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Nazev disertacni prace Studium interakce receptorové specifickych radiofarmak s biologickym
systémem na bunécéné urovni

Cileni nadorovych bunék receptorovée specifickymi peptidy nebo protilatkami patfi k vyznamnému
diagnostickému a nékdy i terapeutickému nastroji v boji proti nAdorovym onemocnénim.

Receptorové specifické peptidy jsou pfedevsim odvozené od télu vlastnich peptidovych hormond, proto o
nich mluvime jako o peptidovych analozich. Analogy peptidi obsahuji ve svém peptidovém fetézci vazebné
misto shodné s pfirozenym peptidem umoznujici jejich specifické navazani na cilovy receptor. Peptidové
analogy se pouzivaji misto pfirozenych peptidd zejména z divodu jejich lepsich biologickych vlastnosti
usnadriujicich jejich distribuci v organismu do mista jejich plsobeni nebo z diivodu jejich ochrany pfed
biologickou degradaci. Vazba a internalizace peptidového ligandu do bufiky vétSinou sama o sobé
nenavozuje terapeuticky efekt, proto peptidovy analog nese aktivni latku jako je cytotoxin nebo radioizotop,
ktera ma terapeuticky ucinek anebo i diagnosticky v pfipadé radioaktivniho izotopu. Terapeuticky efekt
radioizotopu pak zahrnuje posSkozeni DNA nadorové buriky vedouci ke ztraté jejich proliferacnich schopnosti
a k zaniku bunky. Vedle terapeutického efektu je Castéjsi pouziti radioaktivné znacenych peptidd pro
zobrazovaci ucely. Zobrazovaci schopnost gama zafeni emitujicich izotopu usnadnuje nalezeni lozZiska
nadoru.

Terapeuticky vyuzivané receptorové specifické monoklonalni protilatky jsou schopné branit pfenosu
signalu vzniklého z interakce pfirozeného ligandu na cilovém receptoru tim, Ze blokuji vazebna mista na
receptorech. Terapeuticky ucinek také spociva v zabranéni pfenosu signalu z receptoru na efektorové
proteiny uvnitf buriky a tim vzniku bunééné odpovédi. Monoklonalni protilatky nemuseji mit sami o sobé
dostate¢ny terapeuticky ucinek, proto se €astéji pouzivaji ve formé transportnich latek pro cytotoxicka léCiva
nebo radionuklidy, které plsobi zanik cilenych bunék. Radioaktivni znaceni monoklonalnich protilatek ma
stejné jako u peptidovych analogt i diagnosticky Ucel. Nevyhodou protilatek byva velikost jejich molekuly.
Zatimco peptidy o kratkém peptidovém Fetézci snadnéji pronikaji do mista pisobeni, protilatky se jen pomalu
distribuuji a rychleji podiéhaiji biodegradaci v jatrech. ReSeni této komplikace z poslednich let spogiva ve
vytvoreni fragmentu protilatek, které se postupné ,poskladaji“ na cilové struktufe receptoru, mluvi se o tzv.
pre-targeting metodé. Vedle snadné distribuce v organismu se navic sniZuje riziko cytotoxické nebo
radiologické zatéZe pacienta.

Cil publikované prace v kapitole | byl zaméfen na pfipadné ovlivnéni biologickych vlastnosti peptidu
minigastrin11 (MG11) radioaktivnim znacenim, kdy se testovala jeho schopnost interakce na specifickém
cholecystokininovém receptoru typu 2 (CCK2r) a mira jeho internalizace do pankreatickych nadorovych
bunék AR42J. Minigastrinovy analog byl zna¢en radionuklidy 177Lu a 111In, kdy prvné uvedeny ma v
onkologii terapeutické vyuziti a druhy diagnostické. Vazba komplexu 111In-DOTA-MG11 na receptor byla
pomala a nedosahla rovhovahy mezi asociaci a disociaci reakce ligandu na receptoru ani po tfech hodinach
inkubace. Na druhou stranu, interakce komplexu 177Lu-DOTA-MG11 na CCK2r dosahla rovnovahy po jedné
hodiné inkubace v&etné vysSiho internalizovaného podilu radiopeptidu z celkového pfidaného mnozstvi, nez
tomu bylo v pfipadé 111In-DOTA-MG11. Radiofarmakum 177Lu-DOTA-MG11 je tedy schopno se efektivné
vazat na cilovy CCK2r a ma tak slibné pfedpoklady pro své uplatnéni v terapii radionuklidem znaenymi
receptorové specifickymi peptidy (PRRT). VySe zminéna radiofarmaka se pouzila i pro zjisténi pfipadné
radionefrotoxicity, ktera byva ¢astou doprovodnou komplikaci aplikace radioaktivné znacenych peptidovych

zpétnou tubularni resorpci, kterd kumuluje radioaktivni izotopy v ledvinnych burikdch proximalniho tubulu.



Pro otestovani pfipadné kumulace 111In- a 177Lu-ligandu se pouZila bunécna linie izolovana z proximalniho
tubulu ledvin vacice oposum (OK buriky). Vysledky experimentu byly pfiznivé, nebot neprokazaly
vyznamnou kumulaci radioligandu v ledvinnych bunkach. Internalizace radiopeptidl vykazovala maximalnich
hodnot kolem 0.1 % z celkové pfidaného mnozstvi aktivniho ligandu k burikam.

Publikace v kapitole Il se zaméfila na zlepSeni zpusobu kvantifikace receptort na burikach (NRPC). Studie
porovnala moznosti nabizené klasickou manualni technikou pro NRPC s novym zplUsobem kvantifikace
receptorll na automatickém zafizeni nesouci nazev LigandTracer® uréeného pro real-time méfeni interakce
radioligandu s cilovym receptorem na bunécném povrchu. Novy zplsob stanoveni poctu receptor(l dostal
oznaceni KEX metoda. Nazev je odvozen od zakladniho principu metody, ktery spociva v extrapolaci dat
kinetické reakce vazby ligandu na receptor, tedy ve vypoétu teoretické hodnoty Bmax, ktera odpovida
signalu kompletné saturovaného mnozstvi cilenych receptort na povrchu bufiky. Manualni metoda se fadi
mezi techniky kvantifikace receptort na povrchu bunék osvédcené mnohaletym uzivanim a je tak zlatym
standardem NRPC technik. Naméfené hodnoty kvantifikovanych receptord manuaini metodou a technikou
KEX vykazaly shodu, pouze KEX technika v nékterych pfipadech vykazovala mirné nadhodnoceni poctu
receptorl oproti klasické metodé. KEX technika se i pfesto da zafadit mezi metody umoznujici kvantifikaci
cilenych bunécénych receptoru s vyuzitim v biologickych védach a s naslednym uplatnénim v nuklearni
mediciné. Rychlé ovéfeni mnozstvi receptorli a schopnosti radioligandu se vazat na zamyslenou strukturu
na povrchu nadorové buriky zefektivni vyzkum novych terapeutickych nebo diagnostickych molekul pro
onkologickou lé&bu. Mozny vyznam plynouci z KEX techniky byl opakované ovéfen i v dalSi experimentalni
studii uvedené v kapitole V. Zde se porovnavaly hodnoty poctu receptorli na testovanych bunéénych liniich
méfenych technikou KEX, klasickou manualni technikou a metodou western blottingu. Vysledek studie
opétovné potvrdil uvedeni KEX techniky mezi spolehlivé metody stanoveni NRPC.

Moznost ovlivnéni afinity receptoru epidermalniho riistového faktoru (EGFR) pro ligand 125I-EGF
prostfednictvim tyrozin kinazového (TK) inhibitoru gefitinibu byla prozkoumana a popsana v odborné
publikaci v kapitole Ill. Vysledkem prace je zjiSténi indukujiciho vlivu gefitinibu na tvorbu EGFR dimer.
Tvorba receptorového dimeru ovliviiuje charakteristiku interakce EGFR s jeho pfirozenym ligandem
epidermalnim rdstovym faktorem (EGF). Prevalence receptorovych monomerd, homodimer( a heterodimert
je odliSna mezi bunécnymi liniemi a zavisi pfedevsim na mife exprese EGFR a HER2 receptoru na povrchu
bunék. EGF se vaze na monomerni a dimerni formy EGFR s rozdilnymi vazebnymi vlastnostmi. Vysledek
studie poukazuje na kladny vliv gefitinibu na tvorbu EGFR dimerd, které pak maji vyssi afinitu k 1251-EGF.

Publikovana studie uvedena v kapitole IV se zaméfila na prokazani hypotézy, ze afinita receptoru a
kinetika reakce mezi ligandem a jeho receptorem se li8i napfi¢ buné&nymi liniemi. Napfiklad pfirozeny ligand
EGF se tak vaze s rozdilnou vazebnou silou na ten samy receptor (EGFR) exprimovany na rozdilnych
bunécnych liniich. Tato zjiSténi byla ovéfena pro protilatku 131I-cetuximab, ktera se vazala na EGFR s
rozdilnou afinitou pro tfi bunécné linie. Faktor rozdilu v afinité protilatky k ligandu mél napfi¢ bunécnymi
liniemi hodnotu az 10. Moznou pfi¢inou rozdilu v afinité receptoru k ligandu je jeho rizny stupen glykosylace,
nebo tvorba homodimer( &i heterodimerd a v neposledni fadé mozna mutace receptoru. Uvedené moznosti
ovlivnéni afinity receptoru pak vedou k pfipadim, kdy velmi dobry vazebny partner receptoru testovany in
vitro vykazuje velmi nizkou afinitu vazby na cilovy receptor v biologickém testovani. Podobného zjisténi se
dosahuje i v aplikaci terapeutickych a diagnostickych ¢inidel v populaci pacientt, kdy ¢ast pacientu
neodpovida na 1é¢bu. Vysledky praci charakterizujici uspé&Snost in vitro aplikaci zkoumaného receptorového
ligandu by nemély byt generalizovany pro vSechny burky nesouci zkoumany receptor, ale mél by byt bran
zietel na mozné diference mezi bunécnymi liniemi. Podobné by méla byt vedena i [é€ba pacientd, ktera by
meéla mit individualni pfistup.

Posledni publikovana studie zafazena do kapitoly VI si kladla za cil ovéfit, jaky je vliv zvoleného
radioizotopu a zplsobu radioaktivniho znaceni na chovani radioligandu v in vivo a iv vitro podminkach.
Vysledek prace uvadi, Ze zvolené izotopy 1311 a 177Lu a stejné tak metody jejich vazby na transportni
protilatku nimotuzumab cilenou proti EGFR nevedly k ovlivnéni internalizacni charakteristiky radioligandu u
bunécnych kultur. Opak prokazaly vysledky experimentl provedenych in vivo, které poukazaly na nékteré
odlisnosti v distribu¢nich profilech v zavislosti na pouzitych metodach radioaktivniho znaceni. 1311-



zkoumanych radioligandt. Protilatka nimotuzumab s izotopem 177Lu navazanym prostfednictvim
chelatacnich ¢inidel (DOTA, DTPA) byla charakterizovana poklesem eliminacniho €asu a mnohonasobné
zvySenou retenci v jatrech. Uvedené in vivo vysledky potvrdily vliv typu pouzitého izotopu a zpusobu jeho
vazby na biologické vlastnosti znacené protilatky nimotuzumab v pfipadé testovych faktor(, jako byla krevni
clearance, vychytavani jatry a nasledna kumulace v jatrech.





