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Nézev rigordzni prace: Mezidruhové srovnani vazebnosti nov€ pfipravenych

radiofarmak na bilkoviny krevni plazmy.

Vazba na plazmatické bilkoviny je jednim z parametrl, které vyznamné ovliviiuji
farmakokinetiku 1é¢iva. Cilem této rigordézni prace bylo stanovit vazebnost tii
potencidlnich radiofarmak na bilkoviny lidské, hovézi, krali¢i a potkani plazmy
metodou rovnovazné dialyzy pti 37°C. Konkrétné Slo o znaceny bifunkcéni chelét
111In-DTPA-oxn, derivat bézn¢ pouzivaného chelatonu DTPA, a dva znacené
receptorové specifické peptidy- analog somatostatinu *"’Lu-DOTA-NOC a derivat
gastrinu  In-DOTA-MG-1. Vysledky ukazuji, Ze plazmatickd vazebnost
n-DTPA-oxn je stejnd jako vazebnost standardni latky **In-DTPA velmi mala a
z farmakokinetického hlediska nevyznamna. Naméfend plazmatickd vazebnost
radioaktivng znageného derivatu somatostatinu 'In-DOTA-NOC je Vv rozmezi
30,0- 41,4 % a roste v poradi: hovézi < krali¢i < lidska < potkani plazma. Statisticky
vyznamny rozdil vzhledem Kk lidské plazmé byl nalezen pouze u hovézi plazmy.
Vyslednd hodnota plazmatické vazebnosti zna¢eného peptidu n-DOTA-MG-1 byla
velmi mald a 1 pfes vyrazné¢ vyssi smérodatné odchylky u tohoto meéteni se da

konstatovat, Ze farmakokinetiku vyrazné neovlivni.
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Title of thesis: Interspecies comparison of plasma protein binding of recently prepared

radiopharmaceuticals.

Plasma protein binding is one of the parameters, which significantly influence
pharmacokinetics of drug. The aim of this thesis was to determine binding of three
potential radiopharmaceuticals to the proteins of human, bovine, rabit and rat plasma by
the method of equilibrium dialysis at 37°C. Concretely these compounds were
bifunctional chelating agent ***In-DTPA-oxn, the derivative of commonly used chelate
DTPA, and two labelled receptor specific peptides- somatostatin analog
7| u-DOTA-NOC and gastrin derivative **!In-DOTA-MG-1. The results shows that
plasma protein binding of *In-DTPA-oxn is very low and pharmacokinetically
unimportant as at the standard compound In-DTPA. Plasma protein binding of
somatostatin derivative *”’In-DOTA-NOC is between 30,0- 41,4 % and increases in
order: bovine < rabbit < human < rat plasma. Statistically significant difference to
human plasma was found only at bovine plasma. Plasma protein binding of peptide
n-DOTA-MG-1 was found very low and in spite of significantly higher standard
deviation at this measurement can be stated, that it does not influence pharmacokinetics

significantly.
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1. UVOD



Distribuce mnohych 1€¢iv v organizmu je vyrazné ovlivnéna jejich vazbou na
plazmatické bilkoviny. Jen 1éCivo, které je v plazmé ve volné formé, totiz mize
proniknout barierami, dosdhnout cilové tkdné a vyvolat zadany ucinek. Stanoveni
rozsahu plazmatické vazebnosti je proto nezbytné pro piedpoveédéni farmakokinetiky

dané latky po podani do organizmu.

Pro stanoveni plazmatické vazebnosti existuje nékolik metod. Kazda z nich ma
své vyhody a nevyhody a rozhodnuti, ktery postup bude zvolen v daném piipadé, by
mélo byt fadné uvazeno podle vlastnosti stanovovaného ligandu, narocnosti metody a

pfesného ucelu daného métenti.

Radioaktivné znacené receptorové specifické peptidy jsou velmi nadéjnou
skupinou radiofarmak pro diagnostiku a terapii nadorovych onemocnéni. Diky
schopnosti védzat se na uréité receptory na povrchu bunék umoziuji dopravit
diagnostické nebo terapeutické zareni ptimo do mista nddoru. Mezi nejvice studované
peptidy patfi analogy regula¢niho peptidu somatostatinu. Do centra zajmu se ale
V posledni dobé dostdvaji 1 derivaty gastrinu, cholecystokininu a dal$ich regulac¢nich

peptidu.

Znaceni receptorové specifickych peptidii miize byt provedeno vice zplsoby.
Preferovanou metodou je znaceni pomoci bifunk¢nich chelatacnich Cinidel. Bifunkéni
chelatacni Cinidla jsou komplexy, které obsahuji ve své molekule 2 dilezité funkéni
skupiny, jednu pro vazbu radionuklidu a druhou pro navazani peptidu. Protoze se ale
jednotlivé radionuklidy i znacené peptidy navzajem li§i svymi vlastnostmi, nelze pro
vSechna znaceni vyuzit jeden univerzalni bifunkéni chelat. Snahou je proto syntetizovat
takovy chelaton, ktery nabidne pro konkrétni znafeni lep$i moZnost navazani na
znacenou biomolekulu a stabilnéjS$i vazbu radionuklidu a pfitom neovlivni afinitu

peptidu K cilovym receptorum.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Vypracovat literarni piehled o vyznamu vazebnosti 1é¢iv na plazmatické bilkoviny a
o problematice bifunkénich chelata¢nich c¢inidel a radioaktivné znacenych

receptorove specifickych peptidu.

Stanovit radiochemickou &istotu komplexu 'In-DTPA-oxn a porovnat ji

s radiochemickou ¢istotou standardni latky Un-DTPA.

Stanovit plazmatickou vazebnost i potencialnich radiofarmak (**!In-DTPA-oxn,
17 u-DOTA-NOC, *In-DOTA-MG-1) u &lovéka a tii Zivogisnych druhi metodou

rovnovazné dialyzy pti 37°C.

Statisticky vyhodnotit mezidruhové rozdily plazmatické vazebnosti studovanych

latek a posoudit vyznam plazmatické vazebnosti pro jejich farmakokinetiku.

Naméfené hodnoty plazmatické vazebnosti komplexu In-DTPA-oxn porovnat

s vazebnosti standardniho komplexu **In-DTPA.

Vysledné hodnoty plazmatické vazebnosti znacenych receptorové specifickych
peptidi ’Lu-DOTA-NOC a "™In-DOTA-MG-1 porovnat s vysledky vazebnosti
stejnych receptorové specifickych peptidd znacenych odliSnymi radionuklidy

dostupnymi V literarnich zdrojich.

Dosazené vysledky zhodnotit z hlediska vyznamu studovanych latek pro jejich

farmakokinetické chovani.

Cast vysledkii této rigorézni prace jsem obhajila jako diplomovou praci s nazvem

»Studium vazebnosti dvou bifunkénich chelati znacenych In-111 na bilkoviny plazmy*

v roce 20009.
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3. TEORETICKA CAST

13



3.1. Vazba léCiv na plazmatické bilkoviny

3.1.1. Vvznam

Poté, co se 1éCiva absorbuji do krevniho ob&hu, vdzou se riznou meérou na
plazmatické bilkoviny. Tato vazba méa vyznamny vliv na jejich farmakologicky ucinek.
Ovliviluje nejen nastup jejich ucinku, délku jejich plusobeni a distribuci, ale i
biotransformaci a vyluCovani. Nezbytné je, aby tato vazba byla reverzibilni, protoze
pouze volna ¢ast 1éCiva miize pronikat bariérami, dostat se k cilovym organtim a vyvolat
pozadovany ucinek. Vazanad cCast 1éCiva pritom predstavuje prechodny zasobnik, ze
kterého se volné 1é¢ivo uvolnuje v zavislosti na tom, jak nevazané molekuly postupné
pronikaji do dalSich prostfedi organizmu. Jde vlastné o dynamickou rovnovahu mezi
volnou a védzanou frakci 1é¢iva, kterd je neustdle obnovovana.

Distribuce 1é¢iva je vyznamné ovlivnéna, pokud se v organizmu potka s jinym
lécivem, které mé afinitu ke stejnym vazebnym mistim na molekule plazmatické
bilkoviny. Jedna zlatek potom dokaze vyté€snit druhou z vazby a tim zvysit jeji
koncentraci natolik, ze to muze vést k zesileni jejiho G¢inku nebo ptipadné az k jeji
toxicité. Tato interakce je zasadni piedevsim u léCiv, kterd se na plazmatické bilkoviny
vyrazn¢€ vazou a jejichz volna frakce v plazmé je tedy relativné nizka (mens$i nez 10%).
I malé mnozstvi 1é¢iva uvolnéného z vazby muize pak totiz predstavovat znacné zvyseni
koncentrace volné frakce. Pfedstavme si naptiklad, ze 1é¢ivo je vazano z 96% a jeho
volna frakce tedy ptfedstavuje 4%. Pokud jsou z vazby na bilkoviny vytésnény dalsi 4%
dané 1éciveé latky, znamend to zdvojnasobeni jeji koncentrace, které jiz mize vyvolat
nezadouci nebo toxické ucinky. (Eybl 2003, Kvétina a kol. 2003, Lincové a Farghali a
kol. 2007, Hervé a kol. 1994)
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3.1.2. Plazmatické bilkoviny

Krevni plazma mize byt charakterizovana jako slabé zésadity vodny roztok
bilkovin, elektrolytii a malych organickych molekul. U dospélého ¢lovéka zaujima asi
5% télesné hmotnosti, tedy asi 2,8-3,5 . Z 91-92 % je tvofena vodou, zbylych 8-9 %
zaujimaji rozpusténé latky. Nejvetsi ¢ast suSiny krevni plazmy tvoti bilkoviny, kterych
je asi 60-80 g/l. Tradicné se deli do tii zékladnich skupin na albumin, globuliny a
fibrinogen. (Trojan a kol. 2003)

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

typil plazmatickych bilkovin. (Wright a kol. 1996)

3.1.2.1 Albumin

Nejvyznamnéj$i plazmatickou bilkovinou pro vazbu 1é¢iv je albumin. Jde o
bilkovinu o molekulové hmotnosti kolem 66 500 Da, kterou tvoii 585 aminokyselin.
Rentgenové krystalografické studie prokazaly, ze 67% jeji struktury je uspotfadano do a-
Sroubovice. Cely polypeptidovy fetézec albuminu vytvaii konformaci ve tvaru srdce a je
rozdélen na tii domény (I-1II), pfi¢emz kazda z nich je tvofena dvéma subdoménami (A

a B) (obr. 1).
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Obr. 1: Krystalova struktura lidského albuminu. Vyznaceny jsou domény (I-111) a
subdomény (A, B), dale vazebna mista (Site I a II). Pismena C a N oznacuji C a N
konec bilkoviny. (Kragh-Hansen a kol. 2002)

Na albumin se véazou piredevsim latky kyselého charakteru, vazba bazickych
latek neni tak vyznamna. VétSina 1é€iv se na albumin véaze v jednom ze dvou hlavnich
vazebnych mist oznacovanych jako vazebné misto I a II. (Eybl 2003, Otagiri 2005,
Murray a kol. 2001, Bertucci a Domenici 2002, Curry 2009)

Vazebné misto 1

Vazebné misto [ predstavuje velmi prostornou oblast molekuly albuminu
tvofenou velkym mnoZstvim na sobé navzajem nezavislych vazebnych mist, ktera se ale
v nékterych ptipadech mohou vzajemné ovliviiovat.

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

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

Vazou se zde vSak i slouCeniny velmi rozdilné chemické struktury, coz vypovida o
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obrovské flexibilité tohoto vazebného mista. Mozna je také nezévisld vazba dvou
rozdilnych molekul.

Mezi navazanymi ligandy byly pozorovany vzajemné interakce, které mohou byt
piipsany bud’ c¢asteCnému piekryvani vazebnych mist nebo konformacnim zménam
v molekule albuminu.

Bylo zjisténo, ze na rozdil od vazebného mista Il ma mutace jen jediného genu
pro toto misto vyznamny vliv na konformaci a teplotni stabilitu celého albuminu.

(Otagiri 2005, Yamasaki 1996, He a Carter 1992)

Vazebné misto 11

Vazebné misto II, nékdy oznacované jako indolbenzodiazepinové, je stejné jako
vazebné misto I usporddané do tvaru jakési kapsy, tentokrat ale na subdoméné IITA.

V porovnéni s vazebnym mistem I je mnohem méné prostorné, proto se na n¢j
nevazou zadné velké molekuly. NejcastéjSimi ligandy jsou aromatické karboxylové
kyseliny tvofené zaporn¢ nabitym zbytkem karboxylové skupiny na jedné strané
molekuly, ktery je oddélen od hydrofobniho stfedu.

Studie ukazuji, Ze toto misto je mnohem méné flexibilni v porovnani
s vazebnym mistem [. (Otagiri 2005) Silna stereoselektivita vazebného mista miize byt
dokumentovana na afinité L-tryptofanu, ktera je stokrat vyssi nez u jeho D-isomeru.
Také bylo zjiSténo, ze vazbu ovliviiuje 1 mala zména vV molekule ligandu. Piikladem
mohou byt diazepam a jeho fluorovany derivat fluorodiazepam. Prvni z nich je schopen
se na vazebné misto Il vazat zatimco druhy ne. (Kragh-Hansen a kol. 2002, Chuang a
Otagiri 2001)

Dalsi vazebna mista

Kromé dvou hlavnich vazebnych mist bylo na molekule albuminu pozorovéano
mnoho dalSich. Jednim z nich je vazebné misto na subdoméné IB, které je sekundarnim
vazebnym mistem pro nékteré slouceniny, které se primarné vazou na vazebné misto I
(napf. indometacin, azapropazon aj.). Dalsi vedlej$i vazebna mista byla pozorovana
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napiiklad na rozhrani mezi subdoménami IIA a IIB (napf. pro ibuprofen, diflunisal) a na

subdoméné IITA (napf. pro propofol, oxyfenbutazon). (Curry 2009)

Interakce léciv na molekule albuminu

Vazba 1éciva na molekulu albuminu je ¢asto ovlivnéna pfitomnosti jiné latky.
Typickou situaci je vytésnéni jednoho 1éCiva z vazebného mista druhym. Nasledné
zvySeni plazmatick¢ koncentrace uvolnéného 1é¢iva pak vede k ovlivnéni
farmakokinetiky a tim i farmakologického ucinku dané latky.

Byly popsany ale i ptipady, pii kterych jedno 1é¢ivo vytésnilo z vazby na
albumin druhé, ale pfitom k vyraznému zvySeni plazmatické koncentrace druhého
1é¢iva nedoslo. Pricinou bylo okamzité navazani vytésnéné latky na jiné vazebné misto.
Ptikladem muze byt navazani diklofenaku na vazebné misto I po jeho vytésnéni
z vazebného mista II ibuprofenem. (Kragh-Hansen a kol. 2002)

Ne vSechny vzdjemné vazebné interakce na molekule albuminu jsou ale
z farmakologického hlediska nezadouci. Naptiklad pii nefrotickém syndromu furosemid
a dalsi klickova diuretika jen malo zvysuji diurézu. Tento jev je pravdépodobné vyvolan
vazbou 1é¢iv na molekuly albuminu, které jsou vylu€ovany moc¢i. Pokud ale poddme
pacientovi latku, kterd je schopna vytésnit diuretika z vazby na albumin (napf.
bukolom), diuréza se vyrazné zvysi. Jiny piiklad byl popsan i v oblasti radiofarmacie.
Radioaktivng znaGena sloucenina ™Tc-MAG3  (**™Tc-merkaptoacetyltriglycin),
vyuZivand pro scintigrafii ledvin, se vyrazné vaze na albumin. Podame-li ale soucasné
bukolom, latku ktera radiofarmakum vytésni z vazby na plazmatickou bilkovinu, zvysi
se tim pomér nevazané frakce ¥MTc-MAG3 a tim se nejenom zkrati ¢as nutny pro
vySetieni, ale také se urychli eliminace radiofarmaka z organizmu a snizi radia¢ni davka
nutna pro vySetfeni.

Vazbu 1é¢iv na albumin mohou ovlivnit také ne¢které z endogennich molekul,
pfedev§im mastné kyseliny, které jsou hlavnimi endogennimi ligandy albuminu.
V zévislosti na své relativni koncentraci dokaZzou snizit vazebnost napt. diazepamu nebo
L-tryptofanu na vazebné misto II nebo naopak zvysit vazebnost napt. furosemidu a
warfarinu na vazebné misto 1. Déle bylo zjiSténo, Ze mnohd lé¢iva (napf. valproat,
sulfonamidy, ceftriaxon, salicylaty, warfarin aj.) dokdzou vytésnit bilirubin z vazby na
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albumin. Toto zjisténi nasledné¢ vedlo k doporu¢enim nepodévat uvedené Iléky
novorozencum kvuli riziku vzniku kernikteru a provéfovat latky podavané

novorozencum na schopnost vytésiiovat bilirubin. (Kragh-Hansen a kol. 2002)

3.1.2.2. oy- kysely glykoprotein

Dalsi vyznamnou plazmatickou bilkovinou je az-kysely glykoprotein, globulin
o molekulové hmotnosti kolem 42 000 D, ktery je v plazm¢ obsazen v mnohem mensim
mnozstvi nez albumin. (Wright a kol. 1996) Jeho molekula je slozend ze 183
aminokyselin, propojenych dvéma disulfidovymi vazbami, a péti uhlovodikovych
fetézcl. Pfestoze jeho trojrozmérnd struktura je stdle neznamd, dosavadni méteni
ukazuji, Ze je tento protein ve vodném roztoku ptevazné ve forme beta-skladaného listu.

Protoze jde o vysoce glykosylovany protein, byl studovan vliv cukernych
fetézcli na vazebnost. Tato méfeni naznacuji, Ze vazebné schopnosti ai-kyselé¢ho
glykoproteinu nejsou na ptitomnosti ani typu oligosacharidu zavislé. (Otagiri 2005)

az-kysely glykoprotein je vyznamny pro vazbu latek steroidni struktury a
mnoha latek bazického ale i neutralniho charakteru.

Velky zdjem o tuto plazmatickou bilkovinu vyvolalo zjisténi, Ze se na ngj
vyrazné vazou inhibitory protedzy, tedy hlavni 1é¢iva uzivana v kombinacich pii lécbé
pacientd trpicich AIDS. Studie in vitro prokéazaly, Ze ptidani a;-kyselého glykoproteinu
do média vedlo ke snizeni antivirového u¢inku téchto 1é¢iv. Z tohoto poznatku lze
usuzovat, ze zvySeni plazmatické hladiny aj-kyselého glykoproteinu muze vést
ke snizeni u¢inku 1é¢by inhibitory proteazy. (Israili a kol. 2001)

I ptesto, Ze je znamo velké mnozstvi latek, které jsou schopné vazby na
as-kysely glykoprotein, pfesna vazebnd mista zUstavaji prozatim neznama. Vysledky
studii ale naznacuji, Ze vazebnd mista nejsou zcela oddélena, naopak se vyznamné

piekryvaji a navzajem ovliviwuji. (Otagiri 2005)
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3.1.3. Faktory ovliviiujici koncentraci plazmatickych bilkovin

Je znamo, ze vazebnost 1éCiv na plazmatické bilkoviny se mize u raznych
pacienti vyrazn¢ liSit v zavislosti na jejich fyziologickém 1 patologickém stavu.
Vyrazné zvysSeni nebo sniZzeni koncentrace nevazané aktivni frakce 1éCiva v plazmé
muze potom znamenat riziko ptfedavkovani nebo poddavkovani.

Faktord, které¢ vedou ke zvySeni nebo snizeni poméru vazané a nevazané frakce
nekterych onemocnénich. Priklady nékterych stavi, pii kterych dochézi ke zmeéné
mnozstvi albuminu a o3-kyselého glykoproteinu v krevni plazmé, jsou uvedeny v

tabulce 1. (Wright a kol. 1996)

Tabulka 1: Efekt n¢kterych jevl na plazmatickou koncentraci albuminu a o4- kyselého

glykoproteinu. (Wright a kol. 1996)

) Koncentrace os- kyselého

Zkoumany jev Koncentrace albuminu )

glykoproteinu
Vyssi vék ! 1>
V¢Ek nizsi nez 6 mésich l l
Té&hotenstvi ! T
Perorélni kontraceptiva e !
Obezita T 1
Chronicky alkoholismus ! 1
Koufteni cigaret ! —
Revmatoidni artritida l 1
Mg¢stnavé srdecni selhani — 1
Infarkt myokardu ! 0
Akutni/chronické infekce l 1
Akutni respira¢ni infekce ! 1
Chronické renalni selhani l 1
Chronickeé jaterni nemoci ! e
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Hypothyredza 1 —
Diabetes mellitus e PN
Deprese l 1
Crohnova choroba e 1
Akutni pankreatitida l 1
Pokrocila HIV infekce l 1
Legenda: | - sniZeni koncentrace bilkoviny

1 - zvySeni koncentrace bilkoviny

< - nebyla zaznamenéna zména koncentrace bilkoviny

3.1.4. Metody pro stanoveni vazebnosti 1éCiv na plazmatické bilkoviny

Pro stanoveni vazebnosti 1é¢iv na plazmatické bilkoviny existuje cela tada
metod. Ke klasickym metoddm patii rovnovazna dialyza a ultrafiltrace, nové&jSimi
perspektivnimi metodami jsou vysokoUc¢inna afinitni chromatografie a vysokouc¢inna
frontadlni analyza. Mezi dal§i, méné¢ vyuZivané metody se fadi napiiklad
ultracentrifugace, gelova filtrace, vazba na albuminové mikrosféry nebo cirkularni
dichroismus.

Kazdd z metod ma své klady a zapory a proto rozhodnuti, ktera metoda bude
Vv daném piipad€ pouzita, by vzdy mélo vychdzet ze zamySleného Ucelu méfeni a z

posouzeni chemickych vlastnosti ligandu. (Pacifici a Viani 1992)

3.1.5.1. Rovnovazna dialyza

Rovnovazna dialyza je klasickou metodou pro stanoveni vazebnosti latek na
bilkoviny plazmy. Provadi se Vv zafizeni, které obsahuje dialyza¢ni jamky rozdélené
semipermeabilni membranou na dvé odd€lené komirky. Dialyza¢ni membrany se
navzajem liSi velikosti svych porG a jsou proto vybirany na zakladé molekulové
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hmotnosti zkoumané latky. Pfi samotném meéfeni je do dialyza¢ni jamky vpravena na
jednu stranu membrany plazma a na druhou roztok pufru. Pfitom bud'to plazma nebo
roztoku pufru obsahuje ur¢ité mnozstvi stanovované latky. Soustava se necha
dostate¢nou dobu inkubovat zpravidla pfi teploté 37°C. LéCivo piitom prostupuje pies
membranu do té doby, nez dosédhne dialyza¢ni rovnovahy, tedy stavu, kdy se
koncentrace jeho nevazané frakce na obou stranach membrany vyrovnaji. Po dosazeni
dialyza¢ni rovnovahy jsou plazma 1 pufr z komlrek vyjmuty a v plazm¢ je zmétena
celkova koncentrace 1é¢ivé latky, zatimco naméfena hodnota v pufru je povazovana za
koncentraci nevazaného lé¢iva. Z téchto dvou hodnot lze poté odvodit koncentraci
1é¢iva vazaného na plazmatické bilkoviny jako rozdil celkové koncentrace a
koncentrace vdzaného 1éCiva.

Pii méfeni je velmi dulezité poskytnout soustavé dostatek ¢asu pro dosazeni
rovnovazného stavu. Proto se pfed samotnym métenim provadi predbézné pokusy, které
maji pottebnou dobu inkubace urcit. Mé&ii se pfi nich koncentrace 1é¢iva v plazmé a v
pufru v uréitych ¢asovych intervalech tak dlouho, dokud se jejich hodnoty v n¢kolika po

sobé& nasledujicich métfenich neptestanou lisit.

Cas nezbytny pro dosazeni dialyzaéni rovnovéahy je vyznamné ovlivnén mnoha
faktory. Lze ho zkratit napiiklad rotaci nebo tfepanim celé dialyzac¢ni soustavy béhem
inkubace. Dulezitymi faktory jsou i parametry dialyza¢nich komiirek. Cim vétsi je
pomér mezi plochou membrany a objemem komrky, tim rychleji se rovnovaha ustavi.

Naopak pokud je hodnota tohoto poméru niZsi, ustaveni rovnovahy bude trvat déle.

Rovnovaznou dialyzu ovliviiuje mnoho faktort, které musi byt kontrolovany,
aby bylo dosazeno piesnych vysledk. Je dulezité, aby bylo béhem méfeni pH
prizptisobeno plazmatickym hodnotam, protoze vazba 1éCiv na plazmatické bilkoviny
mize byt na pH zavisla. Protoze jde o in vitro metodu, roztok pufru neni identicky se
sérem a ionty v ném obsaZené¢ mohou ovlivnit navazani latky na bilkoviny. MoZnosti,
jak této interakci piedejit, je pouZzit plazmatickou vodnou frakci pfipravenou filtraci
plazmy. Piekdzkou pro toto feSeni ale Casto byva nutnost pouzit vétSi mnoZzstvi plazmy.
Diky osmotickému tlaku, ktery v soustavé plisobi, také Casto dochazi k presunu ¢asti
pufru do prostoru plazmy a to vede ke zfedéni plazmatickych proteinii. Tento problém
byva feSen bud’to pfidanim dextranu, ktery zlep$i izotonicitu pufru, coz vede ve
vysledku k menSim piesunim, nebo jsou vysledky méfeni matematicky upraveny.
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(Wright a kol. 1996) Problémem mize byt také schopnost nékterych latek vazat se na
dialyzaéni membranu v takovém rozsahu, Ze to miZze vyrazn€ ovlivnit vysledky
experimentu. V tomto piipadé je pro méfeni vybrana membrana o co nejmensi tloust'ce.
(Pacifici a Viani 1992)

Mezi hlavni vyhody rovnovazné dialyzy patii ptfedevsim to, Ze ji lze provést za
pouziti pouze velmi malého objemu vzorku a lze pfipravit né€kolik vzorkll najednou.

Naopak jeji nevyhodou je ¢asova naro¢nost. (Wright a kol. 1996, Pacifici a Viani 1992)

3.1.5.2. Ultrafiltrace

Dalsi klasickou metodou pro stanoveni plazmatické vazebnosti 1éCiv je
ultrafiltrace. Zakladem ultrafiltraéniho zafizeni jsou dv€ komory navzijem oddélené
filtrem. Filtr umoziuje prunik plazmatické vodné frakci a slou¢eninam o nizsi
molekulové hmotnosti, zatimco vétsi molekuly, jako jsou plazmatické bilkoviny,
zadrzuje. Po vpraveni plazmy obsahujici 1é¢ivou latku je plazmatickd vodna frakce
tlacena skrz membranu bud'to pietlakem nebo centrifugaci do spodni komory. Ta po
ukonceni procesu obsahuje ultrafiltrat, ktery predstavuje koncentraci nevazaného 1éc¢iva.
Koncentrace véazaného IéCiva je potom vypocitdna jako rozdil mezi celkovou
koncentraci 1é¢iva a namétenou hodnotou nevazaného 1éciva.

Ultrafiltrace je jednoducha, rychld a efektivni metoda, kterd na rozdil od
rovnovazné dialyzy nevyzaduje pro méfeni pouzZiti nefyziologického pufru. Jeji
nevyhodou je ale to, Ze koncentrace bilkovin ve vzorku se béhem centrifugace zvySuje.
Proto, aby byly v horni komofte udrZzeny ptimétené koncentrace bilkovin, byva vétSinou
filtrovano jen asi 10-15% pivodniho plazmatického objemu. Pokud se ale méfeni
provadi u 1éCiva, které se na bilkoviny plazmy vyrazn¢ vaze, mize byt obtizné v tak
malém mnozstvi ultrafiltratu zkoumané 1é¢ivo vibec detekovat. V ptipade, kdy je
nezbytné pro meéfeni ziskat vétsi mnozstvi ultrafiltratu, se tedy obvykle provadi
predbézné zkousky, které maji za tikol ur¢it, jak velky vliv bude mit odebrani vétsiho

mnozstvi ultrafiltratu na méfeni koncentrace nevazaného 1é¢iva.

I u této metody, stejné jako u rovnovazné dialyzy, je po celou dobu nezbytné

udrzet fyziologické pH a teplotu 37°C, aby byly napodobeny fyziologické podminky. A
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stejné jako u predchozi metody hrozi i u tohoto postupu nebezpeéi navazani 1éciva na

filtr, které mize také ovlivnit celé méfeni. (Wright a kol. 1996, Pacifici a Viani 1992)

3.1.5.3. Vysokouc€inna afinitni chromatografie (HPAC)

Vysokoucinna afinitni chromatografie je jednou z novéjSich metod, kterou Ize
kromé rozsahu plazmatické vazebnosti zjiStovat i dal§i kvalitativni a kvantitativni
parametry.

Jde v podstaté¢ o zvlastni typ kapalinové chromatografie, pii které se jako
stacionarni faze pouzivaji plazmatické bilkoviny, pfedevsim albumin. Metoda mtize byt
provedena dvéma zékladnimi postupy a to zénovou eluci nebo frontalni analyzou. Pti
zonove eluci se do kolony najednou aplikuje malé mnozstvi zkoumané latky, které je
béhem prichodu kolonou zadrzovéano v zavislosti na jeho vazebnosti na imobilizované
proteiny. Pii frontdlni analyze je roztok obsahujici znamou koncentraci stanovované
latky kontinualné vstfikovan na kolonu. Stanovovana latka se priib&ézné navazuje na
imobilizované proteiny ve staciondrni fazi az se proteiny nasyti a koncentrace

analyzované latky v eluatu se postupné zvysi.

Pti obou postupech se méfi eluéni ¢as a koncentrace studované latky po
prachodu kolonou. Z téchto parametri potom Ize odvodit rovnovazné konstanty, které

charakterizuji vazbu analytu na plazmaticke bilkoviny.

Pii obou metodach Ize k roztoku studovaného IéCiva piidat navic dalsi latku,
ktera pii prichodu kolonou kompetuje se studovanym lé¢ivem na vazebnych mistech
proteinll. Lze tak ziskat informace o ovlivnéni vazby analytu na plazmatické proteiny

jinym léc¢ivem.

Vysokouc¢innd afinitni chromatografie ma na rozdil od ostatnich metod pfi
studovani plazmatické vazebnosti bezesporu mnoho vyhod. Patfi mezi n¢ relativni
casova nenarocnost a mozZnost automatizace celého méteni. Dalsi vyhodou je moznost
pouzit plazmatické bilkoviny tvofici stacionarni fazi opakované pro vice méfeni.
Kolony s imobilizovanym albuminem mohou byt pouzity pro 500 az 1000 méfeni.

Znamena to tedy jednak potiebu relativné malého mnozstvi proteinu pro velké mnozstvi
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pokusti a také vyssi piesnost pii pouziti stejné stacionarni faze pro sérii pokusii. (Hage a

kol. 2009, Chuang a kol. 2009)

3.1.5.4. Vysokouc¢inna frontalni analyza (HPFA)

HPFA je chromatograficka metoda, kterd vznikla na zéklad¢ gelové fitrace a
ktera umoziiuje soucasné stanoveni celkové koncentrace a koncentrace nevazané frakce
pti vazebnostnich studiich. Tato metoda je vyhodna z nékolika diivoda. Stejné jako u
gelové filtrace ani pfi této metodé nedochazi ke vniku nezadoucich efektti spojenych
S vyuzitim polopropustnych membran. K méteni je potfeba pouze velmi malé mnoZzstvi
vzorku a pii propojeni HPFA s chirdlni HPLC kolonou lze stanovovat vazebnost
jednotlivych enantiomert chiralnich latek. (Chuang a kol. 2009)

Pti HPAF se pouziva specialni HPLC kolona, ktera je schopna vyloucit velké
molekuly jako jsou plazmatické bilkoviny, ale zadrzovat malé, tedy studované 1é¢ivo.
Po nastiiknuti roztoku obsahujiciho 1é¢ivo a plazmatické bilkoviny na kolonu dochézi
ihned Kk rozpusténi roztoku v mobilni fazi a k uvolnéni 1éCiva z vazby na bilkoviny.
Celkové mnozstvi 1éCiva (ptivodné vazaného i nevazaného) je zadrzovano staciondrni
fazi kolony a eluovano jako jeden ostry pik, ktery udava celkovou koncentraci lé¢iva ve
vzorku. Pokud injikujeme na kolonu dostateéné velky objem vzorku, uvolfiovani 1é¢iva
z vazby na proteiny se postupné zastavi a v horni ¢asti kolony se vytvoii rovnovazny
stav. Znamena to, Ze koncentrace nevazané¢ho 1éciva v kolon€ uvnitt mikrospor a mimo
né se vyrovna. Celkova koncentrace nevdzaného lé¢iva ve vzorku je pak stejnd jako
koncentrace nevazaného 1é¢iva v koloné mimo mikrospory. (Shibukawa 1999, Liu a
Huang 1999)

3.1.5.5. Gelova filtrace

Princip gelové filtrace spociva v priichodu roztoku plazmy a stanovovaného
lé¢iva kolonou naplnénou gelem a oddéleni jednotlivych frakei na zékladé velikosti

castic. Kolonou prochazi nejrychleji volné proteiny, potom proteiny s navazanym
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l1é¢ivem a nakonec volné lé¢ivo. V elué¢nim profilu tedy dostdvame tfi zony, oznaCované

jako a-, B- a y-plato.

Hlavnimi nevyhodami této metody jsou jeji ¢asova narocnost a potieba vétsiho
objemu vzorku. Na druhou stranu ma metoda ale i vyhody oproti naptiklad rovnovazné
dialyze nebo ultrafiltraci v tom, Ze neni nutn¢ zohlediiovat vliv Donnanovych rovnovéah
nebo nezddouci absorpce 1é¢iva na membranu. (Hage a kol. 2009, Pacifici a Viani 1992,

Chuang a kol. 2009)

3.1.5.6. Ultracentrifugace

Ultracentrifugace je metoda, pii které je dosaZzeno oddéleni volné frakce léciva
od lé¢iva navazaného na bilkoviny centrifugaci plazmy ve zkumavce, kterd neni
ptedélena zadnou membranou. Jde o alternativni metodu K ultrafiltraci a rovnovazné
dialyze. Na rozdil od téchto postupli mé ale ultracentrifugace nékolik vyhod a to, Ze
méfeni neni zkresleno vazbou stanovovanych latek na pouzitou membrianu a neni
potifeba vyuzit nefyziologického pufru. Naopak za nevyhody metody mohou byt
povazovany chyby stanoveni volné frakce 1é¢iva zplisobené fyzikalnimi jevy, jako jsou

sedimentace a zpétna difuze. (Pacifici a Viani 1992, Liu a Huang 1999)

3.1.5.7. Vazba na albuminové mikrosféry

Ptednosti této metody je jeji jednoduchost. Suspenze albuminovych mikrosfér a
pufru je pfenesena do injekéni stiikacky, kterd je na spodni Casti opatfena porézni
destickou. K suspenzi je pfiddna stanovovana latka a stiikacka je inkubovéana pii
pokojové teploté. Po ustaveni rovnovahy ziskame nevadzanou frakci 1€¢iva vytlaCenim
suspenze ze stfikacky pfes porézni desticku. Albuminové mikrosféry s navazanym
1é¢ivem zlstavaji uvniti stiikacky.

Zasadni nevyhodou této metody je to, Ze se pfi ni stanovuje vazebnost 1éCivé
latky pouze na albumin. Z tohoto diivodu neni vyuzivana pii presnych métenich rozsahu
plazmatické vazebnosti 1éCiv. (Pacifici a Viani 1992)
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3.1.5.8. Cirkularni dichroismus

Cirkulédrni dichroismus je spektroskopickd metoda zalozend na méfeni zmén
absorbance nebo fluorescence Cottonova efektu molekuly vazané na plazmaticky
protein. Molekula navazana na 1é¢ivo vytvaii vnéjsi Cottontv efekt a tim pozmeénuje
bézné dichroické spektrum proteinu. (Pacifici a Viani 1992) Vyhodou této metody je
predevsim fakt, Ze kromé& stanoveni vazebnosti 1é¢iva umoznuje také ziskat dalsi
informace naptiklad o stereochemii komplexu lé¢ivo-plazmatickd bilkovina nebo o

mechanismu vazby. (Asacoli a kol. 2006)
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3.2. Radiofarmaka

Radiofarmaka mohou byt charakterizovand jako 1éCiva, kterd ve své struktute
obsahuji radioaktivni atomy a jsou uréena pro podani ¢lovéku k diagnostice nebo terapii
nemoci. Jde pievazné o malé organické nebo anorganické slouéeniny, ale vyuzivany
jsou i velké makromolekuly, naptiklad monoklonalni protilatky nebo jejich fragmenty.

Podle zpisobu vyuziti mohou byt radiofarmaka rozdélena do dvou zakladnich

skupin a to na diagnosticka a terapeuticka.

Diagnosticka radiofarmaka

Diagnosticka radiofarmaka se aplikuji jen ve velmi malych koncentracich a
jejich cilem neni farmakologicky G¢inek. Slouzi k detailnimu zobrazeni morfologie
jednotlivych organti nebo tkani a pfedevsim k testovéni jejich fyziologickych funkci.
Do této skupiny se tadi radiofarmaka znaCend izotopy emitujicimi y zéafeni pro
zobrazeni pomoci jednofotonové emisni tomografie (SPECT) nebo pozitrony pro

pozitronovou emisni tomografii (PET). (Liu 2008)

Terapeuticka radiofarmaka

Ukolem téchto radiofarmak je doruceni terapeutickych davek zafeni do mista
postizen¢ho chorobou. Terapie miZe probihat nékolika zplsoby. Patii mezi né vnéjsi
ozafovani, implantace zdroje zafeni nebo systematické podavani radiofarmaka. Lécba,
pii které je do mista nadoru chirurgicky vpraven zdroj zafeni (tzv. Brach therapy) a
ponechdn v ném po urcitou dobu, je vhodnd pouze pro lécbu dostupnych nadort.
Dulezitou roli hraje naptiklad pti terapii nadord prostaty. Naopak pro 1écbu
metastazujicich nador je vhodngjsi systematické podavani receptorové specifickych
radiofarmak, kterd umoznuji zacileni terapie pouze na nadorové tkang. (Liu 2008,

Volkert 1999)
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3.2.1. Receptorové specificka radiofarmaka

Radiofarmaka lze délit také podle jejich biodistribuce po aplikaci do organizmu.
Prvni skupinu tvofi ty, jejichz biodistribuce je zavisla pouze na jejich chemickych a
fyzikélnich vlastnostech, zatimco druha skupina zahrnuje radiofarmaka, jejichz osud
Vv organizmu je ovlivnén schopnosti specificky se vazat na receptory pouze urcitych

tkani. Tyto latky se oznacuji jako receptorove specificka radiofarmaka.
Receptorové specificka radiofarmaka jsou obecné sloZena ze Ctyt ¢asti:
e radionuklidu
e biomolekuly schopné specifické vazby
¢ Dbifunk¢niho chelata¢niho ¢inidla

e farmakokinetiku ovliviiujici ¢asti. (Liu 2008)

3.2.1.1. Radionuklid

Radionuklid pfedstavuje zdroj zafeni. V soucasné dob¢ je zndmo pies 2000
radioaktivnich izotopti 104 chemickych prvki. Ne vSechny jsou ale pro vyuziti
v nukledrni mediciné vhodné. Kromé pozadavkil na vyrobni a cenovou dostupnost musi

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

e polocas premény.
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Druh emitovaného zareni

Zaieni vhodna pro diagnostiku

Radionuklidy urcené pro diagnostiku mohou byt rozd€leny do dvou skupin. Do
prvni z nich fadime ty, které emituji vysokoenergetické elektromagnetické zareni y o
energii mezi 100-300 keV a jsou uréeny pro diagnostiku pomoci jednofotonové emisni
tomografie (SPECT). Patii mezi n& napiiklad *™Tc, *In, “Ga a '*’|. Daleko
nejuzivan&j§im znich je %®™Tc, které je soucasti 80% b&Zng pouZivanych
diagnostickych radiofarmak. K divodim jeho vysoké obliby patii nejen jeho vyhodné
fyzikalni vlastnosti, jako jsou idedlni polo¢as rozpadu (6 hodin) a energie zareni (140
keV), kterda je dostate¢nd pro kvalitni zobrazeni ale pfitom ne piili§ zatézujici pro
pacienta, ale také moznost jeho snadného ziskani z radionuklidového generatoru piimo

na pracovisti.

Druhou skupinu diagnostickych radionuklidi tvofi pozitronové zafice, které se
vyuzivaji pfi vySetfenich pozitronovou emisni tomografii (PET). B* zafeni, jinak
nazyvané také jako anihilacni zafeni, vznika v pfipad¢, kdy se pozitron uvolnény z jadra
atomu ve tkani spoji s elektronem a v mist¢ anihilace se uvolni do opa¢nych smért dva
fotony o energii 511 keV, které jsou potom zachyceny detektorem. Mezi radionuklidy

vhodné pro pozitronovou emisni tomografii patii napiiklad 18F, 15O, 13N, 11C, 68Ga, S4cu
a2

Zaieni vhodna pro terapii

Mezi radionuklidy pouzivané pro terapeutické ucely patii pfedevsim B~ zatice. f°
¢astice jsou negativné nabité elektrony emitované z jadra rozpadajiciho se atomu, které
vykazuji dobry cytotoxicky ucinek a relativné dlouhy dosah v tkénich (2-12 mm). Pfti
prichodu tkani elektrony ztraceji energii a prfedavaji ji atomim predev§im v molekulach
vody. Vznikaji tak excitované a ionizované atomy a volné radikaly, které jsou
zodpovédné za nasledné zlomy v fetézcich DNA v buitkdch. Mezi nejpouzivangjsi
radionuklidy emitujici B~ zafeni patti Y, **Re, ®Re, **!l a 1""Lu. P¥{ vybéru vhodného

radionuklidu je dutlezité vzit v potaz velikost ozafovaného nadoru. Céstice s vyssi
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energii a tedy 1 vy$$§im dosahem v tkdnich (napf. ©Y a = Re) jsou vhodné predevsim
pro terapii vétSich nadori a nadort s nerovnomeérnou distribuci receptord, zatimco pro
mensi nadory, které nejsou schopny absorbovat celou emitovanou energii, jsou

vhodné¢jsi radionuklidy s nizsi energii (napf. B3l 3 177Lu).

Perspektivni pro terapeutické ucely se zdaji byt 1 radionuklidy emitujici zafeni o.
o &astice jsou jadra 3He, které maji v porovnani s B Gasticemi jen velmi kratky dosah
v tkanich (jen asi 50-80 um) ale zato mnohem vétsi energii (5-9 MeV) a vedou tedy
v cilovych bunkiach k mnohem vyraznéj§im zlomim a poskozenim DNA. Mezi
radionuklidy emitujici a zafeni patii predevsim t€zké kovy jako napiiklad 2t 2Bja
225 Ac. Z4dny z nich ale neni prozatim v praxi vyuzivan. (Jurisson a kol. 2008, Dijkgraaf
2007, Hamoudeh a kol. 2008, Liu 2008, Myslivecek a kol. 2007, Owunwanne 1995,

Sampson 1994, Holland a kol. 2010)

Energie emitovaného zareni

Za idealni energii zafeni vydavaného diagnostickym radionuklidem jsou
povazovany hodnoty v rozmezi 100-200 keV. Nizsi hodnoty nez 30 keV vedou
k vyrazné absorpci zafeni ve tkani, zatimco vyS$$i hodnoty zplsobuji zhorSeni kvality

diagnostickych vysledki.

Pro energii terapeutického B zafeni nejsou obecné stanoveny zadné limity.

V praxi se vyuZzivaji radionuklidy s energii od nékolika set keV do 2,7 MeV.

Fyzikalni polo¢as premény

Prilis kratky polocas pfemény diagnostického radionuklidu neposkytuje dostatek
Casu pro piipravu radionuklidu a kvalitni vySetfeni sledovaného déje v organizmu po
jeho aplikaci, zatimco pfili§ dlouhy polo¢as znamena vysokou radiacni zat€z pro
organismus. Za radionuklid s optimalnimi rozpadovymi vlastnostmi je povazovan

99m

izotop Tc, jehoz fyzikalni polocas je Sest hodin. (Myslivecek a kol. 2007,

Owunwanne 1995, Jurisson a kol. 2008)
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3.2.1.2. Biomolekula schopna specifické vazby

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

monoklonalni protilatky a jejich fragmenty a receptorové specifické peptidy. (Liu 2004)

3.2.1.3. Bifunkéni chelataéni ¢inidlo

Bifunkéni chelatacni ¢inidla jsou slouceniny, které umoziluji navazéani
radionuklidu na biomolekulu. Tyto komplexy obsahuji ve své molekule 2 dulezité
funkéni skupiny. Prvni znich je nezbytna pro vazbu radionuklidu, zatimco druha
umoziuje vznik kovalentni vazby mezi Cinidlem a znacenou slouceninou. Chelat tak
umoznuje snadné znaceni slozitych molekul tim, Zze mezi nimi a radionuklidem vytvoii

pevny spojovaci mustek. (Brechbiel 2008)

4

3.2.1.4. Farmakokinetiku ovliviujici ¢ast

Ukolem farmakokinetiku ovliviiujici &asti je upravit kinetiku vyluGovéni
radiofarmaka tak, aby bylo dosazeno co nejvyssiho vychytavani radiofarmaka v cilové
mit naptiklad podobu jednoduchého uhlikatého fetézce, jehoz integrace do léCiva
zpusobuje zvySeni lipofility nebo kratké peptidové sekvence, jako je naptiklad
polyaspartamova kyselina, kterd naopak zvySuje hydrofilni vlastnosti a rendlni
clearance. Pokud tuto spojku tvoii polyethylenglykol, vede to ke zpomaleni vylucovani
radiofarmaka jatry. (Liu 2008, Liu 2004)
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3.2.2. Bifunkéni chelatacni ¢inidla

Jednotlivé radionuklidy se navzijem vyrazné li§i svymi vlastnostmi, jako je
naptiklad atomovy polomér nebo naboj. Proto nelze pro vSechna znaceni pouzit jeden
univerzalni bifunk¢ni chelat, ale je nutné vybrat ten, ktery ma pro znaceni danym

radionuklidem nejvhodnéjsi vlastnosti. Pfi vybéru je podstatné posoudit predevsim:

naboj radionuklidu

koordinaéni ¢islo chelatu

velikost dutiny chelatu pro vazany radionuklid

charakter vazebnych skupin chelatu.

Kromé téchto Ctyt zakladnich vlastnosti je dilezité posoudit také rychlost vzniku
a rozkladu daného komplexu.

Vsechny uvedené vlastnosti spolu navzajem souvisi a jejich vhodny vybér je
zasadni pfedevSim pro stabilitu celého vysledného komplexu, ktera je v praxi velice
dalezitad. Pred¢asny rozklad komplexu by totiz mohl vést ke zvySeni toxicity pii jeho
terapeutickém vyuziti nebo k nekvalitnim vysledkim v ptfipadé¢ diagnostiky.

(Brechbiel 2008, Packard a kol. 1999)

3.2.2.1 Znaceni biomolekul pomoci chelata¢nich ¢inidel

Pro ptfipravu znacenych peptidi pomoci bifunkénich chelati volime jeden ze
dvou moznych postupti.

Pii prvnim z nich je nejdiive piipraven komplex peptid-ligand, ktery je poté
radioaktivné znacen. Tento postup je jednodussi, ale velmi Casto vyZaduje podminky,
které jsou pro komplex neptipustné. Muze naptiiklad dojit k rozkladu celé molekuly
zapri¢inénému vysokou teplotou, k ovlivnéni cysteinovych skupin peptidii redukénimi

¢inidly nebo hydrolyze citlivych skupin v silné bazickém prostiedi.

Druhou mozZnosti je nejprve oznacit radionuklidem ligand a ten poté navazat na

biomolekulu. Tento postup je vhodny pro technecium, protoZze znemoziiuje jeho
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kontrola kvality komplexu.

Chelat je vétSinou na znacenou slouceninu vazadn pomoci peptidové vazby, ktera
vznikd mezi karboxylovou skupinou ligandu a aminoskupinou biomolekuly.
Karboxylova skupina muze byt také nahrazena skupinou esterovou, kterd pak reaguje
jesté ochotnégji. Pokud je vyuzita thiokyanatova skupina ligandu, vznika stabilni spojka
ve form¢ thiourey. (Blok a kol. 1999, Kowalski a Falen 2004) Pti znaceni je vzdy
dalezit¢ dbat na to, aby bifunkcni chelat nesnizil afinitu biomolekuly k cilovému
receptoru. Mlize napiiklad nastat situace, kdy aminoskupinu lysinu v molekule peptidu,
nezbytnou pro vazbu na receptor cilové builky, vyuzijeme pro navazani chelatu. Peptid
se nam pak sice podaii oznadit, ale ztrati schopnost specifické vazby. ReSenim této
konkrétni situace mize byt zavedeni dalSiho lysinu do struktury peptidu. (Gotthardt a
kol. 2004)

3.2.2.2. Derivaty polyaminokarboxylovvych kyselin

Mezi  nejstudovanéj§i  bifunkéni  chelataéni  cCinidla  patii  derivaty
polyaminokarboxylovych kyselin, jako jsou napfiklad ethylendiamintetraoctova
kyselina (EDTA), diethylentriaminpentaoctova kyselina (DTPA) a
1,4,7,10- tetraazacyklododekan- 1,4,7,10-tetraoctova kyselina (DOTA) (obr. 2). Od nich

jsou potom odvozovany dalsi derivaty.

HO.C—, ,—CO;H HO.C—, ,/COzH HoLL— [ \ ,CO.H

M M M M
) oo~ ) )
N M N

M M
HO,C~ “co,H  HO26~ \t ™-COH  HOC~ \—/ ™-CO:H

EDTA DTRA DOTA

Obr. 2: Chemické struktury derivati polyaminokarboxylovych kyselin EDTA, DOTA,
DTPA.
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Derivaty EDTA byly ptivodné zamysleny jako chelaty vhodné pro znageni "*In

a Y. Kvilli své omezené stabilité byly ale pozdgji nahrazeny derivaty DTPA, které
nabizeji vhodnéjsi vlastnosti. (Brechbiel 2008) Nejvetsimi vyhodami znaceni pomoci
derivati DTPA jsou cCasovd nenarocnost a vysoké vytézky reakce 1 za béznych
podminek. Nevyhodu ale predstavuje kinetickd labilita téchto znacenych sloucenin,
ktera Casto vede k uvolnéni radionuklidu z komplexu a zvysSuje tak radiacni toxicitu
necilovych organti. (Liu 2004) Od chelatu DTPA bylo pozdé&ji zdsahem do struktury
odvozeno mnoho derivati. Ptikladem by mohl byt 1B4M-DTPA, zndmy také pod
oznacenim tiuxetan (obr. 3), ktery se v praxi vyuziva ke znaceni radiofarmaka Zevalinu.
(Brechbiel 2008, Chinn a kol. 2003) Jedna se o mysi monoklonalni protilatku, ktera se
po oznadeni *°Y vyuziva k terapii pacienti s folikularnim lymfomem. (MV Aislp 2008)
Jinym ptikladem je derivat oznacovany jako CHX-A“DTPA (obr. 3), ktery je vyznamny
proto, Ze byl pouzit jako chelata¢ni Cinidlo pfi prvnim klinickém zkouSeni protilatky

znadené o-zéafiGem “°Bi. (Brechbiel 2008)

HO.C—, ,/—COzH HO.C—, ,/—COzH
N N
HOL= j_@ HOC = j_\©\
N N NCS N N NCS
HO.C~ \—/ “-CO;H HOC~ U N-COzH

1B4M-DTPA CHX-A" DTPA

Obr. 3: Chemické struktury vybranych derivati DTPA.

DalSim z derivatd polyaminokarboxylovych kyselin je DOTA, chelat
s vynikajici stabilitou, jehoZ strukturu tvoii dvanacti¢lenny makrocyklicky kruh.
Pavodng byl vyvinut pro komplexy s *!In, #Y, %Y, radiolanthanoidy, **Bi, ??Pb a
?2Ac a opét od ngj bylo odvozeno pii hledani struktur s vyhodn&j§imi vlastnostmi
mnoho derivati. (Brechbiel 2008) Jeho nejvétsi nevyhodou jsou ale pomala reakéni
Kinetika béhem chelatace a vyrazna zavislost na reakénich podminkach, jako jsou pH,
teplota, koncentrace a typ pufru a piitomnost dal§ich kovovych ionti. Casto je pfi

znaceni pomoci DOTA nezbytné reakéni smeés zahiat, protoze pii pokojové teplote
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probihda znaceni velmi pomalu, snizkym vytézZkem a nutnosti nasledného
chromatografického Cisténi. ZvySena teplota miize ale zdsadnim zplsobem pozmeénit
vlastnosti znacené biomolekuly. U monoklonalnich protilatek mutze naptiklad vést

k vyznamné ztraté imunoreaktivity. (Liu 2004)

Ptipraveny byly i chelaty s vétSim makrocyklickym kruhem nez ma DOTA.
Prikladem muze byt TETA (1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-1,4,8,11-tetraoctova
kyselina), chelat se ctrnacti¢lennym kruhem, ktery vykazuje stabilitu pfi znaceni
radioaktivni médi (obr.4). Pro vazbu jinych radionuklidi se ale neosvédcil.
Osmnacti¢lenny chelat HEHA (1,4,7,10,13,16-hexaazacyklooktadekan-
1,4,7,10,13,16-hexaoctova kyselina) byl zase vyvinut pro vazbu s “*Ac, pii které
vykazuje vynikajici stabilitu (obr. 4). (Brechbiel 2008)

| HO,C~ — ,~COH
HOL _~N NZ: { )
| | ll()_.(‘--“'.\ N-, 5|
N N N N- COH
i Bt
COH ™ COH CO,H COH
TETA HEHA

Obr. 4: Chemické struktury bifunkénich chelati TETA a HEHA.
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3.3. Radioaktivné znacené peptidy

Radioaktivné znacené receptorové specifické peptidy se v poslednim desetileti
staly vyznamnou skupinou radiofarmak pro diagnostiku a terapii nadorovych
onemocnéni. Diky své schopnosti specificky se vazat na urcité receptory exprimované
na povrchu bunék se vyuzivaji pro dopraveni radionuklidu pfimo do mista potieby. Na
rozdil od proteini a monoklonalnich protilatek maji mnoho vyhod. Jejich mala
molekula se jednak rychleji dostane k cilové tkani, ale také se rychleji ztkané a
krevniho ob¢hu vylouci. Peptidy vykazuji mensi toxicitu a imunogenitu a 1épe snasi
podminky pii znaceni. Navic mohou byt v dostateéném mnozstvi snadno a levné
pfipraveny metodou syntézy na pevné fazi.

Nevyhodou vétSiny endogennich peptidu je ale jejich pfili§ kratky biologicky
polocas, zplsobeny rychlou degradaci peptidasami v krevnim obé&hu, ktery casto
znamena piekdzku pro jejich pouziti. Proto musi byt vétSina peptidi chemicky
upravena. V praxi se osvéd¢ila zameéna L-aminokyselin za D-aminokyseliny, zaclenéni
neobvyklé aminokyseliny do fetézce, nahrazeni aminoskupiny iminoskupinou, navazani
postrannniho fetézce, amidace nebo cyklizace peptidu. Vzdy je ale tfeba dbat na to, aby
provedené zmény v molekule neovlivnily schopnost peptidu vazat se na receptory.
(Dijkgraaf a kol. 2007, Weiner a Thakur 2005, Okarvi 2008, Schottelius a Wester 2009)

Radioaktivné znaCené peptidy se zorganizmu vylucuji dvéma zakladnimi
cestami v zavislosti na jejich vlastnostech. Hydrofilni latky jsou eliminovany pievazné
ledvinami, zatimco lipofilni jatry. Zavedenim hydrofilnich nebo naopak lipofilnich
aminokyslin do molekul znacenych peptidu je ale mozné zpusob exkrece vyrazné
ovlivnit. Protoze upfednostiiovanou cestou je vylucovani ledvinami, pouzivéa se Casto
pro zvySeni hydrofility takzvand PEGylace. Jde o navazani polyethylenglykolu (PEG),
netoxického, neimunogenniho polymeru, vysoce rozpustného ve vod¢, na peptidovy
fetezec. PEGylace tedy jednak zvySi hydrofilitu peptidu, ale v nékterych ptipadech
muze vést také k prodlouzeni jeho biologického polocasu. Jinou metodou pro zlepSeni
hydrofilnich vlastnosti je glykosylace, tedy navazani cukerné¢ho zbytku. Pfi obou
postupech je ale opét nutné zabranit tomu, aby chemické zmény negativné ovlivnily

schopnost vazby peptidu na vybrany receptor. (Dijkgraaf a kol. 2007)
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3.3.1. Znaceni peptidu

Znaceni peptidii se nejcastéji provadi pomoci bifunkénich chelatacnich Cinidel.
Tento zplisob je podrobnéji popsan v kapitole 3.2.2.1.

Tato kapitola se zabyvd metodami znaceni peptidi radioaktivnim techneciem a
jodem, tedy radioizotopy, které jsou v praxi velmi vyuzivané, ale pro které neni

konjugace s bifunkénimi chelaty piili§ vhodna nebo je mozné pouzit i jiné metody.

Znaceni peptida radioaktivnim jodem

125) 123 g B3 existuji dva postupy. Prvnim

Pro znaceni pomoci izotopt jodu
Z nich je pfimé znaceni, pfi kterém se izotopy jodu vazi kovalentné na aromatické jadro
volného histidylu nebo tyrosylu v molekule peptidu. Konkrétné jde o elektrofilni
substituci, kterd probiha za pfitomnosti oxida¢niho ¢inidla jako naptiklad chloraminu-T.

Pokud peptid neobsahuje zadny volny histidyl nebo tyrosyl, provede se znaceni
takzvanou Bolton-Hunterovou metodou. Pfi tomto postupu se na volnou aminoskupinu
peptidu naacyluje Jiz jodem znacené ¢inidlo, nejcastéji

N-sukcinimidyl-3-(4-hydroxyfenyl)propionat.

Nejvétsim problémem pii pouZziti peptidi znaCenych radioaktivnim jodem je
fakt, Ze na rozdil od peptidi znacenych kovovymi izotopy pomoci chelatac¢nich ¢inidel
u nich byl naméfen mnohem mensi pomér mezi aktivitou v cilovych bunkach a
Vv okolnich tkénich. Je to zplisobeno tim, Ze peptidy jsou po vstupu do nadorovych
bunck degradovany v lysozomech a aminokyseliny obsahujici jod jsou vypuzeny
Z buniky, zatimco degradacni produkty obsahujici kovové izotopy ziistavaji zachycené

Vv bunice. (Behr a kol. 2001, Fischman a kol. 1993, Wingler a kol. 2007)
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Znaceni peptida techneciem

Technecium patfi diky svym vhodnym fyzikdlnim vlastnostem a snadné
dostupnosti k nejpouzivanéj§im izotopim v oblasti radiofarmacie. Techneciem

muzeme znacit peptidy bud’'to pfimo nebo pomoci bifunkénich chelata¢nich ¢inidel.

Pfi pfimém znaceni nejprve redukujeme disulfidové mustky v molekule peptidu
na volné thiolové skupiny, na které se poté **"Tc navéaze. Tento postup je ale mozné
pouzit pouze u peptidi, které¢ ve své molekule disulfidové mustky obsahuji a jen pokud
jejich vyuziti pro vazbu izotopu neovlivni biologické chovani peptidu. Vazba je ale

v mnoha ptipadech nespecifickd a asto vznikaji komplexy s nizkou stabilitou.

Druhou metodou je znaceni pomoci chelati. Jednou z mozZnosti je nejprve
techneciem oznacit chelat a ten pak navazat na peptid. Tento postup ale neni piilis
vhodny pro rutinni znac¢eni. Druhou moznosti je navazani bifunk¢éniho chelatu na peptid
a nasledné znadeni ®™Tc a to budto redukei technecistanu nebo nepifimo zaménou
%MT¢ 7 jiné sloueniny, jako je napiiklad **™Tc-glukoheptonat nebo ™ Tc-difosfonat .
Nejvhodngjsim  chelatem pro znacCeni techneciem se zda byt HYNIC
(hydrazinonikotinamid), protoze umoziluje znaCeni i pii bézné teploté a vzniklé
komplexy jsou in vivo velmi stabilni, pfedevs§im pokud se pii znaéeni pouzije koligand,
jako napf. ethylendiamindioctova kyselina (EDDA), tricin nebo kyselina nikotinova.

(Dijkgraaf a kol. 2007, Blok a kol. 1999, Kowalski a Falen 2004)

3.3.2. Regula¢ni peptidy pouZivané v diagnostice a terapii nidorovych

onemocnéni

Regulaéni peptidy jsou malé molekuly syntetizované predev§im v mozku a
gastrointestinalnim traktu, které hraji velmi vyraznou roli ve fyziologickych dé&jich v
organizmu. Zpravidla jsou sloZzeny z mén¢ neZ Ctyficeti aminokyselin a diky takto malé
molekule se jsou schopny dostat velmi rychle témét do kterékoli tkdn€. Vzhledem k

vyrazné lipofilit€ ale nedokaZou projit hematoencefalickou bariérou.
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Mezi regulacni peptidy, které se pouzivaji pro diagnostiku nebo terapii nadort,
nebo jsou pro tento ucel studovany, patfi derivaty somatostatinu, gastrinu a
cholecystokininu, vazoaktivniho intestindlniho peptidu, substance P, neurotenzinu,

bombesinu, glukagon-like peptidu 1. (Gotthardt a kol. 2004)

3.3.2.1. Derivaty somatostatinu

Mezi nejéastéji pouzivané radioaktivné znacené receptoroveé specifické peptidy
patii analogy odvozené od fyziologického hormonu somatostatinu.

Somatostatin je neurotransmiter, ktery se vyskytuje pfevazné v mozku a
v gastrointestinalnim traktu. V organizmu inhibuje uvolfiovani rastového hormonu,
inzulinu, glukagonu a gastrinu. Z chemického hlediska jde o cyklicky peptid slozeny ze
¢trnéacti aminokyselin. Jako takovy ale podléha v krevnim ob¢hu rychlému rozkladu
sérovymi peptidazami a pro diagnostické nebo terapeutické ucely je nevhodny. Proto
bylo od somatostatinu odvozeno nékolik stabiln€jSich derivatii. (Breeman a kol. 2001)
Patii mezi né napfiklad oktreotid, lantreotid, vapreotid, oktreotat, 1-Nal*-oktreotid.

Schématické vzorce téchto derivata uvadi obr. 4.
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somatostatin | |
Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys

oktreotid , |
D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thriol]

lantreotid | |
B-Mal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH;

vapreotid | |
D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Trp-NH,

[tyr3]oktreotid | |
D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thriol}

[tyr¥]oktreotat | |
D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr{OH)

Nal*-cktreotid | |
D-Phe-Cys-{1-Nal)-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thriol )

Obr. 4: Sekvence aminokyselin somatostatinu a jeho vybranych derivati. (Nal=

naftylalanin)

Podstatou vyuziti somatostatinu a jeho analogli v diagnostice a terapii
nadorovych onemocnéni je vyskyt receptord schopnych tyto latky specificky vazat
v nddorovych tkanich. Bylo popsano pét subtypti somatostatinovych receptort,
oznacenych sstl- sst5. VSechny patii do skupiny receptor spfazenych s G proteinem.
Zakladem téchto receptori je polypeptidovy fetézec, ktery tvoii sedm
transmembranovych domén. Extracelularni ¢ast je zodpovédna za vazbu ligandu,
zatimco Uukolem intracelularnich domén je ptedani signalu dale do buiky.
Somatostatinové receptory Ize na zéklad¢ afinity k ligandim rozdélit do dvou skupin.
Receptory sst2, sst3, sst5 vazou jak pfirozeny somatostatin tak i jeho analogy, zatimco
receptory sstl a sst4 jsou schopny véazat pouze somatostatin. (Breeman a kol. 2007, de

Herder a kol. 2006)
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Somatostatinové receptory se vyskytuji predevS§im v neuroendokrinnich
nadorech. Jde o heterogenni skupinu nadorti endokrinniho systému, které se navzajem
mohou lisit histologii, velikosti 1 biologickym a klinickym chovanim. Tyto nadory jsou
vetsinou benigni a jen zfidka ptfechazi do malignity. Protoze jde Casto o malé, pomalu
rostouci nadory je jejich detekce metodami jako je CT nebo magnetickd rezonance
velmi obtizna. Naopak zobrazeni pomoci znacenych derivati somatostatinu se ukéazalo
jako velmi efektivni. (Cihlo a Laznicek, 2008) Podstatna pti tomto zplisobu diagnostiky
totiz neni velikost naddoru, nybrz hustota receptorii, a proto i velmi malé nadory ale

s velkym poctem somatostatinovych receptorti mohou byt jednoduse odhaleny.

Prvnim dostupnym znacenym receptorovée specifickym peptidem na trhu se stal
pod firemnim nazvem OctreoScan *!In-DTPA-oktreotid. Jeho nevyhodou ale je nepfilis
vyrazna vazba na receptor sst2. Protoze DTPA neni diky nizké in vivo stabilité pFili§
vhodny bifunkéni chelat pro vazbu jinych radionuklidd nez 'In, byl v dalsim vyvoji
nahrazen chelatem DOTA. V soucasnosti se jako nejvyhodnéjsi analogy jevi DOTA-
Tyr®-oktreotid (DOTA-TOC) a DOTA-Tyr*-oktreotat (DOTA-TATE). Kvili vyhodnym
vlastnostem technecia pro diagnostiku byla snaha pouzit analogy somatostatinu znac¢ené
%™Tc. Jako velmi slibné se ukazaly predeviim HYNIC-TATE, HYNIC-TOC a N,-
TATE. Snahy o nalezeni derivatu, ktery by mél vys8i afinitu k receptorim, ale
pokracovaly dale. Tyto slouceniny mély byt schopny nejen odhalit Sir$i spektrum
nadord, ale tim, ze by se vazaly na vice druht receptorti, také dosdhnout vyssiho uptaku
vV nddorovych bunikédch. Tento cil Castecné splnily derivaty obsahujici ve své struktuie
na pozici 3 nepfirozené aminokyseliny, a to 1-naftylalanin v analogu DOTA-NOC, resp.
benzothienylalanin v analogu DOTA-BOC, které vykazuji vyrazné vyssi afinitu
K receptorim sst2, sst3 a sst5. Zaznamenany byly také snahy o syntézu
»pansomatostatinu®, tedy derivatu, ktery by se velmi siln¢ véazal na vSechny typy
somatostatinovych receptortl. Jednim z nich je derivat oznaceny jako KE 108, ktery se
ale navzdory vysoké afinité¢ ke vSem péti typim receptorti v diagnostice neosveédcil.
Bylo totiz zjiSténo, Ze vykazuje velmi nizky uptake v nadorech obsahujicich prevazné

sst2 receptory. (Reubi a Maecke 2008)

42



3.3.2.2. Derivaty cholecystokininu a gastrinu

Ackoli derivaty somatostatinu zatim Vv oblasti radioaktivné znacenych
receptorove specifickych peptidii dominuji, do centra zajmi se v soucasnosti dostavaji i
analogy gastrinu a cholecystokininu. Bylo totiz zjiSténo, ze na rozdil od ostatnich
neuroendokrinnich tumort napfiklad bunky meduldrniho karcinomu S§titné zlazy na
povchu exprimuji jen velmi malo somatostatinovych receptori. Naopak
cholecystokininové receptory CCK; byly nalezeny u 90% néadort tohoto typu a u mnoha
dalsich jako naptiklad u malobunécného plicniho karcinomu, stromalniho karcinomu
vajeénikti nebo astrocytomu. (Visser a kol. 2008)

V soucasnosti rozliSujeme dva druhy cholecystokininovych recetori a to CCK-1
a CCK-2. Receptor CCK-2 ma vysokou afinitu jak k cholecystokinu tak ke gastrinu,
zatimco receptor CCK-1 vaze pouze cholecystokinin. (Reubi 2007, Miller a Gao 2008)

Prvnimi slou¢eninami syntetizovanymi pro zacileni téchto receptori byly
nesulfatované analogy cholecystokininu konjugované s DTPA nebo DOTA. Derivaty
znatené 'In vykazovaly dobré vysledky pfi studiich in vivo u potkant. Jejich
nevyhodou ale byla nedostatecnd akumulace v nadorovych bunkach. Soucasné byly
vyvijeny 1 derivaty gastrinu. Slibné vysledky ve studiich vykazovaly naptiklad
["In-DTPA®,(D)GIu*]-minigastrin pro diagnostiku a [*°Y-DTPA? (D)GIlu']-minigastrin
pro terapii medularniho karcinomu $titné Zlazy. Hlavni ptekazkou jejich vyuziti byla ale
vyraznd retence v ledvinach a s tim spojené riziko nefrotoxicity. Tento problém se ale
podafilo odstranit upravou peptidového fetézce minigastrinu. Po zkraceni sekvence
aminokyselin minigastrinu o pét glutamovych kyselin se akumulace znacené slouceniny
V ledvinach vyrazn€ snizila. Jednim z derivath stakto upravenymi vlastnostmi je
naptiklad DOTA-minigastrin 11 (obr. 5). Snahou bylo také vyvinout derivat
cholecystokininu nebo gastrinu, ktery by mohl byt oznaden radioizotopem **™Tc.
Nejlepsi vysledky byly zaznamenany u derivatu nazvaného [*"Tc]-Demogastrin 2,
ktery mé nejen vysokou afinitu k receptorim CCK-2, ale navic vykazuje i nizkou

retenci v ledvinach. (Reubi 2007)
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DTPA-D-Glu'-minigastrin
DTPA-D-Glu-Glus-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH;
DOTA- minigastrin 11
DOTA-D-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH
Demogastrin 2
N4> *-Gly-D-Glu-Glus-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

Obr. 5: Struktury vybranych derivati gastrinu.

3.3.2.3. Derivaty glukagon-like peptidu 1 (GLP-1)

Glukagon-like peptid 1 je hormon uvoliiovany stievnimi bunikami, ktery
indukuje postprandidlni sekreci inzulinu z B bunék pankreatu. Receptory pro tento
peptid Ize nalézt na bunikdch endokrinnich nadort, predevsim insulinomii, gastrinomu a
feochromocytomil. ProtoZze GLP-1 ma stejn¢ jako ostatni regulacni peptidy jen velmi
kratky polocas, byly vyvinuty stabilnéjsi analogy oznacované jako exendin 3 a exendin
4. (Gotthardt a kol. 2004) V preklinickych studiich na zvifecich modelech se osvéd¢il
dale modifikovany derivat znageny indiem (Lys'[Ahx-DTPA-"In]NH;)exendin-4,
ktery jednak vykazoval velmi dobry pomér mezi aktivitou vychytanou v nadorovych
bunkach a v tkanovém pozadi a navic byl schopen i potlacit rist inzulinomu. Diive neZ
ale bylo mozné pristoupit ke klinickému hodnoceni téchto radiopeptidii, musel byt
odstranén problém s jejich pfili§ vysokou retenci v ledvinach, kterda by znamenala
nadmérnou nefrotoxicitu. (Pool a kol. 2010) Zdé se, Ze feSeni pfinesly nedavné studie,
které prokazaly, ze renalni vychytavani radiopeptidu sniZzuje soucasné podani
albuminovych fragmentti, Zelatinového plasmaexpanderu gelofusinu, pfipadné

aminokyseliny lysinu. (Rolleman 2009)
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3.3.2.4. Derivaty bombesinu

Bombesin je peptid o ¢trnacti aminokyselinach tvofeny v tenkém stfevé, ktery
ma stimulacni efekt na travici soustavu (Vokurka a Hugo a kol. 2007) a vykazuje
vysokou afinitu k receptortim pro ,,gastrin-releasing peptid*, které jsou ¢asté napiiklad u
bunék nadorh prostaty nebo prsu. Béhem posledniho desetileti bylo studovano mnoho
kombinaci derivati bombesinu a radionuklidi a nejslibnéjSim znich se jevi
99MTc-Demobesin-1, ktery je nejlépe vychytavan nadorovymi buiikami a soudasné je

v

nejstabilnéjsi in-vivo. (Pool a kol. 2010)

3.3.2.5. Derivaty vazoaktivniho intestinalniho peptidu (VIP)

VIP je neuroendokrinni mediator slozeny z 28 aminokyselin, ktery ovliviiuje
vazodilataci ve stfevé a motilitu a sekreci v gastrointestindlnim traktu. (Dijkgraaf a kol.
2007, Trojan a kol. 2003) Receptory pro VIP jsou exprimovany piedev§im u
epitelidlnich nadord, u kterych se nenachazi somatostatinové receptory. Jejich velka
hustota byla popsana naptiklad u adenokarcinomi gastroenteropankreatického systému.
Studie prokazaly, ze VIP znacCeny izotopem I-131 dokaze velmi dobie zobrazit
adenokarcinomy stfeva a endokrinni nadory, naopak pankreaticky adenokarcinom

odhalit nedokaZe. (Dijkgraaf a kol. 2007, Gotthard a kol. 2004)

3.3.2.6. Derivaty substance P

Substance P je neurotransmiter o jedendcti aminokyselinach, ktery se podili na
mnoha procesech, jako je naptiklad vniméni bolesti. Receptory pro tento peptid lze
nalézt na buiikach nddoru prsu, meduldrniho karcinomu $titné zlazy nebo na nékterych
nadorech mozku jako napiiklad na astrocytomu nebo glioblastomu. Kvili velkému
mnozstvi nezadoucich U¢inkd po intravenozni aplikaci se ale dosud nepovedlo tyto
nadory detekovat pomoci zna¢enych analogl substance P. Bylo ale zjiSténo, Ze lokalni
aplikace k t¢tmto nezadoucim ucinkiim nevede, a proto se dalsi studie zaméfily na
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analogy substance P znagené Y pro brachyterapii pokro¢ilého stupné gliomd.

(Dijkgraaf a kol. 2007, Gotthard a kol. 2004)

3.3.2.7. Derivaty neurotenzinu

Neurotenzin je peptid slozeny ze 13 aminokyselin, ktery vznika hlavné ve
sliznici ilea a sténé celého stfeva, nalezen byl také v hypotalamu. Tlumi zaludecni
sekreci a vyprazdiovani zaludku a soucasn¢€ pusobi i vazokonstrik¢né. (Trojan a kol.
2003) Protoze na rozdil od neuroendokrinnich pankreatickych nador, exokrinni nadory
neexprimuji dostatené mnozstvi somatostatinovych receptorti, aby mohly byt pomoci
analogli somatostatinu odhaleny, bylo snahou nalézt jiné receptory vyuzitelné¢ pro
diagnostiku téchto tumort. A jako vhodni kandidati se jevi pravé receptory pro
neurotenzin, které byly popsiny u bunék sedmdesati procent vSech duktalnich
adeokarcinomt pankreatu. Pro preklinické studie byly vyvinuty v organizmu stabilni

derivaty konjugované s DTPA a DOTA znagené In. (Dijkgraaf a kol. 2007)
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4. PRAKTICKA CAST
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4.1. Material

4.1.1. Biologicky material

lidské krev- heparinizovand krev odebrana zdravému darci
hovézi krev- heparinizovana krev dodana spolec¢nosti LabMediaServis s.r.0.
krali¢i krev- heparinizovana krev odebrana kralikovi plemene Cesky albin

potkani krev- heparinizovana krev odebrand potkanovi kmene Wistar

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

4.1.2. Pristroje

Gama counter, Wallac, 1480 Wizard 3
Termostat TCH 100, Laboratorni pfistroje Praha
TLC analyzér RITA STAR (Raytest)

centrifuga U-32R, Biotech

zafizeni pro otaceni kotoucl pfi rovnovazné dialyze

4.1.3. Pomucky

dialyzacéni kotouce

celofanova semipermeabilni membrana

injekéni stiikacky, jehly

méfici zkumavky

stacionarni faze pro tenkovrstvou chromatografii ITLC-SG (Gelman, USA)
vyvijeci soustava pro chromatogram

laboratorni sklo
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4.1.4. Chemikalie

n-InCl; v 0,04 M HCI (Amersham)

Y7 u-LuCl; v 0,05M HCI (Perkin Elmer)
10°*M roztok DTPA o pH 5 (Sigma- Aldrich)
roztok DTPA-oxn (1 mg/ml) (Azacycles s.r.o., Vitry)
DOTA-NOC - piCHEM (Graz, Rakousko)
DOTA-MG-1 - piCHEM (Graz, Rakousko)
fosfatovy pufr o pH 7,41

acetatovy pufr o pH 6,5

acetatovy pufr o pH 5,0

10% roztok octanu amonného

0,24M kyselina gentisova

metanol

4.1.5. Struktury studovanvch latek

DTPA
Hoac\l
N
HOOC” SN N N ScooH
HOOC COOH
DTPA-0oxn
- e S T, T,
Hooc\l 507 5
\ L
Hooc” N7 N” >cooH
HOOC COOH

oH
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DOTA-NOC (DOTA-1-Nal*-oktreotid)

sekvence aminokyselin:
DOTA-D-Phe-Cys-1-Nal®-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol)

strukturni vzorec:

DOTA-MG-1

sekvence aminokyselin:
DOTA-D-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe(NH)

strukturni vzorec:

Oy OHHOL 0
N l
[ I COOH
SRE R
/ Hy o 0 o
{1/ .) H H -
or Jo L fruk
A \l/\: N N” “ConH
A :/\" . '/\«!/ 0 l\
) 7 \rl//\ ? COOH
Z - /‘“=:
||'\\:L- /‘.
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4.2. Metodika

4.2.1. Piiprava jednotlivyvch vzorku

WIn-DTPA:

Slozeni:

100 pl 0,5M acetatového pufru o pH 6,5
100 pl 10°M roztoku DTPA 0 pH 5

1 pl *In-InCl3 v 0,04 M HCI.

Ptipraveny roztok znacené slouceniny jsme nechali stat po dobu 5 minut za pokojové
teploty.

25 ul znacené slouceniny jsme pridali ke 2,5 ml kazdého druhu krevni plazmy.

Wn-DTPA-0xN:

Slozeni:

84 ul 0,5 M acetatového pufru o pH 6,5
6 ul roztoku DTPA-oxn (Img/ml)

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

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

20 pl znacené slouceniny jsme piidali k 2,5ml kazdé krevni plazmy.

Y7 u-DOTA-NOC:

Komplex byl pfipraven doc. Ing. Alici Laznickovou, CSc. na katedie Biofyziky a

fyzikélni chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.
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Slozeni:

200 ul 0,4 M acetatového pufru o pH 5,0 s 0,24M kyselinou gentisovou
10 pl vodného roztoku DOTA-NOC

""Lu-LuClz v 0,05 M HCI.

100 ul komplexu *’Lu-DOTA-NOC jsme piidali k 10 ml fosfatového pufru (pH=7,41).

MIn-DOTA-MG-1:

Komplex byl pfipraven doc. Ing. Alici Laznickovou, CSc. na katedie Biofyziky a

fyzikalni chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.
SloZeni:

200 pl 0,4 M acetatového pufru

10 pl vodného roztoku DOTA-MG-1

Mn-InCl3 v 0,05 M HCI.

100 ul komplexu **In-DOTA-MG-1 jsme pridali k 10 ml fosfatového pufru (pH=7,41)
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4.2.2. Kontrola radiochemické Cistoty

a) ! In-DTPA a **In-DTPA-oxn:

Postup:

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

vyhodnotit TLC analyzérem.

Zpracoviani ziskanych udaji:

Znagené komplexy In-DTPA i ™In-DTPA-oxn jdou na chromatogramu s &elem,
zatimeo nezadouci ' InCl3 zistavé na startu. Vysledky méfeni ukazuji grafy 1 a 2.

b) ¥’Lu-DOTA-NOC a "In-DOTA-MG-1:

Radiochemickd distota pfipravenych znacenych peptidi byla zkontrolovéna

doc. Ing. Alici Laznickovou, CSc. na katedie Biofyziky a fyzikalni chemie

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy metodou tenkovrstvé chromatografie.
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4.2.3. Stanoveni vazebnosti radiofarmaka na bilkoviny krevni plazmy

Postup:

Stanoveni plazmatické vazebnosti jsme provedli metodou rovnovazné dialyzy pies
semipermeabilni membranu v rotujicim kotouci pii 37 °C.

Zakladem zatizeni pro tuto metodu jsou 2 plexisklové kotouce s 8 plochymi jamkami na
jedné stran€. Z kazdé jamky vede tenky kanalek na povrch kotouce. Mezi kotouce jsme
vlozili celofanovou membranu a poté jsme je na sebe navzdjem piilozili tak, aby jamky
na sebe naléhaly a vytvofily tak 8 komurek rozdélenych polopropustnou membranou.
Do kazdé komirky jsme poté kandlkem pomoci injekéni stiikacky vpravili na jednu
stranu membrany 0,45 ml plazmy a na druhou stranu 0,45 ml roztoku fosfatového pufru.
Bud'to plazma (v pipadé *'In-DTPA a *In-DTPA-oxn) nebo roztok pufru (v pripads
7 u-DOTA-NOC a 'In-DOTA-MG-1) obsahoval ur¢ité mnozstvi radioaktivng
znacen¢ho komplexu. Pfi plnéni jsme peclivé dbali na to, abychom jehlou neposkodili
membranu oddélujici obé strany komurky. Pro kazdy druh plazmy jsme pfipravili 4
vzorky. Naplnény kotou¢ jsme poté nechali inkubovat v termostatu po dobu 4 hodin (v
piipadé *In-DTPA a 'In-DTPA-oxn) resp. 16 hodin (v piipadé *"’Lu-DOTA-NOC)
nebo 6 hodin (v piipadé **In-DOTA-MG-1).

Po uplynuti stanovené doby jsme kotou¢ z termostatu vyjmuli a odebrali z kazdé strany
komurky dvakrat 100ul vzorku do méticich zkumavek. Aktivitu vzorki jsme méfili na

automatickém gama metru po dobu 60 sekund.

Zpracovani ziskanych udaji:

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

bilkoviny podle vztahu:

ALy
fu = Apufr_u % 100

plazmy

54



kde
Apufru -.. aktivita v pufru
Ap|azmy e aktiVita \Y plaZl’né

fy ... frakce volného 1é¢iva v plazmé v procentech.

Frakci znaceného komplexu navazanou na plazmatické bilkoviny jsme vypocitali

pomoci vztahu

fo =100 —f,

kde

fp ... frakce 1é¢iva vazaného na plazmatické bilkoviny v procentech

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

primér a smérodatnou odchylku dle vztahii:

kde
X . aritmeticky primér
5% ... smérodatna odchylka

1 ... pocet méteni

X,... vysledky jednotlivych méfeni.
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4.2.4. Statistické vyvhodnoceni ziskanvch dat

Pro posouzeni, zda existuji statisticky vyznamné rozdily mezi vazebnosti studovanych
radiofarmak na plazmatické bilkoviny ¢lovéka a jednotlivych zivoc¢isnych druhd, jsme
pouzili dvouvybérovy neparovy Studentiv t-test. Tato varianta t-testu se vyuziva
v ptipadech, kdy vychazime z vybérovych dat dvou souborti, kterd jsou predstavovana
dvéma nezavislymi skupinami méfeni.

Pti testu ovetujeme, zda plati nulovou hypotéza
Ho: 111 = po,

tedy ze stfedni hodnota uy souboru, ze kterého pochdzi pokusny vybér, se shoduje se
sttedni hodnotou y; souboru, ze kterého pochazi kontrolni vybeér.

Protoze zplsob provedeni t-testu se 1i8i v zdvislosti na stejném nebo naopak rozdilném
rozptylu hodnot sledované veli¢iny v populaci, otestovali jsme nejprve rozdil rozptylt

hodnot obou souborti dat pomoci F-testu:

F=—pokud si=s7 nebo

F== pokud =<s} kde

S1  je smérodatna odchylka hodnot pokusného vybéru

S;  je smérodatnd odchylka hodnot kontrolniho vybéru.
Dale jsme stanovili stupné volnosti pro F-test:
stupné volnosti v, pro vyssi z hodnot sy, S;
VWw=N(12)-1
stupné volnosti Vi, pro nizsi z hodnot s;, S;
Vm=N(1,2)-1

kde n je pocet clenti pokusného nebo kontrolniho vybéru.
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Ze statistickych tabulek jsme zjistili kritickou hodnotu Fyit (1-0/2; vy,Vm) pro hladinu

vyznamnosti a=0,05 a porovnali ji s vypoc¢tenou hodnotou F.

Pokud je F < Fyit pochazi vybéry z populaci se stejnym rozptylem hodnot sledované

veliCiny. V tomto piipad¢ jsme pouzili pro testovani rozdila stiednich hodnot vztah

(vztah je zjednoduseny pro piipad kdy n; =n, =n)

kde
Iy je aritmeticky prumér namétenych dat pokusného vybéru

%, jearitmeticky primér naméfenych dat kontrolniho vybéru

Stupné volnosti v pro t-test jsme v tomto piipadé vypocitali podle vztahu:
v=(n-1)x 2.

Je-li F > Fyit pochazi oba vybéry z populaci s riznym rozptylem hodnot sledované

veli€iny. V tomto ptipad¢ jsme pro testovani rozdilu stfednich hodnot pouZili opét vztah

(vztah je opét zjednoduseny pro piipad kdy ny =n,; =n)

Stupné volnosti pro t-test jsme ale v tomto piipadé vypocitali podle vztahu:
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V=——7 -
&) &)
n n
n—1 n-1

Vypocétené hodnoty t jsme porovnali s kritickou hodnotou tg o5 nalezenou v tabulkach.

Je-li ¢ < 1505, pak nulova hypotéza Hy plati a mizeme konstatovat, Ze nebyl potvrzen
statisticky vyznamny rozdil mezi stfedni hodnotou pokusného a kontrolniho souboru pfi
hladiné¢ vyznamnosti 0,05. V nasem piipad¢ to tedy znamend, ze hodnota vazebnosti
radiofarmaka na dany druh plazmy neni statisticky vyznamné odlisnd od hodnoty

vazebnosti na lidskou plazmu pfti hladin€é vyznamnosti 0,05.

Je-li 1 > 105, pak nulova hypotéza Hy neplati a byl potvrzen statisticky vyznamny rozdil
mezi stfedni hodnotou pokusného a kontrolniho souboru pii hladiné vyznamnosti 0,05.
Tedy v naSem piipadé to znamena, ze hodnota vazebnosti radiofarmaka na dany druh
plazmy je statisticky vyznamné odli$na od hodnoty vazebnosti na lidskou plazmu pfi

hladin¢ vyznamnosti 0,05. (Bedanova a Vecerek 2007)
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5. VYSLEDKY
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V experimentalni ¢asti této rigordzni prace byla stanovena:

- radiochemicka &istota znacenych komplexi **In-DTPA a **!In-DTPA-oxn

- plazmatickd vazebnost &tyf znaGenych slougenin ('In-DTPA, *In-DTPA-oxn,
17| u-DOTA-NOC, *In-DOTA-MG-1) na bilkoviny lidské, hovézi, krali¢i a potkani
plazmy.

Kontrola radiochemické Cistoty byla provedena metodou tenkovrstvé
chromatografie na silikagelu ITLC-SG. Vysledné hodnoty radiochemické CEistoty
komplexi jsou uvedeny v grafech (obr. 1 pro komplex **In-DTPA, resp. obr. 2 pro
komplex " In-DTPA-oxn).

Plazmaticka vazebnost znacenych sloucenin byla studovdna metodou
rovnovazné dialyzy pii 37°C. Souhrnné vysledky vazebnosti na bilkoviny lidské,
hovézi, kraligi a potkani plazmy jsou uvedeny v tabulce 1 (pro **In-DTPA), tabulce 2
(pro *'In-DTPA-oxn), tabulce 3 (pro *""Lu-DOTA-NOC) a tabulce 4 (pro **In-DOTA-
MG-1). Vysledny rozsah plazmatické vazebnosti v tabulkach vyjadiuje hodnota f,, kterd
udava, jaka cast znacené slouceniny Vv procentech se v plazmé vyskytuje v nevazané
formé. Plazmaticka vazebnost 177Lu-DOTA-NOC, ktera na rozdil od ostatnich slou¢enin
nepiesahuje z fyziologického hlediska nemozné hodnoty f, vétsi nez 100%, je

znazornéna také graficky (obr. 3).

Tabulky 5 a 6 a obrdazek 4 srovnavaji vysledky plazmatické vazebnosti
znatenych peptid *"’Lu-DOTA-NOC a "In-DOTA-MG-1 naméfené v této praci
s vysledky vazebnosti stejnych receptorové specifickych peptidi znacenych odliSnymi
radionuklidy (*°Y-DOTA-NOC a 'In-DOTA-NOC, resp. '"Lu-DOTA-MG-1)

ziskanych z diplomové prace Sarky Kiivkové a rigorézni prace Lenky Smolové.
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C/mm *1000 - TLC
B
&
~
(®,

Reg #2
Front

Reg #1

Sample description

Measurement: In-DTPA Petra.rta, started: 10.4.2008 11:56
Method: Inlll from: 1.1.2000

Origin: 10 mam Front 180 mm

Meas. time: 1,0 min Resolution: 0,4 mm

Radio detector: raytest Ramona-90

Integration TLC

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

Reg #1 0,205 0,02| DD 1,667 0,02

Reg #2 0,621 97,92| DD 9678,000| 99,98

Sum in ROI 9679, 667

Total area 9883,333

Area RF 9890,333

BKG1 0,9091

Remainder RF 210,67 2413

Remainder (Tot) 203,67 2,06

Obr. 1: Radiochemicka cistota komplexu "N-DTPA zméfena pomoci tenkovrstvé

chromatografie na silikagelu ITLC-SG.
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Sample description
Measurement: In-DTPA_oxn P.rta, started: 29.9.2008 9:29
Method: Inlll from: 1.1.2000
1
|Origin: 10 mm Front 180 mm
}Meas. time: 3,0 min Resolution: 0,4 mm

iRadio detector: raytest Ramona-9%0

Integration TLC

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

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

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

Sum in ROI 5913,52¢6

Total area 5677,105

Area RF 5855,526

BKG1 7,3206

Remainder RF -58,00| -0,99

Remainder (Tot) -236,42| -4,16

Obr. 2: Radiochemicka ¢&istota komplexu **In-DTPA-oxn zmé&fena pomoci tenkovrstvé

chromatografie na silikagelu ITLC-SG.

62



Tab. 1: Hodnoty vazebnosti komplexu **In-DTPA na bilkoviny krevni plazmy &lovéka

a tf zivoc¢isnych druhii stanovené metodou rovnovazné dialyzy pii 37°C.

¢islo vzorku|  Aplazmy Apufru fu
1 17913,2 20671,5 1154
LIDSKA 2 17350,2 21145,9 121,9
PLAZMA 3 18904,8 21596,2 114,2
4 18089,0 21119,8 116,8
Aritmeticky primeér 117,1
Smérodatna odchylka 3,4
éiSlO VZOI’kLl Ap|azmy Apufru fu
1 17179,0 19392,2 112,9
HOVEZ{ 2 17804,2 20623,7 115,8
PLAZMA 3 17639,0 20414,1 115,7
4 17340,3 20329,5 117,2
Aritmeticky prameér 1154
Smérodatna odchylka 1,8
¢islo vzorku | Aplazmy Apufru fu
1 18155,5 20409,9 112,4
KRALICH 2 18152,4 20686,3 114,0
PLAZMA 3 18169,1 20404,6 112,3
4 18220,7 20371,2 111,8
Aritmeticky prameér 112,6
Smérodatna odchylka 0,9
Cislo vzorku|  Aplazmy Apufru fu
1 19232,0 21362,8 1111
POTKANI 2 20613,0 23020,1 111,7
PLAZMA 3 19035,6 20654,7 108,5
4 18521,7 21157,0 114,2
Aritmeticky pramér 111,4
Smérodatna odchylka 2,3
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Tab. 2.: Hodnoty vazebnosti komplexu "*In-DTPA-oxn na bilkoviny krevni plazmy

¢lovéka a tii zivociSnych druhti stanovené metodou rovnovazné dialyzy pti 37°C.

éiSlO VZOI'ku Ap|azmy Apufru fu
1 7658,8 8173,9 106,7
LIDSKA 2 7686,3 8233,5 107,1
PLAZMA 3 7699,6 8183,2 106,3
4 7492,8 8257,5 110,2
Aritmeticky primeér 107,6
Smérodatna odchylka 1,8
¢islo vzorku | Aplazmy Apufru fu
1 8278,0 9105,0 110,0
HOVEZ{ 2 8308,3 8670,5 104,4
PLAZMA 3 7657,5 8282,2 108,2
4 76475 8529,6 111,5
Aritmeticky prameér 108,5
Smérodatna odchylka 3,1
¢islo vzorku | Aplazmy Apufru fu
1 8450,1 9110,1 107,8
KRALICI 2 7704,7 8338,0 108,2
PLAZMA 3 7353,2 8238,9 112,0
4 7741,2 8060,0 104,1
Aritmeticky prameér 108,0
Smérodatna odchylka 3,2
gislo vzorku | Aplazmy Apufru fu
1 7959,4 8948,4 112,4
POTKANI 2 7561,4 8041,1 106,3
PLAZMA 3 71419 8427,2 118,0
4 7544.6 8685,7 115,1
Aritmeticky prameér 113,0
Smérodatna odchylka 5,0
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Tab. 3:

Hodnoty vazebnosti

znaceného

receptorove

specifického

peptidu

"Lu-DOTA-NOC na bilkoviny krevni plazmy Glovéka a tii Zivo&isnych druhd

stanovené metodou rovnovazné dialyzy pii 37°C.

Cislo vzorku|  Aplazmy Apufru f, fy
1 5137,7 3085,8 60,1 39,9
LIDSKA 2 5217,3 3106,3 59,5 40,5
PLAZMA 3 29477 1669,4 56,6 43,4
4 3270,9 1921,6 58,7 41,3
Aritmeticky primeér 58,7 41,3
Smérodatna odchylka 15
Cislo vzorku | Aplazmy Apuiry f, fh
1 4150,2 2872,6 69,2 30,8
HOVEZ] 2 3820,9 27225 71,3 28,7
PLAZMA 3 4130,7 27525 66,6 33,4
4 3619,2 2642,0 73,0 27,0
Aritmeticky prameér 70,0 * 30,0
Smérodatna odchylka 2,7
éiSlO vzorku Aplazmy Apufru fu fb
1 6072,9 3234,4 53,3 46,7
KRALICI 2 6073,4 3718,8 61,2 38,8
PLAZMA 3 5669,9 3926,5 69,3 30,7
4 5563,3 3619,7 65,1 34,9
Aritmeticky primér 62,2 37,8
Smérodatna odchylka 6,8
éiSlO VZOI’kU Ap|azmy Apufru fu fb
1 7803,6 4428 4 56,7 43 3
POTKANT{ 2 7253,2 4015,0 55,4 44.6
PLAZMA 3 73879 41272 55,9 441
4 6198,6 4106,6 66,3 33,7
Aritmeticky primér 58,6 41,4
Smeérodatna odchylka 5,2

* statisticky vyznamny rozdil vazebnosti pii p < 0,05 vzhledem k vazebnosti na lidskou

plazmu
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M Potkaniplazma

Obr. 3: Grafické znazornéni- mezidruhové srovnani vazebnosti ’'Lu-DOTA-NOC na

plazmatické bilkoviny.

(* statisticky vyznamny rozdil vazebnosti pii p < 0,05 vzhledem k vazebnosti na

lidskou plazmu)
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Tab. 4:

Hodnoty vazebnosti

znaceného

receptorove

specifického

peptidu

"In-DOTA-MG-1 na bilkoviny krevni plazmy Glovéka a tii Zivo&isnych druhi

stanovené metodou rovnovazné dialyzy pii 37°C.

éiSlO VZOI'ku Ap|azmy Apufru fu
1 9478,2 12310,9 129,9
LIDSKA 2 14308,7 15110,1 105,6
PLAZMA 3 12825,6 10779,3 84,0
4 13031,4 10062,1 17,2
Aritmeticky primeér 99,2
Smérodatna odchylka 23,8
¢islo vzorku | Aplazmy Apufru fu
1 10664,4 13511,4 126,7
HOVEZI 2 10361,6 14640,5 141,3
PLAZMA 3 13045,4 12423,2 95,2
4 12019,0 14364,8 119,5
Aritmeticky prameér 120,7
Smérodatna odchylka 19,2
éiSlO VZOI‘ku Ap|azmy Apufru fu
1 11936,2 9826,9 82,3
KRALICI 2 12922,7 14161,9 109,6
PLAZMA 3 11654,1 14917,4 128,0
4 11432,4 13523,0 118,3
Aritmeticky prameér 109,6
Smérodatna odchylka 19,6
¢islo vzorku Aplazmy Apufru fu
1 11700,6 9957,5 85,1
POTKANI 2 10026,5 12650,0 126,2
PLAZMA 3 12323,3 16363,8 132,8
4 8838,0 13111,7 148,4
Aritmeticky pramér 123,1
Smérodatna odchylka 27,0
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Tab.5: Srovnani namé&fenych hodnot vazebnosti ’'Lu-DOTA-NOC s hodnotami
vazebnosti *°Y-DOTA-NOC a *'In-DOTA-NOC ziskanymi z diplomové prace Sarky
Ki#ivkové na bilkoviny krevni plazmy cloveéka a tfi zZivociSnych druhii stanovené
metodou rovnovazné dialyzy pii 37°C. Hodnoty Vv tabulce jsou vyjadieny jako &ast

znaceného peptidu Vv procentech, kterd se v plazmé vyskytuje v nevdzané forme.

7 Lu-DOTA-NOC | *¥Y-DOTA-NOC | *In-DOTA-NOC
Lidska plazma 58,7+ 1,5 87,6 +3,4 494+ 04
Hovézi plazma 70,0 £2,7 61,2+4,1
Krali¢i plazma 62,2 +6,8 77,6 £5,5 409+1,3
Potkani plazma 58,6 £5,2 53,5+49 42,7+ 1,1
100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
f, 50,0 - M 177Lu-DOTA-NOC
40,0 - ® 90Y-DOTA-NOC
30,0 -
200 - i 111In-DOTA-NOC
10,0
0,0 -
Lidska Hoveézi Kralici Potkani
plazma plazma plazma plazma

Obr. 4: Grafické znazornéni- srovnani vazebnosti *''Lu-DOTA-NOC naméfeného
Vtéto praci shodnotami vazebnosti peptidi *°Y-DOTA-NOC a *'In-DOTA-NOC
ziskanymi z diplomové prace Sarky K¥ivkové na bilkoviny krevni plazmy &lovéka a tid

zivoc¢iSnych druht stanovené metodou rovnovazné dialyzy pii 37°C.
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Tab.6: Srovnani naméfenych hodnot vazebnosti peptidu ‘*In-DOTA-MG-1
s hodnotami vazebnosti peptidu "’ Lu-DOTA-MG-1 ziskanymi z rigorézni prace Lenky
Smolové na bilkoviny krevni plazmy cloveéka a tii zZivociSnych druht stanovené
metodou rovnovazné dialyzy pii 37°C. Hodnoty Vv tabulce jsou vyjadieny jako ¢ast

znaceného peptidu V procentech, ktera se v plazmé vyskytuje v nevazané forme.

"n-DOTA-MG-1 ""Lu-DOTA-MG-1
Lidské plazma 99,2+ 23,8 93,0+29
Hovézi plazma 120,7 £ 19,2 75,4+ 6,7
Krali¢i plazma 109,6 + 19,6 105,9 + 14,1
Potkani plazma 123,1 £27,0 88,2 +19,0
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6. DISKUZE
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Vazba na plazmatické bilkoviny je jednim z dllezitych parametrt, které musi
byt brany v tivahu pfi posuzovani farmakokinetiky 1é¢iva. Pouze volné 1é¢ivo miize
totiz dosahnout cilové tkan¢ a zplisobit farmakologicky tcinek, zatimco 1éCivo navazané
na plazmatické bilkoviny vytvari jen jakysi pfechodny zasobnik, ze kterého se postupné

uvolnuje.

Hlavnim cilem této prace bylo stanovit vazebnost tii potencidlnich radiofarmak,
konkrétn¢ jedné komplexni slouceniny a dvou receptorové specifickych peptidd, na
bilkoviny lidské plazmy a plazmy tii zivocisSnych druhti. Stanovovanym komplexem byl
MW n-DTPA-oxn, derivat odvozeny od bézné vyuzivaného bifunk¢niho chelatu DTPA,
ktery byl vyvinut s cilem ziskat novy chelaton s vyssi stabilitou vazby radionuklidu a
snazsim zpusobem pfipojeni na biologickou makromolekulu. Farmakokinetika tohoto
derivatu byla studovdna na Odd¢leni radiofarmak katedry farmakologie a toxikologie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy vramci projektu TANDEM ,,Cilena
superkancerostatika nové generace pro lécbu leukémie”. Studovanymi znafenymi
peptidy byly derivat somatostatinu *”’Lu-DOTA-NOC a derivat gastrinu *!In-DOTA-
MG-1. Receptorové specifické peptidy se v posledni dobé ukazuji jako velmi nadéjné
latky pro diagnostiku a terapii nddorovych onemocnéni, které maji mnoho vyhod oproti
znaCenym monoklonalnim protilatkdm a jejich fragmentiim. Snahou pfi vyvoji analogi
receptorove specifickych peptidii je ziskat takovy derivat, ktery vykazuje co nejvyssi
afinitu k receptorim exprimovanym na daném typu nadoru, a ktery je soucasn¢ in vivo

dostatecné stabilni a rychle se eliminuje z krve a necilovych tkéni.

Prvnim zukoli bylo zméfit radiochemickou cistotu znaceného bifunkéniho
chelatu *In-DTPA-oxn a porovnat ji s radiochemickou &istotou standardni latky **In-
DTPA. Me¢feni bylo provedeno pomoci tenkovrstvé chromatografie na ITLC-SG
Vv soustavach sloZzenych z 10% octanu amonného a metanolu v poméru 1:1. Vysledna

radiochemicka ¢istota byla u obou komplexii vyssi nez 98%.

Plazmaticka vazebnost byla u vSech sloucenin stanovena rovnovéaznou dialyzou
pfi teploté 37°C, tedy za piiblizné fyziologickych podminek. Naméteny podil nevazané
frakce ' In-DTPA-oxn byl stejné jako u standardni latky *In-DTPA vyssi nez 100%.
Tato hodnota je ale z fyzikalniho hlediska nemozna a vysvétlit ji lze pomoci

Donnanovych rovnovah, kdy stejny naboj studovanych komplexti a molekul bilkovin,
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pfedevsim albuminu, vede ke zvySeni koncentrace volného komplexu v nebilkovinném
kompartmentu na rozdil od bilkovinného. I ptesto, ze vliv Donnanovych rovnovah lze
jen tézko presné kvantifikovat, z namétenych vysledki 1ze vyvodit zavér, ze vazebnost
obou komplexi na plazmatické bilkoviny ¢lovéka i1 vSech zivoc¢isnych druht je velmi

mala a jen malo ovliviiuje biodistribuci a farmakokinetiku.

Druhou studovanou latkou byl znadeny analog somatostatinu *’'Lu-DOTA-
NOC. Primérna hodnota podilu nevazané frakce tohoto radiofarmaka u lidské plazmy
byla 58,7% a pouze u hovézi plazmy se primérna hodnota 70,0% statisticky vyznamné
odliSovala pti p < 0,05. Znamena to tedy, ze rozsah navdzané frakce na plazmatické
bilkoviny mezi 30-41% je nutné brat v tivahu pii posuzovani farmakologickych uc¢inkt
a farmakokinetického chovani. Vysledné hodnoty byly porovnany s vysledky
vazebnosti stejného somatostatinového derivatu znaceného radionuklidy *°Y a In
ziskanymi z diplomové prace Sarky Kiivkové. Tyto vysledky byly ziskany stejnou
metodou za stejnych podminek. Porovnani ukazuje, ze primérna hodnota nevéazané
frakce ™ In-DOTA-NOC je na rozdil od Y"Lu-DOTA-NOC nizsi u lidské, kraligi i
potkani plazmy a to o 9,3%, resp. 21,3% nebo 15,7%. Primérné hodnoty nevazané
frakce slouceniny ¥Y-DOTA-NOC byly vyrazné vyssi u lidské a krali¢i plazmy (o
28,9%, resp. o 15,4%), zatimco u hovézi a potkani plazmy byly mirné nizsi (o 8,8%,

resp. 0 5,1%).

Poslednim posuzovanym radofarmakem byl derivat gastrinu **!In-DOTA-MG-1.
Priimérnd hodnota nevazané frakce tohoto radiofarmaka u lidské plazmy byla 99,2%,
zatimco u ostatnich Zivoc¢isnych druhil se pohybovala nad 100%. Hodnoty nad 100% lze
opct vysvétlit vlivem Donnanovych rovnovah. V ivahu je ale nutné vzit i fakt, Ze
vypoctené smérodatné odchylky jsou u tohoto méfeni vyrazn€ vyssi neZ u ostatnich
méfeni. ProtoZze dlouhodobéjsi stabilita tohoto znaeného peptidu je problematicka,
pfi¢inou vyssich odchylek by mohl byt postupny rozklad znaceného peptidu béhem
Sestihodinové inkubace. I presto, Ze jsou odchylky vyssi 1ze ale z méteni vyvodit zaveér,
7e vazebnost *'In-DOTA-MG-1 na plazmatické bilkoviny je u ¢lovéka i u viech
studovanych Zivoc¢iSnych druhii velmi mald a zfarmakologického hlediska
nevyznamna. Vysledné hodnoty byly porovnany s hodnotami vazebnosti *"’Lu-DOTA-
MG-1, tedy stejného analogu gastrinu znacené¢ho jinym radionuklidem, ziskanymi z
rigor6zni prace Lenky Smolové. Tyto vysledky byly opét naméfeny stejnou metodou za
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stejnych podminek. Na rozdil od **'In-DOTA-MG-1 byly priimémé hodnoty nevézané
frakce ’Lu-DOTA-MG-1 u viech druhii plazem kromé& krali¢i nizsi nez 100%. D4 se
tedy vyvodit zavér, ze *''Lu-DOTA-MG-1 se na rozdil od *'In-DOTA-MG-1 na
bilkoviny lidské, hovézi a potkani plazmy mirn€ vaze. Opét je ale nutné vzit v potaz

pon¢kud vyssi smérodatné odchylky pfi tomto méteni.
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7. ZAVER
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1)

2)

Metodou rovnovazné dialyzy pii 37°C byla studovana vazebnost tii
potencialnich radiofarmak- komplexu In-DTPA-oxn a dvou receptorové
specifickych peptidd *’Lu-DOTA-NOC a *In-DOTA-MG-1 na bilkoviny

lidské, hovézi, krali¢i a potkani plazmy.

U komplexu **In-DTPA-oxn stejné jako u standardniho komplexu ***In-DTPA
byla zméfena radiochemickd Cdcistota. Vysledné hodnoty byly 98,15% pro
n-DTPA-oxn a 99,98% pro *!In-DTPA.

3) Naméfena hodnota frakce nevazané na plazmatické bilkoviny byla u komplexu

4)

5)

"n-DTPA-oxn stejné jako u standardniho komplexu 'In-DTPA u lidské,
hovézi, krali¢i i potkani plazmy vyssi nez 100%. Z fyzikalniho hlediska jde o
rovnovah. Zvysledkl vyplyvd, Ze plazmatickd vazebnost potencialniho
radiofarmaka **In-DTPA-oxn je stejn& jako vazebnost standardniho komplexu

n-DTPA velmi mal4 a z hlediska farmakokinetiky nevyznamna.

Stanovend  plazmatickd vazebnost radioaktivné znaceného  derivatu
somatostatinu ***In-DOTA-NOC je v rozmezi 30,0- 41,4 % a roste v poradi:
hovézi < krali¢i < lidskd < potkani plazma. Statisticky vyznamny rozdil

vzhledem k lidské plazmé byl nalezen pouze u hovézi plazmy.

Vazebnost Y’Lu-DOTA-NOC je niz&i nez vazebnost 'In-DOTA-NOC na
bilkoviny lidské, krali¢i a potkani plazmy. Také je niz$i neZ vazebnost WOy
DOTA-NOC na bilkoviny hovézi a potkani plazmy, ale zato vy$si nez vazebnost

stejného radiofarmaka na bilkoviny lidské a krali¢i plazmy.

6) Primérna hodnota nevazané frakce znaceného peptidu 'In-DOTA-MG-1 byla

u vSech druhii plazem kromé& lidské vys$si nez 100%. Opét jde o hodnotu

wrwe

Donnanovych rovnovah. Z vysledkil vyplyva, Ze vazebnost n-DOTA-MG-1
na plazmatické bilkoviny je jen velmi mald a farmakokinetiku vyrazné

neovlivni.
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7) V porovnani s *'In-DOTA-MG-1 je vazebnost '"’Lu-DOTA-MG-1 vyssi u

lidské, hovézi a potkani plazmy.
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