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SOUHRN

Vyuziti vhodné znacenych latek pro multimodalni zobrazovani biochemickych zmén,
které doprovazeji celou fadu patologickych stavi, se ukézalo jako velmi uzite¢ny néstroj hojné
vyuzivany ve vyvoji novych 1éCiv. Vyvoj vysoce citlivych a specifickych diagnostik pro
onkologickd onemocnéni predstavuje jednu z nejvyssich priorit v soucasném biomedicinském
vyzkumu. Nuklearni a optické zobrazovaci metody jsou velmi citlivé diagnostické techniky,
které lze pfi pouziti vhodné oznaCenych latek vyuzit pro v€asnou a piesnou detekci nadora.
Napftiklad cyklicky siderofor Fusarinin C (FSC), ktery je zndmy svymi chelata¢nimi
schopnostmi a umoziuje chelatovat radioaktivni Gallium-68, obsahuje tfi vazebna mista, na
ktera lze vazat rizné vektory a signalizacni skupiny. V této praci byly hodnoceny in vitro a in
vivo vlastnosti dvou biokonjugati vychazejici ze struktury FSC a jejich potencialni vyuzitelnost

jako multimodélnich latek pro nuklearni a optické zobrazovani v onkologické diagnostice.



SUMMARY

The use of "smart" labelled agents for the imaging of the biochemical changes that come
with any disease has allowed a worldwide recognition of the usefulness of in vivo imaging in
medicine and biology. The development of highly specific and sensitive diagnostic tools for
cancer applications represents the top priority of the current biomedical research. Nuclear as
well as optical imaging methods are highly sensitive diagnostic techniques which could provide
a suitable methodology for an early and accurate detection of tumours with the use of specific
labelled agents. The cyclic siderophore Fusarinine C (FSC) known for excellent chelating
abilities towards Gallium-68 has three binding sites allowing the conjugation of targeting
vectors as well as additional signalling moieties. In this study two bioconjugates were evaluated
regarding their potential as multimodality agents with nuclear and optical signalling for

oncological applications.
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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
ACN Acetonitril
Arg Arginin
Asp Asparagova kyselina
CCK Cholecystokinin
CT Vypocetni tomografie
DAPI 4¢,6-diamidin-2-fenylindol
DFO Desferrioxamin
DOTA 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-N,N‘,N“‘,N*“‘-tetraoctova kyselina
DTPA Diethylentriaminpentaoctova kyselina

EDTA Ethylendiamintetraoctova kyselina

EZ Elektronovy zachyt

FDG Fluordeoxyglukoza

FITC Fluorescein-5-isothiokyanat
FSC Fusarinin C

GIT Gastrointestinalni trakt

GLP-1 glucagon-like peptid 1

Glu Kyselina glutamova
Gly Glycin

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
HSA Lidsky sérovy albumin
HU Hounsfieldova jednotka
IGC Indocyaninova zelen

J Jéatra

L Ledviny

Leu Leucin

Lys Lysin

Met Methionin

MG Minigastrin



MM Mocovy méchyi

MRI Magneticka rezonance
MTC Karcinom §titné zlazy
N Nédor

NIR Near-infrared

NN Negativni nador

NODAGA 1-(1,3-karboxypropyl)-4,7-karboxymethyl-1,4,7-triazacyklononan

NOTA 1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctova kyselina

OoC oktreotid

P Misto podani

PBS Fosfatovy pufr

PEG Polyethylenglykol

PET Pozitronova emisni tomografie

Phe Fenylalanin

PN Pozitivni nador

r.o. Retroorbitalné

RGD Sekvence aminokyselin arginin-glycin-asparagova kyselina

RCHC Radiochemicka ¢istota

S.C. Subkutanné

SBR Pomér signalu k pozadi (signal to background ratio)
SCLC Bronchogenni karcinom

SD Smérodatna odchylka

SID Siderofor

SPECT  Jednofotonova emisni vypocetni tomografie
sst Subtyp somatostatinového receptoru
SulfoCy7 Sulfo-Cyanin 7

TAFC Triacetyl-fusarinin C

Trp Tryptofan

Tyr Tyrosin
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2 UVOD

Nadorova onemocnéni jsou raznoroda skupina chorob, kterd se vyznacuji
nekontrolovatelnym délenim bunék v urcité télni casti v dasledku poruchy regulace bunécného
cyklu. Dusledkem takového bujeni mize byt vznik maligniho nadoru, ktery pomoci metastazi
zasahuje 1 do jinych organti, kde napada zdravou tkén, coz vede k oslabeni organismu a mozné
smrti. Vzhledem k zavaznosti takového onemocnéni je v¢éasna diagnostika patologického stavu

klicova.

V pribéhu nekolika poslednich let bylo diky onkologickému vyzkumu objeveno a
zavedeno do klinické praxe nékolik novych metod uréenych k diagnostice nadorovych
onemocnéni. Velky progres byl zaznamenan také v oblasti zobrazovacich metod. Vedle snahy
identifikace proteinovych markerti nadoru a jejich vyuziti k diagnostice, byl zajem nékolika
vyzkumnych skupin sméfovan také na specifické zacileni riiznych peptidovych receptorii
pomoci zobrazovacich metod. Zakladni tivahou ve vyuziti téchto receptort k diagnostice je, ze
v nékterych typech nadorti dochézi k jejich nadmérné expresi. S vyuzitim vhodnych ligandi
pro tyto receptory je poté mozné identifikovat nador v téle pacienta pomoci zobrazovacich
metod. Jako ligandy se vyuzivaji peptidy specifické pro dané receptory, na které jsou v ptipadé
nuklearnich zobrazovacich metod navazany vhodné radionuklidy, nebo v pfipadé optickych

zobrazovacich metod 1ze vyuzit vhodny chromofor/fluorofor.

V této praci je pozornost vénovana dvéma radioaktivné a fluorescenéné znacenym
peptidim. RGD peptid (arginin-glycin-aspartat), ktery predstavuje konzervativni
aminokyselinovou sekvenci extracelularnich matrixovych proteinti, pomoci které je umoznéna
vazba na integrinovy receptor integrin avBs exprimovany béhem angiogeneze, a minigastrin,
coz je gastrinovy derivat vazajici se specificky na cholecystokininové a gastrinové receptory.
U obou studovanych peptidi byla stanovena jejich in vitro charakteristika a in vivo chovani
Vv laboratornich zvitatech. Ze ziskanych dat se ukazalo, Ze oba znacené peptidy by mohly byt

vyuZitelné jako multimodélni zobrazovaci ¢inidla v diagnostice onkologickych onemocnéni.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 RADIOAKTIVITA

Radioaktivita byla objevena na pielomu 19. a 20. stoleti, kdy Henry Becquerel zjistil pfi
studiu luminiscence krystall, ze né¢které mineraly vyzatuji zvlastni zéafeni i bez piedchoziho
ozafreni vnéjSim svétlem. Pozoroval, Ze toto zafeni dokéze proniknout i obalem fotografickych
desek a zpusobuje jejich zacernani. Timto jevem se dale zabyvali manzelé Curieovi, kteti ho
nazvali radioaktivitou. Pozd¢ji bylo zjiSténo, ze radioaktivita je doprovazena chemickou

zménou radioaktivnich prvki, zptisobenou pfeménou jader atoma prvku na prvek jiny.

Po dalSim zkoumdni radioaktivity objevil Ernest Rutherford dvé rozdilné slozky
radioaktivity, a to a paprsky, které nazval mékkou slozkou a které mohly byt pohlceny i listem
papiru, a zéfeni B, které nazval tvrdou slozkou a ktera je schopna projit i tenkym hlinikovym
plechem. Na tento objev navazal Paul Ulrich Villard, ktery popsal pronikavéjsi zatreni radia a

nazval jej zafeni y (Ullmann, 2002).

3.1.1 STRUKTURA ATOMU

Atom se skladd zatomového jadra vjeho stfedu a zelektronového obalu.
V elektronovém obalu se nachazi jeden nebo vice elektrontl, které podle Bohra rotuji kolem
jadra v riznych orbitalech. Elektronova konfigurace udava chemické vlastnosti atomu, kdezto
struktura atomového jadra udava stabilitu a charakterizuje formu radioaktivniho rozpadu

takového jadra.

Velikost atomu se pohybuje viadech od 10® cm, velikost jadra poté v fadech
1013 cm (Saha, 2010). TéméF veskera hmotnost atomu je dana hmotnosti jeho jadra, a to proto,
7e hmotnost protonu (1,67 x 102" kg) je az 1836krat vétsi nez hmotnost elektronu
(9,109 x 103! kg). Neutrony, které se spolu s protony nachazeji v jadfe, jsou téméf stejné tézké

jako protony (Lazni¢ek et Komarek, 1998).

Jak bylo zminéno vySe, elektrony se kolem atomového jadra pohybuji v energetickych
orbitalech neboli energetickych hladinach. Tyto hladiny jsou v obalu uspotadany podle jejich
vzrustajici energie. Pti pfechodu elektronu z vyssi hladiny do niz$i hladiny dojde k uvolnéni
energie ve form¢ fotonl. Pokud by doslo k opaénému piechodu, tedy z nizsi hladiny do vyssi,
musi byt pro jeho uskute¢néni dodana energie do stejné velikosti, jako by byla pfi pfedchozim

prikladu uvolnéna (Saha, 2010).
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Stav elektronu v jeho orbitalu je udavan pomoci ¢tyi kvantovych ¢isel. Hlavni kvantové
¢islo n ndm udéva energii orbitalu a udava tak prostor, ve kterém se nejpravdépodobnéji
elektron nachazi. Vedlejsi kvantové Cislo | charakterizuje tvar orbitalu, magnetické kvantové
¢islo m udéava prostorovou orientaci elektronu a posledni ¢tvrté, kvantové ¢islo spinové s, urcuje
spin elektronu, tedy smér rotace kolem osy elektronu. Elektrony postupné zapliuji orbitaly od

v

(Laznicek et Komarek, 1998).

Jadro atomu se skladd z nukleonti, coz jsou protony a neutrony. Mnozstvi nukleont
Vv jadie udava nukleonové Cislo, protonti ¢islo protonové a neutronti neutronové ¢islo. Jadro ma
sféricky tvar a sklada se z tésné usporadanych nukleont (Saha, 2010). Mezi nukleony ptisobi
jaderné sily, coz jsou obrovskeé sily pattici mezi silné interakce s nepatrnym dosahem (asi 1 fm).
Mezi dalsi sily plisobici v mikrosvété patii sily gravitacni, elektromagnetické a slabé. Dale
jadro charakterizuje vazebna energie, ktera udava jeho soudrznost a je udavana jako ekvivalent

hmotnostniho ubytku jadra.

Mezi jadry existuji rizné vztahy na zdkladé shod v nekterych ¢islech, kterymi jsou jadra
specifikovana. Nuklid je latka sloZzena z n€kolika totoznych atomi, tedy maji stejné protonové
1 nukleonové Cislo. Izotopy jsou tvotfeny riiznymi nuklidy t€éhoz prvku, tedy se 1i$i pouze
nukleonovym ¢islem a maji stejné protonové ¢islo (Laznicek et Komarek, 1998). V ptipadé, Ze

je 1zotop nestabilni, nazyvame ho radionuklid.

3.1.2 TYPY RADIOAKTIVNiICH PREMEN

V ptipadég, Ze je jadro atomu nestabilni, dojde k pfeméné, ktera ho stabilizuje. Tento
proces, pti kterém dochazi k samovolné preméné nebo také rozpadu jader atomi nestabilnich
nuklidl, se nazyvéa radioaktivita. Takovou zménou dojde ke zméné€ poctu protonli nebo
neutronu v jadie a zaroven ke zméné vazebné energie (Kupka et al., 2007). Z nestabilniho jadra
se méni na jadro nové, stabilni, pficemz dochéazi k emisi nabité ¢astice nebo vyzareni fotonu.
K pfeméné radionuklidu mize dojit jednim nebo vice typy radioaktivnich pfemén najednou.
Radioaktivni pfemény délime na pfeménu alfa, pfemény beta a premény gama (Laznicek et

Komarek, 1998).

Pfeménou alfa dochézi k radioaktivni pfeméné tézkych nuklid s protonovym cislem
vy$$i nez 140. Dochazi pfi ni k vyzafovani ¢astice a, tedy jadra atomi 3He, které obsahuje 2
protony a 2 neutrony (Ullman, 2002). Po vyzafeni a ¢astice dojde ke sniZeni protonového ¢isla

o dvé€ jednotky a nukleonového Cisla o ¢tyfi jednotky. Tuto pfeménu mize doprovazet jesté
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emise gama zafeni. o ¢astice jsou monoenergetické, coz znamend, ze vSechny emitované o
¢astice maji stejnou energii (Laznicek et Komarek, 1998). Tato radioaktivni pfeména ma velmi

maly dosah ve tkanich okolo 0,03 mm (Kupka et al., 2007)

Beta pfemény jsou nejcastéjsim typem radioaktivnich pfemén a déli se na tfi typy: B,
B pfemény a zvlastnim typem B pfemény je elektronovy zachyt (EZ). B~ pieména se vyskytuje
u jader s piebytkem neutrond, kdy dojde k pfeméné piebyte¢ného neutronu na proton za
emitovani ¢astice 7, kterou je elektron. Vedle elektronu dojde také k emisi antineutrina, coz je
elementarni Castice jen s nepatrnou hmotnosti (Ullman, 2002). Pocet protont v jadfe se touto
pfeménou zvysi o jednu jednotku a posune se tak v periodické tabulce prvkl o jedno misto
doprava. Nov¢ vzniklé jadro se mize nachazet v excitovaném stavu. Do zdkladniho stavu
prejde vyzarenim fotonu gama. Tento typ radioaktivni pfemény ma ve tkani dosah 1-4 mm

(Kupka et al., 2007).

Druhym typem je B pfeména nebo také pozitronova pieména. K ni dochazi v neutron-
deficientnich jadrech, tedy jadrech, kde pocet protoni ptfevladd nad poctem neutront.
Pfebytecny proton v jadie se pfeméni na neutron. Tato reakce je doprovazena emisi p* Gastice,
kterA se nazyva pozitron e*, a neutrina. Vznikem nového neutronu nedojde ke zméné
nukleonového C¢isla, ale protonové cislo se zmensi o jednu jednotku, tudiZ nové vznikly

radionuklid se v periodické tabulce prvki posune o jedno misto doleva (Ullman, 2002).

Zvlastnim typem P pfemény je elektronovy zachyt, coz je alternativni pfeména jadra
k B* pfeméné. U jader s niz$§im pomérem neutronového a nukleonového ¢isla, nez je normalni
u stabilnich jader, dochazi k zachyceni jednoho z elektront z prvni energetické hladiny jadrem.
Timto zachytem dojde k pfeméné jednoho protonu na neutron. Tuto pfeménu doprovazi opét
emise neutrina jako u premény B*. Chybé&jici elektron v elektronovém obalu je doplnén
elektronem z dalsi energetické hladiny, tedy dojde k pfesunu elektronu v obalu a uvolnéni

energie ve form¢ charakteristického X-zareni (Laznic¢ek et Komarek, 1998).

Pfeména gama patii mezi elektromagnetické radioaktivni pfemeény a je spojena
s deexcitaci dcefinych jader alfa nebo beta pfemény spojené s emisi fotont. Jedna se o zafeni o
vlnové délce 10 az 101 (Ullman, 2002). Je souéasti i U tzv. izomerického piechodu, kdy
metastabilni formy jadra prechazeji na zékladni energeticky stav. Pfikladem radionuklidu,

jehoz jadro se pfeméfiuje izomerickym piechodem je %MTc.

Pokud dojde Kk castecnému nahrazeni emise gama zafeni emisi elektront
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z elektronového obalu, mluvime o wvnitini konverzi. Elektrony tak piimo interaguji
s excitovanym jadrem a indukuji jeho deexcitaci tim, Ze pfijmou jeho pfebytecnou energii, ktera
je emituje zjejich orbitalu. Takto emitované elektrony se nazyvaji konverzni elektrony.
Uvolnénim elektronu vznikne v orbitalu volné misto, které zaplni elektron z vyssi energetické
hladiny. Pti tomto pfesunu elektronu dochazi k uvolnéni charakteristického X-zareni (Laznicek
et Komarek, 1998). Takto emitované elektrony se nazyvaji Augerovy elektrony (Ullmann,

2002).

3.2 RADIOFARMAKA

Radiofarmaka jsou 1écivé pripravky obsahujici radionuklid, které jsou pouzivany
k diagnostickym a 1é¢ebnym tcéelim (Liu, 2004). Jejich soucasti je chemicky nebo biologicky
aktivni latka, jejiz ii¢innou slozku pifedstavuje radionuklid. SlouZi jako indikator pro studium
kinetiky a metabolismu 1éCiva, také jeho distribuci ve tkdnich a organech a zplsob jeho

vylucovani (Laznicek et Komarek, 1998).

Diagnosticka radiofarmaka jsou latky znacené izotopem vyzafujicim gama nebo B*
zateni, vyuzivajici se pro jednofotonovou emisni vypocetni tomografii SPECT (single photon
emission computed tomography) nebo pozitronovou emisni tomografii PET (positron emission
tomography) (Gijs et al, 2015). Pouzivaji se pfi velmi nizkych koncentracich (107°-
10" mol.dm™®) a vétsinou tedy nevykazuji zadny farmakologicky uéinek. Primarnim cilem
aplikace diagnostickych radiofarmak je detailni popis morfologické struktury organt ¢i tkani,

a predevsim testovani jejich fyziologickych funkci (Liu, 2004).

Terapeuticka radiofarmaka vyuzivaji radionuklidy emitujici o nebo [~ zafeni
vyvolavajici radiotoxicitu, kterd usmrti buniky v cilené tkani. Radionuklid je chemicky navazan
na vektor, ktery je navrzen tak, aby se specificky akumuloval v cilené tkani &i organu. Céstice
emitované v disledku radioaktivni pfemény pusobi na cilovou tkan, cytotoxické ionizacni
zateni zpusobi neopravitelné dvoufetézcové zlomy DNA, které vyusti ve smrt buiiky (Knapp et
Dash, 2016).

Jelikoz jsou radiofarmaka podavéana lidem, museji odpovidat urcitym standardiim
kvality, aby bylo jejich pouziti bezpecné. Radiofarmaka by méla mit relativné kratky polocas
rozpadu, ktery by nemél ve vEétSi mife presahovat ¢as nutny k provedeni diagnostického
vySetieni. Diky znalosti poloCasu premény radionuklidu je mozné pfizpusobit zacatek
zobrazovani (PET, SPECT). Cim rychlej$i akumulace radiofarmaka v cilenych tkanich, tim

diive by mélo zobrazovani zacit. Kromé polocasu rozpadu ale také zavisi na mnozstvi
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aplikované latky. Ve vétsiné pripadt dochazi k aplikaci radiofarmak injekéné (intraven6zné),

pfipadné i inhalacné, peroralné ve formée tablet nebo lokalné (Laznicek et Komarek, 1998).

Dalsi podminkou pro idealni radiofarmakum je mnozstvi emitované energie. Napiiklad
pro diagnostické studie pomoci SPECT zobrazovani musi radionuklid vyzatovat gama radiaci
o energii mezi 30-300 keV. Pokud by byla energic nizsi nez 30 keV, radiace by byla
absorbovana tkani a jeji detekce pfistroji by byla téméf nulova (Saha, 2010). Pti PET
zobrazovani je hodnota energie anihilac¢nich foton 511 keV (Ott et al., 1988). Dale plati, ze
produktem radioaktivni pfemény radionuklidu pouzitého v radiofarmaku musi byt stabilni
nuklid (Lazni¢ek et Komarek, 1998).

Prvnim radiofarmakem, pouzitym k lokalizaci nadoru, byl na pfelomu 60. a 70. let 20.
stoleti 11I-HSA (human serum albumin, lidsky sérovy albumin). Na po¢atku 70. let byl zaveden
®"Ga-citrat, ktery byl hojn& vyuzivan az do pocatku 21. stoleti. V 90. letech se zacaly vyuzivat
radiofarmaka znagena *In, konkrétné napiiklad **In-pentetreotid a **In-capromab pendetid.
Na konci 90. let se vétSina lokaliza¢nich nadorovych skenii provadéla pomoci pozitronové
emisni tomografie (PET) s vyuzitim ®F-FDG (fluordeoxyglukoéza) (Drozdovitch et al., 2015).
Pozdgji bylo *tIn nahrazeno %8Ga a to kvili vyssi specificité a presnosti, vyssi mife detekce,
rychlejSimu ziskani vysledkl a krat$i dobé nutné k vySetteni, nizsi radiacni expozici a takeé
niz§im nakladdm nutnym na piipravu %Ga (Velikyan, 2014). Vyznamnym radionuklidem
vyuzivanym Kk ptipravé radiofarmak je Technecium-99m, které se rozpada izomerickym
ptechodem s polo¢asem premény 6,01 hodin. Dochazi pti ném k emisi gama vIn o energii 140
keV, coz ho dél4 téméf idealnim pro zobrazovani s vyuzitim SPECT. Latky znagené ®°™Tc jsou

dodnes hojn¢ vyuzivané v preklinickych i klinickych studiich (Holland et al., 2010).

3.2.1 RADIONUKLIDY POUZiVANE V NUKLEARNI MEDICINE

Radionuklidy nebo také radioaktivni izotopy jsou nestabilni, radioaktivni nuklidy, které
se rozkladaji spontdnnim S$tépenim, elektronovym zachytem, vyzafenim Céstice nebo emisi
gama zafeni. Stépeni radionuklidu je nahodny proces, tedy nemiizeme stanovit piesny &as
rozpadu jednoho nuklidu ve skupiné nuklidi. Mizeme ale stanovit alesponl primérné mnozstvi

radionuklidii rozkladajicich se béhem urcitého casového tseku (Saha, 2010).

Kazdy radionuklid je definovan svym polo€asem rozpadu. Polocas rozpadu udava dobu,
za kterou dojde k rozpadu poloviny radioaktivnich atomi specifického radionuklidu. Pokud je
tedy polocas rozpadu velmi kratky, dojde k rychlému poklesu radioaktivity (Sharp et al., 2005).

Mnozstvi radionuklidu, ktery je soucasti radiofarmaka, tedy v dusledku radioaktivni pfemény,
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s casem klesa (Kupka et al., 2007).

3.2.1.1 VYROBA RADIONUKLIDU

Radionuklidy pouzivané v nukledrni medicin€é jsou ve vétSiné piipadi uméle
pripravené. Nejcastéji se pfipravuji v cyklotronech, jadernych reaktorech nebo
radionuklidovych generatorech (Saha, 2010). Obecnym pravidlem pfi vyrobé radionuklidu je
zména stavby vychoziho atomového jadra za vzniku nového radioaktivniho jadra (Kupka et al.,

2007).

Cyklotron je casticovy urychlovac, ktery pomoci vysokofrekvencniho elektrického a
magnetického pole dokaze urychlit pohyb kladné€ nabitych Castic (deutrony, alfa castice,
protony). Je tvofen dvéma elektrodami tzv. duanty ve tvaru pllkruht, ke kterym je ptfipojen
oscilator. Na toto izolované zafizeni plisobi magnetické pole, které je kolmé k elektrodam.
Zdroj iontl, umistény mezi duanty, produkuje ionty ve sméru K zaporné elektrodé. Magnetické
pole na Castice piisobi tak, ze zakfivi jejich drahu do tvaru pulkruhu. Dochézi ke stiidavému
ptepolovani elektrod a s tim spojenym urychlovanim ¢astice pii kazdém vystupu z elektrody.
Kdyz se ionty dostanou k druhé elektrodé vyssi rychlosti, pohybuji se stile po polokruhovité
draze, ale s vysSi energii, proto ma jejich draha vétsi polomér. Jakmile tyto Castice ziskaji
dostatecné vysokou energii a rychlost, vyvolaji pti dopadu na ter¢ jadernou reakci (Mann,

1953).

Radionuklidy ziskané pomoci cyklotronu jsou vétSinou neutronové deficientni, a proto
se rozkladaji B* zafenim nebo elektronovym zachytem (Saha, 2010). Ptikladem radionuklidd

ptipravenych na cyklotronu jsou naptiklad 11C, 123, 8’Ga, 1®F aj.

Princip funkce jaderného reaktoru spociva v neutronovém zachytu. Neutronovy zachyt
je absorpce neutronu atomovym jadrem, jehoz vysledkem je novy radionuklid. Aby mohlo dojit
k produkci radioaktivniho prvku neutronovym zachytem, musi mit neutron energii 0,03-
100 eV. Takovy neutron s nizkou energii se nazyva termalni (Ott et al., 1988). V jadernych
reaktorech probihd fizend fetézova Stépna reakce, pii které dochdzi k uvolnéni obrovského
mnozstvi energie. Dochazi ke $tépeni paliva, napt. 23U nebo 2®Puy, které se ve formé tyci
nachazi ulozené v moderatoru, ktery zpomaluje neutrony uvolnéné pii Stépeni. V prabéhu
Stépeni dochazi k zachyceni neutronil jadry reaktorového paliva, kterd jsou nasledné rozstépena
na dvé stiedné tézka jadra. Béhem tohoto $tépeni dochazi k emisi 2-3 neutronti a uvolnéni
velkého mnoZzstvi energie. Soucasti reaktoru jsou také usmérnujici tyce z boru ¢i kadmia, které

mohou ovliviiovat chod reaktoru zachytem neutronti a pfipadné ho i zastavit. V jaderném
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reaktoru se mohou pfipravit radionuklidy 31, 121, ®*Mo aj. (Lazniéek et Komarek, 1998).

Radionuklidovy generator je zafizeni pouzivané pro extrakci jednoho nuklidu z jiného.
Generatory radionuklidl pouzivané v klinické praxi produkuji vétsinou radionuklidy s kratkym
polo¢asem rozpadu a jsou tak idealni pro podani pacientovi, z divodu minimalizace radia¢ni
davky. Z ptavodniho radionuklidu s dlouhym polo¢asem rozpadu vznika novy dcefiny
radionuklid s kratkym polo¢asem rozpadu (Navratil et Rosina, 2005). Chemické vlastnosti nové

vzniklého radionuklidu se museji od rodi¢ovského lisit, aby mohlo dojit k jejich separaci.

Ve sklenéné nebo plastové kolon¢ generatoru se nachézi adsorbéni material, na ktery je
adsorbovany rodicovsky nuklid. Tento nuklid ma dlouhy polo¢as premény a je schopny se
pfeménou B nebo elektronovym zachytem S$tépit na nuklid, ktery ma kratsi polocas pfemény.
Ten se poté muze eluovat pomoci vhodného unaSeciho roztoku, protoze se svymi chemickymi

vlastnosti 1i§i od adsorbovaného, matefského nuklidu.

Vyhodou radionuklidového generatort oproti cyklotroniim nebo jadernym reaktortim je
piedevsim jejich velikost. Jsou jednoduse transportovatelné a mohou tak slouzit jako zdroj
radionuklidii pro instituce, jejichz soucdsti neni cyklotron. Piikladem radionuklidovych

generatort jsou 2Te/21, *®*Mo/®MTe, 82Sr/82Rb, %Ge/*®Ga aj. (Saha, 2010).

3.2.1.2 GALLIUM-68

Mezi nejcastéjsi radionuklidy pouZivané pro PET a SPECT diagnostické metody patii
piedev§im pozitronové zafice 11C, 8F, 54Cu, 8Ga, 89Zr, 124l a gama zatice ®'Ga, ®MTc, In.
Vétsina z nich je produkovana cyklotrony, ale galium-68 je kromé cyklotronu mozné vyrobit i
v radionuklidovém generatoru. I takovy faktor, jako je zpisob vyroby, miiZze zna¢né ovlivnit
vybér vhodného radionuklidu pro diagnostickd vySetfeni, a to pfedev§im kvili dostupnosti

zafizeni pro produkci radionuklidu (Velikyan, 2014).

Gallium je kov poprvé objeven roku 1875 Paul-Emile Lecoq de Boisbaudranem
(Chitambar, 2010), ktery se vyskytuje ve formé az 29 izotopit. Izotopy *°Ga (ti2 = 9,5 hod) a
68Ga (t12 = 68 min) se rozkladaji za emise p* zafeni a jsou vhodné pro PET zobrazovani. Izotop
7Ga (ti2 = 75 hod) se §tépi elektronovym zachytem, ktery doprovazi emise gama zéaieni a je

tedy vhodny pro SPECT zobrazovani (Velikyan, 2014).

Prestoze galium nemd Zadnou znamou fyziologickou funkci v lidském téle, n€které
Z jeho vlastnosti mu umoziuji zasahovat do buné¢nych procest a interagovat s proteiny. Tato

skute¢nost vedla k vyrob¢ sloucenin obsahujicich galium, které se vyuzivaji pii diagnostickych
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i terapeutickych zdakrocich, pfedevSim v oblasti onkologie a infekénich onemocnénich

(Chitambar, 2010).

Gallium je jednim z prvnich pozitron-emitujicich radionuklidii pouzivanych v klinické
medicin€. Prvni pouziti gallia se datuje do roku 1960 (Gottschalk et Anger, 1965). Nasledn¢ se
ale od pouzivani gallia upustilo a za¢al se pouzivat *®F pro PET zobrazovani a **™Tc pro SPECT
zobrazovani. Diivodem byl prfedevSim tehdejS$i zplisob vyroby gallia. Generatory tehdy
poskytovaly 8Ga v komplexu s ethylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA) (Banerjee et
Pomper, 2013). Aby z né&j mohla byt vyrabéna rizna radiofarmaka, bylo nutné takovy komplex
nejprve rozlozit, coz ptedstavovalo zdlouhavy proces, ktery byl vzhledem ke kratkému

polo¢asu premény ®Ga nevhodny (Velikyan, 2014).

V soucasné dobé se vyuziva pro vyrobu gallia-68 %Ge/%®Ga generitor, jenZ je tvofen
vhodnym adsorb&énim materialem, na kterém je imobilizovano germanium-68. ®8Ge ma polocas
rozpadu 271 dni, coz umoziuje dlouhodobé;jsi vyuziti jednoho generatoru v laboratofi. Takové

generatory umoziiuji rutinni ptipravu ®8Ga znacenych radiofarmak (Fani et al., 2008).

Dilezitym aspektem pii praci s %Ga v klinické praxi je jeho chemicka forma a
koncentrace po eluci z generatoru. Podstatné je také, aby nedochazelo ke kontaminaci
eluovaného 8Ga rodi¢ovskym ®Ge. Aby se ®Ge neuvoliiovalo z kolony, voli se ideélni
materidl pro jeho adhezi. Nej€astéji pouzivané adsorbéni materialy v kolon€ jsou anorganické
oxidy jako je Al203, TiO2 nebo SnOz. V soudasnosti je komer¢né nejpouzivangjsi
radionuklidovy %8Ge/®®Ga generator obsahujici TiO2, ze kterého se ®8Ga eluuje roztokem 0,1
mol/l HCI (Maecke et al, 2005).

%8Ga je, stejné jako vétsina ostatnich kovovych radionuklidd, se svym oxidaénim &islem
3" (ve vodném roztoku) tvrda Lewisovska kyselina a tvofi termodynamicky stabilni komplexy
s tvrdymi Lewisovskymi zasadami (Fani et Maecke, 2012). V roztocich s neutralnim pH je tak
Ga®" malo rozpustny, pokud neni pfitomen vhodny donor elektronii. lon gallia Ga®** ma velkou
afinitu k hydroxidové skuping, coz znamena, ze pii vysokém pH je schopny se vyvazat ze svého
komplexu a vytvofit anion Ga(OH)4 (Wadas et al., 2010). Ga®* je silné vazan k ligandiim, které
obsahuji nékolik aniontd, jeZ slouZi jako donofi elektronid. Tyto ligandy obsahuji kyslik, siru

nebo dusik ve formé karboxylatt, fosfati, aminti, hydroxamat nebo fenolati.

Ga*" musi spliiovat nékolik podminek, aby bylo vhodnym iontem pro tvorbu

radiofarmak, a to pfedev§im termodynamickou stabilitu vic¢i hydroldzam. Dulezita je také
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kinetick4 inertnost. Ga®* je v mnoha vlastnostech podobny iontu Zeleza Fe**, coz by se mohlo
projevit v krevnim séru, ve kterém se nachazi protein transferrin, ktery ma dvé vazebna mista
pro takovy kovovy ion. Proto musi byt komplex radiofarmaka stabilnéjsi nez potencionalni
komplex Ga**-transferrin nebo kineticky inertni, aby nedoslo k pfesunu Ga®* na transferrin, coz
by poté vyustilo v akumulaci tohoto kovu v jatrech nebo plicich. Také tvorbé Ga(OH)s se da
zabranit, a to pfidanim acetatu nebo citratu, které predstavuji stabilizujici slabé ligandy (Fani et

al., 2008).

3.3 BIFUNKCNI CHELATORY

Ligand, diky kterému muZze dojit ke kovalentni vazbé s vektorem (peptidem C¢i
protilatkou), a ktery také dokaze navazat kation kovu, se nazyva bifunkéni chelator. Bifukéni
chelator by mél splitovat nékolik podminek, a to ptedev§sim schopnost rychle a G¢inné vazat
kation kovu pfi vazbé na makromolekulu a kinetickou stabilitu v rozmezi pH od 4 do 8. VétSina

ast

chelatorti navrzenych pro radionuklid Ga®* jsou Sestivazné, mohou byt ale i in vitro stabilni

chelatory, které jsou ¢tyf nebo pétivazné (Fani et al., 2008).

Existuje ne€kolik zakladnich kritérii, ktera je dilezité dodrzovat pti vyrobé vhodného
bifunkéniho chelatoru. Mezi tato zakladni kritéria patii pfedevS§im naboj, velikost vazebného
mista pro radionuklid a poskytnuti odpovidajiciho mnozstvi donorovych vazebnych skupin.
Dulezita je také rychlost vzniku komplexu s kovovym nuklidem a rychlost jeho disociace.
Existuji nejriznéjsi radionuklidy, které se 1i8i ve svych vlastnostech, a proto nemitiZze existovat

univerzalni bifunkéni chelator pro vSechny radionuklidy.

Vyroba bifunk¢nich chelatori je zaloZena na vyrobé derivati z jiz definovanych a
zavedenych chelatacnich ¢inidel, jako je ethylendiamintetraoctovd kyselina (EDTA),
diethylentriaminpentaoctova  kyselina ~ (DTPA) a  1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
N,N,N““N“““~tetraoctova kyselina (DOTA). Bifunk¢éni EDTA derivaty se pivodné pouzivaly
s radionuklidy 'In a %Y, ale kviili jejich omezené stabilité se pozdé&ji ptiklonilo spise
K vyuzivani bifunkénich derivati DTPA, které poskytuji vhodnéjsi koordinacni ¢islo. Po
provedeni testil s derivaty DTPA v komplexu s Y se ale zjistilo, Ze stabilita neni natolik
dokonala, jak se ocekéavalo, a dochézelo k toxicit¢ v buiikach. Tento problém se vyfesil
pouzitim oktadentatnich makrocyklickych bifunkénich DOTA derivati, které se komplexuji
s 11n, Y, 0y radio-lanthanoidy apod. (Brechbiel, 2008). Jako vhodné chelatory trojmocnych
kovu se ukazaly také dalsi makrocyklické slouceniny, jako naptiklad 1,4,7-triazacyklononan-

1,4,7-trioctova kyselina (NOTA) a jeji derivaty, a to hlavn¢ diky jejich vyborné in vivo stabilité
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a vhodnym farmakokinetickym vlastnostem. Jeden z derivatu NOTA, 1-(1,3-karboxypropyl)-
4,7-karboxymethyl-1,4,7-triazacyklononan (NODAGA), se hojn¢ vyuziva ke tvorbé komplexu
s %Cu, %Ga a peptidy a poskytuje lepsi snimky ze zobrazovacich metod nez dfive zminéna

DOTA (Ghosh et al., 2015).

Jeden z prvnich zdznami V literatufe o bifunkénim chelatoru, spojeném s protilatkou,
byl o desferrioxaminu (DFO), ktery byl zna¢eny In (Pritchard et al., 1976). DFO a jemu
ptibuzné slou¢eniny jsou zndmé pro své schopnosti chelatovat Fe®*, a ukézalo se, ze mohou
chelatovat i !In®* a ®Ga®", kvili jejich vzajemné podobnosti ve struktufe a koordinaénich
vlastnostech. (Brechbiel, 2008). DFO je siderofor produkovany Streptomyces pilosus a vyuziva
se k1écbé nemoci souvisejicich s vyskytem nadbytku zeleza v organismu, jako jsou
thalassemie, hemochromatéza a myelodysplasticky syndrom, a také u pacienti trpicich

nadbytkem hliniku béhem hemodialyzy (Zhang et al., 2014).

3.3.1 SIDEROFORY

Jako bifunkéni chelatory mohou byt tedy pouzitelné také siderofory. Siderofory jsou
malé molekuly s vysokou afinitou vici Zelezitym iontim, které jsou produkovany houbami,
z okolniho prostfedi a poskytnuti tak neustalého pfistupu tohoto esencialniho kovu pro
mikrobialni buriky. Siderofory slouzi jako chelaty pro zelezité ionty, které se vyznacuji vysokou
termodynamickou stabilitou (Neilands, 1995). Kromé zeleza maji také vysokou afinitu viéi
Ga®* ionttim, diky podobnostem ve vlastnostech téchto kovii, protoze gallium je izosterickym

substituentem Fe** ionth (Pettik et al, 2016).

Siderofory se déli do tii skupin na zakladé jejich chemické struktury: katecholy,
karboxylaty a hydroxamaty. Zname Ctyfi hlavni skupiny hydroxamatovych siderofort
pochézejicich z houbovych organismi, které jsou specifické svymi chemickymi strukturami:
coprogeny, rhodotorulové kyseliny, ferrichromy a fusarininy. Ve vSech ctyfech skupinach
téchto sideroforti je dusik hydroxamatové skupiny ziskan z N°-hydroxyornithinu. K ziskani
kompletni hydroxamatové prostetické skupiny vyzaduje N°-acylaci, tedy piidani napt. acetylu,
anhydromevalonylu nebo methylglutakonylu. VétSina siderofororti obsahuje tfi hydroxamatové
skupiny propojené peptidovou nebo esterovou vazbou tak, aby vytvofily tvar okrahedralniho

komplexu.
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Zikladni fusarininovy siderofor fusarinin C (FSC) se sklada ze tfi N°-cis-
anhydromevalonyl-N°-hydroxyornitninfi, propojenych esterovymi vazbami. NZ-acetylaci
fusarininu C lze ziskat triacetyl-fusarinin C (TAFC) (Haas, 2003). Struktury FSC a TAFC a

jejich podobnost miizeme pozorovat na Obrazku 1.

FSC TAFC

Obrazek 1: Struktura fusarininu C (FSC) a triacetyl-fusarininu C (TAFC) (ptevzato z Zhai et
al., 2015).

Kromé Zelezitého iontu mohou siderofory vazat i1 jiné kovy. Kuptikladu TAFC se
vyznacuje vysokou afinitou vii¢i ®8Ga. Za pokojové teploty se v fadu nékolika minut vaze velmi

specificky k ®8Ga. Obdobné je tomu u FSC. (Knetsch et al., 2015).

TAFC tvoii s radionuklidem ®8Ga stabilni komplex, ktery je mozné pfipravit s vysokou
specifickou aktivitou. Tyto poznatky vedly k ivaham, zda by nebyl pro tvorbu biokonjugati
znaéenych pomoci ®8Ga vhodny téz FSC, ktery je deacetylovanou formou TAFC. Po provedeni
nékolika in vivo a in vitro testd biokonjugatu FSC s vhodnym RGD peptidem, se prokazalo, ze
FSC ma vyborné piedpoklady pro funkci bifunkéniho chelatoru vhodného K syntéze
biokonjugatil, umoziiujicich znaéeni ®®Ga (Zhai et al., 2015). Fusarinin C je cyklicky
hydroxamatovy siderofor, ktery ochotné tvoii komplexy s radionuklidy ®Ga a 8Zr. Poskytuje
téi primarni aminoskupiny, diky kterym se na né¢j mohou konjugovat az tfi vektory (Zhai et al.,

2016).

3.4 RADIOAKTIVNE ZNACENE PEPTIDY
Peptidy jsou molekuly skladajici se z n¢kolika aminokyselin propojenych navzajem

peptidovou vazbou. Velikost peptidii se mize pohybovat od 2 do 50 aminokyselin (Reubi,
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2003). Jsou dulezitymi regulatory rlstu, bunéénych funkci a intercelularni komunikace
(Ambosini et al., 2011). Protoze se peptidy nevyskytuji jen v pfirodni formé, ale mohou byt
ptipraveny také synteticky, celkové mnozstvi jejich variant je obrovské. Toto shrnuti bude dale

zaméteno predevsim na regulacni peptidy.

Regulac¢ni peptidy prestavuji skupinu riiznych druhit molekul, které ptisobi na vice cili
Vv lidském téle i pfi velmi nizkych koncentracich. Cil mtize pfedstavovat gastrointestinalni trakt,
mozek, ledviny, endokrinni systém, plice, ledviny, imunitni, vaskuldrni ¢i periferni nervovy
systém, tedy miizeme fict, Ze regulacni peptidy kontroluji a ovliviiuji funkce vétSiny dulezitych
organti a metabolickych procesii. Jejich ucinek je zprostiedkovan specifickymi membranovymi
receptory, které jsou ve vétSiné pripadi sptfazeny S G-proteiny. Tyto peptidy mohou mit
dilezitou roli nejen pii normdlnich fyziologickych podminkach, ale také pti patologickych
procesech. Mohou pfedstavovat faktory zanétu, ale také zajiStovat receptory zprostiedkovanou

komunikaci mezi rakovinnymi buiikami (Reubi, 2003).

Jednim z hlavnich diivoda zvySeného zajmu o tyto peptidy a jejich receptory je moznost
receptor targeting (cileného sméfovani na receptory). Receptor targeting s radioaktivné
znaCenymi peptidy se V poslednich letech stal velmi zdsadnim nastrojem Vv oblasti nuklearni
mediciny a onkologie. Pozoruje se biologicka aktivita peptidt v riznych typech onkologickych

onemocnénich.

Jelikoz jsou radioaktivné znacené paptidy malé a hydrofilni molekuly, vétSinou se
vyznacuji vybornou mobilitou skrze membranu, kterd jim umoznuje rychly piistup do
nadorovych bunék, po jejich aplikaci do organismu (Reubi, 2003). Peptidy byvaji Casto
metabolicky nestabilni, ale diky riznym syntetickym strategiim prochazeji nékolika tipravami
a modifikacemi, které¢ dokazi vylepsit jejich stabilitu i farmakokinetiku (Ambrosini et al.,
2011). Z téla jsou po jejich distribuci odbouravany pomérné rychle, a to pomoci mocovych cest,
hepatobiliarnim traktem (jatra, zlucové cesty) nebo obéma v zavislosti na struktuie a

vlastnostech pouzitého peptidu (Reubi, 2003).

Princip pfipravy radioaktivné znaceného peptidu pro receptor targeting se sklada
z n¢kolika krokti. Nejprve se musi identifikovat cil, tedy receptor, pomoci imunohistochemie
nebo autoradiografie. Dal§im krokem je syntéza peptidu nebo jeho analogu. VétSinou je
struktura tohoto peptidu zalozena na struktufe endogenniho ligandu (peptidu), ktery vykazuje
vysokou afinitu vici sledovanému receptoru. Endogenni molekula prod€ld nékolik uprav s

cilem vzniku metabolicky stabilniho analoga, ktery bude mit stale vétSinu biologickych funkci
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a aktivity ptivodni molekuly. Poté se peptid radioaktivné oznaci. Peptid je nejéastéji kovalentné
spojen pomoci linkeru s bifunkénim chelatorem, jak miizeme vidét na Obrazku 2, ktery na sebe
muze kromé peptidu vazat také radionuklid. Poté se provadi in vitro testovani, kdy se zjistuje,
zda radiopeptid neztratil svoji afinitu vaci receptoru, sleduje se jeho internalizace, tedy
schopnost jeho pfesunu do nitra bunky apod. Nasleduje in vivo testovani provadéné na
modelovych laboratornich zvifatech. Sleduje se farmakokinetika a biodistribuce studovaného
radioaktivné znaceného peptidu pomoci ex vivo biodistribu¢nich studii nebo zobrazovacich
metod. Pozornost se také vénuje akumulaci v cilovych, a naopak necilovych organech, rychlosti
vylucovani latky z téla a jeho metabolické stabilité. V piipadé€, Ze vSechny vySe zminéné testy
dopadly uspésné, vcetné toxikologické studie, radiopeptid miize postoupit do klinickych studii
na lidech. (Fani et Maecke, 2012)

) S

Receptor Peptid linker bifunkéni chelator
+ radionuklid

Obrazek 2: Struktura radiofarmaka pouzitého pro receptor targeting.

Peptidy urcené pro receptor targeting maji nékolik vyhod, a to ptedevsim jejich
velikost. Jsou mnohem mensi nez monoklonalni protilatky, které se také vyuZzivaly k receptor
targeting, a maji lepsi pfistup k nadorové tkani. Pouzitim peptidu se také minimalizuje riziko

pienosu patogenu nebo vyvolani imunitni reakce (Wang et al., 2013).

Vysoka lipofilita radiofarmaka vede obecné spiSe k hepatobiliarni exkreci a mize byt
také pri¢inou vyssi vazby na plazmatické proteiny, coz vede k vét§imu zadrzeni radioaktivity
v krvi. Hepatobiliarni exkrece vede ke zhorSeni poméru aktivity radiofarmaka v nadorové
k nenadorové tkani, coz znamena, ze dochazi k akumulaci latky i v nesledované nenadorové
tkani. Nicméné existuji zpisoby, jak farmakokinetiku vylepsit. Radiotracer s vhodnymi
farmakokinetickymi vlastnostmi a kumulaci v cilové tkani lze Casto pfipravit rGznymi
modifikacemi struktury vychoziho peptidu. Naptiklad zaporné nabité malé peptidové sekvence
nebo aminokyseliny byly navrzeny jako PKM (pharmacokinetic modifying) linkery (spojky
upravujici farmakokinetiku), aby se snizila akumulace malych biomolekul v ledvinach. Linker
slouzi také k propojeni peptidu s radionuklidem pomoci bifunkéniho chelatoru. Pouzita byla
napiiklad kyselina cysteova jako linker, ¢imz se urychlilo procisténi krve od radioaktivné

znaCené latky a minimalizovala se aktivita v jatrech a ledvinach. Pouzitim PEG4 (15-amino-
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4,7,10,13-tetraoxapentadekanova kyselina) jako linkeru se mize zvysit akumulace latky

v nadoru a také rychlost vylucovani z organismu (Liu, 2009).

Jednémi z nejvyznamnéjSich klinicky pouzivanych radiopeptidd, vyuzivajicich se
k receptor targeting jak v diagnostické, tak i terapeutické praxi, jsou radiopeptidy designované
pro vazbu na somatostatinové receptory. Spousta ruznych lidskych nadori exprimuje
somatostatinové receptory, konkrétné existuje az 5 subtypti (sst1-sst5). VSechny jsou na nadoru
exprimovany do urCitétho méfitka, ale sst2 je oproti ostatnim nejhojnéjsi. Klinicky
nejpouzivanéjsi peptid pro somatotatinové receptory je oktreotid (OC) a jeho derivaty.

Vyuzivaji se hlavné k diagnostice a 1é¢bé neuroendokrinnich nadoru.

Dalsim studovanym receptorem je glucagon-like peptide 1 receptor (GLP-1), ktery se
exprimuje na inzulinomech a gastrinomech. V preklinické studii byl pouzit nonatriakontamerni
peptid (39-merni) exendin-4 znaceny 'lIn, **™Tc nebo %®Ga. Déle se ve studiich vénuje
pozornost substanci P, coz je peptid slozeny z 11 aminokyselin, ktery se vyuziva k zobrazovani
malignich glioml. Pro zobrazovani gastrinového receptoru, ktery je exprimovan v nékolika
nadorech, se pouzivaji minigastrinové derivaty, naptiklad *'In-DTPA-okreotid-konjugovany
minigastrinovy derivat pro medularni karcinom S§titné zlazy. Dalsi vyuzivanou skupinou
radioaktivné znacenych peptidii jsou RGD peptidy, pouzivané k zobrazovani integrinii na

povrchu nadord (Ambrosini et al., 2011).

3.4.1 RGD PEPTIDY

Soucasti procesu tvorby nadoru je angiogeneze, coz je formace novych krevnich cév. Je
to zakladni proces pfi ristu nddoru a metastdze. Aby mohla angiogeneze probihat, z nddoru
jsou uvoliovany faktory, které aktivuji endotelialni bunky v jiz existujicich krevnich cévach a
indukuji endotelialni proliferaci a migraci. Dulezitou roli v tomto procesu sehravaji integriny,
coz je skupiny heterodimernich transmembranovych glykoproteint, které se podileji na regulaci
bunécné adheze, migrace, proliferace, diferenciaci a ptenosu signalu. Jeden integrin z této
skupiny dimernich transmembranovych receptorti se nazyva avps a je exprimovan na
epitelidlnich bunkach. Po aktivaci novych endotelidlnich bunék je avpz aktivovan na jejich
povrchu. Neékolik typii nadoru jako je osteosarkom, neuroblastom, melanom, glioblastom,
plicni karcinom nebo karcinom prsu, produkuji prave tento integrin ovfs. Tohoto faktu se
vyuziva ke studiu téchto nddorti pomoci zobrazovacich metod, déle ke studiu nadorového riistu,

jeho pozice, metastazi a také k 1é¢be.
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Integrin avf3 interaguje s extracelularnimi matrixovymi proteiny (vitronectin, tenascin,
fibronectin, fibrinogen, kolagen aj.) pomoci jejich odhalenych aminokyselinovych sekvenci
arginin-glycin-aspartat (RGD) (viz Obrazek 3) a reguluje tak migraci endotelialnich bun¢k
skrze extracelularni matrix béhem tvorby cév. Nékolik téchto RGD peptidovych skupin se
studuje jako zobrazovaci sonda pro sledovani exprese integrinu ovf3 V nadorech pomoci
zobrazovacich metod jako je napfiklad pozitronova emisni tomografie (PET) (Jacobson et al.,

2010).

°© 0

Obrazek 3: Arginin-glycin-aspartatova sekvence (RGD) (pievzato z Wang et al., 2013).

VétSina RGD peptidii, které se vyuzivaji pro radioaktivni znaceni, jsou cyklické
pentapeptidy cyklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys) (¢(RGDfK)) (viz Obrazek 4) nebo cyklo(Arg-
Gly-Asp-D-Tyr-Lys) (c¢(RGDyK)), které se od sebe lisi pouze v jedné aminokyseliné. Studiem
dimerniho, tetramerniho a oktamerniho c(RGDxK) (x = y nebo f) se zjistilo, Zze ¢im vyssi je
multiplicita peptidu, tim vyssi je afinita k integrinu avfs. Ale ukazalo se, ze nedochazi ke
smétovani latky pouze do nadoru, ale zvysilo se také sméfovani latky do jinych organt, a tim
se sniZila specifita peptidu. Zavérem se testovanim zjistilo, ze dimer c(RGDxK) je optimalni

volbou pro radioznaceni (Oxboel et al., 2014).
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Obrazek 4: Struktura cyklo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys) (c(RGDfK)) s linkerem. PEG -

polyethylen glykol
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3.4.2 MINIGASTRINY (MG)

V nékolika lidskych nadorech, jako je meduldrni karcinom S§titné zlazy (MTC),
bronchogenni karcinom (SCLC), rakovina vaje¢nikl, gastrointestinalni adenokarcinom a
mnoha dalSich, se vyskytuji nadexprimované cholecystokininové-2/gastrinové receptory
(CCK2/gastrin-R). Diky této skutec¢nosti mohou CCK2 receptory slouzit jako cile pro
radiopeptidy pfi zobrazovacich metodach, jako jsou PET ¢i SPECT (Roosenburg et al., 2014).

Z biochemického hlediska patti CCK2/gastrin receptory mezi receptory sprazeny s
G-proteiny a skladaji se ze 7 transmembranovych domén. Cholecystokinin (CCK) a gastrin
maji podobné afinity k tomuto receptoru. Zndmé gastrinové derivaty obsahuji peptidy riznych
velikosti, jako jsou ,big-gastriny®, které¢ se skladaji ze 34 aminokyselin, gastrin 1 a 1l se 17
aminokyselinami a minigastiny, které obsahuji 13 aminokyselin. Minimdlni sekvence
aminokyselin nutna k navazani se k CCK2/gastrin receptoru je Trp-Met-Asp-Phe na C*-konci

peptidu.

Tyto minigastrinové a gastrinové derivaty se po konjugaci s vhodnou radioaktivni
zna¢kou (napt. %8Ga) pouzivaji k zobrazovani CCK2/gastrin receptori. Akumulace takovych
radiopeptidl v organech, jako jsou naptiklad ledviny, se béhem aplikaci pozorné sleduje, kvuli
moznosti poskozeni ozafenim, coz by mohlo zptsobit nefropatie (porucha ledvin). Z tohoto
divodu se radioaktivné znacené minigastrinové derivaty upravuji nejriznéjs$imi postupy tak,

aby se snizila pravdépodobnost vyskytu nezadoucich uéinkt (Laabs et al., 2011).

Od 90. lech 20. stoleti se zacaly provadét testy s rlznymi peptidy spjatymi
s CCK2/gastrinovym receptorem na zvifecich modelech. Prvni modely radioaktivné znacenych
minigastrinl, pfiravenych na zakladé lidského minigastrinu (Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-
Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH.), byly spjaty s vysokou retenci radioaktivity v ledvinach.
Upravou aminokyselinové sekvence odstranénim n&kolika terminalnich Glu-zbytki vyustilo ve
snizeni akumulace latky v ledvinach, ale zhorSila se metabolickd stabilita tohoto peptidu
(Pawlak et al., 2016). Strukturni modifikace minigastrinu v jeho Glu®'-tetézci, naptiklad
substituci nckterych nebo vSech Glu-zbytkd za Gln, Asp nebo dGlu, vedlo ke zlepSeni
farmakokinetiky (Kaloudi, 2016). Piiklad minigastrinového derivatu (D-Glu, desGlu2-6)-
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minigastrinl 1 mizeme pozorovat na Obrazku 5.

[D-Glu,desGlu?> %] -minigastrinl1

D-Glu
Tyr Asp
0. OH OH
NH i
0 o 0 X/ 0o OH O
"”s’\)LN “j)“m HH\/'LN N R,
H o H 0O H 0O H 0
s
Ala Gl A
Met Phe

Obrazek 5: Struktura (D-Glu, desGlu2-6)-minigastrinull.

3.5 ZOBRAZOVACI METODY V PREKLINICKEM VYZKUMU

Zobrazovani malych laboratornich zvirat se v preklinickém vyzkumu vyuziva pii studiu
mnoha riznych onemocnéni, véetné rakoviny. K dispozici je nékolik typli zobrazovacich
modalit. Jejich spole¢nou vyhodou je moznost provedeni opakovanych vySetieni na jednom
zvifeti a také schopnost lokalizace pozménénych biochemickych a fyziologickych procest in
vivo. Jednotlivé zobrazovaci metody se lisi ve zpisobu detekce a aplikace zobrazovaci sondy,
Vv citlivosti zobrazovani sondy a moznosti vedlejsich t¢inka v disledku ionizujici radiace nebo

samotné latky.

V preklinickém vyzkumu 1é¢iv se podobné jako v klinické praxi vyuziva Siroka Skala
zobrazovacich metod. Patfi mezi né pozitronovad emisni tomografie (PET), jednofotonova
emisni vypocetni tomografie (SPECT), vypocetni tomografie (CT), magneticka rezonance
(MRI), fotoakusticka tomografie, ultrazvuk, zobrazovani pomoci magnetickych ¢astic a dalsi

optické metody jako bioluminiscence ¢i fluorescence (Hildebrandt et al., 2008).

3.5.1 VYPOCETNI TOMOGRAFIE (CT)

Rentgenova vypocetni tomografie (CT) byla vyvinuta v 70. letech 20. stoleti a stala se
jednou z nejvyznamnéjSich metod v oblasti diagnostiky a zobrazovani ve vyzkumnych i
klinickych zatizenich (Wathen et al., 2013). CT poskytuje obrazky s vysokym rozliSenim
v pomérné kratkém case. Obrazky kostnich struktur maji vysoky kontrast a vyrazné detaily,

ovSem nerozezname kontrast mezi mékkou tkani a cévami (Ford et al., 2006).

Pti této technice zdroj rentgenového zafeni a detektor rotuji kolem pacienta, produkuji
sérii 2D obrazkul, obsahujici anatomické informace o pacientovi (Hildebrandt et al., 2008).

Jednotlivé signaly, ziskané z riznych whli béhem rotace, jsou v pocitaci ptrevedeny na
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jednotlivé obrazky, ze kterych je poté pocitacoveé sestaven 3D snimek. Mira absorpce zafeni
danou tkédni zavisi prfedevS§im na hustoté této tkané. Ve stupnich Sedi jsou poté zndzornény
absorp¢ni vlastnosti tkani ve skenovaném pacientovi. Tyto ziskana data jsou Casto kalibrovany
na Hounsfieldovy jednotky (HU), které vyjadtuji relativni schopnost absorpce rentgenového

zéieni urcitou tkéni. K vypoc¢tu HU se vyuziva nasledujici rovnice:

HU = 1000 x (IJ‘X - lJ-voda)/UVoda

kde 1000 piedstavuje smluvné zvolenou konstantu, iy je koeficient zeslabeni tkdn¢ a

Hyoda j€ koeficient zeslabeni vody ( pyoga = 0,22 cm™1).

Hounsfieldovy jednotky poté nabyvaji hodnot od -1000 HU (vzduch) po 3000 HU
(kost), 0 HU odpovida vodé a mekké tkané, které se skladaji predevsim z vody a proteint,
budou nabyvat hodnot od 100 do 300 HU. (Wathen et al., 2013).

Rozdilna absorpce rentgenového zateni v télnich tkénich generuje kontrast. CT skeny
pro mald laboratorni zvifata mohou ziskat obrazky s vysokym rozliSenim i v métitku nékolika
milimetrd. Pfirozen¢ existuje vysoky kontrast mezi kostni tkdni a mekkou tkéani, kterou miizeme
vyborné€ rozeznat, ale protoze kontrast v ramci mékkych tkani je omezeny, je zapotiebi pouZit

kontrastni latky, které umoznuji vizualizaci tkanovych struktur (Hildebrandt et al., 2008).

3.5.2 JEDNOFOTONOVA EMISNI VYPOCETNI TOMOGRAFIE (SPECT)

Metoda jednofotonové emisni vypocetni tomografie (single photon emission computed
tomography, SPECT) slouzi k vizualizaci distribuce radiofarmaka ve tkani. Principem SPECT
je detekce fotonli emitovanych z radioaktivné znacenych sond v té€le. VyuZivd gama kamer
(detektort), které rotuji kolem pacienta a potizuji nékolik snimka z riznych ahlu K ziskani 3D
obrazu rozlozeni radioaktivity v téle pacienta. Ziskané snimky nasledné zpracovava pocitac,

ktery je rekonstruuje do finalniho 3D zobrazeni.

Radiofarmaka pouzita pti metodé¢ SPECT museji byt znacena radionuklidem emitujicim

gama zéafent, jako je naptiklad ®°MTc (Navratil et Rosina, 2005).

SPECT systém se také pouziva pro aplikace v biomedicinském vyzkumu zahrnujici
mala laboratorni zvifata, a to pfedevsim pii studiu a evaluaci nového radiofarmaka. Ve vétSing
ptipadl se tyto systémy skladaji ze série kompaktnich detektorovych hlavic se zaménitelnymi
dirkovanymi kolimatory (zajist'uji, aby fotony smétovaly ur€itym smérem), které maji aperturu

vrozmezi od 0,3 mm do 2 mm v priméru. Detektory Casto vyuzivaji scintilatni zafizeni
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k ziskani co nejvyssiho rozliseni. Krystalovy scintilator pfevadi vysokoenergetické fotony na

viditelné svétlo.

Nejjednodussi zafizeni si miizeme predstavit jako dvé detektorové hlavice, kazda
s jednim dirkovym kolimatorem, které¢ rotuji kolem laboratorniho zvifete. SPECT systémy ale
mohou vyuzivat rizné typy kolimatoru, napt. S vice otvory pro zvySeni senzitivity. Jednotlivé
otvory musi mit mezi sebou dostatecnou vzddlenost, aby se obrazy zvifete, promitané
jednotlivymi otvory, neptekryvaly. ZjednoduSeny nakres takového SPECT systému zobrazuje
Obrazek 6 (Cherry et al., 2012).

Laboratorni zvife

S

Dirkovana apertura

Detektor

Obrazek 6: Ilustrace dirkového systému pro SPECT zobrazovani malych laboratornich zvirat.

Dva otvory v kolimatoru nedovoluji piekryti obrazi.

3.5.3 POZITRONOVA EMISNi TOMOGRAFIE (PET)

Kromé¢ zobrazeni anatomickych struktur v pacientovi ¢i laboratornim zvifeti je vhodné
zobrazeni 1 fyziologickych funkci. Takové snimky mohou byt ziskany zobrazovanim rozpadu
radioizotopll navazanych na biologicky uc¢inné molekuly. Krom& SPECT systému k tomuto
zobrazovani mizeme pouzit také pozitronové emisni tomografie (positron emission
tomography, PET), ktera se ale svym zpusobem detekce zafeni velmi lisi od SPECT (Cherry et
al., 2012). PET je neinvazivni metoda, pfi které je sledovana distribuce a metabolismus
nitrozilné¢ nebo inhala¢né aplikovaného radiofarmaka, obsahujiciho radionuklid emitujici

pozitrony (Navratil et Rosina, 2005).

Pti rozpadu jader urcitych radionuklidli mize dojit k emisi pozitroni, coZ jsou kladné
nabité Castice (Cherry et al., 2012). V tkani pacienta se pozitrony pohybuji pouze v méfitku
n¢kolika milimetrd, dokud nedojde ke kontaktu s elektronem z okolnich atomi (Navratil et
Rosina, 2005). V okamziku, kdy dojde k interakci pozitronu s elektronem, nastane d¢j zvany
anihilace, jejimz vysledkem je par fotonti. Tyto vysokoenergetické fotony (511 keV) zaroven
emituji v opacnych smérech. Detekci této soucasné emise dvou fotont PET systémem mizeme

zaznamenat piesnou polohu ptvodu téchto castic (Cherry et al., 2012). Trojrozmérnou
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rekonstrukci téchto ziskanych dat v transputerech (sit’ procesoril) se ziska obraz prostorového

rozlozeni radiofarmaka v t¢le pacienta (Navratil et Rosina, 2005).

Pii vysetfeni je pacient obklopen prstencem detektord, které jsou z vngjsi strany
odstinény kvili radiaci. Pomoci fotoni dopadajicich na detektory je mozné lokalizovat zdroj
zateni, tedy radiofarmaka v téle pacienta a vytvofit obrazovy zaznam (Ollinger et Fessler,

1997).

3.5.4 HYBRIDNI SYSTEMY

Pro presnéjsi lokalizace 1ézi se Casto snimky z PET nebo SPECT vySetfeni fuzuji se
snimky z CT nebo MRI a vznikaji PET/CT(MRI) nebo SPECT/CT(MRI) snimky. Aby se
nemusely snimky manualné k sobé pfirovnavat, byly zkonstruovany integrované hybridni
systémy, kde PET s CT nebo SPECT s CT se nachazi zaroven v jednom systému, CT jednotka
v piedni ¢asti a SPECT nebo PET v zadni ¢asti hned za CT. Obé¢ jednotky vyuzivaji stejnych
vstupnich informaci pii zobrazovani, coz ulehcuje pozdéjsi fuzovani snimkl ziskanych
Z jednotlivych systémil ve specidlnim softwaru (Saha, 2010). Takovy systém umoziiuje ziskat
jak anatomicky, tak funkéni zdznam. Tento zpisob ziskdni zdznamu o akumulaci radiofarmaka
je nejen vyhodny pro pacienta, ale 1 pro vysettujiciho, protoze je potieba jenom jediného méteni
k ziskani dat jak ze systému PET, tak z CT (Cherry et al., 2012). Schéma hybridniho systému
PET/SPECT/CT je znazornéno na Obrazku 7.

CT X-ray Source

PET

425 mm

Obrazek 7: Schématicky nahled na hybridni syst¢ém PET/SPECT/CT (ptfevzato ze Sénchez et
al., 2013)

3.5.5 OPTICKE METODY

Optické metody jsou zalozeny na méteni optickych vlastnosti latek. Vyuzivaji svétla a
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jeho vlnové délky. Svétlo je elektromagnetickd vlna, jejiz kvantum muizeme popsat
elektromagnetickou castici fotonem. Pokud molekula vyzari (emituje) takovou Castici, dojde
Kk jejimu piechodu z vyssiho energetického stavu na niz8i. Pokud by mél emitovany foton
vlnovou délku v oblasti ultrafialového ¢i viditelného spektra, jedna se o jev luminiscence.
Pricinou emise fotonu je predesla excitace molekuly absorpci fotonu o urcité vinové délce.
Excitované Castice maji tendenci se vracet do zakladniho stavu vyzafenim energie ve formé

fotonu. Luminiscence se dé€li na fluorescenci a fosforescenci (Kodicek et Karpenko, 2000).

Fluorescence pfedstavuje svétlo emitované atomem nebo molekulou jako dusledek
absorpce elektromagnetické energie. Je to fotoluminiscenéni d&j, pti kterém dochézi k ptechodu
molekul do excitovaného stavu (Jameson, 2014). Od fosforescence, coz je také luminiscencni
dgj, se lii tim, Ze k vyzafeni jeho energie dochazi velmi rychle, fadové 108 s, kdezto pfi
fosforescenci luminiscence trva az 102 s, protoze elektrony se po jejich excitaci dostavaji do
energetickych hladin, ze kterych se nemohou dostat zpét do stabilniho stavu tak snadno.
Zivotnost fluoroforu je piedstavovana primémym ¢asem mezi jeho excitaci a navratu do
stabilniho stavu. Kvuli takovému kratkému casu fluorescence vyzaduje méfeni emise
sofistikované optické a elektronické zatizeni. Fluorescen¢ni data byvaji prezentovana ve form¢e
emisnich spekter, kterd jsou vyjaddienim poméru fluorescenéni intenzity k vinové délce

emitovaného svétla (Lakowitz, 2010).

Zatizeni slouzici ke snimani fluorescence se skladaji z nc¢kolika zakladnich c¢asti.
Zékladem je zdroj excita¢niho zafeni, dale se tam nachazeji clony propoustéjici pouze vybranou
vlnovou délku, optické filtry, které jsou tvofeny sklem obsahujici barvivo absorbujici urcité
vlnové délky a trasmitujici ostatni, interferencni filtry a monochromatory propoustéjici jen

uzkou cast spektra.

Pti dopadu excita¢niho svétla na fluorochrom je emitovano svétlo o vyssi vinové délce
nez excitacni, a to z divodu uvolnéni Casti energie ve forme tepla (Stokestiv posun). Tohoto
faktu se vyuziva pfi snimani emisniho zafeni, protoze mizeme pomoci filtrti odstinit excitacni

zareni, které ma odlisnou vinovou délku (Guilbault et Chen, 1973).

Fluorescence se typicky nachazi u aromatickych molekul. Mezi nejznaméjsi fluorofory
patii chinon, FITC (fluorescein-5-isothiokyanat), rhodamin B, DAPI (4°,6-diamidin-2-

fenylindol), ethidium bromid, kyaninova barviva apod. (Lakowicz, 2010).

Barviva emitujici v blizkosti infracerveného spektra (NIR — near-infrared), v komplexu
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smalymi molekulami vyuzivanymi pro receptor targeting, jsou V pokrocilych fazich
klinickych studiich pro fluorescencné-provazené operace a také v preklinickych studiich pro
optické zobrazovani malych laboratornich zvifat. Fluorescen¢ni barviva emitujici v blizkosti
infraCerveného spektra se upiednostiiuji pred chromofory emitujicimu ve spektru viditelného
svétla predevsim kvili moznosti bunéné autofluorescence v pozadi, kterd neni pro NIR tak
casta. NIR zafeni také dokaze proniknout Sirsi vrstvou, coZ ndm umoziiuje zobrazovani hloubgji
umisténych tkani (Konig et Kramer, 2017). Mezi barviva emitujici v blizkosti infra¢erveného
spektra patii naptiklad indokarbokyaniny, sulfonované kyaniny (napt. Sulfo-Cyanine7)

indocyanine green (IGC) a jeho derivaty jako je SIDAG, cypate aj. (Ebert et al., 2011).

Fluorescencné znaCeny peptid pro receptor targeting je injekéné aplikovan
laboratornimu zvifeti a nasledné se distribuuje do organismu a specificky se vaze na cilovou
tkan. Po excitaci fluoroforu svételnym zdrojem dojde k emisi fotond, které je mozné detekovat
a ziskat tak obraz distribuce fluorescen¢né znaceného peptidu pomoci zobrazovaciho zafizeni

in vivo.

Pti volbé¢ vhodného fluorescenéniho barviva se vénuje pozornost predevsim
optimalizaci poméru signalu k pozadi (SBR — signal to background ratio), tedy nespecifické
fluorescenci pozadi. SBR mohou ovlivnit parametry fluoroforu, jako je volba excita¢ni a emisni
vlnové délky, rozpustnost, vysvécovani, afinita k cilové tkani, biodistribuce, farmakokinetika a

intenzita fluorescence. (Frangioni, 2003).
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4 CiL PRACE

Cilem mé bakalatské prace bylo posouzeni in vitro a in vivo vlastnosti dvou radioaktivné
a fluorescencné znaCenych peptidi. Testovanymi peptidy byly RGD peptid (RGD) a
minigastrin (MG), derivatizované chelatorem ze skupiny sideroforti (SID), konkrétné se jednalo
o fusarinin C (FSC). Peptidy byly oznaceny fluorescenénim barvivem SulfoCy7 (Sulfo-
Cyanine7) vhodnym pro zobrazovani v blizké infraervené oblasti, a dale je bylo mozné oznacit
radioaktivné pomoci %8Ga. Vysledky in vitro a in vivo experimentil jsem pouzila ke zhodnoceni
jejich vyuzitelnosti jako potencidlnich multimodalnich zobrazovacich ¢inidel v onkologické

diagnostice.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 POUZITE PRISTROJE A CHEMIKALIE

%8Ge/%®Ga generator (Eckert & Ziegler, Berlin, Némecko), vysokouginny kapalinovy
chromatograf (Dionex UltiMate 3000, Thermo scientific, Waltham, MA, USA), radiodetektor
(Raytest, Straubenhardt, Némecko), HPLC kolona Watrex Nucleosil 120 C18 5 um 250x4 mm
(Watrex, Praha, CR), PET/SPECT/CT systém pro mala laboratorni zvifata (Albira, Bruker
Biospin Corporation, Woodbridge, USA), automaticky gama pocita¢ (Wizard?, PerkinElmer,
USA), fluorescen¢ni zobrazovaci systém pro malé laboratorni zvifata (In vivo MS FX PRO,
Bruker Biospin Corporation, Woodbridge, USA), centrifuga, analytické vahy, termoblok,

vortex, tiepacka, ioniza¢ni komora.

Studované peptidy SulfoCy7-FSC-(mal-RGDfK-(PEG)4)2 (SID-RGD) a SulfoCy7-
FSC-(mal-MG-Met), (SID-MG) byly syntetizovany na Oddéleni nuklearni mediciny
v Innsbrucku. K vlastnim experimentim jsem pak pouzivala vodné roztoky téchto peptidd o
koncentraci 1pg/ul. Dale jsem pouzivala nasledujici komeréné dostupné chemikalie: Isofluran
(Forane, AbbVie, CR), acetatovy pufr (¢ = 1,14 mol/l), HCI (¢ = 0,1 mol/l), PBS puft,

fyziologicky roztok, deionizovana voda, acetonitril, trifluoroctova kyselina.

5.2 RADIOAKTIVNI ZNACENI PEPTIDU

Z %8Ge/®8Ga generatoru jsem ziskala izotop gallia ®Ga s pouzitim 0,1M HCI jako
elucniho ¢inidla. Pro kazdé znaceni peptidl jsem odebirala frakci o objemu asi 1 ml a aktivité
100-150 MBq. Ke zjisténi optimalnich podminek radioaktivniho znaceni jsem testovala rtizna
mnozstvi peptidi v reakéni smési (0,1 pg, 1 pug, 5 pg a 10 pg). K jednotlivym mnoZstvim
peptidu jsem ptidala 30 pl 1,1M acetatového pufru a 300 pl eluatu gallia. Tuto reakéni smés
jsem nechala inkubovat 15 minut pfi laboratorni teploté¢ (cca 25 °C). Kontrolu kvality
radioaktivniho znaceni jsem po uplynuti inkuba¢ni doby testovala pomoci HPLC. Ze ziskanych

vysledkil jsem vyhodnotila optimalni mnozstvi peptidu pro radioaktivni znaceni.

5.3 KONTROLA KVALITY RADIOAKTIVNIHO ZNACENI

Kontrolu kvality radioaktivniho znafeni jsem testovala pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) s radioaktivni a UV detekci. Pro kontrolu kvality jsem

pouzivala nasledujici chromatografické podminky:

e mobilni faze: A =99,9 % H.0s0,1 % TFA; B=99,9% ACNs0,1% TFA
e kolona: Watrex Nucleosil 120 C18 5 ul 250x4 mm
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e pratokova rychlost: 1 ml/min

e gradient: 0-3 min 0 % B; 3-6 min 0-50 % B; 6-10 min 50 % B; 10-10,1 min 50-80
% B; 10,1-13 min 80 % B; 13-13,1 min 80-0 % B; 13,1-15 min % B

e detekce: radiodetektor, UV detektor (220 nm, 280 nm)

5.4 IN VITRO STABILITA

Testovala jsem in vitro stabilitu znaceného peptidu pti pH upraveném na hodnotu 6-7,
které je vhodné pro naslednou in vivo aplikaci. K radioaktivné zna¢enému preparatu jsem po
uplynuti inkubace piidala 100 pl 1,IM acetatového pufru, aby dosSlo k upravé pH na
pozadovanou hodnotu 6-7. pH jsem kontrolovala pomoci indikatorového pH papirku. Stabilitu
znacené¢ho preparatu jsem meéfila na HPLC ihned po pfidani pufru, a poté po 30, 60 a 120

minutach.

Pii druhém experimentu, studiu in vitro stability testované latky v lidském séru, jsem
smichala 100 pl znaeného preparatu s 300 pl lidského séra a smés jsem nechala inkubovat
V termostatu pfi teploté 37 °C. Z této smési jsem poté v Casech 30, 60 a 120 minut odebrala 100
ul a ptidala je ke 150 ul ACN v 1,5ml mikrozkumavce. Zkumavku jsem zvortexovala a
vzniklou srazeninu jsem oddé¢lila od roztoku centrifugaci (15 000 rpm, 3 minuty). Supernatant

jsem poté analyzovala pomoci HPLC.

5.5 ROZDELOVACI KOEFICIENT (Log P)

Radioaktivné znaceny peptid jsem nafedila pfidanim 500 pl PBS a pfipravila jsem si
Sest 1,5ml mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky jsem pfipipetovala 500 ul oktanolu a
450 pl PBS. Do vSech zkumavek jsem poté pridala 50 pl natedéného znaceného preparatu.
VSechny zkumavky jsem zvortexovala a nechala je na tfepacce promichavat (380 rpm, 20
minut). Z kazdé zkumavky jsem odebrala dva vzorky, jeden z oktanolové a druhy z vodné faze,
a zméfila jsem jejich radioaktivitu v automatickém gama pocitaci. Ze ziskanych dat jsem poté
vypocitala rozdélovaci koeficient (Log P), coz je dekadicky logaritmus podilu procenta

radioaktivity v oktanolové a vodné fazi.

CPM (%)oktanolovéféze
CPM (%)pas

logP = log

5.6 VAZBA NA PROTEINY

Pro testovani vazby studovanych peptidii na plazmatické proteiny jsem pfipravila dvé

zkumavky. Do jedné jsem odpipetovala 20 pl znaceného preparatu a piidala k ni 380 pl lidského
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séra, do druhé (kontrolni) jsem odpipetovala 10 pl reakéni smési a ptidala k ni 190 ul PBS. Obé
zkumavky jsem nechala inkubovat v termostatu pii teplot¢ 37 °C. Mezitim jsem aktivovala
gelové mikrokolonky pro méfeni ptipravenych vzorkt. Po 30, 60 a 120 minutach od zacatku
inkubace jsem ze vzorkid odebrala vzdy 25 pl a nanesla je na aktivovanou kolonku. Kolonky
jsem poté centrifugovala (2000 g, 2 min). Pomoci automatického gama pocitace jsem zméfila

radioaktivitu zvlast' v eludtu a v gelové kolonce.

Na gelové kolonce se zachytavaji nizkomolekularni latky, tedy v naSem piipadé
radioaktivné znacCeny peptid, ktery se nenavazal na proteiny v séru. Vysokomolekularni latky
(latky navazané na proteiny v séru) kolonkou protekly a nachazeji se v eluatu. Ze ziskanych
vysledkd bylo tedy mozné spocitat procento zna¢eného peptidu navazané¢ho na plazmatické

proteiny.

5.7 IN VIVO STABILITA V MOCI

Ptipraveny radioaktivné znaceny peptid jsem retroorbitalné (r.0.) aplikovala (cca 120
ul, 4-5 MBq) laboratornim mysim. Po 30, 60 a 120 minutach jsem pokusnym mys$im odebrala
vzorek moc¢i a analyzovala jsem ho na HPLC. Zjistovala jsem tak, zda se znafeny peptid

V organismu metabolizuje nebo se vylucuje v nezménéné podobe.

5.8 PET/CT ZOBRAZOVANI LABORATORNICH MYSi

VSechny experimenty byly provadény v souladu se zakonem 246/1992 Sb., se
souhlasem Ministerstva $kolstvi, mladeze a télovychovy (MSMT-22421/2013-12) a se
souhlasem Odborné komise na ochranu zvifat proti tyrani Lékarské fakulty Univerzity

Palackého v Olomouci. Veskeré experimenty byly provadény na mySich kmene balb/c a balb/c

nude (Anlab, Praha, CR).

In vivo experimenty jsem provadéla na nenadorovych a nadorovych mysich.
Nadorovym mySim pouzivanym pro testovani SID-RGD peptidu bylo subkutanné (s.c)
aplikovano 5x10° U-87 MG (lidsky glioblastom) bunék a zvitatim ke studiu SID-MG peptidu
bylo s.c. aplikovano 2x10® A431 (lidsky epidermélni karcinom) bunék transferovanych
cholecystokininovymi receptory 2 (CCK2+) a A431 bun¢k bez cholecystokininovych receptorti
(CCK2-). Nadorové mysi byly pouzivany k in vivo experimentim v okamziku, kdy velikost
nadorti dosahla 100-300 mm? (zhruba 4 tydny po aplikaci U-87 MG bunék a 2-3 tydny po
aplikaci A431 bungk).

Po ptipravé radioaktivné znaceného peptidu jsem vzdy provadéla kontrolu kvality na
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HPLC, abych ov¢fila jeho radiochemickou cistotu. Laboratornim mySim jsem nasledné r.o.
aplikovala cca 100 pl ptislusné latky. Aktivita aplikovaného radioaktivné znaceného peptidu se
pohybovala v rozmezi 4-6 MBq. Nasledné jsem experimentalni zvifata skenovala pomoci
zobrazovaciho syst¢tmu PET/SPECT/CT pro mala laboratorni zvifata. Pomoci tohoto systému
jsem sobéma studovanymi peptidy provadéla 90minutové dynamické skenovani po
Sminutovych intervalech. Ziskala jsem tak 18 snimku radioaktivniho signdlu v ¢ase. Dale jsem
také provadéla statické skenovani (PET/CT) ve dvou vybranych Casovych intervalech u kazdé
latky (SID-RGD 30 a 90 minut p.i.; SIG-MG 1 a 2 hod p.i.). Béhem skenovani byly mysi

udrzovany v celkové inhalaéni anestezii (2% isofluran).

Ziskana data ze skenovani jsem zpracovavala pomoci Albira software (Bruker Biopsin
Corporation, USA), PMOD software (PMOD Technologies LLC, Zurich) a VolView software
(Kitware, Inc., NY, USA)

5.9 FLUORESCENCNI ZOBRAZOVANI LABORATORNICH MYSI

Po aplikaci znacenych peptidii experimentalnim zvifatim jsem sledovala také jejich
fluorescencni signal. Méteni pro SID-RGD bylo provadéno v ¢asech 30 min, 90 min, 4 h, 24 h
a48hp.i.,,apro SID-MG v ¢asech 1 h,2 h, 5h,24 h,48 ha 72 hp.i. Fluorescenci jsem méfila
na in vivo fluorescen¢nim zobrazovacim zafizeni pro mala laboratorni zvifata za nasledujicich
podminek: excitacni maximum: 730 nm, emisni maximum: 790 nm, FOV 100 mm, binning:
4x4, délka skenovani: 15 s. BEhem tohoto méfeni byly laboratorni mysi v celkové inhala¢ni

anestezii (2% isofluran).

5.10 EX VIVO BIODISTRIBUCE LABORATORNICH MYSI

Radioaktivné znac¢ené peptidy jsem nafedila 600 pl fyziologického roztoku a nasledné
jsem je r.o. aplikovala laboratorni mys$im (cca 110 pl latky o aktivité¢ v rozmezi 1-2 MBqQ).
Experimentalni zvifata byla usmrcena ve vybranych ¢asovych intervalech (SID-RGD 30 a 90
min p.i., SID-MG 1 a 2 hod p.i.) a byly jim odebrany tyto organy: krev, slezina, slinivka,
zaludek, stfeva, ledviny, jatra, srdce, plice, sval, kost a nador. Jednotlivé organy jsem poté
zvéazila a zméfila jsem jejich radioaktivitu na automatickém gama pocitaci. Namétené data jsem

poté zpracovala jako procento aplikované latky na gram organu (%ID/g).

Odebrané organy jsem také analyzovala na in vivo fluorescenénim zobrazovacim
zafizeni a méfila jsem tak silu fluorescencniho signalu v jednotlivych organech. Naméiena data

jsem poté vyhodnotila jako mnoZstvi fluorescenéniho signalu v 1 mm? vzorku za 1 vtefinu a
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porovnala je s vysledky ziskanymi z méfeni radioaktivity.
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6 VYSLEDKY

6.1 SID-RGD

6.1.1 RADIOAKTIVNI ZNACENI

U ptipravenych znacenych preparatti obsahujicich 0,1 pg, 1 pg, 5 pga 10 pg SID-RGD
jsem po inkubaci (15 min) méfila radiochemickou éistotu pomoci HPLC. Vysledky tohoto
méfeni jsem shrnula v Tabulce 1. Vzorek 1 a vzorek 2 nevyhovovaly kviili nizké radiochemické
Cistoté. Radiochemicka cistota vzorku 3 a vzorku 4 jiz odpovidala pozadovanym hodnotam.
Pfestoze 1ze SID-RGD oznadit ®8Ga i pii mensim mnozZstvi substance, rozhodla jsem pouzivat
jako optimalni mnozstvi peptidu pro radioaktivni znadeni ®3Ga hodnotu odpovidajici vzorku 4,
tedy 10 pg SID-RGD. Na Obrizku 8 je piiklad HPLC radiochromatogramu ®Ga-SID-RGD
odpovidajici vzorku 4 s 10 ng RGD peptidu.

Tabulka 1: Optimalizace podminek radioaktivniho znaceni SID-RGD

Vzorek | Mnozstvi peptidu [pg] | Teplota [°C] | Inkubadni das [min] | RCHC [%]
1 0,1 LT 15 22,1
2 1 LT 15 73,5
3 5 LT 15 99,6
4 10 LT 15 99,8

7 Peptides-66Ga 2016 #34 [manipulated] 68Ga-SID-RGD 10ul Radiodetecior

900

12-8931
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Obrazek 8 : Radiochromatogram %8Ga-SID-RGD (10ug) z HPLC. Retenéni ¢as RGD peptidu

8,9 minut.

6.1.2 IN VITRO STABILITA
Znaceny peptid *Ga-SID-RGD se pii pH = 6-7 jevil jako stabilni ve v§ech métenych
Casech. Vysledky stability peptidu pii fyziologickém pH v rtiznych ¢asech (30, 60 a 90 min)
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jsou shrnuty v Tabulce 2.

Stabilitu zna¢eného peptidu jsem méfila také v lidském séru. Znaceny preparat “Ga-
SID-RGD vykazoval opét vysokou stabilitu ve vSech sledovanych Casovych intervalech.

Vysledky méfeni stability v lidském séru jsem shrnula v Tabulce 2.

6.1.3 ROZDELOVACI KOEFICIENT
Naméiené hodnoty vzorkii odebranych z obou fazi (oktanolové a vodné), ze Sesti méteni

z automatického gama pocitace, jsem zprimerovala a vypocitala jsem dekadicky logaritmus

z podilu procenta radioaktivity v oktanolové a vodné faze. Vysledna hodnota log P pro “Ga-

SID-RGD byla -2,09 + 0,04.

6.1.4 VAZBA NA PROTEINY

Ze ziskanych hodnot z automatického gama pocitae jsem spocitala priméernou
procentudlni hodnotu radioaktivity v eluatu a na gelové kolonce. Zasadni byla pravé hodnota
radioaktivity v eluatu, ve kterém se nachazel komplex 8Ga-SID-RGD navézany na plazmatické
proteiny lidského séra. Vysledky méteni po 30, 60 a 120 minutach inkubace zna¢eného peptidu

®8Ga-SID-RGD s plazmatickymi proteiny lidského séra jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Vysledky in vitro experimentt ®Ga-SID-RGD.

Log P + SD | Doba inkubace | Stabilita Stabilita v lidském Vazba na
[min] Vv Case [%] séru [%] proteiny
[%] + SD
30 99,7 99,7 16,95+ 0,51
-2.09+0,04 60 99,6 99,7 20,08 + 0,31
120 99,7 99,7 20,90 +1,18

6.1.5 IN VIVO STABILITA V MOCI

Mo¢ odebranou laboratornim zvitatim 30, 60 a 120 minut po aplikaci ®®Ga-SID-RGD
jsem analyzovala pomoci HPLC. Ziskané radiochromatogramy na Obrazku 9 jsem porovnala
s radiochromatogramem aplikovaného peptidu (Obrazek 8). Ukazalo se, Ze 8Ga-SID-RGD je

in vivo stabilni.
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Obrazek 9: Radiochromatogramy znazorfiujici in vivo stabilitu ®Ga-SID-RGD

6.1.6 PET/CT ZOBRAZENI NENADOROVYCH MYSI

Na snimcich dynamického PET skenovani na Obrazku 10 Ize vidét, Ze znaceny peptid
8Ga-SID-RGD se pozvolné distribuuje z krevniho ob&hu do organismu a nasledné je
vylucovan ptes ledviny do mocového méchyte. Kromé velmi slabého radioaktivniho signéalu

v GIT a jatrech nepozorujeme akumulaci znac¢ené latky v jinych organech.

Snimky ze statického PET/CT skenovani 30 a 90 minut po aplikaci ®8Ga-SID-RGD na

Obrazku 11 odpovidaji snimkiim z dynamického skenovani.
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min max

Obrézek 11: Statické PET/CT skenovani nenadorové mysi 30 minut (Obrazek A) a 90 minut
(Obréazek B) po aplikaci ®3Ga-SID-RGD. Koronalni fezy (P — misto podani, L — ledviny, GIT —

gastrointestinalni trakt, MM — mocovy méchyt) a 3D obrazky.

6.1.7 PET/CT ZOBRAZENI NADOROVYCH MYSI

Dynamickym PET skenovanim jsem ziskala snimky koronalnich fezii z PET skenu
v Sminutovych intervalech od aplikace ®Ga-SID-RGD (viz Obrazek 12). Radioaktivné
znaCeny RGD peptid se v nadorovych zvifatech choval obdobné jako v nenadorovych.
Pozvoln¢ se tedy akumuluje v ledvinach a nasledné¢ v mocovém méchyti. Zhruba 30 min po
aplikaci se latka zacind specificky vychytavat také v nddorové tkani. Na zakladé vysledkt
Z dynamického skenovani jsem pro statické PET/CT skenovani zvolila jako optimalni ¢asy

zobrazovani 30 min a 90 min po aplikaci znaceného RGD peptidu.

Na Obrazku 13A jsou prezentovany vysledky statického PET/CT skenovani laboratorni
nadorové mysi 30 minut po aplikaci ®8Ga-SID-RGD. Na tomto obrazku miZeme stale
pozorovat vyrazny signdl v misté aplikace znaCeného peptidu, vyznamnou akumulaci
radioaktivity v ledvinach a mo¢ovém méchyii, ale i zfetelny radioaktivni signal v nadoru. Na
Obrazku 13B ze statického skenovani po 90 minutich od aplikace ®3Ga-SID-RGD uz neni
radioaktivni signal v misté podani natolik vysoky, nicméné celkové rozloZeni radioaktivniho
signalu v laboratornim zvifeti je velmi podobné jako v ptipad¢ skenovani v Case 30 min po

aplikaci znac¢eného peptidu.
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¥ 90 min p.i.
Obrazek 13: Statické PET/CT skenovani nadorové mysi 30 minut (Obrazek A) a 90 minut

(Obréazek B) po aplikaci ®3Ga-SID-RGD. Koronalni fezy (P — misto podani, L — ledviny, GIT —
gastrointestinalni trakt, MM — mocovy méchyt, N — nador, J — jatra) a 3D obrazky.

6.1.8 FLUORESCENCNI ZOBRAZOVANI NENADOROVYCH MYSi
Na snimcich z fluorescenc¢niho zobrazeni nenddorovych mysi 30 a 90 minut po aplikaci
8Ga-SID-RGD (viz Obrazek 14) lze pozorovat kumulaci znaceného peptidu v GIT, ledvinach a

mocovém méchyii, coZ potvrzuje vysledky ze statického PET/CT skenovani nenddorové mysi.
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-5.9e+007 P/sec/mm/sq

90 min p.i.

Obrézek 14: Fluorescen¢ni zobrazeni nenddorové mysi 30 minut (Obrazek A) a 90 minut
(Obrazek B) po aplikaci ®8Ga-SID-RGD (poloha na bfichu; L — ledviny, MM — mo&ovy
méchyft).
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6.1.9 FLUORESCENCNI ZOBRAZOVANI NADOROVE MYSI

Na snimcich z fluorescenéniho zobrazovani (viz Obrazek 15) 30 minut (Obrazek 15A)
a 90 minut (Obrazek 15B) po aplikaci %Ga-SID-RGD pozorujeme kumulaci znageného peptidu
Vv oblasti mista podani latky, dale v nadoru a také v ledvinach, mocovém méchyii jatrech a GIT.
Pro dlouhodobéjsi pozorovani distribuce latky v nddorové mysi jsem fluorescenéni zobrazovani
provedla i 4 hodiny (Obrazek 15C), 24 hodin (Obrazek 15D) a 48 hodin (Obrazek 15E) po
aplikaci ®Ga-SID-RGD. Nadale 1ze pozorovat kumulaci latky ve vylu¢ovacich organech. Po

24 hodinach od aplikace se latka jesté nachdzi v nadoru, po 48 hodinach je jiz fluorescencni

signal v nddoru minimalni.
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Obrézek 15: Fluorescenéni zobrazeni nadorové mysi 30 min (Obrazek A), 90 min (Obrazek B),
4 hod (Obrazek C), 24 hod (Obrazek D) a 48 hod (Obrazek E) po aplikaci *8Ga-SID-RGD
(poloha na zadech; L — ledviny, MM — mocovy méchyi, N — nador).
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6.1.10 EX VIVO BIODISTRIBUCE NADOROVYCH MYSI

Nejvyssi radioaktivitu po aplikaci ®8Ga-SID-RGD jsem zaznamenala v ledvinach.
Aktivita v ledvinach po 30 minutach (54,80+1,07 %ID/g) a po 90 minutach
(57,34+4,55 %ID/g) byla asi 5x vyss§i nez u nadoru, ve kterém byla po 30 minutach aktivita
10,10+0,75 %ID/g a po 90 minutach 7,45+0,79 %ID/g. VSechny naméfené hodnoty jsem
zaznamenala do Grafu 1. Vysledky pro kazdy cas byly ziskané zprimérovanim hodnot
namétenych u tii laboratornich mysi.
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Graf 1: Ex vivo biodistribuce u nadorovych mysi 30 a 90 minut po aplikaci
%Ga-SID-RGD.

Z naméfenych hodnot jsem nasledné vypocitala pomér nddor:sval, nador:krev a
nador:ledviny. Pomér radioaktivity naméiené v nadoru k radioaktivité ve svalu, ve kterém by
se latka méla kumulovat minimélné, vyjadiuje mnozstvi znacené latky v nddoru vzhledem
k pozadi. Pomér radioaktivity v nadoru k radioaktivité v ledvinach nadm udava, zda nedochazi
k nezadouci kumulaci latky v ledvinach. Pomér radioaktivity nadoru k radioaktivité v krvi nam
udava specifickou kumulaci latky v cilové tkéni. Vysledky téchto vypoctli jsem shrnula

v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Pomér radioaktivity nadoru k vybranym organtim pfi pouziti ®®Ga-SID-RGD.

pomer 30 minut p.i. 90 minut p.i.
nador:krev 2,51 5,63
nador:ledviny 0,18 0,13
nador:sval 5,09 5,37

U odebranych orgdnd jsem nasledné méfila také miru jejich fluorescence. Nejvyssi
fluorescen¢ni signal jsem zaznamenala v ledvinach. Nejvyssi fluorescenci v nddoru jsem
naméfila 30 minut po aplikaci %Ga-SID-RGD. Naméfené vysledky u jednotlivych organt jsem

zaznamenala v Grafu 2.
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Graf 2: Ex vivo biodistribu¢éni data ziskana méfenim fluorescence odebranych organt u

nadorovych mysi 30 a 90 minut po aplikaci ®Ga-SID-RGD.
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6.2 SID-MG

6.2.1 RADIOAKTIVNI ZNACENI PEPTIDU

Po ptipraveni zna¢enych preparatti obsahujicich 0,1 ug, 1 pg, 5 ug a 10 pg SID-MG
jsem po inkubaci (15 min) méfila radiochemickou cCistotu pomoci HPLC. Vysledky tohoto
méfeni jsem shrnula v Tabulce 4. Vzorek 1 a vzorek 2 nevyhovovaly kviili nizké radiochemické
Cistoté. Radiochemicka cCistota vzorku 3 a vzorku 4 jiz odpovidala pozadovanym podminkam,
a prestoze lze SID-MG oznacit %8Ga i pii mensim mnozstvi (5pug) substance, rozhodla jsem se
dale pouzivat jako optimalni mnoZstvi peptidu pro radioaktivni znaéeni ®Ga 10 pg SID-MG,
hodnotu odpovidajici vzorku 4. Na Obrazku 16 je ptiklad HPLC radiochromatogramu ®8Ga-
SID-MG odpovidajici vzorku 4 s 10 pg MG.

Tabulka 4: Optimalizace podminek radioaktivniho znaceni SID-MG

Vzorek | Mnozstvi peptidu [pg] | Teplota [°C] | Inkubaéni as [min] | RCHC [%]
1 0,1 LT 15 8,3
2 1 LT 15 91,6
3 5 LT 15 99,4
4 10 LT 15 99,9

12-9.338

_i1-2704

Obrazek 16: Iiadioéhrorﬁatogfam 68Ga-SID-MG (16 ug) z HPLC. Retencni ¢as MG je 9,3
minut.

6.2.2 IN VITRO STABILITA

Znaceny peptid ®3Ga-SID-MG se pfi fyziologickém pH (pH = 6-7) jevil jako stabilni ve
vSech métenych casech. Vysledek stability peptidu pti fyziologickém pH v riznych ¢asech (30,
60 a 90 minut) jsou shrnuty v Tabulce 5.

Stabilitu znaceného peptidu jsem méfila také v lidském séru. Znageny preparat *Ga-
SID-MG vykazoval opét stabilitu ve vSech sledovanych ¢asovych intervalech. Vysledky méfeni

stability v lidském séru jsem shrnula v Tabulce 5.
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6.2.3 ROZDELOVACI KOEFICIENT
Naméiené hodnoty vzorkl odebranych z obou fazi (oktanolové a vodné) ze Sesti méteni
z automatického gama pocitace jsem zpriimérovala a vypocitala z nich dekadicky logaritmus

z podilu procenta radioaktivity v oktanolové a vodné faze. Vysledna hodnota log P pro %Ga-

SID-MG byla -1,69 + 0,13.

6.2.4 VAZBA NA PROTEINY

Ze ziskanych hodnot z automatického gama pocitae jsem spocitala primérnou
procentualni hodnotu radioaktivity v eluatu a gelové kolonce. V eludtu se nachazel komplex
8Ga-SID-MG navazany na plazmatické proteiny lidského séra, proto pravé hodnota
radioaktivity v eluatu byla zasadni. Vysledky méfeni po 30, 60 a 120 minutach inkubace
znadeného peptidu ®8Ga-SID-MG s plazmatickymi proteiny lidského séra jsou uvedeny

v Tabulce 5.

Tabulka 5: Vysledky in vitro experimentt ®Ga-SID-MG

Doba inkubace | Stabilitav ¢ase | Stabilita v lidském Vazba na
Log P 3D [min] [%] séru [%] proteiny
[%] + SD
30 99,7 99,6 4954 +1,72
-169+0,13 60 99.9 99.4 5551 £ 1.36
120 99,8 99,4 59,63 + 0,53

6.2.5 IN VIVO STABILITA V MOCI

Mo¢ jsem laboratornim zvifatim odebrala 30, 60 a 120 minut pod aplikace %®Ga-SID-
MG a analyzovala jsem ji pomoci HPLC. Ziskané radiochromatogramy jsem porovnala
s radiochromatogramem aplikovaného peptidu (viz Obrazek 17). Retencni ¢asy hlavniho piku

se neshodovaly. Vysledky poukazuji na in vivo nestabilitu MG.
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Obrazek 17: Radiochromatogramy znazorfiujici in vivo stabilitu #Ga-SID-MG.

6.2.6 PET/CT ZOBRAZENI NENADOROVYCH MYSIi

Dynamickym PET skenovanim jsem ziskala snimky koronalnich fezti z PET skenu
v Sminutovych intervalech od aplikace %Ga-SID-MG. Na snimcich dynamického PET
skenovani na Obrazku 18 miizeme pozorovat pozvolnou distribuci znateného peptidu *3Ga-

SID-MG z krevniho ob&hu do organismu, piedevsim do jater, GIT a ledvin.

Snimky ze statického PET/CT skenovani 1 a 2 hodiny po aplikaci *Ga-SID-MG na

Obrazku 19 odpovidaji snimkiim z dynamického skenovani.
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Obrazek 19: Statické PET/CT skenovani nenadorové mysi 1 hod (Obrazek A) a 2 hod (Obrazek
B) po aplikaci %®Ga-SID-MG. Koronalni fezy (P — misto podani, L — ledviny, GIT —

gastrointestinalni trakt, MM — mo€ovy méchyft, J — jatra) a 3D obrazky.

6.2.7 PET/CT ZOBRAZENI NADOROVYCH MYSi

Radioaktivné znaceny peptid ®®Ga-SID-MG se choval v nddorovych zvitatech podobné
jako v nenadorovych. Pozvolné se dostava z krevniho ob&hu do jater a GIT (viz Obrazek 20).
Postupné se vylucuje pomoci ledvin do mocového méchyte. Radioaktivné znaceny MG se asi
po 1 hodiné¢ zaind specificky vychytdvat v nadorové tkani. Na zdklad¢ vysledkl
z dynamického skenovani jsem pro statické PET/CT skenovani zvolila jako optimalni casy

zobrazovani 1 hod a 2 hod po aplikaci zna¢eného MG.

Na Obrazku 21A jsou prezentovany vysledky statického PET/CT skenovani laboratorni
nadorové mysi 1 hod po aplikace ®3Ga-SID-MG. Miizeme pozorovat vyrazny signal v misté
podani znac¢ené¢ho peptidu, vyznamnou akumulaci radioaktivity v jatrech, GIT, ledvinach a
mocoveém méchyii a také radioaktivni signal v pozitivnim nddoru. V misté negativniho nadoru
zadny signal nepozorujeme. Na Obrazku 21B ze statického skenovani po 2 hodinach od
aplikace %Ga-SID-MG opét pozorujeme vyrazny radioaktivni signal v oblasti mista podani, v
GIT, jatrech a ledvinach. Znaceny peptid se také akumuluje v mist€ pozitivniho nadoru, v misté

negativniho nadoru zaddny se nejevi zadna radioaktivita.
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Obrézek 21: Statické PET/CT skenovani nadorové mysi 1 hod (Obrazek A) a 2 hod (Obrazek
B) po aplikaci %®Ga-SID-MG. Koronalni fezy (P — misto podani, L — ledviny, GIT —
gastrointestinalni trakt, MM — mocovy méchyt, J — jatra, PN — pozitivni nador, NN — negativni

nador) a 3D obrazky.

6.2.8 FLUORESCENCNI ZOBRAZOVANI NENADOROVYCH MYSi

Na snimcich z fluorescenéniho zobrazovani nenadorovych mysi 1 a 2 hodiny po aplikaci ®3Ga-
SID-MG (viz Obrazek 22) muzeme pozorovat kumulaci zna¢eného peptidu v oblasti jater, GIT,
ledvin a mocového méchyte, tedy vysledky z fluorescenéniho zobrazovani tedy odpovidaji

vysledkiim z PET/CT skenovani.
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Obrazek 22: Fluorescenéni zobrazeni nenadorové mysi 1 hod (Obrazek A) a 2 hod (Obrazek B)
po aplikaci %®Ga-SID-MG (poloha na biichu; L — ledviny, MM — moc¢ovy méchyt, GIT —
gastrointestinalni trakt, J — jatra).
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6.2.9 FLUORESCENCNI ZOBRAZOVANI NADOROVYCH MYSIi

Na snimcich z fluorescenc¢niho zobrazovani (viz Obrazek 23) 1 hodinu (Obrazek 23A)
a 2 hodiny (Obrazek 23B) po aplikaci 8Ga-SID-MG je patrny nejvyssi fluorescenéni signal
v oblasti ledvin, jater a GIT. Fluorescenéni signal v nadorové tkani neni pfili§ vyrazny. Na
Obrazku 23C potizeném 5 hodin po aplikaci zna¢eného peptidu pozorujeme zna¢nou akumulaci
®8Ga-SID-MG Vv nadorové tkani a ledvinach. Na snimcich ziskanych 24 hodin (Obrazek 23D),
48 hodin (Obrazek 23E) a 72 hodin (Obrazek 23F) pozorujeme kumulaci pfedevsim v nadorové

tkani. V oblasti negativniho nadoru nepozorujeme v Zzadném case kumulaci znaceného peptidu.

4 4e+008 Pisec/mmisq 4 8e+009 Plsec/mmisq

2.9e+009 Pisecimmisq 3 2e+009 Plsec/mmisq

1.5e+009 Pisec/mm/sq
1.8e+009 P/sec/mmisq

| 0.00 Pisecimmisq
0.00 Pisec/mm/sq

3 9e+009 Pisec/mm/sq 2 3e+009 Pisec/mmvsq

2 6e+009 Pisec/mm/sq 1.5¢+009 Pisec/mm/sq

1.3e+009 Pisec/mm/sq 7 6e+008 P/sec/mm/sq

0.00 Pisec/mnvsq 0.00 P/sec/mmi/sq

1.4e+009 Pisec/mm/sq 8.0e+008 P/sec/mmisq

9 2e+008 Plsec/mmisq 5.4¢+008 Pisec/mmisq

4 6e+008 Pisec/mmisq 2 Te+008 Pisec/mmisq

0.00 P/sec/mm/sq 0.00 Pisec/mnvsq

Obrazek 23: Fluorescen¢ni zobrazeni nadorové mysi 1 hod (Obrazek A), 2 hod (Obrazek B), 5
hod (Obrazek C), 24 hod (Obrazek D), 48 hod (Obrazek E) a 72 hod (Obrazek F) po aplikaci
8Ga-SID-MG (poloha na zadech; L — ledviny, PN — pozitivni nador, NN — negativni nador,

GIT — gastrointestinalni trakt, J — jatra).
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6.2.10 EX VIVO BIODISTRIBUCE NADOROVYCH MYSI

Nejvyssi radioaktivitu po aplikaci 8Ga-SID-MG jsem zaznamenala Vv ledvinach.
Aktivita v ledvinach po 1 hoding (57,81+2,42 %ID/g) a po 2 hodinach (71,15+6,98 %ID/g) byla
asi 20x vyssi nez u pozitivniho nadoru, ve kterém byla po 1 hodiné od aplikace znaceného
peptidu naméfena aktivita 3,114+0,88 %ID/g a po 2 hodindch 3,78+0,66 %ID/g. Vsechny
naméfené hodnoty u jednotlivych orgdnd jsem zaznamenala do Grafu 3. Vysledky pro kazdy
¢as byly ziskané zprimérovanim hodnot namétenych u tfi laboratornich mysi.
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Graf 3: Ex vivo biodistribuce u nddorovych mysi 1 a 2 hod po aplikaci %®Ga-SID-MG.

Z naméfenych hodnot jsem nésledné vypocitala primér pozitivni nador:sval, pozitivni
nador:krev a pozitivni nddor:ledviny. Pomér radioaktivity nadoru k radioaktivité¢ ve svalu
vyjadifuje mnozstvi znac¢ené latky v nddoru vzhledem k pozadi, pomér radioaktivity v nadoru
k radioaktivité v ledvinach udava, zda dochazi k nezadouci akumulaci latky v ledvinach a
pomeér radioaktivity v nddoru k radioaktivité v krvi udava specifickou kumulaci latky v cilové

tkani. Vysledky téchto vypoctt jsem shrnula v Tabulce 6.

Tabulka 6: Pomér radioaktivity nidoru k vybranym organiim pii pouziti %Ga-SID-MG.

pomer 1 hod p.i. 2 hod p.i.
poz.nador:krev 0,66 1,25
poz.nador:ledviny 0,05 0,05
poz.nador:sval 3,86 5,49
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U odebranych organt jsem nasledné¢ méfila také jejich fluorescencéni signal. Nejvyssi
fluorescenci jsem naméfila v ledvinach a jatrech. Nejvyssi fluorescencni signal v pozitivnim
nadoru jsem naméfila 1 hodinu po aplikaci ®8Ga-SID-MG. Naméiené vysledky u jednotlivych

organt jsem zaznamenala v Grafu 4.
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Graf 4: Ex vivo biodistribu¢ni data ziskana méfenim fluorescence v odebranych organech u

nadorovych mysi 1 a 2 hodiny po aplikaci %Ga-SID-MG.
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7 DISKUZE

V¢asna diagnostika hraje zasadni roli v Gispé$né 1é¢bé rakoviny. Nadorova onemocnéni
se rutinn¢ diagnostikuji pomoci nékolika zakladnich typli metod, fadime mezi n¢ metody
biochemické, genetické, cytologické, bioptické a zobrazovaci. Bézné pouzivanymi
diagnostickymi metodami v onkologii jsou zobrazovaci metody nuklearni mediciny vyuzivajici
radioizotopy, v soucasnosti pfedstavované predevsim hybridnimi systémy PET/CT ¢i PET/MR.
Pomoci pozitronové emisni tomografie detekujeme patologickou tkan sledovanim kumulace
radiofarmaka obsahujiciho pozitronovy zafi¢. Vypocetni tomografie ¢i magneticka rezonance

nam pak poskytuje informaci anatomickou (Saha, 2010; Sharp et al., 2005).

Radiofarmakum vyuzivané k diagnostice nadort je 1é¢ivo obsahujici slozku, ktera mu
umozni specifickou akumulaci v nddorové tkani, a radionuklid, jez emituje radiaci, diky které
muzeme detekovat radiofarmakum v téle pacienta. Idealni radiofarmakum pouzitelné
v diagnostice onkologickych onemocnéni vykazuje vhodné farmakokinetické vlastnosti,
obsahuje radionuklid s vhodnym polo¢asem pfemény, specificky se vaze do nadorové tkang, je
levné a dostupné a obsazeny radionuklid se rozpada na stabilni dcefina jadra (Kupka et al.,

2007).

V soucasnosti je jednim znejpouzivanéjsich radiofarmak v onkologii !8F-
fluordeoxyglukoza (FDG). Jednd se o analog glukozy, ktery je transportovan do nadorové
bunky jako gluk6za. Na rozdil od glukézy vSak neni FDG dale metabolizovana a hromadi se
proto v burice. Uroveii akumulace FDG v nadorech odpovida piedeviim intenzité metabolismu
glukozy a v mensi mife i prokrveni nadoru. FDG umoziuje $iroké vyuziti v diagnostice riznych
onkologickych onemocnénich. Nadorové buiiky maji vyssi energetickou spotiebu nez zdravé
bunky, coz vede ke zvySeni kumulace FDG v nadoru. U velké fady nadort je dosazen takovy
kontrast mezi 1ézi a okolim, Ze to umoziuje detekovat nadory, které nelze prokazat jinymi
diagnostickymi metodami. Jistou nevyhodu ale pfedstavuje distribuce a nespecificka
akumulace tohoto radiofarmaka ve vétSingé karcinomi a FDG tak nemuze byt pouzita
ke zobrazeni konkrétniho typu nadoru. Mimoto dochazi k hypermetabolismu glukozy i v
zanétech ¢i infekcich, coz mtze vést K faleSné pozitivnim vysledktim. Z tohoto dtivodu je snaha
nalézt novad radiofarmaka, pomoci kterych by bylo mozné zobrazovat nadory s vyssi

specificitou (Dolezalova et al., 2014).

V moji bakalatské praci jsem se zabyvala studiem dvou peptidi zna¢enych radioaktivné

radionuklidem %8Ga a fluorescenéné& pomoci SulfoCy7. Konkrétng jsem studovala RGD peptid
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a minigastrin (MG) derivatizované chelatorem Fusarininem C ze skupiny siderofort (SID).
SID-RGD obsahuje aminokyselinovou sekvenci arginin-glycin-aspartat, pomoci které se vaze
na membranovy receptor integrin owPs, ktery se vyskytuje ve velkém poctu na povrchu
nadorovych bun¢k béhem angiogeneze. SID-MG se diky minigastrinu ve své struktufe vaze na
cholecystokininovy-2 a gastrinovy receptor, které jsou exprimované na povrchu nékterych typa
nadorovych bun¢k. Pomoci $iroké skaly in vitro a in vivo testt jsem hodnotila vlastnosti téchto
dvou biokonjugatt s cilem stanovit, zda by bylo mozné je vyuzit k nukledrnimu a optickému

zobrazovani v onkologické diagnostice.

Pti radioaktivnim znaceni jsem testovala optimalni mnozstvi peptidu, se kterym bych
ziskala stabilni komplex vhodny k dal§imu studiu, tedy komplex, ktery vykazuje vysokou
radiochemickou cistotu. K testovani jsem pouzila rizna mnozstvi SID-RGD a SID-MG.
V Tabulce 1 mizeme pozorovat vysledky ziskané testovanim SID-RGD, kde je patrné, Ze
nejvhodnéj$im mnozstvim pouZzitého peptidu je 5 a 10 pg. Pti 0,1 pg a 1 ug pozorujeme nizkou
radiochemickou Cistotu, kterd nespliiuje podminky pro vyuziti v biologické aplikaci. Pfi
pouzitém mnozstvi 5 ug SID-RGD je sice splnéna podminka relativné vysoké hodnoty
radiochemické Cistoty > 95 %, ale i pfesto jsem se pro dalsi experimenty rozhodla pracovat

s optimalnéjsi hodnotou 10 ug, u které byla pozorovana radiochemicka cistota 99,8 %.

Obdobné vysledky jsem zaznamenala i u SID-MG, které mizeme pozorovat v Tabulce
4. Pti mnozstvich 0,1 pg a 1 pg pouzitého peptidu opét pozorujeme nizkou radiochemickou
Cistotu. Pi pouziti 5 pug SID-MG uz dosahuje latka pomérné dobré radiochemické Cistoty a
mohla by byt pouzita pro dalsi testovani, ale stejné¢ jako u SID-RGD jsem se rozhodla pro

pouziti 10 pg, pti kterém byla radiochemicka c¢istota komplexu 99,9 %.

Dale jsem studovala in vitro stabilitu znacenych peptidi SID-RGD a SID-MG. Aby bylo
mozné studovana radiofarmaka aplikovat pacientovi, musi byt zarucena jejich stabilita v case
Vv riznych podminkach. Oba peptidy jsem inkubovala po dobu 30, 60 a 120 minut, abych
zjistila, zda jsou znalené preparaty stabilni pii laboratorni teplot¢ 1 po 2 hodinach od
radioaktivniho znaceni. SID-RGD se pii fyziologickém pH jevil jako stabilni ve vSech
mefenych Casech, jak mizeme pozorovat v Tabulce 2. Stejny vysledek jsem pozorovala i u
SID-MGQG, ktery byl také ve vSech métenych Casech pfti fyziologickém pH stabilni (viz Tabulka
5). Naslednym testovanim stability znacenych peptidti v lidském séru jsem simulovala prostiedi
lidské krve. Oba zkoumané peptidy jsem inkubovala po dobu 30, 60 a 120 minut v lidském séru

pti teploté 37 °C. SID-RGD vykazoval ve vSech Casech radiochemickou ¢istotu > 99 % (viz
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Tabulka 2), stejné tomu bylo u SID-MG (vit Tabulka 5). Oba radioaktivné znacené peptidy tedy

vykazovaly vysokou in vitro stabilitu pii fyziologickém pH i v lidském krevnim séru.

Rozd¢€lovacim koeficientem (Log P) jsem méfila podil radioaktivity znaceného peptidu
ve dvoufazovém systému oktanolové a vodné faze. Principem této metody je studium lipofility
potencialniho radiofarmaka, ktera nam vyjadiuje schopnost transportu zna¢eného peptidu skrze
mezifazova rozhrani v téle. Oktanol v tomto systému tedy piedstavuje nepolarni rozhrani, voda
polarni. Latky s vy$§im rozdélovacim koeficientem jsou lipofilni (nepolarni), kdezto latky
sniz§im rozdélovacim koeficientem jsou hydrofilni, polarni. V piipadé testovanych
radioaktivné znacenych peptidu byl pro SID-RGD naméien Log P -2,09 + 0,04 a pro SID-MG
-1,69 + 0,13. Porovnanim hodnot je patrné, Ze SID-MG je lehce lipofilnéjsi nez SID-RGD.

V dalsim in vitro testu jsem studovala vazbu znac¢enych peptidti na plazmatické proteiny
pomoci gelové chromatografie. Zasadni hodnotou byla naméfena radioaktivita v eluatu, ve
kterém se nachazel komplex znaceného peptidu s plazmatickym proteinem. Procentudlni
mnozstvi SID-RGD vV eluatu po 30 minutach inkubace s lidskou plazmou ¢inilo 16,95 + 0,51
%, po 60 minutach 20,08 + 0,31 % a po 120 minutach 20,90 + 1,18 %. Naproti tomu procento
SID-MG vazaného na plazmatické proteiny po 30 minutach inkubace bylo 49,54 + 1,72 %, po
60 minutach 55,51 + 1,36 % a po 120 minutach 59,63 + 0,53 %. Ziskand data tedy ukazuji
relativné vysokou afinitu SID-MG k plazmatickym proteinim a da se tedy ocekavat zvySena

retence tohoto peptidu v Krvi.

Analyzou in vivo stability peptidd v moc¢i odebrané laboratornim myS$im jsem
zjiStovala, zda se znaCené peptidy v organismu mysi metabolizuji nebo se vylucuji
vV nezménéné podob&. Na Obrazku 9 jsou radiochromatogramy ziskané méfenim odebrané moci
laboratornim mysim po 30, 60 a 120 minutich od r.o. aplikace SID-RGD porovnané
s radiochromatogramem aplikované latky (viz Obrazek 8). Porovnanim retenénich Casi se
ukazalo, ze SID-RGD se v organismu laboratorni mysi nijak nemetabolizuje a je tedy vysoce
stabilni. Na Obrazku 17 jsou vyobrazeny radiochromatogramy SID-MG opét 30, 60 a 120 minut
po r.o. aplikaci porovnané s radiochromatogramem podaného SID-MG. Retenc¢ni ¢asy hlavnich
pikt se jiz po 30 minutach od aplikace latky vyrazné neshoduji, coz napovida tomu, ze se SID-
MG v organismu velmi rychle rozklada. Divodem této rychlé degradace je pravdépodobné
methionin obsazen ve struktufe minigastrinu, ktery v organismu podléha oxidaci (Pfister et al.,

2015).

Soucasti experimentalni Casti této bakalarské prace byly také testy s pouzitim
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zobrazovaciho hybridniho zafizeni PET/CT, pro studium chovani znacenych peptida
Vv laboratornich mysich. Znacené peptidy byly nejprve podany nenadorovym mys$im pro
studium jejich distribuce v organismu. Na Obrazku 10, ktery zobrazuje snimek z dynamického
PET skenovani SID-RGD mutzeme pozorovat pozvolnou distribuci znaceného peptidu
z krevniho ob¢hu do ledvin a nésledné do mocového méchyte. Snimky na Obrazku 11 ze
statického PET/CT skenovani nenadorové mysi 30 a 90 minut po aplikaci SID-RGD potvrzuji
vysledky ziskané¢ z dynamického skenovani. Pomémné vysokd radioaktivita nameétfend
V ledvinach a mo¢ovém méchyii napovida tomu, Ze bude dochazet k pozvolné eliminaci

znaceného peptidu z organismu mocovymi cestami.

Distribuci SID-MG v nenadorovych laboratornich mysich midzeme pozorovat na
snimku z dynamického skenovani (viz Obrazek 18). Podobné jako u SID-RGD pozorujeme
pozvolnou distribuci znac¢eného peptidu z krevniho ob&éhu do organismu, ale krom¢ akumulace
SID-MG vV ledvinach dochazi u tohoto peptidu na rozdil od *®Ga-SID-RGD také k vyrazné
akumulaci v oblasti jater a gastrointestinalniho traktu. Tyto vysledky potvrzuji i snimky ziskané
ze statického PET/CT skenovani nenadorové mysi 1 a 2 hodiny po aplikaci SID-MG (viz
Obrazek 19), kdy mizeme pozorovat kromé ledvin také vyrazny signal v oblasti jater a GIT.

Ziskana data potvrzuji lipofilnéjsi povahu SID-MG.

Dynamickym PET skenovanim nadorové mysi po aplikaci SID-RGD je mozné
pozorovat kromé vyrazné aktivity vledvinach a mocovém méchyfi také akumulaci
radioaktivity v nadoru (viz Obrazek 12). Na zakladé ziskanych vysledk jsem nasledné
provedla PET/CT statické skenovani 30 a 90 minut od aplikace SID-RGD (viz Obrazek 13). Po
90 minutach od aplikace znaceného peptidu je stale mozné pozorovat specifickou akumulaci
radioaktivity v nadoru a stejné tak vysokou akumulaci radioaktivity v mo¢ovém méchyii a

ledvinach.

SID-MG na snimcich z dynamického PET skenovani nddorové mysi vykazuje velmi
intenzivni radioaktivni signal v oblasti ledvin, jater a GIT, podobné jako u experimentu
s nenddorovymi zvifaty (Obrazek 20). Zhruba po 1 hodin€ od aplikace znaceného peptidu se
zacina specificky akumulovat v pozitivnim nadoru, tedy nadoru obsahujicim CCK2/gastrinovy
receptor, a proto jsem se rozhodla provadet statické PET/CT skenovani 1 a 2 hodiny od aplikace
SID-MG. Na Obrazku 21 pozorujeme na obou snimcich ziskanych 1 a 2 hodiny po aplikaci
SID-MG vyraznou aktivitu v oblasti ledvin, jater a GIT a pomérn¢ slaby signal v pozitivnim

nadoru. V Zzadném z méfenich nepozorujeme aktivitu latky v negativnim néadoru, ktery
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neobsahuje CCK2/gastrinové receptory.

Vzhledem k tomu, ze radionuklid ®Ga pouzity ke znaéeni mé polo¢as rozpadu 68 minut,
neumoziuje zobrazovani akumulace zna¢eného peptidu v téle laboratorni mysi déle nez par
hodin od jeho aplikace. Také ztoho divodu byly studované peptidy derivatizované
fluorescen¢nim barvivem SulfoCy7, které umoznilo pozorovat znac¢ené peptidy v laboratornich

mysSich i v delSich ¢asovych intervalech od aplikace (az 72 hodin).

Na Obrazku 14 jsou referencni snimky z fluorescencniho zobrazovani potizené 30 a 90
minut po aplikaci SID-RGD nenadorové mysi. Distribuce znaceného peptidu odpovida
vysledkim z PET/CT zobrazovani, latka se kumuluje pfedev$im v ledvindch a mocovém
méchyii. U nadorovych zvitat na Obrazku 15 pozorujeme signal v nadoru jesté po 24 hodinach,
ale 48 hodin od aplikace SID-RGD uz pozorujeme signal v nadoru velmi slab¢, ale stale je
mozné pozorovat fluorescencni signal Vledvinach a mocovém méchyii. Na snimcich
Z fluorescencniho zobrazovani nenadorovych mysi 1 a 2 hodiny po aplikaci SID-MG na
Obrazku 22 miZzeme vidét vysledky analogické s témi z PET/CT zobrazovani. Znaceny peptid
se akumuloval v oblasti mocového méchyfte, ledvin, jater a GIT. Na Obrazku 23 se snimky z
fluorescenéniho zobrazovani nadorové mysSi pozorujeme vyrazny fluorescenéni signal v
pozitivnim nadoru jesté po 72 hodinach od aplikace SID-MG a jiZz nepozorujeme vyrazny signal
Vv eliminacnich orgdnech. Z téchto vysledki vyplyva, ze SID-MG se velmi specificky vaze do
pozitivniho nadoru a dochazi zde k jeho internalizaci. Dale se ukazalo, ze pro zobrazovaci
akumulace SID-MG v nadorové tkani jsou vhodnéjsi delsi ¢asové intervaly po aplikaci tohoto
peptidu do organismu a tedy v tomto piipadé se jevi jako vyhodnéjsi metoda fluorescencni

zobrazovani.

In vivo chovani znacenych peptidii jsem dale studovala prostfednictvim ex Vivo
biodistribu¢nich experimentli, diky kterym bylo mozné kvantifikovat mnoZstvi aktivity
V jednotlivych organech nadorovych mysi po aplikaci znacenych peptidi. Pfi méfeni
radioaktivity v jednotlivych organech nadorovych mysi 30 a 90 minut po aplikaci SID-RGD
jsem zaznamenala v obou ¢asech nejvyssi aktivitu v ledvinach a druhou nejvyssi naméfenou
aktivitu jsem pozorovala v nadoru (viz Graf 1). Ziskana data plné koresponduji s vysledky
ziskanymi PET/CT zobrazovanim. V Grafu 3 s daty z ex vivo biodistribuce nadorové mysi 1 a
2 hodiny po aplikaci SID-MG je zfetelna vysoka radioaktivita v ledvinach a v jatrech.
V porovnani s ostatnimi orgdny, jako je slezina ¢i plice, neni aktivita v pozitivnim nadoru

Vv téchto Casovych intervalech piili§ vysoka. Radioaktivita naméfena u negativniho nadoru
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ptiblizné odpovida radioaktivité namefené v pozadi (sval). Ve srovnani radioaktivity namétené
Vv negativnim nadoru 2 hodiny po aplikaci SID-MG byla v pozitivnim nadoru naméfena 3x vétsi

radioaktivita.

Vysledky ziskané z ex vivo biodistribuénich studii méfenim radioaktivity jsem Se
pokusila porovnat sdaty ziskanymi méfenim fluorescence. Pii méfeni fluorescence
jednotlivych organi odebranych z nadorovych zvirat 30 a 90 minut po aplikaci SID-RGD byl
nejvyssi fluorescenéni signal pozorovan opét u ledvin (viz Graf 2). Rozdilem oproti méteni
radioaktivity organi, je detekovany vysoky fluorescencni signal ve stfevech, jatrech a zaludku.
Vyssi fluorescencni signal byl opét pozorovan také v nadoru. Nejvyssi fluorescenci u
nadorovych mysi 1 a 2 hodiny po aplikaci %8Ga-SID-MG jsem zaznamenala opét u ledvin a
jater v obou ¢asech (viz Graf 4). Vyssi fluorescenéni signal jsem stejné jako u ®Ga-SID-RGD
name¢fila také u stieva, Zaludku, slinivky a sleziny. U pozitivniho nadoru byla zaznamenana asi
3x nizsi fluorescenci nez u ledvin a fluorescenéni signdl negativniho naddoru opét odpovidat

signalu pozadi, jako tomu bylo u méteni radioaktivity.

Ze ziskanych vysledkii pro ®3Ga-SID-RGD pozorujeme, Ze se jedna o hydrofilngjsi
latku, ktera se pozvolna akumuluje v ptislusné nadorové tkani a Ize ji pouzit jak pro PET, tak
pro fluorescen¢ni zobrazeni nadorti exprimujicich avf3 integriny. Porovnanim SID-RGD a
NODAGA-RGD testovaném v ramci bakalaiské prace Jany Stépankové vykazuje SID-RGD
V ex vivo biodistribu¢nich testech 2x vétsi aktivitu nez NODAGA-RGD ( Stépankova, 2015).
Oba znacené RGD peptidy vykazuji podobnou stabilitu, ale NODAGA-RGD se jevi
hydrofilnéjsi nez SID-RGD. Diivodem muze byt napiiklad rozdilny bifunkcni cheldtor nebo

pritomnost fluorescencni znacky na SID-RGD.

Oproti tomu SID-MG ukazal lipofilngjsi charakter a horsi farmakokinetické vlastnosti.
Nicméné¢ diky akumulaci SID-MG v nddorech s CCK2 receptory a nasledné internalizaci je
mozné fluorescencni signdl pozorovat az 3 dny po aplikaci latky. Radioaktivné znacené
miniagastriny jsou studovany riznymi vyzkumnymi skupinami. Porovnanim SID-MG a
DOTA-PP-F11, kde PP-F11 je analog minigastrinu, testovany Dr. Roosenburgem spolu
s NOTA-PP-F11 a NODAGA-PP-F11 (Roosenburg et al., 2014), SID-MG vykazoval v nadoru
pfiblizné stejnou aktivitu, jako NOTA-PP-F11 a NODAGA-PP-F11, ale téméf 2x mensi
aktivitu nez u DOTA-PP-F11. Ve srovnani SIG-MG s DOTA-cyclo-MG1, DOTA-cyclo-MG2
a DOTA-linear-MG1 testovanymi Dr. von Guggenberg, kde MG1 je cyklo[y-D-Glu-Ala-Tyr-
DLys]-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 a  MG2 cyclo[y-D-Glu-Ala-Tyr-D-Lys]-Trp-Nle-Asp-Phe-
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NH2 (von Guggenberg et al., 2011), vykazoval SID-MG v nadoru pfiblizné stejnou aktivitu
jako DOTA-cyclo-MG1 a DOTA-cyclo-MG?2, ale téméf 6x vétsi aktivitu nez DOTA-linear-
MGL1.

Oba studované peptidy bylo mozné radioaktivné ozna¢it ®Ga s vysokou
radiochemickou ¢istotou. In vivo experimenty prokazaly specifickou akumulaci studovanych
latek v pfislusnych nddorech. Ukazalo se, Ze 1 pies urcitd omezeni dana primdrné
farmakokinetickymi vlastnostmi testovanych biokonjugatd, je mozné fusarinin C pouzit jako
vhodny skelet pro pfipravu multimodalnich zobrazovacich ¢inidel vyuzitelnych k diagnostice

nadorovych onemocnéni.
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8 ZAVER

Ve své bakalaiské praci jsem se zaméfila na preklinické testovani RGD peptidu a
minigastrinu, derivatizovanych chelatorem ze skupiny siderofort — Fusarininem C. Zkoumané
peptidy byly znaceny fluorescencné barvivem Sulfo-Cyanine7, vhodnym pro zobrazovani v
blizké infracervené oblasti, a radioaktivné radionuklidem Gallia-68. Preklinické testy
zahrnovaly in vitro charakterizaci a studium in vivo chovani testovanych latek v laboratornich

zvitatech.

Oba peptidy bylo mozné radioaktivné oznaéit s vysokou radiochemickou ¢&istotou. #Ga-
SID-RGD i %Ga-SID-MG, vykazovaly hydrofilni charakter a uspokojivou in vitro stabilitu
v lidském séru. Obé latky se ve zvysené mife vazaly na plazmatické proteiny a 8Ga-SID-MG
prokazal vyznamnou in vivo instabilitu. In vivo experimenty ukazaly spiSe pomalejsi
farmakokinetiku obou peptidi s rozdilnou exkreci. ®Ga-SID-RGD se vylugoval primarné pies
ledviny, zatimco ®8Ga-SID-MG vykazoval i vyznamnou hepatobiliarni exkreci. ®Ga-SID-RGD
i 8Ga-SID-MG se specificky akumulovali v pfisluinych nadorech, které bylo mozné zobrazit

jak pomoci PET/CT, tak pomoci fluorescenéniho zobrazovaciho systému.

Na zéklad¢ vysledkl ziskanych z této studie 1ze koncept multimodélnich zobrazovacich
¢inidel pro diagnostiku onkologickych onemocnéni povaZovat za nadéjny. Jistd omezeni ve
vyuzitelnosti studovanych latek se tykaji zejména jejich pomalejsi farmakokinetiky, ktera je
v kombinaci s PET/CT zobrazovanim pomoci radionuklidi s kratkym poloCasem piemény
nevhodna. Popisovand strategie vSak nabizi Sirokou Skalu mozZnosti dalSiho zlepSeni a
optimalizace in vivo vlastnosti multimodalnich zobrazovacich ¢inidel zaménou chelatoru,

fluoroforu i pouzitého radionuklidu.
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