rzeczoseolta 1, OPIS PATENTOWY () PL (11240772

3 B1

(51) Int.CI.

(21) Numer zgloszenia: 429333 A61K 51/06 (2006.01)

A61K 51/12 (2006.01)
A61P 35/00 (2006.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 19.03.2019 C08B 37/02 (2006.01)

Rzeczypospolitej Polskiej

C08B 37/08 (2006.01)
AG61K 103/30 (2006.01)
A61K 103/32 (2006.01)

(54)

Sposob wytwarzania nanoczastek polimerowych chelatujacych izotopy
promieniotworcze do zastosowania w diagnostyce i terapii

(30) Pierwszenstwo:
11.06.2018, PL, P.425884

(43) Zgtoszenie ogtoszono:
21.09.2020 BUP 20/20

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:
06.06.2022 WUP 23/22

(73) Uprawniony z patentu:

NANOTHEA SPOLKA AKCYJNA,
Warszawa, PL

(72) Twoérca(y) wynalazku:
TOMASZ CIACH, Warszawa, PL
MAGDALENA JANCZEWSKA, Warszawa, PL
JOLANTA DUSZAK, Warszawa, PL
MICHAL TOMASZ ZUK, Szczecin, PL
MICHAL SZKOP, Warszawa, PL

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Lidia Chlebicka

PL 240772 B1



2 PL 240 772 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania nanoczastek polimerowych zdolnych do chelato-
wania izotopdw promieniotwérczych z mozliwoscia modyfikacji powierzchni specyficznymi molekutami
kierujacymi do okreslonego rodzaju komoérek nowotworowych i/lub nowotworowej przestrzeni miedzy-
komorkowej oraz sposéb znakowania w/w nanoczastek izotopami promieniotwérczymi do diagnostyki
Pozytonowa Tomografia Emisyjna (PET), SPECT PET/MR, a takze radioizotopami o wtasnosciach te-
rapeutycznych do stosowania w miejscowej brachyterapii.

Diagnostyka choroby nowotworowej w jej wczesnym stadium istotnie wptywa na skutecznosé le-
czenia. Wymaga ona jednak specjalistycznych narzedzi, bowiem nowotwory we wczesnym stadium
moga nie powodowacé objawdw klinicznych, badz objawy te moga by¢ mato charakterystyczne. Pézne
wykrycie nowotworu zmniejsza szanse na skuteczne leczenie.

Raport opublikowany przez Amerykarnskie Towarzystwo Nowotworowe (Cancer Facts and
Figures 2015 American Cancer Society) potwierdza, ze przewidywalna przezywalno$é w ciagu 5 lat
od diagnozy choroby zmienia sie znaczaco w zaleznos$ci od stopnia jej zaawansowania. Opisano
trzy stadia rozwoju choroby: 1. lokalny — komérki nowotworowe sa obecne jedynie w miejscu kan-
cerogenezy, 2. regionalny — kiedy komorki daty przerzuty na sasiadujace organy oraz 3. globalny — komorki
nowotworowe obecne sg w odlegtych organach i tkankach. Przyktadowo, przezywalnos¢ w okresie 5 lat
od diagnozy nowotworu piersi wynosi az 99%, jezeli zostat on zdiagnozowany w stadium lokalnym,
85% w stadium regionalnym i tylko 25% w ostatnim stadium. Postawienie wczesnej diagnozy wy-
maga jednak precyzyjnych narzedzi.

Metodami umozliwiajacymi nieinwazyjna diagnostyke sa m.in. metody wykorzystujace promienio-
wanie jonizujace izotopdw promieniotwérczych. Podane ogdlnoustrojowo znaczniki sa szansa na wy-
krycie ognisk nowotworowych réwniez w stadium przerzutéw. Najpowszechniej stosowanym jest
18FDG - fluorodeoksyglukoza (90% udziatéw na rynku), analog glukozy znakowany promieniotwor-
czym izotopem fluoru 18F. Izotop fluoru 18F ma kroétki czas pottrwania (110 min.), wiec niemal w 2 go-
dziny od syntezy marker ten traci potowe swoich wtasciwosci wykrywania komérek nowotworowych.
Nastepstwem tego jest praktyka budowania przyszpitalnych oddziatéw syntezy chemicznej, gdzie przy wy-
korzystaniu cyklotronéw FDG jest syntezowane w kilku etapach, bezposrednio przed podaniem do pa-
cjenta. Szpitale, ktére nie maja dostepu do cyklotronu, ponosza ogromne koszty zwigzane z transportem
znacznika do szpitala (m.in. wykorzystujac helikoptery). FDG nie jest jednak znacznikiem bez wad. Nie-
ktére nowotwory wykazuja niskie powinowactwo do FDG, przy czym szczegdine problematyczne jest
zdiagnozowanie nowotworu prostaty. (L. K. Griffeth: Use of PET/CT scanning in cancer patients: tech-
nical and practical considerations).

Zastosowanie czasteczki chelatora umozliwia wiazanie jonéw réznych pierwiastkéw promienio-
tworczych. Radioizotopy przechowywane w generatorach (Srednia dtugo$¢ przydatnosci generatora
to okoto 2 tyg.) moga byé wiazane przez noénik z czasteczka chelatora bezposrednio przed podaniem
znacznika do pacjenta. Mozliwe dzieki temu jest kilka zastosowan wynalazku poprzez wigzanie izoto-
pow o rozpadzie beta plus — do diagnostyki PET, beta minus — do terapii oraz emiteréw gamma do dia-
gnostyki SPECT lub izotopdw ulegajacych rozpadowi alfa — stuzacych terapii.

Obecnie znane znaczniki dedykowane diagnostyce PET to gtdwnie mate zwigzki posiadajace
w swojej strukturze jeden atom radioaktywny — 18-fluorodeoksyglukoza (FDG), cholina znakowana we-
glem 11C, 11C-metionina oraz 11C-octan.

Znane sa potaczenia takich polisacharydéw jak dekstran z chelatorami poprzez czasteczki lizyny.
Utworzone sg w ten sposéb zmodyfikowane taricuchy dekstranu — pierwotnie utleniane do grup aldehy-
dowych, nastepnie przytaczana jest lizyna przez grupe aminowa oraz kolejno przez aktywny ester NHS
(N-hydroksysukcynoimidu) dotaczana jest czasteczka chelatora. Najbardziej rozpowszechnionym
diagnostykiem wykorzystujacym radioizotop do diagnostyki PET jest wspomniana 18F-fluorodeoksy-
glukoza (FDG). Izotop fluoru F-18 charakteryzuje sie szeregiem zalet m.in. catkowicie nietoksycznymi
produktami rozpadu promieniotworczego. Ograniczeniem jest natomiast krotki czas poéttrwania izo-
topu (110 min), co stanowi wyzwanie logistyczne oraz specyficzne wymogi czasu produkcji oraz kontroli
jakosci. Znane sa réwniez potaczenia dwoch molekut: czynnika celujacego oraz czasteczki chelatora.
Jako czynnik celujacy moga by¢ wykorzystywane przeciwciata lub krotkie peptydy.
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Z patentu PL221351 znany jest sposob wytwarzania nanoczastek polisacharydowych po-
przez utlenianie dekstranu za pomoca nadjodanu, a nastepnie do tak wytworzonych grup aldehydowych
przytaczanie mono-amin alifatycznych (lipofilowych).

Z publikacji WO9118020 znana jest struktura sktadajaca sie z centralnego rdzenia, polisacharydo-
wego tacznika przytaczonego do rdzenia oraz specyficznej czasteczki przytaczonej do polisacha-
rydu. Rdzen korzystnie stanowi albumina. Polisacharydem korzystnie jest dekstran. W korzystne;j
procedurze tahcuch polisacharydowy jest wstepnie utleniany w celu uzyskania grup aldehydowych,
np. nadjodanem, a nastepnie po iminowaniu powstatego polialdehydodekstranu jest poddawany
redukcji. Do tak przygotowanego dekstranu przytacza sie radioizotop, bezposrednio lub za posrednictwem
chelatora znajdujacego sie w albuminowych mikrosferach, ktére sa zmodyfikowane bezwodnikiem
bursztynowym, po czym przytaczany jest dihydrazyd. Grupy hydrazydowe reaguja z kolei z gru-
pami CHO utlenionego dekstranu.

Z publikacji WO0115746 znany jest radiofarmaceutyk zawierajacy polisacharyd wyposazony w grupy
sekwestrujace przylaczone do tancucha polisacharydu za pomoca wiazan kowalencyjnych, przy czym
te grupy sa wybrane sposréd R-NH-, R-N=i R(R1)N-N, zas R jest grupa weglowodorowa lub grupa aroma-
tyczna z co najmniej jednym atomem siarki, a R1 jest atomem wodoru lub grupa metylowa. Te przylaczone
grupy, razem z metalem radioaktywnym, tworza kompleks typu chelatu. Preparat ma forme mikroczastek
o rozmiarze 0,01-100 pm. Preparat moze mie¢ forme roztworu lub by¢ w postaci liofilizowane;.

Sposéb otrzymywania preparatu polega na tym, ze polisacharyd utlenia sie za pomoca nadjo-
danu, poddaje sie utleniony polisacharyd reakcji ze zwiazkiem posiadajacym grupe aminowa lub hydra-
zynowa, nastepnie opcjonalnie redukuje sie za pomoca borowodorku sodu, po czym poddaje sie
tak sfunkcjonalizowany polisacharyd reakcji z sola metalu radioaktywnego.

W toku prowadzonych badan okazato sie, ze przytaczenie lipofilowej diaminy réwniez pozwala
na otrzymywanie nanoczastek. Ponadto, tak otrzymane nanoczastki sa bardziej stabilne, ze wzgledu
na taczenie réznych grup aldehydowych do jednej diaminy, dzieki obecnosci dwu grup aktywnych — dwu
reszt aminowych. Dodatkowym pozytywnym efektem zastosowania diaminy, jest mozliwo$¢ dotaczenia
do wolnej grupy aminowej (jesli nie zostata ona przytaczona do grupy aldehydowej) czynnika chelatujacego
z wykorzystaniem wiazania amidowego. Dzieki dotaczonemu czynnikowi chelatujacemu nanoczastka
zyskuje mozliwos¢ wigzania atomow pierwiastkdw promieniotwérczych i przez to moze byé wykorzysty-
wana w diagnostyce medycznej.

Celem wynalazku jest dostarczenie trwatych i stabilnych nanoczastek polimerowych chelatuja-
cych izotopy promieniotwdércze, zapewniajacych stabilno$é radiochemiczna oraz dtuzsze przebywanie
znacznika w tkance nowotworowej oraz wysoki wspoétczynnik zawartosci guz/krew.

Celem wynalazku jest tez dostarczenie sposobu wytwarzania nanoczastek umozliwiajacego prze-
prowadzenie szybkiej i prostej procedury znakowania. Zastosowanie czasteczki chelatora w nanocza-
stce polimerowej umozliwia zwiazanie radioizotopdw wymywanych z generatora — bez koniecznosci
bezposredniego dostepu do cyklotronu lub reaktora jadrowego.

Wynalazek znajduje zastosowanie do celdw zaréwno diagnostycznych, jak i terapeutycznych.
Czasteczka chelatora jest zdolna do wigzania réznych radioizotopdw, o réznym mechanizmie rozpadu
oraz innej energii emitowanego promieniowania. Dzieki temu, zmiana rodzaju radioizotopu umozliwia
stosowanie nanoczastek polimerowych do diagnostyki oraz terapii. Diagnostyka moze wykorzystywacd
rézne dostepne metody: PET, SCEPT, MR oraz ich hybrydy np. PET/MR.

Przedmiot wynalazku stanowi sposéb wytwarzania hanoczastek polimerowych chelatujacych izotopy
promieniotwércze, ewentualnie z powierzchnia zmodyfikowana specyficznymi molekutami kierujacymi
do okres$lonego rodzaju komérek nowotworowych. Wynalazek obejmuje takze nanoczastki wytworzone
zastrzeganym sposobem oraz ich zastosowanie.

Sposéb wytwarzania znakowanych radiochemicznie nanoczastek polimerowych chelatujacych
izotopy promieniotwoércze, ewentualnie z powierzchnia zmodyfikowana specyficznymi molekutami kie-
rujacymi do okreslonego rodzaju komoérek nowotworowych i/lub nowotworowej przestrzeni miedzyko-
morkowej, umozliwiajacy ich przechowywanie, obejmuje etapy, w ktérych:

a) tancuch polimeru wybranego sposrod polisacharydow: dekstranu, kwasu hialuronowego, celu-
lozy oraz jej pochodnych utlenia sie do polialdehydu za pomoca nadjodanu,

b) przytacza sie aminy jako czynnik zwijajacy, gdzie aminy oznaczaja diaminy lub wieloaminy
o charakterze hydrofobowym lub hydrofilowym, jak réwniez diaminy lub wieloaminy zawierajace
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grupy aminowe polietylenoglikole, polipropylenoglikole, polietylenoiminy albo krétkie blok-blok
polimery, przy czym reakcji moze ulega¢ jedna lub wiecej grup aminowych.

c) powstate wiazania iminowe redukuje sie do wiazania aminowego,

d) do wolnej pierwszorzedowej grupy aminowej przytaczonej w b) aminy przylacza sie po-
przez wigzanie amidowe czasteczke chelatora,

e) oczyszcza sie formulacje,

f) frakcje nanoczastek poddaje sie liofilizacji,

g) prowadzi sie znakowanie radiochemiczne nanoczastek izotopami metali promieniotwérczych.

Zgodnie ze sposobem wedtug wynalazku przed oczyszczeniem formulacji korzystnie dodaje sie
etap modyfikacji powierzchni nanoczastek, w ktérym grupy aldehydowe zastepuje sie grupami karboksylo-
wymi poprzez ich utlenienie za pomoca wody bromowej do grup karboksylowych lub w ktérym prowadzi
sie reakcje pozostatych wolnych grup aminowych z kwasem glutaminowym, bezwodnikiem bursztyno-
wym lub kwasem chlooctowym.

Korzystnie, przed oczyszczeniem formulacji dodaje sie etap modyfikacji powierzchni nanocza-
stek, w ktérym do wolnych grup aminowych przytacza sie czastki celujace do okreslonych receptorow
w tkankach. Czastki celujace sa wybrane z grupy obejmujacej kwas foliowy, oligopeptydy, nukleotydy
lub ich analogi.

Etap oczyszczania realizuje sie poprzez dialize wobec wody lub buforu, i/lub poprzez oczyszcza-
nie na kolumnie chromatograficznej.

Znakowanie radiochemiczne prowadzi sie, realizujac etapy, w ktérych
h) rozpuszcza sie liofilizat w buforze o pH z zakresu 2-8, korzystnie pH z zakresu 3-5,
i) dodaje sie izotop w postaci soli, zachowujac stosunek molowy chelator : izotop w zakresie 1-1000,
j) roztwdr inkubuje sie w temperaturze z zakresu 20-100 °C, korzystnie z zakresu 70-100°C,
przy czym najbardziej korzystnie w temperaturze 95 + 5°C.
Jako chelatory stosuje sie pochodne DOTA, DTPA i/lub NOTA.
Znakowanie radiochemiczne prowadzi sie izotopami metali wybranymi sposéréd: Gd, Cu-64, Ga-68,
Ga-67, 1t-90, In-111, Lu-177, Ak-227.

Wynalazek obejmuije takZze znakowane radiochemicznie nanoczastki polimerowe chelatujace izotopy
promieniotwércze wytworzone sposobem opisanym powyzej, ewentualnie z powierzchnia zmodyfiko-
wana specyficznymi molekutami kierujacymi do okreslonego rodzaju komdérek nowotworowych.

Zakres wynalazku obejmuje rowniez znakowane radiochemicznie nanoczastki polimerowe do za-
stosowania w diagnostyce Pozytonowa Tomografia Emisyjna (PET), PET/MR albo w brachyterapii.

Do otrzymania nanoczastek wykorzystywane sa takie polimery jak dekstran, kwas hialuronowy,
celuloza oraz jej pochodne. Polimery sa wykorzystywane zaréwno w formie natywnej, jak i po utlenieniu
do grup aldehydowych, a w niektérych przypadkach réwniez do grup karboksylowych.

Jako czynniki zwijajace wykorzystywane sg diaminy lub wieloaminy o charakterze hydrofobowym
lub hydrofilowym, jak réwniez zawierajace grupy aminowe polietylenoglikole, polipropylenoglikole, polietyle-
noiminy albo krotkie blok-blok polimery, przy czym reakcji moze ulegaé jedna lub wiecej grup aminowych.
Jako czynniki chelatujgce wykorzystywane sg rozne pochodne DOTA, DTPA oraz NOTA, np. DOTA-NHS
(monoester kwasu 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetraoctowego i N-hydroksysukcynoimidu),
DOTA-butyloamine (kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7-trioctowy-10-(4-aminobutylo)acetamid),
DOTA-maleimid (kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7-trioctowy-10-maleimidoetyloacetamid),
DOTA-PEG-NT: (kwas 2,2',2"(10-(17-amino-2-0kso-6,9,12,15-tetraoksy-3-azaheptadecylo)-1,4,7,10-tetra-
azacyklododekano-1,4,7-trioctowy), DOTA-SCN (kwas 2-(4-izotiocyjanobenzylo)-1,4,7,10-tetraazacy-
klododekano trioctowy).

Nanoczastki otrzymywane sa poprzez chemiczna modyfikacje taricucha polimerowego, a nastep-
nie formacje dynamicznej struktury miceli na drodze samoorganizacji w srodowisku wodnym.

W pierwszym etapie tancuch polimeru, np. dekstranu, jest utleniany do polialdehydu za pomoca
nadjodanu sodu.
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grup aminowych z kwasem glutaminowym, bezwodnikiem bursztynowym lub kwasem chlooctowym.
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Reakcja prowadzona jest w temperaturze 25-65°C oraz w pH 9,1-13 przez 30-120 min. Po za-
konczeniu reakcji odczyn mieszaniny poreakcyjnej doprowadzany jest do pH 7,4 odpowiadajacemu
pH fizjologicznemu. Utworzone w wyniku reakcji iminowania wiazanie iminowe jest redukowane z uzy-
ciem roztworu borowodorku w etanolu. Borowodorek moze byé borowodorkiem sodu lub potasu. Reak-
cja redukcji prowadzona jest przez 60 min w temperaturze 37°C. Po zakonczeniu redukcji, pH reakcji
ponownie ustalane jest na 7,4.

W przypadku reakcji z grupami karboksylowymi (np. reakcja z natywna postacia kwasu hia-
luronowego) stosuje sie czynniki sprzegajace, np. EDC HCI (chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloami-
nopropylo)karbodiimidu). Umozliwiaja one w tagodnych warunkach amidowanie grup karboksylowych
w obecnosci pierwszorzedowych amin.

Przytaczenie czasteczki chelatora moze by¢ realizowane zaleZznie od wybranej pochodne;j:
np. ester N-hydroksysukcynoimidu (NHS), izotiocyjanian (SCN), ktére reaguja z grupami aminowymi
lub pochodne aminowe (NH2), ktére reaguja z grupami aldehydowymi. Przyktadowa reakcje przytacza-
nia grupy chelatujacej ilustruje schemat:
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Kluczowym etapem przygotowania produktu gotowego do znakowania jest oczyszczenie formulacji.
Opracowano dwie metody oczyszczania otrzymanych nanoczastek: poprzez dialize i/lub na kolumnie
chromatograficznej. Dialize prowadzi sie wobec wody lub odpowiedniego buforu w czasie 12-72 h, ko-
rzystnie 24—48 h, z czesta wymiana ptynu. Stosunek objeto$ciowy ptynu zewnetrznego do probki
oczyszczanej wynosi 20 : 1-200 : 1, korzystnie 100 : 1. Po przytaczeniu czasteczki chelatora mieszanine
poreakcyjng oczyszcza sie wobec buforu octowego o pH 5,0. Po przytaczeniu czasteczki FA mieszanine
poreakcyjna oczyszcza sie wobec buforu fosforanowego pH 7,4.

Oczyszczanie na kolumnie prowadzi sie, stosujgc kolumne z wypetnieniem Sephadex, przy czym,
po wprowadzeniu nanoczastek na kolumne i elucji buforem, analizuje sie zebrane frakcje na obecnosé
cukréw redukujacych oraz chelatora.

Nanoczastki poddawane sa nastepnie procesowi liofilizacji, co umozliwia ich przechowywanie
w postaci suchej pianki przez okres min. 3 miesiecy. Nanoczastki po ponownym uwodnieniu reorgani-
zujg sie w ok. 20 minut poprzez tagodne mieszanie w docelowym buforze.

Koncowym etapem przygotowania radiofarmaceutyku jest znakowanie radiochemiczne oraz ba-
danie stabilnosci wyznakowanego preparatu w buforze oraz serum. Zaleznie od formulacji oraz sktadu
chemicznego nanoczastek, procedury znakowania moga rézni¢ sie nieznacznie rodzajem buforu
oraz czasem kompleksowania radioizotopu przez czasteczke chelatora.
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Znakowanie Lutetem-177
Znakowanie z uzyciem lutetu-177 prowadzi sie w nastepujacy sposéb:
e nanoczastki rozpuszcza sie w roztworze soli sodowej kwasu askorbinowego o pH = 4,5, otrzy-
mujac stezenie 1—-2 mg/ml,
e dodaje sie lutet-177 tak, aby zachowac¢ stosunek molowy chelatora DOTA :Lu pomiedzy 1-2,5,
e nastepnie roztwdr inkubuje sie 15 minut w 95 £ 5°C,
e aktywnos¢ dodanego lutetu powinna zapewni¢ otrzymanie kompleksu o aktywnosci wtasciwej
300-700 MBa/mg.

Znakowanie Itrem-90
Znakowanie z uzyciem itru-90 prowadzi sie w nastepujacy sposob:
e nanoczastki rozpuszcza sie w roztworze soli sodowej kwasu askorbinowego o pH = 4,5, otrzy-
mujac stezenie 1-2 mg/ml,
o dodaje sie itr-90 tak, aby zachowac stosunek molowy DOTA : Y pomiedzy 1-4,
e nastepnie roztwdr inkubuje sie 15 minut w 95 £ 5°C,
e aktywnos¢ dodanego itru powinna zapewnié¢ otrzymanie kompleksu o aktywnosci wiasciwej
300-1500 MBg/mg.

Znakowanie Indem-111
Znakowanie z uzyciem Indu-111 prowadzi sie w nastepujacy sposéb:
e nanoczastki rozpuszcza sie w buforze octanu amonu 0,25 M o pH = 5,4, otrzymujac stezenie
15 mg/ml,
e dodaje sie Ind-111 tak, aby zachowac¢ stosunek molowy DOTA :In pomiedzy 1-4,
e nastepnie roztwdr inkubuje sie 15 minut w 70°C,
e dodaje sie 1 mM roztworu EDTA (kwas (etylenodiamino)tetraoctowy) (2 ul) oraz inkubuje probke
w temperaturze pokojowej przez 5 min,
e aktywnos¢ dodanego indu powinna zapewni¢ otrzymanie kompleksu o aktywnosci wtasciwe;j
300-1500 MBa/mg.

Kontrola jakosci radiochemicznej
Sprawdzenie czystosci radiochemicznej prowadzi sie, stosujac metode chromatografii cienkowarstwo-
wej (TLC), w nastepujacych warunkach:
e faza ruchoma — 0,1 M bufor cytrynianowy pH = 5,0,
e faza stacjonarna — ITLC-SG,
— wymiary paskéw 12 x 1,5cm
— miejsce naniesienia: 1,5 cm (Rf = 0),
— miejsce zakonczenia rozwijania 10 cm (Rf = 1),
e wielko$¢ nanoszonych prébek 2-5 pl,
e przed naniesieniem na paski prébke badana miesza sie z 10 mM roztworem DTPA w stosunku obje-
tosciowym 1 : 1 obj./obj. w celu wyeliminowania niespecyficznego wiazania radioizotopu metalu,
e po rozwinieciu paski suszy sie, a nastepnie oblicza rozktad radioaktywnosci przy uzyciu odpo-
wiedniego detektora radiometrycznego,
e interpretacja wynikéw:
- Rf=0,0-0,1 dla wyznakowanych nanoczastek,
- Rf=0,4-0,6 dla wyznakowanej niezwigzanej czasteczki chelatora DOTA,
- Rf=0,9-1,0 dla wolnego radioizotopu metalu.

Figury rysunku zataczone do opisu majace na celu zobrazowanie wynalazku przedstawiaja:

Fig. 1 — Obraz rozwinietej ptytki ITLC-SG z Przykfadu 1 dla nanoczastek z kwasu hialuronowego zna-
kowanych Itrem-90 i Lutetem-177.

Fig. 2 — Obraz rozwinietej ptytki ITLC-SG z Przyktadu 2 dla nanoczastek dekstranowych z przytaczonag
polieterodiaming oraz kwasem foliowym znakowanych Itrem-90.

Fig. 3 — Obraz rozwinietej ptytki ITLC-SG z Przyktadu 3 dotyczacego stanu techniki dla nanoczastek
dekstranowych z przytaczona dodecylamina oraz diaminodekanem znakowanych Indem-111.

Fig. 4 — Obraz rozwinietej ptytki ITLC-SG z Przyktadu 4 dla nanoczastek dekstranowych z przytaczona
polietylenoimina znakowanych Lutetem-177.

Fig. 5 — Profil stezenia wyznakowanych Indem-111 czastek we krwi w czasie 5 min, 30 min, 1 h, 4 h,
6 h, 24 h, oraz 48 h.
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Przedmiot wynalazku zostat zilustrowany w korzystnych przyktadach jego realizacji opisanych ponizej.
Przyktad 1
Nanoczastki z kwasu hialuronowego znakowane Itrem-90 lub Lutetem-177

Utlenianie kwasu hialuronowego do polialdehydohialuronianu (PAHA):

2,5 g hialuronianu sodu rozpuszczono w 125 ml wody ultraczystej (2% roztwdr wag./obj.).
Po otrzymaniu klarownego roztworu dodano 427 mg nadjodanu sodu. Reakcje prowadzono przez 12 h
w ciemnosci oraz w temperaturze pokojowej. Otrzymany produkt (poliadehydohialuronian PAHA)
oczyszczono przez dialize wobec wody prowadzona przez 72 godziny, z co najmniej dwukrotng wy-
miang wody w ciggu 24 godzin. Finalny produkt suszono w 40°C.

Synteza nanoczastek PAHA — Jeffamine:

Nanoczastki otrzymano poprzez modyfikacje utlenionego tahcucha hialuronianu. Przygotowano
2% roztwor PAHA: rozpuszczono 510,35 mg wysuszonego produktu w 25,5 ml ultraczystej wody. Mie-
szano w temperaturze pokojowej.

Przygotowano 20% roztwér Jeffamine® ED600 firmy Merck [O,0'-Bis(2-aminopropylo) polipropy-
leno glikol-blok-polietyleno glikol-blok-polipropyleno glikol] poprzez rozpuszczenie 2 g w 10 ml ultraczy-
stej wody oraz mieszanie w temperaturze pokojowe;.

Do roztworu PAHA dodano 1,64 ml roztworu Jeffaminy, po czym doprowadzono pH roztworu
do 11 za pomoca 0,5 M NaOH. Reakcje mieszano przez 100 minut w temperaturze 30°C, a pH miesza-
niny reakcyjnej reakcji kontrolowano co 20 min. Po tym czasie pH obnizono do wartoéci fizjologicznej 7,4
przy uzyciu 0,5 M HCI.

Redukcja wigzania iminowego:

Przygotowano swiezy roztwor borowodorku sodu poprzez rozpuszczenie 100 mg NaBH4 w 10 ml
absolutnego etanolu.

Po zakonczeniu reakcji sprzegania do mieszaniny reakcyjnej dodano 4,55 ml roztworu borowo-
dorku oraz reakcje prowadzono w temperaturze 37°C przez 60 minut. Gotowy produkt zneutralizowano,
obnizajac pH do 7,4 a nastepnie oczyszczono poprzez dialize wobec ultraczystej wody przez 24 go-
dziny, zmieniajac wode trzykrotnie. Tak oczyszczone nanoczastki poddano procesowi liofilizacji.

Przytaczanie czasteczki chelatora:

Rozpuszczono 100 mg nanoczastek PAHA-Jeffamine w 2 ml 0,1 buforu fosforanowego pH 8,0
i mieszano do catkowitego rozpuszczenia. Odwazono 18 mg DOTA-NHS oraz rozpuszczono w 1 ml
buforu fosforanowego. Dodano roztwér nanoczastek do roztworu chelatora i prowadzono reakcje w tem-
peraturze 4°C przez 90 min. Konncowy produkt oczyszczono przez dialize wobec 0,1 M buforu octowego
opH 5,0 przez 24 h, zmieniajac bufor trzykrotnie. Korncowy produkt poddano liofilizacji i przechowywano
w temperaturze -20°C.

Znakowanie radiochemiczne chlorkiem Itru-90 lub chlorkiem Lutetu-177

Odwazono 2 mg nanoczastek w postaci liofilizatu i rozpuszczono w 500 pl buforu kwasu askorbino-
wego. Delikatnie wymieszano do catkowitego rozpuszczenia nanoczastek. Dodano chlorek Itru-90 lub chlo-
rek Lutetu-177 w stosunku molowym 1 : 20 (izotop: DOTA) oraz inkubowano mieszanine przez 15 min
w temperaturze 95°C.

Przygotowanie buforu kwasu askorbinowego:

Rozpuszczono 2,5 g kwasu askorbinowego w 40 ml wody ultraczystej. Dodano 1 ml 30% wodo-

rotlenku sodu oraz uzupetniono objetos¢ do 50 ml ultraczysta woda.

Okreslenie wydajno$ci znakowania oraz czysto$ci radiochemiczne;

Zmieszano 10 pyl wyznakowanej prébki z 10 pyl 10 mM roztworu DTPA. Inkubowano przez 5 min.
w temperaturze pokojowej. Na wysuszone uprzednio (100°C) ptytki ITLC-SG natozono 5 pl otrzymanego
roztworu. Ptytki rozwinieto w 0,1 M buforze kwasu cytrynowego / cytrynianu sodu o pH 5,2. Piytki na-
stepnie wysuszono w temperaturze 100°C i sprawdzono wydajnos$¢ znakowania przy pomocy Perkin
Elmer Cyclone Plus. Odczyt ptytki wg rf:

nanoczastki rf: 0,0-0,1

niezwiazana DOTA rf: 0,6-0,7

niezwiazany izotop rf: 0,9-1,0
Obraz rozwinietej ptytki ITLC-SG przedstawiono na Fig. 1.
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Przyktad 2

Nanoczastki dekstranowe z przytaczona polieterodiamina oraz kwasem foliowym (jako spe-
cyficzng molekuta kierujacg do nowotworu) znakowane Itrem-90
Synteza nanoczastek: 80% Jeffamine-PAD 70kDa:

Polialdehydodekstran (PAD 0089 7,3% utl., 2000 mg) rozpuszczono w wodzie do stezenia 10%
wag./obj. (20 ml).

Czynnik zwijajacy — Jeffamine ED600 (865 mg) rozpuszczono w wodzie do stezenia 10%
wag./obj. (8,65 ml). Oba substraty zmieszano, nastepnie podniesiono pH mieszaniny reakcyjnej do 11
za pomoca 0,1 M NaOH. Reakcje prowadzono 100 minut, mieszajac, w temperaturze 30°C, utrzymu-
jac pH na poziomie 11, Po uptywie 100 minut, pH mieszaniny reakcyjnej doprowadzono do 7,4 za po-
mocg 0,1 M HCI.

Redukcja wigzania iminowego:

Borowodorek sodu (16,4 mg) rozpuszczono w bezwodnym etanolu do stezenia 1% wag./obj.
(1,64 ml). Tak przygotowany substrat dodano do mieszaniny poreakcyjnej nanoczastek z przytaczonym
czynnikiem zwijajacym. Reakcje prowadzono w 37°C, mieszajac przez 60 minut. Po uptywie tego
czasu pH reakcji doprowadzono do 7,4, uzywajac 0,1 M HCI. Mieszanine poreakcyjna dializowano 24 h
wobec wody, zmieniajac wode trzykrotnie w trakcie trwania procesu. Tak oczyszczone nanoczastki pod-
dano procesowi liofilizacji.

Przytaczanie czasteczki chelatora:

Zliofilizowane nanoczastki (300 mg) rozpuszczono w buforze fosforanowym pH = 8,0 w steze-
niu 5% (6 ml). Pochodna chelatora — DOTA-NHS (78 mg) zawieszono w buforze fosforanowym
o pH = 8,0 w stezeniu 33% (0,234 ml). Po zmieszaniu reagentéw reakcje prowadzono 90 minut
w temperaturze pokojowej, mieszajac na mieszadle magnetycznym. Po zakohczeniu reakcji, miesza-
nine poreakcyjna dializowano wobec buforu octanowego pH = 5,0 przez 24 h, zmieniajac bufor dializa-
cyjny trzykrotnie w trakcie trwania procesu. Tak oczyszczone nanoczastki z przytaczonym chelatorem
poddano procesowi liofilizaciji.

Synteza nanoczastek PAD-FA

Kwas foliowy (FA) byt przytaczany do nanoczastek skoniugowanych z odpowiednim chelato-
rem za pomoca sprzegania grupy aminowej zwijacza z aktywowana forma estrowa kwasu foliowego
i N-hydroksysukcynoimidu ( FA-NHS).

Nanoczastki (100 mg) rozpuszczono w 0,1 M buforze fosforanowym o pH = 8,00 do stezenia 5%
wag./obj. (2 ml), natomiast pochodng kwasu foliowego (35 mg) rozpuszczono w DMSO, tak aby zawar-
to$¢ fazy organicznej do nieorganicznej nie przekroczyta 20% (0,4 ml). Po powolnym wkropleniu kwasu
foliowego synteze prowadzono 2 h w temperaturze pokojowej. Po zakoriczeniu reakcji mieszanine po-
reakcyjna dializowano 24 h do 0,1 M buforu fosforanowego pH-7,4, zmieniajac trzykrotnie bufor w trak-
cie trwania procesu.

Znakowanie radiochemiczne chlorkiem Itru-90

Odwazono 2,5 mg nanoczastek w postaci liofilizatu i rozpuszczono w 250 pl 0,1 M buforu
fosforanowego o pH 5,8 z dodatkiem 1% Tween. Delikatnie wymieszano do catkowitego rozpusz-
czenia nanoczastek. Dodano chlorek Itru-90 w stosunku molowym 1 : 2000 (izotop : DOTA) i inkubo-
wano mieszanine przez 15 min w temperaturze 100°C. Po inkubacji odczekano 10 min., a nastepnie
zrobiono analize ITLC-SG.

Okreslenie wydajno$ci znakowania oraz czysto$ci radiochemiczne;j

Natozono 5 pl otrzymanego roztworu na wysuszone uprzednio (100°C) ptytki ITLC-SG. Piytki
rozwinieto w 0,1 M buforze kwasu cytrynowego / cytrynianu sodu w pH 5,2, Nastepnie wysuszono ptytki
w temperaturze 100°C i sprawdzono wydajno$é znakowania przy pomocy Perkin Elmer Cyclone Plus.
Odczyt ptytki wg rf:

nanoczastki rf: 0,0-0,1
niezwiazana DOTA rf: 0,6-0,7
niezwiazany izotop rf: 0,9-1,0

Obraz rozwinietej ptytki ITLC-SG przedstawiono na Fig. 2.
Przyktad 3 - stan techniki stuzacy lepszemu zrozumieniu wynalazku
Nanoczastki dekstranowe z przytaczona dodecylaming oraz diaminodekanem znakowane Indem-111



10 PL 240 772 B1

Synteza nanoczastek: 60% Dodecyloamina, 20% Diaminodekan PAD 70 kDa

Polialdehydodekstran (PAD 0255 3,9% utl., 1600 mg) rozpuszczono w wodzie do stezenia 10%
wag./obj. (16,00 ml).

Czynnik zwijajacy — dodecyloamine (102 mg) rozpuszczono w wodzie do stezenia 2% wag./obj.
(5,1 ml). Oba substraty zmieszano, podniesiono pH mieszaniny reakcyjnej do 10, poprzez powolne
wkraplanie 0,1 M roztworu NaOH. Reakcje prowadzono 60 minut, mieszajac w temperaturze 30°C,
utrzymujac pH na poziomie 10. Po uptywie 60 minut dodano 2% roztwér wodny diaminodekanu (37 mg,
1,85 ml), po czym pH reakcji doprowadzono ponownie do 10 za pomoca 0,1 M NaOH. Reakcje prowa-
dzono, mieszajac w temperaturze 30°C, utrzymujac pH na poziomie 10. Po uptywie 60 minut pH mie-
szaniny reakcyjnej doprowadzono do 7,4 za pomocg 0,1 M HCI.

Redukcja wigzania iminowego:

Borowodorek sodu (58 mg) rozpuszczono w bezwodnym etanolu w stezeniu 1% wag./obj.
(5,80 ml). Tak przygotowany roztwér dodano do mieszaniny poreakcyjnej nanoczastek z przytgczonymi
czynnikami zwijajacymi. Reakcje prowadzono w 37°C, mieszajac przez 60 minut. Po uptywie tego czasu
pH mieszaniny reakcyjnej doprowadzono do 7,4, uzywajac 0,1 M HCI. Mieszanine poreakcyjna dializo-
wano 24 h wobec wody, zmieniajac wode trzykrotnie w trakcie trwania procesu. Tak oczyszczone na-
noczastki poddano procesowi liofilizacji.

Przytaczanie czasteczki chelatora:

Zliofilizowane nanoczastki (204 mg) rozpuszczono w buforze fosforanowym o pH = 8,0 do steze-
nia 5% (4,08 ml). Pochodna chelatora — DOTA-NHS (30 mg) zawieszono w buforze fosforanowym
o pH = 8,0 do stezenia 33% (0,09 ml). Po zmieszaniu reagentéw reakcje prowadzono 90 minut w tem-
peraturze pokojowej, mieszajac na mieszadle magnetycznym. Po zakohczeniu reakcji, mieszanine po-
reakcyjna oczyszczano od nieprzereagowanych substratéw za pomoca rozdziatu chromatograficznego
na kolumnie z wypetnieniem zelem typu Sephadex (G-25), stosujac 0,01 M bufor octanowy o pH = 5,1
jako eluent. Tak oczyszczone nanoczastki z przytaczonym chelatorem poddano procesowi liofilizaciji.

Znakowanie radiochemiczne chlorkiem Indu-111

Do probdéwki eppendorfa o poj. 1,5 ml dodano 40,3 pl roztworu Indu-111 w 0,5 NHCI (555 uCi),
100 pg nanoczastek oraz 8 pl 0,3 M octanu amonu o pH 5,4. Prébki inkubowano przez 15 min w tem-
peraturze 70°C, a nastepnie niezwiazany izotop usunieto poprzez dodatek 1 mM EDTA (2 pl) i inkubo-
wano przez 5 min w temperaturze pokojowej. Po inkubacji odczekano 10 min, a nastepnie wykonano
analize ITLC-SG.

Okreslenie wydajno$ci znakowania oraz czysto$ci radiochemicznej:

Na wysuszone uprzednio (100°C) ptytki ITLC-SG natozono 5 pl otrzymanego roztworu. Ptytki
rozwinieto w 0,1 M buforze kwasu cytrynowego/ cytrynianu sodu o pH 5,0. Nastepnie wysuszono ptytki
w temperaturze 100°C i sprawdzono wydajno$¢ znakowania. Okreslono zakresy:

nanoczastki rf: 0,0-0,1

kompleks niezwiazana DOTA-izotop rf: 0,6-0,7

kompleks niezwiazany izotop-EDTA rf: 0,9-1,0
Obraz rozwinietej ptytki ITLC-SG przedstawiono na Fig. 3.

Przyktad 4
Nanoczastki dekstranowe z przytaczona polietylenoimina znakowane Lutetem-177
Przytaczenie chelatora do polietylenoiminy:

Przygotowano 5% wag./obj. roztwér czynnika zwijajacego — rozgatezionej polietylenoiminy (MW
10 kDa) — w 0,1 M buforze fosforanowym pH 8,0. W tym celu odwazono 463 mg czynnika zwijajacego,
ktory rozpuszczono w 9,27 ml buforu.

Chelator taczono z grupami aminowymi czynnika zwijajacego w réznym stopniu (5%, 10%, 25%
oraz 40% podstawienia). Dla kazdego podstawienia stosowano w reakcji dwukrotny nadmiar chelatora
w stosunku do zatoZzonego podstawienia.

Przygotowano 5% wag./obj. roztwér chelatora — DOTA-NHS — w 0,1 M buforze fosforanowym
pH 8,0. W tym celu dla podstawienia chelatorem wynoszacego 5% rozpuszczono 1,09 mg DOTA-NHS
w 29,5 pl buforu. Dla kolejnych wariantow podstawienia chelatorem czynnika zwijajacego przygotowano
roztwor chelatora w sposéb nastepujacy:

— podstawienie 10% chelatorem — 2,18 mg DOTA-NHS w 59 pl buforu fosforanowego pH 8,0
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— podstawienie 25% chelatorem — 5,45 mg DOTA-NHS w 147,5 pl buforu fosforanowego pH 8,0
— podstawienie 40% chelatorem — 8,72 mg DOTA-NHS w 236 pl buforu fosforanowego pH 8,0.
Roztwér 5% wag./obj. czynnika zwijajacego dodano do kazdej z probek z chelatorem w takiej same;j
iloéci 57,4 pl (2,87 mg). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej, mieszajac przez 90 min.

Synteza nanoczastek, przytaczenie polialdehydodekstranu:

402 mg polialdehydodekstranu (PAD 0137 100,2 grup CHO/mol) rozpuszczono w wodzie, uzy-
skujac stezenie 5% wag./obj. (8,05 ml). Po 100 mg polialdehydodekstranu w roztworze 5% wag./obj.
potaczono z odpowiednimi mieszaninami reakcyjnymi zawierajacymi czynnik zwijajacy z przytaczonym
chelatorem. Reakcje prowadzono przez 100 min. w temperaturze 30°C, pH reakcji utrzymywano na po-
ziomie 11, uzywajac 0,5 M NaOH.

Redukcja wigzania iminowego:

Borowodorek sodu (10,872 mg) rozpuszczono w bezwodnym etanolu do stezenia 3% wag./obj.
(0,362 ml). Tak przygotowany substrat dodano do mieszaniny poreakcyjnej nanoczastek z przytaczo-
nym czynnikiem zwijajagcym i chelatorem. Reakcje prowadzono w 37°C, mieszajac przez 60 minut.
Po uptywie tego czasu pH reakcji doprowadzono do 7,4, uzywajac 0,1 M HCI. Mieszanine poreakcyjna
dializowano 72 h wobec 10 mM buforu octanowego pH 5,0, zmieniajac wode dwukrotnie w trakcie kaz-
dych 24 h procesu. Tak oczyszczone nanoczastki poddano procesowi liofilizaciji.

Znakowanie radiochemiczne chlorkiem Lutetu-177:

Odwazono 0,9 mg nanoczastek w postaci liofilizatu i rozpuszczono w 510 pl buforu kwasu askor-
binowego o pH 4,5. Delikatnie wymieszano do catkowitego rozpuszczenia nanoczastek. Dodano chlorek
Lutetu-177 w stosunku molowym 1 :8 (izotop : DOTA) i inkubowano mieszanine przez 15 min w tempe-
raturze 95 + 5°C. Po inkubacji odczekano 15 min a nastepnie wykonano analize ITLC-SG.

Przygotowanie buforu kwasu askorbinowego:

Rozpuszczono 2,5 g kwasu askorbinowego w 40 ml ultraczystej wody. Dodano 1 ml 30% wodo-
rotlenku sodu i uzupetniono objetos¢ do 50 ml ultraczysta woda. Bufor moze by¢ przez krétki czas prze-
chowywany w 4°C.

Okreslenie wydajno$ci znakowania oraz czysto$ci radiochemicznej:

Na wysuszone uprzednio (100°C) ptytki ITLC-SG natozono 5 pl otrzymanego roztworu. Ptytki

rozwinieto w 0,1 M buforze kwasu cytrynowego / cytrynianu sodu o pH 5,2. Piytki nastepnie wysuszono

w temperaturze 100°C i sprawdzono wydajno$¢ znakowania przy pomocy Perkin Elmer Cyclone Plus.
Odczyt ptytki wg rf:

nanoczastki rf: 0,0-0,1

niezwiazana DOTA rf: 0,6-0,7

niezwiazany izotop rf: 0,9-1,0
Obraz rozwinietej ptytki ITLC-SG przedstawiono na Fig. 4.
Przyktad 5

Badania biodystrybucji nanoczastek dekstranowych na matym modelu zwierzecym.

Badanie przeprowadzono na myszach nude z zaszczepionym nowotworem jajnika. Nanoczastki
nie posiadaty dodatkowego czynnika kierujacego. Przeprowadzone badania wykazaty gromadzenie sie
nanoczastek w nowotworze wraz z czasem (do 48 h).

Nanoczastki wyznakowano Indem-111, a nastepnie nanoczastki podano w stezeniu 100 mg/kg
dozylnie poprzez zyte ogonowa.

Profil stezenia wyznakowanych czastek we krwi w czasie 5 min, 30 min, 1 h, 4 h, 6 h, 24 h,
oraz 48 h przedstawiono na Fig. 5.

Zaobserwowano wzrost sygnatu w guzie w czasie, z jednoczesnym spadkiem sygnatéw w okre-
Slonych organach. W organach zwiazanych z rozktadem polisacharydéw (watroba) zacbserwowano
wyZzsze stezenia nanoczastek.

Procent ID w poszczegdlnych tkankach (% ID/g) po IV podaniu nanoczastek 111 In-DOTA-
DDAC-DAD-Dextran w dawce 100 mg/kg na SK-OV-3 ksegraftach w myszach (wartosci przedstawione
jako érednia £ SD % ID/g) przedstawiono w Tabeli 1.



12 PL 240 772 B1
G1-1h G2-4h G3-24h G4-48h

Krew 11.250 £0,754 6.627 £0,884 | 0,726 +0,128 0,264 +0,077
Guz 1,076 £0,221 1,424 +£0,221 1,358 +£0,305 1,911 £0,293
Watroba 6,004 £0,594 10,574 £1,291 | 12,548 £2,336 | 12,638 +2,518
Nerki 3,016 £0,341 2,046 +£0,343 1,016 £0,074 0,991 +£0,045
Serce 1,500 £0,110 1,163 £0,140 | 0,571 +£0,044 0,676 £0,076
Phuco 2,442 +0,276 1,390 +0,181 0,610 +0,037 0,635 +0,042
Sledziona 2,246 £0,112 2,738 £0,220 | 6,062 £0,538 6,521 £0,708
Mobzg 0,213 +0,039 0,124 £0,030 | 0,030 +0,007 0,020 £0,003
Tarczyca 1,050 +0,027 0,782 £0,059 | 0,730 +0,098 0,906 £0.010
Zotadek 0,618 +0,138 0,469 +0,071 0,396 +0,063 0,336 +0,043
Jelito

cienkie 1,480 £0,215 0,670 £0,091 0,803 £0,060 0,664 0,098
Jelito grube 0,296 +0,034 1,990 +0,190 1,021 +0,192 0,962 +0,169
Migsnie

szkieletowe | 0,278 £0,035 0,222 +£0,031 0,200 +£0,026 0,190 +£0,032
Kos¢

udowa 1.163 £0,102 0,678 £0,110 | 0.446 £0,055 0,512 £0,096

Objasnienie skrotéow:

PAHA — kwas polialdehydohialuronowy

DOTA - kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetraoctowy
DTPA — kwas pentetynowy
NOTA - kwas 1,4,7-triazacyklononano-1,4,7-trioctowy

DOTA-NHS — monoester kwasu 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetraoctowego i N-hydroksy-
sukcynoimidu

DOTA-butylamina — kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7-trioctowy-10-(4-aminobutyl)acetamid
DOTA-maleimid — kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7-trioctowy-10-maleimidoetyloacetamid
DOTA-SCN — kwas 2-(4-izotiocyjanobenzylo)-1,4,7,10-tetraazacyklododekano trioctowy
DOTA-PEG-NHz — (kwas 2,2’,2"-(10-(17-amino-2-0ks0-6,9,12,15-tetraoksy-3-azaheptadecylo)-1,4,7,10-te-
traazacyklododekano-1,4,7-trioctowy

DDAC - chlorowodorek dodecyloaminy,

DAD - 1,10-diaminodekan

PET — pozytonowa tomografia emisyjna

PET/MR — pozytonowa tomografia emisyjna oraz rezonans magnetyczny

SPECT - Tomografia emisyjna pojedynczych fotonow

NHS — N-hydroksysukcynoimid

SCN - izotiocyjanian

Jeffamine® O,0’-Bis(2-aminopropylo)polipropyleno glikol-blok-polietyleno glikol-blok-polipropyleno glikol
ITLC-SG - btyskawiczna chromatografia cienkowarstwowa pokrywana zelem krzemionkowym

EDC HCI — chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu
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EDTA — kwas (etylenodiamino)tetraoctowy

TLC — chromatografia cienkowarstwowa

Perkin EImer Cyclone Plus — komputerowy system radiograficzny firmy Perkin Eimer
FA — kwas foliowy

FA-NHS — ester kwasu foliowego i N-hydroksysukcynoimidu

DMSO - dimetylosulfotlenek

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb wytwarzania znakowanych radiochemicznie nanoczastek polimerowych chelatuja-
cych izotopy promieniotwéreze, ewentualnie z powierzchnia zmodyfikowana specyficznymi
molekutami kierujacymi do okreslonego rodzaju komérek nowotworowych i/lub nowotworowe;
przestrzeni miedzykomérkowej, umozliwiajacy ich przechowywanie, znamienny tym, ze obej-
muje etapy, w ktérych:

a) tancuch polimeru wybranego sposrod polisacharydéw: dekstranu, kwasu hialuronowego, ce-
lulozy oraz jej pochodnych utlenia sie do polialdehydu za pomoca nadjodanu,

b) przytacza sie aminy jako czynnik zwijajacy, gdzie aminy oznaczaja diaminy lub wieloaminy
o charakterze hydrofobowym lub hydrofilowym, jak réwniez diaminy lub wieloaminy zawiera-
jace grupy aminowe polietylenoglikole, polipropylenoglikole, polietylenoiminy albo krétkie
blok-blok polimery, przy czym reakcji moze ulegaé jedna lub wiecej grup aminowych,

c) powstate wiazania iminowe redukuje sie do wiazania aminowego,

d) do wolnej grupy aminowej przytaczonej w b) aminy przytacza sie poprzez wiazanie amidowe
czasteczke chelatora,

e) oczyszcza sie formulacje,

f) frakcje nanoczastek poddaje sie liofilizacji,

g) prowadzi sie znakowanie radiochemiczne nanoczastek izotopami metali promieniotwdrczych.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze przed oczyszczeniem formulacji dodaje sie etap
modyfikacji powierzchni nanoczastek, w ktérym grupy aldehydowe zastepuje sie grupami kar-
boksylowymi poprzez ich utlenienie za pomoca wody bromowe] do grup karboksylowych
lub w ktérym prowadzi sie reakcje pozostatych wolnych grup aminowych z kwasem glutami-
nowym, bezwodnikiem bursztynowym lub kwasem chlooctowym.

3. Sposob wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, ze przed oczyszczeniem formulacji dodaje
sie etap modyfikacji powierzchni nanoczastek, w ktérym do wolnych grup aminowych przyta-
cza sie czastki celujace do okreslonych receptoréw w tkankach.

4. Sposob wedtug zastrz. 3, w ktérym czasteczki celujace sa wybrane z grupy obejmujacej kwas
foliowy, oligopeptydy, nukleotydy lub ich analogi.

5. Sposoéb wedtug dowolnego z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze etap oczyszczania re-
alizuje sie poprzez dialize wobec wody lub buforu, i/lub poprzez oczyszczanie na kolumnie
chromatograficznej.

6. Sposob wedtug dowolnego z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze znakowanie radioche-
miczne prowadzi sie, realizujac etapy, w ktérych
h) rozpuszcza sig liofilizat w buforze o pH z zakresu 2-8, korzystnie pH z zakresu 3-5,

i) dodaje sie izotop w postaci soli, zachowujac stosunek molowy chelator :izotop w za-
kresie 1—-1000,

j) roztwdr inkubuje sie w temperaturze 20—100°C, korzystnie z zakresu 70-100°C, przy czym
najbardziej korzystnie w temperaturze 95 + 5°C.

7. Sposob wedtug dowolnego z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze jako chelatory stosuje
sie pochodne DOTA, DTPA i/lub NOTA.

8. Sposob wedtug dowolnego z poprzednich zastrz., znamienny tym, ze znakowanie radioche-
miczne prowadzi sie izotopami metali wybranymi sposéréod: Gd, Cu-64, Ga-68, Ga-67, 1t-90,
In-111, Lu-177, Ak-227.

9. Znakowane radiochemicznie nanoczastki polimerowe chelatujace izotopy promieniotwércze
wytworzone sposobem z zastrz. 1-8, ewentualnie z powierzchnia zmodyfikowana specyficz-
nymi molekutami kierujacymi do okreslonego rodzaju komérek nowotworowych, do zastoso-
wania w diagnostyce Pozytonowa Tomografia Emisyjng PET i PET/MR.
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10. Znakowane radiochemicznie nanoczastki polimerowe chelatujace izotopy promieniotwércze
wytworzone sposobem z zastrz. 1-8, ewentualnie z powierzchnig zmodyfikowana specyficz-
nymi molekutami kierujacymi do okreslonego rodzaju komérek nowotworowych, do zastoso-
wania w brachyterapii.
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