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ke zna£ení byl pouºit chelátor desferrioxamin B squaramid (DFOSq). K p°íprav¥
konjugátu cetuximabu s DFOSq byly pouºity r·zné molární pom¥ry. Stabilita kon-
jugát· a konjugát· zna£ených 89Zr byla zji²´ována pomocí HPLC a SDS-PAGE.
Pro kvanti�kaci biologické aktivity byla optimalizována metoda ELISA. Pro experi-
menty in vitro byly pouºity bun¥£né linie A431, PC3 a NIH3T3. Zna£ená protilátka
nevykazovala výrazné strukturální zm¥ny ani 120 h po zna£ení, nedo²lo k výraz-
nému sníºení její biologické aktivity. Na bun¥£ných liniích A431 a PC3 dochází ke
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Úvod

N¥kolik let se chemik ma¤arského p·vodu George de Hevesy bez úsp¥chu pokou²el
o separaci RaD od olova. Zdarem toto snaºení ani skon£it nemohlo, jelikoº, jak
bylo pozd¥ji zji²t¥no, RaD je jedním z izotop· tohoto prvku. Zdánlivý neúsp¥ch
Hevesy tranformoval do my²lenky vyuºití radioizotop· jako stopova£· v chemických
procesech, za kterou získal v roce 1943 Nobelovu cenu za chemii [1]. Indikátorové
(stopovací) metody následn¥ na²ly uplatn¥ní v celé ²kále obor·, od hydrogeologie
po medicínu.

Nukleární medicína se zabývá vyuºitím otev°ených radioaktivních zá°i£· pro dia-
gnostiku a terapii. V terapii na²ly uplatn¥ní zá°i£e α a β−. �ástice, které emitují,
p°edají ve²kerou energii na relativn¥ krátké vzdálenosti, £ímº je dosaºeno lokál-
ního efektu. Pro diagnostiku jsou vyuºívány radioizotopy s p°em¥nou gama nebo
β+, p°i£emº po anihilaci pozitronu dochází k emisi dvou foton·. Fotonové zá°ení se
vyzna£uje nízkou hodnotou lineárního p°enosu energie, coº ho £iní vhodným pro dia-
gnostické pouºití. Distribuci radionuklidu v t¥le je moºné sledovat pomocí vhodného
detek£ního systému. V p°ípad¥ vyuºití pozitronových zá°i£· se jedná o pozitrono-
vou emisní tomogra�i (PET), zá°i£e gama jsou zobrazovány pomocí jednofotonové
emisní tomogra�e (SPECT).

Radiofarmaka, která jsou pacient·m podávána pro zobrazování, jsou zaloºena na
r·zných principech. N¥která z nich stojí na identickém chemickém chování izotop·
daného prvku, p°íkladem mohou být radioizotopy jódu. Uvádí se, ºe 70-80 % jódu se
kumuluje ve ²títné ºláze [2], £ehoº m·ºe být vyuºito p°i zobrazování tohoto orgánu.
Pro stejné vy²et°ení m·ºe být také pouºit [99mTc]technecistan, protoºe chemické
chování tohoto iontu se podobá jodidu. Dal²í radiofarmaka mohou být v t¥le b¥ºn¥
se vyskytující molekuly, u kterých do²lo k náhrad¥ n¥kterého atomu za radionuklid.
P°íkladem je v sou£asnosti nejpouºívan¥j²í radiofarmakum [18F]�uordeoxyglukosa
(FDG), jejíº metabolismus je do ur£itého kroku totoºný s chováním glukózy, coº
ho £iní univerzálním radiofarmakem pro r·zná diagnostická vy²et°ení. Daní za jeho
v²estrannost je v²ak nespeci�ta vy²et°ení. Radiofarmaka spadající do immunoPET
vyuºívají zna£ené protilátky nebo peptidy, které zajistí speci�ckou kumulaci far-
maka.

Jedním z potenciálních radiofarmak pro immunoPET je cetuximab zna£ený 89Zr.
Cetuximab je monoklonální protilátka, která je cílena na receptor epidermálního
r·stového faktoru (EGFR) a v následujícím textu pro n¥j bude pouºívána zkratka
CTX. Ke zna£ení protilátek pomocí izotop· kov· jsou vyuºívány bifunk£ní chelá-
tory. V p°ípad¥ zna£ení protilátek pomocí 89Zr jsou diskutovány p°edev²ím deriváty

8



des�erioxaminu B (DFO). Jedním z nich je desferrioxamin squaramid ester, který
bude v následujícím textu ozna£ován jako DFOSq.

Tato diplomová práce navazuje na mnou bakalá°skou práci, jejíº téma bylo Zna£ení
protilátky cetuximab pomocí 89Zr [4]. V bakalá°ské práci jsem p°ipravila konjugát
cetuximabu s DFOSq (dále DFOSq-CTX), který jsem ozna£ila pomocí 89Zr. Tento
zna£ený konjugát bude ozna£ován jako 89Zr-DFOSq-CTX.

Teoretická £ást této diplomové práce je v¥nována moºnostem testování 89Zr-DFOSq-
CTX jako potenciálního radiofarmaka, které je cíleno na EGFR. První kapitola je
v¥nována PET v onkologii, která si kladla za cíl zasadit tuto práci do kontextu.
Jednotlivými sou£ástmi potenciálního radiofarmaka 89Zr-DFOSq-CTX a procesem
zna£ení se zabývá druhá kapitola. Tématem t°etí kapitoly teoretické £ásti této práce
jsou moºnosti ov¥°ení stability a biologické aktivity tohoto zna£eného konjugátu.
Poslední kapitola p°edstavuje moºnosti testování in vitro.

Tato diplomová práce si v experimentální £ásti kladla za cíl ov¥°ení stability a bio-
logické aktivity konjugátu DFOSq-CTX a zna£eného konjugátu 89Zr-DFOSq-CTX.
Pro stanovení biologické aktivity konjugát· a zna£ených konjugát· byla pouºita
imunologická metoda ELISA, jejíº optimalizace je také sou£ástí experimentální £ásti
práce. Dal²ím cílem experimentální £ásti bylo testování 89Zr-DFOSq-CTX in vitro .
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Seznam zkratek

ADCC Cytotoxická reakce závislá na protilátkách

ALP Alkalická fosfatáza

BCA Bicinchoninová metoda

BSA Hov¥zí sérový albumin

CT Výpo£etní tomogra�e

CTX Cetuximab

DFO Desferrioxamin B

DFOSq Desferrioxamin B squaramid ester

EGF Epidermální r·stový faktor

EGFR Receptor epidermálního r·stového faktoru

ELISA z ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; imunologická analytická me-
toda

FDG [18F]�uordeoxyglukosa

Fab Fragment antigen-binding (fragment protilátky zaji²´ující vazbu na antigen)

Fc Fragment crystallizable region (fragment protilátky interagující s Fc receptory)

Fv Fragment variable region (fragment protilátky s variabilním úsekem)

HER Humánní epidermální receptor

HPLC Vysokoú£inná kapalinová chromatogra�e

HRP K°enová peroxidáza

IgG Imunoglobulin t°ídy G

MR Magnetická rezonance

NFDM Odtu£n¥né su²ené mléko

OPD o-fenylendiamin dihydrochlorid

PBS Fosfátový pufr

PET Pozitronová emisní tomogra�e
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pNPP p-nitrofenylfosfát

SDS-PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v p°ítomnosti dodecylsíranu
sodného

SPECT Jednofotonová emisní výpo£etní tomogra�e

TGF Transformující r·stový faktor

TLC Chromatogra�e na tenké vrstv¥

TMB 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin

VEGF Vaskulární endotelový r·stový faktor
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1. Teoretická £ást

1.1 PET v onkologii

Pozitronová emisní tomogra�e (PET) je zobrazovací metoda, která spo£ívá v lokali-
zaci pozitronového zá°i£e v t¥le pacienta. Podobnou metodou je jednofotonová emisní
výpo£etní tomogra�e (SPECT), která vyuºívá radionuklid· s p°em¥nou gama. Ob¥
tyto metody mohou poskytovat informace o metabolismu podané látky. Pro kom-
plexní vy²et°ení, které zobrazuje i anatomickou strukturu, jsou vyuºívány hybridní
metody PET/CT, resp. SPECT/CT. Výpo£etní tomogra�e (CT) je zaloºena na
rozdílném pohlcování rentgenova zá°ení jednotlivými tkán¥mi. Metody nukleární
medicíny bývají také kombinovány s magnetickou rezonancí (MR).

Pro vy²et°ení pomocí PET je pacientovi podáno radiofarmakum, coº je lé£ivý p°í-
pravek, který obsahuje jeden nebo více radionuklid· v£len¥ných pro léka°ské ú£ely
[5]. V p°ípad¥ PET se jedná o radionuklid s p°em¥nou β+, v jehoº jád°e dochází
k p°em¥n¥ protonu na neutron, pozitron a neutrino. Emitovaný pozitron se v pro-
st°edí zpomalí a anihiluje s elektronem z prost°edí za vzniku dvou foton· o energii
511 keV, jejichº sm¥ry pohybu jsou opa£né. Pro detekci t¥chto foton· jsou pouºívány
scintila£ní detektory z materiál· s vysokou hustotou. Tyto i dal²í parametry spl¬uje
nap°íklad stále pouºívaný materiál ozna£ovaný jako BGO (podvojný oxid bismutu
a germania) [6].

Vzdálenost, kterou emitovaný pozitron urazí, je závislá na jeho energii. Pouºití ra-
dionuklidových zá°i£· s niº²í energií pozitronu tak vede k vy²²ímu rozli²ení snímku.
Toto je jeden z parametr· výb¥ru radionuklidu pro PET. Dále je t°eba posoudit
v²echny linky p°em¥ny radionuklidu a vlastnosti produkt· t¥chto p°em¥n. Velice d·-
leºitým faktorem je polo£as p°em¥ny, který je volen na základ¥ farmakokinetických
vlastností zna£ené látky. Nemén¥ podstatným aspektem jsou chemické vlastnosti
radionuklidu a moºnosti jeho výroby.

Radionuklidy pro nukleární medicínu je moºné vyrobit n¥kolika zp·soby. Jedná se
o jaderné reakce iniciované neutrony, jaderné reakce iniciované nabitými £ásticemi
a vyuºití p°em¥ny radionuklidu vázaného v matrici radionuklidového generátoru. Po-
zitronové zá°i£e, tedy neutron-de�citní radionuklidy, je nejvhodn¥j²í p°ipravit oza-
°ováním ter£ového materiálu pomocí urychlova£e nabitých £ástic, nej£ast¥ji cyklot-
ronu. Cyklotron je kruhový urychlova£, ve kterém jsou nabité £ástice urychlovány
elektrickým polem a jejich trajektorie je ohýbána polem magnetickým. Urychlená
£ástice se tak pohybuje ve spirále. Svazek proton· vystupuje z cyklotronu a do-
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chází k jaderným reakcím s ter£ovým materiálem. Pomocí cyklotronu je získáván
i nejpouºívan¥j²í radionuklid pro PET 18F a také 89Zr.

V sou£asnosti je nej£ast¥ji pouºívaným radiofarmakem pro PET [18F]�uordeoxyglukosa
(FDG), která umoº¬uje v t¥le pacienta sledovat metabolismus glukózy. Glykolýza
probíhá ve vy²²í mí°e v nádorových bu¬kách, a tedy pomoci tohoto vy²et°ení lze
loºisko lokalizovat. Na po°ízeném snímku jsou v²ak pozorovatelné i dal²í nenádorové
procesy, nap°íklad probíhající zán¥t. Také je viditelná akumulace v metabolicky ak-
tivních tkáních jako mozek nebo srdce. Vy²et°ení pomocí FDG tedy není selektivní.
Pro více speci�cká vy²et°ení byly vyvinuty nové typy radiofarmak.

1.1.1 ImmunoPET

V metod¥ immunoPET jsou vyuºívány látky s vysokou speci�tou a a�nitou ke kon-
krétním biomolekulám v organismu. Je t°eba, aby se jednalo o látku co nejvíce
inertní, stabilní a s vhodnými farmakokinetickými vlastnostmi. K cílení jsou vyu-
ºívány makromolekuly na bázi aminokyselin jako protilátky, jejich modi�kace nebo
malé proteiny ozna£ované jako a�body.

Zobrazování je vhodné provést ve chvíli, kdy je radiofarmakum distribuováno v míst¥
p·sobení a zárove¬ eliminováno ze zbytku t¥la. Polo£asy radionuklidu jsou tak voleny
v °ád· dní v p°ípad¥ protilátek, u men²ích molekul m·ºe být pouºit radionuklid
s krat²ím polo£asem. Dále je t°eba, aby radionuklid spl¬oval chemické p°edpoklady
pro zna£ení. V literatu°e je nej£ast¥ji zmi¬ováno pouºití 89Zr (78,4 h), 64Cu (12,7 h),
68Ga (1,1 h), 124I (4,18 d) a dal²ích. [7, 8].

Protilátky

Protilátky jsou imunoglobuliny, které se podílejí na imunitní odpov¥di organismu
a jsou produkovány B lymfocyty. Jsou tvo°eny £ty°mi polypetidovými °et¥zci- dv¥ma
lehkými (L) a dv¥ma t¥ºkými (H). Podle typu t¥ºkého °et¥zce jsou rozli²ovány t°ídy
imunoglobulin· - IgM, IgD, IgG, IgA a IgE. Lehké a t¥ºké °et¥zce jsou propojeny
disul�dickými m·stky tak, ºe na jednom konci se nachází skupiny −NH2 (N konec)
a na druhém −COOH (C konec). Na N konci lehkých i t¥ºkých °et¥zc· se nachází
variabilní oblast (Fv), kde dochází k vazb¥ na antigen. Antigenem se rozumí látka,
na kterou imunitní systém reaguje, p°i£emº samotné reakce se ú£astní pouze jeho
£ást - epitop. Strukturu protilátky lze také rozd¥lit na fragmenty Fc a Fab. Fab
fragment odpovídá za vazbu antigenu a Fc fragment zprost°edkovává dal²í reakce
imunitního systému [9]. Struktura imunoglobulinu je ilustrována na Obr. 1.1.

13



Obr. 1.1: Struktura imunoglobulinu (VL = variabilní doména lehkého °et¥zce, VH
= variabilní doména t¥ºkého °et¥zce, CL = konstantní doména lehkého °et¥zce, CH
= konstantní doména t¥ºkého °et¥zce), podle [9].

V organismu je odpov¥¤ na antigen polyklonální, coº znamená, ºe se produkované
protilátky li²í ve struktu°e variabilní oblasti. Protilátky produkované jedním klo-
nem B lymfocyt· mají stejnou variabilní oblast a jsou ozna£ovány jako monoklo-
nální. Monoklonální protilátky cílené na konkrétní antigeny je moºné um¥le p°ipravit
a následn¥ vyuºít v r·zných odv¥tvích medicíny, nap°. v onkologii nebo p°i lé£b¥
autoimunitních onemocn¥ní [10].

K produkci monoklonálních protilátek je vyuºíváno spojení myelomové bu¬ky a zví-
°ecího lymfocytu imunizovaného daným antigenem. Jelikoº protilátky pouze zví°e-
cího p·vodu nejsou lidským organismem dob°e p°ijímány, jsou v praxi pouºívány
p°edev²ím protilátky chimérické a humanizované. V genetickém kódu pro produkci
t¥chto protilátek je £ást zví°ecí informace nahrazena lidskou. Chimérické protilátky
obsahují pouze variabilní £ást zví°ecího p·vodu. V p°ípad¥ humanizovaných proti-
látek je zví°ecího p·vodu pouze ta £ást protilátky, kde dochází k reakci s epitopy
[10].

V imunitním systému mohou protilátky neutralizovat toxiny nebo podnítit dal²í re-
akce imunitního systému. Mohou iniciovat cytotoxickou reakci, která m·ºe probíhat
kaskádovou aktivací komplementu nebo s pomocí dal²ích bun¥k imunitního systému,
které rozpoznají Fc fragment protilátky. Fc fragment také slouºí jako poznávací zna-
mení pro bu¬ky imunitního systému, které jsou schopné fagocytózy.
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Cílení a radiofarmaka

Pokrok v pochopení mechanismu vzniku a pr·b¥hu nádorového onemocn¥ní na mo-
lekulární úrovni umoº¬uje vývoj nových zobrazovacích metod. Vznik nádorových
bun¥k je vícestup¬ový proces mutací a selekcí, který vede k abnormální proliferaci
a klonalit¥. Pro v¥t²inu nádorových bun¥k je typická migrace v t¥le a následný vznik
metastáz. Na rozvoji onemocn¥ní se podílejí r·zné mechanismy a molekuly, £asto
rozdílné od zdravých bun¥k. Molekuly, jejichº p°ítomnost a koncentrace jsou sledo-
vány, jsou ozna£ovány jako markery a podle oblasti výskytu bývají rozd¥lovány na
tká¬ové a sérové. Analýza marker· m·ºe p°inést bliº²í informace o povaze nádoru
a pomoci p°edpov¥d¥t pravd¥podobný vývoj (prognostické markery). Prediktivní
markery mohou pomoci zhodnotit ú£innost konkrétní lé£by. P°i diagnostice nádo-
rového onemocn¥ní bývá krom¥ lokalizace nádorových loºisek stanovení marker·
nezbytné. Pro rozbor tká¬ových marker· je moºné tká¬ odebrat a podrobit ji his-
tologickému vy²et°ení. Nevýhodou biopsie je invazivita této metody a nep°esnosti
plynoucí z heterogenity nádoru. Nepraktická je i v p°ípad¥ pot°eby opakovaného
stanovení. Neinvazivní alternativou je vy²et°ení pomocí immunoPET, které lze zá-
rove¬ vyuºít pro detekci metastáz speci�£t¥ji neº s vyuºitím FDG. Pro predikci
úsp¥²nosti lé£by mohou být vyuºívány také rakovinné bun¥£né linie nebo xenografy
[7, 11, 12, 13].

Pravd¥podobn¥ nejvíce zkoumaným cílem pro immunoPET jsou tyrosinkinázové re-
ceptory exprimované na povrchu bun¥k, p°edev²ím rodina ErbB. Zvý²ená exprese
t¥chto protein· se vyskytuje u mnoha typ· nádor· a její znalost má prediktivní i pro-
gnostickou hodnotu. Mezi dal²í zkoumané tyrosinkinázové receptory pat°í nap°. re-
ceptor vaskulárního endoteliálního r·stového faktoru (VEGFR), který hraje klí£ovou
roli p°i angiogenezi a vaskulogenezi. Protilátky cílené proti t¥mto receptor·m jsou
v literatu°e zmi¬ovány p°edev²ím v souvislosti s radionuklidy 89Zr a 64Cu. [7, 8, 14]

Krom¥ tyrosinkinázových receptor· byly zkoumány i jiné moºnosti cílení, nap°. na
prostatický speci�cký membránový antigen (PSMA). Jeho nadm¥rná exprese se ob-
jevuje u v¥t²iny nádor· prostaty a p°ispívá k rychlej²í proliferaci nádorových bu-
n¥k. Jedním z nejpouºívan¥j²ích radiofarmak pro zobrazování tohoto markeru je
[68Ga]Ga-PSMA-11. Jedná se o nízkomolekulární inhibitor PSMA na bázi mo£oviny
[15]. Dal²ím p°íkladem m·ºe být antigen A33, glykoprotein zodpov¥dný za adhezi
bun¥k a jehoº exprese se objevuje u 95 % kolorektálních karcinom·. Je na n¥j cílena
zna£ená protilátka [124I]I-huA33 [8].

Strategie zna£ení protilátek je volena na základ¥ chemických vlastností pouºitého ra-
dionuklidu. U kovových prvk· bývají ke zprost°edkování vazby vyuºívány bifunk£ní
chelátory, které s kovem tvo°í koordina£n¥-kovalentní vazbu. Vazba chelátoru na pro-
tilátku bývá nej£ast¥ji p°es lysinová nebo cysteinová rezidua. M·ºe se jednat o ne-
speci�cké reakce nebo reakce speci�cké, které mají za cíl eliminovat vazbu chelátoru
na místa odpov¥dná za vazbu na antigen. Ke zna£ení byly vyvinuty r·zné chelátory
i metody, které vyºadují p°edchozí modi�kace protilátky. V p°ípad¥ halogen· mohou
být protilátky zna£eny p°ímo, p°edev²ím s vyuºitím elektro�lní substituce [7, 16].
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1.2 89Zr-cetuximab

Radiofarmakum pro immunoPET obsahuje radionuklid s vhodnými jadernými, zob-
razovacími a chemickými vlastnostmi a biologicky aktivní látku, která zaji²´uje
vazbu na cílovou strukturu, typicky protilátku. Tato kapitola se bude zabývat jednot-
livými sloºkami potenciálního radiofarmaka 89Zr-cetuximab a moºnostmi zna£ení.

1.2.1 Cetuximab

Cetuximab je monoklonální protilátka typu IgG cílená na receptor epidermálního
r·stového faktoru (EGFR). Jedná se o chimérickou protilátku, jejíº Fv fragment je
my²ího p·vodu [10].

EGFR

EGFR (ozna£ován také jako HER1)je tyrosinkinázový receptor z rodiny ErbB. Mezi
receptory rodiny ErbB se °adí £ty°i transmembránové glykoproteiny ozna£ované
HER1-4, které se podílejí na proliferaci a diferenciaci bun¥k. Vazba ligandu na jejich
extracelulární doménu vede k tvorb¥ homo- £i heterodimer· s dal²ím receptorem z
rodiny ErbB. Tvorba dimer· iniciuje fosforylaci na intracelulární domén¥ a akti-
vaci jedné ze signálních drah, jejíº výb¥r je podmín¥n typem navázaného ligandu
a sloºením vzniklých dimer·. U HER2 není znám ºádný ligand a je preferovaným
partnerem pro heterodimerizaci ostatních receptor·. Receptor HER3 nemá kinázo-
vou aktivitu. Receptory rodiny ErbB a jejich vlastnosti jsou ilustrovány na Obr. 1.2.
U zdravých bun¥k bývá exprese receptor· rodiny ErbB regulována. Se zvý²enou ex-
presí t¥chto receptor· se setkáváme u bun¥k n¥kterých typ· solidních nádor·. Hrají
roli v jejich r·stu a stávají se tak vhodnými cíli pro cílenou terapii [7, 14].

Obr. 1.2: Receptory rodiny ErbB: EGFR (HER1), p185 her2/neu (HER2), ErbB3
(HER3) a ErbB4 (HER4), jejich nejd·leºit¥j²í ligandy (u HER2 nejsou známy) a
n¥které z moºností dimerizace. HER3 nemá kinázovou aktivitu [14].
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Receptor epidermálního r·stového faktoru se skládá ze intracelulární domény, trans-
membránové domény a extracelulární domény tvo°ené ze £ty° domén (Obr. 1.3). Po
syntéze proteinové sloºky je receptor N-glykosylován v Golgiho aparátu. Elektrofo-
reticky zji²t¥ná molekulární hmotnost receptoru je 170 kDa [17].

EGFR se nachází na povrchu v¥t²iny bun¥k v lidském organismu. Sorkin, 2010 [17]
uvádí, ºe na jedné sav£í bu¬ce bývá exprimováno p°ibliºn¥ 5000 (epiteliální bu¬ky
a �broblasty) aº 200000 (hepatocyty) t¥chto receptor·. U nádorových bun¥k udává
po£et 2 − 3 · 106 receptor· na bu¬ku. EGFR hraje roli p°i proliferaci, diferenciaci
a migraci bun¥k, ovliv¬uje p·sobení inhibitor· apoptózy a m·ºe tak p°ispívat k ne-
kontrolovanému d¥lení nádorových bun¥k. P°i embryogenezi hraje roli p°i vývoji
pokoºky a dozrávání vlasových folikul·. V dospívání se s ostatními ErbB receptory
podílí na tvorb¥ mlé£ných ºláz. Vysoká aktivita EGFR byla detekována ve v¥t²in¥
£ástí centrální mozkové soustavy. U my²í s absencí exprese EGFR byla pozorována
úmrtnost v d·sledku abnormalit v oblasti mozku, pokoºky, plicích a gastrointesti-
nálním traktu [18].

Obr. 1.3: Struktura EGFR, k vazb¥ ligandu dochází na domén¥ III[19].

Bylo popsáno sedm ligand· EGFR, p°i£emº nejv¥t²í pozornost byla v¥nována epi-
dermálnímu r·stovému faktoru (EGF) a transformujícímu r·stovému faktoru alpha
(TGF-α). Vazba ligandu vede k internalizaci vzniklého komplexu endocytózou, a ná-
sledn¥ je bu¤to degradován v lysozomech nebo recyklován a navrácen do bun¥£né
membrány. Tyto procesy se podílejí na regulaci mnoºství EGFR na povrchu bun¥k.
K vazb¥ ligandu dochází na t°etí extracelulární domén¥ receptoru [18, 19].

Zvý²ená exprese EGFR na nádorových bu¬kách m·ºe být doprovázena abnormální
signalizací tohoto receptoru. Byly pozorovány mutace v genetické informaci pro syn-
tézu ektodomény a kinázové domény EGFR a u protein· signální kaskády. Mutace
mohou mít za následek nap°. vy²²í kinázovou aktivitu, aktivaci receptoru bez ohledu
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na ligand nebo mohou ovlivnit regulaci exprese. Zvý²ená exprese EGFR byla po-
zorována nap°. u kolorektálního karcinomu, nádor· plic a nádor· hlavy a krku.
U nemalobun¥£ného karcinomu plic se zvý²ená exprese vyskytuje u 40-80% one-
mocn¥ní a typicky se zde vyskytuje mutace kinázové domény. V polovin¥ p°ípad·
kolorektálního karcinomu je pozorována ampli�kace genu pro EGFR, která má za
následek 3-5x zvý²ený po£et exprimovaných receptor·. Je uvád¥no, ºe 60-80% t¥chto
nádor· vykazuje zvý²enou expresi EGFR. Zvý²ená exprese byla zji²t¥na i u rakoviny
prostaty. Zvý²ená exprese EGFR je spojována s hor²í prognózou onemocn¥ní, s jeho
v¥t²í agresivitou a zvý²enou tendencí tvo°it metastázy. P°íkladem mutace protein·
signální kaskád je mutace gen· RAS, která má za následek aktivaci signální dráhy
bez ohledu na EGFR [14, 18, 20].

Cetuximab v onkologické terapii

P°i lé£b¥ cílené na EGFR jsou vyuºívány monoklonální protilátky a tyrosinkinázové
inhibitory. Monoklonální protilátky jsou cílené na extracelulární domény EGFR,
tyrosinkinázové inhibitory se váºou na jeho intracelulární domény. Anti-EGFR tera-
pie bývá vyuºívána samostatn¥ nebo v kombinaci s cytotoxickou chemoterapií nebo
oza°ováním [21].

Lé£ba cetuximabem je indikována v p°ípad¥ metastazujícího kolorektálního karci-
nomu, který vykazuje zvý²enou expresi EGFR a zárove¬ se zde nevyskytují mutace
KRAS a NRAS. Pouºívá se v kombinaci s irinotekanem nebo jako monoterapie
v p°ípad¥, ºe lé£ba iritotekanem a oxaliplatinou selhala. Dále je schválen pro lé£bu
spinocelulárního karcinomu hlavy, op¥t v kombinaci s chemoterapeutiky na bázi
platiny nebo s radia£ní terapii. Pro cetuximab je pouºíván obchodní název Erbitux
[22].

Cetuximab se váºe na t°etí doménu EGFR a p·sobí jako kompetitivní inhibitor
p°irozených ligand·. Oproti EGF má cetuximab dvakrát v¥t²í a�nitu k EGFR. Za-
mezením vazby p°irozeného ligandu nedochází dimerizaci a ve svém d·sledku ani
k p°enosu signálu. Dále iniciuje internalizaci a následnou degradaci receptoru, £ímº
p°ispívá ke sníºení míry jeho exprese. Také bylo zji²t¥no, ºe vazba cetuximabu na
receptoru vyvolává ADCC a v men²í mí°e i cytotoxicitu závislou na komplementu.
Bylo také zji²t¥no, ºe cetuximab ovliv¬uje míru exprese dal²ích receptor·, nap°.
VEGF [21, 23, 24].

Cetuximab je podáván prost°ednictvím infuze, po£áte£ní dávkování tohoto lé£iva je
stanoveno na 400 mg/m2. V tomto p°ípad¥ je biologický polo£as protilátky 75,1 h
[22, 25].

1.2.2 Zirkonium-89

Jedním z radionuklid· vhodných pro zna£ení protilátek pro immunoPET je 89Zr.
Jedná se o neutron-de�citní izotop zirkonia s polo£asem rozpadu 78,41 hodin, coº
koresponduje s jejich biologickým polo£asem. Pravd¥podobnost p°em¥ny 89Zr emisí
£ástice β+ je 22,74 %, zbylá procenta p°edstavuje elektronový záchyt. St°ední energie
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emitovaného pozitronu je relativn¥ nízká a to 395,5 keV. B¥hem p°em¥ny jsou emito-
vány anihila£ní fotony o energii 511 keV, rentgenovo zá°ení doprovázející elektronový
záchyt a linky zá°ení gamma, které odpovídají p°echod·m mezi energetickými stavy
dce°iného 89Y b¥hem p°em¥ny na jeho základní stav [26]. Schéma transmutace 89Zr
je zobrazeno na Obr. 1.4.

Obr. 1.4: Schéma p°em¥ny 89Zr; £ern¥ znázorn¥ny energetické hladiny 89Y (hodnoty
v keV), mod°e linky p°em¥ny v£etn¥ informace o energii (v keV) a intenzity [26].

P°íprava a separace

K p°íprav¥ 89Zr jsou vyuºívány jaderné reakce iniciované protony nebo deuterony
urychlené v cyklotronu. Ter£ovým materiálem je 89Y, které je jediným stabilním
izotopem tohoto prvku. Ter£ m·ºe být zhotoven v kovové form¥ a to jako kovová
mince [27] nebo je vrstva 89Y nanesena na minci z jiného kovu, nap°. m¥di [28] nebo
niobu [29]. Literatura také zmi¬uje pouºití Y2O3 jako ter£ového materiálu [30, 31]
nebo oza°ování roztoku Y(NO3)3 [32].

Pouºívan¥j²ím zp·sobem p°ípravy 89Zr je ost°elování urychlenými protony, kde do-
chází k reakci 89Y(p,n)89Zr, jejíº excita£ní funkce dosahuje maxima okolo 13 MeV
[33]. Výstupním kanálem 89Y(p,2n)88Zr vzniká dal²í izotop zirkonia, práh této re-
akce je 13 MeV. Tato reakce je obzvlá²t¥ neºádoucí, jelikoº vzniká chemicky neod-
separovatelná ne£istota s dlouhým polo£asem (83,4 dní, [26]). Probíhá také reakce
89Y(p,pn)88Y s prahem 12 MeV. Omara, 2009 [31] ur£il interval energií 9-14 MeV
jako optimální pro p°ípravu 89Zr. Tang, 2019 [28] ve své práci pouºil svazek proton·
urychlený na energii 13 MeV, Holland, 2009 [27] pracoval s protony o energii 15 MeV.

Vodná chemie zirkonia je pom¥rn¥ rozmanitá a její znalost je nápomocná p°i sepa-
raci od yttriového ter£e a p°i zna£ení pomocí 89Zr pro PET. Zirkonium se v roztoku
nachází nej£ast¥ji jako Zr4+. Jedná se o kationt tvo°ící komplexy s vysokými ko-
ordina£ními £ísly. S �uoridovými anionty tvo°í velmi stabilní aniontový komplex.
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Kyselina �uorovodíková v²ak není £asto pouºívána pro rozpu²t¥ní ter£e, jelikoº její
p°ítomnost není vhodná pro dal²í separa£ní kroky [34]. Pro rozpu²t¥ní yttriového
ter£e bývá podle typu separace volena HCl o r·zné koncentraci [16, 27, 30], p°ípadn¥
H2SO4 [35].

Zirkonium ve form¥ Zr4+ utvá°í stabilní komplexy p°edev²ím s kyslíkovými donory,
nap°íklad s vinany a citráty, které jsou stabilní i v zásaditém prost°edí. Mén¥ sta-
bilní komplexy tvo°í se ²´avelany, které se v zásaditém prost°edí rozkládají a zirko-
nium podléhá hydrolýze. Na silné vazb¥ s kyslíkovými donory je zaloºena a�nitní
chromatogra�e pro separaci 89Zr vyuºívající hydroxamátové skupiny. Tuto kolonu
lze p°ipravit n¥kolika krokovou modi�kací kationtov¥-vým¥nného sorbentu [27, 36]
nebo zakoupit jiº hotovou. Po nanesení ter£e rozpu²t¥ného v HCl je kolona promyta
touto kyselinou a dochází k eluci Y3+ a n¥kterých p°ípadných ne£istot. Zirkonium-89
je eluováno pomocí kyseliny ²´avelové [34].

Byly také popsány metody zaloºené na kapalinové extrakci [30, 35], kationtových
m¥ni£ích [28, 30, 37] a aniontových m¥ni£ích [30].

1.2.3 Zna£ení cetuximabu pomocí 89Zr

V¥t²ina stanovení EGFR v nádorových tkáních bývá provedena pomocí biopsie [13].
Pro neinvazitní stanovení tohoto markeru je moºné vyuºít cetuximab zna£ený 89Zr.
Pro zna£ení jsou vyuºívány aminové a thiolové skupiny protilátky [16]. Analýzou
krystalické struktury Fab fragmentu cetuximabu bylo zji²t¥no, ºe obsahuje 23 lysi-
nových skupin v lehkém a t¥ºkém °et¥zci, pouze jedna se nachází ve vazebném míst¥
protilátky [38].

Pro zna£ení cetuximabu (i obecn¥ protilátek) pomocí 89Zr bývá nej£ast¥ji jako che-
látor vyuºíván desferrioxamin B (DFO). Jedná se o bakteriální siderofor a mimo jiné
je podáván jako lé£ivo p°i akutní otrav¥ ºelezem (pod názvem Desferal). DFO obsa-
huje t°i hydroxamátové skupiny a se zirkoniem vytvá°í ²est koordina£n¥-kovalentních
vazeb (Obr. 1.5) [16, 39]. Jelikoº bylo pozorováno, ºe vzniklý zna£ený konjugát není
dostate£n¥ stabilní a dochází k uvol¬ování 89Zr, byly syntetizovány nové deriváty
DFO.

Obr. 1.5: Struktura desferrioxaminu B a schéma koordina£ní vazby na zirkonium
[16].
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Zirkonium se akumuluje p°edev²ím v kostní tkáni [40]. Nespeci�cká vazba kovu m·ºe
sníºit p°esnost diagnostiky p°edev²ím kostních metastáz a zárove¬ se zvy²uje ra-
dia£ní zát¥º pacienta. Reakcí primární aminové skupiny lze na DFO navázat nové
funk£ní skupiny pro lep²í chelataci 89Zr a/nebo siln¥j²í vazbu na protilátku. Jedná se
nap°íklad o chelátor ozna£ovaný jako DFO* se £ty°mi hydroxamátovými skupinami
[41]. Chelátory DFO i DFO* je moºné p°ipravit s dal²ími funk£ními skupinami jako
p-isothiokyanatobenzyl-DFO/DFO* (DFO/DFO*-NCS) nebo DFO/DFO* squara-
mid ester (DFOSq/DFO*Sq) [42, 43, 44].

Rudd, 2016 [44] p°ipravil DFO squaramid ester (DFOSq, Obr.1.6). Jedná se o osmi-
vazný chelátor, av²ak Noor, 2015 [45] ur£il, ºe s 89Zr vytvá°í sedmivazný komplex.
S aminovými skupinami protilátky vytvá°í amidovou vazbu. Nový chelátor p°ipravil
reakcí ekvimolárního mnoºství DFO mesylátu a N,N-diisopropylethylaminu v etha-
nolu p°i 50 °C. Po jedné hodin¥ p°idal 3,4-diethoxy-3-cyclobutene-1,2-dion v etha-
nolu a za stálého míchání udrºoval p°i 50 °C dal²ích 30 minut. Za sníºeného tlaku
oddestiloval rozpou²t¥dlo, produkt promyl ethanolem a následn¥ vysu²il. Identi�-
kaci produktu provedl pomocí nukleární magnetické rezonance (NMR) a hmotnostní
spektrometrie s elektosprejovou ionizací (ESI MS). V p°ípad¥ ESI MS stanovoval
fragmenty s molekulovou hmotností 685,3768 a 707,3589 [46].

P°ipravený chelátor vyuºil p°i zna£ení protilátky trastuzumab. Nejprve konjugo-
val protilátku s chelátorem. Rozpustil DFOSq v 10% DMSO/H2O a v 20molárním
nadbytku smíchal s roztokem protilátky. Konjugace probíhala v borátovém pufru
(pH=9) za laboratorní teploty p°es noc. Následn¥ p°evedl konjugát do prost°edí
0,9% NaCl. Pomocí hmotnostní spektrometrie stanovil, ºe na jednu protilátku je
pr·m¥rn¥ navázáno 4,5 molekuly chelátoru. Pro zna£ení je 89Zr rozpu²t¥no v 1M
kyselin¥ ²´avelové (75 µl, 56 MBq), do tohoto roztoku byl p°idáván 2M uhli£itan
sodný do dosaºení slab¥ zásaditého pH (25 µl). Následn¥ byl p°idán 0,5M HEPES
(pH=7, 100 µl) a po p¥ti minutách bylo potvrzeno neutrální pH. Byl p°idán roz-
tok trastuzumabu (4 µl, 225 µg protilátky). Reakce byla ukon£ena po 25 minutách
a výt¥ºek dosahoval aº k 100% [44].

Obr. 1.6: Struktura DFOSq a ilustrace zna£ení protilátky pomocí 89Zr [42].
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1.3 Stabilita a biologická aktivita 89Zr-DFOSq-CTX

Prvním krokem po p°íprav¥ nového potenciálního radiofarmaka je ur£ení jeho radi-
ochemické £istoty. Velmi £asto je vyuºívána chromatogra�e na tenké vrstv¥ (TLC).
V p°ípad¥ protilátek nebo peptid· zna£ených 89Zr m·ºe být pouºita jako mobilní
fáze kyselina citronová o koncentraci 20 mM [36], 0,1 M [47] nebo 0,2 M [49]. Je
moºné také pouºít 50 mM EDTA [42] nebo 50 mM DTPA [50].

Pro ur£ení radiochemické £istoty m·ºe být také pouºita vysokoú£inná kapalinová
chromatogra�e (HPLC) v kombinaci s radiometrickým a UV/VIS detektorem. Prin-
cipem separace bývá rozm¥rov¥-vylu£ovací chromatogra�e. Tato metoda také m·ºe
slouºit ke stanovení stability celého konjugátu. Je vhodné zji²´ovat stabilitu po dobu,
kterou je potenciální radiofarmakum p°ítomno v organismu. Verel, 2003 [36] zvo-
lil gradientovou eluci, pouºitými mobilními fázemi byl 10 mM fosfore£nan sodný
(pH=6) a acetonitril. Pro detekci bílkovinných sou£ástí zna£eného konjugátu m¥°il
absorbanci p°i vlnové délce 280 nm. Damerow, 2022 [47] pouºil 0.05 M fosfátový
pufr (pH=7) s 0,15M NaCl a 0,01M NaN3.

Dal²í moºností stanovení stability je elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v p°í-
tomnosti dodecylsíranu sodného (SDS-PAGE). Jedná se o elektromigra£ní metodu,
p°i které jsou vzorky smíseny s pufrem obsahujícím dodecylsíran sodným. Tato látka
se naváºe na proteiny a vytvo°í úm¥rnost velikosti záporného náboje a velikosti pro-
teinu. Tuto metodu vyuºili p°i své práci Verel, 2003 [36] a Garousi, 2016 [49].

Dále je t°eba stanovit biologickou aktivitu zna£eného protilátky. Je k tomu moºné
vyuºít metodu ELISA.

1.3.1 ELISA

Biologickou aktivitu zna£ené protilátky je moºné stanovit pomocí metody ELISA
(z anglického enzyme-linked immunosorbent assay). Tato metoda pat°í mezi imuno-
logické analytické metody, tedy je zaloºena na speci�ckých reakcí protilátek s anti-
genem. Reakce probíhají na mikrotitra£ní desti£ce, kde dochází k ireverzibilní sorpci
reaktant·. Podle uspo°ádání a stanovované makromolekuly (antigen/protilátka) je
rozli²ováno n¥kolik zp·sob· provedení metody ELISA - p°ímá, nep°ímá a sendvi£ová.
Pro stanovení biologické aktivity protilátky je volena nep°ímá ELISA.

Prvním krokem nep°ímé ELISA je nanesení antigenu na mikrotitra£ní desti£ku, ve
stejném mnoºství a koncentraci do kaºdé z jamek. Po uplynutí reak£ní doby je
desti£ka promyta a nanesen blokovací roztok. Ten zaji²´uje vysycení antigenem ne-
obsazených míst na povrchu jamky a zamezuje tak vzniku nespeci�ckých vazeb. Po
promytí je pipetována primární protilátka, která se speci�cky naváºe na p°ítomný
antigen. Primární protilátkou m·ºe být zna£ený konjugát a vzorky o známé kon-
centraci protilátky pro tvorbu kalibra£ní k°ivky. Jako blank je pouºit roztok, ve
kterém je protilátka rozpu²t¥na. Po inkubaci a promytí je pipetována sekundární
protilátka. Jedná se o protilátku konjugovanou s enzymem, která cílí na primární
protilátku. Následn¥ je p°idán roztok tzv. chromogenního substrátu. Enzym kata-
lyzuje reakci substrátu, p°i které vznikají produkty absorbující ur£ité vlnové délky
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elektromagnetického zá°ení nebo schopné luminiscence. Produkty této enzymem ka-
talyzované reakce je moºné detekovat pomocí spektrofotometru UV/VIS. Schéma
reakce je ilustrováno na Obr. 1.7.

Obr. 1.7: Schéma nep°ímé ELISA; zelen¥ zobrazen antigen, oranºov¥ primární proti-
látky, mod°e sekundární protilátka konjugovaná s enzymem. Oranºový roztok sym-
bolizuje katalytickou reakci substrátu vedoucí ke zm¥n¥ zbarvení roztoku [51].

Enzymem konjugovaným se sekundární protilátkou je nej£ast¥ji k°enová peroxidáza
(HRP) nebo alkalická fosfatáza (ALP). Peroxidáza je enzym, který oxiduje r·zné
substráty pomocí peroxidu vodíku. Substrátem m·ºe v tomto p°ípad¥ být OPD (o-
fenylendiamin dihydrochlorid) nebo TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin). P°i reakci
k°enové fosfatázy s OPD za p°ítomnosti peroxidu vodíku je generováno ºlutooran-
ºové zbarvení, jehoº intenzita je m¥°itelná p°i vlnové délce 450 nm [52]. V p°ípad¥,
ºe je reakce ukon£ena pomocí kyseliny sírové, je m¥°ena absorbance p°i 490 nm.
Substrát TMB je k°enovou fosfátázou oxidován za vzniku modrého zabarvení, jehoº
absorbance je stanovována p°i vlnové délce 605 nm. Po ukon£ení reakce okyselením
se zbarvení m¥ní na ºluté s absorban£ním píkem p°i 450 nm [53]. Alkalická fosfatáza
je enzym pat°ící do t°ídy hydroláz, jehoº p·sobením dochází ke ²t¥pení monoes-
ter· kyseliny fosfore£né. P°i pouºití substrátu pNPP (p-nitrofenylfosfát) je m¥°ena
absorbance p°i 405 nm [54].

ELISA - cetuximab

V literatu°e je popisována nep°ímá ELISA protilátky cetuximab [55, 56, 57, 58],
která je schematicky zobrazena na Obr. 1.7.

Roztokem pouºitým k promývání desti£ky bývá v¥t²inou PBS (fosfátový pufr) s £i-
nidlem, které zabra¬uje nespeci�ckým reakcím. Promývací roztoky jsou shrnuty
v Tab.1.1.

Tab. 1.1: Promývací roztoky.
zdroj promývací roztok
Suárez, 2016 [55] 0,05% Tween/PBS
Cézé, 2009 [56] 0,05% Tween/PBS
Al-Shehri, 2018 [58] 0,5% Tween/PBS
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Prvním krokem je nanesení antigenu EGFR do jamek mikrotitra£ní desti£ky. Srov-
nání tohoto kroku ve zmín¥ných studiích je shrnuto v Tab. 1.2. Hantash, 2009 [57]
porovnal pouºití uhli£itanového pufru a PBS (pH=7,4). P°i pouºití PBS byla po-
zorována siln¥j²í odezva, p°i£emº nejlep²í výsledky vykazovala imobilizace p°es noc,
av²ak do²lo pouze k mírnému zlep²ení v porovnáním s imobilizací trvající 1 hodinu.

Tab. 1.2: Koncentrace a objem roztoku EGFR naneseného na mikrotitra£ní desti£ku;
rozpou²t¥lo; podmínky reakce.

zdroj cEGFR [µl/ml] rozpou²t¥dlo VEGFR [µl] T [°C] t

Suárez, 2016
[55] 1

0,1M
uhli£itanový
pufr

100 4 p°es noc

Cézé, 2009
[56] 1,25

0,1M
uhli£itanový
pufr

100 4 p°es noc

Hantash, 2009*
[57] 1,65

0,1M
PBS - - p°es noc

Al-Shehri, 2018
[58] 0,5

50 mM
uhli£itanový
pufr

50 37 2h

-neuvedeno
* podmínky vedoucí k nejsiln¥j²í odezv¥

Po inkubaci antigenu EGFR byly jamky saturovány blokovacím roztokem. Jako blo-
kovací roztok jsou vyuºívány roztoky protein· jako BSA (hov¥zí sérový albumin)
nebo NFDM (odst°ed¥né odtu£n¥né mléko) a také nap°íklad Tween 20 [59]. Roz-
toky pouºité jako satura£ní jsou shrnuty v Tab. 1.3. Al-Shehri, 2018 [58] vyzkou²el
r·zné koncentrace BSA/0,1M PBS, teploty a doby imobilizace. Optimálních vý-
sledk· dosáhl p°i pouºití 0,5% BSA/0,1M PBS a podmínkách imobilizace 37 °C
a 30 minut.

Tab. 1.3: Blokovací roztoky a podmínky reakce.
zdroj protein rozpou²t¥dlo T [°C] t
Suárez, 2016
[55] 2% NFDM 0,3% Tween/PBS 37 2 h

Cézé, 2009
[56] 1% BSA PBS lab.* 2 h

Hantash, 2009
[57]

Blocker Blotto
+ Blocker Casein (20:80 v/v) TBS** neuvedeno

Al-Shehri, 2018
[58]*** 0,5% BSA 0,1M PBS 37 0,5 h

* laboratorní teplota
** fyziologický roztok pufrovaný Tris

*** podmínky vedoucí k optimálním výsledk·m
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V dal²ím kroku byla nanesena primární protilátka - cetuximab. Suárez, 2016 [55]
nanesl do kaºdé jamky 100 µl roztoku protilátky °ed¥né v 0,1M uhli£itanovém pufru
a nechal inkubovat 45 minut p°i 37 °C. Cézé, 2009 [56] standardy cetuximabu o kon-
centracích 0,1-30 mg/ml °edil 1:100 v 1% BSA/PBS a do kaºdé jamky nanesl 100 µl
roztoku. Reakce probíhala 1 hodinu p°i laboratorní teplot¥. Hantash, 2009 [57] pouºil
k °ed¥ní krevní sérum. Následn¥ v²ichni auto°i jamky desti£ky promyli promývacím
roztokem.

Následn¥ byl napipetován roztok sekundární protilátky. Sekundární protilátka m·ºe
být nap°. králi£ího [55], nebo kozího [56, 58] p·vodu. M·ºe se jednat o celou molekulu
protilátky [55, 58] nebo nap°. F(ab′)2 (protilátku bez Fc fragmentu) [56]. Je moºné
pouºít protilátku cílenou proti lidské £ásti protilátky [57] nebo pouºít protilátku
proti my²ímu fragmentu. Suaréz, 2016 [55] porovnal ob¥ tyto moºnosti, p°i£emº ve
svých experimentech dále pracoval s první zmín¥nou, jelikoº za stejných podmínek
p°i jejím pouºití pozoroval vy²²í absorbanci.

Suárez, 2016 [55] pouºil 100 µl roztoku sekundární protilátky o koncentraci 10 µg/ml
(°ed¥no v uhli£itanovém pufru), inkubace probíhala 30 minut p°i 37 °C. Al-Shehri,
2018 [58] pouºil koncentraci 4 µg/ml (°ed¥no v 0,1M PBS), inkubace probíhala
1 hodinu p°i 37 °C. Následn¥ v²ichni auto°i jamky promyli promývacím roztokem
a poté byl nanesen chromogenní substrát. Suárez, 2016 [55] a Cézé, 2009 [56] pouºili
HRP jako enzym konjugovaný se sekundární protilátkou a následn¥ OPD substrát.
Reakci ukon£ili p°ídavkem kyseliny sírové (50 µl 1M [55], 50 µl 4M [56]). Hantash,
2009 [57] pouºil jako substrát TMB. Al-Shehri, 2018 [58] pouºil enzym TMB a jako
substrát pNPP. Pouºité enzymy a substráty jsou shrnuty v Tab. 1.4.

Tab. 1.4: Enzymy a substráty pouºité v metod¥ ELISA.
zdroj enzym substrát

Suárez, 2016 [55] HRP OPD
Cézé, 2009 [56] HRP OPD

Hantash, 2009 [57] HRP TMB
Al-Shehri, 2018 [58] ALP pNPP

V absorbanci nam¥°ené v závislosti na koncentraci cetuximabu lze pozorovat saturaci
- Obr. 1.8 (Suaréz, 2016 [55]). Hodnoty proloºil logaritmickou k°ivkou (A=f(ln(c))),
p°i£emº jako rozmezí kvanti�kace ur£il jako 0,01 - 25 µg/ml. Cézé, 2009 [56] jako
spodní limit kvanti�kace ur£il koncentraci 0,75 µg/ml a horní 15 µg/ml, p°i£emº
vzorky 100x °edil. Hantash, 2009 [57] uvádí, ºe p°esných a správných výsledk· dosáhl
v rozmezí koncentrací 0,3 - 10 µg/ml. Al-Shehri, 2018 [58] pouºil k vyhodnocení
p°ímku (A=f(c)) a to v rozmezí hodnot 5-6250 ng/ml, p°i£emº limit detekce stanovil
jako 1,5 ng/ml.
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Obr. 1.8: Kalibra£ní k°ivka - cetuximab [55].

1.4 Testování 89Zr-DFOSq-CTX in vitro

Termínem in vitro jsou ozna£ovány experimenty, které probíhají v prost°edí mimo
ºivý organismus. Ke studiím jsou vyuºívány mikroorganismy a bun¥£né kultury. Pro
testování potenciálních radiofarmak in vitro , p°ípravu xenograf· a dal²í aplikace
byly kultivovány bun¥£ného linie, které pocházejí z nádorových loºisek pacient·.
Tato kapitola se zabývá moºnostmi testování radiofarmak cílených na EGFR, které
mohou být vyuºity p°i testování cetuximabu zna£eného 89Zr in vitro .

Pro kultivaci bun¥k je t°eba zajistit vhodné nutri£ní a fyzikáln¥-chemické podmínky.
Bu¬ky jsou p¥stovány v kultiva£ních lahvích v kompletní kultiva£ním médiu. To
se skládá ze samotného média, séra a m·ºe obsahovat antibiotika proti bakteriální
kontaminaci. Médium obsahuje glukózu, anorganické soli, aminokyseliny a vitamíny.
Sérum je p°idáváno pro vysoký obsah r·stových faktor·, jedná se nap°. o FBS (fe-
tální hov¥zí sérum). Kultiva£ní podmínky simulují prost°edí in vivo , bu¬ky jsou
inkubovány p°i 37 °C a s obsahem vzdu²ného CO2 5 %. Bun¥£né linie mohou být
rozd¥leny na adherentní a suspenzní. Adherentní bu¬ky p°i kultivaci pot°ebují po-
vrch, ke kterému p°ilnou. Suspenzní bu¬ky jsou rozptýlené v objemu média [48].

Bu¬ky jsou získávány z tkání organism·, k £emuº jsou pouºívány metody mechanické
nebo enzymatické disagregace. Bu¬ky izolované p°ímo z tkán¥ jsou ozna£ovány jako
primární bun¥£ná kultura. Po první subkultivaci (pasáºování) se jedná o sekundární
bun¥£nou kulturu. Pasáºování je p°enesení bun¥k do nové kultiva£ní lahve s £er-
stvým kultiva£ním médiem. To je t°eba uskute£nit v p°ípad¥, ºe bu¬ky dosahují
vysoké kon�uence a dochází tak k vy£erpání ºivin v kultiva£ním médiu, hromad¥ní
toxických metabolit· a kontaktní inhibici r·stu. Bun¥£né linie jsou získávány cílenou
selekcí z bun¥£ných kultur. Mohou být schopnost prakticky nekone£ného d¥lení [48].
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1.4.1 Bun¥£né linie

Pro testování farmak, která jsou cílena proti EGFR, jsou vyuºívány bun¥£né linie,
které tento receptor exprimují. Tyto bu¬ky se li²í p·vodem, mutacemi v genomu
souvisejícími s funkcí EGFR a mírou jeho exprese. �asto je volena bun¥£ná linie
A431 [38, 47, 49, 60], která pochází ze spinocelulárního karcinomu. Na povrchu
jedné bu¬ky se pr·m¥rn¥ nachází 1,2·106 EGFR [61]. Jedná se o adherentní bu¬ky.

Dal²í pouºívanou bun¥£nou linií je PC3, která byla odebrána z kostní metastázy
karcinomu prostaty. Malmberg, 2011 [62] stanovila, ºe bu¬ka z PC3 exprimuje 99
000±3 000 EGFR/bu¬ku. Shigeta, 2013 [63] zji²´oval citlivost na cetuximab u bun¥£-
ných linií kolorektálního karcinomu. Vybral linii Caco-2, jelikoº neobsahuje mutace
KRAS, BRAF, PIK3CA ani mutace na ektodomén¥. Pro negativní kontrolu pou-
ºil linii HCT116, která obsahuje mutaci PIK3CA, která tyto bu¬ky £iní rezistentní
na lé£bu cetuximabem. Dal²ími bun¥£nými liniemi pouºívanými pro tyto ú£ely jsou
HT-29 [47], FaDu [50], DU-145 nebo LNCap [62].

1.4.2 Stanovení míry exprese EGFR

Pro moºnost zji²t¥ní korelace mezi mírou exprese EGFR a citlivostí na lé£bu cetu-
ximabem je t°eba stanovit míru exprese EGFR v bun¥£ných liniích. Shigeta, 2013
[63] inkuboval bu¬ky s cetuximabem zna£eným biotinem, na který byla navázána
protilátka konjugovaná s �uorescein isothiokyanátem (FITC). Míra exprese byla sta-
novena na základ¥ intenzity �uorescence pomocí pr·tokové cytometrie. Malmberg,
2011 [62] zji²´ovala aktivitu bun¥k pro inkubaci bun¥k s 111In-cetuximabu a aktivitu
bun¥k, jejíº receptory byly p°edtím saturovány pomocí nezna£eného cetuximabu.
Jelikoº v p°ípad¥ saturace nezna£eným cetuximabem byla pozorována výrazn¥ niº²í
bu¬kami vázaná aktivita, do²el k záv¥ru, ºe je reakce speci�cká a bu¬ky expri-
mují EGFR. Zhang, 2015 [61] vyuºil k tomuto ú£elu zobrazování pomocí povrchové
plazmonové rezonance (SPRi). Dal²í moºnost je vyuºít metodu Western Blot nebo
Dot Blot.

Western Blot

Western Blot je metoda, ve které jsou proteiny nejprve rozd¥leny na základ¥ velikosti
pomocí SDS-PAGE. Bendy jsou p°eblotovány na membránu a následujícími kroky
jsou blokování nespeci�ckých interakcí, nanesení primární a p°íp. sekundární proti-
látky a nakonec vyhodnocení. Jedná se o obdobný postup jako p°i metod¥ ELISA.
Obdobnou metodou je Dot Blot, která neobsahuje krok separace protein· a roztok
proteinu je nanesen p°ímo na membránu.

Míru exprese EGFR pomocí Western blotu stanovili nap°. Aerts, 2008 [64] a Bene-
detto, 2019 [50]. Oba auto°i zji²´ovali i p°ítomnost aktinu (Obr. 1.9). Tento protein se
nachází tém¥° ve v²ech eukaryotických bu¬kách a jeho stanovení slouºí pro kontrolu.
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Obr. 1.9: Stanovení p°ítomnosti EGFR a aktinu v jednotlivých bun¥£ných liniích
[64].

1.4.3 Speci�ta vazby na EGFR

Speci�ta vazby zna£ené protilátky/konjugátu m·ºe být zji²t¥na porovnáním aktivity
navázané na bu¬ky v porovnání s aktivitou, která byla na bu¬ky navázána v p°ípad¥
p°edchozí saturace receptor·. Saturace receptor· slouºí pro stanovení nespeci�ckých
vazeb a je jí docíleno p°edchozí inkubací s nezna£enou protilátkou/proteinem o ná-
sobn¥ vy²²í koncentraci. V literatu°e uvád¥né parametry experiment· jsou shrnuty
v Tab. 1.4.3.

Benedetto, 2019 [50] zji²´oval speci�tu vazby 89Zr-DFO-NCS-cetuximabu na bu-
n¥£né linii FaDu, u které vyp¥stoval rezistenci na cetuximab. U rezistentních bu-
n¥k pozoroval ²estkát niº²í p°íjem zna£ené protilátky oproti nerezistentním bu¬kám
a konstatoval tak speci�tu vazby radiofarmaka. Nespeci�cké reakce ur£il pomocí
p°edchozí saturace cetuximabem. Dal²í auto°i [49, 62, 65] porovnávali navázanou
aktivitu s/bez p°edchozí saturace.

zdroj linie
anti-EGFR
protilátka/protein ti [h] ci [nM] ts [min] cs [µM]

Garousi, 2016
[49] A431 89Zr-DFO-Z EGFR:2377 1 10 5 1

Benedetto, 2019
[50] FaDu 89Zr-CTX 3 5,5 - 2,75

Malmberg, 2011
[62] PC* 111In-CTX 1 1 - -

Nordberg, 2007
[65] A431 125I-CTX 4 2,5 15 1,25

* bun¥£né linie karcinomu prostaty (PC3, DU145, LNCaP)
- neuvedeno
ti doba inkubace se zna£enou protilátkou/peptidem
ci koncentrace zna£ené protilátky/peptidu
ts doba saturace nezna£enou protilátkou/peptidem
cs koncentrace nezna£ené protilátky/peptidu pro saturaci
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1.4.4 Mnoºství navázaného farmaka v £ase

Malmberg, 2011 [62] pozorovala interakci 111In zna£eného cetuximabu s bun¥£nými
liniemi rakoviny prostaty (PC3, DU145 a LNCaP). Sledovala mnoºství navázaného
111In-cetuximabu na bu¬kách v závislosti na dob¥ inkubace. Pro inkubaci bu¬ky
promyla, a smíchala s 0,5 ml 4M mo£oviny v 0,1M glycinovém pufru (pH=2,5)
a z této kyselé frakce stanovila mnoºství zna£ené protilátky vázané na povrchu
bun¥k. Následn¥ bu¬ky lyzovala p°ídavkem 1M NaOH a stanovila mnoºství inter-
nalizovaného zna£eného cetuximabu. Mnoºství bun¥£n¥ vázaného 111In-cetuximabu
se s dobou inkubace monotónn¥ zvy²ovalo, nejdel²í doba inkubace byla 24 h. Po 4 h
inkubace dosahovala celková navázaná aktivita více neº 50 % aktivity p°i inkubaci
trvající 24 h. Nordberg, 2007 [65] pozoroval, ºe nejv¥t²í mnoºství 125I-cetuximabu
bylo navázáno p°i dob¥ inkubaci 4-8 h, p°i£emº p°i del²í inkubaci se mnoºství bu-
n¥£n¥ vázaného 125I-cetuximabu sniºovalo. Po inkubaci trvající 24 h byla nam¥°ená
aktivita 125I p°ibliºn¥ polovi£ní. Obdobným zp·sobem stanovil Garousi, 2015 [49]
mnoºství internalizovaného a povrchov¥ vázaného konjugátu 89Zr-DFO-ZEGFR:2377.

1.5 Záv¥r z teoretické £ásti

Byly zji²t¥ny moºnosti ov¥°ení stability a biologické aktivity, které by mohly být
pouºity v p°ípad¥ testování cetuximabu zna£eného pomocí 89Zr. Pro zji²t¥ní stabi-
lity m·ºe být pouºita TLC, kde bývá nej£ast¥ji pouºita kyselina citronová o r·zné
koncentraci jako mobilní fáze. Dále se jedná o analýzu pomocí HPLC s kolonou za-
loºenou na rozm¥rov¥-vylu£ovacím principu. Vhodnou mobilní fází se jeví fosfátový
pufr. Stabilita m·ºe být také zji²t¥na pomocí SDS-PAGE.

Biologickou aktivitu protilátek lze zjistit pomocí metody ELISA. Jedná se o nep°í-
mou metodu ELISA, kde je sledována schopnost vazby na EGFR. K ov¥°ení, ºe se
89Zr-DFOSq-CTX váºe na bun¥£né receptory EGFR, jsou pouºívány bun¥£né linie,
které tento receptor exprimují. Vysokou expresi EGFR vykazují bu¬ky linie A431,
o n¥co mén¥ ho exprimují bu¬ky linie nap°. PC3 nebo HT-29. Ke stanovení míry
exprese EGFR je moºno vyuºít metodu Western blot, p°íp. Dot Blot.
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2. Experimentální £ást

2.1 Obecné informace

2.1.1 Pouºité materiály a p°ístroje

K výrob¥ 89Zr byl pouºit cyklotron U-120M nebo TR-24 Ústavu jaderné fyziky
Akademie v¥d �R, pouºitým ter£em bylo yttrium o £istot¥ 99,99 % a tlou²´ce 0,635
mm (American Elements). Bylo také pouºito 89Zr od spole£nosti PerkinElmer (v 1M
kyselin¥ ²´avelové, 169 MBq v dob¥ zna£ení). K separaci byla pouºita kolona ZR
Resin od spole£nosti Triskem. Aktivita zna£ených konjugát· byla zji²´ována pomocí
p°ístroje Bqmetr4 (BQM).

Ke konjugaci a zna£ení byla pouºita protilátka cetuximab od spole£nosti Selleck-
chem (5 mg/ml) a protilátka cetuximab pod obchodním názvem Erbitux (5 mg/ml,
Merck). Pro analýzu p°ipraveného DFOSq byl pouºit chromatogra�cký systém
Acquity Arc, jehoº sou£ástí byla pumpa (Quaternary Solvent Manager-R) a auto-
samplér (Sample Manager FTN-R). Pouºitou kolonou byla CORTECS C-18 2,7 mm.
Pro hmotnostní spektrometrii by pouºit ioniza£ní systém ESI (Zspray TM) a detek-
tor SQ Detector 2. Pro ovládání chromatogra�ckého systému byl pouºit EmpowerTM

Software. V²e od spole£nosti Waters. B¥hem konjugace a zna£ení byla pouºita cen-
trifuga Eppendorf Centrifuge 54177 R a vivaspiny Vivaspin 500 10 kDa (GE Heal-
thcare). P°i TLC byl pouºit chromatogra�cký papír Grade 17 CHROMA 220x25mm
(Wathman). Pro HPLC analýzu konjugát· a zna£ených konjugát· byl pouºit chro-
matogra�cký systém Agilent Technologies 1200 Series, jehoº sou£ástí byla pumpa
(Quaternary Pump) a autosampléru (Standard Autosampler). K ovládání chroma-
togra�ckého systému byl pouºit sotfware Agilent ChemStation. Pro separaci byla
pouºita kolona BioSep-SEC-s2000 (300 x 4,6 mm). Byl pouºit UV/VIS detektor
(Waters 2489) a radiometrický detektor (Gabi Raytest).

Pro elektroforézu byla pouºita elektroforetická sada Cleaver Scienti�c Ltd CS-300V.
Jako marker byl pouºit Precision Plus Protein All Blue Standarts (Bio-Rad). Pro
zlep²ení kinetiky byla pouºita kýva£ka Sun�ower Mini-Shaker PS-3D.

Pro stanovení koncentrace proteinu byla pouºita mikrotitra£ní desti£ka pureGrade
s 96 jamkami od spole£nosti Brand. Pro stanovení dle Bradforda byl pouºit jako
barvící £inidlo Protein Assay Dye Reagent concentrate (Bio-Rad). V p°ípad¥ BCA
byla pouºita sada Bicinchonin Acid Protein Assay od spole£nosti Biosciences. Ab-
sorbance byla m¥°ena na spektrofotometru Sunrise (Tecan).
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Pro metodu ELISA byly pouºity 96 jamkové mikrotitra£ní desti£ky MicrowellTM

Plates od spole£nosti NuncTM. Pouºitým antigenem byl Recombinant Human
EGFR/HER1/ErbB1 Protein od Sino Biological Inc. K vytvo°ení kalibra£ní k°ivky
byl pouºit cetuximab (Selleckchem; 5 mg/ml). Sekundární protilátkou byla Anti-
Human IgG (Fc speci�c) peroxidase antibody produced in goat (Sigma). Absorbance
byla m¥°ena na spektrofotometru Sunrise (Tecan). K promývání mezi jednotlivými
kroky byla pouºita promýva£ka Columbus (Tecan).

P°i Dot Blotu byla pouºita membrána Pre-Cut Nitrocellulose Membranes od spole£-
nosti Thermo Fisher Scienti�c. Pro detekci EGFR byla pouºita primární protilátka
EGFR Monoclonal Antibody (0,2 mg/ml, Thermo Fisher Scienti�c), k detekci ak-
tinu beta Actin Loading Control Monoslonal Antibody (BA3R, 1 mg/ml, Thermo
Fisher Scienti�c). Jako sekundární protilátka byla pouºita Goat anti-mouse IgG
(H+L) Superclonal TM Recombinant Secondary Antibody, HRP (1 mg/ml, Thermo
Fisher Scienti�c). Jako chemiluminisce£ní substrát byl pouºit WesterSure PRE-
MIUM Chemiluminiscent Substrate (LI-COR). Detekce probíhala na p°ístroji C-
Digit (LI-COR).

K testování in vitro byly pouºity bun¥£né linie A431, PC3 a NIH3T3 získané od
spole£nosti ATCC. Ke kultivaci bun¥k byla pouºita následující média, séra a roztoky:

� DMEM High Glucose (Biowest)

� F-12K (Corning)

� Fetal bovine serum (FBS, Biowest)

� Hank´s Balanced Salt Solution (Sigma-Aldrich)

� Trypsin-EDTA solution (Sigma-Aldrich).

Byly p°ipraveny kompletní r·stová média DMEM a F-12K (500 ml média + 50 ml
FBS). Bu¬ky byly uchovávány v tekutém dusíku (-192 °C) v zamraºovacím médiu
(50 % FBS, 40 % kompletní r·stové médium dle typu bun¥k, 10 % DMSO). Bu¬ky
linie A431 a NIH3T3 byly kultivovány v kompletním r·stovém médiu DMEM, bu¬ky
PC3 v kompletním r·stovém médiu F-12K. K po£ítání bun¥k byl pouºit analyzátor
a sklí£ka (Cell counting slide) JuLITM Br (NanoEntek). K detekci mykoplasma-
tické kontaminace v bun¥£ných kulturách byl pouºit MycoAlert PLUS mycoplasma
detection kit a p°ístroj Lucetta Luminometr od �rmy Lonza. K inkubaci byl pou-
ºit inkubátor Binder, který zaji²´oval teplotu 37 °C a obsah vzdu²ného CO2 5 %.
�etnost impulz· 89Zr v médiu a v lyzátu bun¥k byla zji²´ována pomocí p°ístroje
HIDEX AMG Automatic Gamma Counter s verzí softwaru 1.8.1.0. K centrifugaci
byla pouºita centrifuga Universal 320R (Hettich). Ke kultivaci bun¥k byly pouºity
kultiva£ní lahve Cell and Tissue Culture Flasks 25 cm2 (Bio�l) a Tissue Culture
Flask 75 cm2 (VWR). Pro experimenty in vitro byly pouºity 6 jamkové kultiva£ní
desti£ky MULTIWELLTM 6 Well (Falcon).

Ve²kerá pouºitá voda byla deionizovaná (stanice TKA Smart2pure). V p°ípad¥ poºa-
davku na roztoky v kvalit¥ ultra pure byla tato voda do£i²t¥na pomocí chelata£ního
£inidla CHELEX 100 sodium form od spole£nosti Sigma-Aldrich.
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V experimentech byly pouºity následující chemikálie:

� 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)

� 3,4-diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion (98%, Sigma Aldrich)

� Albumin Bovine Serum (BSA) Protease Free (VWR)

� borátový pufr (0,5M, pH=9, Alfa Aesar)

� Brilliant Blue R-250 (Sigma-Aldrich)

� bromfenolová mod° (Sigma-Aldrich)

� deoxycholan sodný (≥ 97 %, Sigma Aldrich)

� desferrioxamin B mesylát (95 %, Acros Organics)

� dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

� ethanol (> 99,7 %, VWR )

� glycerol (Sigma-Aldrich)

� glycin (≥ 99 %, Sigma-Aldrich)

� H2O2 (30% w/w, Sigma-Aldrich)

� H2SO4 TraceSELECT (≥ 95%, Fluka)

� HCl (34-37%, for trace metal analyses, Normatom)

� HEPES free acid ultrapure (Apollo scienti�c)

� kyselina citronová p.a. (Lach-Ner)

� kyselina octová (Sigma-Aldrich)

� kyselina ²´avelová (99,999% trace metals basis, Sigma-Aldrich)

� o-Phenylenediamine dihydrochloride (2 mg/tbl; Sigma-Aldrich)

� methanol (VWR Chemicals)

� MOPS SDS Running Bu�er (20X, Novex)

� NaHCO3 p.a. (Penta)

� Na2CO3 (min. 99,8 %, Riedel-de Haën)

� Na2HPO4 · 12H2O (Sigma-Aldrich)

� Na2SO4 bezvodý p.a. (min. 99%, Lach-Ner)

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

� NaN3 (99,5% Sigma-Aldrich)

� N,N-diisopropylenamin (99,5%, Honeywell)

� PBS (Sigma-Aldrich)

� Protease Inhibitor Coctail (Sigma-Aldrich)

� SDS (10% v H2O, Sigma-Aldrich)

� tris(hydroxymethyl)amino-methan (Sigma-Aldrich)

� Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

� Tween 20 (Sigma-Aldrich)

Z vý²e uvedených chemikálií byly p°ipraveny pufry a roztoky:

� 0,05M citrát - 0,05M fosfátový pufr (pH=5,0)

� 0,5M HEPES (pH=7,0)

� 100mM uhli£itanový pufr (pH=9,6)

� 20mM citrátový pufr (pH upraveno pomocí Na2CO3 na pH=5,02)

� 20mM PBS (pH=7,4)

� Tris-HCl (0,5 M Tris, pH upraveno pomocí HCl na 6,8)

� neredukující vzorkový pufr na SDS-PAGE (1,25 ml 0,5M Tris-HCl, 2 ml gly-
cerolu, 3,5 ml deionizované vody, 2 ml 10% SDS, 0,5 ml 0,1% bromfenolová
mod°)

� redukující vzorkový pufr na SDS-PAGE (475 µl neredukujícího pufru + 25 µl
2-merkaptoethanol)

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

� odbarvovací roztok (25% methanol, 10% kyselina octová)

� lyzovací pufr (100 ml 0,01M PBS, 1 g deoxycholan sodný, 1 ml Triton X-100;
alikvoty po 10 ml + 200 µl Protease Inhibitor Coctail)

� promývací pufr pro p°ípravu bun¥£ných lyzát· (10 ml 0,01M PBS, 200 µl
Protease Inhibitor Coctail)
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2.1.2 Stanovení koncentrace proteinu

V pr·b¥hu experiment· bylo v r·zných krocích pot°eba zjistit koncentraci proteinu.
Bylo k tomu vyuºito stanovení dle Bradforda a bicinchoninová metoda (BCA).

Stanovení dle Bradforda

Stanovení koncentrace protein· dle Bradforda vyuºívá barvivo Coomassie Brilliant
Blue G-250. Barvivo v £ervené form¥ se naváºe na aminokyseliny s bazickým postran-
ním °et¥zcem, v men²í mí°e také na ty obsahující aromatické jádro. Touto vazbou
dojde ke vzniku modrého zbarvení, které je m¥°eno p°i vlnové délce 595 nm. K in-
terferenci dochází, pokud stanovovaný roztok obsahuje detergenty jako dodecylsíran
sodný nebo TritonX-100 a dále n¥které sacharidy [66].

Byla vytvo°ena kalibra£ní k°ivka cetuximabu o koncentracích 500 µl/ml, 250 µl/ml,
125 µl/ml, 62,5 µl/ml a 31,25 µl/ml. K °ed¥ní bylo pouºito rozpou²t¥dlo stanovova-
ného vzorku, stejný roztok byl pouºit jako blank. Konjugát byl °ed¥n 20x, zna£ený
konjugát byl °ed¥n 5x. Na mikrotitra£ní desti£ku bylo pipetováno 10 µl standar-
du/vzorku/blanku a následn¥ 200 µl £inidla (°ed¥no 1:4). Vzorky byly naná²eny
v tripletech. Po 5 minutách byla m¥°ena absorbance p°i 595 nm. Byla zhotovena
kalibra£ní k°ivka a dopo£tena koncentrace proteinu ve vzorku.

Bicinchoninová metoda

Bicinchoninová metoda je zaloºena na reakci sodné soli kyseliny bicinchoninové
s ionty Cu+, které vznikají redukcí Cu2+ v p°ítomnosti peptidové vazby v zása-
ditém prost°edí. Absorbance vzniklého komplexu je m¥°ena p°i 562 nm. Stanovení
nelze provést v p°ítomnosti reduk£ních a chelata£ních £inidel [67].

Kalibra£ní k°ivka byla p°ipravena z roztoku cetuximabu o koncentraci 2000 µl/ml
°ed¥ním dvojkovou °adou aº do koncentrace 7,8125 µl/ml. K °ed¥ní bylo pouºito
rozpou²t¥dlo vzorku, které bylo pouºito i jako blank. Vzorek byl °ed¥ný 20x. Na
mikrotitra£ní desti£ku bylo naneseno vºdy 25 µl/ml standardu/vzorku/blanku a ná-
sledn¥ 200 µl/ml £inidla (p°ipraveno smísením roztoku B s roztokem A z pouºitého
kitu v pom¥ru 1:50). Mikrotitra£ní desti£ka byla umíst¥na do inkubátoru udrºující
teplotu 37 °C. Po 30 minutách byla m¥°ena absorbance p°i 562 nm. Byla zhotovena
kalibra£ní k°ivka a zji²t¥na koncentrace proteinu ve vzorku.
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2.2 Metodika

2.2.1 Optimalizace metody ELISA

Prvním krokem bylo promytí mikrotitra£ní desti£ky 0,01M PBS (200 µl na jamku).
K promývání byla pouºita promýva£ka, stejn¥ tak v následujících krocích. Následn¥
byl do kaºdé jamky nanesen roztok antigenu (EGFR) - 50 ng/100 µl. Reakce pro-
bíhala 1 hodinu p°i laboratorní teplot¥ a následn¥ byly jamky 3x promyty (200 µl)
promývacím roztokem, kterým byl 0,01M PBS s 0,05% Tween 20. Dal²ím krokem
bylo napipetování 3% BSA/0,01M PBS jako blokovacího roztoku, který byl ponechán
imobilizovat 1 hodinu p°i laboratorní teplot¥. Jamky byly 3x opláchnuty promývacím
roztokem. Následn¥ bylo do jamek napipetováno 100 µl cetuximabu o koncentracích
0,19 ng/ml - 100 µg/ml (°ed¥no v 1% BSA/0,01M PBS). Jako negativní kontrola
bylo pouºito 1% BSA/0,01M PBS. Negativní kontrola i roztoky pro kalibra£ní k°ivku
byly naná²eny v tripletech. Reakce probíhala 2 hodiny p°i laboratorní teplot¥ a ná-
sledn¥ byly jamky promyty promývacím roztokem. Dále bylo napipetováno 100 µl
sekundární protilátky (°ed¥no 1:20000), p°i£emº reakce probíhala 1 hodinu p°i labo-
ratorní teplot¥ a jamky byly následn¥ 3x promyty promývacím roztokem. Následn¥
bylo p°idáno 100 µl chromogenního substrátu OPD o koncentraci 0,4 mg/ml (roztok
byl p°ipraven z 5 ml 0,05M citrát - 0,05M fosfátového pufru, 1 tablety OPD a 5 µl
30% H2O2). Reakce probíhala 20 minut ve tm¥ a následn¥ byla ukon£ena p°ídavkem
100 µl 2M H2SO4. Byla m¥°ena absorbance p°i 492 nm s referen£ní absorbancí p°i
630 nm. Následn¥ byly provedeny experimenty, které si kladly za cíl optimalizaci
metody. Testované parametry jsou shrnuty v následujících odstavcích.

Promývání

Byly vyzkou²eny následující modi�kace:

� Promytí a nepromytí jamek desti£ky p°ed nanesením antigenu 200 µl 0,01M
PBS.

� Sloºení promývacího roztoku. 0,01M PBS + 0,05% Tween 20 nebo pouze 0,01M
PBS.

Blokovací roztok

Jako blokovací roztok byly vyzkou²eny koncentrace BSA 1% a 3% v 0,01M PBS.
Byly vyzkou²eny následující podmínky imobilizace:

� 1 hodina p°i laboratorní teplot¥,

� 2 hodiny p°i laboratorní teplot¥,

� 2 hodiny p°i 37 °C.
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EGFR

Antigen byl v r·zných experimentech naná²en v koncentracích 0,5 µg/ml, 1 µg/ml,
2 µg/ml, 2,5 µg/ml a 5 µg/ml a byly vyzkou²eny následující podmínky imobilizace:

� 1 hodina p°i laboratorní teplot¥,

� 2 hodiny p°i laboratorní teplot¥,

� 3 hodiny p°i laboratorní teplot¥,

� 4 °C p°es noc.

Primární protilátka

Byly vyzkou²eny následující reak£ní podmínky:

� 2 hodiny p°i laboratorní teplot¥,

� 4 °C p°es noc,

� 1 hodina p°i 37 °C,

� 45 minut p°i 37 °C.

Sekundární protilátka

Byly provedeny experimenty s °ed¥ním sekundární protilátky 1:20000, 1:10000 a 1:5000.
Dále následujícími podmínkami reakce:

� 1 hodina p°i laboratorní teplot¥,

� 45 min p°i 37 °C,

� 30 minut p°i 37 °C.

Dal²í modi�kace

Pro °ed¥ní antigenu, primární a sekundární protilátky byl pouºit 100mM uhli£ita-
nový pufr namísto 0,01M PBS.

2.2.2 P°íprava cetuximabu zna£eného 89Zr

V bakalá°ské práci jsem p°ipravila 89Zr-DFOSq-CTX, ke konjugaci byl pouºit cetu-
ximab (Merck). Ke zna£ení bylo pouºíváno 89Zr p°ipravené na cyklotronu U-120M
nebo TR-24. Úsp¥²nost zna£ení se pohybovala kolem 20 % (ur£eno pom¥rem akti-
vity 89Zr v 89Zr-DFOSq-CTX a aktivity 89Zr pouºitého ke zna£ení). Byly provedeny
experimenty, které si kladly za cíl zvý²it úsp¥²nost zna£ení.
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P°íprava DFOSq

Pro konjugaci byl p°ipraven nový chelátor desferrioxaminem squaramid ester (DFOSq).
Ekvimolární sm¥s des�erioxaminu B mesylátu (0,20 g) a N,N-diisopropylenaminu
(0,05 ml) byla v 6 ml ethanolu za stálého míchání zah°ívána na 50 °C po dobu 1 h
zah°ívána. Následn¥ bylo p°idáno 0,1 ml 3,4-diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dionu v 9 ml
ethanolu a sm¥s byla p°i teplot¥ 50 °C promíchávána dal²ích 30 minut. Pomocí va-
kuové linky bylo z roztoku odpa°eno rozpou²t¥dlo, produkt byl 3x promyt 10 ml
ethanolu a vysu²en.

Pro detekci pomocí LC-MS byl p°ipraven roztok DFOSq o koncentraci 1 mg/ml
(rozpu²t¥no ve sm¥si ethanol:H2O v pom¥ru 1:1). Byly pouºity dv¥ mobilní fáze:
A) H2O+0,1% TFA a B) acetonitril+0,1% TFA. Eluce byla gradientová, na po£átku
byl obsah mobilní fáze B 10 %, který se zvý²il na 30 % b¥hem 10 minut. Nást°ik
byl 5 µl a pr·tok 1 ml/min. Hmotnostní spektrometr byl pouºit v módu pozitivní
ionizace se záznamem vybraných iont·. Byly vybrány kanály s m/z 685,4 a 707,4.

P°íprava konjugát· DFOSq-CTX

Protilátka cetuximab (CTX) byla konjugována s desferrioxaminem squaramid este-
rem (DFOSq). Vzniklý konjugát bude v následujícím textu ozna£ován jako DFOSq-
CTX. Byl zji²´ován rozdíl p°i pouºití cetuximabu pod názvem Erbitux (Merck)
a cetuximabu od �rmy Selleckchem.

P°íprava konjugát· DFOSq-CTX byla obdobná jako v bakalá°ské práci [4]. P°i p°í-
prav¥ konjugát· byly pouºity molární nadbytky DFO 1:5, 1:10, 1:20 a 1:50. Kon-
jugace probíhala p°es noc p°i laboratorní teplot¥ v borátovém pufru, následn¥ byly
konjugáty uchovávány ve fyziologickém roztoku p°i teplot¥ 4 °C. Koncentrace proti-
látky v konjugátech byla zji²t¥na pomocí Bradfordovy metody.

P°íprava a separace 89Zr

Radionuklid byl p°ipraven ost°elováním yttriového ter£e v cyklotronu. Ter£ byl roz-
pu²t¥n v 2M HCl. K separaci byla pouºita kolona ZR Resin, 89Zr. Pro eluci 89Zr
byly porovnány elu£ní k°ivky p°i pouºití kyseliny ²´avelové o koncentracích 0,05 M,
0,5 M a 0,1 M, byly jímány frakce po t°ech kapkách. Bylo vyzkou²eno komer£n¥
dostupné 89Zr.

Zna£ení konjugát· DFOSq-CTX pomocí 89Zr

Zna£ení konjugát· DFOSq-CTX pomocí 89Zr probíhalo obdobn¥ jako v bakalá°ské
práci [4]. Ke zna£ení 89Zr-DFOSq-CTX pro ú£ely zji²t¥ní stability a biologické akti-
vity bylo pouºito 300 µg protilátky v konjugátu a roztok 89Zr o aktivit¥ 100 MBq.

Zna£ení probíhalo po dobu 1 hodiny v neutrálním pH v pufru HEPES. Koncentrace
protilátky ve zna£ených konjugátech byla stanovena pomocí Bradfordovy metody.
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Vzorky byly uchovávány ve 20mM roztoku PBS p°i 4 °C. Tento zna£ený konjugát
bude dále ozna£ován jako 89Zr-DFOSq-CTX.

Paraleln¥ probíhala optimalizace zna£ení. Bylo zji²´ováno, zda p·vod pouºitého 89Zr
ovliv¬uje úsp¥²nost zna£ení. Bylo vyzkou²eno pouºití nov¥ p°ipraveného chelátoru
a cetuximabu od spole£nosti Selleckchem. Také bylo vyzkou²eno zna£ení bez p°idání
pufru HEPES.

2.2.3 Stabilita konjugát· DFOSq-CTX a 89Zr-DFOSq-CTX

Stabilita protilátky v konjugátu CTX-DFOSq byla zji²´ována 0 h, 24 h, 48 h, 72 h,
96 h a 168 hodin po konjugaci pomocí HPLC a SDS-PAGE. Stabilita protilátky ve
zna£eném konjugátu 89Zr-DFOSq-CTX byla zji²´ována 0 h, 24 h, 48 h a 120 hodin
po konjugaci pomocí HPLC a SDS-PAGE.

HPLC

Pro analýzu pomocí HPLC byla pouºita isokratická eluce. Byla pouºita mobilní fáze
obsahující 0,1M Na2HPO4, 0,1M Na2SO4 a 0,05% NaN3, pr·tok byl 0,4 ml/min. Byla
m¥°ena absorbance p°i 280 nm a byl pouºit radiometrický detektor (energetické okno
88-1000 keV).

K analýze byl p°ipraven roztok protilátky cetuximab o koncentraci 0,5 mg/ml. Roz-
toky konjugát· byly na°ed¥ny 10x, nást°ik byl v tomto p°ípad¥ 5 µl. Zna£ené kon-
jugáty byly pro analýzu z°ed¥ny 2x, nást°ik byl 5 µl.

SDS-PAGE

Pro SDS-PAGE byly p°ipraveny roztoky cetuximabu, konjugát· zna£ených konju-
gát· o koncentraci 267 µg/ml. Pro kaºdý vzorek byl p°ipraven roztok s redukujícím
a neredukujícím pufrem (v obou p°ípadech 15 µl vzorku + 15 µl pufru). P°ipravené
vzorky byly pova°eny po dobu 5 minut.

Do jamek elektroforetického gelu bylo naneseno 8 µl markeru a 15 µl od kaºdého
vzorku. Elektroforetická vana byla zalita pufrem MOPS. Elektroforéza probíhala 90
minut p°i nap¥tí 130 V, následn¥ 10 minut p°i nap¥tí 110 V. Následn¥ byl elek-
troforetický gel vyjmut z plastového pouzdra a barven pomocí barvícího roztoku
s vyuºitím kýva£ky (20 minut). Následn¥ byl odbarvován pomocí odbarvovacího
roztoku.

2.2.4 Biologická aktivita CTX-DFOSq a 89Zr-CTX-DFOSq

Metodika ELISA vychází z optimalizovaného postupu, který vze²el z p°edchozích ex-
periment· a je ilustrován na Obr. 3.1. Cetuximab, konjugáty i zna£ené byly na°ed¥ny
na koncentraci 25 ng/ml a následn¥ °ed¥ny dvojkovým °ed¥ním aº do koncentrace
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0,39 ng/ml. Tyto roztoky byly naneseny jako primární protilátka, vºdy v tripletech.
Jako negativní kontrola byl pouºit 1% BSA/0,01M PBS. V p°ípad¥ konjugát· byla
biologická aktivita zji²´ována 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h a 168 h od konjugace.
Zna£ené konjugáty byly testovány 0 h, 24 h, 48 h a 120 h po zna£ení.

2.2.5 Testování 89Zr-CTX-DFOSq in vitro

Byly pouºity bun¥£né linie A431, PC3 a NIH3T3. Linie A431 byla zvolena z d·-
vodu vysoké exprese EGFR a linie PC3 byla pouºita, jelikoº exprimuje EGFR, ale
v men²í mí°e. Linie NIH3T3 byly pouºity jako negativní kontrola. Ve²kerá mani-
pulace s bu¬kami probíhala v laminárním boxu. K experimentu byl pouºit zna£ený
konjugát 89Zr-K3.2 (viz Tab. 3.3). Byl na°ed¥n na koncentraci 10 nM/ml, k °ed¥ní
bylo pouºito kompletní r·stové médium DMEM.

P°íprava bun¥k

Po rozmrazení byly bun¥£né linie A431 a NIH3T3 p¥stovány v kompletním r·stovém
médiu DMEM, pro linii PC3 bylo pouºito kompletní r·stové médium F-12K. Bu¬ky
byly inkubovány p°i 37 °C, obsah vzdu²ného CO2 byl 5%. Pasáºování probíhalo p°i
dosaºení kon�uence 80 %.

48 hodin p°ed za£átkem experimentu byly bu¬ky v²ech bun¥£ných linií inkubovány
v kompletním r·stovém médiu DMEM. 24 hodin p°ed za£átkem bylo potvrzeno, ºe
bu¬ky nejsou kontaminovány mykoplazmou. Bu¬ky byly sklizeny, spo£teny a p°ipra-
veny do 6jamkových kultiva£ních desti£ek tak, ºe kaºdá z jamek obsahovala 5·105 bu-
n¥k. Pro kaºdou dobu inkubace byla p°ipravena jedna 6jamková desti£ka pro kaºdou
z bun¥£ných linií. Jeden triplet slouºil pro inkubaci samotného 89Zr-DFOSq-CTX,
pro druhý inkubaci 89Zr-DFOSq-CTX po p°edchozí saturaci cetuximabem.

Inkubace s 89Zr-DFOSq-CTX

1 hod p°ed inkubací s 89Zr-DFOSq-CTX byla £ást jamek s bu¬kami saturována
1 ml cetuximabu o koncentraci 10 µg/ml (°ed¥no v kompletním r·stovém médiu
DMEM). P°ed p°idáním 89Zr-DFOSq-CTX byla ve²keré médium odtaºeno, jamky
byly promyty pufrem Hank´s a inkubovány s 1 ml 89Zr-CTX-DFOSq (10 nM). Doby
inkubace byly 0,5 h, 1 h, 3 h, 12 h a 24 h. Po uplynutí této doby bylo médium p°ene-
seno do ²roubovací zkumavky. Jamky byly 3x propláchnuty pufrem Hank´s. Bu¬ky
byly lyzovány pomocí 2x0,5 ml 2M NaOH. Lýza bun¥k trvala 10 minut p°i obou pi-
petovaných objemech a následn¥ byla nep°ítomnost bun¥k v jamkách potvrzena po-
mocí mikroskopu. Ob¥ frakce lyzát· byly spojeny a p°eneseny ²roubovací zkumavky.
�etnosti impulz· 89Zr v jednotlivých zkumavkách byly zji²´ovány pomocí p°ístroje
HIDEX s nastaveným energetickým oknem 480-558 keV a normovány k £asu dokon-
£ení zna£ení. Bylo zm¥°eno pozadí ve stejném energetickém okn¥. V dob¥ ukon£ení
kaºdé doby inkubace byla ov¥°ena stabilita 89Zr-DFOSq-CTX pomocí TLC.
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Detekce exprese EGFR pomocí Dot Blotu

Pro stanovení exprese EGFR byly p°ipraveny bun¥£né lyzáty. Roztoky bun¥k A431,
PC3 a NIH3T3 byly z kultiva£ní lahve p°eneseny do mikrozkumavky. Bu¬ky byly
3x promyty pufrem Hank´s s vyuºitím centrifugace (2 min, 500 RPM, 4 °C) za
ú£elem vymytí zbytk· média a trypsinu. Následn¥ byly centrifugovány 5 minut p°i
5000 RPM a 4 °C. Kapalná fáze byla odebrána a vzniklá peleta byla rozpu²t¥na
v 0,5 ml 0,01M PBS obsahujícím inhibitory proteáz. Toto promytí spole£n¥ s cen-
trifugací bylo 2x zopakováno. Po odebrání kapalné fáze bylo pipetováno 0,5 ml ly-
zovacího pufru a po promíchání byl roztok inkubován po dobu 30 minut p°i 4 °C
a pr·b¥ºn¥ promícháván na vortexu. Roztok byl centrifugován 10 minut, 10000 RPM
a 4 °C. Supertant obsahující lyzát bun¥k byl odebrán do ²roubovací zkumavky. Kon-
centrace proteinu v lyzátech byla stanovena pomocí BCA.

Exprese EGFR u bun¥k A431, PC3 a NIH3T3 byla detekována pomocí metody Dot
Blot. Na membránu byly naneseny 2 µl bun¥£ných lyzát·. Membrána byla saturo-
vána 1 h 3% roztokem BSA/0,01M PBS. Membrána byla promyta v 0,01M PBS a in-
kubována s primární protilátkou (anti-EGFR °ed¥na 1:200 v 1,5% BSA/0,01M PBS,
anti-beta aktin °ed¥na 1:1000 v 1,5% BSA/0,01M PBS) p°es noc p°i 4 °C. Poté byla
membrána promyta a inkubována se sekundární protilátkou (°ed¥na 1:10000 v 1,5%
BSA/0,01M PBS) 1 hodinu p°i laboratorní teplot¥. Po promytí 0,01M PBS byl na
membránu byl nanesen chemiluminiscen£ní substrát, inkubace probíhala 2 minuty.
Po osu²ení byly proteiny detekovány pomocí p°ístroje C-Digit.
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3. Výsledky a diskuze

3.1 Optimalizace metody ELISA

Metoda byla optimalizována za ú£elem kvanti�kace biologické aktivity konjugát·
a konjugát· zna£ených pomocí 89Zr. Na kalibra£ní k°ivce byla p°i niº²ích koncent-
racích primární protilátky pozorována oblast, která by po lineární aproximaci byla
vhodná pro zamý²lené ú£ely. Ú£elem optimalizace bylo dosaºení optimálních pod-
mínek pro analýzu v tomto rozsahu koncentrací.

Promývání

Promývání jamek desti£ky p°ed nanesením antigenu nep°ineslo lep²í výsledky neº
pouºití nepromyté desti£ky. Pro promývání jamek desti£ky mezi jednotlivými kroky
bylo shledáno jako dostate£né pouºití 0,01M PBS, jelikoº p°ídavek Tween 20 nepo-
skytoval ºádný rozdíl.

EGFR

Jako optimální koncentrace EGFR byla ur£ena 1 µg/ml (tj. 100 ng/100 µl). Pouºití
vy²²í koncentrace nevedlo k vy²²í odezv¥, a naopak p°i pouºití niº²ích koncentrací
docházelo ke zkrácení pseudolineárního úseku u nízkých koncentrací.

Imobilizace antigenu probíhající p°es noc p°i 4 °C byla ur£ena jako optimální. Po-
skytovala siln¥j²í odezvu neº imobilizace trvající 1 hodinu p°i laboratorní teplot¥
a srovnatelnou jako 3 hodiny v laboratorní teplot¥. Byla také vhodn¥j²í vzhledem
k povaze experimentu.

Blokovací roztok

Bylo zji²t¥no, ºe 1% BSA/0,01M PBS je dostate£ná koncentrace proteinu pro vy-
sycení neobsazených míst na povrchu jamky. K tomuto procesu sta£í 1 hodina p°i
laboratorní teplot¥.
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Primární protilátka

Optimální podmínky reakce byly ur£eny jako 45 minut p°i 37 °C. Del²í £asový úsek
p°i stejné teplot¥ nevedl ke zlep²ení odezvy. Reakce probíhající p°es noc p°i 4 °C
poskytovala obdobné výsledky, av²ak krat²í £as reakce byl zvolen jako vhodn¥j²í
vzhledem k povaze experimentu. V p°ípad¥ dvou hodin p°i laboratorní teplot¥ byla
pozorována stejná odezva.

Sekundární protilátka

Jako optimální °ed¥ní sekundární protilátky bylo zvoleno 1:10000. �ed¥ní 1:20000
poskytovalo niº²í odezvu. �ed¥ní 1:5000 sice poskytovalo mírn¥ vy²²í odezvu, av²ak
byla p°i n¥m nam¥°ena vy²²í odezva i v p°ípad¥ blanku.

Dal²í modi�kace

Pouºití uhli£itanového pufru p°i °ed¥ní antigenu, primární a sekundární protilátky
poskytovalo niº²í odezvu neº p°i pouºití 0,01M PBS. Tímto experimentem byly
potvrzeny výsledky, které ve své práci uvádí Hantash, 2009 [57].

Optimalizovaný postup

Na základ¥ vý²e uvedených zji²t¥ní byl vypracován postup pro zji²´ování biologické
aktivity konjugát· a zna£ených konjugát·. Je schematicky znázorn¥n na Obr. 3.1.

Na základ¥ tohoto postupu byla zhotovena kalibra£ní k°ivka v rozmezí 0,09 ng/ml -
1,56 µg/ml, která se nachází na Obr. 3.2 . Je zde patrná saturace, která se podobá
té, kterou ve své práci pozoroval Suaréz, 2016 [55] (Obr. 1.8). Vzhledem k tomu, ºe
u vy²²ích koncentrací primární protilátky p°esahuje nam¥°ená absorbance hodnotu
1, dochází v této oblasti k negativní odchylce.

V kalibra£ní k°ivce byla stanovena oblast vhodná k lineární aproximaci, a to v roz-
sahu koncentrací 0,38 - 24,41 ng/ml. Tento rozsah koncentrací byl pouºit pro vyhod-
nocování biologických aktivit zna£ených a nezna£ených konjugát· (0,39 - 25 ng/ml).
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Obr. 3.1: Optimalizovaný postup metody ELISA pro zji²´ovaní biologické aktivity
konjugát· a zna£ených konjugát·.

Obr. 3.2: Kalibra£ní k°ivka cetuximabu v rozsahu koncentrací 0,09 ng/ml -
1,56 µg/ml.
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Obr. 3.3: Lineárn¥ aproximovaná oblast kalibra£ní k°ivky cetuximabu (0,4 - 24,4
ng/ml).

3.2 P°íprava cetuximabu zna£eného 89Zr

3.2.1 P°íprava DFOSq

Byl získán bílý prá²ek o hmotnosti 0,1980 g. P°ítomnost DFOSq byla ov¥°ena pomocí
LC-MS p°i m/z 685,4 a 707,4.

3.2.2 P°íprava a separace 89Zr

P°i eluci byla vyhodnocena jako optimální koncentrace kyseliny ²´avelové jako 0,5 M.
V této elu£ní k°ivce se vyskytoval nejstrm¥j²í pík a 89Zr tak bylo koncentrováno
v nejmen²ím objemu. Elu£ní k°ivka pro koncentraci 0,5 M je na Obr. 3.4. Jedná
se o hmotnostní aktivitu eluátu v jednotlivých frakcích. Pro zna£ení byla pouºita
frakce 4, jelikoº její hmotnostní aktivita byla nejvy²²í.

44



Obr. 3.4: Elu£ní k°ivka 89Zr.

3.2.3 P°íprava DFOSq-CTX

Byly p°ipraveny konjugáty DFOSq-CTX, které byly ozna£eny jako K1-K4 (dle Tab.
2.1). Koncentrace protilátky byla zji²t¥na pomocí Bradfordovy metody.

Tab. 3.1: P°ehled ozna£ení p°ipravených konjugát· a jejich koncentrace.
nCTX : nDFO cCTX [µg/ml]

K1 1:5 5599
K2 1:10 6088
K3 1:20 5878
K4 1:50 5380

3.2.4 P°íprava 89Zr-DFOSq-CTX

Byly p°ipraveny konjugáty K1-K4 zna£ené 89Zr, které byly nazvány 89Zr-K1 - 89Zr-
K4. P°íprava t¥chto konjugát· probíhala p°ed optimalizací zna£ení. Koncentrace
protilátky v konjugátech byla zji²t¥na pomocí Bradfordovy metody a ve v²ech p°í-
padech se pohybovala okolo 1,5 mg/ml. V Tab. 2.3 jsou zaznamenány aktivity 89Zr
navázaného na konjugáty a také mnoºství cetuximabu, které tyto konjugáty obsaho-
valy. Bylo pozorováno, ºe £ím v¥t²í nadbytek DFO byl pouºit ke konjugaci, tím v¥t²í
mnoºství aktivity se na protilátku navázalo. Molární nadbytek DFOSq 1:50 (K4) ne-
zaji²´oval výrazné zvý²ení navázané aktivity 89Zr oproti molárnímu nadbytku 1:20
(K3).
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Tab. 3.2: Aktivita 89Zr navázaného na jednotlivé konjugáty a hmotnost cetuximabu
v konjugátech.

A [MBq] mCTX [µg]
89Zr-K1 8,73 245
89Zr-K2 9,26 229
89Zr-K3 19,6 259
89Zr-K4 20,7 249

P°i pouºití 89Zr z obou zdroj· se mnoºství 89Zr navázaného na konjugát neli²ilo.
Nov¥ p°ipravený DFOSq také nezvy²oval úsp¥²nost zna£ení. Zna£ení v zásaditém
prost°edí (pH=9, bez p°idání pufru HEPES) vedlo k úsp¥²nosti zna£ení 10 %. P°i
pouºití cetuximabu od spole£nosti Selleckem se mnoºství 89Zr vázaného na konjugát
zvý²ilo na 40 %. Pro testování 89Zr-DFOSq-CTX in vitro byla ke konjugaci zvolena
tato protilátka.

Po studie in vitro byl p°ipraven zna£ený konjugát 89Zr-K3.2, jehoº p°íprava se od
89Zr-K3 li²ila pouºitou protilátkou ke konjugaci. V tomto p°ípad¥ byl pouºit cetu-
ximab od spole£nosti Selleckem.

Tab. 3.3: Aktivita 89Zr navázaného na konjugát a hmotnost cetuximabu v konjugátu.
A [MBq] mCTX [µg]

89Zr-K3.2 14,8 97

3.3 Stabilita konjugát· CTX-DFOSq

3.3.1 HPLC

Byly vyhotoveny chromatogramy konjugát· K1, K2, K3 a K4. Jedná se o závislost
absorbance p°i λ=280 nm na reten£ním £ase. Analýza prob¥hla 0 h, 24 h, 48 h, 72 h,
96 h a 168 h po konjugaci. Na v²ech chromatogramech se nachází pík s reten£ním
£asem p°ibliºn¥ 6,5 min, který náleºí cetuximabu. Dále je v chromatogramech patrný
pík okolo £asu 5,75 minut. Pravd¥podobn¥ se jedná o agregát protilátky, jehoº vznik
zap°í£inila konjugace. V £ase 0 h po konjugaci je pík agregátu u konjugát· K1, K2
a K3 nepozorovatelný a v dal²ích analýzách nep°esahuje 0,3 %. U konjugátu K4 byl
pík agregátu v £ase 0 h pozorovatelný v analýzách 0 h - 168 h nep°esáhl 1 %.

Toto zji²t¥ní odpovídá faktu, ºe protilátky vytvá°ejí v nevyhovujících podmínkách
agregáty. Tyto nevyhovující podmínky mohou být nap°. fyzikální (protilátky byly
vystaveny centrifugaci), nep°íznivé pH (konjugace probíhala v borátovém pufru
o pH=9) nebo p°ítomnost dal²ích látek (DFOSq). Agregáty protilátek mohou být
vázány kovalentními i nekovalentními vazbami. M·ºe se jednat nap°. o dimery nebo
v¥t²í shluky protilátek. Kovalentní a tedy ireverzibilní vazby mohou vznikat mezi sa-
motnými protilátkami, ale také k jejich vazb¥ m·ºe p°ispívat DFO. Agregace proti-
látek nep°ízniv¥ ovliv¬uje biologickou aktivitu protilátky [68]. Na Obr. 3.5 se nachází
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chromatogramy v²ech konjugát· 168 hodin po konjugaci, na kterém jsou pozorova-
telné vý²e zmín¥né píky.

Obr. 3.5: Chromatogramy konjugát· K1, K2, K3 a K4 (shora), detekce pomocí
UV/VIS (λ=280 nm).

3.3.2 SDS-PAGE

Výsledky zji²t¥né pomocí HPLC byly ov¥°ovány pomocí SDS-PAGE. Na Obr. 3.6
se nachází sken elektroforetického gelu 168 hodin po konjugaci. Oproti SDS-PAGE
probíhající ihned po konjugaci nedochází prakticky k ºádným zm¥nám. V neredu-
kující £ásti gelu se nachází s bendy s molekulovou hmotností p°ibliºn¥ 150 kDa,

47



které náleºí celé protilátce. V neredukující £ásti gelu se nacházejí bendy odpoví-
dající lehkým (25 kDa) a t¥ºkým (50 kDa) °et¥zc·m. Krom¥ toho se zde nachází
bend s molekulovou hmotností p°ibliºn¥ 75 kDa. Pravd¥podobn¥ by se mohlo jednat
o spojení lehkého a t¥ºkého °et¥zce. Vzhledem k tomu, ºe se jedná o redukující pro-
st°edí a nekovalentní vazby by m¥ly být p°eru²eny, lze p°edpokládat, ºe tato vazba
je kovalentní a mohla by být zprost°edkována DFO. To také odpovídá zji²t¥ní, ºe in-
tenzita tohoto bendu roste se zvy²ujícím se mnoºstvím DFO pouºitého ke konjugaci.
Agregáty nebyly pozorovány v redukujícím ani neredukujícím prost°edí. Je moºné,
ºe do²lo k jejich disociaci p°i varu a vazbou SDS. Dal²ím moºným vysv¥tlením je,
ºe jejich velikost nedovolovala ºádný pohyb, a tedy z·staly v jamkách.

Obr. 3.6: Sken elektroforetického gelu 168 hodin po konjugaci.

3.4 Stabilita 89Zr-CTX-DFOSq

3.4.1 HPLC

Oproti analýze nezna£eného konjugátu se v UV/VIS chromatogramu vyskytují píky
s reten£ními £asy v rozmezí 10,0 - 10,4 minut, které pravd¥podobn¥ odpovídají frag-
mentaci protilátky. Povaha t¥chto fragment· se podle v²eho u kaºdého konjugátu
li²í vzhledem k rozdílnosti reten£ních £as·. Op¥t je zde nejvýrazn¥j²í pík náleºící ce-
tuximabu (okolo 7 minut) a pík s krat²ím reten£ním £asem (okolo 6 minut) náleºící
agregátu protilátky. Agregace protilátky nep°esáhla 0,1 % u ºádného ze zna£ených
konjugát· ani 120 h od zna£ení. Fragmentace nep°esáhla 2 %. Dále byly zhotoveny
chromatogramy s pouºitím radiometrického detektoru. Na v²ech t¥chto chromato-
gramech se nachází nejv¥t²í pík s reten£ním £asem okolo 8,5 minuty, který náleºí
cetuximabu ve zna£eném konjugátu. Na Obr. 3.7 se nachází chromatogramy zna£e-
ného konjugátu 89Zr-K4.
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Obr. 3.7: Chromatogramy zna£eného konjugátu K4, detekce pomocí UV/VIS
(λ = 280 nm) (naho°e) a pomocí radiometrického detektoru (dole).

3.4.2 SDS-PAGE

Výsledky SDS-PAGE se v jednotlivých dnech po zna£ení prakticky neli²í. Oproti
nezna£eným konjugát·m jsou bendy p°i 75 kDa intenzivn¥j²í, coº podporuje nález
fragment· protilátek v HPLC chromatogramu. Na Obr. 3.8 se nachází sken elektro-
foretického gelu 120 hodin po zna£ení.

Obr. 3.8: Sken elektroforetického gelu 120 hodin po zna£ení.
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3.5 Biologická aktivita CTX-DFOSq

Byla vytvo°ena závislost absorbance na koncentraci v²ech konjugát· 0 h, 24 h, 48 h,
72 h, 96 h a 168 h po konjugaci. Ve v²ech p°ípadech byl pouºit cetuximab jako refe-
ren£ní vzorek. Jednotlivé k°ivky byly proloºeny p°ímkami. Biologická aktivita vzorku
byla zji²t¥na podílem jeho sm¥rnice a sm¥rnice cetuximabu a vyjád°ena v procen-
tech. Odchylka byla zji²t¥na z Gaussova zákona o ²í°ení chyb, p°i£emº odchylky
sm¥rnic byly zji²t¥ny pomocí programu Gnuplot.

Na Obr. 3.9 se nachází ELISA 168 hodin po konjugaci, v grafu jsou patrné sm¥rnice
�t· pro cetuximab a konjugáty.

Obr. 3.9: ELISA 168 hodin po konjugaci pro v²echny konjugáty, cetuximab jako
referen£ní vzorek; lineární regrese.

V Tab. 3.4 se nachází zji²t¥né biologické aktivity konjugát· v·£i cetuximabu. Bylo
zji²t¥no ºe u konjugát· dochází k sníºení biologické aktivity ihned po konjugaci. Bylo
pozorováno, ºe £ím v¥t²í byl pouºit nadbytek DFO oproti cetuximabu, tím k v¥t²í
ztrát¥ biologické aktivity do²lo. Toto zji²t¥ní koresponduje s výsledky z HPLC, kde
byla pozorována agregace protilátky, která vede ke sníºení biologické aktivity [68].

Tab. 3.4: Biologické aktivity konjugát· v jednotlivých £asech po zna£ení vzhledem
v cetuximabu, v procentech.

t [h] K1 [%] K2 [%] K3 [%] K4 [%]
0 97 ± 11 87 ± 4 81 ± 6 71 ± 4
24 97 ± 6 87 ± 6 77 ± 6 72 ± 7
48 95 ± 10 83 ± 9 69 ± 7 68 ± 7
72 95 ± 5 80 ± 4 77 ± 8 59 ± 6
96 90 ± 7 82 ± 6 73 ± 6 69 ± 7
168 90 ± 6 84 ± 6 74 ± 5 65 ± 6
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Data z Tab. 3.4 byly vyneseny do grafu na Obr. 3.10. Lze pozorovat, ºe nedo²lo k
výraznému sníºení biologické aktivity v £ase.

Obr. 3.10: Biologická aktivita konjugátu oproti cetuximabu v závislosti na dob¥ od
konjugace.

3.6 Biologická aktivita 89Zr-CTX-DFOSq

Vyhodnocení ELISA prob¥hlo obdobn¥ jako u zna£ených konjugát·, tedy jako pro-
centuální podíl sm¥rnice zna£eného konjugátu v·£i sm¥rnici cetuximabu. Na Obr.
3.11 se nachází p°íklad vyhodnocení pro zna£ené konjugáty 120 h po zna£ení.
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Obr. 3.11: ELISA 120 hodin po zna£ení pro v²echny zna£ené konjugáty, cetuximab
jako referen£ní vzorek; lineární regrese.

Zji²t¥né biologické aktivity jsou zaznamenány v Tab. 2.4. Oproti nezna£eným kon-
jugát·m je zde patrné sníºení biologické aktivity, které je nejvýrazn¥j²í u konjugát·
89Zr-K3 a 89Zr-K4, na které bylo navázáno nejvíce 89Zr (Tab. 2.3). Data z Tab. 2.4
byla vynesena do grafu na Obr. 3.12.

Tab. 3.5: Biologické aktivity zna£ených konjugát· v jednotlivých £asech po zna£ení
vzhledem v cetuximabu, v procentech.

t [h] 89Zr-K1 [%] 89Zr-K2 [%] 89Zr-K3 [%] 89Zr-K4 [%]
0 93 ± 4 85 ± 4 68 ± 3 62 ± 3
24 92 ± 4 86 ± 5 66 ± 3 59 ± 5
48 94 ± 6 82 ± 4 71 ± 3 70 ± 6
120 90 ± 6 82 ± 5 64 ± 5 56 ± 4
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Obr. 3.12: Biologická aktivita zna£ených konjugát· oproti cetuximabu v závislosti
na dob¥ od zna£ení.

3.7 Testování 89Zr-CTX-DFOSq in vitro

Byly zji²t¥ny £etnosti impulz· 89Zr v médiu a bun¥£ných lyzátech (cpm) p°i dobách
inkubace 0,5 h, 1 h, 3h, 12 h a 24 h v p°ípad¥ bun¥k p°i p°edchozí saturaci cetu-
ximabem a bez p°edchozí saturace cetuximabem u bun¥k A431, PC3 a NIH3T3.
V²echna stanovení probíhala v tripletech.

Triplety byly zpr·m¥rovány a byla ode£tena pr·m¥rná hodnota pozadí. Mnoºství
bun¥£n¥ vázaného 89Zr-CTX-DFOSq bylo zji²t¥no jako podíl £etnosti impulz· lyzátu
a sou£tu £etnosti impulz· lyzátu a média, vyjád°eno v procentech. Odchylky byly
zji²t¥na z Gaussova zákona o ²í°ení chyb.

Speci�ta vazby 89Zr-CTX-DFOSq na EGFR byla stanovena po 1h inkubaci. P°i
p°edchozí saturaci kleslo mnoºství 89Zr-CTX-DFOSq vázané v bu¬kách z 39,0± 5,2 %
na 6,6 ± 2,1 % v p°ípad¥ A431, z 21,2 ± 3,9 % na 3,1 ± 1,5 % v p°ípad¥ PC3
a u NIH3T3 prakticky nedo²lo ke zm¥n¥ (z 1,4 ± 1,0 % na 1,2 ± 0,9 %). Tato
data jsou znázorn¥na na grafu na Obr. 3.15. Linie NIH3T3 je my²ího p·vodu a tedy
EGFR neexprimuje, coº je v souladu se t¥mito výsledky. U A431 a PC3 je pokles p°i
p°edchozí saturaci znatelný a lze tedy p°edpokládat, ºe se 89Zr-CTX-DFOSq váºe
speci�cky k EGFR. U A431 bylo navázáno více 89Zr-CTX-DFOSq u PC3, coº je ve
shod¥ se zji²t¥ními z teoretické £ásti.
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Obr. 3.13: Procento 89Zr-CTX-DFOSq vázaného na bu¬kách p°i 1 h inkubaci.

Bylo pozorováno bun¥£n¥ vázané mnoºství 89Zr-CTX-DFOSq v závislosti na dob¥
inkubace. U bun¥k A431 je patrná saturace mezi dobou inkubace 3 aº 12 h. Po-
dobnou závislost pozoroval Nordberg, 2007 [65], který ve své práci pozoroval reakci
125I-cetuximabu a v jeho práci k saturaci docházelo p°i dob¥ inkubace 4-8 h. U PC3
dochází k monotónnímu r·stu mnoºství navázaného 89Zr-CTX-DFOSq v £ase. Toto
pozorování se shoduje s prací Malmberg, 2011 [62].

Obr. 3.14: Procento bun¥£n¥ vázaného 89Zr-CTX-DFOSq v závislosti na dob¥ inku-
bace.

54



Exprese EGFR u bun¥k A431, PC3 a NIH3T3 byla stanovena pomocí Dot Blotu.
U bun¥k A431 a PC3 byla potvrzena, u NIH3T3 nebyla detekována. Ke kontrole byla
stanovena p°ítomnost beta aktinu, která byla pozorována u v²ech bun¥k. Zji²t¥né
koncentrace proteinu v lyzátech jsou uvedeny v Tab. 3.6.

Obr. 3.15: Dot Blot bun¥£ných lyzát·, primární protilátkou byla anti-EGFR (na-
ho°e) a anti-beta aktin (dole).

Tab. 3.6: Koncentrace proteinu v lyzátech.
lyzát c [µg/ml]
A431 9183
PC3 6496
NIH3T3 7473

Byla stanovena stabilita pomocí TLC ihned po konjugaci a také pro ov¥°ení stability
89Zr-CTX-DFOSq v £asech ukon£ení jednotlivých dob inkubace. Ve v²ech p°ípadech
bylo detekováno 10 % volného 89Zr. Jedná se o mnoºství, které se nepoda°ilo od-
stranit p°i centrifugaci. V p°í²tím experimentu by bylo vhodné inkubovat bu¬ky
s roztokem 89Zr a zjistit, zda dochází k nespeci�cké vazb¥ na bu¬ky.
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Záv¥r

Byla vypracována literární re²er²e, která shrnuje poznatky o moºnostech testování
zna£eného konjugátu 89Zr-CTX-DFOSq. Jedná se o ov¥°ení stability, biologické ak-
tivity a testování in vitro .

Byla optimalizována metoda ELISA pro ur£ení biologické aktivity konjugát· DFOSq-
CTX a zna£ených konjugát· 89Zr-DFOSq-CTX. K vyhodnocení byla pouºita line-
ární aproximace £ásti kalibra£ní k°ivky v rozmezí koncentrací cetuximabu 0,39 -
25 ng/ml.

Byly p°ipraveny konjugáty, p°i jejichº p°íprav¥ byl pouºit molární pom¥r cetuximabu
a DFOSq 1:5 (K1), 1:10 (K2), 1:20 (K3) a 1:50 (K4). Pomocí HPLC bylo zji²t¥no,
ºe dochází k £áste£né agregaci protilátky. V p°ípad¥ konjugát· K1-3 nep°esahuje
agregace 0,3 %, u konjugátu K4 je to mén¥ neº 1 %. Analýza pomocí SDS-PAGE
potvrdila, ºe nejv¥t²í strukturální po²kození vykazuje konjugát K4. Pomocí metody
ELISA byl pozorován úbytek biologické aktivity cetuximabu v konjugátu ihned po
konjugaci, který závisel na molárním nadbytku DFOSq. S £asem uplynulým od kon-
jugace nedo²lo k výraznému úbytku biologické aktivity.

P°ipravené konjugáty byly ozna£eny pomocí 89Zr. Na HPLC chromatogramech byla
pozorována agregace (mén¥ neº 0,1 %) a fragmentace (mén¥ neº 2 %) protilátky.
Pomocí metody ELISA bylo zji²t¥no, ºe dochází ke sníºení biologické aktivity oproti
nezna£eným konjugát·m. Tento trend je více patrný u konjugát·, na které bylo
navázáno v¥t²í mnoºství 89Zr. V pr·b¥hu uplynulého £asu od zna£ení nedocházelo
k výraznému úbytku biologické aktivity.

Optimalizací zna£ení bylo docíleno vy²²ího mnoºství 89Zr vázaného na konjugát
(40 %). V dal²í práci je t°eba provést studii stability a biologické aktivity t¥chto
konjugát· a zna£ených konjugát·.

Byla potvrzena speci�ta vazby 89Zr-DFOSq-CTX na bun¥£ných liniích A431 a PC3.
Exprese EGFR t¥mito bu¬kami byla potvrzena pomocí metody Dot Blot. Na bu¬-
kách A431 bylo nejv¥t²í mnoºství 89Zr-DFOSq-CTX vázáno v rozmezí 4-12 h po
po£átku inkubace, následn¥ dochází k poklesu. U bun¥k PC3 byl pozorován mono-
tónní r·st bun¥£n¥ vázaného 89Zr-DFOSq-CTX v £ase. V dal²í práci je t°eba zjistit,
zda dochází k nespeci�ckým vazbám 89Zr na bu¬ky a provést stanovení míry inter-
nalizace 89Zr-DFOSq-CTX.
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