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proteiny, nejvyssi vazbu na bunécénou linii U87 MG vsak prokazal NODAGA-RGD
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1 Uvod

Multiformni glioblastom je mozkovy nador koncici téméf vzdy smrti pacienta. Velmi
rychle prorlstd mozkovou tkani, coz komplikuje jeho uplné chirurgické odstranéni.
V misté resekce nadoru navic zlstavaji jeho agresivni bunky, které nejdou zcela
odstranit a zpUsobi opétovny rust nadoru.

Pro prodlouzeni doby Zivota, ktera v priméru nepfesahuje 15 mésica, je
zasadni vCasna diagnostika. Mezi bézné pouzivané zobrazovaci metody se fadi
vypocetni tomografie a magneticka rezonance. S rychlym rozvojem techniky se
vylepSuji i diagnostické zobrazovaci pfistroje, které vyznamné pfispivaji nejen
k lep§imu anatomickému vyobrazeni, ale mohou Iékafi poskytnout i velmi dulezité
informace o biochemické strance onemocnéni.

Aby bylo vibec mozné sledovat biochemické pochody v téle pacienta, je nutné
je néjakym zpusobem ,zviditelnit* a radiofarmaka to umozriuji. Radiofarmaka jsou
latky znacené radioaktivnim nuklidem, ktery zodpovida za jejich detekovatelnost.
Diky charakteristickym znakim nadort (napf. vysoka glykolyticka aktivita,
angiogeneze) se poté urCuje slozeni radiofarmaka vhodné pro jeho zobrazeni.
Radiofarmaka v8ak nemaji pouze diagnostické vyuZiti, pouzivaji se i jako |éCebné
latky.

Pfi zkoumani diagnostickych a terapeutickych ucinku radiofarmak, je zapotiebi
modelovych buné&nych linii multiformniho glioblastomu. V mé praci jsem vyuzivala
linii U87 MG, ktera byla izolovana z nadoru odebraného doktorem Ponténem v roce
1966 pacientovi s multiformnim glioblastomem. Vhodna je pfedevSim pro zkoumani
angiogeneze a antiangiogenni lécby, ¢ehoz jsem vyuzila pro testovani vazebnych
schopnosti tfi vybranych RGD peptidd znaenych galliem-68. Prace je zalozena na
schopnosti téchto peptidu vazat se na angiogenni markery, konkrétné integriny a,s.

Cilem mé prace je najit vhodné podminky pro znaceni tfi vybranych peptidu
(NODAGA-RGD dimer acetat, NODAGA-RGD trifluoroacetat a DOTA-cyklo-RGDfK
acetat) galliem-68, nasledné zjistit jejich stabilitu in vitro testy a nakonec testovat

jejich schopnost akumulace v nadorovych burikach.

12



2 Teoreticka cast

2. 1 Multiformni glioblastom

Multiformni glioblastom (glioblastoma multiforme, GBM) je nej¢astéjSi a nejfatalné;si
primarni nador mozku. Patfi k IV. tfidé mozkovych nadord dle Svétové zdravotnické
organizace (WHO). Jedna se o velmi rychle rostouci nador, ktery vychazi z gliovych
bunék hvézdicovitého tvaru, tedy z astrocytll a oligodendrocyti. MUze vznikat dvéma
cestami a to bud de novo (primarni glioblastomy) nebo jako dusledek transformace

| pfes agresivni léCbu, kterou musi pacient podstoupit, zahrnujici chirurgickou
resekci, chemoterapii a radioterapii, témér vzdy kon&i smrti pacienta. Primérna doba
preziti pacientd Cini necelych 15 mésici a méné nez 5% pacientld pFezije 5 let
(Wilson et al., 2014).

Vzhledem k tomu, Ze nador velmi rychle roste, tlak na mozek obvykle zplUsobuje
prvni pfiznaky. V zavislosti na umisténi a velikosti, mize nador zpusobovat bolesti
hlavy, zavraté, problémy s paméti, dvojité nebo rozmazané vidéni az ztratu zraku,

zmény nalad, obtiZze s mluvenim, letargii ¢i hemiparézu (Young et al., 2015).

Obrazek 1. Magneticka rezonance zobrazujici multiformni glioblastom

v pravém spankovem laloku Clovéka (Schreiber et al., 2010).
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2. 1. 1 Genetika gliomu

Transformace zdravé bunky v neoplastickou, je dusledkem kombinaci fady
genetickych zmén, které vedou Kk naruSeni bunéCného cyklu a nasledné
nekontrolovatelné proliferaci. Na obrazku 2 jsou vyobrazeny tfi zakladni signalni
drahy ovliviiujici gliogenezi.

K rozvoji astrocytomu vedou mutace a alterace p53 tumor supresorového genu,
tedy genu, ktery u zdravych bunék zabrafuje vzniku nadorl, dale pak ztrata
heterozygozity (LOH) chromozomu p17, 10, 9p nebo chromozomu 19q. Dochazi k
amplifikaci receptord pro rustové faktory PDGFR a EGFR (receptor destickového
rustového faktoru a receptor pro epidermailni ristovy faktor), zvySené expresi MDM2
genu, mutaci nebo deleci PTEN genu (fosfatazovy a tensinovy homolog), deleci
tumor supresorového genu CDKN2 (inhibitor cyklin-dependentni kinazy 2), deleci RB
genu (retinoblastomovy gen) ¢i amplifikaci CDK4 (cyklin-dependentni kinaza 4) (Lang
et al., 1994, de Vries et al., 2009).
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Obrazek 2. Tfi zakladni drahy ovliviujici tvorbu gliomu.
Na obrazku jsou zobrazeny genetické zmény vedouci ke vzniku gliomu.
Sipkami jsou oznageny zmény zplisobené aktivaci a tupy konec maji zmény
EGF(epidermalni rastovy faktor), PDGFRA (receptor pro desti¢kovy rustovy
faktor a), PI3K (fosfatidylinositol-3-kinaza), mTOR (angl. mammalian target of

rapamycin), MDM 2 (angl. mouse double minute 2 homolog).
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2. 1. 2 Epidemiologie

Multiformni glioblastom® je nej¢ast&j$i nador mozku a CNS s primérou dobou
preziti 15 mésicu. Po celém svété je kazdoro¢né zaznamenano vice nez 250 000
nové diagnostikovanych primarnich zhoubnych nadord mozku a z toho 77% jsou
gliomy? (Walsh et al., 2016). Byva diagnostikovan prevazné v pozdé&j§im véku a
s pfibyvajicimi roky roste i jeho Cetnost. U déti neni bézny, Cita pouze 3% vSech
nadord mozku a CNS, které se vyskytuji mezi 0-19 rokem. Cast&jsi vyskyt je
zaznamenan u muzu nez u zen v poméru 1,26:1 a dvakrat vice u bilé rasy nez u
negroidni. Co se tyCe umisténi v mozku, nejCastéji se vyskytuje v supratentorialni
oblasti (frontalni, temporalni, parietalni a okcipitalni lalok). Jen velmi vzacné se
vyskytuje v mozecku. Podle studie provadéné v letech 1973-2009, se GBM vyskytuje
v mozecCku Castéji u mladSich pacientl a dosahuje mensi velikosti (Thakkar et al.,
2014).

2. 1. 3 Diagnostika

V¢asna diagnéza muize vyznamné prodlouzit dobu pfeziti. Pro uréeni diagnézy jsou
nezbytné zobrazovaci metody. Mezi ty nejbéznéji pouzivané patfi magneticka
rezonance (MRI) a vypocCetni tomografie (CT). MRI je vSeobecné lepSi pro
zobrazovani nadord mozku nez CT, nicméné i presto CT poskytuje velmi dllezité
doplnujici informace a je snadnéji dostupna. Je vhodna napfiklad pro zobrazeni
akutniho krvaceni ¢&i kalcifikaci. Naproti tomu, charakterizace mékkych tkani je horsi
a vyraznou nevyhodou je i pouziti ionizujiciho zareni.

Na zakladé vysledki z MRI a CT se dale provadi biopsie tkané C&i léze pro
potvrzeni diagnézy (Young et al., 2015).

NovejSi a pokrokovéjsi metodou uréenou k zobrazovani je pozitronova emisni
tomografie (PET). PET je tfidimenziondlni zobrazovaci technika, ktera vyuziva
biomolekul znaCenych radioizotopy, jez emituji pozitrony. Poté co je pozitron
emitovan, dojde k jeho anihilaci s elektronem pochazejicim z tkané, ¢imz vzniknou

dva fotony s energii 511 keV. Zdrojem pozitronl jsou tedy znacené biomolekuly.

! Glioblastom je nejcastéji vyskytujici se typ gliomu.

% Gliom je nejbé&znéjsi primarni nador mozku, vznikajici z gliadlnich bunék.

16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4185005/pdf/nihms616047.pdf

Pfi onkologickych vySetfenich zobrazovaci technikou PET se velmi Casto
vyuziva radiofarmakum *®F-2-deoxy-2-fluoro-D-glukéza — tj. glukdéza znadena
radioizotopem *®F (FDG). Duvodem je fakt, Ze nadory maji zvySenou spotfebu
glukézy. Poté co nadorova bunka pfijme FDG, dochazi v burice k fosforylaci FDG a
k jejimu hromadéni, které koreluje se spotfebou energie v nadoru. Diky PET tedy
muzeme rozliSit nadorovou tkan od zdravé tkané, navic muzeme rozliSit energeticky

V diagnostice nadort se nové vyuzivaji rizné hybridni techniky, které jsou
kombinaci bézné pouzivanych zobrazovacich pfistroju. Jednim z nich je i PET/CT.
Zatimco PET se zaméfuje spiSe na biochemickou stranku onemocnéni, CT
s vyuZzitim rentgenového zafeni umozfiuje zobrazit jednotlivé Casti téla (Bockisch et
al., 2009; Lonsdale et al., 2010). PET/CT tedy poskytuje velky rozsah anatomickych
a metabolickych informaci o nadoru, coz umoziuje lékafi pfesnéjsi diagnézu a

nasledné i léCbu (Beyer et al., 2011).

DalSi moznou kombinaci dvou zobrazovacich technik je napfiklad PET/MRI.

Obazek 3. V horni ¢asti obrazku je transaxialni fez lidského mozku, v dolni ¢asti je
pak vyobrazen tento fez pomoci zobrazovacich technik. Zleva: CT, MRI, SPECT a
PET (Zaidi, 2000).
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2.1.4 Lécba

Standardni postup pfi 1é€bé multiformniho glioblastomu je chirurgické odstranéni
nasledované radioterapii a chemoterapii s pouZitim nejéastéji temozolomidu?,
lipofilniho Iéku schopného projit hematoencefalickou bariérou.

Chirurgické odstranéni nadoru s pouZzitim intraoperacni magnetické rezonance
napomaha k presnéjSimu stanoveni hranic tumoru, nicméné i pfes to je recidiva
prakticky nevyhnutelna. Uplné odstranéni nadoru je nemozné z dGvodu zachovani
vysoce invazivnich bunék, které napomuizou k obnové nadoru v misté resekce nebo
Vv jejim blizkém okoli (Mangiola et al. 2008; Wilson et al., 2014).

Navzdory snaze o nalezeni |éCebnych postupl, které by byly schopné GBM
vyléC€it nebo alespon prodlouzit dobu pfeziti, glioblastom zlstava velmi obavanym
sprotivnikem* s téméf 100% mortalitou. Imunoterapie, genova terapie ¢i |éCba
antiangiogennimi latkami by mohly byt nadé&ji pro léCbu malignich mozkovych
nadord. Jednim ze zkoumanych antiangiogennich IéCiv je monoklonalni protilatka
s inhibiénim u€inkem pro vaskularni endotelialni rustovy faktor (VEGF),
bevacizumab. V roce 2009 byl bevacizumab v USA schvalen Ufadem pro kontrolu
potravin a |éCiv (FDA) pro pouZiti k Ié€bé glioblastomu, v Evropské unii v8ak v této
indikaci schvalen neni (Kreisl et al. 2009, Friedman et al. 2009).

DalSimi potencialnimi Iéky s antiangiogennim u€inkem jsou napfiklad cediranib
- inhibitor VEGF receptoru, aflibercept — inhibitor VEGF a PIGF (placentarni ristovy
faktor) nebo cilengitid — inhibitor a,83 a a,fBs integrinovych receptort (Batchelor et al.
2007,2010).

® Temozolomid je alkylaéni ¢inidlo, ma tedy schopnost pfenést methylovou skupinu do

purinovych bazi DNA, &imz zméni jejich vlastnosti. Dochazi tedy ke vzniku Oe-methylguaninu a
nasledné apoptéze bunék (Kanzawa et al., 2003).

18



Pusobeni cilengitidu na endotelialni buriky: ‘
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Obrazek 4. Na obrazku vyobrazeno fungovani potencionalniho antiangiogenniho
IéCiva cilengitid (pfevzato a upraveno z webového magazinu M — The Explorer
Magazine).

Za normalnich okolnosti by doslo vlivem rlstovych faktort ke zvySené expresi
integrind a,B3 a a,Bs na povrchu endotelialnich bunék, integriny by poté
zprostifedkovaly pfipojeni bunék na extracelularni matrix a naslednou novotvorbu
cév, ktera by vedla k vaskularizaci tumoru. Nadoru by tedy nic nebranilo
k nekontrolovatelnému ristu. Cilengitid vSak vazbou na integriny vyvola apoptézu

endotelialnich bunék a tedy inhibici angiogeneze.

2. 2 Preklinické modely GBM

Idealni preklinicky model GBM by mél co nejvice napodobovat charakteristické znaky
lidského glioblastomu. Mimo jiné by mél vykazovat co nejvétSi podobnost
v histologickych a genetickych aspektech, byt invazivni, co nejlépe napodobovat
terapeutickou odpovéd a angiogenni rist a také musi byt neimunogenni v hostiteli.
To v8e je velmi dullezité pro prozkoumani faktorl zpulsobujicich tvorbu metastaz,

invazivitu nebo reakci nadoru na nové |éCebné postupy.
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Mezi nejpouzivanéjSi patfi xenogenni modely. Buriky nadoroveé linie jsou
vloZeny do imunodeficientniho hostitele, nej¢astéji mysi. Podle mista transplantace
bunék, rozliSujeme modely ortotopické a subkutanni.

V pfipadé ortotopického modelu se provadi transplantace pfimo do mista vzniku
nadoru, u subkutanniho se buriky transplantuji pod kazi (Morton & Houghton, 2007,
Stylli et al., 2015).

Nevyhodou xenogenniho typu modelu je zavadéni velkého mnozstvi bunék
prostfednictvim jedné injekce, v pfipadé ortotopického modelu, pfimo do mozku
mySi. Dochazi tedy k naruSeni hematoencefalické bariéry a onkogenezi z velkého
poCtu bunék, coz neodpovida vzniku nadoru u ¢lovéka.

Ke studiu nadord se pouzivaji také geneticky upravované mysi modely.
Dochazi tedy k manipulaci s mySim genomem, ktera vede ke vzniku nadoru.

Existuji také chemicky indukované modely. V roce 1939 se poprvé povedlo
chemicky indukovat mozkovy nador polycyklickym aromatickym uhlovodikem
metylcholantrenem (Seligman et al., 1939).

Mezi nejpouzivanéjsi bunécné linie izolované z tkané pacienta nebo chemicky
indukované patfi 9L, T9, RG2, F98, RT-2, C6, 9L, GL261, U251 MG a U87 MG (Stylli
et al., 2015).

2. 2.1 Bunééna linie U87 MG

Jedna se o bunécénou linii izolovanou z nadoru v roce 1966 Ponténem a jeho kolegy
pacientovi s GBM (Pontén & Macintyre, 1968). U87 MG vykazuje urcité rozdilnosti
oproti lidskému GBM, ke kterym se pfi pouziti této linie musi pfihlizet a zohlednit pfi
vyvozovani zaver(. | presto se jedna o velmi vyznamny model, zejména pro
zkoumani angiogenze a antiangiogenni |éCby (Jacobs et al., 2011).

Bunécna linie U87 MG se bézné kultivuje pfi 37°C v DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) nebo v EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium)

médiu.
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Znacnou nevyhodou U87 MG, ale také dalSich buné&nych linii je tvorba velkych
shluk bunék s jasné definovanymi okraji, kterymi pronikaji cévy, jez jsou snadno
prostupné pro léCiva. Tento fakt vSak odporuje charakteristice lidského GBM. Tyto
ohrani¢ené shluky bunék neinfiltruji mozkovy parenchym nadorovymi burikami, tak
jako je tomu u lidského GBM, coZ je jedna z dalSich velmi podstatnych odliSnosti.

DalSimi typickymi znaky pro tuto nadorovou linii je nepravidelné jadérko, vzacné
se vyskytujici nekroticka mista, vysoka neovaskularizace a s tim spojena exprese
integrinu a,B3, ¢ehoz se vyuziva pfi zobrazovani pozitronovou emisni tomografii
pomoci RGD peptidu.

Témér vSechny neoplastické buriky vykazuji vyraznou expresi proteinu
vimentinu®, zatimco exprese GFAP (gliaini fibrilarni acidicky protein) nebo S100
proteinu nebyla zaznamenana. Okolo 44% U87 MG bunék exprimuje Ki-67 nuklearni
protein (Radaelli et al., 2009).

Linie U887 MG obsahuje mutace vice nez 140- ti genu, véetné PTEN genu,
deleci tumor supresorového genu CDKN2A a jim kdédovanych proteind p14°RF
p16INK4

a
a vysokou expresi Akt genu (Radaelli et al. 2009; Ishii et al. 1999)

* Vimentin je protein patfici do Ill. skupiny intermedialnich filament. Je povazovan za marker
epitelialné-mezenchymatické tranzice probihajici pfi embryogenezi nebo metastazovani nadoru
(Mendez et al., 2010).
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Bunécéna linie U887 MG

_‘ . : . RPN
Mévitko =100 pm Vysoka konfluence Méfitko =100 pm

Nizka konfluence

Obrazek 5. Bunéc¢na linie multiformniho glioblastomu U87 MG izolovana v roce 1966

J. Ponténem (pfevzato a upraveno z: webové stranky firmy ATCC).

2. 2.2 Dalsi bunéc¢né linie GBM

DalSim vyznamnym modelem GBM je bunécna linie U251 opét ziskana Janem
Ponténem (Pontén, 1975; Houchens et al., 1983). Vykazuje velkou podobnost
s lidskym GBM predevSim v kliCovych znacich jako je mikrovaskuarni proliferace,
tvorba nekrotickych mist nebo vysoka invazivita. Neoplastické buriky U251 exprimuji
glidlini fibrilarni acidicky protein (GFAP), vimentin a vice nez 50% vykazuje expresi
proteinu Ki-67 jako znak vysoké proliferace bunék. Stejné jako bunéénda linie
U87,U251 vykazuje vysokou expresi Akt’, ktery reguluje vyznamné buné&éné funkce,
jako je progrese bunécného cyklu, bunénou migraci, invazivitu a angiogenezi

(Candolfi et al., 2007; Radaelli et al., 2009).

® Akt — serin/threonin-proteinova kinaza, také znama jako proteinova kinaza B (PKB).
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Za zminku stoji také bunécna linie GL261, jez je syngenni mySi model GBM
vyuzivany k studiu imunoterapie multiformniho glioblastomu (Koul et al., 2006; Young
et al., 2015).

Bunécna linie C6 stejné jako GL261 vznikla chemickou indukci a to konkrétné
opakovanym podavanim mutagenu N-nitroso-N-methylurey (MNU) krysam. Linie C6
vSak vykazuje urcité rozdilnost oproti lidskému GBM. LiSi se pfedevSim expresi p53

a poklesem exprese PTEN (Stylli et al., 2015).

2. 3 RGD peptidy

Sekvence tfi aminokyselin, arginin-glycin-aspartat, byla objevena vroce 1984 v
adhezivnim glykoproteinu fibronektinu doktorem E. Ruoslahtim. (Pierschbacher &
Ruoslahti, 1983) Pozdéji se ukazalo, Ze fibronektin neni jediny adhezivni protein
s RGD® sekvenci vazajici se na a,B; receptor. (Pierschbacher & Ruoslahti, 1984)
RGD sekvence je obsazena i ve vitronectinu, fibrinogenu, kolegenu typu I, von
Willebrandové faktoru a napfiklad v osteopontinu. Tripeptid RGD je specificky
rozpoznavam skupinou povrchovych receptord, integrind, které hraji dulezitou roli pfi
rozpoznavani bunék a podporuji bunéénou adhezi (Hautanen, 1989).

Pro medicinské ucCely maji RGD peptidy nékolik vyhod. Jsou mens$i nez
monoklonalni protilatky, tudiz pfistup k nadoroveé tkani je snadnéjsi. Riziko imunitni
reakce je minimalizovano a jejich syntéza je levna a pomérné jednoducha.

Afinita RGD peptidu muze byt ovlivnéna jeho konformaci. RGD peptidy mohou
mit linearni nebo cyklickou formu. Cyklické RGD peptidy vSak vykazuji vySsi stabilitu
a afinitu k integrinim, jelikoz je cyklicka forma pevnéjsi (Wang et al., 2013; Enwerem
et al., 2012). Z toho dlvodu se vyzkum zaméfuje na cyklické pentapeptidy a hlavni
zkoumanou strukturou je ¢(RGDfV) obsahujici aminokyseliny arginin, glycin, aspartat,
D-fenylalanin a valin. Napfiklad v pfipadé nahrazeni valinu lysinem vznika c(RGDfK).
Takovymi zaménami vznikaji dalSi modely cyklickych pentapeptidu s RGD sekvenci.
Deset takovych modell studoval I. Enwerem (Enwerem et al., 2012).

°R: arginin, G: glycin, D: aspartét
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Obrazek 6. RGD peptid (arginin-glycin-aspartat) (Wang et al., 2013).

2. 3. 1 NODAGA-RGD dimer acetat

NODAGA-RGD dimer acetat je cyklicky (RGDyK) peptid obsahujici
aminokyselinovou sekvenci Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys a 1-(1,3-karboxypropyl)-4,7-
karboxymethyl-1,4,7-triazacyklononan (NODAGA) chelator, jez tvofi komplexy
s radioaktivnimi kovy a je derivatem NOTA chelatoru.

Bylo provedeno nékolik studii zabyvajicich se ovlivnénim afinity k receptoriim
multimerizaci RGD peptidu a bylo zjisténo, ze stoupajici multiplicita peptidl pfispiva
k vysSi afinité k integrinlim, problémem je vSak soucasny vyrazny narust akumulace
oznacenych peptidi v organech nenapadenych nadorem (Liu, 2009). Zajimavosti je,
Ze v pfipadé tetrameru je vazba k integrinlm bivalentni i pfesto, ze obsahuje Ctyfi
RGD sekvence (Shi, et al., 2011).

”°J\
N
OH ( w OH HO,

Q oiirf“*ﬁ Q
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)‘-NH, HoN -\{NH
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Obrazek 7. Struktura NODAGA-RGD dimeru (Oxboel et al., 2014).
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2. 3. 2 NODAGA-RGD trifluoroacetat

NODAGA-RGD trifluoroacetat, ma ve své struktufe stejné jako predeSly peptid
NODAGA chelator zprosttedkovavajici vazbu k radionuklidtim jako je napfiklad ®*Ga,
®4Cu nebo **Sc. Opét se jedna o c(RGDyK) peptid, oproti pfedchozimu peptidu se
vSak nejedna o dimer, ale monomer. Mél by tedy vykazovat menSi afinitu k a,B33

integrintm.
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Obrazek 8. Struktura NODAGA-RGD (Domnanich et al., 2016).

2. 3. 3 DOTA-cyklo-RGDfK acetat

DOTA-cyklo-RGDfK acetat sestava ze sekvence aminokyselin Arg-Gly-Asp-D-Phe-
Lys a 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctové kyseliny (DOTA). DOTA
slouzi jako bifunkéni chleator, tedy vaze radioaktivni kovy.

Strukturné se RGDfK li8i oproti RGDyK pfitomnosti fenylalaninu namisto
tyrosinu, timto zpusobem muze byt ovlivhéna farmakokinetika téchto peptidd.
Nasledkem je pak v pfipadé ®8Ga-DOTA-RGD vétsi hromadéni v jatrech (Domnanich
et al., 2016). Cyklododekanovy kruh DOTA chelatoru neni idealni pro vazbu gallia
(Haubner et al., 2014).

Decristoforo spolu s kolegy ve své studii porovnavali in vitro afinitu k integrinu

avBs DOTA-cyclo-RGDfK peptidil znagenych ®Ga a *In. Vysledky ukazovaly velmi
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vysokou afinitu ®®Ga znageného DOTA-RGD peptidu k proteinim (Decristoforo et al.,
2008).
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Obrazek 9. Struktura DOTA-cyklo-RGDfK (Domnanich et al., 2016).
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2. 3. 4 Angiogeneze

Angiogeneze je proces novotvorby cévniho systému, ktery je charakteristicky pro
fadu onemocnéni (lupénka, revmatoidni artritida, diabeticka retinopatie, atd.) v€etné
nadorovych. Za normalnich fyziologickych podminek se angiogeneze uplatfiuje pfi
hojeni ran nebo pfi embryogenezi (Klener, 2002a, 2002b; LukeSova et al., 2006).

Angiogeneze je podmniujici pro rist nadort a tvorbu metastaz. Vytvoreny cévni
systém zprostfedkovava nadoru prisun Zivin a kysliku. Angiogeneze zavisi na invazi
a migraci endotelialnich bunék, které jsou regulovany fadou faktor(, pfedevSim pak
receptorem vaskularniho endotelialniho rustového faktoru (VEGFR) a integriny.

Integriny  jsou glykoproteiny nachazejici se na povrchu burky.
Zprostfedkovavaji komunikaci mezi bunikami a extracelularnim prostfedim. Jsou
slozeny ze dvou nekovalentné vazanych podjednotek a (18 podjednotek) a B (8
podjednotek). Dohromady tedy mohou tvofit 24 riznych heterodimer(. Kazdy
z téchto komplext rozeznava specifické ligandy (vitronectin, fibronectin, atd.).
(Hynes, 2002) V pribéhu angiogeneze je vyrazné zvySena exprese integrinl a to
zejména integrinu a,83 na povrchu nadorovych bunék (Chen et al., 2016).

Pouzivani radiofarmak k zobrazovani nadorl je zaloZzeno na vazbé integrinu
a,Bs s RGD peptidy. Peptidy se oznadi radioaktivnimi nuklidy, napfiklad *®F nebo
®8Ga, coz je ugini viditelnymi pro PET zobrazovani nebo %*"Tc v p¥ipadé pouZiti

jednofotonové emisni vypocetni tomografie (SPECT) (Gaertner et al., 2012).
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Obrazek 10. Na obrazku je schéma pribéhu angiogeneze a lymfangiogeneze u
nadorl (pfevzato a upraveno dle Avraamides et al., 2008).

A: Nadorové buriky zacnou vyluCovat rlstové faktory jako hepatalni (HGF),
bazicky fibroblastovy (bFGF), nador nekrotizujici a (NTFa) a vaskularni endotelialni
(VEGFA, VEGFC) ristovy faktor a chemokiny v blizkosti jiz existujicich krevnich cév.
Vliv faktorl na klidové endotelialni buriky zpUsobuije jejich vstup do bunééného cyklu
a rust novych lymfatickych cév.

B: Ruastové faktory aktivuji nebo zpUsobi zvySenou expresi integrini na povrchu
endotelialnich bunék.

C: Integriny se posléze podili na endotelialni migraci, coz vede k tvorbé novych

cév. Je tedy umoznéna vyziva nadoru a vytvofena cesta pro nadorové metastazy.
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2. 3. 2 Integriny

Integriny jsou specialni skupina povrchovych receptord, jez zprostfedkovava
pfichyceni adheznich proteind k povrchu buriky. Byly objeveny v poloviné 80. let 20.
stoleti a kromé adheze, maji integriny vyznam pfi regeneraci tkani, podili se na
shlukovani krevnich desti¢ek a nadorové invazivité. (Ruoslahti, 1991)

Kombinaci 18 a a 8 [ podjednotek, mize vzniknout az 24 rlznych
transmembranovych receptorll — integrini. Kombinace podjednotek uréuje vazebné a
signalizani vlastnosti integrinl. Po navazani proteinu k integrinu, dochazi ke
spusténi signalnich drah, napfiklad po navazani fibronektinu na integrin aBs’, jsou
aktivovany rtzné signalni drahy, prostfednictvim kterych jsou endotelialni buriky
chranény pred apoptozou.

U GBM dochazi ke zvySené expresi integrinu a3 a ve vétsi mife je pfitomen i

Vv s

apoptéze. (Danhier et al., 2012)

Kolagenové
receptory (GFOGER)

RGD receptory
mAaoyna| Auoydasay

Receptory lamininu

Obrazek 11. Znazornéni moznych kombinaci a a 8 podjednotek, které vytvari

24 ruznych integrint (Pfevzato a upraveno dle Barczyk et al., 2010).

! Integrin a,Bsje vitronektinovy receptor, proto méa v nazvu pismeno ,v*. (Hermann et al., 1999)
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2. 4 Radiofarmaka

Nuklearni medicina se v soucasné dobé Cim dal vic zabyva studiem molekularnich
mechanismu nemoci. Zobrazovani na molekularni urovni vyznamné dopomaha
onemocnéni. S tim souvisi i ¢im dal tim C¢astéjSi pouzivani radiofarmak jak k uceliim
diagnostickym, tak lé€ebnym (Liu, 2004).

ZacCatek rozvoje radioterapie v roce 1950 zapocal pouzitim radioaktivniho jodu,
jako prostiredek pro diagnostiku a IéCbu rakoviny §&titné zlazy a jejich poruch.
V dnesni dobé jsou kazdoro¢né po celém svété vyuzivany desitky miliona procedur
nuklearni mediciny s pouzitim radiofarmak (Gijs et al., 2015).

Diagnosticka radiofarmaka jsou latky znaCené radionuklidy pro PET nebo
SPECT zobrazovani. VétSina radiofarmak se podava intraven6zné. Mohou byt
slozena z makromolekul (monoklonalni protilatky, fragmenty protilatek), ale pfevazuji
radiofarmaka na bazi malych organickych nebo anorganickych molekul, jez poskytuji
informace o konkrétnich biologickych procesech. Radiofarmaka pro diagnostické
ucely slouzi primarné pro detailni zobrazeni tkani, organovych struktur a jejich
fyziologickych funkci. Naproti tomu terapeuticka radiofarmaka pfivadi davku

ionizujiciho zafeni na misto vyskytu nemoci (Liu, 2004).

2. 4. 1 Radionuklidy a znaéeni radiofarmak

Vétsina pouzivanych radionuklidd, az na nékolik vyjimek (**F, 1) jsou kovy.
Radiofarmaka znaCena radioaktivnim kovem  obsahuji bifunkéni  chelator
S navazanym kovem, spojku (spacer/linker) a vektorovou molekulu, ktera se vaze na
receptor umistény na povrch cilové bunky. (Fani et al., 2012) V pfipadé GBM je
vektorova molekula RGD peptid a vaze se na integrin a,fs epitelialni burky
nadorovych cév.

Na obrazku 7 je ukazano, jak probiha detekce znadeného radiofarmaka
prostfednictvim pozitronové emisni tomografie. V tabulce 2 je pak prehled klinicky
vyznamnych radionuklidl, vyuzivanych pfi zobrazovani pomoci PET nebo SPECT a

pouzivanych k 1éEbé&, spolu s jejich fyzikalnimi vlastnostmi a zplisobem produkce.
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Receptor na
povrchu buriky

Obrazek 12. Schéma vyobrazujici zakladni princip PET detekce.

Na obrazku je chelator s navazanym radioaktivnim kovem a spojkou pfipojeny na
vektorovou molekulu, ktera je navazana na receptor na povrchu bunky. Pfi pfeméné
radionuklidu dochazi k emisi ¢astic B* (kladné& nabité pozitrony), které pfi stfetu
s elektrony anihiluji, tim tedy dochazi k jejich zaniku a vznikaji dva fotony gama

zareni s energii 511 keV (Pfevzato a upraveno dle Wadas et al., 2010).
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Tabulka 1. Klinicky vyznamné radionuklidy a jejich vlastnosti (Fani et al., 2012).

Jednofotonova emisni vypocetni tomografie (SPECT)

. . Polo¢as premény Emitovana energie .
Radionuklid (hod.) (keV) Vyroba
generétor
¥mTe 6,02 141 ®Mo/**"Tc
Min 67,9 171 cyklotron
245
123
I 13,2 159 cyklotron
27
31
*Ga 78,26 93 cyklotron
185
300
Pozitronova emisni tomografie (PET)
18 1,83 634 cyklotron
®4cu 12,7 656 cyklotron
generator
%Ga 1,13 1,899 *Ge/®Ga
Radionuklidy pouzivané k lé¢bé
Py 64,1 2,28 generator *Sr/*°yY
YLy 161 498 reaktor
385
177
392
484
Cu 61,9 577 urychlovad
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2.4.2. Gallium-68

Na pocatku Sedesatych let dvacatého stoleti byl pouzit v klinické mediciné
radionuklid emitujici pozitrony, gallium-68 (Anger and Gottschalk, 1963).

Gallium-68 je radionuklid emitujici pozitrony o energii 1,92 MeV. Vyuziva se
v nuklearni mediciné jako souCast radiofarmaka, zodpovédna za jeho
detekovatelnost. Jeho prednosti je snadna dostupnost prostfednictvim generatoru
gallia a kratky poloCas pfemény (T, = 67,71 minut). K ziskani gallia-68 neni
zapotiebi cyklotronu jako je tomu u vétSiny radionuklid(, ale pouziva se generator
®Ge/*®Ga. Rozpadem °®Ge tedy ziskame °®Ga, které se dale rozpada na stabilni
®8Zn. Dlouhy polo&as rozpadu ,rodi¢ovského® radionuklidu germania-68 (T, = 270,8
dni) ve spojeni s kratkym rozpadovym poloCasem gallia-68, umoziiuje pouzivani
generatoru az po dobu jednoho roku. NejvyznamnégjSi radiofarmaka znacena
galliem-68 jsou °®Ga-DOTATOC, *®Ga-DOTATATE a ®®Ga-DOTANOC (Banerjee &
Popmer, 2013).
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3 Experimentalni ¢ast
3. 1 Pouzity material

Byly pouzity tfi radioaktivné oznacitelné peptidy a to NODAGA-RGD dimer acetat,
NODAGA-RGD trifluoroacetat a DOTA-cyklo-RGDfK acetat (ABX GmbH, Némecko —
Radeberg).

Gallium-68 bylo eluovano z generatoru ®®Ge/®®Ga (Eckert & Ziegler, Berlin,
Némecko). Eluce byla provadéna 0,1 N HCI.

K analyze Cistoty bylo vyuZito vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
UltiMate 3000 UHPLC (Dionex, Germering, Némecko) s detektorem radioaktivity
(Raytest GmbH, Straubenhardt, Némécko) a kolona Watrex Nucleosil 120 C18 5
um 250x4 mm (Watres, Praha, Ceska republika). Ziskana data byla zpracovavana
pomoci programu Chromeleon 7.1 systém (Dionex, Kalifornie, USA).

Pfi stanovovani vazby na plazmatické proteiny byla pouZita kolona illustra
MicroSpin G-50 s naplni Sephadex G-50 s frakciona&nim rozsahem 1,5-30 kDa (GE
Heatlthcare, Velka Britanie). K centrifugaci byla pouzita mikrocentrifuga Smart 15
(Hanil BioMed Inc., Gwangju, Korea)

Ke kultivaci bunék bylo pouZito médium DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
medium) s pfidavkem 10% tepelné inaktivovaného fetalniho bovinniho séra (FCSi),
1% neesencialnich aminokyselin, 1% pyruvatu sodného a s 1% antibiotik (penicilin a
streptomycin). Pro uvolnéni bunék z povrchu kultivacni lahve byl na misto trypsinu
pouzit tripLE. VSe Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

Inkubaéni pufr s pH 7,4 pouzity pro stanoveni akumulace znacenych peptid
v bunkach obsahoval 25 mM Tris/HCI, 5,4 mM KCI, 1,8 mM CacCl,, 0,8 mM MgSOy, 5
mM glukézu, 140 mM NaCl a H,0.

Na mérfeni radioaktivity vzork( byl pouzit automaticky gamma pocita¢ 2480
Wizard? (PerkinElmer, Vider, Rakousko).

Absorbance vzork( byla méfena na spektrofotometru Infininte M200 PRO
(Tecan Trading AG, Mannedorf, Svycarsko).

Dale byly pouzivany v laboratofi béZné dostupné chemikalie v analytické Cistoté

dodavané firmou Lachema, a.s. CR a Sigma-Aldrich, USA.
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3. 2 Kontrola radiochemické Cistoty peptidt

Stanovovani radiochemické &istoty® jednotlivych radioaktivng znagenych peptidli se
provadélo pomoci HPLC a detektoru radioaktivity. Ze smési peptidu (5 nebo 10 ug),
acetatového pufru (30 pl) a eluatu gallia-68 (300 ul) bylo odebrano 10 pl a smichano
s 40 pl deionizované vody pro nafedéni radioaktivity. Poté byl podle velikosti
radioaktivity (100 - 800 kBq) volen objem nastfiku, ktery se pohyboval mezi 5 a 20 pl.
Béhem 15ti minut trvani analyzy, doS$lo k separaci jednotlivych slozek vzorku
v zavislosti na interakci se stacionarni fazi. Rychlost pratoku byla 1 ml/min. SloZeni
mobilni faze se ménilo v Case dle tabulky 2. Radiochemicka Cistota znalenych

peptidd byla méfena pred kazdym pouzitim znaceného peptidu.

Cas (min) slozeni mobilni faze

0-3 100% A

3-10 50% A + 50% B
10-13 20% A + 80% B
13-15 100% A

Tabulka 2. Slozeni mobilni faze v zavislosti na ¢ase. A (99,9% H,O + 0,1% TFA), B
(99,9% ACN + 0,1% TFA).

3. 3 Znaceni peptidi

Jednotlivé peptidy byly znaceny galliem-68. Nejprve byla provedena eluce gallia-68
prostfednictvim generatoru ®®Ge/*®Ga. Gallium-68 bylo eluovano pomoci HCI (0,1
mol/l) frakcionaéni metodou. Ze ziskané ®®Ga-frakce (1 ml) byl eluat v mnozstvi 300
ul pfidavan ke smési acetatového pufru (30 pl) a jednoho ze tfi zkoumanych peptidu
(5 nebo 10 pg). Smés eluatu, pufru a peptidi se posléze ponechala inkubovat,
v pfipadé NODAGA-RGD trifluoroacetatu a DOTA-cyklo-RGDfK acetatu 10 minut, v
pfipadé NODAGA-RGD dimer acetatu 15 minut. Oba NODAGA-RGD peptidy byly
inkubovany pfi pokojové teploté, DOTA-RGD peptid pfi 95°C.

® Radiochemicka Ggistota je pomér radioaktivity radionuklidu v radiofarmaku a celkové

radioaktivity radionuklidu. Cistota je uvadéna v procentech (Cesky lékopis, 2009).
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3. 4 Stabilitni testy

Bylo provedeno Sest stabilitnich testu tfi zkoumanych peptidd.

3. 4. 1 Stanoveni plazmatické stability

K 100 pl zna€eného preparatu bylo pfidano 400 pl lidské plazmy a vSe bylo peclivé
zamichano. Posléze byla smés inkubovana pfi 37°C. Nasledné bylo odebrano 100 ul
vzorku pro analyzu v ¢asech 0, 30, 60 a 120 minut. Vzorek pro analyzu byl dale
smichan s 200 pul acetonitrilu a ponechan po dobu 1 minuty na tfepacce. Posléze se
vzorek centrifugoval 3 minuty pfi 15 000 rpm. Po dokonceni centrifugace byla

odebrana ¢ast supernatantu k analyze radiochemické Cistoty pomoci HPLC.

3. 4. 2 Stanoveni stability v prostredi konkurenéniho kationtu

50 pl znaceného preparatu bylo smichano se 150 ul roztoku FeCls (0,1 mol/l) a smés
byla opét inkubovana pfi 37°C a to 30, 60 a 120 minut. Posléze byla analyzovana
radiochemicka Cistota vzorku na HPLC.

3. 4. 3 Stanoveni stability v prostredi zvySeného pH

K 50 pl znaceného preparatu bylo pfidano 100 ul acetatového pufru (1,1 mol/l) a bylo
zkontrolovano pH pomoci pH papirku. Hodnota pH se pohybovala okolo 7,0. Po
kontrole pH nasledovala inkubace pfi 37°C a vzorek pro analyzu byl odebran po 30,
60 a 120 minutach. Poté nasledovala analyza radiochemické Cistoty na HPLC.

3. 4. 4 Stanoveni stability v prostredi konkurenéniho chelatoru

Bylo smichano 50 pl znaeného preparatu se 150 pl roztoku DTPA (6 mmol/l) a

smés byla inkubovana pfi 37°C po dobu 30, 60 a 120 minut. Nasledna analyza

radiochemické Cistoty se provadéla na HPLC.
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3. 4. 5 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda

K oznaenému preparatu (335 ul v pfipadé NODAGA-RGD trifluoroacetatu a DOTA-
cyklo-RGDfK acetatu a 340 pl v pfipadé NODAGA-RGD dimer acetatu) bylo pfidano
600 ul PBS. Z takto pfipravené smési bylo odebrano 50 ul ke kterym bylo pfidano
500 pl oktanolu a 450 pl PBS. Timto zpisobem bylo pfipraveno celkem Sest vzorkda,
které byly posléze viozeny na 20 minut na tfepacku. Po dvaceti minutach byly vzorky
1 minutu centrifugovany (15 000 rpm). Z oktanolové faze bylo odebrano 50 pl a z
vodné faze se odebralo 10 - 50 pl podle aktivity vzorku (aktivita by neméla
presahovat 20 kBq). Nasledné bylo provedeno mérfeni aktivity vzorklli na gama
pocitacCi a vypocCet rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda (log P). Pro vypocet byl

pouzit vzorec log P=log (aktivita oktanolu/aktivita vody).

3. 4. 6 Stanoveni vazby na plazmatické proteiny

Znaceny preparat (10 pl) byl smichan se 190 ul lidské plazmy a v jednom pfipadé pro
ovéreni funkce separacni kolony bylo smichano 10 pl znadeného preparatu se 190 ul
PBS. Vzorky byly inkubovany pfi 37°C. Po 0 a 120 minutach bylo odebrano 25 ul
vzorku a naneseno na gelovou kolonu. Poté probéhla 2 minutova centrifugace (2000
g) a kontrola zda je aktivita vzorkl pod 20 kBq. Nasledné byla zméfena aktivita
eluatu i gelové kolony na gama pocitaci a byla vypocitana mira vazby na plazmatické
proteiny. Pro vypoCet byl pouZit vzorec %vazby=(aktivita eluatu/aktivita

eluatu+kolony)x100.

3. 5 Akumulaéni schopnosti peptidt

K akumulaénim testdm bylo pouzito osm jamek z dvanacti jamkové desticky, Ctyfi
jamky pro neinhibované a ¢tyfi pro inhibované buriky. Konfluence bunék se
pohybovala okolo 80%.

Prvnim krokem bylo odsati kultivacniho meédia a oplachnuti bunék 1 ml PBS pro
odstranéni zbytku média. Nasledné bylo pfidano do Ctyf jamek 1 ml inkubaéniho
pufru, do dalSich &tyf jamek pro inhibici bunék bylo pfidano 900 pl inkubacniho pufru
a 100 ul smési neoznaCeného peptidu (pouZité koncentrace jsou uvedeny v tabulce
3.) sinkubacnim pufrem. Po 15ti minutové inkubaci pfi 37°C bylo do kazdé jamky
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pfidana smés znaceného peptidu s inkubaénim pufrem dle tabulky 3. Opét probéhla
inkubace, tentokrat po dobu 90ti minut pfi 37°C. Poté byly buriky oplachnuté 1 ml
PBS a pfidano do kazdé jamky 400 pl 0,1 M NaOH pro lyzu bunék. Po 30ti minutové
inkubaci s roztokem hydroxidu sodného pfi 37°C byly buriky homogenizovany
pipetou, bylo odebrano 10 ul pro stanoveni koncentrace celkového proteinu BCA
metodou a zbyly obsah jamek byl pfenesen do lahvi€ek k analyze radioaktivity na

gama pocitaci.

Tabulka 3. Prehled radioaktivity uzité pro znaceni jednotlivych peptidl, mnozstvi
pouzité smeési 68Ga-peptidd a koncentrace inkubovana s burikami pro jednotlivé
RGD peptidy.

NODAGA-RGD DOTA-cyklo- NODAGA-RGD

trifluoroacetat RGDfK acetat dimer acetat
radloaktlwt’a znaceného 18,26 8.3 17.41
preparatu [MBq]
mnozstvi smési (*® Ga-RGD
peptid + inkubaéni pufr) na 183,5 201,8 175,8
jamku® ]
koncentrace % Ga-RGD 4 4 5
peptidu [mol/l] 2,37x10 1,80x10 2,57x10
koncentrace nezna¢eného 2.37x10° 1,80x10° 2 57x10%

RGD peptidu [mol/l]

3. 5.1 Stanoveni koncentrace proteintii BCA metodou

200 pl smési sodné soli kyseliny bicinchoninové a 4% CuSO, v poméru 50:1 bylo
pfidano k 10 ul vzorku jednotlivych bunécnych lyzatl a téz k vzorkim proteinovych
standardd (0-1 mg/ml hovéziho sérového albuminu - BSA). Nasledovala 30ti
minutova inkubace pfi 37°C. Posléze byla zméfena absorbance vzorki na
spektrofotometru Infinite 200 PRO firmy TECAN (Mannedorf, Svycarsko). Ze
ziskanych vysledkd byla sestavena kalibraCni kfivka, prostfednictvim které byl

nasledné vypocitan obsah proteinu v jamce.

® Pouzita byla 12ti jamkova destic¢ka, kde byl celkovy objem inkubaéniho roztoku pfed pfidanim
®Ga-RGD peptidu 1 ml.
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Graf 1. Kalibraéni kfivka pouzita pro vypocet koncentrace bunécného proteinu.
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4 Vysledky

4. 1 Vhodné podminky pro znaceni vybranych peptida galliem-68
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Graf 2. Stanoveni nejvhodnéjSich podminek pro NODAGA-RGD dimer acetat pro

nasledné testovani (n=3).
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Graf 3. Stanoveni nejvhodnéjSich podminek pro NODAGA-RGD trifluoroacetat pro

nasledné testovani (n=3).

40



100,10% -

99,70% -

99,30% -
H5pug

10 pg
98,90% -

Radiochemicka cistota [%]

98,50% -

5 min 10 min 15 min

Inkubacni ¢as

Graf 4. Stanoveni nejvhodnéjSich podminek pro DOTA-cyklo-RGDfK acetat pro
nasledné testovani (n=3).

Tabulka 4. Stanovovani nejvhodnéjSich podminek pro nasledné testovani (n=3).

Data jsou ve tvaru aritmetického priméru namérené Cistoty £ smérodatna odchylka.

NODAGA-RGD dimer acetat

Mnozstvi peptidu

ugl 15 min [%)] 10 min [%)] 5 min [%]
5 99,90+0,0005 97,34+0,0088 80,50+0,2241
10 99,93+0,0006 91,97+0,0744 81,49+0,1356
NODAGA-RGD

trifluoroacetat
5 99,95+0,0005 99,99+0,0002 99,93+0,0005
10 99,93+0,0006 99,90+0,0004 99,97+0,0003

DOTA-cyklo-RGDfK

acetat

5 99,92+0,0002 99,79+0,0014 99,36+0,0029
10 99,91+0,0014 99,53+0,0014 99,22+0,0022
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4. 2 Stabilitni testy
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Graf 5. Plazmaticka stabilita jednotlivych zkoumanych peptidl pfi délce inkubace 0,
30, 60 a 120 minut (n=3).
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Graf 6. Stabilita znaCenych peptida v prostfedi konkurenéniho kationtu Fe3* (0,1 mol/l
roztok FeCl3) pfi délce inkubace 30, 60 a 120 minut (n=3).
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Graf 7. Stabilita znaCenych peptidi v prostfedi zvySeného pH (7,0) pfi délce
inkubace 30, 60 a 120 minut (n=3).
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Graf 8. Stabilita znacenych peptidi v prostfedi konkurenéniho chelatoru (6 mmol/l
DTPA), pfi délce inkubace 30, 60 a 120 minut (n=3).

43



8% -

6% -

4% -

2% ~

Radiochemicka ¢istota [%)]

0% -

NODAGA-RGD dimer
acetat

NODAGA-RGD
trifluoroacetat

DOTA-cyklo-RGDfK acetat

EO min
®120 min

Graf 9. Stanoveni vazby na plazmatické proteiny. Jednotlivé peptidy byly inkubovany
po dobu 0 a 120 minut (n=3).

Tabulka 5. Vysledky jednotlivych stabilitnich testd pro NODAGA-RGD dimer acetat.

Data jsou ve tvaru aritmetického priméru naméfené radiochemické Cistoty +

smérodatna odchylka, v pfipadé vazby na plazmatické proteiny, jsou hodnoty ve

tvaru aritmetického priméru vazby + smérodatna odchylka.

NODAGA-RGD dimer acetat

Testovani
Plazmaticka stabilita

0 min [%]
97,61+0,0095 98,41+0,0026

Konkurenéni kationt -
Prostfedi zvySeného

pH

Konkurenéni chelator -

Vazba na

plazmatické proteiny

4,38+0,0135

30 min [%]

99,96+0,0002
99,97+0,0002
99,94+0,0004

60 min [%]
98,49+0,0086
99,92+0,0003

99,96+0,0002
99,96+0,0002

120 min [%)]
94,36+0,0597
99,92+0,0001

99,97+0,0002
99,90+0,0003
5,42+0,0103
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Tabulka 6. Vysledky jednotlivych stabilitnich testd pro NODAGA-RGD trifluoroacetat.
Data jsou ve tvaru aritmetického priméru naméfené radiochemické Cistoty +
smérodatna odchylka, v pfipadé vazby na plazmatické proteiny, jsou hodnoty ve

tvaru aritmetického priiméru vazby + smérodatna odchylka.

NODAGA-RGD trifluoroacetat

Testovani 0 min [%] 30 min [%] 60 min [%] 120 min [%]
Plazmaticka stabilita 99,950,0002 99,91+0,0004 99,91+0,0006 99,90+0,0002
Konkurenéni kationt : 99,80+0,0007 99,65£0,0032 99,80+0,0002
PrOStFedipﬂ’yée”ého i 99,92+0,0004 99,93+0,0004 99,98+0,0002
Konkurenéni chelator i 98,35:0,0029 98,36+0,0022 98,35:0,0012

Vazbana 2,90+0,0044 - i 2,88+0,0073

plazmatické proteiny

Tabulka 7. Vysledky jednotlivych stabilitnich testll pro DOTA-cyklo-RGDfK acetat.
Data jsou ve tvaru aritmetického priméru naméfené radiochemické Cistoty +
smérodatna odchylka, v pfipadé vazby na plazmatické proteiny, jsou hodnoty ve

tvaru aritmetického priiméru vazby + smérodatna odchylka.

DOTA-cyklo-RGDfK acetat

Testovani 0 min [%] 30 min [%] 60 min [%] 120 min [%]
Plazmaticka stabilita 99,43+0,0011 99,48+0,0033 98,97+0,0013 99,24+0,0025
Konkurenéni kationt - 99,83+0,0004 99,78+0,0010 99,46+0,0008
PrOStFedipa’yée”ého - 98,29+0,0111 98,58+0,0093 98,730,0074
Konkurenéni chelator - 99,1440,0042 98,88+0,0037 98,68+0,0037

Vazba na

o . 3,47+0,0110 - - 5,94+0,0112
plazmatické proteiny

Tabulka 8. Hodnoty rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda u jednotlivych peptidu
(n=6).

Testovani NODAGA-RGD NODAGA-RGD DOTA-cyklo-
dimer acetat trifluoroacetat RGDfK acetat
Rozdélovaci
koeficient -2,24+0,0521 -2,45+0,4061 -3,02+0,2569
oktanol/voda
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4. 3 Vazba na bunécnou linii U87 MG in vitro
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Graf 10. Podil akumulace znaeného peptidu v buiikdch U87 MG vyjadieny

v procentech podané davky na mg bunééného proteinu (n=4).*°

Tabulka 9. Podil akumulace znaceného peptidu v burikach U87 MG vyjadfeny
v procentech podané davky na mg bunécného proteinu (n=4). Data jsou ve tvaru
aritmetického priméru vypocitané % akumulace na mg proteinu + smérodatna

odchylka.

NODAGA-RGD NODAGA-RGD DOTA-cyklo-
trifluoroacetat [%] dimer acetat [%] RGDfK acetat [%)]

Neinhibované

0 1,15+0,0147 1,53+0,0633 0,96+0,0714
buriky
'”ht')ﬁg‘@”e 3,89+2 4595 10,80+5,7243 7.89+2.0259

1 Smérodatna odchylka saturovanych bunék nebyla vioZena do grafu 10 z dlvodu extrémné
vysokych hodnot.
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5 Diskuze

Multiformni glioblastom je fatalni rakovinné onemocnéni mozku vznikajici v 90%
pfipadl de novo, tedy jako primarni glioblastom. Zbylych 10% vznika transformaci
vétSiné pfipadu umiraji do 15ti mésicu. K prodlouzeni této kratké doby a k zlepSeni
kvality Zivota pacienta mlze pfispét v€asna diagnostika.

Diagnostika se provadi histopatologickym vySetfenim chirurgicky odstranéné
¢asti nadoru nebo pomoci biopsie a prostfednictvim zobrazovacich metod jako je
MRI, CT nebo PET. V sou€asné dobé se také zacina vyuZivat hybridnich technik,
spojujici zakladni CT, MRl a PET zobrazovani (napf. PET/CT, PET/MRI).

Se zobrazovaci metodou PET je spojeno pouziti radiofarmak, ktera umozniuji
zobrazovani az na molekularni urovni, ¢imz vyrazné dopomahaji k lepsi diagnostice
a tedy i IéCbé.

Radionuklidem znac¢ené RGD peptidy, jakozto potencionalni radiofarmaka pro
diagnostiku GBM, tvofi vazbu prostfednictvim RGD sekvence k povrchovym
receptordm nadorovych bunék, integrinim. Idealnim radionuklidem pro zna¢eni RGD
peptidl je izotop gallium-68 s polo€asem pfemény 67,71 minut.

Struktura RGD peptidd mize vyznamné ovlivnit naslednou vazbu na integriny
(multimerizace), vazbu s radionukledem nebo farmakokinetiku (Haubner et al., 2014).
Je tedy snaha o optimalizovani struktury RGD peptidd pro dosazeni co nejlepSich
vlastnosti téchto peptidd.

®Ga-RGD peptidy maiji velké $ance pro translaci do klinickych studii. Jiz bylo
pro klinické studie vyuZito galliem znaceného [®*Ga]NOTA-RGD a z peptidu
znadenych fluorem-18 [**F]Galacto-RGD (Chen et al., 2016).

Ve své praci jsem se zaméfila na tfi RGD peptidy znaCené galliem-68 a to
konkrétné na NODAGA-RGD dimer acetat (cykloRGDyK), NODAGA-RGD
trifluoroacetat (cykloRGDyK) a DOTA-cyklo-RGDfK acetat. NODAGA-RGD dimer
acetat, jak uz z nazvu vyplyva, je dimer obsahujici dvé RGD sekvence, coz zlepSuje
jeho vazebné schopnosti k a,8;3 integrinim. NODAGA-RGD trifluoroacetat je
monomer, tudiz by afinita k integrindm méla byt o néco niz8i. DOTA-cyklo-RGDfK
acetat se liSi od prfedchozich dvou RGD peptidu pfitomnosti fenylalaninu v jeho

struktufe. Ma vysokou afinitu k a,B3 integrinim, ale také k plazmatickym proteintim,
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coz vede k vy$Si koncentraci aktivity v krvi (Clarke & Martell, 1991; Haubner et al.,
2014).

Prvnim krokem v praktické Casti této prace bylo testovani radiochemickych
podminek znacCeni galliem-68, které budou nejvhodnéjSi pro nasledné stabilitni a
akumulacéni testy. U tfi testovanych peptidd NODAGA-RGD dimer acetat, NODAGA-
RGD trifluoroacetat a DOTA-cyklo-RGDfK acetat byla zjiStovana nejvhodnéjsSi doba
inkubace s galliem-68 a pouZzité mnozstvi peptidu, tedy doba a mnozZstvi ve kterém
by znaceny peptid vykazoval vysokou radiochemickou Cistotu a zaroven by mohlo byt
pouzito co nejmensi mnozstvi peptidu a nejkratSi inkubacni doba. Byly zvoleny ffi
Casy — 5, 10 a 15 minut a mnozstvi peptidu 5 pug nebo 10 pg. VSechny testy byly
provadény v triplikatech ze kterych se nasledné provedl aritmeticky prumér a
smérodatna odchylka. Pro zjiStovani radiochemické Cistoty peptidu s navazanym
galliem-68 bylo pouzivano HPLC s radiodetekci.

U NODAGA-RGD dimer acetatu byla jako nejvhodné&jsi zvolena délka inkubace
15 minut. Ze ziskanych vysledku jsme urcili, ze nejvhodné;jsi davkovani peptidu bude
10 pg. V pfipadé 5ti minutové inkubace a 10ti i 5ti yg peptidu a 10ti minutové
inkubace a 10ti uyg mnozstvi peptidu, nebyly vysledky pfilis pfiznivé. Radiochemicka
Cistota peptidu s navazanym galliem-68 se pohybovala v hodnotach <95%.
V takovém pripadé neni mozné znaceny peptid pouzit, jelikoZz nespliuje podminky
pro biologickou aplikaci diky vysokému podilu radiochemickych necistot, coz by
mohlo mit za nasledek nezadouci chovani peptidu.

V bakalaiské praci Jany St&pankové (Stépankova, 2015) byl pouzit pro
NODAGA-RGD dimer acetat 15ti minutovy doba inkubace, stejné jako v mém
pfipadé, mnozstvi RGD peptidu vS8ak pouzila polovi¢ni. Pfi porovnani vysledkd jsou
patrné rozdily u vazby na plazmatické proteiny, kde méa Sté&pankova uvedenou
hodnotu 3,97% po 120ti minutach inkubace v lidské plazmé. Mé vysledky byly o néco
vySSi, konkrétné 5,42%. Maly rozdil ve vysledcich byl jesté patrny u stability v lidské
plazmé, kde v pfipadé Stépankové dosahuji hodnoty téméf 100% i po 120ti minutach
inkubace. V mnou provedenych testech dosahoval NODAGA-RGD dimer acetat po
120ti minutové inkubaci pouze 94,36%.

U peptidu NODAGA-RGD trifluoroacetat byla urCena nejvhodnéjSi doba
inkubace 10 minut a mnoZzstvi peptidu 5 pg. Jelikoz byla u vSech testovanych
inkubacnich €asl a mnozstvi peptidu Cistota navazaného peptidu >98%, mohlo byt
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zvoleno jakékoli mnozZstvi peptidu a jakykoli inkubacéni ¢as. Pro nasleduijici testy bylo
zvoleno pouziti 5 ug peptidu a 10 minutova doba inkubace.

Stejné jako u predchoziho peptidu, bylo za nejpfiznivéjSi inkubacni €as u
DOTA-cyklo-RGDfK acetatu zvoleno 10 minut a 5 pg mnozstvi peptidu, jelikoZz opét
vysledky vykazovaly velmi vysokou Cistotu peptidu s navazanym galliem-68
presahujici 98%. V odborné publikaci C. Decristofora je uvedeno pouzité mnozstvi
DOTA-RGD peptidu 20-40 pg, ovSem i mnozstvi pouzitého acetatového pufru a
eluatu gallia je 4x vy$si, doba inkubace je 7 minut pfi 80°C (Decristoforo et al., 2008).
Vysledky jsou témér shodné. Vyrazny rozdil je vSak patrny u testu vazby na

plazmatické proteiny, jehoz vysledky jsou uvedeny nize.

Aby bylo mozné znacené peptidy pouzivat jako radiofarmaka pro zobrazovani
nadora prostfednictvim PET a tedy aby je bylo mozné podat pacientovi, je nutné
otestovat jejich stabilitu v riznych podminkach, které jsou v lidském téle bézné.

Je velmi dulezité, aby byly znalené peptidy, potencionalni diagnosticka
radiofarmaka, stabilni v lidské plazmé. Tfi zkoumané peptidy byly tedy inkubovany
v Casech 0, 30, 60 a 120 minut v lidské plazmé pro provéfeni jejich stability.
NODAGA-RGD trifluoroacetat i DOTA-cyklo-RGDfK acetat méli ve vSech
testovanych Casech radiochemickou Cistotu >95%. NODAGA-RGD dimer acetat mél
Cistotu >95% pfi inkubaci 0, 30 a 60 minut. Pfi délce inkubace 120 minut, byla
radiochemicka Cistota <95%. NODAGA-RGD trifluoroacetat a DOTA-cyklo-RGDfK
acetat jsou tedy velmi stabilni v plazmé, stabilita NODAGA-RGD dimer acetatu je
vysoka pouze hodinu, po dvou hodinach v plazmé jeho stabilita klesa (Graf 5).

Vroztoku FeCl; (0,1 mol/l), tedy v prostiedi kationtu kovu, ktery by
potencionalné mohl odsunout radionuklid z vazby na chelator (Pruszynski et al,
2012), vykazovaly peptidy vysokou stabilitu. Radiochemicka Cdistota vSech tfi
znacenych peptid byla velmi vysoka, ve vSech tfech inkubacnich ¢asech byla >98%
(Graf 6), k transmetalaci tedy nedoslo.

Znaceni galliem-68 se bézné provadi pfi pH 2-4, krev ma vSak pH mnohem
vySSi, konkrétné 7,4. Z toho dldvodu byla testovana stabilita oznacenych peptidl
v prostfedi s pH 7. Radiochemicka Cistota byla opét velmi vysoka (Graf 7), u v8ech tfi
peptidi byla >98%. Znacené peptidy jsou tedy i v prostfedi se zvySenym pH (7,0)
stabilni.
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V prostfedi konkurencniho chelatoru, konkrétné diethylentriaminpentaoctové
kyseliny (DTPA), byla testovana schopnost znadenych peptidi udrzet navazané
gallium-68, jakozZto radioaktivni kov. Jak je patrné z vysledkl (Graf 8) stabilita vSech
peptidu byla velmi vysoka. Analyza radiochemické Cistoty na HPLC ukazala, Ze
vSechny tfi zkoumané peptidy jsou velmi stabilni i v pfitomnosti chelatoru, jelikoz
hodnoty Cistoty pfekraCovaly 98%.

Vysledky stability v lidské plazmé, v prostfedi konkurenniho chelatoru,
konkurenéniho kationtu a zvySeného pH zkoumanych galliem-68 znacenych RGD
peptidd se shoduiji s vysledky uvedenymi v bakalaiské praci Jany Stépankové z roku
2015 a vysledky z odborné publikace C. Decristofora a jeho kolegu (Decristoforo et
al., 2008).

Na plazmatické proteiny se znacené peptidy pfili§ nevazaly (Graf 9). NODAGA-
RGD dimer acetat a DOTA-cyklo-RGDfK acetat mély po 120 minutové inkubaci vysSi
procento vazby nezZ NODAGA-RGD trifluoroacetat, hodnoty vSak nepfekracovaly 6%.
Nejmensi vazbou na proteiny se vyznaCoval NODAGA-RGD trifluoroacetat, vazba
peptidu na plazmatické proteiny po 120 minutach jesté poklesla z pavodnich
2,90+0,0044% na 2,88+0,0073%.

DOTA-cyklo-RGDfK acetat by mél vykazovat vysSi afinitu k plazmatickym
proteinim, coz sice oproti NODAGA-RGD trifluoroacetatu vykazoval, ale v porovnani
s vysledky testu uvedenych v publikaci profesora Decristofora, (Decristoforo et al.,
2008) jsou hodnoty velmi nizké. Po 30ti minutach inkubace v lidské plazmé
dosahovala vazba na plazmatické proteiny 10%, po 180 minutach dokonce 23%,
v nasem pfipadé to bylo po 30 minutach pouze 3,47% a po 120 minutach 5,94%.

Rozdélovaci koeficient (log P) vS8ech tfi peptidd byl <1 (Tabulka 8), coz
vypovida o hydrofilité peptidd.

Nadorova angiogeneze je velmi dulezitym procesem pro vyZivu, rist nadoru a
metastazovani, bez angiogeneze neni nador schopen prekrocit velikost 1-2 mm (Liu
et al., 2008; Carmeliet and Jain, 2000; Sharma et al., 2001). Pfi angiogenezi dochazi
na povrchu aktivovanych endotelianich bunék a v nové vznikajicich cévach k vysoké
2003). Jak uz bylo fe€eno, k a,B3 integrinlm vykazuje vysokou afinitu tripeptidové
sekvence RGD. Ve své bakalarské praci jsem se téz zabyvala akumulaci tfi
znacenych RGD peptidu v a,B3 integriny exprimujicich nadorovych burikach U87 MG.
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Bunécna linie U887 MG je velmi dobfe popsana a je bézné uzivana pro studium
mozkovych nadoru V. tfidy (Clark et al., 2010). Vyuziva se pfedevSim pro studium
angiogeneze a antiangiogenni lécby diky vysoké expresi integrinu a,83 na povrchu
nadorovych bunék. Dr. Zhang a jeho kolegové porovnavali pocet integrinovych
receptoru a,3 na povrchu bunék 6ti bunécnych linii (U87 MG, MDA-MB-435, C6, PC-
3, NCI-H1975, a A549) in vitro a mnozstvi integrint a,B3 v korespondujici nadorové
tkani. V obou pfipadech dosahovala nejvyssich hodnot bunééna linie U87 MG. Pocet
integrind a,Bs na burku in vitro byl (1,281£0,46) x 10° (Zhang et al., 2006). Mira
exprese integrinu a,B3 je u vyvojové nizSich nadord mensi nez u vysSich, koreluje
tedy s malignitou nadoru (Liu, 2015). V mnohych studiich je pouzZivana bunécna linie
M21 (lidsky melanom) jako pozitivni kontrola, diky své vysoké expresi integrinu a,3
(Schnell, et al., 2008).

Byly provedeny in vitro testy akumulaéni schopnosti tfi peptidi na RGD
saturovanych a nesaturovanych burikach U87 MG. Nejvys$si akumulaéni schopnost
vykazoval peptid NODAGA-RGD dimer acetat, coz odpovida prfedpokladim. Dle
provedenych studii bylo zjisténo, Ze zvySujici se multiplicita peptidd ma za nasledek i
zvysujici se afinitu k receptordm na povrchu nadorové buriky (Liu, 2009). NODAGA-
RGD trifluoroacetat a DOTA-cyklo-RGDfK acetat jsou monomery, tedy obsahuji
pouze jednu sekvenci RGD, oCekavalo se tedy, Ze jejich akumulace bude o néco
nizsi, coz se i potvrdilo. Dle provedenych studii nebyl vyrazny rozdil v akumulaci
mezi NODAGA-RGD trifluoroacetatem a DOTA-cyklo-RGDfK acetatem zjistén,
jelikoz nahrazeni chelatoru DOTA- za NODAGA- nema zadny vliv na afinitu nebo
specifitu vlastniho peptidu (Dijkgraaf et al., 2013; Oxboel et al., 2014). NODAGA-
RGD trifluoroacetat a NODAGA-RGD dimer acetat se vSak od DOTA-cyklo-RGDfK
acetatu liSi také aminokyselinovou sekvenci. DOTA-cyklo-RGDfK acetat ma ve své
struktufe fenylalanin namisto tyrosinu, ktery obsahuji oba NODAGA-RGD peptidy.
Fenylalanin negativné ovliviiuje farmakokinetiku radioaktivné znaceného peptidu a
zapri€inuje jeho hromadéni v jatrech (Domnanich et al., 2016).

Akumulaéni in vitro testy RGD peptidd neprobéhly podle naseho ocekavani.
Pfedpokladalo se, Ze nanesenim neznacCeného peptidu na bunky dojde k jeho
navazani na a3 integriny a na takto saturované burky poté nebudou moci navazat
galliem-68 znacené analogy, coz se projevi jejich snizenou akumulaci. Po naneseni
nadbytku neoznaceného RGD peptidu a nasledné inkubaci (90 minut) vSak doslo k
odlou€eni bunék ode dna kultivaéni jamky u vSech tfi zkoumanych peptidd, coz
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pravdépodobné svédC¢i o toxickém puasobeni pouzité koncentrace peptida.
Koncentrace neznacenych peptida (18 — 25,7 uM) aplikovana na buriky byla 100x
vySSi nez koncentrace znaCenych peptidi nasledné aplikovana na inkubované
buriky. V publikaci Dr. Knetsche a jeho kolegl vSak uvadéji pouziti koncentrace
neznaceného peptidu prakticky totoznou (22 pM), ktera je v jejich studii ovSem
1000x vysSi nez koncentrace peptidu znaCeného (22 nM) pfi pouziti M21 bunécné
linie. Akumulaci [®®Ga]FSC-(RGD)s uvadéji 5.3 +0.5% u nesaturovanych bunék,
fadové jsou tedy tato data vsouladu s nasimi vysledky. Akumulace [**Ga]FSC-
(RGD)3 u bunék inhibovanych c(RGDyV) peptidem nedosahuje ani 0,5%. O toxickém
ucinku RGD peptidu se v8ak nezminuji (Knetsch et al., 2015). Smérodatna odchylka
nebyla viozena do grafu (Graf 10), z divodu velmi vysokych hodnot, které byly
pufru a nasledného oplachu PBS. Diky toho byly hodnoty proteinu na jamku
extrémné nizké az na hranici méfitelnosti, coz vedlo k velmi nesourodym vysledkam.

Re$enim problému s nizkou adhezi buné&k by mohla byt Gprava pouzité
koncentrace neznaCeného peptidu nebo pfidani latky zvySujici adhezi bunék U87
MG ke dnu jamky (tzv. coating), popfipadé pouziti jiné bunééné linie & pouziti

suspenzi modifikace bunééného modelu.
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6 Zaveér

Tato prace je zaméfena na testovani stability a akumulace galliem-68 znaceného
NODAGA-RGD dimer acetatu, NODAGA-RGD trifluoroacetatu a DOTA-cyklo-RGDfK
acetatu, jakozZto potencionadlnich radiofarmak pro diagnostiku multiformniho
glioblastomu (GBM).

Po stanoveni vhodnych podminek znaceni pro jednotlivé RGD peptidy, byly
provedeny stabilitni testy, které jsou nezbytnou soucasti testovani radiofarmak, jez
by mohla mit potencionalni vyuziti v klinické mediciné. Stabilita vSech tfi znaenych
peptidd byla ve vSech provedenych testech velmi uspokojiva. Nejstabilngjsi se viak
jevil galliem-68 znaCeny NODAGA-RGD trifluoroacetat, jehoz radiochemicka Cistota
ve vSech stabilitnich testech pfesahovala 98% a vykazoval malou vazbu na
plazmatické proteiny. V pfipadé [®*Ga]DOTA-RGD peptidu byla vazba na
plazmatické proteiny také nizka, coz ale v tomto pfipadé pfiliS nekoreluje s vysledky
uvedenymi v publikacich.

DalSim dualezitym faktorem, ktery musi znateny RGD peptid splfhovat, je
dostatec¢na vazba na cilové transmembranové receptory — integriny a,ps. Byla tedy
zkoumana akumulaéni schopnost znacenych peptidd vin vitro bunééném modelu
glioblastomu. NejvysSi procento akumulace vykazoval NODAGA-RGD dimer acetat.
Duvodem je pfitomnost dvou RGD sekvenci ve struktufe peptidu a tedy i dvé
vazebna mista pro a,f3 integriny.

Inhibiéni testy akumulace nedopadly podle oCekavani, jelikoZ doslo k odlouceni
bunék ze dna jamky po aplikaci neoznaeného peptidu a to u vSech tfi testovanych
peptidu. PFiCina bude pravdépodobné ve vysoké koncentraci aplikovaného
neznaceného RGD peptidu, ackoliv jsem nenalezla publikace, které by toto tvrzeni
potvrdily. Konfluence pouzitych bunék dosahovala uspokojivych hodnot (cca 80%),
neméla by tedy mit negativni vliv na burnky a jejich adhezi k podkladu.

Galliem-68 znacené RGD peptidy maiji velky potencial stat se klinicky uzivanymi
diagnostickymi radiofarmaky. Prednosti v této aplikaci je jisté i kratky poloCas
premény gallia-68. Védci se také snazi o optimalizaci struktury RGD peptidl pro
dosazeni co nejvyhodnéjSich vlastnosti. Aby bylo mozné spekulovat o pfipadném
pouziti v této praci zkoumanych RGD peptidd v klinické praxi, je nutné vyresit

problém s nizkou adhezi bunék po aplikaci neoznateného RGD peptidu, popfipadé
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vylepsit akumulaéni schopnosti RGD-peptidi. Také by bylo nutné provést

biodistribuéni experimenty na mysich modelech a dalSi nezbytné studie.
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