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TOM TAT: Duoc chét phéng xa 9°Y-DOTA-nimotuzumab da duoc diéu ché véi hoat tinh mién dich
co thé dung trong diéu tri mién djch phong xa. Dugc chét phéng xa *°Y-DOTA-nimotuzumab duoc diéu
ché bang chét tao phirc trung gian hai chirc nédng p-NCS-benzyl-DOTA. Kha néang gan phtrc hop Y-
DOTA-nimotuzumab voi té bao ung thw dau ¢6 dong HEp-2 (ATCC) dwgc danh gia bang phuong phap
xéc dinh khéd ndng gén bdo hoa. Hang sé cén bang Kd va khé ndng gén cuc dai Bmax da duoc xéc
dinh cta phirc hop °Y-DOTA-nimotuzumab la 3,2 nmol/L va 2,9 x 10°. Duoc chét phéng xa °Y-DOTA-
nimotuzumab bdo dam hoat tinh sinh hoc cta khéng thé sau khi dénh déu phéng xa.

Tir khéa: °°Y-DOTA-nimotuzumab, '3'I-nimotuzumab, immunoreactivity, antibody affinity.

ABSTRACT: The radio-immuno-conjugation of 99Y-DOTA-nimotuzumab was prepared and the
immune-reactivities were also evaluated for radio-immuno-therapy (RIT). The Yttrium-90 was
conjugated to the monoclonal antibody nimotuzumab (°°Y-DOTA-nimotuzumab) using the bifunctional
chelated p-NCS-benzyl-DOTA. The binding of 99Y-DOTA-nimotuzumab with HEp-2 head-neck cancer
cell line were performed base on saturation binding assay. The Kd and Bmax of °0Y-DOTA-
nimotuzumab with HEp-2 cells were 3.2 nmol/L and 2.9 x 10°. The radio-pharmacetical of °°Y-DOTA-

nimotuzumab was met the requirements for antibody immune-reactivities after radiolabeling.
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1. DAT VAN DE.

Ung thw biéu md dau, cb Ia loai ung thw phd
bién, ding hang thr sau trong cac loai ung thu.
Caéc té bao ung thw dau, cb co biéu hién tang thu
thé tang trwdng biéu bi (Epidermal Growth Factor
Receptor-EGFR) [1]. Pay chinh 1a yéu té dich hap
dan trong tri liéu nhdm dich bang khang thé don
dong nimotuzumab (khang thé khang EGFR
ngwdi theo co' ché canh tranh véi cac yéu td tang
trwdng biéu bi - EGF, véi co ché lam gidm
chuyén héa va chét t& bao bénh) [2]. Nhitng ndm
gan day, nghién ciru diéu ché duwoc chét phong
xa gan khang thé don dong dung trong diéu tri
phéng xa nham dich (RIT) dang dwgc sy quan
tam cGa y hoc (trong d6, c6 ché phdm 90Y-
nimotuzumab - 1a khang thé don dong khang
EGFR danh d4u déng vi phong xa °Y). Cac duoc
chét phéng xa nay dwgc nghién clru, str dung
trong diéu tri bénh ung thw dau, cb. Do vay,
nghién ctu hoat tinh mién dich ctia khang thé sau
khi danh dau phéng xa 1a can thiét trong diéu ché
va kiém tra chat lwong dwoc chét phéng xa [3].

Ddng vi phéng xa Yittrium-90 14 nhan phéng xa
duwoc st dung rong rai trong diéu tri bénh ung thw
nhd céc tinh chat vat |i ctia né, nhw nang lwong
phat tia B~ cao (2.280 KeV) v&i quang chay trong
mo tir 4-11 mm (dai hon tat ca cac hat phat tia -
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khac), thoi gian ban ra dai (64,14 gio) [4]. pé
danh dau khang thé don dong voi dong Vi phdng
xa 2Y, phan t& khang thé nimotuzumab can thiét
phadi tao phlrc véi tdc nhan tao phlc hai chirc
nang (nhw DOTA), dé tr do, phirc hop DOTA-
nimotuzumab cé thé danh d4u véi déng vi phong
xa Y [5]. Do trdi qua nhiéu x& |i nén viéc kiém
tra hoat tinh mién dich cla khang thé 1a khau
quan trong trong nghién ctvu diéu ché 20Y-DOTA-
nimotuzumab.

Chung t6i thwc hién nghién clu nay nham
kiém tra hoat tinh mién dich immunoreactivity cta
phirc hop 90Y-DOTA-nimotuzumab trén t& bao
ung thw biéu mé HEp-2, mét trong nhirng loai ung
thw biéu mé dau, cb co biéu hién manh EGF trén
té bao ung thw, dé thdy dwoc hoat tinh mién dich
ctia khang thé sau khi gén phong xa [6].

2. DOl TUONG, PHWONG PHAP NGHIEN CUU.
2.1. Béi twong, nguyén liéu, thiét bi nghién coru:
- Béi twong nghién clru:

+ Pong vi phong xa Y dang Yttrium-acetat
[(CH3CQO)39°Y], nong dé phong xa 16 mCi/ml,
san xuat tai Vién Nghién ctru hat nhan.

+ Khang thé nimotuzumab 50 mg/10 ml (hang
CIMAB, Cuba san xuat), cong thirc phan to
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Cese6H10082N174602056S40.

+ Té bao ung thv HEp-2 (Human Epithelial
Type 2), CCL-23, American Type Culture
Collection (ATCC). Nudi c4y va tang sinh tai Labo
Sinh ly bénh, Hoc vién Quan Y.

- Nguyén liéu nghién cwu: p-NCS-Benzyl-
DOTA, C24H3sNs0s.2,5 HCI.2,5 H20 (hang
Macrocyclic Sephadex); G25 PD10 (h&ng GE
Healthcar); Millipore MultiScreen MAFBNOBS50,
Millipore 96 16 (Phap).

- Thiét bi nghién ctu: may phéng xa tw chup
Cyclone B431200, PerkinElmer; phd ké gamma
ORTEC; may do beta GM; may do beta nhap
nhay léng Aloka 6110.

2.2. Phwong phap nghién ciru:

DPanh d4u diéu ché cac phirc mién dich phéng
xa 2Y-DOTA-nimotuzumab d& nghién ctru kha
nang gan té bao HEp-2 bang cac phuong phap
danh dau khang thé véi cac dong vi phong xa °0Y:

- Phwong phap danh dau diéu ché ©Y-DOTA-
nimotuzumab:

+ Coéng thic diéu ché
nimotuzumab: Acetate 0,5 M, pH 6,
DOTA-nimotuzumab (1 mg), 800 ul;
acetate (37 MBq), 1000 pl.

+ X& Ii: dung NaOH 1M (pH 6,0), G 42°C, 60
phut.

+ Kiém tra chat lwong: TLC/TCC trong
amoniacetate 10%: methanol (V/V = 1:1).

Kiém tra hiéu suat danh diu va dd tinh khiét
héa phong xa cla phirc *°Y-DOTA-nimotuzumab
dé dung trong nghién ctru gan té bao.

- Phuvong phap nudi cay va tang sinh, thu
hoach té bao ung thw biéu mé HEp-2: té bao
HEp-2 sau khi rd déng dwoc nudi cdy trong chai
75 cm?, chira méi trworng EMEM cé bd sung thém
10% FBS va 1% Penicillin/Streptomycin, & 37°C,
néng dé CO2 5%. Khi t& bao bam day chai nudi,
thay méi truéng méi (kiém tra té bao va thay moi
treong 2-3 1an/tuan). Té bao phat trién dat mat 4o
khoang 80% dién tich day chai nudi thi tien hanh
tach té bao dé cay chuyen sang chai nu6i mai.
Sau thoi gian nudi cay, luvgng té bao tang sinh dd
I&n, thu hoach té bao. Rira té bao 2 Ian bang PBS
1X va tach té bao ra khdi day chai bang trypsin-
EDTA. Trung hoa Trypsm -EDTA bang méi truo’ng
nuoi cay, ly tam dé loai b méi tredng nudi cay va
thu té& bao; thém dém PBS dé cé nong dé té& bao
dat 107/ml [7].

- Kiém tra phan *ng mién dich cla 20Y-DOTA-
nimotuzumab (ap dung phuwong phap dinh lwong
kha n&ng gén bao hoa (saturation binding assay):
cho vao cac éng thay tinh 100 ul dém phosphat
0,15 mM, pH 7,2, lwgng té bao trong mdi 6ng SA
(specific binding) 1a 0,5 x 10%. Dwoc chéat phong

90Y-DOTA-
100 ul;
%0y (1)
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xa 0Y-DOTA-nimotuzumab hoat dé riéng 0,37
GBqg/mg dwoc cho vao cac éng SA véi nong do
1980, 1320, 660, 330, 150, 100, 50, 10, 5 nmol/L.
Céac 6ng NSB (non specific binding) dwoc thém
vao mét lwgng 50 pl (250 ug) nimotuzumab va U
trwéc & 37°C, 60 phut. Sau khi cho té bao vao
cac 6ng, téng thé tich trong méi 6ng la 0,3 ml, U
tat cd cac ong & 37°C, 180 phut. Sau khi G, do
hoat dd cta cac éng, hut t& bao cho vao cac 16
trén khay milipore 96 16, 13p trén hé loc milipore,
bat bom hat hét phan dung dich, cac té bao dwoc
rita bang PBS 1X 3 lan. Thu mang loc bang may
milipore, do hoat d0 phong xa trén may do
gamma va may dém beta cung véi 6ng téng. Tinh
dac hiéu cta khang thé dwoc xac dinh dya trén
hang s6 Bmax va Kd bang phwong phap phén
tich Schatchard dung phan mém Graphpad Prism
6. Két qua tinh theo phwong trinh sau [8]:

B —.I. E:_l_Emax
Bb - Kd
+ B (Bound): 1a phirc khang thé gén voi

receptor té€ bao.
+ Ab: ndng dd clia antibody.
+ Kd 1a hang sb can béng - phan i.
+ Bmax la gia tri cwc dai gan trén méi té bao.

- X li s6 liéu: bang phwong phap théng ké y
hoc. Nhap va quan i sb liéu bang Excel 2010 va
phan tich bang phdn mém SPSS v.19. Suw khac
biét co y nghia théng ké khi gia tri p < 0,05.

3. KET QUA VA BAN LUAN.

31. Két qua
nimotuzumab:

Phirc hop p-NCS-Benzyl-DOTA-nimotuzumab
duwgc tao thanh va tinh sach qua cét sac ky loc
gel. Két qua tao phirc khang thé nimotuzumab véi
DOTA dugc giai thich nhv sau: NCS-Benzyl-
DOTA la tac nhan tao phirc déi, lién két céng hda
tri v&i khang thé qua nhém isothiocyanate (NCS)
ctia DOTA va nhém amin cua lysine trén phan t
khang thé. Phirc hop DOTA-nimotuzumab sau khi
tinh sach dwoc danh déu véi Y dé diéu ché
dwoc chat phong xa °°Y-DOTA-nimotuzumab, co
hoat do riéng 0,37 GBg/mg. Hiéu suat danh dau
dat 97,2%, do tinh khiét héa phéng xa dat 99,0%
(hinh 1).

Do tinh khiét héa phoéng xa cla duwgc chat
phéng xa 90Y-DOTA-nimotuzumab dat dwoc la
99,4%. Db thi cho thay vi tri ctia phirc ©Y-DOTA-
nimotuzumab lwu tai diém gbc cla bang séc ki
TCC, Rf =0,0-0,1 va Rf ctia ®*Y-DTPA 1a 0,9-1,0.

Do tinh khiét héa phong xa cla dugc chét
phéng xa °0Y-DOTA-nimotuzumab dat dwoc la
99,4%. Db thi cho thay vi tri cta phirc ©Y-DOTA-
nimotuzumab lwu tai diém gbc cla bang séc ki
TCC, Rf =0,0-0,1 va Rf ctia ®*Y-DTPA 1a 0,9-1,0.

diéu ché °°Y-DOTA-
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Hinh 1: D6 tinh khiét héa phéng xa ctda Y-
DOTA-nimotuzumab, TecControl Chromatogrphy
(TCC), autoradiography, Cyclone.

3.2. Két qua nudi cay, thu hoach té bao ung
thw biéu mé HEp-2:

Sau khi té bao tang sinh voi sé lwong nhanh
trong vong 8-10 ngay, loai bé méi triedng nudi céy
va chuyen vao chai nudi té bao trong méi trwong
¢ bd sung 10% DMSO. Sé lwgng té& bao dwoc
dém trén may budng dém hong cau va xac dinh
bang céng thirc:

N = 5a.10* (té bao/ml)

Trong do, a la téng sb té bao trong 5 6 vudng
I&n; N la so té bao trong 1 ml.

Té bao dwoc rira sach v6i PBS 1X, ly tam va
duogc dung trong thi nghiém gan phic hop Y-
DOTA-nimotuzumab v&i sO lwgng té bao trong
méi giéng gan 12 0,5 x 107 té bao.

- Hinh anh té bao HEp-2 khi thu hoach:

Hinh 2: Hinh anh té bao ung thw biéu mé HEp-2
(A: khi thu hoach; B: chup trén kinh hién vi Nilon 80i).

3.3. Hoat tinh mién dich cta dwoc chat phong
xa lén te bao:

Duwoc chat phéng xa Y-DOTA-nimotuzumab
duwoc pha loang véi PBS 1X thanh cac néng do tir
5 nmol/L dén 1980 nmol/L va gan véi té bao ung
thw HEp-2. Hoat do phong xa cho méi éng danh
déu tr 0,37 kBq dén 740 kBg, U & nhiét d6 37°C,
3 gi®, trong mot thé tich giébng nhau (déu 300 pl).
Phan gan khéng dic hiéu NSB nhdé hon 3%,
duwogc tinh toan béi sy canh tranh véi 250 Hg
khang thé nimotuzumab khéng phong xa. Két qua
thwc nghiém bang phwong phap gan bdo hoa té
bao ung thw bieu mé HEp-2 v&i °°Y-DOTA-
nimotuzumab cho théy.

Néng do tang dan cia Y-DOTA-
nimotuzumab, phan gan dac hiéu fmol/cell la két
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qua sb vj tri gan trén méi té bao. Két qua duoc
phén tich b&i phwong phap lam khép véi ham phi
tuyén tinh (dung phan mém Graphpad Prism 6).
DO thi dat den gia tri cwc dai cho thay bao hoa véi
gia tri Kd 1a 3,2 nmol/L, Bmax la 2,9 x 10° vj tri
gan trén té bao; phu hop véi két qua trong cac
nghién ctru cong bo trwdc day [7]. Cac két qua
nghién ctru cho thay ai lwc cla khang thé sau khi
danh dau phéng xa dbi véi thu thé EGFR bao
dam hoat tinh mién dich va sé vj tri gan trén méi
té bao dat = 10°.

4. KET LUAN.

Dugc chét phong xa Y-DOTA-nimotuzumab
dwoc kiém tra gan dac hiéu trén té bao ung thw
biéu md dau cb (thanh quan) véi hang sbé Kd 1a
3,2 nmol/L, Bmax la 2,9 x 10% vij tri gén trén moi
té bao.
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