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1 Uvod

Y Vv

v klinické medicing. Podle udaji Ceské onkologické spole¢nosti postihne v soudasné
dob¢ urcitd forma nadorového onemocnéni vice nez tretinu populace a kazdy ctvrty ve
vyspélych zemich na rakovinu umira.! Z tohoto diivodu jsou velice cenné védecké prace
informujici o dil¢ich Gspésich v diagnostice a 1é¢b¢ tohoto onemocnéni.

Krom¢ dnes jiz standardné vyuzivanych diagnostickych (CT, magneticka
rezonance, ultrazvuk) a terapeutickych (chirurgicky zakrok, chemoterapie, externi
ozafovani) metod se jevi velice perspektivné neinvazivni postupy vyuzivajici potencialu
nékterych latek specificky se kumulovat v nddorovych strukturdch. Mezi tyto latky se fadi
také receptorové specifické peptidy a monoklonalni protilatky. Jejich cilenda nadorova
lokalizace je zaloZena na skuteCnosti, Ze hustota peptidickych receptori, ptipadné hustota
specifickych antigenil je u nékterych typli nddort podstatné vyssi nez u zdravych tkéni.
Radioaktivni znaceni receptorové specifickych peptidi a monoklonalnich protilatek
vhodnymi radioizotopy umoziuje jak diagnostickou identifikaci a lokalizaci, tak terapii
disponovanych malignit. Hlavni prednosti vyuziti téchto radiofarmak pted ostatnimi
zminénymi zobrazovacimi a lé€ebnymi technikami spo¢ivd v mozZnosti diagnostikovat a

1éc¢it 1 velmi malé dislokované metastatické nadory.

Ale ani tyto metody nelze oznacit za bezproblémové. Aplikace radioaktivné
zna¢enych monoklonalnich protilatek a receptorové specifickych peptidi mize byt
spojena s vyskytem nezadoucich ucinkd souvisejicich s jejich kumulovanim v jinych nez
nadorovych tkéanich. PfedevS§im agresivni zafeni radionuklidii uZivanych pii nadorové
terapii miize byt pficinou zavaznych radiotoxickych uc¢inkld. Mezi tyto neZadouci efekty
se konkrétné u radioaktivné znacenych peptidii a fragmentd monoklonalnich protilatek
fadi radionefrotoxicita zplsobend casteCnou reabsorpci vyluCovanych radiofarmak
V ledvinach. Riziko nefrotoxického tuc¢inku limituje davku podavaného radiofarmaka,
kterd je nutnd k efektivni radioterapii nadorového onemocnéni. Z tohoto divodu je
naprosto opodstatnénd snaha objasnit mechanismus vychytavani radioaktivné znacenych
peptidd/monoklonalnich protildtek v ledvinach, ptfipadné se pokusit inhibovat tento
renalni transport tak, aby davka radiofarmaka mohla byt aplikovana v potifebné velikosti

pro zniceni naddorové tkané pii zpisobeni minimalnich nezddoucich ucinki.




2 Radiofarmaka v nuklearni mediciné

Nuklearni medicina je podle definice Ceské spole¢nosti nukledrni mediciny
klinickym oborem zabyvajicim se diagnostikou a lécbou pomoci otevienych
radioaktivnich zafi¢h ve formé radiofarmak.? Naopak radiofarmaka Ize definovat jako
1é¢iva, ktera diky pfitomnosti radioaktivnich isotopt (radionuklid) umoziuji realizovat
hlavni cile nuklearni mediciny. Mezi tyto cile patii posuzovani klinického stavu, funkce a
morfologie organt a tkani in vivo (¢lovéka nebo zvitete), 1é¢ba a laboratorni diagnostika
imunoanalytickymi metodami.> Radiace je hlavni a neodmyslitelnd vlastnost

radiofarmak.®
Metody nukledrni mediciny vyuzivajici radiofarmaka se dnes v tad€ ptipadi
spolupodileji na urceni nebo zptesnéni diagnozy celé fady patologickych stavii, poptipadé

mohou byt vyuzity k jejich terapii.
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3 Radiofarmaka v onkologii

Svou nezastupitelnou roli maji radiofarmaka v onkologii pfi diagnostice a 1é¢bé

nejruzngjSich malignich procest.

) L. ) . , i i s 1o A5
Hlavni obecné indikace k radionuklidovému zobrazovani nadoru jsou:

primarni detekce nadoru

— stanoveni jeho stadia (staging) a piipadnych metastdz pfed zvolenim terapeutické

strategie
— sledovani nemocnych (follow-up) s nadorem béhem a po terapii

— oveéfeni akumulace radiofarmaka v tumoru pfed podanim radiofarmaka

s terapeutickym efektem
— vyuziti k ur€eni prognozy onemocnéni

— urceni mista pro punk¢ni biopsii

Radionuklidy putsobici svym ionizacnim zafenim na nadorovou tkan jsou
pouzivany k pfipraveé radiofarmak urcenych k terapii.

Vyuziti radionuklidi k zobrazovani a popiipad€ k terapii nadorG je spojeno
s nutnosti akumulace radiofarmaka v nadorové tkani, ke které muize dochazet nékolika
zpusoby. Nespecifickd radiofarmaka se akumuluji v naddorech mnoha rlznymi
mechanismy (napf. zvySenou afinitou znacenych bilkovinnych nosici k nadorim,
zvySenou permeabilitou cév a podobné€). Radioimunoscintigrafie a radioimunoterapie
vyuziva schopnosti radionuklidy znacenych protilatek nebo jejich fragmentl navazat se
na nadorové antigeny. Nckterd radiofarmaka jsou vychytdvana fyziologickymi
mechanismy, a umoziuji tak zobrazeni t&chto tkani (**'1 v diferencovanych karcinomech
Stitné Zlazy). V mnoha nadorech byla zjiSténa pfitomnost velké hustoty receptort, které
po navazani vhodnych ligandii umoziiuji scintigrafické zobrazeni nadoru.”

V soucasné dobé dochdzi diky intenzivnimu vyzkumu novych radiofarmak
k pfechodu od neselektivné pisobicich k vysoce selektivnim. Tato selektivni
radiofarmaka umoziuji akumulaci radionuklidd v cilené tkani ve vy$si koncentraci nez
v okolnich organech.” Mezi tato radiofarmaka patii také radioaktivng znacené protilatky a

radioaktivné znacené peptidy.
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4 Radioaktivné znac¢ené monoklonalni protilatky

4.1 Charakteristika monoklonalnich protilatek

Protilatky, obecné€, jsou imunoglobuliny (Ig) tvofené invivo jako odpovéd na
vyskyt antigenu, na ktery se specificky vazi a vytvari komplex antigen-protilatka. Béhem
imunitni odpovédi jsou syntetizovany a vyluCovany plazmatickymi buikami,
diferencovanymi B-lymfocyty. Monoklonalni protilatky se lisi od polyklonalnich svou
specifitou ke konkrétnimu antigenu. Molekula protilatky ma tvar pismene Y a je tvofena
dvéma identickymi tézkymi a dvéma identickymi lehkymi polypeptidickymi fetézci, které
jsou kovalentné¢ spojeny disulfidickymi vazbami. Na lehkych i tézkych fetézcich se
vyskytuji useky (domény), které se mohou lisit (V — variable), a useky, které jsou
konstantni pro protilatky dané¢ho Zivoéisného druhu (C — constant). Kazda V-doména se
skladd ze tfi hypervariabilnich oddili, které urcuji antigenni specifitu protilatek
(komplementarity determining regions — CDRs). Jednotka tvofena VL-VH (variabilni
useky lehkého a tézkého fetézce) se oznacuje F, protiladtky a je zodpoveédna za vazbu

antigenu, konstantni usek oznaceny Fje zodpovédny za imunitni odpovéd’ organismu. >8

Obrazek 1 Molekularni struktura protilatky a fragmenti protilatek ziskanych po enzymatickém

$tépeni. Useky ozna¢ené CH1, CH2, CH3 jsou konstantni tiseky téZkého Fetézce, VH je variabilni isek

lehkého Fetézce. CL a VL jsou konstantni, respektive variabilni useky lehkého fetézce. °
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4.1.1 Mysi monoklonalni protilatky

Mysi monoklonalni protilatky (oznaCované v generickém nazvu koncovkou
»-momab*) se ziskdvaji imunizaci mysi vhodnymi antigeny, které zpiisobi tvorbu
protilatek. Organismus muze reagovat na podani takto ziskanych MoAbs (jde o cizorodé
bilkoviny) tvorbou vlastnich protilatek (tzv. HAMA — Human Anti-Mouse Antibodies).
Tato reakce se objevuje az u 10 % nemocnych, kterym jsou mySi MoAbs aplikovéany. Pti
opakovanych vysetfenich mize tvorba HAMA znehodnotit vySetfeni, popi. zpusobit

anafylaktickou reakci. " *°

Jako soucasné vyuzivaného zastupce této skupiny protilditek Ize zminit

ibritumomab - Zevalin®.!

4.1.2 Chimerické a humanizované protilatky

Ve snaze zcela eliminovat imunitni odpovéd organismu jsou vyuZivany
rekombinantni technologie, pomoci nichz dochazi k vyméné ciziho (mysiho)
konstantniho iseku F; MoAbs za lidsky (tzv. chimerické protilatky oznacované piiponou
»-Ximab“) nebo v€lenéni mysi hypervariabilni domény CDR do struktury lidského IgG

. . s y L 7,10
(humanizované protilatky oznacované ptiponou ,,-zumab*).

Jako klinicky piiklad chimérické protilatky lze uvést rituximab - Mabthera® nebo
cetuximab - Erbitux®, piikladem humanizované monoklonalni protilatky je transtuzumab

- Herceptin® nebo bevacizumab - Avastin®.**

Pro kompletnost je tfeba zminit, ze Cisté lidské protilatky pouzivané v klinické

D, . o, . i ®y 11
praxi maji ve svém generickém nazvu koncovku ,,-mumab® (panitumumab - Vectibix®).

4.1.3 Fragmenty protilatek

Nevyhodou velkych molekul MoAbs (50 000 — 150 000 Da) je pomala extravasace,
coz snizuje dostupnost pro cilové antigeny. Rozstépenim molekuly imunoglobinu pomoci
vhodnych specifickych proteolytickych enzymi 1ze ziskat mensi fragmenty s variabilnimi
useky (F(ab'), nebo Fab’). Tyto fragmenty jsou mensi, rychleji se vazi na antigen, maji
mensi antigenni aktivitu (absence konstantniho useku) a nedochazi tedy ke zvysené

tvorbé HAMA. " 10

13



4.2 Imunoterapie

Samotné protilatky (nekonjugované) mohou byt néstrojem imunoterapie nadort,
kde se vyuziva nasledujicich imunologickych procesu usticich v destrukci buiiky: 6.7

— aktivace bunécné cytotoxicity ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity).
— aktivace komplementové kaskady

— ptimy ucinek (indukce apoptdzy, zabrana tvorby proteinii nezbytnych pro
zachovani maligniho fenotypu burky, interference s vazbou mezi receptorem a

jeho ligandem, ovlivnéni G¢innosti klasickych cytostatik)

Soucasna onkologie vyuzivd jak nekonjugované protilatky zamétfené proti
cilovému proteinu (napf. rituximab - Rituxan®, trastuzumab - Herceptin®, bevacizumab -
Avastin®) jako soudast rutinni terapeutické praxe, tak i konjugované systémy, z nichz
nckteré jiz byly UspéSné vyzkouSeny v klinickych studiich (imunokonjugat BR96-
doxorubicin, anti-disialogangliosid GD2/IL-2), jiné jsou pfedmétem vyzkumu. Protilatky
lze dale konjugovat s efektorovymi slozkami (napf. toxiny, cytokiny, cytostatiky,

radionuklidy) a pouzit jako transportni systémy k cilové bunice. 67

4.3 Radioimunoscintigrafie a radioimunoterapie

Pro rozmanitost, biologickou aktivitu a specificnost MoAbs bylo snahou vyuZit
tyto protilatky jako specifické nosice radionuklidii k lokalizaci zanétG ale i néadort
(radioimunodetekce nebo radioimunoscintigrafie) nebo terapii (radioimunoterapii).
K detekci nadort je dnes k dispozici n€kolik znacenych protilatek proti fadé nadorovych
antigenil (pft. OncoScint”, ProstaScint®, CEA-Scan®).” Radioimunoterapie je atraktivni
terapeuticka metoda kombinujici specifitu protilatky k antigenu s toxicitou radionuklidu.
Radioaktivng znagené protilatky (**'1) tositumomab - Bexxar® a (*°Y) ibritumomab -
Zevalin® byly schvileny FDA a jsou usp&$né pouzivany k 16¢b& hematologickych

malignit (nehodgkinskych lymfomi) v klinické praxi.™ 12

Po oznaceni vhodnym radionuklidem a po nitroZilni aplikaci se znacena protilatka
nebo jeji fragment selektivné vazi na antigen nadoru, coz umozni detekci popf. terapii
tumoru. V pfipad¢ radioimunoterapie mizeme ke znaceni pouzit protilatku s vlastnim

cytotoxickym Uc¢inkem. Radioaktivni izotop emitujici zafeni f muize letdlné plisobit na
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sousedni nadorové burky, na které se pro Spatné cévni zasobeni protildtka nenavazala,

¢imz se stupniuje intenzita 1éCby. 6

4.3.1 Soucasné trendy v radioimunoterapii

Ptehled latek vyuzivanych nebo testovanych k ucelim radioimunoterapie v roce
2006 byl publikovan Goldenbergem a je uveden v tabulce 1. V soucasné dobé jsou
preferovany predevsim fragmenty MoAbs a je snahou syntetizovat stdle mensi antigen-
vazajici molekuly s rychlejsi farmakokinetikou, redukovanou vaznosti na normalni tkan a

snizenou imunitni odpovédi.

Dals$i metodou, jak piekonat pomaly tkanovy uptake, omezenou penetraci a
neadekvatni retenci je spojeni radioprotilatek s bunkou-penetrujicimi peptidy (cell-
penetrating peptides - CPPs) nebo jaderné lokalizujicimi se peptidy (nuclear localizing
peptides - NLSs).!* CPPs jsou kationaktivni peptidické sekvence schopné
zprostiedkovavat transport mnoha sloucenin pies plasmatickou membranu nezavisle na
poctu bunék, receptort a energii, jestlize jsou podany soucasné nebo chemicky/geneticky
spojeny s danou slouceninou.’? Ac&koliv mechanismus transdukce neni zatim zcela
objasnén, byl potvrzen podil CPP na transportu mnoha slouc¢enin jako peptidii, proteint,
mnoha virovych ¢astic, lipozéml a nanocastic. K nejstudovanéjSim patii dva peptidy.
TAT peptid ziskany z HIV1-TAT proteinu a penetratin ziskany z homeodomény proteinu
Antennapedia. CPP navazany na radioaktivné znacenou protildtku umoziuje internalizaci
celého komplexu do buiiky.”? Tim se radiotoxické zafeni dostava do blizkosti jaderné
DNA a upravou dynamické rovnovdhy mezi navazanou protilatkou a nenavazanou
Vv tkanich s pfisluSnym pfestupem protilatky z cévniho feciSt€ dochazi ke zvysSené
kumulaci radiofarmaka.’® Podrobn& je o téchto peptidickych motivech pojednano

Vv kapitole o radioaktivné znacenych peptidech.

15



Tabulka 1 Piehled protilatek vyuZzivanych nebo testovanych k iéelim radioimunoterapie v roce

2006. 8

Indikace

Radiofarmakum

Hematologické malignity

Nehodgkinské lymfomy

Lymfomy T-bunék, hodgkinské, nehodgkinské,

Leukémie

Solidni malignity

Kolorektalni karcinom

Ovarialni karcinom

Prostaticky karcinom
Pankreaticky karcinom
Plicni karcinom

Hepatocelularni karcinom

Renalni karcinom
Prsni karcinom

Gliomy

CNS nebo leptomeningealni karcinom
Medulloblastomy

Nadory hlava a krku

Nadory stitné zlazy

0y _1britumomab tiuxetan °

18| _Tositumomab °
0y_Epratuzumab anti-CD22 19G
0y_Anti-Tac 1gG

131|_BC8 anti-CD45 IgG
213Bj_HuM195 anti-CD33 IgG
1¥8Re— or P Y-anti-CD66 19G

%0Y_T84.66 anti-CEA 1gG

1811_ and *Y—labetuzumab (anti-CEA 1gG)

125_and 1311-A33 1gG

1311_CC49-DCH2

%0y _Biotin pre-targeted by CC49-StAv fusion
YLu- and *Y-CC49

B3L_Anti-CEA IgG

%0y _Biotin pre-targeted by biotinylated mAb cocktail

OY_Hu35193

77 43591 19G
0OY_pAM4 IgG

BL_chTNT

311 _Hepama-1 1gG

OY_hAFP IgG

1¥1_cG250 1gG

%Oy_BrE3

131|_81C6 antitenascin

2LAL-81C6

0y_BC2 and BC4 antitenascin
0y_Biotin pre-targeted by biotin—BC4
125_425 19G

1¥1_8H9 IgG

1¥11_3F8 19G

%Re—Bivatuzumab 1gG

31|_Hapten pre-targeted by anti-CEA bsmAb
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5 Radioaktivné znacené peptidy

5.1 Charakteristika radioaktivné znaCenych peptidi

Radioaktivné znalené receptorové specifické peptidy se v poslednich dvaceti
letech profilovaly jako vyznamna 1éCiva vyrazné rozsifujici diagnostické a terapeutické
moznosti neuroendokrinnich ale 1 dalSich nadora, pro jejichz buiky je typicky vyskyt
specifickych membranovych receptori. Peptidy jsou vybaveny podobnou specifitou jako
MoAbs, ale jsou mensi. Molekuly peptidi se snaze syntetizuji, jsou méné imunogenni a
maji rychlou krevni clearance.™ Kvili témto parametrim jsou peptidy atraktivnéjsi nez
MoAbs v diagnostickych a terapeutickych aplikacich. Specifické vychytavani
radioaktivity na peptidickych receptorech je zakladnim ptfedpokladem vyuziti
radioaktivné znacenych peptidi v diagnostice (SRI — scintigrafiphy receptor imaging)
a/nebo 16¢b& nadorti (PRRT — peptide receptor radionuclide therapy).*

V poptedi zajmu jsou predevSim peptidy ze skupiny tzv. regulacnich peptida
projevujicich se v organismu Sirokou Skalou farmakologickych uc¢inkd. Mezi témito
peptidy to jsou somatostatin, vasoaktivni intestinalni peptid, cholecystokinin, gastrin,
gastrin-releasing hormon, neurotensin, bombesin, substance P, atrialni natriureticky
peptid. Zatimco fyziologické piisobeni somatostatinu je spiSe inhibi¢niho charakteru a
zahrnuje napiiklad utlum sekrece rstového hormonu, inzulinu, glukagonu, gastrinu,
cholecystokininu a dal§ich hormont, ostatni peptidy této skupiny naopak Casto sekreci
bioaktivnich latek stimuluji a vyvolavaji tak odpovidajici farmakologicky efekt.’®*® Toto
rozsahlé fyziologické plsobeni je na cilovych organech zprostfedkovano stejnymi

membranovymi receptory, které se ve velké hustoté vyskytuji také v nadorovych tkanich.

5.2  Cile vyuziti radioaktivné znacenych peptidu
Radioaktivné znacené peptidy nalézaji své uplatnéni u onkologickych malignit
neuroendokrinni nadory. Nasledujici dv€ kapitoly uvadéji zakladni charakteristiku a

piehled téchto nadori.
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5.2.1 Nadory neuroendokrinniho ptivodu

Neuroendokrinni nadory, jak jiz vyplyva z nazvu, jsou nadory vychézejici z bunck
neuroendokrinniho systému. Tento systém se Vv zasadni mife podili na fizeni a koordinaci
fady dulezitych fyziologickych funkci nejriiznéjSich bunénych tkani a organt.
Neuroendokrinni nadory GITu byly diive oznaovany jako APUDomy (amine precursors
uptake and decarboxylation), hlavné kvili schopnosti syntetizovat aminy a polypetidy a
secernovat gastrointestinalni hormony, které jsou za normalnich okolnosti produkovany
V buiikach roztrousenych v celém zazivacim traktu. Vzhledem k tomu, Ze ne vSechny
nadory endokrinniho systému maji tuto biologickou vlastnost, doporucuje se uzivat pojem

neuroendokrinni nadory, ktery zahrnuje i nadory jinych nez GIT lokalizaci.*

Jde o heterogenni skupinu nadort diftzniho endokrinniho systému, které se
mohou ligit velikosti, histologii, biologickym a klinickym chovanim.'® Vé&tsinou jde o
benigni metastazujici nddory s pouze vyjimeénym piechodem do malignity. Jejich
pocateni diagnoéza byva ve vétSiné piipadi zalozena na klinickych symptomech
(flushing, prijem) zptsobenych nadprodukci hormont. Pouze mala ¢ast klinickych

o o y I T “ . . 20,21
pFiznaki je obecné onkologickych souvisejicich napiiklad s riistem nadoru.”®

Neuroendokrinni nadory se vyskytuji v nejriznéjSich lokalizacich, pficemz
pfevazuje vyskyt v gastrointestindlnim traktu, kde bylo popsano az 15 odliSnych
endokrinnich typtl, ze kterych pouze nekteré davaji vznik neuroendokrinnim nadortm.
Nomenklatura neuroendokrinnich nadori neni dosud sjednocena, a tak nékteré nadory
mohou byt oznaCovany rizné. Podle mikroskopické struktury a biologickych vlastnosti
lze neuroendokrinni nadory rozlisit na typické, dobfe diferencované a atypické, Spatné
diferencované. Mohou se vyskytovat sporadicky nebo jako soucast mnohacetné
endokrinni neoplazie. DalSim moznym kritériem hodnoceni je sekre¢ni aktivita nadora.
Néadory pak délime na biologicky aktivni se zachovalou ¢i zvySenou sekrecni aktivitou
tkang, ze které jsou odvozeny, a biologicky neaktivni, které neprodukuji biologicky

aktivni hormony.4
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V soucasné dobé¢ jsou rozliSovany dvé hlavni kategorie neuroendokrinnich nadori:
gastroenteropankreatické (GEP) (gastrinom, inzulinom, glukagom, vipom) a karcinoidni
nadory."® Dale se k neuroendokrinnim nadoréim fadi medularni karcinom §titné 7lazy,
nadory dien& nadledvin, nadory thymu a malobun&éné karcinomy plic.”

GEP nadory tvoii nejpocetnéjsi skupinu neuroendokrinnich nadorii a tvoii asi 2 % vSech
malignich nadordt GITu. Do SirS§iho okruhu neuroendokrinnich nadort Ize zaradit i1
neuroblastické nadory a nadory vychdzejici z ganglii a paraganglii (neuroblastom,

ganglioneuroblastom, ganglioneurom, feochromocytom, paragangliom).”

K imunohistochemickému ¢i biochemickému prikazu neuroendokrinnich nadorti
lze vyuzit nejriiznéjSich nadorovych markert (cytoplasmatické, granularni) a indikatord,
znichz tada je pro neuroendokrinni nadory specificka.* Receptory pro peptidické
hormony jsou dal§imi dualezitymi diagnostickymi prosttedky, které se pouzivaji pfi
diagnostice neuroendokrinnich nadorti. Typickym znakem neuroendokrinnich nadori je
vyskyt somatostatinovych receptorti, receptorii pro vasoaktivni intestindlni peptid a
dalsich (tabulka 2). Téchto receptorii se vyuziva také pii invivo diagnostickych a
terapeutickych vysetfenich jako specifickych vazebnych mist pro vhodné radioaktivné

znacené peptidy.

5.2.2 Nadory non-neuroendokrinniho ptiivodu

Kromé neuroendokrinnich nadorGi byla nalezena velkd hustota peptidickych
receptorti také v jinych nadorovych tkanich (tabulka 2). Pozitivita somatostatinovych
receptori byla potvrzena také u dalSich neoplazii jako jsou tumory hypofyzy,
meningiomy, melanomy, lymfoproliferativni choroby (hodgkinské a nehodkingské
lymfomy), u nékterych karcinomt (kolorektalni karcinomy, karcinomy ovaria, mamy,
karcinomy exokrinniho pankreatu a prostaty).* Receptory pro bombesin (gastrin releasing
peptid) Ize identifikovat u prsnich nadorti a naddorti prostaty, receptory cholecystokininu
v medularnich karcinomech §titné zladzy a receptory neurotenzinu v exokrinnich nadorech

pankreatu.® 222
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Tabulka 2 Priklady fyziologickych peptidi studovanych z hlediska potenciondlniho vyuZiti

Vv diagnostice a terapii nadoru.

14, 15, 21, 24-26

Peptid (po¢et AMK v Fetézci)

Receptory

Piiklady patologického vyskytu receptort

Somatostatin, SSM-14 (28)

SSTR 1-5

SSTR1 - karcinomy a sarkomy prostaty; SSTR2
- neuroblastomy, meningiomy, meduloblastomy,
prsni karcinomy, lymfomy, karcinomy renalnich
bunék, paragangliomy, SCLC, karcinomy jater;
SSTR2 a 3 - neaktivni adenomy hypofyzy;
SSTR2 a 5 - rustovy hormon produkujici
SSTR 2

adenomy hypofyzy; a/nebo 1

gastroenteropankreatické nadory,

feochromocytomy

Vasoaktivni intestinalni

(28)

peptid

VIP

adenokarcinomy, plicni (SCLC i NSCLC),

pankreatické, ovaridlni, prostatické nadory,

nadory mocového méchyre

Bombesin (40)

GRP-bombesin

plicni nadory, nadory prostaty a prsu,

gastroenteropankreatické nadory, glioblastomy

Neurotensin (13) NTR1,2,3 karcinomy exokrinniho pankreatu, Ewingovy
sarkomy

Cholecystokinin (variabilni) CCKA,B CCK A - ziidka, CCK B - medularni karcinomy
Stitné  Zlazy, malobunéény karcinom plic

Gastrin (34, 17,14 CCKB

( ) (SCLC), stromatalni nadory ovaria, astrocytomy

RGD-sekvence (Arg-Gly-Asp) GPIIb/Illa nadory ruzného pivodu - obecné nadory
indukovana angiogeneze

Substance P (11) NK1 mozkové nadory, medularni karcinomy Stitné

Zlazy, prsni nadory

o- melanocyty
hormon (13)

stimulujici

Melanokortin 1-5

melanomy

AMK - aminokyselina, CCK - cholecystokinin,

GRP - gastrin releasing peptid, NK - neurokinin,

NSCLC (non small cell lung cancer) nemalobunéény nador plic, NTR - neurotensinové receptory,
RDG - jednopismenné oznacfeni aminokyselin Arg-Gly-Asp, SCLC (small cell lung cancer) -
malobunécny nador plic, SSTR - somatostatinové receptory, VIP - vasoaktivni intestinalni peptid.
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5.3 Vyvoj radioaktivné znacenych peptidi

Jako specifické nosie radioaktivity se vyuzivaji pievazné syntetické analogy
fyziologickych peptidi. Za jejich prototypy lze bezesporu oznacit analogy odvozené od
endogenniho hormonu somatostatinu. Tohoto cyklického peptidu nelze pro ucely

21,27

(nuklearni) mediciny pouZzit. Podobné jako u vétSiny ostatnich fyziologickych peptidii

struktury nativniho peptidu sérovymi endo- a exopeptiddzami. Obménami v sekvenci
aminokyselin pfirozenych peptidi (zkraceni peptidického fetézce, jeho amidace,
acetylace, zavedeni atypickych D-aminokyselin, aminoalkoholi, neobvyklych
aminokyselin nebo postranich fetézcll) bylo dosazeno prodlouzeni biologického polocasu.
Tyto stabilni peptidické struktury umoznuji pouziti, at' uz ve formé radioaktivné
znacenych sloucenin (k diagnostice a terapii nadoril), nebo ve form¢ neznacenych
peptidt, naptiklad k inhibici symptomt souvisejicich se zvySenou hormonalni sekreci
(analogy somatostatinu u adenomu hypofyzy produkujiciho ristovy hormon). 16, 28-30
Piikladem stabilnich peptidickych derivati s dostatené dlouhym biologickym
polocasem, které jsou pouzivané/testované v souvislosti s nadory, mohou byt analogy
somatostatinu - oktreotid, lanreotid, vapreotid, oktreotat, 1-Nal®-oktreotid (tabulka 5). U
oktreotidu bylo naptiklad dosazeno prodlouzeni biologického polocasu az na 90 minut
oproti ptivodni 1 az 3 minutdm nativniho somatostatinu, a to pfi zachovani vétSiny jeho

biologickych funkci. *&

Obrazek 2 A — Struktura somatostatinu; B — Struktura oktreotidu; zvyraznéné aminokyseliny se

bezprostiedné podileji na vazbé k somatostatinovym receptoriim.*

Ala——Gly ——Cys—__ Lys/As“\Phe"” Phe

S Trp
d |
\ a
Cys— Ser—__ Fhea=—" Phe —_ Thr

D-Phe—~Cys

Phe

\ N
S D-Tp
/
g S Lys
HO—Thr Cys——Thr
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Zatimco afinita pfirozen¢ se vyskytujicich peptidi je ke vSem receptorovym subtyptim
piiblizn¢ stejna, tedy vysokd, muze se afinita syntetickych analogii k jednotlivym
receptoriim znacné lisit.

Obmeéna peptidického fetézce podilejici se na vzniku stabilnich analogli neni
jedinym parametrem, ktery ovliviiuje afinitu peptidickych sloucenin k receptorim.
Ptipojeni chelatacni c¢asti (DTPA - diethylentriaminpentaoctova kyselina, DOTA -
1,4,7,10-tetraazacyklododekan- N,N’,N""N"""- tetraoctova kyselina, HYNIC -
hydrazinonikotinamid; TETA - 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan- N,N",N""N""’-
tetraoctova kyselina; obrdazek 5) ktémto stabilnim strukturam, které umoziuji

radionuklidové znaCeni a nakonec i chemické vlastnosti zvoleného radionuklidu, mohou

Obrazek 3 Bifunkéni chelatacéni Cinidla. A — DTPA - diethylentriaminpentaoctova kyselina; B —
DOTA-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-N,N’,N"",N"""-tetraoctova kyselina; C - TETA - 1,4,8,11-
tetraazacyklotetradekan-N,N",N"",N"""-tetraoctova kyselina; D — HYNIC — hydrazinonikotinamid.

A Cc

HOOC -\N/—— COOH HOOC j_m[ COOH

HOOC

N N— ——N N—
R-—NH——-CO——/l |\—COOH R—Nu—co—/v¥cow

B D

7 N\ _w
N N R—NH—CO NH
R——NH—-CO-——/ I\—-COOH _—

mit podstatny vliv na vyslednou receptorovou afinitu diagnostického nebo terapeutického
radioaktivné znaceného peptidu.33 DalSimi dualezitymi parametry, které se mohou
vyznamné spolupodilet na vysledném nuklearné¢ medicinském potencidlu diskutovanych
peptida, jsou molekulova hmotnost a lipofilita peptidii, vazebnost na plasmatické proteiny

a vneposledni fadé¢ také naboj radioligandu.Zl‘ 4

Tyto parametry ovlivilyjici
farmakokineticky profil peptidi maji vyznamny vliv na biodistribuci a clearance a
vyznamné tak predurcuji typ exkrece nebo pfipadnou miru kumulace radioaktivné

znacenych receptorove specifickych peptidi.
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5.4 Terapeutické uplatnéni radioaktivné znacenych
peptidi

vvvvv

k vizualizaci nadorti a metastaz, o kterych pojednavaji dalsi kapitoly, otevielo fascinujici
moznost vyuzit tyto peptidy znaCené terapeutickymi radionuklidy Kk 1é¢bé nadord a
ovlivnit tak stav a progresi onemocnéni. Zakladnim faktorem tohoto zpiisobu terapie je
cilena distribuce efektivni radia¢ni davky k nadorovym bunkam, respektive k jejich
jaderné DNA. Tato forma terapie je predevSim vhodnd pro maligni, roztrousené nebo
ptili§ malé naddory nevhodné pro odstranéni klasickymi chirurgickymi postupy nebo pro

vyuziti externich ozatrovacich technik.

Vybér radiofarmaka/radionuklidu je kritickou ¢asti planovani terapie, pfi které by
m¢él byt dban zietel na individudlni vlastnosti nadort (velikost a lokalizace) se zvlastnim

ohledem také na ptiléhajici tkan.' ®

5.4.1 Analogy zna¢ené ''In

Na pocatku testovani terapeutickych moznosti receptorové specifickych peptidi

byly vysoké davky '

In zna¢ené¢ho somatostatinového analogu (Octreoscanu). Moznost
vyuziti "In K terapii nadorti je déna spektrem emitovaného zafeni tohoto radioizotopu,
ktery je krom¢ zdroje gama zafeni také emitorem Augerovych elektronil s prokdzanym
antiproliferativnim ¢inkem.* Radiotoxicita ptipravkt znacenych B 11 je vSak omezena
kratkym dosahem téchto emitovanych Gastic. ™ Jejich terapeuticky efekt je piimo
podminén té€sné lokalizaci u DNA rakovinnych buné€k, respektive procesu internalizace
(receptorové zprostiedkovanému endocytickému transportu), ktery je za tuto lokalizaci
zodpovédn}'/.37 K tomuto transportu je snaha vyuzit peptidické sekvence CPPs, ptipadné
jaderné lokalizujicich se peptidii (NLPs) jako konjugatl napoméhajicich intraceluldrni,
respektive jaderné lokalizaci téchto peptidf’J..13 Prave pouziti NLPs je novou perspektivni

metodou zaruGujici lokalizaci radionuklidi emitujicich Augerovy elektrony (***

In) v jadru
po navazani a internalizaci na specificky receptor. V takové blizkosti u DNA pusobi tyto
elektrony letdlni poskozeni DNA fetézed.”® Indiované peptidické analogy vystfidaly
analogy znatené "Lu a Yy, pfi kterych byla nejednou pozorovana stabilizace

T g o 19,22
onemocnéni & Gplna remise nadord. * % 3
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5.4.2 Analogy znafené zaFi¢i beta (*°Y, 7'Lu, *°Sm, *'Cu, '*Re)

Uginek radiopeptidi zna¢enych radionuklidy emitujici beta ¢astice s dostateénou
energii a dosahem neni bezprostfedné spojen s t€snou penetraci do nddorovych struktur.
Jejich znaceni si vyzadalo zavedeni chelata¢nich c¢inidel (DOTA, TETA) stabilné
vazajicich hlavni terapeuticky vyuzivané beta zarice Oy Ly, ale i jejich ptipadné
alternativy **Sm, ®Cu. ?* **' Radiobiologické vlastnosti terapeutickych izotopi
naznacily, ze kazdy radionuklid vlastni specificky potencial pro terapii urcitého typu
nadorti. Castice Y maji v porovnani s *"'Lu vy33i energii a vy$§i maximélni dosah
Vv tkanich a jsou tedy vhodné pro vétsi nadory i s heterogenni distribuci receptorii. Naopak
mens$i nddory nejsou schopné vzhledem ke své velikosti absorbovat celou emitovanou
energii *Y, ktera pak mize toxicky pasobit na zdravou tkaii. Pro tyto mensi nadory a
metastazy se jevi pithodn&ji vyuZiti radioizotopu *"’Lu s niZ§i energii a niz§im tkaovym
dosahem, coz bylo dokazano vysledky preklinickych studii, ve kterych byly testovany
analogy somatostatinu  °Y-DOTA-oktreotid a'’’Lu-DOTA-oktreotat.®** ®Re je
radioizotopem emitujicim cytotoxické beta zareni s energii a dosahem porovnatelnym s
%y oviem s mnohem kratdim fyzikalnim poloasem.?” ** Tento radionuklid ma podobné
dispozice ke znaleni jako *™Tc.** Ztohoto déivodu je snaha prevést diagnostické
peptidické analogy (**"Tc-depreotid) s chelatatni &asti vazajici *™Tc také na terapeuticky

vyuzitelné peptidy radioaktivné znacené 185Re. 3

VeétSina zminénych radioizotopli emitujicich terapeuticky prospésné beta zatfeni je
také zdrojem gama zafeni (*'Lu, '®Re, **Sm), pfipadné zdrojem pozitroni (®*Cu).
Tohoto paralelniho zafeni lze za pomoci scintigraficko-dozimetrického vySetfeni vyuzit
k ptiblizné kvantifikaci retence absorbované davky v cilovych a limitnich organech, a
tudiz k vyhodnoceni prospé&Snosti/nevhodnosti zvolené strategie lécby. U analogl
znacenych Oy (QOY je pouze Cisty beta zafi€) je k simulaci terapie mozno vyuzit peptidy
znadené *In nebo k radioaktivnimu znadeni daného peptidu pouzit izotop 8y, ktery je
zdrojem pozitronového zéfeni. Tento posledné jmenovany pfistup mize byt vyhodny
Z hlediska odfiltrovani zkresleni vazebné receptorové afinity zplsobené rozdilnou
chemickou povahou **Y/**!In. Nevyhodou je omezena dostupnost *°Y a pom&mé kratky
fyzikalni pologas limitujici ziskani pozd&jsich dat.*****® **Y-DOTA-oktreotid, *’Y-
DOTA-lanreotid, ""Lu/®Y/**Sm-DOTA-Tyr*-oktreotat nebo peptid znadeny '*Re,
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prozatim pojmenovany P2045, jsou ptiklady radioaktivné znaCenych peptidi, které jsou

klinicky testovany v souvislosti s vyuzitim v terapii neuroendokrinnich nadoru.

Tabulka 3 Piehled radionuklidi vyuZivanych ke znaéeni peptidi.

Radio-

123|

gngc

111|n

90Y

86Y

177Lu

153Sm

188Re

64Cu

Aug. ¢ - Augerovy elektrony, Eqax -
CMDTPA - penta/tri-terc-butylkarboxymethyl DTPA ;

Typ
nuklid zareni

Aug.

Y
B

B+

Energie zareni

Ey: 159 keV

Ey: 140 keV

E: 0,5-25 keV

Ey: 173(87 %); 247(94 %)
keV

EnmaxB : 2280 keV
E,B: 935 keV

EnaxB:1220(13 %);
1550(6 %); 2000(4 %)
keV

E,0": 660 keV

Emaxp : 497 keV

EoB: 149 keV

Ey: 113(6 %);

208(11 %) keV

EmaxB : 810 keV

E,B :235 keV

Ey:103 keV

EmaB 2 1960 (20 %); 2120
(78 %) keV

E,B: 765keV

E0:155(10 %) keV

Emaxp: 570 keV
Emaxf3 1653 keV
E,B": 278 keV

Dosah

Vv tkanich
prumérny
(maximum)

/mm/

0,01

4,1 (11,3)

05 (2)

0.6 (3,1)

3,8 (11)

T

13,2 h

6,0h

2,8 dne

64,8 h

14,7 h

6,73
dne

1,95
dne

16,9 h

12,8 h

Priklad diagnostického/
terapeutického peptidu

1231 Tyr’-oktreotid
B1vIp
*MTc-depreotid

%M Tc-EDDA/HYNIC-
Tyr3-oktreotid

%M Te_demotat 1
9MTe_demotat 2

*n-DTPA-oktreotid
n-DTPA-Tyr®-oktreotid
n-DOTA-lanreotid
n-DOTA-Tyr’-oktreotat
" n-riistovy hormon

*%y-DOTA- Tyr*-oktreotid
%y_DOTA-Tyr*-oktreotat
%yY_DOTA-1-Nal*-
oktreotid

%Y_-DOTA- Tyr*-oktreotid
8y_DOTA-Tyr*-oktreotat

Y7 u-DOTA-Tyr*-
oktreotat

1>3Sm-CMDTPA-Tyr’-
oktreotat

1¥8Re-P2045

*Cu-TETA-Tyr’-oktreotat
$4Cu-TETA-oktreotid

Lit.
odkaz

47

47-52

47,53

16, 53

53-55

13

maximalni energie zafeni, E, - primérnd energie zifeni,
DTPA - diethylentriaminpentaoctova

kyselina, DOTA - 1,4,7,10-tetraazacyklododekan- N,N’,N"",N""’- tetraoctova Kyselina, HYNIC -
hydrazinonikotinamid; TETA - 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan- N,N’,N"",N"""-tetraoctova Kyselina.
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5.5 Somatostatin

Somatostatin (SST-14 nebo SST) je endogenni cyklicky peptid sestavajici ze
Ctrnacti  aminokyselin  obsahujici ve své struktufe jeden disulfidicky mustek.
Prosomatostatin (SST-28) je pfirozené se vyskytujici prekursor, ktery se sklada z 28
aminokyselin s SST-14 na C-konci. Ma podobnou biologickou aktivitu jako SST-14. Tyto
dva peptidy jsou syntetizovany v riznych mnozstvich raznymi SST-produkujicimi
bunikami. Preprosomatostatiny jsou prekursorové formy SST-14 a SST-28 skladajici se ze
120 nebo vice aminokyselin s SST-28 na C-konci. Biologicka aktivita téchto prekursort
se muze liSit. Somatostatin (SST-14 a SST-28) je ulozen v zdsobnich granulich a po

IRV . . v s . 30
odpovidajicich stimulech je uvoliiovan do organismu.

Obrizek 4 Struktura somatostatinu-14. 2

AIa—GIy-Cf/s—Lys—Asn-Phe—P he-Trp-Lys-Th r—Phe-Thr-Ser—Crs

Somatostatin

Somatostatin byl identifikovan v centralnim nervovém systému (v mozkové kife,
mozecku, hypotalamu, v mozkovém kmeni, hypofyze, epifyze a mise) a v C-buiikdch
Stitné Zlazy. Nejvetsi mnozstvi tohoto peptidu vSak bylo nalezeno v GIT v endokrinnich
buiikach gastrointestinalni sliznice a v D-bunkach ostrivka pankreatu. %0 patii do skupiny
tzv. brain-gut hormond. Somatostatin se vyskytuje prakticky ve vSech organech, kde
vykondva rizné funkce podle své lokalizace. Je lokalizovan v fadé perifernich
senzorickych nervi a zapojuje do vnimani senzorickych funkci (bolest, teplo, dotyk).4

Pfirozeny somatostatin byva charakterizovan jako regulacni inhibi¢ni peptid, ktery
inhibuje exokrinni, endokrinni, parakrinni a autokrinni sekreci. Inhibi¢ni funkce SST je
velice rozséhla a ovliviiuje fadu organovych systémi. Inhibuje uvolfovani rastového
hormonu a vSech dosud poznanych gastrointestindlnich hormont, ale také sekreci
zalude¢ni kyseliny. Dale tlumi Zalude¢ni motilitu, intestinalni absorpci, enzymatickou a
bikarbonatovou sekreci pankreatu. Selektivné snizuje krevni prutok splanchnickou oblasti
a portalnim sys‘[émem.30 Krom¢ inhibi¢nich vlastnosti ve fyziologické regulaci ma
inhibi¢ni vliv na prolifera¢ni aktivitu normdlnich a neoplastickych buné¢k. Inhibuje

angiogenezi a/nebo cévni zasobeni peritumoralni oblasti, ma vliv na imunitni systém a
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inhibuje uvoliiovani humoralnich promotor bunééného ristu. Kromé tfech posledné
zminénych aktivit ovlivilujicich bunéfny rGst jsou vSechny somatostatinem

v r v s 174
zprostiedkované procesy receptorové zavislé.

5.5.1 Somatostatinové receptory (SSTR)

Utinky SST na rtizné organové systémy jsou v naprosté vétsing piipadd
zprostifedkovany specifickymi somatostatinovymi receptory (SSTR). Jde o membranové
proteinové fetézce vytvarejici sedm transmembranovych domén s extracelularni doménou
pro navazani ligandu a intracelularni doménou s misty zapojenymi do aktivace druhych

o 16,30, 59
poslt.

Obrazek 5 Schématické vykresleni SSTR5 znazoriiujici transmembranové rozloZeni a intracelularni

) s e 17
a extracelularni domény.

extracellular

intracellular

. ()
R > 0.0.C SO O 0O C0CO0CIEEE000O8
A

Navazani ligandu na extracelularni ¢ast receptoru vyvola: 18

— snizeni tvorby intracelularniho cAMP inhibici adenylatcyklasy (Gi protein)

— sniZeni koncentrace itracelularniho Ca?" inhibici napétové fizenych Ca?* kanalii a

aktivaci K" kanéld
— aktivace proteinovych tyrozinovych fosfataz

Kromé uvedenych aktivit jsou jednotlivé subtypy receptorii spojeny s dal§imi
bunéénymi systémy, vcetné ucinkd STAT 5 (signal transducer and activator of

transcription) a MAP-kinazy a aktivace fosfolipazy A, C a dalSich. Pfenos signalu mezi
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povrchové lokalizovanym membranovym receptorem a efektorovym proteinem
(adenylatcyklaza, fosfolipaza C) je u vSech somatostatinovych receptorti realizovan pres

regulaéni prvek G-protein.*

SniZeni koncentrace intracelularniho Ca?* a cAMP zpiisobi potlateni cAMP a
ca® dependentni hormonalni sekrece. Aktivace tyrozinovych fosfataz je zodpoveédna za

antiproliferativni efekt somatostatinu a jeho analogt. 18

Dodnes bylo popsdno 5 ruznych typl lidskych somatostatinovych receptort
(SSTR) lisicich se mimo jiné poctem aminokyselin v proteinovém fetézci (364 az 418
AMK). Byly oznaceny jako SSTRI, SSTR2, SSTR3, SSTR4, SSTRS. Vsechny tyto
receptory maji afinitu jak k SST-14, tak i k SST-28. V rlznych organech je rizné
zastoupeni jednotlivych SSTR. Kazdy SSTR je kodovan jednim genem, piicemz
jednotlivé geny jsou lokalizovany v réiznych chromozomech. Ctyfi geny neobsahuji
introny, vyjimkou je SSTR2. Ten vytvati 2 izoformy — SSTR2a a SSTR2b. Funkce
SSTR2b nebyla dosud objasnéna. * &%

Fyziologicky vyskyt SSTR je v mozku (mozkové kiife, adenohypofyze,
hypotalamu), miSe, v GITu, endokrinnim a exokrinnim pankreatu, nadledvinkach, $titné
zlaze a ledvinach. V riznych tkanich mohou byt zastoupeny rtizné typy a mnozstvi SSTR.
Nekteré fyziologické funkce mohou byt pfifazeny riznym typim SSTR. Napi. SSTR2 a
SSTRS reguluji uvoliiovani rastového hormonu a za kontrolu uvolfiovani inzulinu a
glukagonu se zd4 byt odpovédny SSTR5. 1" ¥ SSTR3 a v mensi mife SSTR2 mohou
inhibovat apoptézu, SSTR1 a SSTRS5 maji inhibi¢ni vliv na bunéény cyklus. SSTR1 ma

zfejmé vliv na angiogenezi, role SSTR4 nebyla zatim objasnéna. *

U nékterych nadorti dochazi, v porovnani s ostatnimi tkanémi, k vysoké expresi
SSTR na povrchu bunék. Tyto nddory obsahuji vétSinou jeden ¢i dva dominantni typy
receptoru (tabulka 4). Bylo prokazano, Ze exprese urcitych typt receptord je zavisla na

typu tumoru.
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Tabulka 4 Exprese somatostatinovych receptori v jednotlivych typech nadori. *®

SSTR-vozitivaf ndd celk?\;y podet typ somatostatinového receptoru
-pozitivni nadory pote Y
pripadi | PFiPAdd | ssTR] SSTRS

Neuroblastomy 8 8 R T+ R _ ;
Meningiomy 6 6 - o+ - B _
Meduloblastomy 5 5 R T+ N ; .
Karcinomy prsu 31 29 R T+ R - ;
1 - ++ - - -
1 +++ - - - R
Lymfomy 7 4 - +++ - - B
3 - +++ - - B
Karcinomy renalnich bunék 7 5 - +++ - - R
2 - ++ - - -
Paragangliomy 10 6 R T+ R - ;
2 +++ - - - -
2 - +++ + - R
Malobunééné nadory plic 2 2 - +++ - - -
Hepatomy 2 2 - 4+ - - _

Karcinomy prostaty 6 4 +++ R R _ -
1 ++ - - - -
1 ++ - - - +

Sarkomy 9 6 +++ - - - B
2 ++ - - - -
1 - ++ - ++ -

Inaktivni adenomy hypofyzy 30 12 - - +++ - R
8 - +++ - - R
4 - + +++ - -
3 - ++ - - +
1 +++ - - - -
1 - ++ ++ - R
1 - - - - ++

Adenomy hypotyzy produkujici GH 24 9 - +++ - - R
7 - ++ - - ++
4 - ++ - - -
2 - - - - +++
1 - ++ + - R
1 - + + - ++

Gastroenteropankreatické nadory 22 11 - ++ - - N
3 +++ - - - -
2 - - - - ++
1 ++ - - - -
1 - +++ - - R
1 - + - - -
1 - + - - +
1 ++ - - - ++
1 ++ ++ - - -

Feochromocytomy 19 13 B F _ N -
3 +++ - - - -
1 ++ - - - -
1 - ++ - - +
1 ++ ++ - -

Zalude&ni karcinomy 5 2 . - B - N
1 - +++ - - R
1 - - - - +++
1 + - - - +++
Ependymomy 2 1 - - - - +4+
1 +++ - - - -
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5.5.2 Radioaktivné znacené analogy somatostatinu

Na pocatku vyvoje radioaktivné znacCenych peptidi byly analogy oktreotidu
znadené 2L, Nasledovaly analogy oznacené "y, mezi které patii 1 komeréné dostupny
pripravek Octreoscan™. Snahou mnoha védeckych skupin je vyvinout idealni analog se
Sirokym afinitnim spektrem k SSTR, ktery by mél idedlni farmakokineticky profil a
jednoduchy postup znadeni vhodnymi radionuklidy, napiiklad *™Tc.

Zavedeni syntetického somatostatinového analogu oktreotidu s navdzanym
chelatorem DTPA (obrazek 2) stabilng vazajicim indium-111 (**!In-pentetreotid,

Octreoscan®, obrazek 6) umoznilo detekci celé fady nadord.

Toto radiofarmakum je povazovdno za zlaty standard vizualizace
neuroendokrinnich nadorti a nadort, které ve své struktufe exprimuji somatostatinové
receptory SSTR2 a SSTRS, ke kterym ma dand slouCenina nejvétsi afinitu. Tyto

P v - , ., .y vee 1
receptorové subtypy se oviem v neuroendokrinnich nadorech vyskytuji nejéast&ji.'

Jelikoz se koncentrace receptort a vyskyt jednotlivych subtypti u riznych nadort
muize liSit, mize se liSit 1 senzitivita diagnostického vySetfeni. Pfikladem mulZe byt

diagnostické uziti Octreoscanu u jinych neZ neuroendokrinnich nadord, kde byly

Obrazek 6 Schematické znazornéni DTPA-oktreotidu.
D-Trp D-Phe Cys D-Phe DTPA

HOOC /—coon
HOOC N

; g %o |

I\/LK/SW(\N/” /I_l COOH

Lys Thr Cys Thr-OH
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somatostatinové receptory subtypu 2 také popsany (prsni nadory, malobuné¢né nadory
plic, lymfomy). Pii téchto vysetienich ovSem nebylo dosazeno tak uspokojivych
vysledkl, coz byvd zduvodiovano nerovnomérnou distribuci receptori v téchto

nadorovych tkanich.”

Za ucelem zvyseni citlivosti a umoznéni detekce 1 dalSich nador exprimujicich
jiné nez zminéné subtypy somatostatinovych receptori jsou provadény variace
v zavedenych strukturdch syntetickych derivati. Piikladem dnes jiz standardnich peptida
vzniklych substituci aminokyselin fenylalaninu za tyrozin v bioaktivnim jadfe oktreotidu
mize byt DTPA(DOTA)-Tyr*-oktreotid a DTPA(DOTA)-Tyr®-oktreotét s vystupiiovanou
afinitou k somatostatinovému receptovému subtypu 2. Mezi nov&jSimi analogy se $irSim
afinitnim spektrem je tieba analog DOTA-1-Nal*-oktreotid (substituce fenylalaninu 1-
naftylovou funkéni skupinou), ktery ma navic také afinitu k subtypiim 3 a 5.3

Tabulka 5 Piehled zavedenych analogii somatostatinu a jejich specifita k receptorim. Vsechny

peptidy jsou cyklické oktapeptidy s cyklem tvorenym disulfidickym miistkem mezi Cys2 aCys’. 31,60

Nazev Sekvence aminokyselin Vaznost

Oktreotid D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol) SSTR2, (SSTR3), SSTR5
Tyr>-oktreotid D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol) SSTR2, (SSTR3), SSTR5
Vapreotid D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH, SSTR2, SSTR5
Lanreotid 2-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH, SSTR2, SSTR5
Tyr’-oktreotat D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH SSTR2, (SSTR3), SSTR5

1-Nal’-oktreotid = D-Phe-Cys-1-Nal-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol) SSTR2, SSTR3, SSTR5

Jelikoz je technecium-99m diky svym fyzikalnim vlastnostem a snadné
dostupnosti povazovano za idealni diagnosticky radionuklid, je snaha vyvijet peptidy se
schopnosti vazat tento gama zafi¢. Takovym peptidem je depreotid, komercné vyrabény
analog somatostatinu, jenz naSel uplatnéni v diagnostice malignich plicnich nadort.?
Chelataéni tetraaminova skupina pfipojena k analogu Tyr’-oktreotatu dala vznik dal§imu
derivatu s ndzvem demotat, ktery je rovnéz schopny vazat ¥MTe a jehoz vlastnosti se jevi
piiznivé pro diagnostické vyuZiti somatostatin-receptorové pozitivnich nadort.*®

Priklady diagnosticky pouzitelnych somatostatinovych analogi jsou uvedeny v tabulce 5.
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5.6 Dalsi peptidy studované v souvislosti
s diagnostikou a terapii nadoru

vvvvvv

jejich vyznam pro konkrétni typ nadort. Jsou zde uvedeny piiklady jednotlivych
peptidickych  analogli. Pro jejich uplatnéni jako radioaktivné znaclenych
diagnosticky/terapeuticky piisobicich sloucenin plati stejné podminky jako pro hlavniho
zastupce této kategorie, somatostatinu. Tato kritéria byla zminéna v pfisluSnych

kapitolach a podkapitolach tykajicich se tohoto peptidu.

5.6.1 Bombesin-like peptidy

Do této skupiny peptidi patii gastrin-releasing peptid (GRP) a neuromedin-B
(NMB). Je nazvana podle bombesinu (BN), ktery byl prvn¢ izolovan z ropuchy Bombina
bombina. Jeho sav¢i protiklady jsou vySe zminéné peptidy. Vyvolavaji Siroké spektrum
biologickych odpovédi v tkanich savci, prevazné v CNS a GIT. Deset témét identickych
aminokyselin v molekulach BN (14 AMK) a GRP (27 AMK) je zodpovédnych za

. c 1, « o 4 62-64
biologicky regulacni Gginek. * °%®

V soucasné dob¢ jsou znamy ctyfi BN receptory. Tii z nich jsou pfitomné v savci
tkani; NMB receptor (BB1), GRP receptor (BB;) a BN receptorovy subtyp 3 (BNS 3 nebo
BB3). Jde o receptory sprazené s G-proteinem. Kromé& GRP receptorti nejsou zatim
dostatecné charakterizovany. %2 Kromg fyziologického vyskytu v tkanich byla zjiSténa
ptitomnost GRP receptord v primarnich invazivnich karcinomech prostaty, nadorech plic,
prsu a gastrointestinalnich stromatalnich nadorech. GRP puasobi na GRP receptorech
vV nadorové tkéni, coZ vede k propagaci ristu téchto nadord. Tento fakt zapficinil vyvoj

bombesin/GRP antagonisti k hormonalni terapii GRP receptorové pozitivnich nadort. 63

Podobné jako fada ostatnich peptidi je bombesin vysoce nestabilni v plasmé.
Sekvence C-konce aminokyselinového fetézce byla popsana jako nezbytna pro vazbu na
receptory a biologickou aktivitu bombesin-like peptidi. Kromé diive zminénych BN/GRP
antagonistil je snaha vyvinout analogy, které by slouzily jako nosic¢e radionuklidi a daly

99m-|-C /188

se vyuzit k diagnostice nebo terapii GRPR-pozitivnich nadoru. Re bombesinové
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konjugaty byly modifikovany se snahou zvysit hydrofilitu a tim pfevazit typ exkrece na
stranu renalni. Tyto zmény ve struktuie vedly k sloucenindm typu [DTPAl, Lysg(gngC-
Pm-DADT),Tyr*]BN (DADT-diaminodithiolovy ligand) nebo **™Tc(CO)s- -GGG-
BBN(7-14)NH,, které se projevuji piiznivymi farmakodymickymi i farmakokinetickymi
vlastnostmi.®> GRP antagonisté (*"Tc-demobesin 1-6) se taktéZ projevuji vysokou
vazbou na GRP receptory. Nové ligandy oznacené BZH1, DTPA-y-aminobytyric acid-(p-
Tyr® B-Ala*!, Thi**,Nle**) bombesin(6-14) a BZH2, DOTA-y-aminobytyric acid-(o-Tyr®,p-
Ala™ Thi** Nle'*) bombesin(6-14), patii mezi analogy oznaované kvili své specificité
k BB1.3 jako pan-bombesinové.® ®Tc-RP527, 57%8Ga/*""Lu-DOTA-PESIN, *In-Pro’,

Tyr*-BN a fada dalsich analogii znagenych **Cu nebo *""Lu je diskutovano v souvislosti

s diagnostikou a terapii GRPR-pozitivnich malignit.? %

5.6.2 Neurotensin

Pfitomnost neurotensinu (NT) byla zjisténa v centralnim nervovém systému (ne
v nervovych bunikéch), ale také v periférnich tkanich, hlavné v gastrointestinalnim traktu

(ileu). Jedna se o peptid, ktery se sklada ze 13 aminokyselin. 424

Byly naklonovany tfi druhy NT receptorti (NTR). NTR1 a NTR2 patti do skupiny
receptoru spiazenych s G-proteinem. NTR1 vykazuje v porovnani s ostatnimi NTR vétsi
afinitu kK NT, a je tedy v popiedi zajmu pro vyvoj novych receptorové specifickych
radiofarmak. NTR1 se vyskytuji v nejruznéjSich typech nadord, jako jsou astrocytomy,
meningiomy, Ewingovy sarkomy (zvlastni typ zhoubného kostniho néddoru, ktery se
vyskytuje pfedev§im u déti a mladsich osob). Obzvlasté vysoké hustota téchto receptort
byla nalezena u karcinomi exokrinniho pankreatu. Pro tyto nadory je typicky extrémné
rychly rist a vysoka agresivita. Rozvoj novych metod umoznujicich detekci poptipadé

terapii t&chto nadort, je proto velice Zadany. 2

Bylo zjisténo, ze k vazbé na NT receptor zcela postacuje C-koncova sekvence
aminokyselin NTg13. "In-DTPA-NT(g.13 analog byl zkousen jako potencionlni

radioligand pro in vivo detekci NT receptort. Rychla enzymatickd degradace znemoznila
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viak toto jeho vyuZiti. Vazby mezi aminokyselinami Arg®-Arg®, Pro'®-Tyr*, Tyr'-1le*?

Vv diive zminéné sekvenci jsou snadno $té€peny plazmatickymi a tkdnovymi peptidésami.24

Obriazek 7 Vzorec DTPA-NT g3

DTPA-Args-Argg-Pro : 0-Tyr1 ' Ile-Leu-OH

Nasledné tedy bylo cilem ziskat stabilni NT analogy. Byly syntetizovany analogy se
zvysenou stabilitou znacené 9mTe a BBF, ale také analogy s DTPA a DOTA chelatacnimi
&inidly, umoziujici znageni **In, *"Lu, *°Y, ®Ga a daldimi radionuklidy. Tyto DTPA- a
DOTA-konjugované NT analogy, s prodlouzenou stabilitou zachovanou receptorovou
afinitou a rychlou receptory zprostfedkovanou internalizaci, jsou perspektivnimi

kandidaty pro detekei a terapii exokrinnich pankreatickych nadort. 24

5.6.3 Cholecystokinin a gastrin

Cholecystokinin (CCK) a gastrin patii mezi regulacni peptidy, které ovliviuji
nejriznéjsi funkce v mozku, gastrointestindlnim traktu, pankreatu a zlu¢niku. Mimo to
pusobi jako fyziologické rustové faktory ve vétSiné isekil gastrointestinalniho traktu, ale
také jako stimulacni rdstové faktory v riznych nadorech. CCK vznikd z prekurzoru
procholecystokininu nesoucim na svém N-konci signalni sekvenci. Jsou rozliSovany
molekularni formy oznacované podle poctu aminokyselin CCK-8, CCK-33, CCK-39,
CCK-58. Gastrin se fyziologicky vyskytuje ve tiech formach: jako minigastrin (G14), tzv.
maly gastrin (G17) a velky gastrin (G34). Neuroendokrinni nadory produkuji nezraly

gastrin Gly-G17 (glycin extended gastrin) s vyssi proliferativni schopnosti.*

Utinek cholecystokininu je zprostfedkovan dvéma typy receptorti spfazenymi s G-
proteinem. Tyto receptory se od sebe liSi svou afinitou ke gastrinu. Zatimco receptor
CCK-A je schopny vazat pouze CCK, receptor CCK-B vaze jak CCK, tak gastrin.

Oznacuje se tedy nékdy jako CCK-B/gastrin. V nedavné dob¢ byl popsan receptor CCK-
C 6768
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V normaélni tkéni se receptory CCK-A vyskytuji ve zlucovém méchyti, pankreatu
a mozku, receptory CCK-B/gastrin pak ve sliznici gastrointestinalniho traktu a v mozku.
Z hlediska onkologie a nuklearni mediciny je klinicky vyznamny vyskyt CCK-B/gastrin
receptorti v nékterych nadorech. Velka hustota CCK-B/gastrin receptorii byla zjiSténa
Vv malobunéénych karcinomech plic (SCLC-small cell lung carcinoma), stromatalnich
nadorech ovaria (stromal ovarian cancer), u astrocytomi a hlavné v meduldrnich
karcinomech §titné zlazy (MTC-medullary thyroid carcinoma). Pfilezitostné¢ byly CCK-
B/gastrin receptory nalezeny v neuroendokrinnich gastroenteropankreatickych nadorech,
ale i v adenokarcinomech prsu a endometria.®® CCK-A receptory se vyskytuji v nadorech
ziidka, vyjimkou jsou gastroenteropankreatické nadory, meningiomy a nékteré

neuroblastomy. %

Exprese CCK-B/gastrin receptort v lidskych nadorovych tkanich byla podstatou
myslenky jejich vyuziti k detekei a 1é€be téchto nadorti. Nékolik vyzkumnych skupin
melo v posledni dobé snahu vyvinout CCK-B-selektivni radiofarmaka vhodnd pro CCK-
B-receptorovou scintigrafii a radioterapii.

Pro vazbu na CCK-B/gastrin receptory se zda byt nutna pfitomnost sekvence
tetrapeptidu Trp-Met-Asp-Phe-NH; na C-konci peptidického fetézce a dale pFitomnost
sulfatovanych tyrozinovych zbytki nebo pfitomnost vysoce anionické oligo(penta?)
glutamatové sekvence V sousedstvi N-konce.®® V sekvenci tetrapeptidu  mize byt
aminokyselina Met nahrazena za Leu nebo Nle. Pfitomnost sulfonovanych tyrosinovych

zbytki je nezbytna k navazani na CCK-A receptory.®®

Jedna skupina sloucenin byla odvozena od nesulfonovanych oktapeptidickych
analogii CCK. Kromé¢ sloucenin, které¢ byly znaceny radioizotopy jodu, byly pfipraveny
analogy s chelata¢nimi ¢inidly jako DTPA nebo DOTA schopnymi vazat " a jiné
klinicky uzite¢né radioizotopy (DTPA/DOTA-p-Asp-Tyr-Nle-Gly-Trp-Nle-Asp-Phe-
NH,). % " Tém&F soudasnd byly pfipraveny radioaktivné znacené analogy minigastrinu.
Heptadekapeptid gastrin-1 oznaceny izotopem jodu byl prvnim zkousenym, nasledovaly
minigastriny zna¢ené radioizotopy india (DTPA-p-Glu'-minigastrin, DTPA-p-Leu’-

minigastrin).®® "
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Obrazek 8 Vzorec DTPA-p-Leu-minigastrinu. ®

DTPA-minigastrin DTPA-p-Leu-(Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

Pouziti ytriovaného analogu QOY-DTPA-D-GIu-minigastrinu, jehoz ptiprava byla
logickou navaznosti na Uspésné diagnostické uplatnéni, bylo spojeno S rizikem
radiotoxicity zpisobené vysokou renalni kumulaci analogi odvozenych od

minigastrinu.”

Vyzkum analogii pro znadeni *™Tc pfinesl peptid soznadenim *"Tc-
Demogastrin-2, ktery se vaze na CCK-B receptory a vykazuje snizené renalni
Vychyteiveini.73 CCK/gastrin analogy stavaji perspektivni novou skupinou receptorové
specifickych peptidi k diagnéze a terapii CCK-B/gastrin-pozitivnich nadord jako

malobunécnych nadori plic a medularnich karcinom §titné z1azy.

5.6.4 Vasoaktivni intestinalni peptid

Vasoaktivni intestinalni peptid (VIP) je neuroendokrinni mediator, ktery se sklada
z 28 aminokyselin. Tento peptid se podili na regulaci riznych biologickych funkci
(relaxace dolniho jicnového sfinkteru, Zalude¢niho fundu, anélniho sfinkteru, ovlivnéni
lokalni sekrece, motility a krevniho priitoku stievni sténou).” Stimuluje sekreci riznych
hormont, lipolyzu, glykogenolyzu a ma vliv na rist i1 proliferaci normalnich a malignich

L1 4,32, 74
bungk. 43

Obrazek 9 Vasoaktivni intestindlni peptid. Zvyraznéné aminokyseliny jsou vhodné pro znaceni

radioizotopy jédu. *

His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-
Leu-Arg-Lys-GIn-Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-
Ser-Ile-Leu-Asn-NH,

Biologicky ucinek VIP je zprostiedkovan dvéma typy VIP-receptorii, které maji
podobnou afinitu k VIP. Byly oznaéeny jako VPAC1 a VPAC2. Fyziologicky se VIP-
receptory vyskytuji v plicni tkani, gastrointestinalnim traktu, v buiikach krve a ledvinach.
Velkd hustota VIP-receptori se vyskytuje také u gastroenteropankreatickych

adenokarcinomil, neuroendokrinnich nadord, lymfomi’l..14
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Bylo zjisténo, ze za biologickou aktivitu VIP je zodpovédny N-konec peptidu,
zatimco cast C-konce je nezbytna pro navazani k receptoru. Nasledné tedy byly odvozeny
od VIP fragmenty (VIP2-28 a VIP10-28) s pozménénym N-koncem, které se chovaji jako

silni antagonisté a jsou tedy vhodné k hormonélni terapii. 2

V peptidickém fetézci VIP se v poloze 10 a 22 vyskytuji tyrozinové zbytky, které
se daji vyuzit ke znaceni VIP radioizotopy jodu. Prvni diagnostické vysledky s 121.VvIP u
pacientll s kolorektalnim, pankreatickym, Zzaludecnim karcinomem a karcinoidnimi
nadory byly velice slibné. Uvazovalo se o vyuziti *?I-VIP k detekci pankreatickych
adenokarcinomi. V nékterych nasledné provadénych studiich ovSem nebylo dosazeno
zcela shodnych vysledkll v porovnani s prvnimi studiemi. 28,7475 Agkoliv je VIP jednim
z mala peptidd, kterych lze vyuzit bez jakychkoliv modifikaci, pro budouci aplikaci je
snaha vyvinout metabolicky stabilni analogy umoziujici znaceni také dalSimi
radionuklidy, jelikoz jodaci lze povazovat kvuli své casové naro€nosti, nutnosti HPLC
&isténi a ziskavani 21 z cyklotronu za méné komfortni metodu. Takovym analogem, u
které¢ho bylo ke znaceni pouZzito %mTe, je analog TP3654 se sekvenci aminokyselin

GAGG na C-konci umoziujici toto znaceni.”

5.6.5 RGD peptidy, antagonisté a, B3 integrinu

Integriny jsou dulezitou skupinou transmembranovych molekul. Jednd se o
glykoproteiny IIb/llla (oupP3) majici vliv na agregaci desticek a receptory vitronektinu
owPs, které hraji zésadni roli pii metastazovani nadort a pifi nadory indukované
angiogenezi. o3 byly nalezeny v nové se tvoficich endotelidlnich buiikach rostoucich
nadord, ale i vmnoha nadorovych bunkach rdzného puavodu (osteosarkomy,
neuroblastomy, karcinomy plic, prsu, prostaty, mocového méchyie, glioblastomy,

invazivni melanomy).”” 8

Nédory indukovdna angiogeneze muze byt blokovana
peptidickymi antagonisty integrinu ayf3, Vjejichz fetézci se vyskytuje sekvence

aminokyselin Arg-Gly-Asp (RGD sekvence) zodpovédna za vazbu na o3 integriny.
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Také k diagnostické neinvazivni determinaci o3 exprese jsou vyvijeny
radioaktivné zna¢ené peptidy, které vykazuji vysokou afinitu a selektivitu K o, B3 in vitro
a receptorové specifickou akumulaci v nadorech invivo. Hlavni rozdil mezi témito
analogy je v jejich farmakokinetickych vlastnostech. Pocate¢ni pokusy s jodovanymi
slouc¢eninami vykazovaly vysokou akumulaci v jatrech a stievech. Ke zmén¢ tohoto stavu
halogenovanych substanci bylo pouzito nékolik strategii, mezi které lze zahrnout
konjugaci s cukernou slozkou, hydrofilnimi aminokyselinami a polyetylenglykolem.
Kromé halogenovanych slougenin jsou zkougeny analogy znagené *!In, *™Tc, **Cu, *Y
a *®Re jak k diagnostickym, tak endoterapeutickym G¢elim. Struktura v&tiny z nich je
zalozena na cyklickém pentapeptidu (-Arg-Gly-Asp-pPhe-Val-), ke kterému je
ptikonjugovany chelatacni systém (DTPA, DOTA, HYNIC). Dalsi strukturou je RDG-4,
undekapeptid s disulfidickymi vazbami, jez ovSem v porovnani s diive zminénymi

pentapeptidy jevi horsi charakteristiku.

Krom¢ monomernich RGD peptidl jsou také zkouseny multimerni slouceniny
(dimery, tetrametry) spojujici stejné jednotky vazajici a,f3 integriny, ale i kombinace
s jednotkami, které tyto proteiny nejsou schopné vazat. Z hlediska farmakokinetiky bylo
zjisténo, ze dimerni slouceniny maji oproti monomernim vyS$$i nadorovy uptake a
zvyraznénou retenci v nadoru s prevazujici rendlni exkreci. Podobnych vysledkl bylo
dosazeno i s tetrametry. Kromé tumor-indukované angiogeneze se exprese o33 integrinu
vyskytuje také u krvacejicich ran, revmatoidni artritidy, psoriatickych plakii a béhem

o T
restenozy.

5.6.6 Neuropeptid Y

Neuropeptid Y (NPY) se sklada z 36 aminokyselin, ze kterych je pét tyrozinovych
zbytkli (Y). Tento neobvykle velky pocet vedl k vytvofeni ndzvu neuropeptid Y, jehoz
sekvence aminokyselin se velice podoba pankreatickému polypeptidu (PP) a peptidu YY

(PYY). Fyziologické funkce tohoto peptidu je zprostredkovdna Y receptory
Y1,Y2,Y4,Y52a Y6."

Vysoky vyskyt receptori Y1 vnadorech prsu a Y1 a Y2 v ovaridlnich,

prostatickych, rendlnich a nadledvinkovych nadorech pfedstavuji moznost vyuZziti NPY

analogi k diagnostice a terapii téchto nadori.”
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5.7 Nové strategie vyuziti radioaktivné znacenych
peptidu

Cilem novych strategii vyuZzivajicich radioaktivné znacenych peptidickych analogt

je zvySeni efektivity scintigrafickych a terapeutickych metod. V ptipadé terapeutickych

metod se jedna hlavné o zvySeni odpovédi nadorovych bunék na terapii pii soucasném

potlacovani nezadoucich uc¢inkli se snahou dosazeni delSiho a kvalitnéjSiho zivota

pacientt. U scintigrafickych metod je to pak zvyseni citlivosti zobrazovacich metod s co

mozna nejvetsim priblizenim vypovidacich moznosti realité.

Tyto strategie jsou zaloZeny na tiech zakladnich pilifich:

1. zavadéni novych radioaktivnich sloucenin a metod
2. zvySeni odpovédi cilovych naddorovych bunék

3. kombinace nejriznéjSich piistupii pfedevsim k terapii a ovlivnéni nezadoucich

ucinkt

5.7.1 Zavadéni novych radioaktivnich sloucenin a metod

Hlavnim prostfedkem zlepSeni diagnostickych a terapeutickych moZnosti
radioaktivné znacenych radiofarmak je vyvoj a aplikace novych inovativnich vektorl at’
jiz ze skupiny peptidii nebo aminokyselin a protilatek, zavadéni novych protokolti znaceni
radioaktivnimi izotopy a vylepSovani pfistupli samotné aplikace téchto radiofarmak.
Dulezity je samoziejmé 1 vyzkum genomiky, proteomiky, analyzy jednotlivych nadort a
posuzovani potencionalnich cilti (G-receptory, antigeny, VEGF - vaskularni endotelovy
rustovy faktor- receptory, transportéry aminokyselin) pro jednotliva radiofarmaka a jejich
vyhodnosti pro vyuziti v diskutované problematice. ZlepSeni vypovidaci hodnoty vystupi
dozimetrickych méfeni pfispiva ke standardizaci metod na strané¢ jedné a moznosti
individualniho pfistupu na stran¢ druhé. Tyto udaje mohou zvysit bezpecnost 1 t€innost
terapeuticky pouzivanych peptid a odhalit nebo uptesnit vztah davka-ucinek. Pochopeni
vSech detailit mechanism G¢inku jednotlivych radiofarmak mize vést k dalSimu zvyseni
efektivity a moznosti zkoumanych latek. Produkce radionuklidi s vyhodnymi vlastnostmi
pfipadné generatori téchto radionuklidii je neméné dilezitou slozkou celého procesu,

umoznujici snadné znacéeni radionuklidy s vhodnymi vlastnostmi.
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5.7.1 ZvySeni odpovédi cilovych nadorovych bunék

V soucasné dobé jsou zkouseny metody genové terapie vyuzivajici transport genu
pro SSTR2 pomoci vhodného vektoru s cilem zvysit pocet receptori na nadorovych
bunkach. Rogers a kol. pouzili jako prvni rekombinantni adenovirovy vektor k indukci
exprese somatostatinovych receptorii na lidskych buiikkdch nemalobunééného karcinomu
plic rostoucich v mysich jako xenograftech.?’ K lokalizaci nadorii byl pouzit **!In-DTPA-
pb-Phel-oktreotid a terapeuticka vyuzitelnost této kombinované metody cilené terapie

s genovou byla ovéiena *°Y-DOTA-p-Phe-Tyr*-oktreotidem. &

5.7.2 Kombinace pristupiui a ovlivnéni nezadoucich ucinku

Kombinace nejriznéjSich piistupti a metod pii pouziti radioaktivné znacenych
peptidd je dal$i moznosti, jak zvysit efektivitu scintigrafickych a terapeutickych metod a
snizit nezadouci ucinky souvisejici s pouzitim specificky cilenych nosic¢t radionuklidi.
De Jong ve své prezentaci nazvané ,,Future prospects with somatostatin derivatives*
popisuje moznosti, jak docilit vytycenych cilit nékolika nasledujicimi body (zvyraznéné
nize), které byly doplnény jesté dalsimi moznymi piistupy. Nékteré z téchto bodii byly jiz
diskutovany v pribéhu ptredchazejicich kapitol, jiné jsou rozebrany podkapitolach

nasledujicich.

Kombinace peptidi
Kombinace radionuklida

Vyzkum peptidickych antagonist

AN NN

Pouziti buniku penetrujicich peptidd (CPPs) a jaderné lokalizujicich se peptidil
(NLPs)

Zvyseni specifické aktivity radioaktivné znacenych peptidi

Kombinace peptidi a slouenin zprostiedkovavajici pfeménu spicich gent
Kombinace peptidii a antihypoxickych latek

Kombinace peptidu a ledviny chranicich latek (amifostine, gelofusine)

AN N NN

Kombinace peptidi a chemoterapeutik, inhibitori  angiogeneze,

radiosensitizéra (5-fluorouracil; capecitabin)
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Vyskyt receptorti v nadorech neni vétSinou omezen na jeden receptorovy subtyp,
respektive vycet potencialnich cilli pro metody nuklearni mediciny je u mnoha néadort
velice Siroky. Naptiklad GEP nadory exprimuji kromé somatostatinovych receptorii
GLIP-1 (glukagon-like peptid 1) receptory a receptory VIP (vasoaktivni intestinalni
peptid), cholecystokyninu a bombesinu.?® V prsnich nadorech byl zase zji§tén soudasny
vyskyt receptori somatostatinu, VIP, gastrin-releasing peptidu a NPY-Y1 (neuropeptid Y,
subtyp Y1) receptor1°1.81 Kombinace peptidickych analogii odvozenych od jednonoho ¢i
vice ptirozenych peptidi by mohla vést ke zvySeni akumulace radioaktivity nebo k
optimalizaci jejiho rozlozeni hlavné v nadorech s heterogenni strukturou. Kromé toho
nékteré ze zmin&nych peptidi maji potencial inhibovat nadorovy rist.'® Vyuziti této
strategie 1écby vyuzivajici soucasné aplikace vice analogii je ovSem v Soucasné dobé
limitovano chuds$imi poznatky o ostatnich peptidech a jejich receptorech, jelikoz je
vyzkum soustfedén pievazné na vyvoj derivatl somatostatinu. Existuji ale uz i vyjimky
potvrzujici tuto skutecnost. Radioaktivné znacené analogy minigastrinu byly Uspésné
pouzity pro diagnostiku cholecystokinin B receptorové pozitivnich nadord. Cyklicky
analog RGD sekvence c(Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys) s navazanou chelata¢ni skupinou
DTPA, ktery antagonizuje nadorovou angiogenezi navazanim na receptory ayf3s, je dalSim
peptidickym analogem, ktery miize byt pouzit ke scintigrafii nebo radionuklidové terapii

y y v 7 82
nadorového onemocnéni.®

Velice ptfinosnou metodou piedev§im pro zvysSeni terapeutickych moznosti se jevi
kombinace radionuklida (*°Y a’’Lu).®® Jak jiZ bylo zmin&no, rozdilné fyzikalni vlastnosti
(energie zareni, dosah v tkanich) skytaji moznost terapie nadorti rizné velikosti piipadné
S nestejnomérné exprimovanymi receptory. Souhrnny ¢lanek 8 popisuje néckolik
uspesnych pokusii vyuzivajici kombinace peptidi (oktreotidu a oktreotatu) znacenymi

témito peptidy.

Hledani specifickych peptidickych analogti vedlo k produkci fady specifickych
agonisticky pusobicich syntetickych peptidi. Obecné jsou agonisté preferovanéjsi pro

pouziti u receptor pozitivnich nadorl, protoZze se snadno internalizuji do nadorovych
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bunék po jejich navazéani, coz umoziuje akumulaci radioaktivity v butice.3* P¥i pokusech
se somatostatinovymi antagonisty specifickymi pro vazbu na SSTR3 (sst3-ODN-8) a
SSTR2 (sst;-ANT) bylo dosazeno vyraznéjs$i akumulace v nadorech s delsi retenci
radiofarmaka na t&chto strukturach v porovnani s ***In-DOTA-Nal®-oktreotidem (agonista
pro SSTR3) respektive In-DTPA-oktreotatem (agonista SSTR2).2°> Antagonisticky
pusobici neinternalizujici se radioligandy se vazi na velké mnozstvi receptori, zatimco
siln& se internalizujici agonisté se vaZi pouze na omezeny pocet receptorii.®® Proto také
Ginj a kol. publikovali ¢lanek s nazvem ,,Radiolabeled somatostatin receptor antagonists
are preferable to agonists for in vivo peptide receptor targeting of tumours®, kde popisuji
vyhodnost pouziti peptidickych antagonistii pro cilené zasahy nadorovych receptor-

pozitivnich bungk. ®

O téchto peptidickych motivech bylo jiz struéné pojednéno v kapitole zabyvajici
se radioaktivné znaCenymi protildtkami. CPPs a NLSs vlastni potencidl vpravovat
biomolekuly do bunék, respektive trasportovat je do jadra. PiedevSim u peptida

111

znacenych radioizotopy s kratkym dosahem (Augerovy elektrony “"“In) by toto pfiblizeni

velice zvysilo efektivitu terapie.

CPPs jsou relativné kratké peptidické sekvence (do 30 aminokyselin s kationaktivni
nebo amlfifilni strukturou) vlastnici unikétni schopnost penetrovat buné¢nou membréanou.

Obecné se rozli$uji tfi typy CPPs: "

- ptirodni CPPs (penetratin, Tat, VP22)

- Syntetické nebo chimerick¢é CPPs obsahujici dvé nebo vice téchto sekvenci
(transportan, mastoparan)

- nové syntetické CPPs (MAP)

Mechanismus, jakym CPPs transportuji biomolekuly do buiiky, neni jesté¢ zcela
objasnén. Podle soucasné hypotézy se nejdiive jedna o interakci kationaktivnich skupin

typickych pro CPPs a negativné nabitych fosfolipidﬁ.%’ 8

Destabilizace membrany
tvorbou micel popfipadé mechanismus endocytézy je vlastnim  d&jem

zprostiedkovavajicim tento transport.13 Tyto dva potencionalni mechanismy jsou oba
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mozné a vypada to, Ze zéalezi na povaze CPP, bunééném typu a nédbojich. S vlastni

strukturou CPP souvisi také efektivita tohoto zprostredkovaného transportu.13

Tabulka 6 P¥iklady CPPs, které byly studovany v souvislosti s penetraci do bunék. =2

CPP Sekvence aminokyselin

Penetratin “RQIKIWFQNRRMKWKK®®

Tat “GRKKRRQRRRPPQ®

VP22 %' DAATATRGRSAASRPTERPRAPARSASRPRRPVD*®
Transportan 'GWTLNSAGYLLG™K* INLKALAALAKKIL®

PTD-4 YARAAARQARA

ri-PTD-4 ARAQRAAARAYG

MAP KLALKLALKALKAALKLA

SN50 AAVALLPAVLLALLAPVQRKRQKLMP

Arg9 RRRRRRRRR

Molekuly mensi nez 40-45kDa difunduji pomoci nuklearnich poérovych
komplext, které maji limitni pramér 25-30 nm. Vé&tsi molekuly jsou zavislé na
energeticky zavislém procesu zprostredkovaném NLSs. Tyto sekvence jsou kratké
oligopeptidy (mensi nez 10 aminokyselin), které jsou rozpoznavany pienaseCovymi
proteiny ze skupiny karyopherin/importin. Typické NLSs maji ve své struktuie blok 4
nebo vice kationaktivnich zbytkl (lysin, arginin), ktery je ve struktufe zastoupen bud’ jen

jednou, nebo s druhym basickym blokem spojenym 10-12 proménnych aminokyselin.®

Syntetické NLS peptidy byly pouZity pro transport fady substanci do jadra. NLS
motiv sekvence SV40 (PKKKRKYV) byl pfikonjugovéan k fadé nejadernych biomolekul
absolutné netypickych pro vyskyt v jadie (BSA, ferritin, IgG, IgM). Ginj. a kol. popsali
analog somatostatinu Tyr*-okterotid konjugovany s touto sekvenci.?® Tento peptid byl
pomoci DOTA oznacen **'In a na rozdil od parentni latky vykazoval $estinasobny uptake
a retenci v SSTR-pozitivnich AR42]J pankreatickych bunkach a lidskych embryonalnich
ledvinnych bunkach transfekovanych SSTR2A (HEK-SSTR2A). Nuklearni uptake NLS
konjugované substance byl 45x vys$si nez slouceniny nekonjugované s NLS

89

sekvencemi.” Tyto vysledky podporuji teorii, ze by NLS peptidy mohly zajistit

peptidickym analogiim vyssi retenci radioaktivity v nddorovych buikéch.

Vyuziti této techniky se zda velice perspektivni a predpokladd se jeji

studium/vyuziti také u ostatnich receptorové specifickych peptidu.

43



Tabulka 7 Nékteré piipadné nebo potvrzené NLSs v receptorech v ligandech pro epidermalni ristovy

faktor zmin&né v souhrnném &lanku®™

NLS sekvence Sekvence aminokyselin
PDGF A 19PRESGKKRKRKR?’
PDGF B 2'RVTIRTVRVRRPPKGKHRK®®
FGF 1 INYKKPKLY
WSKKHAEKNWFVGLKKN
FGF 2 1RSRKYTSWYVALKR™
FGF 3 ®RLRR*®
"?PRRRK
Interferon-o ®NSNKKKR*
128K TGKRKRS™®
IL-3 (my%) % RNKSFRR"
LTERKKLRF®
IL-21-o PKVLKKRRL®*
IL-1 2KKKMEKRF*
IL-4 HRHKQLIRFLKRLER
IL-5 ®KKYIDQQKKKCGEERRRV™?

PDGEF - platelet-derived growth factor; FGF - fibroblast growth factor; IL - interleukin.

Problém nizké specifické aktivity u nckterych DOTA-peptidi limitujici
terapeutické pouziti napiiklad u ligandi DOTA-substance P a DOTA-bombesinu (pro
nuklearné medicinské ucely by se aplikované mnozstvi peptidu mélo pohybovat hluboko
pod hladinou davek, které zptisobuji farmakologicky efekt) mize byt castecné vyieSen
rozdélenim davky nebo jejim inflznim, intratumordlnim nebo intraarteridlnim

podélnim.27’ %0

Zavedeni necyklickych chelatori a vyvinuti peptidd s vétSim poctem
navdzanych chelatacnich ¢inidel patii mezi dal$i mozné principy, které by mély zvysit
specifickou aktivitu diskutovanych radiofarmak a tim i jejich vyuZitelnost pro potieby

nuklearni mediciny.27
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6 Nezadouci u¢inky radiofarmak s cilenou distribuci

Radioaktivni zafeni muze vést k nasledujicim biologickym procestim: smrt burky,
zménéna komunikace mezi bunkami, zéanétliva reakce, kompenzaéni tkanova
hypertrofie.®* Kromé& t&chto zmin&nych uginkii existuji i dlouhodobé néasledky vzniklé
pusobenim volnych radikald, jako je napiiklad oxidativni poskozeni biomolekul (DNA,
proteint a lipidi). ™

Radioaktivné znacené receptorové specifické peptidy nasly prozatim své pevné
misto piedeviim v diagnostice neuroendokrinnich nadort (Octreoscan®). Peptidy znacené
terapeutickymi radionuklidy prochazeji v soucasné dobé tadou klinickych studii, ve
kterych jsou kromé pozitivnich vlivi na progresi onemocnéni sledovany nezadouci
ucinky, které ve vétsiné ptipadd souviseji pravé s agresivnim chovanim emitovaného
zéteni. Zv1asts ytriované (°Y) syntetické somatostatinové analogy odstartovaly diskuzi o
bezpecnosti téchto radioaktivnich slou¢enin.

V porovnani s vedlejSimi ucinky chemoterapie jsou nezadouci projevy peptidické
radioterapie méné Casté, a proto lze tento 1édebny postup oznaéit za relativné bezpeény.
Akutni nasledky aplikace radioaktivné znaeného peptidi (nauzea, zvraceni, bolest
V mist¢ nddoru) mohou byt kontrolovany symptomatickou terapii. Na ty, které se
projevuji az s ¢asovou latenci a které jsou vysledkem absorpce radiofarmaka ve zdravé
tkdni, je nutno dbat zietel pfi samotném planovani terapie (volba davky a typu

radionuklidu, dozimetricka vySetfeni s diagnostickymi analogy a‘[d.).38

6.1 Radiofarmaka s cilenou distribuci — prinos versus
nezadouci ucinky

Kumulace radioaktivné znacenych peptidii v jinych nez nadorovych tkanich mtze
byt vyznamnym klinickym problémem nejen z hlediska zkresleni interpretace ptipadnych
patologickych ndlezli pfi scintigrafickém vySetfeni, ale hlavné z divodu moZnych
radiotoxickych uc¢inkd. Nasledky 1écby radioaktivné znacenymi peptidy piimo souvisi
s velikosti davky (aktivitou), agresivitou zéafeni a farmakokinetickym profilem dané
radioaktivné znacené slouceniny. Peclivé vyhodnoceni dozimetrickych parametrii u
kritickych orgdnt diagnosticky aplikovanych peptidi mize piedejit radiotoxickému
pusobeni samotné radionuklidové terapie. Vysledky biodistribu¢nich studii studovanych

radioaktivné znacenych peptidi ukézaly, Ze k nejvyssi retenci radioaktivity dochazi ve
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slezing, ledvinach, jatrech, kostni dfeni a SSTR-pozitivnich nadorech.’® Zatimco vliv
absorbovaného zareni na tkan sleziny nebyl pozorovdn a jaterni toxicita, pokud se
vyskytne, je vétsinou mirna a reverzibilni, kostni dfen a hlavné ledviny byly v souvislosti

s terapeuticky uZivanymi peptidy oznaGeny za kritické, davku limitujici tkang.*® %

6.1.1 Radionefrotoxicita

V poslednich 15 letech byla fada radioaktivné znacenych monoklonalnich
protilatek, jejich fragmenti a nizkomolekularnich onkofilnich peptidd pouzito
Kk terapeutickym ucelim pii 1é¢bé nadord. Bylo zjisténo, Ze vysoka a trvala lokalizace
téchto sloucenin v ledvinach je spojena s rizikem radionefrotoxicity kompromitujici
terapeutickou efektivitu téchto latek.

Je vSeobecné zndmo, Ze ledviny jsou hlavnim mistem katabolismu
nizkomolekuldrnich proteinti. Kvili své velikosti prochazi tyto molekuly glomeruldrni
bazalni membranou. Za fyziologickych podminek jsou vSechny peptidy a proteiny
reabsorbovany v proximalnim tubulu. Endocyticky transportované peptidy jsou Sté€peny
lysozomalnimi proteolytickymi enzymy na rozkladné produkty, které se vraceji zpét do
renalniho tubulu nebo do systémové cirkulace. Chelatované aminokyseliny s navdzanym
radionuklidem nemohou vlivem své polarity opustit lysozom, zistdvaji ukotveny
v buitkdch proximalniho tubulu a piisobi radiotoxicky na pfilehlou ledvinnou tkai.*
Barone a spol. v roce 2005 publikovala zavéry své prace, ze kterych plyne, Ze radiacni
nefrotoxita je zdvisla na velikosti davky a farmakologickém profilu radiofarmaka,
individualnim objemu ledvin a piipadné frakcionalizaci davky.* Sougasné bylo zjisténo,
7e zavisi na samotném peptidickém analogu a Zivo¢isném druhu a pohlavi, na kterém je
analog testovan.®
V tomto kontextu nelze také opomenout samotny terapeuticky radioizotop, respektive
jeho fyzikalni vlastnosti projevujici se svym agresivnim ucinkem. Obecné lze
piipomenout diive zminéna fakta tykajici se emitovaného =zafeni jednotlivych
radioizotopt, které se daji také popsat dosahem emitovanych elektronii nejpouzivanéjSich
terapeutickych izotopa (***In, *’Lu, 0v) v jednotkéach odpovidajici bunéénym primérim
(<1, 20, resp. 150).93 Ve vétsing popsanych klinickych ptipadii vyuzivajicich k 1é¢bé
radioaktivné znaCené receptorové specifické peptidy byla ovSem radiotoxicita
nepfedvidatelnd, k cemuz ptispiva také fakt, ze neni zcela piesné objasnén mechanismus

retence radioaktivng znagenych peptidd v ledvinach.* Z tohoto diivodu jsou studovéany
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mechanismy reabsorpce a hledany latky s potencionalnim inhibi¢nim vlivem na tento

renalni uptake.

6.1.2 DalSi toxické ucinky radioaktivné znacenych peptida

Hematologické toxicita provazejici 1éCbu radiopeptidy projevujici se snizenim
po&tu krevnich elementi je &asta, ale d4 se obecn& oznagit za mirnou a prechodnou.®
V prubéhu 1écby radiofarmaky bylo dale popsano piechodné poruSeni spermatogeneze,
zatimco vzhledem k fyziologickému vyskytu somatostatinovych receptorti pochopitelna
porucha endokrinnich funkci adenohypofyzarni osy ani diabetes mellitus nebyly viibec

(o1 7
pozorovéany.* %

6.2 Ledviny — limitni organ radionuklidové terapie

Ledviny jsou dilezitym elimina¢nim organem mnoha hydrofilnich 1é€iv, toxint a
endogennich substanci. Rada vysokokapacitnich transportnich systémi v proximalnim
tubulu brani nadmérnym ztratam filtrovanych zivin a elektrolyti nebo se naopak podili na
sekreci fady organickych iontu.

Dodnes byla popsana fada transportérii pro organické anionty a kationty, které
maji prvofadou funkci v sekreci aniontli a kationtd. ATP-dependentni primarné aktivni
transportéry jako MDR 1/P-glykoprotein a MRP (multidrug resistance-associated protein)
jsou dalSimi ledvinnymi systémy pulisobici naopak jako efluxni transportéry pro vice
hydrofobni molekuly a anionické konjugé‘[y.98 PEPT1 a PEPT2 jsou transportéry
lokalizované v membrané kartaCovém lemu proximalniho tubulu, kde slouzi k absorpci
latek charakteru di-peptidt a tripeptidi. Mezi substraty pro PET1 a PET2 patfi napiiklad
protinadova léciva, inhibitory angiotensin konvertujiciho enzymu a betalaktamova
antibiotika.®® Tubularni reabsorpci vétsich molekul (peptidické struktury), které jsou

filtrovany pies glomerularni membréanu, zajist'uje endocyticky proces.

6.2.1 Tubularni reabsorpce peptidickych radiofarmak

Radioaktivné znacené fragmenty protilatek a peptidy maji nesporny vyznam
Vv diagnostice nadorového onemocnéni. Oproti rozmérnéjSim protilatkdm typu IgG
vykazuji lepsi, rychleji stanovitelny pomér specificky vazaného radiofarmaka a jeho
distribuce v ostatnich nenaddorovych tkanich. Vazny problém ptedevsim pro terapeutickou

aplikaci pfedstavuje ovSem rendlni uptake téchto peptidii a proteind. Toto plati hlavné u
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latek schopnych byt glomerularné filrovany. Piesdhne-li velikost plasmatickych proteinti
60 kDa, tyto latky nejsou schopné pfejit pfes neporuSenou glomeruldrni bazalni
membranu. To znamena, Zze proteiny velikosti IgG, jejichz velikost se pohybuje okolo
150 kDa, neptechazeji, paklize nejsou rozstépeny plazmatickymi peptidazami, ptes
glomerularni membranu, zatimco latky charakteru oligopeptidii nebo mensich proteint
jsou bez problému filtrovany do primarni moci. V souvislosti s prostupem latek pies
bazalni membranu je dale tfeba zminit jeji elektronegativni naboj usnadnujici prostup

peptidi a proteint s kationaktivni strukturou.

Za fyziologickych podminek se vSechny filtrovatelné proteiny a peptidy
Z proximalniho tubulu téméf kvantitativné reabsorbuji. Jiz vic nez deset let je jako
mechanismus reabsorpce popisovan endocyticky proces. Z pocatku byl tento

b 413

mechanismus popisovany jako ,;receptorové” zprostiedkovany s tim, ze nebyly piesné
upfesnény receptory zodpovédné za tento transport. Vazba na lumindlni membranu
proximalniho tubulu byla popisovdna na zdklad¢ elektrostatickych interakci (mezi

negativné nabitou tubularni membranou a

ey e, . . Igi-
pozitivné¢ nabitymi peptidy a proteiny) ;!omm‘a ﬁ::;:‘:'." \ f:pgn\-
nasledovanych tvorbou primarnich a % d” ?
: QO

sekundarnich endozoml a lysozomalni

degradaci proteini a peptidi.* Tato teorie
reabsorpce doznala Vv posledni dobé
jednoho podstatného upiesnéni. Vyse
zminény mechanismus byl doplnén nazvy
dvou receptorovych proteinii megalinu a
cubilinu, které jsou v proximalnim tubulu
hojn€ exprimovany a podili na reabsorpci
fady fyziologickych 1 nefyziologickych

.1, 100 N . .
latek.”™™ Soucasnd hypotéza, Ze se tyto

receptory podili na reabsorpci Products of
“digestion”
radioaktivné  znaCenych  peptidi a — e
= W K
eg. Y-DTPA-Lys

fragmentl protilatek, byla potvrzena fadou
A e .. Obriazek 10 Schématické vykresleni reabsorpce a

studii jak in vitro na buné¢énych liniich, tak
metabilzace proteini v renalnim proximalnim

in vivo pokusech provadénych na mysich se 1, 9
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specifickymi megalin-deficitnimi ledvinami.***%

Rozkladné produkty (aminokyseliny, radioaktivné znacené derivaty jako jodovany
tyrozin) jsou trasportovany zp&t do krve a v ur&ité mife i do mo&i.'® Problém nastava u
radioaktivné znacenych rozkladnych produktt, u kterych bylo ke znaceni pouzito polarni
chelatani skupiny. Tyto struktury nemohou opustit lysozom a zistavaji ukotveny
v lysozomech resp. v buiikach proximalniho tubulu. Radioaktivni zafeni intracelularné

lokalizovanych radionuklidi miize svymi ioniza¢nimi G¢inky poskodit funkci ledvin.

Testovanim latek s potencidlem inhibovat vychytavani v ledvinnych buiikédch bylo
zjisténo, ze se na procesu akumulace podili patrné vice typi transportnich mechanismi. %
Podle vysledkt prace Rollemana a kol.v ¢lanku 106 by se napiiklad na renélni reabsopci
analogli somatostatinu mohly podilet somatostatinové receptory, které¢ se v proximalnim
tubulu vyskytuji, coZ oviem bylo diive odmitnuto.'® Barone a kol zase ve svém &lanku
popisujicim experimenty na OK bun&cné linii zminuje proces fluid-phase endocytdzy,
kterd se podle téchto publikovanych vysledkli podili na reabsorpci radioaktivné

znaCenych peptidi zhruba z jedné

poloviny.'%*

Nejvyssi  hodnoty radioaktivity pii
zkoumani lokalizace reabsorpce
ruznych radioaktivné znacenych
receptorove specifickych  peptida
v ledvinach potkana byly zjistény
V proximalnim tubulu (S1 aS2 segment)
v ktite ledviny, zatimco mens$i uptake
byl popsén ve vnéjsi dieni (S3 segment
proximalniho tubulu). Nulové hodnoty
radioaktivity byly zjistény v kortikalnim
glomerulu, distalnim tubulu, vnitini

kiife nebo ledvinné panvicee. % Tato

nehomogenni distribuce je v souladu

RENAL PELVIS

s vysledky z lidskych ledvin.'”’
Obrazek 11 llustrace nefronu v ledvinach. Lokalizace

segmenti S1, S2, S3. PCT - proximalni stofeny

kanalek. '
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6.2.2 Megalin a cubilin

Jak jiz bylo zminéno, megalinovy receptor se zda byt zodpovédny za reabsorpci
radioaktivné znacenych receptorové specifickych peptidi a monoklonalnich protilatek.

Z tohoto diivodu nasleduji zékladni fakta o téchto receptorovych proteinech.

Megalin  je  600-kDa  velky
glykoprotein, ktery je na  zéklad¢
spolecnych strukturnich znaki fazen do

skupiny LDL receptorii.'®® Tento receptor se

sklada se zvelké extracelularni domény,

jediné  transmembranové a  kratké
cytoplasmatické domény. Extraceluldrni j \’

doména je zodpovédnd za navazani liganda
a jejich pozd¢si uvolnéni. Kratka

cytoplasmatickd doména je zodpovédna za -

iniciaci  endocytického procesu, ktery R

. : SV o = Compisment type repeat

nasleduje po navazani ligandi. o EGF repeat _
Transmembrane domain

> NPXY mo#if

Obrazek 12 Struktura megalinu a cubilinu a

pFiklady jejich ligandi. '
Cubilin je periferni membranovy

protein (460-kDa) skladajici se piiblizné z 3600 aminokyselin. Je identicky S receptorem
tenkého stfeva, ktery je nezbytny pro vstiebani komplexu vnitini faktor-vitamin By, *% 1
Neobsahuje Zadnou transmembranovou doménu, strukturné se nepodobd Zadnému
znamému endocytickému receptoru a nevlastni Zadné misto pro interakci s regulaénimi
proteiny nebo jinymi mediadtory e:ndocy’cc')zy.111 Z tohoto divodu se predpoklada, ze

, . . . y . . 112
endocytdzu a intracelularni transport cubilinu zprostfedkovava receptor megalin.

Zatimco se receptor megalin vyskytuje v mnoha epitelidlnich bunikach (Casto
absorpCnich epiteliich), je exprese cubilinového receptoru omezenéjsi. Spole¢né se tyto

receptory vyskytuji ve velké hustoté¢ v apikalni ¢asti proximalniho rendlniho tubulu,

50



Vv epitelidlnich buinikach zluéniku, v tenkém stievé a v cytotrofoblastu placenty.
Megalinové receptory se dale vyskytuji v glomeruldrnich podocytech, chorioidedlnim
plexu, buitkach nadvarlete, Stitné zlazy, labyrintu vnitiniho ucha, v fasnatém télisku oka,
pneumocytech II. typu, v bunkach pfistitnych télisek produkujicich parathormon, v
endometriu, vejcovodu a Vv embryonalnich tkanich trofoektodermu a neuroektodermu.
V proximalnim renalnim tubulu, kde je fyziologicky vyznam megalinu a cubilinu
nejpatrnéjsi, je vyskyt obou téchto receptori do znacné miry podobny. Mutace gent
koédujicich expresi megalinu, cubilinu a dalSich proteinti podilejicich se na endocytdze
zprostfedkované témito receptory, popiipad¢ jejich deficit, mize vyrazné¢ ovlivnit
fyziologickou rovnovahu tfady latek v organismu a zpusobit tak onemocnéni, jako jsou
naptiklad Imerslund-Griasbeck syndrom (IGS)/megaloblastickda anemie-1 (MGAL),

113, 114

Dentova choroba a Loweho syndrom. Dalsimi geneticky podminénymi nemocemi

souvisejicimi s megalinem a cubilinem jsou Anderson-Fabryho choroba a cystinoza.'*®

Hlavni vyznam megalinu a cubilinu spoc¢ivé ve zpétné reabsorpci mnoha vitaminil,
hormont, aminokyselin a proteiny vazajicich komponent z proximalniho tubulu. ZvySena
glomerularni permeabilita umoziujici filtraci proteinti vétSich nez albumin nebo zvyseny
intraglomerulérni tlak mohou byt pfi¢inou nadmérnych ztrat vySe uvedenych latek a
proteinurie. Ta mlZe byt také zplisobena poruchami orgéni produkujicich do cirkulace
velké mnozstvi proteinli pfi zachovalé glomerularni permeabilité. Castym diivodem
tohoto typu proteinurie jsou hemolytickd onemocnéni, poptipadé rhabdomyolyza
projevujici se vysokymi hladinami hemoglobinu respektive myoglobinu v krevnim fecisti
a moéi.'” ZvySené hladiny proteinti (albuminu, myoglobinu, hemoglobinu aj.) v tubularni
tekuting€ a jejich resorpce megalin-cubilinovym endocytickym receptorovym systémem
zpiisobuji aktivaci epitelidlnich bunék proximélniho renalniho tubulu, které vedou
K produkci zanétlivych cytokinini (MCP1, RANTES, TNFa, IL-6 aj) vyvolavajicich
kaskadu d&ja, které se ve vysledku projevuji  tubularnim  poSkozenim,
tubulointersticidlnim zanétem s potenciondlni progresi ve fibréozu a eventuelné renalni

selhani.**®
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Tabulka 8 Ligandy megalinu a cubilinu.'®

Megalin Cubilin

Vitamin binding proteiny
Vitamin D binding protein Vitamin D binding protein
Folate binding protein Folate binding protein
Retinol biding protein

Jiné carrier proteiny

Albumin Albumin
Tézky metallothionein

Hemoglobin Hemoglobin
Myoglobin Myoglobin
Lactoferrin Transferrin

Liver-type fatty acid binding protein
Neutrophil gelatinase-associated protein
Odorant binding protein
Sex hormone binding globulin
Apolipoproteiny
Apolipoprotein B Apolipoprotein Al
Apolipoprotein E High-density lipoprotein
Apolipoprotein J/clusterin
Apolipoprotein H
Hormony, prekursory hormonu, signalni proteiny
Angiotensin 11
Inzulin
Epidermalni rustovy faktor
Prolaktin
Lysozym
Thyroglobulin
Jiné
Ca2+
Cytochrom C Receptor-associated protein
Receptor-associated protein
Léciva a toxiny
Aminoglykosidy
Polymixin
Aprotinin
Trichosanthin
Enzymy a enzymové inhibitory
Inhibitor aktivatoru plasminogenu - PAI-1
PAI-1-urokinaza
PAI-1-aktivator tkanového plasminogenu
Prourokinaza
o-amyvlaza
a.-mikroalobulin
Lysozym
Lipoproteinova lipaza
Receptory a transmembranové proteiny
Cubilin
Cation independent manose-6-phosfate receptor
Transcobalamin 11-B12 receptor
Imunitni a stress-related proteiny
Advaced glycation end products
B,-mikroalobulin
Lehké retézce imunoglobulinu Lehké retézce imunoglobulinu
Pancreatitis associated protein Clara cell secretory protein
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6.2.3 Nové poznatky

Pti testovani novych peptidickych analogti v preklinickych studiich byl sledovan
vztah samotného analogu na renalni uptake u raznych zvifecich modelt (potkani
roduWistar a mysi C57BL.*® V obou tchto zivo¢isnych druzich byl nalezen podobny
zvySujici se renalni uptake u zkouSenych analogi nésledujicich peptidi: CCK (*In-
DTPA-p-Asp',Nle? 6-CCK-8) < Bombesin (*!In-DTPA-Pro* Tyr*-bombesin) <
Neurotensin ~ (**'In-DTPA-G(Pip)®,G(Pam)® tBuG'*-neurotensing 13y =~ Somatostatin
(*"*In-DTPA-p-Phe-oktreotid) < MGO (***In- DTPA-p-Glu-(Glu)®-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-
Asp-Phe-NHy).* Renalni uptake **!In-DTPA-oktreotidu nevykazoval zadnou zavislost na
pohlavi v pokusech provadénych na potkanech a mnozstvi radioaktivity v ledvinach se
b&hem &asu prili§ neligilo.® U my$i vSak byl rendlni uptake vyrazné vyssi u samic a
radioaktivita rychle klesala u obou pohlavi.* Bylo tedy zjiSténo, Ze renalni uptake neni
zavisly pouze na samotném peptidu, ale 1 na zivo¢isSném druhu a pohlavi, coz je
informace, kterou je nutno brat v potaz piedevsim pii pfenosu vysledkt zin vivo

prekliklickych studii do klinické praxe.

Testovanim latek s potencidlem inhibovat vychytavani v ledvinnych buiikéch bylo
zjisténo, ze se na procesu akumulace podili patrné vice typi transportnich mechanismi. %
Ptedevsim analogy odvozené od peptidu minigastrinu a moznosti inhibice jejich ledvinné
retence poukazuji na zapojeni také nekterych dalSich ledvinnych transportérti napt.

transportétl pro organické anionty.95

6.3 Moznosti ovlivnéni radionefrotoxicity

Radioaktivné¢ znacené peptidy a fragmenty protilatek, které¢ jsou filtrovany
vV rendlnim glomerulu, mohou byt reabsorbovany v proximalnim tubulu, kde setrvéavaji
jako zdroj radiace prfedevSim pro vysoce radiosenzitivni glomerulus. Toto wvnitini
ozafovani pfedstavuje vazné omezeni terapeutického pouziti diskutovanych radiofarmak.
Toto omezeni vytvofilo potiebu renalni ochrany béhem peptidické radioterapie. Bylo
prokazano, ze nékteré latky jsou schopné redukovat tubularni uptake téchto latek.
V nasledujicich kapitolach je uveden ptehled testovanych latek, které byly zkouSeny za
ucelem inhibice rendlni reabsorpce radioaktivné znafenych receptorové specifickych

peptidl a fragment monoklonalnich protilatek.
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6.3.1 Pozitivné nabité aminokyseliny

Jiz v sedmdesatych letech minulého stoleti bylo prokézano, ze infuze pozitivné

nabitych aminokyselin jako ornitinu, lysinu a argininu je schopna inhibovat tubuldrni

116

resorpci nizkomolekularnich proteinii.™ Mogensen a Solling popsali, ze slouceniny

S pozitivn¢ nabitou terminalni skupinou okamzité
Obrazek 13 Struktura L-argininu.

C " . .o 116,117
inhibuji renalni tubuldrni reabsorpci proteind. Tato o =

inhibice byla potvrzena jak u fragmenti monoklonélnich

protilatek (*™Tc-Fab"), tak peptidéi (*'*In-pentetreotid) ™" N/\/\( -

V pokusech provadénych na potkanech i pacientech.104’

C e e . . Obrazek 14 Struktura L-lysinu.
18 "V biodistribu¢nich experimentech zkoumajicich raze v
0
mechanismus a lokalizaci renalni retence radioaktivnich
peptidd bylo dosazeno snizeni renélni reabsorpce na 60 OH
3 NH,

% hodnot kontrolnich potkanﬁ.10

Barone a kol. zkoumali efekt podani rtznych infuzi aminokyselin na renalni
uptake **Y-DOTA-p-Phe’-Tyr*-oktreotidu.'*® Po 4 hodinach soucasné infuze komerénd
vyrabéného koktejlu aminokyselin se sniZil uptake radioaktivni slouceniny o 21 %, coz
umoznilo zvétSeni davky radiofarmaka pii zachovani stejného rizika pro ledviny.
Stejného efektu bylo dosazeno se samotnou aminokyselinou L-lysinem, pfi¢emz
kombinace aminokyselin L-lysinu a L-argininu byla efektivnéjs$i nez aplikace komercné
dostupného koktejlu aminokyselin."'® Zavéry této studie byly shrnuty takto: relativné
nizké nezadouci Gcinky, zadny efekt na glomeruldrni filtraci, zvySeni hladiny plasmatické
urey po koktejlu aminokyselin, hyperkalémie po podani samotného lysinu a
asymptomaticka hypofosfatémie.119 Podani aminokyselin bylo dobie tolerovano, ackoliv
u pacientii Gasto objevovala nauzea a zvraceni.'*® Cetnost t&chto priznaki byla v pfimé

souvislosti se sloZenim aminokyselinové infuze.'

6.3.2 Malat sodny

Inhibice renalniho tubularniho reuptaku *'In-DTPA-

oktreotidu bylo dosaZeno také pomoci malatu sodného.'*® OH O

Malat inhibuje membranovou recirkulaci pii endocytoze a OOOH

snizuje energeticky metabolismus redukci hladin koenzymu

Obrazek 15 Kyselina maleova.

r v e 1y s . . , ., Kyselina maleova
A, ¢imZ inhibuje cyklus kyseliny citronové v tubuldrnich
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bunikach. Vysledné snizeni zasob ATP nebo reakce maleyl-CoOA S membranovymi
proteiny inhibuje fadu renalnich transportnich systémi véetné reabsorpce peptidi. Bylo
zjisténo, ze efekt malatu sodného je zavisly na ddvce a kombinace L-lysinu a malatu ma
aditivni efekt na sniZeni reuptaku radiofarmaka.'® V experimentech provadénych na
potkanech bylo dosaZeno redukce aZ na 15 % hodnot kontrolnich potkand.'®® Ackoliv je
podani malatu efektivni v inhibici rendlni reabsorpce, jeho podani u clovéka je

1 ettt e 1 o 118
kontroverzni kvili toxickym G¢inkiim na ledvinné bunky.

6.3.3 Fruktéza
Jelikoz je podéani malatu kvili toxikologickému profilu velice problematické, byla
k inhibici reabsorpce zkouSena fruktéza (obrazek 16), latka inhibujici

ATP-dependentni pochody. Tato pro organismus netoxickd latka byla

zkousena k ovéfeni energetické zavislosti reabsorpénich mechanismii | Gh
radiopeptidi a protilatek. Jeji ucinky ve srovnani s lysinem byly o

a-D-fruktopyranosa

minimalni.*?°
Obrazek 16 Struktura fruktozy.

6.3.4 Plazma expandér Gelofusin®

Zelatinovy plasma expandér Gelofusin® je dalsi slougenina, pomoci které bylo
dosazeno sniZeni tubularni reabsorpce (konkrétné 1 n-oktreotidu) u mysi a potkantli bez
ovlivnéni vychytavani této latky v receptor-pozitivnich tkanich.'** Plazmatické expandéry
odvozené od skrobového nebo dextranového zakladu nemély ve stejné studii zadny efekt
na renalni uptake. Zelatinovy plasma expandér Gelofusin byl stejné Gcinny jako

aminokyselina lysin.*?

Utinek  Gelofusinu  zapadd pouze <&asteéné do teorie  megalinem
zprostiedkovaného reuptaku radioaktivné znacenych peptidi. Gelofusin se sklada ze
sukcinylované zelatiny a obsahuje pfedevSim negativné nabité molekuly. Kromé toho
Zelatina, hlavni rozkladny produkt Gelofusinu, mé peptidickou strukturu sloZzenou hlavné
Z aminokyselin glycinu, prolinu a hydroxyprolinu, které jsou spiSe neutralni neZ pozitivné
nabité. Mechanismus plisobeni gelofusinu se vysvétluje opatrné dvéma moznymi zplisoby
tak, aby nebyla zasadné vyvracena teorie megalin/cubilinového receptoru. Prvni uvazuje
o reakci ostatnich (pozitivné nabitych) aminokyselin, druhy vyklad pracuje s moznou

existenci megalinovych domén odliSnych od vazebnych mist pro pozitivné nabité
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1

aminokyseliny.®® Prace sumarizujici jednotlivé moznosti redukce reabsorpce

.....

se mohly na této Ginnosti podilet.'®

Protoze je Gelofusin® rutinn& pouZivan jako substituent krevniho objemu bez
toxickych ucinkl a jeho aplikace je tady bezpecna, je mozné otestovat jeho funkci také
jako inhibitoru reuptaku radioaktivné znaCenych peptidi v klinické praxi. Kvili jeho
kratkému biologickému poloCasu se uvazuje o bezprostfedni aplikaci tohoto ptipravku

y , . 121
pred samotnym radiofarmakem.

6.3.5 Polyglutamova kyselina
U polyglutamové kyseliny respektive jejich zbytki (péti a vice) byly pozorovany
inhibiéni vlastnosti ledvinné reabsorpce 'In-DTPA-p-Glu'-minigastrinu, ktery byl

e . . /4 /4 . M r ~ r 122
pfipraven pro diagnostiku meduldrniho karcinomu S§titné Zzlazy.

U potkani bylo
dosazeno az 90% sniZeni reabsorpce radiofarmaka pii pouziti peptidickych fetézci
skladajicich se z péti a vice -glutamatovych zbytkd. Samotny nadorovy uptake nebyl pfi
této intervenci ovlivnén. Negativniho efektu bylo dosazeno pii pouziti poly-p-
glutamovych nebo polyasparagovych aminokyselin a také kratsich fetézct Gluy (X = 1-4).
Samotny ucinek péti a vice poly-_-glutamatovych zbytkil je mozno vysvétlit kompetici
negativné nabitého peptidu (jeho aminokyselin) *In-DTPA-p-Glu'-minigastrin (DTPA-
pGlu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH;) s negativné nabitymi

glutamatovymi zbytky.'?

05

Pozitivné nabité slouceniny jsou tohoto peptidu naopak

neudinné.!

6.3.6 Amifostin

Amifostin je dalsi latka, kterou lze pouzit k zmirnéni radiacniho poSkozeni pfi
peptidické radioterapii. Tato latka neredukuje vychytdvani radiopeptidi v rendalnich
tubulech, ale mirni toxicky efekt radiace vychytdvanim volnych radikalti. Kombinaci
amifostinu a lysinu bylo dosazeno signifikantniho snizeni renalniho postizeni u potkanti

23

medikovan}'lchlnLu-DOTA-Tyr3-0ktreotéltem.1 Amifostin je UspéSné¢ pouzivan k

ochran¢ zdravé tkan¢ pii radioterapiich a OH H

| N NH,
chemoterapiich. Je aplikovan jako prolécivo, o:p—s/\/ B GPTIN
které se aktivuje na aktivni formu cinnosti OH Amifostin

Obrazek 17 Struktura amifostinu
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alkalickych fosfataz, jejichz aktivita je vySs$i ve zdravé tkani nez v tkani nadorové.'?*

Cytoprotektivni  mechanismus  UCinku  aminofostinu  neni  pfesné  popsan.
Nejpravdépodobnéji se jednd o vychytavani volnych radikali. Déale se uvazuje o ucasti
jednoho z metabolitii aminofostinu na ovlivnéni DNA syntézy a opravy, genové exprese a

prabéhu bunééného cyklu.124

Aminofostin je dobfe snasen pii doporu¢eném davkovani a postupu.125 Nauzea a
zvraceni jsou Casta v den aplikace. Pfechodny pokles systolického tlaku je reverzibilni a

snadno zvladnutelny.?

6.3.7 Kolchicin

Kolchicin byl testovan za tcelem ovéteni vlivu mikrotubularné dependentni
endocytdzy na reabsorpei peptidii a proteini a proximalnim renalnim tubulu.**® Kolchicin
je léCivo vyuzivané pii 1écbé dny, revmatické horecky, Behgetova syndromu a cirhdzy.
Jeho Uc¢inek v proximalnim rendlnim tubulu spoc¢ivd v branéni zpétnému zaclenéni
recirkulujicich membranovych ¢asti do bunécného povrchu poruchou funkce
mikrotubuld.

Aplikaci kolchicinu u potkantt 5 hodin pied HiED:
podanim radiofarmaka bylo dosaZeno snizeni uptaku
"In-DTPA-oktreotidu v rendlnich buiikich o 40 %, |rco

zatimco soucasnd aplikace neméla na reabsorpci

radiopeptidi  Zadny vliv.*2 Vyssi  hladiny

radioaktivity po podani kolchicinu byly pozorovany gy 4zek 18 Struktura kolchicinu.
Vv kostni dfeni (moznd limita podani kolchicinu) a jatrech. Nasledky ucinkii kolchicinu

byly popisovany jako reverzibilni po 24 hodinach.*®

6.3.8 DalSi 1éCiva jako potencialni inhibitory

Pro 1éCiva zminéna nize je typické, Ze byly zmiflovany v souvislosti se svym
nefrotoxikym uclinkem. Pifi vyzkumu téchto vedlejSich ucinkd (gentamycinu a
polymyxinu B) byl také diskutovan receptorové (megalinem) zprostiedkovany transport

jako potencionalni zprostiedkovatel tohoto toxického efektu. %% 18
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Pouziti tohoto 1é¢iva je omezené z diivodu vysokého rizika radionefrotoxicity. U
potkanti byla pozorovana polyurie se zvySenym vylu¢ovanim proteinﬁ.127

V porovnani s D-lysinem nebo malatem je sniZzeni reuptaku nizsi, o \p‘/ N
pouze 30% oproti kontrolam.*® S1 aS2 segment nefronu nebyly ovlivnény Cl/ \NH3
pusobenim cis-platiny, zatimco bylo pozorovano poskozeni S3 segmentu | Cis-platina
103

proximalniho renélniho tubulu. Obrazek 19 Struktura cis-platiny.

Gentamicin (obrazek 20) a polymyxin B (obrazek 21) jsou antibiotika uréena pro
lécbu gram-negativnich infekci. Obé 1éciva jsou kromé svych antibakterialnich G¢inkt
znamy svym nefrotoxickym
uc¢inkem. Polymyxin B je
kviali témto ucinkim urcen
vyhradné k zevni aplikaci. U
gentamycinu  a  dalich |~ S Y S\ e
aminoglykosidovych N ‘
antibiotik je to ddle aginek '4 | |
ototoxicky, na ktery je tfeba _

Obrazek 21 Struktura polymyxinu B.
pfi medikaci dbat zietel. Bylo
potvrzeno, ze toxické ucinky jsou zplsobeny kumulaci téchto 1é¢iv v buiikéch
proximalniho tubulu, respektive vnitfniho ucha. Za tuto jejich kumulaci se zda byt
zodpovédny receptor megalin.loo’ 126 Doposud nebyla uvefejnéna zddna studie testujici
vliv téchto 1é¢iv na reuptake radioaktivnich peptid invivo. V soucasné dobé existuji
pouze udaje z in vitro testovani ovlivnéni uptaku radioaktivné znacenych peptidi na OK

bun&éné linii.*" Z t&chto udaju plyne, Ze polymyxin B je schopen castecné inhibovat

tento uptake.'™ Jeho samotny nefrotoxicky potencial

nebyl v této praci diskutovan a zlstava tedy otazkou, N’_:C:H
zdali je podobny pfistup vhodny pro klinické H‘CHN»ET“ HOF:Sf_'_';_ ~om,
snizovani ledvinné reabsorpce radioaktivné znacenych \'1N§\1 o

peptidi. Podobné prace tykajici se Fofi{?f;:{-f\m"

HoN

aminoglykosidového antibiotika gentamycinu nebyly
) Obrizek 20 Gentamicin C1.
zatim publikovany.
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7 Metody vyuzivané v experimentech

7.1 Radioaktivni znaceni bioaktivnich molekul

Nasledujici odstavce jsou veénovany metodam znaCeni bioaktivnich molekul

radioizotopy, které byly pouzivany pii experimentalni ¢asti dizertacni prace.

7.1.1 Charakteristika pouzivanych radioizotopi

“n Pfeméfuje se elektronovym zachytem s polocasem asi 67,9 hodin (2,8 dne) za emise zafeni gama s
nejdilezitéjsi energii 172 keV (91 %) a 246 keV (94 %). Vedle zafeni gama emituje také Augerovy
elektrony. Je produkovano v cyklotronu.

Oy Jedna se 0 B- zafi¢ s maximalni energii elektronu 2,27 MeV (T4, = 64 h). Zdrojem *°Y je generator

nebo reaktor.

Yy Emituje - zaféni s maximalni energii 0,5 MeV a gama zafeni o energii 103 keV. Polo&as rozpadu
je 6,71 dne. Ziskava se z reaktoru.

%¥MTc  Rozpada se pievazné izomerickou pfeménou s polotasem 6,02 hodin. Stfedni energie gama zafeni,

dulezita pro scintigrafickou diagnostiku, je 140,5 keV (89 %).

125 Tento izotop méa dlouhy fyzikalni polotas (60 dni), nizkou energii fotonti (27-35 keV). Je

pouzivan k in vitro pokusiim, k zobrazovani in vivo se nehodi. Je ziskavan z jaderného reaktoru.

7.1.2 Radioaktivni znaceni **'In, *"Lu, *°Y

K radioaktivnimu znaeni bioaktivnich molekul (peptidli, monoklonélnich

111|n, 177Lu, Oy atd.) se Casto vyuzivaji bifunk¢ni

protilatek) kovovymi radionuklidy (
chelatory. Jedna se o latky, které ve své struktufe obsahuji ¢ast, ktera je schopna
chelatovat kovy (napi. radionuklidy), a ¢ast, pomoci niz se chelator vaze na biologicky
aktivni molekulu (reakce aktivovanych karboxylovych skupin chelatoru s volnymi
aminoskupinami biomolekuly za vzniku pevné amidové vazby apod.).

Chelatory musi spliiovat néktera dtlezitd kritéria. Musi tvofit termodynamicky a
kineticky stabilni komplexy s radionuklidem, aby se minimalizovala kompetice
S piirozenymi chelatory napf. transferin, respektive disociace radionuklidu z komplexu
Vv krevnim fecisti. Komplexace musi probihat za vhodnych podminek (pH, ¢as, teplota)
s vysokym vytézkem a vzniklé komplexy musi vykazovat vysokou specifickou aktivitu.
Vybér vhodného chelatoru velmi zavisi na velikosti a koordina¢ni geometrii kovového

iontu. Lanthanoidy a ytrium patii mezi velké ionty, které k vyplnéni koordina¢ni sféry a

tvorbé stabilnich komplexii s makrocyklickymi chelatory, jako je DOTA a jeji derivaty,
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potiebuji osm az devét donorovych atomu. Piiklady bifunkénich chelatori zobrazuje

obrazek 3.

7.1.3 Radioaktivni znaceni *°"Tc

Technecium-99m se ziskava ve formé technecistanu z **Mo-*"Tc¢ generatoru
eluci fyziologickym roztokem. V této formé (oxidacni stupenn 7) je nejstabilnéjsi. K tomu
aby zreagoval napiiklad s komplexotvornymi c¢inidly, musi byt pouzito redukéniho
Cinidla, redukujici eluovany technecistan na technecium v oxida¢nich stupnich +5, +4,
+3. Vpfitomnosti vhodnych ligandi s vicedonorovymi skupinami vytvari
termodynamicky stabilni slouceniny. Nejpouzivangj$im redukénim cinidlem pfi znaceni

9MT¢ jsou cinaté ionty sloudeniny SnCl,.

. . v, 123/125/131
7.1.4 Radioaktivni znaceni >>*%°13|

Pro ptfimé znaceni jodaci se vyuzivaji elektrofilni metody, kdy plisobenim
oxida¢niho ¢inidla vzniké z jodidového aniontu kladné nabity ion I”, ktery je elektrofilni
substituci zaveden do znafené slouceniny (obrazek 22). Oxidaéni ¢inidlo by mélo byt
voleno tak, aby bylo kompatibilni s vodnym prostiedim, nedenaturovalo protein a

umoziovalo snadné Cisténi radioaktivné znaCenych proteint. Elektrofilni reakce muze

Protein Protein
CcO cO
H, I * I7/0xid. H,
HO C—CH —» |0 C—CH
NH NH
*]
Protein Protein

Obrazek 22 Schéma iodace metodou elektrofilni substituce.

probihat na aminokyselindch tyrozinu, fenylalaninu, histidinu, tryptofanu a také cysteinu.
Riiznymi reakénimi podminkami (napf. zména pH) je mozné ovlivnit, do jaké miry bude
urCitd aminokyselina reagovat sradioaktivnim jodem. Napi. za béZnych reakénich
podminek (pH = 7,4, chloramin-T) je vysoké procento radioaktivniho jodu pfitomno na

fenolické cCasti tyrosinu. Jako oxida¢ni Cinidla se pro znaceni peptidi pouzivaji: jod

monochlorid (ICI), Chloramin-T (N-chlortoluensulfonamid sodny), Iodogen® (1,3,4,6-
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tetrachloro-3a,60-difenylglykouryl), oxidativni enzymy. P#i téchto reakcich je jodace

sméfFovana zejména na aminokyselinu tyrozin a v mens$i mife pak histidin a tryptofan.

Vedle piimé jodace proteintl, jez je omezena na piitomnost aminokyselin, které
tuto jodaci umoznuji, existuji také metody nepiimého znaceni spocivajici v konjugaci
biomolekul s molekulou, jez byla znacena radioaktivnim jodem diive bez pfitomnosti
peptidu (Bolton-Hunterovo ¢inidlo, Woodovo ¢inidlo, mono- nebo di-jodo derivat
methyl-p-4-hydroxybenzimidatu). Tyto molekuly mohou reagovat s funkénimi skupinami
aminokyselin za tvorby kovalentni vazby. Nejbéznéjsi funkéni skupinou vyuzivanou pro

pfipojeni radiojodovanych molekul k proteinu je aminoskupina (lysinu).

7.2 Kontrola radiochemické ¢istoty radiofarmak
chromatografickymi metodami

Chromatografie predstavuje Sirokou $kalu metod identifikace sloucenin a déleni
smési pro ucely analytické nebo preparacni, jejichz zdkladnim principem je rozdélovani
jednotlivych slouc¢enin mezi dvé faze, které se vzdjemné pohybuji. Jedna z fazi neméni
svou polohu vzhledem k zafizeni, ve kterém proces probihd (nepohyblivd neboli
staciondrni faze), druhd z fazi musi svou polohu vzhledem k zafizeni ménit (pohybliva

neboli mobilni faze).'?®

7.2.1 Chromatografie papirova

Papirova chromatografie byla po urcitou dobu v praxi nejpouzZivanéj$i metodou
plosné chromatografie. Vyhodou této metody je jeji jednoduchost a ekonomicka
nendro¢nost. Zakladnim separaénim mechanismem je v pifipadé papirové chromatografie
rozdélovaci rovnovdha mezi vodou ¢i jinym rozpoustédlem zakotvenym v papiru a
pouzitou mobilni fazi. U latek s velkym poctem polarnich skupin se ¢asto uplatituje jejich
silnd interakce pfimo s celuldzou, v takovych ptipadech prevlada adsorpcni mechanismus
déleni. Pohyblivost latky na chromatogramu lze vyjadfit hodnotou Ry, ktera se urcuje jako
pomeér vzdalenosti, jiz urazi skvrna stanovované latky ku vzdalenosti, kterou urazi celo

“ix 17 128
rozpoustédla.

Metodu papirové chromatografie lze v nuklearni medicin€ naptiklad vyuzit u
kontroly radiochemické &istoty DTPA komplexu znageného *™Tc (*"Tc-DTPA). Tento

radioaktivné znaceny komplex pouZivany k dynamické scintigrafii ledvin (napf. u
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podezieni na stendzu renalni arterie) mize byt znecistén nezredukovanym techneciem ve
formé technecistanu TcO, nebo zredukovanym techneciem ve form& koloidu (*™Tc-
koloid). Naneseme-li vzorek na chromatograficky papir a nechame-li vyvijet
fyziologickym roztokem (0,9% NaCl), zjistime pii detekci na radiochromatogramu
nasledujici rozdéleni s hodnotami Ry *™Tc-koloid Rf = 0; *™TcO, Rf ~ 0,7 a Rs
komplexu ®™Tc-DTPA je vtomto systému rovno 1. Soucasné platny lékopis udava
pozadavek na Cistotu tohoto piipravku 95 %. Pro ucely ovéfeni radiochemické Cistoty
jsou v soucasné dob¢ preferovany stripy ITLC-SG majici jisté piednosti pfed obycejnou

papirovou chromatografii (viz dale).

7.2.2 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Pfi chromatografii na tenké vrstvé, zkracen¢ oznacované TLC (z anglického Thin-
Layer Chromatography), je rozdélovaci proces zaloZen na adsorpci nebo na extrakci. Na
podlozce (desti¢ka ze skla nebo z plastu nebo kovové folie) je bud’ voln€ nasypana, nebo
pomoci vhodného pojiva (sadra, Skrob, zelatina, polyvinylalkohol aj) upevnéna vrstva
zrnitého adsorbentu (silikagel, oxid hlinity, celulosa aj.) stejnomémé tloustky. Pfi
adsorp¢ni chromatografii je adsorbent stacionarni fazi. Pti rozdélovaci chromatografii je
na povrch adsorbovana vhodnd kapalina (nejcastéji voda), kterou oznaCujeme jako

;- s v roz cv L opr 12
zakotvenou fazi a adsorbent v tomto piipad€ nazyva nosicem zakotvené faze. S

Nanesena latka se adsorbuje na stacionarni fazi ¢i se absorbuje do zakotvené faze.
Chromatograficka latka nanesend na vrstvu je vymyvana a unasena rozpoustédlem (tzv.
eluce latky). V misté, kde je povrch adsorbentu obsazen urcitou sloueninou v mensi mife
¢i koncentrace urcité slouceniny v zakotvené fazi je nizsi, nez odpovida rovnovaze s jeji
koncentraci v eluentu, probiha adsorpce ¢i extakce této slouceniny z eluentu. To ma za
nasledek, ze postup slouCeniny chromatografickou vrstvou je pomalej§i nez postup
eluentu. Chromatografovana latka tedy neustdle ptechédzi z jedné faze do druhé. Pomér
mezi rychlosti postupu chromatografované slouceniny a eluentu zavisi na vlastnostech
chromatografické vrstvy, pouzitého eluentu a chromatografované slouceniny. Lze tedy

takto odd¢lovat jednostlivé slozky smési.

7.2.3 Instantni tenkovrstva chromatografie ITLC-SG)

Instantni tenkovrstva chromatografie na silikagelem potaZzenych sklenénych

mikrovldknech (ITLC-SG) ptfedstavuje rychlou a vhodnou alternativu k tradicni TLC na
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silikagelem potazenych sklenénych deskach. Vyhodou jsou (diky velké porozité vrstvy)
predev§im velmi kratké vyvijeci c¢asy (obyéejné do 20 minut) a piiprava
chromatografickych stript, které lze snadno natezat. ITLC-SG se rutinné vyuziva v
nukledrni medicing k rychlému urceni radiochemické Cistoty ptipravenych radiofarmak a

1ze ji také vyuzit k déleni lipida a dalSich nepolarnich sloucenin.

Pted pouzitim nastithame chromatograficky stripy na prouzky o minimalni délce 10
cm a Sitky podle poctu nanaSenych vzorkt. Pied zahajenim vyvijeni chromatogramu je
tteba naplnit chromatografickou komoru (vyssi sklenénd nadoba s vikem a stojankem pro
uchyceni papiru) mobilni fazi a pfiblizné 15 az 20 minut nechat ustavit v komote
rovnovahu par mobilni fize. Volba slozeni mobilni faze ovliviluje pohyblivost
chromatografovanych latek podle pravidla podobné rozpousti podobné. Proto pro polarni
latky se pouzivaji smési polarnich organickych rozpoustédel (alkoholy) s vodou a
pfidavkem kyseliny ¢i bdze, nepolarni latky se pak chromatografuji ve smésich
nepolarnich rozpoustédel (v takovém piipad¢ je tieba atmosféru komory sytit vodnimi

parami z misticky s vodou).

Chromatografii na papife, TLC, ITLC-SG provadime nejCastéji ve vzestupném
provedeni, kdy je vhodny strip zavéSen v chromatografické komote a spodnim okrajem je
namocen do mobilni faze. Vzorek se nanasi na vyznaceny start, ktery by mél byt alespon
1 cm nad hladinou mobilni faze, rozestupy mezi jednotlivymi nandSenymi vzorky by
mély byt alesponi 0,5 aZ 1 cm, od okraje papiru pak minimaln€ 1 cm. Vzorek se nanasi
mikropipetou ¢i injekéni stfikackou tak, aby skvrna vznikajici na startu nebyla piili§
rozmeérna (radéji postupné nanaseni po oschnuti pfedchozi davky). Pii ptipravé a nanaSeni
vzorku je tfeba brat v uvahu, Ze pfili§ velké mnoZstvi analyzované latky ve vzorku
zapricinuje tvorbu rozvleklych skvrn. Detekce se pifi analyze radiochemické Ccistoty
provadi na pfistrojich schopnych proméfit radioaktivitu v celé délce stripu s vyslednym

zobrazenim zavislosti aktivity na Rf.

7.2.4 Kapalinova chromatografie (HPLC)
HPLC (,,high performance liquid chromatography* - vysokou¢inna kapalinova
chromatografie nebo ,,high pressure liquid chromatography* - vysokotlakd kapalinova

chromatografie) lze pouzit ovéfeni Ccistoty piipravovanych radiofarmak, ptipadné
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k separaci cilenych radioaktivné zna¢enych latek od nezreagovanych reak¢nich substanci.
Téchto cili 1ze dosahnout na zaklad¢ rtiznych druhi fyzikalnich a chemickych interakci
analyzovanych latek a naplni chromatografické kolony. Dnes je vyuzivana pfevazné
metoda oznaCovand jako HPLC v reverznim usporfaddnim (RP-HPLC), pii které je

stacionarni faze mén¢ polarni nez faze mobilni.

HPLC je pokro¢ilou a instrumentalné naroCnou technikou kapalinové
chromatografie, kterd se pouziva k separaci soucdsti smesi s vyuzitim riznych druha
chemickych interakci mezi analyzovanou latkou (analytem) a naplni chromatografické
kolony. Vysoké ucinnosti separac¢niho procesu je dosahovano pouzitim kolon naplnénych
stacionarni fazi o malé a dobfe definované velikosti ¢astic. HPLC kolony jsou tvofeny
nerezovymi trubicemi naplnénymi stacionarni fazi. Tu mohou tvofit nepolarni uhlovodiky
(Cs - oktan, C;g - oktadekan), nebo polarngjsimi uhlovodiky s funk¢ni skupinou (napf. -
CN, -NH,, apod.) zakotvené na mikrocasticich silikagelového nosice (3-10um). Vysoka
hustota a homogenita stacionarni faze je disledkem vysokého hydrodynamického odporu,
k jehoz piekonani a tedy dosazeni dostate¢ného a konstantniho pritoku mobilni faze je
nutno zabezpecit dostatecny pietlak nékolika desitek MPa. Mobilni fazi pii RP-HPLC
muze byt napt. voda, methanol, acetonitril, jejich smési v riiznych vzajemnych pomérech,
pufry a dal$i. Pfi chromatografickém procesu vstupuje mobilni faze do interakce se
slozZkami analyzované smési a konkrétni sloZzeni mobilni faze mlZe vyznamnym
zpusobem ovliviiovat celou analyzu (kvalitu separace). Gradientova eluce na rozdil od
izokratické eluce zajistuje plynulé pfimichavani rostouciho mnoZzstvi druhé mobilni faze
s vys§im elu¢nim ucinkem. U RP-HPLC se nejcastéji pouziva voda (pufr) ve smési
S metanolem nebo acetonitrilem. Pro detekci radioaktivné znacenych latek se vyuZivaji

radiometrické detektory."* **

Kapalinovy chromatograf tvofi tyto hlavni Céasti - zasobniky s mobilni fazi,
vysokotlakd pumpa, davkova¢, kolona a detektor. Pfi HPLC analyze protéka
chromatografickym systémem mobilni faze, kterd je ze zésobnich lahvi vedena pies
vysokotlaké cerpadlo na kolonu, z ni do detektoru a dale pak do odpadu (jimace frakci).
Vzorek je davkovan do proudu mobilni faze pomoci davkovaci smycky nebo pomoci
automatického davkovace a je unasen mobilni fazi do kolony, kde dochazi k separaci

jednotlivych slozek. Vystup z kolony vede do detektoru, kde jsou jednotlivé slozky
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detekovany. Signal z detektoru je poté zaznamenavan pomoci pocitace. Pokud je
analyzovana smés dobfe rozd€lena, je vysledkem HPLC analyzy chromatogram, kde

kazdé slozce smési odpovida jeden pik.

7.3  Gelové permeacni chromatografie

K separaci latek ze smési lze v urCitych ptipadech vyuzit metodu gelové filtrace -
gelové permeacni chromatografie (size exclusion chromatography, SEC). Jednad se o

jednoduchou metodu, ktera je zalozena na principu ,,neionogenniho molekulového sita®,
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Obrazek 23 Schéma pribéhu gelové permeacni chromatografie.

pfi kterém jsou latky déleny prevazné na zékladé velikosti a tvaru molekuly a pfi kterém

separace témeét nezavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech délenych latek.

Pohyb roztoku pii prostupu chromatografickou kolonou je zavisly na toku mobilni
faze a Brownovu, ktery umozZiiuje difuzi rozpusSténych latek do i vné stacionarni faze. Tu
tvoii gel umistény ve svislé koloné€. Uvniti gelu jsou pory, které vytvari molekulové sito.
Déleni latek gelovou filtraci zavisi na rozdilné schopnosti rlznych molekul vzorku
vstupovat do port staciondrni faze. Rozmérnéj$i molekuly nejsou v téchto porech
zadrZzovany a putuji chromatografickou kolonou mnohem rychleji. Mensi molekuly
naopak vstupuji do porG staciondrni faze, ¢imz se jejich doba setrvani na koloné
prodluzuje. Z téchto udaji vyplyva, ze se latky rozdéluji podle zmensujicich se rozméri

molekul. 3% 133
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Latky lze charakterizovat pomoci rozdélovaciho koefientu Kgy. Malé molekuly maji Kd

blizké 1 (prostupuji vSechny pory), zatimco velké molekuly maji Ky blizké 0. 133

j{d =

V, - eluéni objem (objem eluatu, méfeny od naneseni zony separované molekuly az k jeji eluci v maximalni
koncentraci)

V) - vnéjsi objem sloupce (objem mobilni faze = objem rozpoustédla mezi ¢asticemi nabobtnalého gelu,
nazyvany také jako elu¢ni, zadrzny nebo limitni objem)

Vs - objem kapaliny v pérech gelu resp. objem stacionarni faze (objem nabobtnalého gelu)

V praxi pii gelové chromatografii se Kq urcuje tézko, protoze objem kapaliny v
porech gelu (Vs) a objem gelové matrice (Vy) 1ze velmi tézko odméftit.

V soucasné dobé lze k déleni latek pouzit fadu typt gelu, pfi jehoz vybéru je nutno
ptihlizet k velikosti separovanych castic a pozadované separacni t€innosti. Jako standard
je pro gelovou filtraci pouzivan gel Sephadex nebo dal$i materidly jako Sepharose,
Sephacryl, Bio-Gel, Bio-Beads, Spheron, Ultrogel, Styragel, Merckogel OR-PVA,
Separon, Bio-Glass, Controlled Pore Glass, Porasil, Spherosil. Sephadex je
nejpouzivanéjsi gel, vyrabi se z dextranu, ktery je zesitovany epichlorhydrinem. Zménou
poméru dextran:epichlorhydrin lze ovlivnit zesiténi a tim velikost port. Riizné typy jsou
oznaceny pismenem G a Cislem, které znaci desetindsobek objemu vody, ktery nasaje 1 g

gelu ve formé praSku pii bobtnani. Dale se oznacuji podle velikosti ¢astic na Superfine

Obrazek 24 Uzite¢né vlastnosti Sephadexu.

Sephadex type Dry bead Fractionation range (molecular weight) Bed volume
and grade diameter mi/g dry
m Peptides and Deitrans Sephades
globular proteina
G-10 4120 — 00 00 2—)
G-15 A 120 — | 500 - 1 500 2538
G-24 Coarse 100300 1 000 5 00 100 S 000 4—6
Medium SO 150
Fine 20— B
Superfine 10— 40
G50 Coarse 100300 1 500 30 000 SO0 10 000 911
Medium 50150
Fne 20 80
Superfine 10— 40
G758 40120 5 000 80 000 | O00— S0 00 12—1%
Superfine 10— 40 3 000— 70 000
G0 40120 4 000—150 000 I 000—100 000 1520
Superline 10— 30 4 000100 000
G-1%0 40120 5 000—300 000 1 000150 000 20-%
Superfine 10— 40 £ 000150 000 18-22
C-200 W0—120 5 000—600 000 1 000200 000 W40
Superfine 10— 40 £ 000250 000 20--2%
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(nejmensi Castice), Fine, Medium, Coarse (nejvetsi castice). Superfine kvalita slouzi

k dosaZeni vysokého rozliSeni. Niz$i kvality vytézku gelové filtrace lze dosahnout gely

s ozna¢enim Fine, Coarse, Medium. Dilezitou vlastnosti gelu je frakcionacni rozsah gelu.

Je to rozsah relativnich molekulovych hmotnosti Mr, v kterém se latky od sebe oddéluji.

Pro proteiny se rozsah uvadi v daltonech. Mimo tento rozsah nelze danym gelem latky

rozdglit. 134133
7.3.1 Vyuziti gelové chromatografie
» Skupinova separace - analyza makromolekularnich latek napf. v biochemii nebo
Vv biotechnologii, odsolovani bilkovin, odsolovani polysacharidd, odstranéni
extrakéniho c¢inidla (napf. fenolu z prepardtu nukleovych kyselin), oddéleni
koenzymu, oddéleni inhibitoru od enzymu, ukonfeni reakce mezi
nizkomolekularni latkou a polymerem.
» Frakcionace - slouzi k purifikaci biopolymert. PouZiva se napiiklad pfi purifikaci
IgG a IgM ze séra.
» Stanoveni Mr - porovnanim s riznymi standardy zjistime M,. Nejlepsi uplatnéni
ma u bilkovin.
» Stanoveni M, polymernich latek a kvantitativni zastoupeni - na otestované koloné
s vhodnym gelem.
» Analyza vazby ligandl na biopolymer - vznikly komplex ma vétsi M, nez ptivodni

slozky. Napf. na zjiSténi protilatek v séru diabetikl (komplex inzulinu a protilatky

se oddéli nejdiive a jeho mnozstvi lze stanovit).**®
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8 Uvod do experimentalni ¢asti, cile dizertac¢ni prace

Ze stru¢ného prehledu predchazejiciho vlastnimu popisu experimentl vyplyva, ze
pouziti fady radiofarmak muize byt limitovano radiotoxickym ucinkem na ledvinnou tkan.
Jak jiz také bylo zminéno, mnoho védeckych skupin se zaméfilo na vyzkum mechanismu
vedoucich k témto nezadoucim efektlim ve snaze tyto mechanimy popsat a minimalizovat
jejich ptsobeni. I kdyz je riziko nefrotoxického plisobeni spojeno i s pouzivanim fady
ostatnich 1éCiv byla tato prace zamétena pouze na jednu skupinu 1éCiv s nefrotoxicky se
manifestujicimi nezadoucimi uCinky. Objektem z4jmu této dizertacni prace byly
radioaktivné znacené peptidy a monoklondlni protilatky. Tato prace tvoii soucast SirSiho
studia biologického chovéni uvedenych receptorové specifickych radiofarmak, které je
systematicky provadéno na katedie farmakologie a toxikologie.

Prvotnim cilem této prace bylo navrhnout vhodny invitro model ke studiu
mechanisml  vychytavadni zminénych radiofarmak v ledvindch. Pro tyto ucely bylo
navrzeno pouziti bunééné linie OK (Opossum Kidney) odvozené z bun¢k proximalniho
renalniho tubulu. Literarni resersi bylo zjisténo, ze pravé tato bunécna linie byla jiz v
minulosti pouzita ke studiu receptorové zprostiedkované endocytdzy s cilem simulovat
procesy probihajici v proximalnim rendlnim tubulu. Konkrétné v devadesatych letech 20.
stoleti byla pomoci této linie zkouména reabsorpce albuminu v renalnich bunkach. V té
dobé Michael Gekle a Stefan Silbernagel standardizovali podminky jejiho vyuziti pii
studiu reabsorpce albuminu a ziskané vysledky publikovali v n€kolika odbornych

h**1¥’_ Ze tuto bun&&nou linii a metodu lze vyuzit i pro studium renalnich pochoda

pracic
radioaktivné znaCenych specificky se vazajicich radiofarmak a tedy také to, Ze se nas
vyzkum ubird spravnym smérem, potvrdily zavéry Barone a kol. z védecké skupiny de
Jong, ktefi tuto linii vyuZili pravé ke studiu radioaktivng znagenych peptida'®’. Viechny
tyto zminéné prace poslouZily k vytvofeni metodiky a standardizaci metody.

Ke standardizaci metody Vv nasich podminkach byl v pocatecni fazi pouzit
fluorescencné znacCeny albumin. Vedle albuminu byly déle testovany radioaktivné
znacené peptidy a monoklonalni protilatky. U téchto sloucenin byly soucasné studovany
metody radioaktivniho znaceni, posuzovan vliv jednotlivych radionuklid na uptake
vV rendlni OK bunécné linii, porovnan reabsorpéni potencidl jednotlivych sloucenin a

provedeny prvotni studie cilené k inhibici transportu radioaktivné znacenych peptidii do

OK bunécéné linie.
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Souhrnné Ize cile dizertacni prace definovat nasledovné:

1.

Zvladnout techniku pfipravy radioaktivné znacCenych radiofarmak s cilenou
distribuci véetné jejich nasledné analyzy.

Na zakladé literarni reSerSe navrhnout vhodny model testovani in vitro renalniho
reuptaku radiofarmak.

Standardizovat navrzenou metodu v podminkach pracoviste.

Zvolenou metodu pouzit k experimentalni charakteristice reuptaku radiofarmak
zkoumanych na pracovisti.

Navrhnout a pomoci zminéné metody experimentalné oveEfit moznost sniZeni
internalizace studovanych latek latkami s inhibi¢nim potencidlem na ledvinny
reuptake.

Zhodnotit ptinos metody pro studovanou problematiku.

Ziskané vysledky porovnat z hlediska mezilatkového srovnani.
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8.1 Charakteristika OK bunécna linie

Bunécna linie s oznaCenim OK je linie odvozena z ledvinné tkané pochazejici
z americké vacice (American Opossum — Didelphys Virginiana). Oznaceni OK pochazi
Z pocatecnich pismen anglickych vyrazii Opossum, Kidney. Bunéc¢né linie byla ziskana
z Evropské kolekce bunéénych kultur (ECACC), kod 91021202, pasaz 41. Postupy
pasazovani a experimentt byly provadény podle navodu (ECACC), ptipadné byly drobné
modifikovany podle publikaci uvedenych v predchozi Sasti.* 7 Vlastnosti OK bun&éné
s charakteristikami

linie byly porovnavany

138,139
h .

a parametry kultivace popsanych

Vv publikacic

Tabulka 9 Specifikace bunééné linie OK - originalni popis ECACC (2008).

ECACC No.
Cell Line Name
Keywords

Cell Line Description

Species
Tissue
Passage Number

Sub Culture Routine

Culture Medium

Karyotype
Receptors
Depositor
Originator

Country

References

Additional Literature
Report

Additional Bibliography

Research Council
Deposit

Release Conditions
DNA Available from
Stock

91021202
OK
American Opossum, kidney

Derived from proximal tubule of a kidney taken from an adult female opossum. Cells retain proximal

tubule function.
Opossum

kidney
43

Split sub-confluent cultures (70-80%) 1:2 to 1:4 i.e. seeding at 2-4x10,000 cells/cm, using 0.25%

trypsin or trypsin/EDTA; 5% CO; 37 °C.
EMEM (EBSS) + 2mM Glutamine + 1% Non Essential Amino Acids (NEAA) + 10% Foetal Bovine

Serum (FBS).
Not specified

Insulin, serotonin, alpha 2-adrenergic parathy. Hormone
Obtained from ATCC

No

USA

Endocrinology 1988;122:2981-2989; Am J Physiol 1988;254:E601; Biochem Biophys Res Comm
1988;152:1416-1420; Biochem Biophys Res Comm 1988;155:74-82; J Pharmacol 1988;244:571-578;

In Vitro 1978;14:29-246; Avian Dis 1992;36:256
Not specified

Not specified

No

No

No
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8.2 Charakteristika zkoumanych (radio)farmak

8.2.1 Albumin

Albumin je nejvyznamnéjs$i plazmaticky protein podilejici se na udrzovani
onkotického tlaku a transportu hydrofobnich molekul. Jedna se o protein elipsoidniho
tvaru, tvofeny jedinym polypeptidickym fetézcem o 585 aminokyselinach, ktery je
stabilizovany 17 disulfidickymi miistky.**® Ackoliv se jedna o velky anionicky protein,
neni kompletné zadrzovan glomerularni bariérou a z proximalniho tubulu je reabsorbovan
mechanismem receptorové zprosttedkované endocytdzy (megalin a cubilin). Koncentrace
albuminu v lidském séru je 45 g/l (652x10° mol/l) a molekulova hmotnost albuminu je

69 kDa. Koncentrace albuminu v proximalni tubularni tekuting je v rozmezi 3-33 mg/I.*’

8.2.2 Protilatky

Anti-CD66 protilatka (antigranulocyt, nespecificka protilatka proti antigenu 95,
BW 250/183) je dobie charakterizovana protilatka s ohledem k biokinetickym datim a
klinické aplikaci v scintigrafii kostni dfen¢ a lokalizaci infekci. Antigen CD66 je
exprimovan ve vysoké hustoté (2 x 105/buf1ku) na normalnich myelopoetickych buiikach
jiz od stadia promyelocytl. Je vyuzivana jako diagnostikum schopné reagovat s vice nez

90 % granulocytl periferni krve a s granulocyty, pfipadné téz myelocyty, kostni diené.

Tato protilatka je modifikovéana cheldtorem, ktery | //__”{7./
umoziiuje stabilni ozna&eni protilatky radionuklidy **'In - r //
nebo Y. Tento ligand (obrazek 25) je navézan na B b 4]
protilatku pfes reaktivni isothiokyanatovou skupinu. <

Obrazek 25 Ligand protilatky.
Scintimun® Granulocyte je klinicky pouzivany diagnosticky piipravek - kit pro
znaGeni mysi monoklonalni protilatky BW 250/183 (MAb) techneciem (**"Tc) - k
intravendzni injek¢ni aplikaci ur€eny imunoscintigrafii zanétl a kostni diené, obzvlasté

tam, kde je podezieni na metastazy.
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8.2.3 Peptidy

oo DOTA-Tyr*-oktreotat (obrazek26)
T T je synteticky  analog  somatostatinu s

- 1L x b A _E afinitou k somatostatinovym receptoriim,
A e piedeviim k subtypu 2 (ICso 1,5 = 0,4 M),

/ LA . ,/  He, = které se casto vyskytuji

' l\ R l\ v neuroendokrinnich nadorech a jsou

W WRE - podstatou specifické vazby pro
Obrizek 26 Struktrura DOTA-Tyr-oktreotatu, ~ 012gN0Sticky nebo terapeuticky

radioaktivng znaené analogy ®. Aminokyselina tyrozin umoZiuje jodaci tohoto peptidu,

chelata¢ni skupina DOTA vazbu izotoptl YLy, 0y, My dalsich.

DOTA-1-Nal®-oktreotid (0brazek 27) [ v v 1 cn o —
je relativné novy synteticky analog : 4

somatostatinu s afinitou k somatostatinovym

receptorovym subtyptim 2, 3,5 (ICs o i [, [ *
29+0,1nM, 8+2nM, respektive At / B X
10,4+ 1,6 nM), které se c&asto vyskytuji )9 k Sl l\
vV neuroendokrinnich nadorech a jsou . e on Dol

podstatou specifické vazby pro diagnosticky Obrazek 27 Struktura DOTA-1-Nal*-oktreotidu.
nebo terapeuticky radioaktivné znacené analogy. Chelatacni skupina DOTA umoziiuje

C o 177 111 “r
navazani izotopa ' 'Lu, goY, In a dalSich.

Tento derivat somatostatinu

D-Phe Cys D-Phe norea

(obrazek 28) je klinicky pouZivanym

Y ; l 1 .| radiofarmakem  vyuzivanym  k detekci

| .- Y . [ = A neuroendokrinnich nédori a metastaz

/ A ” 7 .J B~ exprimujicich somatostatinové receptory.

48 W ‘\ . “ L\ Je distribuovan pod obchodnim ndzvem
Octreoscan”.

Obrazek 28 Struktura DTPA-oktreotidu.
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9 Materialy a pristroje

9.1 Materialy a chemikalie k radioaktivnimu znaceni
a analyze

Zkoumané substance

FITC-albumin bovine (Sigma-Aldrich, CR)

AntiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.5 (Azacycles s.r.o., CR)
DOTA-Tyr’-oktreotat (piCHEM, Rakousko)

DOTA-Nal®-oktreotid (piCHEM, Rakousko)

DTPA-oktreotid — Octreoscan™ (Mallinckrod Medical B.V., Nizozemsko)

Scintimun (CIS bio international, Francie)

Radioizotopy pouzité k radioaktivnimu znaceni

n-InCl; (GE Healthcare, Velké Britanie)
Y7 u-LuCls (PerkinElmer, USA)

%0Y_YCl; (PerkinElmer, USA)

21_Nal (MP Biomedicals, USA)
9MTc-generator (GE Healtcare, UK)

Chemikalie pouzité k radioaktivhimu znaceni a analyze radiofarmak

Acetonitril, metanol, 2-propanol, kyselina gentisova, chloramin T, dihydrogenfosfore¢nan
sodny, hydrogenfosfore¢nan sodny a DOTA byly ziskany od Sigma-Aldrich, CR. Etanol,
octan amonny byly vyrobky firmy Penta, octan sodny, trifluoroctovd kyselina firmy
Merck, kyselina chlorovodikova, amoniak, chlorid sodny a kyselina octovéa byly byrobky
firmy Lachema. Dalsi pouzité chemikalie: 0,9% chlorid sodny (Braun), EDTA (MP

Biomedicals).

Kolony
LichroCart 125-4, Lichrospher 100, RP-18¢ (5um) (Merck); LichroCart 250-4, Lichrospher

100, RP-18e (5um) (Merck); Bio-Sil SEC 250, 300%7,8 mm (Biorad)
Predklony
LichroCart 4-4, Lichrospher 100, RP-18e (5um) (Merck)

Stripy pro instantni tenkovrstvou chromatografii na sklenénych mikrovlaknech byly vyrobky

firmy GelmanSciences.
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9.2 Materialy pro biologické experimenty

Minimal essential medium (MEM), fetalni hovézi sérum (FCS), L-glutamin,
neesencialni aminokyseliny (NEAA), trypsin, 3-(morfolino)-propansulfonova kyselina
(MOPS), N-(2-hydroxyethyl)-piperazin-N’-(2-ethansulfonova kyselina) (HEPES), Triton
X-100 byly ziskany z firmy Sigma-Aldrich, CR. Octreotide (Sandostatin®) je komeréng
dostupny produkt firmy Novartis, Svycarsko. Chemikélie pro BCA stanoveni proteint -
(BCA kit) byly vyrobkem firmy Pierce, USA. Chemikalie pro testy cytotoxicity (zalozeny
na MTT) byl produktem firmy Sigma-Aldrich. Veskery kultivacni plast byl vyroben
firmou TPP, Svycarsko a dodan firmou Biotech, CR.

9.3 Pristrojové vybaveni
Agilent HPLC system 1100 Series (Agilent Technologies, USA)

Analytické vahy (Boeco, Némecko)

Automaticky gammacounter 1480 Wizard = 3" (Wallac, Finsko)
CO; inkubator Air Jacket (Sheldon Manufacturing Inc., USA)
Centrifuga MPW-300 (Mechanika Precyzyjna, Polsko)

Dry bath incubator (Major Science, Taiwan)

Laminarni box Topsafe 1.8 (Bio Air Instruments, Itéalie)

Minicentrifuga Z 100 M (Hermle, Némecko)
pH metr Orion 350 (Thermo Scientific, USA)

Pharmacia-LKB HPLC systém s programatorem gradientu Gradient Master GP 962
(UOCHARB, Ceska republika)

Microplate reader Tecan (Tecan Group, Svycarsko)

Thermo Savant SPD Speed Vac concentrator (GMI, USA)
TLC-analyzator (Raytest, Némecko)

Ttepacka BioVortex V1 (Biosan, LotySsko)

Univerzalni scintila¢ni sonda s radiometrem SSU-70-2 (Polon, Polsko)

Vakuové Gerpadlo Vacc-space-20 (Chromservis, Ceska republika)
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10 Metodika, postup prace

10.1 OK bunécna linie

10.1.1 Optimalizace experimentalnich podminek
Optimalizace experimentalnich podminek pro provaddéni experimenti byla
provedena prvotnimi experimenty s FITC-albuminem jako internaliza¢nim substratem.

Tyto experimenty byly navrzeny na zaklad¢ publikovanych informaci.

Na 12jamkové plata byla nasazena OK buiiééné linie (pasaz cislo 57) v hustoté
20 tis/em?. V nasledujicich dnech bylo vzdy jedno plato pouzito na experiment, kdy byla
sledovana internalizace FITC-albuminu (50 ug/ml) po dvouhodinové inkubaci. Nasledné
byly buniky oplachnuty (6x) PBS (0-4 °C) a zlyzovany (1% SDS). K méfeni fluorescence
byl pouzit plate-reader Tecan. Od naméfenych hodnot byly odecteny hodnoty
fluorescence slepych vzorki. Ty byly ziskany pfidanim internaliza¢niho roztoku na konci
dvouhodinové inkubace k do té doby nepouzitym bunkam a okamzitym odsatim a

omytim spolecné s ostatnimi jamkami.

Na 24jamkovém platu byly dvé hodiny inkubovany bunky (P+60, den po
konfluenci) s 50 pg/ml FITC albuminu. Experiment byl ukon¢en odsatim inkubaéniho
média a naslednym omytim PBS (0-4°C) a lyzaci bunék (1% SDS). K méfeni
fluorescence byl pouzit plate-reader Tecan. Vysledky méteni byly zpracovany do grafu

znazornujiciho zavislost internalizované fluorescence na po¢tu omyti.

10.2 Albumin

Ke standardizaci metodiky provadéni experimentii na OK bunétné linii byly
pouzity dva druhy znac¢eného albuminu. Fluorescen¢né znac¢eny FITC-albumin a albumin

znaceny na pracovisti T,
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10.2.1 FITC-albumin

Tento albumin byl vyrobcem oznaen nevlastnim fluoroforem derivatem
fluoresceinu fluorescein-5-izothiokyanatem (FITC). Absorbéni maximum této molekuly

je ve vode 494 nm a emisni maximum of 521 nm.

Zudaju v literatuie byly odvozeny koncentrace FITC-albuminu (20 ug/ml,
40 ug/ml; 80 pug/ml; 160 ug/ml; 320 pg/ml; 640 pg/ml) a sledovana zavislost
internalizace na vzrastajici koncentraci FITC-albuminu. Koncentrace FITC-albuminu ve
zkousenych roztocich byla pfeméfena BCA metodou s albuminem jako standardem
(16,3 pg/ml; 34,7 pg/ml; 62,3 ug/ml;  161,4 pg/ml;  303,9 ug/ml;  593,9 ug/ml).
Monovrstva OK bunéfné linie nasazend na 24jamkové desticce byla s danymi
koncentracemi FITC-albuminu inkubovana po dobu 2 hodin pti 37 °C. Po této dob¢ byla
monovrstva omyta (6x) PBS (0-4 °C) a dezintegrovana roztokem 0,1% (v/v) Tritonu X-
100 v hypotonickém MOPS pufru (10 mM, pH =7,4). K méfeni fluorescence byl pouzit
plate-reader Tecan. Od naméfenych hodnot byly odeéteny hodnoty fluorescence slepych
vzorkli ziskané pridanim internalizacniho roztoku (dané koncentrace) na konci
dvouhodinové inkubace k do té doby nepouzitym builkkam a okamzitym odsatim a
omytim spole¢né s ostatnimi jamkami. Vysledné mnoZstvi internalizovaného albuminu

bylo vztaZzeno k mnoZstvi buné¢ného proteinu (BCA, albumin jako standard)

Experimenty byly provedeny jak na 24jamkovych platech, tak na Petriho miskach
(22 cm?). OK bun&na linie byla inkubovana s50 ug/ml FITC-albuminu po dobu
stanovenych ¢asovych intervall pii teploté 4 °C a 37 °C. Poté byla monovrstva omyta
(6x) PBS a dezintegrovana roztokem 0,1% (v/v) Tritonu X-100 v hypotonickém MOPS
pufru (10 mM, pH =7,4). Kmé&feni fluorescence byl pouzit plate-reader Tecan. Od
namétenych hodnot byly ode¢teny hodnoty fluorescence slepych vzorka ziskané ptidanim
internalizacniho roztoku a okamzitym odsatim a omytim spolecné s ostatnimi jamkami.
Vysledné mnozstvi internalizovaného albuminu bylo vztazeno k mnoZstvi bunécného

proteinu (BCA, albumin jako standard).
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Experimenty byly provedeny jak na 24jamkovych platech, tak na Petriho miskach
(22 cm®). OK bun&na linie byla inkubovana s 50 pg/ml FITC-albuminu s pfidavkem
vzrustajiciho mnozstvi nezna¢eného albuminu (0 mg/ml; 0,5 mg/ml; 5 mg/ml; 10 mg/ml;
50 mg/ml) po dobu dvou hodin pii teploté 37 °C. Poté byla monovrstva omyta (6x) PBS
(0-4 °C) a dezintegrovana roztokem 0,1% (v/v) Tritonu X-100 v hypotonickém MOPS
pufru (10 mM, pH=7,4). Kméfeni fluorescence byl pouzit plate-reader Tecan. Od
naméfenych hodnot byly odecteny hodnoty fluorescence slepych vzorkl ziskané pridanim
internalizacnich roztokii na konci dvouhodinové inkubace k do té doby nepouzitym
buitkkdm a okamzitym odsatim a omytim spole¢né s ostatnimi jamkami. Vysledné

mnozstvi internalizovaného albuminu bylo vztazeno k mnozstvi bunééného proteinu

(BCA, albumin jako standard).

Experimenty byly provedeny jak na 24jamkovych platech. OK bunééna linie byla
inkubovana se 100 pg/ml FITC-albuminu a 100 pg/ml FITC-dextranu. Po 2 hodinach
inkubace byly jamky dikladné¢ omyty (6x) PBS (0-4 °C) a bunky dezintegrovany
roztokem 0,1% (v/v) Tritonu X-100 v hypotonickém MOPS pufru (10 mM, pH =7,4).
K méfeni fluorescence byl pouZit plate-reader Tecan. Od naméfenych hodnot byly
odecteny hodnoty fluorescence slepych vzorkl ziskané pfidanim internaliza¢nich roztok
a okamzitym odsatim a omytim spolecné s ostatnimi jamkami. Vysledné mnozstvi
internalizovaného albuminu bylo vztaZzeno k mnozstvi bunécného proteinu (BCA,

albumin jako standard).

10.2.2 M albumin

Postup radioaktivniho zna&eni *°"Tc-albuminu

Do reakéni nadobky bylo postupné ptidano:
¢+ 200 pl roztoku albuminu (250 mg/ml H,0)
% 100 pl roztoku 2 mg/ml SnCl,.2H,0 *

% 200 pl Cerstvé eluovaného roztoku " TcO,
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Roztok byl michan po dobu jedné minuty. Poté bylo pH upraveno na piibliznou

hodnotu pH = 6 roztokem 1 M NaOH.

*Ptiprava roztoku 2 mg/ml SnCl,.2H,0: 500 mg SnCl,.2H,0 bylo rozpusténo v 25 ml koncentrované HCI.

V den potieby byl tento roztok natedén supercistou H,O (precisténou v dusikové atmosféie) v poméru 1:10.

Predisténi radioaktivné znageného *°"Tc-albuminu

Precisténi znaceného **™Tc-albuminu bylo provadéno metodou gelové permeacéni
chromatografie. Kolona (28 x 1 cm) byla naplnéna Sephadexem G-50 nalozenym Vv
deionizované H,0. Jako mobilni faze byl pouzit roztok 0,9% (m/v) NaCl. Prvni 3 ml byly
odebirany do odmérného valce a nasledné byly sbirany po kapkéch frakce odpovidajici
cca 1 ml. Z kazdé frakce byly odebrany 2 ul a z jejich zmétené aktivity byl zpracovan
eluéni profil. Frakce obsahujici vysokomolekularni formu byly spojeny a tadné
promichany. Roztok pfecisténého znacen¢ho albuminu byl poté pouzivan k dalSim
experimentim. Koncentrace albuminu Vv pouzivanych roztocich byla ovéfena BCA

metodou s albuminem jako standardem.

Experimenty byly provedeny jak na 24jamkovych platech, tak na Petriho miskach
(22 cm?). OK bundna linie byla inkubovana s 50 pg/ml *™Tc-albuminu po dobu
stanovenych ¢asovych intervall pii teploté 4 °C a 37 °C. Poté byla monovrstva omyta
(6x) PBS a dezintegrovana roztokem 0,1% (v/v) Tritonu X-100 v hypotonickém MOPS
pufru (10 mM, pH=74). Aktivita gama zafeni vzorki byla méfena pomoci
automatického mefice aktivity Wizard. Od namétenych hodnot byly odecteny hodnoty
radioaktivity slepych vzorkli ziskané pfidanim internalizacniho roztoku na konci
tithodinové inkubace k do té doby nepouzitym bunikdm a okamZitym odsatim a omytim
spolecné s ostatnimi jamkami. Vysledné mmnozstvi internalizovaného albuminu bylo

vztazeno k mnozstvi bunééného proteinu (BCA, albumin jako standard).

Experimenty byly provedeny na 24jamkovych platech. OK bunécné linie byla
inkubovana s 50 ug/ml FITC-albuminu s pfidavkem vzrlstajiciho mnoZzstvi neznaceného
albuminu (0 mg/ml; 0,5 mg/ml; 5 mg/ml; 50 mg/ml) po dobu 2 hodin pfi teploté 37 °C.

Poté byla monovrstva omyta (6x) PBS (0-4 °C) a dezintegrovana roztokem 0,1% (v/v)
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Tritonu X-100 v hypotonickém MOPS pufru (10 mM, pH = 7,4). Aktivita gama zafeni
vzorkli byla méfena pomoci automatického métice aktivity Wizard. Od naméienych
hodnot byly odecteny hodnoty radioaktivity slepych vzorkli ziskanych ptidanim
internaliza¢nich roztoki na konci dvouhodinové inkubace k do té doby nepouzitym
bukdm a okamzitym odsatim a omytim spolecné s ostatnimi jamkami. Vysledné

mnozstvi internalizovaného albuminu bylo vztazeno k mnozstvi bunécného proteinu

(BCA, albumin jako standard).

10.3 Peptidy

Nejvétsi duraz byl kladen a nejvyssi pocet pokust byl proveden s radioaktivné
znatenymi peptidy. Kromé zvladnuti technik radioaktivniho znaceni a tedy pfiipravy
téchto radiofarmak byla zkouména internalizace na OK bunécné linii, sledovan vliv
radionuklidu (techniky znaceni) na internalizaci, porovnavana bunééna internalizace
s vysledky biodistribu¢nich studiii, ale i zkoumany moznosti ovlivnéni internalizace
pomoci navrzenych substanci. Nejvice pokusii bylo provedeno s analogem somatostatinu
DOTA-Tyrg-oktreoteitem . Kromé tohoto peptidu byla posuzovana fada dalSich peptidi
predeviim DOTA-1-Nal*-oktreotid, DTPA-Tyr-oktreotid.

10.3.1 DOTA-Tyr*-oktreotat

Postup radioaktivniho znaceni (125I)

Ke znaceni peptidu byla pouzita metoda elektrofilni substituce s chloraminem T jako

oxida¢nim ¢inidlem.

Do Eppendorfovy zkumavky z polypropylenu o objemu 1,5 ml bylo napipetovano:

X/
L X4

50 ul 0,05 M fosfatového pufru (pH 7,4)

X/
L X4

3 ul roztoku DOTA-Tyr-oktreotatu ve vod& (1 mg/ml)
% 2 ul roztoku **°I-Nal v 0,01 M NaOH 5 mCi/50pl

*0

s 1,5 ul roztoku chloraminu T (1 mg/ml 0,05 M fosfatového pufru pH 7.,4).

Smés byla michana cca 45—-60s, poté bylo ptidano 40 ul metanolu a reakce byla

ukoncena nastfikem na HPLC kolonu.
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PreciSténi radioaktivné znac¢eného 125|-DOTA-TVFS-OktI‘eOtétu

Separace znacené¢ho peptidu byla provadéna za podminek gradientové eluce na koloné
Merx (10 cm). Pratokova rychlost byla 1 ml/min. Jako detektor byl pouzit radiometr.
Mobilni faze A byla tvofena 0,1 M NaCl, mobilni faze B tvofil metanol. Elu¢ni sekvence
byly 0-5min 0% B, 10-15 min 0-60% B, 15-20 min 60% B, 20-25 min 60-100% B a
25-30 min 100% B. B¢hem analyzy byly odebirany frakce po 1 minuté, které byly
eluce znacen¢ho peptidu (hlavni pik aktivity), byly spojeny a zakoncentrovany
odpafenim. Zbytek po odpafeni byl nafedén na pfibliznou koncentraci peptidu 1 ug/ml.
Cistota tohoto produktu byla ovéfena vyuzitim HPLC za stejnych podminek jako pfi

separaci znac¢eného peptidu.

Postup radioaktivniho zna&eni (C°Y/**In/*""Lu)

Do Ependorfovy zkumavky z polypropylenu o objemu 1,5 ml bylo napipetovano:

% 200 pl 0,4 M acetatového pufru (pH 5,0) s 0,24 M gentisovou kyselinou

% 10 ul DOTA-Tyr®-oktreotatu (1 mg/1 ml H,0)

< 50 pul*™InCl; v 0,04 MHCI (10 mCi/ml)/ 08pl *"LuCl; v0,05M HCI
(5mCi/4ul)/ 2 pl YCls v 0,05 HCI (10 mCi/20 ul)

Roztok byl peclivé protiepan a inkubovan 90-95 °C po dobu 25 min.

Kontrola radiochemické Cistoty i T n/mLu-DOTA-Tvr?’-oktreotétu

ITLC-SG analvza

Ke stanoveni radiochemické Gistoty peptidi znagenych In nebo *""Lu byla pouzivana
metoda ITLC-SG. Jako mobilni faze byla pouzita smés 10% octanu amonného a
metanolu v poméru 1 : 1. Detekce ITLC-SG striptt byla provedana na TLC-analyzatoru.
Po zjisténi radiochemické Cistoty byl roztok peptidu natedén fyziologickym roztokem na

finalni koncentraci 1ug/ml.

HPLC analvza

HPLC analyza peptidi znacenych kovovymi radionuklidy byla provadéna na kolong
LichroCart 125-4, Lichrospher 100, RP-18e, 5 um s vyuzitim gradientové eluce. Jako

80



mobilni fdze A byla pouzivdna 0,1 % trifluoroctova kyselina a jako mobilni faze B
acetonitril. Casovy prabéh 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 zavislosti na aktivit¢), které byly pfipraveny smisenim 2 pl radioaktivné

znac¢eného peptidu a 100 ul mobilni faze A spole¢né s 10 ul 1x10° M DTPA.

Experimenty byly provedeny na Petriho miskach (22 cm?). OK buné&&na linie byla
inkubovana v Krebs-Ringerové roztoku se znaCenym peptidem (1 nM) po dobu
stanovenych casovych intervali v inkubatoru pfi teploté 37 °C v 95% atmosfére CO,.
Poté byla monovrstva omyta (6x) PBS a dezintegrovana roztokem 0,1% (v/v) Tritonu X-
100 v hypotonickém MOPS pufru (10 mM, pH =7,4). Aktivita radioaktivniho zareni
vzorkli byla méfena pomoci automatického méfice aktivity Wizard. Od naméfenych
hodnot byly odecteny hodnoty radioaktivity slepych vzorki ziskané ptidanim
internalizacniho roztoku k do té doby nepouzitym Petriho miskdm na konci nejdelSiho
inkuba¢niho Casu a okamzitym odsatim a omytim spolecné s ostatnimi jamkami.
Vysledné mnozZstvi internalizované¢ho peptidu bylo vyjadieno jako % ptidavané davky

vztazené k mnozstvi bunééného proteinu (BCA, albumin jako standard).

Pii pokusech provadénych obdobnou metodikou popsanou v kapitole 10.3.2.2 byl
sledovan efekt nadbytku (desetindsobku, stondsobku, tisicindsobku) neznaceného
sandostatinu (analog pfirozené¢ho somatostatinu) na internalizaci radioaktivné znac¢eného
DOTA—Tyr3-oktreotétu (InM) po dvouhodinové inkubaci pii 37 °C v 95% atmostéte
COs.

Ve snaze snizit bunéfnou internalizaci radioaktivné znacenych peptidi bylo
zkouSeno nékolik latek vesmeés z kategorie substratli receptorového endocytického
systétmu megalinu a cubilinu. Tyto substance byly pfidany do inkubaéniho roztoku
v koncentracich L; lysin (1g/l), L lysin (59/l), Lz lysin (10 g/I), M; malat sodny
(0,4 g/l), M3 malat (4 g/1) sodny, G; gentamicin (10 mg/l), G, gentamicin (100 mg/l), G
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gentamicin (500 mg/l), G4 gentamicin (1000 mg/l), C cytochrom C (0,5 mM), P;
polymyxin B (0,1 mM=148 mg/l ), P, polymyxin B (1 mM=1,48 g/l). Po dvouhodinové
inkubaci byl sledovan vliv téchto latek pomoci proméfeni internalizované bunécné
radioaktivity.

Jelikoz fada té€chto potencionalnich inhibitor miize vykazovat cytotoxicky tc¢inek
a tim ovlivilovat rizné bunécné procesy, tedy i transportni mechanismy, byl u vétSiny
latek prezkousen jejich cytotoxicky ucinek. Principem tzv. MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-
2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) cytotoxického testu bylo spektrofotometrické
meéieni zabarveni formazanu vznikajici ¢innosti mitochondrialnich dehydrogenaz z MTT.

Témét konfluentni buiiky byly inkubovény na 96-jamkové desticce po dobu tii
hodin s danym inhibitorem v Krebs-Ringerové roztoku (100 ul). Po této dobé bylo do
vSech testovanych jamek piidano 10 ul MTT (5 mg/ml) a roztoky inkubovany s timto
¢inidlem po dobu 4 hodin. Na zavér bylo pfidano 100 ul 10% (v/v) dodecyl sulfatu
sodného (SDS) v HCI k rozpusténi purpurového formazanu. Absorbance zabarvenych
roztokd byla méfena na plate-readru Tecan pti vlnové délce 590 nm a vyjadiena v

procentech ku viabilité slepych vzork.

10.3.2 DOTA-1-Nal’-oktreotid (DOTA-NOC)

Postup radioaktivniho znaceni OV In ALy

Do Ependorfovy zkumavky z polypropylenu o objemu 1,5 ml bylo napipetovano:

% 200 pl 0,4 M acetatového pufru (pH 5,0) s 0,24 M gentisovou kyselinou

% 10 ul DOTA-1-Nal*-oktreotid (1 mg/ 1 ml H,0)

< 50pul™InCl; v 0,04M HClI (10 mCi/ml)/0,8pul *"LuCl; v0,05M HCI
(5 mCi/4pl)/ 2 pl ®°YCls v 0,05 HCI (10 mCi/ 20ul)

Roztok byl peclive protfepan a inkubovan 90-95 °C po dobu 25 min.

Kontrola radiochemické &istoty Y/ n/t"Lu-DOTA-1-Nal®-oktreotidu

Kontrola radiochemické Cistoty byla u tohoto peptidu zna¢eného kovovymi radionuklidy

provadéna obdobné jako u DOTA-Tyr*-oktreotatu.
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Experimenty byly provedeny na Petriho miskach (22 cm?). OK buné&&na linie byla
inkubovana v Krebs-Ringerové roztoku se znaCenym peptidem (1 nM) po dobu
stanovenych ¢asovych intervalll v inkubatoru pfi teplot¢ 37 °C v 95% atmosféra CO..
Poté byla monovrstva omyta (6x) PBS a dezintegrovana roztokem 0,1% (v/v) Tritonu X-
100 v hypotonickém MOPS pufru (10 mM, pH = 7,4). Aktivita gama zatfeni vzorkl byla
méfena pomoci automatického méfice aktivity Wizard. Od naméfenych hodnot byly
odeCteny hodnoty radioaktivity slepych vzorkl, ziskanych pifidanim internaliza¢niho
roztoku k do té doby nepouzitym Petriho miskam na konci nejdelsiho inkuba¢niho ¢asu a
okamzitym odsatim a omytim spole¢né s ostatnimi jamkami. Vysledné mnozstvi
internalizovaného peptidu bylo vyjadieno jako % ptidavané davky vztazené k mnozstvi

bunécného proteinu (BCA, albumin jako standard).

Pfi pokusech provadénych obdobnou metodikou popsanou v kapitole 10.3.1.2 byl
sledovan efekt nadbytku (desetindsobku, stondsobku, tisicindsobku) neznacené¢ho
sandostatinu (analog pfirozené¢ho somatostatinu) na internalizaci radioaktivné znaceného
DOTA-Tyr3-oktreotétu (1 nM) po dvouhodinové inkubaci pii 37 °C v 95% atmosféra
COa,.

10.3.3 Porovnani internalizace zkoumanych peptidi radioaktivné
znaenych 'In

Podobnym zpiisobem jako u peptidi DOTA-Tyr*-oktreotatu a DOTA-1-Nal*-
oktreotidu zminénych v kapitolach 10.3.1.2 10.3.2.2 byla stanovena zavislost bunééné

internalizacena Case pro DTPA-oktreotid, ktery byl ziskdn z pracovisté Nuklearni

mediciny FN HK.

10.3.4 In vivo biodistribuce radioaktivné znacenych peptidi do
ledvin potkant

Biodistribuéni a eliminacni studie byly provadény pracovniky oddéleni
radiofarmak katedry farmakologie a toxikologie Faf UK na potkanich samcich (kmen
Wistar), jejichz hmotnost byla v rozmezi 190 — 240 g. Pfi biodistribu¢nich experimentech

potkani samci neméli piistup k potrave. Pred aplikaci radioaktivné znacené latky byli
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potkani uvedeni do etherové anestezie a po té jim byla intraven6zné podéna znacena latka
(0,2 ml; C'yept = 1 pg/ml). V prubéhu experimenti byla zvifata umisténa jednotlivé do
metabolickych kleci, které umoziiuji oddéleny 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. Poté byla jejich radioaktivita zméfena na gamaautomatu Wizard. Ze ziskanych
hodnot bylo vypocitano procento radioaktivity z podané davky v jednotlivych organech a
tkanich (% D) a také procento radioaktivity z podané davky vztazené na hmotnost organu

(% DIg).

10.4 Protilatky

K posouzeni internalizacnich parametrit monoklonalnich protilatek byly pouzity
dva druhy znacené protilatky BW 250/183. Prvni typ protilatky je komercné vyuzivany
piipravek uréeny ke znaceni " Tc. Druh4 protilatka byla dodana firmou Azacycles s.r.0.,

ktera je navrhovatelem ptislusnych konjugatii protilatky s chelétory.

10.4.1 W n/0Y /M Te-AntiCD66

Postup radioaktivniho zna&eni (}'1In)

Do Ependorfovy zkumavky z polypropylenu o objemu 1,5 ml bylo napipetovano:

0,

% 125 ul 0,5 M acetatového pufru (pH = 6,5)
% 100 pl antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-D0O3A),.3 (3 mg/ml)
% 50 pl roztoku **In-InClz v 0,04 M HCI.

Smés byla inkubovana po dobu 60 minut na 35 °C.

Postup radioaktivniho znacdeni (goY)

Do Ependorfovy zkumavky z polypropylenu o objemu 1,5 ml bylo napipetovano:

% 100 pl 0,5 M acetatového pufru (pH = 6,5)
% 100 pl antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH2-DO3A),.5 (3 mg/ml)
% 1 pl roztoku *°Y-YCl; v 0,05 M HCI
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Smés byla inkubovana po dobu 60 minut na 35 °C.

Piedisténi radioaktivné zna&ené (‘1In, 90Y) protilatky

Ke znagené protilatce bylo pfidano 10 ul roztoku 10°M EDTA. Smés byla nanesena na
kolonu (28 x 1cm) naplnénou Sephadexem G-50 piedem nalozeném v supercisté H,O.
Jako mobilni faze byl pouZit roztok 0,9% (m/v) NaCl. Prvnich 6 ml bylo odebirdno do
odmérného valce a nasledné byly sbirany frakce po cca Iml. Zkazdé frakce byly
odebrany 2 ul a z jejich zméfené aktivity byl zpracovan elucni profil. Frakce obsahujici
vysokomolekularni formu (frakce ¢. 9-11) byly spojeny a fadné promichany. Roztok

ptecisténé znacené protilatky byl poté pouzivan k dal$im experimentim.

Postup radioaktivniho znadeni OMTe_albuminu

Obsah lahvicky 2 (propantetrafosfonat sodny dihydrat 2,7 mg, chlorid cinaty dihydrat
0,12 mg, chlorid sodny 0,2 mg) byl rozpustén v 5 ml fyziologickém roztoku. Po Gplném
rozpusténi obsahu lahvicky 2 byl 1 ml tohoto roztoku pfidan do lahvi¢ky 1 (monoklonalni
protilatka 1,0 mg, bezvody fosfore¢nan sodny 2,0 mg, sorbitol 2,0 mg). Po 1 minuté byly

99m

piidany 2 ml technecistanu (**"Tc) sodného ziskaného z **Tc-generatoru. S roztokem

behem piipravy nebylo tiepano.

Stanoveni radiochemické Cistoty

Kontrola kvality znaceni (radiochemicka Cistota) byla zkouSena podle piibalového
informacniho letaku (SPC) pomoci metody tenkovrstvé chromatografie (ITLC-SG). ITLC
stripy (Gelman SG) s nanesenym vzorkem byly vyvijeny smési metanol a voda v poméru
8:2.

Experimenty byly provedeny na Petriho miskéch (22 cm?). OK bun&n linie byla
inkubovana v Krebs-Ringerové roztoku se radioaktivné zanc¢enou protilatkou 0,5 [Jg/ml
po dobu stanovenych casovych intervalll v inkubatoru pii teploté 37 °C v 95% atmosféte
CO,. Poté byla monovrstva omyta (6x) PBS (0-4 °C) a dezintegrovana roztokem 0,1%
(v/v) Tritonu X-100 v hypotonickém MOPS pufru (10 mM, pH =7,4). Aktivita gama
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zéteni vzorki byla meéfena pomoci automatického méfice aktivity Wizard. Od
naméfenych hodnot byly odecteny hodnoty radioaktivity slepych vzorkt ziskané
pfidanim internalizacniho roztoku k do té doby nepouzitym Petriho miskdm na konci
nejdelSiho inkubacniho Casu a okamzitym odsdtim a omytim spole¢né s ostatnimi
jamkami. Vysledné mnozstvi internalizovaného peptidu bylo vyjadieno jako % ptidané
davky vztazené k mnozstvi buné¢ného proteinu Petriho misek (BCA, albumin jako
standard).

Ve snaze ovlivnit buné¢nou internalizaci radioaktivné znacenych peptidi byly
zkousSeny dv¢ latky z kategorie potencidlnich inhibitori receptorového endocytického
systému receptorovych proteinli megalinu a cubilinu. Tyto substance byly ptidany do
inkubacniho roztoku v koncentracich Lj lysin (1 g/l), Ls lysin (10 g/l), G; gentamicin
(10 mg/l), G, gentamicin (100 mg/l), Gz gentamicin (500 mg/l) a G, gentamicin
(1000 mg/1). Po dvouhodinové inkubaci byl sledovan vliv téchto latek pomoci prométeni

internalizované bunééné radioaktivity.
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11 Vysledky

Tato kapitola obsahujici vysledky je Clenéna podle studovanych latek, jejichz
hlavni charakteristiky byly popsany v podkapitole 9.2. Vysledky zahrnuji jak
vyhodnoceni radioaktivniho znaceni (v ptipadg, ze jde o radioaktivné znacené substance),
tak stézejni vysledky dosazené invitro na bunééné linii, pfipadné jejich porovnani s
in vivo vysledky ziskanymi pokusy na potkanech. Pro snadnou orientaci je ¢lenéni této
kapitoly pftizptisobeno piedchozi kapitole (10.) a jejim podkapitoldm popisujicich

metodiku a postup prace.

11.1 OK bunécna linie

11.11 Optimalizace experimentalnich podminek

Z diivodu standardizace metody byly provedeny pocate¢ni experimenty, které
mély za cil ovéfit publikovand data tykajici se internaliza¢nich pokusti na OK buné¢né
linii. Na zaklad¢ ziskanych vysledkt byly navrzeny obecné postupy kultivace OK bunék
a pokust na nich provadénych. Pfikladem téchto pokusi byly pokusy studujici podminky
kultivace OK bunétné linie (10.1.1 ). Za standardizacni lze obecné povazovat také
vysledky dalsich pokust provedenych s albuminem, které jsou uvedeny v nasledujici

kapitole (11.2).

Obrazek 29 Stanoveni optimalniho stavu bunék — zavislost internalizace FITC-albuminu na poctu na

dni od nasazeni.

15+
)
3]
C
3
2 10- =
3 g
ko]
X
5
O T T T 1
0 2 4 6 8

Pocet dnii po nasazeni

87



Pro stanoveni optimalniho nafasovani experimentu po nasazeni bunc¢k na
plata/Petriho misky byl méfen uptake FITC-albuminu v zavislosti na ¢ase od nasazeni.
Pfiblizna hustota nasazovanych bundk byla 20 tis'em® U subkonfluentnich bungk (do
4. dne po nasazeni) se uptake FITC-albuminu vyjadfeny jako % davky ptidané k bunkam
jevil jako konstantni. U konfluentnich bun¢k (od 4. dne od nasazeni) doslo ke zvySeni
uptaku na vic jak dvojnasobek. Morfologie buniek po 6.dni od nasazeni se jiz
vyznacovala prertistinim bunék pies sebe a proto byl stanoven limit pro provadéni
pokusti na 2 dny po pozorované konfluenci nasazenych bun¢k. Modelovy pokus vystihuje

obrazek 29.

Ukonceni internalizace zkoumanych latek bylo modelovano na ptikladu uptaku
FITC-albuminu. Byla sledovdna zavislost intenzity fluorescence na poctu omyti bunck
(obrazek 30). Také tento pokus mél ovéfit metodiku popsanou V literatufe. Na zaklad¢
tohoto pokusu byl stanoven pocet Sesti omyti PBS (0-4 °C) jako optimalni pro ukonceni
provadénych experimentid. Po zlyzovani a zméfeni intenzity fluorescence odpovidajici
internalizovanému mnozstvi albuminu byla pfeméfena koncentrace proteini. Bylo
zjisténo, ze kazdé omyti bunécné monovrstvy je spojeno s ¢astecnym odlu¢ovanim bunek
a tedy snizenim koncentrace bunécnych proteinti (vysledky neuvedeny) a je tedy nutné

uzit jemné techniky a identickych pominek pro v§echny testovaci jamky (misky).

Obrazek 30 Optimalni ukon¢eni experimenti — zavislost intenzity fluorescence FITC-albuminu na

poctu omyti.
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Pasazovani OK bunééné linie

Renalni OK bun&tna linie byla kultivovana v plastovych kultivagnich 75 cm? lahvich v
médiu MEM doplnéném 2 mM L-glutaminu, 1% NEAA a 10% FCS v 5% CO,
atmosféfe pifi 37 °C. Z 90% konfluentni monovrstva byla dvakrat tydné pasaZzovana v

pomeru 1:6 s pouzitim roztoku trypsinu.

Experimenty na OK bunééné linii

Experimenty byly provadény v piipad¢ albuminu na 24jamkovych kultiva¢nich platech,
nebo Petriho miskach (cca 22 cm?), a to v piipads albuminu a ostatnich zkoumanych
latek. Buiiky (pasaZ ¢islo 55-75) byly nasazovany v po&tu 10-20 tis/cm?. Pokusy byly
provadény den az dva po pozorované konfluenci bunééné monovrstvy. Do dosaZeni
tohoto stavu bylo buitkam kazdy druhy den ménéno kultivaéni médium. Pred
experimentem byly buiiky (2x) omyty roztokem PBS a inkubovany po stanovenou
dobu s inkuba¢nim médiem. V piipadé casovych zavislosti byla inkubace provadéna od
nejdelSich Casovych intervalll k nejkrat§im tak, aby nasledné omyvani PBS (0-4 °C)
(6x) bylo provadéno u vSech jamek/ Petriho misek najednou. VSechny plata i Petriho
misky byly umistény na dostate¢né velké manipulaci umoziujici ploSe tak, aby byly
vystaveny stejnym podminkdm omyvani. Bunétné monovrstvy byly nésledné
dezintegrovany roztokem 0,1% (v/v) Tritonu X-100 v hypotonickém MOPS pufru
(10 mM, pH = 7,4), byly stanovena koncentrace proteinti v§ech vzorkii BCA metodou a

zmétena intenzita fluorescence/ radioaktivity.
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11.2 Albumin

Ke standardizaci metodiky provadéni experimentii na OK bunécné linii byly
pouzity dva druhy znaceného albuminu - jak fluorescencné, tak radioaktivné znaceny.
Pokusy s druhym jmenovanym typem albuminu simulovaly metodiku pro provadéni
pokust s radioaktivné znaCenymi latkami - radioaktivné znaCenymi peptidy a
protilatkami, jimz piedchézelo radioaktivni znaceni a analyza radiochemické cistoty.

11.2.1 FITC-albumin

Na zaklad¢ vysledka pokusti zkoumajici zavislost vlivu stoupajici koncentrace na

internalizaci FITC-albuminu Ize kinetiku uptaku oznacit jako satura¢ni typ kinetiky.

.....

(obrazek 31) piedevsim pti vyssich testovanych koncentracich FITC-albuminu.

Obrazek 31 Zavislost internalizace FITC-albuminu na zvysujici se koncentraci FITC-albuminu.
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Saturacni typ kinetiky lze vyc¢ist 1 ze zéavislosti uptaku FITC-albuminu na case.
Velikost fluorescence roste linedrné po dobu prvnich 30 minut, pak zpomaluje a dosahuje
maxima po | hodin¢ inkubace (obrazek 32). Zbyvajici Cas, kdy se fluorescence
odpovidajici mnozstvi internalizovaného almuninu nezvysuje, lze oznacit jako stav
plateau. Mira internalizace probihajicich procesti je sniZzena pii provedeni pokusu za

sniZzené teploty.
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Obrazek 32 Zavislost internalizace FITC-albuminu na ¢ase: A — Internalizace p¥i teploté 37 °C
vyjadiena v ug/mg bunééného proteinu (n=5); B — Internalizace p¥i teploté 0-4°C vyjadi‘ena pg/mg
bunééného proteinu (n=3); C Internalizace pii teploté 37 °C provadéna na Petriho miskach

vyjadi‘ena v % celkové davky/mg bunécného proteinu (n=2).
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K ovéteni specificity internalizace byl vyzkousen vliv 4 koncentraci neznaceného
albuminu pfidaného k fixni koncentraci FITC-albuminu (50 pug/ml). Obrazek 33 graficky
vyjadiuje schopnost kompetice neznacené¢ho albuminu a FITC-albuminu o vazebnéa mista

a transportni mechanismy. ICs, tedy koncentrace kompetitivniho agonisty pro tento

Obrazek 33 VIiv nadbytku albuminu na internalizaci FITC-albuminu (n=2).

pg/mg proteinu

log c

pokus byla zjisténa pomoci statistického vyhodnoceni programu GraphPad Prism 1782
ug/ml. Pii zkoumané koncentraci FITC-albuminu byla inhibice nekompletni. Jelikoz je
ovSem vV literatufe povaZovan tisicinasobek davky za marker nespecifické vazby, lze

povazovat vysledek dosazeny v tomto piipad¢ za internalizaci nespecifickou.

Obrazek 34 zobrazuje porovnani internalizace FITC-albuminu a FITC-dextranu.
Pti stejné pocatecni koncentraci pfi sledovani zavislosti internalizovaného mnozstvi obou
zkoumanych latek na ¢ase bylo dosazeno podstatné rozdilnych vysledkl pro tyto dvé
latky. Z téchto vysledku lze usuzovat na jejich odlisSny mechanismus transportu do nitra
bun¢k. Zatimco FITC-albumin je substratem receptorové zprostiedkovaného
endocytického transportu (megalin a cubilin), FITC-dextran je povaZovan za substrat

druhého typu endocytdzy oznacovany jako ,,fluid-phase endocytosis®.
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Obrazek 34 Porovnani internalizace FITC-albuminu a FITC-dextranu (n=2).
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11.2.2 ¥MTe_albumin

Jako dopln¢k standardizacnich pokusi bylo provedeno nékolik experimentl

99m

s albuminem znadenym ~ Tc. Samotnym pokusim piedchazelo radioaktivni znaceni

albuminu timto diagnostickym radioizotopem.

Priprava ®"Tc-albuminu byla odvozena z literatury. Znaceni probihalo v kyselém
prostiedi, kdy doSlo k doCasnému preusporadani struktury albuminu, navazani

zredukované formy %™

Tc (oxidaéni stupeit +4) a nasledné restrukturalizaci albuminové
struktury zvySenim pH reakéni soustavy.

Albumin byl piec¢istén metodou gelové permeaéni chromatografie (obrazek 35).
Frakce obsahujici vysokomolekularni formu %M Tc-albumin byly spojeny a fadné
promichany. Volny neredukovany technecistan nebyl v Zddném pfipravovaném vzorku

detekovan (zadny analyzovany pik v oblasti kolem 35-40. frakce odpovidajici 35-40 ml),

coz potvrzuje spolehlivost metody piipravy 9¥MTc-albuminu popsané v literatute.
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Obrazek 35 Eluéni profil *™Tc-albuminu p¥i pretisténi gelové permeaéni chromatografii.
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U albuminu zna¢eného techneciem-99m byla sledovana zavislost internalizace na
Case jako u fluorescencné¢ znaceného albuminu (FITC-albuminu). V piipadé této
radioaktivni slou¢eniny bylo dosazeno podobnych zavislosti jak v experimentech
provadénych pii 37 °C, tak pii 4 °C. Pokles hodnot internalizovaného mnozstvi %9MTe-
albuminu v danych casovych intervalech oproti FITC-albuminu lze vysvétlit vlivem
podminek piipravy, kde hlavné Siroké rozmezi vyuzivaného pH pro znaceni albuminu
99m

Tc mohlo pozménit strukturu albuminu a tim i negativné ovlivnit vazebnou afinitu

k vazebnym receptorovym strukturam.

Obriazek 36 Zavislost internalizace " Tc-albuminu na ¢ase (méfeno pri 4 °C a 37 °C) (n=3).
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Podobné jako u FITC-albuminu ma na internalizaci **™Tc-albuminu do OK bunék
vliv nadbytek neznaceného albuminu (obrazek 37). Inhibi¢ni konstanta ICsy pro vyse

zminéné podminky experimentu byla stanovena na 6150 ug/ml.

Obrizek 37 Vliv nadbytku albuminu na internalizaci *™Tc-albuminu (n=2).
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11.3 Peptidy

Vsechny pripravené radioaktivné znafené peptidy byly pfipraveny s vysokou
radiochemickou c¢istotou, kterd byla ve vSech ptipadech vyS$i nez 98 %. K ovéfeni
radiochemické cistoty byla pouzita metoda HPLC analyzy, pro jeji rychlé stanoveni u
peptidi znac¢enych kovovymi radionuklidy Y, "™n, Y"Lu) byla pouzita ITLC-SG
analyza. U vSech peptidi znacenych zvolenymi radionuklidy byla sledovéna zéavislost
internalizace daného peptidu na case. Standardiza¢ni pokusy obdobné tém s alouminem
byly provedeny s analogem somatostatinu DOTA-Tyr>-oktreotatem. Tento peptid byl
zvolen pro své standardni vlastnosti 1 jako substrat, jehoz internalizace méla byt

inhibovéana pomoci navrZenych latek.
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11.3.1 DOTA-Tyr-oktretat (DOTA-TATE)

DOTA-Tyr*-oktretat, at’ uz znadeny kovovymi radionuklidy (*°Y, *!In,*""Lu)
nebo jodem (1251), byl piipraven s vysokou radiochemickou cistotou, kterda byla
stanovovana pomoci metod HPLC nebo pomoci Casové a pracné méné narocné metody
ITLC-SG (obrazky 38-41). K biologickym pokustim byly pouzity pouze peptidy, které
spliovaly kritérium radiochemické Cistoty >98 %. Stabilita a metodika znaceni DOTA-
Tyrs-oktretétu byla stanovena ve spolupraci s Katedrou biofyziky a fyzikalni chemie FaF
UK. Stabilitnimi testy bylo dokazdno, Ze tyto peptidy jsou dostate¢né stabilni pro

provadéni zamyslenych in-vitro a in vivo experimenta'*.

Obriazek 38 HPLC profil *°I-DOTA-Tyr*-oktreotatu ihned po piipravé (A) a po pietisténi (B).

10000~
A
8000-
€
S 6000-
i
2 40001
4
<
2000-
0 L] L] L] L] 1
0 10 20 30 40 50
Cas [min]
10000~
B
8000~
B
& 6000-
8
2 40001
4
<
2000~
O T T Ll L] L}
0 10 20 30 40 50
Cas [min]

96



Obrizek 39 Piiklad HPLC (A) a ITLC-SG (B) profilii analyzy "'In-DOTA-Tyr*-oktreotatu.
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Obrizek 40 P¥iklad HPLC (A) a ITLC-SG (B) profilii analyzy Y-DOTA-Tyr*-oktreotatu.
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Obrizek 41 Piiklad HPLC (A) a ITLC-SG (B) profili analyzy *"'Lu-DOTA-Tyr*-oktreotatu.
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Ze studia bun&ené internalizace DOTA-Tyr*-oktreotatu do OK bun&éné linie bylo
zjisténo, ze podobn¢ jako u albuminu je internalizace tohoto peptidu zavisla na n¢kolika
fyzikalnich faktorech. Snizena teplota (4 °C) snizuje aktivitu transportnich mechanismut
tak, Ze mnozstvi internalizované po dvouhodinové inkubaci je zhruba polovicni oproti

inkubaci probihajici pti 37 °C (obrazek 42).

Obrazek 42 Priklad zavislosti internalizace znaceného DOTA-Tyrg-oktreotétu (InM) na teploté

(n=2).
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Pokusy studujici zavislost internalizace znacenych peptidi na dob¢ inkubace prokazaly
saturabilnost transportnich mechanismi, kdy po 1 h inkubace dochazi k oploSténi zprvu

strm¢ stoupajici kiivky grafického znazornéni (obrazek 43) téchto vysledku (tabulka 10).

Tabulka 10 Zavislost internalizace znaeného DOTA-Tyr’-oktreotatu (InM) na &ase. Vysledky
vyjadieny jako % z celkové davky vztazené na mg bun&éného proteinu. N = 2 (*°Y-DOTA-Tyr’-
oktreotit), n = 3 (**’In-DOTA-Tyr*- oktreotat), n =5 (**In-DOTA-Tyr’- oktreotat, ’’Lu-DOTA-

Tyr-oktreotat).

¢as | I-DOTA-Tyr’- n-DOTA-Tyr- Y-DOTA-Tyr*- YLu-DOTA-Tyr-
oktreotat oktreotat oktreotat oktreotat

[h] % SD % SD % SD % SD
0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,25 | 0,050 0,004 0,049 0,026 0,057 0,023 0,05 0,017
1 0,087 0,008 0,082 0,027 0,094 0,012 0,081 0,026
2 0,091 0,012 0,117 0,037 0,099 0,006 0,103 0,040
3 0,110 0,004 0,125 0,028 0,121 0,016 0,133 0,053
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Obriazek 43 Zavislost internalizace zna¢eného DOTA-Tyr>-oktreotatu (1nM) na &ase.
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Ze stejného grafu také vyplyvd, Ze technika znaceni ani zadny konkrétni

radionuklid neovliviiuje transportni proces takovym zplisobem, Ze by se internalizace

peptidu znaceného riznymi radionuklidy vyrazné odliSovaly.

Efekt nadbytku neznaceného sandostatinu (analog pfirozeného somatostatinu) na

Obrizek 44 Vliv nadbytku sandostatinu na internalizaci **'In-DOTA-Tyr>-oktreotitu (n=3).
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internalizaci radioaktivné znacené¢ho DOTA-Tyrs-oktreotétu je znazornén na obrazku 44.
Tento graf demonstruje skutecnost, ze neznaceny tetradekapeptid vyznamné ovliviuje
internalizaci **'In-DOTA-Tyr*-oktreotatu do OK bunék (patrn& kompetici o transportni
mechanismy) projevujici se pii tisicindsobném nasobku neznacené¢ho somatostatinu
(Sandostatin®) sniZzenim miry internalizace po dvouhodinové inkubaci na 22,9 + 10,5 %.
Obrizek 45 A - Zavislost uptaku 1nM 'In-DOTA-Tyr>-okterotidu na pouzitém inhibitoru; B -

cytotoxicita pouzitého inhibitoru.
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K kontrola, L1 L-lysin (1g/l), L2 L-lysin (5g/1), L3 L-lysin (10g/1), M1 malat sodny (0,4 g/l), M2 malat
(4g/1) sodny, G1 gentamicin (10mg/l), G2 gentamicin (100mg/l), G3 gentamicin (500mg/l), G4
gentamicin (1000mg/1), C cytochrom C (0,5mM , P1 polymyxin B (0,1mM=148mg/l ), P2 polymyxin B
(ImM=1,48g/l). A/ n=3* (p< 0,05) (Graph Pad Software, neparovy Studentiv t-test). B/n=2
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Ve snaze potladit bunécnou internalizaci radioaktivné znacenych peptidi bylo
testovano nékolik latek vesmées z kategorie substratt receptorového endocytického
systému receptorovych proteini megalinu a cubilinu. Efekt téchto latek na bunécny
uptake peptidd, jmenovité 111In-DOTA-Tyr3-0ktreoté1tu, vystihuje obrazek 45 A. Jelikoz
fada téchto potencionalnich inhibitori miize vykazovat cytotoxicky ucinek a tim
ovlivitovat riizné bunécné procesy, tedy i transportni mechanismy, byl soucasné u vétSiny
latek ptrezkouSen cytotoxicky ucinek. Vysledky téchto pokust jsou znazornény grafem
(obrazek 45 B). Vzristajici koncentrace lysinu a gentamicinu stejné tak jako cytochrom C
zpusobily inhibici uptaku 1 nM 111In-DOTA-Tyr3-01<‘u3rotidu. Testy cytotoxicity ukazaly,
ze danny inhibi¢ni efekt nemusi byt zplisoben kompetici o vazebnd mista transportnich
mechanismi, ale ze tento efekt mize byt nasledkem cytoxického plisobeni pouzitych
sloucenin. Dalsi zkouSené latky (polymixin B, malat sodny) mély na transport pii
stanovenych koncentracich minimdlni inhibi¢ni vliv, pfi vysoké cytotoxickymi testy

postihnutelné toxicité (malat sodny).

11.3.2 DOTA-1-Nal’*-oktreotid (DOTA-NOC)

Pro piipravu (radioaktivni znaceni) DOTA-1-Nal’-oktreotidu platily prakticky
vSechny podminky, které byly zminény v kapitole 11.3.1.1 tykajici se pfipravy
znacen¢ho DOTA-Tyr3-okter0tétu. Peptidy byly piipraveny s vysokou radiochemickou
Cistotou, kterd byla stanovovana pomoci metod HPLC nebo pomoci ¢asové a pracné
méné narocné metody ITLC-SG (obrazky 46-48). K biologickym pokusiim byly pouzity
pouze peptidy, které splnovaly kritérium radiochemické Cistoty >98 %. Stabilita a
metodika znaGeni DOTA-1-Nal*-oktreotidu byla stanovena ve spolupraci s Katedrou
biofyziky a fyzikalni chemie FaF UK. Stabilitnimi testy bylo dokazéano, Ze tyto peptidy

jsou dostate&né& stabilni pro provadéni zamyslenych in vitro a in vivo experimentt'*!,
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Obrizek 46 Piiklad HPLC (A) a ITLC-SG (B) profilii analyzy **'In-DOTA-1-Nal*-oktreotidu.
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Obriazek 47 Piiklad HPLC (A) a ITLC-SG (B) profilii analyzy *"’Lu-DOTA-1-Nal*-oktreotidu.
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Obrazek 48 Piiklad HPLC (A) a ITLC-SG (B) profili analyzy *Y-DOTA-1-Nal*-oktreotidu.
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kapitole (11.3.1.2 ). Na obrazku 49 je uvedana zévislost internalizace DOTA-1-Nal*-
oktreotidu zna¢eného kovovymi radionuklidy na Case, v tabulce 11 pak hodnoty doplnéné

o smérodatné odchylky. Oproti DOTA-Tyr*-oktreotdtu je mira internalizace tohoto

Kinetika

charakteristiky (saturabilita, zavislost na teplot¢) jako peptid diskutovany Vv minulé

internalizace

DOTA-1-Nal®-oktreotidu

vykazovala

podobné

peptidu trojnasobnd a dosahuje hodnot okolo 0,4 % davky/mg bunééného proteinu.

Tabulka 11 Hodnoty internalizace DOTA-1-Nal*-oktreotidu; n = 2 (**Y-DOTA-1-Nal*-oktreotid), n =
5 (*'In-DOTA-1-Nal*-oktreotid, '"’Lu-DOTA-1-Nal*-oktreotid). Vysledky vyjadieny jako %

z celkové davky vztazené na mg bunécéného proteinu.

OY_.DOTA-Tyr*- oktreotat

Yn-DOTA-Tyr- oktreotat

¢as | Y"Lu-DOTA-Tyr*-oktreotat

[h] % SD % SD % SD
0 0 0 0 0 0 0

0,25 0,315 0,150 0,092 0,038 0,187 0,071
1 0,454 0,214 0,217 0,064 0,262 0,081
2 0,488 0,289 0,300 0,068 0,313 0,107
3 0,590 0,398 0,446 0,032 0,385 0,084

Obrazek 49 Zavislost internalizace zna¢eného DOTA-1-Nal-oktreotidu (InM) na ¢ase.
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Efekt nadbytku neznaceného sandostatinu (analog pfirozeného somatostatinu) na
internalizaci radioaktivné znadeného DOTA-1-Nal’-oktreotidu je znazornén na obrazku
44, Podobn¢ jako v ptipadé DOTA-Tyr3-oktreotétu demonstruje tento graf skutecnost, ze
nezna&eny tetradekapeptid vyznamné ovliviiuje internalizaci DOTA-1-Nal*-oktreotidu (v
tomto pripadé znateného 'MIn) do OK bundk (patrn& kompetici o transportni
mechanismy) projevujici se pii tisicindsobném nasobku sandostatinu snizenim miry

internalizace po dvouhodinové inkubaci na 49,91 + 12,3 %.

11.3.3 Porovnani internalizace zkoumanych peptidi radioaktivné
znatenych 'In

Obrazek 50 Vliv vzriistajici koncentrace sandostatinu na internalizaci *'In-DOTA-1-Nal*

oktreotidu (n=3).
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Mira kumulace ptfedchozich dvou zminénych peptidd (DOTA-TATE, DOTA-
NOC) byla porovnana pomoci ¢asové zavislosti s dalsim peptidem DTPA-oktreotidem,
ktery je vsouCasné dobé rutinné pouzivan k diagnostickym zobrazenim SSTR2
pozitivnich malignit. Obrazek 51 znédzorfiuje, Ze internalizace tohoto peptidu je téméf
identicka s *'In-DOTA-Tyr®-oktreotidem, zatimco dalsi peptid (**'In-DOTA-1-Nal*-
oktreotid) je kumulovan v buiikch aZ v trojnasobném mnozstvi (**!In-DTPA-oktreotid

byl znacen ve spolupraci s pracovistém Nuklearni mediciny FN Hradec Kréalové).
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Obrizek 51 Porovnani internalizace *'In-DOTA-Tyr*-oktreotatu, **'In-DOTA-1-Nal*-okterotidu
a ™ In-DTPA-oktreotidu.

-0 “n-DOTA-1-Nal*-oktreotid

Mn-DOTA-Tyr3-oktreotat

=&~ n-DTPA-oktreotid

% davky/mg proteinu

11.3.4 In vivo biodistribuce radioaktivné znacenych peptidi do
ledvin potkant

Se vSemi radioaktivné znaCenymi peptidy, kter¢é byly diskutovany
v pfedchazejicich kapitolach, byly provedeny in vivo biodistribu¢ni pokusy na potkanech.
Jejich cilem bylo ziskat farmakokineticky profil distribuce danych slou¢enin po injekénim
podani. Kromé& sledovani hladin radioaktivity, ktera odpovidala koncentraci daného
peptidu Vv jednotlivych organech a tkanich, byla stanovena mira exkrece téchto peptidi
jednotlivymi exkrecnimi cestami. VSechny radioaktivné znacené peptidy vykazovaly
rychlou krevni clearance. Tyto pokusy byly provedeny laborantkami oddéleni
radiofarmak katedry farmakologie a toxikologie.

Po intravendzni aplikaci potkanim dochazelo k vychytavani a kumulaci aktivity
pfedev§im ve tkdnich vyznacujicich se vysokou expresi somatostatinovych receptort
(pankreatu a nadledvinkach) a ledvinach, hlavnim exkre¢nim orgénu téchto latek.

Obrazek 52 znazornuje kumulac¢ni profily radioaktivné znalenych peptidl
Vv ledvinach. Tyto utiidéné grafy jsou zde uvedeny jako in vivo analogie obrazkiam 43, 49

a 51 popisujicim internaliza¢ni pokusy na OK bunkach.
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Obrazek 52 In vivo biodistribuce radioaktivné znalenych peptidi do ledvin potkani. A

OV A /%) M Lu-DOTA-Tyr - oktreotat,

B OV/An/21 A Lu-DOTA-1-Nal®-oktreotid,
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Také v invivo experimentech byl zkouman efekt potencionalnich inhibitor na
reuptake radioaktivné znacenych peptidi (111In-DOTA-Tyrg-oktreotét). Zatimco pouzité
koncentrace lysinu, maleatu a cytochromu C snizovaly vice ¢i méné vyrazné¢ akumulaci
radioaktivity Vv ledvinach pifi neovlivnéni specifické vazby k somatostatinovym

receptorim, podobny vliv gentamycinu nebyl t€émito experimenty prokazan (obrazek 53).

Obriazek 53 Vysledek piisobeni vybranych substanci na in vivo biodistribuci ™ In-DOTA-Tyr*-
oktreotatu v potkanech. Efekt dané koncentrace inhibitoru na mnoZzstvi radioaktivity kumulované
po 24 hodinach od aplikace v ledvinach v konfrontaci sorganem s vysokou expresi

somatostatinovych receptoru predstavujici specifickou vazbu.
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11.4 Protilatky

11.4.1 W /20y M T - AntiCD66

Radioaktivni znaleni této protilatky kovovymi radionuklidy (90Y, 111In)
vyzadovalo kromé& postupli samotné piipravy piecisténi primarniho produktu metodou
gelové permeaéni chromatografie s vyuzitim Sephadexu G50 (obrazek 54).
Radiochemicka cistota ptecisténé protilatky (frakce hlavniho piku) byla stanovovéna
pomoci metody ITLC-SG (obrazek 55 A), nebo metody HPLC (obrazek 55 B, C).
K biologickym pokusim byly pouzity pouze protilatky, které¢ spliiovaly kritérium
radiochemické Cistoty >95 %. Stabilitni profil této protilatky byl stanoven ve spolupraci
s pracovniky katedry biofyziky a fyzikdlni chemie FaF UK. Stabilitnimi testy bylo
dokazano, ze protilatky jsou dostate¢né stabilni pro provadéni zamyslenych in-vitro a in
Vivo experimentii. Porovnani stabilitniho profilu protilatek znagené *!In a Y vychazelo

v o, v , . . , . . 141
ve prospéch protilatky znacené radioaktivnim indiem™".

Obrazek 54 P¥iklad frakcionaliza¢niho profilu In-AntiCD66 po gelové fitraci na Sephadexu
G50.
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Obrazek 55 A Piiklad ITLC-SG profilu radioaktivné znatené protilatky (‘'In-AntiCD66); B

Piiklad HPLC profilu radioaktivné znatené protilatky (*"In-AntiCD66); C Piiklad HPLC

profilu radioaktivng zna&ené protilatkv (*°Y-AntiCD66).
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Radioaktivni znaceni bylo provedeno podle SPC dané¢ho hromadné vyrabéného
1é¢iva a naslednd radiochemicka cistota produktu byla ovéfena pomoci metody ITLC-SG
analyzy s metanolem a destilovanou vodou (8:2) jako elu¢nim Cinidlem. V tomto systému
zlstavala radioaktivné znacCend protilaitka na startu chromatogramu a nenavazany
radionuklid ve form¢ technecistanu putoval s ¢elem mobilni faze. Radiochemicka cistota
ptekracovala ve vSech ptipadech hranici >95 %. Ptiklad radiochemické Cistoty je uveden

na obrazku 56.

Obrizek 56 ITLC-SG profil ®™Tc-AntiCD66 (Scitimum®).
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In vitro model OK bunééné linie byl pouzit také pro zastupce ze skupiny
radioaktivné znacenych protilatek, jejichZ hlavni neZadouci Gcinek je totozny pravé s
peptidy. Koncentrace protilatky v roztoku odpovidala nejnizsi aktivité, kterou bylo mozné
spolehlivé detekovat v buiikkach. Z hlediska kinetiky zavislosti internalizace na case
odpovidaji ziskané vysledky obdobnym pokustim s peptidy.

Internalizace protilatky radioaktivné znacené AntiCD66 protilatky se vyznacovala
saturacnim typem kinetiky projevujicim se zavislosti na Case a teploté, jak je patrné

Z obrazkl 57 a 58 a tabulky 12.
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Obrazek 57 Piiklad zavislosti internalizace ™ Tc-AntiCD66 na teplot&.
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Obriazek 5857 Grafické znazornéni zavislosti internalizace *Y/* In/®MTc-antiCD66 na &ase.
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Tabulka 12 Hodnoty internalizace *'In-AntiCD66 (Azacycles) n=3, Y-AntiCD66 (Azacycles) n=3,

9MTc-AntiCD66 (Scintimum) n=3. Hodnoty jsou vyjadieny jako % z celkové davky vztazené na mg

bunééného proteinu.

¢as *In-AntiCD66 *Y-AntiCD66 *MTc-AntiCD66
(Azacycles) (Azacycles) (Scintimum)

[h] % SD % SD % SD
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0000 0,00
0,25 0,37 0,12 0,27 0,11 0,1015 0,01
1,00 0,63 0,18 0,81 0,22 0,3191 0,14
2,00 0,69 0,15 1,14 0,44 0,5068 0,13
3,00 0,80 0,11 1,33 0,48 0,5733 0,20
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Pti prvnich pokusech s inhibibici internaliza¢niho transportu (obrazek 59) pomoci

dvou latek vybranych na zaklad¢ pokusu s peptidy bylo dosazeno vyrazné inhibice

v

vyraznym u¢inkem na hranici méfitelnosti pomoci dostupnych piistroji. U L-lysinu byla

odezva naopak minimalni.

Obrazek 59 Blokada internalizace "' In-antiCD66 a,b,c,e-(p-NHCSNH-PhCH,PO(OH)CH,-DO3A),.5
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K-kontrola, L1 L-lysin (1g/l), L2 L-lysin (10g/l) G gentamicin (10mg/l)
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12 Diskuze

Specificky plsobici farmaka jsou dnes jednou z moznych alternativ 1€cby
nadorového onemocnéni. Radioaktivni znaceni téchto latek umoziuje vysoce selektivni
diagnostiku anebo je dal$i moznosti terapie disponovanych malignit. K nejvyznamnéjsim
zastupcim radiofarmak s cilenou distribuci patii radioaktivné znaCené receptorove
specifické peptidy a antigenné specifické protilatky. Hlavni pfednosti vyuziti téchto
radiofarmak pfed ostatnimi zobrazovacimi a léCebnymi technikami spo¢ivd v moznosti

diagnostikovat a 1é€it i velmi malé dislokované metastatické nadory.

Vyzkum specificky pusobicich radiofarmak je zaméfen jak na vyvoj novych
analogli s lep$imi vlastnostmi (vy$$i afinitou k receptorim, vys$$i invivo stabilitou,
lepS§imi parametry pro znaceni), tak na zmirnéni nezddoucich Uc¢inka souvisejicich
s aplikaci téchto latek. Ty jsou nasledkem piedevsim kumulovani radioaktivity v jinych
nez nadorovych tkanich a nasledného plisobeni agresivniho zafeni na zdravou tkan. U
radioaktivné znacCenych peptidii a fragmentli monoklondlnich protilatek jsou limitnim
organem ledviny, hlavni exkre¢ni organ téchto latek. Riziko pozdniho nefrotoxického
ucinku limituje davku podavaného radiofarmaka, ktera je nutnd k efektivni radioterapii

nadorového onemocnéni.

Cilem vyzkumného tymu oddéleni radiofarmak katedry farmakologie a
toxikologie a spolupracujicich pracovist Faf UK je zisk novym poznatkl tykajicich se
Moznosti tohoto tymu zahrnuji jak vyzkum metod radioaktivniho znafeni v€etné urceni
stabilitnich charakteristik, tak biologického chovani téchto latek. Pochopitelnou snahou
pracovisteé je zavadét nove inovativni metody a postupy rozsifujici moznosti komplexni

charakteristiky studovanych slou€enin.

Z divodl vyplyvajicich z ptedchozich dvou odstavcl bylo vytyCeno téma této
prace, které vsobé zahrnovalo navrZzeni metodiky predikce rendlni akumulace
radioaktivity a v dasledku toho nefrotoxického pusobeni studovanych radiofarmak
pomoci vhodného invitro modelu a tedy ziskani dalSich vystupli charakterizujicich

studované slouceniny.

Prvnim postupnym cilem prace byla pfiprava vybranych radioaktivné znacenych

latek (albumin, derivaty somatostatinu a protilatky) a kontrola jejich radiochemické
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Cistoty. Pro radioaktivni znaceni byly ptislusné metodiky pievzaty bud’ z literatury, nebo
bylo vyuzito zkuSenosti a rad specialistii na tuto problematiku z vyzkumného tymu
fakulty (Doc. Ing. Alice Laznickova, CSc.). Vysledky prokazaly, ze vSechny studované

latky byly ptipraveny s radiochemickou ¢istotou dostatecnou pro biologické experimenty.

Pro standardizaci metody studia internalizace studovanych radioaktivnich latek na
OK bunéénych liniich byl pouzit albumin, ktery je dle literarnich udaji intenzivné
transportovan v ledvinach pomoci receptorového systému megalin/cubilin. 142, 143
Albumin pouzity v téchto studiich byl znacen jednak fluorescencné (FITC-albumin),

. . . v v 99
jednak radioaktivné oznagen T

c. Standardiza¢ni experimenty s fluorescencéné
znaenym FITC-albuminem byly koncipovany tak, aby ziskané vysledky mohly byt
porovnany s jiz publikovanymi daty. Vysledky uvedené v této dizertacni praci tykajici se
FITC-albuminu jsou ve shod¢ s parametry vystihujicimi rozsah a miru internalizace, které
byly dosazeny ostatnimi védeckymi skupinami. *® Saturatni typ kinetiky, zavislost
internalizace na cCase, teplot¢ a koncentraci zkoumané latky jsou zakladnimi
charakteristikami, které 1ze povazovat za vystupy standardizacnich pokusii. Pro porovnéni
byly obdobné experimenty provedeny i s albuminem znadenym **"Tc. I kdyz charakter
Gasového pribshu zavislosti miry internalizace pfi riznych teplotich byl u *™Tc-
albuminu obdobny jako u FITC-albuminu, bylo vysledné procento internalizované
aktivity *™Tc-albuminu vyznamné (3x aZ 4x) niz§i pii porovnani s FITC-albuminem.
Vysvétleni téchto rozdil lze nejspiSe hledat ve vlivu zpisobu a postupu znaceni
albuminu na jeho strukturu — zvoleny pfistup bude pravdépodobné ovliviiovat afinitu
znaceného albuminu k pfisluSnému transportnimu receptorovému systému nebo dalSim

kroklim podilejicich se na internalizaci albuminu v OK butikach.

Navrzend metodika pokusti vyuZzivajici OK buné€nou linii byla pouzita k ziskani
podobnych internalizacnich zéavislosti také pro hlavni kategorii latek — radioaktivné
znacené peptidy (derivaty somatostatinu). Ty byly podle svého charakteru radioaktivné
znadeny kovovymi radionuklidy (***In, *Y, Y"Lu) nebo **I a vysledna radiochemicka
Cistota (RC>98 %) byla ovéiena metodami HPLC a/nebo ITLC-SG. Dostate¢né dlouha
stabilita k provadéni biologickych jak invitro, tak invivo experimenti studovanych
radioaktivné znaCenych peptidi byla prokdzana ve spolupraci s katedrou biofyziky a
fyzikalnich véd Faf UK. Zavéry invitro pokusi provedenych na OK bunécné linii

s radioaktivné znacenymi peptidy lze shrnout nasledovné. Pokusy studujici zavislost
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internalizace znacenych jednotlivych peptidii na dob¢ inkubace prokéazaly saturabilnost
transportnich mechanismti, kdy po 1 hodin¢ inkubace dochazi k oplosténi zprvu strmé
stoupajici ktivky grafického zndzornéni této zévislosti. Zpisob znaceni ani zadny
konkrétni radionuklid neovlivnily transportni procesy u zadného zminéného peptidu
takovym zpusobem, aby internalizace jednotlivych peptidi znacenych rlznymi
radioizotopy vykazovaly vyrazné odliSnosti. Ziskané vysledky jsou ve shodé s jedinou
publikovanou praci vyuzivajici OK bunéénou linii jako invitro model pro studium
internaliza¢nich charakteristik radioaktivng znacenych peptida a albuminu. *** V citované
praci bylo kromé potvrzeni vlivu transportniho endocytického receptorového mechanismu
megalinu/cubilinu v OK buné¢né linii pfipustén také vliv dal§iho mozného transportniho

mechanismu podilejiciho se na reuptaku radioaktivné znacenych peptida.

Nejvétsi pozornost nasi prace v souvislosti s radioaktivné zna¢enymi receptorove
specifickymi peptidy byla vénovana dvéma peptidim. Studovanymi a porovnavanymi
peptidy byly standardné¢ pouzivany DOTA-Tyr’-oktreotit a relativng novy
somatostatinovy analog DOTA-1-Nal*-oktreotid, ktery se krom¢ afinity k SSTR2 subtypu
somatostatinovych receptori vaze i na subtypy SSTR3 a SSTRS, ¢imz se stava
perspektivnim z hlediska svého potencionalniho vyuziti pro diagnostiku a terapii Sir$iho
spektra naddord. Komplexni farmakokinetické srovnani téchto peptidit bylo provedeno za
pouziti dvou in vitro metod na bunéénych liniich a in vivo biodistribu¢nich pokust na
potkanech. V in vivo studii, ktera méla slouzit jako porovnavaci model pro in vitro
metody, bylo dosazeno vysokych peptidickych koncentraci a retence radioaktivity v
tkanich bohatych na somatostatinové receptory (pankreas, nadledvinky) a také ledvinach
kratce po jejich aplikaci.** V organech s vysokou hustotou SSTR slouzicich jako
indikatory endogenni afinity k SSTR byla zjisténa dvojnasobna koncentrace peptidu *!In-
DOTA-1-Nal*-oktreotidu oproti ***In-DOTA-Tyr®-oktreotatu. Na druhou stranu nebyl
pozorovan zadny signifikantni rozdil v invitro internalizaci radioaktivity do bun¢k
exprimujicich somatostatinové receptory SSTR2. ZvySena kumulace v STTR bohatych
organech je snadno vysvétlitelnd a zcela ve shodé s diive publikovanymi daty, ktera
poukazovala na zvySenou afinitu prvné jmenovaného peptidu k SSTR3 a SSTRS5, kterou
jsou pfitomny v in vivo modelu, ale nejsou exprimovany v bunééné linii AR42J peptidu.
Z hlediska experimentli provadénych na OK bunécné linii majicich za cil predikovat
potenciondlni riziko radionefrotoxicity téchto peptidii pfi terapeutickém pouziti oba

peptidy vykazovaly podobnou kinetiku uptaku srovnavanych peptida, soucasné vsak byla
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zjisténa vySi (trojnasobnd) mira internalizace ''In-DOTA-1-Nal3-oktreotidu oproti
MWn-DOTA-Tyr*-oktreotidu v OK bun&né linii. Biodistribugni experimenty provadéné
na potkanech vSak prekvapiveé ukazaly praveé opacné vysledky — mira zadrze radioaktivity
v ledvinach byla u *!'In-DOTA-1-Nal*-oktreotidu vyznamné niz§i pti porovnani s *!In-
DOTA-Tyr3-0ktreotidem. Vysvétleni pro tyto vysledky neni zcela jasné. Je mozné
spekulovat o mezidruhovych rozdilech v ledvinném transportu, rozdilech mezi
transportnimi mechanismy mezi izolovanymi bufikami a neporusenymi organy, odliSném
vlivu lipofility na transport pies biologické membrany v nedotcenych organech a
Vv bunéénych kulturdch nebo pfitomnosti také jinych transportnich mechanismii

Vv intaktnich organech.

Pokud jsou srovnavany hodnoty internalizovaného podilu v OK bunkach pro
znaCeny albumin a pro derivaty somatostatinu, Ize konstatovat, ze za rovnovazného stavu
je podil prislusné latky v buiikach vztazeny k jeji celkové koncentraci v Systému
vyznamné niz§i u studovanych peptida pfi porovnéani s albuminem. Zatimco tento podil u
albuminu dosahuje za danych experimentalnich podminek fddové jednotek procent, u
analogii somatostatinu je tato hodnota pouze v fadu desetin procenta z celkové aktivity

V systému.

Jednim z cill této préace, ktery by mohl mit pfimy dopad na terapeutické pouziti
studovanych peptidd, byla snaha o nalezeni moznosti snizit internalizaci téchto peptida
V ledvinnych buitkach pomoci inhibitorti receptorového endocytického systému, pfip. i
dal$imi mechanismy. V literatufe je dostate¢né¢ dokumentovan vliv kladné nabitych
aminokyselin, pfedev§im lysinu a argininu, na sniZzeni zadrze somatostatinovych analogti
v ledvinach.**™ Tento efekt byl potvrzen i v této praci, kdy zvysujici se koncentrace
lysinu zpiisobila koncentratng zavislé snizeni endocytozy 'In-DOTA-Tyr*-oktreotidu.
Mechanismus tohoto plisobeni je patrné zpiisoben kompetici lysinu a studovaného
peptidu pii vazbe na negativné nabité struktury membrany OK bunék, kterd jsou soucasti
reabsorp¢niho systému. Dalsi latkou, u které byl sledovan jeji vliv na miru reabsorpce
n-DOTA-Tyr*-oktreotidu, byl malat. Tato latka inhibuje fadu renalnich transportnich
systémil inhibici cyklu kyseliny citronové v tubularnich bunikdch a redukci nabidky
ATP.M® V/ nagich experimentech se vSak vliv malatu na internalizaci 1”In-DOTA-Tyr3-
oktreotidu do OK buncék v pouzitych koncentracich vyznamné neprojevil, vyssi

koncentrace malatu by pravdépodobné puisobily jiz cytotoxicky. V této dizertacni praci
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byl stanoven také vliv gentamicinu na internalizaci studovaného peptidu. Z literatury je
totiz znamo, ze megalin hraje dilezitou roli pii vazbé a endocytdoze aminoglykozidi

v proximélnich tubularnich buiikach ledvin, %% 118 120

Tento poznatek nas vedl k myslence
vyuzit gentamicinu jako kompetitoru pro reabsorpci *'In-DOTA-Tyr-oktreotidu v OK
bunkach. Vysledky ukazaly, ze vyznamného rozdilu (sniZzeni mensi nez 40 %) oproti
kontrolam bylo dosazeno az po pfidani nejvys$Si koncentrace gentamicinu (1 g/l).
Omezeny vliv gentamicinu na internalizaci **In-DOTA-Tyr®-oktreotidu v OK buiikach
muze byt zpsoben napf. tim, Ze gentamicin se vaze na jina vazebna mista megalinu nez
studovany peptid, a proto ke kompetici pii jejich endocytdéze dochazi jen omezené.
Zanedbatelny vliv na transport 111In-DOTA-Tyr3-0ktreotidu do OK bunck mélo 1 dalsi
polybazické antibiotikum polymixin B. Urcité snizeni (mens$i nez 40 %) zadrze
studovaného peptidu v OK bunkach bylo dosazeno i po pfidani cytochromu C, ktery také

interaguje s receptory megalinu a snizuje napf. renalni akumulaci aminoglykozidu.

Soubézné s pokusy in vitro na OK bunkach byly na pracovisti oddéleni
radiofarmak provadény obdobné experimenty také v podminkach in vivo na potkanech.
Vysledky ukazaly, Ze po intravenoznim podani lysinu v davce 1 g/kg 15 minut pied
aplikaci peptidu doslo ke sniZeni zadrze 'In-DOTA-Tyr®-oktreotidu v ledvinach na
pfiblizné 40 % hodnoty stanovené u kontrolni skupiny zvifat. Urcitého rozdilu oproti
in vitro experimentiim bylo vSak dosazeno po podani malatu potkanim, ktery v davce 400
mg/kg snizoval podil radioaktivity v ledvinach na jednu ctvrtinu kontrolni hodnoty.
Naopak Vv souhlasu se zavéry pokust in vitro gentamycin v davce 10 mg/kg a cytochrom
C vdavce 50 mg/kg snizovaly internalizaci studovaného peptidu v ledninach potkanii

pouze nevyznamné (snizeni mensi nez 20 %).

Soucasti této prace bylo 1 studium internalizace radioaktivné znac¢enych protilatek
/Y™ Te-AntiCD66). Z vysledkil pokusii provadénych in vitro na OK bun&éné
linii bylo zjisténo, Ze podobné jako ostatni studované slouceniny i radioaktivné znacené
protilatky jsou internalizovany do nitra bunék. Za danych koncentraci radioaktivné
znacenych protilatek dochazi k jejich akumulaci v OK bunécné linii podobnou kinetikou
jako u zkoumanych peptidi a albuminu, a to do vySe jednotek procent celkové davky.
Z hlediska vyznamu téchto hodnot je tfeba zminit vysledky srovnavacich in vivo studii
provedenych na potkanech (vysledky nebyly v této praci uvedeny), které dokladaji

minoritni podil rendlni exkrece na vylucovani (proti)latek této velikosti a typu. I kdyz
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samotné¢ protilatky nemohou byt diky své velké molekulové hmotnosti v ledvinach
filtrovany, jejich fragmenty s molekulovou hmotnosti nizsi nez limit pro glomerularni
filtraci mohou prochdzet do primdrni moci a nésledné byt internalizovany obdobnym
systémem jako znacené peptidy. Studium internalizace téchto protilatek v OK buiikach
muze byt tedy modelovym pokusem poskytujicim pilotni vysledky pro odhad endocytozy
fragmentl studovanych protilatek. Tyto protilatky se totiz mohou v organizmu §tépit na
rizné fragmenty a navic struktura téchto fragmentl vétSinou neni znama. Pfipadny vyssi
podil radioaktivity kumulovany v ledvinach po podéani radioaktivné znacenych protilatek
cilenych pro terapeutické ucely by tak mohl plsobit stejna omezeni a rizika jako

radioaktivné znacené receptorové specifické peptidy — a to riziko radionefrotoxicity.

Pii hodnoceni vyuzitelnosti navrzené in vitro metody pro praxi je nutné zminit
krom¢ dosazenych vysledkt také mozné negativa, z nichz néktera se ¢asteéné projevila
pti konfrontaci s invivo experimenty. Mezi né lze zahrnout obecny problém in vitro
metod tkvici v pochopitelné absenci celkové kaskady mechanismi, které jsou soucasti
zivych organisml a jez mohou hrat vyraznou roli pfi studiu exkrecnich charakteristik
studovanych latek. Odlisny ptivod pouzité standardizované OK (Opossum Kidney)
bunécné linie mize byt pivodcem jistého zkresleni dosazenych vysledkli a ndmétem pro
hledani jiné linie rendlnich bun¢k. MenSim problémem muiZe byt také pomérné nizkd mira
internalizace, kterd pro spolehlivou detekci vysledki vyzaduje pouziti studovanych latek
s vysokou specifickou aktivitu. Spole¢n¢ s timto opatienim bylo ke zvySeni spolehlivosti
detekce vyuzito 1 zvétSeni povrchu testovacich jamek a tim 1 zvétSeni poctu bunck

schopnych internalizovat zkoumané substance.
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13 Zavér
Navrzeny model vyuzivajici rendlni OK bunécnou linii ke studiu transportnich

mechanisml radioaktivné znacCenych specificky pusobicich latek rozSifuje moznost

experimentalniho posuzovani radionefrotoxicity téchto latek.

Tato invitro metoda byla standardizovana a vyuzita pro studium transportnich
zavislosti zastupct radioaktivné znacenych peptidul, protilatek a znacené¢ho albuminu. U
vSech studovanych radioaktivné znacenych latek byla zvladnuta technika radioaktivniho
znaceni a nasledné analyzy. Vysledky invitro bunécnych studii byly porovnany
s vysledky invivo experimenti provadénych na potkanech a nasledné publikovany.
Ziskané vysledky spole¢né se zminénymi klady a zapory této in vitro metodiky mohou
poslouzit jako relevantni podklady ptipadnych inovativnich pftistupti in vitro predikce
nefrotoxického posuzovani radioaktivné¢ znaenych receptorové  specifickych

radiofarmak.

Zaveérem lze konstatovat, ze dosazené vysledky se staly inspiraci pro dalsi
sméfovani prace v oblasti studia radioaktivné znacenych sloucenin na pracovisti

radiofarmak katedry farmakologie a toxikologie FaF UK.
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14 Souhrn

Renélni akumulace radioaktivné znacenych specificky pusobicich latek mize byt
klinickym problémem pii diagnostice, ale pfedevSim pfi 1écbé disponovanych malignit
kvtli potenciondlni radionefrotoxicité téchto latek.

Jednim zcili této prace bylo navrzeni vhodného invitro modelu, ktery by
umoznoval posuzovani kumulacnich charakteristik jednotlivych latek v ledvinach a
hledani moznych opatfeni vedoucich ke snizeni miry zpétné reabsorpce buiikami
rendlniho tubulu. NavrZzeny model vyuzivajici rendlni OK bunécnou linii ke studiu
transportnich mechanismu radioaktivné znacenych specificky pisobicich latek poskytuje
dal$i moZnost posuzovani radionefrotoxicity téchto latek.

Diskutovana invitro metoda byla standardizovana a vyuzita pii studiu
transportnich  zavislosti zastupcti radioaktivné znacenych analogii somatostatinu
(Hn/P10Y M Lu-DOTA-Tyr-oktreotat, 1n/Y A7 Lu-DOTA-1-Nal®-oktreotid),
protilatek  (*"'In/*°Y/*™Tc-AntiCD66) a  znateného albuminu  (FITC-albumin,
%mTc-albumin). U viech studovanych radioaktivng znaenych latek byla zvladnuta
technika radioaktivniho znaceni a nasledné radiochemické analyzy pomoci metod HPLC
a/nebo ITLC-SG. U studovanych specificky ptsobici latek (radioaktivné znacené peptidy
a protilatky) nebyl prokdzan podstatny vliv radioaktivniho znafeni na bunécnou
internalizaci. MenS$iho rozdilu v buné¢né internalizaci bylo dosazeno pfi srovnani FITC-
albuminu a ®*™Tc-albuminu, coZ lze povazovat za disledek ovlivnéni struktury albuminu
pii jeho znaceni #™Tc.

Vysledky invitro bunéénych studii byly porovnany s vysledky in vivo
experimentll provadénych na potkanech. Mezidruhové rozdily v ledvinném transportu,
rozdily mezi transportnimi mechanismy mezi izolovanymi buikami a neporuSenymi
organy, odlisny vliv lipofility na transport pies biologické membrany v nedotéenych
organech a v buné¢nych kulturach nebo ptitomnost také jinych transportnich mechanismt
Vv intaktnich organech mohou byt pfi¢inou ne vzdy shodnych in vitro a in vivo vysledku.
Soucasti této prace bylo 1 pilotni studium internalizace radioaktivné znacenych protilatek
MMIn/PY /™ Te-AntiCD66) do OK bundéné linie. I kdyz studované protilatky nemohou
byt v intaktni formé¢ vyluovany ledvinami, slouzily v této préci jako model pro odhad
chovani radioaktivné znacenych §tépt protilatek z hlediska jejich afinity k transportnim

systémim zodpovédnym za internalizaci v ledvinach.
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15 Summary

Renal accumulation of radiolabelled receptor specific substances can represent
clinical problems for diagnosis and therapy of some typical malignancies due to

radionephrotoxicity of these substances.

The aim of this work was to design a suitable invitro model for evaluating
cumulative disposals of studied radiopharmaceuticals in the kidney and for finding
possible mechanisms reducing the reabsorption of these substances by renal tubular cells.
The suggested model designed for this purpose provides another opportunity for

evaluation of their radionephrotoxical potential.

The aforementioned in vitro method was standardised and used for the study of
transport mechanism of some representatives of radiolabelled somatostatin analogues
/210 M Lu-DOTA-Tyr*-octreotate, ™ In/*®Y/*"’Lu-DOTA-1-Nal*-octreotide),
antibodies (***In/*°Y/**™Tc-AntiCD66) and albumin (FITC-albumin, *™Tc-albumin). All
studied radioactive substances were radiolabelled with good practice and analyzed using
HPLC and/or ITLC-SG methods. The radiolabelling technique of all studied specifically
acting substances (radiolabelled peptides and antibodies) and also any concrete
radionuclide showed no significant influence over the internalization into the renal OK
cells. The difference of the internalized amount of FITC-albumin and **™Tc-albumin can
be predicated to the alternation in the structure by radiolabelling with *™Tc.

The in vitro results were compared with the obtained in vivo results. Interspecies
differences in the kidney transport of the peptides under study, the differences of transport
mechanisms between isolated cells and the organ with intact architecture, the effect of the
different lipophilicity of the agents on their transport across biological membranes in the
whole kidney, the presence of other transport/ co-transport systems in the intact organ can
cause discrepancies in these two sets of results. This work brought also pilot results of
internalization of radiolabelled antibodies (***In/*°Y/*™Tc-AntiCD66) into the OK cells.
Whenever studied antibodies could not be excreted by the kidney, they were used to
determine the fate of antibody fragments in terms of their affinity to the transport systems

that are responsible for internalization in the kidney.
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16 Seznam zkratek uvedenych v textu

ADCC udinek zprostiedkovany cytotoxickymi buiikami (antibody dependent cellular
cytotoxicity)

AMK aminokyselina

Anti-CD66 nespecificka protilatka proti antigen CD

APUDomy typ nadoru (amine precursors uptake and decarboxylation)

ATP adenosin trifosfat

Aug. e Augerovy elektrony

BB receptory pro GRP, neuromedin B, subtyp 3

BCA metoda stanoveni proteint vyuZzivajici bicinchoninovou kyselinu (bicinchoninic acid)

BN bombesin

BNS subtyp bombesinového receptoru

cAMP cyklicky adenosin-3°,5°-monofosfat

CCK cholecystokinin

CCK-A subtyp cholecystokininového receptoru

CCK-B subtyp cholecystokininového receptoru

CDR oblasti uréujici komplementaritu (complementarity determining regions)

CEA karcinoemryonalni antigen

CPPs butikou-penetrujici peptidy (cell-penetrating peptides

CT pocitacova tomografie (computer tomography)

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid )

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

DOTA-TATE DOTA-Tyr*-oktreotat

DOTA-NOC DOTA-1-Nal*-oktreotid

DTPA diethylentriaminpentaoctova kyselina

ECACC Evropska kolekce bunécnych kultur

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

= maximalni energie zafeni

Ep pramérna energie zafeni

F(ab"),, Fab’ fragmenty monoklonalnich protilatek

Faf UK Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy

FCS fetalni serum (foetal calf serum)

FDA americky ufad pro 1éky a potraviny (food and drug administration)

FGF (1-3) fibroblastovy ristovy faktor

FITC nevlastni fluorofor, derivat fluoresceinu

FN HK Fakultni nemocnice Hradec Kralové

GEP gastroenteropankreaticky

GIT gastrointestinalni trakt

GRP gastrin releasing peptid

HAMA lidské protilatky proti mysim protilatkdm (Human Anti-Mouse Antibodies)

HIV1-TAT bilkovina secernovana buitkami infikovanymi HIV

HPLC vysokoucinna/vysokotlaka kapalinova chromatografie

HYNIC hydrazinonikotinamid

CH konstantni useky tézkého fetézce struktury protilatky

Ig imunoglobulin

IGS Imerslund-Grasbeck syndrom

IL interleukin

ITLC-SG instantni tenkovrstva chromatografie na silikagelem potazenych sklenénych
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mikrovlaknech

LDL light density lipoprotein

MAP-kinazy mitogen aktivacni proteinkinaza

MCP1 chemotakticky protein pro monocyty Monocyte chemoattractant protein
MDR transportni protein (multi-drug resistence)

MEM kultiva¢ni medium (Minimal essential medium)

MGA1 megaloblasticka anemie 1

MRP multi-drug resistence protein

MTC medularni nador §titné zlazy (medullary thyroid carcinoma)

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2- yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid

Nal naftyl

NEAA neesencialni aminokyseliny (Non-essential Amino Acid Solution)
NK neurokinin

NLSs jaderné lokalizujicimi se peptidy (nuclear localizing peptides

NMB neuromedin-B

NPY neuropeptid Y

NSCLC nemalobunéény nador plic (non small cell lung cancer)

NTR neurotensinové receptory

OK oznaceni bunééné linie (Opposum kidney)

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (Phosphate Buffered Saline)
PDGF destickovy rustovy faktor

PEPT1,2 ledvinné transportéry oligopeptidd

PP polypeptid

PRRT radionuklidova terapie (peptide receptor radionuclide therapy

PTD transdukéni domény (protein transduction domain — PTD)

PYY peptid YY

RANTES chemotakticky cytokinin

RDG jednopismenné oznaceni sekvence aminokyselin Arg-Gly-Asp
RP-HPLC HPLC v reverznim usporadanim

S1-3 segmenty proximalniho tubulu

SCLC malobunéény nador plic (small cell lung cancer)

SDS dodecyl sulfat sodny

SEC gelove permeacni chromatografie (size exclusion chromatogramy)
SRI scintigrafické zobrazovani peptidickych receptori (scintigraphy receptor paging)
SST-14, SST somatostatin

SST-28 prosomatostatin

SSTR somatostatinové receptory

STATS aktivatory transkripce (signal transducer and activator of transcription)
TAT peptid ziskany z HIV1-TAT proteinu

TETA 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan- N,N",N"",N""’-tetraoctova kyselina
TLC tenkovrstva chromatografie (thin-layer chromatography)

TNFa tumor nekroticky faktor alfa (TNF alfa)

VEGF vaskularni endotelovy rastovy faktor

VH variabilni useky tézkého fetézce struktury protilatky

VIP vasoaktivni intestinalni peptid

VL variabilni Gseky lehkého fetézce struktury protilatky

VPAC1 subtyp receptort vasoaktivniho intestinalniho peptidu

VPAC2 subtyp receptort vasoaktivniho intestinalniho peptidu
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Conflicting Results In Vitro and In Vivo
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Abstract. Background: In this study, some important
biological characteristics of two radiolabelled somatostatin
analogues ' In-DOTA-I-Nai’-octreotide (DOTA-NOC) and
' in-DOTA-Tor -octreotate {DOTA-TATE) were compared.
Materials and Methods: Rars were used for in vivo
biodistribution experiments and in vitro cell models (OK and
AR42] cell lines) were used for simulacing the internalization
in the kidney and in subtype 2 somatostatin receptor
{S8TR2)-positive tissues, respectively. Results: Significantly
higher radioaciivity concentrations in rat organs with high
density of somatostatin receptors after 11 tn-DOTA-NOC
administration in comparison with ! In-DOTA-TATE were
observed. The predominant urine excretion was associated
with accumuiation of the radioactivity in the kidney, where
higher retention of ' In-DOTA-TATE compared 10 {4 in-
DOTA-NOC was detected. In the OK cell line the opposite
results were found. No significant differences in the in vitro
internalization and externalizarion of radioactiviry to AR42J
cell fine were found for either peptide suggesting their same
affinity for SSTRZ2. Conclusion: Preclinical experiments
indicated that /' In-DOTA-NOC is a very prontising peptide
Sfor somatostatin recepior-positive tumour visualization. The
conflict between the in vitro and in vive kidney handling
showed thar the transfer of results from in vitro to in vivo
conditions and their interpretation should be performed very
carefully because both rypes of experiments can be affected
by different factors, making their simple comparison difficuls.

Correspondence to: Professor Milan Laznicek, Ph.)., Charles
University in Prague, Faculty of Pharmacy, Heyrovskeho 1203, C7-
500 05 Hradec Kralove, Czech Republic, Tel: +420495067450, Fax:
+420495067170, e-mail; laznicek @faf cuni.cz

Key Words: Somatostatin analogues, !!In-DOTA- 1-Nal®-octreotide,

1'In-DOTA-Tyr*-octreotate, tumour targeting, renal handling,
bicdistribution, AR42) cells, OK cells.

0250-7005/2008 $2.00+.40

Radiolabelled somatostatin (SST) analogues have great
potential for visualization and treatment of somatostatin
receptor (SSTR)-positive tumours and their metastases that
are predominantly of neuroendocrine origin.

A sufficiently long biological half-life, the possibility of
labelling with various radionuclides and, in particular, the
ability of SSTR-positive tumour cells to specifically bind and
internalize radiolabelled SST analogues are among the
crucial conditions for in vivo targeting of wmour cells with a
high density of SSTR. Whereas some SST analogues labelled
with gamma emitters such as  indium-111-('!In)
pentetreotide  (!!!In-DTPA-octreotide, Octreoscan®) or
technetium-99m( gqm'l‘c)-deprcotide (NeoTect™)  are
commercially available and clinically successfully used for
visuatisation of different types of tumours and their
metastases, therapeulic application of SST analogues labelled
with B-emitting particles (tutetium-177, ytrium-90) is
accompanied by occurtence of delayed radiation-induced
toxicity to kidney, bone marrow and liver (1. 2). The kidney
is considered to be the dose-limiting organ for treatment of
SSTR-positive diseases (3). According to published studies,
nephrotoxicity can be caused by proximal twbular cell
reuptake by nomspecific endocytic megalin receptor after
glomerular ultrafiltration and long-term retention of
radioactivity in the kidney (4-6). However, compounds that
are able to reduce renal uptake such as the amino acids
lysine and arginine, peolyglutamic acid (5 or more
polyglutamic acids residues), or gelofusine (gelatine plasma
expander) do not exclude the assistance of other transport
systems participating in the reuptake in the kidney (6-10}.

Because of the unequal distribution of SSTR subtypes
{8STR1-5) in SSTR-positive malignancies (SSTR2 and SSTRS
are the most frequent in neuroendoctine tumour cells) and the
varying affinity of SST analogues for these receptor subtypes,
varjations in the structures of well-tried analogues (octreotide,
lanreotide, octreotate) are made to increase the binding affinity
for all of the five known receptor subtypes (11-13). In 2003,
Reubi er a!. reported 1.4.7,10-tetraazacyclododecane-N, N, N”,
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N7 _tetraacetic acid (DOTA)- 1-Nal*-octreotide (DOTA-NOC)
to be a high affinity ligand of SSTR subtypes 2, 3 and 5 (IC5,
29+0.1 nM, B£2 nM. 10.4+ | 6 nM, respectively} ( 14). Because
there is a possibility that changes in the structure can affect not
only the specific binding to SSTRs but alsc the tissuc
distribution in the body, here we determined SSTR2
internalization as well as biodistribution characteristics (focused
predominantly on the kidney) of thc rclatively new SST
analogue ''!In-labelled DOTA-NOC. The results were
compared with those of the well established ' In-DOTA-Tyr-
octreotate (DOTA-TATE). It is known that this SST analogue
has excellent affinity o SSTR2 (1Cs, of DOTA-Tyr-octreotate
is 1.5£0.4 nM). but low or no affinity to other SSTRs {11).
The aim of this work was to compare the biological
characteristics of the two somatostatin analogues DOTA-
TATE and DOTA-NOC with the view 1o asscss the merits of
the latter peptide for tumour visualization and therapy. For
biodistribution experiments, male Wistar rats were uscd. The
organs bearing a high density of SSTRs (namely the
pancreas and adrenals) served as an endogenous marker of
the agent’s affinity to SSTRs in vivo. For comparison of the
SSTR internalization/externalization characteristics. a rat
pancreatic tumour cell line, AR42J, that is known to express
SSTR2 was used. To predict the potential risk of investigated
peptides in the kidney, an uptake experiment in the opossum
kidney (OK) cell line was carried out, in an established
model for studying renal tubular transport (4, 15-18).

Materials and Methods

Reugents. RPMI-1640 medium, minimum essential medium (MEM).
foctal calf serum (FCS), L-glutamine, nonessential amine acids
(NEAA),  cthylenediaminetetraacetic  acid  (EDTA)trypsin,
3-(morpholino)-propanesulphonic acid (MOPS), N-(2-hydroxyethyl)-
piperazine-N'-{ 2-ethanesulphonic acid) (HEPES), Triton®™-X- 100 and
chemicals  used for radiolabelling, high-performance  liguid
chromatography  (HPLC)  analysis  and  instant  thin-layer
chromatography on silica gel (ITLC-SG) were obtained from Sigma-
Aldrich. Czech Republic. Peptides DOTA-TATE and DOTA-NQC were
purchased from piCHEM, Gratz, Austria; QK and AR42) cell lines
from ECACC. Salisbury, UK; and Indium [!1'In] Chleride Solution was
purchased from GE Healthcare, Amersham. UK. Octreotide
{Sandostatin®) was a commercial product of Novartis, Basel,
Switzerland. TTLC-SG was performed on commercial SG impregnated
glass fibre sheets {Gelman Sciences, Michigan, USA). Bicinchoninic
acid assay (BCA) kit was from (Pierce, Rockford. USA).

Ringer solution was composed of (mM): NaCl 122.5, KCI 5.4,
CaCl, 1.2, MgCly 0.8, Na,HPO, 0.8. NaH,PO, 0.2, glicose 5 and
HEPES 10 (titrated to pH 7.4 by NaOH at 37°C). Phosphate-buffered
suline (PBS) was composed of {mM): NaCl 137, KC1 2.7, Na,HPO,
(.01 and NaH,1’04 001 (titrated to pH 7.4). Acid wash buffer was
composed of 50 mM glycine buffer pH 2.8, and 1.1 M NaCl.

Radiolabelling and radiochemical purity analysis. Two hundred
microlitres of 0.4 M acetate buffer (pH 5) with (1.24 M gentisic acid,
10 ug DOTA-TATE or DOTA-NOC in 10 pl of H,0 and 0.5 mCi
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"nCly in 0.04 M HC! were sequentially added to a vial. The solution
was mixed well and then incubuted at 90-95°C for 25 min. For
determination of radiochemical purity, RP-HPLC analysis (HPLC
System Agilent | 100 Series with gamma radiation and UV detector)
{Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) was conducted on
a Waters RP18 Symmetry Shield column (Waters Corp.. Milford, MA,
USA) with gradient elution with 0.1% Irifluoroacetic acid and 3%
acetonitrile as mobile phase A. Mobile phase B contained 90%
acgtonitrile in water. The elution sequence was 0-5 min of 0% B, 5-25
min of 0-30% B, 25-30 min of 30% B, 30-33 min of 30-100% B.
33-38 min of 100% B and 3840 min of 100-0% B. Samples for
HPLC analysis were prepared by dissolving of 2 yl of radiolabelled
peptide solution in 100 ul of mobile phase A together with 10 pl of
L210-3 M DTPA_ ITLC-SG analysis was used [or eliminating the
possibility of radioactive particulate contamination and was performed
on silica gel impregnated glass fibre sheels with 10% ammonium
acetute and methanol 1:1 as the eluent. Detection of ITLC-SG strips
was carried out by TLC-analyzer (Raytest. Straubenhardt, Germany).

Distribution studies in rats. Malc Wistar rats weighing 200-250 g
were used for biodistribution experiments. The animals were fasted
overnight before the experiment {to empty the bowels) but had free
access to water. The radiopharmaceutical was administered to rats
intravenously in a volume of 0.2 ml (0.8 1 pg of the peptide per kg of
budy weight). For determination of receptor-mediated binding in the
organs and tissues of rats, together with control samples, two groups
of animals were pretreated by intravenous injection of 100 ug
vctreotide (Sandostatin®) per kg 15 min before '11In-DOTA-TATE
or 1n-DOTA-NOC were administered. During the course of
caperiments, the animals were placed singly in cages. At selected
times (S min. 1 h, 2 h, 24 h and 48 h) atter dosing, the carotid artery
was exposed under cther anmaesthesia and a blood sample was
collected in glass tubes containing dry heparin. Afier exsanguination,
the tissues and organs of interest were removed and weighed, and
their radioactivity was measured. In the first pretreated group of
animals, the distribution of radicactivity after 2 h of dosing was
determined. The second group was used for climination studies and
for the determination of radioactivity distributien at 48 h after
administration of the radiopharmaceuticals.

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

buernalization/externalization experiments in AR421 cells. ARA2]
cells were grown in RPMI-1640 supplemented with 2 mM
L-glutamine and 10% FCS in a 5% CO, atmosphere at 37°C.
Subculturing was performed employing a { EDTA)/trypsin solution.
Experiments were performed at passages 20-32.

For internalization studics, the cells were treated with
(EDTAM/trypsin solution and concentrated to 1x10% cells per ml
of internalization medium (RPMI 1640 supplemented with 2 mM
L glutamine and 1% FCS) per microcentrifuge tube. Incubation
was started by the addition of | ug of radiolabelled peptide per
fube (0.66 nM). Cells were incubated at 37°C in triplicates for
both peptides for the indicated time periods. Cellukar uptake was
stopped by removal of the internalization medium and washing of
the cells with ice-cold PBS (2x). Thereafter, the cells were
incubated twice at ambient temperature in acid wash buffer for 5
min. The supernatant was removed and celts were lysed by
treatment of 1 M NaOWH and cell radiouctivity collected
(internalized radioligand fraction).
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Figure 1. HPLC radivactivity profiie of ' 1in-DOTA-NOC .

Feor externalization studies AR42) cells {1x10%) were incubated
with 1 ng of radiolabelled peptide for 120 min. The medium was
then removed and the cells were washed with ice-cold PBS,
Thereafter the cells were incubated twice at ambient temperature in
acid wash buffer for 3 min. Cells were then incubated again at 37°C
with fresh externalization medium (RPMI-1640 supplemented with
2 mM L-gluamine and 1% FCS). At indicated time points the
external medium was removed for quantification of radioactivity and
replaced with fresh externalization medinm,

Uptake experiments in OK celis. Renal OK cells were grown in
plastic 75 cm? culture flasks in MEM supplemented with 2 mM
L-glutamine, 1% NEAA and 104% FCS in a 5% CO, atmosphere at
37°C. Confluent monolayers were split 1:6 twice a week using
(EDTA)/rypsin solution. For experiments, OK cells (passage
number 55 62) were grown to conlluency on plastic Petri dishes
(6 cm diameter). Confluent monolayers were washed (2x) first with
PBS and incubated simultancously for indicated intcrvals (0. 15
min. 30 min, 1 h, 2 h and 3 h) with the same concentration (1 nM)
of M1n-DOTA-TATE and !''In-DOTA-NOC in Ringer solution
(37°C). At the end of the incubation, the uptake buffer was
discarded and the dishes with cell monolayers were rapidly rinsed
with ice-cold PBS (6x}. The cells were disintegrated by Triton® X-
100 (0.1% v/v) in 10 mM MOPS. To clicit the measuring error
caused by nonspecilic sorption to the cells and Petsi dishes, the
radioactivity uptake at time () was used as a blank value where the
internalization medium was discarded immediately afier addition.
The intracellular radioactivity was normalized to the cell protein
centent by the BCA method.

Measurement of M1In activiry. 11110 activity was measured by a
gamma specirometer 1480 Wizard™ 3" (Wallac. Finland}.
Radioactivity of all measured samples was compared with those of
standard samples.

Results

Radiochemical purity of the peprides under study. The HPLC
analysis of ''"'[n-DOTA-NOC and 'In-DOTA-TATE
showed single peaks with elution times of 23.8 min and 21.2

80CO-,
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Figure 2. HPLC radioactivity profile of '/11n-DOTA-TATE.
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Figure 3. An example of ITLC-SG radivactivity profile (1! In-DOTA-TATE).

min, respectively {Figures 1 and 2). Radiochemical purity
was over 98% in ull cases,

In the ITLC-SG analysis, respectively in the system that
was used for this purpose, labelled peptide moved with the
solvent and the unbound radiometal remained at the start of
the chromatograph (Figure 3). Radiochemical purity
determined by this method was greater than 98% , identical
to the results measured by HPL.C.

Disiribution  studies in  rars. The distribution (%
administered dose per g of organ or tissue) of ' in-DOTA-
TATE and '''In-DOTA-NOC in blood and selected organs
of rats at intervals from 5 min to 48 h is summarized in
Tables I and TI. Each value represents the meanxstandard
deviations of a minimum of four animals.

Both agents exhibited rapid radioactivity clearance from the
blood and most organs and tissues (spleen. testes, brain,
thyroid, lung, femur, skin. abdominal fat, muscle). The long-
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Table [, Disrriburion of 17 In-DOTA-NOC in selected organy amd tisswes of rars, Dare are expressed as meanzSD.

1H19-DOTA-NOC (% administered dose/g oegan of tissue}

Orgun S min Ih 2h 2h 2h A8 h a8 n
Fretreated Pretreated
Blood 1.1520.16 0.28+005 0062001 0052001 =001 =001 =001
Plasma 209036 0.51£006 0112002 00520 03 =001 <00l =001
Pancreas 6172137 12,0222.50 902:349 1332023 601125 4382060 1112023
Liver 0.59£0.15 0.3310 06 (.2320.05 0192006 0.2520.02 0172003 192004
Adrenals 12522091 320121289 2249129 2602039 18.5125.68 14442272 5242228
Lung 1044021 0342002 01220402 (082002 0072003 (1 D42002 G02:001
Kidneys 673:2.56 2841028 2132229 1842060 2212016 2102034 2302046
Heaet 0.6220.13 0172003 0.04% 001 0.0320.01 022000 0012000 01001
Spleen 0.59+0 20 0.2320.08 017016 0072003 023018 0092004 007001
Stamach 1052021 1 0820 14 147101 (.2820.20 (1 %92005 (472022 0.20£005
Intestine 0512020 0504026 0.75£0.67 0.25£0.22 0252003 017=00 006002
Colom 0354030 0.2020 08 0.25:009 007£002 088024 (140=0.11 0.22+0107
Tesees 0.132003 005200 003000 002001 =001 =001 =001
Skin 04910 06 0.192003 0072002 005002 0042000 0.02£0 00 0024000
Muscle 0.2520.09 0062001 0.02+0.00 001001 s0.01 =001 =001
Thyroid 1 084027 0442009 0.20£0 05 007003 0.07=001 0050 00 003001
Braim 0032001 002000 =00 <001 =001 =0.0] =00
Body far 041208 O ON0.01 0032001 002:001 0.02=001 =001 0012001
Femur 1442002 0432010 0232004 0.29+H .39 0.33:003 020002 0092003
Table 01, Distriburion of '1In-DOTA-TATE in selected organs and tivsues of rats. Dats are expressed oy mean2SD
1M 1a-DOTA-TATE (% administered dose/g ongan of tissoe}
Organ 5 mm Ih 2h 2h 24h 4B h 48 h
Pretreated Pretreated
Blood N.9%820.19 015001 (042001 0042002 =D shOL 00420002
Plasma LR620 27 0.272003 082001 0072003 =001 =001 G07z003
Pancreas 4.90£0.88 TA1084 7632098 164019 2972028 3052034 1 642019
Liver 0,260 04 0114002 02001 0072001 005000 0071001 (07001
Adrenals 6742462 17642322 16.94z1.66 1.8020.41 10,4422 60 9392227 1802041
Lung 0:674£0.12 141001 0.070.01 (052001 0032000 0022001 005001
Kidneys TA221.75 2.08+0.42 3NEe042 3032073 25842067 25020.73 3032073
Heart 0312021 007001 002001 an=00 =001 =001 (4025001
Spleon 0.26+0 05 0072001 0122007 (042001 0042002 V1 0B20.05 0042001
Stamach 1072018 0651040 1672146 0182004 01 .5920.08 0392006 (182004
Intestine 0.42+0 .06 03040 D6 1032109 0112003 0372002 0132002 G 112003
Colon 017402 0.1720 11 023003 0062000 0.74=0.14 (1.3420.25 0062001
Testes 0122000 0.0640.00 0024001 002041 =001 =001 0.02+001
Skan 0382008 0084008 0.0 0.0320.01 002000 =01 003001
Muscle 0.1620.10 0032000 0014000 001000 =001 <01 0.020.003
Thyrosd 0882015 €.2620.11 01040 00 0050 0042001 002001 0.05:001
Brain 0042001 <] =001 =001 s0.01 =0.01 =001
Body far 0141013 00620402 0012000 002001 =001 =0.01 0022001
Femur 02610.03 0.20:0403 01720003 007001 =001 0124001 0074001

term retention and high redioactivity concentrations for both
compounds under study were found in the Kidneys, and in
organs with a high density of SSTRx, such as the pancreas and
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udrenals, as well as in stomach and intestine, The distribution
of "' In-DOTA-NOC in crucial organs was (nearly two-fold)
higher in comparison with that of *"'In-DOTA-TATE. In order
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Table 1. Cumulative excresion of 1! In-DOTA-NOC and 71! In. DOTA-

TATE in rats without pre ! with oc ddv,
h Uh 48 h
Unoe Urnme Faeces Unme  Foeces

Ha-DOTA-NOC 3294194 5083417711 3448 6732198 16,1237
a-DOTA TATE60 52123 675£13.1 81264 6962351132477

Data are expressed as a percentage of the ademinisiered dose (meanseSD).

Table IV, Cumdanve excresion of ' in- DNEA-NOC and ! 1n-DOTA
TATE tm rats witich were pretreaied with sctreotide.

Th 24h 48 h

Unine Urine Faeces  Urne  Faeces

HIn-DOTA-NOC 5592245 6784295 S.(20.3 8122359 92445
nDOTA-TATE 58 62224 758460 49218 775464 83434

Dt are expressed as a percentage of the adeninssicred dose {meane SD),

o partially Block somatostatin receptor-mediated distaibution,
octreotide (unlabelled somatostatin analogue) was injected
ntravenously 15 min before ''In-DOTA-TATE and *'In-
DOTA-NOC administration. Activity in the organs with a high
density of somatostatin receptors {pancreas and adrenals) was
significantly reduced by this pretreatment with unlabelled
octreotide (Tables | and II). Significan: decreases in
radioactivity in the gastrointestinal tract (stomach and bowels)
after receptor blockade were also determined both 2 b and 48
h after dosing { Tables I and IT).

Cumulative urinary/faccal excretion of both agents is
summarized in Table I (control group) and Table IV ( pretreated
group). Both investigated peptides were excreted predominantly
in the urine; excretion of '''In-DOTA-NOC in control animals
was delayed compared to ''In-DOTA-TATE. The receptor
blockide with octreotide reduced the fraction of radioactivity
excreted in the faeces, intensifying the urinary excretion. The
highest activity of both studied radiolabelled peptides in the
Kidneys was found shortly after their administration. Kidney
retention of "''In DOTA TATE was higher than that of '''In
DOTA NOC st all indicated time intervals.

Internalization/externalization experiments in AR42J cells.
The results from internalization studies of the SSTR2
positive ARA2J cell line are expressed in Figure 4 and show
that bath investigated peptides were intemalized at nearly the
same range, Presented values are expressed as specific
imternalization (% administered dose to 1 million cells at
0.66 oM concentration), The values from extemalization
experiments were similar for both peptides under study and

10+
I n.COTA-NOG
g 84 [ "npOTA-TATE _L
% o
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€ 4
2 2
0- = G
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Figute 4 Intermalization in the ARI2S cell line. Data expresied ax
meaneSHD
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Figure S. Externulization in the ARIZS cell line. Data expressed as
mean2SD.

are expressed in Figure 5. All values are results of three
independent experiments with trplicates in cach experiment.

Uprake experiments in OK cells, Results obtained from
uptake experiments in the renal OK cell line are expressed
in Figure 6. Uptake of '"'[n-DOTA-NOC showed similar
kinetics to that of ''In-DOTA-TATE {(maximum of uptake
between 2 and 3 h of incubation) but was three-fold more
effective. All values are the results of three independent
experiments with triplicates in each expersment,

Discussion
Many of radiolabelled SST analogues have been developed

for idenufication, localization and treatment  of
neurcendocrine tumours and metastases. The present work
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Figure 6. Internalization in the OK cell line, Duta expressed as smean=SD.

focused on the analysis of some new characteristics of the
SST analogue ' In-DOTA-NOC that should possess better
properties for targeting SSTR-positive tumours compared to
others, especially through its larger binding spectrum 1o
discrete SSTRs ¢ 14), Biological properties of '!'in-DOTA-
NOC were compared with those of the well-established
peptide '!'In-DOTA-TATE, Because there is the explicit
tendency to obtain preclmical results using various in vitro
technigues recently, we provided internalization experiments
in two different cell lines (SSTR2-positive AR42) cell line
and kidney megalin/cubilin-positive OK cell line) with the
view 1o comparing the conclusions of these expenments with
resules obtained in rat biodistrib studies.

In rats, both studied peptides were quickly cleared from
the bload and most organs and tissues. Nevertheless, long-
term retention of radioactivity in SSTR-rich organs (the
pancreas, adrenals, and some others) and also in the kidneys
was  detected, Our  results  showed that  octreotide
premedication significantly reduced the radioactivity uptake
in SSTR-positive tissees and also in the gastrointestinal tract
(GIT). Thix finding 15 different from that in the kidney,
where no significant effect of somatostatin receptor blockade
on renal uptake of radioactivity was found. The blockade
reduced both radioactivity accumulation in the GIT and the
fraction of radioactivity excreted in faeces. On the contrary,
the fraction of urinary excreted radioactivity was higher in
the pretreated group. In interspecies comparison, it has been
confirmed that the gastric mucosa of rats contains primarily
SSTR2 while in human intestine SSTR 1 mainly is expressed
(19). This means that the situation in man is different and
receptor-mediated uptake of the agents under study in the
GIT of man is negligible or slight,

On interdrug comparison, significantly higher (neasly two-
fold) radioactivity concentrations in ral organs with a high
density of somatostatin receptors (namely the adrenals and
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pancreas) after ''n-DOTA-NOC in comparison with 'n-
DOTA-TATE were determined. These organs could serve as
endogenous indicators of in vivo affinity of the agents to
SS5TRs. On the other hand, no significant differences in the
in vitro internalization and externalization of radioactivity in
the AR42J cell line were found for either peptide under
study, in agreement with the similar affinity of both
compounds for SSTR2 (AR42J cell line exhibits only
SSTR2). This difference between in vive and in vitre results
can be attributed to the formerly reported enhanced affinity
profile of '"In-DOTA-NOC to SSTR subtypes in
comparison with '"'In-DOTA-TATE and partial binding of
the former agent to SSTR3 and -5 in rat SSTR-rich organs.

Stower blood radioactivity-time decrease for !''In-DOTA-
NOC in comparison with '*'[n-DOTA-TATE and also a
stower climination rate of radicactivity to urine could be
explained by higher plasma protein binding of the former
peptide due to its higher lipophilicity. The slower climination
rate of 'in-DOTA-NOC from the central compartment also
resulted in its higher radioactivity concentrations in other
non SSTR positive organs and tissues with the exception of
the kidneys. Considering the fact that the compounds under
study are ¢liminated in the kidney predominantly by the
mechanism of glomerular filtration, higher plasma binding
also results in a slower renal climination rate (given as a
product of glomerular filtration rate and free peptide fraction
in plasma),

In in vive experiments, systematically lower (statistically
significant only in the interval of 24 hours) radicactivity
concentrations in the kidney after '''[n-DOTA-NOC in
comparison with ' In-DOTA-TATE were determined. Long
term renal accumulation of radioactivity is a consequence of
the peptide iniemalization by receptor-mediated endocytosis
where  the transmembranc scavenger-receplor  system
megalin/cubilin should participate in reabsorption of these
radiolabelled peptides (4-6). To distinguish the potential risk
of radioncphrotoxicity after therapeutical use of the
investigated radiolabelled peptides, the proximal tubule-
denived OK cell line was also employed. However the results
of these experiments surprisingly showed the tendency of
"In-DOTA-NOC 1o internalize to # significantly higher
extent than '''In-DOTA-TATE in the OK cells (the uptake
of '"'In-DOTA-NOC was three times higher than that of
M1a-DOTA-TATE).

These in vitro results lead to the opposite conclusions
when compared to in vive kidney radioactivity uptake
studies. The reason for this i1s not quite clear yet, One can
speculate about interspecies differences in the kidney
transport of the peptides under study, the differences of
transport mechanisms between isolated cells and the organ
with intact architecture, the effect of the different
lipophilicity of the agents to their wansport across biological
membranes in the whole Kidney, the presence of other
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fransporlicotransport systems in the intact organ, amongst
others. Nevertheless. this study showed that a transfer of
results from in vitro 10 in vive conditions and interpretation
of the results between different species is not simple and
should be performed very carefully.
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SOUHRN

Radivaktiy né snadené peptidy v dingnostice a terapii nadorn

Radioukennd zngcend recoptorond specificke peptudy se v posledimich dyvavent letech profilovaly
jaker vy emamng ledova vyrend ozsifujic diugnosticke o eeapeuticke maznosti plevizng newro
endokrinnich nddora. Zasadnim cilem této prehlednd price je co negpiehledadyn informovit Ges
kow védeckon vefojnost o vermamu a lasetach pooZitd 1em cenne skapiny radiotarmok v Khinie
ke pruxa

Kiitova slova: eadiofarmuka — diagnostika — werapee

nadory - receplons g specificke peptidy

Cex. slov, Farm,, 2008: 57, 70-77

SUMMARY

Radiotabelled peptides in the diagnosis und therapy of tumours

In the lust two decades, radiolabellid receptorspectlic peptdes have peofiled thenelyves i
oxeellont tooly i have expresavely imcreasesd the diagnostic and therapéatical possabilities of
tumues predoniouatly of neuroehdocrine ongin, The alm ol tes review pupes s o trunsgrasontly
wfoem he Crech sceenthfie fratenity dbont the significance and Hoasititions of the wse of this group

ol todiopharmaceuticuls m chncal proctice
Rey words: suiophunmscenticaly — diagmsis

Ces. slov. Furm., 2008; 57, 70-77

Ruadioskovnt znadenc peptidy tvofl vyenamnou shu-
ping 1é8iv, here wme2iuji pomoct vysoce citlivyeh
neinvaziviich meted identifikaci, Jokalizacr o ferapi
wmeicho 1ype nddor, Podstatow jejich diagnosticko-
terspeutického vyuziti v nukleimi medicing je vysky
receptont v nadorosyeh thinich schopnych v Litky
specificky vizat ' Mozt nejéustégi pouzivané radiouk-
Hyne znacens receptorovt speaificke peptidy patii ana
logey advazend od fyziologického hormonu somatostiats-
n L Spolue s dalShm pirozend se vyskytojicimi
peptidy (tab. 1) patél somatostatin do skupiny regulad-
mch peptida projevoricich se v orgimismu Sirokou Sk
fou farmakologickyeh Odinkd. Zatimeo  Tyzologicke
pusobeni somatostating e spise mhibicniho charakicrn
a zabrnufe napfikliod atum sekeece vastového bormonu,
msulinu, glukagonu, gastrnu, cholecystokinima a dal-

Addresa pro horespombencls

prob Purmbde Tag Milan drnsiek, Usc.
Kateddra farmakokogse u tovikidozie Fal UK
Hovmoyskdtn 1300 Hidew Rrdlové 500 05
el sidan Lumceh & fal s sz
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therapy

CAEny — reoepiiespeciie pegiides

My

steh hormoni, astatm peptidy této skupiny nuopak Cas-
1 sekrect biguhiivnich Jatek stimuoluji, a vyvolivap tak
odpovidafici Termakologieky efekt % Toto rozsahle
Iyriologiche posobent je na cllovyel ogianech zpro
stfedkovano stejnymi membranovyan recepiory. Kigre
se ove velké hustoté vaskytufi take v onddorovyel thiy
mivhe Napfiklad vyshyt sematostatinovyeh receptoni je
typleky pro neuroendobrinni 1yp nadon, receptory pra
bombesin (gastrin releasig peptid) lze identitikovar
o prsmich nadors o middord prostity, receptiny choleeys-
tokininu v medolamich karcmomech Stitod 2107y
A recepiory neurotensinu Y oexpknunich nadorech pan-
kreaty ' Specificke yychytavini mdioaktivity na
wehto receprorech @ akbadulm pledpokbivlem vyuzic
rdioskuvnd macenyeh peptidie v diagnostice u teeapii
tohoto 1ypu nadorn
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Tab, 1. Priklady (yoologickyck peptedsl studovanyich = hledisba potonctondlniha vyuiitd v diagnostice a terapii nadora ' 9

Peptid (podet AMK v itz receploey

prikisdy pasogickéno veskyiu recepiori

sonmatoseatin, SSM (14, 28) SSTR 14

SSTRI - Rarcenamy o sarkomy prostaty: SSTR2 — sewrohlustomy.

PN ll‘;ﬂ. par 1

y. posai karcinomy, lymfosny, Karcinomy

visktvin mtestisdlng pepad {281 VIP

banbesin 40y GREP-bombesin
newrotensin (13} NTR 1,23
cholecystokinin (vanubilng CCKA B
wastrin (W17, 14) CCK B
ROD-sekvence (Arg-Giy-Asp) G
suhsunee P11 NKIi

o= melanocyty stimudupc

Pormon (13 melanokarin 1-8

nesktivnl adenomy hypofyzy: SSTR2 2 5 - rilstovy hoemon prodokojics
adenomy hypaliay: SSTR 2 wisebo | gastrocnicropankseaticke nadory,
feoachromocytomy

adenokarcinomy, phicnl (SCLC ( NSCLC ), pankecuticke. ovanaln,
proseatické nidory, sddory mocovébo machyfe

Placni nidory, oy p
elwiblzstony

karcmomy exokaaniho paokreau, Ewingovy sarkomy

CCK A = ehidhka, CCK B - medulani k
Kircinom plic (SCLC L stromaalinl sddory ovarka, sstrocylamy

nidoey thzngho phvody - obeond nadory indukovand angrogenere

morkave nddary, medulimi Karcinomy Simé Flizy. peani nddory

e kanomy

y, SCLC, karcimomy jater; SSTR2 5 3 -

ya s, g pank L nddory,

v it iy, malobandng

AMK — snbnobyselitia, CCR - chodecystokinin, GRP - gastan releasing peptid, NK — neveokinm, NSCLC on amall cell lung cancer)

nemabobundény nddor plic, NTR — neurcensinové seceptory. RDG ~ jedony ownalent ysehin Arg-CGily-Asp, SCLC (small cell lung
cancet ) - radobonddny nidor plic. SSTR - Imwe recoptory, V1P~ ktivng imtestimilai peptic

Vivof radivaktivieé znacenych receptorové
specifickych radiofarmak

Juko specifické nosice radioakuvity se vyuzivaji pre-
vieznd synteticke analogy lyzologickyeh peptida. Za
jejich prototypy lze bezesporu oznadit unalogy odvozené
od endogenniho hormonu somatostatinu. Tohoto cyklic-

A

HOOCWN /—CODH

HOOC

NN
R —nu—-co-—/ | l \—coon

uooc—\ﬂ /—coon
L, .
R—NH—CO—/l_J N comm

Obr: 1. Bifunkint chelatadni ¢inidia

kého peptidu, Ktery se sklida ze 14, respektive 28 ami-
nokyselin (polypeptid z 28 aminokyselin se 14 aminoky-
selinovym somatostatinem aa C-Xonci), nelze pro tely
(nukledmi) mediciny pouzit * 7. Podobné jako u véSiny
ostatnich tfyziologickyeh peptadu je limitem jebo pouZiti
krdtky biologicky poloCas zapti¢inény rychlym Siépenim
struktury nativaiho peptido sérovymi endo- i exopepti-

C

mﬁm[ o

L

R—NH—-CO—’/

N —

\LCOOH

NH,

z
%

R==NH-LO

A = DTPA — diethylentriaminpentanctovd kvseling, B - DOTA - 14,7, 10-tetranazacyklodadekan- NNNT N~ tetraoctovd
kyseling; C - TETA - 1 4.8, 1I-tetraazacyblotetradekan - NNN N'""—tetraoctond kyseline; D ~ HYNIC - bydrazinonihotinamid
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Tah. 2. Prehied radionwkiidi vyuiivanyeh be tnateni peptidi

Rauionuklid | typ zifend | emergic rifeni dorsah v (kEnich Vs piiklad dingoostickéhnd Tt otk
primmdmy (maxim.) terupentickeho pepuclu
Ao/
o) | ? By 159 ke V 132h T -oktreotid v
v
R £~  f Ey: 1M ke V fdth ket il
e EDDAMHYNIC Tyr'
oktrootul
S Te-demngls |
"M demothe 2
i ] Auz, E:DS-25 keV 00l 28dne | In-DTPA-obreotd %
3 e DTPA- Ty okirentid
PH-DOTA et
¥ Ey; 1TV RT %); 247 U DXTA-Tyr " oktrenta
(M4 %) eV U meeletin y Bormon
oy n B g 2280 ke ERNTRRI] 6480 | TY-DOTA: Tyr'oktreotid n.m
EJ 935 eV CY-DOTATyr “okireotat
*Y-DOTA- 1-Nal “oktreotk]
»Y. [ BV 1220013 %), 1470 SYDOTA- Tvrokereonid m
155016 % ); 2000 14 %) keV SY-DOTA-Tyr rheonin
Egi* o6 keV
' 4 Ey: 443 (17 %), 628 (33 %),
JOeK) (B3 %), 1ES0 (31 %),
1921 (2] %) heV
R K1) I E_ V497 keV 052 6,73 dne | 'Lu DOTA Tyr'-oktrectin .
E 149 keV
Y LS I R
80 ) Y
'Sm " E_i B0 keV UEYRN N LOS dow | S OMETPA - Ty -ohsrentit =
E 32235 keV
¥ iy 105 key
*“Re " E_ b 196020 %), ABan 1691 HRe-PAMS »
20200078 %) keV
I ’ﬂ : ThSkeV
¥ Ey: 185010 %) eV
“Cu il E_IV ST0 keV 04 1280 | YCu-TETA-Tyr -ohuwoomin St
1|V 653 eV “CuTETA-chtreotid
(15 E b 278 keV
Aug. e - Auperovy elektrony. E_ - maximilm eneryse eafend, E | praméma enespse zafen, CMDTPA - pentafintorc-buty Iharbos yimethy |

DTPA; DTPA - diethiylenmaminpentaonctoni Kyselmu, DOTA < 147 1 wtrany b lododekan-N, NN N qemaoctovt Kyseling, HYNIC -
hydrzamooihotinamid; TETA - 1451 Fetraszacy hfotetradekan NN N N fetraoctovi) kyselima

dasami, Obménami v sekvenci aminokyselin pfiroze-
nych peptidi (zkciceni peptidického ferdzee, jeho ami-
dace, peetylace, zavedeni atymickyeh D-aminokyselin,
aminvalkoholt, neobvyklyeh aminokyselin ncbo po-
strnnich fetdzed) bylo dosazeno prodlouZeni biologic-
kého polocasu, Tyto stabiln peptidické struktury umo?-
fugi pouzii, af w2z ve formé radioaktivnd zoadenych
sloutemn (K diagnostice o terapit nadori), neho ve [ormé
neznadenyeh peptidi, napfiklad K inhibici symptomi
souvisejicich se zvvienou hormoniding sekreci {analogy
somatostting v adenomu hypofyzy produkugiciho risto-
v hormon) 0 Prikladem stabilnich  peptidickych
derivita s dostatecné dlouhym biologickym polotasem,

72

kterd jsou pouZivané/testované v souvislosti s nidory.
mohou byt analogy somatostating (oktreotid, lanreotid,
vapreotid, okteeotidt, |-Nal oktreotid), U oktreotudy bylo
napiiklad dosazeno prodlouzeni biologického poloCisu
aZ ni 90 minut oproti pivodni 1 a2 3 minutim nativaiho
somatostating, a 1o ph zachovini vétSiny jeho biologic-
kych funkel "'

Zatimeo afinita piirozené se vyskytujicich peptidi je
ke viem receptorovym subtyplm piiblizné stejni, tedy
vysokd, miZe se afinita syntetickyeh analoga & jednotli-
vym receptoram znacad BSic. Obména peptidickeho
fetézce podileici se na vzmiku stabilnich analogt neni
jedindm parametrem. kiery ovliviuje afinitu peptidic-
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hyeh sloucemn K receptoram. Phipojent chelitacni ¢ast
(DTPA - dicthylentriaminpentaoctovi Kysehina, DOTA
LAT M tetraazacyklododekan-N NN N -tetra-
octovil kyselina, HYNIC ~ hvdrazinonikotinamid: TETA
= LAK I -tetraazacyklotetradekan-N.N' N N -tetra-
octova kyseling) (obr. 1) & 1@mto stabilnim struktorim,
Ktere umoznugi radionuklidové znadent a nakonec 1 che-
mické viastnost zvolencho radionuklidu {tab. 2), mohou
mit pecstatny viiy na vyslednou receptorovou afinitu din-
gnostickeho nebo terapeutického radivakiivee znadend-
ho peptida V. DalSimi doleZitgmi parametry, Keeré se
mohou vyznamaé spolupodilet mis vysledném nukledmé
medicinském  potencialy diskutovanyeh peptidi, jsou
molekulova hmotaost a lipofilita peptidd, vazebnost na
plasmatické proteiny u v neposledni Fadé 1aké ndboj
rudioligandu * " Tyto parametry ovliviujici farmakoki-
neticky profil peptida maji viznamny vliv na biodistri-
buci a clearance, a vyznamné tak pieduréuji typ exkrece
nebo pripadnon mire kumulace radioaktivié znadenych
receplorové specifickyeh peptidi,

Diagnosticke uplatnéni radivaktivné znacenych
pepridit (analogii somatostatinu)

Vyzhumu receptorove specifickych peptida je véno-
vimn velki pozomost predeviim v souvislosti s neuro-
endokrnnimi nddory. Pravé v tomio typu nadort bylu
nalezena velkd hustota peptidickych receptorii. 2 nichz
exprese somatostatinovych patfi k nejéemdjdim, Nearos
endokrinni niadory pfedstaveji heterogennt skupinu
nidor difuzniho endokrinniho systému, které se mohou
lisit velikosti. histologii, biologickym a klinickym cho-
vimim ", Vétdinou jde o benigni metastizujici nadory
s pouze vyjimecnym piechodem do malignity, V sou-
casne dobe jsou rozlisoviny dvé hlavai kategorie neuro-
endokrinnich nadori: gastroenteropinkreaticke (GEP)
(gastrinom, insulinom, glukagon, VIPom) a karcinoidni

D-Trp D-Phe Cys

N

Lys Thr Cys
O, 2. Schematickd endzorning DTPA.oktreotidu
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nitddory ', Jejich poditedni diagnoza mize byt zalozena
na klinickych symptomech (flush syndrom, prijem)
zplsobenyeh nadprodukei hormont * ™. Typickym zna-
kem neuroendokrinnich nador( je viskyt somuatostatino-
vyeh receptorii, kterych bylo dodnes popsino 5 subtypl
(SSTRI — SSTRS). Jde Casto o malé, pomalu rostouci
nadory, coZ znesnadiuje jejich detekel jinymi, pro 1yto
ucely méné citlivim metodami (CT. magneticka reza-
nance, ultrievok) ™ Zavedeni syntetického somato-
statinového analogu oktreotidu s navizianym chelitorem
DTPA (obr. 2) stubilné vazagicim indwm-111 ("' In-pen-
tetreotisd, Octreoscan) umozmlo detekel prive tohoto
Lypu nddora. Afinia této sloudeniny je omezena pievaz-
né mit somatostatinove receplorove sublypy 2 a 5, keré
se prave v neurvendokrinnich nadorech vyskyuugi nej-
Castépi

JelikoZ se koncentrice receptont o vyskyt jednotlivych
subtypu v riznych nadors miZe Tisit, miZe se 1idit i sen-
sitivita diagnostického vysetfeni. Piikladem mize byt
dhagnostické uziti Octreoscanu u jinych nez neuroendo-
krinnich nadord, kde byly somatostatinove receptory
subtypu 2 ké popsany (prsni nadory. malobundéné
nadory plic, lvmfomy). Phi téchto vySetienich oviem
nebylo dosazeno tak uspokojivich vystedki. co? hyvi
divodiovano  nerovnomérnou distribuci  receplori
v téchto nddorovyeh tkinich

Za idelem zvyseni aithvosti a umoznéni detekee take
ostatnich nidort exprimujicich jiné neZ zminéné subty -
py somatostatinovych receptorh gsou proviadény vanace
v ozuvedenych struktunich syntetickyeh denvatd, Prikla-
dem dnes jiz standardnich peptidu vzniklych substituci
wminokyselin fenylalaninu za tyrozin v bicaktiviim jil-
fe oktreotidu moZe byt DTPAIDOTA)-Tyr -oktreotid
a DTPA(DOTA )-Tyr-oktreotat s vystupfiovanou afinitou
K somatostatinovému  receptovému subtypy 2, Mezi
novERimi analogy se¢ Sirdim afinitnim spektrem je ticha
analog DOTA-1-Nal’-oktreotid (substituce fenylalaning

D-Phe
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I-naftylovou funkdni skupinou), kiery mi navic také afi-
nitu k subtypiim 34 S ',

Jelikoz je technecium-%¥m diky svym fyzikdlnim
viastnostem i snadné dostupnosti povisZovano za iealni
diagnosticky richonuklid, je snaha vyvijer peptidy se
schopnosti vazat tento gama zafié. Takovym peptidem je
depreotid, komeréné vyribény analog somatostating, je?
nadel uplaméni v dingnostice malignich plicnich nado-
o L Chelatadni tetrgaminovi skuping piipojend k analo-
gu Tyr-oktreotitu dala vznik dulSimu denvito s nievem
demotdn, Kiery je rovné? schopny vzt "Tc u jcho?
viustnosts se jevi priznivé pro diagnostické vyuziti soma-
tostitin-receptorové pozitivaich nddord ©2,

Terapeutické uplatnéni radivaktivné znacenych
peptidn (analogi somatostatinu )

Uspésné pouziti receplorove specifickych peptid zna-
denych gama 24fidi k vizoalizaci nidoni a metastiz otev-
felo fascinujici moZnost vyuZit tvto peptidy znadend
terapeutickymi radionuklidy & 168hé nadoru. s oviivait
tak stav @ progresi onemocnént, Zakhikdnim fakorem
tohoto zpusobu terapie je cilend distribuce efekuivni
radiacni davky k niddorovym bufikiam, respektive k jejich
jadermé DNA. Tato forma terapie je predevsim vhodna
pro maligni, roztroudene nebo phBia malé nidory
nevhodné pro odstranéni - Klasickymi ¢hirurgickymi
postupy nebo pro vyuZiti externich ozafovacich techmk,
Vyhér radifurmaka/radionuklidu je Keitickow &asti pli-
novini terapie, pii které by mél byt dbin zfetel na indi-
viduwilni viastnost nadori (velikost a lokalizace) s
viEsmim ohledem také na priléhajici tkan ** 7. Poa-
tecni pokusy s vysokymi divkami Octreoscanu vystiida-
Iy analogy znacené '"Lu u Y. pii Klerych byla nejednou
pozorovina stabihizace. onemocnéni ¢ aplnd remise
midord S Moznost vyuziti Octreoscanu K terapii
nidon je dana spektrem emitovaného zafeni jeho rudio-
zotopu (''In), Kiery je kromé edroje gama zafeni také
emitorem Augerovyveh elektront s prokdzanym antiproli-
ferutivnim ocinkem ', Radiotoxicits piipravk( znace-
nyeh 'in je viak omezena kritkym dosahem t@chio ¢mi-
tovinych castic ' Jejich wrapeuticky efekt je piimo
podminén tésné lokalizaci u DNA rakovinnych bunék,
respekiive procesu internalizace (receptorové zprostied-
kovanému endocytickému transportu), Klery je za luo
lokalizaci zodpovidny *°. Naopak udinek radiopeptidi
snacenych radionuklidy emitugict beta Eastice s dostuted-
nou energii o dosahem neni bezprostiedné spojen s (8s-
nou penetruaci do nadorovyveh struktor, Jejich znséent si
vyzidalo zavedeni chelataénich Cimdel (DOTA. TETA)
stabilné vilzagicich hlavnl weeapenticky vyuzivané beta
zifice ™Y, ""La, ale i jejich pfipadné alternativy 'Sm,
“Cu A Radiobiologicke viastnosti terapeutickych
izotopi naznacity, ze kuzdy radionuklid viasing specific-
ky potencidl pro terapii urtitého typu nadon, Cistice Y
mayi v porovnani s Lo vysSi energii o vy S8 maximalng
dosah v tkanich a jsou tedy vhodné pro vesi nidory
1 s heterogenni distribuci receptori, Naopak mensi nado-
ry nejsou schopné vzhledem ke své velikost absorbavat
celow emitovanou energii Y, kierd pak miZe toxicky
plsobit na zdravou tkan. Pro 1yto mendi nddory

74

W metastazy se jevi piithodnéji vyuziti radiorzotopu ''Lu
5 NiZsi energii a mzSim tkanovym dosahem, co? bylo
dokazano ve vysledeich preklinickyeh studii, ve kteryeh
byly  testovany  pepuidy  Y-DOTA-oktreotid
a TLu-DOTA-oktreotit ™ “. "Re je radioizotopem
emitugicim cytotoxiché beta ziient & energii o dosahem
porovnatelnym s ™Y oviem s mnohem krutdim lyzikal-
nfm polocasem * = Tento radionuklid mi podobné dis-
pozice ke znaéeni jako " Te . Z whoto divodu je sni-
ha  prevést  diagnostické  peptidicke  analogy
(" Te-depreotid) s chelmtudni ¢asti vazagici "VTe také
na terapeuticky vyozitelne peptidy radicaktivne znadens
IJRRt ,"I.

Véding zminénych ndioizotopa emitujicich terapeu-
tieky prospédné beta ziafent je ke zdrojem gama zaient
("L, ®Re, *Sm), phipadné zdrojem pozitront (*'Cul.
Tohoto paralelnibo zifeni lze za pomost seintigraficko-
dozimetrického vySetfeni vyuzit k pfiblizné kvantifikaci
retence absorbované davky v cilovych a limitnich orgi-
nech, o wdi2 & vyhodnoceni prospédnosti/nevhodnosti
zvolend strategie 1EChy. U analogo znacenych yiriem-%0
(MY je pouze Eisty beta zafi¢) e k simuluct terapic moz-
no vyuzit peptidy zoacend ''In nebo K radioaktivaimu
nedent daného peptidu pouZit 1zotop Y, ktery je adro-
jem pozitronového zifeni. Tento posledné ymenovany pii-
stup maze byt vyvhodny 2 hlediski odfiltrovini zkresieni
vazebne receptorové afinity zplsobené rozdilnou chemic-
kou povahou *Y/"'In. Nevyhodon je omezena dostup-
Host ™Y a pomémé kratky fyzikilni polodas hmitujict zis-
kini pozdéjsich dat " Y YYLDOTA-okireotd,
“Y-DOTA-Tanreotid, Lo Y/ Sm-DOTA-Tyr -oktreo-
tit nebo peptid znaceny "Re, prozatm pojmenovany
P2MS, jsou piiklady radioakuynd znadenyeh peplido,
které jsou Klinicky testoviiny v souvislosti s vyuZitim
v terapii neuroendokrinnich nador. |
Nezadouct ucinky souvisefics s pouiitim radioaktivné
nadenyeh pepridit a moZnost jejich oviivadnt

Radioaktivnd znadend receptorové specificke peptidy
nasly prozatim své pevné misto piedeviim v diagnostice
acurocndokrinnich nadorh (Octreoscun). Peplidy znice-
¢ lerapeutickymi radionuklidy prochizejl v soutasné
dobé fudou klinickych studiis ve kteryeh jsou krome
pozitivnich vlivi na progresi onemocnéni sledoviny
nezidouc viinky. kterd ve vesing piipadin sonvise)i pri-
VE 5 ngresivaim chovinim emitovaného zifeni.

V poroviini s vedlegion teinky chemoterapie jsou
nezidouci projevy peptidicke radioterupie méné Caste,
i proto lze eno [cebay postup oznadit za relativee bez-
petny 0 Akutni nisledky aplikoce rdiopeptidu (nan-
21, zvraceni, bolest v misté nddoru) mohou byt kontrofo-
viny symptomatickou terapii, niv Ly, ktere se projevagi a2
s Casovou latenci a kieré jsou vysledkem absorpee radio-
farmaka ve zdrave tham, je nuino dbdit zictel pii samotnem
plinovini terapic (volba davky a typu radionuklidu, dozi-
metncki vyieeni s diagnostickymi analogy atd,) ™.

Kumulace radioaktivaé znaéenych peptadi v jinych
neZ nadorovyeh tkénich maZe byt vyznamnym Klinic-
kym problémem nejen 7z hlediska zkeeslent interpretace
piipadnyeh  patologickyeh nidlezin pii scintigenfickém
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vysetient, ale hlavné 2 davodu moZnych radiotoxickych
udinki. Nasledky Jéchy mdioaktivad znalenymi peptidy
phimo souvisi s velikosti divky (aktiviton), agresivitou
zafeni a farmakokinetickym profilem dané radioaktivad
macené slouceniny. Peclivé vyhodnocen! dozimetric-
kych purametni u kritickych oggind diagnosticky apliko-
vanych peptida moze predejit radiotoxickému pisobent
samotne radionuklidové terapic. Vysledky biodistribud-
nich studii studovanych redicaktivad znadenych peptidi
ukizaly, e k nejvy3si retenci radioaktivity dochidzi ve
slezing, ledvinach, jatrech, kostni dieni a SSTR-pozitiv-
nich nidorech ™. Zatimeo vhiv absorbovaného zafeni na
kit sleziny nebyl pozorovin 4 jatemi toxicita, pokud se
vyskyine, je vétSinou mimd o reverzibilni, kostni dien
a hlavné ledviny byly v souvistosti s terapeuticky uZivi-
nymi peptidy oznaceny za kritické, divku limitujici (k-
né YV Tedvindch, hlavnim exkrecnim orgdne radio-
aktiveé  znalenyeh  peptidin, dochizi k  Castelné
reabsorpel peimdmeé z6ltrovanych radiopeptidis o viivem
jeiich polivmiha charakieru také ke kumulovini, keeré je
spogenéd s rudiotoxickymi U8inky na ledvinnou than,
Barone i spol. v roce 2005 publikovala zivéry své prace,
ze kteryeh plyae, ze radiacni nefrofoxata je zavisld na
velikostt davky o furmakologickém peofilu radiofarmaka,
individuilnim objemu ledvin a piipadné frakcionalizac
divky ", Ve vérting popsanych Klinickych pripada vyu-
Zivajicich & léche radioaktivng znacené receptorove spe-
cifické pepudy byla oviem radiotoxicita nepredyidatel-
ni, k GemuZ pfispiva také fake, 2e neni zecla piesné
objasnén mechanismus retence radivaktivné znatenych
peptidd v fedvinach ™. Z ohoto dovedu jsou studoviny
mechanismy reabsorpee o hledidny Liky s potencionil-
nim inhibiénim viivem na tento rendlni uptake.

Mnoho védeckyeh praci dokladi. ze ledvinné vychy-
tivitni analogd somatostating mize byt sniZeno soutas-
nym podinim pozitivad nabityeh amimokyselin lysinu
(Lys) u argininu (Arg) nebo Zelatinového plazma expan-
déru gelotusinn '

Snizeni rendlntho vychytaviani 'In-D-Glu -miniga-
strnu bylo dosazeno polyglutamovon kyselinou (5 a vice
elutamitovyeh zbytki), zatimeo efekt podini sminoky-
selin byl u této ltky mintmalm =,

Testovinim Litek s potencidlem inhibovat vychytavini
v ledvinnyeh baskich bylo zjiéno, Ze se na procesu
akumulace podili patrmé vice typl trunsportnich mechi-
nismd . Za hlavai mechanismus vyehviivini Jaek
podohnyeh oktreotidu je poviZovin mechanismis endo-
eytzy pomoct multiligandového megalinového recepto-
i, Klery ge v opronimalnim tubulu hojad exprimovin,
Tato hypotéza byla potvrzena fadou studii jak in vitrmo na
buficénych liniich, tak in vivo pokusech provadénych
na mySich se specifickymi megalin-deficitnimi ledvina-
mi- Megalin se v proximalnim rendlnim tsbulu spo-
fetné s dalSim glykoproteinem cubilinem podili na udr-
zovani homeostizy organismu kontrolou reabsorpee fady
fyziologickych t syntetickych latek (hormony, vitaminy
vikeagici proteiny. enzymy, 1é¢ivi wd,) * ™ Tyto litky
mu)i nezfidka charkier katiomaktivnich slonéenin nebo
charakier peptidd a proteind bohatych na pozitivnd nabi-
¢ aminokyseling. Tento fakt maze vysvétlovat inhibicni
schopnosti Arg  Lys ni reabsorpei derivind somatostati-
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nu viivem saturace o vazebna mista megalinového recep-
tory, Teorie inhibiéniho efekw pozitived nabityeh ami-
aokyselin miZe byt potvrzena i redukénimi projevy plaz-
ma expandern gelofusinu majiciho ve své struktuie
pozitivné nabité skupiny. Na druhou strang mechanismus
inhibice pomoci aniontovych slouenin, ¢o? je piikladem
polyglutamaty o derivate mimgastrinu, naznaduje, e
vychytivani radiopeptidit v ledvindch je velice komplex-
ni d&j 4 mize byt oviivnén fadon viastmosti rdiopeptidi
1 potencidlnich inhibitoen (velikost, struktura a niboj) ™'
Daldim perspektivaim postupem pi- saizovini radioto-
xického phsobeni diskutovanych peptida na ledvinnou
han je pouziti amifostinu *. Tato Ktk neredukuje
vychytivani radiopeptid v rendlnich tubulech, ale mirni
toxicky efekt radiace vychytavanim volnyeh radikili.
Kombinaci amifostine a lysing bylo dosaZeno signifi-
kantniho snizeni rendiniho postizeni u potkand mediko-
vanyeh' "Lu-DOTA-Tyr-okireotitem

Hematologicka toxicita proviizejici [é¢bu radiopepudy
projevugict se snizenim poctu krevnich elementiy je casta,
ale di se obecné oznadit 24 mimou a piechodnou ™.
V priabéhu Iéchy radiofarmaky bylo dile popsino pe-
chodné porudeni spermatogeneze, zatimeo vzhledem
k fyziologickému vyskytu somatostatinovyeh receplor
pochopitelnd porucha endokrinnich funkei adenohypoly-
zarni osy ani diabetes mellitus nebyly vibee pozoro-
‘.m'), 14 64, 0‘).

Nové strategie vyulitt radioaktiveé znaéenych peptidii

ZvySeni efekiivity scintigrafickyeh a terapeutickych
metod vyuzivijicich radioaktivné znaCenych somato-
stutinovych analogd je moZné dosghnout kromé yyvo-
je novych stabilnich analogu s vyisi afinitou k recep-
torim wplikaei dvou & vice mdiogktivng znacenyeh
peptidit nebo jejich analogh. Vyskyt receptor v nido-
rech neni W67 vésinou omezen na jeden receptorovy
subtyp, respektive vider potencialnich ¢ili pro metody
nukledirmni mediciny je u mnohy nidord velice siroky.
Napriklad GEP nddory exprimuji kromé somatostati-
novyeh receptora GLIP-1 (glukagon-Tike peprid 1)
receptory o receptory VIP (vazoaktivoi intestindlnf
peptid), cholecystokyninu & bombesinu "V prsnich
niddorech byl zase 2i%1én soucasny vyskyl receptori
somittostating, VIF, gastrin-releasing pepridu o NPY-
Y1 (ncuropeptid Y, subtyp Y 11 receptori *, Kombina-
ce peptidickych analogi odvozenych od jednonoho &
vice prirozenych peptidd by mohla vést ke zvySeni
akumulace radiosktivity nebo k optimalizacs jejiho
rozloZzeni hlavné v nadorech s heterogenni strukturou
Kromé toho nékieré ze zminénych peptidi maji poten-
cidl inhibovat nddorovy rist ', Vyuditi této strategic
léchy vyuzivajici soucasné aplikace vice analogd je
oviem v soucasné dobé limitoviino chud$imi poznatky
o ostainich peptidech a jejich receptorech, jeliko? je
vyzkum soustfedén plevaind na vyvoy denvath soma-
tostatinu, Existuji ale w2 i vyjimky potvrzujici tuto
skutecnost, Radioaktvnd znacené analogy minigastn-
nu byly dspéiné pouzity pro diagnostiku cholecystoki-
nin B receptorové pozitivaich nddori. Cyklicky analog
RGD sekvence c(Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys) s naviza-
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nou chelataéni skupinou DTPA, ktery antagonizuje
nddorovon angiogenezi navazanim ni receptory a b je
duldim peptidickym analogem. kiery muZe byt pouZit
ke scintigrafit nebo radionuklidové werapii addorového
onemocnéni “*,

Problém nizké specifické aktivity u nékterych
DOTA-pepudia limitujici tecapeutické pouZitl napii-
klad u ligandd DOTA-substance P a DOTA-bambesinug
(pro nuklearmée medicinské ucely by se aphikované
mnozstvi peptidu mélo pohybovat hluboko pod hladi-
now divek, které zpasobuji farmakologicky efekt)
maze byt &istednd vyfeden rozdélenim divky nebo
jejim infuznim, intratumordinim nebo intraarteridinim
podanim " Zavedeni necyklickych chelatori i vyvi-
nuti peptidd s véidim podtem navizanyeh chelataénich
Cimidel patfi mezr dalsi mozne principy, které by mély
vy At specifickou aktivite diskutovanych radiofarmak,
a tim 1 jejich vyuzitelnost pro potieby nukleami medi-
ciny ",

ZAVER

Radivaktivngé znadené receptorove specifické peptidy
nasly své uplaméni v dhagnostice neuroendokrinnich
niadont (Octreosean). Také jejich daldi vyuziti v terapii
1ohoto typu nadorn se jevi velice perspektivid.

I kdyZ byla vyzkumu téchto latek vénovana pozormost
mnoba védeckych skupin, je zde jedté velky prostor pie-
devaim pro vyvol novyeh radioaktived znacenych pepti-
dickych wnalogd s vysokou afinitow ke specifickym
madorovym receptorom. Optimalizace postupli vyuZit
techio peptidd v nukledmi medicing a ostatnich zaintere-
sovanych 1ékafskych disciplindeh je jednim ze ziklad-
nich predpokiadis vedoucich ke zlepSeni diagnostickych
a tecapentickych moznosti [ééhy nidorového onemaocneé-
ni neuroendokrinniho phvodu,

Tato price byla podpoiena grantem ¢ 303070535 Granto-
vé agentury Ceské republiky.
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