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Velké mnozstvi biologicky aktivnich molekul je v poslednich dvaceti letech intenzivné
studovano z hlediska jejich potencialniho vyuziti v nuklearni mediciné jako radiofarmak.
Radiofarmaka jsou latky obsahujici radionuklid a na oddélenich nuklearni mediciny jsou
rutinné vyuzivany pro diagnostiku nebo terapii mnoha onemocnéni. VétSinou se jedna o
malé organické a anorganické slouceniny. Nemalou skupinu radiofarmak rovnéz tvoii
slougeniny odvozené od biopolymeri nebo jejich jednodussich stavebnich jednotek™™. O
mozném pouziti radiofarmaka rozhoduje nejenom jeho chemicka struktura, ale i typ
navazaného radionuklidu. Diagnosticka radiofarmaka maji ve své struktuie zabudovany
bud’, gama zafice pro scintigrafickd zobrazeni, nebo pozitronové zati¢e pro pozitronovou
emisni tomografii. Radiofarmaka tohoto typu se podavaji ve velmi nizkych koncentracich
(10°® - 10°® mol/l) a neodekava se od nich zadny farmakologicky uéinek. Podstatou aplikace
téchto latek je detailni popis morfologické struktury organti a testovani jejich
fyziologickych funkci. Kromé toho aplikace diagnostického radiofarmaka ptedstavuje
neinvazivni metodu, diky niz lze velmi snadno hodnotit pribéh nemoci a monitorovat
G&inek 16sby*® %18 Naproti tomu terapeutickd radiofarmaka obsahuji bud’ &isté beta
zafice, nebo smiSené zafiCe s emisi beta 1 gama zafeni, perspektivni jsou ale 1 n¢které alfa
zéfice. Cilem terapeutické aplikace radionuklidi je mistni ozafeni patologické tkané
Z minimalni vzdalenosti. Pficemz vlastni 1éCba zafenim je zalozena na biologickém ucinku
zafeni, které vratné nebo nevratné poskozuje funkci ptipadné zivot bunék. Snahou je
vystavit tomuto U¢inku nadorové buiiky a ochranit zdravou tkan®418,

Podle biodistribuce mizeme radioaktivné znacené biologicky aktivni latky rozdélit
do dvou skupin. Do prvni skupiny fadime latky, jejichZ biodistribuce je vyhradné dana
jejich chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi. Druhou skupinu tvofi latky, jejichz
biodistribuce je pfedurcena schopnosti vazat se na specifické receptory, proto se latky
Z této skupiny nazyvaji receptorové specificka radiofarmaka®®. Tyto latky jsou obvykle
sloZzeny ze Ctyt Casti. Na biologicky aktivni ¢ast je ptes linker, ktery se pouziva jako
modifikator farmakokinetiky téchto latek, navazan bifunkéni chelator (BFC), ktery pevné
pouta patficny ion kovu. Jako biologicky aktivni sloZzka slouZi polypeptidy, protilatky,
fragmenty protilatek, oligonukleotidy, oligopeptidy, apod. Tyto latky se mohou vazat na
patfi¢né receptory na povrchu bun¢k nebo piimo na matrici tkang. Bifunkéni chelator musi
pevné vazat radionuklid a obsahovat dalsi funkéni skupinu, ptes kterou je vdzan na zbytek
celého konjugatu®®.

Velmi dilezitou skupinou receptorové specifickych radiofarmak jsou neuropeptidy,

zejména strukturdlni obdoby somatostatinu. Somatostatinové receptory jsou lokalizované
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na bunécné membrané tumorid endokrinniho ptivodu, ale i ostatnich nadorta pod endokrinni
kontrolou. Somatostatin ptsobi jako inhibitor sekrece rlstového hormonu a ristu
nékterych nadord. Byla syntetizovana celd fada jeho strukturalnich obdob (napft. oktreotid),
ponévadz somatostatin ma velmi kratky biologicky polocas. Vysledky detekce
neuroendokrinnich tumorti provedené na stovkach pacienti s vyuzitim radioaktivné
znacenych peptidd ukazuji vysokou senzitivitu a specifitu radiofarmak tohoto typu.
Zavedeni *In-DTPA-Octreotidu do klinické praxe a jeho usp&$né vyuziti v diagnostice
nadorovych onemocnéni podnitilo snahu o nalezeni novych receptorové specifickych
radiofarmak. Krom¢ derivati somatostatinu jsou v centru zajmu soucasného vyzkumu i
jiné biologicky aktivni peptidy, napiiklad peptidy ze skupiny bombesinu, derivatii gastrinu,
cholecystokininu, vazoaktivniho intestinalniho peptidu, apod>®*#18%,

Nezbytnou podminkou pro piipadné klinické vyuziti studovanych znacenych
biologicky aktivnich latek je tvorba dostate¢né pevného komplexu s danymi radionuklidy s
vysokou radiochemickou &istotou®. Radioaktivné oznacené biomolekuly je tieba pred
vlastnim pouzitim k biologickym experimentiim u¢inné vycistit a ¢istotu potvrdit vhodnou
analytickou metodou. Pro analyzu Ccistoty radioaktivné oznacCenych struktur a dé€leni
intaktni latky od metaboliti pro ptipad studia jejich farmakokinetiky se nabizi fada
metodik, jako jsou napiiklad kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi, gelova
permeacni chromatografie nebo extrakce na tuhé fazi. Pro rychlé urceni radiochemické
Cistoty oznaCenych struktur na oddélenich nuklearni mediciny se velmi Casto vyuZivaji

jednoduché analytické metody, jako je tenkovrstva nebo papirova chromatografie.
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V soucasné dobé¢ jsou predmétem intenzivniho studia nejenom nové biologicky aktivni
peptidy, protilatky a jejich fragmenty, ale i nové bifunkéni cheldtory umoziujici vazbu
raznych perspektivnich radionuklidd. Snahou je pfipravit termodynamicky i kineticky
stabilni radioaktivné znaCené biomolekuly, které vykazuji potfebnou stabilitu vici vlivu
endogennich enzymii a podstatné vyssi afinitu k danym receptorim, piipadné latky
modifikované dal$imi funkénimi skupinami, které zvySuji jejich afinitu k nddorové tkani
(glykosilované derivaty, apod.).

Cile této disertacni prace lze rozdélit do n¢kolika skupin. Prvni ¢ast se tykala vyvoje
novych bifunk¢énich chelatori ze skupiny derivath tetraazacyklododekantetraoctové
kyseliny (DOTA), konkrétn¢ ligandi 10-{[(4-aminofenyl)hydroxyfosforyljmethyl}-
1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctova  kyselina ~ (H4do3apABn),  10-{[(2-
karboxyethyl)hydroxyfosforyl]methyl}-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctova
kyselina (H5do3apPrA) a 1-{(1-oxo-1A>-pyridin-2-yl)methyl}-1,4,7,10-tetraazacyklo-
dodekan-4,7,10-trioctova kyselina (Do3a-pyNox), které byly studovany ve spolupraci
s katedrou anorganické chemie Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy a dale studia
chelata¢nich  schopnosti  stereoizomerid ligandu 2-(4-aminobenzyl)-3-methyl-DTPA
(Amino-B2M3-A, B, E), pfipravenych firmou Azacycles s.r.o. Cilem téchto experimentd
bylo nalezeni vhodnych podminek (pH, teplota a koncentraéni poméry) pro radioaktivni
znaCeni a analyzu radiochemické Cistoty téchto latek, potencidlné vyuzitelnych
k modifikaci nejriznéjsich biologicky aktivnich sloucenin, pfedev§im monoklonalnich
protilatek.

V dalsi Casti této disertani prace byly provadény studie mozZnosti efektivniho
znaceni komercné dostupnych peptidi DOTA-Tyrs-oktreotétu (DOTA-Tyr3-tét), DOTA-
Nal*-oktreotidu (DOTA-NOC) pomoci **In, ®Ya '""Lu, a dale studie znadeni glukosa-
Tyr*-oktreotatu (Glu-Tyr’-tat), ktery byl pfipraven na pracoviSti profesora Zalutského
v USA, oxidativni jodaci jodem-125I. U radioaktivné znacCenych peptidi byla nejprve
provadéna HPLC analyza jejich radiochemické Cistoty a po aplikaci potkanim byla u
nékterych z nich provadéna analyza jejich metabolismu a vylucovani. Cilem tedy bylo
nalézt optimalni podminky jak pro piipravu, tak pro analyzu radioaktivné znacenych
biologicky aktivnich peptidu.

Dalsi skupinou studovanych sloucenin pak byly riizné¢ modifikované monoklondlni
protilatky vyvinuté firmou Azacycles s.r.o. Jednalo se o protilatku modifikovanou jednak
necyklickym chelatorem - antiCD66 a,b,c,e-(NHCSNH-B2M3-DTPA izomer A)s.s, u niz

byly studovany podminky radioaktivniho znaceni, ale i o protilaitku modifikovanou

11
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fosfinovym derivaitem DOTA - antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-
DO3A);23, kde bylo ukolem stanovit podminky radioaktivniho znaéeni indiem-111 a
ytriem-90 a stanovit radiochemickou ¢istotu a stabilitu zna¢eného produktu.

Nemén¢ dulezitou soucasti této prace bylo nalezeni podminek pro tzv. rychlé metody
analyzy jako je napiiklad tenkovrstva chromatografie na rychle vzlinajicich vrstvach
(ITLC-SG), apod., které jsou pouzitelné pro rutinni stanoveni kvality radioaktivné

znacenych ptipravkl na pracovistich nuklearni mediciny.

12
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3.1. Radionuklidy

Zacatky nuklearni mediciny jsou spjaty se zavedenim B do klinické praxe pro terapii
$titné 71zy v roce 1946, aviak obrovsky rozvoj tohoto oboru nastal teprve s objevem *™Tc
a nasledngym vyvinutim prvniho komeréniho **™Tc¢ generatoru vroce 1964. Pro
zobrazovéani se ®MTc diky svym idedlnim fyzikalnim vlastnostem (polocas 6h., E, =
140keV), univerzalnimu chemismu a moznosti generatorové produkce stalo zakladnim a
nejpouzivangjSim radionuklidem v nuklearni medicing'®. Krome *™Tc se i ptes relativné
vys$i cenu, diky svym fyzikalné-chemickym a chelataénim vlastnostem, s vyhodou
pouziva také Wy, Vyznamné uplatnéni nachazi mimojiné v preklinickych studiich a pfi
testovani a potvrzeni afinity biologicky aktivnich latek k receptorim. VétSina dalSich
radionuklidii je vyrabéna v cyklotronech nebo jadernych reaktorech, coz je velmi nakladné
a mén¢ dostupné pro okamzité podani. V soucasnosti existuje v nuklearni medicin€ kolem
100 procedur vyuzivajicich rizné radionuklidy jak pro diagnostiku (zobrazovani), tak
terapii.

Vlastnosti idealniho radionuklidu vhodného pro terapii se dost 1isi od téch, které jsou
vyzadovany u radionuklidti vhodnych pro zobrazovani. Energie radionuklidu vyuzitelného
pro zobrazeni musi byt vyhovujici pro snimaci zafizeni, bez zavazné absorpce tkéni.
Naproti tomu energie terapeutického radionuklidu musi plsobit pfedevSim na bunky v
postizené tkani. Zadny radionuklid neméd v terapii takové postaveni jako #9MTC
v diagnostice. Pfilécbé rakoviny byla posuzovana ucinnost alfa i beta zaficd. Nicméné
radiobiologicka i¢innost alfa a beta zaticl je rozdilna. Alfa zatice jsou schopné dorucit na

cilové misto vysoké davky, avsak jejich dosah je podstatné nizsi neZ u beta zZarice e,

3.1.1. Radionuklidy vhodné pro terapii

Tabulka 3.1 wukazuje nékteré radionuklidy potencialné vyuzitelné v radioterapii.
Zvlastnimu z4jmu se t¢8i radioizotopy patfici mezi lanthanoidy, jejichZ koordinacni chemie
je velmi podobna ytriu. Ptiprava, vlastnosti a koordinacni chemie chelatorti je velmi dobie
prozkoumana. Naproti tomu vybér nejvhodnéjs$iho izotopu pro radioterapii je Casto t€zkym
ukolem, ktery vyzaduje zvadzeni tady faktori, mezi néZ patii rychlost vychytdvani a
setrvani radiofarmaka ve tkani z4jmu (v tumoru), krevni clearance, fyzikalni polocas a

dosazitelna specificka aktivita radionuklidu, pfipadn& ekonomicky zptisob jeho produkce®”

14
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8, Zasadnim tkolem terapeutickych radiofarmak je dorucit dostateCnou (tumorcidni)
davku zatreni do nddorovych bunék bez vyvolani nezvladatelnych vedlejsich ucink.
Fyzikalni poloc¢as terapeutického radionuklidu by mél odpovidat biologickému
polocasu radiofarmaka. Jestlize je polocas radionuklidu pfili§ kratky, bude vétSina aktivity
vyzatena dfive, nez radiofarmakum dosdhne maximalniho poméru nador (cil)/tkan
(pozadi). Dokazat dosazeni dostate¢né davky pusobici v tumoru (>50Gy) je v tomto

piipadé velmi problematické®®*

. Na druhou stranu pfili§ dlouhy polocas by vedl
k nadbyteénému ozafeni zdravé tkané. Idealné by mél mit radionuklid polo¢as dostate¢né
dlouhy tak, aby minimalni dosazena davka byla (>40Gy/h) a aby polocas radionuklidu byl

pfimefené dlouhy s ohledem k piipravé, kontrole a doruceni pfislusného radiofarmaka k

pacientovi.

Tabulka 3.1 - Nejcastéji pouzivané a perspektivni radionuklidy pro terapii

-8,13,14,18,28,34,35

Dosah zafeni

Radionuklid ~ Folocas Max Ej. (MeV) B, (KeV) | tkanich (pramer)
premény (%) (mm)
91 (7%)
*Cu 61,8h. 0,577 (20%) 93(16%) 0,27
185(48%)
Oy 64,1h. 2,27 (100%) - 2,8
13 193h. 0,606 (90%) 364 (81%) 0,28
9pm 53h. 1,07 (96%) 286 (3%) 0,71
135m 46,5h. 0,694 (50%) 103 (29%) 0,5
186y 81,6h. 0,40 (92%) 82,5 (13%) 0,18
177 0 208 (11%)

Lu 161,5h. 0,50 (79%) 113 (6.4%) 0,24
%°Re 89,3h. 1,071 (71%) 137 (8,5%) 0,7
1% e 17h. 2,120 (71%) 155 (15%) 2,4
211 5,87 (a, 42%) ] 0,055

Al 7.2h. 0,78 (EC, 58%) 0,07
12es: 2,25 (B, 64%) . 0,09

Bi 1h. 6.1 (. 36%) 727 (T%) 006
2130s : 5,87 (a, 2,2%) . 0,06

Bi 46min. 1.42 (B, 97.8%) 440 (27,3%) 0.08
25N¢ 240h. 5,83 (o, 51%) - 0,06
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Déle je tfeba, pii vybéru radionuklidu ur¢ené¢ho ke znaceni biologicky aktivni
molekuly pro radioterapii, brat zietel na jeho dostupnost a kvalitu. Radionuklidové Cistota
musi byt dostateCna a reprodukovatelnd, ponévadz i stopové mnozstvi necistot miize
vyznamné ovlivnit zna¢eni a Cistotu znaCené¢ho radiofarmaka. Vzhledem Kk tomu, ze
mnozstvi cilovych receptori na tumoru je omezeno, je vyzadovano, aby zvoleny
radionuklid mél vysokou specifickou aktivitu. Specificka aktivita zdvisi zejména na
zpiisobu piipravy radionuklidu. Krom¢ toho je nutné minimalizovat vyskyt i stopového
mnozstvi kovovych necistot, které konkuruji kovovému radionuklidu pii vazbé na BFC a
jejichz pfitomnost snizuje radiochemickou ¢istotu znacené biomolekuly. V piipadé
radioterapeutik, kde se pro radioaktivni znaeni pouzivé velkych aktivit, mize i malé

procento ne¢istot zptisobit pacientovi zavazné vedlejsi uéinky?®,

3.1.2. Radionuklidy vhodné pro diagnostiku

Radionuklidy bézn¢ uzivané v nukledrni mediciné pro diagnostiku jsou zaznamenany
Vv tabulce 3.2. Typické vlastnosti pozadované pro radiofarmakum vhodné k diagnostickym
ucelim v nuklearni medicin€ jsou - schopnost nahromadéni a zadrzeni v cilovém organu,
rapidni clearance z tkdni a krve, schopnost neukladat se v necilovych tkanich, minimalni
vyskyt vedlejsich ucinkt, nizka cena, jednoducha ptiprava (moznost tvorby kitu) a vysoka
specifita.

Pro diagnostiku se vyuzivaji radionuklidy emitujici gama zafeni, které se pouZivaji
pro scintigrafickd zobrazeni nebo radionuklidy emitujici pozitrony, pro pozitronovou
emisni tomografii. V soucasné dob¢ existuje mnozstvi procedur v nuklearné medicinské
diagnostice vyuzivajicich rizné gama a pozitronové zafice. Zobrazovani zalozené na emisi
gama zafeni bylo uspésné aplikovano pro témér kazdy organ (mozek, ledviny, srdce, plice,
kosti, atd.) stejné jako pro diagnostiku zanétu, aterosklerdzy, trombozy a rakoviny.
Dostupnost °F a obzvlasts '®F-fluordeoxy-D-glukézy (FDG) vedla k praktickému
pouzivani pozitronové emisni tomografie (PET). Nicméné kratky polocas vétSiny
pozitronovych zaficl, s vyjimkou 18g (poloc¢as = 1,83h.), je ¢ini velmi nepraktickymi pro
rutinni pouziti z divodu nutné ptitomnosti cyklotronu na oddélenich nukledrni mediciny.
Z tohoto pohledu se zd4 byt velmi perspektivnim radionuklidem %®Ga s polocasem 68min.
a moznosti ziskavat jej z %8Ge/®Ga generétorulz'%'gs.

Radiofarmaka obsahujici tyto radionuklidy se podavaji ve velmi nizkych
koncentracich a neocekéva se od nich zadny farmakologicky ucinek. Podstatou aplikace

téchto latek je detailni popis morfologické struktury organti a testovani jejich
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fyziologickych funkci. Kromé toho aplikace diagnostického radiofarmaka ptedstavuje

neinvazivni diagnostickou metodu, diky niz 1ze velmi snadno hodnotit pribéh nemoci a

. g X 10
monitorovat ucinek 1écby .

Tabulka 3.2 - Nejcastéji pouzivané a perspektivni radionuklidy pro diagnostiku'**8:28343
_ _ Polocas Ep: (keV)
Radionuklid Typ pfemény E, (keV)
pfemény (primer)
e 20min. B* (99,8%) - 386
BN 10min. B* (99,8%) - 492
>0 2min. B (99,9%) - 735
18 B* (96,7%), ]
F 1,8h. E7 (33%) 250
+
55 BT (76%),
Co 17,5h. EZ (24%) 477 649, 436
62 : B* (98%),
Cu 9,7min. EZ (2%) 1173 1316
64 B (28,5%),
Cu 12,7h. E7 (71.49%) 1346 278
Ga 78,3h. EZ (100%) 91, 93, 185, 300, -
394
68 : B* (89%),
Ga 68min. E7 (11%) 1077 836
+
86 B (32%), 1437, 883, 768,
Y 14,7h. EZ (68%) 1076 681, 535
¥MTe 6h. IP (100%) 140 -
n 67,9h. EZ (100%) 245, 172 -
123 13,2h. EZ (100%) 159 -
+
124 B (22,8%),
| 100,3h. EZ (76.0%) 602 2137,1535
20LT) 72,9h. EZ (100%) 167 -

Budoucnost radiofarmak vyuzivanych pro diagnostiku se nachazi zejména ve vyvoji

novych chelata¢nich ¢inidel a receptorové specifickych biomolekul, schopnych dorucit
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radionuklid na misto urceni, spiSe, nez ve vyvoji a objevovani novych vhodnych

radionuklidu.

3.1.3. Typy radioaktivnich premen

Radioaktivni pfemény atomovych jader souviseji s jejich vnitini strukturou. Pfi ur¢itém
poctu nukleont v jadfe je toto jadro stabilni pouze tehdy, je-1i vhodny pomér poctu protonii
a neutrontll. Jadra s jinym pomérem se samovolné pfeméenuji na jadra jina a tento jev je
spojen semisi nabité Castice, pfipadné s vyzafenim fotonu. Pii radioaktivni pfeméné
vychazi z jader atomt zareni, které reaguje s prostfedim, vysledkem ¢ehoz je ionizace nebo
excitace atoml okolniho prostfedi. Radionuklidy se mohou samovolné¢ preménovat bud’
jednim, nebo kombinaci vice zptsobi radioaktivnich pfemeén, které probihaji nasledujicim

5 16
zpusobem™.

Pifeména alfa (a)

Pti této pfeméné se uvolnuje alfa Castice, coz je jadro helia obsahujici dva protony a dva
neutrony. Tato pfeména je typickd pro t€zs§i atomova jadra s protonovym ¢islem veétSsim nez
82. Alfa castice intenzivné¢ ionizuji prostiedi a jejich dosah v tkédnich je velmi maly (10

Y oy v . . e 16,17
8m). Premeéna alfa mize byt také doprovazena emisi zafeni gama 6.17.39,

Pieména beta (B)

K této pfeméné dochazi tehdy, ma-li jadro vyssi pomér poctu neutronil k poctu protoni nez
odpovida stabilnimu jadru. Pii pfeméné B se zjadra emituje elektron a dochazi takeé
k pfeméné jednoho neutronu na proton. Dosah zateni B~ je ve tkanich vétsi (n€kolik mm)
nez u zareni alfa. Jestlize vzniklé dcefiné jadro je v excitovaném stavu, miZze byt

v v , s rv g 16,17,39
premena doprovazena €mis1 zaréni gama .

Pieména beta (B1)

Tato pfeména je charakteristickd pro jadra, ktera maji pomér poctu neutront k poctu
protondl niz§i, nez odpovida stabilnimu jadru. P¥i pfeméné B* se z jadra emituje pozitron a
dochazi také k pfeméné jednoho protonu na neutron. Dosah zifeni B* je v hmot& maly, pii
setkani pozitronu s elektronem dochazi k tzv. anihilaci, kdy pozitron a elektron zanikaji a

misto nich vznikaji dva fotony o energii 511keV vyzafené do protilehlych sméri®!" =,

18



Milos Petrik — Disertacni prdce Teoreticka Cdst

Elektronovy zachyt (EZ)

Elektronovy zachyt je alternativou k pfeméné B*. Vyskytuje se také u jader, kterd maji
pomér poctu neutronit k poctu protonii niz$i, nez odpovida stabilnimu jadru. V tomto
piipadé jadro zachyti jeden z elektronli nejcastéji z vrstvy Ka piitom se jeden proton
pieméni na neutron. Uvolnéné misto v elektronové vrstvé K nemtize zlstat neobsazeno a je
tedy zaplnéno pieskokem elektronu z vyssi energetické hladiny, pifitom dochazi k emisi

paprskii charakteristického Roentgenova zéafeni (RTG)**".

Pfeména gama (y)

Jestlize je pfedchozi radioaktivni pfeménou (alfa nebo beta) vytvoreno jadro v energeticky
vzbuzeném stavu, zbavuje se jadro prebytku své energie emisi fotonu a ptfechazi na
zékladni stav. Foton se vyzéii pii prechodu nukleond Vv jadie z vySSich energetickych
hladin na niz§i. Gama zafeni je velmi pronikavé a radionuklidy emitujici toto zareni

w1 ‘. T . 16,17
nachézi §iroké uplatnéni v radiodiagnostice ",

Izomericky pfechod (IP)

Pfi této pfemené se energeticky bohatSi izomer prvku méni vyzafenim gama kvanta na

izomer energeticky chuds$i. Izomerickym piechodem se preménuje nejpouzivané)si

radionuklid v nuklearni medicing *™T¢ na svij dlouhodoby izotop *Tc173.

Vnitini konverze (VK)

Jde o jev, pfi kterém je emise gama zafeni ¢astecné nebo Upln€ nahrazena emisi elektronu
Z obalu téhoz atomu. Takto vyzafené elektrony se nazyvaji konverzni elektrony. Uvolnéné
misto v elektronové vrstvé nemiiZe ziistat neobsazeno a je zaplnéno pieskokem elektronu
z vyssi energetické hladiny, ptfi¢emz dochazi k vyzaieni paprskll charakteristického RTG
zafeni. Alternativou k emisi RTG zareni pti EZ nebo VK je tzv. Augertv jev, pii kterém je
rozdil energie mezi dvéma elektronovymi orbity pienesen na elektron z vnéjsi vrstvy, ktery

je emitovan z atomu. Tyto elektrony se nazyvaji Augerovy elektrony16'17'39.

Radionuklidy uréené pro pouziti v nukleadrni mediciné jsou pfipravovany umeéle ve
specialnich zafizenich, jako je cyklotron nebo jaderny reaktor. Pfi ptipravé radionuklida je
vyuzivano vhodné uméle vyvolané jaderné reakce, kterou ze stabilnich prvkil ter€ového
materidlu vznikaji pozadované radionuklidy, pfipadné je vyuzivano i produktl Stépeni

téz8ich atomovych jader. Vedle zminénych zdroji radionuklidd je velmi vyznamnym
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zdrojem zisk tzv. dcefinych izotopti =z radionuklidovych generatori. V nich vznika
samovolnou radioaktivni pfeménou z matefského prvku, pfipraveného v jaderném reaktoru
nebo cyklotronu, prvek dcefiny, ktery je také radioaktivni a mé& vhodné vlastnosti pro

pouziti v nuklearni medicing'®?’.

3.2. Bifunkéni chelatory

Bifunk¢ni chelatory (BFC) jsou latky, které ve své struktute obsahuji ¢ast, ktera je schopna
chelatovat kovy (napf. radionuklidy) a ¢ast pomoci niz se cheldtor vaze na biologicky
aktivni molekulu (BM). Jednou z moznosti je reakce aktivovanych karboxylovych skupin
chelatoru s volnymi aminoskupinami biomolekuly za vzniku pevné amidové vazby, dalsi

moznosti je napiiklad reakce isothiokyanatt, apod.

3.2.1. Pozadované vlastnosti BFC

Aby mohl byt BFC bezpecné a efektivné vyuZivan, musi spliiovat n€kolik poZzadavkd.
Musi tvofit termodynamicky a kineticky stabilni komplexy s radionuklidem, komplexace
musi probihat za vhodnych podminek (pH, ¢as, teplota) s vysokym vytézkem a vzniklé
komplexy musi vykazovat vysokou specifickou aktivitu. Pfi nedostate¢né stabilité
kovového cheldtu se mohou uvolnovat kovové ionty, které se, naptiklad v ptipadé
trojmocnych kovi, ukladaji v kostni dfeni. V piipadé nutnosti rychlé krevni clearance a
renalni exkrece radioaktivné oznafené¢ho 1 neznaeného konjugatu je nezbytné, aby byl
BFC vysoce polarni latkou. BFC musi byt schopen odolat radiolyze a musi tvofit kovové
chelaty s minimalnim mnozstvim izomert. Vazba radiofarmaka na nadorové bunky
nezavisi pouze na afinit¢ biologicky aktivni molekuly k receptorim, ale také na
farmakokinetice, ktera zavisi na chemickych i fyzikalnich vlastnostech biomolekuly i
kovového chelatu. Tvorba izomerd mtze mit velmi vyrazny vliv na biologické vlastnosti

radiofarmaka®.

3.2.2. Termodynamicka stabilita

BFC musi tvofit kovové komplexy s vysokou termodynamickou stabilitou z divodu
zachovani integrity pii kompetici s pfirozenymi cheldtory, jako je napf. transferin. Ztrata
radiokovu z komplexu muze vyustit v kumulaci radioaktivity mimo cilovy organ. Je

znamo, e Y a izotopy lanthanoidd se ochotné usazuji v kostech*’. Coz je zpusobeno
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jejich podobnosti s zelezem, které je pienaseno transferinem do kostni diené. Vysoka
termodynamickd stabilita vSak neni jedinym pozadavkem, nebot vyjadiuje pouze smér,
nikoliv rychlost reakce. Je tieba zdUraznit, ze stabilita radiofarmaka v krevnim fecisti je
pievazné dana kinetickou stabilitou, nikoliv termodynamickou stabilitou kovového
komplexu®.

Nejbéznéjsim zpluisobem zvyseni termodynamické a kinetické stability kovovych
komplextl je pouziti polyfunkéniho chelatoru. Vybér vhodného chelatoru velmi zavisi na
velikosti a koordina¢ni geometrii kovového iontu. Lanthanoidy a ytrium patii mezi velké
ionty, které k vyplnéni koordinac¢ni sféry a tvorb¢ stabilnich komplexti s makrocyklickymi
chelatory jako je DOTA a jeji derivaty, potfebuji osm az devét donorovych atomt.

Plati, ze BFC s vys$s§im poc¢tem funkc¢nich skupin maji vyssi termodynamickou i
kinetickou stabilitu, zejména pokud jsou do jejich struktury zaclenény dalsi donorové

atomy®.

3.2.3. Kineticka stabilita

Kineticka stabilita je pojem tykajici se rychlosti disociace radionuklidu z radiofarmaka.
Kinetika disociace hraje dilezitou tlohu u in vivo stability kovového komplexu. Zatimco
rychla kinetika disociace je charakteristickd pro kovové komplexy acyklickych chelatord,
jsou komplexy obsahujicich cyklicky chelator daleko vice kineticky inertni**®,

Pro radiofarmaka obsahujici ve své struktufe kovové radionuklidy a makrocyklické
chelatory typu DOTA, by tedy méla byt kysele katalyzovana disociace radionuklidu
z komplexu v krevnim fec€iSti minimalni a neocekava se, ze vyména radionuklidu za jiny
kov by méla byt vyznamnym mechanismem zpusobujicim toxicitu kostni dfené. McMurry
a kol. studovali protilatky s riznymi derivaty DTPA znacené ytriem a zjistili, Ze kysele
katalyzovana disociace neni hlavni cestou in vivo uvoliiovani ytria z komplexu®.
Dulezitost kysele katalyzované disociace radionuklidu, kterou lze nalézt v literatuie je
pravdépodobné ponékud zjednodusovana. Nejvhodnéjsi metodou pro vyhodnoceni in vivo
stability radiofarmaka zustavaji stale biologické studie na riznych zvifecich modelech.

Vybér BFC s vhodnou kinetickou charakteristikou je také zavisly na farmakokinetice
radiofarmaka. Naptiklad znacené protilatky, které maji dlouhy biologicky polocas a jsou
vétSinou metabolizovany jatry, musi byt modifikovany takovym kovovym komplexem,
ktery vykazuje extrémné vysokou termodynamickou a kinetickou stabilitou, aby byl
schopen odolat kompetici s kovovymi ionty a pfirozenymi chelatory plazmy. U malych

znaCenych biomolekul je biologicky polo¢as obvykle mnohem kratsi, a proto pozadavek
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kinetické stability kovového komplexu neni tak dtlezity. Hlavnim cilem ve vybéru
vhodného BFC je tedy minimalizovat in vivo disociaci radionuklidu z kovového komplexu

radiofarmaka®.
3.2.4. Struktura BFC

3.2.4.1. Vazebné jednotky vicefunkcnich chelatorii

Struktura polyfunkénich chelatorii je tvofena vhodnym uspoifddanim jeho vazebnych
jednotek. V poslednich né€kolika letech bylo syntetizovano velké mnozstvi chelata¢nich
¢inidel a byla studovéna jejich komplexace s riznymi kovovymi ionty. Jedna se o derivaty
katecholu,  8-hydroxychinolinu, aminofenolu, hydroxamaty, aminokarboxylaty,
aminofosfonaty a hydroxypyridinony. Obecné lze fici, Ze chelatory obsahujici ve své
strukture dva kyslikové atomy (katecholy, hydroxamaty, hydroxypyridinony),
aminokarboxylaty a aminofosfonaty jsou prostudovany vice nez ostatni skupiny
chelata¢nich &inidel®.

50-55

Katechol tvofi pevnou vazbu s trojmocnymi kovy> ~, jako jsou In®*, Fe* Ln*,

avSak hodnoty pK; dvou fenolickych skupin jsou pfili§ vysoké (9,2 a 13). Pfi neutralnim a

niz§im pH dochazi ke kompetici mezi protonem a kovovym iontem coz vede k tvorbé fady

E:[OH
OH

Obr. 3.1 - Katechol

sloucenin.

8-hydroxychinolin disponuje vysokou afinitou k trojmocnym kationtim, ale vazba
neni selektivni, velmi pevné vaze také Cu? ionty51. Dalsi nevyhodou hydroxychinolinu je
jeho toxicita zptusobena pravdépodobné jeho extrémni lipofilitou. Navic hydroxylované
aromatické slouceniny jsou velmi nachylné k radiolyze. Proto vazebné jednotky chelatoru

tvofené derivaty katecholu a 8-hydroxychinolinu nejsou pro radiofarmaka vhodné.
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OH
Obr. 3.2 - 8-hydroxychinolin

Hydroxypyridinony byly pifi ptipravé 1€Civ pouzivany jako nahrada za
katecholy®***".  Stejn& jako hydroxamaty, jsou hydroxypyridinony monobazické
slougeniny, které tvoii stabilni komplexy s trojmocnymi kovy - In**, Fe**, Ln*.
Hydroxypyridinony se vyznacuji relativné nizkymi hodnotami pK, a vysokou selektivitou
k trojmocnym kovim. Chelatory zaloZzené na hydroxypyridinonovych vazebnych
jednotkach byly pouzivany jako detoxikacni latky kovu a jejich kovové komplexy byly
studovany jako potencialni diagnostické latky v nuklearni medicin€. Vyuzitelnost
hydroxypyridinonti jako vazebnych jednotek pro vyvoj novych BFC by mohla byt

omezena z divodu jejich lipofility, zptisobené piitomnosti aromatického kruhu v jejich

struktufe®.
O
[1 HO X OH
Yo w Yo
OH R R

Obr. 3.3 - Hydroxypyridinony

Podobné¢ omezeni ze stejnych divodi maji 1 pyridinkarboxylaty a
imidazolkarboxylaty. AvSak kombinace hydroxypyridinoni,, pyridinkarboxylatd a
imidazolkarboxylatd s hydrofilnimi vazebnymi jednotkami by mohla vést k ziskdni novych

uziteCnych BFC.

O — N

OH OH

Obr. 3.4 - Pyridinkarboxylaty, imidazolkarboxylaty
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Hydroxamaty se hojn& nachazeji v sideroforech bakterii a hub®®*°. za
fyziologickych podminek je u téchto sloucenin protonizovan pouze jeden atom kysliku
(pKa 9,35), proto jsou konstanty stability komplexi podstatné nizsi nez u katecholovych
vazebnych jednotek. Ackoliv bylo popsano, ze hydroxamatové vazebné jednotky tvoii
vysoce stabilni komplexy s lanthanoidy®™, existuje jen velmi malo prikladi jejich vyuZiti

jako BFC.

Obr. 3.5 - Hydroxamaty

Aminokarboxylové skupiny jsou velmi casto soucasti struktury vicefunkénich
chelatord, naptiklad DTPA a EDTA. Aminokarboxylové vazebné jednotky maji obecné
vysokou afinitu k velkym kationtim, obzvlasté k In**. EDTA ani DTPA viak nejsou
dostate¢n¢ velké slouceniny na to, aby mohly kompletné¢ obklopit kovové ionty
lanthanoidd, a nechavaji tak volna koordina¢ni mista pro navazani molekul vody. EDTA
mé navic vysokou afinitu k bivalentnim kovovym iontim jako jsou Zn*, Ca*" a Cu®".
EDTA ani DTPA tedy nejsou specifické chelataéni latky pro lanthanoidy®*®. Vysoka
selektivita polyaminokarboxylovych cheldtori pro lanthanoidy miZze byt dosaZena

pouzitim makrocyklické struktury s osmi nebo deviti donorovymi atomy.

NH

/I/iNHZ [ 2
NH

O OH 2

Obr. 3.6 - Aminokarboxylaty, diaminy

U aminofosfonatovych skupin je znama jejich vysoka afinita k tzv. silnym (tvrdym)
kationlim jako napf. Ca?*. Kovové komplexy polyaminofosfonatli se cCasto ukladaji
v kostech, proto jsou jejich komplexy s lanthanoidy studovany jako potencidlni
terapeutickd radiofarmaka pro paliativni 1é¢bu kostnich metastdz. Nedavno byl dokonce
komplex ***Sm-EDTMP (Quadramet) schvalen pro pouzivani v nuklearni medicing®®2

Aminofosfonaty obecné tvoii méné stabilni komplexy skovovymi ionty nez
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aminokarboxylaty. Ukladani polyaminofosfonatovych komplexti v kostech a ztoho
vyplyvajici toxicita kostni dfené necini tuto tfidu cheldtord vhodnou pro radioaktivni

znaceni biomolekul pomoci *°Y nebo lanthanoidy®.

rNH2
ZiN
O~ \ OH
R
Obr. 3.7 - Aminofosfonaty

Aminothioly a amidothioly tvoi{ stabilni komplexy s jadry [Tc=0]*" a [Re=0]*****,
Diaminodithioly i diamidodithioly se pouzivaji jako bifunk¢éni chelatory pro znaceni

99m

biomolekul techneciem (*"Tc). Polyaminothioly tvoii také velmi silné komplexy

s trojmocnymi kovy, jako jsou Ga**, Fe**, In®* a Ln3"%>%°,

[NHZ OTNH
SH SH
Obr. 3.8 - Aminothioly, amidothioly

3.2.4.2. Prostorové usporadani vazebnych jednotek vicefunkcnich chelatorii
Vicefunk¢ni chelatory s trojrozmérnymi dutinami jsou vzhledem ke schopnosti zaujmout
v nekomplexované formé predorganizovanou konformaci stfedem zajmu. Cim vyssi je
stupen predorganizace nekoordinovaného cheldtoru, tim stabilnéjsi kovové komplexy tvofi.
Ptedorganizace prostorového uspotadani vazebnych jednotek chelatoru také zvySuje
kinetickou stalost, ktera je dilezitym faktorem pfi uvoliovani radionuklidu z radiofarmaka.
Pfedorganizace snizuje volnost pohybu donorovych atom a prostorového
uspofadani vazebnych jednotek chelatoru v pribéhu komplexace tak, Ze volny chelator
zaujima podobnou konformaci jako v komplexni form&’® 2. Vzhledem k omezeni volnosti
pohybu je ztrata entropie pii tvorbé komplexu podstatné nizs$i, coz vede ke zvySené
termodynamické stabilité kovového komplexu. Ackoliv je ptedorganizace pojem zpravidla
uplatiovany u makrocyklickych kovovych komplexti, ma jistou dtileZitost i u acyklickych

chelator. Naptiklad kovové komplexy CDTA (trans-cyklohexandiamintetraoctova
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kyselina) jsou 2-3krat stabilnéjsi nez stejné komplexy EDTA, kvili omezenému pohybu
iminodioctovych chelataénich ramen v CDTA™,

Je tieba zdUraznit, ze predorganizace vicefunk¢nich chelatorti nevede pouze k vysoké
termodynamické stabilité, ale jak jiz bylo zminéno, také ke zvySeni kinetické stability
kovovych komplexti. Tuto skutecnost lze dolozit na nésledujicim piiklad€é. Polocas
komplexu Gd(DOTA) v0,0 M HCl je 60,2h., zatimco komplex Gd(DTPA)* je
srovnatelnd termodynamicky stabilni, v kyselém prostiedi se velmi rychle rozklada*®.

Vysoce piedorganizovana makrocyklicka kostra chelatorti typu DOTA, nuti Ctyfi
acetatova chelatatni ramena pfijmout konformaci, ktera ,,obaluje® kovovy iont N404
z vazby s kovovym iontem. Pfedorganizace by tedy méla byt dilezitym faktorem pii
navrhu novych BFC vhodnych pro znaceni biomolekul. Existuje nékolik zplisobt, jak
doséhnout vysokého stupné piedorganizace vicefunkcnich chelatorti. Zahrnuji vyuziti
makrocyklickych struktur, uplatnéni vodikovych vazeb k vytvoreni trojrozmérné dutiny
pro koordinaci kovu a vybér vhodnych chelata¢nich ramen. Nekteré piiklady prostorového

usporadani vazebnych jednotek vicefunkénich chelatort jsou znazornény na obrazku 3.9.

R
7O €75
Y U

Y

7 N\
N x

Y Y

Obr. 3.9 - Priklady prostorového usporadani vazebnych jednotek vicefunkcnich chelatorii,

X a Y predstavuji donorové hetroatomy8
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3.2.5. Priklady BFC

3.25.1. Acyklicke BFC

O rozvoj analogi EDTA se v sedmdesatych letech zaslouzili Sundberg a kol™. Ve stejnou
dobu Krejcarek s Tuckerem vyvinuli aktivovany derivat DTPA, ktery mohl byt navazan na
proteiny’. Od té doby se cyklicky anhydrid DTPA stal velmi vyuZivanym v nuklearng
medicinském vyzkumu’®. Tyto linearni BFC tvoii termodynamicky stabilni komplexy

Wn, Py, apod.). Hlavni vyhodou pouziti analog DTPA

s mnozstvim kovovych iontl (
jako bifunk¢nich chelatort je jejich velmi rychla kinetika znaceni, coz je dalezity faktor pfi
znaceni protilatek a fragmentd protilatek, vzhledem k jejich citlivosti na zvySenou teplotu.
Avsak kovové komplexy acyklickych chelatori jsou velmi Casto kineticky labilni, coz

piispivé k uvoliiovéni radionuklidu z komplexu a vede k vyznamné toxicité kostni dien&’”

79

DTPA (N-diethylentriaminpentaoctova kyselina)

Jednd se o silné chelataéni cinidlo, patfici do skupiny polyaminokarboxylovych
acyklickych chelatori. Casto byva pouzivana k navazani *'In, s nimZ tvoii komplexy
s osmi koordina¢nimi vazbami. Na téchto vazbach se podili vSechny tfi aminoskupiny a
Styfi karboxylové skupiny, osma pozice je obsazena amidovym kyslikem®®. Ke
konjugaci s biomolekulami (protilatky, proteiny, peptidy) je s uspéchem vyuZzivano
isobutylchloroforméatu jako konjugaéniho ¢&inidla. In-DTPA konjugity vykazuji

excelentni stabilitu in vivo.

(COOH
HOOC COOH
_\N—/\NNN/_

Hooc—/ \__cOooH

Obr. 3.10 - DTPA

DTPA je také velmi oblibena pro Siroky vybér komercné dostupnych derivati,
pomoci nichZ se podafilo naznacit velké mnozstvi biologicky aktivnich molekul. Mezi
nejpouzivanéjsi analogy DTPA patii naptiklad aminobenzyl-DTPA, isothiokyanobenzyl-
DTPA, bromacetamidobenzyl-DTPA, apod*®8-#,
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HYNIC (6-hydrazinonikotinova kyselina)

Abrams a kol. jako prvni pouzili arylhydraziny, mezi néz se fadi i HYNIC, jako bifunkéni
chelatory pro zna&eni polyklonalnich IgG pomoci *"Tc®®. Od t¢ doby byl HYNIC pouzit
pro znaceni pomoci ¥mTe u protilatek, chemotaktickych peptidii, somatostatinovych
analogl,, antisense oligonukleotidi a polypeptidﬁ87'100. Vyhodou pouziti HYNIC jako
bifunké&niho chelatoru je vysoka efektivita znaceni'®*% Vzhledem k tomu, ¢ HYNIC
mize v komplexu zaujmout pouze 1 nebo 2 koordina¢ni mista, je K vytvoreni stabilniho
komplexu nutné doplnit koordina¢ni sféru Tc pouzitim koligandu. Pouziti koligandi jako
jsou glukoheptonat, etylendiamindioctovd kyselina (EDDA), tricin, apod. umoziuje
ovlivnéni polarity a farmakokinetickych vlastnosti znaenych biomolekul. Nevyhodou
pouziti koligandli je moznost tvorby derivati komplexu v roztoku a nizka stabilita

komplexti v roztoku pii absenci nadbytku koligandulog.

X COCH

|
HN P
N

N

Obr. 3.11 - HYNIC

3.2.5.2. Cyklicke BFC

Makrocyklické slouceniny (XCH,CHy), (X=0O, NH, S; n=4, 5, 6) jsou znamy jiz mnoho
let. Velky z4jem o tyto latky ale odstartoval az Pederson'®, ktery jako prvni popsal syntézu
a unikdtni komplexacni vlastnosti mnoha makrocyklickych latek. Od té doby bylo
pfipraveno a zkoumano velké mnoZstvi makrocyklickych chelatort s riznymi donorovymi
atomy. Stiedem zajmu se staly tetraazamakrocykly a jejich N- nebo C-substituované
derivaty. Makrocyklické BFC, jako DOTA, se t¢§i zvlastnimu zajmu z nékolika divodu.
Prostorové uspotfadani vazebnych jednotek je velmi dobfe zorganizovéano, proto tvofi
polyazamakrocykly vysoce termodynamicky a kineticky stabilni kovové komplexy %%,
Hodnoty pK, karboxylovych skupin se nachazi v rozmezi 2-5. Niz§i hodnoty pK, vedou
k nizsi kompetici s protonem, vysoké stabilit¢ komplexu a minimalnimu uvoliovani kovu
z komplexu pii kyselém pH. Funkéni skupiny pro konjugaci biomolekuly se mohou vazat
bud’ k jednomu ze ¢ty dusik@i nebo k jednomu z uhlikovych atomt makrocyklické
struktury. Acetatové skupiny vazané k dusikovym atomtm maji nizkou molekulovou
hmotnost a jsou velmi hydrofilni, proto je ptispévek BFC k celkové molekulové hmotnosti

konjugatu BFC-biomolekula, zanedbatelny. Vysoka hydrofilita BFC je vitana vlastnost,
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ktera zvySuje krevni clearance radiofarmak s nizkou molekulovou hmotnosti, coz vede ke
snizené kompetici mezi znaCenym a neznac¢enym konjugatem BFC-biomolekula pti vazbé
na cilové receptory. Jestlize je biomolekulou protilatka nebo fragment protilatky, vazany
BFC nemé tak dramaticky vliv na fyzikalni a biologické vlastnosti konjugatu BFC-

biomolekula, jako je tomu u malych biomolekul®.

DOTA (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-N,N",N",N"""-tetraoctova kyselina)

DOTA je tvofena dvanacticlennym uzavienym kruhem, patii tedy mezi makrocyklické
BFC a pfedstavuje vhodnou alternativu pro DTPA. Vytvaii velmi pevné komplexy
s riiznymi trojmocnymi a dvojmocnymi radionuklidy (°*®"%Ga, *!In, %y, 7Ly, ?’Mg,
#Ca, ®*Cu). S usp&chem se vyuZivaji také jeji derivaty. Existuji dvé skupiny t&chto latek,
DOTA analogy s postranimi fetézci, pficemz biomolekula se vaze pfimo na tento fetézec a
DOTA derivaty s aktivovanou jednou z karboxylovych skupin pro usnadnéni reakce
S primarni aminoskupinou biomolekuly. Mezi nejpouzivanéj§i DOTA analogy patii
napiiklad aminobenzyl-DOTA (PA-DOTA), isothiokyanobenzyl-DOTA (p-NCS-Bz-
DOTA), DOTA-glutarové kyselina (DOTAGA)*" 8%,

HOOC/\N/ N\ /~—~COOH
-
HOOC—_"\ | \_—-COOH

Obr. 3.12 - DOTA

TETA (1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-N,N',N"',N " "-tetraoctova kyselina)

TETA je bifunk¢ni chelatacni €inidlo tvofené ¢trnacti¢lennym makrocyklickym kruhem,
obsahujici ¢tyfi karboxymethyl substituované dusiky. Diky velikosti kruhu se jednd o
chelator vhodny pfedev§im pro tvorbu komplexti s izotopy médi. Trebaze Cu*-TETA
komplexy jsou méné termodynamicky stabilni nez Cu?*-EDTA nebo Cu?*-DTPA, jejich
kinetick4 stabilita v lidském séru je daleko vyssi**®™. S aspéchem se vyuZivaji také jeji

derivaty, naptiklad bromacetamidobenzyl-TETABO.
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HOOC—\N/_\N/—COOH
Gy
HOOCJ / \—COOH

Obr. 3.13 - TETA

3.2.6. Ucinnost tvorby radioaktivniho komplexu

Utinnost radioaktivniho znaleni vyjadiuje schopnost chelatoru tvofit komplex
s radioaktivnim kovem pii nizkych koncentracich a za mirnych podminek. Uéinnost
radioaktivniho znaceni chelatoru je zna¢né zavisla na podminkach znaceni - koncentraci
kovovych necistot v roztoku radioaktivniho kovu, pH, teploté, reakénim Case a koncentraci
BFC. Je znamo, ze G¢innost radioaktivniho zna¢eni DOTA analogil je maximalni, jen kdyz
je koncentrace BFC né¢kolikanasobné vySsi nez koncentrace radioaktivniho kovu?13,
Znaceni pii laboratorni teploté je vyhodnéjsi a u znaceni nékterych biomolekul i nezbytné,
oproti znaceni pii vysokych teplotach - 100°C. Nicmén¢ znaceni pfi nizsich teplotach casto
vyzaduje prodlouzeni reakéni doby a pro zajisténi dostateéné radiochemické &istoty (RC >
90%) je nutna vyssi koncentrace konjugatu bifunkéniho chelatoru s biomolekulou (BFC-
BM). Pouziti stejnych podminek znaceni pii vyssi teploté a delsi reakéni dobé obycejné
vede ke zvySeni radiochemické Cistoty, za predpokladu, Ze znaCend biomolekula je
termostabilni. Vybér pufru zavisi na hodnoté pH, kterd je pro komplexaci optimalni.
Nejcastéji se pouzivaji acetatove, citratoveé, fosfatové, apod. pufry o koncentraci 0,1 - 0,5

mol/I°,
3.3. Biologicky aktivni molekuly

Biologicky aktivni molekuly radiofarmaka plni funkci ,nosi¢e”, jehoz pomoci je
radionuklid dopraven do cilovych orgéand, tkdni a bunék. Tyto biomolekuly nejsou i¢innou
ani pomocnou latkou, ale protoZe vyznamné ovliviiuji distribuci radionuklidd, jsou tak
integralni soucasti ucinné latky. Jako nosi¢e mohou slouzit jak makromolekularni latky
typu protilatek a fragmentl protilatek, které maji vysokou afinitu a specifitu ke svym
antigeniim, tak malé biomolekuly typu peptidi a nepeptidovych heterocyklli. Mezi tyto
latky patii také ptfirozené biomolekuly jako naptiklad hormony a rastové faktory, které

hraji zasadni roli v ristu bunék a bunétné proliferaci. V neposledni fadé mohou jako
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nosice slouzit také malé syntetick¢ biomolekuly, které napodobuji struktury piirozenych
makromolekul™.

Vybér vhodné biologicky aktivni molekuly je zavisly na tadé faktorti - typu
onemocnéni, hustot¢ receptori v postizené tkéani, afinit¢ biomolekuly k receptortim,

internalizaci receptord, velikosti a lipofilité nosice'’.

3.3.1. Protilatky a fragmenty protilatek

Protilatky jsou bilkoviny, které jsou schopny jakozto soucCéast imunitniho systému
specificky rozpoznat a znesSkodnit jiné, Casto cizorodé objekty (mikroorganismy, viry,
molekuly) v lidském téle. Protilatky produkované lidskym organismem patii mezi
glykoproteiny a jsou oznacované jako imunoglobuliny. Béhem imunitni odpovédi jsou
produkovany B-lymfocyty. Molekula imunoglobulinu se skladd ze dvou identickych
tézkych fetézci a ze dvou lehkych fetézcl, které jsou navzdjem pospojovany pomoci
disulfidovych mustkd. Tézké fetézce se skladaji ze Ctyi ¢i vice strukturné podobnych
domén, zatimco lehké fetézce jsou tvoreny pouze dvéma doménami. Jednotlivé domény
jsou tvofeny sekvenci aminokyselin. Nékteré z domén jsou variabilni a jejich struktury se
individudlné li§i, ostatni domény jsou konstantni a pro fetézce téhoz typu jsou shodné.
Variabilni domény lehkych a tézkych fetézct vytvaieji vazebné misto, do kterého pak jako
kli¢ do zamku zapada ptislusny antigen, pro ktery je dana protilatka specificka. Pisobenim
enzymil (papain, pepsin) na citlivd mista molekuly imunoglobulinu lze ziskat fragmenty
rizné velikosti. Podle typu téZkého fetézce, ktery tvoii molekulu imunoglobulinu, délime
imunoglobuliny do péti tiid - IgG, IgM, IgE, IgD, IgA. Nejcastéji se vyskytujicim
imunoglobulinem v lidském séru zdravych jedinct je IgG. IgG je u lidi jedinou
imunoglobulinovou tfidou, kterd prochéazi placentou a zajiStuje obranu novorozence v
prvnich mésicich jeho zivota. Je tieba také zduraznit, Ze IgG se u €loveka nejvétsi mirou

s . sy v 1:114
podili na imunitni odpovédi .
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Basic structure of an Antibody

Variable region

disul phide bond

Heavy chain Constant region

Obr. 3.14 - Zdkladni struktura protilatek™

3.3.1.1. Polyklonalni a monoklondalni protilatky

Protilatkova odpovéd” i proti nejjednodussim antigenim je vétSinou polyklonalniho
charakteru a vysledkem je smés velkého mnozstvi individualné rozdilnych molekul
imunoglobulinti, které jsou produkovany velkym poctem riznych klonti plazmocytt.
Vysledkem zamérné imunizace experimentalnich zvitat (kralikd, koz, ovei, mysi, apod.) je
pak polyklonalni antisérum, které neni tvofeno jednou Cistou protilatkou, ale spiSe smési
rozdilnych protilatek specifickych proti riiznym oblastem antigenu, takovato antiséra se
mohou vyznamné lisit, dokonce i1 kdyz pochazeji ze stejného zvifete. Kromé toho postup
ptipravy polyklonalnich protilatek zahrnujici opakovanou imunizaci, kontrolu pfitomnosti
protilatek a nasledny odbér krve experimentalnich zvifat zac¢ind byt kritizovan ze strany
ochrancii zvifat, a proto je velmi piisné sledovan a evidovan. Casto je tedy mnohem
vyhodnéjsi pouzit homogenni protilitku o presné definovanych vlastnostech -
monoklonalni protilétkull4.

Monoklonélni protilatky jsou produktem jednoho klonu plazmocytl, jsou tedy
specifické proti jediné antigenni determinanté a jsou jednoho izotypu. V organismu se
vyskytuji pouze v nepatrném mnozstvi, ale za patologickych okolnosti mohou ptevladat,
nejcastéji jako produkt nddoru plazmatickych bunék, tzv. plazmocytomu (myelomu), pii
kterém se nadorové zménény plazmocyt vymkne regulaci, ale zachovava si schopnost

produkovat protilatky jednoho izotypu a jedné nidhodné, obvykle nezndmé specifity.
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Nejobvyklej§im zplisobem piipravy homogennich monoklondlnich protilatek je fuze
normalnich B-lymfocytli s vhodnou myelomovou bunécnou linii, kterd dobfe a neomezené
roste v tkanové kultufe. Vysledkem faze mezi specifickym B-lymfocytem a myelomem je
hybridom, coz je klon bun€k schopny produkce monoklonalnich protilatek. Zatimco
mateisky normdalni B-lymfocyt (od imunizovaného darce) je nositelem specifity
produkované protilatky, myelomova buinika je nositelem vysokého az neomezeného
proliferacniho potencialu. Hybridom tedy zdédi po myelomové bufice moznost
nepretrzit¢ho ristu a po aktivovaném B lymfocytu schopnost syntetizovat monoklonalni

protilatku namifenou proti jedné antigenni determinants**,

YYYY

xenogeneic chimeric humanized fully human
(0% human) (66% human) (90-95% human) (100% human)

Obr. 3.15 - Schéma vyvoje terapeutickych protilatek™®

Zpocatku byly k dispozici jen mysi monoklonalni protilatky. ProtoZe jde ale o
lidskému organismu cizi bilkovinu, imunitni systém ji jako cizi rozpoznava a zacne se proti
ni branit tvorbou vlastnich (antimysich) protilatek. Pii opakované aplikaci mysi protilatky
se tak sniZuje jeji €innost, roste riziko precitlivosti apod. Z toho dliivodu se objevily snahy
o piipravu nejdiive chimerickych (slozenych kromé& mySich i z humannich komponent,
které tvoii az 70%), pak humanizovanych (kde humanni komponenty piedstavuji 90-95%)
a nakonec plné humannich protilatek, které jsou zcela prosté rizika vyvolani imunitni
reakce, protoze jejich bilkovinnd struktura je identickd se strukturou protilatek
produkovanych lidskym organismem a neobsahuji ani minimdlni pfimés mySich
protilatek***’.

Hybridomové monoklonalni protilatky jsou mimotfadné dilezitymi ndstroji

biologického vyzkumu a prakticky velmi uZitenymi reagenciemi uZzivanych v klinické
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praxi jako diagnostika 1 terapeutika a ve vyzkumu jako nastroje analytické a

biotechnologické s velkym komerénim vyznamem.

3.3.1.2. Protilatky a fragmenty protilatek Vv nuklearni mediciné
Jesté vnedavné dobé byla v nuklearni mediciné pozornost zameéfena piedevSim na
monoklonélni protilatky. Diky své riznorodosti, specifit¢ a biologické aktivité jsou
monoklonélni protilatky idedlnim prosttedkem pro rozmanitd pouziti u benignich i
malignich onemocnéni’. Takovéto molekuly by poskytovaly u¢inny nastroj pro prakticky
neomezenou paletu radiofarmak, ktera by mitila pouze do urcitych tkani, nadorti nebo na
vysoce specifické receptory. Za pouziti takovychto latek by se nukledrné¢ medicinské
diagnostické metody staly vysoce konkurenénimi pro ostatni vyuzivané diagnostické
mediciné pro radioterapii, by se stalo zasadnim nastrojem pro onkologii. Takovy
vyznamny prilom se bohuZel neodehral*®,

ZkuSenosti z poslednich let pomohly objasnit vyhody a nedostatky monoklonalnich

protilatek™ 7119126

. Klinické studie s radioaktivné znacenymi protilatkami a fragmenty
protilatek Casto ukazuji omezené hromadéni v cilovém misté, relativné pomalou krevni
clearance (biodistribuci), ktera je dana jejich vysokou molekulovou hmotnosti, vysokou
kumulaci ve zdravych tkanich a jejich antigenni reakci vuci hostiteli. Nedostatecna
ucinnost radioaktivné znacenych protilatek je z casti pfipisovana omezené piistupnosti
makromolekul k nadorovym bunkam v dostatecném mnozstvi a ¢aste¢né také heterogenni
distribuci nadorovych antigenii na povrchu nadoru?’. Existuje také jista pochybnost, zda
maji protilatky a jejich fragmenty dostate¢né vysokou afinitu a specifitu k receptorim.
Obecné lze fici, ze hromadéni znacenych protilatek v tumoru je nedostate¢né a pomeér
aktivity mezi cilovou a zdravou okolni tkani je nepfiznivylm. Pokud radioaktivné znacena
protilatka neni doruCovéana na cilové misto efektivné a uvolovana ze zdravych tkani
dostate¢né rychle, neni vhodna pro diagnostiku ani radioterapii. Pfesto si nékteré z téchto
latek vydobyly své misto v nuklearni medicing, jako naptiklad *Y-ibritumomab tiuxetan
(Zevalin) a *!I-tositumomab (Bexxar)*2**%,

Jak jiz bylo zminéno, protildtka by neméla mit pouze minimalni imunitni odezvu
dovolujici opakované podani, ale i optimalni schopnost vazby k antigenu, penetraci a

rychlou clearance ze zdravych tkani pro efektivni a specifické zacileni nadoru. Jednou z

cest k prekonani téchto problémt byl vyvoj nizkomolekularnich produktt, jako jsou
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fragmenty a subfragmenty protilatek, které jsou schopny vazby na tumor pii rychlém

uvolnéni za zdravych tkani™"*®!,

IgG scFv
variablc
rcgion
g r @
(
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region @ heavy chain

= heavy chain
Q= light chain

Obr. 3.16 - Rizné struktury protilatek a jejich fragmentii>

Bivalentni 1 monovalentni fragmenty protildtek ukazuji excelentni nadorovou
penetraci a dobré terapeutické vysledky, ackoliv doba zadrZzeni v tumoru je nizs§i nez u
intaktnich imunoglobulinti. Dokonce byly pfipraveny jest€¢ mensi jednofetézcové
fragmenty s molekulovymi hmotnostmi dovolujici rapidni clearance z té€la. Bylo zkoumano
mnozstvi riznych molekul odvozenych od imunoglobulinii s potencidlnim vyuzitim
Vv radioterapii. Bohuzel bylo zji$téno, ze ¢im ma fragment niz§i molekulovou hmotnost, tim
se snizuje doba zadrzeni v tumoru, coz je dilezity parametr pro doruceni terapeutické
radiaéni davky''" ¥, A&koliv imunoglobulinovy fragment s idealni vazbou a zacilenim
tumoru nebyl zatim vytvofen, je vénovana zna¢nd pozornost vyvoji optimalnéjSich
molekul*?>*°. Od objeveni peptidovych receptori a syntézy malych, biologicky aktivnich
peptidd se zacal vyvoj vradiofarmacii ubirat timto smérem, tedy cestou receptoroveé

specifickych peptida® 79101318,

3.3.1.2.1. Anti CD66 (a,b,c,e)

Jednd se o nativni humanni monoklonélni protiladtku s molekulovou hmotnosti kolem 140
kDa, komeréné vyrabénou firmou Scintec Diagnostic (Svycarsko). Anti CD66 (a,b,c.e) je
sohledem na jeji biokineticka data a klinické aplikace dobife definovana protilatka
S vyuzitim pfi scintigrafii kostni dfené a lokalizaci infekci. Antigen CD66 se ve vysoké
hustoté vyskytuje na normélnich myelopoetickych bunkach. Vysoka afinita protilatky pro
jeji antigenni determinantu a hojny vyskyt této antigenni determinanty v kostni dfeni vede

ke kumulaci zhruba 50% protilatky v kostni dieni jiz asi dv€ hodiny po aplikaci.
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V kombinaci s vhodnym radionuklidem muze tato protilatka piedstavovat perspektivni
nastroj vyuzitelny v radioimunoterapii u pacienti s akutni myeloidni leukémii,

myelodysplastickym syndromem, apod™**.

3.3.2. Peptidy
Peptidy jsou slozeny z relativné jednoduchych stavebnich jednotek, aminokyselin. Jsou
tvofeny az 50 aminokyselinami a jejich molekulova hmotnost nepfesahuje 10 000 Da a
zejména malé peptidy mohou byt velmi snadno chemicky syntetizovany. Naproti tomu
proteiny jsou velké molekuly, které zpravidla nemaji dobfe definovanou strukturu a Casto
musi byt ziskany z biologickych zdrojii, naptiklad DNA-rekombinantnimi technikami.
Peptidy patii mezi nezbytné prvky zakladnich biologickych procest vice nez kterdkoliv
jind skupina molekul. Piisobi jako neurotransmitery, neuromodulétory, hormony, ristové
faktory, inhibitory rstu a cytokiny. Ackoliv existuji Cetné vyjimky jako je inzulin,
oxytocin a kalcitonin, vétSina peptidi neni pouzivana piimo jako 1éCiva, a Ccasto
antagonisté ptirozenych peptidii. Vyvoj peptidl a jejich analogii, které se mohou vazat na
receptory ovliviiyjici biologické procesy je v poslednich letech jednou z hlavnich priorit
biologickych, chemickych a Iékafskych véd®.

Pro radiofarmaceuticky vyzkum jsou velmi zajimavé jak specificky navrzené peptidy
imitujici vazebné €asti proteinill a protilatek, tak pfirozené se vyskytujici biologicky aktivni
peptidy?1%

masivni hromadéni znacenych biomolekul v cilové tkdni. Vzhledem k tomu, Ze peptidy

. Pro scintigrafickou detekci nebo zobrazeni nadord je nezbytné rychlé a

hraji také duleZzitou ulohu jak v ristu, tak 1 dalSich bunéénych funkcich nejenom
normalnich tkéni, ale i tumorti, miizeme u mnoha typi rakoviny pozorovat vysoky pocet
receptorll na povrchu nadorli, coZ €ini tyto receptory atraktivnim cilem pro zobrazovani
tumord ™%, Na tato vysoce selektivni vazebna mista se miize vazat i relativné kratka
sekvence aminokyselin'®. Jedna z prvnich klinicky vyznamnych aplikaci byla popsana
Krenningem a kol., ktery popsal vyskyt tumortt endokrinniho systému pomoci analogu
somatostatinu znaceného jodem139. Derivat somatostatinu znadeny “In se poté zacal
rutinné pouzivat v nukledrni mediciné a umoznil tak G¢inné zacileni a zobrazeni tkéani
S dostate¢nou hustotou somatostatinovych receptori a tim usnadnil diagnostiku a studium
neuroendokrinnich tumord’.

Studie sradioaktivné znaCenymi peptidy ukazuji oproti znaCenym proteinim a

protilatkdm nékolik vyhod. Malé peptidy jsou distribuovany jednotnéji, pronikaji snadnéji
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tkanémi, jsou vylucovany z cirkulace rychleji nez protilatky nebo fragmenty protilatek, je u
nich méné pravdépodobna imunitni odpovéd’ a v neposledni fadé je u nich daleko rychlejsi
nadorovy uptake. Navic je 1ze pomérmné snadno syntetizovat, jsou levnéjsi (odpadaji u nich
drah¢ testy na pfitomnost viru HIV a hepatitidy C) a jsou schopné odolat daleko drsnéjsim
podminkam pfi radioaktivnim znaceni a modifikacich. Na druhou stranu i mensi zmény
struktury mohou vést k vyznamné ztraté jejich vazebné afinity>*°.

Velmi dialezitou tlohu ovliviiujici kinetiku a biodistribuci znacené biologicky aktivni
molekuly, hraje samoziejm¢ struktura peptidu. Hydrofilita zlepSuje renalni clearance,
zatimco vice lipofilni peptidy vykazuji zna¢nou hepatobiliarni exkreci. Na biodistribuci a
kinetiku ma také vliv radioaktivni znaceni, které mize velmi vyznamné ovliviiovat

140,141

lipofilitu a vysledny naboj znacené molekuly . Rychly metabolismus nebo vylucovani

znaceného peptidu snizuje moznost nahromadéni radiofarmaka v cilovém misté, na druhou
stranu, rychlé clearance zlepSuje pomér cil/zdrava tkan. Pro vétSinu receptorovych systémi

12,137

plati, ze kdyz agonista aktivuje receptor, dochazi k internalizaci . Jakmile dojde

k internalizaci, znaceny peptid projde intracelularnim katabolismem s naslednou tvorbou

znacenych metaboliti

. Biodistribuci a intraceluldrni zachyceni znacenych metabolitl
urcuji dalsi télesné dispozice. Peptidy znacené jodem jsou katabolizovany na jodtyrosiny a
jod, tyto latky vykazuji rychlou clearance z receptorového mista i plazmy. Pro kovové

radionuklidy jako jsou napiiklad *"Tc a '

In se tyto mechanismy lisi, protoze
transchelatace na intracelularni proteiny a proteiny plazmy prodluZuje dobu zadrzeni
V receptorovém misté a plazmé, coz vede k vychytavani znacenych latek hepatickym
systémemS.

Pro scintigrafické zobrazeni neni ani tak dilezita skutecna velikost tumoru, jako
receptorova hustota. Ztoho divodu i malé nadory, avSak svysokou hustotou
exprimovanych receptorti, mohou byt snadno zobrazeny143. Rizné endogenni neuropeptidy
reguluji proliferaci naddorovych bun¢k a interaguji s odliSnymi typy receptori. Tyto
receptory vazi endogenni peptidy s vyssi afinitou nez klasické (pfenosove) receptory135’144.
Disociace je n¢€kolikandsobn€ pomalej$i nez u neurotransmiterd, coZ ¢ini diagnostické
zobrazovani pomoci znacenych analogli neuropeptidii proveditelné i pfes niz8i hustotu
receptori™®,

Znacené biomolekuly urcené k diagnostickym tucelim, mohou byt pouzivany
v daleko menSich mnozstvich, nez jsou davky vykazujici farmakologicky tcinek. Nicméné
nékteré peptidy mohou mit vyznamné hemodynamické efekty nebo mohou stimulovat rist

nadort jiz pfi velmi nizkych koncentracich - subnanogramova mnozstvi#4, Dulezitym
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pozadavkem pro receptorovou scintigrafii je vysokd specificka aktivita znacenych latek,
vzhledem k tomu ze hustota receptori je ¢asto pomérné nizka. Minimalni mnoZzstvi
podaného peptidu bude zeslabovat neptiznivé farmakologické ucinky a snizovat obsazeni
receptorti, ¢imz bude optimalizovano specifické zacileni. DosaZeni tohoto cile byva
Vv né¢kterych pripadech komplikované, z toho divodu se k piecisténi znacenych peptidi
v n¢kterych ptipadech pouziva preparativni HPLC. Na druhou stranu néktefi autofi

v

peptidu. Toto tvrzeni Ize vysvétlit upregulaci receptorii a pozorovanim, ze nespecificka

. ok gt 146
vazba je méné zavisld na déavce ™.

Podle Breemana a kol., se specifickd vazba
pentetreotidu  zvySuje s vétSim mnozstvim radiofarmaka, optimalni hodnota je
v mikrogramovych mnozstvich™’.

Jak jiz bylo zminéno, mnoho peptidi je produkovano tkdnémi neuroendokrinniho
systému. Tyto vysoce u¢inné neuropeptidy zodpovédné za Sirokou paletu Gcinki a regulaci
biologickych procesii, maji diky rychlé¢ exkreci a degradaci peptidazami, velmi kratky
biologicky poloCas - tadové né€kolik minut. Tato enzymatickd destrukce mize byt
potlacena riznymi molekularnimi Gpravami, jako napiiklad nahradou D-aminokyselin za
L-aminokyseliny, za¢lenénim aminoalkoholti a vlozeni neobvyklych aminokyselin nebo
postrannich Fetézct****8, Jinym zptisobem potladeni proteolytické degradace je amidace.
Velka ¢ast prirozenych peptidickych hormonti jsou amidy, které v porovnani s volnymi
kyselinami vykazuji zvySenou biologickou aktivitu®.

Novy rozvoj vizualizace tumord prostfednictvim vazby peptidii na receptory nastal
zhruba pied 15 lety, kdy byly zavedeny do nuklearné¢ medicinské praxe pro in vivo
zobrazovani lidskych nadort radioaktivné znacené somatostatinové analogyls. Od té doby
bylo zkouméno velké mnozstvi peptidi a receptorovych systémt a mnoho z nich bylo
navrzeno pro potencidlni vyuziti v nukledrni medicing. Patii sem peptidy jako je bombesin,
gastrin uvoliujici peptid, vazoaktivni intestindlni peptid, cholecystokinin, gastrin,
neurotensin, o - melanocyty stimulujici hormon, substance P, apod5’6’12. Ptesto byla
doposud vice ¢i méné dikladné prozkoumana jen velmi mala cast z velkého poctu
potencidlné uziteCnych regulacnich peptidi a budouci prace pravdépodobné odhali

mnozstvi klinicky prospésnych peptidickych radiofarmak.

3.3.2.1. Somatostatin
Pfirodni somatostatin byl objeven v roce 1973, jedna se o cyklicky peptid, slozeny ze 14

aminokyselin (obr. 3.17). Somatostatin patfi do skupiny neuropeptidi a poprvé byl
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izolovan z hovéziho hypotalamulso. Jedna se o vysoce biologicky aktivni peptid, jehoz
funkce je piedev§im inhibi¢ni sucinkem na celou fadu orgénd. Je odvozen od
vysokomolekularniho prekurzoru, ktery se nasledné S$tépi na somatostatin-28 a
somatostatin-14. Cyklicka struktura a ¢ast fetézce (aminokyseliny 7-11) se zdaji byt

podstatnym faktorem pro vazbu na receptory.

Ala—Gly—-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp—Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys

Obr. 3.17 - Somatostatin

Krom¢ hypotalamu je somatostatin uvolilovan bufikami Langerhansovych ostravki
slinivky bfisni, stfevnimi buiikami, hypofyzou a dalSimi tkdnémi. Somatostatin plni
regulacni tlohu v mnoha tkanich. Piedpoklada se, Ze v centrdlnim nervovém systému plni
somatostatin funkci neurotransmiteru a neuromodulatoru™. Tlumi uvoliiovani ristového
hormonu (GH), hormonu §titné zlazy (TSH), inhibuje uvoliiovani zalude¢nich a stfevnich
hormont jako jsou napiiklad cholecystokinin, gastrin, sekretin, vazoaktivni intestinalni
peptid, enteroglukagon, molitin. Inhibuje glandularni sekreci, kontraktilitu hladkého
svalstva a funkci aktivovanych imunitnich buné¢k. Somatostatin také prodluzuje zalude¢ni
vyméSovani, stahovéani Zluéniku, stfevni pohyblivost, inhibuje vyméSovani endokrinnich
hormontl pankreatu tj. inzulinu a glukagonu a exokrinnich hormont pankreatu5’6’12. Uloha
somatostatinu na periferii neni ovSem jesSt€ zdaleka komplexné prozkoumana.

Utinek somatostatinu je zprostiedkovan vazbou na somatostatinové receptory.
Somatostatinové receptory jsou integralni membranové glykoproteidy patiici do skupiny
G-proteint. In vivo a in vitro studie ukazaly, ze somatostatinové receptory (SSTR) se hojné
vyskytuji na povrchu riznych typi bunék. Velky vyznam ma piedev§Sim vyskyt
somatostatinovych receptori na povrchu nadorovych bunék. Jedné se o nadory hypotyzy,
endokrinni pankreatické nadory, nddory Zaludku, maligni nddory prsu, nékteré nadory

qia1o2.1%3, Vyzkum na urovni molekularni biologie

mozku, nddory Stitné zlazy, apo
Vv neddvné dobé odhalil n€kolik riznych typi somatostatinovych receptorti. V soucasnosti
se rozliSuje 5 subtypli somatostatinovych receptorii SSTR1-SSTR5™%*1%9  teré se 1is
v interakci s formou somatostatinu (somatostatin - 28, somatostatin - 14) nebo s jeho
derivétymo, rozdilna je také jejich tkanova distribuce®®. Nejveétsi zastoupeni na povrchu

bunék maji somatostatinové receptory subtypu 212,
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Ptirozeny ligand somatostatinovych receptorti, endogenni somatostatin, ma velmi
kratky biologicky polocas v fadu nckolika minut, ¢imz je znemoznéna jeho dostate¢na
vazba na receptory a neni tedy vhodny pro klinické vyuziti v nuklearni medicingé. Z tohoto
davodu byl vyvinut jeho analog, slozeny z 8 aminokyselin. Tento oktapeptid, oktreotid, ma
delsi biologicky poloCas a je metabolicky stabilnéjéiS. Zvyseni biologické stability bylo
zptisobeno zaglenénim (D) Phe’, (D) Trp* a Thr(ol)® na citliva mista peptidu (obr. 3.18).
Vroce 1994 ziskal FDA souhlas ke klinickému pouzivani *'In-DTPA-oktreotidu
(OctreoScan), ktery se tak stal prototypem latek tohoto druhu v klinické praxils.

D-Phe Cys Phe—D-Trp—Lys Thr Cys Thr-ol

Obr. 3.18 - Oktreotid

3.3.2.2. Gastrin a Cholecystokinin (CCK)

Gastrin a cholecystokinin jsou gastrointestinalni peptidy, které se vyskytuji v ruznych
molekularnich forméch™. Biologicky aktivni peptidy strukturné podobné gastrinu a
cholecystokininu mohou mit proménlivou délku, avsak pétice koncovych aminokyselin je
vzdy stejna. Tyto latky ptsobi jako neurotransmitery v mozku, regulatory riznych funkci

162-164 ,
. Navic

gastrointestinalniho traktu, zejména na Urovni zaludku, pankreatu a Zlu¢niku
mohou ucinkovat jako fyziologické ristové faktory ve vétSin€ Casti gastrointestindlniho
traktu a také jako riistové faktory nékterych typl rakoviny - tlustého stfeva, Zaludku,

12165167 (Jginek CCK a gastrinu je zprostfedkovan nékolika subtypy receptort,

mozku
nejlépe jsou popsany receptory CCK; a CCK,™38170 cCK; a CCK; receptory se lisi
afinitou ke gastrinu a maji také rozdilnou afinitu k nepeptidovym selektivnim
antagonistim CCK. Na CCKj receptor se vaze pouze cholecystokinin, zatimco CCKj
receptor je citlivy jak pro cholecystokinin tak pro gastrin. Nedavno byly popsany dalsi
subtypy CCK receptord, coz je vysledkem rozsdhlého a intenzivniho vyzkumu v této
oblasti'™", CCKj i CCK; receptory byly identifikovany ve zdravych tkanich i nadorech.
CCK; receptory se nachazeji mimo jiné ve zluéniku, mozku, zaludku a perifernim
nervovém systému'?!1047417 krome nekolika vyjimek - gastroenteropatické nadory,
meningiomy, neuroblastomy, adenokarcinomy pankreatu*’®’’ se CCK; receptory
vyskytuji na nadorovych buitkach pomérné zfidka'™®. Naproti tomu CCK; receptory se

163,175,179,180

pfevazné objevuji v zaludeCni sliznici, mozku, nékterych ¢&astech ledviny a
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nekolika tumorech, jako naptiklad medularni thyroidalni nddor, malobunécny plicni nador,
stromatalni ovaridlni nador, gastroenteropatické neuroendokrinni nddory, gastrointestinalni
adenokarcinomy a dal§i'®*%,

Radiofarmaka vyvinutd pro zobrazeni nebo terapii téchto nadord jsou bud’

186,187

minigastriny nebo nesulfatové CCK oktapeptidové derivaty navazané na DTPA nebo

DOTA, zna&ené nejéast&ji **'In nebo *°Y.

3.3.2.3. Bombesin
Bombesin a gastrin uvolnujici peptid (GRP) hraji kromé jejich fyziologickych funkci také

dillezitou tGlohu v genezi rakoviny®*#1%%1%,

Bombesin je peptid slozeny ze 14
aminokyselin, pfitomny ve tkanich obojzivelnikli, zatimco GRP, slozeny z 27
aminokyselin, je jeho lidskym protéjSkem. Oba peptidy ve své struktufe obsahuji stejnou
sekvenci aminokyselin, ktera je dilezitd pro jejich ucinek a kterd vysvétluje jejich
podobnou biologickou aktivitu. GRP ptisobi pifedevsim v CNS a enteralnim systému, kde
reguluje nékolik fyziologickych procest, jako jsou termoregulace, cirkadidlni rytmy,
sytost, kontraktilita hladkého svalstva, imunitni funkce a uvoliiovani jinych peptidovych
hormoni*?***° Nicméné ze viech uginkii GRP se nejvice studovanym stal ten, ktery
souvisi s rakovinou. Bylo pozorovano, ze rakovinné buiiky stejné jako primarni lidské
tumory mohou syntetizovat jak bombesin, tak GRP'*!. Nedavno bylo také zjisténo, Ze
bombesin a GRP hraji dileZitou roli ve stimulaci proliferace malobuné¢ného plicniho
nadoru, rakoviny prsu a pankreatuG’lz'lgz'l%. Navic GRP podporuje riist rakovinnych bunék
u neuroblastomii nebo u rakoviny prostaty197. Pisobeni bombesinu a GRP je
zprostiedkovano vazbou na specifické membranové receptory G-proteinového typu.

RozliSovany jsou nejméné Ctyti subtypy bombesin/GRP receptorti BB;-BB, %%,

3.3.2.4. Vazoaktivni intestinalni peptid

Vazoaktivni intestinalni peptid (VIP) je neuropeptid sloZzeny z 28 aminokyselin, ktery byl
izolovén z tenkého stfeva. Spole¢né s peptidem aktivujicim hypofyzarni adenylat cyklazu
(PACAP) patii mezi dulezité stfevni neurotransmitery, soucasné plni také ulohu
vyznamnych imunomodulatort a neuromodulatorti v CNS>612202-206 Jejich ptsobeni je
zprostiedkovano vazbou na specifické receptory. Diky molekularni biologii byla zjisténa
existence nckolika subtypt VIP a PACAP receptorﬁ207‘208. Popséany jsou zatim VPAC; a
VPAC; receptory, oba typy maji vysokou afinitu jak pro VIP, tak pro PACAP.
Identifikovan byl také receptor pojmenovany PAC;, ktery je charakteristicky sice vysokou
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afinitou k PACAP, ale nizkou k VIP?*"?% 4 bylo objeveno i nékolik dalsich variant tohoto

receptoru s odlisnym farmakologickym chovanim®*®*'°

. Tyto receptory se nenachdzi jen
v mozku, ale i ve vétSing€ epitelidlnich tkani lidského téla. VPAC; se hojné¢ vyskytuje
napiiklad na hepatocytech, gastrointestinalni mukoze, folikulech Stitné Zlazy, prostaté,
mocovém mechyii, mocovodu, prsnich kanalcich, plicnich véaccich a pankreatu211'213.
V nékterych dalSich tkanich jako jsou nékteré ¢asti mozku, hypofyza a dien nadledvinek se
prevazné vyskytuji PAC; receptory?'®. Naopak hladké svalstvo v riznych &astech lidského
téla je charakteristické pro vyskyt VPAC, recepton‘i214. Vysoka hustota VIP/PACAP
receptorti je typicka pro lymfatické uzliny, slezinu, brzlik a Peyerovy platy. Pfitomnost
VIP/PACAP receptori téméf ve vSech tkanich ukazuje na mnohonasobné a komplexni
biologické piisobeni VIP/PACAP v lidském organismu*?.

Je také znamo, Ze VIP podporuje rst normalnich i rakovinnych bunék. VIP/PACAP
receptory byly lokalizovany na vétSiné adenokarcinomi, nadorech prsu, nddorech prostaty,
nadorech mocového méchyie a karcinomech d€lohy, tlustého stfeva a jicnu. Navic vétSina
nadorti vajecnikli, pankreatu, malobunéénych plicnich nadord a glioblastomi obsahuje
VIP/PACAP receptory ve vysokém mnozstvi a stejné tak u neuroendokrinnich tumort je
pomérné Casty vyskyt receptori tohoto typu. Tyto udaje ukazuji na vysoky potencial
radioaktivné znacenych derivatii odvozenych od VIP a PACAP, vhodnych pro in vivo

.. . . . .y , 06,12
scintigrafii a diagnostiku zmifiovanych tumora®*?,

3.3.2.5. Neurotensin

Neurotensin je tridekapeptid, ktery se vyskytuje jak v CNS, tak v perifernich tkanich,
zejména gastrointestinalnim traktu?>?”. \V CNS neurotensin pisobi jako neurotransmiter a
neuromodulator a na periferii jako mistni hormon. Navic miiZe stimulovat riist mnoha

normalnich bun&k, napiiklad v tlustém stievé a pankreatu®'®*'®

. Farmakologicky uc¢inek
neurotensinu vyplyva z interakce peptidu s jeho receptory, které se nachazeji na povrchu
bunék. RozliSuji se tfi subtypy neurotensinovych receptori NTR;-NTRj3;. Nicméné
farmakologie a zpisob uc¢inku neurotensinu nejsou v soucasnosti zcela jasné. Dulezita
zjisténi byla provedena Reubim a kol.??, ktefi studovali n&kolik pacientl s riznymi druhy
poskozeni pankreatu - adenokarcinomy, rakovina endokrinniho ptivodu, chronicka
pankreatitida a zdravé pacienty za pouziti 125I-Tyrg-neurotensinu. Ziskané vysledky

oteviraji moznost zobrazovani adenokarcinomi pankreatu neendokrinniho piivodu. Je

znamo, ze neurotensinové receptory se vyskytuji na riznych nadorech, pfedev§im na
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neuroblastomech, malobuné¢ném plicnim nadoru, tumorech tlustého stfeva a jiz

o, . 6,12,219
zminénych nadorech pankreatu .

3.3.2.6. a - Melanocyty stimulujici hormon
o - Melanocyty stimulujici hormon (a-MSH) je peptid slozeny z 13 aminokyselin,
odvozeny od proopiomelanocortinu, ktery vykonava funkce v mozku, na periferii, ale

221,222

primarné je odpovédny za regulaci kozni pigmentace . a-MSH hraje také vyznamnou

ulohu pii regulaci proliferace a funkce melanomarnich bunsk?*

. Bylo popsano pét subtypti
melanocortinovych receptori MC1-5-R, ale zfejmé jen MCI1-R receptory jsou relevantni
pro Fizeni melanomarnich bundk??®. Receptory pro o-MSH byly dokézany na povrchu
lidskych malignich melanomi?’, proto byly tyto tumory navrzeny jako potencialni cile
aplikace radioaktivné znacenych o-MSH peptidd. Pro radioaktivni znaeni a in Vvivo
aplikaci byly pfipraveny analoga a-MSH konjugované k chelatortim jako je DTPA%?2 g
DOTA®. Tyto slougeniny vykazovaly dobrou biologickou aktivitu, pfi¢em se ukézalo, Ze
pouziti DOTA dale zlepSuje specifitu biodistribuce, a proto by mohly byt zakladem pro

o xx s o L AT
vytvoreni uspéSného piipravku pro klinické pouziti™ .

3.3.2.7. Substance P
Substance P (SP) je undekapeptid patiici do skupiny tachykinini. Jedna se o neuropeptid
ucastnici se mnoha ¢innosti v CNS a v perifernim nervovém systému, vcetn€ vnimani

bolesti a vazodilatace®'>?’

. Receptory substance P, zejména NK; subtyp, se pomérné
Casto vyskytuji na glidlnich tumorech, nadorech prsu, karcinomech S§titné zlazy,
pankreatickych nadorech, malobunééném plicnim nédoru a glioblastomechzzs’zzg. Vysoka
incidence receptori na glioblastomech déla tyto receptory zajimavym cilem pro

radioterapii tumort tohoto typu, které maji velmi §patnou prognozu.

3.4. Metody radioaktivniho znaceni biologicky aktivnich slou¢enin

K pfipravé radioaktivné znacCenych organickych sloucenin pro klinické aplikace se
vyuzivaji tfi zakladni metody, a to klasickd chemicka syntéza, vyménnd reakce a
biochemickd syntéza. Kazda zuvedenych metod ma své vyhody i nevyhody. Pro
radioaktivni znaceni konkrétni slouceniny je volba metody dana jednak chemickou

strukturou znacené latky a také povahou zvoleného radionuklidu.
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3.4.1. Chemicka syntéza

Ptiprava radioaktivné znalenych latek chemickou syntézou je zaloZena na klasickych
metodach organické syntézy, modifikovanych tak, aby bylo mozno pracovat
Vv mikroméfitku (Casto nizké koncentrace vychozich latek), reakce by meéla probihat
s vysokou vytéznosti a méla by byt Casov€é nenarocna. Ptfi tomto typu radioaktivniho
znaceni je radionuklid zabudovan do molekuly pomoci koordinac¢ni nebo kovalentni vazby
na vhodné misto ve struktuie organické latky.

Pro radioaktivni znaceni receptoroveé specifickych radiofarmak existuje nékolik
vhodnych pistupa®’. Jednim z nich je postup zaloZeny na ndhradé &asti receptorové
specifického ligandu kovovym cheldtem a jeho zaclenéni do struktury ligandu tak, aby
doslo k minimalnim zm&nam ve velikosti, konformaci a afinit& k receptorim (obr. 3.19)™.
Nevyhodou tohoto pfistupu je Casty Ubytek afinity k receptorim®" a déle naro¢na syntéza
takovéto molekuly. Vyména C-C nebo C-heteroatom vazeb za M-N, M-O nebo M-S
vazby ma vyznamny vliv na velikost a konformaci molekuly, coz jsou kritické faktory pro
vazbu na receptory. Zavedeni kovového jadra (cheldtu) miize také meénit lipofilitu

receptorove specifického ligandu.

Obr. 3.19 - Zpiisob radioaktivniho znaceni receptorové specifickych radiofarmaklo

Dalsi pfistup je zaloZen na spojeni receptorové specifického ligandu s bifunkénim
chelatorem pres linker, ktery plni funkci farmakokinetického modifikatoru (obr. 3.20)%.
Bifunk¢ni chelator obsahuje ve své struktufe Cast, ktera je schopna chelatovat kovy (napf.
radionuklidy) a ¢ast pomoci niz se chelator vaze na biologicky aktivni molekulu, kterou
mohou byt protilatky, fragmenty protilatek, malé peptidy nebo i nepeptidové struktury.
Vybér bifunkéniho cheldtoru je zavisly na povaze a oxida¢nim stavu kovového iontu. Je
tteba zdlraznit, ze biologicky aktivni molekula je pouze jednou z ¢asti radiofarmaka.
Linker a kovovy chelat jsou srovnatelné¢ dulezité slozky. Vyhodou tohoto pfistupu je

skutecnost, ze kovovy chelat je ¢asto dostateéné vzdalen od Casti, kterd se vaze na receptor,
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¢imz se snizuje moznost interference pii vazbé na receptory. VétSina schvalenych 1

klinicky zkoumanych receptorové specifickych radiofarmak vyuziva tento pfistup.
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Obr. 3.20 - Zpiisob radioaktivniho znaceni receptorové specifickych radiofarmaklo

Tieti postup je zaloZen na chelataci radionuklidu (*"Tc nebo '®Re) tripeptidovou
sekvenci (jako napt. Gly-Gly-Gly, Cys-Gly-Gly, Cys-Gly-Cys) obsahujici N4, N3S nebo
N2S; donorovy soubor (obr. 3.21)10. Tripeptidovéd sekvence muze byt bud soucasti
linearniho fetézce polypeptidu, nebo ¢asti struktury cyklického peptidu. Tento piistup se
vyuziva pedeviim pii znadeni analogii melanocyty stimulujiciho hormonu pomoci *™Tc

nebo 188Re10,232,233.
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Obr 3.21 - Zpiisob radioaktivniho znaceni receptorové specifickych radiofarmaklo

3.4.2. Vymeénna reakce

Pfi izotopové vyménné reakci je jeden ¢i vice atomi v molekule znacené slouceniny
nahrazen svym radioaktivnim izotopem. Ptednosti této metody je to, ze se jednd o
jednostupiiovou reakci, jejiz provedeni je ¢asto velmi jednoduché a umoziuje tak ptipravu
radioaktivné znacenych sloucenin o vysoké mérné aktivité a radiochemické Cistoté. Tuto
metodu lze suspéchem pouzit v ptipadé, kdy vyméhovany atom je jiz piitomen
Vv pozadované¢ molekule a jeho vazba je labilni. Vyménna reakce je tedy pouzivdna

123| 125| 131

zejména pro znaceni latek obsahujicich jod pomoci izotopl jodu ( I), pfipadné

dalsich latek obsahujicich halogeny, v omezené mife i pro pfipravu sloucenin znaenych
15+~ 1316234
O, N .
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3.4.3. Biochemicka syntéza

Biochemicka syntéza je metoda zalozend na schopnosti zivych organismii produkovat
z anorganickych a jednoduchych organickych sloucenin, pomoci biochemickych procest,
slozitéjsi organické slouceniny, vyuzitelné v nuklearni medicin€é. Pfi této metodé je
radionuklid obsazen v kultivatnim mediu a zivym mikroorganismem je zabudovan do
produkovanych metaboliti. Pozadovany metabolit je poté chemicky separovan.
Biochemicka syntéza se s vyhodou vyuziva v pfipadech, kdy danou slouceninu nelze

piipravit jinymi metodami, nebo je jeji ptiprava velmi slozita a narocna®?,

3.4.4. Radiojodace makromolekul
K zavedeni radioaktivniho jodu do struktury makromolekul lze pouzit izotopovou
vyménou reakcei, kdy je radioaktivni atom jodu ve formé jodidu vyménén za neaktivni
atom jodu, ktery je jiZ pfitomen ve struktufe znacené molekuly. U makromolekul, které ve
své struktufe neobsahuji jod, se pro radioaktivni znaceni jodem vyuziva ve vétsiné piipada
pfimé jodace elektrofilni substituci, v nékterych pifipadech také adice jodu na dvojnou
vazbu.

Pti elektrofilni substituci dochdzi k zaméné vodikového iontu ve struktuie
makromolekuly za ion I*. Vzhledem k tomu, Ze nejstabilngjsi chemicka forma jodu ve
vodnych roztocich je jodid I', je nutné nejprve I vhodnymi oxida¢nimi Cinidly pfevést do

stavu I*. Existuje velké mnoZstvi oxidaénich ¢inidel a metod vhodnych pro tento el 12,

Jodmonochloridova metoda

Radioaktivni jodmonochlorid (ICl) byl historicky prvnim ¢inidlem uzivanym pro znaceni
proteind, byl pfipraven izotopovou vyménnou reakei s radioaktivnim Nal. Znaceni touto

metodou je rychlé a vyskyt nezddoucich vedlejSich reakci je znaéné omezeny.

Jodogenova metoda

Pfi této metodé se pro své oxidaéni schopnosti vyuziva jodogen (1,3,4,6-tetrachlor-3a,60-
difenylglykouril), ktery se nejdiive rozpusti v metylenchloridu. Ten se pak odpafi s cilem
vytvofeni povlaku na vnitini sténé reak¢éni nadoby, do niZ se nasledné piidaji radioaktivni
jodid a znacena molekula. ProtoZe jodogen je ve vod¢ tézce rozpustny, probihd jodace
Vv pevné fazi a nezddouci vedlejsi reakce jsou omezeny a stejné tak dochdzi k minimalni
degradaci makromolekul. Tato metoda je velmi vhodnd pro radioaktivni znaceni

makromolekul, jako jsou peptidy, monoklonalni protilatky, apod.

46



Milos Petrik — Disertacni prdce Teoreticka Cdst

Metoda s chloraminem T

Chloramin T (sodna sl N-chlor-p-toluensulfonamidu) je slabé oxida¢ni ¢inidlo, které se
pfi pokojové teploté¢ a neutrdlnim nebo bazickém pH velmi casto pouziva pro jodaci
peptidi a proteini. K roztoku znaCené makromolekuly se piida roztok radioaktivniho
jodidu a okamzité poté roztok chloraminu T, reakce se ukoncuje pfidavkem redukéniho
¢inidla. Vytézek jodace byva velmi vysoky, nicmén¢ chloramin T mtze zpiisobovat tvorbu
makroagregatli, polymeraci, oxidaci methioninu, chloraci, apod. Tyto nevyhody se
minimalizuji pouzitim nejmensiho mozného mnozstvi chloraminu T a v€asnym ukoncenim

reakce.

Trijodidova metoda

Tato metoda je zalozena na adici radioaktivniho jodu na zna¢enou makromolekulu za
pfitomnosti smési jodidu draselného a molekularniho jédu. Tato metoda se vyuziva

naptiklad pfi znaceni bilkovin.

Enzymatickd metoda

Jedna se o velmi Setrnou metodu vhodnou pro jodaci mnoha makromolekul. Do reakéni
smesi obsahujici radioaktivni jodid a znacenou makromolekulu se pfidavad velmi malé
mnozstvi (nmol) peroxidu vodiku. Oxidace radioaktivniho jodidu na I" je katalyzovana

pfitomnym enzymem (peroxidazou).

Konjugacni metody

Existuje velké mnoZstvi konjugacnich technik, od pfedchozich metod se lisi tim, Ze se
jednd o metody nepiimého znaeni. Pfi téchto metodach se nejdfive radioaktivni jod
navaze na vhodnou malou molekulu, kterd se poté vaze na makromolekulu. Nejcastéji
pouzivanou funk¢ni skupinou ke konjugaci makromolekuly s jodovanou molekulou je
aminoskupina, zpravidla jde o &-aminoskupinu lysinu. Pfikladem tohoto pfistupu je

Bolton-Hunterovo ¢&inidlo.

3.5. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujima vyznamné misto technika ozna¢ovana

jako HPLC. Zkratka je odvozena od dvou pfipustnych nazvu této techniky a to ,high
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performance liquid chromatography* (vysokouc¢inna kapalinova chromatografie) nebo
,high pressure liquid chromatography* (vysokotlaka kapalinova chromatografie). HPLC je
pokrocilou a instrumentalné naro¢nou technikou kapalinové chromatografie, ktera se
pouziva k separaci soucasti smési s vyuzitim riznych druhti chemickych interakci mezi
analyzovanou latkou (analytem) a ndplni chromatografick¢ kolony. Vysoké ucinnosti
separacniho procesu je dosahovano pouzitim kolon naplnénych stacionarni fazi o malé a
dobie definované velikosti ¢astic. Mobilni fazi je v tomto piipad¢ kapalina. Staciondrni
fazi je film prislusné latky zakotveny na povrchu nosic¢e nebo pevny adsorbent. Pristroj, na

kterém se provadi HPLC analyzy se nazyva kapalinovy chromatograf (obr. 3.22).

davkovad
vysokotl.
rmobilni }p;umpa — kalona ; detektor
faze

pocitac s
tiskarnou

Obr. 3.22 - Schéma kapalinového chromatografu®®

Kapalinovy chromatograf tvoii tyto hlavni ¢asti - zasobniky s mobilni fazi,
vysokotlakd pumpa, davkovac, kolona a detektor. Metoda HPLC existuje v tzv. normalnim
nebo reversnim uspofadani. Pfi normalnim uspofadani HPLC je stacionarni faze polarné;si
nez faze mobilni. Naproti tomu pfi reversnim usporadani HPLC je stacionarni faze méné
polarni nez faze mobilni. Reversni HPLC byva téz oznacovana jako RP-HPLC (reverse
phase HPLC). Tato HPLC technika je jiz fadu let pouzivana mnohem casté&ji nez HPLC
V normalnim uspotadani.

Mobilni fazi pii RP-HPLC miiZe byt napt. voda, methanol, acetonitril a jejich smési
V riznych vzajemnych pomérech, pufry a dal$i. Zasobniky jsou sklenéné lahve, kterych
muize byt nékolik snavzijem rlznymi mobilnimi fazemi, které je mozné spolu

automaticky misit v pfedem zvoleném poméru. Ptfi chromatografickém procesu vstupuje
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mobilni faze do interakce se slozkami analyzované smési a konkrétni slozeni mobilni faze
mize vyznamnym zpisobem ovliviiovat celou analyzu (kvalitu separace).

Stacionarni faze je tvofena mikrocasticemi Silikagelu (3-10um) na kterych je
navazana vlastni stacionarni faze. Vlastni stacionarni faze mize byt tvofena napiiklad
nepolarnimi uhlovodiky (C8 - oktan, C18 - oktadekan), nebo polarnéjsimi uhlovodiky
s funk¢ni skupinou (napi. -CN, -NH,, apod.).

Kolony pro HPLC se vyznacuji vysokou hustotou a homogenitou naplné stacionarni
faze a tedy i velkym hydrodynamickym odporem. Zpravidla se jedna o nerezovou trubici o
vnitinim priméru okolo 4mm a délce typicky 5-25cm, kterd je naplnéna staciondrni fazi. O
schopnosti kolony separovat urcité smesi na jednotlivé slozky opét rozhoduje zejména typ
staciondrni faze zakotvené na silikagelovém nosici (viz. stacionarni faze). Pro dosazeni
dostate¢ného a konstantniho pritoku mobilni faze je, vzhledem ke zminénému zna¢nému
odporu mikrocastic stacionarni faze, nutno aplikovat pietlak desitek MPa. Tok mobilni
faze je tedy zajistovan vysokotlakym cerpadlem, které je velmi dilezitou soucasti HPLC
aparatury.

Vzorek je davkovan do proudu mobilni faze pomoci davkovaci smy¢ky nebo pomoci
automatického davkovace.

Na detektory pro HPLC jsou kladeny mimoiadné pozadavky - vysoka citlivost,
reprodukovatelnost a linearita odezvy, nezavislost odezvy na zméné mobilni faze pfi
pouziti gradientové eluce, univerzalnost. Pro HPLC je dostupnd fada riznych detektort,
které se 1isi principem funkce, konstrukci, selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linearnim
dynamickym rozsahem. Mezi nejpouzivangj$i patii tyto typy detektord -
spektrofotometricky detektor (UV-VIS), fluorescencni detektor, hmotnostni spektrometr,
refraktometricky detektor, infracerveny detektor, rozptylovy detektor, konduktometricky
detektor, amperometricky detektor, radiometricky detektor. Volba detektoru zavisi na
konkrétni aplikaci. Casto pouZzivanym detektorem je detektor spektrofotometricky (UV-
VIS) a fluorescen¢ni. Podminkou pouziti téchto detektort je, aby dany analyt absorboval
zateni urcité vlnové délky (UV-VIS detekce) anebo aby emitoval flourescenéni zafeni
(fluorescen¢ni detekce). Pokud analyt sim o sobé neabsorbuje zatreni v oblasti UV-VIS
nebo neemituje fluorescencni zéfeni, je pouziti téchto detektort podminéno derivatizaci
vzorku (vzorek je chemickou reakci pfeveden na slouceniny, které maji potiebné vlastnosti
- absorpce UV-VIS, fluorescence). Pti pouziti radioaktivné znaCenych latek je mozno S

vyhodou uplatnit radiometrické detektory, které jsou zalozeny na méfeni jaderného zareni.
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Energie tohoto zatfeni byva né€kolikandsobné vyssi nez u zafeni vyplyvajicich ze struktury
elektronového obalu, s ¢imz souvisi i vysoka citlivost tohoto zpisobu detekce.

Radioaktivni detekce lze s vyhodou vyuzit pro analyzu radioaktivné znacenych
biologicky aktivnich latek a jejich metabolitt. HPLC s vyuzitim radiometrické detekce
umozinuje jednak stanoveni metaboliti o neznamé struktufe a také umoznuje celkovy
pohled na zastoupeni pivodni latky a metabolitd v biologickych tekutinach (mo¢i, plazmy,
apod.) bez nutnosti piedseparace z tohoto prostiedi. Podstatn¢ také usnadnuje i naslednou
identifikaci metaboliti (pfi znamé hodnoté retencniho Casu je mozné podrobit eluat
z HPLC dalsi hmotnostni a strukturni analyze). Pfitom pii stanoveni a kvantifikaci téchto
metaboliti nejsou na prekdzku ani pfipadné pritomné endogenni latky s podobnou
hodnotou retencniho casu (tr) jako ma stanovovany metabolit, protoze pfitomnost
metabolitu a stanoveni jeho mnozstvi je provadéno na zdklad¢ méteni radioaktivity.

Pii HPLC analyze protéka chromatografickym systémem mobilni faze, ktera je ze
zasobnich lahvi vedena pies vysokotlaké ¢erpadlo na kolonu, z ni do detektoru a dale pak
do odpadu. Davkovacem je do proudu mobilni fiaze nastfikovan vzorek (fadoveé nékolik
ul). Vzorek je unasen mobilni fazi do kolony, kde dochazi k separaci jednotlivych slozek.
Vystup zkolony vede do detektoru, kde jsou jednotlivé slozky detekovany. Signal
Z detektoru je poté zaznamenavan pomoci pocitate. Pokud je analyzovana smés dobie
rozdélena je vysledkem HPLC analyzy chromatogram, kde kazdé slozce smési odpovida

jeden pikzgﬁ'zgg.

3.6. Papirova a tenkovrstva chromatografie (PC, TLC)

3.6.1. Papirova chromatografie (PC)

Papirova chromatografie byla po urcitou dobu v praxi nejpouzivanéjs$i metodou plosné
chromatografie. Jedna se o velmi jednoduchou, rychlou a ekonomicky nenarocnou metodu,
vyuzitelnou pro separaci velkého mnoZstvi latek charakteru malych anorganickych
sloucenin nebo 1 slozitych biomolekul. Zakladnim separacnim mechanismem papirové
chromatografie je rozdélovaci rovnovaha mezi vodou nebo jinym rozpoustédlem
zakotvenym v papiru a pouzitou mobilni fazi. Dulezitym faktorem ovliviiujicim dobu
separace je typ pouzitého chromatografického papiru. Vyrab&ji se rizné specidlné

upravované druhy chromatografickych papirt - napiiklad hydrofobizované, apod.
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Chromatografie na papife se nejcastéji provadi ve vzestupném uspotadani, kdy je
chromatograficky papir zavésen v chromatografické komote a spodnim okrajem je ponofen
do mobilni faze, kterd putuje smérem vzhiru. Na pfipraveny prouzek chromatografického
papiru patiicné délky a Sitky se vyznaci start, na néjz se nanasi vzorek. Start by mél byt
alespont 1cm nad hladinou mobilni fize a minimalné 1cm od okraje chromatografického
papiru. Vzorek rozpustény ve vhodném rozpoustédle se nanasi mikropipetou ¢i injekéni
stiikaCkou tak, aby skvrna vznikajici na startu nebyla pfili§ rozmérna. Optimalni nandSené
mnozstvi analyzované latky se pohybuje v rozmezi 0,1 - 100ug, pfilis velké mnozstvi
analyzované latky ve vzorku zplsobuje tvorbu rozvleklych skvrn. Pfed zahajenim
vlastniho vyvijeni chromatogramu je tfeba naplnit chromatografickou komoru mobilni fazi
a priblizn€¢ 15 - 20 minut ponechat na wustaveni rovnovahy par mobilni faze
vV chromatografické komote. Volba sloZzeni mobilni faze ovliviluje pohyblivost
chromatografovanych latek. Polarni latky se chromatografuji ve smési polarnich
organickych rozpoustédel s vodou a pridavkem kyseliny ¢i baze a nepolarni latky se
chromatografuji ve smésich nepolarnich rozpoustédel. Pohyblivost latky na
chromatogramu se vyjadfuje hodnotou Ryf. Rf je retencni faktor, ktery urcuje pomér
vzdalenosti, kterou urazi skvrna analyzované latky ke vzdalenosti, kterou urazi celo
rozpoustédla.

Detekce chromatografovanych latek se provadi po vyjmuti a vysuSeni
chromatografického papiru bud’ pfimo vizualné, pokud jsou chromatografované latky
barevné, nebo se vyuziva jejich fluorescence pod UV zafenim, ¢i se provadi postiik
detekénim Cinidlem za vzniku barevnych skvrn. Pfi analyze radioaktivné znacenych latek
lze s vyhodou uplatnit radiometrickou detekci. Podle polohy skvrny latky ve vzorku ve
srovnani se standardem, piipadné i stejného chovani pfi detekci urcujeme kvalitu latky,
kvantitu pak odhadujeme z porovnani velikosti €i intenzity zabarveni skvrn vzorku a

Standard u236,238-241

3.6.2. Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie (TLC, thin layer chromatography) je pfipadem plosné
chromatografie, muze byt typu kapalina-kapalina nebo kapalina-tuha latka. V obou
ptipadech je mobilni fazi kapalina. Stacionarni fazi je v ptipadé TLC chromatografie bud’
kapalina zakotvena v tenké vrstvé na podloznim materialu, nebo pevna latka (adsorbent)
vV podob¢ tenké vrstvy. Pouzivanymi mobilnimi fazemi jsou napiiklad - cyklohexan,

isopropanol, aceton, voda, toluen, apod. Stacionarnimi fazemi mohou byt - silikagel, oxid

51



Milos Petrik — Disertacni prdce Teoreticka Cdst

hlinity, celul6za, iontoménice, apod. Tenka vrstva sorbetu je nanesena na vhodné podlozce
(kovova folie, sklo).

Podobné jako u papirové chromatografie se na start nanasi velmi malé mnozstvi
analyzované latky. Po zaschnuti nanesenych vzorkli se chromatogram vlozi do
chromatografické komory tak, aby startovni pozice kapek analytu zistaly nad hladinou
mobilni faze, a nechd se vyvijet tak dlouho, dokud ¢elo smési rozpoustédel nedosahne
okraje desky. Potom se chromatogram vyjme, oznaci se ¢elo mobilni faze, chromatogram
se vysus$i a vhodnym zptisobem detekuje.

K detekci se pouzivaji stejné postupy jako v papirové chromatografii, mnohdy se
pouzivaji vrstvy upravené fluorescencni latkou, fluoreskujici pii osvétleni UV zatenim.
Stanovované latky velmi Casto tuto fluorescenci zhaseji, takze se pod UV lampou objevuji
na chromatogramu v podobé tmavych skvrn. Vyuzivaji se 1 dalsi zplsoby detekce,
zalozené na postiiku chromatogramu vhodnym cinidlem, které se stanovovanou latkou
vytvafi barevnou slouc¢eninu. Podobné jako u PC lze pfi analyze radioaktivné znacenych

latek s vyhodou uplatnit radiometrickou detekci?*®238:240-242

3.6.2.1. Instantni tenkovrstva chromatografie na silikagelem potazenych sklenénych
mikrovlaknech (ITLC-SG)

Instantni  tenkovrstvd  chromatografie na silikagelem potazenych sklenénych
mikrovlaknech (ITLC-SG) pfedstavuje rychlou a vhodnou alternativu k tradi¢ni TLC na
silikagelem potazenych sklenénych deskach. Vyhodou jsou (diky velké porozité vrstvy)
predevs§im velmi kratké vyvijeci Casy, obycejné do 20 minut a piiprava chromatogra-
fickych stripti, které 1ze snadno natezat. ITLC-SG se rutinné vyuziva v nuklearni mediciné
Kk rychlému uréeni radiochemické Cistoty ptipravenych radiofarmak a lze ji také vyuzit

k déleni lipidt a dal$ich nepolarnich slou¢enin®?®,

3.7. Gelové permeacni chromatografie

Geloveé permeacni chromatografie (size exclusion chromatography, SEC) je jednoducha
metoda zaloZena na principu ,,neionogenniho molekulového sita®, pti kterém jsou latky
déleny pievazné na zakladé velikosti a tvaru molekuly a pii kterém separace téméf nezavisi
na fyzikalné-chemickych vlastnostech délenych latek. Stacionarni faze je tvofena inertnim

zesiténym nerozpustnym polymernim gelem s definovanou velikosti port, ktery je nasycen
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kapalinou. Stejna kapalina je pouzita jako mobilni faze. Separacni proces je tedy zavisly
pfevazné na charakteru pord staciondrni faze, tj. jejich velikosti, tvaru, mnozstvi a
relativnim objemu, dale zavisi na velikosti a distribuci ¢astic stacionarni faze, na viskozité
mobilni faze a na jeji pratokové rychlosti244’245.

Po uvedeni délenych latek do chromatografického systému slouceniny s velkou
molarni hmotnosti nemohou difundovat do pori gelu a jsou unaSeny mobilni fazi mezi
Casticemi gelu. Naproti tomu slouceniny s mens$i molarni hmotnosti jsou schopny
difundovat do gelu a jsou rovnomérné rozptyleny v kapalné fazi jak vné, tak 1 uvniti gelu.
Tato diftze dovniti gelu (do staciondrni faze) zplsobuje, ze se pii promyvani kolony

postup téchto latek zpomaluje a za vétsimi molekulami se tedy zpozd'uji (obr. 3.23).

(&) (o)
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]
nﬁug
X
el SAMPLE MIXTURE
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-
PACKING %} o -..q::...
'DQGD -
- 1] =,
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Obr. 3.23 - Priichod édstic kolonou pii gelové permeacni chromatografii*®®

Elu¢ni objem Vg, tj. objem eludtu, méfeny od naneseni zony separované molekuly az

k jeji eluci v maximalni koncentraci, je dan eluénim vztahem?®,

Vi =V, + Ky *Vg
kde Vs je objem rozpoustédla v poérech gelu, resp. objem stacionarni faze (objem
nabobtnalého gelu), Vj, je objem volné mobilni faze v koloné (objem rozpoustédla mezi

¢asticemi nabobtnalého gelu, nazyvany také jako elu¢ni, zadrzny nebo limitni objem) a Kp

je distribu¢ni koeficient pro danou molekulu, ktery miize nabyvat hodnot od 0 do 1.
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Molekuly s molarni hmotnosti vétsi nez limitni maji Kp = 0 a eluuji se s limitnim elu¢nim
objemem. Malé molekuly s Kp = 1 prostupuji vSechny podry a jsou eluovany s maximalnim
VR.

Gelova chromatografie se diive délila na gelovou filtraci s vodnou mobilni fazi pro
analyzu ve vod¢ rozpustnych biopolymerti a na gelovou permeaci s organickou mobilni
fazi pro analyzu syntetickych lipofilnich polymert. Dnes je tato oblast jednotné
oznacovana jako SEC. Podle polarity mobilni fadze 1ze pouzit hydrofilni nebo hydrofobni
polymery jako faze stacionarni. Jako hydrofilni gely se pouzivaji polymery na bazi
dextranu, agardzy anebo akrylamidu, hydrofobni gely jsou polymery na bazi polystyrenu,
polyvinylacetatu, porézni anorganické materidly na bazi silikagelu nebo deaktivovana
porézni skla®**?®  Vyb&r mobilni faze v gelové chromatografii se Fdi pievazngd
rozpustnosti analyzovanych makromolekul. Jako mobilni fdze pro separaci na polarnich
gelech se pouzivaji roztoky elektrolytli rizné iontové sily, pro déleni na hydrofobnich
gelech se pouzivaji vhodna organicka rozpoustédla, jako napiiklad tetrahydrofuran,
dimethylformamid nebo nizkotoxicky dichloropentafluoropropan vhodny pro rozpousténi
polyfluorovanych polymerﬁ244. Matrice gelu musi byt inertni vi¢i chromatografovanym
latkdim 1 k mobilni fazi. K zamezeni nespecifickych interakci mezi analyzovanymi
makromolekulami a povrchem stacionarni faze (polarita gelu, jeho adsorp¢ni vlastnosti)
muize vodna mobilni faze obsahovat 100 - 300mM NaCl. Vyssi koncentrace soli nejsou
vhodné vzhledem k moZnosti precipitace proteinil. Porézni skla lze deaktivovat silanizaci,
povrch silikagelu 1ze chemicky modifikovat na diolovou fazi®*,

Gelova chromatografie se vyuziva pii analyze makromolekularnich latek napf.
v biochemii nebo v biotechnologii. Vzhledem k tomu, Ze reten¢ni objem, resp. cas,
odpovida velikosti molekuly, mize byt tato technika pouZita pro stanoveni molérni
hmotnosti proteintl, pro urceni distribuce molarnich hmotnosti polymeri a pro déleni smési

(malé molekuly, oligomery, polymery).
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4.1. Radioaktivni znaceni a analyza bifunk¢nich chelatoru

4.1.1. Radioaktivni znaceni a analyza cyklickych BFC

V ramci spoluprace S katedrou anorganické chemie Ptirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy byly studovany chelatacni vlastnosti cyklickych bifunkénich chelatort
odvozenych od DOTA s cilem nalezeni chelatoru s rychlejsi kinetikou vazby radiokovu pii
nizsi teploté, coz hraje dulezitou tlohu pfedevsim pro radioaktivni znaceni takto modifi-

kovanych protilatek.

4.1.1.1. Priprava komplexu ***In s H4do3apABn

NH
HOOC/\ / \ /\

[ jOH

HOOC\/ \ / \—COOH

Obr. 4.1 - H4do3apABn

Kinetika tvorby komplexu pri riizném pH (A1)

Byly pfipraveny roztoky 0,5M acetatového pufru o pH = 3,4; 4,4; 54; 6,4; 7,4. K 90ul
kazdého pufru bylo piidano 7l roztoku H4do3apABn (¢' = Img/ml) a 2ul **In-InCl,
(2mCi/200ul). Vzorky byly zahiivany pii teploté 40°C. V case 5, 15, 30, 60 a 120 minut
byl z kazdé smési odebran 1ul, ktery byl nanesen na strip pro ITLC-SG analyzu. Po

vyvinuti byly chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.

Zavislost tvorby komplexu na teplote (B1)

Byly pfipraveny tfi vzorky, sloZzené z 90ul 0,5M acetatového pufru o pH = 5,4; k némuz
bylo postupnd piidano 7ul roztoku H4do3apABn (¢' = Img/ml) a 2ul ™In-InCls
(2mCi/200ul). Vzorky byly zahfivany po dobu 30 minut, kazdy pii jiné teploté (40°C,
60°C, 90°C). Po 30 minutach byl z kazdé smési odebran 1pl, ktery byl nanesen na strip pro

ITLC-SG analyzu. Po vyvinuti byly chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.
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Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (C1)

Bylo pfipraveno Sest vzorkd o riznych koncentracich H4do3apABn. K 90ul 0,5M
acetatového pufru o pH = 5,4 bylo postupné ptidano 7ul roztoku H4do3apABn o piislusné
koncentraci (¢’ = 1mg/ml, 1mg/10ml, 1mg/100ml, 1mg/1000ml, 1mg/10000ml,
1mg/100000ml) a 2pl **In-InCls (2mCi/200p1). Kazdy vzorek byl zahifvan 30 minut pii
teplote 40°C. Potom byl kazdy vzorek analyzovan za pouziti nize popsané ITLC-SG.

Idedlni podminky znaceni H4do3apABn

1,0mg H4do3apABn byl rozpustén v 1,0ml supercisté vody. 7ul tohoto roztoku bylo
pfidano k 90ul 0,5M acetatového pufru o pH = 5,4. Po promichéni byly piidany 2ul ***In-
InCl3 (2mCi/200ul) a smés byla zahtivana 30 minut pii 40°C.

Al: Kinetika tvorby komplexu pFi riizném pH (t = 40°C, cgec = 1,35%10™moll)
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B1: Zavislost tvorby komplexu na teploté (cgrc = 1,35 <10 mo/l, ¢as reakce 30 minut, pH
=5,4)

tota komplexu

cis

100 4

99 4

98 4

97 1

96 1

95 4

94 4

93 1

92 1

91 4

90

40

45

50 55 60 65 70 75 80
teplota (°C)

85

90

C1: Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (jednotlivé koncentrace chelatoru

V reakcni soustave (od cgrc = 1,35 x10*mo/l do Cgre = 1,35 ><]0‘97110/1), cas reakce 30

minut, pH = 5,4)

Cistota komplexu (%)

90 1

80 1

70 4

60 +

50 4

40 4

30 1

20 1

10 A

D

0,00001

0,0001 0,001 0,01 0,1
koncentrace roztoku BFC pfidavaného do reakéni soustavy (mg/ml)
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4.1.1.2. Priprava komplexu **'In s H5do3apPrA

Obr. 4.2 - H5do3apPrA

Kinetika tvorby komplexu p7i riizném pH (42)

Byly pfipraveny roztoky 0,5M acetatového pufru o pH = 3,4; 4,4; 5,4; 6,4; 7,4. K90ul
kazdého pufru bylo pfidano 7ul roztoku H5do3apPrA (¢' = Img/ml) a 2ul **In-InCl,
(2mCi/200ul). Vzorky byly zahtfivany pfi teploté 40°C. V case 5, 15, 30, 60 a 120 minut
byl z kazdé smési odebran 1ul, ktery byl nanesen na strip pro ITLC-SG analyzu. Po

vyvinuti byly chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.

Zavislost tvorby komplexu na teploté (B2)

Byly pfipraveny tfi vzorky, sloZzené z 90ul 0,5M acetatového pufru o pH = 5,4; k némuz
bylo postupn& pridano 7ul roztoku H5do3apPrA (¢! = Img/ml) a 2ul *In-InCls
(2mCi/200ul). Vzorky byly zahtivany po dobu 30 minut, kazdy pfi jiné teploté (40°C,
60°C, 90°C). Po 30 minutach byl z kazdé smési odebran 1pul, ktery byl nanesen na strip pro

ITLC-SG analyzu. Po vyvinuti byly chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.

Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (C2)

Bylo pfipraveno Sest vzorkdi o riznych koncentracich HS5do3apPrA. K 90ul 0,5M
acetatového pufru o pH = 5,4 bylo postupné pfidano 7l roztoku H5do3apPrA o pfislusné
koncentraci  (Img/ml,  1mg/10ml,  1mg/100ml,  1mg/1000ml,  1mg/10000ml,
1mg/100000ml) a 2pl *In-InCl; (2mCi/200pl). Kazdy vzorek byl zahiivan 30 minut pii
teplote 40°C. Potom byl kazdy vzorek analyzovan za pouziti nize popsané ITLC-SG.
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Idedlni podminky znaceni H5do3apPrA

0,9mg H5do3apPrA bylo rozpusténo v 0,9ml supercisté vody. 7ul tohoto roztoku bylo
pfidano k 90ul 0,5M acetatového pufru o pH = 5,4. Po promichéni byly piidany 2ul ***In-
InCl3 (2mCi/200ul) a smés byla zahtivana 30 minut pii 40°C.

A2: Kinetika tvorby komplexu pFi riizném pH (t = 40°C, cgec = 1,4%10™moll)
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B2: Zavislost tvorby komplexu na teploté (cgrc = 1,4%1 0'4m0/l, cas reakce 30 minut, pH =

5,4)

Cistota komplexu (%)
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40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
teplota (°C)

C2: Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (jednotlivé koncentrace chelatoru

V reakcni soustave (od cgrc = 1,4 x10™*mo/l do Cgre = 1,4 ><]0’97110/1), cas reakce 30 minut,

pH =5,4)
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4.1.1.3. Priprava komplexu **'In s Do3a-pyNox

o
\

+

HOOC™\ |/ [\ "
gL

HOOCV \ / \—COOH

Obr. 4.3 - Do3a-pyNox

Kinetika tvorby komplexu pri riuzném pH (A3)

Byly pfipraveny roztoky 0,5M acetatového pufru o pH = 3,4; 4,4; 54; 6,4; 7,4. K 90ul
kazdého pufru bylo pfidano 7ul roztoku Do3a-pyNox (¢' = lmg/ml) a 2ul *In-InCl;
(2mCi/200ul). Vzorky byly zahiivany pfi teploté 90°C. V case 5, 15, 30, 60 a 120 minut
byl z kazdé smési odebran 1ul, ktery byl nanesen na strip pro ITLC-SG analyzu. Po

vyvinuti byly chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.

Zavislost tvorby komplexu na teploté (B3)

Byly piipraveny tii vzorky, slozené z 90ul 0,5M acetatového pufru o pH = 5,4; k némuz
bylo postupné ptidano 7ul roztoku Do3a-pyNox (¢' = Img/ml) a 2ul Yn-InCl;
(2mCi/200ul). Vzorky byly zahtivany po dobu 30 minut, kazdy pfi jiné teploté (40°C,
60°C, 90°C). Po 30 minutach byl z kazdé smési odebran 1ul, ktery byl nanesen na strip pro

ITLC-SG analyzu. Po vyvinuti byly chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.

Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (C3)

Bylo pfipraveno Sest vzorkii o riznych koncentracich Do3a-pyNox. K90ul 0,5M
acetatového pufru o pH = 5,4 bylo postupné pifidano 7ul roztoku Do3a-pyNox o ptislusné
koncentraci  (Img/ml,  1mg/10ml,  1mg/100ml,  1mg/1000ml,  1mg/10000ml,
1mg/100000ml) a 2pl *In-InCl3 (2mCi/200ul). Kazdy vzorek byl zahiivan 15 minut pii
teploté 90°C. Potom byl kazdy vzorek analyzovan za pouziti niZze popsané ITLC-SG.
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Idedlni podminky znaceni Do3a-pyNox

1,1mg Do3a-pyNox bylo rozpusténo v 1,Iml supercisté vody. 7ul tohoto roztoku bylo
pfidano k 90ul 0,5M acetatového pufru o pH = 5,4. Po promichéni byly piidany 2ul ***In-
InCl3 (2mCi/200ul) a smés byla zahfivana 15 minut pii 90°C.

A3: Kinetika tvorby komplexu pFi riizném pH (t = 90°C, cgrc = 1,54 %10 *moll)
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B3: Zavislost tvorby komplexu na teploté (cgrc = 1,54 <10 mo/l, ¢as reakce 30 minut, pH
=5,4)

100 4
95 4
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85 4

Cistota komplexu (%)
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C3: Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (jednotlivé koncentrace chelatoru
V reakcni soustave (od cgrc = 1,54 x10*mo/l do Cgrec = 1,54 ><]0’97110/1), cas reakce 15

minut, pH =5,4)
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4.1.1.4. Priprava komplexu **'In s H4dota

HOOC/\N/ N\ /~—~COOH
-

HOOC—_~\ |/ \_—~-COOH

Obr. 4.4 - H4dota

Kinetika tvorby komplexu pri riuzném pH (A4)

Byly pfipraveny roztoky 0,5M acetatového pufru o pH = 3,4; 4,4; 54; 6,4; 7,4. K 90ul
kazdého pufru bylo pfidano 7pl roztoku H4dota (¢' = Img/ml) a 2pul n-InCly
(2mCi/200ul). Vzorky byly zahtfivany pfi teploté 90°C. V case 5, 15, 30, 60 a 120 minut
byl z kazdé smési odebran 1ul, ktery byl nanesen na strip pro ITLC-SG analyzu. Po

vyvinuti byly chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.

Zavislost tvorby komplexu na teploté (B4)

Byly pfipraveny tfi vzorky, sloZzené z 90ul 0,5M acetatového pufru o pH = 5,4; k némuz
bylo postupng piidano 7l roztoku H4dota (¢' = Img/ml) a 2ul *In-InCls (2mCi/200pl).
Vzorky byly zahtivany po dobu 30 minut, kazdy pfi jiné teploté (40°C, 60°C, 90°C). Po 30
minutach byl z kazdé smési odebran 1pul, ktery byl nanesen na strip pro ITLC-SG analyzu.

Po vyvinuti byly chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.

Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (C4)

Bylo pfipraveno Sest vzorkli o riznych koncentracich H4dota. K 90ul 0,5M acetatového
pufru o pH = 5,4 bylo postupné pfiddno 7ul roztoku H4dota o pftislusné koncentraci
(Img/ml, Img/10ml, 1mg/100ml, 1mg/1000ml, 1mg/10000ml, 1mg/100000ml) a 2pl **In-
InCl;z (2mCi/200ul). Kazdy vzorek byl zahfivan 25 - 30 minut pfi teploté 90°C. Potom byl

kazdy vzorek analyzovan za pouZiti nize popsané ITLC-SG.

Idedlni podminky znaceni H4dota

1,1mg H4dota bylo rozpusténo v 1,1ml supercisté vody. 7ul tohoto roztoku bylo ptidano
k 90ul 0,5M acetatového pufru o pH = 5,4. Po promichéani byly ptidany 2ul **!In-InCls
(2mCi/200ul) a smé&s byla zahtivana 25 - 30 minut pii 90°C.
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A4: Kinetika tvorby komplexu pFi riizném pH (t = 90°C, cgec = 1,73 %10 *moll)
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B4: Zavislost tvorby komplexu na teploté (cgrc = 1,73 x10™*mo/l, cas reakce 30 minut, pH
=5,4)
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C4: Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (jednotlivé koncentrace chelatoru
V reakcni soustave (od cgrc = 1,73 %1 0™ *mo/l do cgre = 1,73 %1 0'9m0/l), cas reakce 25-30
minut, pH =5,4)
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koncentrace roztoku BFC pfidavaného do reakéni soustavy (mg/ml)
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4.1.1.5. Analytické metody pouzivané pro analyzu znacenych cyklickych BFC

ITLC-SG analyza

Pro kontrolu radiochemické Cistoty piipravenych znacenych komplexti byla vyuzivana
ITLC-SG analyza. Jako mobilni faze byla pouzita smés - 10% octan amonny : metanol =
1:1. Na strip byl zpravidla nanaSen 1ul vzorku. Po vyvinuti byly chromatogramy analy-

zovany na radiochromatografu (D1). Hodnoty Rf jednotlivych pfitomnych chemickych

forem jsou nasledujici: volné U3+, R¢=0-0,2; komplex Un-BFC: R¢ =0,8-1

D1: Priklad radiochromatogramu znaceného cyklického cheldatoru ziskaného tenkovrstvou
chromatografii (ITLC-SG); konkrémé **1n-H4do3apABn

1800 -
1600 -
1400 -
1200 -

1000 -

aktivita

800 -

600 -

400 ~

200 -

0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Rf

Tabulka 4.1 - Souhrnné vysledky stability radioaktivné znacenych cyklickych chelatori

zjistené tenkovrstvou chromatografii

Cistota komplexu (%) v Gase

Komplex
30min. 120min. 48h.
In-H4do3apABn 99,2 98,7 98,5
1 n-H5do3apPrA 95,6 100 99,1
n-Do3a-pyNox 95,4 98,3 98,7
1n-H4dota 93,7 100 99,2
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HPLC analyza

Piiprava vzorkt pro HPLC analyzu

15ul BFC (¢'= 0,1 pg/ul) bylo smichéno se 181ul 0,5M acetatového pufru pH = 5,4 a 4ul
Wn-InCl, (2mCi/200ul). Po promichani byla reakéni smes nafedéna 800ul supercCisté
vody a poté byla zahfivana 30 minut pfi 40°C u *'In-H4do3apABn a ***In-H5do3apPrA,
15 minut pii 90°C u ***In-Do3a-pyNox a 25 - 30 minut pti 90°C u **'In-H4dota.

Podminky analvz

HPLC analyzy byly provadény na koloné LichroCart 125-4, Lichrospher 100, RP-18e,
Sum (**'In-H4do3apABn, *!In-H5do3apPrA, *In-Do3a-pyNox) nebo LichroCart 250-4,
Lichrospher 100, RP-18e, Sum (**'In-H4dota). Jako mobilni fize byl pouzivan 0,2M
acetatovy pufr o pH = 5,5 nebo pH = 5,6. Nasttikovano bylo vzdy 100ul vzorku a pritok
mobilni fize byl nastaven na 0,5 ml/min (***In-H4do3apABn, **In-H5do3apPrA, *in-
Do3a-pyNox) nebo 0,25 ml/min (**In-H4dota). HPLC analyzy komplex@ pfipravenych za
optimalnich podminek ukazovaly, pti porovnani s vysledky ziskanymi tenkovrstvou
chromatografii (tabulka 4.1), na vysokou radiochemickou ¢istotu a stabilitu pfipravenych
komplexti (Ela, E1b). Retenéni Gasy znacenych komplexi byly 3,0 - 3,2 minut (**!In-
H4do3apABn) 2,9 - 3,1 minut (**!In-H5do3apPrA) 3,5 - 3,7 minut (**!In-Do3a-pyNox) 7,9
- 8,1 minut (**!In-H4dota).
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Ela: Priklad radiochromatogramu znaceného cyklického cheldtoru ziskaného HPLC

analyzou; konkrémé **In-H4do3apABn

aktivita
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Elb: Priklad radiochromatogramu znaceného cyklického chelatoru ziskaného HPLC

analyzou,; konkrétné 1 n-H4dota
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4.1.2. Radioaktivni znaceni a analyza acyklickych BFC

V ramci spoluprace $koliciho pracovisté s firmou Azacycles s.r.o. byly zkoumany
chelatacni vlastnosti tfi diastereoisomerti necyklického bifunkéniho chelatoru odvozeného
od DTPA, konkrétné¢ 2-(4-aminobenzyl)-3-methyl-DTPA (Amino-B2M3-A, B a E).
Vzhledem k tomu, Ze nam firma Azacycles s.r.o. neposkytla stereostruktury jednotlivych
diastereoizomerd, je struktura cheldtoru Amino-B2M3 s vyznacenymi chirdlnimi centry

uvedena na nasledujicich obrazcich (4.5-4.7) pouze obecné.

4.1.2.1. Priprava komplexu **'In s Amino-B2M3-A

H,N
HOOC—\ CH, /—COOH
N * N
Hooc—/ J' . \__COOH
HOOC

Obr. 4.5 - Amino-B2M3-A

Kinetika tvorby komplexu pri ruzném pH (A5)

Byly pfipraveny roztoky 0,4M acetatového pufru o pH = 4; 5; 6; 7. K 90ul kazdého pufru
bylo ptidéno 7pl roztoku Amino-B2M3-A (¢' = Img/ml) a 2ul *In-InCl3 (5mCi/500pl).
Vzorky byly zahtivany pii teploté 40°C. V ¢ase 5, 15, 30, 60 a 120 minut byl z kazdé
smési odebran 1pul, ktery byl nanesen na strip pro ITLC-SG analyzu. Po vyvinuti byly

chromatogramy rozstfihany na 10 Casti a analyzovany na gamaautomatu.

Zavislost tvorby komplexu na teplote (B5)

Byly pfipraveny tii vzorky, slozené z 90ul 0,4M acetatového pufru o pH = 5,5; k némuz
bylo postupné piiddno 7ul roztoku Amino-B2M3-A (¢' = Img/ml) a 2ul *!In-InCl;
(5mCi/500ul). Vzorky byly zahtivany po dobu 30 minut, kazdy pii jiné teploté (40°C,
60°C, 90°C). Po 30 minutach byl z kazdé smési odebran 1pl, ktery byl nanesen na strip pro
ITLC-SG analyzu. Po vyvinuti byly chromatogramy rozstiithany na 10 ¢asti a analyzovany

na gamaautomatu.
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Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (C5)

Bylo piipraveno pét vzorkid o rtiznych koncentracich Amino-B2M3-A. K 90ul 0,4M
acetatového pufru o pH = 6 bylo postupné pfiddno 7ul roztoku Amino-B2M3-A o
piislusné koncentraci (Img/ml, 1mg/4ml, Img/40ml, 1mg/400ml, 1mg/4000ml) a 2ul
Mn-InCls (5mCi/500p1). Kazdy vzorek byl zahifvan 30 minut pfi teploté 40°C. Potom byl

kazdy vzorek analyzovén za pouziti nize popsané ITLC-SG.

Idedlni podminky znaceni Amino-B2M3-A

20,2mg Amino-B2M3-A bylo rozpusténo ve 20,2ml supercisté vody. 7ul tohoto roztoku
bylo ptidano k 90ul 0,4M acetatového pufru o pH = 6. Po promichani byly pfidany 2ul
M n-InCl3 (5mCi/500p1) a smés byla zahfivana 30 minut pii 40°C.

AS5: Kinetika tvorby komplexu pFi riizném pH (t = 40°C, cgec = 1,36 %10 moll)
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B5: Zavislost tvorby komplexu na teploté (cgrc = 1,36 <10 mo/l, ¢as reakce 30 minut, pH

:6)
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C5: Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (jednotlivé koncentrace cheldtoru

V reakcni soustave (od cgrc = 1,36 x10™*mol/l do cgec = 3,4 ><]0'8m0/l), c¢as reakce 30 minut,
pH = 6)
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4.1.2.2. Priprava komplexu **'In s Amino-B2M3-B

H,N
HOOC—\ CH, /—COOH
N * N
Hooc—/ J' . \__COOH
HOOC

Obr. 4.6 - Amino-B2M3-B

Kinetika tvorby komplexu pvi riizném pH (46)

Byly pfipraveny roztoky 0,4M acetatového pufru o pH = 4; 5; 6; 7. K 90ul kazdého pufru
bylo ptidano 7ul roztoku Amino-B2M3-B (¢' = Img/ml) a 2ul *!In-InClz (2mCi/200p1).
Vzorky byly zahtivany pii teploté 40°C. V ¢ase 5, 15, 30, 60 a 120 minut byl z kazdé
smési odebran 1pul, ktery byl nanesen na strip pro ITLC-SG analyzu. Po vyvinuti byly

chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.

Zavislost tvorby komplexu na teploté (B6)

Byly pfipraveny tfi vzorky, sloZzené z 90ul 0,4M acetatového pufru o pH = 6; k némuz bylo
postupnd piidano 7pl roztoku Amino-B2M3-B (¢! = Img/ml) a 2pl In-InCls
(2mCi/200ul). Vzorky byly zahtivany po dobu 30 minut, kazdy pfi jiné teploté (25°C,
40°C, 90°C). Po 30 minutach byl z kazdé smési odebran 1pl, ktery byl nanesen strip pro

ITLC-SG analyzu. Po vyvinuti byly chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.

Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (C6)

Bylo pfipraveno pét vzorkli o rtznych koncentracich Amino-B2M3-B. K 90ul 0,4M
acetatového pufru o pH = 6 bylo postupné piidano 7pl roztoku Amino-B2M3-B o pfislusné
koncentraci (1mg/ml, 1mg/4ml, 1mg/40ml, 1mg/400ml, 1mg/4000ml) a 2ul **In-InCl;
(2mC1/200ul). Kazdy vzorek byl zahtivan 30 minut pfi teploté¢ 40°C. Potom byl kazdy

vzorek analyzovan za pouziti niZze popsané ITLC-SG.
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Idedlni podminky znaceni Amino-B2M3-B

12,1mg Amino-B2M3-B bylo rozpusténo ve 12,1ml supercisté vody. 7ul tohoto roztoku
bylo ptidano k 90ul 0,4M acetatového pufru o pH = 6. Po promichani byly pfidany 2pl
Wn-InCl, (2mCi/200ul) a smés byla zahtivana 30 minut pti 40°C.

AG6: Kinetika tvorby komplexu pFi riizném pH (t = 40°C, cgrc = 1,36 x10™*moll)
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B6: Zavislost tvorby komplexu na teploté (Cgec = 1,36 <10 mo/l, ¢as reakce 30 minut, pH

:6)

Cistota komplexu (%)

100 4

98 4

96 1

94 4

92 1

90

25

30

35 40 45 50 55 60 65 70 75
teplota (°C)

80

85

90

C6: Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (jednotlivé koncentrace cheldtoru

V reakcni soustave (od cgrc = 1,36 x10™*mol/l do cgec = 3,4 ><]0'8m0/l), cas reakce 30 minut,
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4.1.2.3. Priprava komplexu ***In s Amino-B2M3-E

H,N
HOOC—\ CH, /—COOH
N * N
Hooc—/ J' . \__COOH

HOOC

Obr. 4.7 - Amino-B2M3-E

Kinetika tvorby komplexu pvi riizném pH (A7)

Byly pfipraveny roztoky 0,4M acetatového pufru o pH = 4; 5; 6; 7. K 90ul kazdého pufru
bylo ptiddno 7ul roztoku Amino-B2M3-E (¢' = Img/ml) a 2ul **In-InClz (2mCi/200pl).
Vzorky byly zahtivany pii teploté 40°C. V ¢ase 5, 15, 30, 60 a 120 minut byl z kazdé
smési odebran 1pul, ktery byl nanesen na strip pro ITLC-SG analyzu. Po vyvinuti byly

chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.

Zavislost tvorby komplexu na teploté (B7)

Byly pfipraveny tfi vzorky, sloZzené z 90ul 0,4M acetatového pufru o pH = 6; k némuz bylo
postupnd pfidano 7pl roztoku Amino-B2M3-E (¢' = Img/ml) a 2ul In-InCls
(2mCi/200ul). Vzorky byly zahtivany po dobu 30 minut, kazdy pfi jiné teploté (25°C,
40°C, 90°C). Po 30 minutach byl z kazdé smési odebran 1pl, ktery byl nanesen na strip pro

ITLC-SG analyzu. Po vyvinuti byly chromatogramy analyzovany na radiochromatografu.

Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (C7)

Bylo pfipraveno sedm vzorkli o riznych koncentracich Amino-B2M3-E. Ke 48ul 0,4 M
acetatového pufru o pH = 6 bylo postupné piidano 1pl roztoku Amino-B2M3-B o pfislusné
koncentraci (Img/2ml, 1mg/4,5ml, 1mg/10ml, 1mg/20ml, 1mg/45ml, 1mg/100ml,
1mg/200ml) a 1pl ™In-InCl; (2mCi/200pul). Kazdy vzorek byl zahfivan 30 minut pii
teplote 40°C. Potom byl kazdy vzorek analyzovan za pouziti nize popsané ITLC-SG.
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Idedlni podminky znaceni Amino-B2M3-E

2,1mg Amino-B2M3-E bylo rozpusténo ve 2,1ml supercisté vody. 7ul tohoto roztoku bylo
pfidano k 90ul 0,4 M acetatového pufru o pH = 6. Po promichani byly ptidany 2ul ***In-
InCl3 (2mCi/200ul) a smés byla zahfivana 30 minut pii 40°C.

AT: Kinetika tvorby komplexu pii riizném pH (t = 40°C, cgrec = 1,36 x10™*moll)
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B7: Zavislost tvorby komplexu na teploté (cgrc = 1,36 <10 mo/l, ¢as reakce 30 minut, pH

:6)
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C7: Zavislost tvorby komplexu na koncentraci chelatoru (jednotlivé koncentrace chelatoru

V reakcni soustave (od cgrc = 1,36 x10™*mol/l do cgrc = 6,8><]0‘7m0/l), cas reakce 30 minut,
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4.1.2.4. Analytické metody pouzivané pro analyzu znacenych acyklickych BFC

ITLC-SG analyza

Pro kontrolu radiochemické cCistoty piipraveného komplexu byla vyuzivana ITLC-SG
analyza. Jako mobilni faze byla pouzita smés - 10% octan amonny : metanol = 1:1. Na
strip byl zpravidla nandsen 1ul vzorku. Po vyvinuti byly chromatogramy analyzovany na

radiochromatografu (D2). Hodnoty Rf jednotlivych pfitomnych chemickych forem jsou

nasledujici: volné "In®": Ry= 0-0,2; komplex **In-BFC: R = 0,8-1

D2: Priklad radiochromatogramu znaceného acyklického chelatoru ziskaného

tenkovrstvou chromatografii (ITLC-SG); konkrétné "' In-Amino-B2M3-B

6000 ~
5000 +
4000 +

3000 ~

aktivita

2000 +

1000 -

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Rf

Tabulka 4.2 - Souhrnné vysledky stability radioaktivné znacenych diastereoisomerii

acyklického cheldatoru Amino-B2M3 zjisténé tenkovrstvou chromatografii

Cistota komplexu (%) v ¢ase

Komplex
30min. 120min. 48h.
Mn-Amino-B2M3-A 08 98,2 98,4
n-Amino-B2M3-B 99,3 99,5 98,7
n-Amino-B2M3-E 99,8 98,8 98,5
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HPLC analyza

Ptiprava vzorkt pro HPLC analyzu

35 ul Amino-B2M3-A (¢' = 0,1 pg/ul) nebo 55ul Amino-B2M3-B, E (¢' = 0,1 pg/ul) bylo
smichano se 120ul (Amino-B2M3-A) nebo 180ul (Amino-B2M3-B, E) 0,4M acetatového
pufru pH = 6 a 10pul (Amino-B2M3-A) nebo 15ul (Amino-B2M3-B, E) *!In-InCl;

(2mCi/200ul). Po promichani byla reakéni smes nafedéna supercistou vodou na Iml a poté

byla zahtivana 30 minut pii 40°C.

Podminky analvyz

HPLC analyzy byly provadény na koloné LichroCart 125-4, Lichrospher 100, RP-18e,

Sum. Jako mobilni faze A byl pouzivan 0,2M acetatovy pufr o pH = 5,5 a jako mobilni
faze B byl pouzivan metanol (MeOH). Casovy pribéh gradientu: 0-20 min 0% B, 20-25
min 0-50% B, 25-35 min 50% B, 35-40 min 50-0% B a 40-45 min 0% B. Nastfikovano
bylo vzdy 100ul vzorku a prutok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min. HPLC analyzy
komplext piipravenych za optimalnich podminek ukazovaly jejich vysokou radio-
chemickou c¢istotu a stabilitu (E2a, E2b), coz bylo také potvrzeno vysledky ziskanymi
tenkovrstvou chromatografii (tabulka 4.2). Reten¢ni ¢asy znacenych komplexi byly 28,7 -
28,9 minut (***In-Amino-B2M3-A) 28,4 - 28,6 minut (**!In-Amino-B2M3-B) 28,0 - 28,2
minut (***In-Amino-B2M3-E).
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E2a: Priklad radiochromatogramu znaceného acyklického chelatoru ziskaného HPLC

analyzou; konkrétne M n-Amino-B2M3-A
9000 -
8000 -
7000 -
6000 -

5000 +

aktivita

4000 +

3000 +

2000 +

1000 -

J

0 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

¢as (min)

E2b: Priklad radiochromatogramu znaceného acyklického chelatoru ziskaného HPLC

analyzou; konkrémé **'In-Amino-B2M3-B
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4.2. Radioaktivni znaceni a analyza receptorové specifickych peptida
Soucasti této prace bylo také studium podminek znaceni, stability a pfipadné studium
metabolismu receptorové specifickych peptidi ze skupiny derivatl somatostatinu, které

byly ziskany v rdmeci spoluprace se zahrani¢nimi partnery nebo zakoupeny od vyrobci.

4.2.1. DOTA-Tyr*-oktreotdt (DOTA-Tyr -tdt)

HOOC HO

Obr. 4.8 - DOTA-Tyr*-oktreotdt

4.2.1.1. Priprava **In-DOTA-Tyr’-tdtu
250ug DOTA-Tyr-tatu bylo rozpusténo ve 250ul supercisté vody. 10ul tohoto roztoku
bylo ptidano k 200ul 0,4M acetatového pufru s 0,24M kyselinou gentisovou o pH = 5. Po
promichani bylo pfiddno 50ul ™In-InCl; v 0,04M HCl (2mCi/200ul) a smés byla
zahtivéana pti 90-95°C po dobu 25 minut.

U takto pfipraveného “1In-DOTA-Tyr3-ta’1tu byla zjisStovana radiochemicka distota,

stabilita a po aplikaci potkanim pfitomnost metabolitii v jejich moci.
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Obr. 4.9 - Priklad radiochromatogramu 111In-DOTA-Tyrg-oktreotdtu
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Obr. 4.10 - Priklad radiochromatogramu **In-DOTA-Tyr*-oktreotdtu po 24 hodindch
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Obr. 4.11 - Priklad radiochromatogramu potkani moci po aplikaci 111In-DOTA-Tyr3-

oktreotatu (interval 0-2h.)
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Obr. 4.12 - Priklad radiochromatogramu potkani moci po aplikaci 111In-DOTA-TyI‘3-

oktreotatu (interval 2-24h.)
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4.2.1.2. Priprava *""Lu-DOTA-Tyr’-tdtu
250pg DOTA-Tyr-tatu bylo rozpusténo ve 250ul supercisté vody. 10ul tohoto roztoku
bylo ptidano k 200ul 0,4M acetatového pufru s 0,24M kyselinou gentisovou o pH = 5. Po
promichani bylo pfidano 0,8ul Y7 u-LuCl; v 0,05M HCI (10mCi/8ul) a smés byla
zahtivana pii 90-95°C po dobu 25 minut.

U takto piipraveného *"’Lu-DOTA-Tyr’-tatu byla zjistovana radiochemicka &istota,

stabilita a po aplikaci potkanlim pfitomnost metabolitli v jejich moci.

Obr. 4.13 - Priklad radiochromatogramu 177Lu-DOTA-TyI’3-0szreotdtu
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Obr. 4.14 - Priklad radiochromatogramu 177Lu-DOTA-Tyr3-0ktreotdtu po 24 hodinach
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Obr. 4.15 - Priklad radiochromatogramu potkani moci po aplikaci 177Lu-DOTA-Tyr3-

oktreotatu (interval 0-2h.)
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Obr. 4.16 - Priklad radiochromatogramu potkani moci po aplikaci 177Lu-DOTA-Tyr3-

oktreotatu (interval 2-24h.)
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4.2.1.3. Priprava *°Y-DOTA-Tyr*-tdmu
250ug DOTA-Tyr-tatu bylo rozpusténo ve 250ul supercisté vody. 10ul tohoto roztoku
bylo ptidano k 200ul 0,4M acetatového pufru s 0,24M kyselinou gentisovou o pH = 5. Po
promichani bylo pridano 2pl *Y-YCl3 v 0,05M HCI (10mCi/20pl) a smés byla zahiivana
pii 90-95°C po dobu 25min.

U takto ptipraveného 9°Y-DOTA-Tyr3-té1tu byla zjiStovana radiochemicka cistota a

stabilita.
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Obr. 4.17 - Priklad radiochromatogramu 9OY-DOTA-Tyrs-oktreotdtu
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Obr. 4.18 - PFiklad radiochromatogramu *°Y-DOTA-Tyr -oktreotdtu po 24 hodindch
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4.2.1.4. Priprava DOTA-125|-Tyr3-tdtu (znaceni oxidativni jodaci chloraminovou
metodou)
250pg DOTA-Tyr-tatu bylo rozpusténo ve 250ul superéisté vody. 5ul tohoto roztoku bylo
piidano k 50ul 0,05M fosfatového pufru o pH = 7,4. K této smési byly piipipetovany 4ul
12|.Nal v 0,0lM NaOH (5mCi/50pl). Po promichani bylo pfidano 2,5ul roztoku
chloraminu T (2mg chloraminu T byly rozpustény ve 2ml 0,05M fosfatového pufru o pH =
7,4). Po 60 sekundach byla reakce zastavena pifidanim 40pl etanolu a okamzitym
nanesenim preparatu do HPLC systému. V pribéhu HPLC analyzy byla radioaktivita
monitorovana online a soucasn¢ byly sbirany frakce v 1 minutovych intervalech. DOTA-
23] _Tyr’-tat byl tedy takto nejdfive piecistén semipreparativni HPLC analyzou. Pro dalsi
experimenty byly spojeny a dale upraveny frakce hlavniho piku. Nasledné pak byla
zjistovana RC, stabilita piipravku a dale po aplikaci potkantim piitomnost metabolittl v

jejich moci.

Obr. 4.19 - PFiklad radiochromatogramu po jodaci DOTA-Tyr*-oktreotdtu
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., . e 125 3 .
Obr. 4.20 - Priklad radiochromatogramu precisteného DOTA-""1 -Tyr’-oktreotdtu
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Obr. 4.21 - Priklad radiochromatogramu DOT. 412 -Tyr3-0ktreotdtu po 24 hodinach
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Obr. 4.22 - Priklad radiochromatogramu Vytvoreného z namérenych aktivit sbiranych

frakei potkani moéi po aplikaci DOTA-'?| -Tyr®-oktreotdtu (interval 0-2h.)
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Obr. 4.23 - Priklad radiochromatogramu vytvoreného z namérenych aktivit sbiranych

fraket potkani moéi po aplikaci DOTA-**1 -Tyr-oktreotdtu (interval 2-24h.)
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4.2.2. Glukosa-Tyri-oktreotat (Glu-Tyr*-tat)

Qo
¢

SN
oH ): NH
HO o)
HO ° & ]
OH S
O H / H 2
N N N
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HO

Obr. 4.24 - Glukosa-Tyr*-oktreotdt

4.2.2.1. Priprava Glu-lZSI-Tyr3-tdtu (znaceni oxidativni jodaci chloraminovou metodou)

Spg Glu-Tyr*-tatu bylo rozpusténo v 5ul 0,05M kyseliny octové. Tento roztok byl pfidan
k 50u1 0,05M fosfatového pufru o pH = 7,4. K této smési byly pfipipetovany 4ul *°I-Nal v
0,01M NaOH (5mCi/50ul). Po promichani bylo pfidano 2,5ul roztoku chloraminu T (2mg
chloraminu T byly rozpustény ve 2ml 0,05M fosfatového pufru o pH = 7,4). Po 60
sekundéach byla reakce zastavena pfidanim 40ul etanolu a okamzitym nanesenim preparatu
do HPLC systému. V pribéhu HPLC analyzy byla radioaktivita monitorovana online a
soucasn¢ byly sbirany frakce v 1 minutovych intervalech. Glu-'*| -Tyr3-te'1t byl tedy takto
nejdiive preciStén semipreparativni HPLC analyzou. Pro dalsi experimenty byly spojeny a
dale upraveny frakce hlavniho piku. Nasledn& pak byla zjistovana RC, stabilita p¥ipravku a

dale po aplikaci potkaniim pfitomnost metabolitli v jejich moci.
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Obr.
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4.25 - Priklad radiochromatogramu po jodaci Glu-Tyrg-oktreotdtu
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4.26 - Priklad radiochromatogramu precistéeného Glu-'?| -Tyr3-0ktreotdtu
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Obr. 4.27 - Priklad radiochromatogramu Glu-"°| -Tyr’-oktreotdtu po 24 hodindch
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Obr. 4.28 - Priklad radiochromatogramu vytvoreného z namérenych aktivit sbiranych

frakct potkani moci po aplikaci Glu-"* -Tyr3-0ktreotdtu (interval 0-2h.)
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Obr. 4.29 - Priklad radiochromatogramu vytvoreného z namérenych aktivit sbiranych

frakci potkani moci po aplikaci Glu-*?| -Tyr®-oktreotdtu (interval 2-24h.)
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4.2.3. DOTA-Nal®-oktreotid (DOTA-NOC)
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Obr. 4.30 - DOTA-Nal®-oktreotid

4.2.3.1. Priprava *'In-DOTA-NOC
250ug DOTA-NOC bylo rozpusténo ve 250ul supercisté vody. 10ul tohoto roztoku bylo
ptidano k 200ul 0,4M acetatového pufru s 0,24M kyselinou gentisovou o pH = 5. Po
promichéni bylo ptfidano 50ul n-InCl; v 0,04M HCl (2mCi/200ul) a smds byla
zahtivana pii 90-95°C po dobu 25 minut.

U takto pfipraveného n-DOTA-NOC byla zjiStovana radiochemicka Ccistota,

stabilita a po aplikaci potkanlim pfitomnost metabolitli v jejich mo¢i.
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Obr. 4.31 - Priklad radiochromatogramu **'In-DOTA-NOC
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Obr. 4.32 - Priklad radiochromatogramu **'In-DOTA-NOC po 24 hodindch
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Obr. 4.33 - Priklad radiochromatogramu potkani moci po aplikaci n-DOTA-NOC

(interval 0-2h.)
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Obr. 4.34 - Priklad radiochromatogramu potkani moci po aplikaci n-DOTA-NOC

(interval 2-24h.)
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4.2.3.2. Priprava *""Lu-DOTA-NOC
250ug DOTA-NOC bylo rozpusténo ve 250ul supercisté vody. 10ul tohoto roztoku bylo
pridano k 200ul 0,4M acetatového pufru s 0,24M kyselinou gentisovou o pH = 5. Po
promichani bylo pfidano 0,8ul Y7 u-LuCl; v 0,05M HCI (10mCi/8ul) a smés byla
zahtivana pii 90-95°C po dobu 25 minut.

U takto piipraveného 'Lu-DOTA-NOC byla zjisfovéna radiochemické &istota,

stabilita a po aplikaci potkanlim pfitomnost metabolitli v jejich moci.

Obr. 4.35 - Pfiklad radiochromatogramu *"'Lu-DOTA-NOC
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Obr. 4.36 - Priklad radiochromatogramu 17 u-DOTA-NOC po 24 hodinach
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Obr. 4.37 - Pfiklad radiochromatogramu potkani moci po aplikaci *"'Lu-DOTA-NOC

(interval 0-2h.)
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Obr. 4.38 - Priklad radiochromatogramu potkani moci po aplikaci 17 u-DOTA-NOC
(interval 2-24h.)
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4.2.3.3. Priprava *°Y-DOTA-NOC
250pg DOTA-NOC bylo rozpusténo ve 250ul supercisté vody. 10ul tohoto roztoku bylo
piidano k 200ul 0,4M acetatového pufru s 0,24M kyselinou gentisovou o pH = 5. Po
promichani bylo pridano 1pl ®Y-YCl3 v 0,05M HCI (10mCi/20pl) a smés byla zahiivana
pii 90-95°C po dobu 25 minut.

U takto pfipraveného %Y-DOTA-NOC byla zjiStovdna radiochemicka Cistota,

stabilita a po aplikaci potkantim ptitomnost metaboliti v jejich moci.
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Obr. 4.39 - Priklad radiochromatogramu *°Y-DOTA-NOC
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4.40 - Piiklad radiochromatogramu *°Y-DOTA-NOC po 24 hodindch
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Obr. 4.41 - Priklad radiochromatogramu vytvoreného z namérenych aktivit sbiranych

frakei potkani moéi po aplikaci *°Y-DOTA-NOC (interval 0-2h.)
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Obr. 4.42 - Priklad radiochromatogramu vytvoreného z namérenych aktivit sbiranych

fraket potkani moéi po aplikaci **Y-DOTA-NOC (interval 2-24h.)
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4.2.4. Analytické metody pouzivané pro analyzu znacenych peptidi

ITLC-SG analyza

Pro kontrolu radiochemické Cistoty peptidi znaCenych kovovymi radionuklidy byla
vyuzivana ITLC-SG analyza. Jako mobilni fdze byla pouZzita smés - 10% octan amonny :
metanol = 1:1. Na strip byl zpravidla nanaSen 1ul vzorku. Po vyvinuti byly chromatogramy
analyzovany na radiochromatografu. Hodnoty Rf jednotlivych pifitomnych chemickych
forem jsou nasledujici: volné X**: Ry = 0-0,2; X-DOTA-Tyr’-tat nebo X-DOTA-NOC: Ry
=0,8-1 (X ="In, "Ly, *Y)

HPLC analyza

HPLC analyzy peptidi znacenych kovovymi radionuklidy byly provadény na koloné
LichroCart 125-4, Lichrospher 100, RP-18e, Sum s vyuzitim gradientové eluce. Jako
mobilni faze A byla pouzivana 0,1 % trifluoroctova kyselina (TFA) a jako mobilni faze B
acetonitril (ACN). Casovy pribéh gradientu: 0-10 min 0% B, 10-20 min 0-60% B, 20-30
min 60% B, 30-35 min 60-100% B, 35-40 min 100% B a 40-45 min 100-0% B. Pritokova
rychlost byla nastavena na 0,5 ml/min a teplota na 25°C. Nastfikovano bylo 10-100ul
vzorku (v zévislosti na aktivité), ktery byl pfipraven ndasledujicim zpiisobem. 2ul
znac¢en¢ho peptidu byly ptidany do 98ul mobilni tize A s 10ul 10°M DTPA. Pridavek
roztoku DTPA zajistoval spravnost stanoveni RC preparatu, protoze volny kovovy
radionuklid se rychle navéazal na DTPA, coz zabraiiuje sorpci tohoto radionuklidu na
kolon¢ pii HPLC analyze.

Analyza potkani mo¢i byla provadéna za stejnych podminek. Na HPLC kolonu byly
nastfikovany vzorky nafedéné a zcentrifugované potkani moci, které dale nebyly upraveny.
Pro tuto analyzu byla pouzita novd kolona stejného typu, krom¢ online radioaktivni
detekce byly v nékterych ptipadech sbirany frakce v 1 minutovych intervalech. Tyto frakce

pak byly analyzovany na gamaautomatu.

HPLC analyzy jodovanych peptidd byly provadény na koloné LichroCart 250-4,
Lichrospher 100, RP-18e, 5um s vyuzitim gradientové eluce. Jako mobilni faze A byl
pouzivan roztok 0,1M NaCl a jako mobilni faze B 95 % etanol. Casovy priibéh gradientu:
0-10 min 0% B, 10-20 min 0-60% B, 20-30 min 60% B, 30-35 min 60-100% B, 35-40 min
100% B, 40-45 min 100-0% B. Prtutokova rychlost byla nastavena na 1 ml/min a teplota na

25°C. Nastiikovano bylo 10-100ul vzorku (v zavislosti na aktivit¢). Kromé online
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radioaktivni detekce, byly sbirdny frakce v 1 minutovych intervalech. Frakce obsahujici
&isty Glu-'?1-Tyr®-tat byly smichany a etanol byl pomoci proudu dusiku odpafen. Odparek
byl po té natedén fyziologickym roztokem a pouzivéan k dal§im experimenttim.

Analyza potkani moci byla provadéna za stejnych podminek. Podobné jako u peptidi
znacenych kovovymi radionuklidy byly na HPLC kolonu nastfikovany vzorky nafedéné a
zcentrifugované potkani moci. Pro tuto analyzu byla pouzita nova kolona stejné¢ho typu a
byly sbirany frakce v 1 minutovych intervalech. Tyto frakce pak byly analyzovany na

gamaautomatu.
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4.3. Radioaktivni znaceni a analyza protilatek

Radioaktivni znaceni protilatek bylo studovdno v ramci projektu Tandem, jehoz
navrhovatelem je firma Azacycles s.r.o., ktera také dodala piislusné konjugaty protilatky

S chelatory.

4.3.1. Radioaktivni znaceni antiCD66 a,b,c,e-(NHCSNH-B2M3-DTPA izomer A)s
indiem-111
K 200ul 0,4M acetatového pufru o pH = 6 bylo pfidano 100ul roztoku antiCD66 a,b,c,e-
(NHCSNH-B2M3-DTPA izomer A)ss 0 koncentraci ¢’ = 3mg/ml a 50ul roztoku **!In-
InCl3 v 0,04M HCIL. Smés byla inkubovana po dobu 60 minut na 35°C. Pak bylo ke
znacené protilatce piidano 10ul roztoku 10°M EDTA a po 5 minutové inkubaci byla smés
nanesena na pripravenou kolonu - Sephadex G-50 (28xlcm) v supercisté H,O. Jako
mobilni faze byl pouzit roztok 0,9% (m/v) NaCl. Prvnich 6ml bylo odebirdno do
odmérného valce a nasledné byly sbirany frakce po 23 kapkach (cca 1ml). Z kazdé frakce
byl odebran 1ul a z jejich zméfené aktivity byl nakreslen elu¢ni profil (obr. 4.43). Frakce
obsahujici vysokomolekularni formu (frakce ¢. 9-11) byly spojeny a fadné promichany.

Roztok precisténé znacené protilatky byl poté pouzivan k dalSim experimentim.
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Obr. 4.43 - Cisténi radioaktivné znacené protilatky *'In-antiCD66 a,b,c,e-(NHCSNH-
B2M3-DTPA izomer A)y.s gelovou permeacni chromatografii na Sephadexu G-50
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4.3.2. Radioaktivni znaceni antiCD66 a,b,c,e-(NHCSNH-B2M3-DTPA izomer A)s
ytriem-90
Ke 100pul 0,4M acetatového pufru o pH = 6 bylo ptidano 100ul roztoku antiCD66 a,b,c,e-
(NHCSNH-B2M3-DTPA izomer A),s 0 koncentraci ¢' = 3mg/ml a 4pl roztoku ©Y-YCl;
v 0,05M HCI. Smés byla inkubovana po dobu 60 minut na 35°C. Pak bylo ke znacené
protilatce pfidano 10ul roztoku 10°M EDTA a po 5 minutové inkubaci byla smés
nanesena na piipravenou kolonu - Sephadex G-50 (28xlcm) v supercisté H,O. Jako
mobilni faze byl pouZit roztok 0,9% (m/v) NaCl. Prvnich 6ml bylo odebirano do
odmérného valce a nasledné byly sbirany frakce po 23 kapkéch (cca 1ml). Z kazdé frakce
byl odebran 1ul a z jejich zméfené aktivity byl nakreslen elu¢ni profil (obr. 4.44). Frakce
obsahujici vysokomolekularni formu (frakce €. 9-11) byly spojeny a faddn€ promichany.

Roztok precisténé znacené protilatky byl poté pouzivan k dalSim experimentim.
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Obr. 4.44 - Cisténi radioaktivné znacené protilatky *°Y-antiCD66 a,b,c,e-(NHCSNH-
B2M3-DTPA izomer A)y.s gelovou permeacni chromatografii na Sephadexu G-50
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4.3.3. Radioaktivni znaceni antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH>-DO3A),3
indiem-111
Ke 125ul 0,5M acetatového pufru o pH = 6,5 bylo ptidano 100ul roztoku antiCD66
a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.5 (¢’ = 3mg/ml) a 50ul roztoku *In-
InCl; v 0,04M HCIl. Smés byla inkubovana po dobu 45 minut na 35°C. Pak bylo ke
znacené protilatce pridano 10ul roztoku 10°M EDTA a po 5 minutové inkubaci bylo 250ul
smési naneseno na piipravenou kolonu - Sephadex G-50 (28x1cm) v supercisté H,0. Jako
mobilni faze byl pouzZit roztok 0,9% (m/v) NaCl. Prvnich 6ml bylo odebirdno do
odmérného valce a nasledné byly sbirany frakce po 23 kapkach (cca 1ml). Z kazdé frakce
byl odebran 1ul a z jejich zméfené aktivity byl nakreslen eluéni profil (obr. 4.45). Frakce
obsahujici vysokomolekularni formu (frakce ¢. 10-12) byly spojeny a fadné promichany.

Roztok precisténé znacené protilatky byl poté pouzivan k dalSim experimentim.
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Obr. 4.45 - Cisténi radioaktivné znacené protilatky **In-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 gelovou permeacni chromatografii na Sephadexu G-50
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4.3.3.1. Metoda stanoveni stability piipravku *"In-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH2-DO3A);.3

Pfe¢isténa znaGena protilatka In-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-

DO3A),-3 byla inkubovana pti 35°C. HPLC analyza byla provadéna ihned po ptecisténi, za

1, 2, 4, 24 a 48 hodin. Ve stejnych ¢asech byla provadéna i ITLC-SG analyza. Ptiklady

eluénich profili s online radioaktivni detekei v pfislusnych casech jsou na obrazcich 4.46-

4.51. Vysledky ziskané ITLC-SG analyzou jsou zaznamenany v tabulce 4.3.
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Obr. 4.46 - Priklad radiochromatogramu ihned po precisténi znacené protilatky
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Obr. 4.47 - Priklad radiochromatogramu 1 hodinu po precisténi znacené protilatky
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Obr.

aktivita

Obr.

aktivita

4.48 - Priklad radiochromatogramu 2 hodiny po precisténi znacené protilatky
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4.49 - Priklad radiochromatogramu 4 hodiny po precisteni znacené protilatky
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Obr. 4.50 - Priklad radiochromatogramu 24 hodin po precisténi znacené protilatky
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Obr. 4.51 - Priklad radiochromatogramu 48 hodin po precisténi znacené protilatky

aktivita

3000 ~

2500 ~

2000 +

1500 -

1000

500 -

10

15

20 25
¢as (min)

30

35

40

113

45



Milos Petrik — Disertacni prdce Experimentdlni Cdst

Tabulka 4.3 - Souhrnné vysledky stanoveni stability *'In-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 zjisténé pomoci tenkovrstvé chromatografie ve dvou

vyvijecich soustavach

Cistota komplexu (%) ¢istota komplexu (%)
¢as od pripravy (h.) (50mM EDTA v octanu (10% octan
sodném pH = 5,66) amonny : metanol (1:1))

0 95,1 96

1 96,5 97,3
2 96,7 97,3
4 96,1 96,6
24 96 95,9
48 96,6 96,2

4.3.3.2. Metoda stanoveni stability piipravku *"In-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 za pritomnosti vysoké koncentrace konkurencniho
chelatoru EDTA
500l precisténé In-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.5 bylo
smichano s 500ul roztoku 4mM EDTA (koncetrace EDTA nékolikatadové prevySovala
koncentraci chelatoru v protilatce) a smés byla inkubovéana pii 35°C. HPLC analyza byla
provadéna ihned po pfecisténi a po smichdni s EDTA, za 1, 2, 4, 24 a 48 hodin. Ve
stejnych Casech byla provadéna i ITLC-SG analyza. Ptiklady elu¢nich profili s online
radioaktivni detekci v ptislusnych Casech jsou na obrazcich 4.52-4.57. Vysledky ziskané

ITLC-SG analyzou jsou zaznamenany v tabulce 4.4,
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Obr. 4.52 - Priklad radiochromatogramu ihned po smiseni s roztokem konkurencniho

chelatoru
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Obr. 4.53 - Priklad radiochromatogramu 1 hodinu po smiseni s roztokem konkurencniho

chelatoru
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Obr. 4.54 - Priklad radiochromatogramu 2 hodiny po smiseni s roztokem konkurencniho

chelatoru
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Obr. 4.55 - Priklad radiochromatogramu 4 hodiny po smiseni s roztokem konkurencniho

chelatoru
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Obr. 4.56 - Priklad radiochromatogramu 24 hodin po smiseni s roztokem konkurencniho

chelatoru
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Obr. 4.57 - Priklad radiochromatogramu 48 hodin po smiseni s roztokem konkurencniho

chelatoru
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Tabulka 4.4 - Souhrnné vysledky stanoveni stability *'In-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 V prostredi s vysokou koncentraci konkurencniho cheldtoru

EDTA zjisténé pomoci tenkovrstvé chromatografie ve dvou vyvijecich soustavach

Cistota komplexu (%) cistota komplexu (%)
Cas od smichani s roztokem
(50mM EDTA v octanu (10% octan
EDTA (h)
sodném pH = 5,66) amonny : metanol (1:1))

0 95,2 94,9
1 93,7 93,3
5 93,4 93

4 92,9 92,4
24 91,5 91,8
48 91,2 90,1

4.33.3. Metoda  stanoveni  stability — In-antiCD66  a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH2-DO3A),.3 v potkani plazmé

400pl precisténé In-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.5 bylo

smichano s 800ul potkani plazmy a smés byla inkubovana pii 35°C. HPLC analyza byla

provadéna ihned po piecisténi a smichani s plazmou, za 1, 2, 4, 24 a 48 hodin. Ve stejnych

Casech byla provadéna i ITLC-SG analyza. Ptiklady elu¢nich profili s online radioaktivni

detekci v pfislusnych ¢asech jsou na obrazcich 4.58-4.63. Vysledky ziskané ITLC-SG

analyzou jsou zaznamenany v tabulce 4.5.
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Obr. 4.58 - Priklad radiochromatogramu ihned po pridani protilatky k potkani plazmé
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4.59 - Priklad radiochromatogramu 1 hodinu po pridani protilatky k potkani plazmé

2000 ~

1800 -

1600 -

1400 -

1200 -

1000 -

800 -

600 -

400 ~

200 -

5 10 15 20 25

¢as (min)

119



Milos Petrik — Disertacni prdce Experimentdlni Cdst

Obr. 4.60 - Priklad radiochromatogramu 2 hodiny po pridani protilatky k potkani plazmé
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Obr. 4.61 - Priklad radiochromatogramu 4 hodiny po pridani protilatky k potkani plazmé
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Obr. 4.62 - Priklad radiochromatogramu 24 hodin po pridani protilatky k potkani plazmé
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Obr. 4.63 - Priklad radiochromatogramu 48 hodin po pridani protilatky k potkani plazmé
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Tabulka 4.5 - Souhrnné vysledky stanoveni stability *'In-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 Vv prostredi potkani  plazmy  zjisténé  tenkovrstvou

chromatografii ve dvou vyvijecich soustavach

Cistota komplexu (%) Cistota komplexu (%)
¢as od smichani protilatky
(50mM EDTA v octanu (10% octan
s potkani plazmou (h.)
sodném pH = 5,66) amonny : metanol (1:1))
0 96,9 99,9
. 98,3 99,9
2 98,2 99,8
4 98,3 99,8
24 97,7 99,1
48 98,2 98,6

4.3.4. Radioaktivni znaceni antiCDG66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),3
ytriem-90
Ke 125ul 0,5M acetatového pufru o pH = 6,5 bylo pfidano 100ul roztoku antiCD66
a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-D0O3A),.3 (¢ = 3mg/ml) a 1,2 - 1,5ul (dle
aktivity) roztoku *Y-YClz v 0,05M HCI. Smés byla inkubovéna po dobu 45-60 minut na
35°C. Pak bylo ke znacéené protilatce ptidano 10ul roztoku 10°M EDTA a po 5 minutové
inkubaci byla smés nanesena na pripravenou kolonu - Sephadex G-50 (28xlcm) v
supercisté H,O. Jako mobilni faze byl pouzit roztok 0,9% (m/v) NaCl. Prvnich 6ml bylo
odebirano do odmérného valce a nasledné byly sbirany frakce po 23 kapkach (cca 1ml).
Z kazdé frakce byl odebran 1l a z jejich zmétené aktivity byl nakreslen elu¢ni profil (obr.
4.64). Frakce obsahujici vysokomolekularni formu (frakce ¢. 10-12) byly spojeny a fadné
promichany. Roztok prfecisténé znacené protilatky byl poté pouZivan k dal§Sim

experimentlim.

122



Milos Petrik — Disertacni prdce Experimentdlni Cdst

Obr. 4.64 Cisténi radioaktivné znacené protilatky *°Y-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 gelovou permeacni chromatografii na Sephadexu G-50
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4.3.4.1. Metoda stanoveni stability pripravku *Y-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH2-DO3A);.3

Pfe¢isténa znaGena protilatka *°Y-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-

DO3A),-3 byla inkubovana pii 35°C. HPLC analyza byla provadéna ihned po precisténi, za

1, 2, 4, 24 a 48 hodin. Ve stejnych casech byla provadéna i ITLC-SG analyza. Priklady

eluénich profili s online radioaktivni detekei v pfislusnych cCasech jsou na obrazcich 4.65-

4.70. Vysledky ziskané ITLC-SG analyzou jsou zaznamenany v tabulce 4.6.
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Obr. 4.65 - Priklad radiochromatogramu ihned po precisténi znacené protilatky
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Obr. 4.66 - Priklad radiochromatogramu 1 hodinu po precisténi znacené protilatky
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Obr. 4.67 - Priklad radiochromatogramu 2 hodiny po precisténi znacené protilatky
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Obr. 4.68 - Priklad radiochromatogramu 4 hodiny po precisténi znacené protilatky

aktivita

900 1

800 -

700 ~

600 -

500 -

400 ~

300 -

200 -

100 +

¢as (min)

125



Milos Petrik — Disertacni prdce Experimentdlni Cdst

Obr. 4.69 - Priklad radiochromatogramu 24 hodin po precisténi znacené protilatky
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Obr. 4.70 - Priklad radiochromatogramu 48 hodin po precisténi znacené protilatky
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Tabulka 4.6 - Souhrnné vysledky stanoveni stability pripravku *°Y-antiCD66 a,b,c,e-(p-
NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 zjistené tenkovrstvou chromatografii ve dvou

vyvijecich soustavach

Cistota komplexu (%) ¢istota komplexu (%)
¢as od pripravy (h.) (50mM EDTA v octanu (10% octan
sodném pH = 5,66) amonny : metanol (1:1))
0 94,7 98,1
1 88,9 94,1
2 83,4 93,6
4 76,1 83
24 70,6 75
48 69,6 78

43.4.2. Metoda  stanoveni  stability — *°Y-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 za pritomnosti vysoké koncentrace konkurencniho
chelatoru EDTA

800l precisténé *°Y-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.; bylo

smichano s 800ul roztoku 4mM EDTA (koncetrace EDTA nékolikatadové prevySovala

koncentraci chelatoru v protilatce) a smés byla inkubovéana pii 35°C. HPLC analyza byla
provadéna ihned po pfecisténi a po smichani s EDTA, za 1, 2, 4, 24 a 48 hodin. Ve
stejnych Casech byla provadéna i ITLC-SG analyza. Ptiklady elu¢nich profili s online
radioaktivni detekci v prisluSnych Casech jsou na obrazcich 4.71-4.76. Vysledky ziskané

ITLC-SG analyzou jsou zaznamenany V tabulce 4.7.
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Obr. 4.71 - Priklad radiochromatogramu ihned po pridani roztoku konkurencniho

chelatoru
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Obr. 4.72 - Priklad radiochromatogramu 1 hodinu po pridani roztoku konkurencniho

chelatoru
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Obr. 4.73 - Priklad radiochromatogramu 2 hodiny po pridani roztoku konkurencniho

chelatoru
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Obr. 4.74 - Priklad radiochromatogramu 4 hodiny po pridani roztoku konkurencniho

chelatoru
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Obr. 4.75 - Priklad radiochromatogramu 24 hodin po pridani roztoku konkurencniho

chelatoru
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Obr. 4.76 - Priklad radiochromatogramu 48 hodin po pridani roztoku konkurencniho

chelatoru
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Tabulka 4.7 - Souhrnné vysledky stanoveni stability *°Y-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 V prostredi s vysokou koncentraci konkurencniho cheldtoru

EDTA zjistéené tenkovrstvou chromatografii ve dvou vyvijecich soustavich

Cistota komplexu (%) ¢istota komplexu (%)
Cas po smichani s roztokem
(50mM EDTA v octanu (10% octan
EDTA (h.)
Sodném pH = 5,66) amonny : metanol (1:1))

0 90,9 94

1 85,9 86,1

) 81 81

4 75,3 82,5

24 54,8 52,3
48 43,5 43,3

43.4.3. Metoda  stanoveni  stability — *°Y-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 v potkani plazmé

500ul precisténé *°Y-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.; bylo

smichano s 1000pl potkani plazmy a smés byla inkubovéna piti 35°C. HPLC analyza byla

provadéna ihned po piecisténi a smichani s plazmou, za 1, 2, 4, 24 a 48 hodin. Ve stejnych

casech byla provadéna 1 ITLC-SG analyza. Piiklady elu¢nich profild s online radioaktivni

detekci v pfislusnych ¢asech jsou na obrazcich 4.77-4.82. Vysledky ziskané ITLC-SG

analyzou jsou zaznamenany v tabulce 4.8.
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Obr. 4.77 - Priklad radiochromatogramu ihned po smichani s potkani plazmou
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Obr. 4.78 - Priklad radiochromatogramu 1 hodinu po smichani s potkani plazmou
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Obr. 4.79 - Priklad radiochromatogramu 2 hodiny po smichdni s potkani plazmou
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Obr. 4.80 - Priklad radiochromatogramu 4 hodiny po smichdani s potkani plazmou

300 1~

250 A

200 -

150 4

aktivita

100 +

50 4

¢as (min)

133



Milos Petrik — Disertacni prdce Experimentdlni Cdst

Obr. 4.81 - Priklad radiochromatogramu 24 hodin po smichani s potkani plazmou
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Obr. 4.82 - Priklad radiochromatogramu 48 hodin po smichani s potkani plazmou
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Tabulka 4.8 - Souhrnné vysledky stanoveni stability *°Y-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 Vv prostredi potkani  plazmy  zjisténé  tenkovrstvou

chromatografii ve dvou vyvijecich soustavach

Cistota komplexu (%) Cistota komplexu (%)
¢as od smichani protilatky
(50mM EDTA v octanu (10% octan
s potkani plazmou (h.)
sodném pH = 5,66) amonny : metanol (1:1))
0 92 93,1
1 84,5 85,7
2 78,4 84,2
4 71,6 78,5
24 54,7 58,8
48 41,8 44,3

4.3.5. Analytické metody pouzivané pro analyzu znacenych protilatek

HPLC analyza

HPLC analyzy byly provadény na koloné Bio-Sil SEC 250, 300x7,8 mm. Jako mobilni
faze byl pouzivan 0,1M fosfatovy pufr s2mM EDTA a 0,01M NaNjz pH=7,07.
Nastiikovano bylo 10-100ul vzorku (v zavislosti na aktivité a radionuklidu) a pratok
mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min. Doba analyzy byla 45min a vSechny analyzy byly
provadény pii teploté 30°C. Pfed néstiikem do HPLC systému byl vzorek vzdy
ptefiltrovan pfes PVDF 0,2um filtr.

ITLC-SG analyza

Pro kontrolu radiochemické Cistoty byla vyuzivana také ITLC-SG analyza. Kazdy vzorek
byl analyzovan ve dvou riznych vyvijecich soustavach. Jednou z nich byla smés 10%
octan amonny : metanol (1:1) a druha pouzivana mobilni faze byla 50mM EDTA v octanu
sodném pH = 5,66. Na strip byly zpravidla nanaSeny 2ul vzorku. Po vyvinuti byly

chromatogramy rozstiithany na 10 ¢asti a méfeny na gamaautomatu.
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4.4. Biologické experimenty

Biodistribu¢ni a eliminacni studie byly provadény pracovniky oddéleni radiofarmak na
potkanich samcich (kmen Wistar), jejichz hmotnost se pohybovala v rozmezi 190 - 240g.
Pfi eliminacnich experimentech méla zvifata neomezeny piistup k potravé, narozdil od
distribu¢nich studii, kdy byly potkani samci drzeni bez pfistupu k potravé. Pied aplikaci
radioaktivné znacené latky byli potkani uvedeni do etherové anestézie a po té jim byla
intraven6zné podana znacend latka (0,2ml; C'pept = 1pg/ml, Clprorit = 10pg/ml). V pribéhu
experimentll byla zvifata jednotlivé umisténa do metabolickych kleci, které umoziuji
odd¢€leny sbér moci a stolice.

Pro biodistribu¢ni studie byly ve zvolenych casovych intervalech odebirany vzorky
krve a po usmrceni zvifete exsanguinaci, byly odebrany a zvazeny jednotlivé organy. Po té
byla jejich radioaktivita zméfena na gamaautomatu. Ze ziskanych hodnot bylo vypo¢itano
procento radioaktivity z podané davky v jednotlivych organech a tkanich (%D), a také
procento radioaktivity z podané davky vztazené na hmotnost organu (%D/g).

Pro ucely eliminacnich studii byli potkani po aplikaci radioaktivné znacené latky
umisténi do metabolickych kleci a ve vybranych casovych intervalech (2, 24, 48 hodin)
byly sbirany vzorky moci a stolice. Ze ziskanych hodnot radioaktivity bylo pro kazdy
Casovy interval vypocitano procento vyloucené radioaktivity z podané davky obéma
exkre¢nimi cestami. Vzorky moci byly v nékterych ptipadech podrobeny HPLC analyze,
moc¢ sbirdna v Casovém intervalu 24-48 hodin nebyla vzhledem k nizkym hodnotam

radioaktivity analyzovana.
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Obr. 4.83 - Priklad biodistribuce znacenych cyklickych cheldtori, konkrémé In-
H4do3apABn; hodnoty jsou vyjadreny jako procento radioaktivity z podané davky vztazené
na gram organu (%eD/g)
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Obr. 4.84 - Pfiklad biodistribuce znacenych acyklickych cheldtori, konkrétmé ***In-Amino-
B2M3-4; hodnoty jsou vyjadreny jako procento radioaktivity z podané davky vztazené na

gram organu (%D/g)
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Obr. 4.85 - Srovnani biodistribuce vybranych znacenych peptidii do nadledvinek; hodnoty

Jjsou vyjadreny jako procento radioaktivity z podané davky vztazené na gram organu

(%D/g)
35
30
25
20
%D/g
— 15
"1 10
5 min
60 min
< 120 min
éas 24 h oo
e wigs.  1dne DL DOTA oc
u- - - 3 N
octreoscan  DOTA- q|' r3-tat DOTA- DOTA, Tyr3-tat NOC
1251Tyrs- Y Tyratat  TYro-tat
tat znaéeny peptid

Obr. 4.86 - Srovnani biodistribuce vybranych znacenych peptidit do pankreatu; hodnoty

Jjsou vyjadreny jako procento radioaktivity z podané davky vztazené na gram organu
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Obr. 4.87 - Srovnani biodistribuce vybranych znacenych peptidii do ledvin, hodnoty jsou

vyjadreny jako procento radioaktivity z podané davky vztazené na gram organu (%D/g)
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Obr. 4.88 - Srovndni biodistribuce vybranych znacenych peptidii do jater, hodnoty jsou

vyjadreny jako procento radioaktivity z podané davky vztazené na gram organu (%D/g)
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Obr. 4.89 - Srovnani biodistribuce vybranych znacenych peptidii v krvi; hodnoty jsou

vyjadreny jako procento radioaktivity z podané davky vztazené na gram organu (%D/g)
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Obr. 4.90 - Srovnani biodistribuce vybranych znacenych peptidit do stitné zldzy, hodnoty

Jjsou vyjadreny jako procento radioaktivity z podané davky vztazené na gram organu
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4.5. Pouzité materialy a pristroje

4.5.1. Chemikalie a material

H4do3apABn (PfF UK, Ceska republika), H5do3apPrA (PfF UK, Ceska republika), Do3a-
pyNox (PfF UK, Ceska republika), Amino-B2M3-A (Azacycles s.r.o., Ceska republika),
Amino-B2M3-B (Azacycles s.r.0., Ceska republika), Amino-B2M3-E (Azacycles s.r.o.,
Ceska republika), DOTA-Tyr’-oktreotat (piCHEM, Rakousko), DOTA-NOC (piCHEM,
Rakousko), qu-Tyr3-oktreotét (Duke University Medical Center, USA), antiCD66 a,b,c,e-
(NHCSNH-B2M3-DTPA izomer A)ss (Azacycles s.r.o., Ceska republika), antiCD66
a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.3 (Azacycles s.r.0., Ceska republika)

"n-InCl; (GE Healthcare, Velka Britanie), *"'Lu-LuCls (PerkinElmer, USA), *°Y-YCl;
(PerkinElmer, USA), **I-Nal (MP Biomedicals, USA)

acetonitril (Sigma-Aldrich), metanol (Sigma-Aldrich), 2-propanol (Sigma-Aldrich), octan
sodny (Merck), spehadex G-50 (Sigma-Aldrich), trifluoroctova kyselina (Merck), kyselina
gentisova (Sigma-Aldrich), chloramin T (Sigma-Aldrich), etanol (Penta), kyselina
chlorovodikova  (Lachema), amoniak (Lachema), octan amonny (Penta),
dihydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich), hydrogenfosforetnan sodny (Sigma-
Aldrich), chlorid sodny (Lachema), 0,9% chlorid sodny (Braun), EDTA (MP
Biomedicals), DOTA (Sigma-Aldrich), azid sodny (Fluka), kyselina octova (Lachema)

kolony: LichroCart 125-4, Lichrospher 100, RP-18¢ (5um) (Merck); LichroCart 250-4,
Lichrospher 100, RP-18e (5um) (Merck); Bio-Sil SEC 250, 300%x7,8 mm (Biorad)
predklony: LichroCart 4-4, Lichrospher 100, RP-18¢ (5pum) (Merck)

stripy pro instantni tenkovrstvou chromatografii na sklenénych mikrovldknech

(GelmanSciences)

4.5.2. Pristrojové vybaveni

Agilent HPLC system 1100 Series (Agilent Technologies, USA)

Pharmacia-LKB HPLC systém s programatorem gradientu Gradient Master GP 962
(UOCHAB, Ceska republika)
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univerzalni scintila¢ni sonda s radiometrem SSU-70-2 (Polon, Polsko)
automatic gammacounter 1480 Wizard™ 3" (Wallac, Finsko)
TLC-analyzer (Raytest, Némecko)

dry bath incubator (Major Science, Taiwan)

centrifuge MPW-300 (Mechanika Precyzyjna, Polsko)

pH meter Orion 350 (Thermo Scientific, USA)

analytické vahy (Boeco, Némecko)

vakuové erpadlo Vacc-space-20 (Chromservis, Ceska republika)
Thermo Savant SPD Speed Vac concentrator (GMI, USA)
magneticka micha¢ka (Laboratorni piistroje Praha, Ceské republika)
trepaCka BioVortex V1 (Biosan, Lotyssko)

minicentrifuga Z 100 M (Hermle, Némecko)
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5.1. Bifunkcni chelatory

Hledani podminek dostatecné rychlé tvorby komplexti vicemocnych kovi s vicefunkénimi
polyaminokarboxylovymi chelatory predstavuje hledani kompromisu reakéniho pH, kdy
tyto BFC chelatuji nejlépe pii pH dostatecné vysokém, tak aby karboxylové skupiny
chelatoru byly disociovany a na druhé strané pH musi vyhovovat vlastnostem
vicemocnych kovt, pro které je z divodu mozné hydrolyzy, vhodné pH co nejnizsi.
Problém je mozno vytesit napiiklad vytvorenim reakéniho prostfedi s vysokou koncentraci
slabé komplexujiciho iontu, ktery sice udrzi ptislusny vicemocny kov v roztoku ve slabém
komplexu, ale nekompetuje pii tvorbé termodynamicky mnohem siln€jsiho chelatu.

Jako slabé komplexany je mozno pouzit naptiklad metylendifosfonat, ktery se ¢asto
pouziva pii radioaktivnim znaceni protiladtek techneciem-99m. Pro naSe pokusy byl
pouzivan acetatovy pufr o vysoké koncentraci (0,4-0,5mol/l), ktery umoziuje vytvareni
komplext trojmocnych kovii se zkoumanymi chelatory pii vys$sim pH (5-7).

Pii radioaktivnim znaceni bifunkénich chelatort byly hledany jednak optimalni
podminky pfipravy znaceného komplexu, ale i podminky analytického stanoveni
radiochemické Cistoty vzniklého produktu. Studie zahrnovaly proméieni zavislosti tvorby
komplexu (radionuklid-BFC) na parametrech reakéni soustavy, tj. na teploté, koncentraci
BFC, pH a case.

5.1.1. Cyklické chelatory

Pro vazbu trojmocnych kovovych radionuklidt (lanthanoidt, india-111, ytria-90 a dal$ich)
na biologicky aktivni slouceniny se pouzivaji cyklické cheldtory, které¢ vytvareji s t€émito
kovy termodynamicky stabilni komplexy. Své vyuziti pfi znaceni receptorové specifickych
peptidi nasla DOTA, jeji nevyhodou je vSak pomald tvorba komplexti. Pro zlepSeni
kinetiky tvorby komplexii byly na Pfirodovédecké fakult¢ UK syntetizovany ridzné
derivaty tohoto komplexanu.

Ukézalo se, ze tvorba komplexti cyklickych BFC (H4do3apABn, H5do3apPrA,
Do3a-pyNox) probiha v porovnani s H4dota rychleji a optimalni pH pro tvorbu komplext
se nachazi v rozmezi pH = 4,4 - 7,4 (A1l-A4). Pro rychlost a kvalitu zna¢eni Do3a-pyNox a
H4dota hraje vyznamnou ulohu reakéni teplota. Pii vyssi teploté (90°C) probiha tvorba
dostate¢né radiochemicky &istého komplexu (RC>95%) rychleji (B3, B4). Na rozdil od
tvorby znacenych H4do3apABn a H5do3apPrA komplex, jejichZ radiochemicka cistota

neni teplotou pfili§ ovlivnéna (B1l, B2). Pro tvorbu dostatecné Cistych preparati je
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nezbytna nékolikandsobné vyssi koncentrace BFC v porovnéni s koncentraci radiokovu
(C1-C4).

Ke stanoveni radiochemické Cistoty byla vyuzivana ITLC-SG (D1) a k detailn&jsimu
popisu reak¢nich smési byla pouzita RP-HPLC s izokratickou eluci (Ela, Elb). Bylo
zjisténo, jak ukazuje tabulka 4.1, Ze pii uchovavani v chladu jsou vSechny pfipravené

znacen¢ komplexy stabilni po dobu n¢kolika dni.

5.1.2. Acyklické chelatory

Tvorba radioaktivné znaCenych komplexti acyklickych BFC (amino-B2M3-A, B, E)
s indiem-111 probiha pomérné rychle v Sirokém rozmezi pH, kdy jiz v ¢ase 30 minut bylo
u vSech studovanych latek vice nez 95% aktivity vazano do komplexu (A5-A7). Z
teplotnich zavislosti je zfejmé, Ze teplota pfiliS neovliviiuje radiochemickou Cdistotu
preparatu (B5-B7). Ve vsech ptipadech se tvotil prakticky ¢isty komplex v kratkém case i
za teploty do 40°C, coz je limitni teplota pro znaceni proteinovych struktur (naptiklad
protilatek). Ze studii zavislosti koncentrace BFC na tvorbé komplexu se ukézalo, ze pro
tvorbu dostatecné cistého znacené¢ho preparatu je, podobné jako u cyklickych BFC,
nezbytna koncentrace BFC nékolikafadové piesahujici koncentraci radiokovu (C5-C7).
Dtivodem je ziejmé jednak pomala rychlost reakce pti malych koncentracich a predevsim
stupen Cistoty reakéniho prostfedi dosazitelny za nasich podminek.

Pro rychlé stanoveni radiochemické cCistoty byla zvolena jako optimalni metoda
instantni tenkovrstva chromatografie (ITLC-SG) (D2). Dukladné&jsi popis slozeni reakénich
soustav byl proveden za pouziti gradientové RP-HPLC (E2a, E2b). Elu¢ni profily
naznacuji pravdépodobnou pfitomnost riznych forem (optické izomery, rizné iontové
formy) komplexu. Z vysledku stabilitnich studii (tabulka 4.2) je zifejmé, ze pfi uchovavani

v lednici jsou komplexy stabilni po dobu n¢kolika dni.

5.2. Receptorove specificke peptidy

Soucasti této prace bylo také studium podminek znacCeni, stability a metabolismu
receptorove specifickych peptidii ze skupiny derivatii somatostatinu modifikovanych
chelatorem DOTA (DOTA-Tyr*-tat, DOTA-NOC) a glykosilovaného Tyr®-oktreotatu

bez chelatacni skupiny, ktery byl znacen prosttednictvim tyrosinové skupiny.
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5.2.1. Receptorové specifické peptidy znacené kovovymi radionuklidy
Vsechny radioaktivné znacené biologicky aktivni receptorové specifické peptidy byly
pfipraveny s vysokou radiochemickou ¢istotou (RC>98%), pro jejiz stanoveni byla u viech
znacenych peptidi vyvinuta metodika s vyuzitim HPLC analyzy. Pro rychlé stanoveni
radiochemické Gistoty peptidd znadenych kovovymi radionuklidy (**In, *’Lu, *°Y) byla
s vyhodou vyuzivana také ITLC-SG analyza. Po aplikaci radioaktivné znacené latky
potkaniim byly ve vybranych Casovych intervalech sbirany vzorky moci. Analyzy moci
byly provadény s vyuzitim pfislusné HPLC metody s pfimym nastiitkem vzorku a ve
vétsingé piipadi s online radioaktivni detekci. V nékterych ptipadech nizkych aktivit
v delsich &asovych intervalech u peptidi znacenych ?°I, **Y byly sbirany frakce v 1
minutovych intervalech. Tyto frakce pak byly proméfeny na gamaautomatu.

Analyzy moéi prokazaly, Ze oba peptidy (DOTA-Tyr*-tat i DOTA-NOC) znadené
n se vyluduji v nezménéné podobé (obr. 4.11, 4.12, 4.33, 4.34). DOTA-Tyr*-oktreotat
také v nezménéné formé (obr. 4.15). Na radiochromatogramu moc¢i sbirané v delSim
Casovém intervalu 2-24 hodin (obr. 4.16), byl detekovan drobny pik s mensim retenénim
Gasem (tg), pravdépodobnd se jedna o polarn&jsi §t&p. Naproti tomu po aplikaci *’Lu-
DOTA-NOC byla stanovena radioaktivita odpovidajici polarnéjsi latce v obou métenych
asovych intervalech (obr. 4.37, 4.38). Analyzy mo&i DOTA-NOC znageného Y ukazuji
na pravdépodobnou pfitomnost metabolitli, rozkladnych produkti, pfipadné i vétsich nebo
lipofilngjsich struktur (dimerd) (obr. 4.41, 4.42). Na radiochromatogramech jsou patrné

eluéni z6ny s mensim i vy$§im tg nez odpovida samotnému *Y-DOTA-NOC.

5.2.2. Receptorove specifické peptidy znacené oxidativni jodaci
Piivodné byl fenylalanin ve struktuie oktreotidu nahrazen tyrosinem z diivodu mozZnosti
oznaceni této struktury oxidativni jodaci. Tento zamér se zdaftil, a zaroven bylo zjiSténo, Ze
Tyr3-oktreotid ma podstatné vysSi afinitu k nékterym subtypiim somatostatinovych
receptord, Z toho divodu se zacal tento peptid intenzivné€ studovat. Radioaktivni znaceni
oxidativni jodaci je pomérné snadna a rychld metoda, problémem je vSak zastaveni reakce,
které se provadi pouzitim redukéniho ¢inidla. Redukujici latky totiZ mohou narusit
disulfidicky mistek ve struktufe peptidu, coz vede ke =ztrat¢ afinity k pfisluSnym
receptortim.

Pro znacni peptidi (DOTA-Tyr*-oktreotatu a glu—Tyr3-Oktreotétu) jodem-125 byla

vyuzivana metoda s chloraminem T svyuzitim semipreparativni HPLC k oddéleni
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oznaceného peptidu z reakéni soustavy. Jak ukazuji radiochromatogramy (obr. 4.21, 4.27)
jsou oba peptidy za in vitro podminek stabilni po dobu nejmén¢ 24 hodin od piipravy.

Mo¢ analyzovana po aplikaci DOTA-'?I-Tyr’-oktreotatu vykazovala v obou
méfenych ¢asovych intervalech pfitomnost polarniho analytu s velmi kratkym reten¢nim
Casem (obr. 4.22, 4.23), pravdépodobné se jedna o jodid uvolnény z tyrosinové skupiny.
Naproti tomu u jodovaného glu-Tyr>-oktreotatu byly stanoveny nejenom vysoké hodnoty
radioaktivity odpovidajici tomuto analytu, ale i piky s vy§§im tg nez nalezi glu-2>-1-Tyr*-
oktreotatu (obr. 4.28, 4.29). Opét se pravdépodobné jedna o rozkladné produkty, lipo-

filn€j$i metabolity, pfipadné dimery, struktury téchto latek nebyly stanoveny.

5.3. Protilatky

V ramci spoluprace s firmou Azacycles s.r.o. jsme ziskali protilditku modifikovanou jak
acyklickym, tak cyklickym chelatorem. V obou piipadech byly studovany podminky
znaceni a u protilatky modifikované cyklickym chelatorem byla navic studovana stabilita
Vv riznych prostiedich.

Protilatka modifikovanad acyklickym chelatorem antiCD66 a,b,c,e-(NHCSNH-
B2M3-DTPA izomer A),5 byla oznacena indiem-111 i ytriem-90. Za popsanych podminek
radioaktivniho znaceni se po piecisténi gelovou permeacni chromatografii na Sephadexu
G-50, podafilo ziskat dostateéné Cistou znacenou protilatku (obr. 4.43, 4.44).

U protilatky modifikované cyklickym chelatorem antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-
PhCH,;PO(OH)CH,-DO3A),.; byly nejdiive studovany podminky jejiho radioaktivniho
znaGeni indiem (**'In) a ytriem (*°Y). Bylo zjidténo, Ze protilitku lze oznacit ob&ma
radionuklidy a po pteCisténi gelovou permeacni chromatografii na Sephadexu G-50, je
mozné ziskat radioaktivné znaceny preparat s dostate¢nou radiochemickou Cistotou (obr.
4.45, 4.64). Byla vyvinuta metoda pro stanoveni stability radioaktivné znacené protilatky,
dale byla sledovana stabilita znacené protilatky v pfitomnosti vysoké koncentrace
konkuren¢niho chelatoru (EDTA), a stabilita znacené protilatky v potkani plazmé
S pouzitim gelové permeacni chromatografie na koloné Bio-Sil SEC 250, 300x7,8 mm
(Biorad) v HPLC systému Agilent 1100 Series.

Vysledky ukazaly, ze samotna protilatka znac¢ena indiem uchovavana pti 35°C je
velmi stabilni, ponévadz az do 48 hodin se uvolni fadové jen n€kolik malo procent
radionuklidu v nizkomolekularni formé (obr. 4.46-4.51). Ani pfitomnost nékolikanasobné
vys$$i koncentrace konkuren¢niho chelatoru EDTA pfili§ neovliviiuje radiochemickou

Cistotu znacené protilatky. Po 48 hodinach zlstava pres 90% aktivity vdzano na protilatce
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(obr. 4.52-4.57). Profily radiochromatogramui pii studiu stability znacené protilatky
V plazm¢ ukazuji na pfitomnost dalsi vysokomolekuldrni formy, kterd se za danych
podminek nepodatila Uplné oddélit, procentualni zastoupeni radioaktivity v této formé
postupné narista (obr. 4.58-4.63). Muze se jednat naptiklad o postupnou transchelaci india
na transferin.

Naproti tomu vazba ytria na tuto protilatku nebyla pfili§ pevna, coz ukazuji vysledky
analyzy radiochemické Cistoty samotného preparatu v kratkém case po precisténi gelovou
permeacéni chromatografii na sephadexu (obr. 4.65-4.70). Tento fakt potvrzuji i vysledky
stanoveni stability znaCené protilatky v prostiedi vysoké koncentrace konkuren¢niho
chelatoru EDTA a v plazmé, které ukazuji na rychly nartst koncentrace nizkomolekulérni
formy v case (obr. 4.71-4.82).

Ve vSech pfipadech byla provadéna také ITLC-SG analyza, jejiz vysledky
koresponduji s vysledky ziskanymi HPLC analyzou (tabulky 4.3-4.8).

5.4. Biodistribucni studie

Vysledky biodistribu¢nich studii znacenych cyklickych BFC byly velmi podobné pro
vSechny studované latky. Po intravendzni aplikaci znacenych BFC potkanim dochézi
k rychlé eliminaci radioaktivity z krve a vétSiny organu a tkani ptes ledviny do moci (obr.
4.83). V zadném ze sledovanych organt a tkani nedochazelo ke specifickému vychytavani
a kumulaci radioaktivity. Pouze malé mnozstvi z aplikované aktivity bylo detekovano
Vv gastrointestindlnim traktu. VSechny studované komplexy analogh DOTA mély
biodistribu¢ni profily srovnatelné s n-H4dota komplexem. Specidlni pozornost byla
vénovana vychytavani radioaktivity v kostech, protoze derivatizace H4dota fosfinovymi
skupinami mohla teoreticky zvySovat kumulaci znacenych komplexi v této oblasti. Tato
skutecnost se nepotvrdila a zddna podstatna kumulace radioaktivity v kostech nebyla
pozorovana. Pii celkovém zhodnoceni ziskanych vysledki lze fici, ze studované derivaty
DOTA a jejich komplexy jsou vhodnou alternativou k bézné¢ pouzivané H4dota a jejim
komplexim.

Biodistribuéni studie znacenych acyklickych BFC, intraven6zné aplikovanych
potkanlim, ukazovaly rychlou eliminaci radioaktivity z krve a vétSiny organ a tkani
podobné jako u cyklickych BFC (obr. 4.84). V pocate¢nich Casovych intervalech se
aktivita pfechodné hromadila v ledvinach a jatrech, nasledné pak byla ¢astecné vylu¢ovana
moci a ¢asteCné hepatobiliarni cestou do stfev a poté eliminovana z téla stolici. V Zadném

ze sledovanych organti a tkani nedochéazelo k dlouhodobé kumulaci radioaktivity. VSechny
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studované latky mély srovnatelné biodistribu¢ni profily s vyjimkou toho, Zze u komplexu
n-Amino-B2M3-B byla vyznamné sniZena hepatobiliarni eliminace.

Distribuéni studie radioaktivné znacenych peptidi ukazovaly u vSech studovanych
latek rychlou krevni clearance. Po aplikaci potkaniim dochézelo k vychytavani a kumulaci
aktivity predevSim v ledvinach, receptorové bohatych organech (pankreatu a
nadledvinkach) a u jodovanych latek byla v delSich casovych intervalech pozorovana
vyrazna kumulace radioaktivity ve $titné zlaze (obr. 4.85-4.90). Vychytavani a zadrzovani
radioaktivity v nadledvinkach a pankreatu je zpusobeno interakci znacenych peptidi se
specifickymi  somatostatinovymi receptory, které zprostiedkovavaji internalizaci
znacenych peptidd pomoci endocytézy. Také v ledvinidch jsou znacené peptidy po
glomerularni filtraci c¢asteéné internalizovany pomoci endocytdézy zprostiedkované
megalin/kubillinovym systémem247‘248. V obou pfipadech jsou nésledné znacené peptidy
transportovany do lysozomi, kde jsou rozstépeny pomoci proteolytickych enzymﬁzz. Stépy
jodovanych peptidl jsou externalizovany jak z receptoroveé bohatych organd, tak z ledvin a
jsou eliminovany do moci. Nizkomolekuldrni jodované rozkladné produkty (jodid,
jodovany tyrosin, apod.) se hromadi ve §titné Zlaze a postupné jsou eliminovany také do
moci. Naproti tomu degradacni produkty peptidit znacenych kovovymi radionuklidy
(znacenych chelator, piipadné chelator s ¢asti sekvence aminokyselin) nejsou schopny
pfechodu pfes sténu lysozomii ani bunéénou membranu (externalizace) a zistavaji tak
Vv receptorove bohatych orgédnech i ledvinach dlouhou dobu po aplikaci24. Tato zjisténi jsou
plné v souladu s vysledky ziskanymi HPLC analyzou mo¢i znacenych peptidd.

Vysledky biodistribuénich studii byly porovnavany s ‘*'In-DTPA-octreotidem
(octreoscan), latkou rutinné pouzivanou v klinické praxi. Pfi porovnani se znacenymi
DOTA-Tyr*-tatem, glu-DOTA-Tyr3-té1tem 1 DOTA-NOC byla u té€chto latek pozorovéana
vyrazné vyS$$i kumulace radioaktivity v receptorové bohatych orgénech (nadledvinky,
pankreas). Ostatni biodistribu¢ni charakteristiky byly srovnatelné.

Podobn¢ jako u znacenych bifunkcénich chelatori a peptidi, byly provadény
biodistribu¢ni studie také u znacené protilatky. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o humanni
protilatku, ktera byla po oznaceni aplikovana potkanlim, jde u téchto studii nikoliv o
potvrzeni distribuce do mista zajmu, ale sleduje se, zda nedochazi k nezddouci kumulaci

piipadnych degradacnich produkti do nékterého organu, kde by pisobily vedlejsi tcinky.
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Pti celkovém zhodnoceni vysledkt chelatacnich vlastnosti studovanych derivati DOTA a
DTPA se ukazalo, ze kinetika tvorby komplexti nékterych chelatortt s indiem-111 je
rychlejsi a umoznuje cheldtovani kovovych radionuklidd pfi teploté piiznivéjsi pro
proteinové struktury. Potvrdilo se, ze hledani novych struktur, analogh DOTA i DTPA se

ubira spravnym smérem.

Studium radioaktivniho znacCeni novych derivatii somatostatinu ukdzalo moznost jejich
oznaceni kovovymi radionuklidy 1 jodem-125 s vysokou radiochemickou Ccistotou.
Porovnani jejich biodistribu¢nich vlastnosti ukazalo podstatné vyssi afinitu k pfisluSnym
receptoriim, nez vykazuje standardni latka Octreoscan. Ziskéani jodované struktury z této
skupiny peptida potvrdilo jejich ptedpokladané transportni mechanismy v biologickém

systému.

Radioaktivni znaceni protilatky antiCD66 (a,b,c,e) modifikované cyklickym i acyklickym
ligandem potvrdilo vysledky studia komplexacnich vlastnosti nékterych studovanych
chelatorti. Ukézalo se, Ze protilatku 1ze oznacit s vysokou radiochemickou cistotou indiem-
111 i ytriem-90, avSak vazba ytria-90 nebyla pfili§ pevna. V tomto piipadé, kdy zamysléné
pouziti zna¢ené protilatky je v radioimunoterapii u pacientt s akutni myeloidni leukémii a
myelodysplastickym syndromem, a mistem uc¢inku je tedy kostni dfen, by labilita vazby

ytria-90 nemusela pfili§ vadit.

Pro vSechny znacené latky byly vyvinuty analytické metody pro kontrolu jejich
radiochemické cistoty. S vyhodou byly pouzivany pifedev§im RP-HPLC s radioaktivni
dektekci a instantni tenkovrstva chromatografie (ITLC-SG), a V piipadé znacenych

protilatek i gelové permeacni chromatografie.

Zaveérem lze tici, Ze vytyCené cile byly splnény.
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Predlozena disertacni prace se zabyva optimalizaci podminek piipravy a analyzy
radioaktivné znacenych biologicky aktivnich latek. Teoreticka ¢ast je vénovana popisu
jednotlivych slozek (radionuklidy, bifunkéni chelatory a biologicky aktivnich latky)
vetsSiny receptoroveé specifickych radiofarmak. Dale jsou pak v této Casti disertacni prace
popsany zakladni metody radioaktivniho znaceni biologicky aktivnich latek a nckteré
analytické metody bézné pouzivané k precisténi a kontrole kvality znacenych latek.

Experimentalni ¢ast disertacni prace lze rozd¢lit na tfi hlavni ¢asti. Prvni z nich se
tykala nalezeni optimalnich podminek radioaktivniho znaceni bifunkc¢nich chelatorii ze
skupiny derivati DTPA a DOTA. VsSechny studované latky byly radioaktivné oznaCeny
s vysokou radiochemickou ¢istotou. Pro kontrolu radiochemické cCistoty byly vyvinuty
metody S vyuzitim tenkovrstvé chromatografie (ITLC-SG) a HPLC. Dalsi cast
experimentalni prace byla veénovana pfipravé radioaktivné znaCenych receptorové
specifickych peptidi, analogii somatostatinu. Celkem byly studovany tfi peptidy (DOTA-
Tyr*-oktreotat, DOTA-NOC, glu-Tyr*-oktreotat), které byly oznafeny riiznymi
radionuklidy (**In, *"’Lu, *°Y a u struktur obsahujicich tyrosinovou skupinu i *?1). Pro
znafené peptidy byly vyvinuty analytické metody (HPLC a ITLC-SG) vhodné pro
stanoveni jejich radiochemické Cistoty a stability, dale byl prostfednictvim vyvinutych
metod studovan metabolismus znafenych peptidi analyzou potkani moci ziskané
Vv riiznych ¢asovych intervalech. Tyto vysledky byly porovnany se zavéry biodistribu¢nich
a eliminacnich studii. V posledni €asti experimentdlni prace byly studovany podminky
radioaktivniho znaceni protilatky modifikované cyklickym 1 acyklickym chelatorem.
Protilatka byla oznacena jak *'In, tak *°Y a byly vyvinuty analytické metody (SEC, HPLC,
ITLC-SG) vhodné k precisténi a stanoveni radiochemické Cistoty znacené protilatky.
Radioaktivné znacena protilatka modifikovana cyklickym chelatorem byla podrobena
studiu stability v riznych prostiedich (pufr, pfitomnost vysoké koncentrace konkuren¢niho
chelatoru a plazma).

Vsechny znacené latky byly aplikovany potkanim a byly u nich provedeny
biodistribu¢ni a eliminacni studie, které provedli pracovnici katedry farmakologie a
toxikologie Farmaceutické fakulty UK z odd¢€leni radiofarmacie.

Dosazené vysledky jsou soucasti projektt v ramci dlouhodobé spoluprace s katedrou
anorganické chemie Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy, firmou Azacycles s.r.0. a
zahrani¢nimi pracovisti spolupracujicimi v rdmci programii fizenych Mezindrodni

agenturou pro atomovou energii (IAEA) ve Vidni a projektu COST B12 EU.
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The presented dissertation thesis is dealing with an optimization of the conditions of
preparation and analysis of the radiolabelled biologically active compounds. Theoretical
part consists of a description of particular components of the most receptor specific
radiopharmaceuticals such as radionuclides, bifunctional chelators and biologically active
compounds. Further in this part of dissertation thesis the main methods of the biologically
active compounds radiolabelling and chosen analytical methods usually used for purifying
and quality control of the labelled compounds are described.

The experimental part of the dissertation thesis may be divided into three main parts.
First part has been focused on searching for the optimal conditions for the radiolabelling of
the bifunctional chelators belonging to the group of DTPA and DOTA analogues. All
studied compounds have been radiolabelled with high radiochemical purity. The methods
for quality control of their radiochemical purity using thin layer chromatography (ITLC-
SG) and HPLC have been developed. The other part of the experimental work is dedicated
to preparation of the radiolabelled receptor specific peptides, analogues of somatostatin.
Three peptides have been studied (DOTA-Tyri-octreotate, DOTA-NOC, glu-Tyr’-
octreotate) which were radiolabelled with different radionuclides (***In, *""Lu, *°Y and
peptides containing tyrosine group also with **I1). The analytical methods (HPLC and
ITLC-SG) suitable for a determination of the radiochemical purity and stability of the
labelled peptides have been developed. The metabolism of labelled peptides has been
studied through those developed methods by analysis of the rat’s urine obtained in
different time intervals. The results were compared with conclusions of the biodistribution
and elimination studies. In the last part of the experimental work the conditions of the
antibody radiolabelling modified by cyclic and acyclic chelator have been studied. The
antibody has been managed to label with **!In and also with *°Y, the analytical methods
(SEC, HPLC, ITLC-SG) suitable for purifying and determination of the radiochemical
purity of labelled antibody have been developed. The stability of radiolabelled antibody
modified by cyclic chelator has been studied in different media (buffer, a presence of the
competitive chelator in high concentration and plasma).

All labelled compounds were applied to the rats and the biodistribution and
elimination studies were completed by the employees of Department of Pharmacology and
Toxicology of Faculty of Pharmacy of the Charles University from Radiopharmacy

section.
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Obtained results take a part in the projects within the long-term cooperation with
Department of Inorganic Chemistry of Faculty of Natural Sciences of the Charles
University, Azacycles s.r.o. company and foreign workplaces cooperating within the
programs operated by International Atomic Energy Agency (IAEA) in Vienna and within
project COST B12 EU.
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Radiolabelling of Glucose-Tyr3-octreotate with
125] and Analysis of Its Metabolism in Rats:
Comparison with Radiolabelled DOTA-Tyr3-octreotate

MILOS PETRIK!, ALICE LAZNICKOVA!, MILAN LAZNICEK? and MICHAEL R. ZALUTSKY?

Departments of LBiophysics and Physical Chemistry and *Pharmacology and Toxicology,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Heyrovskeho 1203, 500 05 Hradec Kralove, Czech Republic;
3Department of Radiology, Duke University Medical Center, Box 3808, Durham, North Carolina, 27710 U.S.A.

Abstract. Background: Somatostatin analogues labelled with
radiometals or radiohalogens are useful for the imaging and
treatment of somatostatin receptor-containing tumours. In this
study, the procedures for the radioiodination of glucose-Tyr-
octreotate (gluc-Tyr’-tate) and radiolabelling of DOTA-Tyr-
octreotate (DOTA-Tyr-tate) with 1 In, 77 Lu and 12T were
compared and their metabolism in rats was analyzed. The
usefulness of high performance liquid chromatography
(HPLC) analysis and instant thin-layer chromatography on
silica gel (ITLC-SG) for both radiochemical purity
determination and analysis of metabolism in urine was
investigated. Materials and Methods: For labelling with
radiometals, the formation of a complex with the 1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7, 10-tetraacetic acid (DOTA)
functionality of the peptide was employed. Radioiodination
was performed by the chloramime-T method. The
radiochemical purity of radiolabelled peptides and the analyses
of rat urine were determined by HPLC andfor ITLC-SG
methods. Male Wistar rats were used in the elimination studies.
Results: DOTA-Tyr-tate was simply radiolabelled with
radiometals with high yield and high radiochemical purity.
Stopping of the reaction was a critical step for radioiodination,
therefore labelling of quc—Tyr3 -tate and DOTA-TyrP-tate with
1231 was not so simple and the reaction product had to be
purified by preparative HPLC analysis. Whereas 111In-DOTA-
Tyr-tate and 177 Lu-DOTA-Tyr -tate were eliminated in rat
urine in a practically unchanged form, a significant proportion
of metabolites was observed with radioiodinated peptides,

Correspondence to: Assoc. Prof. Ing. Alice Laznickova, CSc.,
Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy, Heyrovskeho
1203, CZ-500 05, Hradec Kralove, Czech Republic. Tel:
+420495067478, Fax: +420495067160, e-mail: laznicko@faf.cuni.cz

Key Words: Somatostatin peptide analogues, radiolabelling,
radiochemical purity, metabolism.
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particularly at longer time intervals. Conclusion: Labelling of
DOTA-Tyr-tate  with radiometals is simple and the
radiochemical purity of prepared compounds is very high,
while iodination of the peptides demands purification of the
product by preparative HPLC. The analysis of rat urine
showed that excretion of radioiodinated peptides included a
significant proportion of metabolites.

Radiolabelled biomolecules are used in nuclear medicine for
both the diagnosis and treatment of many diseases (1, 2).
Radiopharmaceuticals with affinity towards specific receptors
are mostly derived from biopolymers or their simpler building
elements, such as polypeptides, antibodies and oligo-
nucleotides. A large number of peptides have been found
which can be used not only for diagnosis, but also for therapy
in many pathological cases (1-3). Neuropeptides, especially
analogues of somatostatin, are a very important group of such
compounds. Receptors of somatostatin are localized on the
cell membrane of tumours of endocrine origin, but also are
present on other tumours under endocrine control 74-6).
Somatostatin, an endogenous tetradecapeptide, acts both as a
secretion inhibitor of growth hormone and as an inhibitor of
growth of several tumours. Radiolabelled somatostatin is
unsuitable for clinical application because of its very short
biological half-life, which is why multiple synthetic
somatostatin derivatives with a similar bioactive amino acid
sequence have been developed (7, 8). DOTA-Tyr*-octreotate
(DOTA-Tyr’-tate) is a somatostatin analogue with a very high
affinity towards the somatostatin receptor subtype2 (sstr;),
which is abundant in the majority of endocrine tumours (9).
The macrocyclic chelator 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-
1,4,7,10-tetraacetic acid (DOTA) is able to bind different
radiometals  (radioindium, radioyttrium, radioactive
lanthanides and others), while including tyrosine in the
peptide structure allows labelling with radioiodine (10-12).
Recent studies have shown that conjugation of glucose to the
T‘y'xj-octrcotate core increased internalization activity in sstry-
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Figure 1. Examples of HPLC analysis of radiochemical purity. a: 111jn-
DOTA-Tyr3-octreotate. b: 177Lu-DOTA-Tyr-octreotate.

expressing cell lines (13). The aims of this study were to
compare the procedures for the radioiodination of glucose-
Tyr -octreotate (gluc-Tyr’-tate) and radiolabelling of DOTA-
Tyr-tate with 11In (used for diagnosis), 17’Lu (used for
cancer treatment) and 21 (used for diagnostics and therapy)
and to evaluate the methods of analysis of the labelled agents
and their metabolites in urine.

Materials and Methods

Materials and reagents. The gluc-Tyr3-tate was synthesized at Duke
University Medical Center as described previously (13). The DOTA-
Tyr3-tate was prepared by piCHEM Research and Development,
Graz, Austria. All other chemicals used were purchased from
commercial sources. For high performance liquid chromatography
(HPLC) analysis a Pharmacia-LKB system with Gradient Master GP
962 (Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Prague, Czech
Republic) equipped with a LichroCART 125-4 or 250-4 HPLC
Cartridge Lichrospher RP Cl18e, 5 um (Merck, Darmstadt, Germany)
and with a radioactivity monitoring analyzer was used. An automatic
gamma counter (1480 Wizard™ 3", Wallac, Finland) was used for
counting the fractions on HPLC analysis of the rat urine. Instant thin-
layer chromatography on silica gel (ITLC-SG) was performed on
commercial silica gel impregnated glass fiber sheets (Gelman
Sciences, Michigan, USA). Detection of the ITLC-SG strips was
carried out by a TLC-analyzer (Raytest, Straubenhardt, Germany).
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Figure 2. Examples of HPLC analysis of radiochemical purity. Glucose-121-
TyrS-octreotate before (a) and after (b) purification of the reaction product by
preparative HPLC. DOTA-125]-Tyr3-octreotate had a similar profile.

Table 1. Radioactivity elimination by urine after radiolabelled gluc-Tyr-
tate and DOTA-Tyr-tate administration to rats (% of administered dose).

Agent 0-2h 224 h

1[n-DOTA-Tyr?-tate 60.5+12.2 7.0£1.2
177Lu-DOTA-Tyr3-tate 45.8+10.2 7.7£2.0
DOTA-125]-Tyr3-tate 39.0+20.7 19.6+2.8
gluc-1251-Tyr3-tate 21.9%11.5 36.6+5.1

Preparation of 111In-DOTA-Tyr3-tate. Two hundred pl of 0.4 M
acetate buffer (pH=5) with 0.24 M gentisic acid, 10 ug DOTA-
Tyr3-tate in 10 ul of H,O and 0.5 mCi 1'!InCl; in 0.04 M HCI were
successively added to a vial. The solution was well mixed and then
incubated at 90-95°C for 25 min.

Preparation of 177Lu-DOTA-Tyr-tate. Two hundred pl of 0.4 M
acetate buffer (pH=5) with 0.24 M gentisic acid, 10 pg DOTA-
Tyr3-tate in 10 pl of H,O and 1 mCi 177LuCl; in 0.05 M HCl were
successively added to a vial. The solution was well mixed and then
incubated at 90-95°C for 25 min.
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Figure 3. Examples of HPLC analysis. a: diluted standard of 1!In-
DOTA-Tyr-tate (A), rat urine 2 hours (B) and 24 hours (C) after
injection. b: diluted standard of 177Lu-DOTA-Tyr3-tate (A), rat urine 2
hours (B) and 24 hours (C) after injection.

Preparation of gluc-125I-Tyr3-tate and DOTA-125I-Tyr3-tate. Fifty ul
of 0.05 M phosphate buffer (pH=7.4), 5 ug gluc-Tyr3-tate or
DOTA-Tyr3-tate in 5 ul of 0.05M acetic acid and 0.4 mCi Nal25]
were mixed and then 2.5 pg of chloramine T in 2.5 pl of the same
0.05 M phosphate buffer (pH=7.4) was added. After 60 sec
reaction at room temperature, the mixture was diluted by the
addition of 40 ul of ethanol and after that, the solution was injected
onto the HPLC system.

HPLC analysis. The radiochemical purity of the peptides labelled
with radiometals was determined by reverse phase HPLC analysis
using a LichroCART 125-4 HPLC Cartridge Lichrospher RP C18e,
5 um and gradient elution with 0.1% trifluoracetic acid as mobile
phase A and acetonitrile as mobile phase B. The gradient sequence
was 0-5 min 0% B, 5-25 min 0-30% B, 25-30 min 30% B, 30-35 min
30-100% B, 35-40 min 100% B and 40-45 min 100-0% B. The flow
rate was 0.5 ml/min.

For the radioiodinated peptides, reverse phase HPLC analysis
was conducted on a LichroCART 250-4 HPLC Cartridge
Lichrospher RP Cl18e, 5 um. Gradient elution with 0.1 M NaCl as
mobile phase A and 95% ethanol as mobile phase B was employed
for purification of the product. The gradient was 0-10 min 0% B,
10-20 min 0-60% B, 20-30 min 60% B, 30-35 min 60-100% B, 35-40
min 100% B and 40-45 min 100-0% B at a flow rate of 1 ml/min. In
addition to detecting radioactivity on line, fractions were taken at
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Figure 4. Examples of HPLC analysis. a: diluted standard of gluc-123]-
Tyr3-tate (A), rat urine 2 hours (B) and 24 hours (C) after injection. b:
diluted standard of DOTA-1251-Tyr3-tate (A), rat urine 2 hours (B) and 24
hours (C) after injection.

1 minute intervals to analyze radioactivity at the peaks. The mobile
phase of the fractions containing gluc-Tyr3-125]-tate or DOTA-
Tyr3-125]-tate was evaporated at 37°C under a gentle stream of
nitrogen and the residue was diluted with saline.

The analysis of rat urine after the injection of the labelled
peptides was performed under the same conditions, except that a
new column of the same size was used and fractions were taken at
1 minute intervals. These fractions were analyzed on the automatic
gamma counter.

ITLC-SG analysis. ITLC-SG analysis was used for the rapid
evaluation of the purity of peptides labelled by 111In and 177Lu.
ITLC-SG chromatography was performed on silica gel impregnated
glass fiber sheets with 10% ammonium acetate and methanol 1:1
as the eluent. In this system, the labelled peptide moves with the
solvent front and unbound radiometal remains at the start of the
chromatogram. A 1 pl aliquot of labelled peptide was evaluated on
each ITLC-SG strip. After elution, the ITLC-SG strips were
counted by the TLC-analyzer.

Biological experiments. Male Wistar rats weighing 200-250 g (each
experimental group consisted of four animals) were used in the
elimination studies and 0.2 ml of radiopharmaceutical (0.8-1 pg of
the peptide per kg of body weight) was injected into the tail vein.
Each rat was placed in a separate glass metabolic cage. The urine
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Figure 5. Examples of ITLC-SG analysis. a: 111In-DOTA-Tyr-tate, b:
177 Lu-DOTA-Tyr-tate, and c: free radiometal (111In, 177Lu).

was collected 2 h and 24 h after the injection. Handling
(immobilization) was used for emptying the urinary bladders of the
animals at the above mentioned intervals. All urine eliminated in
time intervals 0-2 h and 2-24 h was used for subsequent analysis.

All animal experiments were approved by the Ethics Commission
of the Faculty of Pharmacy, Charles University.

Plasma protein binding. The binding of radiolabelled peptides to rat
plasma was determined by equilibrium dialysis at 37°C (14).
Plasma was obtained by centrifugation of heparinized rat blood. 0.5
ml of plasma was dialysed against the same volume of saline
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Table IL. Free fraction of the peptides in rat plasma determined by

equilibrium dialysis at 37°C.

Agent Free fraction in rat plasma (%)
11n-DOTA-Tyr3-tate 77.3+1.0
177Lu-DOTA-Tyr3-tate 82.5+1.5
DOTA-125]-Tyr3-tate 58.6%7.1
gluc-1551-Tyr3-tate 44.4+15

buffered with 0.01 mol/l phosphate (pH=7.4) with the peptide at
the initial concentration of 1 ng/ml for 16 hours.

Statistical analysis. Statistical analysis was carried out with Student’s
unpaired r-test. Statistical significance was set at p<0.05.

Results

Radiochemical purity of labelled peptides. DOTA-Tyr>-tate was
labelled easily with ''In and 177Lu with high radiochemical
purity (more than 98%, Figures la and b). Labelling of gluc-
Tyr’-tate and DOTA-Tyr-tate by oxidative iodination (121)
was simple, but a problematic aspect was the termination of
the reaction, because the reducing agents used routinely to
accomplish this may also break down the disulfide bridge of
the peptide. For that reason, the reaction product after
radioiodination was purified by preparative HPLC before its
use (Figure 2a and b). The HPLC purification method was
able to separate various forms of the radioiodinated peptide.

Elimination of radioactivity via the urine after intravenous
administration to rats. The excretion of radioactivity in the
urine during the time intervals 0-2 h and 2-24 h after
administration of the labelled peptides is presented in Table
L. Urinary excretion was the main elimination pathway for
these radiopharmaceuticals and renal excretion of
radioactivity was relatively rapid.

The proportion of radioactivity excreted by the urine in the
time interval 0-2 h after gluc-1251-Tyr3-tate administration
was significantly lower that those for the other radiometal-
labelled peptides. No significant differences in cumulative
radioactivity elimination between the agents under study in
the time interval 0-24 h were found, however.

HPLC analysis of rat urine, HPLC analysis of the rat urine 2
hours and 24 hours after ' In-DOTA-Tyr’-tate and 177Lu-
DOTA-Tyr*-tate injection indicated that elimination of the
parent peptides was the predominant process. In contrast, a
significant proportion of the radioactivity present in the rat
urine 2 hours and 24 hours after gluc-'I-Tyr’-tate and
DOTA-PI-Tyr3-tate injection was determined to be in the
form of metabolites.
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Substantial differences in the proportion of metabolites
found in the urine between peptides labelled with 1251 and
those labelled with radiometals are shown in Figures 3 and 4.
Whercas only traces of metabolites after application of
radiometal-labelled compounds were detected in the urine,
after DOTA-B-Tyr*-tate administration, up to 50% of the
eliminated radioactivity was in the form of degradation
products. In the case of gluc-ml—Tyrg-tate, most of the
climinated radioactivity (65-75%) in urine was found as
breakdown products.

ITLC-SG analysis. ITTLC-SG analysis showed very high
purity of DOTA-Tyr-tate labelled with radiometals. The
radiochemical purity determined by this method was greater
than 98%, identical to the results measured by HPLC
(Figure 5).

Plasma protein binding. The reversible binding of the four
radiolabelled peptides to rat plasma proteins was evaluated
by equilibrium dialysis. The free peptide fractions are
compared in Table II. The free fractions for the two
radiometal labelled peptide conjugates were similar and
significantly higher (p<0.05) that those for either of the
radioiodinated peptides. Furthermore, the free fraction for
the radioiodinated peptide containing the more polar
DOTA prosthetic group was significantly higher than that
observed for the glycated peptide conjugate.

Discussion

HPLC is probably the most accurate and sensitive method
for an analysis of the purity of radiolabeled octreotate
analogues. This method is, however, frequently not available
for routine analysis of radiolabelled receptor specific
peptides in departments of nuclear medicine, particularly in
countries such as the Czech Republic. For this reason,
ITLC-SG analysis is usually used as a quicker and simpler
alternative to HPLC. In the present study ITLC-SG with
HPLC of the four labelled peptides was compared. ITLC-
SG analysis showed very high purity of the DOTA-Tyr -tate
labelled with radiometals. The radiochemical purity was
higher than 98%, identical to the results obtained by HPLC
analysis, On the other hand, ITLC-SG analysis of the
radioiodinated peptides would not be a very useful
alternative to HPLC because of its inability to separate
labelled peptide from chemically similar byproducts.

In evaluating the renal excretion of the 4 labelled
peptides, it was found that the iodinated peptides were
eliminated into the urine more slowly than the peptides
labelled with radiometals and the gluc-lmI-Tle-tate was the
slowest. This finding was in agreement with the higher
lipophilicity of iodinated compounds, gluc-11-Tyr-tate
being the most lipophilic. Another consequence of higher

lipophilicity is higher plasma protein binding of the
compound, and our results were again consistent with this.
Because of their molecular size, the four peptides under
study are thought to be eliminated from the blood
predominantly by glomerular filtration in the kidney.
Considering that the renal elimination rate is a product of
the glomerular filtration rate and the free drug fraction in
the plasma, higher plasma binding (lower free fraction)
results in slower renal elimination rate of the agent.

The difference in the proportion of activity present as
metabolites in urine between iodinated peptides and
DOTA-Tyr’-tate labelled with radiometals probably
reflected the different handling of the peptides in the
somatostatin receptor-rich organs and in the kidney. In the
tissues with a high density of somatostatin receptors,
labelled peptides are internalized by somatostatin receptor-
mediated endocytosis. Also in the kidney, after glomerular
filtration, the peptides would have been partly internalized
by megalin/cubillin-mediated endocytosis in renal tubules
(15, 16). In both types of tissues, the agents would have
been subsequently transferred into the lysosomes, wherein
they would have been degraded by proteolytic enzymes (17).
The degradation products of iodinated DOTA-Tyr’-tate
(free iodide and/or iodinated tyrosine and/or other
iodinated fragments) were externalized from somatostatin
receptor-rich tissues and from the kidney and finally
climinated into urine, whereas the breakdown products of
DOTA-Tyr*-tate labelled with radiometals are known to
persist in receptor-rich tissues for a long time (18).

Conclusion

Labelling of DOTA-Tyr’-tate with radiometals is simple
and the radiochemical purity of the labelled products is
very high, while iodination of gluc-Tyr*-octreotate and
DOTA-Tyr>-tate with '¥I is more complicated.
Radiochemical purity determination by ITLC-SG was
comparable to HPLC analysis for radiometal-labelling, but
ITLC-SG analysis of radioiodinated peptides is not useful
because of the limited ability to separate the desired
labelled peptide from other labelled species. 11In-DOTA-
Tyr3-tate and 177Lu-DOTA-Tyr’-tate were eliminated by
rat urine mainly in an unchanged form, but with iodinated
gluc-Tyr’-tate  and DOTA-Tyr3-tate, a significant
proportion of metabolites (iodide and/or iodinated
fragments of the peptide) was observed.
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The complex formation of the bifunctional monophosphinic acid DOTA analogue DO3APB" (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-4,7,10-triacetic-1-
{methyl[(4-aminophenyl)methyl] phosphinic acid}) with '"!In at a tracer level was analyzed. Formation of a complex between '''In and
DO3APABR was very rapid even at room temperature and high radiolabeling yields were achieved. As introducing the methylphosphinic acid arm
to the DOTA structure generated a chiral centre, more than one peak (probably corresponding to various diastereoisomers) of !'In-DO3APAB®
were separated on HPLC. Four peaks were separated by HPLC; they probably correspond to four diastereoisomers of !''In-DO3APAB® griginating
from combination of chirality of complexes of DOTA-like ligands with chirality of coordinated phosphorus atom. Studies in rats showed rapid
elimination of radioactivity from the blood and other organs and tissues. The results indicate that DO3APAB" represents a promising ligand for

radiolabeling of target-specific biomolecules with radiometals.

Introduction

Macrocyclic bifunctional chelates (BFC) are used to
tag monoclonal antibodies and receptor-specific peptides
with radiometals for in vivo diagnosis and therapy of
cancers and their metastases. For this purpose, DOTA
(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic
acid) has been widely employed as the chelating agent
for the labeling of target-specific biomolecules due to
the excellent kinetic stability of complexes of DOTA
derivatives with radiometals. However, a relatively slow
formation of radiometal-DOTA complexes at a
temperature  acceptable for monoclonal antibody
radiolabeling represents a serious problem.

The bifunctional monophosphinic acid DOTA
analogue DO3APABN represents a new bifunctional
ligand in which the replacement of an acetic acid arm
with a methylphosphinic acid moiety could accelerate
complex formation between BFC and a radiometal.!
Functionalization of the methylphosphinic acid arm with
the p-aminophenyl moiety enables further conjugation
of the chelator with biomolecules. In this report, we
present the characterization of the !!!In complex with
DO3APABD 4t a tracer level and describe the preclinical
biodistribution characteristics and elimination pathways
of the complex in rats.

Experimental

Radiolabeling

For radiolabeling of DO3APABD with n, to 1 ml
of 103M ligand solution in 0.4M acetate buffer pH 5.5
about 3.7-107 Bq (1 mCi) of '''In corresponding to
100 pl of l“lnCl; solution in 0.04M HCI was added and
subsequently pH was adjusted to pH 5.5 by adding 10 pl
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0.4M NH,OH. After 30-minute incubation, an isocratic
RP-HPLC analysis was carried out on an Agilent 1100
Series liquid chromatograph equipped with a
radioactivity detector and a LiChroCART C18 column
125x4 mm, 5 pm (Merck) with the mobile phase 0.2M
acetate buffer pH 5.5. Radiochemical purity was
confirmed by thin-layer chromatography on ITLC-SG
(silica-gel on glass fibbers) in a 10% ammonium acetate
water solution — methanol (1:1). The fractions from
HPLC were collected and radioactivity in the individual
peaks was concentrated at 80 °C for 3 hours on a SPD
SpeedVac (ThermoSavant) for further HPLC analysis.
Subsequent HPLC analyses were done under the same
conditions as above.

Biodistribution studies in rats

For biological experiments, male Wistar rats
weighing 240-280 g were used. The radio-labeled agent
was dissolved in a saline solution and administered to
animals intravenously at a dose of 10 pg/kg of BW in a
volume of 0.2 ml. At selected time intervals after dosing, a
blood sample was withdrawn from the carotid artery under
ether anaesthesia and the distribution of radioactivity in
different organs, tissues, and systems was analyzed.
Animal experiments were approved by the Ethics
Committee of Charles University, Faculty of Pharmacy.

Results

HPLC studies revealed that the reaction kinetics for
the encapsulation of the radionuclide to the cavity of
DO3APABM was rapid even at a room temperature and
high radiolabeling yields were achieved. In the
preparations of !!'!In-DO3APABR no free '''In was
determined by instant thin-layer chromatography.

Akadémiai Kiado, Budapest
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Fig. 1. HPLC chromatogram of ''In-DO3APAB" in trace level
Table 1. Biodistribution of !''In-DO3APAP" in rats*

Organ S min 60 min 120 min 24h
Blood 0.902 +£0.079 0.083 +£0.045 0.016 +0.001 0.003 £ 0.000
Plasma 1.594 £0.142 0.150 + 0.082 0.029 = 0.002 0.005 + 0.001
Pancreas 0.262 £0.032 0.036 = 0.021 0.009 + 0.002 0.006 + 0.001
Liver 0.176 £ 0.011 0.042 £0.013 0.024 +0.002 0.021 £ 0.002
Adrenals 0.321 £0.042 0.036 = 0.017 0.014 +0.005 0.011 £0.004
Kidney 8.110 £2.249 0.939 = 0.469 0.381 £ 0.067 0.354 £ 0.090
Lung 0.469 £ 0.021 0.062 +0.025 0.017 £0.003 0.006 = 0.001
Heart 0.344 £0.043 0.033£0.018 0.008 +0.001 0.004 £ 0.000
Spleen 0.191£0.016 0.036 + 0.008 0.017 % 0.001 0.019 +£0.003
Stomach 0.273 £0.075 0.154 = 0.087 0.350 + 0.542 0.028 +0.039
Intestine 0.249 £ 0.063 0.404 £ 0.411 0.613+0.217 0.026 +0.015
Colon 0.154 £ 0.034 0.366 = 0.701 0.084 £ 0.106 0.114£0.051
Testes 0.144 £ 0.021 0.030 = 0.016 0.008 +0.001 0.007 £ 0.005
Skin 0.448 £ 0.015 0.057 £0.031 0.015 +0.003 0.007 £ 0.000
Muscle 0.168 £ 0.008 0.019+£0.011 0.004 = 0.001 0.003 £+ 0.000
Thyroid 0.631 £0.050 0.065 = 0.036 0.018 = 0.004 0.010 £0.002
Brain 0.033 +0.007 0.011+0.013 0.002 = 0.000 0.001 = 0.000
Fat 0.279 £ 0.044 0.031+£0.018 0.007 +0.003 0.005 +0.002
Femur 0.215 +0.024 0.077 +£0.031 0.042 = 0.004 0.020 + 0.003

* Data are presented in %D/g + SD (n=35).

HPLC analysis of !!!'In-DO3APAB" showed four
peaks; the last two well separated peaks were collected
(Fig. 1). The corresponding fractions were concentrated
at 80 °C and subjected to a subsequent HPLC analysis
under the same conditions (the results are not presented
here). The analysis showed that the peak 3 from the
previous chromatography was separated into two peaks
with the retention times corresponding to peaks 2 and 3
in the chromatogram of the original preparation. The
peak 4 separated into two other peaks with the retention
times of peaks 1 and 4 in the HPLC analysis of the
original preparation.

A summary of the distribution results obtained after
intravenous administration of the radiolabeled complex
to rats is presented in Table 1. Results indicate a rapid
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decrease in radioactivity concentration in blood and
most organs. The highest radioactivity concentration
was found in the kidney due to the elimination of the
complex through the kidney to urine. No significant
radioactivity accumulation in the bowels was
determined indicating negligible elimination of radio-
activity by the hepatobiliary system. No specific uptake
of radioactivity in other organs and tissues was found.

Discussion

DO3APAB s an analogue of DOTA in which one
pendant arm contains a methylphosphinic acid moiety
bound to one of the nitrogen atoms. It has been shown
that such substitution with the phosphorus acid moiety

168



Milos Petrik — Disertacni prace

Prilohy

A. LAZNICKOVA et al.: LABELING OF A BIFUNCTIONAL MONOPHOSPHINIC ACID DOTA ANALOGUE WITH '''In

leads to a significantly faster exchange rate of the
coordinated water molecule in their gadolinium(III)
complexes in comparison with an analogous complex of
DOTA.!2 For this reason the gadolinium(III) complex
of DO3APABN is 3 promising synthon for the synthesis
of new contrast agents for Magnetic Resonance
Imaging.?

DOTA is also widely used in nuclear medicine to tag
radiometals to  receptor-specific  peptides  and
monoclonal antibodies for cancer imaging and
treatment.* A slow rate of complex formation between
DOTA and a radiometal is the main obstacle for the use
of the ligand for radiolabeling of monoclonal antibodies
as it is impossible to carry out the chelating reaction at a
higher temperature (over 45 °C). A possible route to
solve the problem is to design a chelator that is able to
encapsulate radiometal ions more rapidly than H;DOTA
and, in addition, the resulting complex is sufficiently
thermodynamically stable to ensure safe human
application; DO3APABY being a potential candidate in
this field.

For radiolabeling of DO3APABN carrier-free !!1In
was used. This radionuclide has a half-life of 67 hours
and decays by electron capture with associated gamma-

Fig. 2

ray emissions at 173 and 247 keV. !'!In is readily
available commercially and has been widely used to
label target-specific biomolecules for imaging studies.
The complex formation between !!!'In and DO3APABn
was studied at a tracer level as only a limited amount of
radiolabeled bioactive molecules (receptor-specific
peptides or monoclonal antibodies) can be injected to
patients due to their possible undesired pharmacological
and/or toxic side effects. Surprisingly, the HPLC
chromatograms of the preparation showed four peaks on
the radioactivity records at longer retention times, To
check such behavior at higher overall concentrations, the
same experiments were carried out with inactive indium
labeled with !!'In. They showed that the peak separation
became less pronounced and mutual peak intensity was
changed with higher concentration of the complex. This
observation can be tentatively explained by creating a
new chiral centre on phosphorus atom of the
phosphinate group after coordination of the moiety to
the metal ion. The combination of the phosphorus-based
chirality with the chirality common in the complexes of
DOTA with trivalent metal ions (given by conformation
of the chelate rings and the direction of the pendant arm
rotation®) leads to four diastereoisomers (Fig. 2).
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. Proposed structures of diastereoisomers of ' In-DO3APAB" (labeling m and M mean chirality based on DOTA skeleton (5)

and R” and S¥ mean configuration on phosphorus atom)
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Such diastereoisomers of !!In-DO3APABM may be
separated by isocratic reverse-phase HPLC chromato-
graphy under radiochemical conditions at a tracer level.
To get more inside into the phenomenon, we collected
fractions corresponding to the peak 3 and 4 of the
original preparation. The solvent was concentrated at
high temperature what should lead to, at least partial,
isomerization. Indeed, the subsequent HPLC analysis
showed that another peaks are present in the
chromatograms. Such behavior supports the hypothesis
that mixture of diasteroisomers of the complex was
present in the original preparation. At macroscopic level,
mixture of such isomers was observed for lanthanide(I1I)
complexes of the ligand by multinuclear NMR. !

Direct evidence for such conclusion would, however,
require further studies and an employment of different
experimental approaches; but most of them are hardly
useful at a tracer level used in the present work.

Biodistribution studies in rats showed rapid
elimination of radioactivity from the blood and other
organs and tissues after intravenous administration of
1H1n-DO3APABN. The results were similar to that after
1 n-DOTA dosing. In rats no specific accumulation of
radioactivity in individual organs and tissues after !!1In-
DO3APABN was determined. An introduction of a
phosphorus acid group to the chelator could enhance its
affinity to the bones which can result in a risk of
radiotoxic side-effects (namely bone-marrow
radiotoxicity). There has been known for a long time
that phosphonates, mainly bis(phosphonates), have a
high afinity to bone matrix (hydroxyapatite).® The levels
of radioactivity in the bone after ''In-DO3APABN were,
however, satisfactorily low. The main elimination
pathway of the chelate was urine excretion, mostly by
the mechanism of glomerular filtration. The results
indicate that DO3APABD represents a promising
bifunctional complex for radiolabeling of target-specific
biomolecules with radiometals.
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Biodistribution studies in rats showed a rapid time
decrease in radioactivity from blood and most other
organs of animals. The elimination pathway was
radioactivity excretion by the kidney to urine. No
specific accumulation of radioactivity in organs and
tissues of animals is preferable for a possible use of the
complex for radiolabeling of receptor-specific peptides
and monoclonal antibodies. In case the chelator-
radiometal complex is cleaved from the biomolecule in
the body, a rapid elimination of break-down products to
urine is preferable to minimize the radiation dose to non-
target organs and tissues.

In conclusion, the results presented here showed that
the '"'In-DO3APABY complexes behaves similarly to
complexes of other DOTA-like ligands and the ligand is
suitable for a conjugation to targeting bioactive
molecules.

The study was supported by the grants of the Grant Agency of
Charles University (No. 405/2004 and 423/2004) and the Grant
Agency of the Czech Republic (No. 203/03/0168).
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11]n-labeled CCK-2/gastrin Receptor-specific Peptides in Rats
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Abstract. Background: Due to their high CCK-2/gastrin
receptor  selectivity, high affinity, and rapid background
clearance, radiolabeled minigastrins (MG) are emerging as
promising new tools in the diagnosis and therapy of CCK-
2/gastrin  receptor-positive  tumors. In  this study, the
pharmacokinetic profile, particularly the excretion mode, of two
Hjp.labeled minigastrins was compared in rats. The first tracer,
My MG-0 is based on (D)Glu!-MG, while the second, '!'In-
MG-11, is its des-(Glu) s-derivative, expected to be less retained
in renal tissue. Materials and Methods: The fate of " In-MG-0
and "M In-MG-11 in the body of rats was investigated during
biodistribution and bioelimination experiments, while the
respective elimination parameters were determined in perfused
rat liver and kidney models. Results: During biodistribution both
compounds were rapidly cleared from the blood and most non-
target organs whereas activity levels in the bowel and stomach
declined slowly. The overall contribution of hepatobiliary
excretion of " In-MG-0 and "' In-MG-11 was relatively small.
In the perfused rat liver their elimination into the bile was
negligible. In contrast, renal excretion was the major excretion
pathway for both analogs, mainly via glomerular filtration.
However, kidney levels were substantially higher and retention
was more prolonged in the case of 1!Un-MG-0 as compared to
. MG-11. Conclusion: The presence of the (Glu) s-chain in
T m-MG-0 appears to be implicated in the prolonged
radioactivity retention in the kidney of rats.

Correspondence to: Prof. F. Trejtnar, Ph.D., Charles University in
Prague, Faculty of Pharmacy, Heyrovskeho 1203, CZ-500 05
Hradec Kralove, Czech Republic, Fax: +420 495067170, e-mail:
trejtfr@faf.cuni.cz

Key Words: Gastrin analogs, radiopharmaceuticals, pharmaco-
kineties, renal handling, radiodiagnosis in oncology.
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The somatostatin analog "''In-DTPA-octreotide (Octreoscan®)
is used nowadays in the diagnosis of somatostatin receptor-
positive neuroendocrine (1-3). In addition to
somatostatin receptors, other peptide receptors also seem to be
clinically relevant targets in the diagnosis and therapy of
malignant tumors. The cholecystokinin (CCK) receptor is
recently regarded as another potentially useful target for
nuclear oncology applications (2, 4). Cholecystokinin receptors
comprise two distinct subtypes: the CCK-1 and the CCK-
2/gastrin receptor subtype (4, 5), characterized by their different
binding affinity toward known agonists and antagonists (6, 7).
The CCK-1 receptors have been identified in normal tissues,
such as in the smooth muscle of the gallbladder and of the
sphingter of Oddi, the pancreatic acini and the brain (4, 8, 9).
With some exceptions, CCK-1 receptors are rarely expressed in
human tumors (10). CCK-2/gastrin receptors have been found
on gastric parietal cells, gastrointestinal smooth muscle cells, in
the brain, and in selected areas of the kidney (4, 6, 7). CCK-
2/gastrin receptors have also been shown to be expressed in
medullary thyroid cancers (MTC), small cell lung cancers
(SCLC), stromal ovarian cancers, astrocytomas (11-13) and in
several other types of human tumors (14, 15).
Radiopharmaceuticals developed for the targeting of
CCK-2/gastrin receptor-positive tumors with "In and
therapeutic radionuclides, such as %y, are ecither
minigastrin (16, 17), or non-sulfated CCK octapeptide
(CCK-8) derivatives linked to diethylenetriaminepentaacetic
acid (DTPA) or 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-N,N",N”,
N’"-tetraacetic acid (DOTA) (18). ®MTc-labeled [(D)
Glu!l]MG analogs modified with acyclic tetraamines were
proposed for the CCK-2/gastrin receptor-targeted diagnosis
of human MTC (19). Pilot clinical studies demonstrated that
the majority of primary and metastatic MTC lesions can be
visualized by CCK-2/gastrin receptor scintigraphy (16, 17,
19-21). In addition, CCK-2/gastrin receptor-targeted

tumors
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radiotherapy of MTC using radiolabeled minigastrin was
reasonably successful in a small number of patients (16, 17,
20). However, the high radiation dose to the kidney due to
the prolonged renal retention remains a major concern and
minigastrin analogs with reduced renal retention need to
become available. Although premedication with
polyglutamate chains of at least 5 glutamic acid residues was
showed to effectively reduce the undesirable renal
accumulation of radiolabeled minigastrins in mice (22), the
effectiveness of this strategy in human has not vet been
proven. In a study on the effects of charge and (Glu) x chain
length in a library of " n-DTPA-(D)Glu'-minigastrins on
renal retention, biokinetics and CCK-2/gastrin receptor-
targeting capacity, '"'In-MG-11, altogether lacking the
(Glu)s-chain of minigastrin, emerged as the agent of choice
for further clinical validation (23).

In the present work, the pharmacokinetic profile of 1In-
DTPA-(D)Glu'-minigastrin (11!In-MG-0) was compared with
that of the newly proposed truncated analog !'In-MG-11 in
healthy rats. Special attention has been paid to the renal
handling of these two analogs, which are predominantly
excreted via the kidneys. The study includes biodistribution
and bioelimination experiments in rats as well as experiments
employing perfused rat liver and kidney models.

Materials and Methods

Radiolabeling and radiochemical analysis. Minigastrin 0 (MG-0,
DTPA-D-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-
Phe-NH;) and minigastrin 11 (MG-11, DTPA-D-Glu-Ala-Tyr-Gly-
Trp-Met-Asp-Phe-NH;) were prepared as reported elsewhere (23).
Polyfructosan (INUTEST) (Laevosan, Linz, Austria) was used as
a marker of glomerular filtration rate and the sodium salt of
bromosulfophthalein as a marker of the liver function. All other
chemicals were of analytical grade and were purchased from
Sigma-Aldrich Co. (Steinheim, Germany).

To 10 ul of peptide solution (1 pg/ul in 0.5M acetate buffer pH
5.4), 20 pl of 0.5 M acetate buffer (pH 5) was added together with
the same volume of ~40 MBq "'InCl; in 0.04 M HCI (Amersham,
UK). After 30 min incubation at room temperature, HPLC analysis
on a Pharmacia LKB system efficient with a LichChroCart RP C18,
125 mm x 4 mm (5 pm) column (Merck, Darmstadt, Germany) was
carried out using the following mobile phases: 0.01 phosphate
buffer pH 6.5 (phase A) and acetonitrile (phase B). Elution
gradient during analysis was as follows: 0-5 min 0% B; 5-35 min 0-
30% B; 35-55min 30% B at a flow rate of 1 ml/min. Radiochemical
purity of the peptides was always higher than 98%.

Distribution and elimination studies in vivo. Male Wistar rats
weighing 200-220 g were used for the experiments. The tracers
were administered into the tail vein in a volume of 0.2 ml (approx.
1 pg/kg of body weight; activity 0.5-1 MBq/kg). At the selected time
interval (5 min, 1 h, 2 h, 24 h or 48 h) post injection (pi), a blood
sample was collected in a glass tube containing dry heparin. After
exsanguination, selected organs were removed to determine the
distribution of 111In activity with time. For bioelimination studies,
radiopharmaceuticals were administered as described above and
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each animal was placed in a separate glass metabolic cage. Urine
and faeces were collected at 2 h (urine only), 24 h and 48 h pi. Rats
were compelled to empty their urinary bladders by handling
(immobilization).

The Ethical Committee of the Faculty of Pharmacy of Charles
University, approved the protocols of animal experiments. These
protocols were pursued in accordance with the directive of the
Ministry of Education of the Czech Republic.

Rat kidney perfusion. Male Wistar rats weighing 280-320 g were
used for perfusion experiments, as described elsewhere (24). In
brief, the kidney was perfused with 100 ml Krebs-Henseleit
solution containing 6% bovine serum albumin, 5-6% washed rat
erythrocytes and a mixture of amino acids and metabolic
substrates. The perfusion was performed under a recirculation
regimen at a constant arterial pressure. The agents under study
were added into the perfusion system as a bolus (0.2 pg).
Polyfructosan was used to determine the glomerular filtration rate.
Concentrations of polyfructosan in the perfusate and the urine
were measured colorimetrically (25). The elimination profiles in
the perfused rat kidney were characterized on the basis of total
renal clearance (urinary activity x volume of urine/activity in
perfusate) and filtration clearance (= elimination rate due to
glomerular filtration) calculated as follows: glomerular filtration
rate x free fraction of the agent in the perfusate. Radioactivity in
the kidney and ratio of kidney to perfusate radioactivity at the end
of the perfusion were also calculated

Rat liver perfusion. The recirculation perfusion study was
performed as described elsewhwre (26). Under pentobarbital
anesthesia, the bile duct and the portal vein of the rat were
cannulated. The blood was washed out from the liver with Krebs-
Henseleit buffer (pH 7.4 with glucose) via the inferior vena cava
and the perfusion medium (oxygenated Krebs-Henseleit buffer,
pH 7.4, supplemented with 10 mM glucose, 4% BSA and 10%
washed bovine erythrocytes) was infused into the portal vein. The
flow of the perfusate medium was kept at 25 ml/min and the
radiotracer was added to a reservoir. The experiment was
performed for 90 min after drug administration and samples from
the inflow and outflow perfusate and bile were collected
throughout the experiment. Hepatobiliary clearance was
calculated as the activity of the agent eliminated into the bile per
min/the activity in 1 ml perfusate. In all experiments, 111In activity
in collected samples was measured in a 1480 Wizard 3 gamma-
spectrometer (Wallac, Finland) and related to appropriate
standards.

Results

Distribution and elimination studies in rats. Cumulative data
of "11n-MG-0 and '"'In-MG-11 biodistribution in the rat
are summarized in Table I and II, respectively, and are
expressed as % injected dose/organ (% ID/organ) and as %
injected dose/g (% ID/g) for the 5 min, 1, 2, 24 and 48 h pi
time intervals. Both tracers were rapidly cleared from blood
via the kidneys and the urinary system. However, 1In-MG-
11, lacking the Glus-sequence, was more rapidly excreted
into the urine with only a small part of the radioactivity
retained in renal tissue (<2.0% at 1 h pi). In contrast, non-
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Table 1. Distribution of 111In-MG-0 in rats (mean+85D, n=4).
5 min 1h 2h 24h 48 h
% injected dose in whole organ (% ID/organ)
Liver 1.845+0.882 0.287+0.171 0.105£0.021 0.074%0.004 0.070=0.008
Stomach 1.310+0.575 0.964+0.329 0.606=0.215 0.380+0.034 0.209+0.024
Intestine 2.191+0.884 4.080+6.884 1.604+1.702 0.412=0.272 0.085=0.029
Colon 1.102x0.462 0.207x0.096 0.051x0.017 3.513+1.229 0.762=0.292
Kidney 32.414x11.105 47.039+26.550 31.453£3.418 33.542+2.678 29.581+5.048
Lung 0.818+0.341 0.106x0.071 0.016=0.008 0.006x0.003 0.005+0.001
Heart 0.363£0.172 0.031+0.013 0.005x0.002 0.002+0.000 0.002+0.001
% injected dose per g (% ID/g)
Blood 1.341+0.638 0.114+0.064 0.010£0.004 0.001=0.000 0.001=0.000
Stomach 0.7050.312 0.468+0.068 0.300=0.121 0.219+0.033 0.126=0.021
Liver 0.284+0.136 0.045x0.024 0.018+0.004 0.012x0.002 0.011+0.001
Pancreas 0.415%0.185 0.058+0.027 0.012+0.003 0.009£0.002 0.006+0.003
Adrenals 0.451£0.183 0.242+0.242 0.016=0.004 0.010=0.009 0.007£0.007
Kidney 19.224+7.681 26.428+14.632 18.507+2.316 20.358+1.040 17.336+2.086
Thyroid 0.873+0.403 0.080%0.032 0.009=0.008 0.003=0.004 0.003+0.005
Muscle 0.264+0.130 0.028=0.018 0.004=0.001 0.002+0.001 0.001+0.000
Table I1. Distribution of 11In-MG-11 in rats (mean=5D, n=4).
5 min 1h 2h 24h 48 h
% injected dose in whole organ (% ID/organ)
Liver 1.447+0.142 0.186+0.032 0.101x0.016 0.069=0.008 0.057+0.007
Stomach 1.519+1.569 0.261x0.069 0.196=0.056 0.116=0.018 0.291+0.461
Intestine 2.777+1.969 0.487x0,092 0.569+0.172 0.150=0.054 0.040+0.023
Colon 0.967+0.137 0.119+0.003 0.049=0.019 3.189+2.406 0.678+0.497
Kidney 12.281+8.745 1.932+0.254 1.660£0.110 1.472+0.087 1.386%0.097
Lung 0.698%0.055 0.085+0.039 0.024=0.014 0.005=0.001 0.004+0,001
Heart 0.245+0.142 0.028+0.008 0.005+0.001 0.002+0.000 0.001£0.000
% injected dose per g (% ID/g)
Blood 0.993+0.043 0.076x0.015 0.010+0.003 0.001+0.000 0.000+0.000
Stomach 0.575+0.446 0.124+0.032 0.083+0.027 0.065+0.014 0.125+0.174
Liver 0.218+0.011 0.028+0.003 0.015=0.002 0.010=0.002 0.009+0.001
Pancreas 0.323+0.021 0.038x0.005 0.011+0.001 0.007+0.001 0.0060.000
Adrenals 0.307+0.034 0.037+0.006 0.013+0.003 0.003=0.003 0.005+0.004
Kidney 7.043+4.910 1.105£0.187 0.893x0,106 0.838+0.089 0.823+0.082
Thyroid 0.707£0.015 0.050+0.029 0.012+0.004 0.007+0.002 0.003+0.002
Muscle 0.192+0.015 0.018+0.006 0.0030.001 0.002+0.001 0.002£0.000

truncated 11In-MG-0 showed high uptake and prolonged
retention in the rat kidney with ~30% ID still detected in
renal tissue at 48 h pi.

Fast uptake of both minigastrins in the stomach (known
to naturally express CCK-2/gastrin receptors) was evident as
soon as 5 min pi. However, 111In-MG-11 was quickly lost
from the stomach while the decrease of stomach
radioactivity was slower in the case of 11In-MG-0. In CCK-
1 receptor-positive organs (e.g. pancreas) and in CCK-
2/gastrin receptor-negative organs (e.g. adrenals, heart)

radioactivity values paralleled blood clearance. The
radioactivity detected in the small and large intestine after
injection of both analogs was attributed to minor excretion
via the gastrointestinal tract. The uptake in all other organs
and tissues studied (spleen, testes, brain, femur, skin,
abdominal fat) remained below 0.5% ID at all time
intervals. From the radioactivity concentration values (%
ID/g values in Table I and II) high and prolonged uptake
was evident in the kidneys and stomach for both
compounds. Thyroid uptake, an important factor of the
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Table I Cumulative excretion (% injected dose) of 111 In-MG-0 and 111n-MG-11 after i.v. administration in rats (mean=58D, n=4).

Compound 2h 24 h 48 h

Urine Faeces Urine Faeces Urine Faeces
n-MG-0 53.88+4.81 - 57.09+5.52 3.42+1.69 59.05+4.68 4.76+1.02
Hln-MG-11 78.2247.99 - 80.54+6.96 4,86+3.09 80.96+6.81 6.48+3.72

Table IV. Excretion and retention data of 111In-MG-0 and 111In-MG-1] in perfused rat kidney (values are means=5D, n=4).

Compound Renal clearance Free fraction Filtration clearance Radioactivity of the kidney ~ Kidney-to-perfusate ratio at
(ml/min/g) in perfusate (ml/min/g) at the end of the the end of the perfusion
perfusion (% dose)
HIp-MG-0 0.418x0.034 0.523+0.022 0.358+0.049 13.4%09 20.6£2.0
Mp-MG-11 0.599+0.033 0.829+0.089 0.612:+0,082 2.0+0.4 3.2+0.4

feasibility to image primary MTC in the thyroid, although
initially substantial, declined very rapidly thereafter.
Cumulative excretion data in rat urine and faeces during the
48 h span is presented in Table TII. Urine excretion was the
main  elimination pathway for both !n-labeled
minigastrins and most of the radioactivity was eliminated
during the first 2 h. It is worth noticing that the percentage
of radioactivity found in the urine was markedly higher for
MIn-MG-11 as compared with !1'[n-MG-0.

Rat kidney perfusion. The renal clearance parameters and
the accumulation characteristics of 1''In-MG-0 and '11n-
MG-11 in the perfused rat kidney along with their free
[ractions in the perfusate are presented in Table TV. No
significant differences in the renal clearance values were
found during 60 min of perfusion. From the corresponding
renal elimination characteristics, it is apparent that !'[n-
MG-0 was more slowly filtered in the glomeruli than 11[n-
MG-11, despite its significantly higher accumulation in
renal tissue.

Rat liver perfusion. Rat liver perfusion experiments revealed
that the excretion rate by the liver into the bile was very low
for "HIn-MG-11 and negligible for ' In-MG-0 (Table V).
Liver-to-perfusate ratios at the end of perfusion experiments
were relatively low for both agents and indicated that they
were little accumulated in liver cells.

Discussion
Radiolabeled CCK- or gastrin-peptide analogs have been

proposed as potential diagnostic or therapeutic drugs
against CCK-2/gastrin receptor-expressing tumors, such as
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Table V. Excretion parameters of 111in-MG-0 and 11In-MG-11 in
perfused rat liver (values are means+5D, n=4).

Compound Bile clearance of Liver-to-perfusate ratio
the peptide (ml/min)  at the end of the perfusion

n-MG-0 0.0002£0.0001 0.253%0.109

H1n-MG-11 0.0034:£0.,0008 0.200+0.016

MTC or SCLC (16-23). Previous studies have revealed the
impact of a (Glu)s-sequence in radiolabeled minigastrins on
the prolonged radioactivity retention in the kidneys of
experimental animals and patients (22, 23). As a result, the
anionic pentaglutamate sequence of minigastrins leads to
unfavourably high radiation doses to the kidney. This
disadvantage seems to be compensated for, by the higher
CCK-2/gastrin receptor targeting capacity of minigastrins
both in vitro and in vivo versus the respective CCK analogs.
In the present study, we compared the distribution and
elimination profile in rats of two such 'In-labeled peptide
analogs derived either from minigastrin, In-MG-0, or
from des-(Glu)s-minigastrin, "'1In-MG-11. The latter was
recently selected from an !'In-labeled DTPA-(D)Glu!-MG
library as the agent of choice for CCK-2/gastrin receptor-
targeted tumor scintigraphy because it combines high
affinity binding to the receptor with low uptake and
retention in the kidneys of experimental animals (23).

Our results from the distribution and elimination studies
in rats conducted in the present work confirmed the findings
from previous reports. Thus, we were able to observe higher
uptake and longer retention of 11In-MG-0 in the CCK-
2/gastrin receptor-rich stomach in comparison with 1!In-
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MG-11. Although both tracers were excreted from blood
and non-target tissues vie the kidneys and the urinary
system, they differed significantly in the amount of
radioactivity accumulated in the kidney. Renal radioactivity
levels of <2% ID at 1 h pi declined to 1.4% ID at 48 h pi
for the des-(Glu)s analog, Hn.MG-11. Conversely, in the
case of '1In-MG-0, nearly 30% ID levels were still detected
in renal tissue at 48 h pi. These findings were corroborated
by results from experiments in perfused rat kidney. Thus,
renal retention of 1'In-MG-0 at 60 min perfusion was
several times higher in comparison with ™In-MG-11.

It is generally accepted that tubular reabsorption is
responsible for the renal uptake of peptides (27-28). The
mechanism of renal accumulation is usually explained as a
process including several transport and metabolic steps. The
accumulated radiolabeled compounds are primarily filtered
in the glomeruli and subsequently partly reabsorbed into the
cells of proximal tubules. Thereafter, the agents are
transferred into lysosomes by means of pinocytosis wherein
they are degraded by proteolytic enzymes. Most often,
breakdown products, namely radiolabeled chelate-
conjugated amino acids, cannot leave the lysosomes and
remain trapped in the proximal tubular cells.

In the rat kidney perfusion model, we found differences in
the total renal clearance rates as well as in the glomerular
filtration clearance rates between non-truncated and
truncated minigastrins. This difference was attributed to the
different degree of radiotracer binding to plasma proteins
found in the applied perfusate. The filtration clearance of
both tracers was not significantly different from their total
renal clearance. This means that the radiotracer amount
filtered in the glomeruli is practically the same as the amount
excreted. The decisive renal excretion process for both
peptides seems to be glomerular filtration. It should be noted
that the filtration clearance of 'In-MG-0 was lower than the
total renal clearance, consistent with a partial secretion of this
agent in the renal tubular system. However, the difference
between these clearance values was not significant. Moreover,
tubular secretion has so far been shown only for smaller
peptides, such as 99mTe labeled tetrapeptides (24).
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a-MSH

ACN

BFC

BM

CCK

CDTA

CNS

Cys

DOTA, H4dota
DOTAGA

DNA
DTPA
EDDA
EDTA
EDTMP
EZ

FDA
FDG

GH

Gly

GRP
HPLC
HYNIC
ICI

lgG
ITLC-SG
IP

MeOH
p-NCS-Bz-DOTA

PACAP
PA-DOTA

o - melanocyty stimulujici hormon

acetonitril

bifunkéni chelata¢ni ¢inidlo, bifunkéni chelator

biologicky aktivni molekula, biomolekula

cholecystokinin

cyklohexandiamintetraoctova kyselina

centralni nervovy systém

cystein

tetraazacyklododekantetraoctova kyselina
1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1-glutarova kyselina-4,7,10 triocto-
va kyselina

deoxyribonukleova kyselina

diethylentriaminpentaoctova kyselina
ethylendiamindioctova kyselina

ethylendiamintetraoctova kyselina
ethylendiamintetramethylenfosfonat

elektronovy zachyt

americky ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
BF_fluordeoxy-D-glukoza

rastovy hormon

glycin

gastrin uvolnujici peptid

vysokoucinna kapalinova chromatografie
hydrazinonikotinova kyselina

jodmonochlorid

imunoglobulin G

instantni tenkovrstva chromatografie na sklenénych mikrovlaknech
izomericky pfechod

metanol
(2-(4-isothiokyanatobenzyl)tetraazacyklododekantetraoctova
kyselina

peptid aktivujici hypofyzarni adenylat cyklazu
R-[2-(4-aminofenyl)-ethyl|tetraazacyklododekantetraoctova

kyselina
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PC
PET
PVDF
RC
RP-HPLC
RTG
SEC

SP

SSTR
TETA
TFA
TLC
TSH
UV-VIS
VIP

VK

papirova chromatografie

pozitronova emisni chromatografie

polyvinylidenfluorid

radiochemicka &istota

vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverznich fazich
Roentgenovo zéteni

gelové permeacni chromatografie, gelova chromatografie
substance P

somatostatinové receptory
tetraazacyklotetradekantetraoctova kyselina
trifluoroctova kyselina

tenkovrstva chromatografie

hormon §titné zlazy

spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti
vazoaktivni intestinalni peptid

vnitini konverze
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