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Studium plazmatické vazebnosti nové vyvijenych radiofarmak z hlediska

mezidruhového srovnani
Abstrakt

Tato prace se zabyva studiem vazebnosti vybranych radiofarmak na plazmatické
bilkoviny z hlediska mezidruhového srovnani. Ke stanoveni vazebnosti byla
pouzita metoda rovnovazné dialyzy pfi 37 °C a experimenty byly provedeny

s lidskou, hovézi, kraliCi a potkani plazmou.

Vazebnostni studie byly provedeny u tfi novych radioaktivné znacenych komplexu
a u Kklinicky rutinng pouzivaného %™Tc-DTPA. Vazebnost byla stanovena
u komplexu nového bifunkéniho chelatu *°Y-DTPA-oxn a u dvou potenciélnich
radiofarmak ze skupiny radioaktivné znacenych receptorové specifickych peptidd,
a to Y"Lu-DOTA-TATE a *"’Lu-DOTA-MG-1. Ziskané vysledky byly zhodnoceny
z hlediska mezidruhového srovnani a porovnany s hodnotami ziskanymi pro
klinicky pouzivany komplex *™Tc-DTPA. U naméfenych dat bylo provedeno
statistické zpracovani dat. Vysledky tohoto zpracovani ukazaly, ze statisticky
vyznamné se li§i hodnoty naméfené pro komplex *™Tc-DTPA mezi lidskou a
hovézi plasmou a také mezi lidskou a krali€i plasmou na hladiné vyznamnosti alfa
0,05.

Vysledky vSech provedenych experimentl ukazaly, Zze plazmaticka vazebnost je
nizkd a nebude tedy faktorem, ktery by vyrazné ovlivnil farmakokinetiku

studovanych latek.



Study of interspecies differences in plasma protein binding of new
radiopharmaceuticals

Abstract

This paper engages in a study on the plasma protein binding of chosen
radiopharmaceuticals from the perspective of interspecies comparison. An
equlibrium dialysis at 37°C was employed for the plasma protein binding
determination and experiments were implemented on human, bovine, rabbit and

rat plasma.

Studies on the plasma protein binding were carried out with three new
radiolabelled chelates and clinically routinely used bifunctional chelate DTPA
radiolabelled with **"Tc (**"Tc-DTPA). Binding was determined for the newly
bifunctional chelate *°Y-DTPA-oxn and for the two potencional peptide based
radiopharmaceuticals: '"'Lu-DOTA-TATE a '"Lu-DOTA-MG-1. The results
received were evaluated in light of interspecies comparison and compared with the
results of the plasma protein binding of a clinically routinely used **™Tc-DTPA.
Measuring data were analyzed using statistic data processing. The results of this
analysis showed that statistically significant difference is for the complex
9MTc.DTPA between human and bovine and also between human and rabit

plasma at the level of significance alfa 0,05.

The results of all experiments carried out showed that the plasma protein binding
is very low and therefore it is not a factor that would significantly influence the

pharmacokinetics of material studied.
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Farmakokinetika se zabyva osudem léCiva v organismu a ovliviiuje ji fada faktora.
Jednim z téchto faktoru je vazba IéCiv na plazmatické bilkoviny. Po absorpci I€Civa
do krevniho ob&hu dochazi k jeho interakci s plazmatickymi bilkovinami. Kazdé
léCivo ma specificky pomér mezi frakci volnou a vazanou. Vazebnost se Casto
stanovuje na principu ustanoveni rovnovahy mezi frakci volnou a vazanou - je to
metoda stanoveni nepfima. Stanoveni vazebnosti je soucasti kazdého

farmakokinetického vyzkumu novych IéCiv. [12,13]
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CiL PRACE

1.

Zpracovat prehled literarnich udaji o dulezitosti vazebnosti IéCiv na
plazmatické bilkoviny a zhodnotit vyznam této vazebnosti pro farmakokinetiku
[&Civ.

Vhodnym radionuklidem radioaktivné oznacit komplexan DTPA-oxn,
u vzniklého komplexu stanovit radiochemickou Cistotu a ur€it vazebnost na

plazmatické bilkoviny.

Stanovit vazebnost dvou potencidlnich radiofarmak *’Lu-DOTA-TATE

(derivat somatostatinu) a *’’Lu-DOTA-MG-1 (derivat gastrinu).

Ziskané vysledky porovnat s hodnotami stanovenymi pro klinicky pouzivané

radiofarmakum *°™Tc-DTPA.

Vysledky zhodnotit z hlediska mezidruhového srovnani u Ctyi Zivo€iSnych
druht a z hlediska vyznamu plazmatické vazebnosti na farmakokinetiku

studovanych latek.

U naméfenych vysledkl provést statistické zpracovani dat, urlit zda se
ziskané vysledky statisticky vyznamné [iSi na stanovené hladiné

vyznamnosti.
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1. NUKLEARNI MEDICINA

Je jednim z Iékafskych oboru, zabyva se aplikaci radiofarmak pro diagnostické i
terapeutické ucCely. Radiofarmakum je jakykoliv |éCivy pfipravek, ktery, je-li
pFipraven k pouziti, obsahuje jeden nebo vice radionuklidu (radioaktivnich izotop()

vélenénych pro lékafské ugely. [Cesky Iékopis 2005]

Diagnostické metody se rozdéluji na vySetreni in vivo a in vitro. Pfi vySetfeni in
vivo se radiofarmaka aplikuji do téla pacienta v podobé otevienych zafi€l (roztok
nebo plyn) a jedna se o radiofarmaka, ktera pfi své pfeméné emituji gama zareni.
Gama zareni je velmi pronikavé, pouze CasteCné se absorbuje v téle a Ize ho
registrovat pomoci pfistroju se scintilaénimi detektory. Neinvazivnim zplsobem se
tak studuji rizné fyziologické a biochemické procesy v téle, je mozné lokalizovat a
diferencovat patologické zmény. Vysledkem scintigrafického vySetfeni je obraz —

prostorova distribuce radiofarmaka v téle.

VySetfeni in vitro vyuzivaji radioaktivnich latek ke stanoveni koncentrace napf.
hormonl nebo protilatek v krvi. Pacient vUibec nepfichazi do kontaktu

s radioaktivni latkou, pracuje se pouze se vzorkem krve.

Pro diagnostiku jsou dllezité gama zafiCe. Pozadavky na diagnosticky pouzivané
radionuklidy jsou emitace Cistého gama zareni v rozmezi 100 — 300 keV, fyzikalni
poloCas pfemény pfiméfeny dobé potfebné pro vysetreni, produktem radioaktivni
premény by mél byt stabilni nuklid nebo nuklid s tak dlouhym poloCasem pfemény,

Ze se chova prakticky jako stabilni nuklid.

Terapeutické metody naopak vyuzivaji beta zafi€e, které maji dosah ve tkani jen
nékolik mm, to znamena, Ze témérF vesSkera energie zareni se absorbuje v cilovém
loZisku. Pozadavky na terapeuticky pouzivané radionuklidy je emitace - zafeni,
perspektivni mohou byt i nékteré a zafiCe, poloCas pfemény nesmi byt ani pfilis
kratky, ani pfili§ dlouhy, aby se aplikace nemusela znovu opakovat.

Radiofarmaka se vyrabéji hromadné, ale také individualné, a to v pfipadech, kdy
obsahuji radionuklid s kratkym poloCasem pfemény. Radiofarmaka se mohou
vyskytovat v nékolika lékovych formach — jako pfipravky parenteralni, peroralni,
inhalaéni a topické. [1,2,3]

13



1.1 RADIOFARMAKA

Jsou to IéCivé pfipravky obsahujici chemické nebo biologicky aktivni latky, jejichz
ucinnou slozkou je radionuklid, ktery je zdrojem ionizujiciho zafeni. Pfitomnost
radionuklidu odliSuje radiofarmaka od jinych léCivych pfipravku. Zamérné vélenény

radionuklid je charakteristicky svym poloCasem pfemény, druhem a energii zareni.

Ukolem terapeutickych radiofarmak je dorugeni terapeutické davky ionizujiciho
zafreni do oblasti onemocnéni. Hlavnimi pfekazkami jsou pouzitelnost
terapeutickych izotopl a technika jejich specifické lokalizace v nemocné tkani.
Existuji tfi rGzné cesty, pomoci nichz Ize terapeutickou davku dorucit do mista
ureni: externim ozafenim, implantatem nebo systémovym podanim. Idealni by
bylo, pokud by radiofarmakum dorucilo do mista nadoru vhodnou cytotoxickou
radiaCni davku pro bunky nadoru a zaroven se co nejdfive vyloucilo z krve a
zdravych organl, aby zdrava tkan byla co nejméné posSkozovana. Distribuce
terapeutickych radiofarmak neni homogenni, je to hlavné vysledek neschopnosti

radioaktivné znaCenych molekul rovnomérné penetrovat do nadorové tkané. [4,5]

1.1.1 KONTROLA RADIOFARMAK

Kazdy léCivy pfipravek musi spliiovat urcité pozZadavky na kvalitu a ani
radiofarmakum neni vyjimkou. Vzhledem k obsahu radionuklidu se vedle
standardnich zkouSek vyzaduji zkousky, které ovéfuji radionuklidovou a

radiochemickou &istotu.

Radionuklidova Cistota je pomér radioaktivity daného radionuklidu a celkové

radioaktivity radiofarmaka, vyjadieny v procentech (Cesky lékopis 2005).

Radiochemicka Cistota je pomér radioaktivity daného radionuklidu pfitomného
v radiofarmaku v urcité chemické formé a celkové radioaktivity tohoto radionuklidu,

vyjadfeny v procentech (Cesky |ékopis 2005). [1,2]

Pro ucely kontroly se Casto vyuzivaji analytické separa¢ni metody, nejCastéji se
jedna o chromatografické metody. Zakladem chromatografickych metod je

rozdéleni stanovovanych latek mezi dvé faze: mezi fazi stacionarni (nepohyblivou)
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a fazi mobilni (pohyblivou). V prabéhu stanoveni dochazi k ustanoveni rovnovahy
mezi stacionarni a mobilni fazi. K separaci jednotlivych latek dochazi na zakladé
jejich rozdilné afinity k témto fazim. PFi kontrole radiofarmak se Casto vyuziva
chromatografie na rychle se vyvijejicich tenkych vrstvach, chromatogram se

vyvine béhem nékolika minut. [6]

Radiofarmaka radioaktivng znagena **™Tc vyuzivaji dvé vyvijejici soustavy, a sice
soustavu organickou (aceton, etanol, methylketon) a soustavu vodnou. Pfi vyvijeni
chromatogramu dochazi k oddélovani jednotlivych forem technecia. V organickém
prostfedi se oddéluje *"Tc ve formé technecistanu (ten je unasen mobilni fazi
k Selu chromatogramu) od komplexti *™Tc, které z(istavaji na startu, stejné jako
redukované hydrolyzované technecium. Ve vodné fazi se komplex *"Tc a
technecistan (putuji k ¢elu) oddéluji od redukovaného hydrolyzovaného technecia
(zUstava na startu). Po vysuSeni chromatogramu se detekuje rozlozeni aktivity

pomoci vhodnych pfistroja. [1]

1.2 RECEPTOROVE SPECIFICKA RADIOFARMAKA

Receptorové specificka radiofarmaka jsou biomolekuly, které mohou
zprostfedkovat interakci mezi radioaktivnim ligandem a receptorem. Tato
radiofarmaka jsou zaloZena na interakci mezi receptorem v postizené tkani a
radioaktivné znacenym ligandem. Obecné se da struktura receptorové
specifického radiofarmaka rozdélit na Ctyfi d&asti: cilovou biomolekulu,
farmakokinetiku modifikujici ¢lanek, bifunkéni chelat a radionuklid. Cilova
biomolekula slouzi jako nosi¢ pro doruceni specifického radionuklidu do nemocné
tkané, ktera obsahuje znacnou koncentraci cilového receptoru. Radioaktivné
znaceny ligand se vaze na receptor s vysokou afinitou a specifitou, vysledkem je
selektivni vychytavani radiofarmaka. Radionuklid je zdrojem radiace a jeho vybér
zavisi na zpusobu vyuziti radiofarmaka. Bifunk&ni chelat je nutny pro radioaktivni

znaceni biomolekuly kovovym radionuklidem. [7,8]
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1.2.1 BIFUNKCNIi CHELATY

Jako bifunkCni se oznacCuji takové chelaty, které poskytuji dvé vazebna mista.
Jedno vazebné misto je vzdy urCeno pro radionuklid, u peptidové specifickych
radiofarmak je druhé vazebné misto vyhrazeno pro peptid. Pfitomnost chelatu
také vétSinou zvySuje stabilitu komplexu, coz je dulezité, nebot pouze dostatecné
stabilni komplex Ize prakticky vyuzit. U malo stabilniho komplexu muize dojit ke
ztraté nebo disociaci radionuklidu a to ma za nasledek toxicitu, pokud se
radiofarmakum pouziva kterapii, nebo vede ke Spatné zobrazovaci kvalité

v pfipadé vyuziti radiofarmaka pro diagnozu.

Radionuklidy se svymi vilastnosti velmi liSi, a proto neexistuje zadny bifunkcni
chelat vhodny pro vSechny radionuklidy. Bifunk&nich chelatd existuje cela fada,
odliSuji se svymi vlastnostmi a vhodnosti pouZiti pro jednotlivé radionuklidy. Mezi
bifunkéni  chelaty  patfi  ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA),
diethylentriaminpentaoctova kyselina (DTPA), 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
N,N',N",N"-tetraoctova kyselina (DOTA). Tyto sloueniny maji koordinacni €islo
6-8. DOTA patfi mezi makrocyklické chelaty a ma 12¢lenny kruh, dale existuji
chelaty s kruhem jesté vétSim, napf. TETA s 14Clennym kruhem, ktera tvofri
stabilni komplexy s radionuklidy médi, PEPA s 15¢lennym kruhem a HEHA

s 18¢lennym kruhem.

HO

. é oy
Y

N\

Obr. 1 DTPA - diethylentriaminpentaoctova kyselina
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Obr. 2 EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

Obr. 3 DOTA - 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-N,N',N",N"'-tetraoctova kyselina

znamych, dochazim k riznym obménam v postrannim fetézci. [9]

V této rigorézni praci byl studovan novy bifunkéni chelat DTPA-oxn,

zivociSnych druht (viz Experimentalni ¢ast).

OH (\o/\/OV\OH

LY
e A
o %Y

OH OH

Obr. 4 DTPA-0xn

Nové chelaty se dale vyvijeji, vétSinou je jejich struktura odvozena od chelatu jiz

byla

stanovena jeho plazmaticka vazebnost na bilkoviny krevni plazmy u Ctyfech
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1.2.2 RADIONUKLIDY

Vybér nejvhodnéjSiho radionuklidu pro pfipravu radiofarmak k diagnostickym i

terapeutickym ucelim zalezi na jeho fyzikalnich a chemickych vlastnostech.

Pro diagnostické ucely jsou vhodné gama zafiCe nebo pozitronové zarice. Idealni
jsou radionuklidy ziskané z generatoru, kde se da jednoduSe oddélit dcefiny
radionuklid od matefského radionuklidu pomoci vyménné chromatografie. Jsou to

napt. "Tc, °’Ga, *In, *+%*Cu.

Pro terapii jsou vhodné jiné radionuklidy — pfi vybéru je potfeba zvazit nékolik
faktor(: absorpci a retenci v nadorové tkani, clearanci, polocCas, aktivitu,
dostupnost, kvalitu a ekonomicky vyhodnou moznost produkce ve velkém méfitku.

Jsou to napt. Y, *3sm, Y7Lu, ®’Cu, *°Re. [7]

V posledni dobé se pro receptorové specificka radiofarmaka obsahujici analoga
somatostatinu nejvice pouzivaji radionuklidy ***In, Y, "Lu. Tyto radionuklidy
maji razné vlastnosti, kterymi ovliviiuji vysledek terapie, napf. tim, ze vyzafuji
rizné velké &astice o rtizné energii a rozdilné penetruji do tkani. °°Y mnohem vice
penetruje do tkani, a proto se hodi pro vétsi nadory. Penetrace *"’Lu do tkani je

mnohem mensi, a proto se vice hodi pro mensi nadory. [11]

1.2.3 ZDROJE RADIONUKLIDU

Radionuklidy jsou pro ucely nuklearni mediciny uméle pfipravovany v jaderném
reaktoru a cyklotronu. Jedna se o primarni zdroje. Dulezity je také sekundarni

zdroj radionuklid(i, pfedstavovany radiunuklidovymi generatory.

V jaderném reaktoru se vyrabgji: Mo, 34, *Cr, **P. Tyto radionuklidy se
ziskavaji ozafovanim terCového materialu v reaktoru nebo se izoluji ze Stépnych
produktt (**Mo, '31). Tato produkce je pomérné levna, protoZze v reaktoru Ize

ozarovat velké mnozstvi materiald.

Vyroba radiofarmak v urychlovacich ¢astic (cyklotronech) probiha tak, Ze se
ozafuje vhodny terCovy material protony, deuterony nebo jinymi Casticemi a

111
In,

vznikaji napt. *°'Tl, ®’Ga, 8 11C. Cyklotron urychluje &astice v elektrickém

poli, které dosahuji az takové energie, Zze jsou schopny po dopadu na terCovy
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material vyvolat jadernou reakci. Pfi porovnani s vyrobou v reaktoru je vyroba

v cyklotronu nakladné;jsi.

Také je mozné vyuzit tzv. Iékarské cyklotrony, kde se vyrabéji radionuklidy s velmi
kratkym polodasem. Jedna se o pozitronové zafice *C s polo¢asem premény 20
min., >N s polodasem pfemény 2 min. a *®F s pologasem premény 110 min. Tyto

cyklotrony se vyuzivaji pfimo na pracovistich nuklearni mediciny.

Na pracovistich nuklearni mediciny se také pouzivaji radionuklidové generatory
(napt. °*Mo/**"Tc, BRb/™Kr, 2°S1/*°Y). Zakladem je dvojice radioaktivnich prvk( —
matefsky a dcefiny radionuklid. Matefsky radionuklid se pfeménou B~ nebo
elektronovym zachytem méni na dcefiny radionuklid. Matefsky a dcefiny prvek se
liSi svymi chemickymi vlastnostmi, proto je Ize od sebe oddélit a tento systém tak
muUze slouzit k opakovanému ziskavani dcefiného radionuklidu. Velky vyznam
generatorl spocCiva v tom, Ze je Ize snadno transportovat a Ze se mize dcefiny
radionuklid vyuzivat i ve velké vzdalenosti od primarnich zdroji radionuklidd.
Radionuklidovy generator *Mo/*®™Tc je tvofen kolonkou ze skla, ktera obsahuje
oxid hlinity s adsorbovanym molybdenanem amonnym. Pfi pfeméné **Mo vznika
9MTc, ktery se ve formé technecistanu **"TcO, z kolonky odloué&i promytim
generatoru sterilnim fyziologickym roztokem (tomuto promyti se fika eluce).
Pouzitelnost generatoru zavisi na vychozi aktivité, vétsinou je to pfiblizné 14 dni.
[1.3]

1.2.4 TECHNECIUM

Vlastnosti technecia splnuji pozadavky kladené na radionuklid pro diagnostické
radiofarmakum. Technecium ma energii zareni 140 keV a poloCas pfemény 6
hodin. Ziskava se z ®Mo/**™Tc generatoru, tento generator je mozné vyuzivat na
pracovistich nuklearni mediciny, poloCas pfemény Mo je 67 hodin. Timto
zplsobem se da ziskat velmi jednoduse *™Tc s kratkym poloéasem premény.
Technecium je soucasti sedmé vedlejsi skupiny, jeho oxidaéni stav mize byt od -1
az +7; technecium jako soucast radiofarmak se nejCastéji vyskytuje v oxidacnim
stavu +5, +4, +3, +1. Zgeneratoru se technecium ziskava jako *™TcOj4
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v oxidaCnim stavu +7, jednoduchym zredukovanim lze dosahnout oxidacniho
stavu +5. [10]

Polog¢as premény **"Tc je velmi kratky, a proto se radiofarmaka obsahujici tento
radionuklid Casto pfipravuji z pramyslové vyrobeného kitu. Kit je sterilni,
nepyrogenni a neradioaktivni smés, pfipravena lyofylizaci ve sklenénych
lahvickach. Kit se sklada z biomolekuly (zajistujici doru€eni radionuklidu na
pozadované misto v organismu), chelatacni latky a redukéniho Cinidla, pokud je to
nezbytné nutné. Kit mize obsahovat i dalSi latky, napf. antioxidanty, solubilizacni
latky, které zlep$uji stabilitu ®™Tc znadenych radiofarmak. V&echny slozky kitu
jsou rozpustény v pufru, ktery se pouziva pro kontrolu pH pfi procesu

radioaktivniho znaceni.

Je znamo velké mnozstvi technik, pomoci nichZ Ize radioaktivné oznagit *™Tc.
Vybér metody zavisi na pouzité biomolekule. Tyto metody muzeme rozdélit do
tfech skupin: pfimé znaceni, nejprve vznik komplexu radionuklidu s chelatacni

latkou a potom dochazi ke znaceni a nepfimé znaceni. [7]

1.2.5 YTRIUM, LUTECIUM

V generatoru je také produkovan radionuklid *°Y, jedna se o %°Sr/*°Y generator.
0y se vyuziva pro terapii, protoZe vyzatuje vysoce energetické beta zareni. Jeho
poloCas je 64 hodin. BEéhem této doby stihne dosahnout svého cile v organismu a
je to dostateCné dlouha doba na to, aby se radiofarmakum mohlo vyrobit,
transportovat a dorugit pro klinické vyuziti. °°Y je velmi vhodnym radionuklidem pro

receptorové specificka radiofarmaka uréena pro terapeutické ucely.

Radionuklid *""Lu je také vhodny pro terapeutické Ucely — vyzatuje zareni beta a
gama. Jeho poloCas pfemeény je 144 hodin, coz je 6,75 dnu. Tento radionuklid se
prepravuje v jaderném reaktoru. Vyhodna metoda pripravy *"’Lu spoéiva v ozareni

178 u v reaktoru. *"’Lu pFipravené touto metodou ma dobrou aktivitu a nizkou cenu.

Jako lanthanoidy se oznacuje skupina 14 prvkd, mezi nez patfi lutecium. Velmi
podobné této skupiné prvku je yttrium, ma podobny naboj, iontovy primér a

koordina¢ni chemii. Yttrium se Casto poklada za ,pseudo-lanthanoid®.
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Dobry bifunkéni chelat vhodny pro lanthanoidy a “°Y musi splfiovat nékolik
podminek. Musi tvofit komplex s vysokou termodynamickou stabilitou a kinetickou
neteCnosti. Kineticka nete¢nost uruje velikost disociace radionuklidu z komplexu
s chelatem, napf. komplexy s makrocyklickym chelatem jsou mnohem vice
kineticky stabilni oproti komplexim s DTPA. Bifunkéni chelaty vhodné pro ionty Y
a lanthanoidll jsou ty, které maiji aspon osm donorovych atomU. Pro terapeuticka
radiofarmaka radioaktivné znagena Y a "’Lu jsou DOTA a jeji derivaty velmi
vhodné. Radionuklid a makrocyklicky chelat tvofi komplexy velmi stabilni a
s vysokou kinetickou stabilitou. Nevyhodou je, Ze kinetika radioaktivniho znaceni
komplexu DOTA a biomolekuly je pomala a zavisla na okolnich podminkach, jako
je koncentrace DOTA-biomolekula, pH, teplota reakce, doba zahfivani a dalsi. Pfi
pokojové teploté probiha znaceni velmi pomalu a pokud ma byt radioaktivni
znacCeni uspésné, je potieba zahrat na vyssi teplotu (> 50 °C).

Biomolekulu Ize na bifunkéni chelat pfipojit nékolika zpUsoby, které jsou popsany
na pfikladu s DOTA. Jeden z postupl spociva v pfipojeni biomolekuly pfes jeden
z uhlikovych atom0 makrocyklu. Druhy zptisob znamena pfipojeni biomolekuly na
jedno ze ¢ty chelata¢nich ramen, tvofenych kyselinou octovou. P¥Fi tfetim zplasobu
pfipojeni se biomolekula konjuguje opét s jednim ze C&tyf acetyld za vzniku této
vazby CO-NH. [7]
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2. FARMAKOKINETIKA

Farmakokinetika je podoborem farmakologie, zabyvajicim se osudem IéCiva
v organismu. To znamena, Zze zkouma zmeény koncentrace léCiva v ménicim se
Case v riznych kompartmentech organismu. Koncentrace ucinné latky je dulezita
a vyznamna, protoze na koncentraci latky v misté ucinku zavisi intenzita ucinku.
Koncentrace latky je €asto jedinym rozhodujicim faktorem, zda se projevi zadany
ucinek nebo toxické ucinky dané latky. Koncentraci napf. v misté ucinku vétsinou
nelze urcit, velmi ¢asto vSak odpovida koncentraci v krevni plazmé. Zpravidla se
tedy méfi koncentrace v krevni plazmé, jeji zmény jsou urCovany absorpci,
distribuci a eliminaci, kterou muzeme rozdélit na chemickou pfeménu

(biotransformaci) a vylouceni latky z organismu.

Béhem téchto pochodu se léCiva setkavaji s bunéfnymi bariérami. Na urovni
absorpce se jedna o bariéru ve stfevech, v dychacich cestach, v kizi a v ustni
sliznici — jsou to vnéjSi bariéry organismu. DalSi bariéry, které ovlivauji distribuci,
jsou tvofeny napf. burfikami endotelu kapilar a bufkami ledvinného tubulu a
dalSimi. Pro farmakokinetiku je podstatné, aby aplikované latky dokazaly tyto
bariéry prfekonat a dostat se na misto ucinku. Spoleénym prvkem téchto bariér

jsou molekuly fosfolipidl, uspofadané ve dvojvrstvé. [12,13]

Vzhledem k tomu, Ze se vétSina radiofarmak aplikuje intravenézné, role absorpce
v téchto pfipadech neni vyznamna, dullezitou roli tedy bude mit distribuce a

eliminace. [3]

2.1 ABSORPCE

Aby Ié¢ivo mohlo pUsobit, musi dosahnout svého mista ucinku, ve vétsiné pfipadu
to tedy znamena, Ze musi proniknout do organismu, musi se absorbovat. Pouze
vyjimecné se totiz misto ucinku léCiva nachazi na povrchu téla, kde je pfimo
dostupné. Absorpce je prestup léCiva z mista podani do krevniho fecisté.

V pfipadé aplikace pfimo do krevniho recisté tento pochod odpada.
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Rychlost absorpce |éCiva zavisi na nékolika faktorech, mezi néz patfi misto
aplikace, lékova forma pfipravku a fyzikalné chemické vlastnosti |éCiva. Absorpci
ulehCuji tyto faktory: nizkd molekularni hmotnost, nepfitomnost elektrického
naboje molekuly, dobra rozpustnost latky v tucich, silné prokrveni, dobré

predpoklady pro permeabilitu. [12,13]

2.2 DISTRIBUCE

Distribuce je dalSim pochodem, ktery navazuje na pfedchozi absorpci. LéCivo
dosahlo krevniho fecisté a ted probiha jeho distribuce do tkani a organd.
K rozpusténi latky maze dojit v téchto prostorech: krevni plazma, intersticialni
tekutina a intracelularni prostor. Dale se mohou |éCiva navazat na tyto struktury:
na plazmatické proteiny nebo na erytrocyty v krvi, na receptory ve tkanich, na
fosfolipidovou dvojvrstvu membran a na dalSi. VétSina léiv se v organismu
rozdéluje nerovnomeérné, rovnomérnému rozdéleni brani bariéry a plazmatické

struktury.

Distribuce 1éCiv je ovlivnéna mnoha faktory, napf. fyzikalné chemickymi
vlastnostmi |éCiva, krevnim prutokem, objemem krve. Velmi dllezitym faktorem je
vazebnost 1éCiv na plazmatické proteiny, protoze pouze volna, nevazana Cast
léCiva se mlze dostat k mistu U€inku. Vazebnost je rozhodujici také pro eliminaci,
protoZze opét pouze volna, nevazana Cast IéCiva se muze vyloucit z organismu.
[12,13]

2.3 ELIMINACE

Pod timto pojmem jsou shrnuty pochody, které vedou Kk odstranéni I[éCiva
z organismu. Eliminaci Ize rozdélit do dvou dé&ju: biotransformace a vylu€ovani.
Rychlost eliminace je zavisla na obou téchto pochodech. Vykonnost eliminacnich
organu se hodnoti pomoci farmakokinetického parametru clearance. Clearance je

objem plazmy, ktery se za jednotku €asu ocCistil od ucinné latky.
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PFi biotransformaci dochazi ve vétSiné pfipadu ke snizeni ucinnosti a ke zvySeni
rozpustnosti ve vodé, coz je dulezité pro usnadnéni vylu€ovani. Biotransformace
probiha ve dvou krocich. V prvnim kroku se méni struktura |éCiva, napf. oxidaci,
redukci, hydrolyzou. Ve druhém kroku dochazi ke konjugaci napf. s kyselinou

glukuronovou nebo sirovou.

VyluCovani neboli exkrece vede k odstranéni latek z organismu. Hlavnimi
exkre¢nimi organy jsou ledviny, dale také jatra a plice. Nékolik mechanismul se
uplatiuje pfi vyluCovani latek ledvinami: glomerularni filtrace a aktivni tubularni
sekrece. Kromé vyluCovani latek se zde téz uplatriuji mechanismy zpétné

tubularni reabsorpce a pasivni zpétné difuze.

Struktura stény cév v oblasti glomerularnich kapilar v ledvinach dovoli projit pouze
molekulam do urcité velikosti. LéCiva navazana na bilkovinné proteiny pres tuto

bariéru nemohou projit. Vylou€ena mohou byt pouze |éCiva volna. [12,13]

V minulych letech se rozsifily znalosti o tubularni reabsorpci proteint a peptidi na
molekularni droven. Vzniklo rovnéz nékolik racionalnich postupl k redukci renalni

radioaktivity peptidd.

Syntetickd analoga somatostatinu, jako je *In-DTPA-Phe'-oktreotid a
Oy.DOTA-Tyr?-oktreotid, se rychle filtruji pfes glomerulus a vysledkem je rychlé
odstranéni z krevniho obé&hu. Po glomerularni filtraci dochazi ke zpétné tubularni
reabsopci. Podle studii, které byly provedeny, lze po aplikaci peptidovych
radiofarmak lokalizovat radioaktivitu v ledvinach. Existuji dvé strategie redukujici
renalni radioaktivitu radiofarmak. Jednou z nich je inhibice tubularni reabsorpce,
druhou je modulace metabolismu vsunutim spojovaciho ¢lanku schopného

metabolismu.

Jednim z mechanisma, ktery inhibuje tubularni reabsorpci, je jeji kompetitivni
zablokovani. Kompetitivni blokovani spocCiva v tom, Ze spolu s radiofarmakem se
aplikuje latka, jez obsadi transportni mechanismy v ledvinnych tubulech. Tyto
transportni mechanismy maji pouze omezenou kapacitu a prednostné transportuji
tuto latku. Ktomuto uCelu se da vyuzit napf. aminokyselina lysin. Lysin byl

zkouman v nékolika studiich, které mély slibné vysledky. Aminokyseliny je tfeba
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aplikovat v hyperosmolarnim roztoku, coz vede k nékolika nezadoucim ucinkim,

jako je napf. hyperkalémie a zvraceni.

Po redukci pozitivniho naboje radioaktivnhé znaCenych peptidi dochazi ke snizeni
radioaktivity v ledvinach, protoze klesa tubularni reabsorpce. Naboj
u *!In-DTPA-D-Phe’-okterotidu Ize zménit substituci fenylalaninu (D-Phe) na jeho
N-konci. Pri substituci D-Phe L-asparagovou kyselinou vznika
M n-DTPA-L-Asp'-okterotid, ktery ma negativni naboj a nejmensi radioaktivitu
v ledvinach. Pfi substituci D-Phe L-lysinem vznika **In-DTPA-L-Lys!-okterotid,
ktery ma pozitivni naboj a nejvétsi radioaktivitu v ledvinach. Pfi substituci D-Phe
L-methioninem a L-fenylalaninem vznika '"In-DTPA-L-Met'-okterotid a

1 n-DTPA-D-Phel-okterotid, jez maji neutraini naboj.

Do druhé skupiny strategii, které redukuji renalni radioaktivitu, patfi modulace
metabolismu. Ta spociva v tom, Ze se do molekuly IéCiva vsune €lanek, ktery je
organismem metabolizovan, ¢imz méni metabolismus aplikovaného léCiva. Cilem
je vzdy chranit ledviny, poskytovat ochranu tomuto dulezitému organu, ktery byva
vystaven radioaktivité a ¢asto prolongované, ponévadz zde dochazi k hromadéni

radiofarmaka. [14]

2.4 VAZBA LECIV NA PLAZMATICKE BILKOVINY

Na plazmatické bilkoviny se vazou témér vSechna IéCiva vyskytujici se v krevni
plazmé. V krevni plazmé se vyskytuje nékolik typl proteint, na néz se mohou
léCiva vazat. Je to napf. albumin, glykoproteiny a lipoproteiny. DalSi plazmatické
bilkoviny (napf. transferin, globulin vazici tyroxin) jsou dulezité pro vazbu zcela
specifickych latek. Velikost vazby léCiva je zavisla na jeho koncentraci a na afinité
k proteinim. Koncentrace plazmatickych bilkovin je 66 — 85 g/l plazmy, z toho je
55 — 64 % albuminu. Plazmatické bilkoviny maji v organismu celou fadu ukold,
podileji se na humordlni imunité, udrzuji onkoticky tlak, transportuji latky
nerozpustné ve vodé, chrani nékteré latky pfed odbouranim a vylu€ovanim.
[13,15]
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Vazba |éCiva na plazmatické proteiny vznika rychle a je reverzibilni, s kazdou
zménou koncentrace volného léCiva dochazi ke zméné koncentrace vazaného
|éCiva. Podle vSeobecné uznavané koncepce predstavuje vazané IéCivo jakysi typ
skladisté, znéhoz se IéCivo postupné uvolfiuje. Pouze volné léCivo muize
prestupovat z krevniho ob&hu na misto uc€inku a je k dispozici pro eliminaci, takze
postupnym pfechodem léCiva z plazmy dochazi k disociaci vazby mezi IéCivem a
plazmatickych proteinem, aby byla stale zachovana rovnovaha mezi volnou a
vazanou koncentraci léCiva. Predpoklada se, Ze procento volné Casti I1éCiva neni
zavislé na celkové koncentraci léCiva. Nicméné vysledky studii zabyvajicich se
vazbou propofolu na plazmatické bilkoviny ukazuji, Ze se volna frakce propofolu
zvétSuje pfi klesajici celkové koncentraci latky v roztoku albuminu. Pfi dalSim
vyzkumu bylo objeveno, Ze dlivodem tohoto neobvyklého chovani je hydrofébnost.
Okolo plazmatickych proteinl se vyskytuje hydratacni obal, krety tvofi bariéru pro
hydrofobni molekuly a brani jejich pfistupu k vazebnému mistu na albuminu. Toto

se netyka pouze propofolu, ale celé Ffady dalSich latek. [16,17]

Krevni plazma obsahuje velké mnozstvi proteinu, které jsou schopné vazby,
presto je jejich kapacita omezena. LéCiva o vazebna mista na proteinech soutézi a
také se s téchto vazeb navzajem vytésnuji, vazba je saturabilni povahy. Z davodu
tohoto soutézeni muze dojit ke zvySeni koncentrace vytésnéného IéCiva, &imz
dochazi ke zvySeni jeho ucinnosti a také k rychlejSimu vyluCovani. [13] Pouze
vysoka vazebnost dosahujici hodnot nad 90 % ma vyznamny a podstatny vliv.
Nebo se da fici, Ze volna frakce nedosahujici ani 10 % ma vyznamny a podstatny
vliv. [18]

Vazbu léCiv na plazmatické bilkoviny ovliviiuje mnozstvi faktoru, jako jsou stavy
nemoci, hlavnhé onemocnéni jater, ledvin, stitné zlazy; dale také téhotenstvi, se
zménou vazebnosti je tfeba pocitat u skupiny pediatrickych a geriatrickych
pacientll. U téchto specifickych pfipadu je dullezité stanovit koncentraci volné

frakce léCiva, aby mohl byt stanoven individualni davkovaci rezim. [19]
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2.4.1 LIDSKY SEROVY ALBUMIN

Je to peptid tvofeny jednim fetézcem, skladajici se z 585 aminokyselin. Je slozeny
z nékolika shodnych, opakujicich se domén, které se dale déli na subdomény.
Lidsky sérovy albumin se vyznacuje jedineCnou schopnosti vazat, kovalentné i
reversibilné, velké mnozstvi latek, a to jak endogennich, tak exogennich.
Reversibilné interaguje s Sirokym spektrem terapeutickych latek. Na albuminu se
vyskytuje nékolik mist, kde dochazi k interakci mezi albuminem a jeho ligandem.
Néktera z téchto mist byla pfesné popsana a byla urCena jejich pfesna poloha.
[20,21,22]

Na koncentraci albuminu je zavisla farmakokinetika IéCiv, ktera se velmi silné
vazou na albumin. Snizena koncentrace albuminu se vyskytuje pfi poruchach
jater, u nefrotického syndromu nebo u Spatného zdravotniho stavu. PFi nizsi
koncentraci albuminu dochazi k zvySovani volné frakce a tim také ke zméné
farmakokinetiky. [22]

Mista s velkou afinitou pro vazbu jsou na albuminu omezena, vazba jednoho
léCiva muze ovlivnit sou€asnou vazbu léciva jiného. Hlavné je to vyznamné pro
|éCiva, ktera soutézi o stejné vazebné misto. Informace o takovémto typu vlivu
jsou dulezité, protoze zména vazebnosti ma své nasledky ve zméné
farmakokinetiky. Je tedy uZiteCné pokusit se urcit, na které misto se konkrétni
léCivo bude vazat, aby se mohlo predejit pfipadnym interakcim. Neda se tim v8ak
vzdy v8echno vyreSit, protoze vazba |éCiva muze byt ovlivnéna i tim, ze se jiny
ligand navaze na plné jinou stranu albuminu a svou vazbou zméni strukturu

proteinu, ¢imz ovlivni jeho schopnost vazby. [20,21]

2.4.2 KYSELY a;-GLYKOPROTEIN (OROSOMUKOID)

Tento glykoprotein se sklada z 41 % sacharidl a 59 % proteind, je negativné
nabity a mezi jeho funkce patfi schopnost vazat légiva (hlavné steroidy). Radime
ho mezi transportni proteiny a uplatiiuje se rovnéz pfi patologickych procesech.
Pasobi jako projektivni faktor pfi infekci a proti toxinim, stimuluje nékteré burky

imunitniho systému.
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| na tomto proteinu se vyskytuje nékolik vazebnych mist, na ktera se mohou vazat
léCiva. Vznik této vazby je ovlivnén mnohymi okolnostmi, jako je napf. koncentrace
ligandu a kyselého ai-glykoproteinu, pH, pfitomnost dalSiho ligandu soutéziciho

0 vazebné misto. Vliv ma také vék, pohlavi, téhotenstvi, hormony, nemoci. [23]

2.5 STANOVENiI VAZEBNOSTI

Vazebnost |éCiv na plazmatické bilkoviny ma vyznamny vliv na jejich
farmakokinetiku i farmakodynamiku. U IéCiv se vétSinou uvadi jejich celkova
koncentrace, ale informace o koncentraci volné frakce IéCiva mohou vést
k lepSimu urCeni terapeutické odpovédi — hlavné u IéCiv, jejichZz vazebnost je
vysoka. Aktivni je pouze volna frakce l|éCiva, urCeni volné frakce je zakladem

terapeutického monitorovani l€Civ.

Existuje velké mnozstvi metod, které jsou urCeny pro stanoveni plazmatické
vazebnosti |éCiva. Kazda z téchto metod ma své vyhody i nevyhody. Mezi Casto
pouzivané patfi: mikrodialyza, rovnovazna dialyza a ultrafiltrace. Vybér metody pro
urCity typ stanoveni zalezi na cili prace a na chemickych vlastnostech

stanovované latky.

2.5.1 ROVNOVAZNA DIALYZA

Tato metoda patfi k ¢asto vyuzZivanym metodam. Mezi jeji vyhody patfi: kontrola
teploty béhem stanoveni, Siroka pouzitelnost a dostupnost dialyzacniho aparatu
(dialyzaCni aparat je popsan v experimentalni cCasti), moznost stanoveni vice
vzorkd najednou a pouzitelnost pro malé i velké objemy vzork(. Rovnovazna
dialyza vyuziva semipermeabilni membranu, kterd propousti pouze molekuly do
urcité velikosti podle typu membrany. Bézné se vyuzivaji umélé membrany. PFi
srovnani umeélych membran s membranami biologickymi vysledky ukazuji, Zze obé
tyto membrany jsou srovnatelné pfesné. Vyhoda biologickych membran tkvi v tom,
Ze k ustanoveni rovnovahy je potfeba mnohem kratsi ¢as a diky tomu jsou vice

spolehlivé. [19,24,25] Na jedné strané membrany se nachazi plazma na druhé
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strané€ membrany pufr. Stanovovana latka muzZe pFechazet zjedné strany
membrany na druhou (ale pouze nevazana c¢ast latky) az do ustanoveni
rovnovahy, kdy se koncentrace se obou stranach membrany rovnaji. Doba nutna
pro ustanoveni rovnovahy je pro kazdou latku jina. Teplota b&éhem stanoveni je
obvykle 37 °C. Koncentrace léCiva po ustanoveni rovnovahy v pufru je
koncentrace nenavazaného léCiva Cy. Koncentrace IéCiva po ustanoveni
rovnovahy v plazmé je celkova koncentrace |éCiva Ct. Koncentraci navazaného

|éCiva Cg je mozno vypocitat jako rozdil mezi Ct a Cy.

CB = CT - CU
Frakci nenavazaného Fy a navazaného Fg I€Civa Ize vypocitat podle nasledujicich

rovnic:
FB = CB/CT
FU = CulCT

K nevyhodam této metody patfi: potfebny ¢as k ustanoveni rovnovahy, degradace
nestabilnich proteind, moznost vazby stanovované latky na dialyza¢ni blok nebo
na membranu. Negativni dopad na méfeni mize také mit prestup tekutin do
plazmy, je zpusoben osmotickym tlakem proteint a vysledkem je zfedéni plazmy.
[19,24]

Donnanliv efekt je dalSim faktorem zpUsobujicim nepfesnost. Ustanoveni
rovnovahy je timto efektem ovlivnéno, pokud je pfitomen koloidni elektrolyt.
Koloidni kationt nebo aniont nemUze pfes membranu prostupovat, ale pfitomnost
tohoto naboje na jedné strané membrany muze ovlivnit pohyb malych nabitych
iontd, coz vede k tomu, ze koncentrace malych nabitych iontl neni stejna na obou
stranach membrany. Neékteré vysledky v experimentalni Casti uvadéji hodnoty
volné frakce vice nez sto procent — tohoto vysledku lze dosahnout pravé
v dusledku tohoto efektu. [19,26,27]

Metoda rovnovazné dialyzy se stale vyviji. Nové bylo pfedstaveno zafizeni pro
rychlou rovnovaznou dialyzu (Pierce Biotechnology), jehoz vyhodou je redukce
doby potfebné pro ustanoveni rovnovahy a lepSi vykonnost. [28]
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2.5.2 MIKRODIALYZA

Mikrodialyza je technikou, jez umoziuje méfeni koncentrace léCiva. Zakladni
rozdil mezi béznym méfenim koncentrace IéCiva a mikrodialyzou spociva v tom,
Ze mikrodialyza zméfi koncentraci volné frakce |€Civa, zatimco bézné méfeni urci
celkovou koncentraci léCiva. Mikrodialyza se stala velmi rozSifenou a Siroce
akceptovanou metodou. Umoziuje méfeni endogennich i exogennich latek
v extracelularni tekutiné obklopujici mikrodialyza¢ni sondu. Jako jedina dovoluje

stanoveni in vivo v plazmé, ve tkanich a dalSich télnich tekutinach.

DialyzaCni sonda obsahuje dialyzaéni membranu, ktera pokryva Spicku sondy.
Tato sonda se implantuje do krevni cévy, tkané €i organu. Sonda je konstantnim
tokem perfundovana odpovidajicim roztokem, napf. krvi €i tkaflovym roztokem,
malé molekuly difunduji podle koncentracniho gradientu smérem do sondy nebo
pryC od sondy. Po potfebnou dobu se shromazduje dialyzat, z néhoz se urci
koncentrace navazaného |éCiva Cy. Pomoci této metody lze zméfit pouze

koncentraci nevazané déasti IéCiva.

Velikou vyhodou této metody je mozZnost vyuziti in vivo. PouZiva se tedy k urCeni
pruniku léCiva do specifickych organd, tkani a télnich tekutin. Nevyhodou je
nutnost vlozeni sondy do cévy, tkané ¢i jiné télni tekutiny. Objem ziskaného
vzorku je ponékud maly, proto je potfeba pouZzit k vyhodnoceni velmi citlivé
analytické metody. [19,24,29]

2.5.3 GELOVA FILTRACE

Gelova filtrace je metodou chromatografickou, ktera vyuziva chromatografickou
kolonu. Zakladem ustanoveni rovnovahy u této metody je rozdilna afinita

stanovované latky ke dvéma nemisitelnym fazim.

Pfed vlastnim stanovenim je potfeba vzorek upravit, je nutné saturovat vazebna
mista bilkovin ligandem. Po této upravé se vzorek nanese na kolonu a je eluovan
roztokem ligandu. Roztok ligandu se musi pouzit z toho divodu, aby nedochazelo

k disociaci komplexu bilkovina-lécivo.
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Mezi nevyhody této metody patfi jeji slozitost a Casova naroCnost. Vyhodou je
moznost stanoveni vazebnosti |€Civ, jejichz vazebnost je velka, a to v malém
objemu vzorku. [19,24,30]

2.5.4 VYSOKOUCINNA FRONTALNI ANALYZA (HPFA)

Jedna se o metodu chromatografickou, vyvinutou na zakladé gelové filtrace, ktera
je vhodna pro stanoveni volné koncentrace léCiva. Velkou vyhodou je moznost
pfimé aplikace vzorku na kolonu, nastfik vzorku na kolonu muze byt dokonce plné
automatizovan. U této metody nedochazi k absorpci [éCiva na membranu ani
k Donnanovu efektu. Souasné je mozné stanovit volnou i vazanou frakci I&Civa.
Pfi pouziti chiralnich kolon, Ize stanovit koncentraci volné frakce jednotlivych

enantiomeru.

Vzorek se da aplikovat bez pfredchozi upravy v pfipadé pouziti vhodnych
stacionarnich fazi, jako jsou reverzni faze. Na kolonu se pfimo nanese roztok
bilkovin s navazanym l|éCivem. Nejprve po aplikaci vzorku dochazi k uvolnéni
|éCiva z vazby na bilkoviny v disledku zfedéni vzorku mobilni fazi. Volné IéCivo
pronika do mikrop6rl stacionarni faze a zde je zadrzovano. DalS§im nanasenim
vzorku na kolonu se zvySuje objem vzorku a uvoliovani |éCiva z vazby je
potlateno. K ustanoveni rovnovahy dochazi v horni ¢asti kolony. Rovnovaha je
mezi koncentraci |éCiva v mikroporech stacionarni faze a volnou koncentraci
|éCiva v mobilni fazi v intersticiu (mimo poéry). Koncentrace bilkovin je stejna jako
koncentrace bilkovin v prvnim roztoku, to znamena, Ze volna koncentrace IéCiva je
také stejnd. Po ukonCeni nanaseni vzorku dochazi k eluovani nenavazaného
|éCiva mobilni fazi. [19,24,30,31]

2.5.5 ULTRAFILTRACE

Ultrafiltrace je metoda jednoducha, rychla a ucinna. Tato metoda nevyuziva
nefyziologicky pufr, ktery je tfeba pouzit napf. u rovnovazné dialyzy, coz je urcité

vyhoda. K nevyhodam patfi napf. vazba lé€iva na membranu a rlist koncentrace
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bilkovin béhem stanoveni, ¢imZ dochazi k ovlivhovani rovnovahy, a proto je

vhodné Cas ultrafiltrace co nejvice zkratit.

U této metody se plazma obsahujici 1éCivo umisti do filtracni jednotky. Tato
jednotka ma filtr, ktery propousti pouze molekuly s nizkou molekulovou hmotnosti.
Provedeni ultrafiltrace mize byt dvoji: pomoci centrifugace (negativni tlak) nebo
pretlaku (pozitivni tlak). BEhem procesu filtrovani se ultrafiltrat objevuje ve spodni

Casti ultrafiltracni jednotky, ultrafiltrat obsahuje nevazané Ié€ivo Cy. [19,24,30]
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3. RADIOAKTIVNE ZNACENE PEPTIDY

Peptidy jsou malé molekuly o nizké molekulové hmotnosti, obvykle mensi nez
10 000 kDa a s méné nez 100 aminokyselin. Peptidy pouzivané v nuklearni
mediciné se obvykle skladaji z malého mnozstvi aminokyselin (vétSinou do 30),
takto malé peptidy nemaji jasné definovanou terciarni strukturu. V porovnani
s vétSimi peptidy Ci protilatkami se daji relativné jednoduse pfipravit. Diky nejasné
definované a cCasto chybéjici tercialni struktufe je jednodusSi je radioaktivné
oznacit, Iépe si zachovavaji svoji celistvost a jsou méné citlivé na chemické
podminky reakce radioaktivniho znaceni. Pro radioaktivni znaceni téchto peptida
se pouzivaji rizné radionuklidy. Nejvice vyuzivany jsou 23, 3%, #*™T¢c, Min, P
radioaktivnim znaceni se také €asto vyuziva bifunkéni chelat jako spojovaci ¢lanek

mezi peptidem a radionuklidem.

Farmakokinetika peptidi je obvykle velmi rychla, rychle se distribuji do tkani,
rychle pfechazeji z cirkulace do eliminaCnich organl. Jejich hydrofilita zvySuje
renalni clearance, zatimco vice lipofilni peptidy se pfevazné vyluc€uji hepatobiliarni
exkreci. Rychly metabolismus a vyluCovani radioaktivné znacenych peptidl

snizuje potencialni hromadéni radiofarmaka v cilové tkani.

Jednim z problému aplikace proteint je Casto jejich kratky biologicky poloCas
v dusledku rychlého rozstépeni proteolytickymi enzymy. Toto proteolytické Stépeni
muUze byt inhibovano molekularni modifikaci, jako je napfiklad substituce D
aminokyselin za L aminokyseliny, zaclenéni aminoalkoholi nebo neobvyklych

aminokyselin ¢i pfidani postranniho fetézce.

Po objeveni peptidovych receptord a moznosti syntézy biologicky aktivnich
peptidid bylo zjisténo, ze tyto molekuly mohou poskytnout novy uspéch
v radiofarmaceutickém vyzkumu. U mnoha pfipadl nadorovych onemocnéni
dochazi ke zmnozeni receptoru, a proto jsou tyto receptory atraktivnim cilem pfi

zobrazovani nadora. [32,33,34]

Receptory vyskytujici se na ur€itém typu nadorové tkané specificky vazou urcity
typ peptidu. Po radioaktivnim oznaceni peptidu je mozné tento peptid vyuzit pro

neinvazivni identifikaci, lokalizaci a terapii nador(. Jsou to receptorové specificka
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radiofarmaka, jejichz vyuziti je zalozeno na tom, ze receptor nadorové tkané je

schopen specificky vychytavat radioaktivitu aplikovaného radiofarmaka. [33,35]

Malé peptidy si ziskaly velkou pozornost jako biologicky prostfedek k doruceni
radioaktivity k nadorovym burikam. Nadorové buriky maji na svém povrchu
receptory, které jsou specifické pro kazdy typ nadoru a selektivnhé vazou specificky
peptid. Tato interakce receptoru s peptidem umoznuje dorucCeni radioaktivity
k cilové tkani. Pozornost si peptidy ziskaly také diky mnohym vyhodam, jez maji
v porovnani s proteiny a protilatkami. Mezi vyhody peptidld patfi: mala velikost,
snadna pfiprava, jednoduché radioaktivni znacCeni, tolerance podminek nutnych
pfi radioaktivnim znacCeni, schopnost pfipojit se na bifunkéni chelat,
modifikovatelnost jejich cesty exkrece, rychla clearance z krve a necilovych tkani,
vysoka penetrace do nadorové tkané, nizka toxicita, nizka imunogennost a vysoka

afinita a specificnost k receptorim. [36]

NejCastéji se pouzivaji analoga fyziologického somatostatinu. Pouziti analog
somatostatinu je mozné oznacit za uspésné, ale pouze omezena skupina typu
nadord ma na svém povrchu somatostatinové receptory. Dale se vyuzivaji nebo
studuji dalSi typy peptidl, kterymi jsou napf. vazoaktivni intestinalni peptid (VIP),

bombesin, cholecystokinin, gastrin a mnoho dalSich.

Stale je zde snaha o zlepS$eni jiz znamych peptidu a vyvoj novych analog peptidd,
aby se zvétsil poCet nadorl, jez mohou byt diagnostikovany a léCeny pomoci
peptidd. S timto vyvojem novych peptidl, které se s vysokou afinitou vazou na
receptory nadoroveé tkané, se vyrazné zvysuji dostupné prostfedky radionuklidové
terapie nadord. Radionuklidova terapie pouzivajici radioaktivné znacené peptidy je
proto velice slibnym prostfedkem pro IéEbu nadort, zvlasté pfi pouziti v kombinaci
s jinym zplUsobem terapie nebo pfi pouziti kombinace rliznych peptidu a riznych
radionuklidu. [33,35]
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3.1 VYVOJ RADIOAKTIVNE ZNACENYCH PEPTIDU

Objeveni skutecCnosti, Ze na nékterych typech nadori se ve zvySeném poctu
vyskytuji urcité typy receptori pro peptidy, poskytuje zaklad pro vyzkum novych
nadorové specifickych radiofarmak. Pfirozené peptidy se vyznacuji vysokou
afinitou k receptordm. Pro radioaktivné znalené peptidy je dulezité, aby mély
aspon stejnou nebo dokonce vysSi afinitu nez pfirozené peptidy. Peptid, ktery se
ma vyuzit jako radiofarmakum, by mél byt takovy, aby bylo mozné ho radioaktivné
oznacit a aby byl stabilni pfi fyziologickych podminkach. Novy peptid by se také
meél vyznacCovat tim, Ze bude ve velké mife vychytavan nadorem a nebude
zadrzovan zdravou tkani. Hlavni kroky zahrnuté do vyvoje radioaktivnhé znacenych

peptidu pro klinické vyuziti jsou nastinény v nasledujicim schématu. [37]

Identifikace vyskytu receptoru pro peptid

!

Identifikace endogenniho peptidového ligandu

l

Navrh a syntéza peptidu

!

Pripojeni bifunkéniho chelatu k peptidu

!

Radioaktivni znaceni a charakterizace

l

In vitro vyhodnoceni (chemicka a metabolicka stabilita, vazebnost k receptoru)

l

In vivo biodistribuce u zvifete (my8$i a/nebo krysy) a zaméfeni na nador
u mySi/krys nesoucich lidsky Step

l

Klinické studie (faze zkouseni I, Il, 111)

l

Schvaleni

Schéma 1 Hlavni kroky pfi vyvoji novych, na peptidech zaloZzenych radiofarmak
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3.2 RADIOAKTIVNi ZNACENi PEPTIDU

Peptidy mohou byt radioaktivné oznaCeny nékolika radionuklidy. Pro kazdy
z téchto vhodnych a ktomuto uc€elu pouzitelnych radionuklidd byla vyvinuta
technika pro radioaktivni znaceni. Vybér radionuklidu zavisi na mnoha faktorech,
nékteré se vyuzivaji Castéji nez jiné, ale vSechny maji své vyhody i nevyhody.
Velmi &asto vyuzivanym radionuklidem je *™Tc. Jednotlivé metody znadeni tedy

popiSi pfi pouziti tohoto konkrétniho radionuklidu.

Existuje velké mnoZstvi technik znageni *™Tc. Vybér metody zavisi na
biomolekule a na zaméru studie, zamérem studie midze byt dikaz koncepce nebo
vyvoj vyrobku. Tyto metody muzeme rozdélit do tfech hlavnich skupin: pfimé
znaceni, nepfimé znacCeni a metoda predznaceni, kdy nejprve dochazi ke vzniku

komplexu radionuklidu s chelatacni latkou.

Prvni skupina pouziva postup pfimého znaceni. Obvykle se vyuzivaji redukéni
latky, jez redukuji disulfidické muUstky na volné thioly. Volné thioly mohou silné
vazat Tc. Tento postup je jednoduSe proveditelny, ale pouZitelny pouze u molekul
obsahujicich disulfidické mustky. Pfi pfimém znaceni Casto vznikaji komplexy,

které maji nizkou in vivo stabilitu.

Druhou skupinu technik znacCeni reprezentuje postup, ktery se nékdy oznacuje
jako nepfimé znaceni. Spociva v tom, Ze nejdfive dochazi k vytvofeni komplexu
mezi biomolekulou a chelata¢ni latkou a teprve potom se muze znaceni dokondit

pfimou redukci **"TcO, v pritomnosti komplexu biomolekuly a chelataéni latky.

Treti skupinu technik znacleni predstavuje postup, pfi némz nejdfive vznika
komplex radionuklidu s chelataéni latkou. Teprve potom dochazi ke spojeni tohoto
komplexu s biomolekulou v oddéleném kroku. Tento postup ma Iépe definovanou
chemii (jako je oxidaéni stav Tc, poCet vazeb Tc) a biomolekula neni vystavena
podminkam chelatace, které jsou nékdy velmi drsné.

Navazani bifunkéniho chelatu na peptid muze ovlivnit farmakokinetiku tohoto
peptidu. PFi radioaktivnim znaceni je dulezité, aby zlstala zachovana afinita

peptidu k receptoru. Ke znaceni tedy musi dojit na takovém misté peptidu, které je
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dostateCné vzdaleno od oblasti, jeZz se vaze na receptor. Vybéru bifuncniho

chelatu je tedy tfeba vénovat velkou pozornost. [36,38]

3.3 RECEPTORY VYSKUTUJiCi SE NA NADORECH

Tyto receptory hraji dulezitou roli ve vyvoji rakoviny a v rlstu nadort a byly jedny
z prvnich cill pfi nadorové specifické terapii. Znalost vyskytu receptora je klicem

k terapii zacilené na nadorovou tkan.

Spole¢na vSem receptorum je interakce mezi ligandem a receptorem, vysledkem
této interakce je biochemicka nebo fyziologicka reakce. Interakce receptoru
s ligandem mulze aktivovat nebo inhibovat jednotlivé procesy skrze razné
mechanismy. Ligandy, které zpusobi fyziologickou zménu vazbou na receptor,
jsou obvykle nazyvany jako agonisté. Ligandy, které se vazou na receptor a
blokuji navazani agonisty na receptor, ale neaktivuji Zadnou zménu, jsou
oznacovany jako antagonisté. Antagonisté jsou Casto |éCiva, ktera pusobi jako

receptorové specifické ligandy.

Interakce ligandu s receptorem je bimolekularni chemicka reakce. Koncentrace
receptoru je obvykle velmi nizka. Receptorové specifické ligandy se vazou na
receptor svysokou afinitou a Casto maji velmi nizkou rychlost disociace.
Kombinace nizké receptorové koncentrace a vysoké afinity ligandu k receptoru
vede k nizké celkové kapacité vazebnosti receptori. Tato vlastnost je prospésna
pro terapii, kde je cilem nasytit receptory antagonistou a zabranit aktivaci

receptord agonistou. [39]

3.4 SOMATOSTATIN

Somatostatin je maly cyklicky hormon, ktery se v lidském téle vyskytuje ve dvou
formach, jednou je somatostatin-14, obsahujici 14 aminokyselin, a druhou je

somatostatin-28, obsahujici 28 aminokyselin.
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AIa—GIy—\Cys—Lys—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys—Trp—Phe—Thr—Ser—CR/s

Obr.5 Somatostatin-14

Vyvolava ruznorodé biologické ucinky skrze interakce se specifickymi
somatostatinovymi receptory (ssts) v cilovych tkanich. Somatostatin inhibuje razné
fyziologické funkce v gastrointestinalnim traktu, jako je gastrointestinalni motilita,
produkce ZaludeCnich kyselin, sekrece enzymu ze slinivky a sekrece Zluce.
Inhibuje sekreci hormonu vylu€ovanych pankreatem a stfevy, jako je insulin,
glukagon, sekretin. Dale asi kontroluje proliferaci bunék v normalni a nadorové

tkani.

Somatostatinové receptory patfi do skupiny receptort spfazenych s G-proteinem.
Takovyto receptor se typicky sklada z jednoduchého peptidového fetézce, ktery
nékolikrat  opakované  prostupuje  bunéfnou membranou -  téchto
transmembranovych domén je vétSinou sedm. Extracelularni doména obsahuje
vazebné misto pro ligand. Na intracelularni doméné dochazi k interakci se
sekundarnim poslem. V soucasné dobé je znamo pét rliznych typu ssts, podtyp:
ssty, Ssty, SSt, SSty, SSts. Ssts jsou kddovany péti riznymi geny, kazdy z nich ma
zfetelnou lokalizaci na daném chromozomu. Prestoze jednotlivé podtypy ssts jsou
ze 40 az 60 % homogenni, kazdy podtyp zprostfedkovava odliSné biologické

reakce na somatostatin.

Nadory vznikajici z cilovych tkani pro somatostatin ¢asto na svém povrchu maji
somatostatinové receptory. Na vétSiné nadoru obsahujicich somatostatinové
receptory muzeme soucasné nalézt nékolik typl téchto receptoru. Existuje zde
vS§ak vyznamna variabilita mezi jednotlivymi typy nadort i mezi jednotlivymi nadory
stejného typu v tom, ktery subtyp receptoru se na nich vyskytuje nejCastéji. Na
nadorech pankreatu a traviciho systému se prfevazné vyskytuje sst,, a to u 80 %
téchto nadord. [40,41, 44]
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3.4.1 ANALOGA SOMATOSTATINU

Praktickému vyuziti somatostatinu brani jeho pfilis kratky biologicky polocCas.
Po intraven6znim podani je jeho biologicky polo€as v cirkulaci méné nez 3 minuty.
Proto byla vyvinuta analoga somatostatinu, ktera maji odliShou sekvenci
aminokyselin, ¢imz se jejich biologicky polo€as prodlouzi. Prvnim byl oktreotid
s biologickym poloCasem po podkoznim podani 2 hodiny. Na rozdil od
fyziologického somatostatinu, ktery se stejnou afinitou vaze na v8echny typy svych

receptor(, oktreotid se s vysokou afinitou vaze pouze na sst; a ssts [40]

Podobnou afinitu k jednotlivym somatostatinovym receptoriim maji i dalSi analoga
somatostatinu, jimiz jsou lantreotid, vapreotid, oktreotat. S velkou afinitou se vazou
na sst;, s mnohem mensi afinitou se vazou na sst; a ssts, vibec se nevazou k sst;
assty. [43]

HO-Trh—Cys—Thr—Lys—D-Thr—D-Phe—Cys—D-Phe
L

]

Obr. 6 Oktreotid

NH,-Trp—Cys—Val—Lys—D-Trp—Tyr—Cys—D-Phe
\ |

Obr. 7 Valpreotid

HO-Trh—Cys—Trh—Lys—D-Trh—Tyr—Cys—D-Phe
\ n

Obr. 8 Oktreotat

Tyto peptidy mohou byt radioaktivné znaceny nékolika radionuklidy. Kvuli lepSi
stabilité radioaktivné znaCenych peptidi se také vyuzivaji bifunkéni chelaty, jez
zvy$uji jejich stalibitu. Z radionuklid@i se uplatfiuje **'In, které se pouzivalo jako

prvni. Makrocyklické chelaty umoziiuji pouziti °Y a *"’Lu, peptid znageny pomoci
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0y je vhodnéjsi pro vétsi nadory, naopak peptid znageny *"’Lu poskytuje lepsi

vysledky u mensich nadort. Velice efektivni také maze byt aplikace obou dvou.

U vétSiny pacientu s karcinoidnim a gastroenteropankreatickym nadorem lécba
oktreotidem zpusobila rychle zlepSeni Kklinickych symptomu, jako je prijem,
dehydratace, hypokalémie, hypoglykemicky zachvat, nekrotické lIéze na kizi. Na
druhou stranu u vétSiny pacientl doSlo k desenzibilizaci inhibice hormonalni
sekrece béhem tydnl az mésich. Potencialni mechanismus zodpovédny za
desenzibilizaci a za znacnou ruznorodost v délce trvani odpovédi na terapii
oktreotidem neni pfesné znam. Mohlo by se napfiklad jednat o zménu v poctu
receptori, a to snizeni jejich poctu (,down-regulation®), mize to byt nasledek

vzrastu klonu bunék negativnich na somatostatinové receptory a dalsi.

Mechanismy, které urCuji mnozstvi radioaktivné znaceného analoga somatostatinu
zachyceného nadorem, zahrnuji: stabilitu radiofarmaka, hustotu exprese sst
receptor na nadoru, typ sst receptoru, afinitu radiofarmaka k receptoriim,

mnozstvi aplikovaného peptidu. [40,42]

Lécba s radioaktivné znaCenymi analogy somatostatinu je velmi slibnym novym
nastrojem u pacientd s neoperovatelnymi nadory nebo s metastazami
u neuroendokrinnich nadort. Vysledky ziskané s [*°Y-DOTA® Tyr®] oktreotidem a
[*"Lu-DOTA® Tyr’] oktreotatem jsou velmi povzbudivé. [45] Cilem terapie je
eliminace nadorovych bunék, limitujicim faktorem davkovani radiofarmak jsou
kostni dfen a ledviny. Vyznamné zadrzovani radioaktivnich latek v ledvinach muze
napf. snizit citlivost detekéni metody pro zobrazeni menSich nadord nebo tim
ledviny poskodit. [46] Podle jedné studie provedené s DOTA oktreotidem i
M, se ™In-DOTA-oktreotat vice

kumuluje v ledvinach v porovnani s **!In-DOTA-okterotatem. [47]

oktreotatem, radioaktivné oznacCenymi

Udaje tykajici se antiproliferativnich vlastnosti analog somatostatinu a jejich role
v terapii neuroendokrinnich nadoru jsou velmi rlznorodé, a proto jsou tézko
analyzovatelné. Tako skute€nost se dale komplikuje riznorodosti nadorua, pouzitim
riznych typd analog v rizném davkovani. Pfesto jsou analoga somatostatinu

velmi uzite€nym a slibnym typem terapie. [48]
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3.4.2 NEUROENDOKRINNNi NADORY

Neuroendokrinni nadory (NET) obsahuji heterogenni skupinu nadoru difuzniho
endokrinniho systému. Tento systém obsahuje endokrinni Zlazy, jako je hypofyza,
pristitna téliska, dfen nadledvin, Stitnou Zlazu, pankreas a bunky rozptylené mezi
bufikami traviciho traktu a respiracniho traktu. RozliSujeme dvé hlavni skupiny
neuroendokrinnich nadoru: gastroenteropankreatické nadory a karcinoidni nadory.
Neuroendokrinni nadory mohou mit agresivni chovani a byt velice malignimi, ale
velka vétSina téchto nadord je benigni nebo aspori pomalu rostouci s mnoha
odliSnymi rysy. Protoze somatostatinové receptory se hlavné vyskytuji na téchto
nadorech, predstavuji tyto nadory hlavni skupinu pro terapii pomoci peptidd.
[46,42]

LéCebné postupy pro tyto typy nadoru jsou velmi podobné diky jejich Casto
podobnému chovani, charakteristickym, dobfe rozliSenym histologickym rysim a
schopnosti vyluCovat neuropeptidy, jez maji za nasledek charakteristické klinické
syndromy. LéCebnych postupu je cela fada — od raznych chirurgickych feSeni az

po vyuziti receptorové specifické radioterapie. [49]

3.4.3 [*Y-DOTA® Tyr’] OKTREOTID A [*"'Lu-DOTA® Tyr’] OKTREOTAT

Radioaktivné znacené peptidy emitujici B zafeni maiji vétsi terapeuticky potencial,
protoze Castice, které emituji, maji dostate€nou energii zpasobit poskozeni bunék
bez moc hluboké penetrace do okolni tkané. Vysoko energetické [ Castice
pfipojené na somatostatinova analoga mohou potencialné dorucit letalni davku
radiace knadoru pozitivnimu na somatostatinové receptory s minimalnim

poskozenim zdravé tkane.

DTPA-oktreotid neni vhodny pro radioaktivni znadeni pomoci Y, coZ je
energeticky &isty B zafi€. Pro *°Y je vhodngjsi DOTA, vysledné komplexy maji

mnohem vétsi stabilitu.

Pocatecni biodistribu¢ni studie ukazuji, Zze vysoka davka je absorbovana slezinou,
ledvinami a nadorem. Aplikace *°Y-DOTATOC mé pouze malé riziko, Ze zpusobi
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myelotoxicitu, ale s potencialem, Ze vysoké radiaéni davce budou vystaveny

ledviny a slezina. Ledviny byly oznaCeny za davku limitujici tkan.

Diky vlastnostem *°Y maji radiofarmaka znagena timto izotopem lep$i vysledky
u vétsich nadortl, Radiofarmaka znagena *"’'Lu jsou vhodné&jsi pro mensi nadory,
protoZze nepoSkodi tolik okolni tkan nadoru. DalSi zpusob terapie je pouziti

radiofarmaka s ""Lui s %Y.

17| u-DOTA oktreotat ma vétsi afinitu k sst, nez °°Y-DOTA-oktreotid, co? znamena
vétSi davku radiace pro nador. Ledvinami jsou oba tyto peptidy absorbovany
podobné, takZe "’Lu-DOTA oktreotat ma vyhodu v tom, Ze se k nadoru dostane

vySSi davka, ale davka pro ledviny je stejna. [46]

Peptidy konjugované s DOTA, jako je DOTA-oktreotit a DOTA-oktreotat, mohou
byt radioaktivné oznadeny témito radionulidy *’Lu, *°Y a **In. Aby se mohly tyto
znacCené peptidy uspésné pouzit, musi zlstat zachovana jejich specificka aktivita.
Tato aktivita je ovlivnéna nékolika biologickymi faktory. Napfiklad mnoZstvi
aplikovaného radioligandu je omezeno afinitou a mnozstvim receptort. Podanim
vétSi davky, nez je davka optimalni, dochazi ke kompetici mezi radioaktivhé
nenaznacenym ligandem a radioaktivné oznaCenym ligandem na receptoru, ¢imz
se snizuje jeho vychytavani i davka radioaktivity pro cilovou tkan. Reakéni kinetika
t&chto tfech radionuklidt (*'’Lu, *°Y, **In) optimalné& probiha pfi pH 4 — 4,5. [50]

3.5 GASTRIN

Jako mnoho jinych peptidu, také gastrin vznika z prekurzort, pocatecni produkt
translace genu pro gastrin je velka molekula preprogastrinu (101 aminokyselin).
Z této molekuly vznika zkracenim o signaini peptid progastrin (80 aminokyselin).
Po dalSim zkraceni fetézce vznika gastrin prodlouzeny o glycin a v poslednim

kroku vznika amidovany gastrin. [51]

Gastrin byl puvodné identifikovan jako stimulant sekrece zaludec¢ni kyseliny.
Produkuji ho hlavné G bunky zaludec¢ni dutiny a horni ¢ast tenkého streva.
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PREPROGASTRIN

PROGASTRIN J/

GASTRIN (34) - proudlouzeny o glycin \L

GASTRIN (17) J/

Obr. 9 Vznik gastrinu

Gastrinu se velmi podoba cholecystokinin (CCK), ktery je syntetizovan v duodenu
a je odpovédny za sekreci pankreasu. Oba dva tyto peptidy maji shodny C konec.
Pasobeni cholecystokininu je zprostfedkovano dvéma receptory, a sice CCK-A a
CCK-B. CCK-A ma nizkou afinitu ke gastrinu, naopak CCK-B ma vysokou afinitu
ke gastrinu. Tyto dva typy receptoru jsou spojené s G-proteinem. Gastrin vykazuje
malou aktivitu k receptoriim, které se nachazeji na moCovém méchyfi, na hladkeé
svaloviné Zaludku a na slinivce bfiSni. Naopak ma gastrin vysokou afinitu na
gastrinové receptory, které se nachazeji na ZaludeCni mucosa, na mozku a na
endokrinni ¢asti slinivky bfisni. Gastrinové receptory se také ve velkém mnozstvi
nachazeji na nékterych typech nadorl. Vzhledem k vyskytu téchto receptori na
nadorech se zda, Ze jsou slibnych cilem pro diagnézu a terapeutickou aplikaci

radioaktivné znacenych analogu gastrinu. [36,51,52,53]

Gastrin hraje vicefunkéni roli v podporovani karcinogenniho procesu. U mnoha
nadorll se vyskytuje gen pro gastrin, riznymi mechanismy je regulovan jeho
abnormalni vyskyt. Podle toho, kde k tomuto vyskytu dojde, typu tkané a velikosti
vyskytu dochazi k odliSnym procesim s prekurzorem gastrinu a vznikaji rizné
biologicky aktivni peptidy, formy gastrinu. Reaguji pfes cholecystokininové
receptory a ovliviiuji expresi dalSich genu, plUsobicich napf. na prezivani bunék,

nebo angiogenesi. [51,53,55]
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Minigastrin byl popsan jako velmi vhodny pro in vivo zaméfovani vyskytu CCK-B
receptoru diky své vysoké afinité k tomuto receptoru. Pfitomnost sekvence téchto
aminokyselin (Trp-Met-Asp-Phe-NH;) na C-konci peptidu je rozhoduijici pro afinitu

peptidu k receptoru.

D-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH;

Obr. 10 Minigastrin (MG-1)

Kvali lepSi stabilité radioaktivné znaceného minigastrinu se vyuZivaji bifunkeni
chelaty, jako je napf. DTPA nebo DOTA. DOTA je cyklickym chelatem a oproti
acyklické DTPA tvofi stabilngjsi komplexy s minigastrinem. [36,52,54]

3.6 VAZOAKTIVNI INTESTINALNIi PEPTID (VIP)

VIP je peptid, ktery se sklada z 28 aminokyselin. PGvodné byl objeven v duodenu
prasat a ma Siroké spektrum biologickych ucinku. VIP je potencialni vasodilatator
a stimulant sekrece riiznych hormon(. Navic je téz dulezitym imunomodulatorem a
podporuje rust a proliferaci normalnich i malignich bunék. Byly charakterizovany
dva receptory s podobnou afinitou pro VIP. Tyto receptory se vyskytuji na riznych
nadorovych burikach. Klinické studie s VIP radioaktivné znagenym %I ukazaly
jeho slibné pouziti pfi zobrazovani nadorud. K tomuto uGcelu je také mozné
radioaktivné oznadit tento peptid pomoci *™Tc. Nicméné aZ dalsi klinické studie

ukazou uzite€nost tohoto peptidu pfi zobrazovani nadoru. [36]

3.7 BOMBESIN
Bombesin byl poprvé izolovan s kiize zaby. Jedna se o neuropeptid, ktery se
sklada ze 14 aminokyselin a ma vysokou afinitu k receptoru pro gastrin uvoliujici

peptid. Bombesin a gastrin uvolfujici peptid, ktery se sklada z 28 aminokyselin,
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maji podobné biologické vlastnosti a téméf shodnou sekvenci aminokyselin na
C-konci. Celkem byli identifikovany ¢tyfi typy receptortd pro tyto peptidy. Tyto
receptory se také vyskytuji na ruznych typech nadoru, a proto Ize radioaktivné
znaceny bombesin vyuzit pro jejich lokalizaci. V posledni dobé bylo k tomuto ucelu
vyvinuto nékolik analogd bombesinu. Pro vazbu na receptor a biologickou aktivitu
je dulezité zachovani sekvence aminokyselin na C-konci peptidu. Ke znaceni

muze byt pouZito vice typu radionuklidu. [36]
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IIl. EXPERIMENTALNI CAST

46



1. POUZITE MATERIALY, PRISTROJE A POMUCKY

1.1 Testované latky
e Komplex *™Tc-DTPA

Komplex DTPA byl pfipraven pomoci kitu pro pfipravu injekce, vyroba UJV Rez.
LahviCka kitu obsahuje sterilni komponenty v lyofilizované formé, a to 10,00 mg
DTPA a 0,45 mg SnCl,.H,0. K obsahu lahvi¢ky byl pfidan 1 ml sterilniho eluatu
z generatoru technecia o aktivit¢ 638 MBgq na 10 ml zfedény 2 ml sterilniho

izotonického roztoku NacCl.

o Komplex ®Y-DTPA-oxn

Chelat DTPA-oxn, pfipraveny a dodany firmou Azacykles, s. r. o., Vitry. Jedna se
o bifunkéni chelat, jehoz cilem je komplexace vybranych kovovych radionuklidd a

jejich vazba na biologické makromolekuly.

Pro pfipravu komplexu byl pouZit ligand DTPA-oxn, z néhoz byl pfipraven roztok
o koncentraci 1 mg na 1 ml. 6 ul roztoku ligandu se pfidalo k 20 ul pufru o pH 5,5 a
potom se pfidalo 0,1 pl izotopu *°Y. Pfed provedenim experimentu byl komplex

ziedén 100 pl fosfatového pufru o pH 7,41.

o Komplex *""Lu-DOTA-TATE

Pro pFipravu komplexu byl pouZit *’’LuCl; rozpustény v 40 mM HCI, 50 — 100 pl
tohoto roztoku bylo pfidano k 200 ul 0,4 M acetatového pufru o pH 5 a k 10 pl
DOTA-Tyr*-oktreotatu v roztoku 0,1 % kyseliny trifluoroctové. Tento komplex byl
pFipraven Doc. Ing. Alici Lazni¢kovou, CSc., z katedry biofyziky a fyzikalni chemie.

Pfed provedenim vazebnostniho experimentu bylo 100 uyl komplexu
Y7 u-DOTA-TATE zfedé&no 10 ml fosfatového pufru o pH 7,41.
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e Komplex ""Lu-DOTA-MG-1

Minigastrin je peptid o molekulové hmotnosti 1403,5, ktery se sklada z téchto

aminokyselin: D-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH..

Pro pfipravu komplexu bylo pouzito 200 pl 0,4 M acetatového pufru o pH 5, 10 pl
vodného roztoku DOTA-MG a 50 — 100 pl roztoku izotopu *’LuCls v 40 mM HCI.
Tento komplex byl pfipraven Doc. Ing. Alici Lazni¢kovou, CSc., z katedry biofyziky

a fyzikalni chemie.

Pfed vlastnim provadénim experimentu byl komplex zfedén 10 ml fosfatového

pufruo pH 7, 41.

1.2 Biologicky material
PFi experimentech byla pouzita plazma Ctyr zivoc€iSnych druha:

e Lidska plazma — odebrana zdravému darci, centrifugaci doslo k oddéleni plazmy

a ta byla pouzita pro experimenty.

e Hovézi plazma — heparinizovana krev, dodana spoleCnosti LabMediaServis,

S. I. 0., centrifugaci doSlo k oddéleni plazmy a ta byla pouzita pro experimenty.

e Kraligi plazma — heparinizovana krev, odebrana kralikovi plemene Cesky albin,

centrifugaci doslo k oddéleni plazmy a ta byla pouzita pro experimenty.

e Potkani plazma — heparinizovana krev, odebrana potkanovi kmene Wistar,

centrifugaci doSlo k oddéleni plazmy a ta byla pouzita pro experimenty.

1.3 Latky pro stanoveni radiochemické ¢istoty

e Pro stanoveni radiochemické gistoty %°"Tc-DTPA byly potfebné dvé

chromatografické soustavy — jedna s ethanolem a druha s 0,9% roztokem NacCl.
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e Pro stanoveni radiochemické &istoty °Y-DTPA-oxn byl pouZit jako
chromatograficka soustava acetatovy pufr o pH 6,5, pfipraveny z jednoho dilu 10%

octanu amonného a jednoho dilu metanolu.

e Radiochemicka ¢istota *"'Lu-DOTA-TATE a *"’Lu-DOTA-MG-1 byla stanovena

pomoci tenkovrstvé chromatografie.

e Chromatograficky papir ITLC SG (Silica Gel Impregnated Glass Fibre Sheets),

Gelman Sciences Inc.

e Radiochromatograf Automatic TLC — Linear Analyzer, BERTHOLD.

1.4 Pristroje na méreni aktivity

Aktivita radioaktivné znacenych vzorkd byl stanovena pomoci gamaspektrometru
1480 WIZARD od firmy WALLAC.

Pro stanoveni plazmatické vazebnosti metodou rovnovazné dialyzy jsem pouZzila

dialyzacni blok.

1.5 Dalsi pomocné latky

Pufr o pH 7,41, pfipraveny ze dvou dilu roztoku KH,PO, (0,9075 g/100 ml) a

z osmi dilt Na,HPO, (2,39 g/100 ml) — pouzit pro rovnovaznou dialyzu.
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2. METODIKA

2.1 Stanoveni radiochemické Cistoty

Radiochemicka Cistota studovanych latek byla ovéfena metodou tenkovrstvé

chromatografie (TLC) s pomoci chromatografického papiru ITLC SG.

Dva vzorky komplexu “™Tc-DTPA jsem v mnoZstvi 10 pl nanesla na start
automatickou pipetou a po vysuseni nechala vyvinout jeden vzorek v 0,9% roztoku
NaCl a druhy v ethanolu. Chromatogramy jsem po vysuSeni vyhodnotila na
pristroji Automatic TLC — Linear Analyzer a radiochemickou Cistotu vypocitala
podle vzorce. Pii chromatografii v 0,9% roztoku NaCl putuje komplex *"Tc a
¥MTcO, s elem mobilni faze a redukované hydrolyzované technecium ztistava
na startu. Pfi vyvijeni v ethanolu putuje s ¢elem mobilni faze **™TcO, , zbytek

zUstava na startu.

Vzorek komplexu °Y-DTPA-oxn jsem automatickou pipetou v mnozstvi 10
nanesla na start, nechala vysusit a potom vyvinout v pufru o pH 6,5. Po vysuSeni

jsem chromatogram vyhodnotila na pfistroji Automatic TLC — Linear Analyzer.

Radiochemicka &istota komplex(i *"’Lu-DOTA-TATE a "’Lu-DOTA-MG-1 byla
ovérena pomoci tenkovrstvé chromatografie. Stejné jako pfipravu téchto komplexu
i ovéfeni jejich Cistoty provedla Doc. Ing. Alice LazniCkova, CSc., z katedry

biofyziky a fyzikalni chemie.

2.2 Stanoveni vazebnosti na plazmatické bilkoviny

Metodou rovnovazné analyzy jsem stanovila plazmatickou vazebnost. Pfi této
metodé se pouziva dialyzacni blok, ktery se sklada ze dvou kotoucu z umélé
hmoty. Kazdy z téchto kotou€d ma osm dialyza¢nich komurek a kotouce do sebe
zapadaji. Mezi tyto dva kotouCe se vlozi vhodna semipermeabilni membrana
(celofan), kotouce se k sobé pfiSroubuji k tomuto ucelu vhodnymi Srouby a takto
pfipraveny blok se naplni vzorky. Objem 0,45 ml plazmy byl vzdy dialyzovan proti
stejnému objemu fosfatového pufru o pH 7,41 pfes semipermeabilni celofanovou

membranu. Vzdy &tyfi komUrky jsem naplnila jednim druhem plazmy. Stanoveni
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se provadi ve vytemperovaném termostatu pfi teploté 37 °C a béhem celého
stanoveni dialyza¢ni blok rotuje. V pribéhu stanoveni dochazi k ustanoveni
rovnovahy mezi obsahy jednotlivych komurek. Podle velikosti molekuly se liSi

doba potfebna k ustanoveni rovnovahy.

U experimentu s komplexy *™Tc-DTPA a *Y-DTPA-oxn byl postup vzdy stejny,
25 pl komplexu jsem pfidala k 2,5 ml plazmy a naplnila dialyza¢ni blok. Po 4
hodinach jsem odpipetovala z kazdého vzorku 2krat 100 ul plazmy a pufru do
oznacCenych méficich lahviCek a zméfila aktivitu na automatickém gama counteru

WALLAC. Z kazdého zivocisného druhu jsem stanovila 8 vzorka.

U experiment(i s komplexy *""Lu-DOTA-TATE a *"’Lu-DOTA-MG-1 byl postup také
vzdy stejny. K plazmam jednotlivych ZzivoCiSnych druh( jsem jiz nic dalSiho
nepfidavala a rovnou pouzila k experimentim. Ke kazdému komplexu jsem pfidala
10 ml fosfatového pufru a pak naplnila dialyzacni blok. Po 16 hodinach
u komplexu !"’Lu-DOTA-TATE a po 6 hodinach u komplexu *"’Lu-DOTA-MG-1
jsem odpipetovala vzorky. Z kazdé dialyzacni komurky jsem ziskala dva vzorky po
100 ul. Vzorky jsem odpipetovala do pfipravenych a oznacenych méficich lahvi¢ek
a zméfila jsem aktivitu na automatickém gama counteru WALLAC. U kazdého

zivoCiSného druhu jsem stanovila 8 vzorkd.

2.3 Pokus o naznaéeni DTPA-oxn pomoci izotopu *™Tc

Klinicky rutinné pouZivany komplex ®™Tc-DTPA je radioaktivné oznagen *"Tc,
proto byl plvodni zamér této prace radioaktivné oznacit DTPA-oxn pravé
techneciem. Provedla jsem &tyfi pokusy o naznadeni DTPA-oxn *"Tc. V kazdém
z téchto pokusu jsem pouzila rizna mnozstvi pufru, ligandu, izotopu a redukéniho

¢inidla. Redukéni €inidlo bylo pfipraveno riznymi zpUsoby.

1) pufr pH 5,5 — 100 pl; ligand DTPA-oxn (1 g/1 ml) — 100 pl; izotop **™Tc — 100 pl;
redukéni Cinidlo (chlorid cinaty 20 pl, fyziologicky roztok 2 ml)

2) pufr pH 5,5 — 50 pl; ligand DTPA-oxn (1 g/1 ml) — 300 pl; izotop **"Tc — 0,5 ml;
redukeéni Cinidlo (chlorid cinaty/fyziologicky roztok — 1 g/1 ml)

51



3) pufr pH 5,5 — 50 pl; ligand DTPA-oxn (1 g/1 ml) — 100 pl; izotop **"Tc — 0,5 ml;
redukéni Cinidlo (chlorid cinaty — 0,01089 g a 0,1 mol/l HCI — 1,085 ml) — 10 pl

4) ligand DTPA-oxn (1 g/1 ml) — 100 pl; izotop *™Tc — 0,5 ml; redukéni &inidlo
(chlorid cinaty — 0,01089 g a 0,1 mol/l HCI — 1,085 ml) — 50 pl

PoZadované radiochemické Cistoty nebylo dosazeno ani v jednom pfipadé.
Radiochemicka Cistota byla stanovena ve dvou radiochemickych soustavach:
ethanol a 0,9% roztok NaCl. Hodnoty radiochemické Cistoty se pohybovaly od

48 % do 68 %. Tento komplex se nemohl pouzit pro vazebnostni experimenty.
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2.4 Vypocty
2.4.1 Vypocet radiochemické éistoty " Tc-DTPA
Oba chromatogramy jsem rozdélila na dvé poloviny, z kazdého chromatogramu

byly zméfeny dvé hodnoty aktivity:

A4 — aktivita startu v 0,9% NaCl A,4 — aktivita startu v ethanolu

A1 — aktivita éela v 0,9% NaCl, A, — aktivita ¢ela v ethanolu

V 1. chromatografické soustavé (0,9% roztok NaCl) je mnozstvi koloidu dano

vztahem:
% koloidu = A]_d/( A1g — A1n ) x 100

Ve 2. chromatografické soustavé (ethanol) je mnozstvi volného TcO, dano

vztahem:
% TcOy4 = AZh/(AZd - Ao ) x 100

Vlysledna radiochemicka &istota je dana mnozstvim komplexu “™Tc-DTPA

(vyjadreno v procentech):

% komplexu =100 — % koloidu — % TcOy4

2.4.2 Vypocet vazebnostnich parametrt podle prace Wright a kol. [19]

Cu — aktivita v pufru resp. koncentrace volného léCiva
Cr — aktivita v plazmé resp. celkova koncentrace léCiva

Cg — koncentrace vazaného léCiva
Cs=Cr—-Cy

Fg — frakce vazaného léciva

Fg = Cg/Ct = (C1 = Cy)/Ct

Fu— frakce volného léciva

FU = CulCT
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2.4.3 Statistické zpracovani vysledki

e Smérodatna odchylka

Primérné vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky prumér + smérodatna odchylka.
V grafech  zobrazujicich mezidruhové srovnani plazmatické vazebnosti

(5,11,17, 23) je smérodatna odchylka zobrazena také graficky.

e  Statisticka vyznamnost

K posouzeni vzajemnych vztahl a statisticky vyznamnych rozdili naméfrenych
soubortl dat jsem pouzila metodu testovani statistickych hypotéz. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o nezavisla méfeni a posuzujeme vzdy data ze dvou méfeni,
je nejvhodnéjsi metodou dvouvybérovy t-test (Studentlyv t-test) rovnosti stfednich
hodnot dvou nezavislych souboru. Tento dvouvybérovy t-test ma dvé varianty: pro
shodny a rozdilny rozptyl. V naSem pfipadé pouZijeme t-test pro rozdilny rozptyl
podle [56] a [57].

Dvouvybérovy t-test rovnosti stfednich hodnot dvou zakladnich soubord pro
o! # o (pro rozdilnost rozptyltl) umoZiuje testovani hypotézy Ho proti alternativni
Hi: Ho: p1=p2 Nulova hypotéza Ho fika, Ze stfedni hodnoty jsou stejné.

Hi : g1#u2 Alternativni hypotéza H; fika, Ze stfedni hodnoty jsou rozdilné.

Namérené hodnoty jsou vybéry {xi} a {y;} a testovaci kriterium ma tvar:

R X-=-Y (1)
Si
/SZ S2
312: —+= (2)
nl n2
2 2
St -1+ 32t (n, 1)
W: |R|>— 2 — zamitame Ho (3)

S122
ta(n1-1), ta(ny-1) — kritické hodnoty Studentova t-rozdéleni s (n;-1), resp. (nx-1)

stupni volnosti ziskané s tabulek. [57]
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Rovnice (3) je ekvivalentni rovnici (5). Numericky vypocCet zde nahradime pfimym
srovnanim s koeficientem nalezenym v tabulce pro kritické hodnoty Studentova

rozdéleni.

Ekvivalentni stupern volnosti v se vypocita podle vztahu:

2 52
S Oy
n, n,
V= 4
S, Sy @
2 + 2
n, (nl _1) n, (nz _1)

IR|>t1-a2(v ) — zamitame Ho [56] (5)

Predpokladem tohoto testu je nezavislost obou testovanych soubori dat a
normailni rozdéleni dat. Prvni pfedpoklad je splnén, nebot se jedna o nezavisla
méreni. U druhého pouze prepokladame, Ze naméfené hodnoty jsou nahodnym
vybérem zrozsahlejSiho souboru namérfenych dat s normalnim rozdélenim.
Zajima nas pravdivost tvrzeni, ze stfedni hodnoty dvou porovnavanych meéfeni
jsou na hladiné vyznamnosti 5% stejné, nebo jinak, Ze nejsou statisticky
vyznamné rozdilné. Pro tento ucel vyslovime zakladni hypotézu o rovnosti

stfednich hodnot, kterou t-testem bud zamitheme nebo nezamitneme.

Je nutno podotknout, Ze 4 méfeni, navic v mnoha pfipadech s vyznamnym
rozptylem, je pro spolehlivé ovéfeni zakladni hypotézy malo. Z tohoto divodu

mohou byt nékteré vysledky nepfesné.

K vyhodnoceni vysledku testu zda jeho hodnota lezi v kritickém oboru jsem
pouzila dva postupy. Jeden numericky podle [57], a druhy s pouzitim tabulky pro
kritické hodnoty Studentova rozdéleni podle [56]. Ve v8ech pfipadech jsem jako
srovnavaci hodnoty brala hodnoty naméfené pro lidskou plazmu a postupné je
porovnavala s vysledky pro dalSi tfi plazmy. Vysledky obou metod se shoduji a
vysledky statisticky vyznamné rozdilné jsou vyznaceny v grafu 5. Vypocty podle

obou uvedenych metod jsou v tabulkach 6, 12, 18, 24.

55



3. VYSLEDKY

3.1 Experiment s *"Tc-DTPA
e Stanoveni radiochemické Cistoty

Stanoveno tenkovrstvou chromatografii na ITL-SG ve dvou soustavach (0,9%
roztok NacCl, ethanol), jez dovoluji kvantifikovat podil radiochemickych necistot, a
to koloidu **™Tc (0,9% roztok NaCl) a technecistanu (ethanol).

A1g=1589,0 Ajn =343697,8  Ayg=649050,1 Ay, =158,6

% koloidu = A14/( A1g — A1n ) X 100 = 1589,0/(1589,0 — 343697,8) x 100 = 0,46 %
% TcO4 = Aon/(A2d— Azn ) X 100 = 158,6/(649050,1 — 158,6) x 100 = 0,024 %

% komplexu = 100 — % koloidu — % TcO, = 100 — 0,46 — 0,024 = 99,51 %

Radiochemicka Cistota pripraveného komplexu je 99,51%.

« Stanoveni vazebnosti komplexu *™Tc-DTPA na bilkoviny krevni plazmy

Metoda stanoveni: rovnovazna dialyza pfi 37 °C po dobu 4 hodin.

Stanoveni provedeno na plazmé &tyr zivocisnych druhd.

Vysledky pro jednotlivé Zivocisné druhy jsou uvedeny v tabulkach 1 — 4 a na

grafech 1 — 4, souhrnné pak v tabulce 5 a na grafu 5.
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Tabulka 1 Vysledky stanoveni vazebnosti **"Tc-DTPA na lidskou plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Plazma lidska

v

Cc

vzor.ku Aktivita v plazmé | Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 278362,8 254807,0
1A 290680,2 257015,5
Prameér 2845215 255911,3 89,94 10,06
2 260206,3 246186,5
2A 277441,2 246094,5
Pramér 268823,8 246140,5 91,56 8,44
3 259421,2 240065,6
3A 270799,8 242378,3
Pramér 265110,5 241222,0 90,99 9,01
4 259906,4 242302,1
4A 274167,6 244026,9
Pramér 267037,0 243164,5 91,06 8,94
Pramér 90,89 + 0,68

Graf 1 Vysledky stanoveni vazebnosti " Tc-DTPA na lidskou plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

fu (%)

Stanoveni vazebnosti

99m

Tc-DTPA nalidskou plazmu

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

120,00
100,00 -
80,00 -
60,00 -
40,00 -
20,00 -

0,00 -
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Tabulka 2 Vysledky stanoveni vazebnosti **"Tc-DTPA na hovézi plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Plazma hovézi

vzc(J:r.ku Aktivita v plazmé | Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 304720,2 270817,7
1A 311245,5 272997,5

Primér 3079829 271907,6 88,29 11,71
2 270071,1 241463,4
2A 286169,3 2442123

Pramér 278120,2 242837,9 87,31 12,69
3 263729,3 235865,3
3A 277704,2 237916,9

Pramér 270716,8 236891,1 87,51 12,49
4 254796,2 229360,7
4A 270047,7 232065,2

Pramér 262422,0 230713,0 87,92 12,08

Pramér 87,76 £ 0,43

Graf 2 Vysledky stanoveni vazebnosti *°*"Tc-DTPA na hovézi plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

Stanoveni vazebnosti

99m

Tc-DTPA na hovézi plazmu

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

120,00

fu (%)
100,00 -

80,00 {  ggog

60,00 -
40,00 -

20,00 -

87,31

87,51

87,92

0,00
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Tabulka 3 Vysledky stanoveni vazebnosti **"Tc-DTPA na kraliéi plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Plazma kralik

v

C.

vzorku Aktivita v plazmé | Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 a47777,7 33829,4
1A 50289,2 34149,1
Primér 49033,5 33989,3 69,32 30,68
2 202332,3 153330,9
2A 214011,3 154245,9
Prameér 208171,8 153788,4 73,88 26,12
3 370615,6 282281,6
3A 397119,3 289418,5
Primér 383867,5 285850,1 74,47 25,53
4 365233,1 278739,6
4A 390750,4 286555,0
Pramér 377991,8 282647,3 74,78 25,22
Primér 73,11 £ 2,55

Graf 3 Vysledky stanoveni vazebnosti **"Tc-DTPA na kraliéi plazmu metodou

rovhovazné analyzy pri 37 °C

fu (%)

Stanoveni vazebnosti

99m

Tc-DTPA na krali¢i plazmu

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

120,00

100,00 -
80,00 -
60,00 - 69,32

40,00 -

20,00 -

73,88

74,47

0,00

59




Tabulka 4 Vysledky stanoveni vazebnosti **"Tc-DTPA na potkani plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Plazma potkan

vzc(J:r.ku Aktivita v plazmé | Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 2594417 222500,7
1A 258390,6 224897,3

Prameér 258916,2 223699,0 86,40 13,60
2 248737,3 239169,3
2A 260778,7 242449,3

Pramér 254758,0 240809,3 94,52 5,48
3 252887,8 246390,4
3A 270824,5 251311,6

Pramér 261856,2 248851,0 95,03 4,97
4 254048,7 247007,5
4A 271660,8 253596,5

Pramér 262854,8 250302,0 95,22 4,78

Pramér 92,80 + 4,27

Graf 4 Vysledky stanoveni vazebnosti **"Tc-DTPA na potkani plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

fu (%)

120,00

100,00 -

Stanoveni vazebnosti " Tc-DTPA na potkani plazmu

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

80,00 -
86,40
60,00 -
40,00 -

20,00 -

0,00

94,52

95,03

95,22
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Tabulka 5 Srovnani vazebnosti *"Tc-DTPA na plazmu étyF zivoéisnych

druhd stanoveno metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Srovnani vazebnosti 99mTc-DTPA na plazmu raznych zivo¢iSnych druht

Plazma lidska

Plazma hovézi

Plazma kralik

Plazma potkan

fu (%)

90,89 £ 0,68

87,76 £ 0,43

73,11 £ 2,55

92,80 £ 4,27

Graf 5 Srovnani vazebnosti *"Tc-DTPA na plazmu étyf zivoéisnych druht

stanoveno metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

fu (%)

Srovnani vazebnosti

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

99m

Tc-DTPA na plazmu

raznych zivoéiSnych druht

120,00

100,00 ~

80,00 -

60,00 -

*

40,00 -

20,00 -

0,00 -

Plazma I
el Plazma
87,76 kralik

73,11

Plazma
potkan
92,80

* statisticky vyznamné rozdilné v porovnani s lidskou plazmou na hladiné vyznamnosti a - 0,05

Tabulka 6 Ovéreni statistické hypotézy o rovnosti stfrednich hodnot pro

9MTc-DTPA s pouzitim vzorct (1) az (5)

Plazma lidska X
Plazma hovézi

Plazma lidska X
Plazma kralik

Plazma lidska X
Plazma potkan

R (1) 7,49 13,44 0,88
W (3) 1,29 4,21 6,88
tr-a2(V) 2 2 2
Zaver dle (3) R>W R>W R<W
Zavér dle (5) R>t;.q2(V) R>t1.q2(V) R>t1.q2(V)
Zamitam Hg Zamitam Hp Nezamitam Hg
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3.2 Experiment s *Y-DTPA-oxn

e Stanoveni radiochemické Cistoty

Tenkovrstva chromatografie °Y-DTPA-oxn (rozloZeni aktivity na chromatogramu),
mobilni faze: pufr o pH 6,5
Cistota komplexu je 94, 97%.

» Stanoveni vazebnosti komplexu *°Y-DTPA-oxn na bilkoviny krevni plazmy

Metoda stanoveni: rovnovazna dialyza pfi 37 °C po dobu 4 hodin.

Stanoveni provedeno na plazmé ¢tyf Zivo€iSnych druha.

Vysledky pro jednotlivé zivoCisné druhy jsou uvedeny v tabulkach 7 — 10 a na
grafech 6 — 9, souhrnné pak v tabulce 11 a na grafu 10.

62



Tabulka 7 Vysledky stanoveni vazebnosti *°Y-DTPA_oxn na lidskou plazmu

metodou rovnovazné analyzy pri 37 °C

Plazma lidska

vzcc):r.ku Aktivita v plazmé | Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 25 451,7 25 189,4
1A 25 622,6 24 728,2

Primér 25 537,2 24 958,8 97,74 2,26
2 24 793,6 26 542,8
2A 25 439,5 24 261,5

Primér 25116,6 25 402,2 101,14 -1,14
3 24 455,0 26 898,1
3A 25 338,1 25 049,9

Primér 24 896,6 25 974,0 104,33 -4,33
4 23 877,9 26 165,6
4A 25 295,7 27 4123

Primér 24 586,8 26 789,0 108,96 -8,96

Pramér 103,04 £ 4,78

Graf 6 Vysledky stanoveni vazebnosti *°Y-DTPA_oxn na lidskou plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Stanoveni vazebnosti *°Y-DTPA_oxn na lidskou plazmu
(uvedena hodnota volné frakce v procentech)
160,00

fu (%)
120,00 -

80,00 -

40,00 -

0,00 -
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Tabulka 8 Vysledky stanoveni vazebnosti *°Y-DTPA_oxn na hovézi plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Plazma hovézi

v

Cc

vzor.ku Aktivita v plazmé | Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 7 133,2 6 805,6
1A 7 103,1 6 703,4
Prameér 7 118,2 6 754,5 94,89 51
2 19912,8 20 361,7
2A 22 197,0 20 125,0
Pramér 21 054,9 20 243,4 96,15 3,9
3 31298,4 31919,1
3A 32574,8 31862,8
Primér 31 936,6 31891,0 99,86 0,1
4 29 741,3 26 399,9
4A 30 766,5 26 4319
Pramér 30 253,9 26 415,9 87,31 12,7
Primér 94,55 £ 5,27

Graf 7 Vysledky stanoveni vazebnosti *°Y-DTPA_oxn na hovézi plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

fu (%)

Stanoveni vazebnosti *°Y-DTPA_oxn na hovézi plazmu

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

160,00
120,00 -
80,00 - 96,15 99,86
94,89 —_
40,00 -
0,00 : : :
1 2 3 4
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Tabulka 9 Vysledky stanoveni vazebnosti *°Y-DTPA_oxn na kraliéi plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Plazma kralik

vzc(J:r.ku Aktivita v plazmé | Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 13 639,9 12 853,7
1A 14 759,4 11 368,2

Pramér 14 199,7 12 111,0 85,29 14,7
2 17 696,7 17 737,5
2A 21 166,0 16 765,7

Pramér 194314 17 251,6 88,78 11,2
3 10 100,2 15 658,4
3A 10 739,7 15 285,3

Pramér 10 420,0 15471,9 148,48 -48,5
4 17 207,5 13411,2
4A 19 041,2 115145

Pramér 18 124,4 12 462,9 68,76 31,2

Primeér 97,83 + 34,88

Graf 8 Vysledky stanoveni vazebnosti °Y-DTPA_oxn na krali¢i plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

fu (%)

Stanoveni vazebnosti *’Y-DTPA_oxn na kraliéi plazmu
(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

160,00
148,48
120,00 -
80,00 1 85,29 88,78
68,76
40,00 -
0,00 T T
1 2 3 4
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Tabulka 10 Vysledky stanoveni vazebnosti *°Y-DTPA_oxn na potkani plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Plazma potkan

vzc(J:r.ku Aktivita v plazmé | Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 14 390,4 14 456,2
1A 15 186,9 15012,1

Prameér 14 788,7 14 734,2 99,63 0,37
2 13763,2 15920,5
2A 15179,0 14 953,9

Pramér 144711 15 437,2 106,68 -6,68
3 197574 18 021,6
3A 20 608,2 16 894,0

Prameér 20 182,8 17 457.,8 86,50 13,50
4 10 849,1 15 998,6
4A 11 404,4 17 706,4

Pramér 11 126,8 16 852,5 151,46 -51,46

Primeér 111,07 £ 28,70

Graf 9 Vysledky stanoveni vazebnosti *°Y-DTPA_oxn na potkani plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

Stanoveni vazebnosti *°Y-DTPA_oxn na potkani plazmu
(uvedena hodnota volné frakce v procentech)
160,00
fu (%) 151,46
120,00 -
106,68
80,00 1 9963
86,50
40,00 -
0,00 T T T
1 2 3 4
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Tabulka 11 Srovnani vazebnosti “°Y-DTPA_oxn na plazmu étyf zivoéi$nych

druht - stanoveno metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Srovnani vazebnosti “°Y-DTPA-oxn na plazmu rtiznych zivoéi$nych druht

Plazma lidska

Plazma hovézi

Plazma kralik

Plazma potkan

fu (%)

103,04 £ 4,78

94,55 t 5,27

97,83 £ 34,88

111,07 £ 28,20

Graf 10 Srovnani vazebnosti *°Y-DTPA_oxn na plazmu étyf zivoéi$nych

druhli stanoveno metodou rovnovazné analyzy pri 37 °C

fu (%)

Srovnani vazebnosti °Y-DTPA-oxn na plazmu

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

160

riznych zivocéiSnych druht

120 -

80 -

40 -

I
Plazma
hovézi
94,55 Plazma
kralik
97,83

Plazma
potkan
111,07

Tabulka 12 Ovéreni statistické hypotézy o rovnosti strednich hodnot pro

OY-DTPA_oxn s pouzitim vzorcu (1) az (5)

Plazma lidska X
Plazma hovézi

Plazma lidska X
Plazma kralik

Plazma lidska X
Plazma potkan

R (1) 2,39 0,30 0,56

W (3) 11,31 55,98 45,47

t1-ar2(V) 12,71 12,71 12,71

Zavér dle (3) R<W R<wW R<wW
Zavér dle (5) R>t1.a2(V) R>t1.a2(V) R>t1.a2(V)

Nezamitam Hg

Nezamitam Hg

Nezamitam Hg
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3.3 Pokus o naznaéeni DTPA-oxn pomoci izotopu *°"Tc

3.3.1 Stanoveni radiochemické égistoty *"Tc-DTPA-oxn

Tenkovrstvd  chromatografie ~ *™Tc-DTPA-oxn  (rozloZeni  aktivity na

chromatogramu), mobilni faze: etanol.

Cistota komplexu je 64,82%.

Tenkovrstvd  chromatografie ~ ™Tc-DTPA-oxn  (rozloZeni  aktivity na

chromatogramu), mobilni faze: fyziologicky roztok

Cistota komplexu je 60,69%
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3.3.2 Stanoveni radiochemické é&istoty *°"Tc-DTPA-oxn

Tenkovrstva  chromatografie ~ *°"Tc-DTPA-oxn

chromatogramu), mobilni faze: etanol

Cistota komplexu je 68,61%.

Tenkovrstva  chromatografie  %*"Tc-DTPA-oxn
chromatogramu), mobilni faze: etanol

Cistota komplexu je 48,12%.

|c/mm *1000

Reg #4

(rozloZeni  aktivity
T} TLC
§
5
150 .;mn
(rozloZzeni  aktivity
u_ TEv
§
s
e
150 e

na

na
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Vzhledem k tomu, Ze chelat DTPA-oxn se nepodafilo oznagit *™Tc s dostate¢nou
radiochemickou Cistotou pro provadéni biologickych experimentl, vazebnostni

studie s touto latkou se neprovadély.
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3.4 Experiment s *"'Lu-DOTA-TATE

e Stanoveni vazebnosti komplexu "’Lu-DOTA-TATE na bilkoviny krevni

plazmy

Metoda stanoveni: rovnovazna dialyza pfi 37 °C po dobu 16 hodin.

Stanoveni provedeno na plazmé ¢tyF zivoc€iSnych druha.

Vysledky pro jednotlivé Zivo€iSné druhy jsou uvedeny v tabulkach 13 - 16 a na

grafech 11 - 14, souhrnné pak v tabulce 17 a na grafu 15.
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Tabulka 13 Vysledky stanoveni vazebnosti 1’’Lu-DOTA-TATE na lidskou

plazmu metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Plazma lidska

vzcc):r.ku Aktivita v plazmé Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 12788,5 9470,3
1A 10882,5 10179,9

Primér 11835,5 9825,1 83,01 16,99
2 11766,7 12988,0
2A 13620,9 9947,3

Pramér 12693,8 11467,7 90,34 9,66
3 11933,1 10132,8
3A 12734,3 10870,5

Prameér 12333,7 10501,7 85,15 14,85
4 15109,6 14107,4
4A 14916,0 11731,7

Pramér 15012,8 12919,6 86,06 13,94

Primér 86,14 + 3,08

Graf 11 Vysledky stanoveni vazebnosti ’’Lu-DOTA-TATE na lidskou plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

fu (%)

Stanoveni vazebnosti *"’'Lu-DOTA-TATE na lidskou plazmu
(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

100,00 -
80,00 -
60,00 -
40,00 -

20,00 -

0,00 -
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Tabulka 14 Vysledky stanoveni vazebnosti '’’Lu-DOTA-TATE na hovézi

plazmu metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

Plazma hovézi

v

Cc

vzor.ku Aktivita v plazmé Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 13848,6 11628,4
1A 13917,8 11604,3
Prameér 13883,2 11616,4 83,7 16,33
2 12564,9 8302,0
2A 14797,5 10166,8
Primér 13681,2 9234,4 67,5 32,50
3 11200,3 6878,6
3A 9594,6 9163,6
Primér 10397,5 8021,1 77,1 22,86
4 12901,8 8262,9
4A 11666,4 8102,6
Pramér 12284,1 8182,8 66,6 33,39
Primér 73,73 £ 8,17

Graf 12 Vysledky stanoveni vazebnosti *"'Lu-DOTA-TATE na hovézi plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

fu (%)

100,0 -

Stanoveni vazebnosti *"'Lu-DOTA-TATE na hovézi plazmu

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

80,0 -
83,7
60,0 -
40,0 -

20,0 -

67,5

77,1

0,0
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Tabulka 15 Vysledky stanoveni vazebnosti }’’Lu-DOTA-TATE na krali¢i

plazmu metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Plazma kralik

v

Cc

vzor.ku Aktivita v plazmé Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 15031,3 15387,5
1A 15912,3 14788,6
Pramér 15471,8 15088,1 97,52 2,48
2 15488,9 15100,6
2A 15617,3 14841,8
Primér 15553,1 14971,2 96,26 3,74
3 14811,6 13777,4
3A 14682,2 13400,2
Primér 14746,9 13588,8 92,15 7,85
4 14076,3 13878,7
4A 14174,6 13634,9
Pramér 14125,5 13756,8 97,39 2,61
Primér 95,83 + 2,52

Graf 13 Vysledky stanoveni vazebnosti *’’Lu-DOTA-TATE na krali¢i plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

fu (%)

Stanoveni vazebnosti '’’Lu-DOTA-TATE na kralié¢i plazmu

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

100,00 -
80,00 -
60,00 -
40,00 -

20,00 -

0,00

97,52

96,26

92,15
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Tabulka 16 Vysledky stanoveni vazebnosti '’’Lu-DOTA-TATE na potkani

plazmu metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

Plazma potkan

vzc(J:r.ku Aktivita v plazmé Aktivita v pufru fu (%) fs (%)
1 13184,6 12140,7
1A 14264,9 12181,8

Prameér 13724.,8 12161,3 88,61 11,39
2 13870,6 12653,1
2A 13985,0 12260,0

Primér 13927,8 12456,6 89,44 10,56
3 9583,5 9419,2
3A 11325,6 9571,5

Primér 10454,6 9495,4 90,83 9,17
4 13025,2 13025,2
4A 15527,0 13300,9

Pramér 14276,1 13163,1 92,20 7,80

Primér 90,27 + 1,58

Graf 14 Vysledky stanoveni vazebnosti 1’’Lu-DOTA-TATE na potkani plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

fu (%)

Stanoveni vazebnosti '’’Lu-DOTA-TATE na potkani plazmu

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

100,00 -
80,00 1 88,61
60,00 -
40,00 -

20,00 -

0,00

89,44

90,83
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Tabulka 17 Srovnani vazebnosti ’’Lu-DOTA-TATE na plazmu &tyf

zivo€isnych druht - stanoveno metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Srovnani vazebnosti 177Lu-DOTA-TATE na plazmu raznych zivo€isnych
druht

Plazma lidska

Plazma hovézi

Plazma kralik

Plazma potkan

fu (%)

86,14 £ 3,08

73,73 8,17

95,83 £ 2,52

90,27 £ 1,58

Graf 15 Srovnani vazebnosti '’’Lu-DOTA-TATE na plazmu étyf zivoéi$nych

druh(i stanoveno metodou rovnovazné analyzy pri 37 °C

100,00 -

fu (%)

80,00 -
60,00 -
40,00 -
20,00 -

0,00 -

Srovnani vazebnosti

99m

riznych zivo€iSnych druht

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

Tc-DTPA na plazmu

I
Plazma
I kralik
95,83
Plazma
hovézi
73,73

I

Plazma
potkan
90,27

Tabulka 18 Ovéreni statistické hypotézy o rovnosti strednich hodnot pro
7Lu-DOTA-TATE s pouzitim vzorc (1) az (5)

Plazma lidska X
Plazma hovézi

Plazma lidska X
Plazma kralik

Plazma lidska X
Plazma potkan

R (1) 2,84 4,87 2,29
W (3) 13,89 6,32 5,73
t1-ar2(V) 12,71 12,71 12,71

Zaver dle (3) R<W R<W R<W

Zavér dle (5) R>t;1.q2(V) R>t1.q2(V) R>t1.q2(V)

Nezamitam Hq

Nezamitam Hg

Nezamitam Hg
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3.5 Experiment s *"'Lu-DOTA-MG-1
e Stanoveni vazebnosti komplexu '"’Lu-DOTA-MG-1 na bilkoviny krevni

plazmy

Metoda stanoveni: rovnovazna dialyza pfi 37 °C po dobu 6 hodin.

Stanoveni provedeno na plazmé &tyf zivocisnych druhd.

Vysledky pro jednotlivé Zivocisné druhy jsou uvedeny v tabulkach 19 — 22 a

na grafech 16 - 19, souhrnné pak v tabulce 23 a na grafu 20.
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Tabulka 19 Vysledky stanoveni vazebnosti }’’Lu-DOTA-MG-1 na lidskou

plazmu metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Plazma lidska

vzgr.ku Aktivita v plazmé Aktivita v pufru fu (%) fgs (%)
1 4 069,0 2 569,8
1A 4024,9 2 549,8

Prameér 4047,0 2 559,8 63,25 36,75
2 25718 3196,3
2A 2 496,8 3510,5

Prameér 25343 33534 132,32 32,32
3 1951,7 2770,0
3A 3761,7 2470,8

Prameér 2 856,7 2620,4 91,73 8,27
4 3800,6 2931,1
4A 3628,6 3359,4

Pramér 3714,6 31453 84,67 15,33

Primeér 92,99 + 28,88

Graf 16 Vysledky stanoveni vazebnosti !’’Lu-DOTA-MG-1 na lidskou plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

120,00 -

fu (%)

Stanoveni vazebnosti *’’Lu-DOTA-MG-1 na lidskou plazmu

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

80,00 -

40,00 -

0,00 -
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Tabulka 20 Vysledky stanoveni vazebnosti }’’Lu-DOTA-MG-1 na hovézi

plazmu metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

Plazma hovézi

vzc():r.ku Aktivita v plazmé | Aktivita v pufru fu (%) fgs (%)
1 4 367,3 32994
1A 4 329,2 3479,5

Primér 4 348,3 3389,5 77,95 22,1
2 4195,1 2782,0
2A 4 207,1 2945,1

Pramér 4201,1 2 863,6 68,16 31,8
3 4 208,1 2985,1
3A 4 438,3 32523

Pramér 4 323,2 3118,7 72,14 27,9
4 3434,4 2 858,0
4A 3706,7 3098,2

Pramér 3570,6 2978,1 83,41 16,6

Primér 75,41 £ 6,67

Graf 17 Vysledky stanoveni vazebnosti *’’Lu-DOTA-MG-1 na hovézi plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

Stanoveni vazebnosti '’’Lu-DOTA-MG-1 na hovézi plazmu
(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

120,00 -
fu (%)
80,00 -
83,41
77,95 :
68.16 72,14
40,00 -
0,00 : : :
1 2 3 4
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Tabulka 21 Vysledky stanoveni vazebnosti *’’Lu-DOTA-MG-1 na krali¢i
plazmu metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C
Plazma kralik
C.
vzorku | Aktivita v plazmé Aktivita v pufru fu (%) fgs (%)
1 2 685,9 2 498,8
1A 2 467,1 3184,2
Prameér 2576,5 28415 110,29 -10,3
2 2744,0 3736,7
2A 2 344,7 2512,8
Pramér 2 544.4 31248 122,81 -22,8
3 3365,4 3189,3
3A 32133 34314
Pramér 3289,4 33104 100,64 -0,6
4 3520,5 2767,9
4A 3137,2 3202,3
Pramér 33289 2985,1 89,67 10,3
Primér 105,85 + 14,10

Graf 18 Vysledky stanoveni vazebnosti *’’Lu-DOTA-MG-1 na kraliéi plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

fu (%)

Stanoveni vazebnosti *’'Lu-DOTA-MG-1 na krali¢i plazmu
(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

120,00 -
122,81
110,29 100,64
80,00 - ' 89,67
40,00 -
0,00 . . .
1 2 3 4

80




Tabulka 22 Vysledky stanoveni vazebnosti '’’Lu-DOTA-MG-1 na potkani

plazmu metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Plazma potkan

vzc():r.ku Aktivita v plazmé Aktivita v pufru fu (%) fgs (%)
1 2 195,6 2 356,7
1A 2 263,7 2522,8

Prameér 2 229,7 2439,8 109,42 -9,42
2 3314,3 2047,6
2A 3293,3 2476,8

Pramér 3303,8 2 262,2 68,47 31,53
3 2811,0 2 004,5
3A 27179 2213,6

Pramér 27645 2 109,1 76,29 23,71
4 2 708,9 2432,8
4A 2 785,0 29771

Pramér 2747,0 2 705,0 98,47 1,53

Primér 88,16 £ 19,03

Graf 19 Vysledky stanoveni vazebnosti *"'Lu-DOTA-MG-1 na potkani plazmu

metodou rovnovazné analyzy pfri 37 °C

Stanoveni vazebnosti *''Lu-DOTA-MG-1 na potkani plazmu
(uvedena hodnota volné frakce v procentech)
120,00 -
0,
fu () 109,42
80,00 - 98,47
76,29
68,47
40,00 -
0,00 T T T
1 2 3 4
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Tabulka 23 Srovnani vazebnosti *’'Lu-DOTA-MG-1 na plazmu é&tyF

zivo€isnych druht - stanoveno metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

Srovnani vazebnosti “°Y-DTPA-oxn na plazmu raznych zivoéi$nych druhti

Plazma lidska

Plazma hovézi

Plazma kralik

Plazma potkan

fu (%)

92,99 % 28,88

75,41 £ 6,67

105,85 £ 14,10

88,16 £ 19,03

Graf 20 Srovnani vazebnosti '’’Lu-DOTA-MG-1 na plazmu é&tyf zivoéisnych

druhli stanoveno metodou rovnovazné analyzy pfi 37 °C

fu (%)

Srovnani vazebnosti ’'Lu-DOTA-MG-1 na plazmu
riznych zivoc€iSnych druh

(uvedena hodnota volné frakce v procentech)

120 -

80 -

40 -

[

Plazma
hovézi
75,41

T

Plazma
kralik
105,85

Plazma
potkan
88,16

Tabulka 24 Ovéreni statistické hypotézy o rovnosti strednich hodnot pro
’Lu-DOTA-MG-1 s pouzitim vzorcti (1) az (5)

Plazma lidska X
Plazma hovézi

Plazma lidska X
Plazma kralik

Plazma lidska X
Plazma potkan

R (1) 1,19 0,80 0,28

W (3) 47,13 51,10 55,00

t1-ar2(V) 12,71 12,71 12,71

Zavér dle (3) R<W R<wW R<wW
Zavér dle (5) R>t1.412(V) R>t1.412(V) R>t1.412(V)

Nezamitam Hg

Nezamitam Hg

Nezamitam Hg
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V. DISKUZE

83



DISKUZE

Stanoveni farmakokinetiky a jejich parametrt je dulezitou souc€asti pfedklinického
zkoumani nové vyvijenych latek. Dulezitym faktorem farmakokinetiky, ktery byl
zkouman v této praci, je vazebnost l€Civ na plazmatické bilkoviny. Vazebnost l€Civ
ovliviuje prlinik léCiva pFes biologické membrany k mistu uc€inku, jeho
biotransformaci a eliminaci z organismu, protoZze pouze volna, nevazana cast
léCiva je k dispozici pro tyto déje. Vazebnost je tedy dullezitym parametrem
farmakokinetiky, ktery mize vyznamné ovlivnit biologické chovani IéCiv. Cilem této
prace bylo stanovit plazmatickou vazebnost pro nové pfipraveny, radioaktivné
znaceny bifunkéni chelat DTPA-oxn a pro potencialni radiofarmaka ze skupiny
receptorové specifickych peptidi  Y"’Lu-DOTA-TATE a *"’Lu-DOTA-MG-1
u Ctyfech zivociSnych druhG a vysledky porovnat s bézné pouzivanym
radiofarmakem **"Tc-DTPA.

Hodnoty vazebnosti ziskané pro komplex *™Tc-DTPA jsou relativné nizké.
Mezidruhové srovnani vazebnosti ukazuje, Ze hodnoty pro lidskou, hovézi a
potkani plazmu jsou velmi podobné (volna frakce komplexu je pfiblizné 90 %),
hodnoty vazebnosti u krali€i plazmy jsou ponékud odlisné, volna frakce latky je
priblizné 73 %. Vazebnostni experimenty se pro vSechny Zivocisné druhy
provadély soucasné, hodnoty vazebnosti nemohly byt ovlivnény parametry, jako je
radiochemicka Cistota komplexu, doba provadéni experimentl, popfipadé i vliv
teploty. Ponékud neoCekavany vysledek vazebnosti pro krali¢i plazmu je mozné
vysvétlit napf. rozdilnou afinitou krali¢iho albuminu k %*™Tc-DTPA v porovnani
s albuminy dalSich studovanych druhl. Pouze o tohoto méfeni jsou statisticky
vyznamné rozdilné stfedni hodnoty mezi lidskou a hovézi plazmou a mezi lidskou

a krali¢i plazmou na hladiné vyznamnosti alfa - 0,05.

U vS8ech dalSich méfeni nebyly zjiStény statisticky vyznamné mezidruhoveé rozdilné
hodnoty stfednich hodnot plazmatické vazebnosti vzhledem k lidské plazmé.
Ve v8ech pfipadech jsem jako srovnavaci hodnoty brala hodnoty naméfené pro
lidskou plazmu a postupné je porovnavala s vysledky pro dalsSi tfi plazmy, a to
vzdy na hladiné statistické vyznamnosti alfa - 0,05.

Vzhledem k tomu, Ze bifunkéni chelat DTPA byl radioaktivné oznagen *™Tc, bylo
puvodnim zamérem oznacit novy chelat DTPA-oxn stejnym radionuklidem.

Komplex “™Tc-DTPA-oxn se v8ak nepodafilo pfipravit s dostateénou
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radiochemickou Cistotou pro provadéni biologickych experimentd, pfitomné
radiochemické necCistoty by totiz mohly vyrazné ovlivnit dosazené vysledky
vazebnosti. Vazebnostni studie se tedy neprovadély s °°"Tc-DTPA-oxn, ale

s komplexem DTPA-oxn, znagenym *°Y (*°Y-DTPA-oxn).

Vysledky vazebnosti chelatu *°Y-DTPA-oxn ukazuji, Ze tento komplex se vaze na
plazmatické bilkoviny méné nez klinicky rutinné vyuzivany komplex **"Tc-DTPA.
Hodnoty volné frakce jsou nejmensSi opét pro krali€i (97,83%) a hovézi plazmu
(94,55%). Hodnota volné frakce pro lidskou plazmu je 103,04% a pro potkani
plazmu je 111,07%. Pro krali¢i a potkani plazmu vSak byly nalezeny vysoké
hodnoty smérodatné odchylky, zplisobené velkymi rozdily v hodnotach vazebnosti

stanovenych v jednotlivych experimentech.

Z vysledkl vazebnosti na plazmatické bilkoviny, ziskanych pro komplexy
9MTc.DTPA a *Y-DTPA-oxn, Ize vyvodit zavér, Ze vazebnost nebude faktorem,

ktery by vyrazné ovlivnil biologické chovani téchto komplexa.

Pro potencialni radiofarmakum *"’Lu-DOTA-TATE byly stanoveny hodnoty
plazmatické vazebnosti, uvedené jako hodnoty volné frakce, které se pohybuji
v rozmezi pfiblizné od 73 % do 95 %. Z hlediska mezidruhového srovnani je
mozné hodnoty ziskané pro lidskou, krali€i a potkani plazmu oznacit za podobné,
hodnoty volné frakce jsou pfiblizné: 86 % pro lidskou plazmu, 95 % pro krali¢i
plazmu a 90 % pro potkani plazmu. Nejmen$i hodnota volné frakce byla
stanovena pro hovézi plazmu, a sice pfiblizné 73 %, vazebnost je tedy v tomto
pfipadé nejvétsi. Stejné jako u predchozich experimentl probihalo stanoveni pro
vSechny Zzivoc€iSné druhy zaroven a faktory uvedené vySe nemohly stanovené

vysledky ovlivnit.

Plazmatickd vazebnost stanovena pro radiofarmakum *’Lu-DOTA-MG-1 se
pohybovala v rozmezi pfiblizné 75 az 105 %, uvedeny jsou hodnoty volné frakce.
V tomto experimentu se hodnoty ziskané pro jednotlivé Zivo€isné druhy ponékud
liSi a podobné jsou si pouze hodnoty volné frakce pro lidskou a potkani plazmu.
Po sefazeni jednotlivych druhl podle velikosti volné frakce dochazime k tomuto
pofadi: krali¢i plazma (105,85 %), lidska plazma (92,99 %), potkani plazma
(88,16 %) a hovézi plazma (75,85 %). Je tfeba také doplnit, Ze smérodatné

odchylky vypocitané pro primérné vysledky jednotlivych zivocisnych druhl jsou
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ponékud veliké, a to v dusledku rozdilnych hodnot vazebnosti pro jednotlivé

experimenty.
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V. ZAVER
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ZAVER
1. Metoda rovnovazné dialyzy pfi 37 °C byla pouzita ke studiu vazebnosti

vybranych komplexd na plazmatické bilkoviny z hlediska mezidruhového

srovnani (lidska, hovézi, krali¢i a potkani plazma).

2. Pomérné nizké hodnoty vazebnosti byly naméreny pro komplex *°™Tc-DTPA,
vazebnost na bilkoviny lidské, hovézi a potkani plazmy je srovnatelna,

vazebnost pro krali€i plazmu je vétsi.

3. Komplex %™Tc-DTPA-oxn se nepodafilo pfipravit s dostatednou
radiochemickou Cistotou, a proto se vazebnostni studie u tohoto komplexu
neprovadely.

4. Namérené vysledky pro komplex *Y-DTPA-oxn ukazaly, Ze i v tomto p¥ipadé
je vazebnost nizka a dokonce jesté niz&i nez u komplexu **"Tc-DTPA.
Vazebnost je srovnatelna pro hovézi a potkani plazmu a pro lidskou a

potkani.

5. U radiofarmaka *"’Lu-DOTA-TATE dosahuji naméfené hodnoty od 73 % do
95 %. Podobné hodnoty vazebnosti jsou pro lidskou, krali€i a potkani plazmu.

Pro hovézi plazmu je hodnota vazebnosti vysSi.

6. Hodnoty pro Y"’Lu-DOTA-MG-1 se pohybuji od 75 % do 105 %. Vazebnost
jednotlivych zivoc&isnych druhu je rozdilna, podobné jsou si hodnoty pro
lidskou a potkani plazmu. Vazebnost krali¢i plazmy je vySSi a hovézi plazmy
nizsi.

7. Vazebnost ani jednoho ze zkoumanych komplext nebude faktorem, ktery by

vyrazné ovlivnil biologické chovani.

8. Statisticky vyznamné rozdilné stfedni hodnoty byly nalezeny pouze u hodnot
naméfenych pro komplex *™Tc-DTPA, a to mezi lidskou a hovézi plazmou a

mezi lidskou a krali¢i plazmou.
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