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Abstrakt
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Nézov diplomovej prace: In vitro satura¢né Studie galiom-67 a zirkoniom-89 znacenej
monoklonélnej protilatky ramucirumab na SKOV-3 bunkovej linii

Vyvojom novych lieCebnych postupov v onkologii mé Coraz vacSie postavenie
cielend biologicka liecba, ktora stimuluje imunitny systém k boju s nadorovymi bunkami.
Vyznamnym pokrokom v cieleni nddorov bolo zavedenie monoklonalnych protilatok,
ktoré predstavuji jednu z novsich moznosti vyuzitel'nych v diagnostike i terapii nadorov.
Vyuziva sa schopnost monoklonalnych protilatok rozpoznat’ a viazat’ sa Specificky na
antigény nadorovych buniek, akym je aj receptor pre VEGF typu 2 (VEGFR-2), na ktory
sa viaze monoklonalna protilatka ramucirumab. Blokaciou tohto receptoru sa inhibuje
angiogenéza, a tym sa zabrani rastu nddorov. Spojenim monoklonalnej protilatky s inou
molekulou (rddionuklid, toxin, cytostatikum) za tvorby konjugatov je mozné zvysit’ jej
protinadorovy ucinok, ¢o pre diagnostické 1 terapeutické t€ely vyuziva i odbor nukledrna

medicina.

Ciel'om predloZenej prace bolo metddou nepriameho znac¢enia pomocou chelatoru
deferoxaminu (DFO) pripravit radioaktivnymi nuklidmi (’Ga a®Zr) znaceny
ramucirumab. U pripravenych radiofarmak sa zistovala ich rddiochemicka Ccistota
astabilita  prostrednictvom  analytickych metdéd vysokouc¢innej kvapalinovej
chromatografie s rddiometrickou detekciou a instantnej tenkovrstevnej chromatografie.
Pomocou klasickej manudlnej saturacnej techniky sa na bunkovej kultire SKOV-3
overila schopnost radioaktivne znaCenej protilatky zachovat si afinitu k receptoru
VEGFR-2 pomocou stanovenia rovnovaznej disociacnej konstanty Kp tejto interakcie.
Taktiez sucastou biologickej Stidie zirkoniom-89 znaceného ramucirumabu bolo
analyzovat’ in vivo organova biodistribuciu pripraveného radiofarmaka a pomocou

systému PET/CT zobrazit’ indukované nadorové utvary exprimujice VEGFR-2 u mysi.



Vysledky stanoveni radiochemickej Cistoty potvrdili, ze sa podarilo pripravit’
radioimunokonjugéty s Cistotou nad 95 % ako pozaduje Europsky liekopis pre
radiofarmaka podévané pacientom. Pripravené radiopreparaty si pozadovanu
radiochemicku cistotu udrzali aj po dobu troch dni. V in vitro saturaénych stadiach sa
dosiahla pre tri opakované nezavislé merania priemernd hodnota disociacnej konstanty
pre 7Ga[Ga]-DFO-ramucirumab Kp = 35,94 (+7,30) nM a pre
8971[Zr]-DFO-ramucirumab Kp=27,44 (+8,14) nM, zd&oho vyplyva, Ze oproti
neznacenému (nativnemu) RAM (Kp=1-2 nM) sa onieCo malo znizila afinita
k cielovému receptoru, ale stale bola dostacujuca pre d’alSie potencidlne Studie. V pripade
in vivo testovania u *°Zr[Zr]-DFO-ramucirumab sa potvrdili data ziskané zin vitro
merani. Ex vivo biodistribu¢na Studia preukdzala hromadenie radioaktivne znaceného
ramucirumabu v indukovanom SKOV-3 nadore uz 1. defi od aplikacie, priCom maximum
aktivity v nddore bolo namerané¢ v 3. den. Zaroveii PET/CT zobrazovacia metdda

podporila ex vivo experimenty zreteI'nym zobrazenim nadoru na vyslednych snimkach.

V zavere mézeme zhodnotit, Ze vysledky potvrdili potencidl ramucirumabu pre
zobrazovanie VEGFR-2 pozitivnych nddorov vdaka uspesnému  otestovaniu
pripraveného %’Ga- a *Zr-znageného ramucirumabu. Naviac, vyuzitie *Zr pre
radioaktivne znacenie podciarkuje vyhodu pripraveného radiofarmaka pre zobrazovanie
angiogénneho procesu v diagnostike a monitoringu lie¢by vd’aka svojim perspektivnym
zobrazovacim vlastnostiam PET Ziarica. AvSak, nevyhodou stile zostava jeho vysoka

nakupna cena.

Kruacové slova: galium-67, in vitro satura¢né studie, monoklonalna protilatka, PET/CT,

radioaktivne znacenie, ramucirumab, SKOV-3, VEGFR-2, zirkonium-89
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Name of the work: In vitro saturation study of gallium-67 and zirconium-89 labelled
monoclonal antibody ramucirumab on SKOV-3 cell line.

Targeted biological treatment becomes more and more important with the
development of a new therapy in oncology. It stimulates immune system to eliminate
cancer cells. Significant progress has been made since the introduction of monoclonal
antibodies. They represent one of the newest possibility used in diagnosis and treatment
of tumours. The ability of the monoclonal antibody ramucirumab is to recognize and bind
specifically to tumour cell antigens such as the VEGF type 2 receptor (VEGFR-2) and
thus to supress angiogenic process. Anti-angiogenic ramucirumab inhibits this receptor
via blocking of VEGF binding sites, which prevents the growth of tumours. It is possible
to increase antitumor effect of monoclonal antibodies by their combination with other
molecules like radionuclides, toxins and cytostatics when forming the so called
conjugates. Prepared immunoconjugates serve as diagnostic and therapeutic tools also in

Nuclear Medicine.

The aim of the experimental work in was the preparation of radiolabelled
monoclonal antibody ramucirumab with two radionuclides (*’Ga and *Zr) with the use
of the chelating agent deferoxamine (DFO). The prepared radiopharmaceuticals were
analyzed on their radiochemical purity and stability with the employment of the analytical
methods high-performance liquid chromatography with radiometric detection and instant
thin layer chromatography. The preserved binding affinity of radiolabelled antibody
ramucirumab to VEGFR-2 receptor was verified on SKOV-3 cell culture with the use of
the classical manual saturation technique. The equilibrium dissociation constant (Kp) for
this interaction was determined too. The biological properties testing of zirconium-89
labelled ramucirumab also included the in vivo organ biodistribution and PET/CT

imaging of the induced VEGFR-2 positive tumour formation in mice.



The results of the radiochemical purity determination demonstrated that the
prepared radioimmunoconjugates had a purity above 95 % as required by the European
Pharmacopoeia for radiopharmaceuticals administered in patients. Moreover, the
prepared radiopreparations maintained the required radiochemical purity for three days.
The results of in vitro saturation studies provided the mean value of the dissociation
constant of three independent measurements for ’Ga[Ga]-DFO-ramucirumab Kp = 35.94
(£ 7.30) nM, and for ¥Zr[Zr]-DFO-ramucirumab Kp = 27.44 (+ 8.14) nM. Although, the
obtained Kp values were lower than for unlabelled (native) RAM (Kp = 1-2 nM), the
affinity to the target receptor was still sufficient for further potential studies. /n vivo
testing with 3°Zr[Zr]-DFO-ramucirumab confirmed data obtained from in vitro
measurements. An ex vivo biodistribution study demonstrated the accumulation of
radiolabelled ramucirumab in the induced SKOV-3 tumours as early as day 1 after
administration with maximal tumour activity measured on day 3. At the same time, the
PET/CT imaging method supported ex vivo experiments with clear imaging of the tumour

in the resulting images.

In conclusion, the obtained results confirmed the potential of ramucirumab for
imaging of VEGFR-2 positive tumours thanks to the successful testing of the prepared
7Ga- and %°Zr-labelled ramucirumab. Besides, the use of %°Zr for radiolabelling
underscores the advantage of a prepared radiopharmaceutical for imaging of the
angiogenic process in the diagnosis and monitoring of treatment due to its promising
imaging properties as the PET emitter. However, the disadvantage remains in its high

cost.

Key words: gallium-67, in vitro saturation study, monoclonal antibody, PET/CT,
radiolabelling, ramucirumab, SKOV-3, VEGFR-2, zirconium-89
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1. ZOZNAM SYMBOLOYV A SKRATIEK

2-ME

ADC

ADCC

AML

APC

BCA

BSA

BFC

BiTE

B max

CDC

CLL

CT

CTL

DFO

DMSO

DOTA

EDTA

EGF

EGFR

2-merkaptoetanol, z angl. 2-mercaptoethanol
konjugat protilatka-liecivo, z angl. antibody-drug conjugate

bunkova cytotoxicita zavisla od protilatky, z angl. antibody dependent

cellular cytotoxicity

akutna myeloidna leukémia

antigén prezentujica bunka, z angl. antigen-presenting cells

kyselina bicinchoninova, z angl. bicinchoninic acid

bovinny sérovy albumin, z angl. bovine serum albumin

bifunkéné chelatacné ¢inidlo, z angl. bifunctional chelator

bispecificé T bunky, z angl. bispecific T cell engagers

maximalna vizbové kapacita receptorov na jednotku celkového proteinu

cytotoxicita sprostredkovand komplementom, z angl. complement

denpendent cytotoxicity

chronicka lymfocytarna leukémia

vypoctova tomografia, z angl. computed tomography
cytotoxicky T-lymfocyt, z angl. cytotoxic T lymphocyte
deferoxamin, z angl. p-SCN-Bn-deferoxamine)
dimetylsulfoxid

kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova
kyselina ethyléndiamintetraoctova

epidermalny rastovy faktor, z angl. epidermal growth factor

receptor pre epidermalny rastovy faktor, z angl. epidermal growth factor

receptor
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ELISA

EMA
Fab

FBS

Fc

FDA
FOLFIRI
FOV
HAMA
HAT

HER

HGPRT

HL

HPLC

ICso

ID

IMTM
INFy

1TLC

test enzymového imunosorbentu, z angl. Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay

Eurdpska liekova agentura, z angl. European Medicines Agency
fragment viazuci antigén, z angl. fragment antibody binding

bovinné fetalne sérum, z angl. fetal bovine serum

konstantny, krystalizujuci fragment, z angl. fragment crystallizable

Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv, z angl. Food and Drug Administration
chemoterapeuticka trojkombindcia — leukovorin, fluoruracil, irinotekan
zorné pole, z angl. field of view

Pudska antimysia protilatka, z angl. human anti-mouse antibody
hypoxantin-aminopterin-tymidin médium

receptor pre ludsky epidermalny rastovy faktor, z angl. epidermal growth

factor receptor

enzym hypoxyntin-guanin fosforibosyltransferaza, z angl. hypoxanthine-

guanine phosphoribosyltransferase
Hodkinov lymféom

vysokoucinna kvapalinova chromatografia, z angl. high performance

liquid chromatography

polovicnd maximdlna inhibi¢nd koncentracia, z angl. half maximal

inhibitory concentration

podana davka, z angl. injected dose
imunoglobulin, z angl. imunoglobuline
Ustav molekularnej a transla¢nej mediciny
interferén vy, z angl. interferon

instantna tenkovrstva chromatografia, z angl. instant thin-layer

chromatography
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KRK

MAD

MAC

MHC

MMAE

MRI

mRNA

NK

NOTA

NSCLC

NRP

PBS

PET

PIGF

I.0.

RAM

RES

RIL

sALCL

SCID

rovnovazna disocia¢na konstanta

kolorektalny karcindm

monoklondlna protilatka, z angl. monoclonal antibody

komplex membranového ttoku, z angl. membrane attack complex

hlavny histokompatibilny komplex, z angl. major histocompatibility

complex

monometyl auristatin E

magnetické rezonancia, z angl. magnetic resonance imaging
mediatorova ribonukleova kyselina, z angl. messenger ribonucleic acid
nador

prirodzeni zabijaci, z angl. natural killers
1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova kyselina

nemalobunkovy karcindm pluc, z angl. non-small cell lung cancer

neenzymaticky koreceptor neuropilinu, z angl. non-enzymatic

neuropilinco-receptor

fosfatovy pufer, z angl. phosphate buffered saline

pozitrébnova emisnd tomografia, z angl. positron emission tomography
placentarny rastovy factor, z angl. placental growth factor
retro-orbitalne

ramucirumab

retikuloendotelidlny systém, z angl. reticuloendothelial system

radioizotopové laboratorium pri Katedre farmakoldgie a toxikoldgie na

Farmaceutickej fakulte UK
systémovy anaplasticky velkobunkovy lymfom

tazkd kombinovand imunodeficiencia, zangl. Severe Combined

Immunodeficiency Diseases
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SKOV-3 ludsky ovaridlny adenokarcindm, z angl. Human caucasian ovary

adenocarcinoma

SPECT jednofotonova emisna pocitaCova tomografia, z angl. single photon

emission computed tomography

TNF tumor nekrotizujuci faktor, z angl. tumor necrosis factor

uv ultrafialové ziarenie, z angl. ultraviolet radiation

VEGF vaskularny endotelidlny rastovy factor, z angl. vascular endothelial growth
factor

VEGFR receptor pre VEGF, z angl. vascular endothelial growth factor receptor

VIS viditeI'né spektrum, z angl. visible radiation
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2. UVOD

V T'udskom tele neustdle dochadza k bunkovej diferencidcii ¢i deStrukcii
nepotrebnych buniek. Odstranenie infikovanych, starych, malfunkénych alebo nadorovo
transformovanych buniek sa ucastni i niektorej zlozky imunitného systému. Pokial’ slabsi
imunitny systém jedinca nerozpozna poruchu delenia buniek a nezni¢i ju, hrozi vyvoj

nadorového ochorenia.

Onkologické ochorenia patri vo vyspelej Casti sveta medzi obavané a fyzické i
psychické zdravie intenzivne poSkodzujuce ochorenie, ktoré postihuje kazda vekovu
skupinu, a tym vyznamne zasahuju do Zzivota nielen pacienta, ale ijeho okolia.
Oneskorenym zistenim rakoviny sa zniZzuje Sanca na opitovné nadobudnutie plného
zdravia. Preto sa v boji proti onkologickému ochoreniu vyvijaja stale novsie metody pre
diagnostiku 1 terapiu nadoru s cielom, aby pouzité analytické a lieCebné metody co
najmenej poskodili eSte zachované zdravie pacienta a zaroven definitivne znicili nador

bez moznosti relapsu.

Na problematike nddorového ochorenia sa podielaju viaceré odbory mediciny.
Lie¢ba vyuziva v zavislosti od pacienta 1samotného nddoru rdézne metddy niCenia
nadorovych buniek, a to bud’ prostrednictvom chirurgického zasahu, hormonélna terapia,
dalej tiez pomocou radioterapie a chemoterapie, ktoré predstavuju tradi¢nu liecbu, a
taktieZ 1 pomocou cielenej terapie alebo kombinédciou spomenutych metéd. Kazda z
liecebnych metdod mé svoje vyhody i1 nevyhody (napr. ovplyvnenie nielen nadorovych
buniek, ale vplyv aj na okolité zdravé bunky), ktoré sa zohladituju pri vybere ich

aplikacie.

V sucasnosti vel’ky vyznam v onkoldgii zohravaju biologické lieciva, ktoré su
usmernené na cielové Struktary (signalne drahy, Specifické molekuly) v mieste zasahu.
K takymto molekulam patria aj monoklonédlne protilatky pdsobiace proti Specifickym
antigénom nadoru a ktoré sa v terapii vyuzivaji samostatne ako nekonjugované alebo sa
spajaju s inou molekulou (rddionuklid, toxin, cytostatikum) za tvorby konjugatu, ¢o

vyuziva odbor nukledrna medicina.

Moderné metody nukledrnej mediciny, ktorych vyhodou je najmd minimalne
zataZenie pacienta, vyuzivaju znacené lieCivo v podobe radiofarmék, ktoré sa vpravuje
do organizmu pacienta s cielom radiodiagnostiky a/alebo radioterapie nadoru. VyuZitie
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radiofarmak v zobrazovani nddorov metédami ako je PET a SPECT neustéale napreduje,
hlavne kvoéli objavom novych ciel'ov protildtok a moznost'ou znacit’ ich radionuklidmi

s radiodiagnostickym potencidlom.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Imunitny systém

Imunitny systém je délezitou sucastou l'udského organizmu, pretoze neustéle
dohliada a chréani ¢loveka nielen pred cudzorodymi latkami, ale aj vlastnymi bunkami,
ktoré podlahli infekcii alebo nadorovej transformacii. Skodliviny vnutorného
1 vonkajSiecho povodu st imunitnym systémom eliminované, neskodlivého povodu su

tolerované. Na imunitnej reakcii sa podiel'aju viaceré zlozky imunitného systému. [2, 15]

Podl’a toho, akym spdsobom imunitné zlozky rozpoznédvaju antigén, sti imunitné
mechanizmy rozdelené do dvoch zdkladnych kategérii: neSpecifické (neadaptivne)
a Specifické (adaptivne), priCom oba mechanizmy su tvorené zlozkami humoralnymi
1 bunkovymi. Evolu¢ne star§im je neSpecificky mechanizmus taktiez oznacovany ako
neadaptivny, prirodzeny alebo vrodeny, ktory poskytuje prvu liniu obrany proti
patogénom. Jeho reakcia na pritomnost’ Skodliviny je rychla, rddovo v minatach a na
rozdiel od Specifickych zloziek nema tzv. imunologickli pamét, ¢o znamena, Ze nie je
ovplyvneny predchadzajicim stretnutim sa so Skodlivinou. Fagocytujuce bunky a NK
bunky (tzv. ,prirodzeni zabijali“, z angl. natural killers) reprezentuju bunkové
nespecifické systémy, zatial’ co komplementovy systém, interferony, lektiny a iné sérové

proteiny tvoria humoralne zlozky ne$pecifickej imunity. [16, 17]

Evolu¢ne mladsie su Specifické (adaptivne) mechanizmy, ktoré reaguju na kazda
cudzorodu Struktiru prostrednictvom vysoko Specifickych molekul a aktivuju sa az po
stretnuti s danym antigénom, pricom k Uplnému rozvoju Specifickej imunitnej reakcie
dochadza po niekol’kych dioch aZ tyzdioch. Charakteristickym rysom je ich
imunologickd pamat, ktord pri opdtovnom kontakte organizmu s imunitnou reakciou
vyvolavajucim antigénom zabezpeci rychlejSiu a G€innejSiu  imunitnt odpoved.
K humorélnej zlozke patria protilatky tvorené B-lymfocytmi abunkova zlozka je

sprostredkovana hlavne pomocou T-lymfocytov. [16]

Imunitné reakcie st zaistené roznymi druhmi buniek a molekul a ich vzdjomnymi
interakciami. Bunky imunitného systému spolu so spojivovymi bunkami a d’alSimi
Struktrami tvoria anatomické a funkéné celky — lymfatické organy a tkaniva.
Imunokompetentné bunky, ktoré zaist'uju imunitné reakcie, vznikaji z kmenovej bunky.
Tato bunka sa d’alej diferencuje na lymfoidné a myeloidné bunkové linie. V kostnej dreni
z myeloidnej linie vznikaju erytrocyty atrombocyty adva druhy bielych krviniek,
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monocyty a granulocyty. Z lymfoidnej linie vznika d’al$i druh bielych krviniek —
lymfocyty a NK bunky. Cast’ lymfocytov, ktora sa d’alej vyvija v tymuse je oznadovana
ako T-lymfocyty a Cast, ktord sa vyvija v kostnej dreni ako lymfocyty typu B.
Z B-lymfocytov sa nakoniec stani plazmatické bunky, ktoré su schopné produkovat
protilatky. Medzi imunokompetentné bunky sa radia taktiez dendritické bunky, ktorych
hlavnou tlohou je pohltit’ a spracovat’ antigén, vystavit' ho na svojom povrchu a prilakat’
prislusné B- a T-lymfocyty, ktoré potom rozvini imunitna reakciu. Tymto procesom sa

prepaja nespecificky mechanizmus so Specifickym. [15]

Bez imunitného systém ako komplexného obranného mechanizmu, ktory sa stara
o ochranu organizmu pred cudzorodymi bunkami (exogénne vplyvy) i bunkami telu
vlastnymi (endogénne vplyvy), ako napriklad bunkami infikovanymi virmi alebo
bunkami nadorovo transformovanymi , by sme nemali ziadny spdsob ochrany, t.j.
moznosti bojovat’ proti vyssie zmienenym poskodzujucim faktorom nasho tela. V pripade
nadorovych buniek je hlavnou ulohou imunitnd reakcia, rané rozpoznanie takychto

buniek a ich likvidacia. [1]

3.2. Imunoterapia nadorovych ochoreni

V 70. rokoch dvadsiateho storoc€ia sa zrodila nova lieCebnd metdda vychadzajuca
zpouzitia monoklonalnych protilatok zvand imunoterapia. Zatial o tradi¢na
chemoterapia zabija nielen cielové nadorové bunky prostrednictvom cytotoxickych
vlastnosti pouZitych latok, imunoterapia stimuluje celkovo imunitny systém hostitel'a k
tomu, aby rozpoznal a znic¢il nadorové bunky obvykle nezavisle na ich genera¢nom cykle.
Ak nie je populacia nddorovych buniek prili§ pocetna a ak bunky nesu Specificky
nadorovy antigén, proti ktorému je protilatka cielena, moze byt zlikvidovana uplne.
V tomto pripade nejde o odblokovanie utlmenej imunity nddorom, ale o vyuZitie vyssej

selektivity v niceni buniek nadoru za ucelom ochrany zdravych buniek tela. [1, 2]

Na eliminécii buniek, ktoré tvoria nador sa podiel'aji hlavne CD8+ cytotoxické
T-lymfocyty (CTL, z angl. cytotoxic T cell), ktoré ale dokdzu rozpoznat’ nddorovu tzv.
determinantna skupinu alebo epitop iba ak je vo forme peptidov, ktoré s vystavené na
povrchu bunky nadoru azdroven su vkomplexe svlastnymi MHC (hlavny
histokompatibilny komplex, z angl. major histocompatibility complex) molekulami I.

triedy. Ide o transmembranové molekuly, ktorych hlavnou tulohou je spracovanie
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a prezentacia antigénov T-bunkdm. Na povrchu antigén prezentujucej bunky (APC,
z angl. antigen-presenting cells) pritomnych napriklad na B-lymfocytoch, makrofagoch,
dendritickych bunkach a inych, sa najskor stretne nadorovy antigén s pomocnymi CD4+
T-lymfocytmi, bez ktorych by nedoSlo k zaktivneniu cytotoxickych T-lymfocytov.
Tymto procesom tzv. skrizenou prezentaciou antigénov sa za normalnych podmienok
zaisti vysoko Specifickd imunitnd reakcia. Fagocytézou nadorovej bunky respektive ich
fragmentov ziska APC nadorovy antigén. APCs fagocytuji apoptotické a nekrotické
nadorové bunky, ktoré sa do apoptického alebo nekrotického stavu moézu dostat’ po
stimuldcii imunitnym systémom. Apoptdza je programovana a vnutornymi ¢i vonkaj$imi
signalmi vysoko kontrolovand bunkova smrt, ktorou zmrStenim bunky dochéadza
k vzniku fagocytovatelnych apoptotickych teliesok a vicSinou nedochadza k zapalu.
Zatial' ¢o nekroza je jej opakom. Nekroza predstavuje nekontrolovanu ndhodnu smrt
bunky, pri¢om bunka zvicsuje svoj objem az dochadza k jej prasknutiu, vyliatiu obsahu
bunky a tvorbe zapalu. Spominané antigény nadorovej bunky st najskor rozlozené
v lyzozémoch APC a potom vystavené na bunecnej membrane pomocou MHC molekul

II. triedy a sucasne stimulujucich (kostimulujucich) molekul. [1, 66]

Pomocné CD4+ T-lymfocyty sa aktivuji za pomoci dvoch mechanizmov.
Komplex MHC-imunogén sa naviaZe na T-bune¢ny receptor, t.j. stimuldciou, a zaroven
sa kostimula¢cné molekuly naviazu na nalezité receptory na T-lymfocytoch, t.j.
kostimulaciou. Po aktivacii CD4+ T-lymfocytov, ktoré produkuju radu interleukinov, ako
napr. tumor necrosis factor (TNF) alebo interferon gamma (INFy, z angl. interferon vy),
s priamym protinadorovym u¢inkom, dochadza k aktivacii cytotoxickych CD8+ T-
lymfocytov. Sucfasne dochddza k zvySeniu expresie MHC molektl 1. triedy na
nadorovych bunkach ak podnieteniu zlozky prirodzenej imunity (NK-bunky,
makrofagy). K efektivnej obrane imunity proti nddorovym bunkam vedie iba spravna
postupnost’ popisanych procesov. Mechanizmus Specifickej protinaddrovej bunkovej

imunity popisuje Obrazok 1. [1]
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Obrazok 1: Odpoved CD8+ T-lymfocytov na nador indukovany skrizenou prezentdciou
antigénu, pri ktorej su nadorové bunky alebo nadorové antigény zachytené, spracovavané
a prezentované T-bunkam pomocou profesiondlnych antigén-prezentujucich buniek
(APCs). V niektorych pripadoch kostimulatory exprimované APCs poskytuju druhé
signaly na diferenciaciu CD8+ T-buniek. APCs moézu tiez stimulovat’ CD4+ T-bunky,
ktoré poskytuju druhé signaly pre vyvoj CTL (cytotoxické T-lymfocyty) odpovede.
Diferencované CTL nicia nadorové bunky bez potreby kostimulacie alebo pomocou T-

buniek. Zdroj: prevzaté a upravené podla [72]

Od roku 1891 sa imunoterapia stala jednym z pilierov liecby rakoviny spolu
s chemoterapiou, chirurgickym zékrokom, ozarovanim a cielenou terapiou vd’aka ich
prvym vyznamnym a uspeSnym objavom pre pouZitie k prevencii a lie€be nadorového
ochorenia. V dnesnej dobe sa Stidie zameriavaju na prevenciu a boj proti rezistencii na
imunoterapiu s cielom urcit’, ako urobit’ naddor ,,imunitne pritazlivym®, aby sa dosiahla

lepsia reakcia na imunoterapiu. [2]

Imunoterapia este nie je vyhradnym lieCebnym postupom na rakovinu, pretoze nie
vSetky typy nadorov a nie vSetci pacienti z hl'adiska individualneho charakteru nadorov
st plne responzibilné k imunoterapeutickej liecbe. AvSak pokracujici vyskum prinasa
sl'ubné vysledky a tak ddva nadej pre d’al$i rozvoj imunoterapie, hlavne s ohl'adom na jej

vysSiu ucinnost’. [2]
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3.3. Monoklonadlne protilatky

3.3.1. Historia

Vroku 1890 sa po objaveni protilitok Emiliom von Behringom zahdjilo
rozpoznévanie ich potencidlneho a praktického terapeutického vyznamu najmé v oblasti
cielenej lieCby infekénych ochoreni. O necelé dve desatrocia (1906) neskor Paul Ehrlich
okrem toho, ze zaviedol pojem imunoterapia, navrhol koncept na selektivnu eradikéciu
buniek vyuzivajacich protiladtky. AvSak tieto postupy sa v klinickej praxi zacali

uplatiiovat’ o takmer storocie neskor. [5]

Objav Milsteina a Kohlera v roku 1974 sa stal milnikom v imunoterapii, kedy tito
dvaja vedci realizovali a publikovali pokus na mysiach s cielom vytvorenia klonu buniek,
tzv. hybridéomu, ktory bude vytvarat’ protilatky a zaroven bude nesmrtel'ny. ISlo o fuziu
dvoch materskych buniek — rychlo sa mnoZiacej nadorovej (myeldomovej) bunky, ktora
stratila kontrolu nad svojim delenim, a bunkou, ktord tvori protildtku proti uréitému

antigénu (B-lymfocyt). [3, 5]

Vynajdenim tejto hybridomovej linie bola umoZznenad neobmedzenad produkcia
monoklondlnych protildtok. Tym, Zze sa pochopila genetickd podstata suvisiaca
s antigénnou variabilitou protilatok, viedlo to k ich priprave pomocou rekombinantnych

DNA technolégii. [5]

DIlhu dobu sa hned’ po objaveni pouZivali predovsetkym za ticelom diagnostickym
a od roku 1997 aj lie¢ebnym, kedy americky Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv (FDA,
z angl. Food and Drug Administration) povolil pouzit’ prvi chimericki monoklonalnu
protilaitku (MADb) rituximab (anti-CD20) ku klinickej liecbe nadorového ochorenia
non-Hodkinovho lymfému. Jeho mechanizmus u¢inku pozostaval z jeho naviazania na
antigén CD20 na povrchu nezrelych B-buniek a oznacil ich na eradikdciu pomocou NK

buniek. [2, 5]

3.3.2. Charakteristika a Struktira monoklonalnych protilatok
Monoklonalne protilatky (MAbs, z angl. monoclonal antibodies) sa od

polyklonalnych protilatok odliSuju tym, Ze su monoSpecifické a homogénne (chemické

individud), vd’aka ¢omu st brané¢ ako ucinné néstroje v diagnostike i terapii v rade

ochoreni. U ¢loveka st zékladom humoralnej (latkovej) imunity. [4]
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Monoklonalne protilatky st protilatky produkované len jednym klonom buniek,
konkrétne B-lymfocytov. Obsahuju jednotné variabilné oblasti a su teda Specifické pre
jeden epitop antigénu, tzn. cielom je jediné miesto antigénu. NajcCastejSimi cielovymi
antigénmi, na ktoré sa MAbs viazu, si membranové proteiny (napr. CD20, CD40),
rastové faktory (napr. VEGF), receptory (napr. VEGFR), adhezivne molekuly (napr.
integriny) a iné. [1, 6]

MADbs sa zarad’'uju na zaklade Struktiary k imunoglobulinom (Ig), ktoré navzajom
mozeme odliSit’ podl'a tazkych retazcov, ktoré su tvorené konStantnymi doménami
arozdeluju sa do 5 tried alebo izotypov — IgM, IgA, IgE, IgD, IgG (zoradené podla
klesajucej mol. hmotnosti). Medzi protilatkami nie su odliSnosti len v tazkych retazcoch,
ale liSia sa aj usporiadanim molekuly. [3]

Monoklonélna protilatka, ktord sa klasicky vyuziva v terapii, sa z chemického
hl'adiska zarad’uje k proteinom, konkrétne glykoproteinom a dosahuje priemerne 150 kDa
molekulovej hmotnosti, ¢o je zhruba 150x viac ako klasické cytostatika. Celu molekulu
tvoria dve odli$ne funk¢né jednotky skladajuce sa zo 4 kovalentne viazanych prvkov - z 2
tazkych a 2 l'ahkych retazcov, ktoré st spojené disulfidickymi mostikmi a pri spravnom
natoceni pripominaju symetricky tvar pismena Y. Spominané funkéné jednotky su
tvorené z jedného tzv. konstantného fragmentu Fc (,.krystalizujici®, z angl. crystallizable
fragment) a z dvoch identickych casti Fab (,,viazlici antigen®, z angl. antibody binding
fragment). [3]

Takzvany Fc fragment obsahuje iba konStantné Casti molekul tazkého ret'azca.
Stanovuje izotyp protilatky, sprostredkuje vdzbu a umozni aktivaciu buniek imunitného
systétmu (NK-bunky, makrofagy, CTL) ataktieZ vdzbu komplementu, ¢im moéZe
zneSkodnit’ cielové bunky. Fab ¢ast’ molekuly, obsahuje na dvoch l'ahkych ramenach
jedinecné variabilné domény a ktorymi sa umozni vizba nadorového antigénu. Zakladnti

Struktaru protilatky popisuje Obrazok 2. [3, 6, 8, 10]
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Obrazok 2: Zakladna Struktura monoklondlnej protilatky. Zdroj: Prevzaté a upravené

podla [73]

Velkd molekulova hmotnost’ protildtok so sebou nesie aj zopar prekdzok na
dosiahnutie ucinnosti ako je pomalSia kinetika distribucie, ¢i ohrani¢ené penetracné
vlastnosti. Preto maju protilatky niz§iu schopnost’ preniknutia do nadoru ¢i miesta zapalu.
Najmé v pripade protinddorovej terapie v homogénnych nadoroch obmedzuje expresia
antigénu a prisun krvi rovnomerné dodavanie protilatok. [4]

Podl'a povodu Struktary delime MAbs na mysSie, humanizované, chimérické
a Cisto T'udské. Nazvoslovie MAbs sa odvija od povodu protilatky. Uz samotny nazov
nam pri zékladnych znalostiach napovie, o aky typ MAb sa jednd, pripadne proti Comu
bude posobit’. Prva Cast’ nazvu je variabilnd, druhd Cast hovori, na aky ciel’ je MAb
namierena napr. -/i(m)- pre zlozku imunitného systému, -vi(r)- pre virovy antigén, -tu(m)-
T'ubovolny nador. Dalsie pismeno alebo slabika v nazve poukazuje na pévod MAb ako je
napr. -o- pre mysi poévod, -u- oznacuje protilatky 'udského povodu, -zu- humanizované a

-xi- chimerické MAb. Na konci ndzvu ndjdeme vzdy priponu -mab. [8, 12]

3.3.3. Mechanizmus G¢inku monoklonalnych protilatok proti nidorom
Hostitel'sky organizmus je chraneny proti nadorovym bunkdm cirkulujucimi
protilatkami dvoma spdsobmi. Prvym spdsobom je priama vézba a neutralizacia toxinov.

Druhy spdsob vyuziva aktivaciu imunitnej reakcie hostitel’'a a to:
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a) vizbou a aktivaciou komplementu na konstantny fragment Fc, ¢o bude viest

k tvorbe komplexu CDC (,cytotoxicita sprostredkovand komplementom®, z angl.

complement dependent cytotoxicity), ktory degraduje ciel'ovli nadorovu bunku, pricom

schopnost’ protilatky viazat’ komplement sa 1isi v zavislosti od izotypu Ig. [6, 9]

b) zahajenim bunkovej odpovede ADCC (,.bunkova cytotoxicita zavisla od

protilatky*/cytotoxicka reakcia zavisla na protilatke, z angl. antibody dependent cellular
cytotoxicity), kedy k nej dochadza po naviazani Fc receptoru protilatky (CD16, CD 32 a
CD64) na ndlezity nddorovy antigén, atym sa nasmeruju tzv. zabijaské bunky
imunitného systému (monocyty a makrofagy) k usmrteniu opsonizovanej cielovej bunky.

Oba typy aktivacie imunitného systému su znazornené na Obrazku 3. [9]

Roézne izotopy a podtriedy protilatok sa lisia svojou schopnost'ou aktivovat’ vyssie
zmienenu reakciu, kedy l'udské IgM protilatky takmer vylu¢ne aktivuji CDC, IgG
izotypy (a najmé podtriedy IgG1 a IgG3) vedu k silnej ADCC. [9]

Mechanizmus, ktorym MAb dosahuje terapeutické ucinky, nie je vzdy Uplne
znamy. U¢innost MAb teda zavisi od niekolkych faktorov ako je funkcia a charakter
cielového antigénu, od toho kolko buniek sa nachddza na povrchu cielového tkaniva

a najmi od charakteru MADb ako je jej izotyp a Specifita. [4]
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Obrazok 3: Mechanizmus ucinku MAb pomocou ADCC a CDC. Protilatky mozu
indukovat’ dva hlavné mechanizmy, ktoré vedu k smrti cielovych buniek: ADCC je
indukovand, ked' protilatka viazand na ciel’ je rozpoznana receptorom pre Fc na
efektorovych bunkdch, ktoré sposobuji bunkovu lyzu cielovej bunky. CDC je indukovanad,
ked’ protilatka viazand na ciel je rozpoznana pomocou Clq, ¢o sposobuje kaskdadu
udalosti, ktoré vedu kuvolneniu rozpustného C3a a C5a aktvorbe komplexu
membranového utoku (MAC, z angl. membrane attack complex), ktory lyzuje cielovu

bunku. Zdroj: prevzaté a upravené podla [18]

3.3.4. Typy monoklonalnych protilatok

Ako prvé protilatky pripravované a pouzité v klinike boli mysieho pévodu. ISlo
omys$i protein (t.. produkt mySich hybridémov), ktory vyvolavala v pacientoch
neziadiicu imunitni odozvu a behom kratkej doby sa mysia MAb stala neti¢innou. Doslo
k jej vyviazaniu a likvidacii za ucasti anti-mysSej protilatky pacienta (HAMA, z angl.
human anti-mouse antibody). Tvorba HAMA ma dve nevyhody. Jednak ich opakovana
tvorba moze mat za nasledok navodenie alergii az anafylaktického Soku, a jednak
opakovana liecba moze byt’ menej ucinna ako predchadzajica. Vznikom HAMA vznikla
hlavnad prekédzka v d’alSom pouzivani a v terapii za pomoci mySich MAbs. Mysie
monoklonalne protilatky nevykazovali teda idealne vlastnosti pre klinickl pouZitel'nost’

kvo6li ich schopnosti navodit’ tvorbu 'udskych anti-protilatok (imunogenite) a d’alej kvoli
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zlej schopnosti indukovat’ l'udské imunitné efektorové reakcie, kvoli premenlivej

schopnosti mySacej Casti interagovat’ s Fc receptormi 'udskych buniek [3, 4, 6].

Problémy s mysimi MAbs sa rieSili objavom techniky génového inZinierstva,
kedy sa variabilné oblasti mySej MAbs kombinovali s I'udskou alebo sa produkovala iba
Cisto Pudska protilatka s potlacenim imunitnej odpovede inou terapiou. Humanizované
protilatky st teda geneticky upravené mysacie protilatky, v ktorych proteinova
sekvencia bola modifikovana tak, aby napodobiiovala 'udsku protilatku, to znamena, ze
sa skombinovali konstantné domény I'udského Ig s variabilnou doménou mySacej MAb.
Chimerizaciou vznikli chimérne protilatky, ktoré si kddované génmi z viac ako jedného
druhu, obvykle s konStantnymi oblastami z génov l'udskych a s antigén viazicimi
oblastami z mySacich génov , ¢im sa zvysila ich stalost’ v 'udskom obehu. Cielom oboch
procesov je zabranit reakcii ludskych protildtok proti mySiam u pacientov

podstupujucich imunoterapiu. 3, 4,10]

Chimerické, humanizované a predovSetkym plne humdnne protilatky maja
mensiu imunogenicitu ako predtym pripravené mysie protilatky a umoziuju tak
opakované podavanie protilatok, zvySenu stabilitu v obehovom systéme a zlepSenu
kapacitu na ziskavanie komplementu a cytotoxickych buniek. To vSetko prispelo

k zvySeniu terapeutickej t€innosti MAbs. [11]

3.3.5. Priprava monoklonalnych protilatok

V roku 1975 bola prvykrat publikovana metdda, ktorou boli derivacie bunkovych
linii schopné produkcie $pecifickej protilatky namierenej proti vopred definovanému
imunogénu. Tato metdda bola zaloZzena na splynuti (t.j. fazii) dvoch typov buniek —
myelomovej (nadorovej) bunky a buniek sleziny (B-lymfocytu) imunizovaného zvierat’a.
Proces splynutia prebiehal v prostredi propylénglykolu vo zvieracom tele, pretoze pre
podmienky vyskumu nie je mozné kultivovat’ B-lymfocyty v podmienkach in vitro.
Kultivicia nemusi prebiehat’ len v slezine, ale da sa pre fiu vyuzit 1 iny lymfaticky organ

zvierata. [13]

Za beznych podmienok kultivéacie tkaniv a poCas procesu splynutia jadier oboch
typov buniek st v roztoku propylénglykolu pritomné nielen hybridomové bunky (tzv.
mutanty), ktoré produkuji pozadované MAbs, ale aj hybridomy produkujuce iné

protilatky, a d’alej neviazané myelomové bunky a neviazané bunky sleziny. Preto sa cela
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kultara buniek prenasa do HAT (hypoxantin-aminopterin-tymidin) média. HAT médium
je selekéné médium pre kultivaciu cicavCich buniek. Opiera sa o kombinéciu lieciv
aminopterinu, ktory posobi ako silny inhibitor metabolizmu kyseliny listovej inhibiciou
enzymu dihydrofolat reduktazy, a tym brani produkcii hypoxantinu (derivat purinu)
a tymidinu (deoxynukleozid). Dve posledné zmienované latky st medziproduktmi

v syntéze DNA. [13, 14]

Bunky sleziny zanikaji v relativne kratkom case akedZze sa v kultare
nereplikovali, mézu sa 'ahko oddelit. AvSak myelomové bunky sa prisposobia na rast
v kulttre, kedy neviazané myelomové bunky sa selektuji prave pomocou HAT média.
Ulohou aminopterinu v HAT médiu je blokacia syntézy nukleotidov de novo a tym, Ze je
tato cesta zablokovand, vyuzije sa na alternativnu replikéciu tzv. zachranna cesta, u ktorej
vSak musi byt pritomny hypoxantin a tymidin. Ked’Ze tieto neviazané myelomové bunky
nemaji  enzym hypoxantin-guanin  fosforibosyltransferaza (HGPRT, zangl.
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase), nedokazu sa v kultare replikovat
a vyuzivat z HAT média derivaty purinov, tym umieraju a vd’aka tomu ich mézeme

oddelit’ od hybridomov. [13, 14]

V dosledku pouziti HAT média preziju len splynuté bunky (hybridomy), ktoré
prosperuju vd’aka obsahu latok v tomto médiu. Naviac ziskali zdedenim zo slezinovych
buniek enzym HGPRT, ktory im umoZznuje stile vyuZivat' cestu zachrany na ich
replikaciu, aj ked’ je de novo draha zablokovana. Tieto hybridomy vykazuja ,,nesmrtel'na*
vlastnost’ a tie klony, ktoré vytvaraji poZadované protilatky, v tomto pripade MAbs
namierené na Specifické antigény, sa mézu Specialnymi testami izolovat’ od ostatnych
buniek. [13] Vlastny postup pripravy monoklonédlnych protildtok zahriiuje dva hlavné
kroky:

A) Imunizacia zvierat

Jednotlivé druhy zvierat st rozne citlivé na rozne chemické zlozky zmesi, preto je
potrebné tento fakt vziat’ do Givahy pri vybere zvierata pre pripravu monoklonalnych
protilatok. Pri kone¢nom vybere by sa mal zvazit aj druh a kmen rodicovského myelomu.
Najlepsie by bolo, aby myelom bol rovnakého druhu ako imunizované zviera, ¢o umozni
lahky rozvoj nddorov. NajjednoduchS$imi zvieratami pre pripravu MAbs su mysi
a potkany. Hlavne potkany, ked’Ze si vacsie, I'ahSie sa s nimi manipuluje a st lepSie pre

pripravu vac¢sieho mnozstva protilatky. Bez ohl'adu na konecny vyber myelomu, pre
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uspesnu derivaciu je najdolezitejSim faktorom to, akym sposobom sa myelémova kulttira

udrziava pred fuziou. [13]

Pri priprave sa antigén rozpustny v proteine aplikuje pomocou striekacky do
viacerych miest laboratérneho zvierata. Injekcie mézu byt aplikované subkutdnne na 3
az 4 roznych miestach a to napriklad do chrbta blizko néh a spodnej Casti chvosta. Po 10
dnoch od aplikacie injekcie sa z chvosta odoberie kvapka krvi a t4 sa pouZzije na testovanie
pritomnosti Specifickych protilatok. Na fuziu sa vyberu tie zvieratd, ktoré davaju najlepsie
antisérum. Po mesiaci sa intravendézne podd proteinovy roztok, ktory uz nezahfna

adjuvans a po 3 az 4 diioch sa po usmrteni pokusnych zvierat izoluju bunky sleziny. [13]

Na priblizne 2 minuty sa mftve zviera umiestni do komory s CO», potom sa ponori
do 70% alkoholu a nasledne sa mu vyberie slezina za sterilnych podmienok. Slezina sa
na Petriho miske preplachne roztokom a potom sa nakrija na 3 az 4 kusy a vlozi do
roztoku v skimavke s okrahlym dnom. Tymto postupom sa vytvorila z buniek sleziny
a roztoku suspenzia. Po troch ditoch sedimentovania sa bunkova suspenzia prenesie do
inej skimavky anecha sa odstredovat pri pokojovej teplote. Niekol'kokrat sa
resuspenduje, pri¢om sa tzv. supernatant (t.j. vodna ast’ nad scentrifugovanymi bunkami)

moze vyliat’ a znova rozptylit' v uz novom médiu. [13]
B) Priprava myelomovych buniek na fuziu

Rovnakym postupom ako sa pripravili bunky sleziny sa postupuje
u myelomovych buniek. Tie sa vramci spracovania izoluji z nadoru, nasledne sa
centrifuguju, resuspendujll a nakoniec pocitaju. Ziskané nadorové bunky z laboratérneho
zvierata st rychlo deliace a od rodi€ov maji zdedenu dlha Zivotnost. Myelomové bunky
sa flzuji so zvieracimi lymfocytmi v propylénglykole a hybridne bunky sa kultivuji

v HAT médiu, ako bolo popisané vyssie a ako je zhrnuté na Obrazku 4. [13]
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Obrazok 4: Priprava monoklonalnych protilatok podla Milsteina a Kohlera. Z krvi
imunizovanych mysi sa izoluju jednotlivé B-lymfocyty a spoja sa s bunkami myelomu,
ktoré im poskytnu nesmrtelnost. Takto vzniknuty hybridom mozZe tvorit dalsie

monoklonalne protilatky. Zdroj: prevzaté z [7]

3.3.6. Farmakologické vlastnosti terapeutickych monoklonalnych

protilatok
Terapeutické MAbs sa podavaju parenteralne intraven6znou, subkutannou alebo
intramuskuldrnou cestou. Intravenozna cesta je doteraz pre MADb najbeZnejSia a je
vyhodna vzhI'adom na rychlost’ systémového dodavania, Giplna biologicktl dostupnost’ a
schopnost’ aplikovat’ vysoké objemy. M4 vSak nedostatky tykajuce sa pohodlia, ndkladov
a moznosti vyvolania alergickych reakcii na infaziu. Tieto obmedzenia vyvolali zaujem
o podavanie extravaskularnymi cestami, va¢sinou pri subkutannom a intramuskuldrnom

podani. Tieto metdédy maji nizsiu biologicku dostupnost’ v rozmedzi 24%-95%, ale
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poskytuju vyhody samoaplikicie v domacom prostredi a nizSiu mieru neziadtcich

udalosti suvisiacich s infaziou lie¢iva. [22]

MAbs sa vylucuju z obehu primarne 2 spdsobmi. Prvym typom je na antigéne
nezavisla (neSpecifickd) postupna elimindcia prostrednictvom fagocytarnych buniek
a endotelidlnych buniek RES (retikuloendotelialneho systému, z angl. reticuloendothelial
system). RES Cisti MAbs viazané na antigén, tak i vol'né MAbs, a kedZe nie je
saturovatel'ny, prebieha linearne. Druhym typom je eliminacia sprostredkovana cielovou
Struktirou (antigénom). Mechanizmus cielen¢ho sprostredkovania je zavisly od vézby
protilatky na antigén a nésledne dochadza k odstraneniu komplexu prostrednictvom
endocytozy a degradacie lyzozomov. Pretoze druhy typ elimindcie je zavisly od vizby
antigénu, ktory je primarne viazany na membranu, je proces saturovatelny a teda
nelinearny. V zavislosti od protilatky a jej ciela sa tieto dva mechanizmy eliminacie

vyskytuju paralelne. [22]

V zévislosti od vlastnosti protilatky a od jej biologického ciel'a, MAbs nest riziko
imunitnych reakcii a nepriaznivych ucinkov. S lie€bou MAbs ako takych je spojena aj ich
nevelkd toxicita. Toxicita, spojend s cielom je zalozena na vizbe MAb-antigén.
Prikladom je protildtka proti tumor nekrotizujicemu faktoru alfa (anti-TNFa), moze
vyvolat’ imunosupresiu a viest' k infekciam. Na druhej strane toxicita spojend s modalitou
je nezavisla od ciela a mdéze sa vyskytnut akitne v Case injekcie alebo sa vyvinie
dlhodobym pdsobenim protilatky. Zahfa rozne typy akitnych imunitnych reakcii, ako
st zriedkavé pripady reakcii z precitlivelosti alebo syndromu uvolnenia cytokinov
a CastejSie udalosti, ako su reakcie suvisiace s infuziou areakcie v mieste vpichu.
Imunogenita predstavuje oneskorenu precitlivelost’, ¢o méze mat’ vplyv na terapeutickl

ucinnost’ MAbs. [22]

3.3.7. Vyuzitie monoklonalnych protilatok v praxi

Objav a pouzitie MAbs spdsobilo zasadny zlom vo vedeckom vyskume.
Poskytuji takmer nekonec¢ny zdroj diagnostickych a terapeutickych latok. Vd’aka ich
Specifite proti jednému epitopu a homogénnosti su i déleZitymi nastrojmi pouzivanymi v
biomedicinskom vyskume, mikrobiologickom vyskume a diagnostike virusovych a
bakteridlnych chordb napr. chripky, herpes simplex, AIDS, hepatitidy, chlamydiovych

infekcii atd’. MAbs tvoria zdklad mnohych diagnostickych testov in vitro. Diagnostické
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MADs sa Coraz viac pouzivaju na identifikaciu prenosnych chordb vratane infekcii
prenosnych transfuziou. Okrem diagnostiky nasli uplatnenie aj na detekciu kI'i¢ovych
proteinov v krvi alebo moci. Prikladom je v¢asné odhalenie vysokej hladiny prostatického
antigénu v krvi vd’aka jeho interakcii s MAb za tvorby detekovatel'ného imunokomplexu,
ktory poskytne varovanie o moznom rozvoji nadoru prostaty. Dal§imi zaujimavymi
prikladmi vyuzitia MAbs v praxi st krvné testy, tehotenské testy, a d’alej pouzitie MAbs
ako vyskumnych nastrojov v imunohistochémii, v imunologickej metode ELISA (test
enzymového imunosorbentu, z angl Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), v

prietokovej cytometrii a fluorescen¢nej mikroskopii. [20, 21]

K lie€ebnym ucelom sa monoklondlne protilatky vyuzivaji od 80. rokov 20.
storo€ia. Transformovali sa z vedeckych nastrojov na silné 'udské lieciva. Ich aplikacia
v klinickej praxi mé obrovsky potencial. Hlavnou doménou ich vyuzitia je terapia v
oblasti nadorovych ochoreni. Okrem nej su tiez neoddelitelnou stcastou liecby i v
transplantoldgii a lieCbe chorob patriacich do systémov kardiovaskularneho,
respiraéného, oblickového, imunologického a hematologického. V neposlednej rade se
MADbs pouzivaju pre terapiu roznych neurologickych chorob, a rovnako tak i beznych

infekeii. [19]

S pouzitim zcela 'udskych MAbs sa zlepSila Gi¢innost” a bezpecnost,, a taktiez sa
zniZila imunogenita a zlyhanie liecby. Najvac§im obmedzujicim faktorom pre ich

pouzitie su vysoké néklady, najmi v rozvojovych krajinach. [19]

3.4. Angiogenéza

Na prepravu zivin, kyslika a signaliza¢nych molekul do buniek, tkaniv a orgdnov
a zdroven na odstraiiovanie oxidu uhli¢itého a kone¢nych metabolickych produktov z
nich je nevyhnutnd zlozitd rozvetvend obehova siet’ vaskuldrnych endotelovych a
podpornych buniek. Neovaskularizdcia resp. nové formovanie krvnych ciev sa

uskutocnuje pomocou dvoch dejov: angiogenézou a vaskulogenézou. [23]

Embryonélna t.j. “klasickd” vaskulogenéza je proces tvorby uplne novych
krvnych ciev v dospelom organizme z hemangioblastov, ktoré sa diferencuju na zrelé
endotelidlne bunky a krvinky. Agregaciou angioblastov sa vyvijaji pociatocné krvné

cievy, tvori sa tak primitivna siet’ jednoduchych endotelovych trubic. Takto tvorené cievy
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prechédzaju lokalizovanou proliferdciou a regresiou, ako aj migraciou a vetvenim a
pretvaraju sa na fungujici obehovy systém. Na rozdiel od toho je angiogenéza proces
formovania novych krvnych ciev, ale z uz predtym existujicich cievnych sieti
prostrednictvom kapilarneho vetvenia. Pocas tohto angiogénneho rastu sa zrelé
endotelové bunky delia a st nasledne zaclenené do novovznikajucich ciev a kapildr.
Dolezité kroky v angiogenéze charakterizované odlisSnymi funkcimi endotelovych buniek
zobrazuje Obrazok S, pricom kazdy krok zahfiia viac rastovych faktorov, molekul a
receptorov, o sposobuje réznorodost’ signalnych drah, ktoré ovplyviiuju patogenitu
angiogenézy pri roznych chorobdch. Na uplné vykonanie vaskulogenézy a angiogenézy
je nutnd signalizacia prostrednictvom vaskularneho endotelidlneho rastového faktora

(VEGEF, z angl. vascular endothelial growth factor). [23, 26]

A

angiogenéza (formovanie krvnych ciev)
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Obrazok S: Zndzornenie angiogenézy. A) Proces formovania novych krvnych ciev z
predtym existujucich ciev, ktory umozZnuje progresiu nddoru. B) Kroky smerom k
angiogenéze zahrnaju produkciu proteazy, t.j. proteolytického enzymu, ktory sa uvolni po
aktivacii endotelovych buniek angiogénnymi stimulmi, ¢im dochadza k degradacii
extracelularnej matrix a bazalnej membrany;, migraciu endotelovych buniek
a proliferdciu, t.j. vytvorenie ,, primdarnych klickov*, ktorych nasledna lumdcia vedie k
tvorbe vaskularnych trubic; anastomozu novovytvorenych trubic; syntézu novej bazalnej
membrany a inkorporaciu pericytov a buniek hladkého svalstva, ¢im sa dokoncia

trubicove Struktury, cez ktoré moze prudit krv. Zdroj: prevzaté a upravené podla [24]
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Angiogenéza je normalnym a komplexnym procesom riadenym urcitymi
biomolekulami, ktoré sa produkuju v tele, ale je sucasne kritickd v mnohych procesoch,
pri ktorych sa tkaniva rozsSiruju. Principy tvorby krvnych ciev sa zna¢ne liSia v zavislosti
od toho, ¢i sa krvné cievy tvoria poCas embryogenézy (vaskulogenézy), pocas
fyziologickych procesov, ako je rast endometria, reprodukcia alebo hojenie ran
(regulovana angiogenéza), alebo pocas patologii, ako je zapal a rakovina (patologicka
angiogenéza). Fyziologické procesy angiogenézy su rozhodujtce pre zlepSenu perfuziu
organov. Abnormalne zrychlené procesy angiogenézy alebo patologickd angiogenéza su
vSak spojené s roznymi poruchami, ako je napriklad strata zraku pri ocnej

neovaskularizacii. [24, 25]

3.4.1. Angiogenéza fyziologicka a spojena s nadorom

Fyziologicka angiogenéza je prisne kontrolovana komplexnou rovnovahou medzi
endogénnymi proangiogénnymi (aktivujuce) a antiangiogénnymi (inhibujtce) faktormi.
Nefyziologickd je pritomnd v celom rade chordb, vratane retinopatie, aterosklerdzy,
endometriozy, artritidy arakoviny. Za fyziologickych podmienok je angiogenéza
stimulovana Sirokym spektrom endogénnych molekul ako su rastové faktory, adhézne
faktory (integriny, kadheriny), proteiny extracelularnej matrix, proteindzy, transkripéné
faktory asignalne molekuly. Existuje niekol’ko desiatok znamych endogénnych
proangiogénnych faktorov, zktorych su najznamejSie rastové faktory zahriiujuce
epidermalny rastovy faktor (EGF, z angl. epidermal growth factor), tumor nekrotizujuci
faktor (TNF, z angl. tumor necrosis factor) a hlavne rodinu vaskularnych endotelidlnych
rastovych faktorov (VEGF, z angl. vascular endothelial growth factor), ktora je bliZSie
popisana v nasledujtcej kapitole. K najviac Studovanym endogénnym antiangiogénnym
faktorom patria angiostatiny, endostatiny, trombospodin a cytokiny (interferon-a,
interferon-f, interleukiny). Vo vicsine fyziologickych podmienok prevlada pdsobenie
tychto negativnych regulatorov a angiogenéza je utlmend. Na strane druhej pri urcitych
patologickych stavoch, ako je progresia nadoru, prevldda podsobenie pozitivnych
regulatorov, atym je angiogenéza aktivna. Urovne expresie angiogénnych faktorov
odrazaju agresivitu nadorovych buniek. Objav a dalSie skimanie funkénosti
angiogénnych inhibitorov by mal pomoct k zniZeniu chorobnosti a Umrtnosti na

karcinémy. [23, 28]
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Cievy vytvorené pocas fyziologickych procesov sa odlisuju v niekol'kych znakoch
od tych patologickych. Zatial' ¢o cieva nadoru je morfologicky abnormdlna a
dezorganizovana, zdravé cievy su usporiadané hierarchicky (tepny, kapilary a zily).
Nadorové cievy vykazuju Ciastocné alebo uplné okluzie, ktoré vedi k zlému prietoku
krvi. Pericyty, ktoré obsahuju zdravé kapilary, mozu byt volnejSie asociované s
nadorovymi cievami alebo mézu tplne chybat’. Dalsim znakom patologicky vzniknutych
ciev je nesuvisla zédkladna vaskularna membrana. Nadorové cievy su netesné, CiastoCne
kvoli nedostatocnej perivaskularnej podpore, ale tiez kvoli hojnej expresii VEGF-A v
rasticom néadore. Priesak vedie k narastu intersticialneho tlaku a tym aj k zhorSenému
dodaniu lieCiva. Tieto charakteristické znaky nadorovych ciev su do znacnej miery

pripisované zvySenej intratumoralnej produkcii VEGF-A. [27]

3.4.2. Rodina vaskularnych endotelialnych rastovych faktorov a ich

receptorov
Rodina VEGF a ich receptorov (VEGFR) hra kIicova rolu v mnohych
patologickych stavoch vratane rakoviny a zaroven je najStudovanej$im regulatorom
vaskularneho vyvoja. Clenovia rodiny VEGF su ddlezitymi mediatormi angiogenézy
nadoru. Viacnasobné funkcie VEGF su sprostredkované komplexnymi a selektivnymi
interakciami medzi ligandmi, ich vysokoafinitnymi receptormi skupiny VEGFR a ko-

receptormi (neuropiliny). [23, 29]

Alternativnym zostrihom mRNA (mediatorova ribonukleova kyselina, z angl.
messenger ribonucleic acid) sa z jedného génu VEGF ziskalo 5 r6znych izoforiem VEGF,
pricom sa liSia svojou molekulovou hmotnost’ou, poctom aminokyselin a biologickymi
vlastnostami, ako je napriklad schopnost’ viazat' sa na heparin a heparan-sulfatové
proteoglykany na povrchu buniek. Produkcia VEGF je zvySend v reakcii na hypoxiu,
aktivované onkogény a rézne cytokiny. Jeho hlavnou ulohou je indukcia proliferacie
endotelialnych buniek, podpora migracie buniek a inhibicia apoptdzy. VEGF indukuje in
vivo angiogenézu, zvySi priepustnost krvnych ciev a hrd vyznamnu rolu v regulacii
vaskulogenézy. Neregulovana tvorba VEGF prispieva k rozvoju nadorov a k etioldgii
dalSich chor6b vyznacujlcich sa abnormélnou angiogenézou. Vd’aka jeho biologickym

ucinkom, ktoré zahfnaji reguldciu vyvoja hematopoetickych kmetiovych buniek,
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remodelovanie extracelularnej matrix a regeneraciu zépalovych cytokinov, sa VEGF

ukézal ako dolezity ciel pre antiangiogénnu terapiu. [30,31]

Ludsky gendém koduje 5 VEGF génov (A, B, C, D a PIGF). Dva gény VEGF su
kédované u virov (E) a hadov (F). Vsetky existuji ako diméry a po naviazani na VEGFR
indukuju jeho dimerizéaciu a nasledne iniciuju transmembranovu signalizéciu, ktoréd vedie
k aktivacii intraceluldrnej domény tyrozinkinazy. VEGF-A, VEGF-B a placentarny
rastovy faktor (PIGF) sa podiel’aji najmé na angiogenéze, pricom VEGF-C a VEGF-D

namiesto toho reguluji lymfangiogenézu. [33]

Tato rodina rastovych faktorov pdsobi prostrednictvom troch transmembranovych
tyrozinkinazovych receptorov — VEGFR-1, VEGFR-2 a VEGFR-3. Rozne izoformy
VEGF sa vyznacuju réznou afinitou k danym receptorom (Obrazok 6). Izoformy
VEGF-B a PIGF interaguju vylu¢ne s VEGFR-1, izoforma VEGF-A je schopné aktivovat’
VEGFR-1 aj VEGFR-2, priCom posledny spomenuty receptor je povaZovany za
dominantny efektor proangiogénnych aktivit v zdravych aj chorych tkanivach. VEGF-C
a VEGF-D sa viazu vyluéne na VEGFR-3. Vsetci ¢lenovia rodiny VEGF interaguju s
neuropilinmi (NRP-1 a/alebo NRP-2, z angl. non-enzymatic neuropilin co-receptor),
ktorym chyba cytoplazmatickd enzymova aktivita a pdsobia ako ko-receptory VEGFR.
Vymenované angiogénne faktory si homodimérne glykoproteiny, aj ked VEGF-A mdze

tiez vytvarat’ heterodiméry s PIGF. [32]
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Obrazok 6: Ligandy VEGF a ich interakcie s VEGFR a NRP, ktorych vizobna Specifita
je vyznacend Sipkami. Ligandovd vdzba vyvolava transmembranovu signalizdciu.
Dimerizacia receptorov vyvolana ligandome vedie k aktivacii vnutornej aktivity
tyrozinkindzy, co vedie k autofosforyldcii receptorov a ndasledne k aktivacii interagujucich
proteinov, ako aj k iniciovaniu downstream signalizdacie. Zdroj: prevzaté a upravené

podla [33]

VEGF-A (tiez znaCeny ako VEGF) je centrdlny proangiogénny a vysoko
Specificky mediator, ktory pomaha sprostredkovat’ uc¢inok d’alsich zapojenych faktorov.
Ide o silny angiogénny peptid viazlici heparin, ktory je na zdklade svojej schopnosti
nazyvany aj ako faktor vaskularnej permeability. Podiela sa na vaskulogenéze a
neoangiogenéze, kde zohrava ddlezitu rolu a spdsobuje radu ucinkov ako je novotvorenie
buniek, zabranenie apopt6zy buniek, zvySenie permeability ciev atd’. Nie je produkovany
len endotelovymi bunkami, ale aj bunkami nadorovymi, krvnymi dosti¢kami,
makrofagmi, leukocytmi, astrocytmi, aktivovanymi T-bunkami a mnoho d’al§imi. Cudsky
VEGF-A ma rézne izoformy, z ktorych st najviac exprimované VEGF121, VEGFi¢5 a
VEGF g9, pricom VEGFi¢5 je najvacsia a najviac aktivna izoforma vo vaskulogenéze.
Izoformy vznikli na zdklade alternativneho zostrihu mRNA ako bolo spominané vyssie a
kazda z nich ma Specificku rolu pri Specializacii buniek a vyvoji vaskularneho systému.

[5, 30, 35]
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VEGF-B je exprimovany v ranom embryonalnom zivote, u dospelych sa
nachddza najmi v kostrovom svale, myokarde a pankrease. Napomaha tvorbe myokardu
v embryonalnom $tadiu a k rozvoju kardiovaskuldrneho systému. Zostrih génov viedol k
dvom izoformdm: VEGF-B1s7 a VEGF-Bss. VEGF-B167 ma afinitu k VEGFR-1 a I'ahko
interaguje s NRP-1. [35]

VEGF-C je dolezitou molekulou, ktora riadi lymfatické endotelové bunky pocas
embryogenézy a u dospelych jedincov sa produkuje v srdci, placente, Stitnej Zl'aze,
vajecnikoch, tenkom ¢reve atd’. Ma zvySent afinitu k receptoru VEGFR-3. Tato aktivacia
signalizacie v lymfatickych endotelovych bunkach zvySuje proliferaciu a tvorbu
lymfatickych ciev a siete, ¢o vedie k zvySeniu lymfatickych metastaz nddorovych buniek.
Okrem toho sa podiela na regulacii imunitnej tolerancie a supresie. Z tohto dovodu sa
inhibicia tejto osi ukazala ako d’al$ia vyznamna terapeuticka stratégia na lieCbu rakoviny.

[34, 35]

VEGF-D sa viaze rovnako ako VEGF-C na receptor VEGFR-3, ktory je
rozhodujuci pre lymfangiogenézu, a preto ma podobné vlastnosti. Gén kédujuci VEGF-D
je pocas vyvoja a v dospelych tkanivach exprimovany v celom rade tkaniv s vyraznou

expresiou v plicach a kozi. [34]

VEGF-E je podtyp, ktory bol objaveny v gendme parapoxvirusu (virus Orf),
ktorého gén kodujuci protein sa nenachadza v 'udskom gendme, ale moZze sa do genomu
infikovanych jedincov zaclenit’ po ziskani virusovej infekcie a pdsobit’ tak ako
proangiogénny faktor. ViaZze sa na VEGFR-2, pretoZze ma k nemu Specificku afinitu.
Vykazuje rovnaké hladiny mitotickej aktivity na endotelidlnych bunkach a aktivitu

vaskulérnej permeability ako VEGF¢s. [35, 36]

VEGF-F ako siedmy clen rodiny VEGF je ziskany z hadieho jedu. Pozostava
z dvoch proteinov pribuznych VEGF oznacenych ako vammin ¢i ako VR-1, ktoré maju

50% indentitu primarnej Struktiry s VEGF-A1¢s a selektivne sa viazu na VEGFR-2. [36]

PIGF oznacovany ako rastovy faktor placenty je sucastou rodiny VEGF. Prvykrat
bol identifikovany v 'udskych placentarnych tkanivach, nasledne bol najdeny aj v srdci,
kozi, pl'icach. VSetky jeho Styri izoformy: PIGFi31, PIGF1s2, PIGF203 a PIGF224 maju
afinitu k VEGFR-1, zéroven sa PIGFis2 viaZe na neuropiliny a heparin v extraelularne;j
matrix. PIGF nema priamy mitogénny ucinok a nezvysuje vaskuldrnu permeabilitu, ale

zasahuje skor v patologickych podmienkach (zapal, ischémia, rakovina). Viaze sa na
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VEGFR-1, vytesiiuje VEGF-A z VEGFR-1 a umozni tak vizbu VEGF-A na VEGFR-2.
Synergickym nepriamym pdsobenim s VEGF-A, zvysi U¢inky VEGF-A ako je zvysena

vaskularna permeabilita, migracia, novotvorba buniek, atd’. [35]

3.4.3. Cielena liecba zamerana na VEFG/VEGFR

V sucasnosti je niekol’ko schvalenych anti-VEGF-A alebo anti-VEGFR latok,
ktoré poméhaju s potlacenim az zastavenim rastu nddorov. Anti-angiogénne ¢inidla sa pri
klinickom pouziti daju rozdelit’ do dvoch kategoérii: 1) inhibitory tyrozinkinaz, ktoré su
chemickymi latkami a inhibuju kindzovu aktivitu tyrozinkinazovych receptorov a 2)
proteinové biologické latky. Tieto anti-angiogénne biologické proteinové Cinidla, ktoré
sa v sucasnosti pouzivaju v klinickom odbore, brzdia Gcinky ¢lenov rodiny VEGF
(Obrazok 7). Pdsobia proti signalizécii sprostredkovanej oboma VEGFR-2 a VEGFR-1
alebo vyluéne VEGFR-2. Mechanizmus ucinku je =zaloZeny na neutralizicii

angiogénnych faktorov alebo sa viazu na VEGFR, ¢im brénia ich interakcii s ligandami.

[32, 39]

Prikladom vysSie popisanych latok je bevacizumab (Avastin®), ktory je
humanizovanou monoklonalnou protilatkou zameranou na vsSetky izoformy VEGF-A
atym braniaci aktivacii membranovych receptorov VEGFR-1 a VEGFR-2. Naviac,
bevacizumab inhibuje tieZ fyziologicki angiogenézu. Bol schvaleny na liecbu
pokrocilych metastatickych pevnych nadorov vratane rakoviny hrubého Ccreva
a kone¢nika, nemalobunkového karcinomu pl'ac (NSCLC, z angl. non-small cell lung
cancer), rakoviny prsnika, vaje¢nikov a krcka maternice v kombinacii s inymi latkami
(t.j. chemoterapiou). Medzi jeho indikécie patri aj opakujuci sa glioblastom, na ktory sa

pouziva v monoterapii a bol schvaleny iba FDA. [32]

Ramucirumab (Cyramza®) je plne Tudskd monoklonalna protilatka
antagonisticky posobiaca na VEGFR-2 a ktor4 je blizSie popisana v nasledujucej kapitole

3.4.[32]

Aflibercept (Zaltrap®) je chiméricky rekombinantny protein, ktory obsahuje
ligand viaziice domény l'udskej VEGFR-1 (doména D2) a VEGFR-2 (doména D3)
fizované s Fc Castou l'udského IgGi. Posobi ako navnadovy receptor aje schopny
sekvestrovat’ vSetky izoformy VEGF-A, PIGF a VEGF-B. Ovplyviiuje patologicku aj

fyziologicku angiogenézu. Prostrednictvom EMA (Eurdpska liekova agentira, z angl.
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European Medicines Agency) ziskal schvalenie pre aplikaciu v liecbe metastatického

nadoru hrubého creva a kone¢nika. [32]

Existuju aj inhibitory kinazy s malou molekulou, ktoré inaktivuju vSetky VEGFR
a povazuju sa za viaccielové latky, pretoze inhibuji niekolko receptorov rastového
faktora tyrozinkindzy. K takymto molekulam patria sorafenib (Nexavar®), ktory bol
schvaleny FDA na lieCenie pacientov s hepatocelularnym karcindbmom a pokrocilym
karcinbmom obli¢iek a sunitinib (Sutent®), ktorému FDA udelil sthlas na liecbu

gastrointestindlneho stromalneho nadoru a na pokrocily karcindm obliciek. [32, 37, 38]

inhibitory VSP

1) VEGFA MAb .<g

bevacizumab '
4 @
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2) VEGF pasca
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3) VEGFR2 MAb
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‘ VEGFR-2 VEGFR-3

|| efekt mimo ciel

4) TKI s anti-VEGF
5) Specificky aktivitou schvaleng
inhibitor VEGFR-2 EDA:
apatinib angiogenéza sunitinib, sorafenib,
proliferacia pazopanib, axitinib,
preZivanie vandetanib,regorafenib,
migracia a invazia cabozatinib, lenvatinib

Obrazok 7: Grafické znazornenie biologickych anti-angiogénnych cinidiel zameranych
na rodinu VEGF/VEGFR. Cicavcia rodina VEGF je tvorené piatimi izoformami, ktoré
viazu a aktivuju tri Strukturne podobné receptorové tyrozinkindzy. Inhibicia VEGF
zahria: 1) MAb zacielenu na VEGF-A, 2) navnadovy VEGF, 3) MAb zacielena na
VEGFR-2, 4) inhibitor tyrozinkindazy s anti-VEGF aktivitou a 5) Specifické inhibitory
VEGFR-2. Zdroj: prevzaté a upravené podla [42]
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3.4.4. Ramucirumab

Ramucirumab (Cyramza®) je rekombinantnd, uplne I'udskd IgG1 monoklonalna
protilatka, vyvinuta spolo¢nost'ou Eli Lilly pre liecbu niektorych typov nadorov, ktord sa
viaze na ligandové miesto VEGFR-2 a brani aktivécii tohto tyrozinkinazového receptoru.
Inhibuje ligandom stimulovanti aktivaciu VEGFR-2 a tym inhibuje proliferaciu a
migraciu l'udskych endotelovych buniek. Sutazenim s VEGF-A o vézbové miesto na
receptore blokuje transdukciu signdlu VEGFR-2 a preto pdsobi ako anti-VEGFR-2. [19,
32]

Ramucirumab ziskal v USA v roku 2014 prvy sthlas na pouzitie v monoterapii
pri liecbe pokrocilého alebo metastatického karcindému zaludka alebo adenokarcindmu
gastroezofagového spojenia u pacientov, u ktorych doslo k progresii ochorenia po

chemoterapii obsahujucej fluorpyrimidin alebo platinu. [41]

Schvalenie Cyramzy bolo zalozené na vysledkoch studie REGARD. ISlo o
randomizovanu dvojito zaslepenu a placebo kontrolovanu stadiu, pri ktorej sa celkové
prezitie a prezitie bez progresie vyznamne zlepSili u pacientov lieCenych
ramucirumabom. Podobné vysledky sa pozorovali v kontrolnej $tudii s paklitaxelom.
FDA rychlo rozsirila indikacie ramucirumabu na zéklade multicentrickej klinickej $tadie
snazvom REVEL, v ktorej sa ramucirumab podaval v kombinécii s docetaxolom a vd’aka
vyhodéam sa stal lie¢bou druhej linie u pacientov s metastatickym NSCLC §tvrtého stupna.
V roku 2015 schvalila FDA kombinaciu ramucirumabu s chemoterapiou FOLFIRI
(irinotecan v kombindcii s 5-fluorouracilom a leukovorinom) v liecbe metastatického
kolorektalneho karcinomu, kvoli vyznamnému zlepSeniu celkového prezitia pacientov.

[19, 41, 43]

O nieco neskor bol ramucirumabu udeleny Statut lieku na ojedinelé ochorenia
liecby rakoviny zaludka a hepatocelularneho karcindmu agentirami EMA a FDA.
Indikacie ramucirumabu boli rychlo schvalené FDA, pretoZe toto liecivo ma Specificky
ciel, niz$iu toxicitu a vykazuje menej negativnych ucinkov oproti vysSie uvedenym
latkam v antiangiogénnej terapii. V stcasnej dobe prebieha vyskum pre moznu aplikaciu

protilatky ramucirumab v terapii dalSich typov solidneho nadoru. [41, 43]
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3.5. Radiofarmaka

Rédiofarmaka st farmaké znacené radionuklidom. Radionuklid je charakteristicky
svojim polocasom premeny a energiou a druhom ziarenia. Akékol'vek liecivé pripravky,
ktoré si pouzivané pre lekarske ucely a obsahuji jeden alebo i viac radionuklidov
inkorporovanych do inak neaktivnej zli¢eniny sa oznacuju ako radiofarmaka. Kvdli tejto
skutocnosti sa od ostatnych lieCiv zvlast’ vyclenuju. Zaobchadza sa s nimi rovnako ako
s inymi pripravkami, ale zaroven pri vyrobe, priprave, manipulacii a pouzivani tychto
radioaktivnych latok je potrebné brat ohlad na urcité zvlaStne poziadavky, ktoré
vyplyvaju z hl'adiska radioaktivneho znaCenia. Pretoze sa radiofarmaka podavaja hlavne
intravendznou cestou, musia sa dokladne overit’ na sterilitu, apyrogenitu a vsetky
parametre kontroly kvality. Vyrabaji sa individudlne i hromadne. Pre individualne
pripravované radiofarmakd sa pouZzivaju radionuklidy s kratkym polocasom premeny
(sekundy az hodiny) a pre hromadne vyrdbané s dlh§im polocasom (dni az tyzdne).
Vyuzivaji sa najmé v diagnostike, ale i terapii nddorovych ochoreni, respektive ich

kombinéciou zobrazenia a terapie, ¢o sa oznacuje ako teranostika. [44, 59, 60]

Radiofarmaka st tvorené dvoma podstatnymi ¢astami. Prvé Cast’ je vdzbova inak
oznacovana ako biologicka alebo ciel'ova ¢ast’ (napr. chemické zluceniny, farmaka), ktora
sa viaze na urcité tkanivové alebo bunkové Struktiry, poznadme jej farmakokinetiku
a vieme, ako sa v tele chova. Druha Cast’ je signalna (zahriiuje radionuklid), a viaze sa na
vizbovu Cast’ molekuly a signalizuje jej polohu a mnozstvo v uréitom mieste. Pripadnou
tretou Castou moze byt linker, ktory tvori chemické prepojenie medzi spominanymi
dvoma ¢astami. V radiofarmakéch na baze radiokovov je ako linker potrebny bifunkény
chelator, ¢o je chelat sreaktivnou funkcénou skupinou. Zaisti tak kovalentni védzbu

s molekulou vektora a tiez tvori stabilny komplex s radiokovom. [44, 64]

Radiodiagnostické zobrazovanie je neinvazivny a rychly postup, pri ktorom sa
vel'mi nizke koncentracie radiofarmaka zavadzaju do T'udského tela bez toho, aby
sposobovali akykol'vek farmakologicky ucinok a poskytuji hodnotenie fyzioldgie,

vcasné odhalenie choroby a monitorovanie u¢inkov lie¢by v realnom case. [60]
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3.5.1. Radionuklidy a ich zdroje

Nevyhnutnou sucastou radiofarmak je réadionuklid, tiez nazyvany ako
radioaktivny izotop, v pozadovanej rddiochemickej forme, ktory je zdrojom ionizujuceho
ziarenia. Su obmedzene pouzitelné v Case, pretoze vplyvom radioaktivnej premeny sa
obsah radionuklidu v radiofarmaku exponencidlne znizuje s ¢asom, o ich odliSuje od

ostatnych liekov. [44]

Ide o prvky, ktoré maju prebytok jadrovej energie alebo nevyhodny obsah ¢i
pomer jadrovych subatomarnych castic ato je priCinou ich nestability. V dosledku
nestability v atdbmovom jadre prvku moze dojst’ k emisii ¢astic (o, B) a/alebo k emisii
elektromagnetického ziarenia (fotony y lacov). Radionuklidy sa mézu vyskytovat
v prirodzenom stave alebo pre potreby nuklearnej mediciny sa vyuzivaju umelo
pripravené pomocou cyklotrénov, v jadrovych reaktoroch alebo sa ziskavaji z rozpadu

iného radionuklidu. [64]

V sucasnosti je dostupna Siroka paleta radionuklidov, ktoré sa lisia v polo¢asoch,
typom emisii Ziarenia a energiou, ¢o umozni starostlivo vybrat’ najvhodne;jsi radionuklid
pre aplikaciu. V zavislosti od rozpadovych vlastnosti radionuklidu sa moze pouzit' na
diagnostiku a/alebo na terapeuticku aplikaciu. Celkovo sa pre diagnostické ucely
vyuzivaju radionuklidy s kratkou Zivotnostou emitujlice y a B’ Ziarenie, pricom je
dolezité dodrzat’ i zasadu, aby mal radionuklid dostato¢ny polocas premeny potrebny pre
klinické vySetrenie, zatial’ o pre terapiu sa podavaji a a B~ Ziarice s polo€asom premeny,
ktory nema byt ani dlhy ani kratky, ale dostato¢ny na to, aby sa aplikacia nemusela Casto

opakovat’. [59, 60, 64]

Tym, Ze radiofarmakd v sebe nesti radioaktivny prvok, musia sa okrem
poziadaviek aké st kladené na ostatné lieCiva podrobit’ i1 d’alSim skuSkam, ktoré
charakterizuju Specifické vlastnosti radioaktivne znacenej latky. K tymto skaskam patria
chemické, fyzikalno-chemické metddy a biologické skisky a tiez nukledrne metody,

ktoré zahrniujti stanovenie radioaktivity, radionuklidové a radiochemické Cistoty. [59]

Relativne novym astdle sa rozvijajicim smerom nukledrnej mediciny je
teranostika. Ide o lekarsky pristup zavedeny od devétdesiatych rokov, ktory kombinuje
diagnostické a terapeutick¢ ucinky pomocou rédionuklidov o vhodnom Ziareni.

Teranostika poskytuje personalizovany medicinsky pristup, ktory umoziuje usetrit’ Cas
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a naklady a naviac umoziuje vyhnut’ sa neziaducim biologickym efektom, ktoré by mohli

nastat’ v pripade separovane aplikovanych diagnostickych a terapeutickych metod. [65]

Pre ucely nukledrnej mediciny sa radionuklidy pripravujia umelo. Primarnym
zdrojom je vyroba pomocou jadrového reaktoru alebo cyklotronu a pre kratkodobé

radionuklidy sa vyuziva i sekundarny zdroj v podobe radionuklidového generatoru. [40]

Jadrovy reaktor

Radionuklidy mo6zu v jadrovych reaktoroch vznikat dvoma spdsobmi. Prvy
sposob zahriiuje oziarenie tercového materialu neutronmi, a tym prebieha aktivacia latok.
Druhym spo6sobom je vznik pozadovaného radionuklidu pomocou izolacie zo Stiepnych
produktov. Vyhodou je pomerne lacné produkcia z ddvodu mozného ozarovania velkého

mnoZstva materialu. Tymto postupom sa ziskavajii napr. Mo a 1*'1. [40, 44]
Cyklotron

Spomedzi urychlovacov nabitych castic je cyklotron najcastejSou volbou pri
vyrobe radionuklidov. Dokazu zrychlit’ ro6zne Castice ako su protony, deuterony a iné,
ktoré potom dopadaji na ter¢ scielovym prvkom, ktory sa po dopade stava
radionuklidom. Tato metéda umozituje tvorbu Sirokého spektra izotopov. Castica
s elektrickym nabojom je urychl'ovana posobenim elektrického pola, na ktoré je zvislo
orientované magnetické pole. Ulohou magnetického pol'a je kruhovo po $pirale
s rastucim polomerom staCat’ drahu urychl'ovanej Castice, ktora potom ziska pozadovanu
rychlost, v ktorej sa zrazi s cielovym prvkom. Na konci tejto drahy dojde k premene
cielového neaktivneho prvku na radionuklid. Prikladom radionuklidov pripravenych

v cyklotréne je napr. ''C, 8F a !!!In. [44, 65]
Radionuklidovy generdtor

Vyuziva sa samovolnd premena materského radionuklidu s dlh§im fyzikalnym
polocasom (pripraveného bud’ v jadrovom reaktore alebo v cyklotrone) na dcérsky
radionuklid s krat§im polo€asom premeny, pricom bude tiez radioaktivny a s vhodnymi
vlastnost’ami pre pouZitie v nuklearnej medicine. Vd’aka tymto generatorovym systémom
je na oddeleni nukledrnej mediciny umozZnené mat’ zasobu radionuklidu pre pripravu
radiofarmaka alebo priamo pre vySetrenie. NajbeznejSim radionuklidovym generatorom

je PMo-""Tc generitor a ®3Ge-*3Ga generator. [40, 44]
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3.5.2. Zobrazovacie metody v nuklearnej medicine

Schopnost’ v€asného odhalenia chordb, zobrazenia a monitorovania Specifickych
biochemickych procesov v redlnom case, vratane proliferacie, hypoxie, angiogenézy
a odolnosti voci viacerym lie¢ivdm, predstavuje relevantné aspekty v pristupe
molekuldrneho zobrazovania, kde sa skima konkrétny ciel. Nukledrna medicina je
zaloZzena hlavne na dvoch zobrazovacich pristupoch, ktoré pracuji na rovnakom
zakladnom principe, ktorym je detekcie emitovaného fotébnu gama Ziarenia.
Jednofotonova emisnd pocitacova tomografia (SPECT, z angl. single photon emission
computed tomography) pracuje s gama ziarenim emitovanym priamo z radionuklidu
a pozitrébnova emisna tomografia (PET, z angl. positron emission tomography) je
zamerana na detekciu dvoch fotonov ziarenia vzniknutého anihilaciou radionuklidom
emitovaného pozitronu s nahodnym elektronom. Hybridné technoldgia kombinuje PET
¢i SPECT s vypoctovou tomografiou (CT, z angl. computed tomography) za vzniku
kombinacii PET/CT, SPECT/CT alebo PET/SPECT/CT, a poskytuje tak informacie
zdvoch ¢i troch rdéznych zobrazovacich metéd korelované, ¢o umoziiuje presnu

anatomicku lokalizaciu funkénych abnormalit. [60, 62]

V SPECT zobrazovani sa emituje y Ziarenie, ktorého uvolnend energia
z podaného radiofarmaka je medzi 30 a 300 keV a detekuje sa pomocou gamma kamery,
¢o umoziuje vizualizaciu lucov. PET vyuziva rddiofarmakum oznacené izotopom
emitujicim pozitron (tiez B* Castice). Pozitron je Castica s priblizne rovnakou hmotnost'ou
ako elektron, ale opa¢ne nabita. Po kratkej vzdialenosti emitované B Castice reaguju
s elektronmi v tele a ked’ sa tieto dve Castice spoja, navzajom sa anihiluju, ¢im sa vytvori
malé mnozstvo energie vo forme dvoch fotoénov, t.j. niekol’ko y lu€ov s energiou 511 keV,
ktoré sa pohybuji v opacnych smeroch apotom st detekované radou detektorov.
Registrované udalosti, ktoré sa generuju pri synchréonnom spusteni dvoch sthlasnych
detektorov sa v zavislosti od Casu prevadzaji na 3D obraz distriblcie radionuklidov

v tele. [60, 63]

Techniky PET a SPECT st najcitlivejSimi metédami molekuldrneho
zobrazovania, ktoré umoznuju vykondvat’ diagnostické a zakladné klinické vySetrenia.
Zobrazovanie PET moze navySe poskytovat’ informdcie o kinetike, toxicite a distribucii
pre tento ucel radioaktivne znacenych liekov, ¢im viac prispieva k lieebnym stratégidm
a vyvoju liekov. Obe metddy ponukaju kvantitativny opis trojrozmernych Struktar

v hlbokych tkanivach a biochemickych procesov na molekularnej trovni in vivo. Medzi
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diagnostické radionuklidy pre SPECT zobrazenie sa najéastejSie pouzivaju **™Tc, !In,
7Ga a pre PET zobrazenie !'C, >N, 130, ¥F, #*Cu, %Ga, 82Rb, ¥Y, 3Zr a '?*I. Niektoré
z najrozsirenejSich radionuklidov na diagnostické zobrazovanie st uvedené v Tabul’ke
1. spolu s ich polo¢asmi rozpadu. Aj ked’ zobrazovanie PET poskytuje vyssiu citlivost’
arozliSenie, zobrazovanie SPECT ma pomerne nizsie naklady v désledku pouzivania

l'ahSie dostupnych izotopov s dlhSou zivotnostou. [60]

V sucasnosti je zvySeny zaujem o vysoko synergickl kombinaciu SPECT a PET
s technikami vypoctovej tomografie (CT) alebo magnetickej rezonancie (MRI, z angl.

magnetic resonance imaging).

Radionuklid Polo¢as rozpadu Sposob detekcie
%4Cu 12,7 hodin PET

%8Ga 68,1 minut PET

124 4,17 dni PET

52Rb 76,4 sekund PET

86y 14,7 hodin PET

87r 78,4 hodin PET

7Ga 78,3 hodin SPECT

M 67,2 hodin SPECT

PmTe 6,0 hodin SPECT

Tabulka 1.: Najbeznejsie radionuklidy pouzivané pre SPECT a PET. Upravené
a prelozené z [60]

3.5.3. Experimentalne pouzité radionuklidy

Galium-67

V nukledrnej medicine sa z radionuklidov galia uplatiiuji jeho tri izotopy: **Ga,
7Ga a %®*Ga. Najviac sa vyuziva radionuklid ’Ga vo forme citratovej soli, s ktorym boli

uskuto¢nené experimenty 1 v tejto diplomovej praci. [49]

7Ga je produkovanym cyklotrénom pomocou proténového bombardovania tenkej

elektrochemicky nanesenej vrstvy ®Zn na ter¢i. Ziskava sa po 15-20 hodinich
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cyklotronového lic¢a a pomocou rozpustenia kyseliny sa oddeli od spoluproduktov
s vysokou ¢istotou. Pripraveny radionuklid ¢’Ga prostrednictvom elektronového zachytu
emituje niekol’ko y foténov s réznou energiou ziarenia v rozsahu 93-394 keV, ¢im sa
stabilizuje na %’Zn. Jeho dostatoéne dlhy fyzikalny polocas (112 = 78,3 h) umoziuje
prepravu na vel’ké vzdialenosti a Siroké pouzitie v nuklearnom zobrazovani, najmé ako
citrat-’Ga. Ako radiofarmakum sa spaja s chelatormi, ktoré maji aniénovy donor

kyslika, ako je napriklad NOTA alebo DFO. [60]

Aj ked’ mechanizmus jeho hromadenia v nadore nie je Gplne znamy, experimenty
v minulosti ukazali, ze injek¢ne podany sa spdja s transferinom. Tkanivovo viazany je
tiez asociovany s najmenej Styrmi proteinmi viazicimi zelezo ako je transferin,
laktoferin, feritin a siderofory. Po podani sa ®’Ga koncentruje v lyzozémoch a je viazany
na rozpustny intracelularny protein v urcitych nadoroch a miestach infekcie. Galium sa
ztela vyluCuje pomerne pomaly. Najskor dochadza k jeho zvySenej koncentracii
v lymfatickych uzlinach a v kostiach, neskor v slezine a peceni. Vyuziva sa pri detekcii
niektorych akutnych zapalovych 1ézii, pre zobrazenie infekcii a u niektorych nadorov

mikkych tkaniv. [54, 55]

Vd’aka svojim y emisidm sa ®’Ga vyuziva pre scinctigrafiu a SPECT zobrazovanie

a zaroven ma potencial ako terapeuticky radionuklid. [56, 57]

Zirkonium-89

V relativne nedavnej dobe sa zvySil zaujem o pouzitie radioizotopu zirkonia
produkovaného cyklotronom pre lekarsku diagnostickll techniku PET. To stimulovalo
vyskum chémie Zr*" a navrh novych ligandov na dosiahnutie stability poZzadovanej pre
ich pouzitie in vivo na zobrazovanie. Z radioizotopov zirkénia naslo uplatnenie iba *Zr,
pretoze ide o pozitrénovy ziari€ s dostatoénym dlhym fyzikélnym polo¢asom (11, = 78,4
h). Za ¢elom dodania 3°Zr k danému ciel'u in vivo je najprv potrebné vytvorit komplex
zirkonia s ligandom a pripojit’ cieliaci vektor na komplex, aby sa poskytla Specifita
k urcenej Strukture. Nevyhodou je, Ze z celkovej radiacie emituje iba 23 % pozitrénového

Zlarenia a zvySok tvori ziarenie vy. [49, 57]

V sucasnosti je znacenie MAbs 3°Zr intenzivnym predmetom vyskumu z hl'adiska
pripravy potencidlnych diagnostickych latok. Prikladom moéze byt preparat Zevalin®

s u¢innou monoklondlnou protilatkou ibritumomab tiuxetan znacenou yttriom-90, ktory
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sa podava pacientom s non-Hodgkinovym lymfémom. Zevalin sa v pilotnych Studiach
klinického vyskumu zna¢il ¥Zr a demonstroval velmi podobnou biodistibticiou aki ma

20Y_-Zevalin.[57, 60, 61, 68]

3.5.4. Sposoby radioaktivneho znacenia monoklonalnych protilatok

V poslednych desatroCiach neustale rastie tloha radioaktivne znacenych protilatok,
najma pri stanovovani a lokalizovani réznych novotvarov. Je to hlavne kvoli dostupnosti
tychto vyrobkov vo farmaceutickych mnozstvach, ako aj relativne nizkemu vyskytu

neziaducich reakcii po intravenéznom podani protilatok pacientom. [46]

Kombinacia monoklondlnej protilatky s rddionuklidom ma v biomedicinskom
vyskume a praxi doélezitu rolu. Vdaka radioaktivne zna¢enej MADb vieme selektivne
zacielit’ nadorové antigény, ¢o sa vyuziva v radioimunodiagnostike a rddioimunoterapii.
Nasli uplatnenie aj pri kvantitativnom odhade biomarkerov v sére ako kritické ¢inidlo

v radioimunoanalyzach. [47]

Na zaclenenie radionuklidu do protilaitky st k dispozicii rézne stratégie
radioaktivneho znacenia. Pre Stidie in vivo existuje niekol’ko metdd. Jednym zo sposobov
znacenia je priame zavedenie daného radionuklidu do funkénych skupin a to bez pouzitia
chemickych spacerov. Dal§ou moZnostou je nepriame znaGenie, tzv. vyuZitie
bifunkénych chelatotvornych ¢inidiel, ktoré st schopné tvorit komplex s radiokovom
a viazat' sa na proteiny. Princip znafenia pomocou bifunkénych chelatorov popisuje

Obrszok 8. [48]
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Obrazok 8: Grafické znazornenie vizby bifunkcného chelatoru na protilatku za

naslednej  konjugdcie s radiokovom. Zdroj: prevzaté a upravené podla [52].
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3.5.4.1 Metoda priameho znacenia monoklonalnej protilatky

Ide o jednoduchu techniku priameho naviazania radionuklidu na MAb, ktora sa
moze pouzit na detekciu vysoko exprimovanych antigénov. V praxi sa osvedcila
halogenécia s vyuzitim jodu, tzv. jodacia, pri ktorej dochadza k elektrofilnej substitucii
vymenou I za H'. Priama radiojodacia na histidinovych alebo tyrozinovych zvyskoch sa
moze uskutocnit’ generovanim in situ zmieSanim druhov halogénjoddichloridov z jodidu
sodného alebo draselného a oxida¢ného cinidla. Najbeznejsimi zluceninami, ktoré sa
vyuzivaju ako oxidacné Cinidla pri priamej metdde jodacie su chloramin-T (N-chlér-4-
metylbenzén-1-sulfonamid) ajodogén  (1,3.,4,6-tetrachlor-3a,6a-difenylglykoluril).
Oxidaciu monovalentného kationu jodidu na jod je moZné dosiahnut’ aj enzymatickym
pristupom pomocou laktoperoxiddzy v pritomnosti peroxidu vodika. Enzym vytvéra
jodiza¢né prostredie SetrnejSie nez priame pridavanie chemickych oxidantov ako je

jodogén a chloramin-T. [45, 48]

Pokial’ s aminokyseliny histidin a tyrozin, na ktoré sa viaze jod, nutné pre
spravnu aktivitu a funkciu protilatky a ich zdmenou by mohlo dojst’ k zmene az strate
funkcie monoklonalnej protilatky, je vyhodnejSie uskuto¢nit’ nepriamu jodaciu. Nepriama
jodécia pozostava z dvoch po sebe nasledujiicich krokov. Najprv sa mald molekula

najoduje a potom sa pripoji k monoklonalnej protilatke konjuga¢nou reakciou. [49]

Dal$ou moznost'ou okrem halogenacie je vyuzitie radionuklidu *™Tc pre priame
znaéenie MAbs. *™Tc je vd’aka dobrym fyzikdlnym vlastnostiam, dostupnosti a nizkym
nakladom optimalny radionuklid pre zobrazovanie v nuklearnej medicine. Touto
metddou sa *’™Tc viaze priamo na endogénne donorové sulfhydrylové skupiny na
protilatke. Ide o jednoduchy spdsob, ktory ale vykazuje nestability in vivo. Pridanim
slabého redukéného ¢inidla 2-merkaptoetanolu (2-ME, z angl. 2-mercaptoethanol) sa
v MADb redukuju disulfidické mostiky, ktoré st nevyhnutné na udrzanie Strukturdlnej
integrity imunoglobulinov a preto redukciou urcitych strategickych disulfidickych

mostikov moze dojst’ k znizeniu imunoreaktivity. [50, 51]

3.5.4.2. Metéda nepriameho znacenia monoklonalnej protilatky
Je idedlnou metodou pre aplikdciu zahffiajucu antigény, ktoré nie su jasne
exprimované. PouZitim znafenych sekundarnych protilatok sa modze ziskat' véacsia

citlivost v dosledku amplifikacie signalu, ktord je vysledkom vézby viacerych
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pomocnych protilatok na primarnu protilatku. Na rozdiel od jodacie, konjugacia
kovovych radionuklidov ako st napriklad '"'In, !""Lu, **™Tc, *°Y na protilatky vyzaduje
chelatotvorné cinidlo. VSeobecne ide o ndrocnejsi proces, ktory zalina vyberom
chelatatného Cinidla. Vyber do urCitej miery zavisi od fyzikalnych vlastnosti
a oxida¢ného stavu radioaktivneho i6nu, ktory sa ma konjugovat, aby sa dosiahla
optimalna stability. Chelator (systém ligandov) poskytuje donorové atomy a viaze sa na
radioaktivny i6n, ¢im tvori pevne stabilny koordinacny komplex, takze méze byt spravne
nasmerovany na pozadovany molekularny ciel in vivo. ZvycCajne sa pouziva bifunkcné
chelatacné cinidlo (BFC, zangl. bifunctional chelator), ktoré sa bez ovplyvnenia
termodynamickej a kinetickej stability moze na jednej strane kovalentne viazat na
biologicky aktivnu zameriavaciu molekulu akou je MAb ana druhej strane vytvorit

komplex s radiokovom. [45, 47, 52]

Na celkové farmakokinetické vlastnosti radiofarmaka maju vel’ky vplyv Struktara
a fyzikélne vlastnosti komplexu radiokov-chelat. Podla chemickej Struktary delime
bifunkéné chelatory na dve zakladné skupiny: acyklické s linedrnou molekulou

a makrocyklické s molekulou tvoriacou kruh. [52]

Acyklické chelatory na rozdiel od makrocyklickych vynikaju svojou vlastnostou
kvantitativne radioaktivne oznalit/koordinovat’ radiokov za menej ako 15 min0t pri
izbovej teplote. Tato vlastnost’ sa vyuziva pri praci s cheldtormi a tvorbe konjugatov
chelatoru s molekulami citlivymi na teplo (napr. protilatky a ich derivaty) alebo pri praci

s izotopmi s kratkym poléasom rozpadu (napr. $*Cu, **Ga a **Sc). [52]

Najdlhsie zndmym acyklickym chelatorom je DTPA (dietyléntriaminpentaoctova
kyselina), ktora médze byt znacena Sirokym spektrom radioaktivnych iénov ako st **Cu?",
67/68Ga3", M n3*, 177Lu’", 44753, 8689y3™ 3 89714 Ked'Ze ide o chelator prvej generécie,

v in vivo podmienkach s r6znymi radiokovmi nie je stabilny. [52]

V experimentalnej Casti tejto diplomovej prace sa pouzil cheldtor DFO
(deferoxamin), ktory sa nativne viaZe na Zelezité i6ny a vo vel'kej miere sa pouZziva pre
chelataciu izotopov zirkénia a galia. Pre Zr je DFO ako jediny kompetentny chelator,
ktory je k dispozicii aj pre in vivo aplikaciu. Struktura DFO je zndzornena na Obrazku

9.[52]
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Obrazok 9: Struktira acyklického chelatoru deferoxaminu (p-SCN-Bn-deferoxamine).
Zdroj: prevzaté z [53]

Skupina  makrocyklickych  chelatorov ~ zahriiuje  DOTA  (1,4,7,10-
tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctovd kyselina), ktory je v sucasnosti jednym
z najpouzivanejSich z tejto skupiny a je povazovany za jeden zo zlatych Standardov pre
mnozstvo izotopov vratane '!'In, ¢7%8Ga, %Cu, ""Lu, **’Sc a 3¢°Y. Sice disponuje
nevyhodou pomalsej tvorby komplexu s radiokovom, ku ktorej je potrebné dodat’ vyssiu

teplotu, ale nakoniec su tieto komplexy v in vivo podmienkach stabilnejSie. [52]

Daldim makrocyklickym cheldtorom je NOTA (1,4,7-triazacyclononan-1,4,7-
trioctova kyselina). Povazuje sa za zlaty $tandard pre tvorbu komplexu s ¥ Ga. Oproti
chelatoru DOTA ma rychlejSiu kinetiku tvorby komplexu a nie je potrebna zvysSena

teplota, Co je vyhoda pre véizbu s termolabilnymi proteinmi. [52]

3.6. In vitro testovanie vizieb na receptory

Za Gcelom radiodiagnostiky a radioterapie cielime radiofarmaka na urcité miesto
v tele pacienta. V mnohych chorych tkanivach st nadmerne exprimované receptory, ktoré
st cielom zdujmu onkoldgie. Predtym neZ sa radiofarmakum pouZije u l'udského

pacienta, musi sa vykonat’ prisne testovanie, rad experimentov. [58]

Pre potencidlny vyskum in vivo existuji pocetné kombinacie zlucenin a ligandov,
a preto na Stadium interakcii medzi cielovym receptorom a pozadovanym ligandom pre
rychle anendkladné zuzenie spektra a identifikdciu hlavnej zlaceniny pre dalSie
skiimanie sa pouZivaju in vitro testy. Tieto experimentilne Studie si zamerané na
receptory pre vyhodnotenie potencidlu nového agens pred tym, nez sa pristlpi

k experimentom na zvieratach a nakoniec na 'udskych modeloch. Na meranie interakcii
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ligand-receptor st opisané Styri experimentdlne metddy: saturacna a kompetitivna vizba
a internaliza¢né a efluxné studie. Tieto testy vizby na receptor jednotlivo alebo spolu, su

uzitoCnymi nastrojmi pri vyvoji radiofarmak. [58]

V saturaénych vézbovych studidch sa meria a analyzuje mnozstvo radioligandu
potrebné na saturaciu Specifického receptoru. Tieto experimenty sa pouZzivaju na
stanovenie rovnovaznej disociacnej konsStanty radionuklidu (Kp), ktora vyjadruje
schopnost’ viazby ligandu na receptor, a taktiez pre stanovenie celkového poctu receptorov
exprimovanych na bunkéch, ktory vyjadruje maximalnu vizbovu kapacitu receptorov na
jednotku celkového proteinu (Bmax). NizSie hodnoty Kp naznacuju vysoku afinitu

k receptorom pre radioligandy. [58]

V kompetitivnych vizbovych studiach sa sleduje kompetentny ligant, ktory sut’azi
o dostupné receptorové miesta so Standardnym radioligandom so zndmou vysokou
afinitou k receptoru. Udaje o kompeticii sa analyzuju, aby ndam poskytli d’alsi indikator
afinity k receptoru, ktory sa nazyva hodnota ICso (inhibi¢na koncentéacia 50%, z angl. half
maximal inhibitory concentration), ktory sa mdze pouzit’ na klasifikaciu relativnych
vizbovych afinit k receptorom pre sériu ligandov. Cim je hodnota ICso ligandu niZsia,

tym je vysSia jeho védzbova afinita k receptoru. [58]

V internaliza¢nych a efluxnych Stididch sa meria rychlost’ a rozsah mnozstva
radioligandu, ktory sa dostava do buniek (internalizacia) a pripadne sa z nich nasledne
uvolnuje (eflux), ¢o je vdcSinou sprostredkované receptorom a poskytuje tym prehl'ad o

bunkovom vychytavani/zadrZziavani radioligandu. [58]

3.7. Vyznamné protilatky pouZivané v praxi

V poslednych desatrociach nastal rozmach v pouZivani monoklonalnych
protilatok, ktoré sa javia ako mimoriadne vSestranné platforma pre vyvoj novych lieCiv.
Nielen v terapii onkologickych ochoreni, ale 1 v rade d’alSich lieCebnych postupov o ne
pretrvava obrovsky zaujem ako v lekarskej tak farmaceutickej spolo¢nosti. [4, 19, 71]
V stcasnosti existuje mnoho sposobov ako sa MAbs pouzivaju v terapii nadoru, vratane
konjugatov protilatka-liecivo, zacielenie na pro-tumorigénne zluceniny, prostrednictvom
bispecifickych T-buniek (BiTE, zangl. bispecific T cell engagers) a inhibitorov

imunitného kontrolného bodu. [71]
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Jednou zo skupin st nekonjugované tiez nazyvané ,,holé* protilatky, ktoré funguja
samy o sebe, hoci niektoré z nich majii mala protinddorovu aktivitu. Zameriavaju sa na
Specificky protinadorovy antigén, ktory iniciuje imunologicki odpoved zavisla od

imunitnych mechanizmov hostitel’a, aby znicil ciel'ova bunku. [69, 70]

Vdaka Specifite pre nadorovy antigén sa stali nekonjugované protilatky naviac i
uzitocnymi na dodavanie cytotoxickych zlucenin priamo do nadorovych buniek.
Prostrednictvom konjugacie MAD s roznymi efektorovymi molekulami, ktoré po védzbe
protilatky a jej internalizdcii sposobuju smrt’ cielovych buniek, bol ziskany klinicky
prospesny nastroj pre protinadorovu liecbu. Ide o kombinaciu vlastného tc¢inku MAb
s u¢inkom naviazanej bunky poskodzujucej latky, kedy konjugovand MAb cirkuluje
v tele pacienta, kym nenajde zamysl'any cielovy antigén, a tym sa pomaha minimalizovat’
poskodenie zdravych buniek. Na MAb naviazané efektorové molekuly moézu zahinat
cytotoxické lieiva, imunotoxiny auz vysSSie vtexte uvedené radionuklidy.
NajdoélezitejSim hladiskom pri navrhovani konjugatu je vyber ciela, ktory je hlavnym
determinantom protinddorovnej aktivity a selektivity. NavySe ciele musia byt pripraveny
imunokonjugat schopny internalizacie po naviazani protilatky na cielova Strukturu, aby

sa liecivo uvolnilo. [69, 71]

Prvym konjugatom protilatka-liecivo (ADC, z angl. antibody-drug conjugate) sa
stal brentuximab vedotin. Ide 0 MAb zamerani na CD30 exprimovany lymfémovymi
bunkami spojenymi s mikrotubulovym ¢inidlom monometyl auristatin E. Dal3ou je ado-
trastuzumab emtansin, ktory sa viaZe na receptor HER2 (receptor pre l'udsky epidermalny
rastovy faktor, z angl. epidermal growth factor receptor) a je zloZeny z trastuzumabu
a cytotoxického tubuldrneho jedu mertansinu, ktory bol schvaleny pre pacientov s

metastatickym karcinomom prsnika. [71]

Druhou skupinou cytotoxickych ¢inidiel, ktoré vyuzivaju pre konjugaciu s MAbs,
su biologické toxiny. K dnesnému dnu bol schvaleny americkou FDA pre klinick
aplikéciu iba moxetumomab pasudotox, ¢o je CD22 cielenda MADb spojend s pseudomonas

exotoxinom A pre vlasatobunkovu leukémiu. [71]

Poslednou kategoériou cytotoxickych latok konjugovanych s protilatkami su
radionuklidy. Do sucasnosti boli schvélené dve radioimunoterapeutické MAbs ako formu

cielenej radioterapie, tj. *°Y-ibritumomab tiuxetan a '*!I-tozitumomab. Oba
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radioimunokonjugaty pouzivaju MADb $pecifickti pre CD20 na dodanie bud’ °°Y alebo

do lymfémovych buniek. [71]

1311

Vyskum ADC pokracuje s cielom lepSieho pochopenia mechanizmu aktivity

ADC, ktory umoziiuje raciondlny névrh kombindcii protildtka-lieCivo. Komplexny

zoznam FDA schvalenych MAbs v onkologii je uvedeny v Tabulke 2. [71]

Nekonjugované MAbs
Genericky ndzov Povod | Izotyp a format Ciel Indikicia
(0bch. nizov) conp
Trast b :
(I.I?I::rl::;‘:il::)‘ Humanizovana | ludsky IgGl HER2 n. pfs
Rituximab o
(R?tz;zlr?) Chimerickd | TFudsky IgGl CD20 CLL
Cetuximab Chimericka | Tudsky IgG1 EGFR KRK
(Erbitux) V8
. KRK,NSCLC
B b , ) )
e\:mz?ma Humanizovana Pudsky IgG1 VEGF n. pfs, ladvin,
(Avastin) vaje¢nikov
Alemt b :
( CZEP‘Z}‘;_‘;‘;) Humanizovana | Tudsky IgGl CD52 CLL
Imunokonjugaty
Genericky nazov Pridand litka Ciel Indikdcia

(obch. nazov)

Ibritumomab i oton Y0¥ CD20 vmfo
tiuxetan (Zevalin) 170top ymiom
131 Tositumomab oo '] CD20 e

(Bexxar) izotop ymfom

Gemtuzumab ok ‘biotik

. . cytotoxické antibiotikum
ozogamicla N-acetyl gama kalicheamicin D33 AML
(Mylotarg)
Trastuzumab
emtasine tubularny jed HER2/neu n. pfs, zaludka
(Kadcyla)
Brentuximab
vedotin cytostatikum MMAE CD30 HL, sALCL
(Adcetris)

AML (akutna myeloidnd leukémia), CLL (chronickd lymfocytarna leukémia), HL
(Hodkinov lymféom), KRK (kolorektalny karcindm), MMAE (monometyl auristatin E),
n. (nador), NSCLC (nemalobunkovy pl'icny karcindom), sALCL (systémovy anaplasticky
vel'kobunkovy lymfom)

Tabulka 2.: Prehlad vybranych MAbs schvalenych FDA pre pouzite v onkologii.
Prevzaté a upravené podla [19, 67]
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4. CIELE PRACE

Cielom predlozenej diplomovej prace bolo pripravit’ galiom-67 a zirkdniom-89
radioaktivne znafeny ramucirumab prostrednictvom metédy nepriameho znacenia

pomocou chelatoru deferoxaminu.

Néslednou  ulohou  bolo  overit  pripravené¢  radioimunokonjugaty
%Ga[Ga]-DFO-RAM/*Zr[Zr]-DFO-RAM na radiochemicka &istotu pomocou
analytickych metod HPLC s radiometrickou detekciou a iTLC, a sti¢asne zmerat’ stabilitu

pripravenych radiopreparatov.

Po overeni radiochemickej Cistoty bolo d’alSou tlohou overit’ afinitu radiaktivne
znacenej protilatky k receptoru VEGFR-2 exprimované¢ho na SKOV-3 bunkach pomocou
in vitro manudlnej techniky pre stanovenie rovnovaznej disociacnej konStanty ligand

receptorovej interakcie.

Vramci prace s radiopreparatom *°Zr[Zr]-DFO-RAM bolo dalsou tlohou
analyzovat vysledky in vivo biodistribucie a PET/CT zobrazenie SKOV-3 nadorov

v mysiach v ¢asovych intervalech 1, 3 a 6 dni po aplikacii radiofarmaka.

Neoddelitelnou stcastou experimentalnej prace bolo praktické vykonanie
bunkovej kultivacie, manipulacia s otvorenymi radioaktivnymi ziariémi, priprava
roztokov avzoriek k analyze avneposlednom rade zozndmenie sa sin vivo

experimentalnou pracou a meranim na mikroPET/SPECT/CT systéme.
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5. EXPERIMENTALNA CAST

5.1. PouZité pristroje a software

5.1.1. Pristroje a software na pracovisku RIL pri Katedre

farmakologie a toxikologie na Farmaceutickej fakulte UK

- analytické vahy (Sartorius Analytic)

- automatické pipety (v pipetovacom rozsahu 0,5-10 pl, 2-20 ul, 20-200 ul, 100-
1000 pl; Eppendorf Research plus)

- bunkovy inkubator (SANYO MIR-153)

- bunkovy inkubator (Sartorius Stedim Biotech, Certomat® CS-18)

- Biirkerova pocitacia komorka pre kvantifikaciu buniek (Brand)

- detektor povrchovej kontaminacie (POLON)

- detektor radioaktivneho ziarenia (Bq Metr 4, BQM)

- digestor (POLON)

- Gamma Counter pre meranie gama Ziarenia v biologickych vzorkach (Automatic
Gamma Counter, Waltec Wizard*rm3'’, 2480 Perkin Elmer)

- HPLC system (Agilent 1100 Series, Agilent Technologies Inc.) s radiometrickou
detekciou (URL-2 POLON)

- 1TLC-analyzator RITA Star (Raytest)

- laminarny box (Bio Air Instruments)

- magnetické mieSadlo (IKA RTC Basic)

- Microsoft Office Excel (MS Office 365)

- mikroskop (XDS-IR, OPTICA)

- multidavkovacia pipeta (v pipetovacom rozsahu 0,5-50 ml, Handy step, Brand)

- multikanélova pipeta (v pipetovacom rozsahu 1-200 ul, Comfort)

- nesterilny bunkovy inkubator (Dry-Bath, MS Science)

- pH meter (Eutech Instruments pH510)

- program Clarity version 4.0.3.876 na ovladanie radiodetektoru (DataApex LTD.,
Praha, CR)

- program Gina Star pre vyhodnotenie merani z analyzatoru iTLC Stat (Raytest)

- program GraphPad Prism 8.4.3 (San Diego, CA)
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5.1.2.

program OpenLab CDS ChemStation Edition for LC & LC/MS Systems (Agilent
Technologies) na ovladanie HPLC systému

predvazky (Kern PLB 200-3)

sklenena Pasteurova pipeta (Brand)

spetrofotometer (TECAN INFINITE M200 PRO)

trepacka (Vortex V1 plus Biosan)

ultrazvukova kupel’ (Ecoson Ultrasonic Engineering)

vodna kupel’ (Julabo, TW12)

Pristroje a software na pracovisku Ustavu molekulirnej
a transla¢nej mediciny, Lekarskej fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci

® Plus Storage Phosphor System (PerkinElmer,

iTLC-analyzator Cyclone
Waltham, Massachusetts, USA)

program PMOD (PMOD Technologies, Ziirich, Svajéiarsko)

software Albira (Bruker Biospin Corporation, Woodbridge, CT, USA)

software OptiQuant 5.0 (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA)
zobrazovaci systém mikroPET/SPECT/CT Albira pre malé zvieratd (Bruker,

Billerica, Massachusetts, USA)

5.2. PouZity material

5.2.1

Pouzity material na pracovisku RIL pri Katedre farmakoldgie a

toxikologie na Farmaceutickej fakulte UK
centrifuga¢na falkonka Vivaspin 6, Membrane 50 000 (Sartorius, Spojené
kralovstvo Velkej Britanie a Severného Irska)
centrifugacna skimavka (50 ml, TPP)
HPLC kolona (BIOSil Sec 250, 300 x 7,8 mm, BioRad Gel column)
1ITLC-SG (Glass microfiber chromatography paper impregnated with silica gel,
Varian)
kultiva¢na flasa (75cm? a 182 cm?, TPP)
pipetovacie Spicky (Eppendorf)
sérologické jednorazové pipety (o objemoch 5, 10, 25 ml; TPP)
24-jamkové dosticky (TPP)
96-jamkové dosticky (TPP)
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5.2.2. PouZity material na pracovisku Ustavu molekulirnej a
transla¢nej mediciny, Lekarskej fakulty Univerzity Palackého v

Olomouci
- 1TLC-SG (Glass microfiber chromatography paper impregnated with silica gel,
Varian)
- kultivacn4 fTasa (75cm? a 182 cm?, TPP)
- pipetovacie Spicky (Eppendorf)
- sérologické jednorazové pipety (o objemoch 5, 10, 25 ml; TPP)
- 24-jamkové dosticky (TPP)
- 96-jamkové dosticky (TPP)

5.3. Pouzité chemikalie

5.3.1. Pouzité chemikalie na pracovisku RIL pri Katedre farmakologie
a toxikologie na Farmaceutickej fakulte UK
- argdn (Linde Gas as.)
- BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)
- bovinné fetdlne serum (FBS-Merck)
- bovinny y-globulin (G5009, Merck)
- Bradford Protein Assay (Bio-Rad, USA)
- CaCl; (Penta)
- CH3COONH4.3H20 (Penta)
- destilovana voda (MilliPore)
- 70% etanol (Penta)
- fosfatovy pufer (PBS)
- gentisova kyselina (Penta)
- glukoéza (Penta)
- 37% HCI (Merck)
- Hepes (4-(2-hydroxyethyl)piperazine- 1-ethanesulfonic acid; Merck)
- chelatotvorné ¢inidlo DFO (p-SCN-Bn-deferoxamine) (Macrocyclics, USA)
- KCI (Penta)
- kultivaéné médium pre SKOV-3 bunky (McCoy 5 A, Merck)
- L-glutamin (200 mM; Merck)
- MgCl (Penta)
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5.3.2.

NaCl (Penta)

NaHCO3 (Penta)

Na;HPO4.12H>0 (Penta)

NaH>P04.2H,0 (Penta)

NaNj3 (Merck)

NaOH (1 M, Penta)

radionuklid ’Ga — ©’Ga[Ga]galium citrat s aktivitou 205 MBq (M.G.P spol. s.r.o.,
Zlin, CR)

ramucirumab — infuzny roztok (Cyramza 10 mg/ml, Eli Lilly)

roztok neesencialnych aminokyselin pre bunkovt kultivaciu (Merck)
TritonX (Merck)

Trypsin EDTA roztok (Merck)

PouZité chemikalie na pracovisku Ustavu molekulirnej
a transla¢nej mediciny, Lekarskej fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci
2% izofluran (Forane, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA)
fyziologicky roztok
Pudské sérum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
matrica Matrigel Matrix (Corning, Corning, NY, USA)
radionuklid **Zn — %Zn[Zn]C4H4Os v prostredi 0,05 M kyseliny $tavelovej
o aktivite 2 GBq (Institat Nuklearnej Fyziky Ceskej akadémie Vied, Husinec —
Rez, CR)

5.4. PouZity biologicky materidal

bunkova linia SKOV-3 (z angl. Human Caucasian Ovary Adenocarcinoma, bunky
l'udského ovaridlneho adenokarcinomu), produkcia ECACC (European
Collection of Authenticated Cell Cultures, Spojené kral'ovstvo Velkej Britanie a
Severného Irska)

samice mysi SCID (Harlan, Indianapolis, IN, USA)
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5.5. Metodika prace

Pokial’ nebude uvedené inak, nizSie popisany pracovny postup bol realizovany
v radioizotopovom laboratériu (RIL) pri Katedre farmakoldgie a toxikologie na
Farmaceutickej fakulte v Hradci Kralové atiez v Ustave molekularnej a translaénej

mediciny (IMTM), Lekarskej fakulty, Palackého Univerzity v Olomouci.

5.5.1. Priprava dezintegra¢ného roztoku

Ulohou dezintegraéného roztoku, ktory bol pouZity v saturacnej §tadii, je
rozpustit’ bunky na jednotlivé elementy a tym pripravit’ ich bunkovy lyzat, ktory sa d’alej
analyzuje. Priprava roztoku bola vykonana rozpustenim 0,8g NaOH v destilovanej vode

anaslednym pridanim 1 ml Tritonu X. Celkovy objem roztoku C¢inil 200 ml.

5.5.2. Priprava fosfatového pufru

Fosfatovy pufer (PBS) sa pouzil pre udrzanie stabilného pH v neutralnej, pripadne
lahko bazickej oblasti. Roztok sa pripravil zmieSanim dvoch vopred pripravenych
roztokov. Pre roztok A sa navazilo 8,01 g NaCl (0,137 M) a 1,56 g NaH,PO4 (0,01 M)
a nésledne sa tieto navazky rozpustili v 200 ml destilovanej vody. Roztok B obsahoval
nasledujuce navazky pouzitych chemikalii 0,21 g KClI (0,0027 M) a 3,58 g Na;HPO4
(0,01 M), ktoré boli rozpustené v 800 ml destilovanej vody. ZmieSanim roztokov A a B
do celkového objemu 1 liter bol ziskany vysledny fosfatovy pufer, ktor¢ho pH bolo
upravené pridavanim roztoku NaOH (1 M) po malych objemovych podieloch za
konStantného mieSania a su¢asného monitorovania pH pomocou pH metru. Vysledné pH
roztoku sa vzdy upravilo na hodnotu 7,4. Takto pripraveny roztok PBS bol uchovavany

v chladnicke, aby nepodl'ahol degradacii.

5.5.3. Priprava Krebs-Ringerovho roztoku

Pre in vitro experiment bol vyuZzity Krebs-Ringerov roztok, ktory bol
v experimentélnej praci aplikovany ako bunkové internalizaéné médium, v ktorom bola
k SKOV-3 bunkam priddvana radioaktivne znacend protildtka RAM. Krebs-Ringerov
roztok poskytoval bunkdm vodné prostredie a Ziviny v podobe esencidlnych

anorganickych iontov a glukézy. K priprave sme pouzili 7,16 g NaCl (122,5 mM), 0,40
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g KCI (5,4 mM), 0,13 g CaCl, (1,2 mM), 0,16 g MgCl.6H,O (0,8 mM), 0,29 g
Na;HPO4.12H>0 (0,8 mM), 0,03 g NaH>PO4.2H20 (0,2 mM), 0,99 g glukoézy (5,5 mM)
a 2,38 g Hepes (10 mM). Jednotlivé zlozky roztoku boli postupne navazené a rozpustené
v destilovanej vode za stdleho mieSania. Po doplneni na objem 1 liter bola vykonana
kontrola pH pomocou pH metru a jeho pripadna uprava prebehla pomocou pridavku
NaOH (1 M) na vyslednu hodnotu pH 7.,4. Pripraveny Krebs-Ringerov roztok bol pred

degradaciou uchovavany v chladnicke.

5.5.4. Priprava mobilnych faz

Pre stanovenie Cistoty pomocou analytickej metody HPLC sa pripravila mobilna
faza, ktora bola prichystana navazenim 6 g NaH>PO4 (0,05 M), 7,1 g NaHPO4 (0,05 M),
8,8 g NaCl (0,15 M) a 0,65 g NaN3 (0,01 M). Uvedené navazky latok sa rozpustili v 1 litri
destilovanej vody a za stdleho mieSania sa pridaval NaOH pre dosiahnutie poZadovaného

pH 6,8. Pripraveny roztok sa skladoval v chladni¢ke do doby realizacie experimentu.

Pre ucely vykonania analyzy radiochemickej Ccistoty metédou iTLC bol
pripraveny citratovy pufer (0,1 M, pH 5,0) ako mobilnd faza. Najprv sa pripravil roztok
A navazenim arozpustenim 21,01 g kyseliny citronovej v 11 destilované vody.
Nasledovala priprava roztoku B navazenim a rozpustenim 29,41 g dihydratu citratu
sodného v 1 1 destilovanej vody. Pre pripravu 0,1 M roztoku citratového pufru o pH 5,0
sa zmieSalo 20,5 ml roztoku A s 29,5 ml roztoku B nasledované doplnenim do celkového
objemu 100 ml destilovanou vodou. U takto pripraveného roztoku sa nemuselo upravovat’

pH.

5.5.5. Priprava roztokov NaHCQOs; a NH4Ac

Roztok hydrogénuhli¢itanu sodného o koncentracii 0,1 M bol pripraveny
navazenim a rozpustenim 0,84 g NaHCO3 v 100 ml destilovanej vody. V pripade potreby
bolo upravené pH na hodnotu 9,0 pomocou roztoku NaOH (1 M).

Roztok octanu amoénneho (0,25 M) s gentisovou kyselinou (5 mg/ml) bol
pripraveny navazenim a rozpustenim 3,4 g NHsAc.3H,0 a 0,5 g gentisove] kyseliny
v 100 ml destilovanej vody. Hodnota pH roztoku bola upravend pridavkom

koncentrovanej kyseliny octovej na vyslednych 5,5.
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5.5.6. Kaultivacia bunkovych linii SKOV-3

Pred samotnou bunkovou kultivaciou bolo pripravené pracovné miesto, ¢o
pozostavalo z vysvietenia laminarneho boxu baktericidnym a virucidnym UV
ziarenim. V lamindrnom boxe prebiehala vSetka praca s bunkami, co zahrnovalo
manipuldciu so samotnymi bunkami a vSetkymi chemikaliami uréenymi pre bunkovu
kultivaciu. Chemikalie, ktoré zahfiali bunkové médium a trypsin, boli vopred predhriate
vo vodnej 14zni na cca 37° C. VSetky pouzité nastroje a nadoby s chemikaliami potrebné
k préaci s bunkovymi liniami boli pred pouzitim a umiestnenim do laminarneho boxu
dezinfikované 70% etanolom, aby sme zachovali sterilné prostredie a predisli infikovaniu
buniek. Po kazdom otvoreni ¢i znova uzatvoreni nadob s chemikaliami boli hrdla tychto

flias$ sterilizované ohnom.

V experimentalnej casti diplomovej prace boli vykonané prace s bunkami
oznaCovanymi skratkou SKOV-3. Ide o bunky izolované zTudského ovaridlneho
karcindému, ktoré exprimuju na svojom povrchu receptor pre VEGF typu 2 oznadovaného
skratkou VEGFR-2. Tieto bunky sa najskor kultivovali s pouzitim kultivacného média
McCoy 5A obohatenom o L-glutamin (2mM) aFBS (10 %) v sterilnych
plastovych kultivaénych flagiach s obsahom plochy 75 alebo 182 cm?. Inkubacia
bunkovej kultiry prebiehala v uzavretom bunkovom inkubatore pri nastavenej teplote
(37 °C) so vlh&enou atmosférou s obsahom CO: (5 %), €o st vhodné podmienky pre rast
a proliferaciu buniek. Bunkové linie SKOV-3 boli pouzivané maximalne do pasaze 25,

kedy si zachovavali svoje bunkové vlastnosti z hl'adiska exprimacie VEGFR-2.

Po vybrati buniek z inkubatora sa pod mikroskopom skontrolovalo, ¢i nie st
bunky kontaminované, a d’alej sa zhodnotila tzv. konfluencia, €o je miera porastan¢ho
povrchu kultivacnej nddoby bunkami. V pripade konfluencie 80 % a viac bolo vykonané
presadenie bunkovej linie ¢i uz do novej kultivacnej naddoby alebo na kultiva¢ny plast
pouzivany v experimentoch (24-jamkova dosticka). Po preneseni kultiva¢nej nadoby
s bunkami do laminarneho boxu bolo najprv odsaté médium a pridanim 2 ml trypsinu
bol vykonany oplach buniek od zbytkového kultivatného média. Pridany trypsin sa
nasledne odsal, znova sa do kultivaénej naddoby pridal trypsin (4 ml pre 75 cm? alebo 6
ml pre 182 cm? kultivaént nadobu) a kultivaéna nadoba s bunkami bola presunuté spit

do bunkového inkubatora na cca 5 minat, aby pridany trypsin naru$il vizby medzi
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bunkami a medzi bunkami a kultivaénou nddobou. Po inkubdcii sa k bunkdm pridalo 5
ml kultivaéného média, ktoré inaktivovalo trypsin, bunky sa premiesali pomocou
sérologickej pipety a odpipetoval sa 1 ml bunkovej suspenzie do novej kultivacnej
nadoby, do ktorej sa predom napipetovalo nové médium (12 ml pre 75 cm? alebo 24 ml
pre 182 cm? kultivaénii nadobu). Pripravend nova kultivaéni nadoba s nasadenymi
resuspendovanymi bunkami pre kultivaciu bola skontrolovana pod mikroskopom, ¢i je
v nadobe dostatocny pocet buniek a bola prenesena do inkubatora. Pasdzovanie SKOV-3

buniek bolo vykonavané jedenkrat tyzdenne.

V pripade vyuzitia buniek pre experiment, bola v procese vysSie popisanej
kultivacie bunkovej linie vzatad podstatna ostdvajica Cast ztrypsinizovanych buniek
anasadena do 24-jamkovych dosti¢iek v mnozstve 1x10° buniek na 1 jamku. Presny
pocet buniek bol pocitany pomocou Biirkerovej komorky. Nasadené bunky boli
inkubované za rovnakych podmienok ako bunky bezne kultivované, t.j. v bunkovom

inkubétore s vlhcenou atmosférou s obsahom CO> (5 %) a pri teplote 37 °C.

5.5.7. Konjugacia DFO s protilatkou

Vsetka experimentalna praca prebiehala za prisnych podmienok bez pritomnosti
iontov kovov, hlavne iontu Zeleza, ktoré sa viaze mnohokrat silnejSie do chelatacného
¢inidla DFO nez pouzity radionuklid. Rovnako tak boli roztoky pripravované tym
sposobom, aby sa v nich zamedzilo vzniku pritomnosti iontov kovov. VSetky nadoby,
pipetovacie Spicky, skimavky atd’. boli oplachované slabym roztokom HCI (0,1 M)
anésledne destilovanou vodou pre umytie od kyseliny. VSetky pouzité roztoky boli
pripravené z deionizovanej vody predom inkubovanej s chelatanym materidlom Chelex

pre vychytanie iontov kovov.

Uplne na zaiatku konjugacie MAb ramucirumab s chelatorom bolo vykonané
precistenie protilatky z infuzneho roztoku, v ktorom bola protilatka uchovéavana.
K precisteniu bola pouzitd centrifugacna metdda s vyuzitim centrifugacnej skimavky
vybavenej filtraénou membranou do molekulove; hmotnosti 50 kDa (15 mlL,
VIVASPIN), kedy sa prislusné mnozstvo protilaitky (1 — 10 mg) premyvalo do
konjuga¢ného roztoku NaHCO;3 (0,1 M, pH 9,0). Po precisteni sa stanovila presna
koncentracia proteinu pomocou Bradfordovej metody stanovenia koncentréacie proteinu,

kedze mohlo dojst k strate urcitého mnozstva protilatky jej vdzbou na povrch
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centrifugacnej skuimavky. Bradfordova metdéda stanovenia koncentracie proteinu
spocivala v odpipetovani 5 pl vzorky arovnako tak roztokov Standardov (roztok
bovinného y-globulinu o koncentraciach 0, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 a 2000 pg/ml)
do jamiek v 96-jamkovej dosticke a naslednym pridanim 150 pl roztoku Bradford Protein
Assay. Zmes sa nechala inkubovat’ po dobu 30 minut pri 37 °C anasledne sa na
spektrofotometri zmerala absorbancia pri 595 nm. V programe MS Office Excel bola
z kalibracnej priamky Standardov zostrojena linedrna zavislost’ a z nej zistena rovnica

priamky, z ktorej bola vypocitana koncentracia proteinu.

Nasledne bolo navéazené a rozpustené prislusné mnozstvo chelatacného Cinidla
DFO-Bn-SCN v takom mnoZstve dimetylsulfoxidu (DMSO), aby sa potrebné mnozstvo
chelatoru pridavalo k protilatke RAM v maximalnom mnozstve 20 pL. Mnozstvo DFO
pouzitého pre konjugaciu bolo také, aby odpovedalo molarnym pomerom k molarnemu
mnozstvu RAM 3:1 (DFO:RAM). K protilatke RAM v roztoku NaHCOs3 (0,1 M, pH 9,0)
sa po kvapkéch pridavali prislusné mnozstvo DFO rozpusteného v DMSO a nasledne sa
nechala reak¢na zmes inkubovat’ 1 hodinu za temna pri 37°C a stdleho mieSania na
magnetickom mieSadle. Po ukonceni inkubdcie bola zmes DFO-RAM precistena
pomocou centrifugac¢nej skimavky (15 ml, VIVASPIN) za ucelom zbavenia sa
nekonjugovanej frakcie DFO a st¢asného prevedenia konjugovanej protilatky do roztoku
NHsAc (0,25 M, pH 5,5, + gentisova kyselina o ¢ = 5 mg/ml). Do novej ependorfky bol
prepipetovany zachyteny supernatant s pripravenym imunokonjugatom DFO-RAM,

ktory sa dalej pouzil k vlastnému radioaktivnemu znaceniu.

5.5.8. Znacenie DFO-RAM radionuklidmi ’Ga/¥Zr

Rovnako ako v pripade imunokonjugacie, prebiehalo radioaktivne znacenie
v podmienkach s vyla€enim pritomnosti iontov kovov, hlavne iontu Zeleza. Podmienky,
ktoré sa dodrzovali, boli analogické tym, ktoré st uvedené v postupe prace konjugacie
DFO s MAb ramucirumab. Radioaktivne znacenie s galiom-67 prebiehalo na pracovisku

RIL a so zirkéniom-89 na pracovisku IMTM.

Do mikroskimavky sa pridalo prislusné mnoZstvo radionuklidu ¢’Ga
(*’Ga[Ga]CsHs07) alebo 3°Zr (¥Zr[Zr]C4H40s), tak aby vyslednd aktivita bola 20 MBaq.
Nasledovalo pridanie 300 pl pufru HEPES (0,5 M, pH 7,1) pre ustalenie hodnoty pH v

neutralnej oblasti, aby nedoSlo k poSkodeniu nasledne priddvane; protilatky.

63



K pripravenej radioaktivnej zmesi sa pripipetoval imunokonjugat DFO-RAM (1 mg
v NH4Ac o0 ¢ =0,25 M, pH 5,5, + gentisova kyselina o ¢ = 5 mg/ml) v takom objeme, aby
sa na radioaktivne znacenie pouzil 1 mg protilatky pre 20 MBq radionuklidu. Nasledovala
inkubacia po dobu 1,5 hodiny za neustdleho mieSania pri 37°C. Pre odstranenie
nenaviazané¢ho radionuklidu sa po ukonceni inkubacie pridal roztok EDTA (10 mM)
v takom objeme, aby bola vysledna koncentracia EDTA 1 mM. Zmes sa nechala po dobu
5 minut inkubovat’ pri laboratornej teplote. Nasledne sa overila radiochemicka cistota
%Ga[Ga]-DFO-RAM/*°Zr[Zr]-DFO-RAM pomocou analytickych metod HPLC a iTLC,

ako je popisané d’ale;j.

5.5.9. Stanovenie radiochemickej ¢istoty pomocou HPLC

Radiochemicka &istota ’Ga[Ga]-DFO-RAM bola analyzovana pomocou HPLC
s radiometrickou detekciou na pracovisku RIL. Do vialky so vzorkou na analyzu bolo
napipetované 60 pl vzorky a 60 ul mobilnej fazy. Ako mobilnd faza bol pouzity
pripraveny roztok PBS (pH 6,8). Pripravena vzorka bola vlozena do sampleru, spustila sa
analyza a nasledne bola vzorka o objeme 100 pl nastreknuta z vialky na kolonu. Vlastna
analyza prebiehala na gélovo-permeacnej kolone BIO-Sil Sec 250,300x7,8, kde je
vnutorné gélové sito s pormi urcitej velkosti a zachytava molekuly na zdklade ich
velkosti, pricom sa molekuly s niz§ou molekulovou hmotnost'ou zadrZiavaji v péroch
kolonky dlhsie nez molekuly s vy$Sou molekulovou hmotnostou, ktoré sa eluujua skor.
Izokraticka elucia prebiehala pri prietoku mobilnej fazy 1,0 ml/min po dobu 20 mintt.
Behom chromatografickej analyzy dochddzalo k eluovaniu radioaktivne znacenej
protilatky a pripadne radiochemickych necistot, ktorymi mohli byt vol'ny radionuklid
viazany na EDTA alebo vol'ny radioaktivne znaceny chelator DFO. Eluované latky boli
analyzované pomocou UV/VIS detektoru a radiometrického detektoru. Vysledné piky na
UV/VIS chromatogramu a radiochromatogramu boli vyhodnotené pomocou OpenLAB a

Clarity v tomto poradi.

5.5.10. Stanovenie radiochemickej ¢istoty pomocou iTLC

K stanoveniu Cistoty bola pouzitd aj metdoda instantnej tenkovrstvej
chromatografie. Pre vlastné vykonanie sa pouzili chromatografické prizky s nanesenou

vrstvou silikagélu, po ktorych sa vyvijala mobilna faza tvorena citratovym pufrom (0,1

64



M, pH 5,0). Na pruzok o velkosti priblizne 10x2 cm bol vyznaceny Start a ciel’ vzdy vo
vzdialenosti priblizne 1 cm od okraja prazku. Na Start bolo pomocou mikropipety
nanesenych 5 pl vzorky (’Ga[Ga]-DFO-RAM alebo %Z1[Zr]-DFO-RAM). Po aplikécii
vzoriek sa pockalo do doby, nez nanesené kvapky uschli a nasledne sa chromatografické
prazky vlozili do chromatografickej komory s mobilnou fazou. Pre analyzu sa pouzili

vzorky odobraté ihned’ po ukonceni radioaktivneho znacenia protilatky.

Analyza chromatografického prizku s eluovanou vzorkou (4’Ga[Ga]-DFO-RAM
na pracovisku RIL) prebiehala principom ionizacie inertného plynu argonu v pristroji
iTLC skener RITA Raytest. V programe Gina Star Software boli nasledne vyhodnotené

namerané data.

K stanoveniu radiochemickej &istoty u radiopreparatu 3°Zr{Zr]-DFO-RAM (na
pracovisku IMTM) sa pomocou metdédy iTLC vyvinuté chromatografické iTLC-SG
pasiky analyzovali na pristroji Cyclone Plus a vysledné zdznamy boli kvantifikované

prostrednictvom softwaru OptiQuant 5.0.

5.5.11. Stabilitné Studie

Pre stanovenie in vitro stability radiopreparatu ’Ga[Ga]-DFO-RAM sa vyuzila
metdda HPLC a iTLC. Radioaktivne znacena protilatka sa od pripravenia uchovavala tri
dni v PBS pufti pri teplote 4°C a analyzovala sa v urcitych ¢asovych intervaloch (0, 24,
48 a 72 hod pre HPLC a 0 a 72 hod pre iTLC). Primarne bola pre analyzu stability vyuZzita

presnejSia HPLC metdda s radiometrickou detekciou.

Stabilita #Zr[Zr]-DFO-RAM in vitro bola hodnoten4 len na pracovisku IMTM v
dvoch roznych prostrediach - vo fosfatom pufre a v l'udskom sére. VSetky vzorky boli
inkubované pri izbovej teplote v Casovych intervaloch od 1 hodiny do 6 dni. Po
prislusnom inkuba¢nom case boli vzorky analyzované pomocou iTLC-SG, ako je opisané

vyssie.
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5.5.12. In vitro stanovenie vizbovosti RAM na ciel’ovy receptor

manualnou satura¢nou metédou
Tato metdda sa vyuziva k stanoveniu disociacnej konsStanty (Kp), ktord uréuje
mieru interakcie radioaktivne znacenej protilatky RAM s VEGFR-2 exprimovaného na

povrchu SKOV-3 buniek, t.j. mieru afinity protilatky k cielovému receptoru.

Dva dni pred realizdciou experimentu sa do 24-jamkovych dosti¢iek nasadili
bunky v mnozstve 1x10° v 0,5 ml kultivaéného média na 1 jamku a do doby experimentu
boli za predpisanych podmienok pre kultivaciu ponechané v bunkovom inkubatore. Na
treti deni sa z kazdej jamky odstranilo kultivacné médium, pridalo sa po 1 ml PBS, aby sa
oplachli nepril'nuté bunky a zbytok média, a nasledne sa PBS odsalo. V d’alSom kroku sa
do kazdej jamky pridalo 0,5 ml Krebs-Ringerovho roztoku s radioaktivne znacenym
RAM o zvolenej koncentricii. Celkovo bolo pouzitych 6 zvySujucich sa koncentrécii
radiofarmaka (3, 9, 15, 30, 45 a 90 nM). Pre kazdu koncentraciu bol pripraveny triplikat
jamiek, v ktorom sa radiofarmakum inkubovalo po dobu 2 hodin pri 37 °C. Obdobnym
spdsobom bola pripravena 24-jamkové dosticka s bunkami pre stanovenie neSpecifickej
vizby protilatky, kde sa k rddioaktivne znaCenému RAM v Krebs-Ringerovom roztoku
pridalo niekol’konasobne vyssie mnozstvo nativneho (nezna¢eného) RAM (1 uM). Po
ukonceni inkubdcie sa odsal Krebs-Ringerov roztok abunky sa dvakrat dokladne
preplachli po 1 ml roztoku PBS pre odstranenie na receptor nenaviazanej protilatky.
Nasledne pripipetovanim 0,5 ml dezintegracného roztoku TritonX do kaZdej jamky na
dobu 30 mintt pri teplote 37 °C bolo vykonané zlyzovanie buniek. Pripraveny lyzat
buniek sa pre stanovenie mnoZstva bunkového proteinu odpipetoval z kazdej jamky
v duplikdte po 20 pl do 96-jamkovej dostiCky. Zbytok lyzatu, ktory zostal
v 24-jamkovych  doStickdich  bol  zhomogenizovany a  prepipetovany  do
mikrocentrifuga¢nych skimaviek o objeme 2 ml. Kazda jamka bola eSte oplachnuta 0,5
ml destilovanej vody, ktory sa pridal k bunkovému lyzatu v mikroskimavke pre prislusna
jamku. Bunkovy lyzat bol néasledne umiestneny do pristroje Gamma Counteru, kde
prebehlo zmeranie velkosti aktivity v kazdej mikrocentrifugacnej skimavke. Cely vyssie
uvedeny postup sa opakoval trikrat pre kazdé radiofarmakum a bol rovnaky pre
Specificku 1 neSpecificktl vizbu. Vyslednd hodnota aktivity pre prislusny bunkovy lyzat
sa prepocitala na koncentraciu bunkového proteinu stanovené¢ho pomocou metody BCA

(vid’ niZsie).
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S vyuzitim roztoku bicinchoninovej kyseliny (BCA) sa zrealizovalo stanovenie
koncentracie bunkového proteinu. Roztok BCA bol pripraveny zmieSanim reagentov
A a B v pomere 50:1 na zaklade vyrobcom prilozeného protokolu. Do spodnej rady jedne;j
z 96-mikrotitratnych dosti¢iek bolo v duplikate napipetované po 20 ul referencného
proteinu  (Standardu), ktory predstavoval bovinny sérovy albumin (BSA)
v koncentraciach 0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 a 2000 pg/ml a ktory bol urceny
pre konstrukciu kalibra¢nej krivky. Po 200 pl pripraveného roztoku BCA bolo
pripipetované do kazdej jamky so vzorkou aj so Standardom a nechalo sa po dobu 30
minat inkubovat’ pri 37 °C. V zavislosti od koncentracie proteinu vytvara BCA
s proteinmi komplex s rozdielnou intenzitou sfarbenia. Na zaklade sfarbenia bola
s pouzitim spektrofotometra Tecan zmerana absorbancia pri vinovej dizke A = 590 nm.
Podrla zostrojenej kalibracnej krivky s vyuzitim Standardu pre kalibra¢nu radu s rovnicou
linedrnej regresie boli v programe MS Office Excel urobené vypocty pre stanovenie

koncentracie bunkového proteinu v jednotlivych vzorkach.

Na mnozstvo proteinu pritomného v jamkach bola vztiahnuta rddioaktivita, ktora
bola zmerand pomocou pristroja Gamma Counter, ako je uvedené vyssie. Od celkovo
naviazanej aktivity v bunkach, ktorda prezentovala Specificki vdzbu radioaktivne
znaceného RAM na VEGFR-2, sa odcitala neSpecifickd védzba z jamiek, ktoré obsahovali
okrem radioaktivne znaceného RAM tiez i nativny RAM. V programe GraphPad Prism
8.4.3 bola vynesena zavislost zmeranej] ana koncentracii bunkového proteinu
prepocitanej aktivity (CPM/ng of cell protein) na pouzitej koncentracii (nM) radioaktivne
znaceného RAM. Program d’alej podl'a protokolu Nelinedrna Regresia — Vazbovost’ —
Saturacia — Jedno miesto — Specificka vizba (z angl. Nonlinear regression — Binding —
Saturation — One site — Specific binding) zkonstruoval exponencidlnu saturacnu krivku

vgrafe a dalej vypocital hodnotu rovnovdzne; disocianej  konStanty.

5.5.13. Tvorba SKOV-3 nadoru u mysi

Priprava nadorovych mysi prebiehala len na pracovisku IMTM. Samice SCID
mysi vo veku 8 tyzdnov boli subkutanne injikované do ich pravého boku bunkovou
suspenziou SKOV-3 buniek (v poéte 5x10%/davku) zmieSanymi s matricou Matrigel
Matrix v pomere 1:1. Rast nadoru sa neustale monitoroval pomocou kaliperu a ked’ objem
nadoru dosiahol 100 - 300 mm? (t.j. 6 - 8 tyzdiiov po naockovani buniek), mysi sa pouzili

na ex vivo Stadie biodistribucie a/alebo na zobrazovanie mikroPET/CT.
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Experimentalne zvieratd boli umiestnené v zariadeni pre zvierata s vylucenim
pritomnosti patogénu. VSetky pokusy na zvieratich sa uskutoCniovali v sulade s
prislusnymi pravnymi normami, ku ktorym ma povolenie IMTM, UP Olomouc. Pocet
zvierat sa pri vSetkych pokusoch in vivo ¢o najviac znizil (pouzili sa 3 mysi na 1 casovy
interval). Aby sa minimalizovalo utrpenie zvierat a zabranilo sa ich pohybu. Injek¢éna
aplikdcia i PET/CT zobrazovanie sa uskutocniovalo pod uéinkom 2% izofluranovej

anestézie.

5.5.14. Ex vivo biodistribu¢né Studie

Na ucely ex vivo §tidie biodistriblicie, ktoré prebiehali vylucne na pracovisku
IMTM, sa pripraveny radioaktivne znaceny indikator zriedil 1,8 ml fyziologickym
roztokom. Pripravené roztoky sa do mysi aplikovali retro-orbitadlne v davke 250 kBq na
mys, ¢o zodpovedalo 50 pg protilatky. Mysi sa usmrtili dislokaciou krénych stavcov v 1.,
3. a 6. den po injekcii a jednotlivé Casti tela mysi (krv, slezina, pankreas, zaludok, ¢revo,
oblicky, pecen, srdce, plica, sval, kost' a nador) boli pitvou nasledne odobraté¢ do
samostatnych nddob. Odobrané biologické vzorky sa zvazili a ich radioaktivita sa merala
pomocou automatického pristroja Gamma Counter. Vysledna aktivita nahromadeného
radioaktivneho indikatoru v Studovanych orgdnoch sa vypocitala ako percento

injikovanej davky na gram tkaniva (% ID/g).

5.5.15. Zobrazenie pomocou mikroPET/CT pristroja

Nadorové utvary SKOV-3 pdvodu sa u Studovanych SCID mysi zobrazovali
pomocou systému mikroPET/SPECT/CT Albira na pracovisku IMTM. Mysi boli pred
aplikéaciou radiofarmaka a vlastnym zobrazovanim v stanoveny den inkubacie uspané
podanim 2% isofluranu. Radiofarmakum %Zr[Zr]-DFO-RAM v davke 3-6 MBq (t.j. 200-

400 pg RAM) na zviera bolo aplikované retro-orbitalnou injekciou.

PET/CT zobrazovanie prostrednictvom pristroja Albira sa uskutocnilo 1, 3 a 6 dni
po injekcii radioaktivne znacenej protilatky. Vykonalo sa 10-minttové skenovanie PET
(axialne FOV 148 mm), nasledovalo dvojit¢ CT skenovanie (axialne FOV 2x65 mm, 45
kVp, 400 pA, pri 400 projekciach). Udaje ziskané skenovanim sa rekonstruovali
pomocou softwaru Albira a do podoby 2D obrazu sa pouzil program PMOD.

68



6. VYSLEDKY PRACE

V tejto kapitole diplomovej prace sa nachddzaju vysledky réadioaktivneho
znacenia protilatky ramucirumab pomocou dvoch radionuklidov (*’Ga a %Zr), vysledky
analyzy pripravenych radiofarmak aich nasledné in vitro ain vivo experimentalne

merania uskutocnené v laboratériu na pracovisku RIL a IMTM.

Jednotlivé podkapitoly reprezentuju vysledky z vykonanych metoéd popisanych
v experimentalnej Casti. Vysledky slovne zhfiiaju a v prilozenych chromatogramoch
demonstruju stanovenie radiochemickej Cistoty a stability pomocou metéd HPLC a iTLC.
Predlozené grafy zobrazuju priebeh saturacnych kriviek interakcie radiofarmék
s cielovymi receptormi s vyslednym stanovenim hodndt rovnovaznej disociacnej
konstanty (Kp). Ku koncu kapitoly st uvedené vysledné data z biodistribu¢nych Stadii
vykonavanych ex vivo avysledky PET/CT zobrazeni VEGFR-2 pozitivnych

indukovanych nadorov u laboratérnych mysi.

6.1. Stanovenie radiochemickej Cistoty a stability ¥ Ga[Ga]-
DFO-RAM pomocou HPLC metody

Pred samotnym meranim c¢istoty pripraveného radioimunokonjugatu sa najskor
vykonalo chromatografické meranie pre volné gilium-67 vo forme ®’Ga[Ga]-EDTA,

ktorého eliciu na kolone s eluénym ¢asom 10 minit demonstruje Obrazok 10.

TIhned’ po priprave 4’Ga[Ga]-DFO-RAM sa pomocou separa¢nej metédy HPLC
s UV/VIS a s radiometrickou detekciou stanovovala radiochemicka Cistota a overovali sa
pripadne pritomné necistoty. Obrazok 11 znazorfiuje UV/VIS zdznam neznacenej
protilatky ramucirumab pre zistenie jej retencného casu. Obrazek 12 A4) zobrazuje
reprezentativny chromatogram %’Ga[Ga]-DFO-RAM merany ihned po skonceni

radioaktivneho znacenia protilatky ramucirumab, t.j. v ¢ase O h.

Pre zhodnotenie stability bol pripraveny PBS roztok s radioimunokonjugatom,
ktory bol skladovany pri teplote 4°C. Kontrola stability a teda i radiochemickej Cistoty
prebiehala meranim na HPLC systéme v intervaloch 24, 48 a 72 h po znaceni, kedy sa
zistovalo  pripadné  uvolflovanie  radionuklidu  zradiofarmaka.  Vysledné

rddiochromatogramy st uveden¢ na Obrazkoch 12 B), C) a D). Na
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radiochromatogramoch je retencny cas radiofarmaka vzdy v Case elucie 7,5 min od
zaCiatku analyzy, Co koreSponduje sretencnym casom UV/VIS zaznamu pre

nekonjugovany RAM (Obrazok 11).

Vedl'a vyssie popisanych analyz sa na HPLC systéme vykonalo meranie zmesi
volného radionuklidu géalia (’Ga[Ga]-EDTA) s %’Ga[Ga]-DFO-RAM pre ziskanie
chromatogramu ich spoloc¢nej elicie. Na ziskanom chromatograme (Obrazok 16) sa
ukazali dva piky predstavujuce znadeny RAM (7,5 min) a vol'né ®’Ga[Ga]-EDTA (11,5

min).

Na zédklade merani vzoriek zo stabilitnej Stidie reprezentovanej na Obrazku 12
v porovnani s meraniami na Obrazku 10 a 16 sa d4 usudzovat’, ze s pribudajicim ¢asom
inkubécie narastda mnozstvo uvoliiovaného volného radioaktivneho gélia. AvsSak
mnoZstvo %’Ga uvolneného z chelatoru je vzdy velmi nizke v porovnani s velkostou

piku a teda aktivity Studovaného radiofarmaka.

Voltage

0

T T
1] 5 10

Time: L

Obrazok 10: Reprezentativny HPLC radiochromatogram zobrazujuici eliciu samotného

galia-67 (°’Ga[Ga]-EDTA) v 10. mintte.
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Obrazok 11: Reprezentativny UV/VIS HPLC chromatogram neznaceného RAM

s eluénym ¢asom 7,5 min.
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Obrazok 12: Reprezentativne HPLC chromatogramy ®’Ga[Ga]-DFO-RAM analyzujuce
radiochemicku ¢istotu radiofarmaka ihned’ po znaceni (A4) a kontrolujtci jeho stabilitu po

24 h (B), 48 h (C) a 72 h (D). Elu¢ny &as radiofarmaka bol v 7,5 min a vol'ného ®’Ga
(“’Ga[Ga]-EDTA) v 11,5 min.
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Obrazok 13: Reprezentativny HPLC chromatogram pre zmes %’Ga[Ga]-DFO-RAM
a %’Ga[Ga]-EDTA pre overenie eluénych ¢asov. Prvy pik s retenénym ¢asom 7,5 min

reprezentuje znacenu protilatku a druhy pik s retenénym ¢asom 11,5 min volné ®’Ga.

6.2. Stanovenie radiochemickej cistoty metodou iTLC

Dalsou metodou, ktora sa pouzila pre overenie radiochemickej Gistoty
radiofarmaka %’Ga[Ga]-DFO-RAM bola iTLC metdda, ktori sme kvoli jej mense;
citlivosti a nizSej separacnej u€innosti pouZzili skor pre orientaéné stanovenie cCistoty.
Meranie sa konalo rovnako ako aj pri HPLC metode, ihned’ po priprave radiopreparatu,
tj. v 0 h. Pre overenie stability sa d’alSie meranie vykonalo po 72 hodindch. Vysledky
merania z ¢asov 0 a 72 h st demonstrované v Obrazok 14 A) a B) . Na iTLC zdzname
v ¢ase 0 h (Obrazok 14 A) bol na zaciatku chromatogramu pritomny len jeden pik (Rf=
0), ktory predstavuje aktivitu z ©’Ga[Ga]-DFO-RAM. Na zazname po 72 h (Obrazok 14
B) st viditeI'né dva piky, z ktorych zeleny pik (Rf = 0) zobrazuje aktivitu radiofarmaka
a cerveny pik (Rr=1) predstavuje radiochemickl necistotu pochadzajucu z vol'ného

radionuklidu %’Ga.

Rovnakym spdsobom bola kontrolovand radiochemicka Cistota zirkéniom-89
znaéeného RAM na pracovisku IMTM. Cistota sa merala ihned’ po pripraveni konjugéatu
a jej vysledok zobrazuje Obrazok 15. Volny radionuklid (Skvrna vl'avo) putuje s celom
mobilnej fazy a rddionuklid viazany v komplexe s RAM (8kvrna vpravo) ostdva na mieste

aplikacie vzorky (Start).
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Obriazok 14: iTLC zaznam radiokonjugatu ©’Ga[Ga]-DFO-RAM (zeleny pik) po znaceni
vcéase 0 h (A) sradiochemickou cistotou 100,0 % apo znaceni v Case 72 h (B)

s raddiochemickou &istotou 97,7 % a ne&istotou 2,3 % (vol'né *’Ga, erveny pik).
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Obrazok 15: Reprezentativny obrazok chromatogramu ziskaného metddou iTLC pre
8971[Zr]-DFO-RAM. VTavo je zobrazeny volny ¥Zr[Zr]-§tavelan a vpravo konjugat
8971{Zr]-DFO-RAM v citrite sédnom (0,1 M, pH 5,0).

6.3. Zhodnotenie in vitro stability *Zr[Zr]-DFO-RAM
Na zéklade analyzy vzoriek *’Zr[Zr]-DFO-RAM pomocou iTLC-SG, kedy

radiofarmakum bolo inkubované v roztoku PBS pri laboratornej teplote, stabilitné Stadie
nepreukazali Ziadne zniZenie radiochemicke;j Cistoty. Naproti tomu vzorky rddiofarmaka,
ktoré bolo inkubované v 'udskom sére, po 6 ditoch vykazovalo pokles radiochemicke;j
gistoty z 97,6% az na 91,1%. Uplné hodnoty in vitro testov stability radiochemicke;

¢istoty meranych v ur€enych €asovych intervaloch st uvedené v Tabulke 4.

Cas
1 hodina 1. den 2. den 3.den 6. den
prostredie
PBS 95.6 95.8 96.0 95.8 96.0
[udské sérum 97.6 97.6 94.8 92.6 91.1

TabulPka 4: In vitro stabilita %°Zr[Zr]-DFO-RAM. Stabilita je vyjadrena ako
radiochemicka cCistota (%) po vhodnej inkubacnej dobe vo fosfatovom tlmivom roztoku

(PBS) alebo v 'udskom sére pri laboratornej teplote.
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6.4. Vysledok in vitro saturacnej Studie pripravenych
radiofarmak  Ga[Ga]-DFO-RAM/¥’ Zr[Zr]-DF O-RAM

Pomocou manudlnej techniky saturaénej Studie bola stanovend afinita
pripravenych radiokonjugétov k cielovému receptoru VEGFR-2, ktory bol exprimovany
na bunkovom povrchu u SKOV-3 bunkovej linie. Vysledkom bolo ziskanie hodnoty
rovnovaznej disociacnej konstanty (Kp), pre ktort plati, ze ¢im nizSie hodnoty dosiahne,
tym vyssia je afinita Studovanej znacenej MAb k cielovému bunkovému receptoru. Na
Obrazku 16 je graficky zndzorneny sumarny vysledok merania afinity
%’Ga[Ga]-DFO-RAM k receptoru VEGFR-2 zahriiujuci tri nezavislé stanovenia.
Rovnakym spdsobom z troch nezévislych merani sa graficky zhodnotil pripraveny
radioimunokonjugat ¥Zr[Zr]-DFO-RAM uvedeny na Obrazku 17. Pomocou programu
GraphPad Prism bola okrem spracovanych grafov saturacnej Studie stanovena aj hodnota
rovnovaznej disociacnej konsStanty pre oba radiokonjugaty, ktord vychadza zo zavislosti
zmeranych hodndt aktivity prepocitanej na koncentraciu bunkového proteinu (os y) na
pouzitej koncentracii radioaktivne znaceného RAM (os x). Priemerna hodnota Kp pre
%7Ga[Ga]-DFO-RAM ¢inila 35,94 (£7,30) nM a pre ¥Zr[Zr]-DFO-RAM 27,44 (£8,14)
nM.
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Obrazok 16: Reprezentativny sumarny graf saturacnej Stidie zndzoriiujlci interakcie

%7Ga[Ga]-DFO-RAM s VEGFR-2 s vyslednou hodnotou Kp = 35,94 (+7,30) nM.
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Obrazok 17: Reprezentativny sumarny graf saturacnej Studie znazoriiujuci interakcie

8971{Zr]-DFO-RAM s VEGFR-2 s vyslednou hodnotou Kp = 27,44 (+8,14) nM.

6.5. Zhodnotenie ex vivo biodistrubucnej Studie

Pre analyzu vzoriek ex vivo biodistribu¢nych §tadii *Zr[Zr]-DFO-RAM na
zvieracich SKOV-3 modeloch boli vzhl'adom k dlhému polocasu radionuklidu a k

farmakokinetike protilatky zvolené doby merania 1, 3 a 6 dni po aplikacii protilatky.

V prezentovanom grafe (Obrazok 18) je zndzornend miera akumuldcie
zirkdniom-89 znacenej protilatky RAM v jednotlivych odobratych castiach mysi.
Meranim aktivity po 24 hodindch je zretelné jej hromadenie v nadore. NajvysSia
akumulacia bola zistend v krvi a slezine dokonca aj 6 dni po aplikécii radioaktivne
znaceného RAM. Strednéd akumulacia protilatky zistena v niektorych orgénoch (oblicky,
srdce, plica) a nadoroch ostala konStantnd vo vSetkych troch intervaloch merania.

Najnizsia akumuldcia bola zistena v pankrease, zaludku, ¢reve, srdci, svaloch a kostiach.
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Obrazok 18: Grafické zndzornenie ex vivo biodistribicie r.0. injikovaného
8971[Zr]-DFO-RAM u SCID mysi nestcich nadory SKOV-3 v troch &asovych

intervaloch. (n = 3).

6.6. Zobrazenie biodistribucie in vivo pomocou PET/CT

S vyuzitim PET/CT zobrazovacej metddy sa podarilo v uréenych casovych
intervaloch zobrazit’ aktivitu v indukovanom mySom nadore. V 1. a 3. deni po aplikacii
bol najsilnejsi signal detekovany v srdci, peceni, slezine a nddore, pri¢om zobrazenim
posledného intervalu zrete'ne prevazuje aktivita v nddore nad aktivitou v inych
organoch. Mald akumulacia radioaktivity bola pozorovana so zvySujicim sa ¢asom vo
velkych kiboch. 2D reprezentativne snimky SCID mysi so SKOV-3 nadorom ziskané

pomocou mikroPET/CT st znazornené na Obrazku 19.
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Obrazok 19: Snimky ziskané z mikroPET/CT po r.o. injikovani **Zr{Zr]-DFO-RAM u
SCID mysi 1, 3 a 6. def po aplikécii. Sipkou st oznagené nadory SKOV-3 na pravom

boku mysi.
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7. DISKUSIA

Nadorové bunky vykazuju schopnost’ vyhnut' sa dohladu imunitného systému
a nereagovat tak na signaly pre potlacenie ich rastu. Velkua rolu pri vzniku nddorového
ochorenia zohrava tvorba novych krvnych ciev, ktoré vyzivuju nédor, prinaSaju
mu kyslik a odvéadzaju splodiny metabolizmu. Na rozvoji nadorového ochorenia sa tiez
podiela pomer inhibi¢nych a aktivacnych faktorov angiogenézy. KIicovu funkciu v
angiogenéze zohrava najviac prestudovana rodina vaskuldrnych endotelialnych rastovych
faktorov, ktord je prezentovana ako silny angiogénny regulator novotvorby cievneho
zasobenia nadorov a ktord sa v mnohych typoch nddorov preukédzala jej nadmernou
expresiou. Preto sa vedecky vyskum zameriava na signalne molekuly a ich receptory, aby
sa aktivaciou endotelidlnych buniek netvorili nové cievy podporujice vyvoj a rast nadoru.
Skiimanie funk¢nosti v terapii uz pouzivanych lieciv a neustale hl'adanie novych anti-

angiogénnych terapeutik by malo pomoct’ znizit’ imrtnost’ na karcinomy.

Coraz vigsie uplatnenie v protinadorovom vyskume nachadza cielena terapia,
konkrétne monoklonalne protilatky, ktoré vyhl'adavaju a cielia na $pecifické proteinové
Struktiry na nadorovych bunkich s minimalnym zasahom nenddorového okolitého
tkaniva. Mo6zu sa cielit’ priamo na VEGF molekuly ako napriklad bevacizumab alebo na
spominané vdzbové miesta receptorov. Protilatkou, ktora priamo cieli na jeden
z receptorov angiogénnych signalnych drah je aj ramucirumab, ktord patri k nov§im
MAbs a ktora bola pouzitd v predkladanej diplomovej praci pre svoj mozny potencial
v radiodiagnostickom zobrazovani. Prave vdaka vyvoju technologii sa zacali viac
skimat’ monoklonalne protilatky v spojeni s inou molekulou, v pripade tejto prace
radionuklidom, ktorym sa MADbs znacia priamo ¢i nepriamo, za Ucelom zlepSenia

diagnostiky a/alebo terapie nadorov.

Cielom prace bolo pripravit radiofarmakum, ktoré by sa dalo pouzit pre
radiodiagnostiku  nadorovych  buniek  exprimujicich VEGFR-2. Pomocou
chelatotvorného c¢inidla deferoxaminu bola zistovand moznost nepriamo znacit
ramucirumab dvoma radioaktivnymi nuklidmi (’Ga a%Zr) potencidlnymi pre
zobrazovanie nadorov. Po vytvoreni prisluSnych radioimunokonjugatov bola nésledne
zistovana ich radiochemicka cistota a boli testované aj na chemick stabilitu po dobu az

72 hodin.
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Vysledky testovania radiochemickej Gistoty pre ’Ga[Ga]-DFO-RAM preukézali
100% cistotu pripravené¢ho radiopreparatu. Avsak s pribudajicim inkubacnym casom v
ramci stabilitnej $tadie dochadzalo k postupnému uvol'tiovaniu ®’Ga z vizby na DFO, ¢o
je dokézané ako pomocou HPLC analyzy, tak i1 orienta¢nou analyzou iTLC v 72. hodine
od pripravy. Pri¢inou tejto nestability bol najskdr typ pouzitého chelatoru. DFO nie je
Uplne idedlnym cheldtorom pre 4’Ga, ¢o je potvrdené v §tudii autorov Price and Orvig
[52]. I dalsia stadia konana v minulosti poukazuje na mozni nestabilitu galia-67
viazaného s chelatacnym cinidlom DFO [74]. Naproti tomu ina Stidia zase uvadza opak
s tvrdenim, Ze existuje len mala alebo ziadna nestabilita [75]. Nasim dovodom vyberu
DFO ako chelatora pre vidzbu s galiom-67 v experimentalnej praci bolo vyskuSanie
a overenie postupov radioaktivneho znacenia ramucirumabu cez DFO pre nasledujiucu
pracu s pozitrénovym Ziaricom **Zr, kedy podmienky radioaktivneho znadenia pre oba

radionuklidy st totozné.

V pripade pripraveného radiofarmaka %Zr[Zr]-DFO-RAM bola potvrdena
vhodnost’ pouzitia bifukéného chelatacného cinidla DFO prave v Studovanej
radiochemickej Cistote a nasledne;j stabilitnej Studii. Nielen, Ze bola radiochemicka Cistota
pripraveného zirkdniom-89 znacené¢ho radiofarmaka takmer 100%, ale i stabilita
radiopreparatu v prostredi PBS sa drZala na stalej hodnote £96 %. O nieco horsi vysledok
stabilitnej Stadie bol pre prostredie 'udského séra, kde sa da pocitat’ s vplyvom sérovych
proteinov na stabilitu radioimunokonjugatu. Ni¢menej, 16. dent od znalenia bola
radiochemicka Cistota vyssia ako 90 %. VysSie popisané dokazuje optimélnost’ pouzitého
chelatora DFO pre znacenie biologicky aktivnych latok ako je monoklondlna protilatka

ramucirumab radionuklidom zirkonia-89.

Stihrnne mdzeme povedat, Ze pripravené ¢’ Ga/*Zr-radiopreparaty boli dostatocne
Cisté a preukazovali stabilitu vazby radionuklidu na chelator DFO viazany na protilatku
atym boli teda vhodné pre nasledné in vitro ain vivo (iba **Zr[Zr]-DFO-RAM)

testovania.

Po kontrole radiochemickej cistoty boli nasledne pouzité radioimunokonjugaty
pre in vitro saturané Stidie pre preukdzanie zachovania schopnosti Specifickej vizby
radioaktivne znacenej] MAb ramucirumab na cielovy receptor VEGFR-2 na nadorovej

bunkovej linii SKOV-3.
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Afinita znaenej protilatky k receptorom bola vyjadrena zistenymi hodnotami
rovnovaznej disociaénej konstanty. Pre radiofarmakum ©’Ga[Ga]-DFO-RAM bola
zistena hodnota Kp = 35,94 (£7,30) nM a pre *Zr[Zr]-DFO-RAM Kp = 27,44 (£8,14)
nM. V porovnani s nezna¢enym (nativnym) RAM (Kp = 1-2 nM) [76] doslo cca k 10-20
nasobnému poklesu afinity radioaktivne znacenej protilatky. Zmena vézbovej afinity
mohla byt’ sposobena samotnou konjugéciou alebo procesom radioaktivneho znacenia.
Ako pre konjugéaciu, tak i pre samotné radioaktivne znacenie boli typické menej priaznivé
podmienky vplyvom pouzitého pH. Pre konjugaciu bolo potrebné zasaditejSie prostredie
a pre radioaktivne znaCenie mierne kyslé¢, ¢o mohlo negativne ovplyvnit kvartérnu
Struktaru protilatky. ZhorSenie vizbovosti mohol sposobit’ aj DFO ako pridany chelator,
ktory sa mohol naviazat’ na lyzin, ktory je sti€ast'ou vdzbovej Casti protilatky a sposobit’
nasledne jej menSiu vézbovost’ na cielovy receptor. Na zaklade ziskanych Kp moézeme
povedat’, ze rozdiel v afinite znaceného a nativneho RAM nebol stale este prilis vysoky
a ze malinko vysSiu vizbovost protilitky RAM na cielovy VEGFR-2 preukazoval

radionuklid %°Zr.

Druhd ¢&ast biologickych 3$tadii s radiofarmakom %Zr[Zr]-DFO-RAM sa
orientovala na $tadie in vivo s pouzitim mySich nddorovych modelov, v ktorych sa

indukovala tvorba ovaridlneho karcindmu charakterizovaného expresiou VEGFR typu 2.

Ex vivo biodistribu¢na Stadia preukédzala hromadenie zirkdniom-89 znaceného
RAM v nadore. Distribucia Zr v kazdom odobratom tkanive sa vyjadrila ako percento
injikovanej davky na gram tkaniva (% ID/g). Po podani latky a jej merani v dané intervaly
dochadzalo k postupnému ubytku jej aktivity v krvi, ¢o odpoveda hodnotdm v skor
publikovanej Stadii [77], v ktorej sa experimentalne zistil poloCas IgG1 protilatky
kalkulovany na 6-8 dni, ¢o potvrdil 1naS experiment. UZ po 1 dni po aplikacii
radiokonjugatu bola viditeI'na vysoka aktivita latky v nadore, ktora v 3. deil dosiahla
namerané maximum, ¢o potvrdzuje i merania inych autorov [68]. V srdci, obli¢kach
a pl'icach, ¢o su organy s vys$im prekrvenim a fyziologickou expresiou VEGFR-2, bola
namerand relativne vysSia aktivita, nez v inych orgéanoch, pricom najvyssiu hodnotu
aktivity zo vSetkych odobratych cCasti mala slezina, ktord je jednym z organov
eliminovania Ig z tela. Je relativne obtiaZzne porovnavat’ aktivitu v nadore i ostatnych
tkanivach, ked’Ze hromadenie radioaktivne zna¢eného RAM moézZe byt’ ovplyvnené tym,
v akej miere sa vytvorili receptory v Studovanych odobratych tkanivach 1 od podaného

latkového mnozstva.
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Nédory indukované v mySiach boli vizualizované od 1. po 6. dent od aplikécie
radiokonjugatu a aj po 6 diloch ostali jasne pozorovatelné. PET/CT zobrazovanie ukazalo
zvy$ené hromadenie aktivity radionuklidu v kiboch, ktoré suvisi s preukdzanou
vlastnostou ¥Zr, ze ma vyssiu afinitu ku kostnému tkanivu [57]. Podobnou publikovanou
pracou s vyuzitim RAM pre zobrazenie VEGFR-2 pozitivnych nddorov in vivo bol
experiment konany s radionuklidom %*Cu. Avsak pre pouzity radionuklid je nevyhodou
jeho kratky polocas rozpadu (t12 = 12,7 hod) a preto autori odbornej publikacie navrhli

pouzit’ pre znacenie RAM nuklidy s dlh§im polo¢asom ako m4 i nami pouzité 3°Zr [78].

In vivo PET/CT zobrazenie VEGFR-2 pozitivnych nadorov podporila vysledky
namerané pri biodistribucii ex vivo a ziskané dita naznacujt, ze ¥Zr-zna¢eny RAM ma

potencial pre zobrazovanie nadorov.

Na zaver mozeme povedat’, Ze sa nam podarilo nepriamou chelatdciou pomocou
DFO pripravit’ Cisté rddioaktivne preparaty s pouzitim RAM a zarovei poukazat’ na ich
zachovant afinitu k receptoru VEGFR-2, hoci v porovnani s nativnym RAM bola nizZsia.
Dalej sme preukazali, ze $°Zr je skuto¢ne perspektivny PET Ziari¢ pre radiodiagnostické
zobrazovanie a z tohto hl'adiska je pripraveny 3°Zr[Zr]-DFO-RAM taktieZ perspektivnym
radiodiagnostickym farmakom, ktoré by sa mohlo pripadne podrobit’ d’alSiemu testovaniu
na aplikdciu v klinickej praxi ako zobrazovacie c¢inidlo pre detekovanie nadorov

a monitorovanie protinadorovej liecby.
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8. ZAVER

Pred samotnou pracou s protilatkou a radionuklidmi bolo potrebné naucit’ sa
praktickej manipulécii s bunkovymi kultarami a ich pravidelnej kultivacii, ktort sa
podarilo osvojit’ si a zautomatizovat. Naslednym ciel'om bolo oboznamit’ sa a pracovat’
s otvorenymi radioaktivnymi ziari¢émi, ktoré vyzadovali Specidlne zaobchédzanie pod

odbornym dohl'adom.

Pred vlastnym in vitro experimentom sa podarilo kultivovat’ a nasledne nasadit’ si

SKOV-3 bunky v potrebnom mnozstve do testovacich 24-jamkovych dosticiek.

Metodou nepriameho znacenia monoklonalnej protilatky pomocou pouZzitého
bifunkéného chelataéného ¢inidla DFO sa ispesne podarilo pripravit radionuklidmi ¢’Ga
a %Zr znadeny ramucirumab. Dalej sa obe pripravené radiofarmaka podrobili overeniu
radiochemickej Cistoty a overeniu zachovania stability za pouzZitia metod HPLC
s radiometrickou detekciou a iTLC, priCom ihned’ po priprave radioimunokonjugatov oba

vykazovali 100% ¢istotu a len malu stratu aktivity preukazani po 72 hodinach.

V nadvizujlicom in vitro experimente sa pomocou manualnej saturanej metody
zhodnotila afinita vizby radionuklidmi znaceného RAM k cielovému receptoru VEGFR-
2, ktory bol exprimovany na bunkovom povrchu SKOV-3 bunkovej linie, pricom oba
radioimunokonjugaty podl'a priebehu satura¢nych kriviek v grafickom znézorneni a na

zaklade vyslednych hodnot Kp preukazali zachovanu interakciu s cielovym receptorom.

Na zéklade vysledkov testov radiochemickej Cistoty a in vitro satura¢nej Studie,
kvalita pripraveného radiopreparatu *Zr[Zr]-DFO-RAM umoznila pokradovat v in vivo
testovani, kedy sa vysledkami na mySich modeloch z ex vivo biodistribu¢nej Studie i in
vivo PET/CT zobrazenia potvrdila akumulacia zirkdniom-89 zna¢eného RAM v SKOV-3
indukovanych nadoroch v sulade s vysledkami z in vitro merani, ¢o poukazuje na vysoky

potencial pripraveného radiofarmaka.

Zaverom mozeme skonStatovat, Ze protilditka si po radioaktivnom znaceni
vybranymi radionuklidmi zachovala schopnost vyznamne interagovat s cielovym
receptorom a Ze oba pripravené radiofarmaka vykazuju potencial pre d’alSie skiimanie
a pouzitie ako radiodiagnostické ¢inidl4, ¢i uz pre SPECT (°’Ga) alebo pre PET (3°Zr)

zobrazovanie.
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