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Abstrakt 

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra:  Katedra farmakologie a toxikologie 

Kandidát:  Mgr. Zbyněk Nový 

Školitel:  Doc. PharmDr. František Trejtnar, CSc. 

Název disertační práce: Studium interakcí radionuklidy značených monoklonálních 

protilátek s receptorem pro epidermální růstový faktor in vitro 

 

Řada typů karcinomů se ve srovnání se zdravou tkání vyznačuje zvýšenou 

expresí receptoru pro epidermální růstový faktor (EGFR). Tohoto fenoménu využívají 

pro léčbu některých onkologických onemocnění anti-EGFR monoklonální protilátky.  

Intenzivně studovanou oblastí je ověřování možností zvýšit využitelnost těchto 

protilátek inkorporací vhodných radionuklidů, což může sloužit pro radiodiagnostiku či 

radioterapii zmíněných malignit. Ačkoliv je EGFR receptor a s ním spojené signální 

intracelulární kaskády předmětem intenzivního výzkumu, není dostatečně prostudována 

řada faktorů, které mohou zkoumání a míru vazby radioaktivně značených protilátek na 

EGFR in vitro významně ovlivnit.  

Cílem této disertační práce bylo v první fázi zavést metodiku pro značení anti-

EGFR monoklonálních protilátek (cetuximab, panitumumab) jódem-131 a s pomocí 

takto označených protilátek stanovit míru exprese EGFR u čtyř zvolených buněčných 

linií (A431, HaCaT, HCT116 a HepG2). V další fázi bylo úkolem provést s využitím 

těchto z hlediska exprese EGFR definovaných buněčných modelů vazebnostní studie 

s cetuximabem a panitumumabem značenými luteciem-177 a porovnat vazebnost těchto 

dvou protilátek na EGRF v relaci na buněčném modelu a typu použitého bifunkčního 

chelátoru vázajícího radiokov. Součástí práce byly i radiochemická charakterizace a 

ověření stability připravených radioaktivně značených protilátek.   

Stanovení počtu receptorů bylo prováděno jak pomocí klasické manuální 

saturační techniky, tak pomocí nového poloautomatizovaného přístupu tzv. kinetické 

extrapolační metody (KEX). Míra exprese byla také porovnána s výsledky zjištěnými 

western blottingem. Stanovení míry exprese EGFR bylo prováděno u čtyř vybraných 

buněčných linií. Pro značení luteciem-177 byla využita modifikace obou protilátek 

třemi bifunkčními chelátory (DOTA, NOTA a PCTA). 
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Optimalizace značení anti-EGFR protilátek jódem-131 vedla k vysoké 

výtěžnosti a radiochemické čistotě. Testování stability připravených protilátek ukázalo, 

že pokles radiochemické čistoty během 24 h je v řádu jednotek procent. Obě metody 

stanovení počtu receptorů vykazovaly výsledky ve vzájemné shodě.  KEX metodu lze 

tedy pokládat za srovnatelně využitelnou jako klasickou saturační techniku. Počet 

EGFR receptorů na buňku se pohyboval od 1,98 × 10
6
 u linie A431, přes 0,91 × 10

6
 pro 

HaCaT až po 0,15 × 10
6
 pro HCT116 a 0,07 × 10

6
 u linie HepG2. Celkově lze tedy 

podle exprese EGFR studované linie seřadit takto: A431 > HaCaT > HCT116 ≈ HepG2. 

Míra exprese korelovala s výsledky získanými western blottingem. 

Postupy zavedené pro značení cetuximabu a panitumumabu luteciem-177 vedly 

k preparátům značených protilátek s vysokou radiochemickou čistotou a stabilitou až po 

dobu jednoho týdne. Ve vazebnostních studiích se ukázalo, že podíl navázané protilátky 

je výrazně rozdílný v závislosti na použité buněčné linii a je ve shodě s mírou exprese 

cílového EGFR . Vazba luteciem-177 značených protilátek na buněčné modely byla 

vysoce specifická, neboť preinkubace s nadbytkem neznačené protilátky radikálně 

vazbu snížila. Při vyhodnocování vlivu použitého chelátoru na vazbu protilátek in vitro 

nebyl zjištěn žádný signifikantní rozdíl v  akumulaci protilátek modifikovaných DOTA, 

NOTA či PCTA v příslušných buněčných liniích. Získané výsledky dokládají, že 

připravené protilátky značené luteciem-177 mají vhodné radiochemické a biologické 

parametry a jsou tak vhodnými kandidáty pro další výzkum směrem k jejich 

potencionálnímu využití. 
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Abstract 

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove 

Department:  Department of Pharmacology and Toxicology 

Candidate:  Zbynek Novy, MSc. 

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

Title of doctoral thesis: In vitro study of interactions of radiolabeled monoclonal 

antibodies with epidermal growth factor receptor 

 

Various types of cancer are characterized by overexpression of epidermal growth 

factor receptor (EGFR) compared to normal tissue. Anti-EGFR antibodies utilize this 

phenomenon to treat certain oncological diseases. Intensively studied field is verifing of 

possibility to increase usability of these antibodies by incorporating suitable 

radionuclides into thiers structures, results can serve in radioimmunodiagnosis or 

radioimmunotherapy of mentioned malignities. Despite the fact that EGFR recepor and 

his signaling intracelluar pahtway is object of intense research, there is a lack of 

knowledge in the area of factors, which can significantly affect binding of radiolabeled 

antibodies to EGFR in vitro.  

The aim of this doctoral thesis was to introduce method of radiolabeling anti-

EGFR monoclonal antibodies (cetuximab, panitumumab) with iodine-131 and to use 

this radiolabeled antibodies to determine expression rate of EGFR in four selected cell 

lines (A431, HaCaT, HCT116 a HepG2). Furthermore, the second aim was to perform 

cell binding studies with lutetium-177 labeled cetuximab and panitumumab in those 

EGFR-defined cell models and to estimate effect of used radiometal chelator to cell 

binding in relation with employed cell line. Radiochemical characterisation was aslo the 

part of the study as well as prove of stability of prepared radiolabeled antibodies. 

Determination of number of receptors per cell was performed by classical 

manual saturation technique and by new semi-automatized approach, i. e. kinetic 

extrapolation method (KEX). Receptor expression levels were also compared to the 

results of western blot analysis. The determination of EGFR expression level was 

performed in four selected cell lines. The modification of both monoclonal antibodies 

with three bifunctional chelators (DOTA, NOTA, PCTA) was used for lutetium-177 

radiolabeling. The optimization of anti-EGFR antibodies labeling with iodine-131 led to 
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high yield and high radiochemical purity. The stability testing of prepared antibodies 

showed decrease in radiochemical purity after 24 hours in units of percents. Both 

methods determining number of receptors revealed results in accordance. Therefore 

KEX method could be considered as comparably useful as the classical saturation 

technique. The numbers of EGFR receptors per cell were as follows: 1.98 × 10
6
 for 

A431 cell line, 0.91 × 10
6
 for HaCaT cells, 0.15 × 10

6
 in the case of HCT116 and 0.07 

× 10
6
 for HepG2. Overally, we can put studied cell lines in order according to 

decreasing number of expressed EGFR: A431 > HaCaT > HCT116 ≈ HepG2. The 

expression rate corelated with results from western blot analysis. 

Protocols introduced for labeling of cetuximab and panitumumab with litetium-

177 led to preparations with high radiochemical purity and high stability up to the 

period of one week. The cell binding studies showed, that the bound fraction of labeled 

antibody differs widely and is in relationship with used cell line and also is in 

accordance with its EGFR expression rate. The cell binding of lutetium-177 labeled 

antibodies was highly specific, whereas preincubation with cold antibody led to massive 

decrease of its binding. The evalution of effect of chelator type to cell binding in vitro 

showed no significant difference in uptake among antibodies modified with DOTA, 

NOTA or PCTA in appropriate cell lines. Acquired results demonstrate suitable 

radiochemical and biological properties of prepared 
177

Lu-labeled antibodies and they 

appear as proper candidates for further research towards their potentional application in 

clinics. 
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Seznam zkratek  

 

α –MSH α-melanocyty stimulující hormon 

Ab  protilátka, angl. antibody  

ADCC protilátkově závislá buňkami zprostředkovaná cytotoxicita, angl. 

antibody dependent cell-mediated cytotoxicity 

AMBA  DO3A-CH2CO-Gly-(4-aminobenzoyl)-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-

Met-NH2) 

ANOVA analýza rozptylu, angl. analysis of variance 

ATCC  Americká sbírka typových kultur, angl. American Type Culture 

Collection 

BASS   pNO2-Phe-c(dCys-Tyr-dTrp-Lys-Thr-Cys)dTyrNH2 

BC   rakovina prsu, angl. breast cancer 

BCA  bicinchoninová metoda, angl.bicinchoninic acid assay 

Biot  biotin 

BSA  hovězí sérový albumin, angl. bovine serum albumin 

BsmAb  bi-specifická monoklonální protilátka 

BT   nádor mozku, angl. brain tumor 

CBC   cross-bridged cyclam, (4,11-bis(karboxymetyl)-1,4,8,11-

tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan) 

CC   kolorektální karcinom, angl. colorectal cancer 

CCD zařízení s vázanými náboji, angl. charge-coupled device 

CDC na komplementu závislá cytotoxicita, angl. complement dependent 

cytotoxicity 

CEA  karcinoembryonální antigen, angl. carcinoembryonic antigen 

CEAexp  nádory exprimující karcinoembryonální antigen, angl. carcinoembryonic 

antigen expression 

CT   počítačová tomografie, angl. computed tomography 

DNA  deoxyribonukleová kyselina, angl. deoxyribonucleic acid 

DOTA  tetra-azacyklododekantetraoctová kyselina, angl. tetraazacyclododecane 

tetraacetic acid 

DTPA diethylentriaminpentaoctová kyselina, angl. diethylene triamine 

pentaacetic acid 
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EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina, angl. ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF epidermální růstový faktor, angl. epidermal growth factor 

EGFR receptor pro epidermální růstový faktor, angl. epidermal growth factor 

receptor 

ED-B   extradoména B 

ErbB gen kódující receptory rodiny HER, zkratka z angl. Erythroblastosis B 

ERK extracelulárním signálem regulovaná kináza, angl. extracellular signal-

regulated kinase 

Fab  antigen vázající fragment, angl. Fragment antigen binding 

Fc  krystalizující fragment, angl. Fragment crystallizable 

FDA  Úřad pro kontrolu potravin a léčiv, angl. Food and Drug Administration 

FDG  18F-fluorodeoxyglukóza 

FET  18F-fluoroethyltyrosin 

FCH  18F-fluorocholin 

FLT  18F-fluorothymidin 

fRIT   frakcionovaná imunoterapie 

GC   rakovina žaludku, angl. gastric cancer 

GEP  gastroenteropankkreatický 

GIM   gastrointestinální malignity 

GIT  gastrointestinální trakt 

GL   gliom 

GLB   glioblastom 

GLP-1  glucagon-like peptide 1 

GRP   gastrin uvolňující peptid, angl. gastrin-releasing peptide 

GST   gastrointestinální stromální nádor, angl. gastrointestinal stromal tumor 

HAMA lidské protimyší protilátky, angl. human antimouse antibodies 

HAT  hypoxantin-aminopterin-thymidin 

HCC   hepatocelulární karcinom, angl. hepatocellular carcinoma 

hdRIT   vysokodávková radioimunoterapie, angl. high-dose radioimmunotherapy 

HER1 lidský receptor pro epidermální růstový faktor 1, angl. human epidermal 

growth factor receptor 1 

HGPRT hypoxantin-guanin fosforibosyltransferáza, angl. hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase 

HNC   karcinomy hlavy a krku, angl. head and neck carcinoma  
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HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie, angl. high-performance liquid 

chromatography 

IA   intraarteriální 

IGFR receptor pro inzulinu podobný růstový faktor, angl. insulin-like growth 

factor receptor 

IMRT radioterapie s modulovanou intezitou, angl. intensity-modulated 

radiotherapy 

INS   insulinom 

i.p.   intraperitoneální 

IRC   intraresekční dutina, angl. intraresection cavity 

ITLC instantní tenkovrstvá chromatografie, angl. instant thin-layer 

chromatography 

ITLC-SG instantní tenkovrstvá chromatografie na silikagelu, angl. instant thin-

layer chromatography-silica gel 

i.v.   intravenózní 

KEX  metoda extrapolace kinetiky, angl. kinetic extrapolation method 

LET  lineární přenos energie, angl. linear energy transfer 

M   melanoma 

mAb  monoklonální protilátka, angl. monoclonal antibody 

MAPK mitogenem aktivovaná proteinkináza, angl. mitogen-activated protein 

kinasis 

MEK mitogenem extracelulárně aktivovaná kináza, angl. mitogen-

extracellulary activated kinasis 

MET  methylmethionin 

MTC   medulární karcinom štítné žlázy, angl. medullary thyroid cancer 

NCA-95 nespecifický zkříženě reagující antigen, angl. nonspecific cross-reacting 

antigen 95 

NET   neuroendokrinní tumor 

NOC  Nal
3
-oktreotid 

NOTA triazacyclononantrioctová kyselina, angl. triazacyclononanetriacetic acid 

NSCLC  nemalobuněčný karcinom plic, angl. non-small-cell lung cancer 

OC   rakovina vaječníků, angl. ovarian cancer 

PBS  fosfátem pufrovaný fyziologický roztok, angl. phosphate buffered saline 

PET  pozitronová emisní tomografie 
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PC   rakovina prostaty, angl. prostate cancer 

PCTA tetraazabicyklopentadekatrientrioctová kyselina, angl. tetra-

azabicyclopentadecatrienetriacetic acid 

PMSF  fenylmethylsulfonyl fluorid, angl. phenylmethylsulfonyl fluoride 

pRIT radioimunoterapie s pretargetingem, angl. pretargeted 

radioimmunotherapy 

PVDF  polyvinyliden fluorid 

RAF  rychle se rozvíjející fibrosarkom, angl. rapidly accelerated fibrosarcoma 

RAS  potkaní sarkom, angl. rat sarcoma 

RCC   karcinom ledvin, angl. renal cell carcinoma 

RGD   sekvence arginin-glycin-aspartát 

RIT radioimunoterapie 

RP-HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie na obrácené fázi, angl. reverse 

phase high performance liquid chromatography 

RTG rentgenové záření 

SCCHN spinocelulární kracinom hlavy a krku, angl. squamous-cell carcinoma 

of head and neck 

SDS dodecylsíran sodný, angl. sodium dodecyl sulphate 

SDS-PAGE gelová elektroforéza na polyakrylamidovém gelu, angl. sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SPECT jednofotonová emisní výpočtní tomografie, angl. single-photon emission 

computed tomography 

sst   podtyp somatostatinového receptoru, angl. somatostatin receptor subtype 

Strept   streptavidin 

SÚKL  Státní ústav pro kontrolu léčiv 

TATE  Tyr
3
-oktreotát 

TBST trisem pufrovaný fyziologický roztok s Tweenem 20, angl. Tris-Buffered 

Saline and Tween 20. 

TLC  tenkovrstvá chromatografie, angl. thin-layer chromatography 

TOC  Phe
1
-Tyr

3
-oktreotid 

Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethan 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosine
http://en.wikipedia.org/wiki/Octreotate
http://en.wikipedia.org/wiki/Tris-Buffered_Saline
http://en.wikipedia.org/wiki/Tris-Buffered_Saline
http://en.wikipedia.org/wiki/Tween_20
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenylalanine
http://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosine
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1 Úvod  
 

Jedním z nejzávažnějších úkolů současné lékařské vědy je boj s nádorovými 

onemocněními, jejichž incidence bohužel neustále roste. Terapie tohoto často fatálního 

onemocnění je velmi obtížná. Mimo klasického chirurgického řešení a radioterapie je 

nejčastěji užívaným léčebným prostředkem chemoterapie. Ta je ovšem nucena využívat 

vysoce toxických látek, jejichž přítomnost v organismu může vyvolávat řadu závažných 

nežádoucích účinků. Tyto nežádoucí účinky často poškozují zdravé tkáně výrazněji než 

samotný nádor. Z tohoto důvodu se v posledních desetiletích klade stále větší důraz 

na hledání léčiv se specifičtějším účinkem, která mají výraznější směřování 

(„targeting“) do cílových tkání (Cuperlovic-Culf et al. 2012).  

Velkým pokrokem v této oblasti byl objev monoklonálních protilátek a jejich 

produkce pomocí hybridomové technologie či transgenních myší (Laffly a Sodoyer 

2005). Přes určité limity představují monoklonální protilátky velký pokrok v terapii 

některých onkologických onemocnění. V posledních letech se v klinické praxi objevil 

nový způsob léčby využívající protilátky ve spojení s radioaktivními izotopy – 

radioimunoterapie, která kombinuje vlastnosti dvou do té doby oddělených 

terapeutických přístupů (Tomblyn et al. 2013).  

Naše experimentální výzkumná práce směřovala právě do oblasti monoklonálních 

protilátek spojených s radioaktivními nuklidy. Předmětem zkoumání byla oblast 

monoklonálních protilátek cílených na receptor pro epidermální růstový faktor (EGFR), 

který se exprimuje ve zvýšené míře u mnoha typů nádorů (Nicholson et al. 2001). 

V práci jsme se soustředili na posouzení několika faktorů, které mohou ovlivnit vazbu 

radioaktivně značených protilátek na EGFR, jako je např. typ protilátky, použitá 

strukturní modifikace či buněčný model. V první části experimentálního oddílu této 

práce jsou shrnuty výsledky týkající se kvantifikace exprese EGF receptoru u různých 

buněčných linií pomocí radiojodovaných protilátek. V další části práce jsou uvedeny 

výsledky ukazující vliv modifikace protilátek chelátory, optimalizované metody jejich 

značení pomocí lutecia-177 a následné in vitro vazebné studie využívající 

v předcházející studii charakterizované buněčné linie. Přestože práce byly prováděny na 

in vitro úrovni, zjištěné parametry studovaných protilátek a metody jejich in vitro 

hodnocení mohou být potenciálně využity v dalších fázích testování zkoumaných 

protilátek, které by směřovalo k jejich budoucímu klinickému využití.  
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2 Teoretická část 

2.1 Cílená radiofarmaka 

Léčiva využivající radioaktivní prvek ve své struktuře - radiofarmaka lze 

klasifikovat dle mnoha hledisek (Lázníček a Komárek 1998). Z hlediska této práce jsou 

nejdůležitější podskupinou radiofarmak tzv. cílená radiofarmaka. Jejich určující 

vlastností je vysoká afinita k cílové struktuře (receptoru, enzymu či transportéru). Jejich 

klinické využití závisí na typu použitého radionuklidu a může být jak diagnostické tak 

terapeutické či dokonce kombinované (tzv. teranostika). Stručný přehled a popis látek 

řazených mezi cílená radiofarmaka uvádí následující kapitola. 

 

2.1.1 Přehled cílených radiofarmak dle struktury 

 

18
F-Fluorocholin (FCH)  

Cholin je prekurzorem fosfatidylcholinu, který je hlavní složkou buněčných 

membrán. Během buněčné proliferace se aktivuje proteosyntéza stejně jako syntéza 

membránových lipidů. Proto nádorové buňky spotřebovávají cholin ve velkém množství 

(Yoshimoto et al. 2004, Zhu et al. 2011). FCH (viz Obr. 1) se používá pro zobrazování 

nádorů prostaty a jeho metastáz (DeGrado et la. 2001, Hara et al. 2002, Kwee et al. 

2007, Zhu et al. 2011). Cholin i FCH je do buněk přenášen specifickým transportním 

systémem (Lockman et al. 2002, Hara et al. 2006, Inazu 2014). 

 

Obr. 1:  Strukturní vzorec 18F-fluorocholinu. 

 

18
F-Flourothymidin (FLT) 

18
F-Fluorocholin celým názvem 3'-deoxy-3'-fluorothymidin (Grierson a Shields 

2000, Castellucci a Jadvar 2012). Nukleosidy a jejich analogy přecházejí do buňky 

difuzí kontrolovanou transportéry, FLT je jejich substrátem (Belt et al. 1993, Couturier 

et al. 2005a). Díky zvýšené spotřebě nukleosidů pro syntézu DNA je přednostně 

vychytáván v proliferující tkáni, a tudíž umožňuje zobrazit např. nádory mozku, které se 
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jinak pomocí běžně užívané 18F-fluorodeoxyglukózy (FDG) obtížně vizualizují 

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

 

Obr. 2:  Strukturní vzorec 18F-fluorothymidinu. 

 

Aminokyseliny  

18
F-fluoroethyltyrosin (FET) – Je známo, že transport aminokyselin do buněk 

je téměř výhradně zprostředkován přenašečem pro aminokyseliny typu 1-AA (Heiss et 

al., 1999, Götz a Grosu 2013). FET (
18

F-fluoro-O-(2)-fluoroethyl-l-tyrosin) a 
11

C-

methylmethionin (MET) jsou látky používané pro diagnostiku maligních tumorů 

mozku. MET je běžná aminokyselina značená uhlíkem-11 o poločasu 20 minut. 

V klinické praxi se ukázaly FET a MET stejně specifické i citlivé (Weber et al. 2000, 

Grosu et al. 2011). 

 

Peptidy  

Látky tohoto typu tvoří rozsáhlou skupinu, členěnou na několik významných 

podskupin, jejichž základní charakteristiky jsou uvedeny v následujícím přehledu. 

Tabulka 1 uvádí proběhlé klinické studie s těmito látkami. 

 

Analogy somatostatinu 

111
In-DTPA-oktreotid (OC, OctreoScan®; Mallinckrodt Inc.), byl první 

registrovaný radiopeptid (oktapeptid), který je používán už dvacet let v diagnostice 

nádorů pozitivních na somatostatinové receptory a stal se v této indikaci zlatým 

standardem (Krenning et al. 1993, Ambrosini et al. 2011b). 

68
Ga-značené analogy somatostatinu používané v klinice jsou založeny na třech 

oktapeptidech [Tyr
3
]oktreotid (TOC), [Tyr

3
,Thr

8
]oktreotid (TATE), a [1-Nal

3
]oktreotid 

(NOC) ve spojení s DOTA (Ambrosini et al. 2011a). Jejich hlavní indikací jsou nádory 

neuroendokrinního původu resp. jejich zobrazení (Decristoforo et al. 2012). 
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Analogy cholecystokininu 2 (minigastriny) 

Gastrinový receptor může být atraktivním cílem pro zobrazování a terapii 

pomocí radiopeptidů u několika typů nádorů. Autoradiografií bylo identifikováno, že 

gastrinový receptor se ve zvýšené míře exprimuje v nádorech dřeně štítné žlázy (92%), 

v malobuněčném karcinomu plic (57%), v astrocytomech (92%), ve stromálních 

nádorech vaječníků (100%) a gastroenteropankreatických tumorech (22%) (Reubi et al. 

1997).  

 

Analogy bombesinu (bombesiny) 

Bombesin je tetradekapeptidový neurohormon, homolog savčího gastrin-

releasing peptidu (GRP), který se vyskytuje u obojživelníků (Ambrosini et al. 2011b). 

Receptory pro GRP byly nalezeny v různých typech nádorů, konkrétně v nádorech prsu, 

nádorech prostaty, tumorech ledvinných buněk, v malobuněčném karcinomu plic a v 

stromálních nádorech GITu (Reubi et al. 2005). 

 

Tabulka 1. Skupiny radiopeptidů dle cílových receptorů a jejich nejvýznamější 

zástupci. 

Peptid Receptor Indikace Radiopeptidová proba 

Somatostatin sst2 NETs,  

GEP-NETs 

111
In-DTPA-oktreotid* 

111
In-DOTA-lanreotid 

111
In/

90
Y/

177
Lu/

68
Ga-DOTATOC 

177
Lu/

68
Ga-DOTATATE 

111
In-DOTA-BASS

+ 

99m
Tc-HYNIC-TOC/-TATE 

99m
Tc-N4-TATE 

99m
Tc-depreotid 

18
F-deoxyfruktosyl-TATE 

 sst2/sst3/sst5  
68

Ga-DOTANOC 
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Peptid Receptor Indikace Radiopeptidová proba 

Bombesin GRP receptor PC, BC 
99m

Tc-RP527 

  GST 
68

Ga-BZH3 

   
64

Cu-CBC-AR06 

   
68

Ga/
177

Lu-AMBA 

Cholecystokinin

/ 

gastrin 

Cholecystokinin 2 MTC 
111

In-DTPA-D-Glu-minigastrin 

99m
Tc-demogastrin 2 

RGD peptidy αvβ3 integrin různé 
18

F-galakto-RGD 

18
F-RGD-K5 

18
F-AH111585 

Substance P Neurokinin 1 GBM 
213

Bi-DOTA-substance P 

111
In/

90
Y-DOTAGA-substance P 

GLP-1/exendin GLP-1 receptor INS 
111

In-[Lys
40

(Ahx-DTPA)NH2]-

exendin-4 

111
In-[Lys

40
(Ahx-DOTA)NH2]-

exendin-4 

α-MSH Melanokortin 1 

receptor 

melanom 
188

Re-(Arg
11

)CCMSH
 

VIP VPAC1-2 různé 
99m

Tc-TP3654
 

* registrován jako léčivý přípravek 

+  
první klinicky použitý radioaktivně značený antagonista somatostatinu 

α-MSH (α-melanocyty stimulující hormon), AMBA (DO3A-CH2CO-Gly-(4-aminobenzoyl)-Gln-Trp-

Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2), BASS (pNO2-Phe-c(dCys-Tyr-dTrp-Lys-Thr-Cys)dTyrNH2), BC 

(rakovina prsu, angl. breast cancer), CBC (cross-bridged cyclam, (4,11-bis(karboxymetyl)-1,4,8,11-

tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan), GEP (gastroenteropankkreatické), GBM (angl. glioblastoma 

multiforme), GLP (angl. glucagon-like peptide 1), GRP (angl. gastrin-releasing peptide), GST (angl. 

gastrointestinal stromal tumor), INS (insulinom), NET (neuroendokrinní tumor), MTC (angl. medulary 

thyroid cancer), PC (rakovina prostaty, angl. prostate cancer), RGD (sekvence arginin-glycin-aspartát), 

sst (angl. somatostatin receptor), VIP (vazoaktivní intestinální peptid). Ambrosini et al. 2011b, Dong et al. 

2014 a Fani et al. 2012.  
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Monoklonální protilátky a jejich fragmenty 

Vlastnosti monoklonálních protilátek ve spojení s radionuklidy, stejně tak jako 

jejich fragmenty jsou podrobně charakterizovány v následující kapitole (2.2). 

 

2.2  Monoklonální protilátky v nukleární 

medicíně 

Monoklonální protilátky jakožto agens s vysokou afinitou a specifitou vůči svým 

cílovým antigenům jsou v nukleární medicíně po spojení s příslušnými radionuklidy 

využívány, jak pro diagnostiku (radioimunodiagnostika) tj. zobrazování, tak pro 

terapii různých typů onemocnění (radioimunoterapie). Než se budu věnovat popisu 

využívaných nuklidů, způsobům jejich připojení k molekule protilátky a dalším 

aspektům oboru radioimunoterapie/radioimunodiagnostiky, považuji za vhodné stručně 

osvětlit strukturu a původ monoklonálních protilátek jako takových. 

 

2.2.1 Struktura monoklonálních protilátek 

 

Monoklonální protilátky (angl. monoclonal antibodies, mAb) jsou produkovány 

B-lymfocyty a jsou základem humorální imunity člověka. Jedná se o specifické 

glykoproteiny – imunoglobuliny (Ig) s vysokou afinitou cílenou na určitý antigen. Tvar 

jejich molekuly připomíná písmeno Y, přičemž se tato molekula skládá ze dvou těžkých 

a dvou lehkých řetěců spojených disulfidickými můstky (viz Obr. 3).  

Molekula protilátky má dvě hlavní funkční oblasti (fragmenty). První je 

variabilní fragment, který váže antigen (Fab, fragment antigen binding) a vyznačuje se 

dvěma vazebnými místy pro cílový antigen. Druhou částí je konstantní fragment (Fc, 

fragment crystallizable), který je zodpovědný za interakci s dalšími složkami imunitního 

systému (obr. X). Tato interakce může vést ke dvěma typům cytotoxické reakce (Reilly 

2010):  

 

1) komplement dependentní cytotoxicita (CDC, angl. complement dependent 

cytotoxicity) 
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2) protilátkově závislá buňkami zprostředkovaná cytotoxicita (ADCC, angl. antibody 

dependent cell-mediated cytotoxicity). 

 

Obr. 3:  Struktura monoklonální protilátky třídy IgG. Fab – antigen vázající fragment, Fc – 

konstantní fragment. Upraveno dle Thomson 2014. 

  

Protilátky dělíme dle struktury konstantního fragmentu do pěti tříd: IgG, IgA, 

IgD, IgE a IgM. Nejvýznamnější a nejhojněji zastoupená třída je IgG, která se dělí do 

čtyř podtříd IgG1-4. Protilátky užívané v radioterapii patří právě do IgG třídy (Kowalsky 

a Falen 2011). 

 

2.2.2 Produkce monoklonálních protilátek 

Určitou monoklonální protilátku začnou produkovat B-lymfocyty po stimulaci 

příslušným cílovým antigenem. Bohužel B-lymfocyty není možno kultivovat v in vitro 

podmínkách a tím si zajistit produkci žádané protilátky. Tento problém vyřešili Köhler a 

Milstein (Köhler a Milstein 1975) vyvinutím takzvané hybridomové metody. Ta spočívá 

v in vitro fúzi myších lymfocytů stimulovaných příslušným antigenem s myelomovými 
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buňkami myši. Výsledná fúzní buňka se nazývá hybridom a má vlastnosti obou 

parentních buněk, neboť je schopna produkovat určitou monoklonální protilátku a 

zároveň se nekonečně množit v in vitro podmínkách (viz Obr. 4). Hybridom 

pochopitelně produkuje pouze myší protilátky. 
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Obr. 4:  Schéma hybridomové techniky produkce monoklonálních protilátek. HGPRT - hypoxantin-

guanin fosforibosyltransferáza (angl. hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) – enzym 

podílející se na recyklaci nukleotidů pro syntézu RNA, HAT-medium (angl. hypoxanthine-aminopterin-

thymidine medium), selekční medium, ve kterém přežijí pouze hybridomy s HGPRT získanou z B-buněk. 

Posledním krokem je selekce klonu produkujícího požadovanou protilátku. Ilustrace Martin Král. 
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Bohužel užití myších protilátek v klinické praxi přineslo některé nežádoucí 

účinky, mezi nejvýznamnější se řadí vznik lidských protilátek proti myším protilátkám 

(angl. human antimouse antibodies, HAMA). Ve snaze snížit výskyt této nežádoucí 

reakce byly vyvinuty za využití rekombinantní DNA takzvané chimérní protilátky, které 

mají variabilní část kódovanou myší DNA, zatímco konstatní fragment je kódován 

lidskou DNA (Morrison et al. 1988). 

Ještě o stupeň dál ve vývoji stojí plně lidské protilátky, které jsou produkovány 

pomocí transgenních myší (Lonberg a Huszar 1995). Schéma typů protilátek je na 

obrázku 5. 

 

Obr. 5:  Přehled typů monoklonálních protilátek dle původu jejich aminokyselinové sekvence 

(upraveno dle Reilly 2010) 

 

Vývoj produkčních technologií monoklonálních protilátek a jejich následné 

využití pro výrobu klinicky využívaných preparátů dobře ilustruje schéma na obr. 6. 
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Obr. 6:  Vývoj metod produkce monoklonálních protilátek. Obecně lze říci, že preparáty schválené 

americkým Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv (angl. Food and Drug Administration, FDA) se objevily 

na trhu vždy 10-12 let po tom, co byla technologie jejich produkce popsána ve vědecké literatuře. Prvním 

způsobem produkce monoklonálních protilátek byla hybridomová technologie (Köhler a Milstein 1975), 

chimérní protilátky byly poprvé připraveny rekombinantní technikou v roce 1984 (Morrison et al. 1984). 

Protilátky s myším štěpem CDR (komplementaritu určující region, angl. complementarity-determining 

region), též nazývané humanizované, byly připraveny v druhé polovině 80. let (Jones et al. 1986). V roce 

1990 byla zavedena metoda „fágový display“ prodující poprvé prakticky plně lidské protilátky 

(McCafferrty et al. 1990). Doposud nejnovější a nejužívanější technikou, která produjuje plně lidské 

protilátky, je metoda využívající transgenních myší (Longberg et al. 1994, Green et al. 1994). Zelené 

úseky protilátek značí myší sekvence aminokyselin, zatímco modré jsou lidského původu. Upraveno dle 

Longberg 2005. 
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2.2.3 Fragmenty protilátek 

Biotechnologicky získané monoklonální protilátky (třídy IgG) jsou pochopitelně 

v kompletní podobě, tj. dva lehké a dva těžké řetězce o celkové molekulové hmotnosti 

okolo 150 kDa. Pomocí enzymatického štěpení lze získat různé fragmenty (viz Obr. 7) 

parentní protilátky o menší molekulové hmotnosti a s odlišnou farmakokinetikou. 

 

 

Obr. 7: Přehled možných fragmentací monoklonální protilátky IgG. IgG (imunoglobulin) – intaktní 

protilátka, ScFv-Fc (angl. single chain fragment variable-fragment crystallizable), Fab (angl. fragment 

antigen binding), scFv (angl. single chain fragment variable), Fv (angl. fragment variable). Upraveno 

dle Hong et al. 2008. 

 

Jednořetězcový variabilní fragment-fragment krystalizující (angl. single-chain 

fragment variable-fragment crystallizable, ScFv-Fc) 

Jedná se o největší z možných štěpů protilátek, jehož molekulová hmotnost se 

pohybuje okolo 105 kDa, což činí zhruba dvě třetiny původní protilátky. Tyto štěpy 

vznikají opětovným navázáním krystalizujícího fragmentu (Fc) na jednořetězcový 
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fragment (scFv). Biologický poločas těchto látek je oproti intaktním protilátkám kratší, 

tj. je v řádu desítek hodin (Olafsen a Wu 2010). 

 

Dvojitý antigen vázající fragment (angl. fragment antigen binding, (Fab´)2) 

(Fab')2 fragment protilátky je produkován štěpením původní protilátky 

pepsinem, čímž dojde k oddělení většiny krystalizujícího fragmentu (Fc). (Fab')2 

fragmenty mají dvě antigen vazebné domény a jsou spojeny disulfidickými můstky, což 

z nich činí bivalentní molekuly s hmotnostní okolo 110 kDa. Dvojvazné fragmenty 

protilátek (Fab')2 jsou menší než jejich parentní protilátky, díky tomu lépe pronikají do 

tkáně a mají kratší biologický poločas. Použitím (Fab')2 fragmentů se též snižuje 

nespecifická vazba na necílové buňky, za kterou je u celých protilátek odpovědný Fc 

fragment (Hong et al. 2008). 

 

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

Štěpením pomocí papainu lze oddělit antigen vázající fragment (Fab) od zbytku 

protilátky. Takovýto štěp původní molekuly (cca 55 kDa) si zachovává původní 

specifitu vůči cílovému antigenu, avšak vykazuje změněné farmakokinetické vlastnosti 

– zejména vyšší clearance (Bowles et al. 1988). 

 

Jednořetězcový variabilní fragment (angl. single-chain variable fragment, scFv, též 

scAb) 

Jednořetězcový varibilní fragment je fúzní protein složený z variabilních oblastí 

těžkého (VH) a lehkého řetězce (VL) původní protilátky spojených krátkou peptidovou 

spojkou o deseti až pětadvaceti aminokyselinách. Celková hmotnost scFv se pohybuje 

okolo 25 kDa. Tento protein si zachovává specifitu původního imunoglobulinu 

navzdory absenci konstantních regionů a zavedení peptidové spojky. K produkci scFv je 

využívána např. bakterie E. coli (Bird et Walker 1991). 

  

Nanobodies  (též angl. single-domain antibodies, sdAb též angl. fragment varible, 

Fv) 

Nanobodies představují fragmenty protilátek z jedné monomerní varibilní 

domény původní protilátky. Stejně jako původní protilátka jsou schopny se vázat na 

specifický antigen, avšak mají molekulovou hmotnost přibližně jedné desetiny původní 
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protilátky, čili cca 12-15 kDa. Poprvé byly studovány ve velbloudím séru (Hamers-

Casterman et al. 1993, Kaur et al. 2012, Oliveira et al. 2013). 

 

Minibodies 

Minibody - fragment protilátky složený ze dvou variabilních domén (scFv) a 

jedné konstantní (VL-VH-CH3, cca 80 kDa) je bivaletní molekula s vysokou vazebností 

k cílovému antigenu. Např. první anti-CEA minibody (CEA, angl. carcinoembryonic 

antigen) byla získána genetickou fúzí T84.66 (anti-CEA) jednořetezcové protilátky 

(scFv) s CH3 doménou lidské IgG1 protilátky (Hu etl al. 1996).  

 

Diabodies 

Diabody tvoří dva scFv fragmenty se spojovacími peptidy, které jsou příliš 

krátké na to, aby dovolily spárování domén stejných řetězů, čili se spojují těžké a lehké 

řetězce (VH-VL). Hmotnosti diabodies se pohybují okolo 55 kDa (Holliger et al. 1993). 

Diabodies vykazují disociační konstanty až 40x nižší než odpovídající scFv fragmenty, 

mají tedy mnohem vyšší affinitu ke svému antigenu. Díky tomu mohou být diabodies 

podávány v daleko nižších dávkách než protilátky a přitom mají zachovanou vysokou 

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

 

Monobodies 

Monobodies jsou proteiny připravené pomocí genového inženýrství, které jsou 

schopné vazby na určitý antigen. Navzdory svému jménu nevychází z monoklonálních 

protilátek, což z nich činí zástupce skupiny „antibody mimetics“ (protilátková 

mimetika). Monobodies jsou složeny z 94 aminokyselin a mají molekulovou hmotnost 

okolo 10 kDa (Koide et Koide 2007). 

 

Affibodies 

Affibodies jsou malé proteiny navržené tak, aby se s vysokou afinitou vázaly na 

určité cílové antigeny a tak imitují funkci monoklonálních protilátek, což je stejně jako 

monobodies řadí do skupiny „antibody mimetics“. Molekula affibody je složena ze tří 

alfa helixů o 55 aminokyselinách a má molekulovou hmotnost okolo 6 kDa (Kaur et al. 

2012). Jejich potenciál je jak v diagnostice nádorů (Orlova et al. 2006), tak v terapii 

(Tolmachev et al. 2007). 
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Jako názorný příklad odlišných farmakologických vlastností různých fragmentů 

jedné protilátky a způsobů jejich značení použitých v nukleární medicíně je uvedena 

Tabulka 2, která popisuje vlastnosti štěpů protilátky cílené na CEA (karcinoembriotický 

antigen, angl. carcinoembrionic antigen). 
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Tabulka 2. Přehled radioizotopově značených fragmentů cílených na CEA 

(karcinoembriotický antigen, angl. carcinoembrionic antigen) 

Fragment Izotopy Fáze testování Hlavní výhody Hlavní 

nevýhody 

Intaktní 

protilátka 

131
I 

111
In 

99m
Tc 

64
Cu 

124
I 

94m
Tc 

klinická vysoká afinita, 

dobrý terapeutický 

potenciál 

dlouhý poločas, 

vysoká cena 

Fab´ 
99m

Tc 

123
I 

94m
Tc 

klinická vysoká clearance přednostní 

vychytávání 

ledvinami, nízká 

funkční afinita 

ScFv 
123

I 

125
I 

111
In 

klinická 

intraoperativní 

vysoká clearance,  

nízká 

imunogenicita 

vysoká 

clearance,  

nízké 

vychytávání 

nádorem 

ScFv-Fc 
125

I 

111
In 

preklinická vysoký kontrast 

nádoru,  

dobrý terapeutický 

potenciál 

nízká clearance, 

vysoké 

vychytávání játry 

Diabody 
64

Cu 

124
I 

18
F 

preklinická vysoká afinita, 

vysoký kontrast 

nádoru, přiměřená 

rychlost clearance 

vysoké 

vychytávání 

ledvinami 

Minibody 
123

I 

64
Cu 

pilotní klinická vysoká afinita, 

vysoký 

kontrast nádoru, 

vhodná rychlost 

clearance 

komplikovaná 

farmakokinetika 
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Fragment Izotopy Fáze testování Hlavní výhody Hlavní 

nevýhody 

Pretargeting 
111

In 

99m
Tc 

124
I 

68
Ga 

preklinická vynikající kontrast 

v nádoru, vysoká 

citlivost 

koplikovaná 

procedura, 

nevhodná pro 

terapii 

Převzato z Hong et al. 2008. 

 

2.2.4 Radionuklidy pro značení protilátek 

 

Obecně radionuklidy dělíme dle druhu emitovaného záření na tři základní 

skupiny: 

a) α-zářiče – emitují α částice, tj. jádra helia ( He2
4 ) 

b) β-zářiče – se dělí na dvě podskupiny: β
-
 a β

+
. β

-
 zářiče emitují negatrony (elektrony) 

a β
+
 zářiče pozitrony

1
. 

c) γ-zářiče – emitují vysokoenergetické fotony 

 

Z hlediska nukleární medicíny dělíme radionuklidy dle jejich klinického účelu 

na diagnostické a terapeutické. Obecně lze říci, že jako diagnostické se využívají β
+
 

zářiče a γ zářiče, zatímco α a β
-
 zářiče  se uplatňují v terapii. V případě smíšených 

zářičů je možné využít nuklidy k oběma zmiňovaným účelům (např. 
111

In, 
131

I, atd.) tj. 

jako takzvaná teranostika. 

Důležitou kvantitativní veličinou popisující emitované záření příslušného 

radionuklidu je jeho energie (keV), resp. pro potřeby nukleární medicíny spíše lineární 

přenos energie (LET, angl. linear energy transfer). Hodnota LET udává energii, kterou 

částice předá během letu prostředí na jednotku délky její trajektorie. LET se uvádí 

v keV/µm a právě z této veličiny lze usuzovat na skutečné biologické účinky záření 

daného radionuklidu. Obecně tedy nuklidy produkující záření s nižším LET působí 

menší cytotoxický efekt než ty s vyšší hodnotou linearního přenosu energie (Couturier 

et al. 2005b). 

                                                 

1
Pozitron po svém vzniku urazí pouze velice krátkou vzdálenost (cca 1-2 mm) a jakožto antičástice po 

setkání s elektronem v řádu mikrosekund zaniká - anihiluje za vzniku dvou fotonů gama záření (511 

keV), které opouští místo anihilace po přímce, avšak opačnými směry. Tyto gama fotony již lze pohodlně 

detekovat a tudíž využít pro zobrazování. 
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Velice důležitou vlastností každého radionuklidu je poločas radioaktivní 

přeměny (T1/2) čili doba, za kterou se přemění polovina všech na počátku přítomných 

jader. Z hlediska radiofarmacie je důležité, aby poločas přeměny nuklidu dobře 

koreloval s biologickým poločasem radiofarmaka. A to v tom smyslu, že látky 

s krátkým biologickým poločasem (fragmenty protilátek, peptidy) by měly být značeny 

nuklidy s relativně podobným poločasem přemeny (desítky minut, hodiny), zatímco pro 

protilátky je vhodné použít izotopy s delším poločasem (desítky hodin, dny), (Reilly 

2010). 

V neposlední řadě hraje důležitou úlohu při volbě vhodného radioizotopu způsob 

jeho vazby k molekule radiofarmaka. Tento je popisován v kapitole 2.2.5. 

Přehled základních radionuklidů používaných pro značení radiofarmak za 

účelem zobrazování je uveden v tabulce 3. Tabulka 4 uvadí přehled radionuklidů 

užívaných v radioterapii. 
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Tabulka 3. Radionuklidy nejčastěji používané v diagnostice. 

Radionuklid Poločas Maximální 

energie (keV) 

β
+
-zářiče 

11
C 

18
F 

64
Cu 

20,3 min 

109,8 min 

12,7 hod 

511 

511 

511 

68
Ga

 
67,7 min 511 

86
Y

 
14,7 hod 511 

89
Zr

 
78,5 hod 511 

124
I
 

4,2 dne 511 

γ-zářiče 

67
Ga 

111
In 

123
I 

125
I 

131
I 

99m
Tc 

3,26 dne 

2,8 dne 

13,22 hod 

59,4 dne 

8,02 dne 

6,02 hod 

394 

245 

159 

35 

637 

140,5 

177
Lu

 
6,73 dne 210 

Nuklidy 
11

C a 
18

F se z důvodu jejich krátkého poločasu přeměny prakticky nepoužívají pro značení 

monoklonálních protilátek, jsou jakožto základní PET izotopy uvedeny pro srování. Upraveno dle 

Kowalsky a Falen 2011. 

 

Tabulka 4. Radionuklidy používané v radioimunoterapii  

Radionuklid Dceřiný izotop Poločas Maximální 

energie 

(keV) 

Maximální 

dosah (μm) 

β
+
-zářiče (LET 0,2 keV/μm) 

90
Y - 2,67 dne 2284 11300 

131
I - 8,04 dne 606 2300 

177
Lu - 6,73 dne 497 1800 

67
Cu - 2,58 dne 575 2100 
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Radionuklid Dceřiný izotop Poločas Maximální 

energie 

(keV) 

Maximální 

dosah (μm) 

β
+
-zářiče (LET 0,2 keV/μm) 

186
Re - 3,78 dne 1077 4800 

188
Re

 - 17,0 hod 2120 10400 

Augerovy elektrony (LET 4-26 keV/μm) 

125
I 

111
In 

67
Ga 

123
I 

195m
Pt 

- 

- 

- 

- 

- 

60,1 dne 

2,8 dne 

3,3 dne 

13,3 hod 

4,0 dne 

31 

26 

10 

31 

64 

20 

17 

3 

20 

76 

α-zářiče (LET 20-30 keV/μm) 

225
Ac - 

221
Fr 

217
At 

213
Bi 

213
Po 

10,0 dní 

4,9 min 

32 ms 

45,6 min 

4,2 μs 

5830 

6341 

7069 

5870 

8377 

48 

55 

65 

48 

85 

211
At - 

211
Po 

7,2 hod 

516 ms 

586 

7450 

48 

70 

213
Bi - 

211
Po 

45,6 min 

4,2 μs 

5870 

8377 

48 

85 

212
Bi - 

212
Po 

1,0 hod 

0,3 μs 

6051 

8785 

51 

92 

212
Pb*

 
- 10,64 hod - - 

 212
Bi 1,0 hod 6051 51 
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Radionuklid Dceřiný izotop Poločas Maximální 

energie 

(keV) 

Maximální 

dosah (μm) 

α-zářiče (LET 20-30 keV/μm) 

212
Pb* 

212
Po 0,3 μs 8785 92 

*není α-zářičem, ale produkuje α-zářič 
212

Bi 

LET (lineární přenos energie, angl. linear energy transfer) 

Převzato z Navarro-Teulon et al. 2013. 

 

2.2.5 Způsoby značení protilátek radioizotopy 

Značení monoklonálních protilátek radioizotopy lze z pohledu chemizmu reakce 

rozdělit do dvou základních skupin: 

 

a) HALOGENACE - značení radionuklidy halogenů 

 - přímé jodace 

 - nepřímé jodace 

b) CHELATACE - značení radiokovy 

  

Halogenace monoklonálních protilátek obnáší v praxi v naprosté většině případů 

jodaci. Ostatní halogeny se pro značení protilátek užívají zcela minoritně. Radioizotop 

jódu lze k molekule protilátky v zásadě připojit dvěma způsoby – přímo či nepřímo. 

Nepřímý způsob obnáší nejdříve jodaci výchozí látky (např. N-sukcinimidyl-3(4-

hydroxyfenyl)propionan) a poté její konjugaci s molekulou samotné protilátky přes 

volné aminoskupiny lysinových zbytků. Prakticky se však nejčastěji používají metody 

přímé jodace a to díky své jednoduchosti a relativně vysokému výtěžku. 

Dvě nejužívanější metody přímé jodace jsou jodogenová metoda a metoda 

chloraminu T.  
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Jodogenová metoda 

K oxidaci jodidu se využívá Iodo-Gen (1,3,4,6-tetrachlor-3α,6α-

difenylglykouril). Proces probíhá podle následující reakce: 

 

 

 

Vzniklý *I
+
 pak joduje benzenová jádra tyrosinů v aminokyselinové sekvenci 

monoklonální protilátky (Lázníček a Komárek 1998). 

 

Metoda chloraminu T  

Chloramin T je sodná sůl N-monochlor-p-toluensulfonamindu, která má 

schopnost oxidovat radioaktivní jodid *I
-
 na *I

+
, jenž opět joduje tyrosinová benzenová 

jádra v molekule protilátky, jako je tomu v případě jodogenové metody. Reakce oxidace 

jodidu je následující: 

 

 

 

 

Značení radiokovy  

Značení monoklonálních protilátek pomocí radiokovů je značně 

komplikovanější než výše popisované přímé radiojodace, jelikož radiokovy nelze 

k molekule protilátky jednoduše připojit klasickou kovalentní vazbou. Pro značení 

radiokovem je nutno protilátku nejprve modifikovat konjugací s vhodným bifunkčním 

chelatačním činidlem a až takto upravenou protilátku lze označit radiokovem, který 

utvoří komplex s již navázaným chelátorem. Chelátory a aspekty značení s jejich 

využitím jsou podrobněji probírány v následující kapitole. 
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2.2.6 Chelátory používané pro značení protilátek 

  

Chelátory, přesněji bifunkční chelátory, mají schopnost na jedné straně vytvořit 

komplex se zvoleným radiokovem a zároveň disponují ve své struktuře reaktivní 

skupinou schopnou se kovalentně navázat na některou část proteinového řetězce. 

Funkce chelátoru je dobře patrná z obrázku 8. 

 

 

 

Obr. 8:  Obecné schéma radiofarmaka s bifunkčním chelátorem, který váže radiokov. Linker = 

spojovník, Targeting Molecule = v našem případě monoklonální protilátka, která zajišťuje specifickou 

biodistribuci celého radiofarmaka. Převzato z Liu a Edwards 2001. 

 

Bifunkční chelátory dělíme dle jejich chemické struktury na dvě základní 

skupiny: 

a) acyklické 

b) makrocyklické 

 

Nejtypičtějšími a nejužívanějšími zástupci acyklických chelátorů jsou EDTA a 

DTPA resp. jejich deriváty (chemické struktury viz Obr. 9). EDTA 

(ethylendiamintetraoctová kyselina) se používá častěji jako pomocná látka v pufrech 

pro vychytání nenavázaných radiokovů během procesu značení protilátek. DTPA 

(diethylentriaminpentaoctová kyselina) je klasickým a poměrně často užívaným 

acyklickým chelátorem pro značení monoklonálních protilátek. Základním rysem 

acyklických chelátorů je snadná a rychlá tvorba komplexu chelátor-kov za mírných 

podmínek, ovšem s tím se pojí i nižší termodynamická stabilita takového komplexu 

(Prince a Orvig 2014). Volný radiokov pak může být v organismu zdrojem radiotoxicity, 

která je blíže posána v kapitole 2.2.8. 
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Obr. 9: Acyklické chelátory. a) EDTA - ethylendiamintetraoctová kyselina, b) DTPA - 

diethylentriaminpentaoctová kyselina. 

 

Makrocyklické bifunkční chelátory tvoří druhou významnou a relativně 

početnou skupinu komplexotvorných látek pro značení protilátek radiokovy. Obecně lze 

říci, že klasické makrocyklicé chelátory (např. DOTA) tvoří komplexy s radiokovy 

pomaleji než acyklické chelátory a ke komplexaci je potřeba vyšší teploty. Naproti tomu 

vzniklé komplexy jsou stabilnější a to zejména v in vivo podmínkách (Liu a Edwards 

2001). Zejména z důvodu vyšší termodynamické stability komplexu radikov-chelátor 

v biologických systémech jsme pro naši studii vybrali pouze makrocyklické chelátory. 

 

Základní princip značení monoklonální protilátky radiokovem, tj. modifikace 

protilátky chelátorem a následná komplexace radiokovu, je znázorněn na obrázku 10. 

Nejčastější reaktivní skupinou používanou k derivatizaci bifunkčních makrocyklických 

chelátorů je skupina p–SCN-benzyl. Tato isothiokyanátová skupina v molekule 

chelátoru reaguje ve slabě bazickém prostředí s volnými aminoskupinami lysinových 

zbytků v aminokyselinové sekvenci protilátky za vzniku derivátu isothiomočoviny. Tím 

je chelátor kovalentně navázán na molekulu protilátky. Po přečištění reakční směsi je 

takto modifikovaná monoklonální protilátka připravena pro samotné označení 

radiokovem (Brouwers et al. 2004). Slabě bazické prostředí je velmi důležité pro průběh 

této konjugační reakce. V kyselém prostředí by aminoskupiny lysinů na protilátce byly 

protonovány a konjugační reakce by nemohla proběhnout. Naopak při extrémně 

alkalickém pH by hrozila denaturace monoklonální protilátky, proto většina zavedených 

protokolů doporučuje pH modifikačního pufru v hodnotách 8,0 – 9,0 (Cooper et al. 

2006). 
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Obr. 10: Ilustrace základního principu značení monoklonálních protilátek radiokovy pomocí 

bifunkčního chelátoru. Bifunkční chelátor, v tomto případě p-SCN-Bn-H4-octapa, je nejprve 

konjugován s aminoskupinou lysinu v molekule protilátky. Poté následuje samotné označení protilátky 

zvoleným radiokovem, který tvoří komplex s navázaným chelátorem. Druh zvoleného radionuklidu 

potom určuje využití vzniklého komplexu. Převzato z Price a Orvig 2014. 

 

Vlastní značení protilátky radiokovem probíhá v kyselém pH. Pro vznik 

komplexu kov-chelátor je totiž nutné, aby se radiozotop v reakční směsi nacházel v čistě 

iontové podobě. Při pH vyšším než 6 totiž hrozí, že radiokov začne tvořit nerozpustný 

koloid a značení tak nebude úspěšné. Proto se pH pufru pro vlastní značení volí 

v rozmezí hodnot 5-6. Přičemž výrazně kyselejší pH než 5 by hrozilo denaturací 

značené protilátky (Cooper et al. 2006). 

 

V posledních dvaceti letech bylo připraveno mnoho nových makrocyklických 

chelátorů a jejich derivátů, které byly s různou úspěšností testovány jak v in vitro, tak v 

in vivo podmínkách (Price a Orvig 2014). Z početné palety těchto látek jsme pro naši 

studii zvolili tyto tři zástupce makrocyklických chelátorů: DOTA, NOTA a PCTA. 

 

DOTA (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctová kyselina) je nejdéle 

používaným makrocyklickým chelátorem v oblasti značení monoklonálních protilátek a 

jako takový ho lze považovat za zlatý standard (Stetter a Frank 1976). DOTA se používá 

při značení širokým spektrem radionuklidů, např. 
111

In, 
177

Lu, 
90

Y, 
68

Ga, 
225

Ac. 

Uplatnění tohoto chelátoru leží i v oblasti již klinicky používaných radiofarmak jako 

např. 
111

In-DOTATOC (OctreoScan
®

). Mezi jeho nevýhody patří pomalá tvorba 

komplexu s radiokovem a nutnost použití zvýšené teploty pro průběh chelatace (Lewis 

et al. 1994, Price a Orvig 2014). Z několika různých modifikací je nejčastěji používán 

isothiokyanátobenzylový derivát DOTA, tj. 2-(4-isothiokyanatobenzyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododekan-1,4,7,10-tetraoctová kyselina. Vzorec tohoto derivátu je uveden 

na Obr. 11. 
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NOTA (1,4,7-triazacyclononan-1,4,7-trioctová kyselina) byla poprvé 

syntetizována Coxem a spol. v roce 1990. NOTA je velice rozšířeným chelátorem 

schopným vázat širokou škálu radionuklidů (např. 
64

Cu, 
68

Ga, 
111

In, 
177

Lu, 
90

Y). 

V případě 
68

Ga je považována za zlatý standard. Nevyžaduje takové zvýšení teploty pro 

úspěšnou komplexaci jako DOTA a vykazuje i rychlejší kinetiku této reakce (Martell et 

al. 1996). Tento bifunkční chelátor je pro značení proteinů opět dostupný v 

isothiokyanatobenzylové modifikaci jako S-2-(4-isothiokyanatobenzyl)-1,4,7-

triazacyklononan-1,4,7-trioctová kyselina. Chemická struktura této modifikace je 

znázorněna na Obr. 11. 

 

PCTA (3,6,9,15-tetraazabicyklo[9.3.1]-pentadeka-1(15),11,13-trien-3,6,9-trioct-

ová kyselina) byla poprvé syntetizována v roce 1995 jako kontrastní látka pro 

zobrazování v oboru nukleární magnetické rezonance, kde se využívá jejích komplexů s 

gadoliniem (Kim et al. 1995). Nově je tento chelátor využíván také pro značení 

protilátek radioaktivními ionty lanthanoidů a to nejvíce pro měď-64 a gallium-68, ale 

také např. pro lutecium-177 (Tircsó et al. 2006). Tento chelátor vykazuje rychlou 

komplexaci radiokovů za relativně nízkých teplot a komplex radiokov-PCTA disponuje 

vysokou sérovou stabilitou (Ferreira et al. 2010). Jedná se o poměrně nový chelátor, 

který není doposud široce prozkoumán. PCTA je pro značení radioaktivními kovy opět 

využívána v derivatizované formě s navázanou isothiokyanatobenzylovou skupinou, tj. 

jako 3,6,9,15-tetraazabicyklo[9.3.1]-pentadeka-1(15),11,13-trien-4-(S)-(4-isothiokyan-

atobenzyl)-3,6,9-trioctová kyselina. Její chemická struktura je uvedena na Obr. 11. 
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Obr. 11: Vzorce makrocyklických chelátorů užívaných k modifikaci a značení monoklonálních 

protilátek. a) p-SCN-benzyl-DOTA b) p-SCN-benzyl-NOTA, c) p-SCN-benzyl-PCTA. 

 

2.2.7 Radioimunodiagnostika a radioimunoterapie  

 

Radioimunodiagnostika 

Během posledních 15 let bylo do klinické praxe zavedeno několik 

diagnostických monoklonálních protilátek značených radioizotopy. Bohužel většina 

z nich byla stažena z trhu, většinou z ekonomických důvodů (Kowalsky a Falen 2011). 

Jediná diagnostická radioprotilátka, která zůstává v klinickém použítí v USA je 
111

In-

capromab (ProstaScint®). Tato myší IgG1 protilátka se váže na glykoprotein 

exprimovaný epitelem prostaty a používá se pro zobrazování metastáz karcinomu 

prostaty (Kowalsky a Falen 2011) pomocí jednofotonové emisní výpočetní tomografie 

(angl. single-photon emission computed tomography, SPECT). V České republice jsou 

Státním ústavem pro kontrolu léčiv registrovány pouze dva přípravky s diagnostickou 

protilátkou v oboru radiofarmak. Jedním z nich je přípravek LeukoScan, který obsahuje 

fragment (Fab) myší monoklonální protilátky zvaný sulesomab, který je značený 

techneciem-99m (Skehan et al. 2003). Cílovou strukturou sulesomabu je antigen NCA-

90 (nespecifický zkříženě reagující antigen 90, angl. nonspecific cross-reacting antigen 

90) experimovaný na povrchu granulocytů. Tento přípravek se používá především pro 
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zobrazení zánětu v kostech u pacientů se suspektní osteomyelitidou. Druhým 

přípravkem je Scintimun, jehož účinnou látkou je myší IgG1 monoklonální protilátka 

besilesomab, značená též techneciem-99m. Besilesomab se váže na antigen NCA-95 

(nespecifický zkříženě reagující antigen 95, angl. nonspecific cross-reacting antigen 

95), který se vyskytuje na membránách granulocytů (Richter et al. 2011). Hlavní 

indikací Scintimunu je také suspektní osteomyelitida periferních kostí. 

Žádná monoklonální protilátka označená pozitronovým zářičem tedy určená pro 

zobrazení pomocí pozitronové emisní tomografie není registrována pro klinické použití. 

Ovšem celá řada protilátek značených zirkoniem-89 je v preklinickém či klinickém 

testování (viz tabulka 5). 

 

Tabulka 5. Přehled preklinických a klinických studií používajících zirkoniem-89 

značené protilátky pro zobrazování příslušných typů tumorů pomocí pozitronové 

emisní tomografie (PET). 

Karcinom Cílový antigen Nosný vector 

Karcinom slinivky CD147 059-053 

Non-Hodgkinův lymfom CD20* ibritumomab tiuxetan 

Karcinom hlavy a krku CD44v6* cmAb U36 

Více typů tumorů EGFR cetuximab 

Karcinom prostaty EGP-1 hRS7 

Karcinom jater GPC3 αGPC3 

Kolorektální karcinom HER1 panitumumab 

Karcinom prsu a vaječníků HER2* trastuzumab 

Trojitě negativní karcinom prsu IGF-1R R1507 

Karc. hlavy a krku, žaludku MET DN30 

Renální karcinom MN/CA IX cG250 

Karcinom prostaty PSMA 7E11 

Karcinom jater PIGF RO5323441 

Karcinom hlavy a krku, vaječníků VEGF* bevacizumab 

*cílové antigeny hodnocené v klinických studiích. Převzato z van de Watering et al. 2014. 
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Radioimunoterapie 

Princip radioimunoterapie (RIT) spojuje cytotoxické účinky monoklonálních 

protilátek jako takových, tj. komplementem zprostředkovanou cytoxicitu, protilátkově 

závislou buňkami zprostředkovanou cytoxocitu a indukci apopotózy (Weiner et al. 

2010) s radiačními účinky nuklidu připojeného na vlastní protilátku, tj. zejména 

poškození DNA (Kassis 2008). Základní principy radioimunoterapie popisuje obrázek 

12.  

 

Obr. 12: Schéma radioimunoterapie (RIT). Schéma znázoruňuje nejdůležitjěší kroky během 

radioimunoterapie od plánování léčby po hodnocení její účinnosti/toxicity. (A) Aplikace diagnostické 

dávky radioimunokonjugátu, která slouží k vypočtení terapeutického dávkování. (B) Celotělová kontrola 

biodistrubuce diagnostické dávky pomocí (D) SPECT či PET zobrazování. Anatomické informace jsou 

poskytovány díky (D) CT (počítačová tomografie) nebo NMR (nukleární magnetická rezonace). (E) 

kalkulace dávky obdržené pacientem. (C) Radiobiologické účinky radioimunoterapie zahrnují přímé 

působení na buňku s navázanou protilátkou, tj. blokaci příslušného receptoru event. spuštění apoptózy, 

cytotoxicitu sprostředkovanou leukocyty a dále radiační účinky nuklidu vázaného na protilátku, tj. 

poškození jaderné DNA buňky, poškození buněčné membrány a mitochondrií. Mezi nepřímé účinky se 

řadí křížové ozáření buněk (cross-fire irradiation) v okolí a tzv. efekt přihlížejícího (bystander effect), tj. 

cytokiny spuštěná apoptóza buněk v blízkosti zasažené buňky. (E a G) Zahrnuje podání vypočtené 

terapeutické aktivity s přihlédnutím na vztah účinnosti léčby a nežádoucích účinků. (H & I) Je posuzován 

vztah mezi dávkou a účinkem, může dojít k racionalizaci terapie, včetně opakovaného podání dávky 

event. nasazení kombinace léčiv. (J) Zpracování křivek závislosti účinku na dávce s přihlédnutím k 

nežádoucím účinkům na zdravé tkáně. Převzato z Navarro-Teulon et al. 2013. 
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V případě terapeutických nuklidů se většinou jedná o beta-zářiče, smíšené 

beta/gama-zářiče či nejnověji zkoumané alfa-zářiče (Reilly 2010). Seznam užívaných 

terapeutických radionuklidů je uveden v tabluce 4. Tato oblast využítí monoklonálních 

protilátek (RIT) je velice intenzivě studována, což dokládá přehled protilátek v různých 

fázích klinického zkoušení uvedený v tabulce 6. 

Do standardní klinické praxe se dostaly zatím dva preparáty a to Zevalin
®

 a 

Bexxar
® 

(Navarro-Teulon et al. 2013). 

 

Zevalin
®

 

Ibritumomab tiuxetan (Zevalin
®
) byl americkým Úřadem pro kontrolu potravin a 

léčiv (angl. Food and Drug Administration, FDA) schválen v roce 2002 ke klinickému 

použití. Pro Českou republiku byl schválen Státním ústavem pro kontrolu léčiv (SÚKL) 

v roce 2004. Jedná se o IgG1 myší protilátku ibritumomab modifikovanou tiuxetanem, 

což je derivát chelátoru DTPA. Protilátka je cílena na CD20 povrchový antigen 

B-lymfocytů, tudíž je využívána v terapii non-Hodgkinových lymfomů. Tato 

modifikovaná protilátka se značí indiem-111 nebo yttriem-90. Před podáním samotného 

Zevalinu
®
 je nutno aplikovat dávku monoklonální protilátky rituximabu, která vysytí 

CD20 antigeny na periferii a zajistí tak optimální biodistribuci samotného radiofarmaka. 

Následuje podání 
111

In-ibritumomabu a ověření jeho správné distribuce pomocí gama 

kamery. Po vyloučení abnormální biodistribuce může za 7 dní následovat samotná 

terapeutická dávka 
90

Y-ibritumumabu (14,8 MBq/kg) opět s premedikací rituximabem 

(Kowalsky a Falen 2011). 

 

Bexxar
®

 

131
I-tositumomab (Bexxar

®
) je myší IgG2 monoklonální protilátka cílená na 

epitop CD20 antigenu na povrchu B-lymfocytů. Americký FDA ho schválil ke 

klinickému použití v roce 2003. V České republice zatím registrován není. Slouží 

k léčbě non-Hodgkinových lymfomů. Vzhledem k tomu, že jód-131 je smíšený zářič (β
-
 

a γ), lze biodistribuci Bexxaru
®

 monitorovat pomocí gama kamery. Dávkové schéma 

zahrnuje premedikaci vysycovací dávkou neznačeného tositumomabu následovanou 

monitorovací dávkou Bexxaru
®
, která slouží k ověření správné biodistribuce a 

k nastavení optimální terapeutické dávky, která následuje za 7-14 dní po monitoringu 

(opět premedikace „studeným“ tositumomabem). Pacient užívá po celou dobu terapie 
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130 mg jodidu draselného denně jako ochranu štítné žlázy před jódem-131 uvolněným 

metabolizací protilátky (Kowalsky a Falen 2011). 

 

Tabulka 6. Klinické studie s radioaktivně značenými protilátkami, stav k roku 

2013. 

Radionuklid-protilátka Klinická 

fáze 

Způsob podání Indikace 

CEA    

131
I-A5B7 a –CA4P I i.v. GC 

131
I-F6 F(ab´)2 I i.v. CC 

131
I-BsmAb-hMN14-734 I i.v. (pRIT) CEAexp 

90
Y-hMN14 I i.v. (hdRIT) MTC 

90
Y-cT.84.66 I i.v. CEAexp 

BC, CC 

131
I-MN14 F(ab´)2 I i.v. MTC 

131
I-COL-1 I i.v. GIM 

131
I-35/B7-25/F6 I i.v. CC 

131
I CIGB-M3 I i.v. CC 

131
I-Kab201 I/II i.v., IA PC 

131
I-A5B7hDFM I/II i.v. CC 

131
I-MN14 F(ab´)2 I/II i.v. MTC 

131
I-hMN14 I/II i.v. OC 

131
I-NP4 (IMMU-4) I/II i.v. CEAexp 

131
I-BsmAb-F6-734 nebo 

131
I-hMN14-734 

II i.v. (pRIT) MTC 

131
I-hMN14 II i.v. CC 

131
I-BsmAb-hMN14-734 II i.v. (pRIT) MTC 
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Radionuklid-protilátka Klinická 

fáze 

Způsob podání Indikace 

TAG-72    

90
Y-hCC49DCh2(IDEC-159) I i.v. CC 

90
Y-Biot/-CC49-(scFv)4-strept I i.v. (pRIT) GC 

177
Lu-CC49 nebo 

90
Y-CC49 I i.p. OC 

90
Y-CC49 I i.v. (hdRIT) 

i.v. 

GC 

NSCLC 

131
I-cB72.3 I i.v. (fRIT) CC 

131
I-CC49 II i.v. PC 

90
Y-CC49 nebo 

131
I-COL-1 II i.v. CC 

A33    

124
I-huA33 dozimetrie i.v. CC 

124
I-huA33 PET/CT i.v. CC 

131
I-huA33 I i.v. CC 

131
I-huA33 a 

125
I-huA33 I i.v. CC 

131
I/

125
I-A33 I i.v. CC 

125
I-A33 I/II i.v. CC 

G250    

124
I-cG250 dozimetrie i.v. RCC 

131
I-cG250 I i.v. (fRIT) RCC 

131
I-mG250 I i.v. RCC 

177
Lu-cG250 I i.v. RCC 

131
I-mG250 I/II i.v. RCC 

131
I-cG250 II i.v. RCC 
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Radionuklid-protilátka Klinická 

fáze 

Způsob podání Indikace 

TN-C    

90
Y-BC4 I lokálně GL 

Biot-BC4/
90

Y-DOTA-Biot I/II i.v. (pRIT) GL 

211
At-ch81C6 II IRC BT 

131
I-m81C6 II IRC GL, BT 

MUC1    

90
Y-m170 I i.v. (hdRIT) PC, BC 

90
Y-hPAM4 I i.v. (fRIT) GC 

90
Y-m170 II i.v. (pRIT) PC 

EGF receptor    

125
I-425 I/II i.v. GL 

125
I-425 II i.v. GL 

125
I-425 II i.v. GL 

IMRT/h425 II IMRT HNC 

HMFG 1,2    

90
Y-HMFG-1 I/II i.p. OC 

90
Y-HMFG-1 III i.p. OC 

PSMA    

111
In-huJ591 I i.v. PC 

177
Lu-huJ591 nebo 

90
Y-huJ591 I i.v. (fRIT) PC 

Nucleus    

125
I-c17-1A I i.v. CC 

Hab18/CD147    

131
I-Hab18 F(ab´)2 I/II i.v. HCC 



Zbyněk Nový - disertační práce Teoretická část 

47 

 

Radionuklid-protilátka Klinická 

fáze 

Způsob podání Indikace 

GD2    

131
I-3F8 I IT BC 

NaPi2b    

211
At-MX35 F(ab´)1 I i.p. OC 

EpCAM    

NR-LU-10-Strept a  

90
Y-DOTA-Biot 

II i.v. (pRIT) CC 

ED-B fibronectin    

131
I-L19SIP I i.v. NSCLC 

NG2/MCSP    

213
Bi-cDTPA-9.2.27 I i.v. (pRIT) M 

BC (nádor prsu, angl. breast cancer), Biot (biotin), BsmAb (bi-specifická monoklonální protilátka), BT 

(nádor mozku, angl. brain tumor), CC (kolorektální karcinom, angl. colorectal cancer), CEAexp (nádory 

exprimující CEA), CT (počítačová tomografie, angl. computed tomography),  DOTA (tetra-

azacyklododekantetraoctová kyselina), ED-B (extradoména B), fRIT (frakcionovaná radioimunoterapie), 

GC (rakovina žaludku, angl. gastric cancer), GIM (gastrointestinální malignity), GL (gliom), HCC 

(hepatocelulární karcinom), hdRIT (vysokodávková radioimunoterapie, angl. high-dose 

radioimmunotherapy), HNC (karcinomy hlavy a krku, angl. head and neck carcinoma), IA 

(intraarteriální), IMRT (angl. intensity-modulated radiotherapy), i.p. (intraperitoneální), IRC (angl. 

intraresection cavity), i.v. (intravenózní), OC (rakovina vaječníků, angl. ovarian cancer), M (melanom), 

MTC (angl. medullar thyroid cancer), NSCLC (nemalobuněčný karcinom plic, angl. non-small-cell lung 

cancer), PC (rakovina prostaty, angl. prostate cancer), pRIT (angl. pretargeted radioimmunotherapy),  

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

 

2.2.8 Nežádoucí účinky radioimunoterapie 

Nežádoucí účinky můžeme v případě radioimunoterapie rozdělit do dvou 

základních skupin: 

a) nežádoucí účinky spojené s vlastní protilátkou 

b) nežádoucí účinky spojené s radionuklidem – radiotoxicita 
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Nežádoucí účinky prvního typu jsou společné, jak pro biologickou léčbu pomocí 

neznačených monoklonálních protilátek, tak pro radioimmunoterapii. Patří mezi ně 

především HAMA (angl. human anti-mouse antibodies) čili tvorba protilátek proti 

myším protilátkám. Tato imunitní reakce se objevuje zejména po opakovaném podání 

myší protilátky, může vést až k život ohrožující anafylaktické reakci a vážné hypotenzi. 

Výskyt HAMA je důvodem k přerušení terapie. Použití humanizovaných protilátek 

reakce imunitního systému pacienta snížilo, ale i v jejich případě se mohou vyvinout 

protilátky proti humanizovaným protilátkám tzv. HAHA (angl. human anti-humanized 

antibodies), (Mirick et al. 2004). Méně fatální nežádoucí účinky monoklonálních 

protilátek jako kožní reakce, svědění, změny na nehtech atd. jsou zmiňovány v kapitole 

2.3.1. Jejich terapie je symptomatická. 

 

Specifickým nežádoucím účinkem pro radioimunoterapii je radiotoxicita. Tu 

můžeme rozdělit do dvou podtypů:  

1) radiotoxicita způsobená biodistribucí radioaktivně značené protilátky  

2) radiotoxicita způsobená radionuklidem uvolněným z protilátky 

 

Nejznámějším a nejdiskutovanějším typem radiotoxicity cílených radiofarmak 

obecně je radionefrotoxicita, avšak ta se týká především malých molekul tj. fragmentů 

protilátek, které jsou většinou akumulovány zpětnou tubulární resorpcí v buňkách 

proximálního tubulu ledvin (Serengulam a Goldenberg 2010) a radiopeptidů (Bison et 

al. 2014). Pro radioaktivně značené protilátky je typická hematologická radiotoxicita, 

která je v klinické praxi faktorem limitujícím terapeutickou dávku. Hematotoxicita 

(myelotoxicita) může vést k anémii, trombocytopenii a neutropenii (Chamarthy et al. 

2011), proto je nutné sledovat hematologický stav pacienta v průběhu 

radioimunoterapie. Ovšem je nutné poznamenat, že celková toxicita 

u radioimunoterapie je relativně nízká ve srovnání s klasickou chemoterapií např. 

antracykliny (Bodet-Milin et al. 2013). 

V případě druhého podtypu radiotoxicity, tedy působení radionuklidu 

uvolněného z protilátky v organismu, záleží, jaký radionuklid byl pro terapii zvolen. U 

klinicky užívané terapeutické protilátky 
131

I-tositomumabu (Bexxar
®
) dochází během 

léčby k uvolnění jódu-131, a tím pádem hrozí jeho následná akumulace ve štítné žláze. 

Tomuto riziku se předchází podáváním jodidu draselného během celé terapie, tento 
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neradioaktivní jodid vysytí akumulační kapacitu štítné žlázy a tím ji ochrání před 

radiotoxickým působením jódu-131 (Andemariam a Leonard 2007).  

V případě terapeutických radiokovů uvolněných do organismu z monoklonální 

protilátky může docházet k jejich vychytávání v kostech jako např. u lutecia-177 

(Müller et al. 1978). Možné osudy radiokovu uvolněného z protilátky dobře ilustruje 

obrázek 13. Jedná se zejména o akumulaci v kostech a s tím související myelotoxicitu. 

Nežádoucí účinky související s volným radiokovem v systémové cirkulaci lze 

elimiminovat podáním samotného chelátoru jako např. DTPA, díky kterému je radiokov 

relativně rychle eliminován renální cestou ve formě komplexu s chelátorem (Breeman et 

al. 2003). 

 

 

Obr. 13: Volný radiokov v organismu. Ilustrační znázornění koordinační kinetiky radiokovu (M) a 

protilátky s chelátorem (L) se zvýrazněnou dekomplexací radionuklidu v in vivo podmínkách a dále 

možné osudy volného radiokovu v organismu – vychytávání v kostech, exkrece, chelatace ve feritinu 

(fyziologicky feritin chelatuje Fe
3+

 a tvoří tak depo železa pro potřeby buňky), chelatace v ceruloplasminu 

(transportní protein pro Cu
2+

) či vazba na transferin (transportní glykoprotein pro Fe
3+

). Převzato z Price a 

Orvig 2014. 
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2.2.9 Pretargeting v radioimunoterapii 

Snaha o snížení radiotoxicity protilátek v radioimunoterapii vedla k vytvoření 

celého nového léčebného přístupu zváného „pretargeting“ čili předem cílená 

radioimunoterapie. Cílem „pretargetingu“ je specifičtější biodistribuce terapeutického 

radionuklidu a tím snížení nežádoucí radiotoxicity ve zdravé tkáni. Toho se dosahuje 

dvou až tříkrokovým postupem, který spočívá nejprve v podání neradioaktivní 

monoklonální protilátky a až následně aplikaci terapeutického nuklidu. V první fázi se 

podává specifickým způsobem modifikovaná protilátka a až po jejím vychytání v cílové 

tkáni a poklesu její plazmatické koncentrace je podán radionuklid navázaný 

na příslušnou molekulu s relativně krátkým biologickým poločasem a s vysokou 

afinitou k modifikované protilátce (Goldenberg et al. 2006). Podrobněji principy 

„pretargetingu“ vysvětluje obrázek 14. 
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Obr. 14: Tři základní principy pretargetingu v radioimunoterapii. A) První princip využívá 

bispecifické protilátky, která je podána 3-5 dní před aplikací haptenu s navázaným radionuklidem. Po této 

době je už protilátka lokalizována v cílové tkáni a její plazmatická koncentrace je nízká. Hapten se pak 

váže zejména na dvě blízko sebe lokalizované protilátky na provrchu cílových buněk. Další dva přístupy 

využívají systému avidin-biotin. B) V takzvaném dvoukrokovém přístupu se nejprve podá protilátka 

konjugovaná se streptavidinem, 1-2 dny poté se aplikuje látka (biotinylovaná, galaktozylovaná), která 

vyčistí krevní oběh od nenavázané protilátky a nakonec se podá radioaktivně značený biotin, který se 

naváže na protilátku. C) Tříkrokový přístup, tj. nejprve se podá biotinylovaná protilátka, 1-2 dny poté 

následuje podání glykosilovaného avidinu, který volnou protilátku odstraní z krve. Pak je podán 

streptavidin, který se váže na biotinylované protilátky lokalizované na cílových buňkách a nakonec se 

aplikuje radioaktivně značený biotin, který se vychytává na streptavidin vázaný na protilátce v cílové 

tkáni. Upraveno dle Reilly 2010. 
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2.3 Receptor pro epidermální růstový faktor 

(EGRF) 

Receptor pro epidermální růstový faktor (angl. epidermal growth factor receptor, 

EGFR též HER1) je membránový receptor a jeden ze čtyř členů receptorové rodiny 

ErbB (HER1-4). Jedná se o receptor spojený s tyrosinkinázovou aktivitou. EGFR byl 

popsán Stanleym Cohenem v roce 1979 (Carpenter a Cohen 1979). Struktura EGFR je 

znázorněna na obrázku 15. EGFR je složen z extracelulární domény, která na sebe váže 

příslušný ligand, dále z transmembránové domény a z intracelulární domény, která má 

po aktivaci receptoru tyrosinkinázovou aktivitu. Celková molekulová hmotnost EGFR 

je 135 kDa. Jedním z přirozených ligandů EGFR je peptid zvaný epidermální růstový 

faktor (angl. epidermal growth factor, EGF), který vyvolává dimerizaci EGFR. Vzniklý 

homodimer aktivuje tyrosinkinázu umístěnou na intracelulární doméně EGFR, která 

katalyzuje autofosforylaci receptoru. Tato fosforylace spouští komplexní signální 

kaskádu nazývanou MAPK/ERK (mitogenem aktivovaná proteinkináza/extracelulárním 

signálem regulovaná kináza), která vede až k syntéze DNA, potažmo ke zvýšené 

proliferaci, migraci buňky, její diferenciaci, inhibici apoptózy, angiogenezi (Reilly 

2010). Základními prvky této signální kaskády jsou na sebe postupně navazující 

enzymy RAS (zkratka angl. rat sarcoma), RAF (zkratka angl. rapidly accelerated 

fibrosarcoma), MEK (mitogenem extracelulárně aktivovaná kináza) a ERK 

(extracelulárním signálem regulovaná kináza), (Peipp et al. 2008). Podrobný popis této 

rozsáhlé signální kaskády je uveden např. v publikaci Bello et al. 2013. 
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Obr. 15: Struktura dimerizovaného receptoru EGFR. Dimerizovaný EGFR s navázaným 

epidermálním růstovým faktorem (angl. epidermal growth factor, EGF). EGF-indukovaný dimer 

extracelulární domény je k intracelulární kinázové doméně připojen transmembránovým α-helixem. 

Převzato z Bessman et al. 2012. 

 

Zvýšená exprese EGFR byla zjištěna v mnoha typech nádorů, např. v nádorech 

prsu, vaječníků, hlavy a krku, plic, močového měchýře, tlustého střeva a 

v glioblastomech (Ciardello a Tortora 2001). Přehled maligních onemocnění spojených 

se zvýšenou expresí EGFR je uveden v tabulce 7. 
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Tabulka 7. Frekvence studií (%) ukazujících na asociaci zvýšené nádorové exprese 

EGFR a snížené doby přežití sledovaných pacientů. 

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

EGFR - silný prognostický indikátor 

močový měchýř 60 (n=5) 63 (n=11) 

děložní hrdlo 75 (n=4) 71 (n=7) 

jícen 0 (n=1) 69 (n=13) 

hlava a krk 75 (n=1) 82 (n=11) 

vaječníky 80 (n=5) 67 (n=9) 

Celkově  70 (n=51) 

EGFR - středně silný prognostický indikátor 

mléčná žláza N/A 55 (n=11) 

střevo a rektum N/A 67 (n=3) 

žaludek N/A 50 (n=6) 

endometrium N/A 40 (n=5) 

Celkově  52 (n=25) 

EGFR – slabý prognostický indikátor 

NSCLC 20 (n=10) 10 (n=10) 

PBR = přežití bez relapsu. CP = celkové přežití. N/A – není k dispozici (angl. not available), NSCLC – 

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

 

Aktivace EGFR v nádorových buňkách má pak za následek zvýšenou 

proliferaci, angiogenezi, tvorbu a uvolňování metastatických buněk (Brand et al. 2011). 

Mechanizmus aktivace EGFR a jeho následky přehledně popisuje obráze 16. 
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Obr. 16: Aktivace EGFR a její následky pro buňku. Aktivace EGFR vede ke zvýšení angiogeneze, 

proliferace, invazivnosti, metastázám, přežití a ke snížení apoptózy. EGFR po své aktivaci spouští 

intracelulární signální kaskádu zprostředkovanou kinázami PI3K (fosfoinozitid-3-kináza) a MAPK 

(mitogenem aktivovaná proteinkináza), která vede k aktivaci regulačních genů (Myc, Fos, Jun) a ke 

zrychlení buněčného cyklu (M, G1, S, G2 – fáze buněčného cyklu). Upraveno dle Rowinsky 2004. 

 

Díky své funkci v patofyziologii nádorových onemocnění se EGFR stal 

významným cílem pro jejich terapii. Jeho cílená inhibice je jedním ze způsobů omezení 

nádorového bujení. Inhibtory EGFR dělíme dle mechanizmu účinku na dvě základní 

skupiny (Chi et al. 2013). První skupina látek se snaží inhibovat přímo fosforylaci 

intracelulární domény EGFR a tím zablokovat celou následnou signální kaskádu. Tyto 

látky se nazývají tyrosinkinázové inhibitory, jejichž nejtypičtějšími zástupci jsou 

gefitinib a erlotinib (Ulivi et al. 2013). Druhou skupinou jsou pak monoklonální 

protilátky cílené na extracelulární doménu EGFR. Vazbou těchto protilátek na receptor 

se brání jeho aktivaci přirozenými ligandy (např. EGF) a tím se taktéž blokuje signální 

kaskáda spouštějící proliferaci buňky. Dva nejdůležitější zástupci na EGFR cílených 

protilátek jsou cetuximab a panitumumab (Arnold a Seufflein 2010, Bouzid 2012). Tyto 

dvě terapeutické protilátky jsou podrobněji popsány v následující kapitole. 

2.3.1 Protilátky cílené na EGRF 

Do klinické praxe se u nás zatím dostaly pouze dvě monoklonální protilátky 

cílené na receptor pro epidermální růstový faktor. Jsou to cetuximab a panitumumab 

(Vacchelli et al. 2014). Dalším zástupcem anti-EGFR protilátek je nimotuzumab, který 

však není v ČR doposud registrován. Ve třetí fázi klinického testování se nachází 
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protilátky zalutumumab a necitumumab. Vývoj nadějného matuzumabu byl v roce 

2008 opuštěn pro neuspokojivé výsledky v klinickém testování (Cohen 2014). 

 

Cetuximab 

Cetuximab (IMC-C225) je chimérní (myš-člověk) protilátka třídy IgG1 cílená na 

lidský receptor pro epidermální růstový faktor. Tuto protilátku poprvé připravil tým 

Dr. Mendelshona v roce 1983 (Kawamoto et al. 1983). V roce 2004 byla americkým 

FDA schválena pro léčbu kolorektálního karcinomu a rakoviny hlavy a krku, v témže 

roce ho zaregistroval i český SÚKL. Mechanizmus jeho účinku spočívá jednak 

v blokádě EGFR, ale také ve vyvolání protilátkově závislé buňkami zprostředkované 

cytotoxicitě (Brunton 2011). Cetuximab má relativně dlouhý eliminační poločas 

pohybující se v závislosti na podané dávce v rozmezí 4-7 dní (Baselga 2000, Fracasso et 

al. 2007), který je dán především jeho velkou molekulovou hmotností (145,7 kDa). 

Úvodní dávka cetuximabu je 400 mg/m
2
 a je následovaná infuzemi 250 mg/m

2
 jednou 

týdně. Nežádoucí účinky jsou u většiny případů zastoupeny vyrážkou připomínající 

akné (90%), která může nabývat různé intenzity od mírné až po velmi závažnou, dále se 

může vyskytnout svědění, změny na nehtech, bolest hlavy a průjem. Vzácně se může 

objevit kardiopulmonální selhání nebo hypomagnezémie či anafylaktoidní reakce 

(Agero et al. 2006, Hoaq et al. 2009). Komerčně je cetuximab dostupný v přípravku 

Erbitux
®
 (5 mg/ml) vyraběným firmou Merck (Německo). 

 

Panitumumab 

Panitumumab (ABX-EGF) je rekombinantní plně lidská monoklonální protilátka 

(třídy IgG2) proti receptoru pro epidermální růstový faktor. Tato protilátka byla poprvé 

připravena ve firmě Abgenix v USA (nyní Amgen) Yangem a koletivem v roce 1999 a 

to pomocí technologie transgenních myší (Yang et al. 1999). V roce 2006 byla 

schválena FDA pro léčbu kolorektálního karcinomu a o rok později tak učinil i český 

SÚKL. Mechanizmus účinku (viz Obr. 17) má stejný jako dříve uvedená protilátka 

cetuximab, ale na rozdíl od něj nezpůsobuje protilátkově závislou buňkami 

zprostředkovanou cytotoxicitu (Brunton 2011, Schneider-Merck et al. 2010). 

Biologický poločas panitumumabu je 7,5 dne. Dávkování této protilátky je 6 mg/kg 

podáváno intravenózně jednou za dva týdny. Nežádoucí účinky jsou obdobné jako u 

cetuximabu. Panitumumab je vyráběn pod komerčním názvem Vectibix
®
 (20 mg/ml) 

firmou Amgen (USA). 
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Obr. 17: Mechanizmus protinádorového účinku panitumumabu. Panitumumab vazbou na 

extracelulární doménu EGFR blokuje vazbu přirozeného ligandu (EGF), čímž brání v dimerizaci EGFR a 

tak nedochází ke spuštění intracelulární signální kaskády složené z kináz (RAS, RAF, MEK a ERK). 

Proto nedochází k pozitivnímu ovlivnění transkripce, což vede ke zvýšení apotózy a naopak snížení 

syntézy růstových faktorů, snížené angiogenezi, proliferaci a snížené tvorbě metastáz. Převzato z 

Gemmete a Mukherji 2011. 

 

Nimotuzumab 

Nimotuzumab (h-R3) je humanizovaná monoklonální protilátka třídy IgG1 

cílená proti EGFR. Tato protilátka byla vyvinuta na Kubě v roce 1997 (Mateo et al. 

1997). Nimotuzumab vykazuje sice nižší afinitu k EGFR než cetuximab a 

panitumumab, ale naproti tomu má nižší výskyt vedlejších účinků. Indikačními 

skupinami této látky jsou karcinom hlavy a krku a maligní gliom (Rivera et al. 2008). 

V České republice není tato léčivá látka registrována. V zahraničí je dostupná v podobě 

přípravku Theraloc (Oncoscience, Německo).  
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Zalutumumab  

Zalutumumab (HuMax-EGFR) je plně lidská monoklonální protilátka třídy IgG1 

cílená na EGFR. Byla vyvinuta firmou Genmab v nizozemském Utretchtu v roce 2004 

(Bleeker et al. 2004). Po vazbě na cílový receptor spouští protilátkově závislou 

cytotoxickou reakci imunitního systému (Rivera et al. 2008). Jedinou indikační 

skupinou této látky je spinocelulární karcinom hlavy a krku (SCCHN, angl. squamous-

cell carcinoma of head and neck). Mezi vedlejší účinky zalutumumabu patří hlavně 

vyrážka (Agulnik 2012). Protilátka je právě ve třetí fázi klinického testování. 

 

Matuzumab 

Matuzumab (EMD 72000) je humanizovaná IgG1 protilátka cílená na EGFR. 

Byla vyvinuta americkou firmou Merck Serono v roce 2003 (Burger et al. 2003). Taktéž 

spouští protilátkově závislou cytotoxickou reakci (Rivera et al. 2008). V klinických 

studiích byla nasazena proti nemalobuněčnému karcinomu plic a pokročilým 

adenokarcinomům jícnu a žaludku (Kollmannsberger et al. 2006, Rao et al. 2008). 

Avšak po roce 2008 bylo od jejího dalšího testování upuštěno pro neuspokojivé 

výsledky provedených klinických studií. 

 

Necitumumab 

Necitumumab (IMC-11F8) je plně lidská monoklonální protilátka třídy IgG1, 

která je cílená na EGFR. Tato protilátka byla připravena americkou firmou ImClone 

v roce 2003 (Lu et al. 2004). Hlavní indikací necitumumabu je spinocelulární karcinom 

hlavy a krku. V současné době probíhá třetí fáze jejího klinického testování (Cohen 

2014). 
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3 Experimentální část 

 

3.1 Chemikálie 

 

V experimentech byly použity následující monoklonální protilátky: cetuximab 

ve formě léčivého přípravku Erbitux 5 mg/ml (Merck, Německo), monoklonální 

protilátka panitumumab ve formě léčivého přípravku Vectibix 20 mg/ml (Amgen, 

Irsko).  

Z dalších sloučenin byly použity tyto chemikálie: chlorid sodný 99,5% (Sigma-

Aldrich), uhličitan sodný bezvodý 99,95-100,05% (Sigma-Aldrich), hydrogenuhličitan 

sodný p.a. (Penta, ČR), čtyřsodná sůl kyseliny ethylendiamintetraoctové dihydrát 99,5% 

(Sigma-Aldrich), sodná forma Chelexu 100 (Sigma-Aldrich), octan amonný 99,99% 

(Sigma-Aldrich), dihydrát citrátu sodného p.a. (Penta, ČR), kyselina citronová 

monohydrát 99,0-102% (Sigma-Aldrich), kyselina chlorovodíková 37% (Sigma-

Aldrich), metanol p.a. (Penta, ČR), kyselina dusičná 70% (Sigma-Aldrich), hovězí 

gama globulin (Sigma-Aldrich), hovězí sérový albumin (angl. bovine serum albumin, 

BSA) (Sigma-Aldrich), Bradford reagent (Sigma-Aldrich), chloramin-T 99% (Sigma-

Aldrich), disiřičitan sodný 98-100,5% (Sigma-Aldrich).  

Z chelátorů byly použity tyto: DOTA - p-SCN-benzyl-1,4,7,10-

tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctová kyselina (Macrocyclics, USA), NOTA - p-

SCN-benzyl-1,4,7-triazacyclononan-1,4,7-trioctová kyselina (Macrocyclics, USA), 

PCTA - p-SCN-3,6,9,15-tetraazabicyklo[9.3.1]-pentadeka-1(15),11,13-trien-3,6,9-

trioctová kyselina (Macrocyclics, USA). 

Byly použity následující radiochemikálie: radiozotop indium-111 ve formě 

chloridu inditého 99,9% (PerkinElmer, USA), radioizotop lutecium-177 ve formě 

chloridu lutecitého 99% (PerkinElmer, USA), radioizotop jód-131 ve formě jodidu 

sodného (PerkinElmer, USA a Institute of Isotopes, Maďarsko).  

  



Zbyněk Nový - disertační práce Experimentální část 

60 

 

3.2 Buněčné linie 

 

V experimentech byly používány čtyři buněčné linie, které v různé míře 

exprimují receptor pro epidermální růstový faktor (EGFR). Jednalo se o linie A431, 

HaCaT, HCT116 a HepG2. A431 jsou buňky skvamózního karcinomu izolované v roce 

1973 z 85-tileté pacientky (Giard et al. 1973). Byly zakoupeny z americké tkáňové 

sbírky (ATCC, USA). Kultivovány byly v mediu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(Sigma-Aldrich) doplněném 10% fetálního hovězího séra (Sigma-Aldrich). Buněčná 

linie HaCaT byla vytvořena izolací keratinocytů z lidské kůže a jejich následnou 

imortalizací v německém Heidelbergu v roce 1988 (Boukamp et al. 1988). Kultivována 

byla v mediu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich) doplněném 10% 

fetálního hovězího séra (Sigma-Aldrich) a 2 mM L-glutaminu (Sigma-Aldrich). Tato 

buněčná linie byla pořízena z Německého centra pro výzkum rakoviny (Deutsches 

Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Německo). Buněčná linie HCT116 byla 

izolována z lidského kolorektálního karcinomu na počátku 80. let minulého století 

(Brattain et al. 1981). Tato linie byla kultivována v McCoy’s 5a mediu (Sigma-Aldrich) 

doplněmém 10% fetálního hovězího séra (Sigma-Aldrich) a 2 mM L-glutaminu (Sigma-

Aldrich). Buňky HCT116 byly zakoupeny v ATCC (USA). HepG2 je buněčná linie 

hepatocelulárního karcinomu izolovaného z 15-tiletého pacienta v roce 1979 (Aden et 

al. 1979). HepG2 byly kultivovány v Eagle’s Minimum Essential Medium (Sigma-

Aldrich) doplněném o 10% fetálního hovězího séra (Sigma-Aldrich). Tato linie byla 

zakoupena rovněž u ATCC (USA). Všechny buněčné linie byly kultivovány 

v uzavřeném inkubátoru temperovaném na 37 °C s vlhčenou atmosférou obsahující 5% 

CO2. Do kultivačních medií nebyla přidávána žádná antibiotika. Buněčné linie byly 

používány maximálně do třicáté pasáže. 

 

3.3 Použité přístroje 

 

Během experimentů byly použity mimo běžného laboratorního vybavení tyto 

speciální přístroje: automatický gama-spektrometr 2480 Wizard
2
 (PerkinElmer, USA), 

dále TLC skener Rita Star (Raytest, Německo), HPLC systém Agilent 1100 series 

(Agilent Technologies, USA). Pro měření absorbance roztoků protilátek byl použit 
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destičkový analyzátor Infinite 200 Pro (Tecan, Švýcarsko). Pro manipulaci 

s monoklonálními protilátkami byly vždy používány silikonizované mikrozkumavky 

(Sigma-Aldrich), které vykazují nižší adsorbci protilátek než běžný plast. 

Pro detekci akumulace radioligandů v buněčných kulturách in vitro byl použit přístroj 

LigandTracer
®
 Yellow (Ridgeview Instruments, Švédsko). LigandTracer

®
 je unikátní 

přístroj vyvinutý na univerzitě ve švédské Uppsale (Björke a Andersson 2006a), který 

pracuje na principu real-time měření radioaktivity vázané na buňky, které jsou nasazeny 

na část plochy Petriho misky. Tato miska je v šikmé poloze umístěna do přístoje, kde se 

otáčí a tak se buňky pravidelně omývají mediem obsahujícím zkoumaný radioligand viz 

Obr. 18. Při každé otáčce Petriho misky je detektorem umístěným nad horní částí misky 

změřena radioaktivita. Měření radioaktivity se děje ve dvou protilehlých oblastech 

misky, v jedné kde jsou nasazeny buňky akumulující radioligand a v druhé bez buněk, 

která slouží jako referenční bod (nespecifická vazba). Přístroj zaznamenává tyto dvě 

hodnoty, automaticky odečítá radioaktivitu vázanou na plast misky od té, která se váže 

na buňky, a výslednou hodnotu ihned vynáší do grafu na monitoru připojeného 

počítače. Dle přednastavené rychlosti otáčení misky (zpravidla 1 otážka/min) se 

na obrazovce počítače vykresluje akumulační křivka zkoumaného radioligandu. Měření 

lze kdykoliv pozastavit, zvýšit koncentraci radioligandu, opět spustit detekci a sledovat 

tak tvorbu další navazující akumulační křivky v reálném čase (viz Obr. 19). 

 

 

Obr. 18: Schématické znázornění funkce LigandTraceru
®
 Yellow. Petriho miska je otáčena rotorem 

tak, že se část plochy osazená buňkami dostane v dolní části do kontaktu s roztokem radioligandu 

a v horní části je detekována navázaná radioaktivita. Upraveno dle Andersson 2014.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bj%C3%B6rke%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16618544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andersson%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16618544
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Obr. 19: Vlevo – přidání radioligandu během měření. Vpravo – LigandTracer
®
 Yellow s odklopeným 

víkem obsahujícím radiodetekor. Převzato z Andersson 2014. 

3.4 Použité metody 

 

3.4.1 Radiojodace 

Pro značení monoklonálních protilátek jódem-131 byla zvolena klasická metoda 

s využitím chloraminu T (Greenwood et al. 1963). Ve zkumavce bylo smícháno 200 µg 

monoklonální protilátky (v původní koncentraci – tj. cetuximab 5 mg/ml, panitumumab 

20 mg/ml) s 20-40 MBq roztoku izotopu jódu-131. K této směsi bylo přidáno 20 µl 

chloraminu T (4 mg/ml). Tato reakční směs byla inkubována 5 minut na ledu a poté byla 

jodace zastavena přidáním 40 µl disiřičitanu sodného (4 mg/ml). Pak byla směs 

přečištěna pomocí gelové chromatografie na koloně PD-10 (GE Healthcare, Velká 

Británie), eluce i presaturace kolony byly provedeny pomocí PBS. Výtěžnost značení 

byla stanovena změřením radioaktivity jednotlivých kompoment a vypočtena dle 

rovnice 1. 

 

(1) 𝑣ý𝑡ěž𝑒𝑘 (%) =
𝐴𝐴𝑏

𝐴𝐴𝑏+𝐴𝐾+𝐴𝑅𝑍
× 100 

 

Kde AAb je aktivita přečištěné protilátky, AK je aktivita gelové kolony a ARZ je 

aktivita reakční zkumavky. 
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Finální specifická aktivita označené protilátky byla 100 MBq/mg proteinu.  

3.4.2 Značení protilátek radiokovy 

Při značení monoklonálních protilátek bylo dbáno především na dodržení 

maximální možné čistoty celého procesu s ohledem na stopy kovů (zejména iontů 

železa), jelikož veškeré přítomné kovy výrazně kompetují o chelátor připojený 

k protilátce a tím signifikantně snižují výtěžek značení. Proto byly všechny použité 

chemikálie zakoupeny v nejvyšším dostupném stupni čistoty (optimálně „metal  free“ 

varianta). Veškeré chemické sklo bylo před použitím opláchnuto kyselinou dusičnou 

(30% v/v) a umyto ultračistou vodou (Mili-Q, Millipore Corporation, USA). Tato 

ultračistá voda byla též použita pro přípravu všech pufrů. Všechny pufry byly taktéž 

ošetřeny přidáním Chelexu 100, který by měl zachytit téměř veškeré zbylé ionty kovů. 

Vlastní postup: Nejprve byl připraven pufr pro modifikaci protilátky 

chelátorem („modifikační pufr“) o následujícím složení: 150 mM NaCl, 2 mM Na2CO3, 

48 mM NaHCO3, 5 mM EDTA. Následně bylo pH tohoto pufru pomocí kyseliny 

chlorovodíkové upraveno na hodnotu 8,8. Dále bylo příslušné množství protilátky 

(typicky 2 mg) převedeno do tohoto pufru a to pomocí gelové kolony PD-10 takto - 

kolona byla nejprve „vysycena“ pomocí 30 ml PBS s hovězím sérovým albuminem 

(BSA, 1 mg/ml) a poté 30-ti ml modifikačního pufru. BSA v tomto případě pomáhá 

snižovat nespecifickou vazbu protilátky v koloně a tím zvyšuje výtěžek značení. Na 

takto připravenou kolonu byla nanesena vlastní protilátka a byla provedena eluce 

modifikačním pufrem. Eluční frakce obsahující protilátku byla identifikována měřením 

absorbance v 96-jamkové destičce (Corning, USA) na spektrofotometru Tecan Infinite 

200 (Tecan, Švýcarsko) při vlnové délce 280 nm. 

K frakci obsahující protilátku byl přidán příslušný chelátor a to v molárním 

množství stokrát převyšujícím množství protilátky. Takto byla protilátka inkubována 

přes noc při 37 °C a za mírného třepání. 

Poté byl připraven pufr pro značení („značící pufr“), tj. 0,1 M octan amonný 

v Mili-Q vodě, pH upraveno na 5,7 pomocí HCl (37%). Poté byla reakční směs 

protilátky a chelátoru přečištěna na koloně PD-10 takto - kolona byla „vysycena“ 30 ml 

PBS s BSA (1 mg/ml), následně 30 ml značícího pufru. Pak byla na kolonu nanesena 

reakční směs protilátky a chelátoru. Toto čištění bylo nutno ještě jednou až dvakrát 

opakovat, aby bylo dosaženo optimálního výtěžku vlastního značení. 

Frakce obsahující protilátku byla opět identifikována na základě absorbance. 

Koncentrace protilátky po přečištění byla stanovena pomocí Bradfordovy metody 
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s využitím hovězího gama globulinu jako standardu, podrobněji viz kapitola 3.4.7. 

Takto připravená přečištěná protilátka byla smísena s roztokem radioizotopu (typicky 37 

MBq/mg proteinu). Směs modifikované protilátky a radionuklidu byla inkubována při 

37 °C přes noc za mírného třepání. Po ukončení inkubace následovala kontrola 

radiochemické čistoty preparátu (viz následující kapitola). 

3.4.3 Kontrola radiochemické kvality 

Ihned po označení protilátky byla provedena kontrola kvality, tj. stanovení 

radiochemické čistoty preparátu. K tomuto účelu byly použity dvě analytické metody – 

instantní tenkovrstvá chromatografie na silikagelu (ITLC-SG) a vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie (HPLC). 

 

ITLC 

Pro stanovení radiochemické čistoty byly v případě metody ITLC použity 

speciální chromatografické desky tvořené skleněnými mikrovlákny potaženými vrstvou 

silikagelu, tzv. ITLC-SG (Varian, USA), které byly v chromatografické komoře 

vyvíjeny příslušnou mobilní fází. V případě protilátek značených jódem-131 byl jako 

mobilní fáze použit fyziologický roztok tj. NaCl 0,9% (w/v) ve vodě. V této soustavě se 

volný jodid pohybuje s čelem mobilní fáze, zatímco označená protilátka zůstává na 

startu.  

V případě značení protilátek radiokovy byla mobilní fáze pro ITLC tvořena 

citrátovým pufrem, tj. 0,1 M citrátem sodným, jehož pH bylo upraveno na hodnotu 5,0 

pomocí kyseliny citronové. V této soustavě zůstává označená protilátka na startu, volný 

izotop (resp. jeho citrát) a izotop navázaný na nekonjugovaný chelátor putují s čelem 

mobilní fáze. Pro odlišení podílu volného izotopu a izotopu navázaného na 

nekonjugovaný chelátor byl použit speciální pufr o tomto složení: 9 dílů metanolu a 1 

díl citrátového pufru (pH 5,0). V tomto pufru putuje s čelem mobilní fáze 

nekonjugovaný chelátor s navázaným izotopem, zatímco označená protilátka a volný 

(nenavázaný) izotop zůstávají na startu. 

Chromatogramy byly měřeny a vyhodnocovány na TLC skeneru Rita Star (Ray 

Test, Německo). 
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HPLC 

Konfigurace HPLC metody byla stejná jak pro jodované protilátky, tak pro 

protilátky označené radiokovy. Analýzu zajišťoval HPLC systém Agilent 1100 Series 

(Agilent Technologies, USA) s radiometrickou detekcí. Eluce byla izokratická mobilní 

fází, kterou tvořil 50 mM roztok NaCl o průtoku 0,8 ml/min. K seperaci docházelo na 

gelové koloně BIO-Sil Sec 250 (300 x 7,8 mm) od firmy BioRad (USA). Detekce byla 

radiometrická. Kvantifikace naměřených chromatogramů byla provedena v programu 

Clarity 2003 (DataApex, ČR).  

 

Stabilita značených protilátek 

V případě protilátek značených I-131 byla stabilita ověřována po 24-hodinové 

inkubaci v příslušném kultivačním mediu za teploty 37 °C pomocí ITLC-SG metody. 

V případě protilátek s radiokovy byla stabilita zjišťována po 24-hodinách a 7 dnech za 

pokojové teploty ve značícím pufru a to jak pomocí ITLC-SG, tak pomocí HPLC. 

 

3.4.4 Klasická saturační technika pro stanovení počtu 

receptorů 

Tato metoda slouží jako zlatý standard při stanovení počtu receptorů 

exprimovaných danou buněčnou linií pomocí radioaktivně značeného ligandu (Hulme a 

Trevethick 2010). Klasická metoda stejně jako automatická technika (KEX metoda – viz 

následující kapitola) jsou založeny na interakci ligandu a jeho receptoru s dosažením 

rovnovážného stavu této interakce vyjádřené vztahem pro disociační konstantu KD. 

 

(2)  𝐾𝐷 =
[𝐿][𝑅]

[𝐿𝑅]
 

 

Kde [L] je koncentrace radioligandu (značené protilátky), [R] koncentrace volného 

cílového receptoru a [LR] koncentrace komplexu ligand-receptor. 

Praktické provedení: Vybraná buněčná linie byla nasazena do 24-jamkových 

destiček a kultivována až do dosažení přibližně 80% konfluence. Poté bylo kultivační 

médium odebráno a buňky byly opláchnuty pomocí PBS, který byl taktéž odsát. 

Následně bylo do triplikátů jamek přidáno kultivační médium obsahující vzrůstající 
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koncetrance značené protilátky (0,5, 1,5, 5, 15, 50 a 150 nM) v objemu 500 µl na 

jamku. 

Poté byly buňky inkubovány 4 hodiny při teplotě 4 °C. Nízkou teplotou se 

minimalizuje vliv aktivních procesů v buňce jako např. internalizace receptorů a jejich 

recyklace. 

Po inkubaci následovalo odsátí kultivačního média s radioligandem a šest 

oplachů čistým kultivačním médiem (bez fetálního séra). Poté byly buňky trypsinem 

uvolněny z podkladu, trypsin inaktivován přidáním kultivačního média, buňky 

spočítány v Bürkerově komůrce a nakonec byla změřena jejich radiokativita pomocí 

gama-spektrometru. Taktéž byla změřena radioaktivita standardů označené protilátky 

pro výpočet její specifické aktivity. 

Díky tomu, že známe specifickou aktivitu označené protilátky, její molární 

hmotnost, aktivitu aplikovanou na buňky, radioaktivitu vázanou na buňky po oplaších a 

počet buněk, můžeme vypočítat, kolik molekul protilátky se váže na jednu buňku, což 

odpovídá počtu receptorů na této buňce. Výpočet této hodnoty využívá rovnic 3 a 4. 

 

(3) 𝑁𝑅𝑃𝐶 =
𝐴𝑀 𝑛𝐴𝑏

𝑁𝐵 𝐴𝐴𝑏
× 𝑁𝐴 

 

(4) 𝑛𝐴𝑏 =
𝑐𝐴𝑏 𝑉𝐴𝑏

𝑀𝐴𝑏
 

 

Kde NRPC (angl. number of receptors per cell) označuje počet receptorů na 

buňku (angl. number of receptors per cell), AM je aktivita kultivačního média s buňkami 

po jejich trypsinaci, NB je počet buněk v kultivačním médiu po trypsinaci, AAb je 

aktivita označené protilátky, nAb je molární množství označené protilátky, NA je 

Avogadrova konstanta (6,023×10
23 

mol
-1

), cAb je koncentrace označené protilátky v g/l, 

VAb je objem označené protilátky v litrech a MAb je molární hmotnost protilátky 

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

receptorů 

KEX (extrapolace kinetiky, angl. kinetic extrapolation) metoda využívá unikátní 

přístroj LigandTracer® Yellow, který je blíže popsán v kapitole o použitých přístrojích 

(viz kapitola 3.3). V případě této metody byly zkoumané buňky nasazeny na Petriho 

misky a kultivovány až do konfluence přibližně 80%. Poté byly dvě třetiny misky zcela 

zbaveny buněk pomocí speciální škrabky „cell scraper“ (Corning, USA). Buněk prostá 

část misky sloužila jako referenční bod pro měření radioaktivity resp. nespecifické 

vazby radioligandu na plastový povrch misky. Buňky byly opláchnuty PBS a pak 

následovalo přidání 5 ml kultivačního média. Miska byla přenesena do LigandTraceru
®

 

a bylo započato měření, prvních 10 minut probíhalo bez přidání radioligandu a sloužilo 

k zjištění základní linie signálu (pozadí). Následovalo přidání příslušného radioligandu 

a to ve třech následných krocích tak, aby bylo dosaženo postupně těchto koncentrací 

ligandu: 3 nM, 15 nM a 30 nM. Inkubační časy jednotlivých kroků nebyly fixně 

stanoveny, ale byly voleny individuálně, vždy po dosažení rovnovážného stavu na 

základě aktuálně měřené akumulační křivky (plató fáze akumulační křivky). Po 

skončení měření byly buňky opláchnuty roztokem BSA (1% w/v) v PBS a poté ještě 

jednou čistým PBS. Buňky byly trypsinem uvolněny z misky, pomocí Bürkerovy 

komůrky byly spočítány a v automatickém gama počítači byla změřena jejich 

radioaktivita. Každá kombinace buněčné linie a radioligandu byla měřena pětkrát. 

Akumulační křivky naměřené LigandTracerem
®
 Yellow byly zpracovány extrapolačním 

modelem monovalentní kinetiky v programu TraceDrawer 1.2 (Ridgeviews Instruments, 

Švédsko) pro výpočet korekčního faktoru (Björkelund et al. 2011). Hodnoty Smax byly 

vypočteny dle následující rovnice: 

 

(5) 𝑆𝑅 = 𝑆𝑚𝑎𝑥 × (
𝐶

𝑐+𝑘𝑑/𝑘𝑎
) × [1 − 𝑒𝑥𝑝(−(𝑘𝑎 × 𝑐 + 𝑘𝑑) × 𝑡)] 

 

Kde SR značí maximální naměřený signál během přidávání radioligandu, Smax 

reprezentuje teoretický signál při saturaci všech dostupných receptorů radioligandem, c 

je koncentrace radioligandu, kd je rychlostní konstanta disociace, ka je rychlostní 

konstanta asociace a t je čas (Barta et al. 2011). Díky tomuto přístupu je možno 

extrapolovat z jediné naměřené akumulační křivky, na které přitom nebylo dosaženo 
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plného saturování všech receptorů, hodnotu signálu odpovídající plně saturovanému 

rovnovážnému stavu. Poměr mezi SR a Smax nazýváme korekčním faktorem (fk).  

 

(6) 𝑓𝑘 =
𝑆𝑅

𝑆𝑚𝑎𝑥
 

 

Kalkulace počtu EGFR receptorů na buňku vycházela v případě metody KEX ze 

stejných výchozích parametrů (viz rovnice 3 a 4) jako u klasické saturační techniky, 

lišila se pouze v tom, že získaný počet receptorů byl dělen korekčním faktorem 

získaným pomocí rovnice 6 v programu TraceDrawer
®
. 

 

3.4.6 Vazebnost protilátek in vitro 

Tato metoda byla použita při testování protilátek značených radiokovy. Příslušné 

buněčné linie byly nasazeny do šestijamkových destiček 24 hodin před samotným 

experimentem tak, aby v den experimentu dosáhly konfluence přibližně 70-90%. 

Polovina osazených jamek byla jednu hodinu inkubována s neznačeným cetuximabem, 

resp. panitumumabem, o koncentraci 10 µg/ml v příslušném kultivačním médiu. Tyto 

jamky tak představovaly buňky s blokovaným EGFR. Následně bylo médium 

s protilátkou odstraněno a všechny buňky byly opláchnuty PBS. Poté na ně bylo 

aplikováno kultivační medium obsahující značený radioligand v koncentraci 10 ng/ml. 

Pro každou kombinaci buněčné linie a radioligandu bylo použito triplikátu jamek. Po 

60-ti minutách inkubace bylo odebráno kultivační médium a změřeno na gama počítači. 

Buňky byly třikrát opláchnuty PBS a tyto oplachy byly přidány k odebranému médiu. 

Následně byly buňky 0,25% trypsinem odděleny z podkladu a přeneseny do 

scintilačních lahviček. Jamky byly třikrát vypláchnuty PBS a toty oplachy byly přidány 

k buňkám. Radioaktvita buněk byla změřena gama počítačem. Podíl navázané protilátky 

byl vypočítán dle rovnice 7. 

(7) %(𝐴𝑏) =  
𝐴𝑏

𝐴𝑆
× 100 

Kde Ab představuje aktivitu vázanou na buňky a As průměrnou aktivitu 

standardu, tj. dávky aplikované na buňky. 
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3.4.7 Stanovení koncentrace modifikovaných protilátek 

Před vlastním značením modifikovaných protilátek radiokovem bylo potřeba 

stanovit jejich přesnou koncentraci, která byla změněna průchodem přes několik 

gelových kolon PD-10 (GE Healthcare, Velká Britanie). Koncentrace monoklonální 

protilátky modifikované chelátorem nemohla být v tomto případě stanovena pomocí 

standardní BCA metody z důvodu přítomnosti chelátoru v její molekule – docházelo by 

ke zkreslení výsledku vychytáním měďnatých kationtů. Proto byla pro toto stanovení 

zvolena Bradfordova metoda, která není ovlivněna chelatací kovových iontů. Ke 

stanovení bylo v triplikátu odebráno 5 µl roztoku modifikované protilátky do 96-

jamkové destičky. Jako proteinový standard pro tvorbu kalibrační křivky byl použit 

hovězí gama globulin (Sigma-Aldrich). Jako standard běžně užívaný hovězí sérový 

albumin (BSA) nebyl použit, protože by zkresloval stanovení koncentrace protilátky. 

Poté se ke vzorkům i ke standardům přidalo 250 µl Bradfordova činidla (Coomassie 

reagent) a následovala inkubace 10 minut při pokojové teplotě. Pak byla změřena 

absorbance při 595 nm a pomocí kalibrační křivky vypočtena koncentrace stanovované 

protilátky. 

3.4.8 Western blot analýza 

Metoda Western blot byla použita pro ověření míry exprese receptorů pro 

epidermální růstový faktor. Buňky byly nejprve desintegrovány pomocí lyzačního pufru 

(0,5 % SDS, 10 mmol/l Tris/HCl, pH 7,4). Poté byly přidány následující komponenty: 

0,5 µg/ml leupeptinu, 2 µg/ml aprotininu, 50 µg/ml benzamidinu a 40 µg/ml PMSF, vše 

od firmy SERVA (Německo). Po homogenizaci byla směs centrifugována při 6000xg po 

dobu 10 minut při teplotě 4 °C. Koncentrace proteinu ve vzorku byla určena metodou 

BCA pomocí BCA Protein Assay kitu (Thermo Scientific, USA). Proteiny (EGFR a 

β-aktin) byly separovány pomocí SDS-PAGE. Pro separaci byl použit 10% gel (5 µg 

proteinu/pruh) a přístroj Power Pac HC (BioRad, Velká Britanie). Následně byly 

proteiny přeneseny na PVDF (polyvinyliden fluorid) membránu (Sigma-Aldrich, USA). 

Úspěšnost přenosu proteinů byla ověřena barvením pomocí roztorku Ponceau S 

(SERVA, Německo). Následně byly proteiny blokovány po dobu jedné hodiny za 

laboratorní teploty 5% roztokem odtučněho mléka (BioRad, Velká Britanie) v Trisem 

pufrovaném fyziologickém roztoku obsahujícím 0,05% Tweenu 20 (tj. TBST pufr). 

Imunoblotovací protilátky byly rozpuštěny v 5% TBST pufru obsahujícím 5% 

odtučněného mléka. Membrána byla blotována přes noc anti-EGFR protilátkou 
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produkovanou myším klonem F4 (Sigma-Aldrich, USA) zředěnou 1:100 nebo myší 

anti-β-aktin protilátkou zředěnou 1:2000. Následně byla membrána čtyřikrát promyta 

TBST pufrem. Poté byla membrána inkubována jednu hodinu s „anti-mouse“ IgG  

protilátkou (Fab specifickou), což je s peroxidázou spojená protilátka zředěná v poměru 

1:8000. Následovaly čtyři oplachy membrány TBST pufrem. Chemiluminiscence se 

vyvinula po aplikaci reagentu Super-Signal West Femto Chemiluminiscent Substrate 

(Thermo Scientific, USA) v případě EGFR, zatímco pro β-aktin bylo použito reagentu 

SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific, USA). 

Imunoreaktivní pruhy zobrazené pomocí RTG negativů (Foma Bohemia, ČR) byly 

naskenovány kalibrovanou CCD kamerou Image Quant 400 (GE Healthcare, Švédsko) a 

následně byly kvantifikovány za pomoci softwaru NIS Elements verze 3.22 (Laboratory 

Imaging Prague, ČR), (Song et al 2009). Western blot analýza byla prováděna ve 

spolupráci s Mgr. Janou Mandíkovou. 

3.4.9 Statistická analýza 

Získaná data byla podrobena jednofaktorové analýze rozptylu (ANOVA) doplněné 

o Bonferroniho post-hoc test. Tato analýza probíhala s využitím softwaru GraphPad 

Prism 5.0 (GraphPad, USA). Statistické hodnocení bylo prováděno na hladině 

významnosti p=0.05.  
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4 Cíle práce 

 

1.   Optimalizovat na pracovišti postupy pro značení monoklonálních protilátek 

radioizotopy jódu.   

 

2.   Charakterizovat vybrané modelové buněčné linie s deklarovanou přítomností 

receptoru pro epidermální růstový faktor z hlediska kvantity jeho exprese pomocí 

klasického a novějšího metodického přístupu s využitím radioaktivně značených 

protilátek, porovnat tyto metody. 

 

3.   Modifikovat vybrané monoklonální protilátky cílené na receptor pro epidermální 

růstový faktor zvolenými makrocyklickými chelátory a následně je označit vybraným 

radiokovem. Provést radiochemické hodnocení připravených protilátek. 

 

4.   Stanovit in vitro vazebnost radiokovem označených monoklonálních protilátek na 

vybrané buněčné linie exprimující receptor pro epidermální růstový faktor a posoudit 

vliv použitého chelátoru na tuto vazebnost. 
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5 Výsledky 
 

Kapitola shrunující výsledky je dělena na čtyři části. První část představuje 

výsledky týkající se značení zvolených monoklonálních protilátek jódem-131, následné 

kontroly radiochemické čistoty připravených radiofarmak a stanovení jejich stability v 

in vitro podmínkách. V druhé části jsou prezentovány výsledky experimentů na čtyřech 

modelových buněčných liniích stanovující expresi receptoru EGFR vyjádřenou jako 

počet receptorů vztažených na buňku pomocí dvou odlišných metod a výsledky ověření 

této exprese metodou Western blot.  

Třetí část shrnuje výsledky týkající se modifikace vybraných monoklonálních 

protilátek bifunkčními makrocyklickými chelátory, jejich značení luteciem-177 a in 

vitro stabilitu těchto připravených radiofarmak. Čtvrtá část představuje výsledky 

experimentů zkoumající vazebnost protilátek označených luteciem-177 na tři zvolené 

buněčné linie exprimující v různé míře cílový receptor. 

 

5.1 Značení monoklonálních protilátek 

radioaktivním jódem 

Celkem bylo provedeno pět radiojodací pro každou protilátku, tj. souhrnně deset 

radiojodací. Byly připraveny tyto dvě radioaktivně označené protilátky: 
131

I-cetuximab 

a 
131

I-panitumumab. Protilátky byly značeny s výslednou specifickou aktivitou 100 

MBq/mg proteinu. Průměrný radiochemický výtěžek reakce byl 90,3% ± 4,2% pro 

cetuximab a 52,0% ± 3,0% pro panitumumab. 

Označené protilátky byly před použitím v experimentu s buněčnými liniemi 

přečištěny na gelové koloně PD-10 (GE Healthcare), čímž se dosáhlo průměrné 

výsledné radiochemické čistoty 97,1% ± 1,5% v případě cetuximabu a 98,3% ± 1,2% 

v případě panitumumabu. Radiochemická čistota byla stanovována ihned po označení a 

přečištění orientačně pomocí ITLC a následně byla ověřována na HPLC systému 

(metodika podrobně viz kapitola 3.4.3). Typický ITLC chromatografický profil 

jodovaného cetuximabu ilustruje Obr. 20. Příklad HPLC chromatogramu 
131

I-

cetuximabu je uveden na Obr. 21. 
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Stabilita připravených protilátek byla testována v příslušných buněčných 

kultivačních mediích při teplotě 37 °C po dobu 24 hodin. Průměrná radiochemická 

čistota po této inkubační době klesla v případě cetuximabu na 95,1% ± 1,6% a na 96,5% 

± 2,0% v případě panitumumabu. 

 

Obr. 20: Typický příklad analýzy radiochemické čistoty 
131

I-cetuximabu pomocí ITLC 

chromatografie. Radiochromatogram zobrazuje příklad kontroly radiochemické čistoty jodovaného 

cetuximabu ihned po označení a přečištění. Zelený pík představuje aktivitu vázanou na protilátku (97%), 

červený pík tvoří nečistoty (3%). Mobilní fází byl fyziologický roztok. Vyvinutý ITLC proužek byl 

měřen pomocí přístroje RITA Star (Rayest, Německo). 

 

 

Obr. 21: Typický příklad analýzy radiochemické čistoty 
131

I-cetuximabu pomocí HPLC 

chromatografie. Radiochromatogram zobrazuje příklad kontroly radiochemické čistoty jodovaného 
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cetuximabu po označení a přečištění. Pík představuje aktivitu vázanou na protilátku (99%). Díky vysoké 

čistotě připravené protilátky není přítomen pík představující volný jód-131, který by se případně nacházel 

přibližně v retenčním čase 15 minut. 

 

5.2 Kvantifikace exprese EGFR u vybraných 

buněčných linií pomocí značených protilátek 

Optimalizovaný postup pro značení jódem-131 (viz část 5.1) byl následně použit 

pro experimenty kvanitifikující expresi receptoru pro epidermální růstový faktor, resp. 

pro určení jejich průměrného počtu na buňku.  

 

Klasická saturační technika 

Pomocí klasické saturační techniky byly stanoveny počty receptorů EGFR 

vztažené na buňku ve čtyřech modelových buněčných liních (A431, HaCaT, HCT116 a 

HepG2). Tyto stanovené počty receptorů jsou uvedeny v grafu na obrázku 22. 

 

 

Obr. 22: Stanovení počtu EGFR receptorů na buňku pomocí klasické saturační techniky. Data jsou 

vyjádřena jako průměrný počet EGFR receptorů/buňku pro čtyři buněčné linie (A431, HaCaT, HCT116 a 

HepG2) pomocí dvou ligandů (c225=
131

I-cetuximab, pani=
131

I-panitumumab) ± směrodatná odchylka 

(n=5). 

 

Kinetická extrapolační metoda (KEX) 

Obrázek 23 ilustruje typický příklad akumulační křivky radioligandu získané při 

měření přístrojem LigandTracer
®
 Yellow. 
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Obr. 23: Akumulační křivka 
131

I-cetuximabu. Černá linie reprezentuje časovou závislost akumulace 

radioligandu (podíl radioaktivity vázané na buňky) naměřenou na přístroji LigandTracer
®
 Yellow při 

akumulační studii radioligandu 
131

I-cetuximab na buněčné linii HaCaT. Šipky indikují časy přidání 

radioligandu a jeho výslednou koncentraci v buněčném mediu. Červená křivka je výsledkem 

matematického zpracování naměřených dat v programu TraceDrawer
®
 a slouží jako podklad pro výpočet 

teoretického signálu Smax resp. korekčního faktoru kf (podrobnějí viz kapitola 3.4.5). 

 

Pomocí metody kinetické extrapolace (KEX), za využítí přístroje LigandTracer
®

 

Yellow, byly stanoveny počty receptorů EGFR vztažené na buňku ve čtyřech 

modelových buněčných liniích (A431, HaCaT, HCT116 a HepG2). Tyto stanovené 

počty receptorů jsou uvedeny v grafu na Obr. 24. 
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Obr. 24: Stanovení počtu EGFR receptorů na buňku pomocí KEX metody. Data jsou vyjádřena jako 

průměrný počet EGFR receptorů/buňku pro čtyři buněčné linie (A431, HaCaT, HCT116 a HepG2) 

pomocí dvou ligandů (c225=
131

I-cetuximab, pani=
131

I-panitumumab) ± směrodatná odchylka (n=5). 

 

Cílem práce bylo též porovnat obě metody stanovení exprese receptoru pro 

epidermální růstový faktor. Proto uvádíme souhrně data z obou metod v Tabulce 8. 

 

Tabulka 8. Počety receptorů pro epidermální růstový faktor vstažené na buňku 

stanovené klasickou saturační technikou („manual“) a pomocí metody KEX. 

„manual“ A431 HaCaT HCT116 HepG2 

131
I-cetuximab 1,64 ± 0,58 0,87 ± 0,25 0,22 ± 0,09 0,08 ± 0,02 

131
I-panitumumab 1,98 ± 0,56 0,67 ± 0,13 0,14 ± 0,00 0,16 ± 0,02 

KEX A431 HaCaT HCT116 HepG2 

131
I-cetuximab 1,84 ± 0,81 0,91 ± 0,19 0,13 ± 0,03 0,07 ± 0,03 

131
I-panitumumab 1,93 ± 1,02 1,06 ± 0,30 0,20 ± 0,10 0,19 ± 0,14 

Data jsou vyjádřena jako průměrný počet EGFR receptorů v milionech vztažený na buňku příslušné linie 

(A431, HaCaT, HCT116 a HepG2) ± směrodatná odchylka (n=5). 

 

Western blot analýza 

Vzorky jednotlivých buněčných linií (A431, HaCaT, HCT116 a HepG2) byly 

taktéž zpracovány pro Western blot analýzu prokazující přítomnost receptoru pro 

epidermální růstový faktor. Ilustrační snímek kopie RTG negativu s imunoreaktivními 

skvrnami pro EGFR je uveden na obr 25. 

 

 

Obr. 25: Fotokopie RTG negativu Western blot analýzy exprese EGFR. Imunoreaktivní skvrny 

příslušící vzorkům z jednotlivých buněčných linií (duplikáty): a) HepG2, b) HCT116, c) A431 a 

d) HaCaT. 

 

Imunoreaktivní skrvny získané z této analýzy byly podrobeny densitometrické 

kvantifikaci v programu NIS Elements verze 3.22. Výsledky této kvantifikace skvrn 
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reprezentující detekci EGFR, vztažené vůči linií A431 (100%), jsou uvedeny v grafu na 

obrázku 26. 

 

Obr. 26: Kvantifikace exprese receptoru EGFR ve čtyřech buněčných liniích pomocí metody 

Western blot. Data vyjadřují relativní expresi receptoru pro epidermální růstový faktor vstaženou 

k buněčné linii A431 (100%) ± směrodatná odchylka (n=4). Kvantifikace dat z metody Western blot byla 

provedena v programu NIS Elements (verze 3.22). 

 

5.3 Značení monoklonálních protilátek 

radiokovy 

Před vlastním značením protilátek kovovými radionuklidy byl zaveden systém 

ITLC kontroly radiochemické čistoty, který umožnil odlišovat dva základní typy 

potencionálních radiochemických nečistot a to volný nuklid a nuklid vázaný na chelátor. 

Bylo provedeno ověření chování volného lutecia-177 a komplexu 
177

Lu-chelátor při 

ITLC za použití dvou různých mobilních fází - citrátového pufru a metanol-citrátové 

směsi. Při užití citrátového pufru jako mobilní fáze má značená protilátka retenční 

faktor (Rf) okolo 0,1, volný radiokov vykazuje retenční faktor blízký 1, stejně tak 

komplex chelátor-radiokov, který může v roztoku zůstat následkem nedokonalého 

přečištění po modifikaci. Zatímco v metanol-citrátové směsi jako mobilní fázi má 

protilátka Rf okolo 0,1, volný radiokov okolo 0,2, avšak komplex chelátor-radiokov má 

Rf okolo 0,8, čímž je možné jej odlišit od volného kovu. Chování radiokovu a komplexu 

chelátor-radiokov ve zmiňovaných mobilních fázích při ITLC chromatografii 

dokumentují obrázky 27-30. 
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Obr. 27:  ITLC chromatogram volného 
177

Lu v citrátovém pufru. Zelený region představuje 

nečistotu, v tomto případě pravděpodobně 
177

Lu-koloid. Hnědý region je volné lutecium-177 jdoucí 

s čelem mobilní fáze. 
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Obr. 28:  ITLC chromatogram volného 
177

Lu v metanol-citrátové směsi. Zelený region představuje 

volné lutecium-177 s retenčním faktorem okolo 0,25. Hnědý region představuje radiochemickou 

nečistotu. 

 

Obr. 29:  ITLC chromatogram 
77

Lu-DOTA v citrátovém pufru. Zelený region přestavuje nečistotu, 

zatímco hnědý region je komplex 
177

Lu-DOTA s retenčním faktorem 0,7. 
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Obr. 30:  ITLC chromatogram 
77

Lu-DOTA v metanol-citrátové směsi. Zelený region představuje 

177
Lu-DOTA, červený region nečistotu. 

 

Každou ze dvou zvolených protilátek (cetuximab, panitumumab) jsme 

modifikovali vždy jedním ze tří vybraných bifunkčních chelátorů (DOTA, NOTA a 

PCTA). Tím jsme připravili celkem šest různých derivatizovaných protilátek, konkrétně 

jsou to tyto: DOTA-cetuximab, NOTA-cetuximab, PCTA-cetuximab, DOTA-

panitumumab, NOTA-panitumumab a PCTA-panitumumab. 

Po modifikaci protilátky příšlušným chelátorem následovalo přečištění reakční 

směsi na dvou až třech sériově řazených gelových kolonách PD-10. Identifikace frakcí 

s největším podílem protilátky probíhala pomocí spektrometru měřením absorbance při 

280 nm. Do dalšího kroku byly použity vždy maximálně dvě až tři frakce (0,5 

ml/frakci) vykazující nejvyšší absorbanci. Monitorování průběhu čištění reakční směsi 

ukazují reprezentativní grafy na obrázcích 31-33. 
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Obr. 31:  DOTA-panitumumab – eluční profil protilátky po přečištění na první gelové koloně 

PD-10. Do dalšího kroku čištění byly použity frakce 6 a 7. Vyšší absorbance frakcí 8-12 indikuje 

přítomnost volného chelátoru. 

 

 

Obr. 32:   DOTA-panitumumab – eluční profil protilátky po přečištění frakcí 6 a 7 

z předecházejícího kroku uvedeného na Obr 31. Ačkoliv byla absorbance frakcí 8-12 již téměř na 

úrovni pozadí, byly spojené frakce 5 a 6 přečištěny ještě jednou. 
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Obr. 33:  DOTA-panitumumab – eluční profil frakcí 5 a 6 z předešlého grafu. Absorbance frakcí 

8-12 je už zcela na úrovni pozadí. Frakce 5-7 byly spojeny a použity pro samotné značení luteciem-177. 

 

Koncentrace modifikované protilátky ve sbíraných frakcích byla stanovena 

pomocí Bradfordovy metody. Následně bylo vypočteno množství protilátky po 

purifikaci. Po srovnání s úvodním množstvím protilátky vzatým do konjugační reakce 

vykazovalo použití dvou gelových kolon ztrátu 60% protilátky, zatímco v případě tří 

následných kolon činila finální ztráta protilátky 75%. 

Po úspěšném přečištění reakční směsi následovalo samotné značení luteciem-

177. Po přidání radionuklidu byla směs inkubována 12 hodin při 37 °C za mírného 

třepání. Ihned po ukončení inkubace následovala kontrola radiochemické čistoty 

preparátu. Nejprve pomocí metody ITLC. V případě nedokonalého přečištění po 

modifikaci protilátky vykazovalo značení nižší výtěžnost. Takový případ ilustruje Obr. 

34 pro tenkovrstvou chromatografii či Obr. 35 pro výstup z HPLC.  
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Obr. 34:  Ukázka ITLC chromatogramu 
177

Lu-PCTA-cetuximabu značeného po nedostatečném 

přečištění modifikované protilátky na dvou kolonách PD-10. Radiochemická čistota je v tomto 

případě 75,5%. Modrý pík představuje komplex chelátor-radiokov. Fialový pík reprezentuje označenou 

protilátku a zelený nečistotu. 

 

 

Obr. 35: Typický příklad radiochromatogramu 
177

Lu-PCTA-panitumumabu s nízkou čistotou. 

Záznam je získaný z RP-HPLC s radiometrickou detekcí. Pík v čase 8 minut představuje označenou 

monoklonální protilátku, zatímco pík v čase 13 minut odpovídá komplexu 
177

Lu-PCTA. V tomto případě 

je tedy radiochemická čistota preparátu 83 %. 
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V případě dobře přečištěné protilátky probíhalo značení s mnohem vyšší 

účinností, pohybující se většinou nad 95%. Takový případ ilustruje ITLC chromatogram 

na Obr. 36 či obdobný případ pro HPLC na Obr. 37.  

 

Obr. 36:   Ukázka ITLC chromatogramu 
177

Lu-DOTA-cetuximabu značeného po přečištění 

modifikované protilátky na třech po sobě jdoucích kolonách PD-10. Radiochemická čistota je v tomto 

případě 96,8%. Region 1 přestavuje označenou protilátku, region 2 je 
177

Lu-DOTA. 

 

 

Obr. 37: Typický příklad radiochromatogramu 
177

Lu-PCTA-panitumumabu. Záznam je získaný 

z RP-HPLC s radiometrickou detekcí. Pík v čase 10 minut představuje označenou monoklonální 

protilátku. V tomto případě se tedy radiochemická čistota preparátu blíží 100%. 
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V naprosté většině případů bylo při přečišťování protilátky použito tří gelových 

kolon. Radiochemické čistoty připravených protilátek shrnuje tabulka 9. Většina 

připravené protilátky byla ihned použita pro následnou studii in vitro vazebnosti, menší 

část byla využita pro stabilitní studii. Stabilita byla u všech protilátek ověřována 24 

hodin po označení, výsledky těchto měření jsou v tabulce 9. 

 

Tabulka 9. Radiochemická čistota připravených protilátek měřená pomocí HPLC 

metody 

 Čistota po přípravě (%) Čistota po 24 hodinách (%) 

DOTA-cetuximab 96,0 ± 0,5 96,0 ± 1,0 

NOTA-cetuximab 95,1 ± 0,9 94,5 ± 1,2 

PCTA-cetuximab 95,0 ± 1,1 94,0 ± 1,5 

DOTA-panitumumab 96,2 ± 1,0 96,1 ± 1,0 

NOTA-panitumumab 93,8 ± 1,0 92,1 ± 1,2 

PCTA-panitumumab 90,8 ± 0,7 90,1 ± 0,9 

Data ve druhém sloupci reprezentují radiochemickou čistotu příslušných protilátek po 24 hod inkubaci za 

pokojové teploty (n=3). 

 

Pro všechny tři modifikace cetuximabu (DOTA, NOTA i PCTA) byla 

stanovována stabilita 
177

Lu-označené protilátky i po 7 dnech. V tomto případě došlo 

k průměrnému poklesu radiochemické čistoty o 5,2% ± 1,7. 

 

5.4 Vazebnost modifikovaných protilátek na 

EGFR a porovnání vlivu chelátoru 

Monoklonální protilátky označené v předešlé části práce byly ihned po své 

přípravě využity pro studie vazebnosti na vybraných buněčných liniích exprimujících 

EGFR tj. A431, HaCaT a HepG2. Byl stanovován jednak podíl navázané značené 

protilátky na cílovou buněčnou linii a také vliv preinkubace těchto buněčných linií 

s neznačenou protilátkou na vazbu značené protilátky. Výsledky vazby radioaktivně 

značených derivátů cetuximabu uvádí graf na obrázku 38. 
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Obr. 38:  Vazba 
177

Lu-cetuximabu na buněčné linie. Data jsou vyjádřena jako podíl na buňky navázané 

radioaktivity ve formě značené protilátky vůči podané dávce ± směrodatná odchylka. K modifikaci 

protilátky byly použity tři různé chelátory (DOTA, NOTA a PCTA), n=5. 

 

Stejným způsobem jako derivatizovaný cetuximab byly testovány i tři deriváty 

panitumumabu. Výsledky těchto studii jsou zachyceny v grafu na obrázku 39. 

 

Obr. 39:  Vazba 
177

Lu-panitumumabu na buněčné linie. Data jsou vyjádřena jako podíl na buňky 

navázané radioaktivity ve formě značené protilátky vůči podané dávce ± směrodatná odchylka. 

K modifikaci protilátky byly použity tři různé chelátory (DOTA, NOTA a PCTA), n=5. 
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Pro lepší porovnání obou použitých protilátek tj. cetuximabu a panitumumabu 

uvádíme souhrnou tabulku naměřených hodnot vazby radioligandů. Viz Tabulka 10. 
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6 Diskuze 
Řada typů maligních tumorů se vyznačuje oproti zdravé tkáni zvýšenou expresí 

receptoru pro epidermální růstový faktor (EGFR), (Nicholson et al. 2011). Tento 

receptor je proto nádorovým markerem a cílovou strukturou, na kterou je zaměřena řada 

používaných léčiv a perspektivních terapeutik (Brand et al. 2011; Ulivi et al. 2013). 

Studium vazebnosti látek, které mohou tento typ receptoru ovlivnit je proto poměrně 

atraktivní a důležitou výzkumnou oblastí. Pro zkoumání vazby testovaných látek na 

EGFR in vitro se používá řada buněčných modelů. Abychom mohli studovat vazebné 

vlastnosti radioaktivně značených monoklonálních protilátek zaměřených na EGFR na 

relevantní úrovni, bylo nezbytné tyto modely vybrat a definovat z hlediska exprese 

sledovaných receptorů.  

Míra exprese určitého receptoru na membráně buňky buněčné linie je velmi 

důležitý biologický parametr, který je hodnocen v mnoha různých cytologických a 

farmakologických studiích. Mimo jiné ve snaze omezit počty laboratorních zvířat 

využívaných v preklinickém výzkumu, jsou buněčné linie dnes velmi hojně užívaným 

experimentálním modelem při mnoha typech biomedicínských studií. A právě díky 

masivnímu rutinnímu využití mohou být tyto buněčné linie neúmyslně zaměněny, 

kontaminovány (jinou linií či patogenem) či mohou podlehnout v průběhu kultivace 

genetickým změnám (Alston-Roberts et al. 2010). Například často podceňovaný vliv 

počtu buněčných pasáží
2
 může mít dramatický vliv na expresi receptorů u dané buněčné 

linie (Erac et al. 2014, Wakshull et al. 1985). V takovém případě může dojít k zásadním 

změnám v důležitých biologických parametrech buněčné linie, např. i ke změně počtu 

exprimovaných receptorů určitého typu (Blanco et al. 2012). Tyto změny vlastností či 

dokonce záměny buněčných linií nejsou ve výzkumné praxi nijak vzácnou záležitostí 

(Hughes et al. 2007) a vedou často k naprosto zavádějícím výsledkům a tím pádem i 

chybným závěrům. Proto máme za to, že by mělo být standardní součástí rutinních 

postupů při in vitro studiích také stanovení míry exprese zkoumaného receptoru. Takové 

stanovení by mělo být ideálně co nejefektivnější, časově nenáročné a co možná 

nejspolehlivější.  

Ačkoliv prací popisující různé aspekty nádorového bujení, které využívají ve 

svých experimentálních modelech buněčné linie právě s EGFR  je v literatuře popsáno 

již několik tisíc, doposud není k dispozici žádná práce, která by systematicky mapovala 

                                                 

2
 pasáž – uvolnění buněk z podkladu a přenesení do nové kultivační láhve s čerstvým médiem. 
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přesnou míru exprese tohoto receptoru v běžně užívaných buněčných liních. Proto jsme 

pro naši práci zvolili čtyři široce využívané buněčné linie s různou mírou exprese 

receptoru EGFR. Navíc jsme se rozhodli porovnat tři různé metody (klasickou saturační 

techniku, kinetickou extrapolační metodu a western blot) pro stanovení exprese tohoto 

receptoru. Cílem naší práce bylo nejen porovnat různé metody pro kvantifikaci EGFR, 

ale též získat data o četnosti tohoto receptoru ve zvolených buněčných liniích, která by 

byla získána v jedné laboratoři stejnou metodou. Tato data nebyla doposud v literatuře 

dostupná. Tedy mimo samotného srovnání metod kvantifikujících zkoumaný receptor, 

vidíme právě v nově získaných údajích o absolutním počtu EGFR na povrchu buněk 

hlavní přínos této části práce. Jako ligandy pro detekci receptoru pro epidermální 

růstový faktor jsme zvolili dvě již klinicky používané monoklonální protilátky – 

cetuximab a panitumumab, které terapeuticky cílí právě na tento receptor (Vacchelli et 

al. 2014). Pro využití v našich metodických přístupech je však bylo nutno nejprve 

radioaktivně označit. 

Pro experimenty kvantifikující expresi receptoru pro epidermální růstový faktor 

(EGFR) bylo nutno na pracovišti zavést metodu značení monoklonálních protilátek 

pomocí radioizotopu jódu (
131

I), který byl zvolen především s ohledem na detekční 

parametry přístroje LigandTracer
®

 Yellow. Literatura v oboru radiojodací protilátek 

popisuje nejčastěji dvě metody značení a to pomocí jodogenu a chloraminu T (Visser et 

al. 2001). Pro naši práci byla zvolena metoda chloraminu T, která je pro neklinické 

aplikace vhodnější díky své větší flexibilitě (Theobald 2011). S využitím této metody se 

podařilo označit zvolené protilátky s vysokou specifickou aktivitou a relativně vysokým 

výtěžkem. Díky přečištění na gelové koloně měly připravené preparáty velmi vysoké 

stupně radiochemické čistoty (nad 95%). 

Ke kontrole radiochemické čistoty byly zvoleny dvě nejčastěji v radiofarmacii 

používané metody kontroly kvality – instantní tenkovrstvá chromatografie (ITLC) a 

vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) s radiodetekcí. Použití obou těchto 

technik v rácmi jedné studie umožňuje jednak vždy potvrdit naměřené hodnoty 

radiochemické čistoty alternativní metodou, ale zároveň využít specifických předností 

každé z nich. Prakticky to znamená, že se vždy po označení protilátky nejprve 

přistoupilo k ITLC analýze, která vyniká svou rychlostí (řádově minuty) a 

jednoduchostí. Pokud tato metoda prokázala uspokojivou čistotu testovaného preparátu 

(obvykle přes 90%), bylo přistoupeno i k jeho HPLC analýze, která je sice citlivější, ale 

též časově nepoměrně náročnější než ITLC (řádově desítky minut). 
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Mimo samotné radiochemické čistoty je druhým zásadním kvalitu určujícím 

parametrem radiofarmaka jeho stabilita. Stabilita označených protilátek byla 

stanovována po 24 h inkubaci, což vzhledem k délce samotného biologického 

experimentu stanovení exprese EGFR (4 h) považujeme za dobu více než dostatečnou a 

průkaznou. Výsledky stabilitních studií ukazují ztrátu radiochemické čistoty po 24 h 

v jednotkách procent (okolo 2%). Stabilitní studie tak dokazují, že během samotného 

experimentu stanovení exprese EGFR byl detekován skutečně zamýšlený radioligand 

(jodovaná protilátka) a nikoliv uvolněný jód-131. 

Exprese receptorů může být stanovena několika různými metodami, my jsme 

porovnávali novou poloautomatizovanou metodu (KEX) s klasickou manuální saturační 

technikou a western blottingem. Zatímco klasická saturační technika a western blot jsou 

považovány za známé a dobře popsané metody, KEX metoda byla vyvinuta poměrně 

nedávno (Bárta et al. 2011). Metoda KEX využívá unikátního přístroje LigandTracer
® 

Yelllow, který byl speciálně vyvinut pro měření vazby radioligandů i na adherentní 

buňky kultivované na Petriho misce (Björke a Andersson 2006b). V případě použití 

vhodného radioligandu může být tento přístroj využit i pro měření akumulace látek in 

vitro, např. i v případě monoklonálních protilátek (Nestor et al. 2008). Ovšem byly také 

publikovány práce s LigandTracerem
®

 Yellow popisující kvantifikaci exprese 

membránových receptorů na fixovaných tkáňových řezech (Gedda et al. 2010). 

Výsledky našich experimentů stanovujících expresi EGFR ukazují velkou míru 

shody mezi klasickou saturační technikou a kinetickou extrapolační metodou u všech 

čtyř zkoumaných buněčných linií. Ačkoliv KEX metoda poskytuje v průměru o něco 

vyšší počty receptorů na buňku oproti saturační technice, nejsou tyto rozdíly 

signifikantní. Obě metody jasně určily linii A431 jako tu s nejvyšším počtem 

dostupných receptorů EGFR na buněčné membráně (téměř 2 miliony receptorů/buňku), 

linie HaCaT se vyznačuje zhruba poloviční expresí oproti buňkám A431. Linie HCT116 

a HepG2 mají expresi EGFR na úrovni přibližně 10% linie HaCaT. Statistická analýza 

ukázala, že rozdíly mezi HCT116 a HepG2 v počtu zkoumaných receptorů nejsou 

signifikantní, tudíž dle míry exprese EGFR lze zkoumané linie seřadit takto: A431 > 

HaCaT > HCT116 ≈ HepG2.  

Western blot analýza ukázala stejné pořadí buněčných linií dle míry exprese 

EGFR. Vzájemné poměry exprese EGFR mezi jednotlivými buněčnými liniemi nejsou 

v rámci této metody ve shodě s předešlými dvěma technikami. Tato diskrepance se dá 
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vysvětlit tím, že Western blot není metoda určená pro přesnou kvantifikaci, ale je pouze 

semikvantitativní. 

Analýza rozdílů ve stanovování počtu EGFR receptorů pomocí 
131

I-cetuximabu 

a 
131

I-panitumumabu neukázala žádný signifikantní rozdíl, tj. oba ligandy poskytují 

prakticky stejné výsledky při stanovování počtu EGFR receptorů, kdy toto zjištění 

poukazuje na přesnost metody bez ohledu na použitý ligand cílený na studovaný 

receptor. 

Jak již bylo zmíněno, v literatuře se nevyskytuje publikace popisující údaje o 

konkrétní míře exprese EGFR, s jedinou výjimkou a to linie A431, kdy Michel et al. 

(2004) uvádí hodnotu 1,8 × 10
6
 receptorů na buňku, což je ve shodě s naším zjištěním. 

Údaj 1,20 × 10
6 

± 0,24 × 10
6 

EGFR/buňku u linie A431, uvedený v práci Tichauer et al. 

2012 je nižší, ale taktéž řádově odpovídá hodnotám zjištěným v našich experimentech. 

Jelikož je kinetická extrapolační metoda (KEX) poměrně novou a doposud málo 

rozšířenou technikou považujeme za vhodné ji podrobněji popsat a objasnit její základní 

principy.  

KEX metoda zahrnuje měření akumulace příslušného radioligandu rozložené do 

tří na sebe navazujících inkubací se stoupající koncentrací ligandu (typicky 3 nM, 15 

nM a 30 nM). Měření během takovéto inkubace se nazývá „asociační fází“. V určitých 

případech je možné pokračovat v měření po inkubaci s radioligandem a to tak, že se 

aktivní medium odstraní a nahradí novým tj. takovým, které neobsahuje radioligand. 

Tato část měření se označuje jako „disociační fáze“. Jak ukázal Nakajima et al. (2001) 

tvar bivalentní saturační křivky během asociační fáze se dá popsat pomocí čtyř různých 

kinetických rychlostních konstant: kon1, koff1, kon2 a koff2.
3
 Což znamená, že je možné 

získat všechny kinetické a afinitní parametry včetně Bmax (celkový počet vazebných 

míst tj. receptorů) jen z měření asociační fáze, za předpokladu, že saturační křivka bude 

dostatečně zakřivená, tj. není nutné měřit akumulaci i během disociační fáze. Pokud by 

se provedlo měření i v průběhu disociáční fáze, pak by byly kinetické parametry určeny 

s vyšší přesností, což ale konkrétně v případě metody KEX není možné.  

Data naměřená LigandTracerem
®
 jsou zpracována v analytickém programu 

TraceDrawer
®
 1.2, který pomocí matematické integrace vypočítá teoretické bivalentní 

staturační křivky a nelineární interpolační algoritmus následně odvodí základní 

kinetické konstanty kon1, koff1, kon2, koff2 a Bmax tak, aby odpovídaly naměřeným datům. 

Díky tomu mohou být odhadnuty všechny kinetické konstanty za použití dat jen z jedné 

                                                 

3
 kon=ka (rychlostní konstanta asociace), koff=kd (rychlostní konstanta disociace) 
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asociační fáze inkubace za předpokladu, že bylo použito více koncentrací radioligandu a 

akumulační křivka jeví zřetelné zakřivení. V případě metody KEX pro stanovení počtu 

zkoumaných receptorů využíváme z vypočtených dat pouze hodnotu Bmax. 

Z dosažených výsledků můžeme odvodit, že KEX metoda je srovnatelně 

využitelnou technikou pro stanovení počtu receptorů jako je klasická saturační metoda a  

může tak sloužit jako efektivní nástroj v biologicky orientovaném výzkumu pro studium 

vazby ligandů na receptorové systémy. Mezi negativa této nové metody ovšem patří 

relativně vysoká pořizovací cena přístroje LigandTracer
®

. Na druhou stranu Bárta et al. 

(2011) ukázali, že časová náročnost a objem nezbytného spotřebního materiálu 

(zejména kultivační média a plast) je v případě KEX metody nižší o 60%, resp. o 90% 

ve srovnání s klasickou saturační technikou. Kinetická extrapolační metoda vyžaduje 

jen zlomek reagencií, buněk a pracovního času oproti manuální metodě. KEX metoda je 

samozřejmě univerzální a může být použita i pro stanovení exprese jiných receptorů než 

jen EGFR, např. somatostatinových (SST), cholecystokininových/gastrinových (CCK) a 

obecně řečeno všech těch, které se nacházejí na povrchu buňky a mají známý 

radioaktivně označitelný ligand. 

Vzhledem k dosaženým výsledkům se použití KEX metody jeví jako přínosné. 

Mimo již zmiňované výhody metoda KEX ve srovnání s klasickou technikou snižuje 

radiační zátěž obsluhujícího personálu na minimum. Naproti tomu je nutné říci, že KEX 

metoda má i své limity. Díky využití rotující nakloněné Petriho misky je tato metoda 

vhodná pouze pro adherentní buněčné linie a fixované tkáně, ne pro suspenzní buňky. 

Buňky zamýšlené pro testy s využítím KEX metody musí být dostatečně pevně 

adherované na plastový povrch Petriho misky, aby vydržely rotační pohyb a neuvolnily 

se do media, což samozřejmě mimo všech suspenzních buněk vylučuje i některé slabě 

adheretní linie. Problém slabé adherence buněk by ovšem mohl být řešen použítím 

„coatingu“.
4
 Dalším potencionálním problémem může být odpařování kultivačního 

media při dlouhodobých studiích (řádově dny). V našem případě se inkubační časy 

pohybovaly do čtyř hodin, a jelikož správné fungování metody bylo již ověřováno až do 

inkubačního času 48 hodin (Björke et al. 2006a), nepovažujeme odpařování media 

v našem případě za významný problém. 

V našich experimentech používaný přístroj LigandTracer
®
 Yellow není 

konstruovaný specificky pouze pro detekci jódu-131, tento přístroj je schopen měřit 

                                                 

4
 „coating“ – pokrytí povrchu kultivační misky např. kolagenem, želatinou, polylysinem nebo 

polyornitinem. 



Zbyněk Nový - disertační práce Diskuze 

94 

 

radioaktivitu i dalších gama zářičů s vyšší energií čili pro zamýšlené receptorové studie 

je možno použít i ligandy značené např. luteciem-177, indiem-111, techneciem-99m či 

jinými radionuklidy. Mimo tuto variatnu přístroje existují i další verze, které jsou 

schopny detekovat nízkoenergetické gama záříče (např. 
125

I), beta zářiče či fluorescenci 

(Dubois et al. 2013). Díky tomu lze pro metodu KEX použít i tyto zmiňované způsoby 

značení receptorových ligandů. 

Pro úplnost je vhodné zmínit, že tři zde popisované metody pro kvantifikaci 

membránových receptorů nejsou kompletním výčtem dostupných metod. Další 

využitelnou možností, jak mapovat distribuci receptorů na buňkách, je například 

průtoková cytometrie s pomocí fluorescenčního značení (Tichauer et al. 2012).  

Samotná modifikace protilátky bifunkčním chelátorem je jednokroková 

chemická reakce a jako taková se může jevit jednoduše a bezproblémově. Ovšem při 

bližším pohledu se v této oblasti objevuje řada problematických bodů. Mezi prvními je 

to nemožnost zvýšit reakční teplotu nad 40 °C a to z důvodu hrozící denaturace 

modifikované protilátky. Proto většina prací uvádí reakční teplotu pro konjugaci 

chelátoru s protilátkou v rozmezí 4-37 °C (Brouwers et al. 2004, Cooper et al. 2012, 

Perk et al. 2005, Thakral et al. 2014). Díky této relativně nízké teplotě je nutno volit 

dlouhé reakční časy pro konjugaci, které se pohybují v širokém rozmezí od dvou do 24 

hodin (Brouwers et al. 2004, Perk et al. 2005). Dalším důsledkem nízké reakční teploty 

a tím pádem i výtěžnosti je též nutnost použít značný molarní přebytek chelátoru oproti 

protilátce. Do konjugační reakce obvykle vstupuje 50-100x větší látkové množství 

chelátoru než protilátky (Cooper et al. 2006, Lewis et al. 1994). 

Výsledkem takovéhoto nastavení reakčních parametrů konjugačního kroku je ale 

mimo úspěšně modifikované protilátky také velké množství nenavázaného chelátoru 

v reakční směsi. Tohoto volného chelátoru je třeba se před vlastním radioizotopovým 

značením zcela zbavit, protože by s modifikovanou protilátkou velmi úspěšně 

kompetoval o vnesený radiokov, čímž by dramaticky snížil efektivitu značení. Resp. 

v případě, že by reakční směs po konjugaci nebyla vůbec přečištěna, pak by se během 

značení prakticky všechen radiokov vázal na volný chelátor, zatímco protilátka by 

zůstala v podstatě neoznačena. Tímto chceme zdůraznit význam přečištění protilátky po 

modifikaci jakožto jednoho z klíčových momentů celé metody. Většina prací uvádí 

v tomto bodě čištění směsi pomocí gelové filtrace (Lui et al. 2013) či preparativní 

HPLC (Schlesinger et al. 2008). My jsme zvolili metodu gelové filtrace s pomocí 
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Sephadexem G-25 plněné kolony PD-10 (GE Healthcare), která se pro tyto aplikace 

nejčastěji využívá.  

Přestože na kolonu aplikovaný objem vzorku (1-1,5 ml) nepřesahoval maximální 

deklarovanou kapacitu kolony (2,5 ml), záhy se ukázalo, že přečitěštění reakční směsi 

po konjugaci na jedné koloně je naprosto nedostačující. Proto jsme zavedli systém 

sériového čištění na dvou a posléze i třech následných kolonách PD-10. Ilustrační eluční 

profily z čištění na třech po sobě jdoucích kolonách jsou uvedeny v kapitole 5.3. Teprve 

použítí tří následných purifikačních kroků na gelových kolonách zajistilo dostatečnou 

čistotu roztoku protilátky pro značení s vysokou výtěžností. 

Ovšem takovéto intentzivní přečišťování modifikované protilátky s sebou 

přináší několik negativních dopadů. A sice jednak zředění protilátky na koloně, ale 

především ztrátu modifikované protilátky vlivem absorbce v koloně. Díky měření 

koncentrace protilátky Bradfordovou metodou po přečištění bylo možno vypočítat i její 

přesnou ztrátu na koloně. V případě použití dvou následných kolon se průměrná ztráta 

protilátky pohybovala okolo 60% původního množství, v případě tří kolon činila 

dokonce 75% a to navzdory předcházejícímu vysycení kolony roztokem hovězího 

sérového albuminu. Lze říci, že popsaný jev adsorbce v koloně je jedním z negativ této 

metody čištění, protože takto vysoká ztráta ligandu značně zvedá nároky na množství 

spotřebované protilátky, což může být v případě práce s malým výchozím množstvím 

protilátky limitující. 

Při dobře modifikované a přečištěné protilátce nebývá značení radiokovy již tak 

obtížné. Samozřejmě je nutným přepodkladem stále dodržovat maximální možnou 

čistotu celého procesu s ohledem na potencionální kontaminaci trojmocnými kovy 

(zejména Fe
3+

). Označení protilátek modifikovaných chelátory NOTA a PCTA luteciem-

177 poté probíhá poměrně rychle (60 minut), v případě chelátoru DOTA by bylo, 

z hlediska usnadnění komplexace, vhodné reakční směs zahřát na vyšší teplotu (Price a 

Orvig 2014). To je ovšem v případě monoklonálních protilátek vyloučeno z důvodu 

nebezpečí jejich denaturace, proto je nutno značně prodloužit reakční dobu (až 12 

hodin) a teplotu zvýšit maximálně na 37 °C. Většina dostupné literatury (Cooper et al. 

2006, Price a Orvig 2014) uvádí v případě chelatace za pomocí DOTA reakční dobu jen 

1 hodinu, ovšem naše předběžné experimenty ukázaly, že to není optimální doba. Proto 

jsme nakonec protokol modifikovali na inkubaci po dobu 12 h. 
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Díky dostatečnému přečištění po modifikaci se při značení podařilo dosáhnout 

vysokých hodnot radiochemické čistoty (vždy přes 90%), což je základní podmínka pro 

správné provedení následných pokusů na buněčných liniích. 

Druhou zásadní vlastnostní nutnou pro úspěšné testování v živých systémech je 

dostatečná stabilita označené protilátky. Tato byla ověřena jednak 24 hodin po označení 

a pak znovu i za 7 dní po přípravě. Vzhledem k tomu, že průměrný pokles 

radiochemické čistoty po 24 hodinách činil 0,1% a po 7 dnech 5%, lze říci, že stabilita 

námi připravených luteciem-177 značených protilátek je velmi vysoká a jsou tak 

vhodné pro biologické testování. Rozdíly ve stabilitě protilátek modifikovaných 

jednotlivými chelátory (DOTA vs. NOTA vs. PCTA) nebyly významné. Práce 

porovnávající in vitro/in vivo stabilitu monoklonálních protilátek značených buď přímou 

jodací či chelatací radiokovu pomocí DOTA též ukazují na vysokou stabilitu protilátek 

s radiokovy a to vyšší než u jodovaných protilátek (Brouwers et al. 2004). 

Radionuklid lutecium-177 díky emitovému záření, které má beta i gama složku, 

umožňuje mimo zobrazování cílových struktur též i terapeutické využití. V tomto směru 

byly již publikovány práce např. s protilátkou trastuzumabem, která je určena pro 

imunoterapii HER2 pozitivních nádorů prsu (Rasaneh et al. 2009, Rasaneh et al. 2010).  

Studované chelátory umožňují použít pro označení modifikovaných protilátek poměrně 

širokou paletu radionuklidů mimo popisovaného lutecia-177. DOTA je velice 

univerzální chelátor, který lze použít jak pro značení diagnostickými radionuklidy (např.  

64
Cu, 

68
Ga, 

111
In, 

86
Y), tak i terapeutickými (

90
Y, 

213
Bi, 

215
Pb, 

225
Ac) (Price a Orvig 

2014). NOTA je taktéž vhodným chelátorem zejména pro pozitronové zářiče 
68

Ga a 

64
Cu, ovšem lze jí chelatovat i 

86/90
Y, 

212/213
Bi a 

111
In (Price a Orvig 2014). V případě 

PCTA jsou velmi dobře chelatovatelné nuklidy 
68

Ga a 
64

Cu (Price a Orvig 2014). 

V posledních letech se jeví jako velmi zajímavé využití právě pozitronových 

zářičů v kombinaci s monoklonálními protilátkami pro diagnostické použití in vivo 

pomocí pozitronové emisní tomografie (PET). V této aplikaci se námi použité chelátory 

resp. modifikované protilátky mohly využít v kombinaci s PET nuklidy jako 
86

Y (Nayak 

et al. 2010, Pecking et al. 2012) či 
64

Cu (Niu et al. 2010). Gallium-68 je sice díky 

komerčně vyráběnému generátoru Ge/Ga poměrně dobře dostupný PET nuklid, ovšem 

díky svému poločasu přeměny (68 min) není vhodný pro spojení s monoklonálními 

protilátkami. Pro úplnost je třeba zmínit, že PET nuklid 
89

Zr je též užíván pro značení 

monoklonálních protilátek, ovšem pouze za využití specifického chelátoru 

desferrioxaminu (DFO) (van de Watering et al. 2014). Pro značení monoklonálních 
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protilátek je též vhodný pozitronový zářič jód-124, který se ale váže na protilátku 

přímou jodací, tedy ne pomocí chelátoru (Poli et al. 2013). 

Pro nukleární medicínu obecně nejvýznamější pozitronový zářič fluór-18 se ke 

značení monoklonálních protilátek nevyužívá a to pro jeho krátký poločas přeměny (110 

min), který není v souladu s biologickým poločasem intaktních protilátek (desítky 

hodin). Ovšem u derivátů protilátek již své uplatnění má. Například v případě tzv. 

„affibodies“, které mají významně kratší biologický poločas než vlastní protilátky, lze 

značení fluorem-18 aplikovat (Kramer-Marek et al. 2008, Namavari et al. 2008). 

Mimo radioizotopového značení lze protilátky vizualizovat i pomocí 

fluorescenčních značek a to jak in vitro (Gong et al. 2014), tak in vivo (Metildi et al. 

2013). Dokonce existuje i duálně značená monoklonální protilátka, tj. zároveň 

fluorescenčně i radioizotopově (Lütje et al. 2014). Žádná fluoresceční metoda značení a 

detekce protilátek in vivo se ovšem zatím nedostala do klinické praxe. 

Chelátorem modifikované a luteciem-177 označené protilátky byly po úspěšném 

testování radiochemických parametrů podrobeny následnému biologickému testování 

vazebnosti a to na třech vybraných buněčných liniích exprimující různá množství 

cílového antigenu, tj. receptoru pro epidermální růstový faktor. Mimo zjištění samotné 

vazebnosti značených protilátek bylo cílem studie i porovnat vliv zvoleného chelátoru 

na tuto vazebnost.  

Vazebnost vyjádřená jako podíl navázané frakce k aplikované dávce se 

pohybovala u zvolených buněčných linií v rozmezí 8%-43% v závislosti na použitém 

ligandu a linii. Pro vyloučení nespecifické vazby byly provedeny experimenty 

s preinkubací buněk s nadbytkem neznačené parentní protilátky. U preinkubovaných 

buněk došlo k dramatickému poklesu následné vazby radioligandu a to přibližně na 1,1 

- 2,4% podané dávky a to u všech studovaných kombinací chelátor-protilátka-buněčná 

linie. 

Statistická analýza ukázala, že vždy v rámci dané linie (A431, HaCaT a HepG2) 

a protilátky (cetuximab či panitumumab) není signifikatní rozdíl v akumulaci 

radioligandu s různým chelátorem (DOTA, NOTA, PCTA) a to s jedinou výjimkou. 

177
Lu-DOTA-panitumumab jevil signifikantně nižší akumulaci v linií A431 než 

177
Lu-

PCTA-panitumumab (p=0,0125). 

Lze tedy říci, že jsme nepozorovali signifikantní vliv typu chelátoru na 

vazebnost značené protilátky in vitro, což by naznačovalo, že typ zvoleného chelátoru 

skutečně nemá vliv na vazebnost dané protilátky. Tento nález není v rozporu s údaji 
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publikovanými jinými autory.  Vera et al. (2012), zkoumali vazbu luteciem-177 

značeného nimotuzumabu na receptor pro epidermální růstový faktor a to v modifikaci 

s chelátorem DOTA a DTPA. Tyto experimenty studující akumulaci těchto radioligandů 

na myším modelu (tumorech tvořených buněčnou linií A431) ukázaly, že vazebnost 

těchto dvou derivátů nimotuzumabu se signifikantně neliší. Podobné zjištění bylo 

publikováno též pro protilátky DOTA-trastuzumab, oxo-DO3A-trastuzumab a PCTA-

trastuzumab značené mědí-64. Tyto tři protilátky vykazovaly podobnou vazebnost na 

čtyřech buněčných liniích exprimujících různé úrovně receptoru HER2/neu (Ferreira et 

al. 2010). Samozřejmě, že podobná vazebnost na cílový receptor a vysoká stabilita 

radioligandů ještě nemusí nutně znamenat, že jejich chování v organizmu bude podobně 

shodné jako in vitro. Použitý chelátor může in vivo ovlivnit významné biologické 

parametry značené protilátky, jako jsou biodistribuce a eliminace, což může vyústit 

v podstatné rozdíly v radiační zátěži různých orgánů. Dokumentovat to lze např. na 

studii mědí-64 značené protilátky ch14.18, která ukázala, že použitý chelátor významně 

změní biodistribuci (Dearling et al. 2011). 

Závěrem můžeme říct, že vazebný podíl zkoumaných protilátek odpovídá 

množství exprimovaných EGFR receptorů, které bylo zjištěno pomocí manuální 

saturační techniky a KEX metody v předešlých experimentech. To znamená, že 

relativně vysoká vazebnost byla pozorována u buněčných linií bohatých na EGFR. 

Rozdíl mezi vazbou na linií A431 a HaCaT též odpovídá rozdílu v expresi EGFR u 

těchto dvou linií, zatímco HepG2, tj. buněčná linie s nejnižší expresí tohoto receptoru 

vykazuje nejnižší vazebnost zkoumaných protilátek. Rozdíly ve vazebnosti protilátek na 

zkoumané buněčné linie dokazují správnou funkci těchto buněk ve smyslu exprese 

odpovídajícího počtu EGFR receptorů. Preinkubace s neznačenou protilátkou téměř 

zcela blokovala vazbu značené, což je též v souladu s dříve publikovanou prací 

(Ferreiera et al. 2010). Toto zjištění potvrzuje zachování vazebné specifity připravených 

protilátek k EGFR receptorům. 

Experimentální data prezentovaná v této práci mohou přispět k dalšímu vývoji 

v oblasti radioaktivně značených protilátek. Studované značené protilátky prokázaly jak 

vhodné radiochemické parametry, tak i nadějné biologické chování in vitro. Vysoká 

biologická stabilita komplexů lutecium-chelátor je v souladu s publikovanými údaji 

(Kam et al. 2012, Ju et al. 2010). Dobrý potenciál značeného cetuximabu jakožto 

diagnostického agens naznačuje preklinická práce, zkoumající biodistribuci této 

protilátky na myších nesoucí nádory tvořené buňkami A431 (Perk et al. 2005). Nově 
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publikované experimentální práce v této oblasti (např. Ingargiola et al. 2014, Liu et al. 

2014) naznačují, že preklinické studie by mohly v budoucnosti potenciálně vyústit 

v další postup směrem ke klinickému užití studovaných protilátek. 
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7 Závěr 
Tato disertační práce v teoretické části předkládá přehled v současné době 

využíváných cílených radiofarmak, do kterých se řadí i významná skupina 

radioizotopově značených monoklonálních protilátek. Využití specificky cílených 

monoklonálních protilátek ve spojení s radionuklidy – 

radioimunodiagnostika/radioimunoterapie – je v posledních letech poměrně intenzivně 

studovanou oblastí nukleární medicíny. V navazující části teoretické sekce disertační 

práce jsou podrobně popisovány monoklonální protilátky a to jak z pohledu jejich 

struktury a původu, tak zejména s ohledem na jejich využití v oboru nukleární 

medicíny, tj. jsou probírány způsoby zapojení různých radionuklidů do struktury 

protilátky, volba vhodného radionuklidu v závislosti na jeho využití, klinické aplikace 

takto modifikovaných protilátek v radioimunodiagnostice a radioimunoterapii. 

Závěrečný oddíl teoretické části práce se zabývá popisem receptoru pro epidermální 

růstový faktor (EGFR), který představuje cílovou strukturu ve studiích popisovaných 

v experimentální části práce. Nedílnou součástí teoretické sekce disertační práce je též 

popis klinicky používaných monoklonálních protilátek, které terapeuticky cílí právě na 

receptor EGFR a jsou též využívány jako jeho ligandy v experimentální části této práce. 

Cílem této disertační práce bylo zavést na pracovišti metodiku pro značení 

monoklonálních protilátek izotopem jódu (
131

I) s dostatečnou efektivitou a 

radiochemickou čistotou. S pomocí takto označených protilátek stanovit míru exprese 

receptoru pro epidermální růstový faktor u čtyř zvolených buněčných linií (A431, 

HaCaT, HCT116 a HepG2) pomocí dvou různých metod se dvěma různými ligandy a 

porovnat tyto metody. Dalším cílem bylo modifikovat monoklonální protilátky 

cetuximab a panitumumab pomocí tří různých bifunkčních chelátorů, takto 

modifikované protilátky označit luteciem-177 v dostatečné radiochemické čistotě a 

následně ověřit vazebnost označených protilátek na v předcházejícím kroku ověřených 

buněčných liniích in vitro. V této souvislosti byl dále posouzen vliv typu použitého 

chelátoru na tuto vazebnost. Takto modifikované protilátky by mohly v budoucnu 

sloužit pro diagnostiku a terapii karcinomů se zvýšenou expresí receptoru EGFR. 

První část oddílu výsledků uvádí, s jakou úspěšností se podařilo značení 

protilátek cetuximabu a panutimumabu jódem-131. Konkrétně dosahovalo výtěžnosti 

90% resp. 52% a po přečitění se radiochemická čistota preparátů pohybovala v rozmezí 

97-98%. Testování stability označených protilátek ukázalo, že pokles radiochemické 
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čístoty po 24 hodinách je v řádu jednotek procent. Takto označené protilátky byly 

využity při experimentech zaměřených na stanovení exprese receptoru EGFR, jakožto 

významného terapeutického cíle protinádorové léčby. Stanovení bylo prováděno, jak 

pomocí klasické manuální saturační techniky, tak pomocí nového 

poloautomatizovaného přístupu tzv. kinetické extrapolační metody (KEX) s využitím 

unikátního přístroje LigandTracer
®

 Yellow. Obě zmiňované metody vykazovaly 

výsledky ve vzájemné shodě. Lze tedy říci, že nová KEX metoda je metodou 

ekvivalentní ke klasické saturační technice a lze ji v této aplikaci s úspěchem využít. 

Celkově lze dle míry exprese stanovovaného receptoru studované linie seřadit takto: 

A431 > HaCaT > HCT116 ≈ HepG2. Tyto výsledky byly dále korelovány s expresí 

EGFR, které byly získány pomocí metody western blot. S výjimkou linie A431 nebyly 

tyto hodnoty exprese receporů EGFR u zkoumaných linií v literatuře dosud popsány. 

V další části práce jsme se zaměřili na modifikaci monoklonálních protilátek 

cetuximabu a panitumumabu bifunkčními chelátory DOTA, NOTA a PCTA, a na jejich 

značení luteciem-177. U těchto protilátek byla dosažena vysoká radiochemická čistota. 

Stabilita těchto preparátů byla velmi vysoká, pokles radiochemické čistoty po 24 

hodinách byl velmi nízký. Experimenty zjišťující vazebnost těchto protilátek na 

buněčných liniích s ověřenou expresí EGFR ukázaly relativně vysokou míru specifity 

vazby protilátek, neboť po preinkubaci s nadbytkem neznačené protilátky tento vazebný 

podíl klesl na minimální hodnoty. Podíl navázané protilátky navázané protilátky byl ve 

shodě s mírou exprese cílového EGFR receptoru zjištěného v předešlé části práce. Při 

vyhodnocování vlivu chelátoru na vazbu protilátek nebyl nalezen žádný signifikantní 

rozdíl v jejich vazbě na použité buňky a lze tedy konstatovat, že typ použitého chelátoru 

nemá významný vliv na vazebnost modifikované protilátky in vitro. Tato práce může 

být východiskem pro další preklinické studie zaměřené na ověřování farmakologických 

vlastností radioaktivně značených protilátek in vivo. 
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