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1 Pouzité zkratky

ANP

BB,

BB;

BBS

BFCA

CB-TE2A

CCK

CCKIR

CCK2R

CPT

DOTA

DOTAGA

DOTA-NOC

DOTA-TOC

DTPA

EDDA

ETa

ETg

GBM

GLP-1

atrialni natriureticky peptid
podtyp receptoru neuromedin B
podtyp receptoru GRP
bombesin

bifunkéni chelataéni ¢inidlo

4, 11-bis(karboxymethyl)-1, 4, 8§,
2]hexadekan

cholecystokinin
cholecystokininovy receptor typu 1
cholecystokininovy receptor typu 2

kamptotecin

11-tetraazabicyklo[6, 6,

1,4, 7, 10-tetraazacyklododekan-1, 4, 7, 10-tetraoctova kyselina

1-(1-karboxy-3-karboxypropyl)-1, 4, 7, 10-tetraazacyklododekan-

4,7, 10-trioctova kyselina
[DOTA]-[1-Nal’]-octreotid
[DOTA]-[Tyr']-octreotid
diethylentriaminpentaoctova kyselina
ethylendiamin-N-N"-dioctova kyselina
endotelinovy receptor typu A
endotelinovy receptor typu B
multiformni glioblastom

glucagon-like peptid-1



GRP gastrin uvoliujici peptid

GRPR receptor pro peptid uvoliiujici gastrin

HYNIC 6-hydrazinonikotinova kyselina

LHRH hormon uvoliiujici gonadotropin

MCIR receptor melanokortin 1

MG minigastrin

NK neurokinin

NK, neurokininovy receptor typu 1

NK; neurokininovy receptor typu 2

NK;3 neurokininovy receptor typu 3

NOTA 1, 4, 7-triazacyklononan-1, 4, 7-trioctova kyselina
NPY neuropeptid Y

NPY neuropeptid Y

NT neurotensin

NTS1 neurotensinovy receptor typu 1

NTS2 neurotensinovy receptor typu 2

NTS3 neurotensinovy receptor typu 3

PCTA 3, 6,9, 15-tetraazabicyklo[9. 3. 1.]pentadeka-1 (15), 11, 13-trien-

3, 6, 9-trioctova kyselina

PEG polyethylenglykol

PET pozitronova emisni tomografie
POMC proopiomelanokortin

PP pankreaticky polypeptid



PPY

RAP

RC-160

SP

SPECT

SST

TETA

VIP

VPAC

o-MSH

peptid YY

protein asociovany s receptory

vaprteotid

substance P

jednofotonova emisni vypocetni tomografie

somatostatin

1,4, 8, 11-tetraazacyklotetradekan-1, 4, 8, 11-tetraoctova kyselina
vasoaktivni intestinalni peptid

vysoce afinitni receptor pro VIP

a-melanocyty stimulujici hormon



2 Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

Kandidat: Bc. Barbora Paryzkova
Skolitel: Mgr. Pavel Barta, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Radioaktivné znacené receptorové-specifické peptidy pro

diagnostiku a terapii nadord.

Predkladand reSerSni diplomova prace se zabyva receptorové-specifickymi
radioaktivné znacenymi peptidy a jejich vyuzitim v diagnostice a terapii nadorovych
onemocnéni. Kromé obecnych poznatkl tykajicich se radiofarmak, je prace zamétena
1 na popis jednotlivych diagnostickych a terapeutickych radionuklidii a dale i na n¢ktera
pouzivand chelatacni ¢inidla.

Nejvétsi pozornost je vénovana peptidiim somatostatinu a cholecystokininu a jejich
vyuziti v nuklearni medicing, jak pro zobrazovani, tak pro lécbu nékterych malignit.
Dal$imi zminovanymi peptidy jsou napiiklad bombesin, vasoaktivni intestinalni peptid

nebo a-melanocyty stimulujici hormon.

Kli¢ova slova: receptorové-specifické peptidy, radioaktivni znaceni, diagnostické

a terapeutické radionuklidy, radioterapie, radiodiagnostika, octreotid.
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The presented diploma thesis is based on literature review and it deals with
receptor-specific radioactive labeled peptides and their usage in the cancer diagnostic
and treatment. It focuses on general knowledge about radiopharmaceuticals, further on
the descriptions of either diagnostic or therapeutic radionuclides as well as on currently
used chelating agents.

The particular attention is paid to peptides like somatostatin and cholecystokinin
and their usability in Nuclear Medicine for the imaging and treatment of certain
malignancies. The other stated peptides in this diploma thesis are bombesin, vasoactive

intestinal peptide and alpha melanocyte stimulating hormone.

Keywords: receptor-specific peptides, radiolabelling, radionuclides for diagnosis and

therapy, radiotherapy, radiodiagnostics, octreotide.
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3 Uvod

V soucasné dobé¢ se v nuklearni mediciné vyznamné uplatiuji radioaktivné znacené
receptoroveé-specifické peptidy, a to jak pro diagnostické, tak terapeutické ucely. Na
zéklad¢ poznatkii o vyskytu receptorti pro dané peptidy na normalnich, ale i nddorovych
bunkach se zacaly radioaktivné znacené peptidy pouzivat jako vhodna ¢inidla pro cileni
na nejraznéjsi typy nddort. Vyhodou pouziti peptidi jako soucasti radiofarmak je
zejména jejich mala velikost, relativné snadna priprava a nizka imunogenicita.

Prvnim peptidem, ktery byl popsan v souvislosti sjeho moznym pouzitim
v nukledrni medicing, byl somatostatin. Jeho receptory byly nalezeny ve vysoké hustoté
zejména u neuroendokrinnich nddord. Soucasné byl vyvinut prvni komercné dostupny

111 v ’ v
In. V soucasné dobé

analog somatostatinu, a to OctreoScan, znaceny radionuklidem
se vyvijeji dal$i somatostatinové analogy, jelikoZ somatostatinové receptory byly
identifikovany na Sirokém spektru naddorovych bunék.

Dalsim peptidem, kterému je vénovana vysS$i pozornost je cholecystokinin.
Cholecystokininové receptory byly identifikovany ve vysoké hustoté na riznych typech
nadord, avSak pouzivané radioaktivné znacené analogy cholecystokininu jsou zaméfené
pfedevsim na diagnostiku a 1é¢bu meduldrnich karcinomi §titné zlazy.

Pro vyuziti v nuklearni medicin€ bylo zkoumano mnoho dalSich peptidovych
hormoni. Jednéd se napiiklad o peptid bombesin, jehoZz radioaktivné znafené analogy
nasly vyuziti zejména pro 1écbu a diagnostiku karcinomi prostaty u muzi a prsu u Zen.
Mezi dal$i popsané peptidy patii vasoaktivni intestindlni peptid, o-melanocyty
stimulujici hormon, neurotensin, neuropeptid Y nebo substance P a mnoho dalSich.

Nejpouzivanéj$imi ale stale zlstavaji somatostatin a jeho analogy.
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4 Zadani — cil prace

Cilem prace bylo vypracovat literarni piehled tykajici se problematiky
receptoroveé-specifickych peptidi z hlediska vztahu mezi jejich strukturou a afinitou
k ptislusnému typu receptoru pro ucely jejich vyuziti v nuklearni medicing. DalSim
cilem prace bylo zamétfeni se na moznosti jejich radioaktivniho znaceni, a to jak
diagnostickymi, tak terapeutickymi radionuklidy a na chemické modifikace pro vazbu
kovovych radionuklidd.

Poznatky potfebné pro zpracovani piehledu dané problematiky byly cerpany

z kniznich a ¢asopiseckych zdroj.
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5 Radiofarmaka

5.1 Obecna charakteristika radiofarmak

Radiofarmaka jsou zvlastni kategorii 1é¢ivych pripravki, které ve své molekule
obsahuji vétsinou alespoii jeden radionuklid. Uginnou latkou je tedy obsaZeny
radionuklid, ktery je zdrojem ionizujiciho zafeni, ktery se v malych davkéch aplikuje
do téla nemocného. Podle radiacnich vlastnosti slouzi bud’ k diagnostickym, nebo
terapeutickym ucelim, ale také nam muze poskytovat informace o kinetice, organové
distribuci, metabolismu a vylu¢ovani aplikovanych sloucenin. [22], [25]

S ohledem na obsazeny radionuklid je nutné spliiovat pfi jejich vyrob€, manipulaci
a pouzivani zvlastni pozadavky, které nemusi byt dodrzovany u ostatnich 1éCivych
ptipravkl bez obsahu radioaktivniho nuklidu. Také je nezbytné si uvédomit, ze obsah
ucinné latky, tedy radioaktivniho izotopu, neni v ptipravku konstantni, ale v disledku
radioaktivni pfemény se exponencidlné s asem snizuje. [22]

Terapeuticka radiofarmaka, na rozdil od klasickych chemoterapeutik, plisobi na
maligni buiiky s vysokou specifi¢nosti, protoze radionuklid je vazan na vhodny nosic,
ktery sméruje zafeni do cilovych organt, tkdni a bun€k. Pouzivaji se polymery, jako
jsou protilatky, sérové proteiny, peptidy, polysacharidy nebo syntetické kopolymery,
ato z divodu jejich hromadéni v nddorové tkani. Preferovany jsou pfedevsim latky na
bazi radioaktivné znacenych protilatek nebo peptidi, protoze jsou selektivné vazany na
specifické proteiny bunécného povrchu. [20], [22]

Radiofarmaka se vyrab¢ji bud’ hromadné, kdy obsahuji radionuklid s delSim
poloCasem pfemény (dny, tydny), nebo individualné, kdy obsahuji radionuklid, ktery
ma polo€as pfemény kratky (hodiny, minuty, sekundy). Vzhledem ke kratké dobé
pouzitelnosti se individudlné pfipravovana radiofarmaka vyrab&ji pfimo v nemocnicich
pted podanim pacientovi. [22], [25]

Radiofarmaka jsou pfipravovana v nejrizné¢jSich aplikacnich formach. V nuklearni
mediciné jsou nejpouzivangjsi ptipravky parenteralni (pravé roztoky, koloidni disperze
a suspenze). Dal§im typem jsou perordlni radiofarmaka, a to ve formé roztokli nebo
tuhych latek, inhala¢ni pfipravky, jako jsou radioaktivni plyny a dispergované znacené

koloidni roztoky a mistné se pouzivaji i topické ptipravky. [25]
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5.2 Pozadavky na radiofarmaka

Zakladni pozadavky na pouzité radionuklidy se 1isi v zavislosti na tom, zda budou
pouzivany pro diagnostické nebo terapeutické ucely.

Diagnosticky pouzivané radionuklidy by mély emitovat Cisté gama zafeni
v rozmezi 100-300 keV a nebo je mozné pro diagnostické zobrazeni pouzit také
pozitronové zafide (B"). Jejich polo¢as pfemény by mél byt pfiméfeny dobé, kterd je
potfebna pro klinické vySetfeni, ale pouzity radionuklid by se mél rozpadnout co
nejdiive po dokon¢eném zobrazovani. Vznikly dcefiny nuklid by mél byt stabilni.

Terapeuticky pouzivané radionuklidy musi byt elektronové (B°) zafice, jelikoz
zateni zplsobuje destrukci zasaZzenych bunék, ale lze pouzit 1 nékteré zafice a. Jejich
polocas pfemény by nemél byt piili§ dlouhy, ale na druhou stranu ani pfili§ kratky,

proto aby se jejich aplikace nemusela po urcité dobé opakovat. [25], [49]

5.3 Rozdéleni radiofarmak
Jak bylo uvedeno vySe, rozezndvame dva zékladni typy radiofarmak a to:

radiofarmaka vyrabéna hromadné a radiofarmaka vyrabénd individualné.

5.3.1 Hromadné vyrabéna radiofarmaka

Hromadné vyrabéné radiofarmaka obsahuji radionuklid, jehoZ polo¢as pfemény je
delsi, nez je doba potiebna pro prevedeni radionuklidu do dané 1ékové formy, a zaroven
je delsi, neZ je doba doruceni piipravku k odbérateli. Takto vyrabéna radiofarmaka maji
fadu vyhod, a to zejména niz$i vyrobni ndklady, moznost automatizace procesu vyroby
a jednotnost vyrobeného produktu. [25]

Pti jejich vyrobé¢ je nutné dodrzovat pravidla spravné vyrobni praxe, jelikoz jejich
pfiprava pfina§i moznd rizika, kterd vyplyvaji z obsahu radioaktivnich nuklidd.
Vzhledem k jejich kratkému polocasu pfemény se vétSinou vyrabé&ji v malych SarZich,
jelikoZ se jejich slozeni s Casem méni. Pfi vyrobé museji byt dodrZzovany vSechny
pozadavky na radiacni bezpecnost, které nam stanovuji pravidla ochrany pted
ionizujicim zéfenim a to nejen pro zucastnéné pracovniky, ale i pro obyvatelstvo. [22]

Uplatituje se zde tzv. uzavieny systém vyroby, kdy radioaktivni materidly jsou

......
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Naopak s neradioaktivnimi materidly se pracuje v pretlaku vici okolnimu prostiedi.
Zaroven se na jednom pracovnim misté nesmi souCasné pracovat s riznymi
radioaktivnimi vyrobky, jelikoz by mohlo dojit ke kiizové kontaminaci nebo k jejich
zaméné. [22], [25]

Hromadné vyrdb&na radiofarmaka jsou &asto znadena radioaktivnim jodem ("I

127 piipadng '*°T) nebo '''In, ale i nékterymi dalsimi radionuklidy. [25]

5.3.2 Individuilné vyrabéna radiofarmaka

Individualné vyrdbéna radiofarmaka se pfipravuji pfimo na odde¢lenich nuklearni
mediciny, konkrétné na pracovistich radiofarmacie. Stejné€ jako u hromadné vyrabénych
radiofarmak i zde musi byt dodrzovany vysoké pozadavky na radia¢ni hygienu.

Dulezit¢ je také prostorové uspotfadani pracovisté tak, aby byl proces piipravy,
kontroly a manipulace s radiofarmaky co nejjednodussi a zaroven bezpe¢ny. Spravné
usporadani jednotlivych mistnosti je dilezit¢ zejména pro ochranu pracovnikli pred
radioaktivnim zafenim, ale také pro ochranu piipravku pfed kontaminaci, a to jak
pracovnikem, tak vnéj$im prosttedim. [22]

Postup piipravy radiofarmak zahrnuje pfijem radioaktivnich latek, samotnou
ptipravu radiofarmak, jejich naslednou kontrolu, rozd€lovani radiofarmak pro jednotliva
podani vySetfovanym, uchovavani a skladovani radiofarmak a nasledn¢ likvidaci
radioaktivniho odpadu.

Pro usnadnéni ptipravy byly vyvinuty tzv. kity pro pfipravu radiofarmak. Na
pracovist¢ nukledrni mediciny je doddn kit, ktery obsahuje vSechny potiebné
neradioaktivni slozky v lyofilizované form&. Po pfidani roztoku radionuklidu vznikne
ptipravek pozadovaného slozeni a kvality vhodny pro bezprosttedni aplikaci pacientovi.
Vyhodami jsou velmi rychld a jednoducha piiprava radiofarmaka, standardnost
a reprodukovatelnost slozeni ptipravkl, vyrobce zodpovidd za jakostni parametry
a neaktivni kity mohou byt skladovany nékolik mésicti az let na rozdil od hotovych

radiofarmak. [25]
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5.4 Kontrola radiofarmak

Kontrola pfipraveného radiofarmaka je dulezitd proto, aby se pacientim zajistila
bezpecnost podavaného Iéku. Protoze radiofarmaka obsahuji radioaktivni prvek, jsou na
n¢ kladeny vyssi pozadavky nez na ostatni 1éCiva. [25]

Pouzivaji se kontrolni metody platné pro vsSechny injekéni piipravky, jako je
prazraCnost, acidita, sterilita a apyrogenita. Navic se uplatiuji metody hodnotici
vlastnosti radioaktivnich latek. Bez provedeni kontrolnich testii nelze pfipravek
registrovat ani pouzivat. [22]

Obecné lze zkousky na kvalitu radiofarmak rozd¢lit do tii skupin:

1. nukledrni metody,
2. chemické a fyzikaln€ chemické metody,
3. biologické zkousky.

Mezi nuklearni metody patii: stanoveni radioaktivity, stanoveni radionuklidové
Cistoty a radiochemické cistoty. Jejich cilem je stanovit charakteristiky ptitomného
radionuklidu.

Mezi chemické a fyzikdln¢ chemické metody patfi: stanoveni chemické Cistoty,
posouzeni Cirosti, stanoveni pH, izotonicity a pfipadné stanoveni velikosti ¢astic. Tento
typ kontroly se provadi stejnymi metodami jako kontrola 1é€iv neradioaktivnich, ale ve
zjednoduSeném provedeni z divodu velmi malého mnoZstvi ptfitomné radioaktivni
latky.

Mezi biologické zkouSky fadime: zkouSku na sterilitu a na pfitomnost pyrogennich
latek. Vyjimecéné se posuzuje biologicka distribuce radiofarmaka u laboratorniho

zvitete. [25]

5.5 Pouziti radiofarmak

Slouceniny znacené radioaktivnim prvkem se mohou pouzivat jak pro diagnostické,
tak pro terapeutické ucely. Kromé jejich pouZiti v oblasti nukledrni mediciny nachazeji
uplatnéni také ve vyzkumu a vyvoji 1€Civ, v oblasti jejich farmakokinetiky
a v analytickych kontrolnich metodach. [22] Radiofarmaka jsou ptfednostné vyuZivana
jako diagnostika, na rozdil od neradioaktivnich 1éCiv, ktera jsou pouzivana zejména pro

terapeutické ucely. [25]
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Vlastnosti pouzitého radionuklidu (typ emitovaného zafeni, jeho energie a polocas
pfemény) i celé znafené slouceniny rozhoduji o vhodném pouziti radiofarmak.
polocas pfemény, ten ndm totiz ur¢uje dobu pouzitelnosti radiofarmaka.

Radiofarmaka s dlouhym polocasem pfemény jsou pouzivana pro diagnostiku nebo
terapii prevazné scintigrafickym zobrazovanim. Radiofarmaka obsahujici nuklidy
svelmi kratkym poloCasem piremény ziskané z cyklotronu, jsou vyuzivéna pro
pozitronovou emisni tomografii (PET). Pro jednofotonovou emisni vypocetni
tomografii (SPECT) se vyuzivaji radionuklidy s ultra kratkym polocasem piemény,

které se ziskavaji z generatorti pfimo na oddélenich nukledrni mediciny. [22]
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6 Radionuklidy

6.1 Obecna charakteristika radionuklidi

Radioaktivni nuklidy jsou nezbytnou soucasti vSech radiofarmak. Je pro né
charakteristicky samovolny rozpad na jiné nuklidy, pficemz dochdzi k emisi nabitych
¢astic nebo elektromagnetického zatfeni. Pro kazdy radionuklid je typicky polocas
pfemény, druh a energie uvolnéného zafeni. Zaroven je tieba z hlediska jejich vyuziti
pro pfipravu radiofarmak zvazit i jeho stabilitu, imunogenicitu a samoziejmé cenu
a dostupnost. [20], [22], [49]

Jak jiz bylo fe€eno, kritickym faktorem je polocas pfemény radionuklidu. Je
dalezité, aby napft. pro diagnostické zobrazovani nadorti byl polocas rozpadu dostate¢né
dlouhy, aby mohla probéhnout syntéza znacené slouceniny, aby také mohlo dojit
k dostatecné akumulaci v cilové tkéni, a zdrovenn aby mohl byt vyloucen necilovymi
organy. Polocas rozpadu nejbéznéji pouzivanych radionuklidi pro vyrobu radiofarmak
se pohybuje od nékolika minut (napf. %%Cu) az po n&kolik dni (napt. '""Lu). [20]

Radionuklidy jsou pouzivany ke znaCeni molekul, jako jsou napf. peptidové
hormony. RozliSujeme radionuklidy pro diagnostické a terapeutické pouziti.
Diagnosticky vyuzivané radionuklidy musi emitovat paprsky gama o dostatecné energii,
aby mohly proniknout z téla vySetfovaného a dale byt detegovany, a museji mit polocas
rozpadu dostateCné kratky k tomu, aby se rozpadly co nejdfive po provedeném

MTe nebo '®F. Pomoci téchto

vySetfeni. Ptikladem téchto radionuklidi jsou
radionuklidii jsme schopni vysoce specificky vizualizovat nadorové léze pomoci
SPECT nebo PET kamery. [34], [49]

Radionuklidy pro terapeutické pouziti vyzafuji zafeni beta, které je schopné po
akumulaci v daném orgénu indukovat apoptéozu nadorovych bunék a nasledné jejich
smrt. Atraktivni radionuklidy pro terapeutické vyuziti jsou napt. '"’Lu nebo °°Y.
Terapeutické radionuklidy jsou velmi ucinné, protoze uvoliuji cytotoxické ionizujici
zéateni ptimo do lokalizovaného mista. Stejné jako u diagnostickych radionuklidii je
nutné pii vybéru vhodného terapeutického radionuklidu wvzit v tvahu zékladni

pozadavky jako je polocas premény, emisni charakteristiky, dostupnost a dalsi

vlastnosti. [14], [34], [49]
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Piehled nejcastéji pouzivanych radionuklidii v nuklearni medicin€ spole¢né s jejich
polocasy rozpadu, typem emitovaného zafeni a pouzitim je uveden nize viz. tabulka ¢.

1.

Radioisotope ty2 [h] Radiation Type Use
Bp 1.83 p* PET isotope
EC
#cu 12.7 p” PET isotope
5
%Ga 1.1 pr PET isotope
EC
$mTe 6.0 1T y-emitter
Wy 67.9 EC y-emitter
51 13.2 EC y-emitter
Py 64.1 p PET isotope
%y 14.7 p* PET isotope
TLu 161.0 B PET isotope
EC

Type (B positron emission. 3 beta emission, IT: 1someric transmission, EC: electron
capture) and their potential in radiopharmaceutical applications.

Tabulka ¢. 1: Souhrn nejcastéji pouzivanych radionuklidii v nuklearni mediciné s jejich

polocasy rozpadu, typy zareni a pouzitim. [49]

6.2 Priprava radionuklidi

Pro vyrobu radiofarmak se pouzivaji radionuklidy, které jsou ptfipravovany uméle.
V prubéhu raznych jadernych reakci dochazi ke zméné stavby atomového jadra, kdy
vznikd jadro jiné, které je radioaktivni. To se d€je ve specidlnich zafizenich, a to
v cyklotronu nebo v jaderném reaktoru, kdy se jednd o primarni zdroje radionuklida.

Sekundarnim zdrojem radionuklidd je tzv. radionuklidovy generator, kde dochazi
samovolnou radioaktivni pfeménou mateiského prvku, ktery byl ziskdn z cyklotronu
nebo jaderného reaktoru, ke vzniku prvku dcefiného, ktery je pouzit pro piipravu

radiofarmaka. [22], [25]
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6.2.1 Vyroba radionuklidii v jaderném reaktoru

Hlavni vyuziti jadernych reaktort spo¢iva primérné ve vyrob¢ energie, ale miizeme
je pouzit i pro vyrobu fady radionuklidt. V jaderném reaktoru dochazi k fizené fetézové
$tdpné reakci, kde se jako $tépny material pouZivd nejcastdji obohaceny *U.
Radionuklidy se vyrab¢ji aktivaci neradioaktivnich latek proudem neutronti, nebo se
separuji ze sté€pnych produktli uranu.

Vyhodou tohoto zptsobu piipravy radionuklidii je velky vytézek reakce. Naopak
nevyhodu predstavuje to, ze vznikly radionuklid je chemicky shodny s ozafovanym
prvkem a neda se od n¢ho odd¢lit, je zfedény stabilnimi atomy ter¢ového prvku, a proto
je jeho mérna aktivita nizkd. Nékdy miizeme radionuklid ziskat v beznosi¢ové formé,
ato pokud se jadro vzniklé¢ v jaderném reaktoru samovolné pifeméni na dalsi
radionuklid.

Vyznamné jsou pouze ty radionuklidy, jejichz vytézek je pomérné vysoky, a ty
které maji dlouhy polocas pfemény. Pro vyuziti v nuklearni medicing to jsou zejména
%Mo, ktery se dale vyuziva hlavng jako zdroj technecia (*™Tc), *'I a n&které dalii

radionuklidy, jako napf. 33Xe. [22], [25]

6.2.2 Vyroba radionuklidi v cyklotronu

V cyklotronu, na rozdil od jaderného reaktoru vznikaji radionuklidy s vysokou
mérnou aktivitou. Toto zafizeni pracuje na principu urychlovani nabitych ¢éstic
(protonil, deuteronli, alfa castic) v magnetickém poli na vysokou energii. Takto
urychlené Castice poté dopadaji na vhodny ter¢ a vyvolavaji na ném rizné jaderné
reakce, nejcastéji reakce typu (n, y). Nasledné se terc rozpusti ve vhodném rozpoustédle
a vzniklé radionuklidy je moZno oddélit kapalinovou extrakei, srdZzenim, iontovou
vyménou nebo gelovou chromatografii. Takto vyrobené radionuklidy jsou nejcastéji
zatice p'. [22]

Pro béznou produkei radioizotopt byl vyvinut maly kompaktni 1ékatsky cyklotron.
Jeho wvyuziti spociva zejména v pfipravé radioizotopli pro pozitronovou emisni
tomografii, jako jsou "F, ''C, N a 0. Vyhodou t&chto zafizeni je schopnost
produkovat velké mnoZstvi radioizotopti v relativné kratkém case pfimo na pracovistich
nuklearni mediciny. To je dilezité zejména s ohledem na velmi kratky polocas takto
ptipravenych radionuklida, napf. polo¢as piemény ''C je 20 min, 10 min pro "N

a pouze 2 min pro 0. [26]
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Radionuklidy, které se vyuzivaji pro ptipravu hromadné vyrabénych radiofarmak,

se vyrab¢ji ve velkych produkénich cyklotronech. [22]

6.2.3 Radionuklidy pripravené z generatoru

Generator radionuklidi je zafizeni, které obsahuje na vhodny nosi¢ vazany
matefsky radionuklid, ze kterého nasledné vznika radioaktivni pfeménou radionuklid
dcefiny. Ten je mozné od matefského radionuklidu oddélit eluci vhodnym elu¢nim
¢inidlem na zaklad¢ jejich odlisnych chemickych vlastnosti. Timto zptisobem ziskdme
z generatoru pozadovany radionuklid v ¢isté formé. Takto piipraveny radionuklid se
nasledné miize vyuzit k pfimému pouziti nebo je mozné ho piipojit na vhodny nosic.

Vyhodou radionuklidovych generatort je to, Ze dcefiny radionuklid miZeme takto
pripravovat opakované, a to po dobu, ktera zavisi na polocasu premény radionuklidu
matefského. Ziskané radionuklidy maji kratky polocas, takze pro vySetfovaného
nepiedstavuji riziko ve smyslu vysoké radiacni zéatéze. Aby byla vySetfovanému
zajiSténa bezpecnost poddvaného ptipravku, musi byt radionuklidovy generator sterilni
a bez obsahu pyrogennich latek. Proto se vzdy po pfipravé daného radionuklidu
sterilizuje autoklavovanim.

Radionuklidové generatory jsou snadno pienosné, takze produkce kratkodobych
dcefinych radionuklidi mize probihat pfimo na daném pracovisti bezprostfedné pred
jejich podanim vySetfovanému. [22], [25]

RozliSujeme né€kolik typli generatoril, a to generatory chromatografické, extrak¢ni
a sublimacni. NejpouZivangj$im typem generatoru je typ chromatograficky, a to hlavné
diky jeho malym rozmériim a nendro¢nosti na obsluhu. [22]

Jelikoz je v dne$ni dob& vétdina pouzivanych radiofarmak znacena °°™

Tc, je
nejéastdji pouzivany generator ~Mo-""Tc. Hlavni &ast toho typu generatoru
pfedstavuje kolona naplnéna oxidem hlinitym, na ktery je adsorbovany matetsky
radionuklid *’Mo. Na kolonu je piivadéno eluéni &inidlo coZ je izotonicky roztok
chloridu sodného. Molybden, ktery je pfitomny na koloné¢ ve formé molybdenanu

amonného se pfeméfiuje na technecium (*°™

Tc) ve formé technecistanu amonného.
Naslednou eluci se slabé vazané technecium z kolony vymyje a naopak silné¢ vazany
molybden na kolon¢ zlistdvd a miiZze byt opétovné preménén na dal§i technecium.

Ziskany eluat se muze pfimo podat vySetifované osob€ nebo se mtize pouzit pro ptipravu
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nejriznéjsich radiofarmak. Pouzitelnost tohoto typu generdtoru jsou piiblizné dva
tydny.

Kromé& *Mo-"""Tc generatoru, diky kterému ziskavame radionuklidy s kratkym
poloCasem premény, rozliSujeme jest¢ dalSi generatorové systémy. Jsou to generatory
pro radionuklidy s velmi kratkym polotasem premény, a to generator ° Rb-*""Kr nebo
generatory pro radionuklidy emitujici pozitrony, jako je ®*Ge-**Ga generator. Dalsi
moZné typy jsou napf. '“Sn-'""In generator, ’'Y-*""Sr generator nebo generator

2520y . [22], [25]

6.3 Piehled nejcastéji pouzivanych radionuklidia

6.3.1 Technecium (**™Tc)

V soucasné dobé¢ se vice nez 85 % diagnostickych vySetieni v onkologii provadi za
vyuziti *™Tc znagenych radiofarmak. Potencial tohoto radioizotopu popisuji &etné
preklinické i klinické studie. [49]

Ditvodem pro jeho Casté pouziti jsou zejména jeho témét idealni fyzikalni vlastnosti

a vyhodné jaderné charakteristiky. [25] *°™

Tc je relativné snadno syntetizovano
prostiednictvim komeréné dostupného **Mo-"""Tc generatoru. Vyhodné je zejména to,
ze néklady na tento zptisob vyroby jsou pomérné nizké.

Dalsi pozitivni vlastnosti tohoto radioizotopu je jeho polocas rozpadu, a to 6 hodin.
Tato doba je dostate¢né dlouhd pro syntézu **"Tc-znaenych radiofarmak i pro
provedeni vlastniho vySetfeni, a naopak dost kratkd na to aby pro vySetfovaného
nepiedstavovala velkou radiadni zat&z. *™Tc emituje pouze zéafeni y a jeho energie je
140 keV, coz je energie dostateCna pro prichod télem pacienta a néslednou detekci
zakoncenou zobrazenim vysetfovanych organii. [20], [49]

Existuje n&kolik zpiisob jak radioaktivng znagit peptidy prostiednictvim **™T

C.
Ptimé znaceni je relativné snadné, a provadi se redukci kovu. To je ale mozné pouze
pod podminkou, Ze jsou v peptidové sekvenci piitomné disulfidové mustky. Tato
metoda ma ale n¢kolik nevyhod, a to zejména vznik nestabilnich komplexd a navic
muze byt vazebnd afinita peptidu ovlivnéna chemicky modifikovanymi peptidovymi

strukturami.
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Alternativng mize byt **™Tc zavedeno pomoci bifunkénich chelata¢nich latek, jako
je napft. diethylentriaminpentaoctova kyselina (DTPA). Poté vznika stabilni a specificka
vazba radioizotopu, kterd umoznuje dale zkoumat vlastnosti daného peptidu.

Komplexy s chelatatnimi ¢inidly jsou ale v pomérné velkém mnozZstvi
vychytavany v jatrech a také ve stievé, proto byly vyvinuty nové druhy chelata¢nich

latek na bazi organokovovych sloucenin. [49]

6.3.2 Indium (‘"'In)
"1 je ziskavano z cyklotronu, takze je relativnd snadno dostupné a jeho polodas
rozpadu je 67,9 hodin. Diky dlouhému polocasu rozpadu se Casto pouzivd pro
snimkovani v intervalu nékolika dnl. Jedna se o idealni radionuklid pro znaceni
imunoglobulini. Radionuklid se rozpada elektronovym zachytem s emisi dvou fotont
gama o energii 173 a 247 keV.
Jak jiz bylo uvedeno vyse, byl prvnim schvalenym radioterapeutickym ptipravkem

111 ,
In. Jedna se

pro klinické pouziti analog somatostatinu OctreoScan znaceny praveé

o diagnosticky pfipravek vyuzivany pro identifikaci neuroendokrinnich nadort.
. Foow e v ;111 w7 v . sy . ’

Nicméné¢, 1 kdyZ ma *'In delsi polo¢as rozpadu, je pro zobrazovani neuroendokrinnich

nadord vyuzivan radionuklid *™Tc. [14], [20]

6.3.3 Gallium (*Ga, “Ga, Ga®)

Radioizotopy gallia mohou byt diky svym vlastnostem vyuZzivany jak pro SPECT,
tak 1 pro PET zobrazovani a jsou stale ptedmétem vyznamného zajmu.

%Ga je radionuklid s idealnimi fyzikalnimi vlastnostmi pro pozitronovou emisni
tomografii. Jeho polo€as rozpadu je 9,5 hodiny a je ziskavan z cyklotronu. Jedinou
nevyhodou je to, ze diky jeho kratSimu polocasu rozpadu je nutné mit pro jeho produkci
cyklotron pfimo na oddéleni nuklearni mediciny, aby mohla byt jim znacena
radiofarmaka pfipravovana ptimo na oddéleni ptfed podanim vySetfovanému.

Radionuklid ®’Ga je také produkovan cyklotronem a diky jeho fyzikalnim
vlastnostem je vhodny pro diagnostické zobrazovani. Jeho polocas rozpadu je 3,3 dni
a emituje mnoho fotont y s energii od 91 do 388 keV.

%Ga je radionuklid snadno dostupny pomoci **Ge-**Ga generatoru. M4 velmi
kratky polocas rozpadu, a to 1,13 hodiny. Tento radionuklid se diky svym vlastnostem

pouziva zejména pro pozitronovou emisni tomografii. [14]
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63.4 Ma *Cu)

Radioizotop **Cu je relativng snadno dostupny z cyklotronu nebo generatorového
systému. [20] Jeho polocas rozpadu je 12,7 hodin a béhem rozpadu emituje jak zareni
B o energii 0,651 MeV, tak zafeni B~ o energii 0,578 MeV . Diky jeho vyhodnym
fyzikalnim a radiochemickym vlastnostem je vhodny jak pro pouziti pfi pozitronové
emisni tomografii tak i pro radioterapii. [14], [49]

Kromé izotopu **Cu, se vyskytuji i dalsi reaktivni izotopy mé&di jako jsou napf.
0Cu, ®'Cu, “*Cu a *'Cu. Jejich polo¢asy rozpadu se pohybuji v rozmezi od 9,8 minut aZ

po 61,9 hodin. [20]

6.3.5 Fluor (*F)

Radioizotop nekovového prvku fluoru (‘°F) je pouzivan pro diagnostické ucely a to
zejména diky jeho vyhodnym fyzik4lnim a radiochemickym vlastnostem. Jeho polocas
pfemény je 1,83 hodiny. Konkrétné je tento radioizotop pouZzivan pro pozitronovou
emisni tomografii.

Jelikoz se jedna o kratkodoby radioizotop, musi byt jeho syntéza rychld. Nicméng,
je ale jeho syntéza pomérné ¢asoveé narocna a zahrnuje nékolik krokt. Navzdory tomuto
omezeni bylo piipraveno n&kolik uZite¢nych peptidi znacenych "F a to zejména

analogl somatostatinu. [49]

6.3.6 Yttrium (*°Y, *Y)

%Y je snadno dostupny radionuklid ziskavany z cyklotronu. M4 stfedné dlouhy
polo¢as rozpadu, a to 14,7 hodiny a emituje zafeni B". Jedna se o radionuklid pouzivany
pro zobrazovani pomoci pozitronové emisni tomografie. [14], [20]

Radioizotop *°Y je mozné ziskat z vhodného generatorového systému. Jedna se
o Cisty P zafi¢ s polocasem rozpadu 64,1 hodiny. Je to pravdépodobné nejpouzivangjsi
radionuklid pro cilenou radioterapii pouzivany v klinickych studiich. Byl pouzit pro
1é¢bu raznych typti naddorti véetné non-Hodgkinského lymfomu, nadoru mozku, jater,
tlustého stfeva, prsu, vajecniku nebo prostaty. Mize byt pouzivan také pro zobrazovani

solidnich tumor. [20], [49]
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6.3.7 Lutecium (‘"’Lu)

Nejéastéji pouzivanym izotopem lutecia je pravé izotop ''Lu. Jeho polo&as
rozpadu je 160,8 hodin. Kromé¢ toho, ze emituje ¢astice B~ s energii 479 keV, tak navic
vysiléa 1 paprsky v jejichz energie je 113 a 208 keV. Diky jeho fyzikdlnim a chemickym
vlastnostem se jednd o idedlni terapeuticky radionuklid. Vyhodny je jeho dlouhy
polocas rozpadu, ktery poskytuje dostatecné dlouhou dobu na ptipravu a aplikaci
radiofarmaka.

Radioizotopem '"’Lu jsou naptiklad znaleny analogy neurotensinu, které jsou
pouzivané pfi terapii nadorti pankreatu, vici nimz vykazuji specifickou aktivitu. [20],

[31], [49]

6.3.8 Promethium (‘*Pm)

Promethium (‘*’Pm) fadime do skupiny radiolanthanoidt. Jeho polodas pfemény je
53 hodin, emituje zafeni B~ o energii 1,07 MeV a také paprsky y s energii 286 keV.
Vysokd specifickd aktivita tohoto radionuklidu je vhodna pro cileni na specifické
receptory, které¢ v omezeném mnozstvi nalézame na mnoha nadorovych bunkach.

Jedina nevyhoda radionuklidu '*Pm spogiva vjeho vysokych nakladech na

pofizeni, coz omezuje jeho dostupnost pro klinické vyuziti. [20]

6.3.9 Rhenium ("*°Re, '¥Re)

Radioizotop '**

Re je produkovan ve vhodném generatorovém systému. Jeho
polocas rozpadu je 16,94 hodin, emituje zafeni B~ o energii 2,12 MeV a energie
vyzateného paprsku y je 155 keV. Pro jeho atraktivni fyzikalni vlastnosti a Sirokou
dostupnost je v nuklearni medicin€é vyuzivan pro terapeutické tucely.

Dalsim izotopem rhenia vhodnym pro terapeutické ucely je '

Re. Je produkovan
v jaderném reaktoru a jeho polocas rozpadu je 3,7 dne. Pfi jeho rozpadu dochézi k emisi
B, kdy hodnota maximalni energie je 1,07 MeV a energie emitované¢ho y fotonu je
137 keV. I pies jeho vyhodné fyzikalni charakteristiky se izotop '**Re pro terapeutické

aplikace pfili§ nevyuziva kvili jeho nizké specificité. [14]
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6.3.10 Rhodium (‘*Rh)

Zajem o radionuklid '®Rh pro terapeutické vyuziti vzrista aZ v poslednich nékolika
letech. Radionuklid je produkovan v jaderném reaktoru a jeho polocCas rozpadu je
36 hodin. Emituje dvé B~ Castice, a to o stfedni (0,56 MeV) a nizké (0,25 MeV) energii.
[14]
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7 Peptidy

7.1 Definice peptidi

Peptidy jsou relativné malé molekuly sklddajici se z rizného poctu aminokyselin,
které jsou navzajem spojené peptidovymi vazbami. Pocet aminokyselin v jednom
peptidu miize byt velmi variabilni. Od proteint se lisi tim, ze vétSina z nich nema dobfte
definovanou tercialni strukturu. Peptidy se vyskytuji jak ve své pfirozené fyziologické
podob¢, tak mohou byt vyrobeny synteticky jako nové molekuly. V soucasné dob¢ je
pocet synteticky pfipravenych peptidi velmi vysoky.

Jelikoz se obvykle jednd o hydrofilni molekuly, vyznacuji se vynikajici
permeabilitou, coz jim umoziuje snadny a rychly pfistup do mista naddoru. Jedinou
vyjimku predstavuje hematoencefalickd bariéra, kterou pokud je neporusend, peptidy
nemohou pronikat. Toto je dllezité zejména proto, aby se radioaktivné znacené peptidy
nedostdvaly do mozku, ktery exprimuje receptory pro vétSinu peptidovych hormonil
amohlo by dochazet k vedlejSim ucinklim na centralni nervovy systém. Jak ale bylo
prokazano u gliomii mozku, pokud je hematoencefalickd bariéra narusend mohou ji
peptidy proniknout a navazat se na specificky receptor.

Mezi fyziologicky se vyskytujici peptidy patii podskupina tzv. regulacnich peptidi.
Skupina regulacnich peptidii zahrnuje napf. neuropeptidy vyskytujici se v mozku,
sttevni peptidové hormony nebo peptidy pfitomné v endokrinnim systému. Regulatorni
peptidy tedy ptedstavuji Sirokou skupinu rozdilnych molekul, které v lidském téle
pusobi na rizné cile a to jiz ve velmi nizkych koncentracich. Peptidy jsou cileny
zejména na mozek a gastrointestinalni trakt, ale také na endokrinni systém, ledviny,
plice, imunitni a vaskularni syst¢ém a periferni nervovy systém. Na zaklad¢ téchto
poznatkil je mozné usoudit, Ze regulacni peptidy fidi a moduluji funkci téméf vSech
dilezitych organt a metabolickych procest.

Uginek téchto peptidi je zprostiedkovan prostiednictvim specifickych receptori,
které se vyskytuji na membrané bunék. VétSina téchto specifickych receptort patii do
skupiny receptorii spiazenych s G proteinem.

Vylucovani peptidd ztéla se obvykle déje prostiednictvim rendlni nebo
hepatobiliarni exkrece. Zpisob vylucovani zavisi na typu peptidu a zaroven na

provedenych strukturalnich modifikacich.
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Regulatorni peptidy hraji dalezité role jak za normalnich fyziologickych podminek,
tak 1 v patologickych procesech. Mohou se podilet napt. na vzniku a rozvoji zanétu, ale

uplatnuji se 1 pfi vyvoji a progresi nddorového bujeni. [39]

7.2 Historie pouZivani radioaktivné znacenych peptidi a protilatek

Poté co byla prokazana exprese receptort riznych regulacnich peptidi na lidskych
nadorech, byla zahajena aplikace téchto peptidii jako diagnostickych nebo
terapeutickych radiofarmak. [49]

Syntéza peptidi byla poprvé popséna pred vice nez 40 lety, a to nositelem
Nobelovy ceny Brucem Merrifieldem. Vyuziti radioaktivné znacenych peptidi pro
diagnostiku a terapii naddort se stalo popularni az zhruba pted deseti lety, kdy se jako
alternativa k radioaktivné znaCenym protilatkdm objevil analog somatostatinu,
konkrétng '**I-[7]-octreotid, coz byl historicky prvni klinicky testovany radioaktivné
znaceny peptidovy hormon. [20], [49]

Somatostatin byl poprvé izolovan z hypotalamu ovci v 70. letech. Prvni schvéleny
a komerén& dostupny piipravek pro zobrazovani nadorti byl ['''In-DTPA]-octreotid
(OctreoScan) registrovany v roce 1994 a vyuZival se zejména u neuroendokrinnich
nadord. Tento analog somatostatinu nahradil diive pouzivany '*’I-Tyr’-octreotid, ktery
byl poprvé popsadn Krenningem a spolupracovniky. ['"'In-DTPAJ-octreotid ma oproti

123I—Ty1r3—octreotidu fadu vyhod, a to zejména delSi biologicky

diive pouZivanému
polocas a niz§i akumulaci v jatrech, gastrointestinalnim traktu a Zlu¢niku. [49]

Jako jeden zprvnich gastrointestinalnich hormond byl pavodné z praseciho
dvandctniku izolovan cholecystokinin. Jeho sekvenovanim se ukdzalo, ze je ptfibuzny
jinému gastrointestinalnimu hormonu, a to gastrinu. [8]

Gastrin poprvé identifikoval vroce 1905 John Sydney Edkins, jako stimulant
sekrece zalude¢ni kyseliny. DalSich Sedesat let trvalo, nez byl Gregorym a Tracym
charakterizovan a izolovan amidovany gastrin (G-17 a G-37). [9]

Peptidovy hormon bombesin (BBS) byl poprvé izolovan z Zabi klize v roce 1971.
Vroce 1979 byl objeven jeho protéjSek gastrin uvolnujici peptid (GRP), ktery byl
izolovan z zaludku prasat. V poslednich letech bylo vyvinuto n¢kolik analogt
bombesinu. Tyto analogy byly znaceny rtiznymi radioizotopy, jako napt. '''In, '“Rh

nebo ™ Te. [49]
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Vasoaktivni intestindlni peptid (VIP) byl poprvé izolovan z tenkého stfeva v roce
1970. V 80. letech byla prokazana nadmérna exprese VIP receptorti u nékolika lidskych
nadort. V roce 1994 Virgolini a spolupracovnici pouzili poprvé 'ZI-VIP in vivo. O dva
roky pozd¢ji Pearce a kolektiv syntetizovali metabolicky stabilngj$i VIP analogy.

Neuropeptid Y (NPY) byl izolovan poprvé v roce 1982 z prase¢iho mozku. Muze
byt vyuzit jak pro diagnostiku, tak 1é¢bu nadora prsu a neuroblastom?l. [49]

Ve vyvoji radiofarmak pro pozitronovou emisni tomografii, ma vyznamnou roli
radioaktivni izotop fluoru (‘°F), ktery poprvé izoloval Snell. Béhem poslednich let
vyznamngé narostlo jeho klinické vyuziti, zejména uziti '*F-deoxyglukosy v onkologii.
Je to hlavné diky jeho vhodnym fyzikalnim a jadernym vlastnostem. [26]

V uplynulych letech bylo v preklinickych a klinickych studiich vyvinuto
a zkoumano mnoho peptidii, z nichz nékteré maji antiproliferaéni a antiapoptické
ucinky a v budoucnu se mohou stat slibnymi nastroji v diagnostice i terapii lidskych
nadord. Nékteré peptidové hormony vhodné pro diagnostické a terapeutické ucely
spole¢né s jejich rokem objeveni a popisem vyuziti jsou uvedeny nize viz. tabulka ¢. 2.
[20]

Pted vice nez 25 lety bylo zavedeno do praxe pouziti monoklonalnich protilatek,
jako specifickych nastroji pro cileni nddorovych bun¢k. Béhem nasledujiciho desetileti,
se ale objevily jisté pochybnosti o tom, zda jsou opravdu schopné plnit ocekdvané
funkce. Nicméné né&které jejich problémy se podafilo vyfeSit a pfinejmensim
v nékterych oblastech jako je napt. 1é¢ba hematologickych malignit jsou znacené
monoklonalni protilatky nebo jejich fragmenty vyuzivany. [5]

Pouzivani monoklonélnich protilatek bylo omezeno zejména kvuli jejich pomalé

krevni clearence, vzhledem k jejich vysoké molekulové hmotnosti (140-160 kDa). [20]
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First

Peptide Amino Acids Tumor
Reported
Somatostatm 1973 14 Neuroendocrine tumor. neuroblastoma. renal cell carcinoma, small cell lung cancer,
breast cancer, prostate cancer, malignant lymphoma, brain tumor
Bombesin 1971 14 Prostate cancer, breast cancer. small cell lung cancer, colon cancer, glioblastoma. gastric cancer
Gastrin releasing 1979 27 Prostate cancer, breast cancer, small cell lung cancer, melanoma
peptide (GRP)
VIP 1970 28 Cancer of lung. stomach. colon. rectum, breast, prostate, pancreatic ducts, liver and urinary bladder, neo-
plasm
Neuropeptide Y 1982 36 Neuroblastoma, glioblastoma, breast cancer, ovarian adenocarcinoma, ovarian sex cord-stromal tumor,
gastrointestinal stromal tumor. nephroblastomas. renal cell carcinoma. paraganglioma, pheochromocytoma
Neurotensin 1973 Linear tridecapeptide Small cell lung cancer. colon cancer. thyroid cancer, breast cancer carinoma, meningiomas. ewing sarcoma,
astrocytoma, medulloblastoma
a-MSH 1955 Linear tridecapeptide melanoma
Substance P 1931 11 Bronchial carcinoids, small cell lung cancer. brain tumor
CCK 1968 33 Colorectal cancer, pancreatic cancer, small cell lung cancer. medullary thyroid carcinoma, some stromal

ovarian cancer, astrocytomas

Tabulka ¢. 2: Potencialni nadorové zamérené peptidové hormony pro diagnostiku a

lécbu ruznych nadoru. [49]

7.3 Vyznam peptidi a jejich receptori u nadorovych onemocnéni

Diivodem z4jmu o peptidy a peptidové receptory je moznost cileni na konkrétni

receptory, které jsou Casto exprimovany na mnoha typech lidskych novotvar. Lze

prokézat to, Ze peptidové receptory jsou nadmérné exprimovany na nadorovych

bunkach ve srovnani s jejich expresi na buitkdch normalni tkané. [39]

Aby se peptidové hormony daly pouZit jako radiofarmaka, musi spliiovat urcité

podminky. Nejdiilezitéjsi podminkou je dostate¢na exprese specifickych receptorti na

nadorovych bunkéch, to znamena, Ze hustota receptorti v nddorové tkani musi byt

vysoka. Dale by peptid mél mit k receptoru vysokou vazebnou afinitu a to 1 v pfipade¢,

ze se jedna o néktery ze specifickych podtypii daného receptoru. [49]

Jak jiz bylo feCeno, vyskytuji se podtypy raznych receptorti, které mohou byt

o~

kodovany na odliSnych chromosomech. Ptislusné ptirozené ligandy se vazi s podobnou

nebo dokonce stejnou afinitou ke vSem receptorovym podtyptim. To ale neplati

u chemicky modifikovanych syntetickych analogii, které jsou casto vysoce selektivni

pouze pro jeden nebo n€kolik téchto podtypt. [4]

Urc¢ité pozadavky jsou kladeny také na samotnou chemickou syntézu radiofarmak.

Vétsina radiofarmak je znacena kratkodobymi radionuklidy, proto musi byt metody

jejich ptipravy proveditelné v relativné kratké dobé a vzniklé produkty by mély mit
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vysokou stabilitu. Cilem radioaktivniho znaceni je rychly a vysoky pfijem znaceného
radiofarmaka nadorem, ale zaroven je tifeba zajistit, aby se radioaktivni peptid
neakumuloval ve zdravé tkéni.

Vyhodou peptidl je to, ze jsou odolné 1 viici nepiiznivym chemickym reak¢énim
podminkam, kterym mohou byt vystaveny pfi zavadéni radionuklidu. Déle jsou rychle
uvolnovany zplazmy a oproti proteinim jsou mén¢ imunogenni. Nevyhodami
peptidovych hormonii je jejich omezenéd biologickd dostupnost nebo mozné vedlejsi
ucinky. Za dalsi nevyhodu mize byt povazovana nemoznost peroralni aplikace.

Peptidové hormony jsou v krvi rychle metabolicky inaktivovany, jelikoz jsou
proteolyticky degradovany pritomnymi peptiddzami. Obvykle dojde k jejich uplné
degradaci jiz béhem né¢kolika minut. Peptidy jsou degradovany nejenom v krvi, ale dale
také v jatrech a ledvindch. Je tedy obtizné zajistit to, aby dochézelo k jejich
dostatecnému vstfebavani v cilové tkani. Kvali tomu jsou vyvijeny metabolicky
stabilngj§i peptidové hormony. Upravy, kterym proto peptidy podléhaji, zahrnuji ¢asto
modifikace aminokyselinovych sekvenci. Dilezit¢é je to, Ze tyto Upravy nijak
neovliviiuji vazebnou afinitu peptidu na pfislusny receptor. Metabolicka stabilita
peptidi mize byt zvySena nékolika riznymi zplisoby, a to napfiiklad zavedenim
nepfirozenych aminokyselin, amidaci jejich C-konce, ¢asteCcnou nebo kompletni
cyklizaci, fosforylaci aminokyselin nebo modifikaci postrannich fetézct.

Je dulezité zajistit rovnovahu mezi pomalou a rychlou proteolytickou degradaci
peptidi. Peptid, ktery by podléhal degradaci priiliS rychle, se nebude dostate¢né
v nadoru akumulovat a naopak peptid, ktery je metabolicky stabilni se bude
v organismu zadrzovat velmi dlouho, jelikoZ jeho uvoliovani z krve bude pomalé. [35],
[49]

K ¢emu dochézi v téle pacienta po aplikaci radioaktivné znaceného peptidu, je

zobrazeno na obr. €. 1.
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Peptide Receptor Targeting of Cancer

Cancer Cell

Obr. ¢. 1: Radioaktivné znaceny peptid je injekcné aplikovan pacientovy a dochdzi
k jeho distribuci v celém téle. Pokud je v téle pritomny nador, jehoZ buiiky exprimuji
odpovidajici peptidovy receptor, peptid se na néj navaze (P-R) a internalizuje se
s receptorem do bunky, kde se akumuluje radioaktivita. Nahromadeénd radioaktivita je

nasledné detekovana pri celotélovéem snimkovani. [39]

7.4 Podminky pro terapii receptorové specifickymi radioaktivné
znacenymi peptidy

Zda je pacient trpici nadorovym onemocnénim vhodnym adeptem pro 1écbu
radioaktivnimi receptorové specifickymi peptidy rozhoduji néasledujici dvé kritéria, a to
kritéria klinickd a molekularné biologicka.

Pacienti splnujici klinickd kritéria jsou ti, ktefi jiz byli 1é€eni jinym zpiisobem, jako
je napf. chemoterapie, kterd ale nebyla uspéSnd, nebo se u nich vyskytuji tézko
operovatelné nebo neoperovatelné nadory a jejich metastdzy. Vhodnymi kandidaty jsou
také pacienti trpici mozkovym nadorem, kde selhala pfedchozi chirurgicka lécba.

Zakladnim molekularné biologickym kritériem je pfitomnost odpovidajiciho
peptidového receptoru na konkrétnim typu nddoru a jeho metastazadch ve vysoké
hustoté. Exprese dané¢ho peptidového receptoru je velmi heterogenni, to znamend, ze
nekteré oblasti nadoru vykazuji vysokou hustotu daného receptoru a jiné oblasti
receptory postradaji. Vhodnym cilem pro terapii radioaktivné znacenymi peptidy je tedy

takovy nador, ktery exprimuje specifické receptory homogenné. Dllezitym faktorem je
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také to, zda se jednd o néktery z podtypt daného receptoru. Zde je duilezité, aby se
peptid vazal s dostatecnou afinitou pravé k pfitomnému receptorovému podtypu. Pro
uspesnou 1écbu by mél pritomny nador vykazovat dostatecnou radiosenzitivitu.

Pacienti jsou tedy vybirani na zéklad¢ hustoty exprimovanych receptorii na daném
typu nadoru a nasledné na zdkladé provedené scintigrafie, jejimz vysledkem je
potvrzeni mista primarniho nddoru a metastdz a rovnéz vyhodnoceni hustoty receptorti
v konkrétnim typu nadoru.

Klinické studie vykazuji nejvyssi uCinnost 1éCby u pacientl, jejichz nadory
exprimuji somatostatinové receptory a v mensi mife receptory cholecystokininu,

konkrétné CCK2. [40]

7.5 Struktura peptidového receptorové specifického radiofarmaka

Typicka struktura radiofarmak na bazi peptidit vyuzivanych pro 1é¢bu a diagnostiku
nadord, kterd je zaroven zobrazena na obr. €. 2, se obvykle sklada ze ¢tyr ¢asti. Prvni
¢asti je vlastni peptid, ktery musi mit takové strukturni rysy, které jsou nutné pro vazbu
na pfislusny receptor. Druhou ¢ast pfedstavuje tzv. spojka (spacer nebo linker), ktera ale
neni vzdy nezbytnou soucésti. D4 se pouzit pro Gpravu farmakokinetickych vlastnosti
peptidu a zaroven zajiStuje pozadovanou vzdalenost peptidu od bifunkéniho
chelatacniho Cinidla. Tteti ¢asti je vySe zminé€né bifunkéni chelatacni ¢inidlo (BFCA),
které tvoii most mez peptidem a radionuklidem. Obsahuje dvé vazebnd mista, kdy jedno
slouzi k ptipojeni chelatatniho c¢inidla pfes spojku s peptidem a druhé pro vazbu
radionuklidu. Ctvrtou &ast predstavuje vhodny radionuklid, ktery slouZi jako zdroj

zafeni. [20], [49]
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Obr. ¢. 2: Cilova struktura radiofarmaka na bazi peptidu vyuzivaného pro diagnostiku
nebo lécbu nadoru. Peptid je pripojeny k chelatacnimu cinidlu primo nebo pomoci
spaceru a chelatacni cinidlo vytvari komplex s radionuklidem. Takto pripravené
radiofarmakum se muZe vazat na specifické receptory exprimované na riiznych

nadorech. [49]

7.6 Metody radioaktivniho znaceni

Existuje n€kolik moZnosti jak pfipojit radionuklid k danému peptidu. RozliSujeme

tt1 hlavni pfistupy:
1. ptfimé znaceni,
2. ptedznaceni (znaceni pied konjugaci),
3. post — znaceni (znaceni po konjugaci).

Kazdy z téchto vySe uvedenych ptistupi ma své vyhody a nevyhody. Pii volbé
vhodné metody je diilezité zohlednit typ peptidu a vlastnosti piislusného radionuklidu.
[20]

Metoda pfimého znaceni se vyuzivd zejména u vyroby radiofarmak znafenych
#mTe. Jedna se o relativng Easové nenaroény a snadny pristup pro znadeni peptidii, nebo
také proteini. Pfi tomto zplsobu znafeni neni potieba Zadné exogenni chelatacni
¢inidlo. Pro vazbu radionuklidu se vyuzivaji funkéni skupiny pfirozené se vyskytujici
v sekvenci peptidového fetézce. Pii této metod€ se vyuziva redukéni Cinidlo, které

rozrusi disulfidové miistky a na vzniklé volné thioly se miiZze vazat radionuklid.
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Tato metoda ale vykazuje n€kolik nevyhod. Za hlavni nevyhodu je povazovano to,
ze neni vhodna pro peptidy, které neobsahuji disulfidové mustky. Dal§im omezenim je
to, ze vprubéhu znaCeni muze dojit ke zménam ve struktufe, stabilité
a farmakokinetickych vlastnostech zna¢ené¢ molekuly, jelikoz proces znaceni je obtizné
kontrolovatelny. Metoda pfimého znaceni je vhodna pro znaceni velkych proteinii, jako
jsou monoklonalni protilatky a jejich fragmentl. Pro znaceni menSich peptidi se
metoda pifimého znaceni ptilis nevyuziva, protoze bud’ neobsahuji disulfidové mustky,
nebo si po probéhlé redukci neudrzi dostatecnou vazebnou aktivitu. [14], [20]

DalSim pfistupem je metoda pfedznaceni. Metoda se skladd ze dvou po sobé
nasledujicich krokti. V prvnim kroku vznikd komplex BFCA-radioizotop a nésledné ve
druhém kroku dochazi ke vzniku kovalentni vazby mezi timto komplexem a danym
peptidem. Radionuklid je pfipojen pfimo k chelatacnimu ¢inidlu a ne k peptidu, jelikoz
popsané kroky jsou provadény oddélené. Tento pfistup je, ale velmi slozity a Casové
narocny, takze neni vhodny pro zavadéni radionuklidi s kratkym polo¢asem piremény.
Pro radioaktivni znaceni peptidil je metoda pfedznaceni pouZzivana velmi ziidka.

Poslednim pfistupem je znaceni po konjugaci. Metoda je zaloZend na navazani
peptidu kovalentni vazbou k bifunkénimu chelataénimu ¢inidlu. K vazbé dochazi bud’
ptimo, nebo je vyuzit spacer. Vzniké tedy komplex BFCA-peptid. Radionuklid je poté
navazan na volnou skupinu chelata¢niho cinidla. Bifunkéni chelata¢ni cinidlo je
pfipojeno na N- nebo C-konec peptidu nebo na postranni aminokyselinovy fetézec. Pti
ptipravé radioaktivné znacenych peptidi jako radiofarmak je tento pfistup
nejpouzivanési. [20], [49]

Posledni dva uvedené zpiisoby znaceni, a to znaceni po konjugaci a metoda

pfedznaceni, jsou pro ilustraci zobrazeny na obr. €. 3.
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Obr. ¢. 3: Zpiisoby radioaktivniho znaceni. A) Znaceni po konjugaci. Chelatacni cinidlo
Jje pripojeno k N — konci nebo postrannimu retézci peptidu a nasledné je ke vzniklemu
komplexu pripojen radionuklid. B) Metoda predznaceni. K chelatacnimu cinidlu je
navazan radionuklid a az poté je tento komplex pripojen k N — konci nebo postrannimu

retézci peptidu. U obou zpusobu znaceni miize nebo nemusi byt vyzZit spacer. [49]

7.7 Chelata¢ni ¢inidla

Pro radioaktivni znaceni peptidovych hormonti je dilezita pritomnost bifunkéniho
chelata¢niho ¢inidla. Jedna se o latky se dvéma potencidlnimi vazebnymi misty. Na
prvnim vazebném mist€ se nachdzi funkéni skupina, kterd je schopna navazat piislusny
peptid a druhé vazebné misto obsahuje vhodnou skupinu pro navazani radionuklidu.

Bifunk¢ni chelataéni Cinidla musi spliiovat nékolik podminek. Musi byt teplotné
stabilni a vznikly komplex radioizotop-BFCA by mél byt kineticky inertni. Dodrzeni
téchto podminek je nezbytné pro vysokou akumulaci zna¢eného peptidu v nadorové

tkani. [49]

7.7.1 Diethylentriaminpentaoctova kyselina

Bifunkéni chelatacni ¢inidlo diethylentriaminpentaoctova kyselina (DTPA), jehoz
struktura je uvedena na obr. €. 4, patii mezi acyklické polyaminokarboxylové kyseliny.
Zajem o toto Cinidlo vzrostl zejména po UspéSném pouziti piipravku OctreoScan
('""In-DTPA-octreotid) pro diagnostiku nadorti, které exprimovaly somatostatinové
receptory. [14]

DTPA miiZze byt pfipojeno jak k vétSim proteinim, jako napf. albumin nebo

protilatky, tak k malym peptidim. NejvyS$i in vivo stabilitu vykazuji komplexy
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"n. Kineticky stabilni jsou také komplexy

DTPA-peptid s navazanym radionuklidem
DTPA-peptid znadené *°Y. Naopak **Tc ma k vazebnym mistiim tohoto chelatatniho
¢inidla nizkou afinitu, a proto se ke znaceni komplexit DTPA-peptid pfili§ nevyuziva.

[20]

/
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Obr. ¢. 4. Struktura chelatacniho cinidla diethylentriaminpentaoctova kyselina (DTPA).
[15]

7.7.2 Tetraazacyklododekantetraoctova kyselina

1, 4, 7, 10-tetraazacyklododekan-1, 4, 7, 10-tetraoctova kyselina (DOTA), jejiz
struktura je zobrazena na obr. €. 5, se fadi mezi makrocyklickéd chelata¢ni ¢inidla. Ve
srovnani s acyklickymi chelatory jsou komplexy s makrocyklickymi chelataénimi
Cinidly stabilngjsi. [15]

Komplexy s timto chelatacnim ¢inidlem jsou vyuZivané zejména pro terapeutické
ucely. Je to dano tim, Ze komplexy DOTA-peptid mohou byt znaceny radionuklidy Y,
"Lu a "I, za vzniku stabilnich sloudenin. Bylo prokazano, Ze komplexy
DOTA-peptid znatené *°Y vykazuji in vivo velmi dobré farmakokinetické vlastnosti.
DOTA muiZe vézat i diagnostické radionuklidy a to, “*Cu nebo **Ga. Nevyhodou je, e
pfi tomto zplsobu znaceni miZe dojit k poskozeni peptidu, a to kvilili nutnosti zahtivani.
[20], [41], [49]

Bylo vyvinuto n&kolik derivati tohoto bifunkéniho chelata¢niho ¢inidla, a to na
zéklad¢é obsahu 4 volnych karboxylovych skupin v molekule DOTA. Ptikladem muze
byt  komeréné¢  dostupny a  Siroce  vyuzivany  derivat DOTA, .
DOTA-tris(terc-butyl)ester, obsahujici 3 terc-butylové skupiny. [49]

38



Oy -OHHO. 0

¥ II'.
/ \
\ /! 4

[« N N

A
N

| S—

)
|

..
/ \‘xq P
[S1F1i2

=

0] OH O

Obr. ¢. 5: Struktura chelatacniho cinidla 1, 4, 7, 10-tetraazacyklododekan-1, 4, 7, 10-
tetraoctova kyselina (DOTA). [15]

7.7.3 Tetraazacyklotetradekantetraoctova kyselina

Chelatac¢ni ¢inidlo 1, 4, 8, 1l1-tetraazacyklotetradekan-1, 4, 8, 11-tetraoctova
kyselina (TETA), jehoZ struktura je zobrazena na obr. ¢. 6, se nejCastéji vyuziva pro
vazbu radionuklidi médi. Méd’ totiz poskytuje fadu radionuklidi od 60Cu, 61Cu, 62Cu,
%%Cu az po ®’Cu, které maji Siroké rozpéti poloast piemény a jsou vhodné jak pro
diagnostické, tak pro terapeutické ucely. [20]

Komplexy TETA-peptid vykazuji in vivo vys§i stabilitu neZz komplexy
s chelata¢nim ¢inidlem DTPA. [49]

Obr. ¢. 6: Struktura chelatacniho cinidla 1, 4, 8, 11-tetraazacyklotetradekan-1, 4, 8, 11-
tetraoctova kyselina (TETA). [49]
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7.74 1,4, 7-triazacyklononan-1, 4, 7-trioctova kyselina

Po popsani chelata¢niho €inidla 1, 4, 7-triazacyklononan-1, 4, 7-trioctova kyselina
(NOTA) a jejich analogt pro jejich pouziti jako radiofarmak, byly popsany komplexy
NOTA-peptid znacené radionuklidy *’Ga a '''In. Toto chelatatni &inidlo bylo také
vyuzito pro znaceni protilatek a jejich fragmentl vySe uvedenymi radionuklidy. [20]

Struktura uvedeného chelata¢niho ¢inidla je uvedena na obr. €. 7.

CO,H

g

O
~ N N

Obr. ¢. 7: Struktura chelatacniho cinidla 1, 4, 7-triazacyklononan-1, 4, 7-trioctova

kyselina (NOTA). [49]

HO,C CO,H

7.7.5 6-hydrazinonikotinova kyselina
6-hydrazinonikotinova kyselina (HYNIC), jejiz struktura je zobrazena na obr. €. 8§,
patii mezi oblibena bifunkcni chelatacni c¢inidla pro znafeni peptidi a proteinli

radionuklidem "™

Tc, a to zejména diky jeho flexibilit¢ pouziti a atraktivnim
vlastnostem vzniklych radiofarmak. [21] Jako prvni bylo HYNIC s navézanym ~™Tc
pouzito ke znaceni polyklonalnich protilatek t¥idy IgG. Poté se HYNIC zacalo pouZivat
ke konjugaci s nejriznéjSimi biomolekulami, jako napf. s dalSimi protilatkami,
chemotaktickymi peptidy, analogy somatostatinu a mnoha dalSimi biomolekulami. [14]
HYNIC muze zaujimat pouze jedno nebo dvé koordinacni mista na radionuklidu,
proto je pro tvorbu stabilniho komplexu nezbytné pouziti koligandu. [14] Mezi dva
nejpouzivanéjsi koligandy patii tricin a ethylendiamin-N-N"-dioctova kyselina (EDDA).
Homogenni komplexy stabilni jak in vitro, tak in vivo vznikaji za pouziti EDDA jako
koligandu. Vyssi stabilita ptipravku pfispiva i k lepSimu cileni na nadorovou tkan
in vivo. Nevyhodou pfi tvorbé€ slou¢enin s timto koligandem je nutné zahfivani béhem
procesu znaceni, kdy mize dojit k naruseni terciarni struktury zejména vétSich peptidi.
Slouceniny s tricinem se naopak mohou pfipravovat pii pokojové teploté, ale vzniklé

komplexy maji celkové nizsi stabilitu. [21]
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Obr. ¢. 8: Struktura chelatacniho cinidla 6-hydrazinonikotinova kyselina (HYNIC). [49]

7.7.6 4, 11-bis(karboxymethyl)-1, 4, 8, 11-tetraazabicyklo [6, 6, 2] hexadekan
Chelatacni ¢inidlo 4, 11-bis(karboxymethyl)-1, 4, 8, 11-tetraazabicyklo [6, 6, 2]
hexadekan (CB-TE2A) je pouzivano pro znaceni peptidi zejména radionuklidem %Cu
ajeho struktura je uvedena na obr. & 9. V porovnani s konjugatem ®*Cu-TETA
vykazuje konjugat ®*Cu-CB-TE2A zvysenou kontinualni clearence z krve, jater a kostni
dfené. Byla také zkouména stabilita tohoto chelatacniho ¢inidla in vivo v porovnéani
s chelata¢nim cinidlem DOTA. Studie provadénd u mysi s karcinomem prostaty
prokazala vyssi clearence komplexu s chelatacnim ¢inidlem CB-TE2A oproti komplexu

ve kterém bylo pouzito chelatacni ¢inidlo DOTA. [49]

/—\ ,—COH
N N
(L

Ho,c—~ \__/

Obr. ¢. 9: Struktura chelatacniho cinidla 4, 11-bis(karboxymethyl)-1, 4, 8, 11-
tetraazabicyklo[6, 6, 2] hexadekan (CB-TE2A). [49]

7.7.7 3,6,9,15-tetraazabicyklo [9. 3. 1.] pentadeka-1 (15), 11, 13-trien-3, 6, 9-
trioctova kyselina
Chelatacni ¢inidlo 3, 6, 9, 15-tetraazabicyklo [9. 3. 1.] pentadeka-1 (15), 11, 13-
trien-3, 6, 9-trioctova kyselina (PCTA), jehoz struktura je zobrazena na obr. €. 10, je
diky svym vlastnostem velmi vhodné pro vyuziti v nuklearni medicing, a to zejména

v ptipadech kde je nutna rychléd tvorba komplexu za mirnych reakénich podminek. [43]
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Toto ¢inidlo tvofi komplexy s kovy, jako jsou lutecium, indium nebo yttrium a to
mnohem rychleji v porovnéni s chelata¢nim ¢inidlem DOTA. Rovnéz vykazuje rychlou
kinetiku tvorby chelati.

Komplexy PCTA-peptid jsou usp&n& znaGeny radionuklidem '"Lu, kdy za
optimalizovanych podminek lze dosdhnou velkého vytézku znaceni. Komplex
PCTA-""Lu je dle provedenych in vitro studii vysoce stabilni jak ve fyziologickém
roztoku, tak v séru. Biodistribuc¢ni studie provadéné u mysi ukazuji, zZe tento komplex
neni vyznamné vychytdvan v zadném Zzivotné dulezitém organu. Jako jediné misto
vychytavani byla identifikovéana jatra a stfeva. Vyssi vychytavani komplexu v jatrech
nastava pravdépodobné v dusledku toho, ze komplex je malo hydrofilni.

Toto bifunkéni chelataéni ¢inidlo se mize pouzit 1 ke znaceni teplotné citlivych
biomolekul, jako jsou naptf. monoklonalni protilatky, a to diky tomu, Ze radioaktivni
znaceni probiha pii pokojové teploté a nemusi tedy dochazet k zahtivani.

Vysledky klinickych studii dokazuji, ¢ PCTA-NSC zna¢ené radionuklidem '""Lu

muze byt vhodné bifunkéni chelataéni ¢inidlo pro klinické vyuziti. [37]
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Obr. ¢. 10: Struktura chelatacniho cinidla 3, 6, 9, 15-tetraazabicyklo [9. 3. 1.]
pentadeka-1 (15), 11, 13-trien-3, 6, 9-trioctova kyselina (PCTA). [43]
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7.8 Somatostatin

7.8.1 Charakteristika

Somatistatin  je maly cyklicky peptid, ktery je pfitomny zejména v centralnim
nervovém systému, véetné hypotalamu, mozkové kiry a mozkového kmene, kde plisobi
jako neurotransmiter. Krom¢ CNS ho mizeme nalézt i v dalSich systémech, jako je
gastrointestinalni trakt, exokrinni a endokrinni pankreas a imunitni systém.
V perifernich tkanich pasobi somatostatin zejména jako inhibitor, kde potlacuje
uvoliiovani rastového hormonu, inzulinu, glukagonu a gastrinu. V mozku vykazuje
somatostatin jak inhibi¢ni, tak stimula¢ni ucinky. [6], [17], [20]

Somatostatin vznikd po proteolytickém S$tépeni jeho prekurzort. Jedna se o
prepro-somatostatin a pro-somatostatin. Po probéhlé proteolyze vznikaji dvé biologicky
aktivni formy, a to somatostatin-14 (slozeny ze 14 aminokyselin) a somatostatin-28
(slozeny z 28 aminokyselin), jejichz struktury jsou uvedeny na obr. ¢. 11. Oba typy

pusobi prostiednictvim membranovych receptort sprazenych s G proteinem. [17]

SST-28

Obr. ¢. 11: Struktura somatostatinu-14 a somatostatinu-28. [14]
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7.8.2 Role somatostatinu pri naidorovém bujeni

Somatostatin hraje dilezitou roli pfi nadorovém bujeni, jelikoz jeho receptory
nalézdme na nejriznéjSich typech malignit. Z tohoto divodu miize byt somatostatin
vyuzit v onkologii jako latka pro specifické zacileni na urcité typy nadorua.

Nejvice jsou somatostatinové receptory  exprimovany na  nadorech
neuroendokrinniho pivodu, dale na neuroblastomech, medularnich karcinomech $titné
zlazy, feochromocytomech, na buitkach malobunééného plicniho karcinomu, ale také je
muzeme nalézt u nadoru prsu nebo u hematologickych malignit jako je maligni lymfom.
Pokud se ptivodné normalni tkan stane tkani nddorovou, nachazime na jejich buinikach
receptory exprimované ve velké hustot¢ a tudiz na né¢ mizeme zacilit 1écbu pomoci
radioaktivné znacenych somatostatinovych analogt. [17], [20], [49]

Vyskyt somatostatinovych receptorti u jednotlivet je vysoce variabilni a 1i8i se také
exprese téchto receptorti napfi¢ jednotlivymi typy nadort. Nékteré nadory jako jsou
meningiomy exprimuji receptory somatostatinu ve vysoké hustoté, naopak jiné nadory,
napt. lymfomy vykazuji nizkou hustotu téchto receptorti.

Dulezité je také rozlozeni somatostatinovych receptorti na nddorové tkani, tedy zda
je jejich distribuce homogenni ¢i heterogenni. Homogenni distribuci somatostatinového
receptoru vykazuji napt. gastroenteropankreatické neuroendokrinni nadory. Heterogenni
distribuci somatostatinového receptoru vykazuji nadory prsu, kde nachazime mista
s vysokou hustotou té€chto receptorli a mista, kterd tyto receptory neexprimuji viibec.
U nadort s heterogenni distribuci receptori je velmi obtizné stanoveni hustoty
exprimovanych receptord, a proto nema velky vyznam. Pro diagnostiku a terapii nadort
je stanoveni homogenity somatostatinovych receptori velmi dilezité, a to zejména
z hlediska potencialniho zacileni na tyto receptory. [39]

Vyskyt somatostatinovych receptorit ve vysoké hustoté¢ neni charakteristicky jen
pro nadorové tkané, ale 1 pro nenddorova onemocnéni. Naptiklad u granulomatézniho
onemocnéni sarkoidéza byla prokazana vysokd exprese receptorli somatostatinu na
epiteloidnich bunkach. Zanétliva stfevni onemocnéni také vykazuji zvySenou expresi

receptord, a to v cévnim systému postizenych ¢asti gastrointestinalniho traktu. [20]
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7.8.3 Somatostatinové receptory

Rozlisujeme nékolik typl receptorii somatostatinu. V minulosti byly popsany pouze
dv¢ tfidy somatostatinovych receptorti. Prvni tfida vykazovala vysokou afinitu pro
biologicky stabilni ligandy a naopak druhd tfida nevykazovala afinitu Zadnou.
V soucasné dobé¢ bylo charakterizovano pét rliznych typli somatostatinovych receptorti.
Jednotlivé typy byly pojmenovany chronologicky podle potadi jejich objeveni, a to sst;,
sstp, sst3, ssty4 a ssts. U podtypu sst, se navic vyskytuji jeho dvé varianty, a to sstya
a ssthp.

Kazdy typ receptoru je produktem jediného genu, ktery je uloZzen na jiném
chromosomu. Diky tomu je regulace jejich exprese tkanové specificka a v riznych
organech mohou zastupovat jednotlivé typy somatostatinovych receptori rtizné funkce.
Tyto receptory patii na zdkladé své struktury do rodiny receptori spojenych
s G proteinem, kter¢ jsou charakteristické¢ svymi sedmi transmembranovymi doménami.
Extracelularni ¢ast zajistuje vazbu ligandu a intracelularni domény zajist'uji transdukci
signalu do buiky. [6]

Na zakladé¢ farmakologickych studii bylo prokdzano, ze vSechny podtypy
somatostatinového receptoru vazi s vysokou afinitou jak somatostatin-14, tak
somatostatin-28. Rozdilnou afinitu vykazuji receptorové podtypy ve vazbé na strukturni
analogy somatostatinu. Jako pfiklad je moZno uvést analog somatostatinu octreotid,
ktery je s vysokou afinitou vdzan podtypy sst, a ssts, se stfedni afinitou je vazan
podtypem ssts, ale neni vazan na podtypy sst; a ssts. Jednotlivé podtypy se mohou lisit
1 ve schopnostech internalizace signalti do buiiky, kdy napf. pfi navazani ligandu se
podtypy ssts a ssty internalizuji 1épe neZz podtyp sst;. Navazani ligandu na podtyp ssts
muze spustit masivni presun jeho intracelularnich zasob na bunéénou membranu.

Distribuce somatostatinovych receptorti a jejich podtypti na normalnich lidskych
tkanich zatim neni zcela objasnéna. Na zaklad¢ né€kolika provedenych studii byly
somatostatinové receptory identifikovany v lidském mozku, pankreatu, travicim traktu,
Stitné 7laze, nadledvinkach a ledvindch a na buitkach imunitniho systému. Bylo také
prokdzano, Ze nejvice exprimovanym podtypem je ssta, a to v pankreatickych
ostrivcich, ve specifickych oblastech lidského mozku a v perifernim nervovém
systétmu. Nalézame ho také na lidskych lymfocytech. Podtyp sst; nachazime také
v nadledvinkach a ledvinach. Podtypy sst; a ssts byly identifikovany na T-lymfocytech.

Placenta a plice exprimuji zejména podtyp sst4. [39]
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7.8.4 Analogy somatostatinu

Somatostatin jako takovy, neni pro diagnostické a terapeutické ucely ptili§ vhodny.
Jeho biologicky polocas v plazmé po intravendznim podani jsou pouze 3 minuty.
Pfirozen¢ se vyskytujici somatostatin-14 a somatostatin-28 podléhaji rychlé
enzymatické degradaci, coz vylucuje jejich pouziti in vivo. [6], [20]

Pii 1éCbé analogy somatostatinu dochdzi u vétSiny pacient pouze k ulevé od
symptomu daného nadorového onemocnéni, jako je naptiklad nadprodukce nékterych
hormoni. K aplné nebo ¢astecné remisi nadorového onemocnéni dochazi vlivem 1écby
témito analogy jen velmi zfidka, a to jak po 1é¢bé pouze somatostatinovymi analogy, tak
1 v kombinaci s podavanim interferonu o. [23]

Od pocatku 80. let byly vyvijeny analogy somatostatinu, které by vykazovaly vyssi
odolnost vi¢i enzymatické degradaci nez samotny somatostatin. Molekula
somatostatinu byla rizné¢ modifikovana takovym zplsobem, aby zistala zachovana
biologicka aktivita molekuly piivodni. Modifikace zahrnovaly zavedeni D-aminokyselin
a zkraceni pilivodni molekuly pouze na vazebnou doménu, ¢imz vzniklo nékolik
somatostatinovych analogli obsahujicich ve své molekule 8 aminokyselin. Jednalo se
o analogy octreotid, lanreotid a vapreotid (RC-160), jejichz struktury jsou zobrazeny na

obr. €. 12. [6]

18 olB L8

Octreotide Vapreotide Lanreotide

Obr. ¢. 12: Struktury jednotlivych analogii somatostatinu. [14]

Kazdy z analogl je v podstaté zkraceny somatostatin-14, kdy pro zachovani jejich
afinity k receptoriim je nutna pifitomnost aminokyselinové sekvence Phe-Trp-Lys-Thr.
Jednotlivé analogy se 1i§i v N- a C-koncovych zbytcich, které se nachéazeji mimo
uzavienou disulfidovou smycku, jsou rezistentni vii€i proteolytické degradaci a maji

vys$si vazebnou afinitu k jednotlivym podtypiim somatostatinovych receptorti. [14]
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Prvnim somatostatinovym analogem zavedenym do klinické praxe byl pravé
octreotid, ktery se nasledné stal zlatym standardem mezi 1éCivy vykazujicimi afinitu
k somatostatinovym receptorim. Jednalo se o ['''In-DTPA]-octreotid (OctreoScan),
ktery je podrobnéji popsan v kapitole historie. Na zaklad¢ jeho vyhodnych vlastnosti
byly vyvijeny i jeho dalsi derivaty zaméfené na diagnostiku a terapii nadord, které
exprimuji somatostatinové receptory. Octreotid se s vysokou afinitou vaze k podtypim
somatostatinového receptoru sst, a ssts a s malou afinitou k podtyptim sst;, sst3 a ssts.
Aby se zvysila afinita octreotidu viigi receptorovému podtypu sst,, byl Phe® vyménén za
Tyr, coz ale také pfispélo ke snizeni afinity k podtypu ssts. [47], [49] Specifické zmény
v sekvenci somatostatinu vedou ke vzniku analogii s piijatelnymi biologickymi
vlastnostmi. Z toho také vyplyva, Ze i mirné modifikace v molekule octreotidu mohou
vyrazn€ ovlivnit jeho biologické chovani. [20]

Analogy somatostatinu se vyznamné uplatiuji v diagnostice a 1é¢bé zejména
neuroendokrinnich nadorti, kdy u nékterych analogii somatostatinu bylo prokazano
vyznamné sniZeni velikosti nadoru, a tim doSlo k naslednému zlepSeni kvality zivota. Je
to dano zejména tim, Ze analogy somatostatinu se ve vétSing piipadi vazi s vysokou
afinitou pouze k podtypu sst;, a ne k jinym podtypiim somatostatinového receptoru.
U dvou z 26 pacienti s gastroenteropankreatickym neuroendokrinnim nadorem byl po

X1 Lo 111
lécbeé vysokymi davkami

In-DTPA-Octreotidu prokazan pokles velikosti nadoru
0 25-50 %. Na zaklad¢ tohoto zjisténi byly zkoumany i dal§i analogy somatostatinu
znaGené radionuklidy *™Tc nebo '*Re. Radionuklidem '''In znatené peptidy totiz
nejsou piili§ vhodné pro radioterapii, jelikoz se jedna o pomérné malé ¢astice, s nizkou
schopnosti penetrace tkanémi. [23], [49]

Analog somatostatinu [DOTA]—[Tyr3]—octreotid (DOTA-TOC), jehoz struktura je
uvedena na obr. €. 13, vykazuje jak in vivo, tak in vitro vysokou stabilitu s biologickym
polocasem 90 minut. [49] Analog DOTA-TOC znaceny radionuklidem **Ga vykazuje
schopnost detekovat malda nadorova loziska pomoci PET a nabizi vysoce senzitivni
zobrazovani nadori exprimujicich somatostatinové receptory. Zaroven tento analog
podléhd rychlé krevni clearence, takze nedochézi kjeho nadmérné akumulaci

v ledvinach. [20] U stejného analogu, ktery byl ale znaen radionuklidem °°Y, byla

prokazéana u 10-25 % pacientl s neuroendokrinnim nadorem jeho ¢astecnd remise. [23]
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Obr. ¢. 13: Struktura [DOTA]-[T yr3] -octreotidu. [49]

Pii pouziti DOTA jako bifunkéniho chelata¢niho ¢inidla pro vyrobu rlznych
analogli somatostatinu hraje dulezitou roli vybér vhodného radionuklidu. Zaroven
pouziti DOTA jako chelatacniho ¢inidla u analogli somatostatinu rozsifilo spektrum
radionuklidii, které se daji vyuzit jak pro diagnostické, tak terapeutické ucely jimi
znacenych analogii. Na mySich modelech bylo prokdzano, Ze pokud by se pouzil
radionuklid ®’Ga nebo '"In vykazoval by takto znadeny somatostatinovy analog
priznivejsi farmakokinetické vlastnosti, jako jsou specifictéjsi piijem analogu nadorem,
rychlej§i krevni clearence a niz§i vychytavani v ledvinach nez kdyby byl pouzit
"n-DTPA-octreotid. Na obr. ¢&. 14 je znazornéno porovnani stability tii peptidd, a to

somatostatinu, octreotidu a [Tyr’]Octreotidu. [14], [20]
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R-DPhe-Cys-Tyr-DTrp-Lys-Thr-Cys-Thr-ol C
|

R-DPhe-Cys-Phe-DTrp-Lys-Thr-Cys-Thr-ol B

in vitro/in vivo stability

Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-C r A

Obr. ¢. 14: Stabilita t7i peptidii. A) somatostatin, vykazuje rychlou degradaci
peptiddazami in vitro i in vivo, biologicky polocas 3 minuty. B) octreotid (OctreoScan),
klinicky pouzivané radiofarmakum, jeho biologicky polocas je o 20 minut delsi nez
polocas somatostatinu. C) [Tyr’] Octreotid, vykazuje nejvyssi stabilitu, biologicky
polocas 90 minut. [49]

Dalsimi zkoumanymi radionuklidy pro znageni analogi somatostatinu byly '''In,
"u a Y. Prokéazalo se, 7e nadory exprimujici podtyp receptoru sst, dostatené
pfijimaji takto znacené analogy. Zaroven bylo pouZzito makrocyklické chelata¢ni €inidlo
DOTA.  Analogy suvedenymi  radionuklidy  [**Y-DOTA]-[Tyr’]-octreotid
a["Lu-DOTA]-[Tyr’]-octreotat (['"’Lu-DOTA]-[Tyr’]-TATE) byly Gsp&iné vyuzity
pro 1é€bu neuroendokrinnich nadord.

U 2 % pacientd 1écenych [177Lu—DOTA]—[Tyr3]—octreotétem doslo k Gplné remisi
nadoru, u 26 % pacienti doslo k ¢astecné remisi, minimalni odpovéd’ na 1é€bu byla
zaznamenana u 19 % pacientl, ke stabilizaci onemocnéni doslo u 35 % pacientt,
aul8 % znich doSlo dokonce k progresi nadorového bujeni. [49] Rovnéz bylo
prokazano, ze [DOTA]—[Tyr3]—octre0tét, jehoz struktura je zobrazena na obr. ¢. 15, ma
az devétkrat vyssi afinitu k podtypu somatostatinového receptoru sst, nez
[DOTA]—[Tyr3]-octreotid. Lécba [DOTA]-[Tyr3]-0ctreotétem nevykazuje mnoho
vedlejSich ucinkt, které pokud se vyskytnou, jsou vétSinou prechodné. NejcCastéji se
vyskytujicim nezddoucim ucinkem je pouze mirny utlum produkce kostni dien€. Lécba
['""Lu-DOTA]-[Tyr’J-octreotitem by méla byt zahdjeno co nejdiive po prikazu
neuroendokrinniho nadorového onemocnéni, jelikoZ tyto nadory se mohou pozdéji

diferencovat a ztracet somatostatinové receptory. Na zvifecich modelech bylo
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prokézano, Ze pro v&tsi nadory je G&inngjsi ke znadeni analogu pouZiti radionuklidu °Y,

a naopak pro mensi nadory je vhodn&ji pouziti radionuklidu '""Lu. [23]

HOOC—, o~ NH-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr

L J°

Hooc—/ — \—cooH

Obr. ¢. 15: Struktura [DOTA]-[T yr3]—octreotdtu. [1]

Vysokou afinitu k podtypiim somatostatinového receptoru sst,, sst3 a ssts vykazuje
také analog somatostatinu [DOTA]-[1-Nal’]-octreotid (DOTA-NOC), ktery je zobrazen

111 177 ,
Lu, ale dochazelo

na obr. €. 16. Tento analog byl Gspésné znacen radionuklidy " 'In a
k jeho zvysené akumulaci v ledvinach. Hromadéni v ledvinach se podafilo snizit diky
pouziti n€kolika riznych spojek (spacerii, linkert), které byly zaclenény do dané

molekuly.

HO,C— /—\ ,—COH

[N Nj
N N O
HO.,c—~ \__/

HN—D-Phe-Cys-Nal-D-Trp

I
S
I
S

(ol)-Thr-Cys-Thr-Lys

Obr. ¢. 16: Struktura [DOTA]-[1-Nal’J-octreotidu. [49]

DalSim analogem somatostatinu je maly cyklicky hexapeptid depreotid. /n vivo
vykazuje optimalni biodistribuci a vazebnou afinitu. MiZe byt vyuzit k diagnostice
a lécbé Sirokého spektra nadorit exprimujicich somatostatinové receptory, jelikoz ma
vazebnou afinitu k podtypiim receptoru sst,, sst; a ssts. Diky obsazené sekvenci Dap-

#MT¢. Depreotid znageny **"Tec,

Lys-Cys (N3S) maze byt znacen pomoci radionuklidu
jehoz struktura je zobrazena na obr. €. 17, mize byt pro svoje vyhodné vlastnosti vyuzit

zejména u nadort plic a prsu, melanomu, kolorektalniho karcinomu a lymfomu.
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Pro zna&eni depreotidu byl vyuzit i radionuklid '**

Re. Ten ale vykazoval vysokou
radiotoxicitu v nenadorovych tkanich, zejména v ledvindch, slezin¢ a kostni dfeni.
Kvuli t€émto vlastnostem musel byt podroben nékolika upravam. Nejdulezitéjsi byl
spravny vybér chelate¢niho Cinidla. Pfi pouziti neutralniho chelatecniho Cinidla doslo ke
zvySeni absorpce radiofarmaka nadorem a zaroven se snizila jeho akumulace

v ledvinach. [49]

(N—MeTPhe—Tyr—D-Trp

O >
HE N
N N_ _O |
HLN-Lys S i HCY-Val-Lys
/ \ H
S N

HNT
o}

Obr. & 17: Struktura [**"TcO]-depreotidu. [49]

7.8.5 Radionefrotoxicita analogi somatostatinu

Radionefrotoxicita, nejenom analogli somatostatinu, predstavuje vyznamné riziko,
jelikoZz radioaktivné znacené peptidy vyuZzivané pro diagnostické nebo terapeutické
ucely se vétSinou trvale a ve velkém mnozstvi akumuluji v ledvinach, coZ sniZuje jejich
ucinnost. Pokud by se snizila hladina radioaktivity v ledvinach, aniz by doslo
k sou¢asnému sniZeni radioaktivity dodavané do nadoru, staly by se radioaktivné
znacené peptidy mnohem ucinngj$imi pro 1écbu solidnich tumord. [1], [46]

V ledvinach podléhaji radioaktivné znacCené peptidy eliminaénim procesim.
Nejprve jsou vychytany zkrevniho fteciSt€¢ glomerularni filtraci, nasledné jsou
reabsorbovany v proximdalnich tubulech a metabolizovany v lysozomech. Jeden nebo
vice z téchto procestt mize vést k dlouhodobému zadrzovani radioaktivity v ledvinach
po podani radioaktivné znacenych somatostatinovych analogti, ale i dalSich znacenych
peptida. [1]

Radioaktivné znac¢ené analogy somatostatinu tedy podléhaji po podani pacientim

rozsahlé glomerularni filtraci a nasledné jsou vylouceny moci, jelikoz u velkého

51



mnozstvi radioaktivné znacenych peptidii nedochazi k vazb€ na plazmatické proteiny.
VétSina z nich je v intaktnim stavu vylou¢ena moci, ale ptiblizné 2 % z nich zlstavaji
v ledvinach. Pro terapeutické ucely je nutné podavani somatostatinovych analogli ve
vysokych davkach. Tento jev vede ktomu, Zze i1 tato mald akumulovana cast
radioaktivné znaCenych peptidi zplsobuje intenzivni lokalni ozafeni a vede ke
vzniku chronické radionefrotoxicity. [3], [46]

Glomeruldrni membréna obsahuje pory, které umoznuji volny prichod proteinii
a peptidli, jejichz molekulovd hmotnost je nizSi nez 25 kDa. Syntetické analogy
somatostatinu jako jsou ['''In-DTPAJ-octreotid nebo [*’Y-DOTA]-[Tyr’]-octreotat,
jejichz molekulovd hmotnost je mens$i nez uvedenych 25 kDa, podléhaji rychlé
glomerularni filtraci a jsou tedy rychle vylouceny z krevniho ob&hu. Pokud by molekula
m¢éla vyssi molekulovou hmotnost, doslo by k omezeni jejiho vychytdvani glomerularni
filtraci. K Gplné inhibici glomerularni filtrace dochazi u molekul, jejichz molekulova
hmotnost dosahuje minimalné¢ 60-70 kDa, kdy této velikosti dosahuji zejména
fragmenty protilatek. [1]

Naésledujicim procesem je reabsorpce peptidii v proximalnim tubulu ledvin. To se
déje predevsim procesem endocytozy, ale pravdépodobné se na tubuldrni reabsorpci
podili vice transportnich mechanismi. V tomto procesu je dulezitd elektrostaticka
interakce mezi negativné nabitymi tubuldrnimi bunikami ledvin a kladné nabitou ¢asti
bilkovin. Bylo prokazano, Ze pii soucasném podani bazické aminokyseliny lysin pii
1éEbe octreotidem, dojde ke snizeni jeho akumulace v tubulech ledvin. [1], [46]

Dal3i latkou, ktera u¢inné sniZuje rendlni reabsorpci pii 16¢b& ' 'In-octreotidem je
sukcinylovana Zelatina, ndhrada plazmy skladajici se ze smési peptidit odvozenych od
kolagenu. Zadna z uvedenych latek, ale nezptisobuje uplnou inhibici renalni reabsorpce
radioaktivné znac¢enych peptidi, proto je tieba hledat inhibitory, které by byly uc¢inné;si.
[44]

Obecné lze ftici, ze zvySeny pocet zaporn€ nabitych aminokyselin v molekule
peptidu snizuje akumulaci radioaktivity v ledvinach. Pacientim léCenych analogy
somatostatinu se tedy v soucasné dob& podava infuze nebo injekce kationickych
aminokyselin lysinu a argininu. Mechanismus piisobeni podavanych aminokyselin
zatim neni zcela jasny, ale pravdépodobné zde hraje roli pfitomnost pozitivné nabité
aminoskupiny. [29]
111

Po injekci [ In-DTPA]-octreotidu byla prokdzana radioaktivita v lysozomalnim

kompartmentu pankreatu, pfitomném nadoru a ledvinach. Zaroven nebyla v ledvinach
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radioaktivita distribuovdna rovnomérné. Jako misto obsahujici nejvyssi mnozstvi
radioaktivity byla oznacena ktra nadledvin, konkrétné¢ buiiky proximalniho tubulu.
Octreotid vykazuje zvySenou akumulaci v ledvinach zejména diky tomu, ze byl
primarné vyvinut tak, aby in vivo byl metabolicky stabilni, tedy aby nepodléhal snadno
degradaci. Bylo zjisténo, ze dlouhy vyskyt radioaktivity v ledvinach je zplsoben

zejména pritomnosti chelataéniho ¢inidla DTPA s navazanym radionuklidem '''I

n.
Vysoka a dlouhodoba piitomnost radioaktivity v ledvinach po podéani radiofarmaka
obsahujiciho kovovy radionuklid je zpusobena tim, Ze jeho radiometabolity vznikajici
po lysozomalni degradaci jsou v ledvinach nadmérn¢ zadrzovany. [1], [30]

Dle né¢kolika studii se na receptorové zprostiedkované endocytdze podili protein
megalin a cubilin. Megalin je glykoprotein o velikosti ptiblizné 600 kDa, ktery patii do
rodiny LDL proteint (lipoproteini o nizké hustoté). Ve vysoké hustoté je exprimovan
v proximalnich tubulech ledvin, v mensim mnozstvi ho nalézame také na plicich,
vejcovodech a §titné zlaze. Megalin vykazuje vysokou afinitu k pozitivné nabitym
molekulam, jako jsou analogy somatostatinu, jelikoZ sadm nese negativni naboj.
Megalinovy receptor zajiStuje reabsorpci nejriznéjSich peptidi a proteint jako jsou
napiiklad albumin, plazminogen, né&kterych polypeptidi s nizkou molekulovou
hmotnosti a proteinu asociovaného s receptory (RAP).

RAP je protein o velikosti 40 kDa a jeho funkci je chranit nové nasyntetizované
receptory pro megalin. RAP inhibuje vazbu vSech v soucasné dob€ znamych ligandi na
megalin. Bylo prokdzano, Ze pfi navazani pfirozeného ligandu na megalinovy receptor
doslo k inhibici akumulace radioaktivné znacenych peptidi v ledvinach. To potvrzuje
hypotézu, Ze megalin hraje roli pii intracelularni akumulaci radioaktivity. Nékolik studii
potvrzuje to, Ze receptor pro megalin je pfimo zodpovédny za piijem radioaktivné
zna¢enych somatostatinovych analogti do ledvin.

V disledku rozdili v chemickych a biologickych vlastnostech peptidii dochazi
1 k rozdilnému bunéénému zadrZzovani radioaktivné znaCenych peptidi. Malé strukturni
modifikace, zahrnujici i substituci chelatacnich ¢inidel nebo ptfidani negativné nabitych
aminokyselin, vyznamné ovliviiuji biologické vlastnosti, jako je vazebnd afinita
k somatostatinovému receptoru a zejména akumulace radioaktivity v ledvinach. [29],

[46]
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7.9 Cholecystokinin (CCK) a gastrin

7.9.1 Charakteristika

Peptidovy hormon cholecystokinin (CCK), jehoZ primarni struktura je zobrazena na
obr. ¢. 18, byl poprvé identifikovan v gastrointestinadlnim traktu. Po dalsim zkoumani
byl popsan jako imunoreaktivni peptid, ktery se strukturdlné podobéd gastrinu. Bylo
zjisténo, ze se jedna o jeden z nejrozsifenéjSich neuropeptidi v centralnim nervovém
systétmu. Kromé toho, Ze pusobi jako neurotransmiter v mozku, se podili také na
regulaci riznych funkci gastrointestindlniho traktu, ovliviiuje pfedevsim fungovéni
zaludku, pankreatu a zluéniku. [39], [41]

Pivodni izolovany cholecystokinin se skladal z 33 aminokyselin. Peptid se ale
vyskytuje v riznych biologicky aktivnich formach, které se sice 1i§i poctem
aminokyselin, ale je pro né charakteristickd sekvence osmi residui na C-konci.
Ptikladem téchto biologickych forem jsou CCK39, CCK33, CCKS8 a CCK4. Nejvice
zastoupenou formou v mozku je CCKS8. VSechny tyto formy vychazeji z prekurzorové

molekuly skladajici se ze 115 aminokyselin. [7], [41]
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Obr. ¢. 18: Primarni struktura cholecystokininu (CCK). [8]

Peptid gastrin, ktery je zobrazeny na obr. €. 19, je tvoifen 34, 17 nebo 14
aminokyselinami a jeho hlavni funkci je regulace sekrece Zalude¢ni kyseliny a regulace
proliferace zaludec¢ni sliznice. [15] Za normalnich podminek je ve velkém mnoZzstvi
tvofen endokrinnimi G buiikami, které jsou lokalizované v ¢asti Zaludku zvané antrum
a ve sliznici duodena. V menSim mnozstvi byl nalezen také v tra¢niku nebo hypofyze.
[9]

Gastrin vznika ze svého prekurzoru progastrinu, coZz je polypeptid skladajici se z 80

aminokyselin. Progastrin podléh4 béhem zpracovavani v endokrinnich bunikach riznym
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modifikacim, jako je sulfatace nebo fosforylace. Gastrin se muze vyskytovat bud’
v amidované formé, nebo ho miizeme nachéazet i v netupln€ zpracovanych formach. Jak
bylo feCeno vyse, nejucinn€ji je progastrin konvertovan na gastrin v endokrinnich
a neuroendokrinnich bunkach. Gastrin, ale mize byt tvofen i v nékterych bunkach
nadorovych, které postradaji nckteré nezbytné enzymy a tim padem vznika gastrin
v netplné zpracované formé. [9]

Gastrin se s nizkou afinitou vaze na cholecystokininové receptory, které jsou
exprimovany na bunkéach zlu¢niku, hladké svaloviny Zaludku, pankreatu a periferniho
nervového systému. Naopak vysokou afinitu vykazuje vacéi gastrinovému receptoru,
oznacovanému také jako CCK2R nebo CCKBR. Na cholecystokininové receptory se
gastrin vaze s pfiblizné¢ 1000krat nizsi afinitou nez na receptory gastrinové. [9], [15]
V nejvétsim mnoZstvi nalézame receptor CCK2R exprimovany v mozkové ke savciho
mozku, dale v zaludku, a to pfedevS$im v jeho ¢asti zvané fundus. CCK2 receptor
nalézdme také na parietdlnich bunikach zaludku a D-buiikdch pankreatu. Studie také
naznacuji, Zze exprimovany CCK2R mizeme nalézt i na normalnich lidskych pB-bunkéach
pankreatu. Exprese CCK2 receptoru, ale nebyla u ¢lovéka prokdzana na normalnich
bunkach tlustého stieva. [9]

Gastrinové receptory nachazime kromé normalnich bunék 1 na bunkéach
nadorovych. Jednd se zejména o nadory typu meduldrni karcinom S§titné Zlazy,
malobunéény plicni karcinom, karcinomy vajecnikii, gastrointestinalni adenokarcinom

a neuroendokrinni nédory. [15]
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Obr. ¢. 19: Primarni struktura gastrinu. [8]

Gastrin a cholecystokinin mohou byt produkovany v nékolika raznych forméach,
které se navzajem liSi svou délkou, ale maji spolecnou koncovou sekvenci péti
aminokyselin, a to Gly-Trp-Met-Asp-Phe-CO-NH,. Gastrinové peptidy navic obsahuji
oproti cholecystokininovym peptidiim sekvenci pentaglutamové kyseliny. Oba tyto
peptidy jsou u cClovéka kdédovany dvéma riznymi geny, které jsou umisténé na
odli$nych chromosomech. Gastrin i cholecystokinin podléhaji riznym posttranslacnim

modifikacim. Jednou z nich je sulfatace tyrosinovéh zbytku, ke které dochézi u gastrinu
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v poloze 6, a u cholecystokininu v poloze 7. K sulfataci ale nedochazi vzdy, jelikoz
cholecystokinin i gastrin nachazime i v nesulfatovanych formach, kdy napiiklad az
polovina produkovaného gastrinu je v nesulfatované formé. [8], [24]

Gastrin a cholecystokinin sdili nékteré biologické a farmakologické vlastnosti, a to
zejména diky jejich velké vzajemné podobnosti. Uginky téchto peptidi jsou
zprostiedkovany prostifednictvim interakce s membranovymi receptory, které jsou
sprfazené s G proteinem a nazyvaji se cholecystokininové receptory. Tyto receptory se
vyskytuji zejména v centralnim nervovém systému, ale krom¢ toho i na perifernich

organech. [8]

7.9.2 Cholecystokininové receptory

Rozlisujeme dva typy cholecystokininovych receptort, které¢ byly pojmenovany
jako typ A (alimentarni) a typ B (mozkovy). Pozd¢ji byly ale oba tyto typy
pfejmenovany. Puvodni receptor CCK-A se nyni oznaCuje jako receptor CCKI1
(CCKI1R) a receptor CCK-B se oznacuje jako receptor CCK2 (CCK2R). VSechny
uvedené typy receptort jsou tvoreny sedmi transmembranovymi doménami, tudiz se
fadi do rodiny receptorti sdruzenych s G proteinem. [8], [41]

Receptor CCK1 byl poprvé identifikovan na acinarnich bunikach pankreatu, dale se
vyskytuje hlavné na perifernich organech, ale také v urcitych oblastech mozku. Ve
studiich na hlodavcich byla na rozdil od €lov€ka prokdzana vysokd exprese tohoto
receptoru v gastrointestinalnim traktu. Exprese receptoru CCK2 byla prok4zana
v mozku, Zaludku, pankreatu a Zlu¢niku.

Receptory se vzajemné liSi vazebnou afinitou pro gastrin, jejich distribuci
a strukturou molekuly. Receptor CCK1 vaze piedevSim sulfatovany cholecystokinin,
ato saz 500-1000krat vySsi afinitou neZ nesulfitovany CCK. Receptor CCK2
nerozliSuje, zda se jedna o sulfatovanou nebo nesulfatovanou formu CCK a navic se
jedna o specificky receptor pro gastrin, proto se také oznacuje jako gastrinovy receptor,
jak jiz bylo uvedeno vyse.

Identifikovan byl 1 tfeti typ cholecystokininového receptoru, a to CCK2i4sv, coz je
v podstaté¢ jedna zvariant CCK2 receptoru. Tento typ receptoru je u cloveka
exprimovan na bunikach kolorektalniho karcinomu. Jeho funkei je stimulace ristu bunék

prostiednictvim mechanismu, ktery neni zavisly na pfitomnosti gastrinu. [41]
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7.9.3 Vyznam cholecystokininu a gastrinu pri nidorovém bujeni

Nejrtiznéjsi studie potvrzuji, Ze cholecystokinin a gastrin prostiednictvim svych
receptorti podporuji rozvoj a progresi nddorového bujeni. Dllezitym faktorem je také
skutecnost, Ze cholecystokininové receptory mohou byt exprimovany v pocate¢nim
stadiu nadorového bujeni, ale v pozdéjsich fazich mize dojit ke ztraté jejich exprese.
Cholecystokininové receptory se tedy daji vyuzit jak pro diagnostické, tak terapeutické
ucely, jako je napiiklad scintigrafie receptorti nebo terapie s radioaktivnimi analogy. [§8]

Exprese receptorti typu CCK1 a CCK2 byla identifikovdna na raznych typech tkéni
normalnich, ale i tkani nadorovych. Pro diagnostiku a 1é¢bu nddor pomoci radioaktivné
znacenych peptidi ma vyznam zejména receptor CCK2, jehoz exprese byla potvrzena
na bunkach medulérniho karcinomu §titné Zlazy, neuroendokrinnich nadorti a rovnéz na
buitkdch malobunéénych plicnich karcinomt. Malobunéény plicni karcinom exprimuje
CCK2R s incidenci pfiblizn€é 89 %, na rozdil od nemalobunécného plicniho karcinomu,
u kter¢ho je incidence tohoto receptoru pouze 6 %. [41], [42]

Bylo také zjisténo, ze incidence exprese receptoru CCK2 u medularniho karcinomu
Stitné Zlazy je neobvykle vysokd. Na druhé strané diferencované nadory Stitné zlazy tyto
receptory neexprimuji. Podil medulérnich karcinomt vic¢i vS§em nadortim Stitné zlazy je
piiblizné 3-12 % a pouze 30 % pacientli s medularnim karcinomem §titné Zlazy ma
Sanci na 10 leté preziti, coz je horSi neZ u pacientl trpicich nékterym jinym
diferencovanym nadorem §titné zlazy. Je to dano pravdépodobné tim, Ze u medularnich
karcinomt $titné zlazy nedochézi k akumulaci radioaktivniho jodu, takze 1é€ba pomoci
radiojodu je netCinnd. [41]

Receptory CCK2 se dale vyskytuyji u astrocytomli, néadorti ovarii,
neuroendokrinnich  gastroenteropankreatickych  nadordi, adenokarcinomi prsu
a endometria nebo u nadord mekkych tkani, jako je naptiiklad leiomyosarkom.
Receptory CCKI1 jsou na lidskych nadorech exprimovany velmi ziidka, ale mizeme je
nalézt na neuroendokrinnich plicnich a gastroenteropankreatickych nadorech,
meningiomech a nékterych neuroblastomech. [39], [41]

Exprese receptoru CCK2i4sv byla prokdzdna u kolorektalniho karcinomu
a karcinomu pankreatu. Na normalnich bunkach kolorektalni sliznice nebyla exprese
prokdzana. U téchto typt nadorh, bylo ale zaroven zjisténo, Ze exprese receptoru
CCK2i4sv je pomérné nizka, takze cileni na tento receptor pomoci radioaktivné

znacenych peptidi neni uc¢inné. Kde ale mohou byt radioaktivné znacené peptidy
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pouzity uspésn€, jsou inzulinom, gastrointestinalni stromalni nadory a malobunécny

plicni karcinom. [41]

7.9.4 Cholecystokininové a gastrinové analogy

Na zaklad¢ vysoké hustoty exprese receptoru CCK2 zejména na neuroendokrinnich
nadorech, se zacalo uvazovat o vyuziti radiofarmak, ktera by vykazovala specifickou
vazebnou afinitu k tomuto typu receptoru. Lécba a zobrazovani téchto typti nadort, by
tedy byla ucinnéjsi nez pifi dosavadnim pouzivani analogh somatostatinu. Na zaklad¢
téchto poznatkidl se zacaly vyvijet nejriznéjsi derivaty cholecystokininu a gastrinu jak
pro diagnostické, tak terapeutické vyuziti. [2]

Prvni analogy byly vyvijeny jiz koncem 90. let. Jednalo se o "'

I-radiojodovany
lidsky gastrin I, ktery vykazoval slibné vysledky jak v diagnostickych, tak
terapeutickych aplikacich. Soucasné bylo vyvinuto nékolik nesulfatovanych analogt
cholecystokininu, které obsahovaly na svém N-konci navazané chelata¢ni ¢inidlo DTPA
nebo DOTA. Tyto analogy byly uspéSné pouzity ve studiich na hlodavcich, ale ve
studiich provadénych na pacientech téchto uspéchti nedosahovaly. [33]

Pro diagnostiku a 1éébu nadorG nesoucich CCKI1 receptor zatim neni potieba
vyvijet specifickd radiofarmaka. Dlivodem je to, Ze nadory exprimujici CCK1 receptor
exprimuji také ve velké hustoté receptory somatostatinové, a proto se pro lécebné
a diagnostické ucely vyuzivaji radiofarmaka zaméfend prav€é na somatostatinové
receptory. Uspéchy vykazuje zejména jiz nékolikrat zminény ptipravek OctreoScan.
[39]

Na vyvoji vhodnych radioligandli pro terapii cilenou na CCK2 receptory se
podilelo mnoho vyzkumnych skupin. Bylo zjisténo, Ze pro vazbu receptoru je nezbytné
nutnd piitomnost C-koncové tetrapeptidové sekvence Trp-Met-Asp-Phe-NH,, kdy
v nékterych piipadech miize byt methionin nahrazen za leucin nebo norleucin.
RozliSujeme nékolik kategorii peptidi, a to dle sekvence a formy gastrinu nebo
cholecystokininu, napt. linearni, cyklické nebo multimerni. [41]

Pro 1écbu pacienti s meduldrnim karcinomem §titné zlazy byly zavedeny do praxe
sulfatované analogy cholecystokininu, nebo také analogy minigastrinu. Tyto analogy

byly nejéast&ji znaeny pomoci radionuklida '

In nebo *°Y, a jako chelatagni ¢inidlo
bylo pouzito DTPA. Pozd&ji se ale ukézalo, Ze komplexy “’Y-DTPA nejsou pro

terapeutickeé Ucely pfili§ vhodné, zejména kvili jejich nizké stabilité. PouZiti jinych
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chelatac¢nich c¢inidel vedlo ke zvySeni stability daného komplexu. Jednalo se
o makrocyklicka chelatacni ¢inidla DOTA nebo 1-(1-karboxy-3-karboxypropyl)-1, 4, 7,
10-tetraazacyklododekan-4, 7,  10-trioctovd  kyselina (DOTAGA). Pouziti
makrocyklickych chelatacnich Cinidel rovnéz pfispiva ke snizeni nezadouciho
hromadéni radioaktivity v necilovych organech a ke zvySeni stability vzniklych
komplext. [15]

Na zékladé¢ rtznych Kklinickych studii bylo identifikovano mnoho rGznych
cholecystokininovych a gastrinovych analogii. Jednim z nich je analog CCKS, kdy
molekularni struktura CCKS8 je zobrazena na obr. ¢. 20, "n-DTPA-CCKS8[NI1e**].
Tento analog byl pouze v malém mnozstvi vychytadvan CCK receptory v zaludku
a v séru byl rychle odbourdavan. Pomoci tohoto analogu byly GspéSn¢ zobrazeny velké
1éze u pacientli s meduldrnim karcinomem §titné Zlazy, ale malé 1éze se vSak detekovat

nepodafilo.

Obr. ¢. 20: Molekularni struktura CCKS. [41]

Dalsim analogem, ktery byl podroben klinickym studiim je '''In-DTPA-MGO
(minigastrin 0). Zékladni struktura minigastrinu je zobrazena na obr. ¢. 21. Po podani
tohoto analogu a nasledném celotélovém skenovani, byl prokazan piijem analogu
v organech, které fyziologicky exprimuji CCK2 receptor, coz jsou hlavné Zaludek
aledviny. U pacientii, kde bylo nadorové onemocnéni jiz prokdzadno pomoci jiné
metody, byly vSechny nadorové Iléze detekovany 1 po aplikaci analogu
"In-DTPA-MGO a to jiz za 1 hodinu po injekénim podani. Na zakladé studie
provedené u 32 pacientll s nediagnostikovanym meduldrnim karcinomem S§titné zlazy,
bylo u 29 znich toto onemocnéni prokdzano pravé za pouziti analogu
"In-DTPA-MGO. Dilezité je také to, Ze nebyla prokézina nadmémé akumulace

analogu v jatrech a ve sleziné. [41]
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DalSim studovanym analogem byl DTPA-MGO znafeny terapeutickym
radionuklidem *°Y. Nevyhodou tohoto analogu je jeho toxicita, kterda miZe byt
prechodnd, jako napf. mirnd hematologicka toxicita (napf. trombocytopenie), ale také
pomérn¢ vazna. U pacientli, ktefi jsou léCeni vysokymi davkami, mtze dojit az

k zavazné nefrotoxicité, ktera mize skoncit az selhanim ledvin.
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Obr. ¢. 21: Molekularni struktura minigastrinu, kde n=0: minigastrin 11, n=1:
minigastrin 10, n=2: minigastrin 9, n=>5: minigastrin 0. R= vazebné misto pro

chelatacni cinidlo. [15]

DalSimi analogy  jsou %M e-Demogastrin 2, "n-DOTA-CCKS8

lll 99m

In-DOTA-MG11. Nejlepsi zobrazovaci schopnosti vykazuje
99m

Tc-Demogastrin 2,
a to pravdépodobné diky pfitomnosti radionuklidu

vlastnosti nez radionuklid '''In. Analogy '''In-DOTA-CCK$ a '''In-DOTA-MG11

Tc, ktery ma lepsi vizualizaéni
jsou v porovnani s °’"Tc-Demogastrinem 2 pro scintigrafické zobrazovani méng
vhodné, kvili jejich nedostatecnému vychytavani v nddorovych lézich. Rovnéz jsou
nedostateCné 1 pro terapeutické ucely. DalSi nevyhodou, a to zejména analogu
"In-DOTA-MG11, je jeho nizka stabilita. Pro zvyseni stability byla syntetizovana jeho
cyklicka varianta, ale ani po této Upravé ke zlepSeni stability nedoslo. Jinou moznosti ke
zvyseni stability analogu in vivo, ktera ale jeSté nebyla zcela prostudovana, je zaclenéni
syntetickych aminokyselin. Z tohoto srovnani vychdzi jako slibny diagnosticky
1 terapeuticky prostfedek pro pacienty s medularnim karcinomem Stitné zlazy praveé
99mTc-Demogastrin 2. [41]

Existuji celkem 3 analogy [(D)Glu'minigastrinu, nazyvané Demogastrin 1-3, které
interaguji s receptory CCK2. Aby tyto analogy mohly byt znaceny radionuklidem *™Tc,
nesou na svém N-konci otevieny fetézec tetraaminu (Ng4). Pfitomnost chelatoru Ny je

velmi dilezitd pro vytvofeni stabilnich komplexti in vivo. U Demogastrinu 1 je
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tetraaminovy fetézec pfipojen piimo, na rozdil od Demogastrinu 2 a 3 kde je navic
ptitomen spacer. VSechny 3 analogy vykazuji vysoky pomér nddor — nenadorova tkan,
ale jak jiz bylo uvedeno vySe, nejlepsi vlastnosti vykazuje zejména
#"MTc-Demogastrin 2. [33]

Nédorové 1éze ptitomné u pacienta trpiciho meduldrnim karcinomem §titné zlazy

#mTc Demogastrinu 2. Nejvyssi kvality

byly zobrazeny jiz za 90 minut po podani
zobrazeni je vSak dosazeno 4 hodiny po injekci radiofarmaka. Scintigrafie provedena
s *™Tc-Demogastrinem 2, prokazala viechny znamé nadorové léze, a u &tyf ze Sesti
pacientli dokonce byly identifikovany 1éze dosud neobjevené. Na zakladé uvedenych
poznatki se scintigrafie s ~ ™Tc-Demogastrinem 2 jevi jako velmi vhodny nastroj
zejména pro diagnostické ucely, a to pro prikaz recidivy nebo metastdz meduldrniho
karcinomu §titné zlazy. [11], [33]

Dal$i mozné analogy minigastrinu a CCK8 pouzivané v diagnostice a terapii

nadorovych onemocnéni jsou uvedeny nize viz. tabulka ¢. 3.
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Peptides Peptide sequence

Minigastrin analogs

Minigastrin Leu-(Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met- Asp-Phe-NH,
"n-DTPA-MGO p-Glu-(Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met- Asp-Phe-NH,
"In-DOTA-MG11 p-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
""n-DOTA-MG11(Nle) p-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Nle-Asp-Phe-NH,
""n-DOTA-H2-Met His-His-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
""[In-DOTA-H2-Nle His-His-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Nle-Asp-Phe-NH,
""In-DOTA-H6-Met (His)s-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
[ngTc]gNﬁ. p-Glu'-MG (%“Tc-Demogastrin 1) D-Glu-(Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met- Asp-Phe-NH,

[*™Tc],NS ".Gly”.p-Glu'-MG (**™Tc-Demogastrin 2)  Gly- p-Glu-(Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met- Asp-Phe-NH,
P9 HYNIC-MG11

#mTe-HYNIC-cyclo-MG1 y-D-Glu—D-Lys-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
Ala —Tyr
#mTe-HYNIC-cyclo-MG2 v¥-D-Glu==D-Lys-Trp-Nle-Asp-Phe-NH,
Ala — Tyr
CCKS analogs
""[n-DTPA-CCKS$ p- Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH-
""In-DTPA-CCKS(Nle) p-Asp-Tyr-Nle-Gly-Trp-Nle- Asp-Phe-NH,
?9mTe-HYNIC-CCKS p-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
UM Te-HYNIC-sCCKS p-Asp-Tyr(0SO;H)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,
"n-DOTA-sCCK8[Phe’(p-CH,SO;H), Nle*‘] p-Asp-Phe(p-CH,S05H)-Nle-Gly-Trp-Nle-Asp-Phe-NH,
''In-DOTA-sCCK8[Phe’(p-CH,SO;H), HPG>]* p-Asp-Phe(p-CH,SO5H)-HPG-Gly-Trp-HPG-Asp-Phe-NH,

Tabulka ¢. 3: Nékteré dalsi analogy minigastrinu a CCK8 a jejich slozeni. [41]

7.9.5 Nefrotoxicita analogt cholecystokininu a gastrinu

Problémem terapie radioaktivné znaCenymi analogy minigastrinu je rovnéZ renalni
toxicita, ktera predstavuje hlavni omezeni pti 1écbé radioaktivné znacenymi peptidy,
kdy kvtili nadmérné tubularni reabsorpci peptidii musi byt snizovany jejich terapeutické
davky. Vysoka akumulace radioaktivity v ledvinach se tyk4 pfedev$im minigastrint
sdruzenych s chelatatnim c¢inidlem DTPA. Nizs$i akumulaci pak vykazuji derivaty
cholecystokininu s DTPA, napft. sulfaitovany CCKS.

Bylo zjisténo, Ze injekce polyglutamath ma schopnost snizit akumulaci
radioaktivity v ledvinach. Pravdépodobné je to dano ztratou negativniho naboje

glutamové kyseliny, ktery je za tubuldrni reabsorpci zodpovédny. Se svymi Sesti

negativné nabitymi zbytky kyseliny glutamové a jednim zbytkem kyseliny asparagové
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je MGO nejvyce vychytavanym a zadrzovanym analogem v ledvinach. Vychytavani
analogu '''In-MGO v ledvinach zabrani podani poly-Glu fetézct raznych délek, kdy
bylo prokdzéano, ze zejména oligo-Glu fetézce s vice nez peti aminokyselinami ucinné
snizuji hromadéni radioaktivity v ledvinach.

Modifikace peptidi mohou také pfispivat k niz§i absorpci rendlni radioaktivity.
V posledni dob¢ jsou ale vyvijeny nové analogy, jejichz akumulace v ledvinach je
nizka. [2], [15], [24], [30], [39]
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7.10 Bombesin/Gastrin uvoliiujici peptid (GRP)

7.10.1 Charakteristika

Neuropeptid bombesin, zobrazeny na obr. ¢. 22, je tvofen 14 aminokyselinami
a vykazuje vysokou specifickou vazebnou afinitu k receptoru pro peptid uvoliujici
gastrin (GRPR). Bombesin nachazime ve tkdnich obojzivelnikti a jeho protéjskem
vyskytujicim se v lidskych tkénich je pravé gastrin uvolnujici peptid (GRP). Gastrin
uvoliujici peptid obsahuje ve své molekule 27 aminokyselin a od bombesinu se lisi
pouze v jednom zdeseti koncovych karboxylovych zbytkil, coz je pfticinou jejich

podobné biologické aktivity. [20], [39]

Obr. ¢. 22: Struktura bombesinu (BBS). [14]

Peptid bombesin se podili na uvoliiovani stfevnich hormont, sekreci slinivky biisni
a sekreci Zaludec¢ni kyseliny, dale se uplatiuje pti regulaci kontrakce hladkého svalstva
a termoregulaci. [49]

GRP se podili na regulaci nejriiznéjsich fyziologickych procest, jako jsou napf.:
kontrakce hladké svaloviny, termoregulace, cirkadidnni rytmy, sytost a nékteré funkce
imunitniho systému. Kromé toho se podili také na uvolnovani nékterych dalSich

peptidovych hormont. [20], [39]
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Kromé¢ fyziologickych funkci se bombesin a GRP podileji také na nadorovém
bujeni. Bylo zjisténo, Ze bombesin a GRP jsou syntetizovany nékterymi primarnimi
lidskymi nadory. Poprvé byla stimulace nadorového bujeni prostfednictvim bombesinu
a GRP prokazana u malobunécného plicniho karcinomu. Dal§imi typy nddorového
bujeni kde hraji roli uvedené peptidy, jsou nadory plic, prsu a pankreatu. Kromé toho
GRP podporuje bunécnou proliferaci u neuroblastomu a karcinomu prostaty u muzu.

[20], [39]

7.10.2 Receptory gastrin uvoliiujiciho peptidu

Utinky bombesinu a GRP jsou zprostfedkovany prostiednictvim membranové
vazanych receptord, tzv. GRPR, které patii mezi receptory spfazené¢ s G proteinem.
Rozlisujeme Ctyti podtypy GRP receptort, a to BB (podtyp receptoru neuromedin B),
BB, (podtyp receptoru GPR) a dale podtypy BB; a BB4. [14], [20] Peptidovy hormon
bombesin se s vysokou afinitou vaze na receptorovy podtyp BB,. [49]

Fyziologicky je GRP receptor exprimovan u savcl v riznych organech, zejména se
pak jedna o gastrointestinalni trakt a pankreas. Po navazani vhodného ligandu na GRP
receptor dojde k jeho aktivaci, jejimz vysledkem je regulace riznych fyziologickych
procest prostfednictvim zahdjeni exokrinni nebo endokrinni sekrece. [19]

Bylo zjisténo, Ze receptory jsou U€inné aktivovany po navazéani agonisty GRP.
Agonisté GRP vykazuji proliferacni uc¢inky na bunky, které exprimuji GRP receptory,
ale 1 pres to, jsou vyuzivani jako nosi¢i jak terapeutickych, tak diagnostickych
radionuklidii. Pro diagnostické a terapeutické ucely jsou agonist¢é GRP vhodni zejména
diky schopnosti jejich internalizace s uvedenymi receptory. [14]

Exprese GRP receptori byla prokazana u riiznych novotvari vyskytujicich se
u Clovéka, jako jsou nadory prostaty, prsu, malobunécny plicni karcinom nebo na
cévach u karcinomu mocovych cest. [28] Z vySe jmenovanych ma ale klinicky vyznam
vyskyt GRP receptoru ve vysoké hustoté zejména u dvou typd malignit, a to jsou
karcinom prostaty u muzl a duktalni karcinom prsu u Zen. [39]

Nadmérna exprese GRP receptori byla prokdzana nejenom na primarnich
invazivnich karcinomech prostaty, ale i na jeho metastazach. Hustota exprese GPR
receptoru je zavisla na tzv. Gleasonovo skore. Nadory vykazujici vysokou hustotu GRP
receptori maji obvykle Gleasonovo skore nizké, naopak nadory s nizkou hustotou GRP

receptorti maji Gleasonovo skore vysoke. [28]
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Naproti tomu je GRP receptor v normalni prostatické tkani detekovan jen velmi
vyjimecné nebo vibec, stejn¢ je tomu i u hyperplazie prostaty. Pfitomnost nebo
nepfitomnost GRP receptorti proto miize byt vyuzita jako marker pro ¢asné odhaleni
karcinomu prostaty a odlisSeni zda se jednd pouze o hyperplazii nebo jiz o neoplazii
prostaty. [39], [48]

Ve dvou tietindch pfipadt invazivniho duktalniho karcinomu prsu byla také
prokazana pfitomnost GRP receptorti. Jako GRP pozitivni byly oznaceny takeé
metastazy primarniho karcinomu v lymfatickych wuzlinach, zatimco okolni
lymforetikularni tkan byla identifikovana jako GRP negativni. Z diivodu vysoké hustoty
exprese GRP receptori u karcinomu prsu mohou byt pro jejich cilenou 1é¢bu vyuzity
analogy bombesinu.

V posledni dobé byla identifikovana skupina neuroendokrinnich nadorii, u nichz
byla pfesné urcena exprese konkrétniho receptorového podtypu. U gastrinomii byla
prokézana exprese podtypu receptoru GRP (BB;), karcinoidy lokalizované v ileu
vykazovaly expresi receptoru pro neuromedin B (BB)) a exprese receptorového podtypu
BB; byla identifikovana u bronchidlnich karcinoidi a malobunééného plicniho

karcinomu. [39]

7.10.3 Analogy bombesinu

Peptidovy hormon bombesin je ve své pfirozené podobné v plazmé velmi
enzymaticky nestabilni, jeho polocas rozpadu je v fadu nékolika minut, coz brani jeho
pouziti in vivo. Ztoho divodu se zacaly syntetizovat analogy bombesinu s lepsi
metabolickou stabilitou, vhodnéjsi pro in vivo vyuZiti. Pro specifickou a vysoce afinitni
vazbu peptidu na GRP receptor je nutna ptitomnost C-koncové aminokyselinové
sekvence Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,, kterd je rovnéz dualeZitd 1 pro udrzeni
biologické aktivity. Piedbézné biodistribucni studie provadéné s analogy bombesinu
prokdzaly jejich zvySenou akumulaci v necilovych tkanich, a to zejména v ledvinach
ajatrech, proto byly dale vyvijeny nové analogy s ptiznivéjSimi biologickymi
vlastnostmi. [20], [49]

Analogy bombesinu byly nejéast&ji znadeny radionuklidy ®*Ga, *Cu, "F nebo
"L u. Vyhodné vlastnosti vykazoval zejména radionuklid ®*Ga, ktery je dobfe dostupny

z vhodného generatorového systému. Vytézek znafeni derivati bombesinu

radionuklidem ®*Ga je velmi vysoky a vysledna radiofarmaka vykazuji uspokojivou

66



radiochemickou c¢istotu a specifickou aktivitu. Na zdkladé uvedenych vlastnosti jsou
%%Ga znadené analogy bombesinu rutinng pouZivany v nuklearni medicing. [19]

Diilezité je také to, zda je vyhodnéjsi pouziti antagonistli nebo agonisti GRP. Bylo
totiz prokazano, ze pouze agonista je internalizovan bunikou nesouci GRP receptor.
Z toho vyplyva, ze pro klinickou aplikaci je vhodn&jsi agonista. Naproti tomu, ale
antagonista vykazuje inhibi¢ni G¢inky na nadorovou tkan, a i kdyz antagonisté nejsou
internalizovéani, tak pokud jsou radioaktivné znaceni, jsou obrazy ziskané pii
snimkovani jasn¢jsi nez pii pouziti agonistt. [19], [20]

Byly vyvinuty analogy bombesinu znadené radionuklidem '

In obsahujici
chelatacni Cinidlo DOTA, které je navazané na N-konec peptidu. Vznikly analog
['''In-DOTAJ-X-BBS(7-14)NH,, zobrazeny na obr. ¢. 23, kde X ptedstavuje B-Ala,
5-Ava nebo 8-Aoc, vykazuje in vitro vysokou vazebnou afinitu k receptorovému
podtypu GRP. Invivo vykazovaly analogy ['''In-DOTAJ-5-Ava-BBS(7-14)NH,
a['"'In-DOTA]-8-Aoc-BBS(7-14)NH, rychlou krevni clearence a dochazelo k jejich

specifické akumulaci v pankreatu. [49]
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Obr. ¢. 23: Chemicka struktura DOTA-X-BBS(7-14)NH.. [49]

Daldim pouzitym radionuklidem ke znaGeni tohoto analogu je ®*Cu. Analog
znaceny timto radionuklidem se rovnéZ in vitro a in vivo vaze s vysokou afinitou na
podtyp receptoru GRP. Ve studii provedené na mysich s nadorovym onemocnénim byla
prokdzana vysoka kineticka stabilita a dobry piijem naddorem u bombesinového analogu
[**Cu-NOTA]-8-Aoc-BBS(7-14)NH,. Radionuklidy **Ga a '""Lu byly pouzity ke
znaCeni analogu DOTA-PEG4-BBS(7-14)NH, (DOTA-Pesin), ve kterém byl jako
spacer pouzit polyethylenglykol (PEG).

DalSim slibnym analogem s dobrymi biodistribu¢nimi vlastnostmi je radionuklidem

PMTe znageny * " Tc(CO)s.(N“His-ac)-[Cha'’ Nle'*]BBS(7-14), u n&jZ pro zvyseni jeho
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metabolické stability byl nahrazen Leu'’ a Met'* za cyklohexylalanin (Cha) a norleucin
(Nle). Provedené biodistribucni studie prokéazaly zlepSeni absorpce analogu v nadorové
tkani a sniZzeni akumulace v jatrech.

Prikladem dalSiho analogu, ktery byl podroben klinickym studiim je
[86Y—DOTA]—[Pr01,Tyr4]BBS, ktery vykazoval az 3krat vyssi internalizacni schopnosti
nez peptid znaceny radionuklidem **Cu, a to po 20 hodinové inkubaci. [49]

Vyvoj radioaktivné znaCenych analogli bombesinu je dulezity zejména pro
diagnostiku a lécbu karcinomii prsu a prostaty. Tyto nddory exprimuji i receptory
somatostatinové, ale GRP receptory, na které jsou analogy zamétené, jsou exprimovany

v mnohem v¢tsi hustoté. [39]
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7.11 Vasoaktivni intestinalni peptid (VIP)

7.11.1 Charakteristika

Vasoaktivni intestinalni peptid, jehoz struktura je zobrazena na obr. €. 24, je tvofen
28 aminokyselinami a uplatituje se v celé fad¢ biologickych funkci. Spousti naptiklad
prutok krve gastrointestindlnim traktem, uplatiiuje se pii zanétlivych procesech a pfi
vazodilataci, reguluje funkci slizni¢niho imunitniho systému, déle se podili na sekreci
vody a elektrolytl ve stievé a na sekreci riaznych hormonii. [20], [49] Dale se VIP
rovnéz uplatiuje jako dilezity neuropeptid s imunosupresivnimi U¢inky. Vykazuje také
protizanétlivé ucinky, jelikoz ma schopnost inhibovat proliferaci T bun¢k a produkci
zanétlivych cytokinti a chemokinti z magrofagt. Dilezita je také jeho imunomodulaéni
funkce, zalozend na podpofe riistu a proliferace jak normalnich, tak ale 1 nadorovych

bunék. [10], [20]

Obr. ¢. 24: Struktura vasoaktivniho intestindlniho peptidu. [14]
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7.11.2 VIP receptory

Utinky vasoaktivniho intestinalniho peptidu jsou zprostiedkovany prostfednictvim
vysoce afinitniho receptoru pro VIP, kdy rozliSujeme jeho dva podtypy, a to VPAC,
a VPAC,. Oba podtypy fadime do rodiny receptort sptazenych s G proteinem. [14]

Z normalnich lidskych tkani se VIP receptory vyskytuji nejen v mozku, ale i na
vétsing epitelidlnich tkani, a to zejména podtyp VPAC,. Podtyp VPAC, nachazime
exprimovan napiiklad na hepatocytech, sliznici gastrointestinalniho traktu, na folikulech
Stitné zlazy, prostatické zlaze, na plicnich acinech nebo na kanalcich pankreatu. Exprese
podtypu receptoru VPAC, byla prokdzéna v hladké svaloviné gastrointestinalniho
traktu, predevSim zaludku. Tepny ulozené v hladkém svalstvu také vykazuji expresi
receptoru VPAC,. Sténa nékterych organtli, jako je dé€loha nebo prostata rovnéz
exprimuje VPAC,; receptor.

Exprese VIP receptort ve vysoké hustoté byla identifikovana i na n¢kolika lidskych
nadorech. Mezi nadorova onemocnéni exprimujici VPAC, receptor patii napf. nador
plic, zaludku, tlustého stieva a kone¢niku, prsu, prostaty, jater nebo nador mocového
méchyie. Receptory VPAC,, které jsou na lidskych nadorech exprimovany v podstatné
mensi mife nez receptory VPAC,, byly nalezeny u leiomyomt, vétSinou benignich
nadorti vychazejicich z hladké svaloviny. VIP receptory jsou Casto na téchto typech

malignit exprimovany ve vEtsi hustoté neZ receptory somatostatinové. [20], [39]

7.11.3 Analogy vasoaktivniho intestinalniho peptidu

Na zéklad¢ identifikace téchto receptorli, byly radioaktivné znafené analogy VIP
pouzity jako specifické nastroje pro cileni na uvedené typy nadorti. Analogy byly
znadeny nejrizn&j§imi radionuklidy, jako jsou 'I, *™Tc, **Cu nebo '*F. [14] In vivo
byl poprvé pouzit VIP znaceny radionuklidem '*I. Znaceni timto radionuklidem je ale
velmi Casové narocné a navic byla prokdzdna znacnd metabolickd nestabilita tohoto
analogu. V dalSich studiich se autofi zaméfili na syntézu analogli se zvySenou
metabolickou stabilitou, ale bylo zjisténo, Ze z diivodu zachovéni specifické vazebné
afinity peptidu nelze nahradit Zadnou z 28 piitomnych aminokyselin. [20], [49]

U dalsiho analogu byl ke znaGeni pouzit radionuklid *™Tc, jedna se o analog
TP3654. Tento analog obsahuje na svém C-konci chelatovou aminokyselinovou

sekvenci GAGG. Analog vykazuje in vivo rychlou krevni clearence, vylucovan je
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pedeviim ledvinami a v mensi mife jatry. *"Tc-TP3654 se na rozdil od piedchoziho
analogu '“I-VIP akumuluje mén& v normalni plicni tkani. [14], [20], [49]

Analog *™Tc-TP3654 byl usp&né pouzit u pacientii s kolorektalnim karcinomem,
kdy dochazelo kvyS§imu pfijmu radiofarmaka nadorem, nez pii pouziti
"n-DTPA-octreotidu. Je to dano pravdépodobnd tim, e VIP receptory jsou
u kolorektalnitho  karcinomu exprimovany ve vys§i hustot¢ nez receptory
somatostatinové. [20], [49]

Bylo zjisténo, ze rizné malignity vyskytujici se u clovéka exprimuji ve vysoké
hustoté zaroven receptory pro VIP a receptory somatostatinové. Na zakladé tohoto
zjisténi byla pouzita smés obou peptidovych hormont, konkrétné '*’I-VIP
a ""In-DTPA-octreotidu. Nadory, které nebyly identifikovany jednim radioaktivng
znac¢enym peptidem, byly identifikovany druhym a naopak, tim bylo rozsifeno detekcni
spektrum pro lidské nadory. [20]

Dal$im in vivo zkoumanym analogem byl TP3982. Ve studii provadéné na mysich
vykazoval tento analog znaGeny radionuklidem ®*Cu vy3§i absorpci v nadoru neZ

predesly analog ™

Tc-TP3654. Jako nevyhoda tohoto analogu se ale ukazala pomalé
krevni clearence.

Pro vyuziti v pozitronové emisni tomografii u nadoru prsu byly zkoumany analogy
TP3939, TP3982, TP4200 a TP3850 znagené radionuklidem **Cu. Studie provadéné
in vitro a in vivo prokazaly vice nez 10krat vyS$i receptorovou afinitu téchto analogi
v nadorové tkéani, v porovnani s tkani nenadorovou. Vyhodou téchto analogl bylo
zéaroven jejich rychlé vylouceni z krve.

Dalsi analog cileny na pouziti pfi naddoru prsu byl konjugovany s kamptotecinem
(CPT) za vzniku komplexu VIP-CPT. Vysledny konjugat vykazoval vysokou afinitu
k receptorovému podtypuVPAC,, a na rozdil od samotného peptidu inhiboval bunéénou
proliferaci. Zda se, ze tento konjugat by se mohl stat novou chemoterapeutickou latkou.
Nezadoucim ucinkem tohoto ptipravku je ale cytotoxické piisobeni na normalni buiky
exprimujici VPAC, receptory.

Vyhodné vlastnosti vykazuje rovnéz analog VIP znageny radionuklidem '*F, ktery,
na rozdil od nativniho peptidu, vykazuje vyssi vazebnou afinitu k VIP receptorim
a vyssi stabilitu. Pokud se ke znaceni pouzije jednostupnova syntéza, byla prokdzana
jeho vysoka stabilita v roztoku lidského sérového albuminu, rychld krevni clearence

a rychlé vylouceni z normalnich tkani, jako jsou ledviny a stieva. [49]
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Nevyhodu pouzivani VIP analogii, zejména analogu 'I-VIP, piedstavuje to, Ze
VIP receptory jsou exprimovany ve vysoké hustoté na normalnich plicnich tkanich,
takze zobrazovani plicnich 1ézi je obtizné. Stejné problémy se vyskytuji i u zobrazovani
karcinomu prostaty, jelikoz receptor VPAC; je krom¢ nadorové tkané exprimovan
1 tkdni normalni, a kromé¢ toho i na sousedni tkani mocového méchyie. Stejné tak je
tomu i u primarnich novotvarti a metastdz v jaterni tkdni, kdy zhruba jedna ctvrtina
exprimovanych VIP receptoril je na nepostizené tkani. [39]

Z toho vyplyvéa i nemoznost identifikace jaternich metastaz pankreatickych nebo
kolorektalnich karcinomt, stejné¢ tak vySe zminénych hepatocelularnich karcinomt.
Metastazy primarnich nadorti v lymfatickych wuzlindch také nejsou vhodné pro

ror r 123
zobrazovani pomoci

[-VIP. Tyto poznatky byly ziskany z experimentii provadénych
in vitro, a neni tedy vylouceno, ze VIP receptory exprimované na nadorovych tkdnich
budou mit odlisné vlastnosti od receptori vyskytujicich se na fyziologickych tkanich.
Studii provedenych na toto téma neni mnoho, pravdépodobné z diivodu obtizeného
zacileni tohoto receptoru in vivo. [39]

Nédory exprimujici ve vysoké hustot¢ VIP receptory je mozné 1é¢it vysokymi
davkami radioaktivné znaCenymi VIP analogy, ale z vyse uvedenych diavodu je zde

velké riziko radiotoxicity pro okolni necilové tkané. Mohlo by dojit zejména

k poskozeni imunitniho systému, plic, ledvin nebo jater. [39]
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7.12 a-melanocyty stimulujici hormon

Alfa-melanocyty stimulujici hormon (a-MSH) je linearni tri-dekapeptid, ktery je
produkovan hypofyzou jako proopiomelanokortin (POMC) zn¢jz nasledné vznika
a-MSH, jehoz struktura je zobrazena na obr. ¢. 25. Hlavni funkci a-melanocyty

stimulujiciho hormonu je regulace pigmentace ktze. [20]

Obr. ¢. 25: Struktura o-melanocyty stimulujicitho hormonu. [14]

Celkem rozeznavame 5 typt melanokortinovych receptori, kdy ptisobeni tohoto
peptidu je zprostiedkovano prostfednictvim interakce s receptorem melanokortin 1
(MCI1R), ktery fadime mezi receptory spfazené s G proteinem. [14] Nadmérna exprese
tohoto receptoru byla prokdzana na melanomovych bunkéch, proto se radioaktivné
znacené a-MSH peptidy mohou pouzit jako diagnostické, nebo terapeutické prostredky
pravé u lidskych melanomu. [20]

Stejné jako jiné peptidy je i nativni a-MSH rychle metabolizovan proteolytickymi
enzymy. Ztohoto divodu se vyvijely nejriznéj$i analogy se zvySenou stabilitou
a metabolickou aktivitou in vivo. Syntetick¢ analogy mohou byt jak linearni, tak
cyklické struktury. [14], [20] Linearni analogy o-MSH pro vyuZiti u maligniho

melanomu byly nejprve znageny radionuklidem '

In a jako chelatac¢ni ¢inidlo bylo
pouzito DTPA. Vznikly analog '''In-[DTPA]-MSH ale vykazoval vysokou absorpci
v necilovych tkéanich, zejména v ledvindch a jatrech, a proto nebyl pro terapeutické
aplikace vyuzivan. Nasledné byly vyvijeny analogy cyklické, znacené radionuklidy
#mTe a "Re. PH jejich syntéze doilo ke koordinaci zvoleného radionuklidu do
trojrozmérné struktury analogu. Vzniklé analogy jiz byly vhodné jak pro zobrazovani
melanomi, tak pro jejich vyuziti v terapii. [39]

Bylo zjisténo, ze dilezitou roli pfi vychytavani analogii znacenych chelata¢nim

&inidlem DOTA v ledvinach, hraje naboj e-aminoskupiny lysinového zbytku (Lys').
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Pokud by se pfitomny naboj neutralizoval, doslo by k vyznamnému poklesu
vychytavani analogu v ledvinach, a to beze zmény vychytavani v ostatnich organech.
Amidace provedend na C-konci zase ptispiva ke zvySeni schopnosti analogu vazat se na
MCIR a ke zvySenému piijmu analogu nadorem. Po provedeni obou Uprav vznika
DOTA-NAPamid, coz je slibny analog a-melanocyty stimulujiciho hormonu vhodny
pro klinické vyuziti, ktery vykazuje vysoky piijem v nddorové tkdni a nizkou retenci

v ledvinach. [12]
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7.13 Neuropeptid Y

Neuropeptid Y (NPY) se skladd z 36 aminokyselin a spolecné s pankreatickym
polypeptidem (PP) a peptidem YY (PYY) patii do tzv. NPY rodiny. Jedna se
o nejcastéji se vyskytujici neuropeptid v mozku, ktery reguluje mnoho dalSich
fyziologickych funkeci, jako jsou napt. regulace pfijmu potravy, regulace krevniho tlaku,
a dale kontrola iizkostného chovani a stresu. [20], [49]

Pisobeni tohoto peptidu je zprostiedkovano pies Y receptory, kdy rozliSujeme
jejich podtypy Y, az Y. Fyziologicky byla prokazana exprese podtypt Y, Yz, Y4 a Ys.
Antagonisté Y| a Y, by mohly najit uplatnéni v 1é¢bé poruch stravovani a uzkosti. [39]

Neuropeptid Y se uplatituje také pii nadorovém bujeni, kdy byl prokazéan jeho vliv
na proliferaci a diferenciaci bun¢k. Pokud neuropeptid Y plsobi pies receptor Y,, ktery
je exprimovany na endotelovych bunkach, dochdzi ke stimulaci angiogeneze
a vaskularizace pevnych nadord. Neuropeptid Y tedy pusobi jako faktor podporujici rist
nejriznéjsich zhoubnych nadort. [13]

Na zaklad¢ provedené studie byl prokdzan vyskyt neuropeptidovych receptord,
konkrétné podtypu Y, u 85 % primérnich karcinomu prsu a u 100 % jeho metastaz
v lymfatickych uzlinach. Naproti tomu se tento receptor nevyskytuje u malobunééného
plicniho karcinomu, kolorektalniho karcinomu nebo karcinomu prostaty. [39] Béhem
vzniku nadoru prochdzeji receptory v nadorovych bunikach zménou jejich exprese.
Normalni prsni tkan totiZ na rozdil od tkdné¢ nadorové, vyjadiujici receptor Y,
exprimuje receptor Y,. U nadori nesoucich receptory Y; jsou tyto receptory
exprimovany homogennég a ve vysokeé hustoté.

Néadory prsu exprimuji kromé& neuropeptidovych receptori také receptory
somatostatinové, VIP a GRP. Konkrétné bylo prokazano, Ze nadory s vysokou hustotou
receptord vykazuji 74 % expresi GRP receptort,, 66 % expresi subtypu receptoru Y,
37 % expresi VIP receptorti a 21 9% expresi receptorii somatostatinu. Dle téchto
poznatkl by mohlo byt rozsifeno detekcni spektrum nadort prsu pii pouziti smési GRP
a NPY. Pomoci oznacenych receptorovych ligandi, jako napt. NPY, mohou byt nadory
prsu a jejich metastazy selektivné a i€inné€ identifikovany. [49]

Neuropeptidové receptory jsou rovnéz exprimovany Vv ovaridlni tkédni, kde
pravdépodobné hraji roli v patogenezi a patofyziologii zhoubnych nadorli vajecniki.
Vyskyt receptori Y; a Y, byl rovnéz prokdzdn u nadord kiry nadledvin nebo

neuroendokrinnich nédort, jako jsou feochromocytom nebo paragangliom. [20], [49]
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U pacientt s neuroblastomem ukazovaly vysoké hladiny neuropeptidu Y v séru na
Spatnou prognoézu a nizkou dobu pteziti. Navic byla prokazana korelace mezi zvySenim
hladiny neuropeptidu Y a metastatickym onemocnénim a s budoucim relapsem. Méieni
hladin neuropeptidu Y v séru u pacienttli trpicim timto onemocnénim se da povazovat za
témet neinvazivni nastroj pro monitorovani onemocnéni. [13]

Vysoka hustota exprese Y| a Y, receptorii na lidskych naddorech umoziuje zamérit
radioaktivné znacCené analogy na Y receptory, a to jak pro diagnostické, tak pro
terapeutické ucely. Analogy neuropeptidu Y musi spliiovat piislusné farmakologické
vlastnosti a musi mit dobrou biologickou dostupnost. Y selektivni analogy se jevi jako
slibné nosice pro 1é¢bu rakoviny prsu, zatimco Y, selektivni analogy mohou byt pouzity
pro diagnostiku, nebo pro 1é¢bu neuroblastoml, nebo obecné neuroendokrinnich

nadort. [20], [49]
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7.14 Neurotensin

Neurotensin (NT) je peptid tvoieny 13 aminokyselinami, ktery byl poprvé izolovan
z bovinniho hypotalamu. Nésledné¢ byl jeho vyskyt prokazan také v nékterych
perifernich tkédnich, jako napft. v kardiovaskularnim systému nebo gastrointestinalnim
traktu. V centrdlnim nervovém systému se neurotensin uplatiiuje jako neurotransmiter
nebo neuromodulator. V mozku se podili na kontrole chuti, endokrinnich funkci,
modulaci bolesti a patogenezi dusevnich poruch. Na periferii se neurotensin uplatiiuje
jako lokalni hormon modulujici zazivaci trakt, ddle mad vliv i na imunitni odpovéd’
stievni sliznice.

Neurotensin  plusobi  prostfednictvim  tzv. NT  receptorii.  Nejcastéjsi
charakterizované typy receptorti jsou NTS;, NTS; a NTSs. Podtypy NTS; a NTS; patii
mezi receptory spojené s G proteinem, se sedmi transmembranovymi doménami,
zatimco podtyp NTS; mezi receptory pusobici prostiednictvim G proteinu nepatii.
Utinky piisobené prosttednictvim receptoru NTS; mohou byt selektivné blokovany jeho
antagonistou SR48692. [39], [36] Role receptoru NTS; pravdépodobné spociva ve
zprostiedkovani ristové stimulace neurotensinem v naddorovych bunéénych liniich. [20]

Neurotensin také hraje roli pti nddorovém bujeni, kdy in vitro stimuluje proliferaci
nadorovych bunécnych linii. Naopak vySe zminény antagonista SR48692 proliferaci
nadorovych bunék inhibuje. Receptory neurotensinu se vyskytuji na nejriznéjSich
nadorovych bunécnych liniich, jako jsou malobuné¢ny plicni karcinom, neuroblastom,
nadory pankreatu a tlustého stfeva. Klinicky vyznam ma ale exprese receptoru
neurotensinu u primarnich lidskych nadori jako jsou meningiomy a Ewingiiv sarkom.

Dale je vyznamna exprese receptortt u duktalnich karcinomu pankreatu a v menSim
mnozstvi jsou receptory pfitomné u astrocytomt a medularniho karcinomu §titné Z1azy.
Naopak receptory NTS; jsou ve velmi malém mnoZstvi exprimovany v karcinomech
prsu, prostaty, vajecniki, ledvin a jater, dale v neuroendokrinnich stfevnich nadorech,
neuroblastomech nebo lymfomech. [39]

Terapeutické pouziti nativniho neurotensinu je omezeno jeho rychlou plazmatickou
degradaci in vivo peptiddzami. Pro vyvoj analogl je nutné dodrzet minimalni sekvenci
neurotensinu, NT (8-13), ktera stale vykazuje vysokou afinitu k pfisluSnému receptoru.
Pro scintigrafii receptoru in vivo, byly proto syntetizovany kratké stabilni analogy
neurotensinu. [39], [20] Na zvifecich modelech vykazovaly analogy znacené

131 132 1 111 1 sy o
3, 132, Pm1e, ¥¥Re, "' a '°F vysokoafinitni vazbu k NT receptortim,

radionuklidy
lepsi stabilitu a biodistribuci. Pokud by u ¢lovéka bylo scintigrafické vySetfeni uspésné,
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mohla by byt do budoucna provadéna i cilend radioterapie pomoci analogl
neurotensinu. Klinické studie se také zamétuji na mozné pouziti antagonisty ST48692,

zejména pro jeho inhibi¢ni G¢inky na nadorové buiiky. [39]
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7.15 Substance P

Peptid zvany substance P (SP) se skladd z 11 aminokyselin. Radime ho do
tachykininové rodiny neuropeptidii. Jednd se o evolu¢né nejstarSi neurotransmitery,
pravdépodobné jesté starSi nez acetylcholin nebo katecholaminy. Zaroven se jedna
o jednu z nejvétsich peptidovych rodin popsanych u zivocichli, od bezobratlych po
savce. Poprvé byla substance P izolovana v roce 1931, a to z mozku a stieva koni. Cista
forma byla izolovdna az na pocatku sedmdesatych let zhovéziho hypotalamu,
a nasledn¢ byla uréena i sekvence aminokyselin. [32]

Neuropeptid substance P je Siroce distribuovan v centralnim i perifernim nervovém
systému a dale se vyskytuje i v nervovém systému enterdlnim. V nervovém systému je
zapojeny do tady funkci, jako je vnimani bolesti nebo vasodilatace. Kromé téchto
funkei se podili také na dalSich biologickych procesech, jako jsou rist a vyvoj
neuronalni tkédné, hojeni ran, regulace cirkulacnich a respiratnich mechanismi na
centralni 1 periferni Grovni, ovliviiuje sekreci slinnych 714z a zanétlivé procesy. V CNS
se navic podili na regulaci emoc¢niho chovani, stresu, izkosti a deprese. [20], [32]

Piisobeni substance P je zprostiedkovano prostfednictvim neurokininovych (NK)
receptord. Tyto receptory rovnéz patii do rodiny receptorti sprazenych s G proteinem.
Jsou znamy 3 typy NK receptori, a to NK1, NK2 a NK3, pficemz substance P se vaze
prednostné na NK1 receptory. Receptor NK1 se vyskytuje v centralni nervové soustavé
na neuronech, na buitkach hladké svaloviny, endotelidlnich bunikéch, fibroblastech a na
buiikach imunitniho systému. [32] Pfitomnost NK1 receptorti byla popsana u riznych
lidskych novotvard, jsou to zeyména glioblastom, astrocytom, karcinom prsu, medularni
karcinom §titné Zlazy, malobun&¢ny plicni karcinom a karcinom pankreatu. Ziidka se
receptor NK1 vyskytuje u nddort gastrointestinalniho traktu nebo u lymfomd. [27], [39]

U vsSech typi nadori byla zjisténa exprese receptorii NK1 ve vysoké hustoté
na nadorovych a peritumoralnich cévach. Uvedené vaskularni receptory pravdépodobné
slouzi jako molekularni zéklad pro vazodilataci, prostiednictvim substance P.
Substance P mé4 rovnéz schopnost stimulovat proliferaci nadorovych bunck.
Antagonisté NK1 receptori maji zase schopnost rist novotvarti u ¢lovéka inhibovat.
[39]

Prvni pouzity analog substance P byl zna¢eny radionuklidem '

In a jako chelata¢ni
&inidlo bylo pouzito DTPA. Vznikly analog '''In-DTPA-substance P byl pouzit pro
vizualizaci thymu u osob trpicich autoimunitnim onemocnénim. JelikoZ zejména nadory

mozku exprimuji ve vysoké hustoté receptory pro substanci P, zamétuje se vyvoj
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analogl pfedevsim na cileni a 1é¢bu téchto nadord. [39] Pti pouziti analogu substance P
obsahujici radionuklid *°Y a chelataéni ¢inidlo DOTAGA doglo u 13 z 20 nemocnych
trpicich nddorem mozku ke stabilizaci nemoci nebo ke zlepSeni jejich stavu. [27]

In vivo se nativni substance P rychle metabolizuje enzymatickym Stépenim, kdy
nejCastejsi vznikajici fragmenty jsou SP (1-4) a SP (5-11). Ve vétSim mnozstvi vznika
fragment SP (5-11), ktery stdle vykazuje dostatecnou metabolickou aktivitu, jelikoz
vazebné misto pro receptor NK1 je umisténo v oblasti aminokyselin 7-11. Fragment SP
(5-11) neni stabilni v lidském séru, ale v mozkomi$nim moku stabilni je, coz je dulezité
z hlediska jeho vyuziti pro 1écbu nadorti mozku. Z toho divodu se pravé fragment SP
(5-11) Casto vyuziva pro syntézu dalSich analogt. [27]

Fragment SP (5-11) znageny radionuklidem *''At je vyuzivan jako potencialni
radiofarmakum pro 1é€bu multiformniho glioblastomu (GBM). Jedna se o maligni naddor
mozku vyskytujici se u dospélych, kdy median pieziti je pouze 14,6 mésicti. U pacientd,
kterym byla aplikovana substance P zna¢en4 radionuklidem *"’Bi doslo k vyznamnému
prodlouZeni medidnu pfeziti, a to az na 29 mésici. Radiofarmakum je aplikovano
injekéné a to bud’ intratumoralné, nebo intrakavitalng, kdy dochézi k snadnému priiniku
do parenchymu mozku, a k vazbé na ptfitomné GBM bunky. Pfi pouziti radionuklidu

211 : v wr e v v . r ’ e
At je dosazeno hlubsiho a u¢inngj$iho ozafeni nadoru, ale 1 vzdalenych metastaz.

Pti aplikaci analogu *'

Bi-DOTA-substance P nebyla pozorovana Zadna lokalni
nebo systémova toxicita, latka vykazovala vysokou retenci v cilové tkani a exkrece
analogu byla pfevdzné renalni cestou. Cilena radioterapie prostfednictvim
*BBi-DOTA substance P piedstavuje inovativni a u¢innou 1é¢bu gliomil, které nejsou

pfistupné pro lécbu chirurgickou. [27]
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7.16 Nékteré dalsi peptidy

Hormon uvoliujici gonadotropin (LHRH) je dekapeptid produkovany
v hypotalamu, ktery ptisobi na Grovni hypofyzy, kde stimuluje sekreci luteiniza¢niho
a folikuly stimulujiciho hormonu. Studovan byl zejména kvili jeho vlivu na kontrolu
ristu endokrinné citlivych rakovinnych bunék. Uplatiiuje se pti nddorovém bujeni,
konkrétné u nadoru prostaty, vaje¢nikli, endometria a prsu. Pro 1é¢bu téchto nadort byly
vyvinuty dva typy LHRH analogti, a to jeho agonisté a antagonisté. Agonist¢ LHRH se
pouzivaji pro terapii nadorii prostaty a nadorti prsu u zen pfed menopauzou. Antagonisté
LHRH, kteti byly vyvinuti pozdé&ji, jsou zaméteni hlavné na 1é€bu nddoru prostaty. [39],
[45]

Kalcitonin  je  neuropeptid tvofeny 32  aminokyselinami  vylucovany
parafolikuldrnimi, neboli C bunikami §titné zlazy. Hlavni funkci kalcitoninu je regulace
hladiny vapniku pisobenim na osteoklasty a ledviny. Zvysena exprese kalcitoninovych
receptoru je v osteolytickych loziscich, ktera jsou ptfitomnéd u metastaz kostnich nadorii
a u Pagetovy nemoci. Primérni lidské nadory exprimujici receptory kalcitoninu jsou
velkobunéény kostni naddor a medularni karcinom S§titné zldzy. Kvili nedostatku
poznatkl tykajicich se vyskytu kalcitoninovych receptorti v nddorech se analogy
kalcitoninu nezaméfuji na cileni uvedenych nadort.

Oxytocin ve své struktufe obsahuje 9 aminokyselin a vykazuje jak centralni, tak
periferni Uc¢inky. Pfitomnost specifickych oxytocinovych receptori byla prokazana
u glialnich nadorh, neuroblastomil, nadorii prsu a endometria. Na mySim modelu byl
popsan ucinek nového radioligandu, ktery je specificky pro oxytocinové receptory
vyskytujici se u nadorti prsu.

Peptid endotelin se sklad4 z 21 aminokyselin a vykazuje silné vazoaktivni G¢inky.
Jeho ptlisobeni je zprostfedkovano dvéma receptory, a to ET, a ETg. Exprese téchto
receptorti byla prokdzana u nadort prsu, vajecnikii, plic a u gliomi a meningiomd,
jejichz riist a progresi miize endotelin podporovat. Na zaklad¢ studii provedenych
in vitro a in vivo bylo zjisténo, ze endotelin vykazuje vi¢i naddorové tkadni mitogenni
ucinky. Na zvifecich modelech bylo prokazano, Ze se radioaktivné znaceny smiSeny
antagonista receptorit ET s a ETg vaze in vivo na endotelinové receptory. [20], [39]

Atrialni natriureticky peptid (ANP) je tvofen 28 aminokyselinami a vznika ze svého
prekurzoru pro-ANP, plisobenim serinové proteazy korin. Peptidovy hormon ANP je
produkovan v srde¢ni sini a jeho funkci je regulace homeostazy tekutin a elektrolyta

aregulace krevniho tlaku prostfednictvim plsobeni na ledviny, kde inhibuje sekreci
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reninu a aldosteronu. Pisobeni ANP je zprostfedkovano tfemi typy receptorli, a to
ANP,, ANPs a ANPc. Receptory A a B, na rozdil od receptoru C, obsahuji ve své
intracelularni doméné guanylatcyklazu. Vysokd hustota exprese ANP receptort byla
prokazana v ledvinach, nadledvinach a plicich. Mezi nddorové tkané exprimujici ANPy
receptory patii neuroblastomy a malobunéény plicni karcinom. Obecné, ale neni
dostatek informaci o vyskytu ANP receptorti u malignit vyskytujicich se u ¢lovéka.
[16], [38], [39]

Glucagon-like peptid-1 (GLP-1) je inkretinovy hormon, jehoz hlavni funkci je
regulace hladiny glukézy v krvi. U zdravych lidi je GLP-1 uvoliiovan po jidle, kdy
snizuje koncentraci glukézy zvySenim sekrece inzulinu a potlacuje vylu¢ovani
glukagonu. Pisobeni tohoto peptidu je zprostfedkovano GLP-1 receptory, které se
nachdzeji na povrchu B-bunék pankreatu v Langerhansovych ostriiveich, kde dochazi
k postprandidlni sekreci inzulinu vyvolané gluk6ézou. Receptory GLP-1 jsou ve vysoké
hustot¢ nalézany u inzulinomti vychazejicich z [-bun€k pankreatu, dale také
u gastrinomu a feochromocytomu. U pacienti s benigni formou inzulinomu se jevi
zobrazovani pomoci znac¢enych analogiit GLP-1 jako nejlepSi metoda pro jejich piesnou
lokalizaci. Na zvifecim modelu, byla pomoci radioaktivné zna¢eného analogu exendin-4

provedena uspés$nd vizualizace ptitomného inzulinomu. [18], [39]
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Vopraci byly shrnuty poznatky tykajici se radioaktivné znacCenych
receptoroveé-specifickych peptidi. Jednd se o skupinu radiofarmak, kterd jsou
v zé&vislosti na pouzitém radionuklidu vhodné jako pro diagnostické, tak terapeutické
ucely. Tato oblast se neustale vyviji, a to zejména diky interdisciplinarni spolupraci, kdy
jsou uplatiovany poznatky zriznych obori, jako je chemie, biochemie, biologie,
biofyzika, radiologie a nuklearni medicina.

V poslednich letech bylo vyvinuto a zkoumano mnoho peptidd, které by se daly
pouzit jako radiofarmaka. Pro terapeutické ucely se do budoucna jevi jako slibné
nastroje peptidy vykazujici antiproliferani a apoptotické ucinky. Ke zlepSeni detekce
nadord, které exprimuji vice riiznych receptorit pro peptidové hormony, by mohlo
prispét pouziti smési nekolika radioaktivné znacenych peptidu.

Pro pacienty je zaroveinn piinosnéj$i ucinné cileni na nadorovou tkan, které je
spojeno s niz§im vyskytem nezddoucich ucinkli, v porovnani s jinym zplsobem
protinadorové lécby. Pretrvavajicim problémem pouzivani radioaktivné znacenych
peptidt a jejich analogi je ale jejich rizny stupen radionefrotixicity. V soucasné dobé
se ale i tento nezaddouci ucCinek dafi feSit a to syntézou analogli s nizkou
radionefrotoxicitou. Dé&je se to na zéklad¢ jejich strukturnich modifikaci nebo podanim
jinych sloucenin, které radionefrotoxicitu aplikovaného radiofarmaka sniZuji, a tim se
pacientiim zaruci jejich bezpecné podani s co nejnizsimi riziky.

Stale jsou hledany nové peptidové receptory exprimované na nadorovych buitkach
a zaroven noveé radioaktivné znacené peptidy. Tyto nové ziskané poznatky jsou dilezité

pro jejich budouci aplikace v diagnostice a terapii nadorovych onemocnéni.
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