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Anotace

897r-squaramid ester desferoxaminu-cetuximab ma velké potencialni vyuziti v diagnostice
rakoviny pomoci pozitronové emisni tomografie (PET). Tato prace se zabyva jeho analyzou
pomoci imunochemickych metod ELISA a RIA. Teoreticka cast obsahuje piehled o vSech
slozkach tohoto zna¢eného konjugatu i struéné informace o pouzitych metodach.

Abstract

89Zr-squaramide ester desferoxamine-cetuximab has a great potential in cancer diagnosis
using positron emission tomography (PET). | have performed an assessment of this labeled
conjugate through immunochemical methods ELISA and RIA. The theoretical part contains
an overview of the radionuclide, chelator and antibody as well as brief information on the
methods used.
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Uvod

Téma diagnostiky rakoviny je se stoupajicim poctem pacientl trpicich timto onemocnénim
stale aktualni. Jednou z metod slouzicich tomuto ucelu je pozitronova emisni tomografie
(PET). Radionuklidem vhodnym pro tuto metodu miize byt 8Zr, jehoZ vyhodou je polo¢as
rozpadu odpovidajici kinetice monoklonalnich protilatek, napt. cetuximabu. Znaceny

konjugat 8Zr-squaramid ester desferoxaminu-cetuximab by se tak mohl stat slibnym
radiofarmakem.

Toto téma jsem si vybrala ze z4jmu o jadernou chemii. Doufdm, Ze v budoucnu se ma
prace docka i praktického vyuziti.



Prehled literatury
Protilatky

Imunitni systém je soubor mechanismu v lidském téle, jejichz hlavni ulohou je rozpoznéni
vné&jsich i vnitinich Skodlivin a obrana proti nim. Latky, na které imunitni systém reaguje,
se nazyvaji antigeny. Imunitni mechanismy mohou byt vrozené (nespecifické vuci
antigeniim) a adaptivni (antigenné specifické). Imunitu Ize také rozdé€lit na humoralni (tyka
se télnich tekutin) a bunécnou.

Protilatky neboli imunoglobuliny jsou proteiny, které slouzi jako zprosttedkovatelé
humoralni imunitni odpovédi. Jsou tvofeny zivymi organismy v reakci na ptitomnost cizi
latky — antigenu. Jejich molekula ma tvar Y a obsahuje Ctyfi fetézce — dva tézké, které jsou
spojeny disulfidickymi miustky, a dva lehké. Tyto fetézce se skladaji z nékolika domén —
funkénich oblasti tvofenych 110-120 aminokyselinami. V prostoru vypadaji tyto domény
jako valec tvoteny polypeptidovymi fetézci s disulfidickymi mustky. Variabilni domény
jsou u kazdé protilatky rozdilné. Vytvarti vazebné misto pro antigen. Naopak zbytek
domén, tzv. konstantni domény, se u protilatek stejné tfidy nelisi. Imunoglobuliny vznikaji
Vv plazmatickych bunkéch (plazmocytech).

Protilatky Ize rozd¢lit podle plivodu na polyklonélni a monoklonélni. Polyklonalni
protilatky jsou produktem vétsiho poctu bunéénych klont plazmocytii. Vysledna imunitni
odpovéd’ je namitfena viici nékolika antigentim. Monoklonalni protilatky vznikaji naopak
jako produkt jednoho klonu plazmocytl. Diky tomu disponuji unikéatni vazebnou
specificitou vii¢i jednomu antigenu. V lékafstvi se diive pouzivaly mysi monoklonalni
protilatky, ovSem po jejich podéani pacientim dochazelo k imunitni reakci na cizorodou
bilkovinu. Doslo tedy k vyvoji tzv. chimérickych protilatek, ve kterych je ¢ast molekuly,
ktera netvoii vazebné misto na antigen, nahrazena odpovidajici ¢asti lidské protilatky. (1)

Cetuximab

Cetuximab (CTX) je monoklonalni chiméricka protilatka. Je specificka proti receptoru
epidermalniho riistového faktoru (EGFR), ktery patii mezi tyrosinkindzové receptory.
EGFR se vyskytuje v buiikach epitelového pivodu, kde jeho signalizace ovliviiuje jejich
rlst, migraci ¢i preziti. Pfi rakovinném bujeni ovsem dochazi k jeho nadprodukci. EGFR se
nachazi zejména v hlavé, krku, plicich ¢i v tlustém strevé. (2) (3)

Cetuximab ma 5 az 10krat vyssi afinitu k EGFR nez endogenni ligandy tohoto receptoru
(napft. epidermalni rastovy faktor). Diky tomu blokuje jejich vazbu na EGFR a tim i
inhibuje funkci celého receptoru. Cetuximab hraje také roli v protilatkové buikami
zprostiedkované cytotoxicité (ADCC). Pouziva se naptiklad pti [é€b€ metastazujiciho
nadoru tlustého stieva ¢i spinocelularniho karcinomu hlavy a krku. (3)



Chelator

Chelator je latka, ktera se vaze na centralni kovovy kation pomoci n¢kolika koordina¢né
kovalentnich vazeb, ¢imz vytvoii komplex. Slovo chelator pochazi z feckého chele (drap),
coz popisuje zpiisob, jakym chelatacni ¢inidlo kovovy ion obklopi. Mezi nejznamé;jsi
chalatory lze zafadit naptiklad kyselinu ethylendiamintetraoctovou (chelatace olova a rtuti)
¢i hem (chelatace Zeleza). (4)

Desferoxamin

Desteroxamin (DFO) je chelata¢ni Cinidlo. Jedna se o siderofor — slouzi k zachyceni a
naslednému ptenosu zeleza do buriky. (5) Tvoii komplexy zejména se zelezem a hlinikem.
Vysledné komplexy se pak vylucuji moci a stolici. Pouziva se pii 1€cb¢ akutni otravy
zelezem a chronického pietizeni Zelezem a hlinikem. (6) U DFO je donorem elektronového
paru kyslik, coz je velka vyhoda u zirkonia, které ma vysokou afinitu pravé k tomuto
prvku. Kvili nedostate¢né stabilité komplexu DFO se zirkoniem in vivo bylo vyvinuto
velké mnozstvi modifikaci DFO pfidanim napft. halogenu, kysliku ¢i aminové skupiny. (7)

897y

Zirkonium je chemicky prvek vyskytujici se v 4. skupiné a 5. periodé periodické tabulky
prvki. Jedna se o stiibroleskly prechodny kov. Nejéastéji se nachazi v oxida¢nim stavu
+IV. Pomérn¢ snadno tvoii komplexni slouc¢eniny, nejc¢astéji S koordina¢nim ¢islem 8.

V ptirodé se vyskytuje v péti stalych izotopech: %Zr, 91zr, °2zr, 3Zr a **Zr. Dalsich dvacet
osm izotopi, véetné ¥Zr, bylo uméle syntetizovano. Radioizotopy s protonovym ¢islem
vys$$im nez 93 se rozpadaji pomoci pfemény B, zatimco ty s protonovym ¢islem mensim
nez 89 preménou B*. (8) (9)

897r se rozpada pomoci premény B+ (22,3 %) a elektronového zachytu (76,6 %) na
metastabilni troveii yttria (3™Yt), které se za vyzateni y zafeni pfeméni na jiz stabilni 89VYt.
(10)
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Obrazek 1 Rozpad #9Zr (11)

897r je slibnym radionuklidem pro pozitronovou emisni tomografii (PET). Jeho vyhodou je
relativné dlouhy polocas rozpadu (78,4 h), ktery odpovidé kinetice navdzané protilatky.
Problémem muze byt naopak velka energie emitovanych pozitronti (909 kEV), ktera
ptedstavuje vysokou radiacni zaté€z pro pacienta. PET detektor méfi pozici anihilace
pozitronil, ktera se ovSem li§i od mista pozitronové emise — vysoka energie pozitronll tim
padem vede také k niz§imu rozliSeni vysledného obrazu na PET. (12) (13)

K piipravé 89Zr se standardné pouziva ter¢ z #Yt (tloustka 0,1 mm, ¢istota >99,9%). Tento
ter¢ je ostfelovan protony na cyklotronu, ¢imz dojde k produkci 8Zr. Separaci ¢istého
zirkonia se zabyvali napt. Holland (14) ¢i Verel (15). Verel nejprve ter¢ rozpustil

Vv kyseliné chlorovodikové. Diky ptidani peroxidu vodiku bylo zirkonium oxidovéano do
oxidaéniho stavu +IV. 8Y a jiné negistoty byly vymyty po hodiné pomoci extrakéni
kolonky, do které byla pfidana kyselina chlorovodikové a destilovana voda. K ziskéni
gistého 89Zr byla pouzita kyselina §tavelova. Podle Hollanda viak nema piidani peroxidu
vodiku na vyslednou separaci zadny vliv.

ELISA

ELISA (z anglického enzyme-linked immunosorbent assay) je velmi roz§ifena
imunochemicka metoda. Antigen je pfipevnén na desti¢ku a je k nému pfidan enzym
vazany na protilatku. Volné i vazané reaktanty se daji jednoduse oddélit pomoci vymyti.
Vysledny barevny produkt, ktery poskytuje reakce sekundarni protilatky s chromogennim
substratem, je vyhodnocen spektrofotometricky. Existuje n€kolik uspotadani — ptima,
nepiima a sendvicova — liSicich se mnozstvim antigenu a protilatky a jejich vzéjemnym
usporddanim. VSechny tyto metody mohou mit svou kompetitivni i nekompetitivni verzi.
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V kompetitivni verzi antigen ze vzorku soutézi s referenénim antigenem o volna mista na
protilatce. V nekompetitivni verzi se méfi kvantita imunokomplext. (16)

Déle se budu v piehledu literatury zabyvat nepfimym nekompetitivnim uspoiadanim
ELISA. Na mikrotitra¢ni desticku je nanesen antigen. Je ptidana primarni protilatka, ktera
se na antigen pfichyti a inkubuje se. Pfebytecné nepfichycené protilatky jsou vymyty. Na
primarni protilatku je poté nanesen konjugat sekundarni protilatky s enzymem (piebytecny
konjugat se opét vymyje). Po piidani substratu se produkt zbarvi a je mozné ho zmérit
spektrofotometricky. (16)

ELISA pro stanoveni mnozstvi CTX

Stanovenim mnozstvi navazaného CTX na EGFR se zabyvali napt. Suarez a kol. (17) ¢i
Hantash a kol. (18) V obou ptipadech bylo vyuzito nepiimé nekompetitivni usporadani
ELISA. Antigenem je zde EGFR. Primarni protilatkou je CTX (rozpustény

v uhli¢itanovém pufru). Sekundarni protilatka se lisila pouze ve svém pivodu, v obou
ptipadech se ale jednalo o IgG protilatku znacenou peroxidédzou. Jako blokovaci a
promyvaci roztok byl pouzit fosfatovy pufr.

RIA

RIA (radioimmunoassay) je imunochemicka metoda, kterd ke stanoveni mnozstvi
navéazaného analytu vyuzivé radionuklidem oznacenou protilatku ¢i antigen. Antigen
(poptipad¢ protilatka) je pfichycen na pevny povrch a zachyti analyt ze vzorku. Druha
protilatka oznacend radionuklidem se navaze na analyt. Po inkubaci dojde k odmyti
nepiichycenych slozek. Na konci se zméfi aktivita vzorku, ze které 1ze nasledné dopocist i
koncentraci. Dnes se tato metoda vyuZiva pfedevsim pii terapeutickém monitorovani
koncentraci 1é¢iv v krvi. (19)

@ ' antigen

, ) k )k ﬁK priméarn

protilatka

ELISA
sekundarni

protilatka

| ;’k @ czym

radionuklid

%

RIA

Obrazek 2 Porovnani metod ELISA a RIA (autorka)
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Nal(TI) detektor

Pro vyhodnoceni metody RIA se pouziva scintilaéni gama detektor, napt. s krystaly jodidu
sodného dopovaného thalliem. Projde-li ionizujici zafeni anorganickym krystalickym
scintilatorem, dojde k excitaci elektronli nachazejicich se v jeho struktufe. Pti jejich
deexcitaci dojde k uvolnéni fotonti. Ze scintilatoru piejdou fotony do fotonasobice. Na
fotokatod¢ se diky fotoelektrickému jevu uvolni elektrony. Ty jsou poté urychlovany na
tzv. dynody, kde dojde kviili dopadu k uvolnéni vétsiho poctu elektronti. Tyto elektrony
jsou opét urychlovany a cely proces se opakuje. Vysledkem celého procesu je puls

s dostate¢né velkou amplitudou na méfeni. (20)

Gama zéfeni nuklidu je detekovano a nasledné zpracovano elektronicky do vysledné
podoby spektra, které se sklada z n€kolika pikl. Z tohoto spektra nasledné pocitac spocte
vyslednou mérnou aktivitu:

N

=— Rovnice 1
t.I.n.m

kde N — pocet zachycenych fotont v piku po odeéteni pozadi, t — ¢as (s), | —
pravdépodobnost emise y odpovidajici energii piku dané¢ho radionuklidu, 7 — G€¢innost
detektoru odpovidajici energii piku v geometrii méfeni, m — hmotnost vzorku (kg). (21)
(22)

fotokatoda primarni elektron fotonasobié
!

Ve ™
A NN N

AVAWAW o P
/ ‘\J// \/’ \\ve” Nal(Tl) scintilator ;

: ‘
" Y /_,-/ BVARY,
! [ 1\

zaméjovaci elektroda sekundarni elektron  dynoda anoda

Obrazek 3 Nal(Tl) detektor (autorka, prevzato z (23))

Vzhledem k tomu, Ze radionuklid se rozpada i béhem méfeni, provadi se tzv. korekce na
rozpad:
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_In2, .
A=Aye b7 Rovnice 2

kde A — naméfena aktivita vzorku, Ao — piivodni aktivita vzorku, ti2 — polocas rozpadu, t —
cas, ktery ub¢hl od pocatku méteni.

Scintila¢ni detektory jsou velmi oblibené kvili své vysoké piesnosti, jelikoz fotonasobic je
schopen znasobit pocet elektronil vice nez desettisickrat. Vyhodou Nal(TI) detektori je i
nizké vlastni absorpce scintilacniho svétla. Naopak nevyhodou je G¢innost premény fotonti
na elektrony, ktera se pohybuje okolo 20%. Limitujici je u tohoto typu detektort i vysoka
hygroskopic¢nost, kviili které musi byt krystaly umistény v utésnéném obalu, a velka

nachylnost na zmeénu teplot. (20)
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Metodika

Ve své praci jsem pracovala se zna¢enym konjugatem 3°Zr-DFOSq-CTX. Neptipravovala
jsem ho, ale dostala jsem jiz finalni pfecistény produkt se stanovenou koncentraci. Ten
obsahuje radionuklid 8Zr, chelator squaramid ester desferoxaminu (DFOSq) a protilatku
cetuximab (CTX). Vysledky jsem zpracovavala v programu Microsoft Excel.

ELISA

Pomoci nepiimého nekompetitivniho uspofadani metody ELISA jsem urcila, jaké mnoZzstvi
znaceného konjugatu se navazalo na antigen. Sestavila jsem kalibracni kfivku zévislosti
absorbance na koncentraci a vypocitala koncentraci celé slouceniny. Nejprve jsem do
kazdé jamky na mikrotitracni desti¢ce napipetovala 100 ul EGFR v 0,01M fosfatovém
pufru (PBS) o koncentraci 1 pg/1 ml. Nasledovala inkubace 1 hodinu pfi laboratorni
teploté. Poté jsem desticku 3x promyla 200 ul 0,01M PBS. Pak jsem ptidala 200 pl
blokovaciho roztoku — 1% hovézi sérovy albumin (BSA) v 0,01M PBS a inkubovala 2 h
pii 37°C. Opét jsem desticku promyla a nasledné ptidala 100 pl primarni protilatky —
cetuximabu. Protilatku jsem nafedila v 1%BSA/0,01M PBS na koncentraci 10 pg/ml.
Naésledujicich 11 vzorki bylo nafedéno dvojkovou fadou. Znaceného konjugatu jsem
pipetovala také 100 pl. Jako negativni kontrolu jsem pouzila 100 pl 1%BSA/0,01M PBS.
Inkubace probihala 45 minut pii 37°C. Poté jsem kazdou jamku opét oplachla a pipetovala
100 pl sekundarni protilatky konjugované enzymem (Anti-Human IgG (Fc specific)
—Peroxidase antibody produced in goat (Sigma)) fedéné v 1%BSA/0,01M PBS.
Inkubovala jsem 30 minut pii 37°C. Nésledn€ jsem piidala do kazdé jamky 100 pl
chromogenniho substratu (5 ml 0,05M citrato-fosfatovy pufr, 2 mg o-fenylendiaminu
dichloridu, 5 pl 30% peroxidu vodiku). Inkubace poté probihala 20 minut ve tmé& pfi
laboratorni teploté. Nasledn€ jsem celou reakci ukoncila ptidanim 100ul 2M H2SOg.
Absorbanci jsem zmeéfila spektrofotometrem (Tecan Sunrise Basic Microplate Reader) pii
492 nm, referen¢ni absorbance byla 620 nm.

RIA

Nejprve jsem do kazdé jamky na mikrotitra¢ni desti¢ce dala 100ul antigenu EGFR o
koncentraci 1 pg/1 ml (fedéno v 0,01M PBS). Nasledn¢ probihala hodinu inkubace pfi
laboratorni teploté. Desticka byla poté tfikrat promyta roztokem 0,01M PBS (200
ul/jamka) a byl do ni pfidan blokovaci roztok (1% BSA v 0,01M PBS; 200ul/jamka). Po
dvouhodinové inkubaci pti 37°C byla desticka promyta stejné jako v predchozim ptipadé.
Piidala jsem 100 pl #Zr-DFOSQq-CTX. Aktivity jednotlivych jamek byly zméfeny na
Nal(Tl) detektoru (Hidex Automatic Gamma Counter). Po 45 minut dlouhé inkubaci pii
37°C byla desticka opét promyta a jeji aktivita zmétena na Nal(T1) detektoru.
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