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Predlozena disertaéni prace se zabyva aktudlni problematikou radioaktivn€ znaCenych
monoklonalnich protilatek radionuklidy vhodnymi pro diagnostiku a terapii nadorovych onemocnéni.

Cilem prace bylo vytvofit metodiku pro znaeni monoklonélnich protilatek Nimotuzumab a
Trastuzumab radionuklidy %Yy a *Y a "Ho, "In a "Lu a pro znaeni DOTA-Puromycinu
radionuklidy ®*Ga a *‘Sc. Vyhodnotit vlastnosti syntetizovanych radiokonjugati pro targeting do
lidskych nadort i kultivovanych buné&nych linif in vitro a posoudit biodistribuci znaenych latek u
zdravych zvifat s implantovanym nadorem. U vybranych radionuklidd odhadnout radiaéni z4t&7 a
posoudit moznost vyuZiti pro zobrazovani syntézy proteinu in vivo.

V teoretické &asti prace autor popisuje v souvislosti s feSenou problematikou zakladni principy terapie
a zobrazovani radionuklidy slou€enin kovil pro studium imunotargetingu pomoci bifunkénich chelatt
a jejich vazby na monoklonalni protilatky. Pfedpokladem validnich vysledki je v3ak i ovéfeni
biologické aktivity radioimunokonjugati, kterému se autor vénuje v teoretické i praktické Casti
disertace. Stru¢na informace o dozimetrii radiofarmak uzavira teoretickou €ast. V jejim zavéru ocetiuji
struény souhrn radionuklidd a bifunkénich chelati, které autor s ohledem na budouci trendy pro
radioimunoterapii zkoumal.

V experimentalni &asti nemam k popisu pripravy pouzitych latek a modifikace protilatek
s bifunkénimi chaléaty, v€etné charakterizace imunokonjugétd a analytickych metod jejich analyzy,
74dné ptipominky. Jejich naro¢né znaCeni sedmi rGznymi radionuklidy je popsano piehledné a
srozumitelné. Rovnéz tak studie in vitro na bunéénych kulturdch metodami vazebné saturalni a
vazebné kompetitivni analyzy a cytotoxicity nadorovych bun&k. Studie in vivo biodistribuce
zkoumanych radiokonjugatl jsou popsany jasné a prehledné.

Cast tykajici se vysledkd a jejich diskuse navazuje na predchozi metodickou &ést disertace. Vyborné
vedena diskuse prezentovanych vysledki konfrontovana s literarnimi Gdaji potvrzuje jejich spravnost
a v mnoha pfipadech autor disertace dosahl i lepSich vysledkd, coz posunuje zkoumané problémy do
situace realného vyuziti v Iékarské praxi.

V této souvislosti uvadim nékolik poznamek &i dotazd: V &asti vysledki konjugace a radioaktivniho
znadeni (str. 74-75) se ukazalo, ze pomér DOTA/h-R3 zvySuje vyté€Znost znaceni ""Lu a ovliviiuje
chovani slougeniny in vivo. Pomér aktivity jatra/krev se ve viech ¢asovych intervalech méfeni zvySuje.
V jakych jednotkéch je tento pomér v tabulce 2 vyjadien?

V &asti studie vlivu druhu chelatoru na vytézek znaceni u Nimotuzumabu konjugovaného s p-SCN-
Bn-DOTA a s p- SCN-Bn-DTPA ukazuje obr. 8 a obr. 9 jejich ITLC profily. Z obr. 9 neni patrné u
jednotlivych profild k¥ivek, kterd zkfivek ptislusi kterému konjugéatu. Pozitivnim vysledkem je
zjisténi, ze dalsi ¢isténi u konjugatu ""Lu-DOTA-Bn-h-R3 neni po jeho piipravé potiebné.

U studie znageni monoklonalnich protilatek yttriem-90 ukazuje obr. 10 jejich ITLC profily, tab. 3
viechny dali vysledky. Zde mam otazku vyplyvajici z posledni véty na str. 82. Ve kterych pfipadech
nebylo tieba pfi znaceni Y gisténi konjugata?

Z vysledki hodnoceni stability velmi ocefiuji excelentni stabilitu konjugati *°Y/'”’Lu-DOTA-
Nimotuzumabu.

Pozitivné hodnotim, Ze v in vitro studiich byla zji§téna imunoreaktivita pouzitych protilatek i jejich 4
konjugatti podobna a dokonce vy§si nez udava literatura.

K nazvoslovi protilatek pouzitému v disertaci: doporu¢il bych jednotné pouzivat pouze genericky
(INN-mezinarodni nechranény nazev) Trastuzumab namisto firemniho nazvu Herceptin a
Nimotuzumab (INN) namisto firemniho nazvu Theraloc.



Studium biodistribuce in vivo: Biodistribuéni studie '"Lu-DOTA-Bn-h-R3 v mysich s SNU-C2B
implantatem (kolorektalni Ca) ukazaly rychlé vychytavani in vivo na receptory lidského epidermélniho
ristového faktoru v burikach kolorektélniho karcinomu in vivo, které je v tésném souladu s in vitro
studiemi. To je diikaz, ze biologicka aktivita a schopnost targetingu studovanych protilatek ziistava
zachovana i po konjugaci a znadeni.

Ke studii biodistribuce v mysich s implantatem spinocelularniho karcinomu (dlazdicové buiky)
prezentované na str. 115-119 mam dotaz, pro¢ se vychytavani pfi i.v. aplikaci sledovalo 264 hod a pti
logoregionalni aplikaci jen 96 hod?

Na kterém pracoviiti se pfipravoval bifunkéni chelat **Sc-DOTA-Pur a provadéla se jeho mikroPET
studie?

V uplném zavéru disertaéni prace autor shrnul vysledky své prace a ukazal vyhledy do 8 oblasti, ve
kterych by se v souvislosti s vysledky této disertace mélo pokracovat. Jak autor nazna¢il jiz v ivodu
disertace, cilem prace byla pfedné formulace radiofarmak pro radioimunoterapii s tim, Ze je nezbytné
Jejich biodistribuci a imunotargeting ovérovat i jejich in vivo zobrazovanim, nejlépe pomoci PET.
Radioterapie je dfilezitou soucasti metod nuklearni mediciny a onkologickd radiofarmaka jsou
vzhledem k zavaznosti nadorovych onemocnéni preferovana.

V tomto ohledu mam je$t¢ k autorovi dizertace zaveérecny, vSeobecny dotaz: Pro ucinnou a
bezpecnou RIT je tfeba volba vhodného radionuklidu. Jakymi principy se tato volba fidi a které
faktory hraji pro vybér radionuklidu rozhodujici tlohu?

Disertatni prace obsahuje 144 stran textu s 8 tabulkami a 39 obrazky. Praci dopliiuji seznamy
pouzitych zkratek, obrazki a tabulek, 170 literarnich citaci a seznam 25 publikaci a prezentaci autora,
vztahujicich se k tématu ptedlozené disertaéni prace v nichz je v 10 pripadech prvnim autorem.

Piedlozeny spis disertacni prace hodnotim jako zdafily, je napsan v anglickém jazyce, piehledné,
srozumitelné a s velmi dobrou grafickou upravou. Teoretickd i experimentélni ¢ast obsahuje mnoho
cennych védeckych informaci z oblasti feSené problematiky a jisté¢ bude zdrojem informaci pfi dal$im
vyzkumu téchto potencialnich radioaktivnich Ié€iv s cilenou biodistribuci. Provedeni v§ech naroénych
experimentd a zpracovani velkého mnozstvi vysledkl ukazuje na autorovu dobrou orientaci v resené
problematice a ziskanou zkuSenost ve védeckeé praci.

Zavér:

Predlozenou disertacni praci hodnotim jako piinosnou pro oblast novych, modernich radioaktivnich
1é¢iv s cilenou biodistribuci. Denis Rolando Beckford Vera, MSc. prokézal schopnost samostatné fesit
védecké problémy, pracovat s odbornou literaturou, poznatky aplikovat do experimentalni prace a
z dosazenych vysledkl formulovat zavéry pro dal$i vyzkumnou ¢innost v této oblasti. Predlozeny spis
jednoznaéné splituje z hlediska vSech kriterii pozadavky kladené na prace tohoto typu. Doporucuji
proto disertaéni praci k obhajobé&. Po jejim uspésném obhajeni pak udéleni titulu Ph.D.
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