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NAZEV:

Studium vazebnosti receptorové specifickych peptidl na plazmatické bilkoviny

ABSTRAKT:

Vazebnost 1é¢iv na plazmatické bilkoviny patii mezi zakladni farmakologické
parametry. Mira vazby léciva ma vyznamny vliv na distribuci a eliminaci 1écCiva.
Stanoveni vazebnosti na plazmatické bilkoviny in vitro ndam pomaha ptedvidat jejich
osud po podani do zivého organizmu. V diplomové praci byla studovana vazebnost
receptorove specifického peptidu DOTA-NOC znaceného %y a "™n na plazmatické
bilkoviny z hlediska mezidruhového srovnani. Pro stanoveni vazebnosti byla pouZita
metoda rovnovéazné dialyzy pii 37°C. Vysledky ukézaly, Ze vazebnost °Y-DOTA-NOC
roste v pofadi: lidska < krali¢i < hovézi <potkani plazma. Vazebnost **In-DOTA-NOC
roste v poradi: vepiova < lidské < potkani < krali¢i plazma.
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TITLE:

Study of plasma protein binding of receptor-specific peptides

SUMMARY:

Drug binding to plasma proteins is one of the primary pharmacological parameters. The
binding rate has significant effects on drug distribution and drug elimination. In vitro
investigation of plasma protein binding helps us foresee their destiny after its
administration to a living organism. This dissertation focused on studying plasma
protein binding of DOTA-NOC marking by Y and ™In in term of interspecies
comparison. The binding was determined by methods of equilibrium dialysis at 37°C.
Results showed binding of *Y-DOTA-NOC increases respectively: human < rabbit <
bovine < rat plasm. Binding of **In-DOTA-NOC increases respectively: pork < human
< rat < rabbit plasm.
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2 UVOD



Vazba lé¢iv na plazmatické bilkoviny je dulezitym farmakokinetickym
parametrem. VéEtSina 1€Civ v organismu nebyva pritomna pouze ve volné formé, ale jsou
Vv urCitém rozsahu vazana na plazmatické bilkoviny. Avsak pouze volné 1é¢ivo, které je
schopné piestoupit pres biologické bariéry, dosahuje farmakologického tcinku. Vazana
¢ast 1éCiva pak predstavuje jakési depo v organizmu. Mira vazby lé¢iva na plazmatické
bilkoviny tak mlize mit dominantni vliv na absorpci, biotransformaci a exkreci.

Vazba léCiv na plazmatické proteiny je reverzibilni, mezi volnou a vazanou
frakci existuje rovnovaha. Pokud dojde k poklesu koncentrace volného 1é¢iva, pak se
ekvivalentni ¢ast uvolni z komplexu 1é€ivo-bilkovina. Vytésnénim lé€iva z vazby miize
dojit k vyznamnému zvySeni koncentrace volného 1éCiva, a tim 1 ke zvySeni
farmakologického a toxického uc¢inku. To je vyznamné predevSim u léCiv, které se
z velké miry vazi na bilkoviny a maji nizky distribu¢ni objem.

Metody in vitro stanoveni vazby 1é€iv na plazmatické bilkoviny ndm umoziuji
ptedvidat jejich mozné chovani po podéani do Zivého organismu.

Radioaktivné znalené receptorové specifické peptidy jsou velmi cennou
skupinou 1é¢iv. Vysoka hustota peptidovych receptori na povrchu nadorovych bunék
umoziuje specifické zobrazeni a ptipadné i terapii nddorového onemocnéni. Mezi tyto
peptidy patii napt. cholecystokinin, gastrin, vasoaktivni intestinalni peptid, neurotensin,
alfa melanocyty stimulujici hormon, bombesin. Nejznaméjs§imi a klinicky
nejuzivanéjSimi se staly analogy somatostatinu.

Mezidruhové srovnani vazebnosti receptorové specifickych peptidi ndm mitize

naznacit mozné chovani 1é¢iva v lidském organismu.

10



3 CIL PRACE
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1. Vypracovat literarni ptehled o pouziti radioaktivné znacenych receptorove
specifickych peptidi cilenych pro diagnostiku a terapii nadort a dale o stanoveni
vazebnosti 1é¢iv na plazmatické bilkoviny.

2. Stanovit vazebnost **Y-DOTA-NOC a "In-DOTA-NOC na bilkoviny plazmy
Z hlediska mezidruhového srovnani.

3. Dosazené¢ vysledky vzajemné porovnat a zhodnotit z hlediska vyznamu
plazmatické vazebnosti studovanych latek pro jejich farmakokinetiku

Vv organizmu.
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4 TEORETICKA CAST
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4.1 VAZBA LECIV

VAZBA LECIV NA PLAZMATICKE PROTEINY

V plazmé se setkavame se tfemi zakladnimi typy proteint dilezitych pro vazbu
1éCiva: albumin, glykoproteiny a B-globuliny. Ostatni plazmatické proteiny (napf.
transferin, globulin vazajici tyroxin, globulin vazajici pohlavni steroidy) jsou dulezité

pouze pro transport specifickych latek.

VAZBA LECIV NA ERYTROCYTY

Vazba na Cervené krvinky se tyka piredevsim bazickych 1éCiv. LéCivo se miize
vazat na erytrocytdrni membranu, kterd je negativné nabitd anebo pronikd piimo
do erytrocytu. Na membranu se vaze napf. imipramin, chlorpromazin, do erytrocytu

pronika chinidin ¢i propranolol.

VAZBA LECIV NA TKANOVE BILKOVINY

Mnoho [é¢iv se mlzZe vazat na bilkoviny cilovych organii nebo se deponovat
Vv tukové tkani. Pfi opakovaném podani do organizmu se zde 1é€iva kumuluji. Teprve
pokles koncentrace volného 1é¢iva vede k uvolnéni 1é¢iva z komplexu 1é¢ivo-protein.
Tato vazba ma depotni charakter. Pfikladem je napf. imipramin v plicni tkani ¢1 vysoce

lipofilni latky v tkani tukové.H2

411 PLAZMATICKE PROTEINY

Lidska plazma obsahuje asi 70-75g proteinti v 1 litru plazmy, které zaroven tvofi
hlavni slozku plazmatické suSiny. Chemicky je to slozitd smé&s sloZend z jednoduchych

a sloZzenych proteini.
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4.1.1.1 LIDSKY SEROVY ALBUMIN

Sérovy albumin tvoii 50-60% ze vSech bilkovin krevni plazmy. Jeho
koncentrace v krvi za fyziologickych podminek dosahuje asi 45 g/l. Kromé krve
se vyskytuje i v n¢kterych dalSich télnich tekutinich, jako je mozkomisni ¢i tkanovy
mok. Slouzi jako transportni a depotni protein pro mnoho endogennich i exogennich
latek. Albumin se také hlavni mérou podili na udrzovani osmotického tlaku krve a mtze
byt pouzit jako zdroj aminokyselin pro riizné periferni tkdn€. Je syntetizovan v jatrech,
ktera produkuji asi 12 g albuminu za den. Jeho plazmaticky polocas je asi 20 dni.

Albumin je slozen z polypeptidového fetézce o M, ~ 65 000 D. Jeho primarni
struktura Dbyla objevena vroce 1975. Bylo zjisténo, ze fetézec se sklada
z 585 aminokyselin, spojenych 17 disulfidovymi mustky. Pii fyziologickém pH ma
molekula negativni naboj. Protoze proteiny nejsou v roztoku statickymi strukturami, ale
meéni se jejich konformacéni stav v zdvislosti na podminkéch, existuje mnoho variant
molekuly. Tyto zmény mohou byt zplsobeny agregaci proteinti, vazbou latek,
deaminaci ¢i oxidaci.

Albumin interaguje s mnoha negativné i pozitivné nabitymi 1é¢ivy.

V molekule albuminu se nachazi vazebna mista, kam se vazi s vysokou afinitou
(asociatni konstanta v rozmezi 10* — 10° M™) riizna 1é&iva. Pro vazbu na albumin je
charakteristicka pfitomnost jednoho ¢i dvou vazebnych mist svysokou afinitou
a nékolika mist s afinitou niz§i. Vazebné misto je vlastné dutina v povrchu proteinu
tvofena ze specifické sekvence aminokyselin.

Bylo navrzeno, rozdélit molekulu albuminu na 3 domény (doména 1 1.-190.
AMK, doména 2 191.-382. AMK a doména 3 383.-582. AMK) Tyto domény byly dale

rozdéleny na 3 subdomény (A, B a C)_[3,4,5,6]
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Obr. ¢.1: Struktura lidského sérového albuminu

Vazebné misto |

Toto vazebné misto je typické pro dikarboxylové kyseliny a velké negativné
nabité heterocykly se zapornym nabojem ve sttedu molekuly. Vazebné misto musi byt
rozlehlé, aby se sem vesly i velké molekuly, napf. bilirubin a mohlo se sem vazat
nekolik sloucenin najednou. Na vazebné misto se vazi slouceniny rtiznych chemickych
struktur, musi byt proto velmi flexibilni.

Je to misto vazby mnoha I1éCiv: warfarinu, fenylbutazonu, salicylati,
indometacinu, tolbutamidu, sulfathiazolu, furosemidu, valproatu, spironolaktonu

a mnoha dalSich. Z endogennich sloucenin se sem vaze napf. bilirubin a eikosanoidy.[7’8]

Vazebné misto 11

Vazebné misto II je mistem vazby aromatickych karboxylovych kyselin
S negativné nabitou karboxylovou skupinou na jednom konci a s hydrofobnim centrem

na stran¢ druhé. Toto misto je mensi a uzsi nez vazebné misto I, protoZe se sem nevazi
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velké molekuly jako bilirubin, hemin. Je také méné flexibilni, nebot’ vazba zde vykazuje
silnou stereoselektivitu. Klasickym ptikladem je L-tryptofan, ktery se vaze stokrat
silné€ji nez jeho stereoizomer D-tryptofan. Mimoto substituce ligandu pomérn¢ malymi
skupinami ma silny vliv na vazebnost. Naptiklad diazepam se vaze na vazebné misto II,
ale jeho fluorovany derivat flunitrazepam jiz ne. Stejn¢ na vazebnost ptisobi i methylace
u L-tryptofanu.

Je to misto vazby téchto 1éCiv: diazepamu, ketoprofenu, iopanoatu, ibuprofenu,

naproxenu, diklofenaku a dalsich.l"®

Dalsi vazebna mista

Zmapovat vSechna vazebna mista s vysokou afinitou k uritym ligandim je
témet nemozné. Na albumin se vazi dalsi 1éCiva jako napft. probenecid, amitriptylin
¢i digitoxin.

Prestoze se pozitivné nabitd 1éCiva vazi hlavné na o; kysely glykoprotein,
nékolik z nich ma vysokou afinitu k albuminu.

Zajimavy je i cystein v pozici 34 s volnou thiolovou skupinou, ktera se netcastni
vazby v disulfidovém mustku. Na tuto skupinu a dalS$i mohou byt kovalentné navazany
lé¢iva obsahujici thiol. Byla nalezena vazba penicilaminu, kaptoprilu nebo N-

acetylcysteinu.l"®!

Vazba endogennich sloucenin

Lidsky albumin md mnoho vazebnych mist pro vy$$i mastné kyseliny. Ty se
vazi s nizkou afinitou k vazebnému mistu I a s vysokou afinitou k vazebnému mistu II.
Piedpoklada se ptitomnost 1 dal§ich vazebnych mist pro vyssi mastné kyseliny.

Z aminokyselin se vaze na albumin pouze L-tryptofan a cystein.

Z anorganickych sloucenin se na albumin vaze chloridovy anion, kation médi

a zinku.[®

Vazba steroidnich hormonu

Steroidni hormony se v plazmé vaZou na transportni proteiny, a to jak
na specifické transportni proteiny, tak i na albuminy. Kortikosteroidy véazajici globuliny

(CBG) vézi pouze piirozené kortikoidy. Naproti tomu albumin vaze kortikoidy
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pfirozené 1 syntetické, ale sniz$i afinitou. Takto vazané steroidy jsou docasné

biologicky neaktivni. g

Vazba metabolit

Na aminovou, hydroxylovou a thiolovou skupinu proteinu se mohou vazat
metabolity vzniklé glukuronidizaci. Glukuronidizace je hlavni degradacni cestou
pro slouceniny s karboxylovou skupinou. Tato elektrofilni skupina se vaze
na nukleofilni skupinu (-NH,, -OH nebo -SH) proteinu a vznikd amidova, esterova
¢i thioesterovd vazba. Timto pisobi lidsky albumin jako enzym, protoze je schopen
katalyzovat hydrolyzu glukuronidovych konjugati zpét na ptivodni 1é¢ivo. Zde jsou
uvedena nckterd 1éCiva, kterd se metabolizuji glukuronidizaci a interaguji s lidskym
albuminem: furosemid, Kkyselina salicylova, kyselina fenofibrova, gemfibrozil,

nesteroidni antiﬂogistika.[7’8]

Interakce 1éCiv

Protoze albumin mé omezeny pocet vazebnych mist a je to flexibilni molekula,
muze byt vazba léCiva ovlivnéna jinym IéCivem ¢i endogenni slouceninou. Tyto
interakce jsou velmi dilezité, nebot zména vazebnosti léCiva miize zménit jeho
distribuci ¢i eliminaci a ovlivnit tak terapeuticky efekt 1é€iva. To se musi brat v potaz
pfi vybéru lé¢iva a pii uréeni davkovaciho schématu. Vytésnéni z vazby ma predevSim
vyznam u léCiv s vysokou vazbou na plazmatické bilkoviny. ProtoZe jejich vytésnéni
z vazby zpusobi prudky narast koncentrace volného 1éCiva, vzroste tim padem i jeho
biologicky ucinek.

Tyto interakce byly prokdzdny v mnoha studiich na organech in vitro.
Ve skute¢nosti se vSak ukazalo, ze k vytésnéni lé¢iva z vazby jsou potieba i dalsi

faktory.!"®!
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4112 GLOBULINY

Globuliny jsou velice heterogenni skupinou plazmatickych bilkovin. Patfi sem
jak glykoproteiny, tak lipoproteiny. Podle elektroforetické u¢innosti je délime na a-, -
a y-globuliny.

Frakce as-globulin je slozend z glykoproteini (oq-kysely lipoprotein,
transkortin, os-antitrypsin) a lipoproteini (HDL). Do frakce ap-globulind patii ap-
makroglobulin, haptoglobiny ¢i ceruloplasmin. Do frakce B-globulinli patii transferin
a vétsina lipoproteinti (LDL, VLDL, chylomikrony). y-globulinova frakce je vyznamna

pfedevs§im z imunologického hlediska, protoze sem patii imunoglobuliny.[9]

4.1.1.3 LIPOPROTEINY

Lipoproteiny (LP) jsou sférické¢ castice slozené z hydrofébniho nepolarniho
lipidového jadra, (triacylglyceroly, estery cholesterolu) obklopeného vrstvou amfifilnich
lipidi (fosfolipidy, cholesterol), a ze specifického apolipoproteinu. LP se rozlisuji podle
velikosti, hustoty, slozeni lipidl, mista tvorby a apolipoproteini. Podle hustoty se
tradicné de€li na: chylomikrony, VLDL (very low density lipoproteins), IDL
(intermediate-density lipoproteins), LDL (low-density lipoproteins) a HDL (high-
density lipoproteins).

Chylomikrony, s pramérem 100 az 1000 nm, jsou nejvétsi z lipoproteind
a jejich koncentrace stoupa po jidle. Transportuji lipidy ze stfeva do perifernich tkani,
kde dojde k odstépeni vyssich mastnych kyselin.

VLDL, o priméru 30 — 80 nm, jsou také bohaté na triacylglyceridy. Jsou
syntetizovany v jatrech a v men$im mnozstvi ve stfeve. Transportuji triacylglyceridy
Z jater do perifernich tkani.

IDL jsou sloZeny pifevazné z estert cholesterolu a jsou to zbytky VLDL.

LDL, sprimérem 18-25 nm, jsou vytvoreny z IDL. Transportuji cholesterol

z IDL do jater a perifernich tkani. LDL jsou hlavnimi transportéry cholesterolu.
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HDL, nejmensi lipoproteiny o pruméru 7-12 nm, slouzi k pfebirani
nadbyte¢ného cholesterolu z exrahepatalnich bunék a z krve. Tento cholesterol pak

odevzdaji organtim produkujicim steroidy.[z’lo]

4.1.1.4 KYSELY ALFA JEDNA GLYKOPROTEIN

Kysely os-glykoprotein (orosomukoid, AGP) je glykoprotein s molekulovou
hmotnosti 41 000 — 43 000 D. Jeho koncentrace v krvi je za fyziologickych podminek
2,5 mg/ml. Bilkovinna ¢ast je sloZena z polypeptidového fetézce o 183 aminokyselinach
spojenych dvéma disulfidickymi mistky. Cukerna c¢ast tvoii 45% molekuly. Je
syntetizovan v jatrech, odkud je vylucovan do krve.

AGP je plazmaticky protein, jehoZ dileZitou funkci je transport bazickych 1é¢iv
a steroidnich hormonti v krvi. Patfi mezi n¢€ napt. chlorpromazin, warfarin, progesteron.
Véaze ale i n¢ktera kysela 1é¢iva, jako je fenobarbital. Ve snaze najit vazebna mista AGP
jiz prob&éhlo mnoho studii. Z jejich rozporuplnych vysledkd Ize usoudit, ze AGP
obsahuje Siroké vazebné misto pro vazbu bazickych, kyselych i neutralnich 1é¢iv. Kam
se na His97 vazi kysela 1é¢iva, Trp122 neutralni 1é¢iva a Trp160 1é¢iva bazicka.

AGP patii mezi bilkoviny akutni faze. Jeho koncentrace vyznamné stoupa
béhem infekce, zanétu, tkanového poskozeni, pfi onemocnéni ledvin, jater nebo
i u n¢kterych typu rakoviny. Vyznamné se také podili na imunitnich procesech.

Geneticky polymorfismus gentt pro AGP se projevuje jak u sekvence

aminokyselin, tak u cukerné slozky.!***%
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4.1.2 DRUHY VAZBY LECIV NA PLAZMATICKE BILKOVINY

Pii fyziologickém pH 7,4 jsou funkéni skupiny albuminu disociovany.
Karboxylova skupina se disociuje na aniont —COO™ a aminoskupina piijimd proton
za vzniku kationtu —NHs". Na tyto pozitivné a negativné nabité ¢astice se mohou vazat
dalsi ionty.

Léciva mohou byt navdzdna na albumin pomoci riznych vazeb. Jsou vazana
pfevazné iontovymi, vodikovymi, poptipad¢ hydrofobnimi vazbami. Jednotlivé vazby
se od sebe lisi vazebnou energii, kterd ovliviiuje pevnost komplexu. Tyto vazby jsou
vSak vSechny pomérné slabé, proto k pevnému navédzani 1éc¢iva je potfeba mnoho

takovych interakeci.

Iontova vazba
Iontova vazba je nejsilnéjSim typem vazby. Vazby se G€astni dvé opacné nabité
Gastice, mezi kterymi puisobi elektrostatické pfitazlivé sily. Utastni se ji karboxylové

anionty a amoniové kationty bilkoviny. Pro mnoho [éCiv je pravé tato vazba

vvvvvv

Vodikova vazba

Vodikova vazba se vyskytuje mezi vodikem polarni skupiny (-NH;, —OH)
a volnym elektronovym parem elektronegativné nabitého atomu (O, S, N). Bilkoviny
maji mnoho mist vhodnych k tvorbé vodikové vazby. Ptikladem miZze byt fenolicka

skupina tyrosinu.

Van der Waalsovy sily

Van der Waalsovy sily patii mezi slabé vazebné interakce. Vazba je

charakterizovana nespecifickymi pfitazlivymi silami mezi nenabitymi ¢asticemi.
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Hydrofdbni vazba

Hydrofébni vazba je nejslabsSim typem vazby. Muaze vzniknout mezi dvéma
aromatickymi cykly anebo mezi dvéma nepolarnimi fetézci. Timto zpilisobem se napf.

vazi lipidy na molekulu bilkoviny.™!

413 VYZNAM VAZBY LECIV NA PLAZMATICKE PROTEINY

Vazba lé¢iv na plazmatické proteiny ovliviiluje mnoho farmakokinetickych
a farmakodynamickych parametrii. Pouze volné (nevézané) lé¢ivo muize vykazovat
biologicky ucinek, protoze je schopné prestupovat do cilovych organd. Naproti tomu
1é¢ivo vazané na proteiny je inaktivni, nemé biologickou aktivitu ani neni schopno se
eliminovat z organismu. Vazané 1é¢ivo ma nizsi toxicitu a je chranéno vici oxidaci.
Teprve poklesem koncentrace volného 1é¢iva dojde k uvolnéni vazaného 1éCiva
z komplexu.

Volna frakce léc¢iva ovlivituje distribuéni objem. Distribuéni objem je
farmakokineticky parametr, ktery nam vyjadfuje vztah mnozstvi farmaka v organismu

k jeho plazmatické koncentraci.

kde Vg je distribu¢ni objem, D je mnozstvi 1é¢iva podané do organizmu, Co koncentrace
1é¢iva v plazmé.
Léciva snizkym distribuénim objemem se vyskytuji hlavné v krvi. Léciva
s distribuénim objemem 10 - 20 | se vyskytuji v extraceluldrni tekutingé. Léciva
s distribuénim objemem nad 70 1 se kumuluji v tkdnich. MnozZstvi 1é¢iva neni
ovlivnénou pouze hydrofilnimi ¢i lipofilnimi vlastnostmi 1é¢iva, ale také distribuci
tukové tkane.

Léciva s vysokou afinitou ke tkanovym bilkovinam maji velky distribu¢ni objem,
kumuluji se v organizmu. Naopak lé¢iva s malou afinitou ke tkanovym bilkovindm se

nachdzeji v krvi ve vysoké koncentraci.
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Léciva se vazi na plazmatické proteiny na zéklad¢ svych fyzikalné-chemickych
vlastnosti. Lé¢ivo vstupuje do reakce s plazmatickym proteinem a vznikd komplex
1éCivo-protein. Tento komplex se miize zpét disociovat na volné 1éCivo a protein. D¢j
1ze vyjédfit rovnici:

L+P < LP
Cely proces vazby nam charakterizuje asociacni konstanta (K,), kterd se vypocita
ze vztahu:

< =Pl

©[UPT
kde [LP] je koncentrace komplexu, [L] je koncentrace léciva, [P] je koncentrace
proteinu.

Asociacni konstanta nam podavéa informace o afinité ¢i sile vazby komplexu
lé¢ivo-protein. Léciva s vysokou afinitou k proteinu maji asocia¢ni konstantu v rozmezi
10° — 10" I/mol. U 1é&iv s nizkou afinitou k proteinu pak K, nabyva hodnot v rozmezi
10? — 10* I/mol. Disociaéni konstanta je pak pievracenou hodnotou konstanty asociaéni.

V molekule bilkoviny se nachazi né€kolik vazebnych mist s rozdilnymi
vlastnostmi. Mohou se zde nachazet specifickd vazebnd mista s nizkou kapacitou
a nespecifickd vazebna mista s vysokou kapacitou. Kazdé¢ toto misto ma odlisné
vazebné vlastnosti. Vazebna kapacita, vznikla nasobkem poctu vazebnych mist
a koncentraci bilkoviny, ndm udavd maximdalni koncentraci molekul léciva, které se
mohou vazat na vazebné misto bilkoviny.

Vazebnd mista s niz8i vazebnou kapacitou mohou byt nasycena. Vazana frakce
1é¢iva je pak funkci koncentrace 1é€iva, koncentrace bilkoviny, poctu vazebnych mist
a asociacni konstanty. Toto 1ze vyjadfit rovnici:

_ nPK,C,
® T 14K,Cy
kde Cg je koncentrace vazaného 1é¢iva, Cy je koncentrace volného 1éCiva, n je pocet
vazebnych mist, P je koncentrace bilkoviny a K, je asocia¢ni konstanta. Pfi nasyceni
vazebného mista se Cg jiz nezvétSuje, pii dalSim podani 1é¢iva dochazi k obrovskému
rustu koncentrace volného 1éc¢iva.
Pro vazebné misto s vysokou vazebnou kapacitou, kde vazebné misto neni

saturovano, plati vztah:
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C; =nPK,C,.
Z rovnice vyplyva, ze koncentrace vazaného 1éCiva se méni piimo s koncentraci 1é¢iva

volného. 141

414 FAKTORY OVLIVNUJICI KONCENTRACI PLAZMATICKYCH
PROTEINU

Hladina plazmatickych proteint muaze behem riznych fyziologickych
| patologickych stavii kolisat. Pfi snizeni koncentrace plazmatickych proteinii muze
dojit ke zvySeni koncentrace volného IéCiva, a tim i1 ke zvySeni farmakologického
a toxického ucinku.

Hypoalbuminémie miize byt disledkem téchto chorob: akutni pankreatitidy,
cirhozy jater, nefrotického syndromu, nemoci GIT, popalenin, chronického alkoholismu,
deprese, revmatoidni artritidy, chronické ¢i akutni systémové infekce, diabetu mellitu,
tuberkulézy ¢i mnoha dalSich. Hypoalbuminémie je normalni v détském véku,
téhotenstvi €1 u starSich osob. Naopak hyperalbuminémie provazi hypotyreodzu,
nespecifické neurdzy a psychozy nebo schizofrenii.

Snizeni hladiny AGP jsou dasledkem nefrotického syndromu ¢i uzivani
hormonalni antikoncepce. Zvyseni AGP pak zpusobuje Crohnova choroba, celikalie,
renalni selhéni, revmatoidni artritida, stres ¢i trauma. ZvySend hladina AGP je pak
i U seniort.

Lipoproteiny mohou byt sniZeny u hypotyredzy a traumatu. Naopak zvySeni LP

zpusobuje diabetes nebo nefroticky syndrom.[l‘M]
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4.2 METODY MERENI VAZBY LECIV NA
PLAZMATICKE PROTEINY

42.1 ROVNOVAZNA DIALYZA

Rovnovazna dialyza (RD) je nejuzivanéj$i metodou pro stanoveni vazby
na plazmatické proteiny. Tato metoda vyuziva dialyza¢ni komirku, kterd je rozd€lena
na 2 ¢asti semipermeabilni membranou. Membranou mohou prostupovat pouze
nizkomolekuldrni latky, pro proteiny a IéCivo na né vazané je nepropustnd. Jsou
dostupné membrany riizné tloustky a hustoty, v ptipad¢, ze se latka vaze na membranu,
je tieba vybrat vzdy tu nejtenci.

Plazma a pufr jsou oddéleny pomoci membrany. Cely systém je inkubovan
pti fyziologické teploté 37°C a pfi této teploté probiha ustaveni rovnovahy. Doba
potfebnd k inkubaci se méni s vlastnostmi latek. Ohled se musi brat i na moznou
degradaci vazebnych bilkovin. Membranu lze pfed RD namocit do roztoku pufru, aby
nedoslo k jejimu poskozeni.

Pro piesné vysledky by mélo byt rovnéz upraveno pH plazmy na fyziologickou
hodnotu 7,4. Vaznost bilkovin zavisi na pH. Také pufr svymi ionty mize ovlivnit vazbu
1é¢iv na plazmatické bilkoviny. Rovnéz osmoticky tlak mize zpiisobit nasdvani tekutiny
z pufru do plazmy. Lze tomu zabranit naptiklad zvySenim osmotického tlaku pufru
pomoci dextranu. Muze také dochazet k nafedéni plazmy, tomu lze zabranit pouzitim
pufru obsahujiciho 5,58 g chloridu sodného na 1 litr pufru.

Aby RD byla pouzitelna, musi byt dosazeno ustaveni rovnovahy. Rovnovéaha
musi byt dosazena mezi volnym IéCivem v plazmé a volnym lécivem v pufru. Proto
musi byt predbéznymi testy stanovena doba potfebna k dosazeni rovnovahy. Ta zavisi
naptiklad na poméru povrchu k objemu komtirky. Cim vétsi je povrch, tim je rovnovaha

ustavena rychleji. Doba se miZe zkratit i tfepanim ¢i otaCenim.
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Po ustaveni rovnovahy se tekutina odebere z obou komirek a analyzuje se
koncentrace 1é¢iva. V komirce s plazmou se nachazi celkova koncentrace 1é¢iva (Cr)
slozena z koncentrace volného léCiva a léCiva vazaného na plazmatické bilkoviny.

V komtirce s pufrem je koncentrace volného lé¢iva (Cy). Koncentrace vazaného 1é¢iva

“r . . g 1axio o [2021
(Cpg) lze spocitat z rozdilu celkové koncentrace a koncentrace nevazaného 1é¢iva. [20.21]
C; =C; -C,
Volna a vazana frakce se vypocte ze vzorct:
Fe = Ce
o C
.
F, = Cu
e
.
. . - ' . -
. .
e, @ <« @
1 - - L] f L ]
L] L] ]
@, '@ -
[ ™ . 1 L]
: . T : »
‘ol . o2
. . .
Pl _ o v @
' a o ® . - =
Poddtedni stav staveni rovnovahy

Obr. ¢.2: Difaze ptes semipermeabilni membranu

V dnes$ni dobé jsou dostupnd komercni dialyza¢ni zatfizeni, jejichZz obrovskou
vyhodou je moznost méfeni mnoha vzorkli najednou, pouZziti malych objemi plazmy,

pripravenost k okamzitému pouziti a velky pomér povrchu k obj emu. 410!

422 MIKRODIALYZA

Je to jedind metoda, kterd umozniuje stanovit koncentraci volného 1éCiva

v plazmé, tkanich a ostatnich biologickych tekutinach in vivo. Mizeme pomoci ni
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sledovat ptirozené metabolitni cesty ¢i synaptické funkce. Umoziiuje nam in vivo
piesné stanoveni endogennich sloucenin i v malych objemech.

Mikrodialyza¢ni sonda, obsahujici dialyzatni membranu, je chirurgicky
implantovana do krevniho fecisté, do tkanového prostoru ¢i prostoru obsahujiciho
tekutinu. Pufr je pumpovan pomalu pies sondu a volné 1é¢ivo ve zkoumané tekutiné
difunduje pfes membranu do sondy na zaklad¢ koncentracniho gradientu. Dialyzat je
po Case odebran a analyzovan.

Tato metoda méfi pouze volnou frakci 1éciva (Cy), nepodava nam informace
0 celkové (Ct) ¢i vazané frakci (Cg). K urceni celkové koncentrace musi byt vzorky
sebrany a analyzovany oddélené. Véazana frakce pak miize byt vypoctena ze vztahu:

C; =C; -C,

Béhem meétfeni neni dosazena rovnovdha, je tedy nutné urCit stupeil vyrovnani
koncentrace 1é¢iva na obou strandch dialyzacni membrany. To lze provést ponofenim

. . . axioo [1416,17
dialyza¢ni sondy do roztoku pufru o znamé koncentraci 16¢iva.l ]

423 ULTRAFILTRACE

Pti této metod¢ se vzorek plazmy s lé€ivem umisti do ultrafiltracni jednotky.
Jednotka je sloZena ze dvou casti od sebe oddélenych filtrem. Filtr propusti pouze
nizkomolekularni latky, plazmatické bilkoviny jsou zadrzeny. Ultrafiltrace (UF)
vyuziva negativniho €i pozitivniho tlaku. Po zfiltrovani vzorku plazmy se ve filtratu
predpoklada koncentrace volného 1é¢iva (Cy). Z tekutiny neproslé pres filtr ziskame
celkovou koncentraci lé€iva Ct. Koncentraci vazaného 1é¢iva Cg Vypocteme ze stejn¢ho
vztahu jako pii RD.

Pro dosazeni piesnosti je ale nutné zachovat nizky objem ultrafiltratu (10-15%),
aby nedochazelo k zkoncentrovani plazmatickych bilkovin ve vzorku plazmy. Potom
muze ale byt problematické stanoveni koncentrace, protoze u nizkych objemt nemusi
byt dosazeno hranice stanovitelnosti. U nékterych latek zlstava koncentrace volného

1é¢iva stejnd i u zkoncentrovani bilkovin, proto mnozstvi ultrafiltratu mize dosahovat
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I 20-40%. Dale muze dochazet k poklesu celkové koncentrace 1é¢iva piechodem 1é¢iva
do ultrafiltratu. V téchto ptipadech Ct stanovime jako primér z hodnot pied a po filtraci.
Nevyhodou ultrafiltrace je, ze neprobiha pii fyziologickém pH.
Centrigugace je jednoducha a rychla metoda. Pisobenim negativniho tlaku,
tj. odsttedivé sily, dochazi k rychlému de¢leni latek podle jejich hmotnosti.

Ultrafiltrace za pozitivniho tlaku vyuziva stlacen¢ho plynu.[14‘16]

424 GELOVA CHROMATOGRAFIE

Gelova chromatografie (GF) je metoda zalozena na déleni slozek podle velikosti
molekul. Sklada se z chromatografické kolony, ktera je naplnéna gelem. Cela kolona je
pak vymyvana mobilni fazi. Gel je tvofen inertni polymerni zesiténou latkou s rliznou
velikosti pord. Nizkomolekularni latky difunduji dovniti gelu a jsou rozptyleny jak
uvnite, tak vné gelu. Tak se zpomali jejich chod chromatografickou kolonou. Naopak
vysokomolekularni latky ¢éstice gelu obtékaji a jsou z kolony rychle eluovany mobilni
fazi.

Tato metoda ndm umoziuje méfeni vazby lé€iva i u malého objemu plazmy.
Mobilni fazi je roztok ligandu. M¢fime koncentraci ligandu v eluatu. Disociaci
proteinového komplexu je zabranéno dosaZenou rovnovahou

v chromatografické kolong. %%

425 MIKROSFERY ALBUMINU

V roce 1973 byla popsana metoda vazby 1é¢iva na albuminové mikrosféry (MA).
Mikrosféry jsou suspendovany v pufru. Suspenze se pievede do plastové stiikacky

s poréznim diskem na dné. Po piidani 1éCiva se stiikacka nechd inkubovat, aby se
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ustavila rovnovdha. Volna frakce 1éCiva se ziskd protlacenim ptes disk. Mikrosféry
albuminu zGstanou a ptes porézni disk neprojdou.
Tato metoda je také uzivana k objasnéni vazby léCiva na albumin ¢i ziskani

informaci o interakci mezi 1é¢ivem a vazebnym mistemn.™®!

42.6 CIRKULARNI DICHROISMUS

Cirkularni dichroismus (CD) je metoda zaloZend na méfeni hodnot zmény
absorbance nebo fluorescence Cottonova efektu. M¢fi se rozdilnd absorpce nebo emise
pravo a levotocivého kruhové polarizovaného svétla pti prichodu chirdlni méfenou
latkou. Pfi méfeni vznika kiivka cirkularniho dichroismu, ktera je rozdilem mezi
absorpcnim spektrem pro vlevo a vpravo kruhové polarizované svétlo. Tyto kiivky nam

N " « . o L L x: 16,18
umoznuji zkoumat konformacéni zmény proteinu pii navazani molekuly 16¢iva.[1828

Obr. &.3: Cirkularni dichroismus
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42,7 SROVNANI JEDNOTLIVYCH METOD
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4.3 RADIOAKTIVNE ZNACENE RECEPTOROVE
SPECIFICKE PEPTIDY

Peptidy jsou diillezitymi regulatory riistu a bunéénych funkci nejenom ve zdrave,
ale i vnadorové tkani. Jsou to malé, nizkomolekularni proteiny sloZzené z méné jak
100 aminokyselinovych zbytki a s hmotnosti niz§i nez 10 000 kDa. Jejich vyuziti je
siroké, byly pouzity v onkologii, kardiologii, neurologii, k zobrazeni ¢i 1é¢bé infekce,
zanétu, aterosklerdzy a trombozy.

Radioaktivné znacené peptidy jsou z chemického hlediska peptidové fetézce
sloZzené z 3 az 200 aminokyselin a jsou znaceny riznymi izotopy. Vazi se specificky
na membranovy receptor, tudiz mohou byt vyuzity v diagnostice, terapii nebo znacené
radioterapii.

Vétsina peptidi pouzivanych v nuklearni medicing je slozena z relativné malého
poctu aminokyselin. Malé peptidy nemaji dobfe definovatelnou tercidrni strukturu.
Naproti tomu vétsi peptidy jsou snaze chemicky syntetizovatelné, upravitelné a 1épe
stabilizovatelné pro zajiSténi optimalnich farmakokinetickych vlastnosti. Jako ochrana
ptred peptiddzami lze pouzit cyklizaci, zaménu AMK za D-fadu ¢i netypické AMK,
ochranu konce (napt. N-methylace) nebo zkraceni fetézce. Peptidy jsou nejcastéji
syntetizovany v roztoku ¢i na pevné fazi. Cast&jsi je pouZiti syntézy na pevné fazi, ktera
je rychla, univerzalni a lze pfipravit vice peptidii najednou. Analogy peptida i komplexy
peptidu s chelataénim ¢inidlem jsou v dne$ni dobé jiz komeréné dostupné.

Mezi nejvétsi vyhody peptidd patii jejich rychla farmakokinetika, moznost
modifikace exkre¢ni cesty, mohou vykazovat biologickou aktivitu, nejsou imunogenni

a maji vysokou vazebnou afinitu k receptorim.

Chelata¢ni ¢inidla

Chelatac¢ni ¢inidla slouzi k pevnému navazani radionuklidu na molekulu peptidu,

bilkoviny nebo specifickych protilatek. Zlepsi se rovnéz i farmakologické parametry.
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Nejprve dojde k navazani chelata¢niho Cinidla na peptid prostfednictvim amidové vazby,
které se ucastni karboxylova skupina chelatoru a aminoskupina peptidu. Na tento
komplex je pak navazan samotny radionuklid. Mezi chelétory patii napt. DTPA, DOTA,
EDTA, TETA ¢i desferoxamin. DTPA (diethylentriaminpentaoctova kyselina) ndm
slouzi k pevnému navézani ***In. DOTA (1,4,7,10-tetraazocyklododekan-N,N',N",N""-
tetraoctova kyselina) se hodi jako chelata¢ni ¢inidlo pro terapeutické radionuklidy Oy

alLu.

H,C-COOH

DTPA HOOGCH, /CH,-CO-peptide
z N-(CH,),-N-(CH,),-N
\
HOOC-CH, CH,-COOH
DOTA HOOC COOH
—
N N}
"N N
[

HOOC COOH
Obr. ¢.4: Vzorce chelata¢nich ¢inidel: DOTA, DTPA

Vvbér vhodného radionuklidu

Farmakokinetika znacené molekuly zavisi také na spravném vybéru
radionuklidu. Musime vzit v potaz, zda je latka urcena k terapii ¢1 diagnostice, fyzikalni

vlastnosti izotopu ¢i charakter nadoru.

Hlavni kritéria vhodnosti PRRT
Klinicka:

Neoperovatelna rakovina S mnohocetnymi metastazemi, nador mozku.
Netspéch tradi¢ni 1écby.

Molekularné biologicka:
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Nadorova exprese adekvatnich peptidovych receptort.
Vyjadieny podtyp korespondujici s vazebnych profilem ligandu.
Vysoka hustota vyjadienych receptort.

Lokalizace nadori vné hematoencefalitické bariéry.
Preferovana homogenni distribuce.

Pokud mozno vysoka radiosenzitivita.

431 SOMATOSTATIN

Somatostatin je cyklicky peptid syntetizovany jako pre-pro-hormon v D-
bunkach pankreatu. Tento pre-pro-hormon je nejprve zpracovan na pro-hormon
0 28 aminokyselindch a nakonec na vlastni hormon o 14 aminokyselindch. VSechny
jeho formy maji biologickou ucinnost. Je pfitomen v centrdlnim nervovém systému
(hypothalamu, mozkové kiife, mozkovém kmeni), v gastrointestinalnim traktu (zaludku,
slinivee, tenkém stfeve, tlustém stfeveé) a dale i1 jinde v organismu. Na mnoha mistech
CNS somatostatin pusobi jako neurotransmiter. Naproti tomu mé i hormonélni aktivitu
— inhibuje vyluovani somatotropinu, inzulinu, glukagonu a gastrinu, snizuje motilitu
zaludku, sekreci a resorpci v GIT. Soucasné s VIP a GIP tlumi Zalude¢ni sekreci.

Tento Siroky inhibiéni efekt hormonalni sekrece v mnoha Zlazach vedl
k myslence mozného vyuziti somatostatinu v 1é¢bé nemoci podminénych nadprodukci
zminénych hormonii endokrinné aktivnimi nadory.

Ke své peptidové povaze je nevhodny k perordlnimu uziti, proto se musi
aplikovat intraven6zné¢. Jeho nevyhodou je kratky biologicky poloc¢as. Po intraven6znim
podani ¢lovéku je jeho plazmaticky polocas 2 az 3 minuty z divodu masivni enzymové
degradace. Proto zaCatkem osmdesatych let byly vyvinuty somatostatinové analogy
odolng;jsi vici peptidazam.

Analogy somatostatinu byly pfipraveny obménami piivodni molekuly ve snaze
zachovat biologickou funkci. Studiemi jeho struktury a konformacni analyzou byla
nalezena sekvence, ktera je nutna pro biologicky uc¢inek. Jedna se o fragment Phe-Trp-

Lys-Thr, ktery koresponduje se sedmou az desatou aminokyselinou somatostatinu. Bylo
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pfipraveno mnoho analogl s krat§im fetézcem ve snaze pfipravit slouceninu s delSim
polocasem, vyssi afinitou ¢i selektivitou. Naptiklad pouzitim netradi¢nich aminokyselin
a zkracenim fetézce na osm aminokyselin. Prvnim takovym analogem byl oktreotid
acetat, ktery ma po intravenéznim podani plazmaticky polocas 41 - 58 minut. Mezi
stabiln&jsi analogy patii oktreotid (sandostatin, SMS 201-995), lanreotid (BIM23014)
¢i vapreotid (RC160). Tyto slouceniny se osvéd¢ily v klinickych studiich.

l
octreotide D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr (ol)

I
Iunrco(ide B Nal (—"\\T\r D-Tl'p- | JyS- Val (‘v\-Thr'\ H:\

-Nal=beta-naphtyl

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

l I
[Ty riloctreotate D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-(OH)

Obr. ¢.5: Vzorce analogli somatostatinu

Utinek somatostatinu je zprostfedkovan jeho receptory. Somatostatinové
receptory (sstr) se nachdzeji ve vysoké hustoté na povrchu fady bunék vcetné
nadorovych. Byly objeveny v mozku, hypofyze, slinivce, stfeve, Stitné 7zlaze,
nadledvinkach, ledvindch avbuiikkdch imunitniho systému. Vyskytuji se
v neuroendokrinnich nadorech travicitho traktu, jako je karcinoid, inzulinom
¢i gastrinom, ale také i v malobunééném karcinomu plic, meningiomu nebo karcinomu
Stitné Zlazy.

Do dnesni doby bylo popsano 5 rtiznych somatostatinovych receptori. Byly
pojmenovany sstrl — 5 chronologicky dle data objeveni. PfiCemz sstr2 se nachazi
ve 2 izoformach: sstr2a a sstr2b. Strukturné sstr patii do skupiny receptorli
sptazenych s G-proteinem.  Vysoka hustota sstr2 receptori byla nalezena
U neuroendokrinnich gastrointestinalnich tumort, bronchialnich tumord,

feochromocytomti, neuroblastomli, meduloblastomii, lymfomu, karcinoml prsu atd.
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Prevaha sstrl v nadorech prostaty a sarkomech, které ale mohou exprimovat i sstr2
a sstr5. Sstr3 je vyjadien prevazné na povrchu inaktivniho adenomu hypofyzy a sstr4
hraji minoritni roli.

Oktreotid ma vysokou afinitu k sstr2 receptorim, takze je uzivan k zobrazeni
a lécbe nadoru s vysokou hustotou sstr2. Naproti tomu valpreotid a lanreotid s dobrou
afinitou k sstr2 a sstr5 jsou klinicky vyuZzivany u nadori s vysokou expresi sstr2 a sstrb.

Prvnim klinicky pouzivanym derivatem byl v roce 1994 In-[DTPA-p-Phe']-
oktreotid (OctreScan, **In-pentetreotid). Tato latka se osvédgila pro lokalizaci malych
1ézi, zmapovani rozsahu nemoci, detekci metastaz, detekci relapsu a progrese choroby,
monitorovani efektu chirurgické 1é¢by, radioterapie nebo chemoterapie. Mimo to mohla
byt tato sloucenina pouZita jako podplrny nastroj pro dalsi nadory jako lymfomy, MTC,
malobunééné karcinomy plic ¢i adenomy hypofyzy. Plivodné byla navrzena

pro scintigrafii, ale ***

In emituje také Augerovy elektrony, proto ho lze vyuzit i k terapii.
Jednou z nevyhod tohoto peptidu je primérna afinita k sstr2 a zanedbatelna afinita
k sstrl, sstr3, sstr4 a sstr5. Navic DTPA neni vhodné chelata¢ni ¢inidlo pro komeréni
pouziti pii znadeni B zaFic jako °Y nebo *"’Lu. Pro tyto radioizotopy je vyhodn&jsim
chelatacnim cinidlem DOTA, ktery tvoii velmi termodynamicky i kineticky stabilni
komplexy s témito kovy. A v neposledni fadé nesmime opomenout pomérné vysokou
cenu india 111.

Dalsi dillezitou sloudeninu predstavuje *°™Tc-depreotid, dekapeptid, Gsp&iné
vyuzity pro zobrazeni v solitdrnich pulmonalnich uzld, pfi karcinomu prsu, a dokonce
I melanomu. Pro zobrazeni primarniho adenokarcinomu slinivky byl Gspé$né pouzit
"n-DOTA-lanreotid.

Pro terapii se ukazaly jako nevhodné&jsi latky znafené B zafi¢i jako %Y nebo
Y"Lu. Mezi velmi slibné slougeniny patti *Y-DOTA-TOC, *Y-DOTA-LAN a'"'Lu-
DOTA-TATE. Lisi se od sebe rozdilnou afinitou k somatostatinovym receptorim.
DOTATATE, vznikly zaménou alkoholické skupiny na C-konci za skupinu
karboxylovou, ma nejvyssi afinitu k sstr2. DOTA-LAN ma nizsi afinitu k sstr2, ale
zobrazuje i sstr5.

V experimentélni &asti diplomové praci jsme pouzili *!In-[DOTA-1-Nal®]-
oktreotid a “°Y-[DOTA-1-Nal®]-oktreotid (*!In-,*®Y-DOTA-NOC), vznikly zdménou
aminokyseliny v pozici 3 oktreotidu. DOTA-NOC ma vysokou afinitu k sstr2, sstr3
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a k sstr5. Afinita k sstrl a sstr4 je velmi nizka anebo zcela zadna. Preklinické studie
zatim ukazuji, ze n-DOTA-NOC mé nadiazené postaveni v doposud studovanych
somatostatinovych analozich. A predpoklada se to i podobné pro %y.DOTA-NOC.
Vysoky zachyt *In-DOTA-NOC byl pozorovan v téchto organech: nadledviny,
slinivka, zaludek a hypofyza.
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Obr. ¢.6: Vzorce analogli somatostatinu 1 — DOTA-NOC, 2 - DOTA-OC, 3 - DOTA-TOC

A mezi nejnovéjsi analogy patti **'In-[Nal*-Thr®]-oktreotid (DOTA-NOCATE)
a *MIn-[Bz-Thi>-Thr®]-oktreotid (DOTA-BOCATE). Receptorové studie ukazaly

vysokou afinitu k sstr2, sstr3 a sstr5,[223:24:25.26.27,28.29]

43.2 ALFA MELANOCYTY STIMULUJiCIi HORMON

o — melanocyty stimulujici hormon (o — MSH) je peptid slozeny z 13
aminokyselin. Vznika Stépenim molekuly propiomelanokortinu na adrenokortikotropni
hormon 0 39 AMK a naslednym §tépenim na 13 AMK a - MSH v perifernich tkanich
(sttevo, placenta, muzsky reprodukéni systém). MSH navozuje melanogenezi, ktera
vede ke ztmavnuti ktize. o — MSH hraje dominantni roli v regulaci bunécného rustu

melanomu. Bylo popsano 5 druhli melanokortinovych receptori (mcr), ale pouze merl
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mize byt pouzit pti kontrole ristu melanomu. Pfitomnost receptort s vysokou afinitou
k MSH byla prokazana pomoci vazebnych studii s 125|_.MSH na mysich a lidskych

buiikach melanomu.2%

4.3.3 VASOAKTIVNI INTESTINALNI PEPTID

Vasoaktivni intestinalni peptid (VIP) je linearni peptid slozeny z 28 AMK.
Nachazi se v celém gastrointestindlnim traktu, mozkové kute, hypothalamu, ve difeni
nadledvin a autonomnich gangliich. Zptsobuje mohutnou vasodilataci, ovliviiuje
pohyby a sekreci v GIT (tlumi sekreci zaludku a stimuluje stfevni sekreci) a je také
neuromodulatorem a neurotransmiterem. Pusobi synergicky s noradrenalinem. VIP
receptory byly lokalizovany v mnoha nadorovych bunkach, jako napt. gastrointestindlni
adenokarcinom, karcinom dlazdicovych buné¢k, karcinom prsu, karcinomu vaje¢niku,
karcinom endometria, karcinom mocového méchyie atd.

VIP jako ligand receptori vyjadienych v gastrointestinalnim adenokarcinomu

byl poprvé znacen **I a jeho analogy %"

Tc. Preklinické studie vSak ukazaly rychlou
degradaci v n€kolika minutach po intravenéznim podani. Navic VIP je velmi G¢inna
latka a jiz jeji mala mnozstvi maji toxicky ucinek. To vyzaduje dikladné precisténi

latky pfed podanim do organizmu.[6’21'30]

434 CHOLECYSTOKININ-B/GASTRIN

Gastrin a cholecystokinin jsou peptidy ptfitomné v GIT a CNS. Gastrin pisobi
zvySeni sekrece zalude¢ni sekrece, ovlivituje také pohyby GIT a mé i dalsi funkce.

Cholecystokinin plsobi sekreci pankreatické lipazy. Tyto funkce jsou zprostfedkovany
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dvéma specifickymi receptory — CCK-B/gastrin a CCK-A. Jsou pfitomny ve zdravé
tkéni, ale i v mnoha nadorech.

CCK-A receptory se nachazeji ve slinivce, zlucniku, zaludecni sliznici a dalSich
castech hladké svaloviny gastrointestinalniho ustroji. Ve slinivce jsou spojeny se sekreci
enzymu a inzulinu z beta bunck.

CCK/B receptory jsou Siroce vyjadieny v centralnim nervovém systému,
slinivce a zaludku. Jsou zodpovédné za vyluCovani zalude¢ni kyseliny, pepsinogenu
a histaminu. Byly nalezeny v gastroenteropatickych neuroendokrinnich tumorech (napf.
v kolorektalnim karcinomu), malobunéném karcinomu plic, astrocytomu
¢i stromatalnim karcinomu vaje¢nikli. CCK/B receptory byly nalezeny v 90% ptipadi
medularnich karcinomi §titné zlazy (MTC).

Mezi analogy gastrin patii napf. minigastrin, CCK-8.

Prvni studie s gastrinem prob¢hly v roce 1990, kdy byl pouzit jodovany gastrin
jako potencidlni radiofarmakum. Takto znaCeny gastrin se velmi specificky navazal
vV medulédrnich bunkach karcinomu S§titné zldzy u pacienta s metastazujici MTC.
Z dalsich studii analogi CCK a gastrinu vzeSel jako potencialni latka minigastrin.
Prvnim klinicky testovanym byl *°Y-[DTPA?,(D)Glu']-minigastrin s vysokou afinitou k

CCK-BR, ale pro jeho vysokou hemotoxicitu a nefrotoxicitu byl vyzkum
[21,30,31,32]

ukonden.
COOH

B 4@4& ¢§ﬂ~¢@%m
HOOCJ COOH OOH 2 \L\ \O

Obr. ¢.7: Struktura CCKB-selektivniho analogu DTPA-D-Glu-Glus-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-
PheNH, (minigastrin).
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435 SUBSTANCEP

Substance P je undekapeptid patfici do rodiny tachykininti. SP byla nalezena
v GIT, dieni nadledvin, bazalnich gangliich a hypothalamu. V GIT ptsobi kontrakci
hladké svaloviny, v CNS puasobi jako neurotransmiter a modulator. V kiizi plisobi
vasodilataci. Hraje také dtlezitou roli v pfenosu bolesti. SP receptory byly nalezeny
Vv glioblastomu, karcinomu §titné zlazy a karcinomu prsu.

%y_DOTAGA-substance P je potecialnim kandidatem pro PRRT nadoréi mozku.
Tento analog je zamifen proti NK1 receptorim vyjadfenych v lidském glioblastomu.

Jeho nevyhodou je metabolicka nestabilita. [+

4.3.6 NEUROTENSIN

Neurotensin, peptid sloZzeny z 13 AMK, byl nalezeny v GIT a CNS. Tlumi
Zalude¢ni sekreci a vyprazdnovani Zzaludku, puasobi vazokonstrikci. V CNS byl
lokalizovan v bunkéach obsahujicich spolecné noradrenalin s katecholaminem. Stejné
jako ostatni regulac¢ni peptidy méa funkci neurotransmiteru a neuromodulatoru. Jeho
receptory byly nalezeny v duktalnim karcinomu slinivky, proto mize byt vyuzit k jeho
diagnostice.

¥mTe a 111In-DTPA/DOTA—zna(:en}'/ neurotensin (NT) byl testovan in vitro a in
vivo pro jeho vysoky potencidl v zobrazeni karcinomu slinivky. Dale byly pouzity
9MTc-NT(8-13) analogy neurotensinu s del§im plazmatickym pologasem. Perspektivni
se zdaji ndkteré analogy NT znaené In, které jsou pomémé stabilni s vysokou
afinitou k NT receptorm. Byl i experimentaln& pouZit izotop *Re pro mozné vyuziti

v terapii. 42130
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4.3.7 BOMBESIN

Bombesin je tetradekapeptid izolovany z kiize zaby rodu Bombina bombina
patiici do skupiny peptida sdilejicich dekapeptidové homology na jejich C-terminalnim
konci. Bombesinu podobné peptidy byly pozdé€ji objeveny u rtiznych savct. Lidskym
analogem je gastrin stimulujici peptid (GRP).2

43.8 GASTRIN STIMULUJICI PEPTID

Gastrin stimulujici peptid (GRP) je slozen z 27 aminokyselin a z dekapeptidu
neuromedinu B M4 Sirokou farmakologickou aktivitu. Pasobi jako neurotransmiter.
V centralnim nervovém systému a GIT ma nékolik regulac¢nich funkci. Stimuluje
uvolnovani gastrointestinalnich hormonti, sekreci zalude¢ni kyseliny, nadledvinkovou
a hypofyzarni sekreci. Pisobi na termoregulaci, pocit sytosti, srde¢ni rytmus, kontrakeci
hladkého svalstva ¢i na imunitni funkce.

Bombesin a gastrin pisobi pomoci receptord. Jsou znamy 4 subtypy téchto
receptort: GRP-R (GRP receptor, BB2), NMB-R (neuromendin B receptor, BB1), BB3-
R a BB4-R. GRP receptory se fyziologicky nachazi ve slinivce, prsu,
gastrointestinalnim traktu, neuroendokrinnich builkdch nervového systému, plicich.
Byly nalezeny v nadorech prostaty, gastrinomu a v nadorech prsu spole¢né¢ s BB3
receptory.

Radioaktivné znacené peptidy pro zobrazeni GRP receptorii jsou uréeny jak pro
zobrazeni, tak pro terapii. Byly zkoumény derivaty znacené *"Tc. *™Tc-BBN jako
mozna latka k vyuziti pro scintigrafii, ale ukdzalo se, ze podléhaji velmi rychle
enzymové degradaci. Proto se pro uspésné zobrazeni nehodi.

Pro potencidlni terapii byly pouzity 9y, ¥8Re, 1""Lu a *®Ho znagené BBN/GRP
analogy, které se ve studiich na zvitatech ukazaly velmi perspektivni. V dal$ich studiich

byly pouZity analogy BBN[6-14] navazané na DTPA a DOTA znacené 11 [42030]
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43.9 DALSI RECEPTOROVE SPECIFICKE PEPTIDY

Ve vyzkumu jsou i1 dalsi receptorové specifické peptidy. Receptory GLP
(glukagon podobny peptid) byly nalezeny na povrchu insulinomi a v nizké hustoté i u
gastrinomu. Receptory CRF (kortikotropin uvoliujici faktor) byly identifikovany u
hypofyzarniho adenomu produkujiciho adrenokortikotropni hormon a paragangliomu.
Receptory neurokininu vyjaddifeny u gliomu. Neuropeptid Y receptory nalezeny u

. . : (1. . [30
rakoviny prsu, karcinomu ovaria a nadort nadledvin.B”
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4.4 RADIONUKLIDY UZIVANE PRO SCINTIGRAFII A
TERAPII

BETA ZARICE

Pii B~ pfeméné dochazi k emisi elektronu zjadra. Zafi¢e emitujici B~ maji
milimetrovy dosah v tkanich, a proto se hodi k terapii. Mezi uzivané izotopy patii: Oy
177) ) 188 Re.

Pro diagnostiku jsou perspektivni pozitronové zafice. Emitovany pozitron totiz
pfi prichodu vnéj$im prostiedim interaguje s elektronem, dochazi k tzv. anihilaci,
za zaniku obou c¢astic a vzniku dvou fotonit s opacnou drahou. To ndm umoZiuje
trojrozmérné zobrazeni pozorované tkang. NejuZivan&jsim je '°F, dale pak 0, C

& BN,

GAMA ZARICE
Gama zafeni tvofi proud fotonli bez naboje a hmotnosti. Zbavuje jadra

nadbyte¢né energie. Pro svou vysokou pronikavost a malou ionizaci se vyuziva

pro diagnostiku. Nejvyznamnéj$im radionuklidem je 9MTe, déle se pouziva n, 123
Ga.
ALFA ZARICE

Alfa &astice jsou pozitivné nabita jadra helia , He. Maji kratky dosah (50-80 p)
a vysokou energii (5-8 MeV). Tyto vlastnosti nam nabizi perspektivni vyuziti v terapii
mikrometastaz a velmi malych rezidui. Proto by alfa zatice mohly byt vyuzity v terapii
leukémie, lymfomi, gliomii ¢ melanomd. Mezi alfa zéfice patii napt. “°Ac, **Ra,
2UAt, 2BBi. Tyto radionuklidy: #°Bi, ?*At, a “*Ac byly jiz vriznych studiich
zkoumany in Vitro a in vivo. Tyto studie jiz prokazaly aktivitu, bezpe¢nost a vhodnost
pouziti a ¢astic v 1é€bé nekterych vybranych indikaci. Prvnim na ¢lovéku pouzitym alfa

zaFicem byl izotop *Bi.
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4.4.1 RADIONUKLIDY UZIVANE K SCINTIGRAFII

99m-|-C

Technecium je nejuzivanéj§im prvkem v nukledrni mediciné. Divodem jsou
velmi dobré fyzikalni vlastnosti. Je to Cisty y zafi¢ o energii 140 keV, ktera je vyhodna
pro detekci scintilaéni kamerou. Jeho polocas je 6,02 hodiny, coz je idedlni doba
pro mnoho aplikaci. Je pfipravovan v ®Mo/®™Te generatoru, takze je dostupny
a cenové vyhodny v dosti vysoké kvalité.

Techneciem se daji slouCeniny znacit tfemi zplsoby: piimé znaceni,

postkonjugacni znaceni komplexu peptisu a chelatu anebo znaceni chelatu.

111|n

Indium 111 se pfeménuje elektronovym zachytem s polocasem 67,4 hodin (2,8
dne) za emise zafeni gama s energii 173 keV (87 %) a 247 keV (94 %). Vedle zafeni
gama dochazi k emisi zafeni rentgenového, Augerovych a konverznich elektronti.

Vyrabi se v cyklotronu Cd(p,n) ***In.

123|

Jod 123 je pfeménén elektronovym zachytem s polocasem 67,2 hodin (2,8 dne)
za emise gama zafeni o energii 159 keV (84%) a 27 keV (71%).Soucasn¢ také dochazi

k emisi zafeni roentgenového. Piipravuje se v cyklotronu ***Te(p,2n)*?I.

7Ga

Gallium 67 se pfreménuje elektronovym zachytem na stabilni %Zn's polo¢asem
13 hodin za emise gama zafeni o energii 93 keV (38%), 185 keV (24%) a 300 keV
(16%). Dochazi také k emisi Augerovych, konverznich elektronl a roentgenova zéfeni.

%Ga je piipravovano v cyklotronu ®®Zn (p,2n)® Ga.

18F
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Fluor 18 spolo¢asem 1,83 hodin patii mezi pozitronové zafice. Emituje

pozitrony 0 maximalni energii 635 keV (97%). P¥ipravuje se v cyklotronu **0(p,n)*°F.
64Cu

Meéd’ 64 emituje pozitrony o energii 654 keV (19%), elektrony o energii 573 keV
(40%) a y zaFeni o energii 1346 keV (41%) a polodas je 12,8 hodin. 3343536371

4.42 RADIONUKLIDY UZIVANE PRO TERAPII

90y
Yttrium 90 je Cisty B~ zafi€ s polocasem 64,1 hodin (2,7 dne). Dochazi k emisi

elektront o energii 2280 keV.

131|

Jod 131 je kombinovany B a y zafi¢ s polo¢asem 193 hodin (8,04 dne). Emituje
elektrony o energii 610 keV a y zafeni o energii 364 keV.

177 Lu

Lutecium 177 je radiolanthanoid podobny svymi vlastnostmi 131

I. Ma ale vyssi
chemickou stabilitu. Je to smiSeny B a y zafi¢ emitujici elektrony o energii 498 keV
(79%), 176 keV (12%) a 385 keV (9%) a y zafeni o energii 210keV. Polocas rozpadu je

160,8 hodin (6,7 dne).

6BGa
Gallium 68 je P* zafi¢ s polodasem 1,14 hodin. Emituje p* zafeni o maximalni
energii 1895 keV (90%) a y zéfeni o energii 820keV (10%). Piipravuje se v 2Ge/®*Ga

generatoru.

44



32p
Fosfor 32 je cisty beta zafic o poloCase 343,2 hodin (14,3 dne). Emituje

elektrony 0 maximalni energii 1700 keV 23343538371

45



5 EXPERIMENTALNI CAST
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5.1 MATERIAL

5.1.1 RADIOAKTIVNI MATERIAL

9v.DOTA-1-Nal®-oktreotid

K 10 pg peptidu v 0,4M acetatovém pufru a 0,24M gentisovou kyselinou bylo piidano
10 pl roztoku radionuklidu v 0,04M kyselin€ chlorovodikové. Roztok byl promichan
a po inkubaci pfi teploté¢ 90-95°C po dobu 25 minut byla provedena HPLC. Vysledna
koncentrace peptidu v piipravku byla upravena na 1pg/ml.

Un-DOTA-1-Nal®-oktreotid

K 10 pg peptidu v 0,4M acetatovém pufru s 0,24M gentisovou kyselinou bylo pfidano
10 Wl roztoku radionuklidu v 0,04M kyselin¢ chlorovodikové. Roztok byl dikladné
promichén a inkubovéan 25 minut pfi teploté¢ 90-95°C. Vyslednd koncentrace peptidu

Vv piipravku byla upravena na 1pg/ml.

5.1.2 BIOLOGICKY MATERIAL

potkani krev — heparinizovana krev odebrana z arteria carotis potkant kmene Wistar
hovézi krev — heparinizovana krev ziskana z LabMediaServis s.r.o.

vepiova krev — krev odebrana z aorty samic plemenné variace Large white a Landrace
krali¢i krev — krev odebrana z arteria carotis zvifete plemene Cesky albin

lidska krev — heparinizovana krev odebrana zvena mediata cubiti od zdravého

dobrovolnika
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5.1.3 CHEMIKALIE

Heparin Léciva, injek¢éni roztok, Heparinum natricum 5000 IU v 1 ml injekéniho
roztoku
Isotonicky fosfatovy pufr pH 7,4 (1,82 g KH,PO,4 a 19,2 g Nap;HPO,4.12H,0 v 1000 ml
roztoku)

Destilovana voda

5.1.4 POMUCKY

Dialyzac¢ni kotou¢ vlastni vyroby
Injekéni stiikacky 1 ml

Injekéni jehly

Pipety

Laboratorni sklo

Meétici lahvicky

Celofan

5.1.5 PRISTROJOVE VYBAVENI

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

Oto¢né zatizeni pro rovnovaznou dialyzu vlastni vyroby
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5.2 METODIKA

5.2.1 PRIPRAVA PLAZMY

Odebranou krev jsme zcentrifugovali pti 5 500 otackach po dobu 5 minut
a plazmu odlili do novych zkumavek, tak abychom ziskali jen ¢irou tekutinu. Pokud
Plazma byla uchovana v mrazicim boxu. Teprve tésné pted pokusem jsme ji rozmrazili.
K jednomu pokusu bylo potteba alesponi 2,5 ml plazmy kazdého Zivocisného druhu.

Do ptipravené plazmy jsme ptidali peptid. Vysledna koncentrace peptidu byla
1 pg/ml. Zkumavku s plazmou jsme protiepali, aby doslo k rovnomémému promichani

obou slozek.

5.2.2 STANOVENI VAZEBNOSTI PEPTIDU NA PLAZMATICKE
BILKOVINY POMOCI ROVNOVAZNE DIALYZY

Nejprve jsme si pfipravili vzorky plazmy a pufru. Fosfatovy izotonicky pufr
opH 7,4 jsme pfipravili ze 2 dili dihydrogenfosfore¢nanu draselného a osmi dilt
dodekahydratu hydrogenfosfore€nanu draselné¢ho. Potom jsme k 2,5 ml plazmy piidali
2,5 pl radioaktivné znaceného peptidu. Koncentrace peptidu ve vzorku je tedy 1 ng
v 1 ml. Sklenéné zkumavky s plazmou a peptidem jsme potom protiepali, aby doslo

k dokonalému promichani.
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Ke stanoveni vazebnosti receptorové specifickych peptidi na plazmatické
proteiny jsme pouzili rovnovaznou dialyzu. Jako dialyza¢ni aparat jsme pouzili plastové
kotouce, které jsou k sobé tésné piipevnény pomoci 8 Sroubil. V kazdém kotouci je
8 mélkych otvori o priméru asi 2 cm a ke kazdému z nich vede z obvodové strany
kotouce uzky kandlek. Po sestaveni dialyza¢niho aparitu se otvory obou kotouct
piekryvaji. Kotouce jsou od sebe oddéleny pomoci semipermeabilni membrany, ktera je
propustna pouze pro nizkomolekularni latky. Celé takto sestavené zatizeni je pomoci
sttedového otvoru upevnéno na oto¢nou hiidel.

Pro mezidruhové stanoveni vazebnosti receptorové specifickych peptidi jsme
pro kazdou zivocisnou plazmu pouzili 4 dialyza¢ni komirky. Nejprve jsme pomoci 1 ml
injekéni stiikacky a jehly odebrali 0,5 ml radioaktivné znacené plazmy, kterou jsme
thned opatrné vstiikli pomoci kandlku do pfedem oznacenych komdurek. Pfi praci
s jehlou jsme museli byt opatrni, aby nedoslo k perforaci membrany. Kanalek jsme
uzavieli pomoci pryzového uzavéru. Potom jsme nabrali 0,5 ml fosfatového pufru
a vstiikli ho do protilehlé komirky. Kanalek jsme opét uzavieli. Takto jsme postupovali
vzdy ve stejném pofadi do zaplnéni celého kotouCe. Ten jsme potom nasadili
na oto¢nou htidel a dali inkubovat na dobu 20 hodin pfi teploté 37°C.

Po 20 hodinach jsme zacali odebirat vzorky pro méfeni. Postupovali jsme
ve stejném pofadi jako pii plnéni. Nejprve jsme odebrali vzorek plazmy a pak pfislusny
vzorek pufru. Vzorky jsme opatrné odebrali pomoci 1 ml injekéni stiikacky s jehlou
do zkumavky s vickem.

Ze vzorkl jsme pak pomoci pipety odmétili 100 pl do plastové métici zkumavky
se Sroubovacim uzdvérem. Pak jsme vSechny vzorky zméfili na gama counteru.
Do jedné méfici lahvicky jsme jeSté napipetovali 100 pl destilované vody, abychom

piipadné zjistili zamofeni gama counteru.
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5.2.3 ZPRACOVANI ZISKANYCH HODNOT

Z gama counteru jsme zjistili aktivity jednotlivych vzorki. Pro stanoveni volné frakce
jsme pouzili vztah:

aktivita

_ pufru
Y aktivita ’

plazmy

kde fy je volna frakce peptidu.

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

pticemz % fy je volna frakce peptidu vyjadiena v procentech.

A z tohoto procentualniho vyjadieni pak vazanou frakci podle vztahu:
%fleoo-%fu,

kde % fg je vazana frakce vyjadiena v procentech.

Ze vSech méfeni u jednoho zivocisného druhu jsme vypocitali aritmeticky

pramér a smérodatnou odchylku méteni dle vzorct:

X=1yx,,

kde Sy je smérodatnd odchylka aritmetického priméru.

Statistické testovani hodnot vazebnosti jsme provedli pomoci Studentova t-testu,
abychom zjistili zda se hodnoty vazebnosti u rtiznych zivoc¢isnych druhi statisticky
vyznamné lisi. Statistické hodnoceni bylo provadéno se spolehlivosti 0,05.

Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft® Excel 2002.
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6 VYSLEDKY
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6.1 MEZIDRUHOVE SROVNANI VAZEBNOSTI

Y _.DOTA-NOC NA PLAZMATICKE BILKOVINY

Mezidruhové srovnani vazebnosti je zndzornéno v tabulce ¢.1, grafu ¢.1 a grafu
¢.2. Pro stanoveni vazebnosti peptidu %Y_.DOTA-NOC na plazmatické bilkoviny jsme
pouzili jako metodu rovnovéaznou dialyzu a vzorky jsme dialyzovali po dobu 20 hodin.
Pro mezidruhové srovnani jsme pouzili plazmu potkani, hovézi, krali¢i a lidskou.

V tabulce ¢.1 jsou vyobrazeny vysledky jednotlivych méfeni jako procentudlni
vyjadieni volné, respektive vdzané frakce peptidu, primér téchto hodnot a smérodatna
odchylka. V grafu ¢.1 jsou graficky znazornény hodnoty vSech méteni a v grafu ¢.2

pouze pramérné hodnoty u jednotlivych zivo¢isnych druht.
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druh plazmy

potkani plazma

hovézi plazma

krali¢i plazma

lidska plazma

volnd frakce | védzana frakce | volna frakce | vazand frakce | volna frakce | vazand frakce | volnd frakce | vazana frakce
méfeni ¢.1 66,08 33,92 54,63 45,37 87,17 12,83 88,14 11,86
méfeni ¢.2 52,79 47,21 68,38 31,62 63,02 36,98 96,87 3,13
méfeni ¢.3 41,85 58,15 53,73 46,27 75,58 24,42 81,00 19,00
méfeni ¢.4 53,11 46,89 68,11 31,89 84,54 15,46 84,43 15,57
prumeér 53,46 46,54 61,21 38,79 77,58 22,42 87,61 12,39
smér.odchylka 4,94 4,94 4,06 4,06 5,45 5,45 3,41 3,41
t-test 0,0019 0,0019 0,0027 0,0027 0,1790 0,1790 - -

Tab. &.1: Mezidruhové srovnani vazebnosti °Y-DOTA-NOC

54
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Graf &.1: Mezidruhové srovnani vazebnosti °Y-DOTA-NOC
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Graf. &.2 Mezidruhové srovnani vazebnosti °Y-DOTA-NOC
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6.2 MEZIDRUHOVE SROVNANI VAZEBNOSTI

HIn-DOTA-NOC NA PLAZMATICKE BILKOVINY

Mezidruhové srovnani vazebnosti je znazornéno v tabulce ¢. 2, grafu ¢.3 a 4. Pro
stanoveni vazebnosti peptidu n-DOTA-NOC na plazmatické bilkoviny jsme pouzili jako
metodu rovnovaznou dialyzu a vzorky jsme dialyzovali po dobu 20 hodin. Pro
mezidruhové srovnani jsme pouzili plazmu potkani, veptfovou, krali¢i a lidskou.

V tabulce ¢.2 jsou vyobrazeny vysledky jednotlivych méfeni jako procentualni
vyjadieni volné, respektive vazané frakce peptidu, primér téchto hodnot a smérodatna
odchylka. V grafu ¢.3 jsou graficky znazornény hodnoty v§ech méfeni a v grafu ¢.4 pouze

pramérné hodnoty u jednotlivych zivocisnych druht.
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druh plazmy

potkani plazma

veprova plazma

krali¢i plazma

lidska plazma

volnd frakce | védzana frakce | volna frakce | vazand frakce | volna frakce | vazand frakce | volnd frakce | vazana frakce
méfeni €.1 40,87 59,13 38,04 61,96 38,04 61,96 48,86 51,14
méfeni ¢.2 40,72 59,28 52,46 47,54 44,38 55,62 50,02 49,98
méfeni ¢.3 45,06 54,94 61,43 38,57 40,97 59,03 48,46 51,54
méfeni ¢.4 44,32 55,68 51,49 48,51 40,02 59,98 50,05 49,95
prameér 42,74 57,26 50,86 49,15 40,85 59,15 49,35 50,65
smér.odchylka 1,13 1,13 4,82 4,82 1,32 1,32 0,41 0,41
t-test 0,0065 0,0065 0,7755 0,7755 0,0052 0,0052 - -

Tab. &. 2 Stanoveni vazebnosti *'In-DOTA-NOC
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Vazba 1é€iv na plazmatické bilkoviny je dilezitym farmakokinetickym parametrem.
Vétsina 1éCiv v organismu nebyva pfitomna pouze ve volné formé, ale jsou Vv urcitém
rozsahu vazana. AvSak pouze volné 1éCivo, které je schopné piestoupit pies biologické
bariéry dosahuje farmakologického u¢inku. Vazana ¢ast 1éCiva pak predstavuje jakési depo
v organismu. Mira vazby lé¢iva na plazmatické bilkoviny tak miize mit dominantni vliv
na absorpci, biotransformaci a exkreci.

Vazba 1éCiva je ovlivnéna strukturou plazmatické bilkoviny 1 strukturou léciva.
U plazmatickych bilkovin ma hlavni vliv pofadi aminokyselin a prostorové uspotadani
vazebného mista. U radioaktivné znaceného receptoroveé specifického peptidu pak hlavné
struktura peptidu, ale i pouzity radionuklid a chelata¢ni ¢inidlo. Rozhoduje jak struktura
molekuly tak i dalsi fyzikalné-chemické vlastnosti jako je napft. lipofilita 1é¢iva.

Me¢teni volné frakce léciva je vyznamné hlavné u 1éCiv s vysokou vazebnosti
(nad 90%). U téchto 1é¢iv mize dojit vytésnénim z vazby s plazmatickymi bilkovinami
K prudkému vzrastu farmakologického ucinku a k toxickym G¢inktm.

Receptorové  specifické peptidy jsou pievazné eliminovdny ledvinami
mechanizmem glomeruldrni filtrace. Rychlost vylu€ovani téchto latek je dana soucinem
glomerularni filtracni rychlosti a frakci volného 1é¢iva v krvi. Ze vztahu vyplyva, ze ¢im

vice se 1éCivo vaze na plazmatické proteiny, tim je pomalejsi jeho eliminace z organizmu.

V diplomové praci jsme stanovovali vazebnost na plazmatické bilkoviny
u receptorové specifického peptidu DOTA-NOC znacené¢ho dvéma radionuklidy, a to Oy
a ™In. Vazebnost jsme stanovovali metodou rovnovazné dialyzy pii 37°C a inkubaéni
dobou 20 hodin. Déle jsme provedli mezidruhové srovnani vazebnosti u ¢tyt ZivociSnych
druht. U *Y-DOTA-NOC jsme pouzili plazmu lidskou, krali&i, potkani a hovézi. U *In-

DOTA-NOC jsme pouzili plazmu lidskou, krali¢i, potkani a vepfovou.

U PY-DOTA-NOC jsme zjistili statisticky vyznamné rozdily u plazmy hovézi
a potkani ve srovnani s plazmou lidskou. Vysledky ukazaly, Ze vazebnost roste v poradi:

%y_.DOTA-NOC roste v pofadi: lidské < krali&i < hovézi < potkani plazma.
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U ™In-DOTA-NOC jsme zjistili, e se vazebnost statisticky nelisila u Zadné
zivoc¢isné plazmy vzhledem k plazmé lidské. Vysledky ukazaly, ze vazebnost Wn-DOTA-
NOC roste v potadi: veptova < lidska < potkani < krali¢i plazma.

Pfi porovnani vazebnosti *°Y-DOTA-NOC s "In-DOTA-NOC na plazmatické
bilkoviny lze konstatovat, Ze vazebnost *Y-DOTA-NOC je u viech srovnatelnych
ivo&isnych druhil (potkan, kralik, loveék) niZ§i neZ vazebnost **In-DOTA-NOC. Tento
zaveér je ponckud prekvapivy, avSak ukazuje, ze 1 zvoleny radionuklid mize vyznamné

ovlivnit vazebnost receptorove specifického peptidu DOTA-NOC na bilkoviny plazmy.
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8 ZAVER
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. Byla studovdna vazebnost receptorové specifického peptidu DOTA-NOC
znadeného Y a ™In na bilkoviny plazmy z hlediska mezidruhového srovnani.
Ke stanoveni vazebnosti byla pouzita metoda rovnovazné dialyzy pti 37°C.

. Vysledky ukazaly, Ze plazmaticka vazebnost **Y-DOTA-NOC roste v pofadi: lidska
< krali¢i < hovézi < potkani plazma. Statisticky vyznamné rozdily jsme nalezli
u plazmy potkani a hovézi vzhledem k plazmé¢ lidské.

. Vysledky ukéazaly, ze plazmaticka vazebnost 1n-DOTA-NOC roste V poradi:
vepfova < lidskd < potkani < krali¢i plazma. Mezi jednotlivymi plazmami jsme
nenalezli statisticky vyznamné rozdily ve vazebnosti.

. Vazebnost DOTA-NOC na bilkoviny plazmy u potkana, kralika a ¢lovéka byla
vyssi pro *In-DOTA-NOC pii porovnani s *°Y-DOTA-NOC.

. Vzhledem k tomu, ze studované peptidy jsou z organizmu vylucovany prevazné
mechanizmem glomerularni filtrace v ledvinach, bude rozsah plazmatické

vazebnosti ovliviiovat rychlost jejich vylu¢ovani z organizmu.
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10 SEZNAM ZKRATEK
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AGP
AMK
CCK-A
CCK-B
CD

Cs

Cr

Cu
DOTA
DTPA
GF
HDL
IDL

LDL
MA
MD
MSH
MTC
NOC
RD
sstr
UF
VIP
VLDL

kysely alfa-1-glykoprotein
aminokyselina
cholecystokinin A
cholecystokinin B

cirkularni dichroismus
koncentrace vazaného léCiva
celkova koncentrace 1éCiva

koncentrace volného lé¢iva

1,4,7,10-tetraazocyklododekan-N,N',N",N"'-tetraoctova kyselina

diethylentriaminpentaoctova kyselina

gelova filtrace

high-density lipoproteins
intermediate-density lipoproteins
asociacni konstanta
low-density lipoproteins
mikrosféry albuminu
mikrodialyza

melanocyty stimulujici hormon
karcinom §titné Zlazy
[DOTA-1-Nal3]-oktreotid
rovnovazna dialyza
somatostatinové receptory
ultrafiltrace

vazoaktivni intestinalni peptid

very low-density lipoproteins
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