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Peptidicky ligand, ktery vaZe receptor somatostatinu

Oblast techniky

Vyndlez se tyka& novych radioaktivnich oktreotidovych
derivatli, které Jsou glykosylované a vazi receptor

gomatostatinu.

Dosavadni stav techniky

Tyto takzvané SSTR-ligandy jsou vhodné pro in vivo
cileni (,targeting®™) receptorl gomatostatinu a nachézi

%iroké uplatné&ni v nukleérni mediciné.

vidkladnimi &Astmi t&chto molekul jsou cukrové zbytky
konjugované p¥imo nebo p¥es linkery na biocaktivni &éast
molekuly. V porovnéni s odpovidajicimi derivaty, které
neobsahuji karbohydraty, vedou tyto derivaty, zna&ené bud
pomoci p¥imych reduk&nich metod, nebo pomoci  tri-
karbonylovych komplexi radioizotopy, jakymi jsou nap¥iklad
rhenium a technecium, k G&innym ligandim receptoru
somatostatinu se zlepSenymi pom&ry tumorové/netumorové
akumulace a se zlepSenou farmakokinetikou a zlepSenymi

internalizadnimi kinetikami.

Podstata vynédlezu

2N

Peptidicky 1igand vé¥ici receptor somatostatinu podle
vynadlezu se pripravi z p¥irodnich nebo nep¥irodnich (uméle

ptipravenych) ligand. Tyto 1ligandy nesou strukturni
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modifikace na N-konci nebo C-konci nebo na obou koncich.
Uvedené peptidické ligandy maji afinitu pro sst-receptory a

jsou graficky reprezentovany nadsledujici strukturou:

'
kde X oznaduje C-konec ligandu. V kompozicich podle
vyndlezu miZe byt p¥itomna mnoZina ligandl, kde je moZné
tvorba dimert a multimerl smiZenym C-koncovym a N-koncovym
navézanim peptidického Fetézce. Do rozsahu vyndlezu tedy
spadaji  homomery, dimery, homomultimery nebo  rtzné
struktury va¥ici receptor, heterodimery a heteromultimery.
Dimery a multimery lze p¥ipravit smiSenym C-koncovym a

N-koncovym navézanim peptidického Feté&zce.

Kompozice ligandu podle vynalezu p¥ipadné obsahuje
alespoii jednu linkerovou jednotku, kterd wmiZe byt
multifunk®ni. Takovd linkerovéd jednotka umoZiiuje navézani
peptidu, cukrového zbytku a chelatoru kondenzadni,
acyla&ni, alkylad&ni, substitudni nebo adidni reakci.
Typické linkerové Jednotky zahrnuji ligandy odvozené z
peptidickych nebo jinych organickych struktur, jakymi jsou
napt¥iklad L-aminokyseliny nebo D-aminokyseliny, jakymi jsou
nap¥iklad lysin, ornithin, serin, kyselina glutamova,
kyselina aspartova, O-amin serin, kyselina merkapto-

propionova, hydroxykarbonové kyseliny, aminokarbonové

kyseliny, halogenkarbonové kyseliny nebo polyaminokyseliny.

Zlep8ené peptidické ligandy vazici receptor
somatostatinu podle vynélezu obsahuji karbohydrat,

konkrétn&  cukr, jakym je nap¥iklad mono-, di- a
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trisacharid. Vhodné cukry zpravidla zahrnuji glukdzu,
galaktdzu, maltdzu, mandzu, maltotridzu a laktdzu navézanou
p¥es kovalentni vazbu. To znamena, Ye cukr 1lze navazat
Maillardovou reakci a Amadoriho preuspofadanim,
glykosidickou vazbou, alkylaci, allylaci nebo navazanim
p¥es tvorbu komplexu po modifikaci, tj. vytvo¥enim komplexid

karbohydratd a isonitrild nebo karbohydratt a fosfatd.

pDalgi slo¥kou zlepSeného peptidického ligandu véZiciho
receptor somatostatinu podle vyndlezu je chelator.
Typickymi cheldtory Jsou peptidické nebo nepeptidické
struktury vhodné pro tvorbu mono- nebo multidentétnich
komplext radioizotopl Tc a Re. Cheldtory pouZitelné v
kompozicich podle vynédlezu zahrnuji jednu nebo vice (ligand
a koligand(y)) organickych molekul obsahujicich libovolny
podet funk&nich skupin nezbytnych pro vytvoreni komplexl
radioizotopti kovi, v zivislosti na jejich oxidadnim stavu a
geometrii komplexu. pP¥iklady vhodnych cheldtortt Jjsou
nap¥iklad histidin, pikolylamin kyseliny dioctové,
hydroxynikotinamid (HYNIC) , merkaptoacetyl—glycyl—glycyl—
glycin (MAG3) a tetrapeptidy.

Strudny popis obrézku

K jasn&jdimu popisu zlepdeného peptidického ligandu
vaiciho receptor somatostatinu podle vyndlezu poslouZi
rovn&% odkazy na obr. 1A a%Z 1C. Obr. 1A a? 1C graficky
znazorfiuji schematickou formou riznych konfiguraci, ve
kterych lze peptidické ligandy podle vynalezu p¥ipravit.
odbornik v daném oboru, ktery se bude drZet popisu

vynédlezu, miZe pfipravit i dalsi praktické konfigurace.
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Na obr. 1A, obr. 1B a obr. 1C je zn&zornén mono-, di-
a multimer (kde n znamend celé &islo 2 nebo vys88i)
obsahujici linkerovy zbytek L, cukrovy zbytek S a

chelator C schopny drZ¥et radioizotop Tc a Re.

Na obr. 1A, obr. 1B a obr. 1C je C-konec peptidu
oznaden pismenem X, p¥idemZ opaénym koncem je N-konec.
Farmakoforicky peptid je tedy p¥es C- nebo N-konec navazan
na linker, chelédtor atd. Jak jiZ bylo uvedeno vyse, Jjak
peptidicky ligand, tak linker (multifunk&ni) miZe obsahovat
p¥irodni nebo um&le vytvotené aminokyseliny. Je samoz¥ejmé,
Ye se ligand (tj. oktreotid) Vv kompozicich podle vynélezu

nepou¥ije jako linker.

Na obr. 1A jsou zndzorn&ny ruzné konfigurace kompozic
podle vynalezu poskytujici multimery dvou nebo vice
peptidickych ligandu. Multimery mohou obsahovat bud
identické struktury vaZici peptid receptoru (homodimery,
homomultimery), nebo rizné struktury va¥%ici receptor

(heterodimery, heteromultimery) .

Na obr. 1B jsou znazorn&ny ruzné konfigurace merl, =z
nich? n&které obsahuji linkerovou jednotku (multifunkdni) a
¢ty¥i 2z nich linkerovou jednotku heobsahuji. Je tedy
patrné, Ze multifunk&ni linkerova jednotka je Q kompozicich

podle vyndlezu pouze fakultativni sloZkou.

Na obr. 1C jsou znédzornény dimery a multimery, ve
kterych je pouZita mnoZina linkerovych jednotek s ruznou
orientaci peptidu a gsamoz¥ejm& mnoZina peptidickych

ligandu.

Dimery a multimery znazorn&né na obr. 1A a 1C lze

p¥ipravit kovalentnim navazanim linkeru nebo peptidického



LX)

XY )
sese

esee

3
®se0

13

ligandu na chelédtor nebo vytvo¥enim komplexu mezi linkerem

a cheléatorem.

V nasledujici dasti bude vynélez popgédn pomoci
pt¥ikladnych provedeni vynélezu, které maji pouze
ilustrativni charakter a nikterak neomezuji rozsah
vynédlezu, ktery je  jednoznaln& vymezen p¥iloZenymi

patentovymi naroky.

p¥iklady provedeni vyndlezu

P¥iklad 1

Detailni projekt peptidickych radiofarmak: in vitro studie
demonstruji synergicky G&inek karbohydratace a
C-koncové oxidace oktreotidu na ligand indukovany

SST-, internalizaci

Cile

Kromé& farmakokinetiky je vhodnost izotopického
indikatoru na bazi receptoru pro zobrazovani a terapeutické
G&ely urcena zejména‘jeho farmakodynamickym profilem. Cilem
této studie bylo urdit vliv karbohydratace oktreotidu a
oktreotdtu na SSTR endocytdzu a exocytdzu (internalizace a

externalizace) a reendocytdzu (recirkulace) .

Metody

Internalizace, externalizace a recyklace

[2257] Tyr®-oktreotidu (TOC), [1251] Tyr®-oktreotdtu (TOCA) a
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jejich glukézovych (Gluc) a maltotridzovych (Mtr) derivatl
se studovaly za pouZiti souvislych monovrstev AR42J-bunék
(SSTR,) . Butiky se inkubovaly s radioligandem maximdlné po
dobu 120 min (n=3). Ve v8ech okamZficich se urcovala
aktivita v gsupernatantu, navazani k povrchu a
internalizovand aktivita a ziskané hodnoty se normalizovaly
na hodnoty TOC. Externalizace a recyklace se studovaly po
120 min inkubace v &asové period& 2 h. Specificita navazani

ligandu se studovala Vv konkurendnim experimentu s 10 uM

Sandostatinu.

vysledky

Po 2 h inkubace bylo mnoistvi‘ internalizovaného
ligandu [% internalizovaného TOC] nésledujici:
Mtr-TOC (35+4 %) <Gluc-TOC (121 %) <TOCA (154 %)
<Mtr-TOCA (549 %) <Gluc-TOCA( 637 %). V konkurendnim
experimentu poklesla internalizace <v8ech sloucenin na
hodnotu <0,1+0,02 % (30 min) pouZité radioaktivity. PFri
experimentu externalizace, ktery umo¥nil recyklaci ligandd,
vykazovaly TOCA a TOCA glykat p¥ibliZn& 2/3 extracelulédrné
lokalizované radioaktivity v porovnadni s experimentem bez
recyklace, zatimco pro TOC, Gluc-TOC a Mtr-TOC bylo
zjidt&no p¥ibliZné& 80 %. Karbohydratace TOC neméla
vyznamné&jsi vliv na dostupnost ligandd na bun&&ném povrchu,
zatimco povrchové koncentrace TOCA a Mtr-TOCA se zvysila
2,1nadsobn&, resp. 2,3nésobné v porovndni s TOC. Gluc-TOCA
Vykazuje pé&tindsobné zvySeni dostupnosti izotopického
indikdtoru na bun&&ném povrchu v porovnéni s TOC. Rychlost
internalizace (internalizovany/povrchové navazany) TOC
nebyla glykosylaci vyznamnéji ovlivn&na, =zatimco TOCA

vykazuje 1,4nédsobné zvydeni. U Gluc-TOCA a Mtr-TOCA byly
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pozorovédny 186%, resp. 171% rychlosti internalizace vV

porovnédni s TOC.

Zavér

P¥i pouZiti AR42J-bun&k vede karbohydratace TOCA k
vyznamnému zvysSeni koncentrace radioligandd na bun&lném
povrchu a k vyznamnému zvy8eni rychlosti internalizace

radioligandul.

P¥iklad 2

Karbohydratové derivaty  Tc-99m-oktreotidu pro SPECT

syntézu, radiologické znaleni a in vivo data

VvV prib&hu posledniho desetileti byly testovény rGzné
p¥istupy k *"Tc- a *°F-znalenym oktreotidovym derivatim pro
SSTR-scintigrafii pouZivajici SPECT a PET. Decristoforo
a kol. prokdzal, Z%e °""Tc-znaeny HYNIC-Tyr’-oktreotid s
EDDA jako koligandem mé& p¥iznivou biokinetiku a vysokou

absorpci tumorem u my3i. 2- [¥F] Fluorpropionyl -D-Phe'-
-oktreotid, tj. jediny  doposud znédmy  ‘®F-znadeny
oktreotidovy analog, vykazuje prevéd¥n& hepatobilidrni
exkreci, co¥ se jevi jako nedostatek, pokud jde o jeho

vyuziti p¥i in vivo SSTR-zobrazovani.

Nyni se zjistilo, ze N-koncova glykosylace
radiologicky jodovaného Tyr’-oktreotidu (TOC) a Jeho
Thr®-derividtu Tyr’-oktreotdtu (TOCA) vede k vyznamnému
zlepSeni biologické distribuce, tj. ke zvyZené akumulaci v
tumoru. Za Gdelem prov&¥eni obecné aplikovatelnosti tohoto

principu se syntetizovaly glykosylované oktreotidové a
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oktreotatové derivéty a hodnotily se v souvislosti s

9mpe-znadeni se

9mT~_snadenim (obr. 2). Jako prekurzory pro
pou¥ily N-glykosylované derivaty Lys®(N-His)-TOC (X° (H) TOC)
a  organokovovy  vodny iont [**™Tc (H,0) 3 (CO) 3] T-p¥istup
[Egli A. a kol. J. Nucl. Med. 40: str. 1913 az 1917
(1999)1. Peptid se syntetizoval podle standardniho
Fmoc-SPPS protokolu. Konjugace s glukdzou (Gluc) a
maltotriézou (Mtr) se realizovala p¥es Amadoriho reakci.
9mpo_znadeni  Lys5-ochrany zbavenych peptidd  poskytlo
[9"Te] Gluc-K° (H) TOC a [**Tc]Mtr-K°(H)TOC s radiochemickym

vyté&¥kem >97 %, vztaZeno k vodnému iontu.

studie biologické distribuce u *°"Tc-znadenych derivatu
(30 min a‘ 120 min p.i.) se provadéla u AR42J-tumor
nesoucich lysych my%i (n=3-4). K realizaci internalizadniho
a externaliza&niho experimentu se pouZila stejna bunééna

linie.

Pro [*™Pc]Gluc-K°(H)TOC bylo zjiit&no 2,3:0,8nésobné
zvygeni  internalizace a pro [°°"Tc]Mtr-K° (H) TOC  bylo
zjist&no  3,610,4ndsobné zvySeni internalizace  oproti
referen®nimu [*?°I]1TOC. Zatimco [**°I]TOC se po inkubaci
rychle externalizuje z builky, [99"Tc]Gluc-K° (H) TOC =zUstava

zachycen uvnit¥ bullky aZ 120 min.

Biologickd distribuce [*™Tc]Gluc-K’(H)TOC a
[9*"Pc]Mtr-K° (H)TOC 2 h p.i. je zndzorn€na v tabulce 1.
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Tabulka 1

Akumulace [% iD/g]l [°°"Tc]Gluc-K’(H)TOC a [°°™Tc]Mtr-K° (H) TOC

ve tkanich u AR42J tumor mnesoucich lysych my8i 2 h p.i.

(n=3-4)
[9°"Tc] Gluc-K° (H) TOC [®*"Tc]Mtr-K° (H) TOC

Krev 1,49+0,18 4,12+0,87
Jatra 15,89+2,70 14,34+1,55
st¥evo 2,8310,28 2,0240,41
Zaludek 11,28+2,74 6,22+0,75
Ledviny 19,49+2,22 17,97+2,76
sval 0,22+0,04 0,40+0,10
Nadledvinky 6,47+1,46 4,94+0,38
Slinivka 6,43+2,09 3,32+0,38
Tumor 12,21+0,96 14,024+6,33

Obé glykosylované sloudeniny vykazuji vysokou
akumulaci v sst, pozitivni tkéni 120 min p.i. P¥edpokléada
se, %e relativn& vysoka nespecifickd absorpce Vv exkrelnich
orgadnech, a stejné€ tak zpo¥d&néd krevni clearance. jsou
zplisobeny nedostatenou komplexaci 9mr~_j4dra bidentdtnim
histidinovym ligandem. Koordina&ni misto zbyvajiciho kovu
mi¥e byt in vivo nasyceno nativnimi proteiny obsahujicimi
thiol, cof miZe vést k rychlému zachyceni t&chto komplext v
krvi, Jjatrech a dal8ich exkre&nich orgédnech. Tvorba
nasycenych komplexul [9°"Tc (H,0) 3 (CO) 3] *-vodného  iontu s
tridentatnimi ligandy, jakymi jsou napt¥iklad N-Ac-His, vede
k vyznamnému sniZeni akumulace aktivity v netumorové tkani.
7 vySe uvedeného lze vyvodit zav&r, %e zavedeny izotopicky
indikdtor na bézi kombinace karbohydridtové konjugace

oktreotidu (oktreotéatu) a tridentétni komplexace
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[99"Ta (H,0) 3 (CO3) 1 *-vodného iontu je zdkladem nové Fady velmi

slibnych SSTR-izotopickych indikatorl.

P¥iklad 3

Glykace agonistl sst-receptorl: Zlep8eni dopravy

dynamického ligandu radiologicky znacCenych agonistl

somatostatinu
Nyni se zjistilo, Ze karbohydratace je G&innym
nastrojem pro zlepSeni farmakokinetik radiologicky

znadeného oktreotidu a V,asz analogl. Glykace oktreotidu a
oktreotdtu vy¥znamnd redukuje hepatobilidrni exkreci a
absorpci v ledvindch a zvySuje absorpci v tumoru a poméry
tumor/tkéii. Akumulace radiologicky znafeného sstp-agonisty
v tumoru =zavisi na dynamickych procesech receptorem
mediované internalizace, degradace a nisledné
intraceluldrni akumulace nebo recyklace ligandu a/nebo
metabolitu. Kvantitativni analyza kaZdého kroku je wvelmi
déle¥itd pro pochopeni zplsobu, jakym je ¥izena akumulace
izotopického indikétoru v tumorovych buiikdch exprimujicich
sst,. Cilem této studie bylo tedy testovani vlivu glykace
na internaliza®ni a recykladni kinetiku radiologicky

znadenych oktreotidovych a oktreotatovych analogl.

Tyr®-oktreotid (TOC), Tyr’-oktreotdt (TOCA) a jejich
p¥isludné glukdzové (Gluc) , maltdzové (Malt) a
maltotridzové (Mtr) derivaty se syntetizovaly pfes
Fmoc-SPPS a pfes néslednou konjugaci s karbohydréatem.
Radiojodizace se realizovala za pou%iti jodogenni metody.
Radiochemicky vyt&Zek se po RP-HPLC purifikaci pohybuje v
rozmezi od 50 % do 84 %. Prekurzory pro 99mTo-znadeni

(Gluc-Lys® (N-His) TOC (Gluc-K(H)-TOC) a Mtr-Lys® (N-His) TOC
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(Mtr-K(H) TOC)) se p¥ipravily analogicky s vyde zminénymi
peptidy. Znadeni pomoci **"Ic se provadélo podle ji%
popsaného protokolu [[**"Tc] (CO)s(Hz0)3]" vodny iont [Egli A.
a kol. J. Nucl. Med. 40: str. 1913 a%Z 1917 (1999)]. Pro
srovnani se rovnd¥ do studie zahrnuly [*'In]OctreoScan a

[*211n] DOTATOC.

Internalizadni a externalizadni experimenty se
provad&ly za  pouZiti bun&&né 1linie AR42J krysiho
pankreatického tumoru exprimujiciho sst,. Voln&, k povrchu
vézana a internalizovand radioaktivita se stanovila po
10 min, 30 min, 60 min, 90 min a 120 min inkubace s
radioligandy p¥i 37 °C. P¥i externalizadnich experimentech
umoZiiujicich recyklaci ligandu se urcovala frakce
radioaktivity uvolné&né do supernatantu b&hem 10 min,
30 min, 60 min, 90 min a 120 min, a stejné tak
radioaktivita, které zﬁétala v bulikdch. Rovné&¥ se mé&¥ila
aktivita uvoln&na b&hem 5 naslednych inkubaci (10 min,
20 min a 3krat 30 min) s vymé&nou média béhem nasledujicich

inkubaci (omezenéd recirkulace).

Vvliv karbohydratace TOC na internalizaci je paralelou
velikosti pou¥itého cukru. V porovnéni s [}?51]TOC vykazuje
zv?éenou absorpci v builkdch pouze glukdézovy konjugat.
Naopak vyznamné se zvysila (7,36+0,50krat a 5,68+0,38krat v
porovnani s [*?*1]1TOC) intraceluldrni akumulace
[1257]Gluc-TOCA i [**®I]Mtr-TOCA (obr. 3 a tabulka 2). PIi
porovnédni internaliza&nich charakteristik TOC a TOCA a
p¥isludnych glukosylovanych derivata byl pozorovéan
éynergick? G&inek obou strukturnich modifikaci (substituce
Thr (01)? pomoci Thr® a karbohydratace) na povrchovou

dostupnost a na rychlost internalizace. V porovndni s

[1*1n] OctreoScan a [**'In]DOTATOC byla internalizace obou
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91— znadenych karbohydrdtovych  derivatl  neolekdvané

vysokéa.

PYedb&¥né experimenty poufivajici 10 uM Sandostatinu
omezily absorpci ligandu na maximéln€ 5 % kontroly, coZ
naznaduje i) sst, specifickou absorpci a ii) Ze zde neni
¥4dny absorpdni mechanizmus zavisly na karbohydratu
(tabulka 2). V p¥ipad® viech testovanych izotopickych
indikatora internalizovand aktivita siln& koreluje s

povrchovou dostupnosti liganddl.
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Tabulka 2

Internalizace dat ziskanych po 60 min inkubace s AR42J
buiikami; internalizadni hodnoty, a stejn& tak poméry, Jjsou
normalizovény na referendni [**°I]TOC
a povrchovd dostupnost = % ligandu navédzaného na
povrch/% volného radioligandu;
b rychlost internalizace = % internalizovaného
ligandu/% ligandu navazaného na povrch;

p¥edb&¥né experimenty 10 M Sandostatin redukovaly

celuldrni absorpci ligandu minimdln& o 95 %

Internalizovany| Povrchova Rychlost
ligand dostupnost | internalizace®

[**1]Mtr-TOC 4247% 47411 8748
[*?°I]Malt-TOC 6614 68111 95+18
[*?*11TOC 100 100 100
[*2°1] Gluc-TOC 143114 136413 110412
[*2°1] TOCA 20417% 18246 14048
[***1] Gluc-TOCA 736£50% 583153 19642
[**5I]Mtr-TOCA 568+38% 312425 216426
[**In]OktreoScan 1642 2442 63+12
[***In] DOTATOC 3017 28+7 55+11
[9°"rc] Gluc-K° (H) -TOC 234424 204454 171429
[**"Tc] Mtr-K° (H) -TOC 298437 195435 186+14

pokud jde o externaliza&ni glykosylaci, potom se zda,
Ye nemd %&dny vliv (obr. 4). Stupeii externalizace
radioligandu z bunék je dan zejména povahou peptidu (TOC
nebo TOCA) a rovnd%¥ intraceluldrnim osudem znaleni. P¥i
externalizadnim experimentu, ktery umoZiiuje recyklaci

v

ligandu, vykazoval TOCA a jeho glykéatové derivaty pt¥ibliZné

2

2/3 extraceluldrné lokalizované radioaktivity v porovnéni s
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experimentem bez recyklace, zatimco pro TOC, Gluc-TOC a
Mtr-TOC bylo zjist&no pribliZn& 80 %. [®*™Tc]Gluc-K° (H) -TOC,
a stejn¥ tak ob& 'In-znadené slouleniny vykazovaly témér
kvantitativni retenci v buiice b&hem 120 min za recyklaénich
podminek. Naopak intraceluldrni aktivita [**In]OctreoScan a
[11'In] DOTATOC se p¥i omezeni recyklace sniZila p¥ibliZné o

33 %, respektive o 49 %, b&hem 120 min.

P¥iklad 4

[Tc-99m] (CO) ;-Znadené karbohydratové SSTR-1ligandy:
syntéza, internalizaldni kinetika a biologické distribuce na

modelu krysiho pankreatického tumoru

cil

Tato studie ma& demonstrovat navrh izotopickych
indikatorta pro specifické a vysokolroviiové cileni
(,targeting™) tumorl exprimujicich SSTR. Pro tyto ucely se
pou¥ily karbohydrétové oktreotidové derivaty s cilem
optimalizovat farmakokinetiku a zlep&it SSTR specifickou
internalizaci a retenci v tumoru. Zde bude popséna Yada

novych karbohydratovych **"Tc-SSTR ligandd.

Metody

Navézéni glukézy (Gluc) a maltotridzy (Mtr) na N-Lys®
N- (Boc-His (Boc) ) Lys®-Tyr®-Lys® (Dde) -oktreotidu  (chranéného
K(H) TOC) a konedné odstranéni ochrany poskytly Gluc- a

Mtr-K(H)TOC. * Tc-Znafeni se provadd&lo za  pouZiti
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[99%Tc (H,0) 3 (CO) 31 7. Internali;aéni a externalizadni studie
(<2 h) se provadély za pouziti SSTR: exprimujici krysi
pankreatické bun&fné linie AR42J a [}251] Tyr®-oktreotidu
([**51]TOC) jako referen&ni latky. Biologickéd distribuce se
hodnotila u lysych my81 nesoucich AR42J tumory p¥i 0,5 h a
2 hp.i. (n=4).

vysledky

Radiologické znadeni produkovalo (0,5 h, RCY>97 %)
rovnom&rné produkty. V porovnadni s [1251]TOC vykazovaly oba
karbohydrétové peptidy vy881i Groveil intercelulédrni
aktivity; nap¥. p¥i 2 h 2,3+0,2ndsobn& vys51 drovné pro
[9°"rc] Gluc-K(H)TOC a 3,640,4ndsobn& vy%81i frovné pro
[9"Tc]Mtr-K (H) TOC. Externaliza&ni studie ukdzaly p¥ribliZné
50% sni¥eni intraceluldrni aktivity pro [¥2°1]TOC b&hem 2 h,
zatimco interceluldrni droveil [°°"Tc]Gluc~-K(H) TOC byla tém&r
stabilni po dobu 2 h, co? demonstruje retenci tohoto
izotopického indikatoru. In vivo akumulace v tumoru dosdhla
12,2+1,0 a 14,0%6,33 % ID/g p¥i 2 h p.i. a p¥i krevnich
hladinédch 1,520,2 % ID/g a 4,4%+1,0 % ID/g pro
[°°"Tc] Gluc-K (H) TOC (T/jatra 0,77, T/ledviny  0,63),
respektive pro [**"Tc]Mtr-K(H)TOC (T/jatra 0,97, T/ledviny
0,84).

Zaveér

Tyto vysledky potvrzuji pouZitelnost karbohydratace

jako nédstroje pro zlepBeni SSTR cileni (,targeting™) .
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P¥iklad 5

[Tc-99m] (CO) 3-Znacené karbohydréatové SSTR-1ligandy:

syntéza, internaliza&ni kinetika a biologickd distribuce na

modelu krysiho pankreatického tumoru

Tato studie je goudésti  vyzkumu izotopickych
indikdtortt  pro specifické a  vysokolroviiové cileni
(,targeting™) SSTR exprimujicich tumort. Pro tyto Ulely se
pouzily vhodné karbdhydrétové zbytky, s cilem optimalizovat
farmakokinetiku a zlep&it SSTR specifickou internalizaci a
retenci v tumoru. Budou zde prvné popsény karbohydratové

SSTR v&¥ici peptidy =znalené zpusobem [2°™Tc (H,0) 3 (CO) 317

vodny iont.

Metody

N (Boc-His (Boc) ) Lys®-Tyr®-Lys® (Dde) -Oktreotid (chran&ny
K (H) TOC) se syntetizoval za pouziti standardni
Fmoc-chemie. Navazéni glukdzy (Gluc) a maltotridzy (Mtr) na
N-Lys® a kone&né odstran&ni ochrany poskytly Gluc- a
Mtr-derivaty K(H)TOC. Te-99m-Znadeni se provadélo za
pouZiti organokovového vodného iontu [®°™Tc (H,0) 3 (CO) 317
(Egli A. a kol. J. Nucl. Med. 40: str. 1913 a%¥ 1917
(1999)) . Internalizalni a externaliza®ni studie (<120 min)
se v ptipad® obou sloulenin provad&ly za pouZiti SSTR»
exprimujici bun&fné linie AR42J. P¥i in vitro studiich se
jako referendni latka pouZil [*?51] Tyr®-oktreotid
([**51]1TOC) . Biologickd distribuce intravenézn& podavaného

[#*"Tc]Gluc-K(H)TOC a [*"Pc]Mtr-K (H) TOC se hodnotila u
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lysych my3i nesoucich AR42J krysi pankreatické tumory p¥i

30 min a 120 min p.i. (n=4).

vysledky

Tento postup znafeni se jevil jako G&inny (30 min,
RCY>97 %) a poskytoval rovnom&rné produkty (HPLC). V
porovnani s referendnim [**°I]TOC byly oba karbohydratové
peptidy po celou dobu testovéani mnohem vice
internalizovény; nap¥iklad p¥i 120 min byly zji8tény

hladiny pro [?*Tc]lGluc-K(H)TOC a

-

2,310,2n4sobng vy33

hladiny pro [*Tc]Gluc-K(H)TOC a

(O
=

3,6+0,4ndsobné& vys
3,640,4nédsobné vy33i  hladiny pro [°°"Tc]Mtr-K (H) TOC.
Externaliza®ni studie déle odhalily p¥ibli¥n& 50% sniZeni
intraceluldrni aktivity pro referendni slouleninu b&hem
120 min, zatimco vysokd hladina intraceluldrni aktivity
[°°"Tc] Gluc-K (H) TOC zdstala stabilni dokonce i po 2 h, co¥
naznaduje retenci  tohoto  izotopického indikatoru v
testované bun&®né linii. In vivo akumulace v tumoru doséhla
12,2+1,0 a 14,0%6,3 % ID/g p¥i 120 min p.i. pEi
odpovidajicich hladindch krevni aktivity 1,5%0,2 % ID/g a
4,4+¢1,0 $ 1ID/g pro [**"TclGluc-K(H)TOC (T/jatra 0,77,
T/ledviny 0,63), respektive [*"TclMtr-K(H)TOC (T/jatra
0,97, T/ledviny 0,84).

Zaveér

Tyto vysledky potvrzuji pouZitelnost karbohydratace

jako néstroje pro zlepSeni SSTR cileni (,targeting™).




seve
seee
L
s
Sase
XY T
% a0
LY X
LEXY)
LA XX

pa-2165-03-Mq LI R It

18

oo
®oae

‘P¥iklad 6
Syntéza peptidu v pevné féazi

1. Pmoc-Lys®-Tyr®-Lys (Dde)®-oktreotid
(Fmoc-Lys®-TOC (Dde) ) Fmoc-Thr (tBu) -ol

Roztok Fmoc-Thr (£Bu)-OH (1,391 g, 3,5 mmol) ve 30 ml
tetrahydrofuranu (THF) se ochladil na -10 °C.
Postupné& se ptidal N-methylmorfolin (386 pl, 3,5 mmol) a
ethylchlorformiat (333 pl, 3,5 mmol). Reak&ni smés se
30 min michala p¥i -10 °C. pP¥idal se borohydrid sodny
(396 mg, 10,5 mmol). B&hem 30 min se do reakéni smési
pozvolna p¥idalo 60 ml methanolu a sm&s se ndsledn& michala

3 h p¥i 0 °C.

Po priddni 50 ml aZz 70 ml 1N HCl (zakalend smé&s se
vyletila) se odpatila organicka rozpoudtédla a zbyvajici
vodnid faze se dvakrat extrahovala dichlormethanem (DCM) .
Extrak®i G&innost se monitorovala pomoci chromatografie na
tenké vretvé (Rg produktu = 0,83 v ethylacetatu (AcOEL) )
obou fazi. Sloudené organické vrstvy se vysu$ily mnad
bezvodym siranem hote&natym, p¥efiltrovaly a po zahudténi
za vakua poskytly na¥loutly olej. Surovy produkt se
purifikoval mZikovou chromatografii =za pouZiti AcOEt.
Produkt se ziskal ve form& oleje (1,19 g, 89 %) .

Vypodtené monoizotopickd hmotnost pro C,3HaeNO, = 383,21;

nalezend: m/z = 406,1 [M=Na] ™.

SPPS Fmoc-Lys"—Dph.el-Cysz-Tyr3-DTIp4—Lys(Dde)s—Thr5—Cys7—Thr—ol8

DHP-HM (3,4—Dihydro-ZH—pyran-z-ylmethoxymethylpoly-
styrolovd) pryskyf¥ice (1,000 g, 0,94 mmol/g) se nechala 1 h
p¥edboptnat v 10 ml pezvodého DCE (1,2-dichlorethan). Potom




$r-2265-03-M4 -. ’ " §e :

19

se p¥idal roztok Fmoc-Thr (tBu) -olu (1,266 g, 3,3 mmol) a
pyridinium-p—toluensulfonétu (414 mg, 1,75 mmol) v 7 ml
bezvodého DCE a ziskand reakdni sm&s se michala p¥es noc
p¥i 80 °C pod argonovou atmosférou. K nechrané&nym volnym
funkdnim skupindm na prysky¥ici se p¥idalo 5 ml pyridinu a
suspenze se michala dalgich 15 min p¥i teplot& mistnosti.
Zati¥end prysky¥ice se nadsledn& odfiltrovala, dvakrat
propléchla DMF (N, N-dimethylformamid) a DCM a vysusila v
exsikatoru. Findlni zati¥eni prysky¥ice bylo 0,834 mmol/g.
Peptidovad sekvence se na prysky¥ici vézici aminoalkohol
navézala za pou%iti standardniho Fmoc-protokolu. Strucéné
Ye&eno, N-koncovy Fmoc se odstranil =za pouZiti 20%
piperidinu v DMF a prysky¥ice peptidu navézaného na
prysky¥ici se propléachla NMP (N-methylpyrrolidon) . Navézani
se provadélo v NMP uvedenim 1,5 ekviv. aminokyselinového
derivatu do reakce s 1,5 ekviv. HOBt (1-hydroxy-
benzotriazolu), 1,5 ekviv. TBTU (O—(1H>benzoltriazol—l—y1)-
-N,N,N',N'-tetramethyluroniumtetrafluorborétu) a 3,5 ekviv.
DIPEA (N-ethyldiisopropylaminu). PO umist&ni aktivované
aminokyseliny do reakdni nidoby se prysky¥ice po vhodnou
dobu michala (zpravidla 40 min aZ 60 min) . Prysky¥ice se
potom propléchla dalsim NMP. Postup p¥idani pro syntézu TOC
byl nasledujici: Fmoc-Cys (Trt) , Fmoc-Thr (tBu) ,

Fmoc-Lys (Dde) , Fmoc-DTrp, Fmoc-Tyr, Fmoc-Cys (Trt) ,
Fmoc-Dphe a Fmoc-Lys (Boc) . Po navézani posledni
aminokyseliny  do sekvence se pryskyTice n&kolikrat
proplachla NMP a DCM. odit&peni =z pryskyfice a zbaveni
ochrany Thr-, Cys- a Lys®-vedlej&ich ¥et&zch se provadéla
za pouZiti smé&si TFA (kyselina trifluoroctovd) /TIBS
(triisobutylsilan)/voda (95:2,5:2,5) a DCM (1:1). Po 90 min
se pryskytice odfiltrovala a dvakrat proplachla DCM.

Sloudené filtraty se zahustily za pouZiti rotaéni odparky a
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surovy produkt se vysraZel etherem. Ziskalo se 828 mg

surového produktu a vyt&Zek &inil 83 %.

Surovy peptid se resuspendoval v 50 ml THF (na 300 mg
peptidu) a ptidavalo se 5 mmol octanu amonného, dokud se
neziskal &iry roztok. Hodnota pH se nastavila na 7 po
kapkadch p¥idavanym nasyéen?m roztokem NaHCO;. Potom se
p¥idalo 100 pl (na 300 mg peptidu) peroxidu vodiku (30%).
Po 30 min michani p¥i teplot& mistnosti byla cyklizace
kompletni (gradient HPLC-kontrola: 30 % a¥ 80 % B b&hem
15 min) . Rozpoust&dla se odpafila a cyklizovany produkt se
lyofilizoval. Vyt&Zky byly kvantitativni.

Vypo&tend monoizotopicka hmotnost pro
CgoH100N12016S2 = 1548,68; nalezend: m/z = 1549,5 [M+H1",
m/z = 1571,5 [M+Nal*.

2. Fmoc-Lys®-Tyr®-Lys (Dde)°-oktreotid (Fmoc-Lys®-TATE (Dde) )
Fmoc—Lys°—Dphe1-Cysz-Tyr3—DTrp4—Lys(Dde)s-Thrs—CYS7-Thr8

Do 1,502 g bezvodé TCP-pryskyfice se p¥idal roztok
894 mg (2,25 mmol) Fmoc-Thr(tBu) a 321 pl (1,87 mmol) DIPEA
v 15 ml bezvodého DCM. Po 5 min michani se pt¥idalo dal8ich
642 pl (3,76 mmol) DIPEA. Po 30 min bou¥livého michani pf¥i
teplot& mistnosti se k nezreagovanym tritylchloridovym
gkupinédm p¥idalo 1,5 ml methanolu. Po 15 min se pryskyfice
prefiltrovala, dvakrat proplédchla DCM, DMF a methanolem a
vysugila za vakua. Finidlni zatiZeni pryskyfice bylo
0,77 mmol/g. Syntéza peptidové sekvence Cys (Trt) -Thr (tBu) -
—Lys(Dde)-DTrp-Tyr—Cys(Trt)—Dphe-Lys(Boc)—Fmoc na amino-
kyselin& navizané na pryskytici, odstrané&ni ochrany a
odit&peni =z pryskyfice, a stejn& tak cyklizace, se

provadély zplusobem popsanym pro Fmoc-Lys®-TOC (Dde) .
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Vypodtend monoizotopicka hmotnost pro

C30H98N1201782 = 1562,66; nalezené.: m/z

Derivatizace v roztoku

([M+H]T) .

1. Lys®(N.-Boc-His (Boc)) -TOC(Dde)

Roztok 500 mg (0,32 mmol) Fmoc-Lys’-TOC(Dde), 170 mg
(0,48 mmol) Boc-His(Boc), 65 mg (0,048 mmol) HOBt, 154 mg
(0,48 mmol) TBTU a 300 pl (1,75 mmol) DIPEA ve 3 ml DMF se

michal p¥i teplot& mistnosti. RP-HPLC Analyza (gradient:

°
Kl

30 ¥ aZ 80 B b&hem 15 min) ukazala, Ze k ukondéeni reakce

doslo b&hem 30 min. Produkt se vysraZel za pouZziti vody a

vysuBil =za vakua. Po odstrandni N-koncové Fmoc-ochranné

skupiny se peptid rozpustil v 1 ml piperidinu/DMF (1:4) a

15 min michal. Vysrd¥eni etherem poskytlo ochrany zbaveny

[)

produkt ve vyt&€Zku 86 %.

Vypo&tena monoizotopickd hmotnost pro

CerHi1sN15019S; = 1663,78; nalezend: m/z = 1873,6 [M+H] ",

m/z 1895,7 [M+Nal™.

2. Lys®-N,-Amadoriho derivaty Lys® (Boc-His (Boc) ) -TOC (Dde)

[Egli A. a kol.

(1999)1

Na zaklad& ji¥ popsaného zpusobu Jd.

Nucl. Med. 40: str. 1913 aZ 1917 se 1 ekviv.

prisludné alddzy

s3)

Lys® (Boc-His (Boc)) -TOC (Dde) a 10 ekviv.

maltotridza rozpustily

(glukdza = maltdza s2,

S1,
ve sm&si methanolu a kyseliny octové (95:5) a reakdni smés
se michala 24 h a% 48 h p¥i 60 °C. Rozpoudt&dla se odpafila

a surovy produkt se vysrazel p¥idénim etheru.

Za idelem odstranéni Dde-ochranné skupiny se

glykosylovany peptid op&t rozpustil v malém objemu DMF,
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p¥idala se 2 % obj. hydratu hydrazinu a roztok se 15 min
michal p¥i teplot& mistnosti. Ochrany zbaveny peptid se
vysréd¥el ptidanim etheru, proplédchl etherem a vysu8il za
vakua. Boc-ochranné skupiny na His-zbytku se potom
odstranily znovu rozpudténim surovych produktt v malém
objemu TFA/TIBS/vody (95:2,5:2,5) a 15 min michani p¥i
teplot& mistnosti. Produkty se vysra¥ely za pouZziti etheru
a purifikovaly preparativni RP-HPLC (gradient: 10 % aZz 60 %
B b&hem 30 min). Vyt&¥ky se pohybovaly v rozmezi od 17 % do
32

ae

S1

Lys® (His) TOC (N,- (1-deoxy-D-£fruktosyl) -Lys°N-His) -Tyxr>-
-oktreotid) : vypodtena monoizotopicka hmotnost pro
CeHosN15015S2 = 1461,60; nalezend: m/s = 1873,6 [M+H] ",
m/z = 1895,7 [M+Na]*

S2

Lys® (His) TOC(N - (O- -D-glukopyranosyl- (1-4) -1-deoxy-D-
_fructosyl) -Lys® (N.-His) -Tyr’-oktreotid) : vypoltend
monoizotopické hmotnost pro C73H10sN1502382 = 1623,70;

nalezend: m/z = 1873,6 [M+H]*, m/z = 1895,7 [M+Na]*®

S3

Lys® (His) TOC (N,- (O-4-D-glukopyranosyl- (1-4) -0-3-D-glukopy-
ranosyl- (1-4) -1-deoxy-D-fruktosyl) -Lys® (N-His) -Tyr>-
-oktreotid: vypodtend monoizotopickd hmotnost pro
C,oH115N15028S2 = 1785,75; nalezena: m/z = 1873,6 [M+H]",
m/z = 1895,7 [M+Nal*
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3. Lyso(N-z—pikolylamino—...)TATE(Dde)
2-Pikolylamin kyseliny N, N-dioctové®

Kyselina iminodioctova (3,25 g, 24,4 mmol) se
rozpustila ve smési 30 ml bezvodého ethanolu a roztoku
1,95 g NaOH (49 mmol) v 10 ml vody. Po p¥idani 4,00 g
pikolylchloridu (24,4 mmol) v 9ml vody a 1,95 g NaCOH
(49 mmol) v 4 ml vody se roztok michal 2 h p¥i 70 °C. Potom
se pridalo dal8ich 1,95 g (49 mmol) NaOH a roztok se michal
daldi 1,5 h p¥i 70 °C. TLC Kontrola reakce (AcOEt) v tomto
okamZziku  ukézala Gplné vymizeni reakénich sloZek.
Rozpoustédla se odpa¥ila za vakua a zbytek se opét
rozpustil ve 25 ml vody. Po nastaveni pH hodnoty roztoku na
1,5 koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou se roztok opét
odpa¥il dosucha. N&kolika néslednymi kroky, které
zahrnovaly resuspendaci zbytku methanolem pod zp&tnym
chladi&em, filtraci horké suspenze a zahudté&ni filtratu za
vakua, se Gspd&8n& odstranil prebytek NaCl. Kyselina
pikolylaminodioctové se nechala ptes noc krystalizovat ze
zbyvajiciho methanolového roztoku p¥i -20 °C.

Vypod&tena monoizotopick& hmotnost pro C1oH12N20, = 224,08;

nalezend: m/z = [M=H]* (disodna stal) .

Navézéani 2-pikolylaminu kyseliny N,N-dioctové na

Fmoc-Lys’-TATE (Dde)

Roztok 52 mg (0,19 mmol) 2-pikolylaminu kyseliny
N,N-dioctové, 26 mg (0,19 mmol) HOBt, 62 mg (0,19 mmol)
TBTU a 176 pl (1,75 mmol) DIPEA ve 2 ml DMF se 10 min
michal p¥i teploté mistnosti. Tento roztok se po kapkéch
p¥idal do roztoku 200 mg (0,13 mmol) Fmoc-Lys’-TATE(Dde) v

1 ml DMF, a to za bou¥livého michéni. Po 30 min se produkt
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vysra¥el za pouZiti diethyletheru vysugil =za wvakua. Ve
snaze odstranit N-koncovou Fmoc-ochrannou skupinu se peptid
rozpustil ve 2 ml piperidin/DMF (1:4) a michal 10 min.
Vysrad¥eni etherem poskytlo ochrany zbaveny produkt ve
vyt&Zku 84 %.

Vypodtend monoizotopick& hmotnost pro

C15HogN1401882 = 1546,66; nalezend: m/z = [M=H]",

m/z = [M+Nal*.

4. Lys®-N,-Amadoriho derivaty Lys’(Pic)TATE (Dde)

Konjugace Lys®(Pic) TATE (Dde) s glukdzou a nasledné
odstran®ni Dde-ochrany se provadd&lo zplsobem popsanym pro
Lys’-Na-Amadoriho derivaty Lys® (Boc-His (Boc) ) -TOC (Dde) .
Vypo&tend monoizotopicka hmotnost pro
CriHoeN1402:18, = 1544,63; nalezend: m/z = [M=H] ",

m/z = [M+Nal®.

Radiologické znaleni

Podle nedavno zvefejn&né metody organokovovy vodny
iont [*™Tc (H,0)3(Co)s]* se ve sklen&né bafice rozpustilo
3,10 mg NaBH,, 8 mg Na,Coz a 41,5 mg Na/K wvinanu v 600 ul
[**"Tc] pertechnetdtového eludtu. Ballka se nasledn& propojila
s balénem napln&nym CO a ut&snila. Po 45 min michéni p¥i
75 oC ge roztok ochladil na ledové léazni a pridalo se
150 pl fosfatem pufrovaného solného roztoku (PBS, hodnota
pH 7,4). Za G&elem likvidace redukdniho &inidla se pt¥idalo
600 pl 1N roztoku HCl. Potom se roztok neutralizoval 500 pl

nasyceného roztoku NaHCO;. PEitomnost [2°™Ta (H,0) 5 (CO) 3l *-
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-vodného iontu se potvrdila pomoci TLC (5% roztok HCl v

methanolu) .

po p¥idéni 1 ml [*"Tc (H,0) 5 (CO) 3] 1*-roztoku (51 MBg) do
700 pg S1-Lys’(His)TOC se sm&s ohfivala 30 min p¥i 75 °C.
Gradientovéd HPLC purifikace poskytla radiochemicky &isty
peptid Na-(l—deoxy—D—fruktosyl)Lyso(N—His[”mTc(HﬂD)(Co)ﬂ+)—
_Tyr®-oktreotid s radiochemickym vyt&Zkem 34 %.

83-Lys®(His) TOC Se oznadil analogickym zplsobem.

Stanoveni lipofilicity

Do roztoku p¥ibliZn& 300 000 cpm (podet od&itacich
impulsl za minutu) radioaktivné znadeného peptidu v 500 ml
PBS (hodnota pH 7,4), se p¥idalo 500 ml oktanolu (n=6).
Lahvidky se 3 min prot¥epavaly a ndsledn& se 6 min
odsttedovaly p¥i £frekvenci ota%eni 15 000 min™*. Alikvotni
podily 100 ml PBS a oktanolu se m&¥ily v y-&itali.
Sl—Lyso(His)TOC: log pow = -0,673+0,064
S3-Lys®(Hisg) TOC: log pow = -1,304+0,040

Experimenty in vitro

AR42J Butlky se udrZovaly v RPMI 1640 a doplnily 10%
FCS a 2 mM L-glutaminem.

Internalizad&ni studie

festijamkové plotny s bunécnou populaci 8krat 10° aZ
Skrat 10° AR42J bundk na jamku se 1 h p¥ed experimentem

inkubovaly p¥i 37 °C s Gerstvym kultivadnim médiem (RPMI
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1640, 1% BSA, 2 mM L-glutamin). Potom se do kaZdé jamky
p¥idalo p¥ibliZné 300 000 cpm (podet od&itacich impulsid za
minutu) radiologickym kovem znacdeného peptidu v 10 pl
kultiva®niho média (experimenty pro referencni sloudeninu
(vnit¥ni standard) [*?°I]1ToC a pro kaZdou radiologickym
kovem zna&enou sledovanou slouleninu se provadély viZdy
t¥ikrat). Po 10 min, 30 min, 60 min, 90 min nebo 120 min
inkubace p¥i 37 °C se supernatant jimal a buillky se jednou
proplédchly 1 ml studeného média. Supernatant se sloudil se
supernatantem z p¥edchézejiciho kroku. Zza i¢elem odstranéni
radioaktivity mnavazané na receptoru (uvolnitelné pomoci
kyseliny) se builkky inkubovaly p¥i 37 °C s 1 ml 0,02M
roztoku NaOAc (prtplach kyselinou). Po 10 min se jimal
supernatant, buillky se Jjednou proplédchly 1 ml 0,02M roztoku
NaOAc a supernatant se opé&t sloudil se supernatantem =z
predchazejiciho kroku. Nisledn® se builky extrahovaly 1 ml
1N roztoku NaOH a jamky se jednou propléchly PBS. Tato
sloudena frakce reprezentuje internalizovany radioligand.
Aktivita v NaOH frakci, a stejné& tak ve frakci supernatantu

a kyselinového pruplachu, se gsefetla v y-&itacdi.

Externalizadni studie

Stejné, jak bylo popséno v souvislosti s
internalizadnimi studiemi, se 1 h pfed experimentem
Sestijamkové plotny inkubovaly p¥i 37 °C s Cerstvym
kultivadnim médiem (RPMI 1640, 1% BSa, 2 mM L-glutamin) .
Potom se do ka¥dé jamky p¥idalo p¥ibliZn& 300 000 cpm
(podet od&itacich impulst za minutu) radiologickym kovem
znadeného peptidu v 10 nl kultiva®niho média (experimenty
pro referendni slouceninu (vnit¥ni standard) [**°I]TOC a pro

ka¥dou radiologickym kovem znafenou sledovanou sloudeninu
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se provadély vidy t¥ikrat). Po 120 min inkubace p¥fi 37 °C
se supernatant jimal a bufiky se jednou propléachly 1 ml
studeného média. Supernatant‘se sloudil se supernatantem z
p¥edchazejiciho kroku. Pro kolekci externalizované
radioaktivity se buflky ndsledn& inkubovaly p¥i 37 °C 1 ml
kultivadniho média. Po 10 min, 30 min, 60 min, 90 min nebo
120 min inkubace p¥i 37 °C se supernatant jimal a butiky se
jednou propléchly 1 ml kultivadniho média a supernatant se
sloudil se supernatantem z p¥edchdzejiciho kroku. Nésledné
se bufiky extrahovaly 1 ml 1IN roztoku NaOH a jamky se jednou
propléachly PBS. Tato sloudena frakce reprezentuje
radioligand doposud lokalizovany v bufice. Aktivita v NaOH
frakeci, a stejn& tak ve frakci supernatantu a Vv

externalizadni frakci, se sefetla v y-C&itaci.

Externalizadni studie bez recyklace izotopického indikétoru

Stejn&, jak bylo popséno v pr¥edchozich experimentech,
se Zestijamkovd plotna inkubovala 120 min p¥i 37 °C s
radioligandem. Supernatant se Jjimal a bullky se jednou
propléachly 1 ml studeného média. Supernatant se sloudil se
supernatantem z p¥edchédzejiciho kroku. Za ucelem kolekce
externalizované radioaktivity se buiiky nésledn& inkubovaly
p¥i 37 °C s 1 ml kultivaniho média. Po 10 min se
supernatant jimal a builky se opé&t inkubovaly po dalsgich
20 min s 1 ml kultiva&niho média p¥i 37 °C. Supernatant se
jimal a butiky se jeSt& t¥ikrat 30 min inkubovaly s 1 ml
kultivadniho média p¥i 37 °C. Potom se builky extrahovaly
1 ml 1N roztoku NaOH a jamky se jednou proplachly PBS. Tato
sloudena frakce reprezentuje radioligand doposud

lokalizovany v bufice. Aktivita v NaOH frakci, a stejné tak
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v externaliza&nich frakcich, se pro vS8echny Gasy slitala v

y-&itali.

studie biologické distribuce

P¥i stanoveni

buné&k

rdstu né&dord se Jjednolitd monovrstva

ofet¥ila 1mM EDTA, suspendovala, odst¥edila a

resuspendovala v RPMI 1640.

Lysé mySi (samci a samice, std¥i 6 a¥ 8 tydnl) se

naodkovaly s.c. tak, Ze se 2,5kréat 107 a¥ 3krat 10’ bun&k

suspendovanych ve 100 ul PBS (hodnota pH 7,4) injektovalo

i.v. do ocasni ¥ily 1lysych my8i nesoucich AR42J tumor.

yvitata (n=3-4) se usmrtila 30 min a 120 min p.i. a

sledované organy se vyjmuly. Radioaktivita se mé&f¥ila v
odvé¥engch vzorcich tkéné za pouziti y-&itade. Data jsou

[+

vyjad¥end v % iD/g tkéné (prom&r DS, n = 3 aZ 4).
Tabulka 1

Akumulace tkan& [$ iD/g] [°°"Tc] S1-Lys® (His) TOC a

[9Tc] §3-Lys® (His) TOC ve tkénich u AR42J tumor nesoucich

lysych my8i 2 h p.i. (n=3-4)

[99"Tc] S1-Lys® (His) TOC [®*"Tc] S3-Lys® (His) TOC
Krev 1,49+0,18 4,12+0,87
Jatra 15,89+2,70 14,34+1,55
St¥evo 2,83+0,28 2,024+0,41
Zaludek 11,28+2,74 6,22+0,75
Ledviny 19,49+2,22 17,97+2,76
Sval 0,22+0,04 0,40+0,10
Nadledvinky 6,47+1,46 4,94+0,38
Slinivka 6,43+2,09 3,32+0,38
Tumor 12,21+0,96 14,02+6,33
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PATENTOVE NAROKY

1. Peptidicky ligand, ktery vazZe receptor
somatostatinu (sst) a ktery obsahuje p¥irodni nebo um&lé
aminokyseliny nebo peptidomimetickou strukturu, alespoii
jeden karbohydrat a alespoii jednu chelatadni skupinu
umo¥fujici monodentdtni nebo multidentatni komplexaci

radioizotopu zvoleného z Tc a Re.

2. Peptidicky ligand podle naroku 1, kde radioizotopem

je izotop Tc.

3. Peptidicky ligand podle naroku 1, kde je chelatadni
skupina navédzéna na N-konec peptidu a karbohydrat je

navazén na chelatadni skupinu.

4. Peptidicky ligand podle naroku 1, kde je
karbohydridt navazén na N-konec peptidu a chelatalni skupina

je navazéna na karbohydrat.

5. Peptidicky ligand podle néroku 1, kde karbohydrétem

je cukr.

6. Peptidicky ligand podle nédroku 5, kde cukrem je

monosacharid nebo polysacharid.
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7. Peptidicky ligand podle naroku 1, ktery dale

obsahuje alespoil jednu multifunkdni linkerovou jednotku.

8. Peptidicky ligand podle naroku 7, kde cukr Jje
navazan na receptor vé&Zici strukturu, na multifunkéni
linkerovou jednotku nebo na chelator pres glykosidovou

vazbu.

9. Peptidicky ligand podle nadroku 7, kde cukr Jje

[l

vazebnym produktem mezi aminoskupinou v receptor vaZic
struktu¥e, mezi multifunkdni linkerovou jednotkou nebo mezi
cheladtorem a alddézou, ktery se ziska pomoci Amadoriho

reakce.

10. Peptidicky ligand podle nadroku 7, kde cukr je
zvolen =z mnoZiny sestévajici z glukézy, maltdzy a

maltotridzy.

11. Peptidicky ligand podle nédroku 7, kde ligand je na
N-konci glykosylovany.

12. Peptidicky ligand podle nédroku 7, kde radioizotop

je zvolen z mnoZiny sestdvajici z izotopl Tc a Re.

13. Peptidicky ligand podle naroku 7, kde multifunkdni

linkerova fjednotka 3je kombinovéna s N-konci peptidu a
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karbohydrdt a chelata®ni skupina Jsou navdzany na

multifunk&ni linkerovou jednotku.

14. Peptidicky ligand podle néroku 7, kde multifunkéni
linkerovd Jjednotka je mnavédz&na na N-konec ligandu,
chelata®ni skupina je navézédna na multifunk&ni linkerovou

jednotku a karbohydrét je navézan na chelatadni skupinu.

15. Peptidicky 1ligand podle naroku 1, ktery dale
obsahuje alesponl jednu multifunk®ni linkerovou jednotku a
‘alespoil dveé peptidické skupiny struktur vazicich

sst-receptor.

16. Peptidick§ ligand podle néroku 141, kde dvé
peptidické skupiny jsou navazany na multifunk&ni linkerovou
jednotku a chelataéni skupina i karbohydrat jsou navazany

na multifunk&ni linker.

17. Peptidicky ligand podle naroku 14, ve kterém se
nachdzeji dv& karbohydratové jednotky, z nichZ kaZdad je
navizani na N-konec jedné z peptidickych jednotek, ptilemZ
ka¥d4d z uvedenych karbohydrédtovych jednotek je navazana na
multifunk®ni linkerovou jednotku, a chelatadni skupina je

navdzdna na multifunkdni linkerovou jednotku.

18. Peptidicky ligand podle n&roku 14, ve kterém se

nachizi dv& multifunk&ni linkerové jednotky, z nichZ kazda
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je navézdna na N-konci peptidu, dale jedna chelatadni
skupina vaZici multifunkdni linkerové jednotky a rovné&Z dvé
karbohydriatové skupiny, z nichZ ka¥déd je navdzand na jednu

z multifunk&nich linkerovych jednotek.

19. Peptidicky ligand podle naroku 14, kde radioizotop

je zvolen z mnoZiny sestdvajici z izotopl Tc a Re.

20. Peptidicky ligand podle naroku 14, kde
karbohydratem je cukr, ktery je vazebnym produktem mezi
aminoskupinou v receptor vazici struktute, mezi
multifunkdéni linkerovou jednotkou nebo mezi cheldtorem a

aldézou, ktery se ziska pomoci Amadoriho reakce.

21. Peptidicky ligand podle néroku 14, kde cukr je
navazadn na strukturu vaZici receptor, na multifunkdni
linkerovou fjednotku nebo na cheléator p¥es glykosidovou

vazbu.

22. Farmaceutickad kompozice, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje peptidicky ligand podle nidroku 1 a farmaceuticky

ptijatelny nosid.

23. Farmaceutickd kompozice, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje peptidicky ligand podle nadroku 7 a farmaceuticky

pfijatelny nosic.
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24 . Farmaceutickd kompozice, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje peptidicky ligand podle ndroku 14 a farmaceuticky

p¥ijatelny nosil.

25. Zplsob zobrazovani zvoleny z mnoZiny sestévajici z
gst-zobrazovani, vyznadujici se tim, Ye zahrnuje podani

farmaceutické kompozice podle naroku 22 pacientovi.

2

26. Zpusob zobrazovéni zvoleny z mno¥iny sestévajici z
sst-zobrazovani, vyznadujici se tim, %e zahrnuje podani

farmaceutické kompozice podle nédroku 23 pacientovi.

27. Zpusob zobrazovani zvoleny z mnoZiny sestdvajici z
sst-zobrazovani, vyznadujici se tim, e zahrnuje podéani

farmaceutické kompozice podle néroku 24 pacientovi.

58. Slou&enina [°®™Tc]Gluc-K°(H)TOC.

59. Sloudenina [**™Tc]Mtr-K°(H)TOC.



Obr. 1A
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= peptidova  struktura
nebo peptidicky ligand s
afinitou k sst-receptorltm
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