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V poslednych rokoch sa zvysuje pocet zhubnych nadorov v populacii. Z déovodu
¢astych vaznych neziaducich uc¢inkov chemoterapeutickych lieciv na cely organizmus sa
do popredia dostdva cielend protinddorova terapia. Vdaka svojmu Specifickému ucinku
na regulacné a signalne drahy proteinovych Struktir, su k cielovej protinddorove;j terapii
vyuzivané monoklonélne protilatky. Medzi zékladné vlastnosti rasticeho nadoru patria
vaskulogenéza (schopnost’ novotvorby ciev z endotelidlnych prekurzorov) a angiogenéza
(proces vlastnej novotvorby ciev). Medzi endotelidlne progenitory nadoru patri
vaskularny endotelidlny rastovy faktor (VEGF). VEGF svoj biologicky ucinok aktivuje
prostrednictvom vézby na svoje transmembranové tyrozinkinazové receptory VEGFR.
Prave inhibicia receptorov vaskuldrneho endotelového faktoru je cielom niektorych
monoklonédlnych protilatok. Ramucirumab je monoklonalna protilatka, ktora selektivne
inhibuje VEGF receptor typu 2 (VEGFR-2) a tym blokuje aktivacné a signaliza¢né drahy.

Cielom predkladanej diplomovej prace bolo zrealizovat’ nepriame radioaktivne
znacenie monoklondlnej protilatky ramucirumab radiodiagnostickym nuklidom **™Tc
pomocou chelatoru succinimidyl-6-hydrazino-nicotinamidu (HYNIC). U pripraveného
radiofarmaka **™Tc-HYNIC-ramucirumab sa overila radiochemicka &istota a stabilita po
dobu 24 hodin. Radiochemicka Cistota a stabilita bola overend pomocou metody HPLC
ai1TLC. Radiofarmakum sa otestovalo ajna biologické vlastnosti, teda zachovanie
schopnosti sa viazat na cielovy receptor VEGFR-2 exprimovaného na néadorovej
bunkovej linii 'udského prostatického karcinomu. /n vitro experimenty boli zrealizované
pomocou manualnej saturacnej techniky a automatickej radioimunoanalytickej metody
s detekciou v redlnom case. Cielom bolo zistenie hodndt rovnovaznej disociacnej
konstanty Kp, ktora urcuje afinitu skimanej latky k cielovej proteinovej Strukture.

Vysledkom radioaktivneho znacenia monoklondlnej protilatky ramucirumab bola
priprava stabilného radiofarmaka *°™Tc-HYNIC-ramucirumab, kde jeho pripravené
vzorky vykazovali radiochemicku ¢istotu vyssiu ako 95 %, Co je poziadavka Eurdpskeho
liekopisu pre aplikaciu radiofarmak pacientom. Ani po 24 hodinach od zrealizovania
radioaktivneho znafenia nebola zistena vyznamna pritomnost’ vol'ného technécia, ktora



by znacila nestabilitu radioaktivne zna¢eného imunokomplexu. V in vitro experimentoch
bola stanovena rovnovazna disociaéna konstanta pre vizbu **"Tc-HYNIC-ramucirumab
na VEGFR-2 v hodnote Kp = 9,99 + 2,06 nM pre manudlnu saturacnu techniku a
Kp=1,54+ 0,52 nM pre automaticku radioimunoanalyzu. Ziskané¢ hodnoty in vitro
Stadie tak potvrdili zachovanie vidzbovej schopnosti radioaktivne znacenej
monoklonalnej protilatky k bunkovému VEGFR-2.

Vysledkom predkladanej diplomovej prace je potvrdenie moznosti radioaktivne
znadit’ monoklonalnu protilatku ramucirumab diagnostickym radionuklidom **™Tc cez
chelatacné ¢inidlo HYNIC so su¢asnym zachovanim vidzbovych schopnosti pripraveného
radiofarmaka. Pripraveny radioaktivne znaéeny komplex **™Tc-HYNIC-ramucirumab by
sa mohol stat’ sl'ubnym ligandom pre vizualizaciu VEGFR-2 pozitivnych nddorovych
ochoreni, ak by sucasne obstal aj v in vivo testovani.
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The number of malignant tumours in the population has increased in recent years.
Due to the frequent serious sides effects of chemotherapeutic drugs on the whole
organism, targeted antitumor therapy is at the forefront. Due to its specific effect on the
regulatory and signal pathways of protein structures, monoclonal antibodies are used for
the target anti-tumour therapy. The basic properties of the growing tumour include
vasculogenesis (the ability to build new blood vessels from the endothelial precursors)
and angiogenesis (the process of self-inducing formation of blood vessels). Endothelial
tumour progenitors include vascular endothelial growth factor (VEGF). VEGF activates
its biological activity by binding to its transmembrane tyrosine-kinase receptors VEGFR.
Indeed, the inhibition of the vascular endothelial factor receptors is the target of some
monoclonal antibodies. Ramucirumab is a monoclonal antibody that selectively inhibits
VEGTF receptor type 2 (VEGFR-2) and thereby blocking the activation and signalizing
pathways.

The aim of this diploma thesis was realised indirect radioactive labelling of the
monoclonal antibody ramucirumab with the **™Tc radiodiagnostic nuclide using the
succinimidyl-6-hydrazino-nicotinamide chelator (HYNIC). Radiochemical purity and
stability of the prepared radiopharmaceuticals **"Tc-HYNIC-ramucirumab was verified
for 24 hours. Radiochemical purity and stability was verified by HPLC and iTLC.
Radiopharmaceuticals were also tested for their biological properties, therefore their
ability to bind to the target receptor VEGFR-2, expressed on the tumour cell line of human
prostate cancer. In vitro experiments were performed by using manual saturation
technique and real-time radioimmunoassay. The aim was to find values of the equilibrium
dissociation constant Kp, which determines the affinity of the tested substance to the
target protein structure.

The result of radiolabelling of the monoclonal antibody ramucirumab was a
preparation of a *’™Tc-HYNIC-ramucirumab, of which prepared samples showed a
radiochemical purity more than 95%, that is required in the European Pharmacopoeia for
the application of radiopharmaceuticals to patients. No significant presence of free
technetium was found to indicate the instability of the radiolabelled immunocomplex
after 24 hours of the radioactive labelling. In in vitro experiments, the equilibrium



dissociation constant for the binding of *"Tc-HYNIC-ramucirumab to VEGFR-2 was
determined in values Kp = 9.99 £ 2.06 nM for manual saturation technique and
Kp =1.54 £ 0.52 nM for automatic radioimmunoassay. The values obtained for in vitro
studies confirmed the binding ability of the radiolabelled monoclonal antibody to
VEGFR-2.

The result of this diploma thesis is the confirmation of the possibility of
radiolabelling the monoclonal antibody ramucirumab with the diagnostic radionuclide
#mT¢ through the HYNIC chelating agent, with maintained binding abilities of the
prepared radiopharmaceuticals. The prepared radiolabelled **™Tc-HYNIC-ramucirumab
complex could become a promising ligand for visualizing VEGFR-2 of positive tumour
diseases, if it also passed in vivo testing.
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1 Zoznam pouzitych skratiek:

ADCC

APC
BiTE
BCA
BSA
CD
CDC

CT
CTL
CEP
EC
EDTA
EDDA

EDso

EGFR

EpCAM
ERBB
Fab
FBS

Fc

FDA
FGF
FGFR

FIk

Flt

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

antigén prezentujuce bunky angl. antigen presenting cells
angl. bi-specific T-cell engagers

kyselina bicinchoninova, angl. bicinchoninic acid
hovidzi sérovy albumin, angl. bovine serum albumin
angl. cluster of differentiation

komplementom  sprostredkovana cytotoxicita angl. complement
dependent cytotoxicity

vypocetna tomografia, angl. computer tonography

cytotoxicky T-lymfocyt, angl. cytotoxic T-cell

bunkovy endotelialny progenitor, angl. cell endhotelial progenitor
endotelialna bunka, angl. endhotelial cell

kyselina ethyléndiamintetraoctova, angl. ethylenediaminetetraacetic acid
kyselina etyléndiamindioctova, angl. ethylenediaminediacetic acid

minimalna davka ucinna pre 50 % populacie, angl. effective dose (median
effective dose)

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

angl. epithelial cell ahesion molecule

angl. receptor tyrosine-protein kinase

fragment viaZuci antigén, angl. fragment antigen binding

fetalne hovéddzie sérum, angl. fetal bovine serum

krystalizujuci fragment, angl. fragment crystallizable

Sprava pre kontrolu potravin a lieCiv, angl. Food and Drug Administration
rastovy faktor fibroblastov, angl. fibroblast growth factor

receptor pre rastovy faktor fibroblastov, angl. fibroblast growth factor
receptor

angl. fetal liver kinase

angl. fms-like tyrosine kinase
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FWHM
GMP
HAHA

HAMA

HER

HPLC

HSC
HYNIC

ICso

Ig
IL
INF y
ITLC

ka
kd

KDR
Ki
KIT

LR

LAK
MADb
MAP

angl. full width at half maximum
spravna vyrobna prax, angl. good manufacturing practise

ludské protilatky tvorené proti l'udskym protilatkam, angl. human
antihuman antibodies

I'udské protilatky vytvorené proti mysSim protildtkam, angl. human anti-
mouse antibodies

receptor pre I'udsky epidermdlny rastovy faktor, angl. human epidermal
growth factor receptor

vysokoucinna kvapalinova chromatografia, angl. high-performance liquid
chromatography

hematopoeticka kmenova bunka, angl. hematopoietic stem cell

sukcinimidyl-6-hydrazinonikotinamid, angl. succinimidyl-6-hydrazino-
nicotinamide

polovi¢nd maximalna inhibi¢né koncentracia, ang/. half maximal
inhibitory concentration

imunoglobulin, angl. immunoglobulin
interleukin, angl. interleukin
interferon vy, angl. interferon

instantnd  tenkovrstevnd chromatografia angl. instant thin-layer
chromatography

asocia¢na konStanta

disociac¢na konStanta

rovnovazna disocia¢na konstanta

angl. kinase insert domain receptor

inhibi¢na disociacné konsStanta

angl. receptor tyrosine kinase

ligand

komplex ligand-receptor

zabijaci aktivovani lymfokinom, angl. lymphokine-activated killers
monoklonélna protilatka, angl. monoclonal antibody

mitogénom aktivovana proteinkinaza, angl. mitogen-activated protein
kinases
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mCRC
MHC

MEK

MMP
MRI
mRNA
NK
NRP

NSB
PBS
PC-3

PET
PIGF

scFv

SPECT

RCC
SVP
Tb
Tef
Tf
TGF
TK
TNF

metastazujuci kolorektalny karcindém, angl. metastatic colorectal cancer

hlavny histokompatibilny komplex angl. major histocompatibility
complex

mitogénom aktivovana proteinkinaza, angl. mitogen-activated protein
kinases

matrix metalopeptidaza, angl. matrix metallopeptidase

magnetickd rezonancia, angl. magnetic resonance imaging
mediatorova ribonukleova kyselina, angl. messenger ribonucleic acid
prirodzeny zabijaci, angl. natural killers

neenzymaticky koreceptor neuropilinu, angl. non-enzymatic neuropilin
co-receptor

nespecificka vizba, angl. non-specific binding
fostatovy pufr, angl. phosphate buffered saline

bunky l'udského prostatického adenokarcinomu, angl. human prostate
adenocarcinoma cells

pozitronova emisna tonografia, angl. positron emission tonography
placentarny rastovy faktor, angl. placental growth factor

ramucirumab

jednoret’azcovy variabilny fragment, angl. single-chain variable fragment

jednofotonova emisna vypocetna tomografia, angl. single photon emission
computed tomography

receptor

karcinom obli€¢kovych buniek, angl. renal cell carcinoma
spravna vyrobna prax

biologicky polcas, angl. time biological

efektivny polcas, angl. time effective

fyzikélny polcas, angl. time physical

transformujtci rastovy faktor, angl. transforming growth factor
tyrozinkinaza, angl. tyrozinkinase

tumor nekrotizujuci faktor, angl. tumor necrosis factor
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VEGF

VEGFR

VH
VHL gén
VL

vaskularny endotelidlny rastovy faktor, angl. vascular endothelial growth
factor

receptor vaskularneho endotelialneho rastového faktoru, angl.vascular
endothelial growth factor receptor

tazky retazec, angl. heavy chain
angl. von Hippel-Lindau gen

lahky retazec, angl. light chain
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2 Uvod

Za posledné roky sa zvySuje pocet zhubnych nadorov v populécii. Priciny vzniku
nadorov su réznorodé. ZhorSovanie zdravotného stavu a tym aj vySsi pocet zhubnych
nadorov, ma zrejme na pri¢ine nezdravy spdsob zivota, environmentalne a infek¢né
faktory. Dolezitu rolu samozrejme zohravaji dedicné faktory. Po kardiovaskularnych
chorobach st zhubné nadory druhou najéastejSou pri¢inou umrtia v Ceskej republike
(CR). Medzi dlhodobo najviac zastipenym zhubnym nadorom v CR je kolorektalny
karciném. Medzi d’alSie rozsirené nadory v CR patria zhubny nador pl’ic, zhubny nador
prsnika u zien, karcindm prostaty a zhubny nador koze.

Prvé zmienky o pokusoch medikamentéznej protinadorovej liecby sa datuja do
20. storo¢ia. Zlom nastal v 50. rokoch, kedy sa zacali v praxi pouzivat k liecbe
myeloidnej leukémie, alkylacné cytostatika. Podstatou ucinku cytostatik je poSkodit’
nadorovi DNA. Cytostatika svojim pdsobenim na cely organizmus, poSkodzuju aj DNA
zdravych buniek amozu spdsobit’ myelosupresiu, kardiotoxicitu, neurotoxicitu,
nefrotoxicitu a mutagenitu. Aj napriek vaznym neziaducim ucinkom, liecba pomocou
cytostatik predlzuje dobu prezitia onkologickych pacientov, su stale vo vysokej miere
pouzivané a ich vyvoj stale pokracuje. (Adam et al., 2011)

Z ddvodu castych vaznych neziadtcich ucinkov cytostatik na cely organizmus, do
popredia vstupuje cielena protinddorova terapia. Vd’aka svojmu Specifickému ucinku na
regulacné a signadlne drahy proteinovych Struktar, st k cielovej protinddorovej terapii
vyuzivané monoklonalne protilatky. Kvoli vynikajicemu potencidlu pre systémovi
lie¢bu rakoviny a inych patologickych stavov st v sti¢asnosti v klinickom vyvoji, stovky
monoklonalnych protilatok.(Vosjan et al., 2010)

Monoklonéalne protilatky st preukézatelne Uc¢innou terapeutickou modalitou
u malignych nédorov. Koncept pre eradikaciu patogénov alebo nadorovych buniek
vyuZzivajucich protilatky, bol navrhnuty uz viac ako pred 100 rokmi. Objavenie
hybridomovej technologie, spolocnostou Kohler a Milstein v roku 1975, viedlo k tvorbe
monoklonalnych protilatok. Technologia sa zaoberala fuziou norméalnych B-lymfocytov
s mySimi myelomovymi bunkami. Vyvoj genetického inZinierstva zaznamenal pokroky
v profilovani genetickej expresie, proteomike, sekvenovani a deSifrovani komplexnych
signaliza¢nych dréh, ktoré odhalili nové terapeutické ciele monoklonalnych protilatok.
(Pandey a Mahadevan, 2014)

V terapii a diagnostike nadorovych ochoreni je délezitym faktorom tieZ nuklearna
medicina. Naviazanim radionuklidu na biologické lie€ivo, hovorime o radioimunoterapii.
Vysledkom je kombinaciou dvoch terapeutickych ucinkov: u€inok ziarenia radionuklidu
na ciel'ovu Strukturu a inhibi¢ny u¢inok monoklonalnej protilatky na aktivacné a signalne
dréhy receptoru nadorovej bunky. (Tomblyn et al., 2013). Prvé znacenie monoklondlne;j
protilatky bolo uskutoénené radionuklidom '*'I. Od tejto doby sa v in vitro $tadiach
pouzivaju rozne radionuklidy v kombinacii s réznymi monoklonylnymi protilatkami.
(Gansow, 1991)
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Pri vyskume novych monoklonalnych protilatok sa overuje schopnost’ vizby na
cielovu Strukturu. In vitro satura¢né S$tidie sa zameriavaju na afinitu monoklondlnej
protilatky znacenej radioaktivnym ziaricom k cielovému bunkovému receptoru.
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3 Teoreticka Cast’

3.1 Imunoterapia

Imunitny systém hra dolezita rolu v boji proti nadorovym ochoreniam. Vedl'a boja
proti infekénym agens je jednou s hlavnych roli imunitného systému eliminécia
transformovanych buniek predtym, nez budu schopné nadorového bujnenia. Cielom
imunoterapie je vyvolat alebo posilnit zlozky protinadorovej imunity. Oproti
chemoterapii imunoterapia ma prednost’ ni¢it nadorové bunky vysoko selektivne.
Bunecna populacia moéze byt eradikovana tUplne, ak nie je prili§ pocetna. Eliminacia
nadorovych buniek je sprostredkovana hlavne CD8+ cytotoxickymi T- lymfocyty (CTL).
Cytotoxické T-lymfocyty rozpoznavajui nddorové antigénne epitopy len vo forme
peptidov vystavenych na povrchu nadorovych buniek v komplexe s vlastnymi MHC
molekulami I. triedy (MHC restrikcia T-lymfocytov). Aktivacia cytotoxickych T-
lymfocytov vyZaduje kostimuldciu pomocnymi CD4+ T-lymfocytmi. Pomocné T-
lymfocyty sa najprv musia s nddorovym antigenom stretnit’ na povrchu antigen
prezentujucich buniek (APC, antigen-presenting cells), ako st napriklad dendritické
bunky, B-lymfocyty, Langerhansové bunky a makrofagy. Tato tzv. skrizend prezentacia
antigénu (cross-presentation) zaistuje za normalnych okolnosti vysoku Specifitu
imunitnych reakcii. APC ziskavaju nadorovy antigén tym, ze fagocytuju nekrotické
a apoptotické nadorové bunky. Nadorové antigény st degradované v lyzozémoch APC
a nasledne vystavené na bunecnej membrane MHC molekul II. triedy a kostimula¢nych
molekul. Stimulaciou, tj. vizbou komplexu MHC + imunogén na T-bune¢nych receptor,
a kostimulaciou, tj. vdzbou kostimulacnych molekal na prislusné receptory na T-
lymfocyte, dochadza k aktivacii pomocnych CD4+ T-lymfocytov, ktoré aktivuju
cytotoxické CD8+ T-lymfocyty, jednak produkujt radu interleukinov (TNF, IFN gama),
ktoré maju priamy protinadorovy u¢inok. MHC molekuly I.triedy na nddorovych bunkéch
stimuluju zloZky prirodzenej imunity (makrofagy a NK-bunky). Len spravna sekvencia
vSetkych vyssie popisanych procesov adaptivnej imunity moze viest' k u¢innej obrane
proti nadorovym bunkam. Dalsou vyznamnou zlozkou protinadorovej imunity sa NK-
bunky (natural killers). NK-bunky mo6zu cielene likvidovat nadorové elementy so
zniZenou expresiou MHC molekul 1. triedy, €ize bunky, ktoré unikaji mechanizmom
adaptivnej imunity sprostredkované cytotoxickymi T-lymfocytmi. Cytokiny ( IL2, IL12)
vyvolavaji premenu NK buniek na tzv. LAK (lymphokine-activated killers), ktoré sa
vyuzivaji v adoptivnej imunoterapii. DalSou moznostou imunitného systému
k eliminacii tumoru st makrofagy. Mechanizmus adaptivnej protinadorovej imunity
zobrazuje Obr. 1. (Jilek, 2008)
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Obr. 1: Mechanizmus protinadorovej bunkovej (adaptivnej) imunity. Prevzaté z: Klener
a Klener 2010.

3.1.1 Monoklonalne protilatky

Monoklonalne protilatky (monoclonal antibodies, MADb) su protilatky
produkované jednym klonom plazmatickych buniek, tj. potomstvom jedného
B-lymfocytu. PretoZze bunky jedného klonu produkuju Struktirne identické molekuly
protilatok, vyznacuji sa maximalnou homogenitou, tzn., ze su schopné viazat’ vel'mi
ucinne jedinu antigénnu determinantu. Tymto sa odliSuju protilatky monoklonalne od
protilatok polyklonéalnych. (Jilek, 2008)

Monoklonélne protilatky su vyuzivané najmé v onkoldgii, ale tiez pri liecbe
infekénych a autoimunitnych chorob a transplantologii. MAb maji schopnost’ viazat’ sa
na epitopy konkrétnych povrchovych antigénov. Medzi najCastejSie antigény patria
membranové proteiny (napr. CD20, CD52, CD33, CD40, CD80 a iné), rastové faktory
(napr. VEGF), receptory (napr. EGFR/ERBB/HER, VEGFR), adhézne molekuly (napr.
EpCAM, integriny) a d’alSie. MADb sa po dlhu dobu pouzivali prevazne k diagnostickym
ucelom. V roku 1997 americka Sprava pre kontrolu potravin a lie¢iv (FDA) povolila
klinické pouzivanie historicky prvej monoklonalnej protilatky rituximab k liecbe
nadoroveho ochorenia. Tymto sa zaCalo obdobie, kedy kazdym rokom pribudajt desiatky
novych MAb k liecebnym ucelom. MADb patria medzi imunoglobuliny (Ig), ktoré
vykazuju afinitu k antigénu. (Klener a Klener, 2010)

Imunoglobuliny rozdel'ujeme do 5 skupin, na zdklade stavby konStantnych domén
tazkych retazcov: IgA, IgD, IgE, IgG a I[gM. MAb pouzivané v protinddorovej terapii
patria viacSinou do triedy IgG. Mézu byt monoSpecifické (obsahuji dve identické
vizbové ramend), biSpecifické a trifunkéné protilatky. (Novy, 2014), (Sobotkova
a Barttinkova, 2008)

3.1.2 Mechanizmus uc¢inku a Struktira monoklonalnych protilatok

Molekuly imunoglobulinu st tvorené dvoma lahkymi a dvoma tazkymi
retazcami, ktoré maju tvar Y asu prepojené disulfidickymi mostikmi. Obsahuju
variabilny a konStantny fragment. Za Specifiku imunoglobulinov st zodpovedné

18



variabilné fragmenty, ina¢ nazyvané fragmenty viazuce antigén (Fab, angl. fragment
antigen binding). Tvoria ich dve l'ahké a dve tazké domény. K Fab fragmentu je
pripojeny konstantny fragment Fc (angl. crystallizable). Struktra je znazornena
v Obr. 2. Fragmenty Fab sluzia k vizbe nadorového antigénu, zatial’ ¢o fragment Fc
umoziuje vézbu a aktivaciu buniek imunitného systému (makrofagy, NK-bunky,
cytotoxické T-lymfocyty). (Sobotkova a Bartiinkova, 2008), (Stern a Herrmann, 2005),
(Klener a Klener, 2010)

Vizba protilatky na prisluSny nddorovy antigén nasmeruje pomocné bunky
imunitného systému do miesta nadoru, ¢o vedie k vyraznému nérastu fagocytdzy alebo
indukcii apoptéozy nadorovych buniek cytotoxickymi latkami, ktoré su sekrétmi
aktivovanych T-lymfocytov a NK-buniek. Tento mechanizmus protinddorového ucinku
MADb sa oznacuje ako protildtkami sprostredkovana bunkova cytotoxicita (ADCC,
z anglického antibody dependent cellular cytotoxicity). Dal§im mechanizmom, ktorym
monoklonélna protilatka vyvolava smrt’ cielovych buniek, je aktivacia komplementu,
takzvana komplementom sprostredkovana cytotoxicita (CDC, z anglického complement
dependent cytotoxicity). MAb moézu vykazovat priamy cytotoxicky ucinok, ako
napriklad agonistické protilatky proti smrtelnym (angl.death) receptorom, ale aj anti-
CD20 ¢i anti-EGFR/ERBB1/HERI1. Terapeuticky u¢inok MAb moéze spocivat’ v blokade
vézby ligandu na Specificky receptor bud’ neutralizaciou ligandu napr. anti-VEGF, alebo
vizbou na extracelularnu doménu receptoru ako napr. antagonistické mAb anti-
EGFR/ERBBI/HER1 cetuximab, anti-ERBB2/HER2/NEU trastuzumab, alebo
anti-VEGFR-2 ramucirumab. Monoklondlna protilatka blokuje aktivaciu prislusnej
signalnej drahy (transdukcénej kaskady), a preto zahriiujeme liecbu s MADb do cielenej
liecby (angl. targeted therapy). MADb pouzivané k liecbe malignych lymfémov vykazujt
afinitu aj k normalnym bunkovym populacidam (lymfocytom) nesticim prislusny
povrchovy znak ako napr. CD20, ktory je exprimovany nie len na lymfomovych bunkach,
ale aj na normalnych B-lymfocytoch, co méze mat’ vyrazny imunosupresivny u¢inok.
Rekombinantnou technoldgiou sa da pripravit’ protilatka biSpecificka, ktord obsahuje dva
odlisné fragmenty Fab viaZuce sa na dva odlisné antigény. Neskratené (angl. full-size)
biSpecifické protilatky st trifunkéné, pretoZze dvoma odliSnymi fragmentami Fab viazu
dva odliSné antigény a fragment Fc sprostredkovava vizbu efektorovych buniek
imunitného systému. Zvlastnym typom monoklonalnej protilatky st protilatky
oznacované ako bi-specific T-cell engagers (BiTE). Tieto protilatky st tvorené dvoma
roznymi protilatkovymi fragmentami scFv (angl. single-chain fragment variable),
z ktorych viaze antigén CD3 na povrchu T-lymfocytov a druhy antigén exprimovany na
nadorovych bunkéach. BiTE tymto sposobom pritahuju T-lymfocyty do miesta rastu
nadorov. Vyssie uvedené mechanizmy MAb na nadorovu bunku zobrazuje Obr. 3.
(Klener a Klener, 2010), (Klener a Klener, 2013), (Stern a Herrmann, 2005)
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Obr. 2: Struktiira monoklondlnej protilatky, Prevzaté z: Ferencik, 20035.
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Obr. 3: Mechanizmus ucinku monoklonalnych protilatok. (A) cytotoxicita zavisla na
protilatke (ADCC). (B) cytotoxicita zavisla na komplemente (CDC). (C) Priamy
cytotoxicky ucinok. Prevzaté z: Klener a Klener, 2010.

Klasickd priprava monoklondlnych protildtok vyzaduje fuziu T'udskych
myelomovych buniek so splenocytmi mysi, ktoré boli imunizované pozadovanym
antigénom, kedy touto fiziou vznikd nesmrtel'ny klon hybridomu produkujici mysie
MAD proti danému antigénu. Tieto mysie protilatky pri humannej aplikacii vyvolavaja
tvorbu l'udskych neutralizaénych protilatok HAMA (human anti-mouse antibody), ktoré
inhibovali biologicku u€innost’ terapeuticky podavanej MAb. Okrem toho, Fc fragment
mySej monoklondlnej protilatky neumoznoval optimalnu vézbu Tudskych
imunokompetentnych buniek, ¢o vyrazne znizovalo protinddorovy ucinok MADb
sprostredkovany cez ADCC. Moderné techniky génového inZinierstva umoZznili
konStrukciu  protilatok obsahujicich cast mySich a ¢ast’ ludskych sekvencii
aminokyselin, tzv. chimérické alebo humanizované MAb. Tiez je mozné vyrabat’ aj Cisté
I'udské protilatky. Samozrejme, aj tieto protilatky mozu indukovat tvorbu
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neutralizaénych protilatok HAHA (human anti-human antibody). Struktarne typy MAb
zobrazuje Obr. 4. (Klener a Klener, 2010), (Harris, 2004)

Z hladiska pévodu mAbD sa v ich nazvoslovi zaviedli nasledujuce koncovky:
pre Cisto mySie mAb -momab
pre chimerické mAb -ximab
pre humanizované mAb -zumab

pre Cisto 'udské -mumab

/

lidsky
cisté mysi chiméricka humanizovana plné lidska
pfiklad: ibritumomab rituximab bevacizumab panitumumab
anti-CD20 anti-CD20 anti-VEGF anti-EGFR/ERBB1/HER

Obr. 4: Prehlad struktur monoklonalnych protilatok. Prevzaté z: Klener a Klener, 2010.

Cisto mysie protilatky sa pouZivaji obmedzene, s vynimkou protilatok
konjugovanych s rddionuklidom. Patria tu anti-CD20 protilatky ibritumomab tiuxetan
(Obr. 5) snaviazanym radionuklidom ytria (°°Y) pod komerénym nizvom Zevalin
a tositumomab s naviazanym radionuklidom jodu ("*'I) pod komerénym nidzvom
(Bexxar) pouzivanych k liecbe malignych lymfomov. (Klener a Klener, 2010), (Krejsek
a Kopecky, 2004), (Cwiertka et al., 2004)

Potreba posilnit’ lie€ebnl t€innost’ MADb, viedla ku konstrukcii konjugovanych
protilatok, teda protildtok na ktorych je naviazana terapeutickd molekula a MADb, ktora
sluzi ako terapeuticky nosi¢. Konjugované protilatky mo6Zzu mat’ na svojej molekule
naviazany radionuklid, cytostatikum, toxin alebo enzym. V praxi sa hlavne osvedcuju
protilatky s naviazanym radionuklidom. Radionuklid sa pomocou protilatky dostane az
k naddorovému tkanivu a vykazuje intenzivny cytotoxicky uc¢inok na nedostupné maligné
elementy vo vnutri nddorovej hmoty. Oproti tomu, sa konjugiacia monoklondlnej
protilatky s cytostatikom vyuZiva menej. (Sievers a Senter, 2013), (Klener a Klener,
2010)

21



protildtka konjugovana
ibritumomab Cista protilatka s radionuklidem

tiuxetan

Y radionuklid

Obr. 5: Zndzornenie ucinku protilatky konjugovanej s radionuklidom. Prevzaté z: Klener
a Klener, 2010.

3.1.3 Incidencia zhubnych nadorov

Incidencia zhubnych novotvarov v CR dlhodobom meradle rastie (Obr. 6).
Pozitivne trendy stagnécie alebo dokonca mierneho poklesu u niektorych zavaznych
diagnoz, ako je zhubny nador pl'ic u muzov alebo zhubny nador kolorekta, vyvazuje
narast zhubného nadoru prsnika u zien a narast incidencie zhubného nadoru koze u oboch
pohlavi. Umrtnost na zhubné nadory vykazuje v absolutnych &islach stagnéciu,
v relativnych ukazovateloch, predovSetkym po Standardizacii k vekovej Struktire
obyvatel'stva, pokles, ktory je u oboch pohlavi od roku 2003 ¢oraz viac zretelny. Po
kardiovaskularnych chorobéach sii zhubné nadory druhou najcastejSou pricinou umrti v
CR. Rastiici pocet hlasenych pripadov zhubnych nadorov méZzeme Ciastocne davat’ do
stvislosti so starnutim populacie v CR. Dal§imi moznymi vplyvmi na rasticu incidenciu
su vyssi vyskyt fyzikalnych a chemickych kancerogénov, ktory je spdsobeny okrem iné¢ho
znecistenim zivotného prostredia a zmenami zivotného Stylu. Zhubny novotvar hrubého
&reva a koneénika je jednou z najéastejsie onkologickych diagnéz v CR. V celosvetovom
poradi §titov ma Ceska republika Siestu najvyssiu incidenciu tohto ochorenia. U oboch
pohlavi je zhubny nador kolorekta, po vylu¢eni "iného zhubného novotvaru koze", druhou
najcastejSou onkologickou diagnézou po karcindme prostaty u muzov a po karcindme
prsnika u zien. (http://www.uzis.cz/category/tematicke-rady/zdravotnicka-
statistika/novotvary)
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Obr.6 Graf: vyvoj incidencie zhubnych ndadorov a novotvarov u muzov a Zien v CR
(1980-2015). Prevzaté z: http://www.uzis.cz/category/tematicke-rady/zdravotnicka-

statistika/novotvary.

3.1.4 Cielena protinadorova terapia — inhibicia angiogenézy

Nador potrebuje k svojmu rastu plynuly prisun kyslika a zivin. Medzi ziskané
vlastnosti nadoru patri schopnost’ tvorit’ cievy (angiogénny fenotyp), obdobne ako
schopnost’ tvorit’ metastazy (metastaticky fenotyp). Mikrovaskuldrna denzita nadoru
predstavuje vyznamny prognosticky znak pre vytvorenie vzdialenych metastdz a pre
celkové prezitie pacientov s karcinbmom pfs, pltc, obli¢iek a kolorektalnym
karcinomom. Vaskulogenéza je proces vyvoja ciev z endotelidlnych prekurzorov,
nezavisly na uz existujucich cievach. Vznikaju nou fyziologicky embryondlne cievy, ale
uplatiiuje sa aj pri novotvorbe ciev nadoru. Na svedomi ju maju cirkulujuce endotelidlne
progenitory (CEP), ktoré pochadzajt z kostnej drene. Mobilizaciou CEP pdsobia faktory,
ktoré hraji kIicova rolu aj v angiogenézii. Je to predovsetkym VEGF a MMP9,
vyznamne sa uplatiuje tiez TGF-f. Cirkulujuce endotelidlne progenitory exprimuju na
svojom povrchu obvykle receptory pre VEGF-B, KIT a CD133. Angiogenéza (Obr. 7)
je proces vlastnej novotvorby ciev, ktory sauskutocCniuje réznymi mechanizmami.
Vprvom rade je to angiogenéza pucanim, tzv. sprouting angiogenéza. K inym
mechanizmom novotvorby ciev patri tzv. mozaikovité cievy, u ktorych st cievne steny
tvorené Ciasto¢ne nddorovymi bunkami. K d’al§im alternativnym mechanizmom patri tzv.
vaskulogénne mimikry, kedy nadorové bunky vytvaraju avaskularne kanaly, ktorymi
preteka krv, napojené na vlastné cievy. Koopcia ciev, sa nazyva proces, kedy nador rastie
pozdiZ uz vytvorenych ciev. (Klener a Klener, 2010), (Mashreghi ef al., 2017)
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Obr. 7: Angiogenéza. Sekrécia VEGF je stimulovana nddorom, hypoxiou, nizkym pH a
mnohymi dalsimi faktormi. VEGF sa viaze na jeho receptor (VEGFR) umiestneny na
endotelialnych bunkach (ECs) krvnych ciev. ECs sa aktivuju a zacinaju produkovat
enzymy a molekuly, ktoré povedu k Sireniu a rastu ECs. Medzi dalsie ucinky patri
mobilizacia endotelialnych progenitorovych buniek z kostnej drene, zvysena vaskularna
permeabilita a indukcia tkanivového faktora. Prevzaté z : (Otrock et al., 2007).

Nadorova angiogenéza ja na rozdiel od fyziologickej novotvorby ciev proces
dravy, nekontrolovany. Kvdéli tomu su novovytvorené cievy nadoru nevyzreté,
neusporiadané, chaotické, takmer bez vonkajsej vrstvy podpornych stabilizaénych buniek
a bez stvislej bazalnej membrany. To ma za nasledok vysoky prietok krvi do intersticia,
Casté krvacanié a trombozy, o spdsobi zvySovanie intratumoralneho tlaku. Dochédza
k zIému prietoku krvi nadorom a casto k hypoxickym nekrézam. Vplyvom zvysSeného
tlaku v intersticidlnej tekutine klesa prienik chemoterapeutik do nadorového tkaniva.
(Klener a Klener, 2013)

Kvoli tymto nasledkom sa angiogenéza nadorov, stala predmetom rozsiahleho
vyskumu ajej inhibicia sa objavuje ako raciondlny a potenciadlny pristup k liecbe
nadorovych ochoreni. (Folkman, 2002)

3.2 Radiofarmaka

Rédiofarmaka su lieky obsahujuce chemické alebo biologicky aktivne latky,
ktorych G¢innou latkou je radionuklid, ktory je zdrojom ionizujliceho ziarenia. Pouzivaju
sa k diagnostike, terapii a poskytuju informacie o kinetike, orgdnovej distribucii,
metabolizme a vylucovani aplikovanych zli€enin. ViacSina rédiofarmék sa podéava
intravenozne, peroralne v roztokoch, zelatinovych tobolkéach, inhalacne alebo lokalne.
Réadiofarmaka obsahujii minimalne jeden vc¢leneny radionuklid, ktory je uréeny svojim
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fyzikdlnym polcasom premeny, druhom aenergiou ziarenia. Radiofarmaka st
pripravované v podobe parenteralnych, peroralnych, inhala¢nych a topickych pripravkou
pre terapeutické a diagnostické ucely. Su vyrdbané individudlne s pouzitim radionuklidov
s kratkym pol¢asom premeny alebo hromadne pripravované, ktoré obsahuju radionuklid
s dlh$im polcasom radioaktivnej premeny. V terapii sa uplatiiuje len 5 % radiofarmak.
Zvysnych 95 % sa uplatiiuje pre diagnostické ucely. (Hanzalova, 2011), (Laznicek
a Komarek, 1998)

Oproti inym liecivdm maju radiofamakd vlastnost,, Ze obsah ucinnej latky, ktora
je vpripade radiofarmdk vc¢leneny radionuklid, vplyvom radioaktivnej premeny
radionuklidu sa exponencialne s ¢asom znizuje. Radionuklidy pouzivané pre diagnostiku
patologickych stavov by mali mat’ fyzikdlny polcas premeny radionuklidu primerany
dobe potrebnej pre klinické vysetrenie. Radionuklid by mal emitovat’ ¢isté ziarenie gama
v rozmedzi 100-300 keV bez sprevadzajiiceho korpuskuldrneho Ziarenia. V niektorych
pripadoch mézu byt’ perspektivne pre diagnostické tcely aj ziari¢e emitujuce Casticové
pozitronové ziarenie B*. Produktom radioaktivnej premeny pouZzitého radionuklidu ma
byt stabilny nuklid. Radionuklidy pouzivané pre terapeutické ucely musia emitovat’
ziarenie B, kedy su perspektivne aj niektoré Ziarice alfa. Pol¢as premeny nema byt prilis
kratky ani dlhy, aby sa aplikacia nemusela CastejSie opakovat’. (Lazni¢ek a Komarek,
1998)

3.2.1 Vyroba radiofarmak

Vyroba radiofarmak zahrituje hromadnu pripravu v centrdch pre pripravu
radiofarmdk, alebo sa pripravuji priamo na oddeleniach nuklearnej mediciny.
Rozdel'ovacim faktorom medzi tymito typmi pripravy je pol¢as premeny pouzitého
radionuklidu. Radiofarmakum, u ktorého je pol€as premeny radionuklidu dlhsi nez Cas
potrebny k jeho prevedeniu do liekovej formy, a doprava k odberatelovi je Casovo
1 finanéne vyhodna, sa uskutoc¢iiuje jeho hromadnd vyroba. Hromadnd priprava
radiofarmak mé& mnozstvo vyhod, ako su nizSie ndklady, jednotnost’ produktu, zaistenie
akosti a moZnost’ vyuzitia automatizacie a Specialnych zariadeni. Ako u ostatnych liekov,
sa vyroba radiofarmak musi tieZ riadit’ zdsadami smernic o spravnej vyrobnej praxi (SVP;
angl. Good Manufacturing Practice - GMP). Smernice spravnej vyrobnej praxe sa
uplatiuju  ako suhrn opatreni a kontrolnych postupov, ktoré zahriiuji oblast
farmaceutickej vyroby a reSpektujt radioaktivitu tychto pripravkov. Radiofarmaka maja
mnozstvo Specifik vo vyrobe. Vyrdbaju sa v pomerne malych SarZiach v stvislosti
s pol¢asom premeny obsahujiceho radionuklidu. Vyroba musi prebiehat’ za dodrziavania
podmienok radiacnej bezpecnosti a pravidlami ochrany pred nebezpecim ionizujiceho
ziarenia. Zariadenia pouzivané pri vyrobnych postupoch st uréené vyhradne pre vyrobu
radiofarmak. Aby sa zabranilo kontaminacii ovzdusia radioaktivitou, nesmie byt’ vzduch,
ktory je odsavany z pracovnych priestorov recirkulovany. Jednd sa o tzv. uzavrety systém
vyroby. Specifika st aj v odlinych pracovnych postupoch a dokumentaénej &innosti.
Dalsim sposobom pripravy je vyroba kitov pre pripravu radiofarmak. Z dovodu ulahéenia
pripravy a Standardizéacie zlozenia pripravkov znacenych kratkodobymi radionuklidmi,
ktoré sa pripravuju na pracoviskdch nukledrnej mediciny, boli zavedené kity. Kit
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obsahuje neradioaktivne zlozky v sterilnej a lyofilizovanej forme, ktoré po pridani
roztoku radionuklidu s nim vytvaraji pozadovany pripravok. Kit sa vyznacuje
jednoduchou arychlou pripravou, Standardnostou a reprodukovatelnostou zlozenia
pripravku, chemickou Cistotou, sterilitou, nepyrogenitou a moznostou dlhSieho
skladovania jeho neaktivnej formy. Najéastejsie pouzivané kity s na pripravu **™Tc
znacenych radiofarmak. Kit pre pripravu radiofarmaka znaceného *™Tc obsahuje
komplexotvornu latku (ligand), redukéné Cinidlo a d’alSie pomocné latky. (Laznicek
a Komarek, 1998), (Hanzalova, 2011)

3.2.2 Radionuklidy

Radionuklidy st atomy s nestabilnym jadrom, ktoré podliehaju radioaktivnym
premendm. Radionuklidy rozdel'ujeme podl'a typu premeny ich jadier do troch skupin na
a, B avy ziariCe. Pri radioaktivnych premendch musi byt zachovana energia, hmotnost’
a ndboj radionuklidu. (Kupka et al., 2017), (Laznicek a Komarek, 1998)

Tazsie atomové jadra podliehajii hlavne o premene. U o premeny dochadza
k emisii jadra hélia. Pri tejto premene sa proténové ¢islo radioaktivneho jadra zmenSia
o dve jednotky ajeho nukleénové &islo klesne o Styri jednotky. Priklady a ZiariCov
vyuzivanych v nuklearnej medicine st 2'°Bi, 2'*Bi a ?>*Ra. Beta Ziari¢e rozdel'ujeme do
troch typov. U B ziariCov nastdva emisia zaporne nabitych Castic (elektronov), zaroven
nastdva emisia antineutrina. Medzi priklady ZiariCcov uplatiovanych v nuklearnej
medicine, ktoré podliehaji typu tejto premene, patria napr. 13!, a *Mo. B* Ziari¢e emituji
kladne nabité Castice oznacované ako pozitroény. Pri tejto premene sa protonové c¢islo
znizuje o jednotku. U B* ZiariCov nastava tiez emisia neutrina. Priklady B* Ziari¢ov
uplatiiovanych v nuklearnej medicine st ®*Cu, '*F, 1°0 a >’Fe. Treti typ ZiariCov su Ziarice
elektronového zachytu, kde jadro zachyti jeden z planetarnych elektronov. V jadre
nastava zmena, kedy sa jeden nukledn zmeni z proténového stavu na stav neutrénovy za
st¢asnej emisie neutrina. Medzi priklady Ziari¢ov elektronového zachytu patria ¢’Ga, 121
a '"'n. (Reilly, 2010), (Koranda et al., 2014), (Laznic¢ek a Komarek, 1998)

Gama 7ziarenie nastava, ked sa z jadra uvoliiuje nadbytok energie vo forme
vysokoenergetického pradu foténov. Gama Ziarenie sa moze vyskytovat’ ako vedlajsie
7iarenie u niektorych B~ Ziaricov v energeticky vzbudenom stave. Prikladom je '*'I, ktory
patri medzi zmieSané  a y ziarie a preto sa da vyuzit’ ako pre diagnostické ucely tak aj
pre ucely terapeutické. Ziarenie y je velmi prenikavé, preto sa pouZiva najmi na
diagnostické igely. Na diagnostické ucely sa vyuziva aj Ziarenie B*. Ziarenie B~ a o su
vyuzivané prevazne k terapeutickym aplikaciam. Ziarenie y emituje tieZ najpouzivanejsi
radionuklid v nuklearnej medicine *™Tc. (Lazni¢ek a Komadrek, 1998), (Novy, 2014)

3.2.3 Priprava radionuklidov

Na pripravu radionuklidov pouzivanych v nukledrnej medicine sa pouZzivaju
Specidlne zariadenia. Medzi tieto zariadenia patri cyklotron a jadrovy reaktor. Pri priprave
radionuklidov sa umelo vyvolavaju jadrové reakcie. Principom tychto reakcii je, Ze zo
stabilnych prvkov ter¢ového materialu vznikaja pozadované radionuklidy. V niektorych
pripadoch sa vyuZivaju aj produkty $tiepenia tazsich atomovych jadier. Dalsi sposob
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pripravy radionuklidov je samovolnd radioaktivna premena z materského prvku na
dcérsky prvok, ktory je radioaktivny a ma vhodné vlastnosti pre pouzitie v nuklearnej
medicine. Tieto premeny sa tvoria v radionuklidovych generatoroch. Hlavnou ulohou
jadrovych reaktorov je vyroba energie, ale d4 sa vyuzivat aj ako zdroj neutrénov pre
pripravu radionuklidov. V jadrovom reaktore su radionuklidy pripravované ozarovanim
stabilnych jadier termalnymi neutronmi. Termdalne neutrony st neutrony s malou
energiou. V tomto zariadeni sa uskutoc¢iiuje riadend retazova Stiepna reakcia. (Laznicek
a Komarek, 1998)

Cyklotrony su urychlovace kladne nabitych Castic ako protony, deuterony, alfa
Castice a iné. Urychlenie sa deje v elektrickom poli na takl energiu, Ze tieto Castice su
schopné po dopade na vhodny ter¢ pri interakcii s jadrami ter¢u vyvolat pozadovanu
jadrovu reakciu. Dolezitym faktorom, ktory ovplyviiuje pohyb urychlenych castic je
magnetické pole. Pri priprave rddionuklidu v cyklotrone dochadza k zmene proténového
Cisla, teda vznika jadro iného chemického prvku nez su jadra terCové. (LazniCek
a Komarek, 1998)

Generatory radionuklidov produkuju radionuklidy s kratkym polcasom, tym
minimélne zat'azujii vysetrovaného pacienta radiaciou aumoziiuju vysoku kvalitu
zobrazenia. Generatorové systémy pouZzivané v nukledrnej medicine si zaloZené na
existencii dvojice radioaktivnych prvkov, z ktorych matersky sa premenou beta alebo
elektronovym zachytom meni na dcérsky radionuklid s kratkym pol¢asom premeny.
NajpouZivanej$im generatorom je generator *’Mo - *™Tc, pretoze vicsina radiofarmak
pre diagnostiku tvoria radiofarmaké znagené *™Tc. Pre nuklearnu mediciny a jej potreby
je to najddlezitej$i generator, pretoze **™Tc ma idedlne fyzikalne vlastnosti a jadrové
charakteristiky. Emituje Ziarenie gama o energii 140 keV, jeho pol¢as premeny je 6 hodin,
takZe radiacne zat'aZenie organizmu pacienta je malé a informacie pre diagnostiku
kvalitné. Velkost energie gama Ziarenia je I'ahko detekovatel'na a teda zobrazitel'na gama
kamerami dostupnymi vo vSetkych zariadeniach nukledrnej mediciny. Jeho relativne
kratky pol€as minimalizuje vystavenie Ziareniu pacientov podstupujucich zobrazovacie
postupy, ale na druhu stranu z hl'adiska prave jeho kratkeho fyzikalneho pol¢asu vyzaduje
rychle oznacovanie protilatok alebo peptidov. (Laznicek a Komarek, 1998), (Koranda et
al., 2014)

3.2.4 Znacenie monoklonalnych protilatok pomocou radionuklidu

Halogenacia a chelaticia si dva zdkladné mechanizmy, ktorymi sa znacia
monoklonalne protilatky. Najpouzivanej$i typ halogenacie je jodacia. Pri nepriame;j
jodacii sa joduje zvolena latka a potom nasleduje jej konjugacia s protilatkou. Medzi
metody priamej jodacie patri jodogenova metdoda a metdda chloraminu T. (Novy, 2014)
(Reilly, 2010)

Chloramin T je sodna sol N-monochlor-p-toulénsulfonamidu, ktord oxiduje
radioaktivny jodid. Vysledkom tejto reakcie je radioaktivny monovalentny jédovy kation,
ktory joduje jadrd tyrozinu na peptidovom ret'azci proteinu monoklonalnej protilatky.
Tymto vznikd protilaitka znacend radioaktivnym jodom. V jodogénove] metode sa
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k bielkovine znacenej radioaktivnym jodidom pridd jodogén (1,3,6-tetrrachlor-3a,60-
difenylglykoluril) rozpusteny v methylchloride. A opat’ tymto spésobom nastava jodacia
aminokyseliny tyrozinu v molekule monoklonélnej protilatky. (Novy, 2014), (Reilly,
2010)

Chelatacia je proces naro¢nejsi nez priama jodacia. Najprv nastdva konjugécia
monoklonélnej protilatky s chelataénym c¢inidlom anasledne sa znaci protilatka
s radionuklidom a vznik4 komplex s chelatorom. (Novy, 2014)

Technécium-99m (**™Tc), ktoré je najrozsirenej$i, najlacnejsi a najcastejsie
pouzivany radionuklid v nukledrnej medicine a je teda atraktivnym kandiddtom na
oznacovanie monoklonalnych protilatok, ich fragmentov a tiez peptidov na zobrazovanie
nadorov. Existuje niekol’ko pristupov k oznacovaniu molekal s *™Tc. Tie zahfhaju
priame metody, ktoré sa spoliehaju na vizbu *™Tc na endogénne thioly generované
redukciou disulfidovych vidzieb v monoklondlnych protilatkach, alebo chemicky
zavedené reakciou s thiolujucimi ¢inidlami, ako je napr. 2-iminothiolan. Nepriame
metddy, zahthajh vizbu *™Tc na chelatotvorné ¢inidlo, ktoré sa potom konjuguje s MAb
alebo peptidom (pristup tzv. predformovaného chelatacného ¢inidla) alebo s chelatorom
uz zaclenenym do biomolekuly. Existuju vyhody a nevyhody kazdej z tychto stratégii s
ohl'adom na jednoduchost’ pouZitia, stabilitu in vivo a prisposobivost’ formulécii sipravy.

Molekula MAb v ramci priameho znacenia technéciom moze byt oznacena
jednoducho pomocou redukcie malého podielu (<5%) inter- alebo intra-retazovych
disulfidovych vézieb na volné thioly spracovanim s 2000-ndsobnym molarnym
prebytkom 2-merkaptoethanolu poc¢as 30 minut. (REILLY, 2010)

Jedna z metdd nepriameho znacenia pomocou chelataénych Cinidiel vyuziva
chelatotvornu zluCeninu sukcinimidyl-6-hydrazinonikotinamid (HYNIC).
Ako koligandy reakcie, ktoré obsadia zostavajtice koordina¢né vizby *™Tc pre zaistenie
jeho stability v molekule chelatoru HYNIC sa modze pouzit kyselina
ethyléndiamindioctovd (EDDA), alebo kyselina ethyléndiamintetraoctovd (EDTA), ¢i
tricin alebo glukoheptonat za vysledného vzniku stabilného *™Tc komplexu
s biomolekulou. Tato metoda radioaktivneho zna¢enia bola opisand Abramsom a spol. v
roku 1990 (Abrams et al. 1990). HYNIC je konjugovany na molekule MAb alebo na jej
fragmentoch, alebo na peptidoch s pouzitim prebytku
HYNIC-N-hydroxysukcinimidového esteru, alebo inej chemicky reaktivnej formy, ktory
tvori amidovu viazbu s N-koncom alebo e-aminoskupinami v lyzinoch. NHS ester 'ahko
tvori amidovl vdzbu s vol'nou aminoskupinou proteinu. Po chromatografickom cCisteni sa
konjugat HYNIC-protildtka oznacuje **™Tc pocas inkubécie s **™Tc04 v pritomnosti
redukéniho ¢inidla SnClz a koligandu. Koligandy st potrebné, pretoze HYNIC zabera iba
jedno alebo dve zo §iestich koordinaénych miest *™Tc. Cinaté i6ny st zahrnuté do reakcie
radioaktivneho zna¢enia na znizenie oxidacného stavu technécia 7 do oxidaéného stavu
4", v ktorom je radioaktivny technécium reaktivny a je nasledne schopny tvorit’ komplex
s molekulou HYNIC. (Meszaros et al., 2010)
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3.2.5 Farmakokinetika a farmakodynamika radiofarmak

Spravanie radiofarmak v organizme zdvisi od ich distribucie, metabolizmu
a elimindcie. Distribucia a eliminécia radiofarmdk su zavislé na mnohych faktoroch ako
napr. vizba na krvné elementy, krvny prietok a permeabilita kapilar. Dizku pobytu latky
v organizme ovplyviluje transformécia vo vnutri bunky. Podl'a dizky doby pretrvavania
v cielovych orgénoch rozdel'ujeme radiofarmaka do dvoch skupin. V prvej skupine sa
nachadzaju radiofarmaka s dlhou dobou pretrvavania. Tato vlastnost’ sa vyuziva pri
statickej scintigrafii a jednofotonovej emisnej vypocetnej tomografii (SPECT, angl.
Single Photon Emission Computed Tomography). Druhéd skupina zahfiia radiofarmaka
s plynulym transportom cielovymi organmi. Efektivny polcas Ter, ktory charakterizuje
celkovy pokles aktivity radiofarmakd v organizme, zdvisi na biologickom polcase Ty
(doba, za ktori sa z organizmu vyluci polovica mnozstva podanej latky), atiez na
fyzikalnom polCase premeny Tr. (Koranda et al., 2014) Rovnica vyjadrujuca tento vzt'ah
je:
1 1 N 1
Tep T, Tf
3.2.6 SPECT a PET

Jednofotonova emisna pocitacova tomografia je flexibilnd a v§eobecne dostupna
zobrazovacia technika, ktora je schopna vizualizovat’ a kvantifikovat’ zmeny v systéme
cerebralneho krvného toku a neurotransmiterovych systémoch. (Newberg a Alavi, 2009).

SPECT bola predstavend zaciatkom osemdesiatych rokov minulého storocia ako
nastroj na hodnotenie regiondlnych $tadii cerebralnej perfizie a hustoty receptorov.
Indikétor prietoku alebo latka viaZzuca receptor, sa oznacuje radionuklidom a nésledne sa
aplikuje intraven6zne. Radionuklidy vhodné na oznacenie MADb alebo peptidov na
zobrazovanie naddorov pomocou SPECT musia emitovat’ dostatone silné y Ziarenie.
Optimalne rozmedzie energii y Ziarenia pre zobrazenie SPECT st 100 az 300 keV.
Snimky SPECT sa generuji pomocou gama kamier alebo obrazovych systémov
kruhového typu, ktoré zaznamenavaju fotony emitované sledovac¢om zachytenym v
organe. SPECT ma za nésledok lepSiu kvalitu obrazu ako dvojrozmerné alebo planarne
zobrazovanie, pretoZe sa navzajom neprekryvaji. Vysledkom je vyrazny narast kontrastu
medzi objektom a pozadim (pomer signalu k Sumu). Zobrazenia trupu, organov alebo
tkaniva, sa rekon$truuji pomocou spitnej extrapolacie detekénych linii ziskanych kazdou
kamerovou hlavou. (Reilly, 2010)

V zévislosti od typu zobrazovacieho systému a pouZitého indikatora sa rozliSenie
pohybuje od 14 do 17 mm plnej Sirky pri polovici maxima (FWHM, angl. full width at
half maximum) pre jednokomponentné gama kamery, ktoré sa dnes zriedka pouzivaju na
zobrazovanie mozgu. Dalej moZze byt rozlisenie od 8 do 10 mm FWHM pre tri a
Stvorhlavych kamerovych systémov a tiezZ od 7 do 8 mm FWHM pre Specialne obrazové
systétmy s kruzkovym typom. Doba skenovania v SPECT zavisi od zobrazovacieho
systému, typu radiofarmaka a pozadovanej kvality obrazu. Zobrazenia s vysokym
rozliSenim je mozné ziskat’ sti¢asnou technoldgiou za priblizne 20 az 30 minut. Objemova
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zobrazovacia kapacita vacSiny systémov SPECT umoziiuje rekonstrukciu pod
I'ubovol'nym uhlom pre axidlne, korondlne a sagitdlne roviny, alebo v rovnakom uhle
zobrazenia ziskanom pomocou vypocetnej tomografie (CT) alebo magnetického
rezonan¢ného zobrazenia (MRI). (Phelps, 2007)

NajcastejSimi radionuklidy, ktoré su vhodné na oznaCovanie biomolekul pre
zobrazovanie nadorov pomocou SPECT su #™Tc, '!'In, ’Ga, 121 a 1*'I. (Reilly, 2010)

Dal§ia zobrazovacia metdda, ktora vyuziva emisiu pozitrénov z vhodnych
radionuklidovych Zziaricov je pozitrénova emisna tomografia (PET). Pozitrony su B*
Castice, ktoré su emitované, ked’ sa proton konvertuje na neutrén v rozpadovej schéme
niektorych radionuklidov na stabilné elementy. p* Castice sa spoja s okolitymi elektronmi
a tym ddjde k tzv. anihilécii (,,vynulovaniu’’) s ndslednym vznikom dvoch anihila¢nych
fotonov s energiou 511 keV. Vyziarenim tychto fotonov z miesta anihilacie opacnym
smerom v tom istom okamziku, dopadnu stcasne na detektory, ktoré zaznamenaju
impulz, ktory preposielaju do pocitaca. (Makaiova, 2006)

Konstrukcia PET skenera sa skladd zcylindrického prstenca detektorov
s priemerom 80 az 100 cm s axidlnym rozsahom 10 az 20 cm. Detektory su chranené pred
vonkajSim ziarenim hrubymi olovenymi §titmi. VSetky komer¢ne dostupné PET skenery
ziskavaju udaje pre 3D zobrazenie bud’ zobrazenim celého objemu ako jednotky alebo
pomocou ukladania susednych 2D rezov do jedného obrazu. Radionuklidy vhodné na
oznacenie biomolekl pre zobrazenie nadorov pomocou PET st napriklad: >*I, "°Br, '*F,
d4mTe, H0mpy 86y 68Ga a 4Cu. Z pristrojového hladiska je PET az o 30-krat citlivejsi ako
SPECT a preto kvantifikuje obsah radiofarmaka v tele presnejSie. (Ollinger a Fessler,
1997) (Reilly, 2010)

3.3 Vaskularny endotelialny rastovy faktor a jeho receptory
3.3.1 VEGEF typy

Inhibitory angiogenézy priniesli vyznamny pokrok v liecbe niekol’kych nadorov
ako su kolorektalny, pl'icny, ovarialny a renalny karcinomov. Angiogenéza sa vyskytuje
pocCas beznej obmeny tkaniva, organogenézy vratane embryondlneho vyvoja u
stavovcoch, mensStruacie a hojenia ran. Naopak, aberantna angiogenéza mdze prispiet
k rozvoji patogenézy u nie neoplastickych portch (napr. diabeticka retinopatia) ako aj u
neoplastickych portich. Angiogenéza sprevadzajuca nadorové ochorenie je zakladnym
procesom pre rast nadoru, pretoze zabezpecuje zasobovanie kyslikom a zivinami na
proliferaciu buniek prostrednictvom vyvoja novych krvnych ciev, ktoré mézu sposobit’
progresiu metastazy nadoru. (Fontanella et al., 2014)

Rastovy faktor vaskuldrneho endotelu (VEGF) je prototyp velkej rodiny
angiogénnych a lymfangiogénnych rastovych faktorov, ktoré zahfnaj Sest’ Strukturalne
homologickych, sekretovanych glykoproteinov. Patria tu VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E a placentarny rastovy faktor (PIGF). Je to skupina klucovych
proteinov zapojenych do angiogénnej reakcie. VEGF-A (bezne oznacovany ako VEGF)
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bol prvy faktor, z tychto faktorov, ktory bol identifikovany na zaklade schopnosti
indukovat’ cievnu permeabilitu. (Youssoufian et al., 2007)

Naslednym klonovanim génu VEGF boli odhalené¢ izoformy (121, 145, 165, 183,
189 a 206) roznych velkosti podl'a poctu aminokyselin v biomolekule VEGF, ktoré su
vysledkom alternativneho zostrihu. NajpocetnejsSimi boli VEGF121 a VEGFi6s. Rozdiely
v expresii izoforiem VEGF sa mézu tykat’ odliSnych uloh pri normdlnej a abnormalne;j
angiogenézy. Okrem Strukturdlnych a kvantitativnych zmien izoformy VEGF, tiez
vykazuju rozdiely v biologickej dostupnosti, vdzbovej afinite k zvySkom v extracelularne;j
matrici a mitogénnej Gcinnosti. Napriklad VEGF 121 je pritomny a I'ahko vylu¢ovany v
syst¢tmovom obehu, zatial ¢o VEGFis9 a VEGF20s su izolované v extracelularnom
mikroprostredi a uvolnené az po proteolytickom Stiepeni. Oligomerizacia VEGF
izoformy zvysuje biologicku zlozitost’ systému kontroly angiogenézy. VEGF ligandy
mozu tvorit bud’ homodiméry alebo heterodiméry, ktoré sa mozu diferencne viazat’ a
aktivovat’ pribuzné receptory. Bohatd réznorodost’ tychto latok vedie v niektorych
pripadoch k uréitému stupnu nadbytocnosti, v inych pripadoch sluzi na vytvorenie
hranice medzi Specializaciou a funkciou normalnych fyziologickych procesov, ako je
napr. vytvorenie novych cievnych alebo lymfatickych kanalov, udrzanie cievneho tonusu
a patologickych procesov. (Youssoufian et al., 2007), (Fontanella et al., 2014)

3.3.2 VEGF-A

VEGF-A bol najprv identifikovany Sengerom a kol., ako faktor vaskularnej
permeability vyluCovany bunkami nddoru.(Senger et al, 1983) Je to najlepSie
charakterizovany a najviac preskimany c¢len rodiny VEGF. Je to nadorovo vylu¢ovany
cytokin s kritickym vyznamom v normalnej aj nadorovej angiogenéze. Gén VEGF, ktory
je umiestneny na kratkom ramene chromozému 6, je zloZeny z 6smich exénov. Boli
ziskané Styri zrelé izoformy :VEGFi21, VEGFi165, VEGFi39 a VEGF206, kde ciselné
oznacenie izoformy oznacuje pocet aminokyselin v molekule. Okrem toho boli
identifikované aj niektoré menej bezne exprimované izoformy (VEGF145 a VEGF1s3).
VEGF 65 je prevladajuca izoforma a je nadmerne exprimovand v rdéznych nadoroch.
Nedavno sa ukazalo, Ze VEGF 65 m6Ze byt’ vyznamny biologicky indikétor invazivnosti
pooperacnych recidiv hepatocelularneho karcinomu. Predpoklada sa, ze VEGFig9 je
najsilnejsi pre vaskularizdciu v r6znych typov nadorov. VEGF-A ma svoj biologicky
ucinok prostrednictvom interakcie s povrchovymi receptormi na bunkach. Tieto
receptory su transmembranové tyrozinkinazové receptory a zahfiiaji receptor VEGFR-1
a VEGFR-2 selektivne exprimovanych na cievnych endotelidlnych bunkéach a d’alej
neuropilinové receptory (NP-1 a NP-2) vyjadrené na cievnom endoteli a neurénoch. Po
naviazani VEGF-A na extracelularnu doménu receptoru, sa po dimerizacii a
autofosforyldcii intracelularneho tyrozinkinazového receptoru, aktivuje kaskada
downstream proteinov (Obr. 8). VEGFR-2 je hlavny receptor zodpovedny za
sprostredkovanie proangiogénnych u¢inkov VEGF-A. (Otrock et al., 2007)

VEGF-A je najsilnej$i zndmy proangiogénny protein. Indukuje proliferaciu,
pucanim, tzv. sprouting, a tvorbu tubulov endotelovych buniek. Je tiez silnym faktorom
prezitia pre endotelové bunky. Preukazalo sa, Ze vyvolavaju expresiu antiapoptotickych
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proteinov v tychto bunkach. VEGF-A tiez sposobuje vazodilataciu endotelu aktivaciou
NO syntazy a tym zvysuje produkciu oxidu dusnatého. VEGF-A viaze vel'a receptorov
buniek na hematopoetickom systéme (HSCs) u monocytov, osteoblastov a neurénov. To
indukuje HSC mobilizaciu z kostnej drene, chemoatrakciu monocytov a osteoblastom
sprostredkovant tvorbu kosti. VEGF-A ovplyviiuje dblezité angiogénne procesy vratane
hojenia ran, ovulacie, udrziavania krvného tlaku, menstruacie a tehotenstva. Transgénne
mysi, nadmerne exprimujuce VEGF-A v kozi, maju hojni koznl angiogenézu a koznu
psoriazu. Nadmerna expresia VEGF-A v mysej pokozke tiez urychl'uje experimentalny
rast nddorov. AvSak mysi s mutovanym VEGF-A vykazuju oneskorené hojenie ran.
VEGF-A sa exprimuje prakticky vo vSetkych solidnych nadoroch ako aj pri niektorych
hematologickych malignitich. V poslednej dobe bol VEGFR-A (Specificky VEGFg9)
nadmerne exprimovany u pacientov s metastazajucim adenokarcindbm pluc. V
skutoCnosti boli ndjdené korelacie medzi hladinou expresie VEGF-A, progresiou
ochorenia a prezitie viacerych druhov nadorov.(Otrock et al., 2007), (Roskoski, 2007)
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Obr. 8: VEGF a jeho receptor. Naviazanim VEGF na jeho receptor vedie k dimerizacii
receptora, k aktivacii receptorovych tyrozinkinaz autofosforylaciou. To vedie k dalsim
biologickych ucinkov na endotelové bunky. Receptory VEGF su transmembrdanové
tyrozinkindzy, ktoré po naviazani ich ligandov na extracelularnu doménu receptora a
nasledujucou dimerizdaciou spusti proces vlastnej autofosforylacie intracelularnych
receptorovych tyrozinkinaz a tym aktivuju kaskadu syntézy intracelularnych proteinov.
Prevzaté z: (Otrock et al., 2007).

3.3.3 VEGF-B

Ludsky gén VEGF-B obsahuje osem exo6nov a Sest’ intronov a je umiestneny na
11. chromozdéme. VEGF-B poskytuje alternativnym spajanim dve polypeptidové formy,
VEGF-Bis7 a VEGF-Bigs. Promotorova oblast VEGF-B obsahuje niektoré dolezité
rozdiely v porovnani s VEGF-A a tie pravdepodobne vysvetl'uju rozdiely v regulacii
fyziologickych stimulov. Hypoxia alebo chlad, ktoré m6zu indukovat’ expresiu VEGF-A,
nereguluju hladiny VEGF-B. Molekularne mechanizmy, ktoré reguluju expresiu
VEGF-B, nie su este stale dostatocne vysvetlené. VEGF-B sa viaze na VEGFR-1, ale nie
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na VEGFR-2 a VEGFR-3. Presna tloha VEGF-B in vivo nie je doposial’ zndma. VEGF-B
je vysoko exprimovany v prie¢ne pruhovanych svaloch, myokarde a v hnedom tuku. U
mysi s deficitom VEGF-B sa zistilo, ze maji menSie srdce a zhorSené zotavovanie sa po
experimentdlne indukovanom infarkte myokardu. To naznacuje, Ze regeneracia
koronarnych ciev pomocou arteriogenézy, by mohla byt zavisla na VEGF-B. VEGF-B
moze mat’ urita ulohu pri zapalovej angiogenéze, na zaklade zistenia u knockout mysi,
ktoré vykazovali znizené angiogénne odpovede v kolagénom vyvolanej artritide. Mnoho
experimentalnych dokazov naznacuje, ze VEGF-B mdze modulovat’ proliferaciu buniek
a rast ciev. Hladiny VEGF-B vzrastaji pocas vyvoja a po porode koreluju s progresiou
srdcovej angiogenézy. U dospelych mysi sa vyskytuju najvyssie hladiny transkriptov
VEGF-B v mozgu, v srdci, v oblickdch a semennikoch, zatial ¢o nizSie hladiny sa
nachddzaju v peceni, plucach a slezine. VEGF-B mRNA sa nachddza v niekolkych
I'udskych novotvarov vratane benigneho tymomu, karcindému prsnika, fibrosarkomu, non-
Hodgkinovom lymféme a v primdrnom a metastazujicom melandéme. Zda sa, ze VEGF-B
je vel'mi potrebny pre normélnu srdcovu funkciu u dospelych jedincov, ale nie je potrebny
na vyvoj kardiovaskularneho systému alebo pre angiogenézu. AvSak jeho expresia v
I'udskych nédoroch a jeho schopnost’ aktivovat VEGFR-1 a neuropilin-1, predstavuje
VEGF-B ako potencialny protinddorovy ciel’. (Otrock et al., 2007) , (Roskoski, 2007)

3.3.4 Receptor pre VEGF a antiangiogénna lécba

VEGEF a jeho receptor st vysoko exprimované v mnohych typoch nadorov vratane
nadoru traviaceho traktu. Faktory ako hypoxia, zdpalové cytokiny, nizke pH, ako aj
tlmenie Specifickych tumor supresorovych génov alebo aktivacia onkogénov, maji za
nasledok zvysenu produkciu VEGF. Clenovia rodiny VEGF sa viazu na tri rozne typy
tyrozinkinazovych receptorov (TK), ktoré tak rozliSuyjeme na VEGFR-1 (Flt-1),
VEGFR-2 (Flk-1-KDR) a VEGFR-3, ktory sa exprimuje na lymfatickych uzlinach a
vaskuldrnom endotele. VEGFR-2 predstavujuci transmembranovy TK receptor typu Il sa
je exprimovany na endotelovych bunkach a na endotelidlnych progenitorovych bunkéch
cirkulujiicej kostnej drene. VEGFR-2 je hlavnym mediatorom VEGF-indukovanej
angiogénnej signalizacie. Tento receptor obsahuje tri rozne Casti a to extraceluldrnu
doménu Ig oblasti, hydroféobnu transmembranovii oblast’ obsahujucu TK doménu
a intracelularny koniec karboxylového retazca. VEGFR-2 viaZe vSetky izoformy VEGF-
A, VEGF-C a VEGF-D. Naopak, VEGFR-1 je selektivny ligand len pre VEGF-B a PIGF
peptidy. VEGFR-2 m4 niZsiu afinitu k VEGF neZ VEGFR-1, ale m4 silnejSiu kindzovu
aktivitu. Véazbova afinita VEGF ligandov k ich receptorom je zvySend pritomnost’ou
dvoch neenzymatickych koreceptorov neuropilinu typu 1 (NRP-1) a typu 2 (NRP-2).
Vzhl'adom k tomu, Ze expresia NRP receptorov je spdjand s agresivitou nadoru a zlou
progndzou, st tieto molekuly v sucasnosti skimané ako potencidlne antiangiogénne ciele.
(Youssoufian et al., 2007), (Fontanella et al., 2014)

Vizba VEGF-A na VEGFR-2 indukuje kaskadu r6znych signalizacnych ciest.
Dimerizacia receptoru a nasledujlica autofosforylacia tyrozinovych zvyskov v
intracelularnej TK doméne, vedu k sucasnej aktivacii PLC-y-Raf kinase-MEK-MAP
kindzy a PI3K-AKT drahy, ktoré spdsobuji bunkova proliferaciu a prezivanie
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endotelovych buniek. Styri tyrozinové zvysky Tyr951, Tyr996, Tyrl054 a Tyr1059
reprezentuju kritické autofosforylaéné miesta a sluzia ako miesta s vysokou afinitou pre
rozne signalizacné proteiny. Interakcia signalizaénych proteinov s VEGFR-2 méze viest’
k zmendm v proliferacii buniek, k migracii, diferencidcii, zvySeniu vaskularnej
permeability a cievnej integrite. Rozpustnd cirkulujica forma VEGFR-2 sa mdze
nachadzat’ v l'udskej plazme. Medzi stratégie blokovania tychto ciest patri pouzitie
Specifickych inhibitorov (protilatky alebo malé molekuly), ktoré sa mozu viazat’ na
VEGF, alebo interferovat’ s inymi doménami VEGFR. (Youssoufian et al., 2007),
(Fontanella et al., 2014)

Receptory VEGFR-2 a VEGFR-1 su exprimované prevazne v endotelovych
bunkach, ale niekol’ko d’alSich typov buniek exprimuje jeden alebo obidva tieto receptory.
Receptor VEGFR-1 je exprimovany v trofoblastovych bunkach, monocytoch a renalnych
mesangialnych bunkach. VEGFR-2 je exprimovany aj v hematopoetickych kmenovych
bunkach, megakaryocytoch a retindlnych progenitorovych bunkach. V sietnici st ako
vysledok alternativneho zostrihu vyjadrené dve funkéné formy VEGFR-2. Okrem toho
existuju typy tumorogénnych buniek, ktoré exprimuju VEGFR-2 alebo VEGFR-1. Patria
sem napriklad bunky maligneho melanému. Obidva typy receptorov mozu transdukovat’
signaly inych rastovych faktorov patriacich do rodiny VEGF, ale iba VEGF-A izoformy
sa mozu viazat’' na VEGFR-1 a na VEGFR-2. Transkripcia VEGFR-1, ale nie VEGFR-2,
je zvySend hypoxiou. Produkcia VEGFR-2 je tiez regulovana za hypoxickych podmienok,
ale mechanizmus zodpovedny za indukciu sa zdé4 byt’ posttranskripcny. (Neufeld ef al.,
1999)

Medzi mnohymi dévodmi na dosiahnutie ispechu v terapeutickom vyvoji v tejto
oblasti je, Ze sa takéto zli€eniny pravdepodobne prejavia s bezpecnejSim profilom nez
konvencné neSpecifické cytotoxické Ccinidld. Na rozdiel od nadorovych buniek,
endotelové bunky s geneticky stabilné a teda menej pravdepodobne vyvini odolnost’
vo¢i ich ucinkom ako vysledok novoziskanych somatickych mutacii v tejto dréhe.
(Youssoufian et al., 2007)

Za posledné desatrocie bolo objavenych mnoho monoklonalnych protilatok a
malych molekul, ktoré sa Specificky zameriavaji na VEGF drahu. VEGF a jeho receptory
st bohato zastipené v mnohych l'udskych nadoroch. Patria medzi nich karcindémy
gastrointestinalneho traktu, pankreasu, prsnika, mocového mechura, obli¢iek, endometria
a Kaposiho sarkom. Okrem toho, je tieZ zaznamena vysSia expresia vo von Hippel-Lindau
syndrome a vo vicsine nadoroch oblickovych buniek (RCC). Monoklonalne protilatky
boli Studované ako samostatné cinidla alebo v kombinacii s chemoterapiou alebo
radionuklidom. V roku 2005 sa konala preklinicka stdia s DC101,¢o je krysia anti-mysia
Flk1 (mysia verzia VEGFR-2) protilatka. DC101 bol Siroko Studovana na mySie modely
angiogenézy, mysSacie nadory aludské nadorové xenotransplantaty. Liecba DC101
dosledne preukézala silna inhibiciu Sirenia a rast metastaz v niekol’kych modeloch. V
jednom konkrétnom pokusnom experimente bol DC101 pouzity v modeli pecene
metastazy umysi. V tomto pripade boli nddorové bunky najlepSie nepriame ciele
anti-VEGFR-2 terapie. Systémové podanie DCI101 viedlo k apoptéoze cievnych
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endotelidlnych buniek, po ktorych nasledovala apoptéza buniek nddoru. Tieto
pozorovania ukazali silny, hoci nepriamy ucinok tejto stratégie sprostredkovanej
protilaitkami zameranej na VEGFR. Délezité je poznamenat, Zze na mysiach nebola
pozorovana ziadna zjavna toxicita pri dlhodobom tuc¢inku DC101. Tieto udaje naznacuja,
ze anti-VEGFR-2 protilatky s vhodné na humanne pouzitie, mézu mat’ podobnu
ucinnost a bezpecnostné charakteristiky s vyraznym terapeutickym uc¢inkom.
(Youssoufian et al., 2007)

Bevacizumab, je priklad humanizovanej IgG1 monoklondlnej protilatky , ktora
viaze VEGF abola celosvetovo schvalend pre liecbu v niekolkych rdéznych typoch
nadorov, hlavne v asociacii so Standardnymi chemoterapiami. (Fontanella et al., 2014)

Ramucirumab je humanna IgGl MAD, ktora selektivne inhibuje VEGFR-2 a
blokuje jeho signalizacné a aktivacné drahy. Predklinické Studie preukdzali, ze sa
ramucirumab selektivne viaze na extracelularnu doménu ludského VEGFR-2 s
polovi¢nou maximalnou inhibi¢nou koncentraciu 0,8 az 1,0 nM a ma 8-nasobne vysSiu
afinitu k VEGFR-2 v porovnani s jeho prirodzenymi ligandami. Farmakokinetické
hodnotenie ukazalo nelinedrnu farmakokinetiku, pricom prirastkové davky tohto ¢inidla
su spojené so znizenim clearence. Farmakodynamické hodnotenia potvrdili ndrast ligandu
VEGF spolu s poklesom VEGFR-2 po podani ramucirumabu. (Fontanella et al., 2014)

Mnoho malych molekal méze tiez inhibovat VEGFR-2 aktivitu, aj ked ich
inhibicia nie je Specificka. Medzi tieto molekuly patria molekuly zahrilované do skupiny
tyrozinkinazovych inhibitorov. Prikladom je sorafenib, ktory je schvaleny pre liecbu RCC
a hepatokarcindmu, d’alej sunitinib, ktory je schvaleny pre RCC, gastrointestinalne
stromdlne nadory a v neposlednom rade pazopanib nedavno schvéleny pre RCC a pre
sarkom mikkého tkaniva. Dal§ou malou molekulou, ktord méze $pecificky inhibovat
VEGFR-2 je apatinib. VysSie spominané prirodzené ligandy, cielové receptory
a antiangiogenné zluceniny rodiny VEGF st zobrazené v Obr. 9. (Fontanella et al.,
2014), (Choueiri et al., 2008)
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Obr. 9: Prirodzené ligandy, cielové receptory a antiangiogénne zluceniny rodiny VEGF.
VEGF-A, vaskuldarny endotelialny rastovy faktor A; VEGF-B, vaskuldrny endotelialny
rastovy faktor B; VEGF-C, vaskularny endotelialny rastovy faktor C; VEGF-D,
vaskuldarny endotelialny rastovy faktor D; VEGF-E, vaskuldrny endotelialny rastovy
faktor E; PIGF, placentarny rastovy faktor;, VEGFR-1, receptor vaskularneho
endotelialneho rastového faktora typu 1; VEGFR-2, receptor vaskuldrneho
endotelialneho rastového faktora typu 2; VEGFR-3, receptor  vaskuldrneho
endotelialneho rastového faktoru typu 4. Prevzaté a upravené z: (Fontanella et al., 2014).

3.4 Ramucirumab a jeho farmakokinetické a farmakodynamické
Studie
Ramucirumab je plne humanizovand IgGl monoklonalna protilatka. Pocas
pociato¢ného predklinického vyvoja, bola identifikovand konzervativna sekvencia
variabilného tazkého retazca (VH). Tento VH bol rekombinovany s variabilnymi

Iahkymi retazcami (VL). Vysledna konsenzualna kombinacia VH / VL bola oznacena
ako 1121. (Aprile et al., 2014)

Na zéklade predklinickych Gdajov in vitro sa stanovila vézbova afinita Fab 1121B
na VEGFR-2 a vysledné EDso preukazala priblizne 0,1 az 0,15 nM. VEGF-A, primérny
ligand pre VEGFR-2 ma afinitu k VEGFR-2 v rozmedzi hodnot 0,77 az 0,88 nM, teda
priblizne 8-9 krat slabsiu ako monoklonalna protilatka (Obr. 10). Podrobna Struktirna
analyza komplexu ramucirumab - VEGFR-2 bola vykonana Franklinom a kol. v roku
2011.(Franklin et al. 2011) Ukazala, Ze Fab cast protilatky sa viaze na doménu 3
VEGFR-2 blizko N-konca. Inhibicia vizby VEGF-A na VEGFR-2 je pravdepodobne
sprostredkovana stérickym blokovanim ligandu a indukciou zmeny konformacie v
receptore pri kontakte s 1121B. (Clarke a Hurwitz, 2014)
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V zaciatocnej Stadii fazy I klinického testovania, ktora sa tykala ramuciumabu,
bolo celkovo 37 pacientov lie¢enych davkami v rozmedzi od 2 do 16 mg na kg hmotnosti
tyzdenne formou inftzie. Ziskali sa priaznivé farmakokinetické udaje zo Stadie, ked’ze
rovnovaznom stave sa pohyboval v rozmedzi 200 az 300 hodin pri davkach 8 az 16 mg
na kg hmotnosti. Nelinearna farmakokinetika ramucirumabu bola pozorovana na zaklade
miery clearence, naznacujucej sytost mechanizmu clearence, ktora bola pravdepodobne
vo velkej miere sprostredkovana receptorom. Avsak v priebehu Stadie bola minimalna
akumulécia lieku v sére. (Clarke a Hurwitz, 2014), (Reichert, 2014)

Farmakodynamické tdaje z klinickej Stadie fazy I zahfiiali meranie sérovych
koncentracii VEGF-A a rozpustného VEGFR-1 a VEGFR-2 v ¢asovych bodoch pred a
pocas kazdého liecebného cyklu. Po prvej infuzii doslo k okamzitému zvyseniu VEGF o
1,5 aZz 3 krat nad hladinou stanovenou pred lie¢bou. Hladiny VEGFR-1 a VEGFR-2 sa
okamzite znizili po pociatocnej infuizii ramucirumabu a potom sa vratili na vychodiskové
hladiny. Zmena VEGF a VEGFR-1 a VEGFR-2 nebola zavisla od davky, ¢o naznacuje
nasytenie receptora. Sekvenéné MRI meranie potvrdilo znizent vaskulatiru nadoru
u 69 % pacientov. Dolezité je, Ze na konci lieCby sa u ziadneho z pacientov nezistili
ziadne protilatky proti ramucirumabu.(Poole, 2014), (Clarke a Hurwitz, 2014)

Vo vSeobecnosti bol ramucirumab v rdmci bezpecnosti a znaSanlivosti vel'mi
dobre tolerovany. Priblizne 10 % pacientov prerusilo liecbu ramucirumabom v doésledku
neziaducich uéinkov v porovnani so 6 % pacientov, ktori dostavali placebo. Neziaduce
ucinky ramucirumabu zahfnali hypertenziu, bolest’ brucha, unavu a hyponatrémiu. Rizika
triedy VEGF, ktoré boli osobitnym vyznamom pre ramucirumab, boli mierne zvysené v
porovnani s kontrolnou skupinou a boli vSeobecne v stilade s tymi, ktoré boli pozorované
u inych inhibitoroch VEGF. Kombinovana chemoterapia s ramucirumabom v II. faze
Stidie nepreukézala Ziadnu vyznamnu neocakévant toxicitu. Zatial' ¢o sa davkovacie
rezimy medzi Stidiami liSili s tyZdennymi alebo kazdych 2 az 3 tyzdilovymi inflziami.
Z toho vyplyva, Ze miery toxicity sa zdaju byt nezéavislé od davky alebo frekvencie
podavania. (Clarke a Hurwitz, 2014)

Ramucirumab je registrovany pod firemnym nazvom Cyramza. DrZzitel'om
registracie je Eli Lilly (Nederland B. V., Utrecht). Cyramza v kombindcii s paklitaxelom
je indikovand na lieCbu dospelych pacientov s pokrocilym nadorom zaltidka alebo
adenokarcindomom  gastroezofagedlneho spojenia s progresiou ochorenia, po
predchddzajiicej chemoterapii na baze platiny a fluérpyrimidinu. V monoterapii je
indikovand pacientom, pre ktorych lie€ba v kombinacii s paklitaxelom nie je vhodna.
Cyramza, v kombinacii s FOLFIRI (irinotekan, kyselina folinova a 5-fluéruracil), je
indikovana na liecbu pacientov s metastatickym kolorektalnym karcindmom (mCRC). V
kombinécii s docetaxelom je indikovana na liecbu pacientov s lokalne pokrocilym alebo
metastdzujicim nemalobunkovym karcindmom pltic s progresiu ochorenia po
chemoterapii na baze platiny. (Poole, 2014)
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Obr. 10: Zobrazenie efektu blokovania receptoru VEGFR-2 pomocou protilatky
ramucirumab. VEGF ligandy su prezentované ako: A pro VEGF-A, B pro VEGF--B, C
pro VEGF-C, D pro VEGF-D a E pro VEGF-E. Prevzaté z: (Aprile et al., 2014).

3.5 Invitro Stidie vizieb na receptory

Radiofarmaceutické zluceniny obsahujice vo svojej Struktare radionuklid st
pouzivané za UcCelom terapie alebo stanovenia diagndézy. Mnoho radiofarmdk je
smerovanych na Specifické miesto, na zdklade afinity védzby medzi receptorom
a ligandom. To sa vyuZiva v onkoldgii, kedy moze byt radiofarmakum zacielené na
Specificky receptor nddorovej bunky. /n vitro experimentdlne Stidie su zamerané na
stanovenie efektivity medzi radioaktivne znafenim ligandom a receptorom, ktory sa
nachddza na povrchu buniek. Medzi tieto Stidie patria saturacné, kompetitivne,
internalizacné a efluxné stadie (Bigott-Hennkens et al., 2008)

3.5.1 Saturacné Stadie

Ulohou saturaénej tadie je stanovit’ afinitu, ktorou sa viaze konkrétny ligand na
receptor. Saturdcia receptoru ligandom sa vyjadruje pomocou rovnovaznej disociacnej
konstanty (Kp), ktord vyjadruje afinitu daného ligandu k receptoru. Véazbou ligandu (L)
na receptor (R) dochadza k tvorbe komplexu. Rychlost’ vytvorenia tohto komplexu (LR)
zavisi na koncentréacii pouzitého radioaktivne znaceného ligandu, na pocte receptorov
(Bmax) a rychlostnych konstant k. pre asociaénua fazu a kq pre disociacnu fazu. Rychlost’
vytvorenia komplexu LR vyjadruje konstanta k.. KonStanta kq naopak vyjadruje rychlost’

38



vyviazania ligandu ztohto komplexu LR. Ztohto vyplyva, Ze nizSia hodnota kg
znazoriuje vyssiu vizbovu afinitu ligandu k receptoru. (Bigott-Hennkens et al., 2008)

Saturacné Studie sa uskutocnuju inkubaciou pevného poctu buniek exprimujtcich
receptor s roznymi koncentraciami radioligandu po dobu potrebnti na dosiahnutie
rovnovahy. Bunky maju na svojom povrchu receptor, na ktory sa viaze pridavany,
radioaktivne znaceny ligand. Radioligand sa priddva postupne s rastiicou koncentraciou.
Meranie Kp pre kazdu koncentraciu sa vykonava, az kym sa nedosiahne rovnovazneho
stavu medzi naviazanim a nenaviazanim ligandom. Po kultivécii sa odstrani kultivacné
médium, bunky premyju a meria sa radioaktivita, ktord odpovedd mnozstvu naviazaného
radioligandu na receptor. Radioaktivne znaCeny ligand sa okrem receptorov modze
naviazat’ na povrch dosti¢iek a iné miesta v reakénom prostredi, preto sa pre kazda
pouziti koncentraciu radioligandu stanovi aj neSpecificka vizba (NSB). Pri stanoveni
nesSpecifickej vizby sa pridava k reakcii nezna¢eny kompetitivny ligand, ktory sa naviaze
a obsadi receptory buniek. Tymto sa nam ur¢i mnozstvo znaceného ligandu, ktory sa
naviazal na iné miesta, mimo receptorov. Rovnovazna disociatna konStanta Kp sa
vypocita z hodnoty rozdielu medzi aktivitou nespecifickej vézby a aktivitou radioligandu.
(Bigott-Hennkens et al., 2008)

R +L - RL
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3.5.2 Kompetitivne Studie

Kompetitivne vézbové Studie sa pouzivaju na stanovenie koncentracie
pozadovaného ligandu potrebného na zniZenie Specifickej vidzby radioaktivne
oznac¢en¢ho Standardu o 50 % vyjadrované tiez ako ICso (half maximal inhibitory
concentration), ¢o je polovicnd maximalna inhibi¢néd koncentracia. Nizka hodnota ICso
vyjadruje vysoku afinitu ligandu k receptoru. (Bigott-Hennkens et al., 2008), (Whiteley,
2000)

Na stanovenie hodnoty ICso sa bunky inkubuji do doby vytvorenia rovnovahy
medzi radioaktivne zna¢enym ligandom o Standardnej koncentrécii a postupne zvysujuce;j
sa koncentracie neznacené¢ho ligandu. Tym sa sleduje schopnost’ neznacené¢ho ligandu
vytesnit’ radioaktivne znaceny ligand. Po inkubécii sa médium odstrani, membrany sa
premyju a stanovi sa mnoZstvo radioaktivne znacenych ligandov viazanych na membrany
buniek. Membranovo viazana radioaktivita je vynesena do grafu versus logaritmus
koncentracie ligandu a nasledne analyza s pouzitim nelinedrneho regresného programu,
urci koncentréaciu ligandu, ktora spdsobila polovi¢na inhibiciu ICso vizby radioaktivne
znac¢eného ligandu na receptory (Bigott-Hennkens et al., 2008).

Hodnoty ICso a Kp radioaktivne znaCené¢ho ligandu moéZzu byt pouzité na
vyjadrenie inhibi¢nej disociacnej konStanty K; (rovnovazna disociatnd konStanta
neznaceného ligandu, tzv. kompetitor). Jej vypocet je vyjadreny pomocou Prusoffovho
vzt'ahu:
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Hodnota K; nie je zavisla na experimentalnom usporiadani a je teda presnejSia
nez hodnota ICso aje lepSie reprodukovatel'na medzi rozlicnymi experimentalnymi
usporiadaniami.(Bigott-Hennkens et al., 2008), (Whiteley, 2000)

Ki:

3.5.3 Internaliza¢né Studie

Internaliza¢né Studie meraji vychytavanie radioligandu bunkovym receptorom.
Tieto Stadie poskytuju prehl'adny pohl'ad na mnozstvo a rychlost’, s ktorou je radioligand
dodavany do vnutra buniek. Efektivny uc¢inok danej latky vyjadruje kratky cas
internalizacie radioligandu do bunky. Vyjadrenie rozsahu Specifickej internalizacie, ako
funkcie ¢asu generuje internaliza¢nu krivku. Krivka ukazuje zvySenie internalizované¢ho
radioligandu s ¢asom, ktory je casto v pociatocnych asovych usekoch linedrny. (Bigott-
Hennkens et al., 2008)

3.5.4 Efluxné Stadie

Efluxné $tadie meraju schopnost’ buniek uvolnovat’ internalizovany radioligand
z bunky do okolia. Skimanim mnozstva a rychlosti, v ktorej sa radioligand uvolnuje z
buniek, sa ziskava prehl'ad o bunkovej retencii radioligandu. Rychla strata radioligandu
z buniek mo6ze naznacCovat’ nizku retenciu cievneho tkaniva in vivo, zatial' o pomalé
uvolfiovanie malého mnozstva radioligandu z buniek by sa mohla prejavit ako
zadrziavanie radioligandu v cielovom tkanive. Z kultivaéného média sa v urcitych
Casovych intervaloch odoberd vzorka a meria rddioaktivita. Zaznamenéavanie mnoZstva
externalizovanej radioaktivity, ako funkciu ¢asu, generuje externalizacna krivka. (Bigott-
Hennkens et al., 2008)

3.5.5 Princip technolégie merania v readlnom case interakcie medzi radioaktivne
znacenym ligandom a ciel’ovou biologickou Struktirou

Stucastou experimentdlnej cCasti diplomovej prace bolo pouZitie pristroja
nazyvaného ako LigandTracer (LT), ktory je schopny merat' interakcie medzi
radioligandom (radioaktivne znaCend MAD alebo peptid) v redlnom case. LigandTracer
sa pouziva na presné ajednoduché meranie farmakokinetickych interakcii a
nasledne stanovenie Kp, ICso a Ki. Pristroj LT bol vyvinuty a patentovany spolo¢nostou
Ridgeview Instruments AB vo Svédsku na pracovisku v Uppsale. V experimentélnej &asti
sa pracovalo s pristrojom typu LigandTracer Yellow (Obr. 11), ktory je schopny
detegovat’ aktivitu radionuklidov s charakterom gama Ziaricov ako napriklad '''In,
77Lu,'8F, '1C a najpouzivanejsi v nuklearnej medicine *™Tc. LigandTracer Yellow je k
dispozicii pre radioaktivne znacené ligandy s emisiou y Ziarenia vysSou ako 10 keV.
Dalsim typom je LigandTracer White, pre meranie radioligandov znaenych
radionuklidmi emitujucich B~ Ziarenia nad 100 keV alebo LigandTracer Green pre
detekciu fluorescencéne znacenych ligandov. Poslednym typom je LigandTracer Grey,
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ktory sa pouZziva pre meranie Ziareni gama o nizkych hodnotach energii, ako je napriklad
1257 (http://www.ridgeview.eu/instruments/yellow/),
(http://www.ridgeview.eu/docs/TechNote LigandTracer.pdf)

-

B L SPANT TEACEY

Obr. 11: Demonstrativny obrazok pristroja LigandTracer Yellow. Otocna platforma sluzi
k umiestneniu Petriho misky s bunkovou kulturou. Vo viecku pristroja je umiestneny
detektor radioaktivneho Ziarenia gama. Prevzaté z:
http://www.ridgeview.eu/docs/Product%20Specification%20Ligand Tracer%20Y ellow

%201.6.pdf.

Pristroj LigandTracer je uréeny na meranie v redlnom case (real-time meranie)
interakcii znaceného ligandu najCastejSie s bunkovym cielom, teda predovSetkym
receptorom. Po¢as merania sa do Petriho misky nasadi adherentna bunkova linia. V miske
je menSia aktivna oblast’ s bunkami, ktoré obsahuju ciel'ové receptory a tvori miesto pre
detekciu $pecifickej vizby. Dalej sa nachadza protil'ahl4 referenéna oblast bez cielovych
Struktur, ktora sluzi pre detekciu pripadnej neSpecifickej vizby a sluzi tak na korekciu
vysledného signalu. Petriho miska je umiestnena na naklonenej, pomaly sa otacajicej
platforme (Obr. 12). Nasledne sa pridd kultivaéné médium, najprv bez radioligandu
a zrealizuje sa meranie signalu pre konStrukciu baseline. Nasledne sa prida urcité zvolené
mnozstvo radioaktivne znaceného ligandu a spusti sa meranie. Platforma s Petriho
miskou sa otaca a pocas tohto pohybu dochadza k omyvaniu buniek a referencnej oblasti,
kedy na trovni buniek dochadza k interakcii zna¢eného radioligandu s receptorom
buniek. Detektor gama ziarenia, nachddzajici sa vo viecku pristroja deteguje aktivitu
ligandu, ktory je viazany v komplexe ligand-receptor. Od tejto hodnoty aktivity sa odcita
aktivita z neSpecificky viazaného ligandu pro stanoveni NSB v mieste misky, kde nie je
nasadena bunkova linia. Vysledny zobrazovaci signal, je teda rozdiel aktivit Specificky
a nespecificky viazaného ligandu. Priebezné sledovanie signédlu ligandu na bunkach
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poskytuje presny odhad kinetiky interakcie. Merania sa mozu vykonavat pocas a po
inkubécii, a za zniZenia pozadovaného mnozstva Cinidiel. (Bjorke a Andersson, 2006)

=
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—
\ Detektor)
Bumky s \
navazanym »
radicligandem
Kultivaéni medium s ; ) P
radioligandem . | > ‘
Povrch misky 3 7’/
lfﬁ_ > -
- - ’ #
>3 -

Obr. 12: Schéma principu merania pomocou pristroja LigandTracer. Prevzaté a
modifikované z: http://www.ridgeview.eu/docs/TechNote LigandTracer.pdf.
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4 Ciel prace

Primarnym cielom prace bolo zamerat’ sa na moznost’ nepriameho radioaktivneho
znadenie ramucirumabu radiodiagnostickym nuklidom *™Tc pomocou chelataéného
¢inidla HYNIC. Nasledne sa stanovila Cistota a stabilita radioaktivne znaceného ligandu
pomocou metod iTLC a tiez pomocou metédy HPLC s radiometrickou detekciou.

U pripraveného radiofarmaka *™Tc-HYNIC-ramucirumab sa stanovila afinita
k VEGFR-2 na povrchu buniek 'udského karcinomu prostaty (PC-3) s vyuzitim in vitro
saturanej Stadie. Saturacné Studie boli realizované pomocou automatickej
radioimunoanalyzy s detekciou v redlnom cCase, ale aj pomocou manualnej techniky, kedy
sa vysledky oboch metod nasledne porovnali.

Vysledky in vitro stadie boli spracované v nasledujucich programoch. Pre manudlnu
techniku boli vyhodnocované v programe Excel a GraphPad Prism. Experimenty
zmerané automatickou radioimunoanalyzou v redlnom c¢ase boli vyhodnotené pomocou
softwaru TraceDrawer.

Dal$im cielom bolo v neposlednej rade sa naucit’ vykondvat’ kultivaciu buniek,
pripravovat’ pufry, mobilnt fazu a osvojit’ si bezpecnost’ prace s radioaktivnymi Ziari¢émi
v prostredi radionuklidového laboratoria.
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5 Experimentalna ¢ast’

5.1

5.2

Pouzité pristroje a software

Analytické vahy (Sartorius Analytic)

Bunkovy inkubator (Sartorius Stedim Biotech - product Certomat)

Biirkerova komdrka na pocitanie buniek

Detektor povrchovej kontaminacie (POLON)

Detektor radioaktivneho ziarenia: BQM 4 (BQM)

iTLC- analyzator RITA Star (Raytest)

Laminarny box (Bio Air Instruments, model Top-Safe 1.8)

Nesterilny inkubator pre bunkové kultary (MS MajorScience)

Magneticka miesacka s ohrevom (IKA RCT Basic Safety Control)

Magnetické mieSadlo (IKA RTC basic)

Mikroskop (XDS-IR, OPTICA)

MS Office Excel (Microsoft)

pH meter (Eutech Instruments pH510)

Predvazky (Kern PLB 200-3)

Pristroj Gama counter pre meranie gama ziarenia v biologickych vzorkach (2480
Automatic Gamma Counter Wizard’twm3 " Perkin Elmer)

Pristroj LigandTracer Yellow (Ridgeview Instruments AB)

Pristroj pre vysokoucinnu kvapalinovil chromatografiu (HPLC systém Agilent
1100 Series, Agilent Technologies Inc.) s radiometrickou detekciou

Program Gina Star pre vyhodnocovanie merani z analyzatoru ITLC RITA Star
(Raytest)

Program LigandTracer Control 2.0 (Ridgeview Instruments AB)

Program TraceDrawer (Ridgeview Instruments AB)

Spetkrofotometer Tecan (Schoeller)

Suché kapel’ (MS MajorScience)

Trepacka (Vortex V1 plus Biosan)

Ultrazvukova lazen (Ecoson Ultrasonic Engineering)

Vodna kupel’ (Julabo TW12)

Pouzity material
Centrifugac¢na skimavka 50 ml (TPP)
Gravita¢na kolonka na precistenie biologickych vzoriek (IllustraTM NAPTM -5
Columns SephadexTM G-25 DNA Grade)
HPLC kolona BioRad Gel column BIO — Sil Sec 250, 300 x 7,8 mm
HPLC vialky (Agilent Technologies)
ITLC-SG- Glass microfiber chromatography paper impregnated with silica gel
(Varian)
Kultiva¢n4 flaga 75 cm? a 25 cm? (TPP)

Mikrocentrifuga¢né skimavky 1,5 ml (UWR)
Mikrocentrifugacné silikonizované skimavky 2ml (Sigma-Aldrich)
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- Mikropipety (Ependorf Research plus) s objemami: 0,5-10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl
a 100-1000 pl

- Multikanélova pipeta 50-300 pl (Eppendorf)

- Petriho misky 92 x 17 mm (Nuclon Delta surface)

- Sérologické pipety o objemu 5, 10 a 25 ml (TPP)

- Spi¢ky na pipety o objeme 10 ul, 200 ul, 1000 pl (Eppendrof)

- Vialkové izerty o objeme 250 ul (Agilent Technologies)

- 24 jamkové dosti¢ky (Tissue culture testplate 24%)

- 96 jamkové dostic¢ky (Tissue culture testplate 96% )

5.3 Pouzité chemikalie

- Argoén (Linde Gas a.s.)

- Bovinné fetalne sérum (FBS, Sigma-Aldrich)

- Destilovana voda (MilliPore)

- Dimethylformamid — bezvodny (DMF, Sigma-Aldrich)

- HEPES (Thermo Fisher Scientific)

- Chelatacné ¢inidlo S-HYNIC (Synchem UG and Co. KG)
- CO; (Linde Gas a. s.)

- EDDA

- EDTA (Penta)

- KCI (Penta)

- Kultivaéné médium F-12 Kaighn’s modification + 10 % FBS (Hyclone)
- L-glutamin 200 mM (Sigma-Aldrich)

- NaCl (Penta)

- NasHPOs . 12H>0 (Penta)

- NaH>POy4 . 2H,0 (Penta)

- NaNj (Sigma-Aldrich)

- NaOH (Penta)

- Ramucirumab (Cyramza 10 mg/ml, Eli Lilly)

- Radionuklid *™Tc (TcO4, GE HealthCare)

- Roztok neesencidlnych aminokyselin pre bunkova kutivaciu (Sigma-Aldrich)
- Pierce BCA® Protein Assay A (Thermo Scientific)

- Pierce BCA® Protein Assay B (Thermo Scientific)

- Trypsin EDTA roztok (GE HealthCare)

- 70% Etanol (Penta)

- 0,5 % Triton X (Sigma Aldrich)

5.4 Pouzity biologicky material

- Bunkova linia PC-3 (bunky izolované z adenokarcindmu prostaty, European
Collection of Authenticated Cell Cultures)
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5.5 Pracovny postup
5.5.1 Priprava fosfatového pufru

Na udrzanie konstantného pH v neutrdlnej pripadne I'ahko zasaditej oblasti sa
pouziva fosfatovy pufr (PBS). Priprava spocivala v zmieSani dvoch roztokov pre
vysledny objem 1 litru.

e Prvy roztok bol pripraveny navazenim 8,01 g NaCl s 1,56 g NaH;POq
a rozpustené v 200 ml destilovanej vody.

e Vdruhom roztoku sa navazilo 0,21 g KCIl s 3,58 g NaoHPOs4 a nésledne
rozpustilo v 800 ml destilovanej vody.

e (Oba roztoky boli zmiesané a doplnené na vysledny objem 1 litra. Vysledné pH
roztoku bolo pocas neustaleho miesania a kontroly pomocou pH metru upravené
na hodnotu 7,4 priddvanim 1 M roztoku NaOH. Pripraveny PBS sa uchovaval
v chladnicke.

5.5.2 Priprava mobilnej faze

Priprava mobilnej faze pre detekciu pomocou HPLC spocivala navazenim 2,92 g
NaCl a 0,65 g NaN3, ktoré boli rozpustené v 1 1 destilovanej vody. Vysledna koncentracia
jednotlivych zloziek mobilnej faze bola 0,05 M NaCl a 0,01 M NaNj;. Z dovodu
odvzduSnenia bol nasledne roztok umiestneny na 15 minut do ultrazvukového kupela.

5.5.3 Priprava citratového pufru

Ako mobilna faza pre iTLC bol pouzity 0,1 M citratovy pufr. Na pripravu tohto
pufru boli pripravené dva roztoky, ktoré sa zmiesali v danom pomere.

e NavaZenim 2,101 g monohydratu kyseliny citrébnovej a rozpustenim v 100 ml
destilovanej vody bol pripraveny zasobny roztok A

e Zasobny roztok B bol pripraveny navaZzenim 2,941 g dihydratu citratu trisodného
a rozpustenim v 100 ml destilovanej vody

e Citratovy pufr s vyslednou koncentraciou 0,1 M bol pripraveny zmieSanim 35 ml
roztoku A a 65 ml roztoku B. Vysledné pH roztoku bolo 5. Roztok bol
skladovany v chladnicke.

5.5.4 Priprava Krebs-Ringerova roztoku

Pre in vitro analyzu pomocou satura¢nych $tudii, bol pouZity Krebs-Ringerov
roztok. Pripraveny bol 1 1 tohto roztoku. Priprava roztoku spocivala v navazeni 7,159 g
NaCl (122,5 mmol/l), 0,403 g KCl (5,4 mmol/l), 0,133 g CaCl, (1,2 mmol/l) a 0,163
MgCl (0,8 mmol/l). Nasledne bolo navazené 0,287 g Na,HPO4 (0,8 mmol/l), 0,031 g
NaH>PO4 (0,2 mmol/l) a 0,991 g glukézy (5,5 mmol/l). Na zaver sa pridal 2,383 g Hepes
(2-[4-(2 hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid) (10 mmol/l). Navazené zlozky
boli postupne za neustdleho mieSania rozpuStané v destilovanej vode do vysledného
objemu 1 1. Hodnota pH 7,4 roztoku sa upravovala pomocou 1M NaOH alebo 1M HCI.
pH bolo kontrolované pomocou pH metru.
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5.5.5 Kaultivacia bunkovej linie PC-3

V experimentalnej Casti boli pouzité bunecné linie izolované z adenokarcinomu
prostaty oznacované skratkou PC-3. Bunkové linie boli kultivované v kultivaénych
flasiach s velkostou kultivaénej plochy 180 cm? pri 37°C a5 % CO; v bunkovom
inkubatore. Kultiva¢né linie boli presadzované zhruba jeden krat tyzdenne do novych
inkubacnych flasi. Pre kultivaciu tejto bunkovej linie bolo pouzité kultivacné médium
F-12 Kaighn’s modification s obsahom 10 % fetalneho hovidzieho séra (FBS).

So 48 hodinovym predstihom pred realizdciou experimentu boli bunky
v kultivacnej fTasi strypsinizované a nasledne nasadené¢ do Petriho misky v mnoZzstve
1x10% bunék v objeme 3 ml kultivaéného média. Aby doslo k prichyteniu buniek na
urceny vysek Petriho misky, boli bunky kultivované po dobu 24 hodin na naklonene;j
rovine. Po tejto dobe nastala vymena kultivatného média. Staré médium bolo odsaté
a nésledne pridané nové médium s objemom 5 ml. Petriho miska s bunkami bola nasledne
v horizontalnej polohe ulozena do bunkového inkubatoru. Takto pripravené bunky boli
ulozené v inkubatore po dobu 24 hodin pri teplote 37 °C v 5% atmosfére CO; k dispozicii
pre meranie pomocou pristroja LigandTracer. Pre saturacné stadie boli bunky presadené
do 24 jamkovych dosti¢iek v mnozstve 1x10° buniek v 0,5 ml kultivaéného média na
jednu jamku. Bunky boli tiez inkubované v inkubatore pri 37 °C, v 5% CO, atmosfére po
dobu do uskutocnenia experimentu.

5.5.6 Konjugacia ramucirumabu s chelataénym ¢inidlom HYNIC

e Konjugécia ramucirumabu (RAM) s HYNIC sa zacala navdzenim 0,8 pg
HYNIC, ktory bol nasledne rozpusteny v 100 pl bezvodného DMF.

e Dalsim krokom bolo preéistenie injekéného roztoku ramucirumabu (1 mg)
cez kolonku (NAP-5 Colums Sephadex G-25) do 500 pul PBS.

e Ku konjugécii sa pouzilo 100 pg precistenej monoklondlnej protilatky, ku
ktorym sa po kvapkach pridavalo 8 pl chelataéného ¢inidla HYNIC
(1 mg/ml).

e Nasledne sa skiimavka obalila alobalom a nechala sa v temne opatrne
mieSat’ po dobu 2,5 hodiny pri laboratornej teplote. Latkové mnoZstvo
HYNIC (2,78%107 umol) muselo byt 4 x vi¢sie ako latkové mnoZstvo
ramucirumabu (6,96 x10™* pmol).

e V dalSom kroku sa vzniknuty konjugdt HYNIC-RAM opit’ precistoval
cez kolonku (NAP-5 Colums Sephadex G-25) do 500 pl roztoku PBS za
ucelom odstranenia nenaviazanéj molekuly HYNIC.

5.5.7 Radiozna¢enie HYNIC-ramucirumabu radionuklidom *°™T¢

e Ku 100 pg HYNIC-RAM sa pridal roztok *™Tc¢ (TcOs)o aktivite 20 MBq.
Nasledne sa pridalo 250 pg SnClz a 1 mg koligandu EDDA.

e Po dobu 30 minut sa nechala tdto zmes v tme inkubovat’ pri teplote 37°C.

e Po 30 minuatach sa pridalo 2 ul MgCl pre stabilizaciu raddioaktivne znacenej
protilatky.
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5.5.8

5.5.9

5.5.10

Zaistovanie Cistoty a stability znaceného ramucirumabu pomocou iTLC

Na chromatograficky prizok potiahnuty silikagélom o dizke priblizne 10 cm
a Sirke asi 1 cm bol vyznaceny Start a na opacny koniec prazku bol vyznaceny
ciel.

Na start bol postupne v davkovanych mnozstvach (do cca 2,5 ul) pridavany
9mTe.HYNIC-RAM.

Nanesena vzorka na chromatograficky prazok bola vlozena do 0,1 M citratového
pufru o pH 5.

Vzorka sa nechala vyvijat’ na chromatografickom priuzku, do kym sa mobilna faza
nedostala do polohy ciela.

Chromatograficky pruzok bol analyzovany v iTLC analyzatore Raytest RITA.
Ako nosny plyn bol pouzity argon. Doba merania bola stanovena na 2 minuty.
Meranie bolo vyhodnocované v programe Gina Star Software.

Pre analyzu sa vzdy pouzili vzorky, ktoré boli ihned’ odobrané po dokonceni
radioaktivneho znacenia a d’alej sa analyzovali vzorky, ktoré sa inkubovali
v roztoku PBS pri 4°C po dobu 24 hodin od radioaktivneho zna¢enia MAD.

Zaistovanie Cistoty a stability znaceného ramucirumabu pomocou metody
HPLC

Vzorka ?’"Tc-HYNIC-RAM bola smobilnou fizou o objeme 120 pl
napipetovana do vialky. 80 pul tvorila mobilnd faza a40 pl vzorka
9mTe-HYNIC-RAM. Pouzitd mobilna fiza bola zlozena z NaCl (0,05 M) a NaNj
(0,01 M).

Nasledne bola vzorka z vialky nastrieknuta na kolonu. Prietokova rychlost’ bola
0,5 ml/min.

Analyza na HPLC s UV/VIS aradiometrickou detekciou trvala 45 minut. Pre
separaciu vol'ného *"Tc a znacenej monoklonalnej protilatky bola pouzita kolona
BioRad Gel column BIO — Sil Sec 250, 300 x 7,8 mm.

Vysledny radiochromatogram bol z4dznamom o Cistote pripraveného
radiopreparatu.

Pre analyzu sa vzdy pouzili vzorky, ktoré boli ithned’ odobrané po dokonceni
radioaktivneho znacenia a d’alej sa analyzovali vzorky, ktoré sa inkubovali
v roztoku PBS pri 4°C po dobu 24 hodin od radioaktivneho znacenia MAb.

Postup merania na pristroji LigandTracer Yellow za pouZitia bunkovej linie
PC-3 buniek

PC-3 bunky, ktoré boli nasadené na Petriho misky v mnoZstve 1x10° boli pouzité

na merania pomocou pristroja LigandTracer Yellow. Povodné kultivaéné médium bolo
odsaté a namiesto neho boli pridané 3 ml Krebs-Ringerovho roztoku. Petriho miska bola
umiestnena na rotujucu platformu pristroja LT Yellow. Nasledne sa uzavrel pristroj,
sklopenim hornej Casti pristroja nadol. V tejto Casti merania sa meral signal bez pridavku

znacenej protilatky pre stanovenie baseline. Prvotné meranie trvalo 10 minat. Po 10
minatach bolo meranie preruSené a do Petriho misky sa pripipetoval prvy podiel
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PmTc-HYNIC-RAM tak, aby vysledna koncentracia radioligandu bola 3 nM. Meranie
trvalo 60 az 90 minut do doby, nez povodne rastica krivka zobrazujuca vizbu
radioligandu na ciel'ové receptory dosiahla bod ekvivalencie (krivka rovnobezna s osou
x pre ¢as). Bodom ekvivalencie sa mysli stav, kedy sa vytvori rovnovaha medzi viazanou
a neviazanou frakciou radioligandu v reakénom médiu. Pocas tejto doby do ekvivalencie
sa merala asociacna faza, kedy dochadzalo k vizbe znaceného ligandu na VEGFR-2 na
PC-3  bunkdch. Po dosiahnuti ekvivalencie nasledoval dalsi pridavok
PmTc-HYNIC-RAM, kedy finalna koncentricia radioligandu v médiu bola 9 nM.
Inkubécia bola ukoncend po dosiahnuti bodu ekvivalencie po zhruba d’alSich 90 mintitach
merania, kedy sa opidt vytvorila rovnovaha medzi rddioligandom naviazanim na
VEGFR-2 avolnym nenaviazanim radioligandom. Nasledne bolo vysaté médium s
PmTc-HYNIC-RAM, bunky sa oplachli kultivaénym médiom. Do Petriho misky boli
pridané 3 ml Cistého kultivacného média, bez pritomnosti zna¢eného radioligandu, pre
analyzu disociacnej faze. Toto meranie trvalo 60 mintt. Pocas tejto doby prebiehalo
meranie disociacnej faze, kedy sa merala pripadne mozna disocidcia v asociacnej faze
naviazaného ligandu z vdzby na receptore VEGFR-2.

Vysledky merania boli vyhodnotené v programe TraceDrawer. V tomto programe
bolo mozné spocitat’ hodnoty rovnovaznych disociaénych konstant Kp pomocou
nameranych kriviek. V analyze boli zaznamenané kinetické krivky pre konkrétne
koncentracie znaenej monoklonalnej protilatky. Simulécia interakcie protilatka-receptor
bola realizovand na zdklade modelu ,,OneToOne’’ (,,Jeden na Jeden‘‘), teda jedna
molekula znacenej protilatky sa naviaze na jeden receptor. V naSom pripade jedna
molekula ramucirumabu sa naviazala na jeden receptor VEGFR-2.

5.5.11 Postup prace pri saturaénych Stidiach zrealizovanych pomocou manuéilnej
techniky

Na zaciatok experimentu boli pripravené 2 ependorfky pre kazdi zo zamysl'anych
koncentrécii pouzitych pre saturanu $tadiu. Do jednej bol napipetovany radioaktivne
znaceny radiokonjugat ™ Tc-HYNIC-ramucirumab pre meranie $pecifickej viizby. Do
druhej bol napipetovany opit znageny radiopreparat *°™Tc-HYNIC-ramucirumab
spolo¢ne s neznaCenou protilatkou ramucirumab pre zaistenie neSpecificke] vizby.
Znadeny radiopreparat *"Tc-HYNIC-RAM (100 pg/ml) bol napipetovany
v nasledujucich koncentraciach a mnoZzstvach, ku ktorym bol pridavany Krebs-Ringerov
roztok, ako je zhrnuté v nasledujucej Tab. 1.
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Tab. 1: Zhrnutie pridavanych objemov **"Tc-HYNIC-ramucirumab do 24-jamkovej

dosticky, kde sa pre kazdu koncentraciu pripravil triplikat jamiek.

Objem
Obi ednei 3 na . .
Koncentracia Je.m v jedne naS(.)bokJedneJ Krebs-Ringerova
jamke jamky

roztoku
1 nM 0,36 ul 1,08 ul ~ 1,50 ml
3nM 1,1 ul 3,3 ul ~ 1,50ml
9 nM 3,2 ul 6,6 ul ~1,50ml
15 nM 5,4 ul 16,2 ul ~ 1,84 ml
30 nM 10,8 pul 32,4 ul ~ 1,20 ml
45 nM 16,2 ul 8,6 ul ~ 1,05 ml

Nasledne boli odsaté kultivaéné média z 24 jamkovych dosticiek, v ktorych boli
nasadené bunky v mnozstve 1 x 10° buniek na jednu jamku. Jamky boli preplachnuté

roztokom PBS (1 ml) a roztok bol nasledne odsaty. Preplachnutie bolo zrealizované 1-
krat.

Do prvych troch jamiek vprvom stipci bol zependorfky, ktora
obsahovala znaceny konjugat s koncentraciou 1 nM, napipetovany roztok, v
mnozstve 500 ul/jamku. Nésledne boli tymto postupom napipetované aj ostatné jamky
pre d’alie koncentracie 3 nM, 9 nM, 15 nM, 30 nM a 45 nM v rdmci merania Specifickej
vizby. Obdobny bol postup pre meranie neSpecifickej vizby, kde sa pouzili rovnaké
koncentracie s vynimkou toho, ze sa k radioaktivne znacenej protilatke pridala protilatka
neznacena v mnozstve takom, aby bola jej koncentracia v roztoku 1 pM.

Takto napipetovana dosti¢ka bola inkubovana 1 hodinu pri 37 °C. Po inkubécii
bolo reakéné médium z jamiek odsaté a kazda jamka 3-krat preplachnuta roztokom PBS
(1 ml). Potom bolo pridanych 500 ul dezintegraéného roztoku, ktory obsahoval 0,5 %
Tritonu X a 0,1 M NaOH. Nasledovala inkubécia 30 minut pri 37 °C. Z takto upravene;j
24 jamkovej dosticky, kde sa bunky vplyvom dezintegracného roztoku zlyzovali, sa
odpipetovalo vzdy po 20 pl z kazdej jamky do dvoch jamiek v 96 jamkovej dosticke pre
stanovenie koncentrdcie bunkového proteinu. Tento postup bol rovnaky ako pre
Specificku tak 1 neSpecificku vizbu. ZvySny objem z jamky z 24 jamkovej dosticky bol
zriedeny s destilovanou vodou, zhomogenizovany a prepipetovany do novo pripravenej
ependorfky. Ependorfky putovali do pristroja Gamma Counter, ktory meral aktivitu
radionuklidu *™Tc¢ (energia gama Ziarenia v CPM jednotkach) pre lyzaty z dosticiek pre
Specifickt a neSpecifickll viazbu. 96 jamkové dosticky boli pouzité na meranie stanovenia
bunkového proteinu.
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5.5.12 Postup stanovenia koncentracie bunkového proteinu

Stanovenie koncentrdcie bunkového proteinu je metéda zalozena na
kolorimetrickej detekcii a kvantifikécii celkového proteinu pomocou kyseliny
bicinchoninovej (BCA). Tento spdsob spaja redukciu Cu?" na Cu™! pomocou proteinu v
alkalickom prostredi s vysoko citlivou a selektivnou kolometrickou detekciou kationu
medi (Cu'"), pouzitim reakéného ¢inidla obsahujuceho kyselinu bicinchoninovii. Fialovo
sfarbeny reakény produkt tohto testu bol tvoreny chelataciou dvoch molekul BCA s
jednym med’nym iénom. Tento vo vode rozpustny komplex vykazuje silnu absorbanciu
pri 590 nm, ktord je takmer linedrna so zvySujicimi sa koncentraciami proteinu v Sirokom
rozmedzi koncentracii (20 az 2000 pg/ml). Makromolekularna Struktura proteinu, pocet
peptidovych vézieb a pritomnost’ Styroch konkrétnych aminokyselin (cystein, cystin,
tryptofan a tyrozin), st zodpovedné za tvorbu farby s BCA. Studie s tri- a tetrapeptidmi
naznacuju, ze rozsah tvorby farieb je sposobeny viac nez len sthrnom jednotlivych
farebnych funkénych skupin. Preto sa koncentracie proteinov vSeobecne urcuju a
uvadzaji s odkazmi na Standardy bezného proteinu, ako je hovddzi sérovy albumin
(BSA). Séria zriedeni znamej koncentracie sa pripravi z proteinu a testuje sa spolu s
neznamym pred tym, ako sa koncentracia kazdého nezndmeho vzorku stanovi na zéklade
Standardnej krivky.

Ako prvé bola pripravend zékladnd pracovnd reagencia, ktord bola pripravena
zmieSanim BCA reagencie A areagencie B v poméru 50:1. Nasledne bolo 20 pl
Standardu (0, 25, 50, 100, 150, 250, 500, 750, 1000, 1500 a2000 pg/ml BSA
rozpustaného v lyzatnom roztoku TritonX a NaOH) napipetovanych v duplikate do
kazdej jamky v 96 jamkovej dosticke. Ku Standardu a ku vzorkdm (20 pl) bolo
napipetovanych 200 pl zékladnej pracovnej reagencie v danej jamke. Premiesavalo sa 30
sektind. Nasledovala inkubacia 30 minut pri 37°C. Po 30 minttach bola dosticka
chladend. Nakoniec bolo vykonané meranie absorbancie pomocou spektrofotometra
Tecan pri vinovej dizke 590 nm. Pomocou nameranych absorbancii, bola stanovena
Standardné krivka. Standardna krivka bola pouZita na stanovenie koncentracie bunkového
proteinu.
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6 Vysledky prace

6.1.1 Stanovenie radiochemickej Cistoty a stability pripraveného radioligandu
99mTc-HYNIC-ramucirumab

Hlavnym cielom analyzy bolo pozorovanie pritomnosti radiochemickej necistoty
a pripadného uvolfiovania *™Tc s komplexu **"Tc-HYNIC-RAM v zavislosti na ¢ase
(inkubacia do 24 hodiny od znacenia) pomocou HPLC analyzy s radiometrickou
detekciou. Kvoli tomu sa stanovenie radiochemickej Ccistoty konalo v ¢asovych
intervaloch 0, 2, 4, 6 a 24 hodin od radioaktivniho zna¢enia monoklonalnej protilatky. Na
Obr. 13 — 17 st uvedené chromatografické zaznamy stanovenia radiochemicke;j Cistoty
a sledovania pripadného uvolfiovania technécia z pripraveného radiopreparatu na zaklade
radiometrickej detekcie. Zna¢ena monoklonalna protilatka eluuje okolo 19. minuty. Pre
porovnanie je na Obr. 18 uvedeny radiozaznam volného **™Tc, ktory eluuje okolo 23

minuty od zaciatku merania.
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Obr. 13: HPLC rddiochromatogram analyzy rddioprepardtu *"Tc-HYNIC-RAM

meraného ihned’ po rdadioaktivnom znaceni.
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Obr. 14: HPLC rddiochromatogram analyzy rdadioprepardtu *"Tc-HYNIC-RAM
meraného po 2 hodinach od radioaktivneho znacenia.
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Obr. 15: HPLC rddiochromatogram analyzy rdadioprepardtu *"Tc-HYNIC-RAM
meraného po 4 hodinach od radioaktivneho znacenia. Chromatogram vykazoval velky
Sum v odozve. To znacilo zoslabenie Ziarenia radionuklidu vplyvom kratkeho fyzikalneho

polcasu radioaktivneho technécia.
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Obr. 16: HPLC rddiochromatogram analyzy radioprepardtu *"Tc-HYNIC-RAM
meraného po 6 hodinach od radioaktivneho znacenia. Chromatogram vykazoval velky
Sum v odozve. To znacilo zoslabenie Ziarenia radionuklidu. Stale nebol pozorovany dalsi
pik ako forma necistoty, ktord by naznacovala uvolnenie **"Tc z komplexu.
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Obr. 17: HPLC rddiochromatogram analyzy radioprepardtu **"Tc-HYNIC-RAM
meraného po 24 hodindch od radioaktivneho znacenia.

54



800
600

400

N \\“A
i I e
Pt s A A A AP V: ey
T T T T T

Voltage

o

T T
0 2 10 15 20 25 30 35

Time (min.]

Obr. 18: HPLC rddiochromatogram samotného rdadionuklidu **"Tc nenaviazaného na
komplex HYNIC-ramucirumab. Radiochromatograf deteguje rdadionuklid **"Tc v 23

minute.

6.1.2 Stanovenie radiochemickej Cistoty a stability **™Tc-HYNIC-ramucirumab
pomocou metody iTLC

Dalsou metédou pre overenie Cistoty a stability bola uréena metéda iTLC.
Réadiochemicka Ccistota bola merand hned” po znaCeni monoklonalnej protilatky
ramucirumabu pomocou radionuklidu *™Tc, teda v 0 hodine. Dal§ie meranie sa konalo
po uplynuti 24 hodin. Vysledky merania su zhrnuté v Obr. 19 az 22, kde prvy zeleny pik
znadi aktivitu pochadzajiicu z komplexu *™Tc-HYNIC-ramucirumab, ktory zostal na
Starte chromatografického papierika. S ¢elom mobilnej faze putovalo vol'né technécium,
ktoré je zobrazené¢ ako cerveny pik na 1TLC zdzname. Radiochemicka Ccistota
pripravené¢ho radiofarmaka bola vzdy vysSia nez 95 %, Co je jedna z podmienok
Eurdpskeho liekopisu pre moznu aplikaciu pripravenych radiofarmék pacientom. Na
Obr. 23 je pre demonstraciu uvedeny pripad, kde sa radioaktivne znafenie ramucirumabu
nepodarilo, ked’ze vysledok analyzy radiochemickej ¢istoty bol len zhruba 76 %. Obr. 24
ilustruje analyzu samotného **™Tc pre identifikiciu piku eluovaného neviazaného
radionuklidu.
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Obr. 19: Ziznam iTLC merania radiochemickej cistoty **"Tc-HYNIC-RAM v 0 hodine z
dina 1.11. 2016. Aktivitu viazani na komplex **"Tc-HYNIC-RAM znézoriiuje zeleny pik.

Necistotu znazornuje cerveny pik. Vysledna cistota predstavovala 99,78 % a vysledna
necistota 0,22 %.
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Obr. 20: Zdaznam iTLC merania rdadiochemickej cistoty **"Tc-HYNIC-RAM po 24
hodinach od radioaktivného znacenia konaného dna 1.11.2016. Zeleny pik vykazuje Sum
signalu, ¢o naznacuje slabsiu aktivitu naviazaného radiolinuklidu v komplexe. Plocha
komplexu " Tc-HYNIC-RAM vykazuje 99,55 %.
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Obr. 21: Zaznam iTLC merania rddiochemickej cistoty *"Tc-HYNIC-RAM v 0 hodine
od rddioaktivneho znacenia konaného dna 16.2.2017. Plocha zeleného piku vykazuje
97,29 % a plocha necistoty (cerveny pik) 2,71 %.
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Obr. 22: Zdznam iTLC merania radiochemickej cistoty **"Tc-HYNIC-RAM v 0 hodine
od radioaktivneho znacenia konaného dne 20.4. 2017. Plocha necistot (Cerveny pik) tvori
len 0,44 %. Plocha vykazujuca aktivitu radionuklidu v komplexe (zeleny pik) tvori 99,56
%.
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Obr. 23: Zaznam iTLC merania radiochemickej cistoty *"Tc-HYNIC-RAM v 0 hodine
od radioaktivneho znacenia, konaného dna 2.3.2017. Na grafe je jednoznacne vidiet
pritomnost druhého piku (Cerveny), ako necistoty, ktora predstavuje aktivitu nenaviazané
radionuklidu *"Tc. Tento cerveny pik predstavuje 23,89 %. Hlavny zeleny pik
predstavuje 76,11 %. Takto pripraveny konjugat je nevyhovujuci ako rdadiopreparat
a nebol pouzity pre meranie.
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Obr. 24: Zdznam iTLC merania samotného radionuklidu *"Tc pre identifikdciu pozicie
volného radionuklidu.
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6.1.3 Stanovenie kinetickych parametrov **™Tc-HYNIC-ramucirumab pomocou
pristroja LigandTracer Yellow na bunkach PC-3.

Meranie pomocou pristroja LigandTracer Yellow sa konalo v rdmci stanovenia
afinity radioaktivne znacenej protilatky ramucirumab k bunkovym (PC-3 bunky)
receptorom  VEGFR-2.  Afinita bola stanovend pomocou rovnovaznej
disocia¢nej- konstanty Kp. Analyza prebiehala hned’ po radioaktivnom znaceni komplexu
HYNIC-ramucirumab pomocou radionuklidu **™Tc a pripadne nasledne behom 24 hodin
od znacenia. Meranie spocivalo v pridavani radioaktivne znacenej protilatky v dvoch
pridavkoch so zvySujucou sa koncentraciou (3 a 9 nM) v rdmci analyzy asociacnej faze,
kde nasledovalo stanovenie disociacnej faze bez pritomnosti volného radiofarmaka
v médiu. Ziskané hodnoty boli vyhodnotené pomocou programu TraceDrawer. Program
stanovil hodnoty asociacnej a disociacnej konsStanty, z ktorych spocital hodnotu Kp.

K kd
D™ ka
ka oo, asocia¢na konStanta

Kd oo, disocia¢na konstanta

Na zaklade troch nezavislych merani konanych v réznych ditoch boli ziskané
nasledujtce hodnoty Kp pre *"Tc-HYNIC-RAM: Kp = 2,12 nmol, Kp = 1,37 nmol a Kp
= 1,13 nmol. Nizke hodnoty Kp naznacuju vysoku afinitu znacenej protilatky k receptoru
VEGFR-2. Priklad merania pomoci automatickej metoédy stanovenia interakcie ligand —
receptor v realnom case je uvedeny v Obr. 25.
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Obr. 25: Ziznam merania interakcie *"Tc-HYNIC-RAM s bunkovym VEGFR-2 na
pristroji LigandTracer Yellow. Cierna farba krivky zndzoriiuje meranie v 0 hodine.
Modra farba zndzornuje meranie v 24 hodine. Prvych 10 minut merania prebiehalo bez
pridavku radioligandu v ramci stanovenia tzv. baseline. Prva Sipka naznacuje prvé
pridanie **"Tc-HYNIC-RAM (3 nM) a ndsledny priebeh asociacnej fize do prvej
ekvivalencie. Druhd Sipka naznacuje druhy pridavok *°"Tc-HYNIC-RAM (9 nM)
s naslednou analyzou do druhej ekvivalencie. Tretia Sipka naznacuje zaciatok disociacnej
faze, kedy doslo kvymene média s volnym radioligandom za médium bez znacenej
protilatky. Meranie trvalo 60 minut, pocas ktorych dochadzalo k pripadnému
vyvdzovaniu radiofarmaka z vizby na receptory.

6.1.4 Saturaéné Studie

Manudlna technika stanovenia afinity **"TcHYNIC-RAM oznadovana ako
saturacné S§tidie poskytla hodnoty rovnovaznej disociacnej konStanty Kp. Princip
stanovenia spocival vo vdzbe radioligandu na bunkovy VEGFR-2. Na Obr. 26 az 28 st
uvedené vysledky troch nezavislych merani spracovanych v programe GraphPad Prism
spolo¢ne so stanovenou hodnotou Kp. Aktivita stanovend v jednotlivych vzorkach
bunkového lyzatu bola prepocitand na mnozstvo bunkového proteinu a nasledne
vynesena vo&i koncentracii **"Tc-HYNIC-RAM. Namerané hodnoty rovnovaznej
disocia¢nej konstanty boli nasledujtce: 7,96 nM, 9,94 nM a 12,08 nM.
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Obr. 26: Vysledny graf prvej saturacnej studie s vyslednou hodnotou Kp = 7,96 nM.
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Obr. 27: Vysledny graf druhej saturacnej Studie s vyslednou hodnotou Kp = 9,94 nM.
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Obr. 28: Vysledny graf tretej saturacnej Studie s vyslednou hodnotou Kp = 12,08 nM.
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7 Diskusia

S vysokym narastom vzniku zhubnych novotvarov v novodobej populacii sa
posledné roky Coraz viac rozvija cielend protinddorova terapia. Z dévodu vel'mi Castych
zavaznych neziadtcich ucinkov chemoterapeutickych lieCiv sa do popredia dostavaju
monoklonélne protilatky. Monoklonalna protilatka ramucirumab je humanna IgG1 MAD,
ktora selektivne inhibuje VEGFR-2 a blokuje VEGFR-2 signalizacné a aktivacné drahy.

Vaskularny endotelovy rastovy faktor je silny angiogenny faktor, ktory je spajany
s progresiou a schopnost’ou tvorit’ metastazy u mnohych solidnych a hematopoetickych
malignit.(Fan et al., 2005) Nadmerna expresia VEGF sa vyskytuje v mnohych typoch
I'udskych nédorov, ¢im sa stdva VEGF raciondlnym ciel'om antiangiogénnej terapie. To
viedlo k zaujmu o blokovanie signalizacie VEGF v I'udskych nadoroch. Boli vynajdené
protilatky viazuce sa na tento receptor a chemické molekuly, ktoré moézu blokovat
funkciu tyrozinkindzy VEGF receptorov.(Nagengast et al., 2007). Bevacizumab
a ramucirumab st monoklonalne protilatky zamerané na blokaciu signalizacie VEGF,
ktoré viedli k zlepSeniu celkového prezitia pacientov u mnohych nadorovych ochoreni.
(Hall et al. 2015) Mnoho $tadii sa zaobera radioaktivnym znacenim monoklonalnych
protilatok pre maximalizaciu uc¢inku. Prave preto, sme sa rozhodli v nasej praci pracovat’
s monoklondlnou protildtkou ramucirumab, ktora je relativne novou terapeutickou latkou.
Ramucirumab je cieleny na VEGFR-2 receptor, ktory je zodpovedny za angiogézu.
V naom pripade sme thto protilatku znadili diagnostickym radionuklidom **™Tc zo
zamerom, aby sa takto znatena MAb ramucirumab mohla pouzit’ pre radiodiagnostické
ucely VEGFR-2 pozitivnych nadorov.

V prikladanej diplomovej praci bola overend metdda nepriameho radioaktivneho
znadenia MAb ramucirumab pomocou radionuklidu **™Tc. V ramci overenia metodiky
znaCenia ramucirumabu sa urobila nasledovna kontrola Cistoty pripraveného
radiopreparatu, jeho stability po dobu 24 hodin od znacenia a d’alej in vitro overenie
afinity radioaktivne znacenej protilatky k bunkovym receptorom VEGFR-2. Pre overenie
radiochemickej Cistoty sa pouzili metody HPLC s radiometrickou detekciou
ametdda 1TLC. Metoda iTLC je vSeobecne zndma, ako najpouZivanejSia orienta¢na
metoda pre stanovenie necistdt rddiochemickych zlucenin. Pripravené radioligandy,
nasledne pouZité v experimentoch, ktoré boli popisane v tejto diplomovej préaci,
vykazovali Cistotu nad 95 %. Stabilita pripraveného radiofarmaka sa potom analyzovala
v priebehu nasledujiicich 24 hodin. Radioligand °°™Tc-HYNIC-ramucirumab, ktory
vykazoval radiochemicku €istotu nizsiu ako 95 %, vykazoval nekvalitné vysledky vizby
na cielové bunkové receptory, a preto nebolo meranie s takto pripravenym
radiofarmakom pouzité pre vysledné hodnotenie. Pritomnd necistota bola volny
radionuklid *™Tc, ktory sa pri znadeni nenaviazal do HYNIC molekuly. HPLC analyza
patri medzi presnejSie  metddy na overenie radiochemickej Cistoty. Na
radiochromatograme HPLC analyzy nebol vidiet' Ziaden zretelne odliSny pik, ktory by
znaCil pripadna pritomnost volného technécia uvolneného z imunokonjugétu.
Pribudajicim casom sa odozva radiochromatogramu zhorSovala vplyvom rasticeho
Sumu z dovodu poklesu radioaktivity v rdmci kratkeho fyzikalneho pol€asu technécia. V
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ramci  vzdjomného porovnania stanovenia radiochemickej cistoty pripraveného
9mTc-HYNIC-ramucirumabu pomocou metéd iTLC a HPLC analyzy boli vysledky
porovnatel'né.

Studia vizby radioaktivne znadenej monoklonalnej protilatky na VEGFR-2 bola
analyzovana na pristroji LigandTracer Yellow. Bola overend afinita znaené protilatky
pomocou tejto automatickej techniky v redlnom c¢ase. Technika pristrojom LigandTracer
bola tiez porovndvand s manudlnou technikou satura¢nej Studie, ktord je zavedenou
metddou v mnohych in vitro Studidch pre stanovenia afinity radioaktivne znacené latky
k cielovym proteinovym StruktGram. (Bigott-Hennkens et al., 2008) Zamerom
experimentov bolo ur€it’ hodnoty rovnovaznych disocia¢nych konstant (Kp), ktoré nam
vypovedali vyslednu afinity radioaktivne znaceného ligandu k VEGFR-2 na PC-3
bunkach. Hlavny rozdiel medzi metdédami je, ze pri merani technoldgiou LigandTracer,
inkubécia radioligandu prebieha sucasne s meranim, teda zdznamom interakcie
radioligand — receptor v redlnom c¢ase. Tato vyhoda je pozorovatel'na na grafe, kde su
znazornené realne interakcie medzi zna¢enym ligandom a bunkovym receptorom. Faza
asocia¢na, faza rovnovahy medzi vol'nym a naviazanym ligandom na receptore teda tzv.
ekvivalencia a faza disociacnd, si zobrazované na monitore pristroja v realnom c¢ase.

Manudlna technika je tzv. end-point metdda, kde sa zistuje pripadnd vézba
radioligandu na cielovll proteinovl Struktiru po inkubécii. D4 sa teda povedat, Ze ide
o metodu ,,naslepo®, kedy po celu dobu inkubécie nevieme, ¢i sa radioligand viaze na
cielovi1 §truktaru alebo nie. DalSia nevyhoda manualnej techniky spociva vo vyssich
nakladoch na zrealizovanie z dévodu vysSej spotreby chemikalii a hlavne pomerne
drahych ligandov ako napriklad prave MAb. Dalsou hodnotnou vyhodou v pouziti
automatickej techniky oproti tej manudlnej je menSia Casova ndroCnost na jej
uskuto€nenie.

Lepsie vysledky Kp vykazovala automaticka technologia analyzy v redlnom Case.
Priemerna hodnota Kp pro automatickou techniku bola 1,54 (+0,52) nM, kde hodnota Kp
ziskand manuélnou technikou bola o takmer rad vyssie teda 9,99 (£2,06) nM. Rozdielnost’
vysledkov mohla byt sposobend chybami spojenymi pri praci ¢loveka v laboratoriu,
hlavne vrdmci manualnej techniky, moZnymi genetickymi zmenami buniek pocas
vykonavania merani, rozdielnym narastom buniek pri inkubacii a odchylkach
laboratornej techniky zahrnujuci prave aj pristroj LigandTracer, kedy vysSie teploty
merania a hlavne vysSia vlhkost moZu spdsobovat’ mensie odchylky v merani aktivity
radiodetektorom. Na zdklade vysledkov prace je mozné konStatovat, Ze obe metody
poskytli takmer zrovnatelné vysledky afinity **"Tc-HYNIC-RAM k VEGFR-2. Z
hodnotenia oboch pouzitych metod pre in vitro afinitné Studie vyplyva podstatnd vyhoda
pristroja LigandTracer, ktora spoc¢iva v jednoduchosti manipulacie a pripravy merania
a presnosti vysledkov. Nevyhodou vSak stale ostdva vysokd obstardvacia cena tohto
pristroja.

Podstatnym zaverom ale je, Ze moznost’ nepriameho radioaktivného znacenia
monoklonalnej protilatky ramucirumab pomocou technécia prostrednictvom chelatoru
HYNIC bolo tspesne zrealizované a in vitro overené z hl'adiska zachovania vazbovych
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moznosti na ciel'ovy receptor, pre ktorého blokaciu bola protilatka konstruovana. Podla
dostupnych informécii je afinita nekonjugovanej a neznacené protilatky ramucirumab
k VEGFR-2 0,05 nM (Lu et al., 2003). Afinita nami pripraveného radiofarmaka *™Tc-
HYNIC-RAM bola teda o dva rady nizSia. Tu mdze svoju negativnu rolu hrat’ proces
znacCenia alebo samotny fakt véizby molekuly HYNIC na biomolekulu protilatky. Ni¢
menej, radioaktivne znacenie prebiehalo vzdy pri Setrnych podmienkach, teda za
fyziologického pH a pri teplote 37°C. Preto sa skor domnievame, Ze negativny vplyv na
afinitu znacenej protilatky mala vlastna konjugacia, konkrétne pripadna vdzba molekuly
HYNIC na vizbové Fab miesto na molekule ramucirumab. Dal§i mozny vplyv na afinitu
protilatky moze mat’ aj samotné pouzitie bunkovej linie z hl'adiska bunkového povrchu,
ako bolo publikované v odbornom ¢lanku,(Barta et al., 2012), kde sa sledoval vplyv typu
bunkovej linie na afinitu znaceného radioligandu. Rovnako aj v naSom pripade mohli
rozne  pomery na  bunkovom = povrchu  zdsadne  ovplyvnit = vidzbu
9mT¢-HYNIC-ramucirumabu na bunkovy VEGFR-2. Navyse, udaj o vizbe na VEGFR-2
prezentovany v publikacii Lu et al., 2003 vychddza z merania vizby neznacené¢ho
ramucirumabu na samotné receptory imobilizované na meracom chipe. Ide teda
o metodu, kedy sa nepouzivaju na bunkéch prezentované receptory, co moze vyznamne
ovplyvnit’ vysledok merania Kp.

Zaverom je mozné teda konStatovat, Ze metdda znacenia ramucirumabu
prostrednictvom  chelatacného ¢inidla HYNIC prebehla uspeSne s vysokou
radiochemickou  Cistotou  nad 95 %. Vin  vitro  testovani  vizby
9mTc-HYNIC-ramucirumab bola dok4zani dostatoéna afinita k cielovému receptoru
VEGFR-2 vyjadrené rovnovéaznou disocia¢nou konstantou, avSak tato hodnota bola o dva
rady nizsia, nez je Kp pre neznaceni MAb ramucirumab.
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8 Zaver

Jednotlivé ciele, ktoré sme si na zaciatku stanovili, sa ndm podarilo dosiahnut’
nasledne:

e Konjugacia monoklondlnej protilatky ramucirumabu  pomocou
chelatatného c¢inidla HYNIC s naslednym radioaktivnym znacenim
pomocou radionuklidu **™Tc prebehla tspesne. Stanovena radiochemicka
Cistota pomocou metdody iTLC analyzy bola vysSia nez 95 %. Ak sa
nepodarilo dosiahnut’ tato hranicu radiochemicke;j ¢istoty, radiofarmakum
nebolo pouzité pre in vitro experimenty.

e Bunkova kultivacia buniek I'udského karcindmu prostaty (PC-3), ako aj
presadzovanie buniek do kultivaénych fl'asi a jamkovych platniciek boli
uspesne zvladnuté.

e Pripravy fosfatového, citratového a Krebs-Ringerovho pufru, HPLC
mobilnej fazy a kultivacného média boli pripravené spravne podla
publikovatel'nych postupov.

e Rédiochemicka &istota **"Tc-HYNIC-ramucirumab bola overovana
v zavislosti na ¢ase po dobu 24 hodin pomocou iTLC a HPLC metod. Bola
dokazana potrebn4 stabilita pripravovaného radioligandu.

e Metodou automatickej rddioimunoanalyzy bola analyzovana afinita
monoklonalnej protilatky na receptoroch VEGFR-2 nachadzajicich sa na
povrchu PC-3  bunkdch. Metoda bolo analyzovand pristrojom
LigandTracer Yellow. Pomocou programu TraceDrawer boli uspeSne
vyhodnotené rovnovazné disociaéné konStanty. Hodnoty rovnovéaznych
disociaénych kons$tant boli dostato¢né nizke a tym naznacovali vysoki
afinitu radioligandu k receptoru.

e Aktivity *™Tc v imunokomplexe *™Tc-HYNIC-ramucirumab namerané
pomocou pristroja Gamma counter boli zmerané pro metoédu manuélneho
stanovenia afinity radioligandu k cielovému bunkovému proteinu.
Ziskane data boli vyhodnotené v programe MS Office Excel a GraphPad
Prism pre stanovenie Kp radionuklidu k VEGFR-2.

e Koncentracia bunkového proteinu vo vzorkéach v ramei saturacnych stadii
bola urcend pomocou metody BCA a uspesSne vyhodnotena v programe
MS Excel.

e Hodnoty aktivit ®™Tc¢ a koncentracii bunkového proteinu boli pouZité pre
zrealizovanie grafu saturacie bunkovych receptorov pomocou programu
GraphPad Prism. Graf vykazoval exponencialny rast aktivity (v
jednotkdch CPM) na ng proteinu v zavislosti na koncentracii radioligandu.

e Vysledné rovnovazne disociatné konsStanty urCené pomocou manualnej
saturacnej metddy a automatickej metddy v redlnom case (LigandTracer
Yellow) vykazovali opakovatel'né vysledné hodnoty stanovované Kbp.

e Pri porovnani vyslednych Kp pomocou automatickej metody v redlnom
Case a ru¢nej metoddy saturacnych $tadii boli ziskané hodnoty o radu nizsie
v pripade automatickej imunoanalyzy.
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Stanovené kinetické parametre (Kp) potvrdili vhodnost’ radioaktivneho
znaéenia MAb ramucirumab radiodiagnostickym nuklidom *"Tc za
ucelom pripadnej vizualizacie VEGFR-2 pozitivnych néadorovych
ochoreni. Radiofarmakum **"Tc-HYNIC-ramucirumab je tak vhodnym
kandidatom na pripadné nasledujuce in vivo testovanie u VEGFR-2
pozitivnych nadorovych laboratornych zvierat.
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10 Prilohy

10.1 Zoznam obrazkov:

Obr. 1: Mechanizmus protinadorovej bunkovej (adaptivnej) imunity. Prevzaté z: Klener
a Klener 2010.

Obr. 2: Struktiira monoklonalnej protilatky, Prevzaté z: Ferencik, 2005.

Obr. 3: Mechanizmus ucinku monoklondlnych protilatok. (A) cytotoxicita zavisla na
protilatke (ADCC). (B) cytotoxicita zavisla na komplemente (CDC). (C) Priamy
cytotoxicky ucinok. Prevzaté z: Klener a Klener, 2010.

Obr. 4: Prehlad struktur monoklonalnych protilatok. Prevzaté z: Klener a Klener, 2010.

Obr. 5: Zndzornenie ucinku protilatky konjugovanej s radionuklidom. Prevzaté z: Klener
a Klener, 2010.

Obr. 6: Graf: vyvoj incidencie zhubnych nddorov a novotvarov u muzov a zien v CR
(1980-2015). Prevzaté z: http://www.uzis.cz/category/tematicke-rady/zdravotnicka-
statistika/novotvary.

Obr. 7: Angiogenéza. Sekrécia VEGF je stimulovana nadorom, hypoxiou, nizkym pH a
mnohymi dalsimi faktormi. VEGF sa viaze na jeho receptor (VEGFR) umiestneny na
endotelialnych bunkach (ECs) krvnych ciev. ECs sa aktivuju a zacinaju produkovat
enzymy a molekuly, ktoré povedu k Sireniu a rastu ECs. Medzi dalsie ucinky patri
mobilizacia endotelialnych progenitorovych buniek z kostnej drene, zvysena vaskularna
permeabilita a indukcia tkanivového faktora. Prevzaté z : (Otrock et al., 2007).

Obr. 8: VEGF a jeho receptor. Naviazanim VEGF na jeho receptor vedie k dimerizdcii
receptora, k aktivacii receptorovych tyrozinkinaz autofosforylaciou. To vedie k dalsim
biologickych ucinkov na endotelové bunky. Receptory VEGF su transmembrdanové
tyrozinkindzy, ktoré po naviazani ich ligandov na extraceluldarnu doménu receptora a
nasledujucou dimerizdaciou spusti proces vlastnej autofosforylacie intracelularnych
receptorovych tyrozinkinaz a tym aktivuju kaskadu syntézy intracelularnych proteinov.
Prevzaté z: (Otrock et al., 2007).

Obr. 9: Prirodzené ligandy, cielové receptory a antiangiogénne zluceniny rodiny VEGF.
VEGF-A, vaskularny endotelialny rastovy faktor A; VEGF-B, vaskularny endotelialny
rastovy faktor B; VEGF-C, vaskularny endotelidlny rastovy faktor C; VEGF-D,
vaskularny endotelidlny rastovy faktor D; VEGF-E, vaskularny endotelidalny rastovy
faktor E; PIGF, placentirny rastovy faktor;, VEGFR-1, receptor vaskularneho
endotelialneho rastového faktora typu 1; VEGFR-2, receptor vaskuldrneho
endotelialneho rastového faktora typu 2; VEGFR-3, receptor  vaskuldrneho
endotelialneho rastového faktoru typu 4. Prevzaté a upravené z: (Fontanella et al., 2014).

Obr. 10: Zobrazenie efektu blokovania receptoru VEGFR-2 pomocou protilatky
ramucirumab. VEGF ligandy su prezentované ako: A pro VEGF-A, B pro VEGF--B, C
pro VEGF-C, D pro VEGF-D a E pro VEGF-E. Prevzaté z: (Aprile et al., 2014).
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Obr. 11: Demonstrativny obrazok pristroja LigandTracer Yellow. Otocna platforma sluzi
k umiestneniu Petriho misky s bunkovou kulturou. Vo viecku pristroja je umiestneny
detektor radioaktivneho Ziarenia gama. Prevzate z:
http://www.ridgeview.eu/docs/Product%20Specification%20Ligand Tracer%20Yellow

%201.6.pdf.

Obr. 12: Schéma principu merania pomocou pristroja LigandTracer. Prevzaté a
modifikované z: http://www.ridgeview.eu/docs/TechNote LigandTracer.pdf.

Obr. 13: HPLC rddiochromatogram analyzy radioprepardatu *°"Tc-HYNIC-RAM
meraného ihned po radioaktivnom znaceni.

Obr. 14: HPLC radiochromatogram analyzy radiopreparatu **"Tc-HYNIC-RAM
meraného po 2 hodinach od radioaktivneho znacenia.

Obr. 15: HPLC radiochromatogram analyzy rddioprepardatu *"Tc-HYNIC-RAM
meraného po 4 hodinach od radioaktivneho znacenia. Chromatogram vykazoval velky
Sum v odozve. To znacilo zoslabenie Ziarenia radionuklidu vplyvom kratkeho fyzikalneho
polcasu radioaktivneho technécia.

Obr. 16: HPLC radiochromatogram analyzy rddioprepardatu **"Tc-HYNIC-RAM
meraného po 6 hodinach od radioaktivneho znacenia. Chromatogram vykazoval velky
Sum v odozve. To znacilo zoslabenie Ziarenia radionuklidu. Stale nebol pozorovany dalsi
pik ako forma necistoty, ktord by naznacovala uvolnenie **"Tc z komplexu.

Obr. 17: HPLC rddiochromatogram analyzy rddioprepardtu *"Tc-HYNIC-RAM
meraného po 24 hodindch od radioaktivneho znacenia.

Obr. 18: HPLC rdadiochromatogram samotného radionuklidu **"Tc nenaviazaného na
komplex HYNIC-ramucirumab. Rddiochromatograf deteguje radionuklid **"Tc v 23
minite.

Obr. 19: Zdznam iTLC merania radiochemickej Cistoty *"Tc-HYNIC-RAM v 0 hodine z
diia 1.11. 2016. Aktivitu viazanii na komplex **"Tc-HYNIC-RAM zndzoriiuje zeleny pik.
Necistotu znazornuje cerveny pik. Vyslednd cistota predstavovala 99,78 % a vysledna
necistota 0,22 %.

Obr. 20: Zaznam iTLC merania radiochemickej Cistoty *"Tc-HYNIC-RAM po 24
hodinach od radioaktivného znacenia konaného dna 1.11.2016. Zeleny pik vykazuje sum
signdlu, ¢o naznacuje slabsiu aktivitu naviazaného radiolinuklidu v komplexe. Plocha

komplexu **"Tc-HYNIC-RAM vykazuje 99,55 %.

Obr. 21: Ziznam iTLC merania radiochemickej cistoty **"Tc-HYNIC-RAM v 0 hodine
od radioaktivneho znacenia konaného dna 16.2.2017. Plocha zeleného piku vykazuje
97,29 % a plocha necistoty (cerveny pik) 2,71 %.

Obr. 22: Ziznam iTLC merania radiochemickej cistoty **"Te-HYNIC-RAM v 0 hodine od
radioaktivneho znacenia konaného dne 20.4. 2017. Plocha necistot (Cerveny pik) tvori
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len 0,44 %. Plocha vykazujuca aktivitu radionuklidu v komplexe (zeleny pik) tvori 99,56
%.

Obr. 23: Ziznam iTLC merania radiochemickej cistoty *"Tc-HYNIC-RAM v 0 hodine
od radioaktivneho znacenia, konaného dna 2.3.2017. Na grafe je jednoznacne vidiet
pritomnost druhého piku (Cerveny), ako necistoty, ktora predstavuje aktivitu nenaviazané
radionuklidu **"Tc. Tento cerveny pik predstavuje 23,89 %. Hlavny zeleny pik
predstavuje 76,11 %. Takto pripraveny konjugat je nevyhovujuci ako radiopreparat
a nebol pouzity pre meranie.

Obr. 24: Zdznam iTLC merania samotného radionuklidu **"Tc pre identifikdciu pozicie
volného radionuklidu.

Obr. 25: Ziznam merania interakcie **"Tc-HYNIC-RAM s bunkovym VEGFR-2 na
pristroji LigandTracer Yellow. Cierna farba krivky zndzorituje meranie v 0 hodine.
Modra farba zndzornuje meranie v 24 hodine. Prvych 10 minut merania prebiehalo bez
pridavku radioligandu v ramci stanovenia tzv. baseline. Prva Sipka naznacuje prvé
pridanie **"Tc-HYNIC-RAM (3 nM) a ndsledny priebeh asociacnej fize do prvej
ekvivalencie. Druhda Sipka naznacuje druhy pridavok *"Tc-HYNIC-RAM (9 nM)
s naslednou analyzou do druhej ekvivalencie. Tretia Sipka naznacuje zaciatok disociacnej
faze, kedy doslo kvymene média s volnym radioligandom za médium bez znacenej
protilatky. Meranie trvalo 60 minut, pocas ktorych dochadzalo k pripadnému
vyvdzovaniu radiofarmaka z vizby na receptory.

Obr. 26: Vysledny graf prvej saturacnej Studie s vyslednou hodnotou Kp = 7,96 nM.
Obr. 27: Vysledny graf druhej saturacnej studie s vyslednou hodnotou Kp = 9,94 nM.

Obr. 28: V'ysledny graf tretej saturacnej studie s vyslednou hodnotou Kp = 12,08 nM.

10.2 Zoznam tabuliek:

Tab. 1: Zhrnutie pridavanych objemov 99mTc-HYNIC-ramucirumab do 24-jamkovej
dosticky, kde sa pre kazdu koncentraciu pripravil triplikat jamiek.
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