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POVZETEK

Poleg normalne, fizioloSke prisotnosti je CCK2/gaski receptor visoko izrazen v ragiih
tipih tumorjev. lzrazenost CCK2 receptorjev na @eh membranah razinih tumorjev je
osnova za moznost prikaza teh tumorjev z uporablingh nuklearno-medicinskih tehnik
(PET in SPECT) in osnova za ciljano molekularn@apgo, ki jo lahko izvajamo z uporabo
ustreznih radioaktivno oznenih analogov gastrina oziroma minigastrina.

Zadnjih nekaj let se na podia razvoja analogov minigastrina, ustreznega twdicjano
radionuklidno terapijo, pozornost pogee ustreznejSim farmakokinetskim lastnostim,
predvsem v smislu povane metabolne stabilnosti in znizanju zadrzevaagioaktivnosti v
ledvicah. Do nedavnega se je zadrZzevanje old#hojenalogov minigastrina v ledvicah
povezovalo z N-terminalnim glutamatnim koncem, \@angadnje raziskave kazejo drdga
V eni od zadnjih Studij so ugotovili, da zadrZeeanj dol@&eno zgolj z nabojem, tem¥eudi

s stereokemijo minigastrinskega analoga. Pri pijgmerin-DOTA-(L-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-
Trp-Met-Asp-Phe-NH(PP13) in njegovega D-Gjstereoizomera (PP11) je sledn;ji izkazoval
boljSe lastnosti za terapijo v smislu manjSega zadinja v ledvicah in boljSe stabilnosti v
serumu. Razlog naj bi bila ragtia sekundarna struktura teh dveh minigastrinskitogov.

Z namenom potrditve te domneve smo sintetiziralalege minigastrina in potencialne
metabolite PP11 in PP13 po principu sinteze peptia® trdnem nosilcu z uporabo Fmoc
metode, Rink Acifl oziroma Rink Amid& rezine kot nosilca in HATU kot aktivacijskega
reagenta COOH skupine. Vsak metabolit je imel naeminalnem koncu vezan
bifunkcionalni kelator DOTA, ki sluzi kot ntan kompleksator radionuklida. Metabolite smo
po kortani sintezkistili s preparativnim HPLC in pri vseh doseglinegnocistoto (>90 %).
Dolocene DOTA-konjugirane peptide smo ogiiaz neradioaktivnim indijem in jim s
pomaijo cirkularnega dihroizma datdi sekundarno strukturo. Pri vseh D-Glu metabbliti
oziroma analogih smo opazili podobno tendenco d@eafith struktur,$-zavoj, in nedefinirano
nakljutno zvito strukturo, ki ob dodatku TFE prehajarwija¢nico pri pripadajéih L-Glu
parih.

V poskusu ugotavljanja metabolne stabilnosti irepotalnih mest encimske restrikcije smo z
M oznaili starSevski analog PP11 in potencialne metabq8TJ7 — STJ12) in jih nato
inkubirali v svezem humanem serumu. Iz nam nezreamagloga praktno ni bilo zaznati
razgradnje starSevskega radiopeptida ali potenbkiatmetabolitov niti 48 ur po Zatku

inkubacije.
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ABSTRACT

Gastrin is a regulatory peptide that binds withhhagfinity to the gastrin (CCK2) receptor
mainly expressed in the gastric mucosa, endocriaecreas and brain. Since the
CCK2/gastrin receptor is also highly expressedarious types of tumors, these tumors can
be visualized with nuclear medicine imaging teche& (PET and SPECT) or treated with
peptide receptor radionuclide therapy if labelethwai particle emitting radionuclide.

The development of metabolically stable radiolasklgastrin (minigastrin) analogues with
suitable pharmacokinetics (primarily reduced retemtin the kidneys) for radionuclide
imaging and therapy has been a topic of recentarelseactivity. Till now high kidney
retention of minigastrin analogs has been relatethé N-terminal glutamic acid, but the
latest research suggests otherwise. In one retedy $1] they showed that high kidney
retention is not determined only by the chargehefligand, but rather by the stereochemistry
of the ligand. They comparedin-DOTA-(L-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2
(PP13) and its D-Ghustereoisomer (PP11). PP11 showed better propddretherapy in
terms of reduced retention in the kidneys and betibility in serum which is most likely
due to difference in secondary structures of batlagues (type Il reverse-turn conformation
of PP11 versus random coiled conformation of PP13).

In order to confirm this assumption, we synthesineithigastrin analogues and potential
metabolites of PP11 and PP13 employing the peptidthesis on solid phase using the Fmoc
method, Rink Acifiresin and HATU as a coupling reagent. Each met&bulas on the N-
terminus bound to bifuncional chelator DOTA, whiskrves as a powerful chelator for
various radionuclides. Metabolites were purifiettatynthesis on preparative HPLC and for
all of them we achieved the necessary purity (>90 %

Certain DOTA-conjugated peptides were labeled witim-radioactive indium and circular
dihroism measurements were performed to elucidaée secondary structure. All D-Glu
metabolites or analogues demonstrated similar trehdlefined structuresp-turn. The
corresponding L-Glu pairs showed undefined, randoit) structure which with the addition
of TFE passes in thehelix.

In an attempt to ascertain the metabolic stabaityl potential sites of enzyme restriction
parent analogue PP11 and its potential metabd®€3d7 - STJ12) were labeled wittin and
then incubated in fresh human serum. For some metheoe was no detectable degradation of

parent radiopeptide or potential metabolites nened8 hours after the start of incubation.
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1 UVvOD
1.1 GASTRIN

Leta 1905 je Edkins v ekstraktu sluznice antruméribédnov, ki je spodbujala izt@nje
Zelodne kisline. Poimenoval jo je »gastric secretin«s{@géni sekretin) in ime kasneje
skrajSal v gastrin. Gastrin je bil drugi odkritirhmon, takoj za sekretinom. Nekaj let kasneje
sta Ivy in Oldberg naSla dokaze za obstoj horménapodbuja praznjenje zwslika in ga
poimenovala holecistokinin (CCK). Gastrin je 17 aakislin dolg peptid, ki se pod vplivom
hrane, bogate s proteini, iZlov Zelodcu (antrumu) iz G-celic in spodbuja i@nje Zelodne
kisline iz parietalnih celic v sluznici fundusa. E@a je sestavljen iz 33 aminokislin in se
izloca iz | celic tankegérevesa pod vplivom masb in proteinov v hrani. Spodbuja izknje
encimov iz pankreasa in kontrakcijo &oka.[1]

Strukturna identifikacija je pokazala presenetljiitomologijo med posameznimi peptidi.
Posledéno lahko polovico hormonov v GIT razvrstimo v dmegj ki imajo za osnovo prav
strukturno podobnost. Gastrin in CCK sodita v idtazino, v tako imenovano gastrinsko
druzino. Homologija te druzine je omejena néntw definirano vezavno mesto, C-terminalni
tetrapeptid -Trp-Met-Asp-Phe-NH KakrSnakoli sprememba tega zaporedja v velikiimer
zmanjSa ali onemogo vezavo na receptor in poslédo bioloski &inek hormona. Pri
primerjavi propeptidov in strukture genov opazimodpbnost v urejanju progastrina in
proCKK, kot tudi njihovih genov, vendar zelo malodobnosti v aminokislinskem zaporedju
in DNK sekvenci zunaj skupnega C-terminalnega kod@eagastrinsko druzino je ztiken Se

O-sulfatiran tirozinski ostanek (slika 1).

SOy
I
GASTRIN-17: pGlu-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-@hTrp-Met-Asp-Phe-NH
5%
HOLECISTOKININ-8: Asp-Tyr-Met-Gly;Trp-Met-Asp-Phe-Nki

Slika 1: Aminokislinsko zaporedje gastrina-17 in C&-8. Oznagen je skupen C-terminalnidel, ki se veze
na receptor in polozaj sulfatne skupine. Pri gastniu-17 je sulfat vezan na Tyr, ki je od C-terminalnga
konca oddaljen 6 AK ostankov, pri CCK-8 pa 7. Povz® po viru [2] in[1].
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Predcetrt stoletja so verjeli, da en gen kodira en gkpt#iroma hormon. Z razvojem kemije
peptidov in molekularne biologije se je izkazalaltgma za prewepoenostavljeno. Sasno

S pojashjevanjem strukture evkariontskega genzbioljsanim razumevanjem izraZzanja genov
je postalo ¢itno, da gen za doten hormon pogosto izraza vrsto ramih bioaktivnih
peptidov. V primeru gastrina en gen kodira samopeshormon in izrazi se samo en
prohormon z enim aktivhim mestom, ampak na tamala dobimo Stevilne peptide razlih
dolzin z enakim bioaktivnim C-koncem.[1]

Do sedaj so nastanek progastrina v G-celicah¢preie posebej podrobno. Po translaciji
gastrinske mMRNA na ribosomih in odcepitvi Ntérminalnega signalnega peptida iz
preprogastrina, se progastrin prenese v Golgij@raapTam pride do prvih posttranslacijskih
modifikacij, in sicer O-sulfatiranja tirozina 663 iprvih endoproteolitnih cepitev. Vezikli
prenesejo nastale intermediate progastrina iz (gokga aparata proti bazalnemu delu G
celic, kjer se shranijo v sekretorne granule. Reff¢ domneva, da se endoproteciie
cepitve s peptidno konvertazo in eksoprotemii prirezovanje s karboksipeptidazo E, kot
tudi poznejSa glutamilna ciklizacija, nadaljujejodi med samim transportom v granule.
Dokorten korak se zgodi med shranjevanjem in dozorevanjesekretornih granulah. Te
namre& vsebujejo amidacijski encimski kompleks (peptiigim o-amidacijska
monooksigenaza ali PAM), ki odstrani glioksilapiekurzorja gastrina. Amidacija gastrina je
bistven, vse ali @i aktivacijski proces, ki je skrbno nadzorovan. Ketultat vseh teh
posttranslacijskih modifikacij se iz granul sproseterogena meSanica gastrinov. Nekaj
procentov je neamidiranih, v glavnem z glicinom algghnih gastrinov. \@na, ve& kot 90

%, so a-amidirani bioaktivni gastrini. NajdaljSi je gastfvl. Med amidiranimi je 90 %
gastrina-17, 5 % je gastrina-34, ostalo pa so igagfr, gastrin-52 in gastrin-14 (minigastrin).
Priblizno polovica amidiranih gastrinov je sulfatiih na tirozinu. Zaradi velikih razlik v
metabolnem &istku se delez posameznih gastrinov v periferraipisspremeni, tako da daljSi
gastrini z daljSim razpolovniméasom previadajo nad krajSim.[1] Shematski potek
posttraslacijskega dogajanja prikazuje slika 2.
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Slika 2: Postranslacijske modifikacije preprogastrna v G-celicah antruma. Proces vkljéuje
endoproteolititne cepitve (s signalazo in proteinsko konvertazo)eksoproteolitiéno prirezovanje (s
karboksipeptidazo E) in modifikacijo aminokislin (s tirozin-peptid sulfotransferazo in peptidilglicin a-
amidacijskim monooksigenaznim kompleksom). Povzetpo viru [1].
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1.2 GASTRINSKI RECEPTORJI

Gastrin in CCK v svoji dozoreli obliki interagirata membranskim, z G-proteinom
sklopljenim receptorjem, imenovanim CCK receptdr.[2

Poznamo dva tipa CCK receptorjev, CCK1 receptdagih imenovan tudi CCK A) in CCK2
receptor (¢asih CCK B). CCK1 receptor (CCK1R) so prwiasli v pankreatnih acinarnih
celicah. V glavhem se nahaja v &uku, Zelo@ni gladki muskulaturi, pankreasu, perifernem
zivénem sistemu, nekaj pa tudi v centralnemidem sistemu.[3] Sodeluje pri uravnavanju
mnozice fizioloSkih procesov, kot so cknje zoénika, spro8anje Oddijevega sfinktra,
stimulacija izl@danja pankreatnih sokov, sprafanje spodnjega sfinktra poziralnika,
zaviranje praznjenje Zzelodca in regulacija sitosioga CCK1R v centralnem zimem
sistemu ostaja nepoznana, vendar rezultati razisik@wivalih kazejo na vpletenost pri
zaznavanju boflenskih drazljajev in spominudenju. Gastrin preko aktivacije receptorja
spodbuja izléanje Zelodne kisline in rast Zelagie sluznice. Studije na genetsko
modificiranih miSih kazejo, da bi inhibicija praemja Zelodca lahko bila fizioloSka funkcija
gastrina, medtem ko Studije centralnega&ri@ga sistema dokazujejo, da je CCK2 receptor
(CCK2R) pomemben pri uravnavanju spomigahja in pri odzivu na stres.[4] CCK2R je
izrazen predvsem v Zel&ai sluznici, endokrinem pankreasu in v mozganih.[3]

Receptorja izkazujeta 48 % homologijo[4], razlikajepa se v afiniteti do vezave gastrina,
distribuciji v telesu in molekularni strukturi. Eogeni ligand z najugo afiniteto do CCK1R
je sulfatirani oktapeptid CCK-8, ki se veze na moe s 500-1000 krat ¢@ afiniteto kot
nesulfatirani CCK-8. Gastrin je pri fizioloSkih koentracijah slab aktivator CCK1 receptorja.
Njegova afiniteta je 100-500 krat niZja kot prifatitanem CCK8. Studije so pokazale, da je
sulfatiranje tirozina na mestu 2 odimo za vezavo na CCK1R. CCK2R ima kar dva
endogena liganda s priblizno enako afiniteto. Bossfifatirani gastrin-17 in sulfatirani CCK-
8. Nesulfatirani gastrin-17 izkazuje 3-10 krat aigfiniteto do receptorja kot sulfatirani.[5]
Zdi se, da bi lahko bil negativni naboj (sulfat ®ICK in pentaglutamatni ostanek pri
gastrinu) vpleten pri vezavi na CCK2 receptor. BeHBéhé[6] sta preiskovala biodistribucijo
dveh gastrinskih analogov s podobno polarnostjoaiziiko v naboju. Izkazalo se je, da
negativni naboj glutamatov skupaj s tetrapeptidekvenco na C-terminalnem koncu tvori
kombinacijo za vezavo na CCK2R z visoko afinitet@elektivnostjo.

Po obroku so koncentracije gastrina 5-10 krat vi§e holecistokinina, zato je sulfatirani
gastrin-17 prednostni ligand in verjetno tudi fiogki ligand za v&ino CCK2R na periferiji.

Po drugi strani pa je CCK8 zaradi obilne prisotneshozganih po vsej verjetnosti ligand, ki
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ponavadi aktivira CCK2R v moZzganih.[2] Najprej jeepladovalo mnenje, da sta gastrinski
receptor v zelodcu in CCK2R v mozganih dva kami receptorja zaradi njune rd&rle
relativne afinitete za CCK in gastrin. KasnejSdglkave so pokazale, da sta strukturno enaka.
CCK2R se imenuje tudi gastrinski receptor.[5]

Oba CCK receptorja sodita v skupino s proteinonki@mjenih receptorjev (GPCR). GPCR-
jl so zasidrani v membrano s sedmimi hidrofobnimivija¢nicami, ki jih povezujejo 3
zunajceléne in 3 znotrajcetne zanke. N-terminalni del je zunaj celice, C-terami del pa v
notranjosti celice. Prenos signala séneaz vezavo liganda (gastrina) na zunajoelidomeno
receptorja.

Prva kljna informacija glede vezavnega mesta na CCK2R g identifikacija petih
aminokislin v drugem ekstracelularnem zavoju, kssdzkazale kot nujne za visoko afiniteto
vezave gastrina na receptor. V nadaljnjih Studgahugotovili, da je izmed teh aminokislin
histidin bistven za prepoznavanje CCK in interakaijpredzadnjim aspartatom v CCK. Poleg
tega so odkrili veliko aminokislin in regij v tramgmbranskih vijgnicah IV in VI, ki
interagirajo z amidiranim C-terminalnim fenilalaom na CCK/gastrinu.[2]

Po vezavi liganda se receptor konformacijsko spremeomog@ena je interakcija z bliznjim
G-proteinom. To izzove spremembepodenota G-proteina se aktivira. Od tu poteka gsen
signala po raziinih poteh, kar prikazuje slika 3:

« Fosfolipaza Q3/DAG/Ca*/protein kinaza C: G-protein aktivira fofolipazo (ELC),
ki hidrolizira fosfatidilinozitol bifosfat, pricemer nastaneta inozitol trifosfat §)Hn
diacilglicerol (DAG). Oba, tako K kot DAG, sprozita mobilizacijo kalcija iz
znotrajcelénih zalog in spodbudita ¥dzoform protein kinaze C (PKC). Mehanizem
uravnavanja kalcija kot odgovor na aktivacijo CCKR Se zelo slabo raziskan.
Odkrili so hitro mobilizacijo znotrajcelnega kalcija, ki nar&d do konstantnega
platoja in nihanja v koncentraciji kalcija.

* Adenilat ciklaza/cCAMP: Ta pot prenosa signala jesqina samo pri receptorjih
CCK1R. Pod vplivom G-proteina se aktivira adenddédlaza, ki generira CAMP. Ta
deluje kot sekundarni obwesvalec.

* NO/cGMP

» Ostale poti.[2]
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DAG +1P; PIP, ATP cAMP + PP

\ Mobilizacija Ca>"

iz endoplazemskega

/ retikuluma

. Aktivacija PKA
Akivacija PKC

Slika 3: Shematski prikaz sedem transmembranskih dmen z G-proteinom sklopljenega CCK receptorja
in nastanka sekundarnega obve®valca (preko adenilat ciklaze ali fosfolipaze CPovzeto po viru [6].

Obicajno se CCK2R po vezavi liganda internalizira. élizgko to vodi do razgradnje ali
recikliranja internaliziranega receptorja na pawrstelice. Internalizacija je omejena na
ligande z agonistno aktivnostjo (agoniste), medtem ko se internaljaapri antagonistih
pojavlja v manjSem obsegu. Internalizacija CCK2R ideri&a kot n&in kopikenja in

zadrZevanja radioaktivno oztemih analogov minigastrina v tumorskih celicah.[6]

1.3 IZRAZANJE GASTRINSKIH RECEPTORJEV V TUMORJIH

Vedno ve dokazov je, da CCK in gastrin delujeta preko svegceptorjev kot rastna in
invazivnostna faktorja. S tem spodbujata rast ipredovanje raka. V zadnjetfasu so te
raziskave delezne velike pozornosti zaradi noviisektiv na podr@gu uporabe v diagnostiki
in terapiji, kot je scintigrafija receptorjev, tpig tumorjev z radioaktivnimi ali citotok&nimi
analogi. Obenem je potrebno upoStevati dejstvoseldahko CCK receptorji izrazajo v
zgodnjih fazah razvoja raka, v poznejSih fazahgtoszrazanje izgubi.[2]

Gastrinski receptorji (CCK2R) so fiziolosko prisbtnStevilnih organih in tkivih, hkrati pa se

je izkazalo, da so visoko izrazeni v nekaterih tgiho Reubi[5] je s svojo skupino
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identificiral nepréakovano visoko (we kot 90 %) pojavnost CCK2R v medularnem raku
&itnice (MTC). Ze kmalu po letu 1970 so opazili mje kalcitonina iz Zivalske ioveske
&Kitnice kot odgovor na sistemsko administracijo gasat[6] Visoka olutljivost in
specifenost pentagastrin stimulacijskega testa, ki lah&odd pojav ali ponovitev MTC, kaze
na prisotnost CCK2R na malignih parafolikularniHicgh (C-celicah) &tnice, v katerih
nastaja kalcitonin. S testi vezave, avtoradiografi RT-PCR so pokazali visoko izrazenost
teh receptorjev v MTC, njihovo odsotnost pri nenathih £itni¢nih karcinomih kot tudi pri
normalnih Zlezah. Vendar pa zadnje raziskave kazgjoizrazanje CCK2R tudi pri
nemalignih, normalnih C-celicah¢ithice.[2] V tem kontekstu so sklepali na prisotinos
Kitni¢cno-enteréne osi in njeno pomembnost v uravnavanju kalcij@Vizhaja iz malignih
nediferenciranih parafolikularnih celic. Identifial ga je Hazard leta 1959 kot kknio-
patoloski proces, ki je drugen od ostalih diferenciranih rakowithice, ki nastanjejo iz
tirocitov, kot tudi od drugih nediferenciranih rak&itnice. Klinicno MTC pogosto ostane
prikrit ali pocasi napreduje. Odkrit je slajno zaradi multinodularne golSe ali pri bolnikih z
vztrajno, od terapije neodvisno diarejo. Ponavadi tnetastaze ostanejo kitno neopazne
dolga leta, dokler se agresivhost MTC ne spremefhitrejSo metastazirajo obliko z
endokrino simptomatiko.[6] MTC predstavlja 3-12 %etr rakov &tnice. Priblizno 30 %
bolnikov z MTC prezivi 10 let, kar je brez dvomals$e kot pri bolnikih z drugimi oblikami
diferenciranih rakov&tnice. Eden od glavnih razlogov za tako slabo sfoprezivelosti pri
tem tipu karcinomaditnice je dejstvo, da MTC ne akumulira radioaktigagoda, kar naredi
terapijo z radioaktivnim jodom pri bolnikih s teipam raka &itnice neuporabno.[5]

Poleg visoke izrazenosti CCK2R pri MTC so CCK2Rrgiit Se pri stromalnem raku
jajénikov  (pojavnost je 100 %), astrocitomu (pojavnogt 65 %), meningiomu,
endometrijskem in ovarijskem adenokarcinomu in ikemoiu dojk. Olasno so izraZeni tudi
pri gastroenteropankreatiih tumorjih.[5] Ceprav so zgodnje Studije péede o CCK2R pri
raku zelodca in debelegaevesa, nadaljnje raziskave niso uspele potrdsopnosti CCK2R

z visoko afiniteto do liganda pri ¥mi od teh tumorjev. Drobnoceéhi rak plju velikokrat
izraza CCK2R (pojavnost je 89 %), medtem ko jihrobdoceléni rak pljw ne (pojavnost je
manjSa od 6 %).[5]

Aktivacija CCK2R prav tako uravnava proliferacijelic imunskega sistema. Jasno je bilo
doloceno, da gastrin spodbuja rastne in z rastjo poweegame pricloveskih limfoblastnih
Jurkat T celicah in levkerénih celicah.[2]
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Eno od podrdij, ki se posluzuje znanj o razSirjenosti CCK2R posameznih tipih tumorjev
in dejstva, da sta gastrin in holecistokinin finika liganda za ta receptor, je radiofarmacija
oziroma SirSe nuklearna medicina. Za lazje razumevde povezave in dejstva, da
aplikativnost naSe diplomske naloge sega na togdmgrnuklearno medicino podrobneje

predstavljamo v naslednjem poglaviju.

1.4 NUKLEARNA MEDICINA

Nuklearna medicina je veja medicine, ki uporablgdioaktivne snovi (izotope). Cil]
nuklearne medicine je odkriti in zdraviti patologikoces z radiofarmaki. Radiofarmaki
spadajo med radiofarmacevtske izdelke, kamordavn® Se:

* radiofarmacevske predhodnike,

» komplete za pripravo radiofarmakov in

» radionuklidne generatorje.
Radiofarmaki so radiofarmacevtski izdelki, ki jinaSamo \Eloveski organizem in vsebujejo
enega ali v& radionuklidov (radioaktivnih izotopov). Glede namen uporabe jih delimo na
radiodiagnostike in radioterapevtike. Radioaktivezotop dobimo iz radionuklidnega
generatorja. To je sterilni sistem, ki vsebuje trdrezan starSevski radioaktivni izotop, iz
katerega nastaja pot@ev izotop, ki ga lahko odstranimo z izpiranjem f{i@lnjem) ali z
drugo primerno metodo. Eluat se uporablja neposredwt radiofarmak ali kot
radiofarmacevtski predhodnik. V &ei primerov je komplet za pripravo radiofarmaka
liofilizat dolo¢ene @inkovine ali pomozne snovi v sterilnih in apirogenialah, kateremu ob
pripravi na nuklearno-medicinskem oddelku bolniéniodamo raztopino radioaktivhega
izotopa (radiofarmacevtskega predhodnika).
Izotopi so atomi istega elementa, ki se razlikupgpomasnem Stevilu in imajo enako vrstno
Stevilo (v jedru imajo isto Stevilo protonov, r&zljejo se po Stevilu nevtronov). lzotopi z
nestabilnimi jedri (vsebujejo nestabilno razporeditprotonov in nevtronov) razpadajo
oziroma spontano prehajajo v stabilnejSa stanjaddajanjema- oziroma f-delcev in/ali
elektromagnetnega valovanja. Po razpadu nastanézotmp istega elementa, katerega jedro
je lahko stabilno ali nestabilno. Nestabilno jedezpada tolikocasa, dokler ne doseze
stabilne oblike, ki je zadnjilen v verigi radioaktivhega razpada elementa. Taiziotopom
pravimo, da so radioaktivni in jih imenujemo radi&hdi. V nuklearni medicini se
uporabljajo predvsem radioaktivni izotopi, ki radpg v stabilen izotop ali v izotop z zelo

dolgo razpolovno dobo.
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V nuklearni medicini se naj¢euporabljajo gama- in beta-sevalci. V primerisevanja
vzbujeno jedro z oddajo fotonapreide v manj vzbujeno oziroma v osnovno stangst&/a
jedra se ne spremeni, zmanjSa se samo njegovanjoeaergija.y-zarki imajo zelo dolg
doseg v zraku in tkivu. Gostota nastalih poSkodbnjiaovi poti je najmanjSa, zato jih
uporabljamo v diagnoste namene (radiodiagnostikf)-sevanje je z razliko og-sevanja
masno sevanje. Poznamo dve vfsievanja, to sta sevané in p. Delci B imajo doseg v
zraku priblizno 10 cm in v tkivu nekaj mm, gostotstalih poSkodb na njihovi poti je velika,
vendar mnogo manjSa kot pri delcih. Uporabllamo jih v terapevtske namene
(radioterapeuvtiki).

Radioaktivnost je naravni pojav, pri katerem netatatomska jedra razpadajo. Ob tem
sprog€ajo energijo Vv obliki elektromagnetnega valovanjdi anaterialnin delcev.
Radioaktivnhost je definirana kot Stevilo razpadovemoti ¢asa. Mednarodna enota za
radioaktivnost je Bqg (becquerel). Bg je 1 razpadekundi. Ker je Bq majhno merilo za
podajanje aktivnosti, to ponavadi podajamo v MB@°Rh) ali GBq (18 Bq). \Veasih
uporabljamo enoto Ci (Curie), kjer je 1 Ci aktivhdsy®**Ra oziroma je 1 Ci enak 3,7 x 1010
Bq.[7]

Z radioaktivnimi snovmi ne more operirati vsak. Vogtore, ki so namenjeni izvajanju
sevalne dejavnosti lahko, po Pravilniku o obvezhagt/ajalca sevalne dejavnosti in imetnika
virov ionizirajatih sevanj, vstopijo samo osebe, ki S0 seznanjetveganjem povezanim z
delom, imajo ustrezno znanje o &asih ukrepih varstva pred sevaniji, SO seznanjepisrami
navodili za delo, so na podlagi zdravniSkega piaykgposobne opravljati dela in naloge, kjer
je prisotno sevanje in so vkiene v osebno dozimetrijo.[8]

Zaradi negativnih &inkov sevanja (poSkodba dednega materiala) mora upbraba
radioaktivnih izotopov upravena glede na prakovane rezultate. Uporabljajo & manjSe
doze sevanja, tako majhne, kot je to smiselno @o&ar imenujemo optimizacija doze
sevanja. Pred zunanjo obsevanostjo se je teogasititi z omejitvijo ¢asa izpostavljenosti, z
delom n&im vegji razdalji od vira sevanja in uporahiitov, ki oslabijo sevanje.[9]

Prednost diagnostih pristopov v nuklearni medicini pred ostalimdi@oskimi postopki,
kot na primer slikanje z magnetno resonanco (MGyatlunalnisko tomografijo (CT), je
prikaz biokeminega procesa. Pri MG in CT dobimo podatke o mogkitozn&ilnostih.[6]
Slikovni tehniki, ki se uporabljata v nuklearni ni@di, sta pozitronska emisijska tomografija
(PET) in eno-fotonska emisijskac¢tmalniska tomografija (SPECT). Pri PET-u uporabljam

kratko Zivée beta-/pozitronske-sevalcg’). Izsevani pozitron na svoji poti prakto takoj
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srea svoj antidelec elektron. Pozitron in elektronzecita (anihilirata), pricemer nastaneta
dva nasprotno usmerjenaotona z energijo 511 keV. PET skener zaznaveet@ge in ga
prevede v sliko z visoko #jivostjo. V primeru slikanja s SPECT gre za zaznge direktno
oddanihy-zZarkov iz gama-sevalca, ki je del apliciranegaafadmaka.[5]

Kombinaciji SPECT/CT in PET/CT sta dokaj novi mogtnalikanja. PET/CT je medicinsko
slikovna naprava, ki zdruzuje pozitronsko emisijs@mografijo in rentgensko-¢analnisko
tomografijo, tako da lahko sliki, posneti zaporedowisti seji na bolniku, sestavimo v eno
samo nadgrajeno sliko. Na tacmaso lahko slike pridobljene s PET (SPECT), kkprujejo
prostorsko razporeditev presnove ali biok&mei aktivnosti v telesu, bolj nataro usklajene
in povezane z anatomsko sliko pridobljeno s CT.[10]

Tako za radiodiagnostiko kot tudi za radioterapgiana voljo veliko raztinih radionuklidov.
9Mmre se velikokrat uporablja pri slikanju s SPECT artir njegovih idealnih fizikalnih
znailnosti (' = 6 h, E= 140 keV) in dostopnost?Mo/**Tc generator). Razpolovna doba
je dovolj dolga za sintezo ¥™Tc ozn&enega radiofarmaka, ustrezno kontrolo kvalitete in
izvedbo slikanja in obenem dovolj kratka za nizkpdstavljenost bolnika sevanju. TddHn
pogosto uporabljamo kot radionuklid v radiofarmatlede na njegov razpolovéas 2,8 dni,
lahko slikanje izvedemo &sovnim zamikom. Pomemben je tudi za Studijo dotzijaesaj
sluzi kot surogat za beta-sevaf@. *23 kot natrijev jodid lahko sluZi za slikanjeithice ali
vezan v posameznih drugih radiofarmakih za mnoaeténih preiskav.[5, 6]

% je pomemben izotop pri slikanju s PET skenerjjddgosteje uporabljefF ozna&en
radiofarmak je 2-fluoro-2-deoksi-D-glukoza (FDG).a Zpridobivanje *®F potrebujemo
pospesSevalnik (ciklotron).

V zadnjih letih se powveije uporaba®®Ga kot radionuklida pri PET. Ker je primeren za
kompleksacijo z bifunkcionalnim kelatorjem DOTA €glpoglavje 5.2), se uporablja kot
radionuklid izbora pri diagnostiki nevroendokrinfumorjev (z ®®Ga oznaeni analogi
somatostatina).[5]

Pri peptidno-receptorski radionuklidni terapiji (RR) potrebujemo radionuklide z visokim
citotoksénim potencialom. Dobra citotoksia sredstva so sevalBidelcev. Tisti z visoko
energijo, kot je®°Y, so primerni za terapijo ¥@h tumorjev, medtem ko so radionuklidi z

manj$o energijo, na priméf’Lu ali **4, ustreznej$i za zdravljenje manj$ih metastas]5,

! Razpolovna doba radioaktivhega izotopa
10
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Tabela I: Najpogosteje uporabljeni radionuklidi v radioterapiji in radiodiagnostiki

Radionuklid Razpolovna dobag (h) Energija (keV)
PTe 6 y 140
171, 245
Hin 67 !
auger e2-30
"634
18 1,8 P
vy 511
71899
**Ga 1,1 P
y 511
"max606
131| 192 B max
v 363
Ly 65 B max2964
"max498
177Lu 161 B max
vy 113208
12 13 y 159

Radiofarmak, tako radiodiagnostik kot tudi radiefvtik, naj bi imel dokaj hiter plazemski
oc¢istek, vendar Se vedno takSen, da bi ontafjoazporeditev po tamem organu. Ves
nevezan radiofarmak pa naj bi se hitro il telesa, tako da je radioaktiovnost lokalinaa
samo v tafnem organu. Pri tradicionalnih zdravilih ni problete se zdravilna dinkovina
porazdeli tako po tanem kot po net&nem organu, vsaj tako dolgo ne, dokler obstaja
bioloSki winek v taknem organu. Pri radiofarmakih pa to ni zaZzelena, tkekopicenje v
ostalih organih povzkdlo nizko razmerje tala-ozadje oziroma signal-Sum. Prav to razmerje
je klju¢no in osrednjega pomena za razvoj idealnega radiala:

* V smislu kinetike vezave na tani organ/tkivo naj bi radiofarmak s tawo molekulo
interagiral z visoko afiniteto. T&ma molekula naj bi bila visoko izrazena v tkivu z
namenom podpiranja vezave radiofarmaka naotaudi v razmeroma nizkih
koncentracijah v ekstracelularnem prostrotdniaga tkiva.

* Nespeciféna vezava naj bi bila minimalna, saj predstavlavgl vir ozadja (Suma).
Moc¢no je odvisna od kemijskih z&itnosti samega radiofarmaka. Zelo lipofilna
spojina se bo na primer kdpa v jetrih in s tem povzmdla poviSano raven
radioaktivnosti v netgénem organu. Drug takSen problem je vezava na plskem
proteine, saj dobimo visok nivo aktivnosti v krvneilutoku.

11
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* Kiriti¢cna je tudi stabilnost same spojine (njena inte@gjteRadiofarmak mora ostati
neokrnjen ustrezno dolgo. Aktivhost mnogih fakterieencimov) v plazmi lahko
povzrai razgradnjo spojine in posleégio nastanek radioaktivnih metabolitov z
drug&nimi lastnostmi, kot jih je imela prvotna spojinBosledtno lahko dobimo
druga&no porazdelitev po telesu in celo izgubimo afirtdo tate.

* Poleg stabilnosti same nosilne molekule je pomemiodg da radioaktivni izotop
ostane ve&as vezan na to molekulo. Nekatere spojine, &&ama z radioaktivnim
jodom, so na primer nagnjene k dejodaciji.

» Kapilarna permeabilnost naj bila visoka, da bi optilg radiofarmaku hitro
doseganje ekstracelularnega prostora. T@aphd lazje dosezemo pri molekulah z
nizjimi molskimi masami (peptidi vs. proteini).

* Plazemski odistek, kot je bilo Ze prej omenjeno, mora biti hit€pojina naj bi bila
prisotna v plazmi dovolj dolgo, da zagotovi ustr@zazpoloZzljivost tamemu organu,
ampak naj bi se potem hitro izi@.

* Pot izlatanja nevezanega radiofarmaka ne sme vplivati neapmadioaktivnosti v
takknem organu. Glavne poti izlanja so preko urinarnega trakta in hepatobiliarnega
sistema. Renalna eliminacija je primernejSa, kehijeejSa, poleg tega pa se lahko
velika kolicina radioaktivnosti izl& preko urina. 1zléanje preko jeter lahko povafio
kopic¢enje radioaktivnosti v gastrointestinalnem traktu.

V zadnjemcasu je mo opaziti velik napredek v razvoju radioaktivno oze@ih peptidov
(radiopeptidov). Napredek v kemiji peptidov, ki genogail nacrtovanje peptidov, analizo

strukture in sintezo dostopno, je v veliki merigpeval k njihovi uporabi.[11]

1.5 RAZVOJ RADIOPEPTIDOV ZA CILJANJE GASTRINSKEGA
(CCK2) RECEPTORJA

Gastrin je endogeni ligand za regulatorne recept@{CK2 receptorje, ki so visoko izrazeni v
nekaterih tumorjih. Gastrin je majhen peptid inahKoto prehaja v vsa tkiva, razen v
mozgane, ker je prevehidrofilen, da bi lahko pk&kal hematoencefalno bariero. Zato
centralni zi¥ni sistem in periferija tvorita dva ragha regulatorna sistema, ki uporabljata isto
signalno molekulo brez nevarnosti za interakcijadmbema. Specifno vezavo gastrina na

CCK2 receptor lahko izkoristimo za ozeaanje gastrina in njegovih analogov z radionuklidi
in uporabo teh peptidov kot dostavnih sistemowprieinesejo radioaktivnost do tkiv, kjer so

izrazeni specitini receptorji za gastrin (slika 4).
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Slika 4: Shematien prikaz radiofarmaka z vektorsko molekulo (gastrnski motiv), distanénikom in
bifunkcionalnim kelatorjem, ki kompleksira radioakt ivni izotop.

1.5.1 PREDKLINICNI RAZVOJ LIGANDOV GASTRINSKEGA RECEPTORJA
Opravljenih je bilo Ze veliko raziskav na pogorazvoja ustreznega radiopeptida za ciljanje
CCK2 receptorjan vivo. Veliko raziskovalnih skupin je sintetiziralo radike radiooznaene
gastrinu podobne peptide in jih okarakteriziralai ¥ peptidi so imeli enako C-terminalno
tetrapeptidno sekvenco Trp-Met-Asp-Phe-\NHKi je bistvena za vezavo na recept@prav
lahko metionin zamenjamo tudi z levcinom ali nodeom. V poznih devetdesetih je Behr s
sodelavci[6] dobil obetaje rezultate na podéfu diagnostike in terapije Y oznasenim
¢loveSkim gastrinom-1. Ta sintezni peptid, sestavljg sedemnajstin aminokislin, je
izkazoval afiniteto do CCK2R v nizkem nanomolarnebmaiju, do CCK1R pa za vsaj Stiri
velikostne razrede nizjo. Na N-terminalnem koncu jgapiroglutamat &til pred hitro
encimsko razgradnjo. Slaba stran radiojodiranittidep je hitra odcepitev joda iz peptida po
internalizaciji v lizosomu celice. Mono- in di-jotimzine celica naglo izkb. Za razliko od
radiojodiranih tirozinov se aminokisline z vezanbifunkcionalnim kelatorjem ujamejo v
lizosom in ne morejo zapustiti celice.

Kot osnovo za razvoj zMin oznaenih ligandov za ciljanje CCK2R sta Béhé in Behr[6]
izbrala minigastrin (Leu-GhdAla-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH) in njegov D-Leu analog.
Izkazalo se je naméeda zamenjava L-Leu z D-izomerom vodi d@jeeserumske stabilnosti.
Pripravila sta DTPA derivate minigastrina in njegga D-Leu analoga, vendar med njima
nista opazila signifikantne razlike.

Studijo biodistribucije z'*Yin-DTPA-minigastrinom sta Béhé in Behr[6] izvedla golih
misiht s TT ksenograftom. Biodistribucijo izbranega analog&gauje slika 5*in-DTPA-

! »Gole mii« je vzdevek in prevod za t.i. »nudeenjci so laboratorijske misi z gensko mutacijop&izrasi,

da so brez timusa in poslédo brez limfocitov T, kar omogf da pri vsaditvi ksenografta ne pride do
zavrnitvene reakcije.

2TT je celtna linija humanega medularnega karcinogitnie.
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minigastrin je pokazal maksimalen privzem v tumorsd% ID/g Ze po eni uri, kot tudi dober
privzem v sluznico zelodca. Izkazoval je hitefistek iz krvi in organov (pljta, jetra,
vranica, misice in kosti). Izt@nje je bilo po vé&ni renalno z maksimalnim privzemom v
ledvica 45 % ID/g. Acikiini kelator DTPA je pokazal zadostno serumsko stabil za indij,
vendar ne za ostale potencialno terapevtske raklioleu Kot odlina alternativa DTPA so se
izkazali makrocikleni kelatorji. Za razliko od DTPA 1,4,7,10-tetraaddadodekan-1,4,7,10-
tetraocetna kislina (DOTA) ali 1-(1-karboksil-3-kaksil-propil)-1,4,7,10-tetraazaciklo
dodekan-4,7,10-triocetna kislina (DOTAGA) ponujatesoko stabilnost in na ta &ia
signifikantno prepréujeta dekompleksacijo Sirokega spektra radioaktivizotopov: **in,
86/90y 6716854, 64%7Cu.[3] To je razlog, zakaj je DOTA najpogosteje tgimjen bifunkcionalni
kelator za terapijo z radiopeptidi. Slabost DOTAeeokiutljivost na kovinske nastote.
Poleg tega pri ozgavanju zahteva segrevanje, kar potencialno ogrodktsro peptida.[6]

Pri nadaljnjem razvoju DTPA-konjugiranih analogownigastrina sta Béhé in Behr[6] prvo
aminokislino minigastrina zamenjala z D-Glu, natmepripela benzilizotiocianatni derivat
DTPA in ga oznaila z **in oziroma®Y. DTPA-D-Glu-minigastrin je v primerjavi z DTPA-
minigastrinom imel boljSo biokemijsko stabilnostsita ga zato izbrala za nadaljnjo raziskavo.
Prednost konjugacije DTPA s peptidom preko izotoata je v tem, da ima k&ma spojina

na voljo pet karboksilnih skupin za kompleksacigvike in ne samo Stiri, kot je to pri DTPA,
direktno vezanim na peptid. Dodatnha karboksilnapsta lahko zagotovi boljSo stabilnost
kelirajose radioaktivne kovine, na prim&ty, za katerega je znano, da tvori precej nestabilne
komplekse z DTPA konjugiranim peptidom.[5] DTPA-Du@ninigastrin sta testirala za
terapevtske namene. Delo na @alh kulturah je privedlo do spoznanja, da je tartid kmalu

po vezavi na receptor podvrzen internalizaciji. ®om sta izvedla biodistribucijske Studije
na golih misih s ksenotransplantiranim MTC. Golingim sta injicirala raztine radiopeptide,
kontrolna skupina pa ni prejelacesar. Opazovala sta mielotoksdst, toksinost za ostale
organe in rast tumorja. Ledvica so se izkazalavpeh radiopeptidih za organ, ki omejuje
dozo sevanja. Pu- in -sevalcih so doze, ¥ge od 90 Gy, ki so jih prejela ledvica, poveite
akutno, véje od 60 Gy pa krowino radiacijsko nefropatijo. Sevalci Auger elektor{&ot je
M) imajo priblizno za polovico manj$e mejne vrestioGastrointestinalne oblike sevalne
bolezni prip -sevalcih ni bilo opaziti, medtem ko so Auger elektin a-sevalci povzraili
hemoragini gastritis. Pri enaki dozi so bili sevalci z¢y@ energijo (Auger elektroni im-
delci) signifikantno terapevtsko bolgimkoviti od f-sevalcev.[6]
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Slika 5: Biodistribucija **in-DTPA-minigastrina. (a) Scintigrafija golih misih s TT ksenograftom 1 uro po
injiciranju *in-DTPA-minigastrina. (b) Ista Zival po seciranju.[6]

Nock in sodelavci[12] so pripravili tri ¥™c ozndene minigastrinske analoge z adikim
tetraaminom, vezanim direktno na minigastrin atikar razlénih distagnikov. Problem je bil
privzem v ledvica, ki so ga zmanjSali s ko-injicifam peptidov s poliglutamatno sekvenco.
Naslednja raziskovalna skupina je nameravala riamadiopeptid, ki bi imel relativho visok
privzem v tumor in majhno zadrZevanje v ledvicatipfavili so knjiznico DOTA- in DTPA-
peptidov, ki so imeli za osnovo C-terminalni delnigastrina. Za najbolj obetavnega se je
izkazal DOTA analog z dvema histidinoma namestdggutamatnega zaporedja, vendar je
radioozné@evanje v tem primeru zahtevalo segrevanje na 10t °@sledéno je priSlo do
oksidacije metionina. Za razliko od preteklih ugotev je zamenjava metionina z
norlevcinom vodila do zmanjSane afinitete do reeggin vitro in privzema v tumoin vivo.
Odstranitev pentaglutamatne sekvence se je odraZafeino zmanjSanem privzemu v
ledvica iz 60 % na 3% ID/g, hkrati pa se je zmdnigdi privzem v tumor za faktor 3. Na
podlagi teh rezultatov so povezali zadrzevanjedvileah z negativnim nabojem glutamatov.
Do podobnih spoznanj je priSel tudi Good[3], kopjgmerjal DTPA-D-Glu-minigastrin z in
brez pentaglutamatnega zaporedija. Pristop k okmjanmalogom minigastrina je dejansko v
Studijah biodistribucije na izbranem Zivalskem mladeodil k izboljSanem razmerju
tumor/ledvica, vendar pa se je obenem pojavil gwbhizke metabalne stabilnosti, kar

hkrati pomeni, da so takSni analogi minigastrirsdbskandidati za kliino uporabo.[5, 13]
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ZadrZzevanje radiopeptida v ledvicah lahko bistvemmanjSamo s ko-injiciranjem
poliglutaminskih kislin ali plazma ekspanderja nsnavi zelatine. Alternativni pristop k
zmanjSanju zadrzevanja radioaktivnosti v ledvicadn jp seveda sprememba strukture
molekule kot take, t.j. sinteza novih analogov mastrina. S tem namenom so Peitl in
sodelavci[10, 14] sintetizirali analoge minigastrinz razlénimi  distargniki  do
bifunkcionalnega kelatorja DOTA. Obdrzali so C-taraini del, ki je odgovoren za vezavo
na receptor in zamenjali pentaglutamatno zaporzdigonskimi distagniki, kot so dPEGIn
D-izomeri razlénih aminokislin, za katere je znano, da v izbramtimerih zviSajo
metaboléno stabilnost. Vsako spojino so oziliaz radioaktivnim izotopom*in. Za $tudijo
biodistribucije na zivalskem modelu so izbrali katade, ki so izkazovali najboljSe lastnosti v
in vitro testiranjih. Studijo so izvedli 2"In oznaenima analogoma z radtio dolZino
neionskih D-GIn distatnikov (D-Glrg in D-GIng) in ju primerjali z analogom z ionskim, L-
Glug, distatnikom. Pokazali so, da je zadrzevanje radiofarmaladvicah signifikantno
zmanjSano v primeru izbranih analogov z neionskiistadtnikom in da se posletho
razmerje tumor/ledvica izbolj$a za faktor 30. AmgioD-Glr distarénikom, oznaen z°%Ga,

so uporabili kot spojino izbora za zgodnjo humamporabo na pacientu z MTC (slika 6),
vendar so potrebne nadaljnje kéine Studije, ki bodo pokazal€ge izboljSano razmerje
tumor/ledvica ni znélno samo za izbrani zivalski model, tendveelja tudi zacloveka.[10,
14]

Y

;.)..\\ ( "-, \..:_...‘\

Metastaze v ietrih ori medularnem raku itnice

Slika 6: PET/CT CCK2 receptorja medularnega raka €itnice v primeru metastaz v jetrih 70 min po
injiciranju z °®Ga oznaenega minigastrinskega analoga z dist&nikom iz $estih D-GIn. Prva vrsta
prikazuje slikanje s PET, druga s CT in tretja je kombinacija obeh. Povzeto po viru [14].
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V primerjalni Studiji, ki je potekala v okviru COSprojekta BM0607, kjer so primerjali
najboljSe analoge iz razhih evropskih laboratorijev, je bil minigastrinsknalog z D-Gly
distartnikom-PP11 (slika 7) ocenjen kot najbolj obetaja se z njim nértuje Klinicna

Studija, ki bo pokazal&e je ta spojina dejansko primerna tudi za PRRT.[13]

ﬁ?ﬁ f‘;i 5 % o

XL

OH HO

Slika 7: Strukturna formula najbolj obetavnega kandidata v okviru COST projekta minigastrinskega
analoga z D-Gly PP11[10].

1.5.2 KLINICNE STUDIJE Z GASTRINSKIMI ANALOGI

Petim zdravim prostovolicem sta Béhé in Behr s Endd6] injicirala™in-DTPA-
minigastrin in/ali njegov D-Glu derivat. Skladng@eedklinicnimi raziskavami so minigastrin
opazili v tkivih, kjer se fizioloSko nahaja CCK2Rrivzem je bil omejen na zelodec kot organ
z najvejim fizioloSkim izrazanjem CCK2R, kot tudi na ledai kot organ izlganja. Man;jsi
privzem so opazili v zoéhiku in tkivu dojke pri premenopavzalnih Zenskatot ke bilo za
pricakovati iz predklininih raziskav, gre glavna pot izlanja'*in-DTPA-minigastrina preko
ledvic, nekaj pa se ga izlotudi z zokem.[6]

Behr in sodelavci so konec 90. let predstavili itoklinicno $tudijo z**in-DTPA-D-Glu-
minigastrinom na Stirih bolnikih z MTC. CCK2R jel lprisoten v tkivih, kjer se receptor
fizioloSko izraza, kot tudi v metastatskin MTC len. 3 leta kasneje pa sta Behr in Béhe
objavila klinicno Studijo z istim analogom minigastrina, v katgeobilo vkljucenih 75
bolnikov z MTC. Injicirali so 185-259 MBg‘*in-DTPA-D-Glu-minigastrina in izvedli
slikanje celotnega telesa vavéasovnih tékah po injiciranju. Opazili so fizioloSki privzem v
Zelodec in ledvica kot pri zdravih prostovoljcilri Bolnikih z znano boleznijo so vse tumorje,
ki so jih Ze pred tem odkrili z okajnimi slikovnimi metodami, zaznali ze po eni @eprav je
optimalni ¢as slikanja 24 ur po injiciranju. Pri kar 29 od B@lnikov z okultno (prikrito)

obliko MTC so odkrili vsaj eno lezijo. Privzem wija in vranico je bil zelo nizek.[5, 6]
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Pri osmih bolnikih s hitro napredujon metastatskim MTC so poskusili z visokimi dozami
Y oznatenim DTPA-D-Glu-minigastrinom. Trije bolniki, ki sprejeli najnizje odmerke
aktivnosti, niso kazali nobenih znakov taksisti. Vsi trije bolniki, zdravljeni z 1,48 GBqfin
so razvili prehodno in blago hematolosko toksist. Eden od obeh bolnikov zdravljenih z
1,85 GBg/m je razvil prehodno trombocitopenijo 4. stopnjeniefrotoksénost 1. stopnje.
Stirje bolniki so doZiveli stabilizacijo sicer hitmapredujdega medularnega rakaitice.
Vendar sta dva bolnika razvila resno letinvi odpoved 1-2 leti po radioterapijieprav so bili
terapevtski tinki °°Y-DTPA-D-Glu-minigastrina obetaj, je bila toksénost za ledvica
preresna.[5, 6]

Klini¢ne Studije Zin-DTPA-D-Glu-minigastrinom so delale tudi drugeziskovalne
skupine. Gotthardtova je opazila 87 % stopnjo dBgelpri scintigrafiji z izbranim analogom
minigastrina na 26 bolnikih z MTC. ¥ma teh bolnikov je imela znane metastaze, vendar s
tumorske lezije opazili samo pri enem iz skupineigraov z okultno obliko bolezni.[5]

Pred kratkim je Froberg s sodelavci prikazal"[c].N,-Gly-D-Glu-minigastrin kot najbolj
obetavnega kandidata za diagnostiko MTC. Z njirbile@ mogae opaziti vse znane lezije pri
Sestih bolnikih z MTC, pri Stirih bolnikih pa so ladi nove lezije v mozganih, kosteh, vratu
in jetrih.[5]

1.6 1ZLOCANJE RADIOPEPTIDOV

Kot je ze bilo omenjeno, je eliminacija skozi lecti ponavadi glavna pot izlanja
radiopeptidov, ker zagotavlja hitro eliminacijo i@aktivnosti iz telesa. Na ta &ia je skupna
absorbirana doza na bolnika zmanjSana, kar jei flastembno pri radioterapiji. Problem, ki
se pojavi pri izléanju skozi ledvica, je podaljSano zadrzevanje w@dionosti v njih. V
ledvicah se po glomerulni filtraciji del filtrat@absorbira nazaj v proksimalnih tubulih. Na ta
n&in so ledvica izpostavljena relativno visokim ramiskim odmerkom. Pri bolnikih in na
Zivalskih modelih so opisali akutne in kréne poSkodbe ledvic.[15]

Radiacijska nefropatija je dobro poznan problem zarhanjem obsevanju. Edina znaka
bolezni sta izolirana hipertenzija in asimptomatsgeoteinurija. Akutna radiacijska
nefropatija se odraza v proteinuriji, hipertenzgiéni odpovedi, azotemiji in anemiji in se
razvije 6 do 12 mesecev po izpostavitvi sevanjthkioaje reverzibilna ali pa napreduje do
kronicne radiacijske nefropatije. Krafma se lahko prav tako razvije po nekaj letih po
obsevanju in se kaze v izgubi mase in funkcije iledValo pa je podatkov o nefrotoksiosti
povzrateni pri radioterapiji. Pri pacientih so opisali &ko radiacijsko nefropatijo, ki se je
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razvila 6 mesecev po terapiji 2Y-oktreotidom (7,4 GBq na kvadratni meter), kot itud
kroni¢no nefropatijo po PRRT 2Y-somatostatinom if’Y-gastrinom.[16]

Molekule z molsko maso manjSo od 12 kDa se prostordjo skozi pore glomerulne
membrane, medtem ko secje molekule z molsko maso &e od 70 kDa filtrirajo samo v
zelo majhnem odstotku. Majhne molekule, ki so vezaa véje transportne proteine, kot je
albumin, ne bodo prestopile glomerulne membrane&inderadiopeptidov, med njimi tudi
minigastrin, je manjSih od 12 kDa in ni vezana natgine, zato se lahko v glomerulu prosto
filtrirajo.[16] Po glomerulni filtraciji se proteinn peptidi v ultrafiltratu veZejo na receptorje
na luminalni povrsSini celic proksimalnega tubulasa internalizirajo. Nato se prenesejo do
lizosomov, kjer potge proteolittna razgradnja do aminokislin. Te zapustijo celicekp
bazolateralne membrane in se vrnejo v kri. Preiosiainkcionalni kelator z radionuklidom
ostane ujet v lizosomu celic tubulov. S tem glontesin ledvicne tubule izpostavlja visokim
dozam sevanja.[15, 17]

Pri tubularni reabsorpiciji naj bi pomembno viogpal 660 kDa velik transmembranski LDL
receptor megalin. Megalin ima Stiri velika, s cisten bogata vezavna mesta in om&go
reabsorpcijo strukturno nepovezanih proteinov iptigev, kot so albuminj,-mikroglobulini

in aprotinin. De Jong s sodelavci je p&ab o signifikantno manj$em privzemtin-
oktreotida na zivalskem modelu, pri katerem so radgdt megalin v primerjavi z divjo
razlicico. Vegt s sodelavci je na podobnem zivalskem ruodekazal to tudi za minigastrin.
V ex vivo biodistribucijski Studiji je pri Zivlaske modelu brez megalina prikazal za 74 %
man;jSi privzem v ledvica kot pri zZivalih z megalmndg15]

Raziskanih in odkritih je bilo ze veliko raatih pristopov z namenom izogniti se zadrzevanju
radiopeptidov v ledvicah. Ze v sedemdesetih latitogisali inhibicijo tubularne reabsorpcije
s ko-administracijo pozitivno nabitih aminokislirGedem let kasneje so po¢ali o
zmanjSanem privzemu somatostatina v ledvica olofmasti lizina in arginina.[16] Vendar
lahko bazine aminokisline vodijo do stranskil¢inkov, kot so slabost, hiperkaliemija,
aritmije in celo nefrotokgnost.[15] Privzem v ledvica se pri minigastrinu zmnanjSal s
hkratno infuzijo lizina. Béhé je s sodelavci ugatogla negativno nabita veriga najmanj petih
glutaminskih kislin zmanjSa privzem minigastrinadedvica za do 90 %. Pri tem je ostal
privzem v ostale organe in tumorje nespremenjeh.M&yt s sodelavci meni, da je to
posledica Stirih vezavnih domen na megalinu. Lizinpoliglutaminska kislina naj bi se
selektivno vezala na razhia vezavna mesta in s tem vplivala na vezavo samtweahega

radiopeptida, tistega, ki se veZe na isto vezaomeaho kot izbrana aminokislina. Lizin tako
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vpliva samo na vezavo in privzem somatostatinaighwéminska kislina pa na minigastrin,
medtem ko na privzem somatostatina nima nobendga\f6]

Gelofuzin, derivat zelatine, ki je sestavljen izSaeice peptidov dobljenih iz kolagena, je v
razlicnih  Studijah dinkovito zmanjSal tubulno reabsorpcijo oktreotidejinigastrina,
bombezina in eksendina.[16, 19, 20] Je dobro zpagosto uporabljen plazma ekspander, ki
inhibira reabsorpcijo W@ne radioaktivno ozngnih peptidov.[19] Ta lastnost je verjetno
posledica vezave gelofuzina na dve akt vazlicnih domen na megalinu. S tem se zmanjSa
vezava in reabsorpcija Stevilnih radioozeaih peptidov. Podobno Vegt domneva tudi za
albumin, kot naravni substrat za megalin, in njegragmente.[15] V raziskavi na Zivalskem
modelu so fragmenti albumina (FRALB) signifikantromanjSali privzem oktreotida,
eksendina in minigastrina v ledvica. Najbadjnkoviti so bili FRALB z molsko maso med 3
in 50 kDa.[17]

1.7 METABOLNA STABILNOST

Kot je Ze omenjeno, minigastrinski analogi kaZejoljd® razmerje tumor/ledvicage
odstranimo nekaj glutamatnih ostankov, vendar gens zmanjSa encimska stabilnost v
serumu. Ta ugotovitev kaZze na pomembnost dolZzistarinika in kemijske strukture ne
samo na privzem v ledvica, ampak tudi na serumtkmlsost.[14] Serumsko stabilnost lahko
izboljSamo na w& n&inov, na primer z zamenjavo L-aminokislin z D-ankistinami, N-
metiliranjem, ciklizacijo in uporabo peptidomimetik[11]

Dubreuil[21] se je ukvarjal s préevanjem metabolizma raztih gastrinskih analogov.
Tatragastrin Boc-Trp-Leu-Asp-Phe-Ni¢ angiotenzinska konvertaza (ACE) cepila med Leu
in Asp (oziroma med Met in Asp, Met so zamenjaliets). Glavna produkta cepitve sta tako
bila Boc-Trp-Leu in dipeptid Asp-Phe-NHNadaljnje raziskave so izvedli na [Ll'8u
gastrinu(11-17) (AE-Tyr'Gly**Trp**-Leu'>Asp*®-Phé’-NH,). Encim je cepil vez, kot je
bilo za prtakovati, med Asp in Leu, tako da je nastal glawodpkt hidrolize Asp-Phe-N§
nadalje je encim odcepil dipeptid Trp-Leu od Alari3ly. Peptida Ala-Tyr-Gly-Trp-Leu niso
opazili, kar kaze na to, da ACE najprej odcepi @ntealni dipeptid in nato hitro izvede Se
cepitev med Gly in Trp. Med stranskimi produktiggo mat opaziti tudi tripeptid Gly-Trp-
Leu.[21]

Ker se [Led®|gastrin(5-17) skoraj ni razgradil z ACE, [L&lgastrin(11-17) pa se je
popolnoma, so se odiiti raziskati celo serijo gastrinskih analogov slpSano verigo na N-

terminalnem koncu z glutamatnimi ostankieprav hidroliza teh peptidov z natagjem

20



Tatjana Janzovnik Sinteza DOTA-komaigih analogov in metabolitov minigastrina

Stevila glutamatnih ostankov upada, ostane glamnzaietno mesto cepitve enako, torej med
Leu in Asp. Mozna razlaga, ki jo Dubreluil ponuje, da vklj&itev glutamatnega ostanka
povzrai strukturno spremembo.[21]

V eni izmed zadnjih raziskav je Peitl s sodelavgj[114] predevala vpliv razknih
distartnikov na metabolno stabilnost minigastrinskih agalov serumu. Potrdila je, kar je
bilo znano ze od prej, in sicer, da se s podalj§eva verige in z zamenjavo L-AK z D-AK
poveiuje razpolovnicas peptida v serumu. Metabolno pot enega izmedamgjstabilnih z
M oznaenih minigastrinskih analogov (z distamikom PEG) je prewila bolj podrobno.
Razlika v razpolovni dobi tega analoga v serumuw iserumu z EDTA (EDTA inaktivira
metaloencime) kaze na prisotnost r&zdh metabolnih poti. Ena od poti naj bi bila preko
ACE. Prvotna cepitev se zgodi med Met in Asp, gainer nastane dipeptid Asp-Phe-NH
druga pa med Gly in Trp. Naslednje cepitveno mgstoed Tyr in Gly. Cepitev med Ala in
Tyr pa naj bi zakljgila to pot razgradnje. Cepitvena mesta prikazujasd. Zadnjo cepitev
verjetno katalizira drug encim, verjetno endopegted ki odcepi gastrin-6 (Tyr-Gly-Trp-Leu-
Asp-Phe-NH). Ko so namré& minigastrinski analog inkubirali 24 ur v plazmEDTA, so kot
razgradni produkt opazili sand'in-DOTA-PEGs-Ala-OH. Drugi analog z dist&nikom iz
Setih D-glutaminov, je izkazoval veliko e stabilnost z manj metaboliti, kar nakazuje, €la |
razgradnja z ACE v tem primeru onemogoa. Ze Dubreluil je predvideval, da je to
posledica spremenjene strukture. Zato so s cimkardihroizmom (glej poglavje 1.8)
dolcgili sekundarno strukturo obeh minigastrinskih agala Pri manj stabilnem analogu niso
opazili nobene posebne konformacije, medtem koeg ®-glutaminov drugega analoga
dejansko oblikovalo tip 1IB-zavoja. Relativno stabilna sekundarna struktueslrgega je
verjetno odgovorna za visoko metabolno stabilngsi, ovira vezavo v aktivho mesto
encima.[10, 14]

HO. (0] (0] OH
Endopeptidaza
fN — Nj/ pep
(0]

Angiontenzinska konvertaza (ACE)
Slika 8: Cepitvena mesta na peptidu PP11. Stevilkaredstavljajo zaporedje cepitev. Povzeto po viru [a].
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1.8 CIRKULARNI DIHROIZEM (CD)

CD je oblika spektrometrije, ki je osnovana na itel absorpciji levo- in desno- &oe
cirkularno polarizirane svetlobe. Pojav merimo HKaonkcijo valovne dolzine svetlobe,
temperature ali kemijskega okolja s CD spektrof@trom. CD je znélen za opténo aktivne
molekule, med katere sodijo tudi proteini. Uporaiyip ga lahko za dalanje sekundarne
strukture proteinov, saj imajo alfa-wij@ica, beta-plo¥da in neurejena oblika specifii

cikrularni dihroizem.[22]

1e+5

AT jﬂ}% —&— g-helix
] ) —8®— f-sheet
\ —=- B-turn
4 @ Lo
Ge+4 & 1 ——- random coil

de+4 |
2e+4 |

Oe+0

[6] deg. - cm‘/dmol

-2e+4

-de+4 4

-Ge+4 T T \ T T
180 190 200 210 220 230 240

Wavelength, nm

Slika 9: Tipiéni CD spektri za a-vijaénico (a-helix), p-strukturo ( p-sheet),p-zavoj (B-turn) in neurejeno
zvite (random-coil) peptide in protein.

Konvencionalni (tipini) CD spektri so posneti v daljnem-UV ob&ug od 180 do 250 nm.
Slika 9 prikazuje tigine UV CD spektre za-vija¢nico, B-strukturo,-zavoj in nakljgno zvit
protein. V tiptnem CD spektru pomeni odsotnost nekega signalatmoistocirkularnega
dihroizma, negativni signal pomeni absorpcijo leikularno (krozno) polarizirane svetlobe
in pozitiven signal pomeni absorpcijo desno cirkata polarizirane svetlobe. Spekter
proteina, ki je povsem v konformacijtvijacnice, ima dva negativna pasova podobne jakosti
pri 222 in 208 nm in pozitivni pas pri cca 190 rBpekter za proteine, ki so v konformagii
strukture (povrSine), imajo v grobem negativni pasbmaju 210-220 nm in pozitivni pas
med 195 in 200 nm. Ti spektri so precej raznolker so lahko prisotni kot paralelne,

antiparalelne in meSane konformacije in so lahkeukani na veliko razinih nainov.
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Spekter za naklgno zvit (random coil) peptid oziroma protein imagagven pas visoke

jakosti v podrgju okrog 200 nm.
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Slika 10: CD spekter starSevskih DOTA-konjugiranih peptidov [™In]-PP11 (oznaka InF11 na sliki) in
["In]-PP13 (0znaka InF13 na sliki). Povzeto po [10].

Na sliki 10 sta prikazana CD spektra za analogdgastrina"®in-DOTA-(D-Glu)s-Ala-Tyr-
Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH in L-Glu-stereoizomer"in-DOTA-(L-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-
Met-Asp-Phe-NH. V primeru D-Glu stereoizomera vidimo definirap tl -obrat, pri L-Glu-
stereoizomeru pa naktjoo zvit tip sekundarne strukture, oziromaijacnico ob dodajanju
TFE. TFE deluje kot nekakSen mimetik ¢ak membrane oziroma okolja, v katerem se
peptid znajde po aplikaciji ¥lovesko telo. TFE prednostno stabilizira proteingéeptide v

konformaciji vijatnice, tako da znizuje dielektrio konstanto medija.
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2 NAMEN DELA

Poleg normalne, fizioloSke prisotnosti je CCK2/gaski receptor visoko izrazen v razgiih
tipih tumorjev, kot so medularni rakigice, drobno-cetini rak plju, astrocitom, stromalni
rak jagnikov, gastroenteropankreasni tumorji, adenokarirtmjk, endometrija in ovarijev.
Izrazenost CCK2 receptorjev na ¢alh membranah razinih tumorjev je osnova za moznost
prikaza teh tumorjev z uporabo r&nih nuklearno-medicinskih tehnik (PET in SPECT) in
osnova za ciljano molekularno terapijo, in sicargorabo ustreznih radioaktivnho ozeaih
analogov gastrina oziroma minigastrina.
Zadnjih nekaj let se na podja razvoja analogov minigastrina, ustreznega twaic#jano
radionuklidno terapijo, pozornost pogaeustreznejSi farmakokinetiki, predvsem izboljSani
metabolni stabilnosti in zmanjSani renalni retendplavni problem do danes je ostal
zadrZevanje radioozt@nega analoga v ledvicah, kar omejuje maksimaldma#tivniost, ki
jo lahko pacient prejme.
Do nedavnega se je zadrzevanje obstiojanalogov minigastrina v ledvicah povezovalo z N-
terminalnim glutamatnim koncem, vendar zadnje kamie kazejo drug®. V eni od zadnjih
Studij[10] so ugotovili, da zadrZevanje ni d&#mo zgolj z nabojem, tem¥etudi s
stereokemijo minigastrinskega analoga. Primerjafit4n-DOTA-(L-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-
Met-Asp-Phe-NH (PP13) in njegov D-Glustereoizomer (PP11). Analoga sta izkazovala
podobno afiniteto vezave za CCK2R in podobno stwpnjernalizacije, hkrati pa precej
razlicno encimsko stabilnost. Biodistribucijska Studija #ivalskem modelu je dodatno
pokazala signifikantno razliko v zadrzevanju obetiopeptidov v ledvicah. Predvideva se,
da je razlika posledica razhih sekundarnih struktur teh dveh minigastrinskilalagov, kar
je predstavljalo osnovo za nasSo diplomsko nalogo.
Ena od tehnik, ki se lahko uporablja za ugotav§asgkundarne strukture peptidov, je
cirkularni dihroizem (CD). Pri tej tehniki merim@azlike v absorpciji levo- in desnase
krozno polarizirane svetlobe, kar predstavlja osnaa analizo konformacijskih stanj. CD
Studija PP11 in PP13 je pokazala, da prvi analtgzuaje dobro definiran tip Ip-obrata,
medtem ko analog z (L-Gly)distartnikom v vodi izkazuje lastnosti naktjpo zvitega
klob¢i¢a oziroma ob dolkenih pogojiha-helicnost.Ce drZi, da razlika v sekundarni strukturi
povzrai spremembo pri zadrzevanju v ledvicah, bi v primeta krajSi metaboliti D-Glu
minigastrinskega analoga (PP11) izgubijo definiraekundarno strukturo tip f-zavoja in
preidejo v nakljgno zvit klokxi¢, pricakovali primerljivo zadrzevanje v ledvicah kot pri
posameznem paru iz skupine metabolitov Lg@linigastrinskega analoga.
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V ta namen bomo z uporabo poznanih principov kémijsinteze na trdnem nosilcu
sintetizirali analoge minigastrina s skrajSano gerionskega distranika in potencialne
metabolite starSevskih analogov z (D-Glup (L-Glu)s distargnikom, ki bodo ustrezno
modificirani na N-terminalnem koncu, v smislu mogtoradioozn&evanja z razénimi
gama- in beta-sevalci.

S pomajo CD-ja (cirkularni dihroizem) bomo daldi sekundarno strukturo analogov
minigastrina in izbranih metabolitov, kar bo preddjalo osnovo za nadaljnje Studije
biodistribucije z istimi radiopeptidi. Serijo D-GlstarSevskega analoga (PP11) in njegovih
metabolitov bomo radioaktivno ozt in poskusSali ugotoviti mesto metabolne restij@der

rezultate primerjali z znanimi metabolno labilniamalogi.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 KEMIJSKI DEL

* Reagenti in topila:

Pri sintezah in kromatografskihdleah smo uporabili reagente in topila proizvajal&eyma-
Aldrich, Fluka, Lexchem, Merck, TCI, Riedel-de Ha#én Baxter. Uporabili smo jih brez
predhodnegaiscenja.

Rezini Rink Acid® in Rink Amidé€®, HATU in s Fmoc zadtene aminokisline, ki smo jih
uporabili, proizvaja Merck, NovaBiochem.

Peptid PP20 je bil sintetiziran v Peptide Specibéioratories v Heidelbergu (Neéna).
Peptid PP11 in aminokislinsko zaporedje Fmoc-Ala-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-Rink Amid®
rezina sta bila predhodno sintetizirana na Kliz&inuklearno medicino v UKC Ljubljana.

Uporabili smo DOTA-tris (tBu-ester) proizvajalca €hatechu.

* Tehtanje:
Tehtanje smo izvedli na analitski tehtnici Metflaledo AX 105 Delta Range® (Svica).

» Segrevanje:
Pri izvedbi Keiser testa smo segrevanje izvajaltemobloku tipa TBTS (Labo d.o.o.,

Ljubljana, Slovenija) pri temperaturi 95°C.

* UV/VIS spektroskopija:
Uporabili smo Lambda 2 UV/VIS spektrofotometer pr@jalca Perkin Elmer (Netpa).
Absorbanco Fmoc z&$ne skupine smo merili v 1 cm Siroki kiveti iz k¢aega stekla pri

valovni dolZini 300 nmg = 7800 | mol* cm ™).

» Centrifugiranje:
Oborjene peptide smo centrifugirali s centrifugotddmla 460 RS (Hettichlab, Neija).
Centrifugirali smo pri 2000g (g= 9,8 MysL0 min (r = 201, T = 4°C).

* Analitski HPLC:
Analitsko kromatografijo visoke ftjivosti (HPLC) smo izvedli na sistemu Agilent

Technologies 1100 series. Za detekcijo smo upardbtektor s fotodiodnim nizom DAD
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(Diode Array Detektor) proizvajalca Agilent in dkter radioaktivnosti Gabi Star (Raytest,
Nentija). Locevanje se je vrSilo na koloni Phenomenex GeminC:8 110A (150x4.6 mm)

oziroma na koloni Kinetex 2.6u C18 100A (50x4.6 mi@dbela II) za vrednotenje
radiooznaevanja (QC),

mobilna faza: A = 0,1 % TFA v vodi in B = acetoilitr

Tabela II: Gradient in pretok pri posamezni od kolon.

kolona Phenomenex Gemini Kinetex
gradient 0-20 min 5-50 % B 0-5 min 10-50% B
pretok 0,75 ml/min 1,5 ml/min

* Preparativni HPLC:

Za ciscenje sintetiziranih peptidov smo uporabili preparad HPLC na sistemu Agilent
Technologies 1200 series z diode array detektoijerpreparativno kolono Phenomenex
Jupiter 4u Proteo 90R (250x10.0 mm).

Volumen injiciranja: 10 ml.

Mobilna faza: A = 0,1 % TFA v vodi in B = acetoiitr

Gradient 1. 0-20 min 5-30 % B (za peptide STJ1,258I1J3, STJ4, STJ7, STJ8, STJ9 in
STJ10).

Gradient 2: 0-20 min 5-50 % B (za peptida STJ5Td1).

Gradient 3: 0-20 min 10-50 % B (za peptide STJGIZT STJ13 in STJ14).

Pretok: 8 ml/min.

* Masna spektrometrija:
Masni spektri so bili posneti na masnem spektrom@+TOF Premier proizvajalca Waters-
Micromass z ESI tehniko ionizacije v Centru za noaspektrometrijo na InStitutu Jozef

Stefan.

» Liofilizacija:
Za liofiliziranje spojin smo uporabili liofilizatorChrist Alpha proizvajalca BioBlock
(Francija). Liofilizirali smo pri podtlaku 0,32 mbain temperaturi pla® -30°C ter

temperaturi kondenzatorja -80°C.
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* Risanje struktur:

Za risanje struktur smo uporabili ChemBioDraw Ulta0 proizvajalca CambridgeSoft.

3.2 STABILNOST V SERUMU

* Reagenti:

Uporabili smo reagente proizvajalcev Fluka, Sigmdrigh in Baxter.

MnClsje bil proizvajalca Perkin Elmer (ZDA).

Kri za test encimske stabilnosti je bila odvzeta Kiaiki za nuklearno medicino UKC
Ljubljana dvema prostovoljcema (kri somentoriceogal in avtorice naloge). Kri je bila
odvzeta v epruvete za serumski odvzem, brez aktjzgakoagulacije. Po koagulaciji pri sobni
temperaturi smo kri centrifugirali in za nadaljigoskus preverjanja stabilnosti v serumu

odvzeli supernatant, v danem primeru serum.

* Priprava mati¢nih raztopin posameznih DOTA-konjugiranih peptidov
DOTA-konjugirane peptide smo raztopili v vodi immjiz uporabo Lambda 2 UV/VIS
spektrofotometer proizvajalca Perkin Elmer (Nga) dolccili koncentracijo. Absorbanco
smo merili pri valovni dolzini 280 nm, ptiemer smo za iztan koncentracije upoStevali
naslednje ekstinkcijske faktorje:(280 nm) = 6970 | mét cm* za STJ10, STJ11, STJ12,
PP11 inc (280 nm) = 1280 | mot cm™ za STJ8 in STJ9.

« Oznaevanje z radioaktivnim **in:

Z Mn smo ozndili DOTA-konjugirane peptide PP11, STJ7, STJ8, ST39J10, STJ11,
STJ12. Iz matine raztopine smo vzeli alikvot, ki je ustrezal Mg (5-16 nmol) peptida in
ga dodali v Eppendorf epruveto z 200 pl acetatragea (0,4 M, pH = 5). Z namenom
izogniti se oksidaciji spojin na metioninskem pitanku smo dodali Se raztopino
selenometionina (20 pl, ¢ = 1 mg/100 pl). V zadnjesreku smo dodali raztopind’inCls
(cca 130 MBQ) in inkubirali v termobloku tipa TBT&abo d.o.o., Ljubljana, Slovenija) 30
min pri 95°C.

* Ugotavljanje radiokemijske ¢istote (QC)

Za ugotavljanje radiokemijskastote s HPLC metodo smo iz vsake Eppendorf epeuvetli

5 ul vzorca in ga dodali 50 pl raztopine CaDTPA=(@ mM). Kot ustrezno radiokemijsko

gistoto smo obravnavali vzorce, kijer je bila povaspod krivuljo nevezaneda'in pod 10 %.
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Pogoji lasevanja na HPLC so opisani pod 3.1 (Analitski HPLC/ko je radioaktivno
ozn&en peptid tem zahtevam ustrezal, smo mu dodali %9,0hztopino humanega
serumskega albumina (HSA) do skupnega volumna u000gacez n@ shranili v hladilnik.

» Encimska stabilnost PP11 v humanem serumu in iderfikacija metabolitov (STJ7,
STJ8, STJ9, STJ10, STJ11 in STJ12):
K 1 ml svezega humanega seruma, ki smo ga predhiottnbirali pri 37°C 5% CQ smo
dodali po 50 ng (0,025-0,04 nmol) radioaktivno aamega, DOTA-konjugiranega peptida in
vzeli vzorec ol¥asu né. Vse skupaj smo ponovno inkubirali na 37°C 5%,@0ob razlénih
¢asovnih tékah (0,5 h, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 48em4li alikvote po 100 ul, jim
dodali 200 ul absolutnega EtOH, da smo oborili seske proteine, centrifugirali (4900 g, 10
min) in supernatant odlili ter ga analizirali s pafjo radio HPLC. Na kolono smo injicirali
po 200 pl supernatanta.

* Inkubacija:

Za inkubiranje posameznih radiooZeaih metabolitov izbranega analoga minigastrina smo
uporabili inkubator Sanyo (Sanyo Electric Co., Jegh@). Inkubirali smo pri temperaturi
37°Cin 5% CQ.

3.3 CIRKULARNI DIHROIZEM

* Reagenti:
Uporabili smo reagente proizvajalcev Fluka, Sigmdri&éh in Baxter.

Tudi "InClsje bil od proizvajalca Fluka.

« Oznafevanje z neradioaktivnim ('In) indijem (hladno oznag¢evanje):
DOTA-konjugiran peptid STJ2, STJ6, STJ8, STJ12,IPPPP20 (1-2 mg; 0,6-1 umol) smo
raztopili v 500 pl acetatnega pufra (0,4 M, pH =Raztopini smo dodali 3-kraten presezek
"nCl; (0,5 M) in 30 min inkubirali v termobloku tipa TBT®.abo d.o.0., Ljubljana,
Slovenija) pri 95°C. Po ohlajanju smo nevezanijindistranili s pom&o SPE (Solid Phase
Extraction) na Sep-Pak C18 koloni (Waters). Po sarraztopine na kolono se peptid veze na
C18 stacionarno fazo, prostiin pa enostavno odstranimo s spiranjem z vodo. idtept
frakcijo smo nato iz stacionarne faze eluirali zanelom. Z metanolom nant&rgpremenimo
(znizamo) dielekttino konstanto in na ta &ia prekinemo hidrofobne interakcije med C18
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stacionarno fazo in peptidom. Metanol smo odstiraniparevanjem topila pri znizanem tlaku
in hladno ozn&n peptid liofilizirali (liofilizator in pogoji lidilizacije so opisani pod 3.1
(Liofilizacija).

» Odstranjevanije topil pri znizanem tlaku:
Za odstranjevanje topil pri znizanem tlaku (uparg®p smo uporabili rotavapor Buchi

rotavapor R-114. Uparevanje je potekalo pri temperaodne kopeli med 40 in 50°C.

» Cirkularni dihroizem (CD)

CD spektre smo posneli pri 25°C s spektrometronvAwdkewood, N J. model 62A DS na
In&titutu JoZef Stefan. Napravo smo prepihovaliugikbm pol ure pred uporabo in med
samimi meritvami. Vse spektre smo posneli med 280m186 nm pri spektralni Sirini 1 nm
in resolucijskem koraku 1 nm. Resolucijski korakmsmi, za koliko nm dvigujemo oziroma
nizamo valovno dolzino za/med posameznimi meritvavhivsaki od teh t&k (valovnih
dolzin) je meritev trajala 4 s. Pri meritvah smargbili kiveto iz kvaénega stekla dolzine 1
mm. Hladno ozngene (z"™in) peptide smo prvotno raztopili v vodi, tako da pila
koncentracija peptida priblizno 0,1 mmol/l oziro®& g/l. Spektre vzorcev smo nato posneli
v vodi in z dodatkom razinih delezev trifluoroetanola (TFE).
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4 EKSPERIMENTALNI DEL
4.1 SINTEZA DOTA-KONJUGIRANIH METABOLITOV
MINIGASTRINA NA TRDNEM NOSILCU

Z DOTA-o0 konjugirane metabolite dveh minigastrifiskanalogov (D-GlwrAla-Tyr-Gly-
Trp-Met-Asp-Phe-NH (PP11) in (L-Glug-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NHPP13) smo
sintetizirali na Rink Aci@l rezini (peptidnem nosilcu) z uporabo Fmoc metaofieitna
skupina za stransko verigo Trp je bila Boc, za Asp, L-Glu in D-Glu pa tBu.

4.1.1 POSTOPEK DODAJANJA PRVE AMINOKISLINE NA NOSILEC
R1

Fmoc—H COOH

(e}
> Fmoc—H
O_OH > \HKO—O
Ry

DCCI, DMAP, N-Me-morfolin, DCE

Slika 11: Shema pripenjanja prve aminokisline na nsilec.

1. Rezino, cca 0,1 g (podrobnejSe kole so podane v tabelah od Il do XIV), smo
pustili v priblizno 3 ml dimetilformamida (DMF) zaol ure, da je nabreknila.
Uporabimo lahko tudi N-metilpirolidon (NMP). Reziisono sprali z DMF.

2. Ustrezno aminokislino (AK) smo suspendirali v 2 mikloroetana (DCE), jo
popolnoma raztopili z dodatkom 1 ml NMP in jo dadatezini.

3. Tudi N,N'-dicikloheksilkarbodiimid (DCCI) v DCE, dimetilaminopiridin (DMAP) v
DCE in N-metilmorfolin smo po tem vrstnem redu dodarezini. Pri tem smo
upostevali stehiometrijsko razmerje: rezina:AK:D@IVMAP:N-metilmorfolin =
1:4:4,2:0,2:1.

4. Reakcijo smo pustili potekati 3-5 ur pri sobni teargduri ob péasnem mesanju.

4.1.2 POSTOPEK ODSTRANJEVANJA Fmoc ZASTNE SKUPINE S TERMINALNE —
NH, SKUPINE

Fmoc—H\Hoko ‘O
Ry

Slika 12: Shema odstranjevanja Fmoc z&#ne skupine.

20% piperidinv DMF (0]

HZ’\KKU\O‘O

Ry

Y
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1. Po reakciji (4.1.1) smo rezino sprali z DMF ali NMf izopropanolom (iPrOH). Z
IPrOH povzr@imo, da se rezina skrin na ta nain iztisnemo vse nezreagirane
reagente.

2. Fmoc za&itno skupino iza-amino skupine AK smo odstranili z 2 ml 20 % piplara
v DMF (1 x 10 min in 2 x 5 min) in rezino po odstit¥i dobro sprali z DMF in
IPrOH.

3. Posamezne Fmoc frakcije smo zbirali wkiurecili z absolutnim etanolom, izmerili
absorbanco pri valovni dolZini 300 nm% 7800 | mol* cm ) in izrasunali mnozino

aminokisline, ki je dejansko reagiralaimer smo ugotavljali uspesnost reakcije.

4.1.3 POSTOPEK DODAJANJA DRUGE IN VSEH NASLEDNJIH AMINOKLIN

R,

o Fmoc—HJ\COOH Ra ' 0
Fmoc— Hﬁko_o > Fmoc—HJ\(’)( 11)‘\0—0

HATU, DIPEA, NMP

Slika 13: Shema vezave aminokisline na nastajajgeptid.

1. Ustrezno kokino aminokisline (kolline so podane v tabelah od Il do XVI) in O-(7-
azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronijregiluorofosfata (HATU)
(rezina:AK:HATU:DIPEA = 1:3:3:5) smo raztopili v 8l NMP ter pustili priblizno
15 min, da pot& aktivacija COOH skupine na aminokislini.

2. Diizopropilkarbodiimid (DIPEA) smo dodali po 15 mutah, premesSali in dodali
rezini, ki smo jo predhodno nabreknili.

3. Reakcija je potekala pri sobni temperaturi pribéiZnuro, ob ptasnem mesSanju.

4.1.4 TNBS TEST: kvalitativen test, ki pokaze prisotn@di odsotnost prostih amino
skupin.
1. Po korgani reakciji smo rezino sprali z DMF oziroma NMP.
2. Rezino smo skili s spiranjem z iPrOH.
3. Pripravili smo raztopino 10 % DIPEA v DMF (reaged) ter 1 % 2,4,6-
trinitrobenzensulfonske kisline (TNBS) (reagentv2)MF.
4. Nekaj kroglic rezine smo sprali z DMF in jih v taopilu suspendirali.
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5. Dodali smo po 5Qul vsakega od obeh pripravljenih reagentov ter pustmin pri
sobni temperaturi.
6. Rezino smo nato sprali z DMF. Rdeobarvana rezina pomeni pozitiven rezultat

(prisotnost prostih amino skupin).

Sledi odstranjevanje Fmoc z#afe skupine (4.1.2), pripenjanje nove aminokislidel.3),
TNBS test (4.1.4) in spet odstranjevanje FmocimsSTo smo ponavljali tako dolgo, da smo
dobili Zelen peptid - ustrezen minigastrinski meldb Kvantitativni podatki za pripenjanje
prve aminokisline, vseh ostalih aminokislin in adsfevanje Fmoc zagne skupine so za

vsak DOTA-konjugiran peptid posebej podani v tabeld 11l do XVI.

415 POSTOPEK VEZAVE DOTA-e (1,4,7,10-tetraazaciklodkale-1,4,7,10-tetraocetna
kislina) NA KONCEN PEPTID

tBu” E/_\%/ )
- \H‘\_O tBH\L\_/;\OH \f/_\j/ﬁ{)\awl)ko_o

RX+l -

HATU, DIPEA, NMP \ /
tBu /E J\ _tBu

Slika 14: Shema vezave DOTA-e na peptid.

1. DOTA-0 smo na peptid vezali na koncu, ko smo Zeliirmmtetizirano ustrezno
zaporedje aminokislin.

2. Rezino smo dobro posusili. Emgimo je bilo namreé ugotovljeno, da reakcija pdte
bolje, ¢e je rezina predhodno dobro posusena. Nato smiorgzistili 1 uro v NMP,
da je nabreknila.

3. Ustrezno kokino  2-(4,7,10-tris(2-(tercbutoksi)-2-oksoetil)-17410-tetraazaciklo
dodekan-1-il)ocetna kislina (DOTA(tBs))in HATU kot aktivacijskega reagenta smo
raztopili v .3 ml NMP in pustili 10-15 min, da seogta COOH skupina na
DOTA(tBu); aktivira.

4. Nato smo dodali DIPEA-0 (rezina:DOTA(tBxtHATU:DIPEA=1:3:3:5) in preverili
pH pripravljene reakcijske zmesi. Tu je potrebnopéesebej paziti, da je pH nad 8,

sajv nasprotnem primeru reakcija vezave DOTA-eatep.
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5. Reakcija je potekala 3-5 ur.
6. Po negativnem TNBS testu smo rezino zopet dobmisprjo posusili.
PodrobnejSi podatki o vezavi DOTA-e so podani vgiagtstici tabel od 3 do 16.

4.1.6 ODSTRANJEVANJE ZASITNIH SKUPIN IN HKRATNA CEPITEV PEPTIDA Z
REZINE

e Ao
a
Jah!

tBu o o

o _tBu
TFA:H,O:tioanizol: TIS=91:3:5:1

e o A
S
Bl

Slika 15: Shema odstranjevanja zaStnih skupin in hkratne cepitvepeptida z rezine.

1. Zagitne skupine smo odstranili in obenem tudi ceppijie z rezine z reagentom, ki je
zmes trifluoroocetne kisline (TFA), vode, tioanioln triizopropilsilana (TIS)
(TFA:voda:tioanizol:TIS = 91:3:5:1).

2. Priblizno 2 ml reagenta smo pustili na rezini 2r8 (2x1,5 ure).

3. Da smo odstranili res vse z#&fe skupine (predvsem tBu), smo reagent Se zatdeda
2-3 ure pustili reagirati s peptidom, ki smo gacépili z rezine.

4. Peptid smo oborili z meSanico etra in petroletrarazmerju 1:1, centrifugirali,

oddekantirali supernatant in produkt posusili po@anim tlakom.

V nadaljevanju je prikazana reakcijska shema ngjtlametabolitov DOTA-(L-Glug-Ala-
Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 (STJ6) in DOTA-(D-GlgAla-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-
NH2 (STJ12) po korakih.
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KORAK 1- skupna pot sinteze za J6in STJ12
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KORAK 3- sinteza

Sinteza DOTA-komaigih analogov in metabolitov minigastrina
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KORAK 4- sinteza
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KORAK 5- sinteza
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KORAK 3- sintezaSTJ12:
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KORAK 4- sintezaSTJ12:
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KORAK 5- sintezaSTJ12:

O~tBy _tBu
j j j D
H (e} O
H,N. /\n/ /\n/ \)]\ \)]\ N\_)J\N O—o
H é & H

o _Bu o o _tBu o o _tBu S

Bu” \E . j/ “Bu
G,
o L

HATU, DIPEA, NMP

O~Bu _tBu

j/ j/ tBu j/ tBu Z N —Boc [0)
(6]
u (0]

tBu” H\)J\ \)J\ N\_)]\N (0]
Oy wi wi oo
[ j /tBu _tBu _tBu S

2,
tBu\ _tBu

KORAK 6- sintezaSTJ12:

O~ By _tBu

j/ j/ j/ Z N—-Boc o)
0O (6]
H

\i j/ ﬁ ﬁ \)L \/lL T
7\ = o " ¢
b
[ j /tBu _tBu _tBu S\
tBu /E \_/J\ _tBu

TFA:H,O:tioanizol: TIS=91:3:5:1

OH

OH OH OH
j/ j/ j/ = NH OH
(6]

YA
B

Slika 16: Reakcijska shema prikazuje sintezo najd@ih metabolitov (L-Glu) ¢-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-
Phe-NH, STJ6 in (D-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH , STJ 12 po korakih.
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V naslednjih tabelah so predstavljeni kvantitatipaidatki sintez. Ker je C-terminalni del
peptidov po parih enak, smo za STJ6 in STJ12 (3T J11) sintezo izvajali kar skupaj in
pred vezavo distanika (L-Glu/D-Glu) nosilec z vezanim C-terminalnghelom delili na pol.

Tabela Ill: Kvantitativni podatki za sintezo DOTA-k onjugiranega peptida STJ1.

STJ1
o ' masa AK mnoZina Fmoc
aminokislina formula AK masa rezine [g]
[a] [mmol]
alanin Fmoc-Ala-OH 0,097 0,047
1.L-glutamat T 0,100 0,046
2.L-glutamat 0,096 0,042
3.L-glutamat Fmoc- 0,096 0,041
L 0,150
4.L-glutamat Glu(OtBu)-OH 0,093 0,043
5.L-glutamat 0,093 0,038
6.L-glutamat || 0,084 0,036
DOTA DOTA(tBu)s-OH 0,047 /

Tabela IV: Kvantitativni podatki za sintezoDOTA-kon jugiranega peptida STJ2.

STJ2
aminokislina formula AK masa rezine [g] masa AR mnozina Fmoc
[a] [mmol]

tirozin Fmoc-Tyr(tBu)-OH 0,143 0,065

alanin Fmoc-Ala-OH 0,065 0,079
1.L-glutamat 0,100 0,075
2.L-glutamat 0,096 0,074
3.L-glutamat | | Fmoc-Glu(OtBu)- 0,150 0,096 0,072
4.L-glutamat | | OH 0,093 0,073
5.L-glutamat 0,093 0,066
6.L-glutamat | | 0,084 0,063

DOTA DOTA(tBu)3-OH 0,079 /

! Razmerje med mnoZino aminokisline, ki jo Zelimoddt in mnoZino Fmoc zaine skupine, ki smo jo
predhodno odstranili je 3:1.
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Tabela V: Kvantitativni podatki za sintezo DOTA-konjugiranega peptida STJ3.

Sinteza DOTA-komaigih analogov in metabolitov minigastrina

STJ3
o _ masa AK mnoZina Fmoc
aminokislina formula AK masa rezine [g]
[¢] [mmol]
glicin Fmoc-Gly-OH 0,166 0,061
tirozin Fmoc-Tyr(tBu)-OH 0,092 0,065
alanin Fmoc-Ala-OH 0,065 0,060
1.L-glutamat 7 0,076 0,066
2.L-glutamat 0,084 0,058
0,150
3.L-glutamat 0,074 0,053
L Fmoc-Glu(OtBu)-
4.L-glutamat oH 0,068 0,052
5.L-glutamat 0,067 0,049
6.L-glutamat || 0,063 0,047
DOTA DOTA(tBu);-OH 0,059 /

Tabela VI: Kvantitativni podatki za sintezoDOTA-kon jugiranega peptida STJ4.

STJ4
aminokislina formula AK masa rezine [g] masa AR mnozina Fmoc
[a] [mmol]
triptofan Fmoc-Trp(Boc)-OH 0,279 0,067
glicin Fmoc-Gly-OH 0,060 0,066
tirozin Fmoc-Tyr(tBu)-OH 0,092 0,060
alanin Fmoc-Ala-OH 0,065 0,064
1.L-glutamat 0,100 0,061
2.L-glutamat 0,150 0,096 0,058
3.L-glutamat| | Fmoc-Glu(OtBu)- 0,096 0,055
4.L-glutamat| | OH 0,093 0,053
5.L-glutamat 0,093 0,049
6.L-glutamat | | 0,084 0,048
DOTA DOTA(tBu);-OH 0,063 /

! Razmerje med mnozino aminokisline, ki jo Zelimoddt in mnoZino Fmoc zaine skupine, ki smo jo
predhodno odstranili je 3:1.
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Tabela VII: Kvantitativni podatki zasintezoDOTA-kon jugiranega peptida STJ7.

STJ7
aminokislina formula AK masa rezine [g] masa AR mnozina Fmoc
[¢] [mmol]
alanin Fmoc-Ala-OH 0,130 0,078
1.D-glutamat [ 0,204 0,072
2.D-glutamat 0,191 0,065
3.D-glutamat i Fmoc-D- 0.104 0,185 0,063
4.D-glutamat | | Glu(OtBu)-OH 0,179 0,059
5.D-glutamat 0,166 0,056
6.D-glutamat - 0,166 0,049
DOTA DOTA(tBu);-OH 0,063 /

Tabela VIII: Kvantitativni podatki za sintezoDOTA-k onjugiranega peptida STJ8.

STJ8
aminokislina formula AK masa rezine [g] masa AR mnozina Fmoc
[a] [mmol]

tirozin Fmoc-Tyr(tBu)-OH 0,182 0,167

alanin Fmoc-Ala-OH 0,159 0,155
1.D-glutamat 0,204 0,142
2.D-glutamat 0,191 0,140
3.D-glutamat Fmoc-D- 0,099 0,185 0,131
4.D-glutamat | [ Glu(OtBu)-OH 0,179 0,124
5.D-glutamat 0,166 0,120
6.D-glutamat | 0,166 0,104

DOTA DOTA(tBu)s-OH 0,139 /

! Razmerje med mnoZino aminokisline, ki jo Zelimoddt in mnoZino Fmoc zaine skupine, ki smo jo
predhodno odstranili je 3:1.
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Tabela IX: Kvantitativni podatki za sintezoDOTA-kon jugiranega peptida STJ9.

Sinteza DOTA-komaigih analogov in metabolitov minigastrina

STJ9
L _ mnozina Fmoc
aminokislina formula AK masa rezine [§] masa Al
[mmol]
glicin Fmoc-Gly-OH 0,111 0,112
tirozin Fmoc-Tyr(tBu)-OH 0,154 0,113
alanin Fmoc-Ala-OH 0,106 0,096
1.D-glutamat | 0,144 0,098
2.D-glutamat 0,144 0,093
0,094
3.D-glutamat Fmoc-D- 0,144 0,086
4.D-glutamat || Glu(OtBu)-OH 0,140 0,080
5.D-glutamat 0,127 0,071
6.D-glutamat || 0,127 0,064
DOTA DOTA(tBu);-OH 0,082 /

Tabela X: Kvantitativni podatki za sintezoDOTA-konjugiranega peptida STJ10.

STJ10
aminokislina formula AK masa rezine [g] masa AK mnozina Fmoc
[a] [mmol]
triptofan Fmoc-Trp(Boc)-OH 0,186 0,109
glicin Fmoc-Gly-OH 0,098 0,110
tirozin Fmoc-Tyr(tBu)-OH 0,154 0,098
alanin Fmoc-Ala-OH 0,106 0,090
1.D-glutamaty 0,144 0,085
2.D-glutamat 0,088 0,191 0,082
3.D-glutamat|| Fmoc-D-Glu(OtBu)- 0,185 0,074
4.D-glutamat|[ OH 0,179 0,075
5.D-glutamat 0,166 0,066
6.D-glutamat] 0,166 0,060
DOTA DOTA(tBu);-OH 0,076 /

! Razmerje med mnoZino aminokisline, ki jo Zelimoddt in mnoZino Fmoc zaine skupine, ki smo jo
predhodno odstranili je 3:1.
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Sinteza DOTA-komaigih analogov in metabolitov minigastrina

Tabela XI: Kvantitativni podatki za sintezo skupnega C-terminaknega konca peptidov STJ5 in STJ11.

STJ5in STJ11 (skupen C-terminalni del)
aminokislina formula AK masa rezine [g] masa Al mnozina Fmoc

[mmol]

metionin Fmoc-Met-OH 0,232 0,183
triptofan Fmoc-Trp(Boc)-OH 0,289 0,174
glicin Fmoc-Gly-OH 0,156 0,156 0,170
tirozin Fmoc-Tyr(tBu)-OH 0,234 0,167
alanin Fmoc-Ala-OH 0,159 0,169

Tabela XlI: Kvantitativni podatki za sintezo L-Glu distanénika DOTA-konjugiranega peptida STJ5.

STJ5 (L-Glu dista#nik)
aminokislina formula AK masa AKg] mnoZzina Fmoc [mmol]
1.L-glutamat ) 0,109 0,079
2.L-glutamat 0,102 0,078
3.L-glutamat 0,102 0,074
4.L-glutamat || Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,102 0,075
5.L-glutamat 0,102 0,072
6.L-glutamat || 0,102 0,066
DOTA DOTA(tBu);-OH 0,113 /

Tabela XllI: Kvantitativni podatki za sintezo D-Glu DOTA-konjugiranega distanénika peptida STJ11.

STJ11 (D-Glu distamik)

aminokislina formula AK masa AKg] mnozina Fmoc [mmol]
1.D-glutamat J 0,109 0,112
2.D-glutamat 0,144 0,086
3.D-glutamat || Fmoc-D-Glu(OtBu)- 0,144 0,077
4.D-glutamat || OH 0,140 0,068
5.D-glutamat 0,127 0,062
6.D-glutamat || 0,127 0,061

! Razmerje med mnoZino aminokisline, ki jo Zelimoddt in mnoZino Fmoc zaine skupine, ki smo jo
predhodno odstranili je 3:1.
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DOTA

DOTA(tBu)s-OH

0,078

Tabela XIV:Kvantitativni podatki za sintezo skupnega C-terminaknega konca peptidov STJ6 in STJ12.

STJ6 in STJ1Z (skupen C-terminalni del)
aminokislina formula AK masa rezine [g] masa AK [g] mnozina Fmoc

[mmol]

aspartat Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,257 0,184
metionin Fmoc-Met-OH 0,205 0,176
triptofan Fmoc-Trp(Boc)-OH 0.156 0,289 0,166
glicin Fmoc-Gly-OH 0,156 0,161
tirozin Fmoc-Tyr(tBu)-OH 0,234 0,164
alanin Fmoc-Ala-OH 0,159 0,155

Tabela XV:Kvantitativni podatki za sintezo L-Glu distanénika DOTA-konjugiranega peptida STJ6.

STJ6 (L-Glu dista#nik)

aminokislina formula AK masa AK[g] mnozina Fmoc [mmol]
1.L-glutamat 7 0,109 0,079
2.L-glutamat 0,102 0,067
3.L-glutamat 0,102 0,066

4 L-glutamat Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,102 0,065
5.L-glutamat 0,102 0,063
6.L-glutamat || 0,102 0,055

DOTA DOTA(tBu);-OH 0,096 /

Tabela XVI: Kvantitativni podatki za sintezo D-Glu distanénika DOTA-konjugiranega peptida STJ12.

STJ12 (D-Glu distamik)
aminokislina formula AK masa AKg] mnozina Fmoc [mmol]
1.D-glutamat 0,109 0,083
Fmoc-D-Glu(OtBu)-
2.D-glutamat OH 0,144 0,078
3.D-glutamat 0,144 0,070

! Razmerje med mnozino aminokisline, ki jo Zelimoddt in mnoZino Fmoc zaine skupine, ki smo jo
predhodno odstranili je 3:1.
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4.D-glutamat 0,140 0,069

5.D-glutamat 0,127 0,062

6.D-glutamat 0,127 0,058
DOTA DOTA(tBu)s-OH 0,100 /

Po kortani sintezi je sledil@is¢enje peptidov. Nismodistili celotne koltine posameznega
DOTA-konjugiranega peptida, ampak samo deto del. Za ozngvanje z*in namre
potrebujemo le malo DOTA-konjugiranega peptidaypgeko tudi pri hladnem oztavanju z

"¥n. Mase surovega produkta in mase peptida, ki gaistili, so podane v tabeli XVII.

Tabela XVII: Mase surovih produktov in mase peptidos za ¢iSéenje skupaj steoreténo maso DOTA-
konjugiranega peptida in izkoristkom sinteze peptichega dela.

teorettna masa Mmasa suroveaa
masa surovega DOTA- izkoristek vy ge
oznaka - . produkta z&iscenje
produkta [mg] konjugiranega reakcijé [%] 3
: [mg]
peptida [mg}
STJ12 145 179,2 58,8 10,0
STJ11 95 191,6 50,3 3,8
STJ10 94 180,6 55,0 4,1
STJ9 85 164,7 57,1 17,0
STJ8 187 236,1 62,3 20,8
STJ7 71 97,5 62,8 20,0
STJ6 i 170,1 58,6 10,5
STJ5 145 135,5 77,1 12,3
STJ4 83 111,0 71,6 9,6
STJ3 74 89,7 77,0 13,4
STJ2 94 91,9 97,0 16,0
STJ1 43 58,8 76,6 11,2

! Teoreténa masa DOTA-konjugiranega peptida glede na mnadmmokisline, ki smo jo kot prvo vezali na
nosilec.
2 |zkoristek se nanasa samo na peptidni del, do D@T&raunan je iz mnozin Fmoc.
% Mase so pri nekaterih peptidih zelo majhne, kerjedi neuspelega prvegjaienja prislo do velikih izgub.
* Podatek o masi surovega produkta STJ6 manjkarkerpeptid raztopili v vodi, preden smo ga stehtali
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Tabela XVIII: Sintetizirani metaboliti minigastrins kih analogov (D-Glu)-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-
NH, (PP11) in (L-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH ,(PP13)

strukturna formula tr
oznaka

AK zaporedije molekulska formula ~ MW(ESI/MS) cistotd | [min]

ui&i&ixH

STJ1 E j 3\ j/\ :L 6,23
S

OH HO

DOTA-(L-Glu)¢-Ala-OH CaoH7sN11057 1251,9 [M+H] 100%

T ¢g g: .N;H

STJ2 l :L j\ 0 8,55
iuk

OH HO

DOTA-(L-GIu)e-Ala-Tyr-OH GsgHgaN15049 1412,9 [M'H] 98,6%

Y &Q;J?Lixﬁzﬁ
STJ3 ) ) O N 8,22
oﬁk

OH HO

DOTA-(L-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-OH | CeoHgN1s030 1469,0 [M-H] 98,4%

OH

VATV VYA VeV

STJ4 j/\OH j/\OH lm 12,47
ﬁk

OH HO

DOTA-(L-GIu)e-Ala-Tyr-Gly—Trp-OH G1Hg7N 15031 1655,7 [M'H] 100%

! Cistoto smo detektirali na analitskem HPLC(MF: A 4 @ TFA v vodi in B = acetonitril, gradient: 0-20in
5-50% B, pretok: 0,75 ml/min). V tabeli so dodagtiencijski¢asi za posamezen peptid (tr).
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OH

wmm& e

STJ5 :L j/\o“ \ 13,95
i k

OH HO

DOTA-(L-Glu)e-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-

CreH103N16032S 1786,1 [M-H | 97,1%

OH
HO_ _O HO__O HO__O OH o
S I I w0 > 9 \H ™ o} OH
OTOH oj/N \)J\N N\é)J\N N\é)J\N N\é)J\N N\)]\N N\;.)]\N OH
/\ 2 o = 0o = o = 0 o =
N N j\ OH 0% >on 1\
STJ6 13,25

oi”k

OH HO

DOTA-(L-Glu)e-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-

Asp-OH CsaoH11:N17035S | 1903,4 [M+H] | 99,1%

HO HOJ¢ HO;/I/

ﬁr Nwﬁw*ﬂ{

STJ7 6,50

Ajok

DOTA-(D-Glu)s-Ala-OH CagH7sN11047 1251,9 [M+H] 100%

HO. HO. HO__O OH
s
A OH
\éiN/\n/ \ﬁ /\"/ E/\([)]/N é E ’
STJ8 07 “OH 8,40

i”k

OH HO

DOTA—(D—GIu)e—Ala—Tyr—OH GsgHgaN15049 1413,0 [M-H] 97,1%
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j/OH j/OH j/OH OH
STJ9 Ol 7,93
iOH HOL
DOTA-(D-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-OH CsoHarN15030 1469,0 [M-H] 98,0%
j/OH j/OH j/OH
N/\”/ N/\"/ /\n/ - /( ; \)k OH
STJ10 _ 12,50
L”L
OH HO
DOTA-(D-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-OH GiHeN1sOs1 | 1655,7 [M-H] | 92,0%
OH OH OH
J Oy w
\SJ:N/\”/ \é/‘:N/\ﬂ/ \SJ:N/\”/N\)J\ \)k \)I\OH
STJ11 S\ 13,97
i\_/
OH HO
DOTA-(D-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-
CreH10N1602,S | 1786,1 [M-H | 95,7%
Met-OH
OH
j j j w
IS EsSWe 8! o
N N. OH|
S\
STJ12 13,28
iOH Hok
DOTA-(D-Glu)e-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-
CeoH111N17055S | 1903,4 [M+H] | 98,6%
Asp-OH
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4.2 SINTEZA DOTA-KONJUGIRANIH ANALOGOV
MINIGASTRINA NA TRDNEM NOSILCU

Pri sintezi DOTA-konjugiranih analogov minigastrisano uporabili Rink Amid® rezino.
Podobno kot pri sintezi metabolitov smo tudi tu igiali Fmoc metodo. Z&#na skupina za
stransko verigo Trp je bila Boc, za Asp, Tyr, L-Glu D-Glu pa tBu. C-terminalni del,

zagiten z Fmoc skupino in vezan na rezino je bil Zsdpodno sintetiziran.

4.2.1 ODSTRANJEVANJE ZASITNE SKUPINE S PREDHODNO SINTETIZIRANE
PEPTIDNE SEKVENCE NA REZINI

O~Bu tBu
O~ 3 -
B ZN\-Boc o B! 20% plpendm v DMF o O
= H
H 0 H Q H Q H N\)j\ \)l\ N\)J\N_
FmOC,N\é)LH N\)Lg N\_)LH /¢N\)LN Q Q
H 5 £

HE ' @

Slika 17: Odstranjevanje Fmoc zaé&ite z alanina na predhodno sintetiziranem peptidu.

1. Ustrezno kokino peptida na rezini (priblizno 1Q0nol) smo najprej nabreknili z 3 ml
DMF ali NMP ter jo dobro sprali z istim topilom.

2. Nato smo ga izpostavili 2 ml 20 % piperidina v DNIEX10 min in 2x5 min), da smo
odstranili Fmoc zas$tno skupino na terminalni —NHskupini in jo naknadno sprali z
DMF in iPrOH.

3. Frakcije smo zbrali in jih kvantitativno ovrednot{h = 300 nm,e = 7800 | mol*

cm).

4.2.2 POSTOPEK DODAJANJA AMINOKISLIN

Ry

Fmoc—H COOH

Q-

o
>  Fmoc— N\RH‘\H_O

Slika 18: Shema vezave aminokislin na nosilec in Eaeje na nastajaj& peptid.

HATU, DIPEA, NMP
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1.

4.2.3

Ustrezno koltino aminokisline (glej tabeli XIX in XX) in HATU
(rezina:AK:HATU:DIPEA = 1:3:3:5) smo raztopili v 8l NMP ter pustili priblizno
15 min, da pot&ge aktivacija COOH skupine na aminokislini.

DIPEA-0 smo dodali po 15 minutah, premesali in albdezini, ki mora biti
nabreknjena.

Reakcija je potekala pri sobni temperaturi pribliZinuro ob pdasnem mesanju.

KEISER TEST: kvalitativen test, ki pokaze prisoth@é odsotnost prostih amino
skupin.

Po kortani reakciji smo rezino sprali z DMF oziroma NMP.

2. Rezino smo skili s spiranjem z iPrOH.

w

N o g A

K raztopini 8 g fenola v 2 ml etanola smo dodai @l 0,001 M vodne raztopine
KCN v 9,8 ml piridina (raztopina A).

0,5 g ninhidrina smo raztopili v 10 ml etanola {ogena B).

Nekaj kroglic rezine smo dobro sprali z etanolom.

Dodali smo po 5@l raztopine A in raztopine B.

Vse skupaj smo premesali in pustili 10 min segliepét temperaturi 95°CCe se
rezina obarva modro to pomeni pozitiven izid testaoma prisotnost prostih amino
skupin. To pomeni, da reakcija ni potekla in jotjeba ponoviti, da zreagirajo Se

preostale proste amino skupine.

Po uspesni reakciji je sledilo odstranjevanje Frnagitne skupine (4.1.2) na novo pripete

aminokisline, pripenjanje druge aminokisline (4)2Keiser test (4.2.3) in spet odstranjevanje

zagitne skupine. To se ponavlja tako dolgo, da dobustrezen minigastrinski analog. Nato

je sledilo Se pripenjanje DOTA-e (4.1.5) in odsjeaanje za&tnih skupin na novo

sintetiziranega peptida ob hkratni cepitvi peptdeezine (4.1.6). Kvantitativne podatke za

posamezen DOTA-konjugiran peptid prikazujeta tab@kin tabela XX.
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Tabela XIX: Kvantitativni podatki zavezavo distanénika na peptid STJ13.

STJ13
- mnoZina rezine| masa AK mnozina Fmoc
aminokislina formula AK
[mmol] [0] [mmol]
1.L-glutamat 0,128 0,100
Fmoc-Glu(OtBu)- i3 5138 5096
3 riblizno , :
2.L-glutamat OH P
DOTA DOTA(tBu)3-OH 0,113 /
Tabela XX: Kvantitativni podatki zavezavo distantnika na STJ14.
STJ14
o mnoZina rezine masa AK mnoZina Fmoc
aminokislina formula AK
[mmol] [0] [mmol]
1.D-glutamat 0,128 0,099
Fmoc-b- ibliz 0,128 0,090
. riblizno , :
2.D-glutamat GIu(OtBu)-OH p
3.D-glutamat 0,100 0,116 0,090
DOTA DOTA(tBu)3-OH 0,113 /

Po uspesno zakkeni sintezi je sledilociS¢enje peptidov. Zopet smocistili samo del
sintetiziranega DOTA-konjugiranega peptida. Podstkpodani v tabeli XXI..

W W

Tabela XXI: Mase surovih produktov in mase peptidovza ¢iSéenje skupaj z gradientoméiséenja.

teorettna masa

masa surovega

masa surovega DOTA- izkoristek reakcijé
oznaka o produkta za
produkta [mg] konjugiranega [%0] .
_ cis¢enje [mg]
peptida [mgf
STJ13 163,3 166,3 90,0 33,7
STJ14 161,7 166,3 90,9 31,4

! Misljena je mnoZina predhodno sintetizirane amisliniske sekvence na nosilcu.
2 Razmerje med mnoZino aminokisline, ki Zelimo dodat mnoZino Fmoc zafine skupine, ki smo jo
predhodno odstranili je 3:1.
3 Teorettna masa DOTA-konjugiranega peptida glede na mno&immokisline, ki smo jo kot prvo vezali na

nosilec.

* Izkoristek se nanasa samo na peptidni del do eeR@TA-e.
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Sinteza DOTA-komaigih analogov in metabolitov minigastrina

strukturna formula tr
oznaka : : _
AK zaporedje molekulska formuld ~ MW(ESI/MS) ¢istota | [min]
ROESE
E j o o )
\ /;\ 0 0 o A on 15,40
0 )
STJ13 L SIS SIS Y
H o H o H o E
Oj\OH 1\ :
DOTA-(L-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met- CoHioN1OmS 16616 M 95 3%
Asp-Phe-NH 74M1100N 1626 6 [M-H 1970
RS
[ j OH OH
J;\_/J\ j/ j/ 15,53
STJ14 N“,r ﬁ ﬁrNdL \)L \)k NHZ
\
DOTA-(D-Glu);-Ala-Tyr-Gly-Trp- 100
C74H100N 160265 1661,7 [M-H
Met-Asp-Phe-NH %

! Cistoto smo preverili na analitskem HPLC (MF: A 405 TFA v vodi in B = acetonitril, gradient: 0-20mb5-

50% B, pretok: 0,75 ml/min).
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA
5.1 SINTEZA DOTA-KONJUGIRANIH ANALOGOV
MINIGASTRINA IN NJIHOVIH METABOLITOV

DOTA-konjugirane analoge minigastrina in njihovetaimlite smo sintetizirali po principu

sinteze peptidov na trdnem nosilcu (SPPS).

R, O

L
C—NH—CH—C—OH * distancnik—O

J vezava aminokisline na vmesnik

Ry (|)|
C—NH—(':H—C—O—distancnik_O
odstranitev zascitne
skupine
R (o}
Lol
NHZ—CH—C—O—dlstancnl

_Q

—O—Z)H—NH

vezava nove
aminokisline
Ry o]

0 Ry
|

C—HN—HC—Ll—NH—CH—C—O—dlstancnlk—O |

aktivirana skupina

n krat odstranitev zascitne skupine in vezava
7 V V nove aminokisline
s o

Rys1 (|)| (ﬁ R ]
|
C*HN—C—C%HN—HC—C NH—CH—c—o—ehstancmk—O
n-1
odstranitev zascitnih skupin in sprostitev z
rezine
Ryss O Tx ﬁ Tl 0
HZN—E'—C%HN—HC—C NH—CH—C—OH
n-1

O polimerni nosilec (rezina) C zascitna skupina na alfa N V zascitna skupina na stranski
verigi

Slika 19:SploSna shema sinteze peptidov na trdnenosilcu (SPPS).
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Prednosti sinteze na trdnem nosilcu so:

» separacija peptida z nosilca je enostavna (fif@ani spiranje),

e avtomatizacija,

* minimalne izgube, ker ostane peptid skozi celotntezo vezan na nosilec.
Vendar pa ima sinteza na trdnem nosilcu tudi ssigjbosti:

* produkti stranskih reakcij, nepopolnih reakcijdtistote, ki izhajajo iz reagentov, se

kopicijo na rezini in lahko kontaminirajo koni produkt,

* n&istote so lahko zelo podobne produktu in jih zatge odstranimo,

e Ze vsaka najmanjSa izguba v vsaki stopnji doprinesiko k celotni izgubi,

« reakcijo tezko spremljamo sproti, po navadi lahkmorabljamo samo teste, Kki

temeljijo na spremembi barve.[23]

Osnovni princip sinteze peptidov na trdnem nosijmikazuje slika 19. C-terminalno
aminokislino veZzemo na trden nosilec preko COOHpskal Vse funkcionalne skupine na
stranskih verigah aminokislin morajo biti Zd8ne z ustrezno z&$no skupino, ki ni
ob¢utljiva na reakcijske pogoje, ki jih uporabimo medmo reakcijo. Nato odstranimo
zagitno skupino nan-amino skupini vezane aminokisline. Drugo aminokislaktiviramo,
tvori se aktiviran ester, in jo pripnemo na Ze vezaminokislino na rezini (nosilcu). Po
vezavi rezino speremo, da odstranimo nezreagiraagente, odstranimo zZ&80 skupino iz
druge (ravno pripete) aminokisline in po enakemtquau, kot je opisano zgoraj, dodamo
tretjo aminokislino. Proces ponavljamo, dokler nnma Zelenega peptida. Na koncu
odstranimo peptid z nosilca in Zitge skupine na stanskih verigah aminokistie.je mozno,
izberemo takSen reagent, s katerim izvedemo vsiatezne stopnje hkrati.[23]
Lo¢imo dve metodi, Boc (Marrifield) SPPS in Fmoc SPIPH. Marrifield metodi se Boc
zagitna skupina uporablja za z#t® a-amino skupine. Obajno jo odstranimo s TFA ali
TFA v diklorometanu. Nastali trifluoroacetat neVizaamo pred vezavo aminokisline z
DIPEA-o0 v DCM aliin situ med vezavo aminokisline. Prvotno so za aktivacijorakisline
uporabljali DCCI v DCM. Danes se bolj uporabljajmaprej pripravljeni simettni anhidridi
aminokislin ali benzotriazolilni estri v DMF ali NPl Stranske verige so zZ#éne z
benzilnimi zasitnimi skupinami. Slabost Boc metode je uporabaanesga brezvodnega
vodikovega fluorida (HF) za cepitev peptida iz hmsin draga laboratorijska oprema.[23, 24]
Za razliko od Boc SPPS, ki izkots razletne koncentracijski gradient kisline za selektivno
odstranjevanje za&gnih skupin na NH in stranski verigi, temelji Fmoc metoda na

ortogonalnih zaStnih skupinah. Uporablja se banb okkutljiva Fmoc skupina za z&$o a-
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amino skupine in kislo dltljive zagitne skupine za z&fo funkcionalnih skupin na
stranskih verigi. Ker se z&8 na o-amino skupini in na stranskih verigah odstranpujetd
¢isto drug&nimi pogoji, lahko za odstranitev produkta z rezime za€itnih skupin na
stranskih verigah uporabimo bistveno milejSe podae pri Boc metodi. V praksi se za
odstranjevanje t-butil (tBu), tritilnih (Trt) in Ebksibenzilnih skupin uporablja TFA. TFA je
odlicno topilo za peptide, uporabljamo lahko standaridtoratorijsko steklovino in ker je
hlapna, jo lahko enostavno odstranimo v odparevafiis]

V Fmoc sintezi se kot topilo najslerat uporablja dimetilformamid (DMF). Mora biti bre
primesi aminov, ki bi lahko odcepili Fmoc zado skupino aminokislini, ki jo Zelimo vezati.
DMF lahko @istimo z destilacijo pod znizanim tlakom ali refadm nad ninhidrinom. N-
metilpirolidon (NMP) je odkno topilo in lahko izboljSa izkoristek vezave ankisline na
rezino, ker prepkg zvijanje in agregacijo (zdruZevanje) nastajajga peptida. Uporabljamo
ga lahko samega ali pa v kombinaciji z DMF.[24]

Zaradi izboljSave dist&mikov, zasgitnih skupin in postopkov odstranitve peptida izine je
najpogostejSi problem pri sintezi peptidov agregadilastajajoé peptid na rezini lahko tvori
sekundarne strukture ali agregate z ostalimi paptidverigami ali polimernimi verigami
nosilca. To zmanjSa izkoristek reakcije. Vzrok aggm@jam so vodikove in hidrofobne
interakcije. Posledice teh asociacij so nepopoldeatacija kompleksa peptid-rezina, nenadno
stisnjenje nosilca in zmanjSano prodiranje reagerkar se v koéni fazi kaze kot nepopolno
odstranjevanje Fmoc z&afhe skupine ali pa nepopolno pripenjanje aminakés| Agregacija
se z&ne pojavljati takrat, ko dodamo peti aminokislinglgtanek. Tendenca agregacije je
odvisna od peptida, z&tih skupin na stranskih verigah in od Stevilavaic na peptidu z
veliko Ala, Val, lle, Asn ali GIn ostankov.[23]

Kadar zelimo imeti vé&kot 50umol peptida, sintezo izvedemo na trdnem nosilczirfie[23]

V nasih sintezah smo uporabili Rink AGidezino za sintezo metabolitov PP11 in PP13 ter
Rink Amide® rezino za sintezo minigastrinskih analogov (s@. Rink Amid& rezina je
standardni nosilec za sintezo karboksi- in sulfodam Benzilhidroksilamin je povezan
direktno na polistirensko osnovo preko etrske vEmn.odstranimo Fmoc z&$no skupino,
lahko aminsko skupino (ki predstavlja vezavno meastorezini) aciliramo s standardnimi
metodami sinteze amidoCeprav je nastala amidna vez stabilna v taii reakcijskih
pogojih, jo enostavno cepimo s 95 % TFA.[24] Rin&id® rezina je zelo ohutljiva na kisle
pogoje. Cepitev z rezine dosezemo ze z 10 % AcOPICMW. Zato je med samo sintezo

potrebna pazljivost, da pregmno potencialne izgube zaradi labilnosti v kislezd][
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OCH3;OH O.O

O
O O OCHs HN/KO
H4CO o/\o i i I
Rink acid rezina HCO O O O/\O

Rink amide rezina

Slika 20: Rink Acid® in Rink Amide® nosilca.

Ve¢ kot polovica aminokislin ima stranske verige, natekih so reaktivne funkcionalne
skupine. Pri sintezah na trdnem nosilcu je pomembaao te funkcionalne skupine &é&ne
zaradi relativno ostrih pogojev med reakcijo inteake poc¢im vegji uspesnosti reakcije. Po
navadi se uporabljajo z&fe skupine, ki jih odstranjujemo s TFA, ker to @gnta hkratno
odstranjevanje peptida iz nosilca.[23] Pri naSiteiah smo uporabili Boc zatho skupino
pri Trp (Fmoc-Trp(Boc)-OH) in tBu skupino za 2@® stranskih verig Asp (Fmoc-
Asp(OtBu)-OH), D-Glu (Fmoc-D-Glu(OtBu)-OH), L-GluF{noc-L-Glu(OtBu)-OH) in Tyr
(Fmoc-Tyr(OtBu)-OH).

Prva stopnja v sintezi peptida na trdnem nosilcivgeava C-terminalne aminokisline na
nosilec oziroma njegov distamk. Ta stopnja je zelo pomembna, ker izkoristelstigpnje
vpliva na celokupen izkoristek reakcije, poleg tqma se lahko vezavna mesta na rezini
zasedejo v katerikoli naslednji stopre se v prvi stopnji ne in tako dobimo poleg zeleneg
peptida Se Stevilne tistote.[23] Pri rezinah, ki imajo vezavno mestopegptid hidroksilno
skupino, kot ga ima Rink Acftirezina, prvo aminokislino veZemo preko estra. Baocestra
je obkajno zahteven proces. Nastanejo lahko dipeptiddepdo racemizacije ali pa je
izkoristek reakcije zelo nizekge reakcije ne izvajamo pod nadzorovanimi pogoiji.
Najenostavnejsi & priprave estra je s simatim anhidridom za3tene aminokisline in
DMAP kot katalizatorjem, vendar lahko zaradi a# lastnosti te spojine gakujemo
zgoraj omenjene stranske reakcije. Pripidooizumitelja Rink Acid® rezine je uporaba DCC
kot aktivacijskega reagenta COOH skupine, kar spastevali pri nasih sintezah. Z DCCI
smo najprej aktivirali karboksilno skupino amindiie, pri ¢emer je nastal aktiviran ester
(slika 21). Sledila je adicija hidroksilne skupitelega nosilca na elektrofilni C-atom

karbonilne skupine aktiviranega estra aminokisii2CCI.
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Slika 21: Mehanizem esterifikacije z DCCI.

DMAP (4-dimetilaminopiridin) je igral viogo pomozga nukleofila in/ali katalizatorja (glej
sliko 22.)
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Slika 22: Mehanizem DMAP v vlogi pomoZnega nukledfi/katalizatorja.

Sledila je druga stopnja, tvorba amidne vezi z etigb aminokislino. Najwe metod
vkljucuje aktivacijo karboksilne kisline na aminokislifristopi, ki jih po navadi za takSne
reakcije uporabljamo v organski kemiji, so pregssaj lahko nastanejo praveeaktivni
intermediati, ki so neselektivni in poslédo vodijo do nastanka stranskih produktov. V
sintezi peptidov poznamo zato milejSe metode hkvjglavnem razdelimo na Stiri tipe:
 KARBODIIMIDI: Karbodiimidi so bili v preteklosti enod najpogosteje uporabljenih
in situ aktivacijskin reagentov. DCCI, ki se je prvomenjal 1950, ostaja najbolj
poznan in zlasti primerna izbira v nepolarnem akgiplistirenskih nosilcev. Reakcija

se obéajno izvaja pri sobni temperaturi v DCM, 12 ur. @menom pou&anja topnosti
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lahko dodamo tudi DMF. Glavna slabost DCCI je efiatija vode (dehidracija) iz
Asn in GIn ostankov. Dodatek HOBt-a lahko dehidmagreprei in obenem deluje
kot katalizator. Druga slabost pa je nastanek metajicikloheksilsénine.

« SIMETRICNI ANHIDRIDI: Simetri¢ne anhidride je uporabljalo veliko raziskovalnih
skupin zaradi njihove dobre reaktivnosti. Tvorimb jn situ iz dveh ekvivalentov
zagitene aminokisline in enega ekvivalenta DCC v DCM\astalo
dicikloheksils€nino odstranimo s filtriranjem in reakcijo nadagojo na rezini v
DMF. Veliko aminokislin (Ala, Gly, Nle, Cys, GIn,gx) v DCM ni topnih. Poleg tega
je aktivacija s simet¢himi anhidridi potraten proces, ker za vezavo erwekule
aminokisline porabimo dva ekvivalenta te aminokisli

* AKTIVIRANI ESTRI: Med mnogimi aktivirani estri soano pentaflourofenilni estri
(OPfp) in OBt estri nasli mesto v SPPS (slika Z3t estre enostavno pripravimo z
DCCI, DIC ali DIPCDI/HOBLtIn situ. Tudi OPfp estri so dinkoviti reagenti pri N-
aciliranju. Gre za vnaprej pripravljene estre. Ny kemijska struktura dopta& malo
moznosti za stranske reakcije. Reagirajo nekolis@apneje kot simettni anhidridi.
Dodatek HOBt-a reakcije pospesi. Vendar trenutnmanivoljo vseh aminokislin v
obliki teh estrov, ker nekateri tezko kristalizoan jih je tezje gistiti.

* AKTIVACIJSKI REAGENTI COOH SKUPINE: In situ aktivagski reagenti so
splosno sprejeti, ker so enostavni za uporaboja&jére reakcije in po navadi ne
prihaja do stranskih reakcij. Vima je osnovana na fosfonijevih ali aminijevih $gle
ki ob prisotnosti terciarnega amina enostavno prgty aminokislino do aktivnih
intermediatov. Najpogosteje uporabljeni BOP, PyBBB,TU in TBTU tvorijo OBt
estre. Reagenta HATU in HCTU ob prisotnosti bazgvarita karboksilno kislino do
ustreznega OAt oziroma 6-CIOBt estra. TaksSni esstrbolj reaktivni kot njihovi OBt
analogi zaradi nizjega pKa HOAt in HOCt v primeijav HOBt. Razen tega ima

HOAt dodano prednost zaradi piridinskega duSika.p23

OBt ester A
OAtester OPfp ester

Slika 23: Razliéni aktivirani estri aminokislin.
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Izkazalo se je, da je najbolgimkovit aktivacijski reagent COOH skupine HATU, aate
uporablja pri reakcijah, ki tezje peéego. HATU brez tezav pretvori z Fmoc Z#&8no
aminokislino ob prisotnosti terciarnega amina (DAPHo ustreznega 9-azabenzotriazolilnega
estra (OAt estra). Mehanizem prikazuje slika 24.[23
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Slika 24: Mehanizem reakcije aminokisline s HATU daaktiviranega estra.

V naslednji stopnji aktiviran ester reagira z ankisbno, tako da nukleofilna aminska
skupina na aminokislini reagira z elektrofilnim kanilnim C-atomom aktiviranega estra, pri

¢emer nastane amdina (peptidna) vez (slika 25).

(6]
HZN\‘)LLL
Fmoc\ O R,
N R, u
Fmoc.
\N
H

0
H > |
0\ - N\Hv‘m
N N O R
T |
\\N -

Slika 25: N-aciliranje s pomdjo aktiviranega estra.

Po istem principu smo vezali tudi prvo aminokislin@ Rink Amid& rezino, le da je v tem
primeru z aktiviranim estrom reagirala aminska skaplistanika. Prav tako smo s HATU
aktivirali bifunkcionalni kelator DOTA in ga na peg vezali na enak &&. Posebej smo bili
pozorni na ustrezen pH. Le v alkalnem, pri pH nadastane amidna vez med DOTA-0 in
zadnjo vezano aminokislino. Alkalen pH je tudi sipememben pri nastanku amdine vezi
med dvema aminokislinama. Reakcija poteka dljepkoaminokislinah, in sicer 3-5 ur. Med
reakcijo smo preverili pH in ga z dodatkom DIPAgavnali nazaj na &g je padel.

Najbolj poznan kvalitativni test za preverjanjesptnosti oziroma odsotnosti prostih amino

skupin je razvil Keiser, po katerem nosi Keiset tegli ime.[24] Pri testu potrebujemo dve
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raztopini: raztopino ninhidrina v etanolu in raztap fenola v etanolu, kateremu dodamo
vodno raztopino kalijevega cianida v piridiriie so prisotne proste aminske skupine oziroma
¢e reakcija vezave nove aminokisline ni poteklalottese raztopina po segrevanju na 100°C
obarva temno modro, v nasprotnem primeru pa ostamena. V primeru modre barve je
potrebno reakcijo vezave nove aminokisline ponpkér lahko nastanejo stranski produkti in
slabsSi izkoristki reakcije.[25] Test je &ltljiv, hiter in enostaven, vendar je potrebno
poudariti, da nekatere aminokisline s prosto ananskupino (serin, asparagin, aspartat) ne
kazejo préakovane temno modre barve, ki je &ih@a za prisotnost primarnih amino skupin.
Tudi prolin, kot sekundarni amin, je ne kaze.c@dno dobimo lazno negativen rezultat testa,
posebno pri zaporedjih, ki so g/ agregirana. Zaradi vseh teh vzrokov moramozei
previdni pri oceni poteka reakcij (vezave nove akisline in odstranitvi za$tne skupine)
na trdnem nosilcu. Na razpolago je 5S¢ testov, in sicer masna spektrometrija, TNBS test,
detekcija pikrinske kisline in test s kloranilomi, ¢ priporéa za doldanje iminokislin
(prolin).[23, 24]

Obicajno Fmoc zadtno skupino odstranimo z 20-50 % piperidinom v DMWehanizem
odstranjevanja prikazuje slika 26. Kdpi korak je deprotoniranje fluorenskega al@os
piperidinom, pricemer nastane aromatski cikolopentadienski tip mmégeliata. Ta se hitro
odcepi, iz nega pa nastane dibenzofulven, ki srigiipem tvori adukt. Produkt reakcije dobro
absorbira v UV podmgu, kar lahko izkori&mo za spremljanje reakcije. Zbiramo alikvote in
nato pri 300 nm izmerimo absorbanco. Na tam&hko kvantitativno vrednotimo uspesnost
vezave aminokisline na nastajggopeptidno verigo. V w@ni primerov je odstranitev Fmoc
uspesna, pri dolgih peptidih pa tudi pri visokinkentracijah piperidina ne moremo déise
popolne odstranitve. V tem primeru je dobro p@atecas izpostavitve piperidinu ali pa
uporabiti m@&nejSo bazo (DBU).[23]

Nor
CH " dibenzofulven

Q adukt

Slika 26: Mehanizem odstranitve Fmoc zaStne skupine s piperidinom v DMF.
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Pred cepitvijo peptida z nosilca je pomembno, dipedobro speremo in s tem odstranimo
vse sledi DMF. V sploSnem cepitev dosezemo z 95PA T 1-3 urah. S TFA se odstranijo
tudi vse t-butilne za&$#tne skupine, le da jéas izpostavljenosti kemikaliji nekoliko daljsi.
Med procesom nastajajo zelo reaktivni kationslernmtediati, ki lahko reagirajo in spremenijo
aminokisline z elektronegativnimi funkcionalnimi uigknami (tirozin, triptofan, metionin,
cistein). Zato se TFA dodajajo razili nukleofilni reagenti (lovilci radikalov), ki teone
ujamejo. Kot lovilec radikalov se velikokrat upoljabvoda, ki je zmerno dinkovita za tBu
katione in produkte cepitve arilsulfonil za#&ih skupin. 1,2-etanditiol (EDT) je najboljSi
lovilec radikalov za katione iz tBu skupine, obenpaj kot voda, nudi z&go nezasitenemu
Trp pred sulfoniranjem. Oksidacijo metionina preépr® z dodatkom etilmetilsulfida,
etanditiola ali tioanizola. Za fenol velja, da @isTyr in Trp aminokislinske ostanke.
Trialkilsilani, med njimi tudi triizopropilsilan (TS) in trietilsilan (TES), so se izkazali za
odlicne nadomestke EDT, zlasti za peptide, ki vsebujegin z Boc zaditen Trp. So brez
mocnega vonja in lovijo zelo stabilne katione, ki r@ewjo pri odcepitvi Trt in Tmob z&#nih
skupin ter Rink Amid@ rezine.Ce je uporabljena katera od teh, se pripajo trialkilsilani.
Na razpolago so Stevilne zmesi za cepitev z nosiicastranitev zastnih skupin.[23]
Uporabili smo zmes po protokolu TFA:voda:tioaniZé® v razmerju 91:3:5:1 (slika 27).

Po cepitvi z nosilca peptid afajno oborimo s hladnim dietiletrom ali tBu metilniatrom.
Peptid lahko oborimo direktno v raztopini s TFA pi TFA najprej odparimo. Slednji ¢gia
po navadi daje boljSe izkoristke, Se posebej v prinkratkih peptidov. [23]

HaC
o g CH, CH,
F
F H
o HsC Si CHs
F )\
HsC CH,
TFA

Tioanizol TIS

Slika 27: Strukture sestavin zmesi, ki smo jo uporhili za cepitev peptida z nosilca.

Na koncu je bilo potrebno DOTA-konjugirane peptigie @istiti. Med samo sintezoge
reakcije ne potekajo kvantitativno, nastajajo tamli dolga zaporedja aminokislin, ki jih je
potrebno odstraniti. V sploSnem se uporabljajo katmgrafske metode, ki temeljijo na razliki

v naboju (ionsko-izmenjevalna kromatografija) in drhofobnosti (reverzno-fazna
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kromatografija). Slednji i@n smo uporabili tudi mi. Kromatografski pogoji spisani pri
poglavju Materiali in metode (Preparativni HPLQ)istili smo dvakrat, po neuspednem

¢is¢enju v Heidelbergu je sledil®scenje Se na Kliniki za nuklearno medicino.

5.2 OZNACEVANJE Z RADIOAKTIVNIM IN
NERADIOAKTIVNIM INDIJEM

Kot je bilo Ze omenjeno v uvodu, je pri radiofarmagomembna integriteta radioaktivne
oznake (radionuklida). Uporabiti je potrebno ustrendin ozna&evanja, ki bo omogw@l, da
ostane radioaktivni izotop pripet na nosilno molek(peptid).Ce je radiofarmak namenjen
ne samo diagnostiki, ampak tudi terapiji, je iniiega Se toliko bolj pomembna. Trivalentne
kovine (M®"), kot so galij, indij, itrij, lutecij, se enostasrobarjajo v vodni raztopini z anioni
OH, fosfati in karbonati. Visoka afiniteta do fosfagajasni afiniteto do lokalizacije v kosteh.
Rezultat je potencialna toksiost za kostni mozeg ppisevalcih z dolgo razpolovno dobo.
ResSitev se ponuja v bifunkcionalnem kelatorju @l&8), delu radiofarmaka, ki je na eni
strani kovalentno vezan na nosilno molekulo in magd ma:no kompleksira radionuklid.
Kelator mora zaradi zgoraj omenjenih razlogov twokelat z visoko termodinamsko
stabilnostjo, da ohrani integriteto radiofarmakatekmi proti fizioloSkim kelatorjem, na
primer transferinu. Drug, skoraj bolj pomemben pagter, je kinetina inertnost in se nanasa
na stopnjo disociacije radionuklida z radiofarmalkiedtem, ko je hitra disociacija ztima
za komplekse radionuklida z acikiim kelatorjem, so kompleksi z makroctdim
kelatorjem veliko bolj kinetino inertni. Dober bifunkcionalni kelator mora batlporen na
radiolizo, ker velike doz@-sevanja povzréjo nastanek reaktivnih radikalov, ti pa znaten del
razgradnje kelata. Poleg tega je pomembna hidosilrkelatorja, kar pospesSicistek
radiofarmaka iz krvi in izldanje skozi ledvica.[26, 27]

Prednost aciktinega kelatorja DTPA je v samem postopku radiotevenja, saj je
ozn&evanje hitro in poteka pod milimi pogoji (sobna paratura in pH od 4 do 7). V
nasprotju je kinetika ozkavanja DOTA-konjugiranin peptidov pasna in veliko bolj
odvisna od pogojev ozdavanja. Faktorji, kot so kdiina DOTA-konjugiranega peptida, pH
reakcijske zmesi, temperatura ¢as segrevanja, pufer, koncentracija pufra, stamijzki
faktor in njegova koncentracija in prisotnost kowinsledeh (F& in zrf"), vplivajo na
izkoristek radioozngvanja. Nastane manj kelata so prisotne sledi kovinskih ionov, zato
se priporda, da teh n@sto¢ ni. Visoke temperature in segrevanje ponavadi [j28o

izkoristek ozn&evanja, vendar lahko ta pristop uporabljamaié&emolekula ni termolabilna.
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Izbira pufra je odvisna od pH, pri katerem je koekglacija optimalna. Izogibamo se uporabi
fosfatnega in karbonatnega pufra zaradi izobarjafjaonijev acetatni in citratni pufer sta
boljSa izbira.[26]

Za izvedbo raziskave serumske stabilnosti smo D@dAugirane analoge minigastrina in
njegove metabolite ozt z gama-sevalcem™in, za preiskave s CD-jem (cirkularnim
dikroizmom) pa z neradioaktivnim indijeni®{n). Indij se nahaja v 3. skupini (po novem
IUPAC poimenovanju v 13. skupini) periodnega sisteffia redka, mehka in lahko taljiva
kovina ima mono teznjo, da tvori 3+ ione, ki interagirajo s pelntatnimi ligandi z
anionskim kisikom (karboksilat) in duSikom kot doskim atomom. DOTA se zato izkaze
kot primeren kelator za kompleksacijo indija.

Minigastrinske analoge smo hladno oghapo protokolu opisanem pod Ozfevanje z
neradioaktivnim Tn) indijem (hladno ozngevanje) v poglavju Materiali in metode.
Uporabili smo presezek Inglda je bil izkoristek ozri@vanjacim vegji. Poleg tega smo
lahko presezek proste§3n** enostavno odstranili med spiranjem kolone z vdaohladno
oznaene minigastrinske analoge smo uporabili za @eanje sekundarne strukture s
cirkularnim dihroizmom. Iz kemijsko/farmacevtskalluskega vidika je namEepovsem
enako,ie je peptid ozngen z radioaktivnim ali pa stabilnifiiin oziroma drugim izotopom.

V tabeli XXIll so predstavljeni pripravljeni hladrazna&eni minigastrinski analogi.

Tabela XXIII: Analiza masnih spektrov neradioaktivno ozn&enih minigastrinskih analogov in nekaterih
metabolitov PP11.

strukturna formula
AK zaporedije MW(ESI/MS)
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Oznaevanje minigastrinskin analogov z radioaktivnittiin je potekalo po protokolu,
opisanem v poglavju Materiali in metode (Ozenxaanje z radioaktivnint™in). V primeru
radiooznéevanja uporabimo presezek DOTA-konjugiranega paptiche obratno, saj zelimo
imeti ¢im manj prostega*in (< 10 %), in sicer brez dodatneg&cenja (kot je npr. SPE). Pri
vseh je bilo ozngevanje uspesno, radiokemijséiatota je bila v vseh primerih @ od 90 %
oziroma je bila povrsina pod krivuljo s CaDTPA kdeisiranegd™in pod 10 %. CaDTPA
kompleksira'*lin, tako da na radio-HPLC detektiramo proStin kot **in-DTPA, kar
prepré&i morebitno zadrZevanje prostegadin na koloni. Radioaktivno ozgani

minigastrinski metaboliti PP11 so predstavljenaldli XXIV.

Tabela XXIV: HPLC analiza radioozna¢enega analoga minigastrina in njegovih metabolitov.

oznaka AK zaporedje ([min] | Ccistota
[*HIn]-STJ7 FIn-DOTA]-(D-Glu)e-Ala-OH 6,27 | 91,3%
[**In]-STJ8 [In-DOTA]-(D-Glu)s-Ala-Tyr-OH 853 | 93,2 %
[*HIn]-STJ9 [In-DOTA]-(D-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-OH 795 | 945%
[*HIn]-STJ10 fYIn-DOTA]-(D-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-OH 12,88 | 96,3%

["MIn]-STJ11|  [MIn-DOTAJ-(D-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-OH 1452 | 953 %

[*MIn]-STJ12 | [HIn-DOTA]-(D-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-OH| 13,68 | 93,3 %

111
In-DOTA]-(D-Glu)e-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-
[**n]-PP11 [ - )s yreyip P 16,32 | 93,0%
Phe-NH

Radioliza je eden izmed izzivov, s katerim se jdérglmno spoprijeti pri razvoju novega
radiofarmaka. Lovilci radikalov, kot sta gentinsig5-dihidroksibenzojska) in askorbinska
kislina, se uporabljajo kot premevalci radiolize. Dodamo jih lahko pred ali po
radioozndevanju. Slednji postopek je bolj uporaben, ker bhkb velike kokine
stabilizatorja motile ozrigvanje.[28] V naSem primeru smo uporabili kot loailradikalov
selenometionin, ki je med drugim pregite@ksidacijo metionina do sulfoksida.

Peptidi se radi adsorbirajo na steno epruvet, GdEgpendorf epruvete, ki smo jih uporabili v
nasih poskusih. S tem pa lahko izgubimo zanten rddioozngenega minigastrinskega
analoga, zato smo po uspesnem oewanju reakcijski zmesi dodali raztopino humanega
serumskega albumina (HSA), ki prakio prepréi adsorpcijo.

Kompleksi z makrociktinimi kelatorji so pogosto izjemno odporni na disago. Potrebno je

uporabiti veliko m@, da se cepi prva vez kovina-donorski atom. Praezafo tudi pomeni,
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da so iste ovire prisotne tudi med nastankom koksplen je zato nastanek kovinskega
kompleksa p&asen in potrebuje ostre pogofée peptide uporabimo kot vektorske molekule,
lahko p@&asno kinetiko ozngevanja pospeSimo s segrevanjem, kicajio ne povzré

spremembe molekule.[10]

I\ N/ \ OOH
/—N N— /—N N N—/c
HOOC > < COOH HooC > <
HOOC COOH HooC COOH  COOH
EDTA DTPA
OOH OOH OOH OOH
|/ N N N N
. L) L)
Hooc—_-N Nw (N\ /Nw (N N
COOH COOH COOH COOH COOH
NOTA DOTA TETA

PEPA HEHA

Slika 28: Acikliéni poliazaalkanski kelatorji (prva vrsta) s karboksilnimi funkcionalnimi skupinami in

makrocikli éni  kelatorji (druga in tretja vrsta), ki imajo za osnovo poliazamakrocikl€no jedro s
karboksilnimi skupinami. PEPA in HEHA sta novejSa kelatorja s hitrejSo kinetiko oznatevanja kot pri
DOTA, vendar Se vseeno manjso kot pri DTPA.[10]

Po inkubiranju 30 min na 95°C smo dobili radioa®r@e metabolite PP11 z radiokemijsko
¢istostjo ve&jo od 90 % pri speciéni radioaktivnosti od 8 do 27 GBghol. RazlEni kationi v
sledeh v topilih in reagentih lahko motijo oZewanje, ¢e uporabimo DOTA-0 kot
bifunkcionalni kelator. Temu problemu se izognemouporabo ultracistin reagentov.

Izogibamo se tudi uporabi kovinskih predmetov (kskie posode, spatule).
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5.3 CIRKULARNI DIHROIZEM (CD)

CD spektre smo posneli za L-Glu/D-Glu pare pepti&dJ2 in STJ8 ter STJ13 in STJ14 na
napravi in pod pogoji, ki so opisani pod poglavjdvateriali in metode (cirkularni
dihroizem). Pred tem smo posneli Se spekter stskéga peptida PP11 in dobljeni spekter
primerjali s predhodno posnetim spektrom na dragiravi (slika 10) in opazili ujemanje teh
dveh spektrov. To nam je sluzilo kot neke vrstetiaa. Pri parih STJ13 vs. STJ14 in STJ2
vs. STJ8 opazimo podobno tendenco definiranih strugri D-Glu metabolitih oziroma
analogih in nedefinirano nakljno zvito strukturo, ki ob dodatku TFE prehaja wkturirano
obliko, pri pripadajoéih L-Glu parih. Pri nadaljnjih Studijah biodistribije na Zivalskem
modelu bomo lahko videlEe se tudi pri danih parih, kiétno izkazujejo raztino sekundarno

strukturo, ohranja razlika v zadrzevanju v ledvicah

"n-STJ13 "n-STJ14
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=
(3]
e}
E 57 —=—20% TFE
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Slika 29: CD spektri parov "™In-STJ13 in "™In-STJ14 ter "™In-STJ2 in "™In-STJ8. Elipti&nost @) je
podana v milideg in ni preratunana na deg cridmol™, ker gre zgolj za prikaz tipa sekundarne strukture
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5.4 ENCIMSKA STABILNOST V SERUMU

Z ™Mn smo ozndili starSevski analog PP11 in njegove potencialnetatolite (STJ7 —
STJ12). V naSem poskusu ugotavljanja metabolnalsbah in potencialnih mest encimske
restrikcije smo**in-PP11 ter'*in-STJ7 do*in-STJ12 inkubirali v humanem serumu (v
skladu z poglavjem iz Materialov in metod: Encimskabilnost PP11 v humanem serumu in
identifikacija metabolitov (STJ7, STJ8, STJ9, STJ$WJ11 in STJ12)) in ob definiranih
¢asovnih tgkah jemali vzorce za HPLC analizo. Tekom eksperiammemo hitro ugotovili, da
prakticno ni razgradnjé*in-PP11 geprav je bil enak poskus Zedkeat uspesno opravljen na
oddelku (f2 = 175 £ 71 h). Kljub temu, da smo ze gruporabili svez serum brez vidne
hemolize ali fibrinskegatepa, smo ponovno opravili odvzem krvi drugega pnadica,
vendar so bili rezultati enaki. Prakib ni bilo zaznati razgradnje starSevskega radibeep
ali potencialnih metabolitov niti 48 ur pocadku inkubacije, tako da je bil ta del, ugotavign]
razpolovnegaasa in mesta restrikcije, neuspesen. Razlog za&natezultat bi lahko bil v
starem serumu, vendar smo izvajali poskus na daditmih sveze pripravljenih serumih, ali
lepljenju peptida na stene epruvet, vendar smoi iposiebne epruvete s prevleko, ki so bile ze
veckrat uspesSno uporabljene. Mozna bi bila inaktiva@gptidaz zaradi zdravil, vendar jih
noben prostovoljec ne jemlje, tako da ta del dahagga ostaja neznanka in bo eksperiment

potrebno ponoviti.
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6 SKLEP

S pomgjo poznanih principov sinteze peptidov na trdnemsiloca smo sintetizirali
potencialne DOTA konjugirane metabolite minigastkih analogov PP11 in PP13 ter
dodatna minigastrinska analoga s skrajSanim distkom (L-Glus oziroma D-Gly) do
bifunkcionalnega kelatorja DOTA. Uporabili smo stardno Fmoc metodo na Rink anfide
oziroma Rink Acid rezini. Zaradi dobrih predhodnih izkusenj s HATiedvsem v smislu
izkoristkov reakcij, smo pri vseh reakcijah upotata aktivacijski reagent COOH skupine.
Na koncu vsakega metabolita oziroma analoga mitrigasje bila vezana DOTA. Ta
makrociklicen kelator ponuja visoko stabilnost nastalega keksa z radionuklidom in na ta
n&in signifikantno prepr&uje dekompleksacijo pri Sirokem spektru radioakhvizotopov.
Slabost DOTA-e je dlutljivost na kovinske ngstote in segrevanje pri samem postopku
radioozndevanja, kar potencialno ogroza strukturo peptidak&tanem sinteznem delu je
sledilo ¢iS¢enje nastalih peptidov na preparativnem HPLC,é¢pmer smo pri vseh dosegli
ustreznaiistoto.

Za potrebe raziskav cirkularnega dihroizma smo @wle DOTA-konjugirane peptide
ozn&ili z neradioaktivnim (hladnim) indijem. Pri D-Glanalogih smo opazili urejeno
strukturo, imenovan@-zavoj, medtem ko so pripad&jd_-Glu pari izkazovali nedefinirano,
nakljutno zvito strukturo, ki je ob dodatku TFE prehajala-vijacnico. Urejeno strukturo
smo opazili pri vseh D-Glu peptidih, pri enem oatkih potencialnih metabolitov PP11, pri
PP11 kot tudi pri analogu minigastrina s samo tré&nglutamati do bifunkcionalnega
kelatorja.

Z *n smo oznaili starSevski analog PP11 in potencialne anal&eI{ — STJ12) za poskus
ugotavljanja metabolne stabilnosti in potencialmlest encimske restrikcije. Radioaktivho
ozn&ene peptide smo inkubirali v sveZzem humanem serumaob definiranih¢asovnih
tockah jemali vzorce za HPLC analizo. Tekom eksperiaemo hitro ugotovili, da prakto

ni razgradnje*in-PP11 geprav je bil enak poskus Zeckeat uspesno opravljen. Razloga za
stabilnost tudi 48 ur po 2Zatku inkubacije nismo nasli, zato bo eksperimentrgibmo

ponoviti.
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