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Uvod

Prvni zpravu o znaceni protilatek radioisotopy podal
v roce 1957 Pressman'. Ke znageni byly nejprve uzivany
radioisotopy jodu™ a aplikace souvisely predevsim
s rychlym rozvojem metod radioimunoanalyzy. VétSina
metod znaceni radiojodem je zaloZena na principu elek-
trofilni adice nebo substituce na aromatickém kruhu. Tyto
reakce sice probihaji snadno a s vysokym vytézkem, ale
jod tvofi ze vSech halogenl nejslabsi vazbu k aroma-
tickému uhliku (energie vazby pouze 250 kJ mol™). Pro
aplikace in vitro je vazba jod—aromaticky uhlik dostate¢né
pevna, ale pti aplikaci in vivo dochazi snadno k disociaci
této vazby a tedy k rychlé dejodaci zna¢eného imunoglo-
bulinu.

Proto byly vyvinuty metody konjugace protilatek
bifunkénimi chelata¢nimi €inidly a konjugovanou protilat-
ku pak lze znagit radioisotopem kovového charakteru®™.
Bifukéni chelataéni ¢inidla totiZ maji dvé funk¢ni skupiny.
Jedna, velmi reaktivni skupina, slouzi k vytvotfeni vazby
s protilatkou: konjugace protilatky. Druhd skupina, kterd
se neucastni konjugacni reakce, pak vytvaii chelatovou
vazbu s radioisotopem: znafeni konjugované protilatky.
V soucasné dobé nabyvaji velkého vyznamu chelaty radi-
oisotopii  trojvaznych  kovli  zejména  lanthanidd
s konjugovanymi protilatkami, protoze je lze pouzit na
cilenou terapii nadorovych onemocnéni. K lanthanidim
totiz patfi cela fada radioisotoptl s fyzikalnimi vlastnostmi
vhodnymi pro terapii nddorovych onemocnéni. Konjugo-
vana protilaitka oznaCena vybranym radioisotopem
s vysokou specifickou radioaktivitou pak muize slouzit
jako terapeuticky radiofarmaceuticky preparat, ktery je
cilen¢ transportovan do urcité nddorové tkané. Protilatka
(mono- 1 polyklonalni) ma  pozadovanou specifitu
k uréitym antigenim nadorovych bun¢k a korpuskularni
zateni ptitomného radioisotopu pak ma schopnost zabijet
nadorové buiiky linedrnim pfenosem energie (LET — li-
near energy transfer).
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Laboratorni pfistroje a postupy

Monoklonélni protilatku Anti-CD20 znacenou radioi-
sotopem oy resp. "Lu se specifickou radioaktivitou mi-
nimalné 600 MBq *°Y mg ™' resp. 400 MBq '""Lu mg™' Ize
pouzit na 1é¢bu nehodgkinského lymfomu (NHL)'.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a zafizeni

Katex AG 50W — X8, kyselina dusi¢na p.a, tetrahyd-
rat citratu lithného p.a., monohydrat citronové kyseliny
p-a, hydroxid lithny p.a., chlorovodikovéa kyselina p.a.,
oxid yttrity p.a, chlorid lutecity p.a., dimethylsulfoxid,
dihydrogenfosforecnan sodny p.a., hydrogenfosfore¢nan
disodny p.a., hydrogenuhlicitan sodny p.a, uhli¢itan sodny
p.-a., diethylentriaminpentaoctova kyselina p.a. (vSe od
Sigmy-Aldrich CR).

Filtry mikrosep 10k (Pall, USA).

Chlorid lutecity obohaceny isotopem '"°Lu ze 64,3%
(Isoflex, USA).

Radioisotopovy generator *°Sr — °°Y, jaderny reaktor
LVR-15 (UJV, Rez, a.s.).

Roztok protilatky CD20 v 0,1 M fosfatovém pufru
(pH 7,3) (Exbio, Praha CR).

Piiprava radioisotopu *°Y

Radioisotop *°Y podléha preméné B~ s polodasem
tip = 64,1 h za vzniku stabilniho isotopu “Zr a lze ho
pripravit reakci ¥Y (n, y) *°Y, kterd ma aktivaéni uginny
prifez o =1,3-10 cm’.

Nejvhodngjsi terCovou slouceninou je oxid yttrity.
Specificka radioaktivita, kterou lze dosahnout ozafovanim
v reaktoru LVR-15, je vSak prili§ nizkda pro pouziti
v radioterapiig’g.

Pro ptipravu *°Y s vysokou specifickou radioaktivitou
byl proto pouZivan generator na principu ionexové chro-
matografie na katexu AG SOW — X8. Na katex byl sorbo-
van roztok radioisotopu Ny (v rovnovaze s 90Y) v0,5M
roztoku kyseliny dusi¢né, radioaktivita *’Sr byla 15 MBq.
Po sorpci byla kolona promyta vodou do neutralni reak-
ce eluatu. Potom byla kolona promyta 0,1 M roztokem
hydroxidu lithného do siln€ alkalické reakce a znovu vo-
dou do neutralni reakce eluatu. Z takto pfipraveného gene-
ratoru bylo eluovano *°Y po dobu 3 let v intervalu az 1x
tydng. K eluci *°Y byl pouzivan roztok citratu lithného
o koncentraci 0,026 mol I (pH 5,50) piipraveny rozpusté-
nim 5,90 g tetrahydratu citratu lithného a 1,07 g monohyd-
ratu citronové kyseliny v 1000 ml vody, pH bylo upraveno
roztokem 0,1 M hydroxidu lithného resp. 0,1 M kyseliny
chlorovodikové, protoze pfesné udrzeni hodnoty pH ovliv-
r“luljoe v podstatné mite kvalitu eluatu a zivotnost generato-
ru .

Pribéh eluce generatoru *°Sr — *°Y je znazornén na
obr. 1. Vice nez 99 % radioaktivity *’Y bylo eluovano do
frakce 46—55 ml a v této frakci tak byla objemova radioak-
tivita Y 1,5 MBq ml™".
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Laboratorni pfistroje a postupy

Eluce generatoru 90Sr - 90Y

Radioaktivita 90Y [MBq]

40 41 42 43 44 45 46 4T 48 49

K

Ty,

5 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

Objem eluéniho roztoku [ml]

Obr. 1. Priibéh eluce generatoru *°Sr - °"Y, ktery je v provozu UJV Rez

o L. 177
Ptiprava radioisotopu 'Lu

Radioisotop '""Lu podléha pfeméné B~ s polotasem
tin =6,73d za vzniku stabilniho isotopu '"’"Hf a lze ho
pripravit reakci'':

Produkéni reakee: "*Lu (n,7) "Ly, 6=1,77-10 em?,

t 12= 6,73 d
Vedlejsi reakce: '"*Lu (n, ) """™Lu, 6 =3,17-10 2 cn??,

t 12= 160,4 d

Lu (n,y) "Ly, 6 = 1,610 cm?,

t 12— 3,66 h

Nejvhodngjsi tercovou slouceninou je chlorid lutecity
s ptirodnim slozenim isotopti nebo obohaceny isotopem
"Lu. Jako ter&e byly pouzity:

—  Ter¢ A: chlorid lutecity se sloZzenim tercovych isoto-
pi 35,7 % ""Lu a 64,3 % "Lu.
—  Ter¢ B: chlorid lutecity s pfirodnim sloZenim isotopi

1.97,4% "Lua2,6 % "Lu.

Aktivace byla provadéna v kfemenné ampuli o pru-
méru 4 mm, tloustce stény 0,5 mm a vySce 60 mm. Jako
vnéjsi ozafovaci schranka slouzila bézna tzka hlinikova
schranka uzivana pro zakladani do ozatfovaciho kanalu
reaktoru LVR-15 o priméru 25 mm, tloustce 1 mm
avyice 105 mm. Roztok '"Lu byl pfipravovan tak, e
ozdfené ampuli byla odfiznuta horni Cast se zatavem
aampule byla vyplachnuta po ¢astech 1-2 ml 0,026 M
roztoku citratu lithného, pH 5,5 (cit."?).

V reaktoru LVR-15 Dbyly aktivovany celkem Ctyfi
terce, jak je uvedeno v tabulce L.

Tabulka I
Piehled vzorki '""Lu piipravenych aktivaci v reaktoru LVR-15 v ozatovacim kanale H5 v poloze 2
Cislo vzorku Terc Navazka Doba ozarovani Celkova davka Radioaktivita '""Lu
tepelnych neutrond
[mg] [h] [em ] [MBq]
1 A 0,01 24 7,6:10' 170
2 B 2 24 7,6-10" 1050
3 B 2 24 7,6-10"® 1150
4 A 0,01 12 3,810 70

Pozn.: teré A: chlorid lutecity se slozenim teréovych isotopt 35,7 % "Lu a 64,3 % '"Lu; ter¢ B: chlorid lutecity

s ptirodnim sloZenim isotopti tj. 97,4% Lua2,6% "Lu
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Konjugace protilatky Anti-CD20

Ke konjugaci imunoglobulini bylo navrzeno a pouZi-
to velké mnozstvi bifunkénich chelatacnich cinidel. Pro
snadnou piistupnost a jednoduché provedeni byla v UIV
ReZ zavedena metoda konjugace s dianhydridem diethylentri-
aminpentaoctové kyseliny (dale cDTPAA). Tento dianhyd-
rid Ize snadno pfipravit pisobenim ptebytku acetanhydridu
v bezvodém prostiedi za pritomnosti pyridinu na diethy-
lent{;aminpentaoctovou kyselinu (DTPA) pfi zvySené tep-
lote™".

Konjugacni reakce byly provedeny s nadbytkem
cDTPAA ve vodném prostiedi, pfi¢emz jedna anhydridova
skupina zreaguje s imunoglobulinem a druhd zhydrolyzuje
zpét na karboxylové skupiny. Vazba chelata¢niho Cinidla
k imunoglobulinu je zprostfedkovana volnou aminoskupi-
nou bazickych aminokyselin vazanych v peptidovém fe-
tézci imunoglobulinu tj. zejména lysinem, pfipadné hydro-
xylysinem nebo argininem. Chelata¢ni cinidlo je
k peptidovému fetézci konjugovano amidovou vazbou, jak
je uvedeno na ptikladé lysinu na obr. 2.

Vyloucit nelze ani vazbu s volnou aminoskupinou
koncové aminokyseliny popf. vazbu s volnou reaktivni
skupinou SH imunoglobulinu. Zv1asté vazba s volnou ami-
noskupinou koncové aminokyseliny by mohla vazné naru-
§it imunoreaktivitu, nebot’ tyto volné aminoskupiny jsou
pravé ve variabilni oblasti protilatky. Mohou téz vzniknout
dimery, nebot cDTPAA obsahuje dvé reaktivni anhydri-
dové skupiny.

Konjugacni reakce byly provadény nejprve
v prostiedi 0,1 mol I"" fosfatového pufru (pH 7,3) a poz-
dgji v 0,1 mol I"' karbonatovém pufru (pH 8,5), nebot pi
zvySeni pH reakeni smési se zvySuje i vytézek konjugace.
Reakce probihaly s velkym prebytkem cDTPAA rozpusté-
ného v dimethylsulfoxidu (DMSO). Objem roztoku
cDTPAA v DMSO pfitom musi byt maximalné 5 % obje-
mu roztoku imunoglobulinu v pfisluSném pufru, protoze
vyssi pritomnost DMSO v reakéni smési by mohla posko-
dit imunoglobulin.

Konjugacni reakce probihaly za bézné laboratorni
teploty po dobu 30 min za obCasného promichani reakcni
smési. Pfi konjugacni reakci se soucasné hydrolyzuje vét-
Sina cDTPAA na DTPA resp. na jeji disodnou stil DTPA-
Nay,, ktera je ve vodném prostiedi rozpustna.

Po konjugaci byla vysokomolekularni slozka (tj.
konjugovany a nekonjugovany imunoglobulin) oddélena

co COOH
NH < _—COOH
?H/\/\NH*CO/\N/\N/\N

co < “~cooH

Obr. 2. Peptid konjugovany s DTPA prostiednictvim 6-amino-
skupiny lysinu

Laboratorni pfistroje a postupy

od nizkomolekularni slozky (tj. roztok DTPANa, vznikly
konjugacni reakci) ultrafiltraci membranami MicroSep.
Reakéni smés byla nastfiknuta na filtr MicroSep 10k
a odstfedéna. Vysokomolekularni slozka, tj. konjugét pro-
tilatky Anti-CD20 s DTPA (DTPA_Anti-CD20), ziistal na
filtru a roztok 0,1 mol 1" karbonatového pufru protekl
filtrem. DTPA_Anti-CD20 byla z filtru vymyta roztokem
0,1 mol I"" fosfatového pufru. K vymyti bylo nutné pouzit
co nejméné roztoku pufru, aby se pfilis nezfedila konjugo-
vana latka a bylo mozné v tomto roztoku provést znaceni
bez dal$ich uprav.

Priklad provedeni konjugace

Roztok A: protilitka Anti-CD20 o koncentraci 1,6-107
mol I"" rozpusténa v 0,1 mol 1™ karbonatovém pufru
(pH 8,5).

Roztok B: dianhydrid diethylentriaminpentaoctové
kyseliny rozpustény v dimethylsulfoxidu o koncentraci
1,28:10  mol 1",

Ke 2 ml roztoku A bylo pfidano 0,1 ml roztoku B
a smés byla za obCasného promichani ponechana reagovat
po dobu 30 min. Po zreagovani byla reakéni smés podro-
bena ultrafiltraci a vysokomolekularni slozka byla vymyta
2ml 0,1 mol I"! fosfatového pufru. Koncentrace konjugo-
vané protilatky byla 1,6-107 mol I"', protoze ultrafiltrace
a rozpusténi probéhly kvantitativné.

Znaceni konjugované protilatky Anti-CD20

Znaceni konjugované protilatky CD20 bylo provadé-
no pridavkem roztoku ptislusného radioisotopu k roztoku
konjugovaného imunoglobulinu a to bezprostiedné po
separaci ultrafiltraci.  Roztok radioisotopu musi mit
pH > 5, protoze pfi niz§im pH by se poskodil imunoglobu-
lin. Pti tomto pH by se vSak roztoky radioisotoptt hydro-
lyzovaly za tvorby radiokoloidli a tak bylo nutné pracovat
s roztoky radioisotopii v pfebytku slabého chelatotvorné-
ho ¢inidla. Komplex musi byt dostatecné pevny, aby se
nehydrolyzoval a zaroveil dostatené slaby, aby byl radioi-
sotop uvolnén pro vazbu s DTPA konjugovanou na proti-
latce Anti-CD20.

Ke znageni byly pouzity radioisotopy Y a '""Lu
rozpuiténé v 0,026 mol 1" citratu lithném (pH 5,5). Konju-
govana Anti-CD20 oznacend radioisotopem byla opét
zreakéni smési oddélena ultrafiltraci a vymyta
1 ml 0,1 mol I"! fosfatového pufru.

Priklad znaceni konjugdtu radioisotopem *’Y

Roztok C: 1,6:107 mol I"" protilatka Anti-CD20 kon-
jugovana s DTPA v 0,1 mol 1" fosfatovém pufru (pH 7,3).

Roztok D: eluat z generatoru *°Sr — *’Y o objemové
radioaktivité 1,5 MBq *°Y ml™".

Roztok E: 3-10° mol I”' YCl; v 0,026 mol 1™ citratu
lithném (pH 5,5).

K 1 ml roztoku D bylo pfidano 0,01ml roztoku E
a 0,1 ml roztoku C. Reak¢ni smés byla za obcasného pro-
michdni ponechédna reagovat 30 min, prodlouzeni doby
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Tabulka II

Zna&eni konjugované protilatky Anti-CD20 radioisotopem Y

Laboratorni pfistroje a postupy

Koncentrace Y** Koncentrace Vytézek znaceni Radioaktivita Stupeni konjugace
DTPA Anti-CD20

[mol 1I"] [mol "] [%] [MBq]

2,76 107 8,50-10°° 84,9 1,27 2,81

3,89 107° 8,58-107° 68,1 1,02 3,12

502107 8,67-107° 52,2 0,71 2,95
Primeér 2,96+ 0,13

Tabulka III

Zna&eni konjugované protilatky Anti-CD 20 radioisotopem '""Lu

Koncentrace Lu®** Koncentrace Vytézek znaceni Radioaktivita Stupeni konjugace

CD20-DTPA

[mol 1] [mol 1] [%] [MBq]

2,76.107 8,50-10°° 83,1 0,997 2,71

3,89.107 8,58-10°° 66,9 0,803 3,02

5,02.107 8,67-10° 50,2 0,602 2,90
Primér 2,88 + 0,14

reakce nema na vytézek zadny vliv. ZnaCena protilatka
byla zreakéni smési oddélena ultrafiltraci a vymyta
1 ml 0,1 mol 1" fosfatového pufru.

Vysledky a diskuse

Vytézek znaceni byl vyhodnocen s pouzitim ultrafil-
trace tak, Ze po oznaCeni byla stanovena radioaktivita
nizkomolekularniho a vysokomolekularniho podilu.

Je-li A, — radioaktivita vysokomolekularniho podilu,
A, — radioaktivita nizkomolekularniho podilu, Vy — vytézek
znaceni, pak V(%) = 1004,/ (4y + Ay).

Stupent konjugace tj. mnozstvi DTPA v molech na
1 mol protilatky Anti-CD20 byl stanoven metodou isoto-
pového zied’'ovani tak, ze ke znacené latce byl pridavan
nosi¢ radioisotopu a nasledné byl stanoven pokles vytézku
znaceni. Aby vytézek znaceni klesl, musi byt koncentrace
nosice vétsi nez koncentrace DTPA vazané na Anti-CD20.
Tuto metodu lze pouzit, protoZze konstanty stability troj-
vaznych kovii a DTPA jsou v rozmezi pK 22-28.

Je-li C;.— molarni koncentrace radioisotopu, Cy — mo-
larni koncentrace konjugované CD20, Sy — stupeit konjuga-
ce tj. pocet moll skupin DTPA vazanych na 1 mol imuno-
globulinu, pak S, = V. C,/ .

Dosazené hodnoty stupné konjugace a vytézka znace-
ni radioisotopy *’Y a '""Lu jsou uvedeny v tabulkach II
a Il
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Zavér

Ovéfené postupy konjugace a znaceni protilatky Anti-
CD20 radioisotopy Y a '""Lu bude mozné pouzit pro
technologicky vyvoj vedouci ke konstrukci soupravy radio-
farmaka ur¢eného k cilené radioterapii nehodkinského
lymfomu.
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Laboratorni pfistroje a postupy

F. Budsky, V. Miler, and Z. Malek (Nuclear Re-
search Institute, Rez): The Labelling of Monoclonal
Antibody Anti-CD20 with Yttrium and Lutetium Ra-
dionuclides

This contribution presents a method of conjugation of
monoclonal antibody CD20 with diethylenetriaminepen-
taacetic anhydride, the preparation of yttrium-90 and lute-
tium-177 radionuclides and the preparation of complexes
of the antibody with the radionuclides. The complexes
show high specific activities.
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