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Charakterizace diserta¢ni prace

Piedlozena diserta¢ni prace z oblasti jaderné chemie je souborem nékolika souvisejicich
experimentalnich studii, zaméfenych na vyvoj nového zplsobu piipravy diagnostického
radionuklidu galia-68 a ovéteni jeho radiofarmaceutické aplikace v kombinaci s terapeutickym
alfa-zaticem. Soucasti prace byl tedy jak radiochemicky vyvoj ptipravy daného radionuklidu,
tak vyvoj znaceni vybranych biomolekul a jejich biologické in vitro a in vivo testovani. Cilem
této posledni Casti prace bylo ovétit moznosti vyuziti vypracovanych radiochemickych postupti
Vv oblasti znaceni anti-HER2 monoklonalnich protilatek. Pti feSeni uvedené problematiky byl
pouzit rozsahly aparat analytickych, radiochemickych a biologickych metod. Vsechny
provedené studie maji povahu experimentalnich vyzkumnych praci.

Zhodnoceni disertacni prace

Ptedlozena disertacni prace je tvotrena teoretickym tivodem, komentarem popisujicim vysledky
publikované autorkou a pfilohou obsahujici soubor textli c¢tyf publikovanych praci
doktorandky. Ve vsech uvedenych védeckych ¢lancich je uchazecka prvnim autorem. Prvni
publikace ma charakter prehledového c¢lanku a skladd se ze dvou casti zvetejnénych
V recenzovaném Casopise. Ostatni tii publikace byly publikovany v odbornych védeckych
casopisech s impaktnim faktorem mezi 1.6-3.1. Zaméteni a obsah vSech pfipojenych publikaci
piimo souvisi s tématem piedlozené disertacni prace. K uvedenému souboru odbornych praci
je dale pfipojen i text pfijatého uzitného vzoru registrovaného u Utadu pro primyslové
vlastnictvi, kde je doktorandka uvedena jako druhy autor. UchazeCka publikovala i dalsi
védecké prace, které pfimo nesouviseji s tematikou disertacni prace, jejich zaméfeni je vSak
také radiochemické.

Oblast védecké tematiky, kterou se autorka ve své praci zabyvala, pln€ odpovida oboru. Cile
prace jsou v piedlozené disertacni praci jasné deklarovany, logicky na sebe navazuji a
publikované studie tyto cile napliuji. Zaméteni prace na vyvoj modifikované metody piipravy
galia-68 a navazujici aplikaci pti zkoumani teranostickych moznosti ve spojeni s alfa-zaficem
actiniem-225 je vzhledem K vyvoji v oblasti nuklearni mediciny a intenzivnimu nastupu
novych radionuklidi charakteru alfa-zafici vysoce aktualni. Disertacni prace spliiuje po
formalni strance predepsané pozadavky, vyskyt formalnich chyb ¢i nedostatkli je minimalni.

V uvodu autorka popisuje soucasny stav poznani v dané oblasti a shrnuje zakladni teoreticka
vychodiska provedenych experimentalnich studii. Pomémné piehledné¢ a nazorné zde
charakterizuje vyuziti monoklondlnich protilatek v soucasné terapii, shrnuje zdkladni metody
piipravy radioimunokonjugatii a aplikaci téchto biomolekul pfi radiodiagnostice a radioterapii
HER2-pozitivnich nadord. Obsah piehledu umoziuje ¢tenaftim vytvorit si dostateny
teoreticky zéklad pro pochopeni v praci uvedenych vysledkii experimentalni prace. Piehled je
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psan fundované a jeho rozsah je pfiméteny charakteru prace. Ocenit je tieba pfipojeny seznam

vvvvvv

V praktické ¢asti jsou uvedeny komentare k jednotlivym publikacim, které byly zahrnuty do
diserta¢ni prace. Vysledky prvni ¢asti prace zaméfené na vyvoj generatoru s modifikovanym
adsorpénim systémem uvadi velmi peclivou analyzu ovéfujici strukturni parametry
studovaného oxidu ceri¢itého. Pocet analytickych metod pouzitych v ramci tohoto ovérovani
je vice nez 10. Tento pfistup umoznil velmi dikladnou charakterizaci pfipravenych
nanokrystall a potvrdil jejich kvalitu nutnou pro aplikaci v generatorovém systému. Vysledky
dalSich experimentii charakterizujicich sorpci matefského a dcefiného radionuklidu na nosic¢
umoznily vybrat optimalni zplsob separace a eluce galia-68 z generatoru. Z vysledku
analyzujicich zkonstruovany generatorovy systém je tfeba vyzdvihnout dva Vv této c&asti
uvedené udaje. Prvnim kladem zavedené metody je skute¢nost, Ze eluéni profil galia-68 se
V dlouhém c¢asovém intervalu vyznamné neméni, coz zarucuje dlouhodobou
reprodukovatelnost ziskaného preparatu. Druhou pozitivni vlastnosti modifikované metody je
nizké a konstantni kontaminace eluatu cerem.

V ¢asti, ktera uvadi nepublikované vysledky (kapitola 5), se jevi jako pfinosné porovnani
vhodnosti dvou chelatort DOTA a NOTA pro znaceni protilatky aktiniem-225, coz mtize mit
1 obecnéj$i vyznam pro radioaktivni znaceni jinych podobnych biomolekul. Provedené
radiofarmaceutickd testy ukazuji na vysokou stabilitu a kvalitu pfipravenych
radioimunokonjugétli, coz je zdsadnim ptfedpokladem pro biologické testovani. Pfi rychlé
degradaci by mohlo dochazet ke zkracovani elimina¢niho polo¢asu radioterapeutika a ptipadné
i zvySené nezadouci kumulaci radionuklidu v necilovych organech. Afinitni studie in vitro
potvrdily specifickou vazbu ptipravenych protilatek na buiikky exprimujici ptislusné receptory,
coz doklada zachovani biologickych vlastnosti dilezitych pro cileni protilatek. Stanoveni
biodistribuce zvolené protilatky ukézalo pomérné o¢ekavany obraz, z kterym se setkdvame i u
jinych radioimunokonjugéti. Kladem je vysoka akumulaci v modelovém HER2 pozitivnim
nadoru. Avsak projevila se i obvykla distribuéni charakteristika protilatek spocivajici
Vv relativné vysoké akumulaci ve slezin€. Pomérné nizky nérust kumulace radioaktivity
Vv kostech béhem sledovaného intervalu 7 dni svéd¢i o dobré stabilité in vivo a potvrzuje
vysledky ziskané in vitro. Z hlediska standardniho designu testovani vyvojovych radiofarmak
by bylo zadouci jesté uvedenou studii doplnit nékterymi dalSimi testy (viz pfipominky) a
vyhnout se tak pfipadnym namitkam recenzenti.

Pfipominky a dotazy oponenta:

O odpovidajici Grovni védecko-vyzkumné prace uchazecky svédéi skute¢nost, Ze autorka
publikovala vysledky své prace ve formé& né€kolika odbornych sd€lenich v recenzovanych
casopisech, ve tiech pfipadech s impaktnim faktorem. VSechny publikace, které jsou soucasti
této disertani prace, tedy prosly recenznim fizenim v kvalitnich odbornych ¢asopisech.
Zasadni pfipominky, které by zpochybniovaly cile, metody, vysledky ¢i zadvéry prace oponent
nema. Nasledujici pfipominky a dotazy oponenta jsou proto zaméteny hlavné na uptesnéni
nékterych tdaji uvedenych v teoretickém tvodu, V jednotlivych publikacich, a predevSim
Vv Casti uvadéjici zatim nepublikované vysledky:

1. K formalni strance prace ma oponent jen jednu pfipominku tykajici se uvadéni znacenych
sloucenin. Pokud se jedna o konkrétni slouceninu (napt. radioimunokonjugat), pak dle platné
mezinarodni nomenklatury by oznaceni radionuklidu mélo byt uvedeno v hranaté zavorce a za
ni oznadeni daného prvku a nazev protilatky — napt. [2°Ac]Ac-DOTA-pertuzumab.

2. Vzhledem k tomu, ze k vysledkiim prace doktorandky patii uzitny vzor modifikovaného
generatorového systému pro galium-68, nabizi se otdzka, zda se uvazuje o dalsim kroku ve
vyvoji ptipadného nového typu tohoto generatoru.
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3. Z difraktogramu pfipraveného oxidu cericitého (obr. 14) dovozujete, Ze velikost krystaliti
je s malou odchylkou cca 11 nm (str. 67). Avsak zobrazeni ziskané elektronovou mikroskopii
(obr. 16b) naznacuje nehomogenni velikost ¢astic.

4. Biodistribu¢ni in vivo studie se znaCenymi protilaitkami by mély zahrnovat i porovnani
s farmakokinetikou shodné¢ znac¢ené nespecifické protilatky. Provedli jste, piipadné
piipravujete takovou studii umoziujici diferencovat mezi specifickou a nespecifickou
tkanovou vazbou testovaného radioimunokonjugatu? Podobné by bylo zadouci provést jeste
studii stability radioimunokonjugat v mysi plazmé.

5. Po konjugaci a znaceni radionuklidem zpravidla dochézi v disledku modifikace struktury
ke snizeni afinity monoklonalnich protilatek na cilovy antigen/receptor. MliZete porovnat vami
stanovené afinitni parametry (Str. 92) s udaji pro nativni formy testovanych protilatek?

6. V ramci biodistribucnich studii uvadite mnozstvi radioaktivity v organech zvitat v pfepoctu
na gram tkan€. V tomto pohledu je kumulovana aktivita ve slezin¢ pomérné vysoka. Jaké by
byly aktivity ve slezin¢ ve vztahu k aplikované davce pti vztazeni na cely organ?

Zavér:

Na zaklad€ vySe uvedenych skute€nosti konstatuji, ze predloZena prace Ing. Katefiny Ondrak
Fialové , Pfiprava preparatu %®Ga a znaeni HER2 cilicich protilatek* spliiuje pozadavky
kladené na doktorskou diserta¢ni praci v daném oboru a dokumentuje schopnost autorky

samostatné védecky pracovat na odpovidajici trovni. Doporucuji proto uvedenou disertacni
praci k obhajob¢, na jejimz zakladé by byl udélen uchazedce titul Ph.D.

V Hradci Kralové dne 15.8. 2024 prof. PharmDr. FrantiSek Trejtnar, CSc.



