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Abstrakt:  Tato prace se zabyva testovanim cetuximabu znaceného pomoci *9Zr,
ke znaceni byl pouzit chelator desferrioxamin B squaramid (DFOSq). K piipravée
konjugatu cetuximabu s DFOSq byly pouzity rizné molarni poméry. Stabilita kon-
jugatt a konjugatii znacenych 8°Zr byla zjistovana pomoci HPLC a SDS-PAGE.
Pro kvantifikaci biologické aktivity byla optimalizovana metoda ELISA. Pro experi-
menty n vitro byly pouzity bunééné linie A431, PC3 a NIH3T3. Znacena protilatka
nevykazovala vyrazné strukturalni zmény ani 120 h po znaceni, nedoslo k vyraz-
nému snizeni jeji biologické aktivity. Na bunéénych liniich A431 a PC3 dochézi ke
specifické kumulaci, bylo pozorovano bunééné vazané mnozstvi znacené protilatky v
Case.
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Abstract: This thesis deals with testing of cetuximab labelled with 3°Zr, for labelling,
chelator desferrioxamin B squaramid (DFOSq) was used. Different molar ratios were
used to prepare the conjugate of cetuximab with DFOSq. The stability of conjugates
and %Z1-labelled conjugates was determined by HPLC and SDS-PAGE. The ELISA
method was optimized for the quantification of biological activity. A431, PC3 and
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Uvod

Neékolik let se chemik madarského puvodu George de Hevesy bez uspéchu pokousel
o separaci RaD od olova. Zdarem toto snazeni ani skoncit nemohlo, jelikoz, jak
bylo pozdéji zjisténo, RaD je jednim z izotopu tohoto prvku. Zdanlivy netspéch
Hevesy tranformoval do myslenky vyuziti radioizotopt jako stopovacii v chemickych
procesech, za kterou ziskal v roce 1943 Nobelovu cenu za chemii [1]. Indikatorové
(stopovaci) metody nasledné nasly uplatnéni v celé skile oborii, od hydrogeologie
po medicinu.

Nukleadrni medicina se zabyva vyuzitim otevienych radioaktivnich zafi¢a pro dia-
gnostiku a terapii. V terapii nasly uplatnéni zarice o a . éastice, které emituji,
predaji veskerou energii na relativné kratké vzdalenosti, ¢imz je dosazeno lokal-
niho efektu. Pro diagnostiku jsou vyuzivany radioizotopy s pfeménou gama nebo
BT, piicemZ po anihilaci pozitronu dochazi k emisi dvou fotont. Fotonové zafeni se
vyznacuje nizkou hodnotou linedrniho pienosu energie, coz ho ¢ini vhodnym pro dia-
gnostické pouziti. Distribuci radionuklidu v téle je mozné sledovat pomoci vhodného
detekéntho systému. V piipadé vyuziti pozitronovych zafi¢i se jedna o pozitrono-
vou emisni tomografii (PET), zafi¢e gama jsou zobrazovany pomoci jednofotonové
emisni tomografie (SPECT).

Radiofarmaka, kterd jsou pacientim podévana pro zobrazovéani, jsou zaloZena na
riznych principech. Nékterd z nich stoji na identickém chemickém chovani izotopu
daného prvku, piikladem mohou byt radioizotopy jodu. Uvadi se, ze 70-80 % jodu se
kumuluje ve §titné 714ze [2|, ¢ehoz muze byt vyuZito pii zobrazovani tohoto organu.
Pro stejné vySetieni mizZe byt takeé pouzit [*™Tc|technecistan, protoze chemické
chovéni tohoto iontu se podobéa jodidu. Dalsi radiofarmaka mohou byt v téle bézné
se vyskytujici molekuly, u kterych doslo k nahradé nékterého atomu za radionuklid.
Prikladem je v soucasnosti nejpouzivangjsi radiofarmakum ['®F|fluordeoxyglukosa
(FDG), jejiz metabolismus je do ur¢itého kroku totozny s chovanim glukozy, coz
ho ¢ini univerzalnim radiofarmakem pro rizné diagnosticka vySetfeni. Dani za jeho
vSestrannost je vSak nespecifita vySetieni. Radiofarmaka spadajici do immunoPET
vyuzivaji znacené protilatky nebo peptidy, které zajisti specifickou kumulaci far-
maka.

Jednim z potencidlnich radiofarmak pro immunoPET je cetuximab znaceny 39Zr.
Cetuximab je monoklonalni protilatka, kterd je cilena na receptor epidermélniho
rustového faktoru (EGFR) a v nasledujicim textu pro né&j bude pouzivana zkratka
CTX. Ke znaceni protilatek pomoci izotopu kovu jsou vyuzivany bifunkéni chela-
tory. V p¥ipadé znaceni protilatek pomoci 897Zr jsou diskutovany piedevsim derivaty



desfferioxaminu B (DFO). Jednim z nich je desferrioxamin squaramid ester, ktery
bude v nasledujicim textu oznacovan jako DFOSq.

Tato diplomova prace navazuje na mnou bakalafskou préci, jejiz téma bylo Znaceni
protilatky cetuximab pomoci 8°Zr [4]. V bakalarské praci jsem piipravila konjugat
cetuximabu s DFOSq (dale DFOSq-CTX), ktery jsem oznacila pomoci 3Zr. Tento
znaceny konjugéit bude oznacovan jako 39Zr-DFOSq-CTX.

Teoreticka ¢ast této diplomové prace je vénovana moznostem testovani 8Zr-DFOSq-
CTX jako potencidlniho radiofarmaka, které je cileno na EGFR. Prvni kapitola je
vénovana PET v onkologii, ktera si kladla za cil zasadit tuto praci do kontextu.
Jednotlivymi souc¢astmi potenciilniho radiofarmaka 8°Zr-DFOSq-CTX a procesem
znaceni se zabyva druha kapitola. Tématem tieti kapitoly teoretické ¢asti této prace
jsou moznosti ovéfeni stability a biologické aktivity tohoto znaceného konjugatu.
Posledni kapitola predstavuje moznosti testovani in wvitro.

Tato diplomova prace si v experimentalni ¢asti kladla za cil ovéreni stability a bio-
logické aktivity konjugatu DFOSq-CTX a znaceného konjugatu 8°Zr-DFOSq-CTX.
Pro stanoveni biologické aktivity konjugatu a znacenych konjugati byla pouzita
imunologicka metoda ELISA, jejiz optimalizace je také soucasti experimentalni ¢asti
prace. Daldim cilem experimentalni ¢4sti bylo testovani 8°Zr-DFOSq-CTX in wvitro .



Seznam zkratek

ADCC Cytotoxicka reakce zavisla na protilatkach
ALP Alkalicka fosfataza

BCA Bicinchoninovi metoda

BSA Hovézi sérovy albumin

CT Vypocetni tomografie

CTX Cetuximab

DFO Desferrioxamin B

DFOSq Desferrioxamin B squaramid ester

EGF Epidermalni rustovy faktor

EGFR Receptor epidermalniho ristového faktoru

ELISA 7z ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; imunologicka analyticka me-
toda

FDG ["®F]fluordeoxyglukosa

Fab Fragment antigen-binding (fragment protilatky zajistujici vazbu na antigen)
Fc Fragment crystallizable region (fragment protilatky interagujici s Fe receptory)
Fv Fragment variable region (fragment protilatky s variabilnim tsekem)

HER Humann{ epidermalni receptor

HPLC Vysokotuc¢inna kapalinova chromatografie

HRP Kienova peroxidaza

IgG TImunoglobulin tiidy G

MR Magneticka rezonance

NFDM Odtuénéné susené mléko

OPD o-fenylendiamin dihydrochlorid

PBS Fosfatovy pufr

PET Pozitronova emisni tomografie
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pNPP p-nitrofenylfosfat

SDS-PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného

SPECT Jednofotonova emisni vypocetni tomografie
TGF Transformujici ristovy faktor

TLC Chromatografie na tenké vrstveé

TMB 3,3’,5,5-tetramethylbenzidin

VEGF Vaskularni endotelovy rastovy faktor

11



1. Teoreticka c¢ast

1.1 PET v onkologii

Pozitronova emisni tomografie (PET) je zobrazovaci metoda, ktera spociva v lokali-
zaci pozitronového zarice v téle pacienta. Podobnou metodou je jednofotonova emisni
vypocetni tomografie (SPECT), ktera vyuziva radionuklida s pfeménou gama. Obé
tyto metody mohou poskytovat informace o metabolismu podané latky. Pro kom-
plexni vySetieni, které zobrazuje i anatomickou strukturu, jsou vyuzivany hybridni
metody PET/CT, resp. SPECT/CT. Vypocetni tomografie (CT) je zaloZena na
rozdilném pohlcovani rentgenova zareni jednotlivymi tkdnémi. Metody nuklearni
mediciny byvaji také kombinovany s magnetickou rezonanci (MR).

Pro vySetfeni pomoci PET je pacientovi podano radiofarmakum, coz je lé¢ivy pii-
pravek, ktery obsahuje jeden nebo vice radionuklidu vélenénych pro lékaiské ucely
[5]. V pripadé PET se jedné o radionuklid s pfeménou S*, v jehoz jadie dochézi
k pfeméné protonu na neutron, pozitron a neutrino. Emitovany pozitron se v pro-
stfedi zpomali a anihiluje s elektronem z prostfedi za vzniku dvou fotoni o energii
511 keV, jejichz sméry pohybu jsou opacné. Pro detekei téchto fotonii jsou pouzivany
scintila¢ni detektory z materiala s vysokou hustotou. Tyto i dalsi parametry spliiuje
napiiklad stale pouzivany material oznacovany jako BGO (podvojny oxid bismutu
a germania) (6.

Vzdalenost, kterou emitovany pozitron urazi, je zavisla na jeho energii. Pouziti ra-
dionuklidovych zari¢t s nizsi energii pozitronu tak vede k vys$simu rozliseni snimku.
Toto je jeden z parametrii vybéru radionuklidu pro PET. Daéle je tfeba posoudit
vSechny linky premény radionuklidu a vlastnosti produktt téchto pfemén. Velice du-
lezitym faktorem je polocas piremény, ktery je volen na zékladé farmakokinetickych
vlastnosti znacené latky. Neméné podstatnym aspektem jsou chemické vlastnosti
radionuklidu a moznosti jeho vyroby.

Radionuklidy pro nukledrni medicinu je mozné vyrobit nékolika zpisoby. Jedna se
o jaderné reakce iniciované neutrony, jaderné reakce iniciované nabitymi ¢asticemi
a vyuziti pfemény radionuklidu vdzaného v matrici radionuklidového generatoru. Po-
zitronové zarice, tedy neutron-deficitni radionuklidy, je nejvhodnéjsi pripravit oza-
fovanim terc¢ového materidlu pomoci urychlovace nabitych ¢astic, nejcastéji cyklot-
ronu. Cyklotron je kruhovy urychlovac, ve kterém jsou nabité ¢astice urychlovany
elektrickym polem a jejich trajektorie je ohybéna polem magnetickym. Urychlend
Castice se tak pohybuje ve spirdle. Svazek protont vystupuje z cyklotronu a do-

12



chazi k jadernym reakcim s tercovym materidlem. Pomoci cyklotronu je ziskdvan
i nejpouzivandjsi radionuklid pro PET ¥F a také 39Zr.

V soucasnosti je nejcastéji pouzivanym radiofarmakem pro PET ['®F|fluordeoxyglukosa
(FDG), ktera umoziuje v téle pacienta sledovat metabolismus glukozy. Glykolyza
probih& ve vyssi mife v naddorovych bunkach, a tedy pomoci tohoto vySetieni lze
lozisko lokalizovat. Na pofizeném snimku jsou v8ak pozorovatelné i dalsi nenadorové
procesy, napiiklad probihajici zanét. Také je viditeln4 akumulace v metabolicky ak-
tivnich tkanich jako mozek nebo srdce. VySetieni pomoci FDG tedy neni selektivni.
Pro vice specifickd vySetieni byly vyvinuty nové typy radiofarmak.

1.1.1 ImmunoPET

V metodé immunoPET jsou vyuzivany latky s vysokou specifitou a afinitou ke kon-
krétnim biomolekuldm v organismu. Je tieba, aby se jednalo o latku co nejvice
inertni, stabilni a s vhodnymi farmakokinetickymi vlastnostmi. K cileni jsou vyu-
zivany makromolekuly na bézi aminokyselin jako protilatky, jejich modifikace nebo
malé proteiny oznacované jako affibody.

Zobrazovani je vhodné provést ve chvili, kdy je radiofarmakum distribuovano v misté
pisobeni a zaroven eliminovano ze zbytku téla. Poloc¢asy radionuklidu jsou tak voleny
v Tadu dni v pripadé protilatek, u mensich molekul miize byt pouzit radionuklid
s kratsim poloc¢asem. Dale je tfeba, aby radionuklid splhoval chemické predpoklady
pro znaceni. V literatuie je nejcastéji zmitiovano pouZiti #Zr (78,4 h), 4Cu (12,7 h),
Ga (1,1 h), T (4,18 d) a dalsich. [7, §].

Protilatky

Protilatky jsou imunoglobuliny, které se podileji na imunitni odpovédi organismu
a jsou produkovany B lymfocyty. Jsou tvofeny ¢tyimi polypetidovymi fetézci- dvéma
lehkymi (L) a dvéma tézkymi (H). Podle typu tézkého fetézce jsou rozliSovany tiidy
imunoglobulina - IgM, IgD, IgG, IgA a IgE. Lehké a tézké fetézce jsou propojeny
disulfidickymi miistky tak, Ze na jednom konci se nachazi skupiny —NHy (N konec)
a na druhém —COOH (C konec). Na N konci lehkych i tézkych fetézctu se nachazi
variabilni oblast (Fv), kde dochazi k vazbé na antigen. Antigenem se rozumi latka,
na kterou imunitni systém reaguje, pfiCemz samotné reakce se ucastni pouze jeho
¢ast - epitop. Strukturu protilatky lze také rozdélit na fragmenty Fc a Fab. Fab
fragment odpovida za vazbu antigenu a Fc fragment zprostiedkovava dalsi reakce
imunitniho systému [9]. Struktura imunoglobulinu je ilustrovana na Obr. 1.1.
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Obr. 1.1: Struktura imunoglobulinu (VL = variabilni doména lehkého fetézce, VH
= variabilni doména tézkého fetézce, CL = konstantni doména lehkého fetézce, CH
= konstantni doména tézkého tetézce), podle [9].

V organismu je odpovéd na antigen polyklonalni, coZz znamena, Ze se produkované
protilatky lisi ve struktufe variabilni oblasti. Protilatky produkované jednim klo-
nem B lymfocytii maji stejnou variabilni oblast a jsou oznacovany jako monoklo-
nalni. Monoklonalni protilatky cilené na konkrétni antigeny je mozné uméle pripravit
a nasledné vyuzit v riznych odvétvich mediciny, napt. v onkologii nebo pii léché
autoimunitnich onemocnéni [10].

K produkci monoklonalnich protilatek je vyuzivano spojeni myelomové bunky a zvi-
fectho lymfocytu imunizovaného danym antigenem. Jelikoz protilatky pouze zvite-
ciho ptivodu nejsou lidskym organismem dobie piijimany, jsou v praxi pouzivany
predevsim protilatky chimérické a humanizované. V genetickém kodu pro produkei
téchto protilatek je ¢ast zviteci informace nahrazena lidskou. Chimérické protilatky
obsahuji pouze variabilni ¢ast zvifecitho pivodu. V ptipadé humanizovanych proti-
latek je zvifeciho plivodu pouze ta ¢ast protilatky, kde dochazi k reakci s epitopy
[10].

V imunitnim systému mohou protilatky neutralizovat toxiny nebo podnitit dalsi re-
akce imunitniho systému. Mohou iniciovat cytotoxickou reakci, kterd muze probihat
kaskddovou aktivaci komplementu nebo s pomoci dalsich bunék imunitniho systému,
které rozpoznaji Fc fragment protilatky. Fc fragment také slouzi jako poznévaci zna-
meni pro buiiky imunitniho systému, které jsou schopné fagocytozy.
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Cileni a radiofarmaka

Pokrok v pochopeni mechanismu vzniku a pribéhu niddorového onemocnéni na mo-
lekularni drovni umoziuje vyvoj novych zobrazovacich metod. Vznik nadorovych
bunék je vicestuphiovy proces mutaci a selekci, ktery vede k abnormélni proliferaci
a klonalité. Pro vétsinu nadorovych bunék je typicka migrace v téle a nasledny vznik
metastdz. Na rozvoji onemocnéni se podileji rizné mechanismy a molekuly, ¢asto
rozdilné od zdravych bunék. Molekuly, jejichz piitomnost a koncentrace jsou sledo-
vany, jsou oznacovany jako markery a podle oblasti vyskytu byvaji rozdélovany na
tkanové a sérové. Analyza markert muze prinést blizsi informace o povaze nadoru
a pomoci predpovédét pravdépodobny vyvoj (prognostické markery). Prediktivni
markery mohou pomoci zhodnotit uc¢innost konkrétni 1écby. Pti diagnostice nddo-
rového onemocnéni byva kromé lokalizace nadorovych lozisek stanoveni markert
nezbytné. Pro rozbor tkanovych markeri je mozné tkan odebrat a podrobit ji his-
tologickému vysSetieni. Nevyhodou biopsie je invazivita této metody a nepiesnosti
plynouci z heterogenity nadoru. Nepraktickd je i v pfipadé potieby opakovaného
stanoveni. Neinvazivni alternativou je vySetieni pomoci immunoPET, které lze za-
roven vyuzit pro detekci metastaz specifictéji nez s vyuzitim FDG. Pro predikci
Gspésnosti 1é¢by mohou byt vyuzivany také rakovinné bunécné linie nebo xenografy
[7, 11, 12, 13].

Pravdépodobné nejvice zkoumanym cilem pro immunoPET jsou tyrosinkindzové re-
ceptory exprimované na povrchu bunék, pfedev§im rodina ErbB. ZvySena exprese
téchto proteint se vyskytuje u mnoha typt nadori a jeji znalost ma prediktivni i pro-
gnostickou hodnotu. Mezi dalsi zkoumané tyrosinkinazové receptory patii napt. re-
ceptor vaskularniho endotelidlniho rustového faktoru (VEGFR), ktery hraje klicovou
roli pii angiogenezi a vaskulogenezi. Protilatky cilené proti témto receptorim jsou
v literatuie zmihovany predevsim v souvislosti s radionuklidy 39Zr a %Cu. |7, 8, 14]

Kromé tyrosinkinazovych receptorti byly zkoumany i jiné moznosti cileni, napf¥. na
prostaticky specificky membranovy antigen (PSMA). Jeho nadmérné exprese se ob-
jevuje u vétSiny naddoru prostaty a prispiva k rychlejsi proliferaci nddorovych bu-
nék. Jednim z nejpouzivanéjSich radiofarmak pro zobrazovani tohoto markeru je
|®®Ga]Ga-PSMA-11. Jedn4 se o nizkomolekularni inhibitor PSMA na bézi mocoviny
[15]. Dalsim piikladem miuze byt antigen A33, glykoprotein zodpovédny za adhezi
bunék a jehoz exprese se objevuje u 95 % kolorektalnich karcinomii. Je na néj cilena
znacené protilatka ["*I]I-huA33 [8].

Strategie znaceni protilatek je volena na zakladé chemickych vlastnosti pouzitého ra-
dionuklidu. U kovovych prvki byvaji ke zprostfedkovani vazby vyuzivany bifunkéni
chelatory, které s kovem tvori koordina¢né-kovalentni vazbu. Vazba chelatoru na pro-
tilatku byva nejcastéji pies lysinova nebo cysteinova rezidua. Miize se jednat o ne-
specifické reakce nebo reakce specifické, které maji za cil eliminovat vazbu cheldtoru
na mista odpovédné za vazbu na antigen. Ke znaceni byly vyvinuty rizné chelatory
i metody, které vyzaduji pfedchozi modifikace protilatky. V p¥ipadé halogenii mohou
byt protilatky znaceny piimo, predevsim s vyuzitim elektrofilni substituce [7, 16].
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1.2 3Zr-cetuximab

Radiofarmakum pro immunoPET obsahuje radionuklid s vhodnymi jadernymi, zob-
razovacimi a chemickymi vlastnostmi a biologicky aktivni latku, ktera zajistuje
vazbu na cilovou strukturu, typicky protilatku. Tato kapitola se bude zabyvat jednot-
livymi slozkami potencidlniho radiofarmaka 39Zr-cetuximab a moZnostmi znaceni.

1.2.1 Cetuximab

Cetuximab je monoklonalni protilatka typu IgG cilend na receptor epidermélniho
rustového faktoru (EGFR). Jedna se o chimérickou protilatku, jejiz Fv fragment je
mysiho pivodu [10].

EGFR

EGFR (oznacovan také jako HER1)je tyrosinkinazovy receptor z rodiny ErbB. Mezi
receptory rodiny ErbB se fadi ¢tyfi transmembranové glykoproteiny oznacované
HER1-4, které se podileji na proliferaci a diferenciaci bunék. Vazba ligandu na jejich
extracelularni doménu vede k tvorbé homo- ¢i heterodimert s dalSim receptorem z
rodiny ErbB. Tvorba dimert iniciuje fosforylaci na intracelularni doméné a akti-
vaci jedné ze signalnich drah, jejiz vybér je podminén typem navazaného ligandu
a slozenim vzniklych dimeri. U HER2 neni znam zadny ligand a je preferovanym
partnerem pro heterodimerizaci ostatnich receptori. Receptor HER3 nemé kinazo-
vou aktivitu. Receptory rodiny ErbB a jejich vlastnosti jsou ilustrovany na Obr. 1.2.
U zdravych bunék byva exprese receptoru rodiny ErbB regulovana. Se zvySenou ex-
presi téchto receptorii se setkdvame u bunék nékterych typu solidnich nadort. Hraji
roli v jejich ristu a stavaji se tak vhodnymi cili pro cilenou terapii |7, 14].
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Obr. 1.2: Receptory rodiny ErbB: EGFR (HER1), p185 her2/ren (HER2), ErbB3
(HER3) a ErbB4 (HERA4), jejich nejdilezitéjsi ligandy (u HER2 nejsou znamy) a
nékteré z moznosti dimerizace. HER3 nema kinazovou aktivitu [14].

16



Receptor epidermalntho ristového faktoru se skldda ze intracelularni domény, trans-
membranové domény a extracelularni domény tvofené ze ¢tyf domén (Obr. 1.3). Po
syntéze proteinové slozky je receptor N-glykosylovan v Golgiho aparatu. Elektrofo-
reticky zjisténa molekularni hmotnost receptoru je 170 kDa [17].

EGFR se nachazi na povrchu vétsiny bunék v lidském organismu. Sorkin, 2010 [17]
uvadi, Ze na jedné savéi bunice byva exprimovano piiblizné 5000 (epitelidlni butiky
a fibroblasty) az 200000 (hepatocyty) téchto receptori. U nadorovych bunék udava
pocet 2 — 3 - 10° receptorii na buitku. EGFR hraje roli pii proliferaci, diferenciaci
a migraci bunék, ovliviiuje ptisobeni inhibitori apoptézy a miize tak prispivat k ne-
kontrolovanému déleni nadorovych bunék. P¥i embryogenezi hraje roli pii vyvoji
pokozky a dozravani vlasovych folikuli. V dospivani se s ostatnimi ErbB receptory
podili na tvorbé mlécénych zldz. Vysoka aktivita EGFR byla detekovana ve vétsiné
¢asti centralni mozkové soustavy. U mySsi s absenci exprese EGFR byla pozorovana
umrtnost v dusledku abnormalit v oblasti mozku, pokozky, plicich a gastrointesti-
nalnim traktu [18].
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Obr. 1.3: Struktura EGFR, k vazbé ligandu dochazi na doméné I11[19].

Bylo popsano sedm ligandi EGFR, pficemZ nejvétsi pozornost byla vénovana epi-
dermalnimu riastovému faktoru (EGF) a transformujicimu rastovému faktoru alpha
(TGF-a). Vazba ligandu vede k internalizaci vzniklého komplexu endocytozou, a né-
sledné je budto degradovan v lysozomech nebo recyklovan a navracen do bunééné
membrany. Tyto procesy se podileji na regulaci mnozstvi EGFR na povrchu bunék.
K vazbé ligandu dochazi na tieti extracelularni doméné receptoru [18, 19].

Zvysend exprese EGFR na nadorovych bunkach muze byt doprovazena abnormalni
signalizaci tohoto receptoru. Byly pozorovany mutace v genetické informaci pro syn-
tézu ektodomény a kinazové domény EGFR a u proteinu signalni kaskady. Mutace
mohou mit za nasledek napi. vyssi kindzovou aktivitu, aktivaci receptoru bez ohledu
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na ligand nebo mohou ovlivnit regulaci exprese. Zvysena exprese EGFR byla po-
zorovana napf. u kolorektalnitho karcinomu, nadort plic a nadori hlavy a krku.
U nemalobunééného karcinomu plic se zvySena exprese vyskytuje u 40-80% one-
mocnéni a typicky se zde vyskytuje mutace kinazové domény. V poloviné piipadu
kolorektalniho karcinomu je pozorovana amplifikace genu pro EGFR, kterd ma za
nasledek 3-5x zvySeny pocet exprimovanych receptorii. Je uvadéno, ze 60-80% téchto
nadort vykazuje zvySenou expresi EGFR. ZvySena exprese byla zjisténa i u rakoviny
prostaty. Zvysena exprese EGFR je spojovana s horsi prognézou onemocnéni, s jeho
vetsi agresivitou a zvysSenou tendenci tvorit metastazy. Piikladem mutace proteini
signdlni kaskad je mutace genu RAS, kterd méa za nasledek aktivaci signalni drahy
bez ohledu na EGFR [14, 18, 20].

Cetuximab v onkologické terapii

Pti 1é¢bé cilené na EGFR jsou vyuzivany monoklonalni protilatky a tyrosinkinazové
inhibitory. Monoklonalni protilatky jsou cilené na extracelularni domény EGFR,
tyrosinkindzové inhibitory se vaZzou na jeho intracelularni domény. Anti-EGFR tera-
pie byva vyuzivana samostatné nebo v kombinaci s cytotoxickou chemoterapii nebo
ozafovanim [21].

Lécba cetuximabem je indikovana v piipadé metastazujiciho kolorektalniho karci-
nomu, ktery vykazuje zvySenou expresi EGFR a zaroven se zde nevyskytuji mutace
KRAS a NRAS. Pouziva se v kombinaci s irinotekanem nebo jako monoterapie
v piipadé, zZe lécha iritotekanem a oxaliplatinou selhala. Déle je schvalen pro léc¢bu
spinocelularniho karcinomu hlavy, opét v kombinaci s chemoterapeutiky na bazi
platiny nebo s radia¢ni terapii. Pro cetuximab je pouzivan obchodni nazev Erbitux
[22].

Cetuximab se vaze na treti doménu EGFR a piisobi jako kompetitivni inhibitor
prirozenych ligandi. Oproti EGF mé cetuximab dvakrat vétsi afinitu k EGFR. Za-
mezenim vazby prirozeného ligandu nedochéazi dimerizaci a ve svém dusledku ani
k ptrenosu signalu. Déle iniciuje internalizaci a naslednou degradaci receptoru, ¢imz
prispiva ke snizeni miry jeho exprese. Také bylo zjisténo, Ze vazba cetuximabu na
receptoru vyvolavd ADCC a v mens$i mife i cytotoxicitu zavislou na komplementu.
Bylo také zjisténo, Ze cetuximab ovliviiuje miru exprese dalSich receptort, napf.

VEGF [21, 23, 24].

Cetuximab je podavan prostfednictvim infuze, po¢ate¢ni davkovani tohoto 1é¢iva je
stanoveno na 400 mg/m?. V tomto pripadé je biologicky polocas protilatky 75,1 h
[22, 25].

1.2.2 Zirkonium-89

Jednim z radionuklidé vhodnych pro znadeni protilatek pro immunoPET je 39Zr.
Jedna se o neutron-deficitni izotop zirkonia s polocasem rozpadu 78,41 hodin, coz
koresponduje s jejich biologickym polotasem. Pravdépodobnost pfemény 3°Zr emisi
Castice BT je 22,74 %, zbyla procenta piedstavuje elektronovy zachyt. St¥edni energie
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emitovaného pozitronu je relativné nizka a to 395,5 keV. Béhem pfemény jsou emito-
vany anihila¢ni fotony o energii 511 keV, rentgenovo zafeni doprovézejici elektronovy
zachyt a linky zareni gamma, které odpovidaji prechodim mezi energetickymi stavy
dcefiného %Y béhem premény na jeho zakladni stav [26]. Schéma transmutace 8°Zr
je zobrazeno na Obr. 1.4.
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Obr. 1.4: Schéma premény *Zr; ¢erné znédzornény energetické hladiny *Y (hodnoty
v keV), modre linky pifemény véetné informace o energii (v keV) a intenzity [26].

Priprava a separace

K piipravé 8Zr jsou vyuzivany jaderné reakce iniciované protony nebo deuterony
urychlené v cyklotronu. Teréovym materidlem je 7Y, které je jedinym stabilnim
izotopem tohoto prvku. Ter¢ miize byt zhotoven v kovové formé a to jako kovova
mince [27] nebo je vrstva Y nanesena na minci z jin¢ho kovu, nap¥. médi [28] nebo
niobu [29]. Literatura také zmituje pouziti YoOj3 jako terc¢ového materialu |30, 31]
nebo ozafovani roztoku Y(NOs)s [32].

Pouzivanéj$im zptisobem piipravy 8°Zr je ostfelovani urychlenymi protony, kde do-
chazi k reakci Y (p,n)¥Zr, jejiz excitacni funkce dosahuje maxima okolo 13 MeV
[33]. Vystupnim kandlem %Y (p,2n)®Zr vznika dalsi izotop zirkonia, prah této re-
akce je 13 MeV. Tato reakce je obzvlasté nezadouci, jelikoz vznika chemicky neod-
separovatelna nedistota s dlouhym polo¢asem (83,4 dni, [26]). Probiha také reakce
8Y (p,pn)®Y s prahem 12 MeV. Omara, 2009 [31] urcil interval energii 9-14 MeV
jako optimalni pro piipravu #Zr. Tang, 2019 [28] ve své praci pouzil svazek protont
urychleny na energii 13 MeV, Holland, 2009 [27] pracoval s protony o energii 15 MeV.

Vodné chemie zirkonia je pomérné rozmanita a jeji znalost je ndApomocné pii sepa-
raci od yttriového terée a pii znac¢eni pomoci 89Zr pro PET. Zirkonium se v roztoku
nachdzi nejéastéji jako Zr*t. Jedna se o kationt tvoiici komplexy s vysokymi ko-
ordina¢nimi ¢isly. S fluoridovymi anionty tvori velmi stabilni aniontovy komplex.
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Kyselina fluorovodikova vSak neni ¢asto pouzivana pro rozpusténi terce, jelikoz jeji
pfitomnost neni vhodné pro dalsi separa¢ni kroky [34]. Pro rozpu$téni yttriového
terée byva podle typu separace volena HCI o rizné koncentraci [16, 27, 30|, ptipadné
H,S0y4 [35].

Zirkonium ve formé Zr*+ utvaii stabilni komplexy piedevsim s kyslikovymi donory,
napiiklad s vinany a citraty, které jsou stabilni i v zasaditém prostiedi. Méné sta-
bilni komplexy tvoii se Stavelany, které se v zasaditém prostiedi rozkladaji a zirko-
nium podléh4 hydrolyze. Na silné vazbé s kyslikovymi donory je zalozena afinitni
chromatografie pro separaci 37Zr vyuzivajici hydroxamatové skupiny. Tuto kolonu
lze piipravit nékolika krokovou modifikaci kationtové-vyménného sorbentu |27, 36]
nebo zakoupit jiz hotovou. Po naneseni terce rozpusténého v HCI je kolona promyta
touto kyselinou a dochaz{ k eluci Y3+ a nékterych piipadnych neéistot. Zirkonium-89
je eluovano pomoci kyseliny stavelové [34].

Byly také popsany metody zalozené na kapalinové extrakei [30, 35|, kationtovych
méni¢ich |28, 30, 37] a aniontovych méni¢ich [30].

1.2.3 Znaceni cetuximabu pomoci ¥Zr

Vétsina stanoveni EGFR v nadorovych tkdnich byva provedena pomoci biopsie [13].
Pro neinvazitni stanoveni tohoto markeru je mozné vyuZit cetuximab znaceny 3°Zr.
Pro znaceni jsou vyuZivany aminové a thiolové skupiny protilatky [16]. Analyzou
krystalické struktury Fab fragmentu cetuximabu bylo zjisténo, 7e obsahuje 23 lysi-
novych skupin v lehkém a tézkém fetézci, pouze jedna se nachazi ve vazebném misté
protilatky [38].

Pro znaceni cetuximabu (i obecné protilatek) pomoci 8°Zr byvé nejéastéji jako che-
lator vyuzivan desferrioxamin B (DFO). Jedna se o bakterialni siderofor a mimo jiné
je podavan jako 1é¢ivo pii akutni otravé zelezem (pod nézvem Desferal). DFO obsa-
huje t#i hydroxaméatové skupiny a se zirkoniem vytvaii sest koordina¢né-kovalentnich
vazeb (Obr. 1.5) [16, 39]. Jelikoz bylo pozorovéano, Ze vznikly znac¢eny konjugét neni

dostate¢né stabilni a dochazi k uvolilovani 8°Zr, byly syntetizovany nové derivaty
DFO.
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Obr. 1.5: Struktura desferrioxaminu B a schéma koordina¢ni vazby na zirkonium
[16].
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Zirkonium se akumuluje predevsim v kostni tkani [40]. Nespecifickd vazba kovu muze
snizit presnost diagnostiky piedevsim kostnich metastdz a zaroven se zvySuje ra-
dia¢ni z&téz pacienta. Reakci primérni aminové skupiny lze na DFO navazat nové
funkéni skupiny pro lep$i chelataci 8Zr a/nebo silngjsi vazbu na protilatku. Jedna se
naptiklad o chelator oznacovany jako DFO* se ¢tyfmi hydroxaméatovymi skupinami
[41]. Chelatory DFO i DFO* je mozné pripravit s dal§imi funkénimi skupinami jako
p-isothiokyanatobenzyl-DFO/DFO* (DFO/DFO*-NCS) nebo DFO/DFO* squara-
mid ester (DFOSq/DFO*Sq) [42, 43, 44].

Rudd, 2016 [44] pFipravil DFO squaramid ester (DFOSq, Obr.1.6). Jedna se o osmi-
vazny chelator, aviak Noor, 2015 [45]| urdil, Zze s 39Zr vytvai{ sedmivazny komplex.
S aminovymi skupinami protilatky vytvaii amidovou vazbu. Novy chelator pfipravil
reakci ekvimoldrniho mnozstvi DFO mesylatu a N,N-diisopropylethylaminu v etha-
nolu pii 50 °C. Po jedné hodiné pridal 3,4-diethoxy-3-cyclobutene-1,2-dion v etha-
nolu a za stalého michani udrzoval pii 50 °C dalSich 30 minut. Za snizeného tlaku
oddestiloval rozpoustédlo, produkt promyl ethanolem a néasledné vysusil. Identifi-
kaci produktu provedl pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR) a hmotnostni
spektrometrie s elektosprejovou ionizaci (ESI MS). V piipadé ESI MS stanovoval
fragmenty s molekulovou hmotnosti 685,3768 a 707,3589 [46].

Ptipraveny chelator vyuzil pii znaceni protilatky trastuzumab. Nejprve konjugo-
val protilatku s chelatorem. Rozpustil DFOSq v 10% DMSO/H,0 a v 20molarnim
nadbytku smichal s roztokem protilatky. Konjugace probihala v boratovém pufru
(pH=9) za laboratorni teploty pfes noc. Nasledné pievedl konjugat do prostiedi
0,9% NaCl. Pomoci hmotnostni spektrometrie stanovil, Ze na jednu protilatku je
primérné navazano 4,5 molekuly chelatoru. Pro znaceni je 3Zr rozpusténo v 1M
kyseling stavelové (75 pl, 56 MBq), do tohoto roztoku byl pFidavan 2M uhli¢itan
sodny do dosazeni slabé zasaditého pH (25 pl). Nasledné byl pfidan 0,5M HEPES
(pH=7, 100 pl) a po péti minutach bylo potvrzeno neutralni pH. Byl pfidan roz-
tok trastuzumabu (4 pl, 225 pg protilatky). Reakce byla ukon¢ena po 25 minutach
a vytézek dosahoval az k 100% [44].
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Obr. 1.6: Struktura DFOSq a ilustrace znaceni protilatky pomoci 9Zr [42].
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1.3 Stabilita a biologicka aktivita %Zr-DFOSq-CTX

Prvnim krokem po piipravé nového potencidlniho radiofarmaka je urceni jeho radi-
ochemické ¢istoty. Velmi ¢asto je vyuzivana chromatografie na tenké vrstvé (TLC).
V piipadé protilatek nebo peptidii znac¢enych 39Zr mize byt pouzita jako mobilni
faze kyselina citronova o koncentraci 20 mM [36], 0,1 M [47] nebo 0,2 M [49]. Je
mozné také pouzit 50 mM EDTA [42] nebo 50 mM DTPA [50].

Pro uréeni radiochemické c¢istoty mize byt také pouzita vysokoucinné kapalinova
chromatografie (HPLC) v kombinaci s radiometrickym a UV /VIS detektorem. Prin-
cipem separace byva rozmérové-vylucovaci chromatografie. Tato metoda také miize
slouzit ke stanoveni stability celého konjugatu. Je vhodné zjistovat stabilitu po dobu,
kterou je potencialni radiofarmakum pfitomno v organismu. Verel, 2003 [36] zvo-
lil gradientovou eluci, pouzitymi mobilnimi fazemi byl 10 mM fosfore¢nan sodny
(pH=6) a acetonitril. Pro detekci bilkovinnych soucésti znaceného konjugatu méfil
absorbanci pii vlnové délce 280 nm. Damerow, 2022 [47] pouzil 0.05 M fosfatovy
pufr (pH=7) s 0,15M NaCl a 0,01M NaNj.

Dalsi moznosti stanoveni stability je elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pii-
tomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Jedna se o elektromigra¢ni metodu,
pii které jsou vzorky smiseny s pufrem obsahujicim dodecylsiran sodnym. Tato latka
se navaze na proteiny a vytvoii tmérnost velikosti zaporného naboje a velikosti pro-
teinu. Tuto metodu vyuzili p¥i své praci Verel, 2003 [36] a Garousi, 2016 [49].

Dale je treba stanovit biologickou aktivitu znaceného protilatky. Je k tomu mozné
vyuzit metodu ELISA.

1.3.1 ELISA

Biologickou aktivitu znacené protilatky je mozné stanovit pomoci metody ELISA
(z anglického enzyme-linked immunosorbent assay). Tato metoda pat¥i mezi imuno-
logické analytické metody, tedy je zaloZena na specifickych reakci protilatek s anti-
genem. Reakce probihaji na mikrotitrac¢ni destic¢ce, kde dochazi k ireverzibilni sorpci
reaktanti. Podle uspofadani a stanovované makromolekuly (antigen/protilatka) je
rozliSovano nékolik zpusobi provedeni metody ELISA - piima, nepiima a sendvi¢ova.
Pro stanoveni biologické aktivity protilatky je volena nepiimé ELISA.

Prvnim krokem nepiimé ELISA je naneseni antigenu na mikrotitraéni desticku, ve
stejném mnozstvi a koncentraci do kazdé z jamek. Po uplynuti reakéni doby je
destic¢ka promyta a nanesen blokovaci roztok. Ten zajistuje vysyceni antigenem ne-
obsazenych mist na povrchu jamky a zamezuje tak vzniku nespecifickych vazeb. Po
promyti je pipetovana primérni protilatka, kterd se specificky navaze na pfitomny
antigen. Primarni protilatkou muze byt znaceny konjugat a vzorky o znadmé kon-
centraci protilatky pro tvorbu kalibracni krivky. Jako blank je pouzit roztok, ve
kterém je protilatka rozpusténa. Po inkubaci a promyti je pipetovana sekundarni
protilatka. Jedné se o protilatku konjugovanou s enzymem, ktera cili na priméarni
protilatku. Nasledné je pfidan roztok tzv. chromogenniho substratu. Enzym kata-
lyzuje reakci substratu, pii které vznikaji produkty absorbujici ur¢ité vinové délky
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elektromagnetického zareni nebo schopné luminiscence. Produkty této enzymem ka-
talyzované reakce je mozné detekovat pomoci spektrofotometru UV /VIS. Schéma
reakce je ilustrovano na Obr. 1.7.

S %

<O = < * < * <

Obr. 1.7: Schéma nepiimé ELISA; zelené zobrazen antigen, oranzové primérni proti-
latky, modfe sekundarni protilatka konjugovana s enzymem. Oranzovy roztok sym-
bolizuje katalytickou reakci substratu vedouci ke zméné zbarveni roztoku [51].

Enzymem konjugovanym se sekundarni protilatkou je nejcastéji kienova peroxidaza
(HRP) nebo alkalicka fosfataza (ALP). Peroxidaza je enzym, ktery oxiduje ruzné
substraty pomoci peroxidu vodiku. Substratem muze v tomto pfipadé byt OPD (o-
fenylendiamin dihydrochlorid) nebo TMB (3,3,5,5’-Tetramethylbenzidin). Pfi reakci
kienové fosfatazy s OPD za pfitomnosti peroxidu vodiku je generovino zlutooran-
zové zbarveni, jehoZ intenzita je méfitelna pii vinové délce 450 nm [52]. V piipadg,
ze je reakce ukoncena pomoci kyseliny sirové, je méfena absorbance pfi 490 nm.
Substrat TMB je kifenovou fosfatazou oxidovan za vzniku modrého zabarveni, jehoz
absorbance je stanovovana pri vlnové délce 605 nm. Po ukonceni reakce okyselenim
se zbarveni méni na zluté s absorban¢nim pikem pii 450 nm [53]. Alkalicka fosfataza
je enzym patiici do tfidy hydrolaz, jehoz pisobenim dochéazi ke Stépeni monoes-
tert kyseliny fosfore¢né. Pii pouziti substratu pNPP (p-nitrofenylfosfat) je méfena
absorbance pfi 405 nm [54].

ELISA - cetuximab
V literatufe je popisovana neptima ELISA protilatky cetuximab [55, 56, 57, 58|,
ktera je schematicky zobrazena na Obr. 1.7.

Roztokem pouzitym k promyvani desticky byva vétsinou PBS (fosfatovy pufr) s &i-
nidlem, které zabranuje nespecifickym reakcim. Promyvaci roztoky jsou shrnuty
v Tab.1.1.

Tab. 1.1: Promyvaci roztoky.

zdroj promyvaci roztok
Suarez, 2016 [55] 0,05% Tween/PBS
Cézé, 2009 [56] 0,05% Tween/PBS
Al-Shehri, 2018 [58] | 0,5% Tween/PBS
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Prvnim krokem je naneseni antigenu EGFR do jamek mikrotitra¢ni desticky. Srov-
nani tohoto kroku ve zminénych studiich je shrnuto v Tab. 1.2. Hantash, 2009 [57]
porovnal pouziti uhli¢itanového pufru a PBS (pH=7,4). Pfi pouziti PBS byla po-
zorovana silnéjsi odezva, pricemz nejlepsi vysledky vykazovala imobilizace pres noc,
avsSak doslo pouze k mirnému zlepSeni v porovnénim s imobilizaci trvajici 1 hodinu.

Tab. 1.2: Koncentrace a objem roztoku EGFR naneseného na mikrotitra¢ni desticku;
rozpoustélo; podminky reakce.

zdroj cgcrr [pl/ml] | rozpoustédlo | Vigrr [pl] | T [°C] | ¢
/ 0,1M
Sudrez, 2016 | | uhlicitanovy | 100 4 pfes noc
[55]
pufr
— 0,1M
Cezé, 2009 1,25 uhlic¢itanovy | 100 4 pres noc
[56]
pufr
Hantash, 2009% | | 0,IM _ _ Fes noc
[57] ’ PBS P
, 50 mM
Al-Shehri, 2018 |, - uhli¢itanovy | 50 37 | 2h
[58]
pufr
-neuvedeno

* podminky vedouci k nejsilngjsi odezvé

Po inkubaci antigenu EGFR byly jamky saturovany blokovacim roztokem. Jako blo-
kovaci roztok jsou vyuZivany roztoky proteint jako BSA (hovézi sérovy albumin)
nebo NFDM (odstfedéné odtuénéné mléko) a také napiiklad Tween 20 [59]. Roz-
toky pouzité jako saturacni jsou shrnuty v Tab. 1.3. Al-Shehri, 2018 [58] vyzkousel
razné koncentrace BSA/0,1M PBS, teploty a doby imobilizace. Optimalnich vy-
sledkii dosahl pii pouziti 0,5% BSA/0,1M PBS a podminkich imobilizace 37 °C
a 30 minut.

Tab. 1.3: Blokovaci roztoky a podminky reakce.

zdroj protein rozpoustédlo T[°C] |t
[85“5?1"%’ 20161 505 NFDM 0,3% Tween/PBS | 37 |2h
[(;)ZTG 2009 1% BSA PBS lab.* | 2 h
Hantash, 2009 Blocker Blotto sk

[57] + Blocker Casein (20:80 v/v) TBS neuvedeno
ég]iﬁih“’ 2018 14 5% BSA 0,1M PBS 37 |05h

* laboratorni teplota
** fyziologicky roztok pufrovany Tris
% podminky vedouci k optiméalnim vysledkim
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V dalsim kroku byla nanesena primérni protilatka - cetuximab. Suérez, 2016 [55]
nanesl do kazdé jamky 100 ul roztoku protilatky fedéné v 0,1M uhli¢itanovém pufru
a nechal inkubovat 45 minut pii 37 °C. Cézé, 2009 [56] standardy cetuximabu o kon-
centracich 0,1-30 mg/ml fedil 1:100 v 1% BSA /PBS a do kazdé jamky nanesl 100 pl
roztoku. Reakce probihala 1 hodinu pii laboratorni teploté. Hantash, 2009 [57] pouzil
k fedéni krevni sérum. Nésledné v8ichni autofi jamky desticky promyli promyvacim
roztokem.

Nasledné byl napipetovan roztok sekundarni protilatky. Sekundéarni protilatka miize
byt napt. krali¢iho [55], nebo koziho [56, 58] puvodu. Mize se jednat o celou molekulu
protilatky [55, 58] nebo napi. F(ab’)s (protilatku bez Fc fragmentu) [56]. Je mozné
pouzit protilatku cilenou proti lidské ¢asti protilatky [57] nebo pouzit protilatku
proti mysimu fragmentu. Suaréz, 2016 |[55] porovnal obé tyto moznosti, pfi¢emz ve
svych experimentech dale pracoval s prvni zminénou, jelikoz za stejnych podminek
pfi jejim pouziti pozoroval vyssi absorbanci.

Suérez, 2016 [55] pouzil 100 pl roztoku sekundarni protilatky o koncentraci 10 pg/ml
(fedéno v uhli¢itanovém pufru), inkubace probihala 30 minut p#i 37 °C. Al-Shehri,
2018 |58] pouzil koncentraci 4 pg/ml (fedéno v 0,1M PBS), inkubace probihala
1 hodinu pii 37 °C. Nasledné vsichni autoii jamky promyli promyvacim roztokem
a poté byl nanesen chromogenni substrat. Suarez, 2016 [55] a Cézé, 2009 [56] pouzili
HRP jako enzym konjugovany se sekundarni protilatkou a nésledné OPD substrat.
Reakei ukonéili piidavkem kyseliny sirové (50 pl 1M [55], 50 ul 4M [56]). Hantash,
2009 |57] pouzil jako substrat TMB. Al-Shehri, 2018 |58] pouzil enzym TMB a jako
substrat pNPP. Pouzité enzymy a substraty jsou shrnuty v Tab. 1.4.

Tab. 1.4: Enzymy a substraty pouzité v metodé ELISA.

zdroj enzym | substrat
Suérez, 2016 [55] HRP OPD
Cézé, 2009 [56] HRP OPD
Hantash, 2009 [57] | HRP TMB
Al-Shehri, 2018 [58| | ALP pNPP

V absorbanci naméfené v zavislosti na koncentraci cetuximabu lze pozorovat saturaci
- Obr. 1.8 (Suaréz, 2016 [55]). Hodnoty prolozil logaritmickou kiivkou (A=f(In(c))),
pti¢emz jako rozmezi kvantifikace uréil jako 0,01 - 25 pg/ml. Cézé, 2009 [56] jako
spodni limit kvantifikace ur¢il koncentraci 0,75 ug/ml a horni 15 pg/ml, pficemz
vzorky 100x fedil. Hantash, 2009 [57] uvadi, Ze piesnych a spravnych vysledkt doséhl
v rozmezi koncentraci 0,3 - 10 ug/ml. Al-Shehri, 2018 [58| pouzil k vyhodnoceni
pfimku (A=f(c)) a to v rozmezi hodnot 5-6250 ng/ml, pfi¢emz limit detekce stanovil
jako 1,5 ng/ml.
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Obr. 1.8: Kalibra¢ni kiivka - cetuximab [55].

1.4 Testovani ¥Zr-DFOSq-CTX in vitro

Terminem in vitro jsou oznaCovany experimenty, které probihaji v prostiedi mimo
zivy organismus. Ke studiim jsou vyuzivany mikroorganismy a buné¢né kultury. Pro
testovani potencidlnich radiofarmak in wvitro , pfipravu xenografi a dalsi aplikace
byly kultivovany buné¢éného linie, které pochézeji z nadorovych lozisek pacientu.
Tato kapitola se zabyva moznostmi testovani radiofarmak cilenych na EGFR, které
mohou byt vyuZzity pii testovani cetuximabu zna¢eného 8Zr in vitro .

Pro kultivaci bunék je tieba zajistit vhodné nutri¢ni a fyzikélné-chemické podminky.
Bunky jsou péstovany v kultivac¢nich lahvich v kompletni kultiva¢nim médiu. To
se skldda ze samotného média, séra a mize obsahovat antibiotika proti bakterialni
kontaminaci. Médium obsahuje gluk6zu, anorganické soli, aminokyseliny a vitaminy.
Sérum je piidavano pro vysoky obsah rastovych faktori, jedna se napt. o FBS (fe-
talni hovézi sérum). Kultivaéni podminky simuluji prostiedi in vivo , bunky jsou
inkubovany pii 37 °C a s obsahem vzdu$ného CO, 5 %. Bunééné linie mohou byt
rozdéleny na adherentni a suspenzni. Adherentni buiky pii kultivaci potiebuji po-
vrch, ke kterému prilnou. Suspenzni buiiky jsou rozptylené v objemu média [48].

Bunky jsou ziskavany z tkani organismt, k cemuz jsou pouzivany metody mechanické
nebo enzymatické disagregace. Buiiky izolované pfimo z tkané jsou oznacovany jako
priméarni bunééna kultura. Po prvni subkultivaci (pasaZovani) se jedna o sekundarni
bunécénou kulturu. Pasazovani je pfeneseni bunék do nové kultivacni lahve s cCer-
stvym kultivacnim médiem. To je tfeba uskutecnit v pfipadé, ze bunky dosahuji
vysoké konfluence a dochazi tak k vycerpani zivin v kultivaénim médiu, hromadéni
toxickych metabolitti a kontaktni inhibici ristu. Bunécné linie jsou ziskavany cilenou
selekci z bunéénych kultur. Mohou byt schopnost prakticky nekoneéného déleni [48].
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1.4.1 Bunéc¢né linie

Pro testovani farmak, kterd jsou cilena proti EGFR, jsou vyuzivany bunécéné linie,
které tento receptor exprimuji. Tyto bunky se lisi pivodem, mutacemi v genomu
souvisejicimi s funkci EGFR a mirou jeho exprese. Casto je volena bunécna linie
A431 [38, 47, 49, 60|, kterd pochazi ze spinocelularniho karcinomu. Na povrchu
jedné buiiky se primérné nachazi 1,2-105 EGFR [61]. Jedna se o adherentni buiiky.

Dalsi pouzivanou bunéc¢nou linii je PC3, kterda byla odebrana z kostni metastazy
karcinomu prostaty. Malmberg, 2011 [62]| stanovila, Ze buitka z PC3 exprimuje 99
000+3 000 EGFR/buiiku. Shigeta, 2013 [63] zjistoval citlivost na cetuximab u bunéé-
nych linii kolorektalniho karcinomu. Vybral linii Caco-2, jelikoz neobsahuje mutace
KRAS, BRAF, PIK3CA ani mutace na ektodoméné. Pro negativni kontrolu pou-
zil linii HCT116, ktera obsahuje mutaci PIK3CA, ktera tyto bunky ¢ini rezistentni
na léc¢bu cetuximabem. DalSimi bunéénymi liniemi pouzivanymi pro tyto tacely jsou

HT-29 [47], FaDu [50], DU-145 nebo LNCap [62].

1.4.2 Stanoveni miry exprese EGFR

Pro moznost zjisténi korelace mezi mirou exprese EGFR a citlivosti na 1é¢bu cetu-
ximabem je tfeba stanovit miru exprese EGFR v buné¢nych liniich. Shigeta, 2013
[63] inkuboval buiiky s cetuximabem znafenym biotinem, na ktery byla naviazana
protilatka konjugovana s fluorescein isothiokyanatem (FITC). Mira exprese byla sta-
novena na zadkladé intenzity fluorescence pomoci priitokové cytometrie. Malmberg,
2011 [62] zjistovala aktivitu bunék pro inkubaci bunék s In-cetuximabu a aktivitu
bunék, jejiz receptory byly predtim saturovany pomoci neznaceného cetuximabu.
Jelikoz v pripadé saturace neznac¢enym cetuximabem byla pozorovana vyrazné nizsi
bunkami vazana aktivita, doSel k zavéru, ze je reakce specifickd a buiky expri-
muji EGFR. Zhang, 2015 [61] vyuzil k tomuto u¢elu zobrazovani pomoci povrchové
plazmonové rezonance (SPRi). Dalsi moznost je vyuzit metodu Western Blot nebo
Dot Blot.

Western Blot

Western Blot je metoda, ve které jsou proteiny nejprve rozdéleny na zakladé velikosti
pomoci SDS-PAGE. Bendy jsou pieblotovany na membranu a nasledujicimi kroky
jsou blokovani nespecifickych interakci, naneseni primarni a pfip. sekundarni proti-
latky a nakonec vyhodnoceni. Jedna se o obdobny postup jako pii metodé ELISA.
Obdobnou metodou je Dot Blot, kterd neobsahuje krok separace proteini a roztok
proteinu je nanesen piimo na membranu.

Miru exprese EGFR pomoci Western blotu stanovili napi. Aerts, 2008 [64] a Bene-
detto, 2019 [50]. Oba autofi zjistovali i pfitomnost aktinu (Obr. 1.9). Tento protein se
nachézi témér ve vsech eukaryotickych buiikdch a jeho stanoveni slouzi pro kontrolu.
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Obr. 1.9: Stanoveni pfitomnosti EGFR a aktinu v jednotlivych bunéénych liniich
[64].

1.4.3 Specifita vazby na EGFR

Specifita vazby znac¢ené protilatky /konjugatu mize byt zjisténa porovnanim aktivity
navazané na bunky v porovnéni s aktivitou, ktera byla na bunky navazana v piipadé
piedchozi saturace receptoru. Saturace receptoru slouzi pro stanoveni nespecifickych
vazeb a je ji docileno ptredchozi inkubaci s nezna¢enou protilatkou/proteinem o na-
sobné vyssi koncentraci. V literatufe uvadéné parametry experimentii jsou shrnuty
v Tab. 1.4.3.

Benedetto, 2019 [50] zjistoval specifitu vazby *Zr-DFO-NCS-cetuximabu na bu-
nécné linii FaDu, u které vypéstoval rezistenci na cetuximab. U rezistentnich bu-
nék pozoroval Sestkat nizsi prijem znacené protilatky oproti nerezistentnim bunkdm
a konstatoval tak specifitu vazby radiofarmaka. Nespecifické reakce urcil pomoci
predchozi saturace cetuximabem. Dalsi autofi [49, 62, 65| porovnavali navazanou
aktivitu s/bez piedchozi saturace.

. . anti-EGFR :

zdroj linie protilatka/protein & [b] | ¢; [mM] | t5 [min] | ¢ [uM]
[leglrous17 . A431 | ®Zr-DFO-Z nerriasrr | 1 10 5 1
E%Tedetto, 2019 | &by | 970 0TX 3 |55 |- 2,75
%\é[;}lmberg, 2011 PC* | p-CTX 1 1 - -
Egi’dberg, 2007 A431 | 151.0TX 4 2.5 15 1,25

* bunééné linie karcinomu prostaty (PC3, DU145, LNCaP)

- neuvedeno

t; doba inkubace se zna¢enou protilatkou/peptidem

¢; koncentrace znacené protilatky /peptidu

ts doba saturace neznacenou protilatkou /peptidem

¢s koncentrace neznacené protilatky /peptidu pro saturaci
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1.4.4 Mnozstvi navazaného farmaka v c¢ase

Malmberg, 2011 [62] pozorovala interakci ''In znaceného cetuximabu s buné¢nymi
liniemi rakoviny prostaty (PC3, DU145 a LNCaP). Sledovala mnozstvi navazaného
HiTn-cetuximabu na buitkach v zavislosti na dobé inkubace. Pro inkubaci buiiky
promyla, a smichala s 0,5 ml 4M mocoviny v 0,1M glycinovém pufru (pH=2,5)
a z této kyselé frakce stanovila mnozstvi znacené protilatky vézané na povrchu
bunék. Nasledné buiiky lyzovala pfidavkem 1M NaOH a stanovila mnozstvi inter-
nalizovaného znaceného cetuximabu. Mnozstvi bunééné vazaného 'In-cetuximabu
se s dobou inkubace monotéonné zvysovalo, nejdelsi doba inkubace byla 24 h. Po 4 h
inkubace dosahovala celkova navazana aktivita vice nez 50 % aktivity pii inkubaci
trvajici 24 h. Nordberg, 2007 |65] pozoroval, ze nejvétsi mnozstvi ?°I-cetuximabu
bylo navazano pii dobé inkubaci 4-8 h, pticemz pfi delsi inkubaci se mnozstvi bu-
néénd vazaného 2°I-cetuximabu snizovalo. Po inkubaci trvajici 24 h byla naméfens
aktivita 12°I priblizné polovi¢ni. Obdobnym zptisobem stanovil Garousi, 2015 [49]
mnozstvi internalizovaného a povrchové vazaného konjugatu 8°Zr-DFO-Zggrri2377-

1.5 ZAavér z teoretické ¢asti

Byly zjistény moznosti ovéfeni stability a biologické aktivity, které by mohly byt
pouZity v piipadé testovani cetuximabu znaceného pomoci ¥Zr. Pro zjisténi stabi-
lity muze byt pouzita TLC, kde byva nejcastéji pouzita kyselina citronova o rtizné
koncentraci jako mobilni faze. Dale se jedn& o analyzu pomoci HPLC s kolonou za-
loZenou na rozmérové-vylucovacim principu. Vhodnou mobilni fazi se jevi fosfatovy
pufr. Stabilita mize byt také zjisténa pomoci SDS-PAGE.

Biologickou aktivitu protilatek lze zjistit pomoci metody ELISA. Jedna se o nepfi-
mou metodu ELISA, kde je sledovana schopnost vazby na EGFR. K ovéfeni, 7e se
897r-DFOSq-CTX vaze na bunééné receptory EGFR, jsou pouZivany bunééné linie,
které tento receptor exprimuji. Vysokou expresi EGFR vykazuji bunky linie A431,
0 néco méné ho exprimuji buiiky linie napt. PC3 nebo HT-29. Ke stanoveni miry
exprese EGFR je mozno vyuzit metodu Western blot, piip. Dot Blot.
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2. Experimentalni cast

2.1 Obecné informace

2.1.1 Pouzité materiadly a pristroje

K vyrobé 89Zr byl pouzit cyklotron U-120M nebo TR-24 Ustavu jaderné fyziky
Akademie véd CR, pouzitym teréem bylo yttrium o ¢istoté 99,99 % a tloustce 0,635
mm (American Elements). Bylo také pouzito ®Zr od spole¢nosti PerkinElmer (v 1M
kyseling stavelové, 169 MBq v dobé znaceni). K separaci byla pouzita kolona ZR
Resin od spole¢nosti Triskem. Aktivita znac¢enych konjugatu byla zjistovana pomoci
pristroje Bqmetrd (BQM).

Ke konjugaci a znaceni byla pouzita protilatka cetuximab od spole¢nosti Selleck-
chem (5 mg/ml) a protilatka cetuximab pod obchodnim nazvem Erbitux (5 mg/ml,
Merck). Pro analyzu pfipraveného DFOSq byl pouZit chromatograficky systém
Acquity Arc, jehoZ soucasti byla pumpa (Quaternary Solvent Manager-R) a auto-
samplér (Sample Manager FTN-R). Pouzitou kolonou byla CORTECS C-18 2,7 mm.
Pro hmotnostni spektrometrii by pouzit ionizaéni systém ESI (Zspray ™) a detek-
tor SQ Detector 2. Pro ovladani chromatografického systému byl pouzit Empower™
Software. VSe od spolecnosti Waters. Béhem konjugace a znaceni byla pouzita cen-
trifuga Eppendorf Centrifuge 54177 R a vivaspiny Vivaspin 500 10 kDa (GE Heal-
theare). Pl TLC byl pouzit chromatograficky papir Grade 17 CHROMA 220x25mm
(Wathman). Pro HPLC analyzu konjugati a znacenych konjugati byl pouzit chro-
matograficky systém Agilent Technologies 1200 Series, jehoz soucasti byla pumpa
(Quaternary Pump) a autosampléru (Standard Autosampler). K ovladani chroma-
tografického systému byl pouzit sotfware Agilent ChemStation. Pro separaci byla
pouzita kolona BioSep-SEC-s2000 (300 x 4,6 mm). Byl pouzit UV/VIS detektor
(Waters 2489) a radiometricky detektor (Gabi Raytest).

Pro elektroforézu byla pouzita elektroforetickd sada Cleaver Scientific Ltd CS-300V.
Jako marker byl pouzit Precision Plus Protein All Blue Standarts (Bio-Rad). Pro
zlepSeni kinetiky byla pouzita kyvacka Sunflower Mini-Shaker PS-3D.

Pro stanoveni koncentrace proteinu byla pouzita mikrotitra¢ni desticka pureGrade
s 96 jamkami od spole¢nosti Brand. Pro stanoveni dle Bradforda byl pouzit jako
barvici ¢inidlo Protein Assay Dye Reagent concentrate (Bio-Rad). V piipadé BCA
byla pouzita sada Bicinchonin Acid Protein Assay od spole¢nosti Biosciences. Ab-
sorbance byla méfena na spektrofotometru Sunrise (Tecan).
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Pro metodu ELISA byly pouZity 96 jamkové mikrotitracni desticky Microwell™
Plates od spole¢nosti Nunc™. Pouzitym antigenem byl Recombinant Human
EGFR/HER1/ErbB1 Protein od Sino Biological Inc. K vytvoreni kalibraéni kiivky
byl pouzit cetuximab (Selleckchem; 5 mg/ml). Sekundéarni protilatkou byla Anti-
Human IgG (Fe specific) peroxidase antibody produced in goat (Sigma). Absorbance
byla mé&fena na spektrofotometru Sunrise (Tecan). K promyvani mezi jednotlivymi
kroky byla pouzita promyvacka Columbus (Tecan).

P1i Dot Blotu byla pouzita membrana Pre-Cut Nitrocellulose Membranes od spolec-
nosti Thermo Fisher Scientific. Pro detekci EGFR byla pouzita primarni protilatka
EGFR Monoclonal Antibody (0,2 mg/ml, Thermo Fisher Scientific), k detekei ak-
tinu beta Actin Loading Control Monoslonal Antibody (BA3R, 1 mg/ml, Thermo
Fisher Scientific). Jako sekundarni protilatka byla pouzita Goat anti-mouse IgG
(H-+L) Superclonal ™ Recombinant Secondary Antibody, HRP (1 mg/ml, Thermo
Fisher Scientific). Jako chemiluminisce¢ni substrat byl pouzit WesterSure PRE-
MIUM Chemiluminiscent Substrate (LI-COR). Detekce probihala na pfistroji C-
Digit (LI-COR).

K testovani in witro byly pouzity bunécné linie A431, PC3 a NIH3T3 ziskané od
spole¢nosti ATCC. Ke kultivaci bunék byla pouzita nasledujici média, séra a roztoky:

e DMEM High Glucose (Biowest)
e F-12K (Corning)

e Fetal bovine serum (FBS, Biowest)

Hank “s Balanced Salt Solution (Sigma-Aldrich)

Trypsin-EDTA solution (Sigma-Aldrich).

Byly ptipraveny kompletni ristova média DMEM a F-12K (500 ml média + 50 ml
FBS). Buiiky byly uchovavany v tekutém dusiku (-192 °C) v zamrazovacim médiu
(50 % FBS, 40 % kompletni ristové médium dle typu bunék, 10 % DMSO). Buiky
linie A431 a NIH3T3 byly kultivovany v kompletnim ristovém médiu DMEM, buiky
PC3 v kompletnim riastovém médiu F-12K. K pocitani bunék byl pouzit analyzator
a sklicka (Cell counting slide) JuLI™ Br (NanoEntek). K detekci mykoplasma-
tické kontaminace v bunéénych kulturach byl pouzit MycoAlert PLUS mycoplasma
detection kit a pfistroj Lucetta Luminometr od firmy Lonza. K inkubaci byl pou-
7it inkubator Binder, ktery zajistoval teplotu 37 °C a obsah vzdu$ného CO, 5 %.
Cetnost impulzti ¥Zr v médiu a v lyzatu bunék byla zjistovina pomoci pi¥istroje
HIDEX AMG Automatic Gamma Counter s verzi softwaru 1.8.1.0. K centrifugaci
byla pouzita centrifuga Universal 320R (Hettich). Ke kultivaci bunék byly pouZzity
kultiva¢ni lahve Cell and Tissue Culture Flasks 25 ¢cm? (Biofil) a Tissue Culture
Flask 75 cm? (VWR). Pro experimenty in vitro byly pouZity 6 jamkové kultiva¢ni
desticky MULTIWELL™ 6 Well (Falcon).

Veskera pouzita voda byla deionizovana (stanice TKA Smart2pure). V piipadé poza-
davku na roztoky v kvalité ultra pure byla tato voda docisténa pomoci chelata¢niho
¢inidla CHELEX 100 sodium form od spole¢nosti Sigma-Aldrich.
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V experimentech byly pouzity nasledujici chemikalie:

2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)
3,4-diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion (98%, Sigma Aldrich)
Albumin Bovine Serum (BSA) Protease Free (VWR)
boratovy pufr (0,5M, pH=9, Alfa Aesar)

Brilliant Blue R-250 (Sigma-Aldrich)

bromfenolova modf (Sigma-Aldrich)

deoxycholan sodny (> 97 %, Sigma Aldrich)
desferrioxamin B mesylat (95 %, Acros Organics)
dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

ethanol (> 99,7 %, VWR )

glycerol (Sigma-Aldrich)

glycin (> 99 %, Sigma-Aldrich)

Hy0, (30% w/w, Sigma-Aldrich)

H,SO, TraceSELECT (> 95%, Fluka)

HCI (34-37%, for trace metal analyses, Normatom)
HEPES free acid ultrapure (Apollo scientific)

kyselina citronova p.a. (Lach-Ner)

kyselina octova (Sigma-Aldrich)

kyselina $tavelova (99,999% trace metals basis, Sigma-Aldrich)
o-Phenylenediamine dihydrochloride (2 mg/tbl; Sigma-Aldrich)
methanol (VWR Chemicals)

MOPS SDS Running Buffer (20X, Novex)

NaHCOj; p.a. (Penta)

Nay,COj3 (min. 99,8 %, Riedel-de Haén)

NayHPO, - 12H50 (Sigma-Aldrich)

NaySO, bezvody p.a. (min. 99%, Lach-Ner)

NaOH (Sigma-Aldrich)
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NaCl (Sigma-Aldrich)

NaNj3 (99,5% Sigma-Aldrich)
N,N-diisopropylenamin (99,5%, Honeywell)

PBS (Sigma-Aldrich)

Protease Inhibitor Coctail (Sigma-Aldrich)

SDS (10% v Hy0, Sigma-Aldrich)
tris(hydroxymethyl)amino-methan (Sigma-Aldrich)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

Tween 20 (Sigma-Aldrich)

7 vy8e uvedenych chemikalii byly ptipraveny pufry a roztoky:

0,05M citrat - 0,05M fosfatovy pufr (pH=5,0)

0,5M HEPES (pH=7,0)

100mM uhli¢itanovy pufr (pH=9,6)

20mM citratovy pufr (pH upraveno pomoci NayCO3 na pH=>5,02)
20mM PBS (pH=7,4)

Tris-HCI (0,5 M Tris, pH upraveno pomoci HCI na 6,8)

neredukujici vzorkovy pufr na SDS-PAGE (1,25 ml 0,5M Tris-HCI, 2 ml gly-
cerolu, 3,5 ml deionizované vody, 2 ml 10% SDS, 0,5 ml 0,1% bromfenolova
modF)

redukujici vzorkovy pufr na SDS-PAGE (475 pl neredukujiciho pufru + 25 ul
2-merkaptoethanol)

barvici roztok na SDS-PAGE (45% methanol, 10% kyselina octova + 0,625 g
Coomassie Blue R-250/250 ml roztoku)

odbarvovaci roztok (25% methanol, 10% kyselina octova)

lyzovaci pufr (100 ml 0,01M PBS, 1 g deoxycholan sodny, 1 ml Triton X-100;
alikvoty po 10 ml + 200 ul Protease Inhibitor Coctail)

promyvaci pufr pro piipravu bunéénych lyzata (10 ml 0,01M PBS, 200 ul
Protease Inhibitor Coctail)
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2.1.2 Stanoveni koncentrace proteinu

V pribéhu experimenti bylo v rtiznych krocich potfeba zjistit koncentraci proteinu.
Bylo k tomu vyuzito stanoveni dle Bradforda a bicinchoninova metoda (BCA).

Stanoveni dle Bradforda

Stanoveni koncentrace proteinti dle Bradforda vyuziva barvivo Coomassie Brilliant
Blue G-250. Barvivo v ¢ervené formé se navaze na aminokyseliny s bazickym postran-
nim fetézcem, v mensi mife také na ty obsahujici aromatické jadro. Touto vazbou
dojde ke vzniku modrého zbarveni, které je méfeno pii vilnové délce 595 nm. K in-
terferenci dochézi, pokud stanovovany roztok obsahuje detergenty jako dodecylsiran
sodny nebo TritonX-100 a déle nékteré sacharidy [66].

Byla vytvorena kalibra¢ni kiivka cetuximabu o koncentracich 500 pl/ml, 250 pl/ml,
125 pl/ml, 62,5 pl/ml a 31,25 pl/ml. K fedéni bylo pouzito rozpoustédlo stanovova-
ného vzorku, stejny roztok byl pouzit jako blank. Konjugat byl fedén 20x, znaceny
konjugat byl fedén 5x. Na mikrotitra¢ni desticku bylo pipetovano 10 ul standar-
du/vzorku/blanku a nasledné 200 pl ¢nidla (Fedéno 1:4). Vzorky byly nanaseny
v tripletech. Po 5 minutdch byla mérena absorbance pii 595 nm. Byla zhotovena
kalibracni k¥ivka a dopoc¢tena koncentrace proteinu ve vzorku.

Bicinchoninova metoda

Bicinchoninovd metoda je zaloZena na reakci sodné soli kyseliny bicinchoninové
s ionty Cu™, které vznikaji redukei Cu?" v p¥itomnosti peptidové vazby v zasa-
ditém prostiedi. Absorbance vzniklého komplexu je méfena pii 562 nm. Stanoveni
nelze provést v pritomnosti reduk¢nich a chelata¢nich ¢inidel [67].

Kalibra¢ni kiivka byla piipravena z roztoku cetuximabu o koncentraci 2000 pl/ml
fedénim dvojkovou fadou a7z do koncentrace 7,8125 ul/ml. K fedéni bylo pouZito
rozpoustédlo vzorku, které bylo pouzito i jako blank. Vzorek byl fedény 20x. Na
mikrotitra¢ni desticku bylo naneseno vzdy 25 pl/ml standardu/vzorku/blanku a na-
sledné 200 pl/ml ¢inidla (pFipraveno smisenim roztoku B s roztokem A z pouzitého
kitu v poméru 1:50). Mikrotitra¢ni desti¢ka byla umisténa do inkubatoru udrzujici
teplotu 37 °C. Po 30 minutach byla méfena absorbance pii 562 nm. Byla zhotovena
kalibra¢ni kiivka a zjisténa koncentrace proteinu ve vzorku.
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2.2 Metodika

2.2.1 Optimalizace metody ELISA

Prvnim krokem bylo promyti mikrotitra¢ni desticky 0,01M PBS (200 ul na jamku).
K promyvani byla pouzita promyvacka, stejné tak v nasledujicich krocich. Nasledné
byl do kazdé jamky nanesen roztok antigenu (EGFR) - 50 ng/100 ul. Reakce pro-
bihala 1 hodinu pii laboratorni teploté a nésledné byly jamky 3x promyty (200 ul)
promyvacim roztokem, kterym byl 0,01M PBS s 0,05% Tween 20. Dalsim krokem
bylo napipetovani 3% BSA /0,01M PBS jako blokovaciho roztoku, ktery byl ponechan
imobilizovat 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Jamky byly 3x oplachnuty promyvacim
roztokem. Nasledné bylo do jamek napipetovano 100 ul cetuximabu o koncentracich
0,19 ng/ml - 100 pg/ml (fedéno v 1% BSA/0,01M PBS). Jako negativni kontrola
bylo pouzito 1% BSA /0,01M PBS. Negativni kontrola i roztoky pro kalibra¢ni kiivku
byly nanaseny v tripletech. Reakce probihala 2 hodiny pii laboratorni teploté a na-
sledné byly jamky promyty promyvacim roztokem. Déle bylo napipetovano 100 ul
sekundarni protilatky (Fedéno 1:20000), pFi¢emz reakce probihala 1 hodinu pfi labo-
ratorni teploté a jamky byly nasledné 3x promyty promyvacim roztokem. Nésledné
bylo piidano 100 pl chromogenniho substratu OPD o koncentraci 0,4 mg/ml (roztok
byl pfipraven z 5 ml 0,05M citrat - 0,05M fosfatového pufru, 1 tablety OPD a 5 ul
30% H20s). Reakee probihala 20 minut ve tmé a néasledné byla ukon¢ena pridavkem
100 pl 2M H5SO,. Byla méfena absorbance pii 492 nm s referencni absorbanci pii
630 nm. Nasledné byly provedeny experimenty, které si kladly za cil optimalizaci
metody. Testované parametry jsou shrnuty v nésledujicich odstavcich.

Promyvani
Byly vyzkouSeny néasledujici modifikace:

e Promyti a nepromyti jamek desticky pfed nanesenim antigenu 200 pl 0,01M
PBS.

e Slozeni promyvaciho roztoku. 0,01M PBS + 0,05% Tween 20 nebo pouze 0,01M
PBS.

Blokovaci roztok

Jako blokovaci roztok byly vyzkouseny koncentrace BSA 1% a 3% v 0,01M PBS.
Byly vyzkouSeny nasledujici podminky imobilizace:

e 1 hodina pii laboratorni teploté,
e 2 hodiny pfi laboratorni teploté,
e 2 hodiny pti 37 °C.
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EGFR

Antigen byl v riznych experimentech nanasen v koncentracich 0,5 pg/ml, 1 pg/ml,
2 pg/ml, 2.5 pug/ml a 5 pug/ml a byly vyzkouseny nasledujici podminky imobilizace:

e 1 hodina prii laboratorni teploté,
e 2 hodiny pfi laboratorni teploté,
e 3 hodiny pfi laboratorni teploté,

e 4 °C pfes noc.

Primarni protilatka

Byly vyzkouSeny nasledujici reakéni podminky:

2 hodiny pfi laboratorni teploté,

4 °C pfes noc,

1 hodina pti 37 °C,

45 minut pii 37 °C.

Sekundarni protilatka

Byly provedeny experimenty s fedénim sekundarni protilatky 1:20000, 1:10000 a 1:5000.
Dale nasledujicimi podminkami reakce:

e 1 hodina pii laboratorni teploté,

e 45 min pii 37 °C,

e 30 minut pii 37 °C.
Dalsi modifikace
Pro fedéni antigenu, primérni a sekundarni protilatky byl pouzit 100mM uhlicita-
novy pufr namisto 0,01M PBS.
2.2.2 Priprava cetuximabu znac¢eného *Zr
V bakalarské praci jsem piipravila 8Zr-DFOSq-CTX, ke konjugaci byl pouzit cetu-
ximab (Merck). Ke zna¢eni bylo pouzivano 3Zr piipravené na cyklotronu U-120M
nebo TR-24. Uspésnost znaceni se pohybovala kolem 20 % (uréeno pomérem akti-
vity 89Zr v 897Zr-DFOSq-CTX a aktivity 89Zr pouZitého ke znaceni). Byly provedeny

experimenty, které si kladly za cil zvys§it ispésnost znaceni.
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Priprava DFOSq

Pro konjugaci byl pfipraven novy chelator desferrioxaminem squaramid ester (DFOSq).
Ekvimolarni smés desfferioxaminu B mesylatu (0,20 g) a N,N-diisopropylenaminu
(0,05 ml) byla v 6 ml ethanolu za stalého michani zah#ivana na 50 °C po dobu 1 h
zahfivana. Nasledné bylo pridano 0,1 ml 3,4-diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dionu v 9 ml
ethanolu a smés byla pfi teploté 50 °C promichavana dalsich 30 minut. Pomoci va-
kuové linky bylo z roztoku odpateno rozpoustédlo, produkt byl 3x promyt 10 ml
ethanolu a vysusen.

Pro detekci pomoci LC-MS byl pFipraven roztok DFOSq o koncentraci 1 mg/ml
(rozpusténo ve smési ethanol:H,O v poméru 1:1). Byly pouzity dvé mobilni faze:
A) HyO+0,1% TFA a B) acetonitril+0,1% TFA. Eluce byla gradientova, na pocatku
byl obsah mobilni faze B 10 %, ktery se zvysil na 30 % b&hem 10 minut. Néastiik
byl 5 pl a pratok 1 ml/min. Hmotnostni spektrometr byl pouzit v modu pozitivni
ionizace se zdznamem vybranych ionti. Byly vybrany kanaly s m/z 6854 a 707,4.

Piiprava konjugati DFOSq-CTX

Protilatka cetuximab (CTX) byla konjugovana s desferrioxaminem squaramid este-
rem (DFOSq). Vznikly konjugat bude v nésledujicim textu oznacovan jako DFOSq-
CTX. Byl zjistovan rozdil pfi pouziti cetuximabu pod nazvem Erbitux (Merck)
a cetuximabu od firmy Selleckchem.

Piiprava konjugati DFOSq-CTX byla obdobné jako v bakalaiské praci [4]. P pii-
pravé konjugati byly pouzity molarni nadbytky DFO 1:5, 1:10, 1:20 a 1:50. Kon-
jugace probihala pfes noc pfi laboratorni teploté v boratovém pufru, nasledné byly
konjugaty uchovavany ve fyziologickém roztoku pii teploté 4 °C. Koncentrace proti-
latky v konjugatech byla zjisténa pomoci Bradfordovy metody.

Pi#iprava a separace *Zr

Radionuklid byl ptipraven ostfelovanim yttriového terce v cyklotronu. Terc¢ byl roz-
pustén v 2M HCI. K separaci byla pouzita kolona ZR Resin, 89Zr. Pro eluci ®Zr
byly porovnany elu¢ni k¥ivky p¥i pouziti kyseliny $tavelové o koncentracich 0,05 M,
0,5 M a 0,1 M, byly jimany frakce po tfech kapkach. Bylo vyzkouSeno komeréné
dostupné 37Zr.

Znaceni konjugati DFOSq-CTX pomoci ¥Zr

Znadeni konjugatit DFOSq-CTX pomoci Zr probihalo obdobné jako v bakalaiské
praci [4]. Ke zna¢eni ¥Zr-DFOSq-CTX pro téely zjisténi stability a biologické akti-
vity bylo pouZito 300 ug protilatky v konjugatu a roztok 8°Zr o aktivité 100 MBq.

Znaceni probihalo po dobu 1 hodiny v neutralnim pH v pufru HEPES. Koncentrace
protilatky ve znacenych konjugatech byla stanovena pomoci Bradfordovy metody.
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Vzorky byly uchovavany ve 20mM roztoku PBS pii 4 °C. Tento znaceny konjugit
bude déle oznacovan jako 3Zr-DFOSq-CTX.

Paralelné probihala optimalizace zna¢eni. Bylo zjistovano, zda ptivod pouzitého 397Zr
ovliviiuje aspésnost znaceni. Bylo vyzkouSeno pouziti nové pripraveného cheldtoru
a cetuximabu od spolec¢nosti Selleckchem. Také bylo vyzkouSeno znaceni bez piidani
pufru HEPES.

2.2.3 Stabilita konjugattt DFOSq-CTX a 3Zr-DFOSq-CTX

Stabilita protilatky v konjugatu CTX-DFOSq byla zjistovana 0 h, 24 h, 48 h, 72 h,
96 h a 168 hodin po konjugaci pomoci HPLC a SDS-PAGE. Stabilita protilatky ve
znaceném konjugatu 3°Zr-DFOSq-CTX byla zjistovana 0 h, 24 h, 48 h a 120 hodin
po konjugaci pomoci HPLC a SDS-PAGE.

HPLC

Pro analyzu pomoci HPLC byla pouzita isokraticka eluce. Byla pouzita mobilni faze
obsahujici 0,1M Nay,HPOy, 0,1M NaySO,4 a 0,05% NaN3, pritok byl 0,4 ml/min. Byla
méfena absorbance pii 280 nm a byl pouzit radiometricky detektor (energetické okno
88-1000 keV).

K analyze byl pfipraven roztok protilatky cetuximab o koncentraci 0,5 mg/ml. Roz-
toky konjugati byly nafedény 10x, nastiik byl v tomto pfipadé 5 pul. Znacené kon-
jugaty byly pro analyzu zfedény 2x, nasttik byl 5 ul.

SDS-PAGE

Pro SDS-PAGE byly pfipraveny roztoky cetuximabu, konjugati znacenych konju-
gatit o koncentraci 267 pg/ml. Pro kazdy vzorek byl piipraven roztok s redukujicim
a neredukujicim pufrem (v obou p¥ipadech 15 ul vzorku + 15 ul pufru). Pfipravené
vzorky byly povatfeny po dobu 5 minut.

Do jamek elektroforetického gelu bylo naneseno 8 ul markeru a 15 ul od kazdého
vzorku. Elektroforetickd vana byla zalita pufrem MOPS. Elektroforéza probihala 90
minut pii napéti 130 V, nasledné 10 minut pii napéti 110 V. Nasledné byl elek-
troforeticky gel vyjmut z plastového pouzdra a barven pomoci barviciho roztoku
s vyuzitim kyvacky (20 minut). Nasledné byl odbarvovan pomoci odbarvovaciho
roztoku.

2.2.4 Biologicka aktivita CTX-DFOSq a %Zr-CTX-DFOSq

Metodika ELISA vychazi z optimalizovaného postupu, ktery vzesel z pfedchozich ex-
perimentii a je ilustrovan na Obr. 3.1. Cetuximab, konjugaty i znacené byly nafedény
na koncentraci 25 ng/ml a nasledné fedény dvojkovym fedénim az do koncentrace
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0,39 ng/ml. Tyto roztoky byly naneseny jako priméarni protilatka, vzdy v tripletech.
Jako negativni kontrola byl pouzit 1% BSA /0,01M PBS. V piipadé konjugatu byla
biologickéd aktivita zjistovana 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h a 168 h od konjugace.
Znacené konjugaty byly testovany 0 h, 24 h, 48 h a 120 h po znaceni.

2.2.5 Testovani ¥Zr-CTX-DFOSq in vitro

Byly pouzity bunééné linie A431, PC3 a NIH3T3. Linie A431 byla zvolena z du-
vodu vysoké exprese EGFR a linie PC3 byla pouzita, jelikoz exprimuje EGFR, ale
v men§i mitfe. Linie NIH3T3 byly pouzity jako negativni kontrola. Veskera mani-
pulace s buiitkami probihala v laminarnim boxu. K experimentu byl pouzit znaceny
konjugat #7Zr-K3.2 (viz Tab. 3.3). Byl nafedén na koncentraci 10 nM/ml, k fedéni
bylo pouzito kompletni ristové médium DMEM.

Ptiprava bunék

Po rozmrazeni byly bunécné linie A431 a NIH3T3 péstovany v kompletnim ristovém
médiu DMEM, pro linii PC3 bylo pouzito kompletni ristové médium F-12K. Bunky
byly inkubovany pii 37 °C, obsah vzdugného CO, byl 5%. Pasazovani probihalo pii
dosazeni konfluence 80 %.

48 hodin pied zacatkem experimentu byly buiiky vSech bunécnych linii inkubovany
v kompletnim rustovém médiu DMEM. 24 hodin pfed zac¢atkem bylo potvrzeno, Ze
bunky nejsou kontaminovany mykoplazmou. Buiiky byly sklizeny, spo¢teny a pripra-
veny do 6jamkovych kultiva¢nich desticek tak, Ze kazda z jamek obsahovala 5-10° bu-
nék. Pro kazdou dobu inkubace byla pfipravena jedna 6jamkova desticka pro kazdou
7z bunéénych linif. Jeden triplet slouZil pro inkubaci samotného 8Zr-DFOSq-CTX,
pro druhy inkubaci 8Zr-DFOSq-CTX po predchozi saturaci cetuximabem.

Inkubace s #°Zr-DFOSq-CTX

1 hod pred inkubaci s 8°Zr-DFOSq-CTX byla ¢ast jamek s buiikami saturovina
1 ml cetuximabu o koncentraci 10 pug/ml (fedéno v kompletnim ristovém médiu
DMEM). Pied ptidanim #Zr-DFOSq-CTX byla veskeré médium odtaZeno, jamky
byly promyty pufrem Hank ‘s a inkubovany s 1 ml #Zr-CTX-DFOSq (10 nM). Doby
inkubace byly 0,5 h, 1 h, 3 h, 12 h a 24 h. Po uplynuti této doby bylo médium prene-
seno do Sroubovaci zkumavky. Jamky byly 3x proplachnuty pufrem Hank ‘s. Bunky
byly lyzovany pomoci 2x0,5 ml 2M NaOH. Lyza bunék trvala 10 minut pfi obou pi-
petovanych objemech a nasledné byla nepfitomnost bunék v jamkach potvrzena po-
moci mikroskopu. Obé frakce lyzati byly spojeny a pieneseny Sroubovaci zkumavky.
Cetnosti impulzit 3°Zr v jednotlivych zkumavkach byly zjistovany pomoci piistroje
HIDEX s nastavenym energetickym oknem 480-558 keV a normovany k ¢asu dokon-
¢eni znaceni. Bylo zméfeno pozadi ve stejném energetickém okné. V dobé ukonceni
kazdé doby inkubace byla ovéfena stabilita 8°Zr-DFOSq-CTX pomoci TLC.
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Detekce exprese EGFR pomoci Dot Blotu

Pro stanoveni exprese EGFR byly pripraveny bunécéné lyzaty. Roztoky bunék A431,
PC3 a NIH3T3 byly z kultivac¢ni lahve pfeneseny do mikrozkumavky. Bunky byly
3x promyty pufrem Hank’s s vyuzZitim centrifugace (2 min, 500 RPM, 4 °C) za
ucelem vymyti zbytki média a trypsinu. Nasledné byly centrifugovany 5 minut pfi
5000 RPM a 4 °C. Kapalna faze byla odebrana a vznikla peleta byla rozpusténa
v 0,5 ml 0,01M PBS obsahujicim inhibitory proteiz. Toto promyti spole¢né s cen-
trifugaci bylo 2x zopakovano. Po odebrani kapalné faze bylo pipetovano 0,5 ml ly-
zovaciho pufru a po promichani byl roztok inkubovan po dobu 30 minut pii 4 °C
a prubézné promichavin na vortexu. Roztok byl centrifugovan 10 minut, 10000 RPM
a 4 °C. Supertant obsahujici lyzat bunék byl odebran do Sroubovaci zkumavky. Kon-
centrace proteinu v lyzatech byla stanovena pomoci BCA.

Exprese EGFR u bunék A431, PC3 a NIH3T3 byla detekovana pomoci metody Dot
Blot. Na membranu byly naneseny 2 pl bunéénych lyzati. Membrana byla saturo-
vana 1 h 3% roztokem BSA /0,01M PBS. Membrana byla promyta v 0,01M PBS a in-
kubovéana s primarni protilatkou (anti-EGFR fedéna 1:200 v 1,5% BSA/0,01M PBS,
anti-beta aktin fedéna 1:1000 v 1,5% BSA /0,01M PBS) pfes noc pii 4 °C. Poté byla
membréna promyta a inkubovana se sekundarni protilatkou (fedéna 1:10000 v 1,5%
BSA/0,01M PBS) 1 hodinu p#i laboratorni teploté. Po promyti 0,01M PBS byl na
membranu byl nanesen chemiluminiscen¢ni substrat, inkubace probihala 2 minuty.
Po osuseni byly proteiny detekovany pomoci piistroje C-Digit.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace metody ELISA

Metoda byla optimalizovana za Gc¢elem kvantifikace biologické aktivity konjugati
a konjugétii znacenych pomoci 8°Zr. Na kalibra¢ni kiivce byla p¥i niz$ich koncent-
racich primérni protilatky pozorovana oblast, kterd by po linedrni aproximaci byla
vhodna pro zamyslené ucely. Ugelem optimalizace bylo dosazeni optimalnich pod-
minek pro analyzu v tomto rozsahu koncentraci.

Promyvani

Promyvani jamek desticky pied nanesenim antigenu neptineslo lepsi vysledky nez
pouziti nepromyté desticky. Pro promyvani jamek desticky mezi jednotlivymi kroky
bylo shledano jako dostatecné pouziti 0,01M PBS, jelikoz pridavek Tween 20 nepo-
skytoval zadny rozdil.

EGFR

Jako optimalni koncentrace EGFR byla uréena 1 pg/ml (tj. 100 ng/100 pl). Pouziti
vyssi koncentrace nevedlo k vyssi odezvé, a naopak pii pouziti nizsich koncentraci
dochazelo ke zkraceni pseudolinearniho tseku u nizkych koncentraci.

Imobilizace antigenu probihajici pfes noc pii 4 °C byla urcena jako optimalni. Po-
skytovala silné€jsi odezvu nez imobilizace trvajici 1 hodinu pfi laboratorni teploté
a srovnatelnou jako 3 hodiny v laboratorni teploté. Byla také vhodnéjsi vzhledem
k povaze experimentu.

Blokovaci roztok
Bylo zjisténo, ze 1% BSA/0,01M PBS je dostatefna koncentrace proteinu pro vy-

syceni neobsazenych mist na povrchu jamky. K tomuto procesu stac¢i 1 hodina pii
laboratorni teploté.
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Primarni protilatka

Optiméalni podminky reakce byly urceny jako 45 minut pii 37 °C. Delsi ¢asovy tsek
pri stejné teploté nevedl ke zlepSeni odezvy. Reakce probihajici pies noc pii 4 °C
poskytovala obdobné vysledky, avsak kratsi ¢as reakce byl zvolen jako vhodnéjsi
vzhledem k povaze experimentu. V pfipadé dvou hodin pfi laboratorni teploté byla
pozorovana stejna odezva.

Sekundarni protilatka

Jako optimalni fedéni sekundarni protilatky bylo zvoleno 1:10000. Redéni 1:20000
poskytovalo nizsi odezvu. Redéni 1:5000 sice poskytovalo mirné vyssi odezvu, avSak
byla pfi ném naméiena vyssi odezva i v piipadé blanku.

Dalsi modifikace

Pouziti uhli¢itanového pufru pii fedéni antigenu, primarni a sekundarni protilatky
poskytovalo nizsi odezvu nez pii pouziti 0,01M PBS. Timto experimentem byly
potvrzeny vysledky, které ve své praci uvadi Hantash, 2009 [57].

Optimalizovany postup

Na zakladé vyse uvedenych zjisténi byl vypracovan postup pro zjistovani biologické
aktivity konjugati a znacenych konjugati. Je schematicky znazornén na Obr. 3.1.

Na zakladé tohoto postupu byla zhotovena kalibra¢ni kiivka v rozmezi 0,09 ng/ml -
1,56 pg/ml, ktera se nachazi na Obr. 3.2 . Je zde patrné saturace, ktera se podoba
té, kterou ve své praci pozoroval Suaréz, 2016 [55] (Obr. 1.8). Vzhledem k tomu, Ze
u vyssich koncentraci priméarni protilatky presahuje naméiené absorbance hodnotu
1, dochazi v této oblasti k negativni odchylce.

V kalibra¢ni kiivce byla stanovena oblast vhodné k linearni aproximaci, a to v roz-
sahu koncentraci 0,38 - 24,41 ng/ml. Tento rozsah koncentraci byl pouzit pro vyhod-
nocovani biologickych aktivit znacenych a neznac¢enych konjugatt (0,39 - 25 ng/ml).
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Obr. 3.1: Optimalizovany postup metody ELISA pro zjistovani biologické aktivity
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Obr. 3.2: Kalibra¢ni kiivka cetuximabu v rozsahu koncentraci 0,09 ng/ml -

1,56 pg/ml.
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Obr. 3.3: Linearné aproximovana oblast kalibra¢ni kiivky cetuximabu (0,4 - 24,4
ng/ml).

3.2 Piiprava cetuximabu znaceného %Zr

3.2.1 Priprava DFOSq

Byl ziskan bily prasek o hmotnosti 0,1980 g. P¥itomnost DFOSq byla ovérena pomoci
LC-MS pii m/z 685,4 a 707,4.

3.2.2 Piiprava a separace %Zr

Pii eluci byla vyhodnocena jako optimalni koncentrace kyseliny $tavelové jako 0,5 M.
V této eluéni kiivee se vyskytoval nejstrméjsi pik a %9Zr tak bylo koncentrovano
v nejmensim objemu. Eluéni kiivka pro koncentraci 0,5 M je na Obr. 3.4. Jedna
se 0 hmotnostni aktivitu eluatu v jednotlivych frakcich. Pro znaceni byla pouzita
frakce 4, jelikoz jeji hmotnostni aktivita byla nejvyssi.
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Obr. 3.4: Elu¢ni k¥ivka 8Zr.

3.2.3 Priprava DFOSq-CTX

Byly pfipraveny konjugaty DFOSq-CTX, které byly oznaceny jako K1-K4 (dle Tab.
2.1). Koncentrace protilatky byla zjisténa pomoci Bradfordovy metody.

Tab. 3.1: Piehled oznaceni ptipravenych konjugatt a jejich koncentrace.

Ncrx - Npro | CcTX [ug/ ml]
K1 1:5 5599
K2 1:10 6088
K3 1:20 H8T8
K4 1:50 5380

3.2.4 Priprava ¥Zr-DFOSq-CTX

Byly ptipraveny konjugaty K1-K4 znacené 3Zr, které byly nazvany %°Zr-K1 - 897r-
K4. Piiprava téchto konjugati probihala pied optimalizaci znaceni. Koncentrace
protilatky v konjugatech byla zjisténa pomoci Bradfordovy metody a ve v8ech pfii-
padech se pohybovala okolo 1,5 mg/ml. V Tab. 2.3 jsou zaznamenény aktivity 9Zr
navazaného na konjugaty a také mnozstvi cetuximabu, které tyto konjugaty obsaho-
valy. Bylo pozorovano, ze ¢im vétsi nadbytek DFO byl pouzit ke konjugaci, tim vétsi
mnozstvi aktivity se na protilatku navazalo. Molarni nadbytek DFOSq 1:50 (K4) ne-
zajistoval vyrazné zvyseni navazané aktivity 3°Zr oproti molarnimu nadbytku 1:20
(K3).
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Tab. 3.2: Aktivita %°Zr navdzaného na jednotlivé konjugaty a hmotnost cetuximabu

v konjugatech.

A [MBq] | merx [pg]
897r-K1 8,73 245
97 K2 | 9,26 929
8971 K3 19,6 259
7 KA | 20,7 249

Pti pouziti 8Zr z obou zdroji se mnozstvi 8°Zr navazaného na konjugat neligilo.
Nové pripraveny DFOSq také nezvySoval tispéSnost znaceni. Znaceni v zasaditém
prostiedi (pH=9, bez piidani pufru HEPES) vedlo k tspésnosti znaceni 10 %. P
pouZiti cetuximabu od spole¢nosti Selleckem se mnozstvi 3Zr vidzaného na konjugat
zvysilo na 40 %. Pro testovani 8Zr-DFOSq-CTX in vitro byla ke konjugaci zvolena
tato protilatka.

Po studie in wvitro byl pfipraven znaceny konjugat 37r-K3.2, jeho# piiprava se od
8971-K3 lisila pouZitou protilatkou ke konjugaci. V tomto p¥ipadé byl pouZit cetu-
ximab od spole¢nosti Selleckem.

Tab. 3.3: Aktivita 8°Zr navazaného na konjugat a hmotnost cetuximabu v konjugatu.

A [MBq] | merx [peg]
07r-K3.2 | 14,8 97

3.3 Stabilita konjugatiit CTX-DFOSq

3.3.1 HPLC

Byly vyhotoveny chromatogramy konjugati K1, K2, K3 a K4. Jedna se o zavislost
absorbance pii A=280 nm na reten¢nim ¢ase. Analyza probéhla 0 h, 24 h, 48 h, 72 h,
96 h a 168 h po konjugaci. Na vSech chromatogramech se nachazi pik s reten¢nim
¢asem piiblizné 6,5 min, ktery nalezi cetuximabu. Dale je v chromatogramech patrny
pik okolo ¢asu 5,75 minut. Pravdépodobné se jedna o agregét protilatky, jehoz vznik
zapficinila konjugace. V ¢ase 0 h po konjugaci je pik agregatu u konjugatu K1, K2
a K3 nepozorovatelny a v dalSich analyzach neptesahuje 0,3 %. U konjugatu K4 byl
pik agregatu v ¢ase 0 h pozorovatelny v analyzach 0 h - 168 h nepiesahl 1 %.

Toto zjisténi odpovida faktu, Ze protilatky vytvareji v nevyhovujicich podminkach
agregaty. Tyto nevyhovujici podminky mohou byt napt. fyzikalni (protilatky byly
vystaveny centrifugaci), nepiiznivé pH (konjugace probihala v boratovém pufru
o pH=9) nebo piitomnost dalsich latek (DFOSq). Agregéty protilatek mohou byt
vazany kovalentnimi i nekovalentnimi vazbami. MuZe se jednat napf. o dimery nebo
vétsi shluky protilatek. Kovalentni a tedy ireverzibilni vazby mohou vznikat mezi sa-
motnymi protilatkami, ale také k jejich vazbé muze prispivat DFO. Agregace proti-
latek nepiiznivé ovliviiuje biologickou aktivitu protilatky [68]. Na Obr. 3.5 se nachazi
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chromatogramy vsech konjugati 168 hodin po konjugaci, na kterém jsou pozorova-

telné vyse zminéné piky.
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Obr. 3.5: Chromatogramy konjugatu K1, K2, K3 a K4 (shora), detekce pomoci

UV/VIS (A=280 nm).

3.3.2 SDS-PAGE

Vysledky zjisténé pomoci HPLC byly ovérovany pomoci SDS-PAGE. Na Obr. 3.6
se nachazi sken elektroforetického gelu 168 hodin po konjugaci. Oproti SDS-PAGE
probihajici ihned po konjugaci nedochazi prakticky k zddnym zménédm. V neredu-
kujici ¢asti gelu se nachazi s bendy s molekulovou hmotnosti ptiblizné 150 kDa,
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které nalezi celé protilatce. V neredukujici ¢ésti gelu se nachézeji bendy odpovi-
dajici lehkym (25 kDa) a tézkym (50 kDa) fetézcim. Kromé toho se zde nachazi
bend s molekulovou hmotnosti ptiblizné 75 kDa. Pravdépodobné by se mohlo jednat
o spojeni lehkého a tézkého fetézce. Vzhledem k tomu, Ze se jedné& o redukujici pro-
stfedi a nekovalentni vazby by mély byt preruseny, lze predpokladat, Ze tato vazba
je kovalentni a mohla by byt zprostiedkovana DFO. To také odpovida zjisténi, Ze in-
tenzita tohoto bendu roste se zvysujicim se mnozstvim DFO pouzitého ke konjugaci.
Agregaty nebyly pozorovany v redukujicim ani neredukujicim prostiedi. Je mozné,
7e doslo k jejich disociaci pii varu a vazbou SDS. Dalsim moznym vysvétlenim je,
ze jejich velikost nedovolovala zadny pohyb, a tedy zustaly v jamkach.
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Obr. 3.6: Sken elektroforetického gelu 168 hodin po konjugaci.

3.4 Stabilita %Zr-CTX-DFOSq

3.4.1 HPLC

Oproti analyze neznaceného konjugatu se v UV /VIS chromatogramu vyskytuji piky
s reten¢nimi ¢asy v rozmezi 10,0 - 10,4 minut, které pravdépodobné odpovidaji frag-
mentaci protildtky. Povaha téchto fragmenti se podle vseho u kazdého konjugatu
1is1 vzhledem k rozdilnosti retenc¢nich ¢asu. Opét je zde nejvyraznéjsi pik nélezici ce-
tuximabu (okolo 7 minut) a pik s kratsim reten¢nim ¢asem (okolo 6 minut) nalezici
agregatu protilatky. Agregace protilatky nepfesahla 0,1 % u Zadného ze znacenych
konjugatii ani 120 h od znaceni. Fragmentace nepresahla 2 %. Dale byly zhotoveny
chromatogramy s pouzitim radiometrického detektoru. Na vSech téchto chromato-
gramech se nachézi nejvétsi pik s retencnim casem okolo 8,5 minuty, ktery nalezi
cetuximabu ve znac¢eném konjugitu. Na Obr. 3.7 se nachazi chromatogramy znace-
ného konjugatu *Zr-K4.
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Obr. 3.7: Chromatogramy znaceného konjugatu K4, detekce pomoci UV /VIS
(A = 280 nm) (nahofe) a pomoci radiometrického detektoru (dole).

3.4.2 SDS-PAGE

Vysledky SDS-PAGE se v jednotlivych dnech po znaceni prakticky nelisi. Oproti
neznacenym konjugatiim jsou bendy pii 75 kDa intenzivnéjsi, coz podporuje nalez
fragmenti protilatek v HPLC chromatogramu. Na Obr. 3.8 se nachazi sken elektro-
foretického gelu 120 hodin po znaceni.

KDa neredukujici pufr redukujici pufr

CTX K1 K2 K3 K4 CTX K1 K2 K3 K4
250

150

100

50 i — — — -

37 ..

25 . — W ———

20

15 ..

TOw—

Obr. 3.8: Sken elektroforetického gelu 120 hodin po znaceni.
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3.5 Biologicka aktivita CTX-DFOSq

Byla vytvofena zavislost absorbance na koncentraci vSech konjugati 0 h, 24 h, 48 h,
72 h, 96 h a 168 h po konjugaci. Ve vSech piipadech byl pouzit cetuximab jako refe-
ren¢ni vzorek. Jednotlivé kiivky byly prolozeny pfimkami. Biologicka aktivita vzorku
byla zjisténa podilem jeho smérnice a smérnice cetuximabu a vyjadfena v procen-
tech. Odchylka byla zjisténa z Gaussova zakona o §ifeni chyb, pfi¢emz odchylky
smérnic byly zjistény pomoci programu Gnuplot.

Na Obr. 3.9 se nachazi ELISA 168 hodin po konjugaci, v grafu jsou patrné smérnice
fiti pro cetuximab a konjugaty.
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Obr. 3.9: ELISA 168 hodin po konjugaci pro v8echny konjugaty, cetuximab jako
referencéni vzorek; linedrni regrese.

V Tab. 3.4 se nachézi zjisténé biologické aktivity konjugati vici cetuximabu. Bylo
zjisténo ze u konjugat dochazi k snizeni biologické aktivity ihned po konjugaci. Bylo
pozorovano, ze ¢im vétsi byl pouzit nadbytek DFO oproti cetuximabu, tim k vétsi
ztraté biologické aktivity doslo. Toto zjisténi koresponduje s vysledky z HPLC, kde
byla pozorovana agregace protilatky, ktera vede ke snizeni biologické aktivity [68].

Tab. 3.4: Biologické aktivity konjugatil v jednotlivych ¢asech po znaceni vzhledem
v cetuximabu, v procentech.

t ] | KL (%] [ K2 [%] K3 [%] [ K4 [%]
0 |97+11 |87 +4|81+6|71+14
24 | 97T £6 |87 6 |77 +6 | 727
48 195+ 10 |83 9|69 7|68 +7
72 | 95£5 (80 +4 | T7T+8|594+6
9 | 90+7 |82 +6|T73+6|69+7
168 | 90 +6 |84 £6 | 74£5|65+£6
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Data z Tab. 3.4 byly vyneseny do grafu na Obr. 3.10. Lze pozorovat, Ze nedoslo k
vyraznému snizeni biologické aktivity v case.
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Obr. 3.10: Biologicka aktivita konjugatu oproti cetuximabu v zavislosti na dobé od
konjugace.

3.6 Biologicka aktivita %Zr-CTX-DFOSq

Vyhodnoceni ELISA probéhlo obdobné jako u znacenych konjugéti, tedy jako pro-
centualni podil smérnice znac¢eného konjugatu vici smérnici cetuximabu. Na Obr.
3.11 se nachazi piiklad vyhodnoceni pro znacené konjugaty 120 h po znaceni.
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Obr. 3.11: ELISA 120 hodin po znaceni pro vSechny znacené konjugaty, cetuximab
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jako referenc¢ni vzorek; line4drni regrese.

Zjisténé biologické aktivity jsou zaznamenény v Tab. 2.4. Oproti neznac¢enym kon-
jugattim je zde patrné snizeni biologické aktivity, které je nejvyraznéjsi u konjugati
897r-K3 a 397Zr-K4, na které bylo navazano nejvice 8°Zr (Tab. 2.3). Data z Tab. 2.4

byla vynesena do grafu na Obr. 3.12.

Tab. 3.5: Biologické aktivity znacenych konjugati v jednotlivych ¢asech po znaceni

vzhledem v cetuximabu, v procentech.

¥ =0,0233x .-

t [h] | ¥Zr-K1 [%] | ¥Zr-K2 [%] | ¥Zr-K3 [%] | ®Zr-K4 [%)]
0 93 £ 4 85+ 4 68 £ 3 62 £ 3
24 92 +£4 86 £ 5 66 + 3 29 £ 5
48 94+£6 82 £ 4 71+3 70 £ 6
120 90 = 6 82+ 5 64 £ 5 26 £ 4
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Obr. 3.12: Biologicka aktivita znacenych konjugatu oproti cetuximabu v zavislosti
na dobé od znaceni.

3.7 Testovani ¥Zr-CTX-DFOSq in vitro

Byly zjistény ¢etnosti impulzit #Zr v médiu a bunéénych lyzatech (cpm) pii dobach
inkubace 0,5 h, 1 h, 3h, 12 h a 24 h v pfipadé bunék pfi predchozi saturaci cetu-
ximabem a bez pfedchozi saturace cetuximabem u bunék A431, PC3 a NIH3T3.
Vsechna stanoveni probihala v tripletech.

Triplety byly zprimeérovany a byla odec¢tena prumérna hodnota pozadi. Mnozstvi
bunééné vazaného 3Zr-CTX-DFOSq bylo zjisténo jako podil Getnosti impulzi lyzatu
a souctu Cetnosti impulzi lyzatu a média, vyjadieno v procentech. Odchylky byly
zjisténa z Gaussova zakona o Sifeni chyb.

Specifita vazby 3Zr-CTX-DFOSq na EGFR byla stanovena po 1h inkubaci. Pi
predchozi saturaci kleslo mnozstvi 8 Zr-CTX-DFOSq vazané v buiikach z 39,0 + 5,2 %
na 6,6 + 2.1 % v piipadé A431, z 21,2 + 3.9 % na 3,1 + 1,5 % v piipads PC3
a u NIH3T3 prakticky nedoslo ke zméné (z 1,4 + 1,0 % na 1,2 + 0,9 %). Tato
data jsou znézornéna na grafu na Obr. 3.15. Linie NTH3T3 je mysiho puvodu a tedy
EGFR neexprimuje, coz je v souladu se témito vysledky. U A431 a PC3 je pokles pti
predchozi saturaci znatelny a lze tedy predpokladat, Ze se 9Zr-CTX-DFOSq vaZe
specificky k EGFR. U A431 bylo navazéano vice °Zr-CTX-DFOSq u PC3, coz je ve
shodé se zjisténimi z teoretické casti.
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Obr. 3.13: Procento 3Zr-CTX-DFOSq vazaného na buiikdch pii 1 h inkubaci.

Bylo pozorovano bunééné vazané mnozstvi 8°Zr-CTX-DFOSq v zavislosti na dobé
inkubace. U bunék A431 je patrnd saturace mezi dobou inkubace 3 az 12 h. Po-
dobnou zavislost pozoroval Nordberg, 2007 [65], ktery ve své praci pozoroval reakci
125]_cetuximabu a v jeho praci k saturaci dochazelo p¥i dobé inkubace 4-8 h. U PC3
dochazi k monoténnimu ristu mnozstvi navazaného 3°Zr-CTX-DFOSq v ¢ase. Toto
pozorovani se shoduje s praci Malmberg, 2011 [62].

80

. I |
T

2 40

30

20

10

0 5 10 15 20 25 30
t[h]

—a—A43]1 —e—PC3 —e—NIH3T3

Obr. 3.14: Procento bunééné vazaného 37Zr-CTX-DFOSq v zavislosti na dobé inku-
bace.
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Exprese EGFR u bunék A431, PC3 a NIH3T3 byla stanovena pomoci Dot Blotu.
U bunék A431 a PC3 byla potvrzena, u NIH3T3 nebyla detekovana. Ke kontrole byla
stanovena pritomnost beta aktinu, kterd byla pozoroviana u vSech bunék. Zjisténé
koncentrace proteinu v lyzatech jsou uvedeny v Tab. 3.6.

A431 PC3 NIH3T3

Obr. 3.15: Dot Blot buné¢nych lyzati, primarni protilatkou byla anti-EGFR, (na-
hote) a anti-beta aktin (dole).

Tab. 3.6: Koncentrace proteinu v lyzatech.
lyzat ¢ |pug/ml]
A431 9183
PC3 6496
NIH3T3 7473

Byla stanovena stabilita pomoci TLC ihned po konjugaci a také pro ovéreni stability
8971r-CTX-DFOSq v ¢asech ukonéeni jednotlivych dob inkubace. Ve vsech piipadech
bylo detekovano 10 % volného 39Zr. Jedni se o mnoZstvi, které se nepodafilo od-
stranit pfi centrifugaci. V priStim experimentu by bylo vhodné inkubovat buiiky
s roztokem 8°Zr a zjistit, zda dochézi k nespecifické vazbé na buiiky.
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JAaveér

Byla vypracovana literarni reSerSe, kterd shrnuje poznatky o moznostech testovani
znafeného konjugatu 8°Zr-CTX-DFOSq. Jedna se o ovéfeni stability, biologické ak-
tivity a testovani in vitro .

Byla optimalizovdna metoda ELISA pro urceni biologické aktivity konjugati DFOSq-
CTX a znacenych konjugatii 3Zr-DFOSq-CTX. K vyhodnoceni byla pouZita line-
arni aproximace c¢asti kalibra¢ni kiivky v rozmezi koncentraci cetuximabu 0,39 -
25 ng/ml.

Byly pripraveny konjugaty, pti jejichz ptripravé byl pouzit molarni pomér cetuximabu
a DFOSq 1:5 (K1), 1:10 (K2), 1:20 (K3) a 1:50 (K4). Pomoci HPLC bylo zjisténo,
ze dochézi k cCastecné agregaci protilatky. V pripadé konjugati K1-3 nepiesahuje
agregace 0,3 %, u konjugatu K4 je to méné nez 1 %. Analyza pomoci SDS-PAGE
potvrdila, Ze nejveétsi strukturalni poskozeni vykazuje konjugat K4. Pomoci metody
ELISA byl pozorovan ubytek biologické aktivity cetuximabu v konjugatu ihned po
konjugaci, ktery zavisel na molarnim nadbytku DFOSq. S ¢asem uplynulym od kon-
jugace nedoslo k vyraznému ubytku biologické aktivity.

Pripravené konjugéaty byly oznaceny pomoci 8°Zr. Na HPLC chromatogramech byla
pozorovana agregace (méné nez 0,1 %) a fragmentace (méné nez 2 %) protilatky.
Pomoci metody ELISA bylo zjisténo, ze dochazi ke snizeni biologické aktivity oproti
neznacenym konjugatim. Tento trend je vice patrny u konjugati, na které bylo
navazano vétsi mnozstvi 3Zr. V prabéhu uplynulého ¢asu od znaceni nedochézelo
k vyraznému tubytku biologické aktivity.

Optimalizaci znac¢eni bylo docileno vy3$siho mnoZstvi 8°Zr vdzaného na konjugat
(40 %). V dalsi praci je t¥eba provést studii stability a biologické aktivity téchto
konjugati a znacenych konjugati.

Byla potvrzena specifita vazby 8°Zr-DFOSq-CTX na bunéénych liniich A431 a PC3.
Exprese EGFR témito buiitkami byla potvrzena pomoci metody Dot Blot. Na buf-
kéch A431 bylo nejvétsi mnozstvi *9Zr-DFOSq-CTX vazano v rozmezi 4-12 h po
pocatku inkubace, nasledné dochazi k poklesu. U bunék PC3 byl pozorovan mono-
tonni rist bunééné vazaného 3Zr-DFOSq-CTX v ¢ase. V dalsf praci je tieba zjistit,
zda dochézi k nespecifickym vazbam %9Zr na buiiky a provést stanoveni miry inter-
nalizace 8°Zr-DFOSq-CTX.
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