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1 Abstrakt

Tato prace se zabyva studiem radioaktivniho znaCeni minigastrinii pomoci izotopu
"In. K experimentalnim ucelim byly pouzity minigastriny 46, 47 a 48 lisici se sekvenci
aminokyselin. Byla zkoumana pfedev§im radiochemicka ¢istota po oznaceni ""InCl; jelikoz

tento parametr je velmi dulezity pro dalSi mozné pouziti.

Dal§im zkoumanym parametrem bylo sledovéni stability radioaktivné oznacenych
minigastrini. Vysledky byly zjistovany metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie,
ktera predklada jasné dikazy o znecCisténi a o moznych rozkladnych produktech. Druhou
pouzitou metodou byla instantni tenkovrstva chromatografie provadéna v nékolika rozdilnych
prostfedich. Cilem prace bylo zjistit zavislost Cistoty produktu na case jak v kratkodobém, tak

dlouhodobém ¢asovém intervalu.

Abstract

This work studies the radiolabeling of minigastrins using ''In. For experimental
purposes minigastrins 46, 47 and 48 were used with different amino acids sequences. It was
made especially for radiochemical purity '"'InCl; sign, since this parameter is very important

for possible future use of these labeled peptides.

Another parameter investigated was the monitoring of the stability of radioactively
labeled minigastrins. Results were measured using high performance liquid chromatography,
the clear evidence of pollution and possible degradation products. The second applied method
was performed by instant thin-layer chromatography in several different environments. The
objective was to determine the dependence on the purity of the product over time in both short

and long time intervals.



2 Zadani prace

Cilem této prace bylo radioaktivné oznacit vybrané komercné ziskané derivaty
gastrinu  modifikované pomoci chelditoru DOTA radionuklidem '"'In a stanovit
radiochemickou ¢istotu zna¢ené¢ho produktu pomoci dostupnych technik. DalSim cilem bylo
stanovit stabilitu radioaktivné oznacenych minigastrinii pfi uchovani znaceného produktu pti
4°C u vzorkl s dostatecnou aktivitou, pisemné a rovnéz graficky zpracovat vysledky. Cilem
prace bylo také prostudovat a pfipravit prehled literatury zabyvajici se vyuzitim derivata

gastrinu v radiofarmacii.



3 Uvod

Cilena distribuce (targeting) selektivnich molekul je v onkologii povazovéna za
slibnou strategii at’ pro diagnostické, tak i terapeutické¢ vyuziti. Pro tento ucel jsou velmi
vyznamnymi vektory regulacni peptidy. Zajem o né trva relativné kratkou dobu — posledni
dvé desetileti. Dnes se setkavaji se zdjmem, ktery nékteti védci odvazné srovnavaji s cilenou

terapii pomoci protilatek.

Peptidy maji ve srovnani s protilatkami fadu vyhod: malou velikost molekuly, ktera
je divodem rychlé organové distribuce a dostupnosti, nejsou antigenni a jsou relativné snadno
syntetizovatelné. Z chemické stranky jsou peptidy kombinaci aminokyselin spojenych
peptidovou vazbou, a pravé ptirozené vyskytujici se peptidy, jejichz velikost se pohybuje od
nékolika spojenych aminokyselin az po nékolik desitek spojenych aminokyselin, jsou teréem
zajmu poslednich né¢kolika let v diagnostice nadort. Jedna se o skupinu peptidd, které se
fyziologicky vyskytuji v zivém organismu a vykazuji fadu farmakologickych Uc¢inkl. Své
funkce zprostfedkovavaji pomoci vysoce specifickych receptori obvykle spojenych
s G proteiny. Ve zdravych orgénech je hustota téchto receptori podstatné niz$i nez
u patologickych stavl. Na druhé stran¢ je ovSem vysoka hustota peptidovych receptorii na
bunikach nékterych typt nddorti. Nékolika piiklady vysoké hustoty gastrinovych receptort
umoznujicich vyuZiti receptorové-specifickych peptidi jsou buitky malobunééného plicniho

nadoru, medulérniho karcinomu, nékterych nadori prsu a dalsi.

Prvnim piikladem vyuziti peptidovych receptori v nuklearni mediciné jsou
somatostatinové receptory, které byly v endokrinné fizenych nddorech zaznamenany jiz v roce
1984. Duisledkem tohoto poznani byl vyvoj prvniho peptidového radiodiagnostika, kterym byl
oktreotid s navazanym chelatorem DTPA pro vazbu izotopu "'In vyvinuty v Univerzitni
nemocnici v Rotterdamu, a komer¢né¢ doddvany firmou Mallinckrodt pod nazvem

OctreoScan®.

Tento peptid byl déle rizné modifikovan i pro vazbu *™Tc. Oznacena latka se po
intravenoznim podani distribuuje v téle pacienta, a pokud mé pacient nador, ktery exprimuje
tyto specifické receptory v dostatecném mnozstvi, zna¢eny peptid se na tyto receptory navaze.
Nasleduje skenovani gama kamerou ¢i pozitronovou emisni tomografii (v pfipad¢ znaceni
receptoroveé-specifickych farmak pomoci kratkodobych radionuklidi emitujicich pozitrony).
Citlivost zobrazeni umoziuje obvykle zachyceni nddoru o velikosti n€kolika milimetri.
Vysoka specificita a citlivost, to jsou hlavni divody, pro¢ se staly tyto regulacni peptidy tak

zajimavé a dulezité pti vyzkumu zobrazovani rakoviny v poslednich letech.
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4 Teoreticka cast
4.1 Uvod do radiofarmak

4.1.1 Definice

Radiofarmakum je radioaktivni 1é¢ivo, které slouzi pti diagnostice a rovnéz terapii
lidskych onemocnéni. Lékarskym oborem, ktery vyuziva radioaktivni zafice k vyse
jmenovanym cinnostem, je nukledrni medicina. Zékladem diagndzy je nejcastéji detekce
ionizujicitho zafeni vychazejictho z téla pacienta, které vznikd radioaktivni pfeménou
radionuklida.

Radiofarmaka se skladaji ze dvou ¢asti: neaktivniho lé€iva (nosice), na némz je
navazan vhodny radionuklid, jenZ je zdrojem ionizujictho zafeni. Pohyb v téle je urcen
povahou radionuklidu, fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a zptisobem podani. O vhodnosti
pouzitého radiofarmaka rozhoduje jeho distribuce v téle, zpiisob vyluovani nebo vychytavani
v konkrétnim organu. Nejcastéji se setkdme s parenteralnim podanim, piikladem mohou byt
pravé roztoky ¢i koloidni disperze. Uplatiiuje se také inhalace ve formé plynt ¢i aerosoli.
Formou k aplikaci per os jsou roztoky, emulze, tuhé latky. Mizeme se setkat i s pfipravky

topickymi. Nakonec je radiofarmakum z téla vylou¢eno moci, potem nebo stolici. [1]

4.1.2 PoZadavky na radiodiagnostika

Mezi hlavni poZadavky patii pronikavost zafeni, které musi prochazet t€lem pacienta.
Pronikavost zafeni zavisi na jeho energii. Idedlni je co nejCistSi gama zareni. Optimalni
energie emitovanych fotonti z hlediska scintigrafie je v rozmezi 100-150 keV. Pokud jsou zde
pfitomné i slozky alfa a beta, dochazi zbytecné k vétsi radiacni zatézi. Zareni gama pronika do

tkani hloubé&ji nez alfa ¢i beta.

Neméné dulezity je fyzikalni poloc¢as radionuklidu. Voli se pfiméfené dob¢, ktera je
potiebna k vySetfeni. DalSim pozadavkem je narok na produkt rozpadu, kterym ma byt

stabilni nuklid. [2]

4.1.3 Zdkladni rozdéleni radiofarmak

Dle ptipravy délime radiofarmaka na dv¢ skupiny. Prvni tvoii radiofarmaka, jez jsou
vyrabéna hromadné v urCitych centrech a na oddéleni nuklearni mediciny jsou dodévana

hotova. Nespornou vyhodou takto pfipravenych latek jsou nejen nizsi néklady a moznost



automatizace procesu vyroby, ale pfedevSim zajiSténi jednotnosti vyrobkl. Vyuziti mayji
predevsim v téch piipadech, kdy je polocas premény radionuklidu del$i, nez je doba nutna
k ptevedeni radionulidu do 1€kové formy a dopravu ptipravku k odbérateli. Na druhé stran¢ je
vSak tfeba dodrzovat mnoho pozadavki — na kvalifikaci pracovnikii, pracovni prostory
a zafizeni, hygienu prace, dokumentaci, skladovani. Pfisnd bezpecnostni opatfeni vychdzeji
z mozného rizika patrného ze slozeni radiofarmak. Mezi hromadné vyrabéna radiofarmaka

fadime obvykle ta, ktera obsahuji radioaktivni prvky 'I, *'T1, “Ga, '“Yb. [2]

Do druhé skupiny pak patii radiofarmaka piipravovana magistraliter na oddélenich
nuklearni mediciny. Pro jejich pfipravu jsou k dispozici specidln€ upravené neradioaktivni
soupravy, tzv. kity, jez jsou vyrabény farmaceutickymi firmami. Tyto obsahuji lyofilizovanou
neaktivni ¢ast radiofarmaka, obvykle volny ligand. Na pracovisti se k nim ptidéd radionuklid,
nasleduje rozpusténi a promichéani slozek soupravy. Posledni fazi je inkubace preparatu pii
vhodné teploté po predepsanou dobu. I zde plati ptisné smérnice spravné vyrobni praxe, jez

zajistuji kontrolu a ptipravu radiofarmak s jejich zamyslenym pouzitim. [2], [3]

4.1.4 Historie

Prvnim radionuklidem, ktery naSel uplatnéni v nukledrni medicing, byl radiojod
s polo¢asem premény 8 dni. Jeho hlavni indikaci byla diagnostika a terapie Stitné zlazy.
Podaval se peroralng, ve formé "'J-jodidu sodného. Jod je nositelem vysoké energie gama
zafeni a navic mad ve spektru slozku beta, které zvySuje radia¢ni zatéz. V Sedesatych
a sedmdesatych letech byl postupné nahrazen *™Tc. Dnes se jod vyuziva ke znackovani

protilatek a fibrinogenu pro lokalizaci trombf. [2]

Vibec nejcastéji pouzivanou latkou je technecium-99m (*™Tc). Ziskava se beta
rozpadem molybdenu-99 (*’Mo). M4 vyhodné fyzikalni a chemické vlastnosti, emituje zafeni
gama o energii 140 keV. PoloCas radioaktivni pfemény je 6 hodin. Tento fakt je velmi
vyhodny, jelikoz radiacni zat€z organismu je mala a diagnostické informace jsou dostate¢né
kvalitni. Pfimé znaceni *"Tc je provedeno relativné jednoduchou redukeci kovu. ZnaGena
sloucenina vSak musi obsahovat vhodné funk¢ni skupiny, jako napiiklad disulfidové mustky
v sekvenci peptidi nebo vhodné funkéni skupiny v cheldtoru. Tato metoda trpi nékterymi
problémy, jako je nespecifické spojeni radioizotopu ¢i ptiprava nepfili§ stabilnich komplex.
Alternativou je pouziti bifunkéniho chelatoru. Ziskem je stabilni a specifickd vazba

radionuklidu k receptorové-specifické sloucening. [3], [4]
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Radioizotopy indium-111 ("'In) a gallium-68 (**Ga) jsou slibné latky pro
farmaceutickou aplikaci. Jsou Siroce vyuzivany, a to diky idedlnim fyzikélnim a chemickym
vlastnostem. Navic jsou pomérné rychle a stabilné piipojeny k peptidu, obvykle pomoci

vhodného bifunk¢niho chelatoru (viz déle).

Radionuklid "'In se pfeménuje elektronovym zichytem. Jeho poloas pfemény je
67,2 hodiny. Pfipravuje se na cyklotronu ozafovanim ''Cd protony. Nejéast&ji se vyuziva ve
form& "'InCl;. Na oddéleni nukledrni mediciny je obvykle dodavan ve formé '"'InCls
v roztoku 0.04M — 0.05M HCI. V soucasnosti se pouziva k zobrazovani endokrinné fizenych
nadort prostfednictvim radioaktivné oznacenych receptorové-specifickych peptidi ze skupiny

derivatii somatostatinu. [4]

Fyzikalni polo¢as pozitronového zafice *®*Ga je 1,1 h. Je ziskavano z komeréné
dostupného generatoru “Ge-*Ga. V posledni dobé byla publikovéana fada praci o moznostech

vyuziti tohoto zafice ke znaceni receptorové-specifickych farmak. [2], [28], [29], [30]

Dalsim pozitronovym zaficem s vhodnymi fyzikdlnimi parametry pro vyuziti
v nuklearni mediciné je fluor-18 (**F) s polocasem 1,83 hodiny. Pfipravuje se v cyklotronu
nebo linearnim urychlovaéi ¢astic ozafovanim kysliku-18 (**0). V soucasné dobé existuje
fada rychlych i1 n¢kolika krokovych halogenacnich postupti pro znaceni jednoduchych
organickych sloucenin. Radionuklid "*F se nejvice vyuziva v PET centrech pro znadeni

deoxyglukézy. [4], [31]

4.1.5 Radioterapeutika

Cisty beta zafi¢ s polodasem piemény 64,1 hodiny je yttrium-90 (*°Y). Spolu s dal§im
beta zafiCem luteciem-177 ("’Lu) je vyuzivan k radioterapii rznych typt rakoviny. *°Y je
v nuklearni mediciné pouzivano podstatné déle nez "Lu a na$lo vyuziti nejen pii nadorové
prostaty, ale 1 pfi jinych aplikacich, jako je ozafovani hypertrofického synovia kolenniho
kloubu u revmatoidni artritidy. Proces se nazyva radionuklidovéa synovektomie. Radionuklid
Y zde najdeme ve formé sterilni koloidni suspenze citronanu yttritého, jehoz pH se pohybuje

v rozmezi 5,5 — 7,5. [4]

4.1.6 PouZiti

Jak bylo v tvodu naznaceno, radiofarmaka se mohou vyuzit k vySetfovani — tedy
k diagnostice rliznych patologickych stavli nebo k jejich 1é€bé. Svym zafenim totiZ ovliviluji

patologicky zménéné tkané.
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Zakladni zobrazovaci metodou nukledrni mediciny je scintigrafie. Tato metoda
zobrazi prostorové rozlozeni radiofarmaka v téle. Toho dosdhneme podanim latky, ktera je
radioaktivni. MliZe se podat jakéakoli latka, kterd se béZn¢ nachdzi v naSem téle, jen se urcity
atom této latky vyméni za atom radioaktivni. Po podani radiofarmaka do téla pacienta dochazi
k emisi zéfeni, protoZze radioaktivni atom je v Case nestabilni a pfeméni se na atom o nizsi
energii. Nadbytek energie se u latek pouzivanych pfi scintigrafii vyzaii v podobé zareni gama,
jez je zachycovano detektorem scintilaéni kamery. Na zdklad¢ téchto vysledkli se zjisti
fyziologick4 funkce organu a piipadné patologické zmény. Mohou se odhalit bunky, které
zvolenou latku hromadi zvySené€, nebo naopak buniky, jez nejsou schopny absorbovat danou
latku. RozliSujeme dva zédkladni typy metody, a to scintigrafii statickou a dynamickou. Jak
napovida nazev — u scintigrafie statick¢ se provede pouze jeden snimek, piipadné vice
snimkd, ale v delSim casovém rozmezi. Naopak u scintigrafie dynamické se provadi vice
snimki béhem kratkého Casového rozmezi, a tim se zobrazi prichod latky télem a jeji

metabolismus. [5]

Jednou z nejmoderné€jSich metod diagnostiky v nukledrni medicin€ je pozitronova
emisni tomografie (PET). Jako pozitron se oznacuje elementarni ¢astice o stejné hmotnosti
a velikosti ndboje jako elektron, avSak s opacnym nébojem. Principem metody je detekce
dvou anihilacnich fotonii v gama oblasti spektra, jez vznikaji ve tkani interakci pozitronu
s elektronem (Ilustrace 1). Zminéné dva fotony vznikaji ve stejny okamzik, maji stejnou
energii 511 KeV a rozleti se po pfimce v opaénych smérech, tedy v thlu 180 stupiifi, do okoli
a dopadnou na dva protilehlé detektory, kterymi jsou zachyceny. Pro tuto reakci je nutné
dostat do téla pacienta pozitronovy (B") zafic. Zatice jsou pfipraveny uméle, obvykle pfimo na
oddglenich v cyklotronu. Nejéast&ji se vyuzivaji radionuklidy "'C, N, *O, '8F. Pacientovi se

aplikuje injekce s latkou, nasleduje kratSi ¢asova prodleva, aby doSlo k akumulaci latky

511 KeV
photon
-
J Positron
Electron
511 KeV
photon

llustrace 1: Princip metody PET [27]
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v cilovém misté. Detektorem je PET kamera, zaficem je pacient. Nashromazdéna data
vyhodnoti pocita¢ a vytvoii obrazky. Mlize byt vySetfovan jeden organ, nebo naopak celé t¢lo.

[6]

Neméné dulezitou diagnostickou metodou je pocitacova tomografie (CT). Tato
vySetfovaci metoda vyuziva rentgenovych paprskii a tim umoznuje detailni zobrazeni
jednotlivych ¢asti téla. Nevyhodou metody je vystaveni pacienta ionizujicimu zéfeni, proto
miZe byt provadéna, jen pokud to vyZaduje zdravotni stav pacienta. Celkova davka zafeni je
zavisla na druhu vysSetfeni, stejn¢ jako na rozsahu vySetfované oblasti. Lze konstatovat, Ze
davka pti CT vySetfeni je prokazatelné¢ vyssi nez pii standartnim RTG snimku. Je vSak

srovnatelnd s davkou RTG zafeni pii pofizovani vétsiho mnozstvi snimkd. [7]
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4.2 Peptidy

Peptidy jsou receptorové-specifické molekuly, které hraji velmi dilezitou roli nejen
v diagnoze a terapii nadorovych onemocnéni, ale 1 v patogenezi dalSich chorob. Tento fakt
vyvolal velky zajem na poli nuklearni mediciny a podnitil dal$i vyvoj jejich strukturdlnich
obmén s lepSimi farmakologickymi vlastnostmi. Jsou sloZzené z rlznych aminokyselin
spojenych amidovou vazbou. Peptidy obvykle snadno ptezivaji podminky chemické reakce,
které jsou n€kdy vyZzadovany v Gvodu znaceni. Diky relativné malé molekule jsou snadno
distribuovatelné v biologickém systému, krom¢ toho se, na rozdil od velkych protilatek
a jejich fragmentt, 1épe kumuluji v cileném nadoru s lepSim pomérem aktivity v cilovém
misté k pozadi (v literatufe ,,tumor to background ratio®). Divodem je mimojiné rychlé
uvolnéni z plazmy, coz je dalsi vlastnost peptidl. Je tfeba zminit mensi imunogenitu peptida
oproti proteiniim. Nicméné existuje i fada nevyhod peptidovych hormont, jako je jejich
limitovana biologicka dostupnost nebo mozné nezddouci ucinky (toxicita). Navic oralni
aplikace neni mozna. Dalsi problém vyvstava béhem identifikace a charakterizace novych
peptidovych hormonii diky rychlé metabolické degradaci zapti¢inéné rychlou proteolytickou
degradaci endogennich peptiddz. Pfirozené peptidy jsou obvykle témét kompletné
degradovany béhem né€kolika minut. Existuje fada moZznosti, jak zvysit metabolickou stabilitu,
je to napt.: pridavek nepfirozenych aminokyselin (D-aminokyselin, N-methylaminokyselin),
amidace C-konce, ¢astecnd ¢i kompletni cyklizace, fosforylace aminokyselin a dale v¢lenéni
aminoalkoholti do fetézce. Je tedy nezbytné najit sprdvnou rovnovahu mezi rychlou
a pomalou degradaci. Pokud je degradace pfili§ rychla, akumulace v naddoru je nedostate¢na.
Na druhé strané pokud je stabilita peptidii vysokd, doba retence radioizotopu v organismu
bude také vysoka, a to diky pomalému uvolnéni peptidu z mista G¢inku do cirkulace, coz
zpusobi zpomaleni exkrece z feCisté. Pro in vivo aplikaci musi byt radioaktivné znaCené
peptidy dostatecné stabilni ve vodném roztoku. Cilem je dosdhnout rychlé a vysoké zadrze
850 peptidit s mnoha rozliénymi funkcemi. Zastoupeni maji jako hormony, neurotransmitery,
neuromodulatory, cytokiny, inhibi¢ni ristové hormony. Ne&které peptidy jsou schopné
proliferativnich funkci, jiné apoptotickych. Mimoto jsou produkovany fadou malignich
lidskych néadorti. Tento fakt ukazuje na vzristajici klinicky vyznam téchto struktur
umoziujicich vysoce specifické receptorové smefovani (targeting) pii zobrazovani a terapii.
Prvnimi peptidovymi receptory vyuzivanymi k t€émto cilim byly somatostatinové receptory.

Podkladem bylo zjisténi, Ze gastroenteropankreatické neuroendokrinni nadory exprimuji
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somatostatinové receptory ve velkém mnozstvi. A proto tento typ nadorG mohl byt velmi
efektivné scintigraficky zobrazen radioaktivnim analogem somatostatinu — OctreoScanem®.

Jedna se o oktreotid spojeny s DTPA (viz déle). [4]

V nekterych studiich byl zaznamenan poznatek, Ze pro nékteré trojmocné
terapeutické radionuklidy (*°Y, '"Lu) ma DTPA jako chelator niz8i kinetickou stabilitu
vedouci k nespecifické zadrzi v jatrech a kostni dfeni. Zajimavosti je fakt, ze pfipojenim
DTPA dojde ke zméné farmakokinetiky - hepatobiliarni exkrece se zméni na renalni, aniz by
se zménila afinita peptidu k prislusnému receptoru. Dnes tato metoda tvoii zéklad diagnostiky
u vybranych pacientli a je béZzn¢ vyuzivana pro detekci nadori exprimujici somatostatinové
receptory. Dalsi peptidy, jmenovité neurotensin, bombesin a vasoaktivni intestinalni peptid,

jsou v preklinickém zkouseni. [4], [8]

Na zékladé¢ dobrych zkuSenosti cilené terapie se somatostatinovymi receptory se
objevily dal§i velmi dulezité poznatky ohledné novych receptori peptidi. Slibnym

kandidatem jsou cholecystokininové receptory (viz dale).

Nezbytnym predpokladem pro UspéSny in vivo receptorovy targeting nador je
pritomnost dostatecného mnozstvi receptorti v nddorové tkani. Nemén¢ dualezitou podminkou
je adekvatni dostupnost specifického senzitivniho radioligandu s vysokou afinitou k tomuto
receptoru. Z tohoto divodu se fada pracovist zabyva vyhledavanim a modifikaci nebo

syntézou ptisluSnych receptorovych vektori. [4]

Prni Podet

Peptid zminka | aminokyselin Nador
Somatostatin | 1973 14 neuroendokrinni nac_jor, neuroblastom, mlalobunecna rakovina plic,
rakovina prsu, prostaty, nador mozku
Bombesin 1971 14 rakovina prostaty, prsu, rvnalobunec.na rfakovma plic, rakovina
tlustého streva, rakovina Zaludku
Gastrin 1979 27 rakovina prostaty, prsu, malobunétna rakovina plic, melanom
VIP 1970 o8 rakovina plic, zaluld.ku, tlgsteho stvreva}, kon%cm[(vu, prsu, prostaty,
slinivky, jater, moCoveho méchyre
Neuropeptid Y | 1982 36 ngurotl)lastom, g!loblast(_)m, rakovina prsu, adenokarcinom
vaje€niku, rakovina ledvin, paragangliom, feochromocytom
. linearni malobuné€na rakovina plic, tlustého stfeva, &titné zlazy, prsu,
Neurotensin 1973 . . -
tridekapeptid meningiom, astrocytom
linearni
a-MSH 1955 tridekapeptid melanom
Substance P | 1931 11 malobunécna rakovina plic, nador mozku
CCK 1968 33 kolorektalni karcinom, rakovina slinivky, malobuné¢na rakovina

plic, rakovina dfené §titné zlazy, nékteré druhy rakoviny vajeCnik(

Tabulka 1: Potencialni nadorova terapie a diagnostika (tumor targeting) pomoci peptidovych
hormonu [4]
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4.3 Minigastriny

4.3.1 Rozdéleni receptorit

Jako minigastriny se oznacuji skupiny peptidi odvozenych z lidského gastrinu, jenz
je tvotfen 34 aminokyselinami. Tento peptid je zodpovédny za regulaci sekrece kyseliny
v zaludku a proliferaci zalude¢ni mukézy. Gastriny jsou produkovany G bunkami jako
prekurzory, z kterych posléze vznikaji finalni G¢inné hormony. Velmi dulezitou vlastnosti
minigastrint je jejich vazba na cholecystokininové receptory (CCK), konkrétné na
cholecystokininové receptory typu B (CCKB znamé také jako CCK?2), které jsou fyziologicky
pritomné v parietalnich a enterochromafinnich bunkach. CCKA receptory (oznacované také
jako CCK1) byly poprvé objeveny v pankreatickych acinarnich buiikach a najdeme je nejvice
na periferii. VSechny cholecystokininové receptory fadime do skupiny receptorti spojenych s
G proteiny. Skladaji se ze sedmi transmembranovych domén a po vazb¢ ligandu na receptor a

jeho internalizaci aktivuji cestu druhych posla. [9]

Z vysledkii vyzkumu vyplyva, ze gastriny vykazuji mensi afinitu k receptorim, jez
jsou ptitomny ve zluéniku, v hladkém svalstvu Zaludku, ve slinivce a v perifernim nervovém
systému. Naopak vysoka afinita k receptorim byla zjisténa v zalude¢ni mukdze, endokrinnim
pankreatu a mozku. Cholecystokininové receptory vSak mizeme najit i u nékterych nadorda.
Ptikladem muaze byt medularni karcinom, malobunécny plicni nédor, rakovina ovaria,
gastrointestinalni adenokarcinom ¢i neuroendokrinni nadory. N¢kolik cholecystokininovych
nebo gastrinovych analogl jiz bylo po radioaktivnim oznaceni Uspé$né pouzito v klinické

praxi k detekci téchto typil nadort a jejich metastaz. [10], [26]

V roce 2000 byl objeven treti typ CCK receptort. Jednd se o receptor oznaCovany
jako CCK2i4sv, jenz je spojen s CCK2. Byl objeven u kolorektdlniho karcinomu
a u nékterych nadortt pankreatu, kde pravdépodobné stimuluje rist bun¢k. V normalni
kolorektalni mukéze nebyl objeven. Nicméné mnozstvi receptori v nadorové tkani
nedosahuje hladiny, kdy Ize dostate¢né zobrazit nddor pomoci radioaktivné¢ znaceného

peptidu. [9]

4.3.2 Radioaktivni znaceni
Pro radioaktivni znadeni minigastrin jsou pouzivany jak diagnostické zafiée "'l

a #™Tc, tak zaFice terapeutické jako *°Y, '""Lu, pfipadné& "'I. [4]
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Pro radioaktivni znaceni peptidi pomoci kovovych radionuklidd je tfeba peptid

modifikovat pomoci chelatort (bifunkcnich chelatacnich ¢inidel).

Peptide Spacer Chelator

&
Radiometail

llustrace 2: Typicka vazba znaceného peptidu na receptor nadorové buiiky, tumor cell —
nadorova bunka, spacer — spojovnik, chelator & radiometall — chelatacni cinidlo a
radioaktivni latka [4]

Mezi nejcastéjsi chelatacni Cinidla patii DTPA (diethylentriaminpentaoctova
kyselina), DOTA (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina) ¢i DOTAGA
[1-(-karboxy-3-karboxy-propyl)-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctova  kyselina].
Nejprve dochdzi ke vzniku aduktu mezi peptidem a bifunkéim chelatorem. Vznikly komplex
poté miZze byt oznacen vazbou vhodného radionuklidu do chelatu. Cyklické chelatory tvofi
s kovovym radionuklidem velmi pevné komplexy, avSak pomald kinetika tvorby komplexu

vyzaduje zahtati reak¢ni soustavy, které miize poskodit nebo znicit peptid. [10]

DOTA DOTAGA DTPA

7:/0 T ? ?jr{ﬁ S8a
I HQOC;:> C(}O<: COSH s}
o iui\*

(}ﬂ o OH RO

llustrace 3 : Strukturni vzorce pouzivanych chelatoru [10]

Diilezitou méfenou veliCinou pifi znaceni je radiochemicka Cistota. Je definovana jako
pomér aktivity daného radioaktivniho nuklidu v pozadované chemické formé¢ a celkové
aktivity radionuklidu v preparatu. Vyjadiuje se v procentech. Pro pouZivana radiofarmaka jsou
hodnoty c¢istoty uvedeny v platném lékopise. Necistoty u radiofarmak jsou n¢kdy dasledkem

rozkladu pozadované chemické formy vlivem rozpoustédla, teploty Ci svétla. Necistota vSak
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muze vzniknout také jako disledek vazebného spojeni radionuklidu na chemickou necistotu
v pripravku. Stanoveni radiochemickych necistot v preparatu je velmi dilezité, jelikoz
necistoty mohou byt zodpovédné za zkresleni scintigrafického zobrazeni a zbyte¢né radiacni
davky v necilovém organu. Pfi¢inou mize byt nizkd kumulace radioaktivity v cilovém

organu, necistota mize také zménit biodistribuci radiofarmaka [2], [9]

Studie s chelatacnimi ¢inidly ukazaly, Ze komplexy s DTPA znaené *Y nejsou
dostatecné stabilni pro cilenou terapii. Obména molekuly chelatacniho ¢inidla na DTPAGIu
vedla ke zvySeni stability komplexu. Nespornou vyhodou je i snadna syntéza tohoto derivatu.
DTPAGIu je pentaester, ktery ma pét karboxylovych skupin chranénych terc-butylem. Tato
obména ptinasi vyhodu v podobé¢ péti karboxylovych skupin vhodnych ke konjugaci. Ptivodni

DTPA konjugaty maji jen Ctyfi tyto skupiny. [26]

Mezi novéjsi chelatory fadime DOTA, jenz vykazuje vys$i stabilitu v porovnani

s acyklickymi chelatory, a DOTAGA s rychlejsi kinetikou znaceni. [10]
tBuOOC (COOlBu

tBuOOC - NN R~ COOtBu

tB uOOC/k/\COOH

Hlustrace 4: Strukturni vzorec DTPAGlu [26]

Zjisténi vysoké hustoty receptortt CCKB u medularniho karcinomu §titné zlazy vedlo
k rychlému vyvoji novych receptorové-specifickych obdob gastrinu a cholecystokininu B

s cilenou distribuci u vybranych skupin pacienta.

Prvni generace slouCenin byla zalozena na nesulfitovanych CCK analozich
s navazanymi chelatory DTPA ¢ DOTA. Prvni vysledky téchto struktur znaenych ''In
a pouzitych u krysich bunék byly velmi slibné. Problém vSak nastal po aplikaci pacientim
s rakovinou §titné Zlazy. Radioligandy sice dokdzaly oznacit rakovinné 1éze, nicméné nedoslo

k dostatecné akumulaci v naddoru tak, aby mohly byt pouzity v praxi. [12]

Pracovni skupiny vSak souCasné¢ vyvinuly derivaty gastrinu se stejnym
zamérem — oznacit nadory produkujici CCKB receptory. NejstarSi pouzivany minigastrin 0
v komlexu s DTPA znaceny "'In prokazal vysoky uptake v zaludku a 1ézich dfené §titné Zlazy.

Rizika a nezadouci projevy této slouceniny vsak prevysily jeho vyhody. [12]
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Vychytani peptidu v cilovém misté¢ se odehrava béhem nekolika minut po injekci
radiofarmaka, pak nasleduje retence uvnité nadoru. Casteéné vymizeni & vyplach
radioaktivity z nadoru je patrny béhem 48 hodin. Z toho plyne, Ze nejCistSi zobrazovani
a tomografie je mozna do 48 hodin po aplikaci injekce. Vysoka retence nastava caste¢né diky

internalizaci radiofarmaka do jadra buiiky a ne pouze do buné¢éné cytoplazmy. [11], [12]

4.3.3 MoZné problémy minigastrinii

Stinnou strankou nékterych radioaktivné znacenych gastrinti je jejich dels§i renalni
retence, coz komplikuje radionuklidovou terapii v disledku zvysSeného rizika nefrotoxicity.
S timto jevem se setkdme napiiklad u minigastrinu 0 a jinych starSich minigastrind. U novéji
vyvinutych peptidi je obvykle pozorovana niz$i rendlni retence. V radionuklidové terapii
zalozené na peptidech je rychla clearence radioaktivné znacenych peptidi z krve a nizky
zachyt v ledvinach velmi dilezity. Minimalizuji se tak radia¢ni davky ve zdravych tkanich,
zejména ledvinach. Malé peptidy a proteiny jsou vSak ¢astecné zachytavany v ledvinach, a to
v disledku tubularni reabsorpce. Jedna se o vicestupnovy proces. Po glomerularni filtraci se
peptidy a proteiny v ultrafiltritu vazi na endocytické receptory na luminarni strané
proximalniho tubulu buiiky a jsou internalizovany. Nasledné jsou pieneseny do lyzozomu
a degradovany na aminokyseliny. Ty jsou poté transportovany zpét do krevniho ob&hu. Cast
sekvence peptidi. modifikovana radioaktivné oznaCenym chelatorem je polapena
v tubularnich bunéénych lyzozomech. Protoze umélé cheldtory jsou nebiogenni, ledvinna
buiika je nedokaZze transportovat ven a Castice setrvavaji v ledvinach. Vysledkem jsou vysoké
radia¢ni davky, které poskozuji ledvinné buniky. Detailni mechanismus renalni reabsorpce
peptidi neni dosud zném, ale probihaji intenzivni studie. Nékteré z nich poukazuji na roli
megalinu. Coz je multiligandovy receptor patiici do skupiny receptorii lipoproteinli o nizké
hustoté. Megalin vaze strukturné odlisSné typy proteini — albumin, B-2 mikroglobulin,
aprotinin a mnoho dalSich. Zjistilo se, ze velmi dilezitym faktem vazebnosti sloucenin
k megalinu je pocCet a stejné¢ tak naboj ligandi. Naptiklad rendlni reabsorpci ligandi
vazajicich se na megalin pomoci svych kationaktivnich poloh miZeme blokovat ptidavkem
kationaktivnich slouc¢enin. Dal$im zajimavym zjiSténim bylo, Ze renalni uptake rGznych
radioaktivné znacenych peptidi miuze byt redukovdn souCasnym piidanim zékladnich
aminokyselin nesoucich v postrannim fetézci kladny ndboj, naptiklad lysinu ¢i argininu. Po
aplikaci vysokych davek téchto peptidi se ale mohou objevit nezadouci reakce zahrnujici
nauzeu, arytmii ¢i hyperkalémii. Dal§i moznosti je aplikace albuminu jako substratu pro

megalin, jimZ by se mél sniZit rendlni zachyt peptidi. Albumin je protein o molekulové
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hmotnosti 67 kDa. Pfes glomeruldrni membranu vSak projde jen malé mnozstvi intaktniho
albuminu, vyhodné&jsi by mély byt jeho fragmenty. Studie dokonce ukdazaly, ze fragmenty
albuminu o molekulové hmotnosti 3-50 kDa byly ve sniZeni renalniho uptake stejné efektivni
jako davka 80 mg lysinu. Dalsi studie snad pfinesou informace o tom, jaké specifické
fragmenty albuminu jsou za toto zodpov&dné. Dobie definované fragmenty albuminu byly
ziskany pomoci bromkyanu a kyseliny mraven¢i. Bromkyan stépil peptid v misté karboxylové
skupiny metioninu, kyselina mravenci pak rozstépila vazbu asparagové kyseliny a prolinu.
Renalni reabsorpce peptidl u zvirat byla rovnéz efektivné snizena pomoci Gelofusinu. Jedna
se 0 4% koloidni infuzni roztok modifikované Zelatiny, ktery je vyuzivany jako expandér

plazmy. [13], [33]

Problém wvysoké renalni retence se tykd hlavné radioligandi odvozenych od
minigastrinu 0. Vysledky poslednich studii ukdzaly souvislost mezi poctem glutamovych
kyselin a rendlni retenci. Pravdépodobnym plivodcem téchto problémt jsou zdporné naboje
aminokyselin. Soucasnou injekéni aplikaci polyglutamovych kyselin se renalni kumulace
minigastrini snizi. Problém s vysokym renalnim zachytem zkoumalo mnoho vyzkumnych
tymd, probihaly pokusy se substituci pentaglutamatovych kyselin hexahistidinem. Zjistilo se
vsak, ze rendlni kumulace je sice niZsi, stejné tak je bohuZel niz§i zachyt radiofarmaka
v nadoru. Dihistidinova analoga rovnéz nepfinesla zadany tspéch, méla sice niz§i kumulaci
v ledvinnych buiikach, ale radioaktivni znaceni vyzadovalo teplotu kolem 100°C, coz vedlo ke
zvysené oxidaci metioninu. V soucasné dobé probihaji rozsahlé vyzkumy a vyvoj novych
gastrind (tzv. druhé generace), jejichZ renalni zachyt by byl prokazatelné niz§i. Moznym
feSenim se stalo zkraceni gastrinli o sekvenci péti glutamovych kyselin v pozici 2-6. Nejenze
se dosadhlo nizsi ledvinové kumulace, ale byla zachovana jejich kumulace v nadorové tkani.
Problém vsak nastal se stabilitou. Tyto nové radioligandy vykazovaly nizsi stabilitu in vitro
arychlou enzymatickou degradaci in vivo, pravdépodobné¢ vedouci ke zhorSenym
zobrazovacim charakteristikAm. Navic byla zaznamendna Céaste¢nd oxidace metioninu ve
vazebné sekvenci, zvlasté v prib&hu zahiivani pti radiochemickém znaceni. Vysledkem byla
snizena afinita k CCKB receptoriim a nizS§i bunécnd internalizace in vitro a nadorova
kumulace in vivo. Oxidace se vSak da do jist¢ miry omezit, a to optimalnimi reakénimi

podminkami. Otdzka stability je vSak velmi slozitd a vyzaduje dalsi studie. [14]
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4.3.4 Minigastriny znacené techneciem

Dal8imi slibnymi strukturami jsou derivaty gastrinu znacené *"Tc. Jako pomocna
latka se zde pouziva bifunkéni chelator HYNIC (6-hydrazinopyridin-3-karboxylova kyselina).
Jelikoz HYNIC je schopen jen ¢astecné koordinace, jez se vyzaduje, je tfeba ptidavku dalSich
latek, tzv koligandii. Nejvice naSly vyuziti tricin a EDDA (etylendiamindioctova kyselina).
Moznost meénit koligandy, a tim nasledné fyzikaln¢ chemické vlastnosti formovaného
komplexu je jednou z ptednosti tohoto systému. HYNIC-peptid s koligandem EDDA vytvati
s P™Tc komplexy, jez ukazaly in vitro i in vivo stabilitu. Preparaty jsou homogenni, jelikoz se
vytvaii pouze jedna chemicka forma a afinita k naddoru je vysokd. Radioaktivni znaceni vSak
vyzaduje zahiati soustavy, coz limituje vyuziti u polypeptidl s terciarni strukturou. Pouziti
tricinu jako koligandu pfi znaceni HYNIC-peptidl je pfi pokojové teploté rychlé a efektivni,
vytvari vSak komplexy, které maji nizsi stabilitu. Navic analyza pomoci HPLC pravidelné
ukazuje pfitomnost rozmanitého mnoZzstvi izomert. Gastriny s pfidavkem koligandl vykazuji
vysokou efektivitu — velmi dobfe interaguji s CCKB receptory, a to jak in vitro, tak

1 u zvifecich modeld. Mimoto vykazuji sniZzenou rendlni retenci. [15]

Dal$imi nadéjnymi derivaty gastrinu u pacientl s rakovinou §titné zlazy jsou peptidy
pochézejici z feckého ustavu Demokritos, tzv. Demogastriny. Demogastrin je sloucenina,
ktera nese na svém N konci tetraamin (tetraazaundekan) ptipojeny bud’ pfimo (Demogastrin
1), nebo pomoci vmezetené molekuly (Demogastrin 2 a 3). Demogastrin (modifikovany timto
tetralinem) tvoii s *™Tc stabilni komplexy in vivo s vysokym zichytem v nadoru a nizkou

retenci v ledvinach. [15], [16]

4.3.5 Chemicka a farmakologickad stranka minigastrinii

Vsechny uvedené radioligandy jsou agonisté — jsou schopny spoustét internalizaci
receptor-ligand, a proto dovoluji aktivni kumulaci radioaktivni latky uvniti nddoru. Nicméné
nékteré studie se somatostatinovymi receptory pfinesly neocekavané vysledky. Ukazalo se, Ze
antagonisté receptori mohou ptinést lepsi vysledky na poli radiofarmacie, a tim zménit
dosavadni nazory. Antagonisté se sice Spatn¢ internalizuji do nadorovych bunék, piesto je
in vivo distribuce u zvifecich nadort stejnd, nc¢kde dokonce lepsi nez ta odpovidajici

agonistim. Tyto studie jsou vSak zatim na pocatku. [10], [12]

Co se tyce chemické stranky, peptidy patfici do skupiny derivati gastrinu
a cholecystokininu maji spole¢nou vazebnou sekvenci Trp-Met-Asp-Phe-NH,. Obé skupiny

peptidi mizeme odlisit umisténim jejich tyrozinového zbytku vzhledem k jiz zminéné
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sekvenci. Dal$im rozdilem je pocet aminokyselin. Peptidy z rodiny gastrini maji jednu
aminokyselinu (nejcastéji glycin) mezi tyrozinovym zbytkem a receptorové-specifickou
sekvenci. Peptidy z cholecystokininové skupiny maji mezi témito dvéma body dvé
aminokyseliny — nej€astéji kombinaci metioninu + glycinu nebo threoninu + glycinu. Tyto
tyrozinové zbytky hraji velmi dileZitou roli v receptorové specificité. Pokud je tento zbytek
sulfatovan, peptidy z rodiny cholecystokininu vykazuji 500-1000krat vyssi afinitu k
receptorim typu CCKA nez nesulfitované analogy. Naproti tomu receptory typu CCKB

nerozliSuji mezi sulfitovanymi a nesulfdtovanymi analogy a gastrin a cholecystokinin vazi

témet se stejnou afinitou. [9], [17]

OH SMe
a ¥ o b oo b o©
\(‘LN N\.)LNWN\‘)LN N\_/ILN NH,
H 0 H H ) H H o £ H
ﬁ =
SMe 6NH

(a)
HN

COH ~COH 0

llustrace 5: molekularni struktura: (a) CCK8 a (b) minigastrin, pro
n=0MG 11, pro n=5 MG 0 [9]
Analoga gastrinu mizeme najit ve dvou hlavnich forméch — linearni a cyklické.
Cyklizace byla jiz dfive sledovdna pro zlepSeni vlastnosti in vivo u peptidli zobrazujicich
angiogenezi (vyvoj a rust novych krevnich cév). Cyklické formy jsou schopné udrzet si stejné

biologické vlastnosti jako linearni. Pro vlastni cyklizaci je vSak zapotiebi nékolik uprav.

¥-D-Glu—D-Lys-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
| I

Ala — Tyr

¥-D-Glu—D-Lys-Trp-Nle-Asp-Phe-NH,

Ala — Tyr

llustrace 6: Cyklické formy
minigastrinit [9]

V pozici jedna je tfeba vymeénit leucin za glutamovou kyselinu, odstranit pét glutamovych

kyselin v pozici 2-6 a glycin vyménit za lysin. Kyselina D-glutamova je pak zaclenéna
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karboxylovou skupinou do cyklu. Vysledkem je laktamovy mistek mezi aminoskupinou
postranniho fetézce D-lysinu a a-karboxylovou skupinou D-glutamové kyseliny. K zabranéni
nezadouci oxidace struktury se vyuzila vyména metioninu za umély norleucin v pozici 11.
Vazba na receptory byla v dusledku cyklizace mirné zhorSena, pravdépodobné nasledkem
horsi flexibility nové vzniklé struktury. Casteénd stabilizace ziskana cyklizaci pak vyrazné

nezlepSila farmakokinetické vlastnosti. [14]
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4.4 Analytické metody pouzivané v radiofarmacii

Jedna se o rtizné druhy chromatografii. Mezi ostatnimi analytickymi metodami ma
chromatografie ojedinélé postaveni, jelikoz ndm dovoluje stanovit mnoho latek v jediném
vzorku, stejné tak i1 oddélit je od sebe bez jejich naruSeni. Za objevitele chromatografie je
povazovan rusky botanik Michail Semjonovi¢ Cvét, jeji zrod je datovan 21.bfeznem 1903.
Vyznamnym zlomem v historii se povazuje objev rozdélovaci chromatografie Martinem
a Syngem. Ve své praci roku 1941 uvadeji myslenku, ze mobilni faze nemusi byt kapalina, ale

1ze pouzit permanentni plyn. [18], [34]

4.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Tato metoda je ve svétové literatuie nazyvana high performance liquid
chromatography. Jejim principem je separace — oddé&luji se pfi ni slozky obsazené ve vzorku.
Zkoumany vzorek je vnesen mezi dvé vzijemné nemisitelné faze. Stacionarni faze je
nepohybliva, mobilni faze je pohybliva a je tvofena kapalinou. Pohybujici se mobilni faze
unasi vzorek ptes stacionarni fazi, piicemz slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi
zachycovany a pii pohybu se zdrzi. Cim silngji jsou slozky poutany stacionarni fazi, tim se
zdrzi déle. Takto se od sebe postupné oddéli jednotlivé slozky. Na konec stacionarni faze se
dostavaji slozky méné zadrzené. O separaci slozek vzorku rozhoduji interakce se stacionarni
fazi, stejn¢ tak je vSak velmi vyrazné ovlivnéna i pouzitou mobilni fazi. Jako mozné
mechanismy separace se uplatiiuji adsorpce, rozdélovani na zdkladé rizné rozpustnosti,
iontovda vymeéna. Nespornou vyhodou kapalinové chromatografie je moznost pouziti
1 u tepelné nestalych a netékavych sloucenin. Vzorek se totiz nemusi pievadet na plyn, tak
jako je tomu u plynové chromatografie. K tomu, aby separace ¢asteCek byla uc¢inna, je tfeba
pouzit dostate¢né malych zrni¢ek sorbentu. Ty kladou prostupujici kapaling urcity odpor. Je
tedy nezbytné pracovat pii vysokém tlaku. Mizeme rozliSit dva typy chromatografie —
,hormalni“ a systém obracenych fazi (zkracené¢ RP, z anglického reversed phase). Pfi
,hormalnim*“ uspotfddani chromatografie je mobilni faze nepolarni. NejcastejSimi
rozpoustedly jsou heptan, cyklohexan, tetrachlormethan. Stacionarni faze je naopak polarni,
tvofena naptiklad nemodifikovanym silikagelem. Pokud se jednd o RP HPLC, mobilni fazi
tvofi vysoce polarni latky, obvykle je faze tvofena smési slozenou z vody a organické slozky
smichavané v riaznych objemovych pomérech. Vhodnymi zastupci mobilnich fazi jsou
alkoholy (methanol), nitrily (acetonitril) a ethery (tetrahydrofuran, dioxan). Tyto eluenty maji

obvykle velkou eluc¢ni silu, a proto se vyuzivaji ve smési s vodou. Je tieba upozornit, ze
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mobilni faze pouzivané pti HPLC musi byt velmi Cisté a zbavené rozpusténych plynl
probublavanim heliem nebo plisobenim ultrazvuku za vakua. Stacionarni faze je naproti tomu
vysoce nepolarni. Je tvofena silikagelem s navazanou uhlovodikovou skupinou (oktyl, fenyl,

metyl). Zakladni soucasti pfistroje jsou uvedeny nize.

Cerpadlo miZe byt membranové nebo pistové. Jeho funkei je Gerpat kapalinu do
kolony. Materidl, z kterého je Cerpadlo vyrobeno, nesmi byt narusovano mobilni fazi.
Cerpadlo do mobilni fize rovnéz nesmi uvoliiovat zadné latky. Nej¢ast&j$im materidlem je

nerezova ocel, keramika nebo plast.

SméSovaci zarizeni muze pfipravovat smés kapalin stdlého sloZeni, to se tedy
neméni v ¢ase a tento styl je znamy pod terminem izokraticka eluce. Zatfizeni vSak mize fidit
zmény ve sloZzeni mobilni faze béhem separace. Tento postup se nazyva gradientova eluce.
Vyuziva se zde zasobnikll riznych kapalin a naprogramovéanim se pfipravi jejich smés.

Davkovaci zafizeni mize byt dvojiho typu. Plvodnéjsi injek¢éni piinaSi urcité
nevyhody z hlediska udrzeni tlaku a vnaSeni stop materidlu injekéni stiikacky. Injekeni
zafizeni muze byt ovladano rucné ¢i automaticky a musi byt zhotoveno z inertnich materialt.
Ptikladem je nerezova ocel, titan a nckteré polymery. Novéjsi zpiisob nahrazuje injekéni
systémy davkovanim obtokovym davkovacim kohoutem. Na néj je pfipojena smycka plnéna

pomoci injekéni stiikacky. Obsah smycky je pro preparativni chromatografii do nékolika pl.

Kolony se pouzivaji pouze néapliiové. Jsou to trubice naplnéné sorbenty nebo nosici
pokrytymi kapalnou fazi. Obvykle jsou zhotoveny z nerezové oceli. Pro analytické pouZiti
jsou kolony relativné kratké - zpravidla 10, 15 nebo 25 cm. Vnitini primér ¢ini od 3 do 7 mm.
Za béznych podminek eluent protékd rychlosti 1-2 ml za minutu. Pro rychlé separace jsou
vhodné kratké analytické kolony (délky 3 cm). Jsou financné vyhodné&jsi a spotfebuji mensi
mnozstvi mobilni faze, ucCinnost separace je vSak niz$i. Velmi Casto jsou vyuzivany tzv.
ptedkolony. Jejich funkci je ochrana hlavni kolony pied necistotami a nerozpustnymi

materialy. Jsou umisténé mezi davkovaci zafizeni a analytickou kolonu.

Velka vétSina separaci probihd za laboratorni teploty a nevyzaduje termostatovani.
Nekteré separace se vSak mohou vyznamné zlepSit zvySenim teploty, vétSina novych

chromatografii jiz toto umoziiyje.

Optimalni detektor by mél byt selektivni pro stanovované analyty a malo citlivy na
mobilni fazi. Pritocnd cela detektoru musi snést nejen tlak mobilni faze, ale musi udrzet

1 tésnost. NejpouzivangjSimi detektory jsou fotometricky, refraktometricky a fluorescenéni.
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Fotometrické detektory jsou nejbéznéjsi. MéEfi absorbanci eludtu, ktery vychazi

vvvvvv

nastavit vlnové délky pomoci monochromatoru.

Refraktometricky detektor zméii rozdily mezi indexem lomu eluatu a ¢isté mobilni
slozky. Pokud obsahuje eluat slozku, objevi se vychylka. Tento typ je velmi univerzalni, neni
vsak prili§ citlivy a v prubéhu jeho pouziti je tieba udrzovat konstantni teplotu. Detekéni limit
je 10 7 g-ml™.

Fluorescen¢ni detektor funguje na principu fluorescence nebo-li schopnosti latek
absorbovat ultrafialové zafeni a nésledné vysilat zafeni o vyssi vlnové délce. Toto zarfeni se
méfi fotonasobi¢em kolmo na smér vstupujiciho zafeni. Detekéni limit je 10 2 g-ml™ analytu.

Je vysoce selektivni, 1ze ho kombinovat s fotometrickym detektorem.

Chromatograficky zdznam se nazyvd chromatogram a poskytuje jak kvalitativni
informace (reten¢ni ¢as), tak informace kvantitativni (plocha a vyska piku). HPLC je jednou

z nejrozsitenéjSich separacnich metod, a to jiz od roku 1965. [18], [19]

Rezervoary

‘ ‘ ‘ ‘ Rozbotovat  Dévkovaci zafizeni

"
o
hokilni faze 1 . Mokilni faze 2
Yakuova pumpa
Manametr
Predkolona
Olplynovac Analyticka kolona
Smésovaci zafizeni
Lf Detektar

Wyzokotlaké Gerpadio i i

Shérad frakci

llustrace 7: Schéma vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)

K detekci radioaktivity v HPLC systémech se vyuzivaji scintilacni detektory.
Nejcasteji pouzivanou latkou pro detekci je jodid sodny aktivovany thaliem Nal(Tl). Zafeni
interaguje s krystalem Nal(TI) a dochazi k excitaci elektronti. Vysledkem je produkce svétla

(scintilace), ktera je méfena fotondsobicem. Ziskame elektricky impuls o velikosti umérné
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energii jaderného zafeni. Tento typ detektoru je vyuZivan pro detekci gama zéfeni. U B zafica
se do mobilni faze ptidavaji scintilatory, a tim odpada problém samoabsorpce. Vzorek je ze
vSech stran obklopen molekulami scintilatoru a pii radioaktivni pfeméné vznikly elektron f-

interaguje se scintilatorem a vznika svételny zablesk. [2], [23]

4.4.2 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Nazev pochazi z anglického terminu thin layer chromatography, coz v piekladu
znamend chromatografie na tenké vrstvé. RozliSujeme typ kapalina — kapalina, nebo
kapalina — pevnd latka. Stacionarni fazi tedy mize byt bud’ kapalina, zakotvena v tenké vrstvé
na podloZznim materialu, nebo pevna latka, oznacovand jako adsorbent, v podobé& tenké vrstvy.
Stacionarni faze je nanesena na sklenéné desce nebo hlinikové folii. Mezi nejpouzivané;si
adsorbenty fadime silikagel a oxid hlinity, 1ze vSak pouZit kfemeliny, kiemicitany, uhli¢itany

a oxidu hotecnatého nebo vapenatého.

Jako mobilni faze se pouziva cyklohexan, isopropanol, hexan, voda a dalsi latky.
Vzorky se rozpoustéji v t¢kavém rozpoustédle a nanasi se v podobé malé skvrny na start
chromatogramu. Chromatogram se vyviji v chromatografické komote, kterd je uzaviena
a nasycena parami mobilni faze. Mobilni faze vzlina tenkou vrstvou, hnaci silou jsou kapildrni

sily. Rychlost mobilni faze zavisi na velikosti porti stacionarni faze.

Detekce chromatogramu se miize provadét pod UV lampou — a to v piipadé, ze
vrstva sorbentu obsahuje pfimés fluorescencni latky, pfi¢emz skvrny analyzovanych latek se
na chromatogramu zobrazi jako tmavé skvrny (fluorescenci zhaSeji). Druhou moznosti
detekce je postiik chromatogramu detekénimi Cinidly. V piipad€ stanoveni radiochemickeé
Cistoty radiofarmak je mozno vyuzit k urceni Cistoty znaceného produktu radiodetektort
riznych typl podle pouzité¢ho radionuklidu. Zékladni identifika¢ni charakteristika TLC je
hodnota Rf. Jedna se o pomér vzdalenosti start — stied skvrny : start — ¢elo mobilni faze. Pti
porovnani analyzovaného vzorku a standardu latky se hodnoty Rf musi shodovat. [20], [21],

[24]

4.4.2. 1 Instantni tenkovrstva chromatografie (ITLC-SG)

Tato metoda je pomérné novd a predstavuje vhodnou a rychlou alternativu
k tenkovrstvé chromatografii. Cas, ktery je zapotiebi k vyvijeni, je mnohdy mensi nez 20
minut. Vrstvy, na néz se nanese malé mnozstvi vzorku, jsou tvoieny sklenénymi vlakny

impregnovanymi amorfnim silikagelem. Vrstvy lze snadno natfezat na malé prouzky.
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K tomuto ucelu se vyuziva ostry niiz ukotveny na podloZce. Nafezané prouzky tenké vrstvy se
po naneseni vzorku pomoci pipety a ususeni ponoii do vyvijeci nddoby s mobilni fazi, jejiz
polarita se voli podle vlastnosti separovanych sloucenin. Ponofeni tenké vrstvy se provadi tak,
aby kapka naneseného vzorku ztistala nad hladinou mobilni faze. Ta vzlind tenkou vrstvou,
a tim dochézi k transportu a déleni vzorku smési. Vzorek mizeme vysusit volné na vzduchu
nebo v proudu vzduchu. Metoda se v radiofarmacii pouziva ke stanoveni radiochemické
Cistoty znacené latky, tedy k oddéleni vlastni znacené latky od volného radionuklidu. [21],

[22]

4.4.3 Gelova chromatografie

Pti této technice jsou molekuly separovany podle své velikosti. Kolona u tohoto typu
chromatografie je tvofena molekulovym sitem, jez tvofi stacionarni fazi, a ptisluSnym
rozpoustédlem jako faze, ktera protékd. Molekulové sito obvykle tvoii tuhé latky s prostoroveé

zesiténou strukturou vytvaiejici otvory ur€ité velikosti. Do téchto otvori mohou pronikat

Malekuly riizné velikosti
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llustrace 8: Princip gelové chromatografie

pouze &astice srovnatelnych nebo mensich rozmérii. Cim jsou &astice mensi, tim snadngji
pronikaji do sita. Pokud do kolony vneseme smés latek rtizné molekulové hmotnosti, latky se
rozdeli mezi obé faze. Po eluci rozpousStédlem zlstdvaji vétsi molekuly v pohyblivé fazi,
mens$i molekuly naopak mohou pronikat do nitra sita a jsou zde zadrzeny. Nejdiive tedy

z kolony vychazeji molekuly velké a pak dle rozdélovacich poméri molekuly mensi. Pokud
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chceme rozdélit danou smés co nejlépe, hlavnim bodem je vhodné zvoleni stacionarni faze
s optimalnim rozsahem velikosti otvorti. Stacionarni faze by také neméla interagovat se

slozkami smési.

Gel se voli podle vlastnosti rozdélovanych latek. Pro latky, jez jsou ve vodé
rozpustné, se vyuzivaji hydrofilni gely. Pfikladem muze byt Sephadex, coz je dextran zesitény
epichlorhydrinem (1-chlor-2,3-epoxypropan). Jako mobilni faze se da vyuzit voda, ptipadné
voda s pfidavkem organického rozpoustédla. Mobilni faze se vzdy musi zvolit tak, aby
neovlivilovala ostatni slozky. Pro latky nerozpustné ve vodé se pouzivaji gely hydrofobni.
Zastupcem této skupiny geld je Styragel. Jedna se o kopolymer styrenu a divinylbenzenu.
Mezi zastupce, jez lze vyuzit jako mobilni fazi, patii aromatické, chlorované a nékteré
heterocyklické uhlovodiky. Pro separaci hydrofilnich 1 hydrofobnich latek jsou vhodné

univerzalni gely na bazi silikagelu (Porasil) a poréznich skel (Bio-Glass).

Vyuzivaji se kolony o priméru az 8 mm o délce n¢kolika desitek cm. Pii praci se
pouzivaji niz$i tlaky nez v rozdélovaci ¢i absorpéni chromatografii, jelikoz gely jsou
stlacitelné. Tato metoda se s oblibou vyuziva pro analyty o relativni molekulové hmotnosti
vétsi nez 500, i kdyZ se daji separovat molekuly od molekulové hmotnosti 100. Casto se

vyuziva pro separaci biopolymert, naptiklad proteini. [18], [20]
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Priprava minigastrint

Vzhledem k velmi nizké stabilit¢ umeéle ptipravenych receptorové-specifickych
peptidl ze skupiny derivata gastrinu se tyto peptidy uchovavaji v exsikatoru v mraznicce. Pro
radioaktivni znaceni je tieba pfipravit vzdy Cerstvy roztok peptidu v supercisté vod¢. Chelator
DOTA pouzity k modifikaci receptorové-specifickych minigastrinti vaze sice trojmocné radio-
lanthanoidy, pfipadné dal$i trojmocné radionuklidy, jako yttrium nebo indium, velmi pevnou
vazbou, avSak kinetika tvorby komplexu je za normalni teploty pomald. Reakéni soustavu je
potieba zahtat téméf k varu na zhruba 30 minut. Pfi volbé reakénich podminek, jako je pH,
pritomnost pufru, teplota, je tfeba zvazit dvé protichidné podminky. Pro dostatecné rychlou
tvorbu komplexu je vhodné vyssi pH, pii némz jsou karboxyly cheldtoru ionizované, naproti
tomu pro stabilitu trojmocnych kovil v roztoku (zabranéni tvorby koloidni formy kovového
radionuklidu) je potteba pH nizsi. Problém tesi vysoka koncentrace acetatového pufru o pH

kolem 5, ktery udrzi radiokov v iontové formé.

Vlastni radioaktivni znaceni

Do zvoleného objemu acetatového pufru o koncentraci 0.4 mol/l a pH 5,03 byl pfidan
uréity objem cerstvé ptipraveného roztoku peptidu o koncentraci lug/ul ve vodé. Po
zamichani byl pfidan zvoleny objem roztoku ''In v HCI o koncentraci 0.05 mol/l (podle
pozadované aktivity a stari radionuklidu). Aktivita se pohybovala v rozmezi 0,2 — 1mCi.
Soustava byla zahfivana na 95°C po dobu 30 minut. Poté byl roztok znacené¢ho peptidu

ponechan zhruba 20-30 minut pti pokojové teploté, kdy probihalo doreagovani chelatace.

5.2 Pouzité chemikalie a material
V seznamu chemikalii je vZzdy uvedena latka, firma, jez ji vyrobila, poptipadé zemée
jejiho ptivodu a Cislo Sarze (€.8).
Chemikalie
chlorid sodny injekéni roztok — Braun, Némecko, ¢.8. 8021614
0.4M acetatovy pufr pH 5 — vznikl smichdnim roztoku supercisttho CH;COONa

(Merck) a roztoku CH;COOH, ktery vznikl pfecisténim koncentrované kyseliny

octové p.a. (Lachema) izotermickou destilaci do supercisté¢ vody (z Millipore systému)

hydroxid amonny — Lachema Neratovice, Ceska republika, &.5. 30134-0200
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methanol — Chromservis, ¢.8. 13721

octan amonny — Penta Chrudim, ¢.5. 290306

EDTA (ethylendiaminoctova kyselina) — SigmaAldrich, ¢.5. 077K0132

DTPA (diethylentriaminpentaoctova kyselina) - SigmaAldrich, ¢.5. 121K5310
acetonitril — SigmaAldrich, ¢.§5. 9100S

trifluoroctova kyselina — SigmaAldrich, ¢.§. STBB2758

""n - InCl; byl ziskan od dvou dodavateli:

. GE Healthcare, UK, objemova aktivita ImCi/0.1 ml 0.04M HCl

. PerkinElmer, USA, objemova aktivita 10mCi/5-10 pl 0.05M HCl

voda CiSté€na destilaci a reverzni osmozou, systém Millipore

Vlastni zkousSené latky a jejich struktura
minigastriny 46, 47, 48 — Pichem, Rakousko
MG 46
DOTA-dGIn-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
Batch-Nr: S59-091101
MG 47
DOTA-dGIn-dGIn-dGIn-dGIn-dGIn-dGIn-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
Batch-Nr: S60 091101
MG 48

DOTA-dGlu-dGlu-dGlu-dGlu-dGlu-dGlu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
Batch-Nr: S61 09110

Pristroje

Tenkd vrstva ITLC-SG (silikagel na sklenénych vladknech) — 5x17 cm, vyrobce Pall,
USA, ¢.8. 6450

HPLC Agilent System 1100 Series s radioaktivni detekci, scintilani sondou

a radiometrem Polon, Typ URL 2 a registraci pomoci chromatografické stanice Data

Apex Clarity
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Kolona: Lichrocart Lichnosphere 100 RP-18 3x150 mm

Mgfic¢ radiochromatogramtt RITA STAR firmy Raytest, Rakousko

Vyhftivaci plotna na zkumavky Eppendorf

Automatické nastavitelné pipety Eppendorf objemti 1, 10 a 100 pla 1 a 5 ml.

Magnetické michadlo Laboratorni ptistroje Praha

5.3 Pouzité analytické metody pro analyzu minigastrinu

5.3.1 HPLC analyza

Po stabilizaci peptidu pii pokojové teploté (zhruba 30 minut) byla radiochemicka
Cistota produktu stanovena RP-HPLC analyzou na pfistroji Agilent 1100 Series s UV
a radioaktivni detekci. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min, s gradientem uvedenym nize. Doba

analyzy peptidu byla 30 minut.

5.3.1.1Piiprava vzorku pro analyzu
Do vialek pro Agilent Systém byl vloZen plastovy polypropylenovy insert 0.2 ml, do
né¢hoz bylo postupné napipetovany podle aktivity vzorku:
30 ul mobilni faze A
2-10 pl vzorku znaceného peptidu

2 ul roztoku DTPA o koncentraci 10° mol/l pH 5

Radioaktivni detekce probihala pomoci scintilaéni sondy a radiometru URL-2 Polon.
Profil elu¢ni kiivky byl zaznamenan programem Data Apex Clarity. Cilem bylo zjistit
potencialni pouziti radioaktivné znafenych minigastrinii po delsi casové prodlevé po
oznaceni, byla zkoumdna zavislost Cistoty produktu na case jak v kratkodobém, tak

dlouhodobém ¢asovém intervalu.

doba eluce . o
) slozeni mobilni faze
(min)
0-5 100 % A (0 % B)

5-25 100 —20% A (0-80 % B)
25-30 20-100% A (80—-0 % B)
30-35 100 % A (0 % B)
Tabulka 2: Jednotlivé gradienty mobilni
faze, kde A je 0,1% trifluoroctova
kyselina ve vode, B je 0,1%
trifluoroctova kyselina v acetonitrilu
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5.3.2 Tenkovrstva chromatografie (ITLC-SG)

Tato metoda je velmi vhodnd pro rychlé zméfeni radiochemické Cistoty
radiofarmaceutickych preparati vyuzivana piedev§im pro rychlou kontrolu kvality
radiofarmak na oddélenich nukledrni mediciny. Na nafezané malé prouzky tenké vrstvy
ITLC-SG byl nanesen 1pul smési radioaktivné znaceného minigastrinu tak, aby byl vzorek nad
hladinou mobilni faze vyvijeci soustavy. Po vysuseni naneseného vzorku byla chromatografie

provedena v n€kolika soustavach [32]:

1. 10% octanu amonného + methanolu (1:1 V/V)
2. 10% hydroxidu amonného + methanolu (1:1 V/V)
3. 0,IM octan amonny pH 5,5 s 10 mM EDTA

Vyvijeni trvalo pouze n¢kolik minut a zhruba 1,5 cm pfed hornim koncem
chromatogramu se tento vyjmul. Poté se dal chvili vysusit. Po vysuSeni chromatogramu byl
profil zdznamu stanoven na radiochromatografu (RITA STAR firmy Raytest), program GINA
STAR pak vysledky ptevedl do podoby grafu. Méfeni probihalo v riiznych soustavach
a obvykle ve stejnych ¢asovych intervalech jako HPLC analyzy.
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6 Vysledky

6.1 Minigastrin 46

6.1.1 Radioaktivni znaceni peptidu

K 12 pl roztoku peptidu v supercisté vodeé o koncentraci 1pg/ul bylo ptidano 50 ul
acetatového pufru o koncentraci 0.4 mol/l a 20 pl InCl; v 0.04M HCI odpovidajici aktivité 0,2
mCi. (GE Healthcare, UK).

6.1.2 Méieni radiochemické Cistoty minigastrinu 46 pomoci metody
ITLC-SG

Na nasledujici sérii obrazka jsou vysledky méfeni "'InMG 46 pomoci instantni
tenkovrstvé chromatografie. Podminky méfeni jsou vzdy uvedeny v popisku. Samotné méfeni
probihalo ve dvou riiznych soustavach: 10% octan amonny + methanol (Ilustrace 8-13), 10%
hydroxid amonny + methanol (Ilustrace 14-19). Na ilustracich je vidét zména radiochemické
Cistoty radioaktivné znacené¢ho minigastrinu 46 v zavislosti na ¢ase. Vysledky jsou uvedeny
v ¢ase nula od pocatku méfeni, za jednu hodinu, za Sest hodin, za dvacet tfi hodin, dvacet tfi

a pil a dvacet Sest hodin.

V ptipad¢€ prostfedi 10% octanu amonného s methanolem peptid (a pravdépodobné
1 volné indium) putuji s ¢elem mobilni faze, zatimco koloid zlistava na startu. Radiochemicka
Cistota 1 po Sestadvaceti hodindch je relativné vysokd, 99,54% problémem je, Ze soustava
nedovoluje stanovit volny nehydrolyzovany radiokov, ktery zfeymé diky pfitomnému acetatu

zustava ve forme slabého komplexu v roztoku a putuje soucasné s peptidem.

V soustavé 10% hydroxidu amonného a methanolu peptid rovnéz putuje s celem
mobilni faze, koloid a volné indium vSak zUstavaji na startu a jsou patrné jako mensi pik s Rf
0 - 0.3. Radiochemicka ¢istota v ¢ase posledniho méteni (t = 26 h) zde byla dokonce vyssi nez

v prvnich hodinach méfeni.

Radiochemicka Cistota v Case [%]
Oh 1h 6h | 23h | 23,5h| 26h
10% octan amonny + methanol 99,9 | 99,91 | 99,74 | 99,27 | 99,61 | 99,54
10% hydroxid amonny + methanol | 99,07 | 99,39 | 99,26 | 99,04 | 99,78 | 99,72

Tabulka 3: Stabilita "' InMG 46

Soustava

V tabulce ¢.3 jsou k dispozici vysledky métfeni radiochemické ¢istoty minigastrinu

46 v ruznych prostiedich a riznych casovych intervalech.
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Sample description

Measurement: 111 In MG46 octan-meta.rta, started: 22.9.2010 10:03

Method: Inl1l
Origins 10 mm Front 180 mm
Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

High voltage: 1615,0 V
Radio detector: raytest RITA

Integration TLC

Substance R/F| %Total | Type Area| $%Area
% Counts %

Reg #1 0,164 0,1¢! DD ¥63,5 0,10

Reg #2 0,530 99,93| DD 749980,1| 99,90

Sum in ROI 750743, 6

Total area 750523,9

Area RF 752583 ,4

BKG1 87,59

Remainder RF 1839,82 0,24

Remainder (Tot) =219,71| -0,03

Ilustrace 9: Vysledek mérent Cistoty "' InMG 46 metodou ITLC-SG (10% octan amonny +
methanol, v ¢ase t = 0 h)
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Sample description

Measurement: 111 In MG46 octan-met 1 hod.rta, started: 225982000 1123
Method: Inlll

Origin: 10 mm Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

High voltage: 1615,0 VvV

Radio detector: raytest RITA

Integration TLC

Substance R/F | %$Total | Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 0,054 0,09| DD 409,3 0,09

Reg #2 0,444| 99,63 DD 437388,6| 99,91

Sum in ROI 437797,9

Total area 438994,2

Area RF 441023,7

BKG1 94,46

Remainder RF 32:2:5,-82 0,73

Remainder (Tot) 1196, 27 0527

Ilustrace 10: Vysledek méreni Cistoty "' InMG 46 metodou ITLC-SG (10% octan amonny +
methanol, v caset = 1 h)
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Sample description

Measurement: 111 InMG46 octan-met 6h.rta, started:22.9.2010 14:40
Method: Enidd

Qriginse 10 mm Front 180 mm

Meas. time: 1510 iy Resolution: 0,4 mm

High voltage: 1615,0 V

Radio detector: raytest RITA

Integration TLC

Substance R/F | %$Total | Type Area| $%Area
% Counts %

Reg #1 0,063 0,25| DD 636,8 0,26

Reg #2 0,450| 97,60| DD 245471,0| 99,74

Sum in ROI 246107,8

Total area 251512,5

Area RF 252858 ,8

BKG1 64,93

Remainder RF 6751,03 2,67

Remainder (Tot) 5404,71 215

llustrace 11: Vysledek méreni cistoty " InMG 46 metodou ITLC-SG (10% octan amonny +
methanol, v ¢ase t = 6 h)
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Sample description
Measurement: 111 InMG46 octan-met 23 h.rta, started: 23.9.2010 - 9211
Method: Inlll
Origin: 10 mm Front 180 mm
Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

High voltage: 1615,0 V
Radio detector: raytest RITA

Integration TLC

Substance R/F | $Total | Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 . 0,013 0,78 | —-DD 707,86 0,73

Reg #2 0,254|106,02| DD 95967, 001 99,27

Sum in ROI 96674,86

Total area 90520,71

Area RF 91927,57

BKG1 61,948

Remainder RF —4747,2%8| =5,1¢

Remainder (Tot) -6154,14| -6,80

Tlustrace 12: Vysledek méreni cistoty "' InMG 46 metodou ITLC-SG (10% octan amonny +
methanol, v case t =23 h)
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Sample description

Measurement : 111-In MG 46 30 min.rta, started: 239, 2000 ~9:81
Method: nllil From: 1.21.2000

Origin: 10 mm '~ Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

Radio detector: raytest Ramona-90

Integration TLC

Substance R/F | $Total |Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 0136 0,40| DD 188,28 U9

Reg #2 0,450]101,64| DD 47907,67| 99,61

Sum in ROI 48095, 94

Total area 47135.,94

Area RF 47625,44

BKG1 20,758

Remainder RF -470,50| -0,99

Remainder (Tot) -960,00| -2,04

Tlustrace 13: Vysledek méreni cistoty "' InMG 46 metodou ITLC-SG (10% octan amonny +
methanol, v ¢ase t = 23,5 h)
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Sample description

Measurement: 111 InMG46 octan-met.3h.rta, started:23.9.2010 13:01
Method: Initl

Origin: 10 mm " Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

High voltage: 1615,0 V

Radio detector: raytest RITA

Integration TLC

Substance R/F | %Total | Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 07052 0,46| DD 262,92 0,46

Reg #2 0,384| 97,84| DD 56344,38| 99,54

Sum in ROI 56607,31

Total area 57586, 77

Area RF 57719, 08

BKG1 10,280

Remainder RF 1113, 77 1,93

Remainder (Tot) 979,46 i 0

Hlustrace 14: Vysledek mérent Cistoty "' InMG 46 metodou ITLC-SG (10% octan amonny +
methanol, v case t = 26 h)
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Sample description

Measurement: 111 InMG46 hydroxid-met.rta, started:22.9.2010 10:22

Method: Inlll

Origin: 10 mm Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

High voltage: 1615,0 V

Radio detector: raytest RITA

Integration TLC

Substance R/F | $Total | Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 0,063 B,B3. DD 1158,5 0,93

Reg #2 0,446 99,31| DD 123610,0| 99,07

Sum in ROI 124768,5

Total area 124470,3

Area RF 124991,7

BKG1 26,585

Remainder RF 223,271 0,18

Remainder (Tot) -298,13| -0,24

llustrace 15: Vysledek méreni Cistoty "' InMG 46 metodou ITLC-SG (10% hydroxid amonny +
methanol, v ¢ase t = 0 h)
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Sample description

Measurement: 111 In MG46 hydroxid-met 1 hod.rta, started: 2292010 —11+3
Method: Inlll

Origin: 10 mm Front 180 mm

Meas. time: 150 ‘min Resolution: 0,4 mm

High voltage: 1615,0 V

Radio detector: raytest RITA

Integration TLC

Substance R/F | $Total | Type Area| $%Area
% Counts %

Reg #1 0,063 0,60| DD 726,9 061

Reg #2 0,466 97,; 71| DD 118633,4| 99,39

Sum in ROI 119360,4

Total area 121418,5

Area RF 12177653

BKG1 238511

Remainder RF 2416,42 1598

Remainder (Tot) 20535 17 1,70

llustrace 16: Vysledek méreni Cistoty "' InMG 46 metodou ITLC-SG (10% hydroxid amonny +
methanol, v case t = 1 h)
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Sample description

Measurement: 111 InMG46 hydroxid-met 6h.rta, started: 22.9.2010 14:4
Method: Inlll

Origin: 10 mm Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

High voltage: 1615,0 V

Radio detector: raytest RITA

Integration TLC

Substance R/F | §Total | Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 0,032 0, 75| DB 709,41 0,74

Reg #2 0,397| 99,45| DD 94667,71| 99,26

Sum in ROI 9537212

Total area 9519071

Area RF 95651.;53

BKG1 28,015

Remainder RF 274,41 8/

Remainder (Tot) -185,41| -0,19

llustrace 17: Vysledek méreni Cistoty "' InMG 46 metodou ITLC-SG (10% hydroxid amonny +
methanol, v ¢ase t = 6 h)

43



C/mm *1000 D TLE
A5 &
9,00 o S
7 1 g Py
O
8,004
7,00
6,00-
5,004
4,00
3,004
2,004
i
1,004 =
o
9]
~
0,00__~¢AM&MwA
= T T ¥ T T T T T T
0 150 m
Sample description
Measurement: 111 InMG 46 hydroxid-met 23h.rta, started: 23.9.2010 9:lp
Method: Inlll
Origin: 10 mm Front 180 mm
Meas. time: 1540 min Resolution: 0,4 mm

High voltage: 1615,0 V
Radio detector: raytest RITA

Integration TLC

Substance R/F| $Total | Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 0,041 0,92 DD 904,00 0,96

Reg #2 0,420| 95,34| DD 93609,00| 99,04

Sum in ROI 94513, 00

Total area 98180, 00

Area RF 98067,00

Ilustrace 18: Vysledek mérent Cistoty "' InMG 46 metodou ITLC-SG (10% hydroxid amonny +
methanol, v case t = 23 h)
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Sample description

Measurement: 111 InMG 46 hydroxid-met 30m.rta, started: 23.9:2010- 9437
Method: Inlll

Origin: 10 mam Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

High voltage: 1615,0 V

Radio detector: raytest RITA

Integration TLC

Substance R/F | %$Total | Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 0-071 0., 22 |- DB 480,7 0522

Reg #2 0,453| 98,46| DD 216007,9| 99,78

Sum in ROI 216488,5

Total area 219395, 5

Area RF 219856,5

BKG1 2321

Remainder RF 3367,97 1,53

Remainder (Tot) 2906,94 1522

Tlustrace 19: Vysledek méreni Cistoty "' InMG 46 metodou ITLC-SG (10% hydroxid amonny +
methanol, v case t = 23,5 h)

45



13, 0lc/mp *1000 710
oo

Front

12,04

Orig

11, 0

10, 04

Reg #1

Sample description

Measurement: 111 InMG46 hydroxid-met 3h.rta, started: 235 92010 31
Method: Inlll

Origin: 10 mm Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

High voltage: 1615,0 V
Radio detector: raytest RITA

Integration TLC

Substance R/F | %$Total | Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 0,026 0, 27 DB 416,8 0,28

Reg #2 0,420 99,11| DD 1502807 --99,72

Sum in ROI 150697,5

Total area 151630,8

Area RF 15187270

BKG1 20,07

Remainder RF 1174, 48 0. =17

Remainder (Tot) 933,32 062

Tlustrace 20: Vysledek méreni Cistoty "' InMG 46 metodou ITLC-SG (10% hydroxid amonny +
methanol, v case t = 26 h)

46



6.1.3 Méreni radiochemické Cistoty minigastrinu 46 pomoci metody
HPLC

Na naésledujci sérii ilustraci jsou zobrazeny vysledky métfeni radiochemické Cistoty
minigastrinu 46 pomoci metody HPLC. Tato analyza probihala soubézné¢ s méfenim pomoci
ITLC-SG. Doba analyzy byla 30 minut. Prvni drobny pik objevujici se pfed patou minutou
znaci polarni nizkomolekularni necistoty. Velmi drobny pik kolem patnicté minuty znaci
rozklad ¢asti peptidu, pravdépodobné se jedna o oxidovanou formu. Hlavni pik viditelny
kolem Sestnacté minuty charakterizuje peptid. S piibyvajicim ¢asem od znaceni je mozno

vidét vzristajici pik necistot.

v

30 : 111-in-mg 46 &as 0

N
[e}]

Voltage
o

o

Time [min.]

Hlustrace 21: Vysledek méreni cistoty "' InMG 46 metodou HPLC v caset = 0 h
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lustrace 22: Vysledek méreni Cistoty "' InMG 46 metodou HPLC v ¢aset =1 h
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llustrace 23: Vysledek méreni cistoty "' InMG 46 metodou HPLC v ¢aset =3 h
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Hlustrace 24. Vysledek méreni cistoty "'InMG 46 metodou HPLC v case t = 6 h
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Tlustrace 25: Vysledek méreni cistoty "' InMG 46 metodou HPLC v ¢aset = 23 h
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llustrace 26: Vysledek méreni Cistoty "' InMG 46 metodou HPLC v ¢aset = 24 h
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Tlustrace 27: Vysledek méreni cistoty "' InMG 46 metodou HPLC v ¢aset = 26 h
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6.2 Minigastrin 47

6.2.1 Radioaktivni znaceni peptidu

K 18 ul roztoku peptidu v supercisté vode o koncentraci 1ug/pl bylo ptidano 90 pl
acetatového pufru o koncentraci 0.4 mol/l a 0,8 ul InCl; v 0,05M HCI odpovidajici aktivité
I mCi. (PerkinElmer, USA).

6.2.2 Méieni radiochemické Cistoty minigastrinu 47 pomoci metody
ITLC-SG

Pti zjistovani radiochemické Cistoty MG 47 byly pouzity tfi rozdilné soustavy. Dvé
byly stejné jako v pfedchozim ptipadé — tedy 10% octan amonny — methanol a 10% hydroxid
amonny — methanol. Nové byla pouzita soustava 0,1M octan amonny s 10mM EDTA. Postup
prace pii znaCeni minigastrinu 47, rovnéz i postup méfeni radiochemické Cistoty pomoci

ITLC-SG 1 HPLC probihal stejné jako v piipad¢ minigastrinu 46.

Tenkovrstva chromatografie v soustavé 0,1M octan amonny s 10 mM EDTA ukazala
mensi radiochemickou ¢istotu. Je zde vSak mozné stanovit volné indium, které zde putuje, na
rozdil od ostatnich forem, s ¢elem mobilni faze. V tomto ptfipad¢ je Cisty peptid blize ke
startu, zatimco indium (v iontové formé i ve formé koloidu) i EDTA putuji s ¢elem mobilni

faze.
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Sample description

Measurement: 111In-MG 47 (4.3.) .rta, started: 4,.3.2010 9138
|Method: Inl1l from: 1.1.2000

‘gOrigin: 10 mm Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

IRadio detector: raytest Ramona-90

Integration TLC

[substance ‘ R/F| $Total ‘ Ty;pe Area| %Area
R % | . Counts | %]

‘Reg #1 " 0,216| 92,77| DD | 101832,5| 93,79

Reg #2 0, 5L 6,14| DD 6740, 1 By,

Sum in ROI 108572,6

Total area 108773,86

Area RF 109833, 7

BKG1 8,42 C/mm

Remainder RF 1261,04 1715

Remainder (Tot) § | 1201,00| 1,09

Hlustrace 28: Vysledek méreni cistoty "' InMG 47 metodou ITLC-SG (0,1M octan amonny s
10mM EDTA, v ¢aset = 1 h)
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TLC

Sample description

Measurement: In-MG47 acetat-met.rta, started: e l-0.2030

Method: Inilil from: 1.1.2000

Origin: 10 mm Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

Radio detector: raytest Ramona-90

Integration TLC

Substance R/F| $Total | Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 0,263 0732 |=Db 311,00 05,:32

Reg #2 0,;6011100,30.5:DD 997755, 0029, 68

Sum in ROI 98066, 00

Total area 97463,92

Area RF 97946, 67

BKG1 22955

Remainder RF -119,33| -0,12

Remainder (Tot) -602,08| -0,62

Tlustrace 29: Vysledek méreni cistoty "' InMG 47 metodou ITLC-SG (10% octan amonny +

methanol, v case t = 90 min)

53



Radio detector: raytest Ramona-90

30, 0fc/mp %1000 : o TLC
.: [ll
o
2.5 04
20, 0
15, 0
10, 04
5,0
—
BT
o
o}
~
O, 0 I T
T T T T T T T T T T T
0 50 mm
Sample description
Measurement: In-MG47 amon-met.rta, started: 27.5.2010 " ‘8841
Method: Inill from: 1.1.2000
Origin: 10 mm Front 180 mm
Meas. time: 1;0 min Resolution: 0,4 mm

Integration TLC

Substance R/F | %Total | Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 05,235 0522 |-Db 635,7 0,:22

Reg #2 0,666|100,34| DD 289350 75:=°99:78

Sum in ROI 289986,1

Total area 288375,0

Area RF 289416,3

BKG1 A55

Remainder RF -569,87| -0,20

Remainder (Tot) -1611,09| -0,56

Tlustrace 30: Vysledek méreni Cistoty "' InMG 47 metodou ITLC-SG (10% hydroxid amonny +
methanol, v case t = 90 min)
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10, Olc/mm *1000
-

Orig

Reg #2

Front

TLC|

Sample description

Measurement: 111In-MG-47 (EDTA) .rta, started: - abin
Method: Inlll from: 1.1.2000 |
Origin: 10 mm Front 180 mm
Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm
Radio detector: raytest Ramona-90
Integration TLC
Substance R/F | $Total | Type Area| %Area
% Counts %
Reg #1 05155/ 100,15 | =Db 85902532 |-97,63
Reg #2 0,612 2,43| DD 2084,11 D3
Sum in ROI 87986,42
Total area B57712,47
Area RF 86382,37
BKG1 26,124
Remainder RF -1604,05| -1,86
Remainder (Tot) =2213,95| -2,58

Hlustrace 31: Vysledek méreni cistoty "' InMG 47 metodou ITLC-SG (0,1M octan amonny s

10mM EDTA, v caset = 3 h)
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= R
16,0{c/mﬁ *1000 TLC
o

Orig
Front

14, 0

12,04

10, O

Reg #1

0 50 100 " 150 ' mm

Sample description
=

%Measurement: 111Tn-MG47(4.3.€3) .xta, started: 4.3.2010 10:09
IMethod: In1ll from: 1.1.2000

lorigin: 10 mm Front 180 mm

Meas. time: L0 nin Resolution: 0,4 mm

Radio detector: raytest Ramona-90

Integration TLC

Substance ! R/F | $Total | Type Area| $%Arvea|
] % Counts %

Reg #1 ' 0,198 0,21 DD | 368,5| 0,21

|Reqg #2 0,649] 98,88| DD 174768,5| 99,79

Sum in ROT | 175137%7,0

Total area 176740,5

Area RF 176769,0

BKG1 6,82 C/mm

Remainder RF 1€32,00 0,92

Remainder (Tot) 1603,50| 0,91_

Hlustrace 32: Vysledek mérent Cistoty "' InMG 47 metodou ITLC-SG (10% hydroxid amonny +
methanol, v caset = 1 h)
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6.2.3 Méreni radiochemické Cistoty minigastrinu 47 pomoci metody
HPLC

[mv]
{
150 ‘ F 111-in-mg 47 (acetat) (4.3.)
|
Il
I
| ‘1
100 Il
|
@ ‘ |
g L
3 \
|
1
50 i |
|
\
|
\
‘l\
I~
e LSO S S eE = =
= T ;
0 5 10 ¢33 20 25 30 35
Time

[min.]

Hlustrace 33: Vysledek méreni cistoty "'InMG 47 metodou HPLC v caset = 0 h

Vi

—— 111-in-mg 47 27.5.2010 1 hod

Voltage
Q IS

25 30
[min.]

llustrace 34. Vysledek méreni cistoty "'InMG 47 metodou HPLC v caset = 1 h
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Voltage

—— 111-in-mg 47 ii (acetat) (z 3.3., 24 hod)

koA

llustrace 35:

10 15 20 25 30 35
Time [min.]

Vysledek méreni cistoty "' InMG 47 metodou HPLC v case t = 24 h
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6.3 Minigastrin 48

6.3.1 Radioaktivni znaceni peptidu

Ke 40 pl acetatového pufru o koncentraci 0,4 mol/l a pH 5,03 bylo pifiddno 10 pl
roztoku peptidu a 0,7 pl InCl; v 0,05M HCI odpovidajici aktivit¢ 0,5 mCi. (PerkinElmer,
USA).

6.3.2 Méieni radiochemické Cistoty minigastrinu 48 pomoci metody
ITLC-SG

Rozpousténi minigastrinu 48 bylo mozné ve slabé alkalickém roztoku.
K navazenému mnozstvi peptidu, ke kterému byla pfidana supercistd voda, byl postupné
pfidavan (v objemech desetin mikrolitru) roztok pfecisténého hydroxidu amonného
o koncentraci 6 mol/l a vznikly cCiry roztok byl dale dofedén vodou na pozadovanou
koncentraci peptidu 0.5 pg/ul. Vysledné pH roztoku bylo 5-6. MozZnost vzniku sedimentu
latky je patrna ze struktury méfeného minigastrinu (viz strana 30). Struktura je mimojiné
tvofena velkym mnozstvi glutamovych kyselin, kvili kterym se peptid chova jako Spatné

rozpustna slaba kyselina.

Me¢fteni radiochemické cistoty minigastrinu 48 metodou ITLC-SG i HPLC pak

probihalo stejné jako v piipad€¢ minigastrinu 46.
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c/mn‘p *1000 TLC
it

Orig.
Front

1,004

0,504

0, 00 =t
0

- %Reg #1

Sample description

|Method: Inidd
lorigin: 10 Front 180 mm
Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

High wvoltage: 1615,0 V
Radio detector: raytest RITA

Measurement: In-MG48 acet-met.rta, started: 28.5.2010 8210
3

Integration TLC

[?ﬁl?éténcé R/F| 3Total | Type Area| %Area
’;777 ] E % Counts %
[Reg #1 o 0,056 0,59| DD 222,87 0,58
Reg #2 0,306|101,22| DD | 37997,32| 99,42
Sum in ROI | 38220,195
Total area ' 37540,16
Area RF 37900, 94
BKG1 13, 460
Remainder RF -319,26| -0,84
Remainder (Tot) ‘| -680,03| -1,81

llustrace 36: Vysledek méreni cistoty "' InMG 48 metodou ITLC-SG (10% octan amonny +
methanol, v ¢ase t = 0 h)
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TLC

Front

Oloomﬂwwp S SRS S e e W RO e e e

Sample description

Measurement: MG 48 amon-met.rta, started: 28.5.2010 8:22
Method: inllil from: 1.1.2000

Origin: 10 mm Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

Radio detector: raytest Ramona-90

Integration TLC

Substance R/F | $Total | Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 0,295 - 96,60 | DD 356,57 - 98555

Reg #2 0,416 1,42| BB 517,45 1,45

Sum in ROI 35685,03

Total area 36404,71

Area RF 3630551

BKG1 10,130

Remainder RF 687,55 1,89

Remainder (Tot) 719,69 1,58

Hlustrace 37: Vysledek méreni cistoty "' InMG 48 metodou ITLC-SG (0,1M octan amonny s
10mM EDTA, v caset = 0 h)
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TLE

T T
* i

3’00ﬂc/§31h 1000 o »
o o 8
o o s
o

240105

2,004

1,504

1,00

0, 50

0, 004" - Eere et

0 150

Sample description

Measurement: In MG48 amon-acet.rta, started: 2829520107 11549

Method: Tmiill froms 1512000

Origin: 10 mm Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

Radio detector: raytest Ramona-90

Integration TLC

Substance R/F | $Total Type Area| %Area
% Counts %

Reg #1 0,282 95,28 | DD 43828;55( 98,59

Reg #2 0,409 1,36| BB 627,57 141

Sum in ROI 44456,12

Total area 45997,75

Area RF 45866, 60

BKG1 Titl3

Remainder RF 1410,48 3,08

Remainder (Tot) 1:54:1,.63 8735

Ilustrace 38: Vysledek mérent Cistoty "' InMG 48 metodou ITLC-SG (10% octan amonny +

methanol, v case t = 3 h)
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6.3.3 Méreni radiochemické Cistoty minigastrinu 48 pomoci metody
HPLC

vl
111-in-mg 48 28.5.2010 1 hod
'\
- |
= 2
o
&=
o
=
1
0
0 5 10 15 20 25 30
Time [min.]
Tlustrace 39: Vysledek mérent Cistoty "' InMG 48 metodou HPLC v ¢ase t = 1 h
V]
111-in-mg 48 28.5.2010 3 hod
1,5 |
,!
al
1,0
S
3 |
>
|
05 |
LT T, Mo o ¥ A W dad A o » i ki
0,0
0 5 10 15 20 25 30
[min.]

Time

Tlustrace 40: Vysledek méreni cistoty "' InMG 48 metodou HPLC' v ¢ase t = 3 h
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M
3,5+

3,0+

—— 111-in-mg 48 23.6.2010 30 min

0 5 10 15 20 25 30

Voltage

- R W e

Time [min.]

llustrace 41: Vysledek méreni Cistoty "' InMG 48 metodou HPLC v ¢ase t = 30 min

— 111-in-mg 48 23.6.2010 60 min

T T T T
0 ) 10 15 20 25 30
Time [min.]

Hlustrace 42: Vysledek méreni cistoty "' InMG 48 metodou HPLC v ¢aset = 1 h
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\
—— 411-in-mg 48 24.6.2010 48 hod
2,0-|
151
(9]
o
g
S 1.0+
0,5~
Ovogww_..w../ﬁu\-w M
I [ I I T I
0 5 10 15 20 25 30
Time [min ]

Ilustrace 43: Vysledek méreni Cistoty "' InMG 48 metodou HPLC v case t = 48 h
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7 Diskuse

Radioaktivné znaCené derivaty gastrinu, oznaCované jako minigastriny, predstavuji
novou skupinu receptorové-specifickych peptidi, které pravdépodobné maji vedle
somatostatinovych derivat velky potencial vyuZiti pifi radioterapii nddorovych onemocnéni.
Tyto peptidy vykazuji malou stabilitu, naopak jejich vyhodou je vysoka afinita k jinym typtim
receptoril, nez vykazuji somatostatinové derivaty, a tedy i1 k jinym, Castéji se vyskytujicim
typiim nadorti. Pro vyzkouSeni a studium jejich radioaktivniho znaceni jsme zvolili jako
dodavatele téchto peptidii firmu PiChem se sidlem v Grazu v Rakousku, kde je mozné si za
velmi rozumnou cenu nechat syntetizovat rizné peptidové sekvence modifikované rtiznymi

typy chelatorta podle zamysleného radioaktivniho znaceni.

Jako peptidové sekvence jsme zvolili tfi minigastriny se zékladni receptorové-
specifickou strukturou (Trp-Met-Asp-Phe-NH,) lisici se sekvenci ve spaceru, do kterych byly

z diivodu zvyseni stability in vivo zabudovany D-aminokyseliny:

MG 46
DOTA-D-GIn-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

MG 47
DOTA-D-GIn-D-GIn-D-GIn-D-GIn-D-GIn-D-Gln-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

MG 48
DOTA-D-Glu D-Glu-D-Glu-D-Glu-D-Glu-D-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

Posledni uvedena sekvence (minigastrin 48) vykazuje kviili Sesti zbytklim glutamové
kyseliny (D-Glu) podstatné snizenou rozpustnost ve vodé€, coz jsme vytesili pfi rozpousSténi

mirnym zalkalizovanim roztoku pfidavkem malého mnozstvi hydroxidu amonného.

Pro vazbu v soucasnosti nejpouzivanéjSich terapeutickych kovovych radionuklidii
"Lu a Y se ukazuje jako nejvhodné&jsi uzavieny cyklicky komplexan DOTA, ktery tvofi
s uvedenymi kovy velmi pevné termodynamicky stabilni chelaty. Pevna vazba radiokovu do
komplexu je u radioterapeutik zdkladnim pozadavkem. Pfi nedostatecném navazani radiokovu
do komplexu tento volny trojmocny radionuklid nasleduje pti intraven6znim podani distribuci
iontl Zeleza do kostni dfené. Pokud by byl pacientovi intravendézné podan peptid znaceny
témito kovy s malou radiochemickou ¢istotou nebo s malou stabilitou vazby radiokovu, mize
dojit k poskozeni krvetvorby. Z hlediska koordina¢ni chemie je témto trojmocnym kovim

velmi podobné indium, jehoz izotop - elektronozachytové "'In se pouziva jako diagnosticky
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zafi€. Tento radionuklid byl proto, ale také diky své niz8i cené, zvolen pro znaceni

minigastrini modifikovanych chelatorem DOTA.

Pro radioaktivni znadeni ndmi vybranych peptidi radionuklidem '"'In byla zvolena
klasickd metoda znaceni provadéna v silné koncentrovaném acetatovém pufru pii teploté
blizici se bodu varu vody, kterd se bézn¢ pouZziva pro znaceni somatostatinovych derivati
trojmocnymi radiokovy. Metodu jsme pouze mirn€ upravili, pouzitd teplota byla o néco malo
vyss$i (95°C) a zahtivaci interval byl o 5 minut del$i (30 minut) nez v ptipad¢ znaceni derivata

somatostatinu.

Vsechny studované peptidy se podafilo uspésné radioaktivné oznacit zvolenym
radionuklidem. Vyslednd radiochemickd Ccistota stanovend tenkovrstvou chromatografii
v soustavé 10% octanu amonného s methanolem a v soustavé 10% hydroxidu amonného
s methanolem byla v pfipad€ minigastrinu 46 vys$si nez 99% a peptid byl pfi daném zplsobu
uchovani stabilni az do 26 hodin od pfipravy. Tento vysledek potvrdila i analyza pomoci

HPLC.

V pfipadé minigastrinu 47 jsme pouzili kromé& dvou ptedchozich soustav jesté
tenkovrstvou analyzu v soustavé 0,1M octan amonny s 10mM EDTA. Radiochemicka Cistota
v tomto prostiedi byla v rozmezi 93% - 98%. Této hodnoté ale bohuzel neodpovidala
radiochemicka distota stanovend v soustavé 10% octan amonny — methanol, kde byla
stanovena radiochemicka ¢istota vyssi (kolem 99%). Analyza pomoci HPLC odpovidala niZsi

stanovené radiochemické ¢istote.

Minigastrin 48 byl méfen v soustavé 10% octanu amonného a methanolu, kde
stanovena radiochemicka cCistota byla vice nez 99%, a v soustavé 0,1M octanu amonného
s 10mM EDTA. Zjisténd radiochemicka cistota zde byla opét trochu nizsi — 98%. HPLC

analyza potvrzuje niz8i radiochemickou ¢istotu tohoto ''In znaceného peptidu.

Z porovnani jednotlivych zplisobli analyzy radiochemické Cistoty znacenych
minigastrind je mozno konstatovat, ze nejprikaznéjsi metodou je HPLC analyza, u niz ale
program neumoznil, kviali tvaru pozadi, integraci pikli a ur€eni procentualniho zastoupeni
jednotlivych pfitomnych forem aktivity. Dalsi z pouZzitych technik, kterd odpovida vysledkiim
HPLC analyzy, je metoda méfena v soustavé 0,1M octanu amonného a 10mM EDTA, ktera
umoziuje stanoveni obou forem volného india (tedy koloidu i jako iontové formy) v jednom
piku. Dalsi priikaznou metodou je soustava 10% hydroxidu amonného s methanolem, kdy lze

stanovit koncentraci koloidni formy. Tenkovrstva chromatografie v soustavé 10% octan
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amonny — methanol ma zfejmé nejmensi vypovidaci hodnotu z hlediska déleni jednotlivych
forem aktivity. Rozdily ve stanovené radiochemické cistot¢ napiiklad mezi touto metodou
a HPLC analyzou jsou pravdépodobné dany chovanim volného radiokovu, ktery je v této
soustavé, diky pritomné vysoké koncentraci acetdtu, stabilizovan v iontové form¢ a putuje
souCasn¢ se znacenym peptidem s celem rozpoustédla. Podle ocekdvani by mél radiokov
zustat hydrolyzovany ve formé sraZeniny, a to z divodu vysoké koncentrace methanolu v této

mobilni fazi.
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8 Shrnuti zavéru prace

1)

2)

3)

4)

5)

Byl vypracovan ptehled soucasnych poznatki o receptorove-specifickych peptidech,

rovnéZ byl nastinén jejich vyznam pro biodistribucni studie a klinicky vyzkum.

Bylo provedeno tspésné radioaktivni oznacenti tii receptorové-specifickych peptidi ze

skupiny derivata gastrinu modifikované pomoci chelatoru DOTA radionuklidem 'In.

Byla stanovena radiochemické cistota znacenych receptorové-specifickych peptidi
HPLC analyzou a potvrzena metodou tenkovrstvé chromatografie, kterd byla

provedena v n€kolika soustavach.

V piipadé minigastrinu 46 byla stanovena i stabilita produktu pii uchovavani pii 4°C.
Peptid vykazoval pfi daném zplsobu uchovavani stabilitu minimaln¢ 26 hodin od
pripravy.

Pfi porovnani dvou separacnich metod pro analyzu radiochemické Cistoty znacenych
minigastrinii je mozno konstatovat, ze nejprikaznéj$i metodou je HPLC analyza.
Metoda tenkovrstvé chromatografie v soustavé 0,1M octan amonny a 10mM EDTA
odpovida vysledkiim ziskanych HPLC analyzou. Pritkaznou metodou je rovnéz

soustava 10% hydroxidu amonného s methanolem.

69



9 Seznam pouzité literatury

[1]

[2]

[3]

[4]

[3]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

Radiofarmaka a jejich uplatnéni v nukledrni mediciné jedni¢ka v diagnostice in
vivo pomocnik v terapii. Ciselnik IVLP [online]. 2000, podskupina 13, [cit. 2010-
10-12]. Dostupny z WWW: <http://www.vzp.cz/cms/internet/cz/Lekari/Ciselniky/
630/IVLP/radiofarmaka.html>.

LAZNICEK, Milan ; KOMAREK, Pavel . Ziklady radiofarmacie. Vyd.1. Praha :
Karolinum, 1998. Ptiprava radiofarmak, s. 27-29, 36-39, 42, 72 ISBN 80-7184-
781-X.

KRAFT, Otakar. Zaklady radiofarmacie - definice a ptehled radiofarmak, zptisob
piipravy, uskladiiovani a kontroly radiofarmak pro vySetieni a léCbu v NM.
[online]. 2007, [cit. 2010-10-5]. Dostupny z WWW:
<http://eng.tno.cz/documents/2007 06 28 006.pdf>.

ZWANZIGER, D.; BECK-SICKINGER, A.G. Radiometal targeted tumor
diagnosis and therapy with peptide hormones. Current Pharmaceutical design.
2008, 14, 24, s. 2385-2400.

Vitalion [online]. 2010 [cit. 2010-11-02]. Scintigrafie. Dostupné z WWW: <http://
vysetreni.vitalion.cz/scintigrafie/>.

SCHMITT, Michal. Pozitronova emisni tomografie. 3.pol [online]. 28.02.2004, 4,
1/2004, [cit. 2010-11-02]. Dostupny z WWW:
<http://www.tretipol.cz/download/12/13.pdf>.

Nemocnice Na Homolce [online]. c2010 [cit. 2010-11-02]. CT-vypocetni
(pocitatova) tomografie. Dostupné z WWW: <http://www.homolka.cz/cs-
CZ/oddeleni/radiodiagnosticke-oddeleni-rdg/vysetrovaci-a-intervencni-metody/ct-
vypocetni-pocitacova-tomografie.html>.

AKIZAWA, Hiromichi; UEHARA, Tomoya; ARANO, Yasushi. Renal uptake and
metabolism of radiopharmaceuticals derived from peptides and proteins.
Advanced drug delivery rewiews. 2008, 60, s. 1319-1328.

ROOSENBURG, Susan, et al. Radiolabeled CCK/gastrin peptides for imaging
and therapy of CCK2 receptor-expressing tumors. Amino Acids. 2010, 38, 3, s. 1-
10.

GOOD, Stephan, et al. Macrocyclic chelator - coupled gastrin - based
radiopharmaceuticals for targeting of gastrin receptor - expressing tumours. 7The

Journal of nuclear medicine . 2008, 35, s. 1868-1877

BUSCOMBE, John R. Radiopeptides from diagnosis to therapy. Brazilian
archives of biology and technology. 2002, 45, s. 91-96. ISSN 1516-8913

REUBI, Jean Claude. Targeting CCK receptors in human cancers. Current topics
in medicinal chemistry. 2007, 7, 12, s. 1239-1242.

70



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

VEGT, Erik, et al. Reducing renal uptake of radiolabeled peptides using albumin
fragments. The Journal of nuclear medicine. 2008, 49, 9, s. 1506-1511.

GUGGENBERG, Elisabeth, et al. Cyclic minigastrin analogues for gastrin
receptor scintigraphy with technecium - 99m: Preclinical evaluation. Journal of
medicinal chemistry . 2009, 52, 15, s. 4786-4793.

KING, Robert, et al. *"Tc-HYNIC-Gastrin peptides: Assisted coordination of
#"Tc by amino acid side chains results in improved performance both in vitro and
in vivo. The Journal of nuclear medicine. April 2009, 50, 4, s. 591-598.

NOCK, Berthold A., et al. CCK - 2 / gastrin receptor - targeted tumor imaging
with *"Tc - labeled minigastrin analogs. The Journal of nuclear medicine.
October 2005, 46, 10, s. 1727-1736.

LAVERMAN, Peter, et al. Two technetium - 99m - labeled cholecystokinin - 8
(CCKS8) peptides for scintigraphic imaging of CCK receptors. Bioconjugate
Chem.. 2004, 15, 3, s. 561-568.

KLOUDA, Pavel. Moderni analytické metody. Ostrava: Pavel Klouda, 2003.
Kapalinové chromatografie, s. 25-26.

KARLICEK, Rolf, et al. Analytickd chemie pro farmaceuty. Praha : Karolinum,
2007. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), s. 276-281.

ZYKA, Jaroslav, et al. Analytickd prirucka. Praha: Nakladatelstvi technické
literatury, 1973. Chromatografie na tenké vrstvé adsorbentu, s. 92-94.

Vyukové materialy [online]. Praha: 3. LF UK, 15.9.2004 [cit. 2010-11-09].
Chromatografie. Dostupné z WWW:
<http://old.1f3.cuni.cz/chemie/cesky/materialy B/chromatografie.doc>.

Krackeler Scientific Inc. [online]. 2009 [cit. 2010-11-05]. Gelman ITLC™ Media.
Dostupné z WWW: <http://www.krackeler.com/products/1375-supplies/23123-
Gelman-ITLC-Media>.

ULLMANN, Vojtéch. Jaderna fyzika a fyzika ionizujiciho zareni [online]. 2002
[cit. 2011-01-03]. Detekce a spektrometrie ionizujiciho zafeni. Dostupné z WWW:
<http://astronuklfyzika.cz/DetekceSpektrometrie.htm>.

KLIMES, Jiii, et al. Kontrola léciv I.. Praha : Karolinum, 2008. Dikazy 1é&iv
pomoci fyzikalnich a fyzikaln¢ chemickych metod, s. 27-28.

BEHR, Thomas M., et al. Targeting of cholecystokinin-B/gastrin receptors in
vivo: preclinical and initial clinical evaluation of the diagnostic and therapeutic
potencial of radiolabelled gastrin. European Journal of Nuclear Medicine. 1998,
4,s.424 - 430.

71



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

ALOQ]J, Luigi, et al. In Vitro and In Vivo Evaluation of ''In-DTPAGIu-G-CCKS8
for Cholecystokinin-B Receptor Imaging. The Journal of Nuclear Medicine. 2004,
3,5.485-494.

Nuclear Medicine, PET & Bone Densitometry [online]. 2009 [cit. 2011-03-24].
Positron Emission Tomography (PET) - General information. Dostupné z WWW:
<http://www.rah.sa.gov.au/nucmed/PET/pet_info.htm>.

YANG, David J.; AZHDARINIA, Ali; KIM, Edmund E. Tumor specific imaging
using Tc-99m and Ga-68 labeled radiopharmaceuticals. Current Medical Imaging
Reviews. 2005, 1, s. 25-34.

SCHULTZ, Michael K, et al. Development of Gallium-68 Labeled Neuropeptide
Analogs for Imaging NET by Positron Emission Tomography. Pancreas. 2010,
39, s. 275-280

HOFMANN, M, et al. Clinical application of radiopeptide receptor PET and PET/
CT in sstr2 positive tumors. The Journal of Nuclear Medicine. 2006, 47, s. 444.

LE BARS, Didier. Fluorine-18 and medical imaging: Radiopharmaceuticals for
positron emission tomography. Journal of Fluorine Chemistry. 2006, 127, s. 1488-
1493.

SOSABOWSKI, Jane K; MATHER, Stephen J. Conjugation of DOTA-like
chelating agents to peptides and radiolabeling with trivalent metallic isotopes.
Nature protocols. 20006, 1, 2.

VEGT, Erik, et al. Albumin-derived peptides efficiently reduce renal uptake of
radiolabelled peptides. The Journal of Nuclear Medicine. 2009, 37, s. 226-234.

FUCHSOVA, Hana . Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie s obrdcenymi
fazemi [online]. Brno, 2007. 16 s. Referat. Masarykova univerzita v Brné¢.
Dostupné z WWW:

<http://is.muni.cz/th/195604/prif b/Samostatny projekt HPLC.pdf>.

72



	1 Abstrakt
	2 Zadání práce
	3 Úvod
	4 Teoretická část
	4.1 Úvod do radiofarmak
	4.1.1 Definice 
	4.1.2 Požadavky na radiodiagnostika
	4.1.3 Základní rozdělení radiofarmak
	4.1.4 Historie 
	4.1.5 Radioterapeutika
	4.1.6 Použití

	4.2 Peptidy
	4.3 Minigastriny
	4.3.1 Rozdělení receptorů
	4.3.2 Radioaktivní značení
	4.3.3 Možné problémy minigastrinů
	4.3.4 Minigastriny značené techneciem
	4.3.5 Chemická a farmakologická stránka minigastrinů

	4.4 Analytické metody používané v radiofarmacii
	4.4.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC)
	4.4.2 Tenkovrstvá chromatografie (TLC)
	4.4.2.1 Instantní tenkovrstvá chromatografie (ITLC-SG)

	4.4.3 Gelová chromatografie


	5 Experimentální část
	5.1 Příprava minigastrinů 
	5.2 Použité chemikálie a materiál
	5.3 Použité analytické metody pro analýzu minigastrinů
	5.3.1 HPLC analýza
	5.3.1.1 Příprava vzorku pro analýzu

	5.3.2 Tenkovrstvá chromatografie (ITLC-SG)


	6 Výsledky
	6.1 Minigastrin 46
	6.1.1 Radioaktivní značení peptidu
	6.1.2 Měření radiochemické čistoty minigastrinu 46 pomocí metody ITLC-SG
	6.1.3 Měření radiochemické čistoty minigastrinu 46 pomocí metody HPLC

	6.2 Minigastrin 47
	6.2.1 Radioaktivní značení peptidu
	6.2.2 Měření radiochemické čistoty minigastrinu 47 pomocí metody ITLC-SG
	6.2.3 Měření radiochemické čistoty minigastrinu 47 pomocí metody HPLC

	6.3 Minigastrin 48
	6.3.1 Radioaktivní značení peptidu
	6.3.2 Měření radiochemické čistoty minigastrinu 48 pomocí metody ITLC-SG
	6.3.3 Měření radiochemické čistoty minigastrinu 48 pomocí metody HPLC


	7 Diskuse
	8 Shrnutí závěrů práce
	9 Seznam použité literatury

