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Konjugatorovy systém

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tykd konjugatorového systému
obsahujiciho liposomy s ionofory a s chelatorem umisténym uvnitf
liposomi, kde liposomy jsou stabilngé znadené t&zkymi radionuklidy
emitujicimi a-Gastice. Pfedkladany vynalez se dale tyka zplsobu
pfipravy konjugatorového systému a pouziti tohoto systému a kitu pro

pfipravu konjugatorového systému.

Dosavadni stav techniky

Biomedicinské aplikace radionuklid(i pfi protirakovinné lécbé se
dosud soustiedily na pouZiti kationtovych nebo aniontovych slougenin,
napfiklad ["*'l]jodidu proti rakoviné $titné Zlazy a 83r pro paliativni
l68bu bolesti zplsobené metastazami rakoviny kosti a pouZiti
radionuklidd emitujicich  vétSinou beta zafeni navazanych na

monoklonalni protilatky (DeVita a dalsi, 1996).

Pouziti cilené radionuklidové terapie proti rakoviné je zaloZené
na schopnosti nalézt zplsoby pro navazani radionuklidd na nosné
slougeniny specifické pro tumory (Gaze, 1996). V soucasnosti
nemohou byt nékteré radionuklidy s pouziteinymi radiacnimi
vlastnostmi vyuzity pfi cileném plsobeni na tumory, protoZe jsou
problémy s vytvofenim chemicky stabilni vazby mezi radionuklidem
a nosnou slougeninou. Nové nosné systémy vdak mohou rozsifit jak
vyuziti radioisotopl, tak i skalu radionuklidd pouZitelnych pro léceni
(Gaze, 1996).

Liposomy s nebo bez skupin s afinitou pro receptory navazanych

na povrch byly jiz pro ucely dodavani lé&iv testovany, a v soudasnosti

se klinicky pouzivaji pro dodavani chemoterapeutik u nékterych forem




rakoviny. V posledni dobé vedl vyvoj ve vyzkumu liposom{ k novym
verzim s farmakokinetickymi vlastnostmi, které by mohly vést k vyuziti
tdchto sloudenin jako nosi¢d pro radionuklidy pro vnitini radioterapii
proti rakoviné (Gabizon, 1995). Tento posledni vyvoj ve formulaci
a vyrobé liposomi ved! k vytvofeni malych va&ktl o rozmérech méné
nez 100 nm s prodlouzenou dobou cirkulace, protoze velikost liposoml
je mozno lépe posunovat smérem k malym pramériim pouZitim
technologie extruze pfes membrany. Navic snizilo zavedeni liposom{
] naroubovanym polyethylenglykolem (PEG) interferenci
s plasmatickymi proteiny, a tak doslo ke sniZzeni rozpoznavani
a vyluGovani makrofagy retikuloendotelialniho systému (Maruyama,
a dalgi, 1997). Tak bylo dosaZeno zvySené miry pfijmu do tumord
v disledku prodlouZené koncentrace v krvi. Dalsiho zvyseni pfijmu do
tumortl bylo dosaZzeno konjugaci molekul s afinitou k receptorim,
napfiklad monoklonainich protilatek nebo folatu, na povrch liposomd.
Né&kolik studii dale ukazalo vyhodu pouziti PEG jako propojovaci
skupiny mezi liposomem a smérovacim (targeting) ligandem, které
mize rovnéz zlepsit dostupnost receptoru (napi. Maruyama a dalsi,
1997: Gabison a daldi, 1999; Lee a dal$i, 1994).

Liposomy byly jiz dfive studovany jako nosiée pro radioisotopy
(Goins a dvaléi, 1998; Turner a dalsi, 1988). Pikul a dalsi (1987)
zvefejnili studii zaloZzenou na pasivné inkorporovaném 212py_dextranu
(tj. 212ph.dextran byl pfidan bé&hem tvorby liposom( a frakce 212pp.
dextranu byla vloZena spolu s vodnou fazi, ktera tvofi vnitfek
liposomu). Autofi nenavrhovali, Ze by tyto liposomy byly vhodné pro
lé¢bu rakoviny, ale liposomy byly primarné pouzivany pro studium
intracelularniho usmrcovani buné&k radioisotopy. Nebyly zvefejnény
7adné (daje o osudu 2128; yytvofeného rozpadem 212pp  a velikost
t&chto liposomu byla Ffadové 350 az 500 nm, coz je znacna velikost
v porovnani s velikosti (pfiblizn& 100 nm), ktera je v soucasnosti
povaZovana za optimalni pro léébu tumord in vivo (Forssen, 1997).

Uvedené liposomy také neobsahovaly v membrané PEG.




Ogihar-Umeda a dal$i (1996) pouZivali liposomy jako nosice pro
radionuklidy emitujici gamazafeni Ga, '"'In a **"Tc, a navrhovali

pouziti radioaktivné zna¢enych liposomU pro zobrazovani.

\V teoretické studii navrhovali Kostarelos a dal§i (1999) pouZiti
liposom{ znaenych potencialng terapeutickymi radionuklidy **'l, ¥Cu,
188pe g 2''At, ale nebyly navrZeny chemické postupy pro pfipravu

radioaktivné zna&enych liposom.

Dokument EP 386 146 B1 popisuje prostfedek a zplsob pouZiti
slougenin zapouzdfenych do liposoml pro léCeni tumord zachytem
neutron(l. Tyto liposomy v&ak obsahovaly stabilni prvky (napf. bor),
které se staly radioaktivnimi pouze po aktivaci, a tyto liposomy

neobsahovaly ani ionofory, ani chelataéni latky.

Utkhede a dalsi (1994) popisuji liposomy s viozenym Y a
DTPA jako chelé.torem, coZ je odliny chelator ve srovnani s chelatory
popisovanymi v pfedkladaném vynalezu. Navic se nepopisuje retence
matefskych/dcefinnych nuklidt a navic neni *°Y t&zky prvek jako prvky

popisované v pfedkladané prihlasce.

Dosazeni dostateéné stabilniho radioaktivniho znaéeni nosicd
t&zkymi radionuklidy emitujicimi zafeni alfa obvykle vyzaduje
specifické chemické postupy vytvofené tak, aby vyhoyovaly
chemickym vlastnostem kazdého prvku, a tyto metody nejsou zname.
Nelze o&ekavat, ze postupy pouZivané pro radioaktivni znaceni napf.
Ga, In, Te, Cu nebo Re mohou byt kompatibilni s tézkymi radionuklidy
(atomova hmotnost vy88i nez 150) v kationtové formé emitujicimi
zafeni alfa, jako je napfiklad 2'#21°Bj, 2'?pp, ?**?%*Ra, #*'Th nebo

225n¢.




Podstata vynalezu

Predmétem predkladaného vynalezu je tedy poskytnuti
konjugatorového systému radionuklid-liposom, s nebo bez skupin

s afinitou k receptoriim, ktery

(1) zahrnuje v sobé& chelator a tézky radionuklid nebo nuklidy,

které emituji zafeni alfa Castic,

(2) mize zadrzet dcefinny nuklid nebo nuklidy, jestlize je

v liposomu inkorporovan matefsky nuklid nebo nuklidy, a

(3) mize byt pfipraven postupem aktivni  inkorporace

pouzitelnym pro vétsi pocet radionuklidd,

stejné jako pouziti tohoto systému a kit pro pfipravu tohoto
systému. Tyto pfedméty byly dosazeny pfedkladanym vynalezem

a jsou charakterizovany pfiloZzenymi naroky.

Predkladany vynalez se tykd konjugatorového systému
obsahujiciho liposomy s ionofory, tj. prostfedky ‘extrahujici kov do
liposom@, a s chelatorem a tézkym radionuklidem nebo nuklidy
(atomova hmotnost vy$si nez 150) umist&nymi uvnitf liposomu.
Liposomy se pfipravuji pouzitim aktivni inkorporace radionuklidu, tj.
prostfednictvim ionoforli, pfiemz se pouzije zpUsobl poskytujicich
liposomy s velikosti typicky 100 nm. Ziskany produkt méa dobrou
chemickou stabilitu po dobu nékolika dnti a maze také uvnitf liposomu
zachytit dcefinny nuklid nebo nuklidy, napfiklad pochazejici z pfemény
212pp g 2'2Bi. Liposomy mohou byt pfipraveny s nebo bez
modifikujicich ~ skupin  jako polyalkylenoxidy, napfiklad PEG,
havazanymi na membranu. Autofi zde také popisuji zplsob navazani
téchto radioaktivné znagenych liposoml na proteiny vyhledavajici
tumory, jako jsou napfiklad monoklonalni protilatky konjugované

s folatem.

Piedkladany vynalez bude nyni podrobnéji popséan s odkazy na

nasledujici obrazky a pfiklady.




Pro vyvinuti radioaktivné znagenych liposom, které jsou vhodné
pro lé&eni rakoviny, studovali autofi piedkladaného vynalezu pfipravu
a pouziti liposoml s obsahem tézkych radionuklid( (tj. s atomovou
hmotnosti vy$8i nez 150) emitujicich Castice alfa, zaloZzenych na
radionuklidech 2'2Bi, 2'°Bi, ?°Ra, *Ra, **°Ac, 2'?Pb a #*'Th. Pouzitim
liposom( (vackl) s ionofory byly pfipraveny radioaktivné znadené
liposomy obsahujici s vyhodou chelator (. liposomy obsahuji ve
vnitfnim prostoru radionuklid a chelator) pouzitim aktivni inkorporace
radionuklidu s vyuZitim postupl umoziiujicich ziskani liposom{

s typickou velikosti 100 nm.

Jednovrstvé (unilamelarni) vacky byly pfipraveny hydrataci
tenkého lipidového filmu a extruzi (Olson a dalsi, 1979, Mac Donald a
dalsi, 1991) nasledujicim zplsobem. DSPC (distearoylfosfatidylcholin)
a cholesterol v molarnim poméru 2 : 1, typicky 10, popf. 5 pymol, byly
rozpudtény v chloroformu v kulové bafice. Rozpoustédlo bylo
odstranéno na rotaéni odparce za snizeného tlaku. Suchy lipidovy film
byl potom hydratovan v v 0,5 az 1 ml roztoku 150mM kyseliny
citronové, 30 mM DOTA (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-
-N,N’,N”’,N'"-tetraoctova kyselina), pH 4. Ziskana suspenze byla
vystavena péti cyklim zmrazeni a tani a nasledné& pétkrat opakované
extruzi pres polykarbonatové filtry s velikosti péri 100 nm a pétkrat
pres filtry s velikosti pérd 50 nm s pouzitim ruéniho zafizeni pro
extrudovani (Avestin, Ottawa, Kanada). Koncentrace lipidd v produktu
byla pfiblizné 30 mM. Pfed vnesenim radionuklidu do liposomU byl
zménén vnéjsi roztok eluci na koloné PD-10 na pufr 250 mM
sacharéza, 20 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethan-

-sulfonova kyselina), pH 7,4.
Slozky liposomd jsou nésledujici:

a) Vnitini vodné médium: pH 1 az 14, s vyhodou 2 aZ 9,
vyhodné&ji 4 az 5. SloZky: voda, prostfedky schopné udrzet




pozadované pH vnitfniho vodného prostredi po poiadovanou dobu, tj.
do zahajeni inkorporace radioaktivniho  kovu nebo  kovl
prostfednictvim ionoforu. Slozky vnitfnih vodného média také poskytuji
s vyhodou komplexaéni funkci pro radioaktivni kov nebo kovy. Tato
funkce muize byt zprostiedkovana (i) napfiklad elektrostatickymi
donorovymi funk&nimi skupinami nebo prostfedky pouzitymi pro
nastaveni pH, napfiklad atomem nebo atomy kysliku v acetatu, citratu
a pfibuznych slou¢eninach; (ii) komplexa&nim prostfedkem pfitomnym
ve vnitinim vodném médiu, jako je napfiiklad EDTA, DTPA, DOTA,
DOTMP a piibuzné slougeniny.

b) lonofor: prostfedek schopny transportovat, v podstate
nevratné, radioaktivni kov pfes lipidickou dvojvrs’cvu z extraliposomalni
faze dovnitr liposomu. Pfiklady: ionofory, které prokazatelné funguji
pozadovanym zpUsobem: vapnikovy ionofor A 23187, dicyklohexyl 18-
C6, bibenzo-18-C8, 2,3,-dimerkapto-1-propanol, Pb-ionofor.

c) Slozky lipidické dvojvrstvy: slozky lipidické dvojvrstvy
poskytnou s vyhodou smés schopnou vytvofit vacky, pficemz jejich
teplota prechodu z kapalného do pevného stavu je vy$8i neZ
fyziologicka teplota, napfiklad (iy fosfolipidy. Priklady: alkyl-
fosfatidylcholiny s dlouhym fetézcem, napfiklad 1,2-dilauroyl-sn-
-glycero-3-fosfocholin (DLPC), 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
(DMPC), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DPPC), 1,2-
-distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin  (DSPC), 1,2-dioleoyl-sn-glycero-
-3-fosfocholin  (DOPC), 1-palmitoyI—Z—oleoyl—sn-glycero-3-fosfocho|in
(POPC); (i) steroly nebo slougeniny s podobnymi vlastnostmi
2 hlediska ztuzeni (poklesu tekutosti) lipidické dvojvrstvy. Priklady:
slougeniny ze skupiny sterolQ: cholesterol a cholesterol-3-sulfat, a
(iii) slougeniny se stabilizacnimi uginky (stericky) in vivo pro zlep$eni
vlastnosti konstruktu z hlediska smérovani na rakovinné bunky
a zvy$eni doby zdrZeni v krvi, napfiklad polyethery, polyethylenglykoly.
P¥idavek PEG a/nebo derivatl PEG do prostfedku pro tvorbu liposomu

poskytne vyhody z hlediska snizeného vylugovani vstfiknutych
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liposomt z krevniho ob&hu retikuloendotelialnim systémem. Tyto latky
jsou normaliné v prostfedku pfitomny v mnozstvi 3 az 10 molarnich %,
vztaZeno na fosfolipid. MnoZstvi stabilizatoru nezbytného pro ziskani
pozadovaného stabilizaéniho G&inku v8ak zavisi na monomeru
(elektrostatické vlastnosti a polarita) a na poctu opakujicich se
jednotek, tj. délce feteézce. Pfiklady PEG a/nebo derivati PEG: 1,2-
-dimyristoyl-sn—gchero-3~fosfoethanolamin-N-[poly(ethernglykol)2000]
(PEG2000 DJ\1PE), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin-N-
-[poly(ethylenglykol)2000] (PEG2000 DPPE), 1,2-distearoyl-sn-
-glycero-3-fosfoethanolamin-N-[poly(ethylengkao|)2000] (PEG2000
DSPE).

d) Slozky umoziiujici modifikaci konstrukt(l tak, aby mohly byt
zacileny na tumorové bufiky. Volba vhodné& aktivovaného lipidu bude
zaviset na povaze haptenu stejné jako na poZadavcich vyzkumu.
Uginnost reakce bude zaviset na od$t&pitelné skupiné, hydrofilni
mezernikové skuping, materidlovych vlastnostech liposomu a
koncentraci reakénich slozek. Pro testovani in vivo, pfi kterém ma
zistat hapten asociovan s liposomem, se dosahne uréitych vyhod
volbou lipidovych kotev s dlouhym acylovym fetézcem, &imz dochazi
k pomalej§i vyméné mezi membranami. Kovalentni vazba mezi
haptenem a lipidovou kotvou by méla byt dale stabilni jak VvUCi
chemickému, tak i enzymatickému $tépeni. Aktivovane lipidy mohou
poskytnout napfiklad aminove, amidove, thioetherové nebo disulfidické
vazby mezi lipidem a modifikujici &asti. Jestlize jsou v prostiedku
zahrnuty sterické stabilizatory, napfiklad PEG a/nebo derivaty PEG,
skupina s vazebnou funkci je s vyhodou pfitomna na konci slou€eniny
stejné nebo podobné stabilizatoru a s efektivni délkou fetézce stejnou
nebo delsi neZ je délka stabilizatoru. Pfiklady: slozky vadkl umoznujici
modifikaci konstrukt( tak, aby se mohly zaméfit na tumorové bunky, ze
skupiny PEG a/nebo derivatd PEG: N-[w-(2-pyridyldithio-
-propionylamino)poly(ethylenglykol)2000]-1 2-distearoyl-sn-glycero-3-
-fosfoethanolamin  (PDP-PEG2000-DSPE), N-{w-[4-(p-maleimido-




-fenyl)butanoyllamino}poly(ethylenglykol)2000]-1 ,2-distearoyl-sn-
-glycero-3-fosfoethanolamin (MpB-PEG2000-DSPE).

Oddéleni radionuklidu asociovaného s liposomem od
neasociovaného radionuklidu bylo provadéno pouZitim chromatografie
typu size-exclusion (Mauk a Gamble 1979, Tilcock a dalsi, 1991). Pro
postupy separace po vneseni radionuklidu do liposomi byly pouZivany
kolony pro gelovou filtraci PD-10 size exclusion columns. Z objem( 1
ml nebo méné& nanasenych na kolony PD-10 se liposomy eluovaly v
prvnich 4,5 ml. Radionuklidy, které nebyly asociovany s liposomy, se
eluovaly ve frakci odpovidajici sloueninam s nizkou molekulovou
hmotnosti. Kolony PD-10 byly také pouzity pfi studii stability (z
hlediska zachyceni radionuklidd) liposoml s obsahem radionuklidd v
pufru PBS.

Separace radionuklidd asociovanych s liposomy od volnych
radionuklid@i v séru byla provadéna chromatografii gelovou filtraci na
koloné Sepharose CL-4B (Hwang a Mauk, 1977). Tak mohly byt
pfipraveny roztoky obsahujici radioaktivni liposomy dispergované

v kapalném nosii v podstaté prosté nenavazanych radionuklid{.

Pied chromatografickymi postupy byla pfidavana EDTA
(ethylendiamin-N,N’-tetraoctova kyselina) pro stabilizaci volného
radionuklidu v takovém stavu, ktery umoZiuje snadnou separaci od

frakce asociované s liposomy.

Vytézek vnaseni radionuklidd a laten¢ni doba radionuklidd
asociovanych s liposomy byly zjistovany gama-spektroskopii pro 228)c,
223Ra, 2'2pp, 2'2Bj, 2°Bi a 2°'Bi. ??®Ac a *°*?%'Bi byly pouzity jako
stopovaci prvky pro potencialné terapeuticky pouzitelné radionuklidy

225Ac, 2125 4 213g;.

Autofi predkladaného vynalezu uginili vyznamny a neocekavany
objev, Ze nedochazi k vyznamnému pfemistovani 212Bj po rozpadu
212py inkorporovaného v tomto typu liposomu. Sougasny stav vyuZiti

212pp, jako molekularné vazaného generétoru ?'?Bi ukazuje, Ze obvykle




dochazi k podstatnému uvoliiovani (230 %) z chelatoru (McClure a
Feinendegen, 1998; Mirzadeh a dalsi, 1993). Zachycenim 212pp e
vysoké koncentraci chelatoru, jak je tomu napfiklad uvnitf liposom, by
véak bylo moZno zabranit uvolfiovani dcefinného produktu za
poskytnuti konjugatorového systému vyuZitelného pro zachyceni
dcefinného nuklidu po pfeméné jadra. Poprvé se zde uvadi
konjugatorovy systém pro 212ppy  ktery mohl  zachytit  téméf
kvantitativné dcefinny nuklid #'Bi. Pfedkladany vynalez se tedy tyka
liposom( s ionofory, které obsahuji radionuklid a chelator umisténé
uvnitf liposomu (konjugatorovy systém), pfi¢emz tento konjugatorovy

systém mUze nebo nemusi zachytit dcefinny nuklid.

Chelator podle pfedkladaného vynalezu miZe byt zvolen ze
skupiny zahrnujici:

kyselinu 1.4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-N,N’,N"",N""'-
tetraoctovou (DOTA),

kyselinu 1,4,7,10-tetraazacyklotridekan-1,4,7,10-N,N’,N"",N""-
tetraoctovou (TRITA),

kyselinu 1.4.7,10-tetraazacyklotetradekan-1,4,7,10-N,N’,N"",N""-
tetraoctovou (TETA),

kyselinu 1.4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-N,N’,N"",N""-
tetra(methylen)fosfonovou (DOTMP),

kyselinu 1,4,7,10-tetraazacyklotridekan-1,4,7,10-N,N’,N",N""-
tetra(methylen)fosfonovou,

kyselinu 1.4,7,10-tetraazacyklotetradekan-1,4,7,10-N,N’,N",N""-
tetra(methylen)fosfonovou,

kyselinu diethylentriamin-N,N’,N”-pentaoctovou a jeji isomerni
derivaty,

kryptat[2,2,2], kryptat[3,2,2], kryptat[2,2,1] a jejich mono- a di-

benzoderivaty,
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pfemosténé kalix[4]areny obsahujici skupiny bohaté na

elektrony (donorové), jako hydroxyl, karboxyl, ester, amid, amin,

kyselinu 1,10-diaza-4,7,13,16-tetraoxacyklooktadekan-1,10-

N,N’-bis-octovou, a

1,10-diaza-4,7,13,16-tetraoxacyklooktadekan-1,10-N, N’-bis-

malonat.

Dali dulezity a pfekvapivy objev spodival v tom, Ze liposomy
podle pfedkladaného vynalezu mohly udinné inkorporovat a
zachycovat °Ra. To je poprvé, kdy se popisuje konjugatorovy systém
s radiem-223 potencialné& pouZitelny pro smérovani na tumor. Navic
autofi vynalezu ukazali, Ze do popisovaného typu liposomi je mozno
také vlozit a v téchto liposomech siln& zachytit vizmut a aktinium, coz
ukazuje, Zze mohou byt pfipraveny také konjugatorové systémy na bazi

. . 22
212p; 213 a 2Ac.

Konjugatorovy systém podle pfedkladaného vynalezu mize byt
pfipraven s nebo bez modifikujicich povrchovych skupin, napfiklad
PEG, v liposomoveé membrané (liposomy roubovane
PEG/PEGylované). Vyhoda pouZiti PEG v membrané se zaklada na
poskytnuti nékterych PEG-reaktivnich skupin, které umozni konjugaci
proteind jako jsou napfiklad protilatky, fragmenty protilatek nebo
konstrukty nebo folat, nebo jiné proteiny/molekuly s afinitou

k receptoriim (vazajici se na receptor).

Ptedkiadany vynalez se dale tykd noveho typu liposom(
s proteiny vazajicimi se na receptor navazanymi na membranu
liposomu. Popisuji se zde radioaktivné znaéené liposomy roubované
PEG konjugované s protilatkami znagenymi folatem. Pouziti folatu a
derivatl folatu pro smérovani na tumory exprimujici proteiny vazajici
folat (folate binding proteins, FBP), protein bun&éné membrany
navazany pres glykosylifosfatidylinositol Uéastnici se pfijmu
oxidovanych folatt do buriky prostfednictvim endocytodzy, jiz vzbudilo

pozornost vyzkumnych pracovnikll (Kranz a dal$i, 1996; Reddy a
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dal&i, 1998: Shinoda a dal$i, 1998; Trippet a dal$i, 1999). Protoze bylo
ukazano, ze FBP je nadmé&rné& exprimovan nékolika typy bunék lidské
rakoviny, tento receptor maze byt moznym cilem pro dodavani
terapeutickych radioisotopld konjugovanych s folatem. PouZitim
protilatek konjugovanych s folatem by tedy mohlo byt dosazeno cilené
protirakovinné terapie pUsobenim radionuklidd. Jestlize je navic
kombina&ni misto antigenu protilatky znagené folatem zaméfeno proti
antigenu asociovanému s tumorem odliénému od FBP, dosahne se
dvoji vazebné schopnosti (ij. afinity jak pro system protilatka-antigen,
tak pro receptor FBP). Pokud je autorim vynalezu znamo, poprvé se

popisuje konjugace protilatek znacenych folatem.

Protilatky znadené folatem konjugované s liposomy podle
pfedkladaného vynalezu by mohly byt dale znadeny radionuklidem
nebo smési riiznych radionuklidd, aby se dosahlo zvySeni acinkd

radiacni terapie.

Predkladany vynalez ukazuje, Ze tato nova kombinace protilatek
znalenych folatem konjugovanych\s liposomy muZe byt pouZita pro
smérovani radionuklidu nebo radionuklidd do bunék exprimujicich
folatové receptory. To je zvlasté pouzitelne s atomy emitujicimi ¢astice
alfa, které maji zafeni s vysokym linearnim prenosem energie (high
linear energy transfer, high-LET), které jsou extrémné cytotoxické pro
savéi buiky (Hall, 1994; Larsen a dalsi, 1998; Ritter a dal$i, 1977).
Zdroj zateni alfa vdak mlze dodavat zafeni do zvladté malé oblasti ve
srovnani s jinymi typy zafeni. Zdroj zafeni alfa mizZe byt tedy zamé&fen

na cilovou tkah a je moZno sniZit expozici normaini tkane.

Konjugatorovy systém podle pfedkladaného vynalezu by mohl
byt také pouzit pro zacileni bunéek exprimujicich napfiklad estrogenovy
receptor nebo testosteronovy receptor konjugaci protilatek k estrogenu

nebo testosteronu.

Znadené protilatky pouzivané v ramci pfedkladaného vynalezu
jsou s vyhodou ze tfidy 1gG nebo IgM a/nebo jejich fragmenty a/nebo
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konstrukty (napfiklad ,miniprotilatky” - minibody). Tyto protilatky
a/nebo fragmenty a/nebo konstrukty by navic mohly byt mysi, chimérni

nebo UpIn& humanizované, polyklonalni nebo monoklonalni.

Ptedkladany vynalez se také tyka pouZiti konjugatorového
systému podle pfedkladaného vynalezu pro pfipravu farmaceutického
roztoku vhodného pro injekci nebo infuzi savcim v&etné ¢loveka
prostfednictvim intravendzniho a/nebo oblastniho a/nebo
intratumorového podavani. Farmaceuticky roztok miZe byt pouZivan
v kombinaci S radioimunokonjugatem nebo nékolika
radioimunokonjugaty a/nebo jinymi formami radiofarmaceutickée
terapie, chemoterapie, terapie vnéj§im zafenim nebo chirurgickym

lé¢enim malignich stav(.

Predkladany vynalez se také tykd zpUsobu pouziti
konjugatorového systému podle pfedkladaného vynalezu pro léCeni
malignich procesU, jako je napfiklad rakovina mozku, plic, déloZniho
hrdla, vajeénikdl nebo rakovina mlééné Zlazy, nebo leukemie, Iymfom

nebo maligni melanom.

Ptedkladany vynalez se také tykd kitu pro pfipravu
konjugatorového systému podle prfedkladaného vynalezu, ktery
obsahuje lahviéku s roztokem liposomi a druhou lahvi¢ku obsahujici
radionuklid v roztoku, které mohou byt smiseny pro dosaZeni
radioaktivniho znadeni. Navic se mlZe provést smiseni se treti
lahviékou obsahujici proteiny a/nebo molekuly s afinitou k uréitému

receptoru pro ziskani konjugatorového systému s afinitou k receptoru.

Pouzité reagencie a zafizeni

Gama spektroskopie byla provadéna s pouzitim germaniového
detektoru (Canberra, Meriden, Conn, USA) napojeného na
vicekanalovy analyzator (EG&G ORTEC, Oak Ridge, Tenn, USA). Pro
kapalné scintilaéni po¢itani byl pouZit pfistroj Beckmann LS 6500
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(Beckmann, Fullerton, CA, USA). DSPC a cholesterol byly ziskany od
firmy Northern Lipids (Vancouver, Kanada). Pro gisténi radioaktivng
znadenych liposomi byly pouZity kolony Sephadex G-25 PD-10
(Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Svédsko). Jako
intraliposomalni chelator byl pouzit makrocyklicky chelator DOTA
ziskany od firmy Macrocyclics (Richardson, TX, USA). Pfi studii byly
pouzity ultragistd HNO3 (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) a 6M HCI
(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) a kyselina bis(2-
ethylhexyl)fosfore¢na (HDEHP) firmy Fluka (Sigma-Aldrich AS,
Norsko).

V&echny pufry pouZivané pro vnaseni kationtd do liposomd
prostfednictvim ionoforu byly upraveny na pozadované pH pouZzitim
argininu jako volné baze. VSechna pouzZitda voda byla ziskana
7z &isticiho systému Milli-Q water purification system (Millipore,
Bedford, Mass, USA). lontoméni¢oveé pryskyfice byly dodéany firmou
Bio-Rad (Hercules, CA, USA).

Pryskyfice byly nejprve kondicionovany promytim vodou, potom
6M HCI, acetonem a nakonec vodou. Pryskyfice byly pfed nanesenim

do kolony uchovavany ve vode.
Pouzity DMSO byl uskiadnén spolu s molekulovymi sity 4 A.

232Th(NO3)s pouZity pfi praci byl skladovan vice nez dvacet let.
Vzorek byl poskytnut oddélenim Nuclear Chemistry Group, Department

of Chemistry University of Oslo, Oslo, Norsko.

*H-kyselina listova byla zakoupena od firmy Amersham

Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, UK).
V&echny dalsi chemikalie byly od firmy Sigma-Aldrich, Norsko.

Tabulka 1 ukazuje nékteré fyzikalni vlastnosti radionuklidd

pouzivanych pfi experimentech s liposomy.
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Tabulka 1
Nuklid ti2 Zateni gama % pravdépodobnosti*
22pnc 6,13 h 911,2 (26,6) 26,6
22Ra 11,43 d 269,4 (13,7) 13,7
' 271,2 (0,108) (*'°Rn)? 10,8
22pp 10,6 h 238,6 (43,6) 43,6
208y 3,05 min 583,1 (32,5) 35,2
207gj 31,55r 569,7 (97,7) 97,7
205p; 15,31 d 703,4 (31,1) 31,1

*Pro kazdy radionuklid je uvedeno pouze nejvice zastoupené zafeni

gama.
Udaje jsou pfevzaty z tabulek Nuclear Data Sheets, Academic Press

INC.

Nejlep$i zptisob provedeni

Do liposoml pfipravenych vyse popsanymi postupy bylo
vneseno radium-223 nebo olovo-212. Potom byly provedeny reakce
protilatek s liposomy pro dosazeni piitomnosti molekul protilatky na
povrchu liposoml. Pro systémové podani bude vhodna velikost
liposom{l pfiblizné 100 pm, ale pro podavani do dutin mohou byt
pouzity typické velikosti 200 az 1000 pm, napfiklad pro [é&eni
mozkového tumoru, nebo pro léCeni intraperitonealni rakoviny
vajednik. (Liposomy vetsi velikosti zpomali rychlost vyluCovani
z dutiny, do které se preparat vstiikne, ¢imz se uchova v oblasti

tumoru vy$s$i koncentrace.)
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Piehled obrazki na vykresech

Obr. 1 Vazba PEGylovanych liposoml, obsahujicich bud
protilatku Fab’ nebo Fab' znalenou folatem konjugovanou k

membrané liposomu, na bufiky OVCAR 3.

Obr. 2 Vazba folatovanych PEG liposomU na bufiky OVCAR 3 ve

srovnani s nefolatovanymi.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

vnaseni 2'?Pb/?'2Bi do liposomu

‘Metody: systém 212pp212B;j pyl vyrabé&n zafenim 220Rn ze zdroje
2287 jak je popsano autory Hassfiell a Hoff (1994). 212pp 2128 bez
pfidaného noside byl z jimaci nadobky Uvolnén pouzitim 0,1M HNO3 a
roztok byl nanesen na kolonu 2 x 20 mm iontomé&niové pryskyfice AG
50W-X4. Systém 2'?Pb/*'?Bi byl potom eluovan 2M HCI a roztok byl
odpafen do sucha. Systém 212pp 212§ pyl potom rozpustén ve 200 Ml
10mM roztoku acetatu pH 5. *'’Pb bylo kvantifikovano méfenim
pfislugného gama zafeni 238,6 keV (tabulka 1). 212Bj py| kvantifikovan
méfenim gama zafeni 583,1 keV dcefinného isotopu 208T| pii dosazeni

radioaktivni rovnovahy.

Vysledky: Bylo zji§téno, Ze pro inkubaéni doby az tfi dny bylo

s liposomy asociovano méne nez 0,2 % pfidané aktivity.

Liposomy odpovidajici koncentraci lipidu 30 az 60 mM byly
dukladné smiseny s filmem ionoforu A23187 (10 az 13 nM). Potom byl
pfidan pfiblizng 1 MBq systému 212pp 212Bj 5 smés byla inkubovana pfi
75 °C 30 min a potom byla provyedena eluce na koloné& PD-10. Frakce
obsahujici vice nez 95 % naplnénych vackd byla potom eluovana na

druhé kolon& PD-10. Zadrzeni 2'?Pb/?'’Bi asociovaného s liposomy
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bylo zjistovano inkubaci vackd pfi 37 °C v lidském séru nebo PBS.

Distribuce aktivity byla sledovana po dobu 24 hod.
Vysledky: Uginnost vnaseni *'*Pb: 34,8 % (n = 3).

Retence byla méfena spektroskopii gama a bylo zji$téno, Ze pro
doby inkubace do 24 hodin bylo s liposomy asociovano vice nez 99 %
212

Pb.

Priklad 2

Retence 2'2Bi vytvofeného rozpadem 2'?Pb asociovaného s liposomy

Metody: Do liposomil bylo vneseno ?'?Pb jak bylo popsano vyse.
Radioaktivita asociovana s liposomy byla izolovana eluci reakéni
smési 10 mM EDTA v PBS na kolon& PD-10 pfedekvilibrované 10 mM
EDTA v PBS.

Po 3 hod potfebnych pro zaji§téni rovnovahy pfechodu mezi
212pp 4 212Bj pyly naneseny alikvoty roztoku na kolony PD-10
predekvilibrované 10 mM EDTA v PBS pro oddéleni volnych
radionuklidé od radionuklidt asociovanych s liposomy. Distribuce

aktivity byla sledovana po dobu 24 hod.

Oddéleny alikvot znacenych liposomd, u kterého nebyl proveden
separadni postup (se stejnou geometrii  jako | bylo ziskano
z chromatografickych postupl) byl méren pro pouziti jako standard.
Tento postup byl proveden pro zajisténi poméru aktivity 212gj212pp pfi

radioaktivni rovnovaze.

Vysledky: Porovnanim pomeéru 212pj212py  ziskaného pro
chromatograficky délené liposomy s pomérem rovnovazné smési bylo
zjigténo, ze v liposomech bylo po rozpadu 212pp zadrzeno vice nez
95 % isotopu >'?Bi.
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Dale byla porovnavana méfeni aktivity 212 ve dvou
chromatograficky ziskanych frakcich. Vice nez 99 % celkové aktivity

212 eluované do téchto frakci odpovida liposomim.

Priklad 3

Testovani mozného opakovaného vnaseni Pb a Bi do liposomu

Metody: Liposomy odpovidajici 30 az 60 mM lipidu s obsahem
150 mM kyseliny citronové, 30 mM DOTA a s pouZitim vngjSiho
roztoku s obsahem 10 mM EDTA v PBS byly pfidany k filmu ionoforu
A23187 (20 aZ 26 nmol na vnitfnim povrchu sklenéné lahvicky). Potom
byl pfidan 2'?Pb a *'?Bi v PBS a byla provedena inkubace pfi 37 °C.
Alikvoty roztoku byly eluovany pfes kolony PD-10 a chromatograficky
ziskané frakce odpovidajici eluatu liposomd byly testovany viastnim

Ge-detektorem (ij. PIN).

Vysledky: Po 24 hodinach nebylo pozorovano detekovatelné

vneseni (<1 %) 212pp, 4 212,

Priklad -4

Vnaseni **Ra do liposom(l

223Ra bylo vytvafeno v generatoru na bazi 22Tpc, jak se popisuje
v Larsen a Henriksen, 1999. Ve strugnosti, **’Ac a jeho dcefinny
nuklid #*’Th jsou zachyceny na koloné extrakéni chromatografické
pryskyfice umoznujici eluci 223Ra mineralni kyselinou. Pro inkorporaci
radia do liposomil byl roztok eluovany z generatoru odparen do sucha

a *°Ra bylo potom rozpusténo v 5 mM citratu, pH 7,4.

Liposomy odpovidajici koncentraci lipidu 30 az 60 mM byly
dtkladné michany s filmem ionoforu A23187 (10 aZz 13 nmol na
vnitfnim povrchu sklenéné lahvi¢ky). Potom bylo pfidano pfiblizne
50 kBq 2*°Ra a smé&s byla inkubovéana pfi 756 °C 20 min. Reakéni smés
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byla potom pfidana do 100 pl 10 mM EDTA a eluovana na kolon& PD-

10 pro izolaci radioaktivity asociované s lipidovymi vacky.

Retence 2*°Ra asociovaného s liposomy byla zjistovana
inkubaci vaékt pii 37 °C v lidském séru (Sigma) nebo 3 mM EDTA
v lidském séru pfi koncentraci liposoml 0,3 mg celkového lipidu/ml
séra. Vysledky jsou ukadzany v tabulce 2 a ukazuji, ze ?2Ra je

v liposomech velmi stabilné zachyceno.

Tabulka 2
Doba inkubace (dny) % celkového ***Ra ve frakci - liposomil
1 946 +1
3 94+ 2,5
4 94,7 + 0,5

Stfedni hodnota + standardni odchylka,
n=4

Priklad 5

Zjiétovani, zda opakované vhaseni bude mit viiv na experiment s

retenci 2**Ra

Metody: Liposomy odpovidajici 30 az 60 mM lipidu vytvofeneé
hydrataci lipidickych filmd 150 mM kyselinou citronovou, 30 mM
DOTA, vnéjsi roztok PBS nebo sérum, byly pfidany k filmu ionoforu
A23187 (10 az 13 nmol na vnitfnim povrchu sklené&né lahvic¢ky). Potom
bylo pfidano 2Ra v 5 mM citratu pH 7,4 a byla provedena inkubace
pfi 37 °C. Alikvoty roztoku byly nanaseny na kolony PD-10 a
chromatograficky ~ziskana frakce odpovidajici liposomim byla

testovana vlastnim Ge-detektorem.

*® oo




Priklad 6

vnaseni 2°’Bi do liposomu

Metody: 203-207g; pyly vyrabény (p, xn) reakcemi na tercich
z piirodniho olova a Cidtény pouZitim extrakce chromatografickou

pryskyfici selektivni pro olovo (Henriksen a Hoff, 1998).

PFi této studii byla pouZita smés isotopl Bi, ktera se sklada
hlavné z 2°°Bi a 27Bi, ktera bude dale oznagovana jako *°'Bi. 50
roztoku 2°’Bi v 10™* M HCI bylo pfidano k liposomim odpovidajicim 30
a7 60 mM lipidu, které byly pfedtim smiseny s filmem ionoforu A23187
(10 az 13 nmol na vnitfnim povrchu sklen&né lahvicky) a smés byla
inkubovana 30 min pfi 75 °C. K reakéni smési bylo potom pfidano
100 ul 10 mM EDTA a byla provedena eluce na koloné PD-10 pro

izolaci radioaktivity asociované s lipidickymi vacky.

Vysledky: Bylo zji$téno, Ze 32 % celkového ?%'Bi je asociovano

s liposomy.

Priklad 7

vnaseni 2*®Ac do liposomU

Metody: 222Ac bylo izolovano z preparétu ***Th(NOs)s kombinaci
extrakce rozpouétédiem a iontové vymény. B2TH(NO3)s (plvodné
4H,0) byl rozpustén ve 20 ml 0,1M HNOs a pfidan do 500 ml délici
nalevky a smés byla pfivedena do styku s 5 x 100 ml 2M roztoku
HDEHP v heptanu. Vodna faze byla potom promyta tfikrat heptanem a
potom nanesena na kolonu 3 X 40 mm kationtové iontoménicové
pryskyfice AG50W-X12 pro izolaci **Ac jak bylo popséno (Cabell,
1959). Z této kolony byly eluovany *'?Pb, 212pj 224R3 a ?**Ra 3M HNO3
a roztok byl ponechan stat vice nez 20 hod. Roztok byl potom odparen
do sucha a radionuklidy byly uvoinény z nadoby 1 mi 1M HNO3. Tento
roztok byl nanesen na kolonu 3 x 40 mm AG50W-X12. Znovu byly
eluovany 2'?Pb, 2'?Bi, ***Ra a 22805 3M HNO;. #28Ac bylo zfedéno 6M




HNOs a eluat byl odpafen do sucha. ***Ac bylo potom uvolnéno z
nadoby 200 ul 5 mM HNOs. Pfiblizng 6 kBq **°Ac bylo pfidano k
liposomim s obsahem ionoforu A23187, jak bylo popsano vyse, a
smés byla inkubovana 60 min pfi 75 °C. Do reak&ni smési bylo potom
pfidano 100 pl 10 mM EDTA a byla provedena eluce na koloné PD-10
pro izolaci radioaktivity asociované s lipidickymi vacky. Frakce
odpovidajici vice nez 95 % napinénych vaékh byly spojeny a potom
eluovany na druhé koloné PD-10. Retence ***Ac v liposomech byla
testovana inkubaci radioaktivné znagenych vackl pfi 37 °C v lidském

séru nebo PBS. Distribuce aktivity byla sledovana po dobu 24 hod.

Vysledky: Pfi testovani vnaseni bylo s liposomy po provedeni
popsaného postupu asociovano 90 az 95 % pfidaného 228p¢ (byla
provedena korekce na rozpad v prib&hu znageni a c¢iSténi). Bylo
zji$t&no, Ze pfi sledovani retence bylo pro doby inkubace az do 24

hodin s liposomy asociovano vice nez 98 % 28p¢.

Priklad 8
Vnaseni *%Y
Metody: *°Y bylo pouzito v tomto pfikladu jako stopovaci latka

pro studium chovani radioaktivné znacenych liposomu. PFi této studii

byly 90y g %95 méfeny kapalnym scintilaénim &itanim.

90y bylo izolovéno od Ogr pomoci chromatografické pryskyfice
pro selektivni extrakci stroncia jak je popsano autory Dietz a Horwitz
(1992). Pfi tomto experimentu bylo sy (Amersham, Buckinghamshire,
Anglie) v 0,1M HNO3 odpafeno do sucha a ke zbytku byla pfidana 3M
HNO;. Roztok byl nanesen na kolonu 3 x 20 mm Sr-pryskyfice
(EiChroM, Darien, IL, USA) a kolona byla promyta 5 ml 3M HNOs.
Tento postup selektivné eluuje %y  zatimco Sr se na koloné
dostateéné zadrzi pro sniZeni obsahu °Sr ve smési 0gr/2%

s faktorem pfiblizng 10> (Dietz a Horwitz, 1992). Potom bylo Ogr




z kolony vytésné&no pouzitim 0,05M HNO; a tento roztok byl ponechan
jeden tyden pro umoZznéni zvy$eni mnoZstvi %y Potom byl roztok
odpafen do sucha a ke zbytku byla pfidana 3M HNO; pred separaci
radionuklide na druhé kolon& Sr-pryskyfice. Eluat obsahujici *°Y byl
odpafen do sucha a radionuklid byl uvolnén z nadoby pouzitim 200 pl
5mM HNOs. Tento roztok byl pfidan k liposomim obsahujicim ionofor
A23187 (jak bylo popsano vy$e) a inkubovan 60 min pfi 75 °C.
K reakéni smési bylo potom pfidano 50 pul 10 mM EDTA a smés byla
eluovana na koloné PD-10 pro izolaci radioaktivity asociované
s lipidickymi vagky. Frakce odpovidajici vice nez 95 % vacékl byla
potom eluovana na druhé kolon& PD-10. Retence %y asociovaného
s liposomy byla testovana inkubaci vaéka pfi 37 °C v lidském seru

nebo PBS. Distribuce aktivity byla sledovana po dobu &tyf dnd.
Vysledky: Po jedné hodin& naneseni a gisténi na gelové filtracni
kolon& bylo s liposomy asociovano vice nez 95 % pfidaného Oy,
Pfi studiu retence v liposomech byly ziskany nésledujici
vysledky: Po 5 hod a 1 dnu bylo asociovano s liposomy vice neZ 99 %.

Po 4 dnech bylo zji§téno, ze frakce asociovana s liposomy je 98 £ 1 %.

Jak bylo v téchto experimentech ukazano, liposomy mohou byt
radioaktivné znadeny radionuklidy emitujicimi Castice alfa a/nebo beta,

a tyto nukleotidy jsou dobfe zadrzovany pfi fyziologické teploté.

Priklad 9

Pfiprava systému yttrium-90/radium-223 PEGylovany liposom-folat-

Fab’

Pii tomto experimentu byl pouZit F(ab’):R@ myelom (podtfida
IgG+) v koncentraci 14 mg/ml v PBS (Michalsen, Norwegian Institute of

Public Health, Oslo, Norsko).




Konjugace kyseliny listové k protilatkam

Kyselina listova.2H,O byla nejprve rozpu$téna v dimethyl-
-sulfoxidu (Fluka, obsah H,O niz8i nez 0,05 %). Roztok byl potom
jehlou nanesen na aktivovana molekulova sita 4 A (Fluka) a uchovan
v atmosféfe argonu v temnu 6 az 10 hod. Folat znaceny tritiem (*H-
folat) byl pfidan jako vodny roztok draselné soli *H-folatu (1%
vzhledem ke kyseling citronové). Specificka aktivita *H-folatu

pouzitého pro konjugaci k proteinu byla 7 az 7,5 GBg/mol.

3H-folat byl aktivovan pro vazbu na protilatku F(ab’), proti
myelomu pfidanim 10 mol ekvivalentd 1-ethyl-3-(3-dimethyl-
-aminopropyl)karbodiimidu k roztoku folatu a inkubaci 30 min pfi
teploté laboratofe. Potom byl k proteinu pfidan 30 az 40 nasobny
molarni nadbytek aktivovaného folatu s koncentraci 14 mg/ml v PBS
a smé&s byla ponechana reagovat 30 az 60 min. Reakce byla ukon&ena
pfidanim 0,2 mi 0,3M glycinu ve smési PBS/borat, pH 8,5. Konjugat
folat F(ab’)z (folat-F(ab’);) byl oddélen od nezreagovaného materialu
pomoci kolony PD-10 pfedekvilibrované v PBS. Pro vytvoieni
konjugatu folat-Fab’ byl folat-F(ab’), inkubovan v 1 mM dithiotreitolu
(DTT) pfi teploté laboratofe 2 hod a potom byla provedena eluce na
kolon& NAP-5 typu size exclusion. Frakce obsahujici folat-Fab’ byly
zbaveny kysliku probublavanim argonu roztokem a potom byl roztok

ihned smichan s roztokem liposomd.

Mira konjugace kyseliny listové byla zjisténa obsahem °H
v &i§téném proteinu pfi pouziti méfeni kapalnou scintilaci (Beckmann

L.S6500) v kombinaci se spektrofotometrickym odegitanim pfi 280 nm.

Pro kvantifikaci frakce folat-Fab’ navazané na liposomy bylo
pied reakci s DTT pfidano stopové mnoZstvi jodovaného F(ab’);
(protein byl jodovan standardnim postupem s pouzitim systému
lodoGen).
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Konjugace znadenych protilatek k liposomim

DSPE-PEC2000-MPB (Northern Lipids, VA, Kanada) ve formé
sodné soli byl pfidan v mnozstvi 5 molarnich % celkového fosfolipidu.
Liposomy byly jinak vytvofeny a byly také pfipraveny pro krok vnaseni
kationtd prostfednictvim ionoforu identickym zpasobem jak bylo

popsano pro nePEGylované liposomy.

Po ponechani reakéni smési po kroku nanadeni ohiat na teplotu
laboratofe byla suspenze liposomi zbavena kysliku a potom byl pfidan
folat-Fab’ pro ziskani koncentrace proteinu 0,3 aZz 0,5 mg/mil.
Koncentrace lipidu byla 1 az 3 mM pfi zjiStovani testem Bartlett
phosphorous assay (Bartiett, 1958). Konjugéat folat-Fab’ a liposomy
byly ponechany reagovat 2 hod pfi teploté laboratofe. Reakéni smés
byla potom nanesena na kolonu PD-10 ekvilibrovanou v PBS. PEG-
liposomy konjugované s folatem-Fab’ byly uchovavany pii 4 °C 12 az

15 hod pred pouzitim pfi testech vazby na folatovy receptor.

Radioaktivita navazana na liposomy byla méfena detektorem
Nal studnicového typu s korekci na pfeteCeni v pfislu§nych kanalech
z dvojité znaenych vzorku. Jako referenéni byly pouZity vzorky

jednoho nuklidu a smési nuklid{.

Na zakladé méfeni radioaktivity byla koncentrace proteinu
pifevedena na pod&et Fab’ na liposom za pfedpokladu velikosti liposomu
100 nm a 8.10* fosfolipid/vaéek (Kirpotin a dal$i, 1997) a molekulové

hmotnosti Fab’ myelomové protilatky 52 000.

Radioaktivita navazana na buiiky byla méfena detektorem Nal
(trojndasobné koncentrace pro Y-90) a ¢&itanim kapalné scintilace po

pfidani scintilatoru Insta-Gel plus (Packard) (tabulka 3).




Tabulka 3

Vazba 2°Y-liposomii konjugovanych s protilatkami s nebo bez folatu na
bunky OVCAR

Ptidany liposom/buiiku % folat-negativnich % folat-pozitivnich
liposom{ navézanych na liposom0 navézanych na
bunky bunky
1.10° <0,5 103
1.10* 1+0,5 9+3
1.10° 42 11 +- 2
1.10% 5+ 1 16 +2
10 8+3 46 £ 8

Detekce “H-folatu na liposomech

PEG liposomy (koncentrace lipidu 2,5 mM) v pufru 20 mM
HEPES/300 mM sacharéza reagovaly s Fab’ konjugovanym s *H-
folatem (0,5 mg/ml v PBS, pomér folat/Fab’ 2 + 0,2). Po 2 hod pfi
teploté laboratofe byly liposomy s navazanym systémem folat-Fab’
izolovany eluci na kolon& materialu Sepharose CL-4B. MnozZstvi
konjugétusH-foIét-Fab’ na liposomech bylo kvantifikovano kapalnym
scintilaénim &itanim chromatograficky ziskanych frakci a bylo zjisténo,

7e pomér folat-Fab'/liposom je pfiblizné 110.

Zkratky
DSPC: distearoyifosfatidylcholin
DOTA: kyselina 1,4,7,1 O-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-

N,N’,N",N"’-tetraoctova
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DSPE-PEG2000-MPB: N-(4-(p-maleimidofenyl)butyryl)-1,2-distearoyl-
-sn-glycero-3-fosfoethanolamin (Northern Lipids, VA,

Kanada)
HEPES: kyselina N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansu|fonové
PBS: fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem
EDTA: kyselina ethylendiamin-N,N’-tetraoctova

HDEHP: kyselina bis(2-ethylhexyl)fosforeéna

PEG: polyetylenglykol
DTT: dithiotreitol
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PATENTOVE NAROKY
Konjugatorovy systém, vyznadcujici se tim,

3 e obsahuje liposomy s ionofory a s chelatorem umisténym
uvniti liposomd, kde liposomy dale uvnitf obsahuji tézky
radionuklid nebo t&2ké radionuklidy emitujici Castice alfa

a/nebo #'?Pb jako generator 212Bj emitujiciho &astice alfa.

Konjugéatorovy systém podle naroku 1, vyzna cujici
se tim, ze koncentrace chelatoru uvnitf liposom( je

vhodna pro zachyceni dcefinnych nuklidd.

Konjugatorovy systém podle nékterého z narokd 1 az 2,
vyznadujici se tim, Ze chelator je zvoleny ze
skupiny zahrnujici kyselinu 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
1,4,7,10-N,N’,N”",N""-tetraoctovou, DOTA; kyselinu 1,4,7,10-
tetraazacyklotridekan-1,4,7,10-N, N’,N"” N’’-tetraoctovou,
TRITA; kyselinu 1,4,7,10-tetraazacyklotetradekan-1,4,7,10-
N,N’ N” N'"-tetraoctovou, TETA,; kyselinu 1,4,7,10-
tetraazacyklododekan-1,4,7,10-N,N’,N”,N""-tetra(methylen)-
-fosfonovou, DOTMP; kyselinu 1,4,7,10-tetraazacyklotridekan-
1,4,7,10-N,N’,N”" ,N""’-tetra(methylen)fosfonovou; kyselinu
1,4,7,10-tetraazacyklotetradekan-1,4,7,10-N,N’,N”,N”’-tetra-
-(methylen)fosfonovou; kyselinu  diethylentriamin-N,N’,N"-
pentaoctovou a jeji isomerni derivaty; kryptat[2,2,2],
kryptat[3,2,2], kryptat[2,2,1] a jejich mono- a dibenzoderivaty;
pfemosténé kalix[4]areny obsahujici skupiny bohaté na
elektrony - donory, jako hydroxyl, karboxyl, ester, amid, amin;
kyselinu 1,10-diaza-4,7,13,16-tetraoxacyklooktadekan-1,10-




-N,N’-bis-octovou; a 1,10-diaza-4,7,13,16-tetraoxacyklo-
-oktadekan-1,10-N,N’-bis-malonat.

Konjugatorovy systém podle nékterého z narokd 1 az 3,
vyznadcujici se tim, Ze liposomy obsahuji
v membrané aktivované skupiny umozZfiujici konjugaci protein(

nebo jinych molekul s afinitou k receptorim k t€mto aktivovanym

skupinam.
Konjugatorovy systém podle naroku 4, vyznadéujici
se tim, zZe témito aktivovanymi skupinami je

polyethylenglykol.

Konjugatorovy systém podle nékteréeho z narokit 1 az 5,
vyznadujici se tim, Ze liposomy jsou

konjugovany k proteinim vézajicim se na receptor.

Konjugéatorovy systém podle naroku 6, vyznacujici
se tim, Ze uvedené proteiny vazajici se na receptor
jsou monoklonalni nebo polyklonaini protilatky, nebo fragmenty

nebo konstrukty protilatek, nebo folat.

Konjugéatorovy systém podle naroku 6, vyznacdcujici
se tim, Ze liposomy jsou konjugovany s protilatkami
tfidy 1gM nebo 1gG nebo fragmenty nebo konstrukty z téchto tfid
protilatek.

Konjugatorovy systém podle naroku 6, vyznadujici

se tim, 2Ze liposomy jsou konjugovany s protilatkami
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tfidy IgM nebo 1gG nebo fragmenty nebo konstrukty z téchto tid
protilatek, pficemzZ protilatky, fragmenty nebo konstrukty jsou
znaeny folatem a radionuklidem nebo smési rlznych

radionuklidd.

Konjugatorovy systém podle nékterého z narokd 1 az 9,
vyznadujici se tim, Ze protilatky nebo
fragmenty nebo konstrukty protilatek konjugované s liposomy
jsou mysi, chimérni nebo lidské, monoklonalni nebo

polyklonaini.

Konjugatorovy systém podle naroku 10, vyzna cujici
se tim, Ze protilatky nebo fragmenty nebo konstrukty
protilatek jsou znageny folatem, pficemz vazebné misto antigenu

je zaméfeno na protein vazajici folat, FBP.

Konjugatorovy systém podle naroku 10, vyzna Cujici
se tim, 2Ze protilatky nebo fragmenty nebo konstrukty
protilatek jsou znaceny foldtem, pficemz vazebné misto antigenu

je zaméfeno na antigen rizny od FBP.

Konjugatorovy systém podle nékterého z narokll 1 az 12,
vyznadujici se tim, Ze radionuklidem je tézky
emitor alfa &astic a/nebo 2'2Pb jako generator alfa-emitoru *'*Bi

zvoleny ze skupiny 2''At, #'2Bi, #'Bi, '*Pb, **°Ac, **Ra a **'Th.

Konjugatorovy system podle n&kterého z narokl 1 az 13,
vyznadéujici se tim, Ze dcefinny nuklid je 2'*Bi

a matefsky nuklid je ?'?Pb.




15.

16.

ZpUsob vyroby radioaktivné znafeného konjugatoroveho
systému, vyznadcujici se tim, Ze liposomy
s ionofory a chelatorem vhodné koncentrace se stabilné
radioaktivné znadi t&Zkymi emitory Castic alfa misenim roztoku
obsahujiciho radionuklid nebo smés radionuklidd emitujicich
zafeni &astic alfa a/nebo 2*?Pb jako generator alfa-emitoru 212 i,
s roztokem obsahujicim liposomy, a smés se inkubuje pfi
zvy$ené teploté vzhledem k fyziologické teploté pro dosazeni

transportu radionuklidu nebo nuklidd do liposom.

Zpasob podle naroku 15, vyznadujici se tim,
7 e chelator se voli ze skupiny obsahujici kyselinu 1,4,7,10-
tetraazacyklododekan-1,4,7,10-N,N’,N”,N""'-tetraoctovou,
DOTA, kyselinu 1,4,7,10-tetraazacyklotridekan-1,4,7,10-
N,N’,N” N'-tetraoctovou, TRITA; kyselinu 1,4,7,10-
tetraazacyklotetradekan-1,4,7,10-N,N’,N”,N’"’-tetraoctovou,
TETA; kyselinu 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-

-N,N’,N”’,N’"’-tetra(methylen)fosfonovou,DOTMP; kyselinu
1.4,7,10-tetraazacyklotridekan-1,4,7,10-N,N’,N"”,N""-
tetra(methylen)fosfonovou; kyselinu 1,4,7,10-

tetraazacyklotetradekan-1,4,7,10-N,N’,N”" ,N""-tetra-
-(methylen)fosfonovou;  kyselinu diethylentriamin-N,N’,N"-
pentaoctovou a jeji isomerni derivaty; kryptat[2,2,2],
kryptat[3,2,2], kryptat[2,2,1] a jejich mono- a dibenzoderivaty;
pfemosténé kalix[4]areny obsahujici skupiny bohaté na
elektrony - donory, jako je hydroxyl, karboxyl, ester, amid,
amin; kyselinu 1,10-diaza-4,7,13,16-tetraoxacyklooktadekan-
1,10-N,N’-bis-octovou; a 1,10-diaza-4,7,13,16-tetraoxacyklo-
-oktadekan-1,10-N,N’-bis-malonéat.
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Zpisob =~ podle nékterého z narokd 15 az 16,
vyznacujici se tim, Ze liposomy obsahuji
v membrané aktivované skupiny umozriujici konjugaci proteind

nebo jinych molekul s afinitou k receptoriim.

ZpUsob podle naroku 17, vyznadcujici se tim,

Ze témito aktivovanymi skupinami je polyethylenglykol.

Zplsob  podle  nékterého z narokd 15 az 18,
vyznadcujici se tim, Ze liposomy jsou

konjugovany k proteinim vazajicim se na receptor.

ZpGsob podle naroku 19, vyznadcujici se tim,
zZe uvedené proteiny vazajici se na receptor jsou
monoklonalni nebo polyklonalni protilatky, nebo fragmenty nebo

konstrukty protilatek, nebo folat.

ZpUsob podle naroku 19, vyznacujici se tim,
e liposomy jsou konjugovany s protilatkami tfidy IgM nebo

IgG nebo fragmenty nebo konstrukty z t&chto tfid protilatek.

ZpUsob podle naroku 19, vyznadcujici se tim,
7 e liposomy jsou konjugovany s protilatkami tfidy IgM nebo
IgG nebo fragmenty nebo konstrukty z téchto tfid protilatek,
pficemz protilatky, fragmenty nebo konstrukty jsou znaceny
folatem a radionuklidem nebo smési rlznych radionuklidd,
pfiéemz se pouzije standardnich postupl pro znaceni protilatek

folatem a radionuklidem.




23.

24.

25.

26.

27.

28.

Zpusob  podle nékterého z narokd 15 az 22,
vyznadcujici se tim, Ze protilatky nebo
fragmenty nebo konstrukty protilatek konjugované s liposomy
jsou mysi, chimérni nebo lidské, monoklonalni nebo

polyklonalni.

Zplsob podle naroku 23, vyznadcujici se tim,
7 e protilatky nebo fragmenty nebo konstrukty protilatek jsou
znaéeny folatem, pfitemZ vazebné misto antigenu je zaméfeno

na protein vazajici folat, FBP.

ZplGsob podle naroku 23, vyznadcujici se tim,
7 e protilatky nebo fragmenty nebo konstrukty protilatek jsou
znadeny folatem, pfiCemz vazebné misto antigenu je zaméreno

na antigen rlzny od FBP.

ZpGsob  podle  nékterého z narokd 15 az = 25,
vyznacujici se tim, Ze radionuklidem je tezky
emitor alfa astic a/nebo 2'?Pb jako generator alfa-emitoru 212gj,
zvoleny ze skupiny 2''At, 22Bi, 2°Bi, 2'?Pb, ?*°Ac, ***Ra a **'Th.

ZpUsob  podle nékterého z narokl 15 az 26,
vyznadcujici se tim, Ze dcefinny nuklidje21zBi

a matefsky nuklid je 2'?Pb.

Pouziti konjugatorového systému podle nékterého z narokd 1 az
14 pro vyrobu farmaceutického roztoku vhodného pro injekci

nebo infuzi savclim véetné ¢loveéka.



29.

30.

31.

32.

33.

PouZiti podle naroku 28 pro vyrobu farmaceutického roztoku
vhodného pro injekci nebo infuzi savcim veetné Cloveka
intravendéznim a/nebo oblastnim a/nebo intratumorovym

zplUsobem podavani.

Pouziti podle naroku 28 v kombinaci s radioimunokdnjugétem
nebo nékolika radioimunokonjugaty a/nebo jinymi formami
radiofarmaceutické terapie, chemoterapie, 1éCeni vnéjSim
ozafenim nebo chirurgickym zakrokem pro léceni malignich

stav(.

ZpGsob pouZiti konjugatorového systému podle nékterého
z narokl 1 az 14 na cilové bufiky exprimujici receptory zvolené
ze skupiny protein vazajici folat, estrogenovy receptor,
testosteronovy receptor a/nebo rt‘]zné antigeny monoklonalnich
protilatek, pomoci injekce pacientdm pro ucely dodani
potencialné terapeutického zafizeni do malignich bunék

exprimujicich tento receptor nebo receptory.

ZpUsob pouZiti konjugatorového systému podle nékterého
z naroktl 1 aZ 14 pomoci injekce pacientiim pro Gely dodani
potencialng terapeutického zafizeni do malignich bunék
exprimujicich tento receptor nebo receptory, kde maligni tkani je
rakovina mozku, plic, dé&loZniho hrdla, vjeénikd nebo rakovina

mlé&né Zlazy nebo leukemie, lymfom nebo maligni melanom.

Kit pro pfipravu konjugatorového systému podle nékterého
znarokt 1 az 14, vyznadujici se tim, Ze

obsahuje lahvicku s obsahem roztoku liposom0 a lahvicku
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s obsahem radionuklidu v roztoku, které mohou byt smichany

pro dosaZeni radioaktivniho znaceni.

Kit pro pfipravu konjugatorového systému podle nékterého
z narokll 1 az 14, vyznacujici se tim, zZe

obsahuje lahvicku s obsahem roztoku liposomG a druhou
lahviéku s obsahem radionuklidu v roztoku a tfeti lahvi¢ku
s obsahem molekuly s afinitou k receptoru, které mohou byt
smichany pro dosaZeni radioaktivniho znaéeni a znaceni

molekulou s afinitou k receptoru.

Zastupuje:
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