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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmakologie a toxikologie
Kandidat:  Mgr. Zbyn¢k Novy
Skolitel: Doc. PharmDr. Frantisek Trejtnar, CSc.

Nazev diserta¢ni prace: Studium interakci radionuklidy znacenych monoklonalnich

protilatek s receptorem pro epidermalni riistovy faktor in vitro

Rada typt karcinom@l se ve srovnani se zdravou tkani vyznaluje zvy$enou
expresi receptoru pro epidermalni rastovy faktor (EGFR). Tohoto fenoménu vyuzivaji
pro lécbu nékterych onkologickych onemocnéni anti-EGFR monoklonalni protilatky.
Intenzivné studovanou oblasti je ovéfovani moZznosti zvysit vyuzitelnost téchto
protilatek inkorporaci vhodnych radionuklidt, coz mtize slouzit pro radiodiagnostiku ¢i
radioterapii zminénych malignit. Ackoliv je EGFR receptor a s nim spojené signdlni
intracelularni kaskady pfedmétem intenzivniho vyzkumu, neni dostate¢né prostudovana
tfada faktorli, které mohou zkoumani a miru vazby radioaktivné znacenych protilatek na
EGFR in vitro vyznamné ovlivnit.

Cilem této disertacni prace bylo v prvni fazi zavést metodiku pro znaceni anti-
EGFR monoklonalnich protiladtek (cetuximab, panitumumab) jodem-131 a s pomoci
takto oznacenych protilatek stanovit miru exprese EGFR u ¢ty zvolenych bunéénych
linii (A431, HaCaT, HCT116 a HepG2). V dalsi fazi bylo ukolem provést s vyuZzitim
téchto z hlediska exprese EGFR definovanych bunéénych modelti vazebnostni studie
s cetuximabem a panitumumabem znacenymi luteciem-177 a porovnat vazebnost téchto
dvou protilatek na EGRF v relaci na bunééném modelu a typu pouzitého bifunkéniho
chelatoru vazajiciho radiokov. Soucasti prace byly i radiochemickéd charakterizace a
ovéfteni stability pfipravenych radioaktivné znacenych protilatek.

Stanoveni poctu receptori bylo provadéno jak pomoci klasické manudlni
saturacni techniky, tak pomoci nového poloautomatizovaného piistupu tzv. kinetické
extrapola¢ni metody (KEX). Mira exprese byla také porovnana s vysledky zjisténymi
western blottingem. Stanoveni miry exprese EGFR bylo provadéno u ¢tyt vybranych
bunéénych linii. Pro znafeni luteciem-177 byla vyuzita modifikace obou protilatek

ttemi bifunkénimi chelatory (DOTA, NOTA a PCTA).
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Optimalizace znaCeni anti-EGFR protilatek jodem-131 vedla k vysoké
vytéznosti a radiochemické Cistoté. Testovani stability pfipravenych protilatek ukazalo,
ze pokles radiochemické cCistoty béhem 24 h je v fadu jednotek procent. Obé metody
stanoveni poctu receptorti vykazovaly vysledky ve vzajemné shodé. KEX metodu lze
tedy pokladat za srovnateln¢ vyuzitelnou jako klasickou saturacni techniku. Pocet
EGER receptori na buiiku se pohyboval od 1,98 x 10° u linie A431, pes 0,91 x 10° pro
HaCaT az po 0,15 x 10° pro HCT116 a 0,07 x 10° u linie HepG2. Celkové lze tedy
podle exprese EGFR studované linie setadit takto: A431 > HaCaT > HCT116 =~ HepG2.
Mira exprese korelovala s vysledky ziskanymi western blottingem.

Postupy zavedené pro znaceni cetuximabu a panitumumabu luteciem-177 vedly
k preparatim znacenych protilatek s vysokou radiochemickou Cistotou a stabilitou az po
dobu jednoho tydne. Ve vazebnostnich studiich se ukazalo, ze podil navdzané protilatky
je vyrazné¢ rozdilny v zavislosti na pouzité bunécéné linii a je ve shod€ s mirou exprese
cilového EGFR . Vazba luteciem-177 znacenych protilatek na bunécné modely byla
vysoce specifickd, nebot’ preinkubace s nadbytkem neznacené protilatky radikalné
vazbu snizila. Pfi vyhodnocovani vlivu pouzitého cheldtoru na vazbu protilatek in vitro
nebyl zjistén zadny signifikantni rozdil v akumulaci protilatek modifikovanych DOTA,
NOTA ¢ PCTA v piislusnych bunéénych liniich. Ziskané vysledky dokladaji, ze
piipravené protilatky znafené luteciem-177 maji vhodné radiochemické a biologické
parametry a jsou tak vhodnymi kandidaty pro dalS$i vyzkum smérem Kk jejich

potenciondlnimu vyuZiti.
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Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove
Department: Department of Pharmacology and Toxicology

Candidate: Zbynek Novy, MSc.

Supervisor: Assoc. prof. PharmDr. Frantisek Trejtnar, PhD.

Title of doctoral thesis: /n vitro study of interactions of radiolabeled monoclonal

antibodies with epidermal growth factor receptor

Various types of cancer are characterized by overexpression of epidermal growth
factor receptor (EGFR) compared to normal tissue. Anti-EGFR antibodies utilize this
phenomenon to treat certain oncological diseases. Intensively studied field is verifing of
possibility to increase usability of these antibodies by incorporating suitable
radionuclides into thiers structures, results can serve in radioimmunodiagnosis or
radioimmunotherapy of mentioned malignities. Despite the fact that EGFR recepor and
his signaling intracelluar pahtway is object of intense research, there is a lack of
knowledge in the area of factors, which can significantly affect binding of radiolabeled
antibodies to EGFR in vitro.

The aim of this doctoral thesis was to introduce method of radiolabeling anti-
EGFR monoclonal antibodies (cetuximab, panitumumab) with iodine-131 and to use
this radiolabeled antibodies to determine expression rate of EGFR in four selected cell
lines (A431, HaCaT, HCT116 a HepG2). Furthermore, the second aim was to perform
cell binding studies with lutetium-177 labeled cetuximab and panitumumab in those
EGFR-defined cell models and to estimate effect of used radiometal chelator to cell
binding in relation with employed cell line. Radiochemical characterisation was aslo the
part of the study as well as prove of stability of prepared radiolabeled antibodies.

Determination of number of receptors per cell was performed by classical
manual saturation technique and by new semi-automatized approach, i. e. kinetic
extrapolation method (KEX). Receptor expression levels were also compared to the
results of western blot analysis. The determination of EGFR expression level was
performed in four selected cell lines. The modification of both monoclonal antibodies
with three bifunctional chelators (DOTA, NOTA, PCTA) was used for lutetium-177
radiolabeling. The optimization of anti-EGFR antibodies labeling with iodine-131 led to
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high yield and high radiochemical purity. The stability testing of prepared antibodies
showed decrease in radiochemical purity after 24 hours in units of percents. Both
methods determining number of receptors revealed results in accordance. Therefore
KEX method could be considered as comparably useful as the classical saturation
technique. The numbers of EGFR receptors per cell were as follows: 1.98 x 10° for
A431 cell line, 0.91 x 10° for HaCaT cells, 0.15 x 10° in the case of HCT116 and 0.07
x 10° for HepG2. Overally, we can put studied cell lines in order according to
decreasing number of expressed EGFR: A431 > HaCaT > HCT116 = HepG2. The
expression rate corelated with results from western blot analysis.

Protocols introduced for labeling of cetuximab and panitumumab with litetium-
177 led to preparations with high radiochemical purity and high stability up to the
period of one week. The cell binding studies showed, that the bound fraction of labeled
antibody differs widely and is in relationship with used cell line and also is in
accordance with its EGFR expression rate. The cell binding of lutetium-177 labeled
antibodies was highly specific, whereas preincubation with cold antibody led to massive
decrease of its binding. The evalution of effect of chelator type to cell binding in vitro
showed no significant difference in uptake among antibodies modified with DOTA,
NOTA or PCTA in appropriate cell lines. Acquired results demonstrate suitable
radiochemical and biological properties of prepared '’’Lu-labeled antibodies and they
appear as proper candidates for further research towards their potentional application in

clinics.
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o —MSH
Ab
ADCC

AMBA

ANOVA
ATCC

BASS
BC
BCA
Biot
BSA
BsmAb
BT
CBC

CC
CCD
CDC

CEA
CEAexp

CT
DNA

DOTA

DTPA

a-melanocyty stimulujici hormon

protilatka, angl. antibody

protilatkové zavisla bunkami zprostfedkovana cytotoxicita, angl.
antibody dependent cell-mediated cytotoxicity
DO3A-CH,CO-Gly-(4-aminobenzoyl)-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-
Met-NH;)

analyza rozptylu, angl. analysis of variance

Americkd sbirka typovych kultur, angl. American Type Culture
Collection

pNO,-Phe-c(dCys-Tyr-dTrp-Lys-Thr-Cys)dTyrNH;

rakovina prsu, angl. breast cancer

bicinchoninova metoda, angl.bicinchoninic acid assay

biotin

hovézi sérovy albumin, angl. bovine serum albumin

bi-specifickd monoklondlni protilatka

nador mozku, angl. brain tumor

cross-bridged cyclam, (4,11-bis(karboxymetyl)-1,4,8,11-
tetraazabicyklo[6.6.2 Jhexadekan)

kolorektalni karcinom, angl. colorectal cancer

zafizeni s vazanymi naboji, angl. charge-coupled device

na komplementu zavisla cytotoxicita, angl. complement dependent
cytotoxicity

karcinoembryonalni antigen, angl. carcinoembryonic antigen

nadory exprimujici karcinoembryondlni antigen, angl. carcinoembryonic
antigen expression

pocitacova tomografie, angl. computed tomography

deoxyribonukleova kyselina, angl. deoxyribonucleic acid
tetra-azacyklododekantetraoctova kyselina, angl. tetraazacyclododecane
tetraacetic acid

diethylentriaminpentaoctova  kyselina, angl. diethylene triamine

pentaacetic acid

10
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Seznam zkratek

EDTA
EGF
EGFR

ED-B
ErbB
ERK

Fab
Fc
FDA
FDG
FET
FCH
FLT
fRIT
GC
GEP
GIM
GIT
GL
GLB
GLP-1
GRP
GST
HAMA
HAT
HCC
hdRIT
HERI1

HGPRT

HNC

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

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

extradoména B

gen kodujici receptory rodiny HER, zkratka z angl. Erythroblastosis B
extracelularnim signdlem regulovana kindza, angl. extracellular signal-
regulated kinase

antigen vazajici fragment, angl. Fragment antigen binding

krystalizujici fragment, angl. Fragment crystallizable

Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv, angl. Food and Drug Administration
18F-fluorodeoxyglukdza

18F-fluoroethyltyrosin

18F-fluorocholin

18F-fluorothymidin

frakcionovana imunoterapie

rakovina Zaludku, angl. gastric cancer

gastroenteropankkreaticky

gastrointestinalni malignity

gastrointestinalni trakt

gliom

glioblastom

glucagon-like peptide 1

gastrin uvoliujici peptid, angl. gastrin-releasing peptide
gastrointestinalni stromalni nador, angl. gastrointestinal stromal tumor
lidské protimysi protilatky, angl. human antimouse antibodies
hypoxantin-aminopterin-thymidin

hepatocelularni karcinom, angl. hepatocellular carcinoma
vysokodavkova radioimunoterapie, angl. high-dose radioimmunotherapy
lidsky receptor pro epidermalni ristovy faktor 1, angl. human epidermal
growth factor receptor 1

hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza, angl. hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase

karcinomy hlavy a krku, angl. head and neck carcinoma

11
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Seznam zkratek

HPLC

IA
IGFR

IMRT

INS
1.p.
IRC
ITLC

ITLC-SG

1.V.
KEX
LET

mADb
MAPK

MEK

MET
MTC
NCA-95

NET
NOC
NOTA
NSCLC
oC
PBS
PET

vysokoucinna kapalinova chromatografie, angl. high-performance liquid
chromatography

intraarterialni

receptor pro inzulinu podobny ristovy faktor, angl. insulin-like growth
factor receptor
radioterapie s modulovanou intezitou, angl. intensity-modulated
radiotherapy

insulinom

intraperitonealni

intraresek¢ni dutina, angl. intraresection cavity

instantni  tenkovrstvda  chromatografie, angl. instant thin-layer
chromatography

instantni tenkovrstvd chromatografie na silikagelu, angl. instant thin-
layer chromatography-silica gel

intravenozni

metoda extrapolace kinetiky, angl. kinetic extrapolation method

linedrni pfenos energie, angl. linear energy transfer

melanoma

monoklondlni protilatka, angl. monoclonal antibody

mitogenem aktivovana proteinkindza, angl. mitogen-activated protein
kinasis
mitogenem  extracelularné  aktivovand  kindza, angl. mitogen-
extracellulary activated kinasis

methylmethionin

meduléarni karcinom §titné zlazy, angl. medullary thyroid cancer
nespecificky zktiZzené reagujici antigen, angl. nonspecific cross-reacting
antigen 95

neuroendokrinni tumor

Nal*-oktreotid

triazacyclononantrioctova kyselina, angl. triazacyclononanetriacetic acid
nemalobunécny karcinom plic, angl. non-small-cell lung cancer

rakovina vaje¢nikd, angl. ovarian cancer

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok, angl. phosphate buffered saline

pozitronova emisni tomografie

12



Zbynek Novy - disertacni prdce Seznam zkratek

PC
PCTA

PMSF
pRIT

RIT
RP-HPLC

RTG
SCCHN

SDS
SDS-PAGE

SPECT

sst
Strept
SUKL
TATE
TBST

TLC
TOC

Tris

rakovina prostaty, angl. prostate cancer
tetraazabicyklopentadekatrientrioctova kyselina, angl. tetra-
azabicyclopentadecatrienetriacetic acid

fenylmethylsulfonyl fluorid, angl. phenylmethylsulfonyl fluoride
radioimunoterapie s pretargetingem, angl. pretargeted
radioimmunotherapy

polyvinyliden fluorid

rychle se rozvijejici fibrosarkom, angl. rapidly accelerated fibrosarcoma
potkani sarkom, angl. rat sarcoma

karcinom ledvin, angl. renal cell carcinoma

sekvence arginin-glycin-aspartat

radioimunoterapie

vysokouc¢inna kapalinovéd chromatografie na obracené fazi, angl. reverse
phase high performance liquid chromatography

rentgenoveé zareni

spinocelularni kracinom hlavy a krku, angl. squamous-cell carcinoma
of head and neck

dodecylsiran sodny, angl. sodium dodecyl sulphate

gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu, angl. sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis

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

podtyp somatostatinového receptoru, angl. somatostatin receptor subtype
streptavidin

Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

Tyr’-oktreotat

trisem pufrovany fyziologicky roztok s Tweenem 20, angl. Tris-Buffered
Saline and Tween 20.

tenkovrstva chromatografie, angl. thin-layer chromatography
Phe'-Tyr’-oktreotid

tris(hydroxymethyl)aminomethan

13
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1 Uvod

wewvr

onemocnénimi, jejichz incidence bohuzel neustéle roste. Terapie tohoto Casto fatalniho
onemocnéni je velmi obtiznd. Mimo klasického chirurgického feSeni a radioterapie je
nejcastéji uzivanym lécebnym prostiedkem chemoterapie. Ta je ov§em nucena vyuzivat
vysoce toxickych latek, jejichz pfitomnost v organismu mize vyvolavat fadu zavaznych
nezadoucich ucinkt. Tyto nezadouci ucinky ¢asto poskozuji zdravé tkan¢ vyraznéji nez
samotny nador. Z tohoto diivodu se v poslednich desetiletich klade stale vétsi diraz
na hledani 1é¢iv se specifictéjSim ucinkem, kterd maji vyrazngj$i smeéfovani
(,,targeting*) do cilovych tkani (Cuperlovic-Culf et al. 2012).

Velkym pokrokem v této oblasti byl objev monoklondlnich protildtek a jejich
produkce pomoci hybridomové technologie ¢i transgennich mysi (Laffly a Sodoyer
2005). Pres urcité limity piedstavuji monoklonalni protilatky velky pokrok v terapii
nékterych onkologickych onemocnéni. V poslednich letech se v klinické praxi objevil
novy zpusob 1écby vyuZivajici protilatky ve spojeni s radioaktivnimi izotopy —
radioimunoterapie, kterd kombinuje vlastnosti dvou do t¢ doby oddélenych
terapeutickych ptistupti (Tomblyn et al. 2013).

Nase experimentalni vyzkumna prace smétovala pravé do oblasti monoklonalnich
protilaitek spojenych s radioaktivnimi nuklidy. Pfedmétem zkouméni byla oblast
monoklonélnich protilatek cilenych na receptor pro epidermalni rastovy faktor (EGFR),
ktery se exprimuje ve zvySené mife u mnoha typl nadorG (Nicholson et al. 2001).
V praci jsme se soustfedili na posouzeni n¢kolika faktori, které mohou ovlivnit vazbu
radioaktivné znaCenych protilditek na EGFR, jako je napf. typ protilatky, pouZita
strukturni modifikace ¢i bunécny model. V prvni €asti experimentdlniho oddilu této
prace jsou shrnuty vysledky tykajici se kvantifikace exprese EGF receptoru u riznych
bunéénych linii pomoci radiojodovanych protilatek. V dalsi ¢asti prace jsou uvedeny
vysledky ukazujici vliv modifikace protilatek cheldtory, optimalizované metody jejich
znaCeni pomoci lutecia-177 a nasledné in vitro vazebné studie vyuzivajici
v piedchazejici studii charakterizované bunécéné linie. PiestoZe prace byly provadény na
in vitro Grovni, zjisténé parametry studovanych protilatek a metody jejich in vitro
hodnoceni mohou byt potencidlné¢ vyuzity v dalSich fazich testovani zkoumanych

protilatek, které by sméfovalo k jejich budoucimu klinickému vyuziti.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Cilena radiofarmaka

Léciva vyuzivajici radioaktivni prvek ve své struktufe - radiofarmaka lze
klasifikovat dle mnoha hledisek (Laznicek a Komarek 1998). Z hlediska této prace jsou
vlastnosti je vysoka afinita k cilové struktuie (receptoru, enzymu ¢i transportéru). Jejich
klinické vyuziti zavisi na typu pouzitého radionuklidu a mize byt jak diagnostické tak
terapeutické ¢i dokonce kombinované (tzv. teranostika). Strucny piehled a popis latek

fazenych mezi cilend radiofarmaka uvadi nasledujici kapitola.

2.1.1 Prehled cilenych radiofarmak dle struktury

F-Fluorocholin (FCH)

Cholin je prekurzorem fosfatidylcholinu, ktery je hlavni sloZkou buné&cnych
membran. Béhem bunécné proliferace se aktivuje proteosyntéza stejné jako syntéza
membranovych lipidii. Proto nadorové buiiky spotiebovavaji cholin ve velkém mnoZstvi
(Yoshimoto et al. 2004, Zhu et al. 2011). FCH (viz Obr. 1) se pouziva pro zobrazovani
nadorl prostaty a jeho metastaz (DeGrado et la. 2001, Hara et al. 2002, Kwee et al.
2007, Zhu et al. 2011). Cholin 1 FCH je do bunék ptfenaSen specifickym transportnim
systémem (Lockman et al. 2002, Hara et al. 2006, Inazu 2014).

1aF/\N+/\/OH
™

Obr. 1: Strukturni vzorec 18F-fluorocholinu.

"F-Flourothymidin (FLT)

""F-Fluorocholin celym nazvem 3'-deoxy-3'-fluorothymidin (Grierson a Shields
2000, Castellucci a Jadvar 2012). Nukleosidy a jejich analogy ptechazeji do bunky
difuzi kontrolovanou transportéry, FLT je jejich substratem (Belt et al. 1993, Couturier
et al. 2005a). Diky zvySené spotiebé nukleosidii pro syntézu DNA je prednostné

vychytavan v proliferujici tkani, a tudiz umoznuje zobrazit napi. nadory mozku, které se
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jinak pomoci bézn¢ uzivané 18F-fluorodeoxyglukézy (FDG) obtizné vizualizuji

(Miyake et al. 2012). Struktura 15F-fluorothymidinu viz Obr. 2.

H;C

|
HO N/gO

Obr. 2: Strukturni vzorec 18F-fluorothymidinu.

Aminokyseliny

BF_fluoroethyltyrosin (FET) — Je znamo, Ze transport aminokyselin do bungk
je témeét vyhradné zprostiedkovan pfenaSeCem pro aminokyseliny typu 1-AA (Heiss et
al., 1999, Go6tz a Grosu 2013). FET ('*F-fluoro-O-(2)-fluoroethyl-l-tyrosin) a ''C-
methylmethionin (MET) jsou latky pouzivané pro diagnostiku malignich tumort
mozku. MET je bé&Zna aminokyselina znacend uhlikem-11 o polocasu 20 minut.
V klinické praxi se ukazaly FET a MET stejné specifické 1 citlivé (Weber et al. 2000,
Grosu et al. 2011).

Peptidy
Latky tohoto typu tvoii rozsahlou skupinu, ¢lenénou na nékolik vyznamnych
podskupin, jejichZz zakladni charakteristiky jsou uvedeny v nasledujicim piehledu.

Tabulka 1 uvadi probéhlé klinické studie s t€émito latkami.

Analogy somatostatinu

""N-DTPA-oktreotid (OC, OctreoScan®; Mallinckrodt Inc.), byl prvni
registrovany radiopeptid (oktapeptid), ktery je pouzivan uz dvacet let v diagnostice
nadorti pozitivnich na somatostatinové receptory a stal se v této indikaci zlatym
standardem (Krenning et al. 1993, Ambrosini et al. 2011Db).

%%Ga-znagené analogy somatostatinu pouzivané v klinice jsou zaloZeny na tiech
oktapeptidech [Tyr3]oktre0tid (TOC), [Tyr3,Thr8]oktreotid (TATE), a [1-Nal*]Joktreotid
(NOC) ve spojeni s DOTA (Ambrosini et al. 2011a). Jejich hlavni indikaci jsou nadory

neuroendokrinniho ptivodu resp. jejich zobrazeni (Decristoforo et al. 2012).
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Analogy cholecystokininu 2 (minigastriny)

Gastrinovy receptor mtize byt atraktivnim cilem pro zobrazovéani a terapii
pomoci radiopeptidit u n€kolika typti nddorti. Autoradiografii bylo identifikovano, ze
gastrinovy receptor se ve zvysené mire exprimuje v nddorech diené stitné zlazy (92%),
v malobunééném karcinomu plic (57%), v astrocytomech (92%), ve stromalnich
nadorech vajecnikt (100%) a gastroenteropankreatickych tumorech (22%) (Reubi et al.
1997).

Analogy bombesinu (bombesiny)

Bombesin je tetradekapeptidovy neurohormon, homolog sav¢iho gastrin-
releasing peptidu (GRP), ktery se vyskytuje u obojzivelnikti (Ambrosini et al. 2011b).
Receptory pro GRP byly nalezeny v riznych typech nadorti, konkrétn¢ v nadorech prsu,
nadorech prostaty, tumorech ledvinnych bun€k, v malobunééném karcinomu plic a v

stromalnich nadorech GITu (Reubi et al. 2005).

Tabulka 1. Skupiny radiopeptidii dle cilovych receptori a jejich nejvyznaméjsi

zastupci.
Peptid Receptor Indikace Radiopeptidova proba
Somatostatin sst2 NETs, Mn-DTPA-oktreotid*

GEP-NETs  '''In-DOTA-lanreotid
/Y /M Lu/®*Ga-DOTATOC
"L u/*%Ga-DOTATATE
"n-DOTA-BASS®
P Te-HYNIC-TOC/-TATE
99mTe-N4-TATE
99mTe-depreotid
®F-deoxyfruktosyl-TATE

sst2/sst3/sst5 8Ga-DOTANOC
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Peptid Receptor Indikace Radiopeptidova proba
Bombesin GRP receptor PC, BC PIMTCRP527
GST %Ga-BZH3

%4Cu-CBC-AR06

8Ga/'""Lu-AMBA

Cholecystokinin ~ Cholecystokinin2 ~ MTC " n-DTPA-D-Glu-minigastrin
/ %M Te-demogastrin 2
gastrin
RGD peptidy a3 integrin ruzné ®F-galakto-RGD
""F-RGD-K5
"F-AH111585
Substance P Neurokinin 1 GBM *Bi-DOTA-substance P
"/ ’Y-DOTAGA-substance P
GLP-1/exendin  GLP-1 receptor INS 111In-[Lys40(Ahx-DTPA)NH2]-
exendin-4
11 40
In-[Lys™ (Ahx-DOTA)NH,]-
exendin-4
a-MSH Melanokortin 1 melanom 188Re-(Arg*)CCMSH
receptor
VIP VPAC;., riizné P Tc-TP3654

* registrovan jako lécivy pfipravek

" prvni klinicky pouzity radioaktivné znaceny antagonista somatostatinu

o-MSH (o-melanocyty stimulujici hormon), AMBA (DO3A-CH,CO-Gly-(4-aminobenzoyl)-GIn-Trp-
Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,), BASS  (pNO,-Phe-c(dCys-Tyr-dTrp-Lys-Thr-Cys)dTyrNH,), BC
(rakovina prsu, angl. breast cancer), CBC (cross-bridged cyclam, (4,11-bis(karboxymetyl)-1,4,8,11-
tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan), GEP (gastroenteropankkreatické¢), GBM (angl. glioblastoma
multiforme), GLP (angl. glucagon-like peptide 1), GRP (angl. gastrin-releasing peptide), GST (angl.
gastrointestinal stromal tumor), INS (insulinom), NET (neuroendokrinni tumor), MTC (angl. medulary
thyroid cancer), PC (rakovina prostaty, angl. prostate cancer), RGD (sekvence arginin-glycin-aspartat),
sst (angl. somatostatin receptor), VIP (vazoaktivni intestinalni peptid). Ambrosini et al. 2011b, Dong et al.

2014 a Fani et al. 2012.
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Monoklonalni protilatky a jejich fragmenty
Vlastnosti monoklonalnich protilatek ve spojeni s radionuklidy, stejné tak jako

jejich fragmenty jsou podrobné charakterizovany v nésledujici kapitole (2.2).

2.2 Monoklonalni protilatky v nuklearni

mediciné

Monoklonélni protilatky jakozto agens s vysokou afinitou a specifitou viici svym
cilovym antigenim jsou v nukledrni mediciné po spojeni s ptislusSnymi radionuklidy
vyuzivany, jak pro diagnostiku (radioimunodiagnostika) tj. zobrazovani, tak pro
terapii riznych typli onemocnéni (radioimunoterapie). Nez se budu vénovat popisu
vyuzivanych nuklid, zptusoblim jejich pfipojeni k molekule protilatky a dalSim
aspektiim oboru radioimunoterapie/radioimunodiagnostiky, povazuji za vhodné stru¢né

osvétlit strukturu a piivod monoklonalnich protilatek jako takovych.

2.2.1 Struktura monoklonalnich protilatek

Monoklonélni protilatky (angl. monoclonal antibodies, mAb) jsou produkovany
B-lymfocyty a jsou zakladem humordlni imunity clov€ka. Jedna se o specifické
glykoproteiny — imunoglobuliny (Ig) s vysokou afinitou cilenou na ur¢ity antigen. Tvar
jejich molekuly pfipominé pismeno Y, pfic¢emz se tato molekula sklada ze dvou tézkych
a dvou lehkych fetécii spojenych disulfidickymi mistky (viz Obr. 3).

Molekula protilatky mé dvé hlavni funkéni oblasti (fragmenty). Prvni je
variabilni fragment, ktery vaze antigen (Fab, fragment antigen binding) a vyznacuje se
dvéma vazebnymi misty pro cilovy antigen. Druhou ¢asti je konstantni fragment (Fc,
fragment crystallizable), ktery je zodpovédny za interakci s dal$imi slozkami imunitniho
systému (obr. X). Tato interakce mize vést ke dvéma typiim cytotoxické reakce (Reilly

2010):

1) komplement dependentni cytotoxicita (CDC, angl. complement dependent
cytotoxicity)
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2) protilatkové zavisla buiikami zprostiedkovand cytotoxicita (ADCC, angl. antibody
dependent cell-mediated cytotoxicity).

misto vdzajici antigen ; gy s
misto vazajici antigen

tézky
fetézec (H)

\

lehky
retézec (L)

disulfudické mustky Cy3

C
Obr. 3: Struktura monoklonalni protilatky tfidy IgG. Fab — antigen vazajici fragment, Fc —

konstantni fragment. Upraveno dle Thomson 2014.

Protilatky délime dle struktury konstantniho fragmentu do péti tfid: IgG, IgA,
IgD, IgE a IgM. Nejvyznamnéjsi a nejhojnéji zastoupena tfida je 1gG, kterd se déli do
Ctyf podtiid I1gGi.4. Protilatky uzivané v radioterapii patii pravé do IgG tiidy (Kowalsky
a Falen 2011).

2.2.2 Produkce monoklonalnich protilatek

Ur¢itou monoklondlni protilatku za¢nou produkovat B-lymfocyty po stimulaci
pfisluSnym cilovym antigenem. Bohuzel B-lymfocyty neni moZno kultivovat v in vitro
podminkach a tim si zajistit produkci zadané protilatky. Tento problém vytesili Kohler a
Milstein (Kohler a Milstein 1975) vyvinutim takzvané hybridomové metody. Ta spociva

v in vitro fazi mysich lymfocytl stimulovanych pfisluSnym antigenem s myelomovymi
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buiikami mysi. Vyslednd fizni builkka se nazyva hybridom a ma vlastnosti obou
parentnich buné€k, nebot’ je schopna produkovat ur¢itou monoklondlni protilatku a
zaroven se nekoneéné mnozit vin vitro podminkach (viz Obr. 4). Hybridom

pochopitelné produkuje pouze mysi protilatky.
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mys vystavena antigenu

linie myelomovych bunék
bez HGPRT
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A4 B-lymfocyt produkujici

potadované protilatky

B-bunky sleziny
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hybridomy
preneseni do HAT-meédia
p .
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hybridom produkujici
poZadovane protilatky
selekce
. 8 ® . monoklonalni protilatky

Obr. 4: Schéma hybridomové techniky produkce monoklonalnich protilatek. HGPRT - hypoxantin-
guanin fosforibosyltransferaza (angl. hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) — enzym

podilejici se na recyklaci nukleotidii pro syntézu RNA, HAT-medium (angl. hypoxanthine-aminopterin-

v

Poslednim krokem je selekce klonu produkujiciho pozadovanou protilatku. Ilustrace Martin Kral.
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Bohuzel uziti mysich protilatek v klinické praxi pfineslo nckteré nezadouci
ucinky, mezi nejvyznamnéjsi se fadi vznik lidskych protilatek proti mySim protilatkdm
(angl. human antimouse antibodies, HAMA). Ve snaze snizit vyskyt této nezadouci
reakce byly vyvinuty za vyuziti rekombinantni DNA takzvané chimérni protilatky, které
maji variabilni ¢ast kodovanou mysi DNA, zatimco konstatni fragment je kodovan
lidskou DNA (Morrison et al. 1988).

Jesté o stupen dal ve vyvoji stoji plné lidské protilatky, které jsou produkovany
pomoci transgennich mysi (Lonberg a Huszar 1995). Schéma typu protilatek je na

obrazku 5.

mysSi chimérni humanizovana lidska

. mysSi sekvence O lidské sekvence

Obr.5: Piehled typi monoklonalnich protilaitek dle pivodu jejich aminokyselinové sekvence

(upraveno dle Reilly 2010)

Vyvoj produkénich technologii monoklonalnich protildtek a jejich nasledné

vyuziti pro vyrobu klinicky vyuZivanych preparati dobte ilustruje schéma na obr. 6.
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Mouse monoclonal antibodies

Kohler & Milstein ‘ Ibritumomab (Zevalin)
L —- Tositumomab (Bexxar)
e e—
1986
Muromonab-CD3
(Orthoclone OKT3)
Chimeric recombinant antibodies Rituximab (Rituxan)
Morrison et al. : Basiliximab (Simulect)
| ) Infliximab (Remicade)
| b Cetuximab (Erbitux)
Abciximab
(ReoPro)
. X Trastuzumab (Herceptin)
CDR grafted antibodies Palivizumab (Synagis)
Jones et al, Gemtuzumab (Mylotarg)
' Alemtuzumab (Campath)
F Ve"'s—'1 3 Omalizumab (Xolair)
Dacli b Efalizumab (Raptiva)
(;c Izauma) Bevacizumab (Avastin)
enapax

Phage display synthetic antibodies
McCafferty

L ——
F— yeal’S_20102
Adalimumab

(Humira)

Transgenic human antibodies
Lonberg etal. , Green et al.
L e—

pb—?years ——»
\,\fo \0}9 \gg; \090 \égo ?@0 ?@b
=t : bt : : ' —t—>

Obr. 6: Vyvej metod produkce monoklonalnich protilatek. Obecné lze fici, Ze preparaty schvalené
americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (angl. Food and Drug Administration, FDA) se objevily
na trhu vzdy 10-12 let po tom, co byla technologie jejich produkce popsana ve védecké literatuie. Prvnim
zpusobem produkce monoklonalnich protilatek byla hybridomova technologie (Kohler a Milstein 1975),
chimérni protilatky byly poprvé ptipraveny rekombinantni technikou v roce 1984 (Morrison et al. 1984).
Protilatky s myS$im $tépem CDR (komplementaritu urcujici region, angl. complementarity-determining
region), téz nazyvané humanizované, byly ptipraveny v druhé poloviné 80. let (Jones et al. 1986). V roce
1990 byla zavedena metoda ,fagovy display* produjici poprvé prakticky plné lidské protilatky
(McCafferrty et al. 1990). Doposud nejnovéjsi a nejuzivanéjsi technikou, ktera produjuje pIné lidské
protilatky, je metoda vyuzivajici transgennich my$i (Longberg et al. 1994, Green et al. 1994). Zelené
useky protilatek zna¢i mysi sekvence aminokyselin, zatimco modré jsou lidského pivodu. Upraveno dle
Longberg 2005.
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2.2.3 Fragmenty protilatek

Biotechnologicky ziskané monoklonalni protilatky (tfidy IgG) jsou pochopitelné
v kompletni podobg, tj. dva lehké a dva tézké fetézce o celkové molekulové hmotnosti
okolo 150 kDa. Pomoci enzymatického stépeni lze ziskat riizné fragmenty (viz Obr. 7)

parentni protilatky o mensi molekulové hmotnosti a s odliSnou farmakokinetikou.

19G ScFv-Fc (Fab’),
(150 kDa) (105 kDa) (110 kDa)
Minibody Fab Diabody  scFv Fv
(80 kDa) (55 kDa) (55 kDa) (25 kDa) (12 kDa)

Obr. 7: Prehled moZnych fragmentaci monoklonalni protilatky IgG. 1gG (imunoglobulin) — intaktni
protilatka, ScFv-Fc (angl. single chain fragment variable-fragment crystallizable), Fab (angl. fragment
antigen binding), scFv (angl. single chain fragment variable), Fv (angl. fragment variable). Upraveno
dle Hong et al. 2008.

Jednoretézcovy variabilni fragment-fragment krystalizujici (angl. single-chain
fragment variable-fragment crystallizable, ScFv-Fc)

Jedna se o nejvetsi z moznych $téph protilatek, jehoz molekulovd hmotnost se
pohybuje okolo 105 kDa, coz ¢ini zhruba dvé tietiny ptvodni protilatky. Tyto Stépy

vznikaji opétovnym navazanim krystalizujiciho fragmentu (Fc) na jednotfetézcovy
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fragment (scFv). Biologicky poloc¢as téchto latek je oproti intaktnim protilatkam kratsi,

tj. je v fadu desitek hodin (Olafsen a Wu 2010).

Dvojity antigen vazajici fragment (angl. fragment antigen binding, (Fab),)

(Fab'"), fragment protilatky je produkovan Stépenim pivodni protilatky
pepsinem, ¢imz dojde k oddé€leni vétSiny krystalizujiciho fragmentu (Fc). (Fab'),
fragmenty maji dvé antigen vazebné domény a jsou spojeny disulfidickymi mustky, coz
znich ¢ini bivalentni molekuly s hmotnostni okolo 110 kDa. Dvojvazné fragmenty
protilatek (Fab'), jsou mensi nez jejich parentni protilatky, diky tomu 1épe pronikaji do
tkan¢ a maji krat$i biologicky polocas. Pouzitim (Fab'), fragmentli se téz snizuje
nespecificka vazba na necilové buiiky, za kterou je u celych protilatek odpovédny Fc

fragment (Hong et al. 2008).

Antigen vazajici fragment (angl. antigen binding fragment, Fab)

Stépenim pomoci papainu lze oddélit antigen vézajici fragment (Fab) od zbytku
protilatky. Takovyto §t€p plivodni molekuly (cca 55 kDa) si zachovava plvodni
specifitu vici cilovému antigenu, avSak vykazuje zménéné farmakokinetické vlastnosti

— zejména vysSi clearance (Bowles et al. 1988).

Jednoretézcovy variabilni fragment (angl. single-chain variable fragment, scFv, téz
scAb)

Jednotetézcovy varibilni fragment je fizni protein sloZzeny z variabilnich oblasti
tézkého (Vy) a lehkého fetézce (Vi) ptivodni protilatky spojenych kratkou peptidovou
spojkou o deseti aZ pétadvaceti aminokyselinach. Celkovd hmotnost scFv se pohybuje
okolo 25 kDa. Tento protein si zachovava specifitu plivodniho imunoglobulinu
navzdory absenci konstantnich regiont a zavedeni peptidové spojky. K produkci scFv je

vyuZivana napt. bakterie E. coli (Bird et Walker 1991).

Nanobodies (téZ angl. single-domain antibodies, sdAb téZ angl. fragment varible,
Fv)

Nanobodies pfedstavuji fragmenty protilaitek zjedné monomerni varibilni
domény ptvodni protilatky. Stejné jako ptivodni protilatka jsou schopny se vazat na

specificky antigen, av§ak maji molekulovou hmotnost pfiblizné jedné desetiny pivodni
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protilatky, cili cca 12-15 kDa. Poprvé byly studovany ve velbloudim séru (Hamers-
Casterman et al. 1993, Kaur et al. 2012, Oliveira et al. 2013).

Minibodies

Minibody - fragment protilatky sloZzeny ze dvou variabilnich domén (scFv) a
jedné konstantni (Vi -Vy-Cy3, cca 80 kDa) je bivaletni molekula s vysokou vazebnosti
k cilovému antigenu. Napf. prvni anti-CEA minibody (CEA, angl. carcinoembryonic
antigen) byla ziskana genetickou fuzi T84.66 (anti-CEA) jednofetezcové protilatky
(scFv) s Cy3 doménou lidské IgG1 protilatky (Hu etl al. 1996).

Diabodies

Diabody tvoii dva scFv fragmenty se spojovacimi peptidy, které jsou pfili$
kratké na to, aby dovolily sparovani domén stejnych fetézi, Cili se spojuji tézké a lehké
fetézce (Vuy-Vi). Hmotnosti diabodies se pohybuji okolo 55 kDa (Holliger et al. 1993).
Diabodies vykazuji disociacni konstanty az 40x nizsi nez odpovidajici scFv fragmenty,
maji tedy mnohem vyssi affinitu ke svému antigenu. Diky tomu mohou byt diabodies
podavany v daleko nizsich davkach nez protilatky a pfitom maji zachovanou vysokou

specifitu k nadoru in vivo (Adams et al. 1998).

Monobodies

Monobodies jsou proteiny pfipravené pomoci genového inZenyrstvi, které jsou
schopné vazby na ur€ity antigen. Navzdory svému jménu nevychéazi z monoklonélnich
protilatek, coz znich ¢&ini zastupce skupiny ,antibody mimetics* (protilatkova
mimetika). Monobodies jsou slozeny z 94 aminokyselin a maji molekulovou hmotnost

okolo 10 kDa (Koide et Koide 2007).

Affibodies

Affibodies jsou malé proteiny navrzené tak, aby se s vysokou afinitou vazaly na
urcité cilové antigeny a tak imituji funkci monoklonalnich protilatek, coz je stejné jako
monobodies fadi do skupiny ,,antibody mimetics*“. Molekula affibody je slozena ze tfi
alfa helixti o 55 aminokyselinach a ma molekulovou hmotnost okolo 6 kDa (Kaur et al.
2012). Jejich potencidl je jak v diagnostice nadord (Orlova et al. 2006), tak v terapii
(Tolmachev et al. 2007).
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Jako nézorny piiklad odlisnych farmakologickych vlastnosti riznych fragmentt
jedné protilatky a zpasobu jejich znaceni pouzitych v nukledrni mediciné je uvedena
Tabulka 2, ktera popisuje vlastnosti $tépt protilatky cilené na CEA (karcinoembrioticky

antigen, angl. carcinoembrionic antigen).
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Tabulka 2. Piehled radioizotopové znacenych fragmenti cilenych na CEA

(karcinoembrioticky antigen, angl. carcinoembrionic antigen)

Fragment Izotopy Faze testovani  Hlavni vyhody Hlavni
nevyhody

Intaktni | klinicka vysoka afinita, dlouhy polocas,

protilatka " dobry terapeuticky vysoka cena

P Te potencidl

%cu

1241

M Te

Fab’ 99mTe klinicka vysoka clearance  ptednostni

| vychytavani

4mTe ledvinami, nizka
funk¢ni afinita

ScFv 12 klinicka vysoka clearance, vysoka

12 intraoperativni ~ nizka clearance,

" imunogenicita nizké
vychytévani
nadorem

ScFv-Fc 1257 preklinicka vysoky kontrast nizka clearance,

Mn nadoru, vysoké

dobry terapeuticky vychytavani jatry
potencial
Diabody “Cu preklinicka vysoka afinita, vysoké
124 vysoky kontrast vychytévani
18 nadoru, pfimétend ledvinami
rychlost clearance
Minibody | pilotni klinickd  vysoka afinita, komplikovana
%Cu vysoky farmakokinetika
kontrast nadoru,
vhodna rychlost
clearance
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Fragment Izotopy  Faze testovani  Hlavni vyhody Hlavni
nevyhody
Pretargeting Mn preklinicka vynikajici kontrast koplikovana
Pmre v nadoru, vysoka  procedura,
124 citlivost nevhodnd pro
%Ga terapii

Pfevzato z Hong et al. 2008.

2.2.4 Radionuklidy pro znaceni protilatek

Obecné radionuklidy délime dle druhu emitovaného zéafeni na tii zakladni
skupiny:
a) o-zaFife — emituji o ¢astice, tj. jadra helia (3He)
b) B-zarice — se déli na dvé podskupiny: B~ a p*. B~ zafi¢e emituji negatrony (elektrony)

+ s 1
a P’ zafiCe pozitrony .

¢) y-zari¢e — emituji vysokoenergetické fotony

Z hlediska nuklearni mediciny délime radionuklidy dle jejich klinického ucelu
na diagnostické a terapeutické. Obecné lze fici, Ze jako diagnostické se vyuzivaji B
zafiCe a 7y zafiCe, zatimco o a ° zafie se uplatiiuji v terapii. V pfipadé smiSenych
Z&Fich je mozné vyuzit nuklidy k obéma zmifiovanym t&eliim (napt. '''In, "', atd.) .
jako takzvana teranostika.

Diilezitou kvantitativni veli¢inou popisujici emitované zafeni piislusného
radionuklidu je jeho energie (keV), resp. pro potieby nukledrni mediciny spiSe linearni
prenos energie (LET, angl. linear energy transfer). Hodnota LET udéava energii, kterou
Castice predd béhem letu prostfedi na jednotku délky jeji trajektorie. LET se uvadi
vkeV/um apravé z této veliCiny lze usuzovat na skutecné biologické ucinky zareni
daného radionuklidu. Obecné tedy nuklidy produkujici zéafeni s nizSim LET pisobi
mensi cytotoxicky efekt nez ty s vys§i hodnotou linearniho pfenosu energie (Couturier

et al. 2005b).

YPozitron po svém vzniku urazi pouze velice kratkou vzdalenost (cca 1-2 mm) a jakoZto antiGastice po
setkani s elektronem v fadu mikrosekund zanikd - anihiluje za vzniku dvou fotoni gama zafeni (511
keV), které opousti misto anihilace po piimce, avSak opaénymi sméry. Tyto gama fotony jiz 1ze pohodIng
detekovat a tudiz vyuzit pro zobrazovani.
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Velice dulezitou vlastnosti kazdého radionuklidu je polocas radioaktivni
premény (T;),) Cili doba, za kterou se preméni polovina vSech na pocatku pritomnych
jader. Z hlediska radiofarmacie je dulezité, aby polocas piremény nuklidu dobie
koreloval s biologickym poloCasem radiofarmaka. A to vtom smyslu, ze latky
s kratkym biologickym polocasem (fragmenty protilatek, peptidy) by mély byt znaceny
nuklidy s relativné podobnym polo¢asem pfemeny (desitky minut, hodiny), zatimco pro
protilatky je vhodné pouzit izotopy s delsim polocasem (desitky hodin, dny), (Reilly
2010).

V neposledni fad¢ hraje dilezitou tlohu pii volbé vhodného radioizotopu zptisob
jeho vazby k molekule radiofarmaka. Tento je popisovan v kapitole 2.2.5.

Piehled zakladnich radionuklidii pouzivanych pro znaceni radiofarmak za
ucelem zobrazovéani je uveden v tabulce 3. Tabulka 4 uvadi piehled radionuklidii

uzivanych v radioterapii.
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Tabulka 3. Radionuklidy nejéastéji pouzivané v diagnostice.

Radionuklid Polocas Maximalni

energie (keV)

fr-zdiice

c 20,3 min 511
18p 109,8 min 511
%Cu 12,7 hod 511
%Ga 67,7 min 511
8oy 14,7 hod 511
7r 78,5 hod 511
1241 4,2 dne 511

y-zdiice

"Ga 3,26 dne 394
"y 2,8 dne 245
12 13,22 hod 159
121 59,4 dne 35
By 8,02 dne 637
9mTe 6,02 hod 140,5
"y 6,73 dne 210

Nuklidy "'C a "F se z divodu jejich kratkého polodasu piemény prakticky nepouZivaji pro znaceni
monoklonalnich protilatek, jsou jakozto zakladni PET izotopy uvedeny pro srovani. Upraveno dle

Kowalsky a Falen 2011.

Tabulka 4. Radionuklidy pouZzivané v radioimunoterapii

Radionuklid  Dcefiny izotop Polocas Maximalni Maximalni
energie dosah (pum)
(keV)

pt-zd¥ide (LET 0,2 keV/um)

Ny - 2,67 dne 2284 11300
By - 8,04 dne 606 2300
" - 6,73 dne 497 1800
7Cu - 2,58 dne 575 2100
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Radionuklid  Dcefiny izotop Polocas Maximalni Maximalni
energie dosah (pm)
(keV)

B-zitice (LET 0,2 keV/um)

186Re - 3,78 dne 1077 4800

188Re - 17,0 hod 2120 10400

Augerovy elektrony (LET 4-26 keV/um)

1257 - 60,1 dne 31 20
" - 2,8 dne 26 17
Ga - 3,3 dne 10 3

| - 13,3 hod 31 20
195mpy - 4,0 dne 64 76

a-zdrice (LET 20-30 keV/um)

255 - 10,0 dni 5830 48
2ig. 4,9 min 6341 55
217 A ¢ 32 ms 7069 65
23p; 45,6 min 5870 438
2B3p, 4,2 us 8377 85
2 A - 7.2 hod 586 48
21pg 516 ms 7450 70
213 . 45,6 min 5870 48
211p 4,2 us 8377 85
212 . 1,0 hod 6051 51
212p 0,3 ps 8785 92
212pp i} 10,64 hod - -
2125 1,0 hod 6051 51
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Radionuklid  Dcefiny izotop Polocas Maximalni Maximalni
energie dosah (pm)
(keV)

a-zarice (LET 20-30 keV/um)

212py % 212p, 0,3 pus 8785 92

*neni o-zaticem, ale produkuje a-zati¢ *'*Bi
LET (linearni pfenos energie, angl. linear energy transfer)

Pievzato z Navarro-Teulon et al. 2013.

2.2.5 Zpusoby znaceni protilatek radioizotopy

Znaceni monoklondlnich protilatek radioizotopy 1ze z pohledu chemizmu reakce

rozd¢lit do dvou zakladnich skupin:

a) HALOGENACE - znaceni radionuklidy halogeni
- pfimé jodace
- nepiimé jodace

b) CHELATACE - znadeni radiokovy

Halogenace monoklonalnich protilatek obndsi v praxi v naprosté vétSiné pripadi
jodaci. Ostatni halogeny se pro znaceni protilatek uzivaji zcela minoritn€. Radioizotop
jodu lze k molekule protilatky v zasadé piipojit dvéma zplsoby — piimo ¢i nepiimo.
Neptimy zplsob obnasi nejdiive jodaci vychozi latky (napt. N-sukcinimidyl-3(4-
hydroxyfenyl)propionan) a poté jeji konjugaci s molekulou samotné protilatky pies
volné aminoskupiny lysinovych zbytkli. Prakticky se vSak nejCastéji pouzivaji metody
piimé jodace a to diky své jednoduchosti a relativné vysokému vytézku.

Dvé nejuzivanéjsi metody piimé jodace jsou jodogenovda metoda a metoda

chloraminu T.

34



Zbynek Novy - disertacni prdce Teoreticka cast

Jodogenova metoda
Koxidaci jodidu se wvyuziva lodo-Gen (1,3,4,6-tetrachlor-3a,60-
difenylglykouril). Proces probihd podle nésledujici reakce:

c. @ _c a. § .
-C N-C-y
Oty + v — OO0 +
N-C-N_ N-C-N_
¢’ & o o § o

Vznikly *I" pak joduje benzenové jadra tyrosini v aminokyselinové sekvenci
y Joduj J yr Y

monoklonalni protilatky (Laznicek a Koméarek 1998).

Metoda chloraminu T

Chloramin T je sodnd sGl N-monochlor-p-toluensulfonamindu, kterd ma
schopnost oxidovat radioaktivni jodid *I' na *I", jenZ opét joduje tyrosinova benzenova
jadra v molekule protilatky, jako je tomu v pfipadé jodogenové metody. Reakce oxidace

jodidu je nasledujici:

. 2H+
HC ‘@'SOEP 3 K[ —— HC OS%PHZ i *1C1

Cl Cl

Znaceni radiokovy

Znaceni  monoklondlnich  protilatek pomoci radiokovli je  znacné
komplikovanéj§i nez vySe popisované piimé radiojodace, jelikoZz radiokovy nelze
k molekule protilatky jednoduSe pftipojit klasickou kovalentni vazbou. Pro znaceni
radiokovem je nutno protilatku nejprve modifikovat konjugaci s vhodnym bifunkénim
chelatacnim c¢inidlem a az takto upravenou protilatku lze oznalit radiokovem, ktery
utvoii komplex sjiz navazanym chelatorem. Cheldtory a aspekty znaceni s jejich

vyuZitim jsou podrobnéji probirany v nasledujici kapitole.
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2.2.6 Chelatory pouzivané pro znaceni protilatek

Chelatory, ptesnéji bifunkcni chelatory, maji schopnost na jedné strané vytvorit
komplex se zvolenym radiokovem a zaroven disponuji ve své struktufe reaktivni
skupinou schopnou se kovalentné navazat na nékterou ¢ast proteinového fetézce.

Funkce chelatoru je dobie patrna z obrazku 8.

Obr. 8: Obecné schéma radiofarmaka s bifunkénim chelatorem, ktery vaze radiokov. Linker =
spojovnik, Targeting Molecule = v nasem piipadé¢ monoklonalni protilatka, ktera zajistuje specifickou

biodistribuci celého radiofarmaka. Pfevzato z Liu a Edwards 2001.

Bifunkéni chelatory délime dle jejich chemické struktury na dvé zakladni
skupiny:

a) acyklické

b) makrocyklické

Nejtypictéj$imi a nejuzivanéjS$imi zastupci acyklickych chelatori jsou EDTA a
DTPA resp. jejich derivaty (chemické struktury viz Obr. 9). EDTA
(ethylendiamintetraoctova kyselina) se pouziva cCastéji jako pomocna latka v pufrech
pro vychytani nenavazanych radiokovli béhem procesu znaceni protilatek. DTPA
(diethylentriaminpentaoctovad kyselina) je klasickym a pomérné casto uZivanym
acyklickym chelatorem pro znafeni monoklonalnich protilatek. Zakladnim rysem
acyklickych chelatorti je snadna a rychla tvorba komplexu chelator-kov za mirnych
podminek, ovSem s tim se poji 1 niz$i termodynamicka stabilita takového komplexu
(Prince a Orvig 2014). Volny radiokov pak mlze byt v organismu zdrojem radiotoxicity,

ktera je blize posana v kapitole 2.2.8.
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Obr. 9: Acyklické chelatory. a) EDTA - ecthylendiamintetraoctovd kyselina, b) DTPA -

diethylentriaminpentaoctova kyselina.

Makrocyklické bifunkéni cheldtory tvoii druhou vyznamnou a relativné
pocetnou skupinu komplexotvornych latek pro znaceni protilatek radiokovy. Obecné lze
tici, Zze klasické makrocyklicé chelatory (napt. DOTA) tvoii komplexy s radiokovy
pomaleji nez acyklické chelatory a ke komplexaci je potieba vyssi teploty. Naproti tomu
vzniklé komplexy jsou stabilngjsi a to zejména v in vivo podminkach (Liu a Edwards
2001). Zejména z diivodu vyssi termodynamické stability komplexu radikov-chelator

v biologickych systémech jsme pro nasi studii vybrali pouze makrocyklické chelatory.

Zakladni princip znaceni monoklonalni protilatky radiokovem, tj. modifikace
protilatky chelatorem a naslednd komplexace radiokovu, je zndzornén na obrazku 10.
Nejcastejsi reaktivni skupinou pouZivanou k derivatizaci bifunkénich makrocyklickych
chelatori je skupina p—SCN-benzyl. Tato isothiokyanatova skupina v molekule
chelatoru reaguje ve slabé bazickém prostfedi s volnymi aminoskupinami lysinovych
zbytkli v aminokyselinové sekvenci protilatky za vzniku derivatu isothiomoc€oviny. Tim
je chelator kovalentn€ navazan na molekulu protilatky. Po ptrecisténi reakéni smési je
takto modifikovand monoklondlni protilatka pfipravena pro samotné oznaceni
radiokovem (Brouwers et al. 2004). Slab¢ bazické prostiedi je velmi dalezité pro pribéh
této konjugacni reakce. V kyselém prostiedi by aminoskupiny lysini na protilatce byly
protonovany a konjuga¢ni reakce by nemohla probéhnout. Naopak pii extrémné
alkalickém pH by hrozila denaturace monoklonalni protilatky, proto vétSina zavedenych
protokoll doporucuje pH modifikacniho pufru v hodnotach 8,0 — 9,0 (Cooper et al.
2006).
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Obr. 10: Tlustrace zakladniho principu znadeni monoklonalnich protilatek radiokovy pomoci
bifunkéniho chelatoru. Bifunkéni chelator, vtomto piipadé p-SCN-Bn-H,-octapa, je nejprve
konjugovan s aminoskupinou lysinu v molekule protilatky. Poté nasleduje samotné oznaceni protilatky
zvolenym radiokovem, ktery tvoifi komplex s navdzanym chelatorem. Druh zvoleného radionuklidu

potom urcuje vyuziti vzniklého komplexu. Pfevzato z Price a Orvig 2014.

Vlastni znaceni protilatky radiokovem probiha v kyselém pH. Pro vznik
komplexu kov-chelétor je totiz nutné, aby se radiozotop v reakéni smési nachéazel v Cisté
iontové podobé. Pti pH vy$$im nez 6 totiz hrozi, Ze radiokov za¢ne tvofit nerozpustny
koloid a znaCeni tak nebude uspésné. Proto se pH pufru pro vlastni znaceni voli
v rozmezi hodnot 5-6. Pfiemz vyrazné kyselejsi pH nez 5 by hrozilo denaturaci

znacené protilatky (Cooper et al. 2000).

V poslednich dvaceti letech bylo pfipraveno mnoho novych makrocyklickych
chelatorti a jejich derivati, které byly s rznou uspésnosti testovany jak v in vitro, tak v
in vivo podminkach (Price a Orvig 2014). Z pocetné palety téchto latek jsme pro nasi
studii zvolili tyto tfi zadstupce makrocyklickych chelatori: DOTA, NOTA a PCTA.

DOTA (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina) je nejdéle
pouzivanym makrocyklickym cheldtorem v oblasti zna¢eni monoklonalnich protilatek a
jako takovy ho Ize povazovat za zlaty standard (Stetter a Frank 1976). DOTA se pouziva
pfi znaleni Sirokym spektrem radionuklidt, napt. ''In, '"Lu, °°Y, ®*Ga, **’Ac.
Uplatnéni tohoto chelatoru lezi i v oblasti jiz klinicky pouzivanych radiofarmak jako
napr. "M-DOTATOC (OctreoScan®™). Mezi jeho nevyhody patii pomald tvorba
komplexu s radiokovem a nutnost pouziti zvySené teploty pro pritbéh chelatace (Lewis
et al. 1994, Price a Orvig 2014). Z n¢kolika riznych modifikaci je nejcastéji pouzivan
isothiokyanatobenzylovy derivat DOTA, tj. 2-(4-isothiokyanatobenzyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododekan-1,4,7,10-tetraoctovéa kyselina. Vzorec tohoto derivatu je uveden

na Obr. 11.
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NOTA (1,4,7-triazacyclononan-1,4,7-trioctovd  kyselina) byla  poprvé
syntetizovana Coxem a spol. vroce 1990. NOTA je velice rozSifenym chelatorem
schopnym vazat §irokou $kalu radionuklidi (napt. **Cu, ®*Ga, "'In, '"Lu, *Y).
V ptipadé ®*Ga je povaZovéna za zlaty standard. Nevyzaduje takové zvyseni teploty pro
uspésnou komplexaci jako DOTA a vykazuje i rychlejsi kinetiku této reakce (Martell et
al. 1996). Tento bifunkéni cheldtor je pro znaceni proteini opét dostupny v
isothiokyanatobenzylové  modifikaci  jako  S-2-(4-isothiokyanatobenzyl)-1,4,7-
triazacyklononan-1,4,7-trioctova kyselina. Chemicka struktura této modifikace je

znazornéna na Obr. 11.

PCTA (3,6,9,15-tetraazabicyklo[9.3.1]-pentadeka-1(15),11,13-trien-3,6,9-trioct-
ovd kyselina) byla poprvé syntetizovdna vroce 1995 jako kontrastni latka pro
zobrazovani v oboru nuklearni magnetické rezonance, kde se vyuziva jejich komplext s
gadoliniem (Kim et al. 1995). Nov¢ je tento chelator vyuzivan také pro znaceni
protilatek radioaktivnimi ionty lanthanoidl a to nejvice pro méd-64 a gallium-68, ale
také napt. pro lutecium-177 (Tircsé et al. 2006). Tento chelator vykazuje rychlou
komplexaci radiokovil za relativn€ nizkych teplot a komplex radiokov-PCTA disponuje
vysokou sérovou stabilitou (Ferreira et al. 2010). Jednd se o pomérné novy chelator,
ktery neni doposud Siroce prozkouméan. PCTA je pro znaceni radioaktivnimi kovy opét
vyuZivana v derivatizované formé s navazanou isothiokyanatobenzylovou skupinou, tj.
jako 3,6,9,15-tetraazabicyklo[9.3.1]-pentadeka-1(15),11,13-trien-4-(S)-(4-isothiokyan-

atobenzyl)-3,6,9-trioctova kyselina. Jeji chemicka struktura je uvedena na Obr. 11.
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Obr. 11: Vzorce makrocyklickych chelatori uzivanych k modifikaci a znac¢eni monoklonalnich
protilatek. a) p-SCN-benzyl-DOTA b) p-SCN-benzyl-NOTA, c) p-SCN-benzyl-PCTA.

2.2.7 Radioimunodiagnostika a radioimunoterapie

Radioimunodiagnostika

Béhem poslednich 15 let bylo doklinické praxe zavedeno nékolik
diagnostickych monoklonalnich protildtek znacenych radioizotopy. BohuZel vétSina
z nich byla stazena z trhu, vétSinou z ekonomickych divodit (Kowalsky a Falen 2011).

Jedina diagnosticka radioprotilatka, ktera zistava v klinickém pouziti v USA je "I

n-
capromab (ProstaScint®). Tato mysi IgG; protilitka se vaze na glykoprotein
exprimovany epitelem prostaty a pouziva se pro zobrazovani metastdz karcinomu
prostaty (Kowalsky a Falen 2011) pomoci jednofotonové emisni vypocetni tomografie
(angl. single-photon emission computed tomography, SPECT). V Ceské republice jsou
Statnim ustavem pro kontrolu 1é¢iv registrovany pouze dva ptipravky s diagnostickou
protilatkou v oboru radiofarmak. Jednim z nich je ptipravek LeukoScan, ktery obsahuje
fragment (F,,) mySi monoklonédlni protilatky zvany sulesomab, ktery je znaceny
techneciem-99m (Skehan et al. 2003). Cilovou strukturou sulesomabu je antigen NCA-
90 (nespecificky zkiizené reagujici antigen 90, angl. nonspecific cross-reacting antigen

90) experimovany na povrchu granulocytl. Tento pfipravek se pouziva predevs§im pro
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zobrazeni zanétu v kostech u pacienti se suspektni osteomyelitidou. Druhym
ptipravkem je Scintimun, jehoz ucinnou latkou je mysi IgG; monoklonélni protilatka
besilesomab, znacena téz techneciem-99m. Besilesomab se vaze na antigen NCA-95
(nespecificky zkiizené reagujici antigen 95, angl. nonspecific cross-reacting antigen
95), ktery se vyskytuje na membranach granulocyti (Richter et al. 2011). Hlavni
indikaci Scintimunu je také suspektni osteomyelitida perifernich kosti.

Z4dna monoklonalni protilatka oznaGena pozitronovym zafi¢em tedy uréena pro
zobrazeni pomoci pozitronové emisni tomografie neni registrovana pro klinické pouziti.
Ovsem cela tada protilatek znaCenych zirkoniem-89 je v preklinickém ¢i klinickém

testovani (viz tabulka 5).

Tabulka 5. Piehled preklinickych a klinickych studii pouZzivajicich zirkoniem-89
znacené protilatky pro zobrazovani prisluSnych typi tumorid pomoci pozitronové

emisni tomografie (PET).

Karcinom Cilovy antigen Nosny vector
Karcinom slinivky CD147 059-053
Non-Hodgkinliv lymfom CD20* ibritumomab tiuxetan
Karcinom hlavy a krku CD44vo6* cmAb U36
Vice typil tumort EGFR cetuximab
Karcinom prostaty EGP-1 hRS7
Karcinom jater GPC3 aGPC3
Kolorektalni karcinom HERI1 panitumumab
Karcinom prsu a vajecniki HER2* trastuzumab
Trojité negativni karcinom prsu IGF-1R R1507

Karc. hlavy a krku, Zaludku MET DN30
Renalni karcinom MN/CA IX cG250
Karcinom prostaty PSMA 7E11
Karcinom jater PIGF R0O5323441
Karcinom hlavy a krku, vaje¢niki VEGF* bevacizumab

*cilové antigeny hodnocené v klinickych studiich. Pfevzato z van de Watering et al. 2014.
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Radioimunoterapie

Princip radioimunoterapie (RIT) spojuje cytotoxické u€inky monoklonalnich
protilatek jako takovych, tj. komplementem zprostiedkovanou cytoxicitu, protilatkove
zévislou bunikami zprostfedkovanou cytoxocitu a indukci apopotdézy (Weiner et al.
2010) sradia¢nimi U¢inky nuklidu pfipojeného na vlastni protilatku, tj. zejména
poskozeni DNA (Kassis 2008). Zakladni principy radioimunoterapie popisuje obrazek
12.

Tumor control

oy

o
©

Probability

Normal tissue
complications

0.05 |- /- 1
Absorbed dose

Obr. 12: Schéma radioimunoterapie (RIT). Schéma znazorufiuje nejdulezitjési kroky béhem
radioimunoterapie od planovani 1é€by po hodnoceni jeji Gcinnosti/toxicity. (A) Aplikace diagnostické
davky radioimunokonjugatu, ktera slouzi k vypocteni terapeutického davkovani. (B) Celotélova kontrola
biodistrubuce diagnostické davky pomoci (D) SPECT ¢&i PET zobrazovani. Anatomické informace jsou
poskytovany diky (D) CT (pocitaova tomografie) nebo NMR (nuklearni magneticka rezonace). (E)
kalkulace davky obdrzené pacientem. (C) Radiobiologické 0¢inky radioimunoterapie zahrnuji piimé
pisobeni na buiiku S navazanou protilatkou, tj. blokaci ptislu§ného receptoru event. spusténi apoptozy,
cytotoxicitu sprostiedkovanou leukocyty a dale radia¢ni Géinky nuklidu vazaného na protilatku, tj.
poskozeni jaderné DNA bunky, poskozeni bunééné membrany a mitochondrii. Mezi nepiimé Gcinky se
fadi kiizové ozareni bunék (cross-fire irradiation) v okoli a tzv. efekt pfihlizejiciho (bystander effect), tj.
cytokiny spusténa apoptéza bunék v blizkosti zasazené bunky. (E a G) Zahrnuje podani vypoctené
terapeutické aktivity s ptihlédnutim na vztah ¢innosti 1é¢by a nezadoucich ucinkt. (H & 1) Je posuzovan
vztah mezi davkou a U¢inkem, mize dojit k racionalizaci terapie, véetné opakovaného podani davky
event. nasazeni kombinace 1é¢iv. (J) Zpracovani kiivek zavislosti u¢inku na davce s piihlédnutim k

nezadoucim u¢inktim na zdravé tkané. Pfevzato z Navarro-Teulon et al. 2013.
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V piipad¢ terapeutickych nuklidii se vétSinou jedna o beta-zarice, smiSené
beta/gama-zati¢e ¢i nejnovéji zkoumané alfa-zarice (Reilly 2010). Seznam uzivanych
terapeutickych radionuklidi je uveden v tabluce 4. Tato oblast vyuziti monoklonalnich
protilatek (RIT) je velice intenzivé studovana, coz doklada piehled protilatek v riznych
fazich klinického zkouseni uvedeny v tabulce 6.

Do standardni klinické praxe se dostaly zatim dva preparaty a to Zevalin® a

Bexxar”® (Navarro-Teulon et al. 2013).

Zevalin®

Ibritumomab tiuxetan (Zevalin®) byl americkym Utadem pro kontrolu potravin a
1&¢iv (angl. Food and Drug Administration, FDA) schvalen v roce 2002 ke klinickému
pouziti. Pro Ceskou republiku byl schvalen Statnim ustavem pro kontrolu 1é&iv (SUKL)
v roce 2004. Jedna se o IgG; mysi protilatku ibritumomab modifikovanou tiuxetanem,
coz je derivat chelatoru DTPA. Protilatka je cilena na CD20 povrchovy antigen
B-lymfocyti, tudiz je vyuzivdna v terapii non-Hodgkinovych lymfomut. Tato
modifikovana protilatka se znaci indiem-111 nebo yttriem-90. Pfed podanim samotné¢ho
Zevalinu® je nutno aplikovat davku monoklonalni protilatky rituximabu, kterd vysyti
CD20 antigeny na periferii a zajisti tak optimalni biodistribuci samotného radiofarmaka.

Nasleduje podani '

In-ibritumomabu a ovéteni jeho spravné distribuce pomoci gama
kamery. Po vylouceni abnormadlni biodistribuce mize za 7 dni nésledovat samotna
terapeuticka davka *°Y-ibritumumabu (14,8 MBq/kg) opét s premedikaci rituximabem

(Kowalsky a Falen 2011).

Bexxar”
Pl -tositumomab (Bexxar™) je mysi IgG, monoklondlni protilitka cilend na
epitop CD20 antigenu na povrchu B-lymfocyti. Americky FDA ho schvalil ke
klinickému pouziti vroce 2003. V Ceské republice zatim registrovan neni. SlouZi
k 1é€bé non-Hodgkinovych lymfomt. Vzhledem k tomu, Ze jod-131 je smiSeny zari¢ (B
a y), lze biodistribuci Bexxaru® monitorovat pomoci gama kamery. Davkové schéma
zahrnuje premedikaci vysycovaci davkou neznaceného tositumomabu nésledovanou
monitorovaci davkou Bexxaru®, ktera slouzi kov&feni spravné biodistribuce a

k nastaveni optimalni terapeutické davky, ktera nasleduje za 7-14 dni po monitoringu

(opét premedikace ,,studenym* tositumomabem). Pacient uziva po celou dobu terapie
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130 mg jodidu draselného denné€ jako ochranu §titné zlazy pied jodem-131 uvolnénym

metabolizaci protilatky (Kowalsky a Falen 2011).

Tabulka 6. Klinické studie s radioaktivné znaCenymi protilaitkami, stav k roku

2013.
Radionuklid-protilatka Klinicka Zpisob podani Indikace
faze
CEA
PI.A5B7 a —CA4P I iv. GC
PILF6 F(ab")2 I iv. cC
B-BsmAb-hMN14-734 I i.v. (pRIT) CEAcy
Y-hMN14 I i.v. (hdRIT) MTC
?Y-cT.84.66 I iv. CEAcxp
BC, CC
BI-MN14 F(ab")2 I iv. MTC
Bl.CcOL-1 I iv. GIM
Bl1.35/B7-25/F6 I i.v. CcC
BT CIGB-M3 I iv. cC
Bl1Kab201 /11 iv., IA PC
Bl.A5B7hDFM /11 iv. cC
BI-MN14 F(ab")2 /1l iv. MTC
BI-hMN14 /11 iv. oC
BINP4 (IMMU-4) /11 iv. CEAexp
BI.BsmAb-F6-734 nebo 11 i.v. (pRIT) MTC
BI.hMN14-734
BI.hMN14 11 iv. CcC
BI.BsmAb-hMN14-734 11 i.v. (pRIT) MTC
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Radionuklid-protilatka Klinicka Zpisob podani Indikace
faze
TAG-72
?0Y-hCC49DCh2(IDEC-159) I i.v. cC
%Y -Biot/-CC49-(scFv)4-strept I i.v. (pRIT) GC
T u-CC49 nebo *°Y-CC49 I i.p. oC
2y-CC49 I i.v. (hdRIT) GC
iv. NSCLC
Pl1.cB72.3 I i.v. (fRIT) CcC
Bl.cc49 I iv. PC
%%Y-CC49 nebo *'I-COL-1 11 iv. cC
A33
1-huA33 dozimetrie i.v. cC
- huA33 PET/CT  iw. CcC
Bl-huA33 I i.v. CcC
Bl-huA33 a "*I-huA33 I i.v. CcC
BlI21A33 I iv. cC
121-A33 /11 iv. CcC
G250
1-¢G250 dozimetrie i.v. RCC
Bl.¢G250 I i.v. (fRIT) RCC
Bl-mG250 I i.v. RCC
"Lu-c¢G250 I iv. RCC
Bl-mG250 /11 iv. RCC
Bl1-cG250 11 iv. RCC
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Radionuklid-protilatka Klinicka Zpisob podani Indikace
faze

TN-C

"Y-BC4 I lokalng GL

Biot-BC4/”°Y-DOTA-Biot /11 i.v. (pRIT) GL

2 At-ch81C6 I IRC BT

Blm81C6 11 IRC GL, BT

MUCI

*Y-m170 I i.v. (hdRIT) PC, BC

"Y-hPAM4 I i.v. (fRIT) GC

Y-m170 11 i.v. (pRIT) PC

EGF receptor

1251425 /1 iv. GL

1251425 11 i.v. GL

1251425 11 i.v. GL

IMRT/h425 I IMRT HNC

HMFG 1,2

Y-HMFG-1 /11 i.p. oC

*Y-HMFG-1 111 i.p. oC

PSMA

"Mn-hul591 I i.v. PC

"L u-huJ591 nebo *°Y-huJ591 I i.v. (fRIT) PC

Nucleus

B1¢17-1A I i.v. cC

Hab18/CD147

B11-Hab18 F(ab')2 /11 iv. HCC
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Radionuklid-protilatka Klinicka Zpisob podani Indikace
faze

GD2

Pl-3F8 I IT BC

NaPi2b

2At-MX35 F(ab')1 I i.p. 0oC

EpCAM

NR-LU-10-Strept a II i.v. (pRIT) CC

Y-DOTA-Biot

ED-B fibronectin

Bl 19SIP I iv. NSCLC
NG2/MCSP
2BBi-cDTPA-9.2.27 I i.v. (pRIT) M

BC (nador prsu, angl. breast cancer), Biot (biotin), BsmAb (bi-specifickd monoklonalni protilatka), BT
(naddor mozku, angl. brain tumor), CC (kolorektalni karcinom, angl. colorectal cancer), CEA, (nadory
exprimujici CEA), CT (pocitacova tomografie, angl. computed tomography), @ DOTA (tetra-
azacyklododekantetraoctova kyselina), ED-B (extradoména B), fRIT (frakcionovana radioimunoterapie),
GC (rakovina zaludku, angl. gastric cancer), GIM (gastrointestindlni malignity), GL (gliom), HCC
(hepatocelularni  karcinom), hdRIT  (vysokodavkova radioimunoterapie, angl. high-dose
radioimmunotherapy), HNC (karcinomy hlavy a krku, angl head and neck carcinoma), IA
(intraarterialni), IMRT (angl. intensity-modulated radiotherapy), i.p. (intraperitonealni), IRC (angl.
intraresection cavity), i.v. (intraven6zni), OC (rakovina vaje¢nikli, angl. ovarian cancer), M (melanom),
MTC (angl. medullar thyroid cancer), NSCLC (nemalobunéény karcinom plic, angl. non-small-cell lung
cancer), PC (rakovina prostaty, angl. prostate cancer), pRIT (angl. pretargeted radioimmunotherapy),

RCC (angl. renal cell carcinoma), Strept (streptavidin). Pfevzato z Navarro-Teulon et al. 2013.

2.2.8 Nezadouci ucinky radioimunoterapie
Nezadouci uc¢inky mitizeme v piipadé¢ radioimunoterapie rozdélit do dvou
zakladnich skupin:
a) nezddoucti u€inky spojené s vlastni protilatkou

b) nezddouci ucinky spojené s radionuklidem — radiotoxicita
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Nezadouci uc¢inky prvniho typu jsou spolecné, jak pro biologickou 1é¢bu pomoci
neznacenych monoklonélnich protilatek, tak pro radioimmunoterapii. Patii mezi né
pfedevS§im HAMA (angl. human anti-mouse antibodies) Cili tvorba protilatek proti
mysim protilatkdm. Tato imunitni reakce se objevuje zejména po opakovaném podani
mysi protilatky, maze vést az k zivot ohrozujici anafylaktické reakci a vazné hypotenzi.
Vyskyt HAMA je divodem k pieruSeni terapie. Pouziti humanizovanych protilatek
reakce imunitniho systému pacienta snizilo, ale i v jejich ptipadé se mohou vyvinout
protilatky proti humanizovanym protilatkam tzv. HAHA (angl. human anti-humanized
antibodies), (Mirick et al. 2004). Mén¢ fatalni nezaddouci ucinky monoklonalnich
protilatek jako kozni reakce, svédéni, zmény na nehtech atd. jsou zminovany v kapitole

2.3.1. Jejich terapie je symptomaticka.

Specifickym nezddoucim ucinkem pro radioimunoterapii je radiotoxicita. Tu
muzeme rozdélit do dvou podtypu:
1) radiotoxicita zptisobena biodistribuci radioaktivné znacené protilatky

2) radiotoxicita zptsobena radionuklidem uvolnénym z protilatky

NejznaméjSim a nejdiskutovangjSim typem radiotoxicity cilenych radiofarmak
obecné¢ je radionefrotoxicita, avsak ta se tyka predev§im malych molekul tj. fragmentt
protilatek, které jsou vétSinou akumulovany zpétnou tubuldrni resorpci v buiikdch
proximalniho tubulu ledvin (Serengulam a Goldenberg 2010) a radiopeptidt (Bison et
al. 2014). Pro radioaktivné znacené protilatky je typickd hematologicka radiotoxicita,
kterd je v klinické praxi faktorem limitujicim terapeutickou davku. Hematotoxicita
(myelotoxicita) miZe vést k anémii, trombocytopenii a neutropenii (Chamarthy et al.
2011), proto je nutné sledovat hematologicky stav pacienta v pritbé¢hu
radioimunoterapie. OvSem je nutné poznamenat, Ze celkovd toxicita
u radioimunoterapie je relativné nizkd ve srovnani s klasickou chemoterapii napf.
antracykliny (Bodet-Milin et al. 2013).

V ptipadé¢ druhého podtypu radiotoxicity, tedy pulsobeni radionuklidu
uvolnéného z protilatky v organismu, zalezi, jaky radionuklid byl pro terapii zvolen. U
klinicky uzivané terapeutické protilatky '*'I-tositomumabu (Bexxar”) dochazi b&hem
1é¢by k uvolnéni jodu-131, a tim padem hrozi jeho nésledna akumulace ve §titné zlaze.

Tomuto riziku se piedchdzi podavanim jodidu draselného béhem celé terapie, tento
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neradioaktivni jodid vysyti akumula¢ni kapacitu S$titné zlazy a tim ji ochrani pied
radiotoxickym ptsobenim jodu-131 (Andemariam a Leonard 2007).

V ptipad¢ terapeutickych radiokovll uvolnénych do organismu z monoklonalni
protilatky muze dochéazet k jejich vychytavani v kostech jako napf. u lutecia-177
(Miiller et al. 1978). Mozné osudy radiokovu uvolnéného z protilatky dobie ilustruje
obrazek 13. Jedna se zejména o akumulaci v kostech a s tim souvisejici myelotoxicitu.
Nezadouci ucinky souvisejici s volnym radiokovem v systémové cirkulaci lze
elimiminovat podanim samotného chelatoru jako napt. DTPA, diky kterému je radiokov
relativné rychle eliminovan rendlni cestou ve formé komplexu s chelatorem (Breeman et

al. 2003).

NH NH
S=< s=(
NH NH
Bone uptake
Dilute P
0 0 0 0 (in vivo)
K /
HO>_\N N/_<OH o 0??—\N N/—’_}%O koff -
— V o & \ ~~—
§ N N _\ = K \ N @ N B
OH HO off 0 o ol \
0o o} E :
L M ML xcretion

Metal storage (ferritin) Metal transport (transferrin, Enzymes (ceruloplasmin,
lactoferrin, metallothionein) superoxide dismutase)

Obr. 13: Volny radiokov v organismu. llustraéni znazornéni koordinaéni kinetiky radiokovu (M) a
protilatky s chelatorem (L) se zvyraznénou dekomplexaci radionuklidu vin vivo podminkach a dale
mozné osudy volného radiokovu v organismu — vychytavani v kostech, exkrece, chelatace ve feritinu
(fyziologicky feritin chelatuje Fe** a tvofi tak depo Zeleza pro potieby buiiky), chelatace v ceruloplasminu
(transportni protein pro Cu?*) & vazba na transferin (transportni glykoprotein pro Fe**). Prevzato z Price a

Orvig 2014.
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2.2.9 Pretargeting v radioimunoterapii

Snaha o snizeni radiotoxicity protilatek v radioimunoterapii vedla k vytvofeni
celého nového IléCebného pristupu zvaného ,pretargeting” Ccili pfedem cilena
radionuklidu a tim sniZeni nezadouci radiotoxicity ve zdravé tkani. Toho se dosahuje
dvou az tiikrokovym postupem, ktery spociva nejprve v podani neradioaktivni
monoklonalni protilatky a az nasledn¢ aplikaci terapeutického nuklidu. V prvni fazi se
podava specifickym zplisobem modifikovana protilatka a az po jejim vychytani v cilové
tkani a poklesu jeji plazmatické koncentrace je podan radionuklid navazany
na pfisluSnou molekulu s relativné kratkym biologickym polocasem a s vysokou
afinitou k modifikované protildtce (Goldenberg et al. 2006). Podrobnéji principy

»pretargetingu® vysvétluje obrazek 14.
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Obr. 14: T¥ zakladni principy pretargetingu v radioimunoterapii. A) Prvni princip vyuZiva
bispecifické protilatky, ktera je podana 3-5 dni pfed aplikaci haptenu s navazanym radionuklidem. Po této
dobé je uz protilatka lokalizovana v cilové tkani a jeji plazmatickd koncentrace je nizkd. Hapten se pak
vaze zejména na dvé blizko sebe lokalizované protilatky na provrchu cilovych bunék. Dalsi dva pristupy
vyuzivaji systému avidin-biotin. B) V takzvaném dvoukrokovém pfistupu se nejprve poda protilatka
konjugovana se streptavidinem, 1-2 dny poté se aplikuje latka (biotinylovana, galaktozylovana), ktera
vycisti krevni obéh od nenavazané protilatky a nakonec se poda radioaktivné znaceny biotin, ktery se
navaze na protilatku. C) Tiikrokovy piistup, tj. nejprve se poda biotinylovana protilatka, 1-2 dny poté
nasleduje podani glykosilovaného avidinu, ktery volnou protilaitku odstrani z krve. Pak je podéan
streptavidin, ktery se vaze na biotinylované protilatky lokalizované na cilovych bunkach a nakonec se
aplikuje radioaktivné znaceny biotin, ktery se vychytava na streptavidin vazany na protilatce Vv cilové

tkani. Upraveno dle Reilly 2010.
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2.3 Receptor pro epidermalni ristovy faktor

(EGRF)

Receptor pro epidermalni riistovy faktor (angl. epidermal growth factor receptor,
EGFR t¢zZ HER1) je membranovy receptor a jeden ze Ctyf Clenl receptorové rodiny
ErbB (HER1-4). Jedna se o receptor spojeny s tyrosinkinazovou aktivitou. EGFR byl
popsan Stanleym Cohenem v roce 1979 (Carpenter a Cohen 1979). Struktura EGFR je
znazornéna na obrazku 15. EGFR je slozen z extracelularni domény, kterd na sebe vaze
ptislusny ligand, dale z transmembranové domény a z intraceluldrni domény, kterd ma
po aktivaci receptoru tyrosinkinazovou aktivitu. Celkova molekulovd hmotnost EGFR
je 135 kDa. Jednim z ptirozenych ligandi EGFR je peptid zvany epidermalni riistovy
faktor (angl. epidermal growth factor, EGF), ktery vyvolava dimerizaci EGFR. Vznikly
homodimer aktivuje tyrosinkindzu umisténou na intracelularni doméné EGFR, ktera
katalyzuje autofosforylaci receptoru. Tato fosforylace spousti komplexni signdlni
kaskadu nazyvanou MAPK/ERK (mitogenem aktivovana proteinkindza/extracelularnim
signdlem regulovana kinaza), kterd vede az k syntéze DNA, potazmo ke zvySené
proliferaci, migraci bunky, jeji diferenciaci, inhibici apoptdzy, angiogenezi (Reilly
2010). Zakladnimi prvky této signalni kaskady jsou na sebe postupné navazujici
enzymy RAS (zkratka angl. rat sarcoma), RAF (zkratka angl. rapidly accelerated
fibrosarcoma), MEK (mitogenem extraceluldrné¢ aktivovana kinaza) a ERK
(extraceluldrnim signdlem regulovana kindza), (Peipp et al. 2008). Podrobny popis této

rozsahlé signalni kaskady je uveden napt. v publikaci Bello et al. 2013.
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Obr. 15: Struktura dimerizovaného receptoru EGFR. Dimerizovany EGFR s navazanym
epidermalnim rastovym faktorem (angl. epidermal growth factor, EGF). EGF-indukovany dimer
extracelularni domény je k intracelularni kindzové doméné pfipojen transmembranovym a-helixem.

Pievzato z Bessman et al. 2012.

Zvysend exprese EGFR byla zjisténa v mnoha typech néddord, napt. v nddorech
prsu, vajecnikti, hlavy a krku, plic, mocového méchyte, tlust¢tho stieva a
v glioblastomech (Ciardello a Tortora 2001). Pfehled malignich onemocnéni spojenych

se zvySenou expresi EGFR je uveden v tabulce 7.
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Tabulka 7. Frekvence studii (%) ukazujicich na asociaci zvySené nadorové exprese

EGFR a sniZené doby preziti sledovanych pacienti.

Karcinom Asociace s PBR (%) Asociace s CP (%)

EGFR - silny prognosticky indikator

mocovy méchyt 60 (n=5) 63 (n=11)
délozni hrdlo 75 (n=4) 71 (n=7)
jicen 0 (n=1) 69 (n=13)
hlava a krk 75 (n=1) 82 (n=11)
vajecniky 80 (n=5) 67 (n=9)
Celkovée 70 (n=51)

EGEFR - stiedné silny prognosticky indikator

mlécna zlaza N/A 55 (n=11)
stievo a rektum N/A 67 (n=3)
zaludek N/A 50 (n=6)
endometrium N/A 40 (n=5)
Celkové 52 (n=25)

EGFR - slaby prognosticky indikator
NSCLC 20 (n=10) 10 (n=10)

PBR = preziti bez relapsu. CP = celkové pieziti. N/A — neni k dispozici (angl. not available), NSCLC —

nemalobunéény karcinom plic (angl. non-small-cell lung carcinoma). Pfevzato z Nicholson et al. 2001.

Aktivace EGFR v nddorovych buitkdch méa pak za nasledek zvySenou
proliferaci, angiogenezi, tvorbu a uvoliovani metastatickych bun¢k (Brand et al. 2011).

Mechanizmus aktivace EGFR a jeho nésledky ptehledné popisuje obraze 16.
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Obr. 16: Aktivace EGFR a jeji nasledky pro buiiku. Aktivace EGFR vede ke zvySeni angiogeneze,
proliferace, invazivnosti, metastazdm, preziti a ke snizeni apoptézy. EGFR po své aktivaci spousti
intracelularni signalni kaskadu zprostfedkovanou kindzami PI3K (fosfoinozitid-3-kinaza) a MAPK
(mitogenem aktivovana proteinkinaza), ktera vede k aktivaci regula¢nich gent (Myc, Fos, Jun) a ke

zrychleni bunééného cyklu (M, Gy, S, G, — faze bunééného cyklu). Upraveno dle Rowinsky 2004.

Diky své funkci v patofyziologii nadorovych onemocnéni se EGFR stal
vyznamnym cilem pro jejich terapii. Jeho cilend inhibice je jednim ze zplisobi omezeni
nadorového bujeni. Inhibtory EGFR d€lime dle mechanizmu G¢inku na dvé zdkladni
skupiny (Chi et al. 2013). Prvni skupina latek se snazi inhibovat pfimo fosforylaci
intracelularni domény EGFR a tim zablokovat celou naslednou signalni kaskadu. Tyto
latky se nazyvaji tyrosinkinazové inhibitory, jejichZz nejtypictéjSimi zastupci jsou
gefitinib a erlotinib (Ulivi et al. 2013). Druhou skupinou jsou pak monoklonalni
protilatky cilené na extracelularni doménu EGFR. Vazbou téchto protilatek na receptor
se brani jeho aktivaci pfirozenymi ligandy (napt. EGF) a tim se taktéz blokuje signalni
protilatek jsou cetuximab a panitumumab (Arnold a Seufflein 2010, Bouzid 2012). Tyto

dvé terapeutické protilatky jsou podrobnéji popsany v nasledujici kapitole.

2.3.1 Protilatky cilené na EGRF

Do klinické praxe se u nas zatim dostaly pouze dvé monoklonalni protilatky
cilené na receptor pro epidermalni riistovy faktor. Jsou to cetuximab a panitumumab
(Vacchelli et al. 2014). Dal$im zastupcem anti-EGFR protilatek je nimotuzumab, ktery

vSak neni v CR doposud registrovan. Ve tieti fazi klinického testovani se nachazi
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protilatky zalutumumab a necitumumab. Vyvoj nadéjného matuzumabu byl v roce

2008 opustén pro neuspokojivé vysledky v klinickém testovani (Cohen 2014).

Cetuximab

Cetuximab (IMC-C225) je chimérni (mys-Clovek) protilatka tiidy IgG; cilena na
lidsky receptor pro epidermalni ristovy faktor. Tuto protilatku poprvé pfipravil tym
Dr. Mendelshona v roce 1983 (Kawamoto et al. 1983). V roce 2004 byla americkym
FDA schvalena pro 1é¢bu kolorektalniho karcinomu a rakoviny hlavy a krku, v témze
roce ho zaregistroval i &esky SUKL. Mechanizmus jeho G&inku spodiva jednak
v blokddé¢ EGFR, ale také ve vyvolani protilatkoveé zavislé bunkami zprosttedkované
cytotoxicit¢ (Brunton 2011). Cetuximab ma relativné dlouhy elimina¢ni polocas
pohybujici se v zavislosti na podané davce v rozmezi 4-7 dni (Baselga 2000, Fracasso et
al. 2007), ktery je dan pfedev§im jeho velkou molekulovou hmotnosti (145,7 kDa).
Uvodni davka cetuximabu je 400 mg/m” a je nasledovana infuzemi 250 mg/m” jednou
tydné. Nezadouci uc€inky jsou u vétSiny pfipadii zastoupeny vyrazkou piipominajici
akné (90%), ktera miiZze nabyvat riizné intenzity od mirné az po velmi zdvaznou, dale se
muze vyskytnout svédéni, zmény na nehtech, bolest hlavy a prijem. Vzacné se mize
objevit kardiopulmonalni selhdni nebo hypomagnezémie ¢i anafylaktoidni reakce
(Agero et al. 2006, Hoaq et al. 2009). Komer¢né je cetuximab dostupny v ptipravku
Erbitux® (5 mg/ml) vyrabénym firmou Merck (Némecko).

Panitumumab

Panitumumab (ABX-EGF) je rekombinantni pln¢ lidskd monoklonalni protilatka
(tfidy IgG») proti receptoru pro epidermalni riistovy faktor. Tato protilatka byla poprvé
pfipravena ve firm¢ Abgenix v USA (nyni Amgen) Yangem a koletivem v roce 1999 a
to pomoci technologie transgennich mys$i (Yang et al. 1999). Vroce 2006 byla
schvalena FDA pro 1é¢bu kolorektalniho karcinomu a o rok pozdé&ji tak ucinil 1 esky
SUKL. Mechanizmus uéinku (viz Obr. 17) mé stejny jako diive uvedena protilatka
cetuximab, ale na rozdil od né& nezplisobuje protilatkové zavislou bunkami
zprostiedkovanou cytotoxicitu (Brunton 2011, Schneider-Merck et al. 2010).
Biologicky polo¢as panitumumabu je 7,5 dne. Davkovani této protilatky je 6 mg/kg
podavéano intravendzné jednou za dva tydny. Nezadouci G¢inky jsou obdobné jako u
cetuximabu. Panitumumab je vyrabén pod komerénim nézvem Vectibix® (20 mg/ml)

firmou Amgen (USA).
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Obr. 17: Mechanizmus protinadorového ucinku panitumumabu. Panitumumab vazbou na

extracelularni doménu EGFR blokuje vazbu ptirozeného ligandu (EGF), ¢imz brani v dimerizaci EGFR a
tak nedochazi ke spusténi intracelularni signalni kaskady slozené z kinaz (RAS, RAF, MEK a ERK).
Proto nedochazi k pozitivnimu ovlivnéni transkripce, coz vede ke zvySeni apotézy a naopak sniZeni
syntézy rustovych faktord, snizené angiogenezi, proliferaci a snizené tvorbé metastdz. Pievzato z

Gemmete a Mukherji 2011.

Nimotuzumab

Nimotuzumab (h-R3) je humanizovand monoklondlni protilatka t¥idy IgG
cilend proti EGFR. Tato protildtka byla vyvinuta na Kubé v roce 1997 (Mateo et al.
1997). Nimotuzumab vykazuje sice niz§i afinitu k EGFR nez cetuximab a
panitumumab, ale naproti tomu mé niz8$i vyskyt vedlejSich Uc¢inki. Indika¢nimi
skupinami této latky jsou karcinom hlavy a krku a maligni gliom (Rivera et al. 2008).
V Ceské republice neni tato 16¢iva latka registrovana. V zahranii je dostupna v podobé

ptipravku Theraloc (Oncoscience, Némecko).
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Zalutumumab

Zalutumumab (HuMax-EGFR) je pln¢ lidskd monoklonalni protilatka tfidy IgG,
cilend na EGFR. Byla vyvinuta firmou Genmab v nizozemském Utretchtu v roce 2004
(Bleeker et al. 2004). Po vazbé na cilovy receptor spousti protilatkové zavislou
cytotoxickou reakci imunitniho systému (Rivera et al. 2008). Jedinou indika¢ni
skupinou této latky je spinocelularni karcinom hlavy a krku (SCCHN, angl. squamous-
cell carcinoma of head and neck). Mezi vedlej$i ucinky zalutumumabu patii hlavné

vyrazka (Agulnik 2012). Protilatka je prave ve tieti fazi klinického testovani.

Matuzumab

Matuzumab (EMD 72000) je humanizovand IgG, protilatka cilena na EGFR.
Byla vyvinuta americkou firmou Merck Serono v roce 2003 (Burger et al. 2003). Taktéz
spousti protilatkové zavislou cytotoxickou reakci (Rivera et al. 2008). V klinickych
studiich byla nasazena proti nemalobunéénému karcinomu plic a pokrocilym
adenokarcinomim jicnu a zaludku (Kollmannsberger et al. 2006, Rao et al. 2008).
AvSak poroce 2008 bylo od jejiho dalSiho testovani upusSténo pro neuspokojivé

vysledky provedenych klinickych studii.

Necitumumab

Necitumumab (IMC-11F8) je plné lidskd monoklondlni protilatka tfidy IgGy,
ktera je cilend na EGFR. Tato protilatka byla pfipravena americkou firmou ImClone
v roce 2003 (Lu et al. 2004). Hlavni indikaci necitumumabu je spinocelularni karcinom
hlavy a krku. V soucasné dobé probiha tieti faze jejiho klinického testovani (Cohen

2014).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

V experimentech byly pouzity nasledujici monoklonalni protilatky: cetuximab
ve form¢ léc¢ivého piipravku Erbitux 5 mg/ml (Merck, Némecko), monoklondlni
protilatka panitumumab ve formé lécivého piipravku Vectibix 20 mg/ml (Amgen,
Irsko).

Z dalSich sloucenin byly pouzity tyto chemikalie: chlorid sodny 99,5% (Sigma-
Aldrich), uhli¢itan sodny bezvody 99,95-100,05% (Sigma-Aldrich), hydrogenuhlic¢itan
sodny p.a. (Penta, CR), &tyFsodna stil kyseliny ethylendiamintetraoctové dihydréat 99,5%
(Sigma-Aldrich), sodnd forma Chelexu 100 (Sigma-Aldrich), octan amonny 99,99%
(Sigma-Aldrich), dihydrat citratu sodného p.a. (Penta, CR), kyselina citronova
monohydrat 99,0-102% (Sigma-Aldrich), kyselina chlorovodikova 37% (Sigma-
Aldrich), metanol p.a. (Penta, CR), kyselina dusi¢na 70% (Sigma-Aldrich), hovézi
gama globulin (Sigma-Aldrich), hovézi sérovy albumin (angl. bovine serum albumin,
BSA) (Sigma-Aldrich), Bradford reagent (Sigma-Aldrich), chloramin-T 99% (Sigma-
Aldrich), disifi¢itan sodny 98-100,5% (Sigma-Aldrich).

Z chelatora  byly pouzity tyto: DOTA - p-SCN-benzyl-1,4,7,10-
tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina (Macrocyclics, USA), NOTA - p-
SCN-benzyl-1,4,7-triazacyclononan-1,4,7-trioctova kyselina (Macrocyclics, USA),
PCTA -  p-SCN-3,6,9,15-tetraazabicyklo[9.3.1]-pentadeka-1(15),11,13-trien-3,6,9-
trioctova kyselina (Macrocyclics, USA).

Byly pouzity nésledujici radiochemikalie: radiozotop indium-111 ve formé
chloridu inditého 99,9% (PerkinElmer, USA), radioizotop lutecium-177 ve formé
chloridu lutecit¢tho 99% (PerkinElmer, USA), radioizotop jo6d-131 ve formé jodidu
sodného (PerkinElmer, USA a Institute of Isotopes, Mad’arsko).
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3.2 Bunéc¢né linie

V experimentech byly pouzivany Cctyfi bunééné linie, které v rlizné mife
exprimuji receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR). Jednalo se o linie A431,
HaCaT, HCT116 a HepG2. A431 jsou buniky skvamo6zniho karcinomu izolované v roce
1973 z 85-tileté pacientky (Giard et al. 1973). Byly zakoupeny z americké tkanové
sbirky (ATCC, USA). Kultivovany byly v mediu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(Sigma-Aldrich) doplnéném 10% fetalniho hovéziho séra (Sigma-Aldrich). Bunééna
linie HaCaT byla vytvofena izolaci keratinocytl z lidské kiiZze a jejich néslednou
imortalizaci v némeckém Heidelbergu v roce 1988 (Boukamp et al. 1988). Kultivovana
byla v mediu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich) doplnéném 10%
fetalniho hovéziho séra (Sigma-Aldrich) a 2 mM L-glutaminu (Sigma-Aldrich). Tato
bunécénd linie byla pofizena z Némeckého centra pro vyzkum rakoviny (Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Né¢émecko). Bunétna linie HCT116 byla
izolovana z lidského kolorektalniho karcinomu na pocatku 80. let minulého stoleti
(Brattain et al. 1981). Tato linie byla kultivovdna v McCoy’s 5a mediu (Sigma-Aldrich)
doplnémém 10% fetdlniho hovéziho séra (Sigma-Aldrich) a 2 mM L-glutaminu (Sigma-
Aldrich). Builky HCT116 byly zakoupeny v ATCC (USA). HepG2 je bunétna linie
hepatocelularniho karcinomu izolovaného z 15-tilet¢ho pacienta v roce 1979 (Aden et
al. 1979). HepG2 byly kultivovany v Eagle’s Minimum Essential Medium (Sigma-
Aldrich) doplnéném o 10% fetadlniho hovéziho séra (Sigma-Aldrich). Tato linie byla
zakoupena rovnéz u ATCC (USA). VSechny bunécné linie byly kultivovany
v uzavieném inkubatoru temperovaném na 37 °C s vlhéenou atmosférou obsahujici 5%
CO,. Do kultivacénich medii nebyla pfiddvana zadna antibiotika. Bunécéné linie byly

pouzivany maximalné do tficaté pasaze.

3.3 Pouzité pristroje

Béhem experimentil byly pouZity mimo béZzného laboratorniho vybaveni tyto
specialni pfistroje: automaticky gama-spektrometr 2480 Wizard® (PerkinElmer, USA),
dale TLC skener Rita Star (Raytest, Némecko), HPLC systém Agilent 1100 series

(Agilent Technologies, USA). Pro méfeni absorbance roztokii protilatek byl pouzit
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destickovy analyzator Infinite 200 Pro (Tecan, Svycarsko). Pro manipulaci
s monoklonalnimi protilatkami byly vzdy pouZivany silikonizované mikrozkumavky
(Sigma-Aldrich), které vykazuji nizsi adsorbci protilatek nez bézny plast.

Pro detekci akumulace radioligandli v bunéénych kulturach in vitro byl pouzit piistroj
LigandTracer® Yellow (Ridgeview Instruments, Svédsko). LigandTracer” je unikéatni
pfistroj vyvinuty na univerzité ve Svédské Uppsale (Bjorke a Andersson 2006a), ktery
pracuje na principu real-time méteni radioaktivity vazané na bunky, které jsou nasazeny
na ¢ast plochy Petriho misky. Tato miska je v Sikmé poloze umisténa do pfistoje, kde se
otaci a tak se bunky pravideln¢ omyvaji mediem obsahujicim zkoumany radioligand viz
Obr. 18. Pti kazdé¢ otacce Petriho misky je detektorem umisténym nad horni ¢asti misky
zmétena radioaktivita. Méfeni radioaktivity se déje ve dvou protilehlych oblastech
misky, v jedné kde jsou nasazeny bunky akumulujici radioligand a v druhé bez bunék,
ktera slouzi jako referen¢ni bod (nespecifickd vazba). Ptistroj zaznamenava tyto dvé
hodnoty, automaticky odecita radioaktivitu vazanou na plast misky od té, ktera se vaze
na buiiky, a vyslednou hodnotu ihned vynas$i do grafu na monitoru piipojeného
pocitate. Dle prednastavené rychlosti otdeni misky (zpravidla 1 otdzka/min) se
na obrazovce pocitace vykresluje akumulacni kiivka zkoumaného radioligandu. Méfeni
1ze kdykoliv pozastavit, zvysit koncentraci radioligandu, opé€t spustit detekci a sledovat

tak tvorbu dal$i navazujici akumulacni kiivky v redlném case (viz Obr. 19).
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Obr. 18: Schématické znazornéni funkce LigandTraceru® Yellow. Petriho miska je otaGena rotorem
tak, ze se &ast plochy osazena buiikami dostane v dolni ¢asti do kontaktu s roztokem radioligandu

a Vv horni ¢asti je detekovana navazana radioaktivita. Upraveno dle Andersson 2014.
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Obr. 19: Vlevo — p¥idani radioligandu béhem mé¥eni. Vpravo — LigandTracer® Yellow s odklopenym

vikem obsahujicim radiodetekor. Pievzato z Andersson 2014.

3.4 Pouzité metody

3.4.1 Radiojodace

Pro znac¢eni monoklondlnich protilatek jodem-131 byla zvolena klasickd metoda
s vyuzitim chloraminu T (Greenwood et al. 1963). Ve zkumavce bylo smichdno 200 pg
monoklonalni protilatky (v ptivodni koncentraci — tj. cetuximab 5 mg/ml, panitumumab
20 mg/ml) s 20-40 MBq roztoku izotopu jodu-131. K této smési bylo ptidano 20 pl
chloraminu T (4 mg/ml). Tato reakéni smés byla inkubovana 5 minut na ledu a poté byla
jodace zastavena pfidanim 40 pl disifi¢itanu sodného (4 mg/ml). Pak byla smés
preciSténa pomoci gelové chromatografie na koloné¢ PD-10 (GE Healthcare, Velka
Britanie), eluce i1 presaturace kolony byly provedeny pomoci PBS. VytéZznost znaceni
byla stanovena zméfenim radioaktivity jednotlivych kompoment a vypoctena dle

rovnice 1.

(1) vytések (%) = —42 % 100

AAb+AK+ARZ

Kde A,y je aktivita piecisténé protilatky, Ak je aktivita gelové kolony a Agz je

aktivita reak¢ni zkumavky.
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Finalni specificka aktivita oznacené protilatky byla 100 MBg/mg proteinu.

3.4.2 Znaceni protilatek radiokovy

Ptfi znaCeni monoklonalnich protilatek bylo dbano pfedevsim na dodrzeni
maximalni mozné Cistoty celého procesu s ohledem na stopy kovi (zejména iontid
zeleza), jelikoz vesSkeré pfitomné kovy vyrazné kompetuji o chelator pfipojeny
k protilatce a tim signifikantné snizuji vytézek znaceni. Proto byly vSechny pouzité
chemikalie zakoupeny v nejvyssim dostupném stupni Cistoty (optimalné ,,metal free*
varianta). VeSkeré chemické sklo bylo pfed pouzitim oplachnuto kyselinou dusi¢nou
(30% v/v) a umyto ultradistou vodou (Mili-Q, Millipore Corporation, USA). Tato
ultracistd voda byla téZ pouZzita pro ptfipravu vSech pufri. VSechny pufry byly taktéz
oSetfeny pfidanim Chelexu 100, ktery by mél zachytit témé&f veskeré zbylé ionty kovii.

Vlastni postup: Nejprve byl pfipraven pufr pro modifikaci protilatky
chelatorem (,,modifikacni pufr*) o nésledujicim slozeni: 150 mM NaCl, 2 mM Na,COs3,
48 mM NaHCO;, 5 mM EDTA. Nasledné bylo pH tohoto pufru pomoci kyseliny
chlorovodikové upraveno na hodnotu 8,8. Dale bylo pfislusné mnozstvi protilatky
(typicky 2 mg) ptrevedeno do tohoto pufru a to pomoci gelové kolony PD-10 takto -
kolona byla nejprve ,,vysycena*“ pomoci 30 ml PBS s hovézim sérovym albuminem
(BSA, 1 mg/ml) a poté 30-ti ml modifika¢niho pufru. BSA v tomto pfipadé pomaha
snizovat nespecifickou vazbu protilatky v kolon€ a tim zvySuje vytéZek znaceni. Na
takto pfipravenou kolonu byla nanesena vlastni protilditka a byla provedena eluce
modifika¢nim pufrem. Elucni frakce obsahujici protilatku byla identifikovana méfenim
absorbance v 96-jamkové desticce (Corning, USA) na spektrofotometru Tecan Infinite
200 (Tecan, Svycarsko) pfi vinové délce 280 nm.

K frakci obsahujici protilatku byl pfidan pfislusny chelator a to v moldrnim
mnozstvi stokrat prevySujicim mnozstvi protilatky. Takto byla protilatka inkubovana
pies noc pii 37 °C a za mirného tfepani.

Poté byl pfipraven pufr pro znaceni (,,znacici pufr®), tj. 0,1 M octan amonny
v Mili-Q vodé€, pH upraveno na 5,7 pomoci HCl (37%). Poté byla reakéni smés
protilatky a chelatoru ptecisténa na kolon¢ PD-10 takto - kolona byla ,,vysycena* 30 ml
PBS s BSA (1 mg/ml), nasledné 30 ml znac¢iciho pufru. Pak byla na kolonu nanesena
reakéni smés protilatky a chelatoru. Toto €isténi bylo nutno jesté jednou az dvakrat
opakovat, aby bylo dosazeno optimalniho vytézku vlastniho znaceni.

Frakce obsahujici protilatku byla opét identifikovana na zakladé absorbance.

Koncentrace protilatky po ptecisténi byla stanovena pomoci Bradfordovy metody
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s vyuzitim hovéziho gama globulinu jako standardu, podrobnéji viz kapitola 3.4.7.
Takto pfipravend piecisténd protilatka byla smisena s roztokem radioizotopu (typicky 37
MBg/mg proteinu). Smés modifikované protilatky a radionuklidu byla inkubovéana pfi
37 °C pfes noc za mirného tiepani. Po ukonceni inkubace nasledovala kontrola

radiochemické Cistoty preparatu (viz nasledujici kapitola).

3.4.3 Kontrola radiochemické kvality

Ihned po oznaceni protilatky byla provedena kontrola kvality, tj. stanoveni
radiochemické Cistoty preparatu. K tomuto ucelu byly pouzity dvé analytické metody —
instantni tenkovrstva chromatografie na silikagelu (ITLC-SG) a vysokoucéinna

kapalinova chromatogratie (HPLC).

ITLC

Pro stanoveni radiochemické cCistoty byly v pfipadé metody ITLC pouzity
specialni chromatografické desky tvotené sklenénymi mikrovlakny potazenymi vrstvou
silikagelu, tzv. ITLC-SG (Varian, USA), které byly v chromatografické komote
vyvijeny pfisluSnou mobilni fazi. V ptipadé protilatek znacenych jodem-131 byl jako
mobilni faze pouzit fyziologicky roztok tj. NaCl 0,9% (w/v) ve vodé&. V této soustavé se
volny jodid pohybuje s ¢elem mobilni faze, zatimco oznacend protildtka zlstava na
startu.

V ptipad€ znaceni protilatek radiokovy byla mobilni faze pro ITLC tvofena
citratovym pufrem, tj. 0,1 M citrdtem sodnym, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu 5,0
pomoci kyseliny citronové. V této soustaveé ziistava oznacena protilatka na startu, volny
izotop (resp. jeho citrat) a izotop navazany na nekonjugovany chelator putuji s ¢elem
mobilni faze. Pro odliSeni podilu volného izotopu a izotopu navazaného na
nekonjugovany chelator byl pouzit specidlni pufr o tomto slozeni: 9 dili metanolu a 1
dil citratového pufru (pH 5,0). Vtomto pufru putuje scelem mobilni faze
nekonjugovany cheldtor s navazanym izotopem, zatimco oznacend protildtka a volny
(nenavazany) izotop zlstavaji na startu.

Chromatogramy byly méfeny a vyhodnocovany na TLC skeneru Rita Star (Ray
Test, Némecko).
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HPLC

Konfigurace HPLC metody byla stejna jak pro jodované protilatky, tak pro
protilatky oznacené radiokovy. Analyzu zajisStoval HPLC systém Agilent 1100 Series
(Agilent Technologies, USA) s radiometrickou detekci. Eluce byla izokraticka mobilni
fazi, kterou tvotil 50 mM roztok NaCl o pritoku 0,8 ml/min. K seperaci dochazelo na
gelové koloné BIO-Sil Sec 250 (300 x 7,8 mm) od firmy BioRad (USA). Detekce byla
radiometrickd. Kvantifikace naméfenych chromatogramt byla provedena v programu

Clarity 2003 (DataApex, CR).

Stabilita znacenych protilatek

V ptipadé protilatek znacenych I-131 byla stabilita ovéfovana po 24-hodinové
inkubaci v pfislusném kultivacnim mediu za teploty 37 °C pomoci ITLC-SG metody.
V ptipad¢ protilatek s radiokovy byla stabilita zjiStovana po 24-hodinach a 7 dnech za
pokojové teploty ve znacicim pufru a to jak pomoci ITLC-SG, tak pomoci HPLC.

3.4.4 Klasicka saturacni technika pro stanoveni poctu

receptoru

Tato metoda slouzi jako =zlaty standard pifi stanoveni poctu receptorii
exprimovanych danou bunéénou linii pomoci radioaktivné zna¢eného ligandu (Hulme a
Trevethick 2010). Klasicka metoda stejné jako automaticka technika (KEX metoda — viz
nasledujici kapitola) jsou zaloZeny na interakci ligandu a jeho receptoru s dosazenim

rovnovazného stavu této interakce vyjadiené vztahem pro disociac¢ni konstantu Kp,.

[L][R]
[LR]

@ Kp=

Kde [L] je koncentrace radioligandu (znacené protilatky), [R] koncentrace volného
cilového receptoru a [LR] koncentrace komplexu ligand-receptor.

Praktické provedeni: Vybrana bunécnd linie byla nasazena do 24-jamkovych
desticek a kultivovana az do dosazeni pfiblizné 80% konfluence. Poté bylo kultiva¢ni
médium odebrano a builkky byly oplachnuty pomoci PBS, ktery byl taktéz odsat.

Nasledn¢ bylo do triplikati jamek pfidano kultivaéni médium obsahujici vzristajici
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koncetrance znacené protilatky (0,5, 1,5, 5, 15, 50 a 150 nM) v objemu 500 pl na
jamku.

Poté byly bunky inkubovany 4 hodiny pii teploté¢ 4 °C. Nizkou teplotou se
minimalizuje vliv aktivnich procesu v bunce jako napf. internalizace receptort a jejich
recyklace.

Po inkubaci nasledovalo odsati kultivaéniho média s radioligandem a Sest
oplacht Cistym kultivatnim médiem (bez fetdlniho séra). Poté byly bunky trypsinem
uvolnény z podkladu, trypsin inaktivovan piidanim kultivaéniho média, buiky
spocitany v Biirkerové komirce a nakonec byla zméfena jejich radiokativita pomoci
gama-spektrometru. Taktéz byla zméfena radioaktivita standardi oznacené protilatky
pro vypocet jeji specifické aktivity.

Diky tomu, Ze zndme specifickou aktivitu oznacené protilatky, jeji molarni
hmotnost, aktivitu aplikovanou na buiky, radioaktivitu vdzanou na buiiky po oplasich a
pocet bun¢k, miizeme vypocitat, kolik molekul protilatky se vaze na jednu buiiku, coz

odpovida poctu receptorti na této bunce. Vypocet této hodnoty vyuziva rovnic 3 a 4.

3) NRPC =2MT4b y N,

Np App

Kde NRPC (angl. number of receptors per cell) oznacuje pocet receptorti na
bunku (angl. number of receptors per cell), Ay je aktivita kultivaéniho média s bunikami
po jejich trypsinaci, Np je pocet bun¢k v kultivatnim médiu po trypsinaci, Aap je
aktivita oznaCené protilatky, map je moldrni mnozstvi oznacené protilatky, Na je
Avogadrova konstanta (6,023x10% mol™), cap je koncentrace oznagené protilatky v g/l,
Vab je objem oznaené protilatky v litrech a Map je moldrni hmotnost protilatky

(145781,6 g/mol pro cetuximab a 147000 g/mol pro panitumumab).
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3.4.5 KEX metoda (kinetic extrapolation) stanoveni poctu

receptoru

KEX (extrapolace kinetiky, angl. kinetic extrapolation) metoda vyuziva unikatni
ptistroj LigandTracer® Yellow, ktery je blize popsan v kapitole o pouzitych pfistrojich
(viz kapitola 3.3). V piipadé¢ této metody byly zkoumané buniky nasazeny na Petriho
misky a kultivovany az do konfluence ptiblizné 80%. Poté byly dvé tietiny misky zcela
zbaveny bun¢k pomoci specialni skrabky ,,cell scraper (Corning, USA). Bunék prosta
cast misky slouzila jako referen¢ni bod pro méfeni radioaktivity resp. nespecifické
vazby radioligandu na plastovy povrch misky. Buiikky byly opldchnuty PBS a pak
nasledovalo pfidani 5 ml kultivaéniho média. Miska byla prenesena do LigandTraceru®
a bylo zapocato méteni, prvnich 10 minut probihalo bez ptfidani radioligandu a slouzilo
k zjisténi zékladni linie signdlu (pozadi). Nasledovalo pfidani piislusného radioligandu
a to ve tiech naslednych krocich tak, aby bylo dosazeno postupné téchto koncentraci
ligandu: 3 nM, 15 nM a 30 nM. Inkubacni Casy jednotlivych krokli nebyly fixné
stanoveny, ale byly voleny individudlné, vzdy po dosaZeni rovnovazného stavu na
zaklad¢ aktudlné métfené akumulaéni kiivky (platé fadze akumulacni kiivky). Po
skon¢eni méteni byly buniky oplachnuty roztokem BSA (1% w/v) v PBS a poté jeste
jednou cistym PBS. Buiky byly trypsinem uvolnény z misky, pomoci Biirkerovy
komurky byly spocitdny a v automatickém gama pocitaci byla zméfena jejich
radioaktivita. Kazdd kombinace bunétné linie a radioligandu byla métfena pétkrat.
Akumulaéni kiivky namétené LigandTracerem” Yellow byly zpracovany extrapola¢nim
modelem monovalentni kinetiky v programu TraceDrawer 1.2 (Ridgeviews Instruments,
Svédsko) pro vypocet korekéniho faktoru (Bjorkelund et al. 2011). Hodnoty Sp.x byly

vypocteny dle nasledujici rovnice:

C
(5)  Sp = Spax X (m) X [1—exp(—(kg;Xc+ky)xt)]

Kde Sr zna¢i maximalni naméfeny signal béhem piidavani radioligandu, Smax
reprezentuje teoreticky signal pfi saturaci vSech dostupnych receptorii radioligandem, ¢
je koncentrace radioligandu, kq je rychlostni konstanta disociace, k, je rychlostni
konstanta asociace a t je Cas (Barta et al. 2011). Diky tomuto pfistupu je moZzno

extrapolovat z jediné naméfené akumulacni kiivky, na které ptfitom nebylo dosazeno
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plného saturovani vSech receptori, hodnotu signdlu odpovidajici pln¢ saturovanému

rovnovaznému stavu. Pomér mezi Sg a Spmax nazyvame korekénim faktorem (fy).

SR

© frk=

Smax

Kalkulace po¢tu EGFR receptorti na buitku vychdzela v ptipadé¢ metody KEX ze
stejnych vychozich parametrii (viz rovnice 3 a 4) jako u klasické saturacni techniky,
lisila se pouze vtom, ze ziskany pocet receptorit byl délen korekénim faktorem

ziskanym pomoci rovnice 6 v programu TraceDrawer".

3.4.6 Vazebnost protilatek in vitro

Tato metoda byla pouzita pfi testovani protilatek zna¢enych radiokovy. Pfislusné
bunécéné linie byly nasazeny do Sestijamkovych desticek 24 hodin pfed samotnym
experimentem tak, aby vden experimentu dosihly konfluence pfiblizné¢ 70-90%.
Polovina osazenych jamek byla jednu hodinu inkubovéna s nezna¢enym cetuximabem,
resp. panitumumabem, o koncentraci 10 pg/ml v pfisluSném kultivaénim médiu. Tyto
jamky tak pfedstavovaly bunky s blokovanym EGFR. Nasledné¢ bylo médium
s protilatkou odstranéno a vSechny bunky byly oplachnuty PBS. Poté na né bylo
aplikovano kultiva¢ni medium obsahujici znaceny radioligand v koncentraci 10 ng/ml.
Pro kazdou kombinaci bunécné linie a radioligandu bylo pouzito triplikatu jamek. Po
60-ti minutach inkubace bylo odebrano kultivaéni médium a zméfeno na gama pocitaci.
Buniky byly tfikrat oplachnuty PBS a tyto oplachy byly pfidany k odebranému médiu.
Nasledné¢ byly bunky 0,25% trypsinem oddéleny zpodkladu a preneseny do
scintilacnich lahvicek. Jamky byly tfikrat vyplachnuty PBS a toty oplachy byly pfidany
k bunkdam. Radioaktvita bun¢k byla zmétena gama pocitacem. Podil navazané protilatky

byl vypocitan dle rovnice 7.
Ap
7 %(4p) = X 100
S

Kde Ajp pfedstavuje aktivitu vazanou na buiky a A, primérnou aktivitu

standardu, tj. davky aplikované na bunky.
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3.4.7 Stanoveni koncentrace modifikovanych protilatek

Pfed vlastnim znacenim modifikovanych protilatek radiokovem bylo potieba
stanovit jejich pfesnou koncentraci, kterd byla zménéna prichodem pies nékolik
gelovych kolon PD-10 (GE Healthcare, Velka Britanie). Koncentrace monoklonalni
protilatky modifikované chelatorem nemohla byt v tomto pfipad¢ stanovena pomoci
standardni BCA metody z diivodu pfitomnosti cheldtoru v jeji molekule — dochazelo by
ke zkresleni vysledku vychytanim méd’natych kationti. Proto byla pro toto stanoveni
zvolena Bradfordova metoda, ktera neni ovlivnéna chelataci kovovych iontd. Ke
stanoveni bylo v triplikdatu odebrano 5 pl roztoku modifikované protilatky do 96-
jamkové desticky. Jako proteinovy standard pro tvorbu kalibrac¢ni kiivky byl pouzit
hovézi gama globulin (Sigma-Aldrich). Jako standard bézné uzivany hovézi sérovy
albumin (BSA) nebyl pouzit, protoze by zkresloval stanoveni koncentrace protilatky.
Poté se ke vzorkiim i ke standardim ptidalo 250 pl Bradfordova ¢inidla (Coomassie
reagent) a nasledovala inkubace 10 minut pfi pokojové teploté. Pak byla zméfena
absorbance pii 595 nm a pomoci kalibra¢ni kiivky vypoctena koncentrace stanovované

protilatky.

3.4.8 Western blot analyza

Metoda Western blot byla pouzZita pro ovéfeni miry exprese receptorli pro
epidermalni ristovy faktor. Buiiky byly nejprve desintegrovany pomoci lyza¢niho pufru
(0,5 % SDS, 10 mmol/l Tris/HCI, pH 7.,4). Poté byly pfidany nésledujici komponenty:
0,5 pg/ml leupeptinu, 2 pg/ml aprotininu, 50 pg/ml benzamidinu a 40 ug/ml PMSEF, vse
od firmy SERVA (Némecko). Po homogenizaci byla smés centrifugovana pii 6000xg po
dobu 10 minut pfi teploté 4 °C. Koncentrace proteinu ve vzorku byla uréena metodou
BCA pomoci BCA Protein Assay kitu (Thermo Scientific, USA). Proteiny (EGFR a
B-aktin) byly separovany pomoci SDS-PAGE. Pro separaci byl pouzit 10% gel (5 ug
proteinu/pruh) a ptistroj Power Pac HC (BioRad, Velkd Britanie). Nasledné¢ byly
proteiny pfeneseny na PVDF (polyvinyliden fluorid) membranu (Sigma-Aldrich, USA).
Uspésnost pienosu proteinti byla ovéfena barvenim pomoci roztorku Ponceau S
(SERVA, Némecko). Nasledné byly proteiny blokovany po dobu jedné hodiny za
laboratorni teploty 5% roztokem odtu¢ného mléka (BioRad, Velka Britanie) v Trisem
pufrovaném fyziologickém roztoku obsahujicim 0,05% Tweenu 20 (tj. TBST pufr).
Imunoblotovaci protilatky byly rozpuStény v 5% TBST pufru obsahujicim 5%

odtu¢néného mléka. Membrana byla blotovdna pifes noc anti-EGFR protildtkou
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produkovanou mys$im klonem F4 (Sigma-Aldrich, USA) zifedénou 1:100 nebo mysi
anti-B-aktin protilatkou zfedénou 1:2000. Nésledn¢ byla membrana Ctyfikrat promyta
TBST pufrem. Poté byla membrana inkubovéna jednu hodinu s ,anti-mouse” IgG
protilatkou (Fab specifickou), coz je s peroxiddzou spojena protilatka zfedéna v poméru
1:8000. Nasledovaly ¢tyfi oplachy membrany TBST pufrem. Chemiluminiscence se
vyvinula po aplikaci reagentu Super-Signal West Femto Chemiluminiscent Substrate
(Thermo Scientific, USA) v ptipadé EGFR, zatimco pro B-aktin bylo pouzito reagentu
SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific, USA).
Imunoreaktivni pruhy zobrazené pomoci RTG negativii (Foma Bohemia, CR) byly
naskenovény kalibrovanou CCD kamerou Image Quant 400 (GE Healthcare, Svédsko) a
nasledn¢ byly kvantifikovany za pomoci softwaru NIS Elements verze 3.22 (Laboratory
Imaging Prague, CR), (Song et al 2009). Western blot analyza byla provadéna ve

spolupraci s Mgr. Janou Mandikovou.

3.4.9 Statisticka analyza

Ziskana data byla podrobena jednofaktorové analyze rozptylu (ANOVA) doplnéné
o Bonferroniho post-hoc test. Tato analyza probihala s vyuzitim softwaru GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad, USA). Statistické hodnoceni bylo provadéno na hladiné

vyznamnosti p=0.05.
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4 Cile prace

1. Optimalizovat na pracovisti postupy pro znaceni monoklondlnich protilatek

radioizotopy jodu.

2. Charakterizovat vybrané modelové bunécné linie s deklarovanou pfitomnosti
receptoru pro epidermdlni rstovy faktor z hlediska kvantity jeho exprese pomoci
klasického a nov¢jsiho metodického pfistupu s vyuzitim radioaktivné znacenych

protilatek, porovnat tyto metody.

3. Modifikovat vybrané monoklonalni protilatky cilené na receptor pro epidermalni
rustovy faktor zvolenymi makrocyklickymi chelatory a nasledné je oznacit vybranym

radiokovem. Provést radiochemické hodnoceni ptipravenych protilatek.
4. Stanovit in vitro vazebnost radiokovem oznacenych monoklonalnich protilatek na

vybrané bunécné linie exprimujici receptor pro epidermalni ristovy faktor a posoudit

vliv pouzitého chelatoru na tuto vazebnost.
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5 Vysledky

Kapitola shrunujici vysledky je délena na Ctyfi Casti. Prvni ¢ast predstavuje
vysledky tykajici se znaceni zvolenych monoklonalnich protilatek jodem-131, nasledné
kontroly radiochemické Cistoty pfipravenych radiofarmak a stanoveni jejich stability v
in vitro podminkach. V druhé ¢asti jsou prezentovany vysledky experimentl na Ctyiech
modelovych bunéénych liniich stanovujici expresi receptoru EGFR vyjadienou jako
pocet receptort vztazenych na buiiku pomoci dvou odlisnych metod a vysledky ovétfeni
této exprese metodou Western blot.

Treti ¢ast shrnuje vysledky tykajici se modifikace vybranych monoklonalnich
protilatek bifunkénimi makrocyklickymi chelétory, jejich znaceni luteciem-177 a in
vitro stabilitu téchto piipravenych radiofarmak. Ctvrtd &ast piedstavuje vysledky
experimentll zkoumajici vazebnost protilatek oznacenych luteciem-177 na tfi zvolené

bunééné linie exprimujici v riizné mife cilovy receptor.

5.1 Znaceni monoklonalnich protilatek

radioaktivnim jodem

Celkem bylo provedeno pét radiojodaci pro kazdou protilatku, tj. souhrnné deset
radiojodaci. Byly pfipraveny tyto dvé radioaktivng oznadené protilatky: "*'I-cetuximab
a "'I-panitumumab. Protilatky byly znaGeny s vyslednou specifickou aktivitou 100
MBg/mg proteinu. Primérny radiochemicky vytézek reakce byl 90,3% + 4,2% pro
cetuximab a 52,0% = 3,0% pro panitumumab.

Oznacené protilatky byly pfed pouzitim v experimentu s bunéénymi liniemi
preCisteny na gelové koloné¢ PD-10 (GE Healthcare), ¢imz se dosdhlo primérné
vysledné radiochemické Cistoty 97,1% + 1,5% v piipad¢ cetuximabu a 98,3% + 1,2%
v piipad¢ panitumumabu. Radiochemicka Cistota byla stanovovana ihned po oznaceni a
precisténi orientaéné pomoci ITLC a nasledné byla ovéfovana na HPLC systému
(metodika podrobné viz kapitola 3.4.3). Typicky ITLC chromatograficky profil

jodovaného cetuximabu ilustruje Obr. 20. Piiklad HPLC chromatogramu '°'I-

cetuximabu je uveden na Obr. 21.
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Stabilita pfipravenych protilatek byla testovana v pfisluSnych bunécnych
kultiva¢nich mediich pfi teploté¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Primérna radiochemicka
Cistota po této inkubacni dobé¢ klesla v pfipadé cetuximabu na 95,1% =+ 1,6% a na 96,5%

+ 2,0% v ptipad¢ panitumumabu.
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Obr. 20: Typicky ptiklad analyzy radiochemické <&istoty *'l-cetuximabu pomoci ITLC
chromatografie. Radiochromatogram zobrazuje piiklad kontroly radiochemické Ccistoty jodovaného
cetuximabu ihned po oznaceni a ptecisténi. Zeleny pik piedstavuje aktivitu vazanou na protilatku (97%),
Cerveny pik tvoii necistoty (3%). Mobilni fazi byl fyziologicky roztok. Vyvinuty ITLC prouzek byl

méfen pomoci piistroje RITA Star (Rayest, Némecko).
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Obr. 21: Typicky pFiklad analyzy radiochemické <&istoty **'I-cetuximabu pomoci HPLC

chromatografie. Radiochromatogram zobrazuje piiklad kontroly radiochemické ¢istoty jodovaného
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cetuximabu po oznaceni a ptecisténi. Pik predstavuje aktivitu vazanou na protilatku (99%). Diky vysoké
Cistoté pripravené protilatky neni pfitomen pik pfedstavujici volny jod-131, ktery by se pfipadné nachazel

ptiblizné v retenénim ¢ase 15 minut.

5.2 Kvantifikace exprese EGFR u vybranych

bunécnych linii pomoci znac¢enych protilatek
Optimalizovany postup pro znaceni jodem-131 (viz Cast 5.1) byl nésledné pouzit

pro experimenty kvanitifikujici expresi receptoru pro epidermalni ristovy faktor, resp.

pro urceni jejich primérného poctu na butiku.

Klasicka saturacni technika

Pomoci klasické satura¢ni techniky byly stanoveny polty receptori EGFR
vztaZzené na bunku ve ¢tyfech modelovych bunéénych linich (A431, HaCaT, HCT116 a
HepG2). Tyto stanovené pocty receptort jsou uvedeny v grafu na obrazku 22.

3,0E+06

2,0E+06

1,0E+06 j i i
0,0E+00 - ' - .

c225 ‘ panl c225 ‘ panl c225 ‘ pani ‘ c225 ‘ pani
A431 HaCaT HCT116 HepG2

pocet receptorti/buriku

Obr. 22: Stanoveni po¢tu EGFR receptorii na buiiku pomoci klasické saturaéni techniky. Data jsou
vyjadiena jako primérny pocet EGFR receptort/bunku pro ¢tyfi bunécné linie (A431, HaCaT, HCT116 a
HepG2) pomoci dvou ligandii (c225="*"I-cetuximab, pani="*'I-panitumumab) + smérodatna odchylka
(n=5).

Kineticka extrapola¢ni metoda (KEX)
Obrazek 23 ilustruje typicky piiklad akumulacni kiivky radioligandu ziskané pfi

méfeni pristrojem LigandTracer® Yellow.
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Obr. 23: Akumulaéni kiivka **'I-cetuximabu. Cerna linie reprezentuje Casovou zavislost akumulace
radioligandu (podil radioaktivity vézané na buiiky) naméfenou na piistroji LigandTracer™ Yellow pii
akumulagni studii radioligandu "*I-cetuximab na bun&né linii HaCaT. Sipky indikuji Gasy pridani
radioligandu a jeho vyslednou koncentraci v bunééném mediu. Cervena kiivka je vysledkem
matematického zpracovani naméfenych dat v programu TraceDrawer” a slouzi jako podklad pro vypodet

teoretického signalu Sy resp. korekéniho faktoru ks (podrobnéji viz kapitola 3.4.5).

Pomoci metody kinetické extrapolace (KEX), za vyuZiti pfistroje LigandTracer”
Yellow, byly stanoveny pocty receptori EGFR vztaZzené na builku ve ctyfech
modelovych bunéénych liniich (A431, HaCaT, HCT116 a HepG2). Tyto stanovené

pocty receptorti jsou uvedeny v grafu na Obr. 24.
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Obr. 24: Stanoveni po¢tu EGFR receptori na buiiku pomoci KEX metody. Data jsou vyjadiena jako
primérny pocet EGFR receptorii/buiiku pro Ctyfi bunééné linie (A431, HaCaT, HCT116 a HepG2)

pomoci dvou ligandii (c225="*I-cetuximab, pani="*I-panitumumab) + smérodatna odchylka (n=5).

Cilem prace bylo téz porovnat obé metody stanoveni exprese receptoru pro

epidermalni riistovy faktor. Proto uvadime souhrné data z obou metod v Tabulce 8.

Tabulka 8. Pocety receptoru pro epidermalni rustovy faktor vstazené na bunku

stanovené klasickou saturaéni technikou (,,manual®) a pomoci metody KEX.

,manual* A431 HaCaT HCT116 HepG2
Pllcetuximab 1,64 0,58 0,87 +£0,25 0,22+ 0,09 0,08 + 0,02
B! panitumumab 1,98 + 0,56 0,67+0,13 0,14 + 0,00 0,16 = 0,02
KEX A431 HaCaT HCT116 HepG2
Bl cetuximab 1,84 + 0,81 0,91 0,19 0,13 +0,03 0,07 = 0,03
B! panitumumab 1,93 +£1,02 1,06 + 0,30 0,20+ 0,10 0,19+0,14

Data jsou vyjadiena jako primérny pocet EGFR receptord v milionech vztazeny na buiiku prislusné linie

(A431, HaCaT, HCT116 a HepG2) + smérodatna odchylka (n=5).

Western blot analyza

Vzorky jednotlivych bunéénych linii (A431, HaCaT, HCT116 a HepG2) byly
taktéZ zpracovany pro Western blot analyzu prokazujici pfitomnost receptoru pro
epidermalni rastovy faktor. Ilustra¢ni snimek kopie RTG negativu s imunoreaktivnimi

skvrnami pro EGFR je uveden na obr 25.

Obr. 25: Fotokopie RTG negativu Western blot analyzy exprese EGFR. Imunoreaktivni skvrny

ptislusici vzorkiim z jednotlivych bunénych linii (duplikaty): a) HepG2, b) HCT116, c) A431 a
d) HaCaT.

Imunoreaktivni skrvny ziskané z této analyzy byly podrobeny densitometrické

kvantifikaci v programu NIS Elements verze 3.22. Vysledky této kvantifikace skvrn
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reprezentujici detekci EGFR, vztazené vici linii A431 (100%), jsou uvedeny v grafu na

obrazku 26.
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Obr. 26: Kvantifikace exprese receptoru EGFR ve ¢&tyfech bunéénych liniich pomoci metody
Western blot. Data vyjadiuji relativni expresi receptoru pro epidermalni ristovy faktor vstazenou
k bunééné linii A431 (100%) + smérodatna odchylka (n=4). Kvantifikace dat z metody Western blot byla

provedena v programu NIS Elements (verze 3.22).

5.3 Znaceni monoklonalnich protilatek

radiokovy

Pted vlastnim znafenim protilatek kovovymi radionuklidy byl zaveden systém
ITLC kontroly radiochemické Cistoty, ktery umoznil odliSovat dva zakladni typy
potenciondlnich radiochemickych necistot a to volny nuklid a nuklid vdzany na chelétor.

""Lu-chelator pii

Bylo provedeno ovéfeni chovani volného lutecia-177 a komplexu
ITLC za pouZiti dvou riznych mobilnich fazi - citrdtového pufru a metanol-citratové
smési. Pfi uziti citratového pufru jako mobilni fize mé znacend protilatka retencni
faktor (R¢) okolo 0,1, volny radiokov vykazuje retencni faktor blizky 1, stejné tak
komplex chelator-radiokov, ktery miiZze v roztoku zlstat nasledkem nedokonalého
precisténi po modifikaci. Zatimco v metanol-citratové smési jako mobilni f4zi ma
protilatka R¢ okolo 0,1, volny radiokov okolo 0,2, av§ak komplex chelator-radiokov ma
R okolo 0,8, ¢imz je mozné jej odlisit od volného kovu. Chovani radiokovu a komplexu

chelator-radiokov ve zminovanych mobilnich fazich pfi ITLC chromatografii

dokumentuji obrazky 27-30.
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Obr. 27: ITLC chromatogram volného '"'Lu v citratovém pufru. Zeleny region predstavuje
nedistotu, vtomto piipadé pravddpodobné *"'Lu-koloid. Hnédy region je volné lutecium-177 jdouci

s ¢elem mobilni faze.
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Obr. 28: ITLC chromatogram volného *"'Lu v metanol-citratové smési. Zeleny region predstavuje

volné lutecium-177 sretenénim faktorem okolo 0,25. Hnédy region predstavuje radiochemickou

necistotu.
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Obr. 29: ITLC chromatogram ""Lu-DOTA vV citratovém pufru. Zeleny region prestavuje necistotu,

zatimco hnédy region je komplex *’’Lu-DOTA s retenénim faktorem 0,7.
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Obr. 30: ITLC chromatogram ""Lu-DOTA v metanol-citratové smési. Zeleny region piedstavuje

Y7_u-DOTA, &erveny region neéistotu.

Kazdou ze dvou zvolenych protilditek (cetuximab, panitumumab) jsme
modifikovali vzdy jednim ze tfi vybranych bifunkénich chelatorit (DOTA, NOTA a
PCTA). Tim jsme pfipravili celkem Sest riznych derivatizovanych protilatek, konkrétné
jsou to tyto: DOTA-cetuximab, NOTA-cetuximab, PCTA-cetuximab, DOTA-
panitumumab, NOTA-panitumumab a PCTA-panitumumab.

Po modifikaci protilatky ptislusnym cheldtorem nasledovalo piecisténi reakéni
smési na dvou az tfech sériové fazenych gelovych kolonach PD-10. Identifikace frakci
s nejvetsim podilem protilatky probihala pomoci spektrometru méfenim absorbance pfi
280 nm. Do dalsiho kroku byly pouzity vzdy maximalné dvé az tii frakce (0,5
ml/frakci) vykazujici nejvys$si absorbanci. Monitorovani prubehu ¢isténi reakéni smési

ukazuji reprezentativni grafy na obrazcich 31-33.
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Obr. 31: DOTA-panitumumab — eluéni profil protilatky po piedisténi na prvni gelové koloné
PD-10. Do dalsiho kroku ¢isténi byly pouzity frakce 6 a 7. Vyssi absorbance frakci 8-12 indikuje

pfitomnost volného chelatoru.
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Obr. 32: DOTA-panitumumab — eluéni profil protilaitky po precisténi frakei 6 a 7

z predechazejiciho kroku uvedeného na Obr 31. Ackoliv byla absorbance frakei 8-12 jiz téméf na

urovni pozadi, byly spojené frakce 5 a 6 piecistény jesté jednou.
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Obr. 33: DOTA-panitumumab — elu¢ni profil frakei 5 a 6 z predeslého grafu. Absorbance frakci

8-12 je uz zcela na urovni pozadi. Frakce 5-7 byly spojeny a pouzity pro samotné znaceni luteciem-177.

Koncentrace modifikované protilatky ve sbiranych frakcich byla stanovena
pomoci Bradfordovy metody. Nasledné¢ bylo vypoclteno mnozstvi protilatky po
purifikaci. Po srovnani s ivodnim mnozstvim protilatky vzatym do konjugaéni reakce
vykazovalo pouziti dvou gelovych kolon ztratu 60% protilatky, zatimco v piipadé tii
naslednych kolon ¢inila finalni ztrata protilatky 75%.

Po GspéSném piecisténi reakéni smési nasledovalo samotné znaceni luteciem-
177. Po ptidani radionuklidu byla smés inkubovana 12 hodin pifi 37 °C za mirného
trepani. Thned po ukonceni inkubace nésledovala kontrola radiochemické Ccistoty
preparatu. Nejprve pomoci metody ITLC. V pfipadé nedokonalého pteciSténi po
modifikaci protilatky vykazovalo znaceni nizsi vytéznost. Takovy piipad ilustruje Obr.

34 pro tenkovrstvou chromatografii ¢i Obr. 35 pro vystup z HPLC.
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Obr. 34: Ukazka ITLC chromatogramu “’Lu-PCTA-cetuximabu znateného po nedostateéném
precisténi modifikované protilaitky na dvou kolonach PD-10. Radiochemicka cistota je vtomto
ptipad€ 75,5%. Modry pik piedstavuje komplex chelator-radiokov. Fialovy pik reprezentuje oznacenou

protilatku a zeleny necistotu.
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Obr. 35: Typicky pi¥iklad radiochromatogramu '’Lu-PCTA-panitumumabu s nizkou ¢istotou.
Zaznam je ziskany z RP-HPLC s radiometrickou detekci. Pik v ¢ase 8 minut piedstavuje oznacenou
monoklonalni protilatku, zatimco pik v ¢ase 13 minut odpovida komplexu *"’Lu-PCTA. V tomto p¥ipadé

je tedy radiochemicka Cistota preparatu 83 %.
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V ptipadé¢ dobie precisténé protilatky probihalo znaCeni s mnohem vyssi
ucinnosti, pohybujici se vétSinou nad 95%. Takovy piipad ilustruje ITLC chromatogram

na Obr. 36 ¢i obdobny ptipad pro HPLC na Obr. 37.
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Obr. 36: Ukiazka ITLC chromatogramu '"’Lu-DOTA-cetuximabu zna¢eného po pietisténi
modifikované protilatky na tiech po sobé jdoucich kolonach PD-10. Radiochemicka Cistota je v tomto

piipad& 96,8%. Region 1 pfestavuje oznatenou protilatku, region 2 je ’Lu-DOTA.
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Obr. 37: Typicky piiklad radiochromatogramu ’Lu-PCTA-panitumumabu. Zaznam je ziskany

z RP-HPLC sradiometrickou detekci. Pik v case 10 minut piedstavuje oznaCenou monoklonalni

protilatku. V tomto pfipadé se tedy radiochemicka Cistota preparatu blizi 100%.
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V naprosté vétSing pripada bylo pii precisStovani protilatky pouzito tfi gelovych
kolon. Radiochemické Cistoty pfipravenych protildtek shrnuje tabulka 9. VétSina
ptipravené protilatky byla ihned pouzita pro néaslednou studii in vitro vazebnosti, mensi
¢ast byla vyuzita pro stabilitni studii. Stabilita byla u vSech protilatek ovéfovana 24

hodin po oznaceni, vysledky téchto méfeni jsou v tabulce 9.

Tabulka 9. Radiochemicka cistota pripravenych protilitek méiena pomoci HPLC

metody
Cistota po piipravé (%)  Cistota po 24 hodinach (%)
DOTA-cetuximab 96,0 £0,5 96,0+ 1,0
NOTA-cetuximab 95,1+£0,9 945+1,2
PCTA-cetuximab 95,0+ 1,1 94,0+ 1,5
DOTA-panitumumab 96,2+ 1,0 96,1 +£1,0
NOTA-panitumumab 93,8+1,0 92,1 +1,2
PCTA-panitumumab 90,8 +£0,7 90,1 £0,9

Data ve druhém sloupci reprezentuji radiochemickou &istotu ptislusnych protilatek po 24 hod inkubaci za

pokojové teploty (n=3).

Pro vSechny tfi modifikace cetuximabu (DOTA, NOTA i1 PCTA) byla
stanovovana stabilita '’’Lu-oznagené protilatky i po 7 dnech. V tomto ptipadé doslo

k primérnému poklesu radiochemické ¢istoty o 5,2% =+ 1,7.

5.4 Vazebnost modifikovanych protilatek na

EGFR a porovnani vlivu chelatoru

Monoklonélni protilatky oznafené v predeslé casti prace byly ihned po své
pfipravé vyuzity pro studie vazebnosti na vybranych bunéénych liniich exprimujicich
EGFR tj. A431, HaCaT a HepG2. Byl stanovovan jednak podil navdzané znacené
protilatky na cilovou bunécnou linii a také vliv preinkubace téchto bunécnych linii
s neznacenou protilatkou na vazbu znacené protilatky. Vysledky vazby radioaktivné

znaCenych derivatl cetuximabu uvadi graf na obrazku 38.
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Obr. 38: Vazba *"'Lu-cetuximabu na buné&né linie. Data jsou vyjadiena jako podil na buiiky navazané
radioaktivity ve formé znadené protilatky vici podané davce + smérodatnad odchylka. K modifikaci
protilatky byly pouzity tii rizné chelatory (DOTA, NOTA a PCTA), n=5.

Stejnym zplisobem jako derivatizovany cetuximab byly testovany i tfi derivaty
panitumumabu. Vysledky téchto studii jsou zachyceny v grafu na obrazku 39.
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Obr. 39: Vazba '’Lu-panitumumabu na buné&né linie. Data jsou vyjadiena jako podil na buiiky
navazané radioaktivity ve form¢ znacené protilatky vici podané davce + smérodatna odchylka.

K modifikaci protilatky byly pouzity tfi rizné chelatory (DOTA, NOTA a PCTA), n=5.
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Pro lepsi porovnani obou pouzitych protilatek tj. cetuximabu a panitumumabu

uvadime souhrnou tabulku naméfenych hodnot vazby radioligandt. Viz Tabulka 10.
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6 Diskuze

Rada typt malignich tumort se vyznaduje oproti zdravé tkani zvysenou expresi
receptoru pro epidermdlni rlstovy faktor (EGFR), (Nicholson et al. 2011). Tento
receptor je proto nadorovym markerem a cilovou strukturou, na kterou je zamétena fada
pouzivanych 1é¢iv a perspektivnich terapeutik (Brand et al. 2011; Ulivi et al. 2013).
Studium vazebnosti latek, které mohou tento typ receptoru ovlivnit je proto pomérné
atraktivni a dalezitou vyzkumnou oblasti. Pro zkoumani vazby testovanych latek na
EGFR in vitro se pouziva fada bunéénych modeli. Abychom mohli studovat vazebné
vlastnosti radioaktivné znacenych monoklondlnich protilatek zamétenych na EGFR na
relevantni Grovni, bylo nezbytné tyto modely vybrat a definovat z hlediska exprese
sledovanych receptorti.

Mira exprese urcitého receptoru na membrané buiky bunééné linie je velmi
dalezity biologicky parametr, ktery je hodnocen v mnoha riznych cytologickych a
farmakologickych studiich. Mimo jiné ve snaze omezit pocty laboratornich zvitat
vyuzivanych v preklinickém vyzkumu, jsou bunééné linie dnes velmi hojné uzivanym
experimentadlnim modelem pii mnoha typech biomedicinskych studii. A praveé diky
masivnimu rutinnimu vyuZiti mohou byt tyto bunécné linie neimyslné zaménény,
kontaminovany (jinou linii ¢i patogenem) ¢i mohou podlehnout v prib&hu kultivace
genetickym zménam (Alston-Roberts et al. 2010). Napftiklad casto podcenovany vliv
poctu bunéénych paseiii2 muze mit dramaticky vliv na expresi receptor u dané bunécné
linie (Erac et al. 2014, Wakshull et al. 1985). V takovém piipad¢ mize dojit k zasadnim
zménam v dileZitych biologickych parametrech bunécné linie, napf. i ke zméné poctu
exprimovanych receptorii ur¢itého typu (Blanco et al. 2012). Tyto zmény vlastnosti ¢i
dokonce zamény bunéénych linii nejsou ve vyzkumné praxi nijak vzacnou zalezitosti
(Hughes et al. 2007) a vedou casto k naprosto zavadéjicim vysledkiim a tim padem i
chybnym zévérim. Proto mame za to, Ze by mélo byt standardni soucasti rutinnich
postuptl pii in vitro studiich také stanoveni miry exprese zkoumaného receptoru. Takové
stanoveni by meélo byt idedlné¢ co nejefektivnéjSi, Casov€é nenaroné a co mozna
nejspolehlivé;si.

Ackoliv praci popisujici rizné aspekty nadorového bujeni, které vyuzivaji ve
svych experimentalnich modelech bunééné linie pravé s EGFR je v literatufe popsano

jiz n€kolik tisic, doposud neni k dispozici zadna prace, ktera by systematicky mapovala

? pasaz — uvolnéni bunék z podkladu a preneseni do nové kultiva¢ni ldhve s Serstvym médiem.
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piesnou miru exprese tohoto receptoru v bézné uzivanych bunécnych linich. Proto jsme
pro nasi praci zvolili Ctyfi Siroce vyuzivané bunécné linie s riznou mirou exprese
receptoru EGFR. Navic jsme se rozhodli porovnat tfi rizné metody (klasickou saturaéni
techniku, kinetickou extrapola¢ni metodu a western blot) pro stanoveni exprese tohoto
receptoru. Cilem nasi prace bylo nejen porovnat riizné metody pro kvantifikaci EGFR,
ale téz ziskat data o Cetnosti tohoto receptoru ve zvolenych bunécnych liniich, kterd by
byla ziskdna v jedné laboratofi stejnou metodou. Tato data nebyla doposud v literatuie
dostupna. Tedy mimo samotné¢ho srovnani metod kvantifikujicich zkoumany receptor,
vidime pravé v nove¢ ziskanych udajich o absolutnim poctu EGFR na povrchu bunék
hlavni pfinos této Casti prace. Jako ligandy pro detekci receptoru pro epidermdlni
rustovy faktor jsme zvolili dvé jiz klinicky pouzivané monoklonalni protilatky —
cetuximab a panitumumab, které terapeuticky cili pravé na tento receptor (Vacchelli et
al. 2014). Pro vyuziti v nasSich metodickych pfistupech je vSak bylo nutno nejprve
radioaktivné oznacit.

Pro experimenty kvantifikujici expresi receptoru pro epidermalni ristovy faktor
(EGFR) bylo nutno na pracovisti zavést metodu znaceni monoklondlnich protilatek

, o« e .y 131
pomoci radioizotopu jodu (

I), ktery byl zvolen pfedev§im s ohledem na detek¢ni
parametry piistroje LigandTracer” Yellow. Literatura v oboru radiojodaci protilatek
popisuje nejcastéji dvé metody znaceni a to pomoci jodogenu a chloraminu T (Visser et
al. 2001). Pro nasi praci byla zvolena metoda chloraminu T, kterd je pro neklinické
aplikace vhodnéjsi diky své vétsi flexibilité (Theobald 2011). S vyuZitim této metody se
podatilo oznacit zvolené protilatky s vysokou specifickou aktivitou a relativné vysokym
vytézkem. Diky precisténi na gelové koloné mély piipravené preparaty velmi vysoké
stupné radiochemické Cistoty (nad 95%).

Ke kontrole radiochemické cCistoty byly zvoleny dvé nejcastéji v radiofarmacii
pouzivané metody kontroly kvality — instantni tenkovrstva chromatografie (ITLC) a
vysokouc¢innd kapalinova chromatogratie (HPLC) s radiodetekci. Pouziti obou téchto
technik vracmi jedné studie umoziuje jednak vzdy potvrdit naméfené hodnoty
radiochemické Cistoty alternativni metodou, ale zaroven vyuzit specifickych prednosti
kazdé znich. Prakticky to znamena, Ze se vzdy po oznaeni protilatky nejprve
pristoupilo k ITLC analyze, kterd vynikd svou rychlosti (fddov€é minuty) a
jednoduchosti. Pokud tato metoda prokazala uspokojivou ¢istotu testovaného preparatu

(obvykle ptes 90%), bylo ptistoupeno i k jeho HPLC analyze, ktera je sice citlivéjsi, ale

vewvr
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Mimo samotné radiochemické Cistoty je druhym zasadnim kvalitu urcujicim
parametrem radiofarmaka jeho stabilita. Stabilita oznacenych protilatek byla
stanovovdna po 24 h inkubaci, coz vzhledem k délce samotného biologického
experimentu stanoveni exprese EGFR (4 h) povazujeme za dobu vice nez dostatecnou a
prikaznou. Vysledky stabilitnich studii ukazuji ztratu radiochemické Cistoty po 24 h
v jednotkach procent (okolo 2%). Stabilitni studie tak dokazuji, ze béhem samotného
experimentu stanoveni exprese EGFR byl detekovan skutecné zamysleny radioligand
(jodovana protilatka) a nikoliv uvolnény jod-131.

Exprese receptorit mize byt stanovena nékolika riznymi metodami, my jsme
porovnavali novou poloautomatizovanou metodu (KEX) s klasickou manualni satura¢ni
technikou a western blottingem. Zatimco klasicka satura¢ni technika a western blot jsou
povazovany za znamé a dobie popsané metody, KEX metoda byla vyvinuta pomérné
nedavno (Barta et al. 2011). Metoda KEX vyuZiva unikatniho pfistroje LigandTracer”
Yelllow, ktery byl specidlné¢ vyvinut pro méfeni vazby radioligandii i na adherentni
bunky kultivované na Petriho misce (Bjorke a Andersson 2006b). V piipadé pouziti
vhodného radioligandu miize byt tento pfistroj vyuzit i pro méteni akumulace latek in
vitro, napt. 1 v pifipadé monoklonélnich protilatek (Nestor et al. 2008). OvSem byly také
publikovany prace s LigandTracerem® Yellow popisujici kvantifikaci exprese
membranovych receptort na fixovanych tkanovych fezech (Gedda et al. 2010).

Vysledky naSich experimentii stanovujicich expresi EGFR ukazuji velkou miru
shody mezi klasickou satura¢ni technikou a kinetickou extrapolacni metodou u vSech
Ctyt zkoumanych bunéénych linii. Ackoliv KEX metoda poskytuje v priméru o néco
vys$8i poCty receptori na bunku oproti saturani technice, nejsou tyto rozdily
signifikantni. Obé metody jasné urcily linii A431 jako tu snejvy$Sim poctem
dostupnych receptori EGFR na bunééné membrané (témét 2 miliony receptori/buiiku),
linie HaCaT se vyznacuje zhruba polovi¢ni expresi oproti buiikdm A431. Linie HCT116
a HepG2 maji expresi EGFR na trovni ptiblizné 10% linie HaCaT. Statisticka analyza
ukézala, ze rozdily mezi HCT116 a HepG2 v poctu zkoumanych receptorii nejsou
signifikantni, tudiZz dle miry exprese EGFR lze zkoumané linie setadit takto: A431 >
HaCaT > HCT116 = HepG2.

Western blot analyza ukazala stejné poradi bunécnych linii dle miry exprese
EGFR. Vzijemné poméry exprese EGFR mezi jednotlivymi bunéénymi liniemi nejsou

v ramci této metody ve shod¢ s predeslymi dvéma technikami. Tato diskrepance se da
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vysvétlit tim, ze Western blot neni metoda urcéend pro presnou kvantifikaci, ale je pouze
semikvantitativni.

Analyza rozdilii ve stanovovani po&tu EGFR receptort pomoci *'I-cetuximabu
a "'I-panitumumabu neukézala Zadny signifikantni rozdil, tj. oba ligandy poskytuji
prakticky stejné vysledky pfi stanovovani poctu EGFR receptorii, kdy toto zjisténi
poukazuje na piesnost metody bez ohledu na pouzity ligand cileny na studovany
receptor.

Jak jiz bylo zminéno, v literatufe se nevyskytuje publikace popisujici udaje o
konkrétni mife exprese EGFR, s jedinou vyjimkou a to linie A431, kdy Michel et al.
(2004) uvadi hodnotu 1,8 x 10° receptort na buiiku, coZ je ve shodé s na$im zjisténim.
Udaj 1,20 x 10°+ 0,24 x 10° EGFR/buiiku u linie A431, uvedeny v praci Tichauer et al.
2012 je nizsi, ale taktéz fddoveé odpovida hodnotdm zjisténym v naSich experimentech.

Jelikoz je kineticka extrapolacni metoda (KEX) pomérné novou a doposud malo
roz$itenou technikou povazujeme za vhodné ji podrobnéji popsat a objasnit jeji zakladni
principy.

KEX metoda zahrnuje méteni akumulace ptislusného radioligandu rozlozené do
tfi na sebe navazujicich inkubaci se stoupajici koncentraci ligandu (typicky 3 nM, 15
nM a 30 nM). M¢éteni béhem takovéto inkubace se nazyva ,,asociacni fazi“. V urcitych
pfipadech je mozné pokracovat v méfeni po inkubaci s radioligandem a to tak, ze se
aktivni medium odstrani a nahradi novym tj. takovym, které neobsahuje radioligand.
Tato ¢ast méteni se oznacuje jako ,,disociacni faze“. Jak ukazal Nakajima et al. (2001)
tvar bivalentni saturacni kiivky béhem asociaéni faze se da popsat pomoci Ctyt riznych
kinetickych rychlostnich konstant: ken1, Kofr1, konz @ kofg.3 Coz znamena, Ze je mozné
ziskat vSechny kinetické a afinitni parametry vcetné B, (celkovy pocet vazebnych
mist tj. receptoril) jen z méfeni asociacni faze, za predpokladu, ze saturacni kiivka bude
dostate¢né zakfivend, tj. neni nutné¢ méfit akumulaci 1 béhem disociacni faze. Pokud by
se provedlo méfeni 1 v pritbéhu disocidéni faze, pak by byly kinetické parametry uréeny
s vys§i presnosti, coz ale konkrétné v piipadé metody KEX neni mozné.

Data naméfend LigandTracerem” jsou zpracovana v analytickém programu
TraceDrawer” 1.2, ktery pomoci matematické integrace vypo&ita teoretické bivalentni
staturani kiivky a nelinearni interpolac¢ni algoritmus nasledné¢ odvodi zakladni
kinetické konstanty Kon1, Kofri, Kon2, Koz @ Bmax tak, aby odpovidaly naméfenym datim.

Diky tomu mohou byt odhadnuty vSechny kinetické konstanty za pouziti dat jen z jedné

8 kon=k, (rychlostni konstanta asociace), k,s=kq (rychlostni konstanta disociace)
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asociacni faze inkubace za predpokladu, ze bylo pouzito vice koncentraci radioligandu a
akumulaéni kfivka jevi zfetelné zaktiveni. V piipadé metody KEX pro stanoveni poctu
zkoumanych receptorti vyuzivame z vypoctenych dat pouze hodnotu Biax.

Z dosazenych vysledkii muzeme odvodit, ze KEX metoda je srovnatelné
vyuzitelnou technikou pro stanoveni poctu receptoru jako je klasicka satura¢ni metoda a
muze tak slouzit jako efektivni nastroj v biologicky orientovaném vyzkumu pro studium
vazby ligandli na receptorové systémy. Mezi negativa této nové metody ovSem patii
relativné vysoké pofizovaci cena pfistroje LigandTracer”. Na druhou stranu Barta et al.
(2011) ukazali, ze cCasova narocnost a objem nezbytného spotifebniho materialu
(zejména kultiva¢ni média a plast) je v ptfipadé¢ KEX metody nizsi o 60%, resp. o 90%
ve srovnani s klasickou saturacni technikou. Kinetickd extrapolacni metoda vyzaduje
jen zlomek reagencii, bunék a pracovniho ¢asu oproti manudlni metodé. KEX metoda je
samoziejme univerzalni a mize byt pouzita i pro stanoveni exprese jinych receptorti nez
jen EGFR, napt. somatostatinovych (SST), cholecystokininovych/gastrinovych (CCK) a
obecn¢ feCeno vsSech téch, které se nachdzeji na povrchu bunky a maji znamy
radioaktivné oznacitelny ligand.

Vzhledem k dosazenym vysledkiim se pouziti KEX metody jevi jako ptinosné.
Mimo jiz zminované vyhody metoda KEX ve srovnani s klasickou technikou sniZzuje
radiacni zatéZ obsluhujiciho personalu na minimum. Naproti tomu je nutné fici, Ze KEX
metoda ma 1 své limity. Diky vyuZiti rotujici naklonéné Petriho misky je tato metoda
vhodné pouze pro adherentni bunééné linie a fixované tkdné, ne pro suspenzni buiky.
Bunky zamysSlené pro testy s vyuzitim KEX metody musi byt dostatecné pevné
adherované na plastovy povrch Petriho misky, aby vydrzely rotacni pohyb a neuvolnily
se do media, coz samoziejm¢ mimo vSech suspenznich bunék vylucuje i nekteré slabé
adheretni linie. Problém slabé adherence bunck by ovSem mohl byt feSen pouZzitim
,,coatingu“.4 Dal$im potencionalnim problémem mize byt odpafovani kultivacniho
media pii dlouhodobych studiich (fddov€ dny). V nasem ptipad¢ se inkubacni Casy
pohybovaly do ¢tyf hodin, a jelikoz spravné fungovani metody bylo jiZ ovéfovano az do
inkubacniho €asu 48 hodin (Bjorke et al. 2006a), nepovazujeme odpafovani media
v nasem ptipadé za vyznamny problém.

V nasich experimentech pouzivany piistroj LigandTracer® Yellow neni

konstruovany specificky pouze pro detekci jodu-131, tento pfistroj je schopen meéfit

4 coating” — pokryti povrchu kultivaéni misky napf. kolagenem, Zelatinou, polylysinem nebo
polyornitinem.
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radioaktivitu i dalSich gama zafict s vyssi energii Cili pro zamyslené receptorové studie
je mozno pouzit i ligandy znacené napf. luteciem-177, indiem-111, techneciem-99m ¢i
jinymi radionuklidy. Mimo tuto variatnu pfistroje existuji i dalSi verze, které jsou
schopny detekovat nizkoenergetické gama zafice (napt. '>I), beta zafice ¢i fluorescenci
(Dubois et al. 2013). Diky tomu lze pro metodu KEX pouzit i tyto zminiované zpiisoby
znaceni receptorovych ligandu.

Pro Uplnost je vhodné zminit, Ze tfi zde popisované metody pro kvantifikaci
membranovych receptori nejsou kompletnim vyctem dostupnych metod. Dalsi
vyuzitelnou moznosti, jak mapovat distribuci receptort na bunkach, je naptiklad
pratokova cytometrie s pomoci fluorescencniho znaceni (Tichauer et al. 2012).

Samotnd modifikace protilatky bifunkénim cheldtorem je jednokrokova
chemicka reakce a jako takova se mlZe jevit jednoduSe a bezproblémové. OvSem pii
bliz§im pohledu se v této oblasti objevuje fada problematickych bodl. Mezi prvnimi je
to nemoznost zvysit reakcéni teplotu nad 40 °C a to z divodu hrozici denaturace
modifikované protilatky. Proto vétSina praci uvadi reakéni teplotu pro konjugaci
chelatoru s protilatkou v rozmezi 4-37 °C (Brouwers et al. 2004, Cooper et al. 2012,
Perk et al. 2005, Thakral et al. 2014). Diky této relativné nizké teploté je nutno volit
dlouhé reakéni Casy pro konjugaci, které se pohybuji v Sirokém rozmezi od dvou do 24
hodin (Brouwers et al. 2004, Perk et al. 2005). Dalsim dtisledkem nizké reakéni teploty
a tim padem 1 vytéZnosti je téZ nutnost pouzit zna€ny molarni pfebytek chelatoru oproti
protilatce. Do konjugacni reakce obvykle vstupuje 50-100x vétsi latkové mnozstvi
chelatoru nez protilatky (Cooper et al. 2006, Lewis et al. 1994).

Vysledkem takovéhoto nastaveni reak¢énich parametrii konjuga¢niho kroku je ale
mimo UspéSné modifikované protilatky také velké mnoZstvi nenavéazaného chelatoru
v reakéni smési. Tohoto volného chelatoru je tfeba se pied vlastnim radioizotopovym
znaCenim zcela zbavit, protoze by s modifikovanou protilatkou velmi uspésné
kompetoval o vneseny radiokov, ¢imZ by dramaticky snizil efektivitu znaceni. Resp.
v pfipadé€, Ze by reakéni smés po konjugaci nebyla viibec preciSténa, pak by se béhem
znaeni prakticky vSechen radiokov vazal na volny cheldtor, zatimco protilatka by
zustala v podstaté neoznacena. Timto chceme zdlraznit vyznam piecisSténi protilatky po
modifikaci jakozto jednoho z klicovych momentl celé metody. VéEtSina praci uvadi
v tomto bod¢ CiSténi smesi pomoci gelové filtrace (Lui et al. 2013) ¢i preparativni

HPLC (Schlesinger et al. 2008). My jsme zvolili metodu gelové filtrace s pomoci
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Sephadexem G-25 plnéné kolony PD-10 (GE Healthcare), kterd se pro tyto aplikace
nejcastéji vyuziva.

Ptestoze na kolonu aplikovany objem vzorku (1-1,5 ml) nepiesahoval maximalni
deklarovanou kapacitu kolony (2,5 ml), zdhy se ukézalo, Ze precitésténi reakéni smési
po konjugaci na jedné koloné je naprosto nedostacujici. Proto jsme zavedli systém
sériového Cisténi na dvou a posléze i tfech naslednych kolonach PD-10. Ilustra¢ni elu¢ni
profily z ¢isténi na tfech po sobé jdoucich kolonach jsou uvedeny v kapitole 5.3. Teprve
pouziti tii naslednych purifikacnich kroka na gelovych kolonach zajistilo dostate¢nou
Cistotu roztoku protilatky pro znaceni s vysokou vytéznosti.

Ovsem takovéto intentzivni preCisStovani modifikované protilatky s sebou
pfinasi nékolik negativnich dopadii. A sice jednak zifedéni protildtky na kolong, ale
pfedev§im ztratu modifikované protildtky vlivem absorbce v kolong. Diky méteni
koncentrace protildtky Bradfordovou metodou po piecisténi bylo mozno vypocitat 1 jeji
presnou ztratu na koloné. V ptipadé pouziti dvou naslednych kolon se primérna ztrata
protilatky pohybovala okolo 60% pivodniho mnozstvi, v ptipadé tifi kolon ¢inila
dokonce 75% a to navzdory pfedchazejicimu vysyceni kolony roztokem hovéziho
sérového albuminu. Lze fici, Ze popsany jev adsorbce v koloné je jednim z negativ této
metody CiSténi, protoZe takto vysoka ztrata ligandu znacné zveda naroky na mnozstvi
spotfebované protilatky, coz mlze byt v piipad€ prace s malym vychozim mnoZstvim
protilatky limitujici.

Pti dobfe modifikované a preciSténé protilatce nebyva znaceni radiokovy jiz tak
obtizné. Samoziejmé je nutnym piepodkladem stdle dodrzovat maximalni moznou
Cistotu celého procesu s ohledem na potenciondlni kontaminaci trojmocnymi kovy
(zejména Fe’). Oznaceni protilatek modifikovanych chelatory NOTA a PCTA luteciem-
177 poté probihd pomérné rychle (60 minut), v piipade cheldtoru DOTA by bylo,
z hlediska usnadnéni komplexace, vhodné reakéni smes zahtat na vyssi teplotu (Price a
Orvig 2014). To je ovSem v pfipadé monoklonalnich protildtek vylouceno z diivodu
nebezpeci jejich denaturace, proto je nutno znacéné prodlouzit reakéni dobu (az 12
hodin) a teplotu zvysit maximalné na 37 °C. VétSina dostupné literatury (Cooper et al.
2006, Price a Orvig 2014) uvadi v ptipadé chelatace za pomoci DOTA reak¢ni dobu jen
1 hodinu, ovSem nasSe pfedbézné experimenty ukazaly, Ze to neni optimalni doba. Proto

jsme nakonec protokol modifikovali na inkubaci po dobu 12 h.
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Diky dostatecnému piecisténi po modifikaci se pfi znaceni podaiilo dosahnout
vysokych hodnot radiochemické Cistoty (vzdy pies 90%), coz je zakladni podminka pro
spravné provedeni naslednych pokusii na bunéénych liniich.

Druhou zésadni vlastnostni nutnou pro uspésné testovani v zivych systémech je
dostate¢na stabilita oznacené protilatky. Tato byla ovétfena jednak 24 hodin po oznaceni
a pak znovu i za 7 dni po pfipravé. Vzhledem ktomu, ze primérny pokles
radiochemické Cistoty po 24 hodinéach ¢inil 0,1% a po 7 dnech 5%, lze fici, ze stabilita
nami piipravenych luteciem-177 znacenych protilatek je velmi vysokd a jsou tak
vhodné pro biologické testovani. Rozdily ve stabilit¢ protilatek modifikovanych
jednotlivymi chelatory (DOTA vs. NOTA vs. PCTA) nebyly vyznamné. Prace
porovnavajici in vitro/in vivo stabilitu monoklonalnich protilatek zna¢enych bud’ ptimou
jodaci ¢i chelataci radiokovu pomoci DOTA téZ ukazuji na vysokou stabilitu protilatek
s radiokovy a to vyS$$i nez u jodovanych protilatek (Brouwers et al. 2004).

Radionuklid lutecium-177 diky emitovému zéfeni, které ma beta i gama slozku,
umoznuje mimo zobrazovani cilovych struktur téz i terapeutické vyuziti. V tomto sméru
byly jiz publikovany prace napt. s protilatkou trastuzumabem, ktera je urcena pro
imunoterapii HER2 pozitivnich nadort prsu (Rasaneh et al. 2009, Rasaneh et al. 2010).
Studované chelatory umoziuji pouzit pro oznaceni modifikovanych protilatek pomérné
Sirokou paletu radionuklidi mimo popisovaného lutecia-177. DOTA je velice
univerzalni chelator, ktery lze pouzit jak pro znaceni diagnostickymi radionuklidy (napf.
64Cu, 68Ga, 111In, 86Y), tak 1 terapeutickymi (90Y, 213Bi, 215Pb, 225Ac) (Price a Orvig
2014). NOTA je taktéz vhodnym chelatorem zejména pro pozitronové zifice **Ga a
%%Cu, oviem lze ji chelatovat i 86190y, 212213g4 o My (Price a Orvig 2014). V ptipadé
PCTA jsou velmi dobfe chelatovatelné nuklidy %Ga a **Cu (Price a Orvig 2014).

V poslednich letech se jevi jako velmi zajimavé vyuziti pravé pozitronovych
zafich v kombinaci s monoklonalnimi protilatkami pro diagnostické pouziti in vivo
pomoci pozitronové emisni tomografie (PET). V této aplikaci se ndmi pouZité chelatory
resp. modifikované protilatky mohly vyuZit v kombinaci s PET nuklidy jako **Y (Nayak
et al. 2010, Pecking et al. 2012) & **Cu (Niu et al. 2010). Gallium-68 je sice diky
komer¢né vyrabénému generatoru Ge/Ga pomérné dobie dostupny PET nuklid, ov§em
diky svému poloCasu piemény (68 min) neni vhodny pro spojeni s monoklonalnimi
protilatkami. Pro tiplnost je tieba zminit, Ze PET nuklid ¥'Zr je téZ uzivan pro znadeni
monoklondlnich protildtek, ovSem pouze za vyuziti specifického chelatoru

desferrioxaminu (DFO) (van de Watering et al. 2014). Pro znaceni monoklonalnich
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protilatek je téz vhodny pozitronovy zaii¢ jod-124, ktery se ale vaze na protilatku
pfimou jodaci, tedy ne pomoci chelatoru (Poli et al. 2013).

Pro nukledrni medicinu obecné nejvyznaméjsi pozitronovy zafi¢ fluor-18 se ke
znaCeni monoklonalnich protilatek nevyuziva a to pro jeho kratky polocas premény (110
min), ktery neni v souladu s biologickym polofasem intaktnich protilatek (desitky
hodin). OvSem u derivath protilatek jiz své uplatnéni ma. Naptiklad v pfipad¢ tzv.
»affibodies®, které maji vyznamné kratsi biologicky polo€as nez vlastni protilatky, 1ze
znaceni fluorem-18 aplikovat (Kramer-Marek et al. 2008, Namavari et al. 2008).

Mimo radioizotopového znaceni Ize protilatky vizualizovat 1 pomoci
fluorescencnich znacek a to jak in vitro (Gong et al. 2014), tak in vivo (Metildi et al.
2013). Dokonce existuje i dudlné znacend monoklondlni protilatka, tj. zaroven
fluorescenéné i radioizotopové (Liitje et al. 2014). Zadna fluoresceéni metoda znadeni a
detekce protilatek in vivo se ovSem zatim nedostala do klinické praxe.

Chelatorem modifikované a luteciem-177 oznacené protilatky byly po GspéSném
testovani radiochemickych parametrii podrobeny naslednému biologickému testovani
vazebnosti a to na tfech vybranych bunéfnych liniich exprimujici riznd mnoZzstvi
cilového antigenu, tj. receptoru pro epidermalni ristovy faktor. Mimo zjisténi samotné
vazebnosti znacenych protilatek bylo cilem studie 1 porovnat vliv zvolen¢ho chelatoru
na tuto vazebnost.

Vazebnost vyjadiena jako podil navazané frakce k aplikované davce se
pohybovala u zvolenych bunéénych linii v rozmezi 8%-43% v zavislosti na pouZitém
ligandu a linii. Pro vylouceni nespecifické vazby byly provedeny experimenty
s preinkubaci bun€k s nadbytkem neznaCené parentni protilatky. U preinkubovanych
bunék doslo k dramatickému poklesu nasledné vazby radioligandu a to pfiblizné na 1,1
- 2,4% podané davky a to u vSech studovanych kombinaci chelator-protilatka-bunécna
linie.

Statistickd analyza ukazala, Ze vZdy v ramci dané linie (A431, HaCaT a HepG2)
a protilatky (cetuximab ¢i panitumumab) neni signifikatni rozdil v akumulaci
radioligandu s riznym cheldtorem (DOTA, NOTA, PCTA) a to s jedinou vyjimkou.
"L u-DOTA-panitumumab jevil signifikantn& niz$i akumulaci v linii A431 nez '""Lu-
PCTA-panitumumab (p=0,0125).

Lze tedy fici, Ze jsme nepozorovali signifikantni vliv typu cheldtoru na
vazebnost znacené protilatky in vitro, coz by naznacovalo, ze typ zvolené¢ho chelatoru

skutecné¢ nema vliv na vazebnost dané protilatky. Tento nalez neni v rozporu s udaji
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publikovanymi jinymi autory. Vera et al. (2012), zkoumali vazbu luteciem-177
zna¢eného nimotuzumabu na receptor pro epidermalni ristovy faktor a to v modifikaci
s chelatorem DOTA a DTPA. Tyto experimenty studujici akumulaci téchto radioliganda
na mysSim modelu (tumorech tvofenych bunécnou linii A431) ukazaly, Ze vazebnost
téchto dvou derivati nimotuzumabu se signifikantné nelisi. Podobné zjisténi bylo
publikovano téz pro protilatky DOTA-trastuzumab, oxo-DO3A-trastuzumab a PCTA-
trastuzumab znacené médi-64. Tyto tii protilatky vykazovaly podobnou vazebnost na
¢tyfech bunécnych liniich exprimujicich rizné trovné receptoru HER2/neu (Ferreira et
al. 2010). Samoziejmé, ze podobna vazebnost na cilovy receptor a vysoka stabilita
radioligandt jest¢ nemusi nutné znamenat, zZe jejich chovani v organizmu bude podobné
shodné jako in vitro. Pouzity cheldtor mize in vivo ovlivnit vyznamné biologické
parametry znacené protilatky, jako jsou biodistribuce a eliminace, coz muze vyustit
v podstatné rozdily v radiac¢ni zatézi riznych organli. Dokumentovat to lze napf. na
studii médi-64 znacené protilatky ch14.18, ktera ukéazala, ze pouzity chelator vyznamné
zmeéni biodistribuci (Dearling et al. 2011).

Zavérem muZzeme fict, Ze vazebny podil zkoumanych protilatek odpovida
mnozstvi exprimovanych EGFR receptorii, které bylo zjiSténo pomoci manudlni
saturacni techniky a KEX metody v pfedeSlych experimentech. To znamena, Ze
relativné vysokd vazebnost byla pozorovana u bunécnych linii bohatych na EGFR.
Rozdil mezi vazbou na linii A431 a HaCaT téZ odpovida rozdilu v expresi EGFR u
téchto dvou linii, zatimco HepG2, tj. bun&cna linie s nejnizsi expresi tohoto receptoru
zkoumané bunécné linie dokazuji spravnou funkci téchto bunék ve smyslu exprese
odpovidajiciho poc¢tu EGFR receptorii. Preinkubace s neznacenou protilatkou témef
zcela blokovala vazbu znacené, coz je téZ v souladu s dfive publikovanou praci
(Ferreiera et al. 2010). Toto zjisténi potvrzuje zachovani vazebné specifity pfipravenych
protilatek k EGFR receptoriim.

Experimentalni data prezentovand v této praci mohou piispét k dal§Simu vyvoji
v oblasti radioaktivné znacenych protilatek. Studované znacené protilatky prokézaly jak
vhodné radiochemické parametry, tak i nadéné biologické chovani in vitro. Vysoka
biologickd stabilita komplexti lutecium-chelator je v souladu s publikovanymi udaji
(Kam et al. 2012, Ju et al. 2010). Dobry potencidl znaceného cetuximabu jakozto
diagnostického agens naznaCuje preklinicka prace, zkoumajici biodistribuci této

protilatky na mysich nesouci nddory tvotené bunkami A431 (Perk et al. 2005). Nov¢
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publikované experimentalni prace v této oblasti (napt. Ingargiola et al. 2014, Liu et al.
2014) naznacuji, ze preklinické studie by mohly v budoucnosti potencidlné vyustit

v dalsi postup smérem ke klinickému uziti studovanych protilatek.
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7 Zavér

Tato disertacni prace v teoretické casti predklada piehled v soucasné dobé
vyuzivanych cilenych radiofarmak, do kterych se fadi i vyznamnd skupina
radioizotopové znacenych monoklonédlnich protilatek. Vyuziti specificky cilenych
monoklonalnich protilatek ve spojeni s radionuklidy —
radioimunodiagnostika/radioimunoterapie — je v poslednich letech pomérn¢ intenzivné
studovanou oblasti nuklearni mediciny. V navazujici Casti teoretické sekce disertacni
prace jsou podrobné popisovany monoklondlni protilatky a to jak z pohledu jejich
struktury a plvodu, tak zejména sohledem na jejich vyuziti v oboru nukledrni
mediciny, tj. jsou probirdny zplsoby zapojeni riznych radionuklidii do struktury
protilatky, volba vhodného radionuklidu v zavislosti na jeho vyuziti, klinické aplikace
takto modifikovanych protilatek v radioimunodiagnostice a radioimunoterapii.
Zavérecny oddil teoretické casti prace se zabyva popisem receptoru pro epidermalni
rustovy faktor (EGFR), ktery pfedstavuje cilovou strukturu ve studiich popisovanych
v experimentalni ¢asti prace. Nedilnou soucasti teoretické sekce disertacni prace je téz
popis klinicky pouzivanych monoklonalnich protilatek, které terapeuticky cili pravé na
receptor EGFR a jsou téZ vyuZivany jako jeho ligandy v experimentalni ¢asti této prace.
Cilem této disertacni prace bylo zavést na pracovisti metodiku pro znaceni
monoklonalnich  protilatek izotopem jodu (') s dostate¢nou efektivitou a
radiochemickou c¢istotou. S pomoci takto oznacenych protilatek stanovit miru exprese
receptoru pro epidermdlni ristovy faktor u ctyf zvolenych bunéénych linii (A431,
HaCaT, HCT116 a HepG2) pomoci dvou riznych metod se dvéma riznymi ligandy a
porovnat tyto metody. DalSim cilem bylo modifikovat monoklonélni protilatky
cetuximab a panitumumab pomoci tfi raznych bifunkénich chelatori, takto
modifikované protilatky oznacit luteciem-177 v dostatecné radiochemické Cistoté a
nasledné ovéfit vazebnost oznacenych protildtek na v predchézejicim kroku ovétenych
bunécnych liniich in vitro. V této souvislosti byl dale posouzen vliv typu pouzitého
cheladtoru na tuto vazebnost. Takto modifikované protilaitky by mohly v budoucnu
slouzit pro diagnostiku a terapii karcinomt se zvySenou expresi receptoru EGFR.

Prvni ¢ast oddilu vysledkii uvadi, s jakou uspésnosti se podafilo znaceni
protilatek cetuximabu a panutimumabu jodem-131. Konkrétné dosahovalo vytéznosti
90% resp. 52% a po preciténi se radiochemicka Cistota preparatii pohybovala v rozmezi

97-98%. Testovani stability oznacenych protilatek ukdzalo, Zze pokles radiochemické
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Cistoty po 24 hodinach je v tadu jednotek procent. Takto oznacené protilatky byly
vyuzity pii experimentech zaméfenych na stanoveni exprese receptoru EGFR, jakozto
vyznamného terapeutického cile protinadorové 1é¢by. Stanoveni bylo provadéno, jak
pomoci  klasické  manudlni  saturacni  techniky, tak pomoci  nového
poloautomatizovaného piistupu tzv. kinetické extrapolacni metody (KEX) s vyuzitim
unikatniho piistroje LigandTracer® Yellow. Ob& zmifiované metody vykazovaly
vysledky ve vzdjemné shodé. Lze tedy fici, ze novd KEX metoda je metodou
ekvivalentni ke klasické saturacni technice a Ize ji v této aplikaci s uspéchem vyuZzit.
Celkové lze dle miry exprese stanovovaného receptoru studované linie setadit takto:
A431 > HaCaT > HCT116 = HepG2. Tyto vysledky byly déle korelovany s expresi
EGFR, které¢ byly ziskany pomoci metody western blot. S vyjimkou linie A431 nebyly
tyto hodnoty exprese receportit EGFR u zkoumanych linii v literatuie dosud popsany.

V dalsi casti prace jsme se zaméftili na modifikaci monoklondlnich protilatek
cetuximabu a panitumumabu bifunkénimi chelatory DOTA, NOTA a PCTA, a na jejich
znaceni luteciem-177. U téchto protilatek byla dosazena vysoka radiochemicka cistota.
Stabilita téchto preparati byla velmi vysoka, pokles radiochemické Ccistoty po 24
hodinach byl velmi nizky. Experimenty zjiStujici vazebnost téchto protilatek na
bunéénych liniich s ovéfenou expresi EGFR ukazaly relativné vysokou miru specifity
vazby protilatek, nebot’ po preinkubaci s nadbytkem neznacené protilatky tento vazebny
podil klesl na minimalni hodnoty. Podil navdzané protilatky navézané protilatky byl ve
shod€ s mirou exprese cilového EGFR receptoru zjisténého v piedeslé casti prace. Pri
vyhodnocovani vlivu chelatoru na vazbu protilatek nebyl nalezen Zadny signifikantni
rozdil v jejich vazbé na pouzité bunky a lze tedy konstatovat, Ze typ pouzitého chelatoru
nema vyznamny vliv na vazebnost modifikované protilatky in vitro. Tato prace muze
byt vychodiskem pro dalsi preklinické studie zaméfené na ovérovani farmakologickych

vlastnosti radioaktivné znacenych protilatek in vivo.
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