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A

Vynélez se tykd novych imunoglobulinovych konjugdtl, které jsou prostiedky proti rakovi-
né.

PPi chemoterapeutickém o3etPovdni rakoviny je &asto nutné pouZivat 1é&iv, kterd jsou
ve své ufinnosti omezovdns vedlejdimi u¥inky na nemocného e proto se stdle vEnuje usili sni-
¥ovat takové vedlejii u&inky na minimum. Jednim takovym léZivem je vindesin, coZ je sloude-

. nina nédsledujicfho vzorce 1

(1} 0
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Zplsob pripravy a biologickd ud&innost vindesinu jsou popsdny napfiklad v britském pa-
tentovém spise &islo 1 463 575.

Tento vyndlez se tykd nového konjugdtu obsahujiciho imunoglobulin nebo imunoglobuli-
novy fragment, kterym je Fab, Fab’ nebo F(ab)2 nebo IgM monomer modifikovany jednou sku-
pinou ndsledujiciho vzorce II,

(1)
kterd je na n&j kovalentn& vézdna.

Imunoglobulin nebo imunoglobulinovy fragmént Jje protilétka nebo fragment protildtky se
zjistovacimi vlastnostmi pro sntigen. Vyhodnym imunoglobulinovym materidlem je protildtka
nebo fragment protildtky piizplisobené pro zjistovédni povrchovyech esntigenl malignich bundk t
typu vyskytujlciho se v lidském tdle. Vyndlez se v3ak tyké také imunoglobulinovych materidld
jinfeh druhd, jeliko? je jich moZno pouZit p¥i o3etfovén{ zvirat a pfi kontrolnich a pokus-
nych zkoudkdch.

Nové konjugdty Jsou uZitedné pri o3etiovdni rakoviny. Jsou potencidln& udinn¥jsi a maji
méng vedlejdich u&inkd kromé& jiného pro moZnost zvySeni koncentrace cytotoxického lédiva
v mistd Jjeho pisobeni.

Vyndlez se té% tykd konjugdtil pro pouZitf v nepifmém systému, ve kterém se jich pou¥i-
vd pro zji3tdni protildtky specifické k bun¥&aym povrchovym untigenim.

Imunoglobuliny specifické k antigendm na povrchu usmrcovanych burnék a techniky jejich
pr*ipravy ze séra imunizovanyeh zvibat uebo kul*ivaci monoklondlnich produktl vylulujicich
hybridomy, jsou dobfe zndmy. Vyhodnym typem protildtky je imunnglobulin skupiny IzG. JakoZtio
n&které representativnf imunoglobuliny se uvdd&jdfi:

I. Ig z Xozy nebo z ovce imunizovené karcinoembryoaickym antigenem;

1I. Ig z krdligfho antiakutnfho lymfobl:istického leukemického sera;

III. Ig z entiser rdznych primdtd proti akutni lymfoblastické leukemii, akutni myleo-

blastické leukemii, proti chronické lymfoblastické leukemil a proti chronické g
granulocytické leukemii;

Iv. Ig z voz a z ovci imunizovenych materidlem z plicniho karcinomu;

v. monoklondlni Ig z masdich hybridomd vyludujicich anti-humdnni keclorektdlni karci-
nomatické protilédtky;
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vI. monoklondlni Ig z my$ich hybridomd vyludujicich antihuménni melanomatické
pratilétky;

VII. monoklondlni Ig z my3ich hybridomd vyludujicich protildtky reagujic{ s lidskymi
) leukemickymi bunkemi; ’

VIII. monoklondlni Ig z my$ich hybridomd vyludujicich protildtky reagujici s lidskymi

neuroblastomovymi bunkami;

IX. monoklondlni Ig z my3ich hybridomd vyludujicich pretilétky reagujici s lidskymi
antigeny rakoviny prsu;

X. monoklondlni Ig z my$fch hybridowd vyludujicich protildtky reagujici s bunkami
1idského karcinomu vajednikd;

Xi. moncklondlni Ig z my3ich hybridomd vyludujicich protildtky reasgujici s lidskymi
o3teosarkomovymi bunkami. . )

Jak shora uvedeno, mi%e se konjugdt pfipravit také s imunoglobulinovymi fragmenty,
oznalovanymi jako Fab, Fab’ nebo F(ab)2 nebo IgM monomer odvozeny od antildtky napfiklad
digesc{ s proteolytickym enzymem. Takové materidly a zpisoby piipravy jsou dobie zndmy a pri-
pomind se, Ze vyhodnymi proteolytickymi enzymy jsou pepsin a papain.

Vindesin vzorce I se miZe vdzat na imunoglobulinovy materidl p¥es atom uhliku karboxy-
lovéhe zbytku v poloze 3 reakei se vhodnym azidovym derivdtem, prilemZ se tedy vyndlez
tykd zpisobu piipravy protirakovinového &inidla reakci imunoglobulinu nebo imunoglobuli-
nového fragmentu s azidovou sloudeninou vzorce II1

{IIT}

Tento zpGsob znsmend vhodnou cestu védzéni 1é¥iva vindesin na imunoglobulin za mirngch
podminek za zachovani strukturdlni integrity imunoglobulinu.

Zpusob se s vyhodou provédi ve vodném prostredi a pifi teplotd 5 a% 25 0C, napfiklad pri
teplotd mistnosti, a pPi hodnoté pH 8,5 a% 9,5, s vyhodou pii hednot& pid 9,V a vede
k vézéni kovalentni vazbou zlespon jednnho zbytku vinca na volné aminoskupiny imunoglobulino-
vé molekuly nap®iklad na volné aminoskupiny cdvozend od lysinovych zhytkd. Podet vdzanych
zby k% cévisi ne koncentraci reakinich sloZek a na Jobd trvdni reukce, aviak stPfedni polet

v

ie rpravidla slespon 1, napliklad 2 a2 ».
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NapP{klad pri provédéni reakce se pomalu po kapkdch priddvéd roztok azidu ve vhodném roz-
poult&dle, jako je dioxan, do pufrovandho roztoku imunoglobulinu, napriklad do 0,34 M boré-
tového pufru o hodncté pH 9. Konjugédt se izoluje gelovou filtraci a sklzduje se v nasyce--
ném roztoku s{ranu amonného, prifem% se snadno prevddi zp&t do roztoku dialyzou bordtovym.
pufrem, nebo se miZe skladovat v lednilce pFi teplotd 4 °C nebo ve zmrazeném stavu napiiklad
pri teplotd -20 °C.

Azidovd reakSni sloika vzorce III se mi%e snadno pfipravit z vinblastinu, vinblastinsul-
fédtu nebo z desacetylvinblastinu vyhodn& hydrazinolyzou C3-esteru nédsledovanou diazotaci na-
pfiklad zpisobem popsanym v J. Med. Chem., 1978, svazek 21, &islo 1, strana 88 af 96 a ve
shora uvedeném britském patentovém spise &fslo 1 463 575. Zplsob hydrazinolyzy vinblastinu
p¥i mirnych teplotdch v methanolovém roztoku vede prevéind ke vzniku monohydrazinu a reakci
tohoto produktu pFi teplotd 0 a% 10 °Cc s chlorovodikovou kyselinou a s.dusitanem sodnym
ve vhodném vodném rozpouStddle se ziskd Zddeny azid vzorce III (azid desacetylvinblastinové
kyseliny).

Nebo se azid vzorce III miZe piipravovat pii teplotéch pod 5 °C, jak shora popséno, a *
- bez izolace azidu se hodnota pH upravi na 9 a pi*idd se s vodou misitelné rozpoudt&dlo, Jako
je napfiklad dioxan. Pak se p¥id4 imunoglobulin v borétovém pufru o hodnotd pH 9 a teplota
reakdni sm&si se nechd zvy3it na teplotu mistnosti. Nadbytek azidu se rozrudf zied¥nym amoni-
akem a konjugdt se &istf gelovou filtraci.

Posuzovdni konjuzdtu je moZné za pouZiti doble zndmych zplsobl, jako je afinitni chroma-
tografie. Uinnost konjugdtu se miZe posoudit sedtenim po&tu Zivjch bundk po o¥etfeni suspen-
ze tumorovych bun¥k konjugdtem, nebo m¥fenim piijmu tritiovaného uridinu. Koncentrace protei-
nu a lédiva se stanovi m&Fenim optické hustoty konjugdtovich roztokd p¥i dvou vlnovych délkdch,
nap¥fklad 270 a 280 nm, a porovnénim zIskanych hodnot s hodnotami pro volné lé&ivo @ pro
nekonjugovany imunoglobulin, ziskanymi p¥i stejnych vlnovych délkdch.

Nové konjugéty, pripravené zplsobem podle vyndlezu, Jsou u¥it&dné p¥i odetfovdni rakovi-
ny a s vyhodou se pfipravujil pro pouZitf ve form& prostfedki pro vst¥ikovéni. Takové farmaceu-
tické p¥ipravky, napiiklad piipravky pro vstiikovéni, obsahujici konjugdt pripraveny zpisobem
podle vyndlezu spolu s farmaceuticky vhodnym nosidem nebo Fedidlem, Jsou v oboru dobre znd-
my. S vfhodou jsou v takové jednotkové ddvkovaci form&, aby kaZdd ddvka obsahovala nap¥fklad
0,01 a% 2 ug u¥inné slofky (vindesinového podilu). ‘

Npvé konjugdty Jsou ulinné v Zirokém oboru ddvek, napiiklad pro o3stfovéni dospidlych
1idf v ddvkdch zpravidla | a% 10 mg/kg za tfden a vyhodn¥ v ddvkdch 3 a%Z 9 mg/kg (mnoZstv{
vztaZeno vidy na vindesinovy podfl). Oviem skuteéné mnoZstvi poddvané Q¥inné létky stanovi
vZdy lékal se zretelem na vdechny okolnostl, v&etn& podminek oSetfovéni a volené zplisoby po-
déni léé&iva.

Zpusob podle vyndlezu objashuj{ ndsledujici pr¥{klady praktického provedeni.
Pr{klad 1
P¥iprava konjugdtu vindesinu a ov&iho antikarcinoembryonického aﬁtisenu

Hydrazid desacetylvinblastinové kyseliny (6 mg) se rozpusti v 1 N chlorovodikové kyse-
1in& (340 ul1); roztok se ochladf na teplotu 4 °C. P¥idd se 60 mikrolitrd 10 mg/ml vodného
roztoku dusitanu sodného a reakini sm¥s se michd p¥i teploté 4 %C. Po p&ti minutdch se za
intenzivniho michéni p#id4 1N roztok hydroxidu sodného (300 u4l) a dioxen (120 yl),
nade? se pridd 280 ;1 21,3 mg/ml roztoku ov&fho anti-CEA v 0,34M bordtovém pufru o hodno-

t% pH 8,6. Sm3s se michd pfi teploid mistnosti po dobu dvou hodin za udrZovdéni hodnoty
pH 9 pouZitfm N/10 roztoku hydroxidu sodného. Nadbytek azidu se rozruif pridénim 1 N roztoku
hydroxidu asmonného (60 ;1) za michéni po dobu daldf hodiny. Produkt se izoluje gelovou
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filtraci'na 1 x 25,5 cm (20 mk) koloné& Bio-GelRP—G, uvedené do rovnovaZného stavu fosfdtem
pufrovanou solankou. Vyloudeny produkt se odd&li (2,66 ml) a zkou3i se na obsah proteinu
metodou pedle Lowry a na obsah vindesinu diferencidlni spektroskopif. Taekto pFipraveny konju-
g4t obsahuje 4,6 mol vindesinu-na mol Ig. .

Priklad 2
Priprava konjugétu vindesinu a my3iho monoklonélniho antikarcinoembryonického antigenu

Hydrazid desacetylvinblastinové kyseliny (10 mg) se rozpusti v IN chlorovodikové kyseli-
n¥ (0,56 ml) a roztok se ochladi na teplotu 4 9Cc. Pridd se 100 mikrolitrd 10 mg/ml roztoku
dusitanu sodného a reak¥ni sm&s se michd pri teplotd 4 °C. Po 5 minutéch se pridd 1 N roztok
hydroxidu sodného (0,5 ml) a dioxan (0,2 ml) za intenzivniho michdni a pak se pridd 0,5 ml
15,6 mg/ml roztoku mydiho monoklondlniho anti-CEA v 0,34N bordtovém pufru o hodnot¥ pH 8,6.
Smés se michd pri teplot& mistnosti po dobu dvou hodin za udrZovéni hodnoty pH 9 pouZitim
N/10 roztoku hydroxidu sodného. Nadbytek azidu se rozrusf priddnim 1N roztoku hydroxidu
smonného (0,1 ml) za michéni po dobu dal3f jedné hodiny. Produkt se izoluje gelovou filtrac{
na 1 x 27 cm (21 ml) kolon¥ Bio-Gel”P-6 uvedené do rovnovdZného stavu fosfdtem pufrovanou
solankou. Vyloudeny produkt se odd#lf (4,07 ml) a zkou3{ se na obsah proteinu a na obsah
vindesinu spektroskopii pfi vinové délce 270 a 280 nm. Taekto pfipraveny konjugdt obsehuje
2,1 mol vindesinu na mol Ig.

Pr{i{klad 3 . N

' Pr{prava konjugdtu vindesinu a antimy3iho krdlilfho Ig

Hydrazid desacetylvinblastinové kyseliny (12 mg) se rozpusti v.IN chlorovodikové kyseli-
r& (0,67 ml) a roztok se ochladi na teplotu 4 OC. Prid4 se 120 mikrolitrd 10 mg/ml roztoku
dusitanu sodného a reakéni sm¥s se michd pi*i teplot& 4 °C. Po 5 minutéch ég.za intenzivniho .
michdni pridd 1N roztok hydroxidu sodného (9,6 ml) a dioxan (0,24 ml) a pak se pridd 1,0 ml
11,7 mg/ml roztoku krdli¥fho anti- my3iho Ig v 0,34M bordtovém pufru o hodnoté& pH 8,6.
Sm&s se michd pfi teplot¥ mistnosti po dobu dvou hodin za udrZovéni hodnoty pH 9 pouZitim
N/10 roztoku hydroxidu sodného. Nadbytek azidu se rozrud{ priddnim 1 N roztoku hydroxidu
amonného (0,12 ml) a michd se po dodbu daléi jedné hodiny. Produkt se izoluje gelovou filtra-
cina 1,5 x 26 cm (46 ml) koloné Bic-Gel Rp_g uvedené do rovnovdZného stavu fosfdtem pufrova—
nou solankou. Vyloudeny produkt se odd¥l{i (6,22 ml) a zkouSi se na obsah proteinu a vindesi-
nu spektroskopif pri vlnové délce 270 a 280 nm. Takto pfipraveny konjugdt obsahuje 3,2 mol
vindesinu na mol Ig.

r{klad 4

Pripravek bundkx rostoucich v kultufe se rozptyli do mikrotitrovych kultiva®nich mis za
koncentrace 104 bundk na ddlek. Bunky se ponechaji po dobu 24 hodin a pak se jednotlivé odpo-
vidajici dGlky odetri radou koncentraci konjugédtu nebo kontrolniho pfipravku. Po ¥esti dnech
se primym podfidnim zjisti po¥et bun&k v dilcich za pouZitfl obrazového analyzédtoru p¥ipojené-
ho na invertni mikroskop. V jednom pfikladu se na linie bundk adenokarcinomu lidského tlus-
tého stbeva pisobi vindesinem vézanym na monoklondlni anti-karcinoembryonickou antigenni
protilétku v molérnim poméru 2,1 mol vindesinu na mol Ig (konjugdt podle pfikladu 2) a
zjistl se cytostatické plsobeni pol{tdnim bunik:
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Koncentrace lé&iva Polet bun&k na ddlek po 6 dnech % kontroly
v konjugétu (stPedni + standardni odchylka)

(vindesin, ug/ml) 4 opakovéni

0 16,3 + 4,8 x 104 100

0,08 13,8 % 2,5 x 104 84,6

0,40 12,6 + 1,9 x 10% 77,4

2,00 10,8 + 3,9 x 10% 66,7
10,00 1,9 + 0,6 x 104 11,9

PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob pripravy konjugdtu obsahujiciho imunoglobulin nebo imunoglobulinovy
fragment, kterym je Fab, Fab  nebo F(abi)2 nebo IgM monomer, modifikovany alespon jednou
skupinou obecného vzorce II,

(I1)

kterd je na n&j kovalentn? vézdna, vyznaleny tim, %e se nechd reagovat imunoglobulin nebo i
imunoglobulinovy fregment s azidem desacetylvinblastinové kyseliny pti teplotd 5 °C a%
25 °C a pri pH 8,5 a% 9,5.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznaleny tim, %e imunoglobulin nebo imunoglobulinovy fragment
Je modifikovén prim&rn¥ 2 a% 5 skupinemi vzorce II.
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