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1 Uvod

Terminy radioaktivni znaceni ¢i znaceni slouc¢enin radionuklidy znamenaji
zamérnou inkorporaci radioaktivniho izotopu urcenych vlastnosti do pivodné neaktivni
slouc¢eniny. Takto modifikované latky nachazeji uplatnéni v ifadé vyzkumnych,
pramyslovych ¢i 1ékatskych aplikaci. Jednou z nejdulezitéjsich je obor radiofarmacie,
ktery je prakticky vyuzivan v nukledrni mediciné, kde jsou slouceniny znacéené
radionuklidy v¢lenéné do vhodné lékové formy bé€zné pouzivany v diagnostické
a terapeutické oblasti jako radiofarmaka.

Radiofarmaka patfti do skupiny léCivych ptipravkl, charakterizovanych
obsahem uc¢innych latek o definovaném slozeni, oznacenych radionuklidem uréitych
vlastnosti. Plsobeni radiofarmak na organismus obecné popisuje farmakodynamika.
Prichod radiofarmak organismem popisuje farmakokinetika. Distribuci, pohyb i u€inky
1é¢iv lze pak sledovat diky vlastnostem radioaktivniho zafeni zobrazovacimi metodami
in vivo (scintigrafie, PET, SPECT) ¢i in vitro (RIA, IRMA).

Piedmétem této diplomové prace je vyvoj optimalni metody znaceni uméle
ptipravené monklonalni protilatky typu IgGl - TU-20, kterd vykazuje vysokou
afinitu vci f-11I-neurotubulinu, radionuklidem *™Te.

p-11I-neurotubulin je charakteristicky degrada¢ni protein bunééného
cytoskeletu nervové tkané, ktery je uvolilovan do extracelularniho prostoru pfi
onemocnénich vedoucich ke ztratdim perifernich neuroni nebo neuronli centralni
nervové soustavy. V extracelularnim prostoru je tento degradacni protein schopen
indukovat autoimunni reakci, tedy tvorbu protilatek.

Pro diagnostiku neuropatii a neurodegenerativnich procesi je tedy
B-III-neurotubulin cilovou strukturou a radioaktivné oznacena protilatka TU-20 PmTe
by mohla umoznit diagnostickou aplikaci in vivo.

Pro praktickou aplikaci je vak nezbytny vyvoj spolehlivych zna¢icich metod,
které by v minimalni mife porusovaly strukturu a imunoreaktivitu biomolekul
a oznacené biomolekuly by vykazovaly dostate¢nou biologickou a chemickou stabilitu

a ¢istotu.
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2 Cil diplomové prace

Cilem chemickych a biochemickych studii, jejichz soucasti je tato diplomova
prace, je vyvoj a porovnani metod znaceni monoklonalni protilatky TU-20 proti
neurotubulinu radionuklidem **™Tec.

Pro ovéteni moznosti znac¢eni monoklondlni protilatky TU-20, byly zvoleny tfi
metody.

Primé znaceni:

e clektrolyticky,

e pomoci 2-merkaptoethanolu.
Neprimé znaceni:

e pies bifunkéni chelator HYNIC.

K charakterizaci rozdild mezi jednotlivymi metodami znaceni byla zvolena
nasledujici kriteria:

e chemicka Cistota,

o chemicka stabilita,

e vazebnost ”™Tc¢ na TU-20,

e biologicka stabilita,

e imunoreaktivita.

Pro sledovani jednotlivych vlastnosti byly uplatnény piislusné chemické
a biochemické kontrolni metody. Chemicka ¢istota a vazebnost #™T¢ na TU-20 byly
zjiStovany gelovou filtraci a spolu s chemickou stabilitou sledovany pomoci papirové
chromatografie. Ke kontrole biologické stability byla vyuzita SDS elektroforéza.
Ovéfovani imunoreaktivity bylo provadéno pomoci ELISA-testa.

Prace byla vypracovana v ramci grantu MSMT mezinarodniho projektu EUREKA,

jehoz fesitelem je radiofarmaceutické pracovisté Ustavu jaderného vyzkumu v Rezi.
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3 Seznam zkratek

DMF
(ED)
ELISA
HYNIC
MDP
ME

OD

PET

Px - konjugat
SDS
SHNIC
SPECT
TEMED
T™B
TRICIN
TRIS
TU-20

N, N - dimethylformamide

elektrolytické znaceni

Enzyme Linked Immunosorbent Essay
hydrazinonikotinova kyselina

methylendifosfat

2-merkaptoethanol

opticka hustota

pozitronova emisni tomografie

praseci protilatka proti mys§im imunoglobulinim
sodium dodecyl sulfate

hydrochlorid succinimidyl-6-hydrazinonikotinovéa kyselina
jednofotonova emisni vypocetni tomografie

N, N, N*, N* - tetramethylethylendiamine

3,3, 5,5 - tetrametylbenzidin
N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycine

trizma® base

monoklondlni protilatka
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4 Teoreticka cast

4.1 Radionuklidy

Radionuklidy se nazyvaji jadra atoml nestabilnich nuklidd podléhajici
samovolnym pfeménam (mononukledrnim pfeménam), pii kterych se za emise zafeni
premeénuji v atomova jadra jinych elementd. Samotny jev se nazyva radioaktivita [1].

Radionuklidy vzniklé jadernou reakci, tedy pii srazkach jader atomt s jinou
¢astici, se nazyvaji umélé radioaktivni izotopy stabilnich elementt [2].

Pii radioaktivni pfeméné se radioaktivita radionuklidu neustéle zmensuje. Doba,
za kterou klesne pravé na polovinu pivodni hodnoty se oznacuje jako polocas rozpadu.

Jaderné zafeni, které pozorujeme a jsme schopni detekovat, jsou vlastné
emitované Castice, a, p a fotony, které odpovidaji poétu preménénych jader. Poctem
preménénych jader za jednotku ¢asu je definovana aktivita [3].

Radionuklidy se mimo jiné hojné vyZzivaji v oblasti lékatstvi v oboru nukledrni
mediciny ve form¢ radiofarmak. Radiofarmaka jsou slou¢eniny znaéené radioaktivnimi
nuklidy, které maji ur€ité konstantni slozeni, definovanou radionuklidovou
a radiochemickou ¢istotu a definované biologické chovani [4].

Radiofarmaka in vivo jsou znafené slouceniny, které se po aplikaci do
organismu akumuluji diky své specifické vazb¢ v postizeném orgéanu a diky vlastnostem
radioaktivniho zafeni daného radionuklidu jsou schopny dany organ zobrazit
(radiodiagnostika) ¢i lé¢it (radioterapeutika).

Radiodiagnostika in vitro jsou radioanalyticka ¢inidla, ktera slouzi ke zjiStovani
koncentrace slozitych biologickych latek v krevnim séru — hormonti, imunoglobulini

apod. [5].
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4.1.1 Radonuklidy pouzivané v nuklearni mediciné

V oboru nuklearni mediciny se vyuzivaji zejména uméle vyrobené radionuklidy.
Piehledné lze radionuklidy rozdélit, dle mozného vyuziti, na a, B a y zafice. a a f§ zdFice
se pouzivaji vzhledem k vysoké ionizaéni schopnosti jako radioterapeutika.
V soucasnosti se k terapeutickym G¢elim pouzivaji zejména pripravky obsahujici **'I,
¥Sr, Y a radioaktivni izotopy fady lanthanoida ('>*Sm, '**Ho).

V piipadé znacenych protildtek se uvazuje zejména tzv. cilend terapie, kdy
nedochdzi k ozafeni celého téla, ale jen urcitého mista, kam je terapeuticky nuklid
donesen specifickou protilatkou. Ozafena je pouze cilova struktura, zatimco okolni tkan
neni vyznamné poruSena. Zde jiz existuje komercni piipravek Zevalin® na bazi
protilatky proti antigenu CD20 znacené 0y spolu s diagnostickou variantou téze latky
znaené '''In, uréené k upfesnéni depozice lé&ivého pipravku v téle pacienta pied
samotnou terapii [6], [7], [8].

y zdrice jsou urcené, diky své vysoké pronikavosti, k radiodiagnostice.
Nejéastéji uzivanymi pripravky jsou komeréné vyrabéna lé¢iva na bazi "'l ', *™Te,
"Ga a 2°'Tl. Slougeniny oznadené pozitronickymi zafi¢i se vyuzivaji pro zobrazovani
pomoci techniky PET (Positron Emission Tomography). Rutinné¢ je vyuzivan
"8F_fluorodeoxyglukosa, potencialné vyuzitelné radioizotopy jsou >>Co, *Cu, *Ga,
%Ga, ¥Zra "1 [7).

Vyrabét radionuklidy lze vice zplsoby. NejsnadnéjSim a nejlevnéjSim je
neutronova aktivace jader v jaderném reaktoru. Ozafovanim neutrony vznikaji jadra
vykazujici B~ a y radioaktivitu. Vhodny terovy material se ozatuje pfimo v kanalech
jaderného reaktoru, ktery je intenzivnim zdrojem neutroni [2].

Dalsi pouzivanou metodou je vyuziti §t€pnych produktl vzniklych Stépeni jader
uranu v reaktoru. Z téchto $tépnych produktd se vhodnymi radiochemickymi metodami
separuji potfebné radionuklidy [2].

Ponékud draz$im zplsobem se vyrabéji pozitronové B* zafice. K proniknuti
protonu do jadra je tfeba ho urychlit na vysokou energii, k ¢emuz se nejcastéji pouzivaji

cyklotrony. Nejvyhodnéjsi metodou je vSak vyuziti radionuklidovych generatoru [2].

10
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4.1.2. Technecium *’™T¢

9™T¢ je radionuklid o polocasu T, ,=6.01 hodiny. Z. 99,9963% jde o gama zafi¢
( Ey=142 keV), ze zbylych 0,0037% se rozpada pteménou 8 (E;=440 keV) na *’Ru [8)].

Ziskava se jako dcefinny radionuklid v tzv. radionuklidovém generatoru
z matefského “’Mo beta rozpadem. Generatory #mTe jsou dodavany fadou vyrobcl
v rizném technickém provedeni. V tomto ptipadé byl vyuzivan generator DRYGEN
firmy Amersham.

Vyroba molybdenu Mo je mozna aktivaci piirodniho molybdenu o izotopovém
slozeni **Mo — 14,8%, **Mo — 9,3%, *Mo — 15,9%, **Mo — 16,7%, *"Mo - 8,6%, **Mo
—24,1%, ""Mo - 9,6%. Nevyhodou této metody je relativné nizka méma radioaktivita
*'Mo.

Matefsky radionuklid *’Mo vznika také pfi §tépeni jader uranu neutrony,
35U + n — Mo + *’Sn + 2n. Ze stépnych produkti je nutno izolovat *Mo pomoci

radiochemickych metod.

11
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Generdtor DRYGEN *"Tc Technecium generator

Generator DRYGEN je automatizovany siln¢ stinény systém umoznujici
snadnou eluci sterilniho roztoku *™Te-technecistanu sodného. Tento roztok je vymyvan
z chromatografické kolonky oxidu hlinitého, na které je zachycen *’Mo pfipraveny
Stépenim a rozpadajici se na *™Tc [9]. Koncentrace **"Tc-technecistanu sodného

v eluatu se pohybuje kolem 1,85.10° — 1,85.10" Bg/ 5 ml, coz odpovida 2.10® — 2.107

molarnimu roztoku [10].

Chromatograficka kolona

1)
Se L 2)  Porézni polyethylenova frita
e 3)  Oxid hlinity
' £ 4)  Vstupni jehla
LTR 5)  Sterilizacni filtr s hydrofobni vrstvou
o 6)  Vystupni jehla
i"..“ 7)  Olovené stingni
) 8) Plastova vlozka
B 9)  Plastovy obal
10) Umeélohmotny prihledny kryt
A) Ochranny kryt vstupni jehly
s B) Ochranny kryt vystupni jehly

Obr. 1  Generdtor DRYGEN **"Tc Technecium generator

Radiofarmaka znacena techneciem nachazeji uplatnéni v nuklearni mediciné pfi
scintigrafickém vySetfeni a emisnim tomografickém zobrazovani, morfologickém
popisu a testovani funk¢nosti organi. Kolem 80% v soucasné dobé klinicky
pouzivanych radiofarmaceutickych preparati je znaceno kratkodobym metastabilnim
nuklidem *™T¢, jehoz nuklearni vlastnosti jsou téméf optimalni s piihlédnutim k nizké

radia¢ni expozici pacientu a efektivni detekci emitovaného gama zateni [10].

12
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4.2 Znaceni biomolekul radionuklidy

Biomolekuly vykazuji vlastnosti vysoce organizované organické hmoty. Jsou
schopny se vzajemné rozpoznavat a selektivné spolu interagovat. Interakce je umoznéna
diky slozité struktufe téchto biopolymert, vhodnému uspofadani molekuly véetné
prostorové orientace vazebného mista [11].

Protilatky a antigeny, dvojice vazebnych partnert, které spolu specificky reaguji,
lze wvyuzit pfi zkoumdéni struktur, probihajicich procesi v organismu, ale také
k diagnostice a terapeutice v nuklearni mediciné. V organismu lze vytipovat latku, jejiz
vyskyt v organismu, popf. jeji koncentra¢ni rozmisténi, poukazuje na procesy nebo
struktury, jez hodlame studovat ¢i podrobit 1écbé. K této latce pak musime nalézt
vhodného vazebného partnera, tedy protilatku, kterd s ni specificky reaguje. Ziskame-li
ji, v dal§im kroku je tfeba ji oznacit vhodnym radionuklidem. Je nutné pouzit co
nejSetrn€j§i  zplsoby znafeni pro zachovani jak fyzikdlné chemickych, tak
1 biologickych vlastnosti protilatky.

Znaceni biomolekul lze provést v principu dvéma zpisoby. Pokud je
v biomolekule vazan radionuklid pfimo, jde o znaceni pFimé. Je-li radionuklid na
biomolekulu vazan pomoci bifunkéniho chelatoru, jde o znaceni nepfimé [10]. V tom
pfipadé je mozno postupovat dvéma zpusoby. Bud se vytvofi konjugat
protilatka-chelator, ktery se nasledné necha reagovat s radionuklidem, nebo se nejprve
vytvoii vhodny komplex chelatoru s radionuklidem, ktery poté reaguje s protilatkou.

V soucasné dobé se nejvice studovanymi staly monoklondlni protilatky,
pfipadné jejich jednovlaknové fragmenty. Pfi aplikaci radiofarmaka do organismu zde
maji protilatky funkci nosice, ktery vhodny radionuklid dopravi do cile, tedy
ke struktufe, na niz se nami zvolena protilatka vaze. Dal$i osud znacené protilatky, jeji
rozloZzeni v téle, lze zobrazit diky radionuklidu a vhodnym detekénim systémim
(SPECT kamery, gama kamery) [12].

Radionuklidova technika znadeni je zatim nenahraditelnou soucasti vyvoje
metod pro diagnostiku in vivo i pro radioterapii. Protilatek, znac¢enych terapeutickymi
radionuklidy, lze vyuzit jako cilena terapeutika, tedy diky specifické vazbé protilatky

k ozafeni pfedevsim cilového nadoru.

13
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4.2.1 Znaéeni protilatky TU-20 *™T¢

1) PFimé znaceni

Nuklid *™Tc se pouziva pro piimé vézani proteint pies thiolatové skupiny
cysteinovych rezidui za vzniku vazeb M Tc-cysteinyl-protein. Chemicka redukce
disulfidovych vazeb v proteinech pfi piipravé thiolatd zvySuje vazani *’™Tc. Tato
strategie se pouziva, protoze vétSina proteini neobsahuje thioldty, ale mnoho jich
obsahuje disulfidové vazby [10].

Redukci disulfidovych vazeb v proteinu je mozno provést reakei proteinu
s vhodnym reduk¢énim cinidlem (2-merkaptoethanol). Nevyhodou je bohuzel casté
poruseni vyssi struktury redukei S-S mustki.

P™Te vstupuje do reakce s proteinem v redukované formé. K redukei eluované
formy technecia (*™TcOy’) se bézné pozivaji redukéni ¢inidla jako napf. SnCly.2H,0
[10].

K pifimému znaceni protilatek se vyuzivaji také elektrolytické metody, pfi nichz
se elektrolyzuje smés znafené protilatky a radioaktivniho technecia (eluatu).
Elektrolyzou je uvolfovén redukovany radioaktivni kation #MTe, ktery se vaZe na
redukovany disulfid na proteinovém fetézci molekuly protilatky. Podstatnou vyhodou
elektrolytického znaceni je pouze malé mnozstvi redukéniho ¢inidla, které muze jinak

poskodit molekulu protilatky [12].

2) Neprimé znaceni

Neptimé znaceni je zalozeno na pouziti bifunkéniho chelatu pro navazani #MTe
na protilatku. Produktem eluovanym z generatoru je aniontovd forma technecia
(**™TcOy), kterd neni pfili§ reaktivni k ligandim. Redukci technecistanu na nizsi
oxidaéni stavy jsou ziskany vysoce reaktivni formy, které komplexuji s mnoha
slou¢eninami. Pro radiofarmaceutické ucely jsou nejdilezit€jsi Tc(I), Tc(Ill), Te(IV)
a Tc(V). K redukci technecistanu se nejcastéji pouziva chlorid cinaty, ktery je nutno
vzhledem k moZnosti oxidace vzdusnym kyslikem ptipravit té€sn¢ pted pouzitim [10].

Samotné navazani *°™Tc na bifunkéni chelat je mozno provést bud’ piimo, nebo

za vyuziti substitu¢ni metody.
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Substituéni metoda je zalozena na substituci bifunkéniho chelatu s jinym slabym
chelatem (co-ligand, weak ligand), ktery ma funkei transchelataéniho ¢inidla. *™Tc tedy
nejprve vytvoii komplex se slabym chelatem, z kterého poté ptejde na bifunkéni chelat,
s nimz vytvori pevnéjs§i vazbu. Jako co-ligandy jsou pouzivany glukonat sodny, tricin,
glukoheptonat a dalsi [13], [14], [15], [16], [17], [18].

Jedna z moznych substitu¢nich metod znac¢eni imunoglobulinli radionuklidem
PMTe vyziva jako bifunkéni chelat HYNIC a slabym chelatem je zde tricin. Dvé
molekuly tricinu nejprve vytvofi vazby s redukovanou formou **™Tc (V), ze kterych po
piidavku konjugatu imunoglobulin-bifunkéni chelat prechazi **™Tc do pevngjsi vazby
s bifunkénicm cheldtem HYNIC smérem k jeho volnym hydrazinovym skupindm [13],

[14], [15], [16], {17], [18].

—O

Q \ NH,HCI
NH,), \ / N
+ N—O

IgG
ﬂ / \ Sn® *"TcO*, weak ligand
e
—N NH, .
(0]
e
—N NH2 99mTC
X

Obr. 2 Reakcni schéma prubéhu neprimého znaceni monoklondlni protilatky omre

pomoci chelatacniho ¢inidla HYNIC.
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4.3 Biomolekuly

Pojem biomolekula chapeme jako molekulovou soucast zivého organismu. Tyto
komplexni biomolekuly jsou tvofeny z opakujicich se stavebnich jednotek — monomerti
(aminokyselin, sacharidd, mastnych kyselin), jde tedy o makromolekularni latky
s vysokou molekulovou hmotnosti a slozitou strukturou. Vynikaji unik4tnim
prostorovym uspofadanim, k némuz se vaze jejich biologicka funkce. Hlavni komplexni
organické biomolekuly buné€k a tkani se skladaji z nukleovych kyselin, proteind,
polysacharidi a lipidu [19].

Zivé organismy maji charakteristickou vlastnost, kterou je specifita vzajemného
rozpoznavani biomolekul. Ta je déna jejich strukturou, jenz je pro interagujici oblasti
molekulovych partnerG komplementdrni, takze do sebe zapadaji. Specifické interakce
mezi partnery nemaji charakter pevnych kovalentnich vazeb, nybrz elektrostatickych
interakci, vodikovych mustkd, hydrofobnich interakei a Londonovych disperznich sil
[19].
principu rozliSeni molekul organismu vlastnich a nevlastnich. Cely imunitni systém se
v organismu podili, spolu s endokrinnim systémem, na udrzovani vnitiniho prostiedi —

homeostazy s jedinym cilem, a to - ochranit organismus pied infekei [20], [21].

4.4 Imunitni systém

Imunitni systém patii k zdkladnim homeostatickym mechanismiim organismu.
Diky své schopnosti rozpoznat skodlivé od neskodného je schopen chranit organismus
proti $kodlivinam zevniho 1 vnitiniho puvodu [22]. Zplsob, na némz je zalozeno
rozpoznavani vlastnich ¢asti téla od cizich, spo¢iva v rozeznavani chemickych struktur,
zejména bilkovin a cukrl jimi vazanych. Kazda struktura, kterou lze rozeznat se nazyva
antigen. Imunitni systém antigeny vlastniho téla zn4 a toleruje je, avSak na pfitomnost
neznamych antigenu reaguje tvorbou protilatek [23].

Imunitni systém téla je slozen ze dvou hlavnich komponent - B lymfocytu a
T lymfocytu. B lymfocyty jsou u vysSich zivo¢ichi odvozeny z bunék kostni drené.

T lymfocyty pochazeji z thymu. Lymfocyty maji na svém povrchu receptory, které jsou
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ur¢eny pro kazdy jednotlivy antigen. B buriky jsou odpovédné za synthesu cirkulujicich
humorélnich protilatek, znamych jako imunoglobuliny. T buriky jsou soucasti riznych
dalezitych burikami zprostiedkovanych imunologickych procest, jako je rejekce §tépu,

reakce z precitlivélosti a obrana proti malignim buitkdm a mnoha virim [24].

4.5 Antigeny a protilatky

Antigeny jsou latky, které imunitni systém rozpozna a reaguje na né€ [22]. Pokud
se dostanou antigeny do organismu, aktivuji dvé rizné skupiny lymfoidniho systému.
Jednak daji podnét k tvorbé protilatek, dale vedou k senzibilizaci bunék. Protilatky
1 senzibilizované bunky mohou specificky reagovat s antigenem. Antigen tedy vzbuzuje
v organismu specifickou imunologickou odpovéd’, tvorbu protilatek a bunééné reakce.

Nejcast¢jSimi antigeny jsou cizorodé latky z vnéjSiho prostfedi exoantigeny.
Antigeny pochazejici z organismu samotného se nazyvaji autoantigeny. Jako alergen se
oznacuje exoantigen, ktery je schopen vyvolat patologickou (alergickou) imunitni
reakci. Superantigen je exoantigen, ktery vyvola nespecificky aktivaci velkého poctu
lymfocytd nezavisle na jejich antigenni specifité [22].

Antigeny maji dvé zakladni charakteristické vlastnosti. Imunogennost
(schopnost indukovat tvorbu protildtek) a antigennost (schopnost reagovat
s protilatkami) [11].

Zakladni podminky imunogennosti antigenu jsou cizorodost pro dany
organismus, dostate¢na molekulova hmotnost a chemickd komplexnost struktury.

Imunogenem oznacujeme latku, ktera indukuje humorélni a buné¢¢nou imunitni
odpovéd’. Ve vztahu k nému rozliSujeme tzv. uplny antigen (imunogen reagujici
s protilatkami a receptory a T-lymfocytech) a tzv. nelplny antigen — hapten
(nizkomolekularni latka, ktera neni imunogen, ale je schopna reagovat s protilatkou
in vitro) [11].

Nejvyznamnéj$imi antigeny jsou proteiny a ruzné komplexni polysacharidy, ale
také lipidy a lipoproteiny. Mald oblast antigenu, kterd je rozezndvéna imunitnimi
receptory, se nazyva epitop. Specifi¢nost protilatek je namifena pravé proti hapteniim

nebo epitopum [22].
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4.5.1 Protilatky

Chemicky jsou vSechny protilatky glykoproteiny, nalezejici do tfidy
imunoglobulinti [24]. Zakladni vlastnosti protiladtek muzeme kvantitativné popsat
rozsahem tzv. imunospecifity a imunoreaktivity.

Imunospecifita je schopnost protildtky selektivné reagovat jen s urcitym
antigenem, jehoZ struktura je komplementarni k dané strukturalni oblasti protilatky. Za
imunoreaktivitu se povazuje rozsah navazani protilatky na antigen, kde by me¢lo
v idedlnim pfipad¢é dojit ke stoprocentnimu vysyceni veskerych vazebnych mist na
protilatce [11], [21].

VSechny molekuly imunoglobulini se sklddaji ze dvou identickych lehkych
fetézcd (Mr = 23000) a dvou identickych tézkych fetézci (Mr = 53000-75000), které
tvoii tetrametr pomoci disulfidovych vazeb. Tézké tetézce obsahuji asi 430
aminokyselinovych zbytkl a lehké fetézce asi 214 aminokyselinovych zbytka. Kazdy
fetézec muze byt rozdélen do nékolika specifickych oblasti, domén, které maji
strukturni nebo funkéni vyznam. Po natrdveni imunoglobulinu Papinem vzniknou dva
fragmenty se schopnosti vazat antigen (Fab) a jeden krystalizujici fragment (Fc).

Obecné existuji dva typy lehkych fet€zcl, kappa a lambda, které mohou byt
rozliSeny podle strukturnich rozdilii v jejich CL oblastech. Molekula protilatky vzdy
obsahuje dva kappa nebo dva lambda lehké fetézce, nikdy smés.

Tézké fetézce muzeme rozdélit do péti t¥id, které se rozliSuji na zékladé
rozdilnosti v oblastech CH. Lisi se v Mr vrozmezi od 50000 do 70 000 a jsou
oznacovany jako v, a, u, & a . Typ tézkého fetézce urcuje tiidu imunoglobulinu 1 jeho
funkci jako efektoru. Existuje pét tfid imunoglobulint : IgG, IgA, IgM, IgD, IgE.

Konstantni oblasti molekul imunoglobulint, které tvoti fragment Fc, jsou
odpovédné za efektorové funkce riznych imunoglobulinl, tedy za vazbu slozek
komplementu a za vazbu protilatky na burnky, které maji vhodny receptor.

Variabilni oblasti molekul imunoglobulint se skladaji zdomén VL a VH a jsou
zcela heterogenni. Pravé ¢ast molekuly imunoglobulinu, ktera vaze specificky antigen,
je tvofena amino-koncovymi useky obou fetézcd, H i L, tj. doménami VH a VL. Ty
nejsou linearnimi sekvencemi aminokyselin, ale tvoii globularni oblasti se sekundarni

a tercialni strukturou, ¢imz ovliviiuji vazbu specifickych antigent.

18



Pfirodovédecka fakulta UK Katefina Slapni¢kova

Fe

fei§zec H
tetdzec M
55 ~5—5

o PePUR Y ista EKpani
N

Obr. 3 Zjednoduseny model IgGl, demonstrujici CtyFretézcovou strukturu a domény
(VH, CH a dalsi). Oznaceni C prislusi konstantnim oblastem. Mista $tépeni
molekuly pusobenim pepsinu a papainu jsou vyznacena vinovkami,
disulfidické mustky interretézcové i intraretézcové jsou vyznaceny symbolem

-S-S-.

Protilatky je mozné cilené vyrabét. Polyklonalni protilatky se ziskavaji umélou
imunizaci zvifat, pro tvorbu monoklonalnich protilatek se pouziva hybridomova
technologie, kdy produkéni bunky (hybridomy) vznikaji umélou fuzi jinych bunék.

Protilatky mizeme charakterizovat na zakladé jejich izotypu, charakterizujicich
rozdily t¥id a podtiid, alotypu, coz jsou varianty Ig specifické pro kazdého jedince,
idiotypt, tedy antigenni determinanty lokalizované na V doménach a odliSujici danou
V doménu od ostatnich, afinit, udavajici pevnost vazby protilaitky na antigenni
determinantu, avidit, danych silou interakce protilatky scelou molekulou
multivalentniho antigenu, titrem protilatek, coz je pomér jednotek protilatky k jednotce
objemu séra, vyjadieny obvykle jako pfevracena hodnota nejvyssiho fedéni, které jesté

dava pozitivni reakci, stabilitou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi [24].

19



Piirodovédeckd fakulta UK Katefina Slapni¢kova

4.5.2 Monoklonalni protilatky (MAbs)

Metodou vyvinutou K&hlerem a Milsteinem [24] lze ziskat velké mnozstvi jedné
monoklonalni protilatky, specifické pro jeden epitop, chovajici se jako chemické
individuum. Soucésti metody je bunécna fiize a permanentni buné¢na linie - hybridom,
produkujici specifické protilatky. Plazmatické bunky (bunky produkujici protilatky,
vznikajici z B-lymfocytl po setkani s antigenem, zpravidla isolované ze sleziny mysi)
se smichaji smyS$imi myelinovymi (nddorovymi) buitkami a pfenesou se do
polyethylenglykolu, ktery zplisobi bunéénou fuzi.

Protilatky produkované hybridomy jsou chemicky, fyzikalné i imunologicky
homogenni, nebot’ jsou produkovany burikami odvozenymi od jednoho buné¢ného
klonu. Proto je pro né uzivano oznaceni monoklonalni protilatky. Ve srovnani
s polyklonalnimi protilatkami maji monoklonalni protilatky obvykle nizsi afinitu
ke svym antigenim. Diky své specifi¢nosti pro jeden epitop, tedy snizenému riziku
nespecifickych a kiizovych imunitnich interakci, se staly uzite¢nymi reagenty v mnoha

oblastech biologie a mediciny [24].

4.5.3 Monoklonalni protilatka TU-20

Jednou z nové ptipravenych monoklonalnich protilatek je TU-20. Tato protilatka
byla ptipravena jako prostiedek k detekci rozpadovych produkti neurondlniho
cytoskeletu [25].

Vsechny zivé bunky obsahuji cytoskelet neboli bunéénou kostru, ktera je slozena
z microtubuld, aktiniovych a intermediarnich filamentd. Cytoskelet neuronii degraduje
sasem nejen mechanismy pfirozeného starnuti mozku, ale 1 v disledku
neurodegenerativnich onemocnéni (napt. Parkinsonova a Huntingtonova choroba). Pti
rozpadu cytoskeletu buriky se objevi alfa a beta tubulinové podjednotky, elementy
dimerniho tubulinu, v mozkomi$nim moku. B-tubulin ma celkem sedm izotypl
(I — VII), ale jen jedna z téchto tubulinovych tfid, izotyp B-IlI-neurotubulin, se naléza
téméf vyluéné v neuronech [25], [26]. Dle mnozstvi auto-protilatek proti tubulinu
v mozkomisni tekutiné lze charakterizovat fadu neurodegenerativnich chorob a procesi

(napf. Parkinsonovu a Alzheimerovu chorobu, HIV — pfidruzenou demenci).
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Neurotubulin byl nalezen téz v neurogennich nadorech, avsak v nadorech jiného
plUvodu se jiz nevyskytoval [27].

TU-20, monoklonalni protilatka, izotyp mysi IgG1 o molekulové hmotnosti
150 000 Da, specificky se vazici na posledni sekvenci aminokyselin (peptidovy fetézec
zosmi aminokyselin ESESQGPK) C-konce lidské ttidy pg-Ill-neurotubulinu. Jeji
specifita byla potvrzena pomoci imunochemickych testt (ELISA testy,
imunoflorescenéni mikroskopie) [25].

ScFv fragment TU-20 (single-chain Fv fragment TU-20) je imunoreaktivnim
fragmentem variabilni ¢asti této protilatky (molekulova hmotnost fragmentu je 38 000
Da). Sklada se variabilniho lehkého a téZkého fetézce spojeného navzajem biologicky
inertnim peptidovym linkerem [28]. Pokud ozna¢ime TU-20 nebo jeji fragment

vhodnym radionuklidem, lze ji pouZit ke studiu a nasledné napf. k diagnostice ¢i terapii.

4.6 Purifikace znaCenych biomolekul

Béhem znaceni biomolekul radionuklidy mize dochazet k ¢asteénému poruseni
struktury znacené latky. V reakéni smeési se pak mohou vyskytovat fragmenty

jednotlivych molekul, které musi byt odstranény, nebot’ kone¢ny produkt musi byt ¢isty.

4.6.1 Gelova permeacni chromatografie

Purifikace reakéni smési se provadi nejastéji jednoduchou metodou a to
gelovou chromatografii (Gel permeation chromatography GPC, zndma téZ pod nadzvem
Size exclusion chromatography SEC) [29].

Spociva v déleni latek podle velikosti a tvaru jejich molekul, tzv. molekulové
sitovy efekt. Reakéni smés je nanesena na kolonku, nejlépe v takovém mnoZstvi,
v kterém chceme eluovat frakce. Kolonka je naplnéna staciondrni fazi,
semipermeabilnim gelem obsahujicim poéry. Péry gelu maji urcitou velikost, jenz
umoziuje oddéleni velkych molekul, které nemohou proniknout do pora gelu a jsou tak
unaSeny mobilni fazi, od molekul malych, které difunduji do péra gelu a jsou
zpomalovany. Latky tedy eluuji z kolonky, diky postupnému dopliiovani elu¢niho
¢inidla — mobilni faze, v potradi dle klesajici molekulové hmotnosti. Jimané frakce pak
lze spouzitim vhodné detekéni metody rozdélit na  vysokomolekularni

a nizkomolekularni ¢asti.
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Velmi dulezity je vybér stacionarni i mobilni faze, nebot organické gely
ve styku s mobilni fazi bobtnaji. Stupent bobtndni je zavisly na struktuie polymeru

(stupni zesiténi) a druhu elu¢niho ¢inidla [30].

4.7 Detekce vysokomolekularni frakce

K detekci latek bilkovinné povahy, vedouci pouze k orientaénimu zjisténi, zda
jsou ve frakci ptitomny bilkoviny, se pouziva vybarvovani rozli¢énymi barvivy [31]. Pro
presné stanoveni koncentrace protilatky se vyuziva spektrofotometrie. Biomolekuly
bilkovinné povahy pohlcuji zatreni o vinové délce 280 nm.

Vyhodné je pouziti vysokoucinné Kkapalinové chromatografie (High
performance liquid chromatography HPLC), kterd umoziiuje spojit samotnou filtraci na

kolonce spolu s detekci vysokomolekularni a nizkomolekularni latky [10].

4.8 Planarni chromatografie

Jednou z nejrozsifenéjSich analytickych metod je chromatografie umoziujici
udinnou separaci latek nutnou pro spolehlivou identifikaci a kvantifikaci slozek
sledovaného vzorku. K rozdéleni latek dochazi na zakladé jejich rizné pohyblivosti
v systému dvou fazi — staciondrni (zakotvené) a mobilni (pohyblivé). Rlzné latky se 1isi
ve svych adsorpénich vlastnostech, v hodnotach rozdélovacich koeficientli, ve svych
rozmérech ¢i ve svych nabojich, coz lze vSe vyuzit v chromatografii k jejich rozdéleni
na vhodném chromatografickém zatfizeni. Stacionarni fazi mize byt pevna latka (papir,
Si0,, Al;O3), ale i kapalnd faze zakotvena na pevném nosi¢i. Mobilni fazi pak byva
kapalina ¢i plyn. Z hlediska provedeni uspofadani chromatografického zatizeni délime
chromatografii na plo§nou a sloupcovou, z hlediska uréujiciho mechanismu déleni latky
mezi stacionarni a mobilni fazi pak chromatografii adsorpéni, rozdélovaci, iontové

vyménnou a dalsi [32].
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4.8.1 Papirova chromatografie

Papirova chromatografie byla po ur¢itou dobu v praxi nejpouzivanéjsi metodou
plosné chromatografie. Jeji nejvétsi vyhodou je ekonomicky nendro¢né
chromatografické médium vyuzitelné pro separaci Sirokého mnozstvi latek od
anorganickych iontl az k slozitym biomolekulam.

Zakladnim separa¢nim mechanismem je v pfipad¢ papirové chromatografie
rozdélovaci rovnovaha mezi vodou ¢i jinym rozpoustédlem zakotvenym v papiru
a pouzitou mobilni fazi. U latek s velkym poc¢tem polarnich skupin se ¢asto uplatiiuje
jejich silnd interakce pfimo s celuldézou, v takovych piipadech pievlada adsorpéni
mechanismus déleni. Dilezitou charakteristikou pouzitého chromatografického papiru
(jedna se o specialni papir) je pritokové rychlost mobilni faze — podle ni rozliSujeme
chromatografické papiry srychlym, standardnim a pomalym pratokem. Rychlost
prutoku vyznamné ovliviiuje dobu separace a samoztejme¢ 1 jeji u¢innost.

Chromatografii na papife provadime bud’ ve vzestupném provedeni, kdy je papir
zavésen v chromatografické komote a spodnim okrajem je namocen do mobilni faze
a nebo v sestupném provedeni, kdy je papir zavéSen ve vani¢ce s mobilni fazi a ta putuje
dold. Vzorek nanaSime na vyznaceny start. Volba slozeni mobilni faze ovliviiuje
pohyblivost chromatografovanych latek podle pravidla podobné rozpousti podobné.
Proto se pro polarni latky pouzivaji smési polarnich organickych rozpoustédel
(alkoholy) svodou a pridavkem kyseliny ¢&i baze, nepolarni latky se pak
chromatografuji ve smésich nepolarnich rozpoustédel (v takovém ptipadé je tieba
atmosféru komory sytit vodnimi parami z mistiCky s vodou). Pohyblivost latky na
chromatogramu se vyjadfuje hodnotou Ry , ktera se urCuje jako pomér vzdalenosti,
kterou urazi skvrna stanovované latky ku vzdalenosti, kterou urazi ¢elo rozpoustédla.

Papirovou chromatografii lze stanovovat Sirokou Skalu organickych
i anorganickych latek pfi vysoké citlivosti a nizké ekonomické naro¢nosti. Metoda je
povétsinou i ¢asové velmi pohotova, takze je velmi rozsitend v primyslu v oblasti
meziopera¢ni kontroly. Vzhledem ke své univerzalnosti je vhodnd i pro prvni orientaci
ve slozeni neznamého vzorku v oblasti sledovani zneci$téni zivotniho prostiedi,

medicin€ i chemickém vyzkumu [32].

23



Piirodovédecka fakulta UK Katefina Slapni¢kova

4.9 Elektroforéza

4.9.1 Elektromigracni (elektroforetické) metody

Elektromigra¢nimi ¢i elektroforetickymi metodami nazyvame soubor technik,
které vyuzivaji pohybu ionizovanych ¢astic v elektrickém poli. Elektroforéza jako
separacni technika byla poprvé pouzita Tiseliem, ktery s ni v roce 1937 rozdélil smeés
bilkovin. Pozd¢ji za tento objev obdrzel Nobelovu cenu.

Jestlize jsou latky nesouci naboj rozpustény v elektrolytu a umistény
v elektrickém poli, za¢nou se pohybovat konstantni rychlosti umérnou velikosti jejich
nabojtl, anionty k anodé a kationty ke katodé [33]. Castice jsou pfi prichodu okolnim
médiem vystaveny odporu sil vnitiniho tfeni. Jejich mobilita je tedy vysledkem
rovnovahy mezi silou plsobici na ionty v elektrickém poli a silou vnitiniho tfeni. Sila
vnitiniho tfeni se méni s viskozitou prostfedi. Proto se zménou teploty dojde ke zméné
této sily a tudiz ke zméné rychlosti pohybu ¢astic. V prubéhu elektroforézy dojde
k ustaveni rovnovahy, ktera je definovana rovnovahou mezi silou elektrického pole
a silou vnitiniho tfeni. Pfi rovnovaze budou mit ob¢ sily stejnou hodnotu, ale opaéného
sméru. Je zfejmé, ze malé ¢astice s velkym nabojem maji velkou mobilitu (pohyblivost),
zatimco velké ¢astice s malym ndbojem maji mobilitu malou. Efektivni mobilita,
tj. mobilita, kterou skuteéné pti elektroforéze naméiime, byvd obvykle nizZsi nez
teoreticka elektroforeticka mobilita a je zavisla na pH a pouzitém pufru.

Jednou z nejpouzivanéjsich modifikaci PAGE je elektroforéza v pritomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS; PAGE-SDS). Metoda je zalozena na schopnosti bilkovin
vazat SDS v mnozstvi asi 1,4 mg na 1 mg bilkovin hydrofobni interakci. Tato vlastnost
bilkovin se zda byt univerzalni a pravdépodobné souvisi se samotnou podstatou jejich
terciarni struktury. Mnozstvi navazaného SDS je tak velké, ze naboje postrannich
zbytkd aminokyselin jsou zanedbatelné vi¢i naboji sulfatovych skupin, které jsou pfi
biologicky relevantnich hodnotach tplné disociované. SDS udéluje tedy proteinim
uniformni zaporny naboj a ty se pak vSechny pohybuji k anodé¢, pfi¢emz pohyblivost je
dana velikosti molekuly. Pozdéji bylo zjisténo, ze pohyblivost bilkovin v gelu
v ptitomnosti SDS je neptimo imérna logaritmu molekulové hmotnosti.

V soucasnosti pravdépodobné nejpouzivanéj$im technickym provedenim PAGE

je diskontinuélni (diskova) elektroforéza. Jeji nazev je odvozen od toho, Zze vzorek
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putuje po cas separace pres dva gely s rGznou porozitou a s riznymi elektrolyty.
prvniho gelu (koncentrujici; stacking gel) je zakoncentrovani (fokusace) vzorku do uzké
zony. Takto koncentrovany vzorek vstupuje do dé€liciho gelu, jehoz separa¢ni G¢innost
je pak vysoka bez ohledu na plivodni objem vzorku. Rozdilné funkce obou gela lze
dosahnout vhodnou volbou pH a slozeni pufru a porozity gelu.

Po skonceni elektroforézy je nutné rozdélené bilkoviny detekovat (vizualizovat).
Toho lze dosdhnout pomoci barviv, kterd se s vysokou afinitou vaZzou na molekuly
bilkovin, jako je Amidocern 10B, Coomassie Brilliant Blue R-250, Ponceau S.
Impregnace gelu roztokem barviva a posléze vymyti nespecificky vazaného
pfebytecného barviva (odbarveni) umozni pozorovat jednotlivé zdény bilkovin jako

modré pasy na slabé modrém pozadi [33], [34].

4.10 Imunoanalytické metody in vitro
K analytickym ucelim lze za uréitych podminek vyuzit pocate¢ni a velice
rychlou fazi reakce antigen (Ag) — protilatka (Ab). Reakce probihd dle rovnice (1),

rovnice (2) vyjadfuje kinetickou konstantu celé reakce.

ki

Ab+Ag < AbAg (1)
k.

K =(AbAg)/(Ab)(Ag) (2)

Nutnou podminkou pro sledovani pocatec¢ni faze reakce antigen — protilatka je
oznaeni jednoho zreaktantli reakce znaenou molekulou, diky které miZeme po
probéhnuti reakce kvantitativné stanovit znaceny volny ¢i vazany reaktant v AbAg.
Pro znaCeni se pouzivaji radionuklidy, fluorescenéni latky, enzymy a dalsi.
V imunochemickych metodach se pouzivaji jak reakce kompetitivni, tak
i nekompetitivni, stanoveni heterogenni i homogenni.

Kompetitivni uspofadani lze dale rozdélit na simultanni, kde se reaktanty smichaji

najednou (simultanné) nebo postupné [35].
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Kompetitivni simultanni

Jednotlivé reaktanty (Ag, Ab, Ag — znacena) se smichaji najednou a znacena
a neznacena protilatka spolu soutézi o vazbu na antigenu. Avidita antigenu musi byt pro
znaCenou 1 neznacenou protilatku totoznd. Za dodrzeni této podminky je tedy
pravdépodobnost navazani antigenu na oznacenou protilatku nepfimo umérna
koncentraci neznacené protilatky (pfi vysoké koncentraci neznatené protilatky se

navaze jen malé mnozstvi znacené protilatky a naopak).

Kompetitivni postupné

U tohoto uspofddani se nejprve smichd neznaCena protilatka s prebytkem
antigenu a teprve po ustaleni rovnovahy se pfidd znacena protilatka. Reakce se opét
necha ustalit. Po odd¢leni se stanovi frakce znacené protilatky, ktera se nasledné pouzije

k vypoctu koncentrace protilatky neznacené.

Nekompetitivni uspordadani

Princip této metody spocivd v ukotveni nadbytku protilatky (antigenu) na

povrchu pevné faze, kterd se poté necha reagovat s antigenem.

Metody heterogenni a homogenni se odliSuji v jednom kroku stanoveni. Metoda,
u které je nutné odseparovat znaceny volny reaktant od jeho vdzané formy, se nazyva

heterogenni. Homogenni metoda tento krok nepottebuje [35].

4.10.1 Radioimunochemické metody RIA, IRMA

Prvni radioimunochemickou metodou vyuzivajici k detekci radioizotopu se stala
radioimunochemicka metoda RIA. V roce 1959 dva americ¢ti védci, Yalowova a Berson,
nahodou objevili, pfi studiu metabolismu radioaktivné znafeného inzulinu (°'n,
Ze v obéhu diabetikli existuje protein specificky vazici inzulin, ktery tak lze stanovit
[35].

Radioimunologickd analyza patfi mezi vazebné testy, které nam umoznuji
stanovit koncentraci antigenu za vyuziti specifické reakce mezi protilatkou a danym

antigenem [26]. Princip stanoveni je zaloZen na neptimé analyze, kdy se protilatka
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ukotvena pevnou kovalentni vazbou na nerozpustny nosi¢ ¢i ve formé pevného
komplexu, nechd reagovat sroztoky pfipravené smichdnim znadmého mnozstvi
znaceného antigenu s riznymi mnozstvimi neznaceného stanovovaného antigenu, které
soutézi o vazebnd mista protilatky. Do roztoku se poté ptida protilatka proti ptivodni
protilatce, coz zplsobi vznik nerozpustnych imunokomplexd, jejichz aktivitu lze po
odstfedéni detekovat. Timto zplisobem ziskame referencni kiivku zavislosti aktivity na
koncentraci neznaceného antigenu, kterou dale miizeme pouzit ptfi stanoveni neznamého
mnozstvi neznaceného antigenu. Stanoveni provadime metodou standardniho piidavku.

RIA je vysoce citlivou metodu, jenz ndm umoznuje zmétit mnozstvi antigenu
fadové vnano az pikogramech. UmoZriuje nam ziskat mnoho informaci
o biochemickych procesech ligand-receptorovych systémua. V soucasné dobé je vsak
nahrazovéna stejné citlivymi enzymovymi testy ELISA, u kterych neni potteba pracovat
s radioaktivnim materidlem. Pro stanoveni nizkomolekularnich latek vSak stale zlstava
dominantni metodou.

IRMA, tedy imunoradiometrickd analyza, je metoda zalozend na stejném

principu jako RIA, s tim rozdilem, Ze radioaktivné znacena je zde protilatka a ne antigen

[35], [36].

4.10.2 Enzymova imunoanalyza EIA

Enzymoimunochemickd stanoveni jsou v soucasné dob€ nejpouzivanéjSimi
metodami pro detekci a kvantifikaci biologicky aktivnich makromolekuldrnich latek
vyskytujicich se v nizkych koncentracich [26]. Tyto metody lze rozdélit na dvé hlavni
techniky. Prvni, heterogenni EIA, je znama jako ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), druha, homogenni EIA, je oznafovana zkratkou EMIT
(Enzyme Multiplied Immunoassay Technique) [26].

Testy EIA jsou relativné rychlé, homogenni EIA trva od desitek sekund, po
nékolik minut, klasicka sendvicova EIA trva nékolik hodin. Metody EIA jsou stejné
spolehlivé a citlivé jako RIA, neni tfeba pouzivat znacené reagencie a lze je hodnotit
pouhym okem. Pro kvantitativni testy je nutno pouzit spektrofotometr. Jejich
nevyhodou jsou vysoké naroky na kvalitu vody a nepfitomnost enzymovych

¢i substratovych jeda [26].
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Homogenni EIA

Jde o metodu, kdy s limitovanym kvantem protilatky reaguje smés znamého
mnozstvi znaCeného antigenu se standardnim mnozstvim neznafeného antigenu. Pfi
vazbé protilatky na znaceny antigen dochéazi ke zméné enzymové aktivity, a proto neni
tteba separovat znaceny antigen vdzany v imunokomplexu od volného. Jde o metodu

v

pfipravou reagencii. Pouziva se predevsim ke kvantifikaci nizkomolekularnich latek.

EMIT
Homogenni imunochemickd metoda EMIT, je analytickd technika, kterd se
pouziva pro kvantifikaci haptenu (Hp). Pouzivd enzym jako znacku konjugovanou

s heptenem a reakci enzym-substrat jako detek¢éni systém [35].

CEDIA
Tento typ homogenni EIA byl navrzen a vyvinut s pouzitim technik genového
inzenyrstvi. Zakladem je vyuziti dvou inaktivnich fragmentt enzymu -D-galaktosidasy

pro méfeni enzymové aktivity a stanoveni koncentrace antigenu [35].

Heterogenni EI4

Jde o metodu, kde je nutno oddélit znaené reagencie vazané v imunokomplexu
od volnych. Znackovaci molekula enzymu je konjugovéana s ligandem (antigenem,
specifickou protilatkou proti antigenu, nebo protilatkou proti primarni specifické
protilatce). Zakladem ELISA testd je imunosorbce na pevné fazi, kde bud’ antigen, nebo
protilatka jsou adsorbovany na povrch pevného nosi¢e. ELISA testy mohou vyuzZivat
kompetitivniho charakteru vazebné reakce ligand - protilatka, ¢i naopak vychazet
z nekompetitivni vazebné reakce. U vSech postupii je vSak nutno separovat vazany
enzymovy konjugat od volného enzymového Kkonjugatu. Mnozstvi vazaného
enzymového konjugatu stanovime po pfidani substratu méfenim katalytické reakce
enzym-substrat, poskytujici zabarvené, snadno detegovatelné, molekuly produktu [26],

[35], [37], [38].
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Kompetitivni imunostanoveni ELISA

U tohoto typu stanoveni soutézi o vazbu na limitované mnozstvi protilatky
vazané na pevnou fazi neznaceny antigen s antigenem znadenym enzymem. Tato

metoda se pouziva ke stanoveni pfedev§im nizkomolekularnich latek [35].

Nekompetitivni imunostanoveni ELISA

IEMA (imunoenzymetric assay), nekompetitivni metoda zndma téz pod nazvem
sendvi¢ova technika, se pouziva zejména pro stanoveni antigent, které maji nejméné

dva rizné antigenni determinanty [35].

PFimad sendvicovd ELISA

Vyuziva se prevazné k detekci antigent, avSak lze ji pouzit 1 ke stanoveni
protilatek pomoci antigenl. Antigen vazany na pevné fazi se nechd reagovat
s oznaCenou protilatkou. Po promyti, kterym se oddé€li volna protilatka, je do jamek
aplikovan znaceny antiglobulin. Po dal§im promyti a inkubaci s chromogenem se
provede detekce enzymové aktivity komplexu vazaného na pevné fazi na zdklade¢

optické hustoty zabarveni produkti vysledné reakce [37], [38].

Neprimad sendvicova ELISA

Zéakladem je opétovné reakce protilatky s antigenem zakotvenym na pevné fazi.
K protilatce inkubované s antigenem v prvnim kroku je po promyti pfidana protilatka
proti puvodni protilatce, ktera je inkubovana s jiz existujicim komplexem. Nenavazana
protilatka je opét odstranéna promytim. Pro specifické zabarveni reakce musi byt ve
vzorku ptitomna puvodni protilatka specificka proti antigenu, na niz reaguje chromogen

[26], [37], [38].
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Reagencie pro ELISA testy

Protilatky, pouzivané v ELISA testech, mohou byt monoklonalniho
i polyklonalniho ptivodu. Jsou dodavany ve formé izolované imunoglobulinové frakce
nebo jako antiséra. Polyklonalni protilatky se pfipravuji imunizaci zvitat. Monoklonalni
protilatky lze ziskat pfimym mnozenim v tkanovych kulturach ¢i z ascitickych tekutin
mysi, kterym byly injektovany bunky vyselektovaného hybridomu. Purifikace je
provadéna srazenim ascitické tekutiny za pfitomnosti siranu amonného separaci na
iontoménicéich nebo afinitni chromatografii.

Antigeny pro tuto metodu nemusi byt zcela Cisté, nesmi vSak obsahovat jiné
antigeny schopné reakce s vySetfovanym materidlem. Jsou ziskdvény bud’ purifikaci
z ptirodniho materialu, nebo rekombinantni technologii.

Enzymy vhodné pro ELISA testy by mély spliiovat n€kolik kriterii. Enzym by

mél byt stabilni, schopny vazat se na protilatky a na rzné funkéni skupiny antigend,
mit nizkou molekulovou hmotnost, vykazovat vysokou enzymovou aktivitu a reakéni
produkt enzymatické reakce musi byt barevny nebo jinak snadno detekovatelny.
Jednim z nejéastéji uzivanych enzymu je peroxidaza kotene kienu HRP (Horse-radish
Peroxidase — M= 40 000 Da), aktivni skupinou je hemové barvivo (Cervenohnédé
barvivo). Jejim substratem je peroxid vodiku nebo urea peroxid, ze které¢ho se diky
pfitomnosti enzymu uvolnuje kyslik, ktery nasledné oxiduje bezbarvy chromogen za
vzniku barevnych, snadno detekovatenych, reakénich produkti.

Chromogeny jsou zaloZzeny na bazi aminobenzenu, ktery se oxiduje na
azobenzen. Nejvice pouzivanym chromogenem je TMB (3, 3°, 5, 5'-
tetrametylbenzidin), zejména pro své nemutagenni a nekarcinogenni vlastnosti.
V piitomnosti substratového roztoku se tvofi jasné modré reakéni produkty, po
zastaveni reakce kyselinou se barva méni na Zlutou s maximem absorpce pii 450 nm.
Dalsimi  pouzivanymi  chromogeny pro peroxiddizu jsou DAB (3,3'-
diaminobenzidin.4HCl), ODP (1,2-diaminobenzen.2HCl) a S5AS (kyselina 5-
aminosalycilova).

Jako pevna faze se nejcastéji pouZzivaji polystyrenové mikrotitra¢ni jamky o objemu
0,5 ml s plochym dnem uspofadané do desti¢ek 8x12. Dale jsou potfebné automatické

pipety, promyvace a spektrofotometr pro kvantitativni stanoveni [26], [37], [38].
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Reagencie, roztoky a pufry

Roztoky pouZzivané pro znaceni TU-20 PImTe:
[ ]

0,1 M roztok kyseliny chlorovodikové (35 % HCI, p.a.) (Lach-Ner),

0,1 M roztok hydroxidu sodného (NaOH, p.a.) (LACHEMA) ,
fyziologicky roztok (0,9 % NaCl) (Fresenius Kabi).

Chemikalie pouzivané pro znac¢eni TU-20 PmTe:

¢ N,N-Dimethylformamide (C;H;NO) (MERCK),
[ ]

dihydrat chloridu cinatého (SnCl,.2H,0, p.a.) (MERCK),

N-[Tris(thydroxymethyl)methyl]glycine (C¢H,3NOs) (Fluka),
2-Mercaptoethanol (C,HgOS) (SIGMA).

Pufry pouzivané pro zna¢eni TU-20 PmTe:

Fosfatovy pufr (0,05 M, pH 7.4),
ptiprava: na 1000 ml

14,407 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného
(Na;HPO4.12H,0, p.a.) (Lach-Ner),

1,536 g dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného
(NaH,P04.2H,0, p.a.) (LACHEMA),

pH upraveno pomoci HCI ¢i NaOH [39].

Chemikalie pouzivané pro detekci vysokomolekularni frakce:
[ ]

bromfenolova modf (C9H,oBrsOsS) (SIGMA),
ethanol (C,HsOH) (LACHEMA),

chlorid rtutnaty (HgCl,) (LACHEMA),

kyselina octova (99 % CH3;COOH, p.a.) (Lach-Ner).

31



Prirodovédecka fakulta UK Katefina Slapni¢kova

Pro ptipravu gelové kolonky byly pouzity:
e Sephadex G-25 (SIGMA),
rozmér ¢astic: 50-150 pm,
ptiprava: 4-6 ml vody na 1 gram,

o fosfatovy pufr (0,05 M, H 7.4).

Ligandy pouzivané pti znaceni TU-20 9mre
e  6-MDP KIT (vyrabén v Ustavu jaderného vyzkumu, Rez a.s.),
sloZeni: 6 mg methylendifosfatu (MDP)
0,45 mg dihydratu chloridu cinatého (SnCl,.2H,0)
1 mg 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny (C7HgO,)
e SHYNIC (vyroben v Ustavu jaderného vyzkumu, RezZ a.s.).

Chemikalie pouzivané pro kvantifikaci a stanoveni vazebné kapacity zna¢ené protilatky:
e ELISA-VIDITEST anti-monoklonél proti neurotubulinu, verze IgGl (VIDIA

S.I.0.)

Chemikalie pouzivané pro SDS-PAGE elektroforézu:
e akrylamid (C3HsNO) (SIGMA),
¢ N,N° —methylenebisacrylamide (CsH(N,O,) (SIGMA),
e sodium dodecyl sulfate (C,H,504S.Na) (SIGMA),
e trizma® base (C;H,;NOj3) (SIGMA),
e bromfenolova modi (C9H;¢Br;OsS) (SIGMA),
e ammonium persulfate ((NHy4),S,03) (SIGMA),
e N, N, N°, N* — tetramethylethylendiamine (C¢H;6N3) (SIGMA),
e Glycine (C,HsNO,) (SIGMA),
¢ bromfenolova modi (C,9H,oBrsOsS) (SIGMA),
e Drilliant blue R 250 (C4sH44N304S;Na) (SIGMA).
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Monoklonalni protilatka TU-20

5.2

Monoklonalni protilatka TU-20 (EXBIO Praha, a.s.),

dodavana ve formé roztoku: 1 ml PBS (Phosphate Saline Buffer),
15 mM azidu sodného,

koncentrace: 5,2 mg/ml,

éistota: > 95 %.

Prehled aktivit a konverznich faktori pro vypocet

ewe « v __» w . « 3 99
veli¢in v radiaéni ochrané pro radionuklid “"Tec

e zproitovani urovné aktivity a hmotnostni aktivity: 10’ Bq a 10
kBqg/kg
e absorpce  vtravicim  ustroji  vyjadfend  koeficientem = f;
charakterizujicim v modelovych vypoctech frakci, ktera prechazi
v travicim ustroji do télovych tekutin — pro vsSechny slouceniny
technecia: f; = 0,80
e absorpce v plicich je vyjadiena typem F, M, S (F - rychle, M -
sttedné, S - pomalu) charakterizujici modelovou rychlost, se kterou
latka prechazi zplic do télesnych tekutin a koeficientem f;
charakterizujicim frakci prechazejici z plic do traviciho astroji — pro
vSechny nespecifikované slouceniny technecia: typ F; f; = 0,80
e konverzni faktory pro pfijem vdechnutim (inhalace) radioaktivnich
aerosolt (hj,n) o dvou riznych rozmérech a pro pfijem pozitim
(ingesce) (hing) u radiac¢nich pracovniki:
hinh (dacrosoi = 1pm) = 1,2.10""" Sv/Bq,
hinh (daerosol = Spm) =2.10""" Sv/Bq,
hing = 2,2.10™"" Sv/Bq [40].
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5.3 Pristrojové vybaveni

LB 124 Berthold

LB 124 je univerzalni pfenosny monitor kontaminace. Slouzi k detekci a méteni
radioaktivni kontaminace beta a gama na povrchu. Pfistroj se sklada ze zobrazovaci
jednotky s mikroprocesorovou elektronikou a ze xenonového proporcionalniho
detektoru s u¢innou plochou okénka 100 mm x 150 mm. Data mohou byt volitelné
zobrazena jako cCetnost impulst (ips) nebo jako plo$na aktivita (Bq/cmz). Software
obsahuje knihovnu 57 nuklidld s pfisluSnymi kalibraénimi faktory pro méteni plosné

aktivity. Veskeré métené hodnoty se zobrazuji na displeji.

Studnova ioniza¢ni komora Bqmetr 4
Ioniza¢ni komora je pfistroj ur€eny k méfeni vysSich hodnot aktivit. Vzorky se
méfi v uzaviratelnych nadobkach jako napf. penicilinky, ampule, eppendorfky a dalsi.
Ioniza¢ni komora se skladd z méfici ¢asti tvofené vlastni ionizaéni komorou
s vestavénym vstupnim dilem a zdrojem vysokého napéti a vyhodnocovaci casti

umisténé oddélené.

ROTANA 460 Hettich

Uvedeny pfistroj je laboratorni odstfedivka s vykyvnym rotorem (90°). Otacky
jsou nastavitelné od 500 do 8000 otacek/minutu v krocich po desitkach. Casovaé
odstiedivky lze nastavit od 1 do 99 minut v minutovych krocich nebo od 1 do 59 sekund

po sekundovych krocich. Jednotliva nastaveni (otacek, ¢asu) lze ulozit jako program.

Spektrofotometr SUNRICE pro méreni mikrotitrac¢nich desticek

Spektrofotometr SUNRICE se pouziva k proméfeni optické hustoty obsahu
mikrotitracnich jamek po ukonéeni barevné reakce. P¥istroj méfi transmitanci proslého
svétla, kterou konvertuje do hodnot optické hustoty. Je to automaticky pracujici zafizeni
fizené externim softwarem. Umoziiuje selekci jakékoli vinové délky filtru v rozmezi

340-750 nm.
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transmitance T = /] I = detekované svétlo,

Iy = emitované svétlo,

optickd hustota OD = log!/T.

Ovladani spektrofotometru a transformaci dat do formy tabulek zajiStuje
programové vybaveni (Magellan) ur¢ené k instalaci na fidicim PC. Program zaji§t'uje
ovladani nosi¢e mikrotitra¢nich jamek, kontrolu stalosti vnitini teploty, typy pouzitych

filtrd, rezim a kinetické podminky méfeni.

RITA STAR - raytest

Rita (Radio Isotope Thin layer Analyzer) je pfistroj umoziujici méfeni
chromatogrami radioaktivné znacenych vzorkil, vyvinutych tenkovrstvou papirovou
chromatografii. Po zméteni vzorku obsahujiciho radionuklid umoziiuje podat informaci
o distribuci radioaktivity na chromatogramu a tedy i o distribuci latek znacenych
radionuklidy. Pfistroj obsahuje plynovou proporcidlni sondu pro méteni radioaktivniho
zafeni. Vzorky jsou méfeny na papirovych prouzcich o velikosti 1000*200 mm.
Ovladani RITA-STARU je zajisténo programovym vybavenim uréenym Kk instalaci na
fidicim PC. K pfistroji je dodavano softwarové vybaveni GINA-star TLC, které

umoznuje dalsi zpracovani chromatograma.

pH metr
Kompaktni pfenosny pH metr inoLab pH 720 s gelovou elektrodou SenTix 41.

Spektrofotometr HeAios UV vis

Spektrofotometr Helios patii do skupiny pfistroji, které mohou byt nezavisle
ovladany jak prostiednictvim integrované klavesnice a LCD displeje, tak
prostfednictvim pfipojeného PC. Obsahuje halogenovou a deuteriovou lampu. Je

schopen méfit absorbanci v rozmezi od 190 nm do 1100 nm.
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5.4 Analytické a separacni metody

5.4.1 Imunoanalyza — ELISA (Enzymme Linked Immunosorbent Assay)

Imunoreaktivita monoklonalni protilatky TU-20 znatené radinuklidem **™Tc
byla sledovana pomoci ELISA testd. Jedna se o imunoalytické testy ELISA ur¢ené pro
detekci a charakterizaci mysi monoklonalni protilatky TU-20 proti neurotubulinu.

V tomto ptipad¢ byly pro detekci protilatky TU-20 pouzity komeréni kity
ELISA firmy VIDIA ELISA-VIDITEST anti-MONOKLONAL PROTI
NEUROTUBULINU, verze IgGl. Tyto imunoanalytické testy jsou zaloZeny na
principu nepfimé sendvicové ELISY. Neurospecifickd ¢ast tubulinu (antigen) je
imobilizovana na povrchu jamek mikrotitra¢nich desticek. Je-li v testovanych vzorcich
pfitomna pfisluSnd monoklondlni protilatka, navaze se na imobilizovany antigen.
Navazana mySi (primarni) protilatka v dalsim kroku reaguje se zvifecimi
(sekundarnimi) protildtkami proti myS$im imunoglobulinim znaenymi kienovou
peroxidazou. Mnozstvi primarni protilatky se pak stanovi barevnou enzymatickou
reakci protiladtky sekundarni, kde jako chromogenni substrat slouzi tetrametylbenzidin

a peroxid vodiku [37].

5.4.1.1 ELISA souprava

Sada ELISA-VIDITEST anti-monoklonal proti neurotubulinu obsahuje:

- ELISA odlamovaci stripy v manipulaénim ramecku potazené specifickym
antigenem — 12 ks

- mys$i monoklonalni protilatka TU-20 proti neurotubulinu (pozitivni kontrola)
10x koncentrovana — 0,25 ml

- monoklondlni protilatka proti cizimu antigenu (negativni kontrola)
10x koncentrovana — 0,25 ml

- prase¢i protilatka proti mySim imunoglobulinim znacenych peroxidazou
(Px-konjugat) — 0,2 ml

- promyvaci roztok 10x koncentrovany — 125 ml

- tedici roztok — 125 ml

- chromogensubstratovy roztok TMB — 15 ml
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- STOP roztok (kyselina sirové o ur¢ité koncentraci) — 30 ml

5.4.1.2 Priprava roztoki

Pro ptipravu roztoku je nutné pouzivat deionizovanou nebo destilovanou vodu.
Testované vzorky jsou fedény fedicim roztokem dle oc¢ekavaného obsahu protilatky,
v tomto piipadé v pomérech 1:50, 1:100, 1:500. Pracovni koncentrace promyvaciho
roztoku je pfipravena jeho nafedénim v poméru 1:9 ve vhodném objemu vody.
Px-konjugat je fedén fedicim roztokem v poméru 1:100. VSechny roztoky je vhodné

piipravovat vzdy Cerstvé, aby byla zaru¢ena mikrobiondlni ¢istota.

5.4.1.3 Obecny postup
ELISA soupravu vytemperujeme na laboratorni teplotu.

- Sestavime si schéma aplikace vzorkd,

- pfipravime si potfebny pocet odlamovacich stripti pro reakei,

- jamky plnime dle schéma aplikace vzorku po 100 pl fedénymi vzorky neznacené
protilatky TU-20 o vhodnych koncentracich, jejichz proméfenim ziskame
hodnoty optické hustoty do kalibra¢ni kfivky, samotnym fedicim roztokem pro
stanoveni pozadi reakce — tzv. blank a samotnymi vzorky, inkubujeme 60 minut
pfi laboratorni teploté,

- odsajeme obsah jamek do pojistné lahve a promyjeme 4x 250 pl promyvaciho
roztoku,

- do vSech jamek napipetujeme po 100 pl fedéného Px-konjugatu, inkubujeme
60 minut pfii laboratorni teplote,

- tekutinu z jamek poté opét odsajeme a promyjeme 4x 250 pl promyvaciho
roztoku,

- osmiportovou pipetou napipetuyjeme do vsech jamek po 100 pl
chromogensubstratového roztoku (TMB), dulezité je pipetovat rychle
v pravidelném rytmu, stripy pfekryjeme alobalem a na temném misté nechame
10 minut inkubovat,

- v prubéhu reakce se méni zabarveni do svétle modré barvy,

- reakci zastavime pfidanim 100 pl STOP roztoku osmiportovou pipetou,

pipetujeme ve stejném rytmu jako pfi rozpliiovani chromogensubstratového
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roztoku, aby enzymatickd reakce probihala ve vSech jamkach po stejnou dobu,
nechame inkubovat 5 minut,

- po piidani STOP roztoku dochazi ke zmeén¢ zabarveni pozitivnich jamek zluté,

- intenzitu barevné reakce zméfime na spektrofotometru pti vinové délce 450 nm
za pouziti referen¢niho filtru 630 nm,

- méfeni se provadi nejdiive 5 minut a nejpozdeji 30 minut po zastaveni reakce

[37].

5.4.2 Elektroforéza

Elektroforéza v pfitomnosti SDS — SDS PAGE je metoda pouzivana pro
charakterizaci a srovnani bilkovin. Tato metoda je zalozena na separaci bilkovin, dle
rozdilné relativni molekulové hmotnosti. Na zaklad¢ srovnani relativnich mobilit
neznamé bilkoviny a standard je pak mozné urcit jeji relativni molekulovou hmotnost
[33], [34].

V tomto piipad¢ byla SDS elektroforéza pouzita ke kontrole struktury znacené
protilatky. Kontrola struktury je zaloZzena na porovnani elektroforetické pohyblivosti

znacené a nativni protilatky.

5.4.2.1 Priprava reagencii

A - 30 g akrylamidu, 0,8 g N,N-metylenbisakrylamidu doplnime do 100 ml
vodou,

B - 1 g SDS doplnime do 10 ml vodou,

C - 36,4 g Tris rozpustime ve 200 ml vody, dotitrujeme koncentrovanou HCl
na pH 8.8 a doplnime do 400 ml vodou,

D - 3 g Tris rozpustime v 50 ml vody, dotitrujeme koncentrovanou HCI na pH
6,8 a doplnime do 100 ml vodou,

E - 30,3 g Tris, 144 g glycinu, 10 g SDS doplnime do 1 | vodou,

F - 100 mg bromfenolové modfi rozpustime v 10 ml roztoku D,

G- 0,5 g persiranu amonného doplnime do 5 ml vodou,

H - 10 % separaéni gel — 20 ml A, 30 ml C, 0,6 ml B, 8,8 ml vody, 20 pl
TEMED, 0,6 ml G,

L - ekvilibra¢ni roztok — 50 ml C, 1 ml B, 49 ml vody,
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I -

J -

zaostfovaci gel — 1 ml A, S ml D, 0,1 ml B, 3,8 ml vody, 5 ul TEMED,
0,15 G,
vzorovy roztok neredukujici — 2,4 ml D, 2 ml B, 1 ml glycerolu, 4,4 vody,
0,1 ml F,

K - wvzorovy roztok redukujici — 2,4 ml D, 2 ml B, 1 ml glycerolu, 0,5 ml ME,

4 ml vody, 0,1 ml F,

M - elektrodovy pufr — 100 ml E, 900 ml vody,

N - barvici roztok — 450 ml EtOH, 100 ml koncentrované kyseliny octové,

450 ml vody, 0,5 g Coomassie blue,

O - odbarvovaci roztok — 250 ml EtOH, 100 ml koncentrované kyseliny octové,

650 ml vody.

5.4.2.2 Obecny postup

Sestavime sklenénou kyvetu pro naliti gelu,

pfipravime separa¢ni gel H,

nalijeme separacni gel H do kyvety a nechame zpolymerovat (2 hodiny),
zalijeme ekvilibra¢nim roztokem L,

pted pouzitim slijeme ekvilibra¢ni roztok L,

nalijeme zaostfovaci gel I,

zasuneme plastikovou formu pro vytvoreni jamek pro vzorky,

nechame zpolymerovat (2 hodiny),

ozna¢ime jamky, vyndame plastikovou formu,

sklenénou kyvetu umistime do elektroforetické aparatury a zalijeme pufrem
E,

k 200 ul analyzovaného vzorku ptidame 50 pl redukujiciho roztoku K ¢i
neredukujiciho roztoku J,

vzorky vafime ve vodni l4zni po dobu 2 minut,

20 pl pfipraveného vzorku naneseme do jamky podvrstvenim pod
elektrodovy pufr pomoci stfikacky Hamilton,

elektrodovou nadobu uzavieme vikem a pfipojime ke zdroji,

napéti se nastavi na 10 V na cm délky gelu,
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- elektroforézu ukon¢ime po doputovani ostré zény bromfenolové modii
ke spodnimu okraji gelu,

- gel vyjmeme z kyvety a v barvicim roztoku N ho nechame tfepat pfes noc na
laboratorni trepacce,

- poté pozadi odbarvujeme v odbarvovacim roztoku O.

5.4.3 Purifikace

Jednim z dilezitych parametrti pro hodnoceni kvality radiofarmak je chemicka
¢istota. Proto je nutno reakéni smes precistit a jimané frakce s pomoci vhodné detekéni
metody rozdélit na nizkomolekularni a vysokomolekularni.

V naSem pfipadé¢ byla provadéna purifikace konjugatu protilatka-ligand gelovou
chromatografii. Jako stacionarni faze byl pouzit hydrofilni dextranovy gel Sephadex

(25 a jako mobilni faze byl zvolen 0,05M fosfatovy pufr o pH 7.4.

5.4.3.1 Obecny postup
- Sklenénou kolonku o objemu 10 ml naplnime do pozadovaného objemu
Sephadexem G25 a promyjeme minimalné 30 ml pufru,
- na kolonku naneseme 1 ml pfipraveného konjugatu,

- za pribézného doplilovani pufru jiméme frakce o objemu 1 ml.

5.4.4 Detekce vysokomolekularni frakce

K detekci vysokomolekularni frakce byla vyuzita metoda barveni za pfitomnosti

bromfenolové modfi a chloridu rtutnatého.

5.4.4.1 Obecny postup
- 8 ul frakce s pfedpokladanym obsahem bilkoviny naneseme na prouzek
chromatografického papiru a vysuSime,
- na 5 minut vlozime do 1% roztoku bromfenolové modii v ethanolu syceném
chloridem rtutnatym,
- poté 30 minut odbarvujeme v 0,5% roztoku kyseliny octové,

- frakce s protilatkou zistava po vysuseni zluté zabarvena.
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Piesné stanoveni koncentrace monoklonalni protilatky TU-20 v jednotlivych
frakcich a dale reak¢énich smésich bylo méfeno spektrofotoetricky, pfi vinové délce

280 nm.

5.4.5 Papirova chromatografie
Radiochemicka ¢istota diagnostickych latek na bazi “™Tc je testovana
chromatografickymi metodami (papirova a tenkovrstvd chromatografie). Jako

rozpoustédlo o vysoké polarité se pouziva fyziologicky roztok [10].

Kontrola ¢istoty reakéni smési byla v tomto pfipadé sledovdna pomoci papirové
chromatografie. Experimentalni uspotadani bylo vzestupné. Chromatografie byla
provadéna na chromatografickém papiru firmy Whatman ¢. 1. Jako mobilni faze byl

zvolen 0,9 % roztok NaCl.

5.4.5.1 Obecny postup
- pted pouzitim nastfihame chromatograficky papir na prouzky o minimalni
délce 15 cm a §itky podle poc¢tu nanaSenych vzorkd,
- 8 ul vzorku naneseme na vyznaceny start, ktery by mél byt alesporni 1 cm nad
hladinou mobilni faze,
- chromatogram umistime do chromatografické komory,
- vyvijime, dokud ¢elo rozpoustédla neurazi vzdalenost minimalné 10 cm,

- detekci provadime po vyjmuti papiru a jeho vysuseni.

Detekce chromatogram byla provadéna na RITA-STAR.
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5.5 Metody znaceni
5.5.1 Znadeni protilatky TU-20 ”™Tc pfes bifunkéni chelat HYNIC

Jednou z metod znafeni monoklonélnich protilatek radionuklidy je znadeni za
pritomnosti bifunkéniho chelatu, jehoz ukolem je vytvofit spojeni mezi protilatkou
a radionuklidem.

V tomto ptipad¢ byl jako bifunkéni chelat zvolen HYNIC (hydrazinonikotinova
kyselina). Jako reaktant, pro vytvofeni konjugatu protilatka-HYNIC, byl vSak pouzivan

SHYNIC (hydrochlorid succinimidyl-6-hydrazinonikotinové kyseliny).
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Obr. 4 Reakéni schéma pro pripravu hydrochloridu sukcinimidyl-6-hydrazin-

nikotinové kyseliny.

Konjugat protilatka-HYNIC se vytvoii po navazani HYNIC na volnou amino
skupinu v molekule lysinu obsazené v monoklondlni protilatce. Samotné znaleni
konjugatu radionuklidem probihd po ptidavku #"T¢ a vhodného transchelataéniho
¢inidla.

99mTe, ktery ziskame z eluatu ve formé **™Tc-technecistanu sodného, je nutno
zredukovat. V tomto ptipadé byl jako redukéni ¢inidlo pouzivan SnCl,.2H,0.

Jako transchelataéni ¢inidlo byl zvolen tricin [13], [14], [15], [16], [17], [18].
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5.5.1.1

Vypracovany a doporuceny postup
Zasobni roztok HYNIC: 13,9 mg HYNIC rozpustime v 7 ml DMF,
10 ul zdsobniho roztoku HYNIC a 750 ug protilatky TU-20 smichame v reakéni
nadobce a doplnime 0,8 ml fostatového pufru,
doba konjugace: 4, 24 hodin,
konjugat precistime a rozdélime na gelové kolonce (sephadex G 25) na 6 frakci
jimanych po 1 ml,
objem sloupce kolonky: 3,5 ml, 5 ml, 7.5 ml, 9 ml,
stanovime pfitomnost vysokomolekularni slozky ve frakcich (odbarvenim,
spektrofotometricky),
zasobni roztok SnCl,.2H,O: 12,6 mg SnCl.2H,O rozpustime v 7,8 ml
deoxygenované HCl,
zasobni roztok tricinu: 140 mg tricinu rozpustime v 3 ml H,O a 0,9 ml 0,1M
NaOH,
v pfesném pofadi smichdme 100 pl tricinu, 2,5 pl SnCl,.2H,0 pfislusnych
zasobnich roztoki, ™ Tc (60MBgq), konjugat,
reakéni smés piecistime na kolonce (objem sloupce kolonky 7.5 ml), popf.
nasledné analyzy provadime ptimo s reakéni smési,
analyzy: ovéfeni pfitomnosti protilatky, popt. zjiSténi mnozstvi -
spektrofotometrie,
ovéteni vazebnosti protilatky — ELISA,
kontrola struktury protilatky — elektroforéza,

zjisténi Cistoty a stability reakéni smési — papirova chromatografie.
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5.5.2 Znaceni protilatky TU-20 pFimo pomoci 2-merkaptoethanolu
Pfimé znaceni je zaloZeno na navazani radionuklidu pfimo na molekulu
monoklonalni protilatky. PMTe se v proteinech vaze pies thiolatové skupiny cysteinu za
vzniku vazby gngc-cysteinyl-protein. Zvyseni vazéani 9mTe je zajistovano redukci
disulfidovych vazeb v proteinech [10].
V tomto piipadé byl jako redukéni ¢inidlo pro redukci disulfidovych vazeb
v proteinech pouzit merkaptoethanol. Redukce 9™ ¢_technecistanu sodného (eluat) byla

provadéna v ptitomnosti SnCl,.2H,0, obsazeného v 6-MDP kitu.

5.5.2.1 Vypracovany a doporuceny postup
- Zasobni roztok merkaptoethanolu: 100 pl merkaptoethanolu do 1 ml destilované
vody,
-k 94 ul zasobniho roztoku 2-merkaptoethanolu ptidame 750 pg protilatky TU-20
a doplnime do 1 ml fosfatovym pufrem,
- reak¢ni doba: 10 minut,
- reak¢éni smés rozdélime na gelové kolonce sephadexu G235 na 6 frakci, jimanych
po 1 ml,
- objem sloupce kolonky: 7,5 ml, 9 ml,
- stanovime pfitomnost vysokomolekularni slozky ve frakcich (odbarvenim,
spektrofotometricky),
- 6-MDP kit rozpustime v 5 ml fyziologického roztoku,
- reakéni smés: 10 ul 6-MDP kitu smichame s eluatem P™Te (60 MBq) a piidame
frakci s vysokomolekularni slozkou,
- reak¢éni smés pieCistime na kolonce (objem sloupce kolonky 7,5 ml),
popf. nasledné analyzy provadime ptimo s reakéni smési,
- analyzy: ovéfeni pfitomnosti protilatky, popf. zjiSténi mnozstvi -
spektrofotometrie,
ovéfeni vazebnosti protilatky — ELISA,
kontrola struktury protilatky — elektroforéza,

zjisténi Cistoty a stability reakéni smési — papirova chromatografie.
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5.5.3 Primé znaceni protilatky TU-20 elektrolyticky

Pro pfimé znaCeni protilatek radionuklidy se také vyuzivaji elektrolytické
metody. Elektrolyzou aniontové formy technecia **™TcOy), ziskané z generatoru,
dojde k jeho redukci na niz$i oxida¢ni stavy a vice reaktivni formy.

V naSem piipadé byla elektrolyza provadéna dvéma zpiisoby. Elektrolyza smési
protilatka-eluat i elektrolyza samotného eluatu, ke kterému byla protilatka poté ptridana.
Podminky elektroforézy byly fizeny laboratornim zdrojem a redukce #IMTe.

technecistanu probihala za pfitomnosti cinové elektrody.

5.5.3.1 Vypracovany a doporuceny postup

Ptipravime 1 ml reakéniho objemu:

60 MBq ™Tc (eluat), doplnime do 1 ml NaCl,

60 MBq *™Tc (eluat), 144 ul TU-20, doplnime do 1 ml NaCl,

- na laboratornim zdroji nastavime hodnotu 0,05 mA,

- elektrodu vlozime do reakéni smési a nechame 20 sekund elektrolyzovat,

- reakéni doba: 15 minut,

- reakéni smés precistime na kolonce (objem sloupce kolonky 7.5 ml), popft.
nasledné analyzy provadime ptimo s reakéni smési,

- analyzy: ovéfeni pfitomnosti protilatky, popf. zjiSténi mnozstvi -

spektrofotometrie,

ovéfeni vazebnosti protilatky — ELISA,

kontrola struktury protilatky — elektroforéza,

zjisténi Cistoty a stability reakéni smési — papirova chromatografie.
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6 Vysledky a diskuse

6.1  Zna&eni TU-20 *™Tc p¥es bifunkéni chelat HYNIC
Experimenty byly provadény za reakénich podminek, které byly ménény dle

pozadavki na reaktivitu, ¢istotu a stabilitu reakéni smési. Pro dobu konjugace

(protilatka-HYNIC) byly zvoleny dva ¢asové intervaly, 4 hodiny a 24 hodin. Cistota

reak¢ni smési byla sledovana a zvySovana upravou objemu gelu (sephadex G25) pti

purifikaci konjugatu TU-20-HYNIC gelovou permeacni chromatografii. Frakce

s obsahem vysokomolekularni slozky byla nasledné pouzita pro znaceni. Znaceni bylo

provadéno dle postupu viz. kap. 5.5.1.1.

6.1.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie frakci (protilatky) po rozdéleni konjugatu TU-20-HYNIC na
gelovych kolonkach o riiznych objemech gelu (Sephadex G25). Méfeni byla provadéna
pti vinové délce 280 nm na spektrofotometru HELIOS. Oznacené frakce byly pouzity

pro znaceni.

Tab. 1 Koncentrace TU-20 pro jednotlivé frakce ziskané délenim konjugdatu TU-20-
HYNIC o vstupni  koncentraci TU-20 750 ug/ml na kolonkdch o riznych

objemech gelu.
objem gelu 3,5ml 5 ml 7,5 ml 9 ml
koncentrace koncentrace koncentrace koncentrace
frakce TU-20 (ug/ml)  TU-20 (ug/ml)  TU-20 (pg/ml)  TU-20 (ug/ml)

1 (TU-20-Hy) 37 0 0 0
2 (TU-20-Hy) 44 97 0 0
3 (TU-20-Hy) 310 328 148 0
4 (TU-20-Hy) 147 119 451 42
S (TU-20-Hy) 101 111 46 640
6 (TU-20-Hy) 66 63 53 22
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6.1.2 Chromatografie

Papirovou chromatografii byla sledovana ({istota reakénich  smési.
Chromatogramy ukazujici stabilitu reakéni smési jsou uvedeny v kapitole 11.1.1 - viz.
ptilohy.

Na chromatogramu jsou zaznamendny dva piky. Na startu muazeme vidét

TU-20-HYNIC-""T¢, druhy pik pak odpovida chelatu TRICIN-""Tc.

TU-20 - HYNIC - *"T¢
88.31 %

; Tricin - *"Tc¢
; 11,69 %

I(mm) ©

Obr. 5 Reakcni smés TU-20-HYNIC- **"Tc. Doba konjugace (TU-20-HYNIC) byla +
hodiny. Konjugat byl purifikovan na kolonce o objemu gelu 7,5 ml.
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Integratior T:AWGINA_NTNRITA CONTROLATY 03 - HYNICNG= TU-HY SMES O MIN.RTA, TU 20

mr ‘fl‘i [ T
TU-20 - HYNIC — *"T¢
93,3 %
Tricin — *™T¢
) 6.7 %
:
50 1o l(mm) s
Obr. 6  Reakéni smés TU-20-HYNIC-""Tc. Doba konjugace (TU-20-HYNIC) byla
24 hodin. Konjugat byl purifikovdan na kolonce o objemu gelu 3,5 ml.
S/T ’ﬁ"l 7',', o mLCi
P |
| TU-20 - HYNIC - " Tc
96 %

Tricin - ™Tc
W 4 %

= )}

1 (mm)

Obr.7  Reakcni smés TU-20-HYNIC- *"Tc. Doba konjugace (TU-20-HYNIC) byla
24 hodiny. Konjugat byl purifikovan na kolonce o objemu gelu 5 ml.
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TU-20 — HYNIC - *™T¢
97, 54 %

Tricin - ™ T¢
. 2,46 %

1 (mm)

Obr.8  Reakcni smés TU-20-HYNIC-""Tc. Doba konjugace (TU-20-HYNIC) byla 24
hodiny. Konjugat byl purifikovan na kolonce o objemu gelu 7,5 ml.

TU-20 - HYNIC — *™T¢
99,3 %

Tricin — ™T¢
0,7 %

I (mm) N

Obr. 9  Reakcni smés TU-20-HYNIC- **"Tc. Doba konjugace (TU-20-HYNIC) byla 24
hodiny. Konjugat byl purifikovan na kolonce o objemu gelu 9 ml.
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6.2 Znaceni TU-20 ™Tc pomoci 2-merkaptoethanolu
Analyzovany byly reakéni smési i frakce vzniklé pre¢isténim reakéni smési

gelovou permeaéni chromatografii. Cistota reakéni smési byla zajistovana purifikaci

samotné protilatky TU-20 po jejim zredukovani 2-merkaptoethanolem a nasledné¢ byla

preci§téna 1 reakéni smes. Protilatka byla zna¢ena podle postupu viz. kap. 5.5.2.1.

6.2.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie frakci (protilatky), po redukci 2-merkaptoethanolem,
TU-20 (ME) na gelové kolonce (Sephadex G25). Objemy gelu v kolonkach byly 7,5 ml
a 9 ml. M¢éfeni byla provadéna pfi vinové délce 280 nm. Pro znaceni byly pouzity

frakce s nejvy$§im obsahem TU-20.

Tab. 2 Koncentrace TU-20 pro jednotlivé frakce ziskané cisténim smési TU-20 (ME)
o vstupni koncentraci TU-20 750 ug/ml na kolondach o danych objemech gelu.

objem gelu 7,5 ml 9 ml
koncentrace koncentrace
frakce TU-20 (ug/ml)  TU-20 (ng/ml)
1 TU-20 (ME) 0 0
2 TU-20 (ME) 12 1
3 TU-20 (ME) 67 3
4 TU-20 (ME) 358 93
5 TuU-20 (ME) 220 530
6 TU-20 (ME) 78 46
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Spektrofotometrie frakci vzniklych po pie¢iSténi reakéni smési gelovou

permeacni chromatografii.

Tab. 3 Koncentrace TU-20 frakci vzniklych purifikaci reakcéni smési o koncentraci

TU-20 358 pg/ml.
objem gelu 7.5 ml
koncentrace
frakce TU-20 (ng/ml)
3 (TU-20-""Tc) 43
4 (TU-20-""Tc) 83
5 (TU-20-""Tc) 173
6 (TU-20-""Tc) 38
7 (TU-20-"""Tc) 17
8 (TU-20-""Tc) 9
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6.2.2 Chromatografie

Papirovou chromatografii byla sledovana d&istota reak¢énich smési i frakei
vzniklych jejich purifikaci. Stability jednotlivych reakénich smési a frakci jsou uvedeny
v kapitole 11.1.2 — viz piilohy. Na chromatogramu se objevuji dva rizné piky. Prvni pik

odpovida smési TU-20-"""Tc, druhy je charakteristicky pro MDP-""Tc.

Integration C:\GINA NT\RITA CONTROL\CD 20 - ME\Q6TU-ME SMES OH.RTA, CD Ol.rta

C/qg * k100 TLC!
o o
30,0 g g‘
TU-20 - " Tc
25,0+ 90,26 %

MDP - *™T¢
9,74 %

Reg #2

|
—

I (mm)™

Obr. 10 Reakcni smés TU-20- """ Tec. Objem sloupce kolony pro déleni smési TU-20
(ME) 7.5 ml.
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TU-20 - ™T¢

e I

Obr. 11

Integration C:\GINA_NT\RITA CONTROL\TU 20

- ME\07TU-ME SMESOH.RTA,

I (mm)

3. frakce, vznikla purifikaci reakcni smési o koncentraci TU-20 358 ug/ml.

13.12.05_01.rt

ioo TLC
TU-20 — “™Tc
99,39 %
MDP - *™T¢
0,61 %
g
g
;57* T B 75'? o 100 - 150 l(mm)ﬁ

Obr. 12
(ME) 9 ml.

Reakcni smés TU-20-"""Tc. Objem sloupce kolony pro déleni smési TU-20
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6.3 Zna&eni TU-20 *"Tc elektrolyticky

Pro elektrolytické znaceni byly zvoleny dvé metody. Elektrolyza eluatu
aniontové formy technecia (*’"TcOy4) byla provadéna bud’ bez nebo za piitomnosti

protilatky TU-20. Postup prace viz. kap. 5.5.3.1.

6.3.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie byla provadéna jen u frakci vzniklych délenim reak¢éni smési,
po elektrolyze, pomoci gelové permeaéni chromatografie (Sephadex G25).
Elektrolyzovana byla smés eluatu s protilatkou TU-20. Méteni byla provadéna pii

vlnové délce 280 nm.

Tab. 4. Koncentrace TU-20 ve frakcich rozdélené elektrolyzované reakcni smési
TU-20-"""Tc o vstupni koncentraci TU-20 750 pug/ml.

objem gelu 7.5 ml
koncentrace
frakce TU-20 (ng/ml)
3 (TU-20-""Tc) 43
4 (TU-20-""Tc) 469
5 (TU-20-""Tc) 73
6 (TU-20-""Tc) 28
7 (TU-20-"""Tc) 11
8 (TU-20-"""Tc) 6
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6.3.2 Chromatografie

Chromatogramy elektrolyzovanych eluati samotnych i s pfitomnosti protilatky
TU-20 byly sledovany za ucelem zjisténi, zda ve smési neni pfitomna neredukovana
forma technecia. Chromatogram ndm ukdZze maximalné¢ dva piky. Prvni nalezi

redukované formé technecia bud’ samotné nebo po purifikaci TU-20-""Tc. Druhy pik

odpovida neredukované formeé technecia.

IML-EL-BEZ.RTA, 19.5.207

TU-20 — *™T¢

T

et e
I oI T . y pgasy

Obr. 13 Elektrolyticky redukované technecium. Redukovan byl 1 ml roztoku o sloZeni
0,2 ml eludtu (*°*"TcO;) a 0.8 ml NaCl.
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Integration C:\GINA NT\RITA CONTROL\TU 20 - ME\07TU-EL. 1ML-EL-S.RTA, 29.3.2006_0

TLC

TU-20 - “™T¢
99,16 %

IMT e (VIN)
0,84 %

r T T T = A — T T T
o] 50 100 150 mm
1 (mm)

Obr. 14  Reakéni smés TU-20-"""Tc. Elektrolyzovan byl eludt bez pritomnosti protildtky.
Doba inkubace TU-20 s **"Tc byla 15 minut.

TU-20 - *™Tc
97,99 %

A (cpm*1000)

PmTe (VI |

pesieo

1 (mm)

¥ 2,01 %
g
¥

R VY

Obr. 15 Reakcni smési TU-20- **"Tc po elektrolyze eludtu za pFitomnosti protildtky.
Nandseno po 15 minutach inkubace po elektrolyze.
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TU-20 - *™Te¢

| (mm)

Obr. 16 4. frakce, ziskana délenim reakcni smési na gelové kolonce. Elektrolyzovdana
byla smés eluatu s protilatkou TU-20. Objem gelu v kolonce byl 7,5 ml.
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6.4 Elektroforéza

Kontrola struktury znacené protilatky byla sledovana pomoci SDS-
elektroforézy. Byla ovéfovana u reak¢nich smési i frakci jednotlivych metod znaceni.

Vzorky:

1. &ista TU-20,

2. TU-20-HYNIC- *™T¢,
3. TU-20-HYNIC- *™T¢,
4. TU-20 (ME) - *™Tc,
5. TU-20 (ME) - T,
6. TU-20-*"™Tc (EI),

7. TU-20- *™Tc (El).

Obr. 17 SDS-elektroforéza provddéna s vySe uvedenymi vzorky obarvenymi

neredukujicim barvicim roztokem v poméru 4:1, elektrolyzovano pri 100V,
3hodiny.
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6.5 ELISA

Imunoreaktivita byla ovéfovana pomoci ELISA testi pro vSechny reak¢éni smési
1 jednotlivé frakce. Absorbance byla métfena pfi vinové délce 450 nm za pouziti
referen¢niho filtru 630 nm na spektrofotometru SUNRICE. Vystupni data namétfena
spektrofotometrem SUNRICE spole¢né s ptipravou kalibrace jsou uvedena v kapitole

11.2 — viz pftilohy.

Kalibrace:
Kalibraéni zavislost OD na koncentraci TU-20
25 -
2 - *
15 - y=0,4191Ln(x) + 4,2279
8 ,
1 -
0,5 -
L J
0 — - ‘
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

koncentrace (mg/ml)

Graf' 1 Kalibracni krfivka TU-20.
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Vzorky:

l.

znaceni pomoci HYNIC (reakéni smés, kolona 5 ml),

2. znaceni pomoci HYNIC (reak¢éni smés, kolona 7,5 ml),
3. znaceni pomoci HYNIC (reak¢ni smés, kolona 9 ml),
4. elektrolytické znaceni (reakéni smés, eluat elektrolyzovan s TU-20),
5. elektrolytické znadeni (reakéni smés, eluat elektrolyzovan bez TU-20),
6. elektrolytické znaceni (4. frakce, redukce s TU-20),
7. znaceni TU-20 redukované pomoci ME (reakéni smés, kolona 7,5 ml),
8. znaceni TU-20 redukované pomoci ME (reakéni smés, kolona 9 ml),
9. znaceni TU-20 redukované pomoci ME (5. frakce, kolona 7,5 ml).
Tab. 5  Prehled koncentraci a dalsich parametru vyse uvedenych vzorku.
celkova koncentrace  koncentrace biologicky
vzorky TU-20 (pg/ml) aktivni TU-20 (ug/ml)  imunoreaktivita (%)
1 328 306,50 93,45
2 451 402,64 89,28
3 640 578,67 90,42
4 750 705,24 94,03
5 750 703,81 93,84
6 469 441,80 94,20
7 358 140,88 39,35
8 530 278,36 52,52
9 173 79,88 46,17
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6.6

Shrnuti vysledku

Vazebnost **"Tc na protilatku TU-20

Vzorky:
reakéni smés - TU-20-HYNIC-"""Tc,

1.

AR

purifikovana reakéni smés - TU-20-HYNIC-"""T¢,

reakéni smés - TU-20 (ME)- *™Te,

purifikovana reakéni smés - TU-20 (ME)-99mTc,

reakéni smés - TU-20-""Tc (EI),

purifikovana reakéni smés - TU-20-""Tc (EI).

A (%)

120

100 -
80 -
60 -
40 ‘
20 -
0. NN o
1 2 3 4

vzorky

5

Graf 2 Zastoupeni aktivity (v %) v jednotlivych vzorcich. Vzorky 1, 3 a 5 predstavuji
reakcni smési. Vzorky 2, 4 a 6 pak jednotlivé frakce vzniklé purifikaci prislusné

reakcni smési.

Vzorky 2, 4 a 6 ukazuji vysledné mnoZstvi radionuklidu (v %), které vytvorilo

vazbu s protilatkou TU-20.
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Vzorky:

1. TU-20-HYNIC-*™Te,
2. TU-20 (ME)-*™Te,
3. TU-20-"™Tc (E).

90

TU-20 (%)

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 - S | _ . S
1 2

vzorky

Graf 3. Procentudlni zastoupeni protilatky TU-20 ve vysledném znaceném prepardtu.
Z puvodniho mnoZstvi TU-20 vstupujiciho do pripravy znaceného prepardtu

100%. (750 ug/ml).
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Imunoreaktivita

Vzorky:
1. TU-20-HYNIC-""Tc,
2. TU-20 (ME)- *™Tc,
3. TU-20-"""Tc (El).

120 -

100 -

80 -

60 -

40 -

imunoreaktivita (%)

20 -

Graf 4 Imunoreaktivita znacené TU-20 ruznymi metodami.
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Biologicka stabilita

Vzorky:

1. TU-20 - &ista,

2. TU-20-HYNIC-*"Tc,
3. TU-20 (ME)-"™Tc,
4. TU-20-""Tc (El).

Obr. 18  SDS-elektroforéza provadéna s vySe uvedenymi vzorky obarvenymi
neredukujicim barvicim roztokem v poméru 4:1, elektrolyzovano pri 100V,
3hodiny.
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6.7 Diskuse

Chemicka cistota a stabilita reakcni smési

Imunoglobulin TU-20 patii mezi makromolekuly o velké molekulové vaze. Ze
smési s jednoduchymi molekulami o malé molekulové vaze ji nejlépe odseparujeme za
pouziti gelové filtrace. V tomto ptipad¢é byly ¢istény smeési obsahujici TU-20-HYNIC
nebo TU-20 (ME). Zkouseny byly kolonky o riznych objemech gelu (Sephadex G25).
Vsechny kolonky, jejichz objemy gelt byly 3,5 ml, Sml, 7,5 ml a 9 ml, vykazovaly
dobrou separa¢ni schopnost. Nejvyssi koncentrace TU-20 po separaci vSak byly
nalezeny ve vSech pfipadech u vzorkl purifikovanych na kolonce o objemu gelu 9 ml.

V ptipadé pfimého znaceni elektrolyticky bylo nutno gelovou filtraci piecistit
reakéni smési. Pro oddéleni nenavazného **™Tc¢ od samotné znacené protilatky
TU-20-""Tc.

Chemicka stabilita byla sledovdna papirovou chromatografii. Vzhledem
k nizkému poloc¢asu radionuklidu #MT¢ byl zvolen ¢asovy interval nandseni a méfeni
vzorkll po 10 minutich, po dobu 4 hodin. Kromé sniZzovani aktivity v prométenych

vzorcich nebyly sledovany zadné odchylky.

Vazebnost **"Tc na protildtku

Muzeme fici, Ze nejvy$si vazebnost prokazuje radionuklid #MT¢ na protilatku
TU-20 znafenou pies bifunkéni chelat HYNIC. Reakéni smés neni dale nutné
purifikovat. U TU-20 redukované 2-merkaptoethanolem mizeme pozorovat, ze reakéni
smés je Cistd a prokazuje vysokou vazebnost radionuklidu na protilatku, avSak po
purifikaci reakéni smési jsme schopni ziskat maximalné polovinu znacené protilatky
z puvodniho mnozstvi obsazeného v reakéni smési. Jednd se opét o projev silného
poruseni struktury protilatky. Pro znaceni piimo elektrolyticky je nutno smés

purifikovat a z vysledkii mizeme vidét, ze ziskané mnozstvi takto znacené protilatky je

v v
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Biologicka stabilita

Biologicka stabilita, tedy struktura znacené protilatky, byla kontrolovana SDS —
elektroforézou. Struktura znacené protilatky zde byla porovnana se strukturou protilatky
nativni. Vysledky ukazuji na vysokou biologickou stabilitu pro protilatky znaéené
metodami pfes bifunkéni chelat HYNIC a ptimého elektrolytického znaceni.
K rozsdhlému poruSeni struktury TU-20 vSak dochazi pfi jeji redukei

2-merkaptoethanolem.

Imunoreaktivita

Zachovani specifické vazby znacené protilatky TU-20 na antigen bylo sledovano
ELISA testy. Vysokou imunoreaktivitu prokazovaly protilatky s neporusenou
biologickou strukturou, tedy znacené pies bifunkéni cheldt HYNIC a pfimo
elektrolyticky.  Protilatka, jejiz  struktura byla porusena béhem redukce
2-mekaptoethanolem, méla diky porusenym vazebnym mistim i velice snizenou
imunoreaktivitu.

Piipadné pozitivni ¢i negativni odchylky ve wvyslednych hodnotach jsou
zpusobeny vysokou citlivosti metody. U vyslednych hodnot odpovidajicich vzorkiim
s obsahem protilatky redukované pomoci 2-metkapoethanolu muzeme vidét znacné
odchylky pfi srovnani parametrd riznych koncentraci protilatky a pfislusné
imunoreaktivity. Coz je zplsobeno vZdy odli§nou pfitomnosti neporuSenych vazebnych
mist protilatky v kazdém vzorku. Nikdy si tedy nemizZeme byt jisti, nakolik bude

struktura TU-20 porusena.
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7 Zavér

V této praci jsem se zabyvala vyvojem a porovnanim metod znaceni
monoklonalni protilatky TU-20 proti neurotubulinu radionuklidem **™Tc. Pro porovnani
jednotlivych metod byla zvolena nasledujici kriteria:

e chemicka éistota,

e chemicka stabilita,

e vazebnost " T¢ na TU-20,
e biologicka stabilita,

¢ imunoreaktivita.

Ze vsech tfi metod, které byly vybrany pro tyto studie, nejlépe splnila vSechna
kritéria metoda nepfimého znadeni TU-20 **"Tc pres bifunkéni chelat HYNIC.
Vysledny preparat vykazuje vysokou biologickou i chemickou stabilitu, specificka
vazba protilatky na antigen po znaceni zustava zachovana, vytézek znacené protilatky je
vysoky a reakéni smés neni nutno jiz dale purifikovat.

Vysoka biologicka i chemicka stabilita stejné jako imunoreaktivita vysledného
preparatu byla prokazana i u metody pfimého elektrolytického znaceni. Zde je vSak
nutné purifikovat reak¢éni smés, coz s ohledem na ptitomnost radionuklidu je nevyhodou
této metody. Dal§i nevyhodou této metody je ptitomnost protilatky v neredukované
forme¢, tedy malo vazebnych mist pro radionuklid, ¢imz i ziskdni velmi malého
mnozstvi ozna¢eného preparatu.

Jako velmi nevyhodna se zda byt metoda za vyuziti redukce protilatky 2-ME.
Ptitomnost redukéniho ¢inidla velmi poskozuje strukturu, tedy biologickou stabilitu
1 imunoreaktivitu protilatky TU-20.

Vysledny preparat, pfipraveny metodou nepfimého znaceni ptes bifunkéni chelat
HYNIC, je nyni pfedmétem dalSich experimentd. Ovéfuje se biodistribuce znacené

protilatky v organech my$i, moznost lyofilizace preparatu a pfiprava kitu.
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9 Znaceni monoklonalni protilatky radionuklidem

9 v W r (] o . .
?™T¢ a ovéFovani jeji vazebnosti na antigen TU-20

Pfedmétem této studie je vyvoj metod znaceni uméle pFipravené monoklonalni
protilaitky typu IgGl - TU-20, kterd vykazuje vysokou afinitu vaéi p-III-
neurotubulinu, radionuklidem mre.

p-11I-neurotubulin je charakteristickym degrada¢nim proteinem bunééného
cytoskeletu nervové tkan€, vznikajicim pfi onemocnénich vedoucich ke ztratam
perifernich neuronti nebo neuroni centrdlni nervové soustavy. Pro diagnostiku
neuropatii a neurodegenerativnich procesu je tedy B-11I-neurotubulin cilovou strukturou
a radioaktivné oznacena protilatka TU-20 *™Tc¢ by mohla teoreticky umoZnit
diagnostickou aplikaci in vivo.

V tomto piipad¢ byly zvoleny tfi metody znafeni protilatky TU-20
radionuklidem **Tc. Nep¥imé znadeni pies bifunkéni chelat HYNIC, p¥imé znadeni
elektrolyticky a pfimé znaceni protilatky TU-20 redukované 2-merkaptoethanolem.

Pro sledovani jednotlivych vlastnosti byly zavedeny pfislusné chemické a
biochemické kontrolni metody. Chemickéd cistota byla zajistovdna pomoci gelové
filtrace a spolu s chemickou stabilitou sledovdna papirovou chromatografii. Ke kontrole
biologické stability byla vyuzita SDS elektroforéza. Ovéfovani imunoreaktivity bylo
provadéno pomoci ELISA-testi.

Nalezené vysledky ukazaly, Ze nejvyhodngj$i metodou znaceni protilatky
TU-20, je nepiimé znaceni pfes bifunkéni chelat HYNIC a nejméné ucinnou

metodou se ukazalo byt znaceni protilatky TU-20 redukované 2-merkaptoethanolem.

Klicova slova:

e monoklonalni protilatka,

e TU-20,
° gngC,
e HYNIC,

¢ 2-merkaptoethanol,

e znaceni radionuklidem.
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10 Labeling of monoclonal antibody with radionuclide

»™Tc¢ and proving its binding on antigen TU-20

The subject of this thesis is development of methods of labeling artificially
prepared monoclonal antibody type IgG1 — TU-20 which shows high affinity towards
B-111- neurotubulin with radionuclide **™Te.

B-III- neurotubulin is a characteristic degradational protein of cellular
cytoskeleton of nervous tissues, which originates with disorders which lead to losses of
peripheral neurons or neurons of central nervous system. For diagnostics of
neuropathic and neurodegenerative processes is therefore B-III- neurotubulin the goal
structure and radioactive labeled antibody TU-20 *™Tc could theoretically enable
diagnostical application in vivo.

In my case there were chosen three methods of labeling antibodies with TU-20
radionuclide *™Tc. The indirect labeling was ensured through the bifunctional
chelator HYNIC, the direct labeling by electrolytic way and the direct labeling of
antibody TU-20 reduced by 2- mercaptoethanol.

For observing of each single feature there were used appropriate chemical and
biochemical control methods. The chemical purity was ensured by the gel filtration and
together with chemical stability it was checked by paper chromatography. To control
the biological stability SDS electrophoresis was used. Checking the imunoreactivity was
provided by ELISA- tests.

The results we found show that the optimal method for labeling the antibody
TU-20 is the indirect labeling through the bifunctional chelator HYNIC and the least
effective method of labeling the antibody TU-20 reduced by 2- mercaptoethanol.

Keywords:
e monoclonal antibody,
o TU-20,
o MT¢,
e HYNIC,

e 2-mecaptoethanol,

e radiolabeling.
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11  Ptilohy

11.1 Chromatogramy stabilit reak¢nich smési znacené

TU-20 ”™Tc
11.1.1 Chromatogramy stability reakéni smési TU-20-HYNIC-""T¢

s
(=)
9 [¢]9
x TU-20 - HYNIC - ""T¢
g
g
<
o L0 ](mm) mn
Obr. 19  Reakceni smés TU-20-HYNIC- *"Tc ihned.
eqdra e} NEONT T1 TF T HYN T SMES RTA T _ a

8 T TLC

<

S

§ TU-20 — HYNIC - ™T¢

<
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Obr.20  Reakcni smés TU-20-HYNIC- """ Tc po 1. hodiné.
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© £TU-20 - HYNIC - ®"T¢
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Obr. 21  Reakcni smés TU-20-HYNIC- **"Tc po 2. hodiné.

TU-20 - HYNIC - *™T¢

1 (mm) -

Obr. 22 Reakcni smés TU-20-HYNIC-""Tc po 3. hodiné.
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11.1.2 Chromatogramy stability reakéni smési TU-20- *"T¢
(TU-20 redukovana pomoci ME)

Jration T AGINA NTARITA TONTROGLATY 0 - MEANSZTU-ME SMESLE.RTA, TU 20 32,

*  MDP-""Tc¢

I
-

- 1 (vmm) "

Obr. 23 Reakeni smés TU-20-""Tc po 1. hodiné.
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Obr.25  Reakéni smés TU-20-"""Tc po 2. hodiné.
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Obr. 26 Reakcni smés TU-20-"""Tc po 3. hodiné.
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11.2 ELISA

Tab. 6 Vystupni data namérena spektrofotometrem SUNRICE. Zluté oznacené
hodnoty odpovidaji OD pro kalibraci, modre oznacené hodnoty jsou OD
blancku, ostatni namérené hodnoty OD odpovidaji jednotlivym vzorkium viz.

kap. 6.5.
<> 1 2 3 4 5 6
A 0,2628 0,3282 1,1671 1,143 0,5896 0,5834
B 0,624 0,726 1,267 1,2618 0,0184 0,0111
C 0,9996 1,1742 1,413 1,4198 0,018 0,0408
D 1,2504 1,3554 1,5114 1,4872 0,0156 0,0666
E 1,455 1,5654 1,5031 1,4938 0,0156 0,0276
F 1,8474 1,893 1,3176 1,289 0,0126 0,0156
G 2,055 2,058 0,825 0,8236 0,0178 0,018
H 2,1012 2,1192 1,1122 1,1072 0,0163 0,0182

Tab. 7  Priprava kalibrace a namérené hodoty. : 18,2 ul TU - 20 doplnéno 981 ul
Fediciho roztoku.

koncentrace oD -
fedéni blanck (mg/ ml) oD blanck
k1:100ul k5 + 900ul fr 0,0223 0,0001 0,2955 0,2732
k2:250ul k5 + 750ul fr 0,00025 0,6750 0,6527
k3:500ul k5 + 500ul ir 0,0005 1,0869 1,0646
k4:750ul k5 + 250ul fr 0,00075 1,3029 1,2806
k5:100ul k8 + 900ul fr 0,001 1,5102 1,4879
k6:250ul k8 + 750ul fr 0,0025 1,8702 1,8479
k7:500ul k8 + 500ul fr 0,005 2,0565 2,0342
k8:100ul .- + 900ul #r 0,01 2,1102 2,0879
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