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Abstrakt

Nejvice vyuzivanym zafi¢em v pozitronové emisni tomografii je izotop fluoru '*F,
ktery se dokdze stabiln€ vazat na fadu atomt a tim umoziluje tvorbu zobrazovacich
¢inidel pro pozitronovou emisni tomografii. V této praci budou shrnuty metody
znaceni komplext obsahujici ve své molekule kation hlinity nebo gallity, které¢ mohou
slouzit jako stabilni nosic¢e pozitronového zafice v lidském téle. Oba tyto prvky maji
jedinecné fyzikalni a chemické vlastnosti vhodné pro molekulové zobrazovani, a proto
zde bude popsan vyvoj znaceni komplexi, jejich struktura, koordina¢ni okoli a nékteré

aplikace v nuklearni medicing.

Klicova slova

Komplexy, ligandy, znaceni radionuklidy, pozitronova emisni tomografie, nukledrni

medicina



Abstract

The most widely used emitter in positron emission tomography is the fluorine isotope
18F which can bind to a number of atoms, and thus allows the formation of imaging
agents for positron emission tomography. This work will summarize methods
for labeling complexes containing aluminum or gallium as a central cation, which can
serve as stable carriers of the positron emitter in a human body. Both of these elements
have unique physical and chemical properties suitable for molecular imaging.
Therefore the development of complex labeling, their structure, coordination

environment and some applications in nuclear medicine will be described here.
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1 Uvod

S rychlym rozvojem techniky v poslednich desetiletich ziskdvame ¢im dal vétsi
rozsah moznosti zobrazovani zivych organismd, a to ptedevsim anatomie ¢lovéka, ¢ehoz
1ze vyuzit pti odhalovani abnormalit v lidském téle, nejcastéji nadorovych onemocnéni.
K tomu vyuzivame radiodiagnostické metody, kterych existuje nékolik. Bézné je
rozdélujeme na anatomické (morfologické) a molekularni (funkéni) zobrazovaci
techniky. O strukturdlnich zménach Ize ziskat informace pomoci magnetické rezonance
(MRI), pocitacové tomografie (CT) nebo vysokofrekvencniho ultrazvuku. Tyto metody
neposkytuji data o funkcich a metabolismu jednotlivych tkani. Molekularni zobrazeni lze
ziskat prostiednictvim optickych metod (fluorescence nebo bioluminiscence),
jednofotonové emisni vypodetni tomografie (SPECT),! anebo pozitronové emisni
tomografie (PET),? nejvice vyuzivané zobrazovaci metody. Ta poskytuje kvantitativni
informace o biochemickych i fyziologickych procesech a prace s ni obnasi fadu vyhod,
jakymi je vysoka citlivost zobrazeni nebo malé davky radioaktivity pfi vySetfeni. Zaroven
se muze s jinymi metodami kombinovat pro ziskéni jak funk¢nich, tak morfologickych

obrazi. Potom hovotime o technikach PET/CT nebo PET/MRI.3"

1.1 Molekularni zobrazovani

Velkd skupina metod, kterd vyuZiva ionizujici zafeni v medicing, se nazyva
radiologie. Do této skupiny patii 1 vySe zminéna radiodiagnostika, kterd ndm umoznuje
zobrazovat, charakterizovat a kvantifikovat biologické procesy na molekularni a bun&cné
urovni. Tyto déje v zivych organismech miZeme sledovat aplikovanim vhodného
radiofarmaka. Radiofarmakum je latka, kterd ma ve své struktufe navdzany radioizotop
emitujici zafeni o urCité energii, které¢ je mozné snimat pomoci detektorii. Metody se
od sebe vzijemné li§i principem zobrazovaci techniky a kvalitou vysledkl. Nejvice

vyuzivanymi metodami jsou PET a SPECT.

PET poskytuje anatomicky obraz Zivého organismu za pouZiti pozitronovych
z4Fi¢h. Jedna se o radionuklidy, které uvoliuji radioaktivni zafeni pfeménou B* ve formé
kladné& nabitych elektronti neboli pozitrondi.> V praxi se nejéastéji intravenézné poda
pacientovi radiofarmakum, na kterém je navazan radionuklid. V téle pacienta poté
dochazi k anihilaci ¢astic. V ptipadé PET diagnostiky dochézi ke srdzce uvolnéného

pozitronu s elektronem (Obrazek 1), pii které vznikaji dva fotony zafeni y o energii



511 keV. Tento d¢j se fidi zdkonem zachovani hybnosti, coz v disledku znamena, ze se
fotony $ifi vzdjemné opaénymi sméry.® Pro detekci téchto fotond se vyuziva
koincidencnich detektort, které dokazi identifikovat misto anihilace na pfimce mezi
fotony. Cim vice je pouZito detektori, tim presn&ji lze zjistit, kde v trojrozmémém
prostoru k anihilacim dochédzi a mohou se tak lépe lokalizovat pfipadné abnormality

v Zivém organismu.
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Obrazek 1. Schématické znazornéni anihilace v PET

Na rozdil od PET je principem SPECT! podani radiofarmaka obsahujiciho
radionuklid vyzatujici y zafeni (nejéast&ji **™Tc), které je snimano pomoci scintilaénich
kamer v riznych rovinich tomografického fezu.! Nasledn& je obraz rekonstruovén
z jednotlivych snimku matematickymi operacemi. Nevyhod této techniky oproti PET je
vSak nékolik. JelikoZ je pribéh sniméni ovlivnén nékterymi fyzikalnimi jevy (Comptonliv
rozptyl a fotoelektricky jev), je mnohdy zareni oslabené a dochazi ke vzniku nepfesnych
obrazll. Z fyziologického hlediska je nevyhodou radia¢ni zatéz, kterd byva vyssi nez
pii vyuziti pozitronovych zafici v PET. Je zde mysSlena predevS§im dévka radioaktivity
udélend pacientovi béhem vysetfeni. I piesto se metoda SPECT stéle aktivné vyuziva,
jelikoz byla ptfed objevenim PET rozsifend po celém svété a jedna se také o levnéjsi
variantu pro klinickou praxi. Hlavni vyhodou této metody je snadnd dostupnost

radioizotopu *™Tc (oproti napt. '*F).

Ob& metody vyuzivaji radioizotopy zruznych zdroji. Kazdy radionuklid se
ziskava jinou metodou a jinymi reakcemi. Radioizotopy pro SPECT se ziskavaji
z radionuklidovych generatori, které se pouzivaji snadno a jsou pomérné levné. Nejvice

pouzivanym SPECT generatorem je molybdenovy *’Mo, ktery vytvaii metastabilni



technecium **™Tc¢ podle rovnice *’Mo (T % 66 h.) — *™Tc (T % 6 h.) a jeho Zivotnost je
ptiblizné dva tydny. Jinou metodou pro ziskavani radionuklidii jsou jaderné reaktory,
ve kterych je mozné izolovat §tépné produkty uranu 2*°U, které se vyuZzivaji v radiologii.
Dale stépenim uranu vznikaji neutrony, které se vyuzivaji pro ostfelovani jader jinych
prvki. Timto zpiisobem lze pfipravit fadu dalSich radioizotopti napt °’Mo

pro molybdenovy generéator.

Radioizotopy pro PET se nejCastéji ziskavaji pomoci cyklotroni (cyklickych
vysokofrekvencnich urychlovacti), ve kterych jsou nabité Castice vlivem elektrického
pole urychlovany a magnetické pole jim udava smér proudéni. Urychlené ¢astice prochazi
tzv. ter€em, ktery obsahuje izotop pivodniho (matefského) prvku. V disledku srazek se
meéni struktura jadra, konkrétn€ pocet protonii a ziskdvame radionuklid, ktery se
po ozafeni uvolni a zpracovava. Timto zplisobem mulzeme ziskat mnoho zarici

vyuzivanych v PET.

1.1.1 Zavice pro PET

Radionuklidy jsou nuklidy prvki schopné samovolné radioaktivni pfemény jader.
Existuji premény, béhem kterych se radioaktivni zafeni uvoliiuje ve formeé ¢astic (o a )
nebo elektromagnetického zateni (y). Jak jiz bylo zminéno, v PET zobrazovani se

vyuzivéa radionuklidd s pfeménou B, konkrétné B, které 1ze popsat obecnou rovnici
X - A4+ et + v,

Téchto zaficl je celd fada a nékteré z nich jsou izotopy prvkl, se kterymi se bézné

setkavame ve struktufe zivych organismi (Tabulka 1).

Tabulka 1. Nejb&znéjsi pozitronové zaiice’®

Radionuklidy Polocas rozpadu (min.) Energie (MeV)
e 20,4 0,96
PN 10,0 1,19
50 2,0 1,73
BF 109,8 0,64
%8Ga 68,0 1,90
82Rb 1,3 3,15




Jednotlivé izotopy se lisi poloCasy rozpadu a také energii (Tabulka 1). Nejvice
vyuzivanym pozitronovym zéafi¢em pro PET diagnostiku je '*F. Z tabulky je ziejmé, ze
ma z uvedenych izotopt nejdelsi polocas rozpadu, ktery udava cas, za ktery se premeéni
polovina pfitomnych radionuklidii na dalsi dcetfiné nuklidy. Tato informace je dilezita
pfi zhodnoceni doby pfipravy radiofarmak nebo pii aplikacich v zivém organismu.
Energii ma tento izotop nejmensi, coz je vyhodné pro vysledné rozliSeni snimkti z PET
vysetieni. Také rozpad tohoto jadra neni témét doprovazen dalSimi procesy, jako je napf.

elektronovy zachyt.

Kromé¢ toho ma fluor fadu dalSich vyhodnych vlastnosti. Jedna se o prvek, ktery
ma nejvyssi elektronegativitu v periodické soustavé prvki, a tudiz dokaze siln€ poutat
vazebné elektrony. Disledkem toho s fadou atom vytvaii poldrni kovalentni vazby a
s jinymi vazby iontové. Tim se vytvareji pevna spojeni poskytujici tepelnou stabilitu
vazby a odolnost vii¢i oxidaci. To je jen nékolik vlastnosti, které jsou vsSak velmi

podstatné pii zavedeni urcité latky do Zivého organismu.

Radioizotop '*F mizeme ziskat nékolika zptisoby.” Méné& vyuzivanou metodou je
ostfelovani izotopu neonu pomoci deuterond (*H) podle rovnice *°Ne(d, o)'®F. Naopak
nejvice vyuzivanou metodou je osttelovani kysliku ve form& H>'®0. Timto zpiisobem
vznika roztok obsahujici fluoridy '8F~. Jinou moZnosti, jak ziskat 'SF je ostfelovat
molekulu '#0,, které se provadi pomoci protonti (‘H).!® Timto zptisobem se ziska plynna
forma '8F,. Jak je zfejmé, miZeme ziskat radionuklid pro znageni molekul ve dvou
odlisnych formach. Obé¢ tyto formy se vyuzivaji, jelikoz pro jisté reakce se spiSe hodi
nukleofil ve formé& fluoridu a pro jiné reakce zase elektrofilni fluor. Je nutné vSak pocitat
s tim, Ze pii reakcich s '*F2 se nevyhneme piitomnosti tzv. nosice °F,, ktery se vyuziva
k extrahovéani radioizotopu zterce, a tedy kjeho ziskani z cyklotronu. Tento nosi¢

zpusobi, Ze specifick aktivita '8F, bude mnohem mensi nez aktivita fluoridu v roztoku.

2 Znaceni metodou C-3F

Latky, které ve své struktufe vazou radioizotop 'F na atom uhliku, byly viibec
prvnimi, které se v PET aktivné vyuzivaly. Atom uhliku vytvaii s fluoridem pomérné
silnou vazbou (Tabulka 2) a jelikoZ je velka ¢ast Zivych organismi tvofena slou¢eninami
uhliku, nabizi se fada latek, které je mozné vyuzit pro znaceni. Radiozotop '*F musi byt

na struktufe pevné zachycen, aby nedochazelo k jeho disociaci a hromadéni v lidském
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téle, jelikoz fluorid se vyméiuje s hydroxidovymi ionty hydroxyapatitu a timto zptiisobem
se kumuluje v kostech.!! Vyjimkou je vysetfeni pomoci Na'®F, které se k tomuto icelu
vyuziva. Také je dulezité, aby byla latka, na které je izotop vazan, v téle spravné
metabolizovana nebo vylucovana. Proto se pied klinickymi aplikacemi provadi mnoho
testll na zviratech. Doposud nejvice studovanou a vyuzivanou molekulou pro PET je

znacena glukosa (Obrazek 2).

OH

HO
HO

OH
Obrazek 2. ¥ F-fluordeoxyglukosa

8F_fluordeoxyglukosa (FDG) se primarné vyuzivd ke sledovani metabolismu
glukosy v téle,'? jelikoz ma stejnou strukturu, ale na jednom z uhlikii je hydroxylova
skupina nahrazena fluoridovym radioizotopem. Jako analog glukosy je tedy schopna
prechazet do bunék, kde dochézi k fosforylaci za vzniku '*F-FDG-6-fosfatu. Ten se

akumuluje v butice, dokud nedojde k radioaktivni pfeméné podle rovnice
BF - 130 + et + v,

pii které vznika izotop kysliku 80, ktery jiZ nijak nebrani dal$imu metabolismu glukosy
v téle. Timto zplsobem je moZzné pomoci PET sledovat srdce, plice, mozek — organy a
tkan¢, kde dochézi k metabolismu glukosy nejvice. Pomoci FDG 1ze monitorovat nékteré
nemoci jako jsou rakovina tlustého stfeva, prsu nebo diagnostikovat Alzheimerovu

chorobu.!3

Kromé& FDG se vyuzivaji dali latky s vazbou '®F pfimo na atom uhliku nap¥. '8F-
FLT (‘8F-3-fluoro-2-deoxy-thymidin), '®F-choline a '8F-FET (o-(2-'®F-fluoroethyl)-L-
tyrosin) v onkologii a '®F-fallyprid, '®F-DOPA (3,4-dihydroxyfenylalanin),'®F-altanserin
v neurologii (Obrazek 3).!* Do dne$ni doby ma znadena glukosa a dal§i molekuly
obsahujici vazbu C—'8F fadu vyuziti. Tyto molekuly miizeme znagit riiznymi zptisoby

podle toho, o jakou strukturu se konkrétné jedna.
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Obrazek 3. Znacené molekuly pro PET

Pii piipravé '8F-fluordeoxyglukosy zalezi na tom, zda vyuzivame elektrofilni
nebo nukleofilni fluoraci. Postupy obou téchto moznosti jsou podrobné
prostudovany,” ale ast&jsi je nukleofilni syntéza,® kterd vyuziva cyklotronem ziskany
fluoridovy anion '®F-, jak bylo popsano diive. Ten ziskdvdme ve vodném roztoku,
ve kterém fluorid vytvafi vodikové miistky a stava se tim méné reaktivnim. Z vodného
roztoku se ziskavaji fluoridy nejcastéji iontovou vymeénnou na iontoméenici. Reakce
nasledn¢ probihd v pfitomnosti kryptandu (crypt-222) v acetonitrilu, ktery koordinuje

draselné ionty. S t€émi by fluorid vytvarel iontovy par a jeho reaktivita by se snizila.

Dale ptiprava probiha podle nasledujiciho schématu (Obrazek 4).
OAc OAc

O CH;3CN 85 °C 0

AcOl OAc + [(erypt-222)K]" 18F ———— = AcOln* IMOACc
7
AcO.  OTf o™ AcO 8F
N

0]

% j HCI
O N
o/

crypt-222
OH
O
HOI: 1MOH
HO  '®F

Obrazek 4. Schéma znadeni glukosy (Ac = CH3CO, Tf = CF3S0,)'
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Triflat (Tf) je zde ptitomen v roli odstupujici skupiny, ktera je disledkem Sx2
substituce nahrazena fluoridovym aniontem. Nésledné jsou chranici acetylové skupiny
odstranény reakci v ptritomnosti HCI za vzniku "*F-fluordeoxyglukosy. Vse se provadi
v co nejkrat$im ¢ase z diivodu pomérné kratkého polocasu rozpadu izotopu '°F. Jedna

se o typicky ptiklad nukleofilni substituce.

Piima elektrofilni fluorace se také vyuziva, ale v menSim méfitku. Tato
metoda, vlivem silnych oxida¢nich vlastnosti fluoru, poskytuje témét vzdy smés
produktii. Typickym piikladem je znageni L-DOPA (Obrazek 5),'"latky, ktera se
uplatituje v mnoha biologickych systémech a vyuziva se ke zvysSeni koncentrace
dopaminu v lidském téle pro 1écbu nekterych nemoci centralni nervové soustavy
(CNS). U znaceni '|F-DOPA se zabratiuje tvorbé nezadoucich produkti
temperovanim reakce na nizké teploty v pritomnosti inertniho plynu, nej¢astéji neonu.
Jako fluoraéni &inidla se vyuzivaji Xe!®F, nebo CH3;COO'"®F (['®F]AcOF). Reakce
probiha pii teploté 0 °C v kyseliné triflouroctové (TFA) a vytézek reakce ¢ini pouhych
15 %. Ackoliv se dfive tato latka znacila vyhradné elektrofilni substituci, tak dnes se

setkdvame i zde s nukleofilni substituci, ktera poskytuje presnéjsi znaceni a vyssi

vytézek.
18F
HO COOH
NH,
HO
['8F]AcOF HO COOH
HO COOH  rra gec
—
NH,
NH HO
HO
18F
HO COOH
NH
HO 18F
15% RCY

Obrazek 5. Elektrofilni fluorace L-DOPA!?
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Biomolekuly jsou v modernich metodach znaceni dullezitou soucasti
zobrazovacich Cinidel. Nejcastéji se jednd o peptidy, proteiny a oligonukleotidy, které
umoziuji kumulaci jen v urCitych tkénich a jsou proto specificky distribuovavany
v zivém organismu. V¢tSina téchto biomolekul je tepelné nestabilnich. Pomérné
specificky zplisob znadeni se nabizi vyuzitim prostetickych skupin (PS).!° Jedn se o malé
o molekuly znadené radioizotopem ('*F), které se mohou prostiednictvim organickych

reakci vazat na biomolekuly.

Z dtvodu velkého mnozstvi biomolekul bylo vyvinuto i mnoho prostetickych
skupin. Dulezity je vybér téchto skupin pro aplikace, jelikoz jejich navazanim muze
dochazet ke zméné chemickych i biologickych vlastnosti celé molekuly. Na biomolekulu
mohou byt prostetické skupiny konjugovény prostfednictvim acylace, alkylace, thiolové
¢i oximové vazby nebo metodou ,,Click chemie (Obrazek 6).!8 Kazdy z téchto zplsobi
se vyuziva podle struktury biomolekuly, na kterou chceme prostetickou skupinu vazat.
Ptiprava téchto konjugétu trvd 1-3 hodiny a jedna se vzdy o né€kolika krokovou syntézu.
Proto se tato metoda dale pfili$ nerozviji a hledé se jednodussi a rychlej$i metoda znaceni

pro PET.

]

928 J_
18 Br
F N
0—N H
(0]

18F
A

O
18 \ (e} 18F\/\O/\/O\/\O
o

18 %
F ©\/ \/\/\
18F

Obrazek 6. Ptiklady prostetickych skupin pro konjugaci acylaci (A), alkylaci (B),

thiolovou (C) & oximovou (D) vazbou nebo metodou ,,Click chemie (E, F)'®

14



2.1 Znaceni jinych nekovovych atomii

Pozitronova emisni tomografie byla dlouho spojena pouze se slouceninami, kde
se radioizotop vaze na atom uhliku. Metody znaceni uhliku jsou dlouho znamé, ale piesto
nespliuji to, co by si védci od jednoduché a rychlé metody znaceni predstavovali. Jak jiz
bylo uvedeno, ptiprava radiofarmak je ¢asové naroc¢nd a pro citlivé biomolekuly neni
prili§ vyhodna. Proto fada védeckych skupin zacala studovat i1 jiné prvky, které maji

schopnost vytvéiet s fluoridovym aniontem silnou vazbu (Tabulka 2).!

Prvky stejnych skupin maji velmi ¢asto podobné chemické vlastnosti. Vyjimku
netvoii ani 14. skupina. Kfemik dokonce tvofi siln€jsi vazbu s fluoridem nez atom uhliku
(Tabulka 2).°%° Naopak kineticka stabilita byla u vazby Si—'®F ocekavatelnym
problémem, jelikoZ je siln& polarizovana. Studované slou¢eniny byly nap¥. '3F-SiF4 nebo
(CH3)3Si'®F, u kterého znaceni probihalo vyménnou chloridu v molekule (CHs3)3SiCl
za radioizotop fluoru.?! Pii testovani znacenych sloucenin kiemiku in vivo se ukazalo, Ze
vazba velmi brzy podléhé hydrolyze a dochazi k defluoraci. Tento problém se vyrazné
minimalizoval pouZitim objemnych alkylovych skupin v okoli vazby Si—'*F. Tim se viak
latka stava lipofilni, coZ pro aplikace radioizotopu do Zivého organismus neni ve vétSing

ptipadii vhodné. Proto se tento typ latek v bézné klinické praxi nevyuziva.

Tabulka 2. Disociaéni energie a priimérné délky vazeb studovanych prvki s fluorem %%

Vazba D [kJ-mol™] [TA]
C-F 514 1,35
Si—F 576 1,60
B-F 732 1,30
Al-F 675 1,63
Ga—F 577 1,82

Dal$im studovanym nekovovym prvkem byl bor, ktery tvoii s fluoridy velmi
pevné vazby (Tabulka 2). Jeho afinitu k fluoru dokazuji nékteré slouCeniny, které se
vyuzivaji jako receptory fluoridovych aniontf.?>?* Diky snadné tvorbé kovalentni vazby
B-'8F mohou byt molekuly znageny rychle i v ¢aste¢né vodném prostiedi. Proto byla
studovana fada aryltrifluoborati, kde se vyuziva elektrofilnich arylovych skupin
pro zvyseni stability vazby s radioizotopem fluoru. Ve vétSin¢ piipadi vSak dochéazelo

k hydrolyze a vzniku pfislusné kyseliny boru.?®
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Zajimavou moznosti je vyuziti konjugatii, které maji své struktufe navazany jak
pozitronovy zafi¢, tak fluorofor.?® Je tedy mozné vyuzit soucasné nejen PET, ale také
fluorescen¢ni metody. Pro vyuzivani fluorescen¢nich metod tak bylo vyuzito barvivo
BODIPY (Obrazek 7), které ve své molekule obsahuje dva fluoridové atomy. Znaceni
probiha vyménnou jednoho neaktivniho fluoridového aniontu za radioizotop '|F-.
Narozdil od pfedeslych metod neni nutné vyuZzivat primarné nevodnych prostiedi.
BODIPY bylo navazano i na né¢které biomolekuly a tyto konjugaty byly dale testovany.
Dualni zobrazovani pomoci téchto latek poskytovalo dobré vysledky in vitro. Mohlo by

se tedy jednat o novou alternativu zobrazovani pro PET.?’

Obrazek 7. Struktura fluorescen¢niho barviva BODIPY

3 Hlinité a gallité komplexy

Prvni pokusy o znaceni jinych nekovovych prvki, nez je uhlik, pfinesly velmi
omezené moznosti pro prakticka vyuziti v PET. Presto vedly tyto experimenty k rozvoji
novych alternativ pro znaceni '®F. Kromé& nekovovych prvkii miizeme vézat fluoridy
1na kovy prostfednictvim koordinacnich slou€enin. Jak jiz vime, prvky 13. skupiny
vytvareji silné vazby s fluorem. Kromé& nekovovych prvku mezi né patii i kovy hlinik a
gallium, které mohou vytvaret hlinité a gallité¢ komplexy. Tyto dva kovové ionty se svymi
koordina¢nimi vlastnostmi staly moZnosti, jak biomolekuly nejen Gi€inné znacit, ale diky

stabilité jejich komplext také vyuzivat v PET.

Tyto dva kovy nevytvaii ve vodném prostredi stabilni vazby s uhlikem, a proto se
vyuzivaji ve formé koordinacnich sloucenin. Pro navazéni téchto kovil (iontl) se
vyuzivaji pfedevsim polydentatni ligandy (cheléty), jejichz komplexy mohou byt stabilni
1 za fyziologickych podminek. Ligandy mohou byt jak linearni, tak cyklické. V PET se
primarné setkdvame s cyklickymi derivaty NOTA, které tvoii pomérné stabilni komplexy

ve vodném prostiedi za zvySené teploty. Moznd vyuziti maji 1 linearni ligandy, které
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umoziuji tvorbu komplexu za laboratorni teploty. O tom, jaky ligand je vhodné zvolit

Casto rozhoduje i metoda znaceni, ktera ma byt vyuzivana.

3.1 Metody znaceni komplexi AP+ a Ga**

Nejbéznéjsi metodou znadeni hlinitych komplexd je tzv. metoda Al-!8F. Soudasti
postupu jsou dvé reakce. Prvnim krokem je tvorba fluorido-hlinihéto kationtu [Al-'8F]**,
ktery se ve druhém kroku navaze na ligand velmi Casto konjugovany s biomolekulou.
Pro ptipravu znacené¢ho hlinitého kationtu se vyuziva hexahydratu chloridu hlinitého
v octanovém pufru o pH = 4, ktery se nasledné smicha s roztokem '*F~. V druhém kroku
se na [AI-'®F]*" koordinuje stabilizujici ligand (Obrazek 8). Pti koordinaci ligandu je
dalezita hodnota pH v roztoku. Pii vysokém pH miize dochézet k vylu¢ovani hydroxidu
hlinitého, naopak pfi pfili§ nizkém pH mize byt reakce zpomalovana protonizaci ligandu.
Optimalni podminky, pfi kterych je upfednostiiovana tvorba komplexu [Al'®F(ligand)],
jsou pii pH ~ 4.

Ligand (R = biomolekula)

AICI; + ['8F]” ? [Al-18F]7"
2

pH=4

Komplex [Al'F(Ligand)]
Obrézek 8. Znadeni latek pomoci Al-'*F 28

Na rozdil od ptivodnich metod znaceni atomt uhliku je zde potieba daleko méné
Cisticich (purifikacnich) krokt, které jsou ¢asoveé ndrocné. Také neni potieba reakce
provadét za vysokych teplot v organickych rozpoustédlech, které nékteré biomolekuly

jednak poskozuji a jednak se pro klinicka vyuziti nasledné musi odstranit vysousenim.
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I presto se vétSina reakei musi provadét za vysSich teplot pro ziskdni dobrého
radiochemického vytézku za kratky cas (15-30 minut). Alternativnim zptsobem znaceni
je tvorba hlinitého komplexu, na ktery se v poslednim kroku navaze '*F~. Doposud viak

jsou detaily o tomto postupu v literatuie velmi omezené.?**°

Gallité komplexy se na rozdil od téch hlinitych zna¢i vyménnou ligandovych
skupin. Metoda se nejcastéji provadi pomoci vymény halogenidii (Obrazek 9).2° To
znamend, ze se nejdiive predpfipravi komplex [GaCl(ligand)] a nésledné dojde
k nahrazeni chloridu za fluorid. Jako zdroj gallia se pro tvorbu komplexu vyuziva
dusi¢nan gallity nonahydrat, ktery reaguje s hydrochloridem ligandu. Komplex se
nasledné rozpusti v acetdtovém pufru, do kterého se piida '8F v roztoku ozafené vody
H,'30. Tento zpiisob znaceni je u¢inny jiz za laboratorni teploty a za 30 minut poskytuje
radiochemicky vytézek ~30 % pro komplex s ligandem NODA-benzyl (Obrazek 9).%
S rostouci teplotou se radiochemicky vytézek zvysuje (70 % pti 80 °C).

N N
18F7/H2180
7

NaOAc (pH 4)

N, \ aonttN N, ‘ N
Z T l B Z /G|a\ 1\

(@) ¢}

H,0 H,0 H,0 H,0

Obrazek 9. Halogenidova vyména [Ga'®F(ligand)]*?

To, Ze se nemusi jednat jen o halogenovou vyménu jako v predeslém ptipade,
dokazuje znaceni komplex®i obsahujici ve své struktuie thiosemikarbazony.’! Jedna se
o ligandy skladajici se z vice donorovych atomu (dusik, kyslik a sira), diky kterym se
mohou koordinovat s fadou kovl. S dusi¢nanem gallitym tvofi stabilni nitrato komplex
(Obrazek 10), ktery se nasledné zna&i vyménnou skupiny NO3~ s aniontem '8F~. Dusi¢nan
je Iépe odstupujici skupina (nez chlorid), takze reakce probiha rychle a jedna se o pomérné
jednoduchou a novou metodu znaceni, kterd mize mit i vSeobecné vyuziti pro dalsi

radiofarmaka.??
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H3CH,C CH>CH3 H;CH,C CH,CHs
/ \ 18- / \
\ /N\N K,CO;, Kryptofix 222 N/N\ /N\N
\ DMSO /< )\
Ga
PhHN / | \ NHPh - /| \ o

S 18F S

Obrazek 10. Znadeni vyménou skupin®!

3.2 Ligandy pro AP a Ga**

Jak bylo zminéno vy3e, pro stabilizaci AI*" a Ga*>" komplexi in vivo je nezbytné
pouzit vhodné polydentatni ligandy, které budou tvorit stabilni komplexy predevsim
ve vodném prostiedi.’® Pro porovnani vlastnosti nékterych iontl kovii (AI**, Ga**, In*",
Zr*h) byly studovany ptislusné komplexy s ligandem DTPA
(diethylentriaminpentaoctova kyselina). Ve vodném prostiedi neprokazal dlouhodobou
stabilitu zadny z testovanych komplexti. Pfesto nejstabiln&jsim byl komplex hlinity.**
Nasledné byla studovana fada ligandt, aby se zjistilo, zda néktery z nich bude prokazovat
lep$i koordinacni vlastnosti s hlinitym kationtem nez DTPA. Jednalo se konkrétné
o ligandy (Obrazek 11): EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd), deferoxamin,
NOTA (kyselina 1,4,7-triazocyklononan-1,4,7-trioctova), DOTA (kyselina 1,4,7,10-

tetraazocyklododekan-1,4,7,10-tetraoctovd) a nékteré fosfaty a fosfonaty.?®

L., HOJ\ g Ko

HOJ\/ \/\N/\/

/\/N
H(OH HO\[H ;\
DTPA EDTA

0
O (0] OH (0]
)J\N/\/\/\NJ]\/\“/N\/\/\/N\H/\)I\N/\/\/\NH
2

OH o deferoxamin © OH

O / ':

HO OH
NOTA o DOTA

Obrazek 11. Struktury ligandii studovanych pro znaceni '8F
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Derivit NOTA vytvatel jako jediny stabilni komplex i ve vodném prostiedi.?®
Nasledné bylo studovano znadeni metodou Al-'8F (Obrazek 8). Jedna se vsak o ligand
hexadentatni, coz neni zcela vyhodné pro znaéeni pomoci '8F. Pro AI’* je charakteristické
koordina¢ni cCislo Sest. To znamena, ze vaze koordinacné-kovalentni vazbou Sest
individudlnich ligandt, pokud se jedna o ligandy monodentatni, nebo Sest koordinujicich
atomu jednoho ¢i vice ligandii, které jsou polydentatni. Pokud tedy bude hlinity komplex
tvofen hexadentatnim ligandem, nezbyva prostor pro navazani 'SF-. I pfesto takové
komplexy byly vytvofeny metodou Al'®F, kdy je na hlinity kation nejdfive navazan
fluorid a az nasledng dochazi ke koordinaci ligandem.* Komplexy, které se znaéi timto
zpisobem, jsou nestabilni vlivem kysliku tfetiho karboxylatového ramena, ktery

konkuruje vazbé Al-'8F.3

Proto se ptednostné studovaly ligandy pentadentatni, anebo ligandy, které maji
tfeti rameno slabé&ji koordinujici a neovliviiuji tim stabilitu komplexu s '8F~. Vznikla tak
fada derivatl, kde jsou na struktuie TACN (1,4,7-triazocyklononan) pfitomna pouze dvé
karboxylatova ramena a jedna se tedy o pentadentatni ligandy, kde zéklad tvoii NODA

).37

(kyselina 1,4,7-triazocyklononan-1,4,-dioctova).”’” Derivaty byly syntetizovany primarné

za ucelem studia struktur (Obréazek 12), které se od sebe liSi skupinou pfipojenou na atom
dusiku s nekoordinujicim pendantnim ramenem. Tato skupina Casto slouzi ke konjugaci
na biomolekulu a vyuZiva se pro ni nazev ,linker. Rlzné struktury linkerd podstatné

méni chemické chovani celého komplexu.

° [ ° N/_\N
TEN TS T

NODA 0o

OH

0 N/_\Nj‘)\o/\’(m-m N/O_\N | OH
TSNS

2 o) 3 0

Obrézek 12. Derivaty NODA (n=2, 3, 4) ¥
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V piipad¢ ligandu 3 bylo zjisténo, Zze pro » = 2 muize dochédzet k tvorbé
Sesti¢lennych kruht koordinaci prostfednictvim atomu kysliku karboxylové skupiny
s AI** (ale i Ga®"), které mohou konkurovat tvorbé koordina¢né-kovalentni vazbé Al-'8F
(Ga—"%F). Pokud je uhlikaty fetézec delsi (n > 3), tak knahrazovani '*F dochazi
minimélné a metody znaceni jsou mnohem ucinnéjsi (kolem 80 %). Naopak pendantni
rameno ligandu 2 tvofit kruh diky karbonylové skupiné nemiize, ale piesto znaceni neni
ptili§ uc¢inné (ptiblizné 30 %). Divodem miiZze byt elektrofilita karbonylové skupiny,

ktera brani tvorbé vazby s '*F .

Nejlepsich vysledkt znaceni (=90 %) bylo dosazeno u ligandu 1 (NODA-benzyl),
u kterého byla stanovena i rentgenova struktura ternarniho komplexu s '8F- (Obrazek 13).
Ta ukazuje, Ze ion [Al-'8F]** dobie zapad4 do koordinaéni dutiny tvofené ligandem. Je
zde vidét koordinacni okoli, tvofené tfemi atomy dusiky a dvéma atomy kysliku.
Zbyvajici koordina¢ni misto je zde obsazené navazanym '8F~ a dopliuje tak kone¢nou
strukturu oktaedru. Ligand 1 tedy vytvaii stabilni zna¢eny komplex. Jeho stabilita byla
potvrzena i v lidském séru po dobu 2 hodin, a proto mohla byt studovdna jeho
biodistribuce na piikladé laboratornich mysich, ktera potvrdila nizkou kumulaci aktivity

v kostech a vyludovani jatry i ledvinami.?’

Obrazek 13. Rentgenova struktura komplexu [AI'8F(1)]*’
(obrazek prevzat z pivodni literatury)

Nasledné byl také ptipraven gallity komplex [Ga'®F(1)] znadeny vyménnou
skupin, konkrétné NOs~.% Pii laboratorni teploté byl ziskan radiochemicky vytézek 30 %,
coz umoznuje znacit i teplotné nestdle biomolekuly, avSak pifi pH ~ 7 dochazi

k defluoraci. Tento jev je dan konkurenci ionth OH™ v roztoku se zvysujicim se pH.
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Resenim se nabizi vyuZit objemné&jsich pendantnich ramen, ktera by stéricky bréanila
navazani jinych iontd v roztoku. V tomto ptipadé byla také stanovena struktura ternarniho
komplexu rentgenovou difrakci (Obrazek 14). Stejné jako u hlinitého komplexu je
viditelna struktura oktaedru. Komplex krystalizuje jako dihydrat a v tomto stavu ziistava

dlouhodobé stabilni.

Obrazek 14. Rentgenova struktura komplexu [Ga'®F(1)] %3
(obrazek prevzat z ptivodni literatury)

Pro studium vlastnosti hlinitych komplext a zaroven mozZnosti, jak konjugovat
biomolekuly na jejich strukturu, byl syntetizovan ligand NODA-MPAA (Obrazek 15),
ve kterém navéazana methylfenyloctova kyselina (MPAA) plni pravé funkci linkeru.!*2¢
Znaceni a koordinace byla provadéna jednak reakci ligandu s AICI; a nasledn& Na'®F,
jednak piimo prostfednictvim '8F-AlF;. Nejdiive se testovalo znaceni s neaktivnim
fluoridem, ktery poskytoval pomérné nizké vytézky (pro AICl3/NaF ~14 %, pro AlF;
~4 %) pti 105 °C po dobu 10 minut. Pomoci hydrofilnich organickych rozpoustédel
(napf. ethanol, acetonitril, n-propanol, dioxan, aceton) se vSak zvySila reaktivita
fluoridovych cinidel a vytézky reakci také vzrostly, jak u fluorace neaktivnim

1 radioaktivnim fluoridem. Po ptfidani ethanolu do roztoku se zvySil radiochemicky

vytéZek na ~52 % a s optimalizovanim ptipravy vytézek dale rostl.
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Obrazek 15. Chemicka struktura ligandu NODA-MPAA

Komplex [AIF(4)] je stabilni v PBS (fosfatovy puf) pfi teploté 37 °C a pH = 7,4
po vice nez 24 hodin. Rentgenostrukturni analyza komplexu potvrdila uspofadani mirné
deformovaného oktaedru s fluoridem v axidlni poloze (Obrazek 16). Nésledné byl
syntetizovan komplex s ligandem, na kterém byl jiz navazan haptenovy peptid (-NH-D-
Lys(HSG)-D-Tyr-D-Lys(HSG)-NH>). Stejné jako v ptipad¢ ligandu bez navézaného
peptidu byl ziskan nizky radiochemicky vytézek, ktery se nasledné zvysil ptidanim ~50 %
(vici vode) ethanolu témét na dvojnasobek. Tato metoda muze byt uc¢inna v pritomnosti
hydrofilnich organickych rozpoustédel, ktera musi byt nasledné pro klinické aplikace

odstranéna.

o )JJ
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Obrazek 16. Rentgenova struktura komplexu [AIF(4)] 3¢
(obrazek pirevzat z ptivodni literatury)

Na stejny bifunkéni ligand byl pfes MPAA navédzan N-(2-aminoethyl)maleimid
za vzniku konjugitu NODA-MPAEM (Obrazek 17).® Ten se mize déale vazat
s ,,fragmenty vazajici antigeny* (Fab), které maji schopnost v téle rozpoznavat antigeny
nékterych nadord. Samotny ligand byl znacen prostiednictvim Al-'3F pfi teploté 105 °C.
Radiochemicky vytézek ¢inil 49-82 %. Fab byl poté navazan za laboratorni teploty
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s vytézkem 69-80 % a cely proces trval ~50 minut. Biodistribuce byla sledovana
na mys$ich s nddorem slinivky bfisni. /n vivo studie prokdzala nizkou kumulaci aktivity
v kostech, ale zvySenou kumulaci v jatrech a slezin€, coz mize byt zptisobeno rozdily
mezi lidskym Fab, ktery byl vyuzit a mySim Fab. I presto bylo dokazano, ze je mozné

optimalizovat pfipravu zna¢ené¢ho konjugétu pro teplotné nestale biomolekuly.

o

Obrazek 17. Chemicka struktura NODA-MPAEM

Hlinité ionty tvofi mnoho stabilnich komplexa s derivaty NODA, ale pro gallité
komplexy plati jen omezena stabilita (pH < 7).2* Hydrotermélni metodou byly piipraveny
hlinité i gallité trihalogenidové komplexy obsahujici ve struktuie ligand 5 (Obrazek 18).%
Znaceni komplexdi se provadi izotopovou nebo halogenidovou vyménnou.?%°!
Komplex [AICI3(5)] byl znaden priddanim K'’F dopovanym '®F za 1 hodinu pti 80—
100 °C s radiochemickym vytéZkem ~24 %. Stabilita komplexu nebyla naruSena ani
pti pH = 7 (desetinasobek NaCl) po dobu n€kolika dni. K rozpadu dochazi az pii pH =10

(Na2CO0:s3), kdy se v roztoku vylu€uji hydroxidy.

l
2
N\ 5

Obrazek 18. Chemicka struktura BnMe-TACN

Komplex [GaCl3(5)] mize byt znaCen vymeénou halogenii nebo izotopovou
vyménou "*F/'F v komplexu [GaF3(5)]. K vyméné halogenti dochazi jiz pii laboratorni
teploté s radiochemickym vytéZzkem ~30 % na rozdil od hlinitého komplexu, u kterého se
doséhne nizsiho vytéZku i pfi zahiivani.’® DileZity je rovnéz povrchovy naboj iontu
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(A" < Ga*") a jeho Lewisova kyselost (AI** > Ga*"), které uréuji vhodné podminky
pro u¢inné zna¢eni. Komplex [Ga' F'°Fx(5)] (Obrazek 19) vykazuje vysokou
radiochemickou stabilitu pii pH = 7,4 v PBS po dobu 2 hodin. Na rozdil od gallitého
komplexu ligandu 1 je stabilni i s rostoucim pH. Pro vyménu halogenii je potieba
mikromoldrnich mnozstvich komplexu, aby doslo k u¢innému znaceni. Pro klinicka
vyuziti v PET je vSak potfeba pracovat v nanomolarnich mnozstvi, a proto bylo potfeba

vyuzit jiného postupu.?’

Obrazek 19. Chemicka struktura komplexu [Ga'*F!°F,(5)]

Komplex [GaF3(5)] je ve vodném prostiedi stabilni 1 za vysSich teplot (80 °C).
Mohla se tedy vyuzit metoda izotopové vymény '*F/'°F, diky které se otekavalo mozné
sniZzeni koncentrace komplexu, jelikoz fluorid podléha hydrolyze méné neZ chlorid
dané¢ho komplexu. Ke znaceni komplexu [GaF3(5)] dochazelo jiz za laboratorni tepoty
v roztoku MeCN/H20 (75:25). Pfi zvySeni teploty na 80 °C bylo po 10 minutach ziskan
radiochemicky vytézek ~70 %. V piitomnosti lidského sérového albuminu (HSA)
dochazelo k pozvolné defluoraci.** Zménou struktury ligandu by se mohlo dosihnout

lepSich vysledki a tim ziskat nové nosice radioizotopu pro PET zobrazovani.

Cyklické ligandy vyzaduji k ptiprave radiofarmak vyssi teploty (100—-120 °C), coz
neni vzdy vyhodné hlavné z diivodu omezené tepelné stability biomolekul. Proto byla
studovana fada linearnich ligandii,** které umoziuji znadeni za nizsich teplot podobné
jako u metody izotopové vymeény. Struktura ligandii (Obrazek 20) je tvofena kostrou
ethylendiaminu, ktera je substituovana riiznymi skupinami (benzyl, 2-hydroxybenzyl,
2-pyridylmethyl a octova kyselina). Ligand 7 je hexadentatni a zbylé ligandy maji

pentadentatni strukturu.

Diivodem, pro€ se tyto ligandy mohou vyuzivat 1 za nizkych teplot, je jejich
flexibilni struktura. Volné fetézce maji vice moznosti, jak se mohou uspotradat v prostoru,

nez nékteré cyklické molekuly a tim se snizuje aktivacni energie komplexace. Reakce
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tedy probihaji pomérné snadno i za laboratorni teploty, ale i piesto se dodanim energie
(napf. zahtfivanim) muize ziskat vétsi vytézek reakce za krat$i dobu, coz se prokazalo
i zde.*> Avsak zalezi i na konkrétnim strukturnim sloZeni jednotlivych ligandd, jelikoZ
nékteré i pies pfitomnost koordinujicich skupin netvoii komplex s [Al'F]*" v dobrém

vytézku.
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Obrazek 20. Linearni stabilizujici ligandy*?

Diky rtiznorodému strukturnimu slozeni téchto ligandi mohly byt podrobné
prozkoumény jejich odli$né koordina¢ni vlastnosti.*” Pouze ligandy 6-9 vytvaii
komplexy s [AI'*F]** za laboratorni teploty (25 °C), pfi¢emz pii zvysené teploté (40 °C)

byl ziskan u ligandl 7 a 8 jesté podstatné vyssi vytézek znaceného komplexu. S dalsim
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narustem teploty se vytézek jiz neménil. Naopak komplex s ligandem 9 poskytl vyssi
vytézek az pti teploté 60 °C. Z toho lze usoudit, ze fenol je za téchto mirngjsich podminek
1épe koordinujici skupina nez pyridin. Za podminek vhodnych ke komplexaci (pH = 4—
5) je pyridinovy dusik protonizovan a kladny naboj, ktery tim vzniké, maze branit tvorbe
koordina¢né kovalentni vazby s [AlI'* F]** pfi nizsich teplotach. U ligandu 7 dochézi
ke stejnému problému jako u cyklickych hexadentdtnich ligandf. S rostoucim pH se
zvysuje konkurence mezi volnym donorovym atomem kysliku a vazbou Al-'®F.
Dusledkem je postupné Stépeni koordinacné-kovalentnich vazeb fluoridu s hlinitym

kationtem.

Koordina¢ni vlastnosti téchto ligandii byly porovnavany s vlastnostmi komplexii
cyklickych ligand.*? Stabilité [AI'*F(1)] se nejvice pfiblizil komplex pentadentitniho
ligandu [AI'®F(8)]. Po jedné hodiné vSak dochazi k degradaci komplexu pii 37 °C
v krysim séru a PBS. U zbyvajicich ligandii (6, 7 a 9) dochazelo k rozkladu v rozmezi
10-30 minut. Destabilizace komplexu [Al'®F(6)] miize byt zptisobena jeho pfilis velkou
flexibilitou, ktera zabraniuje tvofit pevny a staly komplex, anebo mohou byt koordina¢né-
kovalentni vazby acetatovych skupin pfili§ slabé viuci fenolovym skupindm, které jsou
pritomné napft. u ligandu 7 a 8. U hexadentatnich ligand{, stejn¢ jako v ptipadé diive
zminénych cyklickych ligandd, je pfitomny volny donorovy atom, ktery konkuruje

fluoridovému aniontu a tim zptsobuje ¢astecnou defluoraci.

Ligand 8 se stal moznym kandidatem pro tvorbu komplexi s teplotné nestalymi
biomolekulami, a proto byla u komplexu [AI'*F(8)] zkoumdana biodistribuce, ktera
potvrdila jen omezenou kumulaci aktivity v kostech testovanych mysi.*?
K postupné demetalaci ¢i defluoraci dochazi po delsi dobé, ale i ptesto je zde prostor
pro zlepSeni. Je tedy mozné, Ze se ligandy tohoto typu budou rozvijet a brzy se setkdme

s fadou novych derivétu s vylepSenymi chemickymi vlastnostmi pro PET.

4 Komplexy s navazanou targetujici skupinou

Komplexy popsané vySe maji velmi omezena vyuZiti v klinické praxi, jelikoZ se
vétSinou nespecificky distribuuji v téle a dochazi tak k jejich rychlému vylucovani. Proto
se vyuziva targetujicich skupin, které se vazou jen na urCité tkdné a poskytuji tak
specifickou distribuci radiofarmaka v téle pacienta. Obvykle se jednd o biomolekuly,

které¢ maji specifickou afinitu k nékterym receptorim v téle. Biomolekuly se na tyto
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receptory tkani vazou prostfednictvim nekovalentnich interakci jako je elektrostaticka a

lipofilni interakce nebo vodikové miistky.*

Konjugaty komplex—targetujici skupina ziskavame dvéma zplsoby. Prvni
moznosti je syntetizovat ligand s navazanou targetujici skupinou. Tento konjugat se znaci
a zarovei koordinuje na [Al-'8F]** podle jiz dfive zminéného postupu.'#**33 Reakce ale
probiha za pomérné€ vysokych teplot (100—120 °C) pro ziskéni dobrého radiochemického
vytézku, coz neni pro vSechny biomolekuly vhodné. Ptesto je fada peptidl i za téchto
teplot stabilni a jejich konjugaty s komplexem [Al-'"*F]*" se vyuzivaji pro vyzkum
novych nosi¢t 8F v PET.*** Tato metoda je vyhodna vtom, e se miize snadno
pfipravovat v lyofilizovanych soupravach, které umoziuji znaceni v jednom kroku

(tzv. one-pot metodou) s vysokym radiochemickym vytézkem.

Druhd moznost zahrnuje nejdiive koordinaci ligandu s [AI-'8F]** za vzniku
komplexu, na ktery se nasledné vaze targetujici skupina. Tento proces ovSem probiha s jiz
, , .. 18 , v v - . , .. s
navazanym radioizotopem '°F, u kterého se s Casem sniZuje specificka aktivita. Primarné
se proto setkdvame s prvni metodou, ktera se provadi ve vodnych roztocich a znaceni

prostiednictvim [Al-'*F]** se provadi az pied aplikaci.

Velka cast doposud studovanych konjugati byla vyuzita pro sledovani
nadorovych onemocnéni, ktera jsou doprovazena angiogennimi procesy. Ty v sobé
zahrnuji tvorbu novych krevnich kapilar v okoli nadoru, jelikoz pro sviij rist vyzaduje
pfisun kysliku a Zivin z krevniho tecisté. Zaroven se timto zptisobem dostavaji nadorové

buiiky do ob¢hu, coz jim umoznuje se §ifit a metastazovat v fadé dalSich organd. Tomu

1ze zabranit v¢asnou detekci nékterych déja, které tomu predchazeji.

Nédory exprimuji b&hem své tvorby a ristu fadu receptort, které jsou
detekovatelné prostrednictvim targetujicich skupin vazanych na hlinity komplex znaceny
18F. Napt. béhem rlistu musi nador narusit membranu, aby mohl vniknout do okolnich
tkani, coZ je zprostfedkovano endotelidlnimi butikami, které tvofi vnitini vrstvu krevnich
a lymfatickych cév. Tento d&j je spojeny s vaskularnimi endotelidlnimi ristovymi faktory
(VEGF), jejichz hladina je pfi vzniku nadorovych onemocnéni zvysena.*¢ Tuto zménu
muzeme prostfednictvim vhodnych targetujicich skupin sledovat a tim diagnostikovat
nadorova onemocnéni véas. Téchto faktorti, které ndm umoziuji identifikovat nador je

cela fada. Muze se jednat o hormony, proteiny, enzymy a receptory (itegriny,
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somatostatin, albumin), jejichz hladina se s tvorbou nadori mize zvySovat nebo naopak

snizovat.

Pro studium targetujicich skupin byla nejdiive syntetizovana fada flurido-
hlinitych derivath NOTA a NODA s navazanym targetujicim peptidem bud’ na jednom
z pendantnich ramen nebo na atomu uhliku ligandu (Obrazek 21).3¢ Komplexy ligandu
14 a 16 vykazovaly srovnatelné radiochemické vytézky (44 a 31 %). V ptipad¢ ligandu
15 byl ziskan vytézek velmi nizky (5,8 %) pravdépodobné z diivodu stérického branéni
karboxylové skupiny navazané na pendantnim rameni. V pfipadé¢ ligandu 17 byl ziskan
komplex s nejvyssim radiochemickym vytézkem (87 %), ale vytvarel dvé formy
produktu, a proto musela byt jeho piiprava optimalizovéna. Studiem téchto ligandl se
potvrdila moznost Uspésné znalit komplexy s navdzanymi targetujicimi skupinami

prostiednictvim [AI-*F]*".
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Obrazek 21. Chemické struktury ligandd,
R = -NH-D-Lys(HSG)-D-Tyr-D-Lys(HSG)-NH, 3¢

Jednoduchy NODA derivat 16 byl konjugovany s oktreotidem (Obrazek 22), coz
je synteticky analog somatostatinu.*’ Oba tyto hormony umoziiuji inhibovat sekreci
jinych hormont v téle (rGstové, Stitné Zlazy, ZaludeCni 1 stfevni). Oktreotid jako
targetujici skupina umoZziiuje zobrazovat nadory, které exprimuji somatostatinové
receptory.*® AI'F-NOTA-oktreotid je stabilni v lidském séru po dobu ¢tyt hodin. In vivo

testy nepotvrdily akumulaci aktivity v kostech ani jiné aspekty, které by naznacovaly
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kumuloval v nadoru.
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defluoraci ¢i demetalaci. Cela ptiprava trvala méné nez 45 minut a konjugét se nejvice
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Obrazek 22. Chemické struktura oktreotidu
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Dal8i vyznamnou skupinou jsou ligandy nesouci RGD peptidy véazané
na AI'8F-NODA, které umoziuji v téle lokalizovat integriny.*>>* Jedna se o membranové
receptory vyskytujici se na povrchu vsech bunék, které zprostredkovavaji integritu tkani,
migraci bun€k, ale UcCastni se také nékterych bunécnych signald, které umoZziuji
fosforylaci, genovou expresi a dal$i bunécné procesy. Integriny se skladaji ze dvou
podjednotek (o a PB), jejichz kombinacemi miize vzniknout az 24 dimert (typd).
Pro angiogenezi je dilezitym markerem integrin oyf3, ktery je u zdravé bunky pritomen

minimalng, ale u fady nadori byla potvrzena jeho zvySena exprese.>

RGD peptidy jsou tripeptidové sekvence (arginin—glycin—aspartat), které
ve funkci targetujicich skupin umoziuji zobrazeni nadord se zvysenou expresi oyps.”!
Nejvice vyuzivané a studované konjugaty znacené vazbou Al-'8F jsou !F-Alfatid I a
BF_Alfatid 11 (Obrazek 23).#3% Tyto latky lze snadno piipravit s vysokym
radiochemickym vytézkem. Struktura '®F-Alfatidu I je tvofena komplexem [Al'®F(14)],
na kterém je navazany fetézec tfi polyethylengylkolovych jednotek (PEG3) a pies
peptidovou vazbu je konjugovan na dva RGD peptidy (R1). Konjugat '*F-Alfatid II je
tvofen komplexem [Al'®F(16)], ktery je pendantnim ramenem navizan na dva fetézce

Ctyt polyethylengylkolovych jednotek (PEG4) konc¢ici RGD peptidy (R»).

Pro svou stabilitu a dobré vysledky v preklinickych testech mohly byt studovany
u pacientli s rakovinou. Prvni uvedeny byl znacen s radiochemickym vytézkem vyS$Sim

nez 95 % a byl testovan u pacientii s rakovinou plic,>* u kterych umoznil specificky
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zobrazovat expresi integrinu oyvf3. AvSak pii porovndvani vizualizace metastazi
lymfatickych uzlin neposkytl tak dobré vysledky jako '®F-FDG. '®F-Alfatid II naopak
poskytl lepsi vysledky, nez '®F-FDG u vySetfeni pacientd s metastizemi v mozku.>’
Komplex s navazanou RGD targetujici skupinou poskytl vizualizaci vSech pfitomnych

nadort, zatimco "®F-FDG dokazala detekovat pouze polovinu z p¥itomnych metastézi.

NH o

H H
[ j HoN N\/\ \\\\\\kH/N\\ﬂ\o
\\
/E PEG

I8p_Alfatid 11

Obrazek 23. Chemické struktury RGD komplext pro studium angiogeneze,
PEG, = (O—-CH>—CHa), *'
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Mnoho receptort se projevuje u nékterych nadorti soucasné, a proto se mizeme
setkat i s heterodimernimi peptidy, které umoziuji cileni na dva receptory. Ptikladem
toho je RGD-A7R peptid, ktery cili na dfive zminéné VEGF a integriny o,B3.*® Jind
skupina syntetizovala RGD-ATWLPPR peptid (Obrazek 24) vazany na komplex
[AI'8F(16)], ktery je opét schopny lokalizovat integrin a navic neuropilin-1, coz je
protein, ktery interaguje s VEGF, jehoz tvorba je pifi nddorovych onemocnénich
zvysena.>® Vyuzitim heterodimernich targetujicich skupin mtze dochazet k vyssi
absorbci v nadoru nez u jednotlivych monomernich skupin, coz miize poskytnout lepsi

vysledky v klinické praxi.

¢ mw |
Liy

W
% p i @

Obrazek 24. Chemicka struktura RGD-ATWLPPR>®

Jiny zpiisob vyuziti komplexti AI-'8F je navéazani na sérovy albumin, nejvice
zastoupeny protein krevni plasmy, ktery zajiStuje transport latek a podili se na udrzeni
homeostéze organismu.>’>° Zobrazovéni sérového albuminu umoziuje sledovani funkce
srdce po infarktu myokardu, cévni tiniky krve nebo maligni nadory v téle. Jako targetujici
skupina se vyuziva azobarvivo Evansova modi (NEB), které se kvantitativné vaze pravé
na sérovy albumin. Konjugat AI'8SF-NOTA-NEB (Obrazek 25) byl znacen do 30 minut
s radiochemickym vytézkem ~ 58 % a vykazoval dobrou stabilitu jak in vitro tak in vivo.
Jedinou komplikaci je vyuzivani Evansovy modfi, ktera je pro organismus ve vysSich
davkach toxicka. Pro PET vySetfeni se vSak aplikuji malé davky, a proto by se
po podrobnych toxikologickych studiich mohl AI'SF-NOTA-NEB zagit vyuzivat

pro klinické testovani.
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Obrazek 25. Chemicka struktura AI'* F-NOTA-NEB

Vyse zminéné piiklady ukazuji, Ze targetujici skupiny navazané na znacené hlinité
komplexy maji prakticka vyuziti v diagnostice. Téchto konjugétii kromé¢ jiz zminénych
existuje cela fada. Patfi mezi n¢ 1 NOTA konjugat s bombesinem — peptidem, ktery ma
vysokou afinitu k receptorim uvolnujici gastrin (GRPR), jejichz zvySena tvorba se
vyskytuje u nadorovych onemocnéni prostaty.®®¢! Jiny analog NOTA byl syntetizovan
pro receptor GLP-1 (glukagonovy peptid), ktery je dilezity pro 1é€bu cukrovky, ale jeho
nadmérné tvorba je zpiisobena inzulinomem, nadorem slinivky bfisni.* V fadé dalsich
pfipadi byly vyuzity stejné metody piiprav konjugatt vice ¢i méné Gspésné. Je tedy
pravdépodobné, Ze se konjugaty znacenych komplext hliniku budou dale rozvijet a mit

sve stalé vyuziti v PET.

5 Zavér
Tato prace shrnuje vyvoj a vyuziti komplexti hliniku a gallia znacenych

radioizotopem '®F pro pozitronovou emisni tomografii.

Metody znaceni atomi uhliku radioizotopem '|F pro PET neposkytuji nové
moznosti, které by umoznovaly jednodussi a rychlejsi pfipravu radiofarmak. Proto byly
studovany dalsi nekovové prvky (kiemik, bor, ...), u kterych se ptredpokladalo, ze by
mohly mit podobné, dokonce lepsi chemické vlastnosti nez uhlik. Ani zde se vSak védci
nesetkali s pfili§ velkymi pokroky. Vyvoj novych metod znaceni se proto zaméfil jinym

smérem.

Hlinik a gallium tvofi rovnéz silné vazby s fluorem, ale jejich slouceniny
s uhlikem nejsou stabilni ve vodném prostiedi, a proto se vyuzivaji ve formé
koordinacnich sloucenin. Polydentatni ligand NOTA a jeho derivaty poskytly novy

zpusob, jak stabilng vazat hlinity ion ve formé [Al-'*F]*>*. Kromé toho byla syntetizovéna
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i fada linearnich polydentatnich ligandti, které umoznuji provadét znaceni
za laboratornich teplot pro moznou konjugaci s teplotn¢ nestalymi biomolekulami
(targetujicimi skupinami). Gallit¢ komplexy s NOTA (popt. NODA) nejsou pfilis
stabilni, a proto se zkoumaji jiné ligandy napt. dithiosemikarbazony nebo derivaty
TACN, jejichz komplexy se zna¢i vyménnou halogenidi nebo izotopi (1*F/'’F). Viechny
tyto metody poskytuji pomérné rychlou a jednoduchou ptipravu radiofarmak s dobrym

radiochemickym vytézkem.

Hlinit¢ komplexy, které maji ve své struktufe navézanou targetujici skupinu
umoznuji specifickou distribuci radiofarmaka v téle. Téchto konjugat byla ptipravena
celd fada a u nékterych byla potvrzena schopnost lokalizovat receptory angiogenniho
procesu u pacientd s nddorovymi onemocnénimi a metastazemi. S dalSim studiem
znaenych komplext hliniku i gallia je mozné, ze se budou ¢asem vyuzivat jako

zobrazovaci €inidla pro béznou klinickou praxi.

Vyuziti hlinitych a gallitych komplext je pomé&rné u¢innou metodou zna¢eni '8F
pro PET, avsak i zde je mozné provést dalsi kroky pro zlepSeni ptiprav téchto latek
do budoucna. Pro prakticka vyuziti je vhodné syntetizovat ligandy pro rychlej$i znaceni
predevsim za laboratorni teploty, aby se mohly vyuzivat targetujici skupiny, které se pfi
zahfivani rozkladaji. K tomu by mohl pfispét vyvoj metody vyménnou skupin, ktera
umoznuje znacit latky s dobrym radiochemickym vytézkem 1 za nizSich teplot. K rozvoji
metody znaceni hlinitych i gallitych komplextd by nejvice ptispélo studium mechanismt
koordinace v chemickych podminkach, které by vedlo k lepSimu pochopeni celého
systému vzniku téchto komplexti. Tim by se mohly navrhnout a syntetizovat ligandy,
které by umoznily rychlou koordinaci i1 znafeni s vysokym vytéZkem a za mirngjSich

podminek. Tato data vSak v literatufe zatim chybéji.
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7 Pouzité zkratky

PET
SPECT
FDG
MRI
CT
FLT
FET
DOPA
Tf
TFA
BODIPY
NOTA
DTPA
EDTA
DOTA
TACN
NODA
MPAA
MPAEM
Fab
PBS
HSA
RGD
PEG
NEB
GLP

pozitronova emisni tomografie
jednofotonova emisni vypocetni tomografie
fluordeoxyglukosa

nuklearni magneticka rezonance

pocitacova tomografie
3-fluoro-2-deoxy-thymidin
0-(2-fluoroethyl)-L-tyrosin
3.,4-dihydroxyfenylalanin

triflat

kyselina trifluoroctova
boron-dipyrromethen

kyselina 1,4,7-triazocyklonona-1,4,7-trioctova
kyselina diethylentriaminpentaoctova
kyselina ethylendiamintetraoctova

kyselina 1,4,7,10-tetraazocyklododeka-1,4,7,10-tatraoctova
1,4,7-triazocyklononan

kyselina 1,4,7-triazocyklonona-1,4-dioctova
kyselina methyl-fenyloctova
methyl-fenyl-acetamido-ethylmalaimid
fragmenty vazajici antigeny

fosfatovy pufr

lidsky sérovy albumin
ariginin-glycin-asparagova kyselina
polyethylenglykol

Evansova modf

glukagonovy peptid
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