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ABSTRAKT

Radioimunoterapie spojuje biologickou 1é¢bu s vyuzitim vysoce ucinného radioaktivniho
zafeni, coz umoznuje efektivnéjsi a Setrnéjsi terapii nadorovych onemocnéni. Tato bakalafska
prace se zaméfuje na vyuZiti terapeutického radioizotopu '®!Tb, ktery se vyznacuje emisi
nizkoenergetickych elektronii a gama zafeni umoznujici monitorovani terapie a cileni na
nadorové buiiky, metastazy a celé nadory. Tento teranosticky pfistup nabizi zvySenou ucinnost
1é¢by, zejména v ranych stadiich onemocnéni. Prace se zabyva modelovou studii konjugatt
monoklonédlni protilatky rituximab, které byly fluorescencné oznaceny za pouziti
fluoresceinové znacky. Kovalentni vazba mezi imunoterapeutickym konjugatem a
fluorescencni znackou byla realizovana za vyuziti volnych aminoskupin lysinli a pomoci
bioortogonalni chemie. Byl vyvinut biologicky aktivni konjugat protilatky s fluorescencni
znackou, ktery umoznil piimé sledovani vazby konjugatu na bunky s expresi CD20 pomoci
konfokalnitho mikroskopu. Nasledné¢ byl testovan radioaktivni konjugat rituximabu,
modifikovany cheldtorem p-SCN-Bn-CHX-A"-DTPA, oznadeny radioizotopem 'S'Tb.
Biologicka aktivita radioimunokonjugatu byla stanovena pomoci in vitro experimentu.
Biodistribuce radioimunokonjugétu byla sledovana po intraven6znim podani, pficemz in vivo
testy prokazaly retenci latky v téle pokusného laboratorniho zvitete. Déle byly modifikovany
nanocastice zlata protildtkami isotypu IgG s fluorescenénimi znac¢kami, které 1ze vyuzit pro

zobrazovani rostlinnych tkdni pomoci fluorescenc¢ni a transmisni elektronové mikroskopie.



ABSTRACT

Radioimmunotherapy combines biological treatment with the use of highly effective
radioactive radiation, which allows for more effective and gentle cancer therapy. This bachelor
thesis focuses on the use of the therapeutic radioisotope 161Tb, which is characterized by the
emission of low-energy electrons and gamma rays that allow monitoring of therapy and
targeting of cancer cells, metastases and whole tumors. This theranostic approach offers
increased treatment efficacy, especially in the early stages of the disease. This thesis focuses on
a model study of rituximab monoclonal antibody conjugates that have been fluorescently
labelled using a fluorescein tag. Covalent binding between the immunotherapeutic conjugate
and the fluorescent label was accomplished using free amino groups of lysines and
bioorthogonal chemistry. A biologically active antibody conjugate with a fluorescent label was
developed that allowed direct monitoring of the conjugate binding to CD20-expressing cells
using confocal microscopy. Subsequently, a radioactive conjugate of rituximab, modified with
the p-SCN-Bn-CHX-A"-DTPA chelator and radiolabeled with the ®'Tb radioisotope, was
tested. The biological activity of the radioimmunoconjugate was determined by in vitro
experiments. Biodistribution of the radioimmunoconjugate was monitored after intravenous
administration, and in vivo tests showed retention of the substance in the body of the
experimental laboratory animal. Furthermore, gold nanoparticles were modified with isotype
IgG antibodies with fluorescent labels that can be used for imaging plant tissues by fluorescence

and transmission electron microscopy.



SEZNAM ZKRATEK
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Ala
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AuNPs
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konjugat protilatka-l1é¢ivo (antibody-drug conjugate)

bunécénd cytotoxicita zavisla na antigenu (antibody-dependent
cellular cytotoxicity)
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cell phagocytosis)

Augerovy elektrony
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arginin
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kyselina bicinchoninova (bicinchoninic acid)
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B-bunécny receptor (B-cell receptor)

bifunkéni chelator

biologicky cilend radionuklidova terapie (biologically targeted
radionuclide therapy)

B-lymfocytarni antigen CD20

cytotoxicita zdvisld na komplementu (complement-dependent
cytotoxicity)

konverzni elektrony (conversion electrons)

citrulin

vypocetni tomografie (computed tomography)

azid-alkin cykloadice katalyzovana médi

cystein

hodnota udavajici pomér protilatka-1é¢ivo (drug-antibody ratio)
azadibenzocyklooktyn

4-dibenzocyklooktynol

difuzni velkobunéény B-lymfom

N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyseliny (deoxyribonucleic acid)
1,4,7,10-tetraazacyklodekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina

diethylentriaminpentaoctova kyselina



DTT
EBRT

EDTA
EM
Fab

Fe
FcRn
FITC
FL

FM
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Glu
Gly
HACA
HAMA
HPLC

CHX-DTPA

IEDDA

Ig

Lm.

Lv.

LET

Lys

mAb

MAC
MALDI-TOF

m.f.

dithiothretitol

teleterapie, ozatovani z vnéjsiho zdroje (external beam
radiotherapy)

ethylendiamintetraoctova kyselina

elektronova mikroskopie

fragmentova oblast vazajici antigen (fragment antigen binding)
fragment crystalline

neonatalni Fc receptor (neonatal Fc receptor)

fluorescein isothiokyanat

folikularni lymfom

fluorescen¢ni mikroskopie

zeleny fluorescencni protein (green fluorescein protein)
glutamin

glycin

lidské antichimérické protilatky (human anti-chimeric antibody)
protilatky proti mySim protildtkam (human anti-mouse antibody)
vysokoucinnd kapalinova chromatografie (high-performance
liquid chromatography)
[(R)-2-amino-3-(4-isothiokyanatofenyl)propyl]-trans-(S,S)-
cyclohexan-1,2-diaminpentaoctova kyselina

inverzni Diels-Alderova reakce (inverse electron demand Diels-
Alder reaction)

imunoglobulin

intramuskularni aplikace

intravendzni aplikace

linedrni pienos energie (linear energy transfer)

lysin

monoklonalni protilatka (monoclonal antibody)

komplex membranového Utoku (membrane attack complex)
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci s
praletovym analyzatorem (matrix-assisted laser
desorption/ionization - time of flight mass spectrometry)

mobilni faze



MHC

MIRD

MRI

MS

NCS
NHL
NHS

NIH

NK burka
NP

PBS

PET
Phe

PP
p-SCN-Bz-DTPA
r.f.

RIT
RNA
ROS
RVO
s.C.
SCMM
SEC

s.f.
SNMMI

SPAAC

SPECT

hlavni histokompatibilitni komplex (major histocompatibility
complex)

1ékarska dozimetrie vnitiniho ozareni (medical internal radiation
dosimetry)

zobrazeni magnetickou rezonanci (magnetic resonance imaging)

hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

isothiokyanat

non-Hodgkinlv lymfom

N-hydroxysukcinimid

Narodni onkologicky tstav (National Cancer Institute)

natural killer cell (,,ptirozeny zabijak®, typ imunitni bunky)
nanocastice

fyziologicky roztok pufrovany fostitem (phosfate-buffered
saline)

pozitronova emisni tomografie (Positron Emission Tomography)
fenylalanin

plan pokusu
4-isothiokyanatobenzyldiethylentriaminpentaoctova kyselina
retencni faktor

radioimunoterapie

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

rotacni vakuova odparka

subkutanni aplikace
sukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-1-karboxylat
rozmérové  vyluCovaci  chromatografie (size  exclusion
chromatography)

stacionarni faze

Spole¢nost nuklearni mediciny a molekularniho zobrazovani
(Society of Nuclear Medicine and Molecular Imaging)
Azid-alkyn cykloadice bez pouziti katalyzatoru (copper-free
azide-alkyne cycloaddition)

Jednofotonova emisni vypocetni tomografie (single-photon

emission computed tomography)
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TCEP
TCO
TEM
TFP
TLC
Val
WR

tris(2-karboxyethyl)fosfin

transcyklookten

transmisni elektronova mikroskopie

tetrafluorfenyl

tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)
valin

pracovni roztok pro BCA esek (working reagent)
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1. UVOD

Mezi jednu z nejcastéjSich pficin amrti se stale fadi nddorové onemocnéni. V prabéhu let
byla vyvinuta tada strategii k jejich 1é¢bé, mezi které se tadi naptiklad velmi uspésna
chemoterapie, avSak jeji nevyhodou je, ze zplsobuje velmi zavazné nezddouci ucinky
zpusobené necilenou toxicitou. Proto byla vyvinuta nova strategie terapeutické¢ho pfistupu
1écby onkologickych onemocnéni, kterd vyuziva konjugaty protilatka-1é¢ivo. Jednd se o
skupinu kancerostatik, kdy se na biologickou molekulu kovalentné navaze mala molekula
pomoci vhodné konjugacni metody. Jeden z téchto piistupt je nespecificka konjugace volné
nukleofilni e-aminoskupiny s elektrofilem, naptiklad isothiokyanatem (NCS), kdy vznika
kovalentni thiomocovinova vazba. Velmi zajimavym konjugacnim pfistupem je vyuziti tzv.
,click™ reakce. Tato bioortogonalni reakce je vysoce selektivni, neovliviiuje biologickou
aktivitu biomolekul ani biologické procesy a lze ji tak provadét na zivych buiikdch nebo
v zivych systémech. Timto zplisobem pfipravené konjugaty umozinuji selektivni doruceni silné
cytotoxické naloze do cilovych bunék, zvySuje se tak ucinnost terapie a vyrazn¢ se snizuje
toxicita ve srovnani s volnou formou 1éc¢iva.

Mezi biologicky cilenou terapii onkologickych onemocnéni se fadi systémova
radioimunoterapie, kterd kombinuje pouziti radionuklidd, které emituji vysoce cytotoxické
ionizujici zafeni s biologicky cilenou 1écbou, nejcastéji v podobe protilatek, jakozto nosicovych
doposud je antigen CD20. Jedna se o transmembranovy protein na povrchu B-bunécnych
imunitnich bunék, ktery neni exprimovan na jinych normalnich buiikéch téla, proto je tento
antigen relativné bezpec¢ny a ti¢inny protinadorovy cil.

Velmi dileZitou volbou pii vyvoji nového radioimunofarmaka mimo jiné hraje roli vybér
radionuklidu. Perspektivni alternativou k osvédéenému '"7Lu by mohl byt nové zkoumany
radionuklid '®'Tb. Diky svym charakteristickym vlastnostem by mohl byt vyuZit pro ozafovéni
jednotlivych nddorovych bun¢k a mikrometastaz. Tyto dva radionuklidy sdileji stejné chemické
vlastnosti a lze tedy pro oba vyuZit stejné metody radioznadeni. Vyhodou '°'Tb je jeho
potencialni vyuziti v teranostice.

V této praci byl pfipraven radioimunokonjugat, jehoz nosicovou molekulou byl rituximab,
coz je protilatka, ktera se vaZze na CD20 antigen exprimovany na B-buiikach a B-lymfomech,
k piipravé konjugétu s perspektivnim novym radionuklidem '*'Tb.

Druhé ¢ast prace je zaméiena modifikovani zlatych nanocastic fluorescencné oznacenymi

protilatkami. Zlaté nanoc¢astice maji pozoruhodné vlastnosti a kovové nanocéstice lze vyuzit
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jako znacky pro zobrazovani tkanovych struktur. Jednou z jejich vlastnosti je silna afinita
k thioliim, pfes které je Ize modifikovat protilatkami s fluorescenénimi znackami. Lze tak
propojit fluorescencni mikroskopii k lokalizaci zlatych nanocéstic s protilatkami navdzané na

konkrétni tkanové struktufe a zaroven vyuzit transmisni elektronovou mikroskopii pro

detailné&;jsi studium.
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2. LITERARNI CAST
2.1 Radionuklidy pro medicinu

2.1.1 Historie a vyvoj nuklearni mediciny

Objev radioaktivity a nésledné zkoumdni vlastnosti radionuklidii vyznamné ovlivnil
dilezity rozvoj mediciny. Uplné po¢atky se datuji od roku 1896, kdy Henri Becquerel objevil
radioaktivitu, necely rok po objevu rentgenovych paprskii (,,zafeni X*) Wilhelmem
Rontgenem. Bequerel se zabyval noveé objevenym rentgenovym zafenim a studiem jejich efekta
a efektd svétla na uranové soli. Béhem experimentli ndhodou zaznamenal pronikavé zareni
vyzafujici z uranovych soli na fotografické desce, ¢imz se mu podafilo zachytit novy jev,
radioaktivitu. Marie a Pierre Curieovi (v roce 1898 Marie Curie objevila radium, pfirozeny
zdroj y zateni), spolu s Henrim Bequerelem, byli v roce 1903 ocenéni Nobelovou cenu za fyziku
za objev radioaktivity'=.

V roce 1934 se manzelim Fredericovi Joliot a Irene Curie (dcefi Marie Curie) podafilo
pfipravit prvni umély radionuklid, a popsat tak umélou radioaktivitu, coz otevielo cestu
k produkci novych radionuklidl s Sirokym spektrem vyuZziti. V roce 1937 Carlo Perrier a
Emilio Segré¢ uméle piipravili technecium, prvek bez stabilniho isotopu. Dnes vlbec
nejvyuzivangj§im radionuklidem pro nuklearni medicinu je technecium ( *™Tc¢ se vyuziva jako
radionuklid pro SPECT)'?.

S objevem radia vznikla klinicka radioterapie, kterd se zacala rychle rozvijet. Jiz v roce
1896 Emil Grubbe vyuzil zateni X k 1écbé rakoviny prsu, ¢imz zavedl prvni radioterapeutickou
1é¢bu. Od roku 1936 se pro 1écebné icely zadaly vyuzivat B~ zafi¢e, mezi prvnimi byly ?*Na a
32P k 16¢b& hematologickych onemocnéni®. V 50. letech 20. stoleti se v klinické praxi zacaly
pouzivat nové umélé radionuklidy, jako napiiklad ®°Co, které prispély k rozvoji teleterapie
zobrazovani pomoci metod jednofotonové emisni pocitatové tomografie (SPECT) a
pozitronové emisni tomografie (PET). Tyto techniky umoznuji sledovat distribuci a akumulaci
radioaktivné oznacenych latek v t€le, coz ma vyznamné vyuziti v diagnostice a vyzkumu 1écby
rliznych onemocnéni, véetn& nddorovych onemocnéni>®.

Dlouho zkoumanym 3 zati¢em byl radionuklid '*'I, diky jeho schopnosti cilené se hromadit
v diferenciovanych bunikach stitné zlazy. Pozd¢jsi vyvoj nosi¢ovych molekul oteviel novy smér

v terapii — cilenou terapii, ktera vyuziva nové radionuklidy, jako je 7’Lu a **Y*. Radioisotopy
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jodu (B, 21 a '**1) zah4jily pocateni éru teranostiky, lécebné strategie, ktera spojuje

diagnostické pristupy s biologicky cilenou radioterapii’®.

_— _— Pouziti radioaktivné
Objev radioaktivity Objev novych umélych

Henri Bequerelem radionuklidi — *™Te
BT a %9Co

oznatenych
monoklonalnich protilitek
k zobrazeni nadort

1895 1936 1978 1999/2001
&) —H®)—® (®)@® o
Soucasnost
1896 1938 1981
Objev rentgenovych Prvni klinicka Prvni komeréni Prvni komeréni
paprskit Wilhelmem terapeuticka aplikace predstaveni PET predstaveni

Réntgenem umélého radionuklidu SPECT/CT a
2P,k 1écbé leukémie PET/CT

Obr. ¢. 1: Historicka ¢asova osa vyvoje radionuklidii a nuklearni mediciny, inspirovana podle historické osy
SNMMY’ a ze zdroje’

2.1.2 Terapeutické pristupy v nuklearni mediciné

Vyuziti radionuklidi v nuklearni medicin€ spociva v terapii urcitych typi onemocnéni,
zejména rakoviny, a v zobrazovacim metodach, které mimo jiné umoziuji ziskat informace o
specifické Cinnosti jednotlivych organi pacienta. Podle Sv€tové jaderné asociace (World .
Nuclear Association) se v Evropé kazdorocné uskutecni piiblizn¢ 10 milion procedur v
oblasti nuklearni mediciny, z nichZ kolem 2 milioni pfipada na terapeutické zakroky'°.

Terapeuticky efekt ionizujiciho zafeni spociva v cilené likvidaci nadorovych bunék
v organismu. Nékterd rakovinna bujeni I1ze inaktivovat, popfipadé€ i eliminovat, velmi pfesnym
vysokodavkovym ozafenim malého cileného objemu. Tento postup obvykle zahrnuje pouZiti
vice cilené nasmérovanych paprski ionizujiciho zafeni a je znidm jako radiochirurgie®'°.

Mezi terapeutické pristupy se dale fadi teleterapie, kdy se vyuziva ozatovani z vnéjSiho
zdroje (napf. pomoci y paprsku z radioaktivniho zdroje °Co), ktera se ozna¢uje zkratkou EBRT
(external beam radiotherapy). Naopak, protikladnym ptistupem je ,,vnitini*“ ozafovani pomoci
vlozeného uzavieného radionuklidového zafi¢e (obvykle y nebo P zafice), metoda se nazyva
brachyterapie. Tento terapeuticky postup zplisobuje mensi celkové ozéfeni téla, protoze je
zaméfen vice na cilovy nador, podminkou vSak musi byt mechanickd dostupnost a znama
lokalizace nddorového loziska®!°.

Dal$im terapeutickym pfistupem je biologicky cilend radionuklidova terapie (oznacovana

jako BTRT, Biologically Targeted Radionuclide Therapy), kdy se do organismu systémove
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aplikuje radionuklid navdzany na nosi¢ovou molekulu. Timto zpisobem je mozné selektivné
dopravit radiofarmakum do cilové nadorové buiiky bez nutnosti znat jeji presnou lokalizaci,
coz je vyhodné zejména u mnohocetnych metastatickych rozsevii. Dalsi vyhodou je moznost

vizualizovat biodistribuci radionuklidéi, coZ je vyuzitelné v koncepci teranostiky?®.

2.1.3 Volba vhodného radionuklidu ke klinické praxi

Pro klinické vyuziti radionuklidi v terapii je nezbytné zohlednit jejich vlastnosti.
Pozadavky na terapeuticky radionuklid 1ze rozdélit do dvou hlavnich kategorii, a to fyzikalni a
biochemické vlastnosti'!. Dalsi podminkou je prakticka vyrobitelnost v dostate¢nych aktivitach
za rozumnych ekonomickych podminek (to je chronicky problém napt. ®’Cu, jinak vlastnostmi
excelentniho teranostického zarice).

Mezi fyzikalni vlastnosti patii polocas rozpadu, typ emitovaného zafeni, energie zafeni,
dcefiné radionuklidy, zptisob vyroby a nasledna cistota radionuklidd. Jednim z klicovych
fyzikalnich faktori je efektivni polocas radiofarmaka, ktery zohlednuje fyzikalni polocas
nuklidu (Ty) a biologicky polocas eliminace radiofarmaka (Ty). Efektivni polocas (Te) lze
stanovit pomoci komplexni vypocetni metody nazyvané zkratkou MIRD (medical internal
radiation dosimetry), ktera kombinuje fyzikalni vlastnosti radionuklidu a biologické faktory,
jako je biodistribuce radiofarmaka, clearance, jeho metabolismus a vylucovani [koneénym
vyrazem shrnuta jako T. = TpTo/(Tp+Tv)]. Vhodny rozsah polocasu rozpadu terapeutického
radionuklidu je obvykle mezi 6 hodinami az 7 dny a mél by odpovidat kinetice cilového ligandu.
Pro terapeutické vyuziti je také vhodné zareni s vysokym linedrnim pfenosem energie (LET,
linear energy transfer; tzn. velikosti ztraty energie na jednotku drahy), coZ umoznuje velmi
vysokou ionizaci na jednotku drahy. Dulezité je také uvazit dcefiny produkt radionuklidu,
kterym by m¢l byt v idealnim ptipad¢ stabilni isotop, poptipadé dcefiné produkty preménoveé
fady by mély mit kratky polo¢as rozpadu bez vyznamné redistribuce do necilovych oblasti®!!,

Biochemické aspekty zahrnuji cileni na tkan, zadrZovani radioaktivity v nadoru a in vivo
toxicitu. Klicovym parametrem je mira akumulace radiofarmaka, ktera by méla byt co nejvyssi
v cilovych tkanich, aby byla minimalizovana davka zateni dodana okolnim zdravym tkanim.
Diilezita je 1 velikost nosi¢ové molekuly vzhledem k jeji cilové destinaci, aby napiiklad
nepronikala kapilarnim fecistém do jinych organti, pokud by byla moc mald, ale zaroven by
méla byt dostate¢né mala, aby pronikla cévnim fe¢istém nadoru dostate¢né hluboko. Mezi dalsi

biochemické vlastnosti patii nizka toxicita, vhodné pH a optimalni clearance'’.
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2.1.4 Vlastnosti jednotlivych radionuklidi a jejich vyuziti pro terapii

Vyuziti radionuklidi pro radioimunoterapii a radioterapii spociva v jejich cytotoxickém
efektu. Radionuklidy emituji ionizujici zafeni, které¢ indukuje ionizaci a tvorbu volnych
radikalti, zejména reaktivnich forem kysliku (ROS). Tento proces vede k poskozeni tkan¢ na
subcelularni urovni. Oxidacni stres zpsobuje poskozeni DNA, miize dojit k transverzi, bodové
mutaci, kdy dochéazi k zdméné purinové baze za pyrimidinovou, nebo obracené, a k typickému
poskozeni oxidaci guaninovych nukleobazi na 8-oxoguaninové, coz nakonec vede k bunécné
smrti'2,

Pro radioterapii se vyuzivaji a, B radionuklidy, a také emitory Augerovych elektronti (AE).
AE jsou elektrony s extrémné nizkou energii (1-10 keV), které vznikaji pfi elektronovém
zachytu béhem rozpadu radionuklidi. Tyto ¢astice maji stfedné vysoky LET (426 keV/um) a
dosah do tkan& mensi neZ priimér jedné buiiky'*. Vzhledem k jejich kratkému dosahu zpiisobuji
AE optimalni poskozeni DNA, pokud jsou lokalizovéany v tésné blizkosti jadra nadorové burnky.
Proto je vhodné vyuzit emitory AE pro BTRT a jako nosi¢ové molekuly vyuzit monoklonalni
protilatky (mAb) s internalizaénimi vlastnostmi. AE vyvoléavaji vedlejsi tc¢inky, nazyvané
,bystander* efekt, které zptisobuji smrtelné biologické poskozeni sousednich buné¢k uvolnénim

mediatorti bun&éné smrti'4.

A a-particle B B-particle C Auger Electron oy o ) F=% - - 8 ‘

"o | J? b
D0 | DD | DD [FE 2

Energy: 5 — 9 MeV Energy: 30 — 2300 keV Energy: eV - keV ° fire \readiaon ‘ AE
Range: 50 - 100 pm Range: 0.05 - 12 mm Range: <1 pm o
High LET: 50 — 230 kEv/pm Low LET: ~0.2 KEv/pm |Inlermediaie LET: 4-26 KEv/pm o D =

Obr. ¢&. 2: Zakladni radionuklidy vyuzivané v terapii jsou a, B zafi¢e a emitory Augerovych elektronti (AE), které
vykazuji jedine¢né charakteristiky rozpadu vedouci k riznym energiim a rozsahtim v cilové tkani znamym jako
linedrni pfenos energie (LET). A. a-Zafice maji nejvyssi LET zptisobeny vysokymi energiemi castic (MeV) a
sttedni délkou drahy (um). B. B-Zafice maji sttedni energie (keV—MeV) s velkou délkou drahy (mm) a produkuji
zateni s nizkym LET, které mtze projit skoro 50 praméry bunék. C. Zatice AE maji stiedni LET, diky nizkym
energiim a vzdalenosti obvykle mens$i nez 1 pum. D. Znazornéni potencidlniho rozsahu typu zatreni (f - zluté;
o - zelen¢ a AE — oranzove). Kromé toho mohou radiofarmaka vyvolavat toxicitu u necilenych okolnich bun¢k
crossfire efektem, ptipadné miize dochézet k ,,bystander* efektu. Obrazek ptevzat ze zdroje'*.

Zateni a je nejSkodlivéjSim casticovym zafenim a méa dosah ve tkani mensi az srovnatelny
dosah jako je primér buiiky, nedochazi tak k cross-fire efektu. K vyvolani bunécné smrti mtize
dochézet jiz pti zasazeni bunck 1—4 casticemi o, coZ umoziluje vyuziti o zafi€i k lécbe
rezidudlnich nadoril a leukémie. AvSak znacnou nevyhodou je vyssi pozadavek na efektivni

u¢inny prinik 1é¢iva do bungk!?.
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Vice vyuzivanymi radionuklidy jsou proto B zafice, které maji nizsi toxicitu nez o zafice,
a jejich terapeuticky efekt je zplsoben piedevsSim ,,crossfire” efektem (,,efektem kiizové
palby*). Diky tomuto efektu maji  zafice dosah penetrace az n¢kolik milimetrt, coz lze vyuzit
k 1écbé pomérné velkych solidnich tumorG a ke zniceni 1 nddorovych bunék s necilovym
fenotypem — velké nadory jsou vesmés fenotypové heterogenni (pf. p zafica: *°Y nebo '35Re).
Avsak nevyhodou vyssi penetrace je zvysSend pravdépodobnost poskozeni okolni zdravé

tkan&!2. Obr. ¢. 2 shrnuje emitované ¢astice radionuklidii pouzivanych pro terapii.

Tab. €. 1: Priklady radionuklidl pro terapeutické vyuziti a jejich fyzikalni vlastnosti

Radionuklid Ti2 Rozpadové vlastnosti [MeV] | Délka drahy tkani
o-zarice
225 Ac (aktinium-225) | 9,9 d'4 5,8-8,4 (o) 47-85 pm'*
212Bi (bismut-212) 60,6 min'* 6,05 (a, 36 %), 0,834 (b—, 64 | 51-92 um'*
%)14
212pb* (olovo-212) 10,6 h'* 6,05 (o'
0,57 ()12 0,6 mm'
223Ra (radium-223) 11,4 d" 5,8-7,53 (a)!* 46—68 um'*
*2"Th (thorium-227) | 18,7 d" 6,14 ()" 1
B-zarice
7Cu (me&d™-67) 2,6 d" 0,395(p)" 2,1 mm"
BIT (jod-131) 8,0d" 0,606 (B)!! 2,4 mm'!
"Ly (Lutecium- 6,7 d" 0,497 (B4 1,8 mm'"
177)
188Re (Rhenium-188) | 17 h'* 2,12 (BH)ILH 10,4 mm'"
Y (yttrium-90) 2,7d'" 2,28 (B)'114 11,3 mm'
Augerovy elektrony Uvolnénd/rozpadova energie AE [keV]
%4Cu (med-64) 12,7 h'4 2 (AE, 41 %)' 126 nm'
"n (indium-111) 2,8d" 6,8 (AE)! 2-500 nm'*
7Ga (galium-67) 3,26 d'* 6,3 (AE)" 0,002—2,1 ym'*

*212pY je B-z4fic, ale produkuje deetinny nuklid 2'?Bi, ¢asto se pouziva pro cilenou a-terapii vzhledem ke kratkému
poloc¢asu rozpadu 2'’Bi

1 #?’Th nemé definovany dosah o-emisi v diisledku po sobé jdoucich o-emitujicich dcefinych isotopti

BTRT celi dvéma vyzvam: heterogenité v piipadé¢ velkych nadorti a uniku energie
z mikroskopickych nadorti. Heterogenita mtize byt feSena pouzitim P zafici se stiedni nebo
vysokou energii diky ,.crossfire” efektu, naproti tomu dodévaji vétSinu energie okolnim
bunkdm, ¢imz muze byt davka nedostateCna pro eradikaci mikrometastdz a jednotlivych
nadorovych bun¢k. Kazdy radionuklid ma dle jeho charakteristickych vlastnosti optimalni
velikost nadoru, kterou miize ,,vylécit. Naptiklad u *°Y se predpoklada, ze je u€inng&jsi proti

velkym nddori (28—42 nm), zatimco PB-Castice emitované '""Lu jsou vhodnéjsi k eliminaci
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nadort o priméru pfiblizné¢ 1,2-3 mm, diky vysoké energii, to vSak nestaci k lécbé
mikrometastiz'?.

Nové zkoumany radionuklid '®'Tb by mohl byt perspektivni alternativou k '’Lu pro
ozafovani jednotlivych bun&k a mikrometastaz. '*' Tb vyzatuje stiedné energetické f—spektrum
a mnohem vétsi pocet AE s velmi nizkou energii nez !”’Lu, spolu s konverznimi elektrony (CE)
s nizkou energii (vétSinou < 40 keV) a malym procentem fotontli, cozZ miize byt uzitecné pro
zobrazovani pomoci SPECT/CT. Tim padem mize byt aplikovan v teranostice. !"’Lu a '*!'Tb
spolu sdili spolecné chemické vlastnosti (oba jsou ze skupiny lanthanoidil) a 1ze tedy pro oba
pouzit podobné vlastnosti radioaktivniho znaceni. Navic, '®'Tb mizZe byt uzite¢ny i pro 1é¢bu
velkych nadort s vysokou heterogenitou (nekrdza, fibrdza, stromalni tkan), ktera snizuje t€inek

,,crossfire” efektu'>.

2.2 Biologicka lécba

Podle Narodniho onkologického ustavu (NIH, National cancer institute) se k biologické
1é¢bé pouzivaji latky vyrobené z zivych organismi, které mohou bud’ pfirozené existovat v téle,
nebo mohou byt vytvoreny v laboratoti. Tyto latky mohou cilen¢ ovliviiovat imunitni systém,
stimulovat, nebo potlacovat jeho reakce, aby pomohly télu bojovat proti rakoviné. Nékteré
biologické terapie také piimo uto¢i na nadorové bunky, bud’ brzdi jejich rlst, nebo je nici.
Mohou byt také vyuzity k zmirnéni vedlejSich G€inki jinych 1é€ebnych metod pouzivanych v
onkologii'®.

Na pocatku 20. stoleti se zacala §ifit mySlenka, Ze imunitni systém rozpoznava nadorové
buniky jako cizorodé¢ a reaguje na né€. Tato mySlenka vedla k formovani hypotézy o
protinadorovém imunitnim dohledu, kterd by vS§ak naznacovala, Ze imunodeficitni jedinci maji
vys$$i frekvenci vzniku nddorovych onemocnéni. Teorie imunitni editace, téZ znama jako Teorie
3E, pfedstavuje vztah mezi imunitnim systémem a nadory jako dynamicky proces, ve kterém
vzajemné interaguji a ovliviuji se. Dulezity disledek této interakce je postupnad ztrata
schopnosti (imunogenicity) nadorovych bunék aktivovat imunitni systém, coz znamena, Ze tyto
bufiky se adaptuji tak, aby odol4valy Gi¢inkiim imunitniho systému'’.

Nov¢jsi tiidy protinadorovych 1€Civ se zamétuji na modulaci imunitniho systému, a v tomto
sméru sehraji vyznamnou roli monoklonalni protilatky. Jejich hlavnimi vyhodami jsou stabilita,
minimalni toxicita oproti cytostatiklim a Zadouci farmakokinetické vlastnosti, jako je specificita
a vysoka afinita k cilovému antigenu. Hlavnim cilem vyvoje exogennich monoklonélnich
protilatek je umoznit lidskému organismu rozpoznat patogeny nebo nadorové antigeny, které

by jinak mohl piehlédnout's.

22



Soucasti adaptivniho imunitniho systému jsou B-builky, které rozpoznavaji antigeny
prostfednictvim B-bunééného receptoru (BCR). Po stimulaci CD4 pomocnymi T-buiikami
sektretuji B-buniky kopie protilatek s jedine¢nym vazebnym mistem, které se specificky vazou
na tyto cizorodé antigeny. B-bunky maji schopnost vytvaret obrovsky soubor protilatek
(odhaduje se, ze az 10'") a podléhaji procesu selekce bunék, které produkuji protilatky
s vysokou specifitou a afinitou bez autoreaktivity vuc¢i organismu, aby nezplsobovaly
autoimunitni onemocnéni. Cirkulujici protilatky (imunoglobuliny IgG) jsou schopny
eliminovat antigeny dvéma mechanismy: bud’ pfimym navdzédnim a neutralizaci, nebo
prildkanim dalSich slozek vrozené imunity, jako jsou proteiny komplementu, NK bunky,
dendritické buriky a makrofagy'®1°.

Vyroba monoklonalnich protilatek je zaloZzena pravé na schopnosti B-bunék a jejich klont
produkovat stejnou protildtku. Prvni metodou ziskdvani velkého mnozstvi protilatek
specifickych pro vybrané antigeny byla technologie hybridomi. Tato metoda spociva ve fuzi
myelomovych bun¢k s B-builkami imunizovanymi mySmi nebo potkany za vytvoreni
hybridomti. Vysledkem jsou monoklonalni protildtky s nehumannim ptivodem, coz omezuje
jejich klinické vyuziti, protoze mysi protilatky mohou zplisobit zna¢nou imunogenicitu. Navic
v lidském téle nemohou interagovat s ostatnimi slozkami imunitniho systému. Tyto nedostatky
byly castené prekondny vyvojem chimérickych a humanizovanych protilatek
z hybridomovych klond, které nahradily ¢asti sekvence mysi protilatky sekvencemi lidskych

protilatek. Prvni schvalenou chimérickou protilatkou pro klinické vyuziti byl rituximab!'®?,

2.2.1 Struktura protilatek a jejich klasifikace

Protilatky 1ze rozdé€lit do péti hlavnich tfid imunoglobulint — IgG, IgA, IgD, IgE a IgM.
Ttidy IgG a a IgA se dale déli do 6 isotypl — IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA1 a IgA2. Kazda
protilatka ma dvé funkéni domény, a to Fab (fragment antigen binding), ktery zprostiedkovava
vazbu na cilovy antigen, a Fc konec (fragment crystalline), ktery spojuje protilatku
s efektorovymi drahami imunitniho systému. Fc konec urcuje efektorové funkce protilatky a
muize ovlivnit funkéni kapacitu terapeutickych protilatek. Z hlediska farmakokinetiky je
kli¢ovy vybrat vhodny isotyp protilatky!2°.

Pro vyvoj terapeutickych latek se velmi Casto vyuziva IgG1. IgG1 a IgG3 maji ze vSech
podtiid nejsilngjsi efektorové funkce vii¢i aktivnim slozkam imunitniho systému (NK buiikam,
makrofagiim nebo dendritickym buitkdm) a mohou je rekrutovat proti cili (nddoru). IgG3 vSak
byl z vyvoje do znacné miry vyloucen kviili jeho sklonu k proteolyze, coz snizuje jeho stabilitu,

a kratSimu polocasu rozpadu oproti IgG1 (endogenni IgG1l ma polocas rozpadu ~21 dni,
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zatimco endogenni IgG3 ma polocas rozpadu ~7 dni). Pokud je cilem neutralizace rozpustnych
antigent, jsou efektorové funkce protilatek mén¢ dilezité a Ize pouzit IgG1, IgG2 nebo 1gG4.
Prikladem uspé$nych IgG1 protilatek na trhu je trastuzumab pro 1écbu HER2+ karcinomu prsu.
Nicméné kone¢né rozhodnuti o u¢innosti dané protilatky je ovlivnéno ucinnosti in vivo, coz je
z velké ¢asti dano farmakokinetickymi parametry!2°.

Pro personalizaci terapie se dnes Casto vyuziva molekularni diagnostika pro personalizaci
terapie, kdy se pacientovi pied aplikaci protilatky odebere vzorek nadorové buiiky a zjisti se,

zda pacientovy nadorové bunky exprimuji konkrétni cil, a tedy zda ma zvolena terapie Sanci na

uspéch.

2.2.2 Farmakokinetika protilatek

Protilatky se vyrazné odliSuji od tradi¢nich chemoterapeutik jak velikosti (~ 700 Da vs.
~150 kDa), tak i farmakokinetickymi a farmakodynamickymi vlastnostmi.

VétSinou se protilatky podéavaji intravendzné (i.v.), mezi monoklondlni protilatky
schvidlené¢ FDA se mimo jiné fadi pembrolizumab, ipilimumab, nivolumab a rituximab. U
nékterych protilatkovych preparatl se uvazuje o subkutdnnim (s.c.) nebo intramuskuldrnim
(i.m.) podani, coz by snizilo ndklady na lécbu, protoze by odpadla potieba aktivni Ucasti
zdravotnického personalu. Extravaskularniho podani méa dvé absorpcéni cesty: diftizi ptes cévy
v blizkosti mista podani a konvekci lymfatickym systémem. Diky velké molekularni hmotnosti
je v8ak rychlost difuze nizka, a proto pravdépodobné prevazuje konvekce'®,

Protilatky skupiny IgG mohou interagovat s FcRn (neonatal Fc receptor), ktery ma
strukturu podobnou MHC glykoproteinim 1. tfidy. Tato vazba zprosttedkovava ,,zachranny*
mechanismus, kdyZ je protilatka endocytovana do buiiky, a nedochazi tak k lysozomalni
degradaci. FcRn je exprimovan na riznych typech bunék, veetné endotelidlnich bunék,
hepatocytli, sttevnich makrofagi, mononukledrnich bunc¢k periferni krve a dendritickych
bunék. IgG se vaze na FcRn prostfednictvim Fc konce v zavislosti na pH: pfi fyziologickém
pH (pH 7,4) se nevaze, ale v kyselém prostiedi lysozomii (pH 5,5-6,5) se vaze s vysokou
afinitou. V ¢asném endosomu se protilatky vazi na FcRn a jsou dopraveny zpét na povrch
bunky, ¢imz jsou ,,zachranény*. Interakce s FcRn vyznamn¢ ovliviiuje biologickou dostupnost
a prodluzuje polocas rozpadu protilatky. FcRn hraje také roli pfi absorpci protilatek cestou
SC/IM, ale neni zcela jasné, zda aktivné zprostiedkovava transport protilatky do systémové
cirkulace, nebo pouze brani jejimu katabolismu v misté injekce. Niz8i pocet protilatek
podanych SC/IM mulze byt zplsoben snizenou biologickou dostupnosti a obavami z

imunogenicity'®2!.
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Distibuce protilatek ve tkdnich je ovlivnéna jejich vazbou na cilové bunky, naslednou
endocytézou a odstranénim z tkani. Existuji rGzné mechanismy, které mohou ovliviiovat
distribuci protilatek z cévniho do extravaskularniho systému, jako je pasivni difuze, konvekce
a aktivni transcytdza. Pasivni difize pravdépodobné nehraje zésadni roli kvuli velké velikosti
protilatek. Z vétsi Casti se protilatky do tkéni dostavaji konvekei, ktera je pohdnéna rozdilem
tlaku mezi cévami a tkanémi, zalezi vSak na velikosti a poctu cévnich pora. Priklad transcytdzy
je napiiklad obousmérny transport protilatek pfes membranu prostfednictvim interakce s FcRn
receptorem. Po vstupu do nadoru se protilatka mize distribuovat v intersticidlnim prostoru
prostiednictvim difize, konvekce a vazby na cilové struktury. Protildtky jsou posléze
odstrafiovany z organtl, a nemusi se tak ustanovit rovnovaha mezi organy a plazmou!'®%2,

Mezi hlavni cesty eliminace 1é¢iv se fadi rendlni clearance (filtrace), biliarni sekrece a
biotransformace (metabolismus a katabolismus). Mezni molekulova hmotnost pro renalni
filtraci je <50 kDa, a protoze jsou protilatky o dost vétsi, tak téhle formé eliminace nepodléhaji.
Protilatky podléhaji pfedevsim cilovému nebo necilovému katabolismu. Kdyz se protilatka
vaze na sviyj cil pomoci Fab domény, podléha receptorem zprostiedkované endocytoze. Po
internalizaci protilatky casto podléhaji katabolismu uvnitt lysozomu (pokud v cilovych
buiitkach neni ptitomny FcRn). Tato hlavni cesta distribuce i1 eliminace se oznacuje jako cilové
zprosttedkovana likvidace 1éCiv. Protilatky mohou podléhat i nespecifické endocytoze
v piipadé IgG cirkulujicich v plasmé, které podléhaji endocytdéze v endotelidlnich bunkach.
FcRn v8ak ,,zachraiiuje” vyznamnou ¢ast (> 90 %) IgG v periferni cirkulaci, které podléhaji
nespecifické endocytéze. Tento mechanismus souvisi s tim, pro¢ maji protilatky neobvykle
dlouhy polocas rozpadu, ktery se pohybuje od 2-3 dnil po 2-3 tydny. Typicka plazmaticka
koncentrace IgG je pfiblizn€¢ 10 mg/ml a terapeutické protilatky se podavaji v davkach, které
by zménily celkovou koncentraci IgG o <2 %322,

Jakékoliv exogenné podané terapeutické protilatky do organismu mohou byt imunogenni.
Prvni generace monoklonalnich protilatek odvozenych od hlodavci byly vysoce imunogenni,
protoze je lidsky imunitni systém rozpoznal jako cizorodé. Chimérické protilatky, které maji
lidskou Fc doménu a mys$i Fab domény, vyrazné snizily imunogenicitu. V soucasné klinické
praxi je vétsina protilatek humanizovana, nebo se jedna o lidsky IgG. Stale vSak i tyto protilatky
mohou vyvolat imunitni reakci kvili vloZzenym variabilnim glykosyla¢nim vzorctim,

posttranslaénim modifikacim a potencidlni agregaci'®?2.
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2.2.3 Rituximab a dalsi anti-CD20 protilatky

Rituximab je rekombinantni chimérickd mysi/lidskd monoklonalni protilatka IgG se
specifickou vazbou proti CD20 proteinu. Byla to prvni terapeutickéd protilatka schvalena ke
klinickému vyuziti. Od svého prvniho schvaleni v roce 1997 se zlepsily vysledky 1é¢by vSech
B-bunéénych malignit. Krom¢ onkologickych aplikaci je rituximab také vyuzivan k 1écbé
autoimunitnich onemocnéni, kde B-bunky sehravaji vyznamnou roli. Mezi nové schvalené
anti-CD20 protilatky se fadi: ofatumumab, ktery vaze odlisny epitop CD20, a obinutuzumab,
mAb odvozend od rituximabu s modifikaci Fc ¢asti a jeji glykosylaci. Ob¢ protilatky jsou plné

humanizované a maji odli§nou aktivitu od rituximabu?3.

2.2.3.1 Cilova molekula anti-CD20 protilatek

CD20 je transmembranovy protein (33-37 kDa) skladajici se ze 4 hydrofobnich domén,
jedné intraceluldrni s N- a C- koncovou oblasti a dvéma extracelularnimi smyckami, které se
oznacuji jako malé a velkd smycka a predstavuji ¢ast peptidu, na kterou jsou zaméfeny dnes$ni
mAb. Exprese CD20 zac¢ina v Casném stadiu nezralych B-bun¢k, pied timto stadiem bunck
(diferenciace a vyvojova stadia B-bun¢k budou probrany nize) tento antigen neni exprimovan,
také neni znamo, ze by byl exprimovan na jinych normalnich buiikéch téla, coz udélalo z tohoto
antigenu relativn€ bezpecny a G€inny protinadorovy cil. Existuji 3 izoformy CD20 antigenu,
které jsou vysledkem razné fosforylace. Bylo zjisténo, ze fosforylace CD20 je vys$i u
proliferujicich malignich B-bunék. U B-bunécnych malignit je Grovenl exprese CD20 velmi
variabilni v zavislosti na konkrétnim nadoru. Exprese CD20 se ztradci v termindlné
diferencovanych plasmablastti a plasmatickych butikdch.?*%,

O jeho skute¢né biologické funkci se toho vi malo. Je zndmo, Ze se podili na influxu Ca**
a ztrata cytoplasmatické ¢asti CD20 inhibuje aktivovany piijem vapniku zprostfedkovany BCR.
Predpoklada se, ze hraje roli ve vyvoji a aktivaci B-buné€k prostfednictvim vtoku vapniku,
zUstava vSak nejasné, zda tento protein je sdm o sob& iontovym kanalem, nebo jaké dalsi

signalni drahy aktivuje, aby tuto funkci vyvolal?.

2.2.3.2 Mechanismus ucinku a odpovédi na Rituximab

Spojeni rituximabu s antigenem CD20 vyvola lyzi B-buiniky prostiednictvim mechanismu
bunécné cytotoxicity zavislé na antigenu (ADCC) a cytotoxicity zavislé na komplementu
(CDC). Mechanismus ADCC zahrnuje zapojeni cytotoxickych imunitnich bun€k, jako jsou
makrofagy, neutrofily a NK buiiky, coz vede k destrukci B-buiiky vdzané na rituximab. Co se

ty¢e CDC, Tak komplex rituximab-CD20 aktivuje proteinovou kaskddu komplementu,
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prostiednictvim chemotakticity malych ¢asti komplementu, ty pfitahnou makrofagy a
neutrofily, dle zvys$uji fagocytozu a zpiisobuji 1yzi bunék. Navic zvysuje influx Ca>* do buiiky,
a indukuji tak apoptdzu. I kdyz literatura ohledné mechanismu je stale rozporuplnd. Lymfoidni
kmenové bunky antigen CD20 neexprimuji, proto je deplece zdravych, zralych B-bunék po
1é¢be docasna a hematopoetické kmenové bunky ztistanou nedotceny 1écbou. Populace B bunék
se obnovi béhem 6-9 mésicti®.

Rituximab by mohl k protinddorovym ucinkim pfispivat i pfimym zabijenim bunék, a to
bud’ kaspazové zavislou, nebo nezéavislou cestou. Anti-CD20 protilatky 1. typu navazanim na
CD20 zptisobuji pteskupeni lipidovych rafti a méni lokalizaci CD20. Toto pteskupeni
neznamym mechanismem vede k apoptoze zprostiedkované kaspazou (kinazou rodiny src).
Anti-CD20 protilatky II. typu vyvoldvaji bunéfnou smrt reorganizaci aktinu vedouci
k lysozymem zprostiedkované smrti, nezavisle na kaspazovych drahach. Studie, kterd potvrzuje
tento piimy mechanismus bunék, aplikovala rituximab pfimo do mozkomisniho moku, kde je
k dispozici jen omezena imunitni odpoveéd’. Avsak tento mechanismus nebude hrat signifikantni
roli vzhledem k ostatnim mechanismtim?*%¢,

Nejméné prozkoumanym mechanismem ze ¢tyt znamych efektorovych mechanismil je
fagocytoza zavisla na protilatkach (ADCP). Je usnadnéna rozpoznanim navazaného rituximabu
makrofagy prostfednictvim receptortt Fcy?*?’. Intravendzni podéani exogennich protilatek
s sebou nese riziko, ze mohou byt rozpoznany imunitnim systémem hostitele jako proteiny
cizorod¢, coz vede k tvorbé protildtek proti mySim (HAMA, z angl. human anti-mouse
antibody). Tvorba HAMA zabraniuje potencidlni reaplikaci 1écby, protoze by dochazelo
k rychlému odstranéni monoklondlnich protilatek z organismu hostitele. Vyrazné zlepSeni
pfinesly chimérické monoklondlni protilatky, u kterych je ¢ast, ktera je rozpoznavéna
imunitnim systémem humanizovéana, a je tak méné¢ pravdépodobné, Ze vyvola imunitni
odpoveéd’, kterd by zpusobila tvorbu lidskych antichimérickych protilatek (HACA, z angl.
human anti-chimeric antibody). Uvadéna mira tvorby HACA je 1,1 %. Dalsi nevyhodou je, ze
kolem 50 % pacientll ma vrozenou rezistenci na rituximab a u dal§ich 60 % se rezistence vyvine
po 1é¢bé. Jednou ze strategii, jak zlepsit i¢innost 1éCby je kombinace radioisotopt s anti-CD20

protilatkami®>-%.
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Obr. ¢. 3: Rituximabem zprostiedkované zabijeni B-bunék exprimujicich CD20. (Vlevo nahofe) Vazba
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rituximab-CD20 mutze piimo spustit apoptézu vlivem mechanismi zavislych i nezavislych na kaspaze. Tento
mechanismus vSak neni plné charakterizovan. (Vpravo nahote) Komplex rituximab-CD20 muze navazat Cl
komplex a spustit klasickou komplementovou kaskadu, jejichz vysledkem je sestaveni komplexu membranového
utoku (MAC), poru, ktery vede k lyzi bunék. Tento mechanismus je znamy jako cytotoxicita zavisla na
komplementu (CDC). (Vlevo dole) Navazany rituximab mize rekrutovat NK bunky, které rozpoznaji komplex
prostfednictvim receptoru FcyRIII, coz vede k cytotoxicité zavislé na protilatkdich (ADCC). (Vpravo dole)

Makrofagy rozpoznavaji komplex rituximab-CD20 prostfednictvim Fcy, coz vede k fagocytoze cilové bunky
z4vislé na protilatce (ADCP). Obrazek pievzat ze zdroje?.
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2.3 Konjugacéni strategie — chelatory, bioortogonalni chemie

2.3.1 Konjugaty protilatka-1é¢ivo (ADC) — tivod a mechanismus u¢inku

Nadorovad onemocnéni stale predstavuji nejCastéjsi pfi¢inu umrti a soucasné léCebné
postupy Casto spoléhaji na chemoterapii, tedy vyuziti malych molekul k likvidaci nadorovych
bunék?®. Nicméné tato metoda ma své nevyhody, jako je postupny vyvoj rezistence a zavazné
nezadouci U¢inky zplsobené necilenou cytotoxicitou, coz brani efektivni 1é¢bé rakoviny
pomoci siln¢ uinnych cytotoxickych latek. Nova strategie terapeutického pfistupu
onkologickych onemocnéni se zacala rozvijet objevem unikatniho slozeni povrchu nadorovych
bun¢k a porozuménim silné a selektivni interakce mezi protilaitkami a antigeny na povrchu
bun¢k. Tato nova cesta spociva ve vyuziti konjugatt protilatka-1écivo (ADC, z angl. antibody-
drug conjugates), skupiné kancerostatik synergicky kombinujici vysoce cytotoxickou malou
molekulu (tzv. ,,payload* nebo ,,warhead) s velkou molekulou, zejména pak monoklonélni
protilatkou (mAb), pfedevsim isotypu IgG. Biomolekula je pfes vhodny linker kovalentné
spojena s lé¢ivem pomoci fady riznych biokonjugacnich metod. Vysledna konjugacni forma
umoznuje selektivni doruceni silné cytotoxické naloze do cilovych nadorovych bun€k, ¢imz se
zvySuje Gcinnost a vyrazné snizuje toxicita ve srovnani s volnou formou 1é¢iva® 3!,

Mnozstvi 1é€ivé latky v cytosolu je uréeno poctem povrchovych antigent na buiice, poctem
molekul 1¢é¢ivé latky na ADC (tzv. pomér 1éCiva a protilatky, DAR) a dobou, za kterou se
antigen vrati na povrch buiiky?”. Poget konjugovanych malych molekul se miZe lisit a udava
se pomoci statického rozptylu, coz znamend, Ze na jednu molekulu mAb v 1é¢ivém piipravku
primérmé piipadd 1-8 molekul 1é¢iva (hodnota DAR, drug-antibody ratio). Na celkovou
ucinnost piipravku ma vliv nékolik faktorti, v€etn€ sekvence aminokyselin a posttransla¢nich
modifikaci mAb, pozice konjugace 1é¢ivo-linker, struktura linkeru a jeho stabilita a primérné
zatizeni mAb lé¢ivem (hodnota DAR)*°.

Na obrazku €. 4 je zobrazen obecny mechanismus G¢inku ADC molekul. Poté, co je ADC
1é¢ivo podano do krevniho ob&hu, protilatkova slozka ADC rozpozné antigen a silnou vazbou
se navaze na antigeny na bunéném povrchu, které jsou vysoce exprimovany v cilovych
nadorovych buiikach. Po internalizaci komplexu ADC-antigen prostfednictvim endocytozy je
komplex zpracovan v lysozomech, ¢imZ se cytotoxicka latka uvolni v biologicky aktivni formeé
uvnitt buniky a zptsobuje poskozeni burniky v podobé naruseni DNA vladken nebo mikrotubuli,
poptipad¢ zpisobuje inhibici topoizomerazy nebo RNA polymerazy, coz nakonec vede k

bun&éné smrti’'.
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Obr. ¢&. 4: Piehled mechanismid ADC pro zabijeni nadorovych bunék pomoci riiznych ptistupti: (Vlevo nahote)
Mechanismus ucinku ADC 1é¢iva. (Vpravo nahofe) Hlavni mechanismus uc¢inku ADC molekul. (Vlevo dole)
Protilatkova slozka ADC se spojuje s imunitnimi efektorovymi bunikami a vyvolava protinddorovou imunitu
pomoci CDC, ADCC a ADCP efekty. (Vpravo dole) Struktura ADC a jeho hlavni slozky: cilovy antigen;
protilatka, linker, cytotoxické 1é¢ivo. Obrazek pfevzat ze zdroje2.

Vzhledem k mechanismu uc¢inku musi mit idealni protilatka dostatecnou afinitu k antigenu
a dostate¢nou specifitu. Nicméng protilatky s extrémné vysokou afinitou k antigenu mohou vést
ke snizené ucinnosti priniku do solidnich nadori, coz mize ovlivnit klinickou u¢innost ADC
ptipravki. DileZité je také, aby antigeny byly exprimovany na cilovych buiikdch a minimalné
exprimovany na zdravych buiikdch, aby bylo dosaZeno selektivni likvidace nddorovych bunék.
Hustota nadorovych antigenti pravdépodobné piimo souvisi s ti¢innosti ADC, pti¢emz tato
korelace zavisi na typu nadort®!.

Pokud jde o typ protilatek, pouziti chimérickych protilatek, které obsahuji variabilni ¢ast
z jiného organismu neZ lidského a lidskou kontaktni oblast, postupné upada. Misto toho jsou
stale vice vyuzivany humanizované protilatky, které obsahuji hypervariabilni Giseky ze zvifete,
nebo zcela humanni protilatky. Tyto protilaitky maji vyrazné niz§i imunogenicitu nez
chimérické protilatky, navic maji delsi biologicky polo¢as (v piipadé IgG az 3 tydny’') a
zlepsené efektorové funkce diky vysoké specifité pro cilové buiiky?’.

Usp&sny vyvoj ADC lé¢iva predstavuje zajimavou vyzvu. Je nezbytné vzit v avahu biologii

a mechanismus U¢inku, coz zahrnuje volbu vhodné nosi¢ové molekuly, kterymi jsou protilatka
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nebo peptid. Mezi dal$i otazky zejména patii: kam a jak pfipojit vhodny linker, jaky druh
chemického linkeru pouzit, kolik molekul 1éCiva pfipojit na jednu biomolekulu, a kterd

biokonjugaéni strategie je pro konkrétni biokonjugat optimalni®.

2.3.2 Linkery

Linker je rtizn¢ dlouhy a funkéné optimalizovany molekuldrni fetézec, ktery slouzi jako
kovalentni spojka mezi protilatkou a léCivem a zaroven se jednd o kliCovy prvek v cilené
farmakoterapii. Jeho zaclenéni by nemélo vyvolavat agregace, mélo by zajistit pfijatelné
farmakokinetické vlastnosti a zaroven omezit pred¢asné uvolniovani v plasmé¢ a umoznit ucinné
uvoliovani aktivni molekuly v cilovém misté¢ ucinku. Linkery se déli na Stépitelné a

nestépitelné®*-.

2.3.2.1 Nestépitelné linkery

ADC na bazi nestépitelného linkeru museji byt internalizovany, pficemz protilatkova ¢ast
je nasledné degradovana proteazami v lysozomu a cytosolu. Tim dochézi k uvolnéni malé
molekuly navazané na aminokyselinovy zbytek pochazejici z degradované protilatky.
Nestepitelné linkery se skladaji ze stabilnich vazeb, které jsou odolné vuci proteolytické
degradaci, coz zajiStuje veEtsi stabilitu nez u Stépitelnych linkert. Vysledkem muze byt
ovlivnéni findlnich vlastnosti konjugované malé molekuly, naptiklad zvyseni jeji hydrofility,
coz muze zvysit protinadorovou Uuc¢innost. Piikladem ADC 1éciva je konjugat
trastuzumab-emtansine, ktery vyuziva nestépitelny linker zndmy pod zkratkou SCMM, tedy
sukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-1-karboxylat. Katabolismus tohoto 1éciva
vede ke vzniku Lys-SMC-DM1, hlavniho nddorového metabolitu (inhibitoru tubulinu). Léciva
navadzana na tento linker vétSinou nemohou vyvolat ,,bystander efekt. Soucasny vyzkum se

viak spise zaméiuje na §tépitelné linkery?® 3!,

; ] Lécivo
e \‘
W O -
—NH N 1 )—O
i )—O..../ o ! Lysozomalm >_/_/>

i degradace O3C

Obr. ¢. 5: Nestépitelné linkery: Chemicka stabilita linkeru (zde piiklad SMCC linkeru) odolava proteolytické
degradaci. Po lysozomalni degradaci se uvolituje mala molekula s aminokyselinovym zbytkem (v tomto ptipadé
lysinu) pochazejici z degradované mAb
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2.3.2.2 Stépitelné linkery

Pouziti stépitelnych linkert je mozné jak pro internalizované, tak i neinternalizované ADC,
protoze uvoliiovani 1é¢iva je vyvolano povahou mista §tépeni. Stépitelné linkery jsou viceméné
stabilni v extracelularnim prosttedi, avSak v prostfedi nadorové bunky se stavaji nestabilnimi,
a to diky zavislosti na pH, redoxnim potencidlu, nebo diky pfitomnosti lysozomalnich
enzymt?® 3!,

Jako ptiklad Ize uvést hydrazonovy linker, jehoz stabilita je zavisla na pH. Tento typ linkeru
je stabilni pii neutralnim pH (v krevnim fecisti), k hydrolyze vSak dochazi v kyselém prostiedi
lysozomi (pH 4,8) nebo endozomti (pH 5,0-6,0) a vznika ptislusny keton a hydrazin. ADC
1é¢iva s hydrazonovym linkerem za fyziologickych podminek podléhaji pomalé hydrolyze, coz
vede k pomalému uvoliiovani toxického payloadu a zvyseni celkové systémové toxicity> 3!

Dalsim pouzivanym $tépitelnym linkerem je disulfidovy linker, jenz je citlivy na redukci
vedouci ke Stépeni disulfidu na dva thioly. Tato strategie vyuziva toho, Ze disulfidové vazby
podléhaji redukci v cytoplasmé za piitomnosti vyssi koncentrace redukovaného gluthathionu
(1-10 mmol-1!) obsahujicimu jednu thiolovou skupinu ve srovnani s extracelularnim
prostfedim (kde je glutathionu kolem 5 pmol-1"! a navic pievazné v oxidované — disulfidové
formé¢). Disulfidy tedy podléhaji nukleofilnimu ataku redukovaného glutathionu (tripeptidu,
Glu-Cys(SH)-Gly) a odolavaji redukénimu S$tépeni v krevnim ob&hu (zde se nachazi
redukovand forma albuminu s thiolovou skupinou, avSak jeho reaktivita vic¢i velkym
molekuldam je nizkd). Reaktivitu disulfidové vazby 1ze modulovat sterickymi pfekazkami, jako

jsou napiiklad methylové skupiny vedle disulfidové vazby®!

, nebo prostiednictvim
tautomerie (napt. 2-thiopyridon versus pyridin-2-thiol).

Ptikladem linkeru, ktery podléha enzymatickému Stépeni je dipeptidovy linker, jenz je
Stépen katepsinem B. Katepsin B, lysozomalni proteasa, je nadmémé exprimovan u savci
v pozdnich endozomech a lysozomech a v rliznych typech nadorovych bunék, kde se podili na
radé onkogennich procest u ¢loveéka. Katepsin B preferenéné rozpoznava uréité sekvence, jako
jsou Phe-Lys a Val-Cit, a $tépi peptidovou vazbu na C-koncové stran¢ téchto sekvenci.
V poloze P1 se nachazi hydrofilni ¢ast (Cit nebo Arg), zatimco lipofilni ¢ast v poloze P2
zvySuje stabilitu v plazmé (Phe, Val nebo Ala). Spojeni linkeri s Val-Cit nebo Val-Ala se
spojkou p-aminobenzylokarbonylem (Val-Cit-PABC a Val-Ala-PABC) je velmi uspéSna
strategie vyvoje Stépitelného linkeru. Vyhodou je snadnéjsi piistup enzymi se spoji mezi

protilatkou a 1é¢ivem, zaroven se snizuje stérické branéni ,,payloadu®, coz zvysuje efektivitu
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uvoliovani 1é¢iva, navic B-eliminaci se zcela odstrani p-aminobenzylokarbonylovy spacer (viz

Obr. & 6). 231,
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Obr. & 6: Stépitelné linkery: A. Hydrazonovy linker a jeho hydrolyza v kyselém prostiedi. B. Disulfidovy linker.
Disulfidova vazba je redukovana intracelularnimi redukujicimi molekulami (naptiklad gluthathionem). C. Piiklad
dipeptidového linkeru Val-Cit se spacerem p-aminobenzyloxykarbonylem (PABC) a mechanismus uvoliiovani
payloadu* z konjugatu Val-Cit-PABC.

2.3.3 Konstrukce radioimunofakrmak a vybér vhodného chelatoru

Ke konstrukei radiofarmak zaloZenych na radionuklidech se obvykle vyuzivaji ligandy
nazyvané jako bifunkéni chelatory (BFC). Tyto chelatory disponuji dvéma reaktivnimi
funk¢énimi skupinami, kdy jednu funkéni skupinu 1ze kovalentné spojit (konjugovat) s cilovymi
vektory, jako jsou peptidy, nukleotidy, protilatky nebo nanoc¢éstice. Druhou funkéni skupinou
je chelata¢ni jednotka, ktera nese radionuklid'>%,

Bézné biokonjugacni techniky vyuZzivaji rizné funkéni skupiny, jako jsou karboxylové
kyseliny nebo aktivované estery (napt. N-hydroxysukcinimid — NHS-ester, nebo tetrafluorfenyl

— TFP-ester) vyuZzivané pro tvorbu amidovych vazeb s aminoskupinami, dale isothiokyanaty

reagujici s aminoskupinami na thiomocovinové vazby a maleimidy pro konjugaci na thioly.
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V biokonjugacni chemii je také popularni ,click chemie, kterd zahrnuje tradi¢ni
Cu(I)-katalyzovanou azid-alkinovou 1,3-dipolarni cykloadici, azid-alkinovou cykloadici bez
pouziti katalyzdtoru na stericky napjaté alkiny, nebo ,click reakci zalozenou na
Diels-Alderové mechanismu®?®. Tyto biokonjugaéni techniky budou detailnéji probrany nize.

Struktura a fyzikalni vlastnosti komplexu radionuklid-chelat maji zasadni vliv na celkové
farmakokinetické vlastnosti radiofarmaka. Stejné jako ADC molekuly, i radiofarmaka se
skladaji z n€kolika zaménitelnych slozek; radionuklidu, jehoz vybérem lze zvolit vhodné
vlastnosti radioaktivniho zafeni a polocas rozpadu; cheldtoru a vhodné zvolené biokonjugacni
metody pro spojeni s vektorovou molekulou, ktera umoznuje cilené doruceni radioaktivniho
,payloadu* na specifické misto v organismu'®.

BFC musi vykazovat vysokou kinetickou stabilitu in vivo, aby minimalizovaly
transchelataci s jinymi proteiny v organismu a odolavaly radiolyze, aniz by ménily biologické
vlastnosti a specificnost protilatky. Zaména chelatového ligandu mize mit vyrazny vliv na
biodistribuci, protoze mnoho komplext radionuklidii je velmi nestabilnich a mohou byt rychle
vylouceny ledvinami, pokud jsou navazany na malé vektory, jako jsou peptidy nebo nukleotidy.
Neni vSak Zadny univerzalni BFC kvili riznorodosti kovovych radionuklidii. Pfi vytvafeni
termodynamicky stabilniho a kineticky inertniho komplexu je tieba zvazit chemické
pozadavky, v¢etné preferenci donorového atomu ligandu, koordina¢ni chemie a velikosti kovu.
Koordina¢ni ¢islo BFC je urceno velikosti, ndbojem a elektronovou konfiguraci radionuklidt a
nabyva hodnot 2-8!%1433,

Soucasné dostupné chelatory se déli do dvou hlavnich kategorii: acyklické a makrocyklické
chelatory. Strategie radioaktivniho znaceni jsou Casto zavislé na teploté a Case, coz vyzaduje
optimalizaci procesu. Acyklické chelatory maji velkou vyhodu vtom, Ze jsou schopné
kvantitativné radioaktivné oznacit/koordinovat radionuklid za mén¢ nez 15 minut pfi pokojové
teploté. Tato rychlost a nizka teplota je zvlasté vyhodna pro konjugaty s bifunkénimi chelatory
citlivymi na teplo, jako jsou monoklonalni protilatky (mAb), nebo radionuklidy s kratkym
polo¢asem rozpadu. Naopak, makrocykly obvykle vyzaduji zahtati na 60-90 °C po delsi dobu
(30-90 min), aby prob¢hlo kvantitativni znaeni, coZz muZe nepiiznivé ovlivnit kvarterni
strukturu mAb. AvSak jsou kineticky stabilné€j$i, coZ omezuje dekomplexaci radionuklidu

in vivo a je minimalizovana toxicita mimo cilové buiiky'*?>,

2.3.3.1 Acyklické chelatory

Prvni chelata¢ni ¢inidla vyvinuta pro spojeni radionuklidi s biomolekulami byla acyklicka

chelata¢ni Cinidla. Zastupcem této skupiny je diethylentriaminpentaoctova kyselina (DTPA) a
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jeji derivaty, ktera je odvozena od bézného cheldtoru kovu ethylediamintetraoctové kyseliny
(EDTA). DTPA se vyznacuje u¢innou komplexacni ucinnosti a lze dosdhnout vysokych
vytézka pii pokojové teploté béhem nékolika minut. Pouziti postrannich fetézct derivati DTPA
umozinuje lepsi vazbu na proteiny,  jako  je tomu naptiklad u
p-isothiokyanatobenzyldiethylentriaminpentaoctové kyseliny (p-SCN-Bz-DTPA). Nicméné
DTPA vykazuje pomérné nizkou stabilitu in vivo v disledku disociace radionuklidu od
chelatacniho ¢inidla, coz mize vést k poSkozeni kostni dfené citlivé na zafeni. To vedlo
k vyvoji acyklickych cheldtort se stabilizovanou strukturou, ktera zabranuje této disociaci a
vede ke snizeni akumulace radionuklidu v krevnim fecisti a ke zvySenému vychytavani v misté
nadora 11433

Ptikladem je [(R)-2-amino-3-(4-isothiokyanatofenyl)propyl]-trans-(S,S)-cyclohexan-1,2-
diaminpentaoctova kyselina (CHX-DTPA), kterd obsahuje trans-hexylenovy mistek, ktery
zabranuje rotaci. CHX-DTPA mé dva isomery a ukazuje se, ze CHX-A00-DPTA je mnohem
vice stabilni in vivo nez CHX-B00-DTPA. Radionuklid je stabilizovan v systému chelatového
kruhu, coz vede ke snizeni pravdépodobnosti disociace. Ve srovnani s DTPA ma CHX-DTPA
az o 2-3 tady vyssi stabilitu in vivo a je preferovan pro znaceni s mAb. I pifes to, Ze ma
CHX-DTPA rychlejsi kinetiku nezZ DOTA, stéale jsou oba zna¢né pomalejs$i nez DTPA a casto
potiebuji 1 vyssi teploty (37-60 °C) a delsi reakéni cas (30-60 min) k dosazeni rozumnych

Vytéikﬁ12,14,33.
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Obr. ¢. 7: DTPA a jeji funkéni derivaty.
2.3.3.2 Makrocyklické chelatory

Makrocyklické chelatory se skladaji z tetraza- nebo triazamakrocyklického kruhu, ktery

umoziiuje tvorbu vysoce stabilnich komplext s kovy, které jsou charakterizovany vysokou
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kinetickou inertnosti'’>.  Jednim ze =zlatych standardi pro radioznadeni je
1,4,7,10-tetraazacyklodekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina, zndma zkratkou DOTA, kterd se
pouziva pro Sirokou §kdlu dvojmocnych a trojmocnych isotopid, véetné '''In, "Lu (s
podminkami znaceni: 25-100 °C, 15-60 min, pH 4,0-6,0), *>>Ac nebo *°Y, i pies pomalou
kinetiku radioaktivniho znaceni a nutnosti zahfivani. Nékteré¢ bézné bifunkcni derivaty DOTA
vyuzivaji jedno z ramen karboxylové kyseliny jako misto konjugace vektoru, ¢imz efektivné
blokuji jedno z koordinujicich karboxylatovych ramen (pro 3" radiokationty, jako jsou
lanthanoidy, se pro vazbu nuklidu vyuZzivaji pravé 3 ramena). Proto byly syntetizovany derivaty
jako DOTAGA, DOTASA a rtzné isothiokyanatové derivaty, které tento problém fesi
konjugaci s vektory prostfednictvim uhlikového skeletu a funkcionalizace postrannich ramen.
Tyto derivaty si zachovavaji stejnou termodynamickou stabilitu a kinetickou inertnost jako
vychozi DOTA. Zajimavou volbou je kombinace a-zéfice *>Ac s DOTOu. Dlouhy polo¢as
rozpadu (9,9 dni) je vhodny pro uplatnéni v radioimunoterapii, av§ak nevyhodou pro konjugaci
s mAD je potfebna vysoka teplota ke znaceni. Proto se preferovand metoda syntézy konjugatu
225 Ac-DOTA-mAD takova, Ze se nejprve radioaktivné ozna¢i BFC p-SCN-Bn-DOTA pfi 60 °C,
a poté nasleduje konjugace s protilatkou za vzniku thiomocovinové vazby s néslednym
¢isténim!'>3,
HO
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Obr. €. 8: DOTA a jeji bifunk¢ni derivaty
2.3.4 Konjugaéni strategie

Konjugace tedy pfedstavuje chemickou strategii pro spojeni malé molekuly

(M:=300-1000) s biomolekulou. Na protilatce jsou vhodnymi misty pro konjugaci
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aminokyseliny nachazejici se na vnéjSim povrchu proteinové molekuly, zejména
aminokyseliny s ionizovatelnou skupinou v postrannim fetézci, jako jsou lysin, cystein, histidin
nebo tyrosin (konkrétné skupiny —NH», —=SH, -NH, —COOH, —NC(NH): atd.). V zavislosti na
zvolené¢ metod¢ chemické konjugace dochazi k vytvoreni smési ADC molekul s riznym
pomérem malé molekuly a protilatky (DAR) s riznymi misty vazby. Vysoké hodnoty DAR
mohou zvysit nejenom ucinnost, ale také riziko agregace, rychlost clearance a predCasné
uvolnéni toxické ndloze béhem cirkulace, také se zvySuje pravdépodobnost, Zze se mala
molekula navaze na aminokyselinu v aktivnim vazném mist¢, a tim ztrati biologickou specifitu.
Toto riziko lze vSak snizit pouzitim hydrofilnich a dostate¢né stabilnich linkerd, proto je

diilexité pro kazdé ADC uréit optimalni hodnotu DAR3*3!,

2.3.4.1 Konjugace prostiednictvim g-aminoskupin lysint

Jedna ze nejbéZnéjSich strategii pro konjugaci BFC (nebo cytotoxického 1é¢iva) s mAb
vyuziva nukleofilni skupinu —NH u lysinu, ktera reaguje s elektrofilem v podobé
isothiokyanatu (NCS) nebo aktivovanych esterti za vzniku thiomocovinové nebo amidové
vazby mezi malou molekulou a biomolekulou. Jedna se o nespecifickou konjugaci, protoze
pocet molekul lysinovych zbytkl v typickém IgG je v priméru 80 a ztoho pouze 10 je
ptistupnych pro modifikac¢ni reakce. Reakce tudiz byvaji nekontrolované a nespecifické. Nelze
ani s jistotou zarucit, Ze nebudou modifikovany lysiny nezbytné pro interakci antigenu a
protilatky. Tvorba heterogennich konjugati muze dramaticky zménit farmakokinetiku

kone¢ného 1é¢iva!*0,

2.3.4.2 Konjugace s cysteinovymi zbytky

Dalsi nespecifickou konjugaci je reakce sulfanylové skupiny (—SH) z dostupnych cysteint
s maleimidem. Obecné protilatky nemaji volné thioly a vSechny cysteinové zbytky tvofi
disulfidové vazby, které Ize redukovat napi. dithiothretitolem (DTT) nebo
tris(2-karboxyethyl)fosfinem (TCEP). V lidském IgG1, ktery se pouziva nej€astéji v modernich
ADC, jsou 4 mezifetézcové a 12 vnitrotetézcovych disulfidickych vazeb. Ty 4 mezifetetézcoveé
obecné nejsou kritické pro strukturni stabilitu protilatky a mohou byt redukovany za vzniku az
8 dostupnych vazeb pro konjugaci na jednu protilatku. Tento typ konjugace poskytuje mirngjsi
kontrolu konjugace vzhledem k omezenému poctu mist ve srovnani s lysinovymi konjugacemi.
Avsak nevyhodou je omezend stabilita in vivo. Vyhodou obou téchto konjugacnich metod je

jejich jednoduchost, a proto byly zkoumény v konjugacich protilatek s légivy'*3!.
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Obr. ¢. 9: Priklady biokonjugace s lysinovymi a cysteinovymi zbytky: A. Reakce aminokyselinové zbytku lysinu
s aktivovanym esterem (NHS) za tvorby amidové vazby. B. Reakce aminokyselinové zbytku lysinu
s isothiokyanatovou skupinou (SCN) za tvorby thiomocovinové vazby. C. Maleimidova alkylace. Maleimidova
Cast reaguje s redukovanym cysteinovym zbytkem mAb.

2.3.4.3 Specifické konjugace

Nov¢jsimi piistupy k chemické konjugaci je konjugace specifickych mist na protilatkach,
které¢ vedou k homogennim konjugatim, a zahrnuji 4 hlavni pfistupy, mezi n¢ patii: specifické
aminokyseliny; neproteinogenni aminokyseliny; kratké peptidové znacky a glykany. Prikladem
mohou byt inZenyrsky upravené protilatky obsahujici zbytky p-acetylfenylalaninu, kdy
zavedena karbonylova skupina reaguje s linkery s alkoxyaminovou skupinou za vzniku
konjugati soximem. Také Ize do aminokyseliny inkorporovat azidovou skupinu
(p-azidomethyl-L-fenylalanin), na kter¢ lze aplikovat bioortogondlni reakci, médi
katalyzovanou Huisgenovu cykloadici za vzniku triazolové vazby, popiipadé reakci
s cyklooktynem, které nevyzaduji pouziti cytotoxické medi. AvSak strategie zalozené na
neproteinogennich kyselindch by mohly potencialné vyvolat neZadouci imunologickou

reakci'®3!,
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Obr. ¢ 10: Inkorporace neproteinogennich aminokyselin pomoci genové inzenyrstvi do mAbs a nasledna
chemicka konjugace. A. Oximova ligace. B. Médi katalyzovana C. nebo bez médi azid-alkinova cykloadice.

2.3.5 Bioortogonalni chemie

Bioortogonalni chemie je odvétvim organické syntézy zaméiujicim se na reakce probihajici
v biologickém prosttedi, které diky své vysoké selektivité neovliviiuji biologickou aktivitu
biomolekul a biologické procesy. Diky tomu je mozné provadét samotnou syntézu organickych
molekul pfimo v Zivych builkkdch, nebo dokonce v Zivych organismech, namisto pfi
laboratornich podminkach. Jednou z hlavnich vyhod bioortogondlnich reakci je moZznost
provadét kovalentni modifikace biomolekul za biologickych podminek. Na druhou stranu v§ak
tuto metodu nelze aplikovat k piipravé produktl ve vétsim méfitku

Bioortogonalni reakce by idealn¢ mély spliiovat nasledujici kritéria:

= musi probihat ve vodném prostfedi za laboratorni teploty (nanejvys pii1 37 °C) a pii pH
blizkém hodnot¢ fyziologickému prostiedsi,

= reakce musi probihat selektivné vici ostatnim potencialnim reaktivnim funkénim
skupindm ptitomnych v biomolekulach,

= reakce musi probihat rychle a ve vysokych vytézcich za pouziti reaktantti o nizkych
koncentracich,

= reakce by méla byt zalozena na funkcnich skupindch, které se bézné nevyskytuji v

biologickych systémech#>,
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Termin ,,bioortogonalni chemie* byl poprvé zaveden vyzkumnou skupinou Carolyn
Bertozzi v roce 2003. Jako prvni bioortogonalni reakce se uvadi Staudingerova ligace, kterd je
zalozena na tvorbé¢ amidové vazby pomoci reakce azidu s triarylfosfinem v sousedstvi
methylesterového prekurzoru. Pii této chemoselektivni reakci dochédzi k nukleofilnimu ataku
fosfinem na azid za vzniku aza-ylidového meziproduktu. Fosfin a azid reaguji s vysokou
selektivitou a intramolekuldrné acylacni krok je dostatecné rychly, aby reakce mohla probihat
mezi slozitymi biomolekulami ve vodném prostiedi na povrchu Zivych bungk®%37,

Nukleofilni atom dusiku azaylidu napada karbonylovou skupinu methylesteru, ktery
funguje jako elektrofilni past a dochazi k tvorbé amidové vazby. Nasledné hydrolyzou dochézi
k pieskupeni aduktu a a fosfinoxidu®®.

Vyhodou Staudingerovy reakce je vysoka selektivita mezi azidem a fosfinem,
intramolekularni cyklizace probihd rychle i ve vodném prostfedi. Nicméné nevyhodou je
pomald kinetika, a proto jsou potieba vysoké koncentrace obou vychozich produktii. Navic jsou
fosfiny nachylné na oxidaci za fyziologickych podminek, ale pouziti triarylfosfinii zvySuje

jejich stabilitu®’.
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Obr. €. 11: Schéma Staudingerovy ligace, prvn¢ popsany bioortogonalni reakce

2.3.5.1 Azid-alkin cykloadice katalyzovana médi (CuAAC)

Vroce 1960 predstavil Rolf Huisgen novy koncept 1,3-dipolarnich cykloadici, kdy
1,3-dip6l reaguje jako 4m systém s dipolarofilem (dodavajicim 2m elektrony — systémy
s dvojnou a trojnou vazbou) v (3+2) cykloadici za vzniku péti¢lennych heterocykl®®.

1,3-Dipolarni cykloadice, znamé téz jako Huisgenovy reakce, se staly za poslednich 60 let
dilezitym nastrojem syntetickych chemikti a vyuzivaji se na ptipravu heterocyklt. V roce 2002
byly poprvé publikovany azid-alkinované cykloadice katalyzované médi (CuAAC), které se
staly prilomovymi v oblasti ,,click chemie. Jejich vyhodou jsou mirné reakéni podminky a
vysoké vytézky jednoho regioisomeru, zatimco klasické Huisgenovy reakce jsou za
fyziologickych teplot pomalé a za vysSich teplot poskytuji smés regioisomert®.

Vyuziti katalyzatori na bazi médi v aplikacich v biologickych systémech ma vSak
podstatnou nevyhodu z divodu cytotoxicity médi, diky ni vznikaji Fentonovou reakci

cytotoxické reaktivni formy kysliku. Proto jsou vyvijeny ligandy, které stabilizuji
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Cu-katalyzatory, a snizuji tak cytotoxicitu bun¢€k, aby mohly byt vyuzivany v bioortogonalni
chemii v Zivych systémech®**’.

.. Cu-katalyzator _N
EN@N\@ ¢ R—CZC—H > N7\ _gr 14-disubstituované

N .
R laboratorni teplota R')%/ 1,2,3-triazoly

Obr. €. 12: Reakéni schéma ,,click® reakce katalyzované médi, kdy vznika 1,4-disubstituovany 1,2,3-triazol

2.3.5.2 Azid-alkin cykloadice bez pouziti katalyzatoru (copper-free azide-alkyne
cycloaddition, SPAAC)

Vyrazny zlepSenim rychlosti kinetiky azid-alkinovych cykloadic bez pouziti
Cu-katalyzatort (C. Bertozzi v roce 2004) se podafilo odstranit z reakei potencialné toxickou
Cu (kterd zaroven muze i vysycovat chelatory zamyslené k vazb¢ radionuklidu). Zkracené se
tato reakce oznacuje SPAAC (Strain-promoted azide-alkyne cycloaddition). Terminalni alkiny
pouzivané pti CuAAC jsou v této reakci nahrazeny cyklickymi alkiny, nejcastéji cyklooktiny.
Cyklické alkiny maji pomérné vyznamné sterické pnuti trojné vazby, protoze uhliky mezi
trojnou vazbou jsou sp-hybridizované a bézné jsou orientovany pod uhlem 180°. V cyklickych
alkinech jsou vSak odtahovany, aby tvofily kruh, a vysledné pnuti pak zvysuje rychlost dané
reakce.

Reakéni kinetika nesubstituovanych cyklooktini je stale vyrazné pomalejsi nez u CuAAC
reakci. Proto byly vyvinuty strategie na zvySeni rychlosti této reakce, jako je zavedeni
elektron-odtahujicich skupin do cyklooktinového kruhu, napiiklad fluoru, nebo kruhy
s dusikem a pouziti kondenzovanych kruh, které se podileji na zvySeni kruhového napéti, a
tim 1 zvySeni rychlosti reakce. Pfikladem mohou byt 4-dibenzocyklooktynol (DIBO) a
azadibenzocyklooktyn (DIBAC). Nevyhodou téchto kruhii je jejich velikost, ktera mtize
ztézovat, ne-li zcela znemoziovat, jejich zaclenéni do biomolekul. Bicklononyny (BCN) jsou
vysoce reaktivni a maji mensi stericky objem a snadn&ji se za¢lefiuji do proteinti a glykanti*.
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Obr. €. 13: A. Reakéni schéma SPAAC. B. Priklady molekul derivati cyklooktinti zvysujici rychlost SPAAC
reakei
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2.3.5.3 Ligace tetrazinu

Ligace tetrazinu je rychla bioortogonalni reakce, kterd probiha mechanismem inverzni
Diels-Alderovy reakce (inverse electron demand Diels-Alder reaction — IEDDA) mezi
tetrazinem a dienofilem. Nasledné pii retro-Diels-Alderové reakci dochdzi k eliminaci
plynného dusiku a vznika kondenzovany dihydropyridazinového produkt®*.

Tetraziny maji riiznou stabilitu ve vodném prostiedi, pfiCemz nejreaktivnéjsi tetraziny jsou
obvykle nejméné stabilni. Disubstituované tetraziny, zejména monomethyltetraziny, vykazuji
lepsi stabilitu bez ztraty reaktivity. Alternativou jsou také 1,2,4-triaziny, které se ukéazaly jako
uspokojiva volba pro reakci IEDDA s dienofily>*.

Dienofily, jako reaktanty v této reakci, mohou také ovliviiovat stabilitu a reaktivitu.
Nejvice studovanymi dienofily jsou trans-cyklookteny, které ale mohou isomerizovat na
cis-cyklookteny, které jsou sice stabilngjsi, ale za to jsou méné reaktivni. Pouziti

kondenzovanych dioxolanovych trans-cyklooktenti (d-TCO) vSak vyrazné snizuje sklony k

isomeraci a zajistuje vyvazeni mezi stabilitou a reaktivitou®*

R—H + l}ll \,}l —_ Ry+— \'\ll —» Ry \,}l
1 R— NN -N, 1 _N ! x_NH
H Y
B. 3 Rs Rs3
H H H
O—> O
o7 : O~ H
H H

Obr. €. 14: A. Schéma ligace tetrazinu pomoci IEDDA a retro-Diels-Alderovy reakce, pii které se eliminuje
molekula plynného dusiku B. Molekula d-TCO.

Mechanismus IEDDA reakce byl poprvé popsan Blackmannem v roce 2008 a je povazovan
za nejrychlejsi bioortogonalni reakci viibec®”. Diels-Alderova [4+2] cykloadice popisuje reakci
mezi dienem (1,2,4,5-tetrazinem) a dienofilem (alkenem/alkinem) za vzniku Sesti¢lenné¢ho
kruhu. V klasické EDDA reakci probiha s elektronové bohatym dienem a elektronové chudym
dienofilem, zatimco v pfipad¢ inverzni EDDA reaguje elektronové bohaty dienofil
s elektronové chudym dienem. Dienovy systém tetrazinu podléhd Diels-Alderovy reakci
prostiednictvim 1,4-adice, coz vede k vytvofeni vysoce napnutého bicyklického meziproduktu.
Po uvolnéni molekuldrniho dusiku prostfednictvim retro-Diels-Alderové reakce vzniké
4,5-dihydropyridazinového  produktu, ktery mize isomerizovat na odpovidajici

1,4-dihydroisomery, nebo se oxidovat za vniku pyridazinového produktu®>.

42



R1 1 . 1 R R1
N R HNT XY 8 N7 3 NP Re
o N " HN N
X
NS R2 RZ R2 N R2
R1 R1 1 R1

Obr. ¢. 15: Schématické znazornéni IEDDA mechnismu mezi dienofilem a tetrazinem.

Reakce mezi tetrazinem a TCO je vysoce specifickd a nereaguje s thioly, aminy, ani dal§imi
nukleofily pfitomnymi v biomolekulach. Lze ji sledovat spektrofotometricky sledovanim
vymizenim absorp&niho pasu mezi 510 a 550 nm a reakéni rychlost se uvadi az 10° M!s™!. Diky
témto vlastnostem je IEDDA povazovana za nejucinnéjsi bioortogonalni reakci, ktera byla

doposud popsana®”.

2.4 Radioimunoterapie

Pted vice nez 80 lety byly hematologické malignity, jako je chronickd myeloidni a
lymfoidni leukémie, mezi prvnimi onemocnénimi, které byly léceny volnymi radioaktivnimi
latkami. Tyto rané pokusy o 1é€bu nddorovych onemocnéni zahrnovaly intraven6zni podavani
farmak, konkrétng *?P ve formé& fosfore¢nanu sodném (Na3*?POs), a byly zaloZeny na
nespecifickém vychytavani v hyperproliferujicich bunék. Systémova radioimunoterapie (RIT),
ktera vyuziva interakce mezi protilatkami a antigeny, se zacala rozvijet v druhé poloviné
20. stoleti, kdy byly pacientim poprvé podavany krali¢i mAb oznadené isotopem 3114041,

RIT spojuje synergické t¢inky radio- a imunoterapie za vyuziti protilatkovych konjugatt
s navazanym radionuklidem. Tato terapie je vyuZivana pfedevS§im k lécbé hematologickych
malignit, jako je napf. non-Hodgkiniiv lymfom. Bohuzel neni mozné aplikovat RIT k 1écbé
solidnich tumorti kvuli jeji nizké schopnosti pronikani do nadorovych bunék a nizsi
radiosenzitivité, coz ji ¢ini nevhodnou pro nadory vétsi nez 3-4 cm. Pro 1é¢bu velkych tumort
by byly nutné vysoké davky radioaktivné oznacenych protilatek, av§ak ty maji pomérné nizky
clearance z krve, coz by mohlo vést k potencidlnimu vystaveni tkani citlivych na radiacni

zateni'?.
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2.4.1 Radioimunuterapie cilena na CD20+ non-Hodgkinovy lymfomy

Non-hodgkinovy lymfomy (NHL) patifi mezi dvé skupiny lymfomt, solidnich nadort
lymfatickych tkanich. NHL oznacuji heterogennni skupinu lymfoidnich nadort, a to bud’
B-bunécného (B-NHL), T-bunééného nebo NK (T/NKNHL; z angl. natural killers — ,,ptirozeni
zabijaci®) ptivodu, pti¢emz prvni z té€chto kategorii (B-NHL) tvoti az 90 % vsech piipadi NHL.
Nejcastéjsim typem NHL je difazni velkobunécny B-lymfom (DLBCL), nésledovany
folikularnim lymfomem (FL), které dohromady tvoti 50-60 % vSech pfipadd NHL. NHL je
charakterizovan rozsahlou skalou projevi, klinickych pribéha a odpovédi na 1écbu. Konvenéni
klasifikace NHL zahrnuje analyzu genetickych markerti, imunofenotypu, morfologie a
klinickych pfiznakt. Je klicové porozumét diferenciaci a kazdému vyvojovému stadiu
B-bunécného lymfocytu, nebot’ v kazdém stadiu zdravého lymfocytu miize dochdzet k maligni

klonalni expanzi®*.

2.4.1.1 Vyvoj B-bunéénych lymfocytii a maligni transformace

Zacatek vyvoje lymfocyta zacind diferenciaci nezralych pluripotentnich hematopoetickych
kmenovych bun¢k v kostni dieni. Brzy dochazi k ptestavbé gent pro imunoglobulinové nebo
T-bunécné receptory. V této rané fazi jsou B-buiiky velké, rychle se mnozi a diferenciace je
nezavisla na antigenu (v této fazi se oznacuji jako lymfoblasty). V kostni dfeni se lymfoblasty
dale diferencuji na malé, zralé, ale imunologicky naivni lymfocyty, odtud putuji do
lymfatickych uzlin a posléze i do lymfatickych tkani, kde dokonéuji sviij vyvoj?>*.

Po kontaktu s antigenem se z lymfocytl stdvaji velké proliferujici buniky (centroblasty)
v zédrodeCném centru lymfatickych uzlin. Ve variabilnich oblastech pfestavénych
imunoglobulinovych genii dochazi k somatické hypermutaci (vyskytu mnoha bodovych
mutaci), jejimz vysledkem jsou bunky s antigenni specifitou. V této fazi dochdzi také
k pfepinani tfid imunoglobulinti. V zarode¢ném centru se nakonec vytvoii malé neproliferujici
lymfocyty (centrocyty) a ve dfeni se nahromadi plazmatické buniky produkujici IgG. Za pomoci
pomocnych T-bunék centrocyty, které neprojevuji afinitu k antigenu, spachaji apoptozu
(programovanou bunécnou smrt), zatimco ty, které afinitu k antigenu vyjadiuji, se diferencuji

pravé v pamétové B-buiiky, nebo v plasmatické buiiky produkujici protilatky®>*3.
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Obr. ¢&. 16: Faze diferenciace B-bunék: Kmenové bunky (a) se diferencuji v rychle se mnozici lymfoblasty (b)
v kostni dfeni. Po opétovné diferenciaci v imunologicky naivni lymfocyty (c¢) migruji do lymfatickych uzlin a
tkani. Po prezentaci antigenu bunky opét proliferuji (d) a ziskavaji antigenni specifitu. Centrocyty (e), které
exprimuji membranovy imunoglobulin s afinitou k antigenu, jsou pozitivné selektovany a stavaji se bud
pamétovymi B-bunkami (f) nebo plazmatickymi buiikami produkujici protilatky (g). Obrazek byl prevzat a
upraven ze zdroje?.

Mezi antigeny na povrchu B-bunécnych lymfocyta pati: CD19, CD20 a CD22 podilejici
se na signalizaci; CD40 podilejici se na interakci s T-buiikami; CD45 a CD79a, ktery se podili
na prenosu signalu®.

Agresivni B-bunééné NHL nadory jsou vysledkem maligni transformace proliferativnich
lymfoblastii (nebo centroblastil), zatimco lymfomy nizce maligni (indolentni) jsou vysledkem
transformace centrocytll nespecifickych pro antigen, které nepodléhaji apoptdze. Agresivni
NHL jsou obvykle velmi citlivé a dobfe reaguji na chemoterapeutika, to vSak neplati pro
indolentni NHL, které jsou smrtelné a nevylécitelné?>.

Heterogenita B-bunéénych NHL z nich ¢ini velmi komplikovanou a zahlcujici skupinu
nadort, kterou je tfeba 1éc¢it. Vice nez 95 % téchto malignit vSak exprimuje neglykosylovany
fosfoprotein CD20, ktery je exprimovan na povrchu nezralych a zralych B-lymfocyth. Tento
transmembranovy protein hraje roli v iniciaci a diferenciaci bunééného cyklu a slouZi take jako
vapnikovy kanal v plazmatické membrané B-bunék. Pfitomnost CD20 na B-buiikach je
homogenni s poétem >10° exprimovanych kopii na bufiku. Proto je CD20 atraktivnim cilem
pro imunoterapii vyuZzivajici monoklonalni protilatky anti-CD20 k lé€bé Sirokého spektra

malignit NHL*,
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2.4.1.2 Radioimunoterapie proti CD20+ lymfomiim za vyuZiti radionuklid *°Y a '

vvvvvv

radioimunokonjugéty, konkrétné °°Y-Ibritumomab-tiuxetan (Zevalin®) a '*'I-tositumomab
(Bexxar®), uréenych pro 1é¢bu indolentnich nebo transformovanych NHL*!.

Ibritumomab je mysi [gG1, kterd byla dale modifikovana vytvofenim chimérické mAb proti
CD20, znamé jako rituximab. Chelator tiuxetan je schopen vézat radionuklid °°Y, coZ je vysoce
energeticky B-zaric. Kombinace tohoto konjugatu chelatoru a rituximabu s radionuklidem
vytvaii radioimunofarmakum, které je komeréné znamé pod nazvem Zevalin. Na druhou stranu,
tositumomab je mysi mAb IgG2a, kterd interaguje s jinym epitopem CD20. Pokud je oznacena
BI] ziska se 1é¢ivo znamé jako Bexxar. B-Zafice, jako jsou *°Y a '*'I, pronikaji nékolika
stovkami bunéénych vrstev a diky ,,crossfire” efektu mohou vyvolat apoptézu v nddorovych
buiikach, které nejsou ptimo navazany na radioimunokonjugat. To umoziuje cileni na objemné
nebo $patné vaskularizované nadorové masy 4144,

Pted samotnym zahdjenim RIT 1écby je mozné pacientovi podat volnou mAb, kterd vy€erpa
populaci zdravych B-lymfocytti. Timto zplisobem se nasyti vazebnd mista mimo cil a
optimalizuje se pomér mezi nadorem a pozadim. Timto postupem se zlepSuje cileni
radioaktivné oznafenych protilatek anti-CD20 na nddor a nasledné se snizuje nespecifické

celotélova absorbovana davka®*!.

Nekolik studii naznaduje, Ze hlavni toxicita radioimunokonjugatii je hematologicka***,
coz je jeden z faktorli omezujici davku. Ozafeni Cervené kostni dfen¢ vede ke sniZeni poctu
krevnich bun€k, coz milZe vyUlstit vneutropenii a trombocytopenii az k tvorbé
myelodyplastického syndromu?® (heterogenni skuping chorob, jejimz spoleénym rysem je
klonalni porucha krvetvorby. Dochazi k poruSe diferenciace pluripotentni kmenové bunky a
nejcastéjSim  projevem je anémie, leukopénie, trombocytopenie a jejich vzijemna
kombinace*®).

Vzhledem k tomu, ze *°Y je téméf Cisty B-zafi¢em, je zobrazovani po 1é¢bé Zevalinem®
naroéné. Mnozstvi pozitronti emitovanych *°Y v aplikované ddvce neni dostatecné, ani
dostatecné¢ fokusované, aby umoznilo piimé PET zobrazeni. Lze vSak ptedpokladat, Ze
"n-ibritumomab ma v lidském téle stejnou biodistribuci a lze ho tak vyuzit pro zobrazovani
a dozimetrii pred 1é¢bou. Obvykle se injikuje stopové mnozstvi (185 MBq) !!'In-ibritumomabu
a v nékolika Casovych bodech se zobrazuje v pribéhu nasledujiciho tydne. Pozdéjsi studie
zvolily jako metodu zobrazovani SPECT/CT namisto planarniho zobrazovani, které se ukazuji

jako lepsi dozimetrické metody neZ metody zaloZzené na odbérti vzorku krve. NejcastéjSim
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nezadoucim je prechodna myelotoxicita (poskozeni kostni dfen¢) v diisledku standardni 1€cby

0y -ibritumomab, kterou lze predikovat zobrazovacimi metodami®*!.

2.4.1.3 Radioimunoterapie proti CD20+ lymfomim za vyuzZiti radionuklidu '""Lu

Mezi nové zkoumané radioimunokonjugaty se ftadi !"’Lu-lilotomab satetraxetan
(Betalutin®), ktery se skladd z anti-CD37 IgGl mys$i monoklonalni protilaky lilotomabu
konjugované satetraxetanem (p-SCN-benzyl-DOTA), ktery chelatuje B-zati¢ !”’Lu. CD37 je
vysoce glykosylovany transmembranovy protein selektivné exprimovany zdravymi B-bunkami
a vétSinou B-bunécnych lymfomi. Komplex protilatky a antigenu CD37 je po navazéani
internalizovan, coz umoziiuje dopravit radioaktivitu do blizkosti jadra*'.

Pti pfipravé radioimunokonjugatu musi byt téz kladen diraz na vyrobu radionuklidu
s dostate¢nou ¢istotou a kvalitou. Naptiklad v zadatcich vyroby ""Lu byl jeden z piistupii
neutronové ozarovani teréd '7°Lu. Tyto vyrobni techniky poskytovaly vyt&zky s nizkou
specifickou aktivitou, s makrokvantitou !"Lu a s dlouho Zijicimi radionuklidovymi ne&istotami
(""™Lu), které jsou problematické pii radioaktivnim znadeni biologickych molekul, jako je
rituximab. Nov&j§i vyvoj v oblasti vyroby !”’Lu neutronovym ozafovani !7Yb zlepsil kvalitu
vyt&zkh a zvysil specifickou aktivitu®,

Vyhodou pouziti !”’Lu je jeho emise y zafeni, kterd umoZiluje pouZit diagnostické
zobrazovani pro mapovani biodistribuce. Radioimunokonjugaty s nuklidy '”’Lu, !!'In a °°Y se
in vivo hromadi v jatrech a ledvinach, kde jsou katabolizovany a vylouceny. V téchto organech
dochazi k nespecifickému zadrzovani radioaktivity v disledku ptenosu radioaktivniho kovu na
endogenni metaloproteiny. Toto nezddouci chovani lze naptiklad minimalizovat vloZenim
Stépitelnych  linkerd. Rendlni retenci lze snizit podavanim lysinu (kationtové

aminokyseliny)*>*’.

2.5 Pouziti kovovych nanoc¢astic jako znacek pro transmisni elektronovou
mikroskopii (TEM)

Nanocastice jsou ¢astice malych rozmérti (jednorozmérnych, 2D, nebo 3D) s velikosti od
1 do 100 nm s riznorodymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi, a to diky jejich velkému
povrchu. Obrovsky zajem prtitahuji kovové nanocastice, zejména zlaté (AuNPs), diky
pozoruhodnym vlastnostem, jako je vysoky koeficient absorpce rentgenového zareni, silné
vazebna afinita k thioloim, disulfidim a aminim a jedinecné optické a vyrazné elektronické

vlastnosti*®*°.
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AuNPs Ize oznacit fluorescen¢nimi znaCkami nebo proteiny (napt. zelenym fluorescen¢nim
proteinem — GFP) a Ize tak pomoci standardni fluorescenéni mikroskopie (FM) zobrazit jejich
lokalizaci a pomoci emisni mikroskopie (EM) uréit jejich ultrastrukturu>®>!,

Pti transmisni elektronové mikroskopii (TEM) prochazi paprsek elektronti tenkym
vzorkem a vzajemnou interakci lze vizualizovat vnitfek vzorku. Diky kratké vinové délce
elektronového svazku, ktera je 100 000x krats$i nez fotony ve viditelném spektru, 1ze ziskat
subnanometrové rozliSeni odpovidajici hodnoté¢ az 0,2 nm, avSak pfiprava, ¢i tloustka
biologickych vzorki mize rozliSeni snizit. Lze ziskat pouze statické¢ informace v disledku

fixace, coz znemoziuje dynamické studie. TEM lze wvyuzit pro studium interakci

nanokonstrukei s biologickym prostfedim?2.
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3. CILE PRACE

1) Priprava, charakterizace a studium in vitro chovani fluorescen¢né oznacenych

konjugitii a radioimunokonjugatu a jeho sledovani in vivo biodistribuce ve

zdravé mysi:

Ptiprava  konjugatu  rituximab-FITC  prostfednictvim  volnych
g-aminoskupin lysint a konjugitu rituximab-TCO-tetrazin-FITC
bioortogonalni reakci

Ptiprava konjugatu rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA a nasledné
oznaceni '*'Tb

Stanoveni obsahu ptecisténého rituximabu VID spektrofotometrii za vyuziti
BCA eseje a koncentrace konecného konjugatu UV-VIS spektrofotometrii
Charakterizace konjugétt rituximab-TCO a rituximab-
p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA pomoci metody MALDI-TOF a stanoveni
hodnoty DAR

Ovéfeni specifické vaznosti konjugati in vitro experimenty a sledovani

in vivo biodistribuce radioimunokonjugitu na mys$im modelu

2) Modifikace kovovych nanocastic protilatkou pro zobrazeni rostlinné tkané:

Modifikace zlatych nanocastic fluorescenéné ozna¢enymi protilatkami typu
IgG
Vizualizace rostlinné tkdné fluorescenéni mikroskopii a vizualizace

nanocastic pomoci metody TEM
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4. MATERIALY A METODIKA

4.1 Pouzité chemikalie

CHEMIKALIE

2-merkaptoethanol

DODAVATEL

Sigma Aldrich Co.

(4-(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)fenyl)methanamin-HCl

Sigma Aldrich Co.

aceton

Lach-Ner, s.r.o.

acetonitril (HPLC kvalita)

Fischer Scientific

Alexa Fluor ™ 488 goat anti-rabbit IgG

Fischer Scientific

Alexa Fluor ™ 555 donkey anti-rabbit IgG

Fischer Scientific

azid sodny

Sigma Aldrich Co.

dichlormethan (DCM)

Lach-Ner, s.r.o.

N, N-dimethylformamid (DMF)

Lach-Ner, s.r.o.

dimethylsulfoxid (DMSO; HPLC kvalita)

Macron Fine Chemicals™

Fluorescein isothiokyanat (FITC)

Sigma Aldrich Co.

fyziologicky roztok pufrovany fosfatem (PBS) ve
formé¢ tablet

Sigma Aldrich Co.

hydrogenuhli¢itan sodny

Lach-Ner, s.r.o.

hydroxid sodny

Lach-Ner, s.r.o.

chlorid sodny

Lach-Ner, s.r.o.

MabThera — Riruximab (100 mg/10 ml)

F. Hoffmann-La Roche AG

methanol

Lach-Ner, s.r.o.

NanoXact Gold Nanorods 660 nm NanoComposix
ninhydrin Honeywell Fluka
p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA Macrocyclics
RPMI 1640 medium (pro bunécné kultury) Sigma Aldrich Co.
silicagel (40—75 um) Sigma Aldrich Co.
TCO-PEG(4)-NHS Iris Biotech GmbH

uhli¢itan sodny

Lach-Ner, s.r.o.

50




4.2 Priprava fluorescencné a radioznacenych konjugati s rituximabem —

charakterizace a biologické experimenty

4.2.1 Priprava konjugatu rituximab-FITC
N=C=8

@ be¥,
o 1:30
NH; —+ O O pH8,9;1h,37°C NH
HO (6] OH

J—N

S

Fluorescein isothiokyanét (FITC)

Obr. €. 17: Schématické znazornéni ptipravy konjugatu rituximab-fluoresceinisothiokyanat (FITC)

Pro ptipravu fluorescencné oznacené protilatky dle schématu, viz Obr. ¢. 17, bylo 0,2 ml
(~2 mg) rituximabu z farmaceutického pripravku pre¢isténo do formy cistého proteinu v
roztoku PBS pufru (pH 8,90, pH bylo upraveno 0,1M roztokem Na>CO3) pomoci centrifugace
na pristroji CENTRIFUGE 5430R (Eppendorf) srotorem FA-45-30-11 v centrifugacnich
zkumavkach s filtrem (Amicon® Ultra-0,5 ml; 50 000 cut-off) po dobu 10 min pii 5000 rpm a
15 °C. Nasledné byl stanoven obsah piecisténé protilatky v roztoku pufru pomoci UV-VIS
spektrofotometrie za vyuziti BCA eseje pro stanoveni koncentrace proteinil. K 700 pl protilatky
(7,27-10° mol; 1 ekv.; 1,5 mg/ml) bylo ptiddno 0,8 mg FITCu (2,18:10* mol, 30 ekv.)
rozpus$téného v 10 ul DMSO. Reakéni smés byla inkubovana po dobu 1 hodiny na vodni 14zni
pii 37 °C. K ukonceni reakce byl konjugat promyt celkem 3x 300 pl roztoku PBS pomoci
centrifugace v centrifugacni zkumavce s filtrem se stejnym protokolem jako u ciSténi

rituximabu pied reakci.
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Pted samotnym ¢iSténim konjugéatu od nenavazaného fluoresceinu
pomoci rozmérové vylu¢ovaci chromatografie (SEC) byla stacionarni
faze (s.f.) Sephadex G-25 sanitovdna, aby bylo snizeno riziko
kontaminace. Postupovalo se podle uzivatelské prirucky Sephadex™,
navodu 56-1190-96 AC od GE Healthcare. Stacionarni faze byla
kvantitativné prevedena z kolony do kadinky a celkem 3% dekantovana

300 ml 0,2M roztoku NaOH. Sephadex byl nasledn€ nechan v kontaktu

s 0,2M roztokem NaOH po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté.

Nasledn¢ byla stacionarni faze celkem 3% dekantovana mobilni fazi

(m. £.) 0,9% roztoku NaCl, pfevedena na kolonu a promyta 100 ml m.f.

Reakéni smés byla pfeciSténa za vyuZziti SEC chromatografie =
(s.f. — Sephadex, m.f. — 0,9% NaCl) frakce byly jimany po 1 ml (bylo |
zietelné rozdeleni konjugdtu — prvni pruh — od nenavazaného
fluoresceinu, viz Obr. ¢. 18). Nasledné byly prvni ¢tyfi frakce (svétle

zlutého zbarveni) zakoncentrovany za pomoci centrifugacnich

zkumavek (Eppendorf) s filtrem na centrifuze.

Obr. ¢. 18: SEC kolona pro
precisténi konjugatu rituximab-
FITC, prvni pruh: konjugat,
druhy pruh: volny fluorescein

4.2.2 Stanoveni obsahu preci§téného rituximabu pomoci UV-VIS spektrofotometrie

Ke stanoveni koncentrace protilatky byla vyuzita Pierce™ BCA Protein Assay Kit od
Thermo Scientific™, ktera je zalozena na principu kyseliny bicinchoninové (BCA) pro
kolometrické stanoveni a kvantifikaci celkové bilkoviny. Tato metoda kombinuje biuretovu
reakci, pii které dochazi k redukci Cu** na Cu* za pfitomnosti proteinti v alkalickém prostieds,
s vysoce citlivou selektivni kolometrickou detekci Cu® kationtu za pouziti ¢inidla
s bicinchoninovou kyselinou. Chelataci dvou molekul BCA s Cu" kationtem vznika fialové
zbarveny, ve vodé rozpustny komplex, ktery vykazuje silnou absorbanci pfi 562 nm, jez je
témet linedrni se zvysujici se koncentraci proteinu v Sirokém rozsahu (20-2000 pg/ml). Avsak
tato metoda neni metodou kone¢ného bodu, coz znamend, ze vysledné zabarveni roztoku se
dale vyviji. Po inkubaci je pokracujici rychlost vyvoje barvy dostatecné pomala na to, aby bylo
mozné provést analyzu velkého poctu vzorkl soucasné.

Za tvorbu barvy pomoci BCA je zodpovédna makromolekularni struktura bilkovin, pocet

peptidovych vazeb a pfitomnost 4 konkrétnich aminokyselin (cysteinu, cystinu, tryptofanu a
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tyrosinu)®>>. Proto byla kalibra¢ni kfivka modifikovana za vyuziti standardu lyofilizatu
rituximabu, aby zjiS§ténéd koncentrace, co nejvice korelovala se skutecnou hodnotou.

Pro lyofilizat byl ptes PD-10 kolonu promyt 1 ml rituximabu (~10 mg) z farmaceutické
vialky, frakce byly jimany po 1 ml do ependerovek. Detekénim ¢inidlem ninhydrinem byly na
TLC desticce (ALUGRAM® SIL G/UVass; MACHEREY-NAGEL) detekovany frakce, ve
kterych se nachazela protilatka. Tyto frakce byly lyofilizovany.

K prométeni kalibra¢ni kiivky a stanoveni koncentrace pteciSténého rituximabu bylo
postupovano podle manualu k piiloZzené eseji metodou za vyuziti 96 jamkovych mikrotitracnich
desti¢ek (ANICRIN S.R.L.). Bylo pfipraveno pracovni ¢inidlo (WR) smichanim 50 dilt ¢inidla
A s 1 dilem cinidla B. Nésledné byla ze zésobniho roztoku rituximabu (2 mg/ml) pfipravena
série A-I standardnich roztoku (viz Tab. ¢. 2) na pfipravu kalibra¢ni kiivky. Poté bylo do kazdé
mikrotitra¢ni jamky napipetovano 25 pl jednotlivych standardnich roztokli a neznamych vzorka
a multikanalovou pipetou k nim bylo ptidano 200 pl WR. VSechny standardni roztoky a vzorky
byly méteny v triplikatu. Thned byla mikrotitracni desticka umisténa do inkubatoru a za stalého
michani byla inkubovana po dobu 30 min pii 37 °C. Nasledné byla zmétfena absorbance
jednotlivych roztokt pii 562 nm na microplate readeru (Agilent BioTek Synergy HI Microplate
Reader®) ovladaném programem BioTek Gen5® (Agilent, Version: 3.12) a byla sestavena

kalibra¢ni kiivka.

Tab. ¢. 2: Priprava standardnich roztokl na kalibra¢ni kiivku

Vess VriT c

[mg] [ml] [mg/ml]
A 300 ze zas. roztoku 2000
B 125 375 ze zas. roztoku 1500
C 325 325 ze z4s. roztoku 1000
D 175 175zB 750
E 325 325zC 500
F 325 325zE 250
G 325 325zF 125
H 400 100z G 25
I 400 0 0

Obr. ¢. 19: Nahore: rozlozeni standardnich roztoki na pfipravu BCA kalibracni kiivky (pomér vzorku ku WR =
1:8). Dole: Standardni roztoky ve 2 ml, po 30 minutach inkubace pii 37 °C (pomér vzorku ku WR = 1:20)
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4.2.3 In vitro experimenty za vyuZiti fluorescen¢ni spektroskopie (FS)

K in vitro experimentim byly pouzity 3 typy buné¢k. Lidské B-bunky, které na svém
povrchu exprimuji CD20 antigen: Raji a Ramos slouzici jako pozitivni kontrola a zviteci
T-buniky, které nemaji CD20 receptor: EL 4 slouzici jako negativni kontrola.

V UV sterilizaénim boxu byl odpipetovan do Sml plastovych zkumavek 1 ml roztoku média
s buiikami Raji, Ramos, respektive EL 4 (10%ml), bylo k nim pfiddno 10 ul konjugatu
rituximab-FITC (~1 mg/ml) a byly nechany inkubovat pti 37 °C po dobu 30 min. Nasledn¢ byly
centrifugovany na piistroji CENTRIFUGE 5424 (Eppendorf) s protokolem — 3 min, 1500 rpm,
15 °C. V UV steriliza¢nim boxu byl od pelety bunék oddélen roztok média a ihned k buiikdm
byl pfidan 1 ml roztoku PBS, ¢imz byl odstranén nenavéazany konjugat, ktery by zvySoval
pozadi. Nékolik kapek roztoki bun€k v PBS byly napipetovany na konfokalni misky.

Fluorescencni mikroskopie byla méfena na IX83 konfokdlnim laserovém skenovacim
mikroskopu (Olympus, Tokyo, Japan). Vzorky byly excitovany polovodicovym laserem o
vinové délce 488 nm. Emitovana fluorescence ndsledné prosla objektivem, konfokalnimi
aperturami a emisnimi filtry (520/35 Bright Line). Obraz byl zpracovan v programu
OLYMPUS FLUOVIEW (Olympus, Vesion: 4.2c). Data namé&fil Mgr. Miroslav Vetrik, Ph.D.
z védeckého oddéleni ,,Nadmolekularni polymerni systémy* Ustavu makromolekularni chemie

Akademie Véd CR.

4.2.4 Priprava konjugatu rituximab-TCO-tetrazin-FITC
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Obr. €. 20: Schématické znazornéni piipravy konjugatu rituximab-TCO-tetrazin-FITC skladajici se ze tii dil¢ich
reakei. 1) Konjugace reakci aminokyselinového zbytku lysinu u rituximabu s NHS aktivovanym esterem u TCO
za tvorby amidové vazby. 2) Reakce aminoskupiny u tetrazinu s SCN skupinou fluoresceinu za tvorby
thiomocovinové vazby. 3) Bioortogonalni reakce rituximab-TCO s molekulou tetrazin-FITC.
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Ptiprava konjugatu dle schématu, viz Obr. ¢. 20, se sklada ze 3 dil¢ich krokt. Prvnim
reakénim krokem je ptiprava konjugétu rituximab-TCO. Pies PD-10 bylo ptecisténo 0,1 ml
rituximabu z farmaceutické vialky (~1 mg; doplnén na objem 1 ml m.f.) za vyuziti mobilni faze
0,1M roztoku uhli¢itanového pufru (25:1 NaHCO3:Na,COs, pH 8,90). Byly jimany frakce po
0,5 ml do ependorovek. Nasledn¢ bylo zjisténo, ve kterych frakci se nachazi protein detekci na
TLC desti¢ce pomoci detekéniho ¢inidla ninhydrinu (4.-5. frakce). Byla zjisténa koncentrace
rituximabu ve frakci €. 5 pomoci BCA stanoventi, které je popsano vyse. K nasazeni reakce bylo
odpipetovano 69 ul (0,1 mg) roztoku rituximabu v uhli¢itanovém pufru a k nému ptidano
10,6 ng TCO-PEG4-NHS esteru rozpusténého v 5 ul DMSO (standarni roztok TCO: 3,20 mg
v 1509 ul DMSO). Takto pfipravend reakéni smés byla ponechana do druhého dne, aby
reagovala pti 4 °C. K ukonceni reakce byl konjugat ptecistén od nenavazaného TCO linkeru
pies PD-10 kolonu s mobilni fazi PBS, kdy frakce byly jimany po 0,5 ml. Zjisténi kolik molekul
se primérné navazalo na 1 molekulu rituximabu (hodnoty DAR) ve frakcich bude popséno nize.

Druhou reakei je spojeni derivatu tetrazinu s fluoresceinem tvorbou kovalentni vazby
mezi aminoskupinou derivatu tetrazinu s isothiokyanatovou skupinou fluoresceinu. Bylo
odvéazeno 5,05 mg (4-(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)fenyl)methanaminu (2,7-10> mol) a 10,50 mg
FITCu (2,7-107° mol) a k navazkam bylo piidano 100 ul DMF (tetrazin se nerozpousti). Do
reakce byl také pfidan 1 ekv. triethylaminu (bazické prostfedi) tak, Ze kroztoku s
derivatem tetrazinu bylo piidano 3,7 ul roztoku triethylaminu (0,5 ekv., 1,4-107 mol), ¢imZ se
zlepSila rozpustnost derivatu tetrazinu a po pfidani 100 pl TCO linkeru v DMF byla ptidana
druha polovina triethylaminu. Reakéni smés byla ve tmé michana po dobu 1 hodiny pfi
pokojové teploté. Smés nasledné byla odpafena na vakuové odparce, celkem 2x suspendovana

v methanolu a znovu odparena.

4.2.5 1Izolace ligandu tetrazin-FITC pomoci sloupcové chromatografie

Pted samotnou izolaci produktu tetrazin-FITC od nezreagovanych vychozich latek byla
pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC na silikagelu) nalezena vhodna mobilni faze
k oddéleni produktu od vychozich latek. Nasledné byla pfipravena kolona, kterd byla naplnéna
silikagelem (~50 cm®) o velikosti ¢astic 40-75 um a byla promyvéana pred vlastni
chromatografickou separaci smési rozpoustédel, které byly zvoleny pro pocatecni krok
gradientové eluce, tj. DCM a aceton v poméru 3:1 (m.f.). Vzorek byl rozpustén v malém
objemu mobilni f4ze a byl nanesen na kolonu. Frakce byly jimany po dobu dvou hodin do 15ml

sklenénych zkumavek v pribéhu byl ménén gradient na 100% aceton, a poté bylo postupné
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zvySovan obsah methanolu na ¢isty methanol. Dle TLC vyhodnoceni a barvy roztokl byly
frakce spojeny do kulatych odmérnych banék, ze kterych byla organicka rozpoustédla odparena

na RVO. Odparky byly analyzovany hmotnostni spektrometrii (MS).

4.2.6 Bioortogonalni reakce — in vitro experiment

Nejprve bylo do plastovych zkumavek Eppendorf odpipetovano 500 pl roztoku média
s buitkami (Raji, Ramos a EL4 — 10%/ml) a roztoky byly zcentrifugovany (3 min, 1500 rpm, 15
°C). Po zcentrifugovani bylo odebrdno RPMI médium a k peleté bunék bylo ptidano 200 pl
roztoku konjugatu rituximab-TCO z frakce ¢. 5(~0,08 mg/ml) a buinky byly inkubovany po
dobu 37 °C v inkubatoru po dobu 30 min, aby doslo k nasyceni receptori. Béhem inkubace
bylo 0,01 mg tetrazin-FITCu rozpusténo v 1,5 ml pufru PBS. Po 30 minutach bylo k reakénim
roztoklim pfidano 250 pl roztoku s rozpusténym tetrazin-FITCem a inkubace pokracovala
dalsich 30 min. Nasledné byly roztoky bunék promyty celkem 2x od nenavazanych latek
centrifugaci (ptidavek 580 ul PBS). Nékolik kapek bylo piidano na konfokalni misky a byla
meétena fluorescencni mikroskopie na konfokalnim fluorescencnim mikroskopu, stejnym
postupem popsanym vyse. In vitro experiment a data naméfili Mgr. Miroslav Vetrik, Ph.D. a
Ing. Leana Vratovi¢ z védeckého oddé&leni ,Nadmolekularni polymerni systémy“ Ustavu

makromolekularni chemie Akademie Véd CR.

4.2.7 Piiprava konjugatu rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA-!6'Tb

HOJ\
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Obr. & 21: Schématické znazornéni ptipravy konjugatu rituximab-CHX-A"-DTPA-!®!Tb.
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Pro konjugaci protilatky chelatorem p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA (zkr. CHX-A”-DTPA) dle
schématu, viz Obr. €. 21, bylo 0,1 ml (~1 mg) rituximabu z farmaceutické vialky ptecisténo do
formy cistého proteinu v roztoku uhli¢itanového pufru (pH 8,90, Na,CO3; a NaHCO3) pies
PD-10 kolonu. Celkem bylo jiméno 10 frakci po 1 ml a rituximab v jednotlivych frakci byl
detekovan na TLC desti¢ce pomoci roztoku ninhydrinu (rozpusténém v methanolu). Nasledné
byl stanoven obsah ptecisténé protilatky v roztoku pufru pomoci UV-VIS spektrofotometrie za
vyuziti BCA stanoveni koncentrace proteinii. Do reakce bylo k 1 ml pfeciSténé protilatky
(8,30-10° mol; 1 ekv., 1,2 mg/ml) piidano 0,175 mg p-SCN-Bn-CHX-A"-DTPA (2,49-10”7
mol, 30 ekv.) rozpusténého v 6,7 ul DMSO. Reak¢ni smés byla inkubovéana po dobu 1 hodiny
na vodni lazni pti 37 °C. K ukonceni reakce byl konjugat separovan pies PD-10 kolonu (s m.f.
PBS, pH 7,4) a frakce byly jimény po 1 ml. Frakce, ve kterych se nachazel konjugat
rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A"-DTPA byly znovu detekovany pomoci ninhydrinu. K ur¢eni
koncentrace protilatky v roztoku byla pouzita UV-VIS spektrometrie pii 280 nm a byly
stanoveny hodnoty DAR pomoci hmotnostni spektrometrie.

K radioaktivnimu znaceni bylo k 500 pl konjugétu (~300 pg) v PBS pufru ptidano 3,5 pl
roztoku ''Tb v 0,05M HCI (30 MBq). Reakéni smés byla inkubovéana po dobu 1 h pii 37 °C za
mirného michani. Po 1 hodiné¢ bylo provedeno TLC (m. f. — 10% roztok CH3COONH4
v methanolu; s.f. — iTLC SG; silikagel naimpregnovany na vrstve sklenénych vldken; 12x1 cm,
Agilent Technologies) pomoci Radio-TLC scanneru na pfistroji Bioscan AR-2000 Imaging
Scanner s detektorem GABI (Elysia Raytest). Nasledné byl pfipraveny konjugat precistén pies
PD-10 s m.f. PBS a frakce byly jimany po 1 ml (celkem bylo ziskano 10 frakci). Byl stanoven
radiochemicky vytézek. Pomoc s radioznacenim a data z TLC scanneru namé&til RNDr. Martin

VIk, Ph.D. z fakulty FJFI. Radioznageni probihalo v laboratofi CVUT.

4.2.8 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Pro sledovani pribéhu reakce rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A"-DTPA a tetrazin-FITC byl
pouzit pristroj DIONEX UltiMate3000 (Thermo Fisher Scientific) opatfeny pumpou
LPG3400RS a detektorem diodového pole DAD-3000 ovladany programem Chameleon Client
(Dionex Corporation, Version 6.80, SR16 Build 5387 (291597)). Vzorky byly rozpustény
v mobilni fazi A (H2O:ACN = 95:5) a nasledné byly nastiiknuty do Sesticestného ventilu
RHEODYNE® pomoci 20ul mikrosttikacky Hamilton. Vzorky byly separovény na Cis kolong
Chromolith® Performance RP-18e 100-4,6 mm s celkovym elu¢nim ¢asem 10 minut. Priitok a

gradient je zndzornén v Tab. €. 3.
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Tab. €. 3: Gradient mobilnich fazi pro HPLC

Cas [min] Pritok [ml/min] Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%]
0,10 1,0 95 5
0,50 1,0 95 5
8,00 1,0 5 95
9,00 1,0 5 95
9,10 1,0 95 5
9,90 0,5 95 5
9,91 0,1 95 5

Stacionarni faze: Kolona Cis Chromolith® Performance RP-18e 100-4,6 mm
Mobilni faze A: 95 % H»0, 5 % ACN, 0,1 % TFA (v/v/v)
Mobilni faze B: 5 % H>O, 95 % ACN, 0,1 % TFA (v/v/v)

4.2.9 Stanoveni obsahu protilatky v konjugiatu rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A"-DTPA
pomoci UV-VIS spektrofotmetrie

Na UV-VIS spektrofotometru Evolution™ 220 UV-Visible Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific) ovladaném programem Thermo INSIGHT (Thermo Fisher Scientific,
Version: 1.4.40) byla prométena kalibraéni kiivka ze zasobniho roztoku lyofilizovaného
rituximabu (2 mg/ml; rozpustény v PBS) s 8 kalibracnimi body. M¢feni bylo provedeno
v duplikatu. Ptiprava kalibracnich roztoki je ukézéna v Tab. €. 4. Absorbance byly méteny
v kiemenné kyveté s Sitkou 10,00 mm pii 280 nm. Koncentrace protilatky v pfecisténych

konjugatech byly stanoveny dosazeni do rovnice kalibra¢ni kiivky.

Tab. €. 4: Priprava kalibracnich roztokl na kalibra¢ni kiivku pii 280 nm

Vess Vrir ¢

[mg] [1] [mg/ml]
A 1000 2000
B 250 750 1500
C 250 750 1125
D 250 750 844
E 250 750 633
F 500 500 316
G 500 500 158
H 500 500 79
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4.2.10 Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci s priletovym
analyzatorem (zkr. MALDI-TOF; Matrix-Assisted Laser Desorption/lIonization
Time of Flight Mass spektrometry)

Ke stanoveni poctu malych molekul (TCO, DTPA) primérné¢ navdzanych na jednu
molekulu protilatky, tedy hodnoty DAR, byla pouzita metoda MALDI-TOF. Hmotnostni
spektrum bylo naméteno v pozitivnim reflektronovém moddu na spektrometru UltrafleXtreme
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) vybaveném Nd:YAG laserem (355 nm, 2000 Hz).
Spektrum bylo ziskano akumulaci cca 5 000 pulzii laseru. Byla pouzita opozdéna extrakce a
vngj$i kalibrace. Vzorky byly pfipraveny metodou dvojité vrstvy. Byly pfipraveny 3 roztoky:
roztok €. 1 byl nasyceny roztok kyseliny sinapové (3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)prop-2-
enova kyselina, matrice) v ethanolu, roztok €. 2 byl nasyceny roztok kyseliny sinapové (3-(4-
hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)prop-2-enova kyselina, matrice) ve 30 : 70 acetonitril : voda
s ptidavkem 0,1% TFA a roztok ¢. 3 byl pfipraven rozpusténim vzorku ve vod¢ s piidavkem
0,1% TFA. Jeden pl roztoku €. 1 byl nanesen na ocelovou ter¢ikovou desticku a ponechan
vyschnout za laboratorni teploty. Nasledné byla nanesena smés, ktera se skladala z 0,5 pl
roztoku ¢. 2 a 0,5 pl roztoku €. 3 (pomér 1:1) a v§e bylo ponechano vyschnout za laboratorni
teploty. Data naméfila Ing. Zuzana Walterova ze servisné vykumné skupiny ,,Laboratofe

analytické chemie® na Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd CR.

4.2.11 In vitro experiment s radioimunokonjugatem

Do 50ml plastovych zkumavek bylo odpipetovano 25 ml bunék v médiu a byly
zcentrifugovany na centrifuze (5 min, 1500 rpm). Roztok média byl vyménén za 3 ml PBS a po
1 ml byly roztoky napipetovany do plastovych ependorovek. Posléze byly zcentrifugovany jeste
jednou a supernatan byl vyménén za 100 ul PBS pufru. K takto pfipravenym buiikdm bylo
pfidano 20 ul konjugatu rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A"-DTPA-'®!Tb z frakce &. 5 a byly
inkubovany po dobu 1 h pii pokojové teplote. Poté byly zcentrifugovany a na ionizacni komoie
(Wiper) byla zméfena radioaktivita supernatanu, bun¢k s novym piidavkem 100 pl PBS a
prazdné reakéni zkumavky. In vitro experiment byl proveden s pomoci Mgr. Miroslav Vetrika,
Ph.D. z védeckého oddéleni ,,Nadmolekularni polymerni systémy* Ustavu makromolekularni
chemie Akademie Véd CR a Mgr. Martiny KabeSové z 1. lékaiské fakulty na Univerzité

Karlové.
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4.2.12 In vivo biodistribuce radioimunokonjugatu ve zdravé mysi

Biodistribuce radioaktivné zna¢ené¢ho konjugatu byla provedena na mySim modelu (kmen
C57BI/L, albinotickd verze). Do ocasni Zily bylo aplikovano 100 pl roztoku piipraveného
radioimunokonjugatu v PBS pufru (pH 7,4) o aktivit¢ 24 MBq. Biodistribuce byla sledovana
pomoci trimodalniho preklinického skeneru Albira SPECT/PET/CT (Albira Imaging System,
Bruker BioSpin; Rheinstetten, Némecko) v anestezii pomoci 2% isofluranu ve vzduchu.
SPECT/CT mysi byl proveden po 60 minutach, 6 a 24 hodinach po aplikaci. Nastaveni vSech
akvizic bylo shodné, byl pouzit multipinhole kolimator, 90 s / projekce a na zavér vysetieni
bylo provedeno High Resolution CT (125 um rozliSeni). Analyza a koregistrace obrazu byla
provedena pomoci analytického softwaru PMOD (PMOD Technologies LLC; Ziirich,
Svycarsko).

Po poslednim SPECT/CT byla mysi (jeSté v anestezii) odebrana krev z retroorbitalniho
plexu heparinizovanou kapilarou, nacez bylo zvife v souladu s Planem pokusu (PP) usmrceno
cervikalni dislokaci, a byly odebrany vybrané organy (zvazeny, zaméfena radioaktivita).
Méieni radioaktivity '®'Tb bylo provedeno na ioniza¢ni komoie (Veenstra VDC 404 Dose
Calibrator). Radioaktivita byla normalizovana na hmotnost orgdnt a byla vypoctena %ID/g
(procento aplikované davky na gram, percent injected dose per gram).

In vivo experimenty provedli RNDr. Jan Kucka, Ph.D. zvédeckého oddéleni
,,Nadmolekularni polymerni systémy* Ustavu makromolekuldrni chemie Akademie Véd CR a
Ing. Pavla Volesak Francova z Centra pokrocilého preklinického zobrazovani v ramci 1.
I€katské fakulty a Ing. Martin Dusa, ktery zpracoval vysledky ze SPECT/CT. In vitro a In vivo
experimenty byly provedeny na fakulté 1. 1ékatské a na CAPIL

4.3 Modifikace zlatych nanocastic protilatkami — biologické experimenty

4.3.1 Modifikace zlatych nanocastic protilatkou fluorescencné oznacenou 555 Alexa

fluor barvivem

Ke 100 pl (1,33-107° mol, 1 ekv., 0,2 mg) oslimu anti-krali¢imu IgG oznaenym 555 Alexa
fluor barvivem bylo pfidano 93 ul 0,0143M roztoku 2-merkaptoethanolu (1,33-107° mol,
1000 ekv.) k redukci disulfidickych vazeb. Reakce probihala 30 min pii pokojové teploté za
mirného michéani. K ukonceni reakce byla reakéni smés promyta ptes PD-10 kolonu s m.f. PBS.
Frakce, ve kterych byla protilatka, byly svétle riizové (detekce pod UV vykazuje fluorescenci).
Frakce €. 5 a 6 byly centrifugovany v Amicon centrifugacnich zkumavkach s filtrem po dobu

10 minut pti 5000 rpm a 15 °C, k zakoncentrovani frakci ¢. 5 a 6. Ke 160 ul rozotku IgG bylo

60



piidano 100 pl zlatych nanocastic. A reakéni smés byla inkubovana po dobu 4 h pti pokojové
teploté za stalého michani. Nasledné byla reakéni smés promyta pies PD-10 kolonu a frakce

byly jimany po 0,5 ml (m.f. — PBS).

4.3.2 Modifikace zlatych nanocastic protilaitkou fluorescenéné oznacenou 488 Alexa

fluor barvivem

Ke 100 ul (1,33-10° mol, 1 ekv., 0,2 mg) koziho anti-krali¢iho IgG oznacenym 488 Alexa
fluor barvivem bylo ptidano 93 ul 0,0143M roztoku 2-merkaptoethanolu (1,33-10% mol, 1000
ekv.) k redukei disulfidickych vazeb. Reakce probihala 30 min pfi pokojové teploté za mirného
michéni. K ukonceni reakce byla reakéni smés promyta ptes PD-10 kolonu s m.f. PBS. Frakce,
ve kterych byla protilatka byly svétle Zluté (detekce UV fluorescenci). Frakce €. 6 a 7 byly
zcentrifugovany v centrifugacnich zkumavkéch s filtrem po dobu 10 minut pii 5000 rpm a
15 °C, k zakoncentrovani frakce ¢. 6 a 7. Ke 140 ul roztoku IgG bylo ptidano 100 pl zlatych
nanocastic. Reakéni smés byla inkubovéna po dobu 4 h pti pokojové teploté€ za stdlého michani.
Naésledné byla reakéni smés promyta ptes PD-10 kolonu a frakce byly jimany po 0,5 ml (m.f. —
PBS). K frakcim s nanocasticemi modifikovanymi protilatkou (frakce ¢ 3,4) bylo ptidano

0,25 mg NaNj3 (0,02% roztok) k bakterialni sterilizaci.

4.3.3 Fluorescenni mikroskopie

K experimentim byly vyuzity tabakové buiky, které exprimuji GFP-tubulin (beta-
tubulin6), z téch byly vytvoreny protoplasty, kdy enzymaticky byla odstranéna bunécna sténa
enzymy celulasou a pectolyasou. Poté byly nechadny adherovat na sklickach pokrytych
poly(L-lysinem) (polykationt interagujici s bunéénymi membranami) tak, aby nasledné praskly.
Timto procesem byly ziskany kusy plasmatické membrany a asociovanych proteint nalepenych
na sklicku oznacované jako ,,ghosty*.

Po lyzovani protoplastl byly ghosty fixovany v 3,2% paraformaldehydu (PFA) v PBS. Pro
imuno experiment byla pouZita primarni protilatka proti GFP (Agrisera krali¢i anti-GFP)
v latkovém pomeéru 1:500 v PBS s 0,5% BSA a byly inkubovany po dobu 30 minut. Jako
sekundarni protilatky byly vyuzity protilatky modifikované nanocCésticemi zlata, jejichz
ptiprava byla popsana vySe, smisené v poméru 1:150 v PBS s 0,5% BSA. Data byla zmétena
pomoci fluorescencni mikroskopie. Vzorky byly excitovany laserem o vlnové délce 488 nm.
Standard zlatych nanocastic byl vizualizovan pomoci transmisni elektronové mikroskopie.
Experimenty provedli a data naméfili védeéti pracovnici z Ustavu experimentalni botaniky

Akademie véd CR RNDr. Jan Petrasek, Ph.D. a Mgr. Jan Martinek.

61



5. VYSLEDKY A DISKUZE

W

5.1 Priprava, charakterizace a biologické experimenty fluorescencné a

radioznacitelknych konjugovaného rituximabu

5.1.1 Stanoveni koncentrace preciSténé protilaitky a protilatky v pFipraveném
konjugatu

Ke stanoveni obsahu pfecisténé¢ho rituximabu do vhodného pufru a ke stanoveni vstupni
navazky malé molekuly (linkeru TCO, FITCu, nebo derivaitu DTPA) pro konjugaci, byla
vybrana metoda Pierce™ BCA Protein Assay. Tato metoda byla optimalizovana, aby namétena
hodnota co nejblize odpovidala skute¢né koncentraci. Protoze u této spektrofotometrické
metody zavisi na makromolekularni struktufe proteinu, poctu peptidovych vazeb a pritomnosti
konkrétnich aminokyselin, byly kalibra¢ni roztoky pfipraveny z lyofilizovaného rituximabu, ze
kterého byl ptipraven zasobni roztok o koncentraci 2 mg/ml. Rituximab byl pted lyofilizaci
ptecistén do miliQ vody ptes PD-10 kolonu a ptes noc byl lyofilizovan. Byla pouzita metoda
za vyuziti microplate readeru, ktera umoznuje pouziti malych mnozstvi vzorkt (25 ul). Bylo
postupovano podle navodu od vyrobce Thermo Fisher a také kalibraéni kiivka byla sestavena
podle jejich doporuceni. Standardni vzorky pro kalibra¢ni kiivku byly pfipraveny v triplikatu.

Tato metoda je vynikajicim nastrojem pro odhad koncentrace proteinti ve vzorku, protoze
intenzity vzniklého barevného reak¢éniho produktu jsou ptimou funkci mnozstvi proteinu, které
lze urcit porovnanim hodnoty absorbance se standardni kiivkou, avSak nejednd se o Uplné
linearni zavislost. Prohozenim os, kde jako zavisle proménna (osa Y) bude koncentrace a
nezavisle proménou (osa X) bude absorbance se z rovnice: y = ax*> + bx + ¢, stanovi obsah
proteinu mnohem snadnégji. Vysledny graf kalibra¢ni kiivky a jeho zavislost je zobrazen na

Obr. €. 22.
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Kalibraé¢ni kfivka ziskana metodou BCA pfi 562 nm
2500 -

y = 132,49x2 + 554,3x - 8,3628
R2=0,9999
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Obr. €. 22: Kalibrac¢ni kfivka pro méfeni koncentrace precisténého rituximabu za vyuziti Pierce™ BCA Protein
Assay Kitu. Standardni roztoky byly pripraveny ze zasobniho lyofilizovaného rituximabu rozpusténém v PBS
v rozmezi 25-2 000 pg/ml a absorbance byla métena pii 562 nm.

Po konjugaci s p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA nelze vyuZzit tuto metodu, protoze by chelator
interferoval s Cu?* kationty pfitomnymi v roztoku, a tak pro stanoveni proteinu byla zvolena
UV/VIS spektrofotometrie pfi 280 nm. Tato metoda vyuZiva toho, Ze proteiny vykazuji silny
pik zplisobeny absorbanci tryptofanovych a tyrosinovych zbytkd, kdy Ize uplatnit
Lambert-Beertiv zakon. Nevyhodou této metody je relativné nizké ptresnost na rozdil od velmi
pfesné BCA metody. Kalibra¢ni kiivka pfi 280 nm byla méfend v kfemenné kyveté, protoze
mikrotitra¢ni desticky uzivané pii BCA eseji byly z materidlu, ktery absorbuje svétlo v UV
oblasti, a tak poskytuje vysoké pozadi a znemoznuje je vyuzit pii méfeni absorbance pii

280 nm.

63



Kalibra¢ni kfivka p¥i 280 nm
35 T

: y = 1,5378x
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Obr. ¢. 23: Kalibra¢ni kiivka pti 280 nm pro pfiblizné zjisténi koncentrace protilatky v pfipraveném konjugatu po
konjugaci.

Pro ovéfeni ptesnosti kalibracni kiivky byl ptecistén (~1 mg) protilatky (celkem 3%) a byla
stanovena koncentrace metodou BCA a métenim A pii 280 nm. Koncentrace pfi stanoveni
pomoci BCA stanoveni byla vypoctena jako prumér z triplikatu, ale pii méfeni A pii 280 nm
objem pfipravené precisténé protilatky vystacil pouze na jedno méteni.

Tab. ¢ 5: Porovnani stanovené koncentrace po piecisténi rituximabu (navazka: ~1 mg) pomoci UV-VIS
spektrofotometrie s BCA stanovenim a pii 280 nm

Oznaceni c(zBCA) c(280)
[mg/ml] [mg/ml]
1 1,2 1,0
2 1,1 0,9
3 1,1 1,0

5.1.2 Stanoveni hodnoty DAR metodou MALDI-TOF

K uréeni, kolik malych molekul (p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA, TCO) bylo primérné
konjugovano na 1 molekulu protilatky, tedy uréeni hodnoty DAR, byla zvolena metoda
MALDI-TOF. Jedna se o Setrnou ionizacni techniku, pfi které dochazi k tvorbé iontii bez
fragmentace molekul. Sklada se ze tii hlavnich komponent: iontového zdroje (laseru), ktery
ionizuje molekuly vzorku a ionty preménuje do plynné faze, hmotnostniho analyzatoru, ktery
separuje molekuly v zavislosti na jejich hmotnosti a detektoru, ktery monitoruje separované

ionty.
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Vyhodou této metody je nendrocnost, co se tyce pripravy vzorku, a také jeji rychla doba
zpracovani a Siroky rozsah molekulovych hmotnosti (MW, molecular weight), které lze
analyzovat. AvSak nejlépe se vyuziva pro stanoveni MW > 1 kDa. Tato metoda umoziiuje
porovnanim molekulové hmotnosti konjugatli s molekulovou hmostnosti Cistého cistého
rituximabu urcit pribliznou hodnotu DAR. Avsak vypocteny pocet navazanych chelati je pouze
statisticky zprimérovany, a to z toho diivodu, Ze malé molekuly nejsou na protilatce rozdéleny
rovnomerng.

Nejprve byly Uspésné piipraveny konjugéty rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA se
zvysSujicim se molarnim nadbytkem cheldtoru oproti protilatce v nasledujicich pomérech
rituximab:chelator v reakéni smési: 1:~260, 1:~540 a 1:1215, viz obrazek ¢. 24. Pro nasledujici
konjugacni reakce rituximabu s cheldtorem nebo s fluorescencnim cinidlem byly zvoleny
analogické reakéni podminky s niz§im nadbytkem modifika¢niho €inidla (molarni pomér 1:30
rituximab:chelator/fluorescencni ¢inidlo, 1 h, 37°C, pH 8,90). Hodnota DAR pro zvolené
konjugéty byla stanovena pomoci metody MALDI-TOF a vypoctena z rozdilt piku rituximabu
(standardu) a konjugatu vydélenou molarni hmotnosti p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA (M; = 594)
a hodnota DAR pro pfipravené konjugaty byla stanovena nésledovné: 7,4; 10,4 a 11,4. Tento
trend naznacuje, ze zvySujici vstupni pomér vede k efektivnéj§i konjugaci cheldtoru
s molekulou rituximabu, coZ potvrzuje i literatura®*. Nevyhodou v§ak miize byt, Ze se zvySenou
hodnotou DAR se mtize ménit farmakokinetika protilatky, ¢imz se mize snizit jeji biologicka

aktivita, nebo ji protilatka mize dokonce Uplné ztratit.
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Obr. ¢. 24: Chromatogram z MALDI-TOF: stanoveni hodnoty DAR (primérna hodnota poctu navazanych malych
molekul na 1 molekulu protilatky) konjugath rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA s riznymi vstupnimi poméry
chelatoru
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5.1.3 Konjugat rituximab-FITC

Uspésné byl pfipraven konjugét rituximab-FITC se vstupnim pomérem 1:30 se stejnymi
reakénimi podminkami jako pfi pfipravé konjugatu rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA.
Navazka FITCu byla urcena po stanoveni koncentrace precisténého rituximabu (za vyuziti
centrifugace) metodou UV-VIS spektrofotometrie za vyuziti BCA stanoveni dosazenim
nameétené absorbance (po odecteni blanku) do rovnice z grafu na Obr. €. 22. Reakce bézela po
dobu 1 h pti 37 °C (pH 8,90) na vodni lazni. K ukonceni reakce byl roztok reakéni smési (o pH
8,90) precistén za vyuziti SEC chromatografie (s m. f. 0,9% NaCl) a produktem (tedy
konjugét: rituximab-FITC) byla prvni jimana zluté zbarvena frakce (viz Obr. ¢. 18). Konjugat
rituximab-FITC byl testovan in vitro na tiech typech bunck. Byly pouzity 2 typy lidskych
B-bun&énych lymfocyth — Raji a Ramos, které na svém povrchu exprimuji CD20 antigen
specificky pro rituximab (pozitivni kontrola) a mysi T-bunécny lymfom EL4 bez CD20
antigenu (negativni kontrola). K experimentu ovéiujici biologickou aktivitu konjugatu bylo
k roztokiim s butikami ptidano 10 pl roztoku konjugétu a roztoky byly inkubovéany po dobu
30 min pii 37 °C, aby mohlo dojit ke specifické vazb¢ rituximab-CD20. Po 30 minutach byly
bunky promyty od nenavazaného konjugéatu PBS roztokem, aby se snizilo pozadi. K zobrazeni
byla vyuzita konfokalni fluorescenéni mikroskopie (viz Obr. €. 25). Na obrazku €. 25 je Sedou
barvou vizualizovan transmisni méd, kterym se ziskd absorpéni mapa (prosvicenim celé¢ho
objemu vzorku), kterd dovoluje lokalizovat bunky. Fluorescenéni méd (zelend barva) lokalizuje
konjugat rituximab-FITC v fezu obrazu. Tyto mody se daji proloZit, ¢imz se ziskaji vysledné
obrazy. Pomoci in vitro experimentu se dokéazalo, Ze takto pfipraveny konjugéit neztraci

biologickou aktivitu.
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Obr. €. 25: Obrazek konfokalniho mikroskopu a zobrazeni tii typ bunék po 30 minutach inkubace s konjugatem
rituximab-FITC a nasledném vymyti volného konjugatu metodou konfokalni fluorescencni mikroskopie. Ramos a
Raji jsou B-buriky, které na svém povrchu exprimuji CD20 antigen a po 30 minutach je vidét uptake bunék
konjugatu u obou typt kultur (pozitivni kontrola). EL 4 je mys$i T-buné¢ny lymfom bez CD20 antigenu, proto neni
vidét témet zZadna fluorescence (negativni kontrola)

5.1.4 Konjugat rituximab-TCO-tetrazin-FITC

Ptiprava konjugatu se skladala ze tfi dil¢ich krokl, viz schéma Obr. ¢. 20. Prvnim
reakénim krokem byla pfiprava konjugétu rituximab-TCO. Po pfecisténi rituximabu za vyuZiti
SEC chromatografie bylo nutné identifikovat, ve kterych frakcich se nachazela protilatka.
K tomu bylo vyuzito detekéni ¢inidlo roztok ninhydrinu (rozpusténém v methanolu). Ninhydrin
je oxidacni ¢inidlo, se kterym volné aminokyseliny podléhaji oxidacni deaminaci za vzniku
molekuly CO, NH3, aldehydu a hydridantinu (redukovanou formou ninhydrinu). Amoniak dale
reaguje s dalSi molekulou ninhydrinu za vzniku diketohydrinu, fialové zbarveném komplexu,
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znamém jako Ruhemanova purpuru (v pfipadé ptevahy prolinu vznikaji zluté komplexy a
asparaginu zase hnédé komplexy). Schéma reakce je zndzornéno na Obr. €. 26. Tato dikazova
reakce byla provedena na TLC desti¢ce, na kterou byly naneseny 2-3 kapky roztoku z dané
frakce a po zaschnuti na ni byl nanesen roztok ninhydrinu. TLC desticka byla nasledné

vysusena za vyssi teploty.

O 0O
COOH
OH . OH H, .0
+  H,N—C—H - + C + CO, + NHj
OH I H '
R R
(0] (@]

0 0
0O 0O
OH OH NHs
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Obr. ¢&. 26: Reakeni schéma dikazové reakce aminokyselin za vyuziti ninhydrinu. Koneénym produkem je fialové
zbarveny komplex.

Detekcei s ninhydrinem bylo zjisténo, Ze protein se nachazi ve frakcich ¢. 4 a 5. Nasledné
byla stanovena koncentrace rituximabu ve frakeci ¢. 5 pomoci BCA stanoveni. Z namétené
hodnoty absorbance byl vypoéten obsah rituximabu v roztoku dosazenim do rovnice kalibra¢ni
kifivky na Obr. ¢. 22. Reakce byla nasazena reakce ve vstupnim latkovém poméru 1:30
(rituximab:TCO) pii 4 °C do druhého dne. K ukonceni reakce byl konjugat piecistén od
nenavazaného TCO linkeru pfes PD-10 kolonu s mobilni fazi PBS. I ptestoZze koncentrace
protilatek byla tak nizka, Ze ji nebylo moZno detekovat BCA, k dalsi reakcim byla vybirana
frakce ¢. 5, kde se béZn€ konjugat nachazi po predchozich zkuSenosti z ciSténi vySsiho
mnozZstvi protilatky.

Detekce protilatky byla také potvrzena stanovenim hodnoty DAR (tedy kolik molekul se
pramérn€ navazalo na 1 molekulu rituximabu ve frakci €. 5) pomoci metody MALDI-TOF. Na
Obr. ¢. 27 je zndzornén chromatogram c¢istého rituximabu a konjugétu rituximab-PEG4-TCO
z frakce ¢. 5. DAR hodnota byla vypoc¢tena z rozdilt piki [M+H]" standardu a konjugétu a
vydélenim molekulovou hmotnosti TCO linkeru (M: = 515). DAR hodnota konjugatu byla

stanovena ve frakci ¢. 5 na 10.
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Obr. ¢&. 27: Chromatogram z MALDI-TOF: stanoveni hodnoty DAR konjugatu rituximab-PEG4-TCO se vstupnim
molarnim pomérem 1:30 (rituximab-linker+TCO) a porovnanim pikd standardu rituximabu s konjugatem urceni
hodnoty DAR na 10 (tzn. primérné 10 molekul TCO je navdzanych na 1 molekulu rituximabu).

Druhou reakei bylo spojeni derivatu tetrazinu s fluoresceinem tvorbou kovalentni vazby
mezi aminoskupinou derivatu tetrazinu s isothiokyanatovou skupinou fluoresceinu. Reakce
probihala v molarnim poméru 1:1 v roztoku DMF s ptidavkem 1 ekv. triethylaminu k nastaveni
bazického prostfedi. Reakéni smés probihala ve tmé a byla michana po dobu 1 hodiny pii
pokojové teploté. Smés nasledné byla odpatena na vakuové odparce, celkem 2x suspendovana
v methanolu a znovu odparena. Poté byla reakéni smés pieciSténa za vyuziti SEC sloupcové
chromatografie s gradientovou eluci a produkt byl odpafen na RVO. Bylo ziskano 9,46 mg
(4-(1,2,4,5-tetrazin-3-yl)fenyl)methanamin-FITC (60,8 %). Reakéni produkt byl potvrzen
pikem (m/z 577) pomoci hmotnostni spektrometrie.

Ke sledovani priibéhu reakce bylo naméfeno HPLC standard FITCu a derivatu tetrazinu
(viz Obr. €. 28 a 29) a nasledn¢ byla zmétena reakéni smés po 30 a 60 min. Na Obr. €. 30 je
znazornéna reakéni smeés po 60 min, je pozorovatelné vymizeni piku ve 2. min a zvySeni poctu

pikli a posunuti maximalniho piku ze 7. min k 6,5 min.

69



Chromatogram standardu FITC z HPLC
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Obr. €. 28: Chromatogram standardu FITCu z HPLC (pik 7 min).

Chromatogram standardu tetrazinu z HPLC
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Obr. €. 29: Chromatogram standardu tetrazinu z HPLC (pik 1,9 min).

70



Chromatogram reakéni smési tetrazinu a FITC po 60
min reakce z HPLC
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Obr. €. 30: Chromatogram reakéni smési FITCu a tetrazinu z HPLC po 60 minutach reakce. (pik 6,5 min; pik
tetrazinu vymizel).

Jednou z vyhod bioortogonalnich reakci je, Ze jsou vysoce selektivni a lze je provadét
v zivych systémech. Biortogonalni reakce byla provedena na 3 typech bunék — Ramos a Raji
(B-buiiky s CD20 receptorem; pozitivni kontrola) a EL4 (T-lymfomy bez CD20 antigenu;
negativni kontrola). K roztoklim s buikami bylo pfiddno 200 pl roztoku konjugétu
rituximab-TCO linker z frakce €. 5 a reak¢ni roztoky byly inkubovany po dobu 30 min pfi
37 °C, aby doslo ke specifické vazbe rituximab-CD20 na B-buiikach. Nasledné k reakénim
roztoklim bylo ptidano 250 pl roztoku s produktem derivatu tetrazinu-FITC a reakéni smési
byly inkubovany dalSich 30 minut béhem niz doslo k bioortogonalni reakci in vitro.

K zobrazeni uspéSného provedeni bioortogondlni reakce byla vyuZita konfokalni
fluorescen¢ni mikroskopie (viz Obr. ¢. 31). Na obrdzku €. 31 je Sedou barvou vizualizovan
transmisni mod, kterym byla ziskana absorpéni mapa (prosviceni celého objemu vzorku), kterd
dovoluje lokalizovat buiiky. Fluorescencni mod (zelena barva) lokalizuje konjugat
rituximab-TCO-FITC v fezu obrazu. Tyto mddy se daji prolozit, ¢imz se ziskaji vysledné
obrazy. Pomoci in vitro experimentu se dokazalo, Ze takto pfipraveny konjugat
rituximab-TCO linker neztraci biologickou aktivitu a ispésné byla provedena bioortogonalni

reakce.
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Ramos cells

Obr. €. 31: Zobrazeni tfi typt bun¢k po 30 minutach nasyceni CD20 receptort konjugatem rituximab-TCO u Raji
a Ramos bun¢k (EL 4 nemaji receptory pro rituximab) a nasledné bioortogonalni reakci s ligandem tetrazin-FITC
po 30 min a nasledném vymyti volného ligandu, aby se snizilo pozadi. Buiiky byly zobrazeny metodou konfokalni
fluorescencni mikroskopie. Ramos a Raji jsou B-buiiky, které na svém povrchu exprimuji CD20 antigen a po 30
min je vidét uptake bunék konjugatu u obou typt kultur (pozitivni kontrola). Také je vidét, Ze bioortogonalni
reakce takto pfipraveného konjugatu probiha i pfes vysokou konjugaci rituximabu s hodnotou DAR téméft 10. EL 4
jsou mysi T-lymfomy bez CD20 antigenu, proto neni vidét skoro zadna fluorescence (negativni kontrola).

5.1.5 Konjugat rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA-16'Tb

Jednou z rizik pouziti nespecifické konjugace je, Ze neni moznost ovlivnit kolik molekul
chelatoru se navéaze na jednu molekulu protilatky a také nelze ovlivnit, zda se n&jakéa z molekul
nenavaze na vazebné misto, ¢imz by mohla byt snizena nebo dokonce uplné ztracena biologicka
aktivita. Z vySe zminénych obav o biologickou aktivitu, a co nejvice zachovani protilatkové
struktury k zachovéani farmakokinetickych vlastnosti byl zvolen vstupni molarni pomér 1:30 a

stejné reak¢ni podminky jako pfi pfipraveé konjugétu rituximab-FITC, u kterého bylo in vitro
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ovéeno zachovani schopnosti tvorby specifické vazby protilatky pomoci fluorescencni
mikroskopie. = Metodou  popsanou voddéleni 4.2.7. v ,Piipravé  konjugatu
rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA DTPA-!$!Tb* byl tisp&sné pfipraven konjugit rituximab
s chelatorem se vstupnim pomérem 1:30. Stejnym postupem byly takto pfipraveny dva
konjugaty a nésledné byl stanoven priimérny pocet molekul chelatoru (hodnota DAR) pomoci
metody MALDI-TOF. Hodnoty DAR pro dva konjugéty byly stanoveny v rozmezi 1,12-1,16,
coz znamena, ze prumérné byla navazana 1 molekula chelatoru na jednu molekulu rituximabu.

Chromatogram je znazornén na Obr. €. 32.
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Obr. ¢&. 32: Chromatogram z MALDI-TOF: stanoveni hodnoty DAR konjugatt rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-
DTPA se vstupnim molarnim pomérem 1:30 (rituximab-chelator).

Pti ptipravé konjugatu rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA byl zméfen standard
chelatoru, ktery byl rozpustén v roztoku mobilni faze A (H2O:ACN = 95:5), metodou HPLC.
Poté byla zméfena metodou HPLC reakéni smés po 60 min, je vidét sniZzena intenzita piku

v 5,8-5,9 min (chelatoru), kdy se Cast chelatoru navézala na protilatku. Chromatogramy

standardu cheléatoru a reak¢éni smési jsou zndzornény na Obr. €. 33 a 34.
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Obr. €. 33: Chromatogram standardu p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA z HPLC (pik 5,9 min).
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Obr. €. 34: Chromatogram reakéni smési rituximabu s p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA z HPLC po 60 minutach
reakce. Je vidét, ze pik v 5,9 min se ztraci ubyvajicim mnozstvim volného konjugatu.

74



Po ptipravé konjugatu rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA nésledovalo radioznaceni
radionuklidem '®'Tb. Metodika radioznaéeni je popsana v oddé&leni 4.2.7. , P¥iprava konjugatu
rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA-'®1Tb*,

Pro zjisténi procentudlniho vytézku radioznaceni radionuklidem '*' Tb byla pouZita metoda
TLC. Kdy roztok reakéni smési (2-4 ul) byl nanesen na staciondrni fazi iTLC SG, poté byla
stacionarni faze ponofena do roztoku mobilni faze (1-2 ml). TLC bylo vyvijeno v mobilni fazi
10% roztoku CH3COONH4 v methanolu. Po skonceni bylo TLC vyhodnoceno pomoci
Radio-TLC  scanneru.  Oznafeny byly dva  shodné¢  pfipravené  konjugaty
rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA se vstupnim pomérem 1:30. Na TLC skenu oznaceném
A. (viz Obr. ¢. 35) byl méfen konjugat (s pridavkem 30 MBq TbCl; v 0,05M HCI) se
stanovenou hodnotou DAR 1,12 a procentualni vytézek z ploch piku byl vypocéten na 65 %
(tedy 35 % zcelkové radioaktivity je nenavazané terbium, které bude v dal§im kroku
odstranéno ¢isténim od konjugatu pies PD-10 kolonu). Na skenu B. je vidét pik oznacené¢ho
konjugatu s DAR hodnotou stanovenou na 1,16 (s ptidavkem 40 MBq TbCl; v 0,05M HCI)
s vytézkem 60 %. TLC bylo u obou konjugati provedeno po 1 hodin€ znaceni pii fyziologickém
pH a pokojové teploté. Na TLC skenech jsou vidét dva piky, prvni pik s retencnim faktorem
(r.f.) 0,21-0,23 pro terbiem oznaceny konjugat a druhy pik s r.f. 0,96-1,08 pro volné terbium.
Na TLC skenu oznaceném C. je vidét chovani nenavazaného terbia na iTLC SG papirku, kdy
terbium se v prubehu vyvijeni rozmyva a nejvyssi koncentrace jde s ¢elem, na zéklad¢ této
informace, Ize urcit, co ktery pik predstavuje.

Nasledné byla reakéni smés precisténa od nenavazaného '®'Tb metodou pies PD-10 kolonu
(m.f. — PBS, pH 7,4). Frakce byly jimany po 1 ml a nasledné¢ byla proméfena radioaktivita
jednotlivych frakci a kolony méfenim na ioniza¢ni komote. V tabulce ¢. 6 jsou zobrazeny
naméiené hodnoty radioaktivity pro pfipraveny konjugat s DAR hodnotou 1,12. Tento terbiem

oznaceny konjugat byl nasledné testovan in vitro.

Tab. & 6: Namé&fena radioaktivita '*' Tb v jednotlivych frakci po piecisténi pies PD10 kolonu, kolony po pie¢isténi
a prazdné reakeni vialky

Oznaceni Aktivita Oznaceni Aktivita
[MBq] [MBq]
Frakce €. 1 0 Frakce ¢. 7 1.9
Frakce C. 2 0 Frakce ¢. 8 2,8
Frakce ¢. 3 7,3 Frakce ¢. 9 2.9
Frakce C. 4 16,7 Frakce ¢. 10 1,6
Frakce €. 5 1,4 Kolona 2,6
Frakce ¢. 6 1,1 Prazdna reakéni 0,5
vialka
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Obr. €. 35: Radio-TLC skeny ze znaceni. A. a B. TLC skeny po 1 h znaceni pii pH 7,4 a laboratorni teploté
konjugati rituximab-p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA s urc¢enou hodnotou DAR: 1,12 pro sken A a 1,16 pro sken B.
Sken C. ukazuje chovani nenavazaného terbia, které se v prub¢hu separace rozmyva a nejvétsi koncentrace jde

s Celem.

Ptipraveny radioimunokonjugat byl testovan in vitro na tfech typech bun¢k — Raji a Ramos

(pozitivni kontrola) a EL4 (negativni kontrola). Po pfidavku 20 pl roztoku radioimunokojugatu

z frakce €. 5 k roztokim s buiikami byly takto pfipravené roztoky inkubovany po dobu 1 h pii

pokojové teploté. Nasledné byly zcentrifugovany a na ioniza¢ni komote (Wiper) byla zmétfena

radioaktivita supernatanu, bunék s novym ptidavkem 100 ul PBS a prazdné reakéni zkumavky.

Nameétené hodnoty radioaktivit a vypocitany obsah radioaktivity pfichyceny na buiikach je

zobrazen v Tab. ¢. 7.
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Tab. ¢. 7: Naméfené hodnoty radioaktivity po in vitro experimentu radioimunokonjugatu k CD20+ bunkam
(pozitivni kontrola) a T-bunikdm bez receptoru CD20 (negativni kontrola) a vypocitany obsah radioaktivniho
konjugatu na bunkach.

Typ bunék Raji Ramos Raji
Aktivita [kBq] (CD20+ B-bunky) (CD20+ B-bunky) (T-bunky)
Celkova aktivita 85,0 89,0 86,0
PréZdna,, I‘eakéni 6,4 7,9 6,9
zkumavka
V burikach 11,3 11,4 6,8
V supernatanu 60,3 58,1 59,9
Procentualni obsah
konjugatu 132 % 12.8 % 8.0 %
navazaného na
bunkach

Daéle byla sledovana biodistribuce radioaktivné znaceného konjugatu na in vivo mySim
modelu. Byly provedeny celkem tfi SPECT/CT mysi po 60 min, 6 h a 24 h od aplikace.
Vysledky ze SPECT/CT jsou uvedeny na Obr. €. 36.

U odebranych orgénil byla zméfena radioaktivita na ioniza¢ni komofte a jednotlivé organy
byly zvazeny. Radioaktivita byla normalizovana na hmotnost organti (4/g) a byla vypoctena %
ID/g podle nasledujiciho vzorce (kde 4 znaci radioaktivitu a m hmotnost):

v organu

% ID/g = - 100

Aaplikované' Morganu
Vysledky ex vivo jsou shrnuty v Tab.€. 8 a Aaplikovans nebyla piepoctena se zohlednénim na

polocas rozpadu radionuklidu, protoZe ma relativn€ dlouhy polocas rozpadu.

Tab. ¢. 8: Ex vivo zméfena radioaktivita a hmotnost vybranych organti, vypocténa aktivita vztazena na hmotnost

a %ID/g.

Nazev organu m A Alg %ID/g
[g] [MBq] [MBg/g] [%o]

Krev 0,9082 0,270 0,297 1,239
Ledviny 0,4242 1,070 2,522 10,510
Slezina 0,0450 0,395 8,778 36,574
Srdce 0,1838 0,021 0,114 0,476
Plice 0,1620 0,002 0,012 0,051
Mozek 0,4407 0,018 0,041 0,170
Zaludek 0,7307 0,000 0,000 0,000
Jatra 0,9759 12,170 12,471 51,961
Tlusté stfevo 1,1247 0,403 0,358 1,493
Slepé stievo 0,7332 0,492 0,671 2,796
Tenké stievo 0,3387 0,135 0,399 1,661
Sval 0,9829 0,149 0,152 0,632
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Obr. €. 36: Zobrazeni biodistribuce radioimunokonjugatu ve zdravé mysi pomoci metody SPECT/CT. A. Snimek
po 60 min od intraveno6zni aplikace. B. Snimek po 6 h od aplikace. C. Snimek po 24 h od aplikace.
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5.2 Modifikace zlatych nanocastic protilatky a biologické experimenty

Kovové nanocéstice (NP) maji specifické vlastnosti, jako je obrovsky povrch, ¢i silna
vazebna afinita k thiolim a aminiim, a lze je tak konjugovat s biomolekulami pro zlepSeni
ucinnosti cileni farmak, nebo k zobrazovani tkanovych struktur, pokud tyto protilatky budou
oznaceny fluorescencni znackou. V zavislosti na metod¢ funkcionalizace protilatky na povrch
NP se protilatky imobilizuji bud’ ndhodné, nebo orientované. Povaha interakci mezi NP a
protilatkami zavisi na povrchovém néboji nanocastice a typu funk¢nich skupin pfitomnych na
NP, tato interakce pak méni jeji morfologii NP.

Jednou z metod konjugace je fyzikalni adsorpce protildtek na povrch NP. Jedna se o
reverzibilni nekovalentni vazbu zprostfedkovanou bud’ hydrofobnimi nebo elektrostatickymi
vodikovymi interakcemi, nebo slabymi Van der Waalssovymi interakcemi mezi protilatkou a
povrchem NP. Vyhodou této metody je jednoduchost a Casto ¢asova nenaroc¢nost. Ma vSak i
fadu nevyhod. Jedna se o nejméné stabilni metodu konjugace, kdy elektrostatické interakce
mezi opac¢né nabitymi funkénimi skupinami aminokyselinovych zbytkl protilatky a povrchu
NP jsou slabé a v diisledku malych zmén pH miize dochazet k jejich oddéleni®. Kvili stabilité
produktu byla v této praci zvolena chemicka konjugace zalozena na redukci disulfidickych
vazeb protilatky 2-merkaptoethanolem, ptecisténi od nadbyteéného 2-merkaptoethanolu

gelovou filtraci a ndsledné vazbé takto vytvotenych thiolt na povrch zlata.

A, B. €.

Nanodistice Fyzikalni adsorpce protilitky Iontova interakce protilitky

Obr. ¢. 37: Funkcionalizace NP protilatky nekovalentni interakci. A. Nanocastice (NP), B. fyzikalni adsorpce
protilatky na povrch NP, C. elektrostatickd interakce protilatky a povrchu NP.

5.2.1 Modifikace zlatych nanocastic protilitkou fluorescencné oznacenou 555 Alexa

fluor barvivem
Uspésné byly modifikovany zlaté nano&astice osli anti-krali¢i protilatkou isotypu IgG

oznacenou fluorescenéni znackou Alexa Fluor™ 555, ktera slouzila jako sekundarni protilatka
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v imunoexperimentu. Na sklicka byly pfipraveny membranové ,,ghosty* — kusy plasmatické
membrany a asociovanych proteini pfilepenych na sklicku — ztabakovych bunck, které
exprimuji GFP tubulin (B-tubulin6). K fluorescenénimu zobrazeni GFP-tubulinu byly vyuzity
primarni krali¢i anti-GFP protilatky, které se navazaly na GFP na tubulinu. Nasledn¢ byly
pouzity sekundarni protilatky — nano-couplované osli anti-krali¢i — které se specificky navazaly
na primarni protilatky.

K zobrazeni tohoto experimentu byla pouzita fluorescencni mikroskopie. Zelenym
kandlem (na Obr. ¢. 38 zleva) je vidét zelené fluoreskujici GFP na tubulinu6, magenta
(purpurovy) kanalem je viditelnd sekundarni protilatka navazana na primarni protilatku na
GFP-tubulinu. Mikroskopii ve svételném poli (brightfiled) je zobrazen ,,ghost* v disledku

prachodu/odrazu svételného paprsku a vpravo na Obr. €. 38 jsou prolozeny vSechny 3 mody do

jednoho obrazku.

Obr. ¢. 38: Zobrazeni GFP-TUB6 v ,,ghostech® fluorescencni mikroskopii. (Zleva) zelenym kanalem zobrazeny
GFP protein v tubulinu, (2.) magenta kanalem zobrazena sekundarni protilatka s Alexa Fluor 555 fluorescenéni
znackou, (3.) brightfield, (4.) prolozené 3 mody do jednoho obrazku.

5.2.2 Modifikace zlatych nanocastic protilitkou fluorescencné oznacenou 488 Alexa
fluor barvivem

Uspésné byly modifikovany zlaté nanodastice kozi anti-krali¢i protilatkou isotypu IgG
oznacenou fluorescencni znackou Alexa Fluor™ 488, ktera slouzila jako sekundarni protilatka
v imunoexperimentu. Na skli¢ka byly pfipraveny membranové ,,ghosty z tabakovych bun¢k,
které¢ exprimuji GFP tubulin (B-tubulin6). K fluorescen¢nimu zobrazeni GFP-tubulinu byly
vyuzity primarni krali¢i anti-GFP protilatky, které se navazaly na GFP na tubulinu. Nasledné
byly pouzity sekundarni protilatky — nano-couplované kozi anti-krali¢i — které se specificky
navazaly na primarni protilatky.

K zobrazeni tohoto experimentu byla pouzita fluorescencni mikroskopie. Zelenym
kanalem (na Obr. ¢. 39 zleva) je vidét zelené fluoreskujici GFP na tubulinu6 a sekundarni
protilatky, kdy fluorescence se navzdjem scitd, magenta (purpurovy) kandl (2. obrazek, zde neni

viditelnd z4dné fluorescence). Brightfield mikroskopii (mikroskopii ve svételném poli) je
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zobrazen ,,ghost” v disledku prichodu/odrazu svételného paprsku a vpravo na Obr. €. 39 jsou

prolozeny vSechny 3 mddy do jednoho obrazku.

Obr. €. 39: Zobrazeni GFP-TUBG v ,,ghostech fluorescen¢ni mikroskopii. (Zleva) Zelenym kanalem zobrazeny
GFP protein v tubulinu a sekundarni protilatka s Alexa Fluor 488 fluorescen¢ni znackou, (2.) magenta kanal, (3.)
brightfield, (4.) prolozené 3 moédy do jednoho obrazku.

Byl proveden pokus o dudlni korelacni zobrazeni zlatych NPs pomoci transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) a enviromentalni skenovaci elektronové mikroskopie (ESEM)
v ,,ghostech® (Obr. ¢. 40), zatim vSak nebyly tyto dvé metody sjednoceny pro zobrazeni NPs a

fluorescence najednou.
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Obr. ¢. 40: A. Zobrazeni zlatych NPs pomoci TEM, B. zobrazeni zlatych NPs v ,,ghostech® pomoci metody
ESEM.
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6. ZAVER

V této praci byl Gspésné pfipraven konjugat rituximab-FITC, jehoz biologicka aktivita byla
ovéfena in vitro experimentem pomoci konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie. Poté byl za
vyuziti ~ bioortogonalni  chemie  pfipraven  fluorescencné¢  znaCeny  konjugat
rituximab-PEG4-TCO-tetrazin-FITC. Tato reakce probéhla in vitro ptimo na povrchu buné¢k a
nasledné byla vizualizovana pomoci fluorescenéni mikroskopie. Ke stanoveni obsahu
precisténého rituximabu ke konjugaci byla vyvinuta a modifikovana UV-VIS
spektrofotometricka metoda za vyuziti BCA stanoveni. Pro zjisténi, kolik malych molekul se
primérné navaze na jednu molekulu protilatky (hodnoty DAR), byla vyuzita metoda
MALDI-TOF. Bylo zjisténo, ze se zvySujicim se vstupnim molarnim pfidavkem chelatoru se
zvySuje stanovend hodnota DAR. V neposledni fad€ byl vyvinut radioimunokonjugat
rituximab- p-SCN-Bn-CHX-A”-DTPA-'®'Tb, jehoZ biologicka aktivita byla testovana in vitro
na B-bunécnych liniich s CD20 receptorem a na T-buné¢énych liniich bez CD20 receptoru.
Nasledné byla in vivo sledovana biodistribuce radioimunokonjugatu na mys$im modelu pomoci
SPECT/CT a ex vivo stanovenim radioaktivity vybranych organu vztaZzenych na hmotnost a
biodistribu¢ni hodnotou %ID/g.

Druha ¢ast prace se zabyvala modifikaci zlatych nanocastic fluorescenéné oznacenymi
protilatkami isotypu IgG. Nanocastice byly modifikovany poprvé osli anti-krali¢i protilatkou
s fluorescencni znackou Alexa Fluor™ 555 a podruhé s kozi anti-krali¢i protilatkou
s fluorescen¢ni znackou Alexa Fluor™ 488. Takto modifikované nanocastice s protilatkami
byly vyuzity jako sekundarni protildtky pro imunoexperimenty, kdy byl fluorescenci

vizualizovan GFP-mikrotubulin 6 pomoci fluorescenéni mikroskopie.
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Obr. &. 6: Stépitelné linkery: A. Hydrazonovy linker a jeho hydrolyza v kyselém prostiedi.
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CysSteinOVYM ZbYtKemM MAD. ....cocuiiiiiiiiiie et 38

Obr. €. 10: Inkorporace neproteinogennich aminokyselin pomoci genové inZenyrstvi do
mAbs a nasledné chemicka konjugace. A. Oximova ligace. B. M¢édi katalyzovana C. nebo bez
medi azid-alkinova CYKIOAdICE. ......c.ueeuiieiiieiieciieieee ettt e 39

Obr. €. 11: Schéma Staudingerovy ligace, prvné€ popsany bioortogonalni reakce ........... 40

Obr. ¢ 12: Reakéni schéma ,click“ reakce katalyzované médi, kdy vznika 1,4-

disubstituovany 1,2,3-tr1aZ0L........ccuieiiiiiiiiieiieeie ettt e b e earaas 41
Obr. ¢ 13: A. Reakéni schéma SPAAC. B. Piiklady molekul derivati cyklooktini
ZvySujici 1yChlost SPAAC 1€aKCT ... .iiviiiieiiece e e 41
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