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ABSTRAKT 

Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra farmakologie a toxikologie 

 

Kandidát:   Mgr. Jiří Janoušek 

Školitel:   doc. PharmDr. František Trejtnar, CSc. 

Konzultant:   Mgr. Pavel Bárta, Ph.D. 

Název disertační práce: Studium vlastností radioaktivně značených monoklonálních 

protilátek pro zobrazování v onkologii 

 

 Monoklonální protilátky patří mezi cílená biologická léčiva, která se v současnosti 

s úspěchem uplatňují v řadě oblastí medicíny, včetně onkologie. Schopnost protilátek vázat 

se specificky na antigeny vyskytující se v nádorové tkáni lze využít k zobrazení nádorů 

v nukleární medicíně. Mezi možné cíle protilátek patří receptory pro vaskulární endoteliální 

růstový faktor (VEGFR) a epidermální růstový faktor (EGFR), které jsou charakteristické 

pro některé typy proliferující nádorové tkáně. Pro potenciální radiodiagnostické využití 

je třeba k molekule protilátky připojit vhodný radionuklid. Tato operace vyžaduje 

chemickou modifikaci její molekuly, která může ovlivnit její imunoreaktivitu a vazbu 

na cílový receptor. 

 Cílem této disertační práce bylo studovat vliv podmínek značení monoklonálních 

protilátek, potenciálně využitelných v onkologické radiodiagnostice, vybranými 

diagnostickými radionuklidy na jejich radiochemické parametry, in vitro receptorově 

specifickou vazebnost, orgánovou distribuci a kvalitu zobrazení experimentálních nádorů 

in vivo. Pro tyto účely byly vybrány anti-EGFR monoklonální protilátka cetuximab 

a anti-VEGFR2 protilátka ramucirumab. V případě cetuximabu byl zkoumán vliv metody 

při značení jódem-131 a zároveň byla testována možnost aplikace metody CTK 

(Concentration Through Kinetics) s využitím cílových receptorů exprimovaných na povrchu 

buněk. V případě ramucirumabu (RAM) byl zkoumán vliv značení vybranými radiokovy 

na radiochemické a biologické vlastnosti – afinitu protilátky k cílovému receptoru in vitro 

a in vivo. 

 Pro značení cetuximabu jódem-131 byla použita metoda s chloraminem T. 

Monoklonální protilátka ramucirumab byla značena pomocí přímých i nepřímých metod 

radionuklidy vhodnými pro radiodiagnostické zobrazování techneciem-99m (99mTc), 

galiem-67 (67Ga) a zirkoniem-89 (89Zr). Pro stanovení radiochemické čistoty a stability byla 



 

 

 

 

použita tenkovrstvá a vysokoúčinná kapalinová chromatografie. Afinita protilátek 

k cílovému receptoru byla charakterizována jako disociační konstanta KD, která byla 

stanovována pomocí klasické manuální saturační techniky a automatizované real-time 

metody. Jako experimentální model byly pro in vitro experimenty použity lidské nádorové 

buňky exprimující cílové receptory studovaných protilátek – A431 a HaCaT pro cetuximab 

a PC3 a SKOV3 pro ramucirumab. Biodistribuce značeného 89Zr-ramucirumabu byla 

studována ex vivo po aplikaci myším s PC3 a SKOV3 nádory. Stejné myší nádorové modely 

sloužily k testování PET/CT zobrazení nádorů pomocí 89Zr-ramucirumabu. 

 Ověření vlivu radiojodace metodou chloraminu T na kvalitu radiopreparátu 

cetuximabu ukázalo, že zkrácení reakční doby zásadně neovlivňuje radiochemickou čistotu, 

může mít ovšem vliv na afinitu k EGF receptoru a stabilitu této vazby. Zároveň byla pomocí 

131I-cetuximabu prokázána možnost a výhodné vlastnosti provádění CTK analýzy s využitím 

živých buněk, zejména při nízkých koncentracích protilátky. Optimalizace metody značení 

ramucirumabu vybranými radiokovy vedla k přípravě radiopreparátů s vysokou 

radiochemickou čistotu, stabilitou a minimálním snížením vazebnosti protilátky 

k buněčnému VEGFR2 in vitro. Testování vlivu různých metod značení techneciem-99m 

na afinitu značeného RAM k VEGFR2 ukázalo menší vliv nepřímého značení přes připojený 

chelátor, než byl nalezen při použití přímé metody značení. Tyto experimenty umožnily 

následně připravit adekvátně kvalitní radiopreparát ramucirumabu značený PET 

radionuklidem 89Zr s pomocí chelátoru desferoxamin (DFO) pro in vivo experimenty. 

Aplikace 89Zr-DFO-RAM laboratorním myším s VEGFR2 pozitivními nádory ukázala 

významnou akumulaci značené protilátky v nádorové tkáni s maximem 72 h po aplikaci (9,4 

± 0,9 %ID/g u PC3 nádoru a 13,4 ± 1,7 %ID/g u SKOV3 nádoru). Akumulace v nádorech 

byla však patrná již 24 h po podání. V souladu s ex vivo experimenty byl nález velmi dobrého 

zobrazení nádorů pomocí PET/CT v intervalu 24 h po aplikaci 89Zr-DFO-RAM. Postupný 

pokles radioaktivního pozadí v necílových orgánech a současná retence radioaktivity 

v nádorech vedly k relativně čistému zobrazení nádorové léze 144 h po aplikaci. 

 Získaná experimentální data potvrdila ovlivnění kvality radiopreparátů testovaných 

monoklonálních protilátek v závislosti na metodě použité pro jejich značení, které se může 

projevit jak změnami radiochemických parametrů, tak snížením afinity k cílovým 

antigenům. Výsledky experimentů in vivo potvrzují význam volby radionuklidu s delším 

poločasem pro značení radiodiagnostických monoklonálních protilátek, neboť zobrazení 

v delších časových intervalech po podání umožňuje zřetelnější zobrazení nádorů a zvýšení 

relevance vyšetření.  
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 Monoclonal antibodies belong to the group of targeted biological drugs that are 

currently successfully applied in various medical specialties, including oncology. The ability 

to specifically bind to antigens present in a tumour tissue is their significant attribute that 

can be used for imaging tumours in Nuclear Medicine. Receptors for vascular endothelial 

growth factor (VEGFR) and epidermal growth factor (EGFR) are possible tumour specific 

targets that are characteristic for some types of proliferating tumour tissue. The attachment 

of appropriate radionuclide is necessary for the potential radiodiagnostic use of monoclonal 

antibody. This task requires chemical modification of the antibody molecule that can damage 

its immunoreactivity and the binding to the target receptor. 

 The aim of the doctoral thesis was to study the influence of labelling conditions with 

selected diagnostic radionuclides on radiochemical characteristics, in vitro receptor specific 

binding and organ distribution of used monoclonal antibodies with the potential application 

in Oncology for radiodiagnostics and imaging of experimental tumours in vivo. Anti-EGFR 

monoclonal antibody cetuximab and anti-VEGFR2 monoclonal antibody ramucirumab were 

chosen for these purposes. In the case of cetuximab we studied the influence of the method 

during the labelling with iodine-131 and tested the possibility of CTK (Concentration 

Through Kinetics) method application with the use of target receptors expressed on the 

surface of living cells. In the case of ramucirumab (RAM) we studied the influence 

of labelling with selected radiometals on the radiochemical and biological characteristics – 

the antibody affinity to the target receptors in vitro and in vivo.  

 For the labelling of cetuximab with iodine-131 we used the chloramine T method. 

Monoclonal antibody ramucirumab was labelled using direct and indirect methods with 

radionuclides suitable for radiodiagnostic imaging - technetium-99m (99mTc), 



 

 

 

 

gallium-67 (67Ga) and zirconium-89 (89Zr). The thin-layer and high-performance liquid 

chromatography were employed for the determination of radiochemical purity and stability. 

The affinity of labelled antibodies to their target receptor was characterized 

as the equilibrium dissociation constant KD and was determined by the classic manual 

saturation technique and real-time automatized method. Human cancer cell lines expressing 

target receptors for the used antibodies were used as an experimental model in the in vitro 

experiments – A431 and HaCaT for cetuximab and PC3 and SKOV3 for ramucirumab. 

The biodistribution of 89Zr-RAM was studied ex vivo after the application to the mice 

bearing PC3 and SKOV3 tumours. The same mice models were used to test the PET/CT 

imaging of tumours with 89Zr-RAM.  

 The verification of radioiodination influence using the chloramine T method 

on the quality of cetuximab radiopreparations demonstrated that the shortening of reaction 

time does not affect their radiochemical purity, but it can influence their stability and affinity 

to EGFR. At the same time, the usage of 131I-cetuximab demonstrated the potential and 

advantageous properties of CTK analysis with the living cells, especially at low antibody 

concentrations. The optimization of the RAM labelling method with selected radiometals 

resulted in the radiopreparations with high radiochemical purity, stability and minimal 

reduction of the antibody affinity to the cell surface VEGFR2 in vitro. The testing 

of the influence of different labelling methods with technetium-99m demonstrated less 

impact of indirect labelling with chelator than was observed using the direct method. These 

experiments subsequently enabled the preparation of RAM radiopreparation labelled with 

PET radionuclide 89Zr using the chelating agent deferoxamine (DFO) with adequate quality 

for in vivo experiments. The application of 89Zr-DFO-RAM to laboratory animals bearing 

VEGFR2-positive tumours demonstrated significant accumulation of the labelled antibody 

in tumours with the maximum 72 h after administration (9,4 ± 0,9 %ID/g in PC3 tumour 

and 13,4 ± 1,7 %ID/g in SKOV3 tumour). The accumulation in tumours was significant 

even 24 h post injection. The good tumour imaging using PET/CT technique 24 h after 

administration of 89Zr-DFO-RAM was in accordance with ex vivo experiments. The gradual 

decrease of radioactive background in nontarget organs and retention of radioactivity 

in tumours resulted in relatively clear image of tumour lesion 144 h after administration. 

 The obtained experimental data confirmed that the labelling method affects 

the quality of radiopreparations of tested monoclonal antibodies. This can be reflected 

in the changes of radiochemical characteristics or the affinity reduction to target antigens. 

Results of in vivo experiments confirmed the importance of long physical half-life 



 

 

 

 

radionuclide for the labelling of radiodiagnostic monoclonal antibodies because the imaging 

at longer time intervals post injection enabled clearer tumour imaging and better examination 

relevance.  
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Seznam zkratek 

2-ME   2-merkaptoethanol 

A431   buňky lidského skvamózního karcinomu  

ALL   akutní lymfoblastická leukémie 

ATCC   Americká sbírka typových kultur, angl. American Type Culture  

   Collection 

BCA   kys. bicinchoninová, angl. bicinchoninic acid 

BEV   bevacizumab 

BSA   albumin z hovězího séra, angl. bovine serum albumin 

c-Akt   proteinkináza B 

CLL   chronická lymfoblastická leukémie 

CT   počítačová tomografie, angl. computed tomography 

CTK   analytická metoda, z angl. concentration through kinetics 

CTLA-4  cytotoxický T-lymfocytární antigen 4 

DFO   deferoxamin 

DMF   dimethylformamin 

DMSO   dimethylsulfoxid 

DNA   deoxyribonukleová kys., angl. deoxyribonucleic acid 

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

DTPA   diethylentriaminpentaoctová kyselina 

DTT   dithiotreitol  

EDC   1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid 

EDTA   kyselina ethylendiamintetraoctová 

EGFR   receptor pro epidermální růstový faktor 

EMA   Evropská léková agentura, angl. European Medicines Agency  

eNOS   endoteliální syntáza oxidu dusnatého 

EPR   efekt zvýšené propustnosti a permeability 

ErbB   rodina tyrosin kinázových receptorů 

ERK1/2  extracelulární signál regulující kináza 1/2 

Fab   antigen vázající fragment, angl. antigen-binding fragment 

FAK   fokální adhezivní kináza    

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

   Administration 
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Flk-1/KDR  gen pro VEGFR2 receptor 

Flt-1   gen pro VEGFR1 receptor 

FOLFIRI  chemoterapeutická trojkombinace – leukovorin, fluoruracil,  

   irinotekan 

FOV   zorné pole, angl. field of view 

GAPDH  glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenáza 

GHA   glukoheptonát 

HaCaT   buněčná linie lidských keratinocytů 

HAMA  lidské protilátky proti myším protilátkám, angl. human anti-mouse 

   antibodies   

HATU   1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-  

   b]pyridinium 3-oxid hexafluorofosfát 

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethansulfonová kyselina 

HER   humánní epidermální receptor 

HL   Hodgkinův lymfom 

HOBT   hydroxybenzotriazol 

HPLC   vysokoúčinná kapalinová chromatografie, angl. high-performance 

   liquid chromatography 

HSP27   protein teplotního šoku 27, angl. heat shock protein 27 

HYNIC  6-hydrazinonikotinová kyselina   

ID   podána dávka, angl. injected dose 

Ig   imunoglobulin 

IP   izomerní přechod 

iTLC   instantní tenkovrstvá chromatografie, angl. instant thin-layer  

   chromatography 

JAK   Janusova kináza 

KRK   kolorektální karcinom 

LET   lineární přenos energie, angl. linear energy transfer  

mAb   monoklonální protilátka, angl. monoclonal antibody 

MAPK   mitogenem aktivována protein-kináza    

MDP   methylendifosfonát    

MEK   mitogenem aktivovaná kináza 

MMAE  monomethyl auristatin E 

MRI   magnetická rezonance, angl. magnetic resonance imaging 
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MSMT  Ministerstvo školství, mládeže a tělovýchovy 

MT   manuální technika 

mTOR   savčí cíl rapamycinu, angl. mammalian target of rapamycin 

MW   molekulová hmotnost, angl. molecular weight 

n.   nádor 

NEC   necitumumab    

NOTA   1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctová kyselina 

NSCLC  nemalobuněčný plicní karcinom, angl. non-small cell lung  

   carcinoma 

PAGE   elektroforéza na polyakrylamidovém gelu, angl. polyacrylamide gel 

   electrophoresis 

PBS   fosfátový pufr, angl. phosphate-buffered saline 

PC3   lidské buňky prostatického adenokarcinomu 

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

   trioctová kyselina 

PD-1   receptor pro programovanou buněčnou smrt 1, z angl. programmed 

   cell death 1 receptor   

PDGF   růstový faktor z destiček, angl. plateled derived growth factor  

PDGFR α/β  receptory pro PDGF 

PD-L1   ligand PD-1 receptoru 

PEG   polyethylenglykol 

PET   pozitronová emisní tomografie, angl. positron emission tomography 

PHPMA  polyhydroxypropylmethakrylamid 

PI3K   fosfatidylinositol 3-kináza   

PKC   protein-kináza C 

PLCγ1   fosfolipáza Cγ1 

PlGF   placentární růstový faktor, angl. placental growth factor 

PVDF   polyvinyliden chlorid 

Raf   protoonkogenní signální molekula 

RAM   ramucirumab 

Ras   protoonkogenní signální molekula 

RID   radioimunodiagnostika 

RIPA   pufr, z angl. Radio Immuno Precipitation Assay buffer 

RIT   radioimunoterapie 
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RT   automatizovaná real-time analýza 

scFv   jednořetězcový variabilní fragment, angl. single-chain variable  

   fragment 

SCID   těžká kombinovaná imunodeficience, angl. Severe Combined  

   Immunodeficiency Diseases 

SD   směrodatná odchylka, angl. standard deviation 

SDS   dodecylsíran sodný, angl. sodium dodecyl sulfate 

SG   silikagel 

Shb   SH2 doménu obsahující adaptorový protein b    

SKOV3  lidské buňky ovariálního karcinomu  

SLAMF7  signalizační aktivační molekula lymfocytů – člen rodiny 7, angl.  

   signaling lymphocytic activation molecule – family member 7  

SMA   kopolymer styren maleinanhydrid  

SPECT  jednofotonová emisní výpočetní tomografie, angl. Single-Photon  

   Emission Computed Tomography 

STAT   protein s duálním účinkem – přenašeč signálu a transkripční faktor, 

   angl. signal transducer and activator of trancription    

TCEP   tris(2-karboxyethyl)fosfin 

TEMED  tetramethylethylenediamin 

TGF-α   transformující růstový faktor α, angl. transforming growth factor α 

TRIS   tris(hydroxymethyl)aminomethan 

TSAd   T-buněčný specifický adaptor 

VEGF   vaskulární endoteliální růstový faktor, angl. vascular endothelial  

   growth factor 

VEGFR2  receptor pro vaskulární endoteliální růstový faktor 2, angl. vascular 

   endothelial growth factor receptor 2 

WB   Western blot 
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1. Úvod 

 Ačkoliv rakovina není typickým onemocněním moderní doby, její incidence se rok 

od roku zvyšuje. Podle zprávy evropského statického úřadu Eurostat za rok 2015 byly 

nádorové choroby příčinou 1,3 miliónu úmrtí v zemích Evropské unie, což tvoří více 

než čtvrtinu všech úmrtí v tomto roce. Mezi nejčastěji se vyskytující druhy nádorů patří 

karcinom tlustého střeva, plic, karcinom prostaty u mužů a prsu u žen. Pro úspěšnou terapii 

těchto závažných patologií je třeba mít k dispozici adekvátní diagnostické prostředky, 

s jejichž pomocí lze lokalizovat a klasifikovat nádor, určit jeho malignitu, pravděpodobný 

průběh onemocnění a prognózu pacienta. Vedle tradičních diagnostických přístupů, 

založených např. na klinickém, histologickém či chirurgickém vyšetření, se stále více 

využívá různých zobrazovacích technik, jako jsou CT, MRI, radioscintigrafie aj.  

 Moderním způsobem léčby v onkologii s vysokou účinností a nižší toxicitou 

je využití cílených léčiv. Cílená léčiva se na místo účinku dostávají buď na základě svých 

fyzikálně-chemických vlastností nebo schopnosti rozpoznávat specifické struktury 

exprimované nádorovými buňkami. Některá z těchto léčiv lze ovšem využít nejen 

k léčebným cílům, ale mohou být i prostředkem pro zobrazení a hodnocení nádorové léze. 

Speciálně v oblasti nukleární medicíny, která je z větší části zaměřena na diagnostiku 

chorob, tak látky umožňující specifický targeting mohou najít významné uplatnění. 

 Jak terapeutické, tak diagnostické využití radionuklidů je založeno na podávání buď 

samotného radionuklidu nebo, ve většině případů, je radionuklid spojený s neradioaktivní 

složkou, která zajišťuje zavedení zářiče do cílové tkáně. Pro targeting lze využít řadu typů 

látek, avšak v současnosti je výzkum zaměřen především na cílené látky ze skupiny 

receptorově specifických peptidů a monoklonálních protilátek. Cílovými strukturami těchto 

látek v oblasti onkologie mohou být např. některé receptory exprimované specificky 

či ve vyšší míře v nádorech.  

 Schopnost monoklonálních protilátek vázat se na specifický antigen je v nukleární 

medicíně dlouhodobě zkoumána jak z hlediska terapie, tak z pohledu diagnostických 

aplikací, neboť ve spojení s vhodným radionuklidem mohou protilátky sloužit k zobrazování 

nádorů pomocí radiodiagnostických technik SPECT či PET. Tento přístup označovaný jako 

radioimunodiagnostika se v současnosti rozvíjí jak díky protilátkám s nově identifikovanými 

cíli, tak také díky zavádění moderních diagnostických radionuklidů, jako je např. 

zirkonium-89 či měď-64. Tyto PET radionuklidy umožňují dosahovat vyšší kvality 



Úvod 

 

 

16 

 

zobrazení cílových struktur a zvýšit výpovědní hodnotu vyšetření (Potamianos et al. 2000, 

Bailly et al. 2016).  

 Při značení protilátek a dalších biomolekul radionuklidy je třeba posuzovat, jak může 

modifikace struktury, která je nutná pro připojení radioizotopu, ovlivnit specifickou vazbu 

k cílové struktuře. Přestože je fakt, že modifikace struktury monoklonálních protilátek 

během značení radionuklidy může vyústit ve změny imunoreaktivity, obecně deklarován, 

je rozsah konkrétních údajů v této oblasti stále velmi limitovaný. Rozšíření poznatků o vlivu 

značení na biologické vlastnosti protilátek může přinést komplexní přístup, založený 

na in vitro metodách, např. s využitím buněčných modelů, a ověřování vazebnosti 

na nádorovou tkáň in vivo. 

 V naší práci jsme se zaměřili na preklinický výzkum v oblasti radiofarmacie 

a nukleární medicíny. V první fázi jsme se zabývali formulací a radiofarmaceutickými 

vlastnostmi vybraných radioaktivně značených monoklonálních protilátek, a následně 

vlivem způsobu jejich přípravy na afinitu k cílovému receptoru in vitro. Tato část vyústila 

v úspěšný vývoj a optimalizaci metody značení relativně nové monoklonální protilátky 

ramucirumab (RAM). RAM je cílen proti receptoru pro vaskulární endoteliální růstový 

faktor 2 (VEGFR2), který je důležitý pro angiogenezi a u řady solidních nádorů byla 

dokázána jeho zvýšená exprese. V navazující části práce jsou uvedeny výsledky dle našich 

znalostí prvního testovaní RAM značeného diagnostickým radionuklidem zirkonium-89 

na myším modelu in vivo. Data získaná v rámci této práce mohou být potenciálně využita 

k designování navazujících experimentů týkajících se zkoumaných protilátek a cílených 

k jejich případnému užití v klinické praxi.  
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2. Teoretická část 

2.1. Využití targetingu v onkologii 

 Klasická chemoterapie v minulých dekádách byla a stále je nejpoužívanější 

farmakologickou léčbou onkologických onemocnění. Tyto látky zasahují různými 

mechanismy do buněčného cyklu a zastavují dělení buňky. Jejich cytotoxicita je však 

univerzální a zasahuje všechny buňky v těle pacienta. S tím souvisí celá řada nežádoucích 

účinků: nevolnost, průjem, poškození sliznic zažívacího traktu, alopecie, poruchy 

krvetvorby, poruchy plodnosti, poškození srdce a další (Belachew et al. 2016).  

 Jednou z variant, jak omezit vznik nežádoucích účinků terapie, je ovlivnit 

biodistribuci léčivé látky takovým způsobem, aby se v účinné podobě akumulovala pouze 

v místě požadovaného účinku. Vědecký zájem se v současnosti orientuje na dva způsoby 

řízení biodistribuce léčivých látek: pasivní targeting, který využívá vlivu velikosti, tvaru 

a povrchových vlastností částic léčiva na jejich biodistribuci a aktivní targeting, který 

spoléhá na afinitu molekul léčivé látky ke specifickým strukturám, případně na navádění 

a aktivaci léčivé látky v místě určení (magnetické částice, aktivace ultrazvukem nebo 

světlem) (Liu a Auguste 2015).  

  

2.1.1. Pasivní targeting léčivých látek 

 Následkem překotného růstu solidních tumorů může docházet k nedostatečnému 

zásobení buněk nezbytnými živinami a díky tomu ke vzniku hypoxických či nekrotických 

oblastí ve struktuře nádoru. Ten na to reaguje nadprodukcí faktorů zvyšující permeabilitu 

cév jako jsou vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF), oxid dusnatý, bradykinin nebo 

peroxynitrit (Maeda et al. 2000). Působením vysoké koncentrace těchto faktorů dochází 

během nádorové angiogeneze ke vzniku abnormálních cév s rozměrnými (600-800 nm) 

fenestracemi a poškození lymfatické drenáže nádoru (Allen a Cullis 2004) (obr. 1). 

Kombinací vysoké permeability fenestrovaných cév a chybějící lymfatické drenáže dochází 

k akumulaci nanočástic s velikostí do 200 nm v intersticiu nádoru (Noble et al. 2014). 

Patofyziologické základy tohoto efektu byly poprvé popsány v roce 1984 (Maeda et al. 

1984) a o dva roky později pro něj byl poprvé použít název „Efekt zvýšené propustnosti 

a retence“ (EPR efekt) (Matsumura a Maeda 1986).  
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Obr. 1: Schéma EPR efektu v nádorové tkáni. ECM – extracelulární matrix, 

NČ – nanočástice. (Millard et al. 2017) 

 

  

 Pasivní targeting využívající EPR efekt může být s úspěchem využit při léčbě 

solidních nádorů. Využití této metody je však výrazně limitováno při léčbě metastáz, 

onkologických onemocnění krve a nevaskularizovaných solidních tumorů (Liu a Auguste 

2015). V tab. 1 jsou uvedeny některé léčivé přípravky klinické praxe využívající pasivního 

řízení biodistribuce. 
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Tab. 1: Klinické využití pasivního targetingu 

 

Léčivý přípravek Mechanismus účinku/Cíl Využití 

liposomální doxorubicin  interkalace DNA  

Kaposiho sarkom, 

opakované n. prsu, n. 

vaječníků 

liposomální vinkristin  inhibice mitózy non-Hodgkinův lymfom 

liposomální cisplatina  
crosslink DNA 

dvoušroubovice 
pokročilý NSCLC 

kationtové lipomosy EIA 

pDNA 
genová terapie n. prsu a vaječníků 

kationtové liposomy cRaf 

AON 
genová terapie různé druhy n. 

SMA-neocarzinostatin protinádorová antibiotikum hepatocelulární karcinom 

PEG-L-asparagináza asparagináza léčba leukémie 

dextran-doxorubicin interkalace DNA různé druhy n. 

PHPMA-doxorubicin interkalace DNA n. prsu, plic, tlustého střeva 

poly-L-glutamová kys. 

+ paclitaxel 
inhibice mitózy n. plic a vaječníků 

albumin-paclitaxel inhibice mitózy metastazující n. prsu 

polymerní micely 

+ paclitaxel 
inhibice mitózy n. prsu a plic 

polymerní micely + SN38 inhibice topoisomerázy I n. tlustého střeva 

albumin-methotrexát antifolát n. ledvin 

n. (nádor), NSCLC (nemalobuněčný karcinom plic), AON (antisense oligonukleotid), 

SMA (kopolymer styren maleinanhydrid), PHPMA (polyhydroxypropylmethakrylamid). 

(Liu a Auguste 2015) 
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2.1.2. Aktivní targeting léčivých látek 

 Na počátku 20. století Paul Ehrlich jako první zformuloval „teorii magického 

projektilu“, který by byl schopen specificky zasáhnout původce onemocnění (Strebhardt a 

Ullrich 2008).  Že je něco takového skutečně možné potvrdil Linus Pauling v roce 1940, 

kdy vysvětlil mechanismus „zámku a klíče“, který využívají protilátky při vazbě na antigen 

(Pauling a Delbrück 1940). První klinické použití samostatné monoklonální protilátky 

pro terapii onkologického onemocnění se pak datuje do roku 1982 (Miller et al. 1982). 

Ale už o deset let dříve se experimentovalo s konjugáty protilátek a chemoterapeutik 

pro zvýšení specifity biodistribuce (Ghose et al. 1972, Davies a O'Neill 1973). 

 Prvními léčivými látkami, které v těle aktivně vyhledávaly svůj cíl, se tak staly 

protilátky, které budou podrobněji probrány v samostatné kapitole (kap. 2.4). Vedle širokého 

léčebného využití protilátek vedla jejich schopnost vázat se na specifický cíl 

i k diagnostickým aplikacím, především v nukleární medicíně. Využití imunotargetingu 

v této oblasti tak postupně vedlo ke zformování oboru radioimunodiagnostika (kap. 2.2). 

V následujících letech se repertoár aktivně cílených farmak postupně rozšiřoval o molekuly 

z jiných chemických skupin a další techniky aktivního cílení léčiv.  

 Do skupiny aktivního targetingu spadají i speciální postupy, jako jsou aktivace léčivé 

látky světlem (Wilson 2002), ultrazvukem (Carson et al. 2012) nebo navigace kovových 

nanočástic pomocí magnetického pole. Tyto metody ale nebudou v rámci této disertační 

práce detailně probírány. 
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2.2. Využití imunotargetingu v onkologické diagnostice 

 Pro stanovení úplné diagnózy nádorového onemocnění je zapotřebí provést řadu 

vyšetření, jejichž účelem je stanovit rozsah nádoru  a určit stupeň jeho diferenciace. 

Zavedená diagnostická vyšetření vedou k identifikaci typu nádoru, stanovení jeho malignity, 

možností léčby a prognózy pacienta (Ruddon 2007). Mezi vyšetřovací metody, které lze 

v onkologické diagnostice využít, patří především klinické, radiografické, chirurgické 

a patologicko-anatomické přístupy. Vedle ostatních radiografických metod, jako 

je především CT, je jedním z možných způsobů pro stanovení a zpřesnění onkologických 

diagnóz i využití metod nukleární medicíny, tj. podání radiofarmaka a jeho detekce 

v organismu. Pokud je pro radiodiagnostické zobrazení použita radioaktivně značená 

protilátka, pak se jedná o metodu z oblasti radioimunodiagnostiky (RID). 

 

2.2.1. Principy radioimunodiagnostiky 

 RID spočívá v podání radioaktivně značených monoklonálních protilátek, které jsou 

cílené na antigeny na povrchu nádorových buněk, za účelem zobrazení nádorové léze 

(Potamianos et al. 2000). První experimenty s využitím RID probíhaly v 50. letech 

20. století, ale nebyly příliš úspěšné z důvodu rozsáhlé nespecifické vazby použitých 

protilátek na nenádorovou tkáň. Jedny z prvních úspěšných klinických testů RID byly 

publikovány přibližně o třicet let později, kdy byla pomocí této techniky úspěšně detekována 

řada typů nádorů (např. jater, varlat, vaječníků, zažívacího traktu, plic a jejich metastáz 

do lymfatických uzlin) (Potamianos et al. 2000). Především dvě studie využívající 

jódem-131 značené polyklonální protilátky o vysoké čistotě dosáhly vynikající citlivosti 

a senzitivity zobrazení (Goldenberg et al. 1980, Kim et al. 1980). V některých případech 

dokáže RID detekovat i nádory, které jiné metody vyšetření nedokázaly odhalit (Larson et 

al. 1994). V dalším období byla testována řada radioaktivně značených protilátek 

s potenciální aplikací pro RID, a to jak pro zobrazení pomocí metody SPECT, tak PET 

(Boswell a Brechbiel 2007, Pecking et al. 2012, Wright a Lapi 2013). Vývoj s využitím 

moderních radionuklidů a nových cílových antigenů pokračuje i v současnosti (Kraeber-

Bodéré et al. 2015, Jauw et al. 2019). 

 Na stejném principu jako RID funguje i tzv. radioimunoterapie (RIT), kterou lze 

využít pro léčbu nádorových onemocnění. RID se od RIT liší především použitými 

radionuklidy. Pro diagnostiku jsou využívány radionuklidy emitující γ záření o energii 

120-160 keV (Potamianos et al. 2000) nebo pozitronové zářiče (Reilly 2010, Moek et al. 
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2017). Pro výběr radionuklidu pro RID/RIT obecně platí, že by jeho fyzikální poločas měl 

odpovídat poločasu cílené látky. Typický biologický poločas monoklonálních protilátek 

se pohybuje v řádu dní (Potamianos et al. 2000). Toto pravidlo je zdůvodněno tím, že pokud 

je poločas radionuklidu příliš krátký, tak většina rozpadu radionuklidu proběhne ještě před 

tím, než radioaktivně značená látka dosáhne maximálního poměru radioaktivity cílová 

tkáň/pozadí. Na druhé straně, pokud je fyzikální poločas příliš dlouhý, mohlo by to vyústit 

v nežádoucí vystavení ostatních tkání radiaci. Z praktického pohledu to znamená, 

že zobrazení pomocí monoklonálních protilátek je většinou prováděno s odstupem několika 

dní po podání radiofarmaka (Potamianos et al. 2000). Používané radionuklidy jsou detailněji 

popsány v kapitole 2.5.  

 

2.2.2. Dávkování značené protilátky pro RID 

 Pojem dávkování v případě RID zahrnuje jak podanou dávku radiace, tak množství 

aplikované protilátky. Cílem RID je dosáhnout v nádorové lézi dostatečně vysoké 

radioaktivity, aby byla možná jeho detekce v klinických podmínkách. Zároveň 

se ale snažíme snížit vystavení pacienta radiaci a případným nežádoucím účinkům použité 

radioaktivně značené protilátky. Z tohoto důvodu se v rámci RID používají nízké dávky 

radioaktivity (3,7–11,1 MBq) a co možná nejnižší množství protilátky (0,1-1 mg) 

(Potamianos et al. 2000). 

 

2.2.3. Poměr akumulace nádor/nenádorová tkáň u RID 

 V ideálním případě by byla celá aplikovaná dávka značené protilátky zachycena 

nádorem. V praxi se však do nádoru dostane pouze malá část podané dávky. Mezi vlivy 

zodpovědné za nízký uptake značených monoklonálních protilátek do nádorů patří velký 

distribuční objem protilátek po systémovém podání, rozdílný stupeň vaskularizace nádoru, 

heterogenita v expresi cílových antigenů v nádoru, rozdílná velikost a stupeň nekrózy 

nádorového ložiska (Potamianos et al. 2000). 

 Pro RID obvykle nepředstavuje nízký uptake značené protilátky do nádoru 

komplikaci, protože množství, které se do nádoru dostane, je pro zobrazovací účely 

dostatečné. Zásadní roli v RID hraje akumulace značené protilátky v necílových orgánech, 

která může vést k snížení rozlišovací schopnosti vyšetření (Potamianos et al. 2000). 

 Pro hodnocení distribuce značené protilátky v těle se používá experimentálně 

zjišťovaný poměr její akumulace v nádoru ku akumulaci v okolních zdravých tkáních. 
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Čím vyšší je hodnota tohoto poměru, tím zřetelněji je nádor zobrazen. Úspěšné RID 

vyšetření lze provést při poměru nádor/zdravá tkáň 1,5-2, u hlubších lézí je doporučováno 

dosáhnout poměru 5 (Keenan 1988, Potamianos et al. 2000). 
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2.3. Vybrané cíle využitelné pro onkologický targeting 

 Aby léčivo mohlo být skutečně dopraveno na specifické místo v organismu, musí být 

směřováno na strukturu, která je přítomna pouze v cílovém místě, nebo která je v cílovém 

místě exprimována ve zvýšené míře ve srovnání s fyziologickou expresí. 

 V rámci této disertační práce bude kladen důraz na vaskulární endoteliální růstový 

faktor a jeho receptory a receptory pro epidermální růstový faktor. 

 

2.3.1. Vaskulární endoteliální růstový faktor a jeho receptory 

 Pro růst solidních tumorů je nezbytné vytvořit síť cév, které by nádorovým buňkám 

přiváděly živiny a odváděly pryč zplodiny metabolismu. Formování nových cév z již 

existující vaskulatury se nazývá angiogeneze. Tento proces je řízen komplexní souhrou 

faktorů indukujících a inhibujících angiogenezi, makrofágů, endoteliálních buněk a pericytů 

(Wang et al. 2017). Nádorové buňky obvykle narušují tuto rovnováhu ve prospěch 

proangiogeních faktorů. Hypoxické mikroprostředí v nádoru navíc indukuje tvorbu řady 

růstových faktorů, mezi něž patří vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF), růstový 

faktor z destiček (PDGF) a fibroblastový růstový faktor (FGF) (Abramsson et al. 2003, 

Brooks et al. 2012). Díky tomu vznikají v nádorech abnormální, nedokonale vyvinuté, 

netěsné cévy (Nagy et al. 2010).  

 Hlavní růstové faktory zodpovědné za angiogenezi patří do rodiny VEGF. Zásadní 

roli hraje především typ VEGF-A (Wang et al. 2017) a jeho izoforma VEGF165, která 

dominantně zprostředkovává fyziologické funkce VEGF (Nagengast et al. 2007). Právě tato 

izoforma VEGF je nadměrně exprimována u některých typů vysoce invazivních, 

metastazujících forem nádorů (Ishigami et al. 1998).  

 VEGF se vážou na své membránové receptory (VEGFR). Existují tři typy receptorů: 

VEGFR1, VEGFR2 a VEGFR3. Typ VEGFR3 se exprimuje na lymfatických cévách 

a do angiogeneze nezasahuje  (Jussila et al. 1998). VEGFR1 váže VEGF-A s 5-10 x vyšší 

afinitou než VEGFR2, ale jeho aktivace vede pouze ke slabé aktivaci tyrosinkináz 

(Waltenberger et al. 1994). Proto vznikla teorie, že primární funkce VEGFR1 je negativní 

regulace angiogeneze zabráněním vazby VEGF-A na VEGFR2 (Rahimi 2006). Navíc 

se VEGFR1 vyskytuje na povrchu hematopoetických buněk. 

 VEGFR2 je hlavním receptorem pro angiogenezi (Clarke a Hurwitz 2013). Kromě 

VEGF-A je schopen vázat i VEGF-C a VEGF-D. Přestože má nižší afinitu k VEGF-A, 

vykazuje extrémně silnou tyrosinkinázovou aktivitu. Po navázání VEGF-A na VEGFR2 
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dochází k dimerizaci receptoru, jeho trans-autofosforylaci na tyrosinových zbytcích 

a aktivaci složité intracelulární signální kaskády (obr. 2) zodpovědné za biologickou funkci 

VEGFR2 (Roskoski Jr 2007). Aktivací VEGFR2 dochází ke zvýšení permeability cév, 

proliferaci endoteliálních buněk, jejich zvýšené migraci a přežívání, inhibici apoptózy 

a relaxaci hladké cévní svaloviny (Fearnley et al. 2013). 

 Zvýšená exprese VEGFR2 byla identifikována u řady onkologických onemocnění, 

například u rakoviny žaludku, jícnu, NSCLC, kolorektálního karcinomu nebo rakoviny prsu 

(Arjaans et al. 2016). Proto se blokáda VEGF/VEGFR signalizace jeví jako jedna z možností 

terapie onkologických onemocnění. Mezi schválené léčivé látky zasahující do této signální 

kaskády patří inhibitory tyrosinkináz sorafenib, sunitinib, vandetanib, pazopanib, lenvatinib 

a axitinib; fúzní protein aflibercept; fragment monoklonální protilátky ranibizumab nebo 

monoklonální protilátky bevacizumab a ramucirumab. 
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Obr. 2: Signální kaskáda VEGF receptorů. c-Akt (protein-kináza B), eNOS (endoteliální 

syntáza oxidu dusnatého), ERK1/2 (extracelulární signál regulující kináza 1/2), 

FAK (fokální adhezivní kináza), HSP27 (heat shock protein-27), MAPK (mitogenem 

aktivovaná protein-kináza), MEK a ERK kinázy, PI3K (fosfatidylinositol 3-kináza), 

PKC (protein-kináza C), PLCγ1 (fosfolipáza Cγ1), PlGF (placentální růstový faktor), 

Shb (SH2 doménu obsahující adaptorový protein b), TSAd (T-buněčný specifický adaptor), 

VEGF (vaskulární endoteliální růstový faktor), VEGFR (receptor pro VEGF). (Fearnley et 

al. 2013) 
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2.3.2. Epidermální růstový faktor a jeho receptory 

 Proliferace buněk je ovlivňována řadou růstových faktorů a jejich receptorů. Mezi 

geny, které kódují tyto receptory, jejich ligandy a proteiny účastnícími se intracelulární 

signální kaskády najdeme značné množství proto-onkogenů (Normanno et al. 2006). Bylo 

vypozorováno, že v případě jejich aktivace jsou takto vzniklé nádorové buňky téměř 

nezávislé na exogenním přísunu růstových faktorů. Dokážou si potřebné hormony 

syntetizovat autokrinně samy (Sporn a Roberts 1985).  

 Kancerogeneze se zúčastňuje vícero rodin růstových faktorů a receptorů. Ústřední 

roli v patogenezi a následném rozvoji řady typů nádorových onemocnění hrají receptory 

pro epidermální růstové faktory (EGFR, nebo také ErbB) a jejich ligandy peptidové povahy 

(Salomon et al. 1995). EGFR byl poprvé popsán v roce 1979 (Carpenter a Cohen 1979). 

Rodina těchto receptorů hraje fyziologickou úlohu při vývoji embrya nebo při obnově 

kmenových buněk v kůži, játrech a střevech (Salomon et al. 1990, Campbell a Bork 1993). 

Ligandy EGFR jsou například epidermální růstový faktor (EGF), TGF-α, amfiregulin, 

epiregulin, betacellulin, heparin-vázající růstový faktor nebo neureguliny (Normanno et al. 

2006). 

 EGFR jsou transmembránové receptory s tyrosinkinázovou aktivitou. Do rodiny 

řadíme receptory EGFR/ErbB-1, HER2/ErbB-2, HER3/ErbB-3 a HER4/ErbB-4 (Yarden 

2001). Po navázání ligandu na receptor dochází k jeho dimerizaci, autofosforylaci a aktivaci 

intracelulárních signálních drah fosfatidylinositol 3-kináza/Akt, Ras/Raf/MAPK a STAT 

(Normanno et al. 2006) vedoucí k aktivaci transkripce DNA (schéma uvedeno na obr. 3). 

Jako následek této signalizace se zvyšuje proliferace buněk, jejich migrace a diferenciace 

a inhibuje se jejich apoptóza (Xian a Zhou 2004).   

 Zvýšená exprese receptorů z rodiny EGFR byla prokázána u řady typů nádorů, 

například nádoru hlavy, krku, prsu, vaječníků, u glioblastomů a kolorektálního karcinomu 

(Ciardiello a Tortora 2001). U řady těchto onemocnění je zároveň exprese EGFR 

považována za negativní prognostický faktor (Nicholson et al. 2001).  

 Právě jejich zvýšená exprese a funkce udělala z EGF receptorů zajímavý cíl 

pro cílenou terapii onkologických onemocnění. Mezi tyrosinkinázové inhibitory EGFR patří 

afatinib, brigatinib, dasatinib, erlotinib, gefitinib, vandetanib nebo lapatinib. Vůbec první 

monoklonální protilátka proti EGFR byl trastuzumab, následoval cetuximab, panitumumab 

a necitumumab.   
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Obr. 3: Signální kaskáda EGFR receptorů. EGFR (receptor epidermálního růstové 

faktoru), ERK (extracelulárním signálem regulovaná kináza), JAK (Janusova kináza), 

mTOR (z angl. mammalian target of rapamycin), PI3K (fosfatidylinositol 3-kináza), 

STAT (z angl. signal transducer and activator of trancription). (Mehta 2012) 
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2.4. Protilátky pro cílenou terapii a diagnostiku 

 Protilátky jsou jednou ze zásadních složek imunitního systému. Jsou produkovány 

B-lymfocyty po kontaktu antigenu s jejich povrchovými receptory. B-lymfocyty jsou poté 

stimulovány za účasti Th-lymfocytů k množení, část z nich se diferencuje na plasmatické 

buňky, které produkují velké množství protilátek, a část se mění na buňky paměťové, které 

zprostředkovávají imunitní reakci při opakovaném setkání organismu s patogenem. Úkolem 

protilátek je s vysokou specifitou identifikovat cizorodé antigeny v organismu 

a zprostředkovat cílenou odpověď imunitního systému na ně ve formě aktivace 

komplementu nebo buňkami zprostředkované toxicity (Hořejší a Bartůňková 2009). 

 

2.4.1. Struktura protilátek 

 Z hlediska chemického složení mají lidské protilátky charakter glykoproteinů. 

Skládají se ze dvou těžkých řetězců, které jsou kovalentně spojeny disulfidickými můstky. 

Ke každému těžkému řetězci je disulfidickým můstkem připojen jeden lehký řetězec. Těžké 

řetězce se skládají ze 4-5 strukturně podobných domén, kdy každá doména je tvořena 

110-120 aminokyselinami. Lehké řetězce jsou pak tvořeny pouze dvěma doménami (obr. 4).  

 Domény na N-konci těžkých i lehkých řetězců jsou variabilní, liší se individuálně 

v závislosti na typu antigenu, proti kterému je protilátka cílena. Ostatní domény jsou 

konstantní, tedy shodné, u protilátek stejného typu. Podle charakteru těžkého řetězce 

rozlišujeme několik tříd (izotypů) protilátek – IgM, IgD, IgG1-4, IgA a IgE. V lidském séru 

jsou nejhojněji zastoupeny protilátky typu IgG (Hořejší a Bartůňková 2009). Tento typ 

protilátek je zároveň nejčastěji používán i pro lékařské účely (Chames et al. 2009).  
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Obr. 4: Struktura lidské protilátky (BioXCell 2019) 

 

 

2.4.2. Monoklonální protilátky 

 V lidském těle po kontaktu i s tím nejjednodušším antigenem přirozeně vzniká směs 

stovek či spíše tisíců individuálně odlišných molekul protilátek s více či méně odlišnou 

specifitou proti různým částem stejného antigenu. Ačkoliv i tato polyklonální séra mají své 

využití, mnohem většímu zájmu se těší monoklonální protilátky (mAbs). Ty jsou získávány 

z jednoho klonu plasmatických buněk, které produkují protilátku o jediné specifitě. 

 In vitro lze monoklonální protilátky získat izolací takových klonů B-lymfocytů, které 

produkují protilátky žádané specificity, a jejich následným pěstováním v buněčné kultuře. 

Překážkou ve využití této techniky byla krátká životnost B-lymfocytů. K vyřešení tohoto 
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problému došlo v roce 1975, kdy vznikla tzv. hybridomová technika produkce protilátek 

(Köhler a Milstein 1975). Tato metoda spočívá ve fúzi B-lymfocytů získaných ze sleziny 

imunizované myši s myelomovou buněčnou linií. Schéma výroby monoklonální protilátky 

shrnuje obr. 5.  

 

 

Obr. 5: Schéma hybridomové technologie (LumenLearning 2019) 

 

 Touto technikou logicky vznikají pouze myší protilátky. Po jejich podání pacientům 

docházelo k imunitní reakci na cizorodou bílkovinu a produkci protilátek označovaných jako 

HAMA (human anti-mouse antibodies). Ty znemožňovaly navázání monoklonální 

protilátky na cílový antigen a mohly způsobit anafylaxi. Z tohoto důvodu se intenzivně 

hledalo řešení, které by umožnilo snížení imunogenicity monoklonálních protilátek. 

Výsledkem byly protilátky chimerické a humanizované, ve kterých jsou postupně 
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nahrazovány myší části protilátky odpovídajícími částmi lidské protilátky (obr. 6) (Hořejší 

a Bartůňková 2009).  

 

  

Obr. 6: Typy protilátek podle zastoupení lidské složky (Uchiyama et al. 2011) 

 

 Nejmodernější a dnes zároveň nejpoužívanější metodou přípravy protilátek 

je metoda využívající transgenních myší, která s pomocí geneticky modifikovaných 

zvířecích jedinců produkuje čistě lidské protilátky, označované jako humánní (Lonberg et 

al. 1994). 

 

2.4.3. Využití monoklonálních protilátek v onkologii 

 Monoklonální protilátky tvoří jednu z největších skupin tzv. nových léčivých látek, 

které byly americkým Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv (FDA) a Evropskou lékovou 

agenturou (EMA) schváleny pro klinické použití (Pillay et al. 2011). Kromě terapie 

onkologických onemocnění se využívají v transplantologii, při léčbě autoimunitních chorob, 

onemocněních kardiovaskulárního a respiračního systému nebo při léčbě infekčních nemocí 

(Singh et al. 2018).  

 Monoklonální protilátky používané v terapii onkologických onemocnění jsou 

většinou zacíleny na receptory/antigeny, které jsou specifické pro nádorové buňky nebo 

které jsou nádorovou buňkou exprimovány ve zvýšené míře. Následkem toho dochází 

k inhibici buněčné signalizace a dochází k zastavení růstu buněk, případně k jejich apoptóze 

(Pillay et al. 2011). 

 Na jiném principu fungují mAbs používané při imunoterapii nádorů, tzv. „checkpoint 

blockade therapy“. Reakce imunitního systému obsahuje kontrolní body, které rozhodují 
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o tom, zda imunitní reakce proběhne a v jaké síle. Tyto regulační body jsou nezbytné 

pro správnou funkci imunitního systému a pro tlumení autoimunitní odpovědi. Mezi 

receptory zodpovědné za tuto funkci patří programmed death-1 (PD-1) a cytotoxický 

T-lymfocytární antigen 4 (CTLA-4) (Makkouk a Weiner 2015). Nádorové buňky se brání 

před imunitní reakcí zvýšenou expresí antigenů aktivujících tyto receptory. Zablokováním 

funkce těchto antigenů dochází k odmaskování nádorových buněk pro imunitní systém 

pacienta, který následně nádorové buňky napadá. 

 Jedna ze skupin mAb používaných v terapii solidních nádorů pak není zaměřena 

přímo na nádorové buňky, ale zacílena na ovlivnění jejich okolí. Tato léčiva blokují buďto 

vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF) nebo jeho receptor (VEGFR2) a tím 

v nádorové tkáni inhibují angiogenezi. Růst nádoru je tak potlačován omezením přísunu 

živin nezbytných pro dělení buněk.  

 Přehled monoklonálních protilátek schválených pro klinické užívání uvádí tab. 2. 
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Tab. 2: Přehled monoklonálních protilátek používaných v onkologii 

 

Protilátka Cíl protilátky Použití 

Trastuzumab HER-2 n. prsu, žaludku 

Cetuximab EGFR n. hlavy, krku, KRK 

Panitumumab EGFR KRK 

Dinutuximab GD2 gangliosid neuroblastom 

Ipilimumab CTLA4 maligní melanom 

Necitumumab EGFR NSCLC 

Ramucirumab VEGFR2 NSCLC, n. žaludku, KRK 

Daratumumab CD38 mnohočetný myelom 

Nivolumab 
PD-1 

melanom, NSCLC, HL, n. 

ledvin, hlavy a krku Pembrolizumab 

Ofatumumab CD20 CLL 

Obinutuzumab CD20 CLL, folikulární lymfom 

Blinatumomab CD19 ALL 

Elotuzumab SLAMF7 mnohočetný myelom 

Olaratumab PDGFR α sarkom měkkých tkání 

Pertuzumab HER2 n. prsu 

Bevacizumab VEGF 
KRK, NSCLC, n. prsu, 

ledvin, vaječníků 

Avelumab PD-L1 
karcinom Merkelových 

buněk 

Atezolizumab PD-L1 n. močového měchýře 

Rituximab CD20 CLL 

Alemtuzumab CD52 CLL 

n. (nádor), NSCLC (nemalobuněčný plicní karcinom), KRK (kolorektální karcinom), 

HL (Hodgkinův lymfom), CLL (chronická lymfocytární leukemie), ALL (akutní 

lymfoblastická leukemie), EGFR (receptor pro epidermální růstový faktor), 

CTLA4 (cytotoxický T-lymfocytární antigen 4), PD-1 (programmed death-1), PD-L1 

(programmed death ligand-1), SLAMF7 (signalizační aktivační molekula lymfocytů – člen 

rodiny 7), PDGFR (receptor pro růstový faktor odvozený od destiček). (Singh et al. 2018) 
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 Pro použití v humánní terapii jsou schváleny i některé konjugáty mAbs, které 

kombinují vlastní účinek protilátky s navázaným jiným lékem (např. cytostatikem) nebo, 

což je z pohledu této disertační práce nejzajímavější, radioizotopem (tab. 3). Využití 

protilátek v cílené radioterapii a/nebo scintigrafickém zobrazování nádorů tak není již pouze 

přání na úrovni výzkumu, ale postup již v praxi využívaný.  

 

Tab. 3: Přehled konjugátů mAb využitelných v onkologii 

 

Název Cíl Přidaná látka 

Trastuzumab emtansine HER2/neu Tubulární jed mertansin 

Ibritumomab tiuxetan CD20 Izotop ytrium-90 

131I-Tositumomab CD20 Izotop jód-131 

Gemtuzumab ozogamicin CD33 
Protinádorové antibiotikum 

ze skupiny kalicheamicinů 

Brentuximab vedotin CD30 Cytostatikum MMAE 

MMAE (monomethyl auristatin E) (Singh et al. 2018) 

 

2.4.4. Fragmenty protilátek 

 Objev a využívání monoklonálních protilátek v klinické praxi znamenal 

pro medicínu krok vpřed. Nebyl to však konec vědeckého vývoje v této oblasti. MAbs jsou 

značně veliké molekuly (molekulová hmotnost ~ 150 kDa), což s sebou přináší řadu 

problémů. Takto velké a strukturně složité molekuly jsou náročné, a tudíž nákladné, 

na výrobu. S molekulovou hmotností rovněž souvisí pomalá distribuce mAb v těle, pomalý 

uptake do nádorů, relativně malá a nerovnoměrná penetrace do hmoty nádoru, dobrá retence 

v nádoru a pomalá eliminace z organismu (Xenaki et al. 2017).  

  Pokud vlastnosti mAb posoudíme z pohledu nukleární medicíny, tak je zřejmé, 

že v případě konjugace intaktní protilátky s radioizotopem je nutné zvolit radionuklid 

s takovým poločasem, aby byla aktivita v době, kdy protilátka dosáhne svého cíle, 

dostatečná pro zobrazení nebo terapii, ale zároveň aby pacient nebyl zbytečně dlouho 

vystaven radiaci (Williams 2012).  

 Biologický poločas intaktních protilátek se pohybuje v řádu týdnů. Jejich předností 

je zachovaná přítomnost Fc části molekuly protilátky, která zprostředkovává aktivaci 

imunitního systému, mimo jiné například aktivaci komplementu. Tyto vlastnosti jsou 
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prospěšné při aplikaci intaktních mAbs v cílené radioterapii. Nevýhodu jejich pomalé 

eliminace z organismu, a s tím související vystavení zdravých tkání radiaci (Wu 2014), 

je možné řešit využitím fragmentů protilátek, které si zachovávají afinitu ke specifickým 

cílům, avšak mají menší molekulu. V posledních dekádách byla vyvinuta řada fragmentů, 

které mají rychlejší eliminaci z organismu (Huhalov a Chester 2004). Nižší molekulová 

hmotnost fragmentům rovněž umožňuje dosahovat hlubší a rovnoměrnější penetrace 

do hmoty nádoru (Adams et al. 2001). Na obr. 7 je uveden přehled dosud připravených 

fragmentů protilátek, jejich struktura a základní farmakokinetické parametry. 

 

 

Obr. 7: Fragmenty protilátek.  MW – molekulární hmotnost. (Freise a Wu 2015) 

 

 Výše zmíněné fragmenty protilátek jsou dnes rutinně připravovány pomocí 

enzymatického štěpení, genového inženýrství, případně chemickou cestou. Nejmenší 

přirozeně se vyskytující antigen vázající fragment, nanobody, byl izolován z krve čeledi 

Camelidae (velbloudi a lamy) a skládá se pouze z jedné variabilní domény (Hamers-

Casterman et al. 1993).  

 Ještě menší molekulou specificky se vázající na antigen jsou pak affibody. Ty jsou 

inspirovány sekvencí 58 aminokyselin, která se vyskytuje na proteinu A bakterie 

Staphylococcus aureus a která je schopna vázat imunoglobuliny (Nilsson et al. 1987). Tato 
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tzv. „Z doména“ posloužila jako základ pro přípravu celé řady affibodies, mezi prvními 

například proti HER2 receptoru (Wikman et al. 2004). Tyto látky se v přírodě běžně 

nevyskytují, připravují se synteticky, a proto patří do skupiny tzv. „antibody mimetics“. 

 Nevýhodou malých fragmentů paradoxně může být jejich rychlá eliminace 

z krevního oběhu. Ta je výhodná pro diagnostické účely, pro terapeutické použití však 

představuje komplikaci. Proto je vyvíjena snaha o prodloužení biologického poločasu 

fragmentů protilátek například pomocí PEGylace (Jevševar et al. 2010), konjugací 

s albuminem (Smith et al. 2001) nebo N-glykosylace (Stork et al. 2008). 

 

2.4.5. Protilátky cílené na signální dráhu VEGF  

Ramucirumab  

 Ramucirumab (RAM) je zcela lidská monoklonální protilátka třídy IgG1. Podobně 

jako její myší vývojová obdoba DC101 je cílena na extracelulární doménu VEGFR2 

receptoru (Clarke a Hurwitz 2013). V preklinických testech bylo dokázáno, že se k VEGFR2 

receptoru váže 8-9 x silněji než jeho fyziologický ligand VEGF a inhibuje fyziologickou 

funkci receptoru (Lu et al. 2003, Miao et al. 2006), což vede k inhibici angiogeneze. RAM 

brání vazbě VEGF na VEGFR2 jednak sterickou blokádou, jednak vyvolává konformační 

změny receptoru (Franklin et al. 2011). 

 RAM byl na základě klinického zkoušení schválen pro terapii nádorů žaludku, jícnu, 

nemalobuněčného plicního karcinomu, metastatického kolorektálního karcinomu 

a nejnověji pro léčbu hepatocelulárního karcinomu. Používá se v monoterapii 

nebo v kombinaci s paklitaxelem, docetaxelem nebo FOLFIRI (kombinace irinotecan + 

kys. listová + 5-fluoruracil) (Aprile et al. 2014). 

 Ověření vhodnosti RAM pro radioimunodiagnostické účely je zatím limitováno 

na jednu publikovanou práci. Radioaktivní značení RAM pomocí 64Cu ukázalo u myšího 

modelu s indukovaným modelovým plicním nádorem možnost, že by tato protilátka mohla 

být použita pro PET zobrazení exprese VEGFR2 in vivo (Luo et al. 2016). 

 

Bevacizumab  

 Bevacizumab (BEV) je humanizovaná monoklonální protilátka patřící do třídy IgG1. 

Tato protilátka není cílená proti buněčnému receptoru, ale proti jeho ligandu VEGF, který 

je vychytáván v plasmě a není k dispozici pro vazbu na receptor. Preklinické studie 

na myších modelech lidských nádorů potvrdily, že je tento přístup účinný v inhibici růstu 
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nádorů (Kim et al. 1993). Po nezbytné humanizaci myší protilátky byla spouštěna řada 

klinických studií (Presta et al. 1997), které nakonec vedly ke schválení BEV pro terapii 

kolorektálního karcinomu v roce 2004 (Hurwitz et al. 2004).  

 Dnes je již BEV používán i v dalších indikacích, jako jsou například: nádory ledvin, 

pokročilý nemalobuněčný karcinom, rakovina vaječníků, děložního čípku a glioblastom 

multiforme (pouze americká FDA). 

 BEV byl testován v několika experimentálních studiích jako prostředek pro SPECT 

či PET zobrazení VEGF-pozitivních myších modelových nádorů, jako jsou např. ovariální 

karcinom, melanom či adenokarcinom, značený 99mTc (Kameswaran et al. 2014), 

89Zr (Nagengast et al. 2007) či 111In (Nagengast et al. 2007, Stollman et al. 2008) 

či 86Y (Nayak et al. 2011). 

   

Tanibirumab 

 Monoklonální protilátka známá též pod označením TTAC-0001 je zcela lidská 

protilátka třídy IgG1 cílená na VEGF-vázající doménu VEGFR2 receptoru (Lee et al. 2015). 

Mechanismus účinku této protilátky je tedy shodný s RAM.  

 V preklinických studiích na myších modelech byl prokázán účinek na potlačení 

nádorové angiogeneze (Lee et al. 2015). Tanibirumabu byl nedávno schválen pro druhou 

fázi klinického testování pro léčbu glioblastomu. 

  

Aflibercept 

 Aflibercept je fúzní protein a nemá tedy strukturu monoklonální protilátky. Vznikl 

spojením konstantní Fc části IgG1 a tří domén VEGFR1 receptoru (Holash et al. 2002). 

Funguje jako solubilní receptor se zachovanou afinitou k VEGF-A ligandu, ke kterému 

má afinitu až 1000x vyšší než monoklonální protilátka bevacizumab (Qi et al. 2014). 

Antiangiogenní účinek této látky byl potvrzen v preklinických a klinických studiích (Konner 

a Dupont 2004). 

 V klinické praxi se používá v kombinaci s FOLFIRI pro terapii metastazujícího 

kolorektálního karcinomu a pro terapii makulární degenerace sítnice ve formě intravitreální 

injekce. 
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Ranibizumab 

 Ranibizumab je Fab fragment odvozený od monoklonální protilátky bevacizumab. 

Sdílí s ním mechanismus účinku, kdy je schopen vázat a tím neutralizovat VEGF (Rosenfeld 

et al. 2005). V klinické praxi se používá v oftalmologii pro léčbu makulární degenerace 

sítnice, makulárního edému a všech forem diabetické retinopatie. Podává se ve formě injekce 

přímo do sklivce.  

 

 Schématické znázornění mechanismu účinku RAM, BEV a inhibitoru 

tyrosinkinázové aktivity apatinibu je uveden na obr. 8. 

 

 

Obr. 8: Schématické znázornění mechanismu účinku některých anti-VEGF léčiv. 

Bevacizumab se v plasmě váže na faktor VEGF-A, který je nejúčinnějším aktivátorem 

VEGF receptorů, a neutralizuje ho. Ramucirumab je specificky cílen na VEGFR2, kde 

blokuje navázání přirozených ligandů VEGF na receptor. Tyrosinkinázový inhibitor apatinib 

účinkuje na intracelulární straně receptoru, kde inhibuje fosforylaci signálních proteinů 

a znemožňuje předání informace o navázání ligandu na receptor. (Fontanella et al. 2014)   
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2.4.6. Protilátky cílené na EGF receptor 

Cetuximab 

 Cetuximab je chimérická monoklonální protilátka cílena proti extracelulární doméně 

EGFR receptoru. Podobně jako mnoho dalších terapeutických mAbs patří do třídy IgG1 

(Jonker et al. 2007). Základním mechanismem účinku cetuximabu je zablokování vazby 

růstových faktorů na EGFR. Řada studií navíc prokázala, že cetuximab zprostředkovává 

na protilátce závislou cytotoxickou reakci (Kawaguchi et al. 2007, Kurai et al. 2007), která 

je významnou součástí výsledného efektu. 

 Cetuximab je v klinické praxi používám pro terapii pokročilého kolorektálního 

karcinomu a nádorů v oblasti hlavy a krku (Graham et al. 2004, Cohen et al. 2013). 

 Cetuximab radioaktivně značený vhodnými radionuklidy byl testován ve výzkumu 

zaměřeném na zobrazování EGF-pozitivních nádorů. V dosavadních experimentálních 

studiích byl z hlediska zobrazení pomocí PET zkoumán cetuximab značený 89Zr (Vugts et 

al. 2013) či 64Cu (Song et al. 2016). 

 

Panitumumab 

 Jelikož myší části v chimérických protilátkách mohou vést ke vzniku protilátek proti 

nim, a tím ke snížení účinku, je snaha produkovat zcela lidské monoklonální protilátky. 

Metodou využívající transgenní myši byla připravena lidská monoklonální protilátka 

panitumumab. Tato mAb patří do třídy IgG2 a je specificky cílena na extracelulární doménu 

EGFR, kde blokuje vazbu růstových faktorů na receptor (Saltz et al. 2006). V preklinických 

studiích na myších modelech tato protilátka vykazovala dobrou účinnost (Yang et al. 1999). 

 V roce 2006 pak byl panitumumab schválen FDA pro léčbu kolorektálního 

karcinomu (Giusti et al. 2007).  

 Panitumumab byl v několika studiích podroben preklinickému testování na možné 

radiodiagnostické využití, např. pro kontrolu anti-EGFR terapie (Wei et al. 2014) 

či zobrazení metastazujícího kolorektálního karcinomu (Vugts et al. 2013). 

 

Necitumumab 

 Necitumumab (NEC) je zcela lidská monoklonální protilátka 2. generace, která byla 

cíleně designovaná tak, aby měla co nejvyšší terapeutický index. NEC patří do třídy IgG1, 

s vysokou afinitou se váže k extracelulární doméně EGFR a brání aktivaci receptoru 

přirozenými ligandy. V preklinických studiích vykazoval NEC srovnatelný nebo vyšší efekt 

ve srovnání s cetuximabem (Kuenen et al. 2010). 
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 V roce 2015 byl necitumumab schválen pro léčbu nemalobuněčného plicního 

karcinomu (Fala 2016).     
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2.5. Radionuklidy používané pro značení biomolekul v nukleární 

medicíně 

 Nukleární medicína je lékařské odvětví, které k diagnostice a terapii onemocnění 

využívá radioaktivní látky (tzv. radiofarmaka), které jsou vpraveny do těla pacienta 

nejčastěji injekčně, ale i perorálně nebo inhalačně. Za počátek éry nukleární medicíny 

považujeme rok 1946, kdy byl jód-131 poprvé použit k léčbě hyperthyroidismu. Opravdový 

rozmach ale začal až na přelomu 60. a 70. let 20. století, kdy byl zkonstruován 99Mo/99mTc 

generátor a do klinické praxe bylo zavedeno technecium-99m (Richards et al. 1982). 

Technecium se pro své výhodné vlastnosti a snadnou přípravu v době potřeby stalo 

nejpoužívanějším radionuklidem v nukleární medicíně. V roce 2015 stále 85% procedur 

v nukleární medicíně využívalo technecium-99m (Nairne et al. 2015). 

 Nukleární medicína je dnes běžně využívána v diagnostice a terapii onemocnění 

kardiovaskulárního systému, plic, ledvin, štítné žlázy, kostí a pohybového aparátu, 

nervového systému a zažívacího traktu. Významnou roli hraje i v onkologii, neboť umožňuje 

dopravení radionuklidů do bezprostřední blízkosti nádorů. To umožňuje v kombinaci 

se SPECT (single photon emission computed tomography) a PET (positron emission 

tomography) kamerami přesnou lokalizaci nádorů, případně jejich cílenou radioterapii. 

 Důležitými parametry při výběru vhodného radionuklidu jsou jeho fyzikální poločas, 

který by měl odpovídat biologickému poločasu radiofarmaka (Reilly 2010), a lineární přenos 

energie (LET, z anglického linear energy transfer). LET je definován jako množství energie 

předané do prostředí za jednotku dráhy, kterou ionizující záření urazí (keV/µm). Způsobené 

biologické poškození je přímo úměrné tomuto parametru použité radiace (Theobald a 

Sampson 2011). Rovněž je nutno vzít v potaz účel radiofarmaka. Pro diagnostické účely se 

využívají β+ a γ zářiče, pro terapeutické účely se používají α a β- zářiče. Zvláštní skupinu 

tvoří smíšené zářiče, které jsou využívány v tzv. teranostice, která kombinuje zobrazení 

a terapii nádoru v jednom kroku (např. 177Lu, 131I, 68Ga). 

 

2.5.1. Typy radionuklidů dle přeměny jádra 

 Během radioaktivních přeměn dochází k emisi energie z nestabilního jádra v podobě 

radiace, ať už v částicové formě nebo ve formě elektromagnetického záření. Částicová 

radiace nese energii ve formě kinetické energie částice (α a β částice), elektromagnetická 

radiace přenáší energii ve formě oscilací elektromagnetického pole (γ a rentgenové záření) 

(Theobald a Sampson 2011).  
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Přeměna alfa 

 Přeměnou alfa prochází prvky s vysokým protonovým číslem (Z>80) a nestabilním 

jádrem. Během přeměny dochází k emisi α-částice, což je v podstatě jádro helia (4He) 

obsahující dva protony a dva neutrony a je kladně nabité (2+). Vazebná energie přítomných 

nukleonů je dostatečně vysoká na to, aby se α-částice chovala jako jednolitá částice. 

Vzhledem k náboji a vyšší hmotnosti vykazuje ve srovnání s ostatními druhy radiace vyšší 

LET. Díky tomu alfa částice výrazně ionizují prostředí, ale zároveň je jejich dolet v tkáních 

poměrně malý. 

 Dceřiný prvek vzniklý přeměnou alfa muže být i nadále nestabilní a procházet 

následnými přeměnami s opětovnou emisí radiace. Příkladem prvků podstupujících alfa 

přeměnu jsou 235U, 210Po, 225Ac nebo 211At (Theobald a Sampson 2011). 

 

Přeměna β-    

 Pokud je v jádru nestabilního prvku přítomen nadbytek neutronů, pak nastává 

přeměna beta-, což je změna spojená s přechodem do stabilnějšího stavu přeměnou neutronu 

na proton. Aby došlo k zachování náboje, dochází k emisi β- částice (vysokoenergetický 

elektron) a část energie odnáší antineutrino. Vzhledem k tomu, že náboj i hmotnost β- částice 

je ve srovnání s α částicí výrazně nižší, má β- částice výrazně nižší LET a díky tomu urazí 

ve tkáních delší vzdálenost, než dojde k jejímu zániku.  

 Příkladem prvků s β- přeměnou jsou 99Mo, 90Y nebo 177Lu (Theobald a Sampson 

2011). 

 

Přeměna β+    

 Tato přeměna probíhá podle opačného scénáře než přeměna β-. Nestabilní prvek 

má nadbytek protonů, a stabilizuje se přeměnou protonu na neutron. Zachování náboje 

je dosaženo emisí β+ částice (positron) a část energie odchází v podobě neutrina.  

 Positron je antičástice a k jeho zániku dochází krátce po jeho vzniku. Jakmile 

se ve tkáni setká s elektronem, dochází k jejich anihilaci. Obě částice zanikají, místo nich 

vznikají dva fotony γ-záření o energii 511 keV, které jsou emitovány do protilehlých směrů. 

Tohoto efektu využívá PET k přesnému zobrazení lokalizace nádoru. 

 Nejpoužívanějším β+ zářičem je fluor-18 (Theobald a Sampson 2011).  
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 Jádra dceřiných prvků vzniklých alfa nebo beta přeměnou se mohou vyskytovat 

v energeticky excitovaném stavu. Nadbytečné energie se zbavují okamžitou emisí jednoho 

nebo více γ fotonů a přechází do stabilnějšího stavu o nižší energii jádra (Theobald a 

Sampson 2011). Gama paprsky mají vysokou pronikavost tkáněmi, a proto se nuklidy 

emitující tento typ záření s výhodou používají v radiodiagnostice (Lázníček a Komárek 

1999). 

 

Elektronový záchyt 

 Pokud nestabilní jádro s vysokým počtem protonů nemá dostatečnou energii, 

aby mohlo projít β+ přeměnou, stabilizuje se pomocí tzv. elektronového záchytu. Během této 

přeměny dochází k pohlcení vlastního elektronu z nejbližší vrstvy elektronového obalu 

jádra. Tento elektron je v jádře sloučen s protonem za vzniku neutronu. Prázdné místo 

v elektronovém obalu je následně zaplněno přeskokem elektronů z vyšších vrstev obalu, kdy 

rozdíl energie elektronů a obsazovaných míst v orbitalech je emitován ve formě 

rentgenového záření nebo Augerových elektronů.  

 V případě, že se jádro vzniklého dceřiného prvku nachází v energeticky excitovaném 

stavu, stabilizuje se současnou emisí γ paprsků. Příkladem prvků postupujících tuto přeměnu 

a využívaných s nukleární medicíně jsou 51Cr, 67Ga, 111In nebo 123I (Theobald a Sampson 

2011). 

 

Izomerní přechod 

  K tomuto typu přeměny dochází ve chvíli, kdy se jádro dceřiného nuklidu nachází 

v energeticky obohaceném stavu a nadbytečné energie se zbavuje ve formě γ paprsků. 

Nuklidy procházející izomerním přechodem (IP) se však nadbytečné energie nezbavují 

okamžitě, ale nacházejí se v excitovaném stavu po měřitelnou dobu. Tento déletrvající stav 

o zvýšené energii se označuje jako „metastabilní stav“. 

 Tento typ přeměny je pro nukleární medicínu extrémně výhodný, neboť emisi 

γ paprsků nedoprovází žádný jiný typ záření a celková dávka záření, kterou pacient obdrží, 

může být relativně nízká. Není proto s podivem, že nejpoužívanější radionuklid 

technecium-99m procházející právě touto přeměnou se těší značné oblibě 

v radiodiagnostickém vyšetření (Theobald a Sampson 2011).  
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Vnitřní konverze 

 Ve zvláštních případech může být energie γ paprsků předána elektronům 

v elektronovém obalu atomu. Pokud je dodaná energie vyšší, než je vazební energie 

elektronu, dochází k jeho vytržení z orbitalu. Takto vzniklý konverzní elektron není totožný 

s elektrony vzniklými při β- přeměně. Liší se původem (nepochází z jádra) a energií. 

Neobsazené místo v elektronovém obalu je stejně jako u elektronového záchytu zaplněno 

elektrony z vyšších energetických hladin a nadbytečná energie je vyzářena ve formě 

Roentgenova záření nebo Augerových elektronů.  

  Tento jev je u nuklidů využívaných k diagnostickým účelům nežádoucí. U nuklidů 

s vysokým koeficientem vnitřní konverze dochází k nahrazení velké části γ záření emisí 

elektronů, které zbytečně zvyšují dávku radiace, kterou pacient obdrží, aniž by poskytly 

jakoukoliv diagnostickou informaci (Theobald a Sampson 2011). 

 

2.5.2. Přehled radionuklidů pro diagnostické značení biomolekul 

 V tab. 4 jsou uvedeny radionuklidy vhodné pro značení monoklonálních protilátek 

a jejich fragmentů pro diagnostické použití.  
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Tab. 4: Radionuklidy vhodné pro diagnostické použití 

 

Radionuklid Způsob detekce Poločas 

99mTc SPECT 6.0 h 

111In SPECT 2.8 dnů 

67Ga SPECT 3.3 dnů 

123I* SPECT 13.2 h 

131I* SPECT 8.0 dnů 

177Lu* SPECT 6.6 dnů 

68Ga PET 67.7 min 

64Cu* PET 12.7 h 

86Y PET 14.7 h 

89Zr PET 3.3 dnů 

124I PET 4.2 dnů 

76Br PET 16.2 h 

18F PET 110 min 

94mTc PET 52 min 

110mIn PET 69 min 

 SPECT = single photon emission computed tomography, PET = positron emission 

tomography, * = teranostický radionuklid. (Reilly 2010, Moek et al. 2017) 

 

 Radionuklidy s delším fyzikálním poločasem (131I, 124I, 89Zr apod.) jsou vhodné 

pro značení intaktních protilátek, nuklidy se středně dlouhým poločasem (123I, 64Cu, 99mTc) 

jsou vhodné pro větší fragmenty (např. Fab), nuklidy s krátkým poločasem (68Ga, 18F) 

jsou poté rezervovány pro značení malých fragmentů mAbs a peptidů s rychlou distribucí 

v těle. V praxi se mohou používat s radionuklidy s extrémně krátkým poločasem v řádu 

jednotek min (15O, 13N, 11C; nejsou uvedeny v tab. 4). Ty ale nejsou vhodné pro značení 

peptidů, mAb a jejich fragmentů (Reilly 2010). 

 

2.5.3. Přehled radionuklidů využitelných pro terapeutické značení biomolekul 

 V tab. 5 je uveden přehled radionuklidů, které mohou být použity pro značení 

biologických molekul za účelem terapie onkologických onemocnění. 
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Tab. 5: Radionuklidy vhodné pro terapeutické použití 

 

Radionuklid Terapeutická částice Poločas 

125I Augerovy elektrony 59.4 dnů 

123I* Augerovy elektrony 13.2 h 

131I* Augerovy elektrony 8.0 dnů 

211At α částice 7.2 h 

186Re β- částice 3.7 dnů 

188Re β- částice 3.7 dnů 

90Y β- částice 2.7 dnů 

67Ga Augerovy elektrony 3.3 dnů 

64Cu* β- částice 12.7 h 

67Cu β- částice 2.6 dnů 

177Lu* β- částice 6.6 dnů 

213Bi α částice 46 min 

212Bi α částice 60.6 min 

225Ac α částice 10 dnů 

223Ra α částice 11.4 dnů 

153Sm β- částice 46.5 h 

* = teranostický radionuklid (Reilly 2010, Yeong et al. 2014) 

 

 Kromě rozdílných fyzikálních poločasů, které musí být opět zvýhodněny při výběrů 

kombinace biomolekula/radionuklid, se jednotlivé zářiče liší i dosahem radioaktivního 

záření ve tkáních.  

 α částice, jak již bylo zmíněno, mají ze všech typů záření nejvyšší hodnotu LET 

(100keV/µm) a ve tkáních cestují do vzdálenosti 50-100 µm (cca 5-10 x poloměr buňky). 

Proto se tyto zářiče hodí na eradikaci malých shluků nádorových buněk a mikrometastáz 

(Reilly 2010). 

 β- částice jsou vysokoenergetické elektrony, které doputují 2-12 mm od zdroje záření 

(200-1200 x poloměr buňky) a největší část své energie předají buňkám na konci své dráhy. 

Průměrný LET β- částic je přibližně 0.2-0.3 keV/µm. Vzhledem k dosahu záření ve tkáních 

jsou β- zářiče vhodné pro likvidaci větších nádorů (2-10 mm v průměru). Velký dosah záření 

ovšem způsobuje i tzv. „cross-fire efekt“, kdy dochází k ozáření a zničení necílových 
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zdravých buněk v dosahu radiofarmaka. Tento efekt stojí za jedním z nežádoucích účinků 

radioimmunoterapie – dávku limitující toxicitou vůči hematopoetickým buňkám v kostní 

dřeni (Reilly 2005, Reilly 2010). 

 Augerovy elektrony mají na rozdíl od β- částic velmi malou energii (<30keV) 

a z tohoto důvodu jsou schopny ve tkáních urazit velmi krátké vzdálenosti v řádu nanometrů 

(méně než je poloměr buňky). Ačkoliv je hodnota jejich LET obdobná jako u α částic, 

pro dosažení cytotoxického účinku musí být radiofarmaka označená emitory Augerových 

elektronů internalizována do buňky a ideálně transportována do jádra. Tuto cestu často 

podstupují například biomolekuly cílené proti EGFR nebo somatostatinovému receptoru. 

Výhodou krátkého dosahu Augerových elektronů je absence toxicity způsobené „cross-fire 

efektem“ (Reilly 2010). 

 

2.5.4. Radionuklidy použité v experimentální práci 

Jód-131 

 Tento izotop jódu patří mezi nejstarší a nejlépe prozkoumané radionuklidy používané 

v nukleární medicíně. Jód-131 je smíšený β- a γ zářič, ale jelikož γ záření představuje pouze 

asi 10 % celkové emitované radiace, nepoužívá se jód-131 v čistě diagnostických indikacích. 

Poločas jódu-131 je 8 dní, jeho β- záření má průměrnou energii 190 keV s maximem 

na 606 keV. Maximální dosah v tkáních je 2,3 mm. 

 Při použití ve formě NaI dochází k inkorporování jódu-131 do metabolické cesty 

jódu pomocí Na/I kotransportéru. NaI se využívá pro terapii hypertyreózy, rakoviny štítné 

žlázy a případných metastáz, které exprimují Na/I transportér. Jód-131 je vhodný 

pro značení protilátek a peptidů, je oblíbený vzhledem ke své nízké ceně a dobře 

prostudovanému chemismu. V klinické praxi se používá jódem-131 značená monoklonální 

protilátka tositumomab (Bexxar) pro terapii non-Hodkinova lymfomu, 

meta-[131I]iodobenzylguanidin pro léčbu neuroendokrinních nádorů a  [131I]lipiodol 

pro léčbu hepatocelulárního karcinomu a jaterních metastáz (Theobald a Sampson 2011). 

 

Technecium-99m 

 V několika posledních dekádách hrál radionuklid technecium-99m zásadní roli 

ve vývoji v oboru nukleární medicíny. Především proto, že má téměř ideální vlastnosti 

pro použití jako diagnostický radionuklid. Technecium-99m emituje téměř 

monochromatické γ záření o energii 140 keV, které je vhodné pro zobrazování pomocí 
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konvenčních gama kamer s NaI(Tl) detektorem. Poločas 6,06 h navíc umožňuje snadnou 

přípravu radiofarmaka, zároveň ale omezuje nežádoucí vystavení pacienta radiaci (Theobald 

a Sampson 2011).        

 Díky svým vynikajícím vlastnostem a snadné dostupnosti z 99Mo/99mTc generátorů 

přímo na odděleních nukleární medicíny je technecium-99m nejpoužívanější diagnostický 

radionuklid. Až 85 % všech diagnosticky aplikovaných radiofarmak obsahuje tento 

radionuklid (Nairne et al. 2015). Vzhledem ke svému krátkému poločasu se ale nehodí 

pro značení intaktních protilátek pro in vivo aplikaci. 

 

Galium-67 

 Z radionuklidů galia se v nukleární medicíně uplatňují tři izotopy: 66Ga, 67Ga a 68Ga. 

Historicky největší uplatnění má galium-67, které je čistý γ zářič s poločasem 78,3 h. 

 Nejčastěji se používá ve formě [67Ga]galium citrátu. Po podání pacientovi dochází 

k transchelataci galia na plasmatický transferin. Ve tkáních, které exprimují laktoferrin, 

dochází opět k transchelataci galia, protože laktoferrin má oproti transferinu 90x vyšší 

afinitu k vazbě galia. Zvýšená koncentrace laktoferrinu je přítomna i v místě zánětu. 

Zde sekretovaný laktoferrin je absorbován aktivními makrofágy a galium-67 

je intracelulárně akumulováno ve formě ferritinu.  [67Ga]galium citrát se používá 

pro zobrazení infekcí, autoimunitních zánětů a některých druhů nádorů měkké tkáně. 

Mechanismus akumulace galia-67 v nádorech však není zcela vysvětlen. Některé nádory 

exprimují receptory pro transferrin, ale k akumulaci galia dochází i u některých typů nádorů, 

které tento receptor nemají. 

 Nevýhodou galia-67 je široké spektrum energií γ fotonů, které vyzařuje. Množství 

γ fotonů vhodných pro zobrazování pomocí detektoru s fixní geometrií je relativně nízké. 

Pro získání srovnatelných výsledků je ve srovnání s indiem-11 zapotřebí použít 3x větší 

množství galia-67 (Theobald a Sampson 2011). 

 

Zirkonium-89 

 Výzkum v oblasti PET zobrazování se dlouhou dobu zaměřoval na radiofarmaka 

nesoucí pozitronové zářiče s krátkým poločasem: uhlík-11, dusík-13, kyslík-15 a fluor-18. 

Pro značení léčivých látek s pomalou distribucí a eliminací (např. protilátky a další proteiny) 

bylo zapotřebí najít pozitronový zářič s delším poločasem (Holland et al. 2010). 

 Jedním z možných kandidátů je zirkonium-89. Jeho poločas 78 h je pro značení 

protilátek dostatečný. Nevýhodou je, podobně jako u dalších pozitronových zářičů 
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s dlouhým poločasem, že emise pozitronů představuje pouze část (23 %) z celkové radiace 

radionuklidu. Zbytek tvoří v případě zirkonia-89 γ záření o vysoké energii vzniklé konverzí 

elektronů (Theobald a Sampson 2011). 

  V oblasti zirkoniem-89 značených léčivých látek probíhá intenzivní výzkum. Jedna 

ze studií se zabývala klinicky používaným preparátem Zevalin, což je yttriem-90 značená 

monoklonální protilátka ibritumomab tiuxetan. Při označení této protilátky zirkoniem-89 

byla biodistribuce téměř identická ve srovnání s protilátkou značenou yttriem-90 (Perk et al. 

2006). 89Zr-ibritumomab by tedy mohl být použit pro predikci a kvantifikaci biodistribuce 

Zevalinu před vlastní aplikací léčebné dávky pacientovi.  
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2.6. Metody značení monoklonálních protilátek radionuklidy 

  Cílem radioaktivního značení je zabudovat atom radionuklidu do struktury 

monoklonální protilátky. Tato vazba by měla být dostatečně stabilní, aby v těle pacienta 

nedocházelo k nadměrnému uvolňování radionuklidu z mAb a ozařování necílových tkání 

volným radionuklidem. Jednotlivé reakce, používané pro značení mAb, by měly být 

jednoduché a rychlé na provedení, měly by poskytovat vysoký výtěžek a stabilitu produktu. 

 Metody značení mAb můžeme rozdělit do několika skupin: 

a) přímé metody značení 

b) nepřímé metody značení 

c) „site-specific“ metody 

 

2.6.1. Přímé metody značení 

 Společným jmenovatelem přímých metod značení je připojení radionuklidu 

ke strukturám, které již jsou součástí molekuly protilátky. K přímým metodám značení patří 

halogenace a přímé značení pomocí technecia. 

 

2.6.1.1. Halogenace 

 Drtivou většinou všech halogenací v praxi jsou jodace. V průběhu jodace 

je do molekuly mAb zaveden jeden nebo více atomů radioaktivního jódu. Tato reakce 

nejčastěji probíhá jako elektrofilní substituce kationu I+ za kation H+. Jód se v roztoku 

vyskytuje ve své nejstabilnější formě I-, proto je nejprve nezbytné převést ho na reaktivní I+ 

formu pomocí vhodného oxidačního činidla. 

• Jodogenová metoda 

 Tato metoda byla poprvé popsána v roce 1978 (Fraker a Speck Jr 1978) a využívá 

jako oxidační činidlo molekulu jodogenu (1,3,4,6-tetrachloro-3α,6α-difenylglykouril). Toto 

oxidační činidlo je ve vodě nerozpustné. V prvním kroku reakce se rozpouští v organickém 

rozpouštědle (DMSO, chloroform, methylenchlorid), které se následně v reakční zkumavce 

odpaří. Jodogen tak vytvoří povlak na stěně nádoby, ve které následně probíhá jodace 

na histidinech a tyrosinech v molekule mAb. Reakce probíhá velmi rychle v rozmezí 

30 s až 30 min. (Hermanson a Giese 1996). Schéma jodogenové reakce uvádí obr. 9. 
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Obr. 9: Schéma jodogenové reakce (Hermanson a Giese 1996) 

 

• Metoda s chloraminem T 

 Chloramin T se od svého objevu v roce 1963 (Greenwood et al. 1963) stal velmi 

oblíbeným oxidačním činidlem pro jodace. Je ve vodě rozpustný a umožňuje dosahovat 

vyšších výtěžků než při použití jodogenu. Chloramin T je rychle reagující, silné oxidační 

činidlo a může způsobovat oxidativní poškození protilátky nebo nadměrnou jodaci (Lee a 

Griffiths 1984). Proto se v reakci používá co nejmenší možné množství chloraminu T 

a reakce se v řádu desítek vteřin ukončuje přidáním redukčního činidla, nejčastěji 

disiřičitanem sodným (Hermanson a Giese 1996). Schéma značení radioaktivním jódem 

pomocí chloraminu T je uvedeno na obr. 10. 
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Obr. 10: Schéma jodace pomocí chloraminu T (Darius a Richardson 2011)  

 

 Výše zmíněné přímé metody připojují jód na aminokyseliny histidin a tyrosin. Pokud 

jsou tyto aminokyseliny nezbytné pro správnou funkci protilátky, jejich substitucí může dojít 

k poškození nebo ztrátě funkce mAb. V takovém případě je možno provést nepřímou jodaci. 

Ta probíhá ve dvou krocích, kdy je nejprve najodována malá molekula (např. Bolton-

Hunterovo činidlo), která je ve druhém kroku konjugační reakcí připojena k monoklonální 

protilátce (Hermanson a Giese 1996). Tento způsob značení se tedy řadí mezi nepřímé 

metody. 

 

2.6.1.2. Přímé značení pomocí technecia 

 Monoklonální protilátky mohou být označeny radiokovem technetium-99m 

jednoduchou přímou metodou. V prvním kroku dochází k redukci části (<5 %) intra- nebo 

inter-řetězcových disulfidických můstků přítomných v mAb působením slabého redukčního 

činidla (2-merkaptoethanol) (Reilly 1993). V následujícím kroku pak dochází 

k transchelataci 99mTc z komplexu 99mTc-glukoheptonát (99mTc-GHA) nebo 99mTc-methylen 

difosfonátu (99mTc-MDP) na molekulu mAb (Schwarz 1987). 99mTc-GHA a 99mTc-MDP jsou 

připravovány pomocí komerčně dostupných kitů. Schéma reakce je uvedeno na obr. 11. 
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Obr. 11: Schéma přímého značení mAb techneciem (Reilly 2010) 

 

2.6.2. Nepřímé metody značení 

 Širokou skupinu v klinické praxi používaných radionuklidů tvoří radiokovy. 

Pro jejich úspěšné připojení k mAb je nejprve zapotřebí inkorporovat do molekuly mAb 

prostředníka – chelátor. Ten na jedné straně obsahuje reaktivní funkční skupinu, kterou 

se kovalentně naváže na mAb, a na druhé straně chelatující funkční skupinu, která je schopna 

vázat radiokov do pevné koordinační vazby (Price a Orvig 2014). Obecné schematické 

znázornění takovéhoto konstruktu je na obr. 12. 

 

 

Obr. 12: Schéma struktury značené monoklonální protilátky (Zeglis a Lewis 2011) 

 

 Pro značení radioaktivními kovy se používá řada chelatujících činidel, neboť 

univerzální chelátor není k dispozici. Při výběru chelátoru pro mAb je potřeba přihlédnout 

ke koordinačnímu chemismu daného kovu tak, aby s chelátorem vytvořil stabilní komplex 

(Price a Orvig 2014).  
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 Na obr. 13 jsou shrnuty nejpoužívanější metody připojení chelátoru k mAb. 

 

 

Obr. 13: Možnosti připojení chelátoru k protilátce. (A) Vznik peptidové vazby reakcí 

primární aminoskupiny mAb s karboxylovou skupinou aktivovanou sukcinimidyl esterem, 

sulfosukcinimidyl estrem, tetrafluorfenolem nebo za účasti peptide-coupling reagencií 

(HATU, EDC, HOBT). (B) Thioetherová vazba vzniklá reakcí maleimidu s thiolem. 

(C) Thiomočovinová vazba vzniklá reakcí isothiokyanátu s primární amino skupinou. 

(Zeglis a Lewis 2011) 

 

 Z obr. 13 je patrné, že se chelátory nejčastěji vážou na primární aminoskupiny. 

Ty jsou v molekule mAb nejčastěji přítomny na aminokyselině lysin a na N-konci protilátky. 
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Aby mohlo ke konjugaci dojít, nesmí být aminoskupina ionizována. Proto se konjugační 

reakce nejčastěji provádějí v pufrech o bazickém pH (8.5–9.0). Naproti tomu 

pro komplexaci kovu chelatačním činidlem se volí kyselé pH, které brání vzniku 

nerozpustného koloidu kovu (Cooper et al. 2006). 

 Dle struktury můžeme chelátory rozdělit do dvou skupin: 

a) acyklické chelátory s lineární molekulou 

b) makrocyklické chelátory s molekulou tvořící kruh 

 Oba strukturní typy chelátorů se hojně využívají. Běžnou vlastností acyklických 

chelátorů je jejich schopnost velice rychle (do 15 min) vytvářet komplex s kovy i při teplotě 

místnosti. Naproti tomu makrocyklické chelátory často vyžadují zahřívání reakce (60-95 °C) 

a delší reakční čas (až 90 min) (Price a Orvig 2014).  

 

DTPA (diethylentriaminpentaoctová kyselina) 

 Jedná se o jeden z nejdéle známých chelátorů používaných v radiofarmacii. Tento 

acyklický chelátor může být použit pro značení mAb například indiem, luteciem, yttriem 

nebo bismutem. Dnes je více využíván jeho derivát CHX-A´´-DTPA 

(cyclohexyldiethylentriaminpentaoctová kyselina), který poskytuje stabilnější komplexy 

(Price a Orvig 2014). 

 

HYNIC (6-hydrazinonikotinová kyselina) 

 Tento acyklický chelátor se používá pro nepřímé značení biomolekul pomocí 

technecia-99m. Jeho nevýhodou je, že je schopen poskytnout maximálně dvě místa 

do koordinační vazby. Pro vytvoření stabilního komplexu se proto musí do reakční směsi 

přidávat tzv. koligand, nejčastěji tricin nebo ethylendiamindioctová kyselina (Abrams et al. 

1990, Liu et al. 1998) 

 

DFO (deferoxamin) 

 Tento acyklický chelátor je původem bakteriální siderofor, který je nativně schopen 

vázat železité ionty. Používá se pro chelataci galia a zirkonia. DFO je v současné době jediný 

vhodný chelátor pro komplexaci a in vivo použití Zr4+ iontů (Price a Orvig 2014). 

 

 

 



Teoretická část 

 

 

57 

 

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

 DOTA a její substituované deriváty patří mezi nejvýznamnější makrocyklické 

chelátory. DOTA platí za zlatý standard pro chelataci řady radiokovů, mezi které patří 

například indium, lutecium, yttrium, aktinium nebo skandium (Price a Orvig 2014). 

 

NOTA (1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctová kyselina) 

 Tento makrocyklický chelátor platí za jeden z nejstarších a nejúčinnějších chelátorů 

pro komplexaci galia a mědi. Galium-68 je v posledních letech jedním 

z nejpublikovanějších radionuklidů. Jeho výhodné radiologické vlastnosti, získávání 

z generátoru a rychlé vytváření stabilních komplexů (teplota místnosti, 30-60 min) s NOTA 

vedly k soustředění zájmu vědecké veřejnosti na tento nuklid (Price a Orvig 2014). 

 

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

 PCTA byla původně syntetizována jako kontrastní látka pro magnetickou rezonanci 

(Kim et al. 1995). Později byla znovuobjevena jako makrocyklický chelátor mědi a galia. 

Komplexuje galium velmi rychle (teplota místnosti, 5-10 min) se stabilitou srovnatelnou 

s NOTA. Navíc jsou komplexy uvedených radiokovů s PCTA ve srovnání s komplexy 

s NOTA méně zadržovány v ledvinách (Ferreira et al. 2010).  

 

 Struktury popisovaných chelátorů jsou zobrazeny na obr. 14. 
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Obr. 14: Struktury vybraných chelátorů. a) p-SCN-Bn-CHX-A´´-DTPA, 

b) NHS-HYNIC, c) p-SCN-Bn-DFO, d) p-SCN-Bn-DOTA, e) p-SCN-Bn-NOTA, 

f) p-SCN-Bn-PCTA 

 

2.6.3. „Site-specific“ značení 

 Tento způsob značení protilátek představuje relativně nový vývojový směr. Jedná 

se o variace na nepřímé metody značení, které se snaží odstranit jednu jejich zásadní 

nevýhodu. Všechny doposud zmíněné postupy značení produkují směs náhodně 

substituovaných protilátek. Reaktivní skupina chelátorů vyhledává v molekule protilátky 

vazebná místa (H2N- nebo HS-), kterých je ale obvykle větší množství. Jelikož reakce není 

nijak řízena, vzniká směs protilátek s různými počty chelátorů na různých místech molekuly. 

V případě, že se naváží do vazebného místa pro antigen, může dojít ke ztrátě funkce 

protilátky.  

 „Site-specific“ konjugační reakce vytváří homogennější, lépe definovaný produkt. 

Existuje řada dat z preklinických studií, které ukazují, že in vivo vlastnosti specificky 

konjugovaných protilátek jsou ve srovnání s náhodně konjugovanými protějšky výhodnější 

(Agarwal a Bertozzi 2015). 

 

 „Site-specific“ metody využívají dvou přístupů (Adumeau et al. 2016): 

a) najít a využít vhodné skupiny, které jsou v molekule protilátky již přítomny 

b) uměle přidat do molekuly protilátky vhodné skupiny 
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Následuje stručný přehled vybraných „site-specific“ metod. 

• Selektivní redukce disulfidických můstků  

 Nízké koncentrace redukčních činidel DTT (dithiotreitol) a TCEP 

(tris(2-karboxyethyl)fosfin) preferenčně redukují disulfidické můstky spojující lehký a těžký 

řetězec protilátky (Sun et al. 2005). 

 

• Umělá inkorporace nepárového cysteinu do mAb 

 Uměle přidaný cystein na vhodné místo v mAb obsahuje volné -SH skupiny, které 

mohou být využit pro konjugaci chelátoru. Riziko představuje tvorba dimerů, která se řeší 

redukčním krokem před vlastní konjugací, nebo tvorba nových intramolekulárních 

disulfidických můstků, které mohou poškodit funkci protilátky (Tinianow et al. 2010, 

Adumeau et al. 2016). 

 

• Konjugační reakce na molekulách sacharidů 

 Protilátky jsou v Fc částech těžkého řetězce glykosylovány. Přítomné sacharidy 

mohou být s výhodou použity pro „site-specific“ konjugace, neboť chemie cukrů je odlišná 

od chemie aminokyselin a tyto sacharidy jsou v bezpečně vzdálenosti od domény vázající 

antigen (Adumeau et al. 2016).  

 Sacharidy mohou být modifikovány buďto oxidací NaIO4 za vzniku reaktivní 

aldehydické funkční skupiny (Lu et al. 2014) nebo enzymatickou cestou (Cook et al. 2016). 

 

• Využití transglutaminázy 

 Po odštěpení sacharidů z těžkého řetězce je obnažen glutamin s volnou acylovou 

funkční skupinou. Tato skupina je využita pro vznik peptidové s primární aminoskupinou 

chelátoru katalyzovanou enzymem transglutaminázou (Jeger et al. 2010). 
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• Využití sortázy 

 Sortáza je specifická transpeptidáza, která štěpí sekvenci aminokyselin LPXTG 

(X=D, E, A, N, Q nebo K) a následně katalyzuje vznik peptidové vazby mezi štěpeným 

místem a glycinem chelátoru (Paterson et al. 2014). 

• Vložení nekanonických nebo nepřirozených aminokyselin 

 Tato metoda vychází z genového inženýrství, kdy jsou do genetického kódu pro mAb 

vloženy triplikáty kódující nepřirozené aminokyseliny (selenocystein, pyrrolysin, 

p-azido-L-fenylalanin). Ke konjugaci jsou následně využity jejich funkční skupiny. Tato 

metoda prozatím nebyla využita v nukleární medicíně, ale byla úspěšně použita pro syntézu 

konjugátů protilátka-léčivo (Adumeau et al. 2016). 
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3. Cíl práce 

 Základním cílem této dizertační práce bylo studovat vybrané radioaktivně značené 

monoklonální protilátky z hlediska vztahu mezi způsobem přípravy a jejich biologickými 

vlastnostmi důležitými pro zobrazování jejich cílových struktur. S tímto cílem bylo úkolem 

práce následující:  

• S využitím automatizované real-time analýzy interakce receptor-protilátka posoudit 

vliv metody přípravy jódem značené cílené protilátky cetuximabu na na její afinitu 

k cílovému receptoru a stanovit vliv metody přípravy na stabilitu vazebnosti. 

Zároveň bylo úkolem ověřit možnost aplikace CTK techniky (Concetration Through 

Kinetics) při studiu interakcí značených protilátek s cílovými buněčnými receptory. 

• Optimalizovat metodu radioaktivního značení anti-VEGFR2 monoklonální 

protilátky ramucirumab pomocí vybraných radionuklidů, včetně ověření 

radiochemické čistoty a stability. 

• Analýzovat vliv podmínek během značení na její schopnost vázat se na cílový 

receptor in vitro a zkoumat kinetika této interakce. 

• Stanovit biodistribuční parametry připraveného radiopreparátu ramucirumabu 

s využitím zvířecího modelu s indukovaným nádorem exprimujícím cílový receptor. 

  



Experimentální část 

 

 

62 

 

4. Experimentální část 

4.1. Materiál 

4.1.1. Přístroje a další vybavení 

 Práce s buněčnými liniemi probíhala v laminárním boxu TopSafe 1.8 (Bioair 

Instruments, Miláno, Itálie) a buňky byly inkubovány v inkubátoru s vlhčenou atmosférou 

obsahující 5 % CO2 temperovaném na 37°C. Pro nahřívání kultivačních médií byla použita 

vodní lázeň Julabo TW12 (Seelbych, Německo). Pro vizuální kontrolu buněk sloužil 

inverzní mikroskop OPTIKA XDS-1R (OPTIKA Microscopes, Ponteranica, Itálie). Během 

buněčných kultivací byly dále použity: kultivační láhve 75 a 25 cm2 (TPP, Transadingen, 

Švýcarsko), 24jamkové destičky (TPP, Transadingen, Švýcarsko), Petriho misky 10cm2 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), falkonky 15 a 25 ml (TPP, Transadingen, 

Švýcarsko), jednorázové sterilní plastové pipety 5, 10 a 25 ml (TPP, Transadingen, 

Švýcarsko) a pipetovací nástavec Pipettor Turbo-Fix (TPP, Transadingen, Švýcarsko).  

 Během experimentální práce byly dále používány: automatické pipety Eppendorf 

0,1-2,5 µl; 0,5-10 µl; 2-20 µl; 10-100 µl; 100-1000 µl a 1-5 ml (Hamburg, Německo) 

s odpovídajícími špičkami Eppendorf; dále mikrozkumavky Protein LoBind 0,5, 2 a 5 ml 

(Eppendorf, Hamburg, Německo), předvážky Kern PLB 200-3 (Balinger, Německo) 

a analytické váhy BOECO (Hamburg, Německo), magnetické míchadlo se zahříváním IKA 

RCT (Staufen, Německo), pH metr CyberScan (Eutech Instruments, Singapur), centrifuga 

BOECO U-32R (Hamburg, Německo), třepačka Edmund Bühler KS-15 (Bodelshausen, 

Německo), třepací inkubátor (Major Science, Saratoga, USA), nesterilní inkubátor Sanyo 

MIR-153 (Ósaka, Japonsko), ultrazvuková lázeň Ecoson (Nové Město nad Váhom, 

Slovensko), Vortex V-1 (Biosan, Riga, Litva) a suchá lázeň (Major Science, Saratoga, USA). 

Pro metodu Western blot byl použit Mini-PROTEAN Tetra system (Bio-Rad, Hercules, 

USA). 

 Pro čištění vzorků protilátek byly využity PD-10 a NAP-5 kolonky (GE Healthcare, 

Chicago, USA) a centrifugační zkumavky Vivaspin 6 (Sartorius, Goettingen, Německo). 

 Ve fázi měření a analýzy výsledků experimentů byly využity: HPLC systém Agilent 

1100 series (Agilent Technologies, Santa Clara, USA), iTLC analyzátor Rita Star (Raytest, 

Straubenhardt, Německo), ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, Herculas, USA), 

gama-spektrometr Wizard2 2480 (PerkinElmer, Waltham, USA), LigandTracer® Yellow 

(Ridgeview Instruments, Vänge, Švédsko), destičkový analyzátor TECAN Infinite M200 
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(Männedor, Švýcarsko) a Albira PET/SPECT/CT zobrazovací systém pro malá zvířata 

(Bruker, Billerica, USA).   

 

4.1.2. Buněčné linie a reagencie pro buněčnou kultivaci 

 Během experimentální práce byly použity celkem čtyři adherentní buněčné linie. 

Jednalo se o buněčné linie A431 a HaCaT exprimující EGFR a PC3 a SKOV3 exprimující 

VEGFR2.  

 Pro kultivaci linií A431 (human squamous carcinoma cell line, CLR 1555, ATCC, 

Maryland, USA) a HaCaT (human keratinocyte cell line, DKFZ, Heidelberg, Německo) bylo 

použito médium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

obohacené o 10 % fetálního hovězí séra (Sigma-Aldich) a 2 mM L-glutaminu (Sigma-

Aldrich).  

 SKOV3 buňky (human Caucasian ovarian adenocarcinoma cell line, HTB-77, 

ATCC) byly kultivovány v médiu McCoy’s 5A cell culture media (Sigma-Aldrich) 

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

Aldrich).  

 Pro kultivaci PC3 buněk (human Caucasian prostate adenocarcinoma cell line, CLR 

1435, ATCC) bylo použito médium F-12 Kaighn’s modification (GE Healthcare Life 

Science, Chicago, USA) obohacené o 10 % fetálního hovězího séra a 2 mM L-glutaminu 

(oboje Sigma-Aldrich). 

 Buněčné linie byly pasážovány dle potřeby, obvykle každé 3-4 dny. Nejprve 

bylo odstraněno staré médium, buňky byly opláchnuty malým množství 0,25% roztoku 

trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich), které bylo odstraněno a byla přidána druhá dávka roztoku 

trypsin/EDTA. Po rozvolnění buněk byl trypsin deaktivován přidáním nadbytku nového 

média a buňky byly rozsuspendovány. Část buněčné suspenze byla přenesena do nové 

kultivační láhve a dál kultivována, zbytek buňěčné suspenze byl použit pro in vitro 

experimenty. Buňky byly kultivovány v inkubátoru se zvlhčenou atmosférou a 5 % CO2 

při teplotě 37°C.  

 Do kultivačních médií nebylo přidáno žádné antibiotikum.  
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4.1.3. Chemikálie 

 Zkoumané monoklonální protilátky byly získány ve formě komerčně dostupných 

léčivých přípravků. Cetuximab byl získán jako infuzní roztok Erbitux 5mg/ml (Merck, 

Německo) a ramucirumab byl získán ve formě koncentrátu pro infuzní roztok Cyramza 

10mg/ml (Eli Lilly, Nizozemsko).  

 Chelátory použité pro radioaktivní značení protilátek byly získány ve formě 

sukcinimidyl-6-hydrazino-nikotinamidu pro HYNIC (Synchem, Německo) a isothiokyanátu 

(p-SCN-benzyl-) pro CHX-A´´-DTPA a DFO (Macrocyclics, USA). 

 Z radiochemikálií byly použity technecium-99m získané ve formě technecistanu 

sodného elucí z Mo99/Tc99m generátoru (GE Healthcare, USA), jód-131 ve formě jodidu 

sodného (PerkinElmer, USA), galium-67 ve formě citrátu (MGP, ČR) a zirkonium-89 

ve formě šťavelanu (Ústav jaderné fyziky Akademie věd, ČR).  

 Z dalších chemikálií byly použity: měď ve formě standardu pro atomovou absorpční 

spektrometrii, sodná forma Chelex-100, bezvodý DMF, tetrasodná sůl EDTA, tricin, 

Arsenazo III, 2-formylbenzensulfonová kyselina, monohydrát kyseliny citrónové, uhličitan 

sodný, albumin z hovězího séra, 2-merkaptoethanol, disiřičitan sodný, chloramin T, 

acetonitril pro HPLC, octan amonný, γ-globulin z hovězího séra, 2,5-dihydroxybenzoová 

kyselina (kyselina gentisová), Triton-X, octová kyselina, HEPES, DMSO, glycerol, kyselina 

chlorovodíková, bromfenolová modř, Tween 20 a Bradfordovo činidlo (vše Sigma-Aldrich, 

USA). 

 Dále byla použita glukóza, hexahydrát chloridu hořečnatého, chlorid vápenatý, 

dihydrogenfosforečnan sodný dihydrát, hydrogenfosforečnan sodný dodekahydrát, chlorid 

draselný a sodný, hydroxid sodný, chlorid cínatý dihydrát, hydrogenuhličitan sodný, 

citronan sodný dihydrát (vše Penta, ČR), metanol pro HPLC (Chromservis, ČR), octan sodný 

(Merck, Německo), odstředěné mléko v prášku (Sigma-Aldrich), TRIS a TEMED (Carl 

Roth, Německo) a dodecylsulfát sodný (Serva, Německo).  

 Během experimentů byly využívány komerčně dostupné kity: MDP kit (ÚJV Řež, 

ČR) a BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific, USA). 

 Pro detekci protilátek v rámci metody Western blot byly použity primární králičí 

protilátky anti-VEGFR2 (Fitzgerald, USA) a anti-GAPDH (Thermo Fisher Scientific, USA) 

a sekundární kozí anti-rabbit protilátka (Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, USA). 

 Pro přípravu všech roztoků byla použita čerstvá superčistá voda získaná reverzní 

osmózou destilované vody na přístroji Milli-Q RG (Merck, Německo) v čas potřeby. 
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4.2. Použité metody 

4.2.1. Stanovení koncentrace proteinu 

 V průběhu experimentální práce byly využity dvě metody stanovení koncentrace 

proteinu. První z nich bylo stanovení pomocí komerčně dostupného BCA Protein Assay kitu 

(Thermo Fisher Scientific, USA). Tato metoda využívá známé schopnosti proteinů 

redukovat v alkalickém prostředí Cu2+ ionty na Cu+ ionty. Tyto ionty následně vytváří 

s bicinchoninovou kyselinou barevný komplex, který je kolorimetricky detekovatelný. 

 Vlastní stanovení probíhalo na 96jamkové destičce a každý vzorek byl analyzován 

vždy v triplikátu. K 20 µl vzorku v jamkách bylo přidáno 200 µl BCA činidla připraveného 

dle protokolu výrobce (ThermoFisher 2019). Jako standard pro přípravu kalibrační křivky 

(0–2500 µg/ml) byl v případě metody Western blot použit albumin z hovězího séra, 

v případě stanovování koncentrace mAb byl využit γ-globulin z hovězího séra, který 

v případě protilátek poskytuje přesnější výsledky. Standard byl vždy rozpuštěn ve stejném 

pufru jako vzorek. Reakce probíhala po dobu 30 min při 37 °C. Následně byla změřena 

absorbance při vlnové délce 562 nm na destičkovém analyzátoru TECAN a z kalibrační 

křivky standardů bylo vypočteno množství proteinu ve vzorku. 

 Během experimentů bylo zapotřebí stanovovat i koncentrace mAb s navázanými 

chelátory. Pro takovou analýzu je BCA metoda nevhodná, jelikož přítomné chelátory soutěží 

s bicinchoninovou kyselinou o Cu+ ionty a zkreslují výsledky měření. Proto byl zvolen 

alternativní způsob stanovení koncentrace mAb pomocí Bradfordova činidla. Tato metoda 

je založena na změně zbarvení barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 po interakci 

s proteiny v roztoku.  

 Stanovení probíhalo na 96jamkové destičce v triplikátu pro každý vzorek. 5 µl 

vzorku bylo smícháno s 250 µl Bradfordova činidla a inkubováno za neustálené míchání 

20 min při laboratorní teplotě. Poté byla změřena absorbance při 595 nm. Standardem 

pro kalibrační křivku (0-1400 µg/ml) byl γ-globulin z hovězího séra rozpuštěný ve stejném 

roztoku jako vzorek o neznámé koncentraci.  

 

4.2.2. Western blot 

 Pomocí metody Western blot (WB) byla ověřena exprese receptoru VEGFR2 

v buněčných liniích vybraných na základě literární rešerše.  

 Pro přípravu vzorků pro WB byly buňky v kultivačních láhvích nejprve opláchnuty 

sterilním fosfátovým pufrem (pH 7,4) a následně zlyzovány směsí RIPA pufru 
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(Sigma-Aldrich, USA) a koktejlu inhibitorů proteáz (Sigma-Aldrich, USA). Lyzát byl 

zhomogenizován pomocí ultrazvukové lázně a následně centrifugován 10 min při 4 °C 

a 9000 g. Pro pokračování experimentu byl použit supernatant – proteinový extrakt, v němž 

byla stanovena koncentrace proteinu pomocí BCA metody. 

 Proteinový extrakt byl smíchán v poměru 1:1 se vzorkovým pufrem (125 mM 

Tris-HCl, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 5% (v/v) 2-merkaptoethanol, 0,01% (w/v) 

bromfenolová modř) a nanesen do jamek v předem připraveném elektroforetickém gelu. 

SDS-PAGE elektroforéza byla provedena na Tris-glycinových gelech – pro separaci 

VEGFR2 byl použit 6,25% separační gel a 5% zaostřovací gel a pro separaci kontroly 

GAPDH byl použit 7,5% separační gel a 5% zaostřovací gel. Elektroforéza byla provedena 

s pomocí zařízení Power Pac Basic (Bio-Rad, USA) nastaveným na 15 mA/gel, 

200 V a 75 min. Proteiny byly následně přeblotovány z gelu na PVDF (polyvinyliden 

fluorid) membránu (Thermo Fisher, USA) působením 300 mA a 100 V po dobu 90 min. 

Aby nedošlo k nežádoucí nespecifické vazbě protilátek na membránu, byla volná vazebná 

místa na membráně blokována inkubací v TBS-T pufru (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% 

(v/v) Tween 20, pH 7,5) obsahujícím 5 % (w/v) odstředěného mléka (blokovací pufr) 

po dobu 60 min.  

 Po přeblotování proteinů byly k membránám přidány roztoky králičích primárních 

protilátek v blokovacím pufru (ředění 1:1000 pro anti-VEGFR2 protilátku a 1:2000 pro anti-

GAPDH protilátku) a membrány byly inkubovány 12 h při teplotě 4 °C. Druhý den ráno byl 

roztok primární protilátky odstraněn a membrány byla několikrát opláchnuta v TBS-T pufru. 

Následně byla membrána inkubována v roztoku anti-rabbit sekundární protilátky 

konjugované s křenovou peroxidázou v blokovacím pufru po dobu 90 min při teplotě 

místnosti. Po skončení inkubace byla membrána znovu několikrát opláchnuta TBS-T 

pufrem. 

 Následná detekce byla prováděna na základě chemiluminiscenční reakce mezi 

peroxidázou a roztokem SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo 

Fisher Scientific, USA). Detekce probíhala v temné komoře a luminiscence byla zachycena 

pomocí rentgenového filmu CP-BU New medical x-ray film blue (Agfa Healthcare, Belgie), 

který byl následně vyvolán pomocí vývojky a ustalovače (FOMA Bohemia, ČR). Vyvolaný 

film s proužky (bandy) byl naskenován pomocí ChemiDoc MP Imaging Systém kamery 

(Bio-Rad, USA).  
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4.2.3. Radioaktivní značení monoklonálních protilátek 

Radiojodace cetuximabu 

 Pro potřeby následných experimentů bylo označeno celkem 100 µg mAb cetuximab 

jódem-131 (20 MBq) pomocí  metody chloraminu T (Greenwood et al. 1963). Těsně před 

vlastním značením byly připraveny roztoky chloraminu T a disiřičitanu sodného 

(oba o koncentraci 4 mg/ml) v superčisté vodě.  

 Do reakční vialky byl postupně přidán jód-131, 120 µl PBS pufru (pH 7,4), značená 

protilátka a 20 µl chloraminu T. Reakce byla inkubována na ledě a ukončena přidáním 40 µl 

disiřičitanu sodného po 1, 5 nebo 10 min. Reakční směs byla posléze přečištěna pomocí 

NAP-5 kolonky, která byla předem promyta 20 ml PBS pufru. Výtěžek značení se pohyboval 

v rozmezí 80-95 %. 

 

Přímé značení ramucirumabu pomocí technecia-99m 

  Pro značení mAb ramucirumab přímou metodou byla použita metoda redukce 

disulfidických můstku v molekule protilátky pomocí 2-merkaptoethanolu (2-ME) (Mather a 

Ellison 1990).  

 K roztoku ramucirumabu (100 µg) byl přidán nadbytek 2-ME v molárním poměru 

1:2000 a reakce byla inkubována za neustálého míchání při teplotě místnosti 30 min. Poté 

byl 2-ME odstraněn přečištěním přes NAP-5 kolonku. Zredukovaná protilátka byla následně 

smíchána s 50 µl roztoku MDP kitu a 20 MBq [99mTc]technecistanu sodného, získaného 

elucí 99Mo/99mTc generátoru. Po 10 min byla ověřena radiochemická čistota produktu, která 

byla dostatečná pro další experimenty a další čištění produktu nebylo potřebné. 

 

 Při aplikaci dále uvedených nepřímých metod přípravy radiopreparátů bylo před 

vlastní konjugací RAM s chelátorem nutné vždy provést odstranění pomocných látek, které 

by s reakcí mohly interagovat (např. volné aminokyseliny), z roztoku RAM, což bylo 

prováděno pomocí ultracentrifugace v centrifugačních zkumavkách VIVASPIN6. V rámci 

tohoto kroku proběhlo i převedení RAM do pufru, ve kterém probíhala navazující 

imunokonjugace.  

 Všechny reakce rovněž probíhaly za podmínek bez přítomnosti iontů kovů (metal-

free conditions). Z tohoto důvodu byly veškeré roztoky upraveny přidáním Chelexu-100, 

špičky pipet byly oplachovány v 1 M HCl a následně v metal-free superčisté vodě.  

 Pro práci s protilátkami se využívalo Protein LoBind eppendorfek. 
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Značení RAM techneciem-99m pomocí HYNIC chelátoru 

 Do roztoku RAM v PBS (pH 7.4) byl po kapkách přidáván NHS-HYNIC rozpuštěný 

v bezvodém dimetylformamidu tak, aby bylo dosaženo molárního poměru 1:5. Reakce 

probíhala při teplotě místnosti za neustálého míchání a chráněna před světlem po dobu 2,5 h. 

Nenavázaný NHS-HYNIC byl z reakční směsi odstraněn pomocí gelové chromatografie 

na NAP-5 kolonce ekvilibrované PBS pufrem (pH 7,4). 

 Značení 100 µg HYNIC-RAM pomocí 99mTc(TcO4
-) (15 MBq) proběhlo 

za přítomnosti 4 µg cínatých iontů (SnCl2 v 1 M HCl) a 0,5 mg ko-ligandu (tricin) v temnu 

při 37°C po dobu 30 min. Po inkubaci bylo do reakční směsi přidáno 4,5 µg MgCl2 

pro stabilizaci molekuly protilátky (Karczmarczyk et al. 2004).  

 

Značení RAM techneciem-99m pomocí DTPA chelátoru 

 Konjugace RAM s DTPA-CHX-A‘‘-Bn-SCN probíhala v bikarbonátovém pufru 

(pH 9,0) v molárním poměru 1:100. Reakce nejprve probíhala po dobu 2,5 h při teplotě 

místnosti a následně 12 h při 4 °C. Nezreagovaný chelátor byl odstraněn ultracentrifugací 

pomocí VIVASPIN6 zkumavek a DTPA-RAM byl převeden do 0,15 M octanu amonného 

(pH 6.9). 

 Následovalo značení 100 µg DTPA-RAM s 99mTc(TcO4
-) (15 MBq) v přítomnosti 

4 µg cínatých iontů. Reakce probíhala v temnu po dobu 30 min (Pandey et al. 2014). 

 

Značení RAM galiem-67/zirkoniem-89 pomocí DFO chelátoru 

 Konjugace probíhala v 0,1 M roztoku bikarbonátového pufru (pH 9.0). Protilátka 

byla smíchána v molárním poměru 1:3 s DFO-Bn-SCN rozpuštěném v DMSO, chelátor 

byl do reakční směsi přidáván po kapkách. Reakce byla následně inkubována za stálého 

míchání po dobu 60 min při 37 °C. Po inkubaci byl nezreagovaný chelátor odstraněn pomocí 

ultracentrifugace a DFO-RAM byl převeden do 0,25 M roztoku octanu sodného (pH 5,5) 

s přídavkem 5 mg/ml kyseliny gentisové. 

 Při vlastním značení byl k roztoku použitého radionuklidu (Ga67/Zr89, 5-20 MBq) 

postupně přidán roztok konjugované protilátky a 0,5 M HEPES pufr (pH 7,2). Značení 

probíhalo při 37 °C po dobu 90 min za konstantního míchání (Vosjan et al. 2010). 

Po inkubaci byla ověřena radiochemická čistota produktu pomocí iTLC.   
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4.2.4. Stanovení radiochemických parametrů 

 Pro stanovení radiochemické čistoty a stability radioaktivně značených 

monoklonálních protilátek byly použity následující postupy: 

 

Instantní tenkovrstvá chromatografie (iTLC) 

 Po ukončení značení mAb byla provedena rychlá analýza radiochemické čistoty 

pomocí tenkovrstvé chromatografie. Na proužek z komerčně dostupného 

chromatografického papíru iTLC-SG (Varian, USA) bylo naneseno 1-5 µl vzorku 

radioaktivně značené mAb. Po zaschnutí kapky byl proužek vložen do chromatografické 

komory s mobilní fází. 

 Pro jódem-131 značenou protilátku byl jakožto mobilní fáze použit fyziologický 

roztok. Při takovém uspořádání zůstává radioaktivně značená protilátka na startu a volný 

(nenavázaný) jód se pohybuje s čelem mobilní fáze. 

 Jako mobilní fáze pro mAb značené 99mTc, 67Ga a 89Zr byl použit 20 mM roztok 

kyseliny citrónové (pH 5,0). Značená protilátka zůstává na startu, volný radiokov a radiokov 

v komplexu s nenavázaným chelátorem se pohybují s mobilní fází.  

 Po vyvinutí a zaschnutí byly všechny chromatogramy vyhodnoceny 

na radiochromatografu Rita Star.  

 

Vysokoúčinná kapalná chromatografie (HPLC) 

 Pro ověření radiochemické čistoty a stability byl využit HPLC systém Agilent 1100 

series. Jako mobilní fáze byl použit roztok PBS (pH 6,8) při průtoku 1,0 ml/min. Pro separaci 

byla použita gelová kolona BIO-Sil Sec 250, 300x7,8 mm (Bio-Rad, USA). Detekce byla 

prováděna simultánně pomoví UV/VIS (280 nm) a radiometrického detektoru. Získané 

radiochromatogramy byly vyhodnoceny v programu Clarity (DataApex, ČR). 

 

Stabilita radiopreparátů 

 Pro potřeby stanovení stability byly značené protilátky uchovávány v roztoku PBS 

(pH 7,4) při teplotě 4 °C. Doba uchovávání se odvíjela od fyzikálního poločasu použitého 

radionuklidu a zamýšleného použití radiopreparátu: mAbs značené techneciem-99m byly 

uchovávány jeden den, galiem-67 tři dny a jódem-131 čtyři dny. Stabilita zirkoniem-89 

značených preparátů se vzhledem ke stejné metodě přípravy shodovala se stabilitou 

galiem-67 značených mAb. Pro analýzu stability byla primárně využívána HPLC metoda 

a vzorky byly analyzovány ve vybraných časových intervalech. 
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4.2.5. Analýza množství konjugovaných chelátorů k molekule mAb 

 K stanovení počtu chelátorů navázaných na molekulu protilátky byly využity dvě 

spektrofotometrické metody. Pro chelátory DTPA a DFO byla použita metoda využívající 

barvivo Arsenazo III (Brady et al. 2004) a pro HYNIC byla využita konjugace hydrazinové 

funkční skupiny s 2-formylbenzensulfonovou kyselinou (Bridger et al. 1996). 

 

Metoda využívající Arsenazo III 

 Tato metoda je založena na změně zbarvení barviva Arsenazo III (AIII) v závislosti 

na přítomnosti či absenci iontů mědi v roztoku. Pokud jsou v roztoku přítomny ionty mědi 

pro interakci s AIII, má roztok modrou barvu. Je-li měď vychytána chelátory navázanými 

na mAb, není k dispozici pro reakci s AIII a zbarvení roztoku se mění na růžové. 

 Pracovní roztok AIII byl připraven z 0,155 mg AIII, 10 µl standardního roztoku iontů 

mědi (1 mg/ml v HNO3) a 5 ml 0,15 M octanu amonného (pH 7,0) v čas potřeby. Pro 

sestrojení kalibrační křivky byly připraveny roztoky chelátorů (0-500 µM) v 1 M NaHCO3 

(pH 9,0) pro DTPA a v 0,25 M octanu amonném (pH 5,5) pro DFO.  

 Experiment probíhal vždy v triplikátech na 96jamkové destičce. K 10 µl 

konjugované protilátky a standardním koncentracím chelátorů bylo přidáno 190 µl 

pracovního roztoku. Reakční směs byla inkubována 30 min při teplotě 37 °C a výsledná 

absorbance byla změřena na destičkovém analyzátoru TECAN při 630 nm. Poměr 

chelátor/protilátka byl následně vypočten jako podíl koncentrace chelátoru v roztoku 

ku koncentraci mAb zjištěné pomocí Bradfordovy metody. Jako negativní kontrola sloužila 

nekonjugovaná protilátka.  

 

Konjugace s 2-formylbenzensulfonovou kyselinou 

 Metoda stanovení poměru HYNIC/mAb je založena na reakci hydrazinových 

funkčních skupiny chelátorů navázaných na molekulu mAb s 2-formylbenzensulfonovou 

kyselinou. Vzniklý hydrazon se vyznačuje absorbancí při 343 nm. 

 Standardní koncentrace HYNIC chelátoru (0-1000 µM) byly připraveny v PBS (pH 

7,4). K alikvotům o objemu 10 µl značené protilátky a standardním koncentracím chelátoru 

v triplikátech bylo přidáno 100 µl roztoku 2-formylbenzensulfonové kyseliny v 0,1 M 

octanu sodném (1 mg/ml; pH 4,7). Reakční směs byla inkubována v temnu při teplotě 

místnosti po dobu 12 h. Druhý den byla změřena pomocí TECANu absorbance vzniklého 

hydrazonu a vypočítána koncentrace HYNIC chelátoru v roztoku. Poměr HYNIC/mAb byl 
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vypočten jako poměr koncentrace chelátoru a koncentrace protilátky zjištěné Bradfordovou 

metodou. Nekonjugovaná protilátka byla použita jako negativní kontrola. 

 

4.2.6. Stanovení vazebnosti protilátek na cílový receptor in vitro 

Manuální saturační metoda 

 Tato metoda je standardním postupem pro stanovení disociační konstanty (KD) 

interakce protilátky s receptorem. Stanovení KD interakce různými metodami označeného 

RAM s povrchovými VEGFR2 receptory na SKOV3 a PC3 buňkách bylo provedeno podle 

dříve publikovaného protokolu (Bigott-Hennkens et al. 2008) s drobnými úpravami. Navíc 

byl pro ověření specifické vazby značené mAb proveden experiment s buňkami A431, které 

na svém povrchu neexprimují VEGFR2 receptory (Zlitni et al. 2014). 

 Buňky byly nasazeny na 24jamkovou destičku dva dny před experimentem v počtu 

1x105 buněk na jamku. Až do experimentu byly ponechány v inkubátoru s vlhčenou 

atmosférou 5 % CO2 při 37 °C. Třetího dne bylo kultivační médium odstraněno, buňky 

opláchnuty PBS a inkubovány v triplikátu s 0,5 ml Krebs-Ringerovým bikarbonátovým 

pufrem obsahujícím specifickou koncentraci značené protilátky (3, 9, 15, 30, 45 a 90 nM) 

pro stanovení celkové vazby mAb na buňky. Inkubace probíhala při 37 °C po dobu 2 h. 

Pro stanovení nespecifické vazby protilátky byl proveden na další destičce obdobný 

experiment, kde byl do roztoků značené protilátky přidáno mnohonásobně vyšší množství 

neznačeného RAM (1 µM). 

 Po ukončení inkubace byly buňky důkladně opláchnuty PBS, zlyzovány, 

zhomogenizovány a aktivita navázaná na buňky byla změřena pomocí gama-spektrometru. 

Pro stanovení specifické vazby RAM na VEGFR2 byla od celkové navázané aktivity 

odečtena nespecifická vazba mAb na buňky. V buněčném lyzátu byla zároveň stanovena 

koncentrace proteinu pomocí BCA metody. Aktivita navázaná na VEGFR2 receptory byla 

vyjádřena jako poměr aktivity ke koncentraci buněčného proteinu v příslušné jamce. 

Získaná data byla statisticky zpracována v MS Office Excel a vyhodnocena metodou 

nelineární regrese saturační křivky v programu GraphPad Prism 7 pro vypočtení výsledné 

KD interakce mezi značenou protilátkou a receptorem.  
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Automatická real-time metoda s využitím přístroje LigandTracer 

 Přístroje z rodiny LigandTracer byly vyvinuty na Univerzitě Uppsala ve Švédsku. 

Umožňují v reálném čase sledovat interakci mezi radioaktivně/fluorescenčně značeným 

ligandem a jeho cílovou strukturou (Björke a Andersson 2006a). Přístroj LigandTracer 

Yellow je vybaven scintilačním detektorem a používá se proto pro sledování interakcí 

ligandů značených PET/SPECT radionuklidy. Princip měření je schematicky zobrazen 

na obr. 15. 

 

 

Obr. 15: Princip měření na přístroji LigandTracer. Do přístroje je umístěna Petriho 

miska, na které jsou v jedné části nasazeny buňky exprimující cílový receptor. Šikmé 

posazení misky a její pravidelná rotace umožňují, aby adherované buňky procházely 

opakovaně v dolní úvrati médiem s radioligandem a v horní úvrati byl pomocí zde 

umístěného detektoru měřen nárůst či úbytek radioaktivity akumulované buňkami. Plocha 

misky bez buněk je využita jako negativní kontrola. Výsledná aktivita je rozdílem specificky 

a nespecificky vázané aktivity a je v reálném čase zobrazována na monitoru jako graf 

závislosti aktivity na čase. Fyzikální poločas radionuklidu je automaticky korelován 

(upraveno dle (Gedda et al. 2010). 

 

Odhad koncentrace pomocí metody CTK (concentration through kinetics) 

 Po stanovení vazebnostních parametrů značených protilátek real-time metodou 

lze s pomocí LigandTraceru odhadovat koncentraci použité protilátky. Abychom tento 

přístup ověřili pro naše další použití, provedli jsme studii podle publikovaného protokolu 

CTK metody (Wang et al. 2014). Pro měření byl použit 131I-cetuximab značený po dobu 

5 min chloraminovou metodou. Byly použity dvě cílové struktury pro vazbu protilátky: 

EGFR receptory na povrchu buněk A431 a HaCaT (Novy et al. 2012) a protein A (vázaný 

na magnetické částice; Life Technologies AS, Oslo, Norsko). 
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 Pro buněčné experimenty bylo na Petriho misky nasazováno 1x106 buněk jeden den 

před pokusem. Buňky byly přes noc umístěny ve sterilním inkubátoru v příslušném plném 

médiu. V případě proteinu A bylo použito 30 µg proteinu A magnetem imobilizovaného 

na Petriho misce, která byla 12 h inkubována s 5 ml PBS + 1 % (w/v) hovězího sérového 

albuminu. Vlastní experimentální měření bylo prováděno při teplotě místnosti a s 3 ml PBS 

+ 0,1 % (w/v) albuminu.    

 Nejprve byly změřeny s pomocí LigandTraceru vazebnostní křivky pro známé 

koncentrace protilátky (3, 12 a 21 nM pro buněčný EGFR; 9, 21 a 30 nM pro protein A). 

Získané křivky byly analyzovány v programu TraceDrawer (Ridgeview Instruments AB, 

Vänge, Švédsko) pro stanovení hodnoty kinetických (ka a kd) konstant. Získaná data 

byla v následujícím kroku použita pro vypočtení neznámé koncentrace protilátky z průběhu 

její vazebnostní křivky. 

 

Stanovení afinitního parametru KD interakce protilátka/receptor 

 Měření afinity protilátky k cílovému receptoru bylo prováděno podle předem 

navrženého protokolu (Björkelund et al. 2011). Cílové buňky (A431 a HaCaT 

pro cetuximab; SKOV3 a PC3 pro ramucirumab) byly nasazeny den před experimentem 

v množství 1x106 na misku a ponechány přes noc v inkubátoru v příslušném kultivačním 

médiu. 

 Pro minimalizování nespecifické vazby protilátky k plastovému povrchu byla 

Petriho miska vždy 1 h před experimentem inkubována s Krebs-Ringerovým 

bikarbonátovým pufrem obohaceným o 1 % (w/v) albuminu při 37 °C. Poté byl pufr 

nahrazen čerstvým Krebs-Ringerovým roztokem (3 ml) a zahájen experiment.  

 Asociační fáze se skládala ze dvou po sobě jdoucích přídavků značené mAb, 

kdy bylo postupně v misce dosaženo koncentrace značeného ligandu v hodnotách 3 a 9 nM. 

Po dosažení rovnovážného stavu, kdy se koncentrace vázané a volné radioaktivně značené 

mAb vyrovnaly a křivka dále nerostla/neklesala, byl roztok s radioligandem odstraněn a byl 

přidán Krebs-Ringerův roztok (3 ml) bez protilátky. Měření pokračovalo dál, kdy se měřila 

případná disociace v asociační fázi navázané mAb na cílový receptor. Všechna měření 

probíhala v nesterilním inkubátoru při teplotě 37 °C. 

 Získaná data byla analyzována v programu TraceDrawer (Ridgeview Instruments 

AB). 
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4.2.7. In vivo experimenty se zvířaty s indukovanými modelovými nádory 

 Studie zkoumající biodistribuci značeného RAM ex vivo a in vivo u zvířat 

s modelovými nádory byla provedena s protilátkou značenou zirkoniem-89 

(89Zr-DFO-RAM). Veškeré experimenty na zvířatech probíhaly v souladu se Zákonem 

na ochranu zvířat proti týrání (č. 246/1992), se souhlasem Ministerstva školství, mládeže 

a tělovýchovy (MSMT-18933/2013-1) a Odborné komise na ochranu zvířat proti týrání 

při Lékařské fakultě Palackého univerzity v Olomouci. 

 Experimenty na zvířatech byly prováděny v případě linie PC3 na samcích a v případě 

SKOV3 na samicích myší kmene SCID (Envigo, Holandsko). Osmitýdenním myším bylo 

do pravého boku s.c. aplikováno 5x106 buněk (PC3, SKOV3), buňky linie PC3 byly 

aplikovány v příslušném kultivačním médiu, buňky SKOV3 byly aplikovány ve směsi 1:1 

s Matrigelem Matrix (Corning, New York, USA). Po čtyřech týdnech dorostly PC3 nádory 

do potřebné velikosti 200-300 mm3 pro pokračování experimentů. V případě linie SKOV3 

trval růst nádoru do velikosti vhodné pro experimenty 8 týdnů. 

 

Biodistribuční ex vivo studie 

 První den experimentu byla myším v anestezii (2-4 % isofluran, Abbott Laboratories 

Ltd., Queenborough, Velká Británie) retro-orbitálně podána značená protilátka 

89Zr-DFO-RAM (250 kBq/15µg). V intervalech 1, 3 a 6 dní po aplikaci mAb byly myši 

utraceny dislokací krčních obratlů. Pro každý interval byly použity tři myši. Během pitvy 

byly odebrány a zváženy jednotlivé vnitřní orgány (slinivka, slezina, žaludek, střevo, 

ledviny, játra, srdce, plíce), krev, svaly, stehenní kost a nádor. Aktivita ve vzorcích byla 

změřena pomocí automatického gama počítače. Výsledná aktivita byla vyjádřena jako 

procento podané dávky na gram tkáně (%ID/g). 

 

In vivo zobrazení biodistribuce pomocí PET/CT 

 Myším určeným pro in vivo zobrazování bylo v anestezii (2-4 % isofluranu) 

retro-orbitálně aplikováno 3,7-4,8 MBq 89Zr-DFO-RAM (200 µg). PET/CT zobrazování 

bylo provedeno 24, 72 a 144 h po aplikaci protilátky na přístroji Albira SPECT/PET/CT 

zobrazovacím systému pro malá zvířata. Byl použit 5-min PET sken (axial FOV 148 mm) 

následovaný CT skenem (axial FOV 65 mm, 45 kVp, 400 μA, 600 projekcí). Myši byly 

po celou dobu skenování udržovány v celkové anestezii pomocí 2% isofluranu.  
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 Získaná data byla zpracována pomocí programu PMOD (PMOC Technologies, 

Curych, Švýcarsko) do podoby 2D řezů fúzovaných snímků PET+CT. 3D zobrazení bylo 

renderováno v softwaru VolView (Kitware, Clifton Park, USA).  

 

 

4.2.8. Zpracování dat 

 Veškeré numerické výsledky jsou uváděny jako aritmetický průměr (n = 3-6) 

± směrodatná odchylka (SD). 

 Část dat získaných během analýzy 131I-cetuximabu na přístroji LigandTracer Yellow 

byla odeslána na zpracování na pracoviště Doc. Karla Anderssona Ph.D. při Univerzitě 

Uppsala pomocí metody Interaction Map analysis (Ridgeview Diagnostics AB, Uppsala, 

Švédsko). Tato metoda umožňuje rozložit finální vazebnostní křivku na jednotlivé složky, 

které zobrazí v topografické mapě interakcí. Každý peak představuje jednu vazebnou 

interakci. Na ose Y je hodnota asociační konstanty, na ose X hodnota disociační konstanty. 

Sytost odstínu peaku pak značí, jak moc se daná složka podílí na celkové vazbě. Pomocí této 

metody lze spolehlivě identifikovat heterogenní způsob vazby ligandu na receptor (Altschuh 

et al. 2012). 
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5. Výsledky 

5.1. Cetuximab značený jódem-131 

5.1.1. Vliv reakčního intervalu značení na stabilitu 131I-cetuximabu 

 Pro značení cetuximabu jódem-131 byla použita metoda chloraminu T. Značící 

reakce byla ukončena po 1, 5, respektive 10 min. Pro potřeby stanovení stability preparátu 

byly značené protilátky uchovávány 4 dny v PBS pufru při 4 °C. Radiochemická čistota byla 

analyzována pomocí HPLC 0, 24, 48 ,72 a 96 h po značení.  

 Při analýze v den značení se na chromatogramech objevuje pouze pík značené 

protilátky. Druhý pík, patřící volnému jódu, se v případě značícího intervalu 5 a 10 min 

začíná objevovat po 24 h, u intervalu 1 min až po 48 h. Obr. 16 shrnuje HPLC 

chromatogramy získané při měření stability.  

 

  

Obr. 16: HPLC chromatogramy preparátů 131I-cetuximabu v intervalu 0-96 h 

po značení. MAb se eluuje v 10 minutě. Pík s retenčním časem 14 min odpovídá 

uvolněnému jódu-131. Na chromatogramech je na ose x čas (min) a na ose y síla signálu 

(V).   
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 Integrací plochy píků byla radiochemická čistota vzorků vyčíslena. Údaje 

jsou uvedeny v tab. 6. 

 

Tab. 6: Radiochemická čistota (%) jodovaného cetuximabu 

Inkubační interval 

(h) 
Reakční doba 1 min Reakční doba 5 min Reakční doba10 min 

0 99,9 (0,2) 99,9 (0,1) 99,9 (0,3) 

24 99,4 (0,6) 99,0 (0,7) 99,1 (1,0) 

48 98,1 (0,4) 97,0 (1,5) 96,1 (0,4) 

72 97,7 (0,5) 95,3 (0,5) 95,7 (1,2) 

96 95,7 (1,1) 93,3 (0,9) 93,3 (0,7) 

(hodnoty v závorce představují SD) 

 

 Čistota vzorků ihned po značení byla pro všechny metody značení srovnatelná. 

V následujících intervalech měření se jakožto nejstabilnější vzorek ukázal 131I-cetuximab 

značený chloraminem T po dobu 1 min. Zbylé dva reakční časy mají stabilitu srovnatelnou 

mezi sebou, avšak nižší, než je tomu u reakčního intervalu značení po dobu 1 min.  
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5.1.2. Vliv reakčního intervalu při značení na afinitu 131I-cetuximabu k receptoru  

 Afinita značené protilátky k buněčnému EGFR receptoru byla hodnocena pomocí 

automatizované real-time analýzy na přístroji LigandTracer Yellow a vyjádřena jako 

disociační konstanta (KD). Hodnoty KD byly vypočítány v programu TraceDrawer 

pro všechny inkubační časy v rámci stanovování stability. Získaná data byla podrobena 

analýze metodou Interaction Map.  

 Hodnoty KD pro jednotlivé metody jsou shrnuty v tab. 7. Délka časového intervalu 

značení měla relativně malý vliv na výslednou afinitu protilátky k receptoru. Nejvyšší afinitu 

vykazovala protilátka značená po dobu 1 min. Delší inkubace protilátky s chloraminem T 

vedla k mírnému zvýšení hodnoty KD tedy k menšímu poklesu afinity mAb k cílovému 

receptoru. Rozdíly v afinitě preparátů značených po dobu 5 a 10 min nejsou plně 

systematické, a proto je obtížné tyto výsledky jednoznačně interpretovat. Patrná je tendence 

ke snižování afinity v závislosti na intervalu od doby přípravy radiopreparátu.  

 

Tab. 7: Souhrn KD pro různé délky intervalu radiojodace 

Inkubační interval 

(h) 

Reakční doba 1 min Reakční doba 5 min 
Reakční doba 

10min 

KD (nM) KD (nM) KD (nM) 

0 0,019 (0,017) 0,045 (0,041) 0,039 (0,029) 

24 0,062 (0,033) 0,082 (0,029) 0,153 (0,173) 

48 0,105 (0,039) 0,303 (0,163) 0,252 (0,310) 

72 0,446 (0,052) 0,807 (0,861) 0,293 (0,184) 

96 0,931 (1,341) 1,787 (2,411) 0,672 (0,691) 

(hodnoty v závorce představují SD) 

 

 Další informace o charakteru vazby protilátky na receptor a její stabilitě byly získány 

analýzou pomocí metody Interaction Map (obr. 17). Počínaje od druhého dne po přípravě 

jsou na jednotlivých obrázcích patrné dva píky, což značí bifázickou vazbu protilátky 

na receptor. Sytost píku představuje zastoupení dané vazebné interakce v celkové vazbě 

protilátky k receptoru. Světle šedý pík v pravé části diagramu představuje vazebnou interakci 

s nízkou afinitou, jejíž podíl s přibývajícím časem od přípravy radiopreparátů narůstá. 

V případě reakční doby značení 5 min jsou 96 h po značení na diagramu zřetelné dva syté 
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píky. Nový pík v levé části diagramu představuje vazebnou interakci silnější, než byla 

původní afinita cetuximabu k receptoru. 

 

 

Obr. 17: Analýza interakce 131I-cetuximabu s receptory metodou Interaction Map. 

Přítomnost dvou píků na obrázku představuje heterogenní – bifázickou vazbu protilátky 

na receptor složenou z vysoko- a nízko-afinitní interakce. 

 

5.1.3. Ověření stanovení koncentrace protilátky CTK metodou 

 Pomocí přístroje LigandTracer Yellow byly nejprve změřeny asociační křivky 

známých koncentrací 131I-cetuximabu (obr. 18A). Ty byly následně analyzovány v programu 

TracerDrawer (obr. 18B) pro zjištění vazebnostních parametrů protilátky. Pro příklad 

na obr. 18B se jedná o ka = 1,24x105 M-1.s-1, kd = 2,24x10-4 s-1 a KD = 1,80 nM. 

 Tyto hodnoty posléze použil program TraceDrawer pro výpočet neznámých 

koncentrací na základě průběhu asociační křivky. Souhrn vypočtených koncentrací 

131I- cetuximabu metodou CTK je uveden v tab. 8. 

 Přesnějších výsledků bylo dosaženo u experimentů, ve kterých byly jako cílová 

struktura pro vazbu mAb použity EGFR receptory exprimované A431 a HaCaT buňkami. 

V tomto případě také probíhala interakce mAb-EGFR mnohem rychleji než v případě vazby 
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na protein A. Pro dosažení rovnovážného stavu bylo zapotřebí pouze 90 min a experiment 

mohl být ukončen. U experimentů s proteinem A bylo problematické zcela rovnovážného 

stavu dosáhnout. 

 

Tab. 8: Souhrn koncentrací 131I-cetuximabu vypočítaných metodou CTK 

Reálná koncentrace 

(nM) 

koncentrace (nM) vypočítané CTK metodou 

A431 HaCaT protein A 

6 6,20 (1,1) 6,65 (2,3) - 

9 8,64 (0,7) 9,92 (0,3) - 

12 - - 13,70(0,9) 

18 18,50 (2,4) 17,30 (2,5) 18,23 (5,3) 

24 - - 21,1 (3,6) 

(hodnoty v závorce představují SD) 
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Obr. 18: Příklad 

analýzy 
131I-cetuximabu 

pomocí přístroje 

LigandTracer 

Yellow.  

(A) Asociační křivky 
131I-cetuximabu pro 

A431 buňky.  

(B) Analýza asociační 

křivky v programu 

TraceDrawer. 
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5.2. Radioaktivně značený ramucirumab 

5.2.1. Western blot analýza použitých buněčných modelů 

 Z dostupných literárních zdrojů byly vytipovány dvě lidské buněčné linie se známou 

expresí VEGFR2 receptoru: buňky karcinomu prostaty (PC3) a buňky ovariálního 

karcinomu (SKOV3). U vybraných buněk byla exprese VEGFR2 receptoru ověřena 

metodou Western blot (obr. 19).  

 

 

Obr. 19: Ověření exprese VEGFR2 receptoru buněčnými liniemi SKOV3 a PC3 

metodou WB. Předpokládaná molekulová hmotnost VEGFR2 receptoru je 152 kDa. 

V horní polovině obrázku vidíme imunoblot VEGFR2 receptoru, kde jsou viditelné bandy 

v úrovni cca 150 kDa. Ve spodní části obrázku je zobrazen imunoblot GAPDH, který sloužil 

jako pozitivní loading control, protože je přítomen ve všech buňkách. 

 

5.2.2. Radiochemická čistota a stabilita RAM značeného vybranými metodami 

 Ramucirumab byl postupně radioaktivně označen čtyřmi vybranými metodami. 

U všech způsobů značení byla stanovena radiochemická čistota a stabilita připraveného 

radiopreparátu pomocí metod iTLC a HPLC.  

 Pro techneciem-99m označené radioimunokonjugáty byla analýza prováděna v čase 

0 a 24 h po značení. U galia-67 bylo vzhledem k jeho delšímu fyzikálnímu poločasu měření 

prováděno v čase 0, 24, 48 a 72 h po označení. Na obr. 20 je uveden UV/VIS chromatogram 

neznačené protilátky provedený pro zjištění jejího retenčního času. Výsledky měření shrnují 

obr. 21 - obr. 28 a tab. 9. Pro iTLC chromatogramy platí, že označená protilátka (zelený pík) 
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zůstává na startu, zatímco radionuklid nenavázaný na protilátku (červený pík) se pohybuje 

s čelem mobilní fáze. 

 

 

Obr. 20: Reprezentativní UV/VIS HPLC chromatogram neznačené protilátky. 

Retenční čas RAM byl při použitých podmínkách 7,5 min. 

  



Výsledky 

 

 

84 

 

 

Obr. 21: Reprezentativní iTLC chromatogram 99mTc-RAM značeného přímou 

metodou. (A) Záznam ihned po značení; (B) Záznam po 24 h. 

 

Obr. 22: Reprezentativní HPLC chromatogram 99mTc-RAM značeného přímou 

metodou. (A) Záznam ihned po značení; (B) Záznam po 24 h. 
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Obr. 23: Reprezentativní iTLC chromatogram 99mTc-DTPA-RAM. (A) Záznam ihned 

po značení; (B) Záznam po 24 h. 

 

Obr. 24: Reprezentativní HPLC chromatogram 99mTc-DTPA-RAM. (A) Záznam ihned 

po značení; (B) Záznam po 24 h. 
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Obr. 25: Reprezenttaivní iTLC chromatogram 99mTc-HYNIC-RAM. (A) Záznam ihned 

po značení; (B) Záznam po 24 h. 

 

Obr. 26: Reprezentativní HPLC chromatogram 99mTc-HYNIC-RAM. (A) Záznam 

ihned po značení; (B) Záznam po 24 h. 
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Obr. 27: Reprezentativní iTLC chromatogram 67Ga-DFO-RAM. (A) Záznam ihned 

po značení; (B) Záznam po 72 h. 

 

Obr. 28: Reprezentativní HPLC chromatogram 67Ga-DFO-RAM. (A) Záznam ihned 

po značení; (B) Záznam po 72 h. Retenční čas volného galia je při použitých podmínkách 

11,5 min.  
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Tab. 9: Souhrn radiochemické čistoty (%) a stability radioaktivně značeného RAM 

Čas 

(h) 

99mTc-RAM 99mTc-DTPA-RAM 99mTc-HYNIC-RAM 67Ga-DFO-RAM 

0 96,3 (3,0) 99,5 (0,3) 99,3 (0,9) 99,4 (0,1) 

24 95,9 (3,2) 99,1 (0,1) 98,8 (1,3) 98,2 (0,7) 

48 - - - 97,4 (0,5) 

72 - - - 95,7 (0,4) 

(hodnoty v závorce představují SD) 

 

 Všechny použité metody značení umožnily dosáhnout radiochemické čistoty > 95 %. 

Výsledný radioimunokonjugát měl nejnižší čistotu při použití přímé metody značení 

techneciem-99m, kdy bylo dosaženo čistoty 96,3 ± 3,0 %. Retenční čas píku značené 

protilátky na radiochromatogramech odpovídá retenčnímu času neznačené protilátky, který 

byl ověřen na UV/VIS chromatogramu. 

 Radiochemická čistota preparátů 89Zr-DFO-RAM určených pro in vivo a ex vivo 

experimenty byla stanovována před aplikací preparátu myším a pouze metodou iTLC. 

Výsledky jsou shrnuty v tab. 10. 

 

Tab. 10: Radiochemická čistota (%) preparátu 89Zr-DFO-RAM. 

metoda 89Zr-DFO-RAM 

ex vivo 94,0 (7,1) 

in vivo 94,0 (1,7) 

(hodnoty v závorce představují SD) 

 

5.2.3. Stanovení množství chelátoru konjugovaného k molekule protilátky 

 Bifunkční chelátory se k molekule mAb připojují kovalentní vazbou, nejčastěji 

na primární aminoskupiny aminokyseliny lysin. Přílišná derivatizace může vést ke změně 

vlastností mAb. Proto byla pro nepřímé metody značení za použití chelátorů provedena 

analýza počtu chelátorů navázaných na molekulu protilátky. Výsledky měření jsou shrnuty 

v tab. 11. 
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Tab. 11: Souhrn výsledků analýzy množství chelátorů navázaných na molekulu RAM 

poměr chelátor/mAb 

DTPA HYNIC DFO 

7,5 (0,7) 6,1 (0,8) 1,2 (0,7) 

(hodnoty v závorce představují SD) 

 

 Největšího počtu konjugovaných molekul chelátorů bylo dosaženo při konjugaci 

SCN-CHX-A´´-DTPA s RAM v poměru 100:1 po dobu 12 h. V tomto případě bylo na jednu 

molekulu protilátky navázáno téměř osm molekul chelátorů. 

 Naopak pouze jedna molekula chelátoru byla navázana na molekulu protilátky 

při konjugaci SCN-DFO v poměru 3 díly chelátoru k jednomu dílu protilátky po dobu 1 h. 

Podmínky konjugace byly záměrně zvoleny tak, aby vzniklo co nejmenší množství změn 

v molekule protilátky zamýšlené pro použití v in vivo experimentech.  

 

5.2.4. Stanovení afinity značené protilátky k cílovému receptoru in vitro 

 Afinita RAM značeného různými způsoby byla testována na lidských nádorových 

buněčných liniích PC3 a SKOV3 exprimujících VEGFR2 receptor pomocí manuální 

saturační techniky a automatizované real-time analýzy na přístroji LigandTracer Yellow. 

 Pomocí obou těchto metod jsme schopni zjistit disociační konstantu KD interakce 

mezi značenou protilátkou a cílovým receptorem. Real-time metoda navíc poskytuje 

informace o kinetice vazby protilátky a potencionální internalizaci receptorů.  

 Všechny metody značení umožnily provedení vazebnostních experimentů. Výsledné 

hodnoty KD získané oběma metodami měření jsou uvedeny v tab. 12. 

  



Výsledky 

 

 

90 

 

Tab. 12: Afinita značené mAb k buněčnému VEGFR2 vyjádřená jako KD (nM) 

 

99mTc-RAM 99mTc-DTPA-RAM 

99mTc-HYNIC-

RAM 

67Ga-DFO-

RAM 

RT MT RT MT RT MT MT 

PC3 
31,5 

(5,3) 

30,6 

(1,0) 

19,5 

(5,4) 

16,8 

(1,9) 

14,0 

(6,1) 

19,6 

(5,4) 

8,8  

(3,2) 

SKOV3 
24,3 

(1,1) 

28,2 

(1,1) 

19,8 

(0,7) 

25,2 

(2,3) 

17,8 

(1,2) 

17,0 

(2,3) 

7,1 

 (2,2) 

RT (automatizovaná real-time analýza), MT (manuální technika). (hodnoty v závorce 

představují SD) 

 

 Z tabulky je patrné, že hodnoty KD získané pomocí real-time analýzy jsou podobné 

hodnotám z tradičně používané manuální saturační techniky.  

 Na obr. 29 jsou zobrazeny příklady saturačních křivek získaných real-time metodou. 

Z nich navíc můžeme získat informace o průběhu interakce mezi protilátkou a receptorem.  
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Obr. 29: Příklady saturačních křivek při měření afinity techneciem-99m značených 

preparátů RAM pomocí real-time metody. (A) 99mTc-RAM; (B) 99mTc-DTPA-RAM; 

(C) 99mTc-HYNIC-RAM. Asociační fáze se skládá ze dvou přídavků mAb (3 a 9 nM). 

Následuje disociační fáze s čerstvým médiem bez značené mAb. 



Výsledky 

 

 

92 

 

 Přímo značený 99mTc-RAM a nepřímo značený 99mTc-DTPA-RAM vykazovaly 

v průběhu experimentů zvýšenou vazbu k plastovému povrchu. Ta byla eliminována 

preinkubací Petriho misek s pufrem obsahujícím 1% roztok BSA. Nepřímo značený 

99mTc-HYNIC-RAM tuto zvýšenou afinitu k plastům nevykazoval a KD před a po inkubací 

s 1 % roztokem BSA nebyla rozdílná. 

 99mTc-RAM (obr. 29A) a 99mTc-DTPA-RAM (obr. 29B) navíc mají méně strmou 

asociační křivku, což naznačuje pomalejší interakci mezi protilátkou a receptorem 

ve srovnání s 99mTc-HYNIC-RAM (obr. 29C). Obdobný rozdíl lze pozorovat 

i v průběhu disociační fáze, neboť u preparátů připravených prvními dvěma metodami 

značení lze pozorovat rychlejší pokles aktivity navázané na buněčné receptory, což značí 

slabší vazbu RAM na receptor. 

 Pomocí manuální saturační techniky byla ověřena specifita vazby 89Zr-DFO-RAM 

k cílovému VEGFR2 receptoru. V experimentu byly použity PC3 a SKOV3 buňky 

exprimující VEGFR2 receptory a buňky A431, které jsou VEGFR2-negativní. Z výsledků 

měření na obr. 30 je patrné, že se, na rozdíl od linií s ověřenou expresí VEGFR2, 

89Zr-DFO-RAM na buňky neexprimující VEGFR2 specificky neváže. 

 

 

Obr. 30: Porovnání specifické vazby 89Zr-DFO-RAM na VEGFR2 pozitivní a negativní 

buňky.  
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5.2.5. Biodistribuční ex vivo studie 

 Výsledky biodistribuční studie 89Zr-DFO-RAM na myších modelech lidských 

nádorů exprimujících VEGFR2 receptor jsou uvedeny na obr. 31. Vzhledem 

k farmakokinetice RAM a dlouhému poločasu zirkonia-89 byly pro analýzu vzorků zvoleny 

intervaly 1, 3 a 6 d po aplikaci protilátky. 

 Biodistribuční profil RAM je u obou typů nádorů velmi podobný, míra relativní 

akumulace ve SKOV3 nádoru byla celkově poněkud vyšší. Už po 24 h dochází k akumulaci 

značeného RAM v nádorech. U SKOV3 nádoru je v intervalu 72 h patrný další zřetelný 

nárůst kumulované aktivity. Aktivita v krvi byla nejvyšší v prvním intervalu měření 

a postupně se s přibývajícím časem snižovala, podobně jako u bohatě prokrvených orgánů 

(srdce, plíce, ledviny). Relativně vysoká aktivita byla detekována v orgánech 

retikuloendotelového systému, především ve slezině a játrech. Částečná akumulace aktivity 

byla detekována v kostech. Ve zbývajících testovaných orgánech byla akumulace značené 

protilátky minimální. 

 

Obr. 31: Ex vivo biodistribuční studie 89Zr-DFO-RAM. Studie byla provedena 

na myších modelech lidských nádorů exprimujících VEGFR2 receptory.  
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5.2.6. In vivo zobrazení biodistribuce pomocí PET/CT  

 PET/CT zobrazování SCID myší nesoucích VEGFR2-pozitivní nádory prokázalo 

relativně pomalou biodistribuci a eliminaci značené protilátky. Oba typy nádorů se podařilo 

zobrazit ve všech sledovaných časech. Aktivita v nádoru je relativně vysoká už po 24 h. 

Během prvních dvou intervalů zobrazování se relativně vysoké množství aktivity nachází 

v bohatě prokrvených orgánech, jako jsou srdce, slezina a játra. Obraz po 144 h po aplikaci 

je již relativně čistý a nádor zde jasně dominuje. S časem lehce narůstá aktivita v kostech, 

a to především v kloubních hlavicích velkých kostí. Vybrané snímky z PET/CT zobrazování 

jsou prezentovány na obr. 32. 
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Obr. 32: PET/CT zobrazování VEGFR2-pozitivních tumorů pomocí 89Zr-DFO-RAM. 

Zobrazeny jsou 2D řezy s viditelným nádorem (označen šipkou).    
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6. Diskuze 

 Na monoklonální protilátky bylo v počátcích jejich uplatňování v humánní terapii 

nahlíženo jako na léčivé látky, které způsobí revoluci ve farmakologii. Možná že dnes 

protilátky nemají v terapii takovou pozici, jaká jim byla před třiceti lety předpovídána, přesto 

ale představují pokrok v medicíně a jsou využívány pro terapii onkologických, infekčních, 

autoimunitních a kardiovaskulárních onemocněních a v transplantologii (Singh et al. 2018). 

Monoklonální protilátky mohou být použity jak v terapii nádorových onemocnění, tak 

v jejich diagnostice. Lze je využít samostatně pro jejich vlastní farmakologický účinek, nebo 

je použít jako „transportér“ pro jinou účinnou látku (např. klasické chemoterapeutikum) 

či radionuklid, které jsou dopraveny do bezprostřední blízkosti nádoru a díky tomu 

se omezuje jejich dopad na zdravou tkáň. 

 V rámci této disertační práce jsme se zaměřili na studium monoklonálních protilátek 

směřovaných do oblasti onkologie. Primárním a nejdůležitějším cílem výzkumu v této 

oblasti je vyvinout molekuly, které by dokázaly efektivně a s minimem nežádoucích účinků 

léčit nádorová onemocnění, u kterých dosavadní možnosti léčby selhávají. Neméně důležitá 

je existence účinných diagnostických nástrojů, které by pomohly nádorové onemocnění 

diagnostikovat, lokalizovat a identifikovat z hlediska jeho fenotypu.  

  Během procesu značení radionuklidem jsou protilátky vystavovány 

nefyziologickým podmínkám, ať jsou to změny pH, přítomnost oxidačních/redukčních 

činidel, případně je molekula protilátky pozměněna připojením bifunkčního chelátoru. 

Takové podmínky mohou vést k nežádoucím změnám v molekule protilátky a ovlivnit 

především její schopnost specifické vazby (Holmberg et al. 2007). Z tohoto důvodu 

je důležitou součástí studia radioaktivně značených monoklonálních protilátek ověření, zda 

jejich afinita k cílové struktuře zůstala zachována. Za zlatý standard pro experimentální 

zjištění afinity protilátek k receptoru je považována manuální saturační technika (Bigott-

Hennkens et al. 2008). Tato metoda má charakter „end-point“ studie, která nás informuje 

o stavu interakce protilátka/receptor na konci experimentu. V rámci této práce byla 

do testování afinity radioaktivně značených protilátek k cílovým receptorům zapojena 

i novější metoda, označovaná jako automatizovaná real-time analýza realizovaná pomocí 

přístroje LigandTracer (Björke a Andersson 2006b), která umožňuje sledovat interakci 

ligand-receptor kontinuálně a přináší i možnost detailnějšího posouzení povahy této 

interakce.  
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 Pro radioaktivní značení protilátek a příbuzných molekul se používá řada 

radionuklidů. Vedle radiokovů je z několika důvodů vhodný některý z radioizotopů jódu. 

Pro posouzení možného ovlivnění vlastností protilátek způsobem jodace je první část práce 

zaměřena na modelové posouzení vlivu značení jódem-131 na radiochemickou čistotu, 

stabilitu a afinitu vybrané protilátky k cílovému receptoru. Monoklonální protilátka 

cetuximab byla značena standardní metodou využívající jako oxidační činidlo chloramin T. 

Kritickým bodem tohoto způsobu jodace, který může významně ovlivnit vlastnosti 

výsledného radiopreparátu monoklonální protilátky, je délka vystavení chloraminu T. Čím 

delší je doba vystavení účinku oxidačního činidla, tím větší je riziko vzniku nežádoucích 

změn v molekule protilátky (Anraku et al. 2003, Holmberg et al. 2007). Proto jsme 

se rozhodli otestovat vliv délky radiojodace na biologické vlastnosti protilátky posouzením 

její afinity k EGFR receptoru in vitro. 131I-cetuximab jsme rovněž využili při „Concentration 

Through Kinetics“ (CTK) experimentech, které měly za cíl rozšířit možnosti využití 

automatizované real-time analýzy. 

 Z výsledků získaných v experimentech zaměřených na posouzení způsobu přípravy 

131I-cetuximabu je patrné, že reakční časy v rozmezí 1-10 min poskytují po označení velmi 

vysokou radiochemickou čistotu na hranici 100 %. Takto vysoká radiochemická čistota 

je podobná či vyšší ve srovnání s kvalitou uváděnou při značení cetuximabu jódem 

chloraminovou metodou (Kim et al. 2016) či metodou jodogenovou (Rades et al. 2009). 

S přibývajícím časem postupně dochází ve všech případech k uvolňování jódu-131 z vazby 

na monoklonální protilátku, což je jev uváděný i jinými autory (Rades et al. 2009). Nejvyšší 

stability radiopreparátu bylo v rámci našeho experimentu dosaženo při použití nejkratšího 

intervalu značení, kdy po čtyřech dnech od označení klesla radiochemická čistota na hodnotu 

96 %. Stabilita preparátů značených po dobu 5 a 10 min se prakticky nelišila, po čtyřech 

dnech od značení klesla v obou případech radiochemická čistota na 93 %. Z praktického 

pohledu je důležité, že spontánní dejodace cetuximabu není závislá na teplotě (Rades et al. 

2009). Vyšší míra dejodace není žádoucí, protože in vivo dochází k jeho kumulaci ve štítné 

žláze, žaludku a slinných žlázách, což vede ke snížení kvality zobrazení či aplikovatelné 

dávky při terapii (Cavina et al. 2017). 

  Pomocí automatizované real-time analýzy jsme zjistili, že existuje částečný vliv 

doby jodace na afinitu značeného cetuximabu k receptoru. Nejnižší hodnoty KD, a tedy 

nejvyšší hodnoty afinity značené mAb, byly detekovány při nejkratší době značení, 

a to ve všech intervalech po značení. Zjištěné hodnoty rovnovážné disociační konstanty pro 

delší reakční dobu jsou podobné, ale ve většině případů vyšší než reakční dobu 1 min. 
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Ačkoliv rozdíly mezi jednotlivými metodami značení nejsou statisticky signifikantní, 

ze změn v průběhu času po přípravě lze však odvodit snižující se tendenci v míře afinity 

131I-cetuximabu k EGFR. Tento jev by mohl být alespoň částečně způsoben zvyšováním 

koncentrace neznačené protilátky ve vzorcích, ke kterému dochází vlivem uvolňováním jódu 

z vazby na protilátku. K tomuto jevu by mohly ovšem přispívat i jiné změny radiopreparátu 

po přípravě. Relevanci použitého postupu měření vazebnosti značeného cetuximabu 

potvrzuje fakt, že zjištěné hodnoty KD (0,02-0,3 nM do 48 h po přípravě) dobře korespondují 

s hodnotou 0,2 nM pro disociační konstantu, která je uváděna pro neznačený cetuximab 

(Goldstein et al. 1995). 

 Další informace o charakteru vazby 131I-cetuximabu k EGFR receptoru byly získány 

pomocí analýzy získaných dat z automatizované real-time metody v programu Interaction 

Map analysis (Bjorkelund et al. 2011, Altschuh et al. 2012, Barta et al. 2014). Výsledky 

získané díky tomuto analytickému algoritmu prokázaly v některých případech bifázický 

charakter interakce mezi protilátkou a receptorem. Kromě klasické interakce s vysokou 

afinitou (sytě černý pík) lze na příslušných obrázcích identifikovat i menší světle šedý pík, 

který představuje příspěvek vazebné interakce s nízkou afinitou k celkové afinitě 

131I-cetuximabu k EGFR. S prodlužováním délky značící reakce se zvyšuje příspěvek 

vazebné interakce s nízkou afinitou. Vysvětlením by mohla být skutečnost, že v průběhu 

radiojodace metodou s chloraminem T mohou vznikat dimery protilátek, případně i její větší 

agregáty (Holmberg et al. 2007). Ty tak mohou být zodpovědné za bifazický charakter 

interakce protilátka/receptor. Delší působení oxidačního činidla může vést k většímu počtu 

vzniklých agregátů, a tudíž k silnějšímu příspěvku interakce s nízkou afinitou. Proti tomuto 

vysvětlení ovšem stojí nález bifázických interakcí až s odstupem po přípravě, což by mohlo 

naznačovat postupné formování nízkoafinitních komponent v závislosti na době od přípravy. 

Určitou anomálii v této analýze lze identifikovat v měření 96 h od značení pro reakční dobu 

5 min. V tomto případě algoritmus identifikoval druhou vazebnou interakci s vyšší afinitou, 

než je ta původní. Pokud se nejedná o artefakt, pak tato situace mohla potencionálně nastat, 

došlo-li k rozpadu agregátu protilátky s vysokou molekulovou hmotností na jednotlivé 

značené protilátky se zachovanou specifickou afinitou k receptoru. 

 Na základě výše uvedených výsledků lze vyvodit, že 1-minutová metoda značení 

je nejen dostatečná pro efektivní označení monoklonální protilátky cetuximab jódem-131, 

ale poskytuje zároveň z testovaných metod nejstabilnější produkt a má nejméně negativní 

dopad na kvalitu vazby protilátky k cílovému receptoru. Zároveň lze říci, že pro provádění 

experimentů s jodovaným cetuximabem by měla být vždy použita čerstvě označená 
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protilátka. Přestože je pravděpodobné, že toto doporučení by mohlo platit i pro jiné 

radioaktivním jódem značené protilátky, v literatuře však není dostupný dostatek údajů 

pro možné zobecnění. 

 V rámci studia vlastností 131I-cetuximabu jsme se pokusili ověřit, zda s pomocí 

real-time analýzy interakce ligand-receptor lze hodnotit koncentraci protilátky. Tato metoda 

umožňuje stanovení koncentrace na základě předem analyzované kinetiky vazby ligandu 

k cílové struktuře (CTK metoda) (Wang et al. 2014). Podobně jako v originálním protokolu 

bylo toto měření provedeno na proteinu A, což je protein o hmotnosti 46 kDa, který byl 

původně identifikován na povrchu buněčné stěny bakterií Staphylococcus aureus a který 

je schopen interagovat se savčími imunoglobuliny, především pak s IgG (Lindmark et al. 

1983). Koncentrace vypočítané pomocí CTK metody se blížily skutečným použitým 

koncentracím, ale nebyly dostatečně přesné. Jako nevýhoda využití proteinu A jakožto 

cílové struktury při provedení CTK analýzy se ukázalo to, že křivky standardů nezbytných 

pro finální výpočet koncentrací nedosáhly v průběhu experimentu rovnovážného stavu, 

což mohlo negativně ovlivnit výsledek měření. Problém může být i to, že cetuximab se váže 

k proteinu A nespecificky Fc částí (Lindmark et al. 1983). Při stanovení afinity k proteinu A 

se navíc obvykle pracuje s relativně vysokými koncentracemi protilátek (Wang et al. 2014). 

Protože měření při testování CTK metody pro stanovení 131I-cetuximabu pracovalo 

s nízkými koncentracemi (<3nM) a vypočtené hodnoty se od skutečných lišily až 10x, 

lze konstatovat, že tento přístup není pro daný účel vhodný. 

 Nevýhody, které s sebou použití proteinu A přináší, nás vedly k myšlence ověřit 

CTK analýzu s využitím přirozené cílové struktury, proti které je protilátka zaměřena. 

Pro naše experimenty s 131I-cetuximabem jsme zvolili buněčný EGFR exprimovaný 

na nádorových buněčných liniích HaCaT a A431. Potencionální metodický problém tohoto 

přístupu představuje nekonstantní počet buněk nasazených v experimentu na misku 

LigandTraceru. Proto je důležitým předpokladem pro zajištění správného průběhu 

experimentu co nejpřesnější stanovení počtu buněk. Za dodržení těchto předpokladů byly 

výsledky dosažené pomocí CTK analýzy na živých buňkách exprimujících EGFR výrazně 

přesnější než při použití proteinu A. Dalšími výhodami bylo dosažení rovnovážného stavu 

v průběhu experimentu a možnost přesného stanovování nízkých koncentrací protilátek. 

Použití živých buněk tedy nepředstavuje v případě CTK metody výraznou komplikaci, 

ale naopak umožnilo přesnější stanovení hodnot koncentrací radiopreparátu v porovnání 

s hodnotami získanými pomocí proteinu A. Tento metodický poznatek rozšiřuje možnosti 

aplikace metody CTK a potenciálně lze uvažovat o využití testovaného přístupu 
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i pro stanovení koncentrací jiných radioaktivně značených protilátek, u kterých 

je k dispozici adekvátní buněčná linie s vysokou expresí cílového antigenu. 

 V druhé části disertační práce jsme se zaměřili na další onkologicky zaměřenou 

humánní monoklonální protilátku ramucirumab a studium jeho vlastností důležitých 

z hlediska potencionálního využití v radioimunodiagnostice. Tato mAb je cílena 

na extracelulární doménu VEGFR2 a blokuje jeho proangiogenní funkci, což dnes 

představuje jednu z možností léčby solidních tumorů. Mezi léčivé látky zasahující tento 

systém patří například monoklonální protilátka bevacizumab a fúzní protein aflibercept, 

které jsou shodně zaměřeny na vychytávání VEGF. Angiogenezi lze blokovat i pomocí 

inhibitorů tyrosinkinázové aktivity, jako jsou například sunitinib, sorafenib nebo pazopanib 

(Peng et al. 2017). Před vlastním nasazením anti-angiogenní terapie je vhodné ověřit expresi 

VEGFR2. Jednou z možností by mohlo být použití radioaktivně značených monoklonálních 

protilátek. Experimenty provedené s bevacizumabem nicméně prokázaly nedostatečnou 

korelaci mezi akumulací protilátky v tumoru a expresí VEGF, což ale může souviset 

s vazbou bevacizumabu na solubilní formy VEGF (Scheer et al. 2008). Na rozdíl 

od bevacizumabu, ramucirumab je cílený přímo na buněčné VEGFR2 receptory, a proto 

se jeho použití v nukleární diagnostice jeví jako vhodnější (Sullivan a Brekken 2010). Navíc 

je již schválen pro použití v klinické praxi (Fontanella et al. 2014). V našich experimentech 

jsme se zaměřili na značení RAM radiodiagnostickými nuklidy. Sledovali jsme vliv metody 

značení na biologickou aktivitu protilátky a s vybranou metodou značení jsme provedli 

in vivo biodistribuční experimenty a PET/CT zobrazování na myších modelech lidského 

nádoru exprimujícího VEGFR2 receptory. 

 Pro modelové posouzení vlivu metody značení na funkci protilátky jsme zvolili 

tři způsoby značení RAM pomocí technecia-99m: přímou metodu značení založenou 

na redukci disulfidických můstků, a dvě nepřímé metody využívající bifunkční chelátory 

DTPA a HYNIC. Na základě dosažených výsledků lze konstatovat, že použití všech 

testovaných metod vedlo k úspěšnému značení RAM techneciem-99m s radiochemickou 

čistotou přesahující 95 % s tím, že přímá metoda značení protilátky poskytovala výsledný 

radiopreparát s čistotou přibližně o 3–4 % horší než metody nepřímé. Stabilita 

radiokonjugátů při 4 °C v PBS pufru (pH = 7,4) byla po dobu 24 h dostatečná pro aplikaci 

99mTc-RAM v následných in vitro experimentech. Stabilita v delších intervalech nebyla 

vzhledem ke krátkému fyzikálnímu poločasu 99mTc zkoumána. 

 Pro hodnocení vlivu metody značení na biologickou funkci monoklonální protilátky 

RAM byla pomocí dvou metod stanovena hodnota KD, která vyjadřuje afinitu protilátky 
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k receptoru. Jako cílový receptor byl v experimentech použit buněčný VEGFR2 přítomný 

na povrchu lidských nádorových buněk SKOV3 a PC3. Přestože je přítomnost tohoto 

cílového receptoru v literatuře u uvedených typů buněk deklarována (Bianco et al. 2008, 

Ptaszynska et al. 2008), provedli jsme před vlastním experimentem potvrzení exprese 

VEGFR2 použitými buněčnými liniemi na úrovni proteinu. Výsledky WB potvrdily 

předpoklad, protože jsme prokázali expresi cílového receptoru oběma buněčnými liniemi 

(obr. 19). Hodnoty KD zjištěné pomocí automatizované real-time analýzy se u preparátů 

RAM připravovaných různými metodami značení výrazně neodlišovaly (tab. 12). Nejnižší 

hodnotu KD (14 ± 6,1 nM pro PC3 buňky a 17,8 ± 1,2 nM pro SKOV3 buňky), a tedy nejvyšší 

hodnotu afinity pro daný radiokonjugát vykazoval RAM značený nepřímou metodou 

s bifunkčním chelátorem HYNIC. Mezi preparáty připravenými jednotlivými metodami 

značení však lze pozorovat určité rozdíly v charakteru interakce s receptorem, což je patrné 

z obr. 29, který zobrazuje dynamiku interakce mezi značenou protilátkou a receptorem 

v reálném čase. Sklon asociační křivky pro 99mTc-RAM a 99mTc-DTPA-RAM je nižší 

než u 99mTc-HYNIC-RAM. To značí pomalejší interakci mezi protilátkou a receptorem. 

Rozdíl je nejlépe patrný v té části asociační křivky, která zobrazuje interakci při koncentraci 

protilátky 9 nM. Informace o síle interakce mezi protilátkou a receptorem nám poskytl sklon 

křivky v disociační fázi. Malý pokles aktivity navázané na buňky značí silnější vazbu mezi 

protilátkou a receptorem. Během našeho měření jsme pozorovali strmější pokles křivky 

pro 99mTc-RAM u obou testovaných buněčných linií a 99mTc-DTPA-RAM při studiu 

u SKOV3 buněk, což naznačuje, že vazba takto značených protilátek s receptorem je slabší, 

než je tomu u vazby 99mTc-HYNIC-RAM. Srovnání hodnoty KD určené pomocí 

automatizované real-time analýzy a zjištěných při použití klasické manuální saturační 

techniky (tab. 12) ukazuje, že hodnoty zjištěné těmito významně rozdílnými metodami byly 

navzájem porovnatelné. Z hlediska stanovení KD jsou tak obě použité metody rovnocenné, 

odlišná je jejich časová a materiálová náročnost. Ve srovnání s automatizovanou real-time 

metodou se během provádění manuální saturační techniky spotřebovává mnohem větší 

množství laboratorního plastu, cílových buněk, příslušných medií i zkoumané protilátky. 

Tato metoda je také náchylnější k lidským chybám a její příprava, provedení a vyhodnocení 

zabere pracovníkovi více času než provedení automatické analýzy. Na druhou stranu, 

limitujícím faktorem automatizovaného real-time měření je nutnost mít k dispozici příslušné 

přístrojové vybavení – LigandTracer. 

 Testování afinity značeného RAM bylo prováděno s využitím dvou druhů lidských 

nádorových buněk exprimujících VEGFR2 receptory. Výsledky testování afinity 
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radioaktivně značeného RAM k cílovému receptoru ukazují určité rozdíly ve vazbě mezi 

jednotlivými buněčnými liniemi. Podmínky během kultivace, počet buněk i podmínky 

během vlastního experimentu byly pro obě buněčné linie identické. Rozdíly v hodnotě KD 

99mTc-RAM mezi použitými buněčnými liniemi mohou být způsobeny rozdílným počtem 

receptorů na povrchu buněk nebo přítomností jiných povrchových struktur, které ovlivňují 

interakci mezi značenou protilátkou a receptorem, jak již bylo dříve publikováno (Barta et 

al. 2012). 

 Zjištěné hodnoty KD značeného RAM se pohybují v závislosti na použité metodě 

přípravy v rozmezí 7-30 nM (tab. 12). Protože nativní RAM vykazuje KD = 1-2 nM (Miao 

et al. 2006), tak je zřejmé, že proces značení ovlivnil významně afinitu RAM k cílovému 

receptoru. Změny v biologické aktivitě RAM mohly být způsobeny konjugací bifunkčních 

chelátorů k molekule protilátky, následkem přítomnosti redukčních činidel nebo vystavením 

protilátky nefyziologickému pH. V případě přímého značení může být pokles afinity 

k receptoru způsoben redoxním poškozením protilátky 2-merkaptoethanolem, který 

se používá pro redukci disulfidických můstků (Mather a Ellison 1990). Protilátka značená 

pomocí bifunkčího chelátoru DTPA byla po relativně dlouhou dobu vystavena působení 

alkalického pH. Nastavení zásaditého prostředí je nezbytné pro úspěšnou konjugaci 

chelátoru. Chelátor se váže na primární aminoskupiny, které nesmí být v reakčním prostředí 

ionizované. V literatuře je popsán vliv alkalického pH na změny imunoreaktivity některých 

monoklonálních protilátek (Bee et al. 2013). Delší inkubace RAM v alkalickém prostředí 

mohla tedy přinejmenším přispět ke snížení afinity značené protilátky k receptoru 

při srovnání s nativním preparátem. Dalším faktorem, který může ovlivnit afinitu protilátky, 

je ovlivnění inkorporovaným chelátorem. Nadměrná substituce molekuly protilátky 

chelátorem může vést až ke ztrátě imunoreaktivity (Lee et al. 1999). V našem případě bylo 

na jednu molekulu protilátky navázáno přibližně 7,5 molekul DTPA, v případě HYNIC 

to bylo přibližně 6 molekul chelátoru. V literatuře lze dohledat studii, kdy přítomnost pěti 

molekul chelátoru na molekule monoklonální protilátky nevedla ke změně její 

imunoreaktivity (Smith-Jones et al. 2008). Vzhledem k zjištěnému počtu konjugovaných 

molekul chelátoru lze předpokládat, že negativní ovlivnění afinity 99mTc-DTPA-RAM 

mohlo být tedy způsobeno jednak dlouhým vystavením účinku alkalického prostředí 

a částečně i modifikací větším počtem chelátorů v molekule protilátky. Který z těchto 

faktorů má rozhodující vliv na výslednou vazebnost by vyžadovalo další zpřesňující studie. 

 Získané poznatky o vlivu metody značení na afinitu RAM in vitro měly význam 

pro další experimenty, neboť sloužily k výběru nejšetrnějšího způsobu formulace preparátu 
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RAM pro následné biologické studie in vivo a ex vivo s cílem použít radioimunokonjugát 

s maximálně konzervovanými vlastnostmi. Vzhledem k zamýšlenému testování značeného 

RAM in vivo pro PET/CT zobrazování jsme vybrali dvojici radionuklidů galium-67 

a zirkonium-89, které jsou v biomolekulách chelatovány stejným chelátorem – 

deferoxaminem (DFO). Biologické in vitro experimenty byly vzhledem k menší finanční 

nákladnosti prováděny s RAM značeným pomocí galia-67. Pro ex vivo biodistribuční studii 

a in vivo PET/CT zobrazování bylo galium nahrazeno pozitronovým zářičem zirkoniem-89. 

Veškeré podmínky během konjugace protilátky s chelátorem a během značení konjugované 

protilátky radionuklidem byly pro značení zirkoniem-89 identické, jako v případě galia-67. 

 Na základě předchozích zkušeností při značení pomocí 99mTc jsme postup při značení 

RAM pomocí 67Ga/89Zr částečně upravili. Konjugace protilátky s chelátorem sice nadále 

probíhala v alkalickém prostředí, protilátka mu však byla vystavena pouze po dobu 1 h. 

S cílem snížit vliv konjugace s chelátorem na biologické vlastnosti protilátky jsme použili 

menší molární poměr protilátka:chelátor - pouze 1:3. Výhodou značení vybranými 

radiokovy je navíc to, že není třeba přidávat redukční činidlo (cínaté ionty) jako v případě 

značení techneciem-99m, čímž je eliminován další faktor potenciálně negativně ovlivňující 

biologickou aktivitu protilátky. Zvolená metoda značení galiem-67 a zirkoniem-89 

se ukázala jako vyhovující, neboť poskytovala značenou protilátku o vysoké radiochemické 

čistotě (nad 99 %) a dostatečné stabilitě pro provádění následných experimentů. Analýza 

množství konjugovaného chelátoru ukázala, že díky nastavení reakčních poměrů 

byl výsledný poměr DFO/Ab jen o něco vyšší než 1. In vitro analýza vazebnosti značené 

protilátky k cílovým receptorům na dvou VEGFR2 pozitivních liniích ukázala, že afinita 

(KD pro SKOV3 = 7,1 nM, pro PC3 buňky = 8,8 nM) je více než 2x vyšší než v případě 

99mTc-HYNIC-RAM, avšak ve srovnání s nativním RAM (KD = 1-2 nM) je negativní vliv 

značení stále patrný. 

 Biodistribuční studie ex vivo provedené s využitím myších modelů s indukovaným 

experimentálním nádorem (obr. 31) prokázaly akumulaci značeného RAM v tumorech 

exprimujících VEGFR2. Po intravenózním podání docházelo k pomalému snižování aktivity 

v krvi, což je v souladu s pomalou distribucí a eliminací monoklonálních protilátek 

v organismu. Experimentálně zjištěný poločas IgG1 protilátek u dospělých myší je 6-8 dní 

(Vieira a Rajewsky 1988), což odpovídá dynamice poklesu hladin v krvi zjištěnému v našem 

experimentu. S nízkou krevní clearance souvisí i relativně nízký poměr aktivity tumor/krev, 

který je 144 h po aplikaci protilátky 0,79 pro PC3 nádor a 1,26 pro SKOV3 nádor. Podobně 

nízký poměr tumor/krev byl zjištěn v práci, která studovala biodistribuci 64Cu-NOTA-RAM 
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na myším modelu s HCC4006 tumorem exprimujícím VEGFR2. V této práci byl 48 h 

po aplikaci protilátky zjištěn poměr tumor/krev 0,96 (Luo et al. 2016). Srovnatelné hodnoty 

poměru tumor/krev byly pozorovány i při použití monoklonálních protilátek cílených na jiné 

antigeny. Například u mAb cílené proti antigenu p97 na povrchu buněk melanomu byl 

zjištěný poměr 0,8 – 1,5 (Larson et al. 1983) 72 h po aplikaci nebo u mAb cílené na karbonát 

anhydrázu IX byl poměr 2,2 72 h po podání (Chrastina et al. 2003).  

 Relativně vysoká aktivita 89Zr-DFO-RAM v tumoru, 9,27 (± 0,54) %ID/g pro PC3 

tumory a 9,97 ± (0,98) %ID/g, byla v ex vivo studii zjištěna již 24 h po aplikaci. Podobné 

hodnoty po 24 h naměřil i Luo et al. (2016) v experimentu s 64Cu-NOTA-RAM. V případě 

SKOV3 nádorů akumulace v tumoru dále stoupala, v případě PC3 nádorů zůstávala stabilní. 

Maximální akumulace značeného RAM v nádorech bylo v našem experimentu dosaženo 

72 h po aplikaci. Pro PC3 tumory byla hodnota maxima přes 9 %ID/g a pro SKOV3 tumory 

bylo maximem 13,36 %ID/g. To odpovídá údajům z literatury, podle kterých obvykle 

dochází k maximální kumulaci mAb v nádoru za 2-3 dny po podání (Meijs et al. 1997, 

Chrastina et al. 2003, Perk et al. 2006). V některých studiích u myší s modelovými nádory 

byla míra kumulace radioaktivních protilátek vyšší. Např. ve studii s anti-VEGF protilátkou 

bevacizumabem byla aktivita v nádoru kolorektálního původu při značení 64Cu do 48 h 

po podání nad 20 %ID/g (Paudyal et al. 2011), míra kumulace indiem-111 značeného 

bevacizumabu ve VEGF-A pozitivním nádoru se pohybovala nad 15 %ID/g (Stollman et al. 

2008). Obecně je ovšem takové srovnání obtížné, protože míra kumulace v nádorové tkáni 

je závislá nejen na kvalitě a zachovalých biologických vlastnostech radiopreparátu. 

Biodistribuce a akumulace cílených radioaktivně značených protilátek v nádorech může být 

ovlivněna podaným látkovým množstvím (Stollman et al. 2008), mírou exprese cílových 

receptorů v nádoru (Luo et al. 2016), případně i jejich množstvím v jiných tkáních. 

 Z dalších orgánů byla relativně vyšší radioaktivita naměřena i v orgánech s vyšší 

krevní perfúzí, jako jsou ledviny, plíce a srdce. To může souviset s vazbou na VEGFR2, 

který je fyziologicky přítomný na endotelových buňkách (Bruns et al. 2009). Během 

experimentu docházelo k časově závislému poklesu aktivity v těchto orgánech. Ex vivo 

studie s 89Zr-DFO-RAM též ukázala, že dalšími významnými místy akumulace 

89Zr-DFO-RAM byly játra a slezina. V těchto orgánech se nachází fenestrované kapiláry, 

které usnadňují extravazaci mAb a patří do tzv. retikuloendotelového systému, který 

představuje jednu z hlavních cest eliminace imunoglobulinů z těla. MAbs jsou receptory 

zprostředkovanou nebo nespecifickou endocytózou absorbovány do buněk a prochází 

lyzozomální degradací (Tabrizi et al. 2006, Ryman a Meibohm 2017). Vysoká akumulace 
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značených mAbs ve slezině je v literatuře popsaná. V případě rituximabu a tositumomabu 

se jedná o specifickou akumulaci, protože tyto protilátky jsou cílené proti CD20 antigenu 

na povrchu B-lymfocytů, které se ve slezině běžně nachází (Rajendran et al. 2004, Malviya 

et al. 2012). Zvýšená akumulace značených mAbs ve slezině však byla pozorována 

i u protilátek, které nejsou cíleny na antigeny přítomné ve slezině: 89Zr-bevacizumab 

(Nagengast et al. 2007), 111In-cetuximab (Shih et al. 2015) nebo 64Cu-trastuzumab (Milenic 

et al. 2010). Ve zmiňovaných případech stála při meziorgánovém srovnání slezina 

v míře akumulace radioaktivity na prvním, případně na druhém místě v pořadí. 

Zirkonium-89 patří mezi tzv. rezidualizující radionuklidy a vysoká aktivita ve slezině 

po aplikaci 89Zr-DFO-RAM může souviset s reziduální aktivitou zirkonia-89, která 

ve fagocytujících buňkách sleziny zůstala po degradaci protilátky (Verel et al. 2003). 

Vysoké hodnoty poměru tumor/sval naznačují vynikající kontrast nádoru ke svalové tkáni. 

V čase 72 h po aplikaci činil tento poměr pro PC3 nádory 5,5 a pro SKOV3 nádory 8,1. 

Oba typy nádorů se podařilo pomocí PET/CT velice dobře zobrazit již 24 h po aplikaci 

značené protilátky. S časem postupně klesalo radioaktivní pozadí v nenádorových orgánech 

a 144 h po aplikaci byl obraz relativně čistý a zobrazený nádor na něm dominoval. Data 

z in vivo zobrazování nádorových myších modelů potvrzují a dále rozšiřují informace 

získané z ex vivo biodistribuční studie.  

 Celkově lze konstatovat, že námi získaná data z experimentů se zvířecími modely 

jsou v poměrně dobrém souladu s daty zjištěnými v práci Luo et al. (2016), která se zabývala 

studiem stejné monoklonální protilátky značené mědí-64 s využitím podobného 

experimentálního modelu. Hlavní rozdíly lze nalézt v akumulaci radioaktivity ve slezině, 

který je pravděpodobně způsoben rozdílným množstvím protilátky použitým 

při experimentu, a akumulaci v kostech, který je dán použitým radionuklidem. Kostní 

akumulace volného zirkonia-89, které vzniká buďto transchelatací nespecificky vázaného 

zirkonia-89 na plasmatické proteiny nebo degradací značené protilátky, je známa již 

z dřívějších studií (Tinianow et al. 2010). Dle dostupných údajů je výše zmíněná studie 

zaměřená na 64Cu-NOTA-RAM (Luo et al. 2016) jedinou publikovanou prací, která byla 

zaměřena na radioaktivní značení monoklonálních protilátek cílených na VEGFR2 s cílem 

posoudit možnosti jejich využití pro radiodiagnostiku. Naše studie přináší první 

experimentální data o značení RAM zirkoniem-89 a biologickém chování tohoto 

radioimunokonjugátu. K značení použitý radionuklid zirkonium-89 má 6x delší poločas 

přeměny než měď-64 a umožňuje díky tomu zobrazování v pozdějších časových intervalech 

po aplikaci protilátky. Monoklonální protilátky mají pomalou eliminaci z organismu a díky 
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použití radionuklidu s delším poločasem lze získat mnohem čistší PET snímky s větším 

kontrastem mezi zdravou tkání a nádorem, jak dokládá porovnání našich výsledků 

s uvedenou studií s 64Cu-NOTA-RAM. 

 Výhodou ramucirumabu je skutečnost, že se jedná o již registrovanou protilátku 

pro léčbu několika typů maligních onemocnění (Fontanella et al. 2014). Její případné využití 

by mohlo umožnit posouzení pacientů s ohledem na přítomnost či nepřítomnost VEGFR2 

pozitivního nádoru, což má velký význam pro výběr pacientů pro terapii založenou 

na antiangiogenním účinku. Alternativou k značeným anti-VEGFR2 monoklonálním 

protilátkám jsou na VEGF-A založené radioligandy. Jejich akumulace v ledvinách, která 

je dána vazbou na přítomné VEGFR1 (Cai et al. 2006), je však zatím limitujícím faktorem 

v jejich translaci do klinických podmínek. Anti-VEGF monoklonální protilátka 

bevacizumab je zatím z pohledu využití radioaktivně značené formy pro zobrazování 

či léčbu nádorů zkoumána déle než RAM a existuje řada studií věnovaných této oblasti, 

včetně prací testujících značení této protilátky zirkoniem-89 či mědí-64 (Nagengast et al. 

2007, Paudyal et al. 2011, Vugts et al. 2013). Ve srovnání s RAM je však její určitou 

nevýhodou menší selektivita, protože se váže na řadu VEGF a tím blokuje funkci 

jak VEGFR2, tak VEGFR1. Na základě těchto skutečností se zdá vývoj radioligandu 

pro zobrazování či případně i radioterapii v onkologii, který by byl založen na RAM či jiné 

stejně cílené biomolekule, jako perspektivní směr radiofarmaceutického výzkumu.  
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7. Závěr 

 Výsledky prezentované v této práci přinášejí řadu informací o vlivu metody značení 

a podmínek v průběhu značení na změny imunoreaktivity radioaktivně značených 

monoklonálních protilátek. V první fázi byly hodnoceny a optimalizovány některé postupy 

důležité pro přípravu radioaktivně značených protilátek. Mezi metodické přínosy práce patří 

především zavedení optimalizované metody značení monoklonálních protilátek pomocí 

radionuklidů galia a zirkonia, zavedení UV/VIS metod pro analýzu množství chelátorů 

navázaných na molekulu protilátky a rozšíření možností CTK analýzy o měření na živých 

buňkách. Též byl posouzen vliv různých metod značení protilátek techneciem-99m. 

 Testování zaměřené na posouzení délky reakčního intervalu při radiojodaci protilátek 

metodou využívající chloraminu T ukázalo negativní korelaci mezi délkou jodačního 

intervalu a mírou stability a afinitou k cílovému receptoru modelové protilátky 

131I-cetuximabu. Z výsledků vyplývá, že kratší inkubační doba s chloraminem T poskytuje 

stabilnější radiokonjugát. V navazujících experimentech bylo ověřeno, že kratší reakční 

doba také méně ovlivňuje vazbu značené protilátky k cílovému receptoru. Za další 

metodický příspěvek práce lze považovat posouzení možnosti využívat rutinně CTK analýzu 

pro měření koncentrace značených protilátek, které bylo otestováno s 131I-cetuximabem. 

Původní protokol CTK analýzy pracuje s proteinem A jako s cílovou strukturou, na kterou 

se protilátky vážou nespecificky. Výsledky našich experimentů ukázaly, že je možné využít 

interakce s příslušnými receptory exprimovanými živými buňkami. Experimenty 

se specifickou vazbou protilátky na cílové receptory exprimované na povrchu buněk 

poskytovaly přesnější výsledky a bylo jich dosaženo v kratším čase. Ověření vlivu různých 

metod značení diagnostickým radionuklidem 99mTc na afinitu monoklonální protilátky 

ramucirumab (RAM) k cílovému receptoru ukázalo při srovnání nepřímé a přímé metody 

značení menší vliv nepřímého značení prostřednictvím chelatující struktury než při přímé 

vazbě technecia na molekulu proteinu. 

 Metodické experimenty zaměřené na optimalizaci značení RAM kovovými 

radionuklidy vedly k úspěšnému značení RAM radiokovy s vysokou čistotou, stabilitou 

a minimálním ovlivněním afinity protilátky k receptoru, a umožnily přípravu této protilátky 

značené významným PET radionuklidem – zirkonem-89. Vyhovující kvalita radiopreparátu 

vyústila v možnost testovat biologické vlastnosti této značené protilátky nejen in vitro, 

ale i v modelu in vivo.  
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 Výsledky ex vivo biodistribuční studie a in vivo PET/CT zobrazování na myších 

modelech lidských nádorů PC3 a SKOV3 exprimujících VEGFR2 receptory potvrdily 

akumulaci značené protilátky 89Zr-DFO-RAM v obou typech nádorů. Intenzivnější 

akumulace byla naměřena u nádorů tvořených SKOV3 buňkami, ke kterým měl 

89Zr-DFO-RAM podle in vitro analýzy větší afinitu. Zároveň bylo potvrzeno, 

že pro radioaktivní značení monoklonálních protilátek jsou vhodnější radionuklidy 

s dlouhým poločasem, které umožňují PET/CT zobrazování několik dní po aplikaci. 

V delších časových intervalech po podání vykazuje získaný obraz lepší kontrast mezi 

nádorem a zdravou tkání, neboť radioaktivní protilátka nevázaná v tumoru je z větší části 

eliminována z organismu. 

 Závěrem lze konstatovat, že stanovené cíle předložené disertační práce byly splněny.  



Seznam použité literatury 

 

 

109 

 

8. Seznam použité literatury 

Abrams, M. J., M. Juweid, D. A. Schwartz, M. M. Hauser, F. E. Gaul, A. J. Fuccello, R. H. 

Rubin, H. W. Strauss and A. J. Fischman (1990). "Technetium-99m-human 

polyclonal IgG radiolabeled via the hydrazino nicotinamide derivative for imaging 

focal sites of infection in rats." Journal of Nuclear Medicine 31(12): 2022-2028. 

Abramsson, A., P. Lindblom and C. Betsholtz (2003). "Endothelial and nonendothelial 

sources of PDGF-B regulate pericyte recruitment and influence vascular pattern 

formation in tumors." The Journal of clinical investigation 112(8): 1142-1151. 

Adams, G. P., R. Schier, A. M. McCall, H. H. Simmons, E. M. Horak, R. K. Alpaugh, J. D. 

Marks and L. M. Weiner (2001). "High affinity restricts the localization and tumor 

penetration of single-chain fv antibody molecules." Cancer research 61(12): 4750-

4755. 

Adumeau, P., S. K. Sharma, C. Brent and B. M. Zeglis (2016). "Site-specifically labeled 

immunoconjugates for molecular imaging—Part 1: cysteine residues and glycans." 

Molecular Imaging and Biology 18(1): 1-17. 

Agarwal, P. and C. R. Bertozzi (2015). "Site-specific antibody–drug conjugates: the nexus 

of bioorthogonal chemistry, protein engineering, and drug development." 

Bioconjugate chemistry 26(2): 176-192. 

Allen, T. M. and P. R. Cullis (2004). "Drug delivery systems: entering the mainstream." 

Science 303(5665): 1818-1822. 

Altschuh, D., H. Björkelund, J. Strandgård, L. Choulier, M. Malmqvist and K. Andersson 

(2012). "Deciphering complex protein interaction kinetics using Interaction Map." 

Biochemical and Biophysical Research Communications 428(1): 74-79. 

Anraku, M., U. Kragh-Hansen, K. Kawai, T. Maruyama, Y. Yamasaki, Y. Takakura and 

M. Otagiri (2003). "Validation of the chloramine-T induced oxidation of human 

serum albumin as a model for oxidative damage in vivo." Pharmaceutical research 

20(4): 684-692. 

Aprile, G., E. Rijavec, C. Fontanella, K. Rihawi and F. Grossi (2014). "Ramucirumab: 

preclinical research and clinical development." OncoTargets and therapy 7: 1997. 

Arjaans, M., C. P. Schröder, S. F. Oosting, U. Dafni, J. E. Kleibeuker and E. G. de Vries 

(2016). "VEGF pathway targeting agents, vessel normalization and tumor drug 

uptake: from bench to bedside." Oncotarget 7(16): 21247. 



Seznam použité literatury 

 

 

110 

 

Bailly, C., P.-F. Cléry, A. Faivre-Chauvet, M. Bourgeois, F. Guérard, F. Haddad, J. Barbet, 

M. Chérel, F. Kraeber-Bodéré and T. Carlier (2016). "Immuno-PET for clinical 

theranostic approaches." International journal of molecular sciences 18(1): 57. 

Barta, P., K. Andersson, F. Trejtnar and J. Buijs (2014). "Exploring time-resolved 

characterization of the heterogeneity and dynamics of ligand-receptor interactions 

on living cells." Journal of Analytical Oncology 3(2): 94-104. 

Barta, P., J. Malmberg, L. Melicharova, J. Strandgård, A. Orlova, V. Tolmachev, M. 

Laznicek and K. Andersson (2012). "Protein interactions with HER-family 

receptors can have different characteristics depending on the hosting cell line." 

International journal of oncology 40(5): 1677-1682. 

Bee, C., Y. N. Abdiche, J. Pons and A. Rajpal (2013). "Determining the binding affinity of 

therapeutic monoclonal antibodies towards their native unpurified antigens in 

human serum." PLoS One 8(11): e80501. 

Belachew, S. A., D. A. Erku, A. B. Mekuria and B. M. Gebresillassie (2016). "Pattern of 

chemotherapy-related adverse effects among adult cancer patients treated at Gondar 

university Referral Hospital, Ethiopia: a cross-sectional study." Drug, healthcare 

and patient safety 8: 83. 

Bianco, R., R. Rosa, V. Damiano, G. Daniele, T. Gelardi, S. Garofalo, V. Tarallo, S. De 

Falco, D. Melisi and R. Benelli (2008). "Vascular endothelial growth factor 

receptor-1 contributes to resistance to anti–epidermal growth factor receptor drugs 

in human cancer cells." Clinical Cancer Research 14(16): 5069-5080. 

Bigott-Hennkens, H., S. Dannoon, M. Lewis and S. Jurisson (2008). "In vitro receptor 

binding assays: general methods and considerations." The quarterly journal of 

nuclear medicine and molecular imaging 52(3): 245. 

BioXCell. (2019).    Staženo 3.května 2019, z https://bxcell.com/antibody-structure/. 

Björke, H. and K. Andersson (2006a). "Automated, high-resolution cellular retention and 

uptake studies in vitro." Applied Radiation and Isotopes 64(8): 901-905. 

Björke, H. and K. Andersson (2006b). "Measuring the affinity of a radioligand with its 

receptor using a rotating cell dish with in situ reference area." Applied Radiation 

and Isotopes 64(1): 32-37. 

Björkelund, H., L. Gedda and K. Andersson (2011). "Avoiding false negative results in 

specificity analysis of protein–protein interactions." Journal of Molecular 

Recognition 24(1): 81-89. 



Seznam použité literatury 

 

 

111 

 

Bjorkelund, H., L. Gedda, P. Barta, M. Malmqvist and K. Andersson (2011). "Gefitinib 

Induces Epidermal Growth Factor Receptor Dimers Which Alters the Interaction 

Characteristics with. sup. 125I-EGF." PLoS One 6(9): e24739-e24739. 

Boswell, C. A. and M. W. Brechbiel (2007). "Development of radioimmunotherapeutic 

and diagnostic antibodies: an inside-out view." Nuclear medicine and biology 34(7): 

757-778. 

Brady, E. D., H.-S. Chong, D. E. Milenic and M. W. Brechbiel (2004). "Development of a 

spectroscopic assay for bifunctional ligand-protein conjugates based on copper." 

Nuclear medicine and biology 31(6): 795-802. 

Bridger, G. J., M. J. Abrams, S. Padmanabhan, F. Gaul, S. Larsen, G. W. Henson, D. A. 

Schwartz, C. B. Longley, C. A. Burton and M. E. Ultee (1996). "A comparison of 

cleavable and noncleavable hydrazinopyridine linkers for the 99mTc labeling of Fab 

‘monoclonal antibody fragments." Bioconjugate chemistry 7(2): 255-264. 

Brooks, A. N., E. Kilgour and P. D. Smith (2012). "Molecular pathways: fibroblast growth 

factor signaling: a new therapeutic opportunity in cancer." Clinical cancer research 

18(7): 1855-1862. 

Bruns, A. F., L. Bao, J. H. Walker and S. Ponnambalam (2009). VEGF-A-stimulated 

signalling in endothelial cells via a dual receptor tyrosine kinase system is 

dependent on co-ordinated trafficking and proteolysis, Portland Press Limited. 

Cai, W., K. Chen, K. A. Mohamedali, Q. Cao, S. S. Gambhir, M. G. Rosenblum and X. 

Chen (2006). "PET of vascular endothelial growth factor receptor expression." 

Journal of Nuclear Medicine 47(12): 2048-2056. 

Campbell, I. D. and P. Bork (1993). "Epidermal growth factor-like modules." Current 

Opinion in Structural Biology 3(3): 385-392. 

Carpenter, G. and S. Cohen (1979). "Epidermal growth factor." Annual review of 

biochemistry 48(1): 193-216. 

Carson, A. R., C. F. McTiernan, L. Lavery, M. Grata, X. Leng, J. Wang, X. Chen and F. S. 

Villanueva (2012). "Ultrasound-targeted microbubble destruction to deliver siRNA 

cancer therapy." Cancer research 72(23): 6191-6199. 

Cavina, L., D. van der Born, P. H. Klaren, M. C. Feiters, O. C. Boerman and F. P. Rutjes 

(2017). "Design of radioiodinated pharmaceuticals: structural features affecting 

metabolic stability towards in vivo deiodination." European journal of organic 

chemistry 2017(24): 3387-3414. 



Seznam použité literatury 

 

 

112 

 

Ciardiello, F. and G. Tortora (2001). "A novel approach in the treatment of cancer: 

targeting the epidermal growth factor receptor." Clinical Cancer Research 7(10): 

2958-2970. 

Clarke, J. M. and H. I. Hurwitz (2013). "Targeted inhibition of VEGF receptor 2: an update 

on ramucirumab." Expert opinion on biological therapy 13(8): 1187-1196. 

Cohen, M. H., H. Chen, S. Shord, C. Fuchs, K. He, H. Zhao, S. Sickafuse, P. Keegan and 

R. Pazdur (2013). "Approval summary: Cetuximab in combination with cisplatin or 

carboplatin and 5-fluorouracil for the first-line treatment of patients with recurrent 

locoregional or metastatic squamous cell head and neck cancer." The oncologist 

18(4): 460-466. 

Cook, B. E., P. Adumeau, R. Membreno, K. E. Carnazza, C. Brand, T. Reiner, B. J. 

Agnew, J. S. Lewis and B. M. Zeglis (2016). "Pretargeted PET imaging using a site-

specifically labeled immunoconjugate." Bioconjugate chemistry 27(8): 1789-1795. 

Cooper, M. S., E. Sabbah and S. J. Mather (2006). "Conjugation of chelating agents to 

proteins and radiolabeling with trivalent metallic isotopes." Nature protocols 1(1): 

314. 

Darius, J. and D. R. Richardson (2011). "William Hunter and radioiodination: revolutions 

in the labelling of proteins with radionuclides of iodine." Biochem. J: 1-4. 

Davies, D. and G. O'Neill (1973). "In vivo and in vitro effects of tumour specific 

antibodies with chlorambucil." The British journal of cancer. Supplement 1: 285. 

Fala, L. (2016). "Portrazza (Necitumumab), an IgG1 Monoclonal Antibody, FDA 

Approved for Advanced Squamous Non–Small-Cell Lung Cancer." American 

health & drug benefits 9(Spec Feature): 119. 

Fearnley, G., G. Smith, M. Harrison, S. Wheatcroft, D. Tomlinson and S. Ponnambalam 

(2013). "Vascular endothelial growth factor-A regulation of blood vessel sprouting 

in health and disease." OA Biochemistry 1(1): 1. 

Ferreira, C. L., E. Lamsa, M. Woods, Y. Duan, P. Fernando, C. Bensimon, M. Kordos, K. 

Guenther, P. Jurek and G. E. Kiefer (2010). "Evaluation of bifunctional chelates for 

the development of gallium-based radiopharmaceuticals." Bioconjugate chemistry 

21(3): 531-536. 

Fontanella, C., E. Ongaro, S. Bolzonello, M. Guardascione, G. Fasola and G. Aprile 

(2014). "Clinical advances in the development of novel VEGFR2 inhibitors." 

Annals of translational medicine 2(12). 



Seznam použité literatury 

 

 

113 

 

Fraker, P. J. and J. C. Speck Jr (1978). "Protein and cell membrane iodinations with a 

sparingly soluble chloroamide, 1, 3, 4, 6-tetrachloro-3a, 6a-diphenylglycoluril." 

Biochemical and biophysical research communications 80(4): 849-857. 

Franklin, M. C., E. C. Navarro, Y. Wang, S. Patel, P. Singh, Y. Zhang, K. Persaud, A. 

Bari, H. Griffith and L. Shen (2011). "The structural basis for the function of two 

anti-VEGF receptor 2 antibodies." Structure 19(8): 1097-1107. 

Freise, A. C. and A. M. Wu (2015). "In vivo imaging with antibodies and engineered 

fragments." Molecular Immunology 67(2, Part A): 142-152. 

Gedda, L., H. Björkelund and K. Andersson (2010). "Real-time immunohistochemistry 

analysis of embedded tissue." Applied Radiation and Isotopes 68(12): 2372-2376. 

Ghose, T., S. Norvell, A. Guclu, D. Cameron, A. Bodurtha and A. MacDonald (1972). 

"Immunochemotherapy of cancer with chlorambucil-carrying antibody." Br Med J 

3(5825): 495-499. 

Giusti, R. M., K. A. Shastri, M. H. Cohen, P. Keegan and R. Pazdur (2007). "FDA drug 

approval summary: Panitumumab (Vectibix™)." The oncologist 12(5): 577-583. 

Goldenberg, D. M., E. E. Kim, F. H. DeLand, S. Bennett and F. J. Primus (1980). 

"Radioimmunodetection of cancer with radioactive antibodies to carcinoembryonic 

antigen." Cancer Research 40(8 Part 2): 2984-2992. 

Goldstein, N. I., M. Prewett, K. Zuklys, P. Rockwell and J. Mendelsohn (1995). 

"Biological efficacy of a chimeric antibody to the epidermal growth factor receptor 

in a human tumor xenograft model." Clinical Cancer Research 1(11): 1311-1318. 

Graham, J., M. Muhsin and P. Kirkpatrick (2004). "Cetuximab." Nature reviews Drug 

discovery 3(7). 

Greenwood, F. C., W. M. Hunter and J. Glover (1963). "The preparation of 131I-labelled 

human growth hormone of high specific radioactivity." Biochemical journal 89(1): 

114. 

Hamers-Casterman, C., T. Atarhouch, S. Muyldermans, G. Robinson, C. Hammers, E. B. 

Songa, N. Bendahman and R. Hammers (1993). "Naturally occurring antibodies 

devoid of light chains." Nature 363(6428): 446. 

Hermanson, G. T. and R. Giese (1996). "Bioconjugate techniques." Journal of 

Chromatography-A incl Cumulative Indexes 746(2): 303-303. 

Holash, J., S. Davis, N. Papadopoulos, S. D. Croll, L. Ho, M. Russell, P. Boland, R. 

Leidich, D. Hylton and E. Burova (2002). "VEGF-Trap: a VEGF blocker with 



Seznam použité literatury 

 

 

114 

 

potent antitumor effects." Proceedings of the National Academy of Sciences 99(17): 

11393-11398. 

Holland, J. P., M. J. Williamson and J. S. Lewis (2010). "Unconventional nuclides for 

radiopharmaceuticals." Molecular imaging 9(1): 7290.2010. 00008. 

Holmberg, M., K. B. Stibius, S. Ndoni, N. B. Larsen, P. Kingshott and X. L. Hou (2007). 

"Protein aggregation and degradation during iodine labeling and its consequences 

for protein adsorption to biomaterials." Analytical biochemistry 361(1): 120-125. 

Hořejší, V. and J. Bartůňková (2009). Základy imunologie. Praha, Nakladatelství TRITON. 

Huhalov, A. and K. Chester (2004). "Engineered single chain antibody fragments for 

radioimmunotherapy." The Quarterly Journal of Nuclear Medicine and Molecular 

Imaging 48(4): 279. 

Hurwitz, H., L. Fehrenbacher, W. Novotny, T. Cartwright, J. Hainsworth, W. Heim, J. 

Berlin, A. Baron, S. Griffing and E. Holmgren (2004). "Bevacizumab plus 

irinotecan, fluorouracil, and leucovorin for metastatic colorectal cancer." New 

England journal of medicine 350(23): 2335-2342. 

Chames, P., M. Van Regenmortel, E. Weiss and D. Baty (2009). "Therapeutic antibodies: 

successes, limitations and hopes for the future." British journal of pharmacology 

157(2): 220-233. 

Chrastina, A., J. Zavada, S. Parkkila, Š. Kaluz, M. Kaluzová, J. Rajčáni, J. Pastorek and S. 

Pastoreková (2003). "Biodistribution and pharmacokinetics of 125I‐labeled 

monoclonal antibody M75 specific for carbonic anhydrase IX, an intrinsic marker of 

hypoxia, in nude mice xenografted with human colorectal carcinoma." International 

journal of cancer 105(6): 873-881. 

Ishigami, S., S. Arii, M. Furutani, M. Niwano, T. Harada, M. Mizumoto, A. Mori, H. 

Onodera and M. Imamura (1998). "Predictive value of vascular endothelial growth 

factor (VEGF) in metastasis and prognosis of human colorectal cancer." British 

journal of cancer 78(10): 1379. 

Jauw, Y., J. o'Donoghue, J. Zijlstra, O. Hoekstra, C. W. Menke-van der Houven, F. 

Morschhauser, J. Carrasquillo, S. Zweegman, N. Pandit-Taskar and A. Lammertsma 

(2019). "89Zr-immuno-PET: towards a non-invasive clinical tool to measure target 

engagement of therapeutic antibodies in-vivo." Journal of Nuclear Medicine: 

jnumed. 118.224568. 

Jeger, S., K. Zimmermann, A. Blanc, J. Grünberg, M. Honer, P. Hunziker, H. Struthers and 

R. Schibli (2010). "Site‐specific and stoichiometric modification of antibodies by 



Seznam použité literatury 

 

 

115 

 

bacterial transglutaminase." Angewandte Chemie International Edition 49(51): 

9995-9997. 

Jevševar, S., M. Kunstelj and V. G. Porekar (2010). "PEGylation of therapeutic proteins." 

Biotechnology Journal: Healthcare Nutrition Technology 5(1): 113-128. 

Jonker, D. J., C. J. O'callaghan, C. S. Karapetis, J. R. Zalcberg, D. Tu, H.-J. Au, S. R. 

Berry, M. Krahn, T. Price and R. J. Simes (2007). "Cetuximab for the treatment of 

colorectal cancer." New England Journal of Medicine 357(20): 2040-2048. 

Jussila, L., R. Valtola, T. A. Partanen, P. Salven, P. Heikkilä, M.-T. Matikainen, R. 

Renkonen, A. Kaipainen, M. Detmar and E. Tschachler (1998). "Lymphatic 

endothelium and Kaposi's sarcoma spindle cells detected by antibodies against the 

vascular endothelial growth factor receptor-3." Cancer research 58(8): 1599-1604. 

Kameswaran, M., U. Pandey, H. D. Sarma and G. Samuel (2014). "Preparation of 99m Tc 

carbonyl DTPA-bevacizumab and its bioevaluation in a melanoma model." Annals 

of nuclear medicine 28(9): 911-916. 

Karczmarczyk, U., A. Markiewicz, R. Mikołajczak, E. Lisiak, M. Bilski, J. Pietrzykowski 

and J. Michalik (2004). "99m Tc human IgG radiolabelled by HYNIC. 

Biodistribution and scintigraphy of experimentally induced inflammatory lesions in 

animal model." Nuclear Medicine Review 7(2): 107-112. 

Kawaguchi, Y., K. Kono, K. Mimura, H. Sugai, H. Akaike and H. Fujii (2007). 

"Cetuximab induce antibody‐dependent cellular cytotoxicity against EGFR‐

expressing esophageal squamous cell carcinoma." International Journal of Cancer 

120(4): 781-787. 

Keenan, A. M. (1988). Radiolabeled monoclonal antibodies: Current status and future 

outlook. 

Kim, E. E., F. H. DeLand, M. O. Nelson, S. Bennett, G. Simmons, E. Alpert and D. M. 

Goldenberg (1980). "Radioimmunodetection of cancer with radiolabeled antibodies 

to α-fetoprotein." Cancer research 40(8 Part 2): 3008-3012. 

Kim, E. J., B. S. Kim, D. B. ChOI, S.-G. ChI and T. H. Choi (2016). "Enhanced tumor 

retention of radioiodinated anti-epidermal growth factor receptor antibody using 

novel bifunctional iodination linker for radioimmunotherapy." Oncology reports 

35(6): 3159-3168. 

Kim, K. J., B. Li, J. Winer, M. Armanini, N. Gillett, H. S. Phillips and N. Ferrara (1993). 

"Inhibition of vascular endothelial growth factor-induced angiogenesis suppresses 

tumour growth in vivo." Nature 362(6423): 841. 



Seznam použité literatury 

 

 

116 

 

Kim, W. D., G. E. Kiefer, F. Maton, K. McMillan, R. N. Muller and A. D. Sherry (1995). 

"Relaxometry, Luminescence Measurement, Electrophoresis, and Animal 

Biodistribution of Lanthanide (III) Complexes of Some Polyaza Macrocyclic 

Acetates Containing Pyridine." Inorganic Chemistry 34(8): 2233-2243. 

Köhler, G. and C. Milstein (1975). "Continuous cultures of fused cells secreting antibody 

of predefined specificity." nature 256(5517): 495. 

Konner, J. and J. Dupont (2004). "Use of Soluble Recombinant Decoy Receptor Vascular 

Endothelial Growth Factor Trap (VEGF Trap) to Inhibit Vascular Endothelial 

Growth Factor Activity." Clinical Colorectal Cancer 4: S81-S85. 

Kraeber-Bodéré, F., C. Rousseau, C. Bodet-Milin, C. Mathieu, F. Guérard, E. Frampas, T. 

Carlier, N. Chouin, F. Haddad and J.-F. Chatal (2015). "Tumor immunotargeting 

using innovative radionuclides." International journal of molecular sciences 16(2): 

3932-3954. 

Kuenen, B., P. O. Witteveen, R. Ruijter, G. Giaccone, A. Dontabhaktuni, F. Fox, T. Katz, 

H. Youssoufian, J. Zhu and E. K. Rowinsky (2010). "A phase I pharmacologic 

study of necitumumab (IMC-11F8), a fully human IgG1 monoclonal antibody 

directed against EGFR in patients with advanced solid malignancies." Clinical 

Cancer Research 16(6): 1915-1923. 

Kurai, J., H. Chikumi, K. Hashimoto, K. Yamaguchi, A. Yamasaki, T. Sako, H. Touge, H. 

Makino, M. Takata and M. Miyata (2007). "Antibody-dependent cellular 

cytotoxicity mediated by cetuximab against lung cancer cell lines." Clinical Cancer 

Research 13(5): 1552-1561. 

Larson, S. M., J. P. Brown, P. W. Wright, J. A. Carrasquillo, I. Hellström and K. E. 

Hellström (1983). "Imaging of melanoma with I-131-labeled monoclonal 

antibodies." Journal of Nuclear Medicine 24(2): 123-129. 

Larson, S. M., C. R. Divgi and A. M. Scott (1994). "Overview of clinical 

radioimmunodetection of human tumors." Cancer 73(S3): 832-835. 

Lázníček, M. and P. Komárek (1999). Základy radiofarmacie, Karolinum. 

Lee, D. S. and B. W. Griffiths (1984). "Comparative studies of Iodo-bead and chloramine-

T methods for the radioiodination of human alpha-fetoprotein." Journal of 

immunological methods 74(1): 181-189. 

Lee, L. S., C. Conover, C. Shi, M. Whitlow and D. Filpula (1999). "Prolonged circulating 

lives of single-chain Fv proteins conjugated with polyethylene glycol: a comparison 



Seznam použité literatury 

 

 

117 

 

of conjugation chemistries and compounds." Bioconjugate chemistry 10(6): 973-

981. 

Lee, W. S., B.-J. Pyun, S.-W. Kim, S. R. Shim, J. R. Nam, J. Y. Yoo, Y. Jin, J. Jin, Y.-G. 

Kwon and C.-O. Yun (2015). TTAC-0001, a human monoclonal antibody targeting 

VEGFR-2/KDR, blocks tumor angiogenesis. MAbs, Taylor & Francis. 

Lindmark, R., K. Thorén-Tolling and J. Sjöquist (1983). "Binding of immunoglobulins to 

protein A and immunoglobulin levels in mammalian sera." Journal of 

immunological methods 62(1): 1-13. 

Liu, D. and D. T. Auguste (2015). "Cancer targeted therapeutics: From molecules to drug 

delivery vehicles." Journal of Controlled Release 219: 632-643. 

Liu, S., D. S. Edwards and A. R. Harris (1998). "A novel ternary ligand system for 99mTc-

labeling of hydrazino nicotinamide-modified biologically active molecules using 

imine-N-containing heterocycles as coligands." Bioconjugate chemistry 9(5): 583-

595. 

Lonberg, N., L. D. Taylor, F. A. Harding, M. Trounstine, K. M. Higgins, S. R. Schramm, 

C.-C. Kuo, R. Mashayekh, K. Wymore and J. G. McCabe (1994). "Antigen-specific 

human antibodies from mice comprising four distinct genetic modifications." 

Nature 368(6474): 856. 

Lu, D., J. Shen, M. D. Vil, H. Zhang, X. Jimenez, P. Bohlen, L. Witte and Z. Zhu (2003). 

"Tailoring in vitro selection for a picomolar affinity human antibody directed 

against vascular endothelial growth factor receptor 2 for enhanced neutralizing 

activity." Journal of Biological Chemistry 278(44): 43496-43507. 

Lu, Y., G. Ngo Ndjock Mbong, P. Liu, C. Chan, Z. Cai, D. Weinrich, A. J. Boyle, R. M. 

Reilly and M. A. Winnik (2014). "Synthesis of polyglutamide-based metal-chelating 

polymers and their site-specific conjugation to trastuzumab for auger electron 

radioimmunotherapy." Biomacromolecules 15(6): 2027-2037. 

LumenLearning. (2019).    Staženo 3. května 2019, z 

https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/polyclonal-and-

monoclonal-antibody-production/. 

Luo, H., C. G. England, S. A. Graves, H. Sun, G. Liu, R. J. Nickles and W. Cai (2016). 

"PET imaging of VEGFR-2 expression in lung cancer with 64Cu-labeled 

Ramucirumab." Journal of Nuclear Medicine 57(2): 285-290. 



Seznam použité literatury 

 

 

118 

 

Maeda, H., T. Matsumoto, T. Konno, K. Iwai and M. Ueda (1984). "Tailor-making of 

protein drugs by polymer conjugation for tumor targeting: a brief review on 

smancs." Journal of protein chemistry 3(2): 181-193. 

Maeda, H., J. Wu, T. Sawa, Y. Matsumura and K. Hori (2000). "Tumor vascular 

permeability and the EPR effect in macromolecular therapeutics: a review." Journal 

of controlled release 65(1-2): 271-284. 

Makkouk, A. and G. J. Weiner (2015). "Cancer Immunotherapy and Breaking Immune 

Tolerance: New Approaches to an Old Challenge." Cancer Research 75(1): 5-10. 

Malviya, G., K. Anzola, E. Podestà, B. Laganà, C. Del Mastro, R. Dierckx, F. Scopinaro 

and A. Signore (2012). "99m Tc-labeled rituximab for imaging B lymphocyte 

infiltration in inflammatory autoimmune disease patients." Molecular Imaging and 

Biology 14(5): 637-646. 

Mather, S. J. and D. Ellison (1990). "Reduction-mediated technetium-99m labeling of 

monoclonal antibodies." Journal of Nuclear Medicine 31(5): 692-697. 

Matsumura, Y. and H. Maeda (1986). "A new concept for macromolecular therapeutics in 

cancer chemotherapy: mechanism of tumoritropic accumulation of proteins and the 

antitumor agent smancs." Cancer research 46(12 Part 1): 6387-6392. 

Mehta, V. (2012). Radiotherapy and Erlotinib Combined: Review of the Preclinical and 

Clinical Evidence. 

Meijs, W. E., H. J. Haisma, R. P. Klok, F. B. Van Gog, E. Kievit, H. M. Pinedo and J. D. 

Herscheid (1997). "Zirconium-88/89 labelled monoclonal antibodies: distibution in 

tumour-bearing nude mice." 

Miao, H.-Q., K. Hu, X. Jimenez, E. Navarro, H. Zhang, D. Lu, D. L. Ludwig, P. Balderes 

and Z. Zhu (2006). "Potent neutralization of VEGF biological activities with a fully 

human antibody Fab fragment directed against VEGF receptor 2." Biochemical and 

biophysical research communications 345(1): 438-445. 

Milenic, D. E., K. J. Wong, K. E. Baidoo, T. K. Nayak, C. A. Regino, K. Garmestani and 

M. W. Brechbiel (2010). Targeting HER2: a report on the in vitro and in vivo pre-

clinical data supporting trastuzumab as a radioimmunoconjugate for clinical trials. 

MAbs, Taylor & Francis. 

Millard, M., I. Yakavets, V. Zorin, A. Kulmukhamedova, S. Marchal and L. Bezdetnaya 

(2017). "Drug delivery to solid tumors: the predictive value of the multicellular 

tumor spheroid model for nanomedicine screening." International journal of 

nanomedicine 12: 7993. 



Seznam použité literatury 

 

 

119 

 

Miller, R. A., D. G. Maloney, R. Warnke and R. Levy (1982). "Treatment of B-cell 

lymphoma with monoclonal anti-idiotype antibody." New England Journal of 

Medicine 306(9): 517-522. 

Moek, K. L., D. Giesen, I. C. Kok, D. J. A. de Groot, M. Jalving, R. S. Fehrmann, M. N. 

Lub-de Hooge, A. H. Brouwers and E. G. de Vries (2017). "Theranostics using 

antibodies and antibody-related therapeutics." Journal of Nuclear Medicine 

58(Supplement 2): 83S-90S. 

Nagengast, W. B., E. G. De Vries, G. A. Hospers, N. H. Mulder, J. R. De Jong, H. 

Hollema, A. H. Brouwers, G. A. Van Dongen, L. R. Perk and M. N. Lub-de Hooge 

(2007). "In vivo VEGF imaging with radiolabeled bevacizumab in a human ovarian 

tumor xenograft." Journal of Nuclear Medicine 48(8): 1313-1319. 

Nagy, J. A., S.-H. Chang, S.-C. Shih, A. M. Dvorak and H. F. Dvorak (2010). 

Heterogeneity of the tumor vasculature. Seminars in thrombosis and hemostasis, © 

Thieme Medical Publishers. 

Nairne, J., P. B. Iveson and A. Meijer (2015). Chapter Five - Imaging in Drug 

Development. Progress in Medicinal Chemistry. G. Lawton and D. R. Witty, 

Elsevier. 54: 231-280. 

Nayak, T. K., K. Garmestani, K. E. Baidoo, D. E. Milenic and M. W. Brechbiel (2011). 

"PET imaging of tumor angiogenesis in mice with VEGF‐A–targeted 86Y‐CHX‐A 

″‐DTPA‐bevacizumab." International journal of cancer 128(4): 920-926. 

Nicholson, R., J. Gee and M. Harper (2001). "EGFR and cancer prognosis." European 

journal of cancer 37: 9-15. 

Nilsson, B., T. Moks, B. Jansson, L. Abrahmsen, A. Elmblad, E. Holmgren, C. 

Henrichson, T. A. Jones and M. Uhlen (1987). "A synthetic IgG-binding domain 

based on staphylococcal protein A." Protein Engineering, Design and Selection 

1(2): 107-113. 

Noble, G. T., J. F. Stefanick, J. D. Ashley, T. Kiziltepe and B. Bilgicer (2014). "Ligand-

targeted liposome design: challenges and fundamental considerations." Trends in 

biotechnology 32(1): 32-45. 

Normanno, N., A. De Luca, C. Bianco, L. Strizzi, M. Mancino, M. R. Maiello, A. 

Carotenuto, G. De Feo, F. Caponigro and D. S. Salomon (2006). "Epidermal growth 

factor receptor (EGFR) signaling in cancer." Gene 366(1): 2-16. 



Seznam použité literatury 

 

 

120 

 

Novy, Z., P. Barta, J. Mandikova, M. Laznicek and F. Trejtnar (2012). "A comparison of in 

vitro methods for determining the membrane receptor expression in cell lines." 

Nuclear Medicine and Biology 39(7): 893-896. 

Pandey, U., M. Kameswaran, H. D. Sarma and G. Samuel (2014). "99mTc carbonyl 

DTPA–Rituximab: Preparation and preliminary bioevaluation." Applied Radiation 

and Isotopes 86: 52-56. 

Paterson, B. M., K. Alt, C. M. Jeffery, R. I. Price, S. Jagdale, S. Rigby, C. C. Williams, K. 

Peter, C. E. Hagemeyer and P. S. Donnelly (2014). "Enzyme‐mediated site‐specific 

bioconjugation of metal complexes to proteins: Sortase‐mediated coupling of 

copper‐64 to a single‐chain antibody." Angewandte Chemie International Edition 

53(24): 6115-6119. 

Paudyal, B., P. Paudyal, N. Oriuchi, H. Hanaoka, H. Tominaga and K. Endo (2011). 

"Positron emission tomography imaging and biodistribution of vascular endothelial 

growth factor with 64Cu‐labeled bevacizumab in colorectal cancer xenografts." 

Cancer science 102(1): 117-121. 

Pauling, L. and M. Delbrück (1940). "The nature of the intermolecular forces operative in 

biological processes." Science 92(2378): 77-79. 

Pecking, A. P., D. Bellet and J. L. Alberini (2012). "Immuno-SPET/CT and immuno-

PET/CT: a step ahead to translational imaging." Clinical & experimental metastasis 

29(7): 847-852. 

Peng, F.-W., D.-K. Liu, Q.-W. Zhang, Y.-G. Xu and L. Shi (2017). "VEGFR-2 inhibitors 

and the therapeutic applications thereof: a patent review (2012-2016)." Expert 

opinion on therapeutic patents 27(9): 987-1004. 

Perk, L. R., O. J. Visser, M. Stigter-van Walsum, M. J. Vosjan, G. W. Visser, J. M. 

Zijlstra, P. C. Huijgens and G. A. Van Dongen (2006). "Preparation and evaluation 

of 89 Zr-Zevalin for monitoring of 90 Y-Zevalin biodistribution with positron 

emission tomography." European journal of nuclear medicine and molecular 

imaging 33(11): 1337-1345. 

Pillay, V., H. K. Gan and A. M. Scott (2011). "Antibodies in oncology." New 

biotechnology 28(5): 518-529. 

Potamianos, S., A. D. Varvarigou and S. C. Archimandritis (2000). 

"Radioimmunoscintigraphy and radioimmunotherapy in cancer: principles and 

application." Anticancer Res 20(2a): 925-948. 



Seznam použité literatury 

 

 

121 

 

Presta, L. G., H. Chen, S. J. O'connor, V. Chisholm, Y. G. Meng, L. Krummen, M. 

Winkler and N. Ferrara (1997). "Humanization of an anti-vascular endothelial 

growth factor monoclonal antibody for the therapy of solid tumors and other 

disorders." Cancer research 57(20): 4593-4599. 

Price, E. W. and C. Orvig (2014). "Matching chelators to radiometals for 

radiopharmaceuticals." Chemical Society Reviews 43(1): 260-290. 

Ptaszynska, M. M., M. L. Pendrak, R. W. Bandle, M. L. Stracke and D. D. Roberts (2008). 

"Positive feedback between vascular endothelial growth factor-A and autotaxin in 

ovarian cancer cells." Molecular cancer research 6(3): 352-363. 

Qi, W.-X., F. Shen, Z. Qing and G. Xiao-Mao (2014). "Risk of gastrointestinal perforation 

in cancer patients treated with aflibercept: a systematic review and meta-analysis." 

Tumor Biology 35(11): 10715-10722. 

Rades, D., C. Wolff, R. Nadrowitz, C. Breunig, S. E. Schild, M. Baehre and B. Meller 

(2009). "Radioactive EGFR antibody cetuximab in multimodal cancer treatment: 

stability and synergistic effects with radiotherapy." International Journal of 

Radiation Oncology* Biology* Physics 75(4): 1226-1231. 

Rahimi, N. (2006). "VEGFR-1 and VEGFR-2: two non-identical twins with a unique 

physiognomy." Frontiers in bioscience: a journal and virtual library 11: 818. 

Rajendran, J. G., D. R. Fisher, A. K. Gopal, L. D. Durack, O. W. Press and J. F. Eary 

(2004). "High-dose 131I-tositumomab (anti-CD20) radioimmunotherapy for non-

Hodgkin’s lymphoma: adjusting radiation absorbed dose to actual organ volumes." 

Journal of Nuclear Medicine 45(6): 1059-1064. 

Reilly, R. (1993). "Immunoscintigraphy of tumours using 99Tcm-labelled monoclonal 

antibodies: a review." Nuclear medicine communications 14(5): 347-359. 

Reilly, R. (2005). Biomolecules as targeting vehicles for in situ radiotherapy of 

malignancies. Modern Biopharmaceuticals: Design, Development 

and Optimization. J. Knaeblein and R. Mueller. Weinheim, Germany, Wiley-VCH: 497-

526. 

Reilly, R. M. (2010). Monoclonal antibody and peptide-targeted radiotherapy of cancer. 

New Jersey, John Wiley & Sons. 

Richards, P., W. D. Tucker and S. C. Srivastava (1982). "Technetium-99m: An historical 

perspective." The International Journal of Applied Radiation and Isotopes 33(10): 

793-799. 



Seznam použité literatury 

 

 

122 

 

Rosenfeld, P. J., S. D. Schwartz, M. S. Blumenkranz, J. W. Miller, J. A. Haller, J. D. 

Reimann, W. L. Greene and N. Shams (2005). "Maximum tolerated dose of a 

humanized anti–vascular endothelial growth factor antibody fragment for treating 

neovascular age-related macular degeneration." Ophthalmology 112(6): 1048-1053. 

e1044. 

Roskoski Jr, R. (2007). "Vascular endothelial growth factor (VEGF) signaling in tumor 

progression." Critical reviews in oncology/hematology 62(3): 179-213. 

Ruddon, R. W. (2007). Cancer biology, Oxford University Press. 

Ryman, J. T. and B. Meibohm (2017). "Pharmacokinetics of Monoclonal Antibodies." 

CPT: pharmacometrics & systems pharmacology 6(9): 576-588. 

Salomon, D., N. Kim, T. Saeki and F. Ciardiello (1990). "Transforming growth factor-

alpha: an oncodevelopmental growth factor." Cancer cells (Cold Spring Harbor, 

NY: 1989) 2(12): 389-397. 

Salomon, D. S., R. Brandt, F. Ciardiello and N. Normanno (1995). "Epidermal growth 

factor-related peptides and their receptors in human malignancies." Critical reviews 

in oncology/hematology 19(3): 183-232. 

Saltz, L., C. Easley and P. Kirkpatrick (2006). Panitumumab, Nature Publishing Group. 

Shih, Y.-H., C.-L. Peng, S.-Y. Lee, P.-F. Chiang, C.-J. Yao, W.-J. Lin, T.-Y. Luo and M.-J. 

Shieh (2015). "111In-cetuximab as a diagnostic agent by accessible epidermal 

growth factor (EGF) receptor targeting in human metastatic colorectal carcinoma." 

Oncotarget 6(18): 16601. 

Scheer, M. G., T. H. Stollman, O. C. Boerman, K. Verrijp, F. C. Sweep, W. P. Leenders, T. 

J. Ruers and W. J. Oyen (2008). "Imaging liver metastases of colorectal cancer 

patients with radiolabelled bevacizumab: lack of correlation with VEGF-A 

expression." European Journal of Cancer 44(13): 1835-1840. 

Schwarz, A. (1987). "A novel approach to Tc-99m labeled monoclonal antibodies." J Nucl 

med 28: 721. 

Singh, S., N. K. Kumar, P. Dwiwedi, J. Charan, R. Kaur, P. Sidhu and V. K. Chugh 

(2018). "Monoclonal Antibodies: A Review." Curr Clin Pharmacol 13(2): 85-99. 

Smith-Jones, P. M., N. Pandit-Taskar, W. Cao, J. O'Donoghue, M. D. Philips, J. 

Carrasquillo, J. A. Konner, L. J. Old and S. M. Larson (2008). "Preclinical 

radioimmunotargeting of folate receptor alpha using the monoclonal antibody 

conjugate DOTA–MORAb-003." Nuclear medicine and biology 35(3): 343-351. 



Seznam použité literatury 

 

 

123 

 

Smith, B. J., A. Popplewell, D. Athwal, A. P. Chapman, S. Heywood, S. M. West, B. 

Carrington, A. Nesbitt, A. D. Lawson and P. Antoniw (2001). "Prolonged in vivo 

residence times of antibody fragments associated with albumin." Bioconjugate 

chemistry 12(5): 750-756. 

Song, I. H., T. S. Lee, Y. S. Park, J. S. Lee, B. C. Lee, B. S. Moon, G. I. An, H. W. Lee, K. 

I. Kim and Y. J. Lee (2016). "Immuno-PET imaging and radioimmunotherapy of 

64Cu-/177Lu-labeled anti-EGFR antibody in esophageal squamous cell carcinoma 

model." Journal of Nuclear Medicine 57(7): 1105-1111. 

Sporn, M. B. and A. B. Roberts (1985). "Autocrine growth factors and cancer." Nature 

313(6005): 745. 

Stollman, T. H., M. G. Scheer, W. P. Leenders, K. C. Verrijp, A. C. Soede, W. J. Oyen, T. 

J. Ruers and O. C. Boerman (2008). "Specific imaging of VEGF‐A expression with 

radiolabeled anti‐VEGF monoclonal antibody." International journal of cancer 

122(10): 2310-2314. 

Stork, R., K. A. Zettlitz, D. Müller, M. Rether, F.-G. Hanisch and R. E. Kontermann 

(2008). "N-glycosylation as novel strategy to improve pharmacokinetic properties of 

bispecific single-chain diabodies." Journal of Biological Chemistry 283(12): 7804-

7812. 

Strebhardt, K. and A. Ullrich (2008). "Paul Ehrlich's magic bullet concept: 100 years of 

progress." Nature Reviews Cancer 8(6): 473. 

Sullivan, L. A. and R. A. Brekken (2010). The VEGF family in cancer and antibody-based 

strategies for their inhibition. MAbs, Taylor & Francis. 

Sun, M. M., K. S. Beam, C. G. Cerveny, K. J. Hamblett, R. S. Blackmore, M. Y. Torgov, 

F. G. Handley, N. C. Ihle, P. D. Senter and S. C. Alley (2005). "Reduction− 

alkylation strategies for the modification of specific monoclonal antibody 

disulfides." Bioconjugate chemistry 16(5): 1282-1290. 

Tabrizi, M. A., C.-M. L. Tseng and L. K. Roskos (2006). "Elimination mechanisms of 

therapeutic monoclonal antibodies." Drug Discovery Today 11(1): 81-88. 

Theobald, T. and C. B. Sampson (2011). "Sampson's textbook of radiopharmacy." 

ThermoFisher. (2019).    Staženo 24. června 2019, z 

http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0011430_Pierce_BCA_Prot

ein_Asy_UG.pdf. 

Tinianow, J. N., H. S. Gill, A. Ogasawara, J. E. Flores, A. N. Vanderbilt, E. Luis, R. 

Vandlen, M. Darwish, J. R. Junutula and S.-P. Williams (2010). "Site-specifically 



Seznam použité literatury 

 

 

124 

 

89Zr-labeled monoclonal antibodies for ImmunoPET." Nuclear medicine and 

biology 37(3): 289-297. 

Uchiyama, S., J. Hasegawa, K. Fukui and D. Ama (2011). 抗体医薬の物理的安定性評価

における 示差走査型マイクロカロリーメーターの活用. 

Verel, I., G. W. Visser, R. Boellaard, O. C. Boerman, J. van Eerd, G. B. Snow, A. A. 

Lammertsma and G. A. van Dongen (2003). "Quantitative 89Zr immuno-PET for in 

vivo scouting of 90Y-labeled monoclonal antibodies in xenograft-bearing nude 

mice." J Nucl Med 44(10): 1663-1670. 

Vieira, P. and K. Rajewsky (1988). "The half-lives of serum immunoglobulins in adult 

mice." Eur J Immunol 18(2): 313-316. 

Vosjan, M. J., L. R. Perk, G. W. Visser, M. Budde, P. Jurek, G. E. Kiefer and G. A. Van 

Dongen (2010). "Conjugation and radiolabeling of monoclonal antibodies with 

zirconium-89 for PET imaging using the bifunctional chelate p-

isothiocyanatobenzyl-desferrioxamine." Nature protocols 5(4): 739. 

Vugts, D. J., G. W. Visser and G. A. van Dongen (2013). "89Zr-PET radiochemistry in the 

development and application of therapeutic monoclonal antibodies and other 

biologicals." Current topics in medicinal chemistry 13(4): 446-457. 

Waltenberger, J., L. Claesson-Welsh, A. Siegbahn, M. Shibuya and C.-H. Heldin (1994). 

"Different signal transduction properties of KDR and Flt1, two receptors for 

vascular endothelial growth factor." Journal of Biological Chemistry 269(43): 

26988-26995. 

Wang, E., H. Björkelund, D. Mihaylova, U. B. Hagemann, J. Karlsson, M. Malmqvist, J. 

Buijs, L. Abrahmsén and K. Andersson (2014). "Automated functional 

characterization of radiolabeled antibodies: a time-resolved approach." Nuclear 

medicine communications 35(7): 767-776. 

Wang, J., J. Chen, Y. Guo, B. Wang and H. Chu (2017). "Strategies targeting angiogenesis 

in advanced non-small cell lung cancer." Oncotarget 8(32): 53854-53872. 

Wei, L., J. Shi, G. Afari and S. Bhattacharyya (2014). "Preparation of clinical‐grade 89Zr‐

panitumumab as a positron emission tomography biomarker for evaluating 

epidermal growth factor receptor‐targeted therapy." Journal of Labelled Compounds 

and Radiopharmaceuticals 57(1): 25-35. 



Seznam použité literatury 

 

 

125 

 

Wikman, M., A.-C. Steffen, E. Gunneriusson, V. Tolmachev, G. P. Adams, J. Carlsson and 

S. Ståhl (2004). "Selection and characterization of HER2/neu-binding affibody 

ligands." Protein Engineering Design and Selection 17(5): 455-462. 

Williams, S.-P. (2012). "Tissue distribution studies of protein therapeutics using molecular 

probes: molecular imaging." The AAPS journal 14(3): 389-399. 

Wilson, B. C. (2002). "Photodynamic therapy for cancer: principles." Canadian Journal of 

Gastroenterology and Hepatology 16(6): 393-396. 

Wright, B. D. and S. E. Lapi (2013). "Designing the magic bullet? The advancement of 

immuno-PET into clinical use." Journal of Nuclear Medicine 54(8): 1171-1174. 

Wu, A. M. (2014). "Engineered antibodies for molecular imaging of cancer." Methods 

65(1): 139-147. 

Xenaki, K. T., S. Oliveira and P. M. P. van Bergen En Henegouwen (2017). "Antibody or 

Antibody Fragments: Implications for Molecular Imaging and Targeted Therapy of 

Solid Tumors." Frontiers in immunology 8: 1287-1287. 

Xian, C. J. and X.-F. Zhou (2004). EGF family of growth factors: essential roles and 

functional redundancy in the nerve system, Frontiers in Bioscience. 

Yang, X.-D., X.-C. Jia, J. R. Corvalan, P. Wang, C. G. Davis and A. Jakobovits (1999). 

"Eradication of established tumors by a fully human monoclonal antibody to the 

epidermal growth factor receptor without concomitant hemotherapy." Cancer 

research 59(6): 1236-1243. 

Yarden, Y. (2001). "The EGFR family and its ligands in human cancer: signalling 

mechanisms and therapeutic opportunities." European Journal of Cancer 37: 3-8. 

Yeong, C.-H., M.-h. Cheng and K.-H. Ng (2014). "Therapeutic radionuclides in nuclear 

medicine: current and future prospects." Journal of Zhejiang University. Science. B 

15(10): 845-863. 

Zeglis, B. M. and J. S. Lewis (2011). "A practical guide to the construction of 

radiometallated bioconjugates for positron emission tomography." Dalton 

Transactions 40(23): 6168-6195. 

Zlitni, A., N. Janzen, F. S. Foster and J. F. Valliant (2014). "Catching bubbles: targeting 

ultrasound microbubbles using bioorthogonal inverse‐electron‐demand Diels–Alder 

reactions." Angewandte Chemie International Edition 53(25): 6459-6463. 

  



Přehled publikovaných vědeckých prací 

 

 

126 

 

9. Přehled publikovaných vědeckých prací 

9.1. Odborné články k tématu disertační práce 

Janousek, J., Barta, P., Novy, Z., Zilkova, K., & Trejtnar, F. (2019). Antiangiogenic Human 

Monoclonal Antibody Ramucirumab Radiolabelling: In Vitro Evaluation on VEGFR2-

positive Cell Lines. Anticancer Research, 39(2), 735. (IF 1.865) 

 

Barta, P., Janousek, J., Zilkova, K., & Trejtnar, F. (2017). In vitro evaluation 

of concentration, labeling effectiveness and stability for 131I‐labeled radioimmunoassay 

ligand using real‐time detection technology. Journal of Labelled Compounds 

and Radiopharmaceuticals, 60(1), 80-86. (IF 1,423) 

9.2. Další odborné články 

Bouz, G., Juhas, M., Niklova, P., Jandourek, O., Paterova, P., Janousek, J., ... & Zitko, J. 

(2017). Ureidopyrazine Derivatives: Synthesis and Biological Evaluation as Anti-Infectives 

and Abiotic Elicitors. Molecules, 22(10), 1797. (IF 3,098) 

 

Kratky, M., Dzurkova, M., Janousek, J., Konecna, K., Trejtnar, F., Stolarikova, J., 

& Vinsova, J. (2017). Sulfadiazine salicylaldehyde-based Schiff bases: Synthesis, 

antimicrobial activity and cytotoxicity. Molecules, 22(9), 1573. (IF 3,098) 

 

Vosatka, R., Kratky, M., Svarcova, M., Janousek, J., Stolarikova, J., Madacki, J., ... 

& Vinsova, J. (2018). New lipophilic isoniazid derivatives and their 1, 3, 4-oxadiazole 

analogues: Synthesis, antimycobacterial activity and investigation of their mechanism 

of action. European Journal of Medicinal Chemistry, 151, 824-835. (IF 4,816) 

 

Zitko, J., Mindlova, A., Valasek, O., Jandourek, O., Paterova, P., Janousek, J., ... & Dolezal, 

M. (2018). Design, Synthesis and Evaluation of N-pyrazinylbenzamides as Potential 

Antimycobacterial Agents. Molecules, 23(9), 2390. (IF 3,098) 

  



Přehled publikovaných vědeckých prací 

 

 

127 

 

9.3. Výstupy na vědeckých konferencích 

Janoušek J., Mandíková J., Trejtnar F. Comparison of cytotoxicity in selected β-cyclodextrin 

derivatives. 65. Česko-slovenské farmakologické dny, Praha, ČR, 2015 (poster). 

 

Janoušek J., Bárta P., Trejtnar F. Radiolabeling of anti-VEGFR2 monoclonal antibody 

ramucirumab with technetium-99m. 66. Česko-slovenské farmakologické dny, Brno, ČR, 

2016 (poster). 

 

Navrátilová L., Lněničková K., Ramos Mandíková .J, Janoušek J., Trejtnar F. Comparison 

of rosuvastatin uptake via intestinal OATP transporters. 66. Česko-slovenské 

farmakologické dny, Brno, ČR, 2016 (poster). 

 

Navrátilová L., Ramos Mandíková J., Janoušek J., Trejtnar F. Cytotoxicity of selected 

flavonoids mediated by intestinal OATP transporters. TOXCON 2016, 21st Interdisciplinary 

Toxicological Conference, Stará Lesná, Slovensko, 2016 (poster). 

 

Janoušek J., Bárta P., Trejtnar F. Anti-VEGFR2 monoclonal antibody ramucirumab: 

comparison of selected radiolabeling methods. 29th Annual Congress of the European 

Association of Nuclear Medicine, Barcelona, Španělsko, 2016 (e-poster). 

 

Janoušek J., Bárta P., Trejtnar F. Radiolabeling of anti-VEGFR2 monoclonal antibody 

ramucirumab with technetium-99m. 6. postgraduální and 4. postdoktorandská vědecká 

konference Farmaceutické fakulty UK, Hradec Králové, ČR, 2016 (přednáška). 

 

Janoušek J., Bárta P., Trejtnar F. Influence of radiolabeling method on binding ability 

of anti-VEGFR2 monoclonal antibody ramucirumab. 7. postgraduální and 5. 

postdoktorandská vědecká konference Farmaceutické fakulty UK, Hradec Králové, ČR, 

2017 (přednáška). 

 

Janoušek J., Bárta P., Navrátilová L., Trejtnar F. The influence of 99mTc-labeling 

on the binding affinity of anti-VEGFR2 human monoclonal antibody ramucirumab. 67. 

Česko-slovenské farmakologické dny, Stará Lesná, SR, 2017 (poster). 

 



Přehled publikovaných vědeckých prací 

 

 

128 

 

Janoušek J., Bárta P., Trejtnar F. Radioaktivně značený ramucirumab pro SPECT vizualizaci 

VEGFR2 pozitivních nádorů. 39. pracovní dny nukleární medicíny, Kroměříž, ČR, 2017 

(přednáška). 

 

Janoušek J., Bárta P., Trejtnar F. 99mTc-HYNIC-ramucirumab: in vitro studies on binding 

to VEGFR2 and internalization in VEGFR2-positive cells. 30th Annual Congress 

of the European Association of Nuclear Medicine, Vídeň, Rakousko, 2017 (e-poster). 

 

Hlobilová M., Pavlík V., Machalová V., Čepa M., Janoušek J., Nešporová K., Velebný V. 

Effect of L-carnitine uptake in skin cells. 47th Annual ESDR Meeting, Salzburg, Rakousko, 

2017 (poster). 

 

Janoušek J., Bárta P., Trejtnar F. Radiolabeled monoclonal antibody ramucirumab: in vitro 

and in vivo binding to the target. 8. Postgraduální a 6. Postdoktorandská vědecká konference 

Farmaceutické fakulty UK, Hradec Králové, ČR, 2018 (přednáška). 

 

Janoušek J., Bárta P., Trejtnar F. Radioactively labeled ramucirumab: in vitro binding 

and internalization studies in VEGFR-2 positive cells. 68. Česko-slovenské farmakologické 

dny, Hradec Králové, ČR, 2018 (poster).  

 

Janoušek J., Bárta P., Trejtnar F. Radioactively labeled ramucirumab: in vitro binding 

and internalization studies in VEGFR-2 positive cells. Joint BNMS/INMA Autumn 2018 

Meeting, Dublin, Irsko, 2018 (poster). 

 

Janoušek J., Bárta P., Trejtnar F. Radioactively labeled ramucirumab: in vitro binding 

and internalization studies in VEGFR-2 positice cells. 9. Postgraduální 

a 7. Postdoktorandská vědecká konference Farmaceutické fakulty UK, Hradec Králové, ČR, 

2019 (přednáška). 

 

Bárta P., Janoušek J., Trejtnar F. Značení anti-VEGFR2 monoklonální protilátky SPECT 

zářiči a in vitro testování její afinity k cílovému receptoru. XLI. pracovní dny 

radiofarmaceutické sekce, Kouty u Ledče nad Sázavou, ČR, 2019 (přednáška). 

 

  



Přílohy 

 

 

129 

 

10. Přílohy 

 Seznam použitých obrázků 

Obr. 1: Schéma EPR efektu v nádorové tkáni. .................................................................... 18 

Obr. 2: Signální kaskáda VEGF receptorů. ......................................................................... 26 

Obr. 3: Signální kaskáda EGFR receptorů. .......................................................................... 28 

Obr. 4: Struktura lidské protilátky ....................................................................................... 30 

Obr. 5: Schéma hybridomové technologie .......................................................................... 31 

Obr. 6: Typy protilátek podle zastoupení lidské složky ...................................................... 32 

Obr. 7: Fragmenty protilátek.  MW – molekulární hmotnost. ............................................. 36 

Obr. 8: Schématické znázornění mechanismu účinku některých anti-VEGF léčiv. ............ 39 

Obr. 9: Schéma jodogenové reakce ..................................................................................... 52 

Obr. 10: Schéma jodace pomocí chloraminu T ................................................................... 53 

Obr. 11: Schéma přímého značení mAb techneciem ........................................................... 54 

Obr. 12: Schéma struktury značené monoklonální protilátky ............................................. 54 

Obr. 13: Možnosti připojení chelátoru k protilátce. ............................................................. 55 

Obr. 14: Struktury vybraných chelátorů. ............................................................................. 58 

Obr. 15: Princip měření na přístroji LigandTracer. ............................................................. 72 

Obr. 16: HPLC chromatogramy preparátů 131I-cetuximabu. ............................................... 76 

Obr. 17: Analýza interakce 131I-cetuximabu s receptory metodou Interaction Map............ 79 

Obr. 18: Příklad analýzy 131I-cetuximabu pomocí přístroje LigandTracer Yellow. ............ 81 

Obr. 19: Ověření exprese VEGFR2 receptoru buněčnými liniemi SKOV3 a PC3 metodou 

WB. ...................................................................................................................................... 82 

Obr. 20: Reprezentativní UV/VIS HPLC chromatogram neznačené protilátky. ................. 83 

Obr. 21: Reprezentativní iTLC chromatogram 99mTc-RAM značeného přímou metodou. . 84 

Obr. 22: Reprezentativní HPLC chromatogram 99mTc-RAM značeného přímou metodou. 84 

Obr. 23: Reprezentativní iTLC chromatogram 99mTc-DTPA-RAM. ................................... 85 

Obr. 24: Reprezentativní HPLC chromatogram 99mTc-DTPA-RAM. ................................. 85 

Obr. 25: Reprezenttaivní iTLC chromatogram 99mTc-HYNIC-RAM. ................................ 86 

Obr. 26: Reprezentativní HPLC chromatogram 99mTc-HYNIC-RAM. ............................... 86 

Obr. 27: Reprezentativní iTLC chromatogram 67Ga-DFO-RAM. ....................................... 87 

Obr. 28: Reprezentativní HPLC chromatogram 67Ga-DFO-RAM. ..................................... 87 

Obr. 29: Příklady saturačních křivek při měření afinity techneciem-99m značených 

preparátů RAM pomocí real-time metody. .......................................................................... 91 



Přílohy 

 

 

130 

 

Obr. 30: Porovnání specifické vazby 89Zr-DFO-RAM na VEGFR2 pozitivní a negativní 

buňky. ................................................................................................................................... 92 

Obr. 31: Ex vivo biodistribuční studie 89Zr-DFO-RAM.. ................................................... 93 

Obr. 32: PET/CT zobrazování VEGFR2-pozitivních tumorů pomocí 89Zr-DFO-RAM. .... 95 

  

  



Přílohy 

 

 

131 

 

 Seznam použitých tabulek 

Tab. 1: Klinické využití pasivního targetingu ..................................................................... 19 

Tab. 2: Přehled monoklonálních protilátek používaných v onkologii ................................. 34 

Tab. 3: Přehled konjugátů mAb využitelných v onkologii .................................................. 35 

Tab. 4: Radionuklidy vhodné pro diagnostické použití ....................................................... 46 

Tab. 5: Radionuklidy vhodné pro terapeutické použití ........................................................ 47 

Tab. 6: Radiochemická čistota (%) jodovaného cetuximabu .............................................. 77 

Tab. 7: Souhrn KD pro různé délky intervalu radiojodace ................................................... 78 

Tab. 8: Souhrn koncentrací 131I-cetuximabu vypočítaných metodou CTK ......................... 80 

Tab. 9: Souhrn radiochemické čistoty (%) a stability radioaktivně značeného RAM ......... 88 

Tab. 10: Radiochemická čistota (%) preparátu 89Zr-DFO-RAM. ....................................... 88 

Tab. 11: Souhrn výsledků analýzy množství chelátorů navázaných na molekulu RAM .... 89 

Tab. 12: Afinita značené mAb k buněčnému VEGFR2 vyjádřená jako KD (nM) ............... 90 

 

 


