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Použité zkratky

AR42J      pankreatická buněčná nádorová linie

CCK         cholecystokinin – imunoreaktivní peptid podobný gastrinu

CCK2r      „Cholecystokinin-2 receptor“ – receptor pro cholecystokinin typu 2

CML         „myelogenous leukaemia“ – myeloidní leukémie

CRC         „colorectal cancer“- kolorektální karcinom

EDTA       ethylen diamin tetraoctová kyselina

EGF          „epidermal growth factor“ - epidermální růstový faktor

EGFR       „Epidermal growth factor receptor“ – receptor pro epidermální růstový faktor

FDA         „Food and Drug Administration“ – Úřad pro kontrolu potravin a léčiv Spojených 

                 státu amerických

GISTs       „gastrointestinal stromal tumor“ – gastrointestinální stromální tumor

GLP-1r     „Glucagon-like peptide-1 receptor“ – receptor pro glukagon-like peptid-1

GRPr        „Gastrin-releasing peptide receptor“ – receptor pro gastrin uvolňující peptid

HB-EGF   „heparin-binding EGF-like growth factor“ – heparin vázající EGF růstový faktor

DOTA      1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctová kyselina   

DTPA       diethylen triamin pentaoctová kyselina

KEX         „kinetic extrapolation“ – kinetická extrapolace

MAb         „Monoclonal antibody“ – monoklonální protilátka

MG11       minigastrin11

NRPC       „number of receptors per cell“ – počet receptorů na buňku

NSCLC    „non-small-cell lung carcinoma“ – nemalobuněčný typ karcinomu plic

OK cells   „opossum kidney cells” – buněčná linie izolovaná z proximálního tubulu ledvin 

                 vačice oposum

PRRI        „Peptide receptor radionuclide imaging“ – zobrazování radionuklidem 

                 značenými receptorově specifickými peptidy

PRRT       „Peptide receptor radionuclide therapy“ – terapie radionuklidem značenými  

                 receptorově specifickými peptidy

RIT        „Radioimmunotherapy“ – radioimunoterapie

RTK         „receptor tyrosine kinase“ – tyrosin kinázový receptor

SCCHN   „squamous cell carcinoma of the head and neck“ – spinocelulární karcinom hlavy a 

                 krku

SPPS        „Solid-phase peptide synthesis“ – syntéza peptidů na pevné fázi
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SSTrs        „Somatostatin receptors“ – somatostatinové receptory

TK            tyrozinkináza

TGF-α      „transforming growth factor α“ – transformující růstový faktor α
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1. Úvod

   S rostoucím průmyslovým rozvojem současné společnosti a zvyšováním věku dožití 

dochází ke zhoršování zdravotního stavu lidské populace vlivem vyšší prevalence 

civilizačních chorob. Ty většinou vyplývají z nezdravého způsobu života jedince a působení 

nezdravého prostředí, ve kterém jednotlivec vyrůstá. Neustálým ovlivňováním organizmu 

chemickými látkami často karcinogenními se zvyšuje jeho stresová zátěž a v důsledku toho 

selhávají přirozené obranné mechanizmy. Imunitní systém je vystavován vyšší zátěži. 

Nepříznivé působení prostředí, jehož je sám člověk původcem, v kombinaci s přirozenými 

faktory, jako jsou genetické predispozice jedince nebo působení bakteriálního a virového 

agens, je tělo oslabováno, a tak s rostoucím věkem a v závislosti na zdravotním stavu člověka 

vyčerpává organizmus své přirozené obranné mechanizmy. Výsledkem je častý rozvoj 

různých typů nádorových onemocnění způsobených karcinogeny (chemické látky, viry, atd.). 

Jejich odhalováním a případnou léčbou se v posledních několika desetiletích věnuje nukleární 

medicína s nezastupitelnou podporou ze strany radiofarmacie.

   Nukleární medicína se kromě funkčního vyšetření orgánů (například srdce, plic nebo 

kostry), zobrazování fyziologických funkcí (například funkční vyšetření ledvin nebo 

kumulace jodu ve štítné žláze) či vyšetření akutního zdravotního stavu u mozkové nebo 

myokardiální ischémie též ve velké míře zabývá diagnostikou a terapií nádorových 

onemocnění.

   Vzhledem k velké rozmanitosti nádorových onemocnění, se kterými se vytrvale zápasí na 

poli nukleární medicíny, je vhodnější uvést úspěšně aplikované radioterapeutické nebo 

radiodiagnostické látky dle charakteru jejich molekulové struktury. Přejdeme-li tedy 

anorganické sloučeniny jako je například technecistan (99mTc) sodný nebo 99mTc-DTPA pro 

statickou scintigrafii mozku nebo jodid (131I) sodný pro scintigrafii štítné žlázy, dostáváme se 

k intenzivně studovaným biologicky aktivním látkám, jako jsou peptidy a monoklonální 

protilátky. Tyto biologické sloučeniny vynikají svou specificitou k určitému typu nádoru dle 

typu receptoru, který ve zvýšené míře exprimují nádorové buňky na svém povrchu. 

   Mezi radiofarmaky, která jsou odvozena od peptidových hormonů, vyniká v současné době 

komerčně dostupný [111In-DTPA]octreotide (pod obchodním názvem 111In-OctreoScan®) pro 

scintigrafii somatostatinových receptorů u neuroendokrinních nádorů (Teunissen et al, 2011). 

Z radioaktivně značených monoklonálních protilátek, které jsou využívány v terapii 

nádorových onemocnění, lze zmínit 90Y nebo 111In značený ibritumomab tiuxetan (pod 
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obchodním názvem Zevalin®; tiuxetan slouží stejně jako DTPA pro chelataci radioisotopů) 

pro léčbu folikulárního non-Hodgkinova lymfomu (Sharkey et al, 2008).

1.1 Radiofarmaka v onkologii

   Rychlý rozvoj radiofarmacie, která je zdrojem látek pro radiodiagnostiku nebo radioterapii, 

přispěl v posledních letech ke stále rostoucímu uplatnění nukleární medicíny při léčbě 

nádorových onemocnění spolu s pomocí dalších oborů, jakými jsou imunologie, onkologie 

nebo radiochemie. Moderní vyvíjené radiofarmaceutické látky, které jsou menší 

fyziologickou zátěží pro pacienty, mohou vyústit v upřednostnění nukleární medicíny před 

ostatními technikami léčby nádorových onemocnění, jako je např. chemoterapie (Sharkey et 

al., 2008; Goldenberg et al., 2006).

   Každé radiofarmakum je buď tvořeno samotným radionuklidem, nebo radionuklidem 

vázaným na transportující ligand. Jako radionuklidy využívanými v diagnostice jsou 

nejčastěji γ nebo β+ (emise pozitronů) zářiče. Nejčastějšími zdroji gama záření užívanými 

v nukleární medicíně jsou izotopy 111In, 99mTc a 123I, které jsou v oblibě zejména v Evropě. 

Mezi výše zmíněnými izotopy vyniká izotop technecia pro své vlastnosti, jako je jeho snadná 

a levná příprava z radionuklidového generátoru, krátká, nicméně dostačující doba poločasu 

přeměny (6.01 hodin), a nízká, ale pro diagnostiku vyhovující energie záření (0.142 MeV). 

V kategorii pozitronových zářičů se nejvíce používají izotopy 11C, 68Ga a 18F (Ambrosini et 

al., 2011).

   Nukleární radioterapie se zaměřuje zejména na β zářiče, jejichž významnými představiteli 

jsou izotopy 131I, 90Y a 177Lu. Vedle nich by se perspektivně mohly uplatnit i α zářiče, a to

především izotopy bismutu 212Bi a 213Bi. Nejvíce osvědčeným terapeutickým radionuklidem 

ze skupiny β zářičů se stal především izotop ytria (90Y) díky svému dalekému dosahu záření 

(cca 12 mm) a krátkému poločasu přeměny (t1/2 = 64 hodin). Podstatou působení 

radioterapeutických radionuklidů je jejich průnik do cílových nádorových buněk a poškození 

buněčné DNA, které vede k zániku buňky. Dosah průniku emitovaných částic záření              

z izotopu mívá za následek nejen terapeutické působení radionuklidu na nádorovou tkáň, ale 

leckdy i nežádoucí poškozující efekt na tkáň fyziologicky zdravou. Nová radiofarmaka se 

snaží tento nepříznivý vliv odstranit (Sharkey et al., 2008; Goldenberg, 2003).

   Obliba radiofarmak v posledních letech spočívá zejména v jejich terapeutickém využití pro 

specifický typ nádorového bujení. V tomto případě mluvíme o cílené radionuklidové terapii, 

pro kterou se nověji vžilo označení molekulární radioterapie. Radiofarmakum užité 
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v molekulární radioterapii se principielně sestává z radionuklidu, který je zdrojem 

radioaktivního záření, a transportního ligandu, který je schopen se specificky vázat na cílený 

extracelulární protein, tedy receptor. Těmito transportními ligandy jsou zejména peptidové 

analogy odvozené od peptidových hormonů nebo monoklonální protilátky (Loke et al., 2011). 

1.2 Monoklonální protilátky

   Monoklonální protilátky (MAb) jsou protilátky získané z klonální populace jedné 

plazmatické buňky. Strukturně se jedná o glykoproteiny, které jsou řazeny do skupiny          

γ-globulinů. Jejich molekulová hmotnost se pohybuje mezi 150 tisíc až 900 tisíc Da. 

Struktura protilátek je tvořena čtyřmi peptidovými řetězci, spojenými disulfidickými 

vazbami, kdy dva a dva řetězce jsou stejné - 2 lehké a 2 těžké (viz obrázek č. 1). 

Obrázek č. 1: Základní struktura protilátky (zdroj: Allison, 2009)

   Delší části dvou těžkých řetězců spolu vytvářejí krystalizující fragment (Fc) protilátky, 

který umožňuje vazbu a aktivaci komplementu. Kratší části těžkých řetězců spolu s lehkými 

řetězci vytváří variabilní (antigen vázající) fragment (Fab) protilátky, který umožňuje 

specifickou vazbu protilátky na cílovou antigenní strukturu.

1.2.1 Nekonjugované protilátky

   Terapie nádorových onemocnění prováděná s pomocí protilátek používá buď přirozených 

protilátek, takzvaně nekonjugovaných, nebo protilátek konjugovaných. 
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   Nekonjugované protilátky využívají pouze svých biologických vlastností, kterými je 

stimulace na komplementu závislé cytotoxicity nebo specifické, na buněčných komponentech 

závislé cytotoxicity. První zmíněný způsob likvidace cizorodých buněk nebo tělu vlastních 

buněk (například nádorových buněk) spočívá v kaskádě reakcí aktivujících komplementární 

proteiny, které perforují buněčnou stěnu, a tím způsobují rozvrat prostředí intracelulárního 

prostoru buňky. Druhý způsob reakce imunitního systému přes specificky se vázající 

protilátku na cílený antigen je složkou buněčné specifické imunity. V počátcích terapie 

nádorových onemocnění pomocí protilátek se využívalo jejich přirozených vlastností pro 

vyvolání buněčné smrti nádorových buněk. K tomuto účelu byly použity především myší 

protilátky pro léčbu například nádorových onemocnění gastrointestinálního traktu (Sears et 

al., 1985). 

   Dalším významným krokem k využití nekonjugovaných protilátek bylo zjištění 

antiproliferativního vlivu protilátek na buňky rostoucí v médiu bez účasti komplementárního 

systému nebo efektorových buněk imunitního systému. Tento vliv byl v prvé řadě 

demonstrován na receptoru pro epidermální růstový faktor (EGFR). Výsledkem pak bylo 

vytvoření anti-EGFR protilátek (Masui et al., 1984).

   Postupem času došlo k přechodu od myších protilátek k protilátkám, které jsou svým 

původem chimérní (konstantní část protilátky zaměněna za lidský úsek, například 

cetuximab), humanizované (variabilní část protilátky zaměněna za lidský úsek, například 

trastuzumab) až k plně lidským protilátkám (například panitumumab), které snižují riziko 

imunitní reakce pacienta vůči terapeutickým proteinům. Nekonjugované protilátky nemají 

samy o sobě dostačující schopnost vyléčit nádorová onemocnění u pacienta. Proto jsou často 

terapie nekonjugovanými monoklonálními protilátkami kombinovány s dalšími možnostmi 

léčby, nejčastěji s chemoterapií (Coiffier, 2006).

   Významnými představiteli nekonjugovaných protilátek jsou cetuximab, nesoucí obchodní 

název Erbitux® a užívaný například v kombinaci s radioterapií pro léčbu nádoru hlavy a krku, 

dále rituximab, pod ochodním názvem Rituxan®, užívaným zejména pro terapii                 

non-Hodgkinova lymfomu, a trastuzumab, nesoucí obchodní název Herceptin®, sloužící 

například pro léčbu karcinomu prsu (Sharkey et al., 2008).

1.2.2 Konjugované protilátky

   Konjugované monoklonální protilátky jsou efektivnější při imunoterapii nádorových 

onemocnění zejména díky terapeuticky aktivní látce, kterou transportují navázanou na své 
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struktuře. Díky tomu se mnohdy mohou používat v terapii bez spoluúčasti dalších látek. 

Aktivní látkou navázanou na monoklonální protilátce mohou být cytotoxická léčiva, rostlinné 

nebo bakteriální toxiny nebo radionuklidy (Goldenberg, 1994; Serengulam et al., 2010). 

   Výsledek účinku terapie konjugovanou monoklonální protilátkou nesoucí léčivo nebo toxin 

je závislý na množství aktivní látky dopravené do nádorové buňky, neboť teprve určité 

nejnižší množství transportované látky je postačující pro vyvolání změn v buňce vedoucích 

k jejímu zániku. Protilátka tak musí být specifická pro daný typ receptoru, který se ve 

zvýšené míře exprimuje na povrchu nádorové buňky, nebo je zcela typický pro nádorově 

transformovanou buňku, a který musí transportovat (internalizovat) protilátku dovnitř buňky 

po její vazbě na receptorový protein. Optimální je receptor, který se po přenosu navázané 

protilátky z extracelulárního do intracelulárního prostoru takzvaně recykluje a vrací se zpět 

napovrch buňky, aby mohl sloužit jako jejich opětovný přenašeč. 

   V případě protilátek konjugovaných s aktivní látkou, kterou je radionuklid, se jich výše 

zmíněná problematika nutnosti internalizace tolik nedotýká. Protilátka značená 

radionuklidem se naváže na specifickou strukturu buňky (nejčastěji receptor) a vlivem 

emitovaného radioaktivního záření dochází k průniku α- nebo β-částic skrz buněčnou 

membránu, poškození jejího DNA, a tím k zániku buňky. Limitujícím faktorem zde tedy 

zůstává dosah radioaktivního záření. Ten se volí zejména s ohledem na zdravou tkáň, která by 

mohla být zasažena zářením (Argyriou et al., 2009; Sharkey et al., 2008).

   Terapie radioaktivně značenými protilátkami v nukleární medicíně nese označení 

radioimunoterapie (RIT). Úspěšnost léčby není určena pouze uzdravením pacienta, ale je též 

zajištěna co nejmenší radiační zátěží léčeného. Tento posledně zmiňovaný fakt poukazuje na 

stále řešenou problematiku radioaktivně značených protilátek, kterou je jejich radiotoxicita. 

Orgány nejvíce ohroženými radioaktivní zátěži bývají játra, kostní dřeň a ledviny (van Gog et 

al., 1998). 

   Po intravenózní aplikaci radioaktivně značených protilátek dochází k významnému nárůstu 

radioaktivity v krevním řečišti. Krev nesoucí protilátky s navázaným radionuklidem je 

pročišťována od cizorodých částic a zplodin metabolismu především v játrech. Ty se tak 

stávají prvním orgánem, kde dochází k významné akumulaci radioaktivity jako důsledek 

eliminace protilátek z krevního řečiště (Goldenberg et al., 2007). 

   V závislosti na velikosti molekuly značené protilátky, a tudíž rychlosti její distribuce do 

cílového místa terapie – nádorové tkáně a též rychlosti degradace protilátky v játrech, se 

protilátka zadržuje v krvi po určitou dobu. To může vést k nepříznivé kumulaci protilátky 

v kostní dřeni (van Gog et al., 1998, Goldenberg et al., 2007). 
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   Radionefrotoxicita je pak především záležitostí malých molekul (fragmentů) protilátek, 

které jsou většinou akumulovány zpětnou tubulární resorpcí v buňkách proximálního tubulu 

ledvin (Serengulam et al., 2010; Sharkey et al., 2005). 

   Snaha o co největší eliminaci radiotoxicity doprovázející RIT dosáhla výchozího úspěchu 

v osmdesátých letech dvacátého století, kdy byla vyvinuta metoda předem cílené 

radioimunoterapie (anglicky označované Pretargeted RIT), která se do současné doby stále 

zdokonaluje. Princip metody spočívá v prvotní intravenózní aplikaci monoklonální protilátky 

specifické pro antigen exprimovaný na cílených nádorových buňkách (viz obrázek č. 2). Tato 

protilátka, která na sobě nenese radionuklid, je v určitém čase distribuována do místa svého 

cíle v těle pacienta. Jako antigen se v tomto případě musí zvolit takový receptor, který není 

transportován s navázanou protilátkou do intracelulárního prostoru. Díky tomu tedy zůstává 

protilátka stále na povrchu buňky. Zbytek protilátky, která se nenavázala na nádorovou 

buňku, je organismem, tedy zejména játry, eliminován z krevního řečiště. Nyní nastává druhý 

krok terapie. Do těla je vpraven nízkomolekulární nosič, který nese terapeutický radionuklid, 

a který se rychle distribuuje z krevního řečiště do tkáně s předem navázanými protilátkami, 

na které se nosič specificky naváže. Zbytek nízkomolekulární látky je snadno odstraněn 

především přes ledviny ven z těla. Celý proces distribuce a eliminace radioaktivně značeného 

nosiče je velmi rychlý a pacient tak není vystaven přílišné radiologické zátěži, kdy jde 

především o hematologickou radiotoxocitu (Goldenberg et al., 2006; Govindan et al., 2010; 

Sharkey et al., 2012).

   U tohoto typu terapie se používají protilátky jednak schopné vazby na nádorový antigen      

a jednak schopné interakce s nosičem radionuklidu. Jako protilátky se volí buď bisfecifické 

bivalentní protilátky nebo komplex protilátka-streptavidin. V případě bivalentní protilátky je 

nosičem radionuklidu sloučenina hapten-peptid a pro komplex protilátka-streptavidin je 

nosičem radioaktivně značený biotin. Pro navázání radionuklidu na strukturu nosiče se 

používají chelatační látky, jako jsou DOTA nebo EDTA (Knox et al., 2010; Sharkey et al., 

2012). 

   Další nespornou výhodou užití předem cílené RIT je velikost molekul použitých terapeutik. 

Jelikož protilátka nenese radionuklid a ani případně další chelatační látky umožňující vazbu 

radioizotopu na strukturu proteinu, je její molekula podstatně menší, lépe se distribuuje 

v organizmu a nezůstává dlouhou dobu v krevní cirkulaci. To samé platí o molekule nosiče 

radionuklidu, která je mnohem menší než samotná protilátka, a jak již bylo výše zmíněno, 

v krevním řečišti zůstává velmi krátkou dobu, rychle se dostává do místa cílové tkáně anebo 

je snadno glomerulární filtrací odváděna z těla pacienta (Goldenberg et al., 2007).
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Obrázek č. 2: (A) konvenční způsob RIT, (B) předem cílená RIT pomocí komplexu 

protilátka-streptavidin, (C) předem cílená RIT pomocí bispecifické trivalentní protilátky 

(zdroj: Goldenberg, 2009).

1.3 EGFR a jeho ligandy

   Receptorové proteiny, jejichž specifickými substráty jsou různé růstové faktory, se řadí do 

široké skupiny receptorů označovaných jako receptory pro růstové faktory, jejichž funkce je 

úzce spjata s tyrozinkinázou (TK). Tato skupina receptorů je zodpovědná za zprostředkování 

přenosu signálů z extracelulárního prostředí do buňky. Struktura receptorů pro růstové 

faktory je v základu tvořena extracelulární, transmembránovou a intracelulární doménou, kdy 

posledně zmiňovaná doména je ve spojení s tyrozinkinázovou aktivitou. TK aktivita reguluje 

řadu buněčných procesů, které mají vliv na funkci tkání a tedy celkový stav organizmu. 

Ovlivnění buněčných procesů je zejména na úrovni buněčné proliferace, migrace, 

metabolismu, diferenciace a vzájemné intercelulární komunikace. Tyto základní buněčné 

pochody pak mají vliv na orgánovou morfogenezi, regeneraci tkání a neovaskularizaci.

   Veškeré tyto funkce jsou u zdravých buněk přísně kontrolovány. Vlivem mutací nebo 

strukturálních změn však může dojít k abnormálnímu využití funkčních vlastností 

tyrozinkinázových receptorů (RTK) u nádorově transformovaných buněk. Nádorové buňky 

pak vynikají vysokou mutací, genovým přeuspořádáním a genovou amplifikací, nadměrnou 

expresí RTK a tím i přílišnou autokrinní, parakrinní a endokrinní stimulací.
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   Nadměrná exprese RTK vedla k zařazení receptorů pro růstové hormony do skupiny 

onkoproteinů, které nalezneme u řady nádorových onemocnění jako například karcinomu 

prsu, gastrointestinálního karcinomu, nádory hlavy a krku nebo nádoru plic (Gschwind et al., 

2004; Takeuchi et al., 2011). Skupina RTK extracelulárních receptorů zahrnuje 58 známých 

členů, kteří se sdružují do 20 receptorových rodin. Významnými představiteli skupiny RTK 

jsou pak především receptory pro epidermální růstový faktor (EGFR). EGFR rodina zahrnuje 

čtyři členy – EGFR (ErbB-1), HER2/c-neu (ErbB-2), Her3 (ErbB-3) a Her4 (ErbB-4). 

Struktura EGF receptoru bez navázaných ligandů (obr. 3) je tvořena extracelulární doménou 

vázající ligand, transmembránovým regionem a cytoplazmatickou doménou s tyrozinkinázou, 

která je lemována nekatalyckými regulatorními regiony. 

Obrázek č. 3: Struktura dimerizovaného EGFR (zdroj: Bessman et al., 2012).

   Po vazbě ligandu na ektodoménu receptorů EGFR, HER3 nebo HER4 dochází k formaci 

homodimerického nebo heterodimerického tyrozinkináza aktivního komplexu, kdy                

u posledně zmiňovaného je partnerem tvořícím komplex nejčastěji HER2 receptor. 
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Výsledkem tvorby dimerů je aktivace kinázové aktivity na intracelulární straně receptoru. 

Vznikají tak signály, které mají za následek transkripci genů, celulární proliferaci                   

a diferenciaci. Skupinu ligandů aktivujících EGF receptorovou rodinu tvoří EGF, TGF-α, 

HB-EGF, amphiregulin, betacellulin a epiregulin (Gschwind et al., 2004; Marqués et al., 

1999; Moulder et al., 2001).

   Zjištění, že některé nádorové buňky v hojné míře exprimují EGF receptory na svém 

povrchu vedlo k přípravě látek, které inhibují EGF receptory nebo jich využívají pro svůj 

transport do nádorových buněk, aby v nich působily cytotoxicky. Tyto látky můžeme rozdělit 

do dvou skupin a to na monoklonální protilátky, které byly již blíže popsány,                          

a nízkomolekulární látky.

   Principem působení nízkomolekulárních látek je jejich inhibice tyrozinkinázové aktivity. 

Jako první popsanou látkou tohoto typu byl chinazolin, po kterém následoval gefitinib 

(iressa), který byl schválen pro klinické užití při léčbě neoperovatelných karcinomů 

nemalobuněčného typu karcinomu plic (NSCLC) v USA a Japonsku na počátku 21. století. 

Dalším úspěšným inhibitorem aktivity EGFR se stal imatinib, který byl povolen FDA 

pro léčbu pacientů s myeloidní leukémií (CML) a gastrointestinálním stromálním tumorem 

(GISTs) (Wakeling et al., 1996; Druke ret al., 1996; Joensuu et al., 2001).

   Monoklonální protilátky cílené proti EGF receptorům jsou většinou připraveny tak, aby 

blokovaly bioaktivitu receptorových ligandů, inhibovaly heterodimerizaci receptorů či 

obsazovaly vazebná místa na receptorech. 

   První účinnou připravenou protilátkou byl trastuzumab, který je cílený proti HER2 

receptoru a svým charakterem je rekombinační humanizovanou MAb. Trastuzumab se váže 

na receptor na povrchu nádorových buněk, následně se internalizuje do buňky a zde inhibuje 

buněčnou proliferaci a reparaci DNA, dále spouští apoptosu a imunitní modulaci. 

Trastuzumab  byl schválen pro léčbu metastatického karcinomu prsu (Kalofonos at al., 2006; 

Gschwind et al., 2004).

   Dalšího úspěchu bylo dosaženo s protilátkou cetuximab, což je chimérní MAb cílená proti 

EGFR. Jejím účinkem je inhibice vazby endogenního ligandu, buněčné motility, buněčné 

invaze a apoptosy. Cetuximab se s úspěchem používá při léčbě kolorektálního karcinomu 

(CRC) nebo terapii spinocelulárního karcinomu hlavy a krku (SCCHN) (Gschwind et al., 

2004).

   Za zmínku jistě stojí i další protilátky, které byly nebo jsou ve stádiu procesu schvalování 

pro léčbu různých typů nádorových onemocnění charakterizovaných zvýšenou expresí EGF 
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receptorů. Jsou jimi kupříkladu panitumumab pro léčbu CRC a nebo nimotuzumab pro léčbu 

SCCHN (Argyriou et al., 2009; Berardi et al., 2010).

1.4 Radioaktivně značené peptidy

   Skupina sloučenin s peptidovou strukturou patří do skupiny nízkomolekulárních látek, které 

jsou se stále vyšší oblibou používány pro radiodiagnostiku (PRRI) a radioterapii (PRRT). 

Peptidy nebo jejich analogy se dostaly do popředí svého zájmu především díky svým 

vlastnostem, které se blíží charakteru ideální sloučeniny (vysoká vazebná afinita, specifické 

vychytávání a zadržování v cílovém místě, rychlá clearance z necílové tkáně, adekvátní 

kapilární prostupnost, vysoká stabilita, snadná příprava a bezrizikové užití u pacientů díky 

tomu, že nevyvolávají imunitní reakci organismu) pro diagnostiku a případnou terapii 

nádorových onemocnění, a které jim dávají výhody oproti některým makromolekulárním 

látkám a řadě nízkomolekulárních látek (Lee et al., 2010; Laverman et al., 2012). 

   Peptidické látky jsou v našem organizmu významné v úloze regulátorů řady fyziologických 

funkcí. Jejich úlohou je především hormonální modulace v řadě tkání, jako je mozek, 

gastrointestinální trakt a endokrinní, vaskulární nebo lymfoidní systém. Peptidové hormony 

působí především přes receptory spřažené s G-proteiny. A právě cílení peptidových hormonů 

na tento typ receptoru je dalším významným kladem v užívání peptidů a jejich analogů 

v onkologii. Fyziologicky je míra exprese tohoto typu receptoru nízká, ale v případě 

nádorových buněk je naopak vysoká. Nádorové buňky „lační“ po přílivu transmiterů, které se 

účastní jejich zvýšeného metabolismu a procesu dělení. Proto karcinogenní buňky exprimují 

na svém povrchu velké množství receptorů z této rozsáhlé rodiny receptorových proteinů pro 

peptidové hormony. Tato biologická skutečnost dodává významu studiím a aplikacím řady 

připravovaných receptorově specifických peptidů v radiodiagnostice nebo radioterapii (Reubi 

et al, 2008; Trojan a kolektiv, 2003).

   Řadu peptidových hormonů – transmiterů v jejich přirozené formě nelze použít pro jejich 

aplikaci v léčbě a diagnostice nádorových onemocnění. Jejich přirozená forma vede k rychlé 

degradaci v organismu ze strany regulačních mechanizmů, jako je především enzymové 

působení. Radioaktivně značené peptidy by se tak ani nedostaly do cílového místa svého 

působení. V důsledku toho došlo k syntéze takzvaných peptidových analogů, které si 

ponechávají ve své struktuře aktivní vazebné místo na cílový receptor, ale které záměnou 

aminokyselin v jejich řetězci nebo modifikací peptidového řetězce unikají rychlému 

degradačnímu působení zejména v krevním řečišti, potažmo v játrech. Záměna aminokyselin 
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je většinou za D-formy aminokyselin nebo za nepřirozené aminokyseliny. Modifikace 

peptidového řetězce se provádí přidáváním postranních řetězců, inkorporací hydrofilních 

nebo hydrofobních aminokyselin, anebo cyklizací, acetylací či aminací peptidového řetězce. 

Modifikace peptidového řetězce navíc umožňují rychlejší permeabilitu upravených peptidů 

do cílové tkáně přes stěny cév a usnadňuje i jejich přípravu, která probíhá nejčastěji metodou 

syntéza peptidů na pevné fázi (SPPS) (Lee et al., 2010).

   Peptidy, potažmo jejich analogy, se pro klinickou aplikaci mohou značit optickými sondami 

(fluorofory), nanočásticemi (například magnetické oxidy železa, nanočástice zlata) anebo 

především radionuklidy.

   Strategie vývoje radioaktivně značeného peptidového analogu je názorně zobrazena na obr.

4. Na začátku je vytipování nádorového onemocnění s následným molekulárně biologickým 

prozkoumáním buněčného povrchu nádorově transformované buňky, kde se zkoumá 

přítomnost receptorů typických pro daný typ nádorových buněk. Receptory jsou vodítkem 

pro zjištění specifického, na receptor se přirozeně vázajícího peptidu, který se stane 

předlohou pro připravovaný peptidový analog. Peptidový analog se připravuje synteticky 

pomocí dvou způsobů. Prvním z nich je využití syntézy peptidů na kapalné fázi (solution-

phase peptide synthesis), která je charakterizována komplikovanou přípravou a následnou 

nezbytností purifikace připraveného peptidu. Oproti tomu vyniká svým rychlým                     

a jednoduchým průběhem syntézy druhý způsob přípravy peptidů označovaný jako syntéza 

peptidů na pevné fázi (solid-phase peptide synthesis). Posledně zmiňovaný způsob syntézy 

peptidů většinou vyžaduje minimum čistění finálního produktu. Na připravený peptidový 

analog se v další fázi přípravy radioaktivně značeného peptidu naváže vhodně zvolené 

chelatační činidlo, tak aby se neovlivnilo vazebné místo pro interakci s receptorem a stejně 

tak farmakokinetické vlastnosti peptidu. Se stejnou opatrností se volí vhodný radioizotop 

(Okarvi, 2004).

   Radioizotopy se volí i s ohledem na zamýšlené použití radioaktivně značeného peptidového 

analogu. Izotopy vhodné pro radiodiagnostiku jsou zejména 99mTc, 123I, 111In, 18F, 64Cu nebo 

68Ga, a pro radioterapeutické užití 90Y a 177Lu. Vazba izotopů na cílový peptid se uskutečňuje 

buď přímou vazbou radionuklidu na funkční skupinu peptidového řetězce, anebo nejčastěji 

nepřímou vazbou prostřednictvím chelatačních skupin vázaných kovalentní vazbou na 

aminokyselinovém řetězci. Nejvíce užívanými chelatačními činidly uplatňovanými 

v radiochemickém značení jsou diethylen-triamin-pentaoctová kyselina (DTPA) a 1,4,7,10-

tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctová kyselina (DOTA). Tato chelatační činidla 

vytvářejí stabilní komplexy s radioizotopy 111In, 64Cu, 68Ga, 90Y a 177Lu.  Pro vazbu 18F na 
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peptidový řetězec se používá prostetické skupiny N-sukcinimidyl-4-18F-fluorobenzoátu (Lee 

et al., 2010; Aloj et al., 2004; Laverman et al., 2012).

Obrázek č. 4: Ilustrace obecného přístupu k vývoji radioaktivně značených peptidů. (zdroj:

Okarvi, 2004)

   Proces internalizace radioaktivně značených peptidů do cílových buněk spočívá v jejich 

navázání na receptorový protein. Vzniklý komplex receptor – peptid je transportován přes 

cytoplazmatickou membránu buňky ve formě endocytárních částic, které se v prostředí 

cytoplazmy slučují do větších částic nazývaných endosomy. Endosomy mají kyselé vnitřní 

prostředí, které vyvolává rychlou disociaci komplexu receptor – peptid. Oddělený receptor je 

pak většinou externalizován zpět na povrch buňky a tím je takzvaně recyklován. 

Endosomální částice, ve které zůstal radioaktivně značený peptid, je dále v buněčném 

prostředí slučována s lysozomem. Působením enzymů uvnitř lysozomů dochází k vyvolání 

degradace značeného peptidu (viz obrázek č. 5). Samotný radioisotop zůstává v cytoplazmě 

buňky, kde jím emitované radioaktivní záření v závislosti na své energii vyvolá terapeutický 

efekt nebo poslouží k diagnostice nádorového procesu (Breeman et al, 2001). 

   Somatostatinový analog octreotide značený izotopem 111In (D-Phe1-Cys2-Phe3-D-Trp4-

Lys5-Thr6-Cys7-Thr8-ol, pod obchodním názvem OctreoScan®) je nejstarším úspěšným 

radiofarmakem peptidového původu, které se jako první začalo používat pro diagnostické 

účely v onkologii. Tento cyklický oktapeptid je cílený na nádory neuroendokrinního původu 

(Laverman et al., 2012; Lee et al., 2011). Svým původem je odvozen od somatostatinu a řadí 

se tak do skupiny somatostatinových analogů. Somatostatin je regulačním cyklopeptidovým 

hormonem fungujícím jako neurotransmiter v mozku. Jako regulátor působí inhibičně na 

tvorbu a sekreci růstového hormonu, insulinu, glukagonu a kalcitoninu přes své receptory 

spřažené s G-proteinem nesoucích označení somatostatinové receptory (SSTrs), kterých 

známe 5 druhů dále dělených do podtypů. Z důvodu jeho krátkého biologického poločasu 

v krvi (cca 3 minuty) se somatostatin nedal použít pro radiodiagnostické účely. Proto byla 
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připravena celá řada jeho analogů, které postrádají místo pro enzymatické štěpení a jsou tak 

chráněny před biodegradací (Weckbecker et al., 2003).

Obrázek č. 5: Základní schéma působení radioaktivně značených peptidových analogů 

s využitím v terapii nebo diagnostice nádorových onemocnění (zdroj: Eberle et al, 2010).

      Skupina radioaktivně značených peptidů není vymezena pouze na somatostatin a jeho 

analogy. K dnešnímu dni se intenzivně pracuje na řadě receptorově specifických peptidů, 

které jsou ve stavu vývoje nebo již podstupují různé fáze klinického testování. Jde především 

o radiopeptidy cílené na cholecystokininový receptor typu 2 (CCK2r) a dále například na 

gastrinový receptor (GRPr) nebo receptor pro glukagon-like peptid-1 (GLP-1r).

1.5 Cholecystokininové receptory a jejich ligandy

   Cholecystokinin (CCK) je gastrinu podobný peptid, který je široce rozšířeným 

neuropeptidem v centrálním nervovém systému. CCK se skládá z 33 aminokyselin. Vzniká 

zkracováním prekurzorové molekuly, která má na počátku své degradace ve svém 

peptidovém řetězci 115 aminokyselin. Z prekurzorové molekuly vznikají formy CCK, které 

jsou biologicky aktivní. Těmito formami cholecystokininu jsou CCK39, CCK33, CCK8        

a CCK4 (Laverman et al., 2012).
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   Cholecystokinin působí na cílové buňky prostřednictvím specifických receptorů. Do 

současné doby byly identifikovány tři typy cholecystokininových receptorů na základě jejich 

afinity k endogenním peptidům CCK a gastrinu. Tyto dva peptidy jsou shodné v té části své 

struktury, která umožňuje jejich vazbu na CCK receptory. Liší se v sulfataci tyrosinového 

zbytku na pozici 6 (gastrin) a 7 (CCK). 

Prvním typem cholecystokininového receptoru je typ CCK1, který se vyskytuje 

v pankreatických acinárních buňkách. Druhým typem je receptor CCK2, který se hojně 

vyskytuje v mozku, žaludku, slinivce a žlučovém měchýři. Třetím typem je CCK2i4sv, který 

je variantou CCK2 receptoru. Tento typ receptoru byl objeven u lidského kolorektálního 

karcinomu. CCK1 a CCK2 receptor se liší svou distribucí v organizmu, molekulovou 

strukturou a afinitou k CCK a gastrinu. CCK1 receptor má mnohem vyšší afinitu (500 až 

1000x) k sulfátové formě cholecystokininu něž k nesulfátové formě cholecystokininu. CCK2 

receptor vykazuje stejnou afinitu ke gastrinu a cholecystokininu a stejně tak umožňuje vazbu 

jak sulfátové tak i nesulfátové formy cholecystokininu. CCK2 receptor se proto označuje jako 

gastrinový receptor a z hlediska nádorových onemocnění ho nalezneme hojně exprimovaný 

na povrchu nádorových buněk u medulárního tyreoidálního karcinomu, ovariálního 

karcinomu nebo u gastroenteropankreatických nádorů (Laverman et al., 2012; Koopmans et 

al., 2009). 

   Od konce devadesátých let byly provedeny experimenty s různými formami uměle 

syntetizovaných analogů cholecystokininu nebo gastrinu. To vše se střídavým úspěchem. 

Připravené analogy mají kratší peptidový řetězec oproti svým přirozeným formám nebo 

obsahují zaměněné aminokyseliny ve své struktuře. C-terminální část je však u všech stejná. 

Obsahuje tetrapeptidovou sekvenci -Trp-Met-Asp-Phe-NH2, která je podstatná pro vazbu 

peptidu na cílový receptor CCK2. Výchozími strukturami pro CCK/gastrinové analogy se 

staly CCK8 (Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2) a minigastrin (dGlu-Ala-Tyr-Gly-

Trp-Met-Asp-Phe-NH2) (Lee et al., 2010; Roosenburg et al., 2010). 

   Využití ligandů vázajících se na CCK2 receptor je přednostně zaměřeno na scintigrafické 

zobrazení a s menším podílem i terapii medulárního tyreoidálního karcinomu. Významného 

úspěchu v klinickém testování bylo dosaženo u 111In-DTPA-MG0 zejména pak 

v diagnostických studiích (Behé et al., 2002; Behr et al., 2002). Naopak u radioligandů jako 

111In-DOTA-CCK8 a 111In-DOTA-MG11  byla zjištěna nízká scintigrafická citlivost a míra 

vychytávání, proto se dále nedaly využít pro radioterapii. 111In-DOTA-MG11 navíc 

vykazoval velmi nízkou stabilitu. 
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Vedle posledně zmíněných peptidů vykazuje vysokou stabilitu další ligand CCK2 receptoru 

99mTc-demogastrin 2, který se tak stal slibným diagnostickým nástrojem při diagnostice 

medulárního tyreoidálního karcinomu (Laverman et al., 2012).
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2. Cíle předkládané disertační práce

   Základním cílem předkládané disertační práce bylo studium interakce vybraných 

receptorově specifických, radioaktivně značených peptidů a protilátek na cílových buněčných 

liniích izolovaných z nádorových tkání. Hlavní zaměření práce spočívalo v posouzení nových 

možností pro hodnocení interakcí ligand-receptor in vitro za použití nově zaváděné techniky. 

Studium receptorově specifických látek v sobě zahrnovalo i prozkoumání faktorů, které 

ovlivňují jejich biologické chování v živých systémech.

3. Použité metody

   Studium probíhalo jednak pomocí klasických experimentálních metod zkoumání interakce 

radioligandu na specifickém receptoru v in vitro podmínkách, kdy se sledovala míra 

internalizace radioaktivně značeného ligandu do buněk přes jeho cílový receptor měřená 

v lyzátu buněk na přístroji detekujícím gama záření. Druhým způsobem bylo opět stanovení 

míry internalizace do buněk tentokrát měřené v reálném čase. K tomuto účelu byla použita 

automatická technika s využitím přístroje LigandTracer®, která detekuje množství 

zachyceného radioligandu v buňkách při jeho zvolené koncentraci v médiu.

   Klasická metoda a automatická technika jsou založeny na interakci ligandu a jeho receptoru 

s dosažením rovnováhy této interakce vyjádřené vztahem pro disociační konstantu reakce KD, 

, kde [L] je koncentrace radioligandu (peptid nebo protilátka), [R] koncentrace 

volného cílového receptoru a [LR] koncentrace ligand-receptorového komplexu. 

   Disertační práce je předložena jako soubor šesti publikací, které se týkají jejího tématu 

studia radioligandů v in vitro podmínkách. Uvedené publikace jsou řazeny v kapitolách dle 

chronologie jejich publikování v odborných časopisech. Odborné publikace v kapitolách I, 

III, IV a V byly otištěny v odborných časopisech s impakt faktorem, publikace v kapitole II 

v odborném časopisu bez impakt faktoru a nejnovější publikace uvedená v kapitole VI je ve 

stavu posouzení o přijetí k opublikování v odborném časopise s impakt faktorem. U publikací 

uvedených v kapitole I, II, III a VI je předkladatel disertační práce hlavním autorem 

publikovaných prací.
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4. Podíl doktoranda na předkládaných publikacích

   V odborné publikaci uvedené v kapitole I autor provedl veškeré buněčné experimenty 

včetně jejich vyhodnocení a sepsal rukopis publikace včetně souborného zhodnocení 

výsledků ve spolupráci se spoluautory. Cílem studie bylo provést ohodnocení možnosti 

využití nové alternativní metody pro kvantifikaci množství buněčných receptorů zvané 

kinetická extrapolace (KEX). KEX metoda se porovnala s klasickou saturační technikou 

určování počtu receptorů na buňkách. Výsledkem experimentální studie bylo zjištění, že nová 

testovaná metoda kvantifikace počtu buněčných receptorů KEX je vhodnou alternativou 

současně nejčastěji používané saturační techniky, jelikož poskytuje téměř identické údaje      

o počtu receptorů na jednu buňku a navíc vyžaduje mnohonásobně nižší objem práce a tedy    

i potřebného času na provedení. Mimo to vykazuje téměř o 2/3 nižší náročnost na množství 

použitých chemikálií a spotřebního materiálu.

   Odborná publikace v kapitole II byla vypracována na základě výsledků měření na 

buněčných kulturách. Autor provedl experimenty na ledvinných buňkách OK cells a dále 

sepsal rukopis vědeckého výtisku. Studie byla zaměřena na prozkoumání specifické vazby 

radioligandů 111In-DOTA-minigastrin11 a  177Lu-DOTA-minigastrin11 na 

gastrin/cholecystokinový (CCK2R) receptor na povrchu pankreatických nádorových buněk 

(AR42J) a jejich možnou akumulaci v buňkách proximálního tubulu ledvin (OK cells). 

Zjištěním práce byla vazba radioligandů na CCK2R a jejich následný transport do 

nádorových buněk. Tento výsledek poukazuje na to, že struktura peptidu minigastrin11 

nebyla narušena radioaktivním značením, které navíc vykazovalo radiochemickou čistotu 

značení nad 99%. Dalším pozitivním nálezem byla minimální akumulace značeného 

minigastrinu11 do ledvinných buněk, což naznačuje relativně nízké riziko  radionefrotoxicity 

v případné podání in vivo.

   Publikace uvedená v kapitole III je společnou prací, do které autor přispěl v podobě 

buněčných experimentů uskutečněných na použitých buněčných liniích. Autor pracoval se 

značeným receptorovým substrátem 125I-EGF, který sloužil jako indikátor exprese cílového 

receptoru při kultivaci buněk v přítomnosti nebo nepřítomnosti gefitinibu. Autor 

spolupracoval i na úpravách konečné verze rukopisu odborné publikace. V této publikaci

jsme se pokusili odhalit možný mechanismus vlivu gefitinibu na interakci mezi epidermálním 

růstovým faktorem (EGF) a jeho receptorem EGFR. Experimenty probíhaly za použití 

přístroje LigandTracer® Grey. V reálném čase měřená vazba ligandu na receptory byla dále 

analyzována pomocí nové matematické metody zvané Interaction Map, která byla schopná 
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rozpoznat vazbu homogenního ligandu EGF na mnoha heterogenních vazebných místech 

(receptorech) na povrchu buňky. Výsledkem práce bylo vysvětlení vlivu procesu dimerizace 

receptorů na rozdílnou afinitu EGF k EGFR pro různé buněčné linie. Gefitinib pak indukuje 

tvorbu dimerů receptoru EGFR, který v důsledku toho mění charakter své interakce                

s 125I-EGF.

   Podíl autora v odborné publikaci v kapitole IV spočívá především v přípravě                   

131I-radioligandů a v provedení buněčných experimentů se značenými radioligandy ve 

spolupráci s Dr. Ludmilou Melicharovou na LigandTracer® Yellow ze strany fakultního 

pracoviště. Autor se dále podílel na sepsání rukopisu. Cílem odborné publikace bylo vyšetřit, 

do jaké míry závisí charakter interakce ligand – receptor na volbě buněčné linie. V našem 

případě se provedly experimenty na buněčných liniích exprimujících receptory z             

HER-receptorové rodiny. Zjištěné poznatky této studie poukazují na fakt, že hodnota vazebné 

afinity testovaného proteinu vázajícího se na ten samý typ HER receptoru se může mezi 

buněčnými liniemi významně lišit. Hodnota afinity testovaného ligandu na jedné buněčné 

linii tak neodpovídá afinitě u jiné buněčné linie se stejným typem receptoru. Zjištěná hodnota 

afinity by tak měla být vždy uváděna pro daný typ buněk, které byly využity v hodnocení 

vazebnosti ligandu. 

   Do publikace v kapitole V přispěl autor výsledky z buněčných experimentů s ligandy     

131I-cetuximab a 131I-panitumumab na buňkách A431 a HepG2, dále spoluúčastí na přípravě 

použitých ligandů a nastavením podmínek měření. Autor také provedl vyhodnocení měření 

na přístroji LigandTracer® Yellow a spolupracoval na sepsání rukopisu. Tato publikovaná 

studie si kladla za cíl opětovné ověření vhodnosti užití metody KEX pro kvantifikaci počtu 

receptorů na povrchu buněk. KEX metoda se opětovně porovnala s klasickou saturační 

technikou a navíc se provedlo srovnání i s metodou western blottingu. Výsledky poskytnuté 

metodou KEX a standardní saturační metodou byly velmi blízké ve svých hodnotách pro 

všechny použité buněčné linie. Dle počtu EGFR bylo oběma metodami shodně stanoveno 

následující pořadí buněčných linií: A431>HaCaT>HCT116~HEP-G2. S nalezenými daty 

radioligandových studií dobře korelovala exprese receptorových proteinů zjištěná pomocí 

techniky western blottingu.

   Poslední autorova práce umístěná v kapitole VI byla sepsána na základě výsledků in vivo    

a in vitro měření. In vitro měření a jejich vyhodnocení provedl autor samostatně, stejně tak 

značení protilátky izotopem 131I. Autor spolupracoval na zjištění stability 131I-ligandu pomocí 

chromatografické analýzy a na sepsání rukopisu. Tato práce analyzovala vliv radioaktivního 

značení na afinitu protilátky nimotuzumab k EGFR u zvolených buněčných linií a stejně tak 
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na jeho biodistribuční profil v předklinických in vivo experimentech. Výsledky práce 

ukázaly, že volba radionuklidu a způsob jeho navázání na nimotuzumab měla velmi nízký 

efekt na afinitu vazby protilátky na cílový receptor EGFR buněčných linií. Oproti tomu volba 

radionuklidu, způsob jeho vazby na nimotuzumab a postup radioaktivního značení viditelně 

ovlivnil jeho clearance z krve, vychytávání játry a jeho následnou akumulací v nich.
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Fig. 1 The NRPC (EGFR) obtained by manual saturation technique, expressed in number of 

EGFR per cell for each cell line (c225 ´cetuximab, pani = panitumumab), x ± S.D., n=5

Fig. 2 The NRPC (EGFR) obtained by KEX method, expressed in number of EGFR per cell 

for each cell line (c225 = cetuximab, pani = panitumumab), x ± S.D., n=5
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Fig. 3 Quantification of EGFR in four cell lines, obtained by NIS elements software, version 

3.22
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VI. THE PRECLINICAL EVALUATION OF RADIOLABELLED NIMOTUZUMAB, 

THE PROMISING MONOCLONAL ANTIBODY TARGETING THE EPIDERMAL 

GROWTH FACTOR RECEPTOR
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Abstract

Background: Radiolabelled monoclonal antibodies with affinity towards tumour-associated 

antigens may enhance the effectiveness of cancer treatment in targeted radiotherapy. The 

humanised monoclonal antibody nimotuzumab represents a promising vector to deliver 

radioactivity to tumours that are overexpressing epidermal growth factor receptor type 1 

(ErbB1). This paper analyses the effect of radiolabelling nimotuzumab on the uptake of the 

antibody to cancer cells that have a high density of ErbB1 and on the biodistribution profile 

of the labelled antibody in preclinical experiments.

Methods: Nimotuzumab was labelled with 131I by oxidative iodination and with 177Lu using 

nimotuzumab conjugates with two different chelators (DTPA and DOTA) and two different 

spacers. For the receptor studies, two cell lines (HaCaT and A431) were used. Biodistribution 

studies were performed on male Wistar rats.

Results: The choice of radiolabel and the manner of its attachment to nimotuzumab had little 

effect on the antibody internalization ability to the ErbB1-expressing cell lines. However, the 

selection of radiolabel, the way in which it was attached to nimotuzumab and the 

radiolabelling procedure significantly affected blood clearance, liver uptake and liver 

persistence of radiolabelled nimotuzumab.
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Introduction

Radiolabelled monoclonal antibodies (MAb) and their fragments that have an affinity 
towards tumour-associated antigens can be used as a delivery system to target radiotracers to 
tumour cells for diagnostic and therapeutic purposes. This approach is particularly effective 
in targeting tumours present at distant sites or that are inoperable, i.e., where surgical 
resection is limited or impossible. The use of radiolabelled MAbs may enhance the 
effectiveness of cancer treatment, and the selective delivery of radioactivity to tumour sites 
could improve its efficacy and reduce toxic side effects in healthy organs. One of the most 
promising targets in cancer-specific radioimmunotherapy is the family of epidermal growth 
factor receptors (EGFRs).
Solid tumours expressing receptors for the epidermal growth factor are linked to poor patient 
survival and/or a more advanced disease stage [14; 23]. For these reasons, tumours 
expressing EGFRs have been a focal point in the development of anticancer therapies since 
1980 [13; 14].
The epidermal growth factor receptor is a tyrosine kinase receptor, which regulates cell 
growth, lineage determination, cell repair and functional differentiation in normal cells [20]. 
The family of EGFRs are grouped into four types, including: ErbB1 (also known as EGFR), 
ErbB2, ErbB3 and ErbB4. EGF receptor function is activated by several ligands naturally 
produced in the body, such as EGF, TGF, HB-EGF, amphiregulin, betacellulin and 
epiregulin [15; 18; 22; 24].
The interaction of the ligand with the extracellular binding domain of the receptor triggers a 
cascade of kinase activity (TK) leading to gene transcription and cell proliferation or 
differentiation [3; 24; 25]. These physiological processes also occur in tumour cells in solid 
tumours, for example in non-small cell lung cancer (NSCLC) and bladder, pancreatic, gastric, 
colorectal, prostate, breast, ovarian, head and neck cancers. Solid tumour cells over-
expressing EGFRs, mainly of the ErbB1 subtype, are characterised by increased proliferation, 
angiogenesis and tumour cell invasion and decreased apoptosis [14; 17; 21; 23].
The EGFR tumour anticancer strategy is focussed on the generation of tyrosine kinase 
inhibitors (TKIs) or monoclonal antibodies (MAbs). These anti-EGFR agents can be used 
either in monotherapy or, preferably, in combination with standard chemotherapy or radiation 
treatment [13; 14].
Anti-EGFR monoclonal antibodies either inhibit EGFR-ligand interactions or hinder receptor 
dimerisation. In both cases, EGFR receptor activation is prevented, and programmed cell 
death is activated [13; 14]. Another use of MAbs is in the delivery of a toxin or radioisotope 
to tumour cells. This latter strategy is used to target MAbs specifically to tumour cells in 
radiotherapy and thus reduce the radiotoxicity burden on patients [2].
In this study, we analysed the in vivo biodistribution profiles of radiolabelled nimotuzumab 
(hR3) in rats and the uptake of radiolabelled nimotuzumab to tumour cells. The hR3 antibody 
is a humanised anti-EGFR monoclonal antibody, subtype IgG1. This novel antibody lacks 
some of the common side effects observed with other monoclonal antibodies, such as the 
development of an acneiform rash. Due to the good tolerance of hR3, which has already been 
approved in Phase I, II and III trials for some tumour-types, such as brain malignancies and 
squamous cell carcinoma of the head and neck (SCCHN), it has been approved for marketing 
in 27 countries [5; 9; 19; 26]. In vitro studies were performed on the immortalised human 
cancer cell line, A431 (human squamous carcinoma cells) and the HaCaT cell line (human
keratinocyte), both of which express a high amount of the ErbB1 receptor
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The hR3antibody was labelled with two isotopes: 131I or 177Lu.  The isotope 131I was either 
directly bound to the antibody or in case of 177Lu bound through one of two different 
chelators and one of two different spacers attached to the ligand. These two isotopes were 
chosen due to their different applications in nuclear medicine. The 131I isotope emits both beta 
and gamma ray radiations, which can be used either for imaging or for therapy. In contrast, 
177Lu is mostly used for radiotherapy due to its preferable beta decay, which damages the 
targeted tissue. 

Methods

Cell cultures

In this study, two cancer cell cultures were used, namely the human squamous carcinoma cell 
line A431 (Health Protection Agency Culture Collection, Salisbury, United Kingdom) and the 
human keratinocyte cell line HaCaT (DKFZ, Heidelberg, Germany). For the in vitro
experiments, cells were seeded onto a Petri dish (dimension 60 x 16 mm, TPP AG, 
Trasadingen, Switzerland) and allowed to grow to confluence. A431 cells were grown in 
Eagle´s MEM cell culture medium (EMEM, Sigma-Aldrich), and HaCaT cells were grown in 
Dulbecco´s MEM cell culture medium (DMEM, Sigma-Aldrich). Both media types were 
supplemented with 10 % foetal bovine serum (FBS, PAA, Pasching, Austria), L-glutamine 
(L-glu, Sigma-Aldrich, 1 % for EMEM or 0.1 % for DMEM) and 1 % non-essential amino 
acids (NEAA, Sigma-Aldrich). The cells were grown at 37°C and 5 % CO2 atmosphere in a 
humidified incubator until the experimental day.

Radiolabelling with 131I

The antibody nimotuzumab (hR3, Theraloc, Oncoscience AG, Wedel, Germany) was labelled 
using oxidative iodination, according to the Chloramin-T protocol [12]. The carrier-free 
isotope 131I was directly bound to the antibody nimotuzumab molecule (covalent binding to 
benzene ring of tyrosine). Because the chemical amount of antibody exceeded concentration 
of 131-I by several orders, only some molecules of antibody were radioactively labeled.
The monoclonal antibody (80 µg) in isotonic phosphate buffer solution (PBS 10 mM, pH 7.4) 
was labelled with 131I (10 MBq, 8 – 10 µl of 131I sodium iodide solution) (Institute of Isotopes 
Co., Ltd. Budapest, Hungary). Twenty microlitres of chloramin-T (Sigma-Aldrich) solution 
(concentration 4 mg/ml), corresponding to 80 µg of the agent, was added to the same buffer 
as an oxidation agent. The reaction was stopped with 40 µl of sodium metabisulphite solution 
(Sigma-Aldrich; concentration 4 mg/ml). After stopping the reaction, labelled protein was 
purified from non-labelled 131I on a NAP-5 column (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) using 
PBS (10 mM, pH 7.4) as the elution buffer.
Isocratic HPLC analysis was performed on Agilent System 1100 with UV-VIS and 
radiometric detection, equipped with a Bio-Sil Sec-250 column (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules CA, USA). For the mobile phase, 0.05 M sodium chloride solution with 0.01 M 
NaN3 was used with a flow rate of 0.8 ml/min.

Radiolabelling with 177Lu

Radiolabelling of nimotuzumab with 177Lu was performed after the modification of the 
antibody with different chelators: p-SCN-Bn-DOTA (p-isothiocyanatobenzyl-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid), p-SCN-Bn-DTPA (2-(4-
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Isothiocyanatobenzyl)diethylenetriaminepentaacetic acid) or DOTA-NHS-ester (N-
hydroxysuccinimidyl-DOTA).  The average number of chelates linked to the antibody 
molecule was determined using 90Y by a radioactive method previously described by Meares 
CF et al. [16]. The average degree of substitution was 4-5 chelator groups per 1 antibody
molecule.
Radiolabelling was performed as described previously by Beckford Vera DR et al. [6]. 
Briefly, aliquots of 177LuCl3 (15–185 MBq, in 1–25 μl 0.05 mol/l HCl, PerkinElmer) were 
added to 25–50 μl of 0.5 mol/l NH4OAc buffer at pH 7.0, followed by 50–100 μl (0.200–
0.540 mg) of the conjugate. The reaction mixture was incubated at 42°C for 1.5 hours. To 
scavenge any free radiometals for further quality control, a solution of DTPA or EDTA (7–17 
μl, 0.01 mol/l, pH 6.0) was added to the reaction vial and the mixture was incubated for 15 
min at room temperature. Purification of the radiolabelled product was performed by gel 
filtration on a Sephadex G-50 in physiological solution (0.9 % NaCl).
HPLC analysis was performed on the Agilent System (see above). For the mobile phase, 
ammonium acetate (0.1 M) with EDTA (1 mM) and NaN3 (0.01 M) pH 7 was used with a 
flow rate of 0.8 ml/min.
For fast analysis, thin-layer chromatography on ITLC-SG (Pall Corporation, USA) was 
performed in sodium citrate solution (0.1 M).

In vitro experiments

Cells seeded on a Petri dish were washed with PBS (2 x 5 ml, 10 mM, pH 7.4, 37°C, sterile). 
Krebs Ringer solution (3 ml, pH 7.4, 37°C, sterile) containing either 177Lu-hR3 or 131I-hR3 
was added to the cells. The incubation was performed at 37°C in a humidified atmosphere 
supplied with 5% CO2. Incubation times were 0 (to detect non-specific binding), 30, 60, 90, 
120, 150 and 180 minutes for 177Lu-DOTA(NHS)-nimotuzumab (without the 90 and 150 
minutes time-points), 177Lu-DOTA(p-SCN-Bn)-nimotuzumab, 177Lu-DTPA(p-SCN-Bn)-
nimotuzumab and 131I-nimotuzumab. 
At the end of the incubation period, the cells were washed with PBS (3 x 5 ml, 1 to 3 minutes 
per washing, 10 mM, pH 7.4, cold), followed by glycine-HCl buffer (2 x 3 ml, 5 minutes per 
washing, pH 2.2, cold). The cells were lysed with NaOH solution (3 ml, 1 M). The 
radioactivity in the lysates was measured using the automatic gamma counter 1480 
WIZARDTM 3” (PerkinElmer), and the counts were normalised against the amount of cell 
protein, as measured by a BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific).

In vivo experiments - animals

For the biodistribution studies, male Wistar rats weighing 190-260 g were used. The animals 
were starved overnight before the experiment (to empty the bowels), but had free access to 
water. All the animal experiments were approved by the Ethics Committee of the Faculty of 
Pharmacy in Hradec Kralove, Charles University in Prague.

In vivo experiments - biodistribution in rats

Radiolabelled nimotuzumab was administered to the animals intravenously in a volume of 
0.2 ml. The mass and activity of the individual antibodies were as follows: 177Lu-DOTA-(p-
SCN-Bn)-nimotuzumab (0.01 mg and 3.6 MBq per animal), 177Lu-DOTA-(NHS)-
nimotuzumab (0.01 mg and 3.6 MBq per animal) and 177Lu-DTPA-(p-SCN-Bn)-
nimotuzumab (0.01 mg and 3.0 MBq per animal). During the experiments, the rats were 
housed singly. At various time points after injection, the carotid artery was exposed under 
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ether anaesthesia and a blood sample was collected in a glass tube containing dry heparin. 
The rats were then sacrificed and dissected. The organs of interest were weighed, and the 
radioactivity was measured in the automatic gamma counter 1480 WIZARD 3. The results 
were expressed as the mean  standard deviation of at least four animals. 

Statistical analysis

The data are shown as the mean ± standard deviation. The GraphPad Prism program, version 
5.02, was used for the blood radioactivity-time course fitting and calculation of the 
elimination half-life.

Results

Stability testing of 131I-nimotuzumab

Stability testing of 131I-nimotuzumab was performed in both a physiological solution or in rat 
plasma. The samples were analysed at specific time points after the radiolabelling procedure. 
The analysis was performed on a HPLC system. The results are summarised in Figure 1 and 
2.
131I-nimotuzumab stability in a physiological solution was measured at 0, 1, 3, 5.5 and 24 
hours after labelling. The radiochemical purity of labelled nimotuzumab slightly decreased 
after 5.5 hours, when a small peak of a low molecular weight impurity appeared (eluted after 
the main peak of the labelled antibody). The most significant impurity was detected at 24 
hours after labelling.
The stability of 131I-nimotuzumab was also tested in rat plasma at 0, 1, 2, 3, 24 and 48 hours
after radiolabelling. The very small impurity from decaying radiolabelled nimotuzumab was 
detected from the third hour after the labelling procedure and increased over time. 
The found impurities in the stability testing of the agents under study possibly originated 
either from auto-radiolysis or instability of the antibody molecule.

In vitro binding of nimotuzumab

The antibody nimotuzumab was labelled with two isotopes: 177Lu and 131I. The binding 
characteristics of the labelled ligand were tested on living cells. A431 and HaCaT cells 
express a large amount of ErbB1 on their surface [3; 14]. Therefore, these cell lines provide a 
very good model to test the receptor-antibody interaction.
Four differently labelled MAbs were tested: 177Lu-DOTA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab, 177Lu-
DOTA-(NHS)-nimotuzumab, 177Lu-DTPA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab and 131I-nimotuzumab. 
One nanomolar solution of the labelled monoclonal antibody in the internalisation medium 
(Krebs Ringer solution) was incubated with the cells for the indicated lengths of time: 0 (to 
detect non-specific binding), 30, 60, 90, 120, 150 and 180 minutes (0, 30, 60, 120 and 180 
minutes for 177Lu-DOTA-(NHS)-nimotuzumab only). Triplicates were prepared for each time 
point. The unbound ligand was washed out after the incubation. Labelled antibody, which was 
still bound to the receptor, was washed out with a glycine buffer solution. The cells were 
lysed, the radioactivity in the protein lysate was counted, and the amount of protein was 
measured. The final result for each time point was formulated as the internalised activity 
(CPS) per mg of cellular protein.
The in vitro uptake efficiency of each labelled antibody is summarised in Figures 3-6. The 
uptake of all four differently labelled antibodies was not particularly effective, as 
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demonstrated by low values for the internalised activities.  
Figure 4 shows the in vitro internalisation activity of 177Lu-DOTA-(NHS)-nimotuzumab, 
which has the highest value of internalised activity of all four of the tested antibodies. At 
equilibrium, internalized activity represented 1.4% (±0.02) and 1.1% (±0.09) of the total 
activity in the system for the A431 and HaCaT cells, respectively.
The kinetic interaction plateaus for 177Lu-DOTA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab, 177Lu-DTPA-(p-
SCN-Bn)-nimotuzumab and 131I-nimotuzumab occurred at the following percentages of 
internalised activity: 1.2% (±0.01) and 1.1 (±0.09); 0.8% (±0.14) and 0.6% (±0.08); and 0.9% 
(±0.21) and 1.0% (±0.39), respectively, for the A431 and HaCaT cells.

Biodistribution studies

The distribution profiles of intravenously administered nimotuzumab radiolabelled with 177Lu
in selected rat organs and systems are summarised in Tables 1-3 and the profiles for 131I-
labelled nimotuzumab are summarised in Table 4. Calculated elimination half-lives of 
radiolabelled nimotuzumabs are summarized in Table 5.
The distribution of radioactivity in the whole blood was calculated by assuming that blood 
represents 6.5% of total body weight. The radioactivity disappeared from the blood very 
slowly, the main distribution organ being the liver. The slowest blood radioactivity time 
decrease was for 131I-nimotuzumab.  When nimotuzumabs differentially labelled with 177Lu
are compared, the rate of blood radioactivity clearance increased in the order 177Lu-DTPA-(p-
SCN-Bn)-nimotuzumab < 177Lu-DOTA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab < 177Lu-DOTA-(NHS)-
nimotuzumab, the same order in which radioactivity uptake in the liver increased. Contrary to 
177Lu-labelled agents, radioactivity uptake in the thyroid after 131I-labelled nimotuzumab 
administration increased with time, suggesting a partial deiodination of the agent. 
Radioactivity found in the kidney and gastrointestinal tract was most likely connected with a 
slow elimination of the degradation products of radiolabelled nimotuzumab from the body. 
Radioactivity in other organs was below 1% of the administered dose.

Discussion

The antibody nimotuzumab belongs to the group of monoclonal antibodies (like cetuximab) 
with the significant influence on the tumour cell biology. Even if nimotuzumab binds to the 
ErbB1 receptors with moderate affinity (KD ~ 1 x 10-9) as proved in prior in vitro studies 
(A431 cells), it has still ability to decrease tumour cell proliferation, which was confirmed in 
clinical trials [4; 11; 13; 21]. Nimotuzumab affinity to ErbB1 receptors opens also fascinating 
possibility to utilize this agent as a vehicle for the delivery of radioactivity to ErbB1- rich 
tumour cells. The successful targeting of radiolabelled antibody to tumour cells requires not 
only carrier specificity towards tumour-associated antigens, but also the use of an appropriate 
radionuclide and a suitable method for radionuclide attachment to the agent. A radiolabelled 
antibody is thus composed of several parts, the most important being a receptor-specific 
antibody, which may be coupled to a spacer and a chelator for binding the radionuclide. Both 
the spacer and the chelator may alter the pharmacological properties of the antibody (its 
binding affinity, distribution profile in the body, etc). This approach is usually used for 
labelling with radiometals. Another option is the direct labelling of the antibody with an 
appropriate radionuclide, such as radioiodine. For therapeutic use, the choice of a suitable 
radionuclide is relatively limited. Besides 90Y (a pure beta-emitter with a relatively short half 
life of 2.7 days), 177Lu (beta- and gamma-emitter with a half life 6.7 days and a shorter 
penetration range) is also a suitable candidate, especially in smaller lesions [10]. In this paper, 
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we have studied the effect of different chelators (DOTA, DTPA) and different spacers (p-
SCN-Bn and NHS) on the accumulation of 177Lu-nimotuzumab radioactivity in two tumour 
cell lines and on its distribution characteristics in rats. The results were compared with those
of 131I-nimotuzumab. 

The in vitro experiments were performed on two well-characterised cell lines, both of which 
express the ErbB1 receptor at a high level. The A431 cell line is a gold standard for 
experiments targeting epidermal growth factor receptor. However, useful attributes, such as 
stable ErbB1 expression and good growth characteristics, also increase the utility of the 
HaCaT cell line for these experiments. A recent study has quantified the number of ErbB1 
receptors per cell [5]. The number of receptors was found to be approximately 2.0 million
ErbB1 receptors per cell for A431 and 1.0 million per cell for HaCaT. 
When we compare the results of our in vitro experiments, no significant difference in ligand 
uptake was found between the differently labelled antibodies. Cellular uptake of the 
radiolabelled antibodies reached the equilibrium for both cell lines after 1-2 hours of 
incubation (Figure 3-6); at this time, the complete saturation of the receptors could be 
assumed. 
The highest value of internalised activity was found for the A431 cell line for the 177Lu-
DOTA-(NHS)-nimotuzumab and 177Lu-DTPA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab antibodies. 
However, the difference between the maximal internalised activity dose in A431 and HaCaT 
cells was small. In most cases, antibody internalisation was similar between both cell lines. 
However, we would expect to obtain a higher internalised dose of activity for all the 
radiolabelled antibodies tested in A431 cells. The reason we do not see this difference may be 
due to the affinity of receptors to labelled antibodies. The process of radiolabelling can 
modify the targeted structure (the antibody in this case) and thus change the conformation of 
the antibody-binding site. The alteration of antibody structure may cause a lower affinity of 
antibodies to receptors and thus reduce antibody internalisation. 
On the other hand, if the structure of the radiolabelled antibody was changed, then the 
internalisation dose should still be lower in HaCaT cells than in A431 cells. Therefore, the 
similar internalisation doses we observed for both cell lines may be the result of either an 
excessive cell surface receptor density, the interaction between receptors on A431 cells or 
receptor expression changes emerging as a result of long cultivation times, which is a known 
risk when using immortalised cell lines. An excessively high density of receptors can lead to 
the protection of receptor binding sites from the ligand-receptor interaction. Similar 
protective interactions can occur between the ErbB1 receptor and other members of the EGF 
receptor family.
Study of interactions of receptor-specific ligands with cell receptors is the first step in the 
development of new radiopharmaceuticals, which have the potential to become new 
therapeutic substances. Nimotuzumab was designed as a new anticancer drug due to its 
antiproliferative, antiangiogenic and proapoptotic activity [11]. The present paper deals with 
its possible employment for targeted radioimmunotherapy. The labelled antibodies were 
internalized into the carcinoma cells bearing ErbB1 and thus can deliver the radioactivity to 
tumours. 

With respect to the biodistribution profile of radioactivity in rats, all agents under study 
remained in the circulating blood for relatively long periods of time. This behaviour is a 
general characteristic of antibodies. The blood radioactivity half-lives decreased in the 
following order: 131I-nimotuzumab > 177Lu-DTPA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab > 177Lu-
DOTA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab > 177Lu-DOTA-(NHS)-nimotuzumab.  The uptake of 
radioactivity in the liver increased in the same order. 
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In the case of nimotuzumab labelled with 177Lu-DOTA and DTPA, a large percentage of 
177Lu-radioactivity was localised in the liver, and the uptake of radioactivity in this organ 
increased over time. The persistence of liver radioactivity may result from the normal 
metabolic turnover of the agents under study and/or from partial damage of the structure of 
nimotuzumab caused by chelator attachment and the radiolabelling procedure. The 
transchelation of 177Lu from the chelator to the metal-avid proteins of the liver may also 
contribute to a high and long-term liver radioactivity uptake. Whereas the change of the 
spacer (p-SCN-Bn or NHS) attaching 177Lu-DOTA-chelate to the nimotuzumab molecule had 
only a limited effect on the blood radioactivity half-life and on liver radioactivity uptake, the 
antibody bearing the DOTA-chelator exhibited a more rapid blood clearance and higher liver 
radioactivity accumulation in comparison with that of DTPA. Because DOTA forms 
thermodynamically and kinetically more stable complexes with trivalent metals than DTPA, 
this difference may result from different alterations of the native antibody structure during the 
course of the chelator (DOTA or DTPA) attachment to the parent macromolecule and/or the 
radiolabelling procedure.
131I-nimotuzumab was cleared from the blood more slowly, radioactivity uptake in the liver 
was lower and 131I was cleared from the liver faster when compared to 177Lu-labelled 
nimotuzumabs.  At longer time intervals, 131I-radioactivity was partly accumulated in the 
thyroid and stomach. The reason for this is that iodinated macromolecules frequently suffer 
from in vivo deiodination to form free iodide and/or iodinated thyrosine. Iodinated thyrosine 
is structurally similar to the thyroid hormones that are known to be rapidly deiodinated by 
enzymes found in the liver, kidney and thyroid. The thyroid (and partly also the stomach) is 
also a target organ of free iodine. Therefore, the radiolabelled degradation products of 131I-
nimotuzumab were probably externalised from the liver to the bloodstream, accumulated in 
the thyroid for some time and finally eliminated from the body via the urine. The 
radiolabelled degradation products of 131I-nimotuzumab in the blood may also increase the 
value of total blood radioactivity, prolonging its elimination half-life. Alternatively, 
breakdown products of 177Lu-labelled nimotuzumab antibodies containing a radiometal-
chelator may partly persist in the liver (due to high hydrophilicity) for a substantially longer 
time.
Radioactivity found in the kidney and bowels was most likely due to urinary and biliary 
excretion of radiolabeled antibody fragments. Long term radioactivity accumulation in the 
kidney suggests that a partial tubular reabsorption of these fragments by receptor-mediated 
endocytosis could be involved in the renal handling of the antibody break-down products 
(this process is well documented for peptides and antibody fragments in literature [1; 8]). 
The highest radioactivity concentrations in the kidney and liver were determined after 
administration of the agents under study to rats. These organs are likely to be dose-limiting 
ones in possible radio-immunotherapy using radiolabeled hR3.

In summary, neither the selection of the radiolabel (131I or 177Lu) nor the method of 177Lu
attachment to the nimotuzumab significantly affected the internalisation characteristics of 
radiolabelled nimotuzumab in A431 and HaCaT cells. On the other hand, the radioactivity 
distribution profiles in rats were different depending on the radiolabelling procedure 
employed. Nimotuzumab labelled with 131I exhibited the longest elimination half-life and the 
lowest radioactivity uptake in the liver. Attachment of the chelator (DTPA and DOTA) to the 
nimotuzumab molecule and radiolabelling of the conjugate with 177Lu resulted in a reduction 
in the elimination half-lives and a several-fold increase of radioactivity retention in the liver. 
This effect was most pronounced for DOTA-immunoconjugates that were radiolabelled at a 
higher temperature. With 131I-nimotuzumab, the liver radioactivity uptake decreased with 
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time, probably due to a partial deiodination of the parent radioimmunoconjugate. However, 
177Lu persisted in the liver for substantially longer periods of time (liver radioactivity 
increased over time, even up to 72 hours after administration).

Acknowledgement:

This study was supported by the Grant Agency of the Czech Republic – Grant No. 
P304/10/1738.  The authors wish to thank Mrs. J. Hoderova and Mrs. E. Teichmanova for 
excellent technical assistance.

References

[1]. Akizawa H, Uehara T, Arano Y. Advanced Drug Delivery Rew. 2008; 60, 1319-28 
[PubMed: 18508156].
[2]. Argyriou AA, Kalofonos HP. Mol. Med. 2009; 15(5-6), 183-91. [PubMed: 19305491]
[3]. Arteaga, CL. Oncologist. 2002; 4, 31-9. [PubMed: 12202786]
[4]. Arteaga, ME. Cancer Biol Ther. 2007, 6(9), 1390-5. [PubMed: 17827980]
[5]. Barta P, Bjorkelund H, Andersson K. Nucl. Med. Commun. 2011; 32(9), 863-7. 
[PubMed: 21760560]
[6]. Beckford VDR, Eignes S, Beran M, Eigner HK, Laznickova A, Laznicek M, Melichar F, 
Chinol M. Canc. Biother. Radiopharm. 2011; 26(3), 287-97. [PubMed: 21711096]
[7]. Crombet-Ramos T, Rak J, Pérez R, Viloria-Petit A. 2002; 101(6), 567-75. [Pubmed: 
12237899]
[8]. Behr TM, Goldenberg DM, Becker W. Eur. J. Nucl. Med. 1998; 25, 201-12. [Pubmed: 
9473271]
[9]. Boland W, Bebb G.  Biologics. 2010; 4, 289-98. [PubMed: 21116327]
[10]. De Jong M, Valkema R, Jamar F, Kvols LK, Kwekkeboom DJ, Breeman WA, Bakker 
WH, Smith C, Pauwels S, Krenning EP. Semin. Nucl. Med. 2002; 32(2), 133-140. [PubMed: 
11965608]
[11]. Diay Miqueli A, Blanco R, Garcia B, Badia T,  Batista AE, Alonso R, Montero E. 
Hybridoma (Larchmt) 2007, 26(6), 423-31. [Pubmed: 18158788]
[12]. Greenwood FC, Hunter WM, Glover JS. Biochem. J. 1963; 89, 114-23. [PubMed: 
14097352]
[13]. Huang SM, Harari PM. Invest. New Drugs 1999; 17(3), 259-69. [PubMed: 10665478]
[14]. Laskin JJ, Sandler AB. Cancer. Treat. Rev. 2004; 30(1), 1-17. [PubMed: 14766123]
[15]. Marqués MM, Martínez N, Rodríguez-García I, Alonso A. Exp. Cell. Res. 1999; 252(2), 
432-8. [PubMed: 10527633]
[16]. Meares CF, McCall MJ, Reardan DT, Goodwin DA, Diamangti CI, McTigue. Anal 
Biochem. 1984, 142 (1), 68-78. [Pubmed: 6440451]
[17]. Moscatello DK, Holgado-Madruga M, Godwin AK, Ramirez G, Gunn G, Zoltick PW, 
Biegel JA, Hayes RL, Wong AJ. Cancer. Res. 1995; 55(23), 5536-9. [PubMed: 7585629]
[18]. Pastore S, Mascia F, Mariani V, Girolomoni G.  J. Invest. Dermatol. 2008; 128(6), 1365-
74. [PubMed: 18049451]
[19]. Ramakrishnan MS, Eswaraiah A, Crombet T, Piedra P, Saurez G, Iyer H, Arvind AS. 
MAbs. 2009; MAbs. 1(1): 41-8. [PubMed: 20046573]
[20]. Rowinsky E. Drugs 60 Suppl 2000; 1, 1-14. [PubMed: 11129167]
[21]. Salamon DS, Brandth R, Ciardiello F, Normanno N. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 1995; 
19(3), 183-232. [PubMed: 7612182]



94

[22]. Sorkin A. Front. Biosci. 1998; 3, 729-738. [PubMed: 9671598]
[23]. Umekita Y, Ohi Y, Sagara Y, Yoshida H. Int. J. Cancer 2000; 89, 484-7. [PubMed: 
11102891]
[24]. Yarden Y. Eur. J. Cancer 2001; 37, S3-8. [PubMed: 11597398]
[25]. Yarden Y, Sliwkowski MX. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2001; 2, 127-37. [PubMed: 
11252954]
[26]. YM_BioSciences website. Nimotuzumab: Clinical Trials. Available from: 
http://www.ymbiosciences.com/products/nimotuzumab/clinical_trials.php. [24th September 
2011].

Tables
5 min 60 min 24 h 72 h

Organs
Blood(total) 82.15 ± 6.94 69.26 ± 8.81 19.58 ± 2.53 1.92 ± 2.50
Pancreas 0.09 ± 0.01 0.13 ± 0.03 0.12 ± 0.04 0.16 ± 0.16
Liver 12.51 ± 2.05 18.17 ± 2.19 20.77 ± 2.32 26.48 ± 4.04
Adrenals 0.05 ± 0.00 0.05 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.02 ± 0.00
Kidney 1.41 ± 0.24 1.67 ± 0.26 2.10 ± 0.14 2.04 ± 0.17
Lung 2.52 ± 0.45 2.23 ± 0.37 0.81 ± 0.10 0.39 ± 0.24
Heart 0.94 ± 0.23 0.74 ± 0.07 0.34 ± 0.05 0.10 ± 0.06
Spleen 0.73 ± 0.05 1.19 ± 0.16 1.41 ± 0.15 1.42 ± 0.08
Stomach 0.27 ± 0.03 0.33 ± 0.02 0.71 ± 0.38 0.14 ± 0.06
Intestine 1.28 ± 0.23 3.03 ± 0.37 3.04 ± 1.04 1.95 ± 0.45
Colon 0.43 ± 0.04 0.66 ± 0.16 3.71 ± 1.38 3.83 ± 0.75
Testes 0.26 ± 0.05 0.61 ± 0.09 0.83 ± 0.21 0.26 ± 0.11
Thyroid 0.03 ± 0.01 0.07 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.01 ± 0.01
Brain 0.56 ± 0.13 0.33 ± 0.11 0.10 ± 0.03 0.02 ± 0.01
Femur 0.22 ± 0.04 0.26 ± 0.04 0.42 ± 0.05 0.36 ± 0.09
Table 1 Distribution of radioactivity in selected organs and systems of rats after intravenous 
administration of 177Lu-DOTA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab to rats (data expressed in 
%D/organ).

5 min 60 min 24 h 72 h
Organs
Blood(total) 70.94 ± 4.72 56.16 ± 6.17 8.69 ± 4.18 0.24 ± 0.15
Pancreas 0.08 ± 0.01 0.09 ± 0.01 0.11 ± 0.06 0.21 ± 0.24
Liver 12.58 ± 0.75 19.80 ± 1.95 34.98 ± 3.22 39.68 ± 8.64
Adrenals 0.05 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.03 ± 0.01 0.03 ± 0.01
Kidney 1.16 ± 0.27 1.31 ± 0.10 1.81 ± 0.16 1.69 ± 0.20
Lung 2.70 ± 1.43 1.79 ± 0.82 0.43 ± 0.16 0.18 ± 0.03
Heart 0.76 ± 0.17 0.70 ± 0.27 0.22 ± 0.07 0.09 ± 0.03
Spleen 0.76 ± 0.05 1.35 ± 0.23 1.64 ± 0.16 1.41 ± 0.22
Stomach 0.27 ± 0.03 0.39 ± 0.09 0.23 ± 0.08 0.13 ± 0.06
Intestine 1.48 ± 0.22 3.13 ± 0.60 2.39 ± 0.61 1.26 ± 0.44
Colon 0.40 ± 0.04 0.53 ± 0.09 12.69 ± 6.38 2.87 ± 0.49
Testes 0.26 ± 0.04 0.50 ± 0.07 0.58 ± 0.22 0.27 ± 0.07
Thyroid 0.03 ± 0.01 0.05 ± 0.03 0.03 ± 0.01 0.01 ± 0.00
Brain 0.40 ± 0.08 0.31 ± 0.06 0.06 ± 0.03 0.01 ± 0.00
Femur 0.24 ± 0.01 0.26 ± 0.02 0.23 ± 0.05 0.20 ± 0.02
Table 2 Distribution of radioactivity in selected organs and systems of rats after intravenous 
administration of 177Lu-DOTA-(NHS)-nimotuzumab to rats (data expressed in %D/organ).
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5 min 60 min 24 h 72 h
Organs
Blood(total) 69.65 ± 12.09 58.55 ± 13.31 22.88 ± 1.16 11.18 ± 0.83
Pancreas 0.07 ± 0.01 0.09 ± 0.02 0.11 ± 0.02 0.07 ± 0.04
Liver 11.66 ± 2.39 12.48 ± 2.40 14.68 ± 0.66 17.22 ± 0.97
Adrenals 0.04 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.03 ± 0.00 0.03 ± 0.00
Kidney 2.34 ± 1.31 2.15 ± 0.08 4.30 ± 0.28 4.54 ± 0.20
Lung 3.20 ± 1.02 2.16 ± 0.37 1.34 ± 1.08 0.71 ± 0.24
Heart 0.54 ± 0.07 0.57 ± 0.14 0.40 ± 0.03 0.21 ± 0.02
Spleen 0.53 ± 0.11 0.59 ± 0.07 0.82 ± 0.08 0.93 ± 0.10
Stomach 0.25 ± 0.03 0.28 ± 0.08 0.48 ± 0.16 0.22 ± 0.00
Intestine 1.08 ± 0.09 2.09 ± 0.31 2.04 ± 0.15 1.33 ± 0.15
Colon 0.37 ± 0.02 0.39 ± 0.06 4.80 ± 0.22 2.12 ± 0.41
Testes 0.25 ± 0.04 0.59 ± 0.08 0.80 ± 0.07 0.61 ± 0.12
Thyroid 0.03 ± 0.01 0.06 ± 0.03 0.04 ± 0.01 0.03 ± 0.00
Brain 0.43 ± 0.09 0.31 ± 0.03 0.13 ± 0.02 0.06 ± 0.01
Femur 0.23 ± 0.07 0.22 ± 0.04 0.19 ± 0.04 0.19 ± 0.01
Table 3 Distribution of radioactivity in selected organs and systems of rats after intravenous 
administration of 177Lu-DTPA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab to rats (data expressed in 
%D/organ).

5 min 60 min 24 h 72 h

Organs

Blood(total) 88.84 ± 4.80 79.78 ± 1.49 38.83 ± 1.81 25.66 ± 1.04

Pancreas 0.15 ± 0.09 0.11 ± 0.02 0.16 ± 0.02 0.14 ± 0.02

Liver 7.57 ± 0.64 6.68 ± 0.51 3.56 ± 0.40 2.30 ± 0.13

Adrenals 0.07 ± 0.01 0.07 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.03 ± 0.00

Kidney 1.39 ± 0.27 1.51 ± 0.30 0.92 ± 0.14 0.54 ± 0.03

Lung 2.19 ± 0.42 1.90 ± 0.55 1.57 ± 0.72 0.98 ± 0.18

Heart 0.90 ± 0.13 0.84 ± 0.13 0.60 ± 0.14 0.39 ± 0.05

Spleen 0.59 ± 0.05 0.62 ± 0.05 0.31 ± 0.02 0.21 ± 0.04

Stomach 0.31 ± 0.05 0.53 ± 0.15 1.01 ± 0.28 0.69 ± 0.08

Intestine 1.12 ± 0.17 2.23 ± 0.18 2.11 ± 0.10 1.42 ± 0.02

Colon 0.37 ± 0.07 0.52 ± 0.10 1.29 ± 0.04 0.91 ± 0.08

Testes 0.26 ± 0.04 0.68 ± 0.13 1.61 ± 0.10 1.12 ± 0.09

Thyroid 0.03 ± 0.00 0.06 ± 0.02 0.53 ± 0.50 1.13 ± 0.86

Brain 0.49 ± 0.05 0.34 ± 0.06 0.19 ± 0.07 0.12 ± 0.02

Femur 0.24 ± 0.02 0.29 ± 0.01 0.16 ± 0.02 0.11 ± 0.01

Table 4 Distribution of radioactivity in selected organs and systems of rats after intravenous 
administration of 131I-nimotuzumab to rats (data expressed in %D/organ).

Antibody Half-life (hours) Correlation coefficient R2

177Lu-DOTA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab 11.8 0.99
177Lu-DOTA-(NHS)-nimotuzumab 7.4 0.99
177Lu-DTPA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab 18.0 0.96
131I-nimotuzumab 30.4 0.93
Table 5 Elimination half-lives of radiolabelled nimotuzumabs under study. Blood 
radioactivity-time decreases were fitted using one-compartment open pharmacokinetic model 
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according to equation .

Figure 1 The stability testing of [131I]nimotuzumab incubated in a physiological solution 
(0.9 % NaCl, stored at 4°C) for indicated time performed on HPLC system. The 
chromatography records are depicted in order from front to back as described in the label on 
right. The voltage measured by a radiometric detector corresponds to a volume activity of the 
eluate.

Figure 2 The stability testing of [131I]nimotuzumab incubated in plasma (stored at 37°C) for 
indicated time performed on HPLC system. The chromatography records are depicted in 
order from front to back as described in the label on right. The voltage measured by a 
radiometric detector corresponds to a volume activity of the eluate.
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Figure 3 The time depending internalization of [177Lu]DOTA-(p-SCN-Bn)-nimotuzumab 
assayed on cancer cells A431 and HaCaT. Data expressed as mean±SD.

Figure 4 The time depending internalization of [177Lu]DOTA-(NHS)-nimotuzumab assayed 
on cancer cells A431 and HaCaT. Data expressed as mean±SD.
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Figure 5 The time depending internalization process of [177Lu]DTPA-(p-SCN-Bn)-
nimotuzumab on cancer cells A431 and HaCaT. Data expressed as mean±SD.

Figure 6 The time depending internalization process of [131I]nimotuzumab on cancer cells 
A431 and HaCaT. Data expressed as mean±SD.
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7. Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové

Katedra: Farmakologie a toxikologie

Kandidát: Mgr. Pavel Bárta

Školitel: Prof. PharmDr. Ing Milan Lázníček, CSc.

Název disertační práce: Studium interakce receptorově specifických radiofarmak s

biologickým systémem na buněčné úrovni

   Cílení nádorových buněk receptorově specifickými peptidy nebo protilátkami patří 

k významnému diagnostickému a někdy i terapeutickému nástroji v boji proti nádorovým 

onemocněním.

   Receptorově specifické peptidy jsou především odvozené od tělu vlastních peptidových 

hormonů, proto o nich mluvíme jako o peptidových analozích. Analogy peptidů obsahují ve 

svém peptidovém řetězci vazebné místo shodné s přirozeným peptidem umožňující jejich 

specifické navázání na cílový receptor. Peptidové analogy se používají místo přirozených 

peptidů zejména z důvodu jejich lepších biologických vlastností usnadňujících jejich 

distribuci v organismu do místa jejich působení nebo z důvodu jejich ochrany před 

biologickou degradací. Vazba a internalizace peptidového ligandu do buňky většinou sama   

o sobě nenavozuje terapeutický efekt, proto peptidový analog nese aktivní látku jako je 

cytotoxin nebo radioizotop, která má terapeutický účinek anebo i diagnostický v případě 

radioaktivního izotopu. Terapeutický efekt radioizotopu pak zahrnuje poškození DNA 

nádorové buňky vedoucí ke ztrátě jejich proliferačních schopností a k zániku buňky. Vedle 

terapeutického efektu je častější použití radioaktivně značených peptidů pro zobrazovací 

účely. Zobrazovací schopnost gama záření emitujících izotopů usnadňuje nalezení ložiska 

nádoru.

   Terapeuticky využívané receptorově specifické monoklonální protilátky jsou schopné 

bránit přenosu signálu vzniklého z interakce přirozeného ligandu na cílovém receptoru tím, 

že blokují vazebná místa na receptorech. Terapeutický účinek také spočívá v zabránění 

přenosu signálu z receptoru na efektorové proteiny uvnitř buňky a tím vzniku buněčné 

odpovědi. Monoklonální protilátky nemusejí mít sami o sobě dostatečný terapeutický účinek, 

proto se častěji používají ve formě transportních látek pro cytotoxická léčiva nebo 

radionuklidy, které působí zánik cílených buněk. Radioaktivní značení monoklonálních 

protilátek má stejně jako u peptidových analogů i diagnostický účel. Nevýhodou protilátek 

bývá velikost jejich molekuly. Zatímco peptidy o krátkém peptidovém řetězci snadněji 
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pronikají do místa působení, protilátky se jen pomalu distribuují a rychleji podléhají 

biodegradaci v játrech. Řešení této komplikace z posledních let spočívá ve vytvoření 

fragmentů protilátek, které se postupně „poskládají“ na cílové struktuře receptoru, mluví se   

o tzv. pre-targeting metodě. Vedle snadné distribuce v organismu se navíc snižuje riziko 

cytotoxické nebo radiologické zátěže pacienta.

   Cíl publikované práce v kapitole I byl zaměřen na případné ovlivnění biologických 

vlastností peptidu minigastrin11 (MG11) radioaktivním značením, kdy se testovala jeho 

schopnost interakce na specifickém cholecystokininovém receptoru typu 2 (CCK2r) a míra 

jeho internalizace do pankreatických nádorových buněk AR42J. Minigastrinový analog byl 

značen radionuklidy 177Lu a 111In, kdy prvně uvedený má v onkologii terapeutické využití      

a druhý diagnostické. Vazba komplexu 111In-DOTA-MG11 na receptor byla pomalá               

a nedosáhla rovnováhy mezi asociací a disociací reakce ligandu na receptoru ani po třech 

hodinách inkubace. Na druhou stranu, interakce komplexu 177Lu-DOTA-MG11 na CCK2r 

dosáhla rovnováhy po jedné hodině inkubace včetně vyššího internalizovaného podílu 

radiopeptidu z celkového přidaného množství, než tomu bylo v případě 111In-DOTA-MG11. 

Radiofarmakum 177Lu-DOTA-MG11 je tedy schopno se efektivně vázat na cílový CCK2r     

a má tak slibné předpoklady pro své uplatnění v terapii radionuklidem značenými receptorově 

specifickými peptidy (PRRT). Výše zmíněná radiofarmaka se použila i pro zjištění případné 

radionefrotoxicity, která bývá častou doprovodnou komplikací aplikace radioaktivně 

značených peptidových analogů. Komplikace s poškozováním ledvin v případě radioaktivně 

značených peptidů je zapříčiněna zpětnou tubulární resorpcí, která kumuluje radioaktivní 

izotopy v ledvinných buňkách proximálního tubulu. Pro otestování případné kumulace 111In-

a 177Lu-ligandu se použila buněčná linie izolovaná z proximálního tubulu ledvin vačice 

oposum (OK buňky). Výsledky experimentu byly příznivé, neboť neprokázaly významnou 

kumulaci radioligandů v ledvinných buňkách. Internalizace radiopeptidů vykazovala 

maximálních hodnot kolem 0.1 % z celkově přidaného množství aktivního ligandu k buňkám.

   Publikace v kapitole II se zaměřila na zlepšení způsobu kvantifikace receptorů na buňkách 

(NRPC). Studie porovnala možnosti nabízené klasickou manuální technikou pro NRPC 

s novým způsobem kvantifikace receptorů na automatickém zařízení nesoucí název 

LigandTracer® určeného pro real-time měření interakce radioligandu s cílovým receptorem na 

buněčném povrchu. Nový způsob stanovení počtu receptorů dostal označení KEX metoda. 

Název je odvozen od základního principu metody, který spočívá v extrapolaci dat kinetické 

reakce vazby ligandu na receptor, tedy ve výpočtu teoretické hodnoty Bmax, která odpovídá 

signálu kompletně saturovaného množství cílených receptorů na povrchu buňky. Manuální 
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metoda se řadí mezi techniky kvantifikace receptorů na povrchu buněk osvědčené 

mnohaletým užíváním a je tak zlatým standardem NRPC technik. Naměřené hodnoty 

kvantifikovaných receptorů manuální metodou a technikou KEX vykázaly shodu, pouze 

KEX technika v některých případech vykazovala mírné nadhodnocení počtu receptorů oproti 

klasické metodě. KEX technika se i přesto dá zařadit mezi metody umožňující kvantifikaci 

cílených buněčných receptorů s využitím v biologických vědách a s následným uplatněním 

v nukleární medicíně. Rychlé ověření množství receptorů a schopnosti radioligandu se vázat 

na zamýšlenou strukturu na povrchu nádorové buňky zefektivní výzkum nových 

terapeutických nebo diagnostických molekul pro onkologickou léčbu. Možný význam 

plynoucí z KEX techniky byl opakovaně ověřen i v další experimentální studii uvedené 

v kapitole V. Zde se porovnávaly hodnoty počtu receptorů na testovaných buněčných liniích 

měřených technikou KEX, klasickou manuální technikou a metodou western blottingu. 

Výsledek studie opětovně potvrdil uvedení KEX techniky mezi spolehlivé metody stanovení 

NRPC.

   Možnost ovlivnění afinity receptoru epidermálního růstového faktoru (EGFR) pro ligand 

125I-EGF prostřednictvím tyrozin kinázového (TK) inhibitoru gefitinibu byla prozkoumána    

a popsána v odborné publikaci v kapitole III. Výsledkem práce je zjištění indukujícího vlivu 

gefitinibu na tvorbu EGFR dimerů. Tvorba receptorového dimeru ovlivňuje charakteristiku 

interakce EGFR s jeho přirozeným ligandem epidermálním růstovým faktorem (EGF). 

Prevalence receptorových monomerů, homodimerů a heterodimerů je odlišná mezi 

buněčnými liniemi a závisí především na míře exprese EGFR a HER2 receptoru na povrchu 

buněk. EGF se váže na monomerní a dimerní formy EGFR s rozdílnými vazebnými 

vlastnostmi. Výsledek studie poukazuje na kladný vliv gefitinibu na tvorbu EGFR dimerů, 

které pak mají vyšší afinitu k 125I-EGF. 

   Publikovaná studie uvedená v kapitole IV se zaměřila na prokázání hypotézy, že afinita 

receptoru a kinetika reakce mezi ligandem a jeho receptorem se liší napříč buněčnými 

liniemi. Například přirozený ligand EGF se tak váže s rozdílnou vazebnou silou na ten samý 

receptor (EGFR) exprimovaný na rozdílných buněčných liniích. Tato zjištění byla ověřena 

pro protilátku 131I-cetuximab, která se vázala na EGFR s rozdílnou afinitou pro tři buněčné 

linie. Faktor rozdílu v afinitě protilátky k ligandu měl napříč buněčnými liniemi hodnotu až 

10. Možnou příčinou rozdílu v afinitě receptoru k ligandu je jeho různý stupeň glykosylace, 

nebo tvorba homodimerů či heterodimerů a v neposlední řadě možná mutace receptoru. 

Uvedené možnosti ovlivnění afinity receptoru pak vedou k případům, kdy velmi dobrý 

vazebný partner receptoru testovaný in vitro vykazuje velmi nízkou afinitu vazby na cílový 
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receptor v biologickém testování. Podobného zjištění se dosahuje i v aplikaci terapeutických 

a diagnostických činidel v populaci pacientů, kdy část pacientů neodpovídá na léčbu. 

Výsledky prací charakterizující úspěšnost in vitro aplikací zkoumaného receptorového 

ligandu by neměly být generalizovány pro všechny buňky nesoucí zkoumaný receptor, ale 

měl by být brán zřetel na možné diference mezi buněčnými liniemi. Podobně by měla být 

vedena i léčba pacientů, která by měla mít individuální přístup.

   Poslední publikovaná studie zařazená do kapitoly VI si kladla za cíl ověřit, jaký je vliv 

zvoleného radioizotopu a způsobu radioaktivního značení na chování radioligandu v in vivo  

a iv vitro podmínkách. Výsledek práce uvádí, že zvolené izotopy 131I a 177Lu a stejně tak 

metody jejich vazby na transportní protilátku nimotuzumab cílenou proti EGFR nevedly 

k ovlivnění internalizační charakteristiky radioligandu u buněčných kultur. Opak prokázaly 

výsledky experimentů provedených in vivo, které poukázaly na některé odlišnosti 

v distribučních profilech v závislosti na použitých metodách radioaktivního značení.         

131I-nimotuzumab vykazoval nejnižší míru vychytávání v játrech a nejdelší čas krevní 

eliminace ze všech zkoumaných radioligandů. Protilátka nimotuzumab s izotopem 177Lu 

navázaným prostřednictvím chelatačních činidel (DOTA, DTPA) byla charakterizována 

poklesem eliminačního času a mnohonásobně zvýšenou retencí v játrech. Uvedené in vivo

výsledky potvrdily vliv typu použitého izotopu a způsobu jeho vazby na biologické vlastnosti 

značené protilátky nimotuzumab v případě testových faktorů, jako byla krevní clearance, 

vychytávání játry a následná kumulace v játrech.
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Title of Doctoral Thesis: The study of receptor-specific radiopharmaceuticals interactions

with biological systems at the cellular level

   The targeting of receptor specific peptides or antibodies is one important diagnostic and 

therapeutic tool in the fight against cancer diseases.

   Receptor specific peptides often have their origin from the human natural peptide 

hormones; hence they are commonly marked as peptide analogues. The peptide analogues 

contain in their amino acids sequence the binding site identical with the site of natural 

peptides, which they are originated from. This binding site is responsible for the interaction 

with the targeted receptor. The peptide analogues are employed instead of the natural 

peptides because their biological properties can be improved, for example facilitating 

distribution in the organism to their place of action, or protection from biological 

degradation. The peptide ligand binding itself on targeted receptors and its internalization 

into cells typically does not trigger a therapeutic effect. From this reason, peptide analogues 

carry active substances like cytotoxine or radioisotope; this has the therapeutic or diagnostic 

effect. The therapeutic effect of radioisotope includes cancer cell DNA damage that leads to 

the loss of ability to proliferate, which in turn causes cell death. The diagnostic purpose of 

radioisotopes is more common. The gamma radiation is used in imaging techniques to 

localize tumours.

   Therapeutic monoclonal antibodies are able to prevent receptor specific signal transmission 

coming from the interaction of natural ligand with the targeted receptor. The mechanism of 

this protection typically comes from the blocking of the receptor binding sites. Commonly, 

the monoclonal antibody effect lies in the blockage of signal transmission from a receptor to 

effectors proteins situated inside a cell. In fact, monoclonal antibodies themselves often have 

a low therapeutic effect; hence it is beneficial to use them as transport ligands for cytotoxic 

substances and radionuclide, which are responsible for the cell death. The radiolabelling of 

monoclonal antibodies has the diagnostic effect too. The disadvantage of antibody is the size 

of its molecule. Whereas peptides of short peptide chain are easily distributed to the place of 

action, antibodies are distributed slowly and undergo faster biodegradation in the liver. The 
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solution of this problem has its origin in the development of antibody fragments in the last 

years. The antibody fragments are gradually assembled on the targeted receptor protein 

structure. This method is termed the pre-targeting. The pre-targeting allows easy distribution 

in the body and decrease the risk of cytotoxic or radiological burden for patients.

   The aim of the publication in chapter I was to study the potential influence of radiolabelling 

on the biological properties of minigastrin11 (MG11). This was performed with testing of its 

ability to interact with cholecystokinin receptor type 2 (CCK2r) and to internalize into 

pancreatic cancer cells AR42J. Minigastrin analogue was labelled with either 177Lu or 111In. 

The first mentioned isotope is used in therapeutic oncology and the second one for diagnostic 

purposes. The complex 111In-DOTA-MG11 binding on the receptor was slow and did not 

reach ligand – receptor association and dissociation equilibrium even after three hours of 

incubation. However, the complex 177Lu-DOTA-MG11 interaction on CCK2r reached the 

equilibrium after one hour incubation and the higher proportion of complex from the whole 

quantity added to cells was internalized than in the case of 111In-DOTA-MG11. The 

radiolabelled ligand 177Lu-DOTA-MG11 is able to effectively bind to the targeted CCK2r and 

has strong assumption to assert itself in Peptide receptor radionuclide therapy (PRRT). The 

radioligands 177Lu-DOTA-MG11 and 111In-DOTA-MG11 were investigated for their possible 

radionefrotoxicity, which often accompanies PRRT. The complication of damaged kidneys 

by radiolabelled peptides is caused with the rear tubular reabsorption, which cumulates 

radioactive isotopes in the proximal tubular cells. The cell line isolated from opossum kidney 

proximal tubular cells (OK cells) was employed to test the possible accumulation of 111In-

and 177Lu- labelled ligands. The results of the testing were satisfying, because they 

demonstrated no important accumulation of radioligands into kidney cells. The 

internalization of radiolabelled peptides reached the maximal values about 0.1 % of the total 

added amount.

   Improving the method for the number of receptor per cell (NRPC) quantification was the 

target in the publication given in chapter II. The study compared the possibilities of NRPC 

calculation offered by the classical manual method with the possibility of NRPC 

quantification based on the employment of the automatic instrument LigandTracer®. This 

instrument allows real-time measurement of the interaction of radiolabelled ligand with 

targeted receptor on cell surface. The new kind of NRPC quantification was denoted as KEX 

method. The name comes from the basic principle of the method, which lies in kinetic 

extrapolation of the ligand – receptor interaction, which means the calculation of the 

theoretical value Bmax. The theoretical Bmax corresponds to the signal of completely saturated 
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receptors on cell surface. The manual method belongs to the techniques of receptor 

quantification verified with many years of use and thus it is the golden standard of NRPC 

techniques. The measured values with the classical manual method and KEX technique 

demonstrated the compliance. The KEX technique sometimes showed slight overestimation 

of the calculated receptor number against the classical method. However, the KEX technique 

can be included among methods allowing cell receptor quantification and can be used in 

biological sciences or in nuclear medicine in the future. The rapid quantification of receptors 

and the ability binding of radiolabelled ligand to targeted cell surface protein structures can 

make the progress in the research of new potential therapeutic or diagnostic molecules for 

cancer treatment. The importance and validity of the KEX technique was repeatedly verified 

in another experimental study, which is summarized in the chapter V. The values of 

quantified number of receptors measured by the assays like the KEX technique, the classical 

manual method and western blotting on employed cell lines were compared in this study. The 

obtained results confirmed the accuracy of the KEX technique, so it can be counted in 

methods for NRPC quantification.

   The scientific publication introduced in the chapter III was focused on the study of 

epidermal growth factor receptor (EGFR) affinity, which can be influenced in the present of 

gefitinib, the tyrosine kinase (TH) inhibitor. The finding of this study was that gefitinib could 

influence the formation of EGFR dimers. The formation of EGFR dimers can alter the 

interaction between EGFRr and its natural ligand epidermal growth factor (EGF). The 

prevalence of receptor monomers, homodimers and heterodimers differs among cell lines and 

depends on EGFR and HER2 receptor expression rate on a cell surface. EGF binds with 

different binding properties on monomer or dimer forms of EGFR. The conclusion of the 

study refers to the positive influence of gefitinib on EGFR dimers formation, which increases 

the receptor affinity to 125I-EGF.

   The publication in the chapter IV attempted to prove the hypothesis that the receptor 

affinity and the kinetic reaction between ligand and its receptor differed across the cell lines. 

For example, the natural ligand EGF binds with different binding strength on the same 

receptor (EGFR) expressed in various cell lines. This finding was proved with the 

employment of the monoclonal antibody 131I-cetuximab attached to EGFR with different 

binding affinity on three used cell lines. The affinity difference factor among cell lines was 

about 10. The reason of the different receptor affinity to the ligand may lie in the various 

level of the receptor glycosylation, formation of homodimers or heterodimers and possible 

receptor mutation. The above mentioned options influencing the receptor affinity lead to the 
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cases, when very good receptor binding ligand tested in vitro have very low affinity in vivo. 

The same findings can be in the use of therapeutic or diagnostic substances in a patient 

population. Some patients do not respond to a treatment. The results of successfully in vitro

tested receptor ligands should not be generalized for every cell line carrying the same 

receptor. It should be taken into account the differentiation among cell lines. The same should 

be reconsidered for patient treatment, which ought to have an individual approach.

   The last publication included in this thesis is in the chapter VI. It was aimed at the 

characterisation of radioligand properties in in vitro and in vivo conditions after its 

radiolabelling. The two factors influencing the radioligand character were studied like the 

choice of isotope and the manner of radiolabelling. The findings made for in vitro studies 

concluded that the chosen isotopes 131I and 177Lu and the methods of their labelling on the 

transportation monoclonal antibody nimotuzumab did not alter antibody internalization 

characteristics into employed cell lines. However, the opposite was found for in vivo

experiments which demonstrated the differences in distribution profiles depending on the 

methods for radiolabelling. 131I-nimotuzumab showed the lowest rate of accumulation in the 

liver and the longest time of blood elimination of all examined radiolabelled ligands. The 

antibody labelled with 177Lu via chelating compounds (DOTA, DTPA) was characterized 

with decreased elimination time and much more increased retention in the liver. The 

introduced in vivo results confirmed the influence of employed isotope and manner of its 

labelling on the radiolabelled antibody biological properties in the case of tested factors like 

blood clearance, the liver biodegradation and accumulation.
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