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Nazev:

Studium vazebnosti dvou bifunk¢nich cheldtt zna¢enych In-111 na bilkoviny plazmy

Abstrakt:

Distribuce mnohych 1é¢iv v organizmu je vyrazné ovlivnéna jejich vazbou na bilkoviny
krevni plazmy. Stanoveni miry plazmatické vazebnosti je proto nezbytné
pro predpovédéni farmakokinetiky dané latky po podani do organizmu. V této
diplomové praci byla stanovena plazmatickd vazebnost nové syntetizovanc¢ho

bifunkéniho chelataéniho &inidla DTPA-oxn znaceného !

In na bilkoviny krevni
plazmy c¢lovéka a tii zivociSnych druhii a byla porovnana s vazebnosti v praxi bézné
uzivaného radiofarmaka 'In-DTPA. Pro méfeni byla pouZita metoda rovnovazné
dialyzy pii 37°C. Vysledky ukazaly, Ze vazebnost kompexu In-DTPA-oxn na
bilkoviny lidské, hovézi, krali¢i a potkani plazmy je stejn€ jako u porovnavaného
radiofarmaka ***In-DTPA velmi mald, metodou rovnovazné dialyzy nekvantifikovatelna
a z farmakokinetického hlediska bezvyznamna. U obou komplexl byla pfed samotnym
meéfenim plazmatické vazebnosti stanovena radiochemicka ¢istota pomoci tenkovrstvé

chromatografie na ITLC-SG. Jeji naméfena hodnota byla u obou sloucenin vyssi nez
98%.



Title:

Study of plasma protein binding of two bifunctional chelates labelled with In-111.

Summary:

Distribution of many drugs in an organism is significantly influenced by their binding to
plasma proteins. Determination of the extent of plasma binding for a concrete drug is
necessary for prediction of its pharmacokinetics after administration to the organism.
The aim of this thesis was to determine binding of a new bifunctional chelating agent
DTPA-oxn labelled by ***In to the plasma proteins of human and tree animal species
and to compare these results with the plasma protein binding of routinely used
radiopharmaceutical **In-DTPA. For measurement, a method of equilibrium dialysis at
37°C was used. The results show, that binding of *In-DTPA-oxn to the proteins of
human, bovine, rabbit and rat plasma is similarly very low as at the compared chelate
n-DTPA and impossible to determine by equilibrium dialysis and
pharmacokinetically unimportant. Radiochemical purity was also determined for both
complexes by the method of thin layer chromatography ITLC-SG. Measured value was

higher than 98% for each compound.
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Farmakokinetika mnohych 1éCiv je po podani do organizmu vyznamné ovlivnéna
jejich vazbou na plazmatické bilkoviny. Zatimco volné 1é¢ivo mize pronikat k cilovym
strukturdm a vyvolat zamysleny farmakologicky ucinek, navazana frakce tvofi jakési
ptechodné depo, ze kterého se 1é¢ivo postupné uvoliuje v zavislosti na dynamické
rovnovaze mezi vazanou a nevazanou formou. Vazba na plazmatické bilkoviny tedy

1é¢ivu nezabrani dosédhnout cilové struktury, ale prodlouzi dobu, nez se tak stane.

Znalost miry plazmatické vazebnosti je proto naprosto nezbytna k urceni
farmakokinetiky 1é¢iva po podani do organizmu. Metod pro stanoveni plazmatickych
vazebnosti 1é¢iv bylo vyvinuto n¢kolik. Kazda znich ma své klady a zapory a
rozhodnuti, ktery postup bude vyuzit v daném piipadé, by mélo byt fadné uvazeno
podle vlastnosti stanovovaného ligandu, naro¢nosti metody a piesného ucelu daného

meéfeni.

Bifunk¢ni chelatacni Cinidla jsou slouceniny vyuzivané pro znaceni biomolekul
radioaktivnimi izotopy. Protoze se ale jednotlivé radionuklidy i znacené biomolekuly
navzdjem lisi svymi vlastnostmi, nelze pro vSechna znaceni vyuzit jeden univerzalni
bifunk¢ni chelat. Snahou proto je syntetizovat takovy chelaton, ktery nabidne pro
konkrétni znaceni stabilnéj$i vazbu radionuklidu a lep$i moznost navazani na znaenou

biomolekulu.



CIL PRACE
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1)

2)

3)

4)

Zpracovat literarni piehled o vyznamu vazebnosti 1é¢iv na plazmatické bilkoviny
a o vyuziti bifunkénich chelatacnich c¢inidel pro radioaktivni znaceni

biologickych makromolekul.

Stanovit radiochemickou ¢istotu nové syntetizovaného komplexu DTPA-oxn

znaceného In.

Metodou rovnovazné dialyzy pti 37°C stanovit plazmatickou vazebnost tohoto

komplexu na bilkoviny lidské, hovézi, krali¢i a potkani plazmy.

Dosazené vysledky porovnat s obdobnymi udaji stanovenymi u komplexu

n-DTPA, ktery je rutinn€ vyuzivan v nuklearni medicing.
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1. Vazba léCiv na plazmatické bilkoviny

1.1. Vyznam

Mnohé 1éciva se po absorpci do krevniho obéhu vazou riiznou meérou na
plazmatické bilkoviny a tato vazba ma vyznamny vliv na jejich farmakologicky ucinek.
Ovliviiuje nastup jejich ucinku, délku jejich puasobeni, ucinnost, distribuci,
biotransformaci i vylucovani. Pro ucinek léciva je nezbytné, aby vazba na plazmatické
bilkoviny byla reverzibilni, protoze pouze volna ¢ast 1é¢iva mize pronikat barierami a
dostavat se k mistu U¢inku. Véazana cast 1éCiva potom predstavuje jakési prechodné
depo, ze kter¢ho se volné 1é¢ivo uvoliuje v zavislosti na tom, jak uvolnéné molekuly
postupn¢ pronikaji do dalSich prostfedi organizmu. Jde vlastné o dynamickou

rovnovahu mezi volnou a vazanou frakci 1é¢iva, ktera je neustale obnovovana.

Distribuce 1é¢iv miize byt vyznamné ovlivnéna, pokud se v organizmu potkaji
dvé 1éc¢iva, kterd maji afinitu ke stejnym vazebnym mistim na molekule plazmatické
bilkoviny. Tyto latky se potom navzajem z vazby vytésiuji, koncentrace jedné z nich
stoupa a to muze vést k zesileni jejiho tcinku nebo piipadné az k jeji toxicité. Tato
interakce je zasadni predevSim u 1éCiv, ktera se na plazmatické bilkoviny vyrazné vaZzou
a jejichz volna frakce v plazmé je tedy relativné nizka (men$i nez 10%). I malé
mnozstvi 1é¢iva uvolnéného zvazby muize pak totiz pfedstavovat znacné zvySeni
koncentrace volné frakce. Pfedstavme si naptiklad, Ze 1é¢ivo je vazano z 96% a jeho
volna frakce tedy predstavuje 4%. Pokud jsou z vazby na bilkoviny vytésnény dalsi 4%
dané 1éCivé latky, znamend to zdvojnasobeni jeji koncentrace, které jiz mize vyvolat

nezadouci nebo toxické G¢inky." 23.4.5
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1.2. Plazmatické bilkoviny

Krevni plazma muze byt charakterizovana jako slabé¢ zasadity vodny roztok
bilkovin, elektrolytii a malych organickych molekul. U dospé€lého cloveka predstavuje
asi 5% télesné hmotnosti, tedy asi 2,8-3,5 1. Z 91-92 % je tvoiena vodou, zbylych 8-9 %
zaujimaji rozpusténé latky. Hlavni ¢ast suSiny krevni plazmy tvoii bilkoviny, kterych je
asi 60-80 g/l. Tradiéné se d€li do tii zakladnich skupin na albumin, globuliny a
fibrinogen.®

Pro vazbu latek v plazm¢ maji nejvétsi vyznam albumin a as-kysely
glykoprotein, ale i ostatni bilkoviny jako jsou a, B nebo y globuliny nebo lipoproteiny
jsou vazby schopné. Dillezity je také fakt, Ze vétSina 1éCiv je schopna vézat se na vice

typtl plazmatickych bilkovin.”

1.2.1 Albumin

Nejvyznamnéjsi plazmatickou bilkovinou pro vazbu Ié€iv je albumin. Jde o
bilkovinu s molekulovou hmotnosti 66 500 Da, kterou tvoii 585 aminokyselin.
Rentgenové krystalografické studie ukazuji, Ze 67% jeji struktury je uspotfadano do
struktury  a-Sroubovice. Cely polypeptidovy fetézec albuminu vytvaii konformaci
ve tvaru srdce a je rozdélen na tfi domény (I-III), pficemz kazdd znich je tvofena

dvéma subdoménami (A a B) (obr.1).
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Obr. 1: Krystalova struktura lidského albuminu. Vyznaceny jsou domény (I-IIl) a
subdomény (A, B), dale vazebna mista (Site | a Il). Pismena C a N oznacuji C a N konec
bilkoviny. **

Na albumin se véazou piedevsim latky kyselého charakteru, vazba bazickych
latek neni tak vyznamna.VétSina 1éCiv se na albumin véze v jednom ze dvou hlavnich

, , < o o 1,8,9,1
vazebnych mist oznacovanych jako vazebné misto I a IL% %1

Vazebné misto 1

Vazebné misto I pfedstavuje velmi prostornou oblast molekuly albuminu
tvofenou velkym mnozstvim na sob& navzajem nezavislych vazebnych mist, ktera se ale
v nékterych piipadech mohou vzajemné ovliviiovat.

Toto misto vytvari jakousi kapsu v subdoméné IIA albuminu, pficemz vnitini
stény kapsy jsou tvofeny hydrofobnimi postrannimi fetézci, zatimco vstup do kapsy je
obklopen kladné nabitymi zbytky.

Typickymi ligandy pro toto misto jsou dikarboxylové kyseliny a objemné
heterocyklické slouceniny se zapornym nabojem lokalizovanym uprostied molekuly.

Mohou se zde vSak vazat slouc¢eniny velmi rozdilné chemické struktury, coz vypovida o
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obrovské flexibilité tohoto vazebného mista. Mozna je také nezavisla vazba dvou
rozdilnych molekul.

Mezi navazanymi ligandy byly pozorovany vzajemné interakce, které mohou byt
pfipsany bud’ castecnému piekryvani vazebnych mist nebo konformaénim zménam
v molekule albuminu.

Bylo zjisténo, ze na rozdil od vazebného mista Il ma mutace jen jediného genu

pro toto misto vyznamny vliv na konformaci a teplotni stabilitu celého albuminu.® 2

Vazebné misto 11

Vazebné misto II, oznacované také jako indolbenzodiazepinové, je v porovnani
S vazebnym mistem I mnohem méné prostorné, proto se na n&j nevazou zadné velké
molekuly. Nejcastéjsimi ligandy jsou aromatické karboxylové kyseliny tvoiené zaporné
nabitym zbytkem karboxylové skupiny na jedné strané molekuly, ktery je oddélen od
hydrofobniho stfedu.

Studie ukazuji, Ze toto misto je mnohem mén& flexibilni v porovnani
svazebnym mistem L2 Silnd stereoselektivita vazebného mista miZe byt
dokumentovana na afinité L-tryptofanu, ktera je stokrat vyssi nez u jeho D-isomeru.
Také bylo zjiSténo, ze vazbu ovliviiuje 1 mala zména v molekule ligandu. Piikladem
mohou byt diazepam a jeho fluorovany derivat fluorodiazepam. Prvni z nich je schopen
se na vazebné misto I vazat zatimco druhy ne. !>

Vazebné misto II je stejné jako vazebné misto I uspoifadané do tvaru jakési

kapsy, tentokrat ale na subdoméné A2

1.2.2. o4- kysely glykoprotein

Dalsi vyznamnou plazmatickou bilkovinou je aj-kysely glykoprotein. Jedna se
o globulin o molekulové hmotnosti kolem 42 000 D, ktery je v plazmé obsazen
v mnohem men§im mnoZstvi nez albumin.” Jeho molekula je slozend ze 183

aminokyselin, propojenych dvéma disulfidovymi vazbami, a péti uhlovodikovych
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fetézcli. Prestoze jeho trojrozmérnad struktura je stidle nezndmd, dosavadni meéfeni
ukazuji, Ze je tento protein ve vodném roztoku prevazné ve formé beta-skladaného listu.

Studovan byl vliv cukernych fetézcl na vazebnost a tato méfeni naznacuji, ze
vazebné schopnosti a3-kyselého glykoproteinu nejsou na pifitomnosti ani typu
oligosacharidu zavislé.®

az-Kysely glykoprotein je vyznamny pro vazbu latek steroidni struktury, mnoha
latek bazického ale 1 neutralniho charakteru.

Velky zdjem o tuto plazmatickou bilkovinu vyvolalo zjisténi, Ze se na ngj
vyrazné vazou inhibitory protedzy, tedy hlavni l1éCiva uzivana v kombinacich pii 1écbé
pacientt trpicich AIDS. Studie in vitro prokazaly, ze pfidani as-kyselého glykoproteinu
do média vedlo ke sniZeni antivirového u¢inku téchto 1é¢iv. Z tohoto poznatku lze
usuzovat, ze zvysSeni plazmatické hladiny aj-kyselého glykoproteinu muze vést
ke sniZeni u¢inku 16¢by inhibitory proteazy.™

I pfesto, ze je znamo velké mnozstvi latek, které jsou schopné vazby na

, e I . ;.8
az-kysely glykoprotein, pfesnd vazebné mista jsou prozatim neznama.

1.3. Faktory ovliviiujici vazebnost 1éCiv na plazmatické bilkoviny

Je zndmo, Ze vazebnost 1é¢iv na plazmatické bilkoviny se miZe u riznych
pacienti vyrazné liSit v zavislosti na jejich fyziologickém 1 patologickém stavu.
Vyrazné zvySeni nebo sniZeni koncentrace nevdzané aktivni frakce léCiva v plazmé
muZze potom znamenat riziko predavkovani nebo poddavkovani.’

Faktort, které vedou ke zvySeni nebo snizeni poméru vazané a nevazané frakce
neékterych onemocnénich. Piikladem mutze byt hypoalbuminemie u jaternich
onemocneni. Né&které dalSi piiklady zmény mnoZstvi albuminu a  og-kyselého
glykoproteinu v krevni plazmé piedstavuje tabulka 1.% '

Vyrazné zvyseni volné frakce 1éCiv bylo zaznamenano i u pacientl s akutnim
nebo chronickym ledvinovym selhanim. V tomto ptipadé pravdépodobné kromé

cwwr

snizeni mize byt zapfi¢inéno bud’to konformacénimi zménami v molekule albuminu
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nebo vazbou endogennich substanci (jako jsou naptiklad volné mastné kyseliny nebo
tzv. uremické toxiny), které soupefi s 1é¢ivem o vazebné misto albuminu.

Nizs8i vazba 1éCiv na plazmatické bilkoviny byla zjisténa i u diabetikli. U této
skupiny pacientt je jeji pfi¢inou nejspiSe vyrazna glykosilace bilkovin, ktera ovlivituje

jejich konformacni a tim i funk¢éni vlastnosti.® !

Tabulka 1: Efekt nékterych jevl na plazmatickou koncentraci albuminu a a;- kyselého

glykoproteinu.’

Koncentrace as- kyselého
Zkoumany jev Koncentrace albuminu )

glykoproteinu
Vyssi veék ! 1>
V¢ek nizsi nez 6 mésict l l
Té&hotenstvi ! I
Obezita T | 1
Chronicky alkoholismus ! 1
Koufeni cigaret ! >
Revmatoidni artritida l 1
Meéstnavé srdecni selhani — 0
Infarkt myokardu ! 0
Akutni/chronické infekce l 1
Nemoci ledvin ! 0
Chronické jaterni nemoci ! e
Hypothyredza 1 —
Diabetes mellitus e PN
Deprese ! 1
Akutni pankreatitida l 1
Legenda: |- sniZzeni koncentrace bilkoviny

1- zvySeni koncentrace bilkoviny

- nebyla zaznamendna zména koncentrace bilkoviny
18




1.4. Druhy vazby lé¢ivo-plazmaticka bilkovina

Léc¢iva jsou na plazmatické bilkoviny vazana nékolika riznymi typy vazeb. Patii

mezi né;

e iontova vazba
e nevazebné interakce:
- vodikova vazba
- van der Waalsovy sily

- hydrofobni vazba

Tontova vazba

Iontova vazba je ze vSech ¢ty uvedenych interakci nejsilngj$i a pro vazbu
mnoha 1éCiv také nejvyznamnéjs$i. Vznikd mezi negativné nabitou karboxylovou
skupinou (COO") nebo pozitivné nabitou amoniovou skupinou (ENH') bilkoviny a

opacn¢ nabitou skupinou lé¢iva.

Vodikova vazba

Vodikova vazba vznika mezi vodiky polarnich skupin (napf. —OH, -NH,) a
atomy s volnym elektronovym péarem (kyslik a dusik). Pfikladem miZe byt vazba mezi

volnou fenolickou skupinou tyrosinu bilkoviny a karbonylovou skupinou Iéciva.

Van der Waalsovy sily

Predstavuji slabou vazbu mezi dvéma nenabitymi ¢asticemi. Prikladem miiZe byt

vazba mezi dvéma methylovymi skupinami plazmatické bilkoviny a 1é¢iva.

Hvdrofobni vazba

Hydrofobni vazba je srovnatelné slabé jako piedchozi interakce a mize mit dvé
podoby. Prvni moznosti je vznik této vazby mezi dvéma planarnimi aromatickymi

kruhy, druhou vazba mezi dvéma jednoduchymi alkylovymi fetézei. ™8
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1.5. Metody pro stanoveni vazebnosti 1éCiv na plazmatické bilkoviny

Existuje celd tfada metod pro stanoveni vazebnosti 1éCiv na plazmatické
bilkoviny. Mezi nejcastéji pouzivané patii rovnovazna dialyza a ultrafiltrace. DalSimi
méné vyuzivanymi metodami jsou napiiklad ultracentrifugace, gelova filtrace, vazba na
albuminové mikrosféry nebo cirkularni dichroismus. Kazd4 z metod ma své vyhody a
nevyhody a proto rozhodnuti, kterd metoda bude v daném piipad¢ pouzita, by vzdy
mélo vychazet ze zamysSleného tcelu méfeni a z posouzeni chemickych vlastnosti
ligandu. Rovnovédzna dialyza je naptiklad metodou, kterd nejlépe odpovida
fyziologickym podminkam. Ultrafiltrace je zase nejjednodussim postupem, ktery muize

’ Ve s , . v ws s s s s 19
byt pouzit jako pokusna studie pfed méfenim rovnovaznou dialyzou.

1.5.1. Rovnovazna dialyza

Rovnovéazna dialyza je nejpouzivanéjSim postupem pro stanovovani vazebnosti
latek na bilkoviny plazmy. Metoda je provadéna v zafizeni, které obsahuje dialyzacni
jamky rozdélené semipermeabilni membranou na dvé oddélené komirky. Dialyzacni
membrany se navzajem lisi velikosti svych porG a jsou proto vybirany na zakladé¢
molekulové hmotnosti zkoumané latky. Pfi samotném méfeni je do dialyzacni jamky
vpravena na jednu stranu membrany plazma a na druhou roztok pufru. Bud’to k plazmé
nebo k roztoku pufru je déle pfidano urcité mnoZstvi stanovované latky. Soustava se
necha dostate¢nou dobu inkubovat zpravidla pii teploté 37°C. Ptitom 1éCivo prostupuje
pfes membranu tak, aby se koncentrace jeho nevazané frakce na obou stranich
membrany vyrovnaly. Po dosazeni dialyza¢ni rovnovahy jsou plazma i pufr z komirek
vyjmuty a v plazmé je zméfena celkova koncentrace 1é¢ivé latky, zatimco naméfena
hodnota v pufru je povazovana za koncentraci nevazaného lé¢iva. Z téchto dvou hodnot
lze poté odvodit koncentraci l1éCiva vazaného na plazmatické bilkoviny jako rozdil

celkové koncentrace a koncentrace vazaného 1é¢iva.
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Pti méfeni je velmi dilezité, aby byl soustavé poskytnut dostatecny Cas, ktery je
potiebny pro dosazeni rovnovdzného stavu. Proto jsou pfed samotnym méfenim
provadény piredbézné pokusy, které maji stanovit potfebny ¢as pro ustaveni rovnovahy.
MEéii se pti nich koncentrace 1é¢iva v plazmé a v pufru v urcitych ¢asovych intervalech
tak dlouho, dokud se jejich hodnoty v n¢kolika po sobé nasledujicich méfenich

nepiestanou lisit.

Cas nezbytny pro dosazeni dialyzaéni rovnovéhy je vyznamné ovlivnén mnoha
parametry. Jeho zkraceni muze byt dosazeno naptiklad rotaci nebo tifepanim celé
dialyzacni soustavy béhem inkubace. Dulezitymi faktory jsou i parametry dialyzacnich
komiirek. Cim vét$i je pomér mezi plochou membrany a objemem komirky, tim
rychleji se rovnovaha ustavi. Naopak pokud je hodnota tohoto poméru nizsi, ustaveni

rovnovahy bude trvat déle.

Rovnovazna dialyza je ovliviiovana mnoha faktory, které musi byt kontrolovany,
aby bylo dosazeno pitesnych vysledkti. Béhem méfeni je dulezité, aby bylo pH
ptizplisobeno plazmatickym hodnotadm, protoze vazba 1éCiv na plazmatické bilkoviny
mize byt na pH zavisla. Protoze jde o in vitro metodu, roztok pufru neni identicky se
sérem a ionty v ném obsazené mohou ovlivnit navazani latky na bilkoviny. Jednou
Z moznosti, jak tomu ptedejit, je pouzit plazmatickou vodnou frakci pfipravenou filtraci
plazmy. PiekdZkou pro toto feSeni ale Casto byva nutnost pouziti vétsiho mnoZstvi
plazmy. Diky osmotickému tlaku, ktery v soustavé plisobi, také ¢asto dochazi k pfesunu
¢asti pufru do prostoru plazmy a to vede ke ziedéni plazmatickych proteint. Tento
problém byva feSen bud’to pfidanim dextranu, ktery zlepsi izotonicitu pufru, coz vede

ve vysledku k mensim piesuniim, nebo jsou vysledky méfeni matematicky upraveny.’

Problémem miuze byt také schopnost nckterych latek véazat se na dialyzacni
membranu v takovém rozsahu, Ze to miize vyrazné ovlivnit vysledky experimentu.

NP N . . o w1
V tomto ptipadé je pro méfeni vybrana membréana o co nejmensi tloust'ce.™

Mezi hlavni vyhody rovnovazné dialyzy patii pfedevsim to, ze ji lze provést za
pouziti pouze velmi malého objemu vzorku a lze pfipravit n€kolik vzorkli najednou.

. , o s 7,1
Naopak jeji nevyhodou je casova narocnost. " °
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1.5.2. Ultrafiltrace

Dalsi Casto vyuzivanou metodou pro stanoveni vazebnosti 1€¢iv na plazmatické
bilkoviny je ultrafiltrace. Zékladem ultrafiltraéniho zatfizeni jsou dvé komory navzajem
oddé€lené filtrem, ktery umoziuje pruchod plazmatické vodné frakci a slou¢eninam o
niz§i molekulové hmotnosti, zatimco vétsi molekuly, jako jsou plazmatické bilkoviny,
zadrzuje. Po vpraveni plazmy obsahujici 1é¢ivou latku je plazmatickd vodné frakce
tlacena skrz membranu bud'to pietlakem nebo centrifugaci do spodni komory. Ta po
ukonceni procesu obsahuje ultrafiltrat, ktery predstavuje koncentraci nevazaného 1éciva.
Koncentrace véazaného IéCiva je potom vypocitdna jako rozdil mezi celkovou

koncentraci 1é¢iva a naméfenou hodnotou nevazaného 1é¢iva.

Ultrafiltrace je jednoduchd, rychld a efektivni metoda, kterd na rozdil od
rovnovazné dialyzy nevyzaduje pro meéfeni pouziti nefyziologického pufru. Jeji
nevyhodou je ale to, ze koncentrace bilkovin ve vzorku se béhem centrifugace zvySuje.
Proto, aby byly v horni komofie udrzeny pfiméfené koncentrace bilkovin, byva vétsinou
filtrovano jen asi 10-15% pivodniho plazmatického objemu. Pokud je ale méfeni
provadéno u 1éc¢iva, které se na bilkoviny plazmy vyrazné vdze, mize byt v tak malém
mnozstvi ultrafiltratu obtizné zkoumané 1é€ivo viibec detekovat. V takovém piipadé,
kdy je nezbytné pro méfeni ziskat vétsi mnoZstvi ultrafiltratu, se obvykle provadi
piedbéZzné zkousky, které maji za tkol urcit, jak velky vliv bude mit odebrani vétSiho

mnozstvi ultrafiltratu na méfeni koncentrace nevazaného 1éc¢iva.

I u této metody, stejn¢ jako u rovnovazné dialyzy je po celou dobu nezbytné
udrzet fyziologické pH a teplotu 37°C, aby byly napodobeny fyziologické podminky. A
stejn¢ jako u predchozi metody hrozi i u tohoto postupu nebezpeci navdzani 1éciva na

r O w r . M r LA 14 7 1
filtr, které miize také ovlivnit celé méreni.” o
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1.5.3. Gelova filtrace

Dalsi moznou metodou pro stanoveni plazmatické vazebnosti 1éCiv je gelova
filtrace. Protoze jde ale o metodu velmi zdlouhavou, byva jen zfidka vyuzivana. Jeji
vyhodou je ale moznost pouzit k méfeni pouze malé¢ mnozstvi plazmy. Tato metoda
spociva v prichodu plazmy nasycené stanovovanym lécivem skrz chromatografickou
kolonu naplnénou gelem. Kolonou projdou nejprve vétsi molekuly bilkovin

, ’ £xe v ros . wr e r e 19
S navazanym lé¢ivem a az poté jsou eluovany mensi molekuly nenavazaného léciva.

1.5.4. Ultracentrifugace

Ultracentrifugace je metoda, pii které je oddéleni volné frakce 1éciva od 1éciva
navdzan¢ho na bilkoviny dosaZzeno centrifugaci plazmy ve zkumavce, ktera neni
pfedélena zaddnou membranou. Jde o alternativni metodu k rovnovézné dialyze a
ultrafiltraci. Na rozdil od nich je jeji vyhodou to, Ze méteni neni zkresleno vazbou
stanovovanych latek na pouZitou membranu a neni potieba vyuZzit nefyziologického
pufru, jako je tomu u rovnovazné dialyzy. Naopak za nevyhody metody mohou byt
povazovany chyby stanoveni volné frakce 1éCiva zpuisobené fyzikalnimi jevy, jako jsou

sedimentace a zp&tna difuze.'> %

1.5.5. Vazba na albuminové mikrosféry

Ptednosti této metody je jeji jednoduchost. Suspenze albuminovych mikrosfér a

pufru je pfenesena do injek¢éni stiikacky, ktera je na spodni ¢asti opatfena porézni
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destickou. K suspenzi je pfiddna stanovovana latka a stiikacka je inkubovéana pii
pokojové teploté do ustaveni rovnovahy. Nevadzanou frakci 1éCiva potom ziskdme
vytlaCenim suspenze ze stiikacky pifes porézni desticku. Albuminové mikrosféry

S navazanym léCivem ziistdvaji uvnitt stiikacky.

Zasadni nevyhodou této metody je to, ze se pfi ni stanovuje vazba 1éCivé latky
pouze na albumin. Z tohoto diivodu neni vyuZivana pii pifesnych méfenich rozsahu

- axio 19
plazmatické vazebnosti 1éCiv.

1.5.6. Cirkularni dichroismus

Cirkularni dichroismus je spektroskopicka metoda, kterd je zalozena na méteni
zmén absorbance nebo fluorescence Cottonova efektu molekuly vazané na plazmaticky
protein. Molekula navdzana na 1éCivo vytvari vnéjsi Cottontv efekt a tim pozménuje
b&zné dichroické spektrum proteinu.*® Vyhodou této metody je pfedevsim to, ze kromé
stanoveni vazebnosti 1é¢iva umoznuje také ziskat dal$i informace naptiiklad o

stereochemii komplexu lé¢ivo-plazmaticka bilkovina nebo o mechanismu Vazby.21
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2. Radiofarmaka

Radiofarmaka mohou byt charakterizovana jako 1é¢iva, ktera ve své struktuie
obsahuji radioaktivni atomy a jsou uréena pro podani ¢lovéku k diagnostice nebo terapii
nemoci. Pfevazné jde o malé organické nebo anorganické slouCeniny, ale vyuzivany
jsou i velké makromolekuly, jako naptiklad monoklonalni protilatky nebo jejich

fragmenty.

Podle ucelu vyuziti jsou radiofarmaka délena do dvou zédkladnich skupin a to na

diagnosticka a terapeuticka.

Diagnosticka radiofarmaka

Diagnosticka radiofarmaka slouzi k detailnimu zobrazeni morfologie
jednotlivych organti nebo tkani a pfedev§im k testovéni jejich fyziologickych funkci.
Do této skupiny se tadi radiofarmaka znaCend izotopy emitujicimi y zéfeni pro
zobrazeni pomoci jednofotonové emisni tomografie (SPECT) nebo pozitrony pro

pozitronovou emisni tomografii (PET).?

Terapeuticka radiofarmaka

Ukolem téchto radiofarmak je dorudeni terapeutickych davek zafeni do mista
postizené¢ho chorobou. Terapie muze probihat né€kolika zplisoby. Patfi mezi né¢ vné;jsi
ozafovani, implantace zdroje zafeni (tzv. Brach therapy) nebo systematické podavani
radiofarmaka. Lécba, pii které je do mista naddoru chirurgicky vpraven zdroj zafeni a
ponechdn v ném po ur€itou dobu, je vhodnd pouze pro 1écbu dostupnych nadorti.
Ditlezitou roli hraje naptiklad pii terapii nadort prostaty. Naopak pro 1écbu
metastazujicich nador je vhodnéjsi systematické poddvani receptorové specifickych

. ’ Y ’ ’ . ’ 7 roox 22,2
radiofarmak, kterd umoznuji zacileni terapie pouze na nadorové tkané.” 3
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2.1. Priprava radiofarmak

Protoze vétSinu radiofarmak tvoii latky organické nebo biologické povahy,
vyuzivaji se pii jejich pfipravé prevazné metody znamé z organické chemie, které jsou
ale upraveny tak, aby bylo mozné pracovat v mikrométitku. Dulezité je, aby reakce byla
¢asoveé nendrocnd, probihala s vysokym vytéZzkem a také aby vysledné radiofarmakum
bylo dostatecné stabilni. Pro pfipravu znacenych organickych sloucenin existuji tii

zakladni metody.

Prvni z nich je vyménna reakce, pfi které dochdzi k nahrazeni nékterého z atomi

organické slouc¢eniny radioaktivnim izotopem podle reakce:
AX + BX* = AX* + BX

kde X je stabilni atom a X* jeho radioaktivni izotop. Tato reakce je vyuzivana, pokud je
zaménovany atom v piipravované slouceniné jiz pfitomny a je vazan labilni vazbou. Jde
Vv pievazné vétsing€ o jednoduché jednostupniové reakce, pii kterych vznikaji specificky
znacené slouceniny o vysoké mérné aktivité a Cistoté. Tuto metodu ale nelze pouzit
v piipad¢é, kdy reakce neprobiha s dostate¢nou rychlosti nebo soucasné probihaji
vedlejsi reakce, které vedou ke vzniku radiochemickych necistot. Vyménna rekce se

V praxi vyuziva napiiklad pro znaceni radiofarmak pomoci izotopt jodu.

Druhou moznosti ptipravy je biochemickd syntéza. Metoda vyuzivd c¢innosti
zivych  mikroorganizmti, které dokdzou biochemickymi procesy z urcitych
jednoduchych sloucenin, obsazenych v kultivatnim médiu, vytvofit pozadovanou
organickou slouceninu. Pokud pak medium obsahuje 1 radionuklid, zabuduji ho
mikroorganismy do struktury vysledné slouceniny. Tento postup se vyuziva v piipad¢,
kdy je pfiprava pozadované slouCeniny jinymi zpusoby pfili§ ndro¢na nebo

neproveditelna.

Tretim zpisobem pfipravy je chemicka syntéza, kterd je poupravena tak, aby
mohla byt provadéna s vyuZitim pouze velmi malého mnoZstvi vychozich latek a aby
vytézek reakce a vysledna radiochemicka cistota byly co nejvyssi. Radionuklid je pak
K uré¢ittmu mistu molekuly poutan bud'to kovalentni nebo koordinaéni vazbou.
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Nejjednodussi moznosti pro znaceni organickych sloucenin chemickou syntézou je
chelatace radionuklidi pomoci chelata¢nich c¢inidel. Zvlastni skupinu chelatacnich
¢inidel potom tvofi tzv. bifunk¢ni chelatacni Cinidla, ktera jsou s oblibou vyuzivana pro
znaceni nejruznéjSich organickych sloucenin, jako jsou napiiklad receptorove specifické

peptidy nebo protilétky.24

2.2. Receptorové specificka radiofarmaka

Radiofarmaka lze d¢lit také podle jejich biodistribuce po aplikaci do organizmu.
Jednu skupinu pak tvoii ty, jejichZ biodistribuce je zavisla pouze na jejich chemickych a
fyzikalnich vlastnostech, zatimco druhd skupina zahrnuje radiofarmaka, jejichz osud
VvV organizmu je ovlivnén schopnosti specificky se vazat na receptory pouze urcitych

tkani. Tyto latky jsou pak oznacovany jako receptorové specificka radiofarmaka.
Receptorové specificka radiofarmaka jsou obecné slozena ze Ctyt ¢asti:
e radionuklidu
e biomolekuly schopné specifické vazby
e farmakokinetiku ovliviiujici ¢asti

e bifunké&niho chelatagniho ¢inidla.??

2.2.1. Radionuklid

Radionuklid pfedstavuje zdroj zafeni. V soucasné dobé je zndmo pies 2000

radoaktivnich izotopt 104 chemickych prvkd. Ne vSechny jsou ale pro vyuziti
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V nuklearni medicin€ vhodné. Kromé pozadavkii na vyrobni a cenovou dostupnost musi

radionuklid vyhovovat i z hlediska fyzikalnich charakteristik. Patii mezi né predevsim:
e druh emitovaného zafeni
e energie emitovaného zafeni

o fyzikalni polocCas piemény.

Druh emitovaného zareni

p zdieni

Radionuklidy produkujici B~ zafeni se vyuzivaji pfi terapii nadorovych a jinych
onemocnéni. Protoze ma toto zafeni dosah v fadech pouhych milimetrti, je absorbovéano
predevsim v cilové tkani a ptili§ neovlivituje okoli. Vyuziti nalézaji ptedevsim cisté 3
zafiCe. Soucasné emitované y zafeni totiZ vyrazné zvysuje ozafeni okolnich tkéni, ale na

terapeuticky efekt nema zéasadni vliv.

B zdieni

Tzv. anihila¢ni zafeni vznika v ptipadé, kdy se pozitron uvolnény z jadra atomu
ve tkani spoji s elektronem a v misté anihilace se uvolni do opa¢nych smért dva fotony
o energii 512 keV. Ty jsou poté vyuzivany pro diagnostiku pomoci tzv.pozitonové

emisni tomografie (PET).

y zdireni

vy zéafeni emitované jadry atoml je v nukledrni mediciné vyuZivano pii
diagnostickych vySetienich. Cast fotonli zafeni pronikd tkdni a umoznuje jejich detekci

mimo télo pacienta, ¢ast je ve tkani absorbovana a zpusobuje radiacni zatéz. V praxi
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jsou vyuzivany pouze Cisté y zafiCe, protoze soucasné [ zareni kvalitu zobrazeni

neovlivni, ale zbyte¢n¢ zatézuje pacienta.

Charakteristické rentgenové zdaieni

Charakteristické rentgenové zafeni vznikd pfi prechodech elektrona
Vv elektronovém obalu, u radiofarmak nejcastéji v dusledku tzv. elektronového zachytu,
kdy je jadrem pohlcen elektron z atomového obalu. Volné misto, které po elektronu
Vv obalu vznikne, je zaplnéno elektronem z vyssi slupky a prebytecnd energie je
vyzéaiena ve formé¢ charakteristického rentgenového zafeni. V nukledrni medicing se

tento druh zéafeni uplatiiuje napiiklad pfi pouziti radionuklidi 2Tl a *#°I.

a zdieni

Jde o jadro 3He s vysokou ionizaéni schopnosti a velmi kratkym dosahem. I
kdyz ho tyto vlastnosti predurCuji pro terapeutické¢ vyuziti, neni v praxi vyuzivané.
Pfic¢inou je velmi kratky dosah zéfeni alfa a zvySené riziko mozného zdravotniho

poskozeni pracovnikt v dusledku vnitini kontaminace pii praci s otevienymi zafici.

Energie emitovaného zareni

Za idealni energii zéafeni vydavaného diagnostickym radionuklidem jsou
povazované hodnoty v rozmezi 100-200 keV. Niz8§i hodnoty nez 30 keV vedou
K vyrazné absorpci zafeni ve tkani, zatimco vyssi hodnoty zptsobuji zhorSeni kvality

diagnostickych vysledku.

Pro energii terapeutického B zafeni nejsou obecné stanoveny zadné limity.

VyuZivaji se radionuklidy s energii od n€kolika set keV do 2,7 MeV.
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Fyzikalni polo¢as premény

Prili§ dlouhy polocas pfemény diagnostického radionuklidu znamena vysokou
radiani zatéz pro organismus. Pfili§ kratky polocas neposkytuje dostatek casu pro
ptipravu radionuklidu a kvalitni vySetfeni sledovaného dé&je v organizmu po jeho
aplikaci. Za radionuklid s optimalnimi rozpadovymi vlastnostmi je povazovan izotop

9me, jehoz fyzikalni polodas je Sest hodin.?> %% %

2.2.2. Biomolekula schopné specifické vazby

Tato ¢ast radiofarmaka plni tlohu nosice, ktery umoziuje doruceni radionuklidu
k cilové tkani. Podminkou je, aby bunky cilové tkané obsahovaly na svém povrchu
velké mnozstvi specifickych receptor, ke kterym vykazuje biomolekula vysokou
afinitu. Mezi slouceniny, které umoziuji zacileni ucinku radiofarmaka, patii predevsim

monoklonalni protilatky a receptorové specifické pep‘[idy.22

2.2.3. Farmakokinetiku ovliviiujici Cast

Ukolem farmakokinetiku ovliviiujici ¢asti je pozménit kinetiku vyluGovéni
radiofarmaka tak, aby bylo dosazeno co nejvyssiho vychytavani radiofarmaka v cilové
mit napiiklad podobu jednoduchého uhlikatého ftetézce, jehoz integrace do 1éciva
zpusobuje zvySeni lipofility nebo kratké peptidové sekvence, jako je naptiklad
polyaspartamova kyselina, kterd naopak zvySuje hydrofilni vlastnosti a rendlni
clearance. Pokud tuto spojku tvofi polyethylenglykol, vede to ke zpomaleni vylucovani
22,28, 29, 30

radiofarmaka jatry.
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2.2.4. Bifunkéni chelataéni ¢inidlo

Bifunk¢éni chelata¢ni c¢inidla jsou slouceniny, které umoznuji navazani
radionuklidu na biomolekulu. Jak uz jejich nazev napovidd, vSechna bifunkéni
chelata¢ni ¢inidla obsahuji ve své molekule 2 dilezité funkéni skupiny. Prvni z nich je
nezbytna pro vazbu radionuklidu, zatimco druhd umoznuje vznik kovalentni vazby mezi
¢inidlem a znacenou slouceninou. Chelat tak umoziiuje snadné znaceni slozitych

molekul tim, e mezi nimi a radionuklidem vytvofi pevny spojovaci mistek.*

2.3. Bifunkéni chelatacni Cinidla

Protoze se jednotlivé radionuklidy navzdjem vyrazné liSi svymi vlastnostmi,
jako je napiiklad atomovy polomér nebo ndboj, nelze pro vSechna znaceni pouzit jeden
univerzalni bifunkéni chelat, ale je nutné vybrat ten, ktery mad pro znaceni danym

radionuklidem nejvhodnéjsi vlastnosti. Pti vybéru je podstatné posoudit predevsim:

e naboj radionuklidu
e velikost dutiny chelatu pro vazany radionuklid
e koordinacni ¢islo chelatu

e charakter vazebnych skupin chelatu.

Krom¢ téchto ¢tyt zakladnich vlastnosti je dtlezité posoudit také rychlost vzniku
a rozkladu daného komplexu.

Vsechny uvedené vlastnosti spolu navzdjem souvisi a jejich vhodny vybér je
zasadni predevSim pro stabilitu celého vysledného komplexu, ktera je v praxi velice
dualezita. Pred¢asny rozklad komplexu by totiz mohl vést ke zvySeni toxicity pii jeho

terapeutickém vyuziti nebo k nekvalitnim vysledkiim v ptipadé diagnostiky.gl’ 32
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2.3.1 Znaceni biomolekul pomoci chelatacnich ¢inidel

Pro pfipravu znacenych peptidii pomoci bifunk¢nich chelati volime jeden ze

dvou moznych postupti.

Pfi prvnim z nich je nejdiive pfipraven komplex peptid-ligand, ktery je poté
radioaktivné znacen. Tento postup vyrazné zjednodusuje proces znaceni, ale velmi Casto
vyzaduje takové podminky, které jsou pro komplex nepiipustné. Muze naptiklad dojit
k rozkladu celé molekuly zapii¢inénému vysokou teplotou, k ovlivnéni cysteinovych
skupin peptidi redukénimi €inidly nebo hydrolyze citlivych skupin v siln¢ bazickém

prostiedi.

Druhou moznosti je nejprve oznacit radionuklidem ligand a ten poté navéazat na
biomolekulu. Tento postup je vhodny pro technecium, protoze znemoziuje jeho
nespecifické navazani. Nevyhodou v tomto ptipadé je ale ztizeni nésledného CiSténi a

kontroly kvality komplexu.

Chelat je vétSinou na znacenou slouceninu vdzan pomoci peptidové vazby, ktera
vznikd mezi karboxylovou skupinou ligandu a aminoskupinou biomolekuly.
Karboxylova skupina miize byt také nahrazena skupinou esterovou, kterd pak reaguje
jeste ochotnéji. Pokud je vyuzita thiokyanatova skupina ligandu, vznika stabilni spojka

X 1o: 33,34, 35
ve formé¢ thiourey.

2.3.2. Derivaty polyaminokarboxvylovvch kyselin

Mezi  nejstudovangjsi  bifunkéni chelataéni  Cinidla  patfi  derivaty
polyaminokarboxylovych kyselin, jako jsou napiiklad diethylentriaminpentaoctova
kyselina (DTPA), ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) a
1,4,7,10- tetraazacyklododekan- 1,4,7,10-tetraoctova kyselina (DOTA) (obr.2). Od nich

jsou potom odvozovany dalsi derivaty.

32



Obr.2: Chemické struktury derivatli polyaminokarboxylovych kyselin EDTA, DOTA, DTPA.

N N N N
:l HO,C—\ ] [ :I
., N N N N
HO,C COzH HO,C~ \—/ “~CO.H HO,C~ \—/ “COo.H
EDTA DTPA DOTA

Derivaty EDTA byly pivodné ptedstaveny jako chelaty vhodné pro znaceni
" a Y. Pro svoji omezenou stabilitu byly ale pozd¢ji nahrazeny derivaty DTPA,
které nabizeji vhodngjsi vlastnosti.®® Nejvétsimi vyhodami znadeni pomoci derivati
DTPA jsou Casova nendrocnost a vysoké vytézky reakce i za béznych podminek.
Nevyhodu ale ptedstavuje kinetickd labilita téchto znacenych sloucenin, ktera cCasto
vede k uvolnéni radionuklidu z komplexu a zvySuje tak radia¢ni toxicitu necilovych
organi.?® Od tohoto chelatu bylo pozd&ji zasahem do struktury odvozeno mnoho dalsich
derivatl. Piikladem by mohl byt 1B4AM-DTPA, zndmy také pod oznacCenim tiuxetan
(obr. 3), ktery se v praxi vyuziva ke znaceni radiofarmaka Zevalinu.*" * Jedna se o
myS$i monoklondlni protilatku, kterd se po oznaceni Oy vyuziva k terapii pacienti
s folikularnim lymfomem.*” Jinym piikladem je derivat CHX-A“DTPA (obr. 3), ktery
je vyznamny proto, Ze byl pouzit jako chelatacni ¢inidlo pfi prvnim klinickém zkouSeni

‘1z « . Ly 213 31
protilatky znacené a-zafi¢em *°Bi. 3 %

Obr. 3: Chemické struktury vybranych derivatd DTPA.
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Dalsim derivatem polyaminokarboxylovych kyselin je DOTA, chelat
s vynikajici stabilitou, jehoz strukturu tvoii dvanacti¢lenny makrocyklicky kruh.
Pavodné byl vyvinut pro komplexy s *In, %Y, Y, radiolanthanoidy, ***Bi, **?Pb a
22Ac a opét od n& bylo odvozeno pii hledani struktur s vyhodn&j§imi vlastnostmi
mnoho derivati.* Jeho nejvetsi nevyhodou jsou ale pomaléd reakcni kinetika béhem
chelatace a vyrazna zavislost na reak¢nich podminkach, jako jsou teplota, pH,
koncentrace a typ pufru a piitomnost dalsich kovovych iontd. Casto je pii znadeni
pomoci DOTA nezbytné zahtati reakéni smési, protoze pii pokojové teploté probiha
znaCeni velmi pomalu, s nizkym vytézkem a nutnosti nasledného chromatografického
CiSténi. ZvySena teplota muize ale zdsadnim zpisobem pozménit vlastnosti znacené
biomolekuly. Napiiklad u monoklonalnich protildtek miize vést k vyznamné ztraté

imunoreaktivity.?®

Zkoumany byly i chelaty s vétsim makrocyklickym kruhem nez ma DOTA.
Piikladem muze byt TETA (1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-1,4,8,11-tetraoctova
kyselina), chelat se ¢étrnactilennym kruhem, ktery vykazuje stabilitu pii znaceni
radioaktivni médi (obr.4). Pro vazbu jinych radionuklidi se ale neosvédcil.
Osmnacti¢lenny chelat HEHA (1,4,7,10,13,16-hexaazacyklooktadekan-
1,4,7,10,13,16-hexaoctové kyselina) byl zase vyvinut pro vazbu s **Ac, pii které
vykazuje vynikajici stabilitu (obr.4).*

Obr. 4: Chemické struktury bifunkénich chelatl TETA a HEHA.

| HO,C~ — ,~COH
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| J HO,C \ NS
=N N “N N-/ COH
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COH ™ COH CO,H  COMH
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EXPERIMENTALNI CAST
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1. MATERIAL

1.1. Biologicky material

Krevni plazmy byly ziskany centrifugaci heparinizované krve pii 5 500 otackach po

dobu 5 minut.
e lidska krev- heparinizovana krev odebrana zdravému dérci
e hovézi krev- heparinizovana krev dodana spole¢nosti LabMediaServis s.r.o.
e potkani krev- heparinizovana krev odebrana potkanovi kmene Wistar

e krali¢i krev- heparinizovana krev odebrana kralikovi plemene Cesky albin

1.2. Pristroje

e Gama counter, Wallac, 1480 Wizard 3

e TLC analyzér RITA STAR (Raytest)

e Termostat TCH 100, Laboratorni pfistroje Praha
e centrifuga U-32R, Biotech

e zafizeni pro otaceni kotoucl pii rovnovazné dialyze

1.3. Pomucky:

e dialyzacni kotouce
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e celofanova semipermeabilni membrana

e stacionarni faze pro tenkovrstvou chromatografii ITLC-SG (Gelman, USA)
e injekcni stiikacky, jehly

e laboratorni sklo

e m¢fici zkumavky

e vyvijeci soustava pro chromatogram

1.4. Chemikalie:

e Mn-InCl3v 0,04 M HCI (Amersham)

e 10°M roztok DTPA o pH 5 (Sigma- Aldrich)

e roztok DTPA-oxn (1 mg/ml) (Azacycles s.r.o., Vitry)
o fosfatovy pufr o pH 7,41

e acetatovy pufr o pH 6,5

e 10% roztok octanu amonného

e methanol

1.5. Struktury znacenvch bifunkénich chelata¢nich &inidel:

HO,C— /—CO-H Haey o
N
M\
HO,C— j HEE™ NJ—\SOZ e RT e
A N HO.C~ \—/ “-CO.H
HO.C~ \—/ ~COsH 2 2
DTPA DTPA-oxn
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2. METODIKA

2.1. Pfiprava jednotlivych vzorka:

n-DTPA:

slozeni:
e 100 pl 0,5M acetatového pufru o pH 6,5
e 100 ul 10°M roztoku DTPA 0 pH 5

e 1 pl™In-InCl3 v 0,04 M HCI

Piipraveny roztok znacené sloucCeniny jsme nechali stat po dobu 5 minut za pokojové
teploty.

Po 25 pl znacené slouceniny jsme piidali ke 2,5 ml kazdého druhu krevni plazmy.

" In-DTPA-oxn:

sloZeni:
e 84 ul 0,5 M acetatového pufru o pH 6,5
e 6 ul roztoku DTPA-oxn (1mg/ml)

e 10 pl *In-InCl3 v 0,04 M HCI

Ptipraveny roztok znacené slouceniny jsme nechali stat po dobu 15 minut pfi teploté
40°C.

Po 20 pl znacené slouc€eniny jsme piidali k 2,5ml kazdé krevni plazmy.
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2.2. Kontrola radiochemické Cistoty:

Postup:

Stanoveni radiochemické Cistoty jsme provedli pomoci tenkovrstvé chromatografie na
silikagelu ITLC-SG. Na start prouzku tenké vrstvy jsme nanesli 1 pl vzorku a nechali
vyvijet v mobilni fazi sloZzené z 10% octanu amonného a methanolu v poméru 1:1 do
vzdalenosti asi 10 cm. Po vyjmuti a dikladném vysuSeni jsme chromatogram nechali

vyhodnotit TLC analyzérem.

Zpracovani ziskanych udajii:

Znagené komplexy In-DTPA i ™In-DTPA-oxn jdou na chromatogramu s &elem,

zatimco nezadouci InCl; ziistava na startu. Vysledky méfeni ukazuji grafy 1 a 2.
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2.3. Stanoveni vazebnosti radiofarmaka na bilkoviny krevni plazmy:

Postup:

Stanoveni vazebnosti jsme provadeli metodou rovnovazné dialyzy ptes semipermeabilni

membranu v rotujicim kotouci pti 37 °C.

Zakladem zafizeni pro tuto metodu jsou 2 plexisklové kotouce s 8 plochymi jamkami na
jedné stran€. Z kazdé jamky vede tenky kanalek na povrch kotouce. Mezi kotouce jsme
vlozili celofanovou membranu a poté jsme je na sebe navzajem piilozili tak, aby jamky

na sebe naléhaly a vytvorily tak 8 komurek predélenych polopropustnou membranou.

Do kazdé komurky jsme poté kanalkem pomoci injekéni stiikacky vpravili na jednu
stranu membrany 0,45 ml plazmy s obsahem znaceného komplexu a na druhou stranu
0,45 ml roztoku fosfatového pufru a kanalek jsme uzavieli pryZovou zatkou. Pro kazdy
druh plazmy jsme stanovili 4 vzorky. Pii plnéni jsme peclivé dbali na to, abychom
jehlou neposkodili membranu oddé€lujici ob¢ strany komiirky. Naplnény kotou¢ jsme

poté umistili do termostatu, kde jsme ho ponechali po dobu 4 hodin.

Po uplynuti stanovené doby jsme kotouc¢ z termostatu vyjmuli a odebrali z kazdé strany
komurky dvakrat 100ul vzorku do méficich zkumavek. Vzorky jsme méfili na

automatickém gama metru po dobu 60 sekund.

Zpracovani ziskanych udaji:

Z namé&fenych hodnot aktivit jednotlivych vzorkll plazmy a pufru jsme vypocitali, jaka
¢ast z celkového mnozZstvi znaceného komplexu je v plazmé nenavazana na plazmatické

bilkoviny podle vztahu:

ALy
fu = Apufr_u % 100

plazmy
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kde
fy ... frakce volného 1é¢iva v plazmé v procentech
Apufru ... aktivita v pufru

Dale jsme ze stanovenych hodnot volného 1é¢iva v plazmé f, vypocitali pro vSechna
méfeni provedena pro jednu zkouSenou latku u jednoho druhu plazmy aritmeticky

pramér a smerodatnou odchylku dle vztaht:

kde

X ... aritmeticky primér

S

... smérodatna odchylka

=

1 ... poCet méfeni

X i - vysledky jednotlivych méfeni.
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VYSLEDKOVA CAST
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V experimentalni Casti této diplomové prace byly pro dva znacené komplexy

"n-DTPA a '"!In-DTPA-oxn stanoveny:
- radiochemicka Cistota

- vazebnost na bilkoviny lidské plazmy a plazmy tfi zivo¢isnych druht.

Kontrola radiochemické Cistoty byla provedena metodou tenkovrstvé
chromatografie na silikagelu ITLC-SG. Vysledné hodnoty radiochemické Ccistoty
komplex@ jsou uvedeny Vv grafech &.1 (pro komplex !In-DTPA) a &.2 (pro komplex
n-DTPA-oxn).

Plazmaticka vazebnost komplexii byla studovdna metodou rovnovazné dialyzy
pii 37°C. Souhrnné vysledky vazebnosti na bilkoviny lidské, hovézi, krali¢i a potkani
plazmy jsou uvedeny v tabulce &.1 (pro komplex In-DTPA) a v tabulce &.2 (pro
komplex In-DTPA-oxn). Vysledny rozsah plazmatické vazebnosti V tabulkéch
vyjadfuje hodnota f,, ktera udava, jaka ¢ast znaceného komplexu v procentech se

V plazmé vyskytuje v nevazané formé.
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Graf €.1: Radiochemicka Cistota komplexu **In-DTPA zméFena pomoci tenkovrstvé

chromatografie na silikagelu ITLC-SG.
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Sample description

Method: Inlll from: 1.1.2000
Origin: 10 mm

Meas. time: 1,0 min
Radio detector: raytest Ramona-90

Measurement: In-DTPA Petra.rta, started:

Front 180 mm
Resolution:

0,4 mm

10.4.2008

Integration TLC

Substance R/F | %Total | Type

Area

$Area

Counts

Reg #1 0,205 0,02| DD
Reg #2 0,62 | 87,92)| DD

Sum in ROI
Total area
Area RF

BKG1

Remainder RF
Remainder (Tot)

1,667
9678,000

9679,667
9883,333
9890,333
0,9091
210,67
203,67

0,02
99,98

2,13
2,06
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Graf ¢.2: Radiochemicka Cistota komplexu “““In-DTPA-oxn zméfena pomoci tenkovrstvé

chromatografie na silikagelu ITLC-SG.
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Sample description

Measurement: In-DTPA_oxn P.rta, started: 29.9.2008 9:29
Method: Inlll from: 1.1.2000

l‘OJ:]'.q:i_n: 10 mm Front 180 mm

}Meas. time: 3,0 min Resolution: 0,4 mm

I‘Radio detector: raytest Ramona-90

Integration TLC

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

Reg #1 o 0,144 1,92] pD 109,211 1,85

Reg #2 0,444|102,24| DD 5804,316| 98,15

Sum in ROI 5913,526

Total area 5677,105

Area RF 5855,52¢6

BKG1 7,3206

Remainder RF -58,00| -0,99

Remainder (Tot) -236,42| -4,16
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Tabulka €.1: Hodnoty vazebnosti komplexu “““In-DTPA na bilkoviny krevni plazmy

Clovéka a tfi Zivocisnych druh( stanovené metodou rovnovaziné dialyzy pfi 37°C.

&islo vzorku Apiazmy Ayt f,
1 17913,2 20671,5 115,4
LIDSKA 2 17350,2 21145,9 121,9
PLAZMA 3 18904,8 21596,2 114,2
4 18089,0 21119,8 116,8
Aritmeticky pramér 117,1

Smérodatna odchylka 3,4

¢islo vzorku Aplazmy Apufru fu
1 17179,0 19392,2 112,9
HOVEZI 2 17804,2 20623,7 115,8
PLAZMA 3 17639,0 20414,1 115,7
4 17340,3 20329,5 117,2
Aritmeticky pramér 115,4

Smérodatna odchylka 1,8

¢islo vzorku Ajlazmy Agutr f.
1 18155,5 20409,9 112,4
KRALICI 2 18152,4 20686,3 114,0
PLAZMA 3 18169,1 20404,6 112,3
4 18220,7 20371,2 111,8
Aritmeticky pramér 112,6

Smérodatna odchylka 0,9

¢islo vzorku Aplazmy Apufru fy
1 19232,0 21362,8 111,1
POTKANI 2 20613,0 23020,1 111,7
PLAZMA 3 19035,6 20654,7 108,5
4 18521,7 21157,0 114,2
Aritmeticky pramér 111,4

Smérodatna odchylka 2,3




Tabulka €.2.: Hodnoty vazebnosti komplexu

Clovéka a tfi Zivocisnych druh( stanovené metodou rovnovaziné dialyzy pfi 37°C.

111

Cislo vzorku Aplazmy Apufru fy
1 7658,8 8173,9 106,7
LIDSKA 2 7686,3 8233,5 107,1
PLAZMA 3 7699,6 8183,2 106,3
4 7492,8 8257,5 110,2
Aritmeticky priimér 107,6
Smérodatna odchylka 1,8
¢islo vzorku Alazmy Aoufru fy
1 8278,0 9105,0 110,0
HOVEZI 2 8308,3 8670,5 104,4
PLAZMA 3 7657,5 8282,2 108,2
4 7647,5 8529,6 111,5
Aritmeticky prdmér 108,5
Smérodatna odchylka 3,1
Cislo vzorku Aplazmy Apufru fy
1 8450,1 9110,1 107,8
KRALICI 2 7704,7 8338,0 108,2
PLAZMA 3 7353,2 8238,9 112,0
4 7741,2 8060,0 104,1
Aritmeticky pramér 108,0
Smérodatna odchylka 3,2
¢islo vzorku Ajlazmy Aoufru fy
1 7959,4 8948,4 112,4
POTKANI 2 7561,4 8041,1 106,3
PLAZMA 3 7141,9 8427,2 118,0
4 7544,6 8685,7 115,1
Aritmeticky pramér 113,0
Smérodatna odchylka 5,0

In-DTPA-oxn na bilkoviny krevni plazmy
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DISKUZE
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Vazebnost na plazmatické bilkoviny miize byt jednim z faktori, které ovliviiuji
chovani latek v biologickém systému. Je to dano tim, Ze pfes biologické bariéry mlze
Z centralniho distribu¢niho kompartmentu pronikat pouze ta cast latky, ktera je ve volné
form¢ (neni navdzdna na plazmatické bilkoviny). Cilem této diplomové prace bylo
stanovit plazmatickou vazebnost nove syntetizovaného bifunkéniho chelatu DTPA-oxn

. 111
znaceného

In. Zéakladem struktury tohoto chelatu je DTPA bézné¢ pouzivana
Vv nuklearni mediciné k funkénimu vySetfeni ledvin nebo znaceni biologickych
makromolekul. Obména struktury DTPA byla cilena na ziskani nového chelatonu
S vyssi stabilitou vazby radionuklidu a snaz$i moznosti pfipojeni na biologickou
makromolekulu. Na oddé¢leni radiofarmak katedry farmakologie a toxikologie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy byla studovana farmakokinetika a
biodistribuce cheldtu DTPA-oxn znaceného *!In v ramci projektu TANDEM ,,Cilen4
superkancerostatika nové generace pro lécbu leukémie”. Tato diplomova prace maé
doplnit informace o zékladnich farmakokinetickych parametrech studované latky.
Vazebnostni experimenty byly provadény také s komplexem !In-DTPA, ktery slouzil
jako standardni srovnavaci latka.

Prvnim dil¢im cilem bylo ové&feni radiochemické &istoty komplexi *'In-DTPA
a "In-DTPA-oxn. Vysledky tenkovrstvé chromatografie na ITLC-SG V systémech
slozenych z 10% octanu amonného a methanolu v poméru 1:1 ukézaly, Ze
radiochemicka ¢istota byla u obou komplexii vyssi nez 98%.

Vazebnost byla studovana metodou rovnovazné dialyzy pfi teploté 37°C tak, aby
vysledky byly ziskany za podminek co nejvice se blizicich fyziologickym. Stanovena
frakce volné latky byla u vSech zivociSnych druhG u obou studovanych komplex
(*In-DTPA i In-DTPA-oxn) vyssi nez 100%. Tento vysledek je z fyzikalniho
hlediska nemozny a vysvétleni je tfeba hledat predev§im ve vlivu Donnanovych
rovnovah, kdy stejny naboj molekul bilkovin (pfedev§sim albuminu) a studovanych
komplexti zplsobuje vysSi koncentraci volného komplexu V nebilkovinném
kompartmentu nez v kompartmentu obsahujicim bilkoviny.

I kdyZ je velmi obtizna ptresna kvantifikace vlivu Donnanovych rovnovah na
koncentraci studovanych latek v bilkovinném a nebilkovinném kompartmentu, lze

z uvedenych vysledkil vyvodit zavér, 7e vazebnost 'In-DTPA a *In-DTPA-oxn na
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plazmatické bilkoviny je u vSech studovanych zivoc¢iSnych druhi velmi mald a

z farmakologického hlediska zcela bezvyznamna.
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ZAVER
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1)

2)

3)

4)

Metodou rovnovazné dialyzy pii 37°C byla studovana vazebnost komplexii
n-DTPA a *'In-DTPA-oxn na bilkoviny lidské, hovézi, krali¢i a potkani
plazmy.

Hodnoty stanovené radiochemické &istoty byly 99,98% pro In-DTPA a
98,15% pro *In-DTPA-oxn.

Stanovend hodnota frakce studovaného komplexu vadzaného na plazmatické
bilkoviny byla jak pro In-DTPA tak i pro In-DTPA-oxn u viech
studovanych zivo¢iSnych druhti vyssi nez 100%. Tento vysledek je
pravdépodobné zptusoben vlivem Donnanovych rovnovéh na koncentraci volné
latky v kompartmentu  obsahujicim  bilkoviny a v bezbilkovinném
kompartmentu.

Z vysledkt ziskanych v této diplomové praci vyplyva, Zze podobné¢ jako u
"n-DTPA (radiofarmaka rutinn& vyuZivaného v nuklearni medicing) je i
vazebnost nové piipraveného komplexu In-DTPA-oxn na plazmatické
bilkoviny velmi mald (metodou rovnovazné dialyzy nekvantifikovatelnd) a

z farmakokinetického hlediska zcela nevyznamna.
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