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ABSTRAKT 

Univerzita Karlova v Praze  

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové  

Katedra farmakologie a toxikologie 

Kandidát: Petra Drymlová 

Konzultant: Prof. PharmDr. Ing. Milan Lázníček, CSc 

Název rigorózní práce: Mezidruhové srovnání vazebností nově připravených 

radiofarmak na bílkoviny krevní plazmy. 

 

Vazba na plazmatické bílkoviny je jedním z parametrů, které významně ovlivňují 

farmakokinetiku léčiva. Cílem této rigorózní práce bylo stanovit vazebnost tří 

potenciálních radiofarmak na bílkoviny lidské, hovězí, králičí a potkaní plazmy 

metodou rovnováţné dialýzy při 37°C. Konkrétně šlo o značený bifunkční chelát 

111
In-DTPA-oxn, derivát běţně pouţívaného chelatonu DTPA, a dva značené 

receptorově specifické peptidy- analog somatostatinu 
177

Lu-DOTA-NOC a derivát 

gastrinu 
111

In-DOTA-MG-1. Výsledky ukazují, ţe plazmatická vazebnost 

111
In-DTPA-oxn je stejně jako vazebnost standardní látky 

111
In-DTPA velmi malá a 

z farmakokinetického hlediska nevýznamná. Naměřená plazmatická vazebnost 

radioaktivně značeného derivátu somatostatinu 
111

In-DOTA-NOC je v rozmezí 

30,0- 41,4 % a roste v pořadí: hovězí < králičí < lidská < potkaní plazma. Statisticky 

významný rozdíl vzhledem k lidské plazmě byl nalezen pouze u hovězí plazmy. 

Výsledná hodnota plazmatické vazebnosti značeného peptidu 
111

In-DOTA-MG-1 byla 

velmi malá a i přes výrazně vyšší směrodatné odchylky u tohoto měření se dá 

konstatovat, ţe farmakokinetiku výrazně neovlivní.  
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ABSTRACT 

Charles University in Prague 

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové   

Department of Pharmacology and Toxicology 

Candidate: Petra Drymlová 

Consultant: Prof. PharmDr. Ing. Milan Lázníček, CSc 

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 
111

In-DTPA-oxn, the derivative of commonly used chelate 

DTPA, and two labelled receptor specific peptides- somatostatin analog 

177
Lu-DOTA-NOC and gastrin derivative 

111
In-DOTA-MG-1. The results shows that 

plasma protein binding of 
111

In-DTPA-oxn is very low and pharmacokinetically 

unimportant as at the standard compound 
111

In-DTPA. Plasma protein binding of 

somatostatin derivative 
177

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 

111
In-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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Distribuce mnohých léčiv v organizmu je výrazně ovlivněna jejich vazbou na 

plazmatické bílkoviny. Jen léčivo, které je v plazmě ve volné formě, totiţ můţe 

proniknout barierami, dosáhnout cílové tkáně a vyvolat ţádaný účinek. Stanovení 

rozsahu plazmatické vazebnosti je proto nezbytné pro předpovědění farmakokinetiky 

dané látky po podání do organizmu.  

Pro stanovení plazmatické vazebnosti existuje několik metod. Kaţdá z nich má 

své výhody a nevýhody a rozhodnutí, který postup bude zvolen v daném případě, by 

mělo být řádně uváţeno podle vlastností stanovovaného ligandu, náročnosti metody a 

přesného účelu daného měření.   

Radioaktivně značené receptorově specifické peptidy jsou velmi nadějnou 

skupinou radiofarmak pro diagnostiku a terapii nádorových onemocnění. Díky 

schopnosti vázat se na určité receptory na povrchu buněk umoţňují dopravit 

diagnostické nebo terapeutické záření přímo do místa nádoru. Mezi nejvíce studované 

peptidy patří analogy regulačního peptidu somatostatinu. Do centra zájmu se ale 

v poslední době dostávají i deriváty gastrinu, cholecystokininu a dalších regulačních 

peptidů.  

Značení receptorově specifických peptidů můţe být provedeno více způsoby. 

Preferovanou metodou je značení pomocí bifunkčních chelatačních činidel. Bifunkční 

chelatační činidla jsou komplexy, které obsahují ve své molekule 2 důleţité funkční 

skupiny, jednu pro vazbu radionuklidu a druhou pro navázání peptidu.  Protoţe se ale 

jednotlivé radionuklidy i značené peptidy navzájem liší svými vlastnostmi, nelze pro 

všechna značení vyuţít jeden univerzální bifunkční chelát. Snahou je proto syntetizovat 

takový chelaton, který nabídne pro konkrétní značení lepší moţnost navázání na 

značenou biomolekulu a stabilnější vazbu radionuklidu a přitom neovlivní afinitu 

peptidu k cílovým receptorům.  
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1) Vypracovat literární přehled o významu vazebnosti léčiv na plazmatické bílkoviny a 

o problematice bifunkčních chelatačních činidel a radioaktivně značených 

receptorově specifických peptidů.  

2) Stanovit radiochemickou čistotu komplexu 
111

In-DTPA-oxn a porovnat ji 

s radiochemickou čistotou standardní látky 
111

In-DTPA. 

3) Stanovit plazmatickou vazebnost tří potenciálních radiofarmak (
111

In-DTPA-oxn, 

177
Lu-DOTA-NOC, 

111
In-DOTA-MG-1) u člověka a tří ţivočišných druhů metodou 

rovnováţné dialýzy při 37°C. 

4) Statisticky vyhodnotit mezidruhové rozdíly plazmatické vazebnosti studovaných 

látek a posoudit význam plazmatické vazebnosti pro jejich farmakokinetiku.   

5) Naměřené hodnoty plazmatické vazebnosti komplexu 
111

In-DTPA-oxn porovnat 

s vazebností standardního komplexu 
111

In-DTPA. 

6) Výsledné hodnoty plazmatické vazebnosti značených receptorově specifických 

peptidů 
177

Lu-DOTA-NOC a 
111

In-DOTA-MG-1 porovnat s výsledky vazebnosti 

stejných receptorově specifických peptidů značených odlišnými radionuklidy 

dostupnými v literárních zdrojích. 

7) Dosaţené výsledky zhodnotit z hlediska významu studovaných látek pro jejich 

farmakokinetické chování. 

 

Část výsledků této rigorózní práce jsem obhájila jako diplomovou práci s názvem 

„Studium vazebnosti dvou bifunkčních chelátů značených In-111 na bílkoviny plazmy“ 

v roce 2009.  

 



13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. TEORETICKÁ ČÁST 
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3.1. Vazba léčiv na plazmatické bílkoviny 

 

 

3.1.1. Význam 

 

Poté, co se léčiva absorbují do krevního oběhu, váţou se různou měrou na 

plazmatické bílkoviny. Tato vazba má významný vliv na jejich farmakologický účinek. 

Ovlivňuje nejen nástup jejich účinku, délku jejich působení a distribuci, ale i 

biotransformaci a vylučování. Nezbytné je, aby tato vazba byla reverzibilní, protoţe 

pouze volná část léčiva můţe pronikat bariérami, dostat se k cílovým orgánům a vyvolat 

poţadovaný účinek. Vázaná část léčiva přitom představuje přechodný zásobník, ze 

kterého se volné léčivo uvolňuje v závislosti na tom, jak nevázané molekuly postupně 

pronikají do dalších prostředí organizmu. Jde vlastně o dynamickou rovnováhu mezi 

volnou a vázanou frakcí léčiva, která je neustále obnovována.  

Distribuce léčiva je významně ovlivněna, pokud se v organizmu potká s jiným 

léčivem, které má afinitu ke stejným vazebným místům na molekule plazmatické 

bílkoviny. Jedna z látek potom dokáţe vytěsnit druhou z vazby a tím zvýšit její 

koncentraci natolik, ţe to můţe vést k zesílení jejího účinku nebo případně aţ k její 

toxicitě. Tato interakce je zásadní především u léčiv, která se na plazmatické bílkoviny 

výrazně váţou a jejichţ volná frakce v plazmě je tedy relativně nízká (menší neţ 10%). 

I malé mnoţství léčiva uvolněného z vazby můţe pak totiţ představovat značné zvýšení 

koncentrace volné frakce. Představme si například, ţe léčivo je vázáno z 96% a jeho 

volná frakce tedy představuje 4%. Pokud jsou z vazby na bílkoviny vytěsněny další 4% 

dané léčivé látky, znamená to zdvojnásobení její koncentrace, které jiţ můţe vyvolat 

neţádoucí nebo toxické účinky.
 
(Eybl 2003, Květina a kol. 2003, Lincová a Farghali a 

kol. 2007, Hervé a kol. 1994)
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3.1.2. Plazmatické bílkoviny  

 

Krevní plazma můţe být charakterizována jako slabě zásaditý vodný roztok 

bílkovin, elektrolytů a malých organických molekul. U dospělého člověka zaujímá asi 

5% tělesné hmotnosti, tedy asi 2,8-3,5 l. Z 91-92 % je tvořena vodou, zbylých 8-9 % 

zaujímají rozpuštěné látky. Největší část sušiny krevní plazmy tvoří bílkoviny, kterých 

je asi 60-80 g/l. Tradičně se dělí do tří základních skupin na albumin, globuliny a 

fibrinogen. (Trojan a kol. 2003) 

Pro vazbu látek v plazmě mají největší význam albumin a α1-kyselý 

glykoprotein, ale i ostatní bílkoviny jako jsou α, β nebo γ globuliny nebo lipoproteiny 

jsou vazby schopné. Důleţitý je také fakt, ţe většina léčiv je schopna vázat se na více 

typů plazmatických bílkovin. (Wright a kol. 1996) 

 

 

3.1.2.1 Albumin 

 

 Nejvýznamnější plazmatickou bílkovinou pro vazbu léčiv je albumin. Jde o 

bílkovinu o molekulové hmotnosti kolem 66 500 Da, kterou tvoří 585 aminokyselin. 

Rentgenové krystalografické studie prokázaly, ţe 67% její struktury je uspořádáno do α-

šroubovice. Celý polypeptidový řetězec albuminu vytváří konformaci ve tvaru srdce a je 

rozdělen na tři domény (I-III), přičemţ kaţdá z nich je tvořena dvěma subdoménami (A 

a B) (obr. 1).  
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Na albumin se váţou především látky kyselého charakteru, vazba bazických 

látek není tak významná. Většina léčiv se na albumin váţe v jednom ze dvou hlavních 

vazebných míst označovaných jako vazebné místo I a II. (Eybl 2003, Otagiri 2005, 

Murray a kol. 2001, Bertucci a Domenici 2002, Curry 2009) 

 

 

Vazebné místo I 

 

Vazebné místo I představuje velmi prostornou oblast molekuly albuminu 

tvořenou velkým mnoţstvím na sobě navzájem nezávislých vazebných míst, která se ale 

v některých případech mohou vzájemně ovlivňovat.  

Toto místo vytváří jakousi kapsu v subdoméně IIA albuminu, přičemţ vnitřní 

stěny kapsy jsou tvořeny hydrofobními postranními řetězci, zatímco vstup do kapsy je 

obklopen kladně nabitými zbytky.  

Typickými ligandy pro toto místo jsou dikarboxylové kyseliny a objemné 

heterocyklické sloučeniny se záporným nábojem lokalizovaným uprostřed molekuly. 

Váţou se zde však i sloučeniny velmi rozdílné chemické struktury, coţ vypovídá o 

                                 

Obr. 1: Krystalová struktura lidského albuminu. Vyznačeny jsou domény (I-III) a 

subdomény (A, B), dále vazebná místa (Site I a II). Písmena C a N označují C a N 

konec bílkoviny. (Kragh-Hansen a kol. 2002) 
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obrovské flexibilitě tohoto vazebného místa. Moţná je také nezávislá vazba dvou 

rozdílných molekul.  

Mezi navázanými ligandy byly pozorovány vzájemné interakce, které mohou být 

připsány buď částečnému překrývání vazebných míst nebo konformačním změnám 

v molekule albuminu.  

Bylo zjištěno, ţe na rozdíl od vazebného místa II má mutace jen jediného genu 

pro toto místo významný vliv na konformaci a teplotní stabilitu celého albuminu. 

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

 

 

Vazebné místo II 

 

Vazebné místo II, někdy označované jako indolbenzodiazepinové, je stejně jako 

vazebné místo I uspořádané do tvaru jakési kapsy, tentokrát ale na subdoméně IIIA.
 

V porovnání s vazebným místem I je mnohem méně prostorné, proto se na něj 

neváţou ţádné velké molekuly. Nejčastějšími ligandy jsou aromatické karboxylové 

kyseliny tvořené záporně nabitým zbytkem karboxylové skupiny na jedné straně 

molekuly, který je oddělen od hydrofobního středu.  

Studie ukazují, ţe toto místo je mnohem méně flexibilní v porovnání 

s vazebným místem I. (Otagiri 2005) Silná stereoselektivita vazebného místa můţe být 

dokumentována na afinitě L-tryptofanu, která je stokrát vyšší neţ u jeho D-isomeru. 

Také bylo zjištěno, ţe vazbu ovlivňuje i malá změna v molekule ligandu. Příkladem 

mohou být diazepam a jeho fluorovaný derivát fluorodiazepam. První z nich je schopen 

se na vazebné místo II vázat zatímco druhý ne. (Kragh-Hansen  a kol. 2002, Chuang a 

Otagiri 2001) 

 

 

Další vazebná místa 

 

 Kromě dvou hlavních vazebných míst bylo na molekule albuminu pozorováno 

mnoho dalších. Jedním z nich je vazebné místo na subdoméně IB, které je sekundárním 

vazebným místem pro některé sloučeniny, které se primárně váţou na vazebné místo I 

(např. indometacin, azapropazon aj.). Další vedlejší vazebná místa byla pozorována 
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například na rozhraní mezi subdoménami IIA a IIB (např. pro ibuprofen, diflunisal) a na 

subdoméně IIIA (např. pro propofol, oxyfenbutazon). (Curry 2009) 

 

 

Interakce léčiv na molekule albuminu 

 

Vazba léčiva na molekulu albuminu je často ovlivněna přítomností jiné látky. 

Typickou situací je vytěsnění jednoho léčiva z vazebného místa druhým. Následné 

zvýšení plazmatické koncentrace uvolněného léčiva pak vede k ovlivnění 

farmakokinetiky a tím i farmakologického účinku dané látky.  

Byly popsány ale i případy, při kterých jedno léčivo vytěsnilo z vazby na 

albumin druhé, ale přitom k výraznému zvýšení plazmatické koncentrace druhého 

léčiva nedošlo. Příčinou bylo okamţité navázání vytěsněné látky na jiné vazebné místo. 

Příkladem můţe být navázání diklofenaku na vazebné místo I po jeho vytěsnění 

z vazebného místa II ibuprofenem. (Kragh-Hansen a kol. 2002) 

Ne všechny vzájemné vazebné interakce na molekule albuminu jsou ale 

z farmakologického hlediska neţádoucí. Například při nefrotickém syndromu furosemid 

a další kličková diuretika jen málo zvyšují diurézu. Tento jev je pravděpodobně vyvolán 

vazbou léčiv na molekuly albuminu, které jsou vylučovány močí. Pokud ale podáme 

pacientovi látku, která je schopná vytěsnit diuretika z vazby na albumin (např. 

bukolom), diuréza se výrazně zvýší. Jiný příklad byl popsán i v oblasti radiofarmacie. 

Radioaktivně značená sloučenina 
99m

Tc-MAG3 (
99m

Tc-merkaptoacetyltriglycin), 

vyuţívaná pro scintigrafii ledvin, se výrazně váţe na albumin. Podáme-li ale současně 

bukolom, látku která radiofarmakum vytěsní z vazby na plazmatickou bílkovinu, zvýší 

se tím poměr nevázané frakce 
99m

Tc-MAG3 a tím se nejenom zkrátí čas nutný pro 

vyšetření, ale také se urychlí eliminace radiofarmaka z organizmu a sníţí radiační dávka 

nutná pro vyšetření.  

Vazbu léčiv na albumin mohou ovlivnit také některé z endogenních molekul, 

především mastné kyseliny, které jsou hlavními endogenními ligandy albuminu. 

V závislosti na své relativní koncentraci dokáţou sníţit vazebnost např. diazepamu nebo 

L-tryptofanu na vazebné místo II nebo naopak zvýšit vazebnost např. furosemidu a 

warfarinu na vazebné místo I. Dále bylo zjištěno, ţe mnohá léčiva (např. valproát, 

sulfonamidy, ceftriaxon, salicyláty, warfarin aj.) dokáţou vytěsnit bilirubin z vazby na 
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albumin. Toto zjištění následně vedlo k doporučením nepodávat uvedené léky 

novorozencům kvůli riziku vzniku kernikteru a prověřovat látky podávané 

novorozencům na schopnost vytěsňovat bilirubin. (Kragh-Hansen a kol. 2002) 

 

 

3.1.2.2. α1- kyselý glykoprotein 

 

  Další významnou plazmatickou bílkovinou je α1-kyselý glykoprotein, globulin 

o molekulové hmotnosti kolem 42 000 D, který je v plazmě obsaţen v mnohem menším 

mnoţství neţ albumin. (Wright a kol. 1996) Jeho molekula je sloţená ze 183 

aminokyselin, propojených dvěma disulfidovými vazbami, a pěti uhlovodíkových 

řetězců. Přestoţe jeho trojrozměrná struktura je stále neznámá, dosavadní měření 

ukazují, ţe je tento protein ve vodném roztoku převáţně ve formě beta-skládaného listu. 

Protoţe jde o vysoce glykosylovaný protein, byl studován vliv cukerných 

řetězců na vazebnost. Tato měření naznačují, ţe vazebné schopnosti α1-kyselého 

glykoproteinu nejsou na přítomnosti ani typu oligosacharidu závislé.
 
(Otagiri 2005) 

 α1-kyselý glykoprotein je významný pro vazbu látek steroidní struktury a 

mnoha látek bazického ale i neutrálního charakteru.    

Velký zájem o tuto plazmatickou bílkovinu vyvolalo zjištění, ţe se na něj 

výrazně váţou inhibitory proteázy, tedy hlavní léčiva uţívaná v kombinacích při léčbě 

pacientů trpících AIDS. Studie in vitro prokázaly, ţe přidání α1-kyselého glykoproteinu 

do média vedlo ke sníţení antivirového účinku těchto léčiv. Z tohoto poznatku lze 

usuzovat, ţe zvýšení plazmatické hladiny α1-kyselého glykoproteinu můţe vést 

ke sníţení účinku léčby inhibitory proteázy. (Israili a kol. 2001)  

I přesto, ţe je známo velké mnoţství látek, které jsou schopné vazby na 

α1-kyselý glykoprotein, přesná vazebná místa zůstávají prozatím neznámá. Výsledky 

studií ale naznačují, ţe vazebná místa nejsou zcela oddělená, naopak se významně 

překrývají a navzájem ovlivňují. (Otagiri 2005) 
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3.1.3. Faktory ovlivňující koncentraci plazmatických bílkovin 

 

 Je známo, ţe vazebnost léčiv na plazmatické bílkoviny se můţe u různých 

pacientů výrazně lišit v závislosti na jejich fyziologickém i patologickém stavu. 

Výrazné zvýšení nebo sníţení koncentrace nevázané aktivní frakce léčiva v plazmě 

můţe potom znamenat riziko předávkování nebo poddávkování. 

  Faktorů, které vedou ke zvýšení nebo sníţení poměru vázané a nevázané frakce 

je mnoho. Jedním z nejdůleţitějších je sníţení koncentrace plazmatických bílkovin při 

některých onemocněních. Příklady některých stavů, při kterých dochází ke změně 

mnoţství albuminu a α1-kyselého glykoproteinu v krevní plazmě, jsou uvedeny v 

tabulce 1. (Wright a kol. 1996) 

 

 

Tabulka 1: Efekt některých jevů na plazmatickou koncentraci albuminu a  α1- kyselého 

glykoproteinu.
 
(Wright a kol. 1996) 

 

Zkoumaný jev Koncentrace albuminu 
Koncentrace α1- kyselého 

glykoproteinu 

Vyšší věk ↓ ↑↔ 

Věk niţší neţ 6 měsíců ↓ ↓ 

Těhotenství ↓ ↑↓ 

Perorální kontraceptiva ↓↔ ↓ 

Obezita ↑↔↓ ↑ 

Chronický alkoholismus ↓ ↑ 

Kouření cigaret ↓ ↔ 

Revmatoidní artritida ↓ ↑ 

Městnavé srdeční selhání ↔ ↑ 

Infarkt myokardu ↓ ↑ 

Akutní/chronické infekce ↓ ↑ 

Akutní respirační infekce ↓ ↑ 

Chronické renální selhání ↓ ↑ 

Chronické jaterní nemoci ↓ ↓↔ 
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Hypothyreóza ↑ ↔ 

Diabetes mellitus ↓↔ ↔ 

Deprese ↓ ↑ 

Crohnova choroba ↓↔ ↑ 

Akutní pankreatitida ↓ ↑ 

Pokročilá HIV infekce ↓ ↑ 

 

Legenda:  ↓ - sníţení koncentrace bílkoviny 

↑ - zvýšení koncentrace bílkoviny 

↔ - nebyla zaznamenána změna koncentrace bílkoviny 

 

 

 

3.1.4. Metody pro stanovení vazebnosti léčiv na plazmatické bílkoviny 

   

Pro stanovení vazebnosti léčiv na plazmatické bílkoviny existuje celá řada 

metod. Ke klasickým metodám patří rovnováţná dialýza a ultrafiltrace, novějšími 

perspektivními metodami jsou vysokoúčinná afinitní chromatografie a vysokoúčinná 

frontální analýza. Mezi další, méně vyuţívané metody se řadí například 

ultracentrifugace, gelová filtrace, vazba na albuminové mikrosféry nebo cirkulární 

dichroismus.  

Kaţdá z metod má své klady a zápory a proto rozhodnutí, která metoda bude 

v daném případě pouţita, by vţdy mělo vycházet ze zamýšleného účelu měření a z 

posouzení chemických vlastností ligandu. (Pacifici a Viani 1992)  

 

 

3.1.5.1. Rovnováţná dialýza 

 

 Rovnováţná dialýza je klasickou metodou pro stanovení vazebností látek na 

bílkoviny plazmy. Provádí se v zařízení, které obsahuje dialyzační jamky rozdělené 

semipermeabilní membránou na dvě oddělené komůrky. Dialyzační membrány se 

navzájem liší velikostí svých pórů a jsou proto vybírány na základě molekulové 
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hmotnosti zkoumané látky. Při samotném měření je do dialyzační jamky vpravena na 

jednu stranu membrány plazma a na druhou roztok pufru. Přitom buďto plazma nebo 

roztoku pufru obsahuje určité mnoţství stanovované látky. Soustava se nechá 

dostatečnou dobu inkubovat zpravidla při teplotě 37°C. Léčivo přitom prostupuje přes 

membránu do té doby, neţ dosáhne dialyzační rovnováhy, tedy stavu, kdy se 

koncentrace jeho nevázané frakce na obou stranách membrány vyrovnají. Po dosaţení 

dialyzační rovnováhy jsou plazma i pufr z komůrek vyjmuty a v plazmě je změřena 

celková koncentrace léčivé látky, zatímco naměřená hodnota v pufru je povaţována za 

koncentraci nevázaného léčiva. Z těchto dvou hodnot lze poté odvodit koncentraci 

léčiva vázaného na plazmatické bílkoviny jako rozdíl celkové koncentrace a 

koncentrace vázaného léčiva.  

Při měření je velmi důleţité poskytnout soustavě dostatek času pro dosaţení 

rovnováţného stavu. Proto se před samotným měřením provádí předběţné pokusy, které 

mají potřebnou dobu inkubace určit. Měří se při nich koncentrace léčiva v plazmě a v 

pufru v určitých časových intervalech tak dlouho, dokud se jejich hodnoty v několika po 

sobě následujících měřeních nepřestanou lišit.  

Čas nezbytný pro dosaţení dialyzační rovnováhy je významně ovlivněn mnoha 

faktory. Lze ho zkrátit například rotací nebo třepáním celé dialyzační soustavy během 

inkubace. Důleţitými faktory jsou i parametry dialyzačních komůrek. Čím větší je 

poměr mezi plochou membrány a objemem komůrky, tím rychleji se rovnováha ustaví. 

Naopak pokud je hodnota tohoto poměru niţší, ustavení rovnováhy bude trvat déle.  

Rovnováţnou dialýzu ovlivňuje mnoho faktorů, které musí být kontrolovány, 

aby bylo dosaţeno přesných výsledků. Je důleţité, aby bylo během měření pH 

přizpůsobeno plazmatickým hodnotám, protoţe vazba léčiv na plazmatické bílkoviny 

můţe být na pH závislá. Protoţe jde o in vitro metodu, roztok pufru není identický se 

sérem a ionty v něm obsaţené mohou ovlivnit navázání látky na bílkoviny. Moţností, 

jak této interakci předejít, je pouţít plazmatickou vodnou frakci připravenou filtrací 

plazmy. Překáţkou pro toto řešení ale často bývá nutnost pouţit větší mnoţství plazmy. 

Díky osmotickému tlaku, který v soustavě působí, také často dochází k přesunu části 

pufru do prostoru plazmy a to vede ke zředění plazmatických proteinů. Tento problém 

bývá řešen buďto přidáním dextranu, který zlepší izotonicitu pufru, coţ vede ve 

výsledku k menším přesunům, nebo jsou výsledky měření matematicky upraveny.
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(Wright a kol. 1996) Problémem můţe být také schopnost některých látek vázat se na 

dialyzační membránu v takovém rozsahu, ţe to můţe výrazně ovlivnit výsledky 

experimentu. V tomto případě je pro měření vybrána membrána o co nejmenší tloušťce.
 

(Pacifici a Viani 1992) 

Mezi hlavní výhody rovnováţné dialýzy patří především to, ţe ji lze provést za 

pouţití pouze velmi malého objemu vzorku a lze připravit několik vzorků najednou. 

Naopak její nevýhodou je časová náročnost.
 
(Wright a kol. 1996, Pacifici a Viani 1992) 

 

 

3.1.5.2. Ultrafiltrace  

 

 Další klasickou metodou pro stanovení plazmatické vazebnosti léčiv je 

ultrafiltrace. Základem ultrafiltračního zařízení jsou dvě komory navzájem oddělené 

filtrem. Filtr umoţňuje průnik plazmatické vodné frakci a sloučeninám o niţší 

molekulové hmotnosti, zatímco větší molekuly, jako jsou plazmatické bílkoviny, 

zadrţuje. Po vpravení plazmy obsahující léčivou látku je plazmatická vodná frakce 

tlačena skrz membránu buďto přetlakem nebo centrifugací do spodní komory. Ta po 

ukončení procesu obsahuje ultrafiltrát, který představuje koncentraci nevázaného léčiva. 

Koncentrace vázaného léčiva je potom vypočítána jako rozdíl mezi celkovou 

koncentrací léčiva a naměřenou hodnotou nevázaného léčiva.  

 Ultrafiltrace je jednoduchá, rychlá a efektivní metoda, která na rozdíl od 

rovnováţné dialýzy nevyţaduje pro měření pouţití nefyziologického pufru. Její 

nevýhodou je ale to, ţe koncentrace bílkovin ve vzorku se během centrifugace zvyšuje. 

Proto, aby byly v horní komoře udrţeny přiměřené koncentrace bílkovin, bývá většinou 

filtrováno jen asi 10-15% původního plazmatického objemu. Pokud se ale měření 

provádí u léčiva, které se na bílkoviny plazmy výrazně váţe, můţe být obtíţné v tak 

malém mnoţství ultrafiltrátu zkoumané léčivo vůbec detekovat. V případě, kdy je 

nezbytné pro měření získat větší mnoţství ultrafiltrátu, se tedy obvykle provádí 

předběţné zkoušky, které mají za úkol určit, jak velký vliv bude mít odebrání většího 

mnoţství ultrafiltrátu na měření koncentrace nevázaného léčiva.  

I u této metody, stejně jako u rovnováţné dialýzy, je po celou dobu nezbytné 

udrţet fyziologické pH a teplotu 37°C, aby byly napodobeny fyziologické podmínky. A 
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stejně jako u předchozí metody hrozí i u tohoto postupu nebezpečí navázání léčiva na 

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

 

 

3.1.5.3. Vysokoúčinná afinitní chromatografie (HPAC) 

 

  Vysokoúčinná afinitní chromatografie je jednou z novějších metod, kterou lze 

kromě rozsahu plazmatické vazebnosti zjišťovat i další kvalitativní a kvantitativní 

parametry.  

Jde v podstatě o zvláštní typ kapalinové chromatografie, při které se jako 

stacionární fáze pouţívají plazmatické bílkoviny, především albumin. Metoda můţe být 

provedena dvěma základními postupy a to zónovou elucí nebo frontální analýzou. Při 

zónové eluci se do kolony najednou aplikuje malé mnoţství zkoumané látky, které je 

během průchodu kolonou zadrţováno v závislosti na jeho vazebnosti na imobilizované 

proteiny. Při frontální analýze je roztok obsahující známou koncentraci stanovované 

látky kontinuálně vstřikován na kolonu. Stanovovaná látka se průběţně navazuje na 

imobilizované proteiny ve stacionární fázi aţ se proteiny nasytí a koncentrace 

analyzované látky v eluátu se postupně zvýší.   

Při obou postupech se měří eluční čas a koncentrace studované látky po 

průchodu kolonou. Z těchto parametrů potom lze odvodit rovnováţné konstanty, které 

charakterizují vazbu analytu na plazmatické bílkoviny.  

Při obou metodách lze k roztoku studovaného léčiva přidat navíc další látku, 

která při průchodu kolonou kompetuje se studovaným léčivem na vazebných místech 

proteinů. Lze tak získat informace o ovlivnění vazby analytu na plazmatické proteiny 

jiným léčivem.  

Vysokoúčinná afinitní chromatografie má na rozdíl od ostatních metod při 

studování plazmatické vazebnosti bezesporu mnoho výhod. Patří mezi ně relativní 

časová nenáročnost a moţnost automatizace celého měření. Další výhodou je moţnost 

pouţít plazmatické bílkoviny tvořící stacionární fázi opakovaně pro více měření. 

Kolony s imobilizovaným albuminem mohou být pouţity pro 500 aţ 1000 měření. 

Znamená to tedy jednak potřebu relativně malého mnoţství proteinu pro velké mnoţství 
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pokusů a také vyšší přesnost při pouţití stejné stacionární fáze pro sérii pokusů. (Hage a 

kol. 2009, Chuang a kol. 2009) 

 

 

3.1.5.4. Vysokoúčinná frontální analýza (HPFA) 

 

HPFA je chromatografická metoda, která vznikla na základě gelové fitrace a 

která umoţňuje současné stanovení celkové koncentrace a koncentrace nevázané frakce 

při vazebnostních studiích. Tato metoda je výhodná z několika důvodů. Stejně jako u 

gelové filtrace ani při této metodě nedochází ke vniku neţádoucích efektů spojených 

s vyuţitím polopropustných membrán. K měření je potřeba pouze velmi malé mnoţství 

vzorku a při propojení HPFA s chirální HPLC kolonou lze stanovovat vazebnost 

jednotlivých enantiomerů chirálních látek. (Chuang a kol. 2009) 

Při HPAF se pouţívá speciální HPLC kolona, která je schopná vyloučit velké 

molekuly jako jsou plazmatické bílkoviny, ale zadrţovat malé, tedy studované léčivo. 

Po nastříknutí roztoku obsahujícího léčivo a plazmatické bílkoviny na kolonu dochází 

ihned k rozpuštění roztoku v mobilní fázi a k uvolnění léčiva z vazby na bílkoviny. 

Celkové mnoţství léčiva (původně vázaného i nevázaného) je zadrţováno stacionární 

fází kolony a eluováno jako jeden ostrý pík, který udává celkovou koncentraci léčiva ve 

vzorku. Pokud injikujeme na kolonu dostatečně velký objem vzorku, uvolňování léčiva 

z vazby na proteiny se postupně zastaví a v horní části kolony se vytvoří rovnováţný 

stav. Znamená to, ţe koncentrace nevázaného léčiva v koloně uvnitř mikrospor a mimo 

ně se vyrovná. Celková koncentrace nevázaného léčiva ve vzorku je pak stejná jako 

koncentrace nevázaného léčiva v koloně mimo mikrospory. (Shibukawa 1999, Liu a 

Huang 1999) 

 

 

3.1.5.5. Gelová filtrace 

 

Princip gelové filtrace spočívá v průchodu roztoku plazmy a stanovovaného 

léčiva kolonou naplněnou gelem a oddělení jednotlivých frakcí na základě velikosti 

částic. Kolonou prochází nejrychleji volné proteiny, potom proteiny s navázaným 
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léčivem a nakonec volné léčivo. V elučním profilu tedy dostáváme tři zóny, označované 

jako α-, β- a γ-plató.  

Hlavními nevýhodami této metody jsou její časová náročnost a potřeba většího 

objemu vzorku. Na druhou stranu má metoda ale i výhody oproti například rovnováţné 

dialýze nebo ultrafiltraci v tom, ţe není nutné zohledňovat vliv Donnanových rovnováh 

nebo neţádoucí absorpce léčiva na membránu. (Hage a kol. 2009, Pacifici a Viani 1992, 

Chuang a kol. 2009) 

 

 

3.1.5.6. Ultracentrifugace 

 

Ultracentrifugace je metoda, při které je dosaţeno oddělení volné frakce léčiva 

od léčiva navázaného na bílkoviny centrifugací plazmy ve zkumavce, která není 

předělena ţádnou membránou. Jde o alternativní metodu k ultrafiltraci a rovnováţné 

dialýze. Na rozdíl od těchto postupů má ale ultracentrifugace několik výhod a to, ţe 

měření není zkresleno vazbou stanovovaných látek na pouţitou membránu a není 

potřeba vyuţít nefyziologického pufru. Naopak za nevýhody metody mohou být 

povaţovány chyby stanovení volné frakce léčiva způsobené fyzikálními jevy, jako jsou 

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

 

 

3.1.5.7. Vazba na albuminové mikrosféry 

 

 Předností této metody je její jednoduchost. Suspenze albuminových mikrosfér a 

pufru je přenesena do injekční stříkačky, která je na spodní části opatřena porézní 

destičkou. K suspenzi je přidána stanovovaná látka a stříkačka je inkubována při 

pokojové teplotě. Po ustavení rovnováhy získáme nevázanou frakci léčiva vytlačením 

suspenze ze stříkačky přes porézní destičku. Albuminové mikrosféry s navázaným 

léčivem zůstávají uvnitř stříkačky.   

   Zásadní nevýhodou této metody je to, ţe se při ní stanovuje vazebnost léčivé 

látky pouze na albumin. Z tohoto důvodu není vyuţívána při přesných měřeních rozsahu 

plazmatické vazebnosti léčiv. (Pacifici a Viani 1992) 
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3.1.5.8. Cirkulární dichroismus  

 

 Cirkulární dichroismus je spektroskopická metoda zaloţená na měření změn 

absorbance nebo fluorescence Cottonova efektu molekuly vázané na plazmatický 

protein. Molekula navázaná na léčivo vytváří vnější Cottonův efekt a tím pozměňuje 

běţné dichroické spektrum proteinu.
 
(Pacifici a Viani 1992) Výhodou této metody je 

především fakt, ţe kromě stanovení vazebnosti léčiva umoţňuje také získat další 

informace například o stereochemii komplexu léčivo-plazmatická bílkovina nebo o 

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

 

Radiofarmaka mohou být charakterizovaná jako léčiva, která ve své struktuře 

obsahují radioaktivní atomy a jsou určená pro podání člověku k diagnostice nebo terapii 

nemocí. Jde převáţně o malé organické nebo anorganické sloučeniny, ale vyuţívány 

jsou i velké makromolekuly, například monoklonální protilátky nebo jejich fragmenty.  

Podle způsobu vyuţití mohou být radiofarmaka rozdělena do dvou základních 

skupin a to na diagnostická a terapeutická.  

 

Diagnostická radiofarmaka 

Diagnostická radiofarmaka se aplikují jen ve velmi malých koncentracích a 

jejich cílem není farmakologický účinek. Slouţí k detailnímu zobrazení morfologie 

jednotlivých orgánů nebo tkání a především k testování jejich fyziologických funkcí. 

Do této skupiny se řadí radiofarmaka značená izotopy emitujícími γ záření pro 

zobrazení pomocí jednofotonové emisní tomografie (SPECT) nebo pozitrony pro 

pozitronovou emisní tomografii (PET). (Liu 2008)  

 

Terapeutická radiofarmaka 

Úkolem těchto radiofarmak je doručení terapeutických dávek záření do místa 

postiţeného chorobou. Terapie můţe probíhat několika způsoby. Patří mezi ně vnější 

ozařování, implantace zdroje záření nebo systematické podávání radiofarmaka. Léčba, 

při které je do místa nádoru chirurgicky vpraven zdroj záření (tzv. Brach therapy) a 

ponechán v něm po určitou dobu, je vhodná pouze pro léčbu dostupných nádorů. 

Důleţitou roli hraje například při terapii nádorů prostaty. Naopak pro léčbu 

metastazujících nádorů je vhodnější systematické podávání receptorově specifických 

radiofarmak, která umoţňují zacílení terapie pouze na nádorové tkáně. (Liu 2008, 

Volkert 1999)  
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3.2.1. Receptorově specifická radiofarmaka 

  

Radiofarmaka lze dělit také podle jejich biodistribuce po aplikaci do organizmu. 

První skupinu tvoří ty, jejichţ biodistribuce je závislá pouze na jejich chemických a 

fyzikálních vlastnostech, zatímco druhá skupina zahrnuje radiofarmaka, jejichţ osud 

v organizmu je ovlivněn schopností specificky se vázat na receptory pouze určitých 

tkání. Tyto látky se označují jako receptorově specifická radiofarmaka.   

 Receptorově specifická radiofarmaka jsou obecně sloţena ze čtyř částí: 

 radionuklidu 

 biomolekuly schopné specifické vazby 

 bifunkčního chelatačního činidla 

 farmakokinetiku ovlivňující části.
 
(Liu 2008)  

 

 

3.2.1.1. Radionuklid 

  

Radionuklid představuje zdroj záření. V současné době je známo přes 2000 

radioaktivních izotopů 104 chemických prvků. Ne všechny jsou ale pro vyuţití 

v nukleární medicíně vhodné. Kromě poţadavků na výrobní a cenovou dostupnost musí 

radionuklid vyhovovat i z hlediska fyzikálních charakteristik. Patří mezi ně především:  

 druh emitovaného záření 

 energie emitovaného záření 

 poločas přeměny.  
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Druh emitovaného záření 

 

Záření vhodná pro diagnostiku 

Radionuklidy určené pro diagnostiku mohou být rozděleny do dvou skupin. Do 

první z nich řadíme ty, které emitují vysokoenergetické elektromagnetické záření γ o 

energii mezi 100-300 keV a jsou určeny pro diagnostiku pomocí jednofotonové emisní 

tomografie (SPECT). Patří mezi ně například 
99m

Tc, 
111

In, 
67

Ga a 
123

I. Daleko 

nejuţívanějším z nich je 
99m

Tc, které je součástí 80% běţně pouţívaných 

diagnostických radiofarmak. K důvodům jeho vysoké obliby patří nejen jeho výhodné 

fyzikální vlastnosti, jako jsou ideální poločas rozpadu (6 hodin) a energie záření (140 

keV), která je dostatečná pro kvalitní zobrazení ale přitom ne příliš zatěţující pro 

pacienta, ale také moţnost jeho snadného získání z radionuklidového generátoru přímo 

na pracovišti.  

Druhou skupinu diagnostických radionuklidů tvoří pozitronové zářiče, které se 

vyuţívají při vyšetřeních pozitronovou emisní tomografií (PET). β
+
 záření, jinak 

nazývané také jako anihilační záření, vzniká v případě, kdy se pozitron uvolněný z jádra 

atomu ve tkáni spojí s elektronem a v místě anihilace se uvolní do opačných směrů dva 

fotony o energii 511 keV, které jsou potom zachyceny detektorem. Mezi radionuklidy 

vhodné pro pozitronovou emisní tomografii patří například 
18

F, 
15

O, 
13

N, 
11

C, 
68

Ga, 
64

Cu 

a 
124

I.  

 

Záření vhodná pro terapii 

Mezi radionuklidy pouţívané pro terapeutické účely patří především β
-
 zářiče. β

-
 

částice jsou negativně nabité elektrony emitované z jádra rozpadajícího se atomu, které 

vykazují dobrý cytotoxický účinek a relativně dlouhý dosah v tkáních (2-12 mm). Při 

průchodu tkání elektrony ztrácejí energii a předávají ji atomům především v molekulách 

vody. Vznikají tak excitované a ionizované atomy a volné radikály, které jsou 

zodpovědné za následné zlomy v řetězcích DNA v buňkách. Mezi nejpouţívanější 

radionuklidy emitující β
-
 záření patří 

90
Y, 

186
Re, 

188
Re, 

131
I a 

177
Lu. Pří výběru vhodného 

radionuklidu je důleţité vzít v potaz velikost ozařovaného nádoru. Částice s vyšší 
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energií a tedy i vyšším dosahem v tkáních (např. 
90

Y a 
186

Re) jsou vhodné především 

pro terapii větších nádorů a nádorů s nerovnoměrnou distribucí receptorů, zatímco pro 

menší nádory, které nejsou schopny absorbovat celou emitovanou energii, jsou 

vhodnější radionuklidy s niţší energií (např. 
131

I a 
177

Lu).   

Perspektivní pro terapeutické účely se zdají být i radionuklidy emitující záření α. 

α částice jsou jádra , které mají v porovnání s β částicemi jen velmi krátký dosah 

v tkáních (jen asi 50-80 μm) ale zato mnohem větší energií (5-9 MeV) a vedou tedy 

v cílových buňkách k mnohem výraznějším zlomům a poškozením DNA. Mezi 

radionuklidy emitující α záření patří především těţké kovy jako například 
211

At, 
213

Bi a 

225
Ac. Ţádný z nich ale není prozatím v praxi vyuţíván. (Jurisson a kol. 2008, Dijkgraaf 

2007, Hamoudeh a kol. 2008, Liu 2008, Mysliveček a kol. 2007, Owunwanne 1995, 

Sampson 1994, Holland a kol. 2010) 

 

 

Energie emitovaného záření 

Za ideální energii záření vydávaného diagnostickým radionuklidem jsou 

povaţovány hodnoty v rozmezí 100-200 keV. Niţší hodnoty neţ 30 keV vedou 

k výrazné absorpci záření ve tkáni, zatímco vyšší hodnoty způsobují zhoršení kvality 

diagnostických výsledků.  

Pro energii terapeutického β záření nejsou obecně stanoveny ţádné limity. 

V praxi se vyuţívají radionuklidy s energií od několika set keV do 2,7 MeV.  

 

 

Fyzikální poločas přeměny  

Příliš krátký poločas přeměny diagnostického radionuklidu neposkytuje dostatek 

času pro přípravu radionuklidu a kvalitní vyšetření sledovaného děje v organizmu po 

jeho aplikaci, zatímco příliš dlouhý poločas znamená vysokou radiační zátěţ pro 

organismus. Za radionuklid s optimálními rozpadovými vlastnostmi je povaţován 

izotop 
99m

Tc, jehoţ fyzikální poločas je šest hodin. (Mysliveček a kol. 2007, 

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

  

Tato část radiofarmaka plní úlohu nosiče, který umoţňuje doručení radionuklidu 

k cílové tkáni. Podmínkou je, aby buňky cílové tkáně obsahovaly na svém povrchu 

velké mnoţství specifických receptorů, ke kterým vykazuje biomolekula vysokou 

afinitu. Mezi sloučeniny, které umoţňují zacílení účinku radiofarmaka, patří především 

monoklonální protilátky a jejich fragmenty a receptorově specifické peptidy.
 
(Liu 2004) 

 

 

3.2.1.3. Bifunkční chelatační činidlo 

  

Bifunkční chelatační činidla jsou sloučeniny, které umoţňují navázání 

radionuklidu na biomolekulu. Tyto komplexy obsahují ve své molekule 2 důleţité 

funkční skupiny. První z nich je nezbytná pro vazbu radionuklidu, zatímco druhá 

umoţňuje vznik kovalentní vazby mezi činidlem a značenou sloučeninou. Chelát tak 

umoţňuje snadné značení sloţitých molekul tím, ţe mezi nimi a radionuklidem vytvoří 

pevný spojovací můstek. (Brechbiel 2008) 

 

 

3.2.1.4. Farmakokinetiku ovlivňující část 

 

Úkolem farmakokinetiku ovlivňující části je upravit kinetiku vylučování 

radiofarmaka tak, aby bylo dosaţeno co nejvyššího vychytávání radiofarmaka v cílové 

tkáni a zároveň aby jeho mnoţství v ostatních částech organizmu bylo co nejniţší. Můţe 

mít například podobu jednoduchého uhlíkatého řetězce, jehoţ integrace do léčiva 

způsobuje zvýšení lipofility nebo krátké peptidové sekvence, jako je například 

polyaspartamová kyselina, která naopak zvyšuje hydrofilní vlastnosti a renální 

clearance. Pokud tuto spojku tvoří polyethylenglykol, vede to ke zpomalení vylučování 

radiofarmaka játry. (Liu 2008, Liu 2004) 
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3.2.2. Bifunkční chelatační činidla  

 

Jednotlivé radionuklidy se navzájem výrazně liší svými vlastnostmi, jako je 

například atomový poloměr nebo náboj. Proto nelze pro všechna značení pouţít jeden 

univerzální bifunkční chelát, ale je nutné vybrat ten, který má pro značení daným 

radionuklidem nejvhodnější vlastnosti. Při výběru je podstatné posoudit především: 

 náboj radionuklidu 

 koordinační číslo chelátu 

 velikost dutiny chelátu pro vázaný radionuklid  

 charakter vazebných skupin chelátu. 

 

Kromě těchto čtyř základních vlastností je důleţité posoudit také rychlost vzniku 

a rozkladu daného komplexu. 

Všechny uvedené vlastnosti spolu navzájem souvisí a jejich vhodný výběr je 

zásadní především pro stabilitu celého výsledného komplexu, která je v praxi velice 

důleţitá. Předčasný rozklad komplexu by totiţ mohl vést ke zvýšení toxicity při jeho 

terapeutickém vyuţití nebo k nekvalitním výsledkům v případě diagnostiky. 

(Brechbiel 2008, Packard a kol. 1999)  

 

 

3.2.2.1 Značení biomolekul pomocí chelatačních činidel 

 

Pro přípravu značených peptidů pomocí bifunkčních chelátů volíme jeden ze 

dvou moţných postupů.  

Při prvním z nich je nejdříve připraven komplex peptid-ligand, který je poté 

radioaktivně značen. Tento postup je jednodušší, ale velmi často vyţaduje podmínky, 

které jsou pro komplex nepřípustné. Můţe například dojít k rozkladu celé molekuly 

zapříčiněnému vysokou teplotou, k ovlivnění cysteinových skupin peptidů redukčními 

činidly nebo hydrolýze citlivých skupin v silně bazickém prostředí.  

Druhou moţností je nejprve označit radionuklidem ligand a ten poté navázat na 

biomolekulu. Tento postup je vhodný pro technecium, protoţe znemoţňuje jeho 
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nespecifické navázání. Nevýhodou v tomto případě je ale obtíţnější následné čištění a 

kontrola kvality komplexu.  

Chelát je většinou na značenou sloučeninu vázán pomocí peptidové vazby, která 

vzniká mezi karboxylovou skupinou ligandu a aminoskupinou biomolekuly. 

Karboxylová skupina můţe být také nahrazena skupinou esterovou, která pak reaguje 

ještě ochotněji. Pokud je vyuţita thiokyanátová skupina ligandu, vzniká stabilní spojka 

ve formě thiourey. (Blok a kol. 1999, Kowalski a Falen 2004)
 
Při značení je vţdy 

důleţité dbát na to, aby bifunkční chelát nesníţil afinitu biomolekuly k cílovému 

receptoru. Můţe například nastat situace, kdy aminoskupinu lysinu v molekule peptidu, 

nezbytnou pro vazbu na receptor cílové buňky, vyuţijeme pro navázání chelátu. Peptid 

se nám pak sice podaří označit, ale ztratí schopnost specifické vazby. Řešením této 

konkrétní situace můţe být zavedení dalšího lysinu do struktury peptidu. (Gotthardt a 

kol. 2004) 

 

 

3.2.2.2. Deriváty polyaminokarboxylových kyselin  

 

Mezi nejstudovanější bifunkční chelatační činidla patří deriváty 

polyaminokarboxylových kyselin, jako jsou například ethylendiamintetraoctová 

kyselina (EDTA), diethylentriaminpentaoctová kyselina (DTPA) a 

1,4,7,10- tetraazacyklododekan- 1,4,7,10-tetraoctová kyselina (DOTA) (obr. 2). Od nich 

jsou potom odvozovány další deriváty.  

 

Obr. 2: Chemické struktury derivátů polyaminokarboxylových kyselin EDTA, DOTA, 

DTPA.  
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Deriváty EDTA byly původně zamýšleny jako cheláty vhodné pro značení 
111

In 

a 
90

Y. Kvůli své omezené stabilitě byly ale později nahrazeny deriváty DTPA, které 

nabízejí vhodnější vlastnosti. (Brechbiel 2008) Největšími výhodami značení pomocí 

derivátů DTPA jsou časová nenáročnost a vysoké výtěţky reakce i za běţných 

podmínek. Nevýhodu ale představuje kinetická labilita těchto značených sloučenin, 

která často vede k uvolnění radionuklidu z komplexu a zvyšuje tak radiační toxicitu 

necílových orgánů. (Liu 2004) Od chelátu DTPA bylo později zásahem do struktury 

odvozeno mnoho derivátů. Příkladem by mohl být 1B4M-DTPA, známý také pod 

označením tiuxetan (obr. 3), který se v praxi vyuţívá ke značení radiofarmaka Zevalinu. 

(Brechbiel 2008, Chinn a kol. 2003) Jedná se o myší monoklonální protilátku, která se 

po označení 
90

Y vyuţívá k terapii pacientů s folikulárním lymfomem. (MV Aislp 2008) 

Jiným příkladem je derivát označovaný jako CHX-A“DTPA (obr. 3), který je významný 

proto, ţe byl pouţit jako chelatační činidlo při prvním klinickém zkoušení protilátky 

značené α-zářičem 
213

Bi. (Brechbiel 2008) 

 

 

 

 

 

 

 

Dalším z derivátů polyaminokarboxylových kyselin je DOTA, chelát 

s vynikající stabilitou, jehoţ strukturu tvoří dvanáctičlenný makrocyklický kruh. 

Původně byl vyvinut pro komplexy s 
111

In, 
86

Y, 
90

Y, radiolanthanoidy, 
213

Bi, 
212

Pb a 

225
Ac a opět od něj bylo odvozeno při hledání struktur s výhodnějšími vlastnostmi 

mnoho derivátů. (Brechbiel 2008) Jeho největší nevýhodou jsou ale pomalá reakční 

kinetika během chelatace a výrazná závislost na reakčních podmínkách, jako jsou pH, 

teplota, koncentrace a typ pufru a přítomnost dalších kovových iontů. Často je při 

značení pomocí DOTA nezbytné reakční směs zahřát, protoţe při pokojové teplotě 

 

 

 

Obr. 3: Chemické struktury vybraných derivátů DTPA. 
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probíhá značení velmi pomalu, s nízkým výtěţkem a nutností následného 

chromatografického čištění. Zvýšená teplota můţe ale zásadním způsobem pozměnit 

vlastnosti značené biomolekuly. U monoklonálních protilátek můţe například vést 

k významné ztrátě imunoreaktivity. (Liu 2004) 

Připraveny byly i cheláty s větším makrocyklickým kruhem neţ má DOTA. 

Příkladem můţe být TETA (1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-1,4,8,11-tetraoctová 

kyselina), chelát se čtrnáctičlenným kruhem, který vykazuje stabilitu při značení 

radioaktivní mědí (obr. 4). Pro vazbu jiných radionuklidů se ale neosvědčil. 

Osmnáctičlenný chelát HEHA (1,4,7,10,13,16-hexaazacyklooktadekan-

1,4,7,10,13,16-hexaoctová kyselina) byl zase vyvinut pro vazbu s 
225

Ac, při které  

vykazuje vynikající stabilitu (obr. 4). (Brechbiel 2008)   

 

 

 

             

Obr. 4: Chemické struktury bifunkčních chelátů TETA a HEHA. 
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3.3. Radioaktivně značené peptidy 

 

 Radioaktivně značené receptorově specifické peptidy se v posledním desetiletí 

staly významnou skupinou radiofarmak pro diagnostiku a terapii nádorových 

onemocnění. Díky své schopnosti specificky se vázat na určité receptory exprimované 

na povrchu buněk se vyuţívají pro dopravení radionuklidu přímo do místa potřeby. Na 

rozdíl od proteinů a monoklonálních protilátek mají mnoho výhod. Jejich malá 

molekula se jednak rychleji dostane k cílové tkáni, ale také se rychleji z tkáně a 

krevního oběhu vyloučí. Peptidy vykazují menší toxicitu a imunogenitu a lépe snáší 

podmínky při značení. Navíc mohou být v dostatečném mnoţství snadno a levně 

připraveny metodou syntézy na pevné fázi.  

Nevýhodou většiny endogenních peptidů je ale jejich příliš krátký biologický 

poločas, způsobený rychlou degradací peptidasami v krevním oběhu, který často 

znamená překáţku pro jejich pouţití. Proto musí být většina peptidů chemicky 

upravena.  V praxi se osvědčila záměna L-aminokyselin za D-aminokyseliny, začlenění 

neobvyklé aminokyseliny do řetězce, nahrazení aminoskupiny iminoskupinou, navázaní 

postrannního řetězce, amidace nebo cyklizace peptidu. Vţdy je ale třeba dbát na to, aby 

provedené změny v molekule neovlivnily schopnost peptidu vázat se na receptory. 

(Dijkgraaf a kol. 2007, Weiner a Thakur 2005, Okarvi 2008, Schottelius a Wester 2009) 

Radioaktivně značené peptidy se z organizmu vylučují dvěma základními 

cestami v závislosti na jejich vlastnostech. Hydrofilní látky jsou eliminovány převáţně 

ledvinami, zatímco lipofilní játry. Zavedením hydrofilních nebo naopak lipofilních 

aminokyslin do molekul značených peptidu je ale moţné způsob exkrece výrazně 

ovlivnit. Protoţe upřednostňovanou cestou je vylučování ledvinami, pouţívá se často 

pro zvýšení hydrofility takzvaná PEGylace. Jde o navázání polyethylenglykolu (PEG), 

netoxického, neimunogenního polymeru, vysoce rozpustného ve vodě, na peptidový 

řetezec. PEGylace tedy jednak zvýší hydrofilitu peptidu, ale v některých případech 

můţe vést také k prodlouţení jeho biologického poločasu. Jinou metodou pro zlepšení 

hydrofilních vlastností je glykosylace, tedy navázání cukerného zbytku. Při obou 

postupech je ale opět nutné zabránit tomu, aby chemické změny negativně ovlivnily 

schopnost vazby peptidu na vybraný receptor. (Dijkgraaf a kol. 2007) 
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3.3.1. Značení peptidů 

 

Značení peptidů se nejčastěji provádí pomocí bifunkčních chelatačních činidel. 

Tento způsob je podrobněji popsán v kapitole 3.2.2.1.  

Tato kapitola se zabývá metodami značení peptidů radioaktivním techneciem a 

jódem, tedy radioizotopy, které jsou v praxi velmi vyuţívané, ale pro které není 

konjugace s bifunkčními cheláty příliš vhodná nebo je moţné pouţít i jiné metody.  

 

 

Značení peptidů radioaktivním jódem 

 

Pro značení pomocí izotopů jódu 
125

I, 
123

I a 
131

I existují dva postupy. Prvním 

z nich je přímé značení, při kterém se izotopy jódu váţí kovalentně na aromatické jádro 

volného histidylu nebo tyrosylu v molekule peptidu. Konkrétně jde o elektrofilní 

substituci, která probíhá za přítomnosti oxidačního činidla jako například chloraminu-T.  

Pokud peptid neobsahuje ţádný volný histidyl nebo tyrosyl, provede se značení 

takzvanou Bolton-Hunterovou metodou. Při tomto postupu se na volnou aminoskupinu 

peptidu naacyluje jiţ jódem značené činidlo, nejčastěji 

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

Největším problémem při pouţití peptidů značených radioaktivním jódem je 

fakt, ţe na rozdíl od peptidů značených kovovými izotopy pomocí chelatačních činidel 

u nich byl naměřen mnohem menší poměr mezi aktivitou v cílových buňkách a 

v okolních tkáních. Je to způsobeno tím, ţe peptidy jsou po vstupu do nádorových 

buněk degradovány v lysozomech a aminokyseliny obsahující jód jsou vypuzeny 

z buňky, zatímco degradační produkty obsahující kovové izotopy zůstávají zachycené 

v buňce. (Behr a kol. 2001, Fischman a kol. 1993, Wängler a kol. 2007) 

 

 

 

 

 

 



39 

 

Značení peptidů techneciem 

 

Technecium patří díky svým vhodným fyzikálním vlastnostem a snadné 

dostupnosti k  nejpouţívanějším izotopům v oblasti radiofarmacie. Techneciem 

můţeme značit peptidy buďto přímo nebo pomocí bifunkčních chelatačních činidel.   

Při přímém značení nejprve redukujeme disulfidové můstky v molekule peptidu 

na volné thiolové skupiny, na které se poté 
99m

Tc naváţe. Tento postup je ale moţné 

pouţít pouze u peptidů, které ve své molekule disulfidové můstky obsahují a jen pokud 

jejich vyuţití pro vazbu izotopu neovlivní biologické chování peptidu. Vazba je ale 

v mnoha případech nespecifická a často vznikají komplexy s nízkou stabilitou.  

Druhou metodou je značení pomocí chelátů. Jednou z moţností je nejprve 

techneciem označit chelát a ten pak navázat na peptid. Tento postup ale není příliš 

vhodný pro rutinní značení. Druhou moţností je navázání bifunkčního chelátu na peptid 

a následné značení 
99m

Tc a to buďto redukcí technecistanu nebo nepřímo záměnou 

99m
Tc z jiné sloučeniny, jako je například 

99m
Tc-glukoheptonát nebo 

99m
Tc-difosfonát . 

Nejvhodnějším chelátem pro značení techneciem se zdá být HYNIC 

(hydrazinonikotinamid), protoţe umoţňuje značení i při běţné teplotě a vzniklé 

komplexy jsou in vivo velmi stabilní, především pokud se při značení pouţije koligand, 

jako např. ethylendiamindioctová kyselina (EDDA), tricin nebo kyselina nikotinová. 

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

  

 

 

3.3.2. Regulační peptidy používané v diagnostice a terapii nádorových 

onemocnění 

 

Regulační peptidy jsou malé molekuly syntetizované především v mozku a 

gastrointestinálním traktu, které hrají velmi výraznou roli ve fyziologických dějích v 

organizmu. Zpravidla jsou sloţeny z méně neţ čtyřiceti aminokyselin a díky takto malé 

molekule se jsou schopny dostat velmi rychle téměř do kterékoli tkáně. Vzhledem k 

výrazné lipofilitě ale nedokáţou projít hematoencefalickou bariérou.  
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Mezi regulační peptidy, které se pouţívají pro diagnostiku nebo terapii nádorů, 

nebo jsou pro tento účel studovány, patří deriváty somatostatinu, gastrinu a 

cholecystokininu, vazoaktivního intestinálního peptidu, substance P, neurotenzinu, 

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

 

 

3.3.2.1. Deriváty somatostatinu 

 

Mezi nejčastěji pouţívané radioaktivně značené receptorově specifické peptidy 

patří analogy odvozené od fyziologického hormonu somatostatinu.  

Somatostatin je neurotransmiter, který se vyskytuje převáţně v mozku a 

v gastrointestinálním traktu. V organizmu inhibuje uvolňování růstového hormonu, 

inzulinu, glukagonu a gastrinu. Z chemického hlediska jde o cyklický peptid sloţený ze 

čtrnácti aminokyselin. Jako takový ale podléhá v krevním oběhu rychlému rozkladu 

sérovými peptidázami a pro diagnostické nebo terapeutické účely je nevhodný.  Proto 

bylo od somatostatinu odvozeno několik stabilnějších derivátů. (Breeman a kol. 2001) 

Patří mezi ně například oktreotid, lantreotid, vapreotid, oktreotát, 1-NaI
3
-oktreotid. 

Schématické vzorce těchto derivátů uvádí obr. 4.  
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Obr. 4: Sekvence aminokyselin somatostatinu a jeho vybraných derivátů. (Nal= 

naftylalanin) 

 

Podstatou vyuţití somatostatinu a jeho analogů v diagnostice a terapii 

nádorových onemocnění je výskyt receptorů schopných tyto látky specificky vázat 

v nádorových tkáních. Bylo popsáno pět subtypů somatostatinových receptorů, 

označených sst1- sst5. Všechny patří do skupiny receptorů spřaţených s G proteinem. 

Základem těchto receptorů je polypeptidový řetězec, který tvoří sedm 

transmembránových domén. Extracelulární část je zodpovědná za vazbu ligandu, 

zatímco úkolem intracelulárních domén je předání signálu dále do buňky. 

Somatostatinové receptory lze na základě afinity k ligandům rozdělit do dvou skupin. 

Receptory sst2, sst3, sst5 váţou jak přirozený somatostatin tak i jeho analogy, zatímco 

receptory sst1 a sst4 jsou schopny vázat pouze somatostatin. (Breeman a kol. 2007, de 

Herder a kol. 2006) 
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Somatostatinové receptory se vyskytují především v neuroendokrinních 

nádorech. Jde o heterogenní skupinu nádorů endokrinního systému, které se navzájem 

mohou lišit histologií, velikostí i biologickým a klinickým chováním. Tyto nádory jsou 

většinou benigní a jen zřídka přechází do malignity. Protoţe jde často o malé, pomalu 

rostoucí nádory je jejich detekce metodami jako je CT nebo magnetická rezonance 

velmi obtíţná. Naopak zobrazení pomocí značených derivátů somatostatinu se ukázalo 

jako velmi efektivní. (Cihlo a Lázníček, 2008) Podstatná při tomto způsobu diagnostiky 

totiţ není velikost nádoru, nýbrţ hustota receptorů, a proto i velmi malé nádory ale 

s velkým počtem somatostatinových receptorů mohou být jednoduše odhaleny.  

Prvním dostupným značeným receptorově specifickým peptidem na trhu se stal 

pod firemním názvem OctreoScan 
111

In-DTPA-oktreotid. Jeho nevýhodou ale je nepříliš 

výrazná vazba na receptor sst2. Protoţe DTPA není díky nízké in vivo stabilitě příliš 

vhodný bifunkční chelát pro vazbu jiných radionuklidů neţ 
111

In, byl v dalším vývoji 

nahrazen chelátem DOTA. V současnosti se jako nejvýhodnější analogy jeví DOTA-

Tyr
3
-oktreotid (DOTA-TOC) a DOTA-Tyr

3
-oktreotát (DOTA-TATE). Kvůli výhodným 

vlastnostem technecia pro diagnostiku byla snaha pouţít analogy somatostatinu značené 

99m
Tc. Jako velmi slibné se ukázaly především HYNIC-TATE, HYNIC-TOC a N4-

TATE. Snahy o nalezení derivátu, který by měl vyšší afinitu k receptorům, ale 

pokračovaly dále. Tyto sloučeniny měly být schopny nejen odhalit širší spektrum 

nádorů, ale tím, ţe by se vázaly na více druhů receptorů, také dosáhnout vyššího uptaku 

v nádorových buňkách. Tento cíl částečně splnily deriváty obsahující ve své struktuře 

na pozici 3 nepřirozené aminokyseliny, a to 1-naftylalanin v analogu DOTA-NOC, resp. 

benzothienylalanin v analogu DOTA-BOC, které vykazují výrazně vyšší afinitu 

k receptorům sst2, sst3 a sst5. Zaznamenány byly také snahy o syntézu 

„pansomatostatinu“, tedy derivátu, který by se velmi silně vázal na všechny typy 

somatostatinových receptorů. Jedním z nich je derivát označený jako KE 108, který se 

ale navzdory vysoké afinitě ke všem pěti typům receptorů v diagnostice neosvědčil. 

Bylo totiţ zjištěno, ţe vykazuje velmi nízký uptake v nádorech obsahujících převáţně 

sst2 receptory. (Reubi a Maecke 2008)  
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3.3.2.2. Deriváty cholecystokininu a gastrinu 

 

Ačkoli deriváty somatostatinu zatím v oblasti radioaktivně značených 

receptorově specifických peptidů dominují, do centra zájmů se v současnosti dostávají i 

analogy gastrinu a cholecystokininu. Bylo totiţ zjištěno, ţe na rozdíl od ostatních 

neuroendokrinních tumorů například buňky medulárního karcinomu štítné ţlázy na 

povchu exprimují jen velmi málo somatostatinových receptorů. Naopak 

cholecystokininové receptory CCK2 byly nalezeny u 90% nádorů tohoto typu a u mnoha 

dalších jako například u malobuněčného plicního karcinomu, stromálního karcinomu 

vaječníků nebo astrocytomu. (Visser a kol. 2008) 

V současnosti rozlišujeme dva druhy cholecystokininových recetorů a to CCK-1 

a CCK-2. Receptor CCK-2 má vysokou afinitu jak k cholecystokinu tak ke gastrinu, 

zatímco receptor CCK-1 váţe pouze cholecystokinin. (Reubi 2007, Miller a Gao 2008) 

Prvními sloučeninami syntetizovanými pro zacílení těchto receptorů byly 

nesulfatované analogy cholecystokininu konjugované s DTPA nebo DOTA. Deriváty 

značené 
111

In vykazovaly dobré výsledky při studiích in vivo u potkanů. Jejich 

nevýhodou ale byla nedostatečná akumulace v nádorových buňkách. Současně byly 

vyvíjeny i deriváty gastrinu. Slibné výsledky ve studiích vykazovaly například  

[
111

In-DTPA
0
,(D)Glu

1
]-minigastrin pro diagnostiku a [

90
Y-DTPA

0
,(D)Glu

1
]-minigastrin 

pro terapii medulárního karcinomu štítné ţlázy. Hlavní překáţkou jejich vyuţití byla ale 

výrazná retence v ledvinách a s tím spojené riziko nefrotoxicity. Tento problém se ale 

podařilo odstranit úpravou peptidového řetězce minigastrinu. Po zkrácení sekvence 

aminokyselin minigastrinu o pět glutamových kyselin se akumulace značené sloučeniny 

v ledvinách výrazně sníţila. Jedním z derivátů s takto upravenými vlastnostmi je 

například DOTA-minigastrin 11 (obr. 5). Snahou bylo také vyvinout derivát 

cholecystokininu nebo gastrinu, který by mohl být označen radioizotopem 
99m

Tc. 

Nejlepší výsledky byly zaznamenány u derivátu nazvaného [
99m

Tc]-Demogastrin 2, 

který má nejen vysokou afinitu k receptorům CCK-2, ale navíc vykazuje i nízkou 

retenci v ledvinách. (Reubi 2007) 
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DTPA-D-Glu
1
-minigastrin  

                     DTPA-D-Glu-Glu5-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 

DOTA- minigastrin 11 

                     DOTA-D-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 

Demogastrin 2 

                     N4
0-1

-Gly-D-Glu-Glu5-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 

Obr. 5: Struktury vybraných derivátů gastrinu.  

 

 

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

 

 Glukagon-like peptid 1 je hormon uvolňovaný střevními buňkami, který 

indukuje postprandiální sekreci inzulinu z B buněk pankreatu.  Receptory pro tento 

peptid lze nalézt na buňkách endokrinních nádorů, především insulinomů, gastrinomů a 

feochromocytomů. Protoţe GLP-1 má stejně jako ostatní regulační peptidy jen velmi 

krátký poločas, byly vyvinuty stabilnější analogy označované jako exendin 3 a exendin 

4. (Gotthardt a kol. 2004) V preklinických studiích na zvířecích modelech se osvědčil 

dále modifikovaný derivát značený indiem (Lys
40

[Ahx-DTPA-
111

In]NH2)exendin-4, 

který jednak vykazoval velmi dobrý poměr mezi aktivitou vychytanou v nádorových 

buňkách a v tkáňovém pozadí a navíc byl schopen i potlačit růst inzulinomu. Dříve neţ 

ale bylo moţné přistoupit ke klinickému hodnocení těchto radiopeptidů, musel být 

odstraněn problém s jejich příliš vysokou retencí v ledvinách, která by znamenala 

nadměrnou nefrotoxicitu. (Pool a kol. 2010) Zdá se, ţe řešení přinesly nedávné studie, 

které prokázaly, ţe renální vychytávání radiopeptidu sniţuje současné podání 

albuminových fragmentů, ţelatinového plasmaexpanderu gelofusinu, případně 

aminokyseliny lysinu. (Rolleman 2009)   
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3.3.2.4. Deriváty bombesinu 

 

Bombesin je peptid o čtrnácti aminokyselinách tvořený v tenkém střevě, který 

má stimulační efekt na trávicí soustavu (Vokurka a Hugo a kol. 2007) a vykazuje 

vysokou afinitu k receptorům pro „gastrin-releasing peptid“, které jsou časté například u 

buněk nádorů prostaty nebo prsu. Během posledního desetiletí bylo studováno mnoho 

kombinací derivátů bombesinu a radionuklidů a nejslibnějším z nich se jeví 

99m
Tc-Demobesin-1, který je nejlépe vychytáván nádorovými buňkami a současně je 

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

 

 

3.3.2.5. Deriváty vazoaktivního intestinálního peptidu (VIP) 

  

VIP je neuroendokrinní mediátor sloţený z 28 aminokyselin, který ovlivňuje 

vazodilataci ve střevě a motilitu a sekreci v gastrointestinálním traktu. (Dijkgraaf a kol. 

2007, Trojan a kol. 2003) Receptory pro VIP jsou exprimovány především u 

epiteliálních nádorů, u kterých se nenachází somatostatinové receptory. Jejich velká 

hustota byla popsána například u adenokarcinomů gastroenteropankreatického systému. 

Studie prokázaly, ţe VIP značený izotopem I-131 dokáţe velmi dobře zobrazit 

adenokarcinomy střeva a endokrinní nádory, naopak pankreatický adenokarcinom 

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

 

 

3.3.2.6. Deriváty substance P 

 

 Substance P je neurotransmiter o jedenácti aminokyselinách, který se podílí na 

mnoha procesech, jako je například vnímání bolesti. Receptory pro tento peptid lze 

nalézt na buňkách nádoru prsu, medulárního karcinomu štítné ţlázy nebo na některých 

nádorech mozku jako například na astrocytomu nebo glioblastomu. Kvůli velkému 

mnoţství neţádoucích účinků po intravenozní aplikaci se ale dosud nepovedlo tyto 

nádory detekovat pomocí značených analogů substance P. Bylo ale zjištěno, ţe lokální 

aplikace k těmto neţádoucím účinkům nevede, a proto se další studie zaměřily na 
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analogy substance P značené 
90

Y pro brachyterapii pokročilého stupně gliomů. 

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

 

 

3.3.2.7. Deriváty neurotenzinu 

 

 Neurotenzin je peptid sloţený ze 13 aminokyselin, který vzniká hlavně ve 

sliznici ilea a stěně celého střeva, nalezen byl také v hypotalamu. Tlumí ţaludeční 

sekreci a vyprazdňování ţaludku a současně působí i vazokonstrikčně. (Trojan a kol. 

2003) Protoţe na rozdíl od neuroendokrinních pankreatických nádorů, exokrinní nádory 

neexprimují dostatečné mnoţství somatostatinových receptorů, aby mohly být pomocí 

analogů somatostatinu odhaleny, bylo snahou nalézt jiné receptory vyuţitelné pro 

diagnostiku těchto tumorů. A jako vhodní kandidáti se jeví právě receptory pro 

neurotenzin, které byly popsány u buněk sedmdesáti procent všech duktálních 

adeokarcinomů pankreatu. Pro preklinické studie byly vyvinuty v organizmu stabilní 

deriváty konjugované s DTPA a DOTA značené 
111

In. (Dijkgraaf a kol. 2007) 
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4. PRAKTICKÁ ČÁST 
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4.1. Materiál 

 

4.1.1. Biologický materiál 

 lidská krev- heparinizovaná krev odebraná zdravému dárci 

 hovězí krev- heparinizovaná krev dodaná společností LabMediaServis s.r.o. 

 králičí krev- heparinizovaná krev odebraná králíkovi plemene Český albín 

 potkaní krev- heparinizovaná krev odebraná potkanovi kmene Wistar 

 

Krevní plazmy byly získány centrifugací heparinizované krve při 5 500 otáčkách po 

dobu 5 minut. 

 

 

4.1.2. Přístroje 

 Gama counter, Wallac, 1480 Wizard 3 

 Termostat TCH 100, Laboratorní přístroje Praha 

 TLC analyzér RITA STAR (Raytest) 

 centrifuga U-32R, Biotech 

 zařízení pro otáčení kotoučů při rovnováţné dialýze 

 

 

4.1.3. Pomůcky 

 dialyzační kotouče 

 celofánová semipermeabilní membrána 

 injekční stříkačky, jehly 

 měřící zkumavky 

 stacionární fáze pro tenkovrstvou chromatografii ITLC-SG (Gelman, USA) 

 vyvíjecí soustava pro chromatogram 

 laboratorní sklo 
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4.1.4. Chemikálie 

 111
In-InCl3 v 0,04 M HCl (Amersham) 

 177
Lu-LuCl3 v 0,05M HCl (Perkin Elmer) 

 10
-3

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) 

 fosfátový pufr o pH 7,41 

 acetátový pufr o pH 6,5 

 acetátový pufr o pH 5,0 

 10% roztok octanu amonného 

 0,24M kyselina gentisová 

 metanol 

 

 

4.1.5. Struktury studovaných látek 

DTPA 

 

 

 

 

 

 

 

DTPA-oxn 
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DOTA-NOC (DOTA-1-Nal
3
-oktreotid) 

 

sekvence aminokyselin: 

DOTA-D-Phe-Cys-1-Nal
3
-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol) 

 

strukturní vzorec: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DOTA-MG-1 

 

sekvence aminokyselin: 

DOTA-D-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe(NH2) 

 

strukturní vzorec: 
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4.2. Metodika 

 

4.2.1. Příprava jednotlivých vzorků 

 

111
In-DTPA: 

 

Sloţení: 

 100 μl 0,5M acetátového pufru o pH 6,5 

 100 μl 10
-3

M roztoku DTPA o pH 5 

 1 μl 
111

In-InCl3 v 0,04 M HCl. 

 

Připravený roztok značené sloučeniny jsme nechali stát po dobu 5 minut za pokojové 

teploty. 

25 μl značené sloučeniny jsme přidali ke 2,5 ml kaţdého druhu krevní plazmy. 

 

 

111
In-DTPA-oxn: 

 

Sloţení: 

 84 μl 0,5 M acetátového pufru o pH 6,5 

 6 μl roztoku DTPA-oxn (1mg/ml) 

 10 μl 
111

In-InCl3 v 0,04 M HCl. 

 

Připravený roztok značené sloučeniny jsme nechali stát po dobu 15 minut při teplotě 

40°C. 

20 μl značené sloučeniny jsme přidali k 2,5ml kaţdé krevní plazmy. 

 

 

177
Lu-DOTA-NOC: 

 

Komplex byl připraven doc. Ing. Alicí Lázníčkovou, CSc. na katedře Biofyziky a 

fyzikální chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. 
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Sloţení: 

 200 μl 0,4 M acetátového pufru o pH 5,0 s 0,24M kyselinou gentisovou 

 10 μl vodného roztoku DOTA-NOC 

 177
Lu-LuCl3 v 0,05 M HCl. 

 

100 μl komplexu 
177

Lu-DOTA-NOC jsme přidali k 10 ml fosfátového pufru (pH=7,41). 

 

 

111
In-DOTA-MG-1: 

Komplex byl připraven doc. Ing. Alicí Lázníčkovou, CSc. na katedře Biofyziky a 

fyzikální chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. 

 

Sloţení: 

 200 μl 0,4 M acetátového pufru 

 10 μl vodného roztoku DOTA-MG-1 

 111
In-InCl3 v 0,05 M HCl. 

 

100 μl komplexu 
111

In-DOTA-MG-1 jsme přidali k 10 ml fosfátového pufru (pH=7,41) 
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4.2.2. Kontrola radiochemické čistoty 

 

a) 
111

In-DTPA a 
111

In-DTPA-oxn: 

 

Postup: 

Stanovení radiochemické čistoty jsme provedli metodou tenkovrstvé chromatografie na 

silikagelu ITLC-SG. Na start prouţku tenké vrstvy jsme nanesli 1 μl vzorku a nechali 

vyvíjet v mobilní fázi sloţené z 10% octanu amonného a metanolu v poměru 1:1 do 

vzdálenosti asi 10 cm. Po vyjmutí a důkladném vysušení jsme chromatogram nechali 

vyhodnotit TLC analyzérem. 

 

Zpracování získaných údajů: 

Značené komplexy 
111

In-DTPA i 
111

In-DTPA-oxn jdou na chromatogramu s čelem, 

zatímco neţádoucí 
111

InCl3 zůstává na startu. Výsledky měření ukazují grafy 1 a 2. 

 

 

b) 
177

Lu-DOTA-NOC a  
111

In-DOTA-MG-1: 

 

Radiochemická čistota připravených značených peptidů byla zkontrolována 

doc. Ing. Alicí Lázníčkovou, CSc. na katedře Biofyziky a fyzikální chemie 

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy metodou tenkovrstvé chromatografie. 
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4.2.3. Stanovení vazebnosti radiofarmaka na bílkoviny krevní plazmy 

 

Postup: 

 

Stanovení plazmatické vazebnosti jsme provedli metodou rovnováţné dialýzy přes 

semipermeabilní membránu v rotujícím kotouči při 37 °C. 

Základem zařízení pro tuto metodu jsou 2 plexisklové kotouče s 8 plochými jamkami na 

jedné straně. Z kaţdé jamky vede tenký kanálek na povrch kotouče. Mezi kotouče jsme 

vloţili celofánovou membránu a poté jsme je na sebe navzájem přiloţili tak, aby jamky 

na sebe naléhaly a vytvořily tak 8 komůrek rozdělených polopropustnou membránou. 

Do kaţdé komůrky jsme poté kanálkem pomocí injekční stříkačky vpravili na jednu 

stranu membrány 0,45 ml plazmy a na druhou stranu 0,45 ml roztoku fosfátového pufru. 

Buďto plazma (v případě 
111

In-DTPA a  
111

In-DTPA-oxn) nebo roztok pufru (v případě 

177
Lu-DOTA-NOC a 

111
In-DOTA-MG-1) obsahoval určité mnoţství radioaktivně 

značeného komplexu. Při plnění jsme pečlivě dbali na to, abychom jehlou nepoškodili 

membránu oddělující obě strany komůrky. Pro kaţdý druh plazmy jsme připravili 4 

vzorky. Naplněný kotouč jsme poté nechali inkubovat v termostatu po dobu 4 hodin (v 

případě 
111

In-DTPA a  
111

In-DTPA-oxn) resp. 16 hodin (v případě 
177

Lu-DOTA-NOC) 

nebo 6 hodin (v případě 
111

In-DOTA-MG-1). 

Po uplynutí stanovené doby jsme kotouč z termostatu vyjmuli a odebrali z kaţdé strany 

komůrky dvakrát 100μl vzorku do měřících zkumavek. Aktivitu vzorků jsme měřili na 

automatickém gama metru po dobu 60 sekund. 

 

 

Zpracování získaných údajů: 

 

Z naměřených hodnot aktivit jednotlivých vzorků plazmy a pufru jsme vypočítali, jaká 

část z celkového mnoţství značeného komplexu je v plazmě nenavázaná na plazmatické 

bílkoviny podle vztahu: 
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kde 

Apufru ... aktivita v pufru 

Aplazmy ... aktivita v plazmě 

fu ... frakce volného léčiva v plazmě v procentech. 

 

 

Frakci značeného komplexu navázanou na plazmatické bílkoviny jsme vypočítali 

pomocí vztahu 

 

 

 

kde 

fb ... frakce léčiva vázaného na plazmatické bílkoviny v procentech 

 

Dále jsme ze stanovených hodnot volného léčiva v plazmě fu vypočítali pro všechna 

měření provedená pro jednu zkoušenou látku u jednoho druhu plazmy aritmetický 

průměr a směrodatnou odchylku dle vztahů: 

 

 

 

 

 

kde 

  ... aritmetický průměr 

 ... směrodatná odchylka 

 ... počet měření 

... výsledky jednotlivých měření. 
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4.2.4. Statistické vyhodnocení získaných dat  

 

Pro posouzení, zda existují statisticky významné rozdíly mezi vazebností studovaných 

radiofarmak na plazmatické bílkoviny člověka a jednotlivých ţivočišných druhů, jsme 

pouţili dvouvýběrový nepárový Studentův t-test. Tato varianta t-testu se vyuţívá 

v případech, kdy vycházíme z výběrových dat dvou souborů, která jsou představována 

dvěma nezávislými skupinami měření. 

Při testu ověřujeme, zda platí nulovou hypotéza 

 

H0: μ1 = μ2, 

 

tedy ţe střední hodnota μ1 souboru, ze kterého pochází pokusný výběr, se shoduje se 

střední hodnotou μ2 souboru, ze kterého pochází kontrolní výběr. 

Protoţe způsob provedení t-testu se liší v závislosti na stejném nebo naopak rozdílném 

rozptylu hodnot sledované veličiny v populaci, otestovali jsme nejprve rozdíl rozptylů 

hodnot obou souborů dat pomocí F-testu: 

 

       pokud          nebo 

            pokud          kde 

 

s1       je směrodatná odchylka hodnot pokusného výběru 

s2       je směrodatná odchylka hodnot kontrolního výběru. 

 

Dále jsme stanovili stupně volnosti pro F-test: 

stupně volnosti vv pro vyšší z hodnot s1, s2 

vv=n(1,2)-1 

stupně volnosti vm pro niţší z hodnot s1, s2 

vm=n(1,2)-1 

kde n je počet členů pokusného nebo kontrolního výběru. 
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Ze statistických tabulek jsme zjistili kritickou hodnotu Fkrit (1-α/2; vv,vm) pro hladinu 

významnosti α=0,05 a porovnali ji s vypočtenou hodnotou F. 

Pokud je F ≤ Fkrit pochází výběry z populací se stejným rozptylem hodnot sledované 

veličiny. V tomto případě jsme pouţili pro testování rozdílů středních hodnot vztah 

 

 

 

(vztah je zjednodušený pro případ kdy n1 = n2 = n) 

kde 

je aritmetický průměr naměřených dat pokusného výběru   

  je aritmetický průměr naměřených dat kontrolního výběru 

 

Stupně volnosti v pro t-test jsme v tomto případě vypočítali podle vztahu: 

 

v = (n-1) x 2. 

 

Je-li F ≥ Fkrit pochází oba výběry z populací s různým rozptylem hodnot sledované 

veličiny. V tomto případě jsme pro testování rozdílu středních hodnot pouţili opět vztah 

 

 

 

(vztah je opět zjednodušený pro případ kdy n1 = n2 = n) 

 

Stupně volnosti pro t-test jsme ale v tomto případě vypočítali podle vztahu: 
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Vypočtené hodnoty t jsme porovnali s kritickou hodnotou t0,05 nalezenou v tabulkách. 

Je-li t ≤ t0,05, pak nulová hypotéza H0 platí a můţeme konstatovat, ţe nebyl potvrzen 

statisticky významný rozdíl mezi střední hodnotou pokusného a kontrolního souboru při 

hladině významnosti 0,05. V našem případě to tedy znamená, ţe hodnota vazebnosti 

radiofarmaka na daný druh plazmy není statisticky významně odlišná od hodnoty 

vazebnosti na lidskou plazmu při hladině významnosti 0,05. 

Je-li t ≥ t0,05, pak nulová hypotéza H0 neplatí a byl potvrzen statisticky významný rozdíl 

mezi střední hodnotou pokusného a kontrolního souboru při hladině významnosti 0,05. 

Tedy v našem případě to znamená, ţe hodnota vazebnosti radiofarmaka na daný druh 

plazmy je statisticky významně odlišná od hodnoty vazebnosti na lidskou plazmu při 

hladině významnosti 0,05. (Bedáňová a Večerek 2007) 
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5. VÝSLEDKY 
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V experimentální části této rigorózní práce byla stanovena: 

 

-  radiochemická čistota značených komplexů 
111

In-DTPA a 
111

In-DTPA-oxn 

- plazmatická vazebnost čtyř značených sloučenin (
111

In-DTPA, 
111

In-DTPA-oxn,  
177

Lu-DOTA-NOC, 
111

In-DOTA-MG-1) na bílkoviny lidské, hovězí, králičí a potkaní 

plazmy. 

 

Kontrola radiochemické čistoty byla provedena metodou tenkovrstvé 

chromatografie na silikagelu ITLC-SG. Výsledné hodnoty radiochemické čistoty 

komplexů jsou uvedeny v grafech (obr. 1 pro komplex 
111

In-DTPA, resp. obr. 2 pro 

komplex 
111

In-DTPA-oxn). 

 

Plazmatická vazebnost značených sloučenin byla studována metodou 

rovnováţné dialýzy při 37°C. Souhrnné výsledky vazebností na bílkoviny lidské, 

hovězí, králičí a potkaní plazmy jsou uvedeny v tabulce 1 (pro 
111

In-DTPA), tabulce 2 

(pro 
111

In-DTPA-oxn), tabulce 3 (pro 
177

Lu-DOTA-NOC) a tabulce 4 (pro 
111

In-DOTA-

MG-1). Výsledný rozsah plazmatické vazebnosti v tabulkách vyjadřuje hodnota fu, která 

udává, jaká část značené sloučeniny v procentech se v plazmě vyskytuje v nevázané 

formě. Plazmatická vazebnost 
177

Lu-DOTA-NOC, která na rozdíl od ostatních sloučenin 

nepřesahuje z fyziologického hlediska nemoţné hodnoty fu větší neţ 100%, je 

znázorněna také graficky (obr. 3). 

 

Tabulky 5 a 6 a obrázek 4 srovnávají výsledky plazmatické vazebnosti 

značených peptidů 
177

Lu-DOTA-NOC a 
111

In-DOTA-MG-1 naměřené v této práci 

s výsledky vazebnosti stejných receptorově specifických peptidů značených odlišnými 

radionuklidy (
90

Y-DOTA-NOC a 
111

In-DOTA-NOC, resp. 
177

Lu-DOTA-MG-1) 

získaných z diplomové práce Šárky Křivkové a rigorózní práce Lenky Smolové. 
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Obr. 1: Radiochemická čistota komplexu 
111

In-DTPA změřená pomocí tenkovrstvé 

chromatografie na silikagelu ITLC-SG. 
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Obr. 2: Radiochemická čistota komplexu 
111

In-DTPA-oxn změřená pomocí tenkovrstvé 

chromatografie na silikagelu ITLC-SG. 
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Tab. 1: Hodnoty vazebnosti komplexu 
111

In-DTPA na bílkoviny krevní plazmy člověka 

a tří ţivočišných druhů stanovené metodou rovnováţné dialýzy při 37°C. 

 

LIDSKÁ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 17913,2 20671,5 115,4 

2 17350,2 21145,9 121,9 

3 18904,8 21596,2 114,2 

4 18089,0 21119,8 116,8 

Aritmetický průměr 117,1 

Směrodatná odchylka 3,4 

     

HOVĚZÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 17179,0 19392,2 112,9 

2 17804,2 20623,7 115,8 

3 17639,0 20414,1 115,7 

4 17340,3 20329,5 117,2 

Aritmetický průměr 115,4 

Směrodatná odchylka 1,8 

     

KRÁLIČÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 18155,5 20409,9 112,4 

2 18152,4 20686,3 114,0 

3 18169,1 20404,6 112,3 

4 18220,7 20371,2 111,8 

Aritmetický průměr 112,6 

Směrodatná odchylka 0,9 

     

POTKANÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 19232,0 21362,8 111,1 

2 20613,0 23020,1 111,7 

3 19035,6 20654,7 108,5 

4 18521,7 21157,0 114,2 

Aritmetický průměr 111,4 

Směrodatná odchylka 2,3 
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Tab. 2.: Hodnoty vazebnosti komplexu 
111

In-DTPA-oxn na bílkoviny krevní plazmy 

člověka a tří ţivočišných druhů stanovené metodou rovnováţné dialýzy při 37°C. 

 

LIDSKÁ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 7658,8 8173,9 106,7 

2 7686,3 8233,5 107,1 

3 7699,6 8183,2 106,3 

4 7492,8 8257,5 110,2 

Aritmetický průměr 107,6 

Směrodatná odchylka 1,8 

     

HOVĚZÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 8278,0 9105,0 110,0 

2 8308,3 8670,5 104,4 

3 7657,5 8282,2 108,2 

4 7647,5 8529,6 111,5 

Aritmetický průměr 108,5 

Směrodatná odchylka 3,1 

     

KRÁLIČÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 8450,1 9110,1 107,8 

2 7704,7 8338,0 108,2 

3 7353,2 8238,9 112,0 

4 7741,2 8060,0 104,1 

Aritmetický průměr 108,0 

Směrodatná odchylka 3,2 

     

POTKANÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 7959,4 8948,4 112,4 

2 7561,4 8041,1 106,3 

3 7141,9 8427,2 118,0 

4 7544,6 8685,7 115,1 

Aritmetický průměr 113,0 

Směrodatná odchylka 5,0 
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Tab. 3: Hodnoty vazebnosti značeného receptorově specifického peptidu 

177
Lu-DOTA-NOC na bílkoviny krevní plazmy člověka a tří ţivočišných druhů 

stanovené metodou rovnováţné dialýzy při 37°C. 

 

LIDSKÁ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu fb 

1 5137,7 3085,8 60,1 39,9 

2 5217,3 3106,3 59,5 40,5 

3 2947,7 1669,4 56,6 43,4 

4 3270,9 1921,6 58,7 41,3 

Aritmetický průměr 58,7 41,3 

Směrodatná odchylka 1,5 

      

HOVĚZÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu fb 

1 4150,2 2872,6 69,2 30,8 

2 3820,9 2722,5 71,3 28,7 

3 4130,7 2752,5 66,6 33,4 

4 3619,2 2642,0 73,0 27,0 

Aritmetický průměr 70,0 * 30,0 

Směrodatná odchylka 2,7 

      

KRÁLIČÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu fb 

1 6072,9 3234,4 53,3 46,7 

2 6073,4 3718,8 61,2 38,8 

3 5669,9 3926,5 69,3 30,7 

4 5563,3 3619,7 65,1 34,9 

Aritmetický průměr 62,2 37,8 

Směrodatná odchylka 6,8 

      

POTKANÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu fb 

1 7803,6 4428,4 56,7 43,3 

2 7253,2 4015,0 55,4 44,6 

3 7387,9 4127,2 55,9 44,1 

4 6198,6 4106,6 66,3 33,7 

Aritmetický průměr 58,6 41,4 

Směrodatná odchylka 5,2 

 

*  statisticky významný rozdíl vazebnosti při p < 0,05 vzhledem k vazebnosti na lidskou 

plazmu 
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Obr. 3: Grafické znázornění- mezidruhové srovnání vazebností 
177

Lu-DOTA-NOC na 

plazmatické bílkoviny. 

(*  statisticky významný rozdíl vazebnosti při p < 0,05 vzhledem k vazebnosti na 

lidskou plazmu) 
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Tab. 4: Hodnoty vazebnosti značeného receptorově specifického peptidu  

111
In-DOTA-MG-1 na bílkoviny krevní plazmy člověka a tří ţivočišných druhů 

stanovené metodou rovnováţné dialýzy při 37°C. 

 

LIDSKÁ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 9478,2 12310,9 129,9 

2 14308,7 15110,1 105,6 

3 12825,6 10779,3 84,0 

4 13031,4 10062,1 77,2 

Aritmetický průměr 99,2 

Směrodatná odchylka 23,8 

     

HOVĚZÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 10664,4 13511,4 126,7 

2 10361,6 14640,5 141,3 

3 13045,4 12423,2 95,2 

4 12019,0 14364,8 119,5 

Aritmetický průměr 120,7 

Směrodatná odchylka 19,2 

     

KRÁLIČÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 11936,2 9826,9 82,3 

2 12922,7 14161,9 109,6 

3 11654,1 14917,4 128,0 

4 11432,4 13523,0 118,3 

Aritmetický průměr 109,6 

Směrodatná odchylka 19,6 

     

POTKANÍ 

PLAZMA 

číslo vzorku Aplazmy Apufru fu 

1 11700,6 9957,5 85,1 

2 10026,5 12650,0 126,2 

3 12323,3 16363,8 132,8 

4 8838,0 13111,7 148,4 

Aritmetický průměr 123,1 

Směrodatná odchylka 27,0 
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Tab. 5: Srovnání naměřených hodnot vazebností 
177

Lu-DOTA-NOC s hodnotami 

vazebností 
90

Y-DOTA-NOC a 
111

In-DOTA-NOC získanými z diplomové práce Šárky 

Křivkové na bílkoviny krevní plazmy člověka a tří ţivočišných druhů stanovené 

metodou rovnováţné dialýzy při 37°C. Hodnoty v tabulce jsou vyjádřeny jako část 

značeného peptidu v procentech, která se v plazmě vyskytuje v nevázané formě. 

 

 
177

Lu-DOTA-NOC 
90

Y-DOTA-NOC 
111

In-DOTA-NOC 

Lidská plazma 58,7 ± 1,5 87,6 ± 3,4 49,4 ± 0,4 

Hovězí plazma 70,0 ± 2,7 61,2 ± 4,1  

Králičí plazma 62,2 ± 6,8 77,6 ± 5,5 40,9 ± 1,3 

Potkaní plazma 58,6 ± 5,2 53,5 ± 4,9 42,7 ± 1,1 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4: Grafické znázornění- srovnání vazebností 
177

Lu-DOTA-NOC naměřeného 

v této práci s hodnotami vazebností peptidů 
90

Y-DOTA-NOC a 
111

In-DOTA-NOC 

získanými z diplomové práce Šárky Křivkové na bílkoviny krevní plazmy člověka a tří 

ţivočišných druhů stanovené metodou rovnováţné dialýzy při 37°C. 
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Tab. 6: Srovnání naměřených hodnot vazebností peptidu 
111

In-DOTA-MG-1 

s hodnotami vazebností peptidu 
177

Lu-DOTA-MG-1 získanými z rigorózní práce Lenky 

Smolové na bílkoviny krevní plazmy člověka a tří ţivočišných druhů stanovené 

metodou rovnováţné dialýzy při 37°C. Hodnoty v tabulce jsou vyjádřeny jako část 

značeného peptidu v procentech, která se v plazmě vyskytuje v nevázané formě. 

 

 

 
111

In-DOTA-MG-1 
177

Lu-DOTA-MG-1 

Lidská plazma 99,2 ± 23,8 93,0 ± 29 

Hovězí plazma 120,7 ± 19,2 75,4 ± 6,7 

Králičí plazma 109,6 ± 19,6 105,9 ± 14,1 

Potkaní plazma 123,1 ± 27,0 88,2 ± 19,0 
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6. DISKUZE 
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Vazba na plazmatické bílkoviny je jedním z důleţitých parametrů, které musí 

být brány v úvahu při posuzování farmakokinetiky léčiva. Pouze volné léčivo můţe 

totiţ dosáhnout cílové tkáně a způsobit farmakologický účinek, zatímco léčivo navázané 

na plazmatické bílkoviny vytváří jen jakýsi přechodný zásobník, ze kterého se postupně 

uvolňuje.  

Hlavním cílem této práce bylo stanovit vazebnost tří potenciálních radiofarmak, 

konkrétně jedné komplexní sloučeniny a dvou receptorově specifických peptidů, na 

bílkoviny lidské plazmy a plazmy tří ţivočišných druhů. Stanovovaným komplexem byl  

111
In-DTPA-oxn, derivát odvozený od běţně vyuţívaného bifunkčního chelátu DTPA, 

který byl vyvinut s cílem získat nový chelaton s vyšší stabilitou vazby radionuklidu a 

snazším způsobem připojení na biologickou makromolekulu. Farmakokinetika tohoto 

derivátu byla studována na Oddělení radiofarmak katedry farmakologie a toxikologie 

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v rámci projektu TANDEM „Cílená 

superkancerostatika nové generace pro léčbu leukémie“. Studovanými značenými 

peptidy byly derivát somatostatinu 
177

Lu-DOTA-NOC a derivát gastrinu 
111

In-DOTA-

MG-1. Receptorově specifické peptidy se v poslední době ukazují jako velmi nadějné 

látky pro diagnostiku a terapii nádorových onemocnění, které mají mnoho výhod oproti 

značeným monoklonálním protilátkám a jejich fragmentům. Snahou při vývoji analogů 

receptorově specifických peptidů je získat takový derivát, který vykazuje co nejvyšší 

afinitu k receptorům exprimovaným na daném typu nádoru, a který je současně in vivo 

dostatečně stabilní a rychle se eliminuje z krve a necílových tkání.  

Prvním z úkolů bylo změřit radiochemickou čistotu značeného bifunkčního 

chelátu 
111

In-DTPA-oxn a porovnat ji s radiochemickou čistotou standardní látky 
111

In-

DTPA. Měření bylo provedeno pomocí tenkovrstvé chromatografie na ITLC-SG 

v soustavách sloţených z 10% octanu amonného a metanolu v poměru 1:1. Výsledná 

radiochemická čistota byla u obou komplexů vyšší neţ 98%.  

 

Plazmatická vazebnost byla u všech sloučenin stanovena rovnováţnou dialýzou 

při teplotě 37°C, tedy za přibliţně fyziologických podmínek. Naměřený podíl nevázané 

frakce 
111

In-DTPA-oxn byl stejně jako u standardní látky 
111

In-DTPA vyšší neţ 100%. 

Tato hodnota je ale z fyzikálního hlediska nemoţná a vysvětlit ji lze pomocí 

Donnanových rovnováh, kdy stejný náboj studovaných komplexů a molekul bílkovin, 
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především albuminu, vede ke zvýšení koncentrace volného komplexu v nebílkovinném 

kompartmentu na rozdíl od bílkovinného. I přesto, ţe vliv Donnanových rovnováh lze 

jen těţko přesně kvantifikovat, z naměřených výsledků lze vyvodit závěr, ţe vazebnost 

obou komplexů na plazmatické bílkoviny člověka i všech ţivočišných druhů je velmi 

malá a jen málo ovlivňuje biodistribuci a farmakokinetiku.  

Druhou studovanou látkou byl značený analog somatostatinu 
177

Lu-DOTA-

NOC. Průměrná hodnota podílu nevázané frakce tohoto radiofarmaka u lidské plazmy 

byla 58,7% a pouze u hovězí plazmy se průměrná hodnota 70,0% statisticky významně 

odlišovala při p < 0,05. Znamená to tedy, ţe rozsah navázané frakce na plazmatické 

bílkoviny mezi 30-41% je nutné brát v úvahu při posuzování farmakologických účinků 

a farmakokinetického chování. Výsledné hodnoty byly porovnány s výsledky 

vazebností stejného somatostatinového derivátu značeného radionuklidy 
90

Y a 
111

In  

získanými z diplomové práce Šárky Křivkové. Tyto výsledky byly získány stejnou 

metodou za stejných podmínek. Porovnání ukazuje, ţe průměrná hodnota nevázané 

frakce 
111

In-DOTA-NOC je na rozdíl od 
177

Lu-DOTA-NOC niţší u lidské, králičí i 

potkaní plazmy a to o 9,3%, resp. 21,3% nebo 15,7%. Průměrné hodnoty nevázané 

frakce sloučeniny 
99

Y-DOTA-NOC byly výrazně vyšší u lidské a králičí plazmy (o 

28,9%, resp. o 15,4%), zatímco u hovězí a potkaní plazmy byly mírně niţší (o 8,8%, 

resp. o 5,1%).  

Posledním posuzovaným radofarmakem byl derivát gastrinu 
111

In-DOTA-MG-1. 

Průměrná hodnota nevázané frakce tohoto radiofarmaka u lidské plazmy byla 99,2%, 

zatímco u ostatních ţivočišných druhů se pohybovala nad 100%. Hodnoty nad 100% lze 

opět vysvětlit vlivem Donnanových rovnováh. V úvahu je ale nutné vzít i fakt, ţe 

vypočtené směrodatné odchylky jsou u tohoto měření výrazně vyšší neţ u ostatních 

měření. Protoţe dlouhodobější stabilita tohoto značeného peptidu je problematická, 

příčinou vyšších odchylek by mohl být postupný rozklad značeného peptidu během 

šestihodinové inkubace. I přesto, ţe jsou odchylky vyšší lze ale z měření vyvodit závěr, 

ţe vazebnost 
111

In-DOTA-MG-1 na plazmatické bílkoviny je u člověka i u všech 

studovaných ţivočišných druhů velmi malá a z farmakologického hlediska 

nevýznamná. Výsledné hodnoty byly porovnány s hodnotami vazebnosti 
177

Lu-DOTA-

MG-1, tedy stejného analogu gastrinu značeného jiným radionuklidem, získanými z 

rigorózní práce Lenky Smolové. Tyto výsledky byly opět naměřeny stejnou metodou za 
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stejných podmínek. Na rozdíl od 
111

In-DOTA-MG-1 byly průměrné hodnoty nevázané 

frakce 
177

Lu-DOTA-MG-1 u všech druhů plazem kromě králičí niţší neţ 100%. Dá se 

tedy vyvodit závěr, ţe 
177

Lu-DOTA-MG-1 se na rozdíl od 
111

In-DOTA-MG-1 na 

bílkoviny lidské, hovězí a potkaní plazmy mírně váţe. Opět je ale nutné vzít v potaz 

poněkud vyšší směrodatné odchylky při tomto měření. 
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7. ZÁVĚR  
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1) Metodou rovnováţné dialýzy při 37°C byla studována vazebnost tří 

potenciálních radiofarmak- komplexu 
111

In-DTPA-oxn a dvou receptorově 

specifických peptidů 
177

Lu-DOTA-NOC a 
111

In-DOTA-MG-1 na bílkoviny 

lidské, hovězí, králičí a potkaní plazmy.  

2) U komplexu 
111

In-DTPA-oxn stejně jako u standardního komplexu 
111

In-DTPA 

byla změřena radiochemická čistota. Výsledné hodnoty byly 98,15% pro  

111
In-DTPA-oxn a 99,98% pro 

111
In-DTPA.   

3) Naměřená hodnota frakce nevázané na plazmatické bílkoviny byla u komplexu 

111
In-DTPA-oxn stejně jako u standardního komplexu 

111
In-DTPA u lidské, 

hovězí, králičí i potkaní plazmy vyšší neţ 100%. Z fyzikálního hlediska jde o 

nemoţnou hodnotu, která je pravděpodobně zapříčiněna vlivem Donnanových 

rovnováh. Z výsledků vyplývá, ţe plazmatická vazebnost potenciálního 

radiofarmaka 
111

In-DTPA-oxn je stejně jako vazebnost standardního komplexu 

111
In-DTPA velmi malá a z hlediska farmakokinetiky nevýznamná.  

4) Stanovená plazmatická vazebnost radioaktivně značeného derivátu 

somatostatinu 
111

In-DOTA-NOC je v rozmezí 30,0- 41,4 % a roste v pořadí: 

hovězí < králičí < lidská < potkaní plazma. Statisticky významný rozdíl 

vzhledem k lidské plazmě byl nalezen pouze u hovězí plazmy. 

5) Vazebnost 
177

Lu-DOTA-NOC je niţší neţ vazebnost 
111

In-DOTA-NOC na 

bílkoviny lidské, králičí a potkaní plazmy. Také je niţší neţ vazebnost 
90

Y-

DOTA-NOC na bílkoviny hovězí a potkaní plazmy, ale zato vyšší neţ vazebnost 

stejného radiofarmaka na bílkoviny lidské a králičí plazmy.  

6) Průměrná hodnota nevázané frakce značeného peptidu 
111

In-DOTA-MG-1 byla 

u všech druhů plazem kromě lidské vyšší neţ 100%. Opět jde o hodnotu 

z fyzikálního hlediska nemoţnou, která je pravděpodobně zapříčiněna vlivem 

Donnanových rovnováh. Z výsledků vyplývá, ţe vazebnost 
111

In-DOTA-MG-1 

na plazmatické bílkoviny je jen velmi malá a farmakokinetiku výrazně 

neovlivní.  
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7) V porovnání s 
111

In-DOTA-MG-1 je vazebnost 
177

Lu-DOTA-MG-1 vyšší u 

lidské, hovězí a potkaní plazmy.  
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