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Nézev disertacni prace: Studium vlastnosti radioaktivné znacenych monoklonalnich

protilatek pro zobrazovani v onkologii

Monoklonélni protilatky patii mezi cilena biologicka 1éCiva, kterd se v soucasnosti
s uspéchem uplatnuji v fadé oblasti mediciny, véetné onkologie. Schopnost protilatek vazat
se specificky na antigeny vyskytujici se v nadorové tkani lze vyuzit k zobrazeni nadort
v nuklearni mediciné. Mezi mozné cile protilatek patii receptory pro vaskularni endotelialni
rustovy faktor (VEGFR) a epidermélni rastovy faktor (EGFR), které jsou charakteristické
pro nékteré typy proliferujici nadorové tkané. Pro potencialni radiodiagnostické vyuziti je tieba
k molekule protiladtky pfipojit vhodny radionuklid. Tato operace vyzaduje chemickou
modifikaci jeji molekuly, ktera miize ovlivnit jeji imunoreaktivitu a vazbu na cilovy receptor.

Cilem této disertacni prace bylo studovat vliv podminek znaceni monoklonalnich
protilatek, potencidlné¢  vyuzitelnych v onkologické radiodiagnostice, vybranymi
diagnostickymi radionuklidy na jejich radiochemické parametry, in vitro receptorové
specifickou vazebnost, organovou distribuci a kvalitu zobrazeni experimentalnich nadora
invivo. Pro tyto ucely byly vybrany anti-EGFR monoklondlni protilatka cetuximab
a anti-VEGFR2 protilatka ramucirumab. V pfipadé cetuximabu byl zkoumén vliv metody
pfi znaceni jodem-131 a zaroven byla testovana moZnost aplikace metody CTK (Concentration
Through Kinetics) s vyuzitim cilovych receptori exprimovanych na povrchu bunék. V ptipadée
ramucirumabu (RAM) byl zkouman vliv znaeni vybranymi radiokovy na radiochemickeé
a biologické vlastnosti — afinitu protilatky k cilovému receptoru in vitro a in vivo.

Pro znaCeni cetuximabu jodem-131 byla pouzita metoda s chloraminem T.
Monoklonélni protilatka ramucirumab byla znaCena pomoci pfimych i1 nepiimych metod
radionuklidy vhodnymi pro radiodiagnostické zobrazovani techneciem-99m (**™Tc), galiem-67
(*’Ga) a zirkoniem-89 (*Zr). Pro stanoveni radiochemické ¢istoty a stability byla pouZita

tenkovrstvda a vysokoucinnd kapalinovd chromatografie. Afinita protilatek k cilovému



receptoru byla charakterizovana jako disociacni konstanta Kp, ktera byla stanovovéana pomoci
klasické manudlni saturacni techniky a automatizované real-time metody. Jako experimentalni
model byly pro in vitro experimenty pouzity lidské nadorové buiky exprimujici cilové
receptory studovanych protildtek — A431 a HaCaT pro cetuximab a PC3 a SKOV3
pro ramucirumab. Biodistribuce znaeného *Zr-ramucirumabu byla studovédna ex vivo
po aplikaci mySim s PC3 a SKOV3 nadory. Stejné mysi nadorové modely slouzily k testovani
PET/CT zobrazeni nadorti pomoci *Zr-ramucirumabu.

Ove¢érteni vlivu radiojodace metodou chloraminu T na kvalitu radiopreparatu cetuximabu
ukazalo, ze zkraceni reakéni doby zdsadné neovliviiuje radiochemickou cistotu, mize mit
ovsem vliv na afinitu k EGF receptoru a stabilitu této vazby. Zaroven byla pomoci
B1-cetuximabu prokdzana moznost a vyhodné vlastnosti provadéni CTK analyzy s vyuZzitim
zivych bun¢k, zejména pii nizkych koncentracich protilatky. Optimalizace metody znaceni
ramucirumabu vybranymi radiokovy vedla k pfipravé radiopreparati s vysokou
radiochemickou ¢istotu, stabilitou a minimalnim snizenim vazebnosti protilatky k bunéénému
VEGFR2 in vitro. Testovani vlivu riznych metod znaceni techneciem-99m na afinitu
znacen¢ho RAM k VEGFR2 ukézalo mensi vliv nepfimého znaceni ptes ptipojeny chelator,
nez byl nalezen pfi pouziti pfimé metody znaceni. Tyto experimenty umoznily nasledné
pipravit adekvéatné kvalitni radiopreparat ramucirumabu znaceny PET radionuklidem %Zr
s pomoci chelatoru desferoxamin (DFO) pro in vivo experimenty. Aplikace ¥Zr-DFO-RAM
laboratornim mys$im s VEGFR2 pozitivnimi nadory ukazala vyznamnou akumulaci znacené
protilatky v naddorové tkdni s maximem 72 h po aplikaci (9,4 + 0,9 %ID/g u PC3 nadoru
al13,4+1,7%ID/g u SKOV3 nadoru). Akumulace v nddorech byla vSak patrnd jiz 24 h
po podani. V souladu s ex vivo experimenty byl ndlez velmi dobrého zobrazeni nadorti pomoci
PET/CT v intervalu 24 h po aplikaci %Zr-DFO-RAM. Postupny pokles radioaktivniho pozadi
v necilovych organech a soucasna retence radioaktivity v nddorech vedly k relativné ¢istému
zobrazeni nadorové 1éze 144 h po aplikaci.

Ziskana experimentalni data potvrdila ovlivnéni kvality radiopreparatii testovanych
monoklondlnich protilatek v zavislosti na metod¢ pouzité pro jejich znaceni, které se muize
projevit jak zménami radiochemickych parametrii, tak snizenim afinity k cilovym antigentim.
Vysledky experimenti in vivo potvrzuji vyznam volby radionuklidu s del$im polocasem pro
znaceni radiodiagnostickych monoklondlnich protilatek, nebot’ zobrazeni v delSich casovych

intervalech po podani umoziuje ztetelnéjsi zobrazeni nadorli a zvySeni relevance vySetfeni.



