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Úvod

V sou£asnosti nar·stají p°ípady, kdy je pacient·m diagnostikován ur£itý druh nádo-
rového onemocn¥ní. V roce 2018 byla na celém sv¥t¥ sd¥lena tato diagnóza p°ibliºn¥
18 milion·m lidí, z toho 9,5 milion· bylo muº· a zbývajících 8,5 milion· byly ºeny [1].

Dle výzkumu, který prob¥hl v �eské republice v roce 2015, kaºdý t°etí �ech trpí
onkologickým onemocn¥ním a kaºdý £tvrtý �ech na to umírá. Kaºdý rok v �eské
republice zem°e na rakovinu tém¥° 27 000 lidí, coº odpovídá tomu, ºe v pr·m¥ru
kaºdých 20 minut v na²í zemi zem°e jeden £lov¥k na nádorové onemocn¥ní. V po£tu
onkologických onemocn¥ní zaujímáme p°ední p°í£ky v Evrop¥ [2].

Dnes tato onemocn¥ní p°edstavují druhý nej£ast¥j²í d·vod úmrtí. Podle odhad·
Sv¥tové zdravotnické organizace v p°í²tích 20 letech stoupne po£et nemocných ro£n¥
o 70 procent. P°í£inou tohoto nár·stu je p°edev²ím vývoj diagnostických metod, ale
také nezdravý ºivotní styl. Prevence rakoviny je jednou z nejvýznamn¥j²ích výzev
v oblasti ve°ejného zdraví 21. století.

Karcinomy plic a prsu byly nej£ast¥j²ími rakovinami na sv¥t¥, z nichº kaºdá
p°isp¥la 12,3 % z celkového po£tu nových p°ípad· s onkologickými diagnózami v roce
2018. Nej£ast¥j²ím karcinomem byl v roce 2018 kolorektální karcinom.

Moderní medicína vyuºívá k lé£b¥ rakoviny t°i základní metody: chirurgickou
lé£bu, chemoterapii a radioterapii. Chirurgická lé£ba p°edstavuje základní lé£ebný
postup, ten v²ak není u n¥kterých pacient· moºný. Zde závisí p°edev²ím na druhu,
velikosti a lokalizaci nálezu. Dal²ím lé£ebným sm¥rem v onkologii je chemoterapie.
Ta funguje na principu podávání cytostatik, která zastavují d¥lení bun¥k. Cytosta-
tika bohuºel nejsou speci�cká, tudíº ni£í i zdravou tká¬.

Krátce po objevení rádia Marii Curii-Skªodowskou v roce 1898 se jeho lé£eb-
ných ú£ink· za£alo vyuºívat v onkologii. Od té doby pro²la metoda °adou zm¥n.
Radioterapie se v sou£asné dob¥ pouºívá p°i 50 % lé£by zhoubných nádor·. M·-
ºeme ji rozd¥lit na teleterapii a brachyterapii. Teleterapie vyuºívá vn¥j²í oza°ování
pomocí lineárních urychlova£· a kobaltových oza°ova£·, zatímco brachyterapie je
oza°ování na krátkou vzdálenost. Zdroj zá°ení se umis´uje do blízkosti nádoru nebo
do nádoru samotného. Brachyterapie je vºdy kombinovaná s teleterapií. Tyto t°i
vý²e zmín¥né metody se nej£ast¥ji kombinují a vzájemn¥ dopl¬ují. Nyn¥j²í výzkum
klade d·raz p°edev²ím na genovou terapii a imunoterapii, které díky své selektivit¥
mají mnohem men²í zát¥º na organismus pacienta.

Lé£ba otev°enými zá°i£i je nedílnou sou£ástí nukleární medicíny. Nej£ast¥ji se
zde volí radionuklidy podléhající β− nebo α (trend posledních let) p°em¥n¥, díky
krátkému doletu alfa £ástic (°ádov¥ n¥kolik milimetr·). Hlavní výhoda pouºití α zá-
°i£· je v jejich men²ímu doletu, neº je tomu u p°em¥ny β, tudíº dochází k mini-
málnímu po²kození okolních tkání. Zásluhou selektivního vychytávání radiofarmaka
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v cílové tkání a jiº zmín¥nému doletu zá°ení m·ºe být dosaºeno mnohem v¥t²ího
stupn¥ ozá°ení cílové tkán¥, neº je tomu u zevního ozá°ení. Radioimunoterapie je
zaloºena na aplikaci monoklonálních protilátek s navázanými radionuklidy emitují-
cími zá°ení β−, coº vede k cílené �xaci t¥chto radionuklid· na povrchy maligních
bun¥k.

Ú£inku ionizujícího zá°ení se nevyuºívá pouze p°i lé£b¥ nádorového onemocn¥ní,
ale také k zobrazování. Pro diagnostiku se v dne²ní dob¥ vyuºívá 90 % radiofarmak.
Zobrazování v medicín¥ je momentáln¥ zaloºeno na dvou zobrazovacích technikách
SPECT a PET. Klinicky zavedená diagnostická radiofarmaka se spoléhají na n¥ko-
lik léka°ských radionuklid·, které emitují γ paprsky vhodné energie (SPECT) nebo
pozitrony (PET). Zobrazování pomocí radiofarmak spo£ívá zejména ve vychytávání
nebo p°ímém zacílení zna£ené slou£eniny v zobrazovaném orgánu £i tkáni. V posled-
ních letech do²lo k r·stu po£tu nových radionuklid· navrºených pro zobrazování,
ale také lé£bu r·zných onemocn¥ní [3, 4].

Kovy obvykle nemohou být podávány samostatn¥, jelikoº by docházelo k neºá-
doucí distribuci radioaktivity v t¥le pacienta, proto je snaha o jejich p°ipojení ke spe-
ci�ckým nosi£·m, jako jsou peptidy £i monoklonální protilátky, které mají vhodné
biologické vlastnosti. Pro stabilitu in vivo kovu musí být radionuklid zakomplexován
s vhodným ligandem. Obecnou strukturou radiofarmaka je nosi£ - bifunk£ný che-
látor - radionuklid. Bifunk£ní chelátor je na jedné stran¥ p°ipojený k nosi£i a na
stran¥ druhé komplexuje daný radionuklid [3, 4].

Cílem této práce bylo ozna£ení t°í konstrukt· radionuklidy 61Cu a 64Cu, které
jsou vhodnými adepty pro teranostické pouºití. Tyto radionuklidy byly pouºity
pro jejich dobré zobrazovací vlastnosti. Navrhovaný systém polymer - radionuklid -
nosi£ má významn¥ prodluºovat cirkulaci terapeutického/teranostického radionuklidu
v organismu, a zárove¬ významn¥ zvy²ovat jeho akumulaci v solidních nádorech
nebo metastázách (coº je zap°í£in¥no tím, ºe velké molekuly jsou obecn¥ pomaleji
vylu£ovány z organismu) a aktivn¥ cílit proti receptor·m epidermálního r·stového
faktoru.
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Kapitola 1

Teoretická £ást

1.1 Pozitronová emisní tomogra�e

První zmínky o zobrazovacích metodách jsou datovány na konec 19. století, kdy bylo
objeveno rentgenové zá°ení. V následujících letech do²lo k rozvoji t¥chto metod.
Nejv¥t²í rozvoj byl zaznamenán v období druhé sv¥tové války, kdy byla pot°eba
vy²et°ení zran¥ných voják·. Rentgenové zá°ení se vyuºívá i v dne²ní dob¥, av²ak
p°ístroje, které ho vyuºívají jako zdroj zá°ení a detek£ní systémy detekující toto
zá°ení, pro²ly jiº mnohými modernizacemi.

Koncem 60. let 20. století se v léka°ské diagnostice za£ínají vyuºívat po£íta£e.
První klinický prototyp výpo£etní tomogra�e byl p°edstaven 1. °íjna 1971 ve vý-
zkumných laborato°ích EMI. Rozdíl mezi zobrazením pomocí rentgenu a výpo£etní
tomogra�e spo£ívá v tom, ºe rentgenový snímek je pouze suma£ní. V²echny orgány,
které jsou ve skute£nosti 3-D jsou zobrazeny do 2-D roviny. Výsledný CT obraz ve
srovnání se skiagra�ckým vy²et°ením poskytuje podstatn¥ více detail·, ale za cenu
vy²²í dávky.

Pozitronová emisní tomogra�e byla uvedena do praxe aº v 90. letech 20. století.
PET je momentáln¥ jedna z nejmodern¥j²ích molekulárních zobrazovacích metod,
která prost°ednictvím radioaktivn¥ zna£ených látek, anebo molekul - radiofarmak,
umoº¬uje trojrozm¥rn¥ zobrazit procesy v lidském t¥le. Molekulární zobrazovací me-
toda je neinvazivní zobrazení, které napomáhá k identi�kaci a kvanti�kaci biologic-
kých proces· na bun¥£né a podbun¥£né úrovni v ºivých organismech [5]. V kombinaci
s po£íta£ovou tomogra�í pat°í k hlavním zobrazovacím metodám nejen v onkologii,
ale také v neurologii, kardiologii a dal²ích medicínských odv¥tvích [6].

Metoda PET funguje na principu detekce pozitron·. Zdrojem pozitron· je malá
dávka radiofarmaka, které je pacientovi aplikováno p°ed vy²et°ením a následn¥ je
distribuováno v organismu podle jeho biologických vlastností. Pozitron má velmi
krátkou dobu ºivota, tudíº po zabrzd¥ní anihiluje s elektronem za vzniku dvou fo-
ton· o energii E = 511 keV, které jsou emitovány pod úhlem 180◦. Takto vyzá°ené
fotony jsou identi�kovány detektory v koinciden£ním módu. Jednotlivé krystaly jsou
uspo°ádány do blok·, které poté tvo°í snímací prstence. Po zaznamenání foton·
v detektorech je zrekonstruován tomogra�cký °ez t¥lem pacienta. Moderní detek-
tory pozitronové emisní tomogra�e se obvykle skládají z 2-D modulárních detekto-
rových polí scintila£ních krystal·. Sou£asný multiprstencový PET p°ístroj obsahuje
10 000 - 20 000 krystal·, které jsou uspo°ádány p°ibliºn¥ do 200 aº 400 blok· a p°i-
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bliºn¥ 500 aº 1000 fotonásobi£· [7]. Do nedávna se pouºívaly zejména BGO krystaly,
dnes jsou v²ak jejich vlastnosti p°ekonány krystaly GSO a p°edev²ím LSO, které mají
podobné absorp£ní schopnosti jako BGO, av²ak délka scintilace je výrazn¥ krat²í,
proto umoº¬ují detekovat vy²²í fotonové toky [8].

1.2 Radionuklidy pouºívané v pozitronové emisní

tomogra�i

D·leºitým aspektem p°i výb¥ru radionuklid· pro diagnostiku jsou jejich jaderné
vlastnosti, náklady na výrobu a dostupnost. Radionuklidy pouºívané v nukleární
medicín¥ jsou p°ipravovány pouze um¥le. Vyráb¥jí se v cyklotronech, jaderných re-
aktorech nebo jako dce°iné radionuklidy v radionuklidových generátorech. Výroba
na cyklotronech a jaderných reaktorech závisí na t¥chto za°ízeních, proto nejpoho-
dln¥j²í zp·sob získání radionuklidu je radionuklidový generátor, kterým disponuje
kaºdé odd¥lení nukleární medicíny [6].

Radionuklidové generátory jsou zaloºeny na genetické závislosti mezi mate°ským
a dce°iným radionuklidem. Dce°iný radionuklid je od mate°ského radionuklidu od-
d¥len elucí. Mate°ský radionuklid z·stává uvnit° radionuklidového generátoru che-
micky nezm¥n¥n. Výhodou produkce radionuklid· v generátorech jsou p°im¥°ené
náklady na výrobu, výroba radionuklid· s krat²ím polo£asem rozpadu neº v cyklot-
ronech £i jaderných reaktorech, protoºe radionuklid nemusí být p°eváºen do nemoc-
nice a také vysoká speci�cká aktivita dce°iného nuklidu [9, 10].

Existuje p°es 600 radionuklid·, které se rozpadají β+ p°em¥nou, a tudíº jsou
potenciálními adepty k vyuºití v zobrazovací metod¥ PET. Nejvíce pouºívaným po-
zitronovým radionuklidem v PET jsou biogenní radionuklidy 13N (T 1

2
= 9,97 min),

15O (T 1
2
= 2,04 min), 18F (T 1

2
= 109 min) nebo 68Ga (T 1

2
= 68 min). Tyto radio-

nuklidy mají relativn¥ krátké polo£asy rozpadu, coº je £inní výhodnými pro nízkou
radia£ní zát¥º a vysokou kvalitu získaného obrazu, av²ak pro své speci�cké podmínky
p°i zna£ení (nap°. vysoká teplota) nejsou p°íli² vhodné pro pouºívání biomolekulár-
ních nosi£· [11].

Jiº v roce 1977 byla stanovena spot°eba glukózy v mozku krysy pomocí [14C]
deoxiglukózy. Pozd¥ji byl uhlík nahrazen 18F. V roce 1978 byla poprvé popsána
2-[18F]-�uoro-2-deoxy-D-glukóza (FDG) jako je známá dnes. Díky této slou£enin¥
se PET zobrazení za£alo dostávat z ryze výzkumné p·dy také do klinické praxe.
V sou£asnosti se FDG podílí na více neº 90 % v²ech PET a PET/CT vy²et°eních.
Dal²í slou£eninou 18F je �uorid sodný, který své uplatn¥ní nalézá v zobrazování kostí.
NaF se váºe na kostní matrix, zvlá²t¥ v místech loºiskových kostních proces· [8].

Pokrok na poli syntézní a separa£ní instrumentace otevírá £ím dál více dve°e zna-
£ení pomocí kovových a dal²ích, d°íve nepouºívaných, iont·, nap°. 64Cu (T 1

2
= 12 h),

124I (T 1
2
= 100,32 h), 68Ga (T 1

2
= 68 min) £i 89Zr(T 1

2
= 78 h) [11].

P°i vývoji nových radiofarmak, které vyuºívají radionuklidy kov·, hraje nejd·-
leºit¥j²í roli polo£as rozpadu, typ radioaktivní p°em¥ny, dostupnost a cena daného
radionuklidu. Optimální polo£as rozpadu musí být dostate£n¥ dlouhý, aby do²lo
k distribuci radiofarmaka v tkáni, ale v²e s ohledem na radia£ní zát¥º pacienta.

Polo£asy radionuklid· pouºívaných v pozitronové emisní tomogra�i se pohybují
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od n¥kolika minut (nap°. 13N T 1
2
= 9,96 min) po dobu n¥kolika dní (nap°. 89Zr

T 1
2
= 78 h). Obecn¥ lze °íci, ºe radionuklidy s krat²ím polo£asem rozpadu se hodí

p°eváºn¥ pro zna£ení nízkomolekulárních látek, kdeºto s radionuklidy disponujícími
del²ím polo£asem rozpadu mohou být zna£eny i v¥t²í molekuly jako jsou nap°. frag-
menty protilátek nebo protilátky samy, jelikoº jejich kinetika je v lidském t¥le po-
malej²í neº u men²ích látek [6].

1.2.1 Izotopy m¥di pouºívané pro PET

Teranostika je medicínská strategie, která v nukleární medicín¥ spojuje diagnostické
zobrazování a terapii. Pro p°edstavu je zde teranostický postup uveden na nádoro-
vých bu¬kách. Na jejich membrán¥ se nachází somatostatinový receptor (SSTR2),
který slouºí jako cíl pro radiofarmaka. Jako diagnostické radiofarmakum je uvedeno
Ga-68 DOTATOC, které je injektováno do ºíly pacienta a putuje skrz krevní ob¥h
do v²ech orgán· a tkání t¥la. Pokud se u pacienta nachází neuroendokrinní ná-
dor s SSTR2 na membránách nádorových bun¥k, bude se Ga-68 DOTATOC vázat
na SSTR2 (Obrázek 1.1) a nádor p°i PET zobrazení bude zobrazen (Obrázek 1.3).
Jakmile je diagnostikován neuroendokrinní nádor pomocí PET a Ga-68 DOTATOC,
m·ºe být 68Ga nahrazeno jiným radionuklidem, jako jsou lutecium-177 (177Lu) nebo
yttrium-90 (90Y), které mohou cílit a ni£it nádorové bu¬ky mající SSTR2 na svých
membránách (Obrázek 1.2) [12].

Obrázek 1.1: Diagnostická fáze [12] Obrázek 1.2: Terapeutická fáze [12]

Obrázek 1.3: PET snímek po aplikaci Ga-68 DOTATOC [12]

Tato metoda m·ºe být uºite£ná pro odhad potenciální odezvy a p°ípadné toxi-
city lé£by. Teranostika klade vysoké speci�cké poºadavky na radioizotopy i na jejich
nosi£e.
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Základními poºadavky jsou:

� vhodný polo£as rozpadu;

� radionuklid s r·znými moºnostmi rozpadu nebo dvojice izotop·, které jsou
vhodné jak pro diagnostiku i terapii;

� radionuklid s nízkou produkcí vysokoenergetického zá°ení γ;

� slou£eniny, které mají mírné podmínky zna£ení a vysokou in vivo stabilitu;

� dostupnost radionuklidu.

V²echny tyto poºadavky zvy²ují popularitu kovových radioizotop· pro terapeutické
aplikace mezi dostupnými radionuklidy [13].

Izotopy m¥di p°edstavují vynikající volbu pro terapeutika vzhledem k velké roz-
manitosti polo£as·, které poskytují (od 9,76 min do 62,01 h), a jejich rozpado-
vým vlastnostem (β+, β− nebo EZ), jenº jsou vhodné pro diagnostické zobrazo-
vání, radionuklidovou terapii nebo obojí pro zobrazování a terapii. Dal²í výhodou
radioizotop· m¥di je existence velkých znalostí koordina£ní a bioinorganické chemii1

m¥d¥ných iont·, které umoºnily vývoj vysoce selektivních m¥d¥ných komplex· pro
víceú£elové léka°ské aplikace [13].

Základní výzvou pro nukleární medicínu je výroba radiofarmak, která mohou
být selektivn¥ zacílená na konkrétní místo v lidském t¥le (orgány nebo bu¬ky).
Existuje n¥kolik strategií pro navrhování a vývoj selektivních radiofarmak. Mezi
nejoblíben¥j²í strategie cílení pat°í pouºití nosi£e s vysokou a�nitou pro dané cílové
orgány, nap°. jód - pro ²títnou ºlázu, stroncium - pro kosti; nebo bifunk£ní p°ístup,
který vede k propojení cílového speci�ckého molekulárního fragmentu s konstruktem
nesoucím radionuklid. Poslední uvedený p°ístup, i kdyº je synteticky náro£n¥j²í, za-
ji²´uje lep²í speci�citu a v sou£asné dob¥ se v radioimunoterapii pouºívá k propojení
terapeutického radionuklidu se speci�ckou protilátkou. Dozimetrie je dal²ím z hlav-
ních úkol· v radioimunoterapii, který vyºaduje m¥°ení mnoºství radionuklidu vázané
na nádorové bu¬ky in vivo, coº siln¥ závisí na typu nádoru, cílové skupin¥ a mnoha
dal²ích faktorech. Pouºitím pozitronových zá°i£· m¥di lze získat PET snímek, který
umoº¬uje kvanti�kaci distribuce radiofarmaka. Jednoduchou zám¥nou izotopu m¥di
za radioterapeutický radionuklid a pouºitím stejného biomolekulárního nosi£e lze
najednou de�novat mnoºství aktivity (terapeutická dávka) a vyuºít terapeutické
vlastnosti radionuklidu. Moºnost pohodln¥ kombinovat nebo vym¥¬ovat terapeu-
tické a diagnostické aplikace lokálního zá°ení, které jsou k dispozici pomocí r·zných
izotop· m¥di, je hlavní hnací silou v sou£asné dob¥ ve výzkumu v oblasti nukleární
medicíny na bázi m¥di [13].

Radionuklidy m¥di mající vyuºití diagnostické jsou 60Cu, 61Cu, 62Cu a 64Cu
a radionuklidy s potenciálním vyuºitím v teranostice jsou 64Cu a 67Cu. Základní cha-
rakteristiky a zp·soby výroby t¥chto radioizotop· m¥di jsou uvedeny v Tabulce 1.1
a Tabulce 1.2.

Tato práce je zam¥°ená p°edev²ím na izotopy 61Cu a 64Cu.
1Bioinorganická chemie je £ást chemie, která zkoumá roli kov· v biologii. Bioinorganická chemie

zahrnuje studium jak p°írodních jev·, jako je chování metaloprotein·, tak i um¥le zavedených kov·,
v£etn¥ t¥ch, které nejsou b¥ºnou sou£ástí organismu, v medicín¥ a toxikologii.
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Tabulka 1.1: Radioizotopy m¥di s vyuºitím v nukleární medicín¥ [14]

Izotop Polo£as rozpadu Metoda výroby

60Cu 23,74 min cyklotron, 60Ni(p,n)60Cu

61Cu 3,32 hod cyklotron, 61Ni(p,n)61Cu

62Cu 9,76 min 62Zn / 62Cu generátor

64Cu 12,70 hod cyklotron, 64Ni(p,n)64Cu

67Cu 62,01 hod urychlova£, 67Zn(n,p)67Cu

Tabulka 1.2: Radioizotopy m¥di s vyuºitím v nukleární medicín¥ [14]

Izotop Eβ−,max [MeV] Eβ+,max [MeV] EZ [%] Eγ [keV] I [%]

850 15
60Cu - 3,920 7,4 1330 80

1760 52
2130 6

284 12
61Cu - 1,220 40 380 3

511 120

62Cu - 2,910 2 511 194

64Cu 0,578 0,653 41 1350 0,6
511 34,8

67Cu 0,577 - - 184 40
92 23

61Cu

61Cu je jedním z nejzajímav¥j²ích radioizotop· pro výzkum v oblasti nukleární me-
dicíny díky svým vlastnostem zahrnující vhodný polo£as rozpadu a jednoduchost
výroby. Rozpadové schéma tohoto radionuklidu se nachází na Obrázku 1.4. M¥¤-
61 je jedna z nejlep²ích moºností pro zna£ení relativn¥ malých molekul, které mají
rychlou biokinetiku jako je nap°. [61Cu] TETA � oktreotid pro zobrazování neuro-
endokrinních nádor·. Ve srovnání s [64Cu] TETA � oktreotid je dávkou pro v²echny
orgány niº²í s výjimkou mo£ového m¥chý°e, kde je dávka srovnatelná. Tento izotop
m¥di se pouºívá pro zkoumání distribuce m¥di u pacient· trpících Wilsonovou cho-
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robou2. Citlivost detekce 61Cu je trojnásobn¥ vy²²í neº 64Cu, proto roste snaha
nahradit m¥¤-64 m¥dí-61 [15].

Výroba byla studována na nízkoenergetických urychlova£ích. V¥t²ina metod
v²ak vyuºívá obohacené ter£e, coº je �nan£n¥ nákladné. Efektivní cesta pro vý-
robu 61Cu je pomocí obohaceného 61Ni(p,n)61Cu. K této jaderné reakci se pouºívá
88,84% obohacený 61Ni. Efektivita této cesty je zp·sobena nízkým prahem reakce.
Tato reakce v cyklotronu b¥ºí p°i energiích 9-12 MeV. Dal²í p°íprava tkví v reakci
64Zn(p,α)61Cu, která probíhá v cyklotronu p°i energii 3,5-8 MeV. Na výrobu tohoto
ter£e je pouºit p°írodní zinek [15, 16, 17].

61Cu (3,32h)

61Ni

38%
EZ

1,22 MeV   β+
62%

Obrázek 1.4: Rozpadové schéma 61Cu [18]

64Cu

M¥¤-64 je radionuklid emitující pozitron se st°edn¥ dlouhým polo£asem rozpadu,
který se pouºívá v pozitronové emisní tomogra�i, kde mapuje p°edev²ím pomalej²í
biochemické dráhy, které nemohou být zobrazovány b¥ºn¥ dostupnými radionuklidy
jako jsou 18F a 11C. Rozpadové schéma m¥di-64 je zobrazeno na Obrázku 1.5. Vý²e
zmín¥ný radionuklid je, díky svým vlastnostem (nap°. polo£as rozpadu, typ p°e-
m¥ny), radioterapeutickým nuklidem. Radiofarmaka obsahující 64Cu jsou slibné pro
zobrazení nap°. mozku £i perfúze myokardu. Protilátky zna£ené m¥dí-64, mohou
poskytovat cenné informace o ú£innosti radioimunoterapie pomocí m¥di-67. Kom-
plexy zna£ené 64Cu, jako jsou nap°. Cu-ASSM, Cu-ATSE a Cu-ATSM, byly nedávno
studovány jako látky zobrazující hypoxii. Studium hypoxie je d·leºité v plánování
radioterapie. Okysli£enost tkán¥ ovliv¬uje efektivitu radioterapie. Moºnou nevýho-
dou pouºití 64Cu v klinických aplikacích je její sekundární emise, která významn¥
p°ispívá k radia£ní dávce pacienta [15].

V sou£asnosti se 64Cu vyrábí oza°ováním zinkového ter£e 64Zn(n,p)64Cu rych-
lými neutrony nebo záchytnou reakcí 63Cu(n,γ)64Cu v jaderných reaktorech. Takto

2Wilsonova choroba neboli hepatolentikulární degenerace je vzácnou d¥di£nou autozomáln¥ re-
cesivní poruchou metabolismu m¥di. M¥¤ se nadm¥rn¥ ukládá v játrech a mozku [19].
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vyrobená m¥¤-64 má v²ak velmi nízkou speci�ckou aktivitu (nap°. pro zna£ení an-
tigenu), a proto se vyuºívá dal²ího zp·sobu p°ípravy a to pomocí jaderné reakce
64Ni(p,n)64Cu na cyklotronu. V této reakci se pouºívá obohacený 64Ni (95 % nebo
98 %). Obohacený nikl je galvanicky naná²en na zlaté plí²ky v tlou²´kách 20 - 300 µm
a ost°elován protony. 64Cu je moºné rychle odd¥lit od 64Ni a dal²ích vedlej²ích pro-
dukt· pomocí iontom¥ni£ové chromatogra�e. Tato technika umoº¬uje regeneraci
niklu eluovaného z kolony znovu pouºitím p°i galvanizaci nových ter£· s celkovou
ú£inností vy²²í neº 90 % [20].

64Cu (12,9h)

64Ni

1,34 MeV γ

0,5%
EZ

40%
EZ

64Zn

20%
1,02 MeV

0,66 MeV   β+

39%
0,57 MeV   β-

Obrázek 1.5: Rozpadové schéma 64Cu [21]

67Cu

M¥¤-67 je nejdéle ºijící m¥d¥ný radionuklid s praktickými aplikacemi v diagnostice
i terapii. P°i polo£asu 2,6 d emituje 67Cu β £ástice s maximální energií v rozsahu
0,4�0,6 MeV, coº je vhodná energie pro pronikání do malých nádor·. Spolu se 100%
emisí beta emituje 67Cu γ fotony o energiích 92 a 184 keV, které jsou vhodné pro
gamma scintigra�i. Kombinace polo£as·, β a γ emisí £iní 67Cu vysoce atraktivním
radionuklidem pro lé£bu rakoviny. Rozpadové schéma tohoto radionuklidu se na-
chází na obrázku 1.6. Díky pom¥rn¥ dlouhému polo£asu rozpadu dochází k dobrému
zobrazení zna£ených látek v postiºené tkáni. V¥t²ina výzkum· radiofarmak zna£e-
ných tímto radionuklidem selhala na nedostatku 67Cu. Výroba tohoto radionuklidu
je p°íli² nákladná. V sou£asné dob¥ se 67Cu v USA vyrábí na vysokoenergetickém
urychlova£i v Brookhaven National Laboratory v Brookhaven Linac Isotope Produ-
cer (BLIP) pomocí reakce 68Zn (p,2p) 67Cu s energií proton· 200 MeV, která je také
nejroz²í°en¥j²í reakcí pro výrobu 67Cu. D·vodem je výrazn¥ vy²²í výt¥ºek neº jiné
jaderné reakce [22, 23].

K produkci 67Cu pomocí reakce 68Zn(p,2p)67Cu je pot°eba velké mnoºství obo-
haceného zinku (n¥kolik gram· aº desítek gram·), kv·li nízké brzdné schopnosti
zinku pro vysokoenergické protony. Pro separaci radioizotopu m¥di m·ºe být vyu-
ºita elektrolýza, extrakce a ionexová chromatogra�e. Nejúsp¥²n¥ji se jeví iontom¥ni-
£ová chromatogra�e za pouºití chelata£ní iontom¥ni£ové prysky°ice, která má vy²²í
selektivitu pro ionty m¥di neº pro zinek ve slabé kyselin¥ [24, 25].
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Aby se sníºily náklady na výrobu a zvý²ila se dostupnost radionuklidu, p°e-
chází se od vysokoenergetických reakcí k reakcím na nízkoenergetických cyklotro-
nech a urychlova£ích. Takovou reakcí m·ºe být nap°. 70Zn(p,α)67Cu, kde vstupní
energie proton· je 20,4 MeV a proud do 17 µA. K výrob¥ ter£e m·ºe být pouºit
stla£ený oxid zinku nebo zinkové folie [22].

67Cu (62,01h)

67Zn 0,0 keV

93,3 keV

184,5 keV

393,5 keV

Obrázek 1.6: Rozpadové schéma 67Cu [26]

1.3 Konjugace a nosi£e

Radiofarmaka obsahující 64Cu m·ºeme rozd¥lit do dvou kategorií. První kategorie
jsou speci�cky navrºené p°ímo zna£ené malé molekuly nap°. Cu-PTSM, která byla
vyvinuta jako látka pouºívaná p°i m¥°ení pr·toku krve3. V pr·b¥hu let se výzkum
v této oblasti posunul na zobrazení také jiných biologických proces· pomocí Cu-
ATSM nebo k diagnostice Dubin-Johnsonova syndromu4 pomocí Cu-DO2P. Druhou
skupinou jsou biologické nosi£e s cílenou biodistribucí (peptidy, protilátky) zna£ené
p°es bifunk£ní chelátory. Tato skupina zahrnuje hlavn¥ látky peptidového charak-
teru, které se selektivn¥ váºou na daný receptor [27].

Tato práce je zam¥°ena na druhou ze zmín¥ných skupin.

1.3.1 Konstrukty

Kovy obvykle nemohou být podávány jako radiofarmaka samostatn¥, jelikoº by do-
cházelo k neºádoucí distribuci radioaktivity v t¥le pacienta, proto je snaha o p°ipo-
jení ke speci�ckým nosi£·m jako jsou peptidy £i monoklonální protilátky, které mají
vhodné biologické vlastnosti.

3Nejd°íve se k m¥°ení pr·toku krve pouºívala voda zna£ená 15O. Problém byl v tom, ºe k vý-
rob¥ 15O je pot°eba cyklotronu, a proto odhady pr·toku byly omezeny na pouºití 82Rb, které lze
získat z generátoru. A£koliv se ukázalo, ºe 82Rb je uºite£né p°i ur£ování relativního pr·toku krve
myokardem, extrakce a retence rubidia závisí na nelineárním pom¥ru toku a je nezávisle ovlivn¥na
metabolickým stavem srdce, coº zap°í£i¬uje, ºe kvanti�kace pr·toku krve myokardu v absolutních
podmínkách je obtíºná. Vzhledem k polo£asu rozpadu 82Rb (T 1

2 = 75 s) je kvalita obrazu nízká,
proto se tento radionuklid za£al nahrazovat radioizotopy m¥di [28].

4Dubin·v-Johnson·v syndrom je autozomáln¥ recesivní onemocn¥ní charakterizované hyperbi-
lirubinémií.
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Jedine£né vlastnosti polymer·, jako je jejich vysoký stupe¬ v¥tvení, multiva-
lence, globulární struktura a dob°e de�novaná molekulová hmotnost, z nich £iní
slibné °e²ení pro distribuci lé£iv. V posledním desetiletí se zvý²il výzkum designu
a syntézy biokompatibilních polymer· a jejich aplikace v mnoha oblastech biologie
v£etn¥ distribuce lé£iv, imunologie a vývoje vakcín, antimikrobiálních látek a anti-
virotik. Nedávný pokrok byl u£in¥n také v aplikaci biokompatibilních polymer· na
lé£bu rakoviny.

Struktury konstrukt· pouºitých v této práci se nacházejí v P°íloze A.

1.3.2 Optimální bifunk£ní chelátory pro slou£eniny s radio-

nuklidy m¥di

Chelata£ní £inidla pro slou£eniny zna£ené radionuklidy m¥di, jsou v poslední dob¥
velmi d·leºitou oblastí výzkumu. Rychlý vývoj má za následek vysoce speci�cké che-
látory, které mohou být snadno konjugovány s biomolekulami a ú£inn¥ radioaktivn¥
zna£eny m¥dí (v oxida£ním stav¥ II) za vzniku stabilních komplex· in vivo. Tyto
chelátory nejsou ur£eny pouze pro konjugaci s monovalentními biomolekulami, ale
také pro konjugaci s multivalentními cílícími ligandy, jako jsou nap°. teranostické
nano£ástice. Díky t¥mto vlastnostem mají slou£eniny zna£ené radioaktivní m¥dí
uplatn¥ní v diagnostice i terapii. Na základ¥ chemické struktury se dají chelátory
pouºívané v nukleární medicín¥ p°i p°íprav¥ radiofarmak obsahující radionuklidy
m¥di rozd¥lit do dvou kategorií na acyklické a makrocyklické chelátory. O obou
podskupinách bude pojednáváno níºe [29].

Acyklické chelátory

Acyklické chelátory tvo°í komplexy rychleji neº makrocyklické chelátory, av²ak jejich
vazba s radionuklidem je slab²í, a proto se tém¥° nepouºívají. Mezi klasické acyklické
chelátory, které komplexují m¥¤, pat°í nap°. EDTA a DTPA [29].

Makrocyklické chelátory

Makrocyklické chelátory a jejich kovové komplexy mají v biomedicínské oblasti ²iroké
uplatn¥ní. Za pr·kopníka tohoto odv¥tví m·ºe být povaºován Charles J. Pederson,
který jako první popsal komplexa£ní vlastnosti a syntézy mnoha makrocyklických lá-
tek. Od této chvíle bylo prozkoumáno a p°ipraveno velké mnoºství makrocyklických
chelátor·. Stabilita komplexu makrocyklických chelátor· je vysoká, výt¥ºek jejich
zna£ení, v²ak m·ºe být relativn¥ malý. Nejv¥t²í úsp¥ch m¥ly tetraazamakrocyk-
lické ligandy s p°ív¥skovými rameny, které vyuºívají makrocyklických i chelata£ních
ú£ink· pro zvý²ení stability. Doposud byly jako chelátory pro zna£ení radionuklidy
m¥di pouºívané analogy TETA. Nevýhodou efektivního zna£ení t¥chto analog· je
vysoká teplota 90 ◦C. Nedávné studie prokázaly relativn¥ nízkou in vivo stabilitu
komplex· Cu (II) - TETA (m¥¤ se snadno z komplexu uvolní), proto se od t¥chto
chelátor· upustilo [30].

Bass a kol. prokázali [31], ºe kdyº byl Sprague-Dawley krysám injektován 64Cu-
TETA-oktreotid (OC), tém¥° 70 % 64Cu z 64Cu-TETA-OC se navázalo na slou£e-
ninu o velikosti 35 kDa, o které se p°edpokládá, ºe je superoxiddismutáza (SOD)
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nacházející se v játrech 20 hodin po injekci. Toto pozorování také potvrdil Boswell
a kolektiv [32].

Studie metabolismu v játrech potkan· odhalily, ºe komplex 64Cu-CB-TE2A
m¥l za následek výrazn¥ niº²í hodnoty 64Cu navázané na protein neº 64Cu-TETA
(13±6 % vs 75±9 % za 4 h) [32].

Historie slou£eniny DOTA a jejich komer£n¥ dostupných derivát· sahá do 90. let
minulého století. Její vyuºití je ²iroké zejména pro komplexaci r·zných kovových
radionuklid·. Po°ád zde je pomalé zna£ení i p°i vysoké teplot¥ (90 ◦C). Komplexy
jsou inertní, av²ak moºnost redukce m¥di do stupn¥ I zde p°etrvává stejn¥ jako
u p°edchozího chelátoru. Stabilita komplexu in vivo je totoºná se stabilitou komplex·
TETA. Nízká stabilita vede k vysoké akumulaci komplex· v játrech [30, 33].

Podobný trend jako u slou£enin, kde ligandem byla TETA a CB-TE2A, byl
pozorován u cyklámových derivát·, s komplexem 64Cu CB-DO2A podléhající men²í
transchelaci neº komplex 64CuDOTA (61±14 % vs 90,3±0,5 % po 4 h) [32].

Postupem £asu se za£aly více zkoumat �cross-bridged� cyklámové deriváty (c-b
chelátory). C-b cyklámové deriváty tvo°í vysoce stabilní komplexy s Cu(II) (nedo-
chází zde k redukci na Cu (I)) z d·vodu v¥t²ího geometrického omezení p°i za£len¥ní
do makrocyklického ligandu, které zvy²uje kinetickou inertnost a termodynamickou
stabilitu. Takto vytvo°ené komplexy vykazují dobrou in vivo stabilitu [33, 34].

Mezi komer£n¥ dostupnými chelátory se tém¥° p°ed deseti lety objevil sarcopha-
gin (3,6,10,13,16,19-Hexazabicyclo [6.6.6] n-ikosan) (Obrázek 1.7) a jeho deriváty.
Sarcophagin je bicyklická slou£enina odvozená od cyklámu. Tyto ligandy jsou selek-
tivní pro Cu (II), u které nedochází k redukci na Cu (I), taktéº se vyzna£ují ú£inným
zna£ením a umoº¬ují dosáhnout vysokou hmotnostní aktivitu vzniklého komplexu.
Nevýhodou je nízká chemická variace a sloºitá syntéza [33].

Obrázek 1.7: Struktura sarcophaginu

Mezi nejpouºívan¥j²í chelátory v radionuklidové terapii pat°í NOTA. Velkou
výhodou je rychlé zna£ení p°i laboratorní teplot¥. I p°es malou selektivitu a nízkou
kinetickou inertnost jsou takto vytvo°ené komplexy in vivo stabilní [30].

Poschenrieder a kolektiv zkoumali in vivo stabilitu 64Cu-NOTA-pentixater. Tento
komplex v lidském séru z·stal stabilní po dobu 24 hodin (> 99 % intaktní 64Cu-
chelát) [35].

Nejv¥t²í shodu s poºadovanými vlastnostmi (podmínky zna£ení, stabilita vytvo-
°eného komplexu) vykazují chelátory NOTA a cb-cyklámy, proto se v sou£asnosti
výzkum koordina£ní chemie m¥di zam¥°uje p°edev²ím na rozvoj t¥chto chelát· [33].
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1.3.3 Kinetika v lidských tkáních

M¥¤ je t°etím nejvíce se vyskytujícím p°írodním stopovým kovem v lidském orga-
nismu (po ºeleze a zinku). V sou£asnosti jsou její biochemické a metabolické pochody
jiº dob°e popsány [23].

Výzkum metabolismu m¥di v lidském t¥le se za£al rozvíjet v 30. a 40. letech
20. století, kdy prob¥hlo mnoho studií na lidech týkajících se p°íjmu m¥di v po-
trav¥ a jejího následného vylu£ování. První pouºití radioaktivních izotop· m¥di se
datuje na za£átek 40. let 20. století u potkan· a ps·. Tyto studie poskytly infor-
mace o absorpci a retenci m¥di po perorálním podání a o odbourání m¥di z krve
po intravenózní aplikaci. První hlá²ená studie na lidech prob¥hla v roce 1947. V¥dci
sledovali výskyt radioaktivní m¥di v krvi po intravenózních a subkutánních aplika-
cích. Ve výzkumu metabolismu se pouºívají dva radioizotopy m¥di (64Cu a 67Cu).
Tyto radioizotopy mají relativn¥ krátké polo£asy rozpadu, coº omezuje jejich pou-
ºití pouze na krátkodobé studie. Radioizotopy se i dnes pouºívají pro metabolické
studie u laboratorních zví°at a lidí s poruchami metabolismu m¥di. Velká £ást vý-
zkumu u lidí se zam¥°ila na Wilsonovu chorobu, Menkes·v syndrom5 a biliární
cirhózu. Vý²e zmín¥né metabolické defekty vedou k vy£erpání nebo nahromad¥ní
m¥di v tkáních [37].

M¥¤ je v lidském t¥le nesena krevním proteinem ceruloplasminem do dvanáct-
níku a horní £ásti tenkého st°eva, kde je absorbována a následn¥ transportována do
jater. Poslední výzkumy poukazují i na vst°ebávání v ºaludku. Volná m¥¤ ani její
volné ionty se v lidském organismu tém¥° nevyskytují, ve²keré ionty jsou spojeny
s proteiny: 95 % s ceruloplasminem, zbytek s albuminem a aminokyselinami. Malé
mnoºství m¥di se vylu£uje mo£í, av²ak hlavní £ást p°ijaté m¥di v organismu je vylu-
£ována ºlu£ovou ²´ávou. M¥¤ je v lidské výºiv¥ nezbytná pro normální metabolismus
ºeleza a tvorbu £ervených krvinek. Anémie je klinickým p°íznakem nedostatku ºeleza
i m¥di. M¥¤ je nevyhnutelnou sou£ástí lidského organismu [38, 39, 40].

D·leºitým aspektem radiofarmak je jejich kinetická stabilita. Tento pojem cha-
rakterizuje rychlost disociace radionuklidu z radiofarmaka a úzce souvisí se stabilitou
kovového komplexu in vivo. U kovových komplex· acyklických chelátor· je kinetická
disociace rychlá, kdeºto cyklické chelátory jsou více kineticky inertní [29].

Nízká kinetická stabilita komplexu vede k dekomplexaci a následné akumulaci
radionuklid· v necílových tkáních. V posledních letech výzkum pracuje p°edev²ím
na zlep²ení kinetiky tetraazamakrocyklických ligand· zvý²ením pevnosti kostry li-
gandu. Aby se zvý²ila pevnost kostry ligandu, do²lo k chemickému p°emost¥ní cyk-
lámových kruh·. P°ipravené byly r·zné deriváty s postranními °et¥zci, které mají za
úkol vytvá°et stabilní vazbu s kovem. Mezi takové ligandy pat°í nap°. kyselina CB-
TE2A, která je vybavena dv¥ma p°iv¥²enými rameny karboxylové kyseliny. Kyselina
CB-TE2A tvo°í s m¥dí (II) vysoce in vivo stabilní komplexy s p°íznivou farmakoki-
netikou. Zvý²ená pevnost ligandu zp·sobila prodlouºení doby zna£ení a také zvý²ení
teploty pro ú£inné zna£ení radionuklidy m¥di. Zmín¥né podmínky jsou zcela nevy-
hovující pro zna£ení konstrukt· obsahující peptidy nebo jiné biomolekuly, jelikoº se
jedná o molekuly citlivé na zvý²enou teplotu [29].

5Menkes·v syndrom neboli trichopoliodystrophia je onemocn¥ní vázané na chromosom X, které
je zp·sobeno mutací genu kódujícího Cu2+ transportující ATPázu a neumoº¬uje p°enos Cu p°es
Golgiho membránu do krevního °e£i²t¥ [36].
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1.4 Kontrola kvality

D·leºitým krokem v °et¥zci operací pro výrobu nového radionuklidu je zaji²t¥ní
kvality získaného produktu. Obecn¥ je t°eba vzít v úvahu £ty°i aspekty. Jedná se
o radionuklidovou £istotu, radiochemickou £istotu, chemickou £istotu a speci�ckou
aktivitu. O jednotlivých aspektech je pojednáváno v následujících podkapitolách.
Zmín¥né £ty°i testy zji²t¥ní kvality jsou zásadní z hlediska dal²ího zpracování radio-
nuklidu. Pokud je radionuklid pouºit na p°ípravu radiofarmaka pro humánní podání,
p°ichází na °adu n¥kolik dal²ích p°ísných test·, jako jsou testy sterility, apyrogeni-
city a toxicity. V této práci byla zkoumána pouze radiochemická £istota u preparátu
64Cu [41].

1.4.1 Radionuklidová a radiochemická £istota

Podle Majera [42] lze za radiochemicky £istý povaºovat takový preparát radioaktiv-
ního prvku, ve kterém nelze chemickými nebo fyzikálními analytickými metodami
dokázat jiné ru²ivé elementy, které tento preparát m·ºe obsahovat. Tato mnoºství
jiných radioaktivních prvk· projevujících se svou vlastní charakteristickou a t°eba
i silnou aktivitou, jsou neváºitelná a uvedenými analytickými metodami nepost°eh-
nutelná. Nep°ítomnosti jakéhokoli jiného radionuklidu je dosaºeno volbou vhodné
reakce pro p°ípravu a energetické ztráty svazku p°i oza°ování na cyklotronu v kom-
binaci s chemickou separací.

Jak uvádí Majer [42], za radionuklidov¥ £istý ozna£ujeme takový produkt, který
jeví radioaktivní vlastnosti jen jediného, zcela ur£itého jaderného individua, jenº
m·ºe v²ak obsahovat i zna£né mnoºství libovolných stabilních chemických prvk·.
P°ítomnost t¥chto chemických ne£istot nemusí být pro daný ú£el ru²ivá. To zna-
mená, ºe radiochemicky odd¥lený produkt je ve form¥ jednoho hlavního chemického
druhu. V p°ípad¥ pevného produktu je odd¥lený radionuklid obecn¥ p°eveden do
poºadované radiochemické formy prost°ednictvím oxida£ních/reduk£ních reakcí. Vý-
roba radionuklid· v cyklotronech, p°i vhodn¥ zvoleném jaderném procesu a chemické
separaci, vede k velmi nízkých radiochemickým a radionuklidovým ne£istotám. Ra-
diochemická £istota se obecn¥ testuje radiochromatogra�ckými metodami, jako jsou
chromatogra�e na tenké vrstv¥ (TLC), vysoce ú£inná kapalinová chromatogra�e
(HPLC) a ionexovou chromatogra�i [41].

1.4.2 Chemická £istota

Pod pojmem chemická £istota se rozumí nep°ítomnost neaktivních ne£istot, které se
obvykle zavád¥jí chemickými £inidly pouºívanými p°i výrob¥ radionuklidu. Krom¥
jejich moºné toxicity mohou tyto ne£istoty tvo°it komplexy s radionuklidem, £ímº
sniºují jeho reaktivitu. Pro kontrolu chemické £istoty se pouºívá jedna nebo více
standardních technik, jako je nap°. kapalinová chromatogra�e, tenkovrstvá chroma-
togra�e, detekce ultra�alovým (UV) nebo infra£erveným (IR) paprskem, hmotnostní
spektrometrie s induk£n¥ vázaným plazmatem (ICP-MS) a polarogra�e [41].
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1.4.3 Hmotnostní aktivita

Hmotnostní aktivita je de�nována jako radioaktivita vztaºená na jednotku hmot-
nosti daného prvku nebo jeho chemické formy. Pro odhad hmotnostní aktivity se
obecn¥ radioaktivita m¥°í v ioniza£ní komo°e a hmotnost se stanoví pomocí citlivé
detek£ní metody, jako je UV, IR, index lomu nebo m¥°ení vodivosti [41].

1.4.4 Vysokoú£inná kapalinová chromatogra�e

HPLC je analytická metoda, jejíº za£átky sahají aº k vynálezu chromatogra�e na
po£átku 20. století. Vývoj pokra£oval p°es rozd¥lovací a papírové chromatogra�e
ve 40. letech 20. století, k zavedení kapalinové chromatogra�e na po£átku 60. let.
Krátce nato pot°eba lep²ího rozli²ení a vysokorychlostních analýz net¥kavých vzork·
vedla k vývoji HPLC [43].

Za pr·kopníka chromatogra�e je povaºován ruský botanik Michail Cv¥t, který
v roce 1903 jako první na sloupci sorbentu rozd¥lil listová barviva. Ve 40. letech
20. století v¥dci Martin a Synge vyvinuli rozd¥lovací chromatogra�i a tyto d¥je
matematicky popsali, za coº jim byla v roce 1952 ud¥lena Nobelova cena. V roce
1944 byla poprvé pouºita papírová chromatogra�e, která byla vyvinuta pro separaci
aminokyselin. Dal²í vývoj dosp¥l k tomu, ºe v roce 1969 bylo p°edstaveno první ko-
mer£ní HPLC (HPLC ALC100). V 80. letech 20. století byla HPLC b¥ºn¥ pouºívaná
technika pro separaci chemických slou£enin. Nové p°ístroje a postupy zajistily lep²í
separaci, identi�kaci, £i²t¥ní a kvanti�kaci, zatímco po£íta£e a automatizace poskyto-
valy pohodlí. Zlep²ení reprodukovatelnosti bylo zap°í£in¥no vynálezem mikro-kolon,
a�nitních kolon a rychlým vývojem HPLC. V roce 2004 byla p°edstavena nová ultra
výkonná kapalinová chromatogra�e (UPLC), která aº 10x sníºila dobu analýzy a 3x
zlep²ila citlivost p°ístroje [43].

Vysokoú£inná kapalinová chromatogra�e je jednou z nejroz²í°en¥j²ích chroma-
togra�ckých technik, jejíº pouºití se pravd¥podobn¥ v následujících letech je²t¥
zvý²í [43].
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Kapitola 2

Experimentální £ást

2.1 Kontrola kvality

2.1.1 Radionuklidová a radiochemická £istota

Radionuklidová £istota byla provedena pouze u radioizotopu 64Cu a to pomocí me-
tody TLC. Cílem experimentu bylo ov¥°ení kvality a £istoty p°ipravovaného radio-
nuklidu 64Cu pomocí r·zn¥ selektivních chelátor· pro m¥¤.

Pouºité chemikálie

� Pufr MES hydrát; ≥ 99,5 % (Sigma Aldrich, USA)

� Ethylendiamintetraoctová kyselina; 99,995 % trace metals basic (Sigma Ald-
rich, USA)

� Chelex 100 sodium form; 50-100 mesh (Sigma Aldrich, USA)

� Voda; TraceSELECT (Sigma Aldrich, �výcarsko)

� Hydroxid sodný; ≥ 98,0 % (MERCK, N¥mecko)

�
64Cu; ². 180110Cu64 (Ústav jaderné fyziky AV �R, v.v.i.)

Pouºitý materiál

� DC-Fertigfolien Alugram SIL G, layer 0,2 mm silica gel 60 (Macherey-Nagel,
N¥mecko)

� Safe-Lock Tubes 0,5 ml; PCR clean (Eppendorf, N¥mecko)

Pouºité p°ístroje

� Termo-t°epa£ka Biosan TS-500 (MERCI, �R)

� Cyclone Plus Storage Phosphor System (Packard-Cyclon, USA)

Nejprve byly p°ipraveny reak£ní sm¥si DOTA, NOTA, ACBP v p°íslu²ných obje-
mech a mnoºstvích jako je uvedeno v Tabulce 2.1.
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P°íprava reagencí

� 1M NaOH:
Roztok byl p°ipraven rozpu²t¥ním 2,0 g NaOH v 50 ml vody.

� 0,1M EDTA pH 5,0:
Roztok byl p°ipraven rozpu²t¥ním 2,9922 g EDTA ve 100 ml vody p°i teplot¥
80 ◦C, titrováno 1M NaOH na pH 5,0.

� 0,5M MES pufr pH 6,2:
Roztok byl p°ipraven rozpu²t¥ním 5,857 g MES ve 300 ml vody, titrováno 1M
NaOH na pH 6,2. P°idáno 0,5 g chelexu, uloºeno p°es noc v lednici.

� Sloºka A: DOTA:
Do 3 ml kryovilaky p°ipraven roztok DOTA ve vod¥ o koncentraci 0,5 mg/ml.

� Sloºka B: NOTA:
Do 3 ml kryovilaky p°ipraven roztok NOTA ve vod¥ o koncentraci 0,5 mg/ml.

� Sloºka C: ACBP:
Do 3 ml kryovilaky p°ipraven roztok ACBP ve vod¥ o koncentraci 0,5 mg/ml.

� Sloºka D: 64Cu
Radionuklid 64Cu (². 180110Cu64) byl p°ipraven pracovníky Ústavu jaderné
fyziky AV �R.

K p°íslu²ným reagencím bylo p°idáno 40 MBq radionuklidu 64Cu; ² 180110Cu64.
Takto vzniklý roztok byl dopln¥n na 100 µl pufrem MES a mikroelektrodou ov¥-
°eno p°íslu²né pH 6,2. Sm¥si byly inkubovány po dobu 10 min, p°i teplot¥ 25◦C.
Po inkubaci bylo na TLC desti£ku naneseno 3 µl takto p°ipraveného vzorku. Jako
stacionární fáze byla pouºita DC-Fertigfolien Alugram SIL G, layer 0,2 mm silica
gel 60 na dráze 8,0 cm. Vzorky byly vyvíjeny pomocí mobilní fáze 0,1M EDTA
po dobu 1 hodiny. Následn¥ byly desky vysu²eny pod infralampou a m¥°eny na p°í-
stroji Cyclon. Vzorky byly m¥°eny v tripletech a výsledky byly vyhodnoceny pomocí
softwaru OptiQuant.
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Tabulka 2.1: Zna£ení vzork·
�íslo Sloºka A Sloºka B Sloºka C Sloºka D Teplota
vzorku [mol. ekv.] [mol. ekv.] [mol. ekv.] [mol. ekv.] [◦C]

1 90 40 25
2 90 40 25
3 90 40 25

4 90 40 25
5 90 40 25
6 90 40 25

7 90 40 25
8 90 40 25
9 90 40 25

10 40 25

2.2 Zna£ení konstrukt·

V rámci spolupráce s ústavem makromolekulární chemie AV �R a P°írodov¥dec-
kou fakultou Univerzity Karlovy byly p°ipraveny ligandy, které byly zna£eny radio-
nuklidy 61Cu a 64Cu.

Pouºité chemikálie

� Pufr MES hydrát; ≥ 99,5 % (Sigma Aldrich, USA)

� Ethylendiamintetraoctová kyselina; 99,995 % trace metals basic (Sigma Ald-
rich, USA)

� Chelex 100 sodium form; 50-100 mesh (Sigma Aldrich, USA)

� Voda; TraceSELECT (Sigma Aldrich, �výcarsko)

� Hydroxid sodný; ≥ 98,0 % (MERCK, N¥mecko)

�
64Cu; ². 180110Cu64 (Ústav jaderné fyziky AV �R, v.v.i.)

� RAM-14; PK-250419GE-11 (Ústav Makromolekulární Chemie AV �R, v.v.i.),
struktura uvedena v P°íloze A

� RAM-15a; PC519A (Ústav Makromolekulární Chemie AV �R, v.v.i.), struk-
tura uvedena v P°íloze A

� RAM-16; PC518zn (Ústav Makromolekulární Chemie AV �R, v.v.i.), struk-
tura uvedena v P°íloze A
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Pouºitý materiál

� Safe-Lock Tubes 0,5 ml; PCR clean (Eppendorf, N¥mecko)

Pouºité p°ístroje

� Termo-t°epa£ka Biosan TS-500 (MERCI, �R)

2.2.1 Podmínky zna£ení

Z kaºdého ligandu byl odváºen p°ibliºn¥ p°esn¥ 1 mg, který byl rozpu²t¥n v 1 ml
0,5M MES pH = 6,2. Z takto p°ipravených vzork· bylo odebráno 100 µl na neaktivní
HPLC analýzu.

Ze vzorku ligandu bylo odebráno 200 µl, ke kterému bylo p°idáno 164 µl 64Cu
(coº odpovídá aktivit¥ p°ibliºn¥ 400 MBq) a 636 µl 0,5M MES. Takto p°ipravené
vzorky byly p°i laboratorní teplot¥ ponechány na t°epa£ce 30 min.

Po 30 min bylo z kaºdého takto p°ipraveného vzorku odebráno 100 µl na analýzu
výt¥ºku zna£ení.

2.3 Analýza

Pouºité chemikálie

� Pufr MES hydrát; ≥ 99,5 % (Sigma Aldrich, USA)

� Chelex 100 sodium form; 50-100 mesh (Sigma Aldrich, USA)

� Voda; TraceSELECT (Sigma Aldrich, �výcarsko)

� Chlorid sodný; (Sigma Aldrich, USA)

� Isopropanol; HPLC grade

� Methanol; HPLC grade

Pouºitý materiál

� Vialka ²roubovací, ²irokohrdlá, 2 ml (Verkon, �R)

� Uzáv¥r ²roubovací se septem (pro ²irokohrdlé 2ml vialky), ND10 (Verkon, �R)

� Inserty pro ²irokohrdlé vialky (Verkon, �R)

� BioSep-SEC-s2000 (Phenomenex, USA)

� BioSep-SEC-s4000 (Phenomenex, USA)
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Pouºité p°ístroje

� Agilent technologies 1200 series (Agilent Technologies, USA)

� Gabi * (Elysia-raytest GmbH, N¥mecko)

� Waters 2489 UV/Visible Detector (Waters Corporation, USA)

� Agilent 35900 dual channel interface (Agilent Technologies, USA)

Analýza probíhala na radioaktivních i neaktivních vzorcích, které jsou uvedeny
v Tabulkách 2.2, 2.3, kde * zna£í ozna£ený vzorek radionuklidem.

Systém se skládal z HPLC (Agilent technologies 1200 series), radiodetektoru
(Raytest Gabi), UV VIS detektoru (UV/Visible detector Waters 2489), Agilent
35900 dual channel interface. Celý systém byl uloºen ve 100% isopropanolu. K ana-
lýze byly pouºity gelové kolony (BioSep-SEC-s2000 a BioSep-SEC-s4000), které byly
p°ed experimentem uloºeny ve 60% methanolu.

Jako mobilní fáze byl pouºit 100% pufr (20 mM MES, 1 mM EDTA, 150 mM
NaCl, pH = 6,2). Pr·tok byl nastaven na 0,4 ml/min 0,4 ml/min, nást°ik byl 15 µl.
UV/VIS detektor byl nastaven na vlnovou délku 254 nm, energetické rozhraní radi-
odetektoru bylo v rozsahu 350-650 keV. Analýza jednoho vzorku probíhala 25 min.
Nam¥°ené chromatogramy jsou uvedeny v p°íloze B.

Tabulka 2.2: Vzorky analyzované p°i
zna£ení 61Cu

Tabulka 2.3: Vzorky analyzované
p°i zna£ení 64Cu

Vzorek

1. MES

2. RAM 14

3. RAM 15

4. RAM 16

5. RAM 14 *

6. RAM 15 *

7. RAM 16 *

8. 61Cu + MES

Vzorek

1. MES

2. RAM 14

3. RAM 15

4. RAM 16

5. RAM 14 *

6. RAM 15 *

7. RAM 16 *

8. 64Cu + MES
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Kapitola 3

Diskuze a výsledky

3.1 Kontrola kvality

Analýza kvality a £istoty p°ipravovaného radionuklidu Cu-64 byla provedena pomocí
postupu uvedeného v literatu°e [44]. Podle Davida [44] dochází k výt¥ºk·m zna£ení
pro chelátor NOTA 17±12 % a 5±4 % pro chelátor DOTA. ACBP bylo syntetizováno
na P°írodov¥decké fakult¥ Univerzity Karlovy skupinou profesora Hermanna tak,
aby docházelo ke komplexaci m¥di s výt¥ºky >95 %.

Tabulka 3.1: Výsledky radiochemické £istoty jednotlivých vzork·

Výt¥ºky Délka inkubace Molární ekvivalent
zna£ení [%] [min] chelátoru

64Cu 98,0 98,0 10 0

DOTA 6,2 10 90
DOTA 8,3 6,3±1,9 10 90
DOTA 4,5 10 90

NOTA 32,6 10 90
NOTA 29,8 30,0±2,5 10 90
NOTA 27,7 10 90

ACBP 93,9 10 90
ACBP 97,2 95,2±1,7 10 90
ACBP 94,6 10 90

V Tabulce 3.1 si m·ºeme v²imnout výsledk·, ze kterých vyplývá, ºe p°ipra-
vená m¥¤-64 byla v dobré £istot¥ [44]. Metoda pouºita pro analýzu radiochemické
£istoty p°ipravovaného radionuklidu byla £asov¥ náro£ná, proto by bylo vhodné do
budoucna tuto analýzu vyvinout nap°. na HPLC systém.
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3.2 Zna£ení konstrukt·

Z výsledk· uvedených v Tabulce 3.2 a Tabulce 3.3 je patrné, ºe ne v²echny kon-
strukty jsou kvantitativn¥ ozna£eny. Analyzované konstrukty se poda°ilo ozna£it
64Cu, 61Cu v²ak nikoliv.

Tabulka 3.2: Výt¥ºky zna£ení jednotli-
vých konstrukt· 61Cu

Tabulka 3.3: Výt¥ºky zna£ení jednotli-
vých konstrukt· 64Cu

Výt¥ºek zna£ení [%]

RAM 14 -

RAM 15 -

RAM 16 -

Výt¥ºek zna£ení [%]

RAM 14 93,2

RAM 15 95,4

RAM 16 95,1

D·vod, pro£ jsou výt¥ºky zna£ení nízké a v n¥kterých p°ípadech zna£ení v·bec
neprob¥hlo, m·ºe být ten, ºe se jedná o nov¥ p°ipravené konstrukty a jejich stálost
v £ase je²t¥ nebyla otestována � konstrukty by m¥ly být zna£eny co nejd°íve po syn-
téze. Z d·vodu koronavirové pandemie musely být n¥které experimenty po dobu t°í
m¥síc· posunuty a poºadavek zna£ení t¥sn¥ po syntéze byl spln¥n pouze u zna£ení
64Cu, kdy toto zna£ení probíhalo je²t¥ p°ed zmín¥nou pandemií. Zna£ení 61Cu probí-
halo aº po t°ím¥sí£ní pauze, a to m·ºe být jeden z d·vod·, pro£ p°i experimentech
nedo²lo k ozna£ení polymeru m¥dí-61. Na zna£ení by nem¥l mít v tomto p°ípad¥
vliv druh radioizotopu, jelikoº oba izotopy byly p°ed zna£ením p°ipravené do stejné
matrice (0,01M ultra trace HCl), tudíº výsledky zna£ení by m¥ly být srovnatelné.

Pro budoucí m¥°ení bych navrhovala zkoumat výt¥ºek zna£ení v závislosti na
teplot¥. V²echna m¥°ení, která jsou uvedená v této práci probíhala za teploty 25 ◦C.
V literatu°e je uvád¥no srovnání zna£ení konstrukt· p°i dvou teplotách (25 ◦C
a 70 ◦C). Zna£ení samotných ligand· je podobné, av²ak vy²²í teplota (70 ◦C) vedla
k lep²í ú£innosti zna£ení, to znamená k vy²²í hmotnostní aktivit¥, protoºe pro prak-
ticky kvantitativní ozna£ení posta£oval niº²í p°ebytek ligandu. Teplota v²ak v na²em
p°ípad¥ nem·ºe být p°íli² vysoká, aby nedo²lo k denaturaci protilátky - EBX, která
je sou£ástí konstrukt· [44].

Vzorky byly m¥°eny na dvou kolonách (BioSep-SEC-s2000, BioSep-SEC-s4000),
p°i£emº jsem zjistila, ºe m¥°ení na druhé zmín¥né kolon¥ je lep²í pro její vhodn¥j²í
vlastnosti pro d¥lení analyzovaných látek.

Konstrukty obsahují fosfátové skupiny mimo makrocyklický °et¥zec. Tyto sku-
piny by m¥ly napomáhat k p°enosu kovového iontu z roztoku do st°edu makrocyk-
lického °et¥zce, tudíº by m¥ly komplexaci a proces zna£ení mírn¥ urychlit. Fosfátové
skupiny jsou kyselé povahy, coº umoº¬uje zna£ení i v kyselém prost°edí. Postranní
chelata£ní ramena, která jsou p°ipojena na makrocyklickou kostru, by m¥la umoº¬o-
vat komplexaci kovového iontu i p°i velmi nízkých koncentracích rozpu²t¥ných iont·
radionuklidu v roztoku.

Rychlá a ú£inná komplexace za mírných podmínek je obecn¥ velmi ºádaná vlast-
nost u nosi£· pro radionuklidy, které se plánují poºívat jako radiofarmaka v nukleární
medicín¥, zvlá²t¥ pokud se jedná o radionuklidy s krátkým polo£asem rozpadu jako
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je m¥¤. V literatu°e je uvedeno, ºe dosavadní radiochemické experimenty na podob-
ných konstruktech potvrdily p°edpoklady ú£inné vazby radioizotop· m¥di a vysokou
stabilitu t¥chto komplex· [44].
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Záv¥r

V této práci byla napsána literární re²er²e o vyuºití radioizotop· m¥di v nukleární
medicín¥, o vhodných konstruktech a nosi£ích, ale také o kontrole kvality p°ipravo-
vaných radiofarmak.

V první pasáºi experimentální £ásti byla provedena analýza kvality a £istoty
p°ipravovaného radionuklidu 64Cu pomocí tenkovrstvé chromatogra�e. Z výsledk·
je patrné, ºe pro zna£ení 3 r·zn¥ selektivních chelátor· pro m¥¤ (DOTA, NOTA,
ACBP) p°i 90 molárním ekvivalentním p°ebytku ligandu za teploty 25 ◦C po dobu
10 min je výsledná radiochemická £istota 6,3; 30,0 a 95,2 % (DOTA, NOTA, ACBP),
coº poukazuje na dobrou radiochemickou £istotu 64Cu2+. Metoda, kterou byla zkou-
mána kvalita p°ipravovaného radionuklidu je £asov¥ náro£ná, proto by bylo do bu-
doucna vhodné tuto metodu p°evést na HPLC, které by analýzu urychlilo.

Dále byly ozna£eny a zanalyzovány konstrukty chelátor-polymer-protilátka, které
byly vyvinuty na Ústav makromolekulární chemie AV �R v. v. i. Analýza aktiv-
ních i neaktivních vzork· prob¥hla pomocí systému HPLC na BioSep-SEC-s2000
a BioSep-SEC-s4000 kolonách. Z výsledk· vyplývá, ºe zna£ení konstrukt· p°i tep-
lot¥ 25 ◦C po dobu 30 min m¥dí-61 neprob¥hlo. Zna£ení konstrukt· m¥dí-64 p°i
totoºných podmínkách prob¥hlo s výt¥ºky zna£ení 93,2, 95,4, 95,1 (RAM 14, RAM
15, RAM 16). Tento rozdíl byl pravd¥podobn¥ zp·soben rozkladem vzork· zkouma-
ných konstrukt·. Dosaºené výsledky poslouºí jako základ dal²í práce, která by m¥la
být zam¥°ená na p°ípadnou optimalizaci podmínek zna£ení, stabilitu in vitro a in
vivo.
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P°íloha A

Struktury zna£ených konstrukt·

Název vzorku RAM-14 

Popis vzorku Polymerní konjugát s chelátorem ME064-2 směrovaný GE-11 k EGFR 

Interní název vzorku PK-250419GE-11 

Uchovávání 
v mrazáku v lednici citlivý na vlhkost citlivý na světlo 

Jiné:   

Příprava vzorku 

Rozpustit v: PBS pufru destilovaná voda Jiné: 

Koncentrace roztoku: 

Sonifikace roztoku min                   Zahřátí roztoku              °C 

Pozn.  

Schématická struktura 

 

Charakterizace 
Mw 47 000 g/mol Ð 1,05 Rh n.a. 

Jiné  

Aktivní složka Vzorek ME064-2, peptid GE-11 

Obsah aktivní složky 15% peptidu 

15% chelátoru 

wt% 1,9 peptidu 

3,3 chelátoru 

mol% 

 

Obrázek A.1: Charakteristika ligandu RAM 14
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Název vzorku RAM-15 

Popis vzorku Erbitux s chelátorem 14-N4-PPi⁓NCS (ME058) 

Interní název vzorku PC519A 

Uchovávání 
v mrazáku v lednici citlivý na vlhkost citlivý na světlo 

Jiné:   

Příprava vzorku 

Rozpustit v: PBS pufru destilovaná voda Jiné: 

Koncentrace roztoku: 

Sonifikace roztoku min                   Zahřátí roztoku              °C 

Pozn.  

Schématická struktura 

S

NH

NNH

NHNH

P P

OH

O O

OH

NH Erbitux

4

 

Charakterizace 
Mw 154 000 g/mol Ð n.a. Rh n.a. 

Jiné  

Aktivní složka Erbitux, 14-N4-PPi⁓NCS (ME058) 

Obsah aktivní složky cca 1,3 wt%  mol% 

 

Obrázek A.2: Charakteristika ligandu RAM 15
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Název vzorku RAM-16 

Popis vzorku Konjugát s HPMA kopolymeru s chelátorem ME064 a s Erbituxem 

Interní název vzorku PC518zn 

Uchovávání 
v mrazáku v lednici citlivý na vlhkost citlivý na světlo 

Jiné:   

Příprava vzorku 

Rozpustit v: PBS pufru destilovaná voda Jiné: 

Koncentrace roztoku: 

Sonifikace roztoku min                   Zahřátí roztoku              °C 

Pozn.  

Schématická struktura 

 

Charakterizace 
Mw 490 000 g/mol Ð n.a. Rh n.a. 

Jiné  

Aktivní složka Erbitux, chelátor ME064 

Obsah aktivní složky  wt%  mol% 

 

Obrázek A.3: Charakteristika ligandu RAM 16
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P°íloha B

Nam¥°ené chromatogramy

=====================================================================
Acq. Operator   : SYSTEM Seq. Line :   1
Sample Operator : SYSTEM
Acq. Instrument : HPLC Location :   1
Injection Date  : 5/21/2020 2:08:53 PM Inj :   1

Inj Volume : 10.000 µl
Method : C:\ChemStation\1\Data\RAM_POLYMERS 2020-05-21 14-07-17\RAM POLYMERS.M (

Sequence Method)
Last changed    : 5/21/2020 12:50:02 PM by SYSTEM
Additional Info : Peak(s) manually integrated

min2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5

mAU
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 Radio 

=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, UV

Peak RetTime Type  Width     Area Height     Area
  #   [min] [min]   [mAU*s]     [mAU] %
----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
   1  11.515 MM    1.0112 2.54232e5  4190.11523 100.0000

Totals : 2.54232e5  4190.11523

Data File C:\ChemStation\1\Data\RAM_POLYMERS 2020-05-21 14-07-17\001-1-MES.D
Sample Name: MES

HPLC 6/11/2020 3:13:40 PM SYSTEM Page 1 of 2

Obrázek B.1: Chromatogram MES
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=====================================================================
Acq. Operator : SYSTEM Seq. Line : 4
Sample Operator : SYSTEM
Acq. Instrument : HPLC Location : 4
Injection Date : 6/11/2020 2:29:38 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 µl
Method : C:\ChemStation\1\Data\RAM_POLYMERS 2020-06-11 13-23-01\RAM POLYMERS.M (

Sequence Method)
Last changed : 5/21/2020 12:50:02 PM by SYSTEM
Additional Info : Peak(s) manually integrated
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=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, UV

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
1 10.632 MM 0.7269 1.19471e5 2739.30664 100.0000

Totals : 1.19471e5 2739.30664

Data File C:\ChemStation\1\Data\RAM_POLYMERS 2020-06-11 13-23-01\004-4-61_Cu.D
Sample Name: 61_Cu

HPLC 6/11/2020 3:09:34 PM SYSTEM Page 1 of 2

Obrázek B.2: Chromatogram MES + 61Cu

=====================================================================
Acq. Operator : SYSTEM Seq. Line : 4
Sample Operator : SYSTEM
Acq. Instrument : HPLC Location : 4
Injection Date : 6/11/2020 2:29:38 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 µl
Method : C:\ChemStation\1\Data\RAM_POLYMERS 2020-06-11 13-23-01\RAM POLYMERS.M (

Sequence Method)
Last changed : 5/21/2020 12:50:02 PM by SYSTEM
Additional Info : Peak(s) manually integrated
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=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, UV

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
1 10.632 MM 0.7269 1.19471e5 2739.30664 100.0000

Totals : 1.19471e5 2739.30664

Data File C:\ChemStation\1\Data\RAM_POLYMERS 2020-06-11 13-23-01\004-4-61_Cu.D
Sample Name: 61_Cu

HPLC 6/11/2020 3:09:34 PM SYSTEM Page 1 of 2

Obrázek B.3: Chromatogram MES + 61Cu

56



=====================================================================
Acq. Operator : CEPA Seq. Line : 4
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : 4
Injection Date : 8/20/2019 4:22:28 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 µl
Different Inj Volume from Sample Entry! Actual Inj Volume : 20.000 µl
Acq. Method : C:\Chem32\1\DATA\RAM 2019-08-20 2019-08-20 14-43-06\RAM POLYMERS.M
Last changed : 8/6/2019 4:18:44 PM by CEPA
Analysis Method : C:\ChemStation\1\Data\RAM 2019-08-20 2019-08-20 14-43-06\RAM POLYMERS.M (

Sequence Method)
Last changed : 8/6/2019 4:18:44 PM by CEPA
Additional Info : Peak(s) manually integrated
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=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, ADC1 CHANNEL A

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
1 14.316 BV 0.9196 2.72354e4 403.93417 64.9780
2 15.860 VV 0.8115 8617.70508 124.35464 20.5600
3 17.460 VB 2.3242 6061.75488 30.45453 14.4620

Totals : 4.19149e4 558.74334

Data File C:\ChemStation\1\Data\RAM 2019-08-20 2019-08-20 14-43-06\004-0401.D
Sample Name: MES pufr + Cu-64

HPLC 6/11/2020 3:23:17 PM SYSTEM Page 1 of 2

Obrázek B.4: Chromatogram MES + 64Cu

=====================================================================
Acq. Operator   : CEPA Seq. Line :   6
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 6
Injection Date  : 6/18/2019 12:35:08 PM Inj :   1

Inj Volume : 10 µl
Different Inj Volume from Sequence !     Actual Inj Volume : 20 µl
Acq. Method     : C:\Chem32\1\DATA\RAM 2019-06-18 2019-06-18 10-40-45\RAM POLYMERS.M
Last changed    : 9/11/2018 6:36:30 PM by CEPA
Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\RAM 2019-06-18 2019-06-18 10-40-45\006-0601.D\DA.M (RAM

POLYMERS.M)
Last changed    : 6/18/2019 5:30:49 PM by CEPA

min2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5

mAU

100

200

300

400

500

 UV

min2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5

mAU

49.1

49.2

49.3

49.4

49.5

 Radio

=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, ADC1 CHANNEL A

Peak RetTime Type  Width     Area Height     Area  
  #   [min] [min]   [mAU*s]     [mAU] %
----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
   1  11.402 MM T  1.2645 3225.78223   42.51699 100.0000

Totals : 3225.78223   42.51699

Data File C:\CHEM32\1\DATA\RAM 2019-06-18 2019-06-18 10-40-45\006-0601.D
Sample Name: RAM-14 100 ug/mL

Instrument 1 6/18/2019 5:31:11 PM CEPA Page 1 of 2

Obrázek B.5: Chromatogram RAM 14
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=====================================================================
Acq. Operator : SYSTEM Seq. Line : 1
Sample Operator : SYSTEM
Acq. Instrument : HPLC Location : 1
Injection Date : 6/11/2020 1:24:43 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 µl
Method : C:\ChemStation\1\Data\RAM_POLYMERS 2020-06-11 13-23-01\RAM POLYMERS.M (

Sequence Method)
Last changed : 5/21/2020 12:50:02 PM by SYSTEM
Additional Info : Peak(s) manually integrated
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=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, UV

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
1 0.040 BV 0.0166 2.11612 2.12986 0.0925
2 4.777 MM 0.6533 2284.62573 58.28011 99.9075

Totals : 2286.74185 60.40996

Data File C:\ChemSta...Data\RAM_POLYMERS 2020-06-11 13-23-01\001-1-RAM-14 labelled 61_Cu.D
Sample Name: RAM-14 labelled 61_Cu

HPLC 6/11/2020 3:08:57 PM SYSTEM Page 1 of 2

Obrázek B.6: Chromatogram RAM 14 zna£ený 61Cu

=====================================================================
Acq. Operator   : CEPA Seq. Line :   5
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 6
Injection Date  : 6/18/2019 4:13:28 PM Inj :   1

Inj Volume : 10 µl
Different Inj Volume from Sequence !     Actual Inj Volume : 20 µl
Acq. Method     : C:\Chem32\1\DATA\RAM 2019-06-18 2019-06-18 14-41-26\RAM POLYMERS.M
Last changed    : 9/11/2018 6:36:30 PM by CEPA
Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\RAM 2019-06-18 2019-06-18 14-41-26\006-0501.D\DA.M (RAM

POLYMERS.M)
Last changed    : 6/18/2019 5:35:01 PM by CEPA
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=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, ADC1 CHANNEL A

Peak RetTime Type  Width     Area Height     Area  
  #   [min] [min]   [mAU*s]     [mAU] %
----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
   1   6.731 MM T  0.7235  398.87061    9.18892   3.3988
   2  11.393 MM T  2.1295 1.13369e4    88.72752  96.6012

Totals : 1.17357e4    97.91644

Data File C:\CHEM32\1\DATA\RAM 2019-06-18 2019-06-18 14-41-26\006-0501.D
Sample Name: RAM-14 100 ug/mL labelled

Instrument 1 6/18/2019 5:36:13 PM CEPA Page 1 of 2

Obrázek B.7: Chromatogram RAM 14 zna£ený 64Cu
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=====================================================================
Acq. Operator : CEPA Seq. Line : 2
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : 2
Injection Date : 8/20/2019 11:58:04 AM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 µl
Acq. Method : C:\Chem32\1\DATA\RAM 2019-08-20 2019-08-20 11-24-06\RAM POLYMERS.M
Last changed : 8/6/2019 4:18:44 PM by CEPA
Analysis Method : C:\ChemStation\1\Data\RAM 2019-08-20 2019-08-20 11-24-06\RAM POLYMERS.M (

Sequence Method)
Last changed : 8/6/2019 4:18:44 PM by CEPA
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=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, ADC1 CHANNEL A

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
1 14.179 BB 0.9344 2.04809e4 281.30881 86.8143
2 19.386 BB 2.0970 3110.72681 17.33951 13.1857

Totals : 2.35916e4 298.64831

Data File C:\ChemStation\1\Data\RAM 2019-08-20 2019-08-20 11-24-06\002-0201.D
Sample Name: RAM-15 1000ug/mL

HPLC 6/11/2020 3:20:47 PM SYSTEM Page 1 of 2

Obrázek B.8: Chromatogram RAM 15

=====================================================================
Acq. Operator : SYSTEM Seq. Line : 2
Sample Operator : SYSTEM
Acq. Instrument : HPLC Location : 2
Injection Date : 6/11/2020 1:46:21 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 µl
Method : C:\ChemStation\1\Data\RAM_POLYMERS 2020-06-11 13-23-01\RAM POLYMERS.M (

Sequence Method)
Last changed : 5/21/2020 12:50:02 PM by SYSTEM
Additional Info : Peak(s) manually integrated
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=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, UV

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
1 0.025 BV 0.0212 5.40779 4.25234 2.072e-4
2 8.357 MM 0.5276 2.17973e6 6.88557e4 83.5043
3 10.224 MF 0.4879 1.95083e5 6664.13379 7.4735
4 10.605 FM 0.5710 2.35503e5 6874.36670 9.0220

Totals : 2.61032e6 8.23985e4

Data File C:\ChemSta...Data\RAM_POLYMERS 2020-06-11 13-23-01\002-2-RAM-15 labelled 61_Cu.D
Sample Name: RAM-15 labelled 61_Cu

HPLC 6/11/2020 3:09:11 PM SYSTEM Page 1 of 2

Obrázek B.9: Chromatogram RAM 15 zna£ený 61Cu
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=====================================================================
Acq. Operator : CEPA Seq. Line : 2
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : 2
Injection Date : 8/20/2019 3:17:14 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 µl
Different Inj Volume from Sample Entry! Actual Inj Volume : 20.000 µl
Acq. Method : C:\Chem32\1\DATA\RAM 2019-08-20 2019-08-20 14-43-06\RAM POLYMERS.M
Last changed : 8/6/2019 4:18:44 PM by CEPA
Analysis Method : C:\ChemStation\1\Data\RAM 2019-08-20 2019-08-20 14-43-06\RAM POLYMERS.M (

Sequence Method)
Last changed : 8/6/2019 4:18:44 PM by CEPA
Additional Info : Peak(s) manually integrated
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=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, ADC1 CHANNEL A

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
1 14.280 BV 0.8177 2.51268e4 417.73700 65.2188
2 15.795 VV 0.8499 8424.16895 116.45919 21.8657
3 17.813 VB 2.2861 4975.94482 25.43789 12.9155

Totals : 3.85269e4 559.63408

Data File C:\ChemStation\1\Data\RAM 2019-08-20 2019-08-20 14-43-06\002-0201.D
Sample Name: RAM-15a labelled Cu-64

HPLC 6/11/2020 3:22:14 PM SYSTEM Page 1 of 3

Obrázek B.10: Chromatogram RAM 15 zna£ený 64Cu

=====================================================================
Acq. Operator : CEPA Seq. Line : 3
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : 3
Injection Date : 8/20/2019 12:30:30 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 µl
Acq. Method : C:\Chem32\1\DATA\RAM 2019-08-20 2019-08-20 11-24-06\RAM POLYMERS.M
Last changed : 8/6/2019 4:18:44 PM by CEPA
Analysis Method : C:\ChemStation\1\Data\RAM 2019-08-20 2019-08-20 11-24-06\RAM POLYMERS.M (

Sequence Method)
Last changed : 8/6/2019 4:18:44 PM by CEPA
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=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, ADC1 CHANNEL A

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
1 12.062 VV 0.9148 5134.38086 73.60403 18.1865
2 13.447 VV 0.3062 556.59521 21.55572 1.9715
3 14.200 VV 0.6895 1.46698e4 286.44730 51.9619
4 15.098 VB 0.5368 4745.86475 104.11591 16.8103
5 19.413 BB 2.0922 3125.18701 17.45178 11.0697

Totals : 2.82318e4 503.17474

Data File C:\ChemStation\1\Data\RAM 2019-08-20 2019-08-20 11-24-06\003-0301.D
Sample Name: RAM-16 1000 ug/mL

HPLC 6/11/2020 3:20:40 PM SYSTEM Page 1 of 2

Obrázek B.11: Chromatogram RAM 16
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=====================================================================
Acq. Operator : SYSTEM Seq. Line : 3
Sample Operator : SYSTEM
Acq. Instrument : HPLC Location : 3
Injection Date : 6/11/2020 2:08:02 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 µl
Method : C:\ChemStation\1\Data\RAM_POLYMERS 2020-06-11 13-23-01\RAM POLYMERS.M (

Sequence Method)
Last changed : 5/21/2020 12:50:02 PM by SYSTEM
Additional Info : Peak(s) manually integrated

min2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5

mAU

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

 UV

min2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5

CP S

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

 Radio 

=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, UV

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
1 0.017 BV 0.0210 5.01280 3.98727 3.546e-4
2 8.245 MF 2.4445 1.23994e6 8453.86426 87.7088
3 10.611 FM 0.6889 1.73757e5 4204.01855 12.2909

Totals : 1.41371e6 1.26619e4

Data File C:\ChemSta...Data\RAM_POLYMERS 2020-06-11 13-23-01\003-3-RAM-16 labelled 61_Cu.D
Sample Name: RAM-16 labelled 61_Cu

HPLC 6/11/2020 3:09:22 PM SYSTEM Page 1 of 2

Obrázek B.12: Chromatogram RAM 16 zna£ený 61Cu

=====================================================================
Acq. Operator : CEPA Seq. Line : 3
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : 3
Injection Date : 8/20/2019 3:49:50 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 µl
Different Inj Volume from Sample Entry! Actual Inj Volume : 20.000 µl
Acq. Method : C:\Chem32\1\DATA\RAM 2019-08-20 2019-08-20 14-43-06\RAM POLYMERS.M
Last changed : 8/6/2019 4:18:44 PM by CEPA
Analysis Method : C:\ChemStation\1\Data\RAM 2019-08-20 2019-08-20 14-43-06\RAM POLYMERS.M (

Sequence Method)
Last changed : 8/6/2019 4:18:44 PM by CEPA
Additional Info : Peak(s) manually integrated
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=====================================================================
Area Percent Report

=====================================================================

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: ADC1 A, ADC1 CHANNEL A

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

----|-------|----|-------|----------|----------|--------|
1 12.123 BV 0.7295 1399.98657 22.57544 3.4810
2 14.298 VV 0.8700 2.51837e4 390.69183 62.6187
3 15.802 VV 0.8515 8574.45703 117.89703 21.3202
4 17.882 VB 2.4111 5059.38330 24.54243 12.5800

Totals : 4.02175e4 555.70674

Data File C:\ChemStation\1\Data\RAM 2019-08-20 2019-08-20 14-43-06\003-0301.D
Sample Name: RAM-16 labelled Cu-64

HPLC 6/11/2020 3:22:50 PM SYSTEM Page 1 of 2

Obrázek B.13: Chromatogram RAM 16 zna£ený 64Cu
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