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Anotace 
89Zr-squaramid ester desferoxaminu-cetuximab má velké potenciální využití v diagnostice 

rakoviny pomocí pozitronové emisní tomografie (PET). Tato práce se zabývá jeho analýzou 

pomocí imunochemických metod ELISA a RIA. Teoretická část obsahuje přehled o všech 

složkách tohoto značeného konjugátu i stručné informace o použitých metodách. 

Abstract 
89Zr-squaramide ester desferoxamine-cetuximab has a great potential in cancer diagnosis 

using positron emission tomography (PET). I have performed an assessment of this labeled 

conjugate through immunochemical methods ELISA and RIA. The theoretical part contains 

an overview of the radionuclide, chelator and antibody as well as brief information on the 

methods used. 
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Úvod 
Téma diagnostiky rakoviny je se stoupajícím počtem pacientů trpících tímto onemocněním 

stále aktuální. Jednou z metod sloužících tomuto účelu je pozitronová emisní tomografie 

(PET). Radionuklidem vhodným pro tuto metodu může být 89Zr, jehož výhodou je poločas 

rozpadu odpovídající kinetice monoklonálních protilátek, např. cetuximabu. Značený 

konjugát 89Zr-squaramid ester desferoxaminu-cetuximab by se tak mohl stát slibným 

radiofarmakem. 

Toto téma jsem si vybrala ze zájmu o jadernou chemii. Doufám, že v budoucnu se má 

práce dočká i praktického využití. 
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Přehled literatury 

Protilátky 
Imunitní systém je soubor mechanismů v lidském těle, jejichž hlavní úlohou je rozpoznání 

vnějších i vnitřních škodlivin a obrana proti nim. Látky, na které imunitní systém reaguje, 

se nazývají antigeny. Imunitní mechanismy mohou být vrozené (nespecifické vůči 

antigenům) a adaptivní (antigenně specifické). Imunitu lze také rozdělit na humorální (týká 

se tělních tekutin) a buněčnou. 

Protilátky neboli imunoglobuliny jsou proteiny, které slouží jako zprostředkovatelé 

humorální imunitní odpovědi. Jsou tvořeny živými organismy v reakci na přítomnost cizí 

látky – antigenu. Jejich molekula má tvar Y a obsahuje čtyři řetězce – dva těžké, které jsou 

spojeny disulfidickými můstky, a dva lehké. Tyto řetězce se skládají z několika domén – 

funkčních oblastí tvořených 110–120 aminokyselinami. V prostoru vypadají tyto domény 

jako válec tvořený polypeptidovými řetězci s disulfidickými můstky. Variabilní domény 

jsou u každé protilátky rozdílné. Vytváří vazebné místo pro antigen. Naopak zbytek 

domén, tzv. konstantní domény, se u protilátek stejné třídy neliší. Imunoglobuliny vznikají 

v plazmatických buňkách (plazmocytech). 

Protilátky lze rozdělit podle původu na polyklonální a monoklonální. Polyklonální 

protilátky jsou produktem většího počtu buněčných klonů plazmocytů. Výsledná imunitní 

odpověď je namířena vůči několika antigenům. Monoklonální protilátky vznikají naopak 

jako produkt jednoho klonu plazmocytů. Díky tomu disponují unikátní vazebnou 

specificitou vůči jednomu antigenu. V lékařství se dříve používaly myší monoklonální 

protilátky, ovšem po jejich podání pacientům docházelo k imunitní reakci na cizorodou 

bílkovinu. Došlo tedy k vývoji tzv. chimérických protilátek, ve kterých je část molekuly, 

která netvoří vazebné místo na antigen, nahrazena odpovídající částí lidské protilátky. (1) 

Cetuximab 

Cetuximab (CTX) je monoklonální chimérická protilátka. Je specifická proti receptoru 

epidermálního růstového faktoru (EGFR), který patří mezi tyrosinkinázové receptory. 

EGFR se vyskytuje v buňkách epitelového původu, kde jeho signalizace ovlivňuje jejich 

růst, migraci či přežití. Při rakovinném bujení ovšem dochází k jeho nadprodukci. EGFR se 

nachází zejména v hlavě, krku, plicích či v tlustém střevě. (2) (3) 

Cetuximab má 5 až 10krát vyšší afinitu k EGFR než endogenní ligandy tohoto receptoru 

(např. epidermální růstový faktor). Díky tomu blokuje jejich vazbu na EGFR a tím i 

inhibuje funkci celého receptoru. Cetuximab hraje také roli v protilátkové buňkami 

zprostředkované cytotoxicitě (ADCC). Používá se například při léčbě metastazujícího 

nádoru tlustého střeva či spinocelulárního karcinomu hlavy a krku. (3) 
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Chelátor 
Chelátor je látka, která se váže na centrální kovový kation pomocí několika koordinačně 

kovalentních vazeb, čímž vytvoří komplex. Slovo chelátor pochází z řeckého chele (dráp), 

což popisuje způsob, jakým chelatační činidlo kovový ion obklopí. Mezi nejznámější 

chalátory lze zařadit například kyselinu ethylendiamintetraoctovou (chelatace olova a rtuti) 

či hem (chelatace železa). (4) 

Desferoxamin 

Desferoxamin (DFO) je chelatační činidlo. Jedná se o siderofor – slouží k zachycení a 

následnému přenosu železa do buňky. (5) Tvoří komplexy zejména se železem a hliníkem. 

Výsledné komplexy se pak vylučují močí a stolicí. Používá se při léčbě akutní otravy 

železem a chronického přetížení železem a hliníkem. (6) U DFO je donorem elektronového 

páru kyslík, což je velká výhoda u zirkonia, které má vysokou afinitu právě k tomuto 

prvku. Kvůli nedostatečné stabilitě komplexu DFO se zirkoniem in vivo bylo vyvinuto 

velké množství modifikací DFO přidáním např. halogenu, kyslíku či aminové skupiny. (7) 

89Zr 
Zirkonium je chemický prvek vyskytující se v 4. skupině a 5. periodě periodické tabulky 

prvků. Jedná se o stříbrolesklý přechodný kov. Nejčastěji se nachází v oxidačním stavu 

+IV. Poměrně snadno tvoří komplexní sloučeniny, nejčastěji s koordinačním číslem 8. 

V přírodě se vyskytuje v pěti stálých izotopech: 90Zr, 91Zr, 92Zr, 93Zr a 94Zr. Dalších dvacet 

osm izotopů, včetně 89Zr, bylo uměle syntetizováno. Radioizotopy s protonovým číslem 

vyšším než 93 se rozpadají pomocí přeměny β-, zatímco ty s protonovým číslem menším 

než 89 přeměnou β+. (8) (9) 

89Zr se rozpadá pomocí přeměny β+ (22,3 %) a elektronového záchytu (76,6 %) na 

metastabilní úroveň yttria (89mYt), které se za vyzáření γ záření přemění na již stabilní 89Yt. 

(10) 
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Obrázek 1 Rozpad 89Zr (11) 

89Zr je slibným radionuklidem pro pozitronovou emisní tomografii (PET). Jeho výhodou je 

relativně dlouhý poločas rozpadu (78,4 h), který odpovídá kinetice navázané protilátky. 

Problémem může být naopak velká energie emitovaných pozitronů (909 kEV), která 

představuje vysokou radiační zátěž pro pacienta. PET detektor měří pozici anihilace 

pozitronů, která se ovšem liší od místa pozitronové emise – vysoká energie pozitronů tím 

pádem vede také k nižšímu rozlišení výsledného obrazu na PET. (12) (13) 

K přípravě 89Zr se standardně používá terč z 89Yt (tloušťka 0,1 mm, čistota >99,9%). Tento 

terč je ostřelován protony na cyklotronu, čímž dojde k produkci 89Zr. Separací čistého 

zirkonia se zabývali např. Holland (14) či Verel (15). Verel nejprve terč rozpustil 

v kyselině chlorovodíkové. Díky přidání peroxidu vodíku bylo zirkonium oxidováno do 

oxidačního stavu +IV. 89Y a jiné nečistoty byly vymyty po hodině pomocí extrakční 

kolonky, do které byla přidána kyselina chlorovodíková a destilovaná voda. K získání 

čistého 89Zr byla použita kyselina šťavelová. Podle Hollanda však nemá přidání peroxidu 

vodíku na výslednou separaci žádný vliv. 

ELISA 
ELISA (z anglického enzyme-linked immunosorbent assay) je velmi rozšířená 

imunochemická metoda. Antigen je připevněn na destičku a je k němu přidán enzym 

vázaný na protilátku. Volné i vázané reaktanty se dají jednoduše oddělit pomocí vymytí. 

Výsledný barevný produkt, který poskytuje reakce sekundární protilátky s chromogenním 

substrátem, je vyhodnocen spektrofotometricky. Existuje několik uspořádání – přímá, 

nepřímá a sendvičová – lišících se množstvím antigenu a protilátky a jejich vzájemným 

uspořádáním. Všechny tyto metody mohou mít svou kompetitivní i nekompetitivní verzi. 
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V kompetitivní verzi antigen ze vzorku soutěží s referenčním antigenem o volná místa na 

protilátce. V nekompetitivní verzi se měří kvantita imunokomplexů. (16) 

Dále se budu v přehledu literatury zabývat nepřímým nekompetitivním uspořádáním 

ELISA. Na mikrotitrační destičku je nanesen antigen. Je přidána primární protilátka, která 

se na antigen přichytí a inkubuje se. Přebytečné nepřichycené protilátky jsou vymyty. Na 

primární protilátku je poté nanesen konjugát sekundární protilátky s enzymem (přebytečný 

konjugát se opět vymyje). Po přidání substrátu se produkt zbarví a je možné ho změřit 

spektrofotometricky. (16) 

ELISA pro stanovení množství CTX 

Stanovením množství navázaného CTX na EGFR se zabývali např. Suárez a kol. (17) či 

Hantash a kol. (18) V obou případech bylo využito nepřímé nekompetitivní uspořádání 

ELISA. Antigenem je zde EGFR. Primární protilátkou je CTX (rozpuštěný 

v uhličitanovém pufru). Sekundární protilátka se lišila pouze ve svém původu, v obou 

případech se ale jednalo o IgG protilátku značenou peroxidázou. Jako blokovací a 

promývací roztok byl použit fosfátový pufr.  

RIA 
RIA (radioimmunoassay) je imunochemická metoda, která ke stanovení množství 

navázaného analytu využívá radionuklidem označenou protilátku či antigen. Antigen 

(popřípadě protilátka) je přichycen na pevný povrch a zachytí analyt ze vzorku. Druhá 

protilátka označená radionuklidem se naváže na analyt. Po inkubaci dojde k odmytí 

nepřichycených složek. Na konci se změří aktivita vzorku, ze které lze následně dopočíst i 

koncentraci. Dnes se tato metoda využívá především při terapeutickém monitorování 

koncentrací léčiv v krvi. (19) 

 

Obrázek 2 Porovnání metod ELISA a RIA (autorka) 
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NaI(Tl) detektor 
Pro vyhodnocení metody RIA se používá scintilační gama detektor, např. s krystaly jodidu 

sodného dopovaného thalliem. Projde-li ionizující záření anorganickým krystalickým 

scintilátorem, dojde k excitaci elektronů nacházejících se v jeho struktuře. Při jejich 

deexcitaci dojde k uvolnění fotonů. Ze scintilátoru přejdou fotony do fotonásobiče. Na 

fotokatodě se díky fotoelektrickému jevu uvolní elektrony. Ty jsou poté urychlovány na 

tzv. dynody, kde dojde kvůli dopadu k uvolnění většího počtu elektronů. Tyto elektrony 

jsou opět urychlovány a celý proces se opakuje. Výsledkem celého procesu je puls 

s dostatečně velkou amplitudou na měření. (20) 

Gama záření nuklidu je detekováno a následně zpracováno elektronicky do výsledné 

podoby spektra, které se skládá z několika píků. Z tohoto spektra následně počítač spočte 

výslednou měrnou aktivitu: 

 
𝐴 =

𝑁

𝑡. 𝐼. 𝜂.𝑚
 Rovnice 1 

 

kde N – počet zachycených fotonů v píku po odečtení pozadí, t – čas (s), I – 

pravděpodobnost emise γ odpovídající energii píku daného radionuklidu, η – účinnost 

detektoru odpovídající energii píku v geometrii měření, m – hmotnost vzorku (kg). (21) 

(22) 

 

Obrázek 3 NaI(Tl) detektor (autorka, převzato z (23)) 

Vzhledem k tomu, že radionuklid se rozpadá i během měření, provádí se tzv. korekce na 

rozpad: 



14 

 
𝐴 = 𝐴0. 𝑒

−
ln2
𝑡1/2

.𝑡
 Rovnice 2 

 

kde A – naměřená aktivita vzorku, A0 – původní aktivita vzorku, t1/2 – poločas rozpadu, t – 

čas, který uběhl od počátku měření. 

Scintilační detektory jsou velmi oblíbené kvůli své vysoké přesnosti, jelikož fotonásobič je 

schopen znásobit počet elektronů více než desettisíckrát. Výhodou NaI(Tl) detektorů je i 

nízká vlastní absorpce scintilačního světla. Naopak nevýhodou je účinnost přeměny fotonů 

na elektrony, která se pohybuje okolo 20%. Limitující je u tohoto typu detektorů i vysoká 

hygroskopičnost, kvůli které musí být krystaly umístěny v utěsněném obalu, a velká 

náchylnost na změnu teplot. (20) 
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Metodika 
Ve své práci jsem pracovala se značeným konjugátem 89Zr-DFOSq-CTX. Nepřipravovala 

jsem ho, ale dostala jsem již finální přečištěný produkt se stanovenou koncentrací. Ten 

obsahuje radionuklid 89Zr, chelátor squaramid ester desferoxaminu (DFOSq) a protilátku 

cetuximab (CTX). Výsledky jsem zpracovávala v programu Microsoft Excel. 

ELISA 
Pomocí nepřímého nekompetitivního uspořádání metody ELISA jsem určila, jaké množství 

značeného konjugátu se navázalo na antigen. Sestavila jsem kalibrační křivku závislosti 

absorbance na koncentraci a vypočítala koncentraci celé sloučeniny. Nejprve jsem do 

každé jamky na mikrotitrační destičce napipetovala 100 μl EGFR v 0,01M fosfátovém 

pufru (PBS) o koncentraci 1 μg/1 ml. Následovala inkubace 1 hodinu při laboratorní 

teplotě. Poté jsem destičku 3x promyla 200 μl 0,01M PBS. Pak jsem přidala 200 μl 

blokovacího roztoku – 1% hovězí sérový albumin (BSA) v 0,01M PBS a inkubovala 2 h 

při 37℃. Opět jsem destičku promyla a následně přidala 100 μl primární protilátky – 

cetuximabu. Protilátku jsem naředila v 1%BSA/0,01M PBS na koncentraci 10 μg/ml. 

Následujících 11 vzorků bylo naředěno dvojkovou řadou. Značeného konjugátu jsem 

pipetovala také 100 μl. Jako negativní kontrolu jsem použila 100 μl 1%BSA/0,01M PBS. 

Inkubace probíhala 45 minut při 37℃. Poté jsem každou jamku opět opláchla a pipetovala 

100 μl sekundární protilátky konjugované enzymem (Anti-Human IgG (Fc specific) 

−Peroxidase antibody produced in goat (Sigma)) ředěné v 1%BSA/0,01M PBS. 

Inkubovala jsem 30 minut při 37℃. Následně jsem přidala do každé jamky 100 μl 

chromogenního substrátu (5 ml 0,05M citráto-fosfátový pufr, 2 mg o-fenylendiaminu 

dichloridu, 5 μl 30% peroxidu vodíku). Inkubace poté probíhala 20 minut ve tmě při 

laboratorní teplotě. Následně jsem celou reakci ukončila přidáním 100µl 2M H2SO4. 

Absorbanci jsem změřila spektrofotometrem (Tecan Sunrise Basic Microplate Reader) při 

492 nm, referenční absorbance byla 620 nm. 

RIA 
Nejprve jsem do každé jamky na mikrotitrační destičce dala 100µl antigenu EGFR o 

koncentraci 1 μg/1 ml (ředěno v 0,01M PBS). Následně probíhala hodinu inkubace při 

laboratorní teplotě. Destička byla poté třikrát promyta roztokem 0,01M PBS (200 

μl/jamka) a byl do ní přidán blokovací roztok (1% BSA v 0,01M PBS; 200μl/jamka). Po 

dvouhodinové inkubaci při 37℃ byla destička promyta stejně jako v předchozím případě. 

Přidala jsem 100 μl 89Zr-DFOSq-CTX. Aktivity jednotlivých jamek byly změřeny na 

NaI(Tl) detektoru (Hidex Automatic Gamma Counter). Po 45 minut dlouhé inkubaci při 

37℃ byla destička opět promyta a její aktivita změřena na NaI(Tl) detektoru. 
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