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Zoznam skratiek

ACN acetonitril

Arg arginin

Asp asparagova kyselina

Bq Becquerel (MBg — megabecquerel, GBq — gigabecquerel)
CPM pocet impulzov za minuatu, angl. counts per minute

CT vypoctova tomografia, angl. computed tomography

DBU 1,8-diazabicyklo[5.4.0]lundec-7-en

DFO deferoxamin

DFO-NCS deferoxamin izotiokyanat

DIC N,N'-diizopropylkarbodiimid

DIPEA N,N-diizopropyletylamin

DNA deoxyribonukleova kyselina, angl. deoxyribonucleic acid

DMF N,N-dimetylformamid

DMSO dimetylsulfoxid

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

DOTAGA 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1-(glutarova kyselina)-4,7,10-trioctova
kyselina

DTPA kyselina dietyléntriaminpentaoctova

EDTA kyselina etyléndiamintetraoctova

ESI elektrosprejova ionizacia, angl. electrospray ionization

FDG flubrodeoxyglukdza

FLT fluérotymidin

Fmoc fluéroenylmetoxykarbonyl protektivna skupina

GBD Global Burden of Disease

GBM multiformny glioblastém, angl. glioblastoma multiforme

Gly glycin

Gy Gray

HFiP hexafluéroizopropanol

HOBt N-hydroxybenzotriazol

HPLC vysokoucinna kvapalinova chromatografia, angl. high-performance liquid

chromatography



HRMS

LC/MS

Leu

LT

Lys
MGMT
MR
MRS

NMR
NODAGA
NODASA
NOTA

p.i.

PBS

PET
PSMA

PyBOB
resin
r.o.
RGD
RCHC
RTG
SD
SST
SSTR
SPECT

tBu
TFA
T™™Z
Tyr

hmotnostna spektrometria s vysokym rozliSenim, angl. high-resonance
mass spectrometry

infraCervené Ziarenie, angl. infrared radiation

kvapalinova chromatografia-hmotnostny spektrometer, angl. liquid-
chromatography-mass spectrometry

leucin

laboratorna teplota

lysin

metylguanin DNA-metyltransferaza

magneticka rezonancia, angl. magnetic resonance

magnetickd rezonantna spektroskopia, angl. magnetic resonance
spectroscopy

nuklearna magneticka rezonancia, angl. nuclear magnetic resonance
1-(1,3-karboxypropyl)-4,7-karboxymetyl-1,4,7-triazacyklononan
1,4,7-triazacyklononan-N-jantarova kyselina-N',N"-dioctova kyselina
1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova kyselina

po podani, angl. post injection

fosfatovy pufor

pozitrénova emisna tomografia, angl. positron emission tomography
prostaticky Specificky membranovy antigén, angl. prostate-specific
membrane antigen

benzotriazol-1-yl-oxytrispyrolidin fosfonium hexafluérofosfat
polystyrenova zivica

retroorbitalne, angl. retro orbital

sekvencia arginin-glycin-asparagova kyselina

radiochemicka Cistota

réntgenoveé Zziarenie

smerodajna odchylka

somatostatin

receptory somatostatinu

jednofotébnova emisna vypoctova tomografia, angl. single-photon
emission computed tomography

terc-butyl

kyselina trifluéroctova, angl. trifluoroacetic acid

Temozolomide

tyrozin
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UHPLC

uv
WHO

ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia, angl. ultra-high
performance liquid chromatography
ultrafialové ziarenie, angl. ultraviolet

Svetova zdravotnicka organizacia, angl. World Health Organization
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Uvod

Glioblastom, znamy tiez ako multiformny glioblastom (GBM) alebo astrocytém Stvrtého
stupfia, je jednym z najzavaznejSich a najagresivnejSich typov nadorov centralneho
nervového systému. Napriek technologickému pokroku v chirurgii, chemoterapii,
radiaCnej terapii, ale aj radiochemickej terapii v poslednych rokov zostava glioblastom
do znacgnej miery odolny vodi lie¢be.

Glioblastom, podobne ako vsetky nadory, je vysledkom neprimeraného delenia
buniek. V tomto pripade sa gliové bunky, ktoré normalne obklopuju a chrania nervové
bunky mozgu, mnozia bez obmedzenia. Nador sa Siri zakerne celym mozgom bez
jasného ohranicenia, ¢o vyrazne stazuje chirurgicky zakrok. Priemerne sa pacienti
dozivaju 10-12 mesiacov od diagnostiky, pricom doba prezitia sa mbze liSit medzi
jednotlivcami. Priblizne 10 % pacientov sa dozZiva dvoch, pripadne viac rokov. Prave
preto je véasna a presna diagndza kliGovym aspektom pri zlepSeni kvality a dizky Zivota
kazdého jedného pacienta.

Zobrazovacie techniky zohravaju délezitu rolu pri diagnostike glioblastomu
a naslednom monitorovani terapeutickej odpovede. Hoci je zobrazovanie pomocou
magnetickej rezonancie (MR) prvou volbou, po ktorej sa siaha, pozitrénova emisna
tomografia (PET) sa vyrazne dostava do popredia pri diagnostike gliomov. Pri
zobrazovani sa uplatnuju najma hybridné systémy PET/CT a PET/MR, ktoré predstavuju
kombinaciu dvoch zobrazovacich technik, ¢im umozfuju ziskat’ ucelenejSie data v ramci
jedného vySetrenia.

Pocas klinického PET vySetrenia zohravaju délezitu ulohu tzv. radiofarmaka. PET
skenovanie si vyzaduje aplikaciu malého mnozstva nosi¢a, ktorym moze byt napr.
glukéza, peptid, apod., ktory je znaCeny vhodnym radionuklidom. NajbeznejSim
radioaktivnym izotopom pouzivanym pre PET aplikacie je fluér-18, pri¢om vacsina studii
sa zameriava na vlastnosti a pouzitie *¥F-fluérodeoxyglukozy, najpouzivanejSieho PET
radiofarmaka. Na ziskanie informacii o Specifickych drahach  bunkovych
a molekularnych nadorov je v su€asnosti k dispozicii mnozstvo novych zlu¢enin
s perspektivou pre PET zobrazovanie. Medzi zaujimavé potencidlne radiofarmaka

pouzitefné ku zobrazovaniu gliémov patria napr. radioaktivne znacené RGD peptidy.
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Teoreticka cast’

1 Nadorové ochorenia

Nadorové ochorenia zahffaju Siroku skupinu chordb, ktoré mdzu ovplyvnit ktorukolvek
Cast' tela. Najvaésim problémom je nekontrolovatefny rast a Sirenie buniek, pri¢om
napadaju okolité tkaniva a metastazuju. Jedna sa o druhu najéastejSiu priinu umrti na
celom svete, hned po kardiovaskularnych ochoreniach.!

Podfa studie Global Burden of Disease (GBD) z roku 2015, ktora bola vykonana
ako sucast komplexného regionalneho a globalneho vyskumného programu, ktory
hodnoti umrtnost a zdravotné postihnutie spésobené zavaznymi ochoreniami,
zraneniami a rizikovymi faktormi, a ktorého sa zuCastriuje viac ako 500 vyskumnych
pracovnikov zastupujucich vySe 300 institacii a 50 krajin, sa umrtnost v désledku
nadorovych ochoreni medzi rokmi 2005 a 2015 znizila, aj napriek zvySujucej sa globalnej
incidencii  rakoviny vtomto obdobi.! Je tomu tak vdaka vyraznému
zdokonaleniu diagnostiky rakoviny, priom mnohé Studia sa nadalej zameriavaju na
objavenie novych terapii, ktoré by dokazali znizit vedlajSie ucinky uz zauzivanych
pristupov ku lie€be, a tym znizit umrtnost o niekolko percent.

Dal$ou z moZnosti zniZenia umrtnosti je véasna diagnostika tohto ochorenia.
Pokial sa rakovina podchyti v skorom §tadiu, je omnoho pravdepodobnejsie, ze bude
odpovedat na lieCbu. AvSak pokial dbjde k zisteniu rakoviny v niektorych z neskorsSich,
Ci poslednych §&tadii, lieCba uz nemusi byt u€inna. Screening u zdravych aj
vysokorizikovych populacii ponuka prilezitost na v€asné odhalenie rakoviny so
zvySenou moznostou lie€by. V suc€asnosti existuje moznost screeningu u niektorych
typov nadorovych ochoreni, avSak kazdy test ma obmedzenia a mnohé dalSie potrebuju
dodatoéné vylep$enia.?

Mechanizmus vzniku rakoviny, teda premeny normalnych buniek na nadorové,
zahrfiuje viacstupfiovy proces, ktory vSeobecne prechadza z prekancerdznej lézie na
maligny tumor. Tieto zmeny su vysledkom interakcie genetickych faktorov a externych
Cinitelov, ktoré mozno rozdelit na fyzikalne, chemické a biologické. Mnohym typom
nadorovych ochoreni sa da zabranit, avSak jednym zo zakladnych faktorov vyvoja

rakoviny je aj starnutie. Vyskyt rakoviny dramaticky stupa s vekom, priCom u takychto
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pacientov je rakovina sprevadzana inymi ochoreniami. TaktieZ je u nich bunkova oprava
menej ucinna nez u mladého Cloveka a tym sa znizuju Sance na prezitie.

NajbeZnejsim typom je rakovina pluc, ktora predstavuje priblizne 22 % pripadov.
U Zien sa najCastejSie stretavame s rakovinou prsnika a u muzov s rakovinou prostaty.
Medzi dal3ie, Casto sa vyskytujuce nadorové ochorenia, mozno zaradit karcindm koze,
kolorektalny karcindm, i rakovinu niektorého z ostatnych organov gastrointestinalneho
traktu.®> Medzi jedny z najnebezpecnejsich druhov rakoviny mozno zaradit' rézne typy
nadorov mozgu, ktoré su vo vacésine pripadov sprevadzané az fatalnymi nasledkami.

Ako uz bolo spomenuté, spravna diagnéza je nevyhnutna pre primeranu a ucinnu
lieCbu. Kazdy typ rakoviny vyzaduje Specificky lieCebny rezim, ktory zahffa jednu alebo
viac modalit, ako je chirurgicky zakrok, radioterapia a chemoterapia. Stanovenie cielov
lieCby a paliativnej starostlivosti je délezitym prvym krokom. Hlavnym cielom je vylieCit
rakovinu alebo podstatne predizit dizku Zivota. TaktieZ je délezité zlepsit kvalitu Zivota
pacienta, ¢o mozno dosiahnut podpornou alebo paliativnou starostlivostou
a psychologickou podporou.®

V tejto praci som sa zamerala na preklinicky vyskum jedného z typov rakoviny
mozgu, konkrétne som pouZivala model U87-MG buniek, ¢o su bunky ludského
glioblastomu. Bunky som detekovala pomocou zobrazovacich metéd nuklearnej
mediciny s vyuzitim radioaktivne znaceného RGD peptidu. Nadory mozgu a centralneho
nervového systému su 10. najcastejSou pri¢inou Umrti u muzov a zien.* Primamne
mozgové nadory vznikaju z mnohych typov tkaniv ako su spominané gliové bunky,
astrocyty, &i iné bunky, zatial ¢o metastatické typy su spdsobené Sirenim rakovinovych

buniek z tela priamo do mozgu.

1.1  Multiformny glioblastom

Multiformny glioblastdom je povazovany za najagresivnejSi gliom, subor nadorov
vychadzajucich z glie alebo ich prekurzorov v centralnom nervovom systéme. Glie, tiez
gliové bunky, Ci neuroglie, predstavuju podporné bunky neurénov. Klinicky sa gliomy
delia na Styri stupne, pricom najagresivnejsi Stvrty stupen, multiformny glioblastom, je
zaroven najbeznej$im typom u ludi.® Polovica dospelych pacientov zomrie v priebehu
10 az 12 mesiacov po diagnéze alen 10 % pacientov sa doziva az 24 mesiacov po
stanoveni diagnézy. Tento druh rakoviny postihuje hlavne pacientov vo veku 55 az 84
rokov, pricom pri¢iny vac¢siny glioblastdmov doposial nie si zname.® Napriek niekolkym
klinickym Studiam zameranym na antiangiogénne cielené terapie, teda terapie braniace
vzniku novych ciev, ktoré by mohli zasobovat tumor krvou, zostava lekarska starostlivost

0 glioblastdm v poslednom desatro€i bez vyrazného zlepSenia. V€asna diagnostika
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zabezpecujuca moznost Uplnej resekcie tumoru zvySuje pravdepodobnost upiného
vylie€enia. Prognéza zavisi od mnohych faktorov, avSak u mnohych pacientov je
nepriazniva a lie¢ba ma len paliativny charakter. Preto mnohé sucasné Studie kladu
dbraz najma na v€asné odhalenie rakoviny a zlepSenie Zivota pacientov. Vyznamnu
ulohu v diagnostike zohravaju najma sofistikované zobrazovacie techniky, ktoré mézu

velmi presne urdit polohu a rozsah nadorov.’

1.2  Diagnostika a lie€ba glioblastomu

Jednym z hlavnych problémov lieCby glioblastdbmu je nedostatok uc€innych
diagnostickych stratégii. V su€asnosti sa diagnostické metddy spoliehaju najma na
neurologické testy a anatomické zobrazovanie, ktoré sa cCasto vykonavaju az
v pokroCilom $&tadiu ochorenia. Prave kvdéli absencii u&innych farmakologickych
a chirurgickych lie¢ebnych postupov je identifikacia skorych stadii kluCova pre zlepSenie
miery preZitia a pre vyvoj novych terapeutickych metod.®
Standardnou lie¢bou glioblastému (obr. 1) je chirurgicky zakrok. Tento pristup zahffia
zvazenie maximalnej chirurgickej resekcie nadorového tkaniva aj napriek tomu, Ze nie je
mozné odstranit’ cely nador. Samotny glioblastom vykazuje vysoku agresivitu, ktora sa
vyznacuje infiltraciou okolitého tkaniva a rozsiahlou vaskularizaciou nadoru. Prave preto
je tato metdda spojena s uzivanim liekov a/alebo radia¢nou terapiou.® Kratko po vyvinuti
ozarovacej terapie bolo preukazané, Zze kombinaciou chemoterapie a radioterapie je
mozné prediZit Zivot pacientov.'® Dnes je beZna kombinovana lieba, vratane samotne;
radioterapie alebo chemoterapie pred operaciou, a takisto po nej. Chemoterapiu mozno
pouzit aj v pripade oddialenia radioterapie u mladsich pacientov.®

Chemoterapia nachadza uplatnenie pri zmenSovani nadoru, a taktiez ako
nasledujuci krok po chirurgickom zakroku na znienie zvySnych rakovinovych buniek.

Podava sa systematicky, teda do celého tela v podobe tabletky, injekcie alebo infuzie.
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Obrézok 1- Standardna lie¢ba glioblastému™
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V suCasnosti patri medzi najuzivanejSi liek multiformného glioblastomu
Temozolomide (TMZ) (obr. 2). Radi sa medzi alkylacné cCinidla, pri€om jeho ulohou je
spomalit’ alebo zastavit rast nadorovych buniek. AvSak zdedena a ziskana rezistencia
znemozfiuje uspesnu lie€bu. Priamy opravny protein metylguanin DNA-metyltransferaza
(MGMT) odstranuje cytotoxicku O6-metylguanin (O6-MeG) Iéziu dodavanu TMZ, &im jej
expresia nadormi poskytuje rezistenciu. Tzv. ,DNA mismatch repair, skory
postreplikacny kontrolny a opravny mechanizmus, sa stava nevyhnutnym pre
spracovanie O6-MeG aduktov. Jeho nedostatok vedie ku tolerancii l1ézii, rezistencii TMZ

a dalsim mutaciam DNA.12
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Obrazok 2- Chemicka Struktura Temozolomide (TMZ)

Radiac¢na terapia méze pomoct kontrolovat rast nadoru a takisto sa méze pouzit
namiesto chirurgického zakroku alebo popri fiom. Tradiéna radiaéna terapia je
alternativou operacie a podobne ako chemoterapia méze odstranit pozostalé rakovinové
bunky. Beznym S&tandardnym postupom je opakované ozarovanie 1,8 Gy (Gray —
jednotka absorbovanej davky) denne po dobu 6 tyzdhov. Vzhladom na horSiu prognézu
u starSich pacientov prebehli viaceré Studie, ktorych ciefom bolo zhodnotit’ kratSie cykly
radioterapie. KratSi priebeh, nazyvany tiez hypofrakcia, znamena podanie vyssej dennej
davky, €o vedie ku kratSiemu trvaniu celkovej lieCby. Prva nahodna Studia vsak
nepreukazala Ziadny rozdiel v preziti medzi 6 tyzdfiovym a 3 tyzdriovym oZarovanim.®

PretoZze tieto postupy neposkytuju dlhodobé rieSenia, pozornost vyrazne
zaCinaju pritahovat nové alternativne spdsoby lieCby, vratane prirodnych zlucenin
a fytochemikalii, teda latok nachadzajlcich sa v rastlinach. Vdaka svojmu prirodnému
pbvodu vykazuju minimalnu bunkovu toxicitu vo¢i normalnym bunkam, a tym sa stavaju

jednymi z najatraktivnejSich pristupov pri lie¢be nadorov.
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2 Zobrazovacie metody

Klacovu rolu v diagnostike glioblastomu zohrava neuroimaging a nasledna biopsia, teda
histologické potvrdenie alebo vyvratenie diagnézy. Vykonava sa v pripadoch, kedy
Clovek trpi relevantnymi symptémami ako su zachvaty, neurologické deficity, ¢i zmeny
osobnosti.’® Diagnostické nastroje zahfiaju primarne vypoctovu tomografiu (CT)
a magneticku rezonanciu (MR) (obr. 3). Intraoperacna MR méze byt tiez uzito¢na a to
poCas chirurgického zakroku pri usmeriovani biopsii tkaniv a odstrafovani nadoru.
Medzi dalSie vyuzivané metddy patri magneticka rezonanéna spektroskopia (MRS),
ktora sa pouziva na skumanie chemického profilu nadoru. Pozitrénova emisna
tomografia (PET) zas Casto pomaha pri zistovani recidivy nadoru a spoloCne s
jednofoténovou emisnou vypodtovou tomografiou (SPECT) umozfiuje zobrazit
priestorové rozlozenie radioaktivne znacenej latky po aplikacii do organizmu. Hovorime
o metddach nuklearnej mediciny, ktoré v poslednych rokoch zaznamenali velky rozvoj,
ato najmad v kombinacii formou hybridnych zobrazovacich systémov SPECT/CT,
PET/CT (obr. 3) a PET/MR. Nedavny pokrok nuklearnej mediciny bol posuvany vpred aj
vdaka biotechnologickému pokroku, ktory predstavuje radioimunoterapiu a
radiopeptidovu terapiu, metddy predstavujuce sfubny krok vpred pre terapiu

glioblastéomu.’

Obrazok 3- CT, MR, PET/CT sken multiformného glioblastému (prevzaté a upraveng)*®

2.1 Magneticka rezonancia a vypoc¢tova tomografia

Magneticka rezonancia je primarne pouzivanou zobrazovacou metédou pre diagnostiku
glioblastomu, avSak pre pacientov s kardiostimulatorom, inzulinovou pumpou, Cci
niektorym typom ortopedickych alebo neurochirurgickych implantatov predstavuje toto
vySetrenie vysokeé riziko. U takychto pacientov sa uprednostriuje vypoctova tomografia,
ktora umozni rozoznat nadory od velkosti 5 mm. Z hladiska bezpecnosti je MR

bezpecnejSou metddou, pretoZe na rozdiel od CT, ktoré vyuZiva rontgenové Ziarenie
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(RTG), MR vyuziva elektromagnetické vinenie. To nezatazuje pacienta v takej miere ako
RTG lace.

Na snimkach z MR je glioblastdm ¢asto zobrazeny ako slabo ohrani¢ena
heterogénna lézia, obklopend edémom. Prave preto je obtazné spravne identifikovat
mozgové lézie. Iné diagndzy zvy€ajne zahffiaju astrocytom nizdieho stupia, metastazy
a nasobné lézie skler6zy multiplex. NovSie techniky MR ako su difuzia, perfuzia,
a spektroskopia umozriuiju lepsie charakterizovat jednotlivé mozgové lézie.*®

PokrocCild difuzna technika je =zaloZzend na vlastnostiach pohybu vody
v prisluSnom prostredi. Je znalne pouZivana na pozorovanie vnutornej Struktury
nadorového tkaniva, €im ulahCuje rozliSenie medzi gliomami nizkeho a vysokého
stupfia. Ciefom réznych perfuznych technik je meranie vaskularnej nepriechodnosti
nadoru a podstatnej Casti nadorovej neovaskulatury. Jednym z najslfubnejSich pristupov
zobrazovania pomocou perfuzie je MR so zvySenou kontrastnou dynamikou. Odhaluje
mikrovaskuldrne zmeny v nadorovych tkanivach, ktoré suvisia so stuprfiom nadoru

a klinickym vysledkom.*!

2.2  Metody nuklearnej mediciny

Pozitrénova emisna tomografia a jednofoténova emisna vypoctova tomografia sa radia
medzi zobrazovacie metddy nuklearnej mediciny. Obe zobrazovacie techniky su okrem
iného velmi Casto pouzivané na hodnotenie nadorov. Ich postavenie v diagnostike
glioblastdbmu sa v poslednych rokoch vyrazne zlepSilo, za ¢o mozno vdacit’ viacerym
radioaktivne znacenym latkam.*® V klinickej praxi sa pouzivaju prevazne dve triedy
radiofarmak, ato radiofarmaka metabolizmu glukézy a radiofarmaka transportu
aminokyselin. Obe triedy poskytuju informacie o klasifikacii a prognéze, avSak
aminokyseliny vykazuju nizSiu absorpciu v normalnom mozgovom tkanive, ¢im sa
stavaju vhodnej$imi kandidatmi.!’

SPECT poskytuje trojrozmerné tomografické snimky distribucie radioaktivnych
molekul, ktoré boli aplikované do tela pacienta. 3D obrazy su generované pocitacom
z velkého poctu projekénych obrazov tela zaznamenanych z réznych uhlov. SPECT
zobrazovacie systémy maju gama kamerové detektory, ktoré dokazu rozpoznat gama
lu€e z indikatorov nachadzajucich sa v fludskom organizme. Kamery su namontované na
rotacnom portali, ktory umozriuje pohyb detektorov v tesnej blizkosti pacienta.

PET rovnako ako SPECT vyuziva radiofarmaka na vytvaranie trojrozmernych
obrazov. Hlavny rozdiel medzi skenmi SPECT a PET je typ pouzivanych radioaktivne
znacenych latok. Zatial <o SPECT meria gama luc¢e, rozpad radiofarmak pouzivanych

pri PET produkuje malé Castice nazyvané pozitrony. Tie reaguju s elektronmi v tele,
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pricom po spojeni dvoch opaénych &astic dochadza ku vzdjomnému zni¢eniu, CiZze
anihilacii. Tym sa vyprodukuje malé mnozstvo energie vo forme dvoch foténov, ktoré
striefaju v opacnych smeroch. Detektory v PET skeneri tieto fotdbny meraju a tym
vytvaraju snimky distribucie radioaktivity v tele pacienta.

Obe metddy poskytuju snimky, ktoré su primarne pouzivané pri diagnostike
a sledovani postupu liec¢by. Zatial €o doménou SPECT je diagnostika srdcovych chordb
ako su upchané koronarne tepny, poruchy kosti, ochorenia Zl¢nika alebo vnutorné
krvacanie, PET sa primarne vyuziva na detekciu rakoviny. Jedna sa o modernejSiu
metddu v porovnani so SPECT a taktiez vykazuje vySSiu citlivost. PET poskytuje
dodato¢ny pohlad nad ramec MR, do bioldgie gliomov, ktoré mézu byt pouzité pre
neinvazivnu klasifikaciu, vymedzenie rozsahu nadoru, pre planovanie chirurgického

zakroku a radioterapie, ¢i monitorovanie po lie¢be.*®

3 Radiofarmaka

Radiofarmaka sa pouzivaju v nuklearnej medicine pri zobrazovani i pri lie€be mnohych
choréb. Nuklearna medicina vyuziva radiofarmaka ako zdroj ionizujuceho ziarenia, ktoré
je umiestnené vnutri tela pacienta. Sklada sa z radionuklidu a zna€enej zlu¢eniny, ktora
je Specificka pre konkrétne vysetrenie.

Pri diagnostickom postupe sa do tela zavadza malé mnozstvo radioaktivnych
latok bud injekéne, inhalatne alebo peroralne. Mnozstvo pouzitého radiofarmaka je
presné lekarske vyhodnotenie. Radionuklid musi emitovat gama lu¢e s dostato¢nou
energiou a polc¢as rozpadu musi byt dostato¢ne kratky na to, aby sa rozpadol tesne po
dokonc&eni zobrazovania. Medzi bezné radionuklidy pouzivané v nuklearnej medicine
patri fluér-18, galium-67, krypton-81m, rubidium-82, dusik-13, uhlik-11, indium-111,
technécium-99m, jod-123, xenén-133, talium-201, galium-68, zirkénium-89, ytrium-90,
luténium-177, &i j6d-131, pricom priblizne v 80 % zobrazovani sa vyuZiva prave

technécium-99m.*°

3.1 Radioaktivne ziarenie

Radioaktivne Ziarenie je forma energie, ktora putuje zo zdroja v podobe viny alebo
nabitej Castice. Na spodnom konci spektra najdeme radiové viny a mikroviny, ktoré su

pre organizmus nesSkodné. Sine¢né svetlo sa nachadza v rozmedzi od ultrafialového
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Ziarenia (UV) po infraCervené zZiarenie (IR). Za UV sa nachadzaju typy Ziarenia, ktoré
vyzaruju také mnozstvo energie, Ze dochadza ku ionizacii.?%

Hlavnymi typmi ionizujuceho Zziarenia emitovaného poc€as radioaktivheho
rozkladu su alfa Castice, beta Castice a gama luCe. Kazdy typ je spdsobeny bud
spontannym alebo indukovanym rozpadom. Jadra niektorych atdbmov su nestabilné, ¢im
podliehaju radioaktivnemu rozpadu a stavaju sa stabilnymi.

Gama lude predstavuji Ziarenie s najkratSou vinovou diZkou a najvaésou
energiou zo vSetkych znamych vin v elektromagnetickom spektre a si emitované pocas
radioaktivneho rozkladu a nuklearnych vybuchov. Na rozdiel od alfa a beta Castic, ktoré
maju energiu aj hmotnost, gama lu¢e disponuju len Cistou energiou. Energia gama lu¢ov
lezi v rozmedzi 10 keV az 5 MeV, pri¢om pre in vivo aplikacie su najlepsie Ii¢e s nizkou
energiou, teda 100-511 keV, pretoZze mdzu bez problémov prenikat tkanivami.
Spominany **"Tc, najCastejSie pouzivany radionuklid pri zobrazovani, emituje pocas
rozkladu gama luce o energii 140 keV. Galium-68, pouzivany v tejto bakalarskej praci,

je pozitronovy ziari¢ produkuijtci anihilaéné gama Ziarenie o hodnote 511 keV.2021.22

3.2 Galium

Galium sa nachadza v 13. skupine a 4. periéde. Je neuveritefne makkym kovom, ktory
mozno krajat noZzom. Na jednej strane ma extrémne nizku teplotu topenia (29,8 °C) a na
druhej extrémne vysoky bod varu (2 204 °C). Toto rozpatie teplét, v ktorych je galium
kvapalné, je najvacsie zo vSetkych znamych kovov.?

Radi sa medzi tvrdé Lewisove kyseliny, pricom tvori komplexy koordinujuce Styri,
pat alebo Sest ligandov, z Coho posledny spomenuty polet je najCastejSie sa
vyskytujicim a najstabilnejsim.2*

Je znamych 31 izotopov a 11 metastabilnych izomérov vratane dvoch prirodne
sa vyskytujucich stabilnych izotopov galium-69 (60,11 %) a galium-71 (39,89 %). Z toho
dva izotopy, galium-67 a galium-68, su bezne pouzivané v nuklearnej medicine pre
SPECT a PET zobrazovanie.?*

Galium-67 ma pol¢as rozpadu 3,26 dni a rozklada sa pomocou elektrénového
zachytu. Produkuje sa bud v cyklotrone alebo v urychfovali protonovym oZiarenim

teréového zinku-67.%°

87Zn + 1p - %7Ga + in
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Galium-68 je pozitrénovy Ziari¢ s polCasom rozpadu 67,8 minut. Existuju dve
metddy pripravy, bud priamou produkciou pomocou zinku-68 alebo rozkladom

germania-68.

§6Zn + 1p — §iGa + gn

Av8ak najviac pouzivand forma ©Ga vznikd prave pomocou %8Ge/%®Ga
generatora.? Tento pristup v8ak produkuje skor mensie mnozstvo %8Ga (vac¢sinou stovky
MBq), ktoré umoziiuje len obmedzené mozZnosti skenovania za defi. Kanadska
spolo¢nost ARTMS Products? vyvija alternativnu techniku, pri ktorej nizkoenergeticky
cyklotrén pouziva na produkciu galia-68 prave spominany zinok-68. Spolo¢nost
v sUi¢asnosti preukazala rekordnu produkciu %8Ga — 370 GBq — ¢o odpoveda 100 az 200
nasobne vy$3ej aktivite, nez je aktivita ziskana z *®Ge/*®®*Ga generatorov.?®

Prvé %8Ge/*®Ga radionuklidové generatory boli popisané v roku 1964. Aj ked sa
neda hovorit' 0 generatoroch ako ich pozname v dnesnej dobe, na svoj ¢as perfektne
spifali podmienky pre poskytovanie vhodnych eluatov uréenych pre radioaktivne
znadenie alebo priame zobrazovanie. Za tie roky sa vyrazne zlepsila konstrukcia a spifia
oGakavania v kazdom smere, & uz chemickom, radiofarmaceutickom alebo
medicinskom.?’

Prvé generatory poskytovali galium-68 v podobe komplexu s kyselinou
etyléndiamintetraoctovou (EDTA), priCom boli eluaty priamo z generatorov vyuzivané pri
zobrazovani, a to najma mozgu. Novy typ generatorov, komeréne dostupny v prvych
rokoch 21. storoCia, je zalozeny na eluacii galia-68 pomocou kyseliny chlorovodikovej.
Vytvara tak galité iony namiesto inertnych komplexov.?’

Zakladom generatorov je rovnovaha medzi pdvodnym, &ize materskym, a jeho
dcérskym radionuklidom. Germanium-68 sa rozpada s polCasom 271 dni pomocou
elektronového zachytu na galium-68. Vyznamne rozdielny pol€as rozpadu germania
a galia umoziuje tejto dvojici radionuklidov vyuzitie ako generatorovy systém.
NajbeznejsSie generatory (obr. 4) pouzivaju matrice s oxidom titani¢itym (TiO.) alebo
oxidom cini¢itym (SnO.), z ktorych je Ga®*" eluovany pomocou HCI, zatial ¢o Ge**

zostava absorbovany. Funguju teda na principe idonovej chromatografie.?428
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Obréazok 4- Schéma generatora (prevzaté a upraveng)?®

3.3 %’Ga/%®Ga radiofarmaka

Galium-67 a galium-68 patria medzi radionuklidy, ktoré sa bezne pouzivaju v nuklearnej
medicine uz niekolko rokov. Galium-67 naslo uplatnenie vo forme radiofarmaka ako je
napr. ®’Ga-citrat/transferin. Prvykrat bol pouzity takmer pred 40 rokmi na zobrazovanie
nadorov, ato najma pri diagnostike urcitych typov neoplazmy, ako su Hodgkinovo
ochorenie, nehodgkinské maligne lymfomy, rakovina pldc, maligny melaném alebo
leukémia. Mechanizmus pésobenia sa sustreduje na jeho afinitu k receptorom
transferinu na nadorovych bunkach. V sucasnosti sa vyuziva len zriedkavo, a hoci je
citlivy na detekciu lymfomu, nahradil ho *¥F-FDG PET/CT, ktory je vyrazne citlivejsi
a SpecifickejSi. Bezne sa %’Ga pouziva v diagnostike a terapeutickom zobrazovani
infekcii kosti.

Galium-68 sa preukazal ako vhodny radionuklid na oznacovanie malych
zlu€enin, biologickych makromolekul, ¢i nanolastic a mikroCastic najma v oblasti PET
zobrazovani. VyuZiva sa najma v onkoldgii, avSak ma potencial aj pri zobrazovani
perfuzie myokardu, pfucnej perfazii a ventilacii, ¢i pri réznych zapaloch a infekciach
v organizme. Medzi dalSie aplikacie mozno zahrnut hodnotenie vaskularnej permeability
pri pficnych chorobach a transplantatoch. 303132

V sucasnosti sa galium-68 pouziva najCastejSie pri diagnostike rakoviny prostaty
vo forme %8Ga-PSMA-11. %Ga-PSMA-11 spolu s Lu-DOTA-PSMA-617 tvoria
teranosticky par, ktory je vhodny na diagnostiku a lie€bu rakoviny prostaty. Vyhodou je,
Ze diagnostické ®®Ga-PSMA-11 a terapeutické "’Lu-DOTA-PSMA-617 vykazuju velmi

podobné biologické spravanie.?
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Najdlhsie znamy a najlep$ie hodnoteny teranosticky par znaceny %Ga a '’’Lu
nasSiel uplatnenie pri diagnostike neuroendokrinnych nadorov (NET) v kombinacii
s rbznymi analogmi somatostatinu. DoéleZitost SSTR pre zobrazovanie NET bola
spozorovana pocas $tudie®®, ktorej cieflom bolo vykonat scintigrafiu na viac ako tisic
pacientoch za pouzitia bud [*Z®I-Tyr’]- alebo [*!In-DTPA-D-Phe!]-oktreotidu
(***In-oktreoscan), u ktorych ma vacésina NET vysokl hustotu SSTR. Ta ich robi
viditelnymi za pouzitia radioaktivne znaenych somatostatinov alebo ich analdgov.
Avs$ak pouzivanie 2% ako radionuklida predstavuje niekolko nevyhod ako napriklad
¢asovo naro¢né a zlozité postupy znacenia v porovnani s *!In. Vzhladom k lepSiemu
priestorovému rozliSeniu u PET zobrazovania a schopnosti vykonavat kvantitativne
analyzy, bol jeden z vyskumov zamerany na ®8Ga-DOTA-TOC PET. Studiou sa zistilo®,
Ze %Ga-DOTA-TOC PET vykazuje lepSie vysledky oproti ''In-oktreoscan SPECT,
pricom detekcia dalSich lézii vzrastla o 30 %. Prave tieto povzbudivé vysledky vydlazdili
cestu tohto radiofarmaka a taktiez podciarkli nutnost zamerat sa na galium-68 ako
nadejny radionuklid v nuklearnej medicine. Vdaka velkému uspechu ®Ga-DOTA-TOC
PET sa nasledny vyskum zameral aj na dalSie oktreotidové analégy ako napr.
®8Ga-DOTA-NOC a ®Ga-DOTA-TATE pri zobrazovani NET. Hlavnym rozdielom tychto
analogov su ich vazbové afinity ku piatim podtypom SSTR (SSTR 1-5).2433

Obrazok 5- Rozdiel medzi normalnou fyziologickou biodistribticiou ®’Ga-citratu pomocou celotelovej
scintigrafie a %Ga-citratu pomocou PET /CT?**

3.4 Radiofarmaka vyuzivané v onkoloégii

Prebehlo mnoho Studii zaoberajucich sa PET indikatormi vyuzitelnymi pre diagnostiku
nadorovych ochoreni, medzi ktoré mozno zaradit 8F-flu6rodeoxyglukéza (*°F-FDG),
ktora skima metabolizmus glukédzy, nukleozidovy analdg *8F-fluérotymidin (*8F-FLT), Gi

radioaktivne znacené aminokyseliny ako '®F-fluérodihydroxyfenylalanin (**F-FDOPA),
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BE-fludroetyltyrozin (8F-FET), !C-metionin (**C-MET). NajcastejSie sa pouzivajl
radiofarmakd, ktoré su znacené radionuklidom fluéru 8F, ale presadzuju sa aj dalSie
radionuklidy ako 'C, 8Zr, i ®8Ga. Tieto rozne radioaktivne znacené latky dokazu
poskytnut spolahlivé Udaje v nejasnych situaciach, zistit' skoru recidivu nadoru, skorsie
zhodnotit' reakcie na lieCbu, najma v pripade novych postupov, alebo rozlidit medzi
pseudoprogresiou a opatovnym zhorsenim.®®

Pokial ide o radioaktivne znagené peptidy, je dblezité zdoraznit’ zvySujuce sa
pouzivanie analégov somatostatinu (SST) zameranych na receptory somatostatinu
(SSTR) pri zapalovych ochoreniach, a to najma pri autoimunitnych ochoreniach Stitnej
Zlazy, €i reumatoidnej artritide. SSTR su nhadmerne exprimované v neuroendokrinnych
nadoroch, 6o umoziiuje ich vizualizaciu pomocou SST analégov znacenych %Ga
a najcastejSie spajanych pomocou chelatora DOTA. 3637

Pozornost’ si tiez vyziadal prostaticky Specificky membranovy antigén (PSMA),
ktory sa nadmerne vyskytuje pri rakovinach prostaty, najma pri agresivnejsich typoch.
Aj ked je ®8Ga-PSMA stale viac vyuzivanym radiofarmakom pri hodnoteni rakoviny
prostaty, takmer polovica skenov vykonanych v skorom §tadiu biochemickej recidivy

byva negativna.38°
4 RGD peptidy

V roku 1984, Pierschbacher a Ruoslahti objavili RGD sekvenciu, pozostavajucu z troch
aminokyselin (arginin-glycin-asparagova kyselina, obr. 6), ktora sa stala predmetom
mnohych Studii. Proteiny obsahujuce RGD sekvenciu, ktora slizi ako miesto pripojenia,
a integriny, ktoré predstavuju receptory, tvoria hlavny systém rozpoznavania bunkovej
adhézie. Hoci ma mnoho integrinov schopnost rozoznat ligandy obsahujuce RGD
sekvenciu, predpoklada sa, ze prave zvySky tejto sekvencie poskytuju Specifickost
a vysoku afinitu. Predpoklada sa, ze prave tieto miesta sekvencie interaguju priamo
s a- podjednotkou, zatial o samotny retazec sa viaze na - podjednotku samotného
integrinu.%%4142 Jedna z moznych nevyhod RGD peptidov spodiva v ich obmedzenom
pouziti z dévodu kratkeho pol€asu ich cirkulacie. Jednou z moznosti ako tomuto
predchadzat je pridanie D- aminokyseliny, vdaka ¢omu sa nielen ze zvySuje vazbova
afinita ku integrinom, ale tiez ich biologickéa dostupnost.*®

Mnoho studii sa zameralo na porovnanie vlastnosti linearnych a cyklickych RGD
peptidov, tak isto ako monomémych a multimérnych. Bolo zistené, Zze substituciou
D- enantiomeru do sekvencie sa zvySuje afinita ku integrinom, a taktiez afinita rastie

v pripade cyklickych peptidov oproti ich linearnym analégom.** Zlep$uju sa ich vazbové
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vlastnosti, Struktura je pevnejSia a stabilita in vivo je vySSia, ¢im sa predchadza
enzymatickému Stiepeniu.*® Je nevyhnutné, aby sa ligandy viazali efektivne, ¢o zarucuje
obmedzeny pocet konformacii. Vdeobecne plati, Ze pokial sa cyklizaciou obmedzi pocet
konformacii na tie, ktoré su potrebné pre optimalne naviazanie receptorov, stanu sa
omnoho uZito€nejSimi nez linearne peptidy, ktoré disponuju vacsim poctom izomérov,
z ktorych mnoho nie je pouzitefnych. AvSak je délezité poznamenat, Ze cyklizacia
nemusi nevyhnutne viest ku zlepSeniu v3etkych, a v niektorych pripadoch dokonca
Ziadnych z tychto vlastnosti. Linearne peptidy mézu obsahovat sekvencie, ktoré mézu
podporovat’ pevné $truktiry bez potrebného zacyklenia.*® Napriek tomu, Ze monoméme
a dimérne peptidy vykazuju nizSiu afinitu ku integrinom, nez ich multimérne analdgy, ich

farmakokinetické vlastnosti in vivo st vaé$inou omnoho lepsie.*’

H NH, 0 OO0
HZN\H/N\/\/\H/N\)J\N/\)J\OH
NH 0 :

RGD sekvencia

Obrézok 6- Struktira RGD aminokyselin

4.1  Integriny

Integriny zohravaju délezitu rolu medzi interakciami buniek a buniek s extracelularnou
hmotou.*® S to obojsmerné signalne molekuly, pricom na jednej strane prenasaju
informacie z extracelularneho prostredia, aby modulovali bunkova reakcie, a na druhej
strane je ich aktivny stav modulovany zvnutra, teda z cytoplazmy. Ich zlozenie pozostava
z dvoch nekovalentne viazanych podjednotiek, 18a- a 8B-, tvoriacich 24 odliSnych
dimérov s rozdielnou funk&nou a tkanivovou osobitostou. Taktiez su charakterizované
velkou extracelularnou doménou, kratkou transmembranovou doménou a malym
intracelularnym nekatalytickym cytoplazmatickym chvostom. Jedna sa o rodinu a, B
heterodimérnych receptorov, ktoré sprostredkuju dynamické vazby medzi
extracelulamymi adhéznymi molekulami a intracelularnym aktinovym cytoskeletom.
Vyskytuju sa u vSetkych mnohobunkovych Zivocichov, pri€om ich rozmanitost’ sa liSi
medzi jednotlivymi druhmi.4%:5051

Mnoho integrinov byva ¢asto exprimovanych na bunkovych povrchoch

v neaktivnom stave. PocCas tohto stavu nie su schopné viazat' ligandy alebo fungovat
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ako signalne molekuly. Tento stav je velmi dblezitym najma pre ich biologické funkcie,
pricom sa beru do Uvahy hlavne integriny na cirkulujucich krvnych bunkach.49-5t

Spomedzi doteraz znamych 24 [udskych dimérov ma osem podé&eladi schopnost
rozpoznat tripeptidovd aminokyselinovi sekvenciu RGD. Jedna sa o a.f1, ovfs, s,
ovBs, OvPs, OsB1, asPr @ aipPs. Prave tieto su najddlezitejSimi a najpomocnejSimi pri

rakovine a jej metastazach.>
411 o,Bsintegriny

Integrin avBs (zndmy aj ako vitronektinovy receptor) zohrava dblezitu ulohu v niekolkych
odliSnych procesoch akymi su resorpcia kosti spdsobena osteoklastami, angiogenéza,
patologicka neovaskulatira a nadorové metastazy.>® Sklada sa z dvoch podjednotiek
(125 kDa a- a 105 kDa B-) a na rozdiel od inych integrinov, ktoré su vysoko selektivne,
dokaze viazat' Siroku Skalu molekul extracelularneho pévodu s opakujucim sa RGD
motivom, vratane fibronektinu, fibrinogénu, vitronektinu a proteolyzovanych foriem
kolagénu a lamininu.*

Pokial ide o angiogenézu (proces novotvorby krvnych kapilar), zohrava v nej
najpodstatnejSiu rolu zo v8etkych integrinov. Av8ak €o je doleZitejSie, inhibicia aktivity
tychto integrinov pomocou monoklonalnych protilatok alebo cyklickych RGD
antagonistov indukuje apoptézu endotelovych buniek a inhibuje angiogenézu. Klu¢ové
ulohy integrinu v nadorovej angiogenéze viedli ku slubnej stratégii blokovania jeho
signalizacie antagonistami, ¢o by malo teoreticky za nasledok inhibiciu angiogenézy
alebo zvysenie ucinnosti inych nadorovych terapeutik. NavySe vdaka vysokej expresii
v novych nadorovych cievach a v niektorych nadorovych bunkach je ayBs integrin
vhodnym ciefom radioaktivne znacenych latok vyvinutych pre PET zobrazovanie o,ps
integrinov a cytotoxickych lieiv zameranych na terapiu rakoviny.*’

Medzi antagonistov, ktory sa Specificky viazu na a,Bs integriny patria uz
spominané monoklonalne protilatky, disintegriny (47-84 aminokyselin dlhé,
nizkomolekulové RGD peptidy obsahujuce vo svojej sekvencii najma cystein), ale aj
nepeptidické molekuly, tzv. peptidomimetika.>***> Jedna sa o malé proteinové retazce,
ktoré vznikaju bud synteticky alebo skriningom z peptidomimetickej kniznice. Ich
pozmenena Struktura ma za ulohu upravovat molekularne viastnosti ako je stabilita alebo

biologicka aktivita.>*>®
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Obrazok 7- Schematické znazornenie preskupeni pocas aktivacie integrinu. V neaktivnej forme zostavaju
podjednotky blizko seba a gulova hlavica smeruje k plazmatickej membrane. Vyrovnanie heterodiméru
generuje rozSirenu konformaciu, kde sa hybridna doména - podjednotky vykyvuje, ¢o vedie ku
vysokoafinitnej konformacii. Separacia integrinovych podjednotiek je poslednym krokom v procese
aktivacie integrinu.5”

4.2  Cyklické RGD peptidy

Prvé Studia RGD peptidov viedli ku objavu selektivneho antagonistu a.fs integrinov,
c(RGDfV). Pentapeptid, ktory pozostava zo sekvencie arginin-glycin-asparagova
kyselina-D-fenylalanin-valin, priom jeho hodnoty ICso sa pohybuju v jednotkach
nanomolov. Dodato¢né vysledky ukazali, ze pokial je na Stvrtom mieste aminokyselina
s hydrofébnou povahou, afinita peptidu vyrazne stupa, pri€om aminokyselina na piatom
mieste nijako neovplyviuje afinitu ku integrinom. Tieto Studie poskytli peptid, ktory mbéze
byt modifikovany pre pouzitie ako radiofarmakum pre PET alebo SPECT.® Dal§imi
modifikaciami mozno dosiahnut peptid, ktory umoznuje elektrofilni radiohalogenaciu
(napr. 231, 13)), ato po substitucii D-fenylalaninu alebo valinu tyrozinom, ¢im vznika
c(RGDyV) alebo c(RGDfY). Na druhej strane zamena piatej aminokyseliny lyzinom, teda
vznik ¢(RGDyK) a c(RGDfK) (obr. 8), poskytuje dalSie alternativy pre radioaktivne
znacenie prostetickymi skupinami (napr. ®F, 12°) alebo konjugaciu s chelatormi pre
izotopy prechodnych a post-prechodnych kovov (napr. ®*"Tc, *n, %Cu, ®Ga).5®
V tejto praci som sa zamerala na vlastnosti c(RGDyK) monoméra, ktory som za pomaoci

bifunkéného chelatora deferoxaminu (DFO) znadila ®Ga.
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c(RGDyK) R = OH
c¢(RGDfK)R=H

Obrazok 8- Chemicka Struktura c¢(RGDyK), c(RGDfK)

V porovnani s c(RGDyK) je c(RGDfK) in vitro stabilnejSim peptidom. In vitro
experimenty za pouZitia réznych reakénych podmienok a pocas stabilitnych studii, ktoré
zahriiovali zvySenu reakénu teplotu, r6zne hodnoty pH alebo inkubéaciu v ludskom sére,
ukazali vy$siu stabilitu c(RGDfK).5* Dévodom je volna hydroxy skupina na benzénovom
jadre tyrozinu u c(RGDyK), ktora lahko podlieha oxidacii. Na druhej strane je v3ak
tyrozin hydrofilnej$i nez fenylalanin, €o ma za nasledok rychlejsie vylu¢ovanie renalnou

cestou a preto sa moze javit ako vhodnejsi pre radioaktivne znacenie.%®

4.3  Synteticka priprava peptidov

V laboratérnych podmienkach sa peptidy pripravuju najma pomocou syntézy na pevnej
faze. S tymto pojmom sa stretavame od roku 1963, kedy biochemik Bruce Merrifield
svojimi Studiami a napadmi vynaS$iel novi metddu, ktora vyrazne prispela vo vyvoji
mnohych biologicky aktivhych latok, a za ktor0 mu bola udelena Nobelova cena.
Bezpochyby sa povazuje sa vyznamny medznik v oblasti chémie, ktory mal vyrazny
vplyv na kombinatorialnu chémiu. Hoci je koncepcia syntézy na pevnej faze, podobne
ako u mnohych inych démyselnych napadoch, jednoducha a priama, Bruce Merrifield
bol prvy, kto si uvedomil jej plny potencial a vyvinul tak tuto praktickii metédu.5?

Postup syntézy peptidov na pevnej faze vo vSeobecnosti spoCiva v naviazani
prvej N-chranenej aminokyseliny na nerozpustny polymérny nosi¢ pomocou esterove;j
alebo amidickej vazby (schéma 1, naviazanie cez esterovu vazbu). Chraniaca skupina
aminoskupiny (najCastejSie Fmoc) naviazanej aminokyseliny na resin sa Stiepi
v zasaditom prostredi, ¢im dochadza k ortogonalnemu odchraneniu a tato aminoskupina
sa nasledne acyluje dalSou aminokyselinou. NajCastejSou metodou pre aktivaciu
karboxylovej skupiny aminokyseliny je pouzitie karbodiimidu (napr. DIC), Casto za
pritomnosti hydroxybenzotriazolu (HOBt). Tento dvojkrokovy cyklus sa opakuje az

pokym sa nedosiahne finalneho peptidu. Na konci syntézy dochadza ku Stiepeniu
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peptidu z resinu za pouzitia kyslych podmienok a taktiez ku odstraneniu chraniacich

skupin postrannych retazcov, ktoré su labilné prave v kyslom prostredi.®?

(o)
H
HoQ HN~~ ToH
Fmoc’Nj)LOH + a7 RP
R! n
pripojenie na resin ‘ n=1 [ Stiepenie z resinu
H © H O
Fmoc] 1070 > AN 1070
R n opakujuci sa cyklus R n

deprotekcia - acylacia

H ©
Fmoc‘Nj)kOH
Rn

Schéma 1- Postup syntézy peptidov na pevnej faze podla Merrifielda (prevzaté a upravené)®?

Ako uz bolo naznacené, hlavnou myslienkou syntézy na pevnej faze je viazanie
reaktantov kovalentnou vazbou na nerozpustné nosice, resiny. NajCastejSie sa vyuziva
polystyrenova Zivica (resin) zosietovana divinylbenzénom (1-2% DVB), zatial ¢o ostatné
reaktanty zostavaju v roztoku. Pri syntéze sa pracuje s vysokymi koncentraciami
reakénych Cinidiel, aby sa dosiahlo ¢o najvysSej konverzie. Resin sa dokladne premyje
vhodnymi rozpustadlami po kazdom kroku, ¢im sa jednoducho odstrania nadbytocné
Cinidla a rozpustné vedlajSie produkty. Analyza intermediatov sa vykonava Stiepenim
zresinu a naslednym pouzitim beznych analytickych technik ako vysokoucinna
kvapalinova chromatografia (HPLC), hmotnostna spektrometria (MS), & NMR
spektrometria.5®

Produktami syntézy su sekvenéne Specifické peptidy, ktoré je mozné po Stiepani
z nosi¢a ziskat v relativne Cistej forme. Okrem peptidov je mozné syntetizovat
oligonukleotidy, oligosacharidy, nukleové kyseliny a pribuzné molekuly.%® Vdaka tomuto
pokroku je mozné syntetizovat vacSie a komplexnejsie molekuly, ¢o spésobilo revoluciu

vo vyskume v bioldgii, mikrobioldgii, medicinalnej chémii a vyvoji novych lie€iv.

4.4  Metody radioaktivheho znacenia peptidov

Radioaktivne znalenie peptidov sa zvyCajne vykonava jednou z dvoch ciest, bud
priamym znacenim alebo nepriamym pomocou bifunkéného chelatatného cinidla.

V pripade priameho znacenia je atobm radionuklidu naviazany priamo na jeden alebo viac
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atomov peptidovej Struktury. Tyrozinové zvysky mozu byt radioaktivne oznacené jodom,
disulfidové vazby zas mozZno redukovat, ¢im vznikaju volné tioly, ktoré su schopné
viazat' technécium. Nepriame znacenie vyuZziva €inidla, ktoré sluzia ako malé molekuly
s jednym miestom pre radioaktivne znacenie a druhym pre pripojenie k peptidu. Tieto
Cinidla mézu byt znaCené pred alebo po kondenzacii s peptidom. Znacenie pred
naviazanim méze byt vyhodnejsie pre peptid, a to najma v pripade, ked si znacenie
vyzaduje extrémne podmienky. V praxi sa vSak dava prednost’ zna¢eniu po kondenzacii,
¢im sa znizuje pocCet reakénych krokov zahriiujucich pouzitie radioaktivity, najma pokial
sa jedna o radionuklidy s kratkym pol€asom rozpadu. AvSak hoci je priame oznacovanie
jednoduchsie, nepriame ponuka vacsiu kontrolu struktury radiofarmaka a lepSiu in vivo

stabilitu.®*

4.5 Konjugacia peptidov s chelatormi

Novo syntetizované peptidy je potrebné pred pouzitim na zobrazovanie metddami
nuklearnej mediciny oznacit radioaktivnym izotopom. Tento krok v&ak pri pouziti metédy
nepriameho znacenia nie je mozny bez konjugacie retazca s vhodnym chelatorom, ktory
je zodpovedny za naviazanie jednotlivych radionuklidov. Pouzivané radionuklidy, medzi
ktoré patri aj ®®Ga, sa najCastejSie viazu pomocou réznych chelatorov, ktoré su bud
cyklické alebo acyklické. Medzi najpouzivanejSie cyklické chelatory pouzivané
v radiochémii patria DOTA, NOTA a ich derivaty DOTAGA, NODAGA alebo NODASA.
Spomedzi linearnych je to potom deferoxamin, Ci kyselina dietyléntriaminpentaoctova
(DTPA).%

451 DOTA

1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina, skratene DOTA (obr. 9),
je makrocyklicka molekula, v ktorej su Styri atomy dusika v polohach 1,4,7 a 10
substituované karboxymetylovou skupinou. Jedna sa o organicku molekulu, ktora patri
do skupiny cyklenovych ligandov a plni ulohu chelatora. Je schopna vytvarat stabilné
komplexy s dvojmocnymi a trojmocnymi kationmi kovov/radionuklidov.5®

Vzhladom ktomu, Zze ku koordinacii s Ga®* su potrebné Styri atdmy dusika
pochadzajuce z kruhu a dva atémy kyslika z karboxylovych skupin, DOTA mbze byt
pouzita ako bifunkéné chelata¢né ¢inidlo bez dalSich potrebnych modifikacii.®®

Aj ked konjugaty s DOTA patria medzi najcastejSie pouzivanu triedu radioaktivne
znacenych latok pre PET, nie je najvhodnejSim chelatorom pre tvorbu komplexov
s galiom. Vykazuje relativne nizku konstantu stability (log Kea. = 21,3), €o je spésobené

velkostou kovu, ktory je prili§ maly, aby perfektne zapadol do dutiny cyklu. Pre niektoré
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makrocykly su aktivatné energie potrebné pre chelataciu vyrazne vysSie nez
u linearnych chelatorov. Na prekonanie tychto kinetickych bariér pri radioaktivhom
znaceni DOTA konjugatov galiom, je potrebné reakéné roztoky zahriat na teplotu 95 °C,

¢o vS8ak moze byt problémom pre niektoré termolabilné zlG¢eniny.%%¢7

OH
N4 O

HO\n/\N \
Ao,

HO

Obréazok 9- Strukturny vzorec chelataéného éinidla DOTA

452 NOTA

NOTA, alebo 1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova kyselina (obr. 10), obsahuje tri
chelatacné karboxylatové skupiny a tri dusiky, &im tvori maximalny poc€et donorovych
atémov.

V porovnani s DOTA chelatorom ma NOTA mensi kruh, a Ga®' teda omnoho
lepSie zapada do dutiny, ¢im sa zaroven zvySuje stabilita (log Kea = 31,0). Komplexacia
Ga*" na rozdiel od DOTA prebieha za laboratérnej teploty (LT) behom 5-10 minut

s radiochemickou gistotou (RCHC) > 95%, takZe nie je potrebné roztoky zahrievat’.®567

HO \/

Obrézok 10- Strukturny vzorec chelatacného Ginidla NOTA

453 Desferal

Desferal predstavuje komerény nazov pre lieCivy pripravok obsahujuci deferoxamin
(DFO) mezylat. Jedna sa o velmi zname a najpouzivanejSie chelata¢né Cinidlo Zelezitych
ionov (Fe*). Vyuziva sa pri lieCbe hemosiderozy, teda hromadeni pigmentu
hemosiderinu v tkanivach.%®

Deferoxamin sa da povazovat za bifunkény chelator, ¢inidlo so silnou
chelataénou skupinou (N-(hydroxy)-amidicka skupina) na jednom konci, ktora sluzi ako

vazbové miesto pre radionuklid, a funkénou reaktivnou skupinou (aminoskupina) na
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konci druhom, kde sa viaze bud priamo biologicky aktivna latka alebo linker, ktory sluzi
ako kovalentna vazba medzi reaktivnou skupinou a biologicky aktivnou latkou (napr.
monoklonalna protilatka).®® Konstanta stability (log Kca. = 28,6) komplexu s Ga** je
vy$§ia nez u ostatnych lineamych chelatorov, ktorym je aj DTPA (log KgaL = 24,3).%7

Patri medzi siderofory, produkty metabolizmu niektorych baktérii, ktoré viazu
a transportuju  Zelezo v mikroorganizmoch. Desferal je produkovany baktériami
Streptomyces pilosus a pociatky jeho klinického pouzivania sa datuju do Sestdesiatych
rokov 20. storocia.”® Vo svojej Struktire obsahuje dve amidické a tri N-(hydroxy)-
amidické skupiny, priCom na tvorbe komplexu ako so Zelezom, tak s galiom, sa podielaju
prave druhé zmiefiované skupiny. Volna aminoskupina je zodpovedna za vysoku
rozpustnost vo vode. Hoci desferal mozno ziskat aj synteticky, vyuZitie prirodného
produktu predstavuje ekonomicky vyhodnejsiu variantu.

Desferal nativne viaze Fe*', a tieZ sa vo velkej miere vyuziva ako chelator pre
izotopy galia (obr. 11) a zirkénia, rovnako méze byt oznadeny *'!In. Ukazalo sa tiez, Ze
DFO mozno vyuzit k redukcii Cu?*. Za optimalnych podmienok dokaze jeden mol DFO

redukovat' 3 moly Cu?*.

Obrazok 11- Komplex deferoxamin-galium

DFO je najpouzivanejSim chelatorom pre radioaktivne znacCenie zirkénia-89.
Zr** je vysoko nabity, tvrdy metalovy i6n s relativne malym iénovym polomerom,
nachylny ku tvorbe nerozpustnych polynuklearnych hydroxidov vo vodnych roztokoch,
¢im znemoziiuje efektivne znac¢enie. Po mnoho rokov sa vyuzival ako chelator pre 8Zr
DTPA za tvorby termodynamicky stabilného komplexu. AvSak Studie preukazali, ze
znacenie DTPA je vysoko neefektivne (vytazok < 1%) a in vivo stabilita je velmi nizka.
Naopak, vyuzitie DFO pre znalenie zirkbniom-89 poukazuje na kvantitativne vytazky
(> 99%) a predpoklada sa, Ze viaze 8Zr za vyuZzitie troch N-(hydroxy)-amidickych skupin.
Prave z dévodu pouzitia DFO ako jediného vhodného kandidata pre znacenie Zr, by
bolo prospesné navrhnat nové chelatory, ktoré by disponovali zlepSenou rozpustnostou,

in vivo stabilitou a vhodnymi chelataénymi viastnostami.’
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4.6  Vyuzitie RGD peptidov v medicine

Prvé radioaktivne znacené RGD peptidy urCené pre zobrazovanie a.fz integrinov sa
objavili pred vySe 20 rokmi. Bolo skumané nespocCetné mnoZzstvo réznych zlu€enin
znacenych Sirokou Skalou izotopov pouzivanych v nuklearnej medicine, avsak len maly
pocet z nich vstupil do klinickych studii.

NajintenzivnejSie studovanym peptidom je *®F-galakto-RGD (obr. 12). Jedna sa
0 glykozylovany peptid, ktory vykazuje selektivnu akumulaciu radionuklidov v mieste
nadoru s rychlou eliminaciou, najma renalnou cestou, ¢o vedie k dobrym pomerom
tumor/pozadie a nizkej radiacnej zatazi pre pacienta. Vyuziva sa najma pre expresiu
ovBs integrinov v melandme, sarkdme a nadoroch napadajucich najma hlavu a krk.
Nevyhodou tejto zlu€eniny je Casovo naro¢na radiosyntéza, a preto bola hlavnym ciefom
optimalizacia radioaktivneho znadenia, ktora zahrfiovala tvorbu oximov, tzv. click
chémiu, ¢ zamenu izotopu. Jednym z pristupov k vyvoju nového PET radiofarmaka bolo
zavedenie galia-68 ako alternativy fluéru-18 pre PET zobrazovanie. VSetky spomenuté
optimalizacie viedli ku kratSiemu €asu pripravy, pri€¢om najkratSi ¢as predstavovalo

znacenie pomocou ®Ga.”"
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Obréazok 12- Chemicka $truktira *8F-galakto-RGD

1BE-RGD-KS5 (obr. 13), zlozeny z cyklického triazolového peptidu obsahujici RGD
sekvenciu, predstavuje Gzko pribuzny derivat ®F-galakto-RGD. V oboch pripadoch je
pouzity rovnaky pentapeptid c(RGDfK) a aminosacharid. Rozdiel predstavuje konjugacia
kyseliny 2-azidooctovej v mieste amino skupiny RGD-K5, €o umoznuje znacenie
pomocou click chémie za pouzitia 5-8F-fludro-1-pentynu. Rovnako ako v pripade
18F-galakto-RGD, click chémia vedie ku redukcii celkového ¢asu syntézy, ¢im sa zvySuje
dostupnost ¥F-RGD-K5.7
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Obrazok 13- Chemicka Struktira *®F-RGD-K5

®8Ga-DOTA-RGD (obr. 14) predstavuje dalSie vyuZzitie RGD sekvencie. Vykazuje
vysoku afinitu ku a,Bz integrinom uin vitro experimentov a selektivnu akumulaciu
v nadore vo zvieracom modeli. Av8ak u tohto peptidu bola zistena vysSia vazba na
plazmatické proteiny aj v porovnani s analégom znacenym *!In. Vysoka véazba na
plazmatické proteiny vedie ku zvySenej koncentracii aktivity v krvi a ku hor§im

zobrazovacim vlastnostiam v porovnani s ®F-galakto-RGD."
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Obrézok 14- Chemicka Struktura 8Ga-DOTA-RGD

Vyhodnej$im sa javi pouzitie iného chelatora, ktorym je bud NOTA alebo
NODAGA. U oboch peptidov, ®Ga-NOTA-RGD (obr. 15) a ®Ga-NODAGA-RGD
(obr. 16), bola preukazana vyznamne znizena vazba na plazmatické proteiny
v porovnani s Ga-DOTA-RGD, vysledkom &oho boli rovnaké zobrazovacie vlastnosti
u modelu nadorovej mysi, ako tomu bolo u ®F-galakto-RGD. Navy$e vdaka vysokej
konstante stability méze byt znacenie NODAGA derivatu uskuto&nené pri izbovej teplote

s nizkym mnozZstvom peptidu, a zarover je dosiahnuta vysokd RCHC.™
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Obrézok 16- Chemicka Struktira ®8Ga-NODAGA-RGD

RGD sekvencia ma Siroké vyuzitie aj v pripade, kedy nie je radioaktivne znacena.
Jednym z vyuziti je tkanivové inzinierstvo, disciplina, pri ktorej sa biologické substituenty
pouzivaju na Upravu, udrziavanie alebo zlepSenie funkcie biologickych tkaniv. Dblezitym
faktorom je, aby implantované substraty nielen ze poskytovali Strukturalnu podporu pre
poskodené tkaniva, ale aby tiez interagovali do tychto tkaniv a podporovali regeneraciu
v okolitom prostredi. RGD sekvencia ucinne podporuje pripojenie mnohych typov buniek
k mnozstvu rdéznych materidlov. Vyskumom™ sa preukazalo, Ze imobilizované RGD
alginatové Struktury (prirodné polymérne nosice) boli prospeSné pre tkanivové
inzinierstvo v kardiovaskularnej oblasti. Imobilizovany RGD peptid podporoval prilnavost
buniek k matrici, zabranil apoptéze buniek, zvysil zZivotnost a regeneraciu buniek,
a zrychlil regeneraciu srdcového tkaniva.”7®

Ligandy integrinov zalozené na RGD motive pbsobia ako body ukotvenia pre
aktinovy cytoskelet, ¢o umoZzZnuje jeho vazbu a naslednu tvorbu Strukturalnych
komponentov bunky. Extracelularne adhezivne proteiny, najmd RGD, podporuju
adhéziu a migraciu buniek, ktoré hraju obzvlast délezitu ulohu v spravani osteoblastov.
ZlepSena osseointegracia, priame spojenie medzi kostou a povrchom implantatu,

pozorovana na povrchoch potiahnutych RGD sekvenciou stimulovala nedavno usilie
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o pripojenie RGD na oxidom potiahnuté kovy a ich zliatiny, ako titan ¢€i Ti-6Al-4V, zliatina
titanu, hlinika a vanadia. Vysledky $tudie’ ukazali, Ze imobilizacia RGD peptidov na
titanovych povrchoch zlepSila hojenie implantovanych kosti, ato podporovanim
v€asného prichytenia osteoblastickych buniek a naslednou diferenciaciou ufah€ujucou
vazbu proteinov.”®

Dalsim moznym vyuzitim RGD motivu je pouZitie sekvencie pri oprave rohovky.
Integrita rohovky je velmi kriticka pre o€i. Pokles endotelovych buniek rohovky
spbésobeny chorobou alebo vekom médze fahko poskodit zrak. RGD sprostredkovana
povrchova modifikacia ulahcila prichytenie buniek, proliferaciu, zarovnanie a expresiu
kolagénov a proteoglykanov. Tim vyskumnikov’’ zaoberajucich sa tymto vyuzitim
preukazal, Ze Struktura hodvabnej ludskej rohovky spojena s RGD by mohla byt
biofunkcionalizovana integraciou tkaniva rohovky s extracelularnou matricou bohatou na
proteoglykany. Tento biomimeticky pristup na replikaciu Strukturnej hierarchie
a architektury tkaniva rohovky sa moze stat uzitoénym pri samotnom navrhovani

rohovky. Dalej mozno tento pristup vyuzit pri oprave inych tkanivovych systémov. 7677
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Experimentalna ¢ast’

5 Priprava konjugatu DFO-c(RGDyK)

Rozpustadld achemikalie boli zakupené od firmy Sigma-Aldrich (USA,
www.sigmaaldrich.com), Acros Organics (Belgicko, www.acroz.cz), Roth (Nemecko,
www.carlroth.com) alebo Fluorochem (Velka Britania, www.fluorochem.co.uk).
2-chlérotritylovy resin (100-200 mesh, 1% DVB, 0,85 mmol g™*) a Fmoc-amino kyseliny
boli zakupené od firmy AAPPTec (USA, www.aapptec.com). Pri syntéze boli pouzivané
plastové striekaCky opatrené polypropylénovou fritou za pouzitia manualne ovladaného
syntetizatora (USA, www.torvig.com). VSetky reakcie prebiehali za laboratérnej teploty
(21 °C), pokial nebolo uvedené inak. Pri premyvani bol resin mieSany s Cerstvym
rozpustadlom po dobu jednej minuty pred zmenou rozpustadla. Intermediaty viazané na
resin boli pre dihSie skladovanie a/ alebo pre kvantitativnu analyzu vysu$ené pod

pradom dusiku.

LC/MS analyza bola vykonana na UHPLC-MS systéme zlozeného z UHPLC
chromatografu Acquity s detektorom s diddovym polom a hmotnostnym spektrometrom
s jednoduchym kvadrupolom (Waters Corporation, USA). Pouzivana bola X-select C18
koldéna pri 30 °C a prietoku 600 yl min~t. Ako mobilna faza bol pouzity (A) 0,01 mol dm™3
acetat amonny vo vode a (B) CHsCN, linearne naprogramovany od 10 % do 80 % B
pocas 2,5 minuty, zachovany po dobu 1,5 minuty. Nasledne bola koléna navratena do
rovhovahy 10% roztokom B pocas 1 minuty. ESI zdroj operoval pod prudom 5 pA,
odparovacou teplotou 350 °C a kapilarnou teplotou 200 °C. Purifikacia prebiehala na
C18 koldne s obratenou fazou (19x 100 mm, 5 um Castice) a gradient bol tvoreny z 0,01

mol dm™ acetatu amonneho vo vode a acetonitrilu pri prietoku 15 ml min™™.

HRMS analyza bola vykonana na Orbitrap Elite high-resolution hmotnostnom
spektrometri (Thermo Fischer Scientific, USA), operujucom v pozitivnom full scan méde
(120 000 FWMH) v rozmedzi 200-900 m z7*. Ziskané data boli vnutorne kalibrované
s diizooktyl ftaldtom v metanole (m z™ 391,2843). Vzorky boli nariedené na finalnu
koncentraciu 20 ymol dm=s 0,1% kyselinou mravéou vo vode a metanole (1:1). Vzorky

boli nastrieknuté priamym nastrekom do hmotnostného spektrometra.
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Pre meranie NMR spektier bol pouzity JEOL ECX500 spektrometer s magnetickym
polom 11,75 T (pri operacénej frekvencii 500,16 MHz pre *H a 125,77 MHz pre *C) pri
laboratornej teplote (27 °C). Chemické posuny (8) a interakéné konstanty (J) su
uvadzané v parts per million (ppm) a Hertzoch (Hz). *H a 3C chemické posuny (5 v ppm)
boli kalibrované na rezidualny signal DMSO-dg [2.50 (*H) a 39.51 (**C) ppm]. Skratky
v NMR spektrach: br s — broad singlet (Siroky singlet); d — dublet; dd — dublet dubletov;
m — multiplet; s — singlet; t — triplet.

Pre UHPLC-MS analyzu vzorky bola k resinu (5-10 mg) pridana zmes TFA v CHCl
(1:1, vlv), Stiepiaca zmes bola odparena pod pradom dusiku a od&tiepena latka bola
rozpustena v1 ml CHsCN. Pre vypocet loadingu bola pouzitda metéda vonkajieho
Standardu. K 2x 10 mg resinu bol pridany 1 ml TFA/CH.Cl; (1:1, v/v). Po Stiepeni
a odpareni bol odparok rozpusteny v 1 ml acetonitrilu. Ako Standard bol pouzity roztok
Fmoc-B-Ala o koncentracii 1,6 mol dm™. Po zmerani $tandardu bola prevedena
integracia piku pri vinovej dizke 300 nm. Plochy pikov oboch zmeranych vzoriek boli

spriemerované a vysledna hodnota bola dosadena do vzorca pre vypocet loadingu.

5.1 Acylacia 2-chlorotritylového resinu pomocou Fmoc-Gly-

OH aminokyseliny

Fmoc-Gly-OH
O DIPEA )Ol\/
Cl = B L NHFmoc
Cl = L. N
Q@ ¢ pmFicH,c, @ ©

1:1
Q) O O 16h 2; L = 2-CITrt resin

1; 2-chlorotrityl resin

Do polypropylénovej striekacky opatrenej fritou bol navazeny komeréne dostupny
2-chlorotritylovy resin (300 mg, loading 0,85 mmol g™). Resin 1 bol premyty CH,Cl,
(5% 5 ml). Fmoc-Gly-OH (0,9 mmol, 267 mg) a DIPEA (0,9 mmol, 116 mg) boli
rozpustené v DMF/CH.Cl, (1:1, v/v; 3 ml) apridané k 2-chlorotritylovému resinu.
Reakéna zmes bola trepana po dobu 16 hodin. Nasledne bol resin premyty CH2Cl,
(2x 5 mL), DMF (5x 5 mL) a CH.Cl; (5x 5 mL) abola knemu pridana zmes
CHCI,/CH;OH/DIPEA (17:2:1, viv, 10,5 ml) a reakéna zmes bola mieSana po dobu
2 hodin. Resin bol potom opat premyty CH.Cl; (2x 5 mL) a malé mnozstvo bolo

odobrané na UHPLC-MS analyzu, ktora potvrdila pritomnost produktu 2 (ESI- : 296).
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5.2 Odchranenie Fmoc chraniacej skupiny

Prislusny resin bol premyty CH.Cl, (5% 5 ml). Roztok DBU/CH-CI; (1:1, 3 ml) bol pridany
k resinu a reakéna zmes bola mieSana po dobu 10 minut. Nasledne bol resin premyty
CH:Cl2 (2x 5 ml), DMF (5% 5 ml) a CH:Clz (5% 5 ml) a pouzity do dalSieho kroku bez

analyzy.

5.3 Acylacias Fmoc-Arg(Pbf)-OH aminokyselinou

un N
pe
o) )/
L.gA\_NHFmoc Fmoc-Arg(Pbi)-OH, HOBY, DIC, o .
g DMF, 2h, lab.t. L AN
O/ No) \g/\NHFmoc
2

3

Resin 2 (300 mg) bol premyty CH2Cl. (5% 5 ml) anasledne bola prevedena deprotekcia
Fmoc chraniacej skupiny (kap. 5.2). Fmoc-Arg(Pbf)-OH (0,9 mmol, 584 mg) a HOBt
(0,9 mmol, 122 mg) boli rozpustené v DMF (3 ml) a k zmesi bol pridany DIC (139 pl).
Reakéna zmes bola pridana k resinu a trepana po dobu 2 hodin pri laboratérnej teplote.
Nasledne bol resin premyty CH.Cl, (2x 5 ml), DMF (5% 5 ml) a CHxCl, (6% 5 ml).
UHPLC-MS analyza potvrdila pritomnost produktu 3 (ESI+ : 454).

5.4  Acylacia s Fmoc-Lys(Dde)-OH aminokyselinou

un N HN ﬁ,ﬁ.
NH NH
o )/ Fmoc-Lys(Dde)-OH, HOBt, DIC, o )/O
< DMF, 2h, lab.t. H
O/L'OJ\’NEANHFmoc O/L.OJ\,H NJ\E,NHFmoc

3 OH/
. NH
4

Resin 3 (300 mg) bol premyty CH»Cl, (5x 5 ml) anasledne bola prevedena deprotekcia
Fmoc chraniacej skupiny (kap. 5.2). Fmoc-Lys(Dde)-OH (0,9 mmol, 479 mg) a HOBt
(0,9 mmol, 122 mg) boli rozpustené v DMF (3 ml) a k zmesi bol pridany DIC (139 pl).
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Reakéna zmes bola pridana k resinu a trepana po dobu 2 hodin pri laboratérnej teplote.
Nasledne bol resin premyty CH2Cl> (2x 5 ml), DMF (5% 5 ml) a CHxCl, (5% 5 ml).
UHPLC-MS analyza potvrdila pritomnost produktu 4 (ESI+ : 746).

5.5 Acylacia s Fmoc-D-Tyr(‘Bu)-OH aminokyselinou

v N, un N,
NH NH 0'Bu

S,

o : 0 “ o0
Q/"‘OJ\/NE/'\HJ\;"”F'““ Fmoc-D-tyr(‘Bu)-OH, HOB, DIC, Q/"‘OJ\/HB/\NJ\;H NHFmoc

DMF, 2h, lab.t.
0 { 0
~_NH ~_NH
4 5

Resin 4 (300 mg) bol premyty CH2Cl. (5% 5 ml) anasledne bola prevedena deprotekcia
Fmoc chraniacej skupiny (kap. 5.2). Fmoc-D-Tyr('Bu)-OH (0,9 mmol, 413 mg) a HOBt
(0,9 mmol, 122 mg) boli rozpustené v DMF (3 ml) a k zmesi bol pridany DIC (139 pl).
Reakéna zmes bola pridana k resinu a trepana po dobu 2 hodin pri laboratérnej teplote.
Nasledne bol resin premyty CH.Cl, (2x 5 ml), DMF (5% 5 ml) a CH.Cl, (6% 5 ml).
UHPLC-MS analyza potvrdila pritomnost produktu 5 (ESI+ : 910).

5.6  Acylacias Fmoc-Asp(‘Bu)-OH aminokyselinou

N N, NN,
NH OBu NH OBu
2k / 2K 2K / 2N
L. 2 L. 2
Qo N NHFmoc Fmoc-Asp(‘Bu)-OH, HOBt, g ° N NH

: OA\_,NHFmoc

o H/ o H/ ‘Bu00C”
~._NH ~_NH
5 6

Resin 5 (300 mg) bol premyty CH»Cl, (5x 5 ml) anasledne bola prevedena deprotekcia
Fmoc chraniacej skupiny (kap. 5.2). Fmoc-Asp(‘Bu)-OH (0,9 mmol, 370 mg) a HOBt
(0,9 mmol, 122 mgq) boli rozpustené v DMF (3 ml) a k zmesi bol pridany DIC (139 pl).

Reakéna zmes bola pridana k resinu a trepana po dobu 2 hodin pri laboratornej teplote.

DIC, DMF, 2h, lab.r.
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Nasledne bol resin premyty CH2Cl> (2x 5 ml), DMF (5% 5 ml) a CHxCl, (5% 5 ml).
UHPLC-MS analyza potvrdila pritomnost produktu 6 (ESI+ : 1026).

5.7  Stiepenie z resinu so zachovanim chraniacich skupin

a nasledna cyklizacia

HNﬁ,N.
NH 0'Bu 3;?/ HNﬁ,NH
o " :Jo " HN/ NH
O/L‘OJ\/ NJ\:’ NH 1) DBUICH,CI, 1:1, 10 min, lab.t o)
A _NHFmoc 2727 ) a0t N o
N

2) HFiP/CH,CI; 1:5, 3h, lab.t.

07
: 3) PyBOP, DIPEA, DMF,16h, lab.t.
0 H/ I ) Py a G N
~ NH HN’l
‘Bu0~©\¢' NH? ;. O
6

o

/
COO'Bu

7

Resin 6 (100 mg) bol premyty CH2Cl. (5% 3 ml) anasledne bola prevedena deprotekcia
Fmoc chraniacej skupiny (kap. 5.2). Bola pripravena zmes 1,1,1,3,3,3-hexafluéro-2-
propanolu (HFiP) a CH.Cl, (1:5, v/v, 3 ml), ktord bola nasledne pridana ku
odchranenému resinu 6. Reak&na zmes bola trepana po dobu 3 hodin pri laboratérnej
teplote. Po uplynuti Casu bol obsah striekaCky prevedeny do banky a striekacka bola
dodato¢ne ru¢ne premyta zmesou HFiP/CH,Cl, (1:5, viv, 2x 3 ml). Organické frakcie boli
spojené a odparené dosucha na rotatnej vakuovej odparke. Surovy produkt bol
rozpusteny v DMF (1 ml) a bol k nemu pridany PyBOP (0,1 mmol, 52 mg) a DIPEA (0,4
mmol, 70 pl). Zmes bola mieSana po dobu 21 hodin pri laboratérnej teplote. Nasledna
UHPLC-MS analyza potvrdila pritomnost cyklického surového produktu 7 (ESI- : 1147),

ktory bol pouzity do dalSieho kroku bez dalSieho Cistenia.
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5.8 Odchranenie Dde chraniacej skupiny

H,N
o s,
o
i | O
H NH,NH,-OH H o

NH -z . NH
0 l DMF, 2h o l
BuO SNHHNTg lab.t. BUO SNHHN g
? Y ? 2
COOBu COOBu
7 8

Do reakénej zmesi s cyklickym produktom 7 bol pridany NH2NH,-OH (20 ul) a zmes bola
mieSana po dobu 3 hodin pri laboratérnej teplote. Nasledna UHPLC-MS analyza
potvrdila pritomnost produktu 8 (ESI- : 983). Banka so surovym produktom 8 bola
nasledne zmrazena v tekutom dusiku a zvySkové rozpustadla boli zlyofilizované
(odparené pod vysokym vakuom). Surovy produkt bol precisteny na semipreparativnom

HPLC a ziskany ako biela pevna latka (45 mg, 76% vytazok).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8 8.36 — 8.30 (m, 2H), 8.07 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.98 (d, J
=8.1 Hz, 1H), 7.05 - 7.01 (m, 2H), 6.83 — 6.78 (m, 2H), 6.42 (br s, 1H), 4.61 — 4.56 (m,
1H), 4.41 — 4.37 (m, 1H), 4.12 — 4.09 (m, 1H), 4.06 — 3.98 (m, 2H), 3.27 — 3.24 (m, 3H),
3.22-3.19 (dd, J = 15.2, 3.9 Hz, 2H), 3.00 — 2.95 (m, 3H), 2.93 (s, 2H), 2.91 — 2.85 (m,
1H), 2.72 — 2.68 (m, 1H), 2.64 — 2.62 (m, 2H), 2.58 — 2.52 (m, 1H), 2.44 (s, 3H), 2.38 (s,
3H), 2.28 (dd, J = 15.5, 6.3 Hz, 1H), 1.97 (s, 3H), 1.90 — 1.87 (m, 2H), 1.77 (s, 2H), 1.71
—1.68 (m, 2H), 1.37 (s, 3H), 1.32 (s, 9H), 1.23 (s, 9H) ppm. (spektrum 1)

13C NMR (126 MHz, DMSO-de): & 173.2,171.8, 171.0, 170.4, 169.8, 169.3, 169.1, 157 .4,
156.0, 153.3, 137.2, 134.1, 132.1, 131.3, 129.5, 124.2, 123.3, 116.2, 86.2, 79.8, 77.5,
54.3, 54.1, 51.9, 48.8, 47.3, 47.3, 45.8, 45.8, 43.2, 42.4, 36.7, 36.4, 30.9, 28.5, 28.2,

27.6,27.7,25.9, 25.8, 25.7, 25.6, 25.6, 22.2, 18.9, 17.5, 12.2 ppm. (spektrum 2)

HRMS (ESI+) m/z vypoc€itané pre CasH7aN110¢S: [M+H]* 984.5220, najdené 984.5223.
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5.9 Acylacia s deferoxaminom-NCS a odchranenie zvySnych

chraniacich skupin

NH,

HN__NH
HN NH
NH
HzN\\\\ 1) Deferoxamin-NCS, [o]
o DIPEA, DMSO/DMF 1:1, 1h,
"'RLN o lab.t. oH ° ° oH Oy NH N—¥0
NH HN 2) TFAICH,CI, 1:1, 2h, lab.t. 0 H ; H H T HN
oﬂ_ l \gN\/\/\,NE/\/LLN/\/\/\NJ\/\gN\/\/\,NgN\@\ NSNS |
. N
‘Bu0-©,s NHHN g OH H,gs o)\i COOH

/
COOBu 9

HO

Cyklicky produkt 8 (0,015 mmol, 15 mg) bol rozpusteny v DMF (500 ul) a bola k nemu
pridana zmes deferoxaminu izotiokyanatu (0,016 mmol, 12 mg) a DIPEA (0,046 mmol,
8 ul) v DMSO (500 pl). Reakéna zmes bola mieSana po dobu 30 minut pri laboratorne;j
teplote a nasledna UHPLC-MS analyza potvrdila pritomnost’ produktu 9 s chraniacimi
skupinami (ESI- : 868 (molekulovy i6n 1736)). Banka so surovym ochranenym
produktom 9 bola potom zmrazena v tekutom dusiku a zvySkové rozpustadla boli
odparené pod vakuom. Nasledne bola k surovému produktu pridana zmes CH,CIl/TFA
(2:1, viv, 2 ml) a reakéna zmes bola mieSana po dobu 2 hodin pri laboratérnej teplote.
Zvyskové rozpustadla boli odparené pod priudom dusiku a surovy finalny produkt 9 bez
chraniacich skupin bol predisteny na semipreparativnom HPLC a ziskany ako svetlo

krémova pevna latka (6mg, 30% vytazok).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 9.64 — 9.62 (m, 3H), 9.38 (br s, 1H), 9.10 (br s, 1H),
8.30 —8.28 (m, 1H), 8.22 - 8.07 (m, 3H), 7.94 — 7.91 (m, 2H), 7.79 — 7.73 (m, 2H), 7.67
—7.62 (m, 2H), 7.41 - 7.36 (m, 2H), 7.34 — 7.28 (m, 2H), 7.07 — 7.04 (m, 1H), 6.96 —
6.92 (m, 2H), 6.63 — 6.57 (m, 2H), 4.56 — 4.51 (m, 1H), 4.48 — 4.46 (m, 1H), 4.35 - 4.28
(m, 2H), 4.16 (dd, J = 16.3, 8.9 Hz, 1H), 3.52 — 3.40 (m, 11H), 3.11 — 3.07 (m, 2H), 3.11
—2.98 (m, 4H), 2.65 — 2.54 (m, 8H), 2.29 — 2.25 (m, 4H), 1.96 (s, 3H), 1.73 — 1.68 (m,
1H), 1.66 — 1.57 (m, 4H), 1.56 — 1.42 (m, 13H), 1.40 — 1.35 (m, 4H), 1.29 — 1.17 (m, 9H)
ppm. (spektrum 3)

13C NMR (126 MHz, DMS0-Ds) & 172.0, 171.2, 170.6, 169.8, 156.6, 155.5, 154.7, 154.4,
129.8, 128.8, 127.6, 123.0, 114.8, 54.9, 53.3, 51.1, 48.7, 47.0, 44.7, 44.3, 43.8, 43.3,
42.6, 38.3, 31.5, 29.8, 28.7, 28.2, 27.5, 27.1, 26.5, 26.0, 23.4, 23.0, 21.0, 20.3 ppm.
(spektrum 4)
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Pozn.: z dévodu nizkeho pomeru signéal-§um nebolo mozné pozorovat vSetky 13C signaly.

HRMS (ESI+) m/z vypocCitané pre CeoHoaN16017S2 [M+H]* 1372.6500, najdené
1372.6500.

6 Priprava a testovanie radioaktivne
znaceného DFO-c(RGDyK)

6.1 Radioaktivne znacenie

Pre radioaktivne znacenie bolo potrebné najst optimalne podmienky, a to mnozstvo
peptidu (ul) a reakény €as (min). Do mikroskimaviek sa postupne napipetovalo 0,1 ul;
1 ul; 10 pl; 20 pl a 50 I peptidu (koncentracia 1 mg mi™) a k nemu sa pridalo 30 pl
acetatového pufru. Eluat ®Ga v podobe galitych i6onov (GaCls) bol ziskany pomocou
®8Ge/%®Ga generatora (Eckert & Ziegler, Nemecko), kde ako eluéné &inidlo bol pouzity
roztok kyseliny chlorovodikovej o koncentracii 0,1 mol dm™. Odobrala sa stredna frakcia
eluatu o objeme 1,5 ml, z ktorej sa postupne pipetovalo 300 ul do jednotlivych skimaviek
s peptidom a pufrom. Radioaktivne znacenie prebiehalo za zvySenej teploty (85 °C),
ktorej sa dosiahlo pomocou termobloku (MD-02N, Major Science, USA), po dobu
1, 5, 10, 20 a 30 minut. Po inkubacii sa ku zmesi pridalo 100 ul acetatového pufru pre
Upravu pH na hodnotu 6—7 a nasledne bola prevedena kontrola kvality znacenia
stanovenim radiochemickej Cistoty pomocou HPLC. Pre meranie radioaktivity bol pouzity
monitor radiacie (Mini 900 Ratemeter, Thermo Scientific, USA). Zo ziskanych dat boli
vyhodnotené optimalne podmienky pre radioaktivne znaéenie konjugatu
DFO-c(RGDyK).

6.2 Kontrola kvality znaéenia

Kontrola kvality radioaktivne znagenych zmesi sa prevadzala pomocou vysokouc&innej
kvapalinovej chromatografie (Dionex UltiMate 3000, Thermo Scientific, USA)
s detektorom radioaktivity (Gabi Star, Raytest, Nemecko) a kolénou Watrex Nucleosil
120 C18 5 uym 250x4 mm (Ceské republika). Prietokova rychlost bola nastavena na
1 ml min™! agradientova ellcia podla tabulky 1. Ziskané data boli vyhodnotené

v programe Chromeleon 7.1 (Dionex, USA).

44



Tabulka 1- Gradientova eltcia HPLC. ZloZenie mobilnych faz: A —99,9% H.0 + 0,1% kyselina
trifluéroctova, B — 99,9% acetonitril + 0,1% kyselina trifluéroctova

Cas (min) | Zlozenie mobilnej faze
0 100% A + 0% B
3 100% A + 0% B

31 100% A + 0% B
6 50% A + 50% B
6,1 50% A + 50% B
10 50% A + 50% B
10,1 20% A + 80% B
13 20% A + 80% B
13,1 100% A + 0% B
15 100% A + 0% B

6.3 Testy stability

Pre testovanie stability komplexu ®8Ga-DFO-c(RGDyK) v prostredi s konkurenénym
kationom bol pouzity roztok FeClz o koncentracii 0,1 mol dm™. Z pripraveného roztoku
znaceného peptidu bolo odobranych 100 ul, ku ktorym sa pridalo 100 ul roztoku chloridu
zelezitého a zmes sa nechala inkubovat pri teplote 37 °C po dobu 30, 60 a 120 minut.

V jednotlivych ¢asovych intervaloch boli odobrané vzorky na analyzu pomocou HPLC.

Pre testovanie stability komplexu %Ga-DFO-c(RGDyK) v prostredi s konkurenénym
chelatorom bol pouzity roztok DTPA o koncentracii 6 mmol dm™3. Z pripraveného roztoku
znaceného peptidu bolo odobranych 100 pul, ku ktorym sa pridalo 100 pl roztoku DTPA
azmes sa nechala inkubovat pri teplote 37 °C po dobu 30, 60 a 120 minut.

V jednotlivych ¢asovych intervaloch boli odobrané vzorky na analyzu pomocou HPLC.

Pre testovanie stability komplexu %Ga-DFO-c(RGDyK) v prostredi s fyziologickym pH
bol pouzity roztok acetatového pufru o koncentracii 1,1 mol dm™3. K pripravenému
roztoku znacenému peptidu bolo pridanych 100 ul pufru pre dpravu pH na hodnotu 6—7
(kontrola pomocou pH papierikov) a zmes sa nechala inkubovat pri teplote 37 °C po
dobu 30, 60 a 120 minut. V jednotlivych ¢asovych intervaloch boli odobrané vzorky na

analyzu pomocou HPLC.

Pre testovanie stability komplexu ®®Ga-DFO-c(RGDyK) v ludskom sére bolo odobranych

100 pl roztoku znaeného peptidu, ktory sa zmieSal s 300 pl lTudského séra (FNOL,
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Transfuzne oddelenie) a zmes sa nechala inkubovat’ v mikrobiologickom inkubatore
(B 6030, Thermo Scientific, USA) pri teplote 37°C po dobu 30, 60 a 120 minut.
V jednotlivych ¢asovych intervaloch boli odobrané vzorky o objeme 100 pl, ku ktorym sa
pridalo 150 pl acetonitrilu. Vzniknutd zrazenina bola zcentrifugovana (Smart 15
Microcentrifuge, Hanil Science, Juzna Koérea; 15 000 rpm, 3 min) a supernatant bol

zanalyzovany pomocou HPLC.

6.4 Rozdelovaci koeficient

Z pripraveného roztoku zna¢eného peptidu bolo odobranych 350 ul, ku ktorym sa pridalo
650 ul roztoku PBS. Z nariedeného preparatu sa odobralo 50 pl, ktoré sa zmieSali
s 450 ul PBS a 500 pl oktanolu. Takto bolo pripravenych celkovo Sest skumaviek, ktoré
sa nechali pretrepavat na trepacke po dobu 20 minut pri 300 rpm. Nasledne boli vzorky
vloZené do centrifugy (15 000 rpm, 1 min). Z kazdej skiimavky bolo odobranych 50 pl
zvodnej fazy a 50 pl zoktanolovej fazy. V jednotlivych vzorkach bola merana
radioaktivita pomocou automatického gama pocitaca. Zo ziskanych dat bol vypocitany
rozdefovaci koeficient (log P), ktory predstavuje dekadicky logaritmus podielu

radioaktivity v oktanolovej (%) a vodnej (%) faze.

lo CPM (%)oktanol
& CPM (%)voda

logP =

6.5 Vazba na plazmatické proteiny

Pre testovanie vazby 8Ga-DFO-c(RGDyK) na plazmatické proteiny boli pripravené dva
roztoky, A (zakladny) a B (kontrolny). Roztok A obsahoval 10 pl roztoku znaceného
peptidu a 190 ul ludského séra, roztok B obsahoval 10 pl roztoku znaéeného peptidu
a 190 ul PBS. Roztoky sa nechali inkubovat pri teplote 37 °C po dobu 30, 60 a 120 minut.
V jednotlivych &asovych intervaloch bolo z oboch roztokov odobranych 25 pl vzorky,
ktoré boli nanesené na vopred pripravené gélové koldény (illustra MicroSpin S-400 HR,
GE Healthcare Life Science, USA; centrifugacia 2000 g, 1 min) a zcentrifugované
(2000 g, 2 min). Pomocou automatického gama poditaa bola zmerana radioaktivita na
gélovych koldénach a v eluatoch a zo ziskanych dat bola stanovena vazba znaceného

peptidu na plazmatické proteiny.
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6.6 Invivo experimenty

VSetky in vivo experimenty boli prevedené v sulade so zakonom 246/1992 Sb.,
so suhlasom Ministerstva Skolstva, mladeze a telovychovy (MSMT-18724/2016-2
a MSMT-41830/2018-7) a so suhlasom Odbornej komisie na ochranu zvierat proti
tyraniu Lekarskej fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Pre in vivo experimenty boli pouZité laboratérne mysi, samice kmeru Balb/c
a Balb/c nude nu/nu (Anlab, Praha, Ceska republika).

Pre testy na nadorovych mysSiach boli zdravym mysSiam subkutanne aplikované
5x10°% U-87 MG bunky na pravy bok a rast nadoru bol priebezne sledovany po dobu
priblizne S$tyroch tyzdov. Mysi s velkostou nadoru 100-300 mm?® boli testované
analogicky ako zdravé mysi.

Pred kazdou aplikaciou radioaktivne zna¢eného preparatu 8Ga-DFO-c(RGDyK)
laboratérnym mySiam bola overena hodnota pH, ktora sa pohybovala v rozmedzi 6-7,

a bola vykonana kontrolna analyza zna¢enia pomocou HPLC.
6.6.1 Testovanie in vivo stability v mo€i

Pre zistenie, &i podavana latka v organizme metabolizuje alebo je vyluCovana
v nezmenenej podobe bolo potrebné vykonat testy in vivo stability. Laboratérnym
mys$iam bola retroorbitalne (r. 0.) podana latka %8Ga-DFO-c(RGDyK). Po uplynuti 30 a 90

minut boli odobrané vzorky mocu, ktoré boli zanalyzované pomocou HPLC.
6.6.2 PET/CT zobrazovanie

Testovana latka bola mySiam podavana . o., pric¢om aktivita jednej davky sa pohybovala
v rozmedzi 5-7 MBq. PocCas celého vySetrenia boli laboratérne mysSi udrziavané pod
celkovou anestéziou za pouzitia inhalatného anestetika izofluranu, podavaného
systémom pre inhalaénu anestéziu pre malé zvierata (Summit Anesthesia Support,
USA). Zobrazovanie prebehlo pomocou zobrazovacieho systému PET/SPECT/CT pre
malé laboratorne zvierata (Albira, Bruker Biospin Corporation, USA), pri ktorom bolo
vykonané statické zobrazovanie. Statické skenovanie predstavovalo kombinované
vySetrenie pomocou PET a CT 30 a 90 minut po podani radioaktivhe znaleného
preparatu. Po vySetreni boli data vyhodnotené pomocou softwaru Albira Reconstructer
(Bruker Biopsin Corporation, USA) a snimky boli upravované pocitacovymi programami
PMOD (PMOD Technologies Ltd., Svajéiarsko) a VolView (Kitware Inc., USA).
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6.6.3 Ex vivo biodistribuc¢né studie

Studovana latka %Ga-DFO-c(RGDyK) bola nariedena 600 pl fyziologického roztoku
a pripraveny roztok bol r. o. aplikovany Siestim laboratornym mysSiam. Po 30 a 90
minutach po podani boli usmrtené tri mysi. U kazdej mySi prebehlo pitvanie a boli
odobrané nasledujuce organy: krv, slezina, pankreas, Zaludok (prazdny), ¢revo, obli¢ky,
pecen, srdce, pluca, sval, kost a nador, v pripade nadorovych mysi. Organy boli
zvazené a bola zmerana radioaktivita v jednotlivych organoch pomocou automatického
gama poditata (Wizard?, PerkinElmer, USA). Déata boli nasledne vyhodnotené ako

percento podanej davky na gram organu (% ID/g).

7 Vysledky

7.1  Syntéza konjugatu DFO-RGDyK
7.1.1 Syntéza cyklického peptidu

Pre syntézu cyklického peptidu sa ukazala aj v naSom pripade ako najvhodnejSia
metdda syntézy na pevnej faze, ktora umozniovala rychlu a efektivnu pripravu peptidovej
sekvencie bez nutnosti chromatografického Cistenia kazdého reakéného kroku. Naviac
pouzitie mierneho nadbytku reakénych cinidiel zabezpe€ovalo Uplnu konverziu na
prislusné produkty.

Komeréne dostupny 2-chlorotritylovy resin bol v prvom kroku podrobeny
acylagnej reakcii s prvou aminokyselinou v naSej sekvencii (glycinom) v pritomnosti
diizopropyletylaminu (DIPEA) ako bazy (schéma 2). Nasledné odchranenie Fmoc
protektivnej skupiny bolo prevedené za pouzitia zmesi silnej nenukleofilnej baze
(v nasom pripade DBU) a dichléormetanu v pomere 1:1. Tento pristup bol nedavno
vyvinuty v skupine docenta Sourala avnasom pripade bol zvoleny namiesto
Standardného pouzitia 20% piperidinu v DMF, z dévodu lepSich surovych gistét a aj
kratSieho reakéného C¢asu (10 minut oproti 20 minutam). Acylacia (vSeobecne pridanie
acylového zbytku za vzniku novej vazby) s dalSou aminokyselinou — argininom —
prebiehala za pouzitia DIC/HOBt acylacnej techniky Cisto a bez vedlajSich produktov

(schéma 2).
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1) DBU/CH,CI, lab. t.
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Schéma 2- Acylacia 2-chlorotritylového resinu prvymi dvomi aminokyselinami

Nasledne bol opakovany cyklus odchranenia Fmoc chraniacej skupiny a pridania
dalSej aminokyseliny az do vzniku prislusného linearneho a ochraneného pentapeptidu
6 (schéma 3). Pouzitie lysinu ochraneného na bocnom retazci so 4,4-dimetyl-2,6-
dioxocyklohex-1-ylidénetylom (Dde) bolo zvolené pre jeho ortogonalitu s kyslo labilnymi
chraniacimi skupinami boc¢nych retazcov ostatnych aminokyselin ako aj s bazicky
labilnou Fmoc chraniacou skupinou.” Tato ortogonalita s Fmoc prameni z rozdielneho
mechanizmu ich odchrafiovania. Zatial ¢o Fmoc je odchrafiovany pomocou E1cB
mechanizmu za vzniku dibenzofulvenu, Dde podlieha odstiepeniu pravdepodobne
mechanizmom Michaelovej adicie v pritomnosti silného nukleofilu a naslednému

zacykleniu za vzniku izoxazolu.™
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Schéma 3- Dokoncenie sekvencie pentapeptidu

V dalSom kroku bolo nutné linearny peptid odstiepit z resinu a cyklizovat. Kedze
bolo taktiez nutné zachovat chraniace skupiny na boénych retazcoch aminokyselin,
z dévodu prevencie vzniku pripadnych vedlajSich produktov cyklizacie, bola pre
Stiepenie z resinu, namiesto Standardne pouzivanej kyseliny trifluéroctovej, pouzita
zmes hexafluéroizopropanolu a CH.Cls, ktora toto pozadované zachovanie zabezpecila.
Nasledna cyklizacia za vzniku novej amidovej vazby prebiehala za pouzitia benzotriazol-
1-yl-oxytripyrrolidinofosfénium hexafluérofosfatu (PyBOP) v pritomnosti baze, ¢o je

Standardne pouzivané Cinidlo pre podobné transformacie (schéma 4).
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Schéma 4- Stiepenie z resinu a cyklizacia

Ako uz bolo spomenuté, Dde chraniaca skupina lyzinu sa ukazala ako skvela
volba pre nasledné ortogonalne odchranenie a uz aj v pritomnosti velmi malej

koncentracie (2 %) hydrazin hydratu bola jej deprotekcia uspes$na a kvantitativna
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(schéma 5), za su€asného zachovania ostatnych chraniacich skupin. Vznikol tak klu¢ovy

intermediat pre finalnu transformaciu.

L

NH,NH,.OH

(o]

By
{7
=
Z

%’\FO

0 HN NH HN N
7 NH
HN
0

nn BN . HN
DMF, lab.t. o
fBu°-Qs‘ r:;leo 'Bu0~©j§?_5N’g
7 7
COO'Bu COO'Bu
7 8

Schéma 5- Odchranenie Dde chraniacej skupiny

7.1.2  Acylacia s deferoxaminom

Na uvod by som rada uviedla, ze posledné dva finalne kroky pre pripravu nasho
pozadovaného konjugatu s deferoxaminom (DFO), ako aj finalne Cistenie na
semipreparativnom HPLC, boli prevedené v skupine doc. Sourala (konkrétne doktorkou
KrajCoviCovou) a to z niekolkych doévodov. Bolo to jednak z dévodu velkého poctu
nutnych optimalizacii veducich ku konjugacii deferoxaminu s pentapeptidom, ktoré boli
nad Casovy ramec syntetickej prace bakalarskeho Studenta, ako aj kvéli vysokej
komercnej cene potrebného reagentu DFO-Bn-NCS (50 mg = 208 €). Pre Uplnost nasej
prace vSak tieto kroky uvadzam v schéme 6.

Prvy krok sekvencie teda predstavovala konjugacia s nasim predpripravenym
intermediatom 8 s aktivovanym izotiokyanatom-DFO za vzniku tiomocoviny. Finalne
odchranenie chraniacich skupin za vzniku pozadovaného konjugatu 9 prebiehalo uz

Standardnou cestou a to s pouzitim zmesi kyseliny trifluéroctovej a dichlérmetanu.
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Schéma 6- Finalna konjugacia za vzniku latky 9

7.2 Radioaktivne znacenie

Na zaklade stanovenia radiochemickej Cistoty boli zvolené optimalne podmienky
radioaktivneho znacenia DFO-c(RGDyK). Ako optimalne mnozstvo peptidu pre
radioaktivne znacenie galiom-68 bolo zvolenych 10 pg DFO-c(RGDyK). Toto mnozstvo
DFO-c(RGDyK) poskytovalo vytazky s radiochemickou Ccistotou > 98%. 20 ug
vykazovalo taktiez vysoku Cistotu, avSak pre nasledujuce experimenty bolo zvolené
mensie mnozstvo peptidu z dévodu aplikacie ¢o najnizsej davky laboratérnym mysSiam.
Vetky testované &asy spinali poziadavky na vysoku radiochemicku &istotu (> 95%). Ako
optimalne podmienky pre znaéenie DFO-c(RGDyK) boli teda zvolené tieto parametre:
10 yg DFO-c(RGDyK), 5 min pri 85°C. V tabulke 2 su zhrnuté vysledky jednotlivych

merani, obrazok 17 zobrazuje radiochromatogram %Ga-DFO-c(RGDyK).
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Tabulka 2- Optimalizacia podmienok radioaktivneho znacenia DFO-c(RGDyK) galiom-68

Mnozstvo peptidu (ug) | RCHC (%) | Reakény éas (min) | RCHC (%)
0,1 34,5 1 97,1
1 94,5 5 99,1
10 98,1 10 98,6
20 98,5 20 98,1
50 97,7 30 97,1
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Obréazok 17- Radiochromatogram %8Ga-DFO-c(RGDyK)

7.3  Testy stability

Komplex ®Ga-DFO-c(RGDyK) vykazoval vysoku stabilitu v prostredi s vy3$$im pH
a v ludskom séru (> 95%). Naopak v prostredi s konkurenénym chelatorom a katiéonom
dochadzalo ku transchelatacii. V prostredi s nadbytkom chloridu Zelezitého bolo %8Ga
z komplexu ®Ga-DFO-c(RGDyK) vytesnené Zzelezitymi ionmi a v pripade nadbytku
DTPA je %Ga vyviazané tymto chelatorom. V pripade roztoku FeCls k tomu dochadza
velmi rychlo po pridani Fe®" do preparatu. Vtabulke 3 su zhrnuté vysledky

radiochemickych ¢istét po 30, 60 a 120 minutach ziskané pomocou HPLC.

Tabulka 3- Vysledky in vitro testov komplexu Ga-DFO-c(RGDyK). Hodnoty RCHC testov stability
Vv prislusnych prostrediach su ziskané pomocou HPLC po 30, 60 a 120 minutach a su uvadzané v

percentach.
Doba inkubacie Zvy$enie pH Ludské 6 mmol dm= | 0,1 mol dm™
(min) (pH = 6-7) sérum DTPA FeCl;
30 98,3 97,1 77,0 0,1
60 98,7 97,4 67,5 0,1
120 97,3 96,6 454 0,1
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7.4 Rozdelovaci koeficient

Stanovenie rozdelovacieho koeficientu ®Ga-DFO-c(RGDyK) ukazalo hydrofiiny
charakter testovaného komplexu. Hodnota rozdelovacieho koeficientu (log P) pre
komplex ®Ga-DFO-c(RGDyK) uvedena v tabulke 4 je rovna - 2,01 + 0,08. Predstavuje

priemernu hodnotu ziskanu zo Siestich merani.

7.5 Vazba na plazmatické proteiny

Z nameranych dat ziskanych pomocou automatického gama pocita¢a bolo vypocitané
percentualne zastupenie radioaktivity na kolonke a v eluate. Délezita bola hodnota
namerana v eluate, ktora predstavuje vazbu komplexu %8Ga-DFO-c(RGDyK) na krvné
proteiny. Vo vSetkych testovanych ¢asoch sa vazba ®Ga-DFO-c(RGDyK) na
plazmatické proteiny pohybovala okolo 30 %. Vysledky merania po 30, 60 a 120

minutach su zhrnuté v tabulke 4.

Tabulka 4- Vysledky in vitro testov komplexu ®Ga-DFO-c(RGDyK). Hodnota rozdelovacieho koeficientu
log P a miera védzby na plazmatické proteiny.

log P £ SD | Doba inkubacie (min) | Vazba na proteiny (%)
30 31,34
-2,01+0,08 60 30,04
120 30,70

7.6  Testovaniein vivo stability v mog€i

Na obrazku 18 su zobrazené radiochromatogramy predstavujuce stabilitu komplexu
®Ga-DFO-c(RGDyK) in vivo v modi laboratornej mysi 30 a 90 minut po aplikacii. Po
30 mindtach bola namerana hodnota stability 59,1 %, po 90 minutach hodnota
odpovedala 19,8 %, teda stabilita komplexu vyrazne klesala. Z nameranych dat
a ziskanych radiochromatogramov mézeme vidiet, Ze nami testovana latka je nestabilna

a metabolizuje v organizme.

54



54Ga-DFO-RGDYK

moé 30 min p.i

Obrazok 18- Radiochromatogramy zobrazujice in vivo stabilitu komplexu %8Ga-DFO-c(RGDyK) v moci
laboratérnej my3$i 30 a 90 mindt po aplikacii.

7.7 PETICT zobrazovanie zdravych mysi

Vysledky statického PET/CT vySetrenia u zdravych mysi (obr. 19, 20) ukazali na vysoku
kumulaciu ®Ga-DFO-c(RGDyK) v oblickach 30 minut po podani. Slabsi signal bolo
mozné pozorovat v gastrointestinalnom trakte a mocovom mechure. 90 minut po podani
bol radioaktivny signal vyrazny najma v mocovom mechure. Oproti tomu v obli¢kach bol
signal vyrazne slabsi oproti 30 minutam po podani a v ostatnych organov sa testovana

latka nekumulovala.

Obréazok 19- Statické PET/CT vysetrenie zdravych mysi 30 a 90 minut po aplikacii ®8Ga-DFO-c(RGDyK)
(koronarne rezy, 1 — miesto aplikacie, 2 — oblicky, 3 — mocovy mechur)
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Obrazok 20- Statické PET/CT vysetrenie zdravej mysi 30 a 90 mindt po aplikacii ®3Ga-DFO-c(RGDyK)
(3D zobrazenie, 1 — miesto aplikacie, 2 — oblicky, 3 — mocovy mechtir)

7.8 PET/CT zobrazovanie nadorovych mysi

Vysledky statického PET/CT vySetrenia u nadorovych mySi (obr. 21) ukazali podobne
ako u zdravych mys$i na vysoku kumulaciu #Ga-DFO-c(RGDyK) v obli¢kach a mocovom
mechure 30 minat po podani. Radioaktivny signal bolo navySe mozné pozorovat
i v mieste nadoru, aj ked akumulacia %8Ga-DFO-c(RGDyK) tu bola niZ$ia v porovnani
s oblickami a mo€ovym mechurom. Snimky zhotovené 90 minut po podani ukazali na
vysoku kumulaciu Studovaného peptidu v oblickach a mo&ovom mechure, zatial ¢o

radioaktivny signal v mieste nadoru bol vyrazne nizsi nez 30 minut po aplikacii.

Obréazok 21- Statické PET/CT vysetrenie nadorovych mysi 30 a 90 mintt po aplikacii $8Ga-DFO-c(RGDyK)
(koronarne rezy, 1 — miesto aplikacie, 2 — oblicky, 3 — mo¢ovy mechur, 4 — nador)
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7.9 Exvivo biodistribucia u zdravych mysi

Najvyssia hodnota radioaktivity u zdravych mysi bola namerana v oblickach 30 minat po
podani ®Ga-DFO-c(RGDyK) (7,56 *+ 0,20 % ID/g), nasledoval Zalidok (2,82 + 0,13 %
ID/g) a pfuca (2,58 + 0,30 % ID/g). V krvi bola namerana hodnota 1,20 + 0,08 % ID/g.
90 minut po podani hodnota radioaktivity v krvi klesla na 0,25 + 0,01 % ID/g. NajvysSiu
nameranu hodnotu predstavovali nadalej obli¢ky (5,31 £ 0,12 % ID/g). Ziskané data pre

jednotlivé organy zdravych myS$i su zobrazena v grafe 1.
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Graf 1- Ex vivo biodistribtcia u zdravych mysi 30 a 90 mindt po aplikacii $8Ga-DFO-c(RGDyK)

7.10 Exvivo biodistribucia u nadorovych mysi

V pripade nadorovych mysi bola namerana najvyssia radioaktivita 30 minut po podani
v obli¢kach (7,20 £ 0,63 % ID/g), zaludku (3,06 + 0,15 % ID/g) a nadore (3,03 £ 0,63 %
ID/g). Hodnota v krvi sa pohybovala okolo 1,29 + 0,29 % ID/g. Po 90 minutach sa
hodnota v krvi znizila na 0,21 £ 0,04 % ID/g a hodnota v nadore klesla na 1,54 £ 0,56 %
ID/g. Hodnota v oblickach nadalej predstavovala najvy$Sie namerani hodnotu
(4,46 £ 0,56 % ID/g). Hodnoty radioaktivity jednotlivych organov nadorovych mysi su
zaznamenané v grafe 2. Vtabulke 5 mézeme vidiet zhrnuté pomery nador/krv,
nador/oblicky a nador/sval po 30 a 90 minutach od aplikacie ®*Ga-DFO-c(RGDyK).
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Percento podanej davky na gram organu % ID/g

I [ 130 min p.i. (n=3)
Y 90 min p.i. (n = 3)

I

OF-LV
o

\e,l;\

)

]

&

S ¢ 0 A L& (@ L @ &
Q7 @27 Q% L@V OO 4P (Y7 ¢ 02 .
W ‘13’\0 A R R R

Graf 2- Ex vivo biodistribticia u nadorovych mysi 30 a 90 mintt po aplikacii 8Ga-DFO-c(RGDyK)

Tabulka 5- Hodnoty pomeru nador/krv, nador/sval, nador/oblicky 30 a 90 min po aplikéacii 8Ga-DFO-

c(RGDyK)
pomer nador/krv pomer nador/obliCky pomer nador/sval
30 min p.i. | 90 min p.i. | 30 min p.i. | 90 min p.i. | 30 Min p.i. | 90 min p.i.
2,35 7,30 0,42 0,34 4,40 5,07
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8 Diskusia

Multiformny glioblastom predstavuje jeden z najmalignejSich typov nadorov centralneho
nervového systému. Napriek pokroku v moznostiach lieCby zostava nadalej do znacnej
miery nevylie€itelny. Aj ked je k dispozicii niekolko variant lieCebnych postupov, vratane
chirurgického zakroku, spolu s podpornou chemoterapiou a radioterapiou, ochorenie ma
velmi zIU progndzu a pacienti sa vo vSeobecnosti nedoZivaju viac ako 12 mesiacov od
potvrdenia diagnozy.

Na potvrdenie pritomnosti nadorovych buniek a uréenie rozsahu ochoreni sa
pouzivaju rézne invazivne a neinvazivne zobrazovacie techniky. Prave v€asna a presna
diagnéza zlep$uje kvalitu a dizku Zivota mnohych pacientov. Zobrazovacie techniky
pouzivané u pacientov s podozrenim na mozgové nadory zahfiaju invazivne postupy
ako katetricka angiografia a mnoho neinvazivnych testov, medzi ktoré sa radi vypoctova
tomografia, magneticka rezonancia, pozitrénova emisna tomografia, €i jednofoténova
emisna vypoctova tomografia.®® Najvacsie uplatnenie nasli v poslednych rokoch najma
hybridné zobrazovacie systémy ako su PET/CT, PET/MR a SPECT/CT, ktoré umoZznuju
ziskat komplexnejsie diagnostické data.

Molekularne zobrazovanie vizualizuje a meria biologické procesy na bunkovej
a subcelularnej urovni. Podstatnou €astou tohto typu zobrazovania je ligand, ktorym
moéze byt napr. peptid, protein alebo protilatka. Naf sa viaze cez vhodny
chelator radionuklid, ktory umoznuje PET a SPECT zobrazovanie. V pripade MR a CT
je potrebna pre zobrazovanie vhodna kontrastna latka a pri optickom zobrazovani zas
organické fluorescenéné farbivo.®? Idedlne by mala mat radioaktivne znacena latka
vysoku vazbovu afinitu a Specifickost’ pre konkrétnu cielovu Struktaru (napr. receptor).
Taktiez je dblezita vysoka stabilita a integrita vo fyziologickom stave, nizka imunogenita
a toxicita pre ludsky organizmus.

Pre efektivne PET/CT zobrazovanie nadorov pomocou radionuklidov boli
skumané rézne skupiny biologicky aktivnych latok. Ako velmi nadejné sa ukazali napr.
RGD peptidy, uspeSne znacené fluérom-18 a galiom-68. Z nich najvyznamnejSie su
najma *¥F-galakto-RGD, ¥F-RGD-K5, ¢i 8Ga-DOTA-RGD.8! Sekvencia Arg-Gly-Asp sa
Specificky viaze na integrinové receptory, ktoré si poCas angiogenézy nadmerne
exprimované na endotelovych bunkach, pricom u vaésiny zdravych organov su sotva
pozorovatelné. Napriek svojej Specifickej schopnosti zacielit sa na integriny a Ziaducej
farmakokinetiky sa nativne peptidy len zriedka vyuzivaju priamo na in vivo zobrazovanie.
Peptidy maju velmi kratky biologicky pol€as, zvyCajne len niekolko minut. V désledku

enzymatickej degradacie a rychleho renalneho clearence méZzu stratit’ svoju biologicku
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aktivitu eSte pred dosiahnutim ciela. Av8ak peptidy mozno jednoducho modifikovat, ¢o
dokaze zvysit ich proteolyticku stabilitu, zlepsit' ich rozpustnost vo vode a najma, znizit
ich renalny clearence. Aby sa tomu predislo, skimaju sa mnohé stratégie ako je fuzia
polyméru, pripojenie na proteiny s dlhSou Zivotnostou, i pouzitie dimérov, tetramérov
a heterodimérov, ktoré by dokazali zvySit afinitu ku integrinovym receptorom oproti
svojim monomérom. Cyklizacia &asto zvySuje metabolicky stabilitu peptidov.*® Predizena
biologicka aktivita je spésobend najma tym, Ze cyklizacia mbéze pomdct zabranit
degradacii znizenim tvorby konformérov citlivych na proteolytické enzymy a chrani
N- alebo C- koniec peptidovej sekvencie, ktora je miestom Stiepenia exoproteaz.
Zaclenenie stabilnejSich aminokyselin, ako su D- aminokyseliny a B-Ala, sa tiez Siroko
pouzivaju na zlepSenie enzymatickej stability. Podobne substiticia D- tyrozinu za
D- fenylalanin u cyklickych RGD pentapeptidov, ktoré su v poslednych rokoch
predmetom intenzivneho vyskumu v nukleamej medicine, vedie ku zvy$enej stabilite.®
V porovnani s c(RGDyK) je c(RGDfK) stabilnejSi poCas experimentov, ktoré zahffiaju
zvySenu teplotu, zmeny pH, ¢i inkubaciu v fudskom sére. Vzhlfadom k tomu, Ze vy$Sie
teploty mbézu spdsobit oxidaciu tyrozinu v c(RGDyK), c¢(RGDfK) predstavuje stabilnejsi
a vhodnejsi peptid. AvSak velkou nevyhodou mnohych modifikacii je zvySena kumulacia
testovanej radioaktivne znacCenej latky v organoch ako su obliCky a pec€en, namiesto
kumulacie cielene v mieste nadora.®?

Radioaktivne znatené RGD peptidy su stale predmetom Studia mnohych
vyskumnych skupin, pretoze predstavuju vysoky potencial pri diagnostike réznych typov
nadorov. Jednym z najuspesnejSich radioaktivne znacenych RGD peptidov pouzivanych
ku zobrazovaniu expresie a,fz je ®F-galakto-RGD. Av8ak syntéza tejto radioaktivne
znacenej latky je pomerne zlozita a Casovo naro¢na, ¢im sa komplikuje rutinné
pouzivanie v klinickej praxi. Prave ztohto dbvodu je skumanych viacero inych
radioaktivne znacenych RGD peptidov, ktoré by mohli nahradit pouzivanie ®F-galakto-
RGD. Ako priklad mozne uviest ®8Ga-NODAGA-c(RGDyK)®, ktorého znacenie mozno
previest rychlo a efektivne, priom vykazuje podobné vysledky v porovnani
s 18F-galakto-RGD. Prave preto sa javi %Ga-NODAGA-c(RGDyK) ako vhodna
alternativa. V tejto praci som sa zamerala na ®Ga-DFO-c(RGDyK), pricom som sa
snazila preskumat jeho vilastnosti a potvrdit’ alebo vyvratit moznosti vyuzitia tejto latky
pri diagnostike glioblastomu.

Cielom mojej bakalarskej prace bola teda syntéza konjugatu cyklického RGD
peptidu s deferoxaminom (DFO) pomocou syntézy na pevnej faze a nasledné
preklinické testovanie pripraveného konjugatu znaceného radioaktivnym izotopom

galia-68.
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Deferoxamin je najviac Studovanym chelatorom Zeleza, pouzivanym v Klinickej
praxi uz viac ako 50 rokov. Ma vynikajuci profil bezpeénosti a ucinnosti a preukazal
vyznamny vplyv na zvySenie miery preZitia a znizenie morbidity u pacientov s akutnou
intoxikaciou a chronickym predavkovanim zelezom. V poslednych rokoch sa tiez
presadzuje jeho vyuZitie v nuklearnej medicine. Predstavuje vhodny chelator pre
znacenie %Zr, pre ktory je momentalne jedinym dostupnym chelataénym &inidlom
s efektivnym znacenim a kvantitativnymi vytazkami. Okrem toho je zname, Ze tvori
komplexy s 9’Ga, ¢i !In. Prave z dévodu moznosti vyuzitia DFO ako chelatora pre
viaceré radionuklidy, a pre jeho ucinné chelataéné vlastnosti, som sa v tejto praci
zamerala na jeho spravanie po oznaceni galiom-68 v podobe ®8Ga-DFO-c(RGDyK)
monomeéru pri diagnostike multiformného glioblastomu. Bolo prevedené zakladné in vitro
ain vivo testovanie %Ga-DFO-c(RGDyK) monoméru a nasledne diagnostika
multiformného glioblastomu metdédou pozitrénovej emisnej tomografie v mySich
nadorovych modeloch.

Pre preklinické testovanie ®3Ga-DFO-c(RGDyK) bola ako modelova bunkova linia
zvolena ludska bunkova linia glioblastomu U-87 MG. Existuje velké mnoZstvo
bunkovych linii, ktoré simuluju fudsky glioblastom, a su Siroko vyuzivanymi liniami vo
vyskume. Medzi najbeznejSie mozno zaradit bunkové linie U-251 a U-87 odvodené od
Cloveka, mysSie bunkové linie GL261 a potkanie bunkové linie 9L/LacZ, F98, RG2,
CNS-1 a C6.%* Idedlny gliomovy model by mal byt podobny fudskému glioblastému,
z hladiska jeho morfologickych vlastnosti, invazivneho charakteru a vaskularneho
spravania, ajeho imunitného mikroprostredia. Linie U-251 a U-87 patria medzi
xenostepové modely, ktoré su schopné vyvoja len u imunokomprimitovanych hlodavcov,
zatial ¢o ostatné bunkové linie sa mézu vyvijat' v imunokompetentnych syngénnych
modeloch. Kazdy gliomovy model je schopny vytvorit svoju viastni vaskularmnu siet
s cievami roznej dizky a priemeru. VSetky modely vykazuju vysoku neovaskularizaciu.
Ukazalo sa, ze U-87 vykazuje silni neovaskularizaciu a bezne sa pouziva na studium
angiogenézy glioblastomu. AvSak neovaskularizacia pozorovana v modeloch hlodavcov
je fenotypovo odlisna od tych [udskych. Aj ked sa ukazalo, ze bunky mézu indukovat
proliferaciu endotelialnych buniek in vitro, nepritomnost endotelidlnej proliferacie
v nadoroch U-87 in vivo méze byt spdsobena rychlou kinetikou vyvoja nadoru
v modeloch v porovnani so spontannym vyvojom glioblastomu u fudi. Taktiez to moze
byt spO6sobené nedostatkom zloZiek extracelularnej matrice zapojenej do migracie
a proliferacie endotelialnych buniek v mySich modeloch. Napriek tomu sa tieto modely
Siroko pouzivaju a ukazali sa ako uzitocné pri hodnoteni angiogenézy glioblastomu

a antiangiogénnych terapeutickych pristupov.8+8°
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Biologické testovanie predstavovalo posudenie potencialu pripraveného
radioaktivne znaceného peptidu, *®Ga-DFO-c(RGDyK), pre zobrazovanie glioblastému.
DFO-c(RGDyK) bolo mozné velmi jednoducho radioaktivne oznacit ®®Ga s vysokou
radiochemickou cistotou, podobne ako iné RGD peptidy znatena Ga-68.47:83:86

®8Ga-DFO-c(RGDyK) vykazoval vysoku stabilitu v prostredi s vy$$im pH
a v fudskom séru (9699 %). To v8ak nemozno tvrdit o prostredi s konkurenénym
chelatorom a katibnom. V pripade nadbytku chelatora DTPA postupne dochadzalo ku
transchelatacii galia-68 a v prostredi s nadbytkom Zelezitych iénov bol galium-68 ihned
po pridani roztoku FeCls z komplexu vytesneny. V porovnani s inymi radioaktivne
znaéenymi RGD peptidmi, %Ga-DFO-c(RGDyK) vykazuje omnoho horsie vysledky
stabilitnych experimentov.®® Testované peptidy ®Ga-DOTA-c(RGDfK), ®8Ga-NODAGA-
c(RGDyK) a ®®Ga-NODAGA-c(RGDyK), vykazuji vysoku stabilitu vo vSetkych
spominanych prostrediach (> 95%).*” Je tomu tak kvoli vhodnejSiemu chelatoru, kedze
DOTA a NODAGA maju lepSie chelata¢né vlastnosti, nez nami testovany chelator DFO,
av pripade ®®Ga-NODAGA-c(RGDyK), sa tieZ jedna o dimérovy analdg. Taktiez je
dolezité podotknut, Ze DOTA a NODAGA su cyklické chelatory, zatial o DFO, podobne
ako EDTA patria medzi linearne chelatory. Tym sa vyrazne zvySuje stabilita komplexu
a chelatacia. U cyklickych chelatorov je Ga®* viazany v dutine cyklu, zatial ¢o
u linearnych chelataénych Cinidiel sa tvoria slabsSie vazby a retazec chelatora sa staca,
pricom sa snazi zaujat podobu cyklu a vytvorit tak vhodnu dutinu, do ktorej pomocou
koordinaénej vazby viaze Ga®'.

Hodnota rozdelovacieho koeficientu (log P) ®Ga-DFO-c(RGDyK) bola stanovena
ako - 2,01 + 0,08, ¢o naznaluje, ze radioaktivne znaleny preparat vykazuje skér
hydrofilny charakter, o bolo nasledne potvrdené aj experimentami na mysSiach. Pre
porovnanie, hodnota rozdelovacieho koeficientu ¥ Ga-NODAGA-RGD bola stanovena
ako — 4,05 + 0,12.83 Mierne vysSia hodnota rozdelovacieho koeficientu
%Ga-DFO-c(RGDyK) mbze mat za nasledok jeho pomal$iu farmakokinetiku a vy$siu
akumulaciu v gastrointestinalnom trakte.

Hodnota vazby na plazmatické proteiny sa pohybovala v rozmedzi 30-32 %. Aj
napriek zvySenej vazbe na plazmatické proteiny, ¢o méze mat za nasledok zvysenu
koncentraciu aktivity v krvi améze viest ku hor§im zobrazovacim vlastnostiam,
vykazoval ®Ga-DFO-c(RGDyK) pomerne uspokojivé farmakokinetické vlastnosti.
V porovnani s inymi radioaktivne znacenymi RGD peptidmi*’, 8Ga-DFO-c(RGDyK)
preukazal vysSie hodnoty radioaktivity v krvnom rieCisku, o je plne v sulade s jeho
vySSou vazbou na plazmatické proteiny.

Stanovenim in vivo stability ®8Ga-DFO-c(RGDyK) v modi bolo zistené, Ze peptid

rychlo metabolizuje a vyluCuje sa ztela v réznych formach v porovnani s pévodnou
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molekulou, o mézeme zretelne vidiet na radiochromatogramoch zobrazujucich in vivo
stabilitu komplexu 30 a 90 minut po aplikacii (obr. 18). V porovnani s inymi radioaktivne
znacenymi RGD peptidmi, podlieha $tudovany preparat vyraznej metabolizacii.*’

Nasledné in vivo experimenty mali za ciel ur€it biodistribaciu
®8Ga-DFO-c(RGDyK) u zdravych a nadorovych mys$i. Pomocou PET/CT zobrazovania
sme mohli ur€it, v ktorych organoch sa primarne preparat kumuluje vo vybranych ¢asoch
po aplikacii. U zdravych mySi bolo mozné pozorovat vyraznud akumulaciu
®8Ga-DFO-c(RGDyK) v obli¢kach, z ktorych sa latka vylu¢ovala do moc¢ového mechura,
kde bol signal 90 minut po aplikacii najsilnejsi (obr. 19, 20). Podobne tomu bolo aj
v pripade nadorovych mysi, kde sa signal kumuloval prevazne v obli¢kach, kedZe sa
jedna o hlavny organ vylu¢ovania, a v moCovom mechure 30 a 90 minut po podani.
Urcity radioaktivny signal v mieste nadoru bol viditefny najma 30 minat po aplikacii
preparatu, pricom po uplynuti 90 minut sa javil vyrazne slabsi (obr. 21).

Ex vivo experimenty ndm poskytli presné hodnoty radioaktivity v jednotlivych
odobranych organoch 30 a 90 minut po aplikacii ®8Ga-DFO-c(RGDyK), na zaklade
ktorych boli zhotovené grafy ex vivo biodistribucie u zdravych (graf 1) a nadorovych (graf
2) mysi. Ziskané hodnoty odpovedaju in vivo zobrazovacim experimentom, a mézeme
potvrdit, Ze latka sa kumuluje najma v obli¢kach, a CiastoCne tiez v gastrointestinalnom
trakte, u oboch, zdravych i nadorovych mysi 30 a 90 minut po podani. Z grafu 2 mézeme
pozorovat, Ze namerana hodnota radioaktivity v nadore je minimalne o polovicu nizSia
nez hodnota namerana v oblickach. Tieto vysledky sa zhoduji s nameranymi hodnotami
inych testovanych radioaktivne znaenych RGD peptidov.*#” Po stanoveni pomeru
nador/oblicky sme ziskali hodnotu 0,42 po 30 minutach po podani a hodnotu 0,34 po
uplynuti 90 minut. Tieto vysledky su plne v sulade s hlavnou cestou vylu€ovania
u vacésiny RGD peptidov znacenych radioaktivnym izotopom gélia-68.#" AvSak na rozdiel
od dat ziskanych 90 minut po aplikacii pri testovani preparatov ®Ga-NODAGA-RGD
a %Ga-DOTA-RGD®, moézeme vidiet vyrazny rozdiel v nameranych hodnotach,
a to najma pri porovnani hodndt radioaktivity nameranych v nadore a obli¢kach, ktoré sa
pohybuju v rovnakych percentach podanej davky na gram organu. Hodnota pomeru
akumulacie nador/krv bola stanovena na 2,35 30 minut po podani, po 90 minutach bola
hodnota rovna 7,30 (tab. 5). Tato zvySujuca sa hodnota odpoveda Specifickému
vychytavaniu %8Ga-DFO-c(RGDyK) v ciefovom tkanive. Po porovnani s inymi galiom-68
znacenymi RGD peptidmi hodnota radioaktivity v nadore stupa len mierne, zatial o u
®%8Ga-DOTA-c(RGDfK), %8Ga-NODAGA-c(RGDyK), ¢i ®Ga-NODAGA-c(RGDyK), je
narast pomeru nador/krv v ¢ase vyraznejsi. Hodnoty sa pohybuju v rozmedzi 1,09-2,30
po 30 minutach, a v rozmedzi 14,70-23,12 po 90 minutach.*’ Tieto radioaktivne znacené

RGD peptidy vykazuju omnoho lepSie hodnoty pomerov nador/krv nez je tomu v pripade
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®8Ga-DFO-c(RGDyK), ¢o mdze byt mimo iné spdsobené rychlou metabolizaciou. Takisto
modZeme pozorovat zvySujucu sa hodnotu pomeru nador/sval, ktora odpovedala hodnote
4,40 30 minut po aplikacii preparatu a 5,07 po uplynuti 90 minut. Z tychto hodnét
moZeme potvrdit, Ze %8Ga-DFO-c(RGDyK) vykazuje $pecifickil akumulaciu v nadorovom
tkanive.

Touto $tudiou bolo zistené, Ze testovany preparat ®Ga-DFO-c(RGDyK) bolo
jednoduché radioaktivne oznacit' galiom-68 s vysokou radiochemickou Cistotou (> 95%).
Bol potvrdeny jeho hydrofilny charakter a uspokojivé in vitro charakteristiky, okrem
stability v pritomnosti konkurenéného chelatora a kovu. Testovanim in vivo stability bola
preukdzana nestabilita komplexu ®Ga-DFO-c(RGDyK) v moci laboratornej mysi.
Po vykonani v3etkych in vitro a in vivo experimentov nemozno povazovat testovany
preparat DFO-c(RGDyK) znaleny radioaktivnym galiom-68 za latku s vysokym

potencialom pri diagnostike multiformného glioblastdmu metédami nuklearnej mediciny.
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9 Zaver

Hlavnym cielom tejto bakalarskej prace bola priprava a preklinické testovanie preparatu
®8Ga-DFO-c(RGDyK) ako potencialneho radiofarmaka pri diagnostike multiformného
glioblastobmu. Praca zahrfiovala syntézu konjugatu s deferoxaminom pomocou syntézy
na pevnej faze a zakladnu in vitro a in vivo charakterizaciu radioaktivhe znaceného
DFO-c(RGDyK).

DFO-c(RGDyK) bolo mozné radioaktivne oznacit galiom-68
s vysokou radiochemickou cistotou (> 95 %). %8Ga-DFO-c(RGDyK) preukazal hydrofiliny
charakter (log P = - 2,01 £ 0,08) a hodnota vazby na plazmatické proteiny sa pohybovala
medzi 30—32 %. Testy stability poukazali na vysoku stabilitu v prostredi so zvy$enym pH
a v pritomnosti ludskej plazmy. Naopak v prostredi s konkurenénym chelatorom DTPA
a v prostredi s konkurenénym kationom Fe*" sa preparat spraval vysoko nestabilne.
Rovnako testy v laboratérnych mysiach ukazali vyrazni nestabilitu ®8Ga-DFO-c(RGDyK)
in vivo. Ziskané data zin vivo a ex vivo experimentov poukazali na urcitu kumulaciu
preparatu v nadore, no vyrazne vySSie hodnoty boli zaznamenané v obli¢kach,
gastrointestinalnom trakte a mofovom mechure. V porovnani s inymi radioaktivne
znacenymi RGD peptidmi, ako su napr. ®Ga-NODAGA-RGD a ®Ga-DOTA-RGD, sa
javil skimany konjugat ako menej efektivny.

V poslednych rokoch je vyskum zameriavany na vyuzitie radioaktivnych latok
znacenych izotopom galia-68, a to najma pre relativne jednoduché moznosti znacenia,
vhodné vlastnosti a rychly pol€as rozpadu, ¢im sa znizuje mnozstvo radiacnej zataze,
ktorej su pacienti vystaveni poCas vySetrenia. Pri diagnostike multiformného
glioblastdbmu sa vyuziva viacero efektivnych, radioaktivne znaéenych latok. Na zaklade
vysledkov experimentov prevedenych v ramci tejto bakalarskej prace nemozno bohuziafl
zaradit' testovany %Ga-DFO-c(RGDyK) medzi radioaktivne znacené latky s vysokym
potencialom pri diagnostike multiformného glioblastdbmu pomocou pozitronovej emisne;j

tomografie.
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10 Spektralna charakteristika
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