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Uvod

V soucasnosti nartistaji ptipady, kdy je pacientiim diagnostikovan urc¢ity druh nado-
rového onemocnéni. V roce 2018 byla na celém svété sdélena tato diagnoza piiblizné
18 miliontim lidi, z toho 9,5 milionu bylo muzu a zbyvajicich 8,5 miliona byly Zeny [1].

Dle vyzkumu, ktery probéhl v Ceské republice v roce 2015, kazdy treti Cech trpf
onkologickym onemocnénim a kazdy ctvrty Cech na to umira. Kazdy rok v Ceské
republice zemfe na rakovinu témér 27 000 lidi, coz odpovida tomu, 7e v priméru
kazdych 20 minut v nasi zemi zemfe jeden ¢lovék na nddorové onemocnéni. V poctu
onkologickych onemocnéni zaujimame piedni p¥icky v Evropé [2].

Dnes tato onemocnéni predstavuji druhy nejéastéjsi duvod amrti. Podle odhadu
Svétové zdravotnické organizace v piistich 20 letech stoupne pocet nemocnych ro¢né
o 70 procent. Pticinou tohoto nartstu je predevsim vyvoj diagnostickych metod, ale
také nezdravy zivotni styl. Prevence rakoviny je jednou z nejvyznamnéjsich vyzev
v oblasti verejného zdravi 21. stoleti.

Karcinomy plic a prsu byly nejcastéjsimi rakovinami na svété, z nichz kazdé
piispéla 12,3 % z celkového po¢tu novych piipadi s onkologickymi diagnézami v roce
2018. Nejcastéjsim karcinomem byl v roce 2018 kolorektalni karcinom.

Moderni medicina vyuziva k 1é¢bé rakoviny tii zakladni metody: chirurgickou
lé¢bu, chemoterapii a radioterapii. Chirurgicka lécba predstavuje zakladni lécebny
postup, ten vSak neni u nékterych pacientt mozny. Zde zavisi predevsim na druhu,
velikosti a lokalizaci nalezu. Dalsim lé¢ebnym smérem v onkologii je chemoterapie.
Ta funguje na principu podavani cytostatik, ktera zastavuji déleni bunék. Cytosta-
tika bohuzel nejsou specifické, tudiz ni¢i i zdravou tkan.

Kratce po objeveni radia Marii Curii-Sktodowskou v roce 1898 se jeho 1éceb-
nych ucinki zacalo vyuzivat v onkologii. Od té doby prosla metoda rfadou zmén.
Radioterapie se v soucasné dobé pouziva pii 50 % lé¢by zhoubnych nadort. Mi-
zeme ji rozdélit na teleterapii a brachyterapii. Teleterapie vyuziva vnéjsi ozafovani
pomoci linearnich urychlovac¢ii a kobaltovych ozafovacii, zatimco brachyterapie je
ozafovani na kratkou vzdalenost. Zdroj zafeni se umistuje do blizkosti nadoru nebo
do nadoru samotného. Brachyterapie je vidy kombinovana s teleterapii. Tyto tii
vySe zminéné metody se nejc¢astéji kombinuji a vzajemné doplhuji. Nynéjsi vyzkum
klade diraz predevSsim na genovou terapii a imunoterapii, které diky své selektivité
maji mnohem mens$i zatéZ na organismus pacienta.

Lécba otevienymi zafic¢i je nedilnou soucasti nuklearni mediciny. Nejcastéji se
zde voli radionuklidy podléhajici 5~ nebo a (trend poslednich let) pfeméné, diky
kratkému doletu alfa ¢astic (fadové nékolik milimetri). Hlavni vyhoda pouZiti o za-
Fi¢d je v jejich mensimu doletu, nez je tomu u pfemény [, tudiz dochazi k mini-
mélnimu poskozeni okolnich tkani. Zasluhou selektivniho vychytéavani radiofarmaka
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v cilové tkani a jiz zminénému doletu zafeni muze byt dosazeno mnohem vétsiho
stupné ozatreni cilové tkané, nez je tomu u zevniho ozareni. Radioimunoterapie je
zalozena na aplikaci monoklonalnich protilatek s navazanymi radionuklidy emituji-
cimi zafeni 5, coz vede k cilené fixaci téchto radionuklidi na povrchy malignich
bunék.

Uéinku ionizujiciho zafeni se nevyuziva pouze pii 16¢bé nadorového onemocnéni,
ale také k zobrazovani. Pro diagnostiku se v dne$ni dobé vyuziva 90 % radiofarmak.
Zobrazovani v mediciné je momentalné zalozeno na dvou zobrazovacich technikéch
SPECT a PET. Klinicky zavedené diagnosticka radiofarmaka se spoléhaji na néko-
lik lékaiskych radionuklidi, které emituji v paprsky vhodné energie (SPECT) nebo
pozitrony (PET). Zobrazovani pomoci radiofarmak spociva zejména ve vychytavani
nebo primém zacileni znacené slouceniny v zobrazovaném orgénu ¢i tkani. V posled-
nich letech doslo k ristu poc¢tu novych radionuklidi navrzenych pro zobrazovani,
ale také 1é¢bu riznych onemocnéni |3, 4].

Kovy obvykle nemohou byt podavainy samostatné, jelikoz by dochézelo k neza-
douci distribuci radioaktivity v téle pacienta, proto je snaha o jejich ptripojeni ke spe-
cifickym nosi¢iim, jako jsou peptidy ¢i monoklonélni protilatky, které maji vhodné
biologické vlastnosti. Pro stabilitu n vivo kovu musi byt radionuklid zakomplexovan
s vhodnym ligandem. Obecnou strukturou radiofarmaka je nosi¢ - bifunkény che-
lator - radionuklid. Bifunkéni chelator je na jedné strané pfipojeny k nosi¢i a na
strané druhé komplexuje dany radionuklid [3, 4].

Cilem této prace bylo oznaceni t¥{ konstrukti radionuklidy ®1Cu a %*Cu, které
jsou vhodnymi adepty pro teranostické pouziti. Tyto radionuklidy byly pouzity
pro jejich dobré zobrazovaci vlastnosti. Navrhovany systém polymer - radionuklid -
nosi¢ ma vyznamné prodluzovat cirkulaci terapeutického/teranostického radionuklidu
v organismu, a zarovei vyznamné zvySovat jeho akumulaci v solidnich nadorech
vylu¢ovany z organismu) a aktivné cilit proti receptorim epidermélniho rastového
faktoru.
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Kapitola 1

Teoreticka c¢ast

1.1 Pozitronova emisni tomografie

Prvni zminky o zobrazovacich metodach jsou datovany na konec 19. stoleti, kdy bylo
objeveno rentgenové zaieni. V nasledujicich letech doslo k rozvoji téchto metod.
Nejvétsi rozvoj byl zaznamenidn v obdobi druhé svétové valky, kdy byla potieba
vySetfeni zranénych vojakii. Rentgenové zatfeni se vyuziva i v dneSni dobé, avSak
pristroje, které ho vyuzivaji jako zdroj zareni a detekéni systémy detekujici toto
zafeni, prosly jiz mnohymi modernizacemi.

Koncem 60. let 20. stoleti se v lékaiské diagnostice zac¢inaji vyuzivat pocitace.
Prvni klinicky prototyp vypocetni tomografie byl predstaven 1. fijna 1971 ve vy-
zkumnych laboratotich EMI. Rozdil mezi zobrazenim pomoci rentgenu a vypocetni
tomografie spociva v tom, Ze rentgenovy snimek je pouze sumacni. VSechny organy,
které jsou ve skutecnosti 3-D jsou zobrazeny do 2-D roviny. Vysledny CT obraz ve
srovnani se skiagrafickym vySetfenim poskytuje podstatné vice detaili, ale za cenu
vy$si davky.

Pozitronovéi emisni tomografie byla uvedena do praxe az v 90. letech 20. stoleti.
PET je momentilné jedna z nejmodernéjSich molekularnich zobrazovacich metod,
kterd prostfednictvim radioaktivné znacenych latek, anebo molekul - radiofarmak,
umoziuje trojrozmérné zobrazit procesy v lidském téle. Molekularni zobrazovaci me-
toda je neinvazivni zobrazeni, které napomaha k identifikaci a kvantifikaci biologic-
kych procesi na bunééné a podbunééné arovni v zivych organismech [5]. V kombinaci
s pocitac¢ovou tomografii patii k hlavnim zobrazovacim metodam nejen v onkologii,
ale také v neurologii, kardiologii a dalgich medicinskych odvétvich [6].

Metoda PET funguje na principu detekce pozitronii. Zdrojem pozitront je mala
davka radiofarmaka, které je pacientovi aplikovano pied vySetfenim a nésledné je
distribuovano v organismu podle jeho biologickych vlastnosti. Pozitron ma velmi
kratkou dobu Zivota, tudiz po zabrzdéni anihiluje s elektronem za vzniku dvou fo-
tont o energii £ = 511 keV, které jsou emitovany pod thlem 180°. Takto vyzarené
fotony jsou identifikovany detektory v koincidenénim modu. Jednotlivé krystaly jsou
uspofadany do bloki, které poté tvoii snimaci prstence. Po zaznamenani fotonu
v detektorech je zrekonstruovin tomograficky ez télem pacienta. Moderni detek-
tory pozitronové emisni tomografie se obvykle sklddaji z 2-D modularnich detekto-
rovych poli scintila¢nich krystali. Soucasny multiprstencovy PET piistroj obsahuje
10 000 - 20 000 krystalu, které jsou usporadany priblizné do 200 az 400 bloki a pfi-
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blizné 500 az 1000 fotonasobi¢ [7]. Do nedavna se pouZivaly zejména BGO krystaly,
dnes jsou vSak jejich vlastnosti prekonény krystaly GSO a predevsim LSO, které maji
podobné absorpéni schopnosti jako BGO, avsak délka scintilace je vyrazné kratsi,
proto umozinuji detekovat vyssi fotonové toky [8].

1.2 Radionuklidy pouZivané v pozitronové emisni
tomografii

Dilezitym aspektem prii vybéru radionuklidi pro diagnostiku jsou jejich jaderné
vlastnosti, naklady na vyrobu a dostupnost. Radionuklidy pouzivané v nuklearni
mediciné jsou pripravovany pouze uméle. Vyrabéji se v cyklotronech, jadernych re-
aktorech nebo jako dcefiné radionuklidy v radionuklidovych generatorech. Vyroba
na cyklotronech a jadernych reaktorech zavisi na téchto zarizenich, proto nejpoho-
dlngjsi zpusob ziskani radionuklidu je radionuklidovy generator, kterym disponuje
kazdé oddéleni nuklearni mediciny [6].

Radionuklidové generatory jsou zalozeny na genetické zavislosti mezi materskym
a dcefinym radionuklidem. Dcefiny radionuklid je od mateiského radionuklidu od-
délen eluci. Matetrsky radionuklid ztustava uvniti radionuklidového generatoru che-
micky nezménén. Vyhodou produkce radionuklidi v generdtorech jsou primérené
naklady na vyrobu, vyroba radionuklidi s krat$im polocasem rozpadu nez v cyklot-
ronech ¢i jadernych reaktorech, protoze radionuklid nemusi byt pfevazen do nemoc-
nice a také vysoka specificka aktivita dcefiného nuklidu [9, 10].

Existuje pres 600 radionuklidi, které se rozpadaji S preménou, a tudiz jsou
potencidlnimi adepty k vyuziti v zobrazovaci metodé PET. Nejvice pouzivanym po-
zitronovym radionuklidem v PET jsou biogenni radionuklidy *N (T 1= 9,97 min),
PO (Ty = 2,04 min), **F (T, = 109 min) nebo ®*Ga (T = 68 min). Tyto radio-
nuklidy maji relativné kratké polocasy rozpadu, coz je ¢inni vyhodnymi pro nizkou
radiacni zatéz a vysokou kvalitu ziskaného obrazu, avsak pro své specifické podminky
pii znaceni (napf¥. vysoka teplota) nejsou piili§ vhodné pro pouzivani biomolekular-
nich nosic¢a [11].

Jiz v roce 1977 byla stanovena spotieba glukézy v mozku krysy pomoci ["C]
deoxiglukozy. Pozdé&ji byl uhlik nahrazen '8F. V roce 1978 byla poprvé popsana
2-[8F]-fluoro-2-deoxy-D-glukoza (FDG) jako je znama dnes. Diky této slouceniné
se PET zobrazeni zacalo dostavat z ryze vyzkumné pudy také do klinické praxe.
V soucasnosti se FDG podili na vice nez 90 % vsech PET a PET/CT vysetienich.
Dalsi slouc¢eninou F je fluorid sodny, ktery své uplatnéni naléza v zobrazovani kosti.
NaF se vaze na kostni matrix, zvlasté v mistech loziskovych kostnich procesi [8].

Pokrok na poli syntézni a separac¢ni instrumentace otevira ¢im dal vice dvere zna-
¢eni pomoci kovovych a dalgich, d¥ive nepouzivanych, ionti, nap¥. %4Cu (T 1 =12 h),
1241 (T% = 100,32 h), ®Ga (T% = 68 min) ¢ 89ZI‘(T% = 78 h) [11].

P1i vyvoji novych radiofarmak, které vyuzivaji radionuklidy kovi, hraje nejdu-
radionuklidu. Optimalni polocas rozpadu musi byt dostatecné dlouhy, aby doslo
k distribuci radiofarmaka v tkani, ale vSe s ohledem na radiac¢ni zatéz pacienta.

Poloc¢asy radionuklidii pouzivanych v pozitronové emisni tomografii se pohybuji
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od nékolika minut (nap¥. 3N T: =996 min) po dobu nékolika dni (napi. ®Zr
T% = 78 h). Obecné lze Fici, Ze radionuklidy s kratsim polo¢asem rozpadu se hodi
prevazné pro znaceni nizkomolekularnich latek, kdezto s radionuklidy disponujicimi
delsim poloc¢asem rozpadu mohou byt znaceny i vétsi molekuly jako jsou napf. frag-
menty protilatek nebo protilatky samy, jelikoz jejich kinetika je v lidském téle po-
malejsi neZ u mensich latek [6].

1.2.1 Izotopy médi pouzivané pro PET

Teranostika je medicinska strategie, ktera v nuklearni mediciné spojuje diagnostické
zobrazovani a terapii. Pro predstavu je zde teranosticky postup uveden na nadoro-
vych buiikich. Na jejich membrané se nachéazi somatostatinovy receptor (SSTR2),
ktery slouzi jako cil pro radiofarmaka. Jako diagnostické radiofarmakum je uvedeno
Ga-68 DOTATOC, které je injektovano do zily pacienta a putuje skrz krevni obéh
do v8ech organu a tkani téla. Pokud se u pacienta nachézi neuroendokrinni na-
dor s SSTR2 na membréanach nddorovych bunék, bude se Ga-68 DOTATOC vazat
na SSTR2 (Obrazek 1.1) a nador pii PET zobrazeni bude zobrazen (Obrazek 1.3).
Jakmile je diagnostikovan neuroendokrinni nddor pomoci PET a Ga-68 DOTATOC,
miiZe byt ®Ga nahrazeno jinym radionuklidem, jako jsou lutecium-177 (}*"Lu) nebo
yttrium-90 (°Y), které mohou cilit a ni¢it nddorové buiiky majici SSTR2 na svych
membranach (Obrazek 1.2) [12].

Obrazek 1.1: Diagnosticka faze [12] Obrazek 1.2: Terapeuticka faze [12]

Liver metastases ace
: . ¥ »
/J / % ;@ Pancreatictumor
b / b
-

Obrazek 1.3: PET snimek po aplikaci Ga-68 DOTATOC [12]

Tato metoda muze byt uzitecna pro odhad potencidlni odezvy a ptipadné toxi-
city lécby. Teranostika klade vysoké specifické pozadavky na radioizotopy i na jejich
nosice.
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Zakladnimi pozadavky jsou:
e vhodny polocas rozpadu;

e radionuklid s rtiznymi moznostmi rozpadu nebo dvojice izotopt, které jsou
vhodné jak pro diagnostiku i terapii;

e radionuklid s nizkou produkei vysokoenergetického zafen{ v;
e slouceniny, které maji mirné podminky znaceni a vysokou in vivo stabilitu;
e dostupnost radionuklidu.

Vsechny tyto pozadavky zvysSuji popularitu kovovych radioizotopt pro terapeutické
aplikace mezi dostupnymi radionuklidy [13].

Izotopy médi predstavuji vynikajici volbu pro terapeutika vzhledem k velké roz-
manitosti polocast, které poskytuji (od 9,76 min do 62,01 h), a jejich rozpado-
vym vlastnostem (8, 5~ nebo EZ), jenZ jsou vhodné pro diagnostické zobrazo-
vani, radionuklidovou terapii nebo oboji pro zobrazovani a terapii. Dalsi vyhodou
radioizotopit médi je existence velkych znalosti koordina¢ni a bioinorganické chemii'
médénych ionti, které umoznily vyvoj vysoce selektivnich médénych komplexi pro
viceucelové lékaiské aplikace [13].

Zakladni vyzvou pro nukledrni medicinu je vyroba radiofarmak, ktera mohou
byt selektivné zacilend na konkrétni misto v lidském téle (organy nebo buiky).
Existuje nékolik strategii pro navrhovani a vyvoj selektivnich radiofarmak. Mezi
nejoblibenéjsi strategie cileni patii pouziti nosi¢e s vysokou afinitou pro dané cilové
organy, napt. jod - pro Stitnou zlazu, stroncium - pro kosti; nebo bifunkéni pristup,
ktery vede k propojeni cilového specifického molekularniho fragmentu s konstruktem
jistuje lepsi specificitu a v soucasné dobé se v radioimunoterapii pouziva k propojeni
terapeutického radionuklidu se specifickou protilatkou. Dozimetrie je dalsim z hlav-
nich tkoli v radioimunoterapii, ktery vyzaduje méreni mnozstvi radionuklidu vazané
na nadorové bunky n vivo, coz silné zavisi na typu nadoru, cilové skupiné a mnoha
dalgich faktorech. Pouzitim pozitronovych zafi¢i médi lze ziskat PET snimek, ktery
umozinuje kvantifikaci distribuce radiofarmaka. Jednoduchou zaménou izotopu médi
za radioterapeuticky radionuklid a pouzitim stejného biomolekularniho nosice lze
najednou definovat mnozstvi aktivity (terapeutickd davka) a vyuzit terapeutické
vlastnosti radionuklidu. Moznost pohodlné kombinovat nebo vyménovat terapeu-
tické a diagnostické aplikace lokdlniho zafeni, které jsou k dispozici pomoci riznych
izotoptt médi, je hlavni hnaci silou v soucasné dobé ve vyzkumu v oblasti nuklearni
mediciny na bazi médi [13].

Radionuklidy médi majici vyuziti diagnostické jsou ®°Cu, 6'Cu, %2Cu a %Cu
a radionuklidy s potencialnim vyuZitim v teranostice jsou %Cu a ¢’ Cu. Zakladni cha-
rakteristiky a zptlisoby vyroby téchto radioizotopti médi jsou uvedeny v Tabulce 1.1
a Tabulce 1.2.

Tato prace je zaméiend piedevsim na izotopy ' Cu a %Cu.

! Bioinorganicks chemie je ¢ast chemie, kterd zkouma roli kovi v biologii. Bioinorganicks chemie
zahrnuje studium jak pfirodnich jevi, jako je chovani metaloproteinii, tak i uméle zavedenych kovii,
véetné téch, které nejsou béznou soucasti organismu, v mediciné a toxikologii.
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Tabulka 1.1: Radioizotopy médi s vyuZitim v nuklearni medicing [14]

Izotop Poloc¢as rozpadu Metoda vyroby

0Cu 23,74 min cyklotron, ®“Ni(p,n)%°Cu
61Cu 3,32 hod cyklotron, ®Ni(p,n)%*Cu
02Cu 9,76 min 027Zn / %2Cu generator
64Cu 12,70 hod cyklotron, 54Ni(p,n)%Cu
67Cu 62,01 hod urychlova¢, ®Zn(n,p)%"Cu

Tabulka 1.2: Radioizotopy médi s vyuZzitim v nuklearni medicing [14]
120top Ej- max [MV] Egi max [MeV] EZ [%] E, [keV] T [%]

850 15
60Cy _ 3,920 7,4 1330 80
1760 52
2130 6
284 12
610y _ 1,220 40 380 3
511 120
62y _ 2,910 y 511 194
640y 0,578 0,653 41 1350 0,6
511 34,8
67Cu 0,577 _ _ 184 40
92 23

61(3u

61Cu je jednim z nejzajimavéjsich radioizotopii pro vyzkum v oblasti nukledrni me-
diciny diky svym vlastnostem zahrnujici vhodny polocas rozpadu a jednoduchost
vyroby. Rozpadové schéma tohoto radionuklidu se nachazi na Obrazku 1.4. Méd-
61 je jedna z nejlepsich moznosti pro znaceni relativné malych molekul, které maji
rychlou biokinetiku jako je napi. [*!Cu] TETA - oktreotid pro zobrazovani neuro-
endokrinnich nadorii. Ve srovnéani s [%Cu] TETA - oktreotid je davkou pro vSechny
orgény nizsi s vyjimkou mocového méchyte, kde je davka srovnatelné. Tento izotop
médi se pouziva pro zkouméni distribuce médi u pacientu trpicich Wilsonovou cho-
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robou?. Citlivost detekce 5'Cu je trojnasobné vyssi nez ‘Cu, proto roste snaha
nahradit méd-64 meédi-61 [15].

Vyroba byla studovana na nizkoenergetickych urychlovacich. Vétsina metod
vSak vyuziva obohacené terce, coz je financné nakladné. Efektivni cesta pro vy-
robu %' Cu je pomoci obohaceného %' Ni(p,n)®'Cu. K této jaderné reakci se pouziva
88,84% obohaceny %INi. Efektivita této cesty je zptisobena nizkym prahem reakce.
Tato reakce v cyklotronu bézi pii energiich 9-12 MeV. Dalsi pfiprava tkvi v reakci

64Zn(p,a)% Cu, ktera probiha v cyklotronu p¥i energii 3,5-8 MeV. Na vyrobu tohoto
ter¢e je pouzit piirodni zinek [15, 16, 17].

61Cu (3,32h)

61Ni

Obrazek 1.4: Rozpadové schéma 1 Cu [18]

64Cu

Meéd-64 je radionuklid emitujici pozitron se stfedné dlouhym polo¢asem rozpadu,
ktery se pouziva v pozitronové emisni tomografii, kde mapuje pfedevsim pomalejsi
biochemické drahy, které nemohou byt zobrazovany bézné dostupnymi radionuklidy
jako jsou ¥F a . Rozpadové schéma médi-64 je zobrazeno na Obrazku 1.5. Vyse
zminény radionuklid je, diky svym vlastnostem (napi. polo¢as rozpadu, typ pie-
mény), radioterapeutickym nuklidem. Radiofarmaka obsahujici *Cu jsou slibné pro
zobrazeni napf. mozku ¢i perfize myokardu. Protilatky znacené médi-64, mohou
poskytovat cenné informace o t¢innosti radioimunoterapie pomoci médi-67. Kom-
plexy znac¢ené %Cu, jako jsou nap¥. Cu-ASSM, Cu-ATSE a Cu-ATSM, byly nedavno
studovany jako latky zobrazujici hypoxii. Studium hypoxie je dilezité v planovani
radioterapie. Okysli¢enost tkdné ovliviuje efektivitu radioterapie. Moznou nevyho-
dou pouziti ®*Cu v klinickych aplikacich je jeji sekundarni emise, ktera vyznamné
prispivé k radia¢ni davce pacienta [15].
V soucasnosti se ®*Cu vyrabi ozarovanim zinkového terce 4Zn(n,p)®Cu rych-
lymi neutrony nebo zéchytnou reakef ®3*Cu(n,y)%Cu v jadernych reaktorech. Takto

2Wilsonova choroba neboli hepatolentikularni degenerace je vzacnou dédi¢nou autozomalné re-
cesivni poruchou metabolismu médi. M&d' se nadmérné uklada v jatrech a mozku [19].
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vyrobena méd-64 ma vSak velmi nizkou specifickou aktivitu (nap¥. pro znaceni an-
tigenu), a proto se vyuziva dalstho zpusobu pfipravy a to pomoci jaderné reakce
%INi(p,n)®Cu na cyklotronu. V této reakci se pouziva obohaceny %Ni (95 % nebo
98 %). Obohaceny nikl je galvanicky nanagen na zlaté plisky v tloustkach 20 - 300 um
a ost¥elovan protony. %*Cu je mozné rychle oddélit od ®*Ni a dalgich vedlejgich pro-
dukti pomoci iontoménicové chromatografie. Tato technika umoznuje regeneraci
niklu eluovaného z kolony znovu pouzitim pfi galvanizaci novych terci s celkovou
Gc¢innosti vyssi nez 90 % [20].

64Cu (12,9h)

40% 20%
EZ V1,02 MeV

39%
0,57 MeV [

64Zn

1,34 MeV Y 0.66 MeV B+

64N

Obréazek 1.5: Rozpadové schéma %Cu [21]

67Cu

voees

i terapii. Pii polocasu 2,6 d emituje ’Cu 3 ¢astice s maximalni energii v rozsahu
0,4-0,6 MeV, coz je vhodna energie pro pronikani do malych nadorti. Spolu se 100%
emisi beta emituje 57Cu ~ fotony o energiich 92 a 184 keV, které jsou vhodné pro
gamma scintigrafii. Kombinace polo¢asti, 3 a ~ emisi ¢ni Cu vysoce atraktivnim
radionuklidem pro lé¢bu rakoviny. Rozpadové schéma tohoto radionuklidu se na-
chazi na obrazku 1.6. Diky pomérné dlouhému poloc¢asu rozpadu dochazi k dobrému
zobrazeni znacenych latek v postizené tkani. Vétsina vyzkumu radiofarmak znace-
nych timto radionuklidem selhala na nedostatku 57Cu. Vyroba tohoto radionuklidu
je piilis nakladna. V soucasné dobé se “Cu v USA vyrabi na vysokoenergetickém
urychlovaci v Brookhaven National Laboratory v Brookhaven Linac Isotope Produ-
cer (BLIP) pomoci reakce ®Zn (p,2p) 9"Cu s energii protonii 200 MeV, ktera je také
nejrozsitendjsi reakci pro vyrobu ¢’Cu. Divodem je vyrazné vyssi vytézek ne7 jiné
jaderné reakce |22, 23].

K produkci 7Cu pomoci reakce ®Zn(p,2p)®“Cu je potieba velké mnoZstvi obo-
haceného zinku (nékolik gramu az desitek gramu), kvali nizké brzdné schopnosti
zinku pro vysokoenergické protony. Pro separaci radioizotopu médi mize byt vyu-
¢ova chromatografie za pouziti chelata¢ni iontoménicové pryskyftice, kterd ma vyssi
selektivitu pro ionty médi nez pro zinek ve slabé kyseliné [24, 25].
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Aby se snizily naklady na vyrobu a zvysila se dostupnost radionuklidu, pre-
chazi se od vysokoenergetickych reakci k reakcim na nizkoenergetickych cyklotro-
nech a urychlovacich. Takovou reakci miize byt napt. "°Zn(p,a)% Cu, kde vstupni
energie protonu je 20,4 MeV a proud do 17 pA. K vyrobé ter¢e muze byt pouzit
stlaceny oxid zinku nebo zinkové folie [22].

67Cu (62,01h)

393,5 keV

\ 4 184,5 keV

Yy Vv 93,3 keV

Yzn v Y Vv 0,0 keV

Obrazek 1.6: Rozpadové schéma %"Cu [26]

1.3 Konjugace a nosice

Radiofarmaka obsahujici **Cu miZzeme rozdélit do dvou kategorii. Prvni kategorie
jsou specificky navrzené pifimo znacené malé molekuly napt. Cu-PTSM, kterd byla
vyvinuta jako latka pouZzivana pii méfeni pritoku krve3. V prabéhu let se vyzkum
v této oblasti posunul na zobrazeni také jinych biologickych procesi pomoci Cu-
ATSM nebo k diagnostice Dubin-Johnsonova syndromu?* pomoci Cu-DO2P. Druhou
skupinou jsou biologické nosice s cilenou biodistribuci (peptidy, protilatky) znacené
pres bifunkéni chelatory. Tato skupina zahrnuje hlavné latky peptidového charak-
teru, které se selektivné vazou na dany receptor [27].
Tato prace je zaméfena na druhou ze zminénych skupin.

1.3.1 Konstrukty

Kovy obvykle nemohou byt podavany jako radiofarmaka samostatné, jelikoz by do-
chazelo k nezadouci distribuci radioaktivity v téle pacienta, proto je snaha o pfipo-
jeni ke specifickym nosi¢im jako jsou peptidy ¢i monoklonélni protilatky, které maji
vhodné biologické vlastnosti.

3Nejdiive se k méfeni pritoku krve pouzivala voda znatena >Q. Problém byl v tom, Ze k vy-
robé 150 je potieba cyklotronu, a proto odhady pratoku byly omezeny na pouziti 32Rb, které lze
ziskat z generatoru. Ackoliv se ukazalo, ze 82Rb je uZitecné pii uréovani relativniho pritoku krve
myokardem, extrakce a retence rubidia zavisi na nelineArnim poméru toku a je nezavisle ovlivnéna
metabolickym stavem srdce, coz zapricinuje, ze kvantifikace priutoku krve myokardu v absolutnich
podminkéch je obtfzna. Vzhledem k polo¢asu rozpadu ®2Rb (T3 = 75 s) je kvalita obrazu nizk4,
proto se tento radionuklid zacal nahrazovat radioizotopy médi [28].

4Dubintiv-Johnsoniiv syndrom je autozomalné recesivni onemocnéni charakterizované hyperbi-
lirubinémii.
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Jedine¢né vlastnosti polymerii, jako je jejich vysoky stupen vétveni, multiva-
lence, globularni struktura a dobfe definovana molekulova hmotnost, z nich ¢ini
slibné feseni pro distribuci 1é¢iv. V poslednim desetileti se zvysil vyzkum designu
a syntézy biokompatibilnich polymert a jejich aplikace v mnoha oblastech biologie
vcetné distribuce lé¢iv, imunologie a vyvoje vakcin, antimikrobidlnich latek a anti-
virotik. Nedavny pokrok byl uc¢inén také v aplikaci biokompatibilnich polymeru na
lécbu rakoviny.

Struktury konstruktii pouzitych v této praci se nachéazeji v Piiloze A.

1.3.2 Optimalni bifunkéni chelatory pro slouceniny s radio-
nuklidy médi

Chelata¢ni ¢inidla pro slou¢eniny znacené radionuklidy médi, jsou v posledni dobé
velmi dulezitou oblasti vyzkumu. Rychly vyvoj ma za nasledek vysoce specifické che-
latory, které mohou byt snadno konjugovany s biomolekulami a G¢inné radioaktivné
znaceny médi (v oxida¢nim stavé II) za vzniku stabilnich komplext in vivo. Tyto
chelatory nejsou urceny pouze pro konjugaci s monovalentnimi biomolekulami, ale
také pro konjugaci s multivalentnimi cilicimi ligandy, jako jsou napf. teranostické
nanocastice. Diky témto vlastnostem maji slouceniny znacené radioaktivni médi
uplatnéni v diagnostice i terapii. Na zékladé chemické struktury se daji chelatory
pouzivané v nuklearni mediciné pii piipravé radiofarmak obsahujici radionuklidy
médi rozdélit do dvou kategorii na acyklické a makrocyklické chelatory. O obou
podskupinach bude pojednavano nize [29].

Acyklické chelatory

Acyklické chelatory tvoii komplexy rychleji nez makrocyklické chelatory, avSak jejich
vazba s radionuklidem je slabsi, a proto se témeér nepouzivaji. Mezi klasické acyklické
chelatory, které komplexuji méd, patii napr. EDTA a DTPA [29].

Makrocyklické chelatory

Makrocyklické cheldtory a jejich kovové komplexy maji v biomedicinské oblasti Siroké
uplatnéni. Za prikopnika tohoto odvétvi mize byt povazovan Charles J. Pederson,
ktery jako prvni popsal komplexa¢ni vlastnosti a syntézy mnoha makrocyklickych 14-
tek. Od této chvile bylo prozkouméno a pripraveno velké mnozstvi makrocyklickych
cheldtortu. Stabilita komplexu makrocyklickych chelatort je vysoka, vytézek jejich
znaceni, vSak miuze byt relativné maly. Nejvétsi tspéch mély tetraazamakrocyk-
lické ligandy s pirivéskovymi rameny, které vyuzivaji makrocyklickych i chelata¢nich
uc¢inkt pro zvyseni stability. Doposud byly jako chelatory pro znac¢eni radionuklidy
médi pouzivané analogy TETA. Nevyhodou efektivniho znaceni téchto analogu je
vysoka teplota 90 °C. Nedavné studie prokizaly relativné nizkou in vivo stabilitu
komplext Cu (II) - TETA (méd se snadno z komplexu uvolni), proto se od téchto
chelatori upustilo [30].

Bass a kol. prokazali [31], Ze kdy# byl Sprague-Dawley krysam injektovén ®4Cu-
TETA-oktreotid (OC), téméi 70 % %Cu z 9Cu-TETA-OC se navézalo na slouce-
ninu o velikosti 35 kDa, o které se predpoklada, Ze je superoxiddismutaza (SOD)
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nachéazejici se v jatrech 20 hodin po injekci. Toto pozorovani také potvrdil Boswell
a kolektiv [32].

Studie metabolismu v jatrech potkanti odhalily, Zze komplex %*Cu-CB-TE2A
mél za nésledek vyrazné niz& hodnoty %4Cu navizané na protein nez *Cu-TETA
(13£6 % vs 75+£9 % za 4 h) [32].

Historie slouc¢eniny DOTA a jejich komer¢né dostupnych derivata saha do 90. let
minulého stoleti. Jeji vyuziti je Siroké zejména pro komplexaci riznych kovovych
radionuklidu. Potad zde je pomalé znaceni i pii vysoké teploté (90 °C). Komplexy
jsou inertni, avSak moznost redukce médi do stupné I zde pietrvava stejné jako
u predchoziho chelatoru. Stabilita komplexu in vivo je totoznéa se stabilitou komplexu
TETA. Nizka stabilita vede k vysoké akumulaci komplext v jatrech [30, 33].

Podobny trend jako u sloucenin, kde ligandem byla TETA a CB-TE2A, byl
pozorovan u cyklamovych derivatii, s komplexem %4Cu CB-DO2A podléhajici mensi
transchelaci nez komplex **CuDOTA (61+£14 % vs 90,3+0,5 % po 4 h) [32].

Postupem ¢asu se zacaly vice zkoumat ,cross-bridged“ cyklamové derivaty (c-b
chelatory). C-b cyklamové derivaty tvoii vysoce stabilni komplexy s Cu(II) (nedo-
chazi zde k redukei na Cu (1)) z divodu vétsiho geometrického omezeni pii za¢lenéni
do makrocyklického ligandu, které zvySuje kinetickou inertnost a termodynamickou
stabilitu. Takto vytvorené komplexy vykazuji dobrou in vivo stabilitu [33, 34].

Mezi komerc¢né dostupnymi chelatory se témeér pred deseti lety objevil sarcopha-
gin (3,6,10,13,16,19-Hexazabicyclo [6.6.6] n-ikosan) (Obrazek 1.7) a jeho derivaty.
Sarcophagin je bicyklicka sloucenina odvozena od cyklamu. Tyto ligandy jsou selek-
tivni pro Cu (IT), u které nedochézi k redukei na Cu (I), taktéz se vyznacuji Géinnym
znac¢enim a umoznuji dosdhnout vysokou hmotnostni aktivitu vzniklého komplexu.
Nevyhodou je nizka chemické variace a slozita syntéza [33].
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Obrazek 1.7: Struktura sarcophaginu

Mezi nejpouzivanéjsi chelatory v radionuklidové terapii patii NOTA. Velkou
vyhodou je rychlé znaceni pti laboratorni teploté. I pifes malou selektivitu a nizkou
kinetickou inertnost jsou takto vytvorené komplexy in vivo stabilni [30].

Poschenrieder a kolektiv zkoumali in vive stabilitu 4 Cu-NOTA-pentixater. Tento
komplex v lidském séru zistal stabilni po dobu 24 hodin (> 99 % intaktni %*Cu-
chelat) [35].

Nejvétsi shodu s pozadovanymi vlastnostmi (podminky znaceni, stabilita vytvo-
feného komplexu) vykazuji chelatory NOTA a cb-cyklamy, proto se v soucasnosti
vyzkum koordina¢ni chemie médi zamétuje predevsim na rozvoj téchto chelati [33].
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1.3.3 Kinetika v lidskych tkanich

Meéd je t¥etim nejvice se vyskytujicim pfirodnim stopovym kovem v lidském orga-
nismu (po zeleze a zinku). V sou¢asnosti jsou jeji biochemické a metabolické pochody
jiz. dobfe popsany [23].

Vyzkum metabolismu médi v lidském téle se zacal rozvijet v 30. a 40. letech
20. stoleti, kdy probéhlo mnoho studii na lidech tykajicich se pfijmu médi v po-
travé a jejiho nasledného vylucovani. Prvni pouziti radioaktivnich izotop médi se
datuje na zacatek 40. let 20. stoleti u potkanu a pst. Tyto studie poskytly infor-
mace o absorpci a retenci médi po peroralnim podani a o odbourani médi z krve
po intravenozni aplikaci. Prvni hlaSena studie na lidech probéhla v roce 1947. Védci
sledovali vyskyt radioaktivni médi v krvi po intravenoznich a subkutannich aplika-
cich. Ve vyzkumu metabolismu se pouZivaji dva radioizotopy médi (%*Cu a ¢"Cu).
Tyto radioizotopy maji relativné kratké polocasy rozpadu, coz omezuje jejich pou-
7iti pouze na kratkodobé studie. Radioizotopy se i dnes pouzivaji pro metabolické
studie u laboratornich zvirat a lidi s poruchami metabolismu médi. Velk4 ¢ast vy-
zkumu u lidi se zaméiila na Wilsonovu chorobu, Menkesiv syndrom® a biliarni
cirhozu. Vyse zminéné metabolické defekty vedou k vycerpani nebo nahromadéni
médi v tkanich [37].

Meéd je v lidském téle nesena krevnim proteinem ceruloplasminem do dvanéact-
niku a horni ¢é4sti tenkého stfeva, kde je absorbovana a nasledné transportovana do
jater. Posledni vyzkumy poukazuji i na vstifebavani v zaludku. Volnad méd ani jeji
volné ionty se v lidském organismu témér nevyskytuji, veSkeré ionty jsou spojeny
s proteiny: 95 % s ceruloplasminem, zbytek s albuminem a aminokyselinami. Malé
mnozstvi médi se vylucuje moci, avsak hlavni ¢ast ptijaté médi v organismu je vylu-
¢ovana zlucovou stavou. Méd je v lidské vyzivé nezbytna pro norméalni metabolismus
zeleza a tvorbu Cervenych krvinek. Anémie je klinickym priznakem nedostatku zeleza
i médi. Méd je nevyhnutelnou soucasti lidského organismu [38, 39, 40].

Dilezitym aspektem radiofarmak je jejich kineticka stabilita. Tento pojem cha-
rakterizuje rychlost disociace radionuklidu z radiofarmaka a tizce souvisi se stabilitou
kovového komplexu in vivo. U kovovych komplexii acyklickych chelatori je kineticka
disociace rychla, kdezto cyklické chelatory jsou vice kineticky inertni [29].

Nizka kineticka stabilita komplexu vede k dekomplexaci a nasledné akumulaci
radionuklidi v necilovych tkanich. V poslednich letech vyzkum pracuje predevsim
na zlepsSeni kinetiky tetraazamakrocyklickych ligandii zvySenim pevnosti kostry li-
gandu. Aby se zvySila pevnost kostry ligandu, doslo k chemickému pfemosténi cyk-
lamovych kruhti. Pripravené byly ruzné derivaty s postrannimi fetézci, které maji za
ukol vytvaret stabilni vazbu s kovem. Mezi takové ligandy patii napt. kyselina CB-
TE2A, ktera je vybavena dvéma privésenymi rameny karboxylové kyseliny. Kyselina
CB-TE2A tvoii s médi (IT) vysoce in vivo stabilni komplexy s pifiznivou farmakoki-
netikou. ZvySend pevnost ligandu zptisobila prodlouzeni doby znaceni a také zvySeni
teploty pro uc¢inné znaceni radionuklidy médi. Zminéné podminky jsou zcela nevy-
hovujici pro znaceni konstrukti obsahujici peptidy nebo jiné biomolekuly, jelikoZ se
jedna o molekuly citlivé na zvySenou teplotu [29].

5Menkesiiv syndrom neboli trichopoliodystrophia je onemocnéni vazané na chromosom X, které
je zpiisobeno mutaci genu kédujictho Cu?* transportujici ATPAzu a neumoziiuje pienos Cu pies
Golgiho membranu do krevniho Fecisté [36].
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1.4 Kontrola kvality

Dilezitym krokem v fetézci operaci pro vyrobu nového radionuklidu je zajiSténi
kvality ziskaného produktu. Obecné je t¥eba vzit v Gvahu ¢tyfi aspekty. Jedna se
o radionuklidovou ¢&istotu, radiochemickou ¢istotu, chemickou ¢istotu a specifickou
aktivitu. O jednotlivych aspektech je pojednavano v nésledujicich podkapitolach.
Zminéné ¢tyfi testy zjisténi kvality jsou zasadni z hlediska dalsiho zpracovani radio-
nuklidu. Pokud je radionuklid pouzit na pripravu radiofarmaka pro huméanni podani,
prichézi na fadu nékolik dalsich prisnych testi, jako jsou testy sterility, apyrogeni-
city a toxicity. V této praci byla zkouméana pouze radiochemicka ¢istota u preparatu
¢1Cu [41].

1.4.1 Radionuklidova a radiochemicka ¢istota

Podle Majera [42] 1ze za radiochemicky ¢isty povazovat takovy preparat radioaktiv-
niho prvku, ve kterém nelze chemickymi nebo fyzikidlnimi analytickymi metodami
dokézat jiné rusivé elementy, které tento preparat mize obsahovat. Tato mnozstvi
jinych radioaktivnich prvkia projevujicich se svou vlastni charakteristickou a tieba
i silnou aktivitou, jsou nevazitelna a uvedenymi analytickymi metodami nepostieh-
nutelni. Nepiitomnosti jakéhokoli jiného radionuklidu je dosazeno volbou vhodné
reakce pro pifipravu a energetické ztraty svazku pii ozafovani na cyklotronu v kom-
binaci s chemickou separaci.

Jak uvadi Majer [42], za radionuklidové ¢isty oznacujeme takovy produkt, ktery
jevi radioaktivni vlastnosti jen jediného, zcela urcitého jaderného individua, jenz
muze vSak obsahovat i zna¢né mmnozstvi libovolnych stabilnich chemickych prvki.
Pritomnost téchto chemickych necistot nemusi byt pro dany ucel rusiva. To zna-
menad, ze radiochemicky oddéleny produkt je ve formé jednoho hlavntho chemického
druhu. V ptipadé pevného produktu je oddéleny radionuklid obecné pieveden do
pozadované radiochemické formy prostiednictvim oxida¢nich/redukénich reakei. Vy-
roba radionuklidu v cyklotronech, pfi vhodné zvoleném jaderném procesu a chemické
separaci, vede k velmi nizkych radiochemickym a radionuklidovym necistotam. Ra-
diochemicka cistota se obecné testuje radiochromatografickymi metodami, jako jsou
chromatografie na tenké vrstvé (TLC), vysoce tc¢inna kapalinova chromatografie
(HPLC) a ionexovou chromatografii [41].

1.4.2 Chemicka cistota

Pod pojmem chemické ¢istota se rozumi nepiitomnost neaktivnich necistot, které se
obvykle zavadéji chemickymi ¢inidly pouzivanymi pii vyrobé radionuklidu. Kromé
jejich mozné toxicity mohou tyto necistoty tvofit komplexy s radionuklidem, ¢imz
snizuji jeho reaktivitu. Pro kontrolu chemické ¢istoty se pouziva jedna nebo vice
standardnich technik, jako je napt. kapalinova chromatografie, tenkovrstva chroma-
tografie, detekce ultrafialovym (UV) nebo infracervenym (IR) paprskem, hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) a polarografie [41].
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1.4.3 Hmotnostni aktivita

Hmotnostni aktivita je definovana jako radioaktivita vztazena na jednotku hmot-
nosti daného prvku nebo jeho chemické formy. Pro odhad hmotnostni aktivity se
obecné radioaktivita méii v ioniza¢ni komoie a hmotnost se stanovi pomoci citlivé
detekéni metody, jako je UV, IR, index lomu nebo méfeni vodivosti [41].

1.4.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je analytickd metoda, jejiz zacatky sahaji az k vyndlezu chromatografie na
pocatku 20. stoleti. Vyvoj pokracoval pres rozdélovaci a papirové chromatografie
ve 40. letech 20. stoleti, k zavedeni kapalinové chromatografie na pocatku 60. let.
Krétce nato potieba lepsiho rozliseni a vysokorychlostnich analyz netékavych vzorkt
vedla k vyvoji HPLC [43].

Za prikopnika chromatografie je povazovan rusky botanik Michail Cvét, ktery
v roce 1903 jako prvni na sloupci sorbentu rozdélil listova barviva. Ve 40. letech
20. stoleti védci Martin a Synge vyvinuli rozdélovaci chromatografii a tyto déje
matematicky popsali, za coz jim byla v roce 1952 udélena Nobelova cena. V roce
1944 byla poprvé pouzita papirova chromatografie, ktera byla vyvinuta pro separaci
aminokyselin. Dalsi vyvoj dospél k tomu, Ze v roce 1969 bylo predstaveno prvni ko-
mer¢ni HPLC (HPLC ALC100). V 80. letech 20. stoleti byla HPLC bé&zné pouzivana
technika pro separaci chemickych slou¢enin. Nové piistroje a postupy zajistily lepsi
separaci, identifikaci, ¢isténi a kvantifikaci, zatimco pocitae a automatizace poskyto-
afinitnich kolon a rychlym vyvojem HPLC. V roce 2004 byla predstavena nova ultra
vykonna kapalinova chromatografie (UPLC), ktera az 10x snizila dobu analyzy a 3x
zlepsila citlivost pFistroje [43].

Vysokotuc¢inna kapalinova chromatografie je jednou z nejrozsitenéjsich chroma-
tografickych technik, jejiz pouziti se pravdépodobné v nasledujicich letech jesté
zvysi [43].
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Kapitola 2

Experimentalni cast

2.1 Kontrola kvality

2.1.1 Radionuklidova a radiochemicka cistota

Radionuklidova ¢istota byla provedena pouze u radioizotopu Cu a to pomoci me-
tody TLC. Cilem experimentu bylo ovéfeni kvality a ¢istoty pfipravovaného radio-
nuklidu ®*Cu pomoci razné selektivnich chelitori pro méd.

Pouzité chemikalie
e Pufr MES hydrat; > 99,5 % (Sigma Aldrich, USA)

Ethylendiamintetraoctova kyselina; 99,995 % trace metals basic (Sigma Ald-
rich, USA)

Chelex 100 sodium form; 50-100 mesh (Sigma Aldrich, USA)

Voda; TraceSELECT (Sigma Aldrich, évy’carsko)

Hydroxid sodny; > 98,0 % (MERCK, Némecko)

64Cu; 5. 180110Cu64 (Ustav jaderné fyziky AV CR, v.v.i.)

Pouzity material
e DC-Fertigfolien Alugram SIL G, layer 0,2 mm silica gel 60 (Macherey-Nagel,
Némecko)

e Safe-Lock Tubes 0,5 ml; PCR, clean (Eppendorf, Némecko)

Pouzité pristroje
e Termo-tiepacka Biosan TS-500 (MERCI, CR)
e Cyclone Plus Storage Phosphor System (Packard-Cyclon, USA)

Nejprve byly piipraveny reakéni smési DOTA, NOTA, ACBP v piislusnych obje-
mech a mnozstvich jako je uvedeno v Tabulce 2.1.
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Ptiprava reagenci

1M NaOH:
Roztok byl pripraven rozpusténim 2.0 g NaOH v 50 ml vody.

0,1IM EDTA pH 5,0:
Roztok byl pfipraven rozpusténim 2,9922 ¢ EDTA ve 100 ml vody pfii teploté
80 °C, titrovano 1M NaOH na pH 5,0.

0,5M MES pufr pH 6,2:
Roztok byl ptipraven rozpusténim 5,857 ¢ MES ve 300 ml vody, titrovano 1M
NaOH na pH 6,2. Piidano 0,5 g chelexu, uloZeno pfes noc v lednici.

Slozka A: DOTA:
Do 3 ml kryovilaky p¥ipraven roztok DOTA ve vodé o koncentraci 0,5 mg/ml.

Slozka B: NOTA:
Do 3 ml kryovilaky p¥ipraven roztok NOTA ve vodé o koncentraci 0,5 mg/ml.

Slozka C: ACBP:
Do 3 ml kryovilaky pfipraven roztok ACBP ve vodé o koncentraci 0,5 mg/ml.

Slozka D: %4Cu
Radionuklid Cu (8. 180110Cu64) byl pripraven pracovniky Ustavu jaderné
fyziky AV CR.

K piislusnym reagencim bylo piidano 40 MBq radionuklidu %4Cu; § 180110Cu64.
Takto vznikly roztok byl doplnén na 100 pl pufrem MES a mikroelektrodou ové-
feno prislusné pH 6,2. Smési byly inkubovany po dobu 10 min, pii teploté 25°C.
Po inkubaci bylo na TLC desti¢ku naneseno 3 pul takto pfipraveného vzorku. Jako
stacionarni faze byla pouzita DC-Fertigfolien Alugram SIL G, layer 0,2 mm silica
gel 60 na draze 8,0 cm. Vzorky byly vyvijeny pomoci mobilni faze 0,1M EDTA
po dobu 1 hodiny. Néasledné byly desky vysuSeny pod infralampou a méfeny na pii-
stroji Cyclon. Vzorky byly méfeny v tripletech a vysledky byly vyhodnoceny pomoci
softwaru OptiQuant.
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Tabulka 2.1: Znaceni vzorku

Cislo Slozka A Slozka B Slozka C Slozka D  Teplota

vzorku [mol. ekv.] [mol. ekv.] [mol. ekv.] [mol. ekv.] [°C]
1 90 40 25
2 90 40 25
3 90 40 25
4 90 40 25
ot 90 40 25
6 90 40 25
7 90 40 25
8 90 40 25
9 90 40 25
10 40 25
2.2 Znaceni konstrukti

V rameci spoluprace s ustavem makromolekuldrni chemie AV CR a Prirodovédec-
kou fakultou Univerzity Karlovy byly pfipraveny ligandy, které byly znaceny radio-
nuklidy *Cu a %Cu.

Pouzité chemikalie

Pufr MES hydrat; > 99,5 % (Sigma Aldrich, USA)

Ethylendiamintetraoctova kyselina; 99,995 % trace metals basic (Sigma Ald-
rich, USA)

Chelex 100 sodium form; 50-100 mesh (Sigma Aldrich, USA)
Voda; TraceSELECT (Sigma Aldrich, évy’carsko)

Hydroxid sodny; > 98,0 % (MERCK, Némecko)

64Cu; 5. 180110Cu64 (Ustav jaderné fyziky AV CR, v.v.i.)

RAM-14; PK-250419GE-11 (Ustav Makromolekularni Chemie AV CR, v.v.i.),
struktura uvedena v Pfiloze A

RAM-15a; PC519A (Ustav Makromolekularni Chemie AV éR, v.v.i.), struk-
tura uvedena v Piiloze A

RAM-16; PC518zn (Ustav Makromolekuldrni Chemie AV CR, v.v.i.), struk-

tura uvedena v Priloze A
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Pouzity material

e Safe-Lock Tubes 0,5 ml; PCR clean (Eppendorf, Némecko)

Pouzité pristroje

e Termo-tiepacka Biosan TS-500 (MERCI, CR)

2.2.1 Podminky znaceni

7 kazdého ligandu byl odvazen priblizné presné 1 mg, ktery byl rozpustén v 1 ml
0,5M MES pH = 6,2. Z takto pfipravenych vzorka bylo odebrano 100 ul na neaktivn{
HPLC analyzu.

Ze vzorku ligandu bylo odebrano 200 pul, ke kterému bylo piidano 164 pl ®4Cu
(coz odpovida aktivité ptiblizné 400 MBq) a 636 ul 0,5M MES. Takto pfipravené
vzorky byly pfi laboratorni teploté ponechany na t¥epacce 30 min.

Po 30 min bylo z kazdého takto piipraveného vzorku odebrano 100 ul na analyzu
vytézku znaceni.

2.3 Analyza
PouzZité chemikalie

e Pufr MES hydrat; > 99,5 % (Sigma Aldrich, USA)

Chelex 100 sodium form; 50-100 mesh (Sigma Aldrich, USA)

Voda; TraceSELECT (Sigma Aldrich, Svycarsko)

Chlorid sodny; (Sigma Aldrich, USA)

e Isopropanol; HPLC grade

Methanol; HPLC grade
Pouzity material
e Vialka Sroubovaci, girokohrdla, 2 ml (Verkon, (VJR)

e Uzavér sroubovaci se septem (pro &irokohrdlé 2ml vialky), ND10 (Verkon, CR)

Inserty pro sirokohrdlé vialky (Verkon, CR)

BioSep-SEC-s2000 (Phenomenex, USA)

BioSep-SEC-s4000 (Phenomenex, USA)
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Pouzité pristroje
e Agilent technologies 1200 series (Agilent Technologies, USA)
e Gabi * (Elysia-raytest GmbH, Némecko)
e Waters 2489 UV /Visible Detector (Waters Corporation, USA)
e Agilent 35900 dual channel interface (Agilent Technologies, USA)

Analyza probihala na radioaktivnich i neaktivnich vzorcich, které jsou uvedeny
v Tabulkach 2.2, 2.3, kde * znac¢i oznaceny vzorek radionuklidem.

Systém se skladal z HPLC (Agilent technologies 1200 series), radiodetektoru
(Raytest Gabi), UV VIS detektoru (UV/Visible detector Waters 2489), Agilent
35900 dual channel interface. Cely systém byl ulozen ve 100% isopropanolu. K ana-
lyze byly pouzity gelové kolony (BioSep-SEC-s2000 a BioSep-SEC-s4000), které byly
pied experimentem uloZeny ve 60% methanolu.

Jako mobilni faze byl pouzit 100% pufr (20 mM MES, 1 mM EDTA, 150 mM
NaCl, pH = 6,2). Prutok byl nastaven na 0,4 ml/min 0,4 ml/min, nastiik byl 15 pl.
UV/VIS detektor byl nastaven na vlnovou délku 254 nm, energetické rozhrani radi-
odetektoru bylo v rozsahu 350-650 keV. Analyza jednoho vzorku probthala 25 min.
Naméiené chromatogramy jsou uvedeny v piiloze B.

Tabulka 2.2: Vzorky analyzované pii Tabulka 2.3: Vzorky analyzované
znadeni 9 Cu pfi znaceni %4Cu
Vzorek Vzorek
1. MES 1. MES
2. RAM 14 2 RAM 14
3. RAM 15 3. RAM 15
4. RAM 16 4. RAM 16
5. RAM 14 * 5 RAM 14 *
6. RAM 15 * 6. RAM 15 *
7. RAM 16 * 7 RAM 16 *
8. S1Cu + MES 8. 64Cy + MES
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Kapitola 3

Diskuze a vysledky

3.1 Kontrola kvality

Analyza kvality a ¢istoty pripravovaného radionuklidu Cu-64 byla provedena pomoci
postupu uvedeného v literatute [44|. Podle Davida [44| dochazi k vytézkiam znaceni
pro chelator NOTA 17412 % a 5+4 % pro chelator DOTA. ACBP bylo syntetizovano
na Piirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy skupinou profesora Hermanna tak,
aby dochéazelo ke komplexaci médi s vytézky >95 %.

Tabulka 3.1: Vysledky radiochemické ¢istoty jednotlivych vzorka

Vytézky Délka inkubace Molarni ekvivalent
znadeni [%] [min] chelatoru
64Cu 98,0 98,0 10 0
DOTA 6,2 10 90
DOTA 8,3 6,3£1,9 10 90
DOTA 4,5 10 90
NOTA 32,6 10 90
NOTA 29,8 30,0£2,5 10 90
NOTA 27,7 10 90
ACBP 93,9 10 90
ACBP 97,2 95,2+1,7 10 90
ACBP 94,6 10 90

V Tabulce 3.1 si mizeme vSimnout vysledki, ze kterych vyplyva, Ze pfipra-
vena méd-64 byla v dobré ¢istoté [44]. Metoda pouzita pro analyzu radiochemické
¢istoty pripravovaného radionuklidu byla ¢asové narocna, proto by bylo vhodné do
budoucna tuto analyzu vyvinout napi. na HPLC systém.
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3.2 Zmnaceni konstrukti
7 vysledkii uvedenych v Tabulce 3.2 a Tabulce 3.3 je patrné, Ze ne vSechny kon-

strukty jsou kvantitativné oznaceny. Analyzované konstrukty se podafilo oznacit
64Cu, 5'Cu vsak nikoliv.

Tabulka 3.2: Vytézky znaceni jednotli- Tabulka 3.3: Vytézky znaceni jednotli-

vych konstrukti %1Cu vych konstrukti *Cu
Vytézek znafeni [%)] Vytézek znaceni [%)]
RAM 14 - RAM 14 93,2
RAM 15 - RAM 15 95,4
RAM 16 - RAM 16 95,1

Divod, pro¢ jsou vytézky znaceni nizké a v nékterych piipadech znaceni viibec
neprobéhlo, miize byt ten, Ze se jedna o nové pripravené konstrukty a jejich stalost
v Case jeSté nebyla otestovana — konstrukty by mély byt znaceny co nejdiive po syn-
téze. Z duvodu koronavirové pandemie musely byt nékteré experimenty po dobu tif
meésicti posunuty a pozadavek znaceni tésné po syntéze byl splnén pouze u znaceni
64Cu, kdy toto znaceni probihalo jesté pied zminénou pandemii. Znaceni ' Cu probi-
halo az po tiimési¢ni pauze, a to muze byt jeden z diivodii, pro¢ pii experimentech
nedos§lo k oznaceni polymeru médi-61. Na znaceni by nemél mit v tomto ptipadé
vliv druh radioizotopu, jelikoz oba izotopy byly pied znacenim pfipravené do stejné
matrice (0,01M ultra trace HCI), tudiz vysledky znaceni by mély byt srovnatelné.

Pro budouci méfeni bych navrhovala zkoumat vytézek znaceni v zavislosti na
teploté. Vsechna méfeni, kterd jsou uvedend v této praci probihala za teploty 25 °C.
V literatuie je uvadéno srovnani znafeni konstruktia pii dvou teplotach (25 °C
a 70 °C). Znaceni samotnych ligandi je podobné, avsak vyssi teplota (70 °C) vedla
k leps§i ui¢innosti znaceni, to znamené k vyssi hmotnostni aktivité, protoze pro prak-
ticky kvantitativni oznaceni postacoval nizsi prebytek ligandu. Teplota vSak v nasem
pripadé nemize byt pfili§ vysoka, aby nedoslo k denaturaci protilatky - EBX, ktera
je soucasti konstruktu [44].

Vzorky byly métreny na dvou kolonach (BioSep-SEC-s2000, BioSep-SEC-s4000),
pri¢emz jsem zjistila, Ze méfeni na druhé zminéné koloné je lepsi pro jeji vhodnéjsi
vlastnosti pro déleni analyzovanych latek.

Konstrukty obsahuji fosfatové skupiny mimo makrocyklicky retézec. Tyto sku-
piny by mély napomahat k pienosu kovového iontu z roztoku do stfedu makrocyk-
lického tetézce, tudiz by mély komplexaci a proces znaceni mirné urychlit. Fosfatové
skupiny jsou kyselé povahy, coz umoziuje znaceni i v kyselém prostiedi. Postranni
chelata¢ni ramena, ktera jsou p¥ipojena na makrocyklickou kostru, by méla umozio-
vat komplexaci kovového iontu i pfi velmi nizkych koncentracich rozpusténych ionta
radionuklidu v roztoku.

Rychl4 a G¢innd komplexace za mirnych podminek je obecné velmi zadané vlast-
nost u nosic¢u pro radionuklidy, které se planuji pozivat jako radiofarmaka v nuklearni
mediciné, zvl1asté pokud se jedna o radionuklidy s kratkym poloc¢asem rozpadu jako
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je méd. V literatufe je uvedeno, Ze dosavadni radiochemické experimenty na podob-
nych konstruktech potvrdily piredpoklady t¢inné vazby radioizotopi médi a vysokou
stabilitu téchto komplexu [44].
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JAaveér

V této praci byla napsana literarni reserse o vyuziti radioizotopti médi v nuklearni
mediciné, o vhodnych konstruktech a nosi¢ich, ale také o kontrole kvality pfipravo-
vanych radiofarmak.

V prvni pasazi experimentilni ¢asti byla provedena analyza kvality a cistoty
pfipravovaného radionuklidu %*Cu pomoci tenkovrstvé chromatografie. Z vysledk
je patrné, ze pro znaceni 3 ruzné selektivnich chelatori pro méd (DOTA, NOTA,
ACBP) pii 90 molarnim ekvivalentnim piebytku ligandu za teploty 25 °C po dobu
10 min je vysledna radiochemicka ¢istota 6,3; 30,0 a 95,2 % (DOTA, NOTA, ACBP),
coz poukazuje na dobrou radiochemickou ¢istotu 4 Cu?*. Metoda, kterou byla zkou-
ména kvalita pripravovaného radionuklidu je ¢asové naroc¢né, proto by bylo do bu-
doucna vhodné tuto metodu prevést na HPLC, které by analyzu urychlilo.

Déle byly oznaceny a zanalyzovany konstrukty chelator-polymer-protilatka, které
byly vyvinuty na Ustav makromolekularni chemie AV CR v. v. i. Analyza aktiv-
nich i neaktivnich vzorki probéhla pomoci systému HPLC na BioSep-SEC-s2000
a BioSep-SEC-s4000 kolonach. Z vysledkii vyplyvé, Ze znaceni konstrukti pii tep-
loté 25 °C po dobu 30 min médi-61 neprobéhlo. Znaceni konstruktt médi-64 pii
totoznych podminkach probéhlo s vytézky znaceni 93,2, 95,4, 95,1 (RAM 14, RAM
15, RAM 16). Tento rozdil byl pravdépodobné zptsoben rozkladem vzorku zkouma-
nych konstrukti. Dosazené vysledky poslouzi jako zédklad dalsi prace, kterd by méla
byt zaméiend na piipadnou optimalizaci podminek znaceni, stabilitu in vitro a in
Vivo.
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Priloha A

Struktury znacenych konstrukti

Nazev vzorku RAM-14

Popis vzorku Polymerni konjugat s chelatorem ME064-2 smérovany GE-11 k EGFR

Interni nazev vzorku | PK-250419GE-11

v-mrazak v lednici ‘ eithvy-na-vlhkest | citlivy na svétlo

Uchovavani —
Jiné:

Rozpustit v: | PBS pufru ‘ destilovana voda ‘ Jiné:

Koncentrace roztoku:

Priprava vzorku o) e o ce roztoku ’ min ‘ Zaht4ti roztoku ‘ °C

Pozn.

Schématicka struktura

N
| X }O
N
ME064,
89
Nazyy

Mw | 47 000 g/mol ‘D | 1,05 ‘ Rh | n.a.
Charakterizace —
Jiné
Aktivni sloZzka Vzorek MEO064-2, peptid GE-11
Obsah aktivni slozky | 15% peptidu wit% 1,9 peptidu mol%
15% chelatoru 3,3 chelatoru

Obrazek A.1: Charakteristika ligandu RAM 14
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Nazev vzorku RAM-15

Popis vzorku Erbitux s chelatorem 14-N4-PPi~NCS (ME058)

Interni nazev vzorku | PC519A

it v lednici ‘ eithvynavtikost ‘ citlivy na svétlo

Uchovavani —
Jiné:

Rozpustit v: | PBS pufru ‘ destilovana voda ‘ Jiné:

Koncentrace roztoku:

Priprava vzorku v - T
p Sonifikace roztoku ‘ min ‘ Zaht4ti roztoku ‘ °C

Pozn.

Schématicka struktura

( NH NH)»Erbitux
[NH Nj ﬁ 0 \/@ \[S( 4
N~/ \/P\

Mw | 154 000 g/mol ‘ J2) | n.a. ‘ Rh | n.a.
Charakterizace —
Jiné ’
Aktivni slozka Erbitux, 14-N4-PPi~NCS (ME058)
Obsah aktivni slozky | cca 1,3 ‘ wit% ‘ ‘ mol%

Obrazek A.2: Charakteristika ligandu RAM 15
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Nazev vzorku

RAM-16

Popis vzorku

Konjugat s HPMA kopolymeru s chelatorem MEOQ64 a s Erbituxem

Interni nazev vzorku

PC518zn

y-tradken v lednici ‘ eithhvy-navihkeost ‘ citlivy na svétlo
Uchovavani —

Jiné:

Rozpustit v: | PBS pufru ‘ destilovana voda ’ Jiné:

Piiprava vzorku

Koncentrace roztoku:

Sonifikace roztoku ‘ min ‘ Zahtati roztoku | °C
Pozn.
Schématicka struktura
Ho{ %z gﬁ
HN Hf}
bt
m O O S—Erbitux
NH HN N
o 0 N
oy
NH g R W
U HO OH
Mw ‘ 490 000 g/mol ‘D ‘n.a. |Rh ‘ n.a.

Charakterizace

Jiné |

AKktivni slozka

Erbitux, chelator ME064

Obsah aktivni slozky

| Wt% | | mol%

Obrazek A.3: Charakteristika ligandu RAM 16

93




54



Priloha B

Namérené chromatogramy
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Obréazek B.1: Chromatogram MES
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Obrazek B.11: Chromatogram RAM 16
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Obréazek B.12: Chromatogram RAM 16 znaceny 5'Cu
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Obréazek B.13: Chromatogram RAM 16 znaceny %*Cu
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