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2 UVOD

Stanoveni miry vaznosti 1éCiva na plazmatické bilkoviny je duleZitym
farmakokinetickym parametrem. LécCiva obvykle nebyvaji v organismu pfitomna
pouze ve volné formé. VétSina IéCiv je v organismu ur€itym podilem vazana. Vazba
léCiv na bilkovinné struktury organismu samoziejmé ovliviuje jejich dalSi osud,
zejména procesy distribuce, biotransformace a exkrece. Na bilkovinné struktury se
IéCiva vazou prevazné vodikovymi, iontovymi, pfipadné polarnimi vazbami, pficemz
typ vazby ovliviiuje pevnost vzniklého komplexu. Cast légiva, jenZ je vazano na
bilkovinné struktury, nemlze prostupovat kapilarni sténou, a proto se
farmakodynamicky ucinek projevi pouze u volné, nevazané, frakce. Nevazané |éCivo
pak predstavuje urcité depo aplikovaného IéCiva.

Vazba |éCivo-bilkovina je reverzibilni a plati pro ni, Ze ¢im vySsi je afinita IéCiva
k dané bilkoving, tim vice se léCivo vaze, a €im je vazba pevnéjsi, tim déle setrvava
léCivo v organismu a ma pomalejSi nastup a dlouhodobéjsi u€inek (i kdyz mensi).
Vytésnénim léCiva z komplexu s bilkovinou muize dojit ke zvySeni koncentrace
daného léciva a projevim toxicity. To hraje vyznamnou roli pfedevsim u I&Civ, ktera
se velkou mérou vazi na plazmatické bilkoviny a pfitom maji maly distribu¢ni objem.

V soucCasné dobeé je jiz znamo mnozstvi pfedevsim in vitro metod k uréeni miry

vazebnosti a nasledné k moznému predvidani osudu léCiva po podani do Zivého
organismu.
Radioaktivné znacené receptorové specifické peptidy jsou dalezitou skupinou léciv
pouzivanou ke specifickému zobrazovani nadord a kterapii riznych druhd
nadorovych onemocnéni. K zastupcim téchto peptidd patii predevSim Kklinicky
nejuzivanégjsi analogy somatostatinu a dalSi perspektivni peptidy jako jsou analogy
cholecystokininu, gastrin, alfa melanocyty stimulujici hormon, vasoaktivni intestinalni
peptid, neurotensin, bombesin a dalsi.

Diky mezidruhovému srovnani vazebnosti mizeme Castecné predvidat chovani

léCiva v lidském organismu na zakladé vysledku predklinickych studii.



3 CiL PRACE

Stanovit vazebnost *Y-DOTA-TATE a In-DOTA-TATE na plazmatické
bilkoviny z hlediska mezidruhového srovnani, srovnat dosazené vysledky a zhodnotit
pfinos studia vazebnosti téchto latek na predpovéd farmakokinetiky v lidském

organismu.

4 TEORETICKA CAST

4.1 VAZBA LECIV

Vazba I|éC€iv na plazmatické bilkoviny je vétSinou stanovovana in vitro

experimenty za fyziologického pH a teploty,je dynamicka, reverzibilni a kompetetivni

411 VAZBANA ERYTROCYTY

Na erytrocyty se vazou zejména bazicka IéCiva, jejichz vazba se uskuteCniuje
vétSinou na erytrocytarni membrané, ktera nese za normalnich podminek negativni
naboj (imipramin, chlorpromazin), pfipadné IéCiva pronikaji do vnitiniho prostredi
erytrocytd (chinidin, propranolol). Zalezi proto na ionizaci IéCiva pfi pH krve a na jeho

rozpustnosti v lipidech.



4.1.2 VAZBA NA TKANOVE BILKOVINY

Mnoha IéCiva se rovnéZz vazou na bilkoviny cilovych organl a pfi opakované
aplikaci se zde kumuluji, coz mlaze mit za nasledek rovnéz toxicky ucinek. Pokles
hladiny volného |éCiva vyvolava uvolnéni dalSiho léCiva z komplexu s bilkovinou.
Tento typ vazby ma tedy depotni charakter, coz znamena, Ze dochazi k zadrzovani
kvantitativné vyznamného podilu I1éCiva podaného do organismu. Mezi |éCiva, ktera
se vyrazné vazou na tkanové bilkoviny, pocCitame napfiklad |éCiva ze skupiny

antimalarik.

413 VAZBA NA PLAZMATICKE BILKOVINY

Plazmatické bilkoviny mohou byt rozdéleny podle afinity k ligandu na specifické
a nespecifické. Mezi specifické patfi napf. vazebné proteiny pro vitamin D, pohlavni
hormony, tyroxin nebo kortizon. Tyto proteiny maji k ligandu velmi vysokou afinitu a
vazi vétSinu ligandu v plazmé. Ostatni bilkoviny maiji afinitu nizsi, ale jejich
koncentrace v plazmé jsou natolik vysoké, aby vazaly vyznamné mnozstvi latky.

V plazmé se setkdavame s vazbou na tfi zakladni typy proteint : albumin,
glykoproteiny (alpha1, 2, beta 1, 2, gama ) a globuliny. O vazbé rozhoduji fyzikalné —

chemické vlastnosti daného Iégiva.™?

4.2 PLAZMATICKE BILKOVINY

421 ALBUMIN

Hlavnim proteinem plazmy je lidsky albumin. Albumin je protein elipsoidniho
tvaru, tvofeny jedinym polypeptidovym fetézcem o 585 aminokyselinach. Obsahuje
17 disulfidovych mustkd a plsobenim proteaz se Stépi na tfi domény s rozdilnymi
funkcemi. Molekularni hmotnost je asi 69000 Da s katabolickym polo¢asem 17 az 18

dnd.
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Hladina albuminu v plazmé je zavisld na mnoha faktorech. Byva ovlivnéna
téhotenstvim, pohlavim, vékem, etnickou pfisluSnosti jedince a téz chemickymi
slou€eninami, ktera jsou na albumin vazany. Koncentrace albuminu v plazmé je asi
0,6mmol/l, coz je 4g/100 ml. Protein je produkovan v jaternich hepatocytech, které ho
vytvofi zhruba 17 gramu za den. Zhruba 42% celkového télniho albuminu se nachazi
v plazmé, zbytek je ve tkanich, hlavné v podkozi a ve svalech. Nepatrné mnozstvi
(120 — 300 mg/l) pronika pfes hematoencefalickou bariéru do mozkomisniho moku.

VytvaFi onkoticky tlak (coz je osmoticky tlak bilkovin, kterym molekuly bilkovin
vazou vodu) a udrzuje tak stalou hladinu plazmatické vody. Kromé toho funguje také
jako prenaseC nékterych latek, napf. steroidnich hormond a hormonu $§titné zZlazy,
bilirubinu, volnych mastnych kyselin a ionta.

Vazou se na néj IéCiva typu slabych kyselin, aniony pfi pH plazmy. Mezi takova

|éCiva patfi fenytoin, nesteroidni protizanétlivé latky, peniciliny, sulfonamidy a dalsi.

Lipofilni 1éCiva, neutralni pfi pH plazmy, jako je napfiklad cyklosporin A ,se vazou
[1,2,3,4,5,6]

kromé albuminu téz na lipoproteiny.

Obrazek €. 1 : Trojrozmérna struktura lidského albuminu

11



4.2.2 GLOBULINY

Pomérné Siroka skupina plazmatickych bilkovin. Patfi sem i lipoproteiny.
Muzeme je rozdélit na a, B a vy, pfiemz a a B se jesté dale mohou délit na frakce a;,
a2, PBi1, B2. Globuliny maji dvojnasobnou molekularni hmotnost nez albuminy
(150 000).

Jsou vyznamné pro obranu organismu, zvlasté y-globuliny (imunoglobuliny), jez
se tvofi B-burikami v lymfatickych uzlinach. Rovnéz na sebe vazou nékteré enzymy a
hormony (hormony $§titné Zlazy). a;-globuliny jsou dullezité pro transport tukl, a,-
globuliny silné vazou méd a volny hemoglobin. B-globuliny maji vyznam pro transport
Zeleza a tuku, zejména cholesterolu. y-globuliny se podili pfedev§im na obrané
organismu.

Z|éCiv se na globuliny vazi napf. kortikosteroidy nebo néktera svalova

myorelaxancia. Denné se vytvofi asi 5 gramti globulin(.34

4.2.3 KYSELY A;-GLYKOPROTEIN (OROSOMUKOID)

Jedna se o bilkovinu s molekulovou hmotnosti 44100 Da, v krevni plazmé je
pfitomna v koncentraci 0,5 az 1,0 g/l .Plazmaticka hladina kyselého glykoproteinu je
velmi variabilni, estrogeny hladinu v plazmé snizuji, z toho divodu je jeho
koncentrace vy$Si u muzli nez u zen (v té€hotenstvi se jesté vice snizuje). Ve fetalni
plazmé je jeho koncentrace mnohem nizS§i nez v plazmé matefské a téz u
novorozencl je jeho hladina pfiblizné tfikrat nizSi nez u matky. Jeho hladina je
zvySovana pri fyzické zatézi.

Na kysely glykoprotein se vétSinou vazou neutralni I€Civa a IéCiva typu slabych
bazi, kationy pfi pH plazmy. Mezi takova |éCiva patfi chinidin, digitoxin, TCA,

cyklosporin A, streptomycin, chloramfenikol a dal$i.*¥

4.2.4 LIPOPROTEINY

Lipoproteiny jsou nekovalentni komplexy lipidd s bilkovinami (s tzv.
apolipoproteiny). Plasmové lipoproteiny vytvareji kulovité, micelam podobné Eastice,
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které obsahuji nepolarni jadro z triacylglycerolll a estert cholesterolu. Toto jadro je
obklopeno amfifilnim obalem z proteind, fosfolipidi a cholesterolu.

Podle obsahu lipidu, ktery pfimo urcuje jejich hustotu, délime krevni lipoproteiny
na chylomikrony (obsah lipidi 99 %), lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (angl. very
low density lipoproteins, VLDL, 93 %), lipoproteiny se stfedni hustotou (intermediate
density lipoproteins, IDL, 89 %), lipoproteiny s nizkou hustotou (low density
lipoproteins, LDL, 75 — 80 %) a lipoproteiny s vysokou hustotou (high density
lipoproteins, HDL, 65 - 50 %).

Zajistuji transport a distribuci lipida (triacylglycerolt vstfebavanych ve stfevu,
steroidnich hormonu, vitaminU rozpustnych v tucich, cholesterolu, fosfolipidi atd.).
Asociace bazickych |éCiv s lipoproteiny byla prokazana napfiklad u chinidinu,
tetracyklinu ¢i u imipraminu. Doposud vS8ak neni zcela jasné, zda jde u téchto IéCiv o
vazbu specifickou, nebo o prosté rozpousténi léiva v hydrofébni fazi, ktera je
umeérna koncentraci IéCiva v krevni plazmé.

Chylomikrony, jsou to Castice tvofené v bunkach stfevni sliznice z lipidl
pfijatych potravou. Transportuji lipidy ze stfeva do perifernich tkani.

VLDL, lipoproteiny o velmi nizké hustoté jsou tvoreny v jatrech a také slouzi
k transportu lipid ze stfeva do periferie.

IDL jsou to intermediarni castice,které vznikaji v krevnim obé&hu z VLDL

LDL, lipoproteiny o nizké hustoté transportuji cholesterol z IDL do jater a
perifernich tkani, LDL je také aterogenni faktor (tzv. Spatny cholesterol)

HDL, lipoproteiny o vysoké hustoté transportuji cholesterol z periferie do jater

(tzv.hodny cholesterol).[234!

Na hladinu plazmatickych bilkovin mlGze mit vliv cela fada faktor(. Pfi snizeni
této hladiny mize dochazet ke zvyseni koncentrace volného IéCiva a tim padem ke
zvyseni jak farmakologického ucinku tak pfipadné i toxického. Niz$i hladina albuminu
je zcela fyziologicka u zen v téhotenstvi, u malych déti i u starSich lidi. MGze byt
ovSem zpUsobena také nemocemi jater, ledvin, GIT, diabetem a dalSimi
onemocnénimi, pfipadné alkoholismem. Stejné tak jsou podobnymi stavy a

nemocemi ovlivnény i ostatni plazmatické bilkoviny.[”
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4.3 TYPY VAZBY LECIVA NA BILKOVINY

LécCiva se mohou vazat na bilkoviny raznymi typy vazeb. Mezi né patfi
pfedevsim iontova, vodikova a hydrofobni vazba. Tyto typy se od sebe liSi pfedevsim
vazebnou energii, ktera predstavuje silu vazby mezi bilkovinou a léCivem.VSechny
nize uvedené vazby jsou ovSem pomeérné slabé a proto, aby byla vazba dostatecné
pevna, je vysledna vazebna energie kombinaci mnoha takovych interakci pfipadné

kombinaci nékolika typu sil.

Van der Waalsovy sily - slaby typ vazby,ktery charakterizuje nespecificka

pfitaZlivost mezi nenabitymi molekulami nebo ¢astmi molekul; napfiklad pfitahovani

dvou methylovych skupin,jedné z bilkoviny a druhé z IéCiva

Hydrofobni vazba - opét pomérné slaby typ vazby.Mlze vzniknout mezi dvéma

aromatickymi cykly,pokud se pfiblizi k sobé a vyvolaji pfeskupeni okolni vody a
interakci mezi 1-elektrony cykl(.Stejné slaba vazba muize vzniknout mezi dvéma

jednoduchymi alkylovymi fetézci

Vodikové mustky - se vytvari mezi vodiky polarnich skupin (-OH,- NHZ) a

atomy s volnym elektronovym parem ( kyslik,dusik). Jako pfiklad Ize uvést vodikovy
mustek mezi hydroxylovou skupinou tyrosinu v bilkoviné a karbonylovou skupinou
I&Civa. Bilkoviny maji velké mnozstvi moznych mist pro vznik vodikovych mustku a

pravé proto je tento typ vazby pfi interakci |€Civo — bilkoviny dulezity.

lontova vazba - je nejsilngjSi z uvedenych typd vazeb.Negativné nabité

karboxylatové ionty (—COO') a pozitivné nabité amoniové ionty (—NH3+) jsou

v bilkoviné vazany elektrostatickymi silami k opa¢né nabitym skupinam léciva. Pro

Migwiv s
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4.4 VLASTNOSTI VAZBY NA PLAZMATICKE BILKOVINY

Na vlastnosti vazby IéCiva na plazmatické bilkoviny ma vliv fada faktort nejen
druh léCiva (jeho fyzikalné-chemické vlastnosti) a druh plazmatické bilkoviny. LéCivo
L vstupuje do reakce s plazmatickym proteinem P za vzniku komplexu protein IéCivo
LP s rychlostni konstantou K1. Komplex |é€ivo-protein vSak neni ireverzibilni a jeho
rozpad charakterizuje rychlostni konstanta K2.

Cely proces vazby léCiva na plazmatické bilkoviny charakterizuje asociacni
konstanta Ka, ktera je rovna

_ P _ K1
[LI-[P]T K2

Jestlize asociani konstanta popisuje proces vazby léCiva na plazmatické
bilkoviny, disociacni konstanta (Kd) charakterizuje proces uvolfiovani IéCiva z vazby
na né.

cq = [LIP1_K2_ 1

Celkové mnozstvi navazaného |éCiva, jenZz bude navazano na plazmatické
proteiny, se vypocita ze vztahu, kde n je pocCet vazebnych mist pro IéCivo na
plazmatickych bilkovinach:

%: n- Ka~[—|1']+ Ka-[L]

M: nM+[L]
L] Kd

U IéCiv, ktera na zakladé svych fyzikalné-chemickych vlastnosti jsou vazana
pouze slabé (Ka = 10%), jsou zmény ve vazbé v podstaté zavislé pouze na zméné
v koncentraci proteinu.

Lédiva s intermediarni vazebnou afinitou (Ka = 10°) vykazuji zménu podilu
vazaneého léCiva , jez je zavisla jak na koncentraci proteinu, tak samotného IéCiva.

U I&giv, jejichz vazebna afinita je vyznamna (Ka = 107), ani podstatné zmény
v koncentraci proteind nemaji vyznamny vliv na podil vazaného léCiva. Podstatné

zmény ve vazbé se projevuji teprve pfi velmi nizkych koncentracich proteinu.
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Distribuéni objem

Distribuéni objem vyjadfuje vztah mnozZstvi radiofarmaka v organismu k jeho
plazmatické koncentraci. Znamena objem tekutiny, ve kterém by se IéCivo muselo
rozpustit, aby dosahlo stejné koncentrace jako v plazmé. Distribuéni objem
nepredstavuje objem realny, jedna se o objem hypoteticky. Distribucni objem IéCiva
(Vd) se tak bude rovnat poméru mnozstvi podaného IéCiva do organismu a jeho
plazmatické koncentraci v Case t.

Vd:R,
Co

Kde davka D je znama hodnota a koncentrace léCiva Cy je koncentrace léCiva
VvV plazmé.

Distribu¢ni objem je <&asto vyjadfovan v litrech na kilogram ¢&i v litrech
vztaZzenych na 70 kg jedince. Pokud ma IéCivo distribuéni objem do 5 I/kg, zlUstava
pouze v plazmé. Pokud ma distribuéni objem 5-20 I/kg, distribuuje se do
extracelularniho prostoru, pokud ma distribu€ni objem 20-40 I/kg, distribuuje se do
vSech télnich tekutin, a pokud ma vice nez 40 l/kg, deponuje se v perifernich
tkanich.[

45 METODY STANOVENI VAZEBNOSTI LECIVA NA
PLAZMATICKE BILKOVINY

Presné stanoveni pfedevsim koncentrace volného léCiva je dulezité pro ruzné
stranky farmakokinetiky a monitorovani terapeutickych hladin lé€iv.Ma se totiz za
to,Ze pouze volné IéCivo je schopno pfechodu do tkani a interakce s receptorem.Mezi
metody umoznujicimi oddélit volnou frakci IéCiva od vazané patfi rovnovazna dialyza,
ultrafiltrace, mikrodialyza, gelova filtrace, vazba na albuminové mikrosféry, cirkularni
dichroismus a dalSi. Kazda z metod ma své vyhody a nevyhody a zalezi pfedevsim
na cili dané studie a vlastnostech pouZitych latek. Nékteré z metod jsou pouzivany

pouze zfidka.
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451 ROVNOVAZNA DIALYZA

Rovnovazna dialyza je nejuzivanéjSi metodou stanoveni vazebnosti 1éCiv na
bilkoviny. PouZziva se pfi ni dialyzacni komarky, ktera je semipermeabilni membranou
rozdélena na dvé casti. Membranou mohou prochazet pouze nizkomolekularni latky,
zatimco pro proteiny je membrana neprostupna. Membrany jsou dostupné s riznymi
velikostmi pora a jeji vybér by mél byt proveden podle molekulovych hmotnosti
zkoumanych latek a bilkovin.

Plazma a pufr jsou umistény v komuarce oddéleny od sebe dialyzacni
membranou. Soustava je inkubovana vétSinou pfi fyziologické teploté 37°C do
ustaveni rovnovahy. Cas potfebny k ustaveni rovnovahy se miize lisit. Proto by mél
byt uren pokusem jesté pfed vlastnim méfenim. Je ovlivnén pfedevSim pomérem
mezi povrchem a objemem komurky. Pfi vét§im poméru povrchu membrany k
objemu komurky je rovnovaha ustanovena rychleji. Zkraceni ¢asu lze dale dosahnout
ota¢enim nebo tfepanim komarky.

Dale, aby byla metoda spolehliva, musi byt koncentrace |éCiva v plazmé a pufru
V rovnovaze.

K ziskani vérohodnych vysledkl by také meélo byt upraveno pH plazmy na
fyziologickou hodnotu 7,4, protoze vazebnost muze byt na pH zavisla. Slozeni pufru,
co do obsahu iontu, také vétSinou neodpovida fyziologickym hodnotam v plazmé. To
muze opét ovlivnit vazebnost na plazmatické bilkoviny. Jednou z moznosti jak témto
problémum predejit by bylo pouzit plazmatickou vodu ziskanou Zfiltrovanim plazmy.
BohuZel to by vyZadovalo mit k dispozici velké objemy plazmy.

Kvili osmotickému tlaku plazmatickych bilkovin miaze také dochazet k prestupu
tekutiny z komUrky s pufrem do komurky s plazmou. To vede k nafedéni bilkovin.
Abychom tomu zabranili, mizeme pfidat dextran ke zlepSeni isotonicity pufru.

Po ustaveni rovnovahy se odebere tekutina z obou komirek a stanovi se
koncentrace léCiva. Koncentrace léCiva v komUlrce s plazmou je povazovana za
celkovou koncentraci IéCiva (Ct). Ta je slozena z koncentrace volného léCiva (Cy)
z komurky s pufrem a koncentrace vazaného léc€iva (Cg), kterou Ize spocitat z rozdilu
celkové koncentrace a koncentrace volného léCiva.

C; =C; -C,
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Volnou a vazanou frakci IéCiva Ize vypocitat pomoci téchto vzorca.

Vyhody RD : Ize jednoduSe kontrolovat teplotu, dialyzaéni aparaty jsou
komercné dostupné, Siroké rozsifeni v praxi.
Nevyhody RD : Cas potiebny k dosazeni rovnovahy, Stépeni nestabilnich

bilkovin, mozZnost navazani léCiva na membranu nebo dialyzacni komarku, zfedéni

plazmatickych bilkovin.!"#!

polopropustna membrana

Obrazek €. 2 : Dialyza pres semipermeabilni membranu

45.2 ULTRAFILTRACE

Vyznam této metody postupné stoupal v minulych nékolika letech a dnes se
napfiklad bézné pouziva v klinickych laboratofich pro méfeni koncentrace
nevazaného fenytoinu u pacientd. Pfi ultrafiltraci se plazma s IéCivem umisti do

ultrafiltracni jednotky. Ta je slozena ze dvou &asti oddélenych filtrem. Filtr podobné
jako u RD umoznuje pfechod plazmatické vody a nizkomolekularnich latek. Oproti
tomu vétSi molekuly jako plazmatické bilkoviny jsou zadrzeny. K pfechodu tekutiny
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pres filtr je vyuzivan bud negativni (centrifugace) nebo pozitivni tlak ( pomoci
plynného dusiku nebo stfikacky).

Po Zfiltrovani vzorku plazmy se v druhé €asti jednotky objevuje ultrafiltrat, ve
kterém se prfedpoklada koncentrace volného IéCiva Cy. Neprosla tekutina predstavuje
celkovou koncentraci léCiva Ct. Koncentrace vazaného |éCiva se poté da jednoduse
vypocitat pomoci stejného vztahu jako u RD.

Vyhody UF: rychlost, ucinnost, technologicka jednoduchost, finanéni
nenarocnost,siroké rozSifeni v praxi, podstatnou vyhodou je, Ze neni potfeba uzit
nefyziologicky pufr.

Nevyhody UF : v prabéhu filtrace dochazi ke zvySovani koncentrace bilkovin
v plazmé. Proto by mél byt odebiran pouze maly objem ultrafiltratu ( 10 -15 % ), aby
nebyla pfilis ovlivnéna koncentrace bilkovin v plazmé. V takto malych objemech vSak
muUze byt koncentrace |éCiva pod dolni hranici stanovitelnosti analytické metody. U
nékterych latek naopak koncentrace volného I|éCiva zUstava stejna i pfi
zakoncentrovani bilkovin v plazmé, proto Ize v nékterych pfipadech odebrat az 20 —
40 % ultrafiltratu. MOze také dochazet k poklesu celkové koncentrace IéCiva
pfechodem léCiva do ultrafiltratu. V tomto pfipadé pak C; vypocitame z priméru

hodnot pred a po filtraci. Dal$i nevyhodou je nemoznost fizeni teploty.!"®

453 MIKRODIALYZA

Je v souCasnosti nejvice se rozvijejici metodou. Jako jedina umoziuje in vivo
stanoveni volné koncentrace |€Civa v plazmé, tkanich nebo v jinych télnich tekutinach
jako je napf. mozkomisni mok.

Mikrodialyzaéni sonda obsahujici dialyzaCni membranu je chirurgicky
implantovana do krevniho fecisté, prostoru s tekutinou nebo prostoru tkané. Pufr je
pomalu pumpovan skrz sondu a volné IéCivo z krve nebo télni tekutiny prestupuje
pfes membranu do sondy na zakladé koncentracniho gradientu. Dialyzat je po urcité
dobé odebran a analyzovan.

Pomoci této metody méfime pouze volnou koncentraci IéCiva, neziskame zadné
informace o celkové nebo vazané koncentraci IéCiva. Abychom mohli urit celkovou
koncentraci, musi byt vzorky odebrany a analyzovany oddélené. Cg muze byt

vypocitana jako rozdil celkové koncentrace a koncentrace volného IéCiva.
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Vyhody MD : muze byt pouzita ke stanoveni in vivo, méfeni priniku IéCiv do
specifickych organt ,tekutin a tkani.
Nevyhody MD : dialyzaéni sonda musi po celou dobu trvani pokusu zustat

vlozena v krevnim fedisti, tkani nebo tekutiné, koncentrace |éCiva zavisi na délce

intervalu sbéru, vzhledem k malym objemim dialyzacniho pufru je potfeba pouzit
[7.8]

vysoce citlivé analytické metody.

BN

\\‘
R
RN Y
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Obrazek €. 3 : Dialyza¢ni sonda

454 GELOVA FILTRACE

Jedna se o chromatografickou metodu zaloZzenou na déleni latek na zakladé
rizné velikosti molekul. Podstatou je chromatograficka kolona naplnéna gelem
(Sephadex). Gel tvofi zesitény polymer s riznou velikosti pora. Velikost poru je
charakteristicka pro urcity druh gelu a pfedstavuje jeho délici schopnosti. Pokud na
kolonu naneseme smés latek s ruznymi molekulovymi schopnostmi dojde
k nasledujicimu. Vysokomolekularni latky nemohou pronikat péry gelu a proto gel
pouze obtékaji a jsou pomérné rychle eluovany mobilni fazi. Oproti tomu latky
nizkomolekularni pronikaji péry dovnitf gelu a jsou rozptyleny uvnitf i vné, coz znacné

prodlouzi jejich prichod kolonou.
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Vyhody GF : Ize provadét s malymi vzorky plazmy, Setrnost — vhodné pro
déleni nestalych latek biologického puvodu.

Nevyhody GF : sloZitost a ¢asova naroénost.l’®!

455 VAZBA NA ALBUMINOVE MIKROSFERY

Tato metoda byla popsana v 70. letech Rollerim a Hegesippem. Mikrosféry jsou
rozpustény v pufru a tato suspenze je pfenesena do plastovych stfikacek s poréznim
diskem na jejich dné. Po pfidani IéCiva se stfikacky nechaji inkubovat, aby bylo
dosazeno rovnovahy mezi volnym IéCivem a IéCivem vazanym na mikrosféry. Volna
frakce IéCiva je ziskana protlacenim suspenze pres porézni disk. Mikrosféry zUstavaji
ve stfikaCce a pFes disk neprojdou.

Vyhody : jednoduchost, cenova nenaro¢nost

Nevyhody : nemoznost fizeni teploty, pouze pouziti vazebnosti na albumin,

omezena fyziologicka dllezitost.!"®!

456 CIRKULARNI DICHROISMUS

Cirkularni dichroismus spociva v méfeni zmén absorbance nebo fluorescence
Cottonova jevu molekul vazanych na vazebnou bilkovinu jako je albumin. Navazanim
IéCiva na albumin vznika vnéjsi Cottonlv jev, ktery se projevuje zménou absorbance
(rozdilem levotoCivé a pravotoCivé cirkularné polarizovaného svétla) nebo
fluorescence v normalnim cirkularnim dichroickém spektru bilkoviny.

Vyhody : rychlost provedeni

Nevyhody : dosti drahé vybaveni, nemoznost fizeni teploty, omezena

fyziologicka dlezitost.!"®!
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4.6 RADIOAKTIVNE ZNACENE PEPTIDY

Peptidy jsou organické slouceniny slozené ze dvou a vice aminokyselin
spojenych peptidovymi vazbami. Peptidy jsou v podstaté zakladem proteinl a liSi se
pouze svoji velikosti. O peptidech mluvime pokud jsou slozené z méné jak 100
aminokyselinovych zbytki a maji niz8i molekulovou hmotnost nez 10 000 Da.
Peptidy jsou ve vodnych roztocich disociovany a tvofi vnitfni soli. Jsou to
polyelektrolyty, jejichz celkovy naboj zalezi na aminokyselinovém slozeni (rizné
postranni fetézce) a pH okoli.

Peptidy jsou latky s Sirokou Skalou biologickych u¢inkd od hormonalnich IéCiv az
k jedim hadd ¢i muchomurek. Proto naSly pouziti jak v humanni a veterinarni
mediciné, tak v zakladnim nebo aplikovaném vyzkumu v oblastech biochemie,
farmakologie a imunologie.

Radioaktivné znacené peptidy jsou znacené rlznymi izotopy. Jejich ucinek je
specificky pro urcité membranové receptory a proto se uzivaji v cilené diagnostice a
terapii.
enzymatické degradaci. Ke zvySeni odolnosti se daji pouzit napfiklad acetylace N-
konce, cyklizace fetézce nebo zaména AMK za atypické AMK nebo za D-fadu.

Vyhodami pouziti peptidd v praxi je jejich celkové rychla farmakokinetika, nejsou
imunogenni a vazi se na konkrétni receptor s vysokou afinitou.

Peptidy mohou byt znaCeny radionuklidy bud pfimo nebo pomoci tzv.

chelatagnich ¢&inidel.!3*

Chelatacéni ¢inidla

Slouzi ke znaceni molekul peptidd, bilkovin nebo specifickych protilatek
radionuklidy. Pfi znacCeni dochazi nejprve k navazani chelatacniho €inidla k peptidu
pomoci amidové vazby. Nasledné se vznikly komplex oznacCi vhodnym
radionuklidem. Mezi nejznaméjsi €inidla patfi DOTA, DTPA, EDTA, TETA nebo DFO.
DOTA (1,4,7,10-tetraazocyklododekan-N,N',N",N"-tetraoctova kyselina) ma asi
nejsirsi spektrum pouziti napf. pro radionuklidy *in, Y, ®®Ga a dalsi. DTPA
(diethylentriaminpentaoctova kyselina) se pouziva pfedevSim ke znaceni pomoci

. DFO (desferrioxamine-B) se vyuziva napfiklad pro znageni ®*Ga.
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HOOC-CH, CH,-COOH

DOTA HOOC COOH
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-

HOOC COOH
Obrazek €. 4 : Vzorce chelatacnich ¢inidel: DOTA, DTPA

4.6.1 SOMATOSTATIN

Somatosiatin

Obrazek €. 5 : Poradi AMK ve strukture somatostatinu

Somatostatin je cyklicky tetradekapeptid (sloZzeny ze 14 aminokyselin) poprvé

izolovany z ov€iho hypothalamu. Byly objeveny také jeho prekurzory napf. pro-

somatostatin(o velikosti 28 AMK). Je nejrozSifenéjSim z hormonu produkovanych

hypothalamem. Vyskytuje se v CNS, kromé& hypothalamu také v mozkové kire a

kmeni, i v periferii v€etné slinivky, Zaludku a stfev. Ma mnohu funkci, pfedevsim

inhibi€nich. Inhibuje vylu¢ovani mnoha hormon( jako je rastovy hormon, glukagon,

insulin, gastrin, a dal8i. Dale hraje roli i vimunitnim systému a také funguje jako

prfenasecC v centralnim nervovém systému.
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VSeobecny inhibi¢ni Gu€inek na vylu¢ovani hormond mnoha zlaz vedl k myslence
jeho mozného pfinosu a vyuziti vIécbé nadprodukce hormonl zplUsobenych
hyperfunkci zlaz nebo endokrinné aktivnimi nadory.

V klinické praxi je vSak jeho pouziti velmi omezeno. Pfi podani usty je stejné
jako ostatni peptidy velice rychle rozlozen a i po intraven6znim podani je jeho
plazmaticky polo€as kvuli masivni degradaci zhruba pouhé 3 minuty. Proto byly jiz od
80. let vyvijeny jeho analogy s vétSi odolnosti proti Stépeni.

Molekula somatostatinu byla ménéna mnoha zpUsoby se snahou o zachovani
biologického ucinku puvodni molekuly. Bylo nalezeno bioaktivni jadro a
syntetizovany analogy o velikosti 8 aminokyselin jako je oktreotid (sandostatin),
lanreotid (BIM23014) a vapreotid (RC-160).

! |
oktreotid D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr (ol)

|
lanreotid B-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,
B-Nal=beta-naphtyl

I
RC-160 D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Trp-NH,

l I
ITyr’lokreotat  D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-(OH)

Obrazek €. 6 : Vzorce analogi somatostatinu

Uginek somatostatinu je zprostfedkovan s G proteinem sprazenymi receptory,
sloZzenymi ze sedmi domeén umisténych na obou stranach membrany. Extracelularni
¢ast odpovida za navazani ligandd, intracelularni je zodpovédna za prenos signalu
do bunky. In vivo a in vitro studie ukazaly, Ze SSTR se vyskytuji na povrchu mnoha
typu bunek v€etné nadorovych ve vysoké hustoté napf. u nadorl gastrointestinalniho
traktu jako jsou karcinoid, inzulinom, gastrinom, malobunéény karcinom plic,

meningiom nebo karcinom §titné Zlazy.
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V soucasnosti je popsano 5 rlznych typt SSTR. Byly pojmenovany, postupné
podle toho jak byly objeveny, SSTR 1 — SSTR 5. LiSi se vzajemnym pusobenim
s prodlouzenou formou neuropeptidu (somatostatin — 28) nebo jeho syntetickymi
derivaty a v jejich vyskytu na povrchu bunék. NejCastéji se u nadoru vyskytuje typ
SSTR 2 (vétSina gastrointestinalnich neuroendokrinnich nadort, dale karcinomy
prsu a plic, lymfomy, neuroblastomy, meningeomy, adenomy hypofyzy atd.). Typ
SSTR 1 se vyskytuje v sarkomech a karcinomech prostaty, kde ale muze byt
pfitomen i SSTR 5. SSTR 3 se vyskytuje hlavné u adenomu hypofyzy a SSTR 4 se
na povrchu nadoru objevuje v malé mife. Oktreotid a jeho analogy maji vysokou
afinitu k SSTR 2, zatimco vapreotid a lanreotid maji navic i vysokou afinitu k SSTR 5.

Prvnim &iroce klinicky pouzivanym derivatem byl *!In-[DTPA-p-Phe']-oktreotid
(OctreoScan). Byl pouzivan predevsim pro scintigrafii ale vzhledem k tomu, ze **!In
emituje také Augerovy elektrony, se pouzival i pro terapii nékterych druh nadort. Je
vylu€ovan predevsim ledvinami, coz mélo pozitivni vliv na kvalitu zobrazovani nadort
v oblasti bficha. Jednim z omezeni je jeho primérna afinita k SSTR 2 a minimalni
afinita k ostatnim typum. Dale dosah jeho zafeni a pranik tkani je dosti maly a proto
se pro terapii uzivaji spise prvky emitujici B zafeni jako *°Y nebo ’Lu. Pro ty je
ovSem lepSim chelataCnim cinidlem DOTA. DalSi nevyhodou je i nedostate¢na
energie zafeni a v neposledni fadé pomérné vysoka cena *In. Pro zobrazeni byl
Uspé&sné pouzit napt. ' In-DOTA-lanreotid.

Pro terapii bylo vyvinuto mnoho analogti za vSechny napf.[°Y-(DOTA),
Tyr’loktreotid ~ (*°Y-DOTATOC),  [*°Y-DOTAJ-lanreotide, a  [*'Lu-DOTA,
Tyr’]oktreotate.

My jsme pro nasi experimentalni praci pouzili *°Y-[DOTA-Tyr3]-oktreotid a *In-
[DOTA-Tyr3]-oktreotid, tedy (*°Y-, In-DOTA-TATE) které maji velmi vyraznou
afinitu k receptordm SSTR 2.

Nevyhodou zaméfeni se v terapii na analogy somatostatinu je to, Ze hlavni
druhy nadord na povrchu nevystavuji receptory pro somatostatin. Proto byly
metodami in vitro hledany jiné druhy receptorl vyjadifenych na povrchu nadord
s cilem najit radiopeptidy pro cilené pouziti in vivo. Z téchto vyzkumu vzeslo nékolik
velmi dulezitych zastupcu jako jsou a — melanocyty stimulujici hormon, vasoaktivni
intestinalni peptid, substance P, cholecystokinin-B, gastrin, neurotensin a bombesin.

VSechno to jsou regulaéni peptidy s riznymi funkcemi v gastrointestinalnim traktu a
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centralnim nervovém systému. Jejich funkce jsou zprostfedkovany specifickymi

receptory SpFaZen)'/mi s G-proteiny.[9’10’11'12’13’14’15‘16’17’18’19’20‘21‘22]

4.6.2 ALFA- MELANOCYTY STIMULUJICI HORMON

a — melanocyty stimulujici hormon (a — MSH) je peptid slozeny ze 13
aminokyselin odvozeny od propiomelanokortinu. Svou funkci se uplatiuje v mozku,
v perifernich Zlazach a Caste¢né v kuzi vSech obratlovcl, kde ovliviiuje formovani
pigmentu v epidermalnich melanocytech. Stejné tak o — MSH hraje hlavni roli
v regulaci rastu bunék a funkce melanonu.

Bylo popsano 5 podtypl receptort pro melanokortin (MC-R) 1-5, ale pouze typ
MC1-R je povazovan za dullezity pro kontrolu bunék melanomd. Pfitomnost MSH
receptord s vysokou afinitou na mySich a lidskych melanomech byla potvrzena
studiemi s MSH ligandy znadenymi [*?°l]. Analogy pro uZiti in vivo jsou spojené

pomoci chelat DTPA nebo DOTA vétsinou s indiem nebo jodem.?!

4.6.3 VASOAKTIVNI INTESTINALNI PEPTID

VIP je linearni peptid slozeny z 28 aminokyselin se Sirokym spektrem funkci
v rozdilnych typech bunék. Ve vysoké koncentraci se vyskytuje v lidskych plicich.
Pdavodné byl popsan jako vazodilatacni substance s u€inkem na plicni krevni tlak.
Dale stimuluje sekreci celé fady hormonu. Je hlavnim regulatorem sekrece vody a
elektrolytd ve stfevé a zpUsobuje proto prujem u pacientl, ktefi trpi nadory
produkujicimi VIP. Je také znamo, Ze propaguje rist jak normalnich tak rakovinnych
bunék.

VSechny jeho ucinky jsou zprostfedkovany specifickym typem receptord.
Pomoci radioligandu [**I- Tyr10]-VIP byly lokalizovany nejvice na adenokarcinomech
a karcinomech squamoznich bunék. Ukazalo se, ze je rozhodné nadfazen
somatostatinu, nebot’ receptory pro néj byly nalezeny u vSech nadorl prsu véetné
metastazi, a stejné tak u karcinomu prostaty, mo¢ového méchyre, délohy, traéniku a
jicnu. Dale vétSina nadoru vaje¢niku, slinivky a glioblastomut exprimuje receptory VIP

ve zvySené mife a Casto také neuroendokrinni nadory jako pheochromocytom,
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neuroblastom a adenom hypofyzy. Toto ukazuje na velky potencial pro vyuziti

v zobrazovacich metodéch, diagnéze i terapii. !

4.6.4 SUBSTANCE P

Substance P je undekapeptid patfici do rodiny chemicky pfibuznych peptidd,
tachykinind. Je Siroce rozSifen v centralnim a perifernim nervovém systému, kde
ucinkuje jako neurotransmiter a neuromodulator. V cévnim systému je potencialnim
vazodilatatorem. Vzrista také pocCet dukaz( ohledné jeho dulezitosti v pfenosu
bolestivych podnétl a s nimi spojenou odpovédi.

Receptory byly nalezeny na nadorech gliovych bunék, nadorech drené stitné
Zlazy a nadorech prsou. Obzvlasté vysoky vyskyt receptorl na glioblastomech déla
z SP receptorll zajimavy cil pro radioterapii tohoto typu nadoru s extrémné Spatnou
prognozou. Jedinym toho €asu syntetizovanym radioligandem je [111In-DTPA-Argl]-
SP. Je ovdem velmi rychle enzymaticky odbouravan a jeho ucinny polocas v krvi je

pouze 3 minuty.™

4.6.5 CHOLECYSTOKININ-B/GASTRIN

Gastrin a cholecystokinin (CCK) jsou peptidy pfitomné v mozku a GIT majici
mnoho rlznych u&inkd. Gastrin je slozen ze 17 aminokyselin. Vyvolava sekreci
Zaludecni kyseliny a pepsinogenu a ovliviiuje motilitu GIT. Uvolfiovani gastrinu brzdi
HCI a jiné gastrointestinalni hormony. Cholecystokinin se 33 aminokyselinovymi
zbytky se vyluCuje dvanactnikem. Vyvolava vyprazdnéni Zlucniku, sekreci travicich
enzymU a HCOg3 slinivkou bfisni, ovliviiuje aktivitu gastrointestinalni hladké svaloviny
a pocit sytosti.

Tyto funkce jsou zprostfedkovany dvéma druhy receptort, CCK-B/gastrin a
CCK-A .Vysoky pocet receptort typu CCK-B/gastrin byl nalezen u nadord dfené

&titné Zlazy, malobuné&ného karcinomu plic, astrocytomu a nadorech vaje¢niku.®
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4.6.6 NEUROTENSIN

Neurotensin je peptid slozeny ze 13 aminokyselin. Nachazi se v mozku a GIT a
ma regulaéni u€inek na bunky tracniku a slinivky. Jako vétSina funguje v CNS jako
neurotransmiter a neuromodulator a v periferii lokalné jako hormon.

Receptory se vyskytuji hlavné u exokrinnich adenokarcinomu stitné Zlazy. Byly
syntetizovany stabilizované NT analogy znagené %I nebo *In za pomoci DTPA.
Analogy znacené indiem ukazaly rychlejSi odstranéni z krve a téla mocCi zatimco

analogy znagené jodem byly odstrariovany jatry.

4.6.7 BOMBESIN

Bombesin je tetradekapeptid plvodné izolovany z kiize Zaby rodu Bombina
bombina. Patfi do rodiny peptidi strukturné se podobajicich oblasti dekapeptidu na
jejich C-konci. Peptidy podobné bobmesinu byly pozdéji objeveny u savcl. U Elovéka
se peptidy podobné bombesinu nazyvaji gastrin uvolfujici peptid (GRP), peptid o 27
aminokyselinach a dekapeptid neuromedin B.

Tyto peptidy maji Siroké spektrum farmakologické aktivity v€etné uvolhovani
uritych stfevnich hormond, stimulace uvolfiovani gastrinu, vylu€ovani Zaludecni
kyseliny. Dale se podileji i na vzniku hypoglykémie a kontrakci hladkého svalstva.
Predpoklada se, ze GRP je rustovym faktorem malobuné&ného karcinomu plic a
také Ze podporuje rist bunék u nadoru prostaty. Jedny z prvnich zkoumanych
analogll byly [Lys3]-bombesin znaceny techneciem a [125I-Tyr4]-bombesin.
PozdéjsSim analogem se slibnymi vlastnostmi pro aplikaci v nuklearni mediciné je
[111In-DTPA-Prol-Tyr4]-bombesin."
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4.7 RADIONUKLIDY POUZIVANE V PRAXI

ALFA zareni

Alfa-pfemény jsou charakteristické pfedevsim pro t&2z$i atomova jadra. Castice
alfa jsou jadra helia ,He. Alfa zafeni je monoenergetické a jeho dosah v hmoté je
velmi maly (Fadové 10°®m). Vzhledem k velikosti &astic alfa zafeni jde o nejslabsi
druh jaderného zareni, ktery muze byt odstinén i listem papiru. K zastupclim patfi

napft. **Bi nebo ?M'At.

BETA zareni

Pfi pfeméné B~ dochazi v jadfe k pfeméné jednoho nukleonu z neutronového
stavu na protonovy stav za soucCasné emise elektronu a antineutrina. Zafeni ma
dosah v tkanich v rozsahu pouze nékolika milimetrl a proto ho Ize vyuzit v terapii.
Pouzivaji se napt. *Y,%’Cu, "Lu, *® Re.

PFi preméné B* dochazi k emisi pozitrontl. Pozitronové zafige jako je °F, 20O,

¢, BN &i *8Ga jsou perspektivni pro diagnostiku .

GAMA zareni

Zareni gama je Casto definovano jako elektromagnetické zareni o energii fotonu
nad 10 keV. Zafeni gama je druh ionizujiciho zafeni s vysokou pronikavosti. Proto se

vyuziva pro diagnostiku. Hlavnimi zastupci jsou *™Tc, **in, 1%, *’Ga

4.7.1 RADIONUKLIDY POUZIVANE PRO ZOBRAZOVANI

99m-|-C

Migwivs

vSech pouzivanych radiofarmak je znaceno pravé jim. Didvodem jsou velmi dobré

fyzikalni charakteristiky a snadna dostupnost. Energie 140 keV a polo€as 6 hodin je
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idedlni pro vétSinu pouZziti. To je zejména vyhodné pro malé peptidy, které velmi
rychle pfechazeji z krve na misto urCeni v tkanich. PoloCas je dostateCné kratky, aby
umoznil vystaveni potfebnym davkam zafeni bez poSkozeni pacienta a zaroven
dovolil dobrou kvalitu snimkovani. Tc je pfitom snadno dostupné z **Mo/**"Tc
generatoru ve vysoké kvalité a za nizkou cenu. Produkt prfemény dcefiného
radionuklidu neni sice na rozdil od vétSiny ostatnich prvk( pfipravenych
v generatorech stabilni, ma v8ak tak dlouhy polo¢as pfemény (212 000 rokul), ze se

k jeho aktivité nemusi pfihlizet.

111
In

In-111 se prfeménuje elektronovym zachytem. Ma poloCas 67,2 hodin a je
pfipravovan v cyklotronu ozafovanim **Cd protony Cd(p,n) **!In. Vedle zafeni gama
dochazi k emisi zafeni rentgenového a Augerovych elektrond. To neni v praxi pfilis
vyhodné, protozZe to zvySuje radiaCni zatéz pfi vySetfeni a Augerovy elektrony mohou
poskodit DNA bunék v jejich blizkosti.

123|

I-123 je vhodny pro diagnostické metody in vivo. Je to Cisty gama zafi¢ s energii
fotonl 160 keV a ma pomérné kratky poloas 13 hodin. Je pfipravovan v cyklotronu
124Te(p,2n)'?. Pripravek je roztok pro peroraini podavani a obsahuje radioaktivni jod

ve formé jodidu sodného.

125|

[-125 je nejpouzivanéjSim radionuklidem ve vySetfovacich metodach in vitro. Ma
typ pfemény elektronovy zachyt, jeho poloas je pomérné dlouhy (60 dni) a je

vyrabén jako roztok pro peroralni podani.

67Ga

Ga-67 je pfipravovano v cyklotronu °zn (p,2n)®’Ga s pologasem rozpadu 78
hodin. Typem pfemény je elektronovy zachyt, energie jeho zareni dosahuje hodnot
od 93 keV az do 300 keV. Dochazi také k emisi Augerovych elektrona.
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4.7.2 RADIONUKLIDY UZIVANE V TERAPII

90Y
Y-90 je CasteCny beta minus zafi¢ s maximalni energii elektront 2,3 MeV a
dosahem v tkani pouze nékolik mm. Jeho polo¢as je 64 hodin a je pfipravovan v

generatoru ze Stroncia.

131|

[-131 patfi k nejvice uzivanym izotopum jodu v Klinické praxi, zejména pro
radioterapii. Je to smiSeny gama a beta zafi¢, energie fotonl gama je 360 keV a jeho
poloCas je 8 dni. Pfipravuje se v jaderném reaktoru ozafenim teluru neutrony nebo

extrakci ze stépnych produktd uranu.

177|_u
Lu-177 je CasteCny beta zafic s maximalni energii 0,5 MeV s malym dosahem
v tkani asi 1mm. Je ale i ¢asteCny gama zafiC, takze umoziuje zobrazovani gama

kamerou. Poloc€as je 160 hodin.

32P
P-32 je Cisty beta minus zafi€ s poloCasem pfemény 14,3 dne a ziskava se v

jaderném reaktoru ozafovanim siry neutrony.

GSGa

Ga-68 je betat+ zafic s poloCasem 68 min. Pfipravuje se Vv generatoru
7 68 [910,15,16,23,24]
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 MATERIAL

511 CHEMIKALIE

Heparin LécCiva, injekcni roztok, Heparinum natricum 5 000 IU v 1 ml injekéniho
roztoku
Isotonicky fosfatovy pufr pH 7,4 (1,82 g KH,PO4 a 19,2 g Na;HP0O,4.12H,0 v 1000 ml
roztoku)

Destilovana voda

512 POMUCKY

Dialyzacni kotouc vlastni vyroby
Injekeni stfikacky 1 ml

InjekCni jehly

Pipety

Laboratorni sklo

Méfici lahviCky

Celofan

Eppendorfovy zkumavky

5.1.3 RADIOAKTIVNI MATERIAL

OY-DOTA-Tyr*-ocreotate

Znadeni provedeme pfidanim 0,5 mCi °YCl; (Perkin Elmet Life Science, Brusel,
Belgie) v 50-100 pl 40 mM HCI do 200 pl 0,4 M acetatového pufru o pH 5 s 0,24 M
kyselinou gentisovou a 10 mg DOTA-Tyr’-ocreotate v 0,1% TFA. Roztok jsme
promichali a inkubovali pfi teploté 90-95°C po dobu 25 minut. Kontrola kvality byla
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poté provedena pomoci HPLC. Vysledna koncentrace peptidu v pfipravku byla

upravena na 1ug/ml.

Mn-DOTA-Tyr*-ocreotate

Znaceni provedeme pfidanim 0,5 mCi *!InCl; (Amersham, United Kingdom) v 50-
100 pl 40 mM HCI do 200 pl 0,4 M acetatového pufru o pH 5 s 0,24 M kyselinou
gentisovou a 10 mg DOTA-Tyr*-ocreotate v 0,1% TFA. Roztok jsme promichali a
inkubovali pfi teploté 90-95°C po dobu 25 minut. Kontrola kvality byla poté provedena

pomoci HPLC. Vysledna koncentrace peptidu v pfipravku byla upravena na 1ug/ml.

5.1.4 BIOLOGICKY MATERIAL

lidska krev — heparinizovana krev odebrana z vena mediata cubiti od zdravého
dobrovolnika

potkani krev — heparinizovana krev odebrana z arteria carotis potkanu kmene Wistar
kraliéi krev — krev odebrana z arteria carotis zvifete plemene Cesky albin

hovézi krev — heparinizovana krev ziskana z LabMediaServis s.r.o.

vepfova krev — krev odebrana zaorty samic plemenné variace Large white a

Landrace

515 PRISTROJOVE VYBAVENI

Gama counter, Wallac, 1480 Wizard 3
Centriguga U-32R, Biotech
Termostat TCH 100, Laboratorni pfistroje Praha

Otoc¢né zafizeni pro rovnovaznou dialyzu vlastni vyroby
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5.2 METODIKA

5.2.1 PRIPRAVA PLAZMY

Centrifugovali jsme odebranou krev pfi 5 500 otackach po dobu 5 minut. Plazmu
jsme poté prelili do novych zkumavek, abychom v nich méli jen €irou tekutinu. Pokud
plazma nebyla stale C¢ira, zcentrifugovali jsem ji jeSté jednou pfipadné jesté
prefiltrovali. Plazmu jsme uchovavali v mrazicim boxu. Rozmrazili jsme ji vzdy az
bezprostfedné prfed zapoc€etim vlastniho pokusu. Na jeden pokus jsme potiebovali
alespon 2,5 ml plazmy od kazdého Zivocisného druhu.

Do pfipravené plazmy jsme pfidali peptid tak, aby vysledna koncentrace peptidu
byla 1 pg/ml. Zkumavku s plazmou jsme protfepali, aby doslo k promichani obou

slozek a rovhomérnému navazani peptidu.

5.2.2 POSTUP STANOVENI VAZEBNOSTI PEPTIDU NA PLAZMATICKE BILKOVINY
METODOU ROVNOVAZNE DIALYZY

Pripravili jsme si vzorky plazmy a pufru. Izotonicky fosfatovy pufr o pH 7,4 jsme
pripravili ze 2 dilud dihydrogenfosforeCnanu draselného a osmi dili dodekahydratu
hydrogenfosfore¢nanu draselného. Potom jsme si odebrali 2,5 ml plazmy a pfidali k
nim 2,5ul radioaktivhé znaceného peptidu. Vzorek mél tedy koncentraci 1 ng na 1 ml.
Naslednym protiepanim ve sklenéné zkumavce jsme se snazili docilit dokonalého
promichani.

Ke stanoveni metodou rovnovazné dialyzy jsme pouZili dialyzaéni aparat. Ten
byl tvofen dvéma plastovymi kotouci, které k sobé byly pfipevnény pomoci 8 Sroubd.
Kazdy kotou€¢ mél 8 mélkych otvorl o priméru asi 2 cm a ke kazdému z nich vedl
z obvodové strany kotouCe uzky kanalek. Otvory se po sestaveni dialyzacniho
aparatu prekryly a vytvorily dialyzacni komurky. Kotou€e byly od sebe oddéleny
pomoci semipermeabilni membrany, ktera byla propustna pouze pro
nizkomolekularni latky. Diky otvoru ve stfedu tohoto aparatu jsme poté celé zafizeni

upevnili na oto¢nou hridel.
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PFi stanoveni mezidruhové vazebnosti receptorové specifickych peptidd jsme
pro kazdy druh Zivoc€iSné plazmy pouzili 4 dialyzaéni komurky. VZdy jsme pomoci 1
ml injek¢ni stfikacky a jehly odebrali 0,5 ml radioaktivné oznacCené plazmy, a tu
vstiikli kanalkem do pfedem popsanych komurek. Museli jsme si davat pozor,
abychom pfi praci s jehlou nepropichli membranu. Kanalek jsme uzavreli pryzovym
uzavérem. Pak jsme nabrali do nové stfikacky 0,5 ml fosfatového pufru a vstfikli ho
do protilehlé komarky. Kanalek jsme opét uzavreli. Stejnym zplsobem se stejnym
pofadim jsme postupovali az do zaplnéni vSech komurek celého kotouce. Ten jsme
potom nasadili na oto¢nou hfidel a dali inkubovat na dobu 20 hodin pfi teploté 37°C.

Po 20 hodinach jsme postupné odebrali vzorky pro méfeni ve stejném poradi
v jakém jsme komarky plnili. Nejprve jsme odebrali vzorek plazmy a pak pfislusny
vzorek pufru. Vzorky jsme opatrné vstfikli pomoci 1 ml injekéni stfikacky s jehlou
do Eppendorfovych zkumavek.

Pipetou jsme pak vZzdy z kazdého vzorku odebrali 100 pyl tekutiny do plastové
méfici zkumavky se Sroubovacim uzavérem. Nasledné jsme vSechny vzorky zméfili
na gama counteru. Do jedné méfici lahvicky jsme jesté napipetovali 100 pl

destilované vody, abychom pfipadné zjistili zamofeni gama counteru.

5.2.3 POSTUP ZPRACOVANI ZISKANYCH HODNOT

Pomoci gama counteru jsme zjistili hodnoty aktivit jednotlivych vzorkd. Pro stanoveni
volné frakce jsme pouZili vztah:

aktivita ¢,
aktivita ’

plazmy

kde fvje volna frakce peptidu.

Pak jsem vypocetli volnou frakci peptidu v procentech dle vzorce:
% fv =fv*100 |,

pri¢emz % fy je volna frakce peptidu vyjadfena v procentech.

A z tohoto procentualniho vyjadieni pak vazanou frakci podle vztahu:
% fp, = 100 - % fv,
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kde % f, je vazana frakce vyjadfena v procentech.

Ze vSech méfeni u jednoho zivoCiSného druhu jsme vypocitali aritmeticky

prumér a smérodatnou odchylku méfeni dle vzorcu:
X=1%x,,

kde X je aritmeticky primér, n je podet méfeni , X, jsou vysledky jednotlivych

méreni.

kde S, je smérodatna odchylka aritmetického praméru.

Statistické testovani hodnot vazebnosti jsme provedli pomoci Studentova t-
testu, abychom zjistili zda se hodnoty vazebnosti u rdznych Zzivocisnych druhd
statisticky vyznamné lii. Statistické hodnoceni bylo provadéno se spolehlivosti 0,05.

Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft® Office Excel 2003.
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6 VYSLEDKY

6.1 MEZIDRUHOVE SROVNANI VAZEBNOSTI *Y-DOTA-
TATE NA PLAZMATICKE BILKOVINY

Mezidruhové srovnani vazebnosti je znazornéno v tabulce ¢€.1 a grafu €. 2 a 3.
Pro stanoveni vazebnosti peptidu *°Y-DOTA-TATE na plazmatické bilkoviny jsme
pouZzili metodu rovnovazné dialyzy pfi 37°C a vzorky jsme inkubovali po dobu 20
hodin. Pro mezidruhové srovnani jsme pouZili plazmu lidskou, potkani, krali¢i a
hovézi.

V tabulce €.1 jsou vyobrazeny vysledky jednotlivych méfeni jako procentualni
vyjadfeni volné frakce peptidu, primér téchto hodnot a smérodatna odchylka. V grafu

¢.1 jsou graficky znazornény hodnoty vSech méfeni a v grafu €.2 pouze primérné

hodnoty u jednotlivych Zivo€iSnych druha.

Tabulka &.1 : Mezidruhové srovnani vazebnosti °Y-DOTA-TATE
Hodnota t-test je vyjadi‘enim statistické vyznamnosti rozdilu hodnot mezi prislu$nou a lidskou plazmou
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Mezidruhové srovnani vazebnosti 90Y-DOTA-TATE
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Graf ¢.1 : Mezidruhové srovnani vazebnosti 90Y-DOTA-TATE

38



Potkani plazma

vazana
frakce
42%

volna frakce
58%

Kralic¢i plazma
vazana frakce
23%

volna frakce
7%

Hovézi plazma

volna frakce
49%

vazana frakce
51%

Lidska plazma

vazana frakce
26%

volna frakce
74%

Graf ¢.2 : Mezidruhové srovnani vazebnosti 90Y-DOTA-TATE
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6.2 MEZIDRUHOVE SROVNANI VAZEBNOSTI *IN -DOTA-
TATE NA PLAZMATICKE BILKOVINY

Mezidruhové srovnani vazebnosti je znazornéno v tabulce ¢€.2 a grafu €. 3 a 4.
Pro stanoveni vazebnosti peptidu **'In -DOTA-TATE na plazmatické bilkoviny jsme
pouzili metodu rovnovazné dialyzy pfi 37°C a vzorky jsme inkubovali po dobu 20
hodin. Pro mezidruhové srovnani jsme pouzili plazmu lidskou, potkani, krali¢i a
vepiovou.

V tabulce €.2 jsou vyobrazeny vysledky jednotlivych méfeni jako procentualni
vyjadreni volné frakce peptidu, primér téchto hodnot a smérodatna odchylka. V grafu
€.1 jsou graficky znazornény hodnoty vSech méfeni a v grafu €.2 pouze primérné

hodnoty u jednotlivych zivoc€iSnych druha.

Tabulka ¢.2 : Mezidruhové srovnani vazebnosti 111In-DOTA-TATE
Hodnota t-test je vyjadif‘enim statistické vyznamnosti rozdilu hodnot mezi p¥islu$nou a lidskou plazmou
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/7 DISKUZE

Mezidruhové srovnani hodnot vazebnosti I1éCiva na plazmatické bilkoviny muze

pfispét k vysvétleni mezidruhovych rozdilu ve farmakokinetice téchto I€Civ.
V ramci pfedloZzené diplomové prace byla porovnavana plazmaticka vazebnost
receptorové specifického peptidu DOTA-TATE znaéeného Y a in z hlediska
mezidruhového srovnavani. Vysledky ukazaly,ze plazmaticka vazebnost *Y-DOTA-
TATE roste v poradi krali€i < lidska < potkani < hovézi plazma. Pfitom statisticky
vyznamné rozdily mezi vazebnosti na zvifeci a lidskou plazmu byly nalezeny u
potkani a hovézi plazmy. Plazmaticka vazebnost **!In-DOTA-TATE rostla v poradi
lidska < veprova < kraliCi < potkani plazma. Pfitom statisticky vyznamné rozdily mezi
vazebnosti na zvifeci a lidskou plazmu byly nalezeny u krali¢i a potkani plazmy.

Pfi hodnoceni vlivu radionuklidu na plazmatickou vazebnost radioaktivné
znateného DOTA-TATE byla u vSech zivoc€iSnych druhl( nalezena vy$Si vazebnost
OY-DOTA-TATE pii porovnani s *'In-DOTA-TATE. Znamena to, Ze vazebnost
studovanych potencionalnich radiofarmak je ovlivnéna nejen strukturou peptidu, ale i
zvolenym radionuklidem.

Z literatury je znamo, ze dominantnim eliminaCnim mechanismem pro
radioaktivné znacené derivaty somatostatinu je ledvinné vylu€ovani glomerularni
filtraci. Ta je dana jednak glomerularni filtracni rychlosti, jednak frakci volného léciva
v plazmé. Z toho plyne, Ze rychlost vylu€ovani studovanych receptorové specifickych

peptidd bude ovlivnéna rozsahem jejich vazby na plazmatické bilkoviny.
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ZAVER

1. Studovali jsme vazebnost receptorové specifického peptidu DOTA-TATE
znadeného *°Y a In na plazmatické bilkoviny z hlediska mezidruhového srovnani.
Ke stanoveni jsme pouZzili metodu rovnovazné dialyzy pfi 37°C.

2. Plazmaticka vazebnost °Y-DOTA-TATE roste v poradi: krali¢i < lidska <
potkani < hovézi plazma.

3. Plazmaticka vazebnost *!In-DOTA-TATE roste v poradi: lidska < veprova <
krali¢i < potkani plazma.

4. Vazebnost DOTA-TATE na plazmatické bilkoviny u potkana, kralika a
glovéka byla nizsi pro In-DOTA-TATE v porovnani s ®°Y-DOTA-TATE, ovéem
vyznamny rozdil byl zaznamenan pouze u potkani plazmy.

5. Studované peptidy jsou z organizmu vyluCovany prevazné mechanizmem
glomerularni filtrace v ledvinach, a proto bude rozsah plazmatické vazebnosti

ovliviiovat rychlost jejich vylu€ovani z organizmu.
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SEZNAM ZKRATEK

AGP kysely alfa-1-glykoprotein

AMK aminokyselina

CCK-A cholecystokinin A

CCK-B cholecystokinin B

Cs koncentrace vazaného léCiva

Cr celkova koncentrace léCiva

Cu koncentrace volného |éCiva

CNS centralni nervovy systém

DFO desferrioxamine-B

DOTA 1,4,7,10-tetraazocyklododekan-N,N',N",N"'-tetraoctova kyselina
DTPA diethylentriaminpentaoctova kyselina
EDTA ethylendiamin-tetraoctova kyselina
Fb vazana frakce

Fu volna frakce

GF gelova filtrace

GIT gastrointestinalni trakt

GRP gastrin uvoliujici peptid

HDL high-density lipoproteins

IDL intermediate-density lipoproteins
Ka asociacni konstanta

Kd disociacni konstanta

LDL low-density lipoproteins

MC-R melanokortin

MD mikrodialyza

MSH melanocyty stimulujici hormon

RD rovnovazna dialyza

SP substance P

SSTR somatostatinové receptory
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TATE
TCA
UF
Vd
VIP
VLDL

[DOTA-Tyr3]-okreotid
tricyklicka antidepresiva
ultrafiltrace

distribucni objem

vazoaktivni intestinalni peptid

very low-density lipoproteins
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