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PERMBLEDHJE

Peptidet e shénuara me radioizotope jetéshkurtér si 99mTc, zotérojné njé poténcial t&€ madh pér t'u pérdorur si
radiofarmaceutikaté. Pérmes kétyre peptideve, bombezina dhe GastrinReleasing Peptide kryejné funksionin e
faktorit rrités autokrin né disa geliza neoplastike [3]. Ky studim éshté pérgendruar né vetité in vitro té komplekseve
té formuara midis dy derivatéve peptidike té bombezinés dhe radionuklidit #Mre Studiuam metabolizmin e tyre né
mélgi dhe veshka té homogjenizuara, stabilitétin in vitro, né plazmén njérézore dhe geliza kanceroze PC3. Nga
kombinimi i rezultatéve u arrit né pérfundimin se dy derivatét e bombezinés né studim kané stabilitét té ulét né
veshka dhe mél¢i dhe stabilitét té larté né plazmén njérézore dhe geliza kanceroze. Studimet krahasuese midis
derivatéve BN11, BN11p treguan pér pérmirésim té vetive in vitro té derivatit BN11p, gjé qé i jep atij mundésiné pér
t'u pérdorur me sukses si radiofarmaceutikati mé i pérshtatshém né diagnostikimin e kancerit té hershém né
pankreas.

Fjalé kyge: bombeziné, tumor, plazém njérézore, metabolizém.

SUMMARY

Labeled peptides with short lived radioisotopes like ~~"Tc have great poténtial as radiopharmaceuticals. Among
these peptides are Bombesin and GastrinReleasingPeptide which both can function as autocrine growth factors in
several neoplastic cells [3]. In this study, our intérest has been focused on the in vitro properties of the complexes
formed between two peptide Bombesin derivatives and the radionuclide #™Te. We have studied their metabolism in
homogenized liver and kidneys, stability in vitro (protéolytic degradation of the radiolabeled micro peptides) in
human plasma and cancer cells PC3 and also releasing time of radioactivity from cancer cells. It is concluded that
two Bombesin derivatés appeared low stability in homogenized liver and kidneys and in the same time high stability
in human plasma and cancer cells PC3. The comparative studies between two derivatés (BN11, BN11p) showed that
BN11p appears promising for the in-vitro properties, so it may be a useful tool for early tumor detéction.

99m.

HYRIE

Hapi i paré né zhvillimin e radiofarmaceutikatéve
me bazé peptidet éshté pérgatitia e
komponimeve té cilat kané afinitét dhe
selektivitet pér organin qé na intéreson dhe
gjithashtu kané aftési pér té lidhur radioizotopin
gé gjithashtu na intéreson [7]. Né botimet
shkencore jané paragitur pérpjekje t&€ médha té
béra pér té sintétizuar derivaté té peptideve té
afta pér t'u lidhur me ®mye népérmjet ligandeve

[2]. Stratégjia mé e zakonshme éshté té fiksohet
njé ligand né njé nga aminoacidet fundore,
shpesh népérmjet njé grupi hapésinor.

Bombezina (BN) éshté njé neuropeptid i 14
aminoacideve. Ajo éshté izoluar né ményré
origjinale nga |ékura e amfibit Bombina orientalis
dhe éshté njé analog i “gastrin releasing peptide”
njérézore (GRP), qé lidhet né receptorét GRP
(GRP-R) me afinitét dhe specificitét té larté [1].
Receptoret GRP jané té pranishém né disa lloje
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tumoresh njérézore, duke pérfshiré kancerin e
prostatit, té gjoksit, qeliza té vogla kanceri té
mushkérive etj. Ky ndikim i receptoreve té
peptideve mbi tumoret njérézore ka ngjallur
intéresin klinik né ditét e sotme. Késhtu, éshté
studiuar bombezina e radioshénuar dhe éshté
arritur né pérfundimin se ajo mund té pérdoret
me sukses pér shintigrafiné e receptoréve GRP.
Akumulimi i larté i gjurmuesve diagnostiké né
tumoret e paoperueshme éshté kriteri mé i
réndésishém pér térapiné radioizotopike té
météjshme.

Mirépo éshté vérejtur se bombezina ka njé
metabolizém shumé té shpejté in-vivo dhe si
rezultat akumulimi  (uptake) né tumore
ksenograft né minj éshté i ulét [5]. Kjo ka
rrezikuar pérdorimin e saj si radiofarmaceutikat.
Por problemi i stabilitétit té ulét in vivo éshté
zgjidhur  duke ndérhyré dhe modifikuar
molekulén e bombezinés. Njé pérmirésim i
dukshém éshté realizuar nga futja né molekulén e
bombezinés té aminoacideve jonatyrale me
grupe elektrondhénés, té afta pér té kompleksuar
®MTe e reduktuar [4]. Nga kéto ndérhyrje né
molekulén e bombezinés jané pérftuar disa
derivaté, dy prej té cilave i analizuam né kété
studim. Kéto derivaté dallohen ndérmjet tyre
vetém nga gjatésia e vargut (pesha molekulare).
Struktura e ploté e dy derivatéve éshté:

(BN1.1): Gly-Gly-Cys-Aca-GIn-Arg-Leu-Gly-Asn-
GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met(CONH2):  Gly-
Gly-Cys-Aca-BN[2-14]

(BN1.1p):  Gly-Gly-Cys-Aca-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-
His-Leu-Met(CONH2) : Gly-Gly-Cys-Aca-BN[7-14]

MATERIALI DHE METODA

I. Studimet e metabolizmit né veshka dhe mélci
té homogjenizuara

Ky kontroll éshté bazuar né pércaktimin e
stabilitétit né kohé té kompleksit radioaktiv té
krijuar midis derivatéve té bombezinés dhe 99"'Tc,
té depozituar né veshka dhe meélgi. Duhet
pércaktuar se pér sa kohé enzimat e mélgisé dhe
veshkave shkatérrojné kompleksin e akumuluar
né to. Si pasojé e kétij shkatérrimi krijohen specie
(pjesé molekulash té peptidit) té reja gé lidhen

me ™Tc. Kontrolli kryhet me sistemin e

kromatografisé sé léngét né presion té larté
(HPLC). Béhet krahasimi i pigeve kromatografike,
té peptidit té radioshénuar, para dhe pas kryerjes
sé procedurés dhe né intérvale kohe né rritje.

Pér té realizuar kété studim ndiget kjo proceduré:
Sakrifikohen minj normalé me peshé ~20g.
Ndahen ve¢ dy veshkat dhe mélgia dhe
homogjenizohen fort me 1ml solucion puferik
(TRIS-sukroze, pH=7.4). 100 pl nga solucioni i
veshkave dhe 150 ul nga solucioni i mélgisé té
homogjenizuara trajtohen me 150 pl solucion té
derivatéve t& bombezinés t& shénuara me *"Tc
(sipas procedurés se pérshkruar mé lart) dhe té
kontrolluar pér pastérti radiokimike me sistemin
e kromatografisé sé lénget né presion té larté
HPLC (té pérshkruar si mé lart). Pas 5 minutash,
15 minutash dhe 30 minutash shtohet né secilin
solucion 0.9ml etanol pér té ndaluar veprimin e
enzimave (ndérpritét reaksioni i shkatérrimit té
peptidit) dhe precipitojné proteinat. Tubat
centrifugohen dhe supernatanti i nénshtrohet
kontrollit me sistemin e kromatografisé sé lIéngét
né presion té larté HPLC, pasi éshté filtruar né njé
filtér milipor 0.22um. Pér ¢do rast pércaktohet
pérmbaijtja (%) e peptidit té pashénuar.

1. Stabilitéti i peptidit té shénuar né plazém
njérézore

Degradimi  (shkatérrimi) i konjugatéve té
radioshénuara éshté studiuar in-vitro si né
plazma ashtu dhe né qeliza PC-3. Derivati i
bombezinés sé shénuar me 9ngc, éshté inkubuar
né plazmén e dhuruesve té shéndetshém, né
pérgendrim 3-4MBg/ml (1.5-2 pmol/ml), né
intérvale kohe té ndryshme (deri né 24 oré), né
37°C. Pas inkubimit, proteinat jané precipituar
me ACN/Etanol 1:1 dhe TFA (0.01%) dhe jané
centrifuguar (10 minuta, 20000 rrot/min), né 4°C.
Supernatanti éshté filtruar dhe éshté analizuar
me té njéjtin sistem RP-HPLC si pér rendimentin e
shénimit té peptidit té shénuar. Pér ¢do rast
éshté pércaktuar pérmbajtja (%) e peptidit té
pashénuar.

I1l. Stabilitéti né geliza kanceroze PC-3
Stabilitéti né kultura gelizore éshté vlerésuar me
2x10° geliza kanceroze njérézore (prostat
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adenocarcinoma) PC-3, té siguruara nga
European Collection of Cell Culture (Salisbury,
England). Qelizat jané ruajtur né ushqgyes té tipit
DMEM GLUTAMAX-1 me 1-10% FCS, 100 IU/ml
penicilin, 100ug/ml streptomicin sulfaté dhe
0.25pug/ml amfotéricin B. Kulturat gelizore jané
inkubuar né 37°C né atmosferé qé pérmban 7.5%
CO.,. Kéto geliza i jané nénshtruar rritjes ¢do javé,
pas shképutjes sé tyre me trypsin/EDTA (0.25%).
Derivatét e bombezinés té& shénuara me *°"Tc
jané shtuar né suspensionin e gelizave, né fosfat
bufer saline (PBS), me pérgendrim 3-4MBg/ml
dhe jané inkubuar ne 37°C. Né intérvale kohe té
ndryshme, deri né 1 org, gelizat jané bllokuar me
ané té precipitimit (si¢c e pérshkruam mé lart) dhe
jané filtruar. Filtratét jané analizuar me té njéjtin
sistem RP-HPLC si mé lart. Shumé pige qé u
korrespondojné peptideve té pashkatérruara dhe
produktéve té ndryshme té degradimit jané
marré né kromatogramat radioaktive. Pérgindja e
peptideve té pashkatérruara pércaktohet pér ¢do
kohé inkubimi.

IV. Ritmi i daljes sé radioaktivitetit nga gelizat
kanceroze

Gjithashtu éshté studiuar ritmi i Iéshimit té
radioaktivitetit nga gelizat kanceroze PC-3. Sipas
po té njéjtés ményré si tek stabilitéti né geliza
kanceroze, éshté pércaktuar radioaktiviteti i
léshuar nga gelizat kanceroze né funksion té
kohés.

REZULTATET DHE DISKUTIMI

I. Studimet e metabolizmit né veshka dhe mélgi
té homogjenizuara

Rezultatét e marra nga studimet metabolike té
stabilitétit pér dy derivatét e bombezinés né
veshka dhe mél¢i té homogjenizuar, jepen né
grafikun mé poshté.

Shihet garté nga ky grafik se komplekset e
shénuara jané stabél vetém 5 minuta pas
akumulimit né kéto organe. Stabilitéti né veshka
éshté pak mé i ulét se ai né mélgi pér té dy
derivatét. Derivati BN 1.1p jep stabilitét pak mé
té larté né té dy organet krahasuar me derivatin
BN 1.1.

120 —4—e Bla 95TcBN] —B— ekisTcBITL1
e 1o 09T<BIT1.1p —B— Ik ki%uTe B 1p
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Figura 1. Metabolizmi né veshka dhe mélgi té
homogjenizuara

Il. Stabilitéti i peptideve té shénuara né plazmén
njérézore

Studimi i stabilitétit té& dy derivatéve BN1.1 dhe
BN1.1p né plazmén njérézore dha rezultatét e
paraqitura grafikisht né Fig. 2.
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Figura 2. Stabilitéti né plazmén njérézore

Shihet garté nga ky grafik, se té dy derivatét kané
stabilitét té larté né plazmén njérézore, por
derivati BN1.1 paraqet stabilitét mé té larté se
BN1.1p. Pér 120 minuta vetém 20% e tij éshté
shkatérruar ndérkohé gé BN1l.lp éshté
shkatérruar né masén 70%.

lll. Stabilitéti né geliza kanceroze PC-3

Me rezultatét e marra lidhur me stabilitétin e dy
derivatéve té shénuara BN 1.1 dhe BN 1.1p, né
geliza kanceroze PC-3 jané ndértuar grafikét né
Fig. 3.
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Figura 3. Stabilitéti né geliza kanceroze PC-3

Grafikét tregojné qarté se dy derivatét shfaqin
stabilitét né geliza kanceroze. Radioaktiviteti i
mbajtur (akumuluar) né to éshté 75% pér BN1.1
dhe 65% pér BN1.1p, pér 30 minuta.

IV. Ritmi i daljes sé radioaktivitetit nga gelizat
kanceroze

Studimet e kryera lidhur me ritmin e daljes sé
radioaktivitetit nga gelizat kanceroze, duke matur
radioaktivitetin e gelizave kanceroze né funksion
té kohés, cuan né ndértimin e dy kurbave (pér dy
derivatét né studim ve¢mas) té paraqitura né Fig.
4,
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Figura 4. Ritmi i daljes sé radioaktivitetit nga
gelizat kanceroze

Duke analizuar dy kurbat e kétij grafiku, nuk vihet
re mbajtje pér njé kohé té gjaté e radioaktivitetit
nga gelizat kanceroze (aférsisht 4 ore), pér té dy
derivatét e studiuara, ndérkohé qé 4 oré éshté
njé kohe e mjaftueshme pér té kryer té gjitha

procedurat e marrjes sé imazheve shintigrafike
[6].

PERFUNDIME

Rezultatét e kétij studimi tregojné se té dy
derivatét e bombezinés shfaqgin veti biologjike té
ngjashme me ato té bombezinés natyrore dhe
kané kéto veti premtuese pér t'u pérdorur si njé
radiofarmaceutikat specifik i ri pér zbulimin e
tumoreve:

1. Studimet metabolike tregojné stabilitét té
ulét né veshka dhe mélgi, t& homogjenizuar pér
té dy derivatét né studim

2. Studimet in vitro té degradimit té dy
koniugatéve té radioshénuara tregojné stabilitét
té larté né plazmén njérézore dhe geliza
kanceroze.

3. Studimi i ritmit té daljes sé radioaktivitetit nga
gelizat kanceroze tregon pér mbajtje 4 oré té
Iéndés radioaktive né kéto qeliza, kohé kjo
optimale pér té kryer studimet shintigrafike.

4. Krahasimet midis derivatéve BN1.1 dhe
BN1.1p tregojné pér pérmirésim té sjelljes
radiofarmakologjike té derivatit BN1.1p, gjé qé i
jep atij mundésiné pér t'u pérdorur me sukses si
radiofarmaceutikati mé i pérshtatshém né
diagnostikimin e kancerit né pankreas.
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