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ABSTRAKT

Zvlastni onkologickd diagnostika vyzaduje nové typy selektivnich radiofarmak,
zejména téch, které jsou vhodné pro molekularni PET zobrazovani a terapii potazmo
teranostiku. Cilem této prace je predstavit nova radiofarmaka s cilenou distribuci pro
diagnostiku immunoPET a terapii zaloZenou na monoklonalni protilatce IgG M75 zaméfené na
humanni karboanhydrazu IX, nimotuzumab (hR-3) cilici receptor pro epidermélni rastovy
faktor (EGFR) a jeden z derivati bombesinu (BBN) cilici GRP receptory. Tyto molekuly byly
znadeny radionuklidy %*Cu (ti2 12,70 hod.), ®!Cu (ti» 3,33 hod), ®*Ga (ti» 68 min) a '""Lu
(tin 6,71 dne). Tato potencialni radiofarmaka byla hodnocena in vitro a in vivo. Protilatka IgG
M75 ajeji fragment scFv-Fc M75, pfipraveny genetickou modifikaci, byly konjugovany
s nekomerénim chelatorem specifickym pro méd’ tzv. "fosfinatem" (PHS) a nasledné znaceny
radionuklidy °®'$*Cu. Stabilita znadeného konjugatu byla testovana v lidském séru.
Imunoreaktivita znaceného konjugatu byla hodnocena in vitro na vhodnych bunécénych
kulturach kolorektalniho karcinomu (HT-29) a jeho zobrazovaci vlastnosti byly odhadnuty
z in vivo experimnetll na myS$im modelu s inokulovanym kolorektalnim karcinomem HT-29
zobrazenym na PPET/CT. Testovany radioimunokonjugat byl ziskan pii specifické aktivité
0,7 az 0,1 MBq/ug. In vitro vazné experimenty odhalily specifickou vazbu na bunky HT-29
(45 £ 2,8 % celkové pfidané aktivity) a namétena hodnota Kp byla zjiSténa 9,2 nM. Zobrazeni
jednoznaéné prokdzalo signifikantni distribuci znacené monoklonalni protilatky v nadoru
18 hodin po aplikaci. Radioimunokonjugat IgG M75-NCS-PHS-Cu-64 se zda byt vhodnym
kandidatem na PET diagnostiku  hypoxickych nadori exprimujicich lidskou
karboanhydrazu IX. Déle byla konjugovana protilatka nimotuzumab s komerénim chelatorem
DOTA a nekonvenénim cheldtorem DOTAPO, tyto konjugaty byly znaceny radionuklidy **Cu
a '”"Lu o specifickych aktivitach 0,2 a 0,5 MBq/pg a nasledné hodnoceny in vitro na buné&énych
kulturach A431, véetné in vivo zobrazovacich experimenti na uSPECT/CT. Peptid BBN byl
konjugovan s chelatorem DOTA a znacen radionuklidy *Cu a %®Ga o specifickych aktivitach
10 a 0,1 MBg/ug. Znacené konjugaty byly hodnoceny in vitro na bunéénych modelech s linii
PC-3 a in vivo zobrazovany na uPET/CT.



ABSTRACT

Special oncology diagnostics require new types of selective radiopharmaceuticals,
especially those that are suitable for molecular PET imaging and therapy, respectively,
teranostics. The aim of this work is to present a new target radiopharmaceutical for immunoPET
diagnosis and therapy based on the monoclonal antibody IgG M75 directed to human carbonic
anhydrase IX, nimotuzumab (hR3) target epidermal growth factor receptor (EGFR) and one of
the bombesin derivatives (BBN) repeats. These molecules were labeled with radionuclides **Cu
(t1212.70 hours), $'Cu (t12 3.33 hours), ®®Ga (ti2 68 min), !""Lu (t126.71 days). These potential
radiopharmaceuticals were evaluated in vitro and in vivo. The IgG M75 antibody and its scFv-
Fc M75 fragment were prepared by the genetic modification were conjugated to a specific
chelator specific phosphinate (PHS) and radiolabeled by the radionuclides ¢'**Cu. The stability
of the labeled conjugate was tested in human serum. Immunoreactivity of the labeled conjugate
was evaluated in vitro on suitable colorectal carcinoma (HT-29) cell cultures and its imaging
properties were estimated from in vivo and in vitro by HT-29 carcinoma experiments imaged
by uPET/CT. The immunoconjugate was obtained at a specific activity of 0.7 to 0.1 MBg/ug.
In vitro binding experiments revealed specific binding to HT-29 cells (45 + 2.8 % of total
activity added) and Kp values measured at 9.2 nM. Imaging unambiguously demonstrated
a significant distribution of labeled monoclonal antibodies in the tumor 18 hours after
administration. The radioimmunoconjugate IgG M75-NCS-PHS-Cu-64 seems to be a suitable
candidate for PET diagnosis of hypoxic tumors expressing human carbohydrate IX. hR3 was
further conjugated to commercial DOTA chelator and unconventional chelator DOTAPO, these
conjugates were labeled with radionuclides %*Cu and '"’Lu with specific activities of 0.2 and
0.5 MBg/pug and subsequently evaluated in vitro on A431 cell cultures including in vivo imaging
experiments on uSPECT/CT. The BBN peptide was conjugated with the DOTA chelator and
labeled with %*Cu and *®Ga radionuclides with specific activities of 10 and 0.1 MBq/pg. Labeled

conjugates were evaluated in vitro on PC-3 cell line models and imaged in vivo on puPET/CT.
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SEZNAM ZKRATEK

AMK Aminokyseliny

AE Augerovy elektrony

BBN Pro-1-Tyr-4-Bombesin

CA IX Karbonicka anhydraza IX

CMI Cesky metrologicky institut

EGF Epidermalni ristovy faktor

EOB Konec ozatovani

FDG Fluorodeoxyglukosa

FLT Fluorothymidin

GLUT Glukosovy transportér

GPCR Receptory sprazené s G-proteinem
GRP Gastrin uvoliyjici peptid

HBSS Hank’s Balanced Salt

HIF la Hypoxii indukovany faktor la
hR3 Nimotuzumab

MAD Monoklonalni protilatka

NSCLC Nemalobunéény karcinom plic
PET Pozitronova emisni tomografie (Positron Emission Tomography)

uPET/CT Zviteci pozitronova emisni tomografie fuzovand s vypocetni tomografii

PHS Fosfinat

RIT Radioimunoterapie

RNT Radionuklidové terapie

SPECT Jednofotonova emisni vypocetni tomografie (Single Photon Emission
Computed Tomography)

TK Thymidinkindza
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1. Uvod

Nédorové onemocnéni je charakterizovano vyznamnymi zménami na molekuldrni
urovni, jako jsou latkova a energetickd deprivace, atypicky zvySena exprese urcitych typi
receptorti, extracelularni acidoza (laktatova acidéza) a hypoxické stavy, které se lisi podle
metabolického stavu jednotlivych typt nadorG (1). Zvlastni parametry tykajici se téchto
charakteristik mohou nabidnout uzitecny néstroj pro diagnostiku a terapii rakoviny. Pfeziti
bun¢k v hypoxickém stavu zavisi na zvySené expresi genli podporujicich anaerobni
metabolismus a vznik nové vaskularizace. Aktivace téchto genti je fizena hypoxickym
transkripénim faktorem (hypoxie indukovatelny faktor 1; HIF-1 ) (2). Vysoka exprese tohoto
faktoru koreluje s vyssi agresi onemocnéni, ale také se zvySenou expresi karboanhydrazy IX
(CAIX) (3).

CA IX je enzymaticky glykoprotein integrovany do bunécné stény piitomny za
fyziologickych podminek pouze v zaludecni sliznici, zlu¢niku, ve stievni sliznici a plicich. Jeho
pritomnost byla zjisténa ve vysokém procentu (téméf 100 %) u nékterych typu lidskych
karcinom1, jako je rakovina délozniho ¢ipku, rakovina jicnu a karcinom ledvinovych bunék.
Niz§i procento (60 %) bylo zjiSténo u kolorektalniho karcinomu a rakoviny hlavy, krku, plic
aprsu (4). Monomer CA IX obsahuje 495 aminokyselin a tvofi funkéni homodimer spojeny
disulfidovymi vazbami mezi cysteinovymi zbytky (5). Tento glykoprotein katalyzuje hydrataci
CO; na kyselinu uhli¢itou: CO2 + H2O = H" + HCO3™. Hydrokarbonatovy anion je transportovan
do bunék, kde kompenzuje intracelularni kyselé prostiedi v nadoru (6).

Monoklonélni protilatka M75 IgG je specifickd proti proteoglykanové doméné CA
IX (EC 4.2.1.1). Rozpoznava epitop na linearnim N-konci a kvili této specifi¢nosti nevykazuje
zadnou zkiiZzenou reaktivitu s ostatnimi Cleny skupiny anhydridd uhlic¢itanu, které maji
podobnou oblast. Epitop se sklada ze Sestindsobné opakujici se aminokyselinové sekvence,
ktera umoziiuje vazbu vice nez jedné protilatky na stejné vazebné misto epitopu. Dalsi vyhodou
je to, ze M75 se vaze na epitop, jak v nativnim, tak v denaturovaném stavu. Kviili pomalejsi
kinetice celé monoklonalni protilatky (cca 140 kDa) miize byt uzitecné pouzit fragment scFv-
Fc M75 (cca 80 kDa) (7). Jako takové ma monoklonalni protilatka IgG M75 vysoky potenciél
pii diagnostice nebo dokonce 1é€bé nekterych typli hypoxickych nadord. Za timto ucelem je
zobrazovani pomoci pozitronové emisni tomografie (PET) metoda volby kviili jeho dobrému
rozliSeni a snadné kvantifikaci. Existuje n€kolik novych pozitronovych emitort kompatibilnich
s pomérné pomalou kinetikou makromolekul, v€etné monoklonalnich protilatek. Vétsina z nich

jsou radiokovy. Exprese CA IX muzZe byt také prokézana slouceninami s nizkou molekulovou
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hmotnosti, které maji rychlejsi kinetiku nez MAb a snadnéj$i produkci, nicméné jejich
distribuce v nadorech mize byt niz§i. Takova molekula [**Cu]XYIMSR-06 byla nedavno
popsana a byl zkouman jeji potencidl pro karcinom ledviny (8). Velkd skupina sloucenin
s nizkou molekulovou hmotnosti pro zobrazovani exprese CA IX pomoci PET nebo SPECT
piedstavuje sulfonamidové derivaty pouzivané primarné pro 1écbu infekci mocovych cest (9).
Skutecny potencial téchto sloucenin pro zobrazovani CA IX a kritické srovnani s radioaktivné
zna¢enou MAD by m¢él byt stanoven.

Cilem nasi prace bylo modifikovat monoklonalni protilatku M75 IgG a jeji

fragment scFv vhodnym pozitronovym emitorem a odhadnout jejich potencial pro diagnostiku
PET kolorektalniho karcinomu. Vybrali jsme dva izotopy médi: ®*Cu s polo¢asem piemény
12,7 hod, dobrymi zobrazovacimi vlastnostmi a potencialnim ¢!Cu, ktery ma také dobré
zobrazovaci vlastnosti, ale jeho zkraceny polocas 3,3 hod je mén¢ kompatibilnéjsi s pomale;jsi
farmakokinetikou protilatek.
Existuje mnoho bézné dostupnych chelatori médi, jako je kyselina 1,4,7,10-tetraoctova
(DOTA) (10) a 1,4,7-triazacyklonan-1,4,7-triazolové makrocyklické slouceniny (NOTA) a jeji
derivaty (11). Oba tyto komercné dostupné chalatory vyzaduji zvySenou teplotu pro dosazeni
efektivniho znaceni, coz mliZze mit negativni dopad na cilové biologické vlastnosti znacenych
imunokonjugati nebo to vyznamné prodluzuje proces znaceni. Z tohoto divodu jsme zvolili
novy, nekomerc¢ni chelator "fosfinat", ktery ma vynikajici vlastnosti s ohledem na vysokou
specificitu médi a rychlé chelatacni schopnosti pifi pokojové teplot¢ a mirném pH (12).
Radioaktivné znaCend protilaitka byla testovdna in vitro a in vivo k wureni jeji
farmakokinetickych vlastnosti.

Dalsi ¢ast prace méla za cil znacit protilatky cilici EGFR. Receptor epidermalniho
rastového faktoru je cilem protinddorové 1écby v dusledku jeho nadmérné exprese u riznych
malignich epitelidlnich nadort, coZ je doprovazeno Spatnou prognézou. Ve fibroblastovych
buiikach se exprese EGFR pohybuje od 40 000 do 100 000 receptorti na buiiku. EGFR je ve
vétsin€é solidnich nador nadmérné exprimovan piedevSim u rakoviny prsu a vajecnikd,
rakoviny tlustého stieva, rakoviny hlavy a krku a nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC),
pricemz n&které typy rakoviny prsu exprimuji az 2 x 10® EGFR na buiiku (13). Monoklonalni
protilatky navazané na specifické oblasti EGFR inhibuji jeho dimerizaci a autofosforylaci (14).
Nimotuzumab (TheraCIM, CIMher, Theraloc) je humanizovand MADb (IgGl) ziskana
transplantaci komplementarniho genu urcujici oblasti mySi monoklonalni protilatky ior-egf/r3
ke struktute, kterd rozpoznava vnéjsi doménu EGFR s vysokou specifi¢nosti (15). Mnoho 1¢kti

cilicic EGFR, naptiklad hR3 nevykazuje zdvazné nezadouci Uc€inky na klinickém pouziti,
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naptiklad nebyly hlaSeny zadné zavazné kozni vyrazky (16). Ukazuje se, ze hR3 ma velmi
dobré vysledky v terapii glioml. Jiz se provadéji klinické studie u NSCLC ve fazi II
s monoterapii hR3 v Ceské republice. V Evropé probihaji klinické studie u pacientd
s pokro¢ilym metastatickym karcinomem pankreatu (17). !%3Re znageny hR3 vykazoval slibné
vysledky ve fazi I pokusu o 1écbu gliomt prostiednictvim terapie radiofarmakem aplikovanym
katetrem do pooperacni dutiny (18). Z 3~ zaficd, vhodnéach pro znac¢eni hR3, by mohlo byt
potencialng ""Lu, které se zd4 byt v posledni dob& favoritem pro radioimunoterapii (RIT) na
bazi protilatek (19). Dalsi vyhodou je schopnost lutecia vytvaret stabilni komplexy
s makrocyklickymi a acyklickymi ligandy (20-22). Polo¢as piemény !"’Lu 6,71 dne je vhodny
pro pfipravu, transport a uspé$no aplikaci a distribuci davky znaceného imunokonjugatu do
nadoru. Dale ma '""Lu dvé& nizkoenergetické linky s energii 113 a 208 keV, které jsou vhodné
1 pro zobrazovani na SPECT, a tedy 1ze vyhodnotit distribuci latky na misto urceni. Jednim
z dalgich cilii této prace bylo znadeni hR3 '"’Lu pro terapii a **Cu pro diagnostiku nadort
pozitivnich na EGFR, in vitro testovani této latky a nasledné zobrazovani na uSPECT/CT
a uPET/CT.

Posledni ¢ast prace byla zamétena na konjugaci a znaCeni peptidu bombesinu
cilictho GRP receptory. GRPR je receptor spojeny s G-proteiny, exprimované v riznych
organech savcl, zejména v gastrointestinalnim traktu a pankreatu. Po navazani ligandového
peptidu uvoliujiciho gastrin (GRP) mize byt GRPR aktivovan a vyvola uréité exokrinni nebo
endokrinni sekrece slouZici k regulaci fyziologickych procest (23). Je ziejmé, Ze nadmeérna
exprese GRPR je prezentovana v n€kolika typech nadort, jako je prostata, mocového traktu,
gastrointestinalniho traktu, prsu a plic a dale souvisi s proliferaci a rtistem téchto malignit (24).
Zvlasté GRPR je témétr 100 % exprimovan v klinickych vzorcich karcinomu prostaty
zkoumanych pomoci PCR, imunohistochemie nebo radionuklidovych vazebnych testli, coz ¢ini
GRPR atraktivnim cilem pro zobrazovani a terapii karcinomu prostaty (25).

Jako zajimavy analog vazajici se na GRPR byl zjistén peptid bombesin (BBN),
ktery se vaze na GRPR s vysokou afinitou. Po desetileti byly derivaity BBN vyuZzivany pfi
zobrazovani nebo pifi radionuklidové terapii u nadorG s nadmérnou expresi GRPR (24).
Napftiklad agonista GRPR BBN7-14, zkracend forma BBN se sekvenci Gln-Trp -Ala-Val-Gly-
His-Leu-Met-NH2, byl zkouméan jako radiofarmakum pro PET nebo SPECT v piedklinickém
i klinickém vyzkumu (26,27).

Tato prace se zaméfuje na konjugaci derivatu Pro-1-Tyr-4-Bombesinu s chelatory
DOTA a DOTAPO a jejich nasledné znageni radionuklidy **Ga a *Cu. Oba znagené konjugaty

byly testovany in vitro na vhodné linii PC-3 a nasledné zobrazovany na pnPET/CT.
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2. Teoreticka cast
2.1. Pozitronova emisni tomografie v preklinickém vyzkumu

Neinvazivni zobrazovani lidskych chorob na zvifecich modelech je dulezitym
prostfedkem pro zlepSeni porozuméni zékladni patofyziologie daného onemocnéni, dale jejiho
odhaleni a sledovani progrese a monitorovani terapie. V soucasné¢ dob¢ je hlavnim prvkem
Iékarského vyzkumu tzv. ,translacni medicina®“ nebo ,translacni vyzkum®, tedy ptenos
preklinického vyzkumu do klinické praxe. Preklinické zobrazovani pomoci radionuklidi,
kterymi jsou znacena ptislusna vyzkumna radiofarmaka, Ize provadét na zvireci jednofotonové
emisni vypocetni tomografii (WSPECT) nebo zvifeci pozitronové emisni tomografii (WPET)
(obr. 2.1.1), hraje kli€¢ovou roli pro ziskavani dat o in vivo biologickych procesech v intaktnim

organismu (28-30).

[- f =
[ Hediso !
-

MultiScan

Obr. 2.1.1 uPET/CT, MultiScan LFER od spole¢nosti Mediso (31)

Nespornd vyhoda u in vivo zobrazovacich studii oproti ex vivo pitvacim
experimentlim je pouziti stejného zvifeciho modelu v n€kolika ¢asovych bodech. Pti ex vivo
studiich musi byt zvife eutanazovano v kazdém casovém bodé€, tudiZ vnasi do experimentu
chybovost v podob¢ individudlniho modelu pro kazdy studovany ¢asovy bod (32). Nuklearné
medicinské zobrazovaci modality pro zvifeci experimenty maji predev§im vyhodu v pouziti
malého mnoZzstvi zvifat pro experiment, obvykle hlodavce. Malé zorné pole a blizs$i umisténi
detek¢nich prvka vedou ke zlepSeni prostorového rozliseni, lepsiho nez u klinickych kamer.

Porovnani klinickych a zvifecich kamer je srovnano v tabulce 2.1.1 (33).
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Tab. 2.1.1 Porovnadni fyzikdlnich vlastnosti zvifecich a klinickych tomografickych
gamakamer (33)

Zviteci Klinické
PET SPECT PET SPECT
Senzitivita [%] 2-4 0,3 1-3 0,01 - 0,03
Prostorové rozliSeni [mm] 1,5 1,2 5 10

Pro preklinické studie se cCastéji vyuziva uPET pro jeho vyssi citlivost, coz
usnadiiuje detekci velmi nizkych urovni radioaktivity. Tento benefit je vhodny pro vyzkum
v oblasti radiofarmakologie a dalSich oborti vyvoje novych lé€iv. uPET je preferovan pro
dynamické zobrazovani biomarkerii, protoze tomografickd data jsou ziskdvana soucasné ze
vSech thlt kolem zorného pole. Hodnocena data mohou byt také kvantifikovdna, coz umoziiuje

kompletni studium farmakokinetiky nové vyvijeného radiofarmaka (34).

2.2. Radiofarmaka pro nuklearni onkologii
2.2.1. Radionuklidy

2.2.1.1. Radionuklidy pro onkologickou diagnostiku PET

Radioaktivni jadra bohatd na protony (lezici pod linii stability) dosahuji svého
stabilniho stavu jadernou ptreménou, kterd vyzaduje emisi pozitronu. Formalné Ize
mechanismus popsat, jako pfeménu protonu (p*) na neutron (n%), za sou¢asné emise pozitronu
(e") a elektronového neutrina (ve). Radioaktivni pfeména B" je doprovazena anihilaci pozitronu

s elektronem za vzniku dvou fotont o stejné energii 511 keV.

3" pfeména se u jednotlivych radionuklidi 1i$i v energii emitovanych pozitrond, coz
uzce souvisi sjejich doletem ve tkdni pfed naslednou anihilaci s elektronem. Fyzikalni
vlastnosti vybranych radionuklidii emitujicich pozitrony je srovnan v tabulce €. 2.2.1.1.1. Tento
typ radionuklidl je vyuzivan ke znaceni celé fady radiofarmak pro PET diagnostiku. Vyssi
energie pozitronl znamena jeho vyssi dolet v tkani, coz miize negativné zkreslit vysledné PET
zobrazeni. Napiiklad u nizkoenergetickych pozitronli emitovanych  z radionuklidu
18F (Es+ 0,635 MeV) je dolet ve vodé 2,4 mm, oproti tomu u vysokoenergetickych pozitronti

emitovanych z ¥Rb (Eg: 3,4 MeV) je dolet ve vodé 14,1 mm. Dalsi dileZitou vlastnosti
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u radionuklidt pro PET zobrazovani je jejich poloc¢as pfemény, u radionuklidti s velmi kratkym
polodasem premény, jako jsou 'C (t;2 20,48 min), *N (t29,97 min) a O (t;,2 2,04 min), musi
byt pocitano s tim, ze znacend molekula musi mit velmi rychlou farmakokinetiku, aby bylo

mozné patologicky nebo fyziologicky jev zobrazit.

Tab. 2.2.1.1.1 Radionuklidy pouzivané pro diagnostiku pomoci PET (35,36)

Polocas .
Radionuklid pfemény Preména Emax
. [% B7] [MeV]
[min]

e 20,48 99,8 0,960
BN 9,97 99,8 1,199
50 2,04 99,9 1,732
BF 109,74 96,7 0,634
%8Ga 68,10 89,0 1,900
82Rb 1,20 95,0 3,350
1Cu 200,3 61,0 1,215
4Cu 762,0 17,6 0,653
124 6019,2 23,0 2.146
8¥7r 4686,0 23,0 0.887
oy 88,2 33.0 0,660
#Sc 238,2 943 0,632

Cu-64

MEd-64 [t;2 762 min; B e 653,0 keV (17,9 %); Bmax 579 keV (38,5 %)] ma
charakteristické fyzikaln&-chemické vlastnosti, které jsou vhodné pro zobrazovani PET
a cilenou RNT rakoviny. Osvéd¢end koordina¢ni chemie médi umoziiuje jeji reakci s celou
fadou chelata¢nich systémti, které mohou byt potencialné spojeny s peptidy a jinymi biologicky
relevantnimi malymi molekulami, dale protilatkami, proteiny a nanocasticemi. 12,7 hodinovy
polocas premény Cu-64 poskytuje flexibilitu pro zobrazovani, jak mensich molekul, tak vétSich
kineticky pomalejSich makromolekul. V praktickém smyslu je mozné radiofarmaka znacena
timto radionuklidem snadno pouzit pro PET zobrazovaci studie na mistech vzdalenych od
vyrobniho zafizenim. V disledku univerzalnosti Cu-64 se v této oblasti znaceni timto
radionuklidem jiz 20 let objevuje spousta novych vyzkumnych radiofarmak predevsim v oblasti

PET zobrazovani, ale také pro cilenou radioterapii rakoviny (37).
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Cu-61

MEd-61 [t;2 200 min; B e 1215,5 keV (61,0 %); vi 283 keV (12,2 %); y2 656 keV
(10,8 %); y3 1185 keV (3,7 %)] mé vynikajici potencidl pro aplikaci diagnostiky PET vcetné
molekuldrnim zobrazovanim. Metody vyroby Cu-61 byly optimalizovany pro radioaktivni
znaceni biomolekul a dalSich aplikaci. Bylo zjisténo, ze ziskavani tomografickych snimka
radiofarmak znacenych ¢!Cu jsou lepsi nez ty, které byly znaceny **Cu (38). Diky krat§imu
polocasu tohoto radionuklidu se jevi jeho vhodnost spiSe pro mensi typy molekul, jako jsou

oligopeptidy, malé fragmenty protilatek nebo oligonukleotidy.

Ga-68
Gallium-68 je jeden z nejstarSich znamych radionuklidii emitujicich pozitrond,

které byly pouzity pro klinickou medicinu pochdzejici z pocatku 60. let 20. stoleti (39), tedy
dlouho pied ['®F]fluorodeoxyglukézou (FDG) (40). Kvili soub&zného pokroku v PET
diagnostice a radiosyntetické dostupnosti latek znadenych ®®Ga za pouziti standardnich a
jednoduchych metod syntézy. V soucasné dob¢€ se k ziskavani tohoto radionuklidu pouziva
nékolik generatorovych systémti ®3Ge/*®Ga, jiz komerén& dostupnych v Rusku, Evropg,
Spojenych statech a dalsich zemich véetné CR. S dostupnosti a spolehlivosti komerénich
generatorovych systémi a efektivnich a pohodInych kroki ¢isténi ma potencial ®*Ga stat se tak
uziteénym pro PET diagnostiku. Radiopeptidy na bazi %*Ga byly klinicky testovany pro cileni
na somatostatinove receptory (41), bombesin (42) a receptor melanokortinu 1 (43). Vzhledem
k tomu, Ze jejich farmakokinetika téchto latek je dobte pfizplisobena kratkému fyzikalnimu
pologasu tohoto radionuklidu, peptidy na bazi **Ga jsou stale ¢ast&ji sklonovany jako nova
skupina radiofarmak, kterd vykazuji velmi rychlou clearance a rychlou cilovou lokalizaci.
Kratky fyzicky polo¢as ®Ga (t;» 68 min) umoziiuje vylepsit dozimetrii a opakované

zobrazovani, coZ €ini z téchto radiofarmak idealni standard pro klinické pouziti (44).

2.2.1.2. Radionuklidy pro onkologickou terapii

Oteviené zafi¢e v nuklearni medicing Ize vyuzit také k tzv. radionuklidové terapii
(RNT). Pfi tomto zptsobu terapie jsou podavany pacientim radionuklidy emitujici Castice,
které jsou schopny predat vysokou ¢ast své energie na cilenou tkan. RNT se vyuziva z nejvetsi
¢asti pro onkologické aplikace, 1é¢bu metastatickych bolesti a 1é€bu zanétlivych procest. Mezi
klicové ptiklady vyvoje technologii vyuZzivajicich terapeutickd radiofarmaka patii lécba
nemelanomového karcinomu kize v citlivych oblastech, terapie hyperplazie, kterd se Casto

objevuje po arteridlni angioplastice. Pro RNT se pouziva Sirokd Skala radiofarmak zamétenych
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na onemocnéni, ke kterym jsou pfipojeny radionuklidy, které emituji Castice a, beta B~ nebo
Augerovy elektrony (AE). Na rozdil od konven¢ni terapie vnéjSich ozatovani, v ramci radiacni
onkologie, se RNT praktikuje na odd€lenich nuklearni mediciny a zaméfuje se na onemocnéni
na urovni bun€k, spiSe nez na hrubé anatomické urovni (45,46). Tato koncepce je smesi
radionuklidové casti, ktera zprostiedkovava akumulaci specifické pro danou oblast
a nasledovanou indukei cytotoxicity s kratkodobym biologickym efektem casticového zareni.
Proximalni kontakt mezi radionuklidem a buiitkami ur¢enymi k destrukci umoziuje absorbovat
zéfeni na cilovém misté s minimalnim poskozenim adekvatni zdravé tkané (47). Fyzikalni

vlastnosti nékterych terapeutickych radionuklidii je popsano v tabulce ¢. 2.2.1.1.2.

Tab. 2.2.1.1.2 Radionuklidy pouzivané pro RNT (48)

Polocas .

Radionuklid  pfemény Pfeména Emax
[d] [Ve] [MeV]
B(79,4) 0,498
"Lu 6,65 Y (9,0) 0,113
y (11,6) 0,321
Y 228 B(100) 2300
B(99,99) 1,488

89 , ,
o 20:6 Y (0,01) 0,909
B 898’2)) 0,808
>*Sm 1,94 s 0,103
YB1L3) 0,173
37(70,9) 1,070

186 , ,
ke 372 Y (21,5) 0,137
1311 8.0 B (100) 0,606
’ Y (85,0) 0,364
g (23499’;‘) 0,577
"Cu 2,6 L 0,185
Y (23) 0.920
o (89,4) 5,700
Y (9,5) 0,127
*“Ra 1143 y(525) 0,154
Y (24,2) 0,269
Y (9,2) 0,338
Ac 10,0 o (50,7) 5.800
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Lu-177

Lutecium-177 (ti12 6,65 d) predstavuje terapeuticky radioizotop s rychle rostouci
vyznamnosti.!”’Lu se pfeméiiuje nizko- az stedné- energetické B~ emisi [(Ep'1 497 keV (78,6%),
Ep2385 keV (9,1%)] a také emisi fotont [Ey1 208 keV (11,0%); E,2 113 keV (6,4%)], které
umozinuji zobrazovani pomoci gama kamery. Lutecium-177 je také velmi atraktivni
teranosticky radionuklid, ktery maze byt pouzit v diagnostickém/terapeutickém zobrazovani a
vykazuje rozsah pruniku mékkych tkani nékolik milimetri. Polocas rozpadu 6,65 dne je
dostate¢ny na pfipravu biomolekul, kter¢ maji kratky nebo dlouhy biologicky polocas
a umoziuji distribuci radiofarmaka pro pouziti v klinikdch vzdalenych od mista vyroby.
Nejcastéjsi vyuziti tohoto radionuklidu je pro 1écbu neuroendokrinnich nadort (49,50)

a zejména pfi bolestech kosti u metastatického karcinomu (51) a karcinomu jater (52).

2.2.2. Klinicka radiofarmaka pro onkologickou diagnostiku PET

2.2.2.1. Zobrazovani metabolismu glukosy
[*FIFDG

Oblast molekularniho zobrazovani pomoci PET se jevi jako hnaci sila pro zlepSeni
1écby pacientii s uritym typem rakoviny véetné vhodného planovani radioterapie (53).
Nejznaméjsim a nejvice uzivanym radiofarmakem pro diagnostiku PET je ['*F]JFDG (FDG),
kterym lze hodnotit metabolické vlastnosti a stav zhoubnych 1¢ézi. V molekule glukosy je
hydroxylovad skupina v poloze 2 nahrazena radionuklidem F-18, ¢imZz je vytvofen
fluorodeoxyglukosovy analog s prospéSnymi biochemickymi vlastnostmi a velmi dobrymi

zobrazovacimi vlastnostmi (obr. 2.2.2.1.1).
OH

HO O
HO

18F
OH

Obr. 2.2.2.1.1 Chemicka struktura ['*F]FDG (54)
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FDG akumuluje v bunikach se zvysenym glykolytickym metabolismem, coZ je ¢asto
spojeno s abnormalni rychlosti ristu bun¢k a malignim potencidlem nadori (55). FDG je do
bun¢k transportovana pomoci nékolika glukosovych transportéric (GLUT) (v rakovinnych
bunkach jsou to GLUT-1 nebo GLUT-3) a nésledné je fosforylovana hexokinasou za vzniku
6-fosfatového derivatu. Protoze u molekuly hydroxylova skupina v poloze 2 chybi, nasledna
reakce s glukosa-6-fosfat isomerasou neprobiha nebo je zanedbatelna. Negativni ndboj
molekuly FDG-6-P zabraniuje migraci pies bunéénou membranu vné a hromadi se v buiice

(obr. 2.2.2.1.2) (56).

D-glukosa e— ])-g|uK0sa ey (| U -0-P —

FDG — FDG met  FDG-6-P I

PNREOARAXED

Obr. 2.2.2.1.2 Srovnani metabolismu D-glukosy a ['*F]FDG (57)

Zakladni premisu pro pouziti FDG v onkologii prokdzal Warburg, ktery
zaznamenal zvySeni glykolytické aktivity v rakovinnych buiikéch, a to jak v aerobnich, tak
anaerobnich podminkach (58-60). Neoplasticka transformace bunck navic urcuje zvysSeni
aktivity glykolytickych enzymt (napf. hexokinasy) a glukosovych transportér (napt. GLUT-
1) (61). Bunécnd hmota ovliviiuje glykolytickou aktivitu, zatimco proliferace bunék ovliviiujé
zvySeni transportu glukosy. Akumulace glukosy muze byt také zvySena u benigni patologie
a zanétlivych onemocnénich, kde jsou aktivovany zanétlivé buiikky nebo makrofagy, které
pouzivaji jako zdroj energie také glukosu. Klinicka zanétliva loziska, sarkoidoza a aktivni
tuberkul6za jsou Casto zobrazovany jako FDG pozitivni 1éze (62,63). Naopak, nékteré typy
malignich nadorovych bunék, jako jsou karcinoidni tumory a bronchioalveolarni karcinom plic
jsou na FDG negativni nalezy (64).

Klinicka uzite¢nost FDG na PET mulZe byt omezena distribuci této molekuly
v nékterych fyziologickych tkanich, coz mize vést k nizkému nebo snizenému poméru nadoru

k pozadi (obr. 2.2.2.1.3). Mozek ma za normalnich podminek vysoky obrat glukosy, zatimco
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u vétsiny nddortt mozku je piijem FDG podobny nebo niZsi nez u normalni tkdné. Vylu¢ovani
FDG vytvaii extrémé radioaktivni moc¢. Ackoli jsou tumory mocového méchyte a prostaty silné

avidni k FDG, silné¢ radioaktivni mo¢ muze zpusobit problémy pii diagnostice téchto

novotvaru (65).

Obr. 2.2.2.1.3 Fyziologické PET zobrazeni ['*F]FDG (57)
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2.2.2.2.Z0obrazovani metabolismu cholinu

Vsechny bunky vyuzivaji cholin jako prekurzor biosyntézy fosfolipidl, které jsou
zékladnimi slozkami bunéénych membran. V bunce se cholin fosforyluje, acetyluje nebo
oxiduje. Fosforylace cholinu je katalyzovand enzymem cholinkinazou (66). Fosforylovany
cholin je intracelularnim zésobnikem cholinu a je dale vyuzit pro syntézu fosfatidylcholinu,
hlavniho fosfolipidu bunéénych membran. Karcinogeneze je charakterizovdna zvySenou
bunécnou prolyferaci, coz je spojeno s indukci cholinové kinazy a zvySenému mnozstvi
fosforylovaného cholinu. Bylo objeveno, ze rychle proliferujici nadory obsahuji velké mnozstvi
fosfolipiddi, zejména fosfatidylcholinu. V roce 1998 byly provedeny zobrazeni ['!C]cholinu pro
diagnostiku karcinomu mozku a prostaty. Problémem pii zobrazovéani ['!C]cholinu je jeho
metabolismus v krvi, ktery ho transformuje na metabolit [!!C]betain. Aby se zamezilo tvorbé&
metabolitl cholinu v krvi, byl vyvinut stabilni derivat ['*F]fluoromethylcholin (obr. 2.2.2.2.1)

a ['8F]fluorocholin, které se pouzivaji v klinické praxi (67).

18F \N/\/OH
~ \

Obr. 2.2.2.2.1 Chemicka struktura ['*F]fluoromethylcholinu (68)
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2.2.2.3. Zobrazovani transportu aminokyselin a syntézy proteini

Rist a vyvoj nadoru je charakterizovan zvySenim rychlosti syntézy proteint, od
aminokyselin (AMK), které jsou stavebnimi kameny pro proteosyntézu, tak zprostfedkovani
trasnsportu AMK do bun¢k. AMK jsou nasledn¢ pievedeny na aminoacyl-t-RNA, ktery tvoii
polypetidovy fetézec v ribozomech. AMK také podstupuji metabolickym reakcim, jako je
transaminace a dekarboxylace. Vznikajici metabolity jsou prekorzory pro mnoho dalSich
endogennich biomolekul napt. hormont, neurotransmiterti aj.

I kdyz se AMK mohou do buné¢k dostavat prostou difuzi, jejich transport zavisi na
vice nez dvaceti ubiquitinovych membranovych transportnich systémech. VétsSina AMK se do
nadorovych bunék dostava nejenom pomoci Na“ nebo energeticky nezavislého transportéru pro
L-typ AMK, ale pomoci Na+ dependentniho transportniho systému A a B° (69,70). Tento typ
transportért je vhodny pro AMK aromatické a s atypickym postrannim fetézcem vcetné valinu,
leucinu, tyrosinu a fenylalaninu (71,72).

AMK jsou v nadorovych buiikach zadrzovany predevsim kvili jejich vy$Simu
metabolickému obratu oproti normélnim buiikdm. Maligni transformace metabolismu zvySuje
spotebu amind pro tvorbu energie, syntézu proteint a bunééné déleni. ProtoZe nadoroveé bunky
Casto nadmérné exprimuji transportni systémy pro AMK a zvysuji rychlost syntézy proteint 1ze

je vyuzit jako markery proliferace.
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[M'C]methionin

K potencidlnimu zobrazovani nadord je [''C]methionin (obr. 2.2.2.3.1) vhodné
agens, protoze podléha vysoké akumulaci v malignich typech nadori oproti normalnim bunkam
(73-75). Pro zobrazovani mozkovych nadort je tato latka mnohem lepsi nez FDG

(obr. 2.2.2.3.2) (76).

OH

S

/

Hs''C

Obr. 2.2.3.2.1 Chemicka struktura [''C]methioninu

Obr. 2.2.2.3.2 Porovnani zobrazeni ['*F]FDG a ['!C]methioninu pfi gliomu II. stupné (76)

2.2.2.4. Zobrazeni syntézy DNA

Zvysend mira mitdzy, proliferace bunck a jejich nedostate¢na diferenciace byly
povazovany za hlavni faktory zodpovédné za zrychleni rGstu malignich i benignich nadord,
ovSem nasledné bylo zjiSténo, ze vétSina zhoubnych nadort se rychle rozriista, nékdy po dobu
jednoho roku, nestabilnim tempem. Pocet bunék v S-fazi bunécného cyklu je vyssi v porovnani
s normalnimi buiikami. Vysledkem tohoto procesu je zvySeny ndrok pro vstupni substraty
(nukleotidy) pro syntézu DNA. Intracelularné je thymidin fosforylovan thymidinkindzou (TK)

na thymidin-fosfat, ktery je nasledné zaclenén do DNA. Méfenim inkorporace nukleotidu do
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DNA v nadorové tkani in vitro pomoci [°H]thymidine, je moZné sledovat bun&énou proliferaci.
[''C]thymidin byl vyvinut jako marker méfeni proliferace pro zobrazeni na PET. Kvili
rychlému metabolismu tohoto indikatoru v krvi byla tato latka klasifikovana jako nevhodna pro
kvantifikaci, ovSem byly vyvinuty metabolicky stabilni znacena analoga thymidinu, které
slouzi jako substraty pro TK (77,78). 3"-fluoro-3’-deoxythymidin (['*F]FLT) je transportovan
do bun&k podobné jako thymidin a nasledné ja fosforylovan na ['*F]FLT-5-fosf4t a nakonec je
zaclenén do DNA. Podobné Ize vyuzit uridinovy analog ['®F]fluorouridine, ktery ukazuje jeho

akumulaci a proliferaci bunky, ovSem s tim rozdilem, ze se zacleniuje do RNA (79).

LA
HO N/

18F

Obr. 2.2.2.4.1 Chemicka struktura ['®F] 3’-fluoro-3’-deoxythymidin
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2.2.2.5. Zobrazeni neurotransmiterti a receptorové vazby

NEUROTRANSMITERY

Neurony v mozku komunikuji tim, Ze uvolni chemické posly nazyvané
neurotransmitery, které mohou byt bud’ excitacni nebo inhibi¢ni ve svém postsynaptickém
efektu. Hlavni neurotransmitery v mozku jsou acetylcholin, dopamin, norepinefrin, serotonin
(5-HT) a histamin. Navic, urcité aminokyseliny, jako je glutamat, aspartat, glycin, GABA a
peptidy jako enkefalin, endorfin, substance P a bombesin. Zivotni cyklus systému
neurotransmiterti ma tii kroky:

e Syntéza a uloZeni neurotransmiteru ve vesikulach v presynaptickém neuronu

e Uvolnéni neurotransmiteru z presynaptické bunky do synaptické Stérbiny a vazba na
specifické receptory na postsynaptické neurony

e Rychle odstranéni neurotransmiteru ze synaptické Stérbiny

Bylo vyvinuto mnoho RF pro PET na bazi analogli neurotransmitera (tab. 2.2.2.5.1) (36)

Tab. 2.2.2.5.1 Souhrn RF na bazi neurotransmiteru

Mechanismus up-take a

Neurotransmiter Radiofarmakum lokalizace
['8F]-M-tyrosin Syntéza dopaminu
[18F]DOPA Analo L-DOPA
[1C]kokain Sele}(tivr}i vazba na
dopaminové transportéry
[''CIWIN35, 428 Vazba na VMAT
['®F]JFECNT Vazba na VMAT
Dopamin ['8F]FP-CIT Vazba na VMAT
[''CINMSP Vysoka afinita na D rec.
[''C]racloprid Vysoka afinita na D rec.
["*Ffallyprid Vysok4 afinita na D> rec.
[''C]chlorgylin Inaktivator MAO
[''C]-L-deprenyl Agonista D rec.
[''C]SCH23390 Agonista D rec.
ey P sy
[''CIWAY 100635 S5HTa antagonista
Serofonin ['8F]altanserin SHT24 antagonista
['*F]setoperon Vazba na serotoninovy rec.
[''C]-MDL-100907 Vazba na serotoninovy rec.
[l!C]DSAB Vazba na serotoninovy rec.
[''C]citalopram Vazba na serotoninovy rec.
[''C]karfentanyl Vysoka afinita na p rec.
Opiatovy systém [''C]diprenorfin Antagonista opidtovych rec.
["*F]cyclofoxy Vysoka afinita na p a k rec.
BDZ systém [''C]flumazenyl Antagonista GABAA
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[''Cliomazenil Antagonista GABAA
[CIPK11195 Antagonista periferni BDZ
rec.
Antagonista muskarinovych
rec.

Agonista muskarinovych
M2 rec.
Transport sympatickych
presyn. vezikul v myokardu
Transport sympatickych
presyn. vezikul v myokardu
Transport sympatickych
presyn. vezikul v myokardu

[''C]dexetimid
Cholinergni systém
['*F]FP-TZTP
['!C]hydroxyefedrin

Adrenergni systém ['®F]fluorometaraminol

['*F]fluorodopamin

Mnozstvi hormonti a neurotransmitert se vaze na specifickd vazebna mista nebo na
receptory v bunééné membrané (pf. somatostatinové receptory a dopamin receptory) nebo na
receptory uvnitt bunky (pf. estrogenni receptory) za ucelem zahajeni konkrétnich krokd. Pro
méteni receptoru jako funkce stavu onemocnéni Ize vyuzit radioaktivné znacené receptorové
ligandy (pf. peptidy nebo léciva). Bylo vyvinuto mnoho radiofarmak pouZzitelnych pro
zobrazeni na PET. Vazba téchto radiofarmak na cilové misto (receptor) je vysoce specificka a
zavisi na afinit¢ (Kp) RF k receptoru a poctu celkovych receptorti (Bmax) dostupnych pro vazbu.
Pocet receptorovych mist je velmi omezeny, proto je velmi dulezité vyvijet nové znafené
receptorové ligandy s vysokou specifickou aktivitu (1 az 10 Ci/umol), aby bylo mozné
kvantifikovat expresi ptislusnych receptori. Navic znacené ligandy mohou mit bud’ nizkou
nebo vysokou afinitu k t€émto receptorim a mohou byt zachyceny v cilové tkani (reverzibilné
nebo nevratné). Protoze agonisté jsou rychle metabolizovany (nebo inaktivovany) po navazani
na receptory, jsou tato RF obecné€ vyvinuty za pouZiti receptorové vazebného antagonismu.

Siroky rozvoj téchto RF byl vyvinut v poslednich dvou desetiletich.

PEPTIDY

Klasickeé receptorové cile pro radiofarmaka na bazi peptidu jsou transmembranové
receptory sprazené s G-proteinem (GPCR). Na tento typ receptort cili vice nez 50 % klinicky
uzivanych proteind. Diky relativné nedavnym pokrokiim v oblasti proteomiky a genomiky bylo
identifikovano né€kolik stovek GPCR a fada z nich m4 urcity peptid jako endogenni ligand,
ktery poskytuje pii vyvoji radiofarmak zajimavou sondu pro radioaktivni znaceni. Jedny
z nejvyznamnéjSich receptord, které je mozné vyuzit v onklologickém zobrazovani a terapii

jsou somatostatinové a bombesinové receptory. Ne&kolik piikladii receptori a k nim
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komplementarnich peptidii, vyuzivajicich pro onkologické cileni je shrnuto v tabulce

¢.2.2.2.5.2 (80,81).

Tab. 2.2.2.5.2 Souhrn peptidi a receptort vyuzivanych pro onkologické zobrazovani a
terapii (82)

Peptid (Slfl;tcyl;) MozZné misto cileni
Bombesin/GRP GRP-R (BB2) Karcinom Prostaty
Cholecystokinin CCK2-R Karcinom §titné zlazy

Glukagon-like peptide 1 GLP-1R Insulinom
A-melanocyt stimulujici hormon MCIR Melanom
Neurotensin NTRI1 Karcinom slinivky bfisni
Neuropeptid Y NPY1 Karcinom prsu
Somatostatin SST2 Neuroendokrinni tumory
Substance P NKIR Glioblastomy
Vasoaktivni intestindlni peptid VPACI Kolorektalni karcinom

Bombesin

Nadmérna exprese peptidovych receptorti v lidskych nddorech ma znacny klinicky
vyzmnam. Za poslednich deset let se ukdzalo, Ze nadmérné exprimované somatostatinové
receptory v lidskych neuroendokrinnich nadorech mohou byt uspésné cileny. Dlouhodoba 1écba
oktreotidem u pacientil s neuroendokrinnimi nadory, které exprimuji somatostatinovy receptor,
byla GspésSna pii zmirnéni symptomu spojenych s nadmérnou produkci hormont nadory (83).
Na druhé strané pouziti radioaktivné znacenych somatostatinovych analoglh nam umoZznilo
vizualizovat in vivo neuroendokrinni nadory a jejich metastazy. Nedavno bylo prokazano, Ze
neuroendokrinni nddory pozitivnich na somatostatinovy receptor mohou byt cilené s analogy
somatostatinu znacené *°Y jako terapeutickd radiofarmaka. Podobné strategie cileni byly
aplikovany na nadmérné exprimované receptory cholecystokininu-B u medularnich karcinomt
Stitné Zlazy a na nadmérn€ exprimované vazoaktivni intestindlni peptidové receptory
v gastrointestinalnich nadorech (84-86).

Bombesin a jeho lidsky analog GRP2 patii do skupiny peptidi mozku-stieva,
které kromé fyziologickych ucinkl vykazuji také dulezitou roli u rakovinného onemocnéni
(87,88). Pted nékolika lety bylo zjisténo, Ze rakovinné bunécné linie stejné jako primarni lidské
nadory mohou syntetizovat bombesin a GRP (89). Tyto peptidy pravdépodobné piisobi
autokrinné k stimulaci rastu nadorovych bunék, které pochdzeji ptes bombesinové receptory
exprimované na membranach téchto bun€k. Nedavno bylo také prokazano, Ze proteiny

receptoru GRP mohou byt nadmérné exprimovany ve velkém mnozstvi v lidskych nédorech,
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vcetn¢ rakoviny prostaty, karcinomu prsu, karcinomu plic, stejné jako renalnich karcinomech.
Vétsina studii doposud byla schopna primarné identifikovat podtyp receptoru GRP, i kdyz je
znamo, ze rodina receptorii bombesinu zahrnuje alespon Ctyii rizné podtypy, jmenovité podtyp
receptoru GRP (BB2), podtyp receptoru NMB (BB1) a podtypy BB3 a BB4 (90,91). Krom¢
GRP receptoru byly ostatni tii podtypy Spatné charakterizovany, zejména pokud jde o jejich
distribuci a funkci v lidskych tkdnich. Bylo vyvinuto velké mnozstvi radioaktivné znacenych
derivatl bombesinu se selektivni afinitou k jednotlivych bobmesinovym receptorim. Naptiklad
derivat [**Cu]DOTA-[Pro!, Tyr*]-Bombesin[1-14] (obr. 2.2.2.5.1), jehoZ neaktivni prekurzor je

komec¢n¢ dostupny pro znaceni riznymi radionuklidy (92).

Obr. 2.2.2.5.1 Struktura [Pro!, Tyr*]-Bombesin[1-14]

PROTILATKY

Pokroky v technologii DNA vedly ke schopnosti manipulovat s pfipravovanym
imunoglobulin (Ig), tim zptisobem, aby vznikla molekula pro ur€ité funkce in vivo. Prizkum
monoklonalnich protilatek, jako dopravniku pro radionuklidy pouzivané k 1é¢bé, probiha jiz
témér 70 let. V roce 1948 Pressman a Keighley provedl prvni in vivo experiment s protilatkou
znacenou radionuklidem pro zobrazovani. O deset let pozdéji byla podana prvni zprava
o radioaktivné znaCenych protilatkach k pouZiti pfi specifické radioimunodiagnostice naddoru
a v roce 1960 byly radioaktivné znacené protilatky pouZity pro selektivni dorueni terapeutické
davky do nadorové tkané. I pti té€chto ranych fazich si vyzkumnici uvédomovali, jaké jsou
piekazky spojené s vyuZitim protilatek pro radioimunoterapii. Radiacni davky dodané do
nadorl u pacientll byly pfili§ nizké na to, aby mély vyznamny vliv na sniZeni ristu nadoru,
a dlouhodobé uchovavani radioaktivné znacené protilatky v krvi vedlo k toxickym
komplikacim. Vlastni heterogenita ve specificité a afinité¢ polyklonalnich protilatek mélo za
nasledek in vivo variabilitu. Pfichod hybridomové technologie a schopnost generovat mono

specifické monoklonélni protilatky vedlo k velkému vyzkumnému rozvoji. V roce 1980
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literatura expandovala se zpravami o radioaktivné zna¢enych MAb a klinickych hodnocenich,
zpocatku v radioimunodiagnostickych aplikacich. Nésledné byly provedeny RIT klinické
studie a bylo zahdjeno systémové, specifické podévani radioaktivniho zafeni do nadortd, coz
usettilo normalni tkan¢ pred poSkozenim. Toto optimistické hledisko bylo rychle zmirnéno tim,
ze samotnd realizace ma mnoho ptekazek, jejichz princip vychéazi z pouziti biologického
¢inidla, které ma xenogenni ptivod. V preklinické a klinické studii RIT bylo zjisténo, ze dochéazi
ke tvorbé huménnich anti-mySich imunoglobulinl protilatky (HAMA), dale byla zjisSténa
neadekvatni terapeuticka hladina davky zafeni dodané do nadorové 1éze, pomald clearance
radioaktivné znacené MADb z krevniho prostoru, nizké afinita a avidita MAb, nedostatecna
penetrace do nadorové tkan¢ a také toxicita spojend s metabolismem (disociaci radionuklidu)
konjugovanych protilatek znacenych radionuklidy. Hlavnim cilem bylo optimalizovat RIT
prostfednictvim manipulace s MAb molekulu. Manipulace byla zpocitku provedena
chemickymi nebo biochemickymi technikami pro generovani rtiznych imunoglobulinovych
forem, ale nyni pfevlada metodika pomoci genetického inzenyrstvi.

K dne$nimu dni jsou pouze dvé radioaktivné znacené mysi monoklonalni protilatky
komeréné pouzitelné pro terapii, a to s cilenim na CD20 receptor [*°Y]Zevalin (Ibritumomab-
tiuxetan), byl schvalen v roce 2002 a je indikovan pro relabujici ¢i refrakterni non-Hodgkintv
lymfom (NHL). [!*'I|Bexxar (Tositumomab) byl schvalen v roce 2003 pro lé¢bu non-
Hodgkinova lymfomu B-bunék. Obecné plati, Ze lidska protilatka je smérovana proti Fc ¢asti

MAD molekuly (obr. 2.2.2.5.2).

Disulfidické
mustky

Fc doména

Obr. 2.2.2.5.2 Schéma funkénich ¢aasti MAb

S postupem casu a zejména po opakované infuzi se specificnost reakce lidské
protilatky optimalizuje a stava se stale vice specifické pro variabilni oblasti MAb. V nékterych

ptipadech se anti-protilatkovy variabilni region rozviji po jedné infuzi MAb. K fesSeni problémui
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s terapii Mab bylo navrzeno nékolik strategii na principu upravy velikosti MAb molekuly. Tyto
zmény zahrnuji snizeni velikosti MAb molekuly, deglykosylaci nebo pfidanim postranni
skupiny. SniZeni velikosti MAb molekuly bylo dosazeno prostfednictvim metod, jako je
napiiklad enzymatické $tépeni nebo genetického inZzenyrstvi. Stépeni protilatky pepsinem se
odstrani Fc oblasti tézkého fetézce na terminalnim karboxylu cysteaminu a tvoii se F(ab")2
fragmenty, které si zachovavaji dvé antigenni determinanty a jejich molekulovd hmotnost je
okolo 100 kDa. Fab fragmenty vznikaji St€penim protilatky pomoci papainu (enzym se
specifitou k aminoskuping cysteinu). V tomto piipad¢ jsou disulfidové mustky mezi tézkymi
fetézci odstranény a dale vznika Fc fragment, ktery mé molekulovou hmotnost okolo 50 kDa.
Fab fragmenty jsou také produkovany redukei a alkylaci F(ab”)2. Klinické studie prokazaly,
ze F(ab")2 fragmenty maji kratsi biologicky polocas v séru, nez neporusené monoklonalni
protilatky. Déle byly pozorovany nékteré pozitivni reakce na 1écbu s radioaktivné znacenym
F(ab")2 fragmentem. Autoradiografické studie radioaktivné znacenych monoklonalni protilatek
podavanych mysim, nesoucich lidské nadorové xenoimplantaty, ukazaly, ze schopnost F(ab")2
fragmentli proniknout do nadorové tkané je vyssi nez u intaktni monoklondlni protilatky.
Farmakokinetika Fab nebo Fab” fragmentl je jesté rychlejsi nez F(ab")2 fragmenti. U Fab
a Fab’ fragmentt byla zjiSténa mens§i imunogenni mira nez u intaktni monoklonélni protilatky.
Jejich nejvétsi nevyhodou pro aplikace RIT je jejich vysoka a trvala ledvinova lokalizace, ktera
je zpusobena velikosti molekuly, coz vyrazné zvysuje riziko rendlni toxicity. Do jaké miry je
znaeni fragment deponovan v ledvindch zavisi na radionuklidi a typu znaceni dané
makromolekuly. U radioaktivniho znafeni monoklonélni protilatky pomoci jodu dochazi
k rychlé¢ dehalogenaci a radioaktivni jod je vylucovan do ledvin, Zaludku a stiev. VétSina
radiojodu je deponovana ve §titné zlaze, pokud je nedostatecné blokovana stabilnim jodem.
Chelatujici radiokovové nuklidy (napt. '''In, *°Y, a '7’Lu) nejsou tak snadno vylouceny z
normdalnich tkani, pokud dojde k metabolické degradaci radioimunokonjugatu. Retence
radiokovll v ledvinach je zplsobena jednak reabsorpci protilatkovych fragmentli po jejich
glomerularni filtraci a naslednou degradaci radioimunokonjugéti, ¢imz dojde k vychytani
radioaktivnich metabolitl do renalnich tubularnich buné¢k. I kdyZ radiojéd snadno odstranén
z téla, mize také predstavovat toxické obavy pro rendlni tkan, v zavislosti na davce podané
radioaktivity. Uéinnym prostiedkem, jak posilit renalni vyluéovani radioimunokonjugati je
blokovani jeho reabsorpce z luminalni tekutiny v proximélnich tubulech podavéanim zékladnich
aminokyselin, jako je lysin nebo arginin, a to pted aplikaci s radioaktivné znacenych MAb
fragmentt. Je velmi obtiZzné generovat fragmenty MAD, které si zachovavaji imunoreaktivitu,

nicméné je lze pfipravit proteolytickym Stépenim intaktni MAb za pouziti enzymd, coZ je
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postup, ktery musi byt optimalizovan pro kazdou MAb a obvykle vyzaduje trojnasobné
mnozstvi MAb pro ziskdni kone¢ného pozadovaného mnozstvi fragmentu. Postup je
neefektivni a nakladny pfi vyrobé a pro klinické studie RIT.

Pomoci genetického inzenyrstvi 1ze vytvorit také celou fadu fragmentt protilatek, které maji
ruzné farmakologické vlastnosti, ale svou imunoafinitou se blizi intaktni protilatce. Mozné

ptiklady druhti fragmentt je ilustrovano na obr. 2.2.2.5.3 (93).

dsFv scdsFv

(scFv),

Obr. 2.2.2.5.3 Struktura moznych druhii fragmentd protilatek pfipravovanych genetickym
inzenyrstvim

Trastuzumab

Trastuzumab je humanizovana monoklondlni protilatka schvalena pro 1écbu (neo)
adjuvantu a metastatické karcinomu u pacienti s HER2-pozitivnim karcinomem prsu. Pfidani
trastuzumabu k chemoterapii ma za nésledek prodlouzeni doby progrese onemocnéni, vyssi
miru objektivni odpovédi a delsi celkové pieziti. Presna charakterizace exprese HER2 je
nezbytnd pro optimalni 1é€bu. Proto by mél byt status HER2 hodnocen u vSech pacientl
s karcinomem prsu k identifikaci HER2-pozitivnich nadort. Metody ex vivo pro uréeni stavu
HER2 primarniho nadoru jsou imunohistochemie (IHC) a fluorescence in situ hybridizace
(FISH). Tyto metody vyZaduji biopsie, které nejsou vzdy mozné. Navic chybu vzorkovani nelze
vyloucit opakovanymi biopsiemi. To je zvlasté dulezité z hlediska moZné heterogenni exprese
HER?2. Heterogenita mize existovat mezi primarnim nddorem a metastdzami, mezi riznymi
metastdzami a v rdmci metastdzy. Neshodnost exprese HER2 mezi primarnimi nadory a
metastazami méfenim pomoci FISH se pohybuje mezi 10 a 24 % (94,95). Ztrata nebo zisk
exprese HER2 muZe mit jasné terapeutické nasledky, nebot’ pacienti s HER2-pozitivnimi
1ézemi maji prospéch z terapie anti-HER2 (96). To zdlraziiuje nutnost pfesné¢ posoudit stav
HER2 béhem pribéhu metastatického karcinomu prsu. Neinvazivni stanoveni exprese HER2

muze byt potencialné provedeno pomoci molekuldrniho zobrazovani. To by mohlo usnadnit
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vybér pacientli pro 1écbu cilenou na HER2 a posoudit okamzitou reakci na terapeutické
intervence. V klinickém prostfedi mize byt HER2 zobrazeno pomoci trastuzumabu
radioaktivné zna¢eného napt. !''In pro SPECT %°Zr pro PET zobrazeni. Pro terapii otevienym

zéaficem cilicim na HER2 se zd4 byt idealnim kandidatem ['7"Lu]Trastuzumab (97-99).

Nimotuzumab

Cilena terapie predstavuje hlavni trend v novém vyvoji 1€kt pro 1écbu rakoviny,
ktery je pohdnén rostoucimi znalostmi genetickych zmén vedoucich k maligni transformaci a
progresi. Z molekuldrnich cilt, které jsou v soucasné dobé v klinickém hodnoceni, byl
epidermalni ristovy faktor (EGF), také znamy jako HERI, Siroce validovan na nékolik
antagonistech EGFR, v¢etnég inhibitorii tyrosinkinazy (TKI) a monoklonalnich protilatek, které
byly schvaleny i FDA. V klinickych studiich faze II nebo faze III bylo hodnoceno pét anti-
EGFR mAb s pozitivnimi nebo pfiznivymi vysledky. Mezi nimi napf. cetuximab (chimérni
IgG1 diive znamy jako C225) byl rozsahle studovan u riizny typl nadorti. Déle panitumumab,
matuzumab a zalutumumab byly testovany u n€kolika riznych typit EGFR-pozitivnich nadora.
Nimotuzumab (humanizovany IgG1 dfive znamy jako hR3) byl zkouman u pacientii s nadory
hlavy, krku a gliomt (100,101). EGFR je bézn¢ nadmérné exprimovan v lidskych epitelidlnich
nadorech ve srovnani s hladinami exprese pozorovanymi v normalnich tkanich, jako je klize
a ledviny. Nevyhodou terapie zamétené na EGFR je zavazna toxicita kozni vyrazky a dalsi
souvisejici nezddouci ucinky, které jsou vyvolavany v ledvinovych buikach
a v gastrointestinalni sliznici. Pfedpoklada se, Ze vedlejsi ucinky jsou zplsobeny reakci anti-
EGEFR cilenych Ié¢iv na receptor v jinych tkanich nez v tumoru (102). hR3 se zdala jako vhodna
molekula pro zna€eni a nasledné zobrazovani ptipadné terapii EGFR pozitivnich nadort. Prvni
studie byly provadény na [*™Tc]hR3, k pouziti detekce nadorti, které nadmérné exprimovaly
EGFR, ale bohuZzel vykazovaly vysokou akumulaci v jatrech a ledvinach pacienta (103). V jiné
klinické studii byla zkousena biologick distribuce ['**Re]hR3 u pacientii s gliomy vysokého
stupné, ovSem s negativnim vysledkem (104). V pokraCujicim usili vyvinout
radioimunoterapeutické radiofarmakum, které miiZze byt pouzito v klinice pro radioimunoterapii
nadord, které nadmérmé exprimuji EGFR, byl poprvé hR3 znacen '7"Lu a byly zkoumany jeho
biodistribu¢ni vlastnosti u zdravych mysi a mySi nesoucich nadorové xenotransplantaty

lidského karcinomu A431 (105).
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2.2.2.6. Zobrazeni hypoxie nadoru

Hlavnim rysem mnoha nadort je fakt, Zze jsou hypoxické a kyselé ve srovnani
s normalnimi tkanémi stejného typu. Toto bylo zndmo po mnoho desetileti jako Warburglv
efekt (106,107). Ovsem cely proces byl na molekularni Grovni objasnén pomérné nedavno po
objevu transkripénich faktord regulace obou jevl, hypoxii indukovany faktor 1 o (HIF-1a)
(108). Mechanismus ucinku je demonstrovan na obrazku ¢. 2.2.3.6.1. Vzhledem k tomu, ze
terapeuticky modifikujici hypoxie miize mit u pacienti potencial zménit vysledky 1éCby, je
neinvazivni PET zobrazovani pro identifikaci a kvantifikaci stavu hypoxie nadora kliCovy
v predpovédi a sledovani odpovédi na 1écbu (109). Z neinvazivnich zobrazovacich modalit
hypoxie jsou radionuklidové studie pouzivajici PET markery nejvice studovany (110). Je
prokazano, Ze parametrickd PET zobrazeni hypoxie tkané pfi inhalaci 'O pomoci méfeni
regionalni extrak¢ni frakce kysliku a metabolické rychlosti jsou pfesnéjsi nez invazivni metody
(111). PET zobrazovani s *O je v soucasné dobé& "zlatym standardem" pro neinvazivni
zobrazovani hladin kysliku v tkdnich; nicméné kvili logistice a technickym problémim, jako
je velmi kratky polocas rozpadu cca 2 min a drahym technologiim pro jeho pfipravu neni Siroce

pouzivan v experimentalnich ani klinickych podminkach (112).
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Obr. 2.2.2.6.1 Mechanismus u¢inku HIFa
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Nitroimidazoly prokézaly velmi vysokou selektivitu pfi cileni na hypoxickou tkan
a také maji radiosenzitizujici vlastnosti (113). Derivaty nitroimidazolu, jako je pimonidazol
nebo 2-(2-nitro-IH-imidazol-1-yl) -N- (2,2,3,3,3-pentafloxopropyl) acetamid (EF5) mohou byt
porovnany s inavzivnimi metodami typu imunohistochemicka analyza. Jako nejstarSi znacené
agens pro zobrazeni PET je analog 2-nitroimidazolu. Intracelularni reduktdzy pfeménuji
stopové mnozstvi téchto analogli na reaktivni meziprodukty, jejichz akumulace vykazuje
inverzni korelaci s urovni oxygenace tkané. Vznikajici meziprodukt vytvaii kovalentni vazby
s thiolovymi skupinami intracelularnich proteinti a maji sklon k akumulaci v hypoxickych
bunikdch. Mnoho nitroimidazolovych sloucenin s riznymi vlastnostmi bylo vyvinuto
a testovano pro zobrazovani hypoxie (114,115).
8F znageny fluoromisonidazol ['*F]FMISO (obr. 2.2.2.6.2) byl prvnim markerem hypoxie pro
PET, u kterého bylo zjisténo, ze ma nadorovou specifitu. To bylo vyuZzivano, jak
v preklinickych, tak klinickych studiich (116). Studie provedené na krysim modelu
s thabdomyosarcomem, bylo korelovano pouziti ['*F]JFMISO s dal$imi markery, jako je
pimonidazole a karboanhydrazy IX (CA IX). Bylo zjisténo, ze ['*F]JFMISO zobrazovéni na PET
dobte koreluje s hypoxickymi imunochemickymi markery pimonidazolem a CA IX (117).
Klinické studie hodnotici roli ['*F]JFMISO a ["®F]FDG u pacientii s karcinomem hlavy a krku
neodhalily Z4dnou korelaci mezi méfenimi pO, a vychytavanim ['*F]FDG, ale dobrou korelaci
s vychytavanim ['*FJFMISO. Nebyla zji§téna zadna korelace mezi ['*F]FDG a ['*F]FMISO,

coz naznacuje rizné mechanismy vychytavani nadoru (118,119).

/:\ OH

NO,
Obr. 2.2.2.6.2 Chemicka struktura ['*F]JFMISO

Dalsi skupinou sloucenin, které Ize pouzit pro diagnostiku hypoxie nadoru jsou
dithiokarbazony. Dithiosemikarbazony byly zpoc¢atku objeveny pro své antioxidacni vlastnosti
v komplexu s médi. Z diivodu jednoduchosti chemie byla ziskana latka [**Cu]diacetyl-
bis(N(4))-methylthiosemicarbazon (**Cu(II)-ATSM) (obr. 2.2.2.6.3) , ktera byla rychle pfijata
v diagnostickém zobrazovani hypoxie (120). Cu(I)-ATSM je velmi jednoduchd molekula
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a navic jeji biochemicka interakce s buitkami je podobné jednoduchd. Mechanismus je zalozen
hlavné na redoxni chemii. V zivych bunkach dochazi k redukci Cu(II)-ATSM a je rychle
vylucovana z aerobnich bunék, pficemz se zachycuje v hypoxickych buikach, a tak mize
rozliSovat mezi hypoxickymi, nefunk¢énimi a zivotaschopnymi tkanémi (obr. 2.2.2.6.4) (121).
Daéle byl navrzen zachycovaci mechanismus ve dvou fazich. Prvni fazi je reduk¢ni/ oxidacni
cyklus zahrnujici thioly a molekularni kyslik. A to nasleduje sekundarni faze interakci
s proteiny v mitochondriich, coz vede k trvalé retenci Cu(II)-ATSM (122).

In vitro 1 in vivo udaje ukazuji, ze nadory se zvySenou expresi MDR 1 vykazuji nizsi
akumulaci [**Cu]ATSM, coz ukazuje, Ze exprese glykoproteinu MDR1 miize ovlivnit retenci
[**Cu]ATSM v nadorech (123). [**Cu]ATSM byl také aplikovan jako marker intracelularnich
stavil u poruch s mitochondridlni dysfunkci, jako je, Parkinsonova choroba a Alzheimerova
nemoc. Krom¢ toho také inhibice syntézy mastnych kyselin vedla k vyznamnému zvySeni
retence [**Cu]ATSM v nddorovych buitkach prostaty in vitro v anoxii po dobu 60 minut. Tudiz
translace [**Cu]ATSM pro zobrazovani rakoviny prostaty miZe byt omezena nadmérnou
expresi syntézy mastnych kyselin spojenou s prostatickymi malignitami (124,125).

Studie na modelech zvifecich nadorti ukazaly dobré korelace mezi akumulaci
[**Cu]ATSM v nadoru a méfenim obsahu kysliku pomoci kyslikové elektrody. Vysledky
zobrazovani byly rovn&z srovnatelné s ['*F]JFMISO. Bylo vsak zjiténo, Ze vychytavani nadoru
[**Cu]ATSM je méné citlivé na zménu hladiny kysliku oproti ['*F]JFMISO, které bylo citlivéjsi
na meénici se hladiny hypoxie (126).

Akumulace [**Cu]ATSM v nadoru potvrzuje jeho pouziti, jako klinicky

vyznamného biomarkeru progndzy u nékolika lidskych nadorii napt. karcinomu plic (127).

N/ \,N

N/ \N
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Obr. 2.2.2.6.3 Chemicka struktura [**Cu]ATSM
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Obr. 2.2.2.6.4 Mechanismus zobrazovani hypoxickych bunék pomoci [**Cu]ATSM (128)

KARBONICKA ANHYDRAZA IX

Karbonicka anhydraza IX (CA IX) (obr. 2.2.2.6.5) je povrchovy bunéény enzym,
ktery katalyzuje reverzibilni hydrataci oxidu uhli¢itého na bikarbonatové ionty a protony. Tato
jednoducha reakce je nezbytnd pro mnoho biologickych procest. Reaktivita enzymu zavisi na
prostorové a casové regulovaném transportu iontd v ruznych subcelularnich oddilech
a plazmatické membrany. Existuje 15 lidskych isoformem, z nichz tfi jsou neaktivni a 12 se
pohybuje od slabé aZ po velmi silnou enzymovou aktivitu. VéEtSina téchto izoenzymu je
exprimovana v diferencovanych bunkach a plni specializované role v rdznych tkanich
a organech, zejména u téch, které¢ jsou metabolicky vysoce aktivni, jako je mozek, ledviny,
zaludek, pankreas atd. Velmi u¢inna cytoplazmaticka CA 1I je tradi¢né vnimana jako hlavni
enzym usnadiiujici dychani a produkci rlznych télesnych tekutin, ale existuji také jiné
fyziologicky relevantni isoenzymy, jako jsou CA IV-VII a XII-XIV. Jejich abnormalni exprese
byla integrovana do nékolika patologickych stavli, véetné¢ glaukomu, osteoporozy, edému,
selhdni ledvin apod. (4). Ackoliv jsou rostouci nadory charakterizovany abnormalnimi
iontovymi transportnimi toky a narusenymi gradienty pH, pokusy sdruzovat CA s rakovinou
obecn¢ selhaly. Na pocatku devadesatych let byla identifikovéna transmembranova isoforma
CA IX (129). CA IX je jediny izoenzym, ktery je pievazné spojen s nddory a jen ziidka se
vyskytuje ve zdravych tkanich (zejména v Zaludecni sliznici a stfevnich kryptech). CA IX je

Siroce exprimovana v fadé pevnych nadort a jeji pfitomnost v naddorovych buiikéach je ¢asto
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spojena s agresivnim nadorovym fenotypem. To je zpiisobeno jeho silnou regulaci hypoxie na

n¢kolika urovnich (130).

Obr. 2.2.2.6.5 Krystalova struktura CA IX (131)

Transkripéni aktivace CA IX zavisi na HIF-1, ktery se vaze k jadrovému promotoru
bezprosttedné pied pocatecnim mistem transkripce a je tedy hlavnim transkripnim
regulatorem genu CA9. To se odrazi v typickém regiondlnim expresnim vzorku CA IX
v pomérné Siroké perinekrotické zon€ ve vétSin€ hypoxickych nddort a difuznim vzorem
exprese v rendlnich karcinomech s konstitutivni aktivaci HIF po genetické inaktivaci jeho
negativniho reguldtoru pVHL. V promotoru HIF-1 spolupracuje s nepravdépodobnym
transkripénim faktorem SP1, ktery je dulezity zejména pii nizkych hladinach HIF-1.
Transkripce genu CA9 je dale modulovana acidézou a aktivaci onkogennich metabolickych
drah. Hypoxie rovnéz podporuje spravny sestith mRNA CA9, coz vede k tplnému transkriptu.
Tato varianta sestfihu je konstitutivné pfitomny v nizké hladiné v normoxii a v normdlnich
tkanich (132). Navic hypoxie aktivuje CA IX na funkéni urovni. K tomu dochézi v dasledku
hypoxie vyvolané zvySenim hladin cAMP a aktivace proteinové kindzy A, ktera fosforyluje
Thr443 v intracelularnim ocasu CA IX. Fosforylace Thr443 pak zprosttedkovava signalizaci
dovnitf/ven do extracelularni katalytické domény, ktera vede k aktivaci CA IX. Hypoxie
indukuje vyluovani ektodomény (ECD) CA IX, kterd je jinak relativné stabilni protein
s poloCasem zivota pfiblizné 40 hodin v reoxygenovanych buiikach. Odstépeni ECD je

provadéno TACE/ADAM17, které je samo o sob¢ regulovéano tézkou hypoxii (133—135). Neni
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vylouceno, ze hypoxie ovliviiuje i dalsi kroky v expresi a fungovani CA IX, které vSak zlstavaji
k dalsimu vyzkumu.

Pro naddorové buiiky je hypoxie vyznamnym fyziologickym stresem, ktery vyzaduje
selektivni tlak bud’ k adaptaci, nebo k tniku, nebo ke smrti. Adaptacni mechanismy zahrnuji
mimo jiné schopnost odolavat acidoze, kterd je dusledkem vice ¢i méné rozsahlého
metabolického posunu od oxidac¢ni fosforylace k anaerobni glykolyze, ktera se ¢asto zachovava
i v reoxygenovanych buiikach (znamy jako Warburglv efekt). Piestoze glykolyza vytvari méné
energie ve form¢ ATP nez oxidacni fosforylace, je velmi diilezita pro nadorové buiky, nebot’
podporuje tvorbu biomasy, ktera je potfebna pro jejich proliferaci (136). Hlavnim
metabolickym produktem glykolyzy je kyselina mlécnd, ale onkogenni metabolismus také
generuje nadbytek protonit a CO,. Za uc¢elem zachovani neutrdlniho nebo mirn¢ alkalického
intracelularniho pH (pHi), ktery je nezbytné pro ucinné biosyntetické reakce a preziti bunck,
vyvinuly buniky dopravni mechanismy, které spadaji do dvou hlavnich cest exportu laktatu
a protoni a importu hydrogenuhli¢itanu. Export mize byt zprostiedkovan né¢kolika typy
transmembranovych transportérli, jako je monokarboxylovy transportér (MCT4) a Na'/H"
kandl 1 (NHE1), které jsou také ovlivnény hypoxii a acidézou. NHEI je dualezity pro regulaci
pHe a pHi v nédorech a pfispiva k tvorbé a udrzovani reverzniho protonového gradientu.
Nicméné nedavné studie naznacuji, Ze prenos kyseliny vné buiiky pfedstavuje dynamickou
reakci na kyselou zatéz, kterd se zvysuje u urcitych specifickych typti bunék a ve vétsiné bunck
s vysokou normoxickou aktivitou je spiSe inhibovana hypoxii (137,138).

V urcitych situacich (jako je chronicka hypoxie) mechanismy pienosu kyseliny
nejsou dostatecné pro stabilizaci klidoveé pHi na mirné alkalické Girovni vedouci k pfeziti a ristu
buné¢k. Proto bunky vyuzivaji také bikarbonatové pumpy, rodinou bikarbonatovych
transportérli, zahrnujicich Na'-zprostfedkované HCO3™ ko-transportéry a CI/HCOs3™ (AE2)
transportéry. Bikarbondtové transportéry jsou Siroce distribuovany, vyjadiené v riznych
isoformach a variantach. Hraji diilezitou roli pfi udrzovani pHi stejn€ jako ptispivaji k regulaci

objemu bun¢k (139). Regulace pH v bunikdch pomoci CA IX ilustruje obr. 2.2.2.6.6.
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Obr. 2.2.2.6.6 Mechanismus regulace pH pomoci CA IX (140)
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3. Experimentalni ¢ast
3.1. Metody

3.1.1. Syntéza NCS-derivatu z NH:-derivatu chelatoru pro

radionuklidy médi

Amino derivat nekomercniho chelatoru fosfinatu (1-NH>-PHS) (obr. 3.1.1.1)
(180 mg, 35 mmol) byl rozpustén ve vode (4 ml) a prevrstven chloroformem (4 ml). Do smési
byl ptidan thiofosgen (26 pl, SM piebytek), smes byla michana pfes noc za laboratorni teploty.
Chloroformova faze byla odstranéna stiikackou a vodna faze s produktem byla odpafena na
vakuové odparce do sucha. Vysledny produkt (1-NCS-PHS) (obr. 3.2.1.2) byl skladovan pti 4
°C.
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Obr. 3.1.1.1 1-NH2-PHS
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Obr. 3.1.1.2 1-NCS-PHS
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3.1.2. NMR, MS charakterizace chelatoru PHS

Nekomer¢ni chelator 1-NH2-PHS (obr. 3.1.1.1) a jeho aktivni derivaty 1-NCS-PHS
(obr. 3.1.1.2) byly charakterizovany pomoci hmotnostni spektrometrie s ionizaci
elektrosprejem (ESI) (ACQUITY QDa, Waters, USA) a nukledrni magnetickou rezonanci
(Bruker Avance III™ HD 850MHz, Bruker USA) na 'THNMR, *CNMR a NMR??P.

3.1.3. Priprava protilatky IgG M75 a jejiho fragmentu scFv-Fc¢
M75

Monoklonalni protilatka IgG M75 ptipravena podle EP 2508596A2 (129).

3.1.3.1. Konstrukce vektoru pro fizni protein scFv-Fc

Fragment scFv odvozeny z monoklonélni protilatky M75, scFv 75, byl pfipraven
pomoci postupu (141). Kodujici sekvence Fc ¢asti a koncové oblasti byla ziskana podobné¢ jako
v literatufe (142). C-konec scFv M75 byl pfipojen k N-zakonceni Fc ptimo bez jakéhokoliv
spaceru nebo linkeru. Byly pouzity nasledujici primery:

Krok I

Primer 1F

5’- GCTAGCAAGCTTCCACCATGG-3’
Primer 1R

5-CACAACCTGCACTTCAGAGTGCACGCCGGT-3¢

Krok II

Primer 2F

K’dovaci fetézec produktu z kroku I
Primer 2R

5-GCAGCTCTTAGGCTCACGTTTGATCTC-3°

Krok III
Primer 1F

5-GCTAGCAAGCTTCCACCATGG-3¢
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Primer 3R
5-ATAATGCGGCCGCCTATCACTTGCCGGGGGA-3¢

Konstrukt scFv M75-hFc¢ zahrnoval nékolik PCR reakci vedoucich nejprve ke
dvéma fragmentim DNA, které byly nakonec spojeny dohromady. V reakci prvniho kroku se
ptiblizné 100 bp dlouhy fragment obsahujici 5 klonovaci misto Hind 111, signal tézkého fetézce
IgG a prvnich pét kodont kostry tézkého tfetézce 1 (FR1) IgG M75 byly ziskény za pouziti
primerd 1F/1R a vhodného templatu nesouciho sekre¢ni signal. Vysledny 100 bp dlouhy
oligonukleotid slouzil jako pfedni primer v druhé PCR reakci za pouziti vektoru pro expresi
scFv M75 (141), jako reverzniho primeru 2R odpovidajicich poslednim c¢tyfem kodoniim
variabilniho lehkého fetézce IgG M75 a prvnich pét kodonti oblasti Fc fragmentt (142). Takto
ziskany fragment byl St€pen na 715 bp syntetické fragmenty za pouziti pfimého primeru
IF areverzniho primeru 3R. Po ovéfeni sekvence byl konecny produkt ligovan do

modifikovaného vektoru pCEP4 za pouziti klonovacich mist Hind III a Notl.

3.1.3.2. Exprese

Pro expresi v buikdch HEK 293 byl pouzit modifikovany vektor pCEP 4 kodujici
sekvenci scFv-hFc pfedchazejici sekrecni signdl sekvence umoznujici translokaci produktu do
média. Cast Fc na C-konci polypeptidu zjednodusuje izolaci produktu a ¢isténi afinitni
chromatografii na kolonach proteinu A Econo-Pac (Bio-Rad). Kone¢né ¢isténi bylo dosaZzeno
pomoci vylucovaci chromatografie na kolon¢ Superdex 200 HR 10/30 (Ge HealthCare).
Aminokyselinova sekvence trastuzumabu byla pouzita pro syntézu gentt PMT lehkého (LC)
a tézkého (HC) fetézce.

3.1.4. Konjugace protilatek

3.1.4.1. Konjugace protilatky IgG M75 a fragmentu scFv M75-hFc¢
s chelatorem NCS-PHS
Protilatky IgG M75 (140 pg v 100 ul 0,01 M PBS pufru, pH 7,4) a fragment scFv
M75-hFc (110 pg ve 100 pl 0,01 M PBS pufru, pH 7,4) bylo smichdno s roztokem EDTA ve
vodé (18,5 mg/ml) a 0,1 M EPPS pufrem, pH 8,9 (150 ul). Smés byla ptecisténa ultrafiltraci
pfes 30 kDa MWCO membranu, za pouziti centrifuga¢nich vialek Vivaspin 500 (GE
Healthcare, UK). Roztok byl zakoncentrovan na 70 pl a bylo ptfiddno (celkem 3-krat) 300 ul

0,1 M EPPS pufru, pH 8,9. Timto zpisobem byla vysledna smés rozpusténa v pozadovaném
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pufru a pH roztoku bylo 8,9 + 0,1 pH. Koncentrace mAbs byla ovéfena pomoci standarni
metody dle Bradford assay (Sigma Aldrich, USA) (143). K roztoku protilatky a fragmentu 70 pl
byl ptfidan 40-molarni nadbytek chelatoru NCS-PHS rozpusténého v 0,2M EPPS o pH 8,5. Po
smichani smési bylo proméieno pH a roztok byl michan 2 hodiny za laboratorni teploty a poté
uloZen v lednici pti 4 °C po dobu 12 h. Po konjugaci byly imunokonjugaty purifikovan pomoci
size-exclusion chromatografie pomoci odsolovaci kolonky PD-10 (GE Healthcare, USA).
Kolonka byla prekalibrovdna a vysycena roztokem 0,2M EPPS o pH 8,5 s ptidavkem 0,01 %
nativni protilatky IgG M75. Z kolonky byly sbirany frakce po 1 ml, 3.-4. frakce obsahovala
purifikovany konjugat, ktery byl jiman. Nasledn¢ byl roztok zakoncentrovan ultrafiltraci pies
30 kDa MWCO membranu, za pouziti centrifugac¢nich vialek Vivaspin 500 (GE Healthcare,
UK). Protilatka i fragment byly pfeneseny do v 0,2M MES pufru, pH 5,5 (Sigma Aldrich, USA)
pomoci ultracentrifugace dle postupu popsaného vyse. Koncentrace konjugatt byla stanovena
pomoci Bradford assay. Konjugaty byly ulozeny pfi 4 °C (144). Vysledné konjugéty byly
charakterizovany pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (UltrafleXtreme™ MALDI-
TOF/TOF, Bruker, USA).

3.1.4.2. Konjugace protilatky Nimotuzumab s chelatory NCS-

DOTA a NCS-DOTAPO

Ptiprava konjugati protilatky =~ Nimotuzumab (hR3) (CIMAher, Center of
Molecular Immunology, Cuba) s chelatory NCS-DOTA a NCS-DOTAPO (1,4,7,10-
tatraazacyklododekan-4,7,10-triaceto-1- {methyl[(4-aminophenyl)methyl]fosfinova
kyselina}), (Ptfirodovédeckd fakulta Univerzity Karlovy v Praze). Postup konjugace byl
obdobny jako postupy konjugaci protilaitky IgG M75 a jejiho fragmentu s drobnou
modifikaci. Molarni pomér protilatky a ligandi €inil 1:50. Smés byla inkubovana na Vortexu
po dobu 2 h pfi laboratorni teploté¢ a mirném tfepani (450 kmitd/min). IThned po skonceni
konjugace byla provedena purifikace vzniklého konjugatu na kolonkdch PD-10. Kolonka
byla nejprve promyta2 x 10 mla 1 x 5 ml 0,05 M NH4OAc. Nasledné byla kolonka nasycena
1 ml nativni hR3 (5 mg/ml). Pfebytek protilatky byl vyplachnut 2 x 10 mla 1 x 5 ml 0,05 M
NH40Ac. Pro zachyt jednotlivych frakci byla pfipravena sada osmi Cistych a sterilnich
1,5 ml plastovych zkumavek typu Eppendorf. Frakce z kolonky PD-10 byly jimany po 1 ml
ajako vysledny purifikovany konjugat byly pozity frakce 3. — 5. Nasledné byl roztok
zakoncentrovan ultrafiltraci ptes 30 kDa MWCO membranu, za pouZiti centrifugacnich

vialek Vivaspin 500 (GE Healthcare, UK). Konjugaty byly pteneseny do v 0,2M MES pufru,
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pH 5,5 (Sigma Aldrich, USA) pomoci ultracentrifugace dle postupu popsaného vyse.

Koncentrace konjugati byla stanovena pomoci Bradford assay.

3.1.4.3. Lyofilizace konjugatii protilatek a fragmenti

Pro dlouhodobé skladovani hotovych konjugatii byla nalezena a ovéfena metoda
lyofilizace dle nasledujicich postupii. Roztok konjugatu byl preveden do 10 ml sklenéné 1€kovky.
K roztoku byla ptidana trehal6za v mnozstvi 200 mmol trehaldzy na mg konjugétu a 2 ml vody.
Lékovka s roztokem byla zmrazena kapalnym dusikem, umisténa do lyofilizatoru (LABONCO
FreeZone 6, USA) a lyofilizovana 12 h pii -45 °C. Po lyofilizaci byl ziskan produkt ve formé
bilého lyofilizatu, ktery bylo mozné nasledné pouzit pro znaceni. Lyofilizat byl skladovan
v lednici pii 2-8°C. Testovani vlivu lyofilizace na imunoreaktivitu protilatky bylo provedeno
s nativni hR3. Byla provedena ELISA metoda ve stejném uspotradani pro nativni hR3 v roztoku

a pro hR3 po lyofilizaci a naslednou rekonstituci v ml 0,05 M NH4OAc.

3.1.5. Konjugace peptidii

3.1.5.1. Konjugace Pro-1-Tyr-4-Bombesinu s chelatorem NCS-

DOTA a NCS-DOTAPO

K roztoku peptidu Pro-1-Tyr-4-Bombesinu (BBN) o koncentraci 3-4 mg/ml bylo
pridano ptislusné mnozstvi roztoku chelatu NCS-DOTAPO a NCS-DOTA (10,0 mg/ml), tak aby
molarni pomér peptid ku ligandu ¢inil 1:1. Smési byly poté opatrné promichény a byla ovétena
hodnota pH, ktera by se pohybovala v rozmezi 8,4-8,6. Roztok byl uloZen za laboratorni teploty
na temné misto bez ptistupu svétla po dobu 5 h. Po uplynuti reakéniho ¢asu byl roztok obsahujici
reakéni smés aplikovan na semipreparativni kolonu pro separaci konjugatu vyuzivajici systému
frakci. Jednotlivé frakce byly jimany po 1 ml optimalizovanou metodou pro semipreparativni
sbér frakci. Metoda je zaloZzend na gradientové eluci (tab. 3.1.5.1.1). PfisluSnd frakce

s konjugatem je dale zpracovana postupem uvedenym niZe.

Tabulka 3.1.5.1.1 Metoda gradientové eluce semipreparativni separace konjugat

Cas  Vodas 0,04 % TFA Acetonitril s 0,04 % TFA

(min) (%) (%)
0 95 5
20 50 50
21 30 70
25 30 70
27 95 5
30 95 5
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Roztok precisténého konjugatu byl nésledné vymrazen kapalnym dusikem a lyofilizovan 12 h pfi
-45 °C Lyofilizaty byl skladovany v lednici pfi 2-8 °C.

3.2. Radiochemie
3.2.1.1. Priprava radionuklidu ®'Cu

Radionuklid ¢!Cu byl pfipraven ozafovanim piirodniho niklu s nizkym energetickymi
energetickymi deuterony jadernou reakci "™Ni(d,x)®'Cu. Cilovy material s vysokou ¢istotou
("™Ni, 99,999 %, obsah Cu < 1 ppm) (GoodFellow, UK). Material byl obroben do kotouci
o tloustce 1 mm a priméru 24 mm (145). Disky byly umistény do drzaku COSTIS a ozafovany
na cyklotronu Cylone 18/9 s kolmym deuteronovym paprskem o energii 8,6 MeV a proudem
10 - 15 pA (hruby cilovy vytézek byl cca 58 MBqg/pnAh). Aktivovand tenké niklova cilova vrstva
(<100 um na vyrobni cyklus) byla leptana 20% kyselinou dusi¢nou v 50% molarnim ptebytku
vzhledem k obsahu kovu v zafizeni navrzeném a vyrobeném na Ustavu jaderné fyziky CAS.
Alikvotni ¢ast leptané¢ho roztoku byla podrobena opakovanym méfenim gama spektrometrie na
spektrometru HPGe GMX45Plus (Ortec, USA), kalibrovaném na energii a G¢innost za pouZiti
standardti dodavanych CMI.

3.2.1.2. Priprava radionuklidu *Cu

Radionuklid **Cu byl ptipraven jadernou reakci **Ni(p,n)**Cu na vysoce obohaceném
64Ni (99,09 %, natCu < 10 ppm, Isoflex). Obohaceny **Ni byl elektrolyticky nanesen na vysoce
Cisty zlaty terCovy podklad z vodného roztoku siranu nikelnatého s pH upravym na 4,00
hydroxidem amonnym. Cilova terova vrstva byla umisténa v drzdku COSTIS a ozafovana
kolmym protonovym paprskem na cyklotronu Cylone 18/9 po dobu 1 — 3 hod proudem 15 — 27
BA. Ozafovana vrstva %Ni byla leptana 20% kyselinou dusi¢nou v 50% molarnim piebytku
vzhledem k obsahu kovu. MnozZstvi kyseliny pottebné pro rozpusténi bylo vypocteno z hmotnosti
uloZeného cilového materidlu. Leptani bylo provedeno ve stejném automatizovaném zatizeni jako
v ptipadé piipravy radionuklidu ®'Cu. Alikvotni &ast leptaného roztoku byla podrobena
opakovanym méfenim gama spektrometrie na spektrometru HPGe GMX45Plus (Ortec, USA),

kalibrovaném na energii a u¢innost za pouziti standardit dodavanych CMI.
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3.2.1.3. Separace beznosi¢ovych radionuklidi *'Cu a %Cu

Z ozarované matrice

Beznosi¢ové radionuklidy ®'Cu a ®Cu byly separovany zniklového terce
iontoménicovou sloupcovou chromatografii na kolonce snavdzanou skupinou kyseliny
iminodioctové IntersepME-1Mini (GLScience, Japonsko). Separace byla provadéna na
automatizované jednotce navrzené a konstruované na Ustavu jaderné fyziky CAS, ktera
kombinuje komer¢ni a nekonven¢ni komponenty (obr. 3.2.1.3.1). Roztoky leptanych terca byly
ziedény vodou na 0,1 M koncentraci ptislusné kyseliny (HCI pro ®'Cu a HNOs pro **Cu) a roztoky
byly naneseny na iontoméni¢ovou kolonu. V piipadé separace ¢'Cu se kontaminanty iontd niklu
a kobaltu eluovaly 0,1 M HCI (10 ml). Nasledné& byl z kolonky eluovan radionuklid ®'Cu pomoci
2 M HCI (2 ml). Roztok byl odpaten do sucha mirnym proudénim dusiku a zahiivanim na 100 °C.
Vysledny produkt byl rozpustén v pfisluSném pufru pro naslednéd znaceni.

Separace **Cu bylo provadéno podobné, s tim rozdilem, Ze misto HCI byla pouzita
HNOs. Alikvotni podily konecnych roztok byly ulozeny a podrobeny spektrometii gama
a analyze ICP-MS (Thermo Scientific, USA). Typické jednotlivé Sarze radionuklidii obsashovaly
500 MBq ®!Cu a 600 MBq *Cu.

mn |
0
=
=
o
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Obr. 3.2.1.3.1 Automatizovana jednotka pro separaci radionuklidd ¢!Cu a %*Cu
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3.2.1.4. Radioaktivni znaceni konjugati IgG M75-NCS-PHS a scFv
M75-hFc-NCS-PHS

Typické radioaktivni znaceni imunokonjugatii s radionuklidem ®'Cu bylo provedeno
v 1,5 ml sklenénych lahvickach, které byly promyty 37% HC1 (suprapur grade), MilliQ vodou
a suSeny na vzduchu. Zasobni roztoky ®'CuCl, a imunokonjugatu byly rozpustény v 0,1 M octanu
amonném, pH 5,5. Alikvot obsahujici 100 pg imunokonjugatu v 70 ul pufru byl smichan
s alikvotem obsahujicim 75 MBq (2,03 mCi) ' CuCl, v 60 pl pufru a ponechano reagovat po dobu
20 minut pii 37 °C. Produkt byl purifikovan z prebytku *!Cu inkubaci s 5 mg chelex-100 po dobu
15 minut pti 37 °C. Pryskyficné kulicky chelexu se nechaly sedimentovat na dné lahvicky
a supernatant byl opatrné odstranén. Radiochemicka cistota produktu byla testovana pomoci
HPLC. Postup pro znadeni pomoci radionuklidu *Cu byl analogicky s postupem pro ®!'Cu.

Minimalni aktivita pouZita pro znaceni pomoci %*Cu byla 37 MBq (1,0 mCi).

3.2.1.5. Radioaktivni znaceni konjugati hR3-NCS-DOTA

Ptecistény konjugét v mnozstvi 0,5-1,0 ml byl pfeveden do plastové mikronadobky
oobjemu 1,5 ml a doplnén 0,1 M NH4OAc, pH 5,5 tak, aby vysledny objem roztoku (vcetné
radionuklidu) ¢inil 1 ml. Ke smési byl pfidan radioaktivni roztok chloridu méd’natého v 0,1 M
NH4OAc, pH 5,5, v mnoZstvi odpovidajicim poméru 200 MBq Cu-64 na 1 mg konjugitu.
Nasledné bylo zkontrolovano pH, jehoz hodnota byla v rozmezi 5,5-6,0. Reak¢ni smés byla
posléze inkubovana pfi teploté 37 °C po dobu 1 hod. Po ukoncéeni inkubace bylo pfidano 100 pl
askorbatu sodného (100 mg/ml). A nasledné byla provedena kontrola radiochemické Cistoty.
Obdobnym zptisobem bylo provedeno znaceni stejného konjugatu komerénim radionuklidem

177Lu

3.2.1.6. Radioaktivni znac¢eni konjugati BBN-NCS-DOTA a BBN-

NCS-DOTAPO radionuklidem ¢Cu

Lyofilizaty konjugati BBN-NCS-DOTA a BBN-NCS-DOTAPO v mnozstvich 0,7-
1,0 mg byly rozpustény v 500 ul 0,1 M NH4OAc pH 5,5 a smichany s roztokem **CuCl, v 0,1
M NH4OAc pH 5,5 tak, ze pomér aktivity ¢inil 10 MBg/pg konjugatu. Nasledné bylo zméfeno
pH roztoku, jehoz hodnota se pohybovala v rozmezi 5,5-6,0. Reakéni smés byla inkubovéna po
dobu 30 min pii 95 °C. Po ukonceni inkubace bylo k reakéni smési pfidano 100 pl roztoku
askorbatu sodného (100 mg/ml). Radioaktivné znaceny produkt byl nasledné analyzovan pomoci

HPLC dle parametrti:
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Kolona: C18 VYDAC 218 MS54; Aeris PEPTIDE 3.6um XB-C18
Mobilni faze: 0.04% TFA ve vodé (A), 0.04% TFA v Ac-N(B)

Eluce: Gradient, 95/5 (A/B) 0 min, 50/50 (A/B) 20 min, 30/70 (A/B) 21 min s koncovou vydrzi 4 minuty
Pratok: 1,0 mL/min, vinova délka: 280 nm

Experimenty byly provadéni ve spolupraci se spolecnosti RadioMedic s. 1. o.

3.2.1.7. Radioaktivni znaceni konjugati BBN-NCS-DOTAPO
radionuklidem %3Ga
Lyofilizat konjugatu (1 mg) BBN-NCS-DOTAPO byl rozpustén v 500 ul 3 M
NaOAc pufru pH 4,0 a smichan s 500 ul eluitu 3Ga z %*Ge/**Ga generatoru (Eckert & Ziegler
Radiopharma GmbH, Némecko) v roztoku 0,1 M HCI o aktivit¢ 100 MBq. Nasledné bylo
zméteno pH roztoku, jehoz hodnota byla v rozmezi 3,8-4,0. Reakéni smés byla inkubovana po
dobu 10 min pii 95 - 100 °C. Radioaktivn€ znaceny produkt byl nasledné analyzovan pomoci
HPLC dle parametrii:
Kolona: Aeris PEPTIDE 3.6um XB-C18
Mobilni faze: 0.04% TFA ve vodé (A), 0.04% TFA v Ac-N(B)
Eluce: Gradient, 95/5 (A/B) 0 min, 50/50 (A/B) 20 min, 30/70 (A/B) 21 min s koncovou vydrzi
4 minuty
Pratok: 1,5 mL/min, vlnova délka: 280 nm

Experimenty byly provadéni ve spolupraci se spole¢nosti RadioMedic s. r. o.
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3.2.2. Stabilita radioaktivné znacenych imunokonjugati

Imunokonjugaty IgG-M75-NCS-PHS znacené ®'Cu a *Cu (v obou ptipadech 200
MBq) byly inkubovany v 0,1 M PBS pufru pH 7,4 pti 25 °C. Alikvotni podily byly odebirany
v ¢asovych intervalech 0, 1, 2, 3, 6, 12 a 24 hodin a podrobeny soucasné testu radiochemické
¢istoty pomoci SEC HPLC a odsolovacich kolonek PD-10 (GE Healthcare, UK). Ve druhém
ptipad¢ byly odebrany frakce 20 pl a jejich aktivity byly méteny na Wallac WIZARD Automatic
Gamma Counter s 2 detektory (Perkin-Elmer, USA).
Imunokonjugat IgG-M75-NCS-PHS znaceny radionuklidem **Cu byl inkubovan v lidském séru
pti 37 °C po dobu 1, 2, 6, 12 a 24 hodin. Do 1 ml lidského séra stabilizovaného 5 ul 10% NaNj3
bylo ptidano 100 pl radioimunokonjugatu (piiblizn¢ 30 MBq). Jako blank bylo pouzito100 pl
radioimunokonjugatu (asi 30 MBq) do 1 ml 0,2 M MES pufru, pH 5,5. Alikvoty (5 pl) byly

odebrany z obou roztokil a analyzovany na SG-ITLC s mobilni fazi octan amonny: methanol

(1:1).

3.2.3.  ELISA a RIA analyza zna¢enych imunokonjugati

Koncentrace imunokonjugati byly stanoveny metodou popsanou dle Bradford (143)
modifikovanou pro mikrotitracni destiCku s Bradfordovym proteinovym testem (Bio-Rad
Laboratories, USA). Vypocet koncentrace proteinu byl zaloZzen na kalibra¢ni kiivce ziskané pii
595 nm. Kalibra¢ni kiivka byla métena pro kazdy smiSeny zasobni roztok. Kalibracni kiivka byla
stanovena v koncentracnim rozmezi 0-64 pg/ml s 10 kalibraénimi body proti slepému vzorku.
Absorbance byla méfena na snimac¢i mikrodesti¢ek Sunrise (TECAN, Svycarsko). Neptimé
ELISA bylo provedeno na 96-jamkové desticce (PolysorbNuc) (146,147). Desticka byla pétkrat
promyta 1M roztokem fosfatového pufru. Pak bylo do kazdé jamky ptidano 100 pl roztoku
2 ng/ul antigenu karbonathydrazy IX] a desticka byla inkubovana 1 hodinu pfi pokojové teploté.
Nasledné byla desticka byla pétkrat promyta PBS a do jamek (vzdy 50 pl) byly pfidany vzorky:
kalibraéni vzorky (nemodifikovany IgG M75 o koncentracich v rozmezi od 1,0 do 0,001953
ug/ml), radioaktivn€ znaceny imunokonjugat IgG-M75-NCS-PHS-Cu-64,61, pozitivni kontrola
(nemodifikovany IgG M75) a negativni kontrola (1% bovinni sérovy albumin v PBS). VSechny
reakce byly provadény trojmo. Kazda desticka byla inkubovéana po dobu 2 hodin pfti laboratorni
teploté. Potom byla deska promyta pétkrat PBS a do kazdé jamky bylo ptfidano 100 pl (1pg/ml)
zfedéné sekundarni protilastky RAM/hPx (Sigma Aldrich, USA) a deska byla inkubovéana
1 hodinu pti 37 °C. Desticka byla pétkrat promyta PBS a do kazdé jamky bylo pfidano 100 pl
barevného roztoku (slozeni: 5 ml 0,01 M citritového pufru, pH 6,5, 2 mg
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o-fenylendiaminidichloridu a 7 pl 30% peroxidu vodiku). Desticka byla inkubovéana 10 minut ve
tm¢ pii pokojové teploté. Reakce byla zastavena pfidanim 100 pl 1M kyseliny sirové.
Koncentrace primarni protilatky byla stanovena z absorbance métené pti vinové délce 495 nm na
snima¢i mikrodesti¢ek Sunrise (TECAN, Svycarsko). Pro experiment RIA byly mikrotitraéni
pasy Polysorb promyty tfikrat PBS. Do kazdé jamky byl pfidan roztok antigenu P997 (100 ul,
2 ng/pul) a inkubovén 1 hodinu pfi 25 °C. Poté byla jamka tfikrat promyta PBS. Blokovaci roztok
byl (200 ul 1% BSA v PBS) byl pipetovan do jamky a inkubovan po dobu 1 hodiny pii 25 ° C.
Jamka byla potom tfikrat promyta PBS. Nakonec bylo pfidano 50 pl radioaktivné znaceného
IgG-M75-NCS-PHS-Cu-64,61 (62,5 ng/ml) a desticka byla inkubovana 2 hodiny pii 37 °C.
Aktivita pfidand do jamky byla méfena na detektoru Nal (TI) NS 9502 E (Empos, Ceska
republika). Jamka byla potom tfikrat promyta PBS a zbyvajici aktivita byla méfena na stejném

pristroji.

3.3. In vitro experimenty

3.3.1. In vitro testovani znac¢eného konjugatu IgG M75-NCS-
PHS-Cu-64

Bunécné kultury

Pro experimenty byly pouZity buné¢né linie lidského kolorektalniho adenokarcinomu
HT-29 (Sigma Aldrich, USA) a mysi adherentni fibroblasty NIH/3T3 (ATCC, USA). VSechna
kultivaéni média, antibiotika a pufry pro bunétné kultury (PAA, Austria). Buiky byly
pasazovany v médiu RPMI 1640 s 10 % fetadlnim bovinnim sérem a Penstrep (penicilin
100 Ul/ml, streptomycin 100 pg/ml). Buniky byly uloZeny v inkubatoru pii 37 °C a atmosféie
s 5% COa.

In vitro uptake assays

Up take IgG M75-NCS-PHS-Cu-64 byl proveden na lidskych kolorektalnich
adenokarcinomech (HT-29), které byly pozitivni na ptitomnost karbanické ahydrazy IX, jako
negativni kontrola byly pouZity bunééné linie NIH/3T3. Postup experimentu byl proveden dle
(148). HT-29 a NIH/3T3 byly pipetovany do 6-well misticek (300 000 bunék/well) a inkubovany
pti 37 °C 24 hod. Poté bylo odstranéno médium a bunky byly promyty 3-krat roztokem Hank's
Balanced Salt Solution (HBSS). IgG M75-NCS-PHS-Cu-64 (6,74 nM, 50 kBq) v médiu RPMI-
1640 bylo pipetovano do desticek s bunkami. Desticky byly inkubovany pti 37 °C 1, 12 a 24 hod.

Po ¢asovych intervalech bylo odstranéno médium z desticek a buniky byly promyty 5-krat pomoci
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HBSS a nasledné byly buiiky trypsinizovany piidanim 0,5 ml roztoku trypsinu a bylo pfidano
0,5 ml HBSS. Buiky v roztoku byly pipetovany do vialek, u kterych byla prométena aktivita na
y-counteru Wallac WIZARD Automatic Gamma Counter (Perkin-Elmer, USA). Experiment byl
provadén v oktapletu a data byla vyjadiena jako procenta z celkového ptidavku (149).

In vitro saturacni experimenty

Saturacni experimenty byly provedeny pro zjisténi disociani konstanty (K4) a
maximalni receptorové saturace imunokonjugatu IgG M75-NCS-PHS-Cu-64 (Bmax). Bunky HT-
29 byly pipetovany do 6-well misticek (500 000 bunck/well) a inkubovany pii 37 °C 24 hod
s 1 ml média, jako v pfedchozim experimentu. Nésledné bylo médium odstranéno a buniky byly
promyty 3-krat roztokem HBSS. Poté byly buriky 4 hod inkubovény s 500 ul znac¢ené IgG M75-
NCS-PHS-Cu-64 s jeho zvysujici se koncentraci 1 — 200 nmol/l. Roztok média a zbytku
konjugatu odstranén a byly promyty 3-krat pomoci HBSS a nasledné byly bunky trypsinizovany
pfidanim 0,5 ml roztoku trypsinu a bylo pfidano 0,5 ml HBSS. Buiiky v roztoku byly pipetovany
do vialek, u kterych byla proméfena aktivita na y-counteru. Pro zjiSténi nespecifické vazby
konjugatu byl proveden identicky experiment ovSem s ptidanim 200-nadsobného piebytku nativni

IgG M75 pred ptidanim znac¢eného konjugatu IgG M75-NCS-PHS-Cu-64 (150).

3.3.2. In vitro testovani znac¢eného konjugatu hR3-NCS-DOTA-
Cu-64

Bunécné kultury
Bunééné kultury A431 byly kultivovany v médiu Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium (DMEM, Sigma Aldrich, USA) s pfidavkem 10 % fetalniho bovinniho séra a 5 %

neesencidlnich aminokyselin v 37 °C a atmosféie s 5% COa.

In vitro uptake assays

Pro up take experiment s konjugatem hR-3-NCS-DOTA-Cu-64 bylo do 12-well
misek pipetovano 200 000 bunc¢k A431 a inkubace 24 h. Poté byly buiiky proplachnuty
2-krat pomoci HBSS a k buiitkdm byl pfidan znaceny konjugit hR-3-NCS-DOTA-Cu-64
o koncentracich 0 — 200 nmol/l. hR-3-NCS-DOTA-Cu-64 o specifické aktivite 200 MBq/mg
byl pfidavan buiikdm A431, pro kazdou koncentraci byly provedeny kontrolni inkubace
s pfidavkem 100-ndsobku nativniho neznaceného h-R3. Bunky byly ponechany 4 h pfi
37 °C. Po inkubaci byly vSechny builkky promyty 3-krat roztokem HBSS a nasledné byly
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lyzovany 0,5 ml 0,5 M NaOH s pfidavkem 5 % SSD a vSechny vzorky byly proméfeny

pomoci y-counteru. Experiment byl provadén v tripletni soustave.

3.3.3. In vitro testovani znac¢eného konjugatu BBN-NCS-DOTA-
Cu-64

Bunééné kultury

Bunécné kultury PC-3 byly kultivovany v médiu HAM F12 s ptidavkem 10 %
fetalniho bovinniho séra a 5 % neesencialnich aminokyselin, buné¢né kultury NIH/3T3 byly
kultivovany v médiu DMEM s ptidavkem 10 % fetalniho bovinniho séra a 5 % neesencialnich

aminokyselin. Buné¢né kultury byly inkubovany v 37 °C a atmosféie s 5% COa.

In vitro uptake assays

Uptake experimenty s konjugdtem BBN-NCS-DOTA-Cu-64 bylo do 6-well misek
pipetovano 500 000 bun¢k PC-3 (pozitivni na GRP receptory) a jako negativni kontrolu
NIH/3T3, inkubace 24 h.Poté byly buniky proplachnuty 2-krat pomoci HBSS a k buitkam
byl pfidan znaceny konjugat BBN-NCS-DOTA-Cu-64 (10 MBg/pg) o koncentracich 0,01 —
1000 nmol/l. Pro kazdou koncentraci byly provedeny kontrolni inkubace s piidavkem 40 pg
nativniho neznaceného BBN. Buiky byly ponechany 3 h pti 37 °C. Po inkubaci byly vSechny
buniky promyty 3-krat roztokem HBSS a nésledné byly lyzovany 0,5 ml 0,5 M NaOH
s pfidavkem 5 % SSD a vSechny vzorky byly proméfeny pomoci y-counteru. Experiment byl

provadén v tripletni soustave.

3.4. In vivo experimenty a zobrazovani

3.4.1. In vivo experimenty a zobrazovani zna¢eného konjugatu
IgG M75-NCS-PHS-Cu-64

Biodistribuéni studie

Biodistribuéni studie byly provedeny na 4 az 6 tydnG starych samcich
athymickych mysich (Nude FoxnINU, VELAZ CR) s nebo bez subkutanné implantovaného
lidského kolorektalniho karcinomu (HT-29). U zdravych mysi byla provedena biodistribuce
$1CuCly, %*CuCl, a cheldtoru NH»-PHS-Cu-61 a NH-PHS-Cu-64. Mysi s nadorem byly
pouzity pro biodistribuci imunokonjugatu IgG M75-NCS-PHS-Cu-61 a IgG M75-NCS-PHS-
Cu-64. Pro inokulaci nadorovych bunék byly mysi anestezovany chloroformem a bunky HT-

29 (1 x 10%) byly subkutanné inokulovany do pravého boku. Nadory byly ponechany riist po
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dobu 14 dnti, dosahovaly piiblizné velikosti 2 az 3 mm?>. Mysi byly injikovany intravenozné
50 pl roztoku studovanych sloucenin. Aktivita na injekci Cinila ptiblizné 250 kBq. Mysi byly
pod anestézii eutanazovany cervikalni dislokaci. Udaje o biodistribuci byly ziskany v t&chto
¢asovych bodech: 10 minut, 1 a 3 hodiny pro ¢'CuCly; 1, 4, 24, 48 h pro %*CuClz; 10 minut, 1
a 3 hodiny pro NH2-PHS-Cu-61; 1, 4, 24, 48 h pro NH2-PHS-Cu-64; 1, 3, 6 h pro IgG M75-
NCS-PHS-Cu-61 a 18, 24, 48 h pro IgG M75-NCS-PHS-Cu-64. Resekovana tkan byla
zvazena a aktivita byla méfena v y-counteru vybaveném detektorem Nal (T1) NS 9502 E.
Vysledky byly vyjadfeny v procentech aplikované aktivity na gram tkané (%ID/g) a
predstavovaly primér £SD n=5 mysi v Casovém bod¢. Celkova aplikovana aktivita na mys

byla stanovena ze znamého alikvotniho podilu aplikovaného roztoku.

Zobrazovani na pPET/CT kamere

Mysi modely byly pfipravovany ve zvéfinci Centra experimentalnich biomodelt na
1. Iékarské fakulté Univerzity Karlovy v Praze. Do experimentu byly pouzity mysi samci
3 tydny stafi, athemické, holé. Subkutanné bylo inokulovano 1 x 10° bungk HT-29. Po tfech
tydnech doslo k nariistu nadoru na 2 mm?>. P¥i experimentu byly mysi anestezovany 1,5 %
isofluranu. Mysim bylo intraven6zné aplikovano 20 MBq znaceného konjugatu IgG M75-
NCS-PHS-Cu-64 (310 ng). Mysi byly postupné snimany na uPET/CT Albira Si (Bruker
Biospin, Ettlingen, SRN) v Centru pokrocilého preklinického zobrazovani 1. LF UK
v ¢asovych intervalech 2, 4, 5, 6, 15 a 18 hodin po aplikaci (151).

3.4.2. In vivo experimenty a zobrazovani znac¢eného konjugatu
hR3-NCS-DOTA-Lu-177

Biodistribu¢ni studie
Pro experiment byly pouzity imunodeficientni mysi s nddorem BALB/c Nude Mice
CAnN.Cg-Foxnlnu/Crl, samci, stafi 6 tydni (xenograft nude mouse), subkutanné byla

aplikovana lidska nadorova linie A431 (100 pl, 2x100 bunék/mys). Aplikovana aktivita byla
cca 15 MBg/mys (rozsah 8 — 20 MBq). Mé&feni v 6 Sesti Casovych intervalech 1, 4, 24, 48 a 96
hod od aplikace. Aktivita byla meéfena v jednotlivych orgénech a piepoCtena na 1 g
organu/tkan¢. Data byla naméfena v Centru pokro€ilého preklinického zobrazovani (1. LF UK,

Praha).
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Zobrazovani na uSPECT/CT kamere

Mysi modely z biodistribu¢ni studie byly zobrazovany na puSPECT/CT Albira Si
(Bruker Biospin, Ettlingen, SRN), SPECT: FOV 80 mm, collimator multi-pinhole, 60 projekci,
délka trvani 45min, CT: HDHV - intenzity/dose 400 pA, voltage 45kV, délka trvani 27min.
Byly provedeny akvizice v ¢asech 1, 4, 24, 48 a 96 hod od aplikace u dvou mysi.

3.4.3. In vivo zobrazovani znac¢eného konjugatu BBN-NCS-
DOTA-Cu-64

Zobrazovani na uPET/CT kamere

Mysi modely z biodistribu¢ni studie byly zobrazovany na uPET/CT Albira Si
(Bruker Biospin, Ettlingen, SRN), opakovany nabér dat, 5 x 300 s, prodleva 1 s, délka trvani 25
min. CT: HDHYV - intenzity/dose 400 pA, voltage 45kV, délka trvani 27 min. Byly pouZity mys$i
modely BALB/c Nude Mice CAnN.Cg-Foxnlnu/Crl, samci, stati 6 tydnt. Pouzitd nadorova
linie byla PC3, aplikace v matrigelu Sigma (USA) (100 ul, 1x107bun&k/my%). Aplikace
radiofarmaka v injekénim roztoku piipraveného BBN-NCS-DOTA-Cu-64, ktery byl nafedén a
intravenosné aplikovan do ocasni Zily laboratornich mysi. Aplikovany objem byl cca 100
ul/mys, aplikovana aktivita ccal0 MBg/mys (rozsah 8 — 12,5 MBq). Intervaly sniméni se
pohybovaly od 10 min, 1 hod. 2 hod. az po 4hod od aplikace.

Data byla naméfena ve spolupraci s Centrem pokrocilého preklinického

zobrazovani (1. LF UK, Praha).

3.5. Statisticka analyza

Ziskana data byla vyjadiena jako aritmeticky priimér + smerodatna odchylka.
Data in vitro testovani byla analyzovana jednofaktrorovou analyzou rozptylu (ANOVA).

K analyze byl vyuZit software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, USA).
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Cile prace

A) Piiprava a separace nekonvenénich radionuklidd ¢**Cu vhodnych pro zobrazovéani
PET.
B) Ptiprava fragmentu protilatky IgG M75 (scFv M75-hFc) pomoci metod genetického
inzenyrstvi.
C) Konjugace protilatky IgG M75 s nekomerénim chelatorem PHS.
D) Konjugace fragmentu protilatky scFv M75-hFc¢ s nekomerc¢nim chelatorem PHS.
E) Konjugace protilatky hR3 s nekomerénim chelatorem PHS s chelatory DOTA a
DOTAPO.
F) Konjugace peptidu Pro-1-Tyr-4-Bombesinu s chelatory DOTA a DOTAPO.
G) Optimalizace znaceni jednotlivych chelatori riiznymi typy radionuklidd:
a. %*Cu: IgG M75-PHS; scFv M75-hFc-PHS; hR3-DOTAPO; hR3-DOTA; BBN-
DOTA; BBN-DOTAPO
b. ®Cu: IgG M75-PHS; scFv M75-hFc-PHS
c. °®Ga: BBN-DOTAPO
d. '"Lu: hR3-DOTA
H) Testovani stability znacenych konjugatl v pufru a lidském séru.
I) Stanoveni in vitro vaznosti znacenych protilatek a peptidii na ptislusnych bunéénych
liniich.
J) Invivo distribu¢ni experimenty a zobrazovani na uSPECT/uUPET kameréach s vybranymi
znac¢enymi konjugaty na vhodnych mysich modelech:
a. IgG M75-PHS-Cu-64
b. hR3-DOTA-Cu-64
c. hR3-DOTA-Lu-177
d. BBN-DOTA-Cu-64
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5. Vysledky

5.1. Gama spektra ozafovanych tercu

Radionuklidové slozeni ozatovanych tercii bylo odvozeno z hodnocenych gama
spektralnich spekter. Rozpustény ozafovany "Ni teré obsahoval 93,5 % °'Cu, 4,8 % %Ni
(tiz 2,5172 h), 1,5 % %Cu a <0,1 % *Co (ti2 77,233 d) a **Co (t12 70,86 d) konec ozafovéni
(EOB). Separaéni proces nemohl odstranit %*Cu, nicméné snizil obsah **Ni, *Co a **Co pod
detekeni limit (<0,005 % celkové aktivity v konci ozatfovani).

Podobna situace byla pozorovana u ®Cu, zatimco separace U¢inné odstranila
radionuklidové neéistoty, které nejsou izotopové s **Cu (**Co, ®'Co, *Ni), oddéleny produkt stéle
obsahoval uréité mnozstvi ®'Cu (<3,0 % celkové aktivity na EOB). Pomér polo¢asti **Cu a ®!Cu
je vSak pfiznivé a radionuklidové Cistota produktu se Casem zlepSuje.

Specificka aktivita odvozena z aktivity vyrobeného ®!Cu a ®*Cu v dobé znadeni a od
maximalniho obsahu "'Cu odhadnutého z cilové a pouzité chemické &istoty a pozdéji stanovena

méfenimi ICP-MS presahla vzdy 1 GBg/pg.

5.2. MS a NMR charakterizace NH:-derivatu chelatoru PHS

Elementérni analyza: C20H39N504P2-2.5H20, Mr = 520.5: C 46.52 (46.15), H 8.82 (8.52), N
13.43 (13.45), P 12.18 (11.90)

ESI-MS: (-): 474.3 ((M-H]-, calc. 474.5)

1H NMR (600.2 MHz, D20, pD = 7.5): § = 1.94-2.82 (m, 4H, CH2CH2CH?2), 2.86 (s, 3H,
NCH3), 2.99-3.58 (br, 20H, NCH2CH2N, CH2CH2CH2, NCH2PO2H), 4.28 (dd, 2H, NCH2
arom.), 6.47 (d, |H, NCH2PO2H, 1JPH = 511.9 Hz), 6.89 (d, 2H, arom., 3JHH = 8.4 Hz), 7.31
(d, 2H, arom., 3JHH = 8.4 Hz), 7.32 (d,1H, NCH2PO2H, 1JPH = 511.9 Hz).

13C{1H} NMR (150.9 MHz, D20, pD =7.5): 6 =22.8,22.9 (s, each 1C, CH2CH2CH2); 41.8,
42.4 (s, each 1C,CH2CH2CH2); 47.5 (d, 1C, NCH2PO2H, 1JCP =42 Hz); 47.8 (s, 1C, NCH3);
50.5 (d, 1C, NCH2PO2H, 1JCP =42 Hz); 52.3, 53.5, (s, each 1C, CH2CH2CH2); 54.2, 54.6,
55.9, 56.6 (s, each 1C, NCH2CH2N); 57.0 (s, 1C, NCH2 arom.); 117.1 (s, 2C, arom.); 118.5
(s, 2C, arom.); 133.9 (s, 1C, arom.); 148.9 (s, 1C, arom.).

31P NMR (121.4 MHz, D20, pD =7.5): 6 = 22.4 (dt, 1JPH=552 Hz); 26.6 (dt, IJPH =552 Hz)
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5.3. MS a NMR charakterizace NHS-derivatu chelatoru PHS
ESI-MS (-): 517.3 ((M—H]-, calcd 517.2).

ESI-MS (+): 519.5 ((M+H]+, caled 519.2).

1H NMR (600.2 MHz, DMSO): § = 1.92-2.24 (m, 4H, CH2CH2CH?2), 2.76 (s, 3H, NCH3),
2.80-3.65 (br, 16H, NCH2CH2N, CH2CH2CH2, NCH2PO2H), 4.28 (dd, 2H, NCH2 arom.),
6.71 (d, 1H, NCH2PO2H, 1JPH = 546.1 Hz), 7.49 (d, 2H, arom., 3JHH = 6.0 Hz), 7.62 (d,1H,
NCH2PO2H, 1JPH = 546.1 Hz) 7.72 (d, 2H, arom., 3JHH = 12.0 Hz).

13C{1H} NMR (150.9 MHz, DMSO): 6 = 20.3, 20.6 (s, each 1C, CH2CH2CH2); 40.6 (s, 1C,
NCH3); 48.0-52.3 (br, each 1C, CH2CH2CH2, CH2CH2CH2, NCH2CH2N), NCH2PO2H);
55.4 (s, 1C, NCH2 arom.); 126.2 (s, 2C, arom.); 129.3 (s, 1C, arom.); 131.0 (s, 1C, arom.);
133.1 (s, 2C, arom.); 134.3 (s, 1C, arom. NCS).

31P NMR (121.4 MHz, D20, pD = 1.4): 6 =21.7 (dd, 1JPH =510 Hz); 25.9 (dd, 1JPH =510
Hz).
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5.4. Konjugace a znaceni IgG M75-NCS-PHS radionuklidem

Cu-64 a Cu-61

Chelator PHS-NH; byl uspésné derivovan na PNS-SCN derivat s 80% vytézkem
a byl pouzit v dalS§im kroku bez dal$iho Cisténi. Reakce s protilatkou IgG M75 s néslednym
¢isténim pomoci SEC vedla ke konjugatu IgG M75-NCS-PHS s c¢istotou vhodnou pro
radioaktivni znaceni. Primérny pocet chelatort ptipojenych k jediné molekule IgG M75 byl
odhadnut ze spektra MALDI-MS. Ve srovnani s nativni IgG M75 byl vrchol distribuce hmoty
v MALDI-MS spektru konjugatu IgG M75-NCS-PHS posunut 0 427 Da, coz odpovida asi 0,82
molekul cheldtoru na proteinovou molekulu. Ve srovnéani s nativnim scFv-Fc M75 byl vrchol
distribuce hmoty v MALDI-MS spektru konjugatu scFv M75-hFc-NCS-PHS posunut o0 892 Da,

coz odpovida asi 1,72 molekul chelatotvorné na molekulu fragmentu (obr. 5.4.1).
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Obrazek 5.4.1 MALDI-MS spektra (vlevo-IgG M75, vpravo-IgG M75-NCS-PHS)

Separovany konjugat z reakéni smési pomoci kolonky PD-10 u¢inné odstranil
jakékoliv stopy nezreagovaného chelétoru, jak je demonstrovano pomoci SEC-HPLC analyzy

konjugatu IgG M75-NCS-PHS pted a po ¢isténi (obr. 5.4.2).
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Obrazek 5.4.2 SEC-HPLC konjugatu IgG M75-NCS-PHS pted (nahoie) a po (dole) purifikaci

(zelena — konjugat; modra — pufr; zlutd — konjugat)

Radioaktivni zna¢eni imunokonjugatu s radionuklidy ¢'Cu a ®*Cu bylo dosazeno za
mirnych podminek vhodnych pro biomolekulu (20 min, 37 °C). Konjugat M75-NCS-PHS-61-
Cu byl znagen s radiochemickym vyt&zkem > 96 % a s **Cu s radiochemickym vytézku > 97 %.
Radiochemicka Ccistota obou znacenych sloucenin piesahla 96 %. Radiokromatogramy
a UV/VIS chromatogramy znacenych konjugatii naméfenych soucasné jsou zobrazeny na

obr. 5.4.3 a 5.4.4. Specifické aktivity M75-NCS-PHS-61-Cu a M75-NCS-PHS-64-Cu byly 0,7
a 0,1 MBq/pg.

\ % If
S == e
i ] C

§3Cu-phosphinate-IgG M75  5*Cu-NH:0Ac-buffer

Obrazek 5.4.3 SEC-HPLC konjugatu M75-NCS-PHS-61-Cu pted (nahote) a po (dole)

purifikaci (Cervena — radiodetekce; modra — UV detekce 280 nm)
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Obrazek 5.4.4 SEC-HPLC konjugatu M75-NCS-PHS-64-Cu pted (nahote) a po (dole)

purifikaci (Cervena — radiodetekce; modra — UV detekce 280 nm)

5.5. Konjugace a znaceni protilatky Nimotuzumab s chelatory
NCS-DOTA a NCS-DOTAPO a jejich znaceni radionuklidy
Cu-64 a Lu-177

Konjugace chelatorit NCS-DOTA a NCS-DOTAPO s protilatkou hR3 a naslednym
¢iSténim pomoci SEC vedla ke konjugéatim hR3-NCS-DOTA a hR3-NCS-DOTAPO s €istotou
vhodnou pro radioaktivni znac¢eni. Primérny pocet chelatort ptipojenych k jediné molekule
hR3 byl stanoven z ptepoctl radiochemickych vytézki. Radiochemicka Cistota byla u obou
znaCenych konjugath vétsi nez 95 %. Piehled reak¢nich podminek a porovnani imunoreaktivit
a pocet molekul ligandu na molekulu protilatky jednotlivych konjugéith je uveden

v tabulce 5.5.1.
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Tabulka 5.5.1: Srovnani vysledk znaCeni a imunoreaktivity piipravki hR3-NCS-

DOTA-Cu-64 a hR3-NCS-DOTAPO-Cu-64

hR3-NCS-DOTA hR3-NCS-DOTAPO

pocet pocet
“ navazanych navazanych
regl;:nl ‘;ngg: ) i molekul ) ” molekul
[h] [°C] pH  tmunorea u ligandu na fmunorea u ligandu na
vita [%] molekulu vita [%] molekulu
protilatku protilatku
2 20,5 8,56 36 2,3 40 2,3
10 20,5 8,57 18 7,6 30 7,9
20,5 8,55 44 2,6 60 1,8
37 8,56 26 8,3 41 6,9
1 37 8,54 36 3,9 56 3,9

Z vysledkli je patrnd dostatecnd radiochemicka cistota pro oba ligandy ptfi vSech
sledovanych reakcnich parametrech. Imunoreaktivita ptipravku klesa dle ocekavani s rostouci
teplotou a ¢asem reakce. Pripravek konjugovany s ligandem DOTAPO vykazuje ve vsech
sledovanych ptipadech vyssi imunoreaktivitu nez ptipravek konjugovany s ligandem p-SCN-

Bn-DOTA pii stejnych reakénich podminkéch.

5.6. Konjugace Pro-1-Tyr-4-Bombesinu s chelatorem NCS-
DOTA a NCS-DOTAPO a jeich znaceni radionuklidem
84Cu a ¥Ga
V ramci dalSich experimentii byly pfipraveny nové konjugaty peptidu [Prol,

Tyr4]B0mbesinu s makrocykly DOTAPO, DOTA. Konjuga¢ni smési byly nasledné

purifikovany pomoci semipreparativni-HPLC s vysokym vytézkem vy$§im nez 75 %. Podle

vysledki znaCeni se ukdzalo, Ze oba konjugaty byly znaceny radionuklidem 68Ga
s radiochemickou cistotou vétsi nez 85 %. Pro znaceni konjugdtu BBN-NCS-DOTA byla

stanovena radiochemické ¢istota na hodnotu 89 %.

5.7. Stabilita radioaktivné znac¢enych imunokonjugati

Byla testovéana stabilita konjugati M75-NCS-PHS-61-Cu a M75-NCS-PHS-64-Cu
ohledn¢ potencidlni uvoliiovani radiokovu nebo hydrolyzy SCN mustku. Konjugaty byly
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inkubovany v 0,1 M PBS pii 25 °C a obsah nizkomolekularnich necistot byl sledovan pomoci
SEC-HPLC analyzy v pravidelnych intervalech az do 24 hodin. Podil aktivity zjistény v oblasti
SEC s nizkou molekulovou hmotnosti se postupné zvysoval z 5,9 % (*'Cu) a 2,4 % (**Cu) pti 0

hodin4ch na 23,3 % (®'Cu) a 26,6 % (®*Cu) po 24 hodinach obr. 5.7.1.
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"1 - 1gG-61Cu
9 -+, 1gG-64Cu
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radiochemicka Cistota [%]

Obrazek 5.7.1 Stabilita zna¢enych imunokonjugatt v pufru

Stabilita radioimunokonjugatu M75-NCS-PHS-64-Cu byla testovana také v lidském
séru. Radiochemicka cistota méfend pomoci SG-ITLC ukazala podobné, ale méné vyrazné

zvyseni volného radiokovu z piivodnich 5 % pfi 0 hodiné na 15 % po 24 hodinach obr. 5.7.2.
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Obrazek 5.7.2 Stabilita zna¢eného M75-NCS-PHS-64-Cu v lidském séru
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5.8. ELISA a RIA analyza znac¢enych imunokonjugati

Imunoafinita konjugatu M75-NCS-PHS-61-Cu métend pomoci ELISA byla 54 %,
zatimco metoda RIA poskytla hodnotu 46 % pro stejny konjugat. U znaeného konjugatu M75-
NCS-PHS-64-Cu ELISA test ukézal imunoafinitu 82 %, ackoliv metoda RIA poskytla
imunoafinitni hodnotu pouze 46 %. Imunoafinita radioaktivné znaceného fragmentu scFv-Fc
M75 byla snizena na nékolik procent pivodni hodnoty. I pfes n€kolik variant optimalizace se
nepodaiilo u konjugétu s timto fragmentem zvysit imunoafinitu a proto jsme upustili od dalSich

experimentu.

5.9. In vitro testovani znac¢eného konjugatu IgG M75-NCS-

PHS-Cu-64

Testovani M75-NCS-PHS-64-Cu u dvou typt bunénych linii, HT29 a NIH 373,
vykazovalo signifikantni rozdily. 24 hodin dlouha inkubace s buiikami HT-29 vedla k vaznosti
45 £ 2,8 % celkové aktivity pfidaného znacené¢ho imunokonjugatu, zatimco vaznost NIH 3T3
bunikami pouZivané jako negativni kontrola byly za stejnych podminek pouze 7,0 + 1,1 %.
Vaznost u obou buné¢nych linii po dobu 1, 4 a 24 hodin dlouhé inkubace je znazornéna na obr.
4.9.1. Saturaéni vazebné experimenty poskytly hodnotu Ky 9,2 nM a Bmax1 289 fmol/mg proteinu,
viz obr. 5.9.1

w1 D
o o
1 J

dané aktivity
N
o
|

mHT-29
NIH/3T3

v

€ pri

N w

o o
1 1

% z celkov
=
o
|

I

o

lh 4h 24 h

Obrazek 5.9.1 In vitro vaznost znateného M75-NCS-PHS-64-Cu (HT-29 — CA IX pozitivni;
NIH/3T3 - CA IX negativni)
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Obrazek 5.9.2 Graf in vitro saturacnich vazebnych experiment s M75-NCS-PHS-64-Cu

5.10. In vitro testovani znac¢eného konjugatu hR3-NCS-DOTA-
Cu-64
Ze ziskanych méfeni bylo patrné, Ze u bunék A431 doslo k vysokému % nartstu
vychytani znac¢eného konjugatu. Pro potvrzeni specifity vazby znacené¢ho konjugatu na EGF
receptory a zaroven vylouceni EPR efektu byly u kontrolniho experimentu nejprve vysycena

vazba na EGFR ptidavkem nadbytku nativniho neznaceného hR3.
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Obrazek 5.10.1 Graf in vitro up-také znaceného hR3-NCS-DOTA-Cu-64 u bunék A431
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5.11. In vitro testovani znac¢eného konjugatu BBN-NCS-DOTA-
Cu-64
Ze ziskanych méfeni je patrné, Zze u bun¢k PC-3 doslo k vysokému % naristu
vychytani znaceného konjugatu. U kontrolnich bun¢k NIH/3T3, které¢ neexprimuji GRP
receptor doslo k mnohondsobn€ niz§imu up-taku. Pro potvrzeni specifity vazby znaceného
konjugdtu na GRP byly u kontrolniho experimentu nejprve vysyceny vazby na GRP
receptorech pfidavkem nadbytku nativniho neznac¢eného BBN (obr. 5.11.1). Z vysledka
vyplyva vyrazny pokles vazby znaceného BBN na tomto kontrolnim typu bunck. Celkové Ize

predikovat velmi vysokou specifitu takto znacené¢ho konjugatu k GRP receptortim.
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Obrazek 5.11.1 Graf in vitro up-take znateného BBN-NCS-DOTA-Cu-64 u bun¢k PC-3
a NIH/3T3 (PC-3 — GRP pozitivni; NIH/3T3 — GRP negativni)
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5.12. In vivo experimenty a zobrazovani
5.12.1. In vivo experimenty a zobrazovani znaceného konjugatu
IgG M75-NCS-PHS-Cu-64, 61
Biodistribuéni studie IgG M75-NCS-PHS-Cu-64 odhalila nejvyssi nartst aktivity
v nadorové tkani po 24 hodinach po podani (22,6 + 2,6 % ID/g). Nicméné nador akumuloval
18,4+ 2,0 % ID/g aktivity uz 18 hodin po podani (tab. 5.12.1.1). To naznacuje, Ze imunoafinita

protilatky nebyla zna¢né€ ovlivnéna znacenim. Aktivita v krvi pomalu poklesla z 13,4 % ID/g

za 6 hodin na 8,9 % ID/g po 24 hodinach po podani.
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Tabulka 5.12.1.1 Biodistribu¢ni data znacenych konjugéti I[gG M75-NCS-PHS-Cu-61,64

Akumulovana aktivita (% ID/g)

Organ
6h 18 h 24 h 48 h

IgG M75-NCS-PHS-Cu-61
Krev 14,66 + 0,34 - - _
Srdce 4,21 +0,75 - - -
Plice 11,53 £ 0,81 - - -
Slezina 6,64 £ 0,46 - - -
Ledviny 8,22 +0,70 - - -
Jéatra 21,91 + 1,81 - - -
Slinivka 2,92 +0,74 - - -
Zaludek 8,50 + 0,33 — — —
Nador 7,32+ 0,74 - - -
IgG M75-NCS-PHS-Cu-64
Krev 13,41 £0,49 13,35+1,64 12,25+0,80 8,94=+0,71
Srdce 485+0,63 133+021 1,44+034 1,31+0,17
Plice 11,89 +0,76 11,31 +1,39 830+1,00 7,59+0,87
Slezina 736042 821+0,69 459+042 2,47+0,39
Ledviny 795+0,74 13,11+£0,22 6,82+£0,95 5,56+0,36
Jatra 19,89+ 1,66 8,49+0,32 10,29+0,85 7,50+0,36
Slinivka 2,70+0,69 1,79+0,19 1,29+0,26 0,36+0,08
Zaludek 8,64+0,40 781+045 744+1,07 5,80+0,39
Nador 8,05+0,81 1837+2,01 22,59+2,64 21,71+1,94

69



n

dor/tké

3,0

v

pomér na

2,5

L5 . ==¢==tumor/blood

W==tumor/liver

tumor/stomach

0,0 T T T T 1

¢as [h]

Obrazek 5.12.1.1 ZvySeni poméru nador/ostatni tkané u zna¢eného konjugatu IgG M75-NCS-

PHS-Cu-64 (Seda — nador/zaludek; oranzova — nador/jatra; modra — nador/krev)

Biodistribu¢ni data samotného cheldtoru s radioaktivnim znadenim ®*Cu
u zdravych mysi (obr. 5.12.1.2) ukazuji jeho dominantni akumulaci v jatrech a v mensi miie
v plicich, ledvinach, Zaludku a tenkém stfev€. Po 48 hodinach jsme zaznamenali vyznamné
snizeni zndmky akumulace fosfindtu v jatrech, plicich, zaludku a tenkém stievé, obsah v jinych
organech se dramaticky nezménil s vyjimkou stalé akumulace mozku, ktera byla v kazdém
pfipad¢ spiSe nizka. Pfi srovnani akumulace konjugatu, radioaktivné znaceného chelatoru
a volného radionuklidu zjistime, Ze je vyznamny rozdil v obsahu téchto tii chemickych forem
84Cu, zejména v krvi, zaludku a pankreatu po 48 hodinach (tab. 5.12.1.3). Vsechny tfi formy
vykazuji vysokou akumulaci v jatrech a ledvinach. Je tfeba poznamenat, Ze znaceny konjugat
zustava v zaludku jesté 48 hodin po podani, na rozdil od volného radionuklidu a zna¢ené¢ho
chelatoru. Tento ucinek je velmi pravdépodobné zplsoben fyziologickou pritomnosti CA IX
receptor v zaludku. Vysoka absorpce znafeného cheldtoru jater, ledvin a plic miZze
signalizovat nizkou in vivo stabilitu, na druhé stran¢ nelze vyloucit také absorpci cheldtoru na

bilkovinach v séru, jako je albumin a jeho nasledného transportu v jatrech.
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Obrazek 5.12.1.2 Biodistribuce zna¢eného chelatoru NH>-PHS-Cu-64 na 4 az 6 tydnt starych
sam¢ich athymickych myS$ich (Nude Foxn1NU)
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Obrazek 5.12.1.3 Porovnani biodistribuce znaceného cheladtoru NH>-PHS-Cu-64, konjugatu IgG
M75-NCS-PHS-Cu-64 a **CuCl, po 48 od aplikace na 4 az 6 tydnd starych saméich
athymickych mysich (Nude Foxn1NU)

Polocas rozpadu ®'Cu (t12 3,339 hodin) ndAm neumoznil delsi sledovani radioaktivné

znaCen¢ho konjugatu IgG M75-NCS-PHS-Cu-61. Intervaly pro méfeni biodistribuce byly
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zvoleny podle tohoto omezeni. Jak bylo oekdvano, 1 hodinu po podéani jsme zaznamenali
nejvyssi aktivity v krvi, jatrech a plicich. Tento vzorek se jesté nezménil 6 hodin po podéni,
vysledky pro mysi nesouci nador jsou uvedeny v tabulce 4.12.1.1. Akumulace v nadoru po
6 hodinach byla jiz 8,05 + 0,81 % u IgG M75-NCS-PHS-Cu-61, coz je hodnota blizk4 hodnoté
dosazené pro IgG M75-NCS-PHS-Cu-64 7,32 + 0,74 %. Jedna se zhruba o tfetinu maximalni
akumulace pozorované u IgG M75-NCS-PHS-Cu-64 24 hodin po podani. To odpovida
biologickému polocasu IgG-M75, ktery je v potadi dnti, nikoliv hodin.

Pti porovnani vyslednych snimkt distribuce imunokunjugatu IgG M75-NCS-PHS-
Cu-64 na pPET/CT je patrny nartst aktivity v nddoru s casovou korelaci (obr. 5.12.1.4). Na
obrazku jsou porovnany 2 snimky ze zobrazovani v ¢ase po 2 a 18 hodinach. Velka cast
znaCené¢ho imunokonjugatu byla distribuovdna v jatrech a nésledné metabolizovana

a vyluCovéana pies stfeva, toto mohlo byt zptisobeno aplikaci relativné vysoké koncentrace

imunokonjugatu.

Obrézek 5.12.1.4 uPET/CT snimky mysiho modelu (Nude Foxn1NU) s HT-29 nadorovou linii
po podani 20 MBq IgG M75-NCS-PHS-Cu-64 (A — po 2 hodinach od aplikace; B — po 18
hodinach od aplikace)
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5.12.2. In vivo experimenty a zobrazovani znaceného konjugatu
hR3-NCS-DOTA-Lu-177

U experimentli se znatenym konjugatem hR3-NCS-DOTA-Lu-177 byla méfena
aktivita v jednotlivych organech a pfepoctena na 1 g organu/tkané. Byl vyjadien pomér aktivit
nador/krev (vztazenych na gram)a pomér aktivit nddor/sval v jednotlivych ¢asovych
intervalech. Vysledky biodistribuce na nddorovych zvitatech jsou uvedeny v obrazku 4.12.2.1.
Specifita vazby hR3-NCS-DOTA-Lu-177 na naddorové receptory byla hodnocena vyjadienim
poméru aktivit nador/sval a nador/krev vztazenych na 1 g tkdn€. Snimani na uSPECT/CT bylo
provadéno v intervalech (24, 48 a 96 h). Na obrazku 5.12.2.1 a 5.12.2.2 je prerezentovana

distribuce znac¢en¢ho konjugéitu v €ase 1 a 48 h po aplikaci. Z vysledkll je patrnd postupna

distribuce zna¢ené¢ho konjugéatu do nadoru.

Obrazek 4.12.2.1 Snimek mysi (CAnN.Cg-Foxnlnu/Crl) uSPECT/CT 1 h od aplikce hR3-
NCS-DOTA-Lu-177

Obrazek 4.12.2.2 Snimek mysi (CAnN.Cg-Foxnlnu/Crl) uSPECT/CT 48 h od aplikce hR3-
NCS-DOTA-Lu-177
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5.12.3. 1In vivo zobrazovani znaceného konjugatu BBN-NCS-
DOTA-Cu-64
Pti zobrazovani bylo dvéma mysim aplikovéno i.v. injekci 10 MBq BBN-NCS-
DOTA-Cu-64. Byla provedena méteni v ¢asech 10 min, 1 hod., 2 hod. a 4 hod. po aplikaci.
Pozice nadoru je oznacena Sipkami v obrazku 5.12.3.1 a 5.12.3.2. Ze snimku je patrnd ¢asna
akumulace znaceného konjugatu. V intervcalu 4 hodiny po aplikaci doslo k redistribuci

znacného peptidu z nadoru.

Obréazek 5.12.3.1 Snimek mySi (BALB/c Nude Mice) na uPET/CT v intervalu 10 min od
aplikace BALB/c Nude Mice

Obrazek 5.12.3.2 Snimek mysi (BALB/c Nude Mice) na pPET/CT v intervalu 4 h od aplikace
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6. Diskuse

Efektivni cileni naddorovych buné€k radioaktivné znacenym vektorem je klicovym
pozadavkem specifického radiofarmaka pro PET zobrazovani a terapii v onkologii.
Makromolekularni vektory, jako jsou protilatky, se obvykle kombinuji s pozitronovymi emitory
s del§im polocasem premény, které umoziuji zobrazeni v dobé maximalni akumulace aktivity
v nadoru. V ptipadé IgG M75 cilenych na CA IX receptory a hR3 cilenych na EGFR se zda, ze
%4Cu odpovida jeho farmakokinetice. Vzhledem k tomu, Ze pozitronové emitory s del§im
poloc¢asem pfemény jsou pievazné radiokovy, rozhodujici je vybér vhodného chelatoru pro
konjugace prislusné latky. Existuje nékolik komercné dostupnych makrocyklickych
chelatacnich latek, jako je NOTA, NOGADA, kter¢ vazi méd v dostate¢né¢ mirnych
podminkach pro znaceni protilatek. V této praci jsme se zaméfili na novy, slibny cheldtor
"fostinat", ktery jiz prokdzal vysokou mérnou specificitu a chelatacni stabilitu pfi znaceni
v kratkém Case pii pokojové teploté (12). Testovali jsme jeho vhodnost pro konjugaci a znaceni
protilatek pomoci modelu IgG M75 a ptedbézné odhadli jeho vhodnost pro in vivo zobrazovani
nadort, které vyrazné exprimovaly CA IX.

PET izotopy médi ('**Cu) ptipravené na cyklotronu byly separoviny z tercii
a charakterizovany na radionuklidovou a chemickou Ccistotu pied pouzitim pro znaceni.
Protilatka IgG M75 a jeji fragment scFv-Fc M75, ktery byl vytvofen metodou genetické
modifikace, byly konjugovany s chelatorem "fosfinatem" za pouziti NCS-kaplingu, coz vedlo
ke konjugovani 0,82 molekuly cheldtoru a 1,72 na molekulu protilatky a fragmentu. Tento
obsah chelatoru predstavuje malé riziko vyznamné redukce imunoafinitace. Nasledné ¢isténi
konjugati pomoci SEC vedlo k ptipravé ligandt s ¢istotou vhodnou pro radioaktivni znaceni.
V piipadé konjugace konvencniho cheldtoru DOTA a nekomeréniho DOTAPO pfi stejném
typu konjugace na protilatku hR3, doslo k navazani cca 2,6 a 1,8 molekuly chelatoru. Oba
konjugaty byly opét uspé$né pieciStény SEC a lyofilizovany v jednotlivych alikvotech
piipravenych pro znafeni. Takto optimalizovany postup konjugaci a purifikaci je vyhodny
piedev§$im pro moznou hromadnou vyrobu takovychto konjugéti protilatek ve formé kita.
Lyofilizaty konjugat byly snadno rozpustné a nedochdzelo ke ztratdm biologické aktivity
ptislusnych protilatek. Dale byl konjugovan derivat BBN se stejnym typem chelatoru, coz bylo
podrobné charakterizovano pomoci HPLC metody. Postupné byly metody konjugaci
a purifikaci zoptimalizovany do takového stavu, ze v ptipadé¢ konjugace hR3 s chelatorem
DOTAPO byl ve spole¢nosti RadioMedic s.r.o. sepsan odborny reglement pro piipadnou

vyrobu tohoto radiofarmaka v rezimu Spravné vyrobni praxe. VSechny konjugaty byly snadno
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a rychle znag¢eny radionuklidy ®'Cu, ®Cu, '""Lu a ®3Ga ve vytézcich vyssich od 80 po 98 %. Je
to spiSe dobry vytézek v porovnani s publikovanymi udaji pro zna¢eni monoklondlni protilatky
¢G250 cilené na CA-IX s ¥Zr, kde byly popisovany vytézky znadeni 55-70 % a 2 s vytézky
znaceni 73-82 (152). Dalsi publikace (153) uvadéji vytéznost znaceni fragmentu F (ab) 2-
¢G250 proti CA IX radionuklidem '''In okolo 95 % a radiochemicka ¢istota po purifikaci byla
>99,9%. Po znaceni se imunoafinita radioaktivné zna¢eného konjugatu M75 IgG snizila na 54
% ('Cu) a 46 % (**Cu). V literatuie nebyly nalezeny srovnatelné Gidaje o snizeni imunoafinity.
Imunoafinita radioaktivné znaceného fragmentu byla vyrazné snizena, a proto byla vyloucena

z dalSich experimentt.

V prvnim kroku in vitro experiment(i porovnavame vazbu konjugatu ¢1-**Cu-fosfinatu-
IgG M75 na dva typy bunécnych linii (HT 29 exprimujicich CA IX a bunky NIH/3T3, které
neexprimuji CA IX). Po maximaélni dobé& inkubace bylo k HT-29 vazano asi 45 % **Cu-fosfinat-
IgG M75 (24 hodin) a asi 25 % °®'Cu-fosfinat-IgG M75 (12 hodin), zatimco pro kontrolni
NIH/3T3 bun¢k to bylo méné nez 8 % u obou znafenych konjugath. In vitro vazebné
experimenty se znacenou protilatkou hR3 vykozovaly signifikantni nartist vaznosti znac¢ené¢ho
konjugatu na bunééné linie A431 oproti liniim kontrolnim.

Studie biodistribuce byly provedeny u mysi inokulovanych buiitkami HT-29.
Ziskané¢ udaje prokazaly vysokou vaznost znacené protilaitky IgG M75 k nadoru
s radionuklidem %*Cu po 24 hodinach (~ 22,6 %) a radioaktivné znacené ¢'Cu po 6 hodinach
(7,3 %). Vysledky jsou srovnatelné s protilatkou 3*Zr-Df-cG250 proti CA-IX u mysi modelu
BALB/c a nu/nu s pozitivnim nadorem CA-IX SK-RC-52, kde ptijem dosahl 36,5 + 6,2% ID/g
sedm dni po intravendznim podani (152). Dalsi prace (153) uvadéla po dvou dnech po podani
vychytavani protilatky ''In-DOTA-cG250 u mysi nu/nu s nadorem HT-29 20,1+ 4,8% a jeho
zvySeni na 26,4 £ 5,7% ID/g po sedmi dnech. Obecné jsme pozorovali zvySujici se podil
aktivity v nddoru na aktivitu v organech, které vétsinou akumuluji aktivitu **Cu-fosfinatu-IgG
M75 v krvi, jatrech, ledvinéch a plicich, klesly pod 10 % ID/g po 24 hodin.

Biodistribu¢ni data samotného chelatoru znaéeného ®*Cu u zdravych mysi ukazuji
jeho dominantni akumulaci v jatrech a v mensi mife v plicich, ledvinach, zaludku a tenkém
sttevé. Po 48 hodinach bylo zaznamendno vyznamné snizeni akumulace fosfinatu v jatrech,
plicich, zaludku a tenkém stfevé, obsah v jinych organech se dramaticky nezménil s vyjimkou
stalé akumulace v mozku, kterd byla v kazdém ptipad¢ spiSe nizka. Pti srovnani akumulace
konjugatu, radioaktivné znaceného chelatoru a volného radionuklidu zjistime, Ze je vyznamny

rozdil v obsahu t&chto t¥i chemickych forem ®*Cu, zejména v krvi, zaludku a pankreatu po 48

76



hodinéch. VSechny tii formy vykazuji vysokou akumulaci v jatrech a ledvinach. Je tfeba
poznamenat, Ze znaceny konjugét zistava v zaludku jest¢ 48 hodin po podani, na rozdil od
volného radionuklidu a zna¢eného chelatoru. Tento ucinek je velmi pravdépodobné zptisoben
fyziologickou piitomnosti CA IX receptorti v zaludku. Vysokd absorpce znaceného chelatoru
jater, ledvin a plic miZze signalizovat nizkou in vivo stabilitu, na druhé stran¢ nelze vyloucit
také absorpci cheldtoru na bilkovinach v séru, jako je albumin a jeho nasledného transportu v
jatrech. Vysledné distribu¢ni snimky imunokunjugatu IgG M75-NCS-PHS-Cu-64 na uPET/CT
prezentuji nariist aktivity v nddoru s ¢asovou zavislosti a vyraznou distribuci po 18 hodinach.
Velka cast znacen¢ho imunokonjugatu byla distribuovana v jatrech a nasledné metabolizovana
a vyluCovana pres stieva, coz bylo pravdépodobné zpusobeno aplikaci relativné vysoké
koncentrace imunokonjugatu.

Ze snimktt uSPECT/CT znacené¢ho konjugatu hR3-NCS-DOTA-Lu-177 byla patrna ¢asova
distribuce této latky po 48 h od aplikace do nadoru.

V soucasné dobé& dokoncuje spolecnost Telix Pharmaceuticals GmbH III klinickou
fazi testovani protilatky Girentuximab (TXL250-Cdx) znacené 3°Zr a '""Lu se specifickou
distribuci na CA IX. Je tedy piedpoklad, ze cileni na antigen CA IX je perspektivni z hlediska
vyvoje novych radiofarmak pro immunoPET.

U znac¢eného peptidu BBN radionuklidem *Cu a %*Ga byly ziskany radiochemické
Cistoty okolo 90 % a nasledné in vitro experimenty na PC-3 (GRP pozitivnich) dokazovaly

vysokou vaznost a stabilitu téchto latek, coz koreluje s literaturou (154).
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7. Zavér

Tato prace byla zamétena na vyvoj novych potencidlnich cilicich radiofarmak na
bazi protilatek jejich fragmenth a peptidi. Jak vhodné radionuklidy pro znaceni byly pouzity
jednak radioizotopy médi (®""%*Cu), ke kterym byl postupné optimalizovan postup pfipravy,
separace a analyzy, dale komeréné dostupnému radionuklidu '""Lu a v sou¢asné dobé v CR
registovaném %*Ga.

Prvni z potencialnich novych radiofarmak byla vytipovana komer¢ni protuilatka
proti  EGFR Nimotuzumab, ktery byl konjugovan skomerénim chelatorem DOTA
a nekonvenénim DOTAPO. Postupy konjugace, purifikace, lyofilizace a znaceni byly v praci
podrobné testovany. Vysledné produkty znaceni obéma radionuklidy dosahovaly vysokych
radiochemickych ¢istot na 90 %. Se znacenymi konjugaty byly nejprve provedeny prediktivni
experimenty na zji$téni vaznosti k EGFR na bunéénych modelech a nasledné byly provedeny
biodistribuéni studie vykazujici signifikantni vychytavani znacené protilatky v nadoru, coz bylo
prezentovano pomoci snimkt z pPET a uSPECT kamery. Obdobné vysledky byly dosazeny
s konjugaci, znagenim, in vitro a in vivo testovani peptidu BBN zna¢eného **Cu. Znaceny
peptid vykazoval ¢asnou zietelnou distribuci do nadoru s postupnym vymytim latky z nadoru.

Znaceni protilatky IgG M75 a jeho fragmentu scFv specifického proti lidské
karboanhydraze IX s radionuklidy ®*Cu a ®'Cu za pouziti nového nekomeréniho chelatoru
fosfinatu, specifického pro mé&d’ probihalo za mirnych reakénich podminek vhodnych pro
znaCeni protilatek. Radionuklidy s vysokou specifickou aktivitou byly ziskdny na
automatizovaném separa¢nim modulu vyvinutém na Oddéleni radiofarmak UJF AV CR, v. v. i.
Protilatka IgG M75 a jeji fragment scFv byly pfipraveny metodami genetického inZenyrstvi.
Jejich konjugace s chelata¢nim ¢inidlem je podrobné popsana. Chelator vykazuje vyjimecné
vlastnosti ohledné& rychlosti a i¢innosti komplexovani médi. Konjugaty byly uspésné€ znaceny
jak ®ICu, tak ®*Cu s vytézkem 96 % a radiochemickou &istotou > 95%. Specificka aktivita
oznacenych druht byla 0,7 MBg/ug pro ¢'Cu-fosfinat-IgG M75 a 0,1 MBqg/ug pro *Cu-
fosfinat-IgG M75. Studie stability ukazala pouze nepatrné uvolnovani radionuklidi z
oznacenych protilatek dokonce i1 v ¢asech ptesahujicich 24 hodin. Pokusy provadéné in vitro na
bunikdch exprimujicich a neexprimujici CA IX odhalily specifickou vazbu radioaktivné
znacen¢ho konjugatu k tomuto antigenu, coZz naznacuje, ze nedosSlo k zadné vyrazné ztraté
imunoafinity této latky, coz bylo potvrzeno také v RIA a ELISA imunoanalyzach. Studie
biodistribuce u mySi Nude Foxn1NU inokulované buikami HT-29 a u zdravych mysi prokéazaly

vysokou distribuci konjugatu $*Cu-fosfinat-IgG M75 v nadoru, ktery dosahl po 24 hodinach po
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podani vice nez 22% ID/g, stejné jako zvySujici se pomér mezi aktivitou nahromadénou
v nddoru a aktivitou uloZzenou v hlavnich akumula¢nich organech ¢innosti (krev, zlu¢, zaludek,
plice, ledviny). Radioimunokonjugét **Cu-fosfinatu-IgG M75 se zd4 byt slibnym indik4torem
pro PET zobrazovani naddorti exprimujicich CA IX.

Vsechny studované latky v této praci vykazovaly velmi slibné vysledky pfi in
vivo experimentech a potencidln¢ by se mohly stdit novymi radiofarmaky pro nuklerani

onkologii v diagnostice i terapii nadort se zvySenou expresi EGRF, GRP a CA IX.
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