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Abstrakt: Tato bakalá°ská práce se zabývá zna£ením protilátky cetuximab po-
mocí 89Zr. Literární re²er²e je v¥nována problematice vyuºití 89Zr v immunoPET a
shrnuje moºnosti jeho chelatace. Dále se v¥nuje cetuximabu, coº je uvedeno do kon-
textu s funkcí protilátek v imunitním systému. Byly popsány moºnosti konjugace
protilátky a chelátoru. V rámci experiment· se práce zabývala studiem po²kození
struktury cetuximabu po chelataci a po ozna£ení 89Zr. Zirkonium-89 bylo p°ipraveno
reakcí 89Y(p,n)89Zr a následn¥ separováno. Jako chelátor byl pouºit H3DFOSqOEt.
Byl zkoumán optimální molární pom¥r cetuximabu a H3DFOSqOEt pro konjugaci.
Vzniklý konjugát byl zna£en 89Zr o r·zné aktivit¥. Pro zji²t¥ní po²kození struktury
cetuximabu byla vyuºita elektroforéza (SDS-PAGE) a HPLC. Pro zna£ení byl vy-
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Abstract: This bachelor's thesis is focused on labelling of cetuximab antibody
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Úvod

Od objevu radioaktivity a popisu principu tohoto jevu na²ly radioaktivní zá°i£e
uplatn¥ní v celé ²kále odv¥tví p°ímo souvisejících s kaºdodenním ºivotem. Je °e£
nejen o vyuºití ²t¥pitelných nuklid· v energetice, 14C v archeologii, ale p°edev²ím
o stále se rozvíjejících moºnostech pouºití v medicín¥. Díky potenciálu radioaktiv-
ních zá°i£· pro diagnostiku i terapii se vyvinul obor nukleární medicína. Lé£ivé
p°ípravky v ní pouºívané jsou ozna£ovány jako radiofarmaka. Ta vyuºívají r·zných
fyziologických proces·, díky kterým je radionuklid dopraven na místo p·sobení. �i-
roké uplatn¥ní nachází nukleární medicína u onkologických pacient·, jelikoº v£asná
diagnostika a volba vhodné terapie m·ºe zlep²it prognózu onemocn¥ní.

Zobrazovací metody vyuºívají moºnosti detekce radionuklid· obsaºených v radio-
farmacích, a tím jejich lokalizaci. Konkrétn¥ se jedná o metody PET a SPECT.
Nádorové bu¬ky mohou být speci�cké strukturami, které na svém povrchu expri-
mují, £asto se jedná o kvantitativní rozdíl oproti zdravým bu¬kám. Díky novým
poznatk·m o maligních bu¬kách a roz²i°ujícím se znalostem o potenciáln¥ vhod-
ných radionuklidech, je moºné docílit zobrazení nap°. receptor·, nebo jiných mar-
ker·, které mohou poskytnout informace o prognóze nemoci nebo pomoci s výb¥rem
lé£by.

Ke speci�ckým reakcím v organismu jsou nej£ast¥ji vyuºívány protilátky, které jsou
ozna£eny radionuklidy s vhodným polo£asem rozpadu. Jejich lokalizace je moºná
pomocí PET nebo SPECT, jejichº kombinace s vyuºitím protilátek je ozna£ována
jako immunoPET, resp. immunoSPECT.

D·leºitým faktorem, který rozhoduje o vhodnosti radionuklidu pro pouºití v immu-
noPET (p°íp. immunoSPECT) je jeho polo£as rozpadu, který by m¥l korespondovat
s farmakokinetikou zna£ených protilátek. Jedním z nejvíce literaturou zmi¬ovaných
zá°i£· v tomto kontextu je v poslední dob¥ 89Zr s polo£asem rozpadu 78,4 hodin.
Dal²ími skute£nostmi podporující my²lenku jeho pouºití je pom¥rn¥ malá energie
emitovaných beta plus £ástic, která dovoluje vysoké rozli²ení po°ízeného snímku,
moºná rutinní výroba a stabilita dce°iného nuklidu [1].

Cetuximab je monoklonální protilátka, kterou lze v kombinaci s radionuklidem vy-
uºít pro zobrazení receptoru epidermálního r·stového faktoru (EGFR), který je ve
v¥t²í mí°e exprimován na povrchu n¥kterých typ· nádorových bun¥k [2].

Pro zna£ení cetuximabu pomocí 89Zr je t°eba najít vhodný chelátor, který by mezi
nimi zprost°edkovával vazbu. Dostate£n¥ silná chelatace je nutná, aby do²lo k ome-
zení uvoln¥ní zirkonia v organismu, jelikoº se váºe p°edev²ím do kostních tkání [3].
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Tato bakalá°ská práce si klade za cíl prozkoumat moºnosti zna£ení cetuximabu 89Zr
a to pomocí DFO - chelátoru speci�ckého pro zirkonium. Otázkou výzkumu bylo
p°edev²ím zjistit stabilitu protilátky cetuximab in vitro po zna£ení.

Seznam zkratek

ADCC Cytotoxická reakce závislá na protilátkách

BCR B-bun¥£ný receptor

BsAb Bispeci�cké protilátky

CT Výpo£etní tomogra�e

DFO Desferrioxamin

DTPA Diethylentriaminpentaoctová kyselina

EGF Epidermální r·stový faktor

EGFR Receptor epidermálního r·stového faktoru

EDTA Ethylendiamintetraoctová kyselina

Fab Fragment antigen-binding

Fc Fragment crystallizable region

HCab Heavy chain only antibody

HPLC Vysokoú£inná kapalinová chromatogra�e

FDG [18F]fluordeoxyglukosa

MR Magnetická rezonance

NK Natural killers

PET Pozitronová emisní tomogra�e

RTK Tyrosinkinázový receptor

scFv Single-chain variable fragment

SDS-PAGE sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel electrophoresis

SPECT Jednofotonová emisní výpo£etní tomogra�e

T/G Target-to-backround

TFP 2,3,5,6-tetra�uorofenol
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TGF Transformující r·stový faktor

TCR T-bun¥£ný receptor

TLC Chromatogra�e na tenké vrstv¥

VEGF Vaskulární endotelový r·stový faktor

VHH Variable domain of heavy-chain
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1. Teoretická £ást

1.1 PET

Nukleární medicína je obor, který se zabývá vyuºitím otev°ených radionuklidových
zá°i£· pro diagnostiku a terapii. Lé£ivé p°ípravky obsahující radionuklidy se ozna-
£ují jako radiofarmaka. Jsou zaloºena na indikátorovém principu, který p°edpo-
kládá stejné chemické chování stabilních a radioaktivních izotop·. Radiofarmakum
se skládá z biologicky aktivní sloºky a radionuklidového zá°i£e. Biologicky aktivní
sloºkou je my²lena anorganická £i organická látka, která se v t¥le chová známým
zp·sobem. Pouºitý radionuklid je de�nován polo£asem, typem p°em¥ny a energií
emitovaných £ástic. Pro diagnostiku jsou vyuºívány gama zá°i£e pro jednofotonovou
emisní výpo£etní tomogra�i (SPECT) a zá°i£e beta plus pro pozitronovou emisní
tomogra�i (PET). Diagnostika pomocí radiofarmak je vyuºívána v celé °ad¥ léka°-
ských obor·, nap°. v onkologii, kardiologii, pneumologii, pro zobrazování cévního
a lymfatického systému nebo p°i vy²et°ení kostí. Pro terapii jsou vyuºívány zá°i£e
beta minus a alfa. N¥které radionuklidy jsou vhodné jak k terapii, tak k diagnostice,
£ehoº vyuºívá teranostika, která oba tyto procesy kombinuje [4].

P°íprava radionuklid·

Radionuklidy pouºívané v nukleární medicín¥ mohou být podle �eského lékopisu [5]
p°ipravovány bombardováním ter£e neutrony nebo nabitými £ásticemi v urychlova£i,
jaderným ²t¥pením nuklid· s vysokým atomovým £íslem nebo s vyuºitím radionukli-
dového generátoru. Nej£ast¥ji pouºívanými urychlova£i jsou cyklotrony, ve kterých
jsou nabité £ástice urychlovány elektrickým polem. Jejich trajektorie je ovliv¬ována
polem magnetickým, jehoº p·sobením se urychlené £ástice pohybují ve tvaru spirály
se stále se zv¥t²ujícím polom¥rem. Na konci této dráhy £ástice interagují s ter£o-
vými jádry a dochází k jaderným reakcím. Jedná se o nej£ast¥j²í zp·sob, kterým jsou
vyráb¥ny radionuklidy pro PET. Tímto zp·sobem je p°ipravován i nejpouºívan¥j²í
PET radionuklid 18F, který vzniká nap°. reakcí 18O(p, n)18F. Dal²í moºností jsou
radionuklidové generátory, které umoº¬ují p°ípravu radionuklidu v blízkosti místa
jeho dal²ího pouºití. Jedná se, na rozdíl od nap°. cyklotronu, o prostorov¥ a instru-
mentáln¥ jednodu²²í za°ízení. Mate°ský radionuklid je vázán v matrici (nap°. na
kolon¥) a p°em¥¬uje se na dce°iný radionuklid s krat²ím polo£asem p°em¥ny. Ten je
z generátoru vhodným zp·sobem eluován. Tímto zp·sobem je získáváno nap°. 68Ga
a to pomocí germanium-galiového generátoru [4].
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Zobrazování

Pozitronová emisní tomogra�e je zobrazovací metoda, která umoº¬uje neinvazivní
vizualizaci fyziologických a biologických proces· v t¥le. Tato metoda vyuºívá beta
plus zá°i£·, p°i jejichº p°em¥n¥ dochází k emisi pozitronu a neutrina. Pozitron se
v prost°edí zpomaluje a následn¥ anihiluje s elektronem za vzniku dvou foton·, které
mají energii 511 keV a jsou emitovány v opa£ných sm¥rech. Emitované fotony jsou
zaznamenány pomocí detektor·, které fungují v koinciden£ním reºimu. Informace je
tedy dál zpracovávána pouze pokud dojde k registraci obou dvou foton· pocházejí-
cích z dané interakce. Tímto zp·sobem je omezen vliv pozadí [6].

V praxi se pouºívají scintila£ní detektory, jejichº základními komponenty jsou scin-
tilátor a fotonásobi£. Scintilátor obsahuje materiál schopný scintilace, coº znamená,
ºe p°i interakci s fotonem excituje a následn¥ deexcituje za vzniku fotonu viditel-
ného nebo UV zá°ení. Pro výb¥r scintila£ního materiálu je d·leºité, aby m¥l vysokou
efektivitu pro fotony o energii 511 keV. Dlouho byl pouºíván krystal NaI(Tl), dnes
jsou nejpouºívan¥j²ími scintala£ními materiály BGO (germanát bismutu) a LYSO
(lutecium-yttrium oxyortosilikát). Záblesky scintilátoru jsou slabé a k jejich zesílení
slouºí fotonásobi£, ve kterém fotony dopadají na fotokatodu, ze které vyráºí elek-
trony. Ty jsou urychlovány elektrickým polem mezi dynodami, na kterých dochází
k sekundární emisi elektron·, a tím k zesílení signálu. Tato kaskáda je zakon£ena
sb¥rnou anodou [6, 7].

Typický PET sken zaznamená 106 - 109 rozpad·, ze kterých je pomocí matema-
tických algoritm· vytvo°en 2D nebo 3D obraz. V sou£asné praxi se pouºívají sou-
stavy s velkým mnoºstvím detektor·, které jsou v¥t²inou uspo°ádány v kruhové,
resp. válcové geometrii. Pozitronová emisní tomogra�e sama o sob¥ poskytuje in-
formace pouze o procesech, které se v t¥le odehrávají, p°i£emº nep°esnost tohoto
zobrazení se b¥ºn¥ pohybuje v rozmezí 5 aº 6 mm. V praxi se obvykle kombinuje
s dal²ími zobrazovacími metodami, a to s výpo£etní tomogra�í (CT) nebo magne-
tickou rezonancí (MR). Tímto spojením lze získat komplexní informace zahrnující
i anatomickou strukturu t¥la (Obr. 1.1) [6, 8].

Obr. 1.1: Snímky CT (vlevo), PET (uprost°ed) a kombinace PET/CT (vpravo)
postiºení lymfatických uzlin u nemocného s difúzním B-velkobun¥£ným lymfomem
za pouºití FDG [9].
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Pouºívané radionuklidy

Pokrok ve výzkumu výroby a separace radionuklid· umoºnil vývoj nových radio-
farmak. Volba radionuklidu pro PET je podmín¥na p°edev²ím charakterem jeho
rozpadu a farmakokinetikou pouºité biologicky aktivní sloºky radiofarmaka. Obecn¥
platí, ºe £ím v¥t²í je biologicky aktivní £ást radiofarmaka, tím del²í polo£as rozpadu
má radionuklid, kterým je ozna£ena. To je voleno z toho d·vodu, ºe £ím v¥t²í je
daná látka, tím pomaleji probíhá její distribuce v t¥le. Existuje i °ada radiofarmak,
které se tohoto pravidla nedrºí. Nap°. 223Ra s relativn¥ dlouhým polo£asem rozpadu
11,4 dní se vyuºívá v radioterapii v podob¥ [223Ra]chloridu radnatého, tedy malé
molekuly [10, 11].

Z pohledu rozli²ení zobrazení je vhodné, aby p°i p°em¥n¥ byly emitovány pozitrony
s co nejniº²í energií. Tím je omezen dolet pozitronu do místa anihilace, které je
detekováno, a tím ke zlep²ení rozli²ení. S vy²²í energií emitovaných £ástic také roste
radia£ní zatíºení pacienta i jeho okolí, a také se zvy²ují poºadavky na bezpe£nost p°i
manipulaci s radionuklidem. Schéma p°em¥ny by m¥lo být co nejjednodu²²í, jelikoº
s nar·stajícím po£tem gama linek radia£ní zát¥º také roste. Je také t°eba p°ihléd-
nout ke vzdálenosti výroby radionuklidu od místa aplikace pacientovi. Radionuklidy
s velmi krátkými polo£asy je moºné pouºít pouze v za°ízeních s dostupnou výrobní
technikou. U zvoleného radionuklidu by m¥la být moºná rutinní výroba, vyvinuté
metody separace a dostate£né známé chování in vivo . Chování in vivo a p°ípadná
charakteristika rozpadu musí být známá i u dce°iného nuklidu. Dal²í radionuklidy
vyuºívané v PET diagnostice jsou nap°. 64Cu, 68Ga a 89Zr [10].

Nej£ast¥ji pouºívaným radiofarmakem pro PET je [18F]�uordeoxyglukosa (FDG),
která se v t¥le ú£astní stejných proces· jako glukosa, £ímº je umoºn¥no sledování
metabolické aktivity tkání. Jedná se o ²irokospektrální radiofarmakum, p°i pou-
ºití FDG jsou na PET snímku vid¥t místa, kde se p°irozen¥ glukosa metabolizuje,
jako nap°. mozek, a dále nap°. zán¥tlivá loºiska. Fluor-18 se p°em¥¬uje s polo£a-
sem rozpadu 109 minut na stabilní 18O, st°ední energie beta £ástic p°i této p°em¥n¥
je 249,8 keV. Tento radionuklid je vyuºíván pro zna£ení ²irokého spektra dal²ích
radiofarmak, jako nap°. [18F]�uor-L-thyminu nebo [18F]�uoridu sodného [10, 12].

1.1.1 ImmunoPET

V sou£asnosti je diagnostika pomocí PET vyuºívána p°edev²ím u onkologických one-
mocn¥ní. Sou£ástí vy²et°ení v pr·b¥hu lé£by je i analýza marker·. Obecn¥ se jedná
o látky, jejichº výskyt vypovídá o stavu organismu £i tkán¥. V tomto p°ípad¥ je
zji²´ována p°ítomnost nebo nadm¥rná exprese ur£itých struktur na povrchu malig-
ních bun¥k, p°ípadn¥ jimi sekretovaných molekul. Prognostické markery poskytují
informace o povaze nádoru, p°edpovídají rychlost jeho r·stu a pravd¥podobnost me-
tastáz a recidivy. Na základ¥ prediktivních marker· je moºno p°edpov¥d¥t ú£innost
konkrétního léku. Dále lze stanovit hladinu sérových nádorových marker·, coº jsou
molekuly produkované maligními bu¬kami p°ítomné v krevním °e£i²ti. Jsou vyuºí-
vány pro sledování aktuálního vývoje nádoru, a tedy i k vyhodnocování úsp¥²nosti
lé£by [13, 14, 15].
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Pro zobrazování marker· je t°eba vyuºít speci�£t¥j²ích reakcí, ke kterým jsou vyuºí-
vány p°edev²ím monoklonální protilátky. Kombinací pozitronové emisní tomogra�e
a protilátek se zabývá immunoPET. Vizualizace biomarker· pomocí immunoPET je
alternativou k biopsii, oproti které poskytuje celou °adu výhod. P°edev²ím se jedná
o neinvazivní metodu, která umoº¬uje sledovat pr·b¥h lé£by bez opakovaných zá-
sah· do t¥la. ImmunoPET podává celkový obraz, v p°ípad¥ biopsie je analyzována
pouze malá £ást tkán¥. Výsledek biopsie nemusí být vzhledem k heterogenit¥ nádoru
vypovídající [8].

Radionuklidy pro immunoPET

Radiofarmaka pouºívaná pro immunoPET obsahují radionuklid, protilátku nebo její
fragment a slou£eninu, která tyto dv¥ £ásti spojuje. Radionuklid je volen podle stej-
ných kritérií jako u PET, p°i£emº jeho polo£as rozpadu by m¥l korespondovat s far-
makokinetikou protilátky, p°íp. jejího fragmentu. Farmakokinetikou je my²leno cho-
vání protilátky in vivo . V tomto p°ípad¥ je d·leºitý £as, kdy je dosaºeno nejvy²²ího
pom¥ru T/B (target-to-backround), tedy stavu, kdy je nejv¥t²í mnoºství protilátky
vázáno v míst¥ p·sobení v pom¥ru k mnoºství nenavázané protilátky. Dal²ím d·leºi-
tým ukazatelem je £as eliminace z t¥la, který je charakterizován polo£asem - £asem,
kdy je polovina protilátky vylou£ena z t¥la. V p°ípad¥ monoklonálních protilátek
typu IgG je dosaºeno nejvy²²ího pom¥ru T/B v °ádu dní, tudíº je t°eba hledat radi-
onuklidy p°em¥¬ující se s podobnými polo£asy. Potenciáln¥ vhodnými radionuklidy
jsou nap°. 89Zr, 124I, 64Cu nebo 86Y. Zirkoniu a jeho izotopu 89 se v¥nuje kapitola
1.2 [16].

Protilátky

Aby byl radionuklid dopraven na místo p·sobení, je vyuºíváno speci�ckých reakcí
protilátek, kterým se v¥nuje kapitola 1.3. Protilátky pouºívané pro immunoPET
jsou typu IgG, jejichº velikost je okolo 150 kDa, coº se odráºí na jejich pomalé far-
makokinetice. D·sledkem je vystavení okolích tkání a orgán· vy²²í radia£ní zát¥ºi,
p°i£emº n¥které z nich jsou k ionizujícímu zá°ení obzvlá²t¥ citlivé, nap°. kostní d°e¬.
Pacient také v pr·b¥hu vy²et°ení obdrºí pom¥rn¥ vysokou dávku radiace. Vzhledem
k velikosti protilátek je také omezen pr·nik dovnit° do nádoru. Z t¥chto d·vod·
byly vytvo°eny fragmenty protilátek, které jsou men²í neº protilátky samotné, a zá-
rove¬ si uchovávají vazebné vlastnosti. Jedná se nap°. o fragment obsahující jen
t¥ºké °et¥zce (HCab), pouze jednu variabilní doménu t¥ºkého °et¥zce (VHH) nebo
jeden t¥ºký a jeden lehký °et¥zec, které jsou spojeny peptidovým °et¥zcem (scFv).
Distribuce fragment· je rychlej²í, stejn¥ tak eliminace z t¥la. Je také dosaºeno v¥t-
²ího pr·niku do nádorové tkán¥ a výhodn¥j²ího pom¥ru T/B. Nevýhodou je jejich
nestabilita a niº²í a�nita k antigenu. Ke zna£ení VHH se vyuºívá nap°. 99mTc a 18F
s polo£asy rozpadu 6 hodin, resp. 110 minut. Protilátky mohou být cíleny na struk-
tury na povrchu £i uvnit° bun¥k, jako nap°. tyrosinkinázové receptory, dále se jedná
o molekuly produkované bu¬kami (nap°. VEGF) nebo enzymy (nap°. karbonická
anhydráza) [16].
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Strategie zna£ení

K navázání radionuklidu na protilátku byly vyvinuty r·zné metody. Nej£ast¥ji jsou
vyuºívány chelátory, které slouºí k vytvo°ení vazby mezi radionuklidem a protilátkou
je²t¥ p°ed podáním farmaka, a kterým se v¥nuje kapitola 1.4. Byly vyvinuty i alter-
nativní metody, které eliminují n¥které z problematických aspekt· takto zna£ených
konjugát·.

Jednou z moºností je nejprve podat protilátku s navázaným biotinem, která se na-
váºe na p°íslu²ný antigen. Po eliminaci této protilátky z krevního ob¥hu je podán
streptavidin - protein disponující £ty°mi vaznými místy pro biotin. Následn¥ je apli-
kován biotin zna£ený radionuklidem, který interaguje se streptavidinem, a tím je
vytvo°ena vazba mezi protilátkou a radionuklidem [16, 17]. Dal²í alternativou m·ºe
být vyuºití bispeci�ckých protilátek (BsAb), které se vyzna£ují tím, ºe se mohou
vázat na dva r·zné antigeny [16]. Nejprve je podána samotná protilátka, po jejím na-
vázání a eliminaci z krevního ob¥hu je aplikována zna£ená molekula, která se naváºe
na druhé vazebné místo protilátky. Krom¥ výhod v podob¥ minimalizace obdrºené
dávky a sníºení pozadí, jsou tyto metody vhodné i pro pouºití krátkodobých zá°i£·.
Ob¥ tyto metody je moºné pouºít i v terapii.

1.2 Zirkonium

Zirkonium je prvek s protonovým £íslem 40 nacházející se ve 4. skupin¥ a 5. period¥
periodické tabulky. Pat°í mezi p°echodné kovy. Vzhledem ke své reaktivit¥ se zirko-
nium p°irozen¥ vyskytuje pouze ve form¥ minerál·, nap°. ZrSiO4 nebo ZrO2. Jeho
nejstabiln¥j²í oxida£ní £ísla jsou +2, +3 a +4. Poslední zmín¥né je nej£ast¥j²í jak
v pevných slou£eninách, tak i v roztocích [18].

Chemické vlastnosti

Ve vodném prost°edí zirkonium hydrolyzuje a vytvá°í koordina£ní slou£eniny s celou
°adou ligand·. Kationt Zr4+ je vysoce nabitý a pom¥rn¥ velký, a tak vytvá°í kom-
plexy s velmi vysokými koordina£ními £ísly. Hydratovaný iont se vyskytuje pouze ve
velmi z°ed¥ných kyselých roztocích. Podle teorie tvrdých a m¥kkých kyselin a bází
(HSAB) se jedná o tvrdý kation, a tedy p°i komplexaci up°ednost¬uje kyslíkové do-
nory. Zirkonium vytvá°í komplexy nap°. s hydroxidovými, �uoridovými, sírovými,
dusi£nanovými a chloridovými ionty. Tento vý£et je se°azen podle klesající stability
vzniklé koordina£ní slou£eniny. Komplexuje také s organickými kyselinami obsahu-
jícími alespo¬ dv¥ karboxylové skupiny. Interakce s vinanovými a citrátovými ionty
jsou pom¥rn¥ silné, vzniklé koordina£ní slou£eniny jsou stabilní i p°i zásaditém pH.
�´avelany jsou mén¥ stabilní, jejich existence je moºná pouze v kyselém prost°edí.
Zirkonium dále vytvá°í stabilní komplexy se slou£eninami, které obsahují hydro-
xamátové skupiny, £ehoº je vyuºíváno p°i jeho separaci a zna£ení konjugát· [19].
Sloºení roztok· zirkonia záleºí nejen na koncentraci obsaºených slou£enin, ale také
na pH, teplot¥ a stá°í roztoku. V pr·b¥hu £asu dochází k vytvo°ení vazeb mezi
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atomy zirkonia v d·sledku hydrolýzy a vzniku polynukleráních a polymerických fo-
rem. Tento jev je nej£ast¥j²í u nízkých pH [1, 18, 20].

Chování in vivo

Pro získání informací o chování zirkonia v ºivých organismech byly uskute£n¥ny ex-
perimenty na my²ích. S vyuºitím 89Zr je uskute£nila nap°. Abou, 2011 [3]. Celkový
p°íjem t¥la a p°íjem jednotlivých tkání záleºí na form¥, ve které je 89Zr podáno.
D·leºitou úlohu hraje nejen struktura slou£eniny, ale i její stabilita, jelikoº volné
zirkonium se váºe na plazmatické bílkoviny a do kostní tkán¥. Roztoky byly podány
my²ím do ocasu, jednalo se o [89Zr]Zr-²´avelan, [89Zr]Zr-chlorid, [89Zr]Zr-fosfore£nan,
[89Zr]Zr-citrát a [89Zr]Zr-DFO. V p°ípad¥ [89Zr]Zr-oxalátu a [89Zr]Zr-chloridu bylo
z t¥la po ²esti dnech vylou£eno 20% radioaktivity. Mnoºství 89Zr v jednotlivých orgá-
nech si bylo také navzájem podobné, nejvíce bylo obsaºeno v kostech. [89Zr]Zr-fosfátu
bylo exkretováno pouze 5%, coº je dáno jeho nerozpustností ve vod¥, a tím v¥t²í
akumulací v játrech a slezin¥. [89Zr]Zr-citrátu bylo z t¥la vylou£eno 35%. V p°ípad¥
[89Zr]Zr-DFO byla aktivita 89Zr kompletn¥ vylou£ena po jednom dni od aplikace,
aniº by byla absorbována kostní tkání.

Izotopy

Existuje p¥t p°irozen¥ se vyskytujících izotop· zirkonia a to 90Zr, 91Zr, 92Zr, 94Zr
a 96Zr, p°i£emº první £ty°i jsou stabilní a 96Zr se p°em¥¬uje s polo£asem rozpadu
2, 35 ·1019 let. Dále byly popsány radioizotopy s nukleonovými £ísly 78 - 114, n¥které
vyskytující se i v metastabilním stavu, a s polo£asy rozpadu od milion· let po
nanosekundy [12].

1.2.1 Izotop 89

Izotop 89 se v tabulce nuklid· nachází na levé stran¥ od údolí stability, coº vypo-
vídá o jeho de�citu neutron· oproti stabilním nuklid·m. Existuje jeden metastabilní
stav 89Zr, který se p°em¥¬uje izomerním p°echodem na základní stav s polo£asem
4,2 min s pravd¥podobností 93,77%, zbylá procenta p°edstavuje p°em¥na na 89mY.
Zirkonium-89 v základním stavu se p°em¥¬uje s polo£asem rozpadu 78,41 h na 89Y.
V 77,74% se jedná o elektronový záchyt, tedy reakci elektronu z vnit°ní slupky obalu
s protonem v jád°e za vzniku neutronu a neutrina. Zbylých 22,26% p°edstavuje p°e-
m¥na beta plus, st°ední energie emitovaných pozitron· je 396 keV. S pravd¥podob-
ností 98,95 % dochází ke vzniku 89mY, které se s polo£asem rozpadu 15,7 s p°em¥¬uje
na stabilní izotop 89Y, coº je doprovázeno emisí fotonu o energii 909 keV. Cesta ke
stabilnímu nuklidu m·ºe vést p°es jeho vy²²í energetické hladiny, coº je doprovázeno
emisí dal²ích foton·. Schéma p°em¥ny 89Zr je zobrazeno na Obr. 1.2 [12, 21].
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Obr. 1.2: Schéma p°em¥ny 89Zr [12].

P°íprava

P°íprava 89Zr probíhá v cyklotronu za pouºití 89Y jako ter£ového materiálu. Yttrium-
89 je bu¤to v £isté form¥ nebo ve vrstv¥ nanesené na plí²ku jiného kovu, nap°. m¥di
nebo hliníku. Dal²í moºností je pouºití Y2O3, coº u£inili nap°. Omara, 2009 [22]
a Kandil, 2007 [23].

Ter£ je oza°ován svazkem proton· nebo deuteron·, v obou p°ípadech vznikají p°i
oza°ování krom¥ 89Zr i dal²í nuklidy v závislosti na zvolené energii svazku. V p°í-
pad¥ oza°ování 89Y protony vzniká 89Zr reakcí 89Y(p,n)89Zr. Excita£ní funkce této
reakce nabývá maxima v intervalu mezi 11 a 16 MeV, kde dosahuje nejvy²²í hod-
noty okolo 13 MeV. Nejd·leºit¥j²ími reakcemi, které p°i oza°ování 89Y protony také
probíhají, jsou 89Y(p,2n)88Zr a 89Y(p,pn)88Y, p°i£emº práh t¥chto reakcí je 13 MeV,
resp. 12 MeV [24]. Zirkonium-88 a yttrium-88 jsou dlouhodobé radionuklidy s polo-
£asy 83,4 dne a 106,65 dne. Vhodným rozp¥tím energií proton· pro výrobu 89Zr se
jeví 9-14 MeV, kdy je dosaºeno maximálního výt¥ºku 89Zr v porovnání s reakcemi
vedoucími ke vzniku radionuklidových ne£istot. Nap°íklad Tang, 2019 [21] oza°oval
protony o energii 13 MeV a proudu 10-30 µA po dobu jedné hodiny, výt¥ºek této
reakce byl 44± 4 MBq/ µA h. Holland, 2009 [25] ur£il jako ideální protony o ener-
gii 15 MeV a proud svazku 15 µA. Oza°ování probíhalo 2-3 hodiny a výt¥ºek byl
56± 4MBq/ µA h.

Druhou moºností p°ípravy je oza°ování 89Y deuterony, kde 89Zr je produktem reakce
89Y(d,2n)89Zr, jejíº práh je 6 MeV [24]. Nejvýznamn¥j²ími z dal²ích probíhajících
reakcí v tomto p°ípad¥ jsou 89Y(d,3n)88Zr a 89Y(d,p)90mY. Práh vzniku 88Zr je 15,5
MeV, v p°ípad¥ 90mY se jedná o exotermní reakci a probíhá tedy bezprahov¥. Tang,
2019 [21] pouºil svazek deuteron· o energii 15 MeV a proudu 10-15 µA. Oza°ování
probíhalo po dobu jedné hodiny a výt¥ºek této reakce byl 58± 4MBq/ µA h.
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Pro srovnání obou metod je t°eba vzít v úvahu výt¥ºek reakcí, zhodnotit vliv dal-
²ích vznikajících produkt· a v neposlední °ad¥ moºnost rutinní výroby. Co se tý£e
dal²ích probíhajících reakcí, je rozhodující mnoºství 88Zr, jelikoº vznikající izotopy
yttria je moºné odseparovat. Pokud je 89Y naneseno na kovový plí²ek, je t°eba kv·li
následné separaci uvaºovat i reakce, kterých se ú£astní jádra tohoto kovu. Lebeda,
2015 [26] do²el k záv¥ru, ºe výt¥ºek 89Zr a mnoºství 88Zr jsou p°i obou reakcích srov-
natelné. Rozhodujícím faktorem je cena provozu cyklotron· a jejich dostupnost pro
produkci £ástic ost°elujícího svazku, který hraje ve prosp¥ch reakce 89Y(p,n)89Zr.
K produkci svazku proton· je moºné pouºít také lineární urychlova£, na rozdíl od
p°ípadu deuteron· [21].

Separace

Pro separaci zirkonia od ostatních prvk· byly popsány metody zaloºené na kapa-
linové extrakci, iontov¥-vým¥nné chromatogra�i a na pouºití prysky°ice s hydroxa-
mátovými skupinami. Podle pouºité metody je zvolena koncentrace HCl, v které je
ter£ rozpu²t¥n [21, 23, 25, 27, 28].

Metoda kapalinové extrakce byla pro separaci zirkonia vyzkou²ena nejd°íve, rané
studie popisují pouºití TTA ( thenoyltri�uoroaceton) v xylenu. Kandil, 2007 [23]
ter£ rozpustil v 9M HCl. Pouºil TPPO (trifenylfos�noxid) rozpu²t¥ný v chloroformu,
kterým byla vyextrahována ve²kerá aktivita. Zp¥tnou extrakci do vodné fáze zajistil
pouºitím 0,5% kyseliny ²´avelové.

V p°ípad¥ iontov¥-vým¥nné chromatogra�e bylo publikováno mnoho studií, které
se zabývají jak aniontovými, tak kationtovými m¥ni£i. Z aniontových prysky°ic je
pouºívána Dowex1x8 (100-200 mesh) [21, 28]. Kolonka je promyta nejprve 12M, 2M
a následn¥ op¥t 12M HCl. Zweit, 1991 [28] pouºil k rozpu²t¥ní ost°elovaného ter£e
12M HCl. K roztoku p°idal H2O2, aby se ujistil, ºe ve²keré zirkonium se nachází
v oxida£ním £ísle +4. Roztok byl odpa°en a následn¥ op¥t rozpu²t¥n ve 12M HCl.
Tang, 2016 [21] rozpustil ter£ v 1M HCl. V obou dvou studiích byl rozpu²t¥ný ter£
nanesen na p°ipravenou kolonu a následn¥ promyt 12M HCl. Tento eluát obsahoval
Y3+. Dále byla kolona promývána 2M HCl, p°i£emº jímaný eluát obsahoval Zr4+ ve
form¥ ZrCl4.

Zweit, 1991 [28] také vyzkou²el pouºití prysky°ice Dowex 2x8 (20-50 mesh). Bylo
zji²t¥no, ºe v této kolon¥ se yttrium chová stejn¥ jako p°i pouºití Dowex 1x8. Aktivita
v prvních jímaných 15 ml po promytí 2M HCl byla vy²²í v porovnání s pouºitím
Dowex1x8.

Kandil, 2007 [23] popsal kationtovou i aniontovou vým¥nnou chromatogra�i. Jako
katex pouºil Dowex 50W-x8 a ter£ rozpustil v 1M HCl. Zirkonium eluoval sm¥sí
0,5% kyseliny ²´avelové a 0,1M kyseliny citrónové v pom¥ru 1:1. Jako anex vyuºil
Dowex21K, do sorbentu byl vnesen ter£ík rozpu²t¥ný ve 12M HCl. Pro eluci zirkonia
vyuºil n¥kolik roztok·: 1M kyselinu octovou, 0,1M kyselinu citronovou, 4M HCl
a také stejnou sm¥s, kterou vyuºil u katexu. Ani jedna moºnost se v²ak neukázala
jako efektivní. K separaci s pouºitím iontov¥ vým¥nné chromatogra�i se tedy jeví
vhodné pouºití Dowex1x8 a eluce zirkonia pomocí 1M HCl.

20



Dal²í literaturou zmi¬ovanou moºností separace je pouºití hydroxamátových skupin
(Holland, 2009 [25] a Verel, 2003 [27]). Oba auto°i pouºili kationtov¥-vým¥nný sor-
bent Accell Plus CM. Obsaºené karboxylové skupiny nejprve esteri�kovali pomocí
TFP a následn¥ byl p°idán hydroxylamin hydrochlorid. Tímto zp·sobem docílili na-
vázání hydroxamátových skupin na povrch sorbentu. Verel, 2003 [27] pouºil k roz-
pu²t¥ní ter£e 1M HCl, do roztoku p°idal H2O2. Následn¥ p°idal 12M HCl tak, aby
byl výsledný roztok 2M. Holland, 2009 [25] pouºil k rozpu²t¥ní ter£e 6M HCl. Zjistil,
ºe p°idáním H2O2 nedochází k rozdílnému chování p°i separaci. Roztok byl na°ed¥n
tak, aby výsledná koncentrace HCl byla men²í neº 2M. Po nanesení rozpu²t¥ného
ter£e oba auto°i promyli kolonu 2M HCl. Tento eluát obsahoval Y3+. Zirkonium bylo
jímáno ve form¥ ²´avelanu po promytí 1M kyselinou ²´avelovou.

V sou£asné dob¥ existují kolony, které jiº hydroxamátové skupiny obsahují. P°íkla-
dem je ZR Resin od spole£nosti Triskem. Slouºí p°edev²ím k separaci zirkonia od
yttriového ter£e pro radiofarmaceutické pouºití. Na kolonku je nanesen ter£ rozpu²-
t¥ný v 2M nebo 6M HCl. Eluce yttria probíhá pomocí HCl o stejné koncentraci. Po
promytí kolonky 0,05M kyselinou ²´avelovou je jímáno zirkonium [29].

Ov¥°ení radionuklidové £istoty je moºné pomocí gama spektrometrie. Spektrum by
m¥lo obsahovat pouze linky 511 a 909 keV. Energie 511 keV odpovídá anihila£ním
foton·m, 909 keV izomernímu p°echodu 89mY na základní stav. Ve spektru by nem¥ly
být patrné píky 393 keV a 898 keV, které odpovídají 88Zr a 88Y [21].

Vyuºití v immunoPET

Vlastnosti 89Zr p°edpokládají jeho úsp¥²né vyuºití p°i zobrazování pomocí immu-
noPET. Jeho polo£as rozpadu 78,4 h je vhodný pro zna£ení protilátek, jelikoº ko-
responduje s jejich farmakokinetikou. Jeho schéma rozpadu je pom¥rn¥ jednoduché
a jeho dce°iný nuklid je stabilní. Yttrium-89 je navíc jediným stabilním izotopem
yttria, coº je vítané p°i výrob¥ ter£·. Nejv¥t²í výzvou je najít chelátor, se kterým
bude zirkonium tvo°it dostate£n¥ silný komplex, jelikoº se samotné váºe do kostí
a na plazmatické bílkoviny [1, 3, 21].

1.3 Protilátky

Imunitní systém je komplexní mechanismus, který zaji²´uje obranu organismu p°ed
potenciálním nebezpe£ím. Je tvo°en lymfatickými orgány, které jsou s dal²ími ana-
tomickými celky propojeny pomocí lymfatických cév. Lymfatické orgány lze rozd¥lit
podle funkce na primární a sekundární. Sou£ástí imunitního systému je také mnoº-
ství bun¥k a molekul [30].

Stejn¥ jako v²echny specializované bu¬ky, i imunocyty vznikají diferenciací kmeno-
vých bun¥k. K tomuto procesu dochází v kostní d°eni, která se, spole£n¥ s brzlíkem,
°adí k primárním lymfatickým orgán·m. Z kmenových bun¥k vznikají dv¥ linie, mye-
loidní a lymfoidní. Z myeloidního prekurzoru vznikají bu¬ky zodpov¥dné za vrozené
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mechanismy, jedná se nap°. o makrofágy a dendritické bu¬ky. V organismu jsou p°í-
tomné jiº ve své �nální podob¥ a v p°ípad¥ potenciálního nebezpe£í jsou schopny
reagovat prakticky bezprost°edn¥. Jejich role spo£ívá p°edev²ím ve schopnosti fago-
cytózy [30].

Druhým mechanismem je mechanismus adaptivní, za který jsou odpov¥dné bu¬ky
pocházející z lymfoidní linie. Jedná se o B a T lymfocyty a dále NK (natural killers)
bu¬ky. NK bu¬ky jsou sice lymfocyty, ale jejich mechanismy se více podobají t¥m
vrozeným. B a T lymfocyty mají na svém povrchu receptory (BCR resp. TCR),
které se vyzna£ují vysokou speci�tou pro konkrétní podn¥ty - antigeny - tedy látky,
které vyvolávají reakci imunitního systému. Samotné reakce s receptory se ú£astní
pouze £ást antigenu, která se nazývá epitop. Antigen m·ºe být rozeznáván bu¤
ve své nativní podob¥, nebo zprost°edkovan¥ pomocí antigen prezentujících bun¥k
(APC). Nezralé B a T lymfocyty se krevním °e£i²t¥m dostávají do sekundárních
lymfatických orgán·, kde dokon£ují sv·j vývoj po kontaktu s antigenem [30].

U B lymfocyt· m·ºe po vazb¥ BCR na antigen nastat n¥kolik situací. M·ºe dojít
k d¥lení a diferenciaci na plazmatické bu¬ky, které produkují protilátky. V prvních
dnech po imunizaci se jedná o imunoglobuliny s nízkou a�nitou k antigenu typu IgM.
N¥které z B lymfocyt· pokra£ují v dal²ím d¥lení a diferenciaci za doprovodu mu-
tací genových segment·, coº zp·sobuje vznik nových bun¥k, jejichº vazebná místa
se £áste£n¥ li²í od t¥ch p·vodních. Ze vzniklých variant jsou vybrány ty s nejsil-
n¥j²í a�nitou k antigenu, která je o 4-6 °ád· vy²²í neº u B lymfocyt· primární
reakce. Takto vzniklých klon· jsou stovky aº tisíce, proto je protilátková odpov¥¤
ozna£ována jako polyklonální. Zárove¬ dochází k izotypovému p°esmyku, a tedy se
sekundární protilátkové reakce ú£astní i jiné typy imunoglobulin· neº IgM [30].

Protilátky jsou imunoglobuliny sekretované plazmatickými bu¬kami, tedy zralými
B lymfocyty po setkání s antigenem. Jedná se o polypeptidové struktury, které svým
tvarem p°ipomínají písmeno Y a jsou tvo°eny dv¥ma lehkými (L) a dv¥ma t¥ºkými
(H) °et¥zci. Hmotnost lehkých °et¥zc· je p°ibliºn¥ 25 kDa, t¥ºkých 50kDa. Vzájemn¥
jsou propojeny disul�dickými m·stky. Lehké °et¥zce se skládají ze dvou domén, je-
jichº typ závisí na t°íd¥ imunoglobulinu, a ozna£ují se κ a λ. T¥ºký °et¥zec sestává
z 4-5 domén. Podle typu t¥ºkého °et¥zce rozeznáváme t°ídu imunoglobulinu, izotypy
µ, δ, γ, α a ϵ odpovídají t°ídám IgM, IgD, IgG, IgA a IgE. Domény L i H na N koncích
polypeptidových °et¥zc· jsou variabilní a antigenn¥ speci�cké, v t¥chto místech do-
chází k vazb¥ antigenu pomocí nekovalentních interakcí. Zbytek imunoglobinu tvo°í
konstantní domény, které jsou stejné pro danou t°ídu. Strukturu protilátky lze dále
rozd¥lit na Fc a Fab fragmenty (Obrázek 1.3). Fab fragment zodpovídá za vazbu
antigenu a Fc fragment zprost°edkovává dal²í reakce imunitního systému. V t¥ºkém
°et¥zci tyto úseky rozd¥luje pantová oblast, která zaji²´uje �exibilitu protilátky,
a tím moºnost navázat dva antigeny ve v¥t²í vzdálenosti od sebe. [30, 31].
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Obr. 1.3: Struktura monomeru imunoglobulinu (VL = variabilní doména lehkého
°et¥zce, VH = variabilní doména t¥ºkého °et¥zce, CL = konstantní doména t¥ºkého
°et¥zce, CH = konstantní doména t¥ºkého °et¥zce), p°evzato a upraveno [30].

IgG

Po imunizaci jsou p°evládajícím izotypem v organismu imunoglobuliny t°ídy IgG.
Je moºno je rozd¥lit do dal²ích £ty° podt°íd na základ¥ jejich velikosti a uspo°ádání
disul�dických m·stk· mezi jednotlivými °et¥zci. Jedná se o imunoglobuliny sekun-
dární protilátkové odpov¥di s vysokou speci�tou a jsou jediným typem protilátek
schopným pr·chodu placentou. Pokud se imunoglobulin naváºe na p°íslu²ný antigen,
ozna£í ho pro bu¬ky vrozeného imunitního systému. Ty rozpoznají jeho Fc fragment
a zahájí fagocytózu. Tento jev se nazývá opsonizace. Fc fragment také slouºí jako
inicia£ní znamení pro NK bu¬ky, které jsou schopné p·sobit cytotoxicky. Tento pro-
ces se nazývá cytotoxická reakce závislá na protilátkách (ADCC). Vazbou na klí£ové
epitopy také dochází k neutralizaci toxického p·sobení patogenu a iniciaci aktivace
komplementu, coº je proces s lytickými ú£inky. Vý²e zmín¥né funkce plní nejen IgG,
ale do jisté míry i protilátky jiných t°íd [30, 31].

Monoklonální protilátky

Pokud jsou protilátky sekretovány pouze jedním klonem plazmocyt·, jsou ozna-
£ovány jako monoklonální. Ty na²ly své uplatn¥ní nap°. v lé£b¥ autoimunitních
onemocn¥ní a transplantologii pro tlumení neºádoucích zán¥tlivých reakcí jako al-
ternativa ke konven£ním imunosupresiv·m a p°edev²ím v onkologii [13, 32].

V po£átcích byly pouºity my²í protilátky, které byly produkovány bu¬kou vzniklou
fúzí B lymfocytu a myelomové bu¬ky. Tyto protilátky v²ak nebyly v praxi pouºi-
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telné, jelikoº v lidském t¥le iniciovaly vznik tzv. HAMA protilátek. Jejich p°ítomnost
znemoº¬ovala vznik p·vodn¥ zamý²lené vazby na antigen a v n¥kterých p°ípadech
vedla nap°. k anafylaxi. Aby lidský imunitní systém monoklonální protilátky lépe
p°ijímal, byly vyvinuty metody umoº¬ující nahrazení £ásti my²í genetické informace
lidskou. Pokud vzniklá protilátka obsahuje my²í Fab fragment a lidský Fc fragment,
jedná se o chimérickou protilátku. V p°ípad¥, ºe my²í geny kódují pouze oblasti
CDR, kde probíhají reakce s epitopy, je °e£ o humanizované protilátce. Výroba mo-
noklonálních protilátek obsahujících pouze lidskou genetickou informaci je moºná,
ale velmi sloºitá. Jednotlivé typy protilátek jsou zobrazeny na Obr. 1.4 [13, 32].

Názvosloví monoklonálních protilátek vypovídá o jejich typu a cílové struktu°e.
P°edpona názvu je variabilní, následuje slabika, která vypovídá o tom, na co pro-
tilátka cílí. Dále název obsahuje informaci o p·vodu protilátky, tedy jestli se jedná
o protilátku chimérickou, humanizovanou £i nap°. humánního £i my²ího p·vodu.
V²echna ozna£ení jsou zakon£ena p°íponou -mab [13].

Obr. 1.4: Typy monoklonálních protilátek: (a) my²í, (b) chimérická, (c) humanizo-
vaná, (d) lidská [13].

Monoklonální protilátky jsou pro svou vysokou speci�tu vyuºívány pro diagnos-
tiku i cílenou lé£bu onkologických onemocn¥ní. Jsou vyuºívány protilátky typu IgG
které jsou cíleny tak, aby zabránily dal²ímu r·stu nádoru. Mohou se vázat na struk-
tury exprimované na povrchu £i uvnit° bu¬ky, jako nap°. receptor epidermálního
r·stového faktoru (EGFR), který se podílí na regulaci proliferace bun¥k, nebo re-
agovat s molekulami produkovanými bu¬kami, nap°. s vaskulárním endoteliálním
r·stovým faktorem (VEGF), který je d·leºitý pro proces angiogeneze v rostoucím
tumoru. Lé£ba je zaloºena na blokaci p°irozených mechanism· daných bun¥k £i mo-
lekul a dále na mechanismech imunitního systému. Protilátky je také moºné vyuºít
ve form¥ konjugát· s vhodnými slou£eninami, nap°. toxiny. Dal²í moºností je kon-
jugace s cytostatiky, která umoº¬uje chemoterapii cílit a omezit tak její toxicitu.
Pouºitím takového konjugátu je také moºné obejít rezistenci nádorových bun¥k k
cytostatik·m, jelikoº je vyuºit jiný mechanismus transportu lé£iva do bu¬ky [17, 32].

Konjugáty sestávající z protilátky (p°ípadn¥ jejího fragmentu) a radionuklidu jsou
ozna£ovány jako radioimunokonjugáty. Ty nacházejí své vyuºití v lé£b¥ i diagnos-
tice. Lé£ba spo£ívá ve vystavení nádorových bun¥k radioaktivnímu zá°ení, které
vede k jejich zni£ení. Oproti jiným konjugát·m dosahuje tato lé£ba v¥t²ího dosahu
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ú£inku, jelikoº p·sobí i na bu¬ky, které nemají dostate£nou expresi receptor· nebo
nebylo moºné, aby k nim protilátky pronikly. Radioimunokonjugáty lze také pouºít
k zobrazování nádor· jako radiofarmak vhodných pro PET £i SPECT diagnostiku
[32].

1.3.1 Cetuximab

Cetuximab je chimérická protilátka, která je cílena na receptor epidermálního r·sto-
vého faktoru (EGFR). Polynukleotidový °et¥zec nesoucí genetickou informaci pro
tvorbu této protilátky obsahuje úseky lidského a my²ího p·vodu [13, 33].

EGFR je jedním ze £ty° receptor· z rodiny transmembránových glykoprotein· ErbB.
Obecn¥ se receptory této rodiny skládají z extracelulární domény schopné vázat li-
gand, transmembránové lipo�lní domény a intracelulární domény s tyrosinkinázovou
aktivitou. Jedná se tedy o tyrosinkinázové receptory (RTK) [2, 33, 34].

EGFR m·ºe být aktivován n¥kolika ligandy, p°i£emº nejvýznamn¥j²ími jsou EGF
a TGF-α. Po navázání ligandu dochází k homo- £i heterodimerizaci receptor· a ná-
sledn¥ k autofosforylaci tyrosinového rezidua na C konci °et¥zce a iniciaci jedné
ze signálních drah, jejíº preference je podmín¥na sloºením vzniklých dimer· a ty-
pem aktivujícího ligandu. EGFR hraje významnou roli p°i proliferaci a diferenciaci
bun¥k a podílí se na regulaci bun¥£ného cyklu. Dal²í ze signálních drah mají cytopro-
tektivní antiapotických ú£inek, nebo ovliv¬ují intracelulární metabolismus vápníku.
EGFR se vyskytuje u epiteliálních bun¥k, kde je jeho exprese regulována. Jedná se o
protoonkogen, tedy o gen, který se v genetické informaci b¥ºn¥ vyskytuje, ale jehoº
mutace m·ºe mít p°ímý dopad na maligní transformaci [2, 33].

Zvý²ená exprese EGFR umoº¬uje snadn¥j²í dimerizaci, m·ºe dojít k nekontrolova-
nému d¥lení, a tím k iniciaci nádorového r·stu. Byla pozorována na povrchu bun¥k
velkého mnoºství typ· solidních nádor·, nap°. u nádor· hlavy a krku, prostaty,
prsu £i kolorektálního karcinomu. Zvý²ená exprese tohoto receptoru koreluje s hor²í
prognózou onemocn¥ní, jeho v¥t²í agresivitou a pravd¥podobností vzniku metastáz.
EGFR také hraje roli ve zvý²ené odolnosti proti p·sobení ionizujícího zá°ení a p°i-
spívá k rezistenci bun¥k proti radioterapii [2, 33, 34].

Cetuximab se ú£astní kompetitivní inhibice s p°irozenými ligandy EGFR, oproti
kterým má k receptoru 5-10x v¥t²í a�nitu. Tím dochází ke sníºení po£tu recep-
tor·, které mohou být aktivovány, a tedy k redukci proliferace bun¥k. Dále iniciuje
apoptózu a vyvolává ADCC. Pouºívá se p°i lé£b¥ spinocelulárního karcinomu hlavy
a krku a metastazujícího kolorektálního karcinomu v kombinaci s radioterapíí a/nebo
dal²ími cytostatiky. P°i lé£b¥ se mohou objevit vedlej²í ú£inky ve form¥ neºádou-
cích koºních reakcí, respira£ních potíºí nebo tvorby protilátek proti chimérickým
imunoglubulin·m (HACA). Pacient·m je podáván prost°ednictvím infuzí. Koncen-
trace cetuximabu v krevním séru dosahuje maxima p°ibliºn¥ po t°ech hodinách od
jeho aplikace a následn¥ pomalu klesá. Se zvy²ující se dávkou se zvy²uje také bio-
logický polo£as protilátky, v p°ípad¥ dávky 50 mg/m2 se jedná o 27,6 h, v p°ípad¥
500 mg/m2 je to 132,0 h [35, 36].
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V sou£asné dob¥ existují i dal²í protilátky, které se vyzna£ují speci�tou pro EGFR.
Krom¥ nich je moºné zacílit na EGFR pouºitím nízkomolekulárních inhibitor· cyto-
plasmatické tyrosinkinázy [2].

Vyuºití v immunoPET

Cetuximab m·ºe být ve spojení s vhodným radionuklidem pouºit pro zobrazování
pomocí immunoPET. Zobrazování EGFR jako biomarkeru m·ºe slouºit k predikci
úsp¥²nosti lé£by pomocí monoklonálních protilátek cílených proti EGFR [16].

1.4 Chelátor

Ke tvorb¥ radiofarmaka pro immunoPET je t°eba najít vhodnou slou£eninu, která
bude zprost°edkovávat vazbu mezi monoklonální protilátkou a radionuklidem. Che-
látor je molekula, která vytvá°í koordina£ní slou£eniny s kovy, mezi nejznám¥j²í
pat°í nap°. kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA). Modi�kací n¥kterých funk£-
ních skupin chelátoru a/nebo protilátky lze docílit vzniku vazby mezi nimi, a tím
ozna£ení protilátky.

Pro konjugaci protilátky s chelátorem mohou být vyuºívány volné thiolové a aminové
skupiny ve struktu°e protilátky. V p°ípad¥ aminových skupin se jedná o p°ibliºn¥
£ty°icet reziduí, které náleºí aminokyselin¥ lysin. Thiolová skupina je sou£ástí amino-
kyseliny cystein, p°i£emº v polypeptidovém °et¥zci protilátky se vyskytuje p°ibliºn¥
osm t¥chto skupin. V p°ípad¥ vazby chelátoru na protilátku ve vazebném míst¥ m·ºe
docházet ke sníºení její biologické funkce. Tyto nedostatky je moºné vy°e²it pouºitím
alternativních metod spo£ívajících v navázání chelátoru na C konec protilátky, jako
nap°. enzymem zprost°edkované reakce. V kaºdém p°ípad¥ je d·leºité, aby výsledné
radiofarmakum bylo stabilní za fyziologických podmínek [16, 37, 38].

Chelatace zirkonia-89

Jelikoº Zr4+ je podle teorie HSAB tvrdý kationt, preferuje kyslíkové donory. Vytvá°í
komplexy s vysokými koordina£ními £ísly. Pro zna£ení monoklonálních protilátek
pomocí 89Zr bylo zkoumáno pouºití b¥ºných chelátor· jako EDTA nebo diethyelen-
triaminpentaoctová kyselina (DTPA), s kterými zirkonium vytvá°í stabilní komplexy
s koordina£ním £íslem 8. V p°ípad¥ EDTA je vazba zprost°edkována £ty°mi atomy
kyslíku a dv¥ma molekulami dusíku náleºícími chelátoru, dal²ími dv¥ma ligandy
jsou molekuly vody. V p°ípad¥ DTPA se jedná o p¥t molekul kyslíku a t°i molekuly
dusíku, konstanta stability tohoto komplexu je vy²²í, jelikoº v²echny vazby jsou
zprost°edkovány chelátorem. Vzhledem k povaze iontu Zr4+ se jeví jako ideální najít
co nejvíce vazný chelátor, který by zprost°edkovával vazby prost°ednictvím atom·
kyslíku. Aktuáln¥ se jeví jako nejvhodn¥j²í vyuºití hydroxamátových skupin. Ty se
nacházejí nap°. v desferrioxaminu, ale jsou na nich zaloºeny i nov¥ syntetizované
chelátory [1, 39]
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1.4.1 Desferrioxamin B

Desferrioxamin B (DFO) je ²estivazný chelátor, který ve své struktu°e obsahuje t°i
hydroxamátové skupiny. Jedná se o siderofor, tedy o chelátor ºeleza produkovaný
bakteriemi. Se zirkoniem vytvá°í komplex s koordina£ním £íslem 8. �est z t¥chto
vazeb je zprost°edkováno atomy kyslíku hydroxamátových skupin, zbylé dv¥ vazby
jsou na atomy kyslíku v molekulách vody ( Obr. 1.5). Vazba na protilátku je zaji²-
t¥na modi�kací primární aminové skupiny chelátoru. První vyuºití desferrioxaminu
jako chelátoru je zmi¬ováno v souvislosti s izotopy galia. K vytvo°ení vazby mezi
protilátkou a DFO bylo vyzkou²eno celé spektrum metod [1].

Obr. 1.5: Struktura desferrioxaminu B a schéma koordina£ní vazby na 89Zr [1].

Lysinových reziduí protilátky pro konjugaci s DFO se rozhodl vyuºít Verel, 2003
[27]. Z DFO nejprve syntetizoval N-succinyl-DFO, na který následn¥ navázal Fe3+.
K N-succinyl-DFO navázal esterovou vazbou TFP a nechal zreagovat s protilátkou
tak, aby byl výsledný molární pom¥r 1:1. Pomocí EDTA chelatoval vázané ºelezo
a následn¥ konjugát zna£il 89Zr, které se nacházelo ve form¥ ²´avelanu. Analýza
vzniklého zna£eného konjugátu probíhala po rozd¥lení sloºek pomocí HPLC s vy-
uºitím UV/VIS spektrometrie a radiometrického detektoru. Absorbance protilátky
byla m¥°ena p°i 280 nm, DFO p°i 215 nm a komplexu DFO-Fe3+ p°i 430 nm. Ke
kontrole efektivity zna£ení bylo pouºito i iTLC s 20mM kyselinou citronovou (pH=5)
jako mobilní fází.

Vosjan a Perk, 2010 [40] zjednodu²ili proces konjugace protilátky a chelátoru do
jednoho kroku tím, ºe pouºili p-isothiocyanatobenzyl-DFO. Protilátku a modi�ko-
vaný DFO smísili v molárním pom¥ru 1:3. Vzniklý konjugát je t°eba uchovávat p°i
teplot¥ teplot¥ -20°C, kde vydrºí minimáln¥ 2 týdny. Bylo p°idáno 89Zr ve form¥ ²´a-
velanu, zna£ení probíhalo po dobu jedné hodiny. Úsp¥²nost zna£ení byla v¥t²í neº
85% a byla ov¥°ena pomocí iTLC, kde byl jako mobilní fáze vyuºit 20mM roztok
kyseliny citrónové (pH=5).

Speci�cké reakce vyuºívají thiolových skupin cysteinu, které jsou na protilátku
um¥le navázány tak, aby nebyla omezena její biologická funkce. Tedy na Fc frag-
ment nebo tu £ást Fab fragmentu, kde nedochází k vazb¥ na antigen. Nap°. Junu-
tula [38] si v protilátce trastuzumab vyhlédl jedno místo v t¥ºkém a jedno v leh-
kém °et¥zci, kam cysteinové skupiny p°idat, a takovéto protilátky nechal produ-
kovat bu¬kami vaje£ník· k°e£íka £ínského. Konjugací thiolové skupiny protilátek
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s DFO se zabýval nap°. Tinianow, 2009 [37], který ve své práci pouºil N-[4-(N-
maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxyl]-desferrioxamin (DFO-Chx-Mal), N-bromo-
acetyldesferrioxamin (DFO-Bac) a N-iodoacetyldesferrioxamin (DFO-Iac). V p°í-
pad¥ DFO-Chx-Mal byl p°idán chelátor k thio-trastuzumabu v pom¥ru 8,5:1. Ve
výsledném kunjugátu byly na protilátce navázány v pr·m¥ru 2 chelátory. U DFO-
Bac a DFO-Iac byl pouºit nadbytek 12:1, resp. 11:1 a ve výsledném konjugátu bylo
shodn¥ v pr·m¥ru 1,8 chelátoru na protilátku. Biologická aktivita konjugát· byla
ov¥°ována pomocí binding assay na bun¥£né linii BT474, kde bylo zji²t¥no, ºe mo-
di�kace protilátky trastuzumab nemá dopad na její vazebné schopnosti. Z t¥chto
t°í pouºitých chelátor· nejlep²í výsledky poskytoval DFO-Chx-Mal, jelikoº konju-
gace probíhala krat²í dobu, bylo moºné vyuºít neutráln¥j²í prost°edí a pom¥r che-
látor:protilátka byl nejvýhodn¥j²í. Poskytoval nejlep²í výsledky i p°i zna£ení.

H3DFOSqOEt

Dal²ím derivátem desferrioxaminu B je jeho squaramid ester, který je moºné p°i-
pravit reakcí DFO-mesylátu s diethyl squaratem v zásaditém prost°edí. Výsledkem
reakce je ve vod¥ pom¥rn¥ dob°e rozpustný chelátor. Poskytuje stabilní vazbu na
protilátku, p°i£emº na jednom polypeptidu je pr·m¥rn¥ navázáno 4,5 molekuly che-
látoru, aniº by docházelo ke tvorb¥ agregát· protilátky. Oproti samotnému DFO
poskytuje siln¥j²í chelataci zirkonia díky atom·m kyslíku dionu p°ítomným v lin-
keru (Obr. 1.6). Rudd, 2016 [41] provedl pokus, kde konjugoval tento typ DFO
s trastuzumabem. Následn¥ byl konjugát ozna£en mén¥ neº za 30 minut, úsp¥²nost
zna£ení dosahovala 100 %, coº bylo ov¥°eno pomocí iTLC (20mM kyselina citronová
o pH=5 jako mobilní fáze) a reakcí s EDTA.

Obr. 1.6: Znázorn¥ní vazby mezi 89Zr a protilátkou pomocí H3DFOSqOEt [42]

Stejného linkeru pro konjugaci s protilátkou vyuºívá i modi�kace DFO se £ty°mi
hydroxamátovými skupinami, která bylo pojmenována jako DFO* [42]. Poskytuje
v¥t²í stabilitu radioimmunokonjugátu.
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1.5 Principy pouºitých metod

1.5.1 Stanovení koncentrace protein·

Metody vyuºívané ke stanovení protein· jsou zaloºeny na r·zných principech a nedá
se obecn¥ °íct, ºe by n¥která z nich byla nejvhodn¥j²í pro m¥°ení v²ech vzork·. P°i
výb¥ru optimální metody je t°eba vzít v úvahu °adu faktor·. Nap°. zda je v pr·b¥hu
analýzy nutné zachovat biologické funkce daného proteinu, jakou má primární struk-
turu, vzít v úvahu jeho koncentraci ve vzorku a také p°ítomnost dal²ích látek, které
by mohly analýzu ovlivnit. Vzhledem k tomu, ºe aminokyseliny (jakoºto základní
sloºky proteinu) ze svojí podstaty obsahují alespo¬ jednu aminoskupinu, lze místo
koncentrace proteinu m¥°it mnoºství p°ítomného dusíku ve vzorku. Dal²í skupina
metod pro stanovení bílkovin je zaloºena na speci�ckých reakcích £inidel s funk£ními
skupinami peptid·. Aminokyseliny jsou vzájemn¥ propojeny peptidovými vazbami,
které je moºno dokázat biuretovou reakcí. Stanovení proteinu je d·leºité v souvislosti
s pouºitím navazujících metod.

Stanovení dle Bradforda

V roce 1976 publikoval M. Bradford £lánek, ve kterém popsal metodu, která se
následn¥ stala velmi pouºívanou. Její p°ednosti spo£ívají v jednoduchosti, p°esnosti
a rychlosti provedení. Je zaloºena na vazb¥ barviva Coomassie Brilliant Blue G-250
na protein, p°i které dochází ke zm¥n¥ zbarvení z £ervené na modrou. Barvivo se
naváºe na aminokyseliny s bazickými postranními °et¥zci a také na ty, které obsahují
aromatické jádro. Vzniklý komplex má vysoký absorp£ní koe�cient, coº zaru£uje
velkou p°esnost metody. Navázání barviva na protein trvá 2 minuty, následn¥ je
provedeno m¥°ení absorbance p°i 595 nm. Komplex z·stává stabilní po dobu 1 hodiny
[43, 44].

Je t°eba p°ipravit roztoky protein· o známé koncentraci pro vytvo°ení kalibra£ní
k°ivky, která je pro vyhodnocení vhodn¥j²í neº pouºití Lambertova-Beerova zákona.
Kalibra£ní k°ivkou je p°ímka, av²ak p°i ur£ité koncentraci dochází ke zm¥n¥ její
sm¥rnice. Tato nelinearita je dána p°ekryvem ve spektru obou forem barviva. Blank
je p°ipraven zám¥nou roztoku proteinu za p°íslu²né rozpou²t¥dlo. Po jeho ode£tení
jsou nam¥°ené hodnoty absorbance vyneseny v závislosti na koncentraci. Z vytvo-
°ené kalibra£ní p°ímky je moºné ur£it koncentraci neznámého vzorku na základ¥
znalosti absorbance. Pro niº²í koncentrace je vhodné provést "microprotein assay",
tato modi�kace se li²í pom¥rem proteinu a £inidla. Bradford pouºil p°i analýze nap°.
hov¥zí sérový albumin a hemoglobin. Je t°eba, aby analyzované proteiny vázaly bar-
vivo stejnou m¥rou jako ty, které byly pouºity k vytvo°ení kalibra£ní k°ivky, tj. m¥ly
podobný obsah aminokyselin, se kterými £inidlo reaguje. Dal²í výhodou tohoto sta-
novení proteinu je nízký po£et interferujících látek. K získání fale²n¥ pozitivního
výsledku dochází, pokud vzorek obsahuje nap°. dodecylsíran sodný a v men²í mí°e
analýzu ovliv¬uje i p°ítomnost sodných a draselných iont· a n¥kterých sacharid·
[43, 44].
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Spektrofotometrie

Spektrofotometrické stanovení není destruktivní, a je tedy moºné stanovit koncen-
traci proteinu i bez jeho po²kození. Aromatické aminokyseliny (tryptofan, tyrosin
a v men²í mí°e i fenylalanin) absorbují sv¥tlo v ultra�alové oblasti. Nejvýhodn¥j²í
je m¥°it absorbanci p°i 280 nm, coº je v blízkosti absorp£ního maxima tryptofanu
(279 nm). Nevýhodou je blízkost této vlnové délky k absorp£nímu maximu nukle-
ových kyselin (okolo 260 nm), které absorbují sv¥tlo násobn¥ více. Pro korekci je
vhodné provést m¥°ení pro ob¥ vlnové délky a vyuºít empirických vztah·. Metoda
je vhodná pro koncentrace proteinu 20 - 3000 µg/ml za pouºití standardu se stej-
ným obsahem tryptofanu jako ve vzorku. Je moºné také m¥°it absorbanci peptidové
vazby a to p°i 200 - 220 nm. Toto m¥°ení je p°esn¥j²í, jelikoº není tak závislé na
primární struktu°e protein·, av²ak interferuje s n¥kterými sloºkami b¥ºných pufr·
[44, 45, 46].

1.5.2 Elektroforéza

Elektroforéza je jakoºto jedna z elektromigra£ních metod zaloºena na odli²né po-
hyblivosti nabitých £ástic v elektrickém poli. Rychlost pohybu (v) je p°ímo úm¥rná
náboji £ástice (q) a intenzit¥ elektrického pole (E) a nep°ímo úm¥rná její velikosti
(polom¥ru r ) a viskozit¥ prost°edí (η)

v =
q · E

6 · π · η · r
. (1.1)

K získání tohoto vztahu je t°eba dát do rovnosti coulombickou sílu, která pohání
náboje k opa£n¥ nabité elektrod¥, a sílu vnit°ního t°ení, která p·sobí proti tomuto
pohybu. Tyto síly se po n¥jaké dob¥ vyrovnají. Podíl rychlosti £ástice a intenzity
elektrického pole je ozna£ován jako mobilita a tedy veli£ina, která vypovídá o moº-
nosti separace jednotlivých látek [47].

Metoda m·ºe být pouºita ve vodných roztocích pufr· (elektroforéza s pohyblivým
rozhraním), s vyuºitím gelu (gelová elektroforéza) nebo kapiláry (kapilární elektro-
foréza) [48].

Gelová elektroforéza

Gelová elektroforéza je zaloºena na pouºití nevodivého gelu, který zabra¬uje prou-
d¥ní a minimalizuje difuzi, coº vede k v¥t²í ostrosti zón. Póry v gelu fungují jako
síto, a je tedy moºné od sebe rozd¥lit £ástice se stejnou pohyblivostí a to na základ¥
jejich velikosti. Jedním z pouºívaných gel· je agarosový. Jeho základem je agarobio-
sová jednotka, která se skládá z galaktosy a 3,6-anhydrogalaktosy. Póry v gelu mají
velký pr·m¥r a v¥t²in¥ látek ned¥lá problém jimi bez omezení projít, výjimku tvo°í
proteiny s velmi velkou molekulovou hmotností nebo nukleové kyseliny [45, 44, 47].
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Dal²ím pouºívaným gelem v gelové elektroforéze je polyakrylamidový gel (PAGE).
Ten vzniká polymerizací monomer· akrylamidu za p°ítomnosti N,N' -methylen-bis-
amidu, který se skládá ze dvou molekul akrylamidu propojených methylenovou sku-
pinou. Vznikají tak dlouhé lineární °et¥zce propojené N,N' -methylen-bis-amidovými
molekulami. Vlastnosti gelu záleºí na obsahu akrylamidu, který je udáván v procen-
tech, p°i£emº pouºívané gely mívají 3-30% [45, 44, 47].

Nízkomolekulární gely obsahují velké póry a jsou pouºívány tam, kde je vyºadován
volný pohyb analyzovaných látek. P°i vy²²ím obsahu akrylamindu jsou póry men²í,
coº je vyuºíváno v p°ípad¥, ºe je t°eba separovat látky podle velikosti. Existují i tzv.
gradientové gely, ve kterých se velikost póru zmen²uje s rostoucí vzdáleností a je tak
moºné dosáhnout lep²ího rozd¥lení £ástic na základ¥ velikosti. Gelovou elektroforézu
je moºné realizovat ve sloupcovém uspo°ádáním, kdy je gel obsaºen v trubi£ce, na
jejíº koncích se nacházejí nádobky s pufrem, do kterých jsou umíst¥ny elektrody.
Nevýhodou tohoto provedení je p°edev²ím nemoºnost analyzovat více vzork· na-
jednou. V sou£asnosti je více pouºívána aparatura, kdy je gelem napln¥ná desti£ka
umíst¥na do elektroforetické vany. Desti£ka m·ºe být oto£ena vertikáln¥ nebo ho-
rizontáln¥ a obsahuje aº 20 jamek. V obou p°ípadech jsou elektrody napojeny na
zdroj, který poskytuje stejnosm¥rné nap¥tí, obvykle v rozsahu 200-500 V. K mini-
malizaci nep°íznivých dopad· tvorby tepla p°i t°ení (jako je vznik tepelných proud·)
je vhodné, aby bylo sou£ástí aparatury chlazení [45, 44, 47].

SDS-PAGE

Pro separaci protein· na základ¥ rozdílné velikosti je vyuºívána elektroforéza na po-
lyakrylamidovém gelu za pouºití dodecylsíranu sodného (SDS-PAGE). Ten se naváºe
na proteiny, p°i£emº na 1 g proteinu p°ipadá 1,4 g SDS. Tím jim zajistí konstantní
pom¥r náboje a velikosti, a tedy i stejnou pohyblivost. Vzorky se smíchají s £ini-
dlem, které obsahuje barvivo (obvykle bromfenolovou mod°), SDS a glycerol. Bar-
vivo umoº¬uje pozorování pr·b¥hu analýzy a glycerol zvy²uje hustotu vzorku, a tím
zjednodu²uje jeho aplikaci do jamky. V p°ípad¥ redukujícího £inidla je p°idán je²t¥
2-merkaptoethanol. Ten p°eru²uje disul�dické m·stky zaji²´ující terciární strukturu
proteinu, dojde tak k rozvoln¥ní jeho prostorového uspo°ádání. Po p°idání £inidla
(redukujícího £i neredukujícího) je vzorek denaturován pova°ením a po vychladnutí
nanesen do jamek [45, 48, 47].

Obvykle zji²´ované molekulové hmotnosti se pohybují v rozsahu 15 aº 200 kDa,
jelikoº je v tomto intervalu závislost logaritmu této veli£iny na pohyblivosti lineární
[47].

1.5.3 Chromatogra�e

Chromatogra�e zahrnuje separa£ní metody, kde dochází k rozd¥lení sloºek vzorku
mezi stacionární a mobilní fázi. Podle skupenství mobilní fáze lze rozd¥lit chroma-
togra�i na plynovou (GC) a kapalinovou (LC). Roli stacionární fáze m·ºe zastávat
pevná látka nebo kapalina. Dále je moºné metody d¥lit na základ¥ uspo°ádání, to
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m·ºe být plo²né (nap°. chromatogra�e na tenké vrstv¥ - TLC), nebo sloupcové
(HPLC) [48, 44].

HPLC

HPLC je zkratka pro vysokoú£innou kapalinovou chromatogra�i. Stacionární fází
je pevná látka, která se nachází uvnit° kolony. Mobilní fází je kapalina, která pro-
téká kolonou pod tlakem v de�novaném sm¥ru. Analyty migrují kolonou odli²nými
rychlostmi, které jsou dány a�nitou k ob¥ma fázím. �ím v¥t²í a�nitu má látka ke
stacionární fázi, tím déle je v kolon¥ pozdrºena a následn¥ z ní pomaleji uvoln¥na.
Doba pr·toku analytu kolonou se ozna£uje jako reten£ní £as [48].

P°i HPLC m·ºe být pouºita pouze jedna mobilní fáze (isokratická eluce) nebo je-
jich sm¥s, p°i£emº pom¥r jednotlivých sloºek se m·ºe m¥nit v závislosti na £ase
(gradientová eluce). Jednotlivé mobilní fáze jsou vedeny do mixéru, který zaji²´uje
rovnom¥rné mísení roztok·. Dále prochází odply¬ova£em. K dávkování jednotlivých
vzork· m·ºe být pouºit autosampler. Nanesený vzorek prochází spole£n¥ s mobilní
fází kolonou, následn¥ je moºné jednotlivé sloºky detekovat. B¥ºn¥ pouºívaný je
nap°íklad UV/VIS, radiometrický, hmotnostní nebo refraktometrický detektor [44].

Kolony pro HPLC jsou zaloºeny na r·zných principech a jsou voleny na základ¥
analyzovaného vzorku. Uspo°ádání, kdy je stacionární fáze polárního charakteru
a mobilní fáze je nepolární, je ozna£ováno jako normální. V p°ípad¥ volby opa£ných
polarit fází se jedná o reverzní uspo°ádání, které je £asto pouºíváno p°i analýze
peptid· a protein·. Dal²í moºností je rozd¥lení na základ¥ rozdílné hmotnosti £ástic,
p°esn¥ji na základ¥ rozdílného hydrodynamického objemu. Toto rozd¥lení je moºné
na základ¥ pórovitosti stacionární fáze. Analyty je také moºné d¥lit na základ¥
elektrostatických interakcí a to iontov¥-vým¥nnou chromatogra�í [44].
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2. Experimentální £ást

2.1 Obecné informace

2.1.1 Pouºité materiály a p°ístroje

K výrob¥ zirkonia-89 byl pouºit cyklotron U-120M Ústavu jaderné fyziky Akademie
v¥d �R, pouºitým ter£em bylo yttrium o £istot¥ 99,999% a tlou²´ce 0,635 mm (Ame-
rican Elements). K separaci byla pouºita kolona ZR Resin od spole£nosti Triskem.
Gama spektrum bylo zm¥°eno pomocí HPGe spektrometru GMX45-Plus (Ortec),
který byl energeticky a ú£innostn¥ zkalibrovaný. Pouºitým ovládacím softwarem byl
Maestro. Aktivita zna£ených konjugát· byla zji²´ována pomocí p°ístroje Bqmetr4
(BQM).

Pro centrifugaci byla vyuºita centrifuga Eppendorf Centrifuge 54177 R. Pouºitými
vivaspiny byly Vivaspin 500 10 kDa (GE Healthcare).

Ke konjugaci byla pouºita protilátka cetuximab pod obchodním ozna£ením Erbitux
o koncentraci 5 mg/ml od spole£nosti Merck. V následujícím textu bude pro ni pouºí-
vána zkratka CTX. H3DFOSqOEt pouºitý ke konjugaci byl jiº p°ipravený reakcí des-
ferrioxaminu B mesylátu, N,N-diisopropylethylaminu a 3,4-diethoxy-3-cyklobuten-
1,2-dionu v ethanolu - [49]. V textu bude ozna£ován jako DFO.

Pro HPLC analýzu byl pouºit chromatogra�cký systém Agilent Technologies 1200
Series, který se skládá z degazéru (1260 Standard Degasser), pumpy (Quaternary
Pump), autosampléru (Standard Autosampler). K ovládání chromatogra�ckého sys-
tému 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. Jako barvící £inidlo byl pouºit Protein Assay
Dye Reagent concentrate (Bio-Rad). Absorbance byla m¥°ena na spektrofotometru
Sunrise (Tecan).

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
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£inidla CHELEX 100 sodium form od spole£nosti Sigma-Aldrich. V experimentech
byly pouºity následující chemikálie:

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

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

� uhli£itan sodný (min. 99,8 %, Riedel-de Haën)

� NaCl (Sigma-Aldrich)

� glycerol (Sigma-Aldrich)

� SDS (10% v H2O, Sigma-Aldrich)

� bromfenolová mod° (Sigma-Aldrich)

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

� Brilliant Blue R-250 (Sigma-Aldrich)

� Destain Solution, Coomassie R-250 (Bio-Rad)

� dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

� HEPES (Sigma-Aldrich)

� kyselina octová (Sigma-Aldrich)

� methanol (VWR Chemicals)

� PBS (Sigma-Aldrich)

� 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)

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

� MOPS SDS Running Bu�er (20X, Novex)

Dále byly z vý²e uvedených chemikálií p°ipraveny pufry:

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

� 0,5M HEPES (pH 7)

� 20mM PBS (pH 7,4)

2.2 Postupy

Konjugace cetuximabu a DFO a zna£ení p°ipraveného konjugátu byly s modi�kacemi
provedeny podle [49].
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2.2.1 Výroba a separace zirkonia-89

Yttriový ter£ byl na cyklotronu ost°elován protony o proudu 10 µA a energii 13,5± 0,5
MeV po dobu 1 h. Ozá°ený ter£ byl rozpu²t¥n v 6 ml 2M HCl (°ed¥no v chelexované
vod¥) a nanesen na kolonu ZR Resin. Kolona byla promyta 4 x 2,5 ml 2M HCl
(°ed¥no v chelexované vod¥) a následn¥ 4 x 2,5 ml chelexované vody. Zirkonium-89
bylo eluováno 0,05M kyselinou ²´avelovou (°ed¥no v chelexované vod¥). Roztok byl
odpa°en do sucha p°i teplot¥ 120 °C. Bylo zm¥°eno gama spektrum produktu.

2.2.2 Konjugace cetuximabu s DFO

Byly p°ipraveny konjugáty cetuximabu s DFO v molárních pom¥rech 1:5, 1:10, 1:20
a 1:50. Sloºení jednotlivých vzork· je uvedeno v Tab. 2.1. Reak£ní objem byl 0,5 ml.

Tab. 2.1: Sloºení p°ipravovaných konjugát· cetuximabu a DFO.
vzorek nCTX : nDFO mCTX [mg] mDFO [mg]
A 1:5 1 0,02426
B 1:10 1 0,04852
C 1:20 1 0,09704
D 1:50 1 0,2426

800 µl cetuximabu bylo vneseno do vivaspinu, centrifugace probíhala 10 minut p°i
10°C rychlostí 5000 rpm. Vivaspin byl následn¥ promyt 3x 400 µl borátového pufru.
Byl p°ipraven zásobní roztok DFO o koncentraci 0,6065 mg/ml (2,5 mg DFO, 120 µl
DMSO, 880 µl chelexované vody, 3,12 ml borátového pufru). Byly p°ipraveny kon-
jugáty podle Tab. 2.1, roztoky byly dopln¥ny na objem 0,5 ml borátovým pufrem.
Konjugace probíhala p°es noc p°i laboratorní teplot¥. Druhý den byly konjugáty
centrifugovány (10°C, 10 min, 5000 rpm) a promyty 3x 400 µl 0,9% (w/v) roztokem
NaCl (v chelexované vod¥).

Ke zji²t¥ní koncentrace protilátky v konjugátech bylo provedeno stanovení dle Brad-
forda. Byla vytvo°ena kalibra£ní k°ivka s pouºitím cetuximabu, jednotlivé kalibra£ní
roztoky m¥ly koncentrace 500 µl/ml, 250 µl/ml, 125 µl/ml, 62,5 µl/ml a 31,25 µl/ml.
Konjugáty byly na°ed¥ny 20x. Kalibra£ní roztoky i na°ed¥ný vzorek byly na mikro-
titra£ní desti£ku naná²eny v tripletech, pipetovaný objem byl 10 µl. Na miktotitra£ní
desti£ku bylo pipetováno 200 µl 5x z°ed¥ného barvícího £inidla.

2.2.3 Zna£ení konjugátu zirkoniem-89

Odparek obsahující 89Zr byl rozpu²t¥n v 250 µl chelexované vody. Bylo p°idáno
0,5 µl 2M Na2CO3 (°ed¥no v chel. vod¥) tak, aby m¥l roztok slab¥ zásadité pH.
Bylo p°idáno 250 µl pufru HEPES (20mM pH=7). Výsledný roztok byl ponechán
stát po dobu 5 minut, bylo potvrzeno neutrální pH.
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Pro zna£ení byl vybrán konjugát s molárním pom¥rem 1:20 (CTX:DFO). Bylo smí-
cháno mnoºství konjugátu obsahující 112,5 µg cetuximabu s roztokem 89Zr o aktivit¥
uvedené v Tab. 2.2. Reak£ní objemy byly dopln¥ny na objem nejaktivn¥j²ího vzorku,
tj. na 203 µl.

Tab. 2.2: Sloºení zna£ených roztok·.
vzorek mCTX [µg] A89Zr [MBq]

1 112,5 6
2 112,5 13
3 112,5 26
4 112,5 54
5 112,5 110

Zna£ení probíhalo 1 h. Následn¥ byly roztoky p°eneseny do vivaspin·, centrifugovány
(4 min, 10000 rpm) a promyty 3x 400 µl 20mM PBS. Výsledné objemy byly p°ibliºn¥
200 µl. Byla zji²t¥na koncentrace protilátky ve zna£eném konjugátu metodou dle
Bradforda, postup byl stejný jako u nezna£eného konjugátu. K dal²ím experiment·m
byly vybrány vzorky 2, 4 a 5.

2.2.4 HPLC

Pro stanovení výt¥ºku zna£ení byl na HPLC jako mobilní fáze pouºit roztok obsa-
hující 20mM HEPES a 150 mM NaCl (pH 7,39). Eluce probíhala isokraticky, pr·tok
mobilní fáze byl 0,4 ml/min.

Pro analýzu byl p°ipraven vzorek cetuximabu o koncentraci 0,5 mg/ml. Nást°ik
vzorku byl 10 µl. Konjugát CTX+DFO byl pro analýzu na°ed¥n 10x, nást°ik vzorku
byl 10 µl. Zna£ené vzorky byly analyzovány koncentrované, nást°ik byl 5 µl.

Po separaci na kolon¥ byl vzorek detekován na UV/VIS a radiometrickém detektoru.
Na UV detektoru byla m¥°ena absorbance p°i 220 nm. Na radiometrickém detektoru
bylo nastaveno energetické okno 88-1000 keV.

2.2.5 SDS-PAGE

Byla provedena elektroforéza samotné protilátky, konjugát· v pom¥rech 1:5, 1:10,
1:20 a 1:50 a konjugátu 1:20 zna£eného 89Zr o r·zné aktivit¥ (Tab. 2.4). V p°ípad¥
zna£eného konjugátu byla elektroforéza uskute£n¥na v den zna£ení, po 24 hodinách
a dále po 72 hodinách. Jako elektroforetický pufr byl pouºit MOPS.

Byl p°ipraven neredukující vzorkový pufr (1,25 ml 0,5M Tris-HCl, 2 ml glycerol, 3,5
ml deionizovaná H2O, 2 ml 10% SDS, 0,5 ml 0,1% bromfenolová mod°). Následn¥ byl
p°ipraven redukující vzorkový pufr tak, ºe bylo smíseno 475 µl neredukujícího pufru
a 25 µl 2-merkaptoethanolu. Byly vytvo°eny zásobní roztoky analyzovaných vzork·
o koncentraci 267 µg/ml. Pro kaºdý vzorek byly p°ipraveny dva roztoky - neredu-
kující (15 µl zásobního roztoku vzorku + 15 µl neredukujícího £inidla) a redukující
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(15 µl zásobního roztoku vzorku + 15 µl redukujícího £inidla). Vialky obsahující
vzorek a £inidlo byly pova°eny po dobu 5 minut.

Desti£ka s gelem byla umíst¥na do elektroforetické vany a napln¥na pufrem MOPS.
Do jamek bylo naneseno 8 µl markeru a po 15 µl od v²ech vzork· tak, aby mezi
redukujícími a neredukujícími byla jedna jamka volná. Elektroforéza probíhala p°i
nap¥tí 135 V. Po 80 minutách bylo nap¥tí sníºeno na 110 V pro zaost°ení zón. Tento
proces trval 10 minut.

Po ukon£ení elektroforézy byl gel vloºen do �xa£ního roztoku (5 minut). Následn¥ byl
gel zalit barvícím roztokem (45% methanol, 10% kyselina octová; 0,625 g Coomassie
brilliant blue R-250 v 250 ml). Barvení probíhalo na kýva£ce po dobu 20 minut.
Následn¥ byl pouºit odbarvovací roztok (25% methanol, 10% kyselina octová). Od-
barvování probíhalo na kýva£ce, první odbarvovací proces trval p¥t minut, druhý
p°es noc.

2.3 Výsledky a diskuse

2.3.1 Výroba a separace zirkonia-89

Bylo získáno 89Zr o aktivit¥ 453 MBq. Na Obr. 2.1 se nachází gama spektrum vyro-
beného a odseparovaného 89Zr. Ve spektru se nacházejí dv¥ výrazné linky, 511 keV
a 909 keV. Energie 511 keV odpovídá anihila£ním foton·m, 909 keV je energie izo-
merního p°echodu 89mY na základní stav. Jiné energetické linky nejsou odli²itelné
od pozadí, lze tedy °íct, ºe 89Zr bylo prakticky radionuklidov¥ £isté.

Obr. 2.1: Gama spektrum p°ipraveného a odseparovaného 89Zr.
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2.3.2 Konjugace cetuximabu s DFO

Na Obr. 2.2 se nachází kalibra£ní k°ivka pro stanovení koncentrace cetuximabu
v konjugátu CTX+DFO. Na základn¥ �tu a znalosti absorbance byla zji²t¥na kon-
centrace kunjugát· (Tab. 2.3).

Obr. 2.2: Kalibra£ní k°ivka pro stanovení koncentrace cetuximabu.

Tab. 2.3: Zji²t¥né koncentrace jednotlivých konjugát·.
vzorek nCTX : nDFO cCTX [µl/ml]
A 1:5 2795
B 1:10 3495
C 1:20 2877
D 1:50 3159

2.3.3 Zna£ení konjugátu zirkoniem-89

V Tab. 2.4 jsou zaznamenány aktivity 89Zr, kterými byly konjugáty zna£eny (A0),
aktivity odseparovaných zna£ených konjugát· (A) a koncentrace cetuximabu ve zna-
£ených konjugátech (cCTX). Koncentrace cetuximabu ve zna£eném konjugátu byla
zji²´ována pouze u vzork· 2, 4 a 5, jelikoº s ostatními nebylo pracováno v dal²í
analýze.

Tab. 2.4: Sloºení zna£ených roztok·.
vzorek A0 [MBq] A [MBq] cCTX [µg/ml]

1 6 1,08 -
2 13 1,89 694
3 26 3,43 -
4 54 10,2 589
5 110 24,8 323
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2.3.4 HPLC

Na Obr. 2.3 se nachází chromatogram cetuximabu o koncentraci 0,5 mg/ml, jehoº
reten£ní £as je 6,3 min.

Obr. 2.3: Chromatogram cetuximabu 0,5 mg/ml, detekce pomocí UV/VIS
(λ=220 nm).

Na Obr. 2.4 se nachází chromatogram konjugátu CTX+DFO (1:20), který byl pouºit
ke zna£ení. Jeho reten£ní £as je 6,3 min. Dále se ve spektru nachází píky s reten£ními
£asy 5,6 min a 16 min. Pík s reten£ním £asem 5,6 min pravd¥podobn¥ odpovídá
agregátu protilátky, pík s reten£ním £asem 16 min pak jejím fragment·m. Na základ¥
ploch pík· lze usuzovat, ºe agregát je v celkovém mnoºství protilátky zastoupen
p°ibliºn¥ v 1,5 % a fragmenty v 0,5 %.

Obr. 2.4: Chromatogram CTX+DFO (1:20), detekce pomocí UV/VIS (λ=220 nm).
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Po zna£ení

Na Obr. 2.5, 2.6 a 2.7 se nachází chromatogramy zna£ených konjugát· (Tab. 2.4).
Analýza probíhala ihned po ozna£ení.

Obr. 2.5: Chromatogram vzorku 2 (A=1,89 MBq), detekce UV/VIS (λ=220 nm) a
radiometrický detektor.

V p°ípad¥ vzorku 2 (Obr. 2.5) jsou na chromatogramu z UV/VIS detektoru pa-
trné píky s reten£ními £asy 5,5 min, 6,27 min a 16,2 min. Na chromatogramu z
radiometrického detektoru lze pozorovat píky s reten£ními £asy 6 min a 7,5 min.
Reten£ní £as 6,3 min na UV/VIS a 7,5 min na radiometrickém detektoru odpovídá
ozna£enému konjugátu. Analyt s reten£ním £asem 5,6 min na UV/VIS detektoru a
k n¥mu odpovídající pík 6 min na radiometrickém detektoru pravd¥podobn¥ odpo-
vídá agregátu konjugované protilátky, která vykazuje vysokou aktivitu 89Zr. Analyt
s reten£ním £asem 16,3 min na UV/VIS detektoru pravd¥podobn¥ odpovídá frag-
ment·m protilátky, která nevykazuje ºádnou aktivitu 89Zr. Na základ¥ ploch pík·
na UV/VIS chromatogramu je agregát zastoupen v p°ibliºn¥ 0,1 % a fragmenty v 5
% z celkového mnoºství protilátky.

Podobné píky s obdobnými pom¥ry ploch lze pozorovat i na Obr. 2.6 a 2.7. Je
patrné, ºe pom¥r ploch prvního píku ku druhému u radiometrického detektoru se
se zvy²ujícím mnoºstvím aktivity zvy²uje. Tj. aktivita agregátu je vy²²í p°i zna£ení
v¥t²í aktivitou.
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Obr. 2.6: Chromatogram vzorku 4 (A=10,2 MBq), detekce UV/VIS (λ=220 nm) a
radiometrický detektor.

Obr. 2.7: Chromatogram vzorku 5 (A=24,8 MBq) detekce UV/VIS (λ=220 nm) a
radiometrický detektor.
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Po 24 hodinách od zna£ení

Na Obr. 2.8, 2.9 a 2.10 se nacházejí chromatogramy zna£ených konjugát· (Tab. 2.4),
analýza prob¥hla 24 od zna£ení.

V p°ípad¥ vzorku 2 se na chromatogramu (Obr. 2.8) nachází pík s reten£ním £asem
6,3 min u UV/VIS detektoru, který odpovídá zna£enému konjugátu (pík s reten£ním
£asem 7,6 min na radiometrickém detektoru). Na UV/VIS detektoru se nachází píky
5,6 min, který pravd¥podobn¥ odpovídá agregátu konjugované protilátky, a 16,4 min
odpovídající jejím fragment·m. Z ploch jednotlivých pík· lze usuzovat, ºe tvorba
agregát· prob¥hla v 0,5 % a fragmentace v 4,4 %.

Obdobné píky lze pozorovat také u vzork· 4 a 5 (Obr. 2.9 a 2.10. Je patrné, ºe oproti
analýze ihned po konjugaci se v radiometrickém chromatogramu nachází pouze je-
den výrazný pík okolo 7,5 min. To m·ºe být vysv¥tleno tím, ºe b¥hem této doby
mohlo dojít k uvoln¥ní aktivity 89Zr z agregát· protilátky, nebo disociaci agregátu
na monomery.

Obr. 2.8: Chromatogram vzorku 2 (A=1,89 MBq)po 24 h od konjugace, detekce
UV/VIS (λ=220 nm) a radiometrický detektor.
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Obr. 2.9: Chromatogram vzorku 4 (A=10,2 MBq) po 24 h od konjugace, detekce
UV/VIS detektorem (λ=220 nm) a radiometrický detektor.

Obr. 2.10: Chromatogram vzorku 5 (A = 24,8 MBq) po 24 h od konjugace, detekce
UV/VIS (λ = 220 nm) a radiometrický detektor.

43



2.3.5 SDS-PAGE

Na Obr. 2.11 se nachází gel po elektroforéze protilátky cetuximab a konjugát·
CTX+DFO o pom¥rech 1:5, 1:10, 1:20 a 1:50. V jamce 1 se nachází bendy mar-
keru. V jamkách 2-6 jsou vzorky za pouºití neredukujícího pufru, v jamkách 8-12
vzorky za pouºití redukujícího pufru. Neredukované protilátce odpovídá bend s mo-
lekulovou hmotností 150 kDa, t¥ºkému °et¥zci 50 kDa a lehkému °et¥zci 25 kDa.

Ze skenu je patrné, ºe se zvy²ujícím se molárním pom¥rem DFO dochází k v¥t-
²ímu po²kození struktury protilátky, jelikoº se p°i pouºití redukující pufru vyskytují
siln¥j²í bendy okolo molekulové hmotnosti 75 kDa. Tato molekulová hmotnost od-
povídá spojení lehkého a t¥ºkého °et¥zce, k jejich vazb¥ pravd¥podobn¥ p°ispívá
DFO.

Obr. 2.11: SDS-PAGE cetuximabu a konjugát· CTX+DFO v molárních pom¥rech
1:5, 1:10, 1:20 a 1:50.

Ke zna£ení byl zvolen molární pom¥r 1:20 (CTX:DFO), jelikoº se jedná o dostate£ný
nadbytek DFO pro konjugaci k docílení pom¥ru v konjugátu 1:4,5, a zárove¬ dochází
k men²ímu po²kození protilátky.

Na Obr. 2.12, 2.13 a 2.14 se nacházejí skeny elektroforetických gel· vzork· 2, 4 a 5,
k porovnání byl do jamky nanesen i cetuximab a neozna£ený konjugát (1:20). Na
Obr. 2.12 je SDS-PAGE provedená ihned po konjugaci, na Obr. 2.13 a 2.14 po 24
hod resp. po 72 hodinách.

V jamce 1 se ve v²ech p°ípadech nachází marker, v jamkách 2-6 jsou vzorky za
pouºití neredukujícího pufru, v jamkách 8-12 vzorky za pouºití redukujícího pufru.

44



Obr. 2.12: SDS-PAGE cetuximabu, konjugát· CTX+DFO (1:20) a vzork· 2,4 a 5.

Obr. 2.13: SDS-PAGE cetuximabu, konjugát· CTX+DFO (1:20) a vzork· 2,4 a 5
po 24 hodinách po konjugaci.
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Obr. 2.14: SDS-PAGE cetuximabu a konjugát· CTX+DFO (1:20) a vzork· 2,4 a 5
po 72 hodinách po konjugaci.

P°i porovnání Obr. 2.12, 2.13 a 2.14 je patrné, ºe p°i zna£ení 89Zr v²emi zvolenými
aktivitami (jamky 4-6 a 10-12) nedochází k výrazn¥ v¥t²ímu po²kození protilátky
ani po 72 hodinách od zna£ení oproti konjugaci s DFO (jamky 3 a 9). Toto zji²t¥ní
koresponduje s výsledky HPLC (kapitola 2.3.4), kde jsou plochy pík· odpovídající
fragmentaci zanedbatelné oproti zna£enému konjugátu.
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Záv¥r

Byla provedena literární re²er²e, která zahrnuje p°edstavení metody immunoPET
a informace o jednotlivých komponentech radiofarmaka p°ipraveného v experimen-
tální £ásti - 89Zr, cetuximabu a H3DFOSqOEt - uvedených do ²ir²ího kontextu.

Byl p°ipraven konjugát cetuximabu s H3DFOSqOEt, kde reak£ní sm¥s obsahovala
jednotlivé sloºky v molárních pom¥rech 1:5, 1:10, 1:20 a 1:50. Na základ¥ poznatk·
z SDS-PAGE byl ke zna£ení vybrán konjugát s molárním pom¥rem 1:20, jelikoº se
jedná o dostate£ný nadbytek H3DFOSqOEt, aby ve výsledném konjugátu byly na
jednu protilátku navázány v pr·m¥ru 4,5 molekuly chelátoru, a zárove¬ nedochází
k velkému po²kození její struktury. Konjugát byl zna£en 89Zr o r·zných aktivitách.

Pomocí SDS-PAGE a HPLC (detekce UV/VIS a radiometrickým detektorem) bylo
zji²t¥no, ºe cetuximab nevykazuje výrazn¥ v¥t²í po²kození struktury p°i zna£ení
ºádnou ze zvolených aktivit 89Zr ve srovnání s nezna£eným konjugátem. Pomocí
obou metod byla zaznamenána fragmentace protilátky, ke které docházelo p°ibliºn¥
v 5 % (HPLC UV/VIS detektor). Na základ¥ HPLC chromatogram· do²lo po zna£ení
k ozna£ení agregát· protilátky, které vykazovaly vysokou aktivitu 89Zr, p°i£emº
po 24 h do²lo pravd¥podobn¥ k uvoln¥ní radionuklidu z agregátu nebo disociaci
agregátu na monomery. V¥t²í míra po²kození nebyla pozorována ani 3 dny po zna£ení
na základ¥ výsledk· SDS-PAGE.

Jelikoº nebylo pozorováno výrazné po²kození struktury cetuximabu, bylo by v dal-
²ích pracích vhodné zjistit, zda byly zachovány jeho vazebné vlastnosti. To je moºné
nap°. s vyuºitím metod ELISA, Western blot nebo bun¥£nými experimenty.
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