTPA.

4. Zpisob podle jakéhokoli z naroki 1 az3, vyznacdujici se tim, Ze se roztok obsa-
hujici '"'In pred smisenim s protilatkou konjugovanou s chelatotvornym prosttedkem upravuje na
pH asiod 3 do 5.

5. Zphsob podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze se pH upravuje roztokem octanu
sodného, zpracovaného ke sniZeni kontaminace kovem na urover, ktera neovliviiuje inkorporaci
radionuklidu.

6. Zplsob podle naroku 5, vyznacdujici se tim, Ze octan sodny v roztoku ma kon-
centraci asi od 10 do 1000 mM.

7. Zpisob podle jakéhokoli z narokii 1 az 6, vyznacdujici se tim, Ze objemové
mnozstvi pouzitého '''In je asi od 148 do 222 MBq dé&leno koncentraci radioaktivity v dobé zna-

Ceni.

8. Zpisob podle naroku 7, vyznacdujici se tim, Ze objemové mnozstvi pouZit¢ho
""In je 203,5 MBq déleno koncentraci radioaktivity v dobé& znacen.

9. Zpisob podle naroku 8, vyznacujici se tim, Ze seasi | ml protilatky konjugované
s MX-DTPA o koncentraci asi od 0,5 do 30 mg/ml smisi s roztokem obsahujicim '''In.

10. Zpusob podle jakéhokoli z naroki 1 az9, vyznadujici se tim, Ze se pfidava for-
mulaéni pufr v mnoZzstvi nezbytném pro dosazeni celkového kone¢ného objemu od 10 do 50 ml.
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11. Zputsob podle jakéhokoli z narokii 1 az 10, vyznadujici se tim, Ze formulatni
pufr obsahuje fyziologicky roztok, radioprotektivni prostfedek a chelatotvorny prostiedek nekon-
jugovany s proteinem.

12. Zpisob podle ndroku 11, vyznacujici se tim, Ze radioprotektivnim prostifedkem
je lidsky serumalbumin (HSA), askorbat, kyselina askorbova, fenol, sulfity, glutathion, cystein,
kyselina gentisova, kyselina nikotinova, askorbylpalmitat, HOP(:O)H,, glycerol, sodna sil for-
maldehydsulfoxylatu, Na,S,0s, Na,S,0; nebo SO,.

13. Zptsob podle naroku 12, vyznacujici se tim, Ze radioprotektivnim prostiredkem
je HSA.

14. Zpisob podle naroku 13, vyznacujici se tim, Ze HSA ma koncentraci asi od 1 do
25 % (hmotn./obj.).

15. Zpusob podle naroku 14, vyznac¢ujici se tim, Ze koncentrace HSA je asi 7,5 %
(hmotn./obj.).

16. Zpusob podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze radioprotektivnim prostfedkem
je askorbat.

17. Zpisob podle naroku 16, vyznacujici se tim, Ze askorbat ma koncentraci asi od 1
do 100 mg/ml.

18. Zpisob podle naroku 11, vyznadujici se tim, Ze chelatotvornym prostiedkem
nekonjugovanym s proteinem je DTPA nebo EDTA.

19. Zpisob podle naroku 18, vyznacdujici se tim, Ze koncentrace DTPA je asi 1 mM.

20. Vazebny test pro stanoveni procenta vazby protilatky znacené radionuklidem s jeji cilovou
buiikou, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje:

(i) znaleni protilatky radionuklidem podle zpisobu z naroku 1 pro produkci protilatky znaCené
radionuklidem,

(ii) smiseni a inkubaci alespoti jednoho alikvotu protilatky znacené radionuklidem s alespoii jed-
nim alikvotem antigen—pozitivnich bunék,

(iii) smiseni a inkubaci alespofi jednoho alikvétu protilatky znacené radionuklidem identického s
alikvotem v kroku (ii) s alespori jednim alikvétem zied’ovaciho pufru téhoz objemu jako je
alikvét antigen—pozitivnich bunék v kroku (ii), jako kontrolou,

(iv) peletovani bun€k centrifugaci,
(v) méFeni radioaktivity v supernatantu peletovanych bunék a kontroly, a

(vi) srovnani rozsahu aktivity radionuklidu v supernatantu bun¢k s rozsahem aktivity radionukli-
du v kontrole.

21. Vazebny test podle naroku 20, vyzna&ujici se tim, Ze touto protilitkou je proti-
latka proti CD20.

22. Vazebny test podle naroku 21, vyznac&ujici se tim, Ze touto protilitkou proti
CD20 je 2B8 .

23. Vazebny test podle jakéhokoli z narokii 20 az 22, vyznacdujici se tim, Ze timto
antigenem je CD20.
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24. Vazebny test podle naroku 23, vyznacujici se tim, Ze témito CD20—pozitivnimi
burikami jsou SB buiiky, uloZené pod pfirastkovym ¢islem ATCC # CCL 120.

25. Vazebny test podle jakéhokoli z narokd 20 az 24, vyznacdujici se tim, Ze déle
zahrnuje:

(1) smiseni alespori jednoho alikvotu radionuklidem znadené protilatky s alespoii jednim alikvo-
tem antigen—negativnich bun¢k,

(ii) peletizaci antigen—negativnich bun€k centrifugaci,
(iii) méfeni aktivity radionuklidu v supernatantu antigen—negativnich peletovanych bunék, a

(iv) srovnani rozsahu aktivity radionuklidu v supernatantu antigen—negativnich bunék s rozsahem
aktivity radionuklidu v supernatantu antigen—pozitivnich bun€k supernatantu a kontrolou.

26. Vazebny test podle naroku 25, vyznadujici se tim, Ze témito antigen—negativ-
nimi buiikami jsou CD20-negativni buriky.

27. Vazebny test podle naroku 26, vyznacdujici se tim, ze tyto CD20-negativni buri-
ky jsou HSB buiky, uloZené pod ptiristkovym ¢islem ATCC # CCL 120.1.

39 vykresu
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Obrézek 1

% inhibice

1 1 10 100 1000 10000
protildtka, ng/jamka
—{3— B1 (Couiter)

—&— Leu 16 (B/D)
—=— 288 (IDEC)
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Obréazek 2

Analyza FACS vazby 2B8 na antigen CD20 vyskytujici se na
lidskych B-butikach

Intenzita
fluorescence

10 15
Protilétka, pg/ml

—L— 2B8

—4&— B1 (Coulter)
—&— |gG2a,K
—O— IgG1,K
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Obréazek 3

Scatchardova analyza vazby 2B8 na B-buiky

Vazana/volna

T T T T Y
20 40 60 80 100 120 140
Vézané ' nM
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Obrazek 4

Inhibice protildtky Bl proti CD20 Mab zna&ené radionuklidem
neznafenou Bl, 2B8 a 2B8 konjugovanou s MX-DTPA

% inhibice

0 L} LB R LA L] ] L4 LARILRAALS L4 LN R EEE]

1 1 10 100
Inhibitor, pg/ml
—— 2B8-MX-DTPA

—4— 2B8
—&— B1 (Coulter)
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Obrazek S5A

Imunoreaktivita 2B8 v prib&hu inkubace pfi teplotéch 4 °C
a 30 °C

288, ZBB-MX-DTPAl tyden imunoreaktivity 1

A 405 nm

1.0
0.8- —a— MOPC 21
’ —e— 2B8 4 Saline
0.6 1 —m— 2B8 30 Saline
] —o— 2B8 4 Gly
041 —=— 28830 Gy
] —0o— 2B8-MX4 Sal
1027 —a— 2B8-MX30 Sal
l —a— 2B8-MX4 Gly
0.0- —u—  2B8-MX 30 Gly

AB (pg/ml)

galine = fyziologicky roztok
Obrazek 5B

Imunoreaktivita 2B8 v prib&hu inkubace p¥i teplotéch 4 °C a
30 °C

2B8, 2B8-MX-DTPA tyden imunoreaktivity 6

1.0
0.8 MOPC 21
e ’ 2B8 4 Saline
c 0.6+ 288 30 Saline
8 288 4 Gly
< %47 288 30 Gly
< ] 2B8-MX 4 Sal
0.2- 2B8-MX 30 Sal
y 2B8-MX 4 Gly
0.0 +—r—rrrrm——r 2B8-MX 30 Gly

AB (pg/ml) saline = fyziologicky roztok
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Obrazek 5C

Imunoreaktivita 2B8 v prib&hu inkubace p¥i teplotdch 4 °C
a 30 °C

2B8, 2B8-MX-DTPA tyden imunoreaktivity 12

1.2 ,
1.0 —e— MOPC 21
] —&— 2B8 4 Saline

0.8 —=— 28830 Saline
06 1 —o— 2884 Gly

ol —s— 28330 Gy
0.4 1 —o— 2B8-MX 4 Sal

s —a—  2B8-MX 30 Sal
0.2 - —b&— 2B8-MX 4 Gly

o —=— 2B8-MX 30 Gl

.01 10

AB (pg/ml)

Saline = fyziologicky roztok
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Obrazek 6A

Vazba 2B8-MX-DTPA znadené radionuklidem **%In na CD-20 pozi-
tivni lidské burky

80
=]
-
E
g
)
8
o
4
o0
0{;-l ¥ T 4 Y 14 Y -y
0.0 0.2 0.4 06 0.8
Objem bun&k (ml)
Obrazek 6B

Vazba 2B8-MX-DTPA znatené radionuklidem **?In na CD-20 pozi-

AT/B

tivni lidské buitky

'y =.319x + .997, r* -
5.5+ y=.319x + .997, » 0,998

1/objem bundk (ml)
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Obréazek 7

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znalené radionuklidem °°Y
v PBS obsahujicim lidsky serumalbumin a DTPA

¥as nula: -90 y_2B8-MX-DTPA
LA - Celo barviva
-90y.2B8-MX-DTP
48 h: -V Y-2B8-MX-DTPA

- elo barviva

'\ .
~
A
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Obréazek 8

Stabilita 2B8-MX-DTPA znadené radionuklidem ®°°Y v PBS obsa-
hujicim lidsky serumalbumin a DTPA

2.136

Intenzita sign&dlu

2

90vy_2B8-MX-DTPA—

A ———r

35.00 100.00

vzdalenost (wm)
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Obréazek 9

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znadené radionuklidem °°Y
v PBS obsahujicim lidsky serumalbumin a DTPA

2.490 2

90 Y-ZBS-MX-DTPA-r
jo]
=
&
o
(7]
by
-ri
N
o
h
5

Gelo barviva

25.00 90.00

Vzdalenost {mm)
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Obréazek 10

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znatené radionuklidem ***In
v PBS obsahujicim lidsky serumalbumin

1 2 3 45 6

- R -Min-288-MX-DTPA
as .
- ¢elo barviva
481 -1"jn-2B8-MX-DTPA

- Celo barviva
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Obrazek 11

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA zna&ené radionuklidem ***In
v PBS obsahujicim lidsky serumalbumin

1.264 3
111 n-2B8-MX-DTPA—
=
@
&
@
3
o
o
b
£
Gelo barviva 4
0.310 k2=—cnmmocema aeemed
80.00 145.00

Vzdalenost (mm)
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Obréazek 12

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znalené radionuklidem ***In
v PBS obsahujicim lidsky serumalbumin

1.323 3

11t1n-2B8-MX-DTPA—

Intenzita signélu

Celo barviva

00
100.00 170.00
vzd&lenost (mm)
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Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znadlené radionuklidem ©°°Y
inkubované v lidském seru

Cas nula:

96 h:

12 3 45 6

-131-
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Obréazek 14

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znalené radionuklidem ®°Y
inkubované v lidském seru

2.198 - 2
90v.2B8-MX-DTPA—
~
m
]
[8}]
o
h
i
N
=
g
5
Celo barviva
1

0 .
125.00 190.00

Vzdalenost {(mm)
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Obrazek 15

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znadené radionuklidem °°Y

inkubované v lidském seru

2.205

3

]

&

o

u

s

-

N

ol

(1]

33

b

Celo barviva
12

0.535 : =

3

9°Y-288-MX-DTPAJ

115.00

180.00

vzdalenost (wm)
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Obrazek 16

Stabilita in vitro 2B8&-MX-DTPA znalfené radionuklidem ***In
v PBS obsahujicim lidsky serumalbumin

IMMn-2B8-MX-DTPA
Cas nula:
2 - Qelo barviva
An2B8-MX-DTPA
48 h:

- Celo barviva
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Obrazek 17

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA zna&ené radionuklidem ***In
inkubované v lidském seru

2.139 3

11 ln-ZBB-MX-DTPA-ﬂ

Intenzita signélu

Celo barviva

0.493

100.00 170.00

Vzdadlenost (mm)
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Obréizek 18

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znafené radionuklidem ***In
inkubované v lidském seru

2.075 3
"1 In-ZBB-MX-DTPA‘A
=]
@
b
‘(D
it
e
g
B
5
0.490
100.00

vzdilenost (mm)
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Obréazek 19

U¢inek infuze 2B8 na hladiny B-lymfocytd u opic Cynomolgus,
den 0 aZ den 13

120
100 —&— PRO452 (]) Saline
—e— PRO424 (1) Saline
» 807 —=— PROS540 {Il) 0.6 mg/Kg
2 60 —s— PROB04 (I} 0.6 mg/Kg
g 7 —a— PRO701 (lIl) 2.5 mg/Kg
n 40 - —a— PROT54 (i) 2.5 mg/Kg
* 20
0 —
0 5 10 15

Cas (4) Saline = fyziologicky roztok

—a— ' PRO452 (1) Saline
—&— PRO424 (I) Saline
—a—  PRO782 (V) 10.0 mg/Kg
—»— PRO164 (V) 10.0 mg/Kg
—0— PRO716 (V) 10.0 mg/Kg
—a— PRO754 (V) 10.0 mg/Kg

% B bun&k

15

Cas (4)

Saline = fyziologicky roztok
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Obrazek 20

Obnoveni hladin B-bunék v krevnim ob&hu u opic Cynomolgus,

které obdrZely injekci my3i monoklondlni protildtky 2B8
proti CD20

—a— PRO452 (1) Saline
—O— PRO424 (|) Saline
—a— PRO540(ll) 0.6 mg/Kg
—&— PROS804 (1) 0.6 mg/Kg
—a— PRO705 (V) 10.0 mg/Kg
—o— PRO716(V) 10.0 mg/Kg

% B bunék

0 10 20 30 40 50 60
Cas (4) )
Saline = fyziologicky roztok
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Obrazek 21

U&inek 2B8-MX-DTPA na B-buiiky v krevnim ob&hu u opic Cyno-
molgus

—a— PRO252 (Saline)
—e— PRO748 (Saline)
—a— PRO423 (0.003mg/Kg)
—o— PRO597 (0.003mg/Kg)
—=— PRO596 (0.003mg/Kg)
—o— PRO772 (0.03mg/Kg)
—a— PRO584 (0.3mg/Kg)
—a— PRO632 (0.3mg/Kg)

20

Cas (d) Saline = fyziologicky roztok

B lymfocyty (% celkového poltu)
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Obrazek 22A

Clearance 2B8 u opic Cynomolgus po jednom injek&énim podani
10 mg/kg

©

q 200

L)

X

3}

ol b

D

:

8 400 -

o7

Q

Q .

N

™

%.—4 ;'—?U
82 0 5

Obrazek 22B

Krevni clearance 2B8, 2B8-MX-DTPA u my%i BALB/c

30 1

—— 2B8

—o— 2B8-MX-DTPA

Koncentrace 2B8 (ug/ml)
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Obrazek 23

Biodistribuce ***In -2B8-MX-DTPA

©  © ‘0
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> DU>MNHLD O @
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MOoumabuhMen ¥

ISER0RIAA0E

50
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B/toyelur A AARP %

h

Cas,
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Obréazek 24

Biodistribuce °°Y-2B8-MX-DTPA

2

M © m

< I - ©

Q Q- Qe >
SNnUVOPHNMHL O
O OTwT L Q0 NN
HOSm QWS » O3 @©
MOWMMAARDWNMKMEN

| NNz

trakt

B/toxalur a Aagp 5

fas, h
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Obrazek 25

Lokalizace tumoru pomoci ***In-2B8-MX-DTPA

8 2
eE»la.l rr
bupORHNAZE
FEECEEERE
WM own Y (RO RT mw

72

48

24

-
swanssans
e 6B B AN WA S WY

TA——

40

0
10 1
0

m\..ﬂUumwmnﬁ..n A Kaep %

Cas, h
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Obréazek 26A

Vazba 2B8-MX-DTPA znadené radionuklidem °°Y na CD20 pozitiv-
ni lidské builky

100

80 | ~ -

60 -

40 -

20

0 v ¥ ¥ 3 4 4 14
0 5 10 15 20
Koncentrace bundk (10%/ml)

% B

Obrazek 26B

Vazba 2B8-MX-DTPA znadené radionuklidem °°Y na CD20 pozitiv-
ni lidské buiiky

2.2 -
211 y=.01x+1139, r* = 0,994

N
o
1

AT/B

PR VP NP P, S N e )

Mwbhoo~N®O
s+ o b ot st oat

ey yr oo vr ettt

0 10 20 30 40 50 60 70 80 -90100
l1/koncentrace bunék (ml)
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Obréazek 27

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znafené radionuklidem ®°Y
v PBS obsahujicim lidsky serumalbumin a DTPA

123456

90 y_oB8-MX-DTPA

Cas nula:

- ¢elo barviva (°°Y)

90 y.288-MX-DTPA
48 h: Y-2B8-M

- Gelo parviva (2°Y)
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Obréazek 28

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znalené radionuklidem °°Y
v PBS obsahujicim lidsky serumalbumin a DTPA

2.192

90y.2B8-MX-DTPA

—

Intenzita signdlu

0.298

vzdalenost (rm)
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Obrazek 29

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znadené radionuklidem °°Y
v PBS obsahujicim lidsky serumalbumin a DTPA

2.264 3
90y.2B8-MX-DTPA h
2
Lol
&
@
8
-
R
g
8
0.322 :
95.00 160.00

vzdalenost (mm)
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Obrazek 30

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znalené radionuklidem °°Y
inkubované v lidském seru

1 2 3 4 65 6

AR M TN

.90 v.oB8-MX-DTPA

Cas nula:

- %elo barviva (®°Y)

.90 y_2B8-MX-DTPA

72 h:

- {elo barviva (°°Y)
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Obrazek 31

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA znalené radionuklidem °°Y
inkubované v lidském seru

2.018 4
%0v.288-MX-DTPA |
o
g
=]
o)}
g
8
e
g
g
5
0.293

85.00 150.00

vVzdalenost (mm)
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Obréazek 32

Stabilita in vitro 2B8-MX-DTPA zna&ené radionuklidem °°Y
inkubované v lidském seru

1.661
90vy.288-MX-DTPA

-—::-.h.

Intenzita signdlu

0.291 : =
95.00 160.00

Vzd&lenost (mm)
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Obréazek 33

Biodistribuce 2B8-MX-DTPA zna&ené radionuklidem °°Y u mysi

50
40 -
- M Xrev
Srdce
30 - B piice
o ' [Z3 Ledvina
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10 - tr
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Obrazek 34

prima vazba 2B8 odvozené od CHO k CD20 pozitivnim a CD20 ne-
gativnim lidskym buiik&m

1000 3
(]
O
8
9] s C
&
g 100
Q
3
“ —8— CHO 2B8 proti buitkdm SB
s -—O— 5004 proti builikém SB
3 —@— CHO 2B8 proti buiikém HSB
i 10
a
4 .
o O— —0
» —u
1 1 L 4 | § ¥ T
0 10 20 30

Koncentrace protilatky (pg/ml)
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Obrazek 35

Kompetitivni vazba 2B8 odvozené od CHO na CD20 pozitivni
lidské buiky

ECL (relativnich jednotek)

0.001 0.01 0.1 1 10 100

Koncentrace protilétky (ug/ml)
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Obrazek 36

Kompetitivni vazba 2B8 odvozené od CHO a 2B8-MX-DTPA na
CD20 pozitivni lidské burky

—O0— 2B8-MX-DTPA;8h

—u— 2B8

—O - 2B8-MX-DTPA; 17 h

— % - 2B8-MX-DTPA;24h
100

o
o

()]
o

% inhibice

H
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N
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0 B BRI R 1000 REEEE e A E117 G R R D111 MAS  RLR RLLLE

0.01 0.1 1 10 100

Koncentrace protilatky {(pug/ml)
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Obréazek 37A

Vazba In2B8 pfipravené z CHO 2B8-MX-DTPA k CD20 pozitivnim
burikam

100

80 - —0

6. d/p,—fcv

40 -

20 1

% vizané

0 +rrrrrrrr R e B e R

0 10 20 30 40 50 60
Koncentrace bun&k (x 10° buné&k/ml)
Obréizek 37B

Vazba In2B8 pfipravené z CHO 2B8-MX-DTPA k CD20 pozitivnim
butik&m

n
o

y = 1.2404 + 0.0093925x R =0.98061

N

AT/B
»
tdtd i da e s e a2 a1 algans

—-—t

o
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o

,'lI"l‘r'.l'll"l"['.lI

0 10 20 30 40 50

1/koncentrace bunék (ml)
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Obrazek 38A

Vazba Y2B8 pfipravené z CHO 2B8-MX-DTPA k (D20 pozitivnim
bunikam

100
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 1

0 Trviv e ey vysigys

% vazané

0 10 20 30 40 50 60
Koncentrace bun&k (x 10° bun&k/ml)

Obréazek 38B

Vazba Y2B8 p¥ipravené z CHO 2B8-MX-DTPA k CD20 pozitivnim
burikam

o))

y = 1.3854 +0.047343x R = 0.99908

14 8.1

H ()]

AT/B

N

w
lllllllllll!ll‘llll

—t
-
o
e

'|I-|l]1|v-|:tlul'

20 40 60 80 100

o

1/koncentrace pbun&k (ml)

Konec dokumentu
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