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vysledek konjugace monoklonalni protilatky

Monoklonélni protilatky jsou v poslednich néckolika desetiletich vyznamnym
nastrojem nejenom pro terapii ale také pro diagnostiku infek¢nich, autoimunitnich ¢i
nadorovych onemocnéni. Monoklonalni protilatky se vedle svého terapeutického uc¢inku
staly 1 biologickymi vektory pro latky s terapeutickym a diagnostickym vyznamem.
Vedle bakterialnich nebo rostlinnych toxind jsou monoklondlni protilatky schopny
dorucit na misto jejich specifické vazby, tj. antigenu proti kterému byly pfipraveny, i
radionuklidy, které jsou vyznamné z hlediska radiodiagnostiky a radioterapie. Tyto
emitory radioaktivniho zafeni se mohou na molekulu vazat bud’ pfimo napiiklad
v pfipad€ halogenace nebo nepfimo. Posledné zminény zplisob je nejrozsirené;si
z hlediska vétsi stability a vétsiho poctu radionuklidi, které se tak mohou pomoci
protilatek transportovat. Slouceninami, které umoziuji vazbu radionuklidu na molekulu
monoklonélni protilatky, jsou bifunkéni chelataéni ¢inidla (BFC). Mira vazby, tj.
konjugace, BFC na molekulu protilatky zavisi na vlastnostech samotného chelatoru a také
poctu a piistupnosti vazebnych mist na molekule protilatky. Cilem piedkladané prace
bylo vyvinout postup pro kvantifikaci miry konjugace zvolené monoklonalni protilatky
cetuximab vybranymi chelataénimi c¢inidly DTPA, DOTA a NOTA a také zjistit
optimalni pomér latkovych mnozstvi protilatka:chelator pro nejlepsi vytézek konjugace.

Monoklonélni protildtka cetuximab byla konjugovéna s jednotlivymi chelatacnimi
¢inidly DTPA, DOTA a NOTA v nasledujicich pomérech latkovych mnozstvi 1:1, 1:5,
1:20, 1:50 a 1:100 (cetuximab:BFC). Konjugace probihala v konjuga¢nim pufru NaHCO3
o koncentraci 0,1 M po dobu 2,5 hodiny pfi teplot¢ 37 °C. Pomoci metody Bradford
Protein Assay byla stanovena koncentrace konjugované protilatky a metodou Arsenazo

III byl zjistén pocet molekul konjugovaného chelatoru na molekule protilatky cetuximab.



Vysledkem experimentalni prace bylo uspésné zavedeni a ovéfeni vhodnosti metody
Arsenazo III pro kvantifikaci imunokonjugace a zjiSténi vlivu mnoZzstvi ptfidaného
chelatoru na vyslednou miru konjugace monoklonalni protilatky cetuximab vybranymi
BFC. Pro testované chelatory byl pro poméry latkovych mnozstvi 1:1, 1:5, 1:20, 1:50 a
1:100 (cetuximab:chelator) zjistén nasledujici pocet molekul konjugovaného chelatoru na
molekule protilatky, pro DTPA 14,8, 18,7, 15,3, 25,1 a 31,3; pro DOTA 3,3, 2,9, 3,3, 5,0
a7,7aproNOTA: 1,2, 1,5, 12,6, 34,8 a 58,8. Navic byl zjistén optimalni pomér latkovych
mnozstvi 1:5, 1:50 a 1:20 (cetuximab:BFC) pro chelatory DTPA, DOTA a NOTA
v tomto poradi.

Zavérem lze konstatovat, ze byla Uspé$né aplikovana metoda Arsenazo III pro
stanoveni miry konjugace monoklonalni protilatky. Metoda ve tiech opakovani pro
zvolené chelatory a poméry latkovych mnoZstvi cetuximab:BFC reprodukovatelné

kvantifikovala mnozstvi vazaného chelatoru.



