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Studium plazmatické vazebnosti radiofarmak znagenych *°F z hlediska

mezidruhového srovnani

Abstrakt

Prace je zamérfena na plazmatickou vazebnost tfi vybranych radiofarmak znacenych
radionuklidem *®F zpohledu mezidruhového srovnani. Experimenty byly provadény
s vyuZitim bovinni, praseci, lidské a potkani plazmy. Vazebnost na plazmatické bilkoviny se
stanovila u tfi radiofarmak, konkrétné u ‘®F-FDG, *®F-fluorocholinu a '®F-thymidinu. Byly
pouzity dvé metody: rovnovdina dialyza a ultrafiltrace. Podstata téchto metod spociva
v oddéleni volné a vazané slozky. Pro separaci je vyuzita semipermeabilni membrana pro
rovnovaznou dialyzu a specidlni filtry (AMICON a VIVASPIN) pro metodu ultrafiltrace. Volna
frakce je vyznamnym parametrem dostupnosti |éCiva pro distribuci do tkdni a bunék,
interakci s receptory, exkreci a metabolizmus. VSechny experimenty byly provadény pfi

fyziologické teploté 37°C.

Vysledky ukazuji nizkou plazmatickou vazebnost téchto tfi latek u vSech zkoumanych
druhl a nedochazi tedy k vyznamnému ovlivnéni farmakokinetiky studovaného materialu.
Nejvyssi hodnota plazmatické vazebnosti byla stanovena u 18F—thymidinu: 25,10 + 1,34 %
(potkani plazma, filtr VIVASPIN). Ale tato hodnota se obecné nepovazuje za vysokou v ramci
vazby na plazmatické proteiny. BE_FDG se prakticky nevaze, volna frakce se pohybovala
kolem 100 % u vSech pouzitych metod. Mezi filtry AMICON a VIVASPIN nebyly prakticky
zadné rozdily. Obecné vyssi hodnoty volné frakce byly uréeny pfi pouziti metody rovnovaziné
dialyzy (ve srovnani s ultrafiltraci) Z hlediska mezidruhového srovnani nebyly nalezeny zadné

rozdily mezi ¢tyfmi druhy séra.
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Study of interspecies differences in plasma protein binding of

'8E_labeled radiopharmaceuticals

Abstract

In this thesis, the binding ability of three radiopharmaceuticals containing
radionuclide '®F to the plasma proteins was examined in bovine, pig, human and rat plasma,
and the interspecies comparison was performed. Examined radiopharmaceuticals included
BE_FDG, ®F-fluorocholine and ®F-thymidine. The two main methods used are equilibrium
dialysis and ultrafiltration. These methods are based on separation of free ligand from the
linked component. During the separation, semi-permeable membrane and special filters
(AMICON and VIVASPIN) were used for equilibrium dialysis and ultrafiltration, respectively.
Free fraction of drugs is considered to be an important parameter for the availability of the
drug distribution into the tissues and cells, interaction with receptors, excretion and

metabolism. All experiments were carried out at the physiological temperature of 37°C.

Obtained results indicate low plasma protein binding of the three
radiopharmaceuticals in all studied species, which suggests that pharmacokinetics of *°F-
FDG, '®F-fluorocholine and 18F—thymidine would not significantly influence the plasma
protein binding. The radiopharmaceutical with the highest ability of plasma protein binding
was 18F—thymidine, which reached 25.10 *+ 1.34 % in rat plasma sample (using ultrafiltration
with filter VIVASPIN. However, this value is not generally considered as high. ®F-FDG did not
show the ability to bind to plasma proteins; free fraction was nearly 100 % in all species

plasma samples, using either method.

In general, higher values of free fraction were measured with equilibrium dialysis
approach when compared to ultrafiltration. However, no difference was found between
filters AMICON and VIVASPIN. From the perspective of interspecies comparison, no
difference in binding of studied radiopharmaceuticals to the plasma proteins in the four

kinds of serum was found.
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1 UVOD A CiL PRACE



Uvod

Chovani léc¢iva in vivo je obvykle hodnoceno z pohledu absorpce, distribuce,
metabolizmu a exkrece tohoto |éCiva podaného do organismu, rychlosti s jakou nastupuje
a trva jeho efekt. Po podani IéCiva do krve jsou jeho molekuly distribuovany télem pomoci
systémové cirkulace a tim dosahuji cilovych struktur (receptord). Urceni plazmatické
vazebnosti je esencialni pro charakteristiku farmakokinetického profilu a odhad celkové

farmakologické aktivity.

Vazba léCiva na krevni bilkoviny vyznamné ovliviiuje distribuci |éCiva, vazba brani
prachodu pres kapilarni membrdnu do tkani. Souvisi také s otdzkami bezpecnosti lékl
a nezadoucimi ucinky Iéku, pfedevsim s interakci mezi léCivy a ztratou ucinnosti. Plazmaticka

vazebnost mUZe byt pozménéna rlznymi fyziologickymi (téhotenstvi, stafi) i patologickymi

(onemocnéni jater, ledvin) stavy.

Volna frakce |éCiva v plazmé je povazovdna za zakladni parametr dostupnosti IéCiva
pro distribuci do tkdni a bunék, interakci s receptory, exkreci a metabolizmus. Transport
nebo difuze |éCiv je regulovana gradientem koncentrace volného léciva mezi plazmou
atkani, nez se ustavi rovnovdha. Rovnovaha je ovlivnéna zménami v pH, teplotou,

koncentraci |éCiva, koncentraci proteinu a koncentraci dalSich pritomnych latek.

Kyseld lécCiva se nejCastéji vaii na albumin a zasaditd na al-kysely glykoprotein
a lipoproteiny. Pokud je plazmaticka vazebnost 99 %, znamena to, Zze 99 % je vazano na
plazmatické proteiny a 1 % je v plazmé nevazané. Toto 1 % je definovano jako nevdazana
frakce f,. Obecné je vysoka vazebnost povaiovana za negativni vlastnost, ale i latky

s vysokou vazebnosti mohou byt hodnotna a pouzitelna léciva.

Metody urcené ke zjisténi plazmatické vazebnosti mlzZzeme rozdélit na separativni
a neseparativni. Prvni skupina zahrnuje separaci volného ligandu od vazané slozky a je
vhodnd k urceni koncentrace bud pfimo nevazaného léCiva, nebo vdzaného léciva. Mezi
nejcastéji uzivané metody patfi rovnovazna dialyza a ultrafiltrace. Druha skupina spoléha na
detekci zmény fyzikdlné chemickych vlastnosti, bud' ligandu, nebo proteinu v disledku vzniku

vazby. Mezi neseparativni metody radime napt. spektroskopické techniky.



Tato price je zamérfena na plazmatickou vazebnost radiofarmak, konkrétné
radiofarmak znacenych radionuklidem *F. Mezi nevyhodu radioaktivné znacenych latek pfi
urceni plazmatické vazebnosti patfi radiochemické necistoty vzniklé bud' pfi ptipravé, nebo
rozkladem studovanych radiofarmak a mohou vést k pfecenéni hladiny volného léciva. Kv(li

tomu je vhodné urcit Cistotu radioaktivné znacené latky.

Radiofarmaka znacend °F jsou vyuZivana predeviim k diagnostickym G&eltim v ramci
zobrazovacich metod nukledrni mediciny. Jejich vyhodou je pomérné kratky polocas rozpadu
nuklidu fluoru (110 minut), predstavujici nizkou radiacni zatéZz pro pacienta a vhodnou
energii (510 keV) vyuzZitelnou zobrazovacimi modalitami jako je pozitronovd emisni
tomografie (respektive pozitronova emisni tomografie v kombinaci s magnetickou rezonanci
nebo pocitacovou tomografii). Mezi béiné pouzivand fluorovd radiofarmaka patfi
2-(18F)fluor-2-deoxy-D-glukosa, [*®F]-fluorocholin , [18F]—fluorothymidin, [*®F]-fluorid sodny
a [**FIFDOPA.



Cile rigordzni prace:

1. Zpracovat prehled literarnich Gdajl o vazebnosti l1éCiv na plazmatické bilkoviny,

zhodnotit vyznam této vazebnosti pro farmakokinetiku léciv.

2. Stanovit vazebnost vybranych radiofarmak znacenych '®F na plazmatické bilkoviny

u nékolika Zivocisnych druh véetné ¢lovéka.

3. Vysledky zhodnotit z hlediska mezidruhového srovndni a z hlediska moZného

vyznamu stanovené vazebnosti na farmakokinetiku téchto latek.



2 TEORETICKA CAST



2.1 Radiofarmaka znacena [18F]

Radiofarmaka byla zafazena mezi lé¢iva v roce 1960." Obecné se jedna o radioaktivné
znacené molekuly urcené k in vivo aplikaci. Obsahuji molekulu nosi¢e udavajiciho chovani
radiofarmaka v organismu (farmakokinetiku a farmakodynamiku) a radioaktivni nuklid
odpovédny za vznik signalu detekovatelného mimo organismus s naslednou vizualizaci
pomoci metod nuklearni mediciny. Patologicka zména na molekuldrni drovni projevujici se
abnormalitou je vizualizovdna touto metodou vyrazné dfive, nez se manifestuje na

morfologické urovni.

Nosice poskytuji vysoky stupen specifity a selektivity k cilovému mistu. Cilem mze
byt receptorovy systém, antigen, enzym, prenase¢ nebo metabolicky proces, up-regulace,
oxygenace tkané, rozdilné energetické pozadavky bunék, zmény v genech a expresi proteind.
Vyuzity mohou byt i rozdily ve vaskularizaci, proliferaci a perfuzi. Pfi patologickych stavech,
tyto cile nebo procesy mohou byt signifikantné zménény v porovnani s jejich normalnim

stavem. Tudiz se liSi i interakce s radiofarmakem.

2.1.1 PET radiofarmaka

Konkrétné PET radiofarmaka se skladaji ze dvou slozek: molekuldrni struktury (vektor,
ligand, nosic¢) a pozitron emitujiciho radionuklidu. Pro stabilni propojeni téchto dvou ¢asti je
nezbytna jejich chemickd vazba. Nosi¢ definuje biologicky charakter a je odpovédny za
chemické a biochemické interakce s organismem. Pozitron emitujici radionuklid poskytuje
signal detekovany zafizenim PET. VSechny Siroce pouzivané PET nuklidy maji kratky polocas
a dostupnost je limitovana relativni blizkosti cyklotronu, ve kterém jsou vyrabény. Polocas
radionuklidd by mél byt dostatecné dlouhy pro uUspésné znaceni, pfipadny transport

a naslednou zobrazovaci proceduru.

Pouziti se lisi od typu jednotlivych radionuklidd. Vybér PET radionuklid(l je vazan na
nasledujicich kritéria: dostupnost radionuklidu, fyzikalni charakteristika radionuklidu,
radiochemické a radiofarmakologické vlastnosti. Nejpouzivanéjsi radiofarmaka vyuzivané pfi

PET Ize rozdélit do 3 skupin z hlediska aplikace: onkologie, kardiologie a neurologie.2

PET vytvorila novou dimenzi pro zobrazovani nadord. Coz muze vést k signifikantnim

zméndm v péci o pacienty a zvySeni efektivity [é€by. Pfichod hybridnich modalit jako je



kombinace PET se strukturdlnim zobrazenim (napf. CT) poskytuje velmi presné informace
o0 b&inych nadorech. Nejbéznéji uzivanym radiofarmakem je [*®F]FDG, tedy radioaktivné
znateny analog glukosy. [*FJFDG PET-CT se stala zobrazovaci modalitou vyuZitelnou
v diagnostice, stagingu i restagingu, predikci odpovédi na terapii, ¢asnou detekci rekurenci
a zhodnoceni funkci organt po 1é¢bé u mnoha nadorovych onemocnéni. Aviak [*®F]FDG je
nespecificky tracer a je ovlivnén mnoha benignimi podminkami, jako jsou zanétlivé nebo
infekéni procesy. Ve snaze o nalezeni specifického markeru bylo v posledni dekddé vyvinuto
mnozstvi novych PET radiofarmak. Chemicky se jedna o aminokyseliny, derivaty nukleosidu,

cholinové derivaty, nitroimidazolové derivaty a peptidické latky.>

2.1.2 [18F]-fluorothymidin
= 3"-[**F]FLT

["®F]FLT je radioaktivné znacend forma pyrimidinového nukleosidu, ktery byl poprvé

popsan Langenem jako selektivni inhibitor DNA syntézy.*

Pfed pouzitim FLT jako diagnostika pro PET vySetieni, byl FLT podavan v klinické studii
bez radioaktivniho nuklidu jako antiretroviraini terarapeutikum pti lé¢bé HIV a AIDS. P¥i
terapeutickych davkach a prolongovaném podani se objevily toxické ucinky FLT, véetné dvou

umrti pfi podani vyssich davek a tato latka jiz k tomuto Géelu nebyla pouzivana.”

Pozdé&ji Grierson a Shields vyvinuli a syntetizovali [*®F]FLT jako potencidlni PET

diagnostikum.6

2.1.2.1 Pouziti

[ F]FLT muaze byt pouZit u diagnostiky ¢asného stadia nemalobunééného karcinomu

plic a umozni vybrat pacienty s rizikem rekurence, ktefi budou mit benefit z chirurgické
resekce ndsledovanou adjuvantni chemoterapii. S vysokou presnosti lze detekovat také

primarni tumor plic.

Na druhou stranu nelze doporuit [*®F]FLT -PET jako postup vyuzitelny pro celotélova
nadorovd onemocnéni, jako je pouzivano [*®F]FDG-PET. A to z ddvodu nizéiho prijmu

v tumoru a vy&i aktivité v jatrech a kostni dieni. [**F]FLT-PET kombinované s [*®F]FDG-PET je



potencialné vhodné pro zvySeni specifity pfi stagingu a poskytuje informace o rlistu tumoru

a jeho agresivité, co? mdze mit vyznam pfi stanoveni progndzy a pfi vybéru 1é¢by.’

FLT jen malo prochézi pies neporuenou hematoencefalickou bariéru ® a v normalni
mozkové tkani dochdzi pouze k mirné proliferaci. Avsak [18F]FLTje velmi vyrazné vychytdvan
pfi high-grade gliomech a dalSich tumorech asociovanych s mozkem, kdy typicky dojde
9 [18

k poSkozeni hematoencefalické bariéry. FIFLT Ize poutzit pro urceni proliferacni aktivity

gliomu pfed provedenim biopsie.™

U lymfom@ dochézi k vyrazné vétdimu prijmu ['*FIFLT neZ u jinych malignit. Avak
vzhledem k zarovef vysokému up-taku [*®F]FLT v normélni kostni dieni a vyznamu zapojeni
dfeni v malignitach ma [*®F]FLT-PET klinicky velmi limitované pouZiti ve stagingu lymfom.
Velmi dobré vysledky byly dosazeny u studie zkoumajici vhodnost [*®F]FLT-PET a piedpovédi
Uspésnosti chemoterapie u non-Hodgkinova lymfomu. Jiz po 2 dnech od aplikace
chemoterapeutik do3lo primérné k 68% poklesu prijmu [*®F]FLT a toto &islo v nasledujicich
dnech ddle rostlo. To se ukazuje jako velmi vyhodné, protoze s nastupem cytostatickych léciv
a metod biologické odpovédi nadoru na léébu poroste vyznam detekce jiz velmi malych

zmén v nadoru.

Obdobna studie byla provedena v terapii 5-fluorouracilem fibrosarkomu u mysi, kde
byla potvrzena [*®F]FLT-PET jako metoda s vy3$i citlivosti v monitorovéani spé$nosti lé¢by
v porovnani s [*®F]FDG. V nékterych pripadech vykazuje [*8F]FLT vyssi specifitu ke karcinomu
neZ [*®FIFDG, kterd miZe zobrazovat fale$né pozitivni up-take v oblastech s infekci nebo

7 v 12
zanetem.

["®F]FLT se ukazal jako velmi vhodny pro detekci primarniho kolorektélniho

karcinomu, peritonealnich metastaz a plicnich metastaz, ale ukazal se jako nevhodny pro
detekci jaternich metastdz, z dlvodu vysokého pozadi v jatrech zplsobené jaterni

glukuronidaci [18F]FLT.13

2.1.2.2 Mechanismus ucinku

DNA replikace je esencialni pro replikaci bunék a DNA je aktivné syntetizovana

v proliferujicich burikach. [*®F]FLT vyuzivd metabolickou drahu, ktera transportuje cirkulujici



thymidin a jeho analoga dovniti bunék a fosforyluje je. Podstatou této drahy je, Ze

proliferujici buriky obsahuji nukleotidy pro DNA syntézu.'*

Po intravendzni aplikaci nasleduje prechod [*®F]FLT do bunék pasivni difuzi nebo ptes
prenadee pro nukleosidy.” Nésledné je [*°F]FLT fosforylovan thymidinkinasou (TK1), tedy
cytoplazmatickym enzymem, ktery reguluje bunécény cyklus. Exprese TK1 v normalni burice je
regulovdna a narUstd pouze v pozdni G; a S bunécné fazi, ale mnohem vyraznéjsi a trvalejsi
rdst se projevuje u karcinogeneze nebo u abnormalni proliferace nddorovych bunék. Existuje
souvislost mezi proliferaci nadorovych bunék a ptijmem [®F]FLT, kdy fosforylace [*®F]FLT
reflektuje bunéénou proliferaci. [**F]FLT neni substratem pro DNA syntézu, ale pouze pro

TK1.'

Zatimco thymidin-monofosfat je rychle fixovan do bunék béhem DNA syntézy,
[*®F]FLT monofosfat se akumuluje jako membranou nepropustny metabolit a z hlediska PET
zobrazeni se zobrazi jako by byl sougasti DNA. Fakt, ze [*®F]FLT je inertni ke katabolickym

pfeménam, hraje ddleZitou roli v prodlouzeni vstupu traceru a minimalizaci aktivity pozadi.®

Zobrazeni proliferace tumoru muzZe byt vyuZito k diagnostice rlistu tumoru nebo
uréeni stupné malignity. Identifikace rychle proliferujicich oblasti v nadorech muze
poskytovat novd a relevantnéjsi data ohledné uUspésnosti |éCby. Toto mize byt obzvlasté

dalezité v hodnoceni pacientd na zagatku Ié€by cytostatiky.*®

2.1.2.3 Farmakokinetika
[®F]FLT se b&hem 10 minut po intravendzni aplikaci rychle vychytava v cilovych
tkdnich a po dobu 60 minut z(istdva jeho akumulace stabilni. Primérné 70% aktivity [*8F]FLT
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zGstava 60 minut po aplikaci nemetabolizovano.

U latek strukturné podobnych [*®F]FLT: alovudinu (3'- fluorothymidin) a zidovudinu
byla pouzita metoda mikrodialyzy pro stanoveni koncentraci volnych |écCiv v extracelularni
tekutiné mozku, svall a krve krys po podani. Alovudin a zidovudin byly analyzovany
s vyuzitim HPLC s UV detekci a vazba na plazmatické proteiny byla stanovena mikrodialyzou
in vitro. Koncentrace dosazena v krvi a svalu byla stejnda pro obé [éciva, kdy maximalni

vV

pozorovan v krvi a svalu mezi 20 a 40 minutou po poddani a v mozku mezi 40 a 60 minutou.



Plazmaticka vazba na bilkoviny byla u zidovudinu 10 % a alovudin se prakticky nevazal (vazba

byla pod hladinou detekovatelnost, tj. < 5%).'8

2.1.2.4 Dozimetrie

Byla provedena studie na pacientech s potvrzenou nebo suspektni rakovinou plic, kdy
podana davka byla 2,59 MBqg/kg, maximalni podand davka neprekrocila 185 MBq. Nejvyssi
absorbovanou davku z organt obdrzel mocovy méchyf (0,176 mGy/MBq), nasledovala jatra,
dale ledviny a kostni dren. Efektivni davkovy ekvivalent na mocovy méchyf 6 hodin po
aplikaci [*®FIFLT byl 0,03 mSv/MBq. Pfi porovnani s ostatnimi latkami pouzivanymi v PET

diagnostice je radiaéni riziko pouziti [**F]FLT v pfijatelnych mezich.™

2.1.3 [*®F]-fluorid sodny

2.1.3.1 Pouziti

[ FINaF se pouziva pro celotélové PET zobrazeni skeletu a jeho malignich i benignich

zmén. Dokaze identifikovat fokalni abnormality skeletu, které jsou zplsobeny nadorovymi
i nenddorovymi onemocnénimi jako jsou trauma, artritida, infekce a dalsi. Jedna se
o metodu senzitivni a pomérné nespecifickou, proto je vhodné ji kombinovat s dalsi
zobrazovaci metodou.”® Dale je ['®F]NaF vyuZivan u diagnostiky onemocnéni kostniho

metabolismu, pfi hodnoceni kostnich stépU a rlstu kosti.

Prakticky vSechna nové vytvofend kostni hmota zpuUsobi zvySené vychytavani
[*8F]NaF. Ptijem je ovliviiovan faktory, jako je regionalni krevni pritok a aktivni kostni obrat.

Vychytavani je vyrazn&j$i u nové vznikajicich kosti, kde je vy3$i dostupnost vazebnych mist.!

2.1.3.2 Mechanismus ucinku

lonty fluoridu B se ukladaji ve skeletu podle stupné osteoblastické aktivity a podle
Site kortikdlni kosti v jednotlivych &astech skeletu. Zvy$end akumulace iontd fluoridu *°F
v okoli kloubU se vyskytuje pfi degenerativnich a zanétlivych zménach kloubd, po traumatu ci

v tésné blizkosti primdarnich malignich tumor( kosti a metastdz malignich nadora do skeletu.

Jejich vychytdvani v kostech zavisi na lokalnim krevnim pritoku, stupni osteoblastické

aktivity a extrakénim koeficientu kosti. Vysoka kapilarni permeabilita a rychld plazmaticka



clearance, ktera je u kostnich metastdz 3 — 10krat vyssSi nez u zdravé kosti, vede

k vyznamnému zvydeni poméru kost/krevni pozadi.??

2.1.3.3 Farmakokinetika

Minimalné 99 % fluoru obsazeného v lidském organismu je v kostie, primarné ve
formé fluoroapatitu. [*®F]NaF ma vyhodnou charakteristiku zahrnujici vysoky a rychly kostni
ptijem spojeny s velmi rychlou krevni clearance, ktera zpUsobi vysoky rozdil poméru kostni
tkdné a pozadi ve velmi kratkém case. Kvalitni zobrazeni |ze ziskat jiz po méné nez hodiné od

aplikace.”

P¥i srovnani ®F, *’Ca, ®sr a 8™

Sr (nuklidy pouzitelné ke skeletalni diagnostice) a jejich
kinetiky, bylo zji$téno, Ze nejrychleji je z krve odstrafiovan *®F a jeho plazmaticka clearance je
Ctyr az pétindsobnd ve srovndani s ostatnimi nuklidy. Pétihodinova kumulativni exkrece do
modi '®F byla stabilné vy33i ne? u ostatnich nuklidd (hodnoty vylou¢ené dévky z celkové

davky byly v rozmezi od 7,4 do 24,8%).

Mechanismus ukladani se liSil mezi jednotlivymi farmaky. 18¢ je injikovan ve formé
[*®FINaF a je k dispozici jako monovalentni anion. Depozice probihd formou vymény
s hydroxylovymi anionty a zfejmé jesté dalSimi anionty. Fluorid se dostava na povrchu kosti
do hydroxyapatitu, poté migruje do krystalické struktury kosti a je ulozen do té doby, nez je
zabudovan do samotné kostni hmoty. Tento mechanismus, vyznamny v dlouhodobéjsich

biologickych procesech, je ovSsem pfilis pomaly, nez aby byl prokazan izotopem BE s tak
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kratkym polocasem.

Farmakokinetika fluoridu sodného je, jak bylo popsano vyse, dana predevsim jeho
prijmem do kosti a renalni exkreci. Transmembranova migrace fluoridovych iontl je zfejmé
zprostfedkovana chemickou rovnovahou s fluorovodikem, ktery ma permeabilitu pres
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lipidovou membranu vice nez milionkrat vy3$i nez fluoridové ionty.”

V porovnani s [*®F]NaF z hlediska vazby na plazmatické proteiny je mnohem

99m

vyraznéjsi vazba u 77" Tc-MDP, kde se po aplikaci vaze na krevni proteiny asi 25 % latky a tato

¥MTc_MDP nevézand na proteiny se

frakce roste az na 70 % 24 hodin po injekci.26 Frakce
eliminuje z krve srovnatelné rychle jako u [‘®F]NaF, ale frakce vazana na proteiny v krvi

zUstava delSi dobu.



U [*®F]NaF bylo kolem 30 % cirkulujici latky transportovano &ervenymi krvinkami.
S ohledem na data ukazujici rychly transport [*®F]-fluoridu pfes erytrocytarni membranu,
data vypovidajici o kinetice [*®F]NaF mnohem spide vypovidaji o clearance pIné krve ne?

o plazmatické clearance.”’

V jiné studii byla prokdzdna vazba na erytrocyty 1 hodinu po aplikaci v mnoZstvi
2,5 % podané davky. 2,5 az 4,5 hodiny po aplikaci radioaktivita vdzand na erytrocyty tvofila

47 % z celkové radioaktivity v plazmé.”®

[*®F]-fluorid volné difunduje z &ervenych krvinek na
povrch kosti, navic pfijem cervenymi krvinkami zfejmé interferuje s pfijmem latky kosti.
Pozorovana koncentrace [*®F]-fluoridu v erytrocytech naznaéuje, 7e pravdépodobné dochazi

k pfijmu i nezralymi erytrocyty v kostni dieni a granulocyty aktivni dfené.

Za béinych fyziologickych podminek je vazba [**F]-fluoridu na plazmatické proteiny
zanedbatelné mala a fluoridové ionty jsou volné filtrovany glomeruly. Jako u ostatnich
halogenidl je i fluoridovd rendlni clearance modifikovana tubularni reabsorpci,
reabsorbovana frakce je mnohem nizsi nez u chlorid(i, bromid( a jodid(. Resorpce fluoridu

v nefronu je zprostiedkovavana pomoci HF a tudi? renalni clearance [*®F] je zavisla na pH.

Ackoli i mensi zmény jako jsou metastazy v kostech, fraktury nebo Pagetova choroba
jsou snadno identifikovatelné na radionuklidovych kostnich scanech, existuji i vétsi zmény
spojené s metabolickym onemocnénim kosti jako je rendlni osteodystrofie, osteomalacie,
primarni hyperparathyreoidismus nebo osteopordza, které vyzaduji vétsi sofistikovanost,
protoZe obraz je témér k nerozeznani od normalniho stavu. V takovych pfipadech se vyuzije
kvantifikace kinetiky kostniho radiofarmaka v celém téle, ktera poskytne uzite¢nou informaci

tykajici se stavu kostniho obratu.”

Plazmatické krivky zavislosti aktivity a casu pro [*®F]NaF byly méreny pfimo
z arterialni krve, a ndsledné byla urcena koncentrace [18F]-fluoridov§/ch iontd v rovnovaziné

stavu v pomeéru plazmy ku plné krvi 1,23 pro pIazmu.30

2.1.3.4 Dozimetrie

[*®F]NaF urceny pro kostni scintigrafii byl testovan na mysich pro uréeni radiacni

zatéZze a data nasledné extrapolovana na clovéka s teoretickou davkou 370 MBqg. Nejvyssi

absorbovana davka byla v mo¢ovém méchyii 0,059 mGy /MBq a kostech 0,037 mGy/MBg.>!



2.1.4 [*F]-DOPA

= L-3,4-dihydroxy-6-[*®F]fluorofenylalanin

2.1.4.1 Pouiiti

Prvni studie za pouZiti [**F]FDOPA a jeji vyuZiti pro vizualizaci mozku za vyuZiti PET

byla provedena v roce 1983. Pouze 1% podané [*®F]FDOPA se dostalo do mozku.*

[®F]IFDOPA je vhodna k monitorovani progrese Parkinsonovy
nemoci, neuroprotektivni terapii a stanoveni rozsahu degenerace presynaptickych
dopaminergnich neuronl. Umoznuje diagnostiku Parkinsonovy nemoci jiz v ¢asnych stadiich

33,34

nemoci. Dale Ize latku vyuZivat u diagnostiky mozkovych tumort® a neuroendokrinnich

1ézi.3¢

Je vhodnda pro dobre diferencované neuroendokrinni tumory pochazejici
z gastrointestinalniho traktu, mlzZe byt vhodna i u dalSich typ neuroendokrinnich tumor(
jako jsou neuroblastomy, meduldrni karcinom Sstitné Zzlazy, feochromocytom nebo

paragangliom a také pro malignity v centrdlnim nervovém systému.37'38

2.1.4.2 Mechanismus ucinku

DOPA je prekurzor neurotransmiteru dopaminu, ktery hraje dulezitou roli v mediaci
pohybu, kognici a emocich. Dale ma vyznam u rdznych neuropsychiatrickych onemocnéni
jako je schizofrenie. L-tyrosin se preménuje ve dvou krocich na dihydroxyfenylalanin
(L-DOPA) a nasledné na dopamin. Prvni rychlost omezujici krok je katalyzovan
tyrosin-3-monooxygenasou. Druhy krok je katalyzovdan enzymem AADC. V ¢asti nervového
systému uvoliujiciho dopamin jako neurotransmiter (dopaminergni neurony) nedochazi
k Zaddné dalsi metabolizaci a dopamin je ukladdan ve vezikulech v presynaptickych nervovych

zakoné&enich.?

[ F]FDOPA je radioaktivné znaeny analog latky L-DOPA pouzivané ke zhodnoceni

centralni dopaminergni funkce presynaptickych neuronl za poutziti PET. [*®F]FDOPA-PET

[18

reflektuje [*®F]JFDOPA transport do neurond, [®F]JFDOPA dekarboxylaci a kapacitu pro

ukladani dopaminu. *°



Tento prekurzor dopaminu je vychytdvan burnkami neuroendokrinniho tumoru
pomoci transportniho systému pro aminokyseliny. Ndsledné je metabolizovdn na dopamin.

V sekreénich vezikulech je dopamin dale metabolizovén na norepinefrin a epinefrin.*

2.1.4.3 Farmakokinetika

Z hlediska farmakokinetiky ma sv(ij vyznam enzym AADC, pro kterou je [*®F]FDOPA
substratem a je exprimovan v mnoha nadorech neuroendokrinniho pdvodu.*' Zvysena
exprimace v malignich burikach je pozorovana také u vysokokapacitniho transportéru LAT,

ktery je zodpovédny za vstup rtznych aminokyselin do buriky, véetné [**F]FDOPA.

6-[*®F]-fluorodopamin je metabolitem [*®F]FDOPA, ktery vznika predeviim ve striatu
pomoci enzymu AADC.* Nékolik dalich vyznamnych metabolits ma [®*F]JFDOPA v plazmé,
jako napf. 3-O-methyl-6-[*®F]-fluoro-L-DOPA (3-OMFD). V lidské plazmé vzristd mnozstvi
[*®F]FDOPA 30 minut od aplikace a 3-OMFD 120 minut od aplikace. Naopak u hladin sulfatu
6—[18F]fluorodopaminu (FDA sulfat) a [*®F]fluoro-homovanilinové kyseliny (FHVA) dochdzelo
k jejich poklesu v ¢ase. V plazmé nebyly detekovany ve volné formé 6-[**F]-fluorodopamin

(FDA) ani 6-['®F]-3-4-dihydroxy-fenyloctova kyselina (FDOPAC).*?

Vznik metabolitd mizZeme ovlivnit podanim inhibitoru katechol-O-methyltransferasy
(COMT) entacaponu a tim prodlouzit cirkulacni ¢as [18F]FDOPA v plazmé, nezméni se ale

rychlost dekarboxylace nebo influx striatem.**

Dalsi moZnou modulaci metabolizmu je podani inhibitoru DOPA-dekarboxylasy
karbidopy, kterd zabrani ¢asné dekarboxylaci [*®F]JFDOPA na [*®F]-dopamin mimo mozek
a zlepsi tim zobrazeni striata. Karbidopa je tedy pouzivana i ke zvySeni pfijmu [*F]FDOPA

nadorovymi burikami pfi zobrazeni neuroendokrinnich tumord.*

Ve studii zabyvajici se metabolizmem [**F]JFDOPA u lidi byla podana nejdfive
karbidopa a po 90 minutach injekéné [*®*F]JFDOPA. Plazmatické hladiny se pohybovaly mezi
0,35+ 0,18 pug/ml v dobé podani a 0,25 + 0,15 ug/ml po 90 minutach od aplikace. Periferni
metabolit detekovany v plazmé byl pfedevsim 3-OMFD, ktery tvofril 60 % aktivity v plazmé po
60 minutach od podani latky. Tento metabolit vznikal prednostné z dlivodu blokace enzymu

dekarboxylasy pomoci karbidopy. Jinak by doslo ke vzniku dalSich metabolitd (FDA sulfat,



FDOPAC a FHVA), jak bylo prokazano pfi podani nizsich davek karbidopy, pripadné nepodani

u opic.46

3-OMFD prochazi pres hematoencefalickou bariéru pres transportér neutrdlnich
aminokyselin, jako prochazi [®F]DOPA a prispiva tak celkové radioaktivité v mozkové tkani.
Ackoli rychlost pfemény na 3-OMFD na periferii neni ovlivnéna pfitomnosti karbidopy,
hladina plazmatické [**F]JFDOPA je vy3$i s karbidopou ne? bez ni. Toto spoleéné s uptake
mechanismem mozku pro [*®F]FDOPA, ktery neni ovlivnén hladinou karbidopy, muze vést

v dusledku k vy$$imu prijmu [**FJFDOPA podaného s karbidopou striatem.

Kfivka vyjadrujici zavislost ¢asu a aktivity v arteridlni krvi a v plazmé ukazuje, Ze
kratkou dobu po podani je obecné aktivita vyssi v plazmé nez v plné krvi a s postupem casu
dochazi k vyrovnani hodnot aktivity. Nejdfive je aktivita v plazmé i krvi ve formé [*®F]FDOPA.
Pomeér radioaktivnich koncentraci mezi plnou krvi a plazmou lze wvyjadfit jako 1-Hct
(Hct = hematokrit, tj. objem erytrocytl k celkovému objemu krve). To znamend, Ze
[®F]FDOPA je prakticky jen v plazmé a neni na erytrocytech. Pozd&ji (120 minut) je vétéina
radioaktivni latky ve formé 3-OMFD, pak je pomér plna krev/plazma blizky ¢islu jedna, coz

naznacuje, ze 3-OMFD prostupuje membranou erytrocytU. Je stale nejasné, jaké transportni
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a chemické mechanismy se podili na rozdilné permeabilité pfes membranu erytrocyta.

2.1.4.4 Dozimetrie

Dozimetrie byla odhadnuta z dat biodistribuce namérenych na mysich a lidskych
vzorcich. Nejvyssi davku absorbovala sténa mocového méchyre (0,215 mGy/MBq). DalSimi
organy s relativné vysokou davkou byly ledviny a pankreas. Mozek, jatra a plice obdrzely
zanedbatelnou davku. Efektivni davkovy ekvivalent 0,026 mSv/MBq byl naméfen po

intravendznim podani [18F]FDOPA.48

2.1.5 2-(*®F)fluor-2-deoxy-D-glukosa

= 2-(*F) fluor-2-deoxy-D-glukopyranosa

Zajimavym faktem je, Ze prototyp této molekuly byl sestaven na Pfirodovédné fakulté
Univerzity Karlovy v Praze ato roce 1968 prof. Josefem Pacdkem a Miloslavem Cferny'lm.49

Prvni pfiprava radioaktivni glukosy byla provedena v roce 1978.>°



2.1.5.1 Pouiiti

PET diagnostika s pouzitim [®*F]JFDG je velice vyhodnd metoda pro vyhledavani
neoplastickych Utvard témér v celém lidském téle. Kombinuje vyborné vlastnosti snimani
(zejména citlivost a rozliSeni) a radioaktivniho prepardtu s pfiznivou biodistribuci a vysokou
afinitou k nddorovym butikam.[*®F]FDG PET je vhodna metoda k diagnostice rakoviny plic,
jicnu, hlavy, krku, prsu, déloiniho cipku, vaje¢nikl, varlat Stitné Zlazy, mozku, slinivky,
melanomu, lymfomu, sarkomu a kolorektdlniho karcinomu.”! Dale ma velmi $iroké vyuziti
v diagnostice lokalné recidivujicich nador(, postizenich lymfatickych uzlin a vzdalenych
metastaz>” napf. metastaz v jatrech, kostech, plicich, mozku i peritoneu.>*>*
2.1.5.2 Mechanismus ucinku

['®F]-FDG je agens vhodné k detekovani nadord. [*®F]FDG je distribuovana v tumoru,

nové vzniklé granulacni tkani obklopujici tumor a makrofazich, které infiltruji vétSinu okoli

nekrotické tkané tumoru na rozdil od Zivotaschopnych nadorovych bunék.>

2.1.5.3 Farmakokinetika

[18 18F].56

FIFDG je analog glukosy obsahujici radionuklid fluoru [

Rovnovaha koncentraci [*®F]FDG na erytrocytech a v plazmé vznika velmi rychle (do
1 minuty po podani) a poté nasleduje pomald faze, kdy latka prochazi pres erytrocytarni
membranu. Zaroven vznikaji radioaktivné znacené metabolity, které neprochazi do

erytrocyttl a akumuluji se v plazmé.”’

GLUT prenasece transportuji glukosu ve sméru jejiho koncentracniho spadu pasivnim
transportem (tj. bez nutnosti dodani energie) pres bunéénou membranu. ZvySena exprese
prenasecl transportujicich glukosu (predevsim GLUT1) souvisi s rozvojem rtznych malignit.
GLUT1 je Siroce zastoupen v normalni tkadni. GLUT2 se nachazi predevSim v jatrech,
pankreatu a retiné, jeho zvysSend exprese byla pozorovana u nador( Zaludku. Prenasece

GLUT1 a GLUT3 spolu s enzymem hexokinasou hraji klicovou roli v akumulaci [*®F]FDG.>®

Intracelularni [®F]JFDG je po transportu do buriky fosforylovdna hexokinasou

na [*®F]FDG-6-fosfat, fosforylované hexosy vykazuji jen nizkou permeabilitu. K rychlé



fosforylaci [*®F]FDG dochazi in vivo i in vitro. Prakticky veskera radioaktivita v mozku mezi

1 a 120 minutou byla ve formé fosforylované formy[*®F]FDG.

Radioaktivni latka se nejdfive distribuuje do vSech organu a poté nasleduje jeji rychla
clearance, s vyjimkou mozku a srdce. Tento proces je dlsledkem metabolického vychytavani
fosforylované formy [*®F]FDG témito dvéma orgéany a jejich vysokou aktivitou hexokinasy
anizkou az prakticky chybéjici aktivitou glukdzo-6-fosfatasy. Mozek ma nejvyssi
hexokindsovou aktivitu, poté nasleduji srdce a ledviny, dale plice a na zavér z pozorovanych

vV

vyznamnéjsi aktivitu fosfatasovou.

Srdce obsahuje vysoké a relativné konstantni mnozstvi radioaktivity v ¢ase, na rozdil
od plic, jater a ledvin, kde dochazi k rychlé clearance. Nejdfive prevazuje [**F]FDG a pozdéji
se stavd dominantni fosforylovand forma molekuly [**F]FDG-6-fosfat. | kdy? jeji aktudlni
koncentrace zlstdva konstantni z dlvodu rychlé clearance radioaktivni slozky.
[**FIFDG-6-fosfat neni dale metabolizovana klasickou glykolytickou drahou, neprochézi
pentdzovym cyklem, neldcastni se syntézy glykogenu a také jeho defosforylace intracelularni

glukosa-6-fosfatasou probiha velmi pomalu, proto je jeho koncentrace v tkdnich udrzovana

stabilni po nékolik hodin.

["®FIFDG je z plic, jater a ledvin, které maji nizéi hexokindsovou a/nebo
glukézo-6-fosfatasovou aktivitu, odstrafiovana do moci nejéastéji v nezménéné podobé jako
[ F]FDG. Tato rychld exkrece podstatné snizuje pozadi radioaktivity a pfispiva k rychlému
odstranéni zkrve a je i dUsledkem zjevné neschopnosti ledvinnych tubull resorbovat

[*®F]FDG.

Nejvétsi rozdil mezi [*®F]FDG a glukosou je v jeji exkreci do moce. Hladiny krevni
glukosy se udrzuji relativné konstantni pomoci resorpce glukosy renalnim proximalnim
tubulem, jednd se o aktivni transport, ktery zdavisi na interakci glukosy s receptorem
v karta¢ovém lemu na povrchu bunék proximélniho tubulu. [*®FJFDG ma velmi nizkou afinitu

k tomuto glukézovému receptoru.sg'60



2.1.5.4 Dozimetrie

Nejvyssi davku obdrzi mocovy méchyr 118,9mGy/GBq, dale nasleduje srdce a kostni

2.1.6 [*®F]-fluorocholin

= fluoromethyl-(*®F)dimethyl-2-hydroxyethyl-ammonium chlorid

2.1.6.1 Pouziti

Fosforylovany cholin je jednim z meziproduktll v Kennedyho draze, kdy dochazi
k zabudovani cholinu do fosfolipidi. Pro pouzivani v PET diagnostice byl navrien
[*5] fluoromethylcholin (I*®F]FCH) a fluoroethylcholin (I*®F]FECH).** [*®F]FECH vykazoval
vysokou akumulaci v moc¢ovém méchyfi, coz se jevilo jako nezddouci pfi zobrazeni rakoviny
prostaty a panevnich lymfatickych uzlin, proto byl upfednostnén [®F]FCH jako analog

s lepsSimi biologickymi vlastnostmi.®®

VzrUstajici pfijem cholinu byl prokdzan v mékkych tkanich zasaZenych infekci

i tumorech a také v aterosklerotickych placich.®*®

Vyuziti cholinu pro zobrazeni karcinomu prostaty je zaloZzeno na rostouci hladiné
fosforylcholinu a zvySeni obratu fosfatidylcholinu v prostatickych rakovinnych butikach.®® PET
diagnostika souvisi s vysokym prijmem v malignitach u pacientl nejen s rakovinou prostaty,

. . , o 67
ale i s rakovinou prsu a mozkovych tumorc.®”%®

Dalsi indikaci je detekce kostnich metastaz,
kde je moiné za pomoci [*8F]-FCH predikovat chovani metastaz.®® PET/CT s [*®F]-FCH je
klinicky vyuZitelny nastroj pro re-staging pacientll s rostouci hodnotou prostatického
specifického antigenu v séru po ukoncené lokalni terapii. MUze byt také pouzit pro detekci

suspektni rakoviny prostaty s vice negativnimi biopsiemi prostaty.”®

2.1.6.2 Mechanismus ucinku

Cholin je zakladni nutrient pro vsechny bunky, hraje daleZitou roli v syntéze
fosfolipid(i, které jsou soucdsti bunécné membrany. Methylova skupina je donorem

v metabolismu methioninu a cholin je dilezity v syntéze neurotransmiteru acetylcholinu.

Nedostatek cholinu ovliviiuje expresi genl vedoucich k bunécné proliferaci,

diferenciaci a apoptdze a je také asociovan s porudenim jaterni funkce a rakovinou.”



Nadorové buniky maji vyrazné zvySeny metabolizmus a zvysi se i prijem cholinu, aby burky
zvladaly naroky na syntézu fosfolipid® pro bunéénou membranu.”? Piijem cholinu se zvysuje

spolené s expresi cholinkinasy.”

Po pfijmu do bunék tumoru pomoci vysoce afinniho transportérového systému je
cholin metabolizovan cholinkinasou a pokracuje Kennedyho drahou, vznikd fosfatidylcholin
a nasledné je inkorporovan do intracelularni i plazmatické membrany bunky. Klicové enzymy
metabolismu cholinu jako je cholinkinasa jsou up-regulovany v rakovinnych burkach

prostaty. Obdobné chovani v burice vykazuje i fluorocholin.”

2.1.6.3 Farmakokinetika
[ F]FCH je rychle odstranén z cirkulace (b&hem 5 minut). Koncentrace radioaktivniho
8E v prvnich deseti minutach po aplikaci rychle vzrista, poté nasleduje pozvolngjsi vzrist.

V plicich je po celou dobu pouze malé mnozstvi radiofarmaka.’*

Stabilita [*®F]JFCH v krvi byla testovana inkubaci asi 3,7MBq [*®FJFCH ve 3 ml
heparinizované plné krve zdravého dospélého dobrovolnika. Po 2 hodinach inkubace pfi
37°C byla oddélena plazma, plazmatické proteiny byly vysrdZzeny a supernatant byl
analyzovan za pouziti HPLC. Latka je velmi stabilni, zlstala intaktni i po dvou hodinach
inkubace. Z hlediska pfemény na metabolity fluorocholinu po dvouhodinové inkubaci
v prostatickych  rakovinnych  bunkdch byl nejvice zastoupenym  metabolitem

fosforylfluorocholin (72 % radioaktivity).®’

Jeho urinalni exkrece muze byt limitujici pro diagnostiku v oblasti panve. Jednou
zindikaci, pro kterou byl radioaktivné znaéeny cholin pouzivan, byla detekce lymfatickych

. . o . 7
uzlin u pacientl s rakovinou prostaty. >

2.1.6.4 Dozimetrie

[*®F]FCH vykazuje zvy3eny pFijem ledvinami, jatry a slezinou. Z hlediska dozimetrie byly

ledviny organem s nejvyssi obdrZenou davkou, nasledované byly mocovym méchyrem
ajatry. Efektivni davkovy ekvivalent byl pfi podani davky 4,07 MBg/kg kolem
0,01 mSv/MBg.”*



2.1.7 [*®*F]-flutemetamol

= 2—{3—[18F]fluoro—4—(methylamino)fenyl}—1,3—benzothiazol—6—o|

2.1.7.1 Pouiiti

Rozvoj Alzheimerovy nemoci (AD) je spojen s neurodegeneraci jako s dasledkem
neuronalni nadmérné exprese, sekrece a depozice neurotoxického beta amyloidu, coz je
fragment beta amyloidového prekurzoru v mozku.”® Véasna detekce beta amyloidnich plakd
neinvazivnimi technikami jako je PET k identifikaci pacient(l, ktefi maji predispozici k rozvoji

nemoci a k monitorovani Géinnosti lé¢iv pouzivanych k 1é¢bé nebo zpomaleni této nemoci.”’

2.1.7.2 Mechanismus ucinku

Flutemetamol (*®F) se vaze na B-amyloidni neuritické plaky v mozku. Poprvé byla
vhodnost poufZiti tohoto radiofarmaka pro detekci amyloidnich plak(i u pacientd s AD
dokdzana ve studii ve srovnani s histologickym ndlezem. Existuje pfimda Uméra mezi

mnozstvim beta amyloidnich plakd a vychytavanim [*®F]-flutemetamolu.”®

2.1.7.3 Farmakokinetika

Flutemetamol (*°F) je rychle odstranén z krve a dalSich perifernich orgdn(. Maximalni
akumulace latky byla 5 minut po aplikaci detekovana v jatrech a pozdéji ve stifevé a po
30 minutach v ledvinach. Jen velmi mala c¢ast se dostala do kosti, z ¢ehoz lze odvodit, Ze
v cirkulaci nedochazi k defluoridaci flutemetamolu (*®F). Nejvy$$i pfijem mozkem byl
pozorovdn po 5 minutdch od aplikace (3,67 + 1,69% ID/g) a pomér aktivit krev-mozek byl

v tomto &ase 12,2 a klesal a? na hodnotu 1,0 v &ase 60 minut.”®

Prabéh plazmatické aktivity flutemetamolu (*3F) jako funkce ¢asu byl stejny ve viech
skupindach (zdravé kontroly a pacienti s AD) a byl zjistén obdobny vzhled bolusového piku.
V této studii byl zjistén pomalejsi pokles hladiny flutemetamolu nez ve studii uvedené vyse.
Mnoistvi nezménéného flutemetamolu (**F) klesa s tasem: po 2 minutach zji$téno kolem

80 % podané davky a po 180 minutach jen 10 % z puvodni hodnoty.go



Analyzou za vyuziti HPLC bylo v plazmé 5 minut po aplikaci zjisténo 75 % radioaktivni
slozky ve formé plvodniho flutemetamolu, ktery je dale metabolizovan a po 90 minutach od

aplikace je v plazmé pouze 2 % této latky a dochazi k nartistu méné lipofilnich metabolita.®?

Eliminace flutemetamolu (*°F) je zhruba z 37 % renalni a z 52 % hepatobiliarni.®!

2.1.7.4 Dozimetrie

Podani flutemetamolu bylo dobfe tolerovano. Z hlediska radiace byla nejvyssi davka
absorbovana Zlu¢nikem (366 uGy/MBq) a tenkym stfevem (121 uGy/MBq). Efektivni davka
byla 34,9 uSv/MBq. 2 P¥i béiné podavané davce 185 MBq neobdrzi zadny orgéan vice nei
0,2Gy.®

2.1.8 [*®F]-florbetaben

2.1.8.1 Pouziti

Florbetaben (*|)F je radiofarmakum uzivané pro PET ke zobrazeni depozit beta
amyloidu v mozku u dospélych pacientd s kognitivni poruchou, ktera je posuzovéna jako
mozna Alzheimerova nemoc, pfipadné u dalSich nemoc souvisejicich s Ubytkem kognitivnich

funkci. Obvykla jednotliva podand davka je 300 MBq.

2.1.8.2 Mechanismus ucinku

Florbetaben (*®F) se vaze na neuritické B-amyloidové plaky v mozku.

2.1.8.3 Farmakokinetika

Farmakokinetika florbetabenu (**F) je charakteristickd rychlou eliminaci z plazmy.
PFrijem mozkem je velmi rychly dosahuje maxima kolem 6 % podané davky a to 10 minut po

injekénim podani.

2,5 minuty po podani tvori pres 80 % podané aktivity pavodni latka. Nasledné vznika
frakce poldrniho metabolitu, kterd prevazuje v degradaénim produktu. Latka je
metabolizovana CYP enzymy, dochdzi predevsim k N-methylaci a vzniku polarnich

metabolitl. Touto metabolizaci nevznika zadné riziko pro pacienta. Maximalni koncentrace



podané radioaktivity byla zjiSténa pfi prvnim odebrani vzorku v ¢ase 2,5 minuty po aplikaci

a ndasledné dochazi k jejimu prudkému poklesu.

Pomér radioaktivity v krvi ku plazmé byl 0,75 — 0,80. Z tohoto poméru a hodnoty
hematokritu miZzeme odvodit, Ze bude latka pravdépodobné slabé vazana na erytrocyty
nebo se bude dostavat pfimo do erytrocytd. Pfiblizné 4 hodiny po injekci zGstavaji v krvi
prakticky neméritelné zbytky radioaktivity. VétSina radioaktivni latky je vylouéena moci
v podobé poldrniho metabolitu. Florbetaben (**F) je silné vazan na plazmatické proteiny

(>98,5 % ) ¥

2.1.8.4 Dozimetrie

Efektivni ddvka vyplyvajici z podani maximalni doporucené aktivity 360 MBq davky
pro dospélého o hmotnosti 70 kg je pfiblizné 7,0 mSv. Pro podanou aktivitu 360 MBq je
typicka davka radiace do cilového orgdnu (mozku) 4,5 mGy. Nejvyssi davku obdrzel Zlu¢nik

0,137 mGy/MBq nasleduje ho mocovy méchyf 0,0695 mGy/MBq. %

2.2 Plazmatické bilkoviny

Krevni plazma obsahuje 93% vody, zbyvajicich 7 % tvori rozpusténé slozky, zpravidla
proteiny. Nejvice je zastoupen albumin, ktery tvofi vice jak 5 % pIazmy.87Ostatn|' krevni
komponenty jako erytrocyty, lipoproteiny a,B a y globuliny jsou také schopny interakci [éCiva

a proteinu. 88

Vazba |éCiv na sérové nebo plazmatické bilkoviny umozZni transport léciv krevni
cestou na misto plsobeni. Pouze frakce nevazand na plazmatické proteiny muize difundovat
z vaskuldrniho systému a kumulovat se ve tkani, kde dochdzi k interakci s terapeutickym
cilem a k vstupu do eliminacnich drah. Rozsah sérové vazebnosti mize mit signifikantni vliv
na farmakokinetické parametry jako je clearance nebo distribu¢ni objem. Stejné tak mlze
ovlivnit i farmakodynamické vlastnosti. Uréeni frakce Ié¢iva vazaného na sérové proteiny je
standardni parametr zjistovany ve vyzkumu lé¢iv a ma velky vyznam v terapeutickém

monitorovani 1é&iv.®



Interakce je zpUsobena kompetici dvou lééiv na jednom vazebném misté albuminu.

V dusledku toho se hladina volného léciva v plazmé zvysi po pridani dalsi slouceniny. Klinicky

vive

ne? by se otekavalo u podani lé¢iva samotného.?’” DileZité je u vysoce vazanych latek, ze pfi
malé zméné ve vazané frakci, dochazi k vyznamné zméné ve volné frakci. Napf. zména frakce

vazaného lé&iva z 99% na 98% zpUsobi zdvojnasobeni volné frakce (z 1 na 2 %).

vvvvvv

globuliny a lipoproteiny, vSechny maji ve strukturfe mista, na kterd se selektivné vazi 1éCiva.

Tabulka 1 piehled nejvyznamnéjsich plazmatickych bilkovin (zdroj *°)

Albumin | a;kysely glykoprotein | Lipoproteiny
Molekulova hmotnost (g/mol) | 67 000 42 000 200 000-2 400 000
Normalni koncentrace (g/dl) 3,5-5 0,04-0,1 variabilni
Polocas v plazmé (dny) 19 5 Do 6

2.2.1 Lidsky sérovy albumin

(HSA = human serum albumin)

Lidsky sérovy albumin hraje roli v regulaci osmotického tlaku a transportu mnoha
endogennich molekul jako jsou mastné kyseliny, hormony, toxické metabolity, Zlu¢ové
kyseliny, aminokyseliny a kovy. Déle se na albumin vazi také lét¢iva.”’ Ma predeviim
fyziologicky vyznam a chrani organismus navazanim toxickych metabolitd a uklada oxid

dusnaty. Ma vysokou antioxidacni kapacitu a vykazuje pseudoenzymatické vlastnosti.

Lidsky sérovy albumin je nejhojnéji zastoupeny plazmaticky protein tvofici 55 % ze
vSech krevnich bilkovin. Lidsky albumin je monomerni, neglykosylovany a kladné nabity
polypeptid s vysokou rozpustnosti, obsahuje 585 aminokyselin a ma kolem 66 000 Da. Tvofi
ho 3 strukturadlné obdobné a-helix domény, formované do tvaru srdce a oznacované I- lll,
které mohou byt dale rozdéleny na subdomény A a B. Celkem obsahuje 6 helikalnich
subdomén A a 4 helikalni subdomény B spojeny prodlouzenou smyckou. Struktura je
stabilizovana 17 disulfidickymi mUstky spojujicimi jednotlivé helixy. Stabilizace je zaloZena na
obsahu 35 cysteinovych zbytk(, kdy se vSechny s vyjimkou jednoho oznadovaného jako

Cys34 zapojuji do tvorby disulfidickych mustkd. Krystalografickd data také popisuji



interdoménové a intersubdoménové interakce vyznamné pfispivajici ke stabilit¢ molekuly
proteinu. Absence usporadani ve formé beta-skladaného listu dava proteinu vysoky stupen
konformacni stability. Vysoka flexibilita mlze byt odpovédna za prekvapivé velkou vazebnou
kapacitu, kterd se odrdzi v mnozZstvi vazebnych mist. Ma mimoradnou kapacitu pro vazbu
ligand(l a vaze reverzibilné kyselé a neutralni latky, zasadité latky jsou vazany pouze v mensi

mite. Jedna se o nespecificky nosi¢. %

2.2.1.1 Vazebna mista

Existuji dvé vazebna mista, konkrétné misto | lezici v subdoméné IIA (také nazyvano
vazebné misto pro warfarin) a misto Il se nachazi v subdoméné IllA (nazyvané vazebné misto
pro benzodiazepiny). Ligandy silné vdzané k mistu | jsou dikarboxylové kyseliny nebo
objemné heterocyklické molekuly s negativnim nabojem lokalizovanym ve stfedu molekuly.”?
Toto misto vykazuje nizkou stereoselektivitu, ktera muze byt zplsobena jeho flexibilitou.
Bylo zjisténo, Ze vazebné misto Il obsahuje hydrofobni dutinu s kationickou skupinou
lokalizovanou na okrajich.®* Misto Il tvo¥i prevainé nepolarni dutina sjednou doménou
s polarni &asti blizko okraje dutiny.”” Toto uspofadani polarnich a nepolarnich funkci je
v souladu s typickymi strukturami |éciv vazajicich se na misto Il, kterymi jsou aromatické
karboxylové kyseliny s negativnim ndbojem na kyselé skupiné na jednom konci molekuly,
ktery je oddélen hydrofébnim centrem. Mimo diazepamu se na toto misto vaze i ibuprofen.
Misto Il je méné flexibilni, ligandy, které se sem vazi, vykazuji stereoselektivitu a jsou silné

ovlivnény strukturalni modifikaci ligandu s relativné malou skupinou. **

Byla zjisténa sekvence zahrnujici tryptofan, kterd se zapojuje do vazby s anionty. lon
muze vytvorit hydrofobni mastek s aromatickou indolovou ¢asti tryptofanu a iontovou vazbu
s kladné nabitymi skupinami lysinu a argininu. To vSe poskytuje vazbé s proteinem vysokou

stabilitu a vysvétluje, jak maze byt kyseld molekula velmi silné vazana na protein.”®

Treti novéji objevené misto se nazyva digitoxinové®’, nachazi se v subdoméné IB

a typicky se na néj vazi latky jako je lidokain, haemin a fusidova kyselina.

Na albuminu byla popsdna dalsi mista vazajici napf. probenecid, digitoxin, propofol,
steroidni antibiotika, bilirubin a AZT (3"-azid-3’-deoxythymidin). Mohou vznikat i kovalentni

vazby s dalSimi [éCivy napr. s D-penicilaminem, kaptoprilem, cisplatinou



a N-acetyl-p-bentochinoniminem (reaktivni metabolit acetaminofenu). °* Daléi vazebnda mista
jsou dostupna pro endogenni ligandy, pfedevsim nepolarni molekuly s anionickymi nebo
elektronegativnimi funkénimi skupinami, stejné jako pro ionty kovli. Mezi endogenni ligandy

Fadime nap¥. mastné kyseliny (oledt, palmitat, linolat), bilirubin a haemin. *°

Molekularni struktura definuje vazbu na lidsky albumin ve dvou urovnich. Kostra
retézce urcuje misto kam se slouceniny budou vdzat a postrani struktury ovlivni silu vazby

v ramci daného mista. °2

Strukturdlni modifikace lidského albuminu jako je neenzymaticka glykace se vyskytuje
u pacientl s diabetem a muze vést ke zméné funkce proteinu, napt. ke sniZeni transportni
schopnosti nebo existuji modifikace zpUsobené reaktivnimi latkami vzniklymi pfi stépeni
modifikovanych proteini. Z tohoto pohledu existuji znac¢né rozdily mezi normalnim

a modifikovanym albuminem. *®

Témér vsechny ligandy se vazii nékolika malo vazebnymi misty s vysokou afinitou
a navic velkym mnoZstvim slabsich vazebnych mist. Specidlné bilirubin tvofici dlouhy Fetézec
mastnych kyselin a haemin se vaZi svysokou afinitou. Mnoho zaporné nabitych
a elektrostaticky neutrdlnich |éciv (ibuprofen, dikumarol, warfarin, fenylbutazon) se vaze na
albumin s obdobnymi asociaénimi konstantami (10*az 10° MY). Navzdory tomu, Ze albumin
obsahuje pfi fyziologickém pH mnoiZstvi negativnich ndboji vaze prednostné negativné
nabité ligandy pred ligandy nesouci pozitivni ndboj (chlorpromazin, pamachin). Nicméné
albumin je schopen vazat i ligandy s pozitivnim nabojem svazebnou konstantou
srovnatelnou s vétSinou negativné nabitych latek. Vaze i rlizné anorganické ligandy, napft.
ionty kov(, které tvori vétsi mnozstvi slabSich vazeb. Experimenty ukdzaly, Ze vazebnost je
ovliviovana mnoha faktory jako je koncentrace albuminu, pH, teplota a typ a koncentrace

soli v roztoku.”

2.2.2 Bovinni sérovy albumin

Existuji strukturdlni a funkéni homology sérového albuminu u rGznych Zivocisnych
druhl doprovazené drobnymi zménami v aminokyselinové sekvenci v porovnani mezi lidmi
a zviraty. Ukazalo se, Ze plazmatickou vazebnost nelze presné predikovat podle vazebnosti

stanovené u zvirat. Tyto rozdily mohou byt predevsim dilezité v radiofarmaceutickém



vyzkumu a vyvoji a mUZe mit dopady na prevadéni vysledkl experimentl mezi zvifecimi

modely a lidmi.*®°

Vysledky pfi méfeni s plazmou nebo krvi a pfi pouZiti proteinovych ndhrazek jako je
samotny lidsky sérovy albumin nebo zvifeci albumin se mohou vyrazné liSit. Bylo prokazano,
Ze nepritomnost mastnych kyselin muZe vést k alteraci |éCiv vazajicich se na proteiny

a nasledné dochazi k signifikantni zméné volné frakce *°

Bovinni sérovy albumin obsahuje sekvenci 582 aminokyselinovych zbytkd. Na rozdil
od lidského s jednim obsahuje bovinni albumin dvé tryptofanova rezidua. Bovinni albumin
dale obsahuje jeden samostatny a osm parovych disulfidickych mustk( usporadanych jako

v lidském albuminu. Z hlediska poradi sekvenci jsou tyto 2 albuminy téméfr homologni.

Na zdkladé rozlozeni disulfidickych muUstkd a aminokyselinovych sekvenci vytvari
bovinni albumin 3 domény spojené dohromady peptidovym fetézcem. Domény jsou déleny
na dvé subdomény a tyto subdomény se déli do tfi spiral. VétSina z rezidui v dlouhych
smyckach a usekl spojujicich domény pravdépodobné tvofi a-Sroubovici stabilizovanou

disulfidickymi mastky. Domény maji vnitini stranu hydrofobni a vné;jsi stranu polarni. *°

2.2.3 Alfa-1-kysely glykoprotein
= orosomucoid, AAG, AGP

Jednou z hlavnich fyziologickych funkci AAG je transport endogennich ligandl jako
jsou lysofosfolipidy a biliverdin, zaroven muze transportovat i léCiva jako jsou antibiotika

a protirakovinné Iétky101

. AAG vykazuje vysokou podobnost s P-glykoproteinem, interaguji se
stejnymi skupinami lé¢iv a zvySend exprese P-glykoproteinu v malignich bunkach zplsobi

mnohocetné lékové rezistence (MDR) k protinadorové léebe. %

Ackoli fyziologicka funkce AAG neni plné objasnéna, predpoklada se, Ze funguje jako
imunosupresivni a imunomodulaéni agens, inhibitor agregace krevnich desticek, aktivuje
neutrofily, podporuje proliferaci lymfocytld a sekreci IL-2. Hladina latky nardsta pfi zanétu

a v ramci imunologické odpovédi napf. pfi onkologickych onemocnénich, infekci a poranéni.

Vazebnost AAG pro IléCiva je ovlivnéna koncentraci AAG, polymorfismy,
heterogenitou cukernych zbytki, pH a kompetitivni vazbou endogennich nebo

xenobiotickych ligandd.**



a-1-kysely glykoprotein je druhym stézejnim sérovym proteinem, i kdyZ s vyrazné
nizsi koncentraci (kolem 1-3.10-5M) tvofi pouze 1-3 % vSech plazmatickych proteinl. Jednd
se o intenzivné glykosylovany protein a obsahuje jediny retézec 204 aminokyselin. Ma nizsi
vazebnou kapacitu ale vyssi afinitu k liganddm nezZ sérovy albumin. M4 nizky isoelektricky
bod (pl) mezi 2,8 a 3,8. Afinitu ma predevsim k bazickym latkdm. Vazi se na néj i neutralni

a néktera kyseld |é¢iva, stejné jako endogenni steroidni hormony jako je progesteron.'®

Lidsky AAG obsahuje pfiblizné 45 % sacharid(, které zplsobuji velkou heterogenitu
této latky. V séru se vyskytuji rizné isoformy AAG, zalezi na typu glykosylace (¢asto obsahuje
kyselinu sialovou) a substituci rznych aminokyselin. Tento protein také vykazuje geneticky
polymorfismus, zplsobeny dvéma geny ORM1 a ORM2 kddujici 2-3 genetické varianty (F1,
SaA).'®

2.2.4 Vazba na plazmatické bilkoviny

Vazebnost zavisi na chemickych vlastnostech molekuly, navazané |éCivo muze
prochdzet pasivni difuzi pres bariéry predstavované endotelidlnimi burikami a tkdanémi do
organl a nasledné se uUcastnit metabolickych procest, exkreci do Zluce nebo glomerularni
filtraci vledvindch. Nevdzané lécivo muzZe byt distribuovano intraceluldrné specifickymi
transportnimi systémy, jako je receptorové zprostfedkovand endocytdéza nebo proteinem
zprostfedkovany transport. Pouze volné |éCivo interaguje s cilovymi strukturami (napft.
receptory) a zpUsobi tak terapeuticky efekt. Ve vétSiné pripadld je tkanova nevazana

koncentrace ve vztahu k plazmatické nevazané koncentraci. o

Vétsina |écCiv vytvari reversibilni vazbu s plazmatickymi proteiny (jako jsou albumin,
alfa-1-glykoprotein, lipoproteiny) nebo s dalSim biologickym materidlem (jako jsou
erytrocyty). Kromé toho existuji také plazmatické bilkoviny, které maji vysokou afinitu
k urcitym hormonim (transkortin, globulin vazajici thyroxin TBG). Pokud je lé¢ivo ve formé
racemické smési v krvi nebo plazmé, pak se HSA i AAG vazi preferencné na jeden
stereoizomer a tvofi diastereoizomerické komplexy |é¢iva a proteinu. V mnoha pfipadech

HSA vykazuje v téchto izomerickych parech vy3i stereoselektivitu nez AAG.”

2.2.5 Zmeény hladiny a struktury plazmatickych protein(
Vazba na HSA muze byt ovlivnéna pritomnosti dalsSich 1é¢iv nebo endogennich latek,

kdy mize dojit k ovlivnéni struktury HSA béhem urcitych typd onemocnéni. Snizena



d

plazmatickd vazebnost zpUsobenad soucasnym podanim léCiv je obvykle vysledkem bud
kompetice na stejném vazebném misté nebo alosterickym preskupenim nasledovanym

mikroenvironmentélnimi zmé&nami na vazebné strané. !

V dalsi préaci je zména vazebnosti pfi soucasné vazbé dvou ligand(i na protein, kdy
mlze byt jeden ligand ovlivnén pfitomnosti druhého ligandu, popsana ndsledujicimi
mechanismy: konformacni zmény proteinu zpUsobené vazbou kazdého zligandq,
elektrostatické interakce mezi ndboji ligandl a vazby dvou ligandl blizko sebe, v jedné

vazebné oblasti dochazi k ¢asteéné kompetici.”

Mezi onemocnéni, kterd mohou signifikantné ovlivnit charakteristiku léciv z hlediska
vazebnosti na bilkoviny, patfi onemocnéni ledvin, jater a Stitné Zlazy. DalSim zmény
vazebnosti pozorujeme u téhotnych Zen, ale i u pediatrické a geriatrické populace. Tady
nabyva na vyznamu urceni volné frakce l|éciva vyznamné pro individualizaci davkovani

bé&hem lécby a efektivni medikace pacient?.®®

2.2.5.1 Onemocnéni ledvin

Vazba léciv na albumin klesa u pacientl s rendlnim onemocnénim jako je nefroticky
syndrom (provazeny hypoalbuminémii), chronické renalni selhdni a urémie. Nasledné roste
volnd frakce podaného IéCiva. Soucasti urémie mlze byt spojena se zvySenou hladinou
uremickych toxint, které se také vazi na bilkoviny, zaroven se snizi koncentrace albuminu
a dochazi ke zméndm ve struktufe albuminu a projevi se dalSimu zvySeni volné frakce

s ve 1
lé&iva.’

2.2.5.2 Onemocnéni jater

Pokles vazanych |éCiv pfi jaternich onemocnénich mlize byt zplsoben poklesem
koncentrace albuminu, akumulaci endogennich inhibitor( jako je bilirubin nebo zménou ve
strukture albuminu. Napf. po podanim fenytoinu nemocnym s hepatitidou nebo cirhdzou
bylo pozorovano zvyseni volné frakce tohoto Iéc¢iva, nedochazelo ke korelaci s koncentraci

. s eye . 1
albuminu, ale s koncentraci bilirubinu ano.*®

Mezi dalsi stavy ovliviiujici vazebnost na albumin patfi diabetes, Sok, akutni poranéni

. , v +» 91
hlavy nebo onkologicka onemocnéni. ®



Hypoalbuminémie se béiné manifestuje u onemocnéni jako renalni selhani,
popaleniny, malnutrice nebo v souvislosti s chirurgickymi zakroky. Hyperalbuminémie je
mnohem méné béznd. Oproti albuminu je narist koncentrace AAG mnohem béznéjsi a mlze

byt zplisoben zanétlivym onemocnénim, traumatem nebo akutnim srde¢nim infarktem. %

2.2.6 Studie popisujici vazbu na plazmatické bilkoviny

Lze rozdélit na tfi typy:

- zamérené na proteiny: studie o zplsobu jakym se vazi |éCiva na jednotlivé proteiny

- zamérené na slouceninu: studie nevazané frakce latky v plazmé

-zamérené na vzorek: studie ex vivo koncentrace nevazanych |éCiv v aktudlnim vzorku

plazmy.

Prvni pfistup obvykle vyuZiva izolovany a purifikovany protein vdzany na urcitém
povrchu nebo na chromatograficky nosi¢. Je vhodnou metodou k porovnani strukturné

podobnych slouéenin.

Druhy pfistup je nejvice uzivany ve vyzkumu léciv, nevazana frakce je uréena obvykle
in vitro v plazmé rlznych druhl, populaci apod. A tato nevazané frakce je vyuzita
k transformaci pro urceni celkové koncentrace |éfiva ku nevazané frakci, coz pom(ze

interpretovat ucinky Iéciv.

Treti pristup neni Uplné obvykly, ale mizZe poskytnout idedlni informaci pfi vyvoji
[é¢iv, kterou je nevazana koncentrace v kazdém vzorku. Pak je moiné pfimo porovnat
aktualni nevazané koncentrace v kazdém vzorku ve vztahu k farmakodynamice a toxickym

ucinkam.

Vazba na proteiny je zavisld na pH. Pro bazickd léciva vazajici se primarné na
al-kysely glykoprotein dochdzi pfi nartstu pH k poklesu nevazané frakce. Pro kysela léciva
vazajici se na albumin, nevazana frakce narlsta se zvySovanim pH pro néktera léciva a pro
jind klesa. Konformacni zmény albuminu pfi pH 6-9 jsou dobfe popsany. Dochdzi ke zménam
v zastoupeni nevazané frakce pfi rGzném pH a rdznych teplotach. Tyto podminky Ize snadno
zabezpecdit a mélo by se tak ucinit pfi kazdém experimentu, kdy je zjiStovana vazebnost na

plazmatické proteiny.107



2.2.7 Typy vazeb

Vazby jsou popsany na prikladu albuminu, ndsledujici charakteristiky lze aplikovat i na
ostatni plazmatické proteiny. Schopnost albuminu vazat Iéc¢iva je pfipisovana chemickym
vlastnostem rliznych aminokyselin a jejich umisténi v ramci proteinu. P¥i pH 7,4 jsou kyselé
karboxylové skupiny disociovdny jako karboxylové anionty a protony, ale bazické
aminoskupiny jsou protonizovany a vytvari kationické skupiny. Tyto skupiny tudiZz tvofi
negativné a pozitivné nabité ¢asti molekuly proteinu a jsou schopné vazat opacné nabité
ionty pomoci elektrostatickych sil. LéCiva jsou vdzana na albumin nékolika zplsob a vyslednd

vazebna energie je kombinaci nize uvedenych sil.

2.2.7.1 Van der Waalsovy sily

Patfi mezi slaby typ vytvarejici mustek charakteristicky nespecifickou pfitazlivosti

k nenabitym molekuldm nebo fragmentim molekul.

2.2.7.2 Hydrofobni interakce

Obdobné jako predchozi typ vytvafi relativné slabou vazbu. Hydrofobni interakce
mohou vzniknout mezi dvéma aromatickymi kruhy, kdy dojde k interferenci mezi t-elektrony
nebo u struktur s prakticky identickou strukturou, az na délku alkylového fetézce, kdy

molekula s delSim retézcem vaze protein ve vétsim rozsahu.

2.2.7.3 Vodikové mustky

Vznikaji mezi vodikem a polarni skupinou (obvykle hydroxyskupinou nebo
aminoskupinou) a atomy s volnym elektronovym parem (obvykle kyslikem nebo dusikem).

Proteiny maji velké mnozstvi mist potencidlné vhodnych pro vodikovou vazbu.

2.2.7.4 lontové mUstky

Je silnéjsi nez dfive uvedené typy. Negativné nabité karboxylové anionty a pozitivné
nabité amoniové ionty proteinu se vazi elektrostatickymi silami nalécivo s opaénym

nabojem. 87



2.2.8 Koncentrace léciva v plazmé

Pfedpoklada se, Ze koncentrace volnych |éCiv nejlépe koreluje s ucinkem léciva.
U IéCiv s cilovymi misty v centralnim kompartmentu, jako jsou beta-blokatory, je volné Iécivo
odpovédné za vazbu na cilovou strukturu a vlastni ucinek. U léciv prostupujicich
membranou, aby dosahly cilového mista, jsou mnohem vyznamnéjsi jejich chemické
vlastnosti a Ucast transportért IéCiv. CoZz bylo prokdzano napf. ve studii s loperamidem, pro
ktery je mnohem vyznamnéjsi P-glykoproteinem zprostfedkovany efflux nez omezeni
distribuce do mozku zptisobené vysokou vazbou na proteiny.’®® V jiné studii porovnavajici
morfin a oxykodon bylo zjisténo, Ze ucinek nezavisi na koncentraci volného |éciva pfimo
v krvi, ale na jeho koncentraci v misté plsobeni (v tomto pfipadé v mozku), pficemz se tyto
koncentrace vyznamné ii.'® K, je rovnovaZna asociaéni konstanta a popisuje informaci
o afinité a sile vazby mezi proteinem a lé¢ivem. Cim je hodnota vy3si, tim vyraznéjsi je vazba.
Systémy s vysokou hodnotou Kx jsou vyrazné ovlivnény koncentraci latky. Systém s nizkou Ky

je minimalné ovlivnén koncentraci latky. Koncentrace proteind je dilezita u obou systéma.

Asociace a disociace téchto komplext léCiva a proteinu muUzZe byt popsan zakonem
aktivnich hmot (Guldberg-Waagelv zdkon). Asociace (ki) a disociace (k-;1) komplexu
|éCivo-protein trva obvykle v fadu mikrosekund a rovnovaha mezi volnym, nevdzanym

|éCivem [D], proteinem [P] a komplexem léCivo-protein [DP] je ustavena rychle:
[D] + [P] == kq k-1 [DP]

V rovnovaze je afinita léCiva k vazebnému mistu proteinu vyjadfena jako asociacni

konstanta K, (protein), je to prevracena hodnota disocia¢ni konstanty K4 (protein):

. _k__[DP] __ 1
Ka (protein) = k. [DIx[P] Kd (protein)

Mira jakou se vaze lécivo na plazmatické proteiny, muize byt vyjadieno jako pomér
volné (Ciee) Nebo vazané (Cpound) @ celkové (Ciota) koncentrace léCiva. Pomér je obvykle
vyjadifen jako procento IéCiva vazaného na plazmatické proteiny (%PPB = plasma protein

binding) nebo nevazana frakce v plazmé (f):

C bound C total — C free
%PPB=———x100=——x 100
C total Ctotal

_Cfree

U7 Ctotal



Plazmatické proteiny mohou mit vice vazebnych mist pro lécivo a/nebo vice
plazmatickych proteini se mlzZe ucastnit vice vazebnych procesu. Afinita a kapacita kazdého

vazebného mista se v idealnich pfipadech bere v Uvahu pfi vypoctech Ceee a Ciotal-

U vétsiny léciv vazba na plazmatické proteiny neni koncentracné zavisla. Coz plati tak
dlouho, dokud je moldrni koncentrace nevadzaného |éCiva vyrazné nizsi nez Ky (protein).
V tomto pfipadé jak %PPB tak i f, jsou koncentraéné nezavislé a konstantni. V ptipadé vyssi
terapeutické davky a vyssi afinity k proteinu bude |é¢ivo vykazovat koncentracné zavislou

vvvvvv

v plazmé mnohem méné nez albuminu, je i prdh pro nasyceni tohoto proteinu mnohem
0

nizsi.”

Pokud je %PPB rovno hodnoté 99 %, znamena to, Ze 99 % je vdzdno na plazmatické
proteiny a 1 % je v plazmé nevazané. Toto 1 % je definovano jako nevazana frakce f,. Pro
zjednoduseni predpokldadame, Ze nevazana frakce v krvi a plazmé je stejnda a zaménitelna.
Ale existuji i postupy, kterymi lze tyto hodnoty mezi sebou pfevadét. Na hodnotu %PPB
a clearance maji vliv vlastnosti jako je lipofilita, pocet akceptor( a donort vodikovych vazeb,

pKa a tvar moIekuIy.110

2.2.9 Schvalena léciva s vysokou vazebnosti

Zavérem kapitoly je uveden ilustrativni priklad vyuZiti 1éCiv s vysokou vazebnosti
v praxi. Na vazbu léciva na proteiny je pohlizeno jako negativni vlastnost pro |écivo, ale
v praxi existuje 260 obchodovanych Iéciv povolenych FDA do roku 2003. Témér 30 % ma PPB
nad 95 %, jsou obecné povazovany za vysoce vazebnd léciva. Navic 5 % ma PPB vyssi jak

99 %, coz je oznacovano jako velmi vysoka vazebnost léCiv.

Pfi porovnani s obdobim od 2003 do roku 2013, bylo schvaleno relativné velké
mnozstvi |éciv jak s vysokou vazebnosti (45 % nové schvalenych |éciv), tak s velmi vysokou
vazebnosti (24 %). CoZ poukazuje na fakt, Ze i latky s vysokou vazebnosti mohou byt
hodnotna a pouzitelnd léciva. Pokud by byla pfi schvalovani novych latek vytvorena mezni

hranice pro tuto vlastnost, pfisli bychom v tomto desetileti o mnoho uzite¢nych lé¢iv. 10



2.3 Metody

2.3.1 Obecné

Existuje mnoZstvi metodologii, které jsou vhodné pro uréeni rozsahu vazby na
plazmatické proteiny léciv, nicméné v klinickych hodnocenich terapie farmaky patfi mezi
nejuzivanéjsi metody rovnovaina dialyza a ultrafiltrace. Obé tyto metody prokazaly svoji
vhodnost k uréeni vazebnosti na plazmatické proteiny. Parametry této vazby charakterizuji
afinitu léciva a proteinu k vazebnym mistim. Pocet vazebnych mist ve skupiné ptribuznych

proteint a vazebnd kapacita jsou uzite¢né pro predikci koncentrace volného légiva.®®

Metody urcené ke zjisténi plazmatické vazebnosti mizeme rozdélit na separativni
(rovnovaind dialyza, PAMPA, techniky kapilarni elektroforézy, metody kapalinové
chromatografie) a neseparativni (spektroskopické techniky, kalorimetrické techniky,
povrchovd plazmonova rezonance). Prvni skupina zahrnuje separaci volného ligandu od
vazané slozky a je vhodnd k uréeni koncentrace bud pfimo nevdzaného |éciva, nebo
vazaného |éciva. Druha skupina spoléhd na detekci zmény fyziochemickych vlastnosti bud

ligandu, nebo proteinu v dsledku vzniku vazby.111

Klasickou a hojné uzivanou metodou je rovnovazna dialyza, kterd ma své nevyhody.
Bylo vytvofeno nékolik alternativnich metod k prekondani omezeni souvisejicich
s rovnovaznou dialyzou. Ultrafiltrace zkracuje ¢asovou ndrocnost pokusu, coZ je vyhodné
predevsim pro metabolicky nestabilni [atky. Kvalita dat ziskanych touto technikou je zavisla
na rozsahu nespecifické vazby testované slouceniny na aparaturu nebo na ultrafiltracni

membranu.!*?

Dalsi ¢asto vyuZivanou alternativni metodou uréenou pro stanoveni vazebnosti na

lidsky sérovy albumin nebo na al-kysely glykoprotein v séru je vyuziti kolony HPLC.™®

PFi uréeni rozsahu vazby na plazmatické proteiny a nevazané koncentrace |éCiv je
pravdépodobné jeden z nejvétsich problém0( uréeni koncentrace léciva v systému béhem
rovnovahy, aniz by byla narusena rovnovaha samotna. Situace se jesté komplikuje faktem, ze
presna nevazand frakce/koncentrace je neznama. Existuje mnoho mozZnosti, jak muze

vzniknout Spatny vysledek a neexistuje Zddnd metody, kterd by byla vSeobecné vhodna



k pouziti. Mnohé studie zkoumajici koncentraci vazanou a nevazanou na proteiny byly

publikovany bez dostate¢né kontroly riiznych parametr( ovliviiujici rovnovéhu. **

2.3.2 Rovnovaina dialyza

Rovnovazna dialyza je nejuzivanéjsi metodou pro stanoveni vazby na plazmatické
proteiny. Dvé prohlubné jsou oddéleny semipermeabilni membranou, plazma je umisténa do
jedné a pufr do druhé. Membrany jsou vyrobeny pro oddéleni rlznych molekuldrnich
hmotnosti a mohou byt tedy vhodné zvoleny s ohledem na jednotlivé slozky a proteiny. Pufr
by mél byt co nejvice podobny plazmé, obvykle je pouzivan isotonicky fosfatovy pufr
(PBS-phosphate buffered saline, pH = 7,4). Dialyza probiha 4 — 24 hodin, kdy je ustavena
rovnovdha a koncentrace |éc¢iva v plazmé a v pufru by méla byt stejnd jako koncentrace
nevazané latky v prohlubni s plazmou. Pouze proteiny neprochazi membranou. Cas potfebny
k ustaleni rovnovahy musi byt verifikovan pro kazdou slouceninu zvlast. Systém je vhodné

inkubovat pti fyziologické teploté (37 °C).

Jednd se o pomalou a pracnou metodu, ale bylo vyvinuto 96-jamkové zatizeni
v usporadani s vertikalné umisténymi komorami umoZiujicimi jednodussi pouZivani
a automatizaci, lze ziskat rychleji vysledky na rozdil od pUvodniho ,sandwichového”
usporadani, které bylo nachylné k unikim a vyZadovalo dlouhé inkubacni ¢asy. U novéjsi
metody je objemovy rozdil v prfipadé pouziti PBS mezi 2 az 4%, proto ho lze povazovat za
zanedbatelny. Po dosaZeni rovnovahy je tekutina z kazdého rezervoaru odstranéna a je

analyzovana koncentrace |é¢iva.

Experimenty urcujici plazmatickou vazebnost mohou byt provedeny za pouziti
radioaktivné znafenych nebo neradioaktivné (studené) znacenych sloucenin. Pokud je
pouzita radioaktivné znacenad latka, jeji koncentrace v dialyzatu mlze byt urcena za pouZiti
scintilacniho detektoru. Jednd se o neselektivni analyzu a v tomto pfipadé ma sv{j vyznam
kontrola radiochemické Cistoty a stability kzajisténi vérohodnosti vysledkd.
U neradioaktivnich latek Ize k detekci vyuZit LC-MS/MS formou selektivni analyzy. Pfi pouZziti
selektivni analyzy nejsou necistoty pfriliS velkym problémem. Problematické jsou
enantiomery v systému, ktery neni chiralni, protoZe enantiomery maji rGzné vazebné

.1
vlastnosti. 1978



2.3.2.1 Ziskana data a vypocty

Pti analyze se vyuziji nasledujici hodnoty: |éCivo v rezervoaru s pufrem je v rovnovaze
s koncentraci volného léciva v rezervoaru s plazmou, kterd odpovida koncentraci volného
|éciva (Cy) a koncentrace léciva po ukonceni dialyzy v rezervoaru s plazmou (Cy - total drug
concentration). Cg (bound drug concentration) mlze byt nasledné vypocitano ze vzorce

Cg. Cr- Cy. %8 Déle je mozné urcit hodnotu nevazané frakce jako fy = Cy /Cr. 114

2.3.2.2 Nevyhody a uskali metody

Koncentrace nevazané frakce v plazmé bude stejna jako nevazana frakce ve tkani,
pokud transportéry, metabolismus a bulk flow neovliviiuji rovnovahu. Vétsinou se rovnovaha
ustali za 100 ms, delsi Cas se projevuje u extrémné vazanych latek, kdy je podil volné frakce
jen do 0,1 %. Rovnovaha je ovlivnéna zménami v pH, teplotou, koncentraci léciva,

koncentraci proteinu a koncentraci dalSich pritomnych latek.

Muze dochazet k Uniku protein( pfes membrdnu a to jak u rovnovainé dialyzy, tak
u ultrafiltrace. Unik je moZno uréit pomoci metody ELISA. Pro membréany s mezni hodnotou
molekuldrni hmotnosti pod 10 kD nebyly v ultrafiltratu nalezeny zadné bilkoviny. V pfipadé
vy$Si mezni hodnoty membrany 30 kD byly pozorovany nizké koncentrace albuminu i ve

filtratu.'®’

Mezi nevyhodou radioaktivné znacenych latek pfi uréeni plazmatické vazebnosti patfi
necistoty a nestabilnich latek téchto latek muUze vést k precenéni hladiny volného |éciva.
Kvali tomu je nutné urcit Cistotu radioaktivné znacené latky idealné pred a po separaci

z vazaného léciva.

V Uvahu je nutné brat fakt Ze, u vyssi molekulové hmotnosti a vyssi vazebnosti na
plazmatické bilkoviny je doba ustaveni rovnovahy delsi 115 3 rovnovéha je ustavena rychleji

pokud se sloucenina ptida na stranu s plazmou.

Nespecifické vazebné efekty jsou velmi vyznamné pro léCiva vysoce vdzana na sérové
proteiny a mohou vést k podcenéni nevazané koncentrace. Tato nevyhoda byla ¢asteéné
vyfeSena riznymi modifikacemi metody, redukujici tyto nespecifické vazby nebo aplikaci

116

Tweenu 80 nebo bezalkonia na membranu filtru.”™ Tomuto jevu lze predejit i pouZzitim

teflonu.'’



Z divodu mozné adsorbce |éCiva na membranu cely je dllezité méfit koncentraci
|[éCiva na obou stranach dialyzacni membrdany. Existuje mnoho druhl dialyzaénich cel
raznych velikosti i objemu. Se vzrlstajici plochou povrchu roste i rychlost ustanoveni
rovnovahy. Ddle ¢as ustanoveni rovnovahy lze sniZit rotaci nebo tfepanim dialyzacni cely.
Metoda je vhodna pro zpracovani malych i velkych objem0 vzork(. Nevyhodou rovnovazné
dialyzy je, Ze koncentrace |éCiva v plazmé se méni vzhledem k pocatecni hodnoté. To ma

vyznam predevsim u 1é&iv vykazujicich vazbu zavisejici na koncentraci.®®

Volna koncentrace |éCiva po difuzi zavisi na rozdélovacim faktoru volného |éciva,
celkové plazmatické koncentraci |éc¢iva a proteinu a asociacni konstanté, ale je naprosto

nezavisla na rozdélovacim faktoru proteinu a vysledném objemu distribuovaného proteinu.

Muze dojit ke vzrlistu objemu dialyzovaného roztoku influxem dialyzatu zplsobenym
koloidnim osmotickym tlakem plazmatickych bilkovin. PouZitim isotonického pufru nebo
pufru s vyssi koncentraci latek s nizsi molekulovou hmotnosti se nezabrani zcela osmotické
diluci, protoze pufr a ionty soli se dostdvaji volné do kompartmentu s plazmou a je
vyrovnavan osmoticky tlak protein(. Donnanova distribuce muize zpUsobit signifikantni chyby
vuréeni plazmatické vazebnosti lécCiv, kterda jsou slabé vazana, protoZe koncentrace
v dialyzatu nereflektuje volnou koncentraci v dialyzovaném roztoku. Predstavuje problém

predevsim u vysoce ionizovanych a malo aZz stfedné se vazajicich slouéenin. A neposledni

v % o v ’ , . , . . er s s , v 1 zve. 11
Fadé muaze byt také problematicka a limitujici nizkd rozpustnost ve vodé lé¢iva. '

2.3.3 Paralelni analyza permeability umélou membranou

PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay) byla pivodné vytvorena, aby
umoznila predikci pasivni permeability 1éCiva pfes membrany. Metoda je zaloZena na filtracni
desce s 96 jamkami potazené umélou membranou (vyrobenou z fosfolipidd rozpusténych
v inertnim organickém rozpoustédle, pfi vyrobé membran se vyuziva napf. hexadekan nebo
oktan-1-ol) pouZitou k oddéleni dvou kompartmentd, jeden obsahuje roztok pufru
s obsahem testovaného |éCiva (kompartment donoru) a druhy kompartment, obsahuje
pouze samotny pufr (akceptorovy kompartment). Volna koncentrace léciva v akceptorovém
kompartmentu je mérena v rlznych ¢asech a rozdil mezi dvéma experimenty a slouzi
k urceni vazebné konstanty. Klicovym predpokladem této metody je, Ze pouze volné IéCivo je

schopno prochazet membranou zatimco jak protein, tak komplex proteinu s Ié¢ivem toho



schopny nejsou. Vyuziti metody PAMPA k urceni vazebnych konstant ma nasledujici vyhody:
neni nutny dlouhy ¢as pro ustaveni rovnovahy a filtra¢ni deska s 96 jamkami je tedy rychlejsi
neZ tradi¢ni rovnovazina dialyza, nedochdzi k zZadnym objemovym zméndm zpUsobenym
onkotickym tlakem, protoZe pouZité membrany nejsou propustné pro vodu a nespecificka
adsorpce se nemusi korigovat. Membrana je zvolena podle testovaného lécCiva. Pfi porovnani
s rovnovaznou dialyzou jsou analytické obtiZe vice méné obdobné. Pro analyzu vystup( obé

metody pouZivaji chromatografickou spektormetrii (LC-MS). '

2.3.4 Ultracentrifugace

Pfi ultracentrifugaci je roztok |éc¢iva a proteinu smichan dohromady a umistén do
centrifugy. Vyuziva se vysoké gravitacni sily k oddéleni volnych a vdazanych sloucenin.
Centrifugace probihd, dokud veskeré bilkoviny a komplex bilkoviny a Ié¢iva nezlstane ve
formé sedimentu na spodni ¢asti zkumavky, zatimco lipoproteiny o nizké hustoté
a chylomikrony se nachazi v horni vrstvé zkumavky. Koeficient sedimentace léciva je obecné
velmi maly ve srovnani s proteinem, volné lécivo zUstava v supernatantu a v ném muze byt
kvantifikovano.!** Vazané lé¢ivo mize byt vypoditano z hodnot koncentrace volného lé¢iva
odebraného vzorku pfimo pod lipidovou vrstvou a celkové koncentraci slouceniny pred

centrifugaci.

Vyssi rychlost rotoru, lepsi separace a kratsi ¢as experimentu jsou tti dilezité faktory
pro uspésné provedeni ultracentrifugace. Je vhodné provadét pfi biologicky relevantni
teploté 37°C, kterd minimalizuje sedimentaci lé¢iv a poskytne hodnotnéjsi informaci

z hlediska termodynamiky procesu.''®

Ultracentrifugace ma tu vyhodu, Ze eliminuje
problémy s membranovymi efekty jako je Donnantv efekt nebo membrdnova adsorpce. Na
druhou stranu vybaveni pro ultracentrifugaci je vyrazné drazsi nez to, které se pouziva pro
rovnovaznou dialyzu a ultrafiltraci. Dale komparativni studie s raznymi typy léciv odhalily
nesrovnatelnosti mezi vysledky dosazenymi rovnovdznou dialyzou a ultracentrifugaci,
protoze odhad koncentrace volného léciva mlzZe byt ovlivnén fyzikalnimi jevy, jako jsou

sedimentace, zpétna difdze a viskozita.'!

Pro predstavu chyba zplsobena sedimentaci mlze
nabyvat hodnot od 10 % pro léciva s 300 Da az po 40 % u léciv s vyssi hmotnosti (kolem

1300 Da).'*



2.3.5 Ultrafiltrace

Principem této techniky je, Ze plazma obsahujici l1éCivo se umisti do ultrafiltraéni
jednotky. Semipermeabilni membrana umoini plazmatické tekutiné a molekuldm s mensi
molekulovou hmotnosti projit skrz, zatimco vétsi molekuly, jako jsou plazmatické proteiny,
jsou zadrZzeny. Roztok léciva a plazmy se pozitivnim tlakem (dusikem nebo injekci) nebo
Castéji negativnim tlakem (centrifugaci) dostavd z horni ¢asti do spodni ¢asti komory.
Koncentrace volného |éc¢iva ve spodni ¢asti a celkova koncentrace pred ultrafiltraci jsou
pouzity k uréeni rozsahu vazby na proteiny. V porovndni s rovnovaznou dialyzou je vyhodna

redukce chyb zpGsobenych lipolyzou, roziedénim proteinu a Gnikem proteinu. %% %

Ultrafiltrace je rychld, efektivni a jednoducha metoda k uréeni volného I|éciva.
Podstatnou vyhodou této metody je, Ze nevyzaduje poutZiti fyziologického pufru. Mlze byt

vyuZzita pro rGzné typy biologickych vzorkl véetné tkanovych homogenata.

Nevyhodou ultrafiltrace je, Ze koncentrace proteinu se méni, protoze ze vzorku
plazmy je filtrovana plazmaticka tekutina. Mély by byt provedeny predbézné experimenty ke
stanoveni efektu ultrafiltracniho objemu k méreni nevazané koncentrace léciva. Pouze maly
objem ultrafiltratu (10 — 15 % z plvodniho objemu) miZze byt vhodny k uréeni koncentrace
proteinu v hornim rezervodru. AvSak zhodnoceni pfi malém objemu ultrafiltratu léciva se
zna¢nou vazbou na plazmatické proteiny je pod moZnostmi detekce této metody.
U nékterych léciv mlzZe Cy zUstat konstantni, prestoze se proteiny koncentrovaly v horni ¢asti
rezervoaru jako mnoizstvi plazmatické tekutiny vzrastajici v ultrafiltratu. Proto muaze byt
v nékterych pfipadech pfijatelny odbér objemu az mezi 20 a 40 % puvodniho plazmatického
objemu. Dalsi limitace metody ultrafiltrace jsou obdobné jako u rovnovaziné dialyzy. Vzorek
plazmy musi byt udrzovan ve fyziologickém pH a vteploté napodobujici fyziologické

podminky. Mé&feni i v tomto p¥ipadé maze byt ovlivnéno adsorpci lé¢iva na membranu.®®

SniZeni nespecificky vazeb na membranu bylo dosazeno v jednom z experimentu
pouzitim vhodnych uprav filtrl, konkrétné za pouziti Tweenu-80 pro neutrdlni a kyselé latky

nebo benzalkonia-chloridu pro latky bazické.'*®

Dalsi nevyhodou ultrafiltrace je molekularni ,prosévani“ (,sitovy” efekt), kdy
plazmaticka tekutina a volné léCivo neprochazi pres ultrafiltracni membranu stejnou

rychlosti. Coz muizZe vést k nedostatecnému zastoupeni volné frakce ve filtratu, kdy molekuly



vody projdou pres membranu mnohem rychleji nez slouc¢enina. Je zaznamendano zvyseni se

zvydujici se molekulovou velikosti slou¢eniny a rostoucim tlakem.*?% 2!

2.3.6 Metody kapalinové chromatografie

Tato metoda pouzivana pro posouzeni interakci [éCiva a proteinu mUzZe byt rozdélena
do dvou hlavnich pfistup( zavisejicich na tom, zda obé interagujici slozky jsou volné
v roztoku (vyluéovaci chromatografie) nebo zda jeden komponent (zpravidla protein) je
imobilizovan na chromatografickém nosici (afinitni chromatografie). Zénovd eluce nebo

frontalni analyza mohou byt pouzity u obou postup.

2.3.6.1 Vylucovaci chromatografie

Ve vyluéovaci chromatografii (size-exclusion chromatography, SEC) jsou molekuly
v roztoku separovany na zdkladé jejich velikosti nebo presnéji jejich hydrodynamického
objemu. Smés léciva a proteinu vzlind kolonou s pordznimi ¢asticemi. Protein a komplex
proteinu s léCivem, které jsou pfilis velké, aby prostupovaly péry kolony, se vymyji nejdfive.
Molekuly Iéciva, které prochazeji nebo difunduji péry se eluuji pozdéji."** P¥i metodé SEC,
kde jsou ligandy i proteiny volné v roztoku, byly vytvoreny i obmény. LéCivo a protein mlzou
byt smichany dohromady a nasledné injikovdny do systému nebo m{ze byt injikovan jeden
a druhy je rozpustén v eluentu nebo lze pouzit Cisty pufr, zatimco oba komponenty jsou

rozpustény v mobilni fazi.'?

V urceni plazmatické vazebnosti je SEC relativné malo
perspektivni. Mezi nedostatky patfi nizka ucinnost kolony, kratkd Zivotnost kolon a nizka

obnova protein(, pouziva se tedy jen zfidka.

2.3.6.2 Vysokoucinna afinitni chromatografie

Vysokoucinna afinitni chromatografie (HPAC) je zaloZena na imobilizaci proteinu na
nosici a aplikaci a nasledné interakci rozpusténé latky na koloné. Léciva s vysokou afinitou
mohou interagovat s imobilizovanym proteinem a budou eluovat déle nez lé¢iva s Zadnou
nebo nizkou afinitou. Jedna z hlavnich vyhod je mozZnost vyuzZiti pouze malého mnozstvi
proteinu pro velky pocCet méreni, stejny protein muizZe byt znovu pouzit ve vice
experimentech. Napf. kolony obsahuijici lidsky sérovy albumin imobilizovany na ¢asticich
oxidu kfemicitého se daji pouzit pro 500 az 1000 apIikaci.124 Dalsi pozitivum je snadnd

automatizace této metody a mozZnost studovat chovani enantiomerd v pripadé chiralnich



latek pouZitim racematu, pokud se z kolony ziskd enantiomer. Otazkou z(stava vliv
imobilizace na protein samotny, diskutuje se o tom, Ze muZe dojit k jeho denaturaci,

nevhodné orientaci nebo stérickému branéni v okoli vazebného mista.'*

Albumin je nejcastéji pouzivany protein u HPAC metody, pfi jeho zakotveni na nosic
zGstdvaji zachovany vlastnosti jako by byl v roztoku. Jak jiz bylo zminéno HPAC mUzZe byt
proveden ve dvou riznych nastavenich (zénova eluce a frontalni analyza). Castéji se pouziva
ke studiu léciv interagujicich s plazmatickymi proteiny zénovd eluce, ktera poskytne
informaci o vazbé frakce s IéCivem, protoZe relativni mnozstvi |éCiva v rovnovaze vadzané na
imobilizovany protein v porovnani s volnym |éCivem v mobilni fazi je pfimo méfeno pomoci
retencniho faktoru. Zénova eluce je relativné rychla metoda a mlze byt vyuZita i ke studiu
kinetické rychlosti vazebnych interakci. Frontdlni analyza je zaloZzena na plynulé inflzi ligandu
pfes proteinovy cil imobilizovany na koloné, zatimco je méfeno mnoizstvi eluovaného

ligandu.'*

2.3.7 Techniky kapilarni elektroforézy

Podobné jako u kapalinové chromatografie, mize byt u kapilarni elektroforézy
vyuZita zénova eluce i frontalni analyza. Mezi nejuzivanéjsi patfi elektroforéza kombinovana
s frontdIni analyzou (CE/FA) a afinitni kapilarni elektroforéza (ACE) z dlvodu jejich

jednoduchosti a spolehlivosti.

Pfi elektroforéze kombinované s frontalni analyzou se latky smisi do vialky se
vzorkem. Po dosaZzeni rovnovahy se vhodny objem vzorku (tvorici 10-20% efektivni délky
kapilary) vpravi do kapilary. KdyZ se rovnaji hodnoty elektroforetické mobility proteinu
a komplexu proteinu a lécCiva je velikost plochy volného |éCiva Umérna koncentraci volného
léku v plvodnim vzorku. Zakladem afinitni kapilarni elektroforézy je kapilara naplnéna
pufrem obsahujici protein v rlznych koncentracich a malé mnozstvi 1éCiva je vpraveno do
kapilary. Asociacni konstanta je vypocitana ze zmény elektroforetické mobility léciva nad

komplexem.

Hlavnimi vyhodami kapilarni elektroforézy jsou vysokda ucéinnost a separaéni
selektivita, nizka spotfeba vzorku a reagencii, vysokd rychlost analyzy, jednoducha

automatizace a moznost pfizpUsobeni se fyziologickym podminkam. Mezi nevyhody metody



patfi riziko adsorpce proteinu na sténu kapilary a nizky detekéni limit bézné pouzivanych UV
detektora. '
2.3.8 Mikrodialyza

Mikrodialyza je pomérné novda metoda, kterd umozni in vivo urceni koncentrace
volného lé¢iva v plazmé, tkanich a dalSich biologickych tekutinach jako je napf.
cerebrospinalni tekutina. Mikrodializa¢ni sonda obsahuje dialyzaéni membranu, kterd je
chirurgicky implantovana do krevniho recisté, tkanového prostoru apod. Dialyza¢ni pufr
protéka sondou a volné lécivo v tkani nebo krvi difunduje skrz membranu do sondy ve sméru
koncentraéniho gradientu. Dialyzat je sbiran po urcitou ¢asovou periodu a je analyzovan
k uréeni koncentrace volného léc¢iva. Neposkytuje informaci o celkové koncentraci léciva
a lécivu vazaného na bilkoviny, k tomu by bylo nutné jesté separatné odebrat vzorek plazmy

a analyzovat ho. %

2.3.9 Spektroskopické techniky

Spektroskopické metody (UV/VIS, fluorescencni, IR), nuklearni magneticka rezonance,
opticka rotacni disperze a cirkuldrni dichroizmus jsou zaloZzeny na zménach elektronovych
a spektorskopickych energetickych hladin ligandu nebo proteinu béhem vzniku vazby. Tyto
metody mohou byt provadény v roztoku, coz umozni vhodné ustaveni rovnovahy pfi méreni.
Spektroskopické metody maji velkou vyhodu v poskytnuti lepSiho porozuméni vazebnym

126

mechanismim a umozZni stanovit vazebnou konstantu. Fluorescenéni spektroskopie

pomaha identifikovat vazebné skupiny léciv a miZe byt vyuZita k vypocteni vazebné

vzdalenosti mezi fluoroforem léciva a proteinu.127

IR je vyborna metoda ke studiu sekundarni
struktury proteinu. NMR spektroskopie indikuje, které skupiny molekuly proteinu se ucastni
na vazbé s [é¢ivem. Novym trendem je vyuziti kombinace téchto metod pomoci vypocetniho

zpracovani. Nevyhodou téchto metod je nizka senzitivita, kterd omezuje jejich $ir$i vyuziti.**!

2.3.10 Kalorimetrické techniky

Pouzivd se izotermalni titracni kalorimetrie a diferenciadlni skenovaci kalorimetrie.
Reakce a vznik komplex(i jsou detekovdany zménami v uvolfiovani tepla, pfipadné pfi
nelze ji urcit hodné a velmi malo afinni procesy a vzorek musi byt velmi Cisty. V popredi

zajmu je diferencidlni skenovaci kalorimetrie u latek s velmi vysokou vazebnou konstantou



(Fadové 10™ mol/l), kterou neni mozné zméfit konvenénimi technologiemi. Nevyhodou je

vysoka spotieba vzorku. Kalorimetrie poskytuje kompletni termodynamicky popis reakce. ***

2.3.11 Povrchova plazmonova rezonance

Metoda zahrnuje imobilizaci jedné zreagujicich latek (protein) na povrchu
a monitorovani jeji interakce s druhym komponentem (lécivo) v roztoku, ktery protéka pres
povrch. Detektor monitoruje zmény vindexu lomu, které nastavaji pfi formovani nebo
rozpadu béhem vazebnych reakci. Poskytuje informaci o stechiometrii reakce, rovnovazné

vazebné konstanté a kinetické rychlostni konstanté.'*!

2.3.12 Shrnuti: vyhody a nevyhody jednotlivych metod

Tabulka 2 Metody pro stanoveni vazebnosti na plazmatické bilkoviny (zdroj ***)

Rovnovaina - jednoducha - dlouha doba pro ustaveni rovnovahy
Dialyza - levna - vysoka Cistota reagencii
- dostupna ve formatu pro 96 vzork - Donnanlv efekt

- nespecificka vazebnost
- molekulova hmotnost proteinu musi byt
vyrazné vétsi nez léciva

- objemové presuny

PAMPA - dostupna ve formatu pro 96 vzorki - vysoka Cistota reagencii
Ultrafiltrace - jednoducha - ucpani filtru
- dostupna ve formatu pro 96 vzorki - mUZe byt narusena rovnovaha
- sitovy efekt

- vysoka Cistota reagencii
- nespecificka vazebnost
-molekulovd hmotnost proteinu musi byt

vyrazné vétsi nez léciva

Ultracentrifugace | - jednoducha - riziko sedimentace |éCiva, zpétné difuze,
disociace komplexu

- vysoka Cistota reagencii

Izotermalni - termodynamické informace - velké mnozZstvi vzorku

titracni - nastaveni testu do znacné miry zavisi na
. . fedmétu zajmu

kalorimetrie P !

- vysoka Cistota reagencii




Diferencialni
skenovaci

kalorimetrie

- termodynamické informace

- vysoka Cistota reagencii

- chybi potvrzeni validace

Spektroskopické - informace o interakci a strukture - fale$né negativni
techniky - vysoka Cistota reagencii
- $patnd reprodukovatelnost
Povrchova - informace o kinetice vazebnosti -stechiometrické informace nejsou

plazmonova

rezonance

- velmi malé mnozstvi vzorku

- data v redlném case

dostupné pfimo
- vysoka Cistota reagencii
- nakladné

- imobilizace—>dlouha pfiprava metody

wve

Vysokoucinna
afinitni

chromatografie

- imobilizovany protein Ize pouZit znovu
- afinita enantiomer(

- neni pozadovan Cisty vzorek

- imobilizace—>dlouha pfiprava metody

Kapilarni

elektroforéza

- levny material
- rychla a jednoducha

- neni pozadovan Cisty vzorek

- senzitivita

- adsorpce na sténu kapildry




3 EXPERIMENTALNI CAST



3.1 Material a vybaveni pro stanoveni plazmatické vazebnosti

3.1.1 Biologicky material
Pti experimentech byla pouzita plazma (plvodné heparinizovana krev, centrifugaci

doslo k oddéleni plazmy) ctyr Zivocisnych druh:
- Lidska plazma — odebrana dospélému zdravému darci
- Hovézi plazma — dodana spole¢nosti LabMediaServis, s. r. o.
- Prasedi plazma — odebrand praseti domacimu, byla ziskana z Jatek Blovice s.r.o.

- Potkdni plazma — smésna plazma samci potkanl kmene Wistar (hmotnost

250-400 g)

3.1.2 Pouzita radiofarmaka

3.1.2.1 ¥F-FDG

Vyrobce: UJV Re? a.s., CR, $arze ¢. AL6R0O75, vyrobeno 11.5.2016

Radiochemicka Cistota stanovena metodou MiniGITA Star Beta+ s GM detektorem.
Na desku s vrstvou silikagelu byl nanesen vzorek 1-3pl ®F-FDG a 2 pl porovnavaciho roztoku.
Deska se nechala vyvijet v mobilni fazi z acetonitrilu a vody (pomér 95:5) po draze 12 mm,
timto se oddéli fluorid (zelend plocha), BE_FDG (€ervena plocha), acetylovana BE_FDG
(modréd plocha) a 1,2,3,4-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranosa. Ndasledné bylo stanoveno
rozdéleni radioaktivity po délce chromatogramu. Vysledny chromatogram znazornuje

Obrazek 1 a Tabulka 3.



Obrazek 1 chromatogram *®F-FDG

Tabulka 3 Gdaje ke chromatogramu *®F-FDG

Substance Relative Area (%) | Area Counts
Fluorid F (18) 0,83 5880,9
2F(18)DG 97,78 690756,9
NeHyTeAc2FDG 1,27 8936,5

3.1.2.2  8F-fluorocholin

Vyrobce: SYNEKTOK S.A., Polsko, Sarze: FCh160520W1, vyrobeno 20.5.2016

Radiochemicka Cistota byla stanovena metodou HPLC. Byl pouzit nastfikovy ventil se
smyckou o objemu 20 pl po vyvijeni v mobilni fazi se oddéli fluorid (retencni ¢as 2,650)
a ®F-fluorocholin (retenéni &as 11,033). Jiné produkty nebyly zjistény. Vysledny

chromatogram znazornuje Obrazek 2 a Tabulka 4.



Obrazek 2 chromatogram *®F-fluorocholin
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Tabulka 4 udaje ke chromatogramu 18F- fluorocholinu

Substance Relative Area (%) | Area (mV.min)
18F- 0,10 0,061
Fluorocholin | 99,90 58,879

3.1.2.3 "F-fluorothymidin
Viyrobce: RadioMedic s.r.o0., CR, $arZe €. 160524FLT202, vyrobeno 24.5.2016

Radiochemicka Cistota byla stanovena metodou HPLC. Byl pouZit nastfikovy ventil se
smyckou o objemu 20 pl, kolona Phenomenex Synergi Hydro-RP C18 (250 x 4,6 mm, 4 um,

80 ,&), radiometricky detektor a UV/VIS detektor s nastavenou vinovou délkou 266 nm. Jako

mobilni faze byla pouZzita smés ethanolu a vody o koncentraci 10 % objemovych

ethanolu. Dolo k oddéleni *®F-fluorothymidin (reten¢ni &as 9,85) a vedlejsich produktd n.a.

(retencni ¢as 10,75). Vysledny chromatogram znazornuje Obrazek 3 a Tabulka 5.



Obrazek 3 chromatogram *®F-fluorothymidin
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400
300
200
100
2-na.- 10,788
min|
S — — T ——— ——
0,0 20 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0

Tabulka 5 udaje ke chromatogramu 18F-fluorothymidinu

Substance | Relative Area (%) | Area (mV.min)

3-'[18F]FLT | 99,37 113,99420

n.a. 0,63 0,71886

3.1.3 Pristrojové vybaveni a pomuicky

centrifuga EBA 200, Hettich

otdaceci zafizeni pro rovnovaznou dialyzu

pH metr Multi 3420, WTW

termostat Climacell CLC 707, BMT Medical Technology s.r.o.

méric radioaktivity detekéni jednotka NE 3502 s analyzdtorem MC 1256, EMPOS s.r.o.
semipermeabilni membrana — celofan, Presvit, Chemosvit

injek¢ni jehly, stfikacky (1,0ml) a automatické pipety (1-1000ul)

ultrafiltr AMICON Ultra-0,5, Merck (limit molekulové hmotnosti 10 kDa)

ultrafiltr VIVASPIN 500 pl, Sartorius Stedim (limit molekulové hmotnosti 10 kDa)

zkumavky



3.1.4 Chemikalie

Isotonicky fosfatovy pufr pH = 7,40
(sloZeni: 1,82 g KH,0P4, 19,2 g NaHPO,4.12H,0 doplnéno do 1000 g Aqua purificata)

antikoagulac¢ni latka — Heparin Léciva inj.

3.2 Vseobecné postupy

Pro analyzu vzork( a uréeni plazmatické vazebnosti byly pouzity dvé metody: metoda

ultrafiltrace a metoda rovnovaziné dialyzy.

3.2.1 Metoda ultrafiltrace
Postup zde uvedeny je pro jeden Zivocisny druh a analyzu jednoho radiofarmaka.
Postupné byly analyzovany vsechny druhy plazmy (prasedi, lidskd, potkani, hovézi) a vSechna

tfi radiofarmaka (*®F-fluorocholin, 18F—quorothymidin, BE_FDG).

Nejdrive byl proveden Uvodni pokus pro zjisténi doby centrifugace pro jednotlivé typy
filtr(, abychom ziskali 80-100 pl ultrafiltratu. Jako nejvhodné;jsi nastaveni vyslo 12 minut pfi

6 000 otackach pro AMICON a 10 minut pfi 6 000 otackach pro VIVASPIN.

Byl pfipraven zdsobni roztok obsahujici 2,5 ml plazmy a 25 pl radiofarmaka (tj.
zfedéni 1:100). Nasledné byly plnény zkumavky s filtrem vidy 2 typu AMICON a 2 typu
VIVASPIN 0,5 ml zasobniho roztoku. Zkumavky s filtrem se umisti do centrifugy, kde se pfi
stanovenych otackach a po stanovenou dobu centrifuguji. Experiment probihal pfi teploté
37 °C. Po centrifugaci zasobniho roztoku odebereme z ultrafiltratu celkem 4 vzorky po 20 pl
ze zkumavek s filtrem AMICON a 4 vzorky po 20 ul ze zkumavek s filtrem VIVASPIN, u téchto
vzorkl byla zmérena aktivita vimpulsech, kde se ziskaji hodnoty aktivity volného
radiofarmaka. Zaroven byly zméreny 4 vzorky po 20 ul z pavodniho roztoku s radiofarmakem

pred centrifugaci, takto se ziska hodnota aktivity v plazmé.

3.2.2 Metoda rovnovainé dialyzy
Postup zde uvedeny je pro 4 Zivocisné druhy a analyzu jednoho radiofarmaka.
Postupné byla analyzovéna tfi radiofarmaka (*®F-fluorocholin, ®F-fluorothymidin, *®F-FDG).

Aparatura pro rovnovazinou dialyzu obsahuje 4 kotouce, které se skladaji vidy po dvojici,



amezi né je vloZen celofan. Takto vznikne celkem 32 prohlubni oddélenych membranou

z celofanu.

Nejdrive byl proveden Uvodni pokus pro zjisténi doby experimentu pro jednotlivd
radiofarmaka. Na jednu stranu prohlubné se aplikovalo 0,45 ml samotného pufru a na
druhou 0,45 ml pufru s radiofarmakem ze zasobniho roztoku ptipraveného ze 4 ml pufru
a 40 pl radiofarmaka (tj. zfedéni 1:100). Cely dialyzacni ptistroj byl umistén do termostatu
nastaveného na 37°C, kde dochazelo k prechodu radiofarmaka prfes membranu az do
vyrovnani koncentraci. Kazdych 30 minut byl odebirdn vzorek ze strany obsahujici
pUvodné samotny pufr a ze strany s pufrem obsahujici radiofarmakum. Z kazdého odbéru byl
zméren vzorek 100 pl, dokud nedoslo k vyrovnani koncentraci (méfrenych jako aktivita vzorku

v impulsech). Takto byl stanoven ¢as pro ustaveni dialyza¢ni rovnovahy.

Doba, za kterou se ustanovila dialyzaéni rovnovahy, byla stanovena pro '*fF-FDG

a 18F—quorothymidin na 120 minut a pro 8E_fluorocholin na 90 minut.

Nasledné bylo preméreno pH 0,01M fosfatového pufru, které odpovidalo hodnoté
pH = 7,40 a pufr byl v objemu 0,45 ml aplikovan do prohlubni na jedné strané sloZzeného
kotouce a oproti nim bylo aplikovano 0,45 ml roztoku plazmy s radiofarmakem, odebraného
ze zasobniho roztoku, ktery obsahoval 2,5 ml plazmy a 25 pl radiofarmaka (tj. zfredéni 1:100).

Z kazdého druhu plazmy byly aplikovany 4 vzorky s jednim radiofarmakem.

Cely dialyzaéni pfistroj byl umistén do termostatu nastaveného na 37°C, kde
dochdzelo k prfechodu radiofarmaka pres membranu aZ do doby ustaveni dialyzacni
rovnovahy, zjisténé v ivodnim pokusu. Z kazdé prohlubné byla zmérena aktivita v impulsech

dvou vzorkl o objemu 100 pl.

3.3 Vypocty

3.3.1 Aritmeticky priimér
Aritmeticky prdmér, ktery je vypocten souctem skupiny Cisel a jeho naslednym

vydélenim poctem téchto Cisel Ize vyjadfit vzorcem:

n

-1 Y. o -

X=-. E X; , kde x znadi jednotlivé hodnoty a n znaci rozsah souboru.
i=1



3.3.2

Smérodatna odchylka

Smérodatnd odchylka vyjadfuje, jak se hodnoty liSi od primérné hodnoty

(stfedni hodnoty). Smérodatna odchylka je definovana nasledujicim vztahem:

333

3.34

Vypocet volné frakce pro metodu ultrafiltrace

Hodnota volného radiofarmaka v procentech se vypocte podle vzorce:

f,=2% 4 100
Apl

A, — aktivita v ultrafiltratu (v impulsech)
Ap — aktivita v plazmé (v impulsech)
fu— frakce volného léciva (v %)

Vypocet rozdila priméri a volné frakce pro metodu rovnovainé dialyzy

Hodnota rozdilu priiméra aktivit v procentech se vypocte podle vzorce:

A=(1-22%)x100
ARF
Ap, — aktivita pufru (v impulsech)
Arr— aktivita pufru s radiofarmakem (v impulsech)

A - Rozdil primér( aktivit v pufru a v pufru a radiofarmakem (v %)

Hodnota volné radiofarmaka v procentech se vypocte podle vzorce:

_Apu

f =
Y Apl

x 100
Ap, — aktivita pufru (v impulsech)
A, — aktivita plazmy (v impulsech)

f,— frakce volného léciva (v %)



3.3.5 Statistické zpracovani dat
Statisticky vyznamné rozdily mezi volnou frakci vlidské plazmé a v plazmé

jednotlivych Zivocisnych druht byly uréeny s pouzitim statistickych funkci v programu EXCEL.

Byla zformulovana nulova hypotéza Hp: Mezi hodnotami volné frakce nejsou

statisticky vyznamné rozdily.
Jako hladina vyznamnosti testu (a) byla ur¢ena hodnota 0,05.

Vzhledem k typu zpracovanych dat tvofici dva soubory hodnot byl nejdfive pouzit
Dvouvybérovy F-test pro rozptyl, z kterého se podle p-hodnoty urcilo, zda bude v dalSim
kroku vyuZit Dvouvybérovy t-test srovnosti rozptyll (pokud p>0,05 jednd se o shodné
rozptyly) nebo Dvouvybérovy t-test snerovnosti rozptyll (pokud p<0,05 jednd se
o neshodné rozptyly). P-hodnota pro oboustranny test z t-testu byla porovnana s hladinou
vyznamnosti testu a. Pokud p<a, pak zamitneme nulovou hypotézu a jedna se o statisticky
vyznamny rozdil. Pokud p>a, pak neni mozné zamitnout nulovou hypotézu a pfijmeme

nulovou, tzn. mezi hodnotami volné frakce nejsou statisticky vyznamné rozdl'ly.lzs' 129



4 VYSLEDKY



4.1 Experiments '°F-FDG

4.1.1 Vysledky rovnovainé dialyzy

Tabulka 6 Uréeni doby ustanoveni rovnovéhy koncentraci '®F-FDG metodou

rovnovazné dialyzy

1 30 60255 | 59962 | 60108,5 55594 | 54663 | 30142,5 8,3%
2 60 45871 | 46196 | 46033,5 45486 | 45849 | 22965,5 0,8%
3 90 36877 | 36482 | 36679,5 34058 | 33930 | 18483,5 7,3%

Tabulka 7 Vysledky vazebnostnich parametrt ®F-FDG v hovézi plazmé stanovené

metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 18203 | 18047 | 18125,0 18694 | 18418 | 18556,0 102,38 %

2 12647 | 12439 | 12543,0 12406 | 12236 | 12321,0 98,23 %

3 14891 | 14501 | 14696,0 17013 | 16736 | 16874,5 114,82 %

4 17286 | 17188 |17237,0 17381 | 17367 | 17374,0 100,79 %
primér 15650,25 16281,38 104,03 % * 6,39

Tabulka 8 Vysledky vazebnostnich parametrti *8F-FDG v praseéi plazmé stanovené

metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 16668 | 16728 | 16698,0 19510 | 19444 | 19477,0 116,64 %

2 19860 | 19938 | 19899,0 21477 | 19940 | 20708,5 104,07 %

3 19609 | 19775 | 19692,0 19609 | 19621 | 19615,0 99,61 %

4 18324 | 18457 | 18390,5 18897 | 18743 | 18820,0 102,34 %
primér 18669,88 19655,13 105,28 % *+ 6,53




Tabulka 9 Vysledky vazebnostnich parametr(i *®F-FDG v lidské plazmé stanovené

metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 18203 | 18199 | 18201,0 18669 | 18622 | 18645,5 102,44%
2 17560 | 17440 | 17500,0 18418 | 18400 | 18409,0 105,19%
3 12339 | 12183 | 12261,0 13081 | 13069 | 13075,0 106,64%
4 14500 | 14666 | 14583,0 15534 | 15713 | 15623,5 107,14%
primér 15636,25 16438,25 105,13% + 1,83

Tabulka 10 Vysledky vazebnostnich parametrd *®F-FDG v potkani plazmé stanovené

metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 16024 | 16070 | 16047,0 16862 | 16857 | 16859,5 105,06 %
2 15966 | 16084 | 16025,0 16229 | 16253 | 16241,0 101,35 %
3 13593 | 13754 | 13673,5 14023 | 13846 | 13934,5 101,91 %
4 13446 | 13797 | 13621,5 14402 | 14343 | 14372,5 105,51 %
primér 14841,75 15351,88 103,44 % + 1,85

Obrazek 4 Mezidruhové srovnani plazmatické vazebnosti metodou rovnovaziné

dialyzy *®F-FDG

£, 18F-FDG
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4.1.2 Vysledky ultrafiltrace
Tabulka 11 Vysledky vazebnostnich parametr( *®F-FDG v hovézi plazmé stanovené

metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 13016 12870 101,13%

A-1-b 13153 12957 101,51%

A-2-a 12922 13006 99,35%

A-2-b 13383 12756 104,92%

pramér | 13118,50 | 12897,25 | 101,73% * 2,01

Tabulka 12 Vysledky vazebnostnich parametr(i *®F-FDG v praseéi plazmé stanovené

metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 17413 20558 84,70%
A-1-b 19469 19828 98,19%
A-2-a 17521 20267 86,45%
A-2-b 17964 20277 88,59%
primér | 18092,75 |20232,50 | 89,48% *5,21

o 18
u

Tabulka 13 Vysledky vazebnostnich parametr( ““F-FDG v lidské plazmé stanovené

metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 17266 17229 100,21%
A-1-b 17163 16990 101,02%
A-2-a 15919 17047 93,38%

A-2-b 16554 17487 94,66%
pramér | 16725,50 | 17188,25 | 97,32% + 3,34




Tabulka 14 Vysledky vazebnostnich parametr( ®F-FDG v potkani plazmé stanovené

metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 14603 14721 99,20%
A-1-b 14825 14924 99,34%
A-2-a 13953 14582 95,69%
A-2-b 14083 15029 93,71%
primér | 14366,00 | 14814,00 | 96,98% * 2,39

Obrazek 5 Mezidruhové srovndani plazmatické vazebnosti metodou ultrafiltrace

s filtrem AMICON s ®F-FDG

fu 18F-FDG
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Tabulka 15 Vysledky vazebnostnich parametr( ®*F-FDG v hovézi plazmé stanovené

metodou ultrafiltrace. Byl pouZit membranovy filtr VIVASPIN

V-1-a 9129 9978 91,49%

V-1-b 9479 10055 94,27%

V-2-a 9946 9203 108,07%
V-2-b 9730 9471 102,73%
pramér | 9571,00 |9676,75 |99,14% *6,61

Tabulka 16 Vysledky vazebnostnich parametr(i *®F-FDG v praseéi plazmé stanovené

metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr VIVASPIN

V-1-a 10334 10822 95,49%
V-1-b 10374 10467 99,11%
V-2-a 10160 10735 94,64%
V-2-b 10747 10981 97,87%
pramér | 10403,75 | 10751,25 | 96,78% * 1,79

Tabulka 17 Vysledky vazebnostnich parametrd '®F-FDG v lidské plazmé stanovené

metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr VIVASPIN

V-1-a 10552 10486 100,63%
V-1-b 10693 10551 101,35%
V-2-a 10451 10237 102,09%
V-2-b 10383 10198 101,81%
pramér | 10519,75 | 10368,00 | 101,47% 0,55




Tabulka 18 Vysledky vazebnostnich parametrd *®F-FDG v potkani plazmé stanovené

metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr VIVASPIN

V-1-a 9535 10123 94,19%

V-1-b 9933 9837 100,98%
V-2-a 10091 10217 98,77%

V-2-b 9838 10050 97,89%
pramér | 9849,25 | 10056,75 | 97,96% * 2,45

Obrazek 6 Mezidruhové srovnani plazmatické vazebnosti metodou ultrafiltrace

s filtrem VIVASPIN s *®F-FDG

18F-FDG
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4.2 Experiments '8t _fluorocholinem

4.2.1 Vysledky rovnovainé dialyzy

Tabulka 19: Uréeni doby ustanoveni rovnovahy koncentraci ‘®F-fluorocholinu

metodou rovnovazné dialyzy

1 30 56148 | 55976 | 56062,0 53229 | 53430 |53329,5 4,87%
2 60 47445 | 47506 | 47475,5 46833 | 46079 | 46456,0 2,15%
3 90 41872 | 41206 | 41539,0 41837 | 41774 | 41805,5 -0,64%

Tabulka 20: Vysledky vazebnostnich parametrti ®F-fluorocholinu v hovézi plazmé

stanovené metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 12493 | 12658 | 12575,5 13209 | 13334 | 132715 105,53%

2 14129 | 14498 | 14313,5 14284 | 15344 | 14814,0 103,50%

3 14514 | 14933 | 14723,5 14436 | 14714 | 14575,0 98,99%

4 13246 | 13995 | 13620,5 13549 | 14300 | 13924,5 102,23%
primér 13808,25 14146,25 102,56% + 2,38

Tabulka 21 Vysledky vazebnostnich parametrd ‘®F-fluorocholinu v prasedi plazmé

stanovené metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 9909 9166 9537,5 10119 | 10081 | 10100,0 105,90%
2 10445 | 11364 | 10904,5 11067 | 11313 | 11190,0 102,62%
3 15029 | 15593 | 15311,0 15428 | 15578 | 15503,0 101,25%
4 13160 | 13434 | 13297,0 13774 | 13673 | 13723,5 103,21%
pramér 12262,50 12129,13 103,24% + 1,69




Tabulka 22 Vysledky vazebnostnich parametri ®F-fluorocholinu v lidské plazmé

stanovené metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 6921 | 6958 | 6939,5 7236 | 7062 | 7149,0 103,02%
2 7074 | 6757 | 6915,5 7440 | 7213 | 7326,5 105,94%
3 7241 | 7161 | 7201,0 7516 | 7642 | 7579,0 105,25%
4 7467 | 7707 | 7587,0 7188 | 9091 |8139,5 107,28%
primér 7160,75 7548,50 | 105,37% 1,54

Tabulka 23 Vysledky vazebnostnich parametrt *®F-fluorocholinu v potkani plazmé

stanovené metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 6968 | 6358 | 6663,0 6369 | 6590 | 6479,5 97,25%

2 5875 | 6405 | 6140,0 6038 | 5907 | 5972,5 97,27%

3 6313 | 6318 | 6315,5 6404 | 6107 | 6255,5 99,05%

4 5941 | 6111 | 6026,0 6087 | 6285 | 6186,0 102,66%
primér 6286,13 6223,38 99,06% * 2,20

Obrazek 7 Mezidruhové srovnani plazmatické vazebnosti metodou rovnovainé

dialyzy ®F-fluorocholinem

f 18F-fluorocholin
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4.2.2 Vysledky ultrafiltrace
Tabulka 24 Vysledky vazebnostnich parametr( ®F-fluorocholin v hovézi plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 6778 7317 92,63%
A-1-b 5984 7280 82,20%
A-2-a 6571 7720 85,12%
A-2-b 6571 7871 83,48%
primér | 6476,00 | 7547,00 | 85,86% * 4,05

Tabulka 25 Vysledky vazebnostnich parametr( ®F- fluorocholin v praseéi plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 9008 8841 101,89%
A-1-b 8835 8860 99,72%

A-2-a 9454 9140 103,44%
A-2-b 8652 9153 94,53%
pramér | 8987,25 | 8998,50 | 99,89% * 3,37

Tabulka 26 Vysledky vazebnostnich parametr( ‘8- fluorocholin v lidské plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 6302 8117 77,64%
A-1-b 7078 8006 88,41%
A-2-a 6785 7986 84,96%
A-2-b 7348 7849 93,62%
primér | 6878,25 | 7989,50 | 86,16% * 5,80




Tabulka 27 Vysledky vazebnostnich parametr( *®F- fluorocholin v potkani plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 8118 8602 94,37%

A-1-b 7986 8588 92,99%

A-2-a 8510 8605 98,90%

A-2-b 8718 8683 100,40%
pramér | 8333,00 | 8619,50 | 96,67% * 3,07

Obrazek 8 Mezidruhové srovnani plazmatické vazebnosti metodou ultrafiltrace

s filtrem AMICON s *®F-fluorcholinem

f 18F-fluorocholin
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Tabulka 28 Vysledky vazebnostnich parametr( *®F- fluorocholin v hovézi plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr VIVASPIN

V-1-a 4258 4486 94,92%

V-1-b 4309 4386 98,24%

V-2-a 4438 2852 155,61%

V-2-b 4620 2822 163,71%

pramér | 4406,25 | 3636,50 | 128,12% *+ 31,69

Tabulka 29 Vysledky vazebnostnich parametr( ‘8- fluorocholin v praseéi plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membrdanovy filtr VIVASPIN

V-1-a 3854 3894 98,97%

V-1-b 5183 3992 129,83%

V-2-a 3766 3776 99,74%

V-2-b 3467 3698 93,75%

pramér | 4067,50 | 3840,00 | 105,57% *+ 14,19

Tabulka 30 Vysledky vazebnostnich parametr( *3F- fluorocholin v lidské plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr VIVASPIN

V-1-a 3748 4133 90,68%

V-1-b 4173 4033 103,47%
V-2-a 3927 4336 90,57%

V-2-b 3933 4403 89,33%
primér | 3945,25 | 4226,25 | 93,51% *5,77




Tabulka 31 Vysledky vazebnostnich parametr( *®F- fluorocholin v potkani plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr VIVASPIN

V-1-a 4262 4423 96,36%
V-1-b 4301 4523 95,09%
V-2-a 4443 4683 94,88%
V-2-b 4336 4706 92,14%
primér | 433550 |4583,75 |94,62% 1,54

Obrazek 9 Mezidruhové srovnani plazmatické vazebnosti metodou ultrafiltrace

s filtrem VIVASPIN s *®F-fluorocholinem

. 18F-fluorocholin
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4.3 Experiments 18F-fluorothymidinem

4.3.1 Vysledky rovnovainé dialyzy

Tabulka 32 Ur&eni doby ustanoveni rovnovahy koncentraci *®F-fluorothymidinu

metodou rovnovazné dialyzy

1 30 118216 | 116953 | 117584,5 98780 | 99155 | 98967,5 15,83%
2 60 94365 94465 94415,0 90993 | 91261 |91127,0 3,48%
3 90 82929 82720 82824,5 80905 | 80805 | 80855,0 2,38%
4 120 71508 71842 71675,0 73357 | 73226 | 73291,5 -2,26%

Tabulka 33 Vysledky vazebnostnich parametr( *®F- fluorothymidinu v hovézi plazmé

stanovené metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 23615 | 23924 | 23769,5 22646 | 22614 | 22630,0 95,21%
2 24108 | 24507 | 24307,5 23042 | 22800 | 22921,0 94,30%
3 22303 | 22585 | 22444,0 22307 | 22251 | 22279,0 99,26%
4 23086 | 23257 | 231715 21796 | 21932 | 21864,0 94,36%
Pramér 23423,13 22423,50 95,78% * 2,04

Tabulka 34 Vysledky vazebnostnich parametr(i ®F- fluorothymidinu v praseéi plazmé

stanovené metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 20098 | 20026 | 20062,0 20106 | 19582 | 19844,0 98,91%

2 20500 | 20480 |20490,0 21645 | 21515 | 21580,0 105,32%

3 21157 | 21221 | 21189,0 19720 | 19801 | 19760,5 93,26%

4 19723 | 19840 | 19781,5 19971 | 19839 | 19905,0 100,62%
primér 20380,63 20272,38 99,53% + 4,31




Tabulka 35 Vysledky vazebnostnich parametr( *®F- fluorothymidinu v potkani plazmé

stanovené metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 17648 | 17427 | 17537,5 16322 | 16288 | 16305,0 92,97%

2 18026 | 17885 | 17955,5 16391 | 16588 | 16489,5 91,84%

3 16288 | 16303 | 16295,5 15587 | 15796 | 15691,5 96,29%

4 16238 | 16279 | 16258,5 16295 | 16300 | 16297,5 100,24%
primér 17011,75 16195,88 95,34% + 3,27

Tabulka 36 Vysledky vazebnostnich parametr(i ®F- fluorothymidinu v lidské plazmé

stanovené metodou rovnovazné dialyzy pfi 37°C

1 21600 | 21436 | 21518,0 20432 | 20218 | 20325,0 94,46%
2 21549 | 21596 | 215725 20630 | 20596 | 20613,0 95,55%
3 20756 | 20741 | 20748,5 18916 | 18919 | 18917,5 91,18%
4 21778 | 21720 | 21749,0 20271 | 20346 | 20308,5 93,38%
primér 21397,00 20041,00 93,64% + 1,62

Obrazek 10 Mezidruhové srovnani plazmatické vazebnosti metodou rovnovaziné

dialyzy ®F-fluorothymidinu
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4.3.2 Vysledky ultrafiltrace
Tabulka 37 Vysledky vazebnostnich parametr( ®F-fluorothymidin v hovézi plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 9004 11638 77,37%
A-1-b 11007 11520 95,55%
A-2-a 9563 10718 89,22%
A-2-b 9849 10561 93,26%
pramér | 9855,75 | 11109,25 | 88,85% 7,00

Tabulka 38 Vysledky vazebnostnich parametr( *®F- fluorothymidin v prase&i plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 5844 6105 95,72%
A-1-b 5693 6068 93,82%
A-2-a 5735 6882 83,33%
A-2-b 5426 6777 80,06%
pramér | 5674,50 | 6458,00 | 88,24% * 6,67

Tabulka 39 Vysledky vazebnostnich parametr( *®F- fluorothymidin v lidské plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 5250 5028 104,42%

A-1-b 5430 4926 110,23%

A-2-a 4935 6135 80,44%

A-2-b 4820 6316 76,31%
primér | 5108,75 | 5601,25 | 92,85% * 14,69




Tabulka 40 Vysledky vazebnostnich parametr( *2F- fluorothymidin v potkani plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON

A-1-a 5091 5852 87,00%
A-1-b 5152 5915 87,10%
A-2-a 5172 5613 92,14%
A-2-b 5420 5699 95,10%
Prumér | 5208,75 | 5769,75 | 90,34% * 3,45

Obrazek 11 Mezidruhové srovndni plazmatické vazebnosti metodou ultrafiltrace

s filtrem AMICON s *®F-fluorothymidinem

f 18F-fluorothymidin
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Tabulka 41 Vysledky vazebnostnich parametr( 8- fluorothymidin v hovézi plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr VIVASPIN

V-1-a 3790 4860 77,98%
V-1-b 3898 4879 79,89%
V-2-a 3724 5054 73,68%
V-2-b 3668 5135 71,43%
pramér | 3770,00 | 4982,00 | 75,75% * 3,36

Tabulka 42 Vysledky vazebnostnich parametr( 2F- fluorothymidin v praseéi plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr VIVASPIN

V-1-a 3492 4268 81,82%
V-1-b 3614 4252 85,00%
V-2-a 3408 4646 73,35%
V-2-b 3325 4504 73,82%
priamér | 3459,75 | 4417,50 | 78,50% * 5,04

Tabulka 43 Vysledky vazebnostnich parametr( *®F- fluorothymidin v lidské plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr VIVASPIN

V-1-a 4192 5276 79,45%
V-1-b 4296 5378 79,88%
V-2-a 4100 5477 74,86%
V-2-b 4073 5350 76,13%
pramér | 4165,25 |5370,25 |77,58% *2,14




Tabulka 44 Vysledky vazebnostnich parametr( *2F- fluorothymidin v potkani plazmé

stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouZit membranovy filtr VIVASPIN

V-1-a 3651 4857 75,17%
V-1-b 3563 4839 73,63%
V-2-a 3726 4840 76,98%
V-2-b 3635 4924 73,82%
pramér | 3643,75 | 4865,00 | 74,90% * 1,34

Obrazek 12 Mezidruhové srovnani plazmatické vazebnosti metodou ultrafiltrace

s filtrem VIVASPIN s *®F fluorothymidinem

£, 18F-fluorothymidin

100% -
80% -
60% -
40% -

20% -

0% -
hovézi plazma  praseciplazma  lidskd plazma  potkani plazma




4.4 Hodnoceni statistické vyznamnosti mezidruhovych rozdilt

Stanovené hodnoty vazané frakce studovanych radiofarmak jsou minimalni

a z farmakologického hlediska bezvyznamné. Hodnoceni statistické vyznamnosti
mezilatkovych a mezidruhovych rozdild mezi namérenymi hodnotami ma proto omezeny
vyznam a malou vypovidaci hodnotu z hlediska interpretace vysledk(. Pfesto bylo v této
praci provedeno zhodnoceni statistické vyznamnosti mezidruhovych rozdild mezi volnou
frakci studovanych latek v lidské plazmé a plazmé dalSich ZivociSnych druhl. Vysledky jsou

uvedeny v tabulkach 45 az 47.

Tabulka 45: Vyhodnoceni statistické vyznamnosti pro **F-FDG

hovézi x lidska praseci x lidska potkani x lidska

RD AMICON | VIVASPIN |RD AMICON | VIVASPIN | RD AMICON VIVASPIN

0,069 0,429 0,002 0,065 0,484 0,084 0,988 0,596 0,036
F-test: p

shodné |shodné neshodné | shodné |shodné shodné |shodné |shodné neshodné
rozptyly

0,747 0,098 0,586 0,939 0,070 0,005 0,253 0,893 0,094
T-test: p
statisticky
vyznamné | nejsou | nejsou nejsou nejsou | nejsou jsou nejsou | nejsou nejsou
rozdily

RD = rovnovaina dialyza

Tabulka 46: Vyhodnoceni statistické vyznamnosti pro *®F-FLT

hovézi x lidska prasedi x lidska potkani x lidska

RD AMICON | VIVASPIN |RD AMICON | VIVASPIN |RD AMICON | VIVASPIN

0,710 {0,255 0,478 0,141 0,227 0,193 0,277 0,040 0,462
F-test: p

shodné |shodné |shodné shodné |shodné shodné |shodné |[neshodné |shodné
rozptyly

0,204 {0,685 0,455 0,069 0,638 0,781 0,452 0,791 0,115
T-test: p
statisticky
vyznamné | nejsou | nejsou nejsou nejsou | nejsou nejsou nejsou nejsou nejsou
rozdily




Tabulka 47: Vyhodnoceni statistické vyznamnosti pro *3F-FCh

hovézi x lidska

prasedi x lidska

potkani x lidska

RD AMICON | VIVASPIN |RD AMICON | VIVASPIN |RD AMICON | VIVASPIN

0,497 0,568 0,019 0,884 0,395 0,173 0,571 0,324 0,056
F-test: p

shodné |shodné |neshodné |shodné |shodné shodné shodné |shodné |shodné
rozptyly

0,136 |0,944 0,160 0,158 0,012 0,221 0,007 0,032 0,760
T-test:p
statisticky
vyznamné |nejsou | nejsou nejsou nejsou jsou nejsou jsou jsou nejsou
rozdily




5 DISKUSE A ZAVER



Diskuse

Uréeni plazmatické vazebnosti je esencidlni pro charakteristiku farmakokinetického
profilu a odhad celkové farmakologické aktivity. Vazba |éCiva na krevni bilkoviny vyznamné
ovliviiuje distribuci |é¢iva, vazba brani rozdélovani pres kapildrni membranu do tkani. Souvisi
také s otazkami ohledné bezpecnosti €kl a nezadoucimi Ucinkd 1ékd, predevsim s interakci
mezi léCivy a ztratou ucinnosti. Volna frakce léciva v plazmé je povazovana za zakladni
parametr dostupnosti |éCiva pro distribuci do tkani a bunék, interakci s receptory, exkreci

a metabolizmus.

Cilem rigorézni prace bylo stanoveni vazebnosti na plazmatické proteiny
u radiofarmak znacenych '°F z hlediska mezidruhového srovnani. Konkrétné se jednalo
o latky '®F-FDG, '®F-fluorocholin a *F-thymidin. Pro kazdou z latek byla vyuZitd metoda
rovnovazné dialyzy pfi 37 °C a také metoda ultrafiltrace s dvéma raznymi typy filtrd

(VIVASPIN a AMICON) pfi fyziologické teploté 37°C.

Vzhledem k tomu, Ze latky byly vyrobeny standardizovanym postupem v laboratofi,
kde se tato ¢innost provadi rutinné, bylo dosazeno velmi vysoké hodnoty radiochemické
Cistoty. Toto stanoveni provedl vidy vyrobce jako povinnou analyzu pro propusténi Sarze do
distribuce. Lze tedy konstatovat, Ze byla vidy dosazena dostateé¢na radiochemicka Cistota pro

provedeni biologickych experimentd.

Experiment se provadél vidy ze stejné Sarie pro vSechny 4 Zivocisné druhy najednou,
lze tedy vyloucit ovlivnéni vysledk(l parametry pokusu jako je rozdilnd teplota,

radiochemicka Cistota Ci vliv rozdilné délky experimentu

Rovnovaina dialyza je metoda €asové narocna, ustaveni rovnovahy obvykle trva
nékolik hodin. Co? predstavuje u radiofarmak znagenych nuklidem *®F znaénou nevyhodu
z dGvodu kratkého polocasu rozpadu tohoto nuklidu (110 minut) a pfi pfrilis dlouhém
ustaveni rovnovahy by mohlo dojit k takovému poklesu aktivity, kterd by jiz nebyla méfitelnd
detektorem, ktery byl k dispozici. K dalsim negativim radime moZnost naredéni plazmy
pufrem a denaturaci bilkovin v ¢ase. U této metody dochazelo pomérné casto k vyskytu
vyslednych hodnot nad 100 %, lze predpokladat, Ze je to dlisledkem Donnanova efektu, kdy

dochazi vlivem nabitych makromolekul (napf. albumin) k ovlivnéni rovnovahy.



Ultrafiltrace je ¢asové méné narocna metoda, coZ predstavuje znacnou vyhodu pfi
praci stimto radionuklidem, protoZe cely experiment zahrnujici pfipravu vzorku, jeho
centrifugaci a zavérecné zméreni ultrafiltrdtu a plazmy lze uskutecnit za cca 20 minut.

Nevyhodou je pfipadna vazba na membranu a dalsi ¢asti ultrafiltra¢ni zkumavky.

U casti vysledkd byly stanovené hodnoty volné frakce radiofarmaka v plazmé
(pfedevsim u metody rovnovazné dialyzy) vyssi nez 100 %. Z fyzikalniho hlediska nem(ize byt
frakce volného léciva vyssi nez 100 %; pficinou nalezenych vysledkd mUze byt jednak vliv
dany pouZitou metodou (jiz zminény vliv Donnanova efektu pfi rovnovdze na
semipermeabilni membrané mezi koncentraci volného radiofarmaka v plazmé a pufru),
jednak vliv dalSich faktorl jako je nepfesnost pfi méfeni aktivity dana statistickym
charakterem radioaktivni pfemény nebo chyba pfi odmérovani objemu vzork( plazmy
a pufru (plazma diky vyssi viskozité pfi porovndani s pufrem ma pti pipetovani vétsi tendenci
ulpivat na sténdch Spicky pipety nez u vzorku pufru). V téchto pripadech (kdy stanovend
hodnota volné frakce byla vétsi nez 100 %) lze pouze konstatovat, Ze vazebnost daného
radiofarmaka na plazmatické bilkoviny je minimalni a z farmakokinetického hlediska zcela
bezvyznamna. Porovndni statistické vyznamnosti rozdild ve stanovenych hodnotach volné
frakce studovanych radiofarmak v lidské plazmé a plazmé dalsich Zivocisnych druh( ukazalo,
Ze tyto rozdily nejsou v prevazné vétsiné pripadd statisticky vyznamné. Vyjimecné nalezené
statisticky vyznamné rozdily lze povaZovat spiSe za dlsledek rozdilného metodického
pristupu a experimentalnich nepresnosti a interpretace téchto mezidruhovych rozdild je
problematicka vzhledem k tomu, Ze se tyto latky vazou na plazmatické bilkoviny v minimalni

mire.

PFi srovnani jednotlivych 1é¢iv méa nejvy3si vazebnost '®F-fluorothymidin (&iselné
vysledky experimentu uvedeny v tabulkdch 32 — 44 a vgrafech na obrazcich 10 — 12),
vzhledem ke sloZeni jeho molekuly Ize predpokladat hydrofébni interakci mezi dvéma
aromatickymi cykly latky (pyridiminovy skelet) a odpovidajicimi aminokyselinovymi zbytky
(indolova ¢ast tryptofanu) plazmatického proteinu. Byla popsana i vazebna mista na
albuminu, kterd vazou obdobnou slougeninu 3'-azid-3"-deoxythymidin.’® Prakticky zadné
mezidruhové rozdily nebyly pozorovany u metody rovnovazné dialyzy a ultrafiltrace s filtrem
AMICON. Nejvyssi hodnota vazané frakce (prepocteno v procentech jako 100 - f,) byla

ur¢ena ultrafiltraci s filtrem VIVASPIN v potkani plazmé pro 18F—fluorothymidin:



25,10 £ 1,34 % (Tabulka 40 Vysledky vazebnostnich parametr( *8F- fluorothymidin v potkani
plazmé stanovené metodou ultrafiltrace. Byl pouzit membranovy filtr AMICON). U ostatnich
druhl se stejnou latkou a pouzitim stejné metody byly zjistény obdobné hodnoty v rozmezi
21,50 % az 24,25 %. Presto na zdkladé téchto hodnot nemlzZeme Zadnou z latek oznacit jako

latku se silnou vazebnosti (>90 %) na plazmatické proteiny.**

Proto se pfi béZném podani ani neda ocekavat, Ze by vazebnost téchto |éciv zplsobila
zménu farmakokinetiky, ktera by ovlivnila pacienta. Jako prakticky nevazajici se na
plazmatické proteiny se jevi ®F-FDG (Ciselné vysledky experimentu uvedeny v tabulkach
6 az 18 a v grafech na obrazcich 4 — 6), kde u vSech pouzitych metod byly uréeny hodnoty

volné frakce kolem 100 %.

Vysledky vazebnostnich parametrd pro *!f-fluorocholin jsou uvedeny v tabulkich
19 -31 a v mezidruhovém srovnani zndzornény v grafech na obrdzcich 7 — 9. U metody
ultrafiltrace s filtrem VIVASPIN jsou vyrazné rozdilné hodnoty volné frakce ®F-fluorocholinu
u hovézi plazmy 128,12 + 31,69 % (Tabulka 28) a lidské plazmy 93,51 + 5,77 % (Tabulka 30),
ale vzhledem ke smérodatné odchylce u hodnoty pro hovézi plazmu nelze hodnotit
mezidruhovy rozdil jako relevantni. Stanovené hodnoty volné frakce pro hovézi plazmu jsou
vysvétlitelné pravdépodobné experimentalnimi nepresnostmi (jak jiz bylo uvedeno vyse,

frakce volného Iéc¢iva nemUzZe byt vyssi nez 100 %).

Porovnanim filtrd nelze zhodnotit, Ze by jeden z nich poskytoval vyrazné odlisné
vysledky (priimérna hodnota volné frakce pro AMICON byla 92,86 + 5,23 % a pro VIVASPIN
93,56 + 14,74 %). Pouziti metody ultrafiltrace se lisSi od rovnovaziné dialyzy, kde pramér

hodnot volné frakce dosahoval v 101,28 + 4,23 %.

Vysledky této prace koresponduji se zjisténimi pfi dalSich mérenich zamérenych na
vazbu na plazmatické proteiny u strukturné obdobnych latek, jako jsou alovudin
(3'-fluorothymidin) a zidovudin (obdoby [*®F]FLT), kdy vazba na plazmatické proteiny byla
stanovena mikrodialyzou in vitro. U zidovudinu dosahovala 10 % a alovudin se prakticky

nevazal (vazba byla pod hladinou detekovatelnosti, tj. < 5%). *8

Velmi nizkd hodnota vazebnosti se uvadi i u analogu [*®F]FDG, konkrétné

u [*®F]fluorodeoxysorbitolu.**



Vjiném méfeni, kdy byla analyzovana krevni frakce obsahujici 2-[*®F]-fluoroethyl-

cholin a jeho metabolity, bylo pouze 6 % této latky vazdno na plazmatické proteiny. 182

Nelze exaktné definovat metodu, kterd by poskytovala presné Udaje o plazmatické
vazebnosti ®F-FDG, ®F-fluorocholinu a ®F-thymidinu. Bylo by nutné vyuzit daldich metod

stanovujicich plazmatickou vazebnost, aby doslo ke zpfesnéni vyslednych dat.



1)

2)

3)

4)

5)

6)

Cilem prace bylo stanoveni vazebnosti 2-(*®F)fluor-2-deoxy-D-glukosy,
8t_fluorocholinu a *®F-thymidinu na plazmatické proteiny plazmy hovézi,

praseci, lidské a potkani.

Vazebnosti byla urovdana dvéma metodami: rovnovaznou dialyzou
a ultrafiltraci, pricemz pfi ultrafiltraci byly pouzivany 2 typy filtrd a to AMICON
a VIVASPIN (oba filtry maji limit molekulové hmotnosti pro déleni 10 kDa).

Vazebnost byla stanovena pfi teploté 37°C.

Vysledky ukazuiji, Ze vazba na plazmatické proteiny
u 2-(*®F)fluor-2-deoxy-D-glukosy, *®F-fluorocholinu a *®F-thymidinu je nizka.
Prakticky vibec se nevaie '|F-FDG a nejvy$$i vazebnost k plazmatickym

bilkovindm byla stanovena pro *®F-thymidin (12,41+8,12%).
Nebyly pozorovany mezidruhové rozdily pro vazebnost stanovovanych |éCiv.

Obecné byla u metody rovnovainé dialyzy uréena vyssi hodnota pro volnou
frakci (Ize predpokladat vliv Donnanova efektu a denaturace bilkovin) nez pfi
pouziti metody ultrafiltrace (absorpce na filtr a vliv elektrostatickych sil

zpUsobi snizeni hodnot volné frakce, tedy zvySeni hodnot vazané frakce).

Takto nizka plazmatickd vazebnost nebude mit zasadni vliv na farmakokinetiku

2-(*®F)fluor-2-deoxy-D-glukosy, *®F-fluorocholinu a *®F-thymidinu.



6 SEZNAM ZKRATEK



AADC

AAG
AD

Bq

cT
FDOPAC
FDA sulfat
[*®FIFDOPA
['*F]FDG
[**FIFCH
[*®FIFLT
[*®F]NaF

fu

FVHA

Gy

3-OMFD
PET

RF

Sv

TK1

Dekarboxylasa pro aromatické L-aminokyseliny

amino acid decarboxylase)

a-1-kysely glykoprotein

Alzheimerova nemoc

Becquerel (jednotka aktivity)

Vypocetni tomografie (computed tomography)
6-[*®F]-3-4-dihydroxy-fenyloctova kyselina
Sulfat 6—[18F]fluorodopaminu
L-3,4-dihydroxy-6-[18F]fIuorofenylalanin
2-(18F)fluor-2-deoxy-D-glukosa

[*®F]-fluorocholin

[18F]—fluorothymidin

[*8F]-fluorid sodny
nevazana frakce
[*®F]fluoro-homovanilinova kyselina
Gray (jednotka absorbované davky)
Injected dose (injikovana ddvka)
3-0-methyl-6-[*®F]-fluoro-L-DOPA
Pozitronové emisni tomografie
Radiofarmakum

Sievert (jednotka davkového ekvivalentu)

Thymidinkinasa

(aromatic
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