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Abstrakt v ¢eském jazyce
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Nazev rigorozni prace: Studium vlivu mnozstvi pfidaného chelata¢niho ¢inidla na

vysledek konjugace monoklonalni protilatky

Monoklonélni protilatky jsou v poslednich néckolika desetiletich vyznamnym
nastrojem nejenom pro terapii ale také pro diagnostiku infek¢nich, autoimunitnich ¢i
nadorovych onemocnéni. Monoklonalni protilatky se vedle svého terapeutického uc¢inku
staly 1 biologickymi vektory pro latky s terapeutickym a diagnostickym vyznamem.
Vedle bakterialnich nebo rostlinnych toxind jsou monoklondlni protilatky schopny
dorucit na misto jejich specifické vazby, tj. antigenu proti kterému byly pfipraveny, i
radionuklidy, které jsou vyznamné z hlediska radiodiagnostiky a radioterapie. Tyto
emitory radioaktivniho zafeni se mohou na molekulu vazat bud’ pfimo napiiklad
v pfipad€ halogenace nebo nepfimo. Posledné zminény zplisob je nejrozsirené;si
z hlediska vétsi stability a vétsiho poctu radionuklidi, které se tak mohou pomoci
protilatek transportovat. Slouceninami, které umoziuji vazbu radionuklidu na molekulu
monoklonélni protilatky, jsou bifunkéni chelataéni ¢inidla (BFC). Mira vazby, tj.
konjugace, BFC na molekulu protilatky zavisi na vlastnostech samotného chelatoru a také
poctu a piistupnosti vazebnych mist na molekule protilatky. Cilem piedkladané prace
bylo vyvinout postup pro kvantifikaci miry konjugace zvolené monoklonalni protilatky
cetuximab vybranymi chelataénimi c¢inidly DTPA, DOTA a NOTA a také zjistit
optimalni pomér latkovych mnozstvi protilatka:chelator pro nejlepsi vytézek konjugace.

Monoklonélni protildtka cetuximab byla konjugovéna s jednotlivymi chelatacnimi
¢inidly DTPA, DOTA a NOTA v nasledujicich pomérech latkovych mnozstvi 1:1, 1:5,
1:20, 1:50 a 1:100 (cetuximab:BFC). Konjugace probihala v konjuga¢nim pufru NaHCO3
o koncentraci 0,1 M po dobu 2,5 hodiny pfi teplot¢ 37 °C. Pomoci metody Bradford
Protein Assay byla stanovena koncentrace konjugované protilatky a metodou Arsenazo

III byl zjistén pocet molekul konjugovaného chelatoru na molekule protilatky cetuximab.



Vysledkem experimentalni prace bylo uspésné zavedeni a ovéfeni vhodnosti metody
Arsenazo III pro kvantifikaci imunokonjugace a zjiSténi vlivu mnoZzstvi ptfidaného
chelatoru na vyslednou miru konjugace monoklonalni protilatky cetuximab vybranymi
BFC. Pro testované chelatory byl pro poméry latkovych mnozstvi 1:1, 1:5, 1:20, 1:50 a
1:100 (cetuximab:chelator) zjistén nasledujici pocet molekul konjugovaného chelatoru na
molekule protilatky, pro DTPA 14,8, 18,7, 15,3, 25,1 a 31,3; pro DOTA 3,3, 2,9, 3,3, 5,0
a7,7aproNOTA: 1,2, 1,5, 12,6, 34,8 a 58,8. Navic byl zjistén optimalni pomér latkovych
mnozstvi 1:5, 1:50 a 1:20 (cetuximab:BFC) pro chelatory DTPA, DOTA a NOTA
v tomto poradi.

Zavérem lze konstatovat, ze byla Uspé$né aplikovana metoda Arsenazo III pro
stanoveni miry konjugace monoklonalni protilatky. Metoda ve tiech opakovani pro
zvolené chelatory a poméry latkovych mnoZstvi cetuximab:BFC reprodukovatelné

kvantifikovala mnozstvi vazaného chelatoru.
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Monoclonal antibodies have become the important tool not only for the therapy, but
also for the diagnosis of the infectious, autoimmune or cancer diseases in the last few
decades. In addition to their own therapeutic effect, monoclonal antibodies are used as
vectors for biological substances with therapeutical and diagnostic importance. Besides
bacterial and plant toxins, monoclonal antibodies are also effective in their capability to
deliver radionuclides to the site of their specific binding, i.e. the antigen against which
they were prepared. The so called radioimmunoconjugates are then successfully used in
radiodiagnostic and radiotherapeutical field. Radionuclides can be bound to antibody
molecule either directly in the case of halogenation or indirectly. The latter method is the
most common one due to a greater stability and suitability for more radionuclides, which
can be transported by antibodies. Substances that allow the radionuclide biding to the
monoclonal antibody molecule are called bifunctional chelators (BFC). The degree of
BFC conjugation to an antibody molecule depends on the properties of the chelator as
well as the number and accessibility of binding sites on a monoclonal antibody structure.
The aim of the present experimental study was the development of an experimental
procedure for the quantification of the conjugation degree of the monoclonal antibody
cetuximab with the selected chelating agents DTPA, DOTA and NOTA. Furthermore, the
study also aimed at the determination of the optimal substance amount ratio for
antibody:chelator to achieve optimal conjugation yield.

Monoclonal antibody cetuximab was conjugated with the subsequent chelating agents
DTPA, DOTA and NOTA in the following ratios: 1:1, 1:5, 1:20, 1:50 and 1:100
(cetuximab:BFC). The conjugation proceeded in NaHCO3 conjugation buffer (0,1 M) for

2,5 hours at 37 °C. The determination of the conjugated monoclonal antibody



concentration was made with the Bradford Protein Assay method and the amount of the
conjugated chelator on cetuximab molecule was analysed with the Arsenazo III method.

The result of the experimental work comprised the successful application and
validation of Arsenazo III method for the quantification of immunoconjugation degree.
Furthermore, the found results determined the effect of the used chelator quantity on the
resulting degree of monoclonal antibody conjugation by selected BFCs. There were found
the numbers of conjugated BFC molecules per monoclonal antibody molecule for the
tested ratios 1:1, 1:5, 1:20, 1:50 and 1:100 (cetuximab:chelator) as follows 14,8, 18,7,
15,3,25,1 and 31,3 for DTPA; 3,3, 2,9, 3,3, 5,0 and 7,7 for DOTA and 1,2, 1,5, 12,6, 34,8
and 58,8 for NOTA. Moreover, there were found the optimal substance amount ratios 1:5,
1:50 and 1:20 (cetuximab:BFC) for chelators DTPA, DOTA and NOTA respectively.

In conclusion, there was the successful application of the Arsenazo III method for the
determination of the monoclonal antibody conjugation degree with BFC. The method
made in triplicates for selected chelators and cetuximab:chelator ratios reproducibly

quantified the amount of conjugated chelator.
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1. Seznam zkratek

ADCC

ADC
AKT
BFC
CAT
cDNA
CDR
CT
DFO
DNA
DOTA

DTPA

EDTA
EGF
EGFR

ELISA
EMA
Fab

Fc

FcRn
FDA
FOLFIRI
HAHA

HAMA

HEU

na protilatkach zavisla cytotoxicka reakce, angl. antibody dependent
cell-mediated cytotoxicity

konjugat protilatka-1é¢ivo, angl. Antibody Drug Conjugate

protein kinaza B, angl. protein kinase B

bifunk¢ni chelataéni ¢inidlo, angl. bifunctional chelator

chloramin T

komplementarni DNA, angl. complementary DNA

oblast urcujici komplementaritu, angl. complementarity determining region
vypocetni tomografie, angl. computed tomography

deferoxamin, angl. desferrioxamine

deoxyribonukleova kyselina, angl. deoxyribonucleic acid
tetraazacyklododekantetraoctova kyselina, angl. tetraazacyclododecane
tetraacetic acid

diethylentriaminpentaoctova kyselina, angl. diethylene triamine pentaacetic
acid

ethylendiamintetraoctova kyselina, angl. ethylenediaminetetraacetic acid
epidermalni riistovy faktor, angl. epidermal growth factor

receptor pro epidermalni ristovy faktor, angl. epidermal growth factor
receptor

angl. enzyme-linked immunosorbent assay

Evropska 1ékova agentura, angl. European Medicines Agency

fragment vazajici antigen, angl. fragment antigen binding

krystalizujici fragment, angl. fragment crystallizable

Brambelliv receptor

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv, angl. Food and Drug Administration
kyselina folinova, fluorouracil a irinotekan

lidské protilatky vytvorené proti lidskym protilatkam, ang/. human anti-
human antibodies

lidské protilatky vytvofené proti mySim protilatkdm, angl/. human anti-
mouse antibodies

vysoce obohaceny uran, angl. highly enriched uranium



11

HPLC vysokouc¢innd kapalinova chromatografie, angl. high-performance liquid
chromatography

CHX-A"-DTPA cyclohexyldiethylentriaminpentaoctova kyselina, angl.
cyclohexyldiethylenetriaminepentaacetic acid

IGRT radioterapie fizena obrazem, angl. image-guided radiotherapy

IMRT intenzitou modulovana radiacni terapie, angl. intensity modulated radiation
therapy

Ig imunoglobulin, angl. immunoglobulin

Kme konstanta termodynamické stability, angl. thermodynamic stability constant

LEU nizko obohaceny uran, angl. low enriched uranium

LWR lehkovodni reaktor, angl. light water reactor

mAb monoklonalni protilatka, angl. monoclonal antibody

MEK mitogenem aktivovana protein kindza, angl. mitogen-activated protein
kinase

MW molarni hmotnost, angl. molar weight

NMR nukledrni magnetickd rezonance, angl. nuclear magnetic resonance

NOTA triazacyklononantrioctova kyselina, angl. triazacyclononanetriacetic acid

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok, angl. phosphate buffered saline

PET pozitronova emisni tomografie, angl. positron emission tomography

PCR polymerazova fet€zova reakce, angl. polymerase chain reaction

PI3K fosfatidylinositol-3-kindza, angl. phosphoinositide 3-kinase

PKC protein kinaza C, angl. protein kinase C

PIGF placentarni ristovy factor, angl. placental growth factor

RAF zrychleny fibrosarkom, angl. rapidly accelerated fibrosarcoma

RAS krysi sarkom, angl. rat sarcoma

RIT radioimunoterapie, angl. radioimunotherapy

RNA ribonukleova kyselina, angl. ribonucleic acid

SBRT stereotakticka radiacni terapie téla, angl. stereotactic body radiation therapy

SPECT jednofotonova emisni vypocetni tomografie, angl. single-photon emission
computed tomography

SUKL Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

TGF-a transformujici rastovy faktor-a, angl. transforming growth factor-a

TLC tenkovrstva chromatografie, angl. thin-layer chromatography



uv
VEGF

VEGFR

VIS

W%

3DCRT
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ultrafialové zéreni, angl. ultraviolet light

vaskularni endotelidlni ristovy faktor, angl. vascular endothelial growth
factor

receptor pro vaskularni endotelidlni rastovy faktor, amgl. vascular
endothelial growth factor receptor

viditelné svétlo, angl. visible light

hmotnostni procenta, angl. weight percent

3D konformni radioterapie, angl. 3D conformal radiotherapy
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2. Uvod

V soucasné dobé se bohuzel stile Castéji setkdvame s rozvojem nejriznéjSich
civilizanich onemocnéni. Pfi¢inou mizou byt genetické predispozice, vliv infek¢niho
agens kolem nas, ale také vliv faktorii, které miizeme sami do jisté miry ovlivnit svym
zivotnim stylem jako napt. eliminace stresu, zdravé stravovani nebo dostatek pohybu.
Nejveétsi problém z civilizacnich chorob vedle obezitou zplisobenych kardiovaskularnich
onemocnéni predstavuji nddorova onemocnéni, kterd se rozviji ¢asto nekontrolované a
postihuji lidskou populaci po celém svéte. Patii mezi hlavni pfic¢iny imrti a jejich terapie
a diagnostika je tedy stale vice studovana.

Terapie nddorovych onemocnéni pomoci cytostatik nepfinesla uspokojivé vysledky, a
to zejména pro jejich nezddouci Gcinky. Tyto latky poskozuji 1 buniky zdravé, a proto se
véda zaméftila na zkoumani latek, které jsou schopny odlisit praveé bunky zdravé od téch
nadorovych. Diky intenzivnimu vyzkumu byla objevena tzv. cilena terapie ovliviiujici
regulacni a signalni drahy proteini a na rozdil od cytostatik tedy nedochazi
k nespecifickému poskozeni DNA. Tuto skupinu specificky zamétenych 1éCiv tvoii
monoklonélni protilatky a léciva s malou molekulou jako fragmenty protilatek nebo
peptidy. (Vorlicek et al. 2005)

Vyznamnou soucésti 1é€by nddorovych onemocnéni piedstavuje také radioterapie,
kterd je dnes vyuZivdna v kombinaci s imunoterapii a chemoterapii, ¢imZ dochazi ke
zvySeni efektivity 1é€by. Aby bylo mozZné radionuklidy uplatnit ke specifickym
biologickym aplikacim, je vyuZzivano chelatorti, které spolu s biologickou molekulou
vytvafi radiofarmakum, na zékladé kovalentni vazby. Tato chelata¢ni ¢inidla pomahaji
k oddéleni volnych radiokovovych iontli od vodného roztoku a nemiiZze tak dochazet
k jejich hydrolyze nebo transchelataci. Hotové radiofarmakum lze vyuzit pro efektivni
1éEbu pomoci radioaktivniho zdroje k cilené terapii, a navic také pro in vivo zobrazovani.
Radionuklid je pacientovi podavan bez témét jakékoliv radionuklidoveé ztraty prave diky
chelatoru. (Baskar et al. 2012; Price a Orvig 2014)

Pro diagnostické tucely je vyuzivdno zobrazovani pomoci pozitronové emisni
tomografie, kde se uplatiuji perspektivni zafice jako napf. ytrium-86, galium-68,
zirkonium-89, meéd-64 a skandium-44. Kromé¢ této zobrazovaci metody lze pouzit také
jednofotonovou emisni vypocetni tomografii, ktera je vyvojove starsi a hlavni vyuzivany
izotop predstavuje technecium-99m. Vedle néj se v posledni dobé také pouzivaji dalsi

radiokovy jako lutecium-177, galium-67 a indium-111. K terapeutickym ucelim se
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obvykle pouzivaji radionuklidy vazané na monoklonalni protilatky nebo peptidy pomoci
chelatacnich ¢inidel. Do této skupiny miizeme zatadit ytrium-90, indium-111, lutecium-
177, actinium-225, olovo-212 a bismut-213. Nejbéznéji vyuzivanym chelatorem jak
v terapii, tak v diagnostice je DOTA. Toto bifunkcéni chelataéni ¢inidlo vykazuje
vyjimecnou stabilitu in vivo a je komeréné bézné dostupné. Vedle néj nasel uplatnéni
dalsi chelator, ktery na rozdil od pfedchoziho nepotiebuje pro radioaktivni znaceni
zvySenou teplotu, a tim je NOTA. Pouziti chelatacniho ¢inidla DTPA bylo zastinéno vyse
zminénymi chelatory pro jeho nestabilitu in vivo avSak velkého vyznamu dosahly jeho
derivaty. Tiuxetan, jakozto derivat DTPA, je soucasti registrovaného 1é¢ivého piipravku

Zevalin®. (Price a Orvig 2014)
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3. Teoreticka ¢ast

3.1 Monoklonalni protilatky a jejich obecna charakteristika

Zaklad humoralni imunity ¢lovéka predstavuji monoklonélni protilatky (mAbs, angl.
monoclonal antibodies). Tyto protilatky maji stejnou antigenni specifitu v diisledku jejich
produkce vychazejici jen z jednoho klonu B-lymfocytl. Monoklonalni protilatky nabizi
obrovské terapeutické vyuziti. Vedle jejich dlouholetého uplatnéni v diagnostice mohou
byt pouzivany od roku 1997 také v klinické praxi. V tomto roce byla schvéalena americkou
agenturou FDA (Ukad pro kontrolu potravin a 16¢iv, angl. Food and Drug administration)
protilatka rituximab k terapii Non-Hodgkinova maligniho lymfomu (Klener a Klener
2010). Protilatky jsou tedy pfedevSsim vyuzivany v onkologii, ale vedle toho také
v transplantologii, dale k 1é¢b¢ infekénich chorob a riznych onemocnéni zaloZzenych na
autoimunitnim podkladé. (Jilek 2008; Sobotkova a Bartiinkova 2008; Klener a Klener
2010; Novy 2014)

Monoklonalni protilatky jsou také prezentovany jako specifické glykoproteiny, jejichz
afinita je zacilena k ur¢itému antigenu, a jsou oznacovany jako imunoglobuliny (Ig).
Rozezndvame pét tfid imunoglobulinti (IgA, IgD, IgE, IgG a IgM) liSicich se stavbou
konstantnich domén tézkych fetézcl. V 1é€bé onkologickych onemocnéni se nejvice
setkdvame s protilatkami t¥idy IgGi, které jsou monospecifické — jejich dvé vazebna
ramena jsou shodna. Tvar molekuly monoklonalnich protilatek se miize mnohym jevit
jako tvar pismene Y (viz Obr. 1). Struktura protilatky je zaloZena na propojeni dvou
fetézcl lehkych a dvou fetézci tézkych pomoci disulfidickych mustkd. Specifitu
imunoglobulinii maji na starost fragmenty variabilni neboli fragmenty vazajici specificky
antigen oznacované jako Fab (amgl. fragment antigen binding), sestavajici se ze dvou
lehkych a dvou téZkych domén. Dal§im fragmentem, kterym je molekula imunoglobulinti
tvofena, je fragment konstantni téz nazyvany jako Fc fragment (angl. fragment
crystallizable) pfipojujici se k fragmentu variabilnimu. Tento fragment je tvofen také z
lehkého a té€zkého fetézce a jeho ukolem je prostfednictvim fagocytozy aktivace
komplementu nebo na protilatkdch zavislé cytotoxické reakce (ADCC, angl. antibody
dependent cell-mediated cytotoxicity) s cilem znicit cilovou buiiku. (Stern a Herrmann

2005; Jilek 2008; Sobotkova a Bartliikova 2008; Klener a Klener 2010; Novy 2014)
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>- Fab fragment
(antigen vazajici fragment)
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Lehky fetézec I I \
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~

Obr. 1: Struktura monoklonalnich protilatek. Monoklonalni protilatky jsou proteiny, které jsou
produkovany imunitnim systémem jako obranna linie primarné proti infekcim a nemocem. Kazda
protilatka obsahuje dva tézké fetézce a dva lehké fetézce, které se vzajemné vazi pomoci disulfidickych
mustkl. Variabilni konce tézkého a lehkého fetézce jsou u jednotlivych protilatek odlisné, diky tomu
kazda protilatka rozpoznava specificky antigen. Zbytek, ktery je u vSech protilatek konstantni, zajist'uje

dalsi specifické funkce protilatky (vazbu na fagocytujici buiky apod.); podle (Bultas 2015)

Produkce monoklondlnich protilatek prostfednictvim B-lymfocyth je zavisla na
stimulaci cilovym antigenem. V in vitro produkci monoklonalnich protilatek neni ovSem
mozné neomezené kultivovat B-lymfocyty a zabezpecit tak tvorbu daného klonu
protilatky. ReSeni tohoto problému nastalo s pfedstavenim tzv. hybridomové metody,
kterou vyvinuli Milstein a Kohler (Kohler a Milstein 1975; Novy 2014) a diky niz vyfesili
problém tykajici se nemoznosti kultivace B-lymfocytl in vitro. Jejich prace se tak stala
novym meznikem v imunoterapii.

Podstatou jejich metody je fuze B-lymfocytu produkujiciho protilatky a nesmrtelné
nadorové builkky myelomové fady. Vznikl4 hybridomova linie je nesmrtelnd, neomezena
v poctu déleni a zaroven tvoii monoklonalni protilatku s jedine¢nou specifitou. (Kdhler a
Milstein 1975; Pastan et al. 1986; Pai a Pastan 1993)

Pti této tzv. hybridomové metodé dochazi v podminkdch in vitro ke slouceni

lymfocytlh mysi, které jsou stimulované urcitym antigenem, s myS$imi myelomovymi
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bunikami. Vysledkem tohoto slouceni je buiika, kterou nazyvame hybridom. Ta ma
vlastnosti obou slou¢enych bunck, umi vytvaret urc¢itou monoklonalni protilatku (mysi)
a je schopna se v podminkach in vitro nekone¢né mnozit. (Sobotkova a Barttinkova 2008;
Novy 2014)

Vyuziti mysich monoklonalnich protilatek v klinické praxi s sebou ovSem nese riziko
vyskytu nezédoucich uc¢inkd ze strany piijemce. Zejména pak vytvarenim lidskych
protilatek proti protilatkdim mysim (HAMA, angl. Human antimouse antibodies), které
brani vazbé monoklonalni protilatky k cilovému antigenu a muze dojit az na
anafylaktickou reakci nebo sérovou nemoc. (Sobotkova a Bartiikova 2008; Novy 2014)

Dusledkem téchto zaznamenanych nezadoucich uc¢inkii byla snaha rozvijet
technologie, diky kterym by bylo mozné snizit imunogenicitu pfipravenych
monoklonélnich protilatek pomoci vySe popsané hybridomové bunééné kultivace. Nove
vyvinuté technologie umoznily vznik chimérickych a humanizovanych protilatek, které
snizily nebo téméf zcela eliminovaly riziko tvorby HAMA protilatek. (Morrison et al.
1988; Sobotkova a Bartiinikova 2008; Klener a Klener 2010)

Chimérické protilatky maji Fab tUsek imunoglobulinu kédovany mysi DNA
(deoxyribonukleové kyselina, angl. deoxyribonucleic acid), lidska DNA pak koduje usek
konstantni. U protilatek humanizovanych doslo k nahrazeni ¢asti molekuly (nekodujici
oblasti vazajici antigen) isekem lidského imunoglobulinu. Humanizované protilatky maji
mys$iho piivodu jen CDR oblasti (angl. complementarity determining region) a ty reaguji
s antigennimi epitopy (viz Obr. 2). Nicméné, v pfipadé téchto protilatek mize dochazet
k tvorbé tzv. HAHA protilatek (ang/. Human anti-human antibody). (Morrison et al.
1988; Sobotkova a Bartlinkova 2008; Klener a Klener 2010)
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f. ibrit b
A napr. ibritumoma mysi variabilni

mysi konstantni
lidska variabilni

lidska konstantni

napf. abciximab
napf. bevacizumab
vysoce imunogenni napr. alirocumab
100% mysi Ig

stale imunogenni
cca 30 Zmysiho Ig

imunogenita

stdle imunogenni
cca 5-10 % mysiho Ig

nejméné imunogenni

plné mysi chiméricka humanizovana »pIné lidska
1. generace 2. generace 3. generace 4. generace

Obr. 2: Typy monoklonalnich protilatek. Vyvoj monoklonalnich protilatek zaznamenal Ctyti faze

(Ctyti generace). Prvé byly plné mysi, monoklonalni protilatky druhé a tfeti generace obsahuji jen

Vv

mens$i ¢ast mysi variabilni oblasti, naopak konstantni, imunologicky vyznamnéjsi je oblast lidska.

Soucasné biotechnologické postupy umoziuji produkovat plné lidské protilatky, které maji

v

Na pocatku ptipravy monoklonalnich protilatek stoji ziskani hybridomové linie, ktera
vytvaii my$i protilatky dané specifity a zni se pfipravi RNA (ribonukleova kyselina,
angl. ribonucleic acid) s néslednou reverzni transkripci cDNA (komplementarni DNA,
angl. complementary DNA). Metodou PCR (polymerazova tetézova reakce, angl.
polymerase chain reaction) se namnozi usek, ktery koduje vazebné misto pro antigen, a
ten nahradi pfislusny tGsek v genu pro syntézu lidského imunoglobulinu. Déle potom
dochdzi ke vloZeni takto pfipraveného genu pro tvorbu lidského imunoglobulinu do
vhodné sav¢i bunky, kterd nasledné vytvaii chimérickou ¢i humanizovanou protilatku.
(Cwiertka et al. 2004; Harris 2004; Krejsek a Kopecky 2004)

Z nazvoslovi monoklonalnich protilatek muZeme odvodit pivod monoklonélni

protilatky podle jeji koncovky (viz ). (Klener a Klener 2010)
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Tab. 1: Nazvoslovi monoklonalnich protilatek

Monoklonalni protilatka Pouzivana koncovka
mysi -momab
chiméricka -ximab
humanizovana -zumab
lidska -mumab

V dnesni dob¢ se setkdvame s technologiemi, které jsou schopny vyrobit plné lidské
monoklondlni protilatky a také pfipravit monoklondlni protilatky tzv. bivalentni
(bispecifické) tzn. majici dv€ ramena s rliznou antigenni specifitou. Navic, 1ze pfipravit i
protilatky konjugované s dalsi Gi¢innou latkou (napt. radionuklidem, cytostatikem nebo
toxinem). (Cwiertka et al. 2004; Harris 2004; Krejsek a Kopecky 2004; Klener a Klener
2010)

Ptikladem takto modifikovanych mAbs jsou konjugaty protilatka-1écivo (ADC, angl.
Antibody Drug Conjugate) a také imunotoxiny, které se staly pfedmétem intenzivniho
pfedklinického a klinického vyzkumu v poslednich letech. Jednd se bud o
imunokonjugaty slozené z protilatky a 1é¢iva anebo je vazebna doména protilatky spojena
se silnym bunéénym toxinem. U¢innost ADC je prezentovana jejich mechanismem
pusobeni. Nejprve dochazi k selektivni vazbé protilatky na receptor exprimovany na
povrchu néadorovych bunék. Po tomto navdzani dochédzi k internalizaci ADC do
endozomalnich a lysosomalnich oddilti nddorové buiiky s naslednym uvolnénim 1é¢iva,
které zptsobi bunécnou smrt ptisobenim dilezitych intracelularnich cild (napt. tubulin
nebo DNA). Aby se minimalizovala toxicita pro normalni buniky a tkdné, musi byt
receptor nadmérné exprimovan na cilenych nadorovych buikéach a také musi byt nasledné
internalizovan po navazani ADC, aby doslo k ispéSnému doruceni cytotoxického 1éCiva
do intracelularnich prostor. Imunotoxiny jakoZzto proteinové toxiny fuzované s fragmenty
protilatek (napf. bakteridlni diftericky toxin nebo pseudomonas exotoxin) pisobi na
intracelularnim substratu katalyticky. Jsou tedy Casto G€inné pro zabijeni bunék, 1 kdyz
doslo k internalizaci jen velmi malého mnoZzstvi molekul do cytosolu buiiky. Imunotoxiny
se uplatiuji pro feSeni cili, které jsou exprimovany v nizkych urovnich a/nebo
s potencialné nizkou mirou internalizace. Velkou nevyhodou vSak zlstava jejich
imunogenicita u lidi, vychazejici z bakteridlntho nebo rostlinného pivodu téchto

proteinovych toxint. (Wang et al. 2015; Grawunder a Barth 2017)
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3.2 Radionuklidy a chelatacni ¢inidla

3.2.1 Radionuklidy

Radionuklidy jsou nestabilni prvky, které podléhaji radioaktivni pfeméné, které lze
vyuzit v 1ékarské diagnostice 1 terapii jako je napiiklad 1écba rakoviny. Aby bylo mozné
tyto radionuklidy pouzit pro specifické biologické aplikace, musi byt tzv. ,,volné*
radiometalické ionty oddéleny od vodného roztoku pomoci chelatacnich ¢inidel
(chelatortl) a tim se zabrani jejich transchelataci a hydrolyze. Chelatory pouzivané
k témto uceliim jsou kovalentné vazéany s biologicky aktivni molekulou a tvofi tak aktivni
radiofarmakum. (Reilly 2010; Price a Orvig 2014)

Diky chelétoru se pfi podani pacientovi dodavé radionuklid bez jakékoliv ztraty, coz
umoznuje efektivni lokaln¢ specificky radioaktivni zdroj dostat do mist pro in vivo
zobrazovani nebo cilenou terapii. (Price a Orvig 2014)

Skupina radiokovi, které 1ze pouzit pro zobrazovani pozitronovou emisni tomografii
(PET, angl. positron emission tomography), zahrnuje nasledujici perspektivni zafice
z hlediska jejich fyzikalnich vlastnosti a moznosti zobrazovani: galium-68, méd-64,
ytrium-86, zirkonium-89 a skandium-44. PET zobrazovani poskytuje citlivé,
kvantitativni a neinvazivni obrazy riznych molekularnich pochodii a cilovych struktur.
Vedle PET zobrazeni lze vyuzit 1 vyvojové starS§i zobrazovaci metodu, kterou je
jednofotonova emisni vypocetni tomografie (SPECT, angl. Single Photon Emission
Computed Tomography), kde hlavnim izotopem pouzivanym pro zobrazovani je
technecium-99m. SPECT se v praxi pouZiva jiZ od svého vzniku v Sedesatych letech 20.
stoleti. V posledni dobé¢ se stale vice pouzivaji pro SPECT zobrazovani radiokovy jako je
galium-67, indium-111 a lutecium-177, kdy posledn¢ zminény radionuklid je
teranostickym prvkem, ktery ma diky emisi B™-zafeni terapeuticky efekt a soucasné diky
emitovanym y-fotontim i diagnosticky cel, coZ je nové€jsi koncept pouzivany v nuklearni
medicing. (Koranda et al. 2014; Price a Orvig 2014)

K terapeutickym tcelim se piredev§im pouzivaji emitory Casticového zéafeni zejména
a-Castic a f-Castic, jako je indium-111 (emitor Augerovych elektront), dale ytrium-90 a
lutecium-177 jakoZto emitory ™-Castic, a kone¢né actinium-225, olovo-212 a bismut-213
jako emitory a-Castic. Tyto radionuklidy jsou obvykle ve spojeni pies chelata¢ni ¢inidla
s biologicky aktivnimi latkami typu monoklonélni protildtky (imunokonjugéty) nebo

peptidy. (Reilly 2010; Price a Orvig 2014)
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Kazdy iont radiokovu ma jedinecné chemické vlastnosti. Pokud se tyto radiokovy maji
bezpeéné uzivat v mediciné pro in vivo aplikace, musi byt jejich pouziti fadné
bezpec¢nostné osetfeno ve smyslu splnéni podminek na apyrogenitu, sterilitu a ¢istotu.
Hlavni rozdil mezi radioaktivnimi a neradioaktivnimi ionty kovil je ten, ze prace
s radioaktivnimi latkami se obvykle provadi za extrémné ziedénych podminek, piicemz
ionty radionuklidi se obvykle pouzivaji pii koncentracich nM az pM. Jediné
radiofarmakum muze byt radioaktivné oznaceno riznymi izotopy stejného prvku (napft.
ytriem-86 a ytriem-90) a poskytuje stejné naboje a fyzikalni vlastnosti, a tedy 1 stejné
biologické chovani a distribuci in vivo. Tato tfida radiofarmak, u kterych se vyuZzivaji dva
izotopy stejného prvku, jako je ytrium-86 pro PET zobrazovani a ytrim-90 pro 1écbu je
oznacovana jako teranostika, kdy tento pojem s ohledem na dvoji charakter zaieni
(diagnosticky versus terapeuticky) byl jiz zminén vyse v textu. Ytrium-90 jako ¢astecny
B -emitor umoznuje provadét biodistribucni, zobrazovaci a dozimetrické studie pomoci
rentgenového zéateni vzniklého pfi brzdném zateni (bremsstrahlung), ale vzhledem
k tomu, ze ziskané prostorové rozliSeni a kvalita obrazu jsou velmi Spatné, obvykle se
misto néj pouzivd zobrazovaci ndhrada (napf. indium-111 a ytrium-86). Nicméné,
ytrium-90 je unikatni ve svych vlastnostech a za urcitych okolnosti tak miiZze byt pouZit
ptimo pro PET zobrazovani, protoze emituje velmi malé mnozstvi pozitront (0,003%),
které 1ze pouzit ke sbéru zobrazovacich udaji kvalitn€jSich nez data ziskana pomoci
zobrazovani rentgenovymi paprsky doprovazejici brzdné zareni. (Lazni¢ek a Komarek

1998; Reilly 2010; Price a Orvig 2014)

3.2.2 Makrocyklické a acyklické chelatory

Molekuly, které jsou soucasti radiofarmak a slouzi pro vazbu radiokovil, jsou svym
charakterem bifunk¢ni chelata¢ni cinidla (BFC, angl. bifunctional chelator). Tato
chelata¢ni Cinidla obsahuji reaktivni funkéni skupiny, které mohou byt kovalentné
spojeny (konjugovény) s cilenymi vektory (napt. peptidy, nukleotidy, protilatkami,
nanocasticemi). Biokonjugaéni techniky obvykle vyuzivaji funkéni skupiny jako jsou
karboxylové kyseliny nebo aktivované estery (napt. N-hydroxysukcinimid NHS-ester,
tetrafluorfenyl TFP-ester) pro amidové vazby, isothiokyanaty pro thiomoCovinové vazby
a maleimidy pro thiolové vazby. (Cihlo a Laznic¢ek 2008; Price a Orvig 2014)

Velky dopad na celkové farmakokinetické vlastnosti radiofarmaka maji struktura a
fyzikalni vlastnosti komplexu radiokov-chelator. Mnoho téchto komplexti je velmi

hydrofilnich, coz vede k rychlému vyluCovani ledvinami, jsou-li pfipojeny k malym
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vektorim, jako jsou peptidy, nukleotidy anebo fragmenty protilatek. Molekuly
radiofarmak ve své struktufe zahrnujici radiokovy obsahuji mnoho synteticky
zaménitelnych slozek, které 1ze rozd€lit do riznych moduld, jako je modul:
- radiokovu, ktery méni radioaktivni emisni vlastnosti a polocCas (y-zafeni pro
SPECT, B'-zafeni pro PET a B™-, a-Castice nebo Augerovy elektrony pro terapii)
- chelatoru, ktery musi byt pevné spojen s radiokovem, aby byla zajisténa optimalni
stabilita radiofarmaka
- casti vektoru/cileni umoziujici vybér jakéhokoliv znamého molekularniho cile
pro specifické doruceni uzitecné radioaktivni zatéze

Kazdy iont radionuklidu ma rizné chemické pozadavky, vcetné preferenci atomui
donoru ligandu (napt. N, O, S), koordina¢niho ¢isla a koordina¢ni geometrie. Existuje
vSak mnoho kli¢ovych tvah o designu, které 1ze pouzit univerzalné. (Reilly 2010; Price
a Orvig 2014)

Syntéza ligandu by méla byt relativné jednoducha a meéla by se vyhnout
stereoizomertim a diastereospecifickym reakcim. Pti syntéze BFC by mélo byt umoznéno
zaClenéni riznych biokonjugacnich tichytl a také vyladéni fyzikalnich vlastnosti zménou
polarity a naboje chelatoru. Stupen polarity se hodnoti pomoci rozdé€lovacich koeficientli
oktanol — voda (logP), kterym lze tedy upravit vlastnosti biodistribuce piipraven¢ho
radiofarmaka. (Laznicek a Komarek 1998; Price a Orvig 2014)

V ramci navrhovani novych chelatori se potvrdilo, Ze makrocykly jsou obecné
kineticky inertnéjsi neZ acyklické chelatory. A to i pfesto, Ze jejich termodynamické
stability byly stanoveny tak, aby byly velmi podobné. (Price a Orvig 2014)

Makrocyklické chelatory umoznuji snazsi koordinaci kovovych iontd, jelikoZz maji
inherentné omezenou geometrii a CasteCné predem organizovana vazebna mista pro
kovové ionty, ¢imzZ snizuji entropickou ztratu, ke které dochézi pti koordinaci kovovych
a geometrii v roztoku kvili zajis§téni donorovych atomi a koordinaci s kovovym iontem.
Nasledné¢ u nich dochazi k vyrazné&jSimu poklesu entropie nez u makrocykli, coz je
termodynamicky nepfiznivé. Termodynamickd hnaci sila smérem ke komplexni tvorbé je
proto obecné u makrocyklil vEtsi, coz je fenomén nazyvany makrocyklicky efekt. (Price
a Orvig 2014)

Naproti tomu zéasadni vlastnosti, kterou vynika vétSina acyklickych chelatort, je

koordinacni kinetika a ti¢innost radioaktivniho znaceni na rozdil od makrocyklt. Béznou



23

vlastnosti acyklickych chelatort je schopnost provést kvantitativni radioaktivni znaceni
radiokovem za méné nez 15 minut pii pokojové teploté. Makrocykly casto vyzaduji
zahtivani na 60-95 °C po delsi dobu tj. 30 az 90 minut. Rychlé znaceni pti pokojové
teploté se stava rozhodujici vlastnosti pii praci s BFC-konjugaty molekul citlivych na
teplo, jako jsou protilatky a jejich derivaty. Toto znaceni je také zasadni pii praci s izotopy
s kratkym polocasem rozpadu, napft. galiem-68, bismutem-212/213, skandiem-44 a médi-
64. (Price a Orvig 2014; Tsionou et al. 2017)

Pti syntéze nového chelatoru, nebo pii znovu uziti starého chelatoru s novym iontem
radiokovu, se provadi pocate¢ni screeningové experimenty obvykle jednoduchym
radioaktivnim znacenim. Tim se ur¢i mnozstvi faktord, jako napt. zda cheldtor mize
vazat iont radiokovu a efektivné provadét radioaktivni znaceni ve vysokych vytézcich
(nejlépe kvantitativni), dale jakd je pozadovana teplota znaceni (nejlépe pii laboratorni
teploté), a v neposledni fadé jaka je pozadovana doba reakce (optiméalné co nejkratsi).
(Laznicek a Komarek 1998; Price a Orvig 2014)

Izotopy s kratkym polo¢asem rozpadu, jako je napt. galium-68, jsou idedln¢ spojeny
s chelatory, které jsou schopny rychlého radioaktivniho znaceni, tj. rychld kinetika
radioaktivniho znaceni. Izotopy, které maji delSi polocas rozpadu (napf. indium-111 a
lutecium-177) umoziuji prodlouzeni reakcni doby. I piesto je vSak vyhodnéjsi dokoncit
radioaktivni znaceni za méné nez 10 az 15 minut. Co se tyce teploty, je radioaktivni
znaeni pii pokojové teploté zasadni pro citlivé protilatkové vektory, které jsou
degradovany pfi zvysenych teplotach. (Lazni¢ek a Komarek 1998; Price a Orvig 2014)

Pokud jde o navrhovéni a testovani novych chelatord, méla by byt prioritou rychla
kinetika radioaktivniho znaceni pii pokojové teploté. Nicméné rychld kinetika
inkorporace radiokovu a tudiz nizké energetické bariéry komplexu radiokov-chelator
mohou také znamenat rychlé vy€lenéni a nizké energetické bariéry pro uvolnéni
radionuklidu. (Price a Orvig 2014)

Naro¢ny vyrovnavaci akt je nutny k ziskani nejlepsi sady chelata¢nich vlastnosti pro
kazdou aplikaci a kazdy iont radiokovu, coz vyzaduje studii a dostupnost Sirokého vybéru
ruznych chelatort s riznymi vlastnostmi, z nichz si lze vybrat. (Lazni¢ek a Komarek
1998; Price a Orvig 2014)

Kdyz je chelator identifikovan vc€asnym screeningem 2z hlediska vlastnosti
radioaktivniho znaceni vhodného pro pouZiti s konkrétnim iontem radiokovu, musi byt

nasledné¢ experimentaln¢ stanovena jeho stabilita a inertnost. Nasledujici experimenty
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jsou provadény s danym komplexem radiokov-cheldtor za podminek relevantnich pro
zjisténi ptipadné in vivo translace, aby se posoudil jeho chelatacni potencial jako hlavni
slozky radiofarmaka. Vysledkem ptipadné ztraty (vypadku) radiokovu z radiofarmaka in
vivo je totiZ jeho nezadouci necilena distribuce jakozto ,,volného* iontu v téle, kdy jeho
vysledna akumulace v organismu zavisi na jeho fyzikalné-chemickych vlastnostech a
biologickém chovani. Napf. je zndmo, ze zirkonium-89 a galium-68 se hromadi
v kostech, kdyZz jsou uvolnény z BFC. Oproti tomu v jatrech se hromadi méd’-64. Osud
iontl radiokovli mtize byt sledovan pomoci zobrazovani PET/SPECT u zivého zvifete.
Pro urceni biodistribuce volnych radiokovill, jsou provadény experimenty s aplikaci
radionuklidu do laboratornich zvitat, kde jsou na konci experimentu zvifata usmrcena
v predem uréenych ¢asovych bodech, jsou odebrany jejich organy a zméteno a vypocteno
rozdéleni radioaktivity jako procento injikovanych davek radioaktivity na gram tkané (%
ID/g). (Reilly 2010; Koranda et al. 2014; Price a Orvig 2014)

Kazdy iont radioaktivniho kovu ma sv¢é jedine¢né vlastnosti, které je tieba vzit v tvahu
pii konstrukci zobrazovaciho/terapeutického radiofarmaka, jako je chemie jeho vodné
hydrolyzy, redoxni chemie a afinita k nativnim biologickym chelatoriim. (Price a Orvig

2014)

3.2.3 Termodynamicka stabilita

Pii hodnoceni a vybéru chelatoru vhodného pro spojeni se specifickym iontem
radiokovu a vyuzitelného v radiofarmacii je rozhodujicim faktorem kineticka inertnost in
vivo. A to 1 nad rdmec absolutni termodynamické stability komplexu kov — chelator.
Termodynamickd konstanta stability/formace (Kmi=[ML]/[M]*[L]), kde [ML] je
koncentrace kov — chelator, [M] charakterizuje koncentraci kovu a [L] koncentraci
chelatoru, se obvykle experimentdlné¢ stanovi pomoci potenciometrickych nebo
spektrofotometrickych titraci. OvSem, hodnoceni kinetické inertnosti za podminek
relevantnich pro aplikace in vivo miize byt mnohem problematictéjsi. Ackoliv, konstanty
termodynamické stability by mohly byt uzite¢né pro piedbéznd srovnani rtiznych
chelatori s konkrétnim kovovym iontem, neptedpovidaji stabilitu in vivo. (Price a Orvig
2014; Paterson a Donnelly 2016)

Termodynamickym parametrem poskytujici vice biologicky relevantnich informaci
nez hodnoty Kwmr je hodnota veli¢iny pM (-log [M volné ionty]). Hodnota pM je negativni
dekadicky logaritmus koncentrace volného kovového iontu, ktery se nevyskytuje

v komplexu s danym chelatorem za danych specifickych podminek. Hodnota pM
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vykazuje zavislost na hodnoté, kterd se vypocitdva ze standardni konstanty
termodynamické stability (log Kwmr), zohlediujici proménné a podminky, jako je
zasaditost ligandu, hydrolyza kovovych iontl, (fyziologické) pH a pomér ligand : kov.
Konstanty stability a hodnoty pM udavaji Cislo urCujici smér a velikost rovnovahy
v koordina¢ni reakci kov — chelat za specifickych podminek, ale neposkytuji zadné
kinetické informace (napft. o disociacni rychlosti). (Reilly 2010; Price a Orvig 2014)
Kineticka informace je velmi dilezitym faktorem, protoze mira disociace in vivo tidi
kinetickou inertnost komplexu radiokovu, bez ohledu na termodynamickou stabilitu. Tyto
disociace jsou velmi ovlivnény vysokym fedénim, ke kterému dochazi in vivo, kdyz malé
mnozstvi radiofarmaka (v fadu mikro nebo nanogramil) je fedéno do kapky krve. Jesté
chelatorti a konkuren¢nich ionti, které mohou v téle transportovat radiokovy z BFC
radiokonjugatl. Tyto konkurenéni latky se ¢asto vyskytuji ve vyssich koncentracich nez
radiofarmaka a fadime mezi n¢ transportni proteiny (jako je transferrin, ceruloplasmin a
metallothionein) a dale skladovaci proteiny (jako je ferritin a enzymy obsahujici kov —
superoxiddismutaza). Tato rozsahld nabidka komplikujicich faktorii znamend, Ze jeden
test in vitro obvykle neni pfesny pii predikci stability in vivo. (Laznic¢ek a Komarek 1998;

Reilly 2010; Price a Orvig 2014)

3.2.4 Kinetika — disociace kyselin a konkuren¢ni radioaktivni znaceni

Ke zji8téni a naslednému hodnoceni relativni kinetické inertnosti komplexu kovu viici
kyselému prosttedi, 1ze pouzit experimenty disociace kyseliny. Bylo zjisténo, ze vétSina
komplexii radiokov-chelator se oddéli pomémé rychle v prostiedi o pH < 2,0. (Price a
Orvig 2014; Paterson a Donnelly 2016)

Na zakladé téchto experimentl s disociaci kyseliny lze v pribéhu Casu pozorovat
dekomplexaci pomoci technik, jako je vysokouc¢inna kapalinova chromatogratie (HPLC,
angl. high-performance liquid chromatography), chromatografie na tenké vrstvé (TLC,
angl. thin-layer chromatography) a nuklearni magneticka rezonance (NMR, angl. nuclear
magnetic resonance) pro komplexy diamagnetickych kovl. S vyjimkou chelatorti médi
se experimenty disociace kyselin bézné neprovadéji, protoze neposkytuji presnou
predikci kinetické inertnosti in vivo, vzhledem k tomu, Ze nizké pH hodnoty nejsou v krvi
ani ve vétSiné organit (kromé zaludku) a disociace radiokovu obvykle nastava
transchelataci na sérové proteiny a enzymy a neni tedy zprostiedkovana kyselinou.

(Koranda et al. 2014; Price a Orvig 2014; Paterson a Donnelly 2016)
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Experimenty s radioaktivnim zna¢enim mohou byt provedeny piidanim piebytku
neradioaktivnich iontd, jako jsou Na', K', Ca?", Mg?, Cu*", Zn*" nebo Fe*" do
radioaktivné znacené smési a naslednym ptidanim chelatoru pro vyhodnoceni dopadu
pritomnosti téchto iontli na vytézky radioaktivniho znaceni. Tyto experimenty nazyvame
jako konkuren¢ni. (Price a Orvig 2014)

Vyse uvedené experimenty mohou zjistit selektivitu radioaktivniho znaceni chelatoru
pro specificky iont radiokovu v pfitomnosti dal§ich biologicky relevantnich
konkuren¢nich iontl. Radiofarmaka na bazi chelatort jsou obvykle radioaktivné znac¢ena
v piisné nekovovych podminkach (napt. deionizovana ultracistd voda casto zbavena kovil
prichodem sita s chelexovou pryskyfici zachycujici kovy) a proto se nemusi tyto
experimenty zdat zcela relevantni pro predikcei stability a uzitenosti in vivo. Specificka
aktivita iontli radiokovu se miiZze znacné lisit, stejn€ jako koncentrace necistot iontii kovli
v zavislosti na metod€ vyroby a €iSténi radiokovl. Radiokovy se pouzivaji ve velmi
malych mnozstvich a za extrémn¢ zfedénych podminek, proto jakékoli ptitomné kovové
necistoty (byt jen v fadu nékolika nanomol) mohou skutecné prekracovat koncentrace
iontl radiokovu a konkurencni vazba by mohla byt problematicka. Skute¢nost, zda jsou
necistoty z kovovych iontil ve smésich radiokovu pfitomny a v jakém mnozstvi zavisi na
zdroji iontu radiokovu, zptisobu vyroby a Cisténi. (Laznicek a Komarek 1998; Price a

Orvig 2014)

3.2.5 Priklady chelata¢nich ¢inidel pouzivanych v béZné praxi

Vyznamnym a pravdépodobné nejbéznéji pouzivanym predstavitelem BFC je
tetraazacyklododekantetraoctova  kyselina (DOTA, angl. tetraazacyclododecane-
tetraacetic acid) navzdory zvySeni teploty pii radioaktivnim znaceni v podstaté se vSemi
radiokovy, které chelatuje. Piikladem radiokovi, kter¢ DOTA chelatuje jsou skandium-
44, indium-111, lutecium-177, ytrium-86/90 nebo actinium-225. DOTA se hojné
komer¢né dostupna v mnoha riznych bifunkénich derivatech a vektorovych konjugatech.
Siroké uplatnéni DOTA v riznych radiofarmakach vychazi ze skuteGnosti, Ze tento
chelator je schopen tvofit velmi stabilni komplexy s dvojmocnymi 1 trojmocnymi
radionuklidy a lze jej tedy vyuzit jak pro terapeutické ucely, tak v diagnostice. (De Leon-
Rodriguez a Kovacs 2008; Reilly 2010; Price a Orvig 2014; Szkop et al. 2019)

Dal$im piedstavitelem chelatori, ktery zaroven patii k nejstarSim je NOTA

(triazacyklononantrioctova kyselina, angl. triazacyclononanetriacetic acid). Tento
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jako makrocyklicky chelator pii znaceni radionuklidi médi a galia a diky jeho
vynikajicim schopnostem chelatace lze provést znaceni pii pokojové teploté¢ za 30-60
minut. V disledku toho je také kompatibilni s vektory citlivymi na teplo a vykazuje
vynikajici stabilitu in vivo. V poslednich letech se véda zaméiila zejména na radionuklid
galia-68 pravé kvuli rychlé tvorbé stabilnich komplexti s NOTA. (Reilly 2010; Price a
Orvig 2014)

Chelator DTPA (diethylentriaminpentaoctovd kyselina, angl. diethylene triamine
pentaacetic acid) je znam jako jeden znejstarSich a nejrozsifenéjSich acyklickych
chelatorti. Vyuziva se pro znaceni mnoha radionuklidii (napi. méd-64, indium-111,
lutecium-177 a ytrium-86/90) pti pokojové teploté a v fddech minut. Problémem je vSak
jeho nestabilita in vivo, diky které bylo jeho pouziti zastinéno jiz vySe zminénymi
makrocyklickymi chelatory DOTA a NOTA. V dusledku tvorby stabilnich komplext
nasel vdneSni dobé wvyuziti derivdt DTPA znamy jako CHX-A"-DTPA
(cyclohexyldiethylentriaminpentaoctova  kyselina, angl.  cyclohexyldiethylene-
triaminepentaacetic acid) a také dalsi derivat tohoto cheldtoru — Tiuxetan, ktery je obsazen
v registrovaném lé¢ivém piipravku Zevalin®. (Reilly 2010; Price a Orvig 2014)

Deferoxamin (DFO, angl. desferrioxamine) reprezentuje acyklicky chelator schopny
nativni vazby zelezitych iont. Tento chelator je jediny kompetentni pro radioaktivni
znaeni a naslednou in vivo aplikaci s radioaktivnimi ionty Zr**. Kromé& chelatace
zirkonia mize byt DFO vyuZit také pro tvorbu komplexi s radioaktivnim galiem. (Reilly

2010; Price a Orvig 2014)

3.3 Radioterapie

V poslednich letech stile dochdzi k vyznamnym pokrokiim ve vyvoji ptistupl pro
1é¢bu nadorovych onemocnéni. I presto, ze byly objeveny modernéjsi zptusoby 1écby,
zUstava radioterapie dulezitou soucasti 1é€by této civilizaéni choroby. Radioterapie
vyuZziva ionizujici zatfeni, vytvarejici elektricky nabité ¢astice — ionty a uklada energii do
bunécnych tkani, skrze které prochéazi. Na zaklad¢ plsobeni této energie o vysoké
hodnoté dochazi ke smrti nddorovych bun€k nebo k nevratnym genetickym zmeénam,
které jsou Casto také smrti téchto bun€k nésledovany. (Baskar et al. 2012)

Vysokoenergetické zateni poskozuje DNA bunék a tim zabraiiuje jejich schopnosti se

dale d¢€lit a mnozit. Nevyhodou této 1éCebné metody ziistava fakt, ze toto zatfeni posSkozuje
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1 bunky normalni, tedy zdravé. Cilem radioterapie je maximalizace davky zatfeni pro
buniky abnormalni (nddorové transformované) pfi minimalizaci expozice zafeni bunék
zdravych. Bunky normalni jsou schopny opravy a udrZeni stavu normalni funkce pfi
poskozeni jako disledku radia¢ni 1écby. Na rozdil od bun¢k nédorovych, u kterych
dochazi k diferencialnimu zabijeni. (Baskar et al. 2012; Chen a Kuo 2017)

Kromé vyuziti radioaktivniho zéfeni v terapii s cilem vyléceni je také vyuzivano jako
velmi efektivni zplisob paliativni 1é€by k tlevé od bolesti zpisobené nadory. Daéle je
radioterapie indikovana v kombinaci s jinymi 1é¢ebnymi pfistupy. MiiZze byt vyuzita pied
chirurgickym zdkrokem jako neadjuvantni terapie s cilem zmenSit nador. Pfi pouziti po
operaci jako adjuvantni 1écba mé za cil znicit mikroskopické nadorové bunky, jez zde
mohly po zakroku zlstat. Kromé chirurgickych zakrokii byva radioterapie také vyuzivana
v kombinaci s imunoterapii nebo chemoterapii. (Baskar et al. 2012; de Andrade Carvalho
a Villar 2018)

Rozeznavame dva zplsoby doruc¢eni zafeni na misto jejiho plisobeni pro 1é¢bu nadoru.
Tim prvnim je zafeni dodavano zvnéjsku  prostiednictvim  mifenych
vysokoenergetickych paprskil (fotony, protony nebo dalsi typy casticového zéfeni) na
nemocnou tkan. Druhym zplisobem je doruceni, a tedy plisobeni zafeni uvnitt téla. Toto
vnitini ozafovani neboli brachyterapie ptedstavuje aplikaci radioaktivniho zdroje
uzaviené¢ho v kovovém pouzdie pomoci katetru piimo do mista nddoru. Brachyterapie
nachazi vyuziti zejména pfi lécbé gynekologickych malignit, nddorl prostaty, ale také pii

opakované 1€cbé na kratkou vzdalenost. (Baskar et al. 2012; Moding et al. 2013)

3.3.1 Techniky radioterapie

Radioterapeutické techniky zahrnuji nasledujici postupy a modifikace:

a) Frakcionace — radioterapie provadéna v tomto rezimu se zaklada na odliSnych
radiobiologickych vlastnostech nddorti a okolni zdravé tkané. Tyto rezimy zvySuji
vyhodu pfeziti zdravych tkani pfed buitkami nddorovymi. Zdravé buiky ve srovnani
s buiikkami nadorovymi proliferuji relativné pomaleji, a tudiz maji as opravit poskozeni
pred svou replikaci. Casty rezim radioterapie se v dne$ni dobé sklad4 z dennich frakei o
davce 1,5 az 3 Gy, které jsou podavany béhem né¢kolika tydnii.

b) Technologicky pokrok — jak jiz bylo zminéno vyse, cilem radioterapie je zachovani
zdravé tkan¢ pti dodani co nejoptimalnéjsi davky do mista naddoru. K tomu nepochybné

prispely technologické pokroky, ke kterym patii nové zplisoby zobrazovani, vykonnéjsi
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pocitace a software, ale také nové dorucovaci systémy jako pokrocCilé linearni
urychlovace.

¢) 3D konformni radioterapie (3DCRT, angl. 3D conformal radiotherapy) —
radioterapie zaloZzena na CT zobrazovani, tedy umoziujici pfesnou lokalizaci nadoru a
kritickych normalnich organovych struktur, aby bylo dosazeno optimalniho umisténi
paprsku a stinéni. Tato technika mé za cil dodat zafeni do hlavniho hrubého objemu
nadoru vcetné rezervy pro rozsifeni mikroskopického nadoru nazyvané klinicky cilovy
objem.

d) Intenzitou modulovana radia¢ni terapie (IMRT, angl. intensity modulated radiation
therapy) — umoziuje podavat davky zareni odpovidajici nddoru a soucasné¢ se vyhybajici
kritickym orgdniim. Nyni je k dispozici na mnoha klinickych oddélenich a diky tomu
doslo ke zlepSeni terapeutického poméru pro nékolik kritickych mist v téle (hlava a krk,
prostata, vajecniky a déloha).

e) Radioterapie fizend obrazem (IGRT, angl. image-guided radiotherapy) — tohoto
zpisobu lze vyuzit, pokud jsou blizko nadoru kritické struktury a mohla by malé pozi¢ni
chyba vést k neimyslnému ozareni zdravé tkang. IGRT umoziuje detekci takovych chyb
na podklad€ informaci, které ziskdvame zobrazenim pted radioterapii umoZiujicim
korekci. Ptfikladem mize byt denni CT (pocitatova tomografie, angl. computer
tomography) skenovani kuzelovym paprskem ziskavané pred kazdym oSetienim. I u této
techniky vedla vylepSena ptesnost ke zlepSeni terapeutického poméru.

f) Stereotakticka radiacni terapie téla (SBRT, angl. stereotactic body radiation therapy)
- technologicky pokrok uvedeny vySe umoznil SBRT piesné¢ dodani velmi vysoké
jednotlivé davky zatfeni béhem nékolika frakei 1é¢by vedouci k odstranéni malych, dobte
definovanych nadort vyskytujicich se kdekoliv v téle. Vzhledem k podavani vysoké
davky zateni je poskozeni tkdn€ bezprostiedné sousedici s nadorem pravdépodobné.
Navzdory tomu je klinicky vyznamna toxicita nizka, protoze je mnozstvi normalni tkané
v oblasti s vysokou davkou malé. Tato metoda dosahla vynikajicich vysledk v 1écbé
nemalobunééného karcinomu plic v raném stadiu u téch pacienttl, ktefi nejsou zpusobili
k chirurgickému zakroku. SBRT se také uplatnila v 1é¢bé nadorii prostaty, hlavy a krku,
jater, ledvin, patefe a slinivky. (Baskar et al. 2012; Moding et al. 2013; Chen a Kuo 2017)

V radioterapii se vyuziva rtiznych druhli zafeni. Zatimco rentgenové paprsky generuje
zafizeni excitujici termoelektrony (napi. katodové trubice a linedrni urychlovace),

paprsky y-zafeni ziskdvame zrozpadu radioaktivnich latek (napf. kobalt-60 a
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cesium-137). Oba druhy zafeni patfi k ionizujicimu zareni, které je povazovano za
elektromagnetické paprsky s nizkym linearnim pfenosem energie, slozené z nehmotnych
Castic energie nazyvanych fotony. Proto se také miizeme setkat se zafazenim y a
rentgenového zareni mezi zatfeni fotonova. (Laznicek a Komarek 1998; Baskar et al.
2012)

Dalsim druhem vyuzivaného zateni, je zafeni ¢asticové. Mezi tento druh zafeni patii
paprsky elektronové, protonové a neutronové. Elektronové paprsky vyuzivame pro 1écbu
nadort nachazejicich se blizko povrchu téla, pro jejich ne ptili§ hluboky prinik do tkani.
Paprsky protonové patii k novéjsi formée casticového zateni vyuzivaného v onkologii.
Toto zafeni nabizi diky svému absorpénimu profilu ve tkdnich, ozna¢ovaného jako
Braggtv pik, ulozeni maximalni nicici energie v misté potieby, pifi minimalnim
poskozeni okolnich zdravych tkani. Zdrojem protonového zareni je produkce téchto
Castic z cyklotronli a synchrotrond. Neutronové ¢astice jsou produkovany také
z cyklotronti a neutronovych generatorii. Tyto ¢astice maji vysoky linearni pfenos energie
a mohou tedy zpUsobit vétsi poskozeni DNA neZ fotony. Casticové zafeni obecné ma
vy$si linearni pfenos energie nez fotony a také vyssi biologickou dostupnost. V dasledku
toho jsou tato zareni U€inngjsi pro terapii nadord, které jsou radiorezistentni, jako napf.
melanomy, glioblastomy, sarkomy a karcinomy ledvinnych bunék. Problémem této 1écby
vSak zlistdva vysSi pofizovaci cena zafizeni. Nicméné ndklady na cyklotrony maji
klesajici tendenci, coZ by mohlo v budoucnu vést k Sir§imu vyuZiti 1é¢by protonovym
paprskem. (Baskar et al. 2012; Michalski 2015)

Z biologického hlediska cilime radiaci v buiice na DNA a to bud’ pfimo — interakci
radiace s bunéénou DNA a nebo nepiimo — prostfednictvim volnych radikalt. Ke smrti
nadorovych bunék u¢inkem radiacni terapie mize dochazet riznymi mechanismy, av§ak
se stejnym cilem. Neopravitelné poskodit DNA a tim zabrénit dalSimu déleni s nasledkem
smrti. ZneSkodnéni nadorovych bunék mize trvat v fadech tydnti az mésict po ukonceni
radiacni terapie. (Baskar et al. 2012)

RozliSujeme nékolik typti bunécné smrti indukované ionizujicim zafenim, z nichz dva
patii k nejrozsifenéjSim. Tim prvnim je apopt6za neboli programovana bunétnd smrt.
Jako hlavni mechanismus bunécné smrti, zahrnuty do 1écby pomoci radiace, je
vystihovana smr§tovanim bun€k a tvorbou apoptotickych télisek. Hlavni role pii tomto
procesu patii mitochondriim a bunéénd membrana apoptotickych bunék zistava obecné

neporusend. (Baskar et al. 2012; de Andrade Carvalho a Villar 2018)
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Druhy typ bunécné smrti je zapfi¢inén nespravnou segregaci chromozomu, ktera vede
k tvorbé bungk s vice jadry (aberantni jadernou morfologii). K tomuto procesu dochazi
béhem aberantni mitdézy (bunécného déleni) ¢i po ni, a proto tento typ nazyvame
mitotickd bunécna smrt neboli mitoticka katastrofa. (Baskar et al. 2012; de Andrade
Carvalho a Villar 2018)

Mezi dals$i, ne az tak rozsifené, druhy bunééné smrti fadime senescenci a autofagii.
Senescence se vyznacuje trvalou ztratou bunééné proliferacni kapacity, coz znamena, ze
buniky nesyntetizuji DNA, tim se ned¢li, nicméné stale zlstavaji Zivotaschopné. U
senescentnich bunc¢k dochéazi k jejich zvétSeni a zplosténi vlivem bunécného stresu
zpisobeného poskozenim DNA a tyto bunky nasledné umiraji zejména procesem
apoptdzy. Autofagie se vyznacuje jako geneticky regulovana forma programované
bunééné smrti. Builka se sama travi a zahrnuje autofagicky/lysozomalni kompartment.
Typicka je tvorba vakuol s dvojitou membranou v cytoplazmé izolujici ostatni bunééné

organely. (Baskar et al. 2012; de Andrade Carvalho a Villar 2018)

3.3.2 Radioimunoterapie

Nédorova onemocnéni ¢asto nekontrolovatelng, a pfedevsim casto ndhodné postihuji
znac¢nou ¢ast lidské populace po celém svéte. Jsou jednou z hlavnich pfi¢in umrti, a proto
je jejich terapii a tim souvisejici pfipraveé novych protinadorovych 1é¢iv vénovana stale
vetsi pozornost. Kdyz se podivame do historie této 1éCby, zjistime, Ze po druhé svétové
valce se dostala do praxe alkylacni cytostatika a poté také dalSi skupiny cytostatik.
Mechanismus ucinku téchto latek je vSak nespecifické poskozeni DNA a vzhledem
k tomuto nespecifickému plsobeni i na buiiky zdravé bylo potfeba vyvoj zaméfit na jiné
urovné ovlivnéni protinadorového plisobeni. S naslednym rozvojem védy byly vyvinuty
latky, které plisobi v oblasti proteinii na jejich regulacni a signdlni drahy a které
rozpoznavaji bunky zdravé od nadorovych. Tato skupina specificky zamétenych 1&Civ se
oznacuje jako cilend terapie (angl. Targeted therapy) a pafi sem monoklondlni protilatky
a tzv. small drugs, tj. 1é¢iva s malou molekulou jako fragmenty protilatek nebo peptidy.
(Vorlicek et al. 2005)

Vyvoj  monoklondlnich  protilatek  pro  radioimunoterapii  (RIT, angl.
radioimunotherapy) byl pohanén potfebami vyftesit fadu komplikaci v radioterapii jako
napf. nizké radia¢ni davky dodavané do nadorové tkané bez vyznamnych u¢€inkl proti
rustu nadort a poskozujici vliv terapie na zdravé buiiky. Pokroky v DNA technologii

vyustily ke schopnosti pfizpisobit molekulu imunoglobulinu specifickym vlastnostem a
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funkcim in vivo. Vyzkum monoklonalnich protilatek jako nosi¢t pro radionuklidy
uplatiiujici se v 1€cbé naddorovych onemocnéni probiha jiz vice nez 60 let. Jako prvni
vroce 1948 pouzili radioaktivné znaCenou protilatku Pressman a Keighley pro
diagnostické zobrazovani. Po néslednych deseti letech bylo publikovdno prvni oficidlni
uziti monoklonalni protilatky s radionuklidem v radioimunodiagnostice. Kone¢né, v roce
1960 se radioaktivné znaCené protilatky prvné pouzily k selektivnimu podani
terapeutickych davek radiace pro nadorovou tkan. (Reilly 2010)

V oblasti onkologie je dnes vétSina 1éCiv podavéana v davkovacim schématu, které je
zaloZeno na velikosti povrchu téla. Pfedmétem diskuze se tedy staly fixni davky 1€civ pro
vSechny pacienty, protoze nejsou k dispozici udaje z klinickych studii potvrzujici fakt, ze
davkovani zalozené na velikosti povrchu téla snizuje interindividudlni variace expozice
1é¢ivu. (Hendrikx et al. 2017)

Farmakokinetika monoklondlnich protilatek se vyrazné odliSuje od farmakokinetiky
1é¢iv s malymi molekulami. Cesta podani monoklonalnich protilatek v onkologii je
primarn¢ intravendzni. Jejich distribuce probiha pouze v krevni plazmé a extracelularnich
tekutinach, tudiZ distribu¢ni objemy monoklonalnich protilatek byvaji nizké. Omezujici
faktory pro distribuci také ptedstavuji jejich velikost a hydrofilita. Monoklonalni
protilatky nemohou byt vylu€ovany z téla eliminacnimi cestami jako léciva s malou
molekulou, ktera podléhaji renalni clearance nebo jaterni eliminaci. (Keizer et al. 2010;
Hendrikx et al. 2017)

Vzhledem k jejich velké molekulové hmotnosti probihd metabolizace prostfednictvim
dvou mechanismi. Prvnim z nich je proteolyticky katabolismus, ke kterému dochazi
v bunikdch po endocytoze protilatky. Po jejim pohlceni membranou buiiky nésleduje
katabolizace uvnitt buniky pomoci lysozomi. Tato cesta clearance se muze jevit jako
rychly a jednoduchy zptsob odstranéni monoklondlni protilatky z téla. OvSem to vSe by
platilo za nepfitomnosti neonatdlniho Brambellova receptoru (FcRn). FcRn receptor
exprimuji bunikky imunitniho systému (napft. dendritické bunky a makrofagy), vaskularni
endotel, hepatocyty a intestinalni epitel. Pfes Brambelliv receptor dochazi k vazbé
monoklondlni protilatky a ta je naslednym transportem do extraceluldrni matrix
odstranéna z buiiky, tj. zpét do krevniho systému. Monoklondlni protilatka tak unika
lysozomalni degradaci, a tak uz nemtize dochazet k jejimu intracelularnimu rozpadu
pomoci lysozomalniho katabolismu. Tento dé€j zvySuje biologicky polo¢as mAbs v séru.

Pfi terapii monoklondlnimi protildtkami ale zfejmé neni tento mechanismus zcela
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nasycen, protoze je udrzovana homeostdza mezi vazbou na receptor a intracelularnim
rozpadem. Z vyse uvedeného tedy vyplyva, ze mAbs jsou z téla eliminovany pomalou
linearni clearance zprostfedkovanou proteolytickym katabolismem. (Keizer et al. 2010;
Hendrikx et al. 2017)

Druhou, rychlejsi cestou eliminace piedstavuje vazba na cilovou strukturu. Nasledné
dochdzi k internalizaci komplexu cilova struktura-mAb s navazujici intracelularni
degradaci. Tato cesta je charakteristickd svou obvyklou saturovatelnosti, protoze ji velmi
ovlivituje afinita protilatky k cili 1 exprese cilové struktury. Pii terapii monoklonalnimi
protilatkami, kdy jsou nastaveny jejich terapeutické plazmatické koncentrace, dochazi ke
kombinaci obou téchto cest eliminace. Tedy k linedrni clearance mAb pfi plazmatickych
koncentracich, které jsou vyssi nez minimalni cilova inhibi¢ni koncentrace dusledkem
nasyceni intracelularni degradace. Pokud plazmaticka koncentrace monoklonalnich
protilatek poklesne pod minimdlni cilovou inhibi¢ni koncentraci, uZ neni nasycena
intracelularni katabolicka degradace a tim padem je eliminace zajiSténa prostfednictvim
vazby na cil. (Mould a Green 2010; Hendrikx et al. 2017)

Faktory souvisejici s vazbou na cilovou strukturu na bunééném povrchu jsou nadorova
zatéZ, cilové hladiny exprese v nadorech versus endogenni exprese a afinita monoklonalni
protilatky. Tato vazba tedy nesouvisi s télesnou hmotnosti, z cehoz je také zieymé, Ze
proces intracelularni degradace monoklonalnich protilatek zaméfenych na antigeny na
povrchu buiiky nezévisi na hmotnosti téla. (Hendrikx et al. 2017)

Na zakladé aktualn€ dostupnych informaci o eliminaci monoklonalnich protilatek a
v souvislosti s vefejné dostupnymi udaji z klinickych studii existuje odivodnéni pro
pevné davkovani téchto 1€kl v terapii nadorti. Fixni davkovani u monoklonalnich
protilatek vede k Sirokému terapeutickému oknu, proto se mize pii dobie zvolené davce
zvysit bezpecnost 1éCby a také snizit naklady na 1é¢bu bez ztraty cinnosti. (Mathijssen

et al. 2007; Hendrikx et al. 2017)

3.3.3 Znaceni monoklonalnich protilatek prostiednictvim radionuklidu

Monoklonélni protilatky jsou znaceny pomoci radionuklidi na zékladé dvou
mechanismi reakce. Témi jsou halogenace a chelatace. Pokud se jedné o halogenaci, tedy
znaceni prostifednictvim radionuklid patficich do skupiny halogenti, nejvétsi vyuziti
predstavuje jodace. Ve vétsi mife se uplatiiuje jodace ptima pro jeji vysoky vytézek a
jednoduché provedeni. Existuje vSak 1 jodace nepiima, ktera je zaloZena na jodaci vychozi

latky nasledované konjugaci jodované latky s molekulou protilatky. Vzhledem k vétSimu
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vyuziti pfimé jodace je v nésledujicim odstavci popis dvou metod této jodace. (Novy
2014)

Prvni metodou je metoda jodogenova, jejimz principem je vznik jodného kationtu (I")
pro jodaci molekuly monoklonalni protilatky, kdy jodace probihd na aminokyselin¢
tyrosinu. Pro metodu jodogenovou je charakteristicky jodogen (1,3,4,6 — tetrachlor - 3a,
6a-difenylglykoluril) rozpustény v metylenchloridu. S timto jodogenem se necha
reagovat mAb, kdy dochazi k oxidaci radioaktivniho jodidu (I') a vznikly vySe zminény
jodny kation (I") se pak vaze do molekuly tyrosinu znadené protilatky. (Laznicek a
Komarek 1998; Novy 2014)

Metoda chloraminu T je zalozena na oxidaci radioaktivniho jodidu prostfednictvim
chloraminu T. Chloramin T (CAT) reprezentuje sodnou sul
N-monochlor-p-toluensulfonamidu.  Reakci  znaené  monoklondlni  protilatky
s chloraminem T a roztokem radioaktivniho jodidu vznika radioaktivni kation I", ktery se
vaze na aromatické jadro tyrosinu peptidového fetézce proteinu. (Laznicek a Komarek
1998; Novy 2014)

Druhy zptsob pro znaceni monoklondlnich protilatek ptfedstavuje chelatace. Pro
znaceni mAb pomoci radiokovil je zapotiebi bifunkénich chelatacnich €inidel. Nejprve
musi dojit ke konjugaci monoklonalni protilatky s vhodnym chelatorem a az poté Ize tuto
modifikovanou protilatku znacit radiokovem. Idealnim BFC je ta molekula, kterd je
schopna vytvofit stabilni komplex radiokov-chelator s vysokou termodynamickou
stabilitou a kinetickou inertnosti, jak bylo popsano vyse. Jak jiz bylo uvedeno v pfedchozi
kapitole 3.2.2, bifunkéni chelatory mizZeme rozdélit na acyklické a makrocyklické.
Nejznaméjsi  zastupce acyklickych chelatort ptfedstavuji DTPA a EDTA
(ethylendiamintetraoctova  kyselina, angl. ethylenediaminetetraacetic acid) a
vyznamnymi zastupci makrocyklickych chelatort jsou DOTA a NOTA. (Liu 2008; Reilly
2010)

Oblast radioimunoterapie je stale intenzivné zkoumana, avSak nékteré biomolekuly
byly jiz uspes$ne pouzity pro cilové specifické doruceni radionuklidii. Nejvyznamnéjsi
milnik pro pouziti radioaktivné znacené monoklonalni protilatky v radioimunoterapii
predstavuje schvaleni mAb znagené ytriem-90 pod komerénim ndzvem Zevalin® a cilené
proti B-lymfocytarnimu antigenu CD20. Zevalin® byl prvnim radioimunoterapeutickym
pfipravkem, ktery byl schvalen FDA v roce 2002. O dva roky pozd¢ji byl také schvalen

geskym SUKLem (Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv). Tento 1é¢ivy piipravek piedstavuje
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mysi IgG anti CD-20 protilatku ibritumomab, ktera je kovalentné navazana na "-emitor
ytrium-90 chelatorovym tiuxetanem. Zevalin® je vyuzivan pro terapii non-Hodgkinova
lymfomu a jeho intravendéznimu podani piedchézi aplikace rituximabu, ktery zajisti
optimalni vyuziti radiofarmaka vysycenim antigeni CD20 na periferii. Nasledné je
sledovana gama kamerou spravna distribuce podaného ibritumomabu oznaceného
indiem-111 a za 7 dnd muze byt podana terapeutickd davka ytriem-90 znaceného
ibritumomabu. (Marcus 2005; Novy 2014)

Dalsim schvalenym piipravkem v 1é¢b& non-Hodgkinova lymfomu je Bexxar® neboli
jodem-131 znaceny tositumomab. Tento piipravek byl schvilen FDA v roce 2003 a
v Ceské republice doposud registrovan neni. Lymfomy miZeme oznadit jako
nejradiosenzitivnéjsi ze vSech malignit a radioimunoterapie se zde ukéazala jako vhodna
cesta. Uklada nejvétsi energii do nadoru, a tudiz omezuje poskozeni okolni zdravé tkané.
Radioaktivné znacené anti-CD20 zamétfené monoklonalni protilatky vykazuji mnoho
mechanismt u¢inkti. Dodavaji cytotoxické ionizujici zafeni, indukuji apoptdézu a
zprostfedkovavaji na protilatkdch zavislou bunécnou cytotoxicitu, ale také bunécnou
cytotoxicitu zévislou na komplementu. Ve srovndni s nekonjugovanymi protilatkami
mohou byt radioimunokonjugaty ucinné, kdyZz neni pln€ funkéni imunitni systém
hostitele a také mohou ptekonat Spatnou penetraci protilatky do nadort. (Vose 2004;
Novy 2014)

Jod-131 byl prvnim radioizotopem pouZzivanym pro radioimunoterapii. Vyhodou je
jeho snadna dostupnost a také snadnd konjugace s protildtkami. Jako emitor "-Castic a
y-fotont miize byt vyuzit jak pro zobrazovani, tak pro terapii. Fyzikalni polocas rozpadu
tohoto radioizotopu je 8 dni a ma relativné kratkou primérnou délku drahy beta emise
(pfiblizné 1 mm), coZ je vyhodné pro RIT, protoze minimalizuje poskozeni sousedni
zdravé tkané. Tositumomab znacéeny jodem-131 (komeréné nazyvany Bexxar®) se vaze
na CD-20 a pfi jeho metabolizaci dochézi k uvoliiovani volnych metabolitii jodu-131 do
krevniho fecisté a k naslednému vylouceni moci. Nicméné volny jod-131 v krvi mtze byt
absorbovan S§titnou Zlazou, a proto se pacientim takto 1éCenym podava pied a béhem
terapie presyceny roztok jodidu draselného, aby se blokovala akumulace ve §titné zlaze a
nedoslo k jejimu poskozeni. I pfesto byla asi u 5 % pacientll 1éCenych piipravkem
Bexxar® pozorovana dysfunkce §titné zlazy. Davkovaci schéma za¢ina infizi neznadené

protilatky nasledované stopové znaCenou dozimetrickou davkou pro kontrolni
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snimkovani gama kamerou. Nasledujici terapeuticka davka pro konkrétniho pacienta se

poté vypocita na zéklad¢ uc¢inného polocasu protilatky. (Vose 2004; Novy 2014)

3.3.4 Receptor pro epidermalni rustovy faktor

Jako jeden z cild moderni terapie byl zkouman receptor pro epidermalni ristovy faktor
(EGFR, angl. Epidermal growth factor receptor), protoze je exprimovan fadou nadora a
podili se tak na jejich vzniku. Receptorova rodina epidermalnich rtistovych faktora (ErbB
nebo také HER) zahrnuje receptor pro epidermalni riistovy faktor typu 1 (EGFR nebo
HERI anebo ErbB1), dale typu 2 (ErbB2 nebo HER 2/c-neu), typu 3 (ErbB3 nebo HER3)
a typu 4 (ErbB4 nebo HER4). Cela tato skupina ma z4sadni vliv na regulaci fady procest
probihajicich na bunééné Grovni, ddle pak na funkci tkdni a nasledné celého organismu.
Vsechny tyto fyziologické procesy jsou v téle prisn€¢ kontrolovany. Problém pak
predstavuji patologické zmény ve struktufe téchto receptori nebo také piipadné zmény
zpisobené¢ mutaci. Nasledné dochazi k nekontrolované proliferaci bunck, genové
amplifikaci a vysoké expresi EGF tyrosinkindzovych receptort s naslednou tvorbou a
rozvojem nadoru. (Barta 2012)

K aktivaci receptoru pro epidermalni ristovy faktor dochazi pomoci epidermalniho
rustového faktoru (EGF, angl. Epidermal growth factor) nebo transforming growth factor
alpha (TGF-a) vazbou na receptorovou extracelularni (vnéj$i) €éast. Vnitini neboli
intracelularni ¢ast tohoto receptoru je autofosforylovdna hned po aktivaci casti
extracelularni, nebot’ tato Cast vykazuje tyrosinkindzovou aktivitu. Disledkem této
fosforylace dochazi k dimerizaci (parovani) receptorii a spusténi signdlni kaskady, jejimz
vysledkem je transkripce genli (vlivem pfeneseni signalu az do jadra bunky). (Vorlicek

et al. 2005)

3.3.4.1 Cetuximab

Cetuximab reprezentuje chimérickou (lidskd-mysi) rekombinantni IgG: protilatku
vazajici se s vysokou afinitou na EGFR. Pfi této vazbé cetuximabu na receptor dochazi
k internalizaci komplexu receptor-protilatka s naslednym sniZenim (downregulaci)
exprese EGFR. Vazba protilatky na EGFR je zaroven kompetitivni, zabraiiuje stimulaci
receptoru pomoci endogennich ligandi EGF nebo TGF-a, dale zplsobuje inhibici
bunécné proliferace (inhibuje bunéény cyklus v Gy fazi) a sniZzuje tim i1 angiogenezi
(neokapilarizaci). Cetuximab také indukuje apoptdézu nddorovych bunék (viz Obr. 3).

Védeckymi studiemi byla také prokazéna potenciac¢ni Uc€innost cetuximabu v oblasti
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radioterapie, zejména pfi terapii pokrocilych nddort hlavy a krku. (Harding a Burtness
2005; Melichar 2007)

dimer EGFR

monomer EGFR

cetuximab = blokada EGFR

dediferenciace

N

argiogeneze

inhibice apoptdzy

ks

bunééna proliferace

Obr. 3: Mechanismus t¢inku cetuximabu. Prevzato z: (Melichar 2007)

Cetuximab je uchovavan ve sklenénych lahvickach ve formé roztoku pii teploté
2-8 °C. Pacientovi se cetuximab aplikuje pomoci intravendzni infuze, pfi¢emz pfipraveny
infuzni roztok vykazuje stabilitu pii pokojové teploté 8 az 12 hodin v chladu. Prvni davka
400 mg/m? je nasledovana tydenni udrzovaci davkou 250 mg/m?. (Melichar 2007)

V Ceské republice byl cetuximab zaregistrovan v roce 2004 Statnim ustavem pro
kontrolu 1é¢iv pod nazvem Erbitux® (viz Obr. 4). Této Seské registraci viak piedchéazelo
schvaleni FDA v tomtéZ roce s indikaci cetuximabu pro 1é¢bu kolorektalniho karcinomu
a pro 1é¢bu nadord hlavy a krku. Piipravek Erbitux® (5mg/ml) vyrabi némecka firma

Merck a dodava na trh dvé velikosti baleni - 20 a 100 ml. (Novy 2014)
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Obr. 4: Lécivy pripravek obsahujici cetuximab. Pievzato z: (Melichar 2007)

Kontraindikace pifi pouziti cetuximabu v terapii jsou minimalni. Za absolutni
kontraindikaci je povazovana precitlivélost na cetuximab, ktera by se projevila tzv.
vzacny nezddouci Ucinek, ktery se klinicky projevi zarudnutim kiize, duSnosti a ktery
ovSem muze vést az ke ztrat¢ védomi a zastaveé dechu i obéhu. Takové piipady jsou po
stabilizaci stavu léCeny na jednotkach intenzivni péce a po podéni 1éCiv ze skupiny
antihistaminik a kortikoidii je mozné za ptisného monitoringu pacienta pokracovat
vinfuzni 1écbé cetuximabem bez dal§ich zavaZznych komplikaci. (Melichar 2007,
Vincenzi et al. 2010)

Nejbéznéjsim relativné mirnym nezddoucim ucinkem, ktery byl pozorovan, je kozni
exantém piipominajici akné (akneiformni exantém). Nejpostizenéjsi mista klize byla
zaznamenana v oblasti obli¢eje a trupu. Jako dalsi nezddouci G€inky byly zaznamenany 1
poklesy hladiny hoi¢iku v séru a vznik prijmovych stavii. Vzacnym nezddoucim
ucinkem, ktery byl také pozorovan po podani cetuximabu, byla trichomegalie v oblasti
fas. (Melichar 2007; Vincenzi et al. 2010)

Terapie cetuximabem v obdobi t¢hotenstvi a kojeni neni doporucovana. Jelikoz
hovotime o protilatce IgGi, pfedpoklada se jeji prunik placentou k plodu a rovnéz béhem
kojeni do matetského mléka. EGFR se vyznamné podili na organogenezi a jeho blokada
by mohla zplsobit vyvojové vady plodu. (Melichar 2007)

Cetuximab byva v klinické praxi kombinovan s cytotoxickym lé¢ivem irinotekanem.
Pti této 1écbé byla pozorovana gastrointestinalni toxicita (hlavné tzv. pozdni prijmy

projevujici se 24 hodin po podani 1éCiva), jelikoz hlavnim nezddoucim ucinkem
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irinotekanu je enterotoxicita. V tomto pifipad¢ je tedy dulezitd hydratace pacienta.
(Melichar 2007; Vincenzi et al. 2010)

Pti terapii spinocelularnich karcinomt hlavy a krku byla standardni 1écbou prvni linie
kombinovana chemoterapie na bazi platiny. V roce 2008 studie ukazala vyznamné
zlepSeni vysledki [éEby po pfidani cetuximabu k cisplatiné/karboplatin€ a 5-fluorouracilu
v porovnani jen se samotnou chemoterapii. Vyzkum se zaméfil na zkoumani takovych
kombinaci u¢innych latek, které¢ by mély potencial vzajemné synergie plisobeni a zaroven
by nedochazelo ke kumulacim jejich toxicit. Jako vhodni zastupci této kombinace se
ukdzaly cetuximab, taxany a platina. Tyto tfi G€inné latky maji potencial k synergickému
pusobeni pro dosazeni maximalni protinddorové aktivity. Jak jiz bylo zminéno vyse,
cetuximab podporuje zastaveni bunécného cyklu a aktivaci proapoptotickych molekul.
Taxany zplsobi inhibici rozloZzeni mikrotubul a platina tvoii DNA adukty, coz ve
vysledku ukazuje na aditivni G¢inky, pomoci nichz lze napadat vice cili v heterogennim
nadoru pomoci ruznych molekuldrnich drah. Mechanismem vzdjemné spoluprace pfi
protinddorovém plisobeni mezi cetuximabem a taxanem se také ukézal jejich
imunostimulaéni uc¢inek. (Guigay et al. 2019)

Po selhani 1é€by na bazi platiny se jevi jako slibnd mozZnost kombinované terapie
cetuximab-paklitaxel nejen u pacientl s pokroc¢ilym karcinomem hlavy a krku, ale i u
dalSich druhti nddorovych onemocnéni. Paklitaxel jako diterpenoid izolovany z rostliny
tis (Taxus brevifolia) vykazuje schopnost indukce mitotické zastavy s naslednou

bunécénou smrti. (Harada et al. 2014)

3.3.5 Vaskularni endoteliidlni riistovy faktor a jeho receptory

Vaskularni endotelialni rastovy faktor (VEGF, angl. Vascular endothelial growth
factor) je vysoce specifickym mitogenem pro vaskularni endotelidlni bunky. Jeho
isoformami jsou VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D a PIGF a vyznacuji se riiznou
molekulovou hmotnosti a biologickymi vlastnostmi, jako je napiiklad jejich schopnost
vazat se na heparansulfat ve form¢ proteoglykanu exprimovaném na bunééném povrchu.
Studie potvrdily, ze proangiogenni faktor (VEGF-A), podporujici dilataci a propustnost
krevnich cév, je nadmérné exprimovan u mnoha nadori. VEGF-A ucinkuje jako ligand
zejména pro dva tyrosinkindzoveé receptory — receptor pro vaskularni endotelidlni ristovy
faktor VEGFR1 a VEGFR2. Exprese VEGF je potenciovana jako odpoveéd’ na hypoxii

prostiednictvim aktivovanych onkogent a riznych cytokini. VEGF indukuje proliferaci
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endotelidlnich bun¢k, podporuje migraci bun€k a inhibuje apoptozu. VEGF je vyjadien
v prostorovém a casovém spojeni s fyziologickymi udélostmi angiogeneze in vivo.
V podminkach in vivo VEGF indukuje angiogenezi stejné jako permeabilitu cév a hraje
centralni roli v regulaci vaskulogeneze. (Neufeld et al. 1999; Roskoski 2007; Lugano et
al. 2020)

Neregulovana exprese VEGF pfispiva k rozvoji pevnych nadord podporou nddorové
angiogeneze a k etiologii n¢kolika dalSich onemocnéni charakterizovanych abnormalni
angiogenezi. Z vyse uvedeného tedy vyplyva, ze inhibice signalizace VEGF zabraiiuje
vyvoji Siroké Skaly nddort. I pfesto, Ze jsou nadory slozeny z nediferencovanych bunék
a nevykazuji organizovanou strukturu, z hlediska angiogeneze lze na rostouci nador
pohlizet jako na vyvijejici se novy organ. (Neufeld et al. 1999; Roskoski 2007)

Dodéavka zivin pfenaSenych krvi do nadorovych buné€k je nezbytna pro jejich pteziti
stejné tak jako odstranovani zplodin metabolismu. VEGF pfispiva k rozvoji nadort kvili
své schopnosti zvysit permeabilitu cévy a tim umoznuje Sifeni nadorovych bunéck.
Indukuje tvorbu fenestraci v cévach a tvorbu organel tvoticich kanaly, skrze které mohou
proteiny piendSené¢ krvi extravazovat. Tento proces vede k tvorbé extracelularniho
fibrinového gelu, ktery poskytuje matrici podporujici rlst endotelovych bunék a
nadorovych bunck. Zaroveinl tato matrice umoziiuje invazi stromalnich bunék do
vyvijeciho se nadoru. (Neufeld et al. 1999; Lugano et al. 2020)

VEGF v ramci svého ucinku tvofi vazby se dvéma tyrosinkinasovymi receptory —
VEGFR1 (fit-1) a VEGFR2 (KDR/flk-1), které jsou exprimovany témét vyhradné
v endotelidlnich buinikdch. Tyto receptory se vyznacuji pfitomnosti sedmi domén
podobnych imunoglobulinim v jejich extracelularni ¢asti, a proto je lze povazovat za
podrodinu receptortl s tyrosinkinazovou aktivitou. (Neufeld et al. 1999)

Angiogenni vlastnosti VEGF byly také vyuzivany k indukci in vivo angiogeneze pro
1é€bu nemoci spojenych se zhorSenym krevnim zasobenim. V nékterych ptipadech byl
VEGF dodavéan na mista potieby jako protein, v jinych ptipadech byly pouzity plazmidy
obsahujici VEGF ¢DNA nebo rekombinantni viry jako souéast genové terapie. Uspéchy
byly zaznamenany pii indukci kolatelarnich krevnich cév u ischemické choroby srde¢ni
(ICHS, angl. coronary artery disease) a kritické ischemie koncetin. (Neufeld et al. 1999;
Lugano et al. 2020)
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3.3.5.1 Ramucirumab

Ramucirumab ptedstavuje plné lidskou IgGi monoklonalni protilatku vézajici se na
extracelularni doménu VEGFR2 s naslednym snizenim permeability, migrace a
proliferace endotelidlnich bun¢k. Ramucirumab svou vazbou na VEGFR2 (viz Obr. 5)
pusobi jako antagonista vaskularniho endotelidlniho rtistového faktoru A (VEGF-A) a
také VEGF-C a VEGF-D. Se silngjSim pfenosem signalu a zodpovédnosti za velké
mnozstvi proangiogennich u¢inklt VEGFA se poji VEGFR2. Diky své vysoké vazebné
afinit¢ umoznuje ramucirumab Uplnéjsi blokadu angiogeneze ve srovnani s ostatnimi
cilenymi monoklonalnimi protilatkami. Z farmakokinetickych profilti vykazuje eliminaci
v zavislosti na ddvce a nelinearni expozici podle saturovatelné clearance. (Singh a Parmar

2015; De Luca et al. 2020)

Ramucirumab
VEGFA

Binds to extracellular
1 domain of VEGF-R2

Blocks binding

2 to VEGF-A
Plasma membrane
’“m’w‘l(”)’!\f;\rm"‘r\f" ,’YW{Y‘ . « ’Y”Y\.(’\’\’W’\’\(‘YWYY\(Y‘:(’Y\(“{\( Y‘){"Y‘
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a Blocks downstream

signaling pathways Migration
+
mobilization

of progenitors

PISK/AKT

RAS

Vascular l
permeability Survival

RAF/MEK

Proliferation

Obr. 5: Mechanismus t¢inku ramucirumabu. Ramucirumab se vaze specificky na VEGFR2 (¢ast 1),
blokuje interakci VEGF-VEGFR2 (Cast 2) a inhibuje fosforylaci receptoru stimulovanou VEGF v
endotelidlnich buiilkéch (¢ast 3), coz vede k naruSeni nasledné signalizace (Cast 4). AKT - protein kindza
B; MEK - mitogenem aktivovana protein kinaza; PI3K - fosfatidylinositol-3-kinaza; PKC - protein kinaza
C; RAF - zrychleny fibrosarkom; RAS - krysi sarkom. Pfevzato z :(Javle et al. 2014)

Toto relativné nové cilené 1é¢ivo zasahujici do drahy angiogeneze bylo vyvinuto pro

nedostatek u¢innych moznosti 1é¢by nadoru zaludku. Lécivy ptipravek ramucirumab pod
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komerénim nazvem Cyramza®, byl schvalen FDA v dubnu roku 2014 jako prvni
povoleny 1€k pro terapii druhé linie pacientll s pokrocilym karcinomem Zzaludku nebo
adenokarcinomem gastroesofagealniho spojeni. Drzitelem rozhodnuti o registraci
1é¢ivého ptipravku Cyramza® je nizozemska firma Eli Lilly a na trh dodava tento
pripravek ve velikosti baleni 2x10 ml. Jedna se o koncentrat pro infuzni roztok o sile
10 mg/ml. (Singh a Parmar 2015)

Ramucirumab je schvalen k terapii vyse uvedeného onemocnéni jak v monoterapii, tak
v kombinaci s paclitaxelem u pacientii s progredujicim onemocnénim nebo po predchozi
chemoterapii fluoropyrimidinem nebo platinou. Nasledn€ FDA rozsiftila schvaleni pouziti
na nemalobunécny karcinom plic (v kombinaci s docetaxelem) a také kolorektalni
karcinom. Pro 1é¢bu pacientli s metastatickym kolorektalnim karcinomem s progresi
onemocnéni béhem predchozi 1écby bevacizumabem, oxaliplatinou a fluoropyrimidinem
je schvalend kombinace ramucirumabu s FOLFIRI (kyselina folinova, fluorouracil a
irinotekan). (Singh a Parmar 2015)

Na zéklad¢ vysledki randomizovanych studii byl také ramucirumab schvalen FDA
v kvétnu roku 2019 pro terapii hepatocelularniho karcinomu. Jedné se o 1é¢ivo druhé
volby u pacientli s pokro¢ilym nebo neresekovatelnym hepatoceluldarnim karcinomem.
Tato monoterapie je urena pro pacienty diive léCené sorafenibem a zaroven ty, jejichz
hodnota sérového alfa — fetoproteinu je > 400 ng/ml. Doporucené¢ davkovani
ramucirumabu bylo stanoveno na 8 mg/kg kazdé dva tydny poddvané 60 minut
intravenozni infuzi. Lékova evropské agentura EMA (angl. European Medicines Agency)
v ndvaznosti na schvaleni pfipravku FDA také povolila pouziti ramucirumabu v terapii
nasledujicich onemocnéni: karcinomu zaludku, metastatického kolorektalniho
karcinomu, nemalobunééného karcinomu plic a hepatocelularniho karcinomu. (Singh a
Parmar 2015; European Medicines Agency 2019; De Luca et al. 2020)

Lécba touto monoklonalni protilatkou by méla probihat az do progrese onemocnéni
anebo byt ukoncena, pokud dojde k nepiijatelné toxicité. Pacienti musi byt pfed podanim
intravenozni infuze ramucirumabu premedikovani intravendézné podanym antagonistou
histaminu H; jako napt. difenhydraminem. Zaroven, pokud se u pacientii objevila infuzni
reakce musi byt jeste k této premedikaci pfidan dexamethason. (Singh a Parmar 2015)

Podéavani ramucirumabu téhotnym Zenam neni vhodné, lze ptedpokladat poskozeni
plodu. FDA zatadilo toto 1é¢ivo do kategorie C pro uziti v té¢hotenstvi. U kojicich zen se

také jeho podani nedoporucuje, protoze se jednd o IgG: monoklondlni protilatku a
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predpoklada se jeji prinik do mateiského mléka. Je tieba zvazit pomér piinosu a rizika, a
tudiz bud’ vysadit 1é¢ivo nebo pierusit kojeni. (Singh a Parmar 2015)

Hlavnimi nezadoucimi G¢inky, které byly po podani ramucirumabu pozorovany, jsou
hypertenze, prijem, infuzni reakce, epistaxe, tromboembolické piihody arteridlni 1 zilni,
gastrointestinalni krvéaceni, proteinuriec a komplikace hojeni ran. Spatné hojeni ran
vychézi z fyziologické ulohy VEGF, ktery zprostfedkovava tfi ucinky na hojeni ran.
Zpusobuje vasodilataci pro snadnéj$i dodavku zivin a odstranéni odpadu, ma vliv na
zvySenou vaskularni permeabilitu pro extravazaci fibrinogenu a plazminogenu
(poskytujici substrat pro rist tkan¢). Dale také ovliviiuje angiogenezi pro tvorbu a
remodelaci tkané. Pokud ovSem probiha 1é¢ba antagonistou VEGFR2 ramucirumabem,
jsou tyto procesy blokovany a dochazi ke zhorsenému hojeni ran. (Singh a Parmar 2015;

Arnold et al. 2017)
3.4 Radiodiagnostika

3.4.1 Technecium-99m

V nuklearni mediciné se pro diagnostické zobrazovani nejcastéji vyuziva radionuklid
technecium-99m, které je produktem rozpadu matetského nuklidu molybden-99. Pro
detekci onemocnéni, studium struktury a funkce organti je hojné vyuzivano radioaktivni
technecium diky vyhodnym fyzikalnim vlastnostem. Symbol ,,m* za hmotnostnim Cislem
znai, Ze se jednd o izotop v metastabilnim stavu. Jeho jadro vykazuje zvySeny
energeticky nestabilni stav, coz v pfipadé radioaktivniho technecia vede k uvolnéni této
energie v podobé y-fotonu. Proces rozpadu oznacujeme jako izomerni piechod.
Technecium-99m nachazi své vyuziti pravé v nukledrni medicin€, diky jeho schopnosti
relativné snadné inkorporace do ligandi a proteinti s malou molekulou. Ty se poté
injekéni cestou aplikuji do téla a koncentruji ve specifickych tkdnich nebo orgénech.
Polocas rozpadu izotopu je uvadén na cca 6 hodin s emisi fotonil o energii 140 keV, ktera
je nizka z hlediska radiacni zatéZe pacienta ale stidle dostate¢na pro diagnostické
zobrazovani vySetfované tkdné. Metastabilni technecium se rozpada na dalsi dcefiny
prvek technecium-99, ktery je téZ nestabilni a podléhd nésledné radioaktivni pfeméné,
nicméné fyzikalni polocas této pfemeény je cca 214 000 let. Gama zéfeni uvolnéné pii
radioaktivni pfeméné metastabilniho technecia je méfené pomoci scintila¢nich detektort

v pfistrojich oznaovanych jako gama kamery. Na zaklad¢ dat shromazdénych pomoci
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kamery dochézi k jejich analyze a tvorbé detailnich strukturdlnich a funkcnich obrazi
zobrazované tkdn€. (National Research Council 2009; Raposio et al. 2019)

Uran vyskytujici se v pfirodé€ je reprezentovan izotopem uranu-235 cca we, = 0,7 a
uranu-238 cca wy, = 99,3 spolecné s malym mnozstvim dalSich izotopti uranu (napft. uran-
234). Proces, ktery je vyuzivan ke zvySeni koncentrace izotopu uran-235 v porovnani s
uran-238 se nazyva jako tzv. obohacovani. V literatufe se v souvislosti s touto tématikou
setkdvame se dvéma zkratkami — HEU (vysoce obohaceny uran, angl. highly enriched
uranium) a LEU (nizko obohaceny uran, angl. low enriched uranium). Jako HEU je
definovéan uran obohaceny na koncentrace rovné nebo vyssi 20% hmotnosti v uranu-235.
Naopak LEU pftedstavuje uran, ktery je obohaceny na koncentrace niz§i nez 20%
hmotnosti v uranu-235. Celkem byly vyvinuty tfi procesy obohacovani, z nichz komeréné
jsou vyuzivany pouze dva. Star$i proces byl vyvinut béhem druhé svétové valky a dodnes
se pouziva v USA. Jedna se o proces plynné difuze, ktery je ale méné u€inny (méné
efektivnéjs$i) nez druhy typ procesu obohacovani uranu, tj. procesu odstiedéni plynu
vyuzivany v Evrop¢ a Rusku. Tteti proces obohacovani laserem se komer¢n¢ nevyuziva.
Pro vyzkumné a komerc¢ni jaderné reaktory je obohaceny uran vyuZzivéan jako palivo a
obyc¢ejna voda jako chladivo a také jako moderator pro lehkovodni reaktory (LWR, angl.
light water reactor). Tyto reaktory vétSinou vyuzivaji palivo LEU, které¢ je obohacené o
uran-235 asi az do we, = 5. Lehkovodni reaktory nasly vyuZiti v komercni sféte, kdy
predstavuji produkci pfiblizné 16 % svétové elektrické energie. (National Research
Council 2009; Raposio et al. 2019)

Vyroba technecia-99m probihd vicestupnovym procesem. Nejprve dochazi
k ozatovani uranu-235 obsazeného v HEU nebo v LEU pomoci neutronli v jaderném
reaktoru s vyvoldnim jeho nésledného Stépeni. Tim dochéazi k produkei radioaktivniho
molybdenu-99 a vedle toho mnoha dalSich st€pnych produkti, véetné jodu-131 a xenonu-
133. Dalsi krok je charakterizovan chemickym zpracovanim s cilem oddé€leni
molybdenu-99 od ostatnich Stépnych produkt. Tyto dalsi $§tépné produkty je mozné
regenerovat samostatné v piipad¢ potieby. Oddéleny matetsky prvek molybden-99 je
soucasti roztoku a je nasledné adsorbovan na sloupec oxidu hlinitého, ktery je obsazen ve
valcich o primeéru asi velké tuzky. Distribuce sloupcti s matetskym molybdenem-99 do
nemocnic nebo vyzkumnych center probiha v kazetach zndmych pod ndzvem ,,generatory
technecia®, které jsou tvofeny olovénym obalem pro ochranu pied emitovanym

radioaktivnim zafenim. V generatorech se molybden-99 s fyzikalnim polo¢asem 66 hodin
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rozpada na technecium-99m. Toto radioaktivni technecium se z generatoru ziska pomoci
procesu eluce vétsinou fyziologickym roztokem. Eluci rozumime ziskani radioaktivniho
technecia prichodem solného roztoku pies kolonu s oxidem hlinitym v generatoru.
Fyziologicky roztok ponecha na misté na adsorbent siln¢ vazany molybden-99, ale slab¢ji
vazany dcefiny prvek technecia se vymyje s roztokem. Generator technecia Ize eluovat
nékolikrat denné po dobu asi jednoho tydne, nez je potieba jej vymeénit za novy generator
z diivodu poklesu aktivity pod hodnotu, ktera je jesté vhodna pro ptipravu radiofarmaka
k radiodiagnostickému méieni. Aby byla zajiSténa nepfetrzita dostupnost generatoru
9Mo-"™Tc, musi byt tento proces vyroby generitoru zahrnujici §t€peni uranu opakovan
jednou tydné nebo i ¢astéji. Mateisky prvek molybden-99 nemtize byt kviili jeho relativné
kratkému fyzikalnimu polo¢asu pfemény skladovan pro pozdéjsi pouziti, a proto musi byt
procesy vyroby generatorii “?Mo-""Tc a jejich doddvani na mista potfeby piesné casové
naplanovany. Jakykoliv vypadek ve vyrobé&, ptipravé nebo dodavce by mohl mit Spatny
dopad na planovany harmonogram vysetieni pacientl. (National Research Council 2009;

Pillai a Knapp 2012; Raposio et al. 2019)

3.4.2 Rhenium-186 a rhenium-188

Pro cilenou nadorovou radioterapii jsou uZzitecné dva radionuklidy rhenia —
rhenium-186 a rhenium-188. Metody znaceni protilatek a peptidii pomoci radionuklidii
rhenia byly vyvinuty z technik, které se pouZzivaji pro znaceni technecia-99m v dasledku
podobnych chemickych vlastnosti téchto prvki. Oba tyto radionuklidy mohou byt
vyrobeny bez ptfidaného nosi¢e. Hlavni vyhodou rhenia-188 je, Ze se vyrabi pomoci
generatorového systému '8W/!38Re s vysokou specifickou aktivitou a ve vysoké Cistots.
Naproti tomu se rhenium-186 vyrabi v reaktoru s nizkou specifickou aktivitou, ale
v soucasné dob¢ jsou zkoumany moznosti jeho vyroby v cyklotronu. (Reilly 2010;
Lepareur et al. 2019)

Rhenium-188 je jednim z nejdostupnéjSich radionuklidi a vyuziva se k piiprave
radiofarmak urcenych k terapii kostnich metastdz, revmatoidni artritidy a primarnich
nadort. Jeho polocas rozpadu je ale relativné kratky — 17 hodin, a proto mize omezit
proveditelnost znaceni IgG mAb pro radioterapeutické aplikace z diivodu jejich pomalé
absorpce nadorem a clearance z krve a normdlnich tkani. V porovnani s rheniem-186

wev

Naopak rhenium-186 se rozpadd s fyzikdlnim poloCasem pifemény 3,7 dne. Oba
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radionuklidy rhenia vyzaiuji - a také emituji y-zafeni, cehoz se vyuziva pro zobrazovani.

(Reilly 2010; Pillai et al. 2012; Lepareur et al. 2019)

3.4.3 Radionuklidy india

Indium-111 pfedstavuje radionuklid, ktery emituje y-zafeni a jeho fyzikalniho
polocasu pfemény 67 hodin se bézné vyuziva pro SPECT zobrazovani nadord u
znacenych mAb a peptidii. Tyto molekuly jsou znaceny indiem-111 zavedenim chelatoru
DTPA prostfednictvim reakce na e-amino skupinach lysinovych zbytki nebo na
N-koncovém aminu biomolekuly s reaktivnimi formami DTPA. Dal$im radionuklidem
india je emitor pozitronu indium-110m s polo€asem premény 69 minut, ktery se vyuziva
pro znaceni peptidi a k naslednému PET zobrazeni. Indium-114m a jeho dcefiny produkt
indium-114 maji potencial vyuziti v cilené protinadorové terapii. Indium-114m se
rozpada s polo¢asem 49,5 dne na indium-114 a emituje pritom y-zareni. Nasledné se
indium-114 rozpada na kadmium-114 (0,5%) a cin-114 (99,5%) s polo€asem 72 sekund

emitujici f-Castice uzitecné pro 1écbu nadord. (Reilly 2010; Nalla et al. 2011)

3.4.4 Radionuklidy galia

Galium-67 jako produkt cyklotronu s fyzikalnim polo¢asem pfemény 78,2 hodin je uz
fadu let vyuzivan v nuklearni medicin€ v chemické podobé jako galium-67 citrat pro
zobrazovani nadord. Navzdory tomu, nejsou jeho vlastnosti pro zobrazovani idealni
vzhledem k vysoké energii jeho dvou fotoni, které zpisobuji problémy ve zobrazovani
s gama kamerou. Nicméng, pro radioaktivni znaceni mAb v cilené radioterapii se vyuziva
galium-67 pro své cetné emise Augerovych elektront. Velky zajem také vzbudil dalsi
radionuklid galium-68, pouzity ke znaceni peptidii a vyuzivany pro PET zobrazovani.
Tento radionuklid v8ak nelze pouZit pro znaceni mAb a PET zobrazovani kvili zejména
zdlouhavé distribuci a eliminaci mAb z krve a normalnich tkani, ktera neni v souladu
s jeho kratkym fyzikalnim poloCasem pfemény 68 minut. Galium-68 se vyrabi pomoci

generatorového systému *Ge/®*Ga. (Reilly 2010; Bandara et al. 2016)

3.4.5 Méd’ a jeji radionuklidy

Existuje nékolik radionuklidii médi, které jsou vhodné pro znaceni mAb nebo peptidi
pro PET zobrazovani (napt. méd-60, méd-61 nebo méd’-64). Méd-64 se rozpada
s poloCasem 12,7 hodin tifemi riznymi cestami. Elektronovy zachyt emitujici Augerovy

elektrony (41 %), emise p'-Castic (19 %) a emise B-Castic (40 %). Diky emitaci B -zafeni
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muzeme radionuklid povazovat za atraktivni pro radioterapii nadorti, kromée jeho pouziti
v PET zobrazovani. Radionuklid médi-67 1ze pouzit pro znaceni mAb a peptidi v cilené
raidoterapii. Rozpada se s fyzikalnim polocasem 2,6 dne, vyzafuje f-Castice a jeho

produkce je zajisténa pomoci cyklotronu. (Reilly 2010; Bandara et al. 2016)

3.4.6 Lutetium-177

Lutetium-177 piedstavuje radionuklid emitujici B -zafeni a pro jeho fyzikalni polocas
pfemény 6,7 dnd se vyuziva pro znaceni monoklonalnich protilatek a peptid v cilené
radioterapii.

Lutetium-177 mé navic schopnost emitovat y-fotony a lze jej tedy vyuzit 1 pro
zobrazovani. Tento radionuklid je vyrabén v jaderném reaktoru. (Reilly 2010; Magsood

et al. 2019)

3.4.7 Ostatni radionuklidy vyuzivané v radiodiagnostice

Jak jiz bylo zminéno vySe, v radiodiagnostice se vyuzivaji také radionuklidy ytria
(ytrium-86 a ytrium-90). Déle do této skupiny fadime radionuklidy olova-212,
bismutu-212 a actinia-225, které maji své vyuziti v cilené terapii. Olovo-212 emituje
a-Castice a rozpada se na bismut-212. Radionuklid actinium-225 také vyzatuje a-Céstice
a rozpada se na fadu dcefinych radionuklidd, které jsou a-emitory (francium-201, astat-
217, bismut-213) nebo B-zéfice (polonium-213, thallium-209, olovo-209, bismut-209).
(Reilly 2010; Morgenstern et al. 2018)
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4. Cil prace

Hlavnimi cili prace bylo zavést a optimalizovat metodu Arsenaso III pro
experimentalni stanoveni mnozstvi konjugovaného chelatoru na monoklonalni protilatce
cetuximab a tim nasledné kvantifikovat efektivitu imunokonjugace z hlediska latkového
mnozstvi pfidaného chelatacniho ¢inidla do reakce. S témito hlavnimi cili souvisely
nasledujici dil¢i ukoly:
a) Pfipravit imunokonjugaty monoklonalni protilatky cetuximab s chelatacnimi
¢inidly DTPA, DOTA a NOTA v pomérech latkovych mnozstvi 1:1, 1:5, 1:20,
1:50 a 1:100 (cetuximab:chelator).

b) Analyzovat mnozstvi konjugovaného cheldtoru na molekule cetuximabu pro dany
pom¢ér latkovych mnozstvi metodou Arsenazo III.

¢) Stanovit koncentraci konjugované monoklonalni protilatky cetuximab metodou
Bradford Protein Assay.

d) Vyhodnotit ziskané vysledky pro analyzu optimalniho poméru mezi latkovym
mnozstvim chelatoru a latkovym mnoZstvim monoklonalni protilatky cetuximab v
konjugacni reakci na vysledny pocet konjugovanych molekul chelatoru na

molekule monoklondlni protilatky.
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5. Experimentalni Cast

5.1 Pouzité pristoje a software

5.2

5.3

Analytické vahy (Sartorius analytic)

Centrifuga U-32 R (Boeco, Némecko)

Microsoft Office Excel (MS Office 365)

pH metr (Eutech Instruments pH510)

Predvazky (Kern PLB 200-3)

Spektrofotometr TECAN INFINITE M 200 PRO (Rakousko)
Tiepacka (Vortex V1 plus Biosan)

Pouzity material

Centrifugacni zkumavka (Vivaspin 6, membrana 50 000Da, Sartorius, UK)
Magnetické michadlo (IKA RTC basic)

Mikrocentrifugacni zkumavky 2 ml (Ependorf, Némecko)

Mikropipety (Ependorf Research Plus) o objemech: 0,5-10 pl, 2-20 ul, 20-200 pl,
100-1000 pl

96 jamkové desticky (TPP, Svycarsko)

Pouzité chemikalie

Arsenaso III (Sigma Aldrich)

Bradford Protein Assay (Bio-Rad, USA)
Cetuximab (Erbitux® 5mg/ml, Merck, Némecko)
CH3COONa (Sigma Aldrich)

Coper Standard for AAS (Sigma Aldrich)
C>H3NaO» (0,15M, Sigma Aldrich)

DOTA (Macrocyclics, Inc., Texas, USA)

DTPA (Macrocyclics, Inc., Texas, USA)

v — imunoglobuliny z bovinni krve (Sigma Aldrich)
HCI (0,1M, Penta, Ceska republika)

Chelex 100 sodium form (Sigma Aldrich)

KClI (Penta, Ceska republika)

NaCl (Penta, Ceska republika)
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- NaHCO; (0,1M; Penta, Ceska republika)

- NaHPO4 .12H>0 (Penta, Ceska republika)
- NaH2P04.2H,0 (Penta, Ceské republika)

- NaOH (1M; Penta, Ceska republika)

-  NOTA (Macrocyclics, Inc., Texas, USA)

5.4 Pracovni postup

5.4.1 Priprava fosfatového pufru (PBS)

PBS puft, ktery se vyuziva k udrzeni konstantniho pH v oblasti neutralni, popt. lehce
zasadité, byl pfipraven pro experimentalni ¢ast v objemu 1000 ml. K ptipravé fosfatového
pufru bylo na vyse uvedeny findlni objem navazeno 1,56 g NaoHPOs, 8,01 g NaCl a
nasledné rozpusténo ve 200 ml destilované vody. Dalsi ¢ast roztoku byla pfipravena
navazenim 0,21 g KCl a 3,58 g NaH2PO4 do 200 ml destilované vody. Obé& ¢asti byly
smichany a doplnény do celkového objemu 1000 ml destilovanou vodou. U pfipravené
roztoku bylo pfidavky roztoku NaOH (1 M) upraveno pH na hodnotu 7,4 za soucasné
kontroly pH metrem. Do takto pfipravené¢ho fosfatového pufru byl ptidan Chelex pro

odstranéni pfitomnych iontti kovu a roztok byl uchovavan v lednici.

5.4.2 Priprava konjugacniho pufru NaHCO; (0,1 M) a roztoku octanu
sodného (0,15 M)

Na pfipravu konjugacniho roztoku NaHCO3 o molarni koncentraci 0,1 M bylo
navazeno 0,84 g NaHCO3 do 100 ml destilované vody (bez ptfitomnosti iontu kovil). Po
rozpusteéni bylo zméteno pH roztoku a upraveno na hodnotu 9 pomoci NaOH (1 M) také
bez pfitomnosti iontl kovi.

Roztok 0,15 M octanu sodného (CH3COONa) o pH = 7 byl pfipraven navazenim
1,23 g bezvodého octanu sodné¢ho a jeho rozpusténim ve 100 ml destilované vody.
U ptipraveného roztoku bylo upraveno pH pomoci NaOH (1 M) a nésledovalo ptidani

Chelexu pro odstranéni pfitomnych ionti kovu. Roztok byl uchovavén v lednici.

5.4.3 Konjugace monoklonalni protilaitky cetuximab  vybranymi
chelata¢nimi Cinidli
Zasobni roztok monoklonalni protilatky cetuximab byl nejprve precistén z prostredi

infuzniho roztoku do konjugacniho pufru NaHCOs (0,1 M, bez pfitomnosti iontd kovu)
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pomoci centrifugacni zkumavky s filtracni membranou (15 ml, MW = 50 000 Da,
Sartorius). Promyti monoklondlni protilatky probéhlo celkem tfikrat v objemu 6 ml
konjuga¢niho pufru, kdy stoeni na centrifuze probéhlo po dobu 10 minut pii
maximalnich otackach 10 000 RPM. Po skonceni promyvani byl odpipetovan zbyvajici
objem konjugacniho roztoku s protilatkou do mikrozkumavky.

Nasledovalo stanoveni koncentrace piecisténé protildtky pomoci metody Bradford
Protein Assay a pfipravily se alikvotni casti s protilatkou, které se konjugovaly
s prisluSnym mnozstvim vybranych bifunkénich cheldtort DTPA ((R)-2-amino-3-(4-
isothiokyanatofenyl)propyl-trans-(S,S)-cyklohexan-1,2-diamin-pentaoctovd  kyselina,
MW = 704 g/mol) (viz Obr. 6), DOTA (S-2-(4-isothiokyanatobenzyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododekan tetraoctova kyselina, MW = 687,8 g/mol) (viz Obr. 7) a NOTA (2-
S-(4-isothiokyanatobenzyl)-1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova kyselina, MW =
559,9 g/mol) (viz Obr. 8) v nasledujicich pomérech latkovych mnozstvi: 1:1, 1:5, 1:20,
1:50 a 1:100 (mAb:BFC) v celkovém objemu 100 pl. Konjugace probihala pti 37 °C za
stalého michani pomoci magnetického michadla po dobu 2,5 hodin v temnu. Pro kazdy
chelator se provedly tfi nezavislé konjugace pro dany pomér latkovych mnozstvi.

Po ukonceni konjugace byly obsahy mikrozkumavek obsahujici smés konjugovana
protilatka a vazany/volny chelator promyty do roztoku PBS za pouziti centrifugacni
zkumavky s filtrani membranou (MW = 50 000 Da). Promyti bylo provedeno vzdy
tiikrat v objemu 6 ml roztoku PBS (bez pfitomnosti iontli kovil) a centrifugace probihala
po dobu 10 minut pfi 10 000 RPM. Po skoneni promyvani byl nad filtrani membranou
zbyvajici roztok obsahujici konjugovanou protilatku odpipetovan do mikrozkumavky.
Obsah mikrozkumavek byl analyzovan na mnoZstvi monoklonalni protilatky pomoci
metody Bradford Protein Assay a mnoZstvi konjugovaného chelatoru pomoci metody

Arsenazo I1I.

H0-4(_ gp _)\-DH
o o, o

Obr. 6: Molekula DTPA. Prevzato z: (Macrocyclics 2021b)
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Obr. 7: Molekula DOTA. Ptevzato z: (Macrocyclics 2021a)

HO O OH
f,—\ .3HG

N
Ho-\g NCS
0

Obr. 8: Molekula NOTA. Prevzato z: (Macrocyclics 2021c¢)

5.4.4 Metoda Bradford Protein Assay pro stanoveni mnoZstvi proteinu

Metoda Bradford Protein Assay je vhodna pro stanoveni 1 velmi nizkych koncentraci
proteind, jako jsou imunoglobuliny. Tato metoda byla proto pouzita 1 pro stanoveni
koncentrace konjugované monoklonalni protilatky cetuximab, jelikoZ jeji koncentrace
pouzita pro konjugaci byla vzdy kolem 200 pg.

Pro vlastni stanoveni koncentrace konjugované protilatky se ptipravila kalibra¢ni fada
standardli bovinniho gama globulinu o nasledujicich koncentracich: 0, 25, 50, 100, 125,
250, 500, 750 a 1000 pg/ml. Standardy se nasledné v duplikétech pipetovaly do jamek
96jamkové mikrotitracni desticky v objemu 5 pl vzorku standardu na jamku. Stejnym
zpusobem, tj. 5 ul vzorku na jamku a v duplikatech, se pipetovaly vzorky nekonjugované
(po uvodnim pfeciSténi z infuzniho roztoku) a konjugované protilatky pro vSechny
testované chelatory DTPA, DOTA a NOTA a zvolené poméry latkovych mnozstvi.
Nasledovalo ptidani 250 pl Bradfordova ¢inidla a provedla se inkubace po dobu 20 minut

pii teploté 37 °C.
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Po inkubaci nasledovalo méteni na spektrofotometru (TECAN) pii vinové délce

595 nm. Naméfend data byla analyzovéana v programu MS Office Excel.

5.4.5 Metoda Arsenazo III pro stanoveni mnoZstvi konjugovaného chelatoru

na molekule protilatky

Metoda Arsenazo III byla pouzita pro stanoveni mnozstvi vazaného, t;.
konjugovaného, chelata¢niho ¢inidla na molekule protilatky. Arsenazo III je zkratkou pro
sodnou siil 3,6-bis((E)-(2-Arsonofenyl)diazenyl)-4,5-dihydroxynaftalen-2,7-disulfonové
kyseliny (viz Obr. 9).

O
0.9
HO
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N N
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Obr. 9: Molekula Arsenazo III. Pevzato z: (Sigma Aldrich 2021)

Pro stanoveni koncentrace chelatoru byla pfipravena kalibra¢ni fada standardi
chelatort DTPA, DOTA a NOTA v nasledujicich koncentracich: 0, 10, 25, 50, 100, 250
a 500 uM v roztoku PBS.

Standardy byly v mnozstvi 10 ul/jamku pipetovany v triplikatech na 96jamkovou
mikrotitra¢ni destiCku. Stejnym zpisobem, tj. 10 pl/jamku a v triplikatech, byly do jamek
96jamkové mikrotitracni desticky pipetovany vzorky konjugované monoklonalni
protilatky pro kazdy chelator a kazdy pomér mAb:chelator.

Dale byl ptipraven 40 uM roztok Arsenazo III v takovém objemu, aby se do kazdé
jamky ptidalo 190 pl tohoto roztoku. Navazené¢ mnozstvi Arsenazo III bylo rozpusténo

v roztoku 0,15 M octanu sodného (pH = 7) a tésné pted jeho pipetovanim ke vzorkiim a
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standardiim se do n¢ho piidal roztok médénych ionti dle nasledujiciho poméru: 1 ml
roztoku Arsenazo III (40 uM) + 2 ul médénych iontu.

Vyse pripraveny roztok se ihned pipetoval do jamek ke vzorkiim a standardim
v mnozstvi 190 pl/jamku. Nésledovala inkubace za kontinualniho tfepani po dobu 30
minut pti 37 °C. Po ukonceni inkubace se provedlo méfeni na spektrofotometru (TECAN)
pfi vinové délce 630 nm. Metoda Arsenazo IlI je zalozena na zméné zbarveni v disledku
ptitomnosti iontd medi v roztoku. Jsou-li v roztoku ionty médi, které mohou interagovat
s Arsenazo III, roztok je modry. V pfipad¢ vychytani médi pomoci ptitomnych chelatort
nedochazi k reakci s Arsenazo III a roztok ma barvu rizovou. (Janousek 2019)

Zmeéfena data se vyhodnotila v programu MS Office Excel, kdy se mnozstvi vazaného
chelatoru. tj. poctu jeho molekul, piepocetlo na molekulu konjugované protilatky ve

vzorku stanovené metodou Bradford Protein Assay.
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6. Vysledky

6.1 Stanoveni mnoZstvi chelatoru DTPA konjugovaného na molekule
monoklonalni protilatky cetuximab

Bifunk¢ni chelatacni ¢inidlo DTPA bylo konjugovano s monoklonalni protilatkou
cetuximab v raznych pomérech latkovych mnozstvi. Pomoci metody Bradford Protein
Assay byla stanovena koncentrace monoklondlni protilatky cetuximab v jednotlivych
vzorcich a ve stejnych vzorcich pak bylo stanoveno kone¢né mnozstvi DTPA véazaného
na monoklonalni protilatku metodou Arsenazo III. Koncentrace vazaného chelatoru se
urcila diky kalibrac¢ni kiivce zévislosti absorbance na koncentraci standardnich roztoki
DTPA. Z linearni zavislosti se vypocetla rovnice pfimky linearni zavislosti a po dosazeni
hodnot absorbanci vzorki DTPA-cetuximab za y byla stanovena koncentrace
konjugovaného cheldtoru DTPA (x). Ilustrativni graf linedrni zdvislosti absorbance na
koncentraci pro standardy cheldtoru DTPA analyzovanych metodou Arsenazo III je

uveden v Obr. 10.
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Obr. 10: [lustrativni graf zavislosti absorbance na koncentraci kalibra¢nich roztokt standardtit DTPA.

Zjisténa koncentrace cheldtoru se prepocitala na zméfenou koncentraci monoklonalni
protilatky. Konjugace byla zopakovéna pro kazdy pomér latkovych mnoZstvi tfikrat a
vysledné mnoZstvi konjugovaného chelatoru je potom jejich primérem s vypocitanou

hodnotou smérodatné odchylky. Vysledky tfi nezavislych méteni jsou shrnuty v Tab. 2
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s uvedenim smérodatné odchylky. Data uvedend v Tab. 2 jsou graficky zpracovana do
sloupcového grafu v Obr. 11.

V Tab. 2 jsou uvedena pro poméry latkovych mnozstvi 1:1, 1:5, 1:20, 1:50 a 1:100
(mAb:DTPA) nasledujici konjugovand mnozstvi molekul chelatoru na jedné molekule

protilatky: 14,8, 18,7, 15,3, 25,1 a 31,3.

Tab 2: Tabulka s vysledky méfeni mnozstvi konjugovaného chelatoru na molekule monoklonalni
protilatky cetuximab pro zvolené konjugaéni poméry latkovych mnozstvi DTPA a mAb. Byla provedena

tfi nezavisla méfeni s uvedenim priméru z téchto méfeni a smérodatné odchylky od tohoto primeéru.

mAb:DTPA 1:1 1.5 1:20 1:50 1:100
1. méfeni 16,5 15,8 12,6 21,6 25,3
2. méfeni 17,1 19,8 14,8 26,0 33,8
3. méfeni 11,0 20,6 18,5 27,7 34,8
pramér 14,8 18,7 15,3 25,1 31,3
SD 3,4 2,6 3,0 3,1 5,2
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Obr. 11: Sloupcovy graf s vysledky méfeni mnozstvi konjugovaného chelatoru na molekule
monoklonalni protilatky cetuximab pro zvolené konjugacni poméry latkovych mnozstvi DTPA a mAb.
Graf zobrazuje priméry ze tii nezavislych méfeni s uvedenim smérodatné odchylky v podobé chybové

usecky.
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6.2 Stanoveni mnoZstvi chelatoru DOTA konjugovaného na molekule
monoklonalni protilatky cetuximab

Bifunk¢ni chelatacni ¢inidlo DOTA bylo konjugovano s monoklonélni protilatkou
cetuximab v raznych pomérech latkovych mnozstvi. Pomoci metody Bradford Protein
Assay byla stanovena koncentrace monoklondlni protilatky cetuximab v jednotlivych
vzorcich a ve stejnych vzorcich pak bylo stanoveno kone¢né mnozstvi DOTA vazaného
na monoklonalni protilatku metodou Arsenazo III. Koncentrace vazaného chelatoru se
urcila diky kalibra¢ni kiivce zévislosti absorbance na koncentraci standardnich roztokt
DOTA. Z lineéarni zavislosti se vypocetla rovnice piimky linearni zavislosti a po dosazeni
hodnot absorbanci vzorki DOTA-cetuximab za y byla stanovena koncentrace
konjugovaného chelatoru DOTA (x). Ilustrativni graf linearni zavislosti absorbance na
koncentraci pro standardy chelatoru DOTA analyzovanych metodou Arsenazo III je

uveden v Obr. 12.
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Obr. 12: Ilustrativni graf zavislosti absorbance na koncentraci kalibra¢nich roztoku standardi DOTA.

Zjisténa koncentrace cheldtoru se piepocitala na stanovenou koncentraci
monoklondlni protilatky. Konjugace byla zopakovana pro kazdy pomér latkovych
mnozstvi tfikrat a vysledné mnozstvi konjugovaného chelatoru je potom jejich priimérem
s vypocitanou hodnotou smérodatné¢ odchylky. Vysledky tfi nezévislych méfeni jsou
shrnuty v Tab. 3 s uvedenim smérodatné odchylky. Data uvedenda v Tab. 3 jsou graficky

zpracovana do sloupcového grafu v Obr. 13.
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V Tab. 3 jsou uvedena pro poméry latkovych mnozstvi 1:1, 1:5, 1:20, 1:50 a 1:100
(mAb:DOTA) nésledujici konjugovand mnozstvi molekul cheldtoru na jedné molekule
protilatky: 3,3, 2,9, 3,3, 5,0 a 7,7. U prvniho opakovéani méfeni vzorkli DOTA-cetuximab
pro pomeéry 1:1, 1:5 a 1:20 nejsou uvedeny hodnoty mnozstvi konjugovaného chelatoru,
jelikoz byly pii vyhodnoceni nalezeny nizké hodnoty absorbanci a po vypoctu

koncentrace z rovnice kalibra¢ni ptimky byly hodnoty zaporné.

Tab. 3: Tabulka s vysledky méfeni mnozstvi konjugovaného chelatoru na molekule monoklonalni
protilatky cetuximab pro zvolené konjugacni poméry latkovych mnozstvi DOTA a mAb. Byla provedena
tfi nezavisla méfeni s uvedenim priméru z téchto méfeni a smérodatné odchylky od tohoto priméru. Pro
poméry 1:1, 1:5 a 1:20 u prvniho opakovani méfeni byla zjisténa zaporna hodnota, proto jsou hodnoty

nahrazeny symbolem NA a nebyly zahrnuty do vypoctu priméru a SD.

mAb:BFC 1:1 1.5 1:20 1:50 1:100
1. méfeni NA NA NA 4,2 7,7
2. méieni 3,0 1,6 2,6 5,4 8,8
3. méreni 3,5 4,1 4,0 4,6 6,7
primér 3,3 2,9 3,3 5,0 7,7
SD 0,4 1,8 1,0 0,6 1,1
10,0
o)
< 9,0
£
3 80
=]
3 70
o
£ 60
=
5 50
(]
= 40
¥4
2 30
o
£ 20
(]
8 1,0
o
0,0
1:1 1:5 1:20 1:50 1:100
mAb:DOTA

Obr. 13: Sloupcovy graf s vysledky méfeni mnozstvi konjugovaného chelatoru na molekule
monoklonalni protilatky cetuximab pro zvolené konjugaéni poméry latkovych mnozstvi DOTA a mAb.
Graf zobrazuje priméry ze tii nezavislych méfeni s uvedenim smérodatné odchylky v podobé chybové

usecky.
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6.3 Stanoveni mnoZstvi chelatoru NOTA konjugovaného na molekule
monoklonalni protilatky cetuximab

Bifunk¢ni chelatacni ¢inidlo NOTA bylo konjugovano s monoklonélni protilatkou
cetuximab v raznych pomérech latkovych mnozstvi. Pomoci metody Bradford Protein
Assay byla stanovena koncentrace monoklondlni protilatky cetuximab v jednotlivych
vzorcich a ve stejnych vzorcich pak bylo stanoveno kone¢né mnozstvi NOTA véazaného
na monoklonalni protilatku metodou Arsenazo III. Koncentrace vazaného chelatoru se
urcila diky kalibracni kiivce zdvislosti absorbance na koncentraci standardnich roztokl
NOTA. Z linearni zavislosti se vypocetla rovnice piimky linearni zavislosti a po dosazeni
hodnot absorbanci vzorki NOTA-cetuximab za y byla stanovena koncentrace
konjugovaného chelatoru NOTA (x). Ilustrativni graf linearni zavislosti absorbance na
koncentraci pro standardy chelatoru NOTA analyzovanych metodou Arsenazo III je

uveden v Obr. 14.
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Obr. 14: Ilustrativni graf zavislosti absorbance na koncentraci kalibracnich roztokl standardi NOTA.

Zjisténa koncentrace chelatoru se piepocitala na analyzovanou koncentraci
monoklonalni protilatky. Konjugace byla zopakovana pro kazdy pomér latkovych
mnozstvi tfikrat a vysledné mnozstvi konjugovaného chelatoru je potom jejich priimérem
s vypocitanou hodnotou smérodatné¢ odchylky. Vysledky tfi nezévislych méfeni jsou
shrnuty v Tab. 4 s uvedenim smérodatné odchylky. Data uvedena v Tab. 4 jsou graficky

zpracovana do sloupcového grafu v Obr. 15.
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V Tab. 4 jsou pro poméry latkovych mnozstvi 1:1, 1:5, 1:20, 1:50 a 1:100
(mAb:NOTA) nésledujici konjugovand mnozstvi molekul cheldtoru na jedné molekule

protilatky: 1,2, 1,5, 12,6, 34,8 a 58,8.

Tab. 4: Tabulka s vysledky méfeni mnozstvi konjugovaného chelatoru na molekule monoklonalni
protilatky cetuximab pro zvolené konjugacni poméry latkovych mnozstvi NOTA a mAb. Byla provedena

tfi nezavisla méfeni s uvedenim priiméru z téchto méfeni a smérodatné odchylky od tohoto priméru.

mAb:BFC 1:1 1:5 1:20 1:50 1:100
1. méfeni 0,5 1,0 10,5 34,7 52,7
2. méreni 1,0 1,5 14,4 35,2 61,1
3. méfeni 2,1 2,1 12,9 34,5 62,7
pramér 1,2 1,5 12,6 34,8 58,8
SD 0,8 0,6 1,9 0,4 5,3
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Obr. 15: Sloupcovy graf s vysledky méfeni mnozstvi konjugovaného chelatoru na molekule
monoklonalni protilatky cetuximab pro zvolené konjuga¢ni poméry latkovych mnozstvi NOTA a mAb.
Graf zobrazuje pruméry ze tfi nezavislych méfeni s uvedenim smérodatné odchylky v podobé chybové

usecky.
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7. Diskuse

Radiofarmaka se stala nedilnou soucasti terapie i diagnostiky v oblasti onkologie. Pro
vazbu radiokovil k biologickym vektoriim, kterymi mohou byt monoklonalni protilatky,
peptidy nebo nanocastice, jsou zapotiebi molekuly nazyvané jako bifunkcni chelatacni
¢inidla. Tyto chelatory obsahuji ve své struktuie reaktivni funkéni skupiny, pomoci nichz
dochazi ke kovalentni vazbé s cilovym vektorem. Radioaktivni znafeni téchto
radiofarmak obsahujicich ve své komplexni struktute chelatory musi probihat pro nékteré
radiokovy jako galium-68 nebo zirkonium-89 v piisn¢ nekovovych podminkéch, jelikoz
ionty kovu jako zejména vSudyptitomného Zeleza jsou chelatovany prednostnéji. Znaceni
monoklondlnich protilatek prostfednictvim mechanismu chelatace je vhodnéjSim
zpisobem nez piima halogenace (nejCastéji jodace), protoze vznikaji stabilnéjsi
komplexy. (Price a Orvig 2014)

Jako méné vyhodnéjsi se jevi také proces znaceni prostiednictvim piimé vazby
techneciem-99m. Tento zpiisob vazby technecia-99m na monoklonélni protilatku jeji
molekulu narusuje v disledku rozpojeni disulfidickych mustki a tim vzniku nestability
struktury. Naproti tomu chelatory jsou schopné vytvofit stabilni imunokomplexy 1 pfi
pokojové teploté konjugaéni reakce v pomérné rychlém case. (Sakahara et al. 1993;
Reilly 2010)

Znaceni monoklonélnich protilatek vS§ak mlze zpiisobit ztratu vazby na jejich cilové
ligandy. Na zaklad¢€ této skutecnosti jsou procesy konjugace a radioaktivniho znaceni
doprovazeny hodnocenim kontroly kvality radiofarmak zahrnujici aplnou charakterizaci
jejich vlastnosti. Tato charakterizace zahrnuje testy radiochemické Cistoty, testy
vazebnych schopnosti radioimunokonjugatii pro specifické cileni antigenu in vitro,
analyzu mozného ubytku radioaktivni ztraty, biologickou distribuci in vivo,
farmakokinetické, dozimetrické a zobrazovaci studie a v neposledni fadé¢ hodnoceni
homogenity. (Reilly 2010)

Pro stanoveni Urovné substituce, tj. po¢tu moll chelatoru konjugovanych s jednim
molem biomolekuly, existuje nckolik analytickych metod, véetné nami zvolené
spektrofotometrické metody. V této studii pouzitad chelata¢ni €inidla byla analyzovana
pomoci spektrofotometrického testu, ktery je zaloZen na tvorbé barevného komplexu
s Arsenazo III. Tato metoda je vhodna pro svou jednoduchost provedeni a také
nenarocnost z hlediska pfistrojového vybaveni pro analyzu. (Dadachova et al. 1999;

Reilly 2010) Dalsi test, ktery je Siroce vyuzivan pro hodnoceni konjugace je TLC. (Reilly
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2004; Reilly 2010) Kromé¢ této metody lze vyuzit také techniku HPLC s detekci UV
zateni, popt. elektroforézu na polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym.
(Hnatowich et al. 1983) Dalsi metodou, kterd se fadi mezi standardni techniky pro
hodnoceni kvality vazby na monoklonalni protilatku je ELISA (angl. enzyme-linked
immunosorbent assay). Postupem c¢asu byly zavedeny metody ELISA s nékterymi
modifikacemi pro charakterizaci pfipravovanych imunokonjugatl, jelikoz stratifikace
chelatorem konjugovanych protilatek od nekonjugovanych umoziuje vybér vhodnych
kandidatt pro dalsi radioaktivni znaCeni. Védecka studie autorti Hantash et al. se dokonce
zaméfila na modifikaci ELISA pro pfipravu vysoce selektivniho imunotestu k detekci
mAb cetuximabu pii nizkych koncentracich v lidském séru. (Hantash et al. 2009)
Modifikaci molekul monoklonélnich protilatek Ize také zkoumat technikou peptidového
mapovani, kterd vyuZziva necinnosti protedzy. Protedzovy enzym trypsin nestépi lysin,
ktery je modifikovany konjugaci, coz vede k odli§né peptidové mapé. Nasledné dochazi
k porovnani chromatografickych profilti peptidovych produkti. (Wakankar et al. 2011;
Abedi et al. 2019)

Aplikace metody Arsenazo III v ndmi provedené experimentalni praci se osvédcila pro
kvantifikaci konjugace protilatky cetuximab vybranymi chelatory. Ve tfech opakovani
pro zvolené pomeéry latkovych mnozstvi protilatka:chelator potvrdila tato metoda svou
robustnost, coz dokladaji i hodnoty smérodatnych odchylek od primérné hodnoty poctu
navazanych chelatord na molekule protilatky. Ackoliv se uspofadani a realizace v této
préci provedenych experimentli pro ovéfeni metody Arsenazo III mize zdat jako velmi
casov€ a na spotrebni material a pouZité chemikalie naro¢nd, opak je pravdou. Vlastni
aplikace pfi rutinnim métfeni miry konjugace ptipravované monoklonalni protilatky je
pak jenom jiz zab&hlou zélezitosti, kterd nezabere pfili§ Casu a kterd pomtize k rychlému
ovéieni spésnosti konjugace pied vlastnim procesem radioaktivniho znaceni.

Nejcastéjsim vhodnym mistem pro vazbu cheldtori na molekule monoklondlni
protilatky jsou primdrni aminoskupiny. Tyto funkéni skupiny se nachdzeji v molekule
protilatky na aminokyselin€ lysin a také na N-konci protilatky. Nevyhodou této vazby
chelator-lysin nebo chelator-N-konec miize byt situace, kdy se aminokyselina lysin nebo
N-konec nachdzi na antigen-vazajicim misté monoklonalni protilatky. Vazba chelatoru
tak miize zhorsit afinitu protilatky k cilovému antigenu, coz se projevi 1 na vysledku

zobrazovani nebo terapeutického ucinku. (Reilly 2010)
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Na zakladé vysledkti méfeni byla vyhodnocena mira vazby vybranych chelatorti na
monoklonalni protilatce cetuximab. Nejveétsi mira konjugace na molekule cetuximabu
byla nalezena pro cheldtor DTPA, a naopak nejméné se na monoklonalni protilatku
tj. 1:1 a 1:5.

Jako nejoptimalnéjsi pomér pro konjugacni reakci se jevi v ptipadé DTPA pomér 1:5
(mAb:DTPA), jelikoz vyS$i poméry mAb:chelator nejsou uplné vhodné z divodu
rostouciho nebezpe€i vazby chelatoru na antigen vazajici misto (Fab) monoklonalni
protilatky. Timto by mohlo dojit ke zhorSeni afinity mAb k cilové struktute.

Pro chelator DOTA se ukazal jako optimalni pomér 1:50 (mAb:DOTA), protoze pro
niz§i poméry byly naméfeny velmi nizké hodnoty mnozstvi konjugovaného chelatoru.
Nicméné, z hlediska malého rozdilu v poc¢tu konjugovanych cheldtori u poméra 1:1, 1:5
a 1:20 v porovnani s pomérem 1:50 jsou pro béZznou praxi vhodné i nizs$i pomeéry, jelikoz
se od sebe vyrazné nelisi. A nizsi poméry latkovych mnozstvi ptidavaného chelatoru
DOTA mohou snizit také jeho spotiebu v reakei.

Pro chelator NOTA byl vyhodnocen jako nejvice pouZitelny pomér 1:20
(mAb:NOTA) z diivodu dostate¢ného mnozstvi vazaného chelatoru (12.6 molekul) a tim
1 snizeni rizika vazby chelatoru na molekulu lysin ¢i antigen vazajici N-konec protilatky.
U vyssich poméra jako 1:50 a 1:100 (mAb:NOTA) byla zjisténa pfili§ vysoka mira
konjugace, kterd by tedy mohla zhorsit afinitu cetuximabu k cilové struktufe a navic by
znamenala 1 vysokou spotiebu chelatoru v konjugac¢ni reakci.

Na zavér je nutno podotknout, Ze nami nalezené¢ hodnoty poctu konjugovanych
molekul vybranych chelatorti na molekule protildtky neznamenaji, ze kazda molekula
monoklondlni protilatky obsahuje zjistény pocet chelatori. Vyhodnoceny pocet
konjugovanych molekul chelatoru na monoklonélni protilatce je pro tzv. pool smési
molekul protilatky, které jsou 1 méné a vice konjugované, nez je zjistény primér, anebo
jsou zcela nekonjugované. Vysledna hodnota je tedy primérem pro heterogenni smes
molekul protilatky, ktera byla soucdsti konjugaéni reakce. Pfi hodnoceni vysledku
uspésnosti konjugace je tedy nutno pocitat s touto skutecnosti. (Reilly 2010) Z tohoto
divodu se potom muze metoda Arsenazo III zdat jako méné& piesnou v porovnani
s technikou ELISA, ktera stratifikaci konjugovanych a nekonjugovanych protilatek

dokaze. (Hantash et al. 2009) Nicméné, se zdméerem pro rychlé otestovani uspeSnosti
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konjugace a z hlediska nenaro¢nosti na pfistrojové vybaveni a experimentalni provedeni

1ze metodu Arsenazo III doporucit.



65

8. Zavér

Stanovené cile rigor6zni prace byly splnény:

Imunokonjugaty cetuximabu s jednotlivymi cheldtory DTPA, DOTA a NOTA
byly uspésné ptipraveny v pomerech latkovych mnozstvi 1:1, 1:5, 1:20, 1:50 a
1:100 (cetuximab:chelator) ve tfech opakovani pro kazdy cheldtor a zvoleny
pomér latkovych mnozstvi. Vyjimkou bylo jedno neuspésné opakovani pro
imunokonjugat DOTA-cetuximab pro pomeéry 1:1, 1:5 a 1:20.

Pomoci metody Bradford Protein Assay byla stanovena koncentrace konjugované
protilatky a namétena data pomoci spektrofotometru byla nasledné analyzovana
v programu MS Office Excel.

Metodou Arsenazo III byla ve tfech opakovani stanovena koncentrace
konjugovanych chelatori (DTPA, DOTA a NOTA) na molekule protilatky
cetuximab s vyhodnocenim v programu MS Office Excel. Vysledky byly
nasledné prepocitany na hodnoty koncentrace konjugované protilatky zjisténé
v predchozim kroku.

U chelatoru NOTA byla zjiSténa nejvy$$i mira konjugace na monoklonalni
protilatku cetuximab pro pomér 1:100 ze vSech ostatnich chelatori. Pro bifunkéni
chelatacni ¢inidlo DTPA byl stanoven jako optimalni pomér latkovych mnoZstvi
pro konjugacni reakci pomér 1:5, naopak pro chelator DOTA to byl pomér 1:50 a
pro cheldtor NOTA pomeér 1:20 (cetuximab:chelator).

Celkové se podafilo implementovat a reprodukovatelné ovétit metodu Arsenazo

IIT pro kvantifikaci tspéSnosti konjugace BFC s monoklonalni protilatkou.
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