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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Mgr. Jifi Janousek

Skolitel: doc. PharmDr. Frantisek Trejtnar, CSc.

Konzultant: Mgr. Pavel Barta, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Studium vlastnosti radioaktivné znacenych monoklonalnich

protilatek pro zobrazovani v onkologii

Monoklonalni protilatky patii mezi cilena biologicka 1éciva, kterd se v soucasnosti
s uspéchem uplatiiuji v fadé oblasti mediciny, véetné onkologie. Schopnost protilatek vazat
se specificky na antigeny vyskytujici se v nddorové tkédni lze vyuzit k zobrazeni nadorti
v nukledrni mediciné. Mezi mozné cile protilatek patii receptory pro vaskularni endotelidlni
rustovy faktor (VEGFR) a epidermélni ristovy faktor (EGFR), které¢ jsou charakteristické
pro nekteré typy proliferujici nddorové tkané. Pro potencialni radiodiagnostické vyuziti
je tteba k molekule protilatky pfipojit vhodny radionuklid. Tato operace vyZzaduje
chemickou modifikaci jeji molekuly, kterd miiZze ovlivnit jeji imunoreaktivitu a vazbu
na cilovy receptor.

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

Pro znaeni cetuximabu jodem-131 byla pouzita metoda s chloraminem T.
Monoklonalni protildtka ramucirumab byla znacena pomoci pfimych i nepifimych metod
radionuklidy vhodnymi pro radiodiagnostické zobrazovéani techneciem-99m (*™Tc),

galiem-67 (°’Ga) a zirkoniem-89 (**Zr). Pro stanoveni radiochemické &istoty a stability byla



pouzita tenkovrstvd a vysokoucinna kapalinovd chromatografie. Afinita protilatek
k cilovému receptoru byla charakterizovana jako disociacni konstanta Kp, ktera byla
stanovovana pomoci klasické manudlni saturacni techniky a automatizované real-time
metody. Jako experimentalni model byly pro in vitro experimenty pouzity lidské nadorové
bunky exprimujici cilové receptory studovanych protilatek — A431 a HaCaT pro cetuximab
a PC3 a SKOV3 pro ramucirumab. Biodistribuce znaceného *'Zr-ramucirumabu byla
studovana ex vivo po aplikaci mySim s PC3 a SKOV3 nadory. Stejné mysi nddorové modely
slouzily k testovani PET/CT zobrazeni nadort pomoci **Zr-ramucirumabu.

Ovéfeni vlivu radiojodace metodou chloraminu T na kvalitu radiopreparatu
cetuximabu ukazalo, ze zkraceni reak¢ni doby zédsadné neovlivituje radiochemickou ¢istotu,
muze mit ov§em vliv na afinitu k EGF receptoru a stabilitu této vazby. Zaroven byla pomoci
BIL-cetuximabu prokdzana moznost a vyhodné vlastnosti provadéni CTK analyzy s vyuzitim
zivych bunék, zejména pii nizkych koncentracich protilatky. Optimalizace metody znaceni
ramucirumabu vybranymi radiokovy vedla k ptfipravé radiopreparati s vysokou
radiochemickou Cistotu, stabilitou a minimédlnim sniZenim vazebnosti protilatky
k bunéénému VEGFR2 in vitro. Testovani vlivu raznych metod znaceni techneciem-99m
na afinitu znaceného RAM k VEGFR2 ukézalo mensi vliv neptimého znaceni pies pfipojeny
chelator, nez byl nalezen pii pouziti pfimé metody znaceni. Tyto experimenty umoznily
nasledné pfipravit adekvatné kvalitni radiopreparat ramucirumabu znafeny PET
radionuklidem %°Zr s pomoci chelatoru desferoxamin (DFQO) pro in vivo experimenty.
Aplikace **Zr-DFO-RAM laboratornim mysim s VEGFR2 pozitivnimi nadory ukazala
vyznamnou akumulaci zna¢ené protilatky v nddorové tkani s maximem 72 h po aplikaci (9,4
+ 0,9 %ID/g u PC3 nddoru a 13,4 £ 1,7 %ID/g u SKOV3 nddoru). Akumulace v nddorech
byla vSak patrnd jiz 24 h po podani. V souladu s ex vivo experimenty byl nalez velmi dobrého
zobrazeni nadori pomoci PET/CT v intervalu 24 h po aplikaci Zr-DFO-RAM. Postupny
pokles radioaktivniho pozadi v necilovych organech a souasna retence radioaktivity
v nadorech vedly k relativné ¢istému zobrazeni nddorové 1éze 144 h po aplikaci.

Ziskana experimentalni data potvrdila ovlivnéni kvality radiopreparatt testovanych
monoklonalnich protilatek v zavislosti na metodé pouzité pro jejich znaceni, které se mize
projevit jak zménami radiochemickych parametrii, tak sniZzenim afinity k cilovym
antigenim. Vysledky experimentl in vivo potvrzuji vyznam volby radionuklidu s delSim
polo¢asem pro znaceni radiodiagnostickych monoklondlnich protilatek, nebot’ zobrazeni
v delSich ¢asovych intervalech po podani umoznuje zfetelnéj$i zobrazeni nadora a zvyseni

relevance vysetieni.
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Title of doctoral thesis: The study of properties of radiolabelled monoclonal antibodies

for imaging in oncology

Monoclonal antibodies belong to the group of targeted biological drugs that are
currently successfully applied in various medical specialties, including oncology. The ability
to specifically bind to antigens present in a tumour tissue is their significant attribute that
can be used for imaging tumours in Nuclear Medicine. Receptors for vascular endothelial
growth factor (VEGFR) and epidermal growth factor (EGFR) are possible tumour specific
targets that are characteristic for some types of proliferating tumour tissue. The attachment
of appropriate radionuclide is necessary for the potential radiodiagnostic use of monoclonal
antibody. This task requires chemical modification of the antibody molecule that can damage
its immunoreactivity and the binding to the target receptor.

The aim of the doctoral thesis was to study the influence of labelling conditions with
selected diagnostic radionuclides on radiochemical characteristics, in vitro receptor specific
binding and organ distribution of used monoclonal antibodies with the potential application
in Oncology for radiodiagnostics and imaging of experimental tumours in vivo. Anti-EGFR
monoclonal antibody cetuximab and anti-VEGFR2 monoclonal antibody ramucirumab were
chosen for these purposes. In the case of cetuximab we studied the influence of the method
during the labelling with iodine-131 and tested the possibility of CTK (Concentration
Through Kinetics) method application with the use of target receptors expressed on the
surface of living cells. In the case of ramucirumab (RAM) we studied the influence
of labelling with selected radiometals on the radiochemical and biological characteristics —
the antibody affinity to the target receptors in vitro and in vivo.

For the labelling of cetuximab with iodine-131 we used the chloramine T method.
Monoclonal antibody ramucirumab was labelled using direct and indirect methods with

radionuclides suitable for radiodiagnostic imaging - technetium-99m (*™Tc),



gallium-67 (4’Ga) and zirconium-89 (3°Zr). The thin-layer and high-performance liquid
chromatography were employed for the determination of radiochemical purity and stability.
The affinity oflabelled antibodies to their target receptor was characterized
as the equilibrium dissociation constant Kp and was determined by the classic manual
saturation technique and real-time automatized method. Human cancer cell lines expressing
target receptors for the used antibodies were used as an experimental model in the in vitro
experiments — A431 and HaCaT for cetuximab and PC3 and SKOV3 for ramucirumab.
The biodistribution of **Zr-RAM was studied ex vivo after the application to the mice
bearing PC3 and SKOV3 tumours. The same mice models were used to test the PET/CT
imaging of tumours with ¥Zr-RAM.

The verification of radioiodination influence using the chloramine T method
on the quality of cetuximab radiopreparations demonstrated that the shortening of reaction
time does not affect their radiochemical purity, but it can influence their stability and affinity
to EGFR. At the same time, the usage of !*!I-cetuximab demonstrated the potential and
advantageous properties of CTK analysis with the living cells, especially at low antibody
concentrations. The optimization of the RAM labelling method with selected radiometals
resulted in the radiopreparations with high radiochemical purity, stability and minimal
reduction of the antibody affinity to the cell surface VEGFR2 in vitro. The testing
of the influence of different labelling methods with technetium-99m demonstrated less
impact of indirect labelling with chelator than was observed using the direct method. These
experiments subsequently enabled the preparation of RAM radiopreparation labelled with
PET radionuclide Zr using the chelating agent deferoxamine (DFO) with adequate quality
for in vivo experiments. The application of ¥Zr-DFO-RAM to laboratory animals bearing
VEGFR2-positive tumours demonstrated significant accumulation of the labelled antibody
in tumours with the maximum 72 h after administration (9,4 = 0,9 %ID/g in PC3 tumour
and 13,4 £ 1,7 %ID/g in SKOV3 tumour). The accumulation in tumours was significant
even 24 h post injection. The good tumour imaging using PET/CT technique 24 h after
administration of ¥Zr-DFO-RAM was in accordance with ex vivo experiments. The gradual
decrease of radioactive background in nontarget organs and retention of radioactivity
in tumours resulted in relatively clear image of tumour lesion 144 h after administration.

The obtained experimental data confirmed that the labelling method affects
the quality of radiopreparations of tested monoclonal antibodies. This can be reflected
in the changes of radiochemical characteristics or the affinity reduction to target antigens.

Results of in vivo experiments confirmed the importance of long physical half-life



radionuclide for the labelling of radiodiagnostic monoclonal antibodies because the imaging
at longer time intervals post injection enabled clearer tumour imaging and better examination

relevance.
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Seznam zkratek

Seznam zkratek

2-ME
A431
ALL
ATCC

BCA
BEV
BSA
c-Akt
CLL
CT
CTK
CTLA-4
DFO
DMF
DMSO
DNA
DOTA
DTPA
DTT
EDC
EDTA
EGFR
EMA
eNOS
EPR
ErbB
ERK1/2
Fab
FAK
FDA

2-merkaptoethanol

bunky lidského skvamdézniho karcinomu

akutni lymfoblasticka leukémie

Americka sbirka typovych kultur, angl. American Type Culture
Collection

kys. bicinchoninova, angl. bicinchoninic acid

bevacizumab

albumin z hovéziho séra, angl. bovine serum albumin
proteinkinaza B

chronicka lymfoblasticka leukémie

pocitacova tomografie, angl. computed tomography
analytickd metoda, z angl. concentration through kinetics
cytotoxicky T-lymfocytarni antigen 4

deferoxamin

dimethylformamin

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kys., angl. deoxyribonucleic acid
1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina
diethylentriaminpentaoctova kyselina

dithiotreitol

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

kyselina ethylendiamintetraoctova

receptor pro epidermalni ristovy faktor

Evropska lékova agentura, angl. European Medicines Agency
endotelidlni syntdza oxidu dusnatého

efekt zvySené propustnosti a permeability

rodina tyrosin kinazovych receptorti

extracelularni signal regulujici kinaza 1/2

antigen vazajici fragment, angl. antigen-binding fragment
fokalni adhezivni kin4za

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv, angl. U.S. Food and Drug

Administration
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Seznam zkratek

Flk-1/KDR
Flt-1
FOLFIRI

FOV
GAPDH
GHA
HaCaT
HAMA

HATU

HEPES
HER
HL
HOBT
HPLC

HSP27
HYNIC
ID

Ig

IP
iTLC

JAK
KRK
LET
mAb
MAPK
MDP
MEK
MMAE
MRI

gen pro VEGFR2 receptor

gen pro VEGFRI receptor

chemoterapeuticka trojkombinace — leukovorin, fluoruracil,
irinotekan

zorné pole, angl. field of view
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza

glukoheptonat

bunécna linie lidskych keratinocyta

lidské protilatky proti mysim protilatkdm, ang/. human anti-mouse
antibodies
1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-
b]pyridinium 3-oxid hexafluorofosfat
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethansulfonova kyselina
humanni epidermalni receptor

Hodgkintv lymfom

hydroxybenzotriazol

vysokoucinna kapalinova chromatografie, angl. high-performance
liquid chromatography

protein teplotniho Soku 27, angl. heat shock protein 27
6-hydrazinonikotinova kyselina

podana davka, angl. injected dose

imunoglobulin

izomerni pfechod

instantni tenkovrstva chromatografie, angl. instant thin-layer
chromatography

Janusova kinaza

kolorektalni karcinom

linedrni pfenos energie, angl. linear energy transfer
monoklonalni protilatka, angl. monoclonal antibody
mitogenem aktivovéana protein-kindza

methylendifosfonat

mitogenem aktivovana kindza

monomethyl auristatin E

magnetickd rezonance, angl. magnetic resonance imaging
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Seznam zkratek

MSMT
MT
mTOR
MW

NEC
NOTA
NSCLC

PAGE

PBS
PC3
PCTA

PD-1

PDGF
PDGFR o/p
PD-L1
PEG
PET
PHPMA
PI3K
PKC
PLCyl
PIGF
PVDF
Raf
RAM
Ras

RID
RIPA
RIT

Ministerstvo Skolstvi, mladeze a télovychovy

manudlni technika

savCi cil rapamycinu, angl. mammalian target of rapamycin
molekulova hmotnost, angl. molecular weight

nador

necitumumab

1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova kyselina

nemalobunécny plicni karcinom, angl. non-small cell lung
carcinoma

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu, angl. polyacrylamide gel
electrophoresis

fosfatovy pufr, angl. phosphate-buffered saline

lidské bunky prostatického adenokarcinomu
3,6,9,15-tetraazabicyklo[9.3.1]-pentadeka-1(15),11,13-trien-3,6,9-
trioctova kyselina

receptor pro programovanou bunéénou smrt 1, z angl. programmed
cell death 1 receptor

rustovy faktor z desticek, angl. plateled derived growth factor
receptory pro PDGF

ligand PD-1 receptoru

polyethylenglykol

pozitronova emisni tomografie, angl. positron emission tomography
polyhydroxypropylmethakrylamid

fosfatidylinositol 3-kindza

protein-kinaza C

fosfolipaza Cy1

placentarni riistovy faktor, angl. placental growth factor
polyvinyliden chlorid

protoonkogenni signalni molekula

ramucirumab

protoonkogenni signdlni molekula

radioimunodiagnostika

puft, z angl. Radio Immuno Precipitation Assay buffer

radioimunoterapie
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Seznam zkratek

RT

scFv

SCID

SD

SDS

SG

Shb
SKOV3
SLAMF7

SMA
SPECT

STAT

TCEP
TEMED
TGF-a
TRIS
TSAd
VEGF

VEGFR2

WB

automatizovana real-time analyza

jednofetézcovy variabilni fragment, angl. single-chain variable
fragment

tézkd kombinovana imunodeficience, angl. Severe Combined
Immunodeficiency Diseases

smérodatna odchylka, angl. standard deviation

dodecylsiran sodny, angl. sodium dodecyl sulfate

silikagel

SH2 doménu obsahujici adaptorovy protein b

lidské bunky ovaridlniho karcinomu

signaliza¢ni aktivacni molekula lymfocytt — ¢len rodiny 7, angl.
signaling lymphocytic activation molecule — family member 7
kopolymer styren maleinanhydrid

jednofotonova emisni vypocetni tomografie, angl. Single-Photon
Emission Computed Tomography

protein s dualnim G¢inkem — pfenaSec¢ signélu a transkripcni faktor,
angl. signal transducer and activator of trancription
tris(2-karboxyethyl)fosfin

tetramethylethylenediamin

transformuyjici ristovy faktor a, angl. transforming growth factor a
tris(hydroxymethyl)aminomethan

T-bunéény specificky adaptor

vaskularni endotelialni riistovy faktor, angl. vascular endothelial
growth factor

receptor pro vaskularni endotelialni ristovy faktor 2, angl. vascular
endothelial growth factor receptor 2

Western blot
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1. Uvod

Ackoliv rakovina neni typickym onemocnénim moderni doby, jeji incidence se rok
od roku zvySuje. Podle zpravy evropského statického uradu Eurostat za rok 2015 byly
nadorové choroby pfi¢inou 1,3 milionu umrti v zemich Evropské unie, coz tvoii vice
nez Ctvrtinu vSech umrti v tomto roce. Mezi nejcastéji se vyskytujici druhy nadord patii
karcinom tlustého stfeva, plic, karcinom prostaty u muzl a prsu u Zen. Pro uspé$nou terapii
téchto zdvaznych patologii je tfeba mit k dispozici adekvatni diagnostické prostiedky,
s jejichz pomoci Ize lokalizovat a klasifikovat nador, urcit jeho malignitu, pravdépodobny
pribéh onemocnéni a prognoézu pacienta. Vedle tradicnich diagnostickych piistupt,
zalozenych napi. na klinickém, histologickém ¢i chirurgickém vySetieni, se stale vice
vyuziva riznych zobrazovacich technik, jako jsou CT, MRI, radioscintigrafie aj.

Modernim zpusobem 1é€by v onkologii s vysokou Uc¢innosti a niz§i toxicitou
je vyuZiti cilenych 1é€iv. Cilena 1éCiva se na misto uc¢inku dostavaji bud’ na zakladé svych
fyzikalné-chemickych vlastnosti nebo schopnosti rozpoznéavat specifické struktury
exprimované nadorovymi builkami. Neékterd ztéchto 1éCiv lze ovSem vyuzit nejen
k 1é¢ebnym ciliim, ale mohou byt i prostfedkem pro zobrazeni a hodnoceni nadorové 1éze.
Specialné v oblasti nukledrni mediciny, kterd je z v&t$i Casti zaméfena na diagnostiku
chorob, tak latky umoziujici specificky targeting mohou najit vyznamné uplatnéni.

Jak terapeutické, tak diagnostické vyuziti radionuklidd je zalozeno na podavani bud’
samotného radionuklidu nebo, ve vétsiné ptipadd, je radionuklid spojeny s neradioaktivni
sloZkou, ktera zajiStuje zavedeni zéfice do cilové tkan€. Pro targeting lze vyuzit fadu typt
latek, avSak v soucasnosti je vyzkum zaméfen pfedev§im na cilené latky ze skupiny
receptorove specifickych peptidii a monoklonalnich protilatek. Cilovymi strukturami téchto
latek v oblasti onkologie mohou byt napf. nékteré receptory exprimované specificky
¢1 ve vys$i mife v nadorech.

Schopnost monoklonalnich protilatek véazat se na specificky antigen je v nuklearni
medicin€é dlouhodobé zkouména jak z hlediska terapie, tak zpohledu diagnostickych
aplikaci, nebot’ ve spojeni s vhodnym radionuklidem mohou protilatky slouZzit k zobrazovani
nadord pomoci radiodiagnostickych technik SPECT ¢i PET. Tento pfistup oznacovany jako
radioimunodiagnostika se v soucasnosti rozviji jak diky protilatkdm s nove identifikovanymi
cili, tak také diky zavadéni modernich diagnostickych radionuklida, jako je napf.

zitkonium-89 ¢ méd-64. Tyto PET radionuklidy umoziuji dosahovat vyssi kvality
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zobrazeni cilovych struktur a zvysit vypoveédni hodnotu vysetfeni (Potamianos et al. 2000,
Bailly et al. 2016).

Pti znacCeni protilatek a dalSich biomolekul radionuklidy je tfeba posuzovat, jak mize
modifikace struktury, ktera je nutna pro pfipojeni radioizotopu, ovlivnit specifickou vazbu
k cilové struktute. Piestoze je fakt, ze modifikace struktury monoklonélnich protilatek
béhem znaceni radionuklidy mlize vyustit ve zmény imunoreaktivity, obecné¢ deklarovan,
je rozsah konkrétnich tidajti v této oblasti stale velmi limitovany. Rozsiteni poznatki o vlivu
znaceni na biologické vlastnosti protiladtek mulze pfinést komplexni pfistup, zalozeny
na in vitro metodach, napf. s vyuzitim bunécnych modelti, a ovéfovani vazebnosti
na nadorovou tkan in vivo.

V na8i praci jsme se zaméfili na preklinicky vyzkum v oblasti radiofarmacie
a nukledrni mediciny. V prvni fazi jsme se zabyvali formulaci a radiofarmaceutickymi
vlastnostmi vybranych radioaktivné znacenych monoklonalnich protilatek, a nasledné
vlivem zptisobu jejich pfipravy na afinitu k cilovému receptoru in vitro. Tato ¢ast vyustila
v uspeéSny vyvoj a optimalizaci metody znaceni relativné nové monoklondlni protilatky
ramucirumab (RAM). RAM je cilen proti receptoru pro vaskuldrni endotelidlni riistovy
faktor 2 (VEGFR2), ktery je dulezity pro angiogenezi a u fady solidnich nadorii byla
dokazana jeho zvySena exprese. V navazujici ¢asti prace jsou uvedeny vysledky dle naSich
znalosti prvniho testovani RAM znaceného diagnostickym radionuklidem zirkonium-89
na mySim modelu in vivo. Data ziskana v ramci této prace mohou byt potencialné vyuZita
k designovani navazujicich experimentl tykajicich se zkoumanych protildtek a cilenych

k jejich ptipadnému uziti v klinické praxi.
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2. Teoreticka cast

2.1. Vyuziti targetingu v onkologii

Klasickd chemoterapie v minulych dekadach byla a stidle je nejpouzivangjsi
farmakologickou 1écbou onkologickych onemocnéni. Tyto latky zasahuji rGznymi
mechanismy do bunécéného cyklu a zastavuji d€leni bunky. Jejich cytotoxicita je vSak
univerzalni a zasahuje vSechny buiiky v téle pacienta. S tim souvisi celd fada nezadoucich
ucinkii: nevolnost, prijem, poskozeni sliznic zazivaciho traktu, alopecie, poruchy
krvetvorby, poruchy plodnosti, poskozeni srdce a dalsi (Belachew et al. 2016).

Jednou zvariant, jak omezit vznik nezddoucich ucinkli terapie, je ovlivnit
biodistribuci 1é¢ivé latky takovym zplsobem, aby se v u¢inné podobé akumulovala pouze
v misté¢ pozadovaného ucinku. Védecky zajem se v souCasnosti orientuje na dva zpisoby
fizeni biodistribuce 1éCivych latek: pasivni targeting, ktery vyuziva vlivu velikosti, tvaru
a povrchovych vlastnosti ¢astic 1é¢iva na jejich biodistribuci a aktivni targeting, ktery
spoléha na afinitu molekul 1é€ivé latky ke specifickym strukturdm, pfipadn€ na navadéni
a aktivaci 1écivé latky v misté urceni (magnetické Castice, aktivace ultrazvukem nebo

svétlem) (Liu a Auguste 2015).

2.1.1. Pasivni targeting lé¢ivych latek

Nasledkem piekotného riistu solidnich tumortt mize dochazet k nedostatecnému
zasobeni bun¢k nezbytnymi Zivinami a diky tomu ke vzniku hypoxickych ¢i nekrotickych
oblasti ve struktufe nadoru. Ten na to reaguje nadprodukci faktori zvySujici permeabilitu
cév jako jsou vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF), oxid dusnaty, bradykinin nebo
peroxynitrit (Maeda et al. 2000). Pisobenim vysoké koncentrace téchto faktori dochazi
béhem néadorové angiogeneze ke vzniku abnormélnich cév s rozmérmnymi (600-800 nm)
fenestracemi a poskozeni lymfatické drendze nadoru (Allen a Cullis 2004) (obr. 1).
Kombinaci vysoké permeability fenestrovanych cév a chybé&jici lymfatické drenaZze dochazi
k akumulaci nanocastic s velikosti do 200 nm v intersticiu nadoru (Noble et al. 2014).
Patofyziologické zéklady tohoto efektu byly poprvé popsany v roce 1984 (Maeda et al.
1984) a o dva roky pozdéji pro n¢j byl poprvé pouzit ndzev ,,Efekt zvySené propustnosti

a retence (EPR efekt) (Matsumura a Maeda 1986).
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Obr. 1: Schéma EPR efektu v nadorové tkani. ECM - extracelularni matrix,

NC — nanogastice. (Millard et al. 2017)

Pasivni targeting vyuzivajici EPR efekt mize byt s ispéchem vyuzit pii 1écbé
solidnich nadorli. Vyuziti této metody je vSak vyrazné limitovano pii lécbé metastaz,
onkologickych onemocnéni krve a nevaskularizovanych solidnich tumorid (Liu a Auguste
2015). V tab. 1 jsou uvedeny nékteré 1é¢ivé pripravky klinické praxe vyuzivajici pasivniho

fizeni biodistribuce.
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Tab. 1: Klinické vyuziti pasivniho targetingu

Lécivy pripravek

Mechanismus aéinku/Cil

Vyuziti

liposomalni doxorubicin
liposomalni vinkristin

liposomalni cisplatina

kationtové lipomosy EIA
pDNA
kationtové liposomy cRaf
AON
SMA-neocarzinostatin

PEG-L-asparaginaza
dextran-doxorubicin
PHPMA-doxorubicin

poly-L-glutamova kys.
+ paclitaxel
albumin-paclitaxel

polymerni micely
+ paclitaxel
polymerni micely + SN38

albumin-methotrexat

interkalace DNA
inhibice mitézy
crosslink DNA

dvousroubovice

genova terapie

genova terapie
protinadorova antibiotikum
asparaginaza
interkalace DNA
interkalace DNA

inhibice mitozy

inhibice mitdzy

inhibice mitézy
inhibice topoisomerazy [

antifolat

Kaposiho sarkom,
opakované n. prsu, n.
vajecnikl
non-Hodgkinv lymfom

pokrocily NSCLC
n. prsu a vajecnikt

ruzné druhy n.
hepatocelularni karcinom
1écba leukémie
rizné druhy n.

n. prsu, plic, tlustého stfeva
n. plic a vajecniki
metastazujici n. prsu
n. prsu a plic
n. tlustého stfeva

n. ledvin

n. (nador), NSCLC (nemalobunéény karcinom plic), AON (antisense oligonukleotid),

SMA (kopolymer styren maleinanhydrid), PHPMA (polyhydroxypropylmethakrylamid).

(Liu a Auguste 2015)
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2.1.2. Aktivni targeting 1é¢ivych latek

Na pocatku 20. stoleti Paul Ehrlich jako prvni zformuloval ,teorii magického
projektilu®, ktery by byl schopen specificky zasdhnout ptivodce onemocnéni (Strebhardt a
Ullrich 2008). Ze je néco takového skute¢né mozné potvrdil Linus Pauling v roce 1940,
kdy vysvétlil mechanismus ,,zamku a kli¢e*, ktery vyuzivaji protilatky pfi vazb¢ na antigen
(Pauling a Delbriick 1940). Prvni klinické pouziti samostatné monoklonalni protilatky
pro terapii onkologického onemocnéni se pak datuje do roku 1982 (Miller et al. 1982).
Aleuz o deset let diive se experimentovalo s konjugaty protilatek a chemoterapeutik
pro zvyseni specifity biodistribuce (Ghose et al. 1972, Davies a O'Neill 1973).

Prvnimi 1écivymi latkami, které v téle aktivné vyhledavaly svij cil, se tak staly
protilatky, které budou podrobnéji probrany v samostatné kapitole (kap. 2.4). Vedle Sirokého
lécebného vyuziti protilatek vedla jejich schopnost vézat se na specificky cil
i k diagnostickym aplikacim, ptfedev§im v nukledrni medicin€. Vyuziti imunotargetingu
v této oblasti tak postupné vedlo ke zformovani oboru radioimunodiagnostika (kap. 2.2).
V nésledujicich letech se repertoar aktivné cilenych farmak postupné rozsifoval o molekuly
z jinych chemickych skupin a dalsi techniky aktivniho cileni 1éCiv.

Do skupiny aktivniho targetingu spadaji i specialni postupy, jako jsou aktivace 1é¢ivé
latky svétlem (Wilson 2002), ultrazvukem (Carson et al. 2012) nebo navigace kovovych
nanocastic pomoci magnetického pole. Tyto metody ale nebudou v rameci této disertacni

prace detailné probirany.
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2.2. Vyuziti imunotargetingu v onkologické diagnostice

Pro stanoveni uplné diagnézy nadorového onemocnéni je zapotiebi provést fadu
vySetfeni, jejichz ti€elem je stanovit rozsah nddoru a urcit stupen jeho diferenciace.
Zavedena diagnosticka vySetieni vedou k identifikaci typu naddoru, stanoveni jeho malignity,
moznosti 1éCby a prognozy pacienta (Ruddon 2007). Mezi vySetfovaci metody, které 1ze
v onkologické diagnostice vyuzit, patii pfedevSim klinické, radiografické, chirurgické
a patologicko-anatomické pfistupy. Vedle ostatnich radiografickych metod, jako
je predevsim CT, je jednim z moznych zplsobu pro stanoveni a zpiesnéni onkologickych
diagn6z 1 vyuziti metod nuklearni mediciny, tj. podéni radiofarmaka a jeho detekce
v organismu. Pokud je pro radiodiagnostické zobrazeni pouzita radioaktivné znacena

protilatka, pak se jedna o metodu z oblasti radioimunodiagnostiky (RID).

2.2.1. Principy radioimunodiagnostiky

RID spociva v podani radioaktivné znacenych monoklonalnich protilatek, které jsou
cilené na antigeny na povrchu nadorovych bun¢k, za ucelem zobrazeni nadorové léze
(Potamianos et al. 2000). Prvni experimenty s vyuzitim RID probihaly v 50. letech
20. stoleti, ale nebyly pfili§ Uspé$né z diivodu rozsdhlé nespecifické vazby pouzitych
protilatek na nenadorovou tkan. Jedny z prvnich uspéSnych klinickych testi RID byly
publikovany ptiblizné o tficet let pozdé€ji, kdy byla pomoci této techniky uspésné detekovéana
fada typll nadort (napf. jater, varlat, vajecnikli, zazivaciho traktu, plic a jejich metastaz
do lymfatickych wuzlin) (Potamianos et al. 2000). PiedevS§im dvé studie vyuzivajici
jodem-131 znacené polyklonalni protilatky o vysoké Cistoté dosahly vynikajici citlivosti
a senzitivity zobrazeni (Goldenberg et al. 1980, Kim et al. 1980). V nékterych ptipadech
dokéaze RID detekovat 1 nadory, které jiné metody vysetfeni nedokéazaly odhalit (Larson et
al. 1994). V dalsim obdobi byla testovdna fada radioaktivné znacenych protilatek
s potencialni aplikaci pro RID, a to jak pro zobrazeni pomoci metody SPECT, tak PET
(Boswell a Brechbiel 2007, Pecking et al. 2012, Wright a Lapi 2013). Vyvoj s vyuZitim
modernich radionuklidii a novych cilovych antigenii pokracuje i v soucasnosti (Kraeber-
Bodér¢ et al. 2015, Jauw et al. 2019).

Na stejném principu jako RID funguje i tzv. radioimunoterapie (RIT), kterou lze
vyuzit pro lé€bu nadorovych onemocnéni. RID se od RIT 1i8i pfedevSim pouzitymi
radionuklidy. Pro diagnostiku jsou vyuzivany radionuklidy emitujici y zafeni o energii

120-160 keV (Potamianos et al. 2000) nebo pozitronové zati¢e (Reilly 2010, Moek et al.
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2017). Pro vybér radionuklidu pro RID/RIT obecné plati, Ze by jeho fyzikalni polocas mél
odpovidat polocasu cilené latky. Typicky biologicky polocas monoklonalnich protilatek
se pohybuje v fadu dni (Potamianos et al. 2000). Toto pravidlo je zdivodnéno tim, Ze pokud
je polocas radionuklidu pftili§ kratky, tak vétSina rozpadu radionuklidu probéhne jesté pred
tim, nez radioaktivné znacend latka dosdhne maximélniho poméru radioaktivity cilova
tkan/pozadi. Na druhé stran€, pokud je fyzikalni polocas ptili§ dlouhy, mohlo by to vyustit
v nezadouci vystaveni ostatnich tkani radiaci. Z praktického pohledu to znamena,
ze zobrazeni pomoci monoklonalnich protilatek je vétSinou provadéno s odstupem nékolika
dni po podani radiofarmaka (Potamianos et al. 2000). Pouzivané radionuklidy jsou detailn&ji

popsany v kapitole 2.5.

2.2.2. Davkovani znacené protiliatky pro RID

Pojem davkovani v ptipadé RID zahrnuje jak podanou davku radiace, tak mnozstvi
aplikované protilatky. Cilem RID je dosdhnout v nadorové 1ézi dostateCné vysoké
radioaktivity, aby byla moZznd jeho detekce v klinickych podminkach. Zaroveii
se ale snazime snizit vystaveni pacienta radiaci a pfipadnym nezadoucim uc¢inkiim pouzité
radioaktivné znacené protilatky. Z tohoto diivodu se v ramci RID pouzivaji nizké davky

v

(Potamianos et al. 2000).

2.2.3. Pomér akumulace nador/nenadorova tkan u RID

V idedlnim piipadé by byla celd aplikovana davka znafené protilatky zachycena
nadorem. V praxi se vSak do nadoru dostane pouze mald ¢ast podané davky. Mezi vlivy
zodpovédné za nizky uptake znacenych monoklonalnich protilatek do nadorii patii velky
distribu¢ni objem protilatek po systémovém podani, rozdilny stupen vaskularizace nadoru,
heterogenita v expresi cilovych antigenli v nadoru, rozdilnd velikost a stupeil nekrézy
nadorového loziska (Potamianos et al. 2000).

Pro RID obvykle nepfedstavuje nizky uptake znacené protilatky do néadoru
komplikaci, protoze mnozstvi, které se do nddoru dostane, je pro zobrazovaci ucely
dostatecné. Zasadni roli v RID hraje akumulace znacené protilatky v necilovych organech,
ktera miize vést k snizeni rozliSovaci schopnosti vySetieni (Potamianos et al. 2000).

Pro hodnoceni distribuce znafené protilatky v téle se pouziva experimentalné
zjiStovany pomeér jeji akumulace v nadoru ku akumulaci v okolnich zdravych tkanich.

22



Teoreticka Cast

Cim vys3i je hodnota tohoto poméru, tim zieteln&ji je nador zobrazen. Usp&$né RID
vySetfeni lze provést pii poméru naddor/zdrava tkan 1,5-2, u hlubsich 1ézi je doporucovano

dosahnout poméru 5 (Keenan 1988, Potamianos et al. 2000).
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2.3. Vybrané cile vyuzitelné pro onkologicky targeting

Aby 1é¢ivo mohlo byt skute¢né dopraveno na specifické misto v organismu, musi byt
sméfovano na strukturu, kterd je ptitomna pouze v cilovém misté, nebo ktera je v cilovém
misté exprimovana ve zvySené mife ve srovnani s fyziologickou expresi.

V ramci této disertacni prace bude kladen diiraz na vaskularni endotelidlni riistovy

faktor a jeho receptory a receptory pro epidermalni rastovy faktor.

2.3.1. Vaskularni endotelialni ristovy faktor a jeho receptory

Pro rast solidnich tumorii je nezbytné vytvofit sit’ cév, které by nadorovym bunkam
privadély ziviny a odvadély pry¢ zplodiny metabolismu. Formovani novych cév zjiz
existujici vaskulatury se nazyva angiogeneze. Tento proces je fizen komplexni souhrou
faktorii indukujicich a inhibujicich angiogenezi, makrofagl, endotelidlnich bun¢k a pericytl
(Wang et al. 2017). Nadorové builky obvykle narusuji tuto rovnovédhu ve prospéch
proangiogenich faktort. Hypoxické mikroprostfedi v nddoru navic indukuje tvorbu fady
ristovych faktorti, mezi néz patii vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF), ristovy
faktor z desticek (PDGF) a fibroblastovy rlstovy faktor (FGF) (Abramsson et al. 2003,
Brooks et al. 2012). Diky tomu vznikaji v nddorech abnormaélni, nedokonale vyvinuté,
netésné cévy (Nagy et al. 2010).

Hlavni rastové faktory zodpovédné za angiogenezi patii do rodiny VEGF. Zasadni
roli hraje predevS§im typ VEGF-A (Wang et al. 2017) a jeho izoforma VEGF165, ktera
dominantné zprostfedkovava fyziologické funkce VEGF (Nagengast et al. 2007). Prave tato
izoforma VEGF je nadmémé exprimovana u nékterych typll vysoce invazivnich,
metastazujicich forem nadort (Ishigami et al. 1998).

VEGF se vdzou na své membranové receptory (VEGFR). Existuji tfi typy receptorti:
VEGFR1, VEGFR2 a VEGFR3. Typ VEGFR3 se exprimuje na lymfatickych cévach
a do angiogeneze nezasahuje (Jussila et al. 1998). VEGFR1 vaze VEGF-A s 5-10 x vyssi
afinitou nez VEGFR2, ale jeho aktivace vede pouze ke slabé aktivaci tyrosinkindz
(Waltenberger et al. 1994). Proto vznikla teorie, ze primarni funkce VEGFR1 je negativni
regulace angiogeneze zabranénim vazby VEGF-A na VEGFR2 (Rahimi 2006). Navic
se VEGFR1 vyskytuje na povrchu hematopoetickych bunék.

VEGFR?2 je hlavnim receptorem pro angiogenezi (Clarke a Hurwitz 2013). Kromé
VEGF-A je schopen vazat i VEGF-C a VEGF-D. Pfestoze ma nizsi afinitu k VEGF-A,

vykazuje extrémné silnou tyrosinkindzovou aktivitu. Po navazani VEGF-A na VEGFR2
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dochdzi k dimerizaci receptoru, jeho trans-autofosforylaci na tyrosinovych zbytcich
a aktivaci slozité intraceluldrni signalni kaskady (obr. 2) zodpovédné za biologickou funkci
VEGFR2 (Roskoski Jr 2007). Aktivaci VEGFR2 dochazi ke zvySeni permeability cév,
proliferaci endotelidlnich buné€k, jejich zvySené migraci a piezivani, inhibici apoptozy
a relaxaci hladké cévni svaloviny (Fearnley et al. 2013).

Zvysend exprese VEGFR2 byla identifikovana u fady onkologickych onemocnéni,
naptiklad u rakoviny zaludku, jicnu, NSCLC, kolorektalniho karcinomu nebo rakoviny prsu
(Arjaans et al. 2016). Proto se blokada VEGF/VEGFR signalizace jevi jako jedna z moznosti
terapie onkologickych onemocnéni. Mezi schvalené 1é¢ivé latky zasahujici do této signdlni
kaskady patfi inhibitory tyrosinkinaz sorafenib, sunitinib, vandetanib, pazopanib, lenvatinib
a axitinib; fuzni protein aflibercept; fragment monoklonélni protilatky ranibizumab nebo

monoklonalni protilatky bevacizumab a ramucirumab.
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Obr. 2: Signalni kaskdda VEGF receptori. c-Akt (protein-kindza B), eNOS (endotelidlni
syntaza oxidu dusnatého), ERKI1/2 (extracelularni signal regulujici kinaza 1/2),
FAK (fokalni adhezivni kindza), HSP27 (heat shock protein-27), MAPK (mitogenem
aktivovana protein-kindza), MEK a ERK kindzy, PI3K (fosfatidylinositol 3-kinaza),
PKC (protein-kindza C), PLCyl (fosfolipaza Cyl), PIGF (placentalni rtstovy faktor),
Shb (SH2 doménu obsahujici adaptorovy protein b), TSAd (T-bunéény specificky adaptor),
VEGF (vaskularni endotelialni rastovy faktor), VEGFR (receptor pro VEGF). (Fearnley et
al. 2013)
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2.3.2. Epidermalni ristovy faktor a jeho receptory

Proliferace buné¢k je ovliviiovana fadou rastovych faktort a jejich receptort. Mezi
geny, které koduji tyto receptory, jejich ligandy a proteiny ucCastnicimi se intracelularni
signalni kaskady najdeme zna¢né mnozstvi proto-onkogenii (Normanno et al. 2006). Bylo
vypozorovano, ze v piipadé jejich aktivace jsou takto vzniklé nddorové bunky témér
nezavislé na exogennim pfisunu rustovych faktorti. Dokdzou si potfebné hormony
syntetizovat autokrinn¢ samy (Sporn a Roberts 1985).

Kancerogeneze se zudastiiuje vicero rodin ristovych faktorti a receptorti. Ustiedni
roli v patogenezi a nasledném rozvoji fady typti nadorovych onemocnéni hraji receptory
pro epidermalni ristové faktory (EGFR, nebo také ErbB) a jejich ligandy peptidové povahy
(Salomon et al. 1995). EGFR byl poprvé popsan v roce 1979 (Carpenter a Cohen 1979).
Rodina téchto receptort hraje fyziologickou ulohu pfi vyvoji embrya nebo pii obnové
kmenovych bun¢k v kiizi, jatrech a stievech (Salomon et al. 1990, Campbell a Bork 1993).
Ligandy EGFR jsou napiiklad epidermalni rtstovy faktor (EGF), TGF-a, amfiregulin,
epiregulin, betacellulin, heparin-vézajici ristovy faktor nebo neureguliny (Normanno et al.
2006).

EGFR jsou transmembranové receptory s tyrosinkinazovou aktivitou. Do rodiny
fadime receptory EGFR/ErbB-1, HER2/ErbB-2, HER3/ErbB-3 a HER4/ErbB-4 (Yarden
2001). Po navazani ligandu na receptor dochazi k jeho dimerizaci, autofosforylaci a aktivaci
intracelularnich signélnich drah fosfatidylinositol 3-kindza/Akt, Ras/Raf/MAPK a STAT
(Normanno et al. 2006) vedouci k aktivaci transkripce DNA (schéma uvedeno na obr. 3).
Jako nésledek této signalizace se zvySuje proliferace bunék, jejich migrace a diferenciace
a inhibuje se jejich apoptoza (Xian a Zhou 2004).

Zvysend exprese receptorti z rodiny EGFR byla prokazana u fady typd nadort,
naptiklad nadoru hlavy, krku, prsu, vajecniki, u glioblastomt a kolorektalniho karcinomu
(Ciardiello a Tortora 2001). U fady téchto onemocnéni je zaroven exprese EGFR
povazovana za negativni prognosticky faktor (Nicholson et al. 2001).

Pravé jejich zvySend exprese a funkce udé¢lala z EGF receptorii zajimavy cil
pro cilenou terapii onkologickych onemocnéni. Mezi tyrosinkindzové inhibitory EGFR patii
afatinib, brigatinib, dasatinib, erlotinib, gefitinib, vandetanib nebo lapatinib. Vlibec prvni
monoklonalni protilatka proti EGFR byl trastuzumab, nédsledoval cetuximab, panitumumab

a necitumumab.
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Obr. 3: Signalni kaskada EGFR receptori. EGFR (receptor epidermélniho ristové
faktoru), ERK (extracelularnim signdlem regulovand kindza), JAK (Janusova kindza),
mTOR (z angl. mammalian target of rapamycin), PI3K (fosfatidylinositol 3-kinaza),
STAT (z angl. signal transducer and activator of trancription). (Mehta 2012)
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2.4. Protilatky pro cilenou terapii a diagnostiku

Protilatky jsou jednou ze zasadnich slozek imunitniho systému. Jsou produkovany
B-lymfocyty po kontaktu antigenu s jejich povrchovymi receptory. B-lymfocyty jsou poté
stimulovany za c€asti Th-lymfocyti k mnozeni, ¢ast z nich se diferencuje na plasmatické
bunky, které produkuji velké mnozstvi protilatek, a ¢ast se méni na buiikky pamétové, které
zprostiedkovavaji imunitni reakci pii opakovaném setkani organismu s patogenem. Ukolem
protilatek je svysokou specifitou identifikovat cizorodé¢ antigeny v organismu
a zprostiedkovat cilenou odpovéd imunitniho systému na né ve formé& aktivace

komplementu nebo buitkami zprostiedkované toxicity (Hoiejsi a Bartitkova 2009).

2.4.1. Struktura protilatek

Z hlediska chemického slozeni maji lidské protilatky charakter glykoproteind.
Skladaji se ze dvou tézkych fetézci, které jsou kovalentné spojeny disulfidickymi mistky.
Ke kazdému té¢zkému fetézci je disulfidickym mustkem pfipojen jeden lehky fetézec. Tézké
fetézce se skladaji ze 4-5 strukturné podobnych domén, kdy kazdd doména je tvotfena
110-120 aminokyselinami. Lehké fetézce jsou pak tvofeny pouze dvéma doménami (obr. 4).

Domény na N-konci tézkych 1 lehkych fetézcii jsou variabilni, lisi se individualné
v zavislosti na typu antigenu, proti kterému je protilatka cilena. Ostatni domény jsou
konstantni, tedy shodné, u protilatek stejného typu. Podle charakteru tézkého ftetézce
rozliSujeme nékolik tfid (izotypl) protilatek — IgM, IgD, IgGi.4, IgA a IgE. V lidském séru
jsou nejhojnéji zastoupeny protilatky typu IgG (Hofejsi a Bartiinkova 2009). Tento typ

protilatek je zaroven nejcastéji pouzivan i pro Iékaiské ucely (Chames et al. 2009).
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Obr. 4: Struktura lidské protiliatky (BioXCell 2019)

2.4.2. Monoklonalni protilatky

V lidském téle po kontaktu i s tim nejjednodussim antigenem pfirozené€ vznikd smeés
stovek ¢i spiSe tisict individualné odlisnych molekul protilatek s vice ¢i méné odliSnou
specifitou proti riznym ¢astem stejného antigenu. Ackoliv i tato polyklonalni séra maji své
vyuziti, mnohem vétSimu zajmu se té§i monoklonalni protilatky (mAbs). Ty jsou ziskavany
z jednoho klonu plasmatickych bun¢k, které produkuji protilatku o jediné specifite.

In vitro 1ze monoklonalni protilatky ziskat izolaci takovych klonti B-lymfocyti, které
produkuji protilatky zadané specificity, a jejich naslednym péstovanim v bunécné kultute.
Prekazkou ve vyuziti této techniky byla kratka Zivotnost B-lymfocytl. K vyfeSeni tohoto
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problému doslo v roce 1975, kdy vznikla tzv. hybridomové technika produkce protilatek
(Kohler a Milstein 1975). Tato metoda spociva ve fuzi B-lymfocytl ziskanych ze sleziny
imunizované mysi s myelomovou bunécnou linii. Schéma vyroby monoklonalni protilatky

shrnuje obr. 5.
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Obr. 5: Schéma hybridomové technologie (LumenLearning 2019)

Touto technikou logicky vznikaji pouze mysi protilatky. Po jejich podani pacientiim
dochézelo k imunitni reakci na cizorodou bilkovinu a produkci protilatek oznacovanych jako
HAMA (human anti-mouse antibodies). Ty znemoZnovaly navdzdni monoklonalni
protilatky na cilovy antigen a mohly zpilisobit anafylaxi. Z tohoto divodu se intenzivné
hledalo feSeni, které by umoZnilo sniZzeni imunogenicity monoklondlnich protilatek.

Vysledkem byly protilatky chimerick¢é a humanizované, ve kterych jsou postupné
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nahrazovany mysi ¢asti protilatky odpovidajicimi ¢astmi lidské protilatky (obr. 6) (Hotejsi

a Barttnkova 2009).

My Chimericka Humanizovand Lidska
O R
100% mysi 66% lidska 90% lidska 1009 lidska

Obr. 6: Typy protilatek podle zastoupeni lidské slozky (Uchiyama et al. 2011)

Nejmoderngj§i a dnes zaroven nejpouzivanéj§i metodou piipravy protilatek
je metoda vyuzivajici transgennich mys$i, kterd s pomoci geneticky modifikovanych
zvitecich jedinci produkuje Cisté lidské protilatky, oznacované jako huménni (Lonberg et

al. 1994).

2.4.3. Vyuziti monoklonalnich protilitek v onkologii

Monoklonalni protilatky tvoti jednu z nejvétSich skupin tzv. novych lé¢ivych latek,
které byly americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) a Evropskou 1ékovou
agenturou (EMA) schvaleny pro klinické pouziti (Pillay et al. 2011). Kromé& terapie
onkologickych onemocnéni se vyuzivaji v transplantologii, pfi 1é¢bé autoimunitnich chorob,
onemocnénich kardiovaskuldrniho a respiracniho systému nebo pfi 1écbé infekénich nemoci
(Singh et al. 2018).

Monoklonalni protilatky pouzivané v terapii onkologickych onemocnéni jsou
vétSinou zacileny na receptory/antigeny, které jsou specifické pro nadorové buiiky nebo
které jsou nddorovou buiikkou exprimovany ve zvySené mife. Nasledkem toho dochézi
k inhibici bunééné signalizace a dochézi k zastaveni rustu bunék, piipadné k jejich apoptoze
(Pillay et al. 2011).

Na jiném principu funguji mAbs pouZzivané pfi imunoterapii nadort, tzv. ,,checkpoint

blockade therapy*. Reakce imunitniho systému obsahuje kontrolni body, které rozhoduji
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o tom, zda imunitni reakce probéhne a v jaké sile. Tyto regulacni body jsou nezbytné
pro spravnou funkci imunitniho systému a pro tlumeni autoimunitni odpovédi. Mezi
receptory zodpovédné za tuto funkci patii programmed death-1 (PD-1) a cytotoxicky
T-lymfocytarni antigen 4 (CTLA-4) (Makkouk a Weiner 2015). Nadorové bunky se brani
pfed imunitni reakci zvySenou expresi antigent aktivujicich tyto receptory. Zablokovanim
funkce téchto antigenti dochdzi k odmaskovani nadorovych bunék pro imunitni systém
pacienta, ktery nasledné nadorové buiiky napada.

Jedna ze skupin mAb pouzivanych v terapii solidnich nadorG pak neni zamétena
pfimo na nadorové bunky, ale zacilena na ovlivnéni jejich okoli. Tato 1é¢iva blokuji bud’to
vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF) nebo jeho receptor (VEGFR2) a tim
v nddorové tkani inhibuji angiogenezi. Rist naddoru je tak potlaovan omezenim piisunu
zivin nezbytnych pro déleni bungk.

Piehled monoklonélnich protilatek schvalenych pro klinické uzivani uvadi tab. 2.
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Tab. 2: Piehled monoklonalnich protilitek pouZivanych v onkologii

Protilatka Cil protilatky Pouziti
Trastuzumab HER-2 n. prsu, zaludku
Cetuximab EGFR n. hlavy, krku, KRK
Panitumumab EGFR KRK
Dinutuximab GD2 gangliosid neuroblastom
Ipilimumab CTLA4 maligni melanom
Necitumumab EGFR NSCLC
Ramucirumab VEGFR2 NSCLC, n. zaludku, KRK
Daratumumab CD38 mnohocetny myelom
Nivolumab melanom, NSCLC, HL, n.
Pembrolizumab POl ledvin, hlavy a krku
Ofatumumab CD20 CLL
Obinutuzumab CD20 CLL, folikularni lymfom
Blinatumomab CD19 ALL
Elotuzumab SLAMF7 mnohocetny myelom
Olaratumab PDGFR a sarkom mekkych tkani
Pertuzumab HER2 n. prsu
Bevacizumab VEGF KRE, NSCLE, n. prsu,
ledvin, vajecnikti
Avelumab PD.LI karcinom Merkelovych
bun¢k
Atezolizumab PD-L1 n. moc¢ového mechyte
Rituximab CD20 CLL
Alemtuzumab CD52 CLL

n. (nddor), NSCLC (nemalobunéény plicni karcinom), KRK (kolorektalni karcinom),
HL (Hodgkintiv lymfom), CLL (chronickd lymfocytarni leukemie), ALL (akutni
lymfoblastickd leukemie), EGFR (receptor pro epidermdlni riastovy faktor),
CTLA4 (cytotoxicky T-lymfocytarni antigen 4), PD-1 (programmed death-1), PD-LI
(programmed death ligand-1), SLAMF?7 (signaliza¢ni aktivacni molekula lymfocyti — ¢len
rodiny 7), PDGFR (receptor pro riistovy faktor odvozeny od desticek). (Singh et al. 2018)
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Pro pouziti v huménni terapii jsou schvéleny i nékteré konjugaty mAbs, které
kombinuji vlastni u€inek protilatky s navdzanym jinym lékem (napf. cytostatikem) nebo,
coz je zpohledu této disertatni prace nejzajimavéjsi, radioizotopem (tab. 3). Vyuziti
protilatek v cilené radioterapii a/nebo scintigrafickém zobrazovani nadora tak neni jiz pouze

ptani na Grovni vyzkumu, ale postup jiz v praxi vyuzivany.

Tab. 3: Piehled konjugati mAb vyuZitelnych v onkologii

Nazev Cil Pridana latka
Trastuzumab emtansine HER2/neu Tubularni jed mertansin
Ibritumomab tiuxetan CD20 Izotop ytrium-90
BI-Tositumomab CD20 Izotop jod-131

o Protinddorové antibiotikum
Gemtuzumab ozogamicin CD33 ) ) o
ze skupiny kalicheamicinQ

Brentuximab vedotin CD30 Cytostatikum MMAE
MMAE (monomethyl auristatin E) (Singh et al. 2018)

2.4.4. Fragmenty protilatek

Objev a vyuzivani monoklondlnich protilatek v klinické praxi znamenal
pro medicinu krok vpted. Nebyl to vSak konec védeckého vyvoje v této oblasti. MAbs jsou
znacn¢ veliké molekuly (molekulovd hmotnost ~ 150 kDa), coz s sebou pfindsi fadu
problémti. Takto velké a strukturné slozit¢ molekuly jsou naro¢né, a tudiz ndkladné,
na vyrobu. S molekulovou hmotnosti rovnéZ souvisi pomala distribuce mAb v téle, pomaly
uptake do nadord, relativné malé a nerovnomérna penetrace do hmoty nadoru, dobra retence
v nadoru a pomald eliminace z organismu (Xenaki et al. 2017).

Pokud vlastnosti mAb posoudime z pohledu nukledrni mediciny, tak je zifejmé,
ze v piipad¢ konjugace intaktni protilatky s radioizotopem je nutné zvolit radionuklid
s takovym poloCasem, aby byla aktivita v dobé, kdy protilditka dosdhne svého cile,
dostatecnd pro zobrazeni nebo terapii, ale zaroven aby pacient nebyl zbytecné dlouho
vystaven radiaci (Williams 2012).

Biologicky polocas intaktnich protilatek se pohybuje v fadu tydni. Jejich piednosti
je zachovana piitomnost Fc c¢asti molekuly protilatky, kterd zprostfedkovava aktivaci

imunitniho systému, mimo jiné napiiklad aktivaci komplementu. Tyto vlastnosti jsou
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prospésné pii aplikaci intaktnich mAbs v cilené radioterapii. Nevyhodu jejich pomalé
eliminace z organismu, a s tim souvisejici vystaveni zdravych tkdni radiaci (Wu 2014),
je mozné tesit vyuzitim fragmentl protilatek, které si zachovavaji afinitu ke specifickym
cilim, avSak maji mensi molekulu. V poslednich dekadach byla vyvinuta fada fragmenta,
které maji rychlejsi eliminaci z organismu (Huhalov a Chester 2004). Niz§i molekulova
hmotnost fragmentim rovnéz umoziiuje dosahovat hlub$i a rovnomérnéjs$i penetrace
do hmoty nadoru (Adams et al. 2001). Na obr. 7 je uveden piechled dosud piipravenych

fragmentt protilatek, jejich struktura a zédkladni farmakokinetické parametry.

o MW Sérovy  Cesta
Oznateni fragmentu Struktura (kDa) polotas eliminace

gg Intact 1gG (Vi + V) 150-160 tjdi‘ jatra
w Flab), (V,Cy1+V,+C), 110 8-10 h jatra
%‘J Minibody (scFv + C3): 75 5-10h jatra

% Fab VGl + WV + C 50-55  12-20h  ledviny

W Diabady (scFv), 50 35h ledviny
@ scFy Vi + W, 28 2-4h ledviny

0 Nanobody  ViH (velbloud)  12-15  30-60m ledviny

Z doména proteinu

- Affibod
. e A (S. aurens)

7 30-60m  ledviny

Obr. 7: Fragmenty protilatek. MW — molekularni hmotnost. (Freise a Wu 2015)

VySe zminéné fragmenty protilatek jsou dnes rutinné pfipravovadny pomoci
enzymatického Stépeni, genového inZenyrstvi, pfipadné¢ chemickou cestou. Nejmensi
pfirozené se vyskytujici antigen vazajici fragment, nanobody, byl izolovan z krve celedi
Camelidae (velbloudi a lamy) a sklada se pouze zjedné variabilni domény (Hamers-
Casterman et al. 1993).

Jesté mensi molekulou specificky se vazajici na antigen jsou pak affibody. Ty jsou
inspirovany sekvenci 58 aminokyselin, kterd se vyskytuje na proteinu A bakterie

Staphylococcus aureus a které je schopna vazat imunoglobuliny (Nilsson et al. 1987). Tato
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tzv. ,,Z doména“ poslouzila jako zéklad pro ptipravu celé fady affibodies, mezi prvnimi
napiiklad proti HER2 receptoru (Wikman et al. 2004). Tyto latky se v pfirodé¢ bézné
nevyskytuji, pfipravuji se synteticky, a proto patii do skupiny tzv. ,,antibody mimetics*.

Nevyhodou malych fragmentii paradoxné¢ miize byt jejich rychld eliminace
z krevniho obéhu. Ta je vyhodna pro diagnostické ucely, pro terapeutické pouziti vSak
predstavuje komplikaci. Proto je vyvijena snaha o prodlouzeni biologického polocasu
fragmentl protilatek napiiklad pomoci PEGylace (JevSevar et al. 2010), konjugaci
s albuminem (Smith et al. 2001) nebo N-glykosylace (Stork et al. 2008).

2.4.5. Protilatky cilené na signalni drahu VEGF

Ramucirumab

Ramucirumab (RAM) je zcela lidska monoklonalni protilatka tiidy IgGi. Podobné
jako jeji mysi vyvojovd obdoba DCI101 je cilena na extracelularni doménu VEGFR2
receptoru (Clarke a Hurwitz 2013). V preklinickych testech bylo dokézano, ze se k VEGFR2
receptoru vaze 8-9 x silngji nez jeho fyziologicky ligand VEGF a inhibuje fyziologickou
funkeci receptoru (Lu et al. 2003, Miao et al. 2006), coz vede k inhibici angiogeneze. RAM
brani vazbé VEGF na VEGFR2 jednak sterickou blok4ddou, jednak vyvolava konformacni
zmény receptoru (Franklin et al. 2011).

RAM byl na zakladé¢ klinického zkouseni schvalen pro terapii nadorti Zaludku, jicnu,
nemalobunééného plicniho karcinomu, metastatického kolorektalniho karcinomu
anejnoveéji pro lé€bu hepatoceluldrniho karcinomu. Pouzivd se v monoterapii
nebo v kombinaci s paklitaxelem, docetaxelem nebo FOLFIRI (kombinace irinotecan +
kys. listova + 5-fluoruracil) (Aprile et al. 2014).

Ovéteni vhodnosti RAM pro radioimunodiagnostické ucely je zatim limitovano
na jednu publikovanou praci. Radioaktivni zna¢eni RAM pomoci **Cu ukézalo u mysiho
modelu s indukovanym modelovym plicnim nddorem moZnost, Ze by tato protilatka mohla

byt pouzita pro PET zobrazeni exprese VEGFR2 in vivo (Luo et al. 2016).

Bevacizumab

Bevacizumab (BEV) je humanizovana monoklondlni protilatka pattici do ttidy IgGi.
Tato protilatka neni cilena proti bunéénému receptoru, ale proti jeho ligandu VEGF, ktery
je vychytavan v plasmé a neni k dispozici pro vazbu na receptor. Preklinické studie

na mysich modelech lidskych nadora potvrdily, Ze je tento pfistup G€¢inny v inhibici rastu
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nadorti (Kim et al. 1993). Po nezbytné humanizaci mysi protilatky byla spousténa fada
klinickych studii (Presta et al. 1997), které nakonec vedly ke schvaleni BEV pro terapii
kolorektalniho karcinomu v roce 2004 (Hurwitz et al. 2004).

Dnes je jiz BEV pouzivan i v dalSich indikacich, jako jsou naptiklad: nadory ledvin,
pokrocily nemalobunéény karcinom, rakovina vaje¢nikl, délozniho ¢ipku a glioblastom
multiforme (pouze americkd FDA).

BEV byl testovan v nékolika experimentalnich studiich jako prostfedek pro SPECT
¢i PET zobrazeni VEGF-pozitivnich mySich modelovych nadort, jako jsou napi. ovarialni
karcinom, melanom ¢&i adenokarcinom, znadeny *°"Tc (Kameswaran et al. 2014),
897r (Nagengast et al. 2007) ¢i '''In (Nagengast et al. 2007, Stollman et al. 2008)
¢i 3Y (Nayak et al. 2011).

Tanibirumab

Monoklonélni protilatka zndmé téZ pod oznacenim TTAC-0001 je zcela lidska
protilatka tfidy IgG; cilend na VEGF-vazajici doménu VEGFR2 receptoru (Lee et al. 2015).
Mechanismus ucinku této protilatky je tedy shodny s RAM.

V preklinickych studiich na mysich modelech byl prokdzan uc¢inek na potlaceni
nadorové angiogeneze (Lee et al. 2015). Tanibirumabu byl nedavno schvalen pro druhou

fazi klinického testovani pro 1é¢bu glioblastomu.

Aflibercept

Aflibercept je fuzni protein a nema tedy strukturu monoklonalni protilatky. Vznikl
spojenim konstantni Fc casti IgG; a tii domén VEGFRI receptoru (Holash et al. 2002).
Funguje jako solubilni receptor se zachovanou afinitou k VEGF-A ligandu, ke kterému
ma afinitu az 1000x vyS$$i neZ monoklonalni protilatka bevacizumab (Qi et al. 2014).
Antiangiogenni U€inek této latky byl potvrzen v preklinickych a klinickych studiich (Konner
a Dupont 2004).

V klinické praxi se pouziva v kombinaci s FOLFIRI pro terapii metastazujiciho
kolorektalniho karcinomu a pro terapii makularni degenerace sitnice ve form¢ intravitrealni

injekce.
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Ranibizumab

Ranibizumab je Fab fragment odvozeny od monoklonalni protilatky bevacizumab.
Sdili s nim mechanismus u¢inku, kdy je schopen véazat a tim neutralizovat VEGF (Rosenfeld
et al. 2005). V klinické praxi se pouziva v oftalmologii pro 1écbu makuldrni degenerace
sitnice, makularniho edému a vSech forem diabetické retinopatie. Podava se ve formé injekce

piimo do sklivce.

Schématické znazornéni mechanismu uU¢inku RAM, BEV a inhibitoru

tyrosinkindzové aktivity apatinibu je uveden na obr. 8.

Y Bevacizumab
% Ramucirumab

’ Apatinib

£

] !
VEGFR?2

Flk-1-KDR VEGEs
) FR3
"‘Ei.a 3 !
angiogeneze lymfangiogeneze

Obr. 8: Schématické zniazornéni mechanismu tGcinku nékterych anti-VEGF 1éciv.
Bevacizumab se v plasmé vaze na faktor VEGF-A, ktery je nejucinnéjSim aktivatorem
VEGF receptort, a neutralizuje ho. Ramucirumab je specificky cilen na VEGFR2, kde
blokuje navazani ptirozenych ligandit VEGF na receptor. Tyrosinkindzovy inhibitor apatinib
ucinkuje na intracelularni strané receptoru, kde inhibuje fosforylaci signalnich proteint

a znemoziuje predani informace o navazani ligandu na receptor. (Fontanella et al. 2014)
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2.4.6. Protilatky cilené na EGF receptor
Cetuximab

Cetuximab je chimérickd monoklonalni protilatka cilena proti extracelularni doméné
EGFR receptoru. Podobné jako mnoho dalSich terapeutickych mAbs patii do tfidy IgG:
(Jonker et al. 2007). Zakladnim mechanismem u¢inku cetuximabu je zablokovani vazby
ristovych faktort na EGFR. Rada studii navic prokézala, Ze cetuximab zprostiedkovava
na protilatce zavislou cytotoxickou reakci (Kawaguchi et al. 2007, Kurai et al. 2007), ktera
je vyznamnou soucasti vysledného efektu.

Cetuximab je v klinické praxi pouzivam pro terapii pokrocilého kolorektalniho
karcinomu a nadorti v oblasti hlavy a krku (Graham et al. 2004, Cohen et al. 2013).

Cetuximab radioaktivné zna¢eny vhodnymi radionuklidy byl testovan ve vyzkumu
zaméfeném na zobrazovani EGF-pozitivnich nédori. V dosavadnich experimentalnich
studiich byl z hlediska zobrazeni pomoci PET zkouméan cetuximab znaceny 3°Zr (Vugts et

al. 2013) ¢&i **Cu (Song et al. 2016).

Panitumumab

Jelikoz mysi ¢asti v chimérickych protilatkach mohou vést ke vzniku protilatek proti
nim, a tim ke sniZeni uc¢inku, je snaha produkovat zcela lidské monoklonalni protilatky.
Metodou vyuzivajici transgenni mysi byla pfipravena lidskd monoklondlni protilatka
panitumumab. Tato mAb patii do tfidy IgG: a je specificky cilena na extracelularni doménu
EGFR, kde blokuje vazbu riistovych faktord na receptor (Saltz et al. 2006). V preklinickych
studiich na mySich modelech tato protilatka vykazovala dobrou u¢innost (Yang et al. 1999).

Vroce 2006 pak byl panitumumab schvalen FDA pro 1écbu kolorektalniho
karcinomu (Giusti et al. 2007).

Panitumumab byl v n€kolika studiich podroben preklinickému testovani na mozné
radiodiagnostické vyuziti, napt. pro kontrolu anti-EGFR terapie (Wei et al. 2014)

¢i zobrazeni metastazujiciho kolorektalniho karcinomu (Vugts et al. 2013).

Necitumumab

Necitumumab (NEC) je zcela lidska monoklonalni protilatka 2. generace, ktera byla
cilen¢ designovana tak, aby méla co nejvyssi terapeuticky index. NEC patii do tfidy IgGi,
s vysokou afinitou se vaze k extracelularni doméné¢ EGFR a brani aktivaci receptoru
ptirozenymi ligandy. V preklinickych studiich vykazoval NEC srovnatelny nebo vyssi efekt

ve srovnani s cetuximabem (Kuenen et al. 2010).
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Vroce 2015 byl necitumumab schvéalen pro 1écbu nemalobunééného plicniho

karcinomu (Fala 2016).
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2.5. Radionuklidy pouZivané pro znaceni biomolekul v nuklearni
mediciné

Nuklearni medicina je 1¢karské odvétvi, které k diagnostice a terapii onemocnéni
vyuziva radioaktivni latky (tzv. radiofarmaka), které jsou vpraveny do téla pacienta
nejcastéji injekcné, ale 1 perordln€é nebo inhalacné. Za pocatek éry nuklearni mediciny
povazujeme rok 1946, kdy byl jod-131 poprvé pouzit k 1€cbé hyperthyroidismu. Opravdovy
rozmach ale zac¢al az na pielomu 60. a 70. let 20. stoleti, kdy byl zkonstruovan *Mo/*™Tc
generator a do klinické praxe bylo zavedeno technecium-99m (Richards et al. 1982).
Technecium se pro své vyhodné vlastnosti a snadnou piipravu v dobé potieby stalo
nejpouzivanéj$im radionuklidem v nukledrni medicing€. V roce 2015 stale 85% procedur
v nuklearni medicing vyuzivalo technecium-99m (Nairne et al. 2015).

Nuklearni medicina je dnes bézné vyuzivana v diagnostice a terapii onemocnéni
kardiovaskularniho systému, plic, ledvin, Stitné Zzldzy, kosti a pohybového aparitu,
nervoveho systému a zazivaciho traktu. Vyznamnou roli hraje i v onkologii, nebot' umoznuje
dopraveni radionuklidi do bezprostfedni blizkosti nddord. To umoznuje v kombinaci
se SPECT (single photon emission computed tomography) a PET (positron emission
tomography) kamerami pfesnou lokalizaci nadord, ptipadné jejich cilenou radioterapii.

Dulezitymi parametry pifi vybéru vhodného radionuklidu jsou jeho fyzikéalni polocas,
ktery by mél odpovidat biologickému polocasu radiofarmaka (Reilly 2010), a linearni pfenos
energie (LET, z anglického linear energy transfer). LET je definovan jako mnoZstvi energie
pfedané do prostfedi za jednotku dréhy, kterou ionizujici zateni urazi (keV/pm). Zptisobené
biologické poSkozeni je pfimo Umérné tomuto parametru pouzité radiace (Theobald a
Sampson 2011). Rovnéz je nutno vzit v potaz ucel radiofarmaka. Pro diagnostické ucely se
vyuzivaji B" a y zafiCe, pro terapeutické ucely se pouzivaji o a B~ zafi¢e. Zvlastni skupinu
tvofi smiSené zafice, které jsou vyuzivany v tzv. teranostice, kterd kombinuje zobrazeni

a terapii nadoru v jednom kroku (napt. !"’Lu, I, %¥Ga).

2.5.1. Typy radionuklidu dle pfemény jadra

Béhem radioaktivnich pfemén dochazi k emisi energie z nestabilniho jadra v podobé
radiace, at’ uz v &asticové formé nebo ve formé elektromagnetického zafeni. Casticové
radiace nese energii ve formé kinetické energie Castice (o a B Castice), elektromagneticka
radiace pfenasi energii ve formé oscilaci elektromagnetického pole (y a rentgenové zafeni)

(Theobald a Sampson 2011).
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Premeéna alfa

Pfeménou alfa prochazi prvky s vysokym protonovym ¢islem (Z>80) a nestabilnim
jadrem. Béhem pfemény dochazi k emisi a-&éstice, coz je v podstaté jadro helia (*He)
obsahujici dva protony a dva neutrony a je kladné nabité (2+). Vazebna energie piitomnych
nukleonll je dostate¢né¢ vysoka na to, aby se a-Castice chovala jako jednolita Castice.
Vzhledem k néboji a vyssi hmotnosti vykazuje ve srovnani s ostatnimi druhy radiace vyssi
LET. Diky tomu alfa ¢astice vyrazné ionizuji prosttedi, ale zaroven je jejich dolet v tkdnich
pomérn¢ maly.

Dcetiny prvek vznikly pfeménou alfa muze byt i nadale nestabilni a prochéazet
naslednymi pfeménami s opétovnou emisi radiace. Piikladem prvkid podstupujicich alfa

pfeménu jsou 2>°U, 21%Po, 22 Ac nebo ! At (Theobald a Sampson 2011).

Premeéna [

Pokud je vjadru nestabilniho prvku pfitomen nadbytek neutrond, pak nastava
pfeména beta’, coz je zména spojend s piechodem do stabilnéjsiho stavu pfeménou neutronu
na proton. Aby doslo k zachovani naboje, dochazi k emisi B~ Castice (vysokoenergeticky
elektron) a ¢ast energie odnasi antineutrino. Vzhledem k tomu, Ze naboj i hmotnost 3~ Castice
je ve srovnani s a ¢astici vyrazné nizsi, ma B~ ¢astice vyrazné nizs$i LET a diky tomu urazi
ve tkdnich delsi vzdalenost, nez dojde k jejimu zéniku.

Piikladem prvk@ s B~ pteménou jsou *’Mo, *°Y nebo '""Lu (Theobald a Sampson

2011).

Preména B*

Tato pfeména probiha podle opa¢ného scénéie neZ preména . Nestabilni prvek
ma nadbytek protontl, a stabilizuje se pfemeénou protonu na neutron. Zachovani naboje
je dosazeno emisi B Castice (positron) a ¢ast energie odchazi v podobé& neutrina.

Positron je anti¢astice a k jeho zéaniku dochazi kratce po jeho vzniku. Jakmile
se ve tkani setkd s elektronem, dochazi k jejich anihilaci. Obé Castice zanikaji, misto nich
vznikaji dva fotony y-zéateni o energii 511 keV, které jsou emitovany do protilehlych sméra.
Tohoto efektu vyuziva PET k pfesnému zobrazeni lokalizace nadoru.

Nejpouzivan&j$im B zafi¢em je fluor-18 (Theobald a Sampson 2011).
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Jadra dcefinych prvkl vzniklych alfa nebo beta pfeménou se mohou vyskytovat
v energeticky excitovaném stavu. Nadbyte¢né energie se zbavuji okamzitou emisi jednoho
nebo vice y fotonii a prechdzi do stabiln€jSiho stavu o nizsi energii jadra (Theobald a
Sampson 2011). Gama paprsky maji vysokou pronikavost tkdnémi, a proto se nuklidy
emitujici tento typ zafeni s vyhodou pouzivaji v radiodiagnostice (Laznicek a Komarek

1999).

Elektronovy zachyt

Pokud nestabilni jadro s vysokym pocétem protoni nemd dostateCnou energii,
aby mohlo projit B’ pfeménou, stabilizuje se pomoci tzv. elektronového zachytu. B&hem této
pfemény dochdzi k pohlceni vlastniho elektronu z nejblizsi vrstvy elektronového obalu
jadra. Tento elektron je v jadie sloucen s protonem za vzniku neutronu. Prazdné misto
v elektronovém obalu je nasledné zaplnéno preskokem elektronti z vysSich vrstev obalu, kdy
rozdil energie elektronti a obsazovanych mist v orbitalech je emitovan ve formé
rentgenového zafeni nebo Augerovych elektrond.

V ptipadé, Ze se jadro vzniklého dcefiného prvku nachazi v energeticky excitovaném
stavu, stabilizuje se soucasnou emisi y paprskii. Piikladem prvki postupujicich tuto pteménu
a vyuzivanych s nukle4arni medicing jsou °!Cr, ®’Ga, !''In nebo '*’I (Theobald a Sampson

2011).

Izomerni prechod

K tomuto typu pfemény dochazi ve chvili, kdy se jadro dcetfiného nuklidu nachazi
v energeticky obohaceném stavu a nadbytecné energie se zbavuje ve form¢ y paprska.
Nuklidy prochazejici izomernim pfechodem (IP) se vSak nadbytecné energie nezbavuji
okamzité, ale nachazeji se v excitovaném stavu po mefitelnou dobu. Tento déletrvajici stav
o zvySené energii se oznacuje jako ,,metastabilni stav*.

Tento typ pfemény je pro nukledrni medicinu extrémné vyhodny, nebot’ emisi
v paprski nedoprovazi zadny jiny typ zareni a celkova davka zéteni, kterou pacient obdrzi,
mize byt relativné nizkd. Neni proto spodivem, Ze nejpouzivanéjsi radionuklid
technecium-99m  prochdzejici pravé touto pfeménou se t&€1 znacné oblibé

v radiodiagnostickém vysetteni (Theobald a Sampson 2011).
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Vnitini konverze

Ve zvlastnich ptfipadech mulze byt energie y paprskii preddna elektrontim
v elektronovém obalu atomu. Pokud je dodana energie vysSi, neZ je vazebni energie
elektronu, dochézi k jeho vytrzeni z orbitalu. Takto vznikly konverzni elektron neni totozny
s elektrony vzniklymi pfi 3~ pfeméné. Lisi se puivodem (nepochazi z jadra) a energii.
Neobsazené misto v elektronovém obalu je stejné jako u elektronového zachytu zaplnéno
elektrony z vysSich energetickych hladin a nadbyte¢na energie je vyzaiena ve formeé
Roentgenova zareni nebo Augerovych elektroni.

Tento jev je u nuklidd vyuzivanych k diagnostickym tceliim nezadouci. U nuklidi
s vysokym koeficientem vnitini konverze dochdzi k nahrazeni velké casti y zafeni emisi
elektronil, které zbyte¢n¢ zvySuji davku radiace, kterou pacient obdrzi, aniz by poskytly

jakoukoliv diagnostickou informaci (Theobald a Sampson 2011).

2.5.2. Prehled radionuklidii pro diagnostické znaceni biomolekul
V tab. 4 jsou uvedeny radionuklidy vhodné pro znafeni monoklondlnich protilatek

a jejich fragmentt pro diagnostické pouziti.
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Tab. 4: Radionuklidy vhodné pro diagnostické pouZziti

Radionuklid Zpusob detekce Polocas
9mT¢ SPECT 6.0 h
T SPECT 2.8 dntt
7Ga SPECT 3.3 dndl
123 SPECT 13.2h
o SPECT 8.0 dnli
7T u* SPECT 6.6 dnil
8Ga PET 67.7 min
4Cu* PET 12.7h
oy PET 14.7h
87r PET 3.3 dndl
1241 PET 4.2 dnt
"Br PET 16.2h
B PET 110 min
94mTe PET 52 min
H0myy PET 69 min

SPECT = single photon emission computed tomography, PET = positron emission

tomography, * = teranosticky radionuklid. (Reilly 2010, Moek et al. 2017)

Radionuklidy s del§im fyzikalnim polo¢asem ("*'I, '?*I, ¥Zr apod.) jsou vhodné
pro znageni intaktnich protilatek, nuklidy se sttedn& dlouhym pologasem (%1, %*Cu, **™Tc)
jsou vhodné pro vétsi fragmenty (napi. Fab), nuklidy s kratkym polo¢asem (**Ga, '8F)
jsou poté rezervovany pro znaceni malych fragmenth mAbs a peptidl s rychlou distribuci
v téle. V praxi se mohou pouzivat s radionuklidy s extrémné kratkym polocasem v tadu
jednotek min (130, >N, ''C; nejsou uvedeny v tab. 4). Ty ale nejsou vhodné pro znadeni

peptidi, mAb a jejich fragmentt (Reilly 2010).

2.5.3. Prehled radionuklidu vyuZitelnych pro terapeutické znaceni biomolekul
V tab. 5 je uveden piehled radionuklidii, které mohou byt pouZity pro znaceni

biologickych molekul za Gi¢elem terapie onkologickych onemocnéni.
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Tab. 5: Radionuklidy vhodné pro terapeutické pouZziti

Radionuklid Terapeuticka Castice Polocas
1251 Augerovy elektrony 59.4 dnti
123 Augerovy elektrony 13.2h
1317 Augerovy elektrony 8.0 dnii
AL a Castice 7.2h
186Re B~ Sastice 3.7 dnii
188Re B~ &astice 3.7 dnti
Ny B~ castice 2.7 dnti
%Ga Augerovy elektrony 3.3 dnti
S4Cy* [~ Castice 12.7h
7Cu B~ &astice 2.6 dnti
T y* B~ castice 6.6 dnti
23Bj a Castice 46 min
212Bj a Castice 60.6 min
2 Ac o, Séstice 10 dnti
22Ra o, Séstice 11.4 dnii
153Sm [~ Castice 46.5 h

* = teranosticky radionuklid (Reilly 2010, Yeong et al. 2014)

Kromé rozdilnych fyzikalnich polocast, které musi byt opét zvyhodnény pii vybéri
kombinace biomolekula/radionuklid, se jednotlivé zafi¢e liSi i dosahem radioaktivniho
zateni ve tkanich.

a castice, jak jiz bylo zminéno, maji ze vSech typl zafeni nejvySsi hodnotu LET
(100keV/um) a ve tkanich cestuji do vzdalenosti 50-100 um (cca 5-10 x polomér buiiky).
Proto se tyto zafi¢e hodi na eradikaci malych shlukii nddorovych bun€k a mikrometastaz
(Reilly 2010).

[~ Castice jsou vysokoenergetické elektrony, které doputuji 2-12 mm od zdroje zaieni
(200-1200 x polomér bunky) a nejvétsi Cast své energie predaji buitkam na konci své drahy.
Primérny LET [~ ¢astic je pfiblizn€ 0.2-0.3 keV/um. Vzhledem k dosahu zatreni ve tkanich
jsou B~ zari¢e vhodné pro likvidaci vétSich naddord (2-10 mm v priaméru). Velky dosah zateni

ovSem zpusobuje 1 tzv. ,.cross-fire efekt”, kdy dochéazi k ozatfeni a zni¢eni necilovych
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zdravych bun¢k v dosahu radiofarmaka. Tento efekt stoji za jednim z nezadoucich u¢inka
radioimmunoterapie — davku limitujici toxicitou vici hematopoetickym buiikdm v kostni
dieni (Reilly 2005, Reilly 2010).

Augerovy elektrony maji na rozdil od B ¢astic velmi malou energii (<30keV)
a z tohoto diivodu jsou schopny ve tkanich urazit velmi kratké vzdalenosti v fadu nanometrti
(méné nez je polomér bunky). Ackoliv je hodnota jejich LET obdobna jako u a castic,
pro dosazeni cytotoxického tc¢inku musi byt radiofarmaka oznacena emitory Augerovych
elektront internalizovana do buiiky a idealné¢ transportovana do jadra. Tuto cestu Casto
podstupuji naptiklad biomolekuly cilené proti EGFR nebo somatostatinovému receptoru.
Vyhodou kratkého dosahu Augerovych elektronil je absence toxicity zptsobené ,,cross-fire

efektem® (Reilly 2010).

2.5.4. Radionuklidy pouzité v experimentalni praci
Jod-131

Tento izotop jodu patii mezi nejstarsi a nejlépe prozkoumané radionuklidy pouZzivané
v nuklearni medicing. J6d-131 je smiSeny ™ a y zafi¢, ale jelikoz y zafeni predstavuje pouze
asi 10 % celkové emitované radiace, nepouziva se jod-131 v Cisté diagnostickych indikacich.
Polocas jodu-131 je 8 dni, jeho B~ zafeni ma primeérnou energii 190 keV s maximem
na 606 keV. Maximalni dosah v tkénich je 2,3 mm.

Pti pouziti ve formé Nal dochdzi k inkorporovani jodu-131 do metabolické cesty
j6du pomoci Na/l kotransportéru. Nal se vyuziva pro terapii hypertyredzy, rakoviny Stitné
zlazy a pfipadnych metastdz, které exprimuji Na/l transportér. Jod-131 je vhodny
pro znaceni protilatek a peptidl, je oblibeny vzhledem ke své nizké cené¢ a dobie
prostudovanému chemismu. V klinické praxi se pouziva jodem-131 znaend monoklonalni
protilaitka  tositumomab  (Bexxar) pro  terapii  non-Hodkinova  lymfomu,
meta-[3'TJiodobenzylguanidin pro 1é¢bu neuroendokrinnich nadord a  ["*'I]lipiodol

pro 1écbu hepatocelularniho karcinomu a jaternich metastaz (Theobald a Sampson 2011).

Technecium-99m

V nékolika poslednich dekadach hral radionuklid technecium-99m zésadni roli
ve vyvoji v oboru nukledrni mediciny. PfedevSim proto, Ze mé témeét idealni vlastnosti
pro pouziti  jako  diagnosticky radionuklid. Technecium-99m emituje  téméf

monochromatické y zafeni o energii 140 keV, které je vhodné pro zobrazovani pomoci
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konvencnich gama kamer s Nal(Tl) detektorem. Polocas 6,06 h navic umoznuje snadnou
ptipravu radiofarmaka, zaroven ale omezuje nezadouci vystaveni pacienta radiaci (Theobald
a Sampson 2011).

Diky svym vynikajicim vlastnostem a snadné dostupnosti z “Mo/*’™Tc generatori
pfimo na odd¢€lenich nukle4rni mediciny je technecium-99m nejpouzivanéjsi diagnosticky
radionuklid. Az 85 % vsech diagnosticky aplikovanych radiofarmak obsahuje tento
radionuklid (Nairne et al. 2015). Vzhledem ke svému kratkému polocCasu se ale nehodi

pro znaceni intaktnich protilatek pro in vivo aplikaci.

Galium-67

Z radionukliddl galia se v nuklearni medicing uplatiiuji tfi izotopy: ®*Ga, ©’Ga a **Ga.
Historicky nejvétsi uplatnéni ma galium-67, které je Cisty y zafi¢ s poloCasem 78,3 h.

Nejcastéji se pouziva ve formé [®’Ga]galium citratu. Po podani pacientovi dochazi
k transchelataci galia na plasmaticky transferin. Ve tkanich, které exprimuji laktoferrin,
dochazi opét k transchelataci galia, protoze laktoferrin mé oproti transferinu 90x vyssi
afinitu k vazb& galia. ZvySend koncentrace laktoferrinu je pfitomna i v misté zanétu.
Zde sekretovany laktoferrin je absorbovan aktivnimi makrofagy a galium-67
je intracelularné¢ akumulovdno ve formé& ferritinu. [%’Ga]galium citrat se pouziva
pro zobrazeni infekci, autoimunitnich zanéti a nékterych druhli nddort mékké tkané.
Mechanismus akumulace galia-67 v nadorech vSak neni zcela vysvétlen. N&které nadory
exprimuji receptory pro transferrin, ale k akumulaci galia dochdzi i u nékterych typti nadort,
které tento receptor nemayji.

Nevyhodou galia-67 je Siroké spektrum energii y fotoni, které vyzafuje. MnoZstvi
vy fotonl vhodnych pro zobrazovani pomoci detektoru s fixni geometrii je relativné nizké.
Pro ziskani srovnatelnych vysledka je ve srovnani s indiem-11 zapotiebi pouzit 3x veEtsi

mnozstvi galia-67 (Theobald a Sampson 2011).

Zirkonium-89

Vyzkum v oblasti PET zobrazovani se dlouhou dobu zamétoval na radiofarmaka
nesouci pozitronové zatice s kratkym polocasem: uhlik-11, dusik-13, kyslik-15 a fluor-18.
Pro znaceni lé¢ivych latek s pomalou distribuci a eliminaci (napf. protilatky a dalsi proteiny)
bylo zapotiebi najit pozitronovy zafi¢ s delsim polo¢asem (Holland et al. 2010).

Jednim z moZnych kandidatl je zirkonium-89. Jeho polocas 78 h je pro znaceni

protilatek dostate¢ny. Nevyhodou je, podobné jako u dalSich pozitronovych zafich
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s dlouhym polocasem, Ze emise pozitronll piedstavuje pouze ¢ast (23 %) z celkové radiace
radionuklidu. Zbytek tvofi v ptipadé zirkonia-89 y zéfeni o vysoké energii vzniklé konverzi
elektront (Theobald a Sampson 2011).

V oblasti zirkoniem-89 znacCenych 1éCivych latek probiha intenzivni vyzkum. Jedna
ze studii se zabyvala klinicky pouzivanym preparatem Zevalin, coz je yttriem-90 znac¢ena
monoklondlni protilatka ibritumomab tiuxetan. Pfi oznaceni této protilatky zirkoniem-89
byla biodistribuce témét identicka ve srovnani s protilatkou zna¢enou yttriem-90 (Perk et al.
2006). ¥Zr-ibritumomab by tedy mohl byt pouzit pro predikci a kvantifikaci biodistribuce

Zevalinu pied vlastni aplikaci 1é¢ebné davky pacientovi.
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2.6. Metody znaceni monoklonalnich protiliatek radionuklidy

Cilem radioaktivniho znaceni je zabudovat atom radionuklidu do struktury
monoklondlni protilatky. Tato vazba by méla byt dostatecné stabilni, aby v téle pacienta
nedochazelo k nadmérnému uvolilovani radionuklidu z mAb a ozafovani necilovych tkani
volnym radionuklidem. Jednotlivé reakce, pouzivané pro znaCeni mAb, by mély byt
jednoduché a rychlé na provedeni, mély by poskytovat vysoky vytézek a stabilitu produktu.

Metody znaceni mAb mizeme rozdélit do nékolika skupin:

a) pfimé metody znaceni
b) nepfimé metody znaceni

c) ,site-specific” metody

2.6.1. Piimé metody znaceni
Spole¢nym jmenovatelem piimych metod znaceni je pfipojeni radionuklidu
ke strukturdm, které jiz jsou soucasti molekuly protilatky. K pfimym metoddm znaceni patii

halogenace a pfimé znaceni pomoci technecia.

2.6.1.1. Halogenace

Drtivou vétSinou vSech halogenaci v praxi jsou jodace. V pribéhu jodace
je do molekuly mAb zaveden jeden nebo vice atomil radioaktivniho jodu. Tato reakce
nejéastéji probiha jako elektrofilni substituce kationu I" za kation H'. Jod se v roztoku
vyskytuje ve své nejstabiln&jsi formé I, proto je nejprve nezbytné prevést ho na reaktivni I

formu pomoci vhodného oxida¢niho ¢inidla.

® Jodogenova metoda

Tato metoda byla poprvé popsana v roce 1978 (Fraker a Speck Jr 1978) a vyuziva
jako oxidac¢ni ¢inidlo molekulu jodogenu (1,3,4,6-tetrachloro-3a,6a-difenylglykouril). Toto
oxidacni ¢inidlo je ve vodé€ nerozpustné. V prvnim kroku reakce se rozpousti v organickém
rozpoustédle (DMSO, chloroform, methylenchlorid), které se nasledné v reakéni zkumavce
odpafi. Jodogen tak vytvofi povlak na sténé nadoby, ve které néasledné probihd jodace
na histidinech a tyrosinech v molekule mAb. Reakce probihd velmi rychle v rozmezi

30 s az 30 min. (Hermanson a Giese 1996). Schéma jodogenové reakce uvadi obr. 9.
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Obr. 9: Schéma jodogenové reakce (Hermanson a Giese 1996)

® Metoda s chloraminem T

Chloramin T se od svého objevu v roce 1963 (Greenwood et al. 1963) stal velmi

oblibenym oxidacnim ¢inidlem pro jodace. Je ve vodé¢ rozpustny a umoziuje dosahovat

vyssich vytézkl nez pti pouziti jodogenu. Chloramin T je rychle reagujici, silné¢ oxidacni

¢inidlo a miize zplisobovat oxidativni poskozeni protilatky nebo nadmérnou jodaci (Lee a

Griffiths 1984). Proto se v reakci pouziva co nejmensi mozné mnozstvi chloraminu T

areakce se viadu desitek vtefin ukoncuje pfidanim redukéniho Ccinidla, nejCastéji

disifi¢itanem sodnym (Hermanson a Giese 1996). Schéma znaceni radioaktivnim jodem

pomoci chloraminu T je uvedeno na obr. 10.
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Obr. 10: Schéma jodace pomoci chloraminu T (Darius a Richardson 2011)

Vyse zminéné ptimé metody piipojuji jod na aminokyseliny histidin a tyrosin. Pokud
jsou tyto aminokyseliny nezbytné pro spravnou funkei protilatky, jejich substituci mize dojit
k poSkozeni nebo ztraté funkce mAb. V takovém piipad¢€ je mozno provést nepiimou jodaci.
Ta probiha ve dvou krocich, kdy je nejprve najodovana mald molekula (napt. Bolton-
Hunterovo ¢inidlo), ktera je ve druhém kroku konjugacni reakci ptipojena k monoklonélni
protilatce (Hermanson a Giese 1996). Tento zpiisob znaceni se tedy fadi mezi nepiimé

metody.

2.6.1.2. Piimé znaceni pomoci technecia

Monoklonéalni protilatky mohou byt oznafeny radiokovem technetium-99m
jednoduchou pfimou metodou. V prvnim kroku dochazi k redukei ¢asti (<5 %) intra- nebo
inter-feté¢zcovych disulfidickych mistka ptitomnych v mAb piisobenim slabého redukéniho
¢inidla (2-merkaptoethanol) (Reilly 1993). V nésledujicim kroku pak dochazi
k transchelataci *™Tc z komplexu **™Tc-glukoheptonat (**"Tc-GHA) nebo **™Tc-methylen
difosfonatu (**™Tc-MDP) na molekulu mAb (Schwarz 1987). “™Tc-GHA a **™Tc-MDP jsou

pfipravovany pomoci komer¢éné dostupnych kitii. Schéma reakce je uvedeno na obr. 11.
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2-mercaptoethanol zz=SH
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Obr. 11: Schéma primého znaceni mAb techneciem (Reilly 2010)

2.6.2. Neprimé metody znaceni

Sirokou skupinu v klinické praxi pouzivanych radionuklidti tvoii radiokovy.
Pro jejich uspésné pfipojeni k mAb je nejprve zapotiebi inkorporovat do molekuly mAb
prostfednika — chelator. Ten na jedné strané obsahuje reaktivni funkéni skupinu, kterou
se kovalentné navaze na mAb, a na druhé¢ strané chelatujici funkéni skupinu, ktera je schopna
vazat radiokov do pevné koordina¢ni vazby (Price a Orvig 2014). Obecné schematické

znazornéni takovéhoto konstruktu je na obr. 12.

Obr. 12: Schéma struktury znac¢ené monoklonalni protilatky (Zeglis a Lewis 2011)

Pro znaceni radioaktivnimi kovy se pouziva fada chelatujicich ¢inidel, nebot
univerzalni chelator neni k dispozici. Pii vybéru chelatoru pro mAb je potieba ptihlédnout
ke koordina¢nimu chemismu daného kovu tak, aby s cheldtorem vytvofil stabilni komplex

(Price a Orvig 2014).
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Na obr. 13 jsou shrnuty nejpouzivanéj$i metody piipojeni chelatoru k mAb.
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Obr. 13: MoZnosti pripojeni chelatoru k protilatce. (A) Vznik peptidové vazby reakci

primarni aminoskupiny mAb s karboxylovou skupinou aktivovanou sukcinimidyl esterem,

sulfosukcinimidyl estrem, tetrafluorfenolem nebo za ucasti peptide-coupling reagencii

(HATU, EDC, HOBT). (B) Thioetherova vazba vznikld reakci maleimidu s thiolem.

(C) Thiomocovinova vazba vznikld reakci isothiokyanatu s primarni amino skupinou.

(Zeglis a Lewis 2011)

Z obr. 13 je patrné, Ze se chelatory nejcastéji vadZzou na primdrni aminoskupiny.

Ty jsou v molekule mAb nej€astéji pfitomny na aminokyselin€ lysin a na N-konci protilatky.
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Aby mohlo ke konjugaci dojit, nesmi byt aminoskupina ionizovana. Proto se konjugacéni
reakce nejCastéji provadéji v pufrech o bazickém pH (8.5-9.0). Naproti tomu
pro komplexaci kovu chelatatnim cinidlem se voli kyselé pH, které brani vzniku
nerozpustného koloidu kovu (Cooper et al. 2006).

Dle struktury mizeme chelatory rozdélit do dvou skupin:

a) acyklické chelatory s linearni molekulou

b) makrocyklické chelatory s molekulou tvofici kruh

Oba strukturni typy chelatorti se hojné vyuzivaji. Béznou vlastnosti acyklickych
chelatorti je jejich schopnost velice rychle (do 15 min) vytvaret komplex s kovy i pii teploté
mistnosti. Naproti tomu makrocyklické chelatory ¢asto vyzaduji zahtivani reakce (60-95 °C)

a delsi reakéni Cas (az 90 min) (Price a Orvig 2014).

DTPA (diethylentriaminpentaoctova kyselina)

Jedna se o jeden z nejdéle znamych chelatorii pouzivanych v radiofarmacii. Tento
acyklicky chelator mlize byt pouzit pro znaceni mAb naptiklad indiem, luteciem, yttriem
nebo bismutem. Dnes je vice vyuzivan jeho derivit CHX-A"'-DTPA
(cyclohexyldiethylentriaminpentaoctova kyselina), ktery poskytuje stabilngj$i komplexy
(Price a Orvig 2014).

HYNIC (6-hydrazinonikotinova kyselina)

Tento acyklicky cheldtor se pouzivd pro nepiimé znaceni biomolekul pomoci
technecia-99m. Jeho nevyhodou je, Ze je schopen poskytnout maximalné dvé mista
do koordina¢ni vazby. Pro vytvofeni stabilniho komplexu se proto musi do reakéni smési
pfidavat tzv. koligand, nejcastéji tricin nebo ethylendiamindioctova kyselina (Abrams et al.

1990, Liu et al. 1998)

DFO (deferoxamin)
Tento acyklicky chelator je pivodem bakterialni siderofor, ktery je nativné schopen
vazat zelezité ionty. PouZiva se pro chelataci galia a zirkonia. DFO je v sou¢asné dobé jediny

vhodny chelator pro komplexaci a in vivo pouziti Zr*" iontii (Price a Orvig 2014).
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DOTA (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7, 1 0-tetraoctova kyselina)
DOTA a jeji substituované derivaty patii mezi nejvyznamnéj$i makrocyklické
chelatory. DOTA plati za zlaty standard pro chelataci fady radiokovli, mezi které patii

naptiklad indium, lutecium, yttrium, aktinium nebo skandium (Price a Orvig 2014).

NOTA (1,4, 7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova kyselina)

Tento makrocyklicky chelator plati za jeden z nejstarSich a nejucinnéjsich chelatorti
pro komplexaci galia a médi. Galium-68 je v poslednich letech jednim
z nejpublikovangj$ich radionuklidd. Jeho vyhodné radiologické vlastnosti, ziskavani
z generatoru a rychlé vytvareni stabilnich komplexi (teplota mistnosti, 30-60 min) s NOTA

vedly k soustfedéni zajmu védecké vetejnosti na tento nuklid (Price a Orvig 2014).

PCTA (3,6,9,15-tetraazabicyklo[9.3.1]-pentadeka-1(15),11, 13-trien-3,6,9-trioctova kys.)
PCTA byla ptivodné syntetizovana jako kontrastni latka pro magnetickou rezonanci
(Kim et al. 1995). Pozdé&ji byla znovuobjevena jako makrocyklicky chelator médi a galia.
Komplexuje galium velmi rychle (teplota mistnosti, 5-10 min) se stabilitou srovnatelnou
s NOTA. Navic jsou komplexy uvedenych radiokovli s PCTA ve srovnani s komplexy

s NOTA mén¢ zadrzovany v ledvinach (Ferreira et al. 2010).

Struktury popisovanych chelatort jsou zobrazeny na obr. 14.
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Obr. 14: Struktury vybranych chelatori. a) p-SCN-Bn-CHX-A'-DTPA,
b) NHS-HYNIC, c¢) p-SCN-Bn-DFO, d) p-SCN-Bn-DOTA, e¢) p-SCN-Bn-NOTA,
f) p-SCN-Bn-PCTA

2.6.3. ,,Site-specific® znaceni

Tento zpiisob znaceni protilatek predstavuje relativné novy vyvojovy smér. Jedna
se 0 variace na nepiimé metody znaceni, které se snazi odstranit jednu jejich zasadni
nevyhodu. VSechny doposud zminéné postupy znaceni produkuji smés nahodné
substituovanych protilatek. Reaktivni skupina chelatorti vyhledava v molekule protilatky
vazebna mista (H2N- nebo HS-), kterych je ale obvykle vétsi mnozstvi. JelikoZ reakce neni
nijak fizena, vznika smés protilatek s riznymi poCty chelatort na riznych mistech molekuly.
V piipadé, ze se navdzi do vazebného mista pro antigen, mize dojit ke ztrat¢ funkce
protilatky.

Lwdite-specific konjugaéni reakce vytvari homogennéjsi, 1épe definovany produkt.
Existuje fada dat z preklinickych studii, které ukazuji, Ze in vivo vlastnosti specificky
konjugovanych protilatek jsou ve srovnani s ndhodné konjugovanymi protéjsky vyhodnéjsi

(Agarwal a Bertozzi 2015).

»Site-specific” metody vyuzivaji dvou piistupii (Adumeau et al. 2016):

a) najit a vyuzit vhodné skupiny, které¢ jsou v molekule protilatky jiz pfitomny

b) umegle ptidat do molekuly protilatky vhodné skupiny
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Nasleduje stru¢ny piehled vybranych ,,site-specific® metod.

® Selektivni redukce disulfidickych miistki

Nizké koncentrace redukénich Cinidel DTT  (dithiotreitol) a TCEP
(tris(2-karboxyethyl)fosfin) preferencné redukuji disulfidické mtistky spojujici lehky a tézky
fetézec protilatky (Sun et al. 2005).

® Uméla inkorporace neparového cysteinu do mAb

Uméle pfidany cystein na vhodné misto v mAb obsahuje volné -SH skupiny, které
mohou byt vyuzit pro konjugaci chelatoru. Riziko predstavuje tvorba dimert, ktera se fesi
redukénim krokem ptfed vlastni konjugaci, nebo tvorba novych intramolekuldrnich
disulfidickych mustkl, které mohou poskodit funkci protilatky (Tinianow et al. 2010,
Adumeau et al. 2016).

® Konjugacni reakce na molekuliach sacharidu

Protilatky jsou v Fc c¢astech tézkého fetézce glykosylovany. Ptitomné sacharidy
mohou byt s vyhodou pouzity pro ,,site-specific* konjugace, nebot’ chemie cukri je odliSna
od chemie aminokyselin a tyto sacharidy jsou v bezpe¢né vzdalenosti od domény vazajici
antigen (Adumeau et al. 2016).

Sacharidy mohou byt modifikovany bud’to oxidaci NalOs za vzniku reaktivni

aldehydické funkéni skupiny (Lu et al. 2014) nebo enzymatickou cestou (Cook et al. 2016).

® Vyuziti transglutaminazy

Po odstépeni sacharidii z t€Zkého fetézce je obnaZen glutamin s volnou acylovou
funkéni skupinou. Tato skupina je vyuZita pro vznik peptidové s primarni aminoskupinou

chelatoru katalyzovanou enzymem transglutaminazou (Jeger et al. 2010).
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® Vyuziti sortazy

Sortdza je specificka transpeptidaza, ktera Stépi sekvenci aminokyselin LPXTG
(X=D, E, A, N, Q nebo K) a nasledné katalyzuje vznik peptidové vazby mezi $t€penym

mistem a glycinem chelatoru (Paterson et al. 2014).

® Vlozeni nekanonickych nebo neprirozenych aminokyselin

Tato metoda vychazi z genového inzenyrstvi, kdy jsou do genetického kodu pro mAb
vlozeny triplikdty kodujici nepfirozené aminokyseliny (selenocystein, pyrrolysin,
p-azido-L-fenylalanin). Ke konjugaci jsou nasledné vyuzity jejich funkéni skupiny. Tato
metoda prozatim nebyla vyuzita v nukledrni medicing, ale byla tispé$né€ pouzita pro syntézu

konjugatt protilatka-lécivo (Adumeau et al. 2016).
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3. Cil prace

Zakladnim cilem této dizertacni prace bylo studovat vybrané radioaktivné znacené
monoklonalni protilatky z hlediska vztahu mezi zpisobem pfipravy a jejich biologickymi
vlastnostmi diilezitymi pro zobrazovani jejich cilovych struktur. S timto cilem bylo ukolem

prace nasledujici:

® S vyuzitim automatizované real-time analyzy interakce receptor-protilatka posoudit
vliv metody ptipravy jodem znacené cilené protilatky cetuximabu na na jeji afinitu
k cilovému receptoru a stanovit vliv metody pfipravy na stabilitu vazebnosti.
Zaroven bylo ukolem ovéiit moznost aplikace CTK techniky (Concetration Through

Kinetics) pii studiu interakei zna¢enych protilatek s cilovymi bunéénymi receptory.

® Optimalizovat metodu radioaktivniho znaceni anti-VEGFR2 monoklondlni
protilaitky ramucirumab pomoci vybranych radionuklidi, vcetné ovéfeni

radiochemické Cistoty a stability.

® Analyzovat vliv podminek béhem znaceni na jeji schopnost vazat se na cilovy

receptor in vitro a zkoumat kinetika této interakce.

® Stanovit biodistribu¢ni parametry pfipraveného radioprepardtu ramucirumabu

s vyuzitim zvifeciho modelu s indukovanym nddorem exprimujicim cilovy receptor.
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4.1. Material

4.1.1. Pristroje a dalsi vybaveni

Prace sbunéénymi liniemi probihala v laminarnim boxu TopSafe 1.8 (Bioair
Instruments, Miléno, Italie) a buiiky byly inkubovany v inkubatoru s vlh¢enou atmosférou
obsahujici 5 % CO; temperovaném na 37°C. Pro nahiivani kultivacnich médii byla pouzita
vodni lazen Julabo TW12 (Seelbych, Némecko). Pro vizudlni kontrolu bunék slouzil
inverzni mikroskop OPTIKA XDS-1R (OPTIKA Microscopes, Ponteranica, Italie). Behem
bunéénych kultivaci byly dale pouzity: kultivaéni lahve 75 a 25 cm? (TPP, Transadingen,
Svycarsko), 24jamkové desticky (TPP, Transadingen, Svycarsko), Petriho misky 10cm?
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), falkonky 15 a 25 ml (TPP, Transadingen,
Svycarsko), jednorazové sterilni plastové pipety 5, 10 a 25 ml (TPP, Transadingen,
Svycarsko) a pipetovaci nastavec Pipettor Turbo-Fix (TPP, Transadingen, Svycarsko).

Béhem experimentalni prace byly déale pouzivany: automatické pipety Eppendorf
0,1-2,5 pl; 0,5-10 pl; 2-20 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl a 1-5 ml (Hamburg, Némecko)
s odpovidajicimi Spickami Eppendorf; ddle mikrozkumavky Protein LoBind 0,5, 2 a 5 ml
(Eppendorf, Hamburg, Némecko), predvazky Kern PLB 200-3 (Balinger, Némecko)
a analytické vahy BOECO (Hamburg, Némecko), magnetické michadlo se zahtivanim IKA
RCT (Staufen, Némecko), pH metr CyberScan (Eutech Instruments, Singapur), centrifuga
BOECO U-32R (Hamburg, Némecko), tfepacka Edmund Biihler KS-15 (Bodelshausen,
Némecko), tiepaci inkubator (Major Science, Saratoga, USA), nesterilni inkubator Sanyo
MIR-153 (Osaka, Japonsko), ultrazvukova lazeti Ecoson (Nové Mésto nad Véhom,
Slovensko), Vortex V-1 (Biosan, Riga, Litva) a suché lazen (Major Science, Saratoga, USA).
Pro metodu Western blot byl pouzit Mini-PROTEAN Tetra system (Bio-Rad, Hercules,
USA).

Pro ¢isténi vzorki protilatek byly vyuzity PD-10 a NAP-5 kolonky (GE Healthcare,
Chicago, USA) a centrifugacni zkumavky Vivaspin 6 (Sartorius, Goettingen, Némecko).

Ve fazi méfeni a analyzy vysledki experimentt byly vyuzity: HPLC systém Agilent
1100 series (Agilent Technologies, Santa Clara, USA), iTLC analyzator Rita Star (Raytest,
Straubenhardt, Némecko), ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, Herculas, USA),
gama-spektrometr Wizard?> 2480 (PerkinElmer, Waltham, USA), LigandTracer® Yellow
(Ridgeview Instruments, Vinge, Svédsko), destickovy analyzator TECAN Infinite M200
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(Ménnedor, Svycarsko) a Albira PET/SPECT/CT zobrazovaci systém pro mala zvifata
(Bruker, Billerica, USA).

4.1.2. Bunécné linie a reagencie pro bunécnou kultivaci

Béhem experimentdlni prace byly pouzity celkem c¢tyfi adherentni bunécné linie.
Jednalo se o bunécné linie A431 a HaCaT exprimujici EGFR a PC3 a SKOV3 exprimujici
VEGFR2.

Pro kultivaci linii A431 (human squamous carcinoma cell line, CLR 1555, ATCC,
Maryland, USA) a HaCaT (human keratinocyte cell line, DKFZ, Heidelberg, Némecko) bylo
pouzito médium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
obohacené o 10 % fetalniho hovézi séra (Sigma-Aldich) a 2 mM L-glutaminu (Sigma-
Aldrich).

SKOV3 buiiky (human Caucasian ovarian adenocarcinoma cell line, HTB-77,
ATCC) byly kultivovany v médiu McCoy’s SA cell culture media (Sigma-Aldrich)
obohaceném o 10% fetalniho hovéziho séra (Sigma-Aldrich) a 2mM L-glutaminu (Sigma-
Aldrich).

Pro kultivaci PC3 bun¢k (human Caucasian prostate adenocarcinoma cell line, CLR
1435, ATCC) bylo pouzito médium F-12 Kaighn’s modification (GE Healthcare Life
Science, Chicago, USA) obohacené o 10 % fetdlniho hovéziho séra a 2 mM L-glutaminu
(oboje Sigma-Aldrich).

Bunééné linie byly pasazovany dle potteby, obvykle kazdé 3-4 dny. Nejprve
bylo odstranéno staré médium, buiikky byly oplachnuty malym mnozstvi 0,25% roztoku
trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich), které bylo odstranéno a byla pfidana druha davka roztoku
trypsin/EDTA. Po rozvolnéni bun€k byl trypsin deaktivovan pfiddnim nadbytku nového
média a buiiky byly rozsuspendovany. Cast bunééné suspenze byla pienesena do nové
kultivacni lahve a dal kultivovana, zbytek bunééné suspenze byl pouzit pro in vitro
experimenty. Buniky byly kultivovany v inkubatoru se zvlh¢enou atmosférou a 5 % CO»
pfi teploté 37°C.

Do kultivaénich médii nebylo pfidano Zadné antibiotikum.
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4.1.3. Chemikalie

Zkoumané monoklonalni protilatky byly ziskdny ve formé komeréné dostupnych
1é¢ivych piipravki. Cetuximab byl ziskan jako infuzni roztok Erbitux Smg/ml (Merck,
Némecko) a ramucirumab byl ziskan ve form¢ koncentratu pro infuzni roztok Cyramza
10mg/ml (Eli Lilly, Nizozemsko).

Chelatory pouzit¢ pro radioaktivni znaCeni protilatek byly ziskdny ve formé
sukcinimidyl-6-hydrazino-nikotinamidu pro HYNIC (Synchem, Némecko) a isothiokyanatu
(p-SCN-benzyl-) pro CHX-A""-DTPA a DFO (Macrocyclics, USA).

Z radiochemikalii byly pouzity technecium-99m ziskané¢ ve formé& technecistanu
sodného eluci z Mo”/Tc”™ generatoru (GE Healthcare, USA), jod-131 ve formé jodidu
sodného (PerkinElmer, USA), galium-67 ve formé citratu (MGP, CR) a zirkonium-89
ve formé §tavelanu (Ustav jaderné fyziky Akademie véd, CR).

Z dal$ich chemikalii byly pouzity: méd’ ve form¢ standardu pro atomovou absorp¢ni
spektrometrii, sodnd forma Chelex-100, bezvody DMF, tetrasodna stil EDTA, tricin,
Arsenazo III, 2-formylbenzensulfonova kyselina, monohydrat kyseliny citronové, uhli¢itan
sodny, albumin z hovéziho séra, 2-merkaptoethanol, disifi¢itan sodny, chloramin T,
acetonitril pro HPLC, octan amonny, y-globulin z hovéziho séra, 2,5-dihydroxybenzoova
kyselina (kyselina gentisova), Triton-X, octova kyselina, HEPES, DMSO, glycerol, kyselina
chlorovodikova, bromfenolova modt, Tween 20 a Bradfordovo ¢inidlo (vSe Sigma-Aldrich,
USA).

Dale byla pouzita glukdza, hexahydrat chloridu hotecnatého, chlorid vapenaty,
dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, chlorid
draselny a sodny, hydroxid sodny, chlorid cinaty dihydrat, hydrogenuhli¢itan sodny,
citronan sodny dihydrat (vie Penta, CR), metanol pro HPLC (Chromservis, CR), octan sodny
(Merck, Némecko), odsttedéné mléko v prasku (Sigma-Aldrich), TRIS a TEMED (Carl
Roth, Némecko) a dodecylsulfat sodny (Serva, Némecko).

Béhem experimentii byly vyuzivany komeréné dostupné kity: MDP kit (UJV Rez,
CR) a BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific, USA).

Pro detekci protilatek v rdmci metody Western blot byly pouZzity primarni kralici
protilatky anti-VEGFR2 (Fitzgerald, USA) a anti-GAPDH (Thermo Fisher Scientific, USA)
a sekundarni kozi anti-rabbit protilatka (Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, USA).

Pro ptipravu vSech roztokl byla pouzita Cerstva superCistd voda ziskana reverzni

osmoézou destilované vody na pfistroji Milli-Q RG (Merck, Némecko) v ¢as potieby.
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4.2. Pouzité metody

4.2.1. Stanoveni koncentrace proteinu

V priubéhu experimentalni prace byly vyuzity dvé metody stanoveni koncentrace
proteinu. Prvni z nich bylo stanoveni pomoci komercéné dostupného BCA Protein Assay kitu
(Thermo Fisher Scientific, USA). Tato metoda vyuziva znamé schopnosti proteinii
redukovat v alkalickém prostiedi Cu®>" ionty na Cu" ionty. Tyto ionty nasledné vytvéii
s bicinchoninovou kyselinou barevny komplex, ktery je kolorimetricky detekovatelny.

Vlastni stanoveni probihalo na 96jamkové desticce a kazdy vzorek byl analyzovan
vzdy v triplikatu. K 20 ul vzorku v jamkach bylo piidano 200 ul BCA ¢inidla pfipraveného
dle protokolu vyrobce (ThermoFisher 2019). Jako standard pro ptipravu kalibracni kiivky
(02500 pg/ml) byl v piipadé metody Western blot pouzit albumin z hovéziho séra,
v piipad¢ stanovovani koncentrace mAb byl vyuzit y-globulin z hovéziho séra, ktery
v pfipadé€ protilatek poskytuje presnéjsi vysledky. Standard byl vzdy rozpustén ve stejném
pufru jako vzorek. Reakce probihala po dobu 30 min pii 37 °C. Nasledné byla zméfena
absorbance pfi vlnové délce 562 nm na destickovém analyzatoru TECAN a z kalibra¢ni
kiivky standardd bylo vypocteno mnozstvi proteinu ve vzorku.

Béhem experimentli bylo zapotiebi stanovovat i koncentrace mAb s navazanymi
chelatory. Pro takovou analyzu je BCA metoda nevhodna, jelikoz pfitomné chelatory soutézi
s bicinchoninovou kyselinou o Cu” ionty a zkresluji vysledky méfeni. Proto byl zvolen
alternativni zpiisob stanoveni koncentrace mAb pomoci Bradfordova c¢inidla. Tato metoda
je zaloZena na zméné zbarveni barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 po interakci
s proteiny v roztoku.

Stanoveni probihalo na 96jamkové desticce v triplikatu pro kazdy vzorek. 5 pl
vzorku bylo smichano s 250 ul Bradfordova ¢inidla a inkubovéno za neustdlené michani
20 min pii laboratorni teploté. Poté byla zméfena absorbance pii 595 nm. Standardem
pro kalibracni kfivku (0-1400 pg/ml) byl y-globulin z hovéziho séra rozpustény ve stejném

roztoku jako vzorek o nezndmé koncentraci.

4.2.2. Western blot

Pomoci metody Western blot (WB) byla ovéfena exprese receptoru VEGFR2
v bunéénych liniich vybranych na zékladé literarni reSerse.

Pro ptipravu vzorkli pro WB byly butiky v kultiva¢nich lahvich nejprve oplachnuty

sterilnim fosfatovym pufrem (pH 7,4) a nasledné¢ zlyzovany smési RIPA pufru
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(Sigma-Aldrich, USA) a koktejlu inhibitord proteaz (Sigma-Aldrich, USA). Lyzat byl
zhomogenizovan pomoci ultrazvukové 1dzn€ a nasledné centrifugovan 10 min pii 4 °C
a 9000 g. Pro pokracovani experimentu byl pouzit supernatant — proteinovy extrakt, v némz
byla stanovena koncentrace proteinu pomoci BCA metody.

Proteinovy extrakt byl smichdn v poméru 1:1 se vzorkovym pufrem (125 mM
Tris-HCl, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 5% (v/v) 2-merkaptoethanol, 0,01% (W/v)
bromfenolova modf) a nanesen do jamek v piedem pfipraveném elektroforetickém gelu.
SDS-PAGE elektroforéza byla provedena na Tris-glycinovych gelech — pro separaci
VEGFR2 byl pouzit 6,25% separacni gel a 5% zaostfovaci gel a pro separaci kontroly
GAPDH byl pouzit 7,5% separacni gel a 5% zaostfovaci gel. Elektroforéza byla provedena
s pomoci zafizeni Power Pac Basic (Bio-Rad, USA) nastavenym na 15 mA/gel,
200 V a 75 min. Proteiny byly nésledné pieblotovany z gelu na PVDF (polyvinyliden
fluorid) membranu (Thermo Fisher, USA) ptisobenim 300 mA a 100 V po dobu 90 min.
Aby nedoslo k nezadouci nespecifické vazbé protilatek na membranu, byla volna vazebna
mista na membrané blokovana inkubaci v TBS-T pufru (20 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1%
(v/v) Tween 20, pH 7,5) obsahujicim 5 % (w/v) odstfedéného mléka (blokovaci pufr)
po dobu 60 min.

Po pieblotovani proteinti byly k membranam piidany roztoky krali¢ich primarnich
protilatek v blokovacim pufru (fedéni 1:1000 pro anti-VEGFR?2 protilatku a 1:2000 pro anti-
GAPDH protilatku) a membrany byly inkubovany 12 h pfi teploté 4 °C. Druhy den rano byl
roztok primarni protilatky odstranén a membrany byla nékolikrat oplachnuta v TBS-T pufru.
Nésledné byla membrana inkubovdna v roztoku anti-rabbit sekundarni protilatky
konjugované s kienovou peroxiddzou v blokovacim pufru po dobu 90 min pfi teploté
mistnosti. Po skonceni inkubace byla membrana znovu nékolikrat opldchnuta TBS-T
pufrem.

Nasledna detekce byla provaddéna na zakladé chemiluminiscencéni reakce mezi
peroxiddzou a roztokem SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo
Fisher Scientific, USA). Detekce probihala v temné komoie a luminiscence byla zachycena
pomoci rentgenového filmu CP-BU New medical x-ray film blue (Agfa Healthcare, Belgie),
ktery byl nasledné vyvolan pomoci vyvojky a ustalovaée (FOMA Bohemia, CR). Vyvolany
film s prouzky (bandy) byl naskenovan pomoci ChemiDoc MP Imaging Systém kamery
(Bio-Rad, USA).
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4.2.3. Radioaktivni znaceni monoklonalnich protilatek
Radiojodace cetuximabu

Pro potieby naslednych experimentt bylo oznaceno celkem 100 pug mAb cetuximab
jodem-131 (20 MBq) pomoci metody chloraminu T (Greenwood et al. 1963). Tésné pied
vlastnim znafenim byly pfipraveny roztoky chloraminu T a disifi¢itanu sodného
(oba o koncentraci 4 mg/ml) v supercisté vode.

Do reakéni vialky byl postupné ptidan jod-131, 120 ul PBS pufru (pH 7,4), znaena
protilatka a 20 pl chloraminu T. Reakce byla inkubovéna na led¢ a ukonc¢ena piidanim 40 pl
disifi¢itanu sodného po 1, 5 nebo 10 min. Reak¢éni smés byla posléze ptecisténa pomoci
NAP-5 kolonky, ktera byla pfedem promyta 20 ml PBS pufru. Vytézek znaceni se pohyboval

v rozmezi 80-95 %.

Primé znaceni ramucirumabu pomoci technecia-99m

Pro znaceni mAb ramucirumab pfimou metodou byla pouzita metoda redukce
disulfidickych mustku v molekule protilatky pomoci 2-merkaptoethanolu (2-ME) (Mather a
Ellison 1990).

K roztoku ramucirumabu (100 pg) byl pfidan nadbytek 2-ME v molarnim poméru
1:2000 a reakce byla inkubovéna za neustalého michani pii teplot¢ mistnosti 30 min. Poté
byl 2-ME odstranén piecisténim pies NAP-5 kolonku. Zredukovana protilatka byla nasledné
smichéna s 50 pl roztoku MDP kitu a 20 MBq [*™Tc]technecistanu sodného, ziskaného
eluci *?Mo/*™Tc¢ generatoru. Po 10 min byla ovéfena radiochemicka &istota produktu, ktera

V7o owew

byla dostatecnd pro dalsi experimenty a dalsi CiSténi produktu nebylo potiebné.

Pti aplikaci dale uvedenych nepifimych metod pfipravy radiopreparati bylo pied
vlastni konjugaci RAM s chelatorem nutné vzdy provést odstranéni pomocnych latek, které
by sreakci mohly interagovat (napf. volné aminokyseliny), z roztoku RAM, coz bylo
provadéno pomoci ultracentrifugace v centrifugac¢nich zkumavkach VIVASPING. V ramci
tohoto kroku probéhlo i pfevedeni RAM do pufru, ve kterém probihala navazujici
imunokonjugace.

Vsechny reakce rovnéz probihaly za podminek bez pfitomnosti iontli kovii (metal-
free conditions). Z tohoto diivodu byly veskeré roztoky upraveny ptidanim Chelexu-100,
Spicky pipet byly oplachovany v 1 M HCI a nasledné v metal-free supercisté vodé.

Pro préci s protilatkami se vyuZzivalo Protein LoBind eppendorfek.
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Znaceni RAM techneciem-99m pomoci HYNIC chelatoru

Do roztoku RAM v PBS (pH 7.4) byl po kapkach pfidavan NHS-HYNIC rozpustény
v bezvodém dimetylformamidu tak, aby bylo dosazeno molarniho poméru 1:5. Reakce
probihala pii teploté mistnosti za neustalého michani a chranéna pied svétlem po dobu 2,5 h.
Nenavazany NHS-HYNIC byl z reakéni smési odstranén pomoci gelové chromatografie
na NAP-5 kolonce ekvilibrované PBS pufrem (pH 7,4).

Znadeni 100 pg HYNIC-RAM pomoci ’™Tc(TcOs) (15 MBq) probéhlo
za pritomnosti 4 pg cinatych ionti (SnClo v 1 M HCI) a 0,5 mg ko-ligandu (tricin) v temnu
pti 37°C po dobu 30 min. Po inkubaci bylo do reakéni smési ptidano 4,5 pg MgCh
pro stabilizaci molekuly protilatky (Karczmarczyk et al. 2004).

Znaceni RAM techneciem-99m pomoci DTPA chelatoru

Konjugace RAM s DTPA-CHX-A“-Bn-SCN probihala v bikarbonatovém pufru
(pH 9,0) v molarnim poméru 1:100. Reakce nejprve probihala po dobu 2,5 h pfi teploté
mistnosti a nasledné 12 h pti 4 °C. Nezreagovany chelator byl odstranén ultracentrifugaci
pomoci VIVASPING6 zkumavek a DTPA-RAM byl pieveden do 0,15 M octanu amonného
(pH 6.9).

Nasledovalo zna¢eni 100 pg DTPA-RAM s *™Tc¢(TcO4) (15 MBq) v piitomnosti
4 pg cinatych iontl. Reakce probihala v temnu po dobu 30 min (Pandey et al. 2014).

Znaceni RAM galiem-67/zirkoniem-89 pomoci DFO chelatoru

Konjugace probihala v 0,1 M roztoku bikarbonatového pufru (pH 9.0). Protilatka
byla smichana v molarnim poméru 1:3 s DFO-Bn-SCN rozpu$téném v DMSO, chelator
byl do reakéni smési pfidavan po kapkach. Reakce byla nasledné inkubovéana za stalého
michani po dobu 60 min pti 37 °C. Po inkubaci byl nezreagovany cheldtor odstranén pomoci
ultracentrifugace a DFO-RAM byl pfeveden do 0,25 M roztoku octanu sodného (pH 5,5)
s ptidavkem 5 mg/ml kyseliny gentisové.

Pii vlastnim znaceni byl k roztoku pouZitého radionuklidu (Ga%”/Zr*°, 5-20 MBq)
postupné piidan roztok konjugované protilatky a 0,5 M HEPES pufr (pH 7,2). Znaceni
probihalo pii 37 °C po dobu 90 min za konstantniho michéni (Vosjan et al. 2010).

Po inkubaci byla ovétena radiochemicka cistota produktu pomoci iTLC.
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4.2.4. Stanoveni radiochemickych parametri
Pro stanoveni radiochemické Cistoty a stability radioaktivné znacenych

monoklonalnich protilatek byly pouzity nasledujici postupy:

Instantni tenkovrstva chromatografie (iTLC)

Po ukonceni znaceni mAb byla provedena rychld analyza radiochemické Cistoty
pomoci tenkovrstvé chromatografie. Na prouzek =z komercné dostupného
chromatografického papiru iTLC-SG (Varian, USA) bylo naneseno 1-5 ul vzorku
radioaktivné zna¢ené mAb. Po zaschnuti kapky byl prouzek vlozen do chromatografické
komory s mobilni fazi.

Pro jodem-131 znacenou protilatku byl jakozto mobilni faze pouzit fyziologicky
roztok. Pti takovém usporadani zustava radioaktivné znacend protilatka na startu a volny
(nenavézany) jod se pohybuje s celem mobilni faze.

Jako mobilni fize pro mAb znadené **™Tc, ¢’Ga a **Zr byl pouzit 20 mM roztok
kyseliny citronové (pH 5,0). Znacena protilatka zistava na startu, volny radiokov a radiokov
v komplexu s nenavazanym cheldtorem se pohybuji s mobilni fazi.

Po wvyvinuti a zaschnuti byly vSechny chromatogramy vyhodnoceny

na radiochromatografu Rita Star.

Vysokoucinna kapalna chromatografie (HPLC)

Pro ovéteni radiochemické Cistoty a stability byl vyuzit HPLC systém Agilent 1100
series. Jako mobilni faze byl pouzit roztok PBS (pH 6,8) pii prutoku 1,0 ml/min. Pro separaci
byla pouzita gelova kolona BIO-Sil Sec 250, 300x7,8 mm (Bio-Rad, USA). Detekce byla
provadéna simultdnné pomovi UV/VIS (280 nm) a radiometrického detektoru. Ziskané

radiochromatogramy byly vyhodnoceny v programu Clarity (DataApex, CR).

Stabilita radiopreparati

Pro potifeby stanoveni stability byly znacené protilatky uchovavany v roztoku PBS
(pH 7,4) pfi teploté 4 °C. Doba uchovavani se odvijela od fyzikalniho polocasu pouZit¢ho
radionuklidu a zamysleného pouziti radiopreparatu: mAbs znacené techneciem-99m byly
uchovavany jeden den, galiem-67 tfi dny a jodem-131 Ctyfi dny. Stabilita zirkoniem-89
znalenych preparati se vzhledem ke stejné metodé piipravy shodovala se stabilitou
galiem-67 znacenych mAb. Pro analyzu stability byla primarné vyuzivana HPLC metoda

a vzorky byly analyzovany ve vybranych ¢asovych intervalech.
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4.2.5. Analyza mnoZstvi konjugovanych chelatori k molekule mAb

K stanoveni poctu chelatorti navazanych na molekulu protilatky byly vyuzity dvé
spektrofotometrické metody. Pro chelatory DTPA a DFO byla pouzita metoda vyuZzivajici
barvivo Arsenazo III (Brady et al. 2004) a pro HYNIC byla vyuzita konjugace hydrazinové

funkéni skupiny s 2-formylbenzensulfonovou kyselinou (Bridger et al. 1996).

Metoda vyuzivajici Arsenazo 111

Tato metoda je zalozena na zmén¢ zbarveni barviva Arsenazo III (AIIl) v zavislosti
na pritomnosti ¢i absenci iontd médi v roztoku. Pokud jsou v roztoku pfitomny ionty médi
pro interakci s AIIl, ma roztok modrou barvu. Je-li méd’ vychytana cheldtory navazanymi
na mAb, neni k dispozici pro reakci s AIIl a zbarveni roztoku se méni na riizove.

Pracovni roztok AIII byl ptipraven z 0,155 mg AIIL 10 pl standardniho roztoku iontd
médi (1 mg/ml v HNO3) a 5 ml 0,15 M octanu amonného (pH 7,0) v ¢as potieby. Pro
sestrojeni kalibra¢ni kivky byly pfipraveny roztoky chelatorti (0-500 uM) v 1 M NaHCO3
(pH 9,0) pro DTPA a v 0,25 M octanu amonném (pH 5,5) pro DFO.

Experiment probihal vzdy v triplikdtech na 96jamkové destice. K 10 pl
konjugované protilatky a standardnim koncentracim chelatori bylo pfidano 190 pl
pracovniho roztoku. Reakcni smés byla inkubovana 30 min pfi teploté¢ 37 °C a vysledna
absorbance byla zméfena na destickovém analyzatoru TECAN pii 630 nm. Pomér
chelator/protilatka byl nasledné¢ vypocten jako podil koncentrace chelatoru v roztoku
ku koncentraci mAb zjisténé pomoci Bradfordovy metody. Jako negativni kontrola slouzila

nekonjugovana protilatka.

Konjugace s 2-formylbenzensulfonovou kyselinou

Metoda stanoveni poméru HYNIC/mAb je zaloZena na reakci hydrazinovych
funk¢nich skupiny chelatort navdzanych na molekulu mAb s 2-formylbenzensulfonovou
kyselinou. Vznikly hydrazon se vyznacuje absorbanci pii 343 nm.

Standardni koncentrace HYNIC chelatoru (0-1000 uM) byly ptipraveny v PBS (pH
7,4). K alikvotim o objemu 10 pl znacené protilatky a standardnim koncentracim chelatoru
v triplikatech bylo pfidano 100 pl roztoku 2-formylbenzensulfonové kyseliny v 0,1 M
octanu sodném (1 mg/ml; pH 4,7). Reakéni smés byla inkubovéna v temnu pii teploté
mistnosti po dobu 12 h. Druhy den byla zméfena pomoci TECANu absorbance vzniklého

hydrazonu a vypocitana koncentrace HYNIC cheléatoru v roztoku. Pomér HYNIC/mAb byl
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vypocten jako pomér koncentrace chelatoru a koncentrace protilatky zjisténé Bradfordovou

metodou. Nekonjugovana protilatka byla pouzita jako negativni kontrola.

4.2.6. Stanoveni vazebnosti protilatek na cilovy receptor in vitro
Manudalni saturacni metoda

Tato metoda je standardnim postupem pro stanoveni disociacni konstanty (Kp)
interakce protilatky s receptorem. Stanoveni Kp interakce riznymi metodami oznaceného
RAM s povrchovymi VEGFR2 receptory na SKOV3 a PC3 buiikach bylo provedeno podle
diive publikovaného protokolu (Bigott-Hennkens et al. 2008) s drobnymi Gpravami. Navic
byl pro ovéfeni specifické vazby znacené mAb proveden experiment s buitkami A431, které
na svém povrchu neexprimuji VEGFR2 receptory (Zlitni et al. 2014).

Buiiky byly nasazeny na 24jamkovou desticku dva dny pied experimentem v poctu
1x10° bun&k na jamku. Az do experimentu byly ponechany v inkubétoru s vlhéenou
atmosférou 5 % COz pii 37 °C. Ttretiho dne bylo kultivaéni médium odstranéno, buiky
oplachnuty PBS a inkubovany v triplikatu s 0,5 ml Krebs-Ringerovym bikarbonatovym
pufrem obsahujicim specifickou koncentraci znacené protilatky (3, 9, 15, 30, 45 a 90 nM)
pro stanoveni celkové vazby mAb na buiiky. Inkubace probihala pii 37 °C po dobu 2 h.
Pro stanoveni nespecifick¢ vazby protilatky byl proveden na dal§i desticce obdobny
experiment, kde byl do roztokii znacené protilatky pfiddno mnohonédsobné vys$i mnozstvi
neznaceného RAM (1 uM).

Po ukonceni inkubace byly bunky dikladné¢ oplachnuty PBS, zlyzovany,
zhomogenizovany a aktivita navazana na buniky byla zméfena pomoci gama-spektrometru.
Pro stanoveni specifické vazby RAM na VEGFR2 byla od celkové navazané aktivity
odectena nespecifickd vazba mAb na buiiky. V bunééném lyzatu byla zaroven stanovena
koncentrace proteinu pomoci BCA metody. Aktivita navdzana na VEGFR2 receptory byla
vyjadiena jako pomér aktivity ke koncentraci bunéného proteinu v pfislusné jamce.
Ziskana data byla statisticky zpracovana v MS Office Excel a vyhodnocena metodou
nelinearni regrese saturacni kiivky v programu GraphPad Prism 7 pro vypocteni vysledné

Kbp interakce mezi znaenou protilatkou a receptorem.
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Automaticka real-time metoda s vyuzitim pristroje LigandTracer

Piistroje z rodiny LigandTracer byly vyvinuty na Univerzité Uppsala ve Svédsku.
Umoznuji v redlném case sledovat interakci mezi radioaktivné/fluorescencné znacenym
ligandem a jeho cilovou strukturou (Bjorke a Andersson 2006a). Piistroj LigandTracer
Yellow je vybaven scintilaénim detektorem a pouziva se proto pro sledovani interakci

ligandi znacenych PET/SPECT radionuklidy. Princip méfeni je schematicky zobrazen

Detektor-
Cilove

. buiiky
Roztok znacené ~

protilatloy o

na obr. 15.

Obr. 15: Princip méFeni na pristroji LigandTracer. Do pfistroje je umisténa Petriho
miska, na které jsou v jedné Gasti nasazeny buiiky exprimujici cilovy receptor. Sikmé
posazeni misky a jeji pravidelnd rotace umoziuji, aby adherované buiky prochéazely
opakované v dolni uvrati médiem s radioligandem a v horni tuvrati byl pomoci zde
umisténého detektoru méfen nartst ¢i ubytek radioaktivity akumulované bunkami. Plocha
misky bez bunék je vyuzita jako negativni kontrola. Vysledna aktivita je rozdilem specificky
a nespecificky vdzané aktivity a je v redlném case zobrazovana na monitoru jako graf
zéavislosti aktivity na cCase. Fyzikalni polocas radionuklidu je automaticky korelovan

(upraveno dle (Gedda et al. 2010).

Odhad koncentrace pomoci metody CTK (concentration through kinetics)

Po stanoveni vazebnostnich parametrii znacenych protilatek real-time metodou
l1ze s pomoci LigandTraceru odhadovat koncentraci pouzité protilatky. Abychom tento
piistup ovéfili pro naSe dals§i pouziti, provedli jsme studii podle publikovaného protokolu
CTK metody (Wang et al. 2014). Pro méfeni byl pouzit '*'I-cetuximab znageny po dobu
5 min chloraminovou metodou. Byly pouzity dvé cilové struktury pro vazbu protilatky:
EGFR receptory na povrchu bun¢k A431 a HaCaT (Novy et al. 2012) a protein A (vdzany

na magnetické Castice; Life Technologies AS, Oslo, Norsko).
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Pro buné&éné experimenty bylo na Petriho misky nasazovano 1x10° bun&k jeden den
pted pokusem. Buiiky byly pfes noc umistény ve sterilnim inkubdtoru v pfislusném plném
médiu. V piipad¢ proteinu A bylo pouzito 30 ug proteinu A magnetem imobilizovaného
na Petriho misce, ktera byla 12 h inkubovédna s 5 ml PBS + 1 % (w/v) hovéziho sérového
albuminu. Vlastni experimentalni méteni bylo provadéno pfi teploté mistnosti a s 3 ml PBS
+ 0,1 % (w/v) albuminu.

Nejprve byly zméfeny s pomoci LigandTraceru vazebnostni kiivky pro znamé
koncentrace protilatky (3, 12 a 21 nM pro bunény EGFR; 9, 21 a 30 nM pro protein A).
Ziskané kiivky byly analyzovany v programu TraceDrawer (Ridgeview Instruments AB,
Vinge, Svédsko) pro stanoveni hodnoty kinetickych (ka a kd) konstant. Ziskana data
byla v nasledujicim kroku pouzita pro vypocteni nezndmé koncentrace protilatky z pribchu

jeji vazebnostni ktivky.

Stanoveni afinitniho parametru Kp interakce protilatka/receptor

Me¢fteni afinity protilatky k cilovému receptoru bylo provddéno podle ptredem
navrzen¢ho protokolu (Bjorkelund et al. 2011). Cilové bunky (A431 a HaCaT
pro cetuximab; SKOV3 a PC3 pro ramucirumab) byly nasazeny den pied experimentem
v mnoZstvi 1x10° na misku a ponechany pfes noc v inkubatoru v piislusném kultivaénim
médiu.

Pro minimalizovani nespecifické vazby protilatky k plastovému povrchu byla
Petrtho miska vzdy 1 h pfed experimentem inkubovana s Krebs-Ringerovym
bikarbonatovym pufrem obohacenym o 1 % (w/v) albuminu pi1 37 °C. Poté byl pufr
nahrazen Cerstvym Krebs-Ringerovym roztokem (3 ml) a zahdjen experiment.

Asociacni faze se sklddala ze dvou po sobé jdoucich ptidavkii znacené mAb,
kdy bylo postupné v misce dosazeno koncentrace zna¢eného ligandu v hodnotach 3 a 9 nM.
Po dosazeni rovnovazného stavu, kdy se koncentrace vazané a volné radioaktivné znacené
mAb vyrovnaly a kiivka dale nerostla/neklesala, byl roztok s radioligandem odstranén a byl
pfidan Krebs-Ringertv roztok (3 ml) bez protilatky. Méfeni pokracovalo dal, kdy se méfila
pfipadna disociace v asociacni fazi navazané mAb na cilovy receptor. VSechna méfeni
probihala v nesterilnim inkubatoru pfi teploté 37 °C.

Ziskana data byla analyzovédna v programu TraceDrawer (Ridgeview Instruments

AB).

73



Experimentalni ¢ast

4.2.7. In vivo experimenty se zviFaty s indukovanymi modelovymi nadory

Studie zkoumajici biodistribuci znaceného RAM ex vivo a in vivo u zvifat
s modelovymi nddory byla provedena s protildtkou znafenou zirkoniem-89
(¥Zr-DFO-RAM). Veskeré experimenty na zvifatech probihaly v souladu se Zakonem
na ochranu zvifat proti tyrani (€. 246/1992), se souhlasem Ministerstva Skolstvi, mladeze
a télovychovy (MSMT-18933/2013-1) a Odborné komise na ochranu zvifat proti tyrani
pii Lékarské fakulté Palackého univerzity v Olomouci.

Experimenty na zvitatech byly provadény v piipad¢ linie PC3 na samcich a v pfipadé
SKOV3 na samicich mysi kmene SCID (Envigo, Holandsko). Osmitydennim mys$im bylo
do pravého boku s.c. aplikovano 5x10° bungk (PC3, SKOV3), buiiky linie PC3 byly
aplikovany v ptisluSném kultivaénim médiu, bunky SKOV3 byly aplikovany ve smési 1:1
s Matrigelem Matrix (Corning, New York, USA). Po ¢tyfech tydnech dorostly PC3 nadory
do potiebné velikosti 200-300 mm? pro pokratovani experimentii. V piipadé linie SKOV3

trval rist nadoru do velikosti vhodné pro experimenty 8 tydnd.

Biodistribucni ex vivo studie

Prvni den experimentu byla mysSim v anestezii (2-4 % isofluran, Abbott Laboratories
Ltd., Queenborough, Velka Britdnie) retro-orbitalné podana znacend protilatka
897r-DFO-RAM (250 kBq/15pg). V intervalech 1, 3 a 6 dni po aplikaci mAb byly mysi
utraceny dislokaci krénich obratli. Pro kazdy interval byly pouzity tfi mysi. BEhem pitvy
byly odebrany a zvaZeny jednotlivé vnitini organy (slinivka, slezina, Zaludek, stfevo,
ledviny, jatra, srdce, plice), krev, svaly, stehenni kost a nador. Aktivita ve vzorcich byla
zméfena pomoci automatického gama pocitace. Vysledna aktivita byla vyjadifena jako

procento podané davky na gram tkané (%ID/g).

In vivo zobrazeni biodistribuce pomoci PET/CT

MyS$im uréenym pro in vivo zobrazovani bylo v anestezii (2-4 % isofluranu)
retro-orbitaln& aplikovéano 3,7-4,8 MBq **Zr-DFO-RAM (200 pg). PET/CT zobrazovani
bylo provedeno 24, 72 a 144 h po aplikaci protilatky na pfistroji Albira SPECT/PET/CT
zobrazovacim systému pro mald zvifata. Byl pouZit 5-min PET sken (axial FOV 148 mm)
nasledovany CT skenem (axial FOV 65 mm, 45 kVp, 400 pA, 600 projekci). Mysi byly

po celou dobu skenovani udrzovany v celkové anestezii pomoci 2% isofluranu.
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Ziskana data byla zpracovédna pomoci programu PMOD (PMOC Technologies,
Curych, Svycarsko) do podoby 2D fezi fizovanych snimki PET+CT. 3D zobrazeni bylo

renderovano v softwaru VolView (Kitware, Clifton Park, USA).

4.2.8. Zpracovani dat

Veskeré numerické vysledky jsou uvadény jako aritmeticky primér (n = 3-6)
+ smérodatnd odchylka (SD).

Cést dat ziskanych béhem analyzy '3'I-cetuximabu na piistroji LigandTracer Yellow
byla odesldna na zpracovani na pracovisté Doc. Karla Anderssona Ph.D. pii Univerzité
Uppsala pomoci metody Interaction Map analysis (Ridgeview Diagnostics AB, Uppsala,
Svédsko). Tato metoda umozZiiuje rozlozit finalni vazebnostni kiivku na jednotlivé slozky,
které zobrazi v topografické map¢ interakci. Kazdy peak predstavuje jednu vazebnou
interakci. Na ose Y je hodnota asociacni konstanty, na ose X hodnota disocia¢ni konstanty.
Sytost odstinu peaku pak znaci, jak moc se dand slozka podili na celkové vazbé. Pomoci této
metody lze spolehlivé identifikovat heterogenni zptsob vazby ligandu na receptor (Altschuh

et al. 2012).
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5. Vysledky

5.1. Cetuximab znaceny jodem-131

5.1.1. Vliv reakéniho intervalu znaéeni na stabilitu 3'I-cetuximabu

Pro znaCeni cetuximabu jodem-131 byla pouzita metoda chloraminu T. Znacici
reakce byla ukoncena po 1, 5, respektive 10 min. Pro potieby stanoveni stability preparatu
byly znacené protilatky uchovavany 4 dny v PBS pufru pfi 4 °C. Radiochemicka Cistota byla
analyzovana pomoci HPLC 0, 24, 48 ,72 a 96 h po znaceni.

Pii analyze v den znaCeni se na chromatogramech objevuje pouze pik znacené
protilatky. Druhy pik, patfici volnému jodu, se v pfipad¢ znaciciho intervalu 5 a 10 min
zac¢ind objevovat po 24 h, u intervalu 1 min az po 48 h. Obr. 16 shrnuje HPLC

chromatogramy ziskané pii méfeni stability.

1-minntova reakce 5-minutova reakce 10-minutova reakce
W L] i/
| Oh A 0Oh w i Oh
= " o k| w \
\ | |
L i -\ i \
) | \\-__ ‘ ‘\\\_g \\‘\-.‘_A
H ® CI © =i W LI © =5 C ® « =
- \ 2u4h | . | 24h | 4 l 24h
| | A \
™ " 2 i" l ‘.
i \ i, \ i [\
. ' e ; | K - ‘ \\L

| 48 h o A 48 h > | 48 h

—
5 ¥ & & 8 8 3§
~ -—
v
€
o

A 8

F— PP T " o
ot i’ e or "

i \h

B T —e—— J Wi - M.

- | 96 h A 96 h i i 96 h
- | - ft u I

| i ) I “_ i\

- - 1 \/ B |

: i 27 / i e J‘ \v}\u_.

Obr. 16: HPLC chromatogramy preparati 3!'I-cetuximabu v intervalu 0-96 h
po znafeni. MADb se eluuje v 10 minuté. Pik sreten¢nim casem 14 min odpovida

uvolnénému jodu-131. Na chromatogramech je na ose x ¢as (min) a na ose y sila signélu

(V).
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Integraci plochy pikti byla radiochemicka ¢istota vzorkli vy&islena. Udaje

jsou uvedeny v tab. 6.

Tab. 6: Radiochemicka ¢istota (%) jodovaného cetuximabu

Inkubacéni interval

(h)
0
24
48
72
96

Reakéni doba 1 min Reak¢ni doba 5 min

Reakéni dobal0 min

99,9 (0,2)
99,4 (0,6)
98,1 (0,4)
97,7 (0,5)
95,7 (1,1)

99,9 (0,1)
99,0 (0,7)
97,0 (1,5)
95,3 (0,5)
93,3 (0,9)

99,9 (0,3)
99,1 (1,0)
96,1 (0,4)
95,7 (1,2)
93,3 (0,7)

(hodnoty v zavorce piedstavuji SD)

Cistota vzorkl ihned po znaceni byla pro vSechny metody znafeni srovnatelna.

V nasledujicich intervalech méfeni se jakozto nejstabilngjsi vzorek ukazal '*'I-cetuximab

znaceny chloraminem T po dobu 1 min. Zbylé dva reak¢ni ¢asy maji stabilitu srovnatelnou

mezi sebou, avSak nizsi, nez je tomu u reak¢éniho intervalu znaceni po dobu 1 min.
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5.1.2. Vliv reakéniho intervalu p¥i znadeni na afinitu '3'I-cetuximabu k receptoru

Afinita znacené protilatky k bunéénému EGFR receptoru byla hodnocena pomoci
automatizované real-time analyzy na pfistroji LigandTracer Yellow a vyjadiena jako
disociacni konstanta (Kp). Hodnoty Kp byly vypocitany v programu TraceDrawer
pro vSechny inkubacni Casy v ramci stanovovani stability. Ziskana data byla podrobena
analyze metodou Interaction Map.

Hodnoty Kp pro jednotlivé metody jsou shrnuty v tab. 7. Délka ¢asového intervalu
znaceni méla relativné maly vliv na vyslednou afinitu protilatky k receptoru. Nejvyssi afinitu
vykazovala protilatka znacend po dobu 1 min. Delsi inkubace protilatky s chloraminem T
vedla k mirnému zvysSeni hodnoty Kp tedy k menSimu poklesu afinity mAb k cilovému
receptoru. Rozdily v afinité prepariti znacenych po dobu 5 a 10 min nejsou plné
systematické, a proto je obtizné tyto vysledky jednoznaéné interpretovat. Patrna je tendence

ke snizovani afinity v zavislosti na intervalu od doby pfipravy radiopreparatu.

Tab. 7: Souhrn Kb pro rizné délky intervalu radiojodace

Reakéni doba
Inkubadni interval  Reakéni doba 1 min  Reakéni doba 5 min
10min
(h)
Kp (nM) Kp (nM) Kp (nM)

0 0,019 (0,017) 0,045 (0,041) 0,039 (0,029)
24 0,062 (0,033) 0,082 (0,029) 0,153 (0,173)
48 0,105 (0,039) 0,303 (0,163) 0,252 (0,310)
72 0,446 (0,052) 0,807 (0,861) 0,293 (0,184)
96 0,931 (1,341) 1,787 (2,411) 0,672 (0,691)

(hodnoty v zavorce pfedstavuji SD)

Dalsi informace o charakteru vazby protilatky na receptor a jeji stabilité byly ziskany
analyzou pomoci metody Interaction Map (obr. 17). Po¢inaje od druhého dne po ptipraveé
jsou na jednotlivych obrazcich patrné dva piky, coz znaci bifdzickou vazbu protilatky
na receptor. Sytost piku piedstavuje zastoupeni dané vazebné interakce v celkové vazbé
protilatky k receptoru. Svétle Sedy pik v pravé ¢asti diagramu piedstavuje vazebnou interakci
s nizkou afinitou, jejiz podil s pfibyvajicim Casem od piipravy radiopreparati narlsta.

V ptipad¢ reakéni doby znaceni 5 min jsou 96 h po znafeni na diagramu zietelné dva syté
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piky. Novy pik vlevé ¢asti diagramu ptedstavuje vazebnou interakci silnéjsi, nez byla

puvodni afinita cetuximabu k receptoru.
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Obr. 17: Analyza interakce *'I-cetuximabu s receptory metodou Interaction Map.
Pfitomnost dvou pikii na obrazku predstavuje heterogenni — bifazickou vazbu protilatky

na receptor sloZzenou z vysoko- a nizko-afinitni interakce.

5.1.3. Ovéreni stanoveni koncentrace protilaitky CTK metodou

Pomoci pfistroje LigandTracer Yellow byly nejprve zméfeny asociacni kiivky
znamych koncentraci '*'I-cetuximabu (obr. 18A). Ty byly nasledné analyzovany v programu
TracerDrawer (obr. 18B) pro zjisténi vazebnostnich parametrii protilatky. Pro ptiklad
na obr. 18B se jedna o k, = 1,24x10° M5!, kg =2,24x10*s' a Kp = 1,80 nM.

Tyto hodnoty posléze pouzil program TraceDrawer pro vypocet neznamych
koncentraci na zaklad¢ pribéhu asociacni kiivky. Souhrn vypoctenych koncentraci
BI1- cetuximabu metodou CTK je uveden v tab. 8.

Ptesnéjsich vysledkt bylo dosazeno u experimentli, ve kterych byly jako cilova
struktura pro vazbu mAb pouzity EGFR receptory exprimované A431 a HaCaT buiikami.
V tomto piipad¢ také probihala interakce mAb-EGFR mnohem rychleji neZ v pfipadé vazby
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na protein A. Pro dosazeni rovnovazného stavu bylo zapotiebi pouze 90 min a experiment
mohl byt ukoncen. U experimentt s proteinem A bylo problematické zcela rovnovazného

stavu dosahnout.

Tab. 8: Souhrn koncentraci 3'I-cetuximabu vypoéitanych metodou CTK

Realna koncentrace koncentrace (nM) vypocitané CTK metodou
(nM) A431 HaCaT protein A
6 6,20 (1,1) 6,65 (2,3) -
9 8,64 (0,7) 9,92 (0,3) -
12 - - 13,70(0,9)
18 18,50 (2,4) 17,30 (2,5) 18,23 (5,3)
24 - - 21,1 (3,6)

(hodnoty v zavorce piedstavuji SD)
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Obr. 18: Priklad
analyzy
I3_cetuximabu
pomoci pristroje
LigandTracer
Yellow.

(A) Asociacni kiivky
BIL_cetuximabu pro
A431 bunky.

(B) Analyza asociacni
ktivky v programu
TraceDrawer.
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5.2. Radioaktivné znaceny ramucirumab

5.2.1. Western blot analyza pouZitych bunéénych modeli

Z dostupnych literarnich zdroja byly vytipovany dvé lidské bunécné linie se znamou
expresi VEGFR2 receptoru: buiikky karcinomu prostaty (PC3) a buiky ovaridlniho
karcinomu (SKOV3). U vybranych bun¢k byla exprese VEGFR2 receptoru ovéiena
metodou Western blot (obr. 19).

Obr. 19: Ovéreni exprese VEGFR2 receptoru bunéénymi liniemi SKOV3 a PC3
metodou WB. Predpokladand molekulova hmotnost VEGFR2 receptoru je 152 kDa.
V horni poloving obrazku vidime imunoblot VEGFR2 receptoru, kde jsou viditelné bandy
v urovni cca 150 kDa. Ve spodni ¢asti obrazku je zobrazen imunoblot GAPDH, ktery slouzil

jako pozitivni loading control, protoZe je pfitomen ve vSech buikéch.

5.2.2. Radiochemicka cistota a stabilita RAM znaceného vybranymi metodami

Ramucirumab byl postupné radioaktivné oznaen ctyfmi vybranymi metodami.
U vSech zplisobli znaceni byla stanovena radiochemické Cistota a stabilita pfipraveného
radiopreparatu pomoci metod iTLC a HPLC.

Pro techneciem-99m oznacené radioimunokonjugaty byla analyza provadéna v ¢ase
0 a 24 h po znaceni. U galia-67 bylo vzhledem k jeho del§imu fyzikalnimu polocasu méteni
provadéno v Case 0, 24, 48 a 72 h po oznaceni. Na obr. 20 je uveden UV/VIS chromatogram
neznacené protilatky provedeny pro zjisténi jejiho retenc¢niho Casu. Vysledky méteni shrnuji

obr. 21 - obr. 28 a tab. 9. Pro iTLC chromatogramy plati, Ze oznacena protilatka (zeleny pik)
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zUstava na startu, zatimco radionuklid nenavazany na protilatku (Cerveny pik) se pohybuje

s ¢elem mobilni faze.
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Obr. 20: Reprezentativni UV/VIS HPLC chromatogram neznacené protilatky.
Retencni ¢as RAM byl pfi pouzitych podminkach 7,5 min.
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Obr. 21: Reprezentativni iTLC chromatogram **™Tc-RAM znadeného piimou

metodou. (A) Zaznam ihned po znaceni; (B) Zdznam po 24 h.
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Obr. 22: Reprezentativni HPLC chromatogram *’™Tc-RAM znadeného piimou

metodou. (A) Zaznam ihned po znaceni; (B) Zdznam po 24 h.
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Obr. 23: Reprezentativni iTLC chromatogram *™Tc¢-DTPA-RAM. (A) Zaznam ihned

po znaceni; (B) Zaznam po 24 h.
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Obr. 24: Reprezentativni HPLC chromatogram **™Tc-DTPA-RAM. (A) Zaznam ihned

po znaceni; (B) Zaznam po 24 h.
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Obr. 25: Reprezenttaivni iTLC chromatogram *™Tc-HYNIC-RAM. (A) Zaznam ihned

po znaceni; (B) Zaznam po 24 h.
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Obr. 26: Reprezentativni HPLC chromatogram *™Tc-HYNIC-RAM. (A) Zéaznam
thned po znaceni; (B) Zaznam po 24 h.
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Obr. 27: Reprezentativni iTLC chromatogram $’Ga-DFO-RAM. (A) Zaznam ihned

po znaceni; (B) Zaznam po 72 h.
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Obr. 28: Reprezentativni HPLC chromatogram ¢’Ga-DFO-RAM. (A) Zaznam ihned

po znaceni; (B) Zaznam po 72 h. Reten¢ni ¢as volného galia je pfi pouzitych podminkach

11,5 min.
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Tab. 9: Souhrn radiochemické Cistoty (%) a stability radioaktivné znaceného RAM

3

Cas

) PmTe.RAM  P"Te¢-DTPA-RAM  P™Tc-HYNIC-RAM  9’Ga-DFO-RAM
0 96,3 (3,0) 99,5 (0,3) 99,3 (0,9) 99,4 (0,1)

24 95,9 (3,2) 99,1 (0,1) 98,8 (1,3) 98,2 (0,7)

48 - - - 97,4 (0,5)

7 ) B - 95,7 (0,4)

(hodnoty v zavorce predstavuji SD)

Vsechny pouzité metody znac¢eni umoznily dosahnout radiochemické ¢istoty > 95 %.
Vysledny radioimunokonjugat mél nejnizsi Cistotu pii pouZiti piimé metody znaceni
techneciem-99m, kdy bylo dosazeno cistoty 96,3 + 3,0 %. Retencni Cas piku znacené
protilatky na radiochromatogramech odpovida retenénimu ¢asu neznacené protilatky, ktery
byl ovéten na UV/VIS chromatogramu.

Radiochemicka ¢istota preparati *Zr-DFO-RAM uréenych pro in vivo a ex vivo
experimenty byla stanovovana pied aplikaci preparatu mysim a pouze metodou iTLC.

Vysledky jsou shrnuty v tab. 10.

Tab. 10: Radiochemicka &istota (%) preparatu ¥Zr-DFO-RAM.

metoda 87r-DFO-RAM
ex vivo 94,0 (7,1)
in vivo 94,0 (1,7)

(hodnoty v zavorce piedstavuji SD)

5.2.3. Stanoveni mnozZstvi chelatoru konjugovaného k molekule protilatky

Bifunk¢ni cheldtory se k molekule mAb pfipojuji kovalentni vazbou, nejcastéji
na primarni aminoskupiny aminokyseliny lysin. PfiliSna derivatizace mizZe vést ke zméné
vlastnosti mAb. Proto byla pro nepiimé metody znaceni za pouziti chelatori provedena
analyza poctu chelatorti navazanych na molekulu protilatky. Vysledky méteni jsou shrnuty

v tab. 11.
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Tab. 11: Souhrn vysledkii analyzy mnoZstvi chelatorii navazanych na molekulu RAM

pomér chelator/mAb
DTPA HYNIC DFO
7,5 (0,7) 6,1 (0,8) 1,2 (0,7)

(hodnoty v zavorce predstavuji SD)

Nejvétsiho poctu konjugovanych molekul chelatorti bylo dosazeno pii konjugaci
SCN-CHX-A""-DTPA s RAM v poméru 100:1 po dobu 12 h. V tomto ptipadé bylo na jednu
molekulu protilatky navazano témét osm molekul chelétort.

Naopak pouze jedna molekula chelatoru byla navazana na molekulu protilatky
pfi konjugaci SCN-DFO v poméru 3 dily chelatoru k jednomu dilu protilatky po dobu 1 h.
Podminky konjugace byly zdmérné zvoleny tak, aby vzniklo co nejmensi mnozstvi zmén

v molekule protilatky zamyslené pro pouziti v in vivo experimentech.

5.2.4. Stanoveni afinity zna¢ené protilatky k cilovému receptoru in vitro

Afinita RAM znac¢eného rliznymi zpusoby byla testovana na lidskych naddorovych
bunéénych liniich PC3 a SKOV3 exprimujicich VEGFR2 receptor pomoci manualni
saturacni techniky a automatizované real-time analyzy na pfistroji LigandTracer Yellow.

Pomoci obou téchto metod jsme schopni zjistit disociacni konstantu Kp interakce
mezi znacenou protiladtkou a cilovym receptorem. Real-time metoda navic poskytuje
informace o kinetice vazby protilatky a potenciondlni internalizaci receptorti.

Vsechny metody znaceni umoznily provedeni vazebnostnich experimentii. Vysledné

hodnoty Kp ziskané¢ obéma metodami méteni jsou uvedeny v tab. 12.
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Tab. 12: Afinita znacené mAb k bunéénému VEGFR2 vyjadiena jako Kp (nM)

9mTe.HYNIC- ¢’Ga-DFO-
PYmTe RAM  P"T¢-DTPA-RAM

RAM RAM
RT MT  RT MT RT MT MT
poy LS 306 195 16,8 140 19,6 8,8
3 (1,0) (54 (9 61 G4 (3.2)
243 282 198 25,2 178 17,0 7.1
SKOV3
(L) @D 0.7 23 12 23 (2,2)

RT (automatizovand real-time analyza), MT (manualni technika). (hodnoty v zé&vorce

piedstavuji SD)

Z tabulky je patrné, ze hodnoty Kp ziskané pomoci real-time analyzy jsou podobné
hodnotam z tradi¢n€ pouzivané manualni saturacni techniky.
Na obr. 29 jsou zobrazeny ptiklady saturacnich ktivek ziskanych real-time metodou.

Z nich navic miizeme ziskat informace o prib&hu interakce mezi protilatkou a receptorem.
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Nasleduje disociacni faze s Cerstvym médiem bez znacené mAb.
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Obr. 29: Priklady saturacnich kfivek pri méreni afinity techneciem-99m znacenych
prepariati RAM pomoci real-time metody. (A) *™Tc-RAM; (B) *™Tc-DTPA-RAM;
(C) P™Tc-HYNIC-RAM. Asociaéni faze se sklada ze dvou pridavkii mAb (3 a 9 nM).
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Piimo znaceny *™Tc-RAM a nepifimo znadeny **"Tc-DTPA-RAM vykazovaly
v pribéhu experimentii zvySenou vazbu k plastovému povrchu. Ta byla eliminovana
preinkubaci Petritho misek s pufrem obsahujicim 1% roztok BSA. Nepiimo znaceny
mTc-HYNIC-RAM tuto zvysenou afinitu k plastiim nevykazoval a Kp pied a po inkubaci
s 1 % roztokem BSA nebyla rozdilna.

mTc-RAM (obr. 29A) a *Tc-DTPA-RAM (obr. 29B) navic maji méné strmou
asociatni kiivku, coz naznaCuje pomalejsi interakci mezi protildtkou a receptorem
ve stovnani s *"Tc-HYNIC-RAM  (obr. 29C). Obdobny rozdil 1lze pozorovat
i v pribéhu disocia¢ni faze, nebot’ u preparati ptfipravenych prvnimi dvéma metodami
znaceni lze pozorovat rychlejsi pokles aktivity navazané na bunécné receptory, coz znaci
slabsi vazbu RAM na receptor.

Pomoci manudlni satura¢ni techniky byla ovéfena specifita vazby Zr-DFO-RAM
k cilovému VEGFR2 receptoru. V experimentu byly pouzity PC3 a SKOV3 bunky
exprimujici VEGFR2 receptory a buiiky A431, které jsou VEGFR2-negativni. Z vysledka
métfeni na obr. 30 je patrné, Ze se, na rozdil od linii s ovéfenou expresi VEGFR2,

897Zr-DFO-RAM na buiiky neexprimujici VEGFR2 specificky nevaze.
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Obr. 30: Porovnani specifické vazby ¥Zr-DFO-RAM na VEGFR2 pozitivni a negativni
buiiky.
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5.2.5. Biodistribuéni ex vivo studie

Vysledky biodistribuéni studie 3°Zr-DFO-RAM na mysich modelech lidskych
nadort exprimujicich VEGFR2 receptor jsou uvedeny na obr. 31. Vzhledem
k farmakokinetice RAM a dlouhému polocasu zirkonia-89 byly pro analyzu vzorka zvoleny
intervaly 1, 3 a 6 d po aplikaci protilatky.

Biodistribu¢ni profil RAM je u obou typii nadorti velmi podobny, mira relativni
akumulace ve SKOV3 nadoru byla celkové ponékud vyssi. Uz po 24 h dochazi k akumulaci
znaceného RAM v nadorech. U SKOV3 nadoru je v intervalu 72 h patrny dalsi zietelny
nartist kumulované aktivity. Aktivita v krvi byla nejvy$s$i v prvnim intervalu méfeni
a postupné se s pfibyvajicim ¢asem snizovala, podobn¢ jako u bohaté prokrvenych organti
(srdce, plice, ledviny). Relativn¢ vysokd aktivita byla detekovdna v organech
retikuloendotelového systému, predeviim ve sleziné a jatrech. Césteénd akumulace aktivity
byla detekovana v kostech. Ve zbyvajicich testovanych organech byla akumulace zna¢ené

protilatky minimalni.
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= 1.denp.i.

B 3. denp.i.
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%IDIg
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Obr. 31: Ex vivo biodistribu¢ni studie 89Zr-DFO-RAM. Studie byla provedena
na my$ich modelech lidskych nadorti exprimujicich VEGFR2 receptory.
93



Vysledky

5.2.6. In vivo zobrazeni biodistribuce pomoci PET/CT

PET/CT zobrazovani SCID mysi nesoucich VEGFR2-pozitivni nadory prokazalo
relativné pomalou biodistribuci a eliminaci znacené protilatky. Oba typy nadora se podaiilo
zobrazit ve vSech sledovanych cCasech. Aktivita v nadoru je relativné vysoka uz po 24 h.
Béhem prvnich dvou intervalti zobrazovani se relativné vysoké mnozstvi aktivity nachazi
v bohaté prokrvenych organech, jako jsou srdce, slezina a jatra. Obraz po 144 h po aplikaci
je jiz relativné Cisty a nador zde jasn¢ dominuje. S ¢asem lehce nartsta aktivita v kostech,
a to pfedevsim v kloubnich hlavicich velkych kosti. Vybrané snimky z PET/CT zobrazovani

jsou prezentovany na obr. 32.
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24 hod 72 hod 144 hod

PC3 tumor

SKOV3 tumor

Obr. 32: PET/CT zobrazovani VEGFR2-pozitivnich tumori pomoci ¥Zr-DFO-RAM.

Zobrazeny jsou 2D fezy s viditelnym nadorem (oznacen Sipkou).
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6. Diskuze

Na monoklondlni protilatky bylo v pocatcich jejich uplatiiovani v huménni terapii
nahlizeno jako na 1éCivé latky, které zpiisobi revoluci ve farmakologii. Mozna ze dnes
protilatky nemayji v terapii takovou pozici, jaké jim byla pied tficeti lety predpovidana, presto
ale predstavuji pokrok v medicin€ a jsou vyuzivany pro terapii onkologickych, infekcnich,
autoimunitnich a kardiovaskularnich onemocnénich a v transplantologii (Singh et al. 2018).
Monoklonélni protilatky mohou byt pouzity jak v terapii nddorovych onemocnéni, tak
v jejich diagnostice. Lze je vyuzit samostatné pro jejich vlastni farmakologicky ucinek, nebo
je pouzit jako ,transportér pro jinou ucinnou latku (napt. klasické chemoterapeutikum)
¢iradionuklid, které jsou dopraveny do bezprostiedni blizkosti nddoru a diky tomu
se omezuje jejich dopad na zdravou tkan.

V ramci této disertacni prace jsme se zamétili na studium monoklondlnich protilatek
oblasti je vyvinout molekuly, které by dokazaly efektivné a s minimem nezadoucich uc¢inkt
1é¢it nddorova onemocnéni, u kterych dosavadni moznosti 1é¢by selhavaji. Neméné dulezita
je existence ucinnych diagnostickych nastroji, které by pomohly nddorové onemocnéni
diagnostikovat, lokalizovat a identifikovat z hlediska jeho fenotypu.

Béhem procesu znaceni radionuklidem jsou protilditky vystavovany
nefyziologickym podminkdm, at’" jsou to zmény pH, pfitomnost oxidacnich/redukénich
¢inidel, ptipadné je molekula protilatky pozménéna pfipojenim bifunkéniho chelatoru.
Takové podminky mohou vést k nezddoucim zméndm v molekule protilatky a ovlivnit
predevsim jeji schopnost specifické vazby (Holmberg et al. 2007). Z tohoto diivodu
je dilezitou soucasti studia radioaktivné zna¢enych monoklonalnich protilatek ovéteni, zda
jejich afinita k cilové struktufe zlstala zachovana. Za zlaty standard pro experimentalni
zjisténi afinity protilatek k receptoru je povaZzovana manudlni saturacni technika (Bigott-
Hennkens et al. 2008). Tato metoda mé charakter ,,end-point* studie, kterd nas informuje
o stavu interakce protilatka/receptor na konci experimentu. V rdmci této prace byla
do testovani afinity radioaktivné znaCenych protilatek k cilovym receptorim zapojena
1 nov¢jsi metoda, oznacovana jako automatizovand real-time analyza realizovana pomoci
ptistroje LigandTracer (Bjorke a Andersson 2006b), kterd umoZznuje sledovat interakci
ligand-receptor kontinudlné a pfinaSi 1 moznost detailn¢jSiho posouzeni povahy této

interakce.
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Pro radioaktivni znaleni protilatek a pfibuznych molekul se pouziva fada
radionuklidii. Vedle radiokovi je z nékolika diivodi vhodny néktery z radioizotopti jodu.
Pro posouzeni mozného ovlivnéni vlastnosti protilatek zptisobem jodace je prvni Cast prace
zaméeiena na modelové posouzeni vlivu znaceni jodem-131 na radiochemickou cistotu,
stabilitu a afinitu vybrané protilatky k cilovému receptoru. Monoklondlni protilatka
cetuximab byla znacena standardni metodou vyuzivajici jako oxidacni ¢inidlo chloramin T.
Kritickym bodem tohoto zplsobu jodace, ktery muize vyznamné ovlivnit vlastnosti
vysledného radiopreparatu monoklonalni protilatky, je délka vystaveni chloraminu T. Cim
delsi je doba vystaveni ucinku oxida¢niho ¢inidla, tim vétsi je riziko vzniku nezadoucich
zmén v molekule protilatky (Anraku et al. 2003, Holmberg et al. 2007). Proto jsme
se rozhodli otestovat vliv délky radiojodace na biologické vlastnosti protilatky posouzenim
jeji afinity k EGFR receptoru in vitro. 3'I-cetuximab jsme rovnéz vyuzili pii ,,Concentration
Through Kinetics* (CTK) experimentech, které mély za cil rozsifit moznosti vyuziti
automatizované real-time analyzy.

Z vysledkt ziskanych v experimentech zaméfenych na posouzeni zplisobu piipravy
BI]-cetuximabu je patrné, Ze reakéni ¢asy v rozmezi 1-10 min poskytuji po oznaceni velmi
vysokou radiochemickou cistotu na hranici 100 %. Takto vysoka radiochemicka cistota
je podobnd ¢i vyssi ve srovnani s kvalitou uvadénou pii znaceni cetuximabu jodem
chloraminovou metodou (Kim et al. 2016) ¢i metodou jodogenovou (Rades et al. 2009).
S pribyvajicim ¢asem postupné dochézi ve vSech piipadech k uvolnovani jodu-131 z vazby
na monoklonalni protilatku, coz je jev uvadény 1 jinymi autory (Rades et al. 2009). Nejvyssi
stability radiopreparatu bylo v ramci naseho experimentu dosazeno pii pouziti nejkratSiho
intervalu znacenti, kdy po ¢tyfech dnech od oznaceni klesla radiochemicka ¢istota na hodnotu
96 %. Stabilita preparatii znacenych po dobu 5 a 10 min se prakticky neliSila, po ctyfech
dnech od znaceni klesla v obou piipadech radiochemicka Cistota na 93 %. Z praktického
pohledu je dulezité, Zze spontanni dejodace cetuximabu neni zévisla na teploté (Rades et al.
2009). Vyssi mira dejodace neni Zadouci, protoze in vivo dochazi k jeho kumulaci ve §titné
zlaze, zaludku a slinnych Zl1azéach, coz vede ke snizeni kvality zobrazeni ¢i aplikovatelné
davky pfi terapii (Cavina et al. 2017).

Pomoci automatizované real-time analyzy jsme zjistili, Zze existuje Castecny vliv
nejvyssi hodnoty afinity znaené mAb, byly detekovany pii nejkrat§i dob& znaceni,
a to ve vSech intervalech po znaceni. Zjisténé hodnoty rovnovazné disociacni konstanty pro

delsi reak¢ni dobu jsou podobné, ale ve vétSiné piipadl vyssi nez reakéni dobu 1 min.
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Ackoliv rozdily mezi jednotlivymi metodami znaceni nejsou statisticky signifikantni,
ze zmén v pribchu ¢asu po piipravé Ize vSak odvodit snizujici se tendenci v mife afinity
Bl_cetuximabu k EGFR. Tento jev by mohl byt alespon ¢aste¢né zplisoben zvySovanim
koncentrace neznacené protilatky ve vzorcich, ke kterému dochézi vlivem uvoliiovanim jédu
z vazby na protilatku. K tomuto jevu by mohly ov§em pfispivat i jiné zmény radiopreparatu
po piipravé. Relevanci pouzitého postupu meéfeni vazebnosti znaceného cetuximabu
potvrzuje fakt, ze zjisténé hodnoty Kp (0,02-0,3 nM do 48 h po ptiprave) dobie koresponduji
s hodnotou 0,2 nM pro disociacni konstantu, ktera je uvadéna pro neznaceny cetuximab
(Goldstein et al. 1995).

Dalsi informace o charakteru vazby '*'I-cetuximabu k EGFR receptoru byly ziskany
pomoci analyzy ziskanych dat z automatizované real-time metody v programu Interaction
Map analysis (Bjorkelund et al. 2011, Altschuh et al. 2012, Barta et al. 2014). Vysledky
ziskané diky tomuto analytickému algoritmu prokazaly v nékterych ptipadech bifazicky
charakter interakce mezi protilatkou a receptorem. Kromé klasické interakce s vysokou
afinitou (syté erny pik) Ize na ptislusnych obrazcich identifikovat i mensi svétle Sedy pik,
ktery predstavuje piispévek vazebné interakce s nizkou afinitou k celkové afinité
Bl_cetuximabu k EGFR. S prodluzovanim délky znadici reakce se zvySuje piispévek
vazebné interakce s nizkou afinitou. Vysvétlenim by mohla byt skute¢nost, ze v pribéhu
radiojodace metodou s chloraminem T mohou vznikat dimery protilatek, ptipadné i jeji veétsi
agregaty (Holmberg et al. 2007). Ty tak mohou byt zodpovédné za bifazicky charakter
interakce protilatka/receptor. Del$i piisobeni oxidacniho ¢inidla mize vést k vétSimu poctu
vzniklych agregati, a tudiz k siln&jSimu ptispévku interakce s nizkou afinitou. Proti tomuto
vysvétleni ovSem stoji nalez bifazickych interakci az s odstupem po ptiprave, coZ by mohlo
naznacovat postupné formovani nizkoafinitnich komponent v zavislosti na dob¢ od pfipravy.
Ur¢itou anomalii v této analyze 1ze identifikovat v métfeni 96 h od znaceni pro reak¢éni dobu
5 min. V tomto pfipadé€ algoritmus identifikoval druhou vazebnou interakci s vyssi afinitou,
nez je ta pivodni. Pokud se nejedna o artefakt, pak tato situace mohla potencionalné nastat,
doSlo-li k rozpadu agregatu protilatky s vysokou molekulovou hmotnosti na jednotlivé
znacené protilatky se zachovanou specifickou afinitou k receptoru.

Na zaklad¢ vySe uvedenych vysledkl 1ze vyvodit, Zze 1-minutova metoda znaceni
je nejen dostatecnd pro efektivni oznaceni monoklonalni protilatky cetuximab jodem-131,
ale poskytuje zaroven z testovanych metod nejstabilnéjsi produkt a ma nejméné negativni
dopad na kvalitu vazby protilatky k cilovému receptoru. Zaroven lze fici, ze pro provadéni

experimentll s jodovanym cetuximabem by méla byt vzdy pouzita Cerstvé oznalena
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protilatka. Ptestoze je pravdépodobné, Ze toto doporuceni by mohlo platit i pro jiné
radioaktivnim jodem znacené protilatky, v literatufe vSak neni dostupny dostatek udaji
pro mozné zobecnéni.

V ramci studia vlastnosti '*!I-cetuximabu jsme se pokusili ovéfit, zda s pomoci
real-time analyzy interakce ligand-receptor 1ze hodnotit koncentraci protilatky. Tato metoda
umoziuje stanoveni koncentrace na zaklad¢ predem analyzované kinetiky vazby ligandu
k cilové struktufe (CTK metoda) (Wang et al. 2014). Podobn¢ jako v origindlnim protokolu
bylo toto méfeni provedeno na proteinu A, coz je protein o hmotnosti 46 kDa, ktery byl
puvodné identifikovan na povrchu bunééné stény bakterii Staphylococcus aureus a ktery
je schopen interagovat se savéimi imunoglobuliny, pfedev§im pak s IgG (Lindmark et al.
1983). Koncentrace vypocitané pomoci CTK metody se blizily skutecnym pouzitym
koncentracim, ale nebyly dostate¢né ptesné. Jako nevyhoda vyuZiti proteinu A jakoZto
cilové struktury pfi provedeni CTK analyzy se ukazalo to, ze kiivky standardl nezbytnych
pro finalni vypocet koncentraci nedoséhly v prubéhu experimentu rovnovazného stavu,
coz mohlo negativné ovlivnit vysledek méteni. Problém miiZe byt i to, Ze cetuximab se vaze
k proteinu A nespecificky Fc ¢asti (Lindmark et al. 1983). Pti stanoveni afinity k proteinu A
se navic obvykle pracuje s relativné vysokymi koncentracemi protilatek (Wang et al. 2014).
Protoze méfeni pfi testovani CTK metody pro stanoveni '*!'I-cetuximabu pracovalo
s nizkymi koncentracemi (<3nM) a vypoctené hodnoty se od skutecnych lisily az 10x,
1ze konstatovat, Ze tento pfistup neni pro dany ucel vhodny.

Nevyhody, které s sebou pouziti proteinu A piindsi, nas vedly k mySlence ovéfit
CTK analyzu s vyuzitim pfirozené cilové struktury, proti které je protildtka zaméfena.
Pro naSe experimenty s '*'I-cetuximabem jsme zvolili bun&ny EGFR exprimovany
na nadorovych bunéénych liniich HaCaT a A431. Potencionalni metodicky problém tohoto
pfistupu pfedstavuje nekonstantni pocet bunck nasazenych v experimentu na misku
LigandTraceru. Proto je dulezitym predpokladem pro zajisténi spravného prabéhu
experimentu co nejpiesnéjsi stanoveni po¢tu bunék. Za dodrZeni téchto piedpokladi byly
vysledky dosazené pomoci CTK analyzy na Zivych buiikdch exprimujicich EGFR vyrazné
pfesnéjsi neZ pii pouziti proteinu A. DalSimi vyhodami bylo dosaZeni rovnovazného stavu
v pribéhu experimentu a moznost pfesné¢ho stanovovani nizkych koncentraci protilatek.
Pouziti zivych bun€k tedy neptedstavuje v ptipadé CTK metody vyraznou komplikaci,
ale naopak umoznilo piesnéjsi stanoveni hodnot koncentraci radiopreparatu v porovnani
s hodnotami ziskanymi pomoci proteinu A. Tento metodicky poznatek rozsifuje moZznosti

aplikace metody CTK a potencidlné¢ lze uvazovat o vyuziti testované¢ho pfistupu
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ipro stanoveni koncentraci jinych radioaktivné znafenych protilatek, u kterych
je k dispozici adekvatni bunécna linie s vysokou expresi cilového antigenu.

V druhé casti disertacni prace jsme se zaméiili na dalSi onkologicky zamétenou
huméanni monoklonalni protildtku ramucirumab a studium jeho vlastnosti dilezitych
z hlediska potencionalniho vyuziti v radioimunodiagnostice. Tato mAb je cilena
na extracelularni doménu VEGFR2 a blokuje jeho proangiogenni funkci, coz dnes
piedstavuje jednu z moznosti 1€cby solidnich tumort. Mezi 1éc¢ivé latky zasahujici tento
systém patii naptiklad monoklonalni protilatka bevacizumab a fuzni protein aflibercept,
které jsou shodné zaméfeny na vychytavani VEGF. Angiogenezi lze blokovat i pomoci
inhibitord tyrosinkinazové aktivity, jako jsou napiiklad sunitinib, sorafenib nebo pazopanib
(Peng et al. 2017). Pted vlastnim nasazenim anti-angiogenni terapie je vhodné ovéfit expresi
VEGFR?2. Jednou z moZnosti by mohlo byt pouZiti radioaktivné zna¢enych monoklonalnich
protilatek. Experimenty provedené s bevacizumabem nicméné prokazaly nedostate¢nou
korelaci mezi akumulaci protilatky v tumoru a expresi VEGF, coz ale mlize souviset
s vazbou bevacizumabu na solubilni formy VEGF (Scheer et al. 2008). Na rozdil
od bevacizumabu, ramucirumab je cileny pfimo na bunééné VEGFR2 receptory, a proto
se jeho pouziti v nuklearni diagnostice jevi jako vhodnéjsi (Sullivan a Brekken 2010). Navic
je jiz schvélen pro pouziti v klinické praxi (Fontanella et al. 2014). V naSich experimentech
jsme se zaméfili na zna¢eni RAM radiodiagnostickymi nuklidy. Sledovali jsme vliv metody
znaceni na biologickou aktivitu protilatky a s vybranou metodou znaceni jsme provedli
in vivo biodistribu¢ni experimenty a PET/CT zobrazovani na mysich modelech lidského
nadoru exprimujiciho VEGFR2 receptory.

Pro modelové posouzeni vlivu metody znaceni na funkci protilatky jsme zvolili
tii zplisoby znaeni RAM pomoci technecia-99m: pfimou metodu znaceni zaloZenou
na redukci disulfidickych mustkt, a dvé nepfimé metody vyuzivajici bifunkéni chelatory
DTPA a HYNIC. Na zaklad¢ dosazenych vysledka lze konstatovat, ze pouziti vSech
testovanych metod vedlo k Gsp&$nému znaceni RAM techneciem-99m s radiochemickou
Cistotou presahujici 95 % s tim, Ze pfiméa metoda znaceni protilatky poskytovala vysledny
radiopreparat s Cistotou piiblizn€ o 34 % hor$i nez metody nepfimé. Stabilita
radiokonjugatti pti 4 °C v PBS pufru (pH = 7,4) byla po dobu 24 h dostatecna pro aplikaci
9mTc-RAM v naslednych in vitro experimentech. Stabilita v del3ich intervalech nebyla
vzhledem ke kratkému fyzikalnimu polo¢asu *™Tc zkouména.

Pro hodnoceni vlivu metody znaceni na biologickou funkci monoklonalni protilatky

RAM byla pomoci dvou metod stanovena hodnota Kp, kterd vyjadiuje afinitu protilatky
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k receptoru. Jako cilovy receptor byl v experimentech pouzit bunéény VEGFR2 ptitomny
na povrchu lidskych nddorovych bunék SKOV3 a PC3. Prestoze je pfitomnost tohoto
cilového receptoru v literatufe u uvedenych typt bun¢k deklarovana (Bianco et al. 2008,
Ptaszynska et al. 2008), provedli jsme pfed vlastnim experimentem potvrzeni exprese
VEGFR2 pouzitymi bunéénymi liniemi na Urovni proteinu. Vysledky WB potvrdily
predpoklad, protoze jsme prokazali expresi cilového receptoru obéma bunéénymi liniemi
(obr. 19). Hodnoty Kp zjisténé pomoci automatizované real-time analyzy se u preparati
RAM piipravovanych rtiznymi metodami znaceni vyrazné neodliSovaly (tab. 12). Nejnizsi
hodnotu Kp (14 £ 6,1 nM pro PC3 bunky a 17,8 + 1,2 nM pro SKOV3 buiiky), a tedy nejvyssi
hodnotu afinity pro dany radiokonjugit vykazoval RAM znaceny nepiimou metodou
s bifunkénim chelatorem HYNIC. Mezi preparaty ptipravenymi jednotlivymi metodami
znaceni vSak lze pozorovat urcité rozdily v charakteru interakce s receptorem, coz je patrné
z obr. 29, ktery zobrazuje dynamiku interakce mezi znacenou protilatkou a receptorem
v redlném c&ase. Sklon asocia¢ni kiivky pro *™Tc-RAM a *™Tc-DTPA-RAM je nizsi
nez u *"Tc-HYNIC-RAM. To zna¢i pomalejsi interakci mezi protilatkou a receptorem.
Rozdil je nejlépe patrny v té Casti asociacni kiivky, kterd zobrazuje interakci pti koncentraci
protilatky 9 nM. Informace o sile interakce mezi protilatkou a receptorem nam poskytl sklon
ktivky v disocia¢ni fazi. Maly pokles aktivity navazané na bunky znaci siln¢jsi vazbu mezi
protilatkou a receptorem. Béhem naSeho méfeni jsme pozorovali strméjsi pokles kiivky
pro ™Tc-RAM u obou testovanych bunéénych linii a *™Tc-DTPA-RAM pii studiu
u SKOV3 bunék, coZ naznacuje, ze vazba takto znacenych protilatek s receptorem je slabsi,
nez je tomu u vazby °’"Tc-HYNIC-RAM. Srovnani hodnoty Kp urené pomoci
automatizované real-time analyzy a zjiSténych pii pouziti klasické manudlni saturacni
techniky (tab. 12) ukazuje, Ze hodnoty zjiSténé témito vyznamné rozdilnymi metodami byly
navzajem porovnatelné. Z hlediska stanoveni Kp jsou tak ob& pouzit¢ metody rovnocenné,
odlisna je jejich Casova a materialovd narocnost. Ve srovnani s automatizovanou real-time
metodou se béhem provadéni manudlni saturacni techniky spotfebovavd mnohem vétsi
mnozstvi laboratorniho plastu, cilovych bunék, ptisluSnych medii i zkoumané protilatky.
Tato metoda je také nachylnéjsi k lidskym chybam a jeji ptiprava, provedeni a vyhodnoceni
zabere pracovnikovi vice Casu nez provedeni automatické analyzy. Na druhou stranu,
limitujicim faktorem automatizovaného real-time méteni je nutnost mit k dispozici ptislusné
pfistrojové vybaveni — LigandTracer.

Testovani afinity zna¢eného RAM bylo provadéno s vyuzitim dvou druht lidskych

nadorovych bunék exprimujicich VEGFR2 receptory. Vysledky testovani afinity
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radioaktivné znaceného RAM k cilovému receptoru ukazuji urcité rozdily ve vazbé mezi
jednotlivymi bunénymi liniemi. Podminky béhem kultivace, pocet bunc¢k i podminky
béhem vlastniho experimentu byly pro ob¢é bunécné linie identické. Rozdily v hodnoté¢ Kp
9mTc.RAM mezi pouzitymi bunéénymi liniemi mohou byt zplisobeny rozdilnym podtem
receptortt na povrchu bunék nebo pfitomnosti jinych povrchovych struktur, které ovliviiuji
interakci mezi znacenou protildtkou a receptorem, jak jiz bylo diive publikovano (Barta et
al. 2012).

Zjisténé hodnoty Kp znaceného RAM se pohybuji v zavislosti na pouzité metodé
ptipravy v rozmezi 7-30 nM (tab. 12). Protoze nativni RAM vykazuje Kp = 1-2 nM (Miao
et al. 2000), tak je ziejmé, ze proces znaceni ovlivnil vyznamné afinitu RAM k cilovému
receptoru. Zmeény v biologické aktivit¢ RAM mohly byt zptisobeny konjugaci bifunkénich
chelatort k molekule protilatky, nasledkem ptitomnosti redukénich ¢inidel nebo vystavenim
protilatky nefyziologickému pH. V piipadé pfimého znaceni mize byt pokles afinity
k receptoru zpuisoben redoxnim poskozenim protilatky 2-merkaptoethanolem, ktery
se pouziva pro redukei disulfidickych miistkti (Mather a Ellison 1990). Protilatka znaena
pomoci bifunkciho chelatoru DTPA byla po relativné dlouhou dobu vystavena pusobeni
alkalického pH. Nastaveni zasaditého prostfedi je nezbytné pro uspéSnou konjugaci
chelatoru. Chelator se vaze na primdrni aminoskupiny, které nesmi byt v reak¢nim prostiedi
ionizované. V literatufe je popsan vliv alkalického pH na zmény imunoreaktivity nékterych
monoklondlnich protilatek (Bee et al. 2013). Delsi inkubace RAM v alkalickém prostiedi
mohla tedy pfinejmensim pfispét ke sniZeni afinity znacené protilatky k receptoru
pfi srovndni s nativnim preparatem. DalSim faktorem, ktery mize ovlivnit afinitu protilatky,
je ovlivnéni inkorporovanym cheldtorem. Nadmeérnad substituce molekuly protilatky
chelatorem muze vést az ke ztrat€ imunoreaktivity (Lee et al. 1999). V naSem ptipad¢ bylo
na jednu molekulu protilatky navazano pfiblizné 7,5 molekul DTPA, v ptipadé HYNIC
to bylo pfiblizn€ 6 molekul chelatoru. V literatufe 1ze dohledat studii, kdy pfitomnost péti
molekul chelatoru na molekule monoklondlni protiladtky nevedla ke zméné jeji
imunoreaktivity (Smith-Jones et al. 2008). Vzhledem k zjisténému poctu konjugovanych
molekul chelatoru lze predpokladat, Ze negativni ovlivnéni afinity **"Tc-DTPA-RAM
mohlo byt tedy zplsobeno jednak dlouhym vystavenim ucinku alkalického prostiedi
a ¢asteCn€ 1 modifikaci vétSim poctem cheldtorti v molekule protilatky. Ktery z téchto
faktoriti mé rozhodujici vliv na vyslednou vazebnost by vyzadovalo dalsi zptesiujici studie.

Ziskané poznatky o vlivu metody zna€eni na afinitu RAM in vitro mély vyznam

pro dal$i experimenty, nebot’ slouzily k vybéru nejSetrnéjSiho zptisobu formulace preparatu
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RAM pro nésledné biologické studie in vivo a ex vivo s cilem pouzit radioimunokonjugat
s maximalné konzervovanymi vlastnostmi. Vzhledem k zamySlenému testovani zna¢eného
RAM in vivo pro PET/CT zobrazovani jsme vybrali dvojici radionuklidd galium-67
a zirkonium-89, které jsou v biomolekulach chelatovany stejnym cheldtorem —
deferoxaminem (DFO). Biologické in vitro experimenty byly vzhledem k mensi finan¢ni
nakladnosti provadény s RAM znacenym pomoci galia-67. Pro ex vivo biodistribu¢ni studii
a in vivo PET/CT zobrazovani bylo galium nahrazeno pozitronovym zaficem zirkoniem-89.
Veskeré podminky béhem konjugace protilatky s chelatorem a béhem znaceni konjugované
protilatky radionuklidem byly pro znaceni zirkoniem-89 identické, jako v ptipad¢ galia-67.

Na zékladé predchozich zkugenosti pfi znaceni pomoci *™Tc jsme postup pfi znaceni
RAM pomoci ’Ga/*Zr ¢astecné upravili. Konjugace protilatky s chelatorem sice nadale
probihala v alkalickém prostiedi, protilditka mu vSak byla vystavena pouze po dobu 1 h.
S cilem snizit vliv konjugace s chelatorem na biologické vlastnosti protilatky jsme pouzili
mens$i molarni pomér protilatka:cheldtor - pouze 1:3. Vyhodou znaeni vybranymi
radiokovy je navic to, Ze neni tfeba pridavat redukéni €inidlo (cinaté ionty) jako v ptipadé
znaceni techneciem-99m, ¢imz je eliminovan dalsi faktor potencidlné negativné ovlivitujici
biologickou aktivitu protildtky. Zvolend metoda znafeni galiem-67 a zirkoniem-89
se ukazala jako vyhovujici, nebot’ poskytovala znacenou protilatku o vysoké radiochemické
Cistoté (nad 99 %) a dostate¢né stabilité pro provadéni naslednych experimenti. Analyza
mnozstvi konjugovaného chelatoru ukazala, Ze diky nastaveni reak¢nich poméra
byl vysledny pomér DFO/Ab jen o néco vyssi nez 1. In vitro analyza vazebnosti znacené
protilatky k cilovym receptorim na dvou VEGFR2 pozitivnich liniich ukdzala, Ze afinita
(Kp pro SKOV3 = 7,1 nM, pro PC3 buniky = 8,8 nM) je vice nez 2x vyssi nez v piipadé
PMTc-HYNIC-RAM, aviak ve srovnani s nativnim RAM (Kp = 1-2 nM) je negativni vliv
znaceni stale patrny.

Biodistribu¢ni studie ex vivo provedené s vyuzitim mySich modeli s indukovanym
experimentadlnim nadorem (obr. 31) prokazaly akumulaci znac¢eného RAM v tumorech
exprimujicich VEGFR2. Po intraven6znim podani dochézelo k pomalému sniZovani aktivity
v krvi, coz je vsouladu s pomalou distribuci a eliminaci monoklonalnich protilatek
v organismu. Experimentalné zjistény polocas IgGi protilatek u dospélych mysi je 6-8 dni
(Vieira a Rajewsky 1988), coz odpovida dynamice poklesu hladin v krvi zji§ténému v naSem
experimentu. S nizkou krevni clearance souvisi i relativné nizky pomér aktivity tumor/krev,
ktery je 144 h po aplikaci protilatky 0,79 pro PC3 nador a 1,26 pro SKOV3 nador. Podobné

nizky pomér tumor/krev byl zji§tén v praci, ktera studovala biodistribuci **Cu-NOTA-RAM
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na mySim modelu s HCC4006 tumorem exprimujicim VEGFR2. V této praci byl 48 h
po aplikaci protilatky zjistén pomér tumor/krev 0,96 (Luo et al. 2016). Srovnatelné hodnoty
pomeéru tumor/krev byly pozorovany i pfi pouziti monoklonalnich protilatek cilenych na jiné
antigeny. Napiiklad u mAb cilené proti antigenu p97 na povrchu bun¢k melanomu byl
zjistény pomér 0,8 — 1,5 (Larson et al. 1983) 72 h po aplikaci nebo u mAb cilené na karbonat
anhydrazu IX byl pomér 2,2 72 h po podani (Chrastina et al. 2003).

Relativné vysok4 aktivita ¥Zr-DFO-RAM v tumoru, 9,27 (+ 0,54) %ID/g pro PC3
tumory a 9,97 £ (0,98) %ID/g, byla v ex vivo studii zjis$téna jiz 24 h po aplikaci. Podobné
hodnoty po 24 h naméfil i Luo et al. (2016) v experimentu s **Cu-NOTA-RAM. V piipadé
SKOV3 nadorti akumulace v tumoru déle stoupala, v ptipadé¢ PC3 nadort zlstavala stabilni.
Maximalni akumulace zna¢eného RAM v nadorech bylo v naSem experimentu dosazeno
72 h po aplikaci. Pro PC3 tumory byla hodnota maxima ptes 9 %ID/g a pro SKOV3 tumory
bylo maximem 13,36 %ID/g. To odpovid4d udajim z literatury, podle kterych obvykle
dochéazi k maximalni kumulaci mAb v nadoru za 2-3 dny po podani (Meijs et al. 1997,
Chrastina et al. 2003, Perk et al. 2006). V nékterych studiich u mysi s modelovymi nadory
byla mira kumulace radioaktivnich protilatek vyssi. Napt. ve studii s anti-VEGF protilatkou
bevacizumabem byla aktivita v nadoru kolorektalniho piivodu pfi znaceni **Cu do 48 h
po podani nad 20 %ID/g (Paudyal et al. 2011), mira kumulace indiem-111 znaceného
bevacizumabu ve VEGF-A pozitivnim nddoru se pohybovala nad 15 %ID/g (Stollman et al.
2008). Obecné je ovsem takové srovnani obtiZné, protoZe mira kumulace v nddorové tkéani
je zavisla nejen na kvalit¢ a zachovalych biologickych vlastnostech radiopreparatu.
Biodistribuce a akumulace cilenych radioaktivné znacenych protilatek v nadorech mize byt
ovlivnéna podanym latkovym mnoZstvim (Stollman et al. 2008), mirou exprese cilovych
receptortl v nadoru (Luo et al. 2016), ptipadné€ i jejich mnozstvim v jinych tkanich.

Z dal$ich organt byla relativné vys$si radioaktivita naméfena i v orgadnech s vyssi
krevni perfuzi, jako jsou ledviny, plice a srdce. To mize souviset s vazbou na VEGFR2,
ktery je fyziologicky pfitomny na endotelovych buikéich (Bruns et al. 2009). Bé¢hem
experimentu dochédzelo k ¢asové zavislému poklesu aktivity v téchto organech. Ex vivo
studie s %Zr-DFO-RAM té7 ukédzala, 7e dalsimi vyznamnymi misty akumulace
$97r-DFO-RAM byly jatra a slezina. V téchto organech se nachazi fenestrované kapilary,
které usnadiluji extravazaci mAb a patii do tzv. retikuloendotelového systému, ktery
predstavuje jednu z hlavnich cest eliminace imunoglobulinti z t€la. MAbs jsou receptory
zprostiedkovanou nebo nespecifickou endocytézou absorbovany do bunék a prochézi

lyzozomalni degradaci (Tabrizi et al. 2006, Ryman a Meibohm 2017). Vysoka akumulace
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znacenych mAbs ve slezing je v literatufe popsand. V pfipad¢ rituximabu a tositumomabu
se jedna o specifickou akumulaci, protoze tyto protilatky jsou cilené proti CD20 antigenu
na povrchu B-lymfocytt, které se ve sleziné bézn¢ nachazi (Rajendran et al. 2004, Malviya
et al. 2012). ZvySena akumulace znacenych mAbs ve slezin¢ vSak byla pozorovana
i u protilatek, které nejsou cileny na antigeny piitomné ve slezing: ¥Zr-bevacizumab
(Nagengast et al. 2007), ''In-cetuximab (Shih et al. 2015) nebo **Cu-trastuzumab (Milenic
et al. 2010). Ve zminovanych piipadech stdla pii meziorgdnovém srovnani slezina
v mife akumulace radioaktivity na prvnim, pifipadné na druhém mist¢ v poradi.
Zirkonium-89 patii mezi tzv. rezidualizujici radionuklidy a vysoké aktivita ve sleziné
po aplikaci ¥Zr-DFO-RAM miZe souviset s rezidudlni aktivitou zirkonia-89, kterd
ve fagocytujicich bunikach sleziny zlstala po degradaci protilatky (Verel et al. 2003).
Vysoké hodnoty poméru tumor/sval naznacuji vynikajici kontrast nadoru ke svalové tkani.
V case 72 h po aplikaci ¢inil tento pomér pro PC3 nadory 5,5 a pro SKOV3 nadory 8§,1.
Oba typy nadord se podatilo pomoci PET/CT velice dobie zobrazit jiz 24 h po aplikaci
znacené protilatky. S ¢asem postupné klesalo radioaktivni pozadi v nenddorovych organech
a 144 h po aplikaci byl obraz relativné Cisty a zobrazeny nador na ném dominoval. Data
z in vivo zobrazovani nadorovych mysich modelli potvrzuji a déle rozsifuji informace
ziskané z ex vivo biodistribu¢ni studie.

Celkov¢ lze konstatovat, Ze nami ziskana data z experimentil se zvifecimi modely
jsou v pomérn¢ dobrém souladu s daty zjisténymi v praci Luo et al. (2016), kterd se zabyvala
studiem stejné monoklonalni protilaitky znacené meédi-64 s vyuzitim podobného
experimentalniho modelu. Hlavni rozdily 1ze nalézt v akumulaci radioaktivity ve sleziné,
ktery je pravdépodobné zplsoben rozdilnym mnozZstvim protilatky pouZitym
pfi experimentu, a akumulaci v kostech, ktery je dan pouZzitym radionuklidem. Kostni
akumulace volného zirkonia-89, které vznikd bud’to transchelataci nespecificky vazaného
zirkonia-89 na plasmatické proteiny nebo degradaci znafené protilatky, je zndma jiz
zaméfena na %*Cu-NOTA-RAM (Luo et al. 2016) jedinou publikovanou praci, kterd byla
zamétena na radioaktivni znaceni monoklonalnich protilatek cilenych na VEGFR2 s cilem
posoudit moznosti jejich vyuziti pro radiodiagnostiku. NaSe studie piinasi prvni
experimentdlni data o znaeni RAM zirkoniem-89 a biologickém chovéani tohoto
radioimunokonjugatu. K znaceni pouzity radionuklid zirkonium-89 ma 6x delsi polocas
premény nez méd’-64 a umoznuje diky tomu zobrazovani v pozd¢jSich asovych intervalech

po aplikaci protilatky. Monoklonalni protildtky maji pomalou eliminaci z organismu a diky
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pouziti radionuklidu s delSim polocasem Ize ziskat mnohem ¢ist$i PET snimky s vétSim
kontrastem mezi zdravou tkdni a nadorem, jak dokldda porovnani naSich vysledkl
s uvedenou studii s *Cu-NOTA-RAM.

Vyhodou ramucirumabu je skutecnost, ze se jedna o jiz registrovanou protilatku
pro 1écbu nekolika typti malignich onemocnéni (Fontanella et al. 2014). Jeji ptipadné vyuziti
by mohlo umoznit posouzeni pacientii s ohledem na ptitomnost ¢i nepfitomnost VEGFR2
pozitivniho nadoru, coz ma velky vyznam pro vybér pacientli pro terapii zaloZenou
na antiangiogennim uc¢inku. Alternativou k znacenym anti-VEGFR2 monoklondlnim
protilatkdm jsou na VEGF-A zalozené radioligandy. Jejich akumulace v ledvinach, ktera
je dana vazbou na ptitomné VEGFR1 (Cai et al. 2006), je vSak zatim limitujicim faktorem
vjejich translaci do klinickych podminek. Anti-VEGF monoklonalni protilatka
bevacizumab je zatim z pohledu vyuziti radioaktivné znacené formy pro zobrazovani
¢i 1écbu nadorti zkouména déle nez RAM a existuje fada studii vénovanych této oblasti,
vcetné praci testujicich znaceni této protilatky zirkoniem-89 ¢i médi-64 (Nagengast et al.
2007, Paudyal et al. 2011, Vugts et al. 2013). Ve srovndni s RAM je vSak jeji urcitou
nevyhodou mensi selektivita, protoZze se vaze na fadu VEGF a tim blokuje funkci
jak VEGFR2, tak VEGFRI1. Na zdklad¢ téchto skutecnosti se zda vyvoj radioligandu
pro zobrazovani ¢i pfipadné i radioterapii v onkologii, ktery by byl zalozen na RAM ¢i jiné

stejné cilené biomolekule, jako perspektivni smér radiofarmaceutického vyzkumu.
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7. Zavér

Vysledky prezentované v této praci prindseji fadu informaci o vlivu metody znaceni
a podminek v pribéhu znaCeni na zmény imunoreaktivity radioaktivné znacenych
monoklonalnich protilatek. V prvni fazi byly hodnoceny a optimalizovany nékteré postupy
dulezité pro ptipravu radioaktivné znacenych protilatek. Mezi metodické ptinosy prace patii
pfedevSim zavedeni optimalizované metody znafeni monoklondlnich protilatek pomoci
radionuklidii galia a zirkonia, zavedeni UV/VIS metod pro analyzu mnozstvi chelatorii
navazanych na molekulu protilatky a rozsifeni moznosti CTK analyzy o méfeni na zivych
bunikach. Téz byl posouzen vliv riznych metod znaceni protilatek techneciem-99m.

Testovani zaméfené na posouzeni délky reakéniho intervalu pii radiojodaci protilatek
metodou vyuzivajici chloraminu T ukéazalo negativni korelaci mezi délkou jodacniho
intervalu a mirou stability a afinitou k cilovému receptoru modelové protilatky
Bl[-cetuximabu. Z vysledk@ vyplyva, e krat$i inkubaéni doba s chloraminem T poskytuje
stabilnéjsi radiokonjugat. V navazujicich experimentech bylo ovéfeno, ze krat$i reakcni
doba také méné ovlivituje vazbu znacené protilatky k cilovému receptoru. Za dalsi
metodicky ptispévek prace 1ze povazovat posouzeni moznosti vyuzivat rutinné¢ CTK analyzu
pro méfeni koncentrace znacenych protilatek, které bylo otestovano s '*!I-cetuximabem.
Pivodni protokol CTK analyzy pracuje s proteinem A jako s cilovou strukturou, na kterou
se protilatky vazou nespecificky. Vysledky nasich experimentt ukézaly, ze je mozné vyuzit
interakce s pfisluSnymi receptory exprimovanymi Zivymi bufikami. Experimenty
se specifickou vazbou protilatky na cilové receptory exprimované na povrchu bunék
poskytovaly piesnéjsi vysledky a bylo jich dosazeno v krat$im ¢ase. Ovéteni vlivu riznych
metod znadeni diagnostickym radionuklidem *™Tc na afinitu monoklonalni protilatky
ramucirumab (RAM) k cilovému receptoru ukazalo pfi srovnani nepiimé a ptimé metody
znaeni mensi vliv nepfimého znaceni prostiednictvim chelatujici struktury nez pii piimé
vazbé technecia na molekulu proteinu.

Metodické experimenty zaméfené na optimalizaci znaceni RAM kovovymi
radionuklidy vedly k GspéSnému zna¢eni RAM radiokovy s vysokou Cistotou, stabilitou
a minimalnim ovlivnénim afinity protilatky k receptoru, a umoznily pfipravu této protilatky
znacené vyznamnym PET radionuklidem — zirkonem-89. Vyhovujici kvalita radiopreparatu
vyustila v moznost testovat biologické vlastnosti této znaCené protilatky nejen in vitro,

ale 1 v modelu in vivo.

107



Zaver

Vysledky ex vivo biodistribu¢ni studie a in vivo PET/CT zobrazovani na mySich
modelech lidskych nadordt PC3 a SKOV3 exprimujicich VEGFR2 receptory potvrdily
akumulaci znadené protilatky *°Zr-DFO-RAM v obou typech nadort. Intenzivnéjsi
akumulace byla naméfena u nadort tvofenych SKOV3 bunkami, ke kterym mél
87r-DFO-RAM podle in vitro analyzy vétsi afinitu. Zarovein bylo potvrzeno,
ze pro radioaktivni znaceni monoklonalnich protilatek jsou vhodnéj$i radionuklidy
s dlouhym polocasem, které umoznuji PET/CT zobrazovani né€kolik dni po aplikaci.
V delsich casovych intervalech po podéani vykazuje ziskany obraz lepsi kontrast mezi
nadorem a zdravou tkani, nebot’ radioaktivni protilatka nevazand v tumoru je z vétsi ¢asti
eliminovana z organismu.

Zavérem lze konstatovat, Ze stanovené cile predloZené disertacni prace byly splnény.
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