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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka suprav (kitov) na radioizotopové znacenie proteinov a peptidov terapeutickymi radioizo-
topmi tak, Ze znacené proteiny mdzu byt podavané priamo pacientom bez potreby dodatocného Cistenia a
sposobov na uskutoctiovanie takéhoto znacenia. Takého supravy a spdsoby su zvlast’ pouZiteI'né na znacenie
proteinov a peptidov ytriom-90 (*°Y). Optimalizacia ridioizotopového znadenia tak, Ze nie je potrebné doda-
toéné Cistenie znacenych proteinov, uspokojuje dlho pocit'ovanii potrebu rieSenia pretrvavajiceho problému,
ako jednoducho pripravovat’ a podavat’ ytriom znagené drogy pacientom v nemocniciach a mimo nemocnice.

Doterajsi stav techniky

V3etky publikacie a prihladky vynalezov su tu uvedené ako odkazy v rovnakom rozsahu, ako keby kazda
jednotliva publikécia alebo prihlaska vynalezu bola $pecificky alebo individualne oznacena ako odkaz.

Znadené proteiny, predovietkym protilatky sa rad rokov povazuju za potencialne diagnostické a terapeu-
tické reak&né ¢inidla. Takéto reakéné ¢inidla su zv1ast' uZitoéné ako rakovinové terapeutika, pretoZe sa na za-
klade vyskumov zadinaji identifikovat’ nadorovo $pecifické antigény a rozoznavat’ ligandy alebo protilatky,
ktoré sa viaZzu k takymto antigénom. Podavanie znaceného ligandu alebo protilatky, ktora sa $pecificky viaZe
na antigén Specificky pre nador, kopulovanych s radioizotopom, ktory mé kratky rozsah, vysoku energiu a
vel’kl emisiu ¢astic, ponika moZnost' doddvania letalnej davky radiacie priamo na nadorovu bunku.

V zavislosti od rozsahu ¢astic prislu§ného izotopu, méze byt znacenie vyberané na zaklade ich stalosti na
zacielenie na prislu§ny typ buniek. Napriklad gama-Ziarie su zvy¢ajne pouZivané na diagnostické ucely, na-
priklad na zviditelnenie nddoru, v§eobecne vsak nie su ic¢inné ako zabijacie ¢inidla. Na rozdiel od toho alfa-
a beta-Ziari€e m6Zu byt pouzité na zabijanie buniek. Alfa-Ziarice mézu byt zvlast’ uZitoéné na krvné choroby
alebo cievne nadory, kde méZu dosiahnut’ dobré prenikanie: aj ked v niektorych pripadoch méZe stadit’ jedna
emisia Gastic na zabitie buniek, musi byt alfa-Ziari¢ umiestneny priamo na povrchu buniek. Na rozdiel od to-
ho st beta-Ziarie, napriklad *°Y $pecislne vhodné ako celkové zabijade viac lokalizovanych choréb, pretoZe
majt spravidla dlh$i rozsah Ziarenia.

Ytriom znadené protilatky a peptidy ukazali predovetkym povzbudivé vysledky v protokoloch klinickej
terapie (Thomas a kol., Gamma-interferon administration after Y radiolabeled antibody therapy: survival
and hematopoietic studies, Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 31: str. 529 az 534, 1995: DeNardo a kol. Yt-
trium-90/Indium-111 DOTA peptide chimeric L6: pharmacokinetics, dosimatry and initial therapeutic studies
in patients with breast cancer, J. Nucl. Med. 36, str. 97P, 1995). Takéto konjugéty sa zvy€ajne pouzivaju na-
pojenim bifunkéného chelataéného Cinidla na protein alebo protilatku, potom napojenim radioznacenia na
proteinovy konstrukt cestou bifunkéného chelata¢ného ¢inidla. Napriklad sucasne podéavané prihlasky vyna-
lezov &islo 08/475813, 08/475815 a 08/478967 opisuju znadené terapeutické protilatky na zacielenie na/a na
destrukciu lymfémov B-buniek a naddorovych buniek. Zvlast objavenym je konjugat Y2BS8, ktory obsahuje
protifudskd CD20 my$aciu monoklonlnu protilatku 2B8, napojenti na *°Y cez bifunkéné chelataéné ¢inidlo
MX-DTPA.

Patentové spisy, tykajice sa chelataénych ¢inidiel a ich konjugatov, su v odbore zname. Napriklad ame-
ricky patentovy spis €&islo US 4 831175 (Gansow) je zamerany na polysubstituovani dietyléntriaminpentaoc-
tovi kyselinu (DTPA) ako chelata¢né ¢inidlo, na proteinové konjugaty, ktoré ju obsahuji a na spdsoby ich
pripravy. Americké patentové spisy &islo US 5 099069, 5 246692, 5 286850 a 5 124471 (Gansow) sa tieZ ty-
kaju polysubstituovanych chelataénych ¢inidiel DTPA. Ako opisuje Kozak a kol., ukazalo sa, Ze niektoré
DTPA chelataéné ¢inidla vratane MYDTPA, su vhodné na ytrium-monoklonalnu protilatkovit radioimunote-
rapiu (Nature of the bifunctional chlelating agent used for radioimmunotherapy with yttrium-90 monoclonal
antibodies: Critical factors in determining in vivo survival and organ toxicity. Cancer Res. 49, str. 2639 az
2644, 1989). Tieto odkazy s tu citované vo svojej iplnosti.

Ytrium 90 je zvlast vhodné na radioimunoterapiu a terapiu radiopeptidom z niekol’kych dévodov. 64-
-hodinovy pol&as rozpadu *°Y je dostatoéne dlhy na nahromadenie protilatok nadorom a na rozdiel napriklad
od P'J je &istym B-Ziaricom s vysokou energiou (Epax 2,27 MeV) bez akéhokol'vek sprievodného gama-
-Ziarenia pri rozpade. Jeho emisia Castic je 100 aZ 1000 priemerov buniek, ¢o je postacujuce minimalne
mnoZstvo prenikavého Ziarenia, ktoré by umoziiovalo oSetrenie ambulantnych pacientov. Okrem toho nie je
potrebna internalizicia znadenych protilatok na zabijanie buniek a lokalna emisia ioniza¢ného Ziarenia ma
byt’ smrtiaca pre susedné nadorové bunky, ktorym méZe chybat cielovy antigén.

Ale, aj ked je uznavana uZito¢nost' ytriom znaCenych protilatok a klinické vysledky niektorych ytriom
znadenych liediv su povzbudivé, mnohi pacienti nem6Zu vyuZit' prednosti tychto lieCiv pre inherentné taz-
kosti pri uskutoéiiovani tak radioizotopového znadenia, ako aj podavania v jednotlivych miestach. Tento vyz-
namny problém je zrejmy v takmer Uplne chybajucich stipravach a produktoch, ktoré st schopné na mieste
znadit reakéné &inidla o- a B-Ziariacimi radioizotopmi, ktoré su potrebné pre komerénii pouZitel'nost takejto
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technologie.

Problém s poskytnutim stiprav na radiové znaCenie a nasledné podavanie lie€iv znacenych rozpadavymi
izotopmi sa javi ako dlhodoby v odbore a skér, ako by mohlo byt takéto lie¢ivo podané pacientovi, bol po-
trebny dlhodoby Cistiaci proces na odstranenie neviazaného znacenia, aby nebol pacient vystaveny pdsobeniu
volného ridioizotopu, ktory by sa mohol akumulovat’ v kostiach a v inych necielovych organoch. Aj takéto
supravy beZne dostupné na znacenie protilatok ytriom vyzZaduju zloZity Cistiaci stupeii, kym je lie€ivo pripra-
vené na podanie.

Napriklad Antisoma trvalo poniika supravu na radiové znaenie monoklonalnej protilatky HMFG1 (The-
ragyn®) s *°Y na néasledné podavanie pacientkam s diagnézou rakoviny vajeénikov. Stidia rozsirenej fazy I-II
ukdzala, Ze toto lie¢enie mdZe byt’ zvlast’ vyhodné u pacientok ako nasledné po chirurgickom zékroku a che-
moterapii (Hird a kol., Adjuvant therapy of ovarian cancer with radioactive monoclonal antibody, Br. J. Can-
cer 68, str. 403 aZ 406, 1993). Sp6sob znadenia Antisoma vSak vyZaduje odstrafiovanie neviazaného znacenia
filtraciou cez gélovy filter Sephadex G50, ¢o je vyznamny odstrafujci prostriedok pred znackovacou sipra-
vou Theragyn®, obchodne tispesnou, rovnako ako prekaZka na zarudenie, Ze tato terapia je vhodna pre vietky
pacientky s rakovinou vajecnikov, pre ktoré by mala u¢inne sluZit.

Skutognost, Ze takéto reakéné ¢inidla bezne vyZaduji stipcové ¢istenie pred podanim, je a trvale bude od-
stra$ujuca so zretelom na vhodnost’ pre vietkych pacientov, ktori by mohli mat’ prospech z takejto technold-
gie, pokial nie je pomikany zjednoduSeny sposob, ktory dovoluje lekarom rychlo, u¢inne a bezpecne poda-
vat’ takéto reakcné ¢inidla. Napriklad lekar u cezpolne sidliaceho pacienta nema Cas alebo zariadenie na Cis-
tenie chromatografiou HPLC alebo gélovou filtraénou chromatografiou pred podanim reakéného Cinidla pa-
cientovi. To znamena, Ze musia byt k dispozicii dodato¢né zariadenia na mieste na subeZni pripravu reaké-
ného ¢inidla a okamZité dodanie lekarovi, ¢o drasticky predraZi terapiu a v niektorych pripadoch by mohlo
znamenat, Ze pacient musi cestovat’ na pomerne vzdialené miesto, aby bol podrobeny lie¢be. Alternativne by
droga mohla byt’ zna¢ena mimo miesta, ¢o by vyZadovalo predbeZni pripravu a asporni kratkodobé skladova-
nie lie¢iva. To spdsobuje nielen zniZenie uéinku radioizotopu rozpadom radioaktivity pocas skladovania, ale-
bo vedie to tieZ k vyznamnému poskodeniu $trukturalnej integrity proteinu nadmernym vystavenim radioizo-
topu.

Mnohé spravy hovoria napriklad o radiolytickej povahe *’Y a podobnych radioizotopoch (napriklad Sala-
ko a kol., Effects of radiolysis on yttrium-90-labeled Lym-1antibody preparations. J. Nucl. Med. 39, str. 667
aZ 670, 1998: Chakrabarti a kol., Prevention of radiolysis of monoclonal antibody during labeling. J. Nucl.
Med. 37, str. 1384 aZ 1388, 1996). Ako uvadza Chakrabarti a kol., radionuklidy, ako je Py uvoltiuju velké
mnoZstvo Ziarenia na protilatku pocas procesu znacenia, rovnako ako pri skladovani. Podl'a sprav vedie Zia-
renie k okolnostiam vyznamného poSkodenia protilatky, o méZe vyli¢it' vyhodné zacielenie na nadorové
bunky a vystavit’ nezamerané tkaniva znacnej tirovni toxicity.

Mechanizmus radia¢ného poskodenia bol priradeny vytvaraniu vol'nych radikalov (Pizzarello: Direct and
indirect action. Pizzarello a Witcofski Basic Radiation Biology, 2. vydanie Philadelphia 1975: Lea & Febger
str. 20 aZ 29). Ale, ako uvadzaju Salako a kol., pri energii 2,2 MeV by mohli -¢astice vyzZiarené z *°Y jed-
noducho prerusit’ chemické vizby vratane disulfidovych mostikov protilatky, ktoré maju vizbovi pevnost’
iba 4,4 eV (Skoog: Principles of Instrumental Analysis, 3. vydanie 1985, San Francisco: Saunders). Cim je
teda kratsi Gas, polas ktorého je znatkovany protein vystaveny dedtrukénym radioizotopom, ako je *°Y, tym
vi¢sia je $anca, Ze si protein podrZi §trukturalnu integritu a vizbovu $pecificitu, ktori potrebuje na interakciu
s ciel'ovou protilatkou aZ do ¢asu, kedy je podany a dosiahne cielové miesto.

Rédiolyticka povaha *°Y bola v odbore znama mnoho rokov a mnohi sa pokusili o vyrieSenie problému,
ktory predstavuje *Y v komerénych aplikiciach tychto lietiv. Napriklad Salako a kol. a Chakrabarti a kol.
hodnotia pouZitie radioprotektantov pri priprave protilitkovych prostriedkov znadenych *°Y ako prostriedok
na zniZovanie poskodenia protilatkou. Salako a kol. zvlast' uvadzaju, Ze udsky sérumalbumin umoZziuje udr-
anie *°Y zna&enu protilatkovii imunoreaktivitu aZ na 72 hodin. Ale $pecificka aktivita vykazovana Salako-
vymi prostriedkami bola dost’ nizka (mensia ako 2 mCi/ml). Okrem toho ani Salako, ani Chakrabarti neuva-
dzaju Ziadne snahy predist’ procesu rozsiahleho Cistenia potrebného po znadeni protilatky. Salako a kol. znaci
pocas 45 minit aZ 1 hodinu, potom vy¢isti protilatku chromatografiou molekularnym sitom, zatial' ¢o Chak-
rabarti znadi takmer 3 hodiny a &isti gélovou filtranou chromatografiou. Ziadny z tychto spdsobov nie je vy-
uZitel'ny na poskytnutie **Y-znagenych liekov ambulantnému pacientovi.

Chinol a Hnatowich boli schopni dosiahnut' 90 % radiochemicke;j Cistoty pre proteiny znadené *°Y so
$pecifickou aktivitou 1-3 mCi/mg bez istenia po znadeni, pomocou vlastného generatora produkujiiceho *Y
(Generator-produced yttrium-90 for radioimmunotherapy, J. Nucl. Med. 28(9), str. 1465 az 1470, 1987). Au-
tori viak nemali odvahu podavat’ pacientom prostriedky, ktoré majui mensiu ako 95 % Cistotu a nazdavali sa,
Ze HPLC by mohla byt’ ,,moZnym potrebnym* stupiiom.

Autori, ktori uznali, Ze HPLC a ostatné typy ¢istenia musia byt vyli¢ené u ambulantnych pacientov a pa-
cientov v nemocnici, neuspeli pri vyvoji postadujiiceho zna&kovacieho protokolu pre *°Y tak, aby sa dosiahla
vysoka hladina za¢leneného znacenia a aby bola dosiahnuta prijate'na hladina stability protilatky. Ak nie je
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konzistentne dosahovana vysoka uroveil zaclenenia radioaktivity, mohol by byt pacient vystaveny neprija-
telnym trovniam volného neviazaného radioaktivneho znadenia, ak nie st odstranené reakéné Cinidla. Ok-
rem toho, ak je poSkodena Strukturalna integrita tak, Ze protilatka strati cielovu $pecificitu, takéto reakéné ¢i-
nidla sa $pecificky neviaZu na svoje pribuzné ligandy.

Mather a kol. prisiel s imyslom zna¢it protilatky $pecifické pre nadory *°Y tym sposobom, Ze by sa moh-
lo od &istenia po znadeni upustit’ (Labeling monoclonal antibodies with yttrium 90. Eur. J. Nucl. Med. 15, str.
307 aZ 312, 1989). Mather vsak zistil, Ze vysoké urovne znacenia (cez 95 %) mohli byt’ dosiahnuté pri mier-
nych $pecifickych aktivitach (1 mCi/mg). Okrem toho Mather a kol. uvadzaju, Ze ich protilatkové prostriedky
vykazujui znamky rozpadu (v dosledku radiolyzy) uZ po niekolkych hodinach. M6Ze to byt tym, Ze Mather a
kol., rovnako ako mnohi ini pracovnici v odbore, uskuto¢iiovali reakciu znacenia dlhSie ako 1 hodinu.

Navrhnuté boli napriklad spésoby znalenia proteinovych reakénych ¢inidiel menej deStruktivnym znace-
nim, ako je '"'In, ktoré vyli¢i dodatoéné ¢istiace stupne. Richardson a kol. navrhuje taky postup znaenia
protilatok '''In s cielom vyvinit sipravu na diagnostické pouZitie (Richardson a kol., Optimization and
batch production of DTPA-labeled antibody kits for routine use in '''In immunoscintography, Nucl. Med.
Comm. 8, str. 347 aZ 356, 1987). Spdsob podl'a Richardsona a kol. trva viak dlhsie ako jednu hodinu, ¢o mé-
Ze byt’ uskutoéniteIné u M, ktoré nie je prili§ radiolytické, nezda sa viak, Ze by mohlo nahradit’ znadenie
pouzitim *°Y, ako to vyplyva z taZkosti, ktoré opisal Mather a kol.

To autorov privadza ku prekvapivej a neo¢akavanej prednosti vynalezu, ktory prinaSa neocenitelny po-
hl'ad do procesu radioizotopového znadenia proteinov Y, ktory nebol dosial’ znamy ostatnym pracovnikom
v odbore. Vyniélez je zaloZeny na prekvapivom objave, Ze proces HPLC alebo iné stupne istenia, ktoré do-
sial’ ostatni povaZovali za nevyhnutné na dosiahnutie €istych reak¢nych Cinidiel, a zdihavé inkubagné &asy,
ktoré ostatni prijali v usili o zvySenie $pecifickej aktivity svojich reakénych ¢inidiel, si v skuto¢nosti kodli-
vé pre proces pripravy reakénych ¢&inidiel znacenych Y. Takéto Easovo niroéné spdsoby shiZia iba
k zvysenému poskodeniu proteinov v désledku radiolyzy, ¢o vedie k mense;j Specifickosti a zvySeniu rychlo-
sti znehodnotenia proteinu ¢asom skér, neZ je protein znaceny radioizotopom pripraveny na injektovanie. Te-
raz sa teda s prekvapenim zistilo, Ze u¢inné znacenie %Y (> 95 % za&lenenie a aspoii 15 mCi/mg 3pecifickej
aktivity) je moZné uskutoénit’ poCas 2 aZ 5 minit a skuto¢ne takéto znacenie straca svoju ucinnost, ked’ sa
reakcné Casy predlzuju na ¢as dlhsi ako 8 mimit.

Skuto&nost, Ze znatenie *Y je moZné teraz dosiahnut’ spdsobom podla vynalezu za sotva dve mintity,
uplne vyrie§i beZny skepticizmus panujici v odbore o pouZitelnosti stprav a radioizotopového znacenia yt-
riom v nemocnici aj mimo nej. Sipravy podl'a vynalezu teda uspokojuju dlho pocitovanu potrebu, ktoru
mozno poznajui mnohi pacienti postihnuti rakovinou a lekari s ohladom na komeréni prijatelnost’ a dostup-
nost’ liediv rakoviny na baze proteinov znadenych radioizotopmi.

Podstata vynalezu

Sposob radioizotopového znacenia s chelatanym cinidlom konjugovaného proteinu alebo peptidu tera-
peutickym izotopom na oetrovanie pacienta spo¢iva podl'a vynalezu v tom, Ze sa
(I) zmieSa s chelata¢nym ¢inidlom konjugovany protein alebo peptid s roztokom obsahujicim radioizotop
alebo jeho sol’,

(IN)inkubuje zmes dostatoéne dlhy &as za takych priaznivych podmienok, Ze sa ziska radioizotopom znaceny
protein alebo peptid dostatolnej Eistoty, Specifickej aktivity a vizbovej Specifickosti tak, Ze radioizotopom
znadena protilatka méZe byt podana priamo pacientovi bez d’alSieho Cistenia.

Vynilez sa teda tyka spdsobov a stprav na radioizotopové znacenie s chelataénym ¢inidlom konjugovaného
proteinu alebo peptidu terapeutickym radioizotopom na lie¢enie pacienta.

Suprava podl'a vynéalezu obsahuje (I) lieckovku s proteinom alebo peptidom konjugovanym s chelataénym
¢inidlom, (II) liekovku obsahujucu formulaény pufer na stabilizaciu a podavanie radioizotopom znacenej
protilatky pacientovi a (IIT) také instrukcie na uskutociiovanie radioizotopového znacenia, Ze ked’ je s chela-
taénym ¢inidlom konjugovany protein alebo peptid vystaveny radioizotopu alebo jeho soli dostatoéne dlhy
Cas za priaznivych podmienok odpori¢anych v instrukcii, ziska sa radioizotopom znaceny protein alebo pep-
tid, ktory ma dostato¢nu &istotu, §pecificku aktivitu a vizbovi Specifickost, takZe radioaktivne znagend proti-
latka méZe byt zriedena na prislusni koncentraciu vo formulaénom pufri a poddvana priamo pacientovi bez
dralgieho Cistenia.

Pokial’ nie je uvedené inak, maji vietky pouZité technické a vedecké nazvy pre pracovnikov v odbore
znamy vyznam. Aj ked’ je moZné pouZit sposoby a materialy podobné alebo rovnake, ako si tu opisané na
uskutoétiovanie a testovanie vynalezu, st opisané vyhodné spésoby a materialy.

Vynalez sa tyka spdsobov radioizotopového znadenia, s chelataénym ¢inidlom konjugovaného proteinu
alebo peptidu, terapeutickym izotopom na oSetrovanie pacienta, pri ktorom
(I) sa zmiesa s chelataénym ¢inidlom konjugovany protein alebo peptid, s roztokom obsahujicim radioizotop
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alebo jeho sof,

(Il)sa inkubuje zmes dostato¢ne dlhy as za priaznivych podmienok takych, Ze sa ziska radioizotopom zna-
deny protein alebo peptid dostatognej Cistoty, Specifickej aktivity a vazbovej Specifickosti tak, Ze radioizoto-
pom znadena protilatka méZe byt podana priamo pacientovi bez d’alSieho Cistenia.

Pojem ,,d'aliie istenie* zahrnuje chromatografiu HPLC, gélovi filtraciu, iné typy stipcovej chromatogra-
fie a ostatné d’al§ie separaéné spdsoby, ktoré sa pouZivajui na odstranenie vol'ného alebo nekonjugovaného
radiaéného znacenia.

Sposoby podl'a vynalezu su zv1ast pouZite'né pri terapeutickych radioizotopoch, ktoré su typicky radioly-
tické, a preto potencialne nebezpedné pre Strukturdlnu celistvost’ proteinu. Takéto terapeutické radioizotopy
su vSeobecné vyberané zo siboru zahrnujuceho o- a B-Ziarice. Ako sucasné terapeutické radionuklidy sa
uvadzaji 203py, 212pp, 212Bj, 19%pd, %Cu, 'Cu, Y, ""Br, *'!At, *'Ru, 'Rh, ®Au a 99Ag alebo ""Lu. Iné ré-
dionuklidy, ktoré maji terapeutické pouZitie si opisané v americkom patentovom spise Cislo US 5 541287.
Obzvlast vyhodnymi radionuklidmi su silné B-Ziarice, ktoré méZu spdsobovat’ intramolekularny rozpad, ako
su 90Y, 67Cu, 131y s 18Re a 1®Re. Aj ked oznalenie ,terapeutické radioizotopy znamena vieobecne radioizo-
topy, ako si o- a B-Ziariée, ktoré maju cytotoxicky ucinok do tej miery, Ze je mozné takéto radioizotopy pou-
Zivat na diagnostické uely, nevynimaji tieto radioizotopy takéto ciele z rozsahu tohto vynalezu, pretoZe je
to radiolyticka povaha tychto izotopov, ktora ich robi vyhodnymi pre spdsob a pre sipravy podl'a vynalezu.

Spdsob podla vynalezu je moZné pouZit' na znacenie proteinov alebo peptidov predovietkym takych, kto-
rych $truktarna celistvost’ musi byt’ zachovana pre ciel'ovu $pecifickost. Vyhodnymi proteinmi su protilatky
alebo protilatkové fragmenty, ako st Fab, (Fab), a Fv-fragmenty, ktoré rozoznavaju nadorovo Specifické ale-
bo s nadorom suvisiace antigény. Ako vyhodné peptidy sa uvadzaju somatostatin, vazointestinalny peptid
(VIP), latka P a ostatné, ktoré sa viazu na bunkové receptory. Takéto peptidy a s chelatacnym ¢inidlom kon-
jugované derivaty, si opisané v americkom patentovom spise ¢islo US 5 830431.

Oznacenie ,,postacujici inkubaény ¢as* uvadzané v spdsobe podla vyndlezu, znamena prijatel'ny ¢asovy
usek, pocas ktorého sa dosiahne dostatoéné radiozaclenenie a radiochemicka Cistota, takZe reakéné €inidlo
mbZe byt podavané pacientovi priamo bez potreby d’alSieho ¢istenia. Za dostatoéné radiozaclenenie a Cistotu
sa v odbore povaZuje vieobecne aspoil 95 %, ale moZe to kolisat’ v zavislosti od toxicity zna¢enia. Pracovni-
kom v odbore je tieZ zrejmé, Ze miera radiozaclenenia, povazovana za dostatodnu, je tieZ funkciou poZadova-
nej rovne uéinnosti. Pre *°Y a hlavne pre protilitky znadené *°Y méze byt takyto postadujiici Sas vieobecne
krat§i ako priblizne 8 mimit a vyhodnejsie priblizne 2 aZ 5 mimit pri danom pripustnom molarnom pomere
chelataného Cinidla k proteinu v s chelataénym ¢inidlom konjugovanom proteine, uréenom na znacenie.

Pracovnikom v odbore je tieZ zrejmé, Ze optimalny cas, potrebny na oznaCenie $pecifického proteinu,
moze kolisat’ v zavislosti od proteinu, od prisluného radioznacenia a od pouZitého konjugatu. Zakladnym
faktorom v optimalizicii Casu na radioznacenie je pomer chelataéného ¢inidla k proteinu reakéného &inidla
ur¢eného na znacenie. Napriklad na dosiahnutie terapeuticky uZitoénej drovne zaclenenia musi byt pomer
chelataéného ¢inidla k proteinu dostatoéne vysoky, teda 95 %, nesmie byt ale prili§ vysoky, aby sa nestala
Strukturdlna celistvost’ a imunoreaktivita proteinu pochybnou. To vyZaduje urité vyvazenie, ktoré v mno-
hych pripadoch mé6zZe viest k niZ$ej irovni konjugovaného chelataéného ¢inidla a k dlh§iemu asu znacenia.

Napriklad sa zistilo, Ze znaenie *°Y na poZadovani tiroveti &istoty sa mdZe uskutoénit’ pod 5 mintt s po-
uZitim MX-DTPA ako chelataéného ¢inidla a iba priblizne 1 1/2 aZ 1 molameho pomeru chelataéného ¢inidla
k protilatke. Aj ked’ mbZe byt pomer chelatacného ¢inidla k protilatke aktualne zvySeny, nie je to potrebné,
pretoZe pozadovana miera radiozaélenenia a $pecifickej aktivity sa dosiahne po kratkom &ase znalenia. Vd'a-
ka tomuto objavu méZu byt’ 'ahko uréené parametre, ako st koncentracia chelataéného &inidla k proteinu,
empirickymi prostriedkami pracovnikov v odbore pre iné proteiny a peptidy, v zavislosti od volby terapeu-
tického znalenia, od vol'by chelata¢ného ¢inidla, od poctu volnych miest na pripojenie chelataéného ¢inidla,
od spdsobilosti proteinu k radiolyze a od Ziadanej iirovne u¢innosti.

V sp6sobe podla vynalezu méZe byt pouzité akékol'vek chelataéné ¢inidlo, pokial je schopné vizby na
protein a zamerny radioizotop. Vyhodné chelata¢né ¢inidla sa m6Zu vyberat’ zo stiboru zahrnujiceho MX-
-DTPA, fenyl-DTPA, benzyl-DTPA, CHX-DTPA, DOTA a ich derivaty. Zv1a$t' vyhodnym chelataénym ¢&i-
nidlom je MX-DTPA.

Medzi ,,priaznivé podmienky* (,,amiable conditions*), uvadzané v spdsobe podla vynilezu, patri prija-
tel'na teplota, hodnota pH a stav pufra. Pracovnikom v odbore je zrejmé, Ze reakéné podmienky nemaju byt
volené tak, aby zabraiiovali alebo nejakym inym spésobom neviedli k znackovacej reakcii. Lewis a kol. ho-
vori o reakénych podmienkach, ktoré majui byt vzaté do tivahy pri radiovom znaceni imunokonjugatov (A
facile water-soluble method for modification of proteins with DOTA. Use of elevated temperature and opti-
mized pH to achieve high specific activity and high chelate stability in radiolabeled immunoconjugates. [Jed-
noduchy vodou rozpustny spdsob modifikacie proteinov s DOTA. PouZitie zvySenych teplot a optimalizova-
né hodnoty pH na dosiahnutie vysokej $pecifickej aktivity a vysokej stalosti chelatu v radioznagenych imu-
nokonjugatoch] Bioconjugate Chem. 5, str. 565 az 576, 1994).

PrijateI'na teplota pre reakciu sa mbzZe menit’ v zavislosti od znageného proteinu, je viak priblizne 25 az
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43 °C. Lewis a kol. zistili, Ze zvySovanie teploty radioznaciacej reakcie z 25 na 43 °C zvy3uje tak u€innost’
zaclenenia znac¢iaceho kovu, ako aj kineticku stabilitu skimanych DOTA radiokonjugétov.

Hodnota pH sa mo6Ze podstatne menit’ v zavislosti od pouZitého znadiaceho radioizotopu. Odporicané
hodnoty pH na znacenie réznymi radionuklidmi st v odbore vieobecne zname a mdZu byt vybraté podla vy-
bratého radioizotopu. Napriklad pre °°Y méze byt hodnota pH pribliZne 3 aZ pribliZzne 6, ale vyhodnejsie je
pribliZzne 4,2.

Prijatel'né pufte tieZ koliSu v zavislosti od prisluSného znacenia. Napriklad Lewis a kol. zistili, Ze pritom-
nost’ citratu inhibuje znadiace reakcie s *°Y. Citratovy pufer by teda nebol vhodny na reakcie znacenia izoto-
pom *°Y. Pri znadeni izotopom *°Y je vhodnym pufrom acetitovy pufer a vyhodnejsie natriumacetatovy pu-
fer s koncentraciou priblizne 10 aZ priblizne 1000 mM.

Pokial' to nebréani alebo inak nepriaznivo neovplyviiuje reakciu znadenia, méze sa tieZ zaradit’ do reaké-
ného pufra benigna (neadverzna) ochrana proti Ziareniu (radioprotektant). Podl'a Chakrabartiho je jednym ta-
kymto radioprotektantom kyselina askorbova, ktord nezasahuje do procesu znagenia. Opatrnost’ je viak po-
trebnd, ak sa pouZije albumin I'udského séra v reakcii znacenia vplyvom pritomnosti kovov, ktoré by mohli
interferovat’ s procesom znacenia.

PretoZe sa vynalez tyka radiaéného znadenia proteinov s &iasto¢ne radiolytickymi izotopmi, mdZe existo-
vat' uritd rovnovaha medzi vizbovou $pecifickost'ou a Specifickou aktivitou, s ktorou sa mdzZe skuseny od-
bornik stretnit’ pri uskuto¢tiovani spdsobu podla vynalezu. Ak je napriklad $pecificka aktivita vePmi vysoka
(napriklad vhodne cez 5 mCi/mg, vyhodne 10 mCi/mg a najvyhodnejsie cez 15 mCi/mg), bude mat protei-
novy konstrukt, ktory mé Ziadanu viazbovi $pecifickost, vyznamni zabijaciu schopnost’ v oblasti nadoru. Ale
Cast’ proteinov v populacii ako celku, ktoré si uchovaju svoju imunoreaktivitu, méZe byt' niZ8ia ako popula-
cia, ktora ma niZSiu Specificki aktivitu vplyvom radiolyzy radiacného znadenia. V zavislosti od Ziadanej
urovne $pecifickej aktivity, mdZe pracovnik v odbore zvolit' kompromisne urditi Grovefi imunoreaktivity.

Napriklad podl'a vynalezu sa zistilo, Ze s °Y, ak je protiltka znadend na 3pecificku aktivitu 15 mCi/mg,
je vizbova Specifickost’ alebo imunoreaktivita proteinu zvy¢ajne aspofi pribliZzne 70 %, méZe viak kolisat’
v zavislosti od citlivosti protilatky a od radiolytickej povahy pouZitého radioizotopu a mdze byt’ manipulova-
na pracovnikom v odbore, ak je poZadovana vyssia uroveit imunoreaktivity alebo $pecifickej aktivity. Podl'a
vynélezu sa dosiahli 3pecifické aktivity s Y aZ priblizne 20 mCi/mg. Pre terapeutické aplikcie sa poZaduje
vézbova $pecifickost’ najmenej 50 %.

Na posudenie percenta vizbovej aktivity a imunoreaktivity konjugatu po pripadnom znadeni podavané
stvisiace prihlagky vynalezu. Je potrebné zd6raznit, Ze aj ked’ nie je d’aliie Cistenie potrebné po spdsobe zna-
enia podl'a vynalezu, mala by sa vidy urobit’ skiSka chromatografiou na tenkej vrstve TLC na overenie
urovne radioza¢lenenia, aby nebolo ohrozené zdravie pacienta. Takito skudku je moZné uskutoénit
v pribliZne 3 aZ 4 minttach a nemala by vyznamne ovplyvnit’ stabilitu alebo ¢innost’ radioterapeutika.

Vynalez sa tyka tieZ suprav na radiacné znadenie s chelataénym ¢&inidlom konjugovaného proteinu alebo
peptidu, s terapeutickym radioizotopom na podanie pacientovi obsahujice (I) liekovku s chelatadnym &inid-
lom konjugovanym s proteinom alebo peptidom, (II) liekovku obsahujiicu formula¢ny pufer na stabilizaciu a
podavanie radioizotopom znacenej protilatky pacientovi a (III) také inStrukcie na uskuto¢fiovanie procesu ra-
dioizotopového znacenia, Ze ked’ je chelataénym &inidlom konjugovany protein alebo peptid, vystaveny ra-
dioizotopu alebo jeho soli na dostato¢ne dlhy ¢as za priaznivych podmienok odporucanych v instrukcii, ziska
sa radioizotopom znaceny protein alebo peptid, ktory ma dostatoénu Eistotu, $pecifickd aktivitu a vizbovi
$pecifickost’ tak, Ze radioaktivne znacena protilatka méze byt zriedena na prisluimi koncentraciu vo formu-
la¢nom pufri a podévana priamo pacientovi bez d’alieho ¢istenia. S chelataénym ¢inidlom konjugovany pro-
tein alebo peptid, moze byt dodavany v lyofilizovanej forme.

Stpravy podla vynalezu st uréené na uskutoéiiovanie spdsobu podlia vynalezu a méZu sa pouZivat’ na
tento ciel’. TieZ je zrejmé, Ze inStrukcie k suprave su zaloZené na opisanom spOsobe, a Ze uvahy uvedené ma-
ju rovnaku zavaZnost’ a vyznam, ak st uvaZované z hl'adiska uskuto¢nenia supravy. Okrem toho je zrejmé, ze
vynalez zahrnuje tieZ alternativne uskuto¢nenie suprav podla vynalezu, ktori mézZu obsahovat’ zloZky ako
acetatovy pufer na nastavenie hodnoty pH radiaéného znadenia, ako je skor uvedené.

Obzvlast vyhodnou zloZkou supravy je formulacia pufra na stabilizovanie proti G¢inkom radiolyzy a na
podavanie radia¢ne znac¢enych konjugovanych protilatok pacientovi. Formulaény pufer je farmaceuticky pri-
jatePny nosi¢, ktory sluZi bud’ ako riedidlo pre znacenu protilatku, alebo tieZ ako podavaci pufer. Aj ked' sa
méZe na podavanie terapeutickych alebo diagnostickych protilatok pacientovi pouzit' akékol'vek farmaceu-
ticky prijate'né riedidlo, formulacia pufra podl'a vynalezu je obzvlast' vhodna na podavanie radia¢ne znace-
nych protilatok.

Formulaény pufer podl'a vynalezu obsahuje ochranu proti Ziareniu (radioprotektant), ako je 'udsky sérovy
albumin (HSA) alebo askorbat, ktory minimalizuje radiolyzu spdsobovani ytriom alebo inymi silnymi radio-
nuklidmi. V odbore si zname este iné radioprotektanty a mohli by sa tieZ pouzit’ vo formulacii pufra podla
vynalezu, napriklad lapace volnych radikalov (fenol, sulfity, glutation, cystein, kyselina gentizova, kyselina
nikotinova, askorbylpalmitat, HOP(O)H,, glycerol, natriumformaldehydsulfoxylat, natriumdisiri¢itan, na-
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triumtiosulfat, a oxid siri¢ity). )

Formulacia pufra podla vynilezu tieZ obsahuje prebytok nekonjugovaného chelata¢ného Cinidla. Ucelom
zariadenia nekonjugovaného chelatagného &inidla je, Ze toto chelataéné ¢inidlo shiZi na lapanie vSetkych ne-
proteinovych viazanych radiadnych znadeni v pacientovi a sposobi exkréciu radiaéného znadenia, &im zniZuje
vylidenie izotopov vyhladavajicich kosti (,,bone seeking®), napriklad Y kostami pacienta. Ak je napriklad
protilatka sipravy konjugovana na chelataéné ¢inidlo DTPA, nadbytok DTPA alebo akéhokoI'vek iného che-
latadného ¢inidla moZe byt zacleneny do formulaéného pufra. Formatovy pufer je tieZ vyhodne dodany
v objeme tak, Ze vietok obsah je prevedeny do reakénej lickovky. Ako je uvedené, su tieto vysledky zvicSo-
vané jednoduchost'ou pouZitia a reprodukovatel'nostou, pretoZe presné objemy nemaji byt merané a odo-
vzdavané.

Vhodne formulovany pufer obsahuje pufrovany fosfat alebo fyziologickd solanku, T'udsky sérovy albu-
min a DTPA. Ludsky sérovy albumin ma vyhodne koncentriciu priblizne § aZz 25 % (hmotnost’ k objemu) a
vyhodnejsie koncentraciu pribliZzne 7,5 % (hmotnost’ k objemu). Koncentracia DTPA je vyhodne priblizne
1 mM. Askorbat je moZné pouZit' ako alternativu k T'udskému sérovému albuminu a typicky sa pouZiva
v koncentracii pribliZne 1 az 100 mg/ml. MéZe viak byt’ pouZity $iroky rozsah koncentracii bez toho, aby bo-
la ohrozen4 pacientova bezpe¢nost’.

Stprava méZe byt dodavana v inych alternativnych uskuto¢neniach v zévislosti od preferencii dodavate-
l'a. Napriklad stiprava mdZe d’alej obsahovat’ sterilni reakénu liekovku, v ktorej méZe byt uskutonend zna-
Ciaca reakcia a zriedenie do formulaéného pufra. Pocita sa s d'al$imi uskuto¢neniami, kde pufer na nastavenie
hodnoty pH radiaéného znacenia je dodany v aktualnej reakénej liekovke na zniZenie strat. Pocita sa tieZ so
supravami, ktoré d’alej obsahuju lickovku s radioizotopom, aj ked’ méZe byt vyhodnejsie objednat’ znacko-
vaciu stipravu vopred a objednat’ radioizotop oddelene na neskorsie tesne pred podanim. Dalej sa potita tiez
so supravami, ktoré obsahuju liekovku sekundameho proteinu alebo peptidu, aby sluZila bud’ ako kontrola pri
posudzovani vidzbovej afinity radiane znaceného produktu, alebo v niektorych pripadoch na pouZitie
v kombinovanych terapeutickych reZimoch s radiaéne zna¢enym proteinom alebo peptidom.

Podrobny opis vyhodnych uskutoéneni

Monoklonalna my3acia anti-CD20 protilatka (Y2B8) znadena °Y sa bezne vyhodnocuje v klinickych po-
kusoch na oSetrovanie recidivujiceho lymfomu B-buniek. Protilatka 2B8 je zmes mySacich protilatok, ktoré
rozoznavaji Pudskii CD20. Vmie3ana verzia tejto protilatky (Rituxan®) ziskala neddvno FDA siihlas na lie-
¢enie neHodgkinovho lymfému. V americkej prihlaske vynalezu ¢islo 08/475 813 sa opisuje postupné poda-
vanie Rituxanu® s ytriom zna¢enou my3acou monoklonalnou protilitkou v kombinovanych terapeutickych
reZimoch, pri€om podévanie ytriom znadenej anti-CD20 protilatky nasledovanej podévanim Rituxanu® je po-
stadujice (a) na vy¢istenie vSetkych zvySujucich B buniek periferalnej krvi, ktoré neboli vygistené chimérnou
protilatkou anti-CD20; (b) na zadiatok ochudobiiovania B-buniek z lymfatickych uzlin; (c) na zadiatok ochu-
dobrtiovania B-buniek z ostatnych tkaniv.

S danou dokazanou ucéinnostou anti-CD20 protilatky pri lieCeni neHodgkinovho lymfomu a so znamou
citlivost'ou lymfocytov na radioaktivitu, bolo by vysoko vyhodné pre takého terapeutické protilatky, keby sa
stali obchodne dostupnymi v suprave, z ktorej mézu byt pohotovo modifikované radiaénym znaenim a po-
davané priamo pacientovi v klinickom prostredi.

Stprava na radiaéné znaCenie pre protilatku 2B8 obsahuje vyhodne §tyri zlozky: 1. 2B8-MX-DTPA
v nizkokovovej normalnej sol'anke pri 2 mg/ml, 2. 50 mM octanu sodného pouZivaného na nastavenie pH ra-
dioizotopového roztoku na vhodnd hodnotu pre znadenie, 3. formulaény pufor (IX PBS, pH 7,4 obsahujuci
7,5 % Tudského sérového albuminu a 1 mM DTPA a pripadne 4. prazdne 10 ml sklenené liekovky (reaktivne
lickovky) (,,10 ml*“ pohodlne posta¢i na 10 ml a je technicky trochu vigsia ako ,,10 ml“). Vetky zloZky su
testované na sterilitu a nepritomnost’ pyrogénu.

V tomto texte je suhrn vyhod tejto radiaéne znackovacej supravy, ktora je jednoducha a 'ahko sa pouZiva
a ktora poskytuje radiacne znacené protilatky s = 95 % vnesenim Ziari€a a s prijate’nym zachovanim vizby
na antigén pozitivnej bunky.

Vynalez objastiuju, nijako v§ak neobmedzuju, nasledujice priklady vyhodnych uskutoéneni.

PrehPad obrazkov na vykresoch

Obr. 1A) Vizba X2B8 na CD20-pozitivne bunky. Na osi x je koncentracia buniek (x 10° buniek/ml). Na
osi y je percento vizby. Bunky SB sa premyju a resuspenduji na 90 x 10° buniek/ml riediacim pufrom (pu-
for=pufer=timivy roztok) (1x PBS, pH 7,4 obsahujuce 1 % (hmotnost k objemu) albuminu hovidzieho séra.
Vzrastajuce koncentracie buniek sa inkubuju tri hodiny v 2 ng/ml Y2B8 pripravenom s pouZitim 2B8-MX-
DTPA davky #0165A.
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Obr. 1B) Vizba X2B8 na CD20-pozitivne bunky. Na osi x je 1/objem koncentracia buniek. Na osi y je
pomer AT/B. Dvojitd inverzna vynesena zavislost' koncentricie buniek od pomeru viazana radioaktivi-
ta/celkova radioaktivita (B/AT). Imunoreaktivita je vypo¢itana ako 1/y- prieseénik x 100. Imunoreaktivita je
72,2 % a korela¢ny stcinitel’ (R) je 0,999.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priklad 1

Radia&ne znackovacia stiprava a spdsob znadenia 2B8 *°Y

A. Reakéné ¢inidla v radiaéne znackovacej suprave

1. 2B8-MX-DTPA, IDEC; Lot#082395RM2

2. 50 mM octanu sodného, nizkokovového, IDEC; Lot#082395RM3

3. formulaény pufer (IX PBS, pH 7,4 obsahujici 7,5 % (hmotnost k objemu) 'udského sérového albuminu a
1 mM DTPA), IDEC, Lot#082395RM1

4. reakéna liekovka, 10 ml, IDEC.

. Material a vybavenie
Biodex Tec-Control Radioincorporation Kit, Cat.#151-770
rukavice, bez prasku
sterilné polypropylénové injekéné striekacky
sterilné injekéné ihly
malé skumavky s uzaverom: 1,5 ml

ARl S el ve

Sposob
. Priprava Y2B8 pomocou radia¢ne znackovacej stipravy

Pripravia sa reak¢né ¢inidla pre supravu a naplnia sa do sklenenych zazatkovanych liekoviek. Borosilika-
tové liekovky typu I (2 alebo 10 ml) sa preplachnu sterilnou vodou na injektovanie (WFI) a pred pouzZitim sa
uloZia do autoklavu. Butylkaucukové zatky sa oplachnu sterilnou vodou WFI a pred pouZitim sa uloZia do
autoklavu. Reak¢né Cinidla sa rucne naplnia a uzavra sa v miestnosti triedy 100 a testuju sa na pyrogenicitu
pouzitim spdsobu podl'a USP.

=0

Pridavné reakéné €inidla:
1. Ytrium [90]:chloridova sol’, bez nosica, v kyseline chlorovodikove;j.

Opatrenia:
1. Vsetky stupne sa uskutociiuji s pouZitim aseptickej techniky.
2. Zlozky radiaéne znaCkovacej supravy sa pred pouZitim nechaju, aby dosiahli teplotu miestnosti.

Protokol radia¢ného znaCenia

1. Objem *®YCl; na plnenie reakénych liekoviek sa vypodita takto:

a. Koncentracia radioaktivity v ¢ase radiaéného znacenia:

Co = koncentracia radioaktivity v Case ciachovania (pozri vyrobcov atest pre analyzu).
Delta t = zmena v ¢ase (kladné &islo je po ciachovani, zaporné ¢islo je pred ciachovanim).

Koncentréacia radioaktivity v ¢ase znadenia = (60}
€0,0108 (delta t)
b. Objem *°YCl; na naplnenie do reakéne;j lickovky:
45 mG; = objem vnasany do reagencne;j
koncentréacia radioaktivity liekovky
v ¢ase znacenia

2. Objem 50 mM octanu sodného na pridanie do reakénej liekovky sa vypoéita takto:
a. pre *°YCl; v 0,040 M HC1 (Amersham):

objem **YCl; (krok 1b) x (0,8) = objem priddvaného octanu sodného
b. pre 90YC13 v 0,050 M HCI (Nordion):

objem **YCl; (krok 1b) x (1,0) = objem priddvaného octanu sodného
3. Zatky reak¢nej liekovky a octanu sodného sa vytrii alkoholom. Pomocou 1 cc injekénej striekacky sa do
reakénej liekovky vnesie vypocitany objem (krok 1a alebo 1b) 50 mM octanu sodného (krok 2). Liekovka sa
miesa za opakovaného obracania.
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4. Zatka liekovky zdroja *°YCl; sa vytrie alkoholom. Liekovka sa ihlou vybavi sterilnym filtrom 0,2 pm.
Pomocou 1 cc injekénej striekalky sa nasaje pozadovany objem (krok 1b) **YCl; a prenesie sa do reakene;j
liekovky. Liekovka sa miea opakovanym obracanim,

5. Zatka lickovky zdroja 2B8-MX-DTPA sa vytrie alkoholom. Pomocou 3 cc injek¢nej striekacky sa do re-
akénej liekovky vnesie 1,5 ml 2B8-MX-DTPA. Liekovka sa mieSa opakovanym obracanim.

6. Celkovy objem reak&nej zmesi sa vypocéita s¢itanim objemu pridaného chloridu %Y (krok 4), plus mnoz-
stvo 50 mM octanu sodného pridaného (krok 3), plus mnoZstvo pridané 2B8-MX-DTPA (krok 5).

7. Objem formula¢ného pufra na pridanie do reakénej liekovky na ziskanie celkového objemu 10 ml sa vy-
pocita od¢&itanim celkového reakéného objemu vypocitaného v kroku 6 od 10.

8. Zatka formulaéného pufra sa vytrie alkoholom a liekovka sa prevetrd. Vzhl'adom na viskozitu formulac-
ného pufra sa reakéna liekovka pouZitim ihly vybavi filtrom 0,20 pm striekaky. Pomocou 10 cc sterilnej in-
jekénej strickacky, vybavenej vhodnou odmeriavacou ihlou sa prenesie objem formula¢ného pufra vypocita-
ny v kroku 7 do reakénej liekovky. Ventila¢na ihla sa z reakénej liekovky vyberie a liekovka sa mie$a opa-
kovanym obracanim (koneény produkt). Liekovka sa inkubuje najmenej 5 minut pred uskuto¢nenim testu ra-
diozaglenenia. Farba roztoku je Zlta a reakéna liekovka je plna, ¢im je potvrdené pridanie reakéného pufra.

9. Celkova radioaktivita kone&ného produktu sa meria vhodnou aparatirou na meranie Y.

10. Koneény produkt sa okamzite uskladni pri teplote 2 az 8 °C aZ do podania pacientovi.

2. Skiska radiozaclenenia
Percento radiozaclenenia sa ur¢i instantnou chromatografiou na tenkej vrstve (ITLC) s pouzitim stipravy
Biodex Tec-Control Radiochromatographic Kit podl'a nasledujiiceho protokolu:

Pridavné materialy a vybavenie:

Y radia¢ne znadena 2B8-MX-DTPA

skimavky na nacitanie radioaktivnych prizkov TLC
noznice

sterilna injekcna striekacka 1 cc

sterilné ihly, 26G

Scintilaény ¢ita¢ gama-Ziarenia

Pipeta

NownhkwN =

Postup:

1. Najskér sa predita cely navod Biodex Operation Manual.

2. Kazda radiacne znacena vzorka sa trikrat testuje podl'a inStrukcii siupravy; vyvinie sa jeden priZok pre
liekovku.

3. Na nakvapkanie radiacne znacenej vzorky na chromatograficky priZok sa pouZije pipeta na kvapnutie 1
ul na pdvodni ¢iaru. Alternativne mdZe byt kvapnuta mald kvapka z ihly 26G pripojenej na injekénu strie-
kacku 1 cc. Protilatka zostane na zaGiatku a neza&lenena *’Y-DTPA sa pohybuje s éelom roztoku.

4. Kazdy tisek sa nadita na aktivitu pomocou vhodného ¢&itada, napriklad scintilaéného &itada pre *°Y, nasta-
veny pre pozadie.

5. Postupuje sa podla in§trukcii na vypoditanie percenta radiacnej znacenej protilatky.

3. Vizbova skuska

Pridavné reak¢né ¢inidla:

1. *Y2B8-MX-DTPA

2. Lyofilizované bunky

Ludské bunkové linie SB (CD20-pozitivne) a HSB (CD20-negativne) sa ziskaji od American Culture Col-

lection a kultivuju sa v T-bankach s pouZitim RPMI-1640 obsahujuceho 10 % hovadzieho zarodo¢ného séra

doplneného 2 % glutaminu. Kultiry sa udrzuju pri teplote 37 °C v prostredi s 5 % oxidu uhli¢itého. Bunky sa

spravidla rozstiepia 1 : 2 kaZdy druhy defi a odobert sa pri 0,5 x 2,5 x 10° buniek/ml a so Zivotnostou > 80 %.

Koncentricia buniek sa stanovi hemacytometrom a Zivotnost’ sa stanovi vylu¢ovanim trypanovej modrej.
Bunky sa odobert pri teplote okolia a pri hustote 0,5 a% 2 x 10° buniek/ml odstredenim (1300 otadok za

minttu v odstredivke Sorvall) a premyju sa dvakrat 1X HBSS. Peletované bunky sa resuspenduju na 50 x 10°

buniek/ml v 1X HBSS obsahujicom 1 % (hmotnost’ k objemu) albuminu hovddzieho séra (BSA) a 10 %

(hmotnost’ k objemu) manitolu (lyofilizaény pufer), 0,5 ml vneseného do 1,5 ml polypropylénovych mikro-

odstredivkovych skimaviek s okrizkovymi uzavermi, uloZia sa cez noc pri teplote -70 °C a lyofilizuju sa pri

3999,66 az 7999,32 60 miliPa. Skimavky s lyofilizovanymi bunkami sa uloZia v exsikatore pri teplote 2 az

8 °C a rekonstituju sa v sterilnej vode na skuSanie: skimavky s bunkami lyofilizovanymi v mikroodstrediv-

kovych skimavkéch sa uloZia s exsikatorom.
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3. Sterilna voda na preplachovanie a na injektovanie
4. Riediaci pufer (1XPBS, pH 7,2 aZ 7,4 obsahujuci 1 % albumin hovidzieho séra (BSA) a 0,02 % azidu
sodného.

Postup:

Priprava radiac¢ne znacenej vzorky protilatky

1. Ziska sa radia¢ne znacena protilatka skladovana pri teplote 2 aZ 8 °C.

2. Objem 10 pl sa odtiahne P20 a prida sa do 1,5 ml mikroodstredivkovej skimavky obsahujiicej 990 pl rie-
diaceho pufra (zriedenie 1 : 100). Koniec sa oplachne a skimavka sa mierne miesa.

3. Ziska sa 50 ml sterilna polypropylénova skimavka s vieckom a vnesie sa do nej 10 ml riediaceho pufra,
pomocou 10 ml sérologickej pipety.

4. Odtiahne sa 35 pl s P200 zo skimavky so zriedenim 1 : 100 a vnesie sa do kuzZelovitej skimavky obsahu-
jucej 10 ml riediaceho pufra. Opatrne sa miesa.

Priprava lyofilizovanych buniek

1. Ziskaju sa tri skumavky lyofilizovanych buniek SB.

2. Objem 0,5 ml SWFI sa prida do kaZdej skimavky a skimavky sa mieSaju aZ do dosiahnutia suspenzie jed-
notlivych buniek.

3. Ziskaju sa prazdne mikroodstredivkové skumavky 1,5 ml: do troch tychto skimaviek sa prida 0,5 ml rie-
diaceho pufra, o predstavuje kontrolu bez buniek.

Skuisobny protokol

Do kazdej skimavky sa prida 0,5 ml zriedenej **Y2B8-MX-DTPA.

Skiimavky sa umiestnia na konci nad mixérom na 45 minut s istotou, Ze uzavery su tesné.

Po 45 mimitovej inkubdcii pri teplote okolia sa skimavky peletuji 5-minitovym mikroodstredenim.
Do scintilaénych liekoviek sa prenesie objem 0,8 ml supernatantu.

Do kazdej liekovky sa prida scintilaény kokteil.

Scintilaénym ¢itaCom nastavenym na pozadie sa zmeria reaktivita v kaZdej lickovke.

SR L=

D. Vysledky
Reprodukovatelnost’ a vyraznost' protokolu radiaéného znacenia pre X2B8 sa vyhodnoti uskutoénenim
niekol’kych hodnotiacich priebehov s pouZitim rdznych davok kazdého radioizotopu. Pét ¢lenov obsluhy pri-
pravi 6 hodnotiacich ddvok Y2BS8. Tieto diavky sa oznacia, ako je d’alej uvedené, a pouZijui sa nasledujice
moZnosti:
#1:IDEC Pharmaceuticals
#2:IDEC Pharmaceuticals
#3:IDEC Pharmaceuticals
#4:MD Anderson Health Center
#5: Mayo Clinic
#6: City of Hope

5. Vysledky testovania vietkych hodnotenych davok su v tabul’ke I
Tabul'ka I - Vysledky uvoltiovacej sku§ky na hodnotenie Y2B8

Dévka Radiozaclenenie Vizba
dislo (%) (%)
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
priemer = 98,8 priemer = 82,3
smerodajna odchylka = 1,24 smerodajna odchylka = 3,4
CV=125% CV=42%

V Siestich hodnotenych pripravenych davkach je ziskané percento vizby 78,6 % az 87,0 % so stredom
82,3 %. Hodnota radiozaclenenia pre Y2B8 je v priemere 98,8 % (96,3 % az 99,5 %). Tieto vysledky potvr-
dzuju reprodukovatelnost’ a vyraznost' supravy na radiacné znacenie pri priprave Y2B8 a spolo¢ne doklada-
ju, Ze Y2BS pripravené pouZitim siipravy na radiaéné znacenie si vhodné na pouZitie v klinickom prostredi.

10
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Priklad 2
Pogiatoéné hodnotenie reakénych parametrov - pH a reakéné Casy

Najskor sa uskuto&nia kinetické §tudie na vyhodnotenie radiozaclenenia a vizby protilatok znaenych '
(Y2B8) nasledovanych po reakciach znalenia uskuto¢nenych za roznych podmienok hodnoty pH a reakéné-
ho &asu. Pri reakcii radiaéného znadenia pri hodnote pH 3,9 aZ 4,7 a pri inkuba¢nom ¢ase 5 mimit bolo radio-
za&lenenie > 96 % s retenciou > 80 % vizby na CD20-pozitivne bunky (tabulka II). Podobné vysledky boli
ziskané pre inkuba&né ¢asy 3,5 a 10 minit pri hodnote pH 2,9 aZ 4,6 (tabulka III).

Tabulka II - Kinetika radiaéného znadenia: Vplyv hodnoty pH na radioza¢lenenie a vizbu na CD20-
-pozitivne bunky'

Hodnota pH Radiozaclenenie Vizba
(%) (%)
39 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

Tabulka III - Kinetika radia¢ného znadenia Y2B8: Utinok inkuba&ného &asu na radioza&lenenie a vizbu na
CD20-pozitivne bunky'

Inkubaény cas Radiozaclenenie Vizba
(min) (%) (%)
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

"Vysledky reakcii znadenia a parametre vyhodnocovacich 3tidii uvedené v tabulke IT a III st uskutoénené
s 2B8 odvodenych z expresného systému buniek CHO. Konjugit MX-DTPA je pripraveny pouZitim protoko-
lu podobného, ako je pouZity na charakterizovanie 2B8-49. Reakcie sa uskutociiovali s priblizne 3 mg proti-
latky a pri molarmom pomere 4 : 1 chelataéného €inidla k protilatke, ako je to opisané v stcasne podavanej
prihlagke vynalezu ¢. 09.

Imunoreaktivity pre pripravy Y2B8 si stanovené pouZitim spdsobu, ktory opisal Lindmo a kol. ZvySené
mnoZstva ferstvo odobratych CD20-pozitivnych SB buniek s pevnym mnoZstvom Y2B8 za podmienok nad-
bytku antigénu. Analyza reciproéného vynesenia vizbovych udajov ukéazala imunoreaktivitu 72,2 % pre
Y2B8 po jednej skiSobnej priprave (obr. 1).

Priklad 3
Vyhodnotenie d’alSich reakénych parametrov

1. Uvod

Opisované testy skimajui vplyv odchylok od protokolu vidzby Y2BS8 pripravenej pouZitim supravy na ra-
dia¢né znadenie Y2B8. Vizba radiaéne znadenej protilatky mbéZe byt ovplyvnena niekol’kymi parametrami
podas procesu radiaéného znadenia, ako ukazuje tabulka IV.

Tabulka IV

Odchylka od stipravy pre radiacné
znacenie

Predpokladané ucinky na podmien-
ky znadenia

Predpokladany vplyv na
vizbu

JyvIon

1) Pridanie nadmemého objemu 0y pokles pH zvyseny
zvysena radiolyza
2) Pridanie menSieho objemu Ty pH bez zmeny zniZeny alebo Ziadny
pokles radiolyzy
3) Pridanie nadmerného objemu |pH bez zmeny zvySeny alebo Ziadny
NaAc pokles radiolyzy
4) Pridanie menSieho objemu NaAc | pokles pH zniZeny
zvysenie radiolyzy
5) Pridanie nadmerného objemu | pH bez zmeny zvyseny
2B8-MX-DTPA pokles radiolyzy
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Odchylka od sipravy pre radiatné | Predpokladané ucinky na podmien- | Predpokladany vplyv na
znacenie ky znadenia vizbu
6) Pridanie menSieho objemu 2B8- | pH bez zmeny zniZeny
MX-DTPA zvySenie radiolyzy
(vysSia Specificka aktivita)
7) Inkubacia > 5 min. zvySenie radiolyzy zniZeny
8) Inkubacia < 5 min. pokles radiolyzy zvySeny alebo Ziadny

Nasledujice odchylky od protokolu radiaéného znacenia st identifikované ako odchylky, ktoré maju naj-
pravdepodobnejsie negativny dosah na vizbu a patria k nim: 1. prisada mensiecho objemu octanu sodného,
2. prisada nadbytku roztoku chloridu *°Y, 3. prisada mensieho objemu 2B8-MX-DTPA a 4. prekro&enie ma-
ximalneho €asu inkubacie. Dosah tychto odchylok sa hodnoti oddelene a sticasne.

Pri oddelenom hodnoteni sa 20 % odchylok poloZiek 1 aZ 3 neprejavilo v IDEC-Y2B8 prechidzanie
uvoltiovacej Specifikicie stanovenej pre viézbu v klinickych skuskach, aj ked' inkubacia trvala 8 mindt.
V §tadii, pri ktorej boli vetky tri objemové odchylky (1 aZ 3) uskutoénené sii¢asne, boli iba davky priprave-
né podl'a pondeliiajsicho znackovacicho protokolu (potencidlne najviac radiolytického) a inkubované 8 minut
(0 60 % dlhsie ako normalne) marginalne pod (< 3 %) klinicku uvol'iovaciu §pecifikaciu. Na rozdiel od toho,
davky pripravené podl'a piatkového znackovacieho protokolu zachovavali prijatelné vizbové vysledky cez
kumulativne uéinky odchylok vo v8etkych Styroch parametroch (1 aZ 4). Pri vetkych odchylkach, uskutog-
nenych oddelene alebo kolektivne, bolo radia¢né zaclenenie nad klinickou uvolfiovacou $pecifikiciou na
95 %.

II. Vol'ba parametrov

Rozhodnuté bolo, Ze 20 % odchylka od poZadovaného objemu reakénych ¢inidiel alebo predlzujica re-
akény cas o viac ako 30 % maxima 6 mimit pouZivané normalne, predstavuje potencialne extrémnu odchylku
od protokolu pouZivaného v radiofarmacii. V tejto $tidii sa vyhodnocuje dosah tychto odchylok na vizbu
IDEC-Y2BS. Simuluje sa ,,pondelkové® a ,piatkové" znacenie na uistenie, Ze vyhodnotené podmienky pred-
stavuji extrémy pripravy davok na cely tyZdefi. Vyhodnotil sa tieZ kombinovany u€inok na viizbu, ked sa
vietky odchylky vyskytnii v jednej davke pripravy a dosah tychto odchylok na za¢lenenie radiacie °Y.

»Pondelkové“ a ,,piatkové* znacenie predstavuje situaciu, Ze pretoZe roztok chloridu 90Y ma kratky pol-
¢as rozpadu (64 hodin), zavisi objem pouZitého radioizotopu odo diia jeho pripravy v tyZdni. Z toho dévodu
je reakény objem pre davku pripravovanu v pondelok mensi, &o vedie k vy3sej koncentracii °°Y, mozno ve-
ducej k vicsej radiolyze. Preto sa simulovali pondelkové a piatkové znaCkovacie procediry na uistenie, Ze
vyhodnotené podmienky predstavuji extrémy pripravy davok v celom tyZdni.

I11. Material a metody

A. Reak¢né ¢inidla

. ®YCl; v 0,05 M HCI; Pacific Nordwest National Laboratory, ¢inidlo P.O. # 08016,08118

. Ultrex HC]; J. T. Baker, produkt # 6900, 3arZa # J22539

. Sterilna voda na omytie; Baxter, diel # 2F7114, Sarza # G924092

. Riediaci pufer; obsah 10 mM sol'anky fosfatového pufra, pH 7,4 1 % BSA; Sigma, diel # P-3688, JarZa #
76H8913

. Dodana suiprava IDEC na riadiaéné znacenie; IDEC diel # 130018, $arza # 0129 obsahujica:
a) 2B8-MX-DTPA; IDEC diel # 129017, $arza # 0165

b) 50 mM octanu sodného: IDEC diel # 129017, SarZa # 0209A

¢) formulaény pufer; IDEC diel # 120015, $arZa # 0202

d) reakéni liekovku; IDEC diel # 122015, $arZa # 0218

Lyofilizované bunky SB; IDEC diel # 127, $arza # 127-001F

1
2
3
4
0
5

o

. Material a zariadenie
pipety (20, 200 a 1000 gL)
mieSadlo
pipetovacie hroty bez kovu (Biorad; Metal-free)
¢ita¢ gama-Ziarenia (Isodata, model # 20-10)
sklenené skiimavky (12 x 75 mm)
polypropylénové skiimavky (Costar; 15 ml a 50 ml, kénické, sterilné)
Tec-kontrolnd rédiochromatograficka suprava (Biodex; Cat # 151-770)
Mikroodstredivka (Savant)
polypropylénové mikroodstredivkové skumavky; bez kovu (Biorad; Cat # 223-9480

RN W=
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C. Spdsoby
1. Priprava Y2B8

Vseobecne sa pripravi *°Y znadena 2B8-MX-DTPA pouZitim verzie na pripravu v malom meradle supra-
vy na radiaéné znadenie, uvedeného protokolu modifikovaného d’alej opisanymi zmenami. Radiaéné znale-
nie sa uskutoéni zasobnym roztokom chloridu %y s koncentraciou 84 mCi/ml alebo 29,8 mCi/ml na simulo-
vanie pondelkovej a piatkovej pripravy (zaloZenej na stredajSom ciachovani 50 mCi/ml).

Koncentrovany roztok chloridu *°Y sa zriedi pouZitim 50 mM kyseliny chlorovodikovej (Ultrex, high-
purity) v mikroodstredivkovych plastovych skiimavkach ,,bez kovu“. Kyselina chlorovodikova Ultrex (high-
purity) HCI sa zriedi na 50 mM sterilnou vodou (Sterile Water for Irrigation -SWFI). Reakcia radianého
znadenia sa uskutoéni v mikroodstredivkovych 15 ml kuZel'ovych plastovych skimavkach ,,bez kovu* alebo
v sklenenej 10 ml reakénej liekovke vybavenej zatkou zo stpravy na radiaéné znaCenie Y2B8.

a. Znacéenie v malom meradle na predpoved’ priprav vo velkej davke
Reakcie radiaéného znadenia 1, 3, 10 a 40 nCi sa uskuto¢nia za reakénych podmienok simulujicich pon-
delkovi pripravu davky. Objemy reakéného &inidla v ml st v tabul'ke V.

Tabul'ka V - Objemy reak¢nych ¢inidiel (ml)

Y mnoZstvo (mCi) Y chlorid Octan sodny 2B8-MX-DTPA
1 0,0119 0,0143 0,0333
3 0,0357 0,0429 0,0998
10 0,119 0,143 0,3330
40 0,476 0,571 1,3300

Po 5-mimitovej inkubacii sa odoberu 20 pl vzorky a zriedia sa formula¢nym pufrom na kone¢mu koncen-
traciu protilatky 0,21 mg/ml a aZ do skusky sa uloZia pri teplote 2 aZ 8 °C. Vizbové hodnoty sa normuji na
reakcii 1 mCi, pretoZe reakcie 1 mCi sa pouZivaji ako kontroly vo vietkych nasledujicich pokusoch opisa-
nych v tomto teste. Uvadzané hodnoty si normované na 1 mCi kontrolnej vzorky podelenim vizbovej hod-
noty pre kazdu reakciu vizbovou hodnotou kontroly, vyjadrenym v percentich.

b. Nasledok pridania objemu octanu sodného

Pre pondelkové znadenia sa zmieSa 10 mCi chloridu %Y (0,119 ml) s 0,114 ml 50 mM octanu sodného.
Tento objem S0 mM octanu sodného predstavuje 20 % zniZenie mnoZstva pufra normalne pouZivaného na
pripravu klinickych davok IDEC-Y2BS8. Prida sa konjugovana protilatka (2B8-MX-DTPA) (0,333 ml), vzor-
ka sa zamieSa a inkubuje sa pri teplote miestnosti. Specificka aktivita roztoku na radiaéné znadenie je
18,9 mCi/mg protilatky. Pri 2 minitach sa odoberie 0,020 ml, formuluje sa formulaénym pufrom na
0,24 mg/ml a uloZi sa pri teplote 2 aZ 8 °C. ZvySok roztoku na radiacné znacenie sa formuluje po 8 mimitach
na 0,24 mg/ml a uloZi sa pri teplote 2 aZ 8 °C. Protokol sa opakuje na simulovanie piatkového znacenia pou-
Zitim 0,336 ml 90Y chloridu, 0,323 ml octanu sodného a 0,333 ml 2B§-MX-DTPA. V oboch stiudiach sa
uskuto¢tiuje kontrolna reakcia 1 mCi pouZitim opisanych ,,$tandardnych” podmienok (5-minitova reakcia).

c. Nasledok pridania nadmerného objemu *°Y chloridu

Pre pondelkové znacenie sa zmie$a 12 mCi chloridu %y (0,143 ml) s 0,143 ml 50 mM octanu sodného.
Tento objem *°Y predstavuje 20 % zvySenie mnoZstva *Y potrebného na pripravu typickej davky Y2B8. Pri-
da sa konjugovana protilatka a vzorkovy roztok sa inkubuje pri teplote miestnosti. Kone¢na $pecifickd aktivi-
ta je 22,5 mCi/mg protilatky. Pri 2 minttach sa odoberie 0,020 ml, formuluje sa formula¢nym pufrom na
0,24 mg/ml a uloZi sa pri teplote 2 aZ 8 °C. ZvySok roztoku na radia¢né znaCenie sa formuluje po 8 mimitach
na 0,24 mg/ml a uloZi sa pri teplote 2 aZ 8 °C. Uskuto¢ni sa protokol na simulovanie piatkového znacenia
pouZitim 0,403 ml *°Y chloridu, 0,403 ml 50 nM octanu sodného a 0,333 ml 2B8-MX-DTPA. (3pecifické ak-
tivita 22,5 mCi/ml protilatky). V oboch $tidiach sa uskutoctiuje kontrolna reakcia 1 mCi pouZitim opisanych
,»Standardnych” podmienok (5-mintitova reakcia).

d. Nasledok pridania mensieho objemu protilatkového konjugétu

Pre pondelkové znadenie sa zmie$a 10 mCi chloridu %y (0,119 ml) s 0,143 ml 50 mM octanu sodného.
Prida sa konjugovana protilatka 0,267 ml), ktora obsahuje o 20 % menej protilatky ako normalne pouZivané a
vzorkovy roztok sa mieSa a inkubuje sa, pri 2 aZ 8 mimitach sa odoberie 0,020 ml, formuluje sa formulaénym
pufrom na 0,21 mg/ml a uloZi sa pri teplote 2 az 8 °C aZ do skusky. Podobne sa uskuto¢ni protokol na simu-
lovanie piatkového znadenia pouzitim 0,336 ml %y chloridu, 0,403 ml 50 nM octanu sodného a 0,27 konju-
gatu. V oboch 3tudiach sa uskutoéni kontrolna reakcia 1 mCi pouZitim opisanych ,,§tandardnych” podmienok
(5-minitova reakcia).
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e. Nasledok odchylky kombinovaného reakéného ¢inidla

Nasledok 20 % odchylky objemu octanu sodného *°Y chloridu a konjugitu sa posudzuje sticasne pre pon-
delkovy a piatkovy protokol. Pre pondelkové znadenie sa zmie$a 12 mCi *°Y (0,143 ml) s 0,114 ml 50 mM
octanu sodného, &o predstavuje 20 % zvySenie mnoZstva *°Y a o 20 % zniZenie mnoZstva normalne pouZiva-
ného octanu sodného. Prida sa 2B8-MX-DTPA (0,267 ml) predstavujuci o 20 % men§ie mnoZstvo protilatky,
ako je normélne pouZivané a reakénd zmes sa inkubuje pri teplote miestnosti. Pri 2, 4, 6 a 8 mimitach sa
z reakénej zmesi odoberie 0,020 ml, formuluje sa formulaénym pufrom na koneénii koncentraciu protilatky
0,21 mg/ml a uloZi sa pri teplote 2 aZ 8 °C aZ do skusky. Piatkové znacenie sa uskuto¢ni podobne pouzitim
0,403 ml *°Y chloridu, 0,387 ml octanu sodného a 0,267 ml konjugatu. Odobert sa 40 pl vzorky vo vyznage-
nych ¢asoch a formuluji sa formulaénym pufrom. V oboch §tidiach sa uskutoéfiuje kontrolna reakcia 1 mCi
pouZitim opisanych ,.$tandardnych podmienok* (5-mintitova reakcia).

2. Stanovenie radiozaclenenia

MnoZstvo radioaktivity spojené s konjugatmi sa stanovi opisanym spdsobom, s pouZitim obchodne do-
stupnej sipravy (obchodny produkt spolo¢nosti Biodex (Tec-Control Radiochromatographic Kit). Zvy¢ajne
sa nanesie 0,5 aZ 1 pl na dvojité pruzky pomocou mikropipety a vyvola sa podla priloZenej inStrukcie Bio-
dex. Radioaktivita polovice pruzkov v sklenenych skumavkach sa zisti pouZitim gama-¢itaca Isodata
s okienkom 100 aZ 1000 KeV. Radiacne znadiace zaClenenie sa vypocCita delenim mnozZstva radioaktivity
v hornej polovici priizku celkovou aktivitou zistenou v oboch hornych a spodnych poloviciach. Tato hodnota
je vyjadrena v percentach a vypocita sa stredna hodnota.

3. Zistenie vizby

Vzorky sa analyzuju na percento vizby k pozitivnym bunkam CD20 podl'a opisaného protokolu. V tychto
vzorkach viak nie s zahrnuté negativne kontrolné vzorky buniek HSB a bunky SB sa lyofilizuju v 5 ml lie-
kovkach namiesto v mikroodstredivkovych skumavkach.

Vsetky kone¢ne formulované vzorky Y2B8 sa zriedia 1 : 100 riediacim pufrom (10,0 pl protilatky + 990
pul pufra). Protilatka sa potom znova zriedi na priblizni koncentraciu 8 ng/ml pridanim 35 pl 1 : 100 zriede-
nie do 10 ml riediaceho pufra v 50 ml polypropylénovej skumavke.

Sest’ a2 sedem skiumaviek lyofilizovanych buniek sa rekonstituuje s SWFI a zhromazdi sa v 50 ml kuze-
lovej skimavke. Rekonstituované bunky (0,5 ml) sa potom rozdelia na 3 rovnaké mnoZstva do troch 15 ml
mikroodstredivkovych skimaviek a testuji sa 3 skimavky na vzorku. Do troch prazdnych mikroodstrediv-
kovych skimaviek sa prida 0,5 ml riediaceho pufra. Do kazdej skumavky sa prida 0,5 ml protilatky, tesne sa
uzavru a inkubuju sa 45 minit pri teplote miestnosti za mieSania prevracanim. Po inkubdcii sa bunky peletuji
S5-mintitovym odstredenim a usadia sa ,,6“ (4000 x g) odstredenim v mikroodstredivke Savant. Supernatanty
vzoriek (0,75 ml) sa premiestnia do sklenenych skumaviek 12 x 75 mm na naditanie radioaktivity pouZitim
gama-Citaca Isodata s nastavenim okienka na 100 aZ 1000 KeV.

Radioaktivita (B), viazana na bunky, sa vypo¢ita od¢itanim neviazanej radioaktivity (supernatant) od cel-
kovej dodanej radioaktivity. Celkova radioaktivita sa stanovi z radioaktivity nacitanej v skimavkach bez bu-
niek. Percento vizby sa vypocita vyjadrenim viazanej radioaktivity v percentach celkovej radioaktivity.

Na minimalizaciu ¢inku variability od davky k davke lyofilizovanych buniek na posudenie vizby, si
vizbové hodnoty normované na 1 mCi Y2B8 kontroly pripravenej pouZitim ,$tandardnych* podmienok zna-
¢enia. Kontrolné vzorky sa pripravia, ako je uvedené, pre kaZdi skupinu pokusov.

D. Vysledky
1. Zna&enie v malom meradle na predpoved’ priprav vo velkej davke

Na overenie, Ze reakcia znaCenia v malom meradle umoZiuje predvidat’ pripravy vo velkej (40 mCi)
davke, sa pripravia davky 1, 3, 10 a 40 mCi Y2B8 pomocou opisaného protokolu radia¢ného znacenia. Tieto
vysledky obsahuje tabul'ka VI, ktord doklada, Ze zvacSovanie davky reakénej zmesi z 1 mCi na 40 mCi ne-
ovplyvni nepriaznivo vizbu alebo radioza¢lenenie.

Tabul'ka VI
Mnozstvo 'Y mCi Kontrolné vizby Radiozadlenenie
(mCi) (%) (%)
1 100,0 99,2
3 102,0 99,1
10 98,6 99,0
40 98,2 99,0

2. Nasledok pridania mensieho objemu octanu sodného

Ak sa pripravi Y2B8 s pouZitim o 20 % menSieho objemu 50 mM octanu sodného a prediZenim asu in-
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kubécie o 60 %, zostane podstata vizby zachovana, v porovnani s radiaéne ozna¢enou protilatkou priprave-
nou ,,§tandardnymi‘ podmienkami znagenia (tabulka VII). I ked’ je znaCiaca reakcia uskuto¢nena za podmie-
nok pondelkového znadenia, > 89 % kontrolnej vizby zostane zachované. Podobné vysledky sa dosiahli pri
piatkovej priprave davky. Tieto odchylky nemaju dosah na radiaéné zaclenenie, bez ohl'adu na dei, kedy bo-
la davka pripravena.

3. Nésledok pridania nadmerného objemu *°Y chloridu

Ak sa pripravi Y2B8 s pouZitim o 20 % vécSieho objemu %Y chloridu v kombinécii s inkubaénym &asom
0 60 % dlhdim, ako je normalne pouzivané, zostane podstata viizby zachovana, v porovnani s kontrolou pri-
pravenou ,,§tandardnymi“ podmienkami znagenia (tabul'ka VII). Ak je znaCiaca reakcia prcdiiené na 8 minut,
> 90 % vizby zostane zachované v porovnani s kontrolou pri pondelkove;j a piatkovej priprave davky. Prida-
nie 0 20 % vi&Sicho objemu *°Y chloridu nemé dosah na radioza&lenenie, bez ohladu na deti, kedy bola dav-
ka pripravena.

4. Nasledok pridania mengieho objemu protilatkového konjugatu

Ak sa pripravi Y2B8 s pouZitim o 20 % menSieho objemu konjugatu (2B8-MX-DTPA) a prediZenim ¢asu
inkubécie o0 60 %, nie je vizba vyznamne ovplyvnena, v porovnani s Y2B8 pripravenou ,,$tandardnymi‘
podmienkami znalenia (tabulka VII). Pridanie o 20 % menej konjugatu neovplyvni radiacné za¢lenenie, bez
ohl'adu na deii, kedy bola davka pripravena.

Tabul'ka VII

Piatkova priprava davky °
% viazbova kon- | % radia¢ného za-
trola ® ¢lenenia

Pondelkova ;

% vizbova
kontrola ®

riprava davky *
% radia¢ného za-
¢lenenia

Odchylka znacenia

1) o0 20 % mensi objem octa-
nu sodného
2) 60 % prediZenie reakéného
Casu (8 min.)
1) 0 20 % nadbytok objemu
90y
2) 60 % prediZenie reakéného
¢asu (8 min.)
1) o 20 % mensi objem proti-
latky
2) 60 % prediZenie reakéného
¢asu (8 min.)
% Pre pondelkovu pripravu davky je koncentracia Y v reakénom roztoku 17 mCi/ml; koncentracia *'Y pre
Eiatkové znaCenie je 8 mCi/ml.

Hodnoty vézby normované na znadenie protilatky podl'a klinického davkovacieho protokolu (RSDR-005)
pri ,,$tandardnych objemoch a 5 minitovom reakénom ¢ase*.

89,4 99,1 92,5 98,7

90,6 99,1 91,8 98,6

98,9 99,0 98,7 98,6

5. Dosah kombinovanej odchylky reakéného ¢inidla

Ak sa pripravi Y2B8 s pouZitim protokolu, v ktorom su uskutonené vetky Styri odchylky sucasne, zos-
tava vizba stale v podstate zachovana v porovnani s protilatkou pripravenou za ,.Standardnych” podmienok
znalenia (tabul’ka VIII). Vizba je stile > 83 %, i ked’ pondelkova priprava bola inkubovana o 30 % dlhsie
ako maximum 6 minit pouZivané normalne. Radiozaclenenie nie je tymito kumulativnymi odchylkami vyz-
namne ovplyvnené, ani po 8 minitach inkuba¢ného ¢asu, nezavisle od diia pripravy davky.

Tabul'ka VIII
Pondelkova priprava davky
Cas znalenia

% vizbovej kontroly % radiozaclenenia

2 97,6 98,7
4 93,7 98,8
6 89,5 98,8
8 83,2 98,6

Piatkova priprava davky
Cas zna¢enia

% vizbovej kontroly % radiozadlenenia

2

98,6

99,0

4

98,5

99,2
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6 96,0 99,1
8 92,1 99,1

V. Diskusia

Na zniZenie Ziarenia, ktorému je vystavena obsluha, sa vyhodnocujii men3ie znackovacie reakcie namies-
to priprav s plnou davkou. Overilo sa preto, Ze znacenie 1 mCi a 10 mCi, vyhodnotené v tejto $tidii, predpo-
veda pripravy s plnou ddvkou 40 mCi. Vysledky dokladuju, Ze nie st Ziadne vyznamné rozdiely vo viazani a
radioza¢leneni v rdmci 1 mCi az 40 mCi.

Ustdilo sa, Ze 20 % objemové odchylky pre octan sodny, *Y chlorid a konjugovanu protilatku predstavu-
jui potencialne extrémne odchylky v protokole radiaéného znaéenia. Dalej inkubacia 8 miniit (o 3 mintty dlh-
$ie ako normalne) je povaZovana za vyznammi odchylku od protokolu. Vieobecne vplyvom kratkeho poléasu
rozpadu *°Y chloridu, sa bude menif’ objem radioizotopu v zavislosti odo diia pripravy davky. Tieto pokusy
opisané v tomto teste, boli uskutodnené s *°Y chloridom pri koncentracidch zodpovedajiicich pondelkovej a
piatkovej priprave davky reprezentujiicej cely rozsah moZnych priprav davky.

Davky Y2B8 pripravené s pouZitim o 20 % menSieho objemu octanu sodného a inkubované 8 mintit si
zachovali vyznamnu vizbu (> 89 %) v porovnani so §tandardnymi podmienkami znacenia. Podobné vysledky
boli ziskané pre davky pripravené v pondelok a v piatok. Tato odchylka v objeme octanu sodného zaclenenie
radiacie neovplyvnila.

Pridanie o 20 % vicSieho objemu *°Y chloridu a inkubacia aZ 8 minut zniZilo vizbu proti podmienkam
Standardnej pripravy davky, tak v pondelok, ako aj v piatok. Ale bola stale > 90 %, ¢o je nad normovanu Spe-
cifikaciu uvoltiovania. Vizba bola trochu lepsia pri piatkovej priprave davky. Radiozaclenenie nebolo vyz-
namne ovplyvnené zvySenym objemom *°Y chloridu.

Na vyhodnotenie dosahu sticasného vyskytu vietkych objemovych odchylok boli pondelkové a piatkové
davky pripravené na porovnanie 2, 4, 6 a 8 miniitové inkubaéné ¢asy. Iba pri priprave Y2B8 v pondelok pri
8-minfitovom inkuba¢nom ¢ase vizba nebadane poklesne proti normovanej $pecifikacii (83,2 % v porovnani
so §pecifikaciou normovaného uvoltiovania 86,3 %).

Priemyselna vyuZitePnost’

Stiprava na jednoduch a rychlu pripravu lie¢iva zna¢eného radioizotopmi, $pecialne *°Y so zachovanymi
vlastnostami znaCenych drog pocas tyZdia.

PATENTOVE NAROKY

1. Spdsob radioizotopového oznacenia chelataénym &inidlom konjugovaného proteinu alebo peptidu
s *°Y, kde *°Y oznadeny protein alebo peptid mé4 vroveti radioza¢lenenia vyssiu ako 95 %, Specificku aktivitu
vic¢§iu ako SmCi/mg, a vizbovi Specifiénost’ aspoii 50 % a je vhodny na podéavanie pacientovi bez dal§ieho
Cistenia,vyznadujiuci sa tym,zZe
(i) sa zmieSa chelataéné &inidlo konjugovaného proteinu alebo peptidu s roztokom obsahujiicim *Y alebo
jeho sol, a
(ii) zmes sa inkubuje po menej ako osem mint pri teplote medzi 25°C az 43°C, pH medzi 3,0 a 6,0, v necitra-
tovom pufri.

2. Sposob podl'a niroku 1, vyznadujici sa tym, Ze proteinom je protilatka alebo fragment
protilatky.

3. Spbsob podla ndroku 2, vyznadujtici sa tym,Ze fragment protilatky sa vyberie zo skupi-
ny skladajucej sa z fragmentov Fab, F(ab"), a Fv.

4. Sposob podl'a akéhokol'vek z narokov 1 az3,vyznacujtci sa tym,Ze das inkubécie je
v rozmedzi 2 aZ 5 minit.

5. Sposob podl'a akéhokol'vek z narokov 1 az3,vyznadujici sa ty m, Ze chelatanym &inid-
lom je bifunk&né chelataéné €inidlo vybraté zo siboru, ktory sa sklada z kyseliny (p-izotiokyanotobenzyl)-6-
-metyldietyléntriaminpentaoctovej (MX-DTPA), kyseliny fenyl-dietyléntriaminpentaoctovej (fenyl-DTPA),
kyseliny benzyl-dietyléntriaminpentaoctovej (benzyl-DTPA), kyseliny cyklohexyl- dietyléntriaminpentaoc-
tovej (CHX-DTPA), kyseliny 1,4,7,10-tetraazacyklotetradekan-1,4,7,10-tetraoctovej (DOTA) a ich deriva-
tov.

6. Sposob podlanaroku 5, vyznadujici sa tym, Zechelatatnym ¢inidlom je MX-DTPA.

7. Sposob podla akéhokol'vek z narokov 1 az3,vyznadujuci sa tym,Ze prijatelnd hodnota
pH je 4,2.
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8. Sposob podla akéhokol'vek z nrokov 1 aZz 3, vyznaéujaci sa tym, Ze prijatelnym puf-
rom je acetanovy pufer.

9. Spbsob podla naroku 8, vyzna&ujiici sa tym, Ze pufrom je octan sodny s koncentraciou
v rozmedzi 10 az 1000 mM.

10. Spbsob podla akéhokol'vek z nirokov 1 aZ3,vyznadujiaci sa tym,Ze prijatelny pufer
obsahuje benigny radioprotektant.

11. Spésob podla naroku 10,vyznaéujiici sa tym,Ze benigny radioprotektant je askorbat.

12. Spdsob podl'a akéhokol'vek z narokov 1 aZ3,vyznadujhci sa tym, Ze vizbova Specific-
kost’ je aspoil 70 %.

13. Sposob podla naroku 6,vyzna&ujici sa tym,Ze zmespodla (i) sa inkubuje pri pH 4,2.

14. Spésob podl'a naroku 6, vyznadujiuci sa tym,Ze molarny pomer chelatatného Cinidla
k peptidu alebo proteinu je 1/, : 1.

15. Spésob podla ndroku 6,vyznadujhici sa tym,Ze Casinkubdcie je vrozmedzi 2 az 5 mi-
nit,

16. Sposob podl'a naroku 2, vyznadujuci sa tym, Ze protein je protilitka 2B8, protilatka,
ktora je produkovana hybridomnymi bunkami nanesenymi ako ATTC depozit ¢. HB 11388.

17. Spdsob podl'a naroku 16,vyznaéujici sa tym,Ze chelatatnym Cinidlom je MX-DTPA.

18. Spdsob podla naroku 17, vyznadujici sa tym, Ze sa dosiahne uroveil radiozaclenenia
vyssieho ako 96 %.

19. Spdsob podl'a niroku 17, vyznadéujici sa tym,Ze das inkubacie je vrozmedzi 2 aZ 8
minut.

1 vykres
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