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Anotace

Prace se zabyva problematikou piipravy radionuklidového nosice, ktery se sklada z cetuximabu
a squaramid ester derivatu deferoxaminu ve ¢tyfech rtiznych molarnich pomérech. Cilem prace
je ovéfeni neporusenosti struktury molekul cetuximabu po konjugaci se squaramid esterem
deferoxaminu v piipravenych vzorcich a na zaklad¢ toho stanoveni optimdlniho molarniho
poméru ke konjugaci a néaslednému znaceni. Teoretickd cast obsahuje shrnuti zakladnich
informaci o imunitnim systému ¢loveéka, obecné informace o protilatkach a popis a princip
pouzitych analytickych metod (stanoveni koncentrace proteinu podle Bradforda, elektroforéza
— SDS-PAGE). Po nékolikandsobné optimalizaci 1ze konstatovat, ze protilatka po konjugaci
V zadném ze zvolenych molarnich pomért nevykazuje vyznamnéjsi strukturni poskozeni.

Klicova slova

nosi¢ radionuklidu, cetuximab, squaramid ester deferoxaminu, metoda podle Bradforda, SDS-
PAGE

Annotation

This study analyses the preparation of a radionuclide carrier consisting of cetuximab
and squaramid ester derivative of deferoxamine in four different molar ratios. The aim of this
work is to verify the structural integrity of the cetuximab molecules after conjugation with
squaramide ester deferoxamine in prepared samples, as well as the determination of the ideal
molar ratio for conjugation and subsequent labelling based on that. The theoretical part
summarises the fundamental information concerning the human immune system, general
information about antibodies and a description of used analytical methods (Bradford Protein
Assay, electrophoresis — SDS-PAGE). After multiple optimizations of the experiment, it is safe
to say that the antibody does not show any significant signs of damage in any of the four molar
ratios.

Keywords

radionuclide carrier, cetuximab, squaramide ester derivative of deferoxamine, Bradford Protein
Assay, SDS-PAGE
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1 Uvob

Ve své stredoskolské odborné ¢innosti se zabyvam problematikou piipravy nosi¢e pro
radionuklid &2Zr. Radionuklid 89Zr je v soucasné dobé& diky svym specifickym vlastnostem
diskutovanym v kapitole Piehled literatury velmi popularnim a slibnym radionuklidem.
Onkologickd onemocnéni se se zvysSujicim vékem doziti moderni civilizace tykaji ¢im dal
vysSiho procenta populace. Na tento celospolecensky problém nebylo dosud nalezeno
jednoznaéné G¢inné feSeni, a proto je tieba tomuto oboru stale vénovat pozornost. Toto téma
jsem si zvolila, protoze bych se rada jaderné chemii a radiofarmaktim vénovala i v rdmci sveho
vysokoSkolského studia.

Pfiprava konjugatu cetuximabu (protilatka) a squaramid ester derivatu deferoxaminu (chelator)
zahrnuje mnozstvi kritickych krokua, které mohou vést k poSkozeni molekuly protilatky
i samotného chelatoru. Cilem mé prace je stanovit idealni molarni pomér obou slozek,
pii kterém dochazi k nejmensimu poskozeni protilatky, které by mélo negativni vliv na jeji
biologickou funkénost.

Vysledkem mé prace je chemicky Cisty konjugat cetuximabu a squaramid esteru deferoxaminu
(dale jen DFO), u kterého je experimentalné potvrzeno zachovani strukturni integrity protilatky
a je pripraven pro ovéfeni zachovani biologické aktivity a k naslednému znaceni zirkoniem
897r.

Na experimentu jsem pracovala pod vedenim Markéty Kleinové v Ustavu jaderné fyziky AV
CR, v. v. i. na Oddéleni radiofarmak. Sou¢ésti mé stiedoskolské odborné ¢innosti neni préace se
samotnym radionuklidem, protoze v dobé psani prace nejsem podle Vyhlasky o radiacni
ochran¢ a zabezpeCeni radionuklidového zdroje (422/2016 Sb.) zpusobilda k manipulaci
s radioaktivnimi latkami. Pfi zpracovavani literatury jsem pracovala i se zdroji v anglickém
jazyce, které jsem piekladala sama.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Radiofarmakum

Radiofarmakum je radioaktivni 1é¢ivo, které se pouziva k diagnostice nebo terapii diive
zminénych onkologickych onemocnéni. Drtivd vétSina radiofarmak (95 %) slouzi
k diagnostickym tucelim. Cilici molekula je pii vyvoji radiofarmak zvolena podle toho,
pro diagnostiku jakého onemocnéni a v jaké tkani nebo organu bude vyuzivano. Molekula se
ozna¢i vhodnym radionuklidem a po podani radiofarmaka pacientovi je emitované zéieni
detekovano pomoci zobrazovacich metod, napt. PET (pozitronova emisni tomografie) nebo
SPECT (Single-Photon Emission Computed Tomography, jednofotonova emisni vypocetni
tomografie). (1)

vvvvvv

farmakokinetika dané protilatky a poloc¢as rozpadu radionuklidu pfiblizné odpovidaly.
Biologicky polocas a z n&j vyplyvajici farmakokinetické vlastnosti vétsiny protilatek se udava
Vv fadu dni. Jednim z radionuklidi, kterymi se znaci protilatky, je *?*l s polo¢asem rozpadu
4,18 dni. Polocas rozpadu ?*I je téméf idealni, oviem radiaéni zatéZ pro pacienta, niklady
na jeho vyrobu a nizké rozliseni snimku ziskaného pti diagnostice zobrazovacimi metodami
omezuji vysoky potencial jeho vyuziti. 8Zr méa kvyrobé radiofarmak zaloZenych
na protilatkach také vhodny polocas rozpadu (78,4 hodin), jeho ptiprava je levnéjsi a rozliSeni
snimk lep$i nez pii pouziti 1?41, Nejvyssi potencial ve vyuziti 8Zr maji protilatky, nosi¢em
pro né&j ale mohou byt i dalsi latky, napt. nanocastice nebo peptidy. (2)

V ramci své prace se zabyvam pouze piipravou nosi¢e pro radionuklid, ktery se sklada
z protilatky a chelatoru, a proto se budu v Piehledu literatury dale zabyvat touto problematikou.

2.2 Imunitni system

Imunitni systém (dale jen IS) ¢lovéka zahrnuje mnoho typi bunék zajiStujicich ochranu
organismu pied cizorodymi strukturami. Zakladnimi tfemi funkcemi IS jsou:

e tolerance — rozpoznavani a tolerance vlastnich bun¢k organismu,

e dohled — rozpoznavani a likvidace vlastnich patologicky zménénych (mutovanych),
starych a poskozenych bunék,

e obranyschopnost — rozpoznavani cizorodych struktur a jejich likvidace. (3) (4)

2.2.1 Nespecificka (vrozena) imunita

Prvni reakci na ptitomnost cizorodé¢ struktury v organismu je nespecifickd imunitni odpovéd'.
Soucasti nespecifické imunity jsou bariéry jako ktize, kyselina chlorovodikova v zaludku nebo
sliny. Na bunécné urovni zajist'uji vrozené mechanismy nespecifické imunitni odpovéedi buriky,



které jsou v organismu jiz pfitomny a jsou aktivovany po kontaktu s patogenem. Jedna se napf.
0 buiiky schopné fagocytozy (makrofagy, neutrofily, dendritické burky). (4)

2.2.1.1 APC (antigen presenting cells) buiiky

Nekteré bunky nespecifické slozky IS maji tzv. schopnost prezentovat antigen. Jedna
se naptiklad 0 zminéné fagocytujici makrofagy nebo dendritické bunky. APC buiika patogen
rozpoznd, pohlti, rozSté€pi a jeho fragmenty prezentuje na svém povrchu ostatnim buiikam IS
skrze glykoproteinovou strukturu MHC (Major Histocompatibility Complex) — Obrazek 1.
Takto prezentované antigeny jsou rozpoznatelné pro bunky specifické slozky IS, zejména
B a T lymfocyty. (4)

Komplex: MHC-Ag-TCR
B

B7 i cD28

: cD4 % receptor
A koreceptor % T lymfocytu
(TCR)

glykoprotein

Obréazek 1 Vazba APC-antigen-T lymfocyt (4)
2.2.2 Specificka (adaptivni) imunita

Druhou slozkou IS jsou specifické imunitni mechanismy zajistované lymfocyty. Zatimco
nespecifickd imunitni odpovéd nastdva v fadu hodin, navazujici fize obrany organismu
zajiStovana mechanismy specifické imunity se projevi az po nekolika dnech. Specifickou
imunitni odpovéd’ zajistuji v reakci na pfitomnost antigenu B a T lymfocyty — po kontaktu
s antigenem dochazi k intenzivnimu déleni lymfocytl, proto trva imunitni odpovéd déle
nez V ptipad¢ nespecifické imunity.

Antigen je makromolekula, ktera se svym slozenim lisi od vlastnich bunék organismu.
Exoantigeny jsou antigeny, které se do organismu dostavaji z vn¢jsiho prostiedi, napt. infekéni
mikroorganismy. Existuji také autoantigeny, které vznikaji pfimo v organismu.

Na kazdém antigenu se vyskytuje nékolik mist, na které se B a T lymfocyty navazuji,
tzv. epitopti. Po vazbé lymfocytarniho receptoru na epitop dochazi k aktivaci lymfocytu
(u B lymfocyti k nésledné produkci protilatek). (4)



2.2.2.1 Lymfocyty

Buné¢nou (T lymfocyty) a latkovou (B lymfocyty) slozkou specifické imunity jsou lymfocyty.
Na povrchu lymfocyti se vyskytuji receptory BCR a TCR (B/T Cell Receptors) schopné
rozpoznavat antigeny. Rozdil mezi B aT lymfocyty tvoii pravé jejich mechanismus
rozpoznavani antigenu. B lymfocyty jsou antigeny schopny rozpoznavat piimo, kdezto
T lymfocyty rozpoznavaji pouze komplex MHC a peptidovych fragmenti antigenu.
Pfi rozpoznavani a vazb¢ antigenu tedy spolupracuji s APC bunkami. (4)

2.2.2.2 T lymfocyty

T lymfocyty vznikaji v kostni dieni a dozrdvaji v brzliku. V brzliku prochazi nezralé
T lymfocyty dvéma typy selekce.

Buniky brzliku prezentuji T lymfocytim prostfednictvim vlastnich MHC struktur peptidy,
a pokud nejsou T lymfocyty schopny tyto komplexy vazat, zanikaji. Tento proces se nazyva
pozitivni selekce a vede k apoptdze T lymfocytt neschopnych vazat MHC.

Druhym stddiem selekce je tzv. negativni selekce. Jsou pfi ni vylouceny T lymfocyty, které
se na MHC molekuly vazi ptilis$ siln€. Rozpoznavaji se takto T lymfocyty, které by potencidlné
mohly napadat vlastni buriky organismu a zptisobovat autoimunitni reakce. (5)

2.2.2.3 B lymfocyty

B lymfocyty vznikaji a dale se vyviji v kostni dieni. Pfi jejich vyvoji dochazi ke kombinovani
velkého mnozstvi genovych usekd, které koduji polypeptidové fetézce BCR. Velky pocet
potencidlnich kombinaci podmifnuje vznik obrovského mnozZstvi riznych variant BCR, tedy
klonii B lymfocytl. Zralé B lymfocyty putuji z kostni dfené do lymfatickych organa (slezina,
lymfatické uzliny) a nez dojde k jejich prvnimu kontaktu s antigenem, oznacuji se jako naivni
B lymfocyty.

Po kontaktu BCR s antigenem dochézi k aktivaci B lymfocytu. Aktivovany B lymfocyt se déli,
kone¢nym stadiem jeho diferenciace je vznik plazmatické bunky (plazmocytu) (3) a mensiho
mnozstvi pamétovych lymfocytd. Zivotnost plazmocytii je pouze nékolik dnd a slouzi
K intenzivni produkci protilatek. Pamét'ové lymfocyty jsou pii opakovaném kontaktu s danym
antigenem schopny rychlejsi a efektivnéjsi produkce protilatek. (4)

Vznik imunitnich bun¢k zminénych v této kapitole je zndzornén na Obrazku 2.
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Obrézek 2 Schéma vzniku vybranych bunék IS (ptevzato a upraveno z (4))

2.2.3 Chemicka struktura protilatek

Protilatky fadime mezi proteiny. Jejich zakladni stavebni jednotkou jsou aminokyseliny,
derivaty karboxylovych kyselin, které ve své molekule obsahuji jednu nebo vice aminoskupin
—NHa. Dvacet aminokyselin mizeme oznacit jako standardni, proteinogenni. Obecna struktura
téchto dvaceti aminokyselin vypadé nasledovné:

R

I
H,N*— C, — CO0"

I
H

Obrézek 3 Obecna proteinogenni aminokyselina (zdroj autorka, pokud neni uvedeno jinak)

NHs* pfedstavuje ionizovanou formu aminoskupiny, -COO" ionizovanou karboxylovou
skupinu. Cy 0znacuje uhlik karboxylové kyseliny, na kterém je navazana aminoskupina. Jedna
se o prvni uhlik karboxylové kyseliny vié¢i aminoskupiné. Na C, je také navazan postranni
fetézec R, ktery od sebe jednotlivé aminokyseliny odlisuje.

V molekule proteinu spojuje aminokyseliny peptidova vazba, kterd vznika prostfednictvim
kovalentni vazby mezi -NHs* a -COO- skupinami. Spojenim dvou nebo vice aminokyselin
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vznika peptid. Oligopeptidy obsahuji dvé az deset aminokyselin, polypeptidy deset a vice.
Latky obsahujici sto a vice aminokyselin se nazyvaji proteiny. (6)

2.2.4 Prostorova struktura protilatek

Protilatky jsou imunoglobuliny tvofené dvéma lehkymi (L, light) a dvéma tézkymi (H, heavy)
peptidovymi fetézci. (7) Rozlisujeme pét typu tézkych fetézen (o, 3, €, v, 1) a dva typy lehkych
(%, ). (3) Kazdé molekule protilatky nalezi dva stejné tézké a dva stejné lehké fetézce. (1)

Lehké a tézké tetézce jsou v molekule protilatky kovalentné spojeny disulfidickymi mustky
do tvaru pismena Y (Obréazek 4). (1) Molekulu protilatky 1ze rozélenit do i fragmentt. Cast,
ve které jsou spojeny tézké fetézce, se nazyva Fc (fragment-crystallizable) fragment
¢i konstantni oblast. Z Fc fragmentu vychazi dvé ramena, na kterych je ke kazdému tézkému
fetézci pripojen jeden lehky, tato mista nazyvame Fab (fragment-antigen binding) fragmenty.
(7) Na koncich Fab fragmentl se nachazi vazebné misto, které se oznacuje jako variabilni
oblast. (3)

5

L 5—

Obrézek 4 Struktura protilatky

Podle tézkého fetézce se protilatky déli do péti tiid (IgA, IgG, IgM, IgD a IgE). (3) Podrobnéji
jsem se vénovala tfideé IgG, do které miizeme zaradit cetuximab, se kterym pracuji, a dalsi Ctyfi
skupiny protilatek jsem stru¢né shrnula do jednoho odstavce.

2241 1gG
Vétsina protilatek v organismu (70-75 % (8)) patii mezi imunoglobuliny G. (3)

IgG protilatky zprostiedkovavaji n¢které obranné mechanismy nespecifické imunity. Jednim
z nich je ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity) — na protilatkach zavisla buné¢né
cytotoxicita. (8) Cytotoxickou buinikou je néktera z bun€k nespecifické imunity, napi. NK
(natural-killer) bunika. Vazbu mezi cytotoxickou buiikkou a antigenem zprostfedkovava IgG
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protilatka. Ta antigen rozpoznd, navaze se na n¢j a jeji Fc fragment je ndsledné rozpoznan
cytotoxickou buikou, coz vede k likvidaci antigenu. (3)

IgG protilatky iniciuji také opsonizaci — umoznéni (nebo zvySeni ucinnosti) fagocytdzy.
Mechanismus tohoto procesu je analogicky k ADCC srozdilem, Ze IgG protilatka
zprostfedkovava vazbu mezi antigenem a fagocytem. (3)

IgG protilatky mohou jako jediné protilatky prostupovat placentarni bariérou. (8)
2.2.4.2 IgA, IgD, IgE, IgM

IgA protilatky tvoii okolo 15 % vSech protilatek a jsou obsaZeny pfevazné v matetském mléce,
slinach ¢i nosnim hlenu. (8) V slizni¢nich sekretech jsou zastoupeny nejvice ze vSech typt
protildtek a poskytuji prvni ochranu pted pozitymi a vdechnutymi exoantigeny. (9) IgD
protilatky jsou v organismu zastoupeny malo. (8) Tvoii receptory pro rozpoznani antigenu
na povrchu B lymfocytu. (3) IgE protilatky jsou v organismu nejméné koncentrované. Jejich
koncentrace se prudce zvysuje napi. pii alergickych reakcich. (8) Precitlivélost viici neskodnym
alergentim spojena s produkci IgE protilatek je oznacovana jako atopie. (3) IgM protilatky
se vyskytuji ve formé pentameru (8) a stejné jako IgG protilatky mohou iniciovat ADCC. (3)

2.2.5 Rozdéleni a typy protilatek
2.2.5.1 Polyklonalni protilatky

Imunitni odpovédi zaloZené na protilatkdch byvaji vétSinou polyklondlni. Jsou pifi nich
produkovany stovky az tisice druhli imunoglobulind. Polyklonélni protilatky se ziskavaji
zamérnym vyvolavanim imunitnich reakci u laboratornich pokusnych jedinct, kterym je podan
antigen nebo smés antigenli a latky zplsobujici zesileni imunitni odpovédi. Odpovédi
organismu pokusného jedince je smés raznych protilatek specifickych proti riznym epitoptim
na povrchu antigenu. Polyklonalni protilatky se poté izoluji z krevniho séra. (4)

Polyklonalni protilatky jsou na rozdil od monoklonalnich heterogenni a maji nespecifickou
povahu. (1)

2.2.5.2 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou produkovany pouze jednim klonem B lymfocytd. VSechny
molekuly jednoho typu monoklonalni protilatky jsou identické, maji stejné vlastnosti (10)
a schopnost navazat se na jeden konkrétni typ epitopu. (4) V mediciné se tyto protilatky
pouzivaji od 80. let 20. stoleti. Daji se vyuzit k lécbé riznych nemoci, napf. astmatu,
roztrousené sklerdzy, revmatoidni artritidy a onkologickych onemocnéni. (11)

Pii 1é¢bé onkologickych onemocnéni lze monoklonalni protilatku konjugovat s jinymi
chemoterapeutickymi nebo radioaktivnimi casticemi. Protilatka zajistuje jejich transport
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V organismu pacienta a vaze se primarné na cilovy antigen, ¢imz sniZuje negativni dopad IéCiva
na okolni zdravou tkan. (10)

2.2.5.3 Chiméricke protilatky

V klinické praxi se zpocatku pouzivaly mysi monoklondlni protilatky. Ty v téle pacienta
iniciovaly imunitni reakci viéi jim samotnym, ktera vedla k produkci HAMA protilatek (human
anti-mouse antibodies). V dusledku toho se mysi monoklonalni protilatky nemohly navazat
na antigen. Vysledkem vyvoje monoklonalni protilatky, na kterou by lidské tclo takto
nereagovalo, byly chimérické protilatky. Variabilni oblasti mysi protilatky byly ponechany,
konstantni oblast mysi protilatky byla nahrazena konstantni oblasti adekvatni lidské protilatky.
(3) Chimérické protilatky jsou tedy uméle vytvorené protilatky skladajici se z ¢asti lidskych
protilatek a ¢asti protilatek jiného Zivoc¢isného druhu. (12)

Metodami genetického inZenyrstvi vznikly chimérické protilatky, které jsou ptiblizné z 35 %
mysi az 65 % lidské. Oznacuji se ndzvy konclicimi pfiponou -ximab (napf. cetuximab,
rituximab). (10) Pfipona -mab udava, ze se jedna o monoklonalni protilatku, a ptipona -xi,
ze jde o chimérickou protilatku. (11)

2.2.6 Cetuximab

Cetuximab je monoklonalni chiméricka (mysi-lidska) protilatka, ktera je specificka proti
receptoru epidermalniho rustového faktoru (EGFR — Epidermal growth factor receptor). (13)
Ristové faktory jsou jednim z typt cytokinii, mediatord, prostiednictvim kterych se buiky IS
dorozumivaji. (4) Na fyziologické lidské butice se nachazi 40-100 tis. receptort epidermalniho
rastového faktoru. (13) Bylo prokazano, Ze buniky mnoha zhoubnych nadort (napt. nadory
hlavy a krku, vajec¢nikd, slinivky) EGFR exprimuji ve zvySeném mnozstvi, a cetuximab je tak
ma schopnost zacilit. (13) EGFR ovliviiuje mnozeni, migraci a pfilnavost bunék, ¢imz
napomaha rustu a rozvoji nadoru. (14)

Cetuximab je registrovan jako 1é¢ivy ptipravek pod obchodnim nazvem Erbitux. (14) Pouzivat
se zacal v kombinaci schemoterapeutickym 1éCivem Irinotecan v 1é¢bé metastazujiciho
karcinomu tlustého stfeva a konecniku u pacientii, jejichz stavu samotnd chemoterapie
nepiinesla zlepSeni. (13) Bylo dokazano, ze cetuximab pomaha obnovit citlivost vaci
chemoterapii aradioterapii. (14) Fab fragmenty cetuximabu nalezi mySi monoklonalni
protilatce specifické proti EGFR, Fc fragment lidské protilatce tiidy IgG. (13) Jako 1gG
protilatka muze zprostfedkovavat zanik nadorové bunky prostiednictvim ADCC, Uc¢innost
tohoto procesu stoupa s mirou exprese EGFR. (14)

2.3 Chelator

V pripadé radioaktivné znaCené protilatky zprostredkovava chelator vazbu mezi
protilatkou a kovovym radionuklidem. (15) Zirkonium je kov ze ¢tvrté skupiny periodické
tabulky a vyskytuje se predevsSim jako Zr#+ kationt. V minulosti bylo pro vazbu 8%Zr
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pouzivano mnozstvi chelatord, z nichZ nejvhodné&j$im se jevi deferoxamin. Deferoxamin patri
mezi siderofory, coZ jsou prirozené chelatory produkované napft. bakteriemi. Konjugace
deferoxaminu s protilatkou je nejcastéji dosazeno prostiednictvim reakce aminového
konce deferoxaminu alysinového nebo cysteinového aminokyselinového zbytku
obsaZeného v molekule protilatky. (2)

Kvili nestabilité komplexu deferoxaminu a 8%Zr miize dojit kakumulaci zirkonia
v kostech. Squaramid ester deferoxaminu, se kterym pracuji v praktické casti prace,
vytvari s 89Zr stabilnéjsi komplex. (16)

Chelator je nejprve konjugovan s protildtkou apoté je na néj navazan radionuklid.
Konjugace protilatky a cheldtoru musi spliiovat tfi zdsadni podminky. Reakce musi
probihat za podminek, které nenarusuji strukturu protilatky, vazba protilatky a chelatoru
musi byt za fyziologickych podminek (pH, teplota) stabilni a nesmi ohrozit vaznost
a specifitu protilatky. (17)

Konjugat squaramid esteru deferoxaminu a protilatky znaceny 89Zr je zobrazen
na Obrazku 5.
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Obrazek 5 Konjugat squaramid esteru deferoxaminu a protilatky znaceny %Zr (16)
2.4 Stanoveni koncentrace proteinu podle Bradforda

Metoda podle Bradforda je oznaceni pro kvantitativni spektrofotometrickou metodu
pouzivanou pro stanoveni koncentrace proteinu v roztoku. Principem metody, kterou poprvé
popsal Marion M. Bradford v roce 1976, je vazba barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 (18)
na postranni fetézce nékterych aminokyselin v molekule proteinu. (6) Pfi stanoveni proteina
metodou podle Bradforda se pouziva Bradfordovo ¢inidlo obsahujici kyselinu fosforecnou,
metanol a barvivo Coomassie Brilliant Blue G-250. (19) Inkubace barviva a molekul proteinu
trva piiblizné dvé minuty a vznikly komplex ziistdva v roztoku stabilni pfiblizné jednu hodinu.
(18) Komplex barvivo-protein ma modrou barvu, pficemz ¢im vyS$si je koncentrace proteinu

v

v roztoku, tim intenzivné&jsi je i modré zbarveni. (6)
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Tato metoda je zalozena na zavislosti absorbance a koncentrace roztokl proteinu. Ze zndmé
koncentrace roztoka proteinu a jejich naméfené absorbance je mozné sestrojit kalibracni
kiivku. (18)

2.5 Elektroforéza

Elektroforéza je jednou z elektromigra¢nich separaénich metod chemické analyzy. Vyuziva
pohybu nabitych castic v elektrickém poli. Miize probihat v elektrolytu nebo na nosici.

Na castici nesouci naboj (iont) ptisobi po umisténi do elektrického pole sila Fe, ktera je ptimo
umérnd naboji iontu (Q) a intenzité elektrického pole (E).

F. = QE

Krom¢ sily Fe ptisobi na iont také sila vnitiniho tieni F, kterd zavisi na viskozité roztoku (n),
poloméru ¢astice (r) a rychlosti pohybu iontu (v).

F¢ = 6mnrv

Pfi rovnomérném pohybu plisobi tyto dvé sily na iont v opa¢ném sméru a jSOU V rovnovaze.
Rychlost v, kterou se iont pohybuje, Ize tedy definovat takto.

Fe = Ff
QE = 6nnrv
_QE
V= 6mnr

Rychlost, kterou se iont pohybuje, jestlize je intenzita elektrického pole jednotkova, se nazyva
elektroforeticka pohyblivost. (20)

2.5.1 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza probiha na nosici, nejcastéji na polyakrylamidovém nebo agar6zovém
gelu. (21) Vyuziva tzv. sitového efektu, molekuly se pii prichodu gelem separuji podle
sve velikosti na zakladé porovitosti gelu. (20)

2.5.1.1 Aparatura pro gelovou elektroforézu

Aparatura se skldda ze zdroje stejnosmérného elektrického proudu a elektroforetické vany,
ve které je umisténa desticka obsahujici elektroforeticky gel. Desticka je ponoiena v pufru,
ktery udrzuje konstantni pH a umoziuje prichod elektrického proudu.
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2.5.1.2 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamid gel electrophoresis)

Tato modifikace gelové elektroforézy vyuziva vazbu dodecylsiranu sodného (SDS)
na molekuly protilatek. SDS, ktery je pfidavan do vzorkového pufru, udéluje protilatce zaporny
nédboj a prispiva ke ztraté jejiho prostorového usporadani. Molekuly protilatky se tak gelem
pohybuji pouze na zaklad¢ velikosti (nikoliv tvaru) a zaporného naboje. (6)

Do vzorkového pufru lze pfidat redukéni €¢inidlo (napf. 2-merkaptoetanol), jehoZ pisobenim
dochézi kredukci disulfidickych mustki v molekule protilatky. Protilatka se tak rozd¢li
na jednotlivé lehké a tezké fetézce. (20)

Roztok proteinu (protilatky) se spolu s elektroforetickym ¢inidlem (vzorkovym pufrem) nanasi
do jamek elektroforetického gelu. Jednotlivé molekuly protilatky po zapnuti zdroje
stejnosmérného elektrického proudu gelem migruji. (21)

Elektroforeticky gel je schematicky zobrazen na Obrazku 6. Cisla oznacuji jeho jednotlivé
jamky.

L1l 2] 3] L& sl Led 70 L8] [o] |aof

Obréazek 6 Schematické zobrazeni deseti jamkového elektroforetického gelu

Proteiny v elektroforetickém gelu se po ukonceni elektroforézy fixuji fixatnim roztokem
(napf. kyselina trichloroctova). Gel se nasledné barvi barvicim roztokem obsahujicim barvivo
Coomassie Blue R-250, metanol, kyselinu octovou a destilovanou vodu. Jelikoz se pfi barveni
kromé proteinti zabarvi i ostatni ¢asti gelu, odbarvuje se gel po obarveni roztokem obsahujicim
metanol, kyselinu octovou a destilovanou vodu. (22)

Po obarveni elektroforetického gelu lze na zakladé vzniklych oddélenych zon porovnanim
s hmotnostnim standardem ur¢it jejich molekulovou hmotnost. (21)

Molekulova hmotnost jednoho tézkého fetézce protilatky je piiblizné¢ 50 kDa a molekulova
hmotnost jednoho lehkého Fetézce protilatky je pfiblizné 25 kDa. (8)

16



3 METODIKA

V praktické ¢asti své prace jsem se zabyvala konjugaci cetuximabu (CTX) a DFO. Stanoveny
reakéni objem kazdého konjugéatu byl 0,5 ml. Pfipravovala jsem Ctyfi konjugaty s rGznymi
molarnimi poméry CTX a DFO dle nasledujici tabulky.

Tabulka 1 Molarni pomé&r CTX:DFO

¢islo konjugéatu molarni pomer mcrx [MO] Mpgo [MY]
CTX:DFO
1 15 1 0,0243
2 1:10 1 0,0485
3 1:20 1 0,0970
4 1:50 1 0,2430

Z molekulové hmotnosti a hmotnosti CTX jsem spoditala latkové mnozstvi CTX, které
je ve vsech konjugatech stejné. Pomoci pfislusného poméru CTX:DFO v piislusném konjugatu
jsem ziskala latkové mnozstvi DFO. Hmotnost DFO jsem poté vypocitala pomoci latkového
mnozstvi a molekulové hmotnosti DFO, vSe za uziti vzorce:

<|3

Mcerx = 145781,60 g/mol (23)

Mpro = 707,36 g/mol (hodnota ovéfena na kapalinovém chromatografu s hmotnostnim
spektrometrem v UJF)

3.1 Priprava konjugata

Pro docileni pH vhodného ke konjugaci jsem centrifugaci na vivaspinu (10 min, 20 °C,
2000 ot./min) oddé¢lila protilatku od fyziologického roztoku, ve kterém je uchovavana
(c=5 mg/ml). 800 nl roztoku protilatky jsem nanesla do vivaspinu — vialky s filtrem, na kterém
se pii centrifugaci zachytily molekuly protilatky. Vivaspin jsem promyla 3x 400 ul boratového
pufru o pH 9. Vysledny objem roztoku ziskaného centrifugaci jsem doplnila na 400 pl. Ziskala
jsem tak 4 mg protilatky ve 400 ul boratového pufru. Z tohoto objemu jsem napipetovala 100
ul do ¢yt vialek.

Zasobni roztok DFO o ¢=0,6075 mg/ml jsem piipravila rozpu$ténim 2,5 mg DFO ve 4 ml vody
a 120 ul dimethylsulfoxidu (DMSOQO). Tento roztok jsem pouzila k ptipravé 4. konjugatu
a k ptipravé ti dalSich jsem ho nafedila boratovym pufrem podle Tabulky 1.
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Pro piipravu vSech roztokl jsem pouzila sterilni vodu pro injekci s pfidavkem piipravku
CHELEX, ktery na sebe navazal stopova mnozstvi kovii obsazenych ve vodé, a tak nemohlo
dojit k naruSeni experimentu interakci chelatoru s témito kovy. Ze stejného dtivodu jsem
v§e piipravovala pouze do plastovych zkumavek a nadob a kovové 1zicky pouzité k navazovani
chemikalii jsem obalila félii Parafilm.

Samotna konjugace probihala 12 hodin pfi laboratorni teploté.

Po uplynuti této doby jsem zkonjugati odstranila volné molekuly DFO centrifugaci
na vivaspinu (10 min, 20 °C, 5000 ot./min). Protilatku zachycenou na filtrech vivaspini jsem
promyla dvakrat 400 ul fyziologického roztoku (0,9% NaCl), ktery jsem ptipravila rozpusténim
0,36 g NaCl ve 40 ml vody, a poté obsahy vSech vivaspint pievedla do vialek.

3.2 Stanoveni koncentrace protilatky podle Bradforda

V ptipravenych konjugatech jsem stanovila pfesnou koncentraci CTX. Z fedéni vychoziho
roztoku CTX o koncentraci 5 mg/ml fyziologickym roztokem jsem sestavila kalibra¢ni kiivku
0 Sesti bodech (koncentrace 0-500 pg/ml). Vychozi roztok CTX jsem ziedila v poméru 1:9,
abych ziskala nejkoncentrovanéjSi roztok pro sestaveni kalibra¢éni kiivky (koncentrace
500 pg/ml). Dalsi c¢tyti roztoky byly vysledkem fedéni dvojkovou ftadou, tzn. kazdy
jiz pfipraveny roztok jsem ziedila fyziologickym roztokem v poméru 1:1, koncentrace
jednotlivych ptipravovanych roztoku tedy klesala vzdy o polovinu (viz Tabulka 2). Poslednim
bodem je Cisty fyziologicky roztok, ktery je v tabulce uveden jako slepy vzorek.

Tabulka 2 Kalibraéni pfimka

¢islo roztoku pro sestaveni koncentrace CTX v roztoku
kalibra¢ni pfimky [ng/ml]
slepy vzorek 0,00
1 31,25
2 62,50
3 125,00
4 250,00
5 500,00

Roztoky kalibra¢ni kiivky jsem nandsSela v tripletech na mikrotitra¢ni desticku, pro zpracovani
dat jsou triplety vzdy zprimérovany kvuli eliminaci chyb méfeni. Do kazdé jamky desticky
jsem napipetovala 10 pl kalibracnich roztokii ave stejném mnozstvi i Ctyfi stanovované
konjugaty. Do vSech jamek jsem piidala 200 pl Bradfordova cinidla (Protein Assay Dye
Reagent Concentrate, Bio-Rad) ziedéného v poméru 1:4 vodou.
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Nasledné jsem pomoci spektrofotometru (Sunrise, Tecan) zmétila absorbanci zafeni o vinové
délce 595 nm a hodnoty zpracovavala v programu Microsoft Excel. Kazdy bod kalibra¢ni
kiivky vznikl jakoZto zavislost naméfené hodnoty absorbance na dané hodnoté koncentrace
roztoku. Z rovnice regrese grafu jsem poté spocitala koncentraci analyzovanych konjugatt.

3.3 SDS-PAGE

V analyze konjugatt je elektroforéza zakladnim krokem, Ize pomoci ni uréit miru strukturniho
poruseni molekul protilatky. Na tuto metodu navazuji dalsi, napt. ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) nebo testy na bunécnych kulturach.

3.3.1 Priprava roztoki pro SDS-PAGE a jeji priibéh

Vzorkovy pufr pro elektroforézu jsem ptipravila smichanim 1,25 ml 0,5M Tris-HCI (pH 6,8),
2 ml glycerolu, 3,5 ml destilované vody, 2 ml 10% SDS a 0,5 ml bromfenolové modii.
Chemikalie jsem pfidavala pfesné v tomto potadi, a pfipravila jsem tak 9,25 ml neredukujiciho
¢inidla. Z tohoto objemu jsem odebrala 4,5 ml a pfidala k nému 0,237 ml 2-merkaptoetanolu,
¢imz jsem pfipravila redukujici ¢inidlo.

Do kazdé jamky polyakrylamidového gelu jsem nanaSela 15 ul roztoku obsahujiciho 2 pg
proteinu. Tento roztok obsahoval pfislusné ziedény analyzovany konjugat a vzorkovy pufr
v poméru 1:1. Kazdy vzorek jsem analyzovala s neredukujicim a redukujicim ¢inidlem.

Jako elektroforeticky pufr jsem pouzila MOPS SDS Running Buffer (NUPAGE) zfedény vodou
v poméru 1:19. Pufr jsem nalila do elektroforetické vany pted nanasenim roztoku tak, aby byla
desticka s gelem ponotena.

Do prvni a deséaté jamky polyakrylamidového gelu jsem nanesla 8 ul markeru (hmotnostniho
standardu) Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-Rad), do ostatnich 15 ul roztoki
(7,5 pl prislusné zfedéného konjugatu + 7,5 ul ¢inidla) — do druhé az paté jamky analyzované
konjugaty s neredukujicim ¢inidlem, do zbyvajicich étyf potom s redukujicim c¢inidlem.
Rozmisténi vzorkli pfi nandseni do gelu je zobrazeno na Obrazku 7. Vzorky jsou oznaceny
poméry protilatky a chelatoru. Ty s neredukujicim &inidlem jsou oznadeny zkratkou NC
aty s redukujicim zkratkou RC.
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Obrazek 7 Schematické zobrazeni nanaseni vzorki do polyakrylamidového gelu

Na zdroji stejnosmérného elektrického proudu (Cleaver Scientific CS-300V) jsem nastavila

konstantni napéti 135 V. Podminky jsem pozd¢€ji optimalizovala v zavislosti na pribéhu
experimentu. Pfedpokladana doba prubéhu SDS-PAGE byla 1,5 hodiny.

3.3.2 Barveni polyakrylamidového gelu

Po ukonceni elektroforézy jsem polyakrylamidovy gel vyjmula a vlozila ho do fixa¢niho
roztoku. Nasledné jsem ho nechala v barvicim roztoku barvit za stdlého kyvéani 20 minut.
Po uplynuti této doby jsem obarveny gel dvakrat proplachla odbarvovacim roztokem a poté
ho nechala v tomto roztoku ponofeny za stalého kKyvani ptes noc.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Experiment jsem provadéla nékolikrat a v zavislosti na jeho pribéhu a vysledcich jsem
optimalizovala postup uvedeny v kapitole Metodika. V této kapitole uvadim experiment a jeho
pribéh v konecné podobé.

K prvni zméné doslo pfi piipravé zasobniho roztoku DFO. Zasobni roztok jsem pouzivala
k piipravé ¢tvrtého konjugatu a K piiprave ostatnich tii jsem ho fedila boratovym pufrem. Mezi
jednotlivymi konjugaty vlivem tohoto fedéni doslo k rozdilu v pH.

Minimalizovala jsme mnozstvi pouzité vody a zasobni roztok DFO jsem pfipravila timto
zpisobem:

1. Rozpustila jsem 2,5 mg DFO v 1 ml vody a 120 ul DMSO.
2. Do vzniklého roztoku jsme piidala 3 ml boratového pufru.

4.1 Stanoveni koncentrace CTX v konjugatech metodou podle
Bradforda

Na spektrofotometru jsem namétila hodnoty uvedené v Tabulce 3.

Tabulka 3 Naméfené hodnoty absorbance

koncentrace CTX v roztoku [ug/ml] namétena absorbance
0,00 0,0000
31,25 0,0433
62,50 0,0543
125,00 0,1213
250,00 0,2297
500,00 0,4410

Z téchto hodnot jsem sestavila nésledujici kalibra¢ni kiivku (Graf 1).
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Graf 1 Kalibraéni kiivka koncentrace CTX

Predpokladala jsem, ze koncentrace CTX v konjugatech piesahuje 500 upl/ml, proto jsme
provedla analyzu fedénych konjugati. Kazdy konjugit jsem ziedila v poméru 1:19
fyziologickym roztokem. Po naméfeni hodnot absorbance konjugati jsem z rovnice regrese
Grafu 1 vypocitala jejich koncentraci.

Tabulka 4 Koncentrace CTX v konjugatech

koncentrace CTX koncentrace CTX
., naméfena absorbance Y ., . , .,
konjugat o o v fedéném konjugatu Vv piivodnim konjugatu
fedéného konjugatu

[ng/mi] [ng/mi]
1:5 0,1280 134,11111 2682,22
1:10 0,1247 130,40741 2608,15
1:20 0,1333 140,03704 2800,74
1:50 0,1000 103,00000 2060,00

4.2 Elektroforéza

Do elektroforetického gelu jsem marker nanesla pouze do 1. jamky a 6. jamku jsem nechala
volnou. Doslo tak k oddéleni vzorki s neredukujicim c¢inidlem od téch s redukujicim.
2-merkaptoethanol v redukujicim ¢inidle totiz gelem vzlinal a ¢asteéné redukoval i nejblizsi
konjugét s neredukujicim ¢inidlem.
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4.2.1 SDS-PAGE C¢distého cetuximabu a nimotuzumabu

Metoda SDS-PAGE pro cetuximab vychdzi z jiz ovéfeného postupu SDS-PAGE pro jiny typ
monoklonalni protilatky, nimotuzumab. Odd¢lené zony by v ptipadé obou protilatek mély byt
stejné lokalizované, protoze jejich tézké a lehké fetézce maji priblizné stejnou molekulovou
hmotnost. Pfed analyzou konjugatt jsem tedy nejprve provedla SDS-PAGE C¢istého cetuximabu
V porovnani s nimotuzumabem.

Obé protilatky jsou v gelu naneseny ve dvou koncentracich za G€elem ovéfeni, zda jsou zony

pfi naneseni stanovenych 2 pg protilatky dostate¢né viditelné.

neredukujici podminky redukujici podminky
1 2 3 4 5 6 7 8 4 10
- CTX  NIM  CTX  NIM CTX  NIM  CTX  NIM CTX - cetuximab
" “h8 ke gl HE i ré K8 £e NIM - nimotuzumab
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100
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50 . - L., - o | teikéfetézce
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20 -—
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Obrézek 8 Sken elektroforetického gelu, SDS-PAGE — &isty CTX + NIM

Oddélené zony jsou v gelu na Obrazku 8 v piipadé obou protilatek stejné lokalizované.
Vysledkem této ¢asti experimentu je zjiSténi, Ze metoda je na cetuximab pienositelnd a nanaset
do jamek elektroforetického gelu 2 pg protilatky je dostacujici.

4.2.2 SDS-PAGE konjugati
4.2.2.1 Neredukujici SDS-PAGE

Vysledkem neredukujici SDS-PAGE (leva ¢ast Obrazku 9) jsou oddélené zony celych molekul
protilatky (150 kDa). Na elektroforetickém gelu jsou také viditelné slabé zony fragmentl
cetuximabu o ptiblizné molekulové hmotnosti 110 kDa. Vyskytuji se v zanedbatelném
mnozstvi.
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Vysledkem neredukujici SDS-PAGE jsou také zény o molekulové hmotnosti pfiblizné
300 kDa, které odpovidaji dimerim cetuximabu. Dimery molekul protilatky jsou spojeny
nekovalentnimi interakcemi, K jejichZ tiplnému poruseni by mélo dojit varem. Podle stoupajici
intenzity téchto zon v zavislosti na zvySujicim se mnozstvi DFO v konjugatech lze usuzovat,
ze do vazby mezi molekulami protilatky zasahuje chelator a zesiluje ji.
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Obrazek 9 Sken elektroforetického gelu, SDS-PAGE — konjugaty

4.2.2.2 Redukujici SDS-PAGE

V pravé ¢asti gelu na Obrazku 9 miizeme popsat vice oddélenych zon. Kromé celych molekul
cetuximabu jsou zde vyraznéji viditelné zony o molekulové hmotnosti 75 kDa. Tato
molekulova hmotnost odpovida soué¢tu molekulovych hmotnosti jednoho tézkého a jednoho
lehkého fetézce protilatky. Jedna se tedy o polovinu molekuly — doslo k redukci disulfidickych
mustkd mezi dvéma tézkymi fetézci protilatky, ale disulfidické mutstky mezi tézkymi a lehkymi
fetézci zstaly neporusené.

Redukce cetuximabu v konjugatech neprob¢hla kvantitativné. Podle zhorsujiciho se trendu
tohoto jevu lze usuzovat, Ze redukci protilatky ovliviioval chelator.

4.3 Dalsi opakovani experimentu

DalSim opakovanim experimentu jsem dosdhla vysledku na Obrazku 10. Na tomto
elektroforetickém gelu jsou viditelné oddélené zony dle predpokladu. V neredukujici ¢asti gelu
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se vyskytuji zony odpovidajici celym molekuldm cetuximabu a v redukujici ¢asti zony
odpovidajici tézkym a lehkym fetézcim cetuximabu.
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Obrézek 10 Scan elektroforetického gelu, SDS-PAGE — konjugéty a ¢isty CTX

Po nékolikandsobné optimalizaci lze konstatovat, ze protilatka po konjugaci v zadném
ze zvolenych molarnich pomért nevykazuje vyznamnéjsi strukturni poskozeni.
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5 ZAVER

Ptipravila jsem ¢&tyfi konjugaty cetuximabu a squaramid esteru deferoxaminu ve stanovenych
molarnich pomérech obou slozek, které jsem nasledné analyzovala metodou podle Bradforda
a pomoci SDS-PAGE. Nékteré kroky bylo tieba optimalizovat. Kone¢né podoba experimentti
byla stanovena az v jejich pribéhu, a mirné se tak lisi od pfedpokladané podoby v kapitole
Metodika.

Vysledkem mé prace je zjisténi, Ze vazba se squaramid esterem deferoxaminu strukturné
nepoSkozuje molekuly cetuximabu. VSechny ze zvolenych molarnich poméra protilatky
a chelatoru jsou ke konjugaci vhodné.

Na experiment popsany v mé praci navazuje analyza konjugati metodou ELISA, kterd
by odhalila pfipadné negativni zmény v biologické funkénosti protilatky, zejména snizeni jeji
vaznosti k antigenu EGFR.
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