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Angiogeneze neboli tvorba novych cév zjiz existujicich je v soucasné dobé
jednim z procesii, na které cili onkologickd 1écba, protoze vznik novych cév je
podminkou pro uspéSny rast nadoru a pfipadnou expanzi v organismu v podobé
metastdze. Jeden zreceptorli, ktery se ucastni signalizace vedouci k angiogenezi, je
endoglin (CD105). Na tento receptor cili 1 chimérni monoklondlni protilatka

carotuximab.

Cilem této diplomové prace bylo provést nepiimé znaceni monoklonalni
protilatky carotuximab radionuklidem galium-67 pomoci bifunkéniho cheldtoru
1-glytaryl-4,7-diacetyl-1,4,7-triazocyklononanu  (NODAGA). V ramci procesu
konjugace byla provedena optimalizace molarniho poméru NODAGA:carotuximab
(1:20, 1:50 a 1:100). U piipraveného radiofarmaka [®’Ga]Ga-NODAGA -carotuximab
byla nasledné zjiSténa jeho radiochemicka Ccistota pomoci HPLC s radiometrickou
detekci. Nasledovaly in vitro vazebné experimenty na bunécné kultufe lidskych
ledvinnych nadorovych bunkéch zahrnujici internaliza¢ni, saturaéni a kompetitivni
studii. Vyhodnocoval se piedev§im kineticky parametr veli¢iny rovnovazné disociacni
konstanty (Kbp), ktera vyjadfuje afinitu protilatky k receptoru CD105. Déle byla zjisténa
hodnota inhibi¢ni koncentrace (ICso), které také nepfimo urcuje afinitu ligandu

k receptoru.

Optimalizaci moldrntho poméru chelatoru NODAGA konjugovaného
s protilatkou byl zjiStén nejvice vyhovujici pomér 1:20. Vysledky analyzy
radiochemické cistoty po nésledujicim radioaktivnim znaceni potvrdily vhodnost
pouzité¢ho cheldtoru a metody konjugace a radioaktivniho znaceni protilatky pro

pfipravu  diagnostického radioimunokonjugitu  [®’Ga]Ga-NODAGA-carotuximab
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v 1ékopisem pozadované Cistot€ (=95 %). Pripravené radiofarmakum se nasledné
(150 az 180 minut) a dale byla zjiténa i niz$i mira internalizace ®’Ga-znaceného
carotuximabu, protoZze na bunécnych receptorech ziistala vazana vétsi Cast, nez byla
internalizovana. Z in vitro saturacni studie byla stanovena rovnovazna disociacni
konstanta Kp = 225 (+£6,6) nM, ktera je oproti neznacené protilatce vyrazné nizsi, ale
stale vyznamna. V kompetitivni studii byla stanovena hodnota ICso = 140,4 (+ 0,4) nM,

ktera opé€t potvrdila vyznamnou afinitu zna¢eného carotuximabu k receptoru CD105.

Zavérem lze shrnout, Ze se podafilo pfipravit potencidlni diagnostické
radiofarmakum [®’Ga]Ga-NODAGA-carotuximab, které si sice uchovalo afinitu
k cilovému receptoru, ale ta byla ve srovnani s nativni formou protilatky niZsi.
Potencialnim diivodem tohoto stavu mtize byt zjistény vyssi pocet chelatorii vazanych
na protilatku (5,4 molekul NODAGA na molekule carotuximabu). Vazba ’Ga-znadené
protilatky na CDI105 je ale stale dostate¢nd, a proto by se v dalsi fazi preklinického

testovani mohlo pfistoupit k in vivo biodistribu¢nim studiim s mys§imi xenografty.
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Angiogenesis, or the formation of new blood vessels from existing ones,
is currently one of the processes targeted by cancer therapy, as the formation of new
blood vessels is a prerequisite for successful tumor growth and eventual expansion in
the body in the form of metastasis. One of the receptors involved in signalling leading
to angiogenesis is endoglin (CD105). This receptor is also targeted by the chimeric

monoclonal antibody carotuximab.

The aim of this thesis was to perform indirect labelling of the monoclonal
antibody carotuximab with the radionuclide gallium-67 using the bifunctional chelator
1,4,7-triazacyclononane, 1-glutaric acid-4,7-acetic acid (NODAGA). During the
labelling process, the NODAGA:carotuximab molar ratio was optimized (1:20, 1:50 and
1:100). The prepared radiopharmaceutical [®’Ga]Ga-NODAGA-carotuximab was
subsequently determined for its radiochemical purity by HPLC with radiometric
detection. This was followed by in vitro binding experiments on human renal tumor cell
culture involving internalization, saturation and competition studies. In particular, the
kinetic parameter of the equilibrium dissociation constant (Kp), which expresses the
affinity of the antibody for the CD105 receptor, was evaluated. Furthermore, the
inhibitory concentration (ICso) value was determined, which also indirectly determines

the affinity of the ligand for the receptor.

Optimization of the molar ratio of the NODAGA chelator conjugated to the
antibody resulted in the most suitable ratio of 1:20. The results of the radiochemical
purity analysis followed by radiolabelling confirmed the suitability of the chelator and
the method of conjugation and radiolabelling of the antibody for the preparation of the
diagnostic ~ radioimmunoconjugate  [’Ga]Ga-NODAGA-carotuximab  at  the

pharmacopoeia-required purity (= 95%). The prepared radiopharmaceutical was



subsequently tested in in vitro studies. The most suitable incubation time (150 to 180
minutes) was found for internalization, and a lower rate of internalization of
7Ga-labeled carotuximab was also observed, because a larger fraction remained bound
on the cell receptors than was internalized. From the in vitro saturation study, an
equilibrium dissociation constant of Kp = 225 (£6.6) nM was determined, which is
significantly lower compared to the unlabelled antibody but still significant. In
a competitive study, ICso = 140.4 (£0.4) nM was determined, which again confirmed the
significant affinity of labelled carotuximab to the CD105 receptor.

In conclusion, we were able to prepare a potential diagnostic
radiopharmaceutical [4’Ga]Ga-NODAGA-carotuximab, which retained affinity to the
target receptor, but it was lower compared to the native form of the antibody. A potential
reason for this could be the higher number of chelators bound to the antibody (5.4
NODAGA molecules per molecule of carotuximab). However, the binding of the
7Ga-labelled antibody to CD105 is still sufficient and therefore in vivo biodistribution

studies with mouse xenografts could be pursued in the next phase of preclinical testing.
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1 Seznam zKkratek:

A
ADCC

AIDS

ALK

AMD

AMK
ANGPT
BCA
BFC
BFCs
bFGF
Bmax

BMP
CAF

CD 34, 31
CD105
CH1-3
CT
DEI122
DFO
DLL-4
DOTA
ECFC

aktivita, veli¢ina definujici pocet rozpada radionuklidu za sekundu
cytotoxicita zavisld na protilatkach, anglicky antibody-dependent cellular
cytotoxicity

posledni stadium onemocnéni vznikajici po nakaze virem HIV, anglicky
acquired immunodeficiency syndrome

kinaza podobna aktivinovému receptoru, také synonymum pro TGFBRI,
anglicky activin receptor like kinasa

vékem podminénd makularni degenerace, anglicky age-related macular
degeneration

aminokyselina

angiopoietin

bicinchonni kyselina

bifunk¢ni chelator, anglicky bifunctional chelator

bifunkéni chelatory, anglicky bifunctional chelators

bazicky fibroblastovy ristovy faktor

hodnota udavajici mnozZstvi receptori exprimovanych na buiice
piepocitanych na mnozstvi bunééného proteinu

kostni riistovy faktor, anglicky bone morphogenetic protein

fibroblasty asociované s kancerogenezi, anglicky cancer associated
fibroblast

markery na povrchu bunék, anglicky cluster of differentiantion 34, 31
endoglin, anglicky cluster of differentiation 105

domény tézkého fetézce protilatky

vypocetni tomografie, anglicky computed tomography

carotuximab vyuZivany u v€ékem podminéné makularni degenerace
chelator, deferoxamin

delta like ligand

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

endotelialni bunky schopné tvofit kolonie, anglicky endothelial colony-

forming cells
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EDTA
EGF
EGFR

Fab
Fc
FGF
GDF

HAMA

HAT
Hepes
HGF
HGPRT
ICso

KEP-11
Kofr

Kon

MF

MAb
MAbs
MMP

MR
MX-DTPA

NIRF
NO

chelator, kyselina ethylendiamintetraoctova

epidermalni riistovy faktor, anglicky epidermal growth factor

receptor pro epidermalni rtstovy faktor, anglicky epidermal growth
factor receptor

vazebny fragment protilatky, anglicky antibody binding fragment
konstantni ¢ast protilatky, anglicky crystallisable fragment

fibroblastovy rustovy faktor, anglicky fibroblast growth factor

rustové a diferenciani faktory, anmglicky growth and differentiation
factors

protilatky proti mySim protilatkdm, anglicky human anti-murine
antibodies

médium obsahujici hypoxantin, aminopterin a pyridin

kyselina 2-[4-(2 hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova

hepaticky rtstovy faktor, anglicky hepatic growth factor

enzym hypoxantin-guanin-fosforibosyltransferaza

inhibi¢ni koncentrace standartniho ligandu pottebna ke snizeni specifické
vazby testovaného ligandu o 50%

imunoglobulin

interleukin

rovnovazna disociacni konstanta

mysi model karcinomu prsu

konstanta vyjadiujici rychlost disociace

konstanta vyjadfujici rychlost asociace

mobilni faze

monoklonélni protilatka, anglicky monoclonal antibody

monoklonalni protilatky, anglicky monoclonal antibodies

enzym matrixmetaloproteinaza

magnetickd rezonance

chelator, kyselina 2-[[2-[bis(karboxymethyl)amino]-3-(4-
isothiokyanatofenyl)propyl]-[2-
[bis(karboxymethyl)amino]propyl]amino] octova

fluorescenéni zobrazovani v blizké infracervené oblasti

oxid dusnaty
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NODAGA
NOTA
NSB

PBS

PDGF A, B
PET

PIGF

sEng
solVEGFR

SPECT
Tin
TETA
TGFBR
TGF-a/B

TRAP

TRC105
VEGF

VEGFR

YMI103

chelator, 1-glytaryl-4,7-diacetyl-1,4,7-triazocyklononan

chelator, kyselina 2-[4,7-bis(karboxymethyl)-1,4,7-triazonan-1-yl] octova
nespecificka vazba anglicky non-specific binding

fosfatovy pufr

destickovy ristovy faktor

pozitronova emisni tomografie, anglicky positron emission tomography
placentarni rastovy faktor, anglicky placental growth factor

rozpustny endoglin, anglicky soluble endoglin

solubilni receptor pro vaskularni endotelidlni riistovy faktor, anglicky
soluble vascular endothelial growth factor receptor

jednofotonovd emisni vypocetni tomografie, anglicky single photon
emission computed tomography

doba polocasu rozpadu radionuklidu

chelator, N'-[2-(2-aminoethylamino)ethyl]ethan-1,2-diamin

receptor pro ligandy nadrodiny transformacniho ristového faktoru beta
transformacéni rGstovy faktor alfa/beta, anglicky transforming growth
factor o/p

chelator, kyselina 3-[[4,7-bis[[2-karboxyethyl(hydroxy)fosforylmethyl]-
1,4,7-triazonan- 1-ylJmethyl-hydroxyfosforyl]propanova

carotuximab testovany pro onkologické indikace

vaskularni endotelidlni rtstovy faktor, amglicky vascular endothelial
growth factor

receptor pro vaskularni endotelidlni rGstovy faktor, anglicky vascular
endothelial growth factor receptor

chelator, maleimidovy derivat
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2 Uvod

Lidsky imunitni systém je zodpovédny za ochranu organismu. Imunitni bunky,
jejich produkty a bariéry lidského t¢la nés chrani ptfed infekcemi a také pred nadorovym
bujenim. Nadorovad onemocnéni jsou v souCasné dob¢ stale Castéj$i. Moznosti 1écby
jsou S$iroké, zahrnuji chirurgické odnéti nddorové tkané, radioterapii, chemoterapii,
imunoterapii, hormonalni 1é¢bu, imunomodula¢ni 1écbu a cilenou terapii. Mezi cilenou
terapii fadime 1é¢bu monoklonalnimi protilatkami, kterd se v soucasné dobé dostava do
popiedi pro moznost cilit na specifické struktury nadorovych bunck s nizsi
pravdépodobnosti negativniho zéasahu zdravé tkané, nez je tomu u konvencni
onkologické terapie.

Monoklonalni protilatky se uspé$né pouzivaji v onkologii pro terapeutickou
a diagnostickou aplikaci. V terapii se pouzivaji bud’ v nativni formé&, nebo jako
konjugované protilatky s cytotoxickymi molekulami nebo radionuklidy. Konjugovana
monoklonalni protiladtka zde pisobi predevsim jako vektor, ktery transportuje G¢innou
molekulu do bunék nadoru, kde cytotoxicka molekula ptisobi.

V diagnostice onkologickych onemocnéni se bézné pouzivaji radiofarmaka,
1é¢ivé ptipravky obsahujici radionuklid. Radionuklidy jsou nestabilni nuklidy, které se
rozpadaji apfi tom vyzatfuji radioaktivni zafeni, které je mozné zobrazit pomoci
zobrazovacich technik nukledrni mediciny, jako je jednofotonova emisni vypocetni
tomografie, pozitronova emisni tomografie a scintigrafie.

V souCasné dobé se pouzivaji i1 vyviji protilatky, které cili na
angiogenezi, tj. novotvorbu cév. Angiogeneze je jeden z kli€ovych déji, které se podili
na vzniku nadort, protoZe pro preziti a rist nadoru je potieba, aby vznikaly nové cévy
pro jeho zasobovani zivinami a pro odvod zplodin metabolismu. Obecné je pii vyvoji
protilatek klicové, aby pfipravené monoklonalni protilatky vykazovaly silnou afinitu
k cilové struktute nejCastéji receptoru. Pro ucely preklinického testovani in vitro byly
vyvinuty vazebné studie pro charakterizaci vyvijenych imunopreparatii jako jsou
internalizacni, saturacni, kompetitivni a efluxni studie. Po dosazeni slibnych vysledki
testované monoklonalni protilatky se mlize v rdmci preklinického testovani pfistoupit

k testovani in vivo zahrnujiciho biodistribucni studie a vazbu na cilové organy.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Imunitni systém

Imunitni systém je zodpovédny za udrzeni homeostazy organismu, tedy
schopnosti organismu zachovat si stabilni vnitini prostfedi. Hlavni funkci imunitniho
systému je obrana organismu pied patogeny a také pted bunkami nadori, zejména
zhoubnych. Imunita je zprostfedkovana buitkami imunitniho systému, které se nazyvaji
imunocyty, jejich produkty (zahrnujici cytokiny, protilatky a komplement) a také
pomoci bariér lidského téla (klize, sliznice) a nékterymi fyziologickymi pochody, jako
je napriklad kasel. [1, 2]

Lidsky imunitni systém se sklada ze dvou slozek — vrozené a adaptivni imunity.
Vrozend imunita je vyvojove starSi a vyskytuje se u vétSiny organisml vcetné rostlin,
hub a hmyzu. Vrozend imunita plsobi nespecificky proti patogenlim. Patogen je
rozpoznan podle toho, Ze se biochemicky li$i od naseho téla, a nésledné je zlikvidovan.
Za vrozenou imunitu jsou zodpovédni makrofagové, dendritické buitkky a NK bunky.
Tyto bunky jsou schopny rozpoznat patogen nebo nadorovou buiiky, nasledné ji rychle
(v rdmci hodin) zlikviduji a také vyvolaji obrannou reakci — zanét. Adaptivni imunita je
vyvojové mladsi a je pfitomna u obratlovcl. Adaptivni imunita je schopna rozpoznat
konkrétni patogen anasledné¢ ho cilené zlikvidovat. Adaptivni imunita je
zprostiedkovana B- a T-lymfocyty, sklada se z humoralni a bunééné imunity. Na rozdil
od vrozené imunity je specifickd, coZ znamena, Ze po prvnim kontaktu s antigenem ho
jiz pfi piisti infekci rozpozna. Reakce adaptivni imunity vzniké pomaleji neZ u vrozené
imunity (5-6 dni az nékolik tydni po infekci). B-lymfocyty produkuji protilatky
(humorélni imunita) a T-lymfocyty se déli na cytotoxické T-lymfocyty likvidujici bunky
(buné¢nd imunita) a pomocné T-lymfocyty, které optimalizuji odpovéd’ B-lymfocyti.
V piipadé, Ze imunitni systém nefunguje spravné, ¢lovék je vice nachylny k virovym,
mykotickym 1 bakteridlnim nakazdm, mohou se uné vice vyskytovat nadorova

onemocnéni, nebo vznikaji autoimunitni onemocnéni. [2, 3, 4, 5]
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3.2 Nadorova onemocnéni

V soucasné¢ dob¢ narlstd incidence nadorovych onemocnéni vinou Zzivotniho
stylu i Zivotniho prostfedi, v Ceské republice zemie na nasledky zhoubného nadoru
kazdy 4. ¢lovék. Vznik nadoru neboli kancerogeneze je vicekrokovy proces, ktery
vznikd nakumulovanim vice zmén v genetické informaci bunky, ¢imz dojde k tomu, ze
se zdrava bunika zméni v nddorovou, ktera se nekontrolovatelné déli. Nadory se d¢€li na
maligni a benigni. Maligni nadory jsou vice agresivni nez benigni nadory. Maligni
buiikou jsou sobéstacné, protoze si jsou samy schopné vytvaret rlstové faktory,
nereaguji na cytokiny, které zastavuji rist a d€leni buné€k, jsou schopné se mnozit
nekonecné dlouho, jsou rezistentni vic¢i proapoptickym faktorim, vytvari nové cévy
prostfednictvim procesu angiogeneze, a jsou invazivni, tedy jsou schopné se rozsitit do
dalsich tkani a metastazovat. [6, 7]

Mezi rizikové faktory pro vznik nadort patii koufeni, strava, slunecni zareni,
alkohol, infekce, expozice Skodlivin z Zivotniho pfipadné pracovniho prostfedi, nadvaha
a nedostatek pohybu. Tyto faktory mohou nasledné vést ke zméné genti a tim dochézi ke
vzniku naddorovych bunék. Mutace vedouci ke vzniku nadorovych genil vznikaji na vice
genech. Jednd se o protoonkogeny, supresorové geny a geny regulujici kontrolni
mechanismy. Protoonkogeny se pii mutacich aktivuji, supresorové geny jsou naopak
deaktivovany. Obé mutace vedou ke snizeni apoptdzy a ke zvyseni proliferace bunék.
Geny regulujici kontrolni mechanismy opravuji chyby vzniklé v pribéhu replikace
genetické informace, a jejich nedostatecna funkce miize byt pfi¢inou nadorové mutace.

[6, 7, 8]

3.3 Terapie nadorovych onemocnéni

Podle lécebného cile d€lime terapii nddorovych onemocnéni na kurativni
a paliativni. Kurativni 1écba ma za cil vylécit pacienta. Paliativni 1é€ba nema za cil
vylécit pacienta, jeji ucel spociva v prodlouzeni zivota a zlepSeni jeho kvality. Mezi
metody 1éCby v onkologii patii zejména chirurgickd 1éCba, dale radioterapie,
chemoterapie, hormonalni 1écba, imunoterapie aktivni a pasivni, imunomodula¢ni 1é¢ba
a cilend terapie. Chirurgicka 1écba spoc¢iva v odstranéni nédoru, radioterapie vyuziva

ioniza¢ni zafeni ke zniceni nadorovych bunék, chemoterapie vyuziva ke zniceni
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nadorovych bun€k cytotoxické latky ahormondlni terapie se vyuzivd v 1écbé
hormonalné dependentnich nddord. Imunoterapie spoc¢iva v obnoveni spravné funkce
protinadorové imunity, pasivni imunoterapie je léCba za pomoci monoklonalnich
protilatek (MAbs), nebo autogennich ¢i alogennich imunocyti — NK bunck,
T-lymfocytd a dendritickych bunék. Aktivni imunoterapie je realizovana naptiklad skrze
aplikaci BCG vakciny, kterd se primarné pouziva pro vakcinaci proti tuberkuléze, ale
jeji vyuziti je SirSi — lze ji aplikovat jako 1écbu vybranych druhii nadort, napiiklad
karcinomu mocového méchyie. Imunomodulacni 1€cba spoc¢iva v aplikaci interferont,
interleukintl a hematopoetickych cytokinti. Cilend terapie je 1écba malymi molekulami
nebo MAbs, které jsou cilené piimo na konkrétni cile — rtstové faktory, angiogenni

faktory atp. [6, 8]

3.4 Monoklonalni protilatky

Protilatky jsou imunoglobuliny (Ig) tvofené B-lymfocyty, které se formuji
v kostni dfeni, kde nasledné také dozravaji. Pii napadeni organismu patogenem vznika
fada rtznych protilatek proti riznym castem patogenu. Mista, které protilatky na
patogenu rozeznavaji, se nazyvaji antigenni determinanty nebo také epitopy, a obvykle
se skladaji z 6-8 aminokyselin (AMK). Tyto protilatky se nazyvaji polyklonalni, protoze
se jedna o protilatky vznikajici z vice B-lymfocytl. Kazda protilatka je specificka pro
jeden konkrétni epitop aje produktem jednoho klonu B-lymfocyti. MAbs jsou
protilatky tvofené klony jednoho B-lymfocytu, které produkuji totozné protilatky. [1, 9,
10]

Lidské B-lymfocyty produkuji pét typt protilatek — IgG, IgM, IgE, IgA, IgD. Pti
aktivaci B-lymfocyti nejprve vznikaji IgM protilatky, které jsou spojeny s primarni
imunitni odpovédi. IgM se v séru vyskytuji v podobé pentamerti. IgG je nejbéznéjsi
imunoglobulin, je zodpovédny za sekundarni imunitni odpovéd’, a rozliSujeme jeho 4
podtypy IgG1-4. Pro tvorbu MAbs slouzi zejména IgGl. IgA jsou zodpovédné za
slizni€ni imunitu, nachazeji se zde ve form& monomert a dimert. IgD se nachazi v séru
v monomerni formé&, v cirkulaci je ve velmi nizkych koncentracich a jeho funkce neni
zcela objasnénd, ale je zndmo, Ze se podili na udrZzeni homeostdzy. IgE je monomerni

protilatka a je pfic¢inou vzniku alergii a hypersenzitivity. [11]
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Mezi funkce protilatek v organismu patii neutralizace toxinl a patogenti, dale
zprostfedkovavaji fagocytdzu, bunécnou cytotoxicitu zavislou na protilatkach (ADCC,
anglicky antibody-dependent cellular cytotoxicity) a komplementem zprostfedkovanou
Iyzu patogeni nebo infikovanych bunék. Neutralizace patogenii mize byt realizovana
napiiklad navdzanim protilditek na patogeny, ¢imz zpusobi jejich agregaci, ktera
usnadiiuje jejich zneskodnéni. Také se protilatky mohou navéazat na ligandy patogenu,
které jsou potiebné k navazani kontaktu s hostitelskou bunkou. [12]

Protilatky jsou slozené ze 2 tézkych (H, anglicky heavy) a ze 2 lehkych (L,
anglicky light) fetézct polypeptidi (Obrazek 1). Tézké tetézce se skladaji ze 3 domén,
CH1, CH2, CH3 (CH, anglicky constant heavy domain). Lehké fetézce se skladaji ze 2
domén, zkonstantni domény (CL, anglicky constant light domain) a z variabilni
domény (VL, anglicky variable light domain). Tézké fetézce jsou mezi sebou spojeny
disulfidickymi mustky a ke kazdému H fetézci je pfipojen opét disulfidickymi miistky 1
lehky tetézec. Protilatka ma vazebnou cast (Fab, anglicky antibody binding fragment),
kterd je zodpoveédna za vazbu na antigen. Fab ¢ést se skladd z ¢asti tézkého 1 lehkého
fetézce, jednd se o amino-terminalni ¢ast polypeptidu. Dalsi ¢ast protilatky je konstantni
cast (Fc, anmglicky crystallisable fragment), kterda se skladda ze dvou karboxy-
terminalnich koncti H fetézct a slouzi jako efektor, ktery umoziuje interakci protilatky
s imunitnimi buikami nebo proteiny v séru. Fc ¢ast muize byt post-translaéné
modifikovana glykosylaci, ¢imZ se zvySuje jeji stabilita i vazba k Fc receptorim. IgG
protilatky jsou bivalentni, mohou vazat 2 antigeny. [9, 10, 13]
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Obrazek 1: Struktura protilatky (A) a potencial imunogenicity (B), prevzato
a upraveno podle [13].
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3.4.1 Historie monoklonalnich protilatek

Monoklonélni protilatky byly poprvé pfipraveny hybridomovou technologii
Misterinem a Kohlerem z Univerzity v Cambridge, kteii za tento objev ziskali v roce
1984 Nobelovu cenu. MAbs byly pfipraveny hybridizaci ze 2 typt bunck, tj.
B-lymfocyti a nddorovych bunck. B-lymfocyty pochdzejici z imunizovanych mysi
produkovaly protilatky. K hybridizaci s B-lymfocyty byly pouzity nadorové buiiky,
kter¢é mély neomezenou schopnost se mnozit. Z tohoto spojeni se nasledné
vyselektovaly bunky, které produkovaly protilatky, a zaroven byly schopny se
neomezené mnozit. Ze zacatku byly pouzivany mysi B-lymfocyty produkujici mysi
protilatky, které vSak byly u pacienti velmi imunogenni, proto se Casem vytvofily
technologie, které vedly k wvytvofeni chimérickych, humanizovanych nebo plné
humannich MAbs. [9, 13]

Prvni MAD, kterd prosla klinickymi studiemi a byla pouzita v terapii, byla
protilatka muromonab (OKT 3). OKT 3 je myS$i imunosupresivni protilatka proti CD3
receptoru na T-lymfocytech, kterd se pouzivala pfii rejekci §t€pu po transplantaci ledvin,

srdce nebo jater. [1, 13]

3.4.2 Vyroba monoklonalnich protilatek

Monoklonélni protilatky vznikaji z plasmatického B-lymfocytu, ktery je in vitro
imortalizovany. Samotné¢ B-lymfocyty rychle hynou, a proto se nedaji vyuzit k tvorbé
protilatek. Prvnim krokem vyroby MAb je imunizace hlodavce (mySi nebo krysy)
imunogenem, tedy latkou vyvoldvajici imunitni reakci. Jako imunogen se pouZzivaji
proteiny, buniky nebo peptidy spojené s nosnymi proteiny. S imunogenem se casto
podava adjuvans, které nespecificky zvySuje imunitni odpovéd’. V reakci na imunogen
vznikaji B-lymfocyty produkujici protilatky vice tfid, pro pifipravu MAb se dava
pfednost IgG, které jsou méné€ nachylné k degradaci. Nésledné¢ se mySim odeberou
lymfatické uzliny nebo slezina obsahujici B-lymfocyty. Druhym krokem je flze
a selekce. Hybridizace je zalozend na fuzi mySich B-lymfocyti s myelomovymi
buiitkami. Myelomové builky jsou pfedem vybrany takové, které maji nedostatek
enzymu hypoxantin-guanin-fosforibosyltransferdzy (HGPRT). B-lymfocyty se smisi
s myelomovymi buiitkami a s fiznim Ccinidlem, naptiklad s polyetylenglykolem.
Nasledné ndm vznikaji hybridomy. Poté je potieba vyselektovat nefizované myelomové

buiiky, které se odstrani tak, Ze se bunky péstuji v médiu obsahujici HAT (hypoxantin,
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aminopterin a thymidin), ve kterém myelomové buniky kvili nedostatku enzymu
HGPRT hynou, ale hybridomy tento enzym ziskaji od B-lymfocyti a pieziji.
Z hybridomt je potieba vybrat ty, které jsou stabilni. Vybrané hybridomy se nésledné
mnozi a produkuji MAbs. Tretim krokem je selekce. V této fazi se vybiraji hybridomy,
které produkuji protilatky vhodné specifity, naptiklad pomoci imunocytochemického
screeningu. Ctvrtym krokem je charakterizace. Je potieba danou hybridomovou linii
charakterizovat z hlediska reaktivity, specifity a zkiizené reaktivity. Zarovein se definuje
tfida a podtifida mySich Ig — nejcastéji jde o IgGl. Také se urcuje, zda je protilatka
specificka na jeden antigen, nebo vice riznych antigenii a méii se afinita interakce
protilatky a antigenu. Posledni faze vzniku MAb jsou klinické studie, které jsou
pottebné k tomu, aby bylo mozné protilatky pouzit v diagnostice nebo pro lécbu
pacientt. [10]

Rekombinantni technologii je mozné pfipravit méné imunogenni protilatky, nez
jsou mysi protilatky. Proti myS$im protilatkdm si lidsky organismus vytvaii protilatky
zvané HAMA (anglicky human anti-murine antibodies), které vedou ke sniZzeni
ucinnosti a zvySenym vedlejSim u¢inkiim. Chimérické MAbs maji mysi Fc fragment
nahrazeny lidskou Fc doménou, proto jsou méné imunogenni nez mysi. Humanizované
monoklonalni protilatky maji nahrazeny opét Fc fragment a také ¢ast spojenych lehkych
a tézkych fetézcl, mysi Cast je jiz jen pfimo Cast vazajici se na antigen. Plné lidska
protilatka je protilatka pln€ odpovidajici lidskym protilatkdm a je nejméné imunogenni.
Jakou technologii je protildtka upravena je mozné ur€it podle nédzvoslovi — mysi
protilatka kon¢i ptiponou -omab, chiméricka protilatka konci na -ximab, humanizovana
kon¢i na -zumab, pIn¢ lidské na -umab (Obréazek 1). [9, 10, 13]

Dalsi zkoumana mozZnost, jak vyrobit MAbs, spocivala v izolaci B-lymfocytl
z lidské periferni krve a jejich nasledné transformaci naptiklad pomoci viru Esptein-
Barrové na buiiky schopné se neomezené délit. Timto zplisobem se ale nepodafilo
pfipravit IgG, anavic je v praxi neetické nakazit ¢lovéka, aby bylo mozné izolovat

lidské B-buiiky. [9, 10]

3.4.3 Vyuziti a modifikace monoklonalnich protilatek

V soucasné dobé jsou monoklonalni protilatky jedny z nejvice se rozvijejicich

N 24

zanétlivych onemocnéni, ale své misto maji i v 1é¢be jinych onemocnéni, naptiklad
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v 1é¢be astmatu, osteopordzy, hyperlipidemii nebo v ovliviiovani srazlivosti krve. Jejich
vyhoda pfi vyuziti v terapii spo¢ivd v zaméfeni se na cilové struktury, diky ¢emu je
velmi snizené riziko zasazeni zdravé tkané. Mimo 1écbu onemocnéni lze vyuzit MAbs
k diagnostice. V onkologii se napiiklad pouzivaji pro urceni typu nadoru podle toho,
jaké exprimuje markery a tim je mozné odlisit i morfologicky podobné nadory. Déle 1ze
zjistit pivodni tkan, ze které vznikly metastdze. Pomoci MAbs je mozné urcit metastaze
z mens$iho poctu bunék nez z histopatologického barveni. V neposledni fad¢ slouzi
MADbs ke zjisténi prognozy onemocnéni pacientii a jejich pravdépodobné odezvy na
1é¢bu. Protilatky v cirkulaci setrvaji priblizné€ 2-4 tydny, kvili své proteinové povaze se
aplikuji intraven6zné nebo subkutanné. Protilatky se mohou pouzit bud’ celé, nebo jen
jejich ¢asti tzv. fragmenty MAbs, kdy se vyuzivaji Fab oblasti. [10, 13, 15]
Monoklonélni protilatky se vyuZivaji ve svém nativnim stavu, nebo se
modifikuji. Modifikované protilatky délime na prosté a konjugované. Prosté MAbs jsou
modifikovany napiiklad zménou AMK v Fc ¢asti MAb. Konjugované MAbs se skladaji
z protilatky, spojovaciho linkeru a cytotoxické molekuly, kdy v nékterych ptipadech je
cytotoxicka molekula pfipojend na protilatku ptimo, tj. bez linkeru. MAb je selektivni
pro marker, ktery je exprimovan napiiklad na nadoru. Protilatka je internalizovana do
nadorové bunky auvnitt buniky se uvolni cytotoxickd molekula. Stabilita linkeru
v cirkulaci je diilezitd pro U€innost i bezpecnost 1é€by a zaroven je potieba, aby linker
uvolnil molekulu v cilové buiice — pouzivaji se naptiklad disulfidové linkery, které se
redukuji uvnitt lysozymi bunék. Konjugované protilatky mohou nést naptiklad
chemoterapeutikum, které je vétSinou velmi toxické, a tak se jeho konjugaci
s protilatkou zamezi jeho uvolnéni do zdravych €asti téla, nebo toxiny rostlinného nebo
bakterialniho ptiivodu ur¢ené pro onkologické indikace. V neposledni fadé se konjugu;ji
MADbs s radionuklidy pro diagnostické ucely nebo pro onkologickou terapii.
Registrovany je naptiklad Ibritumomab tiuxetan slouzici k 1é¢b¢ lymfoma. Ibritumomab
tiuxetan se sklada z mysi IgG1 vazici se na CD20 bunécny protein nachazejici se na
B-bunikach a je navic konjugovany s MX-DTPA chelatorem (kyselina 2-[[2-
[bis(karboxymethyl)amino]-3-(4-isothiokyanatofenyl)propyl]-[2-
[bis(karboxymethyl)amino]propyl]amino] octova) vazici radionuklid ytrium-90. Dalsi
registrovand MAb konjugovana s radionuklidem je Tositumoman slouZzici téZ k 1écbé

lymfoma. Sklada se z mysi IgG1, ktery je konjugovany s radionuklidem jod-131. Dalsi
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déleni MADbs je dle mechanismu U¢inku, naptiklad MAbs ovlivitujici rast a proliferaci

bunék, neutralizujici toxiny atp. [13, 14, 15, 16]

3.5 Angiogeneze

U vicebunéénych organismi se vyvinuly cévni systémy a tim byly pfekonany
nevyhody difuze — vzdalenost mezi bunikami a ¢asova naro¢nost zdsobeni bun¢k. Ve
vicebunécnych organismech je angiogeneze neboli formace novych krevnich cév z jiz
existujicich cév nezbytny proces pro rast a vyvoj. Na vzniku cév se podileji
mechanismy zvané vaskulogeneze a angiogeneze. Vaskulogeneze znamena tvorba cév
de novo apod pojmem angiogeneze se rozumi tvorba cév z jiz existujictho cévniho
syst¢tmu. U mnoha patologickych stavli, napifiklad u kancerogeneze, aterosklerdzy,
artritidy, psoridzy a endometridzy je pfitomna angiogeneze, ale ¢asto bez mechanismu
zpétné vazby, které za fyziologickych okolnosti reguluji tvorbu cév a jejich prostorové
usporadani. Slovo angiogeneze bylo poprvé pouzito Johnem Hunterem v roce 1787.
[17, 18, 19]

Patologicka angiogeneze miize byt zvySend i snizend — zvySend je pfitomna
u nadorl, psoridzy, slepoty, revmatoidni artritidy a u komplikaci AIDS (anglicky
acquired immune defficiency syndrome), nedostatecnd muize byt pfitomna u viedi,
neplodnosti, cévni mozkové piithody, onemocnéni srdce nebo u sklerodermie.
Fyziologicky se angiogeneze vyskytuje béhem hojeni ran, pfi obnovovani endometria

béhem menstruacniho cyklu u Zen a pti hojeni ischemie. [20]

3.5.1 Fyziologicka angiogeneze

Cévni sit’ zajistuje piivod Zivin a kysliku a odvod metabolickych odpadnich
produktt. Cévy délime na tepny, Zily a kapilary, které maji odliSnou strukturu podle své
funkce. Vnitini vrstva cév je tvorena endotelem, ktery je tvofen endotelovymi bunikami
spojenymi kadheriny a klaudiny. Endotelidlni buniky jsou vazany na bazalni membranu
a jsou obklopeny murdlnimi bunikami, které délime na dva typy — pericyty a svalové
buniky obklopujici vétsi cévy. Tepny jsou tvoieny endotelovou vrstvou, ktera je
obklopena né&kolika vrstvami hladkych svalovych bungk. Zily jsou obklopeny mensim
mnozstvim svalovych bunék neZ tepny, protoze potiebuji odolat menSimu tlaku nez

tepny. Cévy s menSim primérem (arterioly, venuly a kapildry) jsou pokryty pericyty
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podilejicimi se na zrani a stabilizaci cév. Pericyty jsou také dilezité pii diferenciaci
a proliferaci endotelovych bunék. [18, 21]

Endotelové bunky jsou pii angiogenezi fizené pomoci proangiogennich
cytokinli, mezi které se fadi vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF, anglicky
vascular endothelial growth factor), angiopoietiny (ANGPT1 a 2), transformacni
rustovy faktor a (TGF-a), transformacni rastovy faktor § (TGF-B), destickovy riistovy
faktor Aa B (PDGF A a B), placentarni rastovy faktor (PIGF), interleukin 8 (IL-8),
hepaticky rastovy faktor (HGF), epidermalni rastovy faktor (EGF) a bazicky
fibroblastovy faktor (bFGF). Naopak angiogenezi potlacuji antiangiogenni faktory, mezi
které patfi angiostatin, endostatin, trombospondin 1 a 2, interferon B, a a vy, interleukin
1, 4, 12, 18 a 21 (IL-1, 4, 12, 18 a 21), semaforin, solubilni receptor pro vaskularni
endotelialni rastovy faktor typu 1 (solVEGFR1), tkanovy inhibitor metaloproteinaz 2
a vasostatin. [20]

Prvni krok angiogeneze je naruSeni bazalni membrany jiz vytvorenych cév.
Druhy krok je c¢éastecnd degradace extracelularni matrix, endotelidlni buniky ztréci
kontakt s bazdlni membranou a poté mohou infiltrovat mista bez kapilar a vznikaji nové
kapilary. Casteéna degradace matrix probihd pomoci enzymu matrixmetaloproteinazy
(MMP), ktery je vytvaien endotelovymi bunikami. Delta like ligand (DLL4) se vaze za
klidového stavu na membranové MMP a tim zabraniuje nadbyteéné angiogenezi
a umoziuje zrani cév zajisténim migrace pericytll a bunck hladké svaloviny do oblasti
tvorby novych cév. Pti angiogenezi jsou dulezité antiangiogenni faktory, protoze vedou
ke snizeni proliferace endotelovych bunc¢k ve prospéch myofibroblastli a pericytd,
a diky tomu mohou vzniknout fyziologickd spojeni bun€k a vznikd lumen a bazilni
membrana. Jakmile se do nové cévy dostava krev, snizuje se hypoxie tkdn¢ a tim se
snizuje tvorba VEGEF, a angiogeneze v dané oblasti je dokoncena. [20]

U embryi vznikaji cévy nejprve procesem vaskulogeneze. Pti vaskulogenezi
zaCina tvorba cév pomoci cévnich prekurzorovych bunék tzv. angioblastl, které se
formuji do jednoduchych endotelidlnich trubic. Na pocatku vznikaji krevni ostrivky
v embryondlnim  a extraembryondlnim mezodermu. Tyto ostrivky obsahuji
hemangioblasty, které se diferencuji v angioblasty exprimujici receptor pro vaskularni
endoteliadlni rastovy faktor typu 2 (VEGFR2, anglicky vascular endothelial growth

factor receptor type 2), aze kterych vznikd endotel, ktery vystyld cévni sténu.
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Propojenim krevnich ostrivkl vznikd prvotni cévni sit. V pozdéjsich stadiich vyvoje
vznikd pomoci angiogeneze cévni sit, ktera zasobuje vznikajici tkdn€ a organy. [19]

V dospélosti se za fyziologického stavu nové cévy vyviji daleko méné. Nové
cévy vznikaji nejvice procesem angiogeneze za ucelem opravy tkani, béhem hypoxie,
nebo pii nékterych onemocnénich, napifiklad béhem kancerogeneze po expozici
angiogennich rustovych faktorti, které vznikly diky stimulaci onkogennich faktort.
Vaskulogeneze u dospélych jedincii je také mozna. Nova céva vznikd z ECFC (anglicky
circulation endothelial colony-forming cells), které se v periferni krvi vyskytuji za
normalnich podminek ve velmi nizkych koncentracich, ale pfi ischemii mohou tvofit
nové cévy. Také se tyto bunky podileji na vzniku novych cév pomoci stimulace
proangiogennimi faktory. ECFC butiky jsou vSak v soucasnosti malo prozkoumané. [18,

19]

3.5.2 Nadorova angiogeneze

Judah Folkman v roce 1971 zjistil, Ze vznik nadoru je zavisly na angiogenezi.
Nédor muze bez cévniho zdsobeni nartist jen do velikosti 1 mm, poté jiz potiebuje cévy
k zasobovani zivinami. Do té doby je nador zdsobeny difizi. Proces angiogeneze je
zahdjeny tzv. angiogennim pfepnutim, kdy se v nadoru zacne produkovat genotyp
s vét§im mnozstvim angiogennich faktori. [17, 19]

Angiogeneze je nutna pro rust solidnich nadort a pro jejich pteziti. Na rozdil od
fyziologické angiogeneze nadorova nekonci vznikem cévy, ale pokracuje dal diky tomu,
ze je nador hypoxicky a vytvafi angiogenni cytokiny. Mechanismy vzniku cév jsou
stejné jako u fyziologické angiogeneze. Nadorové cévy jsou odlisné vzhledem, jsou
zakroucené a cévni sit’ je neorganizovana, nahodile uspofadand a obsahuje mista
s nadbytkem 1 nedostatkem cév. Cévy vykazuji zvySenou permeabilitu, kterd je
zapii¢inénd nezralosti cév anedostatkem muralnich bunék. Diusledek zvySené
permeability je intersticidlni hypertenze, ktera se podili na snizeni u€¢innosti 1é€by. Mezi
dalsi disledky zhorSené funkce nadorovych cév patii horsi perfuze, hypoxie v oblasti

nadoru a snizena aktivita a infiltrace imunitnich buné¢k do mista naddoru. [18, 22]

3.5.3 Angiogenni switch (pFepnuti)

Aby mohl nador rist, je potifeba, aby byl zdsoben Zivinami. Spoustééem

angiogeneze v nadoru je hypoxie a nedostatek Zivin. Od velikosti 1 mm jizZ nador
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potfebuje nové cévy, protoze difuze je pro vyzivu nddoru nedostacujici. Aby to bylo
mozné, tkané, které jsou v bezprosttednim okoli, zatnou produkovat proangiogenni
faktory, jako je naptiklad VEGF a fibroblastovy rustovy faktor (FGF, anglicky fibroblast
growth factor). Tento proces, kdy obklopujici buiikky zacnou produkovat proangiogenni
faktory, se nazyva angiogenni switch. ProtoZze je angiogeneze zavisld na rovnovaze
proangiogennich i antiangiogennich faktorli, angiogenni switch zavisi na tom, zda
prevladaji proangiogenni faktory. Produkce proangiogennich faktorG je podporovana
také hypoxii (disledek zvySeného mnozstvi tkan€, dysfunkce cév, nebo ucpani cévy).
V piipad€ nadort je Casto angiogenni switch také vysledkem aktivace onkogenu nebo
mutace onkosupresoru, které vedou pifimo nebo nepiimo k produkci angiogennich
rustovych faktord. Jakmile dojde u nddord k angiogennimu ptepnuti, dochazi ke vzniku
novych cév, které podporuji proliferaci dal§ich kloni nddorovych bunék a ziroven
podporuji metastazovani diky tomu, Ze se jimi mohou nddorové bunky dale Sifit. [19,

20, 22]

3.5.4 Protinadorova terapie v prostiedi nadorovych cév

Nezralé néadorové cévy v kombinaci s nekontrolovatelnou proliferaci
nadorovych bunék vedou ke zvySené hypoxii a snizené perfuzi v oblasti nadoru. To
nasledné vede ke snizeni expozice protinadorové terapie v hypoxické oblasti, ¢imz se
sniZzuje U€innost terapie. [18]

Mezi typy onkologické 1écby, které jsou ovlivnény hypoxii, patti radioterapie,
chemoterapie a imunoterapie. Radioterapie vystavuje nddorové buiky zareni o vysoké
energii, coz vede ke vzniku reaktivnich forem kysliku v aerobnim prostfedi. Reaktivni
formy kysliku nasledné¢ poskozuji DNA, a to vede ke smrti bun¢k. U hypoxickych
bunék je ucinnost této terapie snizena. Chemoterapie je také ovlivnéna nezralosti cév
v nddoru nékolika mechanismy. Vzniklé hypoxické oblasti nejsou vystaveny expozici
systémoveé podavanych chemoterapeutik. Chemoterapeutika, ktera se do oblasti
nedostanou v dostatecné koncentraci, maji sniZenou ucinnost. Hypoxické bunky také
daleko mén¢ proliferuji, proto na n¢ nepiisobi chemoterapeutika zamétena na rychle se
délici buiikky. Neéktera chemoterapeutika, napiiklad metotrexat nebo doxorubicin,
potiebuji ke své funkei kyslik, proto jsou v hypoxickych mistech malo G¢inna. Také se
diky zvysSené propustnosti cév muze dostdvat chemoterapeutikum na periferii nddoru

acentrum nadoru je malo vystaveno UCinkim chemoterapeutika. Radioterapie
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uskuteciiovana prostfednictvim oznacené¢ho vektoru nebo protilatky, ktera se pouziva
k cilenému a specifickému ozateni naddorovych bunék, je mén¢ ucinna v misté hypoxie,
protoze potiebuje dobrou prostupnost do nadoru i dostatek kysliku k zesileni u¢inku
ionizujiciho zafeni. Také imunoterapie vykazuji snizenou terapeutickou uc¢innost
v disledku Spatné perfize nadoru, protoze nefunkéni cévy brani imunitnim buikam,
aby pronikly do naddoru. Hypoxie a imunosupresivni faktory, které¢ se v nddoru hromadi
v dasledku hypoxie, uvnit nadoru brani imunitnim bunkém, aby nicily nadorové buriky.

[19]

3.5.5 Antiangiogenni lé¢ba

Antiangiogenni 1é€ba normalizuje angiogenezi v nadoru, snizuje hypoxii a tim
pomaha v 1écbé cytostatiky nebo radiofarmaky. [22]

Cileni na angiogenezi je v onkologii zadouci z vice divodi. Zaprvé,
angiogeneze je soucast patologického procesu u riustu vSech solidnich nadort, je to tedy
univerzalni proces u Siroké Skaly nddord. Za druhé, angiogenni cile se nachéazeji na
povrchu endotelidlnich bunék nebo v plasmé, jsou tedy snadno ptistupné pro protilatky.
Za treti, angiogenni markery na endotelidlnich bunkach jsou méné nachylné ke
genetické mutaci nez markery exprimované méné geneticky stabilnimi nadorovymi
buitkami. Antiangiogenni 1é¢iva (naptiklad protilatka bevacizumab proti VEGF) vedou
k zastaveni ristu nddoru a k lepsi odpovédi na dalsi 1écbu, ale jejich velika nevyhoda je
vznik rezistence, kdy po nékolika tydnech az mésicich dochéazi k vytvofeni odolnosti

nadoru a ten mize opét rist. [20, 22]

3.5.6 Angiogeneze a o¢ni onemocnéni

Angiogeneze je charakteristicky znak pro mnoho o€nich nemoci. O¢ni
onemocnéni spojené s angiogenezi se vyznacuje neovaskularizaci sitnice, cévnatky,
duhovky a rohovky. Mezi nej€astéj$i onemocnéni patii diabetické retinopatie a vékem
podminéna makuldrni degenerace (AMD, anglicky age-related macular degeneration).
Diabeticka retinopatie je vyvolana diabetem a vede ke slepoté zpisobené¢ makularnim
edémem a abnormalni neovaskularizaci sitnice. Vysokd hladina glukézy v krvi vede
k tomu, Ze kapilary v sitnici nefunguji spravné, coz vede k hypoxii sitnice a nasledné

produkci VEGF a tvorbé novych cév. [19]
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Patofyziologie AMD je multifaktorialni, a zahrnuje environmentalni, genetické
a metabolické faktory. Ma dvé rizné formy — suchou a vlhkou. Vlhkd AMD se
vyznacuje neovaskularizaci do vrstev pod sitnici a do mista zluté skvrny (makuly), kde
vede krvéaceni a unik tekutin z cév ke ztraté zraku. LéCba se zaméfuje na snizeni
propustnosti cév sitnice acévnatky inhibici angiogeneze, napiiklad pomoci

monoklonalni protilatky proti VEGF nebo proti endoglinu. [19]

3.6 TGF-p

Transformacni rastovy faktor B (TGF-B, anglicky transforming growth factor f3)
je cytokin zodpovédny za proliferaci, migraci a za prezivani i apoptdézu endotelidlnich
bunék abunék hladkého svalstva. Clovék ma dva typy transformacnich réistovych
faktori — a a B. TGF a se vaze na EGFR (anglicky epidermal growth factor receptor),
TGF-B na TGF B receptor. TGF-B je nejcastéji homodimerni cytokin slozeny ze dvou
peptidi o molekuldrni hmotnosti 12,5 kDa spojenych disulfidickym mustkem
a hydrofobnimi interakcemi. U ¢lovéka je popsano nejméné 23 genl pro TGF-B, ale
tento cytokin byl nalezen v mnoha zivo¢isnych druzich véetné bezobratlych. TGF- ma
tii podtypy, TGF-f 1, 2 a3, a patii do nadrodiny TGF-B. Mezi dalsi ligandy této
nadrodiny patii kostni morfogeneticky protein (BMP, anglicky bone morphogenetics
protein), ristové a diferenciacni faktory (GDF, anglicky growth and differentiation
factors) a aktiviny, inhibiny a neurotroficky faktor odvozeny z gliovych bun¢k (GDNF,
anglicky glial cell linederived neurotrophic factor). [23, 24, 25]

TGF-B piisobi na buiiky prostfednictvim vazby na receptory TGFp receptor 1 a 2
(TGFBR1 a TGFPR2), které patfi mezi serin/threoninové kindzy. TGFBR1
v endotelovych bunikach se konkrétné nazyva ALK 1 a 5 (anglicky activin receptor-like
kinases). TGFBR1 a TGFBR2 jsou soucast komplexniho receptoru pro TGF-B, kdy se
jedna o heteromerni komplex, tj. tedy komplex slozeny ze dvou rtznych jednotek.
Ligand se navaze na TGFBR2, tento komplex se spoji s TGFBR1. TGFBRI se nasledné
fosforyluje a tim se signal pfenasi dale do bunky pomoci specifickych efektor Smads.
Pomér mezi aktivaci ALK 1 a ALK 5 receptort je dulezity pro ucinek TGF-B. V obdobi
angiogeneze dominuje aktivace ALK 1, v obdobi niz§i angiogeneze a zrani bunék

naopak dominuje aktivace ALK 5. [23, 25]
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TGF-B je zodpovédny za vyvoj, diferenciaci, proliferaci a funkci vice typi
bun¢k. Podili se na diferenciaci kmenovych bunék, tkani, vyvoji embrya, regulaci
imunitni odpovédi a na udrZeni homeostazy. U¢inky na buiiky jsou rizné, TGF-B je
zodpovédny za inhibici ristu bun¢k, a zaroven mitize potencovat proliferaci bun¢k —
tento uc¢inek byl pozorovan na chondrocytech, osteoblastech, mesenchymalnich
kmenovych bunék, fibroblastech a endotelidlnich buiikdch zejména pfi patologickych
stavech. Jakym zptGsobem bude TGF-B fungovat, zavisi i na dalSich produkovanych
cytokinech a okolnich buiikach. U¢inek TGF-p na endotelové buiiky je zavisly na
davce. Jeho vysoké davky vedou k inhibici bun¢k endotelu, nizké davky naopak vedou
ke stimulaci bun¢k endotelu, stimuluje se proliferace a migrace endotelialnich bunék.
TGF-p také kontroluje hojeni ran, b&hem kterého ma vliv na migraci bunék, zanétu,
proliferaci fibroblastl a remodelaci zjizvené tkané. [24, 26]

TGF-f indukuje antiproliferativni odpovéd’ v mnohych bunkach, naptiklad ve
zdravych epitelidlnich buinikdch a u T-lymfocyti. V kancerogenezi v ¢asné fazi TGF-f
potlacuje vznik tumoru, v pozdéjSich fazich naopak naddory mohou produkovat vice
receptortt pro TGF-B 1 TGF-f cytokiny, coZ zhorSuje prognézu nadoru. Kancerogenezi
TGF-B podporuje naptiklad stimulaci angiogeneze, stimulaci tkanové fibrozy,

narusenim imunitni a zanétlivé reakce a dalSimi procesy. [24]

3.7 Endoglin

Endoglin také oznaCovany jako CD105 (anglicky cluster of differentiation 105)
je transmembranovy glykoprotein o hmotnosti cca 180 kDa. Jedna se o koreceptor pro
ligandy z nadrodiny TGF-B, hraje kli¢ovou roli pfi angiogenezi, tedy pfi tvorbé novych
cév. Endoglin byl poprvé objeven na endotelovych buiikach v roce 1990. Endoglin se
sklada ze dvou stejnych podjednotek (tedy je homodimerni) o hmotnostech cca 95 kDa,
které jsou spojené disulfidickym mustkem. Endoglin se sklad4d z extracelularni (561
AMK), transmembranové (25 AMK) a cytoplasmatické (47 AMK) domény. Je
exprimovan ve dvou isoforméch, L (long) a S (short). Toto oznaceni se zaklada na délce
cytoplasmatické domény. Endoglin disponuje kratkou cytoplasmatickou doménou, coz
poukazuje spiSe na jeho funkci koreceptoru modulujiciho proces angiogeneze nez na to,
ze by mél iniciovat signalni kaskadu. Gen pro endoglin je u ¢loveka lokalizovan na 9.

chromozomu. Pokud je gen pro endoglin poskozeny, vznika Osler-Weber-Renduiv
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syndrom, jinak také hemoragicka teleangiektdzie 1. typu. Jedna se o autozomalné
recesivni onemocnéni, které je charakterizované cévnim postizenim, coz dokazuje ulohu
endoglinu ve vyvoji cév. [22, 23, 27, 28, 29]

Endoglin je nejvice exprimovany v endotelu nové vznikajicich cév. Mimo
endotel je endoglin exprimovan na hematopoetickych kmenovych bunkach,
mesenchymalnich kmenovych bunkéch, na monocytech, kde hraje roli pti diferenciaci
monocytl na makrofagy. Déle se endotel vyskytuje na epitelialnich bunikach a na
keratocytech. Na téchto bunkach se ve vyssi mife exprimuje také béhem kancerogeneze.
Také je endoglin jeden zreguldtorti vasodilatace zavislé na oxidu dusnatém (NO),
protoze zvysuje syntézu NO, tedy podporuje vasodilataci. [23, 27, 30]

Endoglin se podili na spravné probihajici angiogenezi tim, Ze reguluje proliferaci
amigraci endotelidlnich bunék. Exprese endoglinu je regulovdana pomoci ligandl
nadrodiny TGF-f a hypoxii. Hypoxie a TGF-f zvySuji expresi endoglinu, role BMP-9 je
komplexni, inhibi¢ni i aktiva¢ni. Pfesny mechanismus, kterym endoglin moduluje
prenos signalu TGF-B, neni zatim pfili§ jasny. Endoglin se Gcastni signalni kaskady
TGF-B. TGF-B a stejné tak BMP a aktiviny) se vazi na receptor TGFBR1 a TGFBR2.
Endoglin se této signalni kaskady ucastni tim, ze se vaze na komplex TGFBRI
a TGFPR2a indukuje jejich signal. Ptfi hypoxii dochazi ke zvySeni angiogeneze
zvySenim exprese endoglinu, ale také k indukci antiapoptické signalni drahy
v endotelovych buiikéach. [23, 27]

Endoglin se diky svému vyskytu na endotelu nov€ vznikajicich cév stava
vhodnym cilem pii zobrazovani kancerogeneze, pii které dochdzi k neovaskularizaci.
Dale se také zkouma vyuziti zobrazovani pomoci endoglinu u kardiovaskuldrnich
onemocnéni, jako jsou napiiklad infarkt myokardu, ateroskleréza a aneurysma, protoZe
spolecny znak téchto onemocnéni je pravé vznik novych cév v procesu angiogeneze.
U téchto onemocnéni se dnes vyuzivaji predevSim histologickd vySetfeni, proto je
zobrazovani pomoci endoglinu vyhodné v tom, Ze je neinvazivni. [23, 30]

U néadort se endoglin nejcastéji exprimuje v endotelu malych a nezralych cév.
Jednim z prognostickych markertt v onkologii je hustota kapilar nadoru, proto je
vyznamny v diagnoze solidnich nadort. Jedna se o diagnosticky 1 prognosticky marker,
také je mozné ho vyuzit ke sledovani u¢innosti 1é€by. Endoglin se vyuziva v diagnostice
glioblastomu, ordlniho a orofaryngealniho karcinomu, karcinomu hrtanu, plic, prsu,

vajecnikli, délozniho cCipku, délozniho hrdla, endometria, prostaty, tlustého stieva,
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kone¢niku, zaludku a také hepatocelularniho karcinomu. Progndza pacientll s vys$si
expresi endoglinu byvd méné dobra, maji niz$i miru preziti. Navic, vySsi exprese
endoglinu také souvisi s vyskytem metastaz. Coby prognosticky marker se endoglin jevi
byt lepSim nez tradicni markery — CD34 a CD31, které se nachazeji také na buiikach
endotelu v nadorové tkéani. Ve srovnani s VEGFR je endoglin exprimovan az 10x vice,
coz z n¢j ¢ini dobry cil pro diagnostické i terapeutické tcely. Také je znamo, ze exprese
endoglinu se podili na vzniku rezistence vii¢i inhibitorim VEGF. [22, 30, 31]

Endoglin se zobrazuje nejcastéji pomoci pozitronové emisni tomografie (PET),
dile je mozné ho zobrazit pomoci jednofotonové emisni vypocetni tomografie
(SPECT), fluorescen¢niho zobrazovani v blizké infracervené oblasti (NIRF),
magnetické rezonance nebo pomoci ultrazvuku. Na endoglin cili znacené protilatky,
peptidy nebo nanocéstice, které ndm umoznuji zobrazeni in vivo v redlném cCase. Ty také
dokézou zobrazit novou vaskularizaci oproti té stavajici, ktera neexprimuje tolik
endoglinu jako nové cévy, coz je potencidlné vyuzitelné v diagnostice, kdy dokdzeme
rozlisit zdravou a patologickou tkan. [30]

Krom¢ vazby ligandu je signalizace prostiednictvim endoglinu regulovéana
Stépenim jeho extracelularni domény pomoci MMP-14, ¢imz vznika rozpustny endoglin
(sEng, anglicky soluble endoglin). SEng inhibuje angiogenezi, jeho hladina je zménéna
unékterych  patologickych  stavi —  preeklampsie, metabolickych  poruch
a u kancerogeneze. Ale miiZe angiogenezi inhibovat 1 aktivovat — zaleZi, zda se nachéazi

jako monomerni nebo dimerni. [28]

3.8 Carotuximab

Carotuximab je chiméricka protilatka neutralizujici endoglin. V soucasnosti ma
carotuximab 2 varianty: TRC105, ktera je primarné zamysSlena na 1écbu v onkologii,
a DE122, ktera se klinicky testuje na 1ébu AMD. Carotuximab je dobie snasen, velmi
dobfe se kumuluje ve tkanich, které nadmérné exprimuji endoglin, jednad se tedy
o potencidlni terapeutickou i diagnostickou monoklonalni protilatku. V tomto piehledu
se budu vice vénovat TRC105, protoze byla pouzita v praktické ¢asti diplomové prace.

[28, 30, 32]
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3.8.1 Mechanismus ué¢inku TRC105

TR105 pisobi riiznymi mechanismy. Vazbou na endoglin indukuje bunécnou
cytotoxicitu zavislou na protilatkach, ktera je zprostfedkovana NK bunkami, neutrofily
a monocyty. Tyto imunitni buiikky jsou schopny usmrtit buiiku, na které je navazéana
protilatka, v tomto pfipadé TRC105. Druhy mechanismus ucinku spocivd ve vazbé
TRC105 na endoglin, ¢imz dochazi k zablokovani receptoru pro vazby ligandi
(naptiklad BMP-9 nebo TGF-B). Nasledn¢ dochazi k inhibici tvorby receptorového
komplexu a k inhibici signalizace zprostiedkované endoglinem. Tieti mechanismus
ucinku spociva ve vylu¢ovani MMP-14 po navazani TRC105. MMP-4 je dilezitd pro
vznik rozpustného endoglinu (sEng). SEng mutze fungovat jako past na dalsi ligandy,

a tim se také snizi signalizace pomoci endoglinu (Obrazek 2). [28]

N\ B) Inhibice signalizace
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R MMP14
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Obrazek 2: Mechanismus ucinku TRC105, prevzato a upraveno podle [28].

Pti 1écb€ antiangiogennimi protilatkami ¢asto dochézi k aktivaci alternativnich
drah, tedy dochazi ke vzniku rezistence na lécbu a obnovuje se angiogeneze. Napiiklad,
kdyz se bude pomoci TRCI105 inhibovat endoglin a signalni draha TGF-, naddorové
buiikky mohou provadét angiogenezi prostfednictvim drahy VEGF a naopak. Kombinace
protilatek proti endoglinu a VEGF zvySuje Gc¢innost terapie. Tato teorie byla ovéfena na
myS$im modelu karcinomu prsu KEP-11 a vedla ke snizeni hustoty nadorovych cév.
Také bylo potvrzeno, ze kombinace bevacizumabu (protilatka cilena proti VEGF)
a TRCI105 inhibuje signalizaci VEGF a tvorbu endotelovych bunék in vitro a inhibuje

rist nadoru, metastazovani a s nddorem spojenou angiogenezi in vivo. [28]
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3.8.2 Preklinické a klinické studie s TRC105

Souhrnné preklinické studie ukazuji, ze 1é¢ba pomoci TRC105, samostatné nebo
v kombinaci, je ucinnd pii inhibici rdstu nadoru a prevenci metastazovani
v preklinickych modelech rakoviny. TRC105 byl testovan na Siroké Skale modeli
nadorovych onemocnéni, vétSina studii zaznamenala inhibici ristu nddoru a nékdy
iuplnou regresi, nékteré studie naopak pozitivni vysledky nezaznamenaly a byly
objeveny rezistentni typy nadort. Uéinky 16¢by pomoci TRC105 vychazeji z cileni na
nadorovou angiogenezi a také z cileni na dal$i typy bunc€k jako jsou fibroblasty
asociované s kancerogenezi (CAF, anglicky cancer-associated fibroblast), pomocné
T-lymfocyty a myeloidni supresorové buiiky. V preklinickych studiich se téz zjistilo, Ze
kombinace TRC105 s inhibitorem VEGF mAb bevacizumabem vede ke sniZeni
rezistence pacienti na bevacizumab. Lécba TRCI105 také pisobi synergicky
s radioterapii a imunoterapii u né¢kterych druhti nadort. [22, 28]

Prvni faze klinickych studii probehla v roce 2008. Do této studie bylo zatazeno
50 pacientll s nddorovym onemocnénim za uc¢elem posouzeni bezpe€nosti a G€innosti.
Doporucend davka do faze II byla stanovena na 10 mg/kg tydné nebo 15 mg/kg kazdé
dva tydny. Prvni studie ukazala, ze 1éCba je bezpecnd, ze 1éCba vyvolava klinickou
odezvu a TRC105 postoupila do dalsi faze vyzkumu. [28]

Ve fazi 1b se klinicky testovala kombinace TRCI105 s inhibitory VEGF
u glioblastomu, karcinomu ledvin, karcinomu prsu a u hepatocelularniho karcinomu.
ProtoZze se zjistilo, ze signalni draha endoglinu ma vliv na signdlni drdhu VEGF,
ocekavalo se, Ze jejich kombinace bude mit siln€jsi antiangiogenni G€inky a také silnéjsi
protinadorovy ucinek. V letech 2011 az 2013 se provedly klinické studie faze 1b, kdy se
hledaly vhodné davky bevacizumabu (inhibitor VEGF) v kombinaci s TRC105. Ob¢
latky byly pii doporuc¢enych déavkach pro obé jednotlivé davky dobife snaseny
1 v kombinaci. Tato kombinace také vykazala vyssi klinickou ucinnost nez jednotliva
1é¢iva samotné. [28]

Po slibnych vysledcich ze studie 1b se déale provedly 2 randomizované studie
faze 2 a 3 u metastatického rendlniho karcinomu a u angiosarkomu. Studie TRAXAR
sledovala 150 pacienti s metastatickym karcinomem ledvin, polovina pacientl
dostavala standartni davku axitinibu, druhd polovina dostdvala standartni davku
axitinibu v kombinaci s TRC105. Ve studii TAPPAS bylo pfitomno 128 pacientl

s angiosarkomem, polovina znich dostdvala standartni davky pazopanibu, druha
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polovina dostavala pazopanib s TRC105. Ani v jedné studii se neprokazalo, Ze by
pfidani TRC105 vedlo ke zlepSeni pieziti bez progrese. Tato skuteCnost vedla
k ukonceni dalsiho vyvoje TRC105 spole¢nosti TRACON Pharmaceuticals v roce 2019.
[28, 32]

Je mozné, ze by endoglin mohl mit slibnéjsi vysledky, kdyby byl TRC105
které¢ vyvolaji silnou imunitni reakci, nebo které vytvaieji mnoho ligandii na povrchu

bungk. [28, 33]

3.8.3 Klinicka studie s DE122

DE122 je varianta carotuximabu, ktera se klinicky testovala na AMD. Licenci na
vyvoj DEI122 méla nejprve spolecnost TRACON Pharmaceuticals, od roku 2014
spolecnost Santen. V roce 2020 byly klinické studie ukonceny po neuspokojivém
vysledku z klinické studie 2a, kterda porovnavala ucinnost DE122 ve srovnani s terapii

Lucentis. [32, 34]

3.9 Radionuklidy

3.9.1 Radioaktivni pfeména

V roce 1896 objevil Henry Becquerel spole¢né s Pierrem Curie a Marii Curie
Sklodowskou existenci radioaktivity. Na jeho vyzkum poté navézali Frederic Soddy
a Ernest Rutherford, ktefi pfisli v roce 1902 s teorii radioaktivity, kterou popsali jako
spontanni rozpad radioaktivniho prvku, pfi kterém se z daného prvku uvolni ¢astice
a dojde ke vzniku nového prvku. [35]

Mezi zékladni veli€iny radioaktivity patii poloc€as rozpadu (T12) a aktivita (A).
Polocas rozpadu je doba, za kterou se pocet radioaktivnich atoml snizi o jednu
polovinu, tedy lze fict, Ze aktivita je v tomto bod& polovi¢ni oproti pocatecni hodnoté.
Aktivita (A) je definovéana jako pocet rozpadi za jednotku ¢asu. Jednotkou aktivity je 1
Bq (Becquerel), ktery odpovida 1 rozpadu za 1 sekundu. Také je mozné aktivitu vyjadiit
jako hmotnostni nebo objemovou, vztazenou na 1 g nebo ml radiofarmaka, tedy 1 Bg/g,
Bg/ml. [35, 36]

Pti radioaktivni pfeméné se preméiuje nestabilni nuklid procesem samovolného

radioaktivniho rozpadu. Nestabilni nuklid se také nazyva radionuklid. Radionuklid je
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atom, ktery obsahuje protony a neutrony s nestabilnim pomérem, a proto se preménuji
na nuklidy se stabilni kombinaci protonii a neutronli, anebo se jednd o atom
s nadbytkem energie v jadfe, ktera se uvolni formou emise vysokoenergetického
y-fotonu elektromagnetického zéafeni. PocCateCni nestabilni nuklid se oznacuje jako
matetsky, vysledny nuklid se nazyva dcefiny. Vysledny nuklid jiz mGze byt stabilni,
nebo se muze dale preméiovat na konecny stabilni nuklid. Radioaktivni pfeména je
doprovazena emisi lehkych Castic a Casto elektromagnetickym zéaienim vy. [35, 36]

Radionuklidy se mohou pfeméiovat nasledujicimi procesy: o-rozpadem,
B-rozpadem, vnitini konverzi elektronu a izomerii jadra. Alfa pfeména znamena, Ze se
pfi rozpadu jadra emituje zafeni v podobé kladné nabitych castic helia obsahujicich 2
protony a2 neutrony. Beta pfeména mulze probihat trojim zplisobem, tj. jako emise
B-Castice, B*-Castice a jako elektronovy zachyt, ktery je fyzikalné podobny B*-pieméné,
ale nekteré literarni zdroje ho oznacuji jako samostatny typ zareni. Pii f-rozpadu se
v jadie radionuklidu neutron pfeméni na proton za souCasné emise zaporn¢ nabité
Castice (elektronu) a ¢ast energie si 0odnési velmi lehkd elektroneutralni ¢astice neutrino.
Pfi B'-rozpadu dochéazi k pfeméné protonu na neutron a soucasné je z jadra emitovana
kladn¢ nabita Castice (pozitron) a ¢ast uvolnéné energie je odnaSena opét neutrinem.
Elektronovy zéachyt vznika tim, ze se do jadra dostane elektron z elektronové obalu
atomu nejcastéji z Knebo L orbitalu, ndsledné¢ se v jadie slouc¢i tento elektron
s protonem a tim vznikd neutron, ktery ziistdva v jadre. Na uvolnéné misto v obalu
atomu pieskakuji elektrony z vysSi vrstvy a soucasné se emituje nadbyteCna energie
v podobé Rontgenova zafeni nebo emisi Augerovych elektront. Mezi dalsi typy
radioaktivni pfemény patii naptiklad vnitini konverze elektronu nebo izomerie jadra.
Soucasné pii radioaktivnich a- a B-pfeménach casto vznikd fotonové zateni y. Toto
zateni vznika pii deexcitaci jadra, tedy kdyZ jadro zaujima niZ$i energetickou hladinu
a nadbytecna energie se uvolni ve form¢ emitovanych y-fotonti. Gama zareni ale nemusi
byt pouze doprovodnym zéafenim k ¢asticovému zafeni a miiZze probihat samostatné¢ jako
v piipad¢ radioaktivni pfemény atomu technecia-99m. [35, 36, 37, 38]

Kazdy radionuklid je definovan poloCasem rozpadu, déale energii a druhem
zateni, které emituje. Pronikavost zafeni se li§i dle jeho druhu a energie. Zafeni o ma
nejkrat$i dosah a nejmensi energii, B-zafeni ma vyssi pronikavost nez a zateni a y-zatreni

ma nejvyssi pronikavost. Na druhou stranu nejvice ionizujicim zafenim je a-zéfeni,
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o néco méné PB-zareni a nejméné y-zatreni diky fyzikalni vlastnosti linearniho pfenosu

energie. [35, 37]

3.9.2 Zdroje radionuklidi

Moznosti, jak ziskat radionuklid, je vice. Jednou z moZznosti je izolovat
radionuklidy z vyhotelého paliva z jadernych reaktort. DalS§im zpisobem je vyroba
radionuklidii pomoci jaderného reaktoru, ve kterém se vyrabi radionuklidy s dlouhym
polo¢asem, naptiklad jod-131 nebo fosfor-32. Princip vyroby radionuklidii v jaderném
reaktoru spociva v bombardovani tercovych materialti neutrony. Tim vznikaji nestabilni
nuklidy s pfebytkem neutronli, naptiklad Castice emitujici P-zafeni. Dal§i moznosti
ziskani radionuklidii je jejich vyroba v cyklotronu, kde se vyrdbi naptiklad galium-67.
Princip vyroby spocivd v bombardovéni ter€ovych materidld urychlenymi casticemi,
jako jsou naptiklad protony. Tim vznikaji radioaktivni ¢astice s nedostatkem neutronti
nebo nadbytkem protont, tedy vznikaji napfiklad radionuklidy emitujici p*-zafeni. Jako
posledni se k vyrobé¢ radiofarmak pouZzivaji generatory radionuklidd, kdy z matefského
radionuklidu vznika dcefiny, taktéZ nestabilni radionuklid. Matetsky radionuklid musi
mit dostatecné dlouhy polocas, aby umoznil pfepravu generatoru do mista, kde se bude
vyuzivat, napiiklad do zdravotnického zafizeni. Vznikly dcefiny radionuklid je
chemicky odlisny od matefského, proto je mozné ho extrahovat eluci a poté pouzit.
Generatory je mozné pouzit k vyrobé radionuklida s kratkym polo€asem, které jsou poté
urceny k okamzitému pouziti. Nejvice pouzivanym radionuklidovym generatorem je
molybden-techneciovy (*’Mo-"""Tc) generator, ze kterého se ziskdva SPECT zafi¢

technecium-99m. 35, 37, 39]

3.9.3 Experimentalné pouzity radionuklid galium-67

Galium-67 je radionuklid, ktery se vyuzivd ve form¢ galium citratu,
[¢7Ga]GaCsHsO7 (Obrazek 3) s polocasem rozpadu Tiz = 78,3 hodin. Mechanismus
ucinku samotného citratu galia v organismu je nezndmy. Znamé vSak je, ze se
koncentruje v lysozymech a vaze se na rozpustné intracelularni proteiny v nékterych
tumorech a v mistech zanétu. [40, 41, 42]

V soucasné dob¢ zname 3 izotopy galia, které se fadi mezi galiové radionuklidy.
Jedna se o galium-66, galium-67 a galium-68. Galium-66 se produkuje v cyklotronu

(°Zn-%°Ga), ma polocas rozpadu Ti2 = 9,5 hodin a emituje B*-zafeni, tj. pozitrony.
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Galium-68 je produkovano pomoci germanium-galiového (*Ge-%Ga) generatoru a ma
polocas rozpadu Ti2 = 67,7 minut a je to pozitronovy zafi¢ s moznosti vyuziti pro PET
zobrazeni. [43]

Galium-67 se v soucasné dob¢ vyuziva v diagnostice, ale ma potencial i jako
terapeuticky radionuklid. Mlze se jim diagnostikovat pfitomnost a rozsah Hodgkinova
lymfomu a dalSich lymfomu, bronchogenniho karcinomu a také nékterych akutnich
zanétl. Galium-67 je produkovano v cyklotronu z matefského nuklidu zinek-68.
Galium-67 se nasledné rozpada elektronovym zachytem na stabilni zinek-67. Energie
emitovaného zateni je 0,997 MeV. Soucasné se také emituje doprovodné y-zareni, které
se da vyuzit pro zobrazovani technikou SPECT nebo scintigrafie. Protoze se galium-67
pomalu odstranuje z tkani, je potfeba zobrazovat tkané po 48—72 hodinach od podani,
coz vede k relativné vysoké radiacni expozici pacienta. [39, 41, 42, 44]

Galium-67 se do organismu dostava stejnym zptisobem jako Zelezo, respektive
Fe*" ionty. Tedy lze fict, Ze in vivo piisobi jako analog Zeleza. V plasmé se vaZe na
transferin, pfipadné€ na vazebné struktury bunék imunitniho systému, jako je laktoferin
leukocyti. Galium-67 se vychytava v jatrech, slezin¢ a kostni dfeni. Vylucuje se

ledvinami a téz travicim traktem. [39, 45, 46, 47]

Obrazek 3: Galium citrat, [*’ Ga] GaCsHsO7, prrevzato z [40].
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3.10 Radiofarmaka

V mediciné se radioaktivita vyuziva bud’ k terapii nékterych onemocnéni, anebo
k diagnostice. K diagnostice se vyuziva zejména klinicka diagnosticka radiologie, mezi
jejiz techniky pro zobrazovani tkdni patii napiiklad rentgen, ultrazvuk nebo magneticka
rezonance. U téchto metod je zdroj zdfeni umistén mimo télo pacienta a béhem
vysetieni dochazi k prozareni tkani. Dale je mozné pouzit k diagnostice radiofarmaka.
Radiofarmakum je definovano jako léCivy piipravek obsahujici jeden nebo vice
radionuklidii navazanych na vektor, ktery transportuje radionuklid do cilového mista.
Vektorem muiize byt organicka nebo biologicky aktivni molekula jako peptid nebo mAb.
Radionuklidy se vyuzivaji v medicinském oboru nukledrni mediciny k radiodiagnostice
nebo k radioterapii ve velmi nizkych koncentracich. [36, 37]

Radiofarmaka se podéavaji pacientim parenterdlné, peroraln€¢ nebo inhala¢né
aslouzi k zobrazeni nebo sledovani Cinnosti organd, kdy je poté emitované zareni
detekovano externim zafizenim jako jsou napiiklad gama kamery pro detekci y-zatreni
technikou SPECT. Pro radiodiagnostickou aplikaci se obecné pouZivaji radionuklidy
emitujici y-zafeni (technika SPECT) nebo pozitronové zatfeni (technika PET). Také je
tedy mozné pouzit radionuklidy k terapii nékterych onemocnéni. V radioterapii se
uplatiuji zejména P -zéfice, emitory Augerovych elektronti a posledni dobou se do
centra z4jmu dostavaji 1 a-zafice. Terapeutické radionuklidy se kumuluji v postiZzené
tkani a pomoci emitovaného zareni poskozuji cilovou tkan. Radionuklidy mohou byt ve
vice formach. Mohou fungovat jako samostatny atom (naptiklad xenon-133), jako
molekula ([**"Tc]TcO4Y), iont (['*'T]I'), nebo mohou byt vazany na vektory jako peptidy,
protilatky, buiiky nebo vétSi molekuly. Radiofarmakum vazané na vektor obsahuje
vazebnou nebo cilovou slozku, ktera zajiStuje to, aby se radiofarmakum dostalo do
cilového mista, a radioaktivni slozku, ktera ndm umoziuje stopovani radiofarmaka nebo
v terapil zajiStuje ozafeni cileného mista. Monoklonalni protilatky maji vysokou
selektivitu k danému cili in vivo, a mohou byt pouZity jako vektory, na kterd jsou
navazana cytotoxickd léciva nebo radionuklidy, nebo oboji. Radioaktivné znacené
protilatky jsou povolené k pouziti od roku 2002. [36, 37, 39, 48, 49]

Parenteralni radiofarmaka se nejCastéji pouzivaji ve formé tzv. kith. Kit je
neradioaktivni ptipravek, ktery je ur¢eny k pozdéjSimu spojeni s radionuklidem. Jedna

se oinjekéni lahvicku se zatkou, ke které se v Cas potieby piidd radiofarmakum.
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ZnaCeni kitd casto probiha radionuklidy ziskanymi z radionuklidovych generatort.
Nejcastéji se vnuklearni medicingé vyuzivaji ®Mo-"""Tc a 8Ge-%*Ga generatory.
Nasledn¢ je mozné ptipravit radiofarmakum smichanim radionuklidu s kitem. Pfiprava
radiofarmak probihd na oddé€lenich nuklearni mediciny nebo v prostorach Iékarny
schvalenych Statnim tstavem pro jadernou bezpecnost. [36]

Jak bylo uvedeno vyse, pro diagnostiku se vyuzivaji radionuklidy emitujici
v- a B'-zafeni, pro terapii se vyuzivaji radionuklidy emitujici a- a B- zafeni nebo
Augerovy elektrony. Elektronové zarice jsou v terapii pouzivany jiz od roku 1936.
Prvnim do praxe uvedenym byl radionuklid fosfor-32 a také sodik-24, které se
aplikovaly v 1écbé hematologickych malignit. Mezi nejdéle pouzivané P -zafice patii
jod-131, ktery je pouzivan v terapii lécby Graves-Basedowy choroby §titné Zlazy. Mezi
dalsi terapeuticky Uspé$né aplikované B -zafi¢e patii lutecium-177 a ytrium-90. Mezi
a-zafici je v soucasné dob¢ nejpouzivanéjsi radium-223, nejcastéji v podobé
[??Ra]RaCl,, ktery se jako analog véapniku zabudovava do kosti a slouzi k 1é¢bé
kostnich metastdz u karcinomu prostaty. Pfed pouzitim radiofarmaka je potfeba ovéfit
radionuklidovou ¢istotu, radiochemickou Cistotu a také urcitou specifickou aktivitu. [35,
38, 44]

Vybér radionuklidu se fidi tim, jaké emituje zafeni, velikosti budouciho
radiokonjugatu, polocasem radioaktivni pfemény, farmakokinetikou nosice (protilatka,
peptid, buitka) a mnoZstvim emitovanych ¢astic nebo fotontll. Tato kritéria jsou dilezita
jak pro diagnosticky nebo terapeuticky efekt, tak pro ochranu pacienta a personalu.
Zateni s vySSim ionizujici efektem je dobré k 1écbé vétSich nadora jako je pro P-zafic
ytrium-90, nebo zafeni s nizS§im ionizujicim efektem k ozatovani menSich nadora jako
je pro B -zafi¢ lutecium-177. A¢koliv ma a-zareni vyssi ionizujici efekt, a-Castice putuje
na krat§i vzdéalenost, a proto se a-zafi¢e hodi pro terapii nejmensich nadorti nebo
metastdz. U velkych nadord, které maji odliseny vné&jsi obal nadoru od svého jadro, je
lepsi pouzit B-zéafiCe nez a-zafice, které by ozafily témef jen obal a jadro tumoru by
zustalo nedotceno. [35, 44]

Vyznamnym kritériem pro volbu vhodného radionuklidu jak pro terapii nebo
diagnostiku je 1 polocas rozpadu. Pokud se radionuklid distribuuje v organismu delsi
dobu, coz byva naptiklad u radionuklidu navdzané¢ho na protilatku, je dobré pouZit
radionuklid s del$im polocasem a naopak. Zaroven je potieba, aby polocas rozpadu

radionuklidu nebyl ani pfili§ dlouhy ve srovndni s tim, jak dlouho bude setrvavat
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radionuklid v nddoru. To by mohlo vést k jeho redistribuci do jinych neZz cilovych tkéani.

[35, 44]

3.11 Zobrazovaci metody v nukleiarni mediciné

Zobrazovaci metody v nukledrni mediciné vyuzivaji radionuklidy k tomu, aby
prezentovaly funkcnost jednotlivych organti nebo lokalizovaly nador ¢i néjaky
patologicky stav a také pro monitoring progrese 1€cby onemocnéni. Zakladni typy
zobrazovacich metod jsou scintigrafie, vypocetni tomografie SPECT a PET, a hybridni

zobrazovani PET/CT, SPECT/CT a PET/MR. [38]

3.11.1 Scintigrafie

Scintigrafie je realizovana pomoci piistroje zvaného gamakamera. Gamakamera
je zarizeni, které je schopné detekovat a lokalizovat y-zafeni. Zobrazenim y-zafeni se
vytvaii obraz, ze kterého je ziejmé, jaké je rozlozeni radiofarmaka v téle pacienta.
signalu zy-zafeni. Je tvofeny kolimatorem, scintilanim krystalem, fotonasobicem
a vypocetni elektronikou. Po aplikaci radiofarmaka se radionuklid (naptiklad
technecium-99m, galium-67 nebo krypton-91m) zbavuje nadbyte¢né energie v podobé
vyzateného y-fotonu. Cast fotonii je poté zachycena gamakamerou. Kolimator je deska
z olova, ktera zachycuje fotony. Obsahuje spousty malych otvord, které propousti kolmo
letici fotony déale do kamery. Scintila¢ni krystal je deska z Nal(TI), je dilezita pro
konverzi y-fotonu na fotony viditelného svétla nebo ultrafialového zatreni. Fotonasobice
slouzi ke konverzi svétla vzniklého pomoci scintilaéniho krystalu na elektricky signal.
Vypocetni elektronika poté signal zpracuje do vysledného obrazu. [36, 42]

Scintigrafie se déli na dynamickou, statickou a celotélovou. Pii vySetieni pomoci
statické scintigrafie vznik4 snimek, ktery zobrazuje informaci o funkci daného organu.
Napftiklad se da timto zpisobem zjistit perfuze ledvin. Celotélova scintigrafie slouzi
k zobrazeni celého téla, naptiklad je mozné zobrazit celou kostru k detekci kostnich
metastdz. Dynamicka scintigrafie slouzi k zobrazeni prib¢hu d&i, kdy gamakamera
vytvoii vice snimkll dané oblasti v case, kdy se méni aktivita s casem. Ke
scintigrafickému vySetfeni je mozné pouzit jeden nebo vice radionuklidd, pii pouziti

vice radionuklidd muizeme ziroven ziskat vice informaci najednou, napftiklad pfii
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vySetieni plic pomoci technecia-99m a kryptonu-81m zaroven zjistime plicni perfuzi

1 plicni ventilaci. [38]

3.11.2 Pozitronova emisni tomografie

Pozitronovd emisni tomografie tzv. PET je technika, kterda vyuziva
pozitronovych zafi¢a, tj. emitort p'-zafeni a zobrazuje tkang, ve kterych se akumuluje
pozitronovy radionuklid napiiklad fluor-18 nebo uhlik-11. Sniméni probiha v rozsahu
uhlu 360° okolo pacienta. V moment¢, kdy se pozitron spoji (anihiluje) s ndhodnym
elektronem, vznikaji 2 anihilacni y-fotony emitované v opac¢nych smérech, které jsou
nasledné soucasn¢ detekovany prstencem detektor PET pftistroje. Poté se z naméfenych
signalli rekonstruuje obraz. Pro PET vySetfeni se dasto vyuziva !'|F-znadend
fluordeoxyglukoéza (['®F]FDG), kter4 se hromadi v mistech se zvySenym metabolismem
glukoézy, naptiklad v nédorech nebo v mozku. PET je mozné vyuzit i pro tvorbu
dynamickych snimkd. Pro zobrazovani pomoci technologie PET je mozné pouzit
naptiklad 1 galium-68, zirkonium-89, méd’-64, ytrium-89 nebo skandium-44. [38, 48,
49]

3.11.3 Jednofotonova emisni vypocetni tomografie

Jednofotonova emisni vypocetni tomografie tzv. SPECT je metoda nukledrni
mediciny vyuZzivajici y-fotony uvolfiyjici se pii y-pfeméné k zobrazovani tkani a organd.
SPECT wvyuzivd stejné gamakamery jako scintigrafie, podminkou je oto¢na
gamakamera. Dnes$ni SPECT pfistrojova technika obsahuje 2-3 gamakamery. SPECT
snimani je zaloZeno na vytvofeni vice snimkili z riznych whll, ze kterych se pfi
zpracovani vytvoii fez organu. SPECT je moZné vyuzit k dynamické tomografii. Pro
zobrazovani pomoci SPECT je mozné vyuzit napiiklad radionuklid technecium-99m,

indium-111, galium-67 nebo 1 lutecium-177. [40, 50, 51]

3.11.4 Hybridni zobrazovani

Hybridni zobrazovani znamena, Ze se spoji obrazy vzniklé metodou nuklearniho
zobrazovani s obrazem, ktery zachycuje napiiklad morfologickou strukturu daného
organu, jelikoz samostatné metody nuklearni mediciny ukazuji funkcénost daného
orgéanu, ale nedokdzi ndm zobrazit jejich morfologii nebo strukturu. V soucasné dobé¢ se

stale vice dava prednost hybridnimu zobrazovani, hlavné u PET, protoZze nam poskytuje
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komplexnéjsi pohled na oblast zajmu. Jednd se zejména o kombinaci vypocetni
tomografie (CT, anglicky computed tomography) s PET nebo SPECT technikou
oznacovanych jako PET/CT nebo SPECT/CT, pfipadné¢ o kombinaci magnetické
rezonance (MR, anglicky magnetic resonance) s PET nebo SPECT technikou
oznacovanych jako PET/MR nebo SPECT/MR. Vyhody vyuziti CT jsou v tom, Ze se
dokéze presné lokalizovat morfologie cilového mista, coz pomaha diagnostice. [38]

Magneticka rezonance je neinvazivni vySetfeni, ze kterého ziskdme 3D detailni
anatomické zobrazeni tkan¢ nebo organu. MR se pouziva k diagnostice a monitorovani
1écby. MR obsahuje silné magnety, které vytvaii silné vnéjsi magnetické pole a tim
zpusobuji celotélovou magnetizaci. Pomoci této technologie se excituji protony vodiku,
které se nachdzeji zejména ve vod¢ tvofici zivé tkan€, a nasledné se detekuje
energetickd zména téchto protonil. [52]

Vypocetni tomografie je metoda, ktera k zobrazovani pouziva rentgenové zareni.
Vytvaii prafezové snimky, ze kterych je mozné poskladat 3D obraz, ktery poméha
lokalizovat naptiiklad nddory. Béhem hybridniho zobrazovani SPECT/CT je CT
v rezimu nizkého ozéafeni pacienta, coz zdroven znamena, ze rozliSeni je také nizké.

PET/CT vyuziva standartni davky ozatreni, ma tedy i lepsi rozliSeni obrazu. [38, 53]

3.12 Zpisoby radioaktivniho znaceni protilatek

Protilatky je mozné spojit s radionuklidem dvojim zpisobem, tj. pfimym nebo
nepiimym navazanim. Nepfimé znaceni znamena, Ze se protilatka spoji s radionuklidem
prostfednictvim ligandu, ktery ma nejcastéji charakter bifunkéniho cheldtoru. Oproti
tomu pfimé znafeni znamend, Ze se radionuklid navaze kovalentni vazbou pfimo do

struktury MAb bez ticasti linkeru. [50]

3.12.1 PFimé znaceni protilatky jédem

Pro pfimé znaceni se nejcastéji vyuzivaji radiohalogeny a to pfedevs§im vybrané
izotopy jodu jako jod-123, jod-125 ajod-131, které maji delsi, a tedy vhodnou dobu
poloc¢asu rozpadu. Vyhodou je iznalost chemickych vlastnosti radionuklidd jodu.
Radionuklidy jodu vytvareji silné kovalentni vazby, které minimaln¢ ovliviiuji strukturu
MAD. Znaceni probihd pfimou halogenaci tyrozinovych nebo histidinovych zbytki za

pfitomnosti enzymatickych nebo chemickych oxidacnich cinidel, jako jsou jodogen
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nebo chloramin T, které prevedou jodid sodny na jodidovy kationt, ktery se nésledné

vaze na tyrozinové nebo histidinové zbytky. [50]

3.12.2 NepFimé znaceni protilatky

Neptfimé znaceni protilatky probihd pomoci bifunkénich chelatort (BFCs,
anglicky bifunctional chelators), na které se navaze do jednoho vazebného mista
protilaitka a do druhého radionuklid. Nepfimé znaceni se vyuziva pro vSechny
radionuklidy ze skupiny kov1, jako je i v této praci pouzité galium-67. Vybér chelatoru
zavisi na fyzikalnich vlastnostech a oxida¢nim stavu radionuklidu. Chelator poskytuje

donorové elektrony, které tvoti komplex s kovovym iontem. [50]

3.12.3 Chelatova c¢inidla

Chelatova cinidla jsou chelatujici latky s oblibou vyuzivané pro nepiimé znaceni
zejména biologicky aktivnich latek jako peptidi, MAbs, nukleotidi nebo nanocastic
radionuklidy charakteru radiometald. Chelatova c¢inidla nejenom vaZou radiometal
pomoci minimalné jedné kovaletni vazby, ale navic obsahuji dal$i funkéni skupinu,
kterou jsou navéazana na vektor, tj. biomolekulu. Tento typ chelatovych Ccinidel se
oznacuje jako BFC. Proces vazby BFC na biomolekulu se oznacuje jako konjugace.
V ptipadé MAb mluvime o imunokonjugaci. BéZzné konjugaéni techniky vyuzivaji
funkéni skupiny jako jsou karboxylové skupiny nebo aktivované estery (napiiklad
N-hydroxysukcinimid ester), diky kterym BFC vaze protilatky 1 radionuklid kovového
charakteru. Aby byl vysledny komplex radioligand-chelator stabilni in vivo, tedy aby se
v in vivo prostfedi neuvolioval radiometal, je dulezité¢, aby mél komplex vysokou
termodynamickou 1 kinetickou stabilitu. Zaroveil je nutné, aby vazba cheldtoru
negativné neovliviiovala vazbu protilatky na cil. [50, 54]

Pti konjugaci nejprve vznika vazba mezi cheladtorem a protilatkou. Kovalentni
vazba mezi protilatkou a chelatorem vétSinou vzniké prostfednictvim Michaelovy adice,
nejcastéji konjugaci lysinu s karboxylovymi kyselinami a isothiokyanatem nebo
s thiolem a maleinimidem. Tyto reakce kvtli stabilité¢ protilatky probihaji v prostredi
o pH 7-9, a za teploty 25-37°C. Je dulezité, aby k vazb¢ chelatoru doslo v misté mimo
vazebnou doménu. Cim je MAb vé&tsi, tim je vétsi pravdépodobnost, Ze se chelator
navaze na lysin mimo vazebnou doménu, pfipadné je mozné upravit MAD tak, aby se

vytvotilo konkrétni vazebné misto mimo Fab ¢asti. Pro funk¢nost imunokonjugatu je
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dilezité udrzet mnozstvi navazanych chelatori na protilatku v poctu 1-2, aby se
nenaruSila normalni biodistribuce MAb. [49, 51, 54]

BFCs rozlisSujeme podle struktury na makrocyklické a acyklické. Makrocyklické
chelatory sice snaze vytvareji vazby, z termodynamického pohledu vyzaduji totiz nizsi
energii pro vznik vazby, nicmén¢ znaceni byva vice ucinné u acyklickych chelatort.
Acyklické chelatory navazi kovovy radionuklid i za 15 minut pii pokojové teploté,
makrocyklické chelatory navazi radionuklid vétSinou za 60-95 minut pii vyssi teploté.

Mezi nejCastéji uzivané makrocyklické cheldtory patti DOTA (kyselina 1,4,7,10-

tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova), TETA (N'-[2-(2-
aminoethylamino)ethyl]ethan-1,2-diamin), NOTA (kyselina 2-[4,7-bis(karboxymethyl)-
1,4,7-triazonan-1-yl]octova), TRAP (kyselina 3-[[4,7-bis[[2-

karboxyethyl(hydroxy)fosphoryl|methyl]-1,4,7-triazonan-1-yl]methyl-
hydroxyfosphoryl]propanova) a NODAGA (1-glytaryl-4,7-diacetyl-1,4,7-
triazocyklononan) (Obrazek 4). Mezi acyklické chelatory se tadi naptfiklad DTPA
(kyselina diethylentriaminpentaoctovd), DFO (deferoxamin) a maleimidovy derivat
YM103. V soucasné dobé jsou nejvice v praxi pouzivanymi cheldtory acyklicky DFO
a makrocyklickda DOTA a NOTA. [51, 54, 15]

Zlatym standardem k chelataci galia-67 je chelator NOTA, ktery umoziuje
konjugaci pfi ptijatelné teploté (maximalné 37 °C) a pii délce inkubace 30-60 minut.
Vysledny konjugat vykazuje dobrou in vivo stabilitu. Galium-67 je stabilni pfii
konjugaci s dal§imi chelatory jako naptiklad DTPA nebo NODAGA (derivat NOTA).
Pti nékterych studiich [55] bylo vyzkouSeno, ze NODAGA vaze galium-67 oproti
NOTA rychleji a pfi pokojové teploté. Vyjma galia-67 se NODAGA chelator v praxi
vyuziva  pro  konjugaci  sradiometaly  galium-68, indium-111, meéd-64

a technecium-99m. [54, 55, 56]

HOQC

/>

CO,H

Obrazek 4: Struktura NODAGA chelatoru, prevzato z [54].

HOQC\/
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3.13 In vitro vazebné studie

V ramci vyvoje radiofarmak se testuje mnoho riznych molekul zejména
biologického charakteru. Protoze je testovani in vivo drahé, cCasov€é narocné,
a predev§im zahrnuje laboratorni zvifata, byly vyvinuty rGzné in vitro testy, které
zkoumaji interakce mezi radiofarmakem a cilovou strukturou zejména charakterem
receptoru. In vivo se poté zkoumaji ty molekuly, které vykazuji nejlepsi vysledky in
vitro. Také je dulezité, aby bylo dané radiofarmakum co nejlépe prozkoumané, nez je
poprvé podano pacientovi z hlediska jeho bezpecnosti. Mezi in vitro vazebné studie
zkoumaného radiofarmaka patii saturacni studie, internalizacni studie, kompetitivni
studie a efluxni studie. [57]

In vitro studie nezarucuji, ze radiofarmakum bude G¢inné také in vivo, protoze
latka mtze byt nestabilni, mize mit nizkou biodostupnost, mize se pomalu vylucovat
nebo muze kompetovat o receptor s jinymi slouceninami. Tyto zalezitosti snizuji

vychytavani slouceniny receptorem nebo zvysuji toxicitu radiofarmaka. [57]

3.13.1 Saturacni studie

Pfi saturac¢nich studiich se zkoumd specifické receptorem zprosttedkované
vychytdvani radioligandu. Analyzuje se mnozstvi radioligandu, které je potiebné
k saturaci receptoru. Tyto studie umoZiiuji zjisténi dvou parametrti, Bmax a Kp. Parametr
Bmax je ¢islo udavajici mnoZstvi receptorti exprimovanych na buiice vyjadienych na
mnoZzstvi proteinu, a parametr Kp je oznacenim pro rovnovaznou disociacni konstantu
charakterizujici afinitu radiofarmaka k cilové struktufe. Kp lze vyjadiit jako pomér mezi
rychlostni konstantou disociace (Koff) a mezi rychlostni konstantou asociace (Kon) po
dosazeni rovnovazného stavu. Niz§i hodnoty Kp znamenaji vys$si afinitu k receptoru,
protoZze je niz8i mira disociace navazaného radiofarmaka z vazby na cilovou
molekulérni strukturu, a tedy je 1 vyS$si pravdépodobnost in vivo afinity. [57]

Korr
K, =41
b Kon

3.13.2 Internalizace

Internaliza¢ni studie by méla predchazet saturacni studii, jelikoz se pfi ni zjistuje
Cas potiebny pro receptorem zprostiedkovanou vazbu a transport radiofarmaka do

bunék. Zkouma se tedy Cas, za ktery probéhne internalizace bez dosazeni rovnovazného
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stavu radiofarmakum-receptor. Tato méfeni jsou vhodna proto pouze pro buiky, které

internalizuji radioligandy. Cim je internalizace in vitro rychlejsi, tim je v&tsi

vvvvvv

3.13.3 Kompetitivni studie

Pii kompetitivni studii zjiStujeme hodnotu inhibi¢ni koncentrace (ICso).
Inhibi¢ni koncentrace odpovidd koncentraci testovaného ligandu, ktera je potifebna ke
sniZeni specifické vazby radioaktivné znaceného standardu o 50 %. ICso patii téZ mezi
indikatory afinity ligandu k receptoru. Plati, ze ¢im je ICso niz$i, tim je afinita ligandu

k receptoru vyssi. [57]

3.13.4 Efluxni studie

Tato studie urcuje mnozstvi radiofarmaka, které se po internalizaci zpétn€ uvolni
z bun¢k. Diky zjisténi rychlosti a mnozstvi uvolnéného radiofarmaka se ziskéd informace
o tom, jak bunky zadrzuji radioligand. Rychly eflux miize znacit, Ze se v in vivo
prostiedi zadrzi malo radiofarmaka. Naopak pomala ztrata radiofarmaka vede k tomu,
ze se radioligand v in vivo prostiedi udrzi dlouhou dobu v cilovych bunkach. Efluxni

studie probihaji po internaliza¢nich studiich. [57]

3.13.5 Real-time analyza

Vyse uvedené zplsoby charakterizace nové piipraveného radiofarmaka jsou
manualné provadénou metodou, ktera se oznaCuje jako end-point analyza. Jeji
nevyhodou je nemoznost pribéZzného sledovani provadéné analyzy, ktera se
vyhodnocuje az po skonceni inkubace. Tuto nevyhodu piekonavaji real-time analyzy. In
vitro automatické analyzy umoziuji sledovani v redlném c¢ase rtznych kinetickych
parametri jako je asociace a disociace radioligandi pro stanoveni Kp, rychlost
internalizace a ptipadného efluxu, nebo stanoveni hodnoty inhibi¢ni koncentrace.
Nevyhodou téchto metod je finan¢ni ndro¢nost piistrojového vybaveni. Méfeni muize
probihat na bunéfnych kulturdch, nebo jen samotnych na platformy zakotvenych
cilovych strukturach jako jsou receptory, nebo i na izolovanych Zivych tkdnich. Mezi
vyhody méfeni v redlném cCase patii jednodussi pracovni postup a pfesnéjsi urceni
vazebné rovnovahy, a tedy piesnéjsi vysledky, které diky kontinudlnimu meéteni vice

ptiblizuji in vivo podminky. [57, 58]
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Ptikladem téchto real-time analyz jsou systémy od Biacore™ a Ridgeview
reprezentovany pristrojem LigandTracer™. Pristroj LigandTracer™ je piimo
konstruovan pro real-time analyzu interakce radioligandu s cilovou strukturou
predevsim proteinového charakteru. Modifikace LigandTracer™ umoziuji analyzu
s B-zafi€¢i  ve verzi White, nizkoenergetickymi y-zafi¢i ve verzi Grey
a vysokoenergetickymi y-zafi¢i ve verzi Yellow. Vedle toho verze LigandTracer™
Green umoziuje analyzu v realném case pro fluorescencné znacené ligandy potazmo

farmaka (Obrazek 5). [59, 60]

A
S
-

P
A

Obrazek 5: Varianty pristroje LigandTracer™ pro méreni silného y-zareni (4), f zareni
(B), slabého y-zareni (C) a fluorescencniho zareni (D), prevzato a upraveno z [60].
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4 Cil a zadani prace

Tato prace se zabyvala pfipravou %’Ga-znacené monoklonalni protilatky
carotuximab s naslednou analyzou jeji radiochemické Cistoty a in vitro bunénymi
studiemi pro charakterizaci interakce ptipraveného radiofarmaka
[47Ga]Ga-NODAGA-carotuximab s bun&énym receptorem CD105, na ktery protilatka
cili. Cilem této prace bylo pomoci internalizacnich, satura¢nich a kompetitivnich studii
urcit, zda ma %’Ga-znagena protilatka carotuximab po konjugaci s bifunkénim
chelatorem a pouzitym radionuklidem stale silnou afinitu k angiogennimu receptoru
CD105.

V réamci ptipravy byla nejprve chimérni monoklonélni protilatka carotuximab
konjugovéna s chelataénim cinidlem NODAGA a nasledné radioaktivné znacena
radionuklidem galium-67. Béhem konjugaéniho procesu bylo zjisténo pramérné
mnozstvi molekul chelatoru NODAGA na jedné molekule protilatky. Po radioaktivnim
znateni byla wurfena Cistota radioimunokonjugitu pomoci HPLC analyzy
s radiometrickou  detekci. Pokud &istota pfipraveného [*’Ga]Ga-NODAGA-
carotuximabu nevyhovovala 1ékopisem piedepsané Cistoté¢ (> 95 %), doslo k jejimu
ptecisténi pomoci gravitani chromatografie.

Hlavni ¢asti experimentélni studie bylo stanoveni afinity radioimunokonjugétu
[47Ga]Ga-NODAGA-carotuximab k buiikdm, které ve velké mife exprimovaly receptor
CD105. Konkrétn€ byla pouzita bunécna linie izolovana z lidského renéalniho karcinomu
(A498). Nejprve byla povedena internalizacni studie, nasledné saturac¢ni studie
a nakonec kompetitivni studie pro stanoveni inhibi¢ni koncentrace. Namétena data byla
zpracovana v programu MS Office Excel a vyhodnocena v programu GraphPad Prism.
Ziskané vysledky byly porovnany s hodnotami nalezenymi v literatuie v diskusi

diplomové prace.
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5 Experimentalni Cast
5.1 Pouzité pristroje a software

Analytické vahy (Sartorius analytic)

Automatické pipety (v pipetovacim rozsahu 0,5-10 ul, 2-20 ul, 20-200 pul, 100-1000 pl;
Ependorf Research plus)

Bunécny inkubator (Sartorius Stedim Biotech product Certomat® CS-18)
Inkubator (Sanyo Incubator MIR-153)

Biirkerova pocitaci komirka pro kvantifikaci bun¢k (Brand)

Centrifuga U-32 R (Boeco)

Detektor povrchové kontaminace (Polon)

Digestot (Polon)

Gamma Counter (Automatic Gamma Counter, Waltec Wizard2 3°’, 2480 Perking
Elmer)

HPLC systém (Agilent 1100 Series, Agilent Technologies Inc.) s radiometrickou detekci
Inkubétor (Sanyo Incubator MIR-153)

Nesterilni bunécny inkubator dry-bath (MS Science)

Laminarni box (Bio Air Instruments)

Magnetické michadlo (IKA RTC basic)

Mikrocentrifuga (Sprout, Heathrow Scientific)

Mikroskop (XDS-IR, OPTICA)

Multidavkovaci pipeta (pipetovaci rozsah 50 ml; Handy step, Brand)

Multikandlova pipeta (Comfort)
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Nesterilni bunéény inkubator dry-bath (MS Science)
pH metr (Eutech Instruments pH510)

Program GraphPad Prism 9.51

Program Excel (Microsoft Office 365)

Predvazky (Kern PLB 200-3)

Spektrofotometr (TECAN INFINITE M200 PRO)
Tiepacka (Vortex V1 plus Biosan)

Vodni lazen (Julabo, TW12)

5.2 Pouzity material

Gravitacni kolonka na procisténi biologickych vzorkt (IllustraTM NAPTM - 5
Columns SephadexTM G-25 DNA Grade)

HPLC kolona (BIOSil Sec 250, 300 x 7,8 mm, BioRad Gel column)
HPLC vialky (Agilent Technologies)

Kahan (Schuett Phoenix)

Kultiva¢ni lahve o objemu 75 cm2 a 182 cm?2 (TPP)

Odmérna banka o objemu 1 1 (Simax)

Pipetovaci $picky o objemu 10 pl, 200ul, 1000 ul (Eppendorf)
Sklenéna Pasteurova pipeta (Brand)

Sérologicke jednorazové pipety o objemu 5, 10, 25 ml (TPP)
Vialkové inserty o objemu 250 pl (Agilent Technologies)

Zkumavka na mikrocentrifugaci Corning Spin-X UF, objem 500 pl, cut-off objem 50
kDa (Corning)
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Zkumavka na centrifugaci Vivaspin 6, objem 6 ml, cut-off objem 50 kDa (Sartorius)
Zkumavka na centrifugaci VectaSpin Micro, cut-off objem 20 kDa (Corning)
Zkumavka na centrifugaci Amicon ultra (Millipore)

24-jamkova desticky (TPP)

96-jamkové desticky (TPP)

5.3 Pouzité chemikalie

70% ethanol (Penta)

37% HCI (Sigma-Aldrich)

Arsenaso III reagent (Sigma-Aldrich)

Bradford Protein Assay (Sigma-Aldrich)

CaCl; (Penta)

Carotuximab (TRC105) ve fyziologickém roztoku (TRACON Pharmaceuticals)
Cu*" ionty (Sigma-Aldrich)

Destilovana voda (Millipore)

DMSO (Sigma-Aldrich)

EDTA (Sigma-Aldrich)

Fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich)

Galium-67 (citrat galia ([®’Ga]GaCsHsO7), Curium)
Glukoza (Penta)

Glycin (Sigma-Aldrich)

Hepes (Thermo Fisher Scientific)

KCI (Penta)
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Kultivaéni médium (Eagle’s Minimum Essential medium, ATCC)
Kyselina borita (Lachner)

Kyselina octova (Penta)

L-glutamin (Sigma-Aldrich)

MgCl (Penta)

NacCl (Penta)

NayHP4 . 12H20 (Penta)

NaH;POq4 . 2 H20 (Penta)

NaOH (Penta)

NODAGA (ChemaTech)

Octan amonny (Sigma-Aldrich)

Pierce BCA Protein Assay Reagent A (Thermo Scientific)
Pierce BCA Protein Assay Reagent B (Thermo Scientific)
Triton X (Sigma-Aldrich)

Trypsin EDTA roztok (Sigma-Aldrich)

5.4 Pouzity biologicky material

A498 bunky (buiiky lidského rendlniho karcinomu), produkce American Type Culture
Collection (ATCC)
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5.5 Pracovni postup

5.5.1 Postup pro pripravu fosfatového pufru

Fosfatovy pufr (PBS) se vyuziva pro udrzeni pH v oblasti 7,4 pro oplach bun¢k
a také jako mobilni faze (MF) pro HPLC s hodnotou pH 6,8.

Pro ptipravu 1 litru roztoku PBS pufru se navazi 8,01 g NaCl, 0,21 g KCI, 3,58 g
Na;HPO4 a 1,56 g NaH,PO4. Navazené suroviny se rozpusti v destilované vodé¢ a doplni
destilovanou vodou do objemu 1 1. Nasledn¢ se upravi pH roztoku pomoci NaOH na pH

6,8 nebo 7,4. Pufr je tieba uchovavat v lednicce, aby nepodléhal bakterialni degradaci.

5.5.2 Postup pro pripravu glycinového pufru

Glycinovy pufr se pouziva pro in vitro vazebné studie na bunécénych kulturach.
Glycinovy pufr slouzi k oplachu bun¢k a k uvolnéni komplexu receptor-protilatka
z bunécného povrchu.

Pro ptipravu 200 ml glycinového pufru o pH 2,8 se pfipravi 50 ml roztoku
glycinu v destilované vodé o molarni koncentraci 0,2 M (celkové mnozstvi 3 g glycinu
do 0,2 litru destilované vody). K 50 ml roztoku glycinu se ptid4d 3,4 ml 0,2 M HCI

a doplni se destilovanou vodou na celkovy objem 200 ml.

5.5.3 Postup pro pripravu Krebs-Ringerova roztoku

Krebs-Ringeriiv roztok se vyuziva u in vitro vazebnych studii jako internaliza¢ni
roztok pro studovany ligand, v naSem piipadé radioaktivné znacenou protilatku. Jeho
vyhodou je, Ze je izotonicky, neposkozuje buriky, a naopak jim poskytuje zdroj energie
(glukéza). Navic neobsahuje potencidlné interagujici latky, které by ovliviiovaly vazbu
a transmembranovy transport zna¢eného ligandu. Jedna se tedy o vhodné prostiedi pro
in vitro studie. Pro ptipravu 1 1 Krebs-Ringerova roztoku se navazi 7,1589 g NacCl,
0,4026 g KCl, 0,1332 g CaCla, 0,1626 g MgCl,, 0,2865 g NaxHPO4, 0,0312 g NaH>POq,
0,9909 g glukoézy a 2,383 g Hepes (kyselina 2-[4-(2 hydroxyethyl)piperazin-1-
yl]ethansulfonova). Navazky se rozpusti a doplni do 1 1 destilovanou vodou. Nasledné
se zméfi pH roztoku a jeho hodnota se upravi na hodnotu 7,4 pomoci 1 M NaOH nebo

1 M HCL

52



5.5.4 Postup pro pripravu dezintegra¢niho roztoku

Dezintegracni roztok se pouziva pro dezintegraci bunék po probéhlych in vitro
studiich, timto vznika bunécny lyzat. Pro piipravu dezintegracniho roztoku se navazi
0,8 g NaOH, navazka se rozpusti v destilované vod¢ a nasledn¢ se ptida 1 ml Tritonu X.

Vysledny roztok se doplni destilovanou vodou do celkovych 200 ml.

5.5.5 Kaultivace bunécnych linii

Buiikky A498 jsou bunky izolované z lidského karcinomu ledvin a na svém
bunécném povrchu exprimuji cilovy receptor CD105.

Buriky byly kultivovany v kultivaénich lahvich o plose 182 cm? nebo 75 cm?.
V bunééném inkubatoru byly nastavené tyto podminky: teplota 37 °C a vlhceny vzduch,
ktery obsahoval 5 % COz. Ke kultivaci bun¢k A498 bylo pouzito Eagle’s Minimum
Essential médium s pridavkem fetadlniho bovinniho séra (finalni koncentrace 10 %)
a L-Glutaminu (10 mM).

Samotna prace s bunénymi kulturami v laminarnim boxu probihala za sterilnich
podminek. Nastroje potfebné pii praci v lamindrnim boxu byly pfed umisténim do
laminarniho boxu otfeny 70% ethanolem, aby se udrzelo sterilni prostfedi uvnitf
laminarniho boxu. Hrdla lahvi byla sterilovana pfed otevienim a zavienim plamenem
z kahanu umisténého v laminarnim boxu. Prace v lamindrnim boxu probihala
v rukavicich, které byly pied praci v boxu vydesinfikovany 70% ethanolem.

Ptfed nasazenim bunék do 24-jamkové desticky, ktera byla pouZita pii in vitro
experimentech, bylo potfeba lahve s buikami vyjmout z inkubatoru a zkontrolovat je,
zda nejsou kontaminované, a jaka je jejich konfluence, kterd vyjadiuje, do jaké miry je
povrch kultiva¢ni nddoby porostly buiikami. Je-li konfluence vyssi nez 80 %, je potieba
bunky piesadit neboli pasazovat, coz dle rychlosti ristu bun¢k vychazi na kazdych 5-6
dni. Také je mozné tyto buiikky nasadit do 24-jamkové desticky, ve které byly bunky
pouzity pro planované in vitro experimenty. Do kultiva¢ni lahve byl pfidan trypsin,
ktery umoznuje uvolnéni bun¢k od dna kultivacni lahve a jejich nasledné pfemisténi.
Nasazeni bun¢k na 24-jamkové desticky probiha 48 hodin pfed experimentem, kdy do
kazdé jamky piijde 1x10° bun&k. Pfesny podet bungk po jejich uvolnéni trypsinem bylo
zjiSténo pomoci Biirkerovy pocitaci komurky. Takto nasazené bunky se kultivuji za

podminek shodnych s béznou kultivaci bunécnych linii.
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5.5.6 Konjugace carotuximabu s chelata¢nim ¢inidlem NODAGA

Konjugace monoklonalni protilatky carotuximab s chelatorem probihala
v podminkach bez ptfitomnosti kovovych iontli (metal-free), kdy zejména zelezité ionty
se prednostné¢ vychytavaji chelatacnim ¢inidlem misto radionuklidu galia-67. Infuzni
roztok carotuximabu byl purifikovan na NAP-5 kolon¢ do 500 uL konjugaéniho roztoku
boratového pufru (0,1 M, pH 8,6). K purifikované monoklonélni protilatce carotuximab
byl pfidan roztok chelatoru EDTA (o koncentraci 10 nM, v poméru 1:4 mAb:EDTA),
ktery vychytal ptipadné zbylé iontové necistoty. Inkubace trvala 30 minut za stalého
michani. Nasledovalo odstranéni cheldtoru EDTA pomoci centrifugace na SpinX
mikrozkumavce s filtrem pro filtraci (cut-off) molekul s molarni hmotnosti mensi nez
50 kDa.

Po centrifugaci bylo stanoveno mnoZzstvi proteinu v roztoku protilatky pomoci
Bradfordovy metody.

Podle zjisténého mnozstvi protilatky pro konjugaci s chelatorem NODAGA bylo
k mAb ptidano adekvatni mnozstvi roztoku chelatoru. Navazeny chelator byl rozpustén
v DMSO tak, aby se k roztoku mAb pfidal v maximalnim objemu 5 pl. Protilatka
carotuximab s NODAGA chelatorem byla konjugovana ve tiech molarnich pomérech
1:20, 1:50, 1:100 (mAb:NODAGA), aby bylo ovéieno, ktery pomér bude nejvhodné&;jsi
z hlediska poc¢tu molekul chelatoru navazaného na molekulu protilatky.

Precistény roztok protilatky (vzdy po 1 mg mAb) byl s cheldtorem NODAGA
konjugovan po dobu 12 hodin za stdlého michéani a laboratorni teploty. Po inkubaci byly
roztoky preciStény od nenavazané¢ho chelatoru centrifugaci v mikrozkumavce SpinX
s cut-off 50 kDa do PBS pufru (pH 6,8, metal-free). Po precisténi bylo opét stanoveno
mnozstvi proteinu pomoci Bradfordovy metody a mnozstvi konjugovaného chelatoru na

molekule mAb pomoci metody Arsenazo III.

5.5.7 Bradfordova metoda stanoveni proteinu

Bradfordova metoda se pouzivd pro stanoveni koncentrace proteinu. Do
96-jamkové desticky bylo v triplikdtu napipetovano 5 pl vzorku a nésledné piidano
250 pul Bradfordova reagentu. Inkubace probihala 15 minut v temnu za laboratorni
teploty. Nasledovalo méteni jamek se vzorkem na spektrofotometru pii vilnové délce

595 nm. Koncentrace proteinu byla stanovena na zaklad¢€ porovnéni s rovnici kalibra¢ni
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ktivky, kterd byla ziskdna ze vzorkl standardd y-globulinii v koncentraénim rozmezi

0-2000 pg/ml sestrojené v sesité¢ Excel MS Office.

5.5.8 BCA Protein Assay

Tato metoda se pouziva pro stanoveni bunééného proteinu. Je méné citliva nez
Bradfordova metoda, ale je mozné ji pouzit pro vyssi mnozstvi proteinu ve vzorku. Ke
stanoveni se pouziva bicinchonni kyselina (BCA). Z kazdé jamky 24-jamkové desticky
se odebere 2 x 20 ul lyzatu, ktery se umisti do 96-jamkové desticky. Mnozstvi proteinu
bylo stanoveno z rovnice linedrni zavislosti kalibracni fady, kterd byla pfipravena za
pouziti bovinniho séra coby standardu o koncentraci v rozmezi 0-2000 pg/ml.

Ke kazdému vzorku lyzatu bylo pfidano 200 pl roztoku BCA Protein Assay
smésného reagentu. Roztok na BCA Protein Assay se sklad4 z Reagentu A a Reagentu B
v poméru 1:50. Nasledovala inkubace s bunéénym lyzatem (20 pl) a roztokem pro BCA
Protein Assay (200 pul) po dobu 30 minut v inkubatoru pii 37 °C. Po inkubaci byl obsah
desticky prométen na spektrofotometru pii vinové délce 590 nm a dle kalibracni kiivky

se spocitalo mnozstvi bunécného proteinu.

5.5.9 Stanoveni poméru protilatka:chelator pomoci metody Arsenazo II1

Pro kazdy pomér carotuximab:NODAGA (1:20, 1:50, 1:100) byla provedena tii
opakovani konjugace. Pro kazdé méfeni metodou Arsenazo III bylo do 96-jamkové
desticky napipetovano 10 upl vzorku pfipraveného roztoku NODAGA-carotuximab
a 190 ul smési Arsenaso III reagentu, kdy nasledovala inkubace po dobu 30 minut pii
37 °C. Arsenaso III reagent (40 uM) byl piipraven ze zadsobniho roztoku pro Arsenaso
III (6,4 mM), octanového pufru a roztoku Cu?" iontl (2 pl na 1 ml 40 uM roztoku
Arsenazo III). Princip metody spo¢iva v kompetici Arsenaso III a NODAGA o Cu?"
ionty, kdy ¢im vice médnatych iontll je vdzdno do komplexu Arsenazo-Cu?’, tim je
vy$si intenzita fialového zabarveni métené spektrofotometricky. Vyhodnoceni méfenych
vzorki NODAGA-carotuximab prob¢hlo na zakladé porovnani s rovnici linearni
kalibra¢ni kiivky standardi chelatoru NODAGA v koncentracich: 0, 10, 25, 50, 100,
250, 500, 2000 pg/ml v roztoku reagentu Arsenazo III a Cu®" iontdi. Postup piipravy
kalibracnich vzorkli byl totozny s ptipravou vzorkd popsanych vyse. Vyhodnoceni

probihalo v programu Excel MS Office.
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Ze zjisténého molarniho mnozstvi protilatky ve vzorcich pomoci Bradfordovy
metody a z molarniho mnozstvi cheldtoru ve vzorku s mAb zjisténého pomoci metody
Arsenazo III byl vypocitdn primérny pocet molekul cheldtoru pfipadajicich na 1

molekulu protilatky carotuximab.

5.5.10 Znaceni imunokonjugatu NODAGA-carotuximab pomoci galia-67

K 1 mg protilatky NODAGA-carotuximab v PBS pufru byly pfidany 2 MBq
radionuklidu galia-67 ve formé citratu galia ([*’Ga]GaC¢HsO7). Nasledovala
20minutova inkubace pii pokojové teploté v olovem stinéném misté (olovéné desticky).
Po probehlé inkubaci byla stanovena radiochemicka Ccistota radioimunokonjugétu

pomoci HPLC s radiometrickou detekei.

5.5.11 Stanoveni radiochemické Cistoty pomoci HPLC

Radiochemicka cistota byla stanovena pomoci HPLC s radiometrickou detekci.
Pouzit4 separacni kolona BIOSIil Sec 250, 300 x 7,8 mm se sestdva z gelové-permeacni
staciondrni faze, na které dochézi k déleni analytl podle jejich molarni hmotnosti, kdy
se nejprve eluuji latky s vyss$i molarni hmotnosti. Jako mobilni faze slouzil PBS pufr
o hodnoté pH 6,8.

V ramci HPLC méfeni bylo do vialky napipetovano 60 pl radioimunoligandu
a60 pl mobilni fadze — PBS. Na kolonu bylo poté aplikovano 100 pl vzorku.
Radioimunokonjugat se eluoval v ¢ase 7,0 minut, volné galium-67 se eluovalo v Case
10,0 minut. Kazd4 analyza probihala 20 minut. Pokud byla zjisténa pfitomnost volného
galia-67 vice nez 5 %, byl roztok radioimunokonjugatu ptecistén pomoci eluce na
NAP-5 kolonce. V ptipadé precisténi nasledovalo stanoveni koncentrace mAb pomoci

Bradfordovy metody, jelikoz mtize dochazet k mensim ztratdm proteinu na kolonce.

5.5.12 Internalizace

Pfi  studiich internalizace se urCuje casova zavislost receptorem
zprostiedkovaného vstupu radioimunokonjugatu do bunky.

Internaliza¢ni studie probihaly ve 24-jamkové desticce. 48 hodin pied
experimentem byly buiiky nasazeny do 24-jamkové desti¢ky v mnozstvi 1x10° v jedné
jamce. Celkem bylo pouzito vSech 24 jamek, kdy pro kazdy ¢as byl pfipraven triplikat

jamek a jedna jamka byla pro ur€eni nespecifické vazby.
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Po 48 hodinach od nasazeni byly bunky pfipraveny k pouziti. Nejprve bylo
odstranéno médium, ve kterém buiiky rostly. Internalizace byla posuzovéna v case 30,
60, 90, 120, 150 a 180 minut. Do kazdé jamky a pro kazdy casovy interval byl
k bunkam piidan Krebs-Ringerav roztok s radioimunokonjugatem
[¢7Ga]Ga-NODAGA-carotuximabem (45 nM) o celkovém objemu 500 ul na jednu
jamku v triplikatu, tedy celkové 18 jamek. Dale byla pro kazdy casovy usek stanovena
nespecificka vazby, kdy byla k radioimunokonjugatu v Krebs-Ringerové roztoku
pfidana neznacena protilatka carotuximab v ndsobn¢ vyssi koncentraci (1 uM) opét ve
findlnim objemu 500 pl na jednu jamku. Tento roztok pro NSB byl pfipraven pro kazdy
¢asovy usek v poctu jednoho opakovani, tzn. celkoveé 6 jamek.

Bunky v 24-jamkové desti¢ce byly inkubovany pii 37 °C. Po 30 minutach byl
prvni triplikdt a prvni jamka pro stanoveni NSB zpracovana nasledujicim zpiisobem.
Z kazdé jamky byl odpipetovan roztok s radioimunokonjugatem. Nasledn¢ byly bunky
2 x oplachnuty 500 pl chlazenym PBS (pH 7,4), aby se zastavila internalizace. Roztok
PBS byl vzdy odpipetovan. Nasledné bylo k buiikam ptidano 500 pl glycinového pufru
(0,1 M, pH 2,8), ktery se nechal pasobit 1 minutu. Tento glycinovy oplach, ktery $tépi
povrchové receptory i s radioaktivné znaCenou protilatkou, byl odpipetovan do
mikrozkumavek, a ty byly proméfeny na Gamma Counteru pro stanoveni receptorove
vazané aktivity. Poté bylo k buiikdm ptidano 500 pl roztoku Tritonu X s NaOH, ktery
slouzi k lyze bunék, a v tomto roztoku byly buiiky inkubovany po dobu 10 minut pfi
37 °C. Po inkubaci bylo z kazdého bunétného lyzatu odpipetovano 2 x 20 pl na
stanoveni bunécné koncentrace pomoci metody BCA Assay. Zbyly bunécny lyzat se
z kazdé jamky piepipetoval do mikrozkumavek (1 mikrozkumavka na kazdou jamku)
anasledn¢ se zméfil na bunééné aktivitu pochdzejici z internalizovaného
radioimunokonjugatu na pfistroji Gamma Counteru. VySe popsany postup byl
zopakovan pro kazdy Casovy Usek.

Nameétena data byla vyhodnocena pomoci programu MS Office Excel, ve kterém
byla vysledna aktivita glycinového oplachu (aktivita radioaktivné znacené mAb vazana
na povrchové receptory bun¢k) a aktivita radioimunokonjugatu, ktery se internalizoval
do bun¢k (roztok lyzovanych bunék) pfepoctena na mnozstvi bunécného proteinu
stanoveného pomoci BCA Protein Assay. To vSe bylo korigovano na nespecifickou

vazbu. Vysledky byly poté graficky vyhotoveny za pomoci programu GraphPad Prism.
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5.5.13 In vitro saturaé¢ni studie

In vitro saturaéni studie slouzi ke stanoveni disociani konstanty Kp, ktera
urcuje afinitu protilatky k ptislusnému receptoru.

48 hodin pted experimentem byly nasazeny bunky (pouzily se buniky A498) do
24-jamkové desticky v mnozstvi 1x10° bungk v 1 jamce. 24-jamkova desticka
s nasazenymi builkami byla ponechana v inkubatoru pfi teplot¢ 37 °C a vlhéeném
vzduchu s 5 % CO;. Na zacatku experimentu se odsalo zivné médium, bunky se 2x
oplachly PBS pufrem (pH 7,4) pro odstranéni odumfielych a volné¢ plovoucich bungk,
a nasledné se ptidany PBS pufr odsal. Tim byly buiiky pfipraveny k pouziti.

Pii saturacni studii byla nejprve pfipravena smés Krebs-Ringerova roztoku
s [*’Ga]Ga-NODAGA-carotuximab pro urdeni specifické vazby. Koncentrace
radioimunokonjugéatu v roztocich byla 3, 15, 45, 90, 180 a 360 nM. Pro kazdou
koncentraci byl pfipraven triplikat jamek s 500 pl roztoku, tedy od kazdé koncentrace
byl pfipraven triplikat. Buniky s roztoky byly ponechany 3 hodiny v inkubdtoru pii
37 °C.

Vedle toho byla pro korekci na nespecifickou vazbu (NSB) pfipravena dalsi
desticka s bunkami, ke kterym se pifidal Krebs-Ringeroviiv  roztok
s radioimunokonjugatem ve stejnych koncentracich tj., 3, 15, 45, 90, 180 a 360 nM,
a navic obsahujici neznacenou protilatku carotuximab v nasobné vys$si koncentraci (1
uM).

Po inkubaci bylo z kazdé jamky (tedy od buné¢k, které se inkubovaly se
znaCenymi protilatkami, a také téch, které se inkubovaly se znafenou 1 neznacenou
protilatkou) odsato médium s naslednym ptidanim 1 ml chlazeného PBS pufru, kdy pufr
byl chlazeny proto, aby se zastavila vazba mAb na receptory bunék. Pufr se nasledné
odpipetoval. Oplach vychlazenym PBS se opakoval jest¢ jednou. K bunkam bylo
pfidano 500 pl dezintegracniho roztoku Tritonu X s NaOH pro bunécnou lyzaci, ve
kterém byly buniky ponechany po dobu 10 minut pfi 37 °C v bunééném inkubatoru. Po
10 minutach bylo z kazdé jamky odebrano 2 x 20ul lyzatu pro stanoveni mnoZstvi
bunécného proteinu metodou BCA Assay. Lyzat z kazdé jamky byl odpipetovan do
samostatné mikrozkumavky a nésledné¢ zméfen na Gamma Counteru pro stanoveni
bunécné asociované aktivity. Tim byla zjiSténa v bunikdch vazana aktivita, tedy kolik
[¢7Ga]Ga-NODAGA -carotuximab se dostalo za 3 hodiny do bunék, ¢i ziistalo vazané na

receptorech bunécného povrchu.
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Vysledek saturacni studie byl vyhodnocen v programu MS Office Excel, ve
kterém se vysledna bunééné vazana aktivita prepocetla na mnozstvi bunééného proteinu
stanovené¢ pomoci BCA Assay, kdy vysledky byly dale korigovany na nespecifickou
vazbu. Vysledny vypocet disociacni konstanty Kp a tvorba saturacnich grafti prob¢hla

v programu GraphPad Prism.

5.5.14 Kompetitivni studie — stanoveni hodnoty ICs

Pti kompetitivnich studiich stanovujeme hodnotu inhibi¢ni koncentrace 1Csp tj.
schopnost neznacené¢ho ligandu inhibovat vazbu radioaktivné znaceného ligandu,
v naSem piipadé [*’Ga]Ga-NODAGA -carotuximabu.

Bunky linie A498 byly nasazeny 48 hodin pfed experimentem do 24-jamkové
desticky v mnozstvi 1x10° v jedné jamce a ponechidny kultivovat v bun&éném
inkubétoru pii 37 °C. Po 48 hodinach bylo od bunék odpipetovano kultivaéni médium.

Bylo pfipraveno 6  vzorki, kter¢é obsahovaly fixni mnozstvi
radioimunokonjugéatu (45 nM) v Krebs-Ringerové roztoku, a ke kterym se pfidala
neznafend protilatka carotuximab ve vzrlstajicich koncentracich 0; 0,1; 1; 10; 100
a 1000 nM.

Od kazdého roztoku bylo pfiddno 500 pl do jamek s builkkami vyvedenych
v triplikatech. Inkubace probihala po dobu 3 hodin pii 37 °C v bunécném inkubatoru.
Po 2 hodinach byl odsan roztok radioimunokonjugatu z jamek. Nasledné byly bunky
oplachnuty 2 x 1 ml chlazeného PBS (pH 7,4), ktery se nechal plisobit 1 minutu
a nasledné odsal. Poté byly buiiky zlyzovany pomoci roztoku Tritonu X s NaOH po
dobu 10 minut pii 37 °C. Z kazdé jamky se odebralo 2 x 20 ul bunééného lyzatu na
stanoveni koncentrace bunécného proteinu pomoci metody BCA Assay. Lyzat byl
pfepipetovan do mikrozkumavek a proméfen na Gamma Counteru pro zjisténi vysledné
bunécné vazané.

Nameétené hodnoty byly zpracovany v programu MS Office Excel, ve kterém
byla zméfena aktivita bunécného lyzatu, tedy bunécné asociovand aktivita, prepocitana
na mnozstvi bunécného proteinu. Graf s vyslednou hodnotou ICso byl vytvoren

v programu GraphPad Prism.
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6 Vysledky

6.1 Optimalizace poctu molekul chelitoru na molekule protilatky
carotuximab

Zamérem testovani molarnich poméri carotuximab:cheldtor byla optimalizace
poctu chelatorti na molekule protilatky. V piipad€, ze by bylo navdzanych chelatorti
zbyte¢né mnoho, vyvstava riziko snizeni vazebnosti protilatky na cilové receptory.
Vysledek optimalizace konjugacnich poméri je shrnut v Tabulce 1 a zahrnuje pro kazdy
molarni pomér 3 opakovand méteni. Idedlnim mnozstvim jsou 1-2 molekuly chelatoru
na jednu molekulu monoklonalni protilatky. Tento pocet zajisti pozadovany vytézek
radioaktivniho znaceni a zaroven snizuje riziko navazani chelatoru do vazebného mista
monoklonélni protilatky. Z toho divodu byl jako nejlep$i mozny konjugacni pomér
carotuximab:NODAGA zvolen 1:20, u kterého vychédzelo mnoZstvi konjugovanych
molekul NODAGA v poctu 5,4 na jedné molekule mAb. Tento zjistény pomér byl tedy

pouzit v dalSich experimentech.

Tabulka 1: Vysledné hodnoty konjugacnich pomerit TRC105:NODAGA

Testovany konjugacni
pomér 1:20 1:50 1:100

TRC105:NODAGA

Priimérné mnozstvi
molekul NODAGA na
jednu molekulu
TRC105

54 6,8 8,2

6.2 Stanoveni radiochemické Cistoty pomoci HPLC

Stanoveni radiochemické Cistoty radioimunokonjugatu
[47Ga]Ga-NODAGA-TRC105 bylo realizovano pomoci HPLC s radiometrickou
detekci. Toto méfeni bylo podstatné, abychom méli pro nasledné in vitro testy ovéfené,

ze se galium-67 v dostatecné mife (minimalné€ z 95 %) chelatovalo do imunokonjugétu
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Voltage

NODAGA -carotuximabu. A tedy Ze naopak v roztoku jiz neni volné galium-67, které by
mohlo negativné ovlivnit vysledek in vitro méteni.

Radiochromatogram na Obrazku 6 znazornuje radioimunokonjugat
[7Ga]Ga-NODAGA-TRC105, ktery eluoval v ¢&ase 7,04 minut. V tomto
demonstrativnim radiochromatogramu vzorek neobsahoval necistoty v podobé volného
galia-67. Radiochromatogram na Obrazku 7 demonstruje eluci necistoty
[47Ga]Ga-NODAGA, ktera se eluovala v ¢ase 10,53 minut. Na Obrazku 8 lze vidét
radiochromatogram ©’Ga-znadené mAb s piitomnosti radionecistoty v podobé na
protilatku nenavazaného galia-67. Tento pfipraveny radiopreparat byl pfed pouzitim

ptecistén pro eliminaci volného radionuklidu.

=

N [67Ga]Ga-NODAGA-TRC105

o

Obrdazek 6: Radiochromatogram zndzornujici eluci radioimunokonjugatu

[¥Ga]Ga-NODAGA-TRC105 bez obsahu radiochemickych necistot.
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Obrazek 7: Radiochromatogram znazornujici volné galium-67 poutané v chelatoru
NODAGA ([ Ga] Ga-NODAGA) s eluc¢nim c¢asem 10,53 minut.
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Obrazek 8: Radiochromatogram znazoriujici [¥’ Ga] Ga-NODAGA-TRCI105 (AUC =

44,

9 %) spolecné radiochemickou necistotou [*’ Ga] Ga-NODAGA (AUC = 55.1 %,).

6.3 Internaliza¢ni studie s [*’Ga]Ga-NODAGA-TRC105

Pfi méfeni internalizace jsme sledovali, jak se [®’Ga]Ga-NODAGA-TRC105
v prub¢hu casu (0, 30, 60, 90, 120, 150 a 180 minut) vaZze na bunéném povrch na
receptory CD150 (v grafu znazornéné jako prazdné ctverecky) a pfedevsim transportuje
do bunék (v grafu znazornéné jako plné ¢tverecky) z hlediska ¢asového prabehu.

Z grafu je patrné, 7e ®’Ga-znalena protilitka se v menSim mnoZstvi
internalizovala do bunck a ve vétSim mnozstvi zlstdvala navazana v komplexu
protilatka-receptor na povrchu bunck. Téz je ziejmé, ze s Casem nartstalo mnoZzstvi
vazané protildtky na povrchu iv buikach, avSak po pfiblizné 150 minutach bylo
dosaZeno rovnovazného stavu mezi vdzanou a volnou frakci znacené protilatky, kdy se
vytvofilo tzv. ekvilibrium, a aktivita se v ¢ase 180 minut pfili§ neliSila od té ve 150.
minuté, jak je zobrazeno v internalizaénim grafu v Obrazku 9. Pro nésledujici saturacni
studii a studii pro zjisténi inhibi€ni koncentrace se jako inkubacni Cas pouZilo 180

minut.
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Obrazek 9: Graf internalizacni studie [’ Ga] Ga-NODAGA-TRC105 zndzoriujict
mnozstvi protilatky vdazané na bunécnych receptorech a internalizované do bunéek
v zavislosti na case (n = 3).

6.4 Saturaéni studie — stanoveni disocia¢ni konstanty Kp [*’Ga]Ga-
NODAGA-TRC105.

Pti saturacnich studiich bylo zjiStovéano, jak se v zavislosti na pouzitych
koncentracich radioimunokonjugatu (3, 15, 45, 90, 180 a 360 nM) vaze %’Ga-znacen4
protilatka na cilové receptory s naslednou bunécnou akumulaci. Tim se zjisti, zda byla
zachovana afinita radioimunokonjugatu k receptoru CD105. Zmétend aktivita stanovena
z bunécného lyzatu byla nasledné korigovdna na NSB a pfepocCitdna na mnozstvi
bunécného proteinu. Vysledné hodnoty byly zpracovany v programu GraphPad, ktery
vypocetl hodnoty rovnovazné disociacni konstanty Kp a konstruoval graf saturacni

ktivky uvedené v Obrazku 10. Pro stanovovanou Kp plati, Ze ¢im mé niZ§i hodnotu, tim
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vys§i je afinita radioimunokonjugatu k cilovému receptoru. Vysledkem tfech
opakovanych meéfeni pro tii nezdvisld radioaktivni znafeni imunokonjugatu

NODAGA -carotuximab byla priimérnd hodnota Kp = 225 (£ 6.6) nM.
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Obrdzek 10: Graf saturacni studie pro stanoveni afinity [*’ Ga]Ga-NODAGA-TRC105 k
ctlovému receptoru CD105 pritomnému na povrchu bunék A498 s vyslednou hodnotou
Kp =225 (£6.6) nM (n = 3).

6.5 Kompetitivni vazebné studie — stanoveni ICs

Pii kompetitivni studii ur€ujeme hodnotu inhibi¢ni koncentrace zkracovanou
jako ICso, tedy hodnotu koncentrace neznacCené protilatky, kterd je potieba k inhibici
vazby [*’Ga]Ga-NODAGA-TRC105 na receptor CD105 z 50 %. Cim je hodnota ICso

nizsi, tim je afinita radioimunokonjugatu k receptoru vyssi. Zjist€na hodnota inhibi¢ni
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koncentrace [®’Ga]Ga-NODAGA-TRC105 byla ICso = 140,4 (+ 0,4) nM a vysledna

ktivka pro tii opakovana méefeni je zobrazena v Obrazku 11.
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Obrazek 11: Graf kompetitivni studie mezi neznacenou protildatkou carotuximab
a jeji radioaktivné znacenou formou [*Ga]Ga-NODAGA-TRCI105 s vyslednou
hodnotou ICso = 140,4 (= 0,4) nM (n = 3).
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7 Diskuse

V soucasné populaci dochazi vinou zivotniho stylu a poSkozeného Zzivotniho
prostiedi ke zvySujici se incidenci nddorovych onemocnéni. Cilend 1é€ba v podobé
monoklonélnich protilatek je v soucasnosti jedna z rozvijejicich se druht cilené
onkologické 1éCby. Mezi vyhody 1é€by monoklonalnimi protilatkami se fadi jejich
schopnost specificky zasahovat tkané, které jsou predmétem zajmu, diky expresi
proteinovych struktur, jako jsou receptory, cilovymi bunkami, proti kterym byly
pfipraveny. Diky tomuto pfistupu dochdzi k vyznamnému sniZeni rizika zasazeni okolni
zdravé tkang.

V této diplomové préci byla pouZzita monoklondlni protilatka carotuximab, ktera
se vaze na receptor CD105, ktery se podili na regulaci angiogeneze. Angiogenni proces
je dulezity pro rist nadord, jejich zasobeni zivinami a pfipadnou expanzi v podobé
metastdz. Protilatka carotuximab byla Gspé$né klinicky testovana na dvé€ indikace, na
vékem podminénou makularni degeneraci (AMD), a na nékteré typy nadorti (verze
oznacovana jako TRC105). V této praci byla pouzita monoklonalni protilatka TRC105,
ktera byla v minulosti testovdna pro onkologické indikace. Cilem piredkladané
diplomové prace bylo pripravit [’Ga]Ga-NODAGA-carotuximab a nésledné
s pfipravenym radioimunokonjugatem provést in vitro vazebné studie.

Carotuximab se da stejné tak jako mnoho dalSich MAbs vyuzit pro
radiodiagnostickou nebo radioterapeutickou aplikaci. V onkologii pouzivané MAbs
byvaji velmi casto radioaktivné znaCeny vybranymi diagnostickymi nebo
terapeutickymi radiometaly. K uskutecnéni tohoto radioaktivniho znafeni je potieba
protilatku modifikovat ligandem umoziujicim navédzani radiometalu. Tento proces se
oznaCuje jako konjugace. Stejn¢ tak byla 1 protilatka carotuximab konjugovana
s bifunkénim chelatorem NODAGA pro nasledné znaceni radionuklidem galium-67.
Nami pouzity chelator NODAGA byl zvolen pro radioaktivni znaceni carotuximabu na
zaklad€ své vhodnosti pro chelataci galia-67 potvrzenou dle dostupné literatury [55].
Nejprve tedy byla provedena optimalizace metody konjugace pouzitého cheldtoru
NODAGA s protilatkou TRC105, kdy bylo potieba urcit primérné mnozstvi chelatora,
které se navaze na jednu molekulu protilatky. Ze tfi testovanych pomérii nejlépe vysel
pomér 1:20 (TRC105:NODAGA), ktery vykazoval primérmné 5,4 chelatorti na molekulu
protilatky. V literatufe publikované autory Chomet et al. [43] je uvedeno, Ze idedlni

mnozstvi chelatorti navazanych na molekule protilatky je v poctu jednoho az dvou.
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PtiliS nizké mnozstvi cheldtori poukazuje na to, ze nebyly konjugovany vsSechny
protilatky, coz nasledné predstavuje riziko pfitomnosti skupiny radioaktivné
neznacenych protilatek, které jsou vyznamnou konkurenci radioaktivné znacené formé
protilatky ve vazbé na cilové struktury. Naopak pfiliS vysoké mnozstvi navazanych
chelatorti predstavuje vyssi riziko snizené afinity radioaktivné znafené protilatky
k receptoru, protoze chelator se mize navazat s vyss$i pravdépodobnosti i na antigen
vézajici ¢ast protilatky Fab. ReSeni tohoto problému miiZe spoéivat v modifikaci Fc
Casti protilatky tak, aby se cheldtor navazal na konkrétni upravené misto [43].

Po radioaktivnim znaceni pfipraveného imunokonjugatu NODAGA-carotuximab
galiem-67 bylo pomoci analyzy HPLC s radiometrickou detekci prokdzana vysoka
radiochemicka cistota bez nutnosti dal§iho ptecisténi radioimunokonjugatu. Vysledny
radiochromatogram zaznamenal pouze eluci radioimunokonjugitu v o¢ekdvaném cCase
eluce. Mnozstvi radiochemické necistoty volného galia-67 vyssi nez 5 % by mohlo
negativné ovlivnit vysledky in vitro testovani. Vysledek analyzy radiochemické Cistoty
tedy potvrzuje i optimalni podminky konjugace a nésledného radioaktivniho znaceni
a téZ na vhodnost pouZitého cheldtoru pro galium-67.

Radioimunokonjugat s vyhovujici Cistotou byl nésledné pouzit k in vitro
vazebnym experimentim zahrnujicich internalizacni, saturacni a kompetitivni studie
provedené na bunécné kultufe A498 s potvrzenou expresi CD105 [61]. Internaliza¢ni
studie analyzuje rychlost akumulace pfipraveného radioimunokonjugatu buiikami.
Internalizacni experiment umoznil sledovat, jak se [®’Ga]Ga-NODAGA-carotuximab
vazal na receptor CD105 na bunééném povrchu a jak se néasledné internalizoval do
bunék. Vysledné hodnoty byly zpracovany do grafu v programu GraphPad Prism.
Z vysledného grafu je patrné, e se %’Ga-znagené TRC105 internalizovalo do bunék
v men$i mife, nez v jaké zistalo navdzano na bunécénych receptorech. To by mohlo
poukazovat na pomalou nebo snizenou internalizaci komplexu carotuximab-CD105.
Z vysledku meéfeni internalizace byla zjiSténa doba, kterd je potiebnd k dosazeni
rovnovahy mezi receptorove vazanou a volnou frakei
[¢7Ga]Ga-NODAGA -carotuximab. Dle tvaru kfivky tomu odpovidaji ¢asové tiseky 150
az 180 minut. Pro nasledujici saturacni a kompetitivni studie byl vybran inkubacni ¢as
180 minut pro zajiSténi dostateCného ¢asu pro vazbu radioaktivné znacené protilatky na

receptory [57].
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Pfi in  vitro saturacnich studiich byla zjiStétna mira afinity
[°7Ga]Ga-NODAGA-carotuximab k receptoru. Z naméfenych hodnot byla vypocitdna
hodnota rovnovazné disociacni konstanty (Kp), pro kterou plati, ze ¢im je jeji hodnota
niz$i, tim je afinita radioimunokonjugatu k CDI05 vys$s§i, tj. tim niz8i je
pravdépodobnost zpétného vyvazani znacené protilatky z vazby na receptor. Primérna
hodnota Kp z tfi méfeni odpovidala hodnoté 225 (+£6,6) nM. Tato hodnota byla
vporovnani s hodnotou neznacené¢ho carotuximabu uvedenou v literatuie
(Kp = 0,014 nM) [62] 1,6x10* vé&tsi, coz znaci zhorSenou afinitu radioimunokonjugéatu
k receptoru oproti neznacené protilatce. Tato skutecnost mize byt zplisobena samotnou
konjugaci, protoze vazba cheldtoru mize mit negativni vliv na schopnost protilatky
tvofit vazbu s receptorem. V tomto piipadé¢ mohl mit vliv pocet chelatori na molekulu
protilatky (5,4 chelatori na 1 molekulu protilatky), kdy se jiz mlze zvySovat
pravdépodobnost vazby chelatori do Fab mista protilatky [43]. Dalsi negativni vliv na
afinitu radioimunokonjugatu muize nastat pii znaceni radioaktivni protilatkou. Tato
skutecnost by vSak v této praci neméla byt problém, jelikoz znaeni bylo provedeno
v prostifedi PBS pufru a pfi teploté 37 °C, coz by mélo predchazet poskozeni protilatky
a stale umoznit chelataci galia-67 cheldtorem NODAGA. V publikovanych pracich
autorl Zhang et al. a Egle et al. [63, 64], ktefi znacili TRC105 médi-64 a galiem-66,
nedoSlo k vyraznému zhorSeni afinity vyjadiené hodnotou Kp po provedeném
radioaktivnim znaceni. Domnivame se, Ze nejpravdépodobnéjsim diivodem, proc v této
praci doslo ke zhorSeni afinity pfipraveného [%’Ga]Ga-NODAGA-carotuximab, byl
relativné vysoky pocet chelatort NODAGA navazanych na protilatce. I tak byla afinita
7Ga-znac¢eného carotuximabu dostate¢na pro piipadnou aplikaci v in vivo studii.

Pti in vitro kompetitivnich studiich byla stanovena hodnota inhibi¢ni
koncentrace, ktera urCuje schopnost neznaeného ligandu inhibovat vazbu radioaktivné
znaceného ligandu. Jeji vyznam spociva v tom, Ze ¢im nizs§i hodnota 1Cso je, tim je
afinita radioimunokonjugatu k CD105 vys$s§i. Primérnd naméfend hodnota inhibi¢ni
koncentrace ze tii opakovani ICso = 140,4 (£0,4) nM dokazuje zachovani dostate¢né
afinity k [4’Ga]Ga-NODAGA-carotuximab k CD105.

Zavérem lze konstatovat, ze se v této piedklddané praci podatfilo Uspésné
pfipravit radiofarmakum [%'Ga]Ga-NODAGA-carotuximab, které ve svém in vitro
testovani na CD105 exprimujicich bunikach potvrdilo z velké ¢asti zachovani vazebného

charakteru. ®’Ga-znadend protilitka carotuximab by tak po piipadnych nadé&jnych
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vysledcich i v in vivo testovani mohla najit uplatnéni pfi scintigrafii CD105 pozitivnich

nadorovych onemocnéni.

69



8 Zavér
Vysledkem predkladané experimentalni prace bylo dosazeni nasledujicich

vysledk:

. Pti optimalizaci molarniho mnozstvi pfidavaného cheldtoru pro konjugaci na
cilovou protilatku carotuximab byly ziskdny nejlepsi vysledky pro konjugac¢ni pomér
1:20 (carotuximab:NODAGA). Tento pomér poskytoval mnozstvi molekul NODAGA

vazanych na protilatku nejvice se blizici udajim v literatute.

. Optimalizaci radioaktivniho znaceni imunokonjugdtu byla pro piipravené
radiofarmakum [’Ga]Ga-NODAGA-carotuximab ziskdvana hodnota radiochemické
Cistoty analyzovana pomoci metody HPLC ve vySi minimalné 95 %, coz je v souladu

s Iékopisem.

. Z grafu internaliza¢ni studie bylo patrné, ze zGstava veétsi mnozstvi
radioimunokonjugatu ve vazané form¢ na bunééném receptoru CD105, neZ v jakém byl
internalizovan do bunék. Také byl z této studie urcen optimalni inkubacni cas pro

naslednou satura¢ni studii a kompetitivni studii. Jednalo se o ¢as 180 minut.

. Ze saturacni studie provedené na bunééné kulture A498 byla urena rovnovazna
disocia¢ni konstanta Kp = 225 (£6.6) nM. Oproti Kp neznaeného carotuximabu se
jednalo o cca 1,6x10%*nasobny rozdil, ktery byl pravdépodobné& zpiisoben piitomnosti
stale vysokého poctu chelatorti na molekule protilatky, kdy se zde projevilo riziko vazby
chelatoru do antigen-vazajictho mista protilatky. Nicméné&, 1 pfes tento vysledek si
7Ga-znagena protilatka carotuximab zachovala afinitu k cilovému receptoru. Zjisténa
hodnota inhibi¢ni koncentrace (ICso = 140,4 (£0,4) nM) potvrdila afinitu carotuximabu
k receptoru CD105.
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