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Tutkielman tavoite on tutustua peptidipohjaisten radiomerkkiaineiden synteesien
menetelmiin sekd sovelluksiin teranostiikassa. Tutkielma késittelee fluori-18 radioleimattujen
peptidien roolia syovén kuvantamisessa positroniemissiotomografiassa (PET) ja terapiassa tai
hoidossa sekd yhdisteiden synteesid ja analyysii.

Ensiksi tutkielmassa tarkastellaan positroniemissiontomografian periaate ja peptidien
kemia teoreettisen osuuden kannalta. Tutkielmassa késitelladn myos kokeellista osuutta, joka
on keskittynyt synteesien tarkasteluun ja analysointiin. Lopullinen osuus keskittyy peptidien
teranostistisiin sovelluksiin uusimpien tutkimusten perusteella.

Peptidit ovat lyhyité proteiineja, jotka kdytetdan aktiivisesti sairauksien diagnostiikassa
ja hoidossa. Peptideilld on keskeinen merkitys syovédn hoidossa ja diagnostiikassa, koska ne
pystyvit sitoutumaan spesifisesti syopédsolujen reseptoreihin ja voivat antaa tarkemman
tuloksen PET kuvantamisessa.

Teranostiikka on ldéketieteellinen ldhestymistapa. Teranostiikka perustuu saman
molekyylin leimaamiseen sekd diagnostisella ettd hoitavalla isotoopilla. Tdméd tapahtuu
merkitsemalld peptidimolekyyli sekd diagnostisella ettd terapeuttisella isotoopilla.
Positroniemissiotomografia (PET) on tdrked tekniikka téssa prosessissa, silld se mahdollistaa
tarkat kuvat syopdsoluista hyodyntiden radiomerkittyja peptidejé.

Radioleimattujen peptidien etu on niiden pieni molekyylipaino, miké johtaa nopeaan
poistumiseen verenkierrosta ja ei-toivotuista kudoksista. Tdma ominaisuus parantaa kohteen ja
ei-kohteen vilistd kontrastia kuvantamisessa, miké on erityisen tirkedd syovéin diagnosoinnissa
ja hoidossa. Lisdksi peptidit kykenevit tunkeutumaan kudoksiin tehokkaasti ja sitoutuvat
kohdesolujen reseptoreihin, mika lisdé niiden tarkkuutta ja tehokkuutta.

Avainsanat: teranostiikka, peptidi, PET kuvantaminen, radiomerkkiaine
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Lyhenneluettelo

FDG — ['®F]-fluorodeoksiglukoosi

['8F]NFP — 4-Nitrophenyl-2-[*¥F]fluoropropionaatti (engl. 4-Nitrophenyl-
2['®Ffluoropropionate)

['®F]FBA — 4-['*F]Fluoribentsoehappo (engl. 4-[**F]Fluorobenzoic acid)

['®F]SFB — N-Sukkinimidyyli-4-[*¥F]fluoribentsoehappo (engl. N-Succinimidyl-4-
['®F]fluorobenzoic acid)

['®F]JFBAM — N-[6-(4-['*F]Fluoribentsylideeni)amino-oksialkyyliJmaleimidi (engl. N-[6-(4-
['®F]Fluorobenzylidene)aminooxyhexy]maleimide)

['®F]JFBEM — N-[2-[4-['*F]Fluoribentsoamido)etyyliJmaleimide (engl. N-[2-[4-
['®F]Fluorobenzamido)ethyl|maleimide)

["*FIFDG-MHO — FDG-maleimidiheksyylioksiimi (engl. FDG-maleimidehexyloxime)
['®F]ArBF; — aryltrifluoroboraatti (engl. aryltrifluoroborate)

AMB[®F]F — alkyylammoniometyylitrifluoroboraatti (engl.
alkylammoniomethyltrifluoroborate)

AI["®F]F NOTA-Bn-pNCS — S-2-(4-isotiosyanaatobentyyli)-1,4,7-triasasyklononaani-1,4,7-

triaketikkahappo (engl. S-2-(4-isothiocyanatobenzyl)-1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacetic
acid)

AI['®F]F NOTA — Pentetiinihappo 1,4,7-triasasyklononaani-N,N',N"-triaketikkahappo (engl.

pentetic acid 1,4,7-triazacyclononane- N,N',N"-triacetic acid)



1. Johdanto

Isotooppilddketiede on ldédketieteellinen ala, jossa sovelletaan radionuklideja
ladketieteellisiin tarpeisiin. Isotooppilddketieteessd kdytetddn ainutlaatuisia radioaktiivisten
alkuaineiden ominaisuuksia. Radioaktiivisilla alkuaineilla on omia fysikaalisia ominaisuuksia
jotka puuttuvat stabiileista alkuaineista. Kuitenkin saman alkuaineen radioaktiivisella ja
stabiililla isotoopilla on samat kemialliset ominaisuudet. Kullakin radionuklidilla on sille
ominainen  puoliintumisaika kun radionuklidi hajoaa emittoimalla partikkeleita kuten
positroneja tai elektromagneettista séteilyd, kuten gamma séteily. [1]

Radioleimattuja molekyyleja nimetdédn termilld radiolddkeaine[2]. Radiolddkeaineina
voivat toimia radioleimatut sokerit, oligonukleotidit tai peptidit. Tédssd tutkielmassa meitd
erityisesti kiinnostaa peptidipohjaiset radiolddkeaineet, joihin tutustutaan tarkemmin.

Peptidejd  kéytetddn aktiivisesti lddketeollisuudessa. Peptidit ovat lyhyitd
aminohappoketuja, jonka takia niilldi on pieni molekyylipaino. Se mahdollistaa nopean
poistumisen verestd sekd ei-kohdekudoksista.

Nykypdiviand radiokemiassa ja ylipddtddn radiofarmaseuttisella alalla on kaytossi
modernia teknologiaa. Ydinreaktorit, hiukkaskiithdyttimet ja sdteilyilmaiset ovat keskeisessi
kaytossa radiofarmaseuttisia yhdisteitd valmistettaessa ja kehitettiessa.
Isotooppikuvantaminen on yksi keino, jota kdytetdin useasti ladketieteessa.

Isotooppikuvantaminen on tirked keino kliinisessd diagnostiikassa, jota kdytetddn ympéri
maailmaa. Isotooppikuvantamisen avulla pystytdén havaitsemaan syopa jo alkuvaiheessa sekd
hoitamaan syOpéd ja muita sairauksia. Syovéin detektoinnissa on useasti kdytetty merkkiaine
on glukoosi ['®F]-fluorodeoksiglukoosi (FDG) [3] (kuva 1 [34])

s

Kuva 1: Rintasyévin ["*F]fluorodeoksiglukoosi-PET osoittaa taudin leviimisen
pieniin vdlikarsinaimusolmukkeisiin Kuva a. on koronaalinen PET-kuva FDG:n alueellisesta
kertymdstd, b. aksiaalinen PET-kuva. Kuva on viitteestd 34



1.1 Positronin emissio ja annihilaatio

Positroniemissiotomografia perustuu 3+ - hajoamiseen. 3+ -hajoaminen tapahtuu, kun
epastabiilin atomin ytimen protoni muuttuu neutroniksi. Samaan aikaan positroni ja neutriino

emittoituvat. Néin ollen tytirytimen massaluku on sama kuin emoytimen, mutta jarjestysluku
pienenee yhdella.

Positroni on itsestddn antimaterian hiukkanen. Sen takia se vuorovaikuttaa elektronin
kanssa eli toisin sanoen tapahtuu annihilaatio, jossa positronin ja elektronin massa muuttuu
energiaksi. Annihilaatio tapahtuu aina, kun positroni emittoidaan B+ -hajoamisessa ja se tormai
atomin tai molekyylin ulkokuorella olevan elektronin kanssa. Annihilaatiossa energia vapautuu

kahtena gammafotonina (y) 511 keV, jotka emittoituvat 180 asteeseen vastakkaisiin suuntiin
(kuva 2) [4].

1. 2Ny — 4 Yy + 87
2.0 + e — 2 -4

Kuva 2: Yleinen kaava positronihajoamisessa (1) ja positronin ja elektronin annihilaatio,
jonka seurauksena vapautuu energiaa (511 keV)(2)

Kahden hiukkasen massa muuttuu energiaksi E=mc?.  Elektronin massa on me
=9.109383-102% g=0.00054858 u ja energia on E.=510.9989 keV, jolloin saadaan yhteensi
annihilaatiossa vapautuneeksi energiaksi: 2:510.9989 keV =1.0219978 MeV (taulukko 1).
Energia vapautuu kahtena fotonina séhkdmagneettisessa vuorovaikutuksessa.

Taulukko 1: Elektronin, protonin ja neutronin yleisimmdt ominaisuudet viitteestd 34

Hiukkanen q m

C kg u MeV
Elektroni -1.602-107" 9.109-10°% 0.00055 0.511
Protoni +1.602-10°" 1.673-10% 1.00728 938.272
Neutroni 0 1.675-10%7 1.00867 939.566




1.2 Positroniemissiotomografia eli PET

Nykypdivand PET kuvausta kidytetddn yleisesti kliinisessd lddketieteessd. PET eli
positroniemissiotomografia perustuu kahden samalla suoralla olevan 511 keV:n gammasiteen
koinsidenssi-ilmaisuun, jotka johtuvat positronien ja elektronin annihilaatiosta.

Potilas asetetaan PET-laitteeseen sen jilkeen, kun hdnelle on injektoitu radioaktiivista
ainetta siséltdva ladkettd. PET:n detektorit detektoivat annihilaatiossa muodostuneet
samanlaisten gammafotoninen pareja (511 keV). Havaitut samanlaisten fotonien parit
tallennetaan matriiseihin. (kuva 3) [5]. Néin saadaan kuva kehon tutkittavasta alueesta.

leimattu
yhdiste

B+ erglfssio

Y
511keV

Kuva 3: Annihilaatiossa muodostuneiden gamma fotonien (511 keV) detektiointi PET-
kuvantaamisessa.

On tyypillistd, ettd PET kuvantamista varten kdytetdin lyhytikiisid radioisotoopeja, jotka
valmistetaan syklotronilla. Syklotroni on hiukkaskiihdytin, joka pystyy tuottamaan korkean
kineettisen energian protoni- tai deuteroniséteitd. Yleisimmaét radioisotoopit, joita kdytetddn
radioldiketeollisuudessa ovat '8F, 1'C, 130 ja I*N [6]

Taulukko 2. PET:ssd yleisten kdytettyjen radioisotooppien fysikaalisia ominaisuuksia.

Radioisotooppi Puoliintumisaika, Emax (MeV) Reaktion tuote
t1/2, (min)

18 109,8 0,64 80

nc 20,4 0,97 B

150 2,04 1,74 5N

3N 9,97 1,20 Bc



1.3 PET kuvantamisen sovellukset

Ladketeollisuudessa on lukuisia sovelluskohteita PET:Ile. Positroniemissiotomografia on
yksi esimerkki menetelmistd, joka voi tuottaa fysiologista tietoa, joka on vilttdméaton syovén
diagnostiikassa kudosaineenvaihdunnan muuttumisen perusteella ja hoidon vaikutuksen
seuraamiseen kudosaineenvaihdunnassa.

PET-kuvantamisella  voidaan tutkia lddkkeiden kinetilkkaa ja  dynamiikkaa
molekyylivuorovaikutusten tasolla [7]. Isotooppilddketiede tarjoaa tietoa alueellisista
molekulaarisista vuorovaikutuksista in vivo. Menetelmidn tarkkuus ja herkkyys ovat
verrattavissa radioimmunomaééritykselld tehtéviin kehon nesteitd koskeviin tutkimuksiin (in
vitro diagnostiikka). Usein se pystyy auttamaan havaitsemaan poikkeavuuksia kehossa ennen
kuin syopd alkaa kehittyd huomattavasti, toisin sanoen ennen kuin laajoja rakenteellisia
muutoksia on tapahtunut. [§]

Kirjallisuuskatsauksessa  esitellddn  yleisimmédt  PET-tutkimusten  kéyttokohteet.
Kayttokohteita ovat:

1. Syovén diagnostiikka ja hoito on yksi yleisimmisté syistd kdyttdd PET kuvantamista.
Kuvantamisen avulla voidaan todeta pahanlaatuinen kasvain sekd tarkentaa sydvin
levinneisyysarviointia. PET  kuvantamista kéytetddn uusiutuneen  sydvin
diagnostiikassa ja hoitotarpeen arvioinnissa.

2. Neurologiset sovellukset. PET kuvantamista voidaan hyddyntdd myds epilepsian
diagnosoinnissa ja hoidon suunnittelussa. Dementia voidaan myos tunnistaa PET:n
avulla.

3. Kardiologiset sovellukset. Yksi yleisimmista syistd kayttdd PET:a kardiologiassa on
sydédnlihasiskemian tunnistamista varten, lisdksi PET:a voidaan hyddyntéaa
sydénlihaksen elinkelpoisuuden arvioinnissa. [9]



2. Peptidit PET kuvantamisessa

Tassd luvussa kasitelladn peptidien paépiirteitd. Miten valitaan peptidi radioldékeaineen
kehittdmiseen. Lisdksi késitelldén peptidien syntetisointiprosessia, radioleimausta ja erityisesti
tdssd tutkielmassa kiinnostavaa fluori-18:n leimausta sekd karakterisointia HPLC:n avulla.
Tdméan luvun pddtavoite on tunnistaa, mitkd ovat yleisimmait strategiat, joiden kautta
radioleimatut peptidit padssevit kliiniseen vaiheeseen.

2.1 Mika on peptidi

Peptidipohjaisia radioldédkkeitd kiytetddn diagnostisiinn ja terapian sovelluksiin. Peptidit
ovat lyhyitd aminohappoketjuja, jossa aminohapot ovat kiinni toisissaan peptidisidoksen
kautta eli amidisidoksen kautta (kuva 4). Peptidit ovat lyhyitd ja niilld on suhteellisesti pieni
molekyylipaino, kooltaan ne ovat n. 5 ja 100 aminohapon vilill4 ja pituudeltaan n. 0,5 - 10
kDa. Peptideilld on korkea kasvaimen penetraatio ja yleensd suotuisa farmakokineettinen

profiili. [11]
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Kuva 4. yleinen a-aminohapoista koostuvan peptidin rakenne

Peptidien biokemialliseen kayttdytymiseen vaikuttaa niiden lipofiilisyys. Suurin osa
tairkeimmistd biologisista aminohapoista on joko hydrofobisia tai polaarisesti neutraaleja, ja
harvemmat ovat kationisia tai anionisia (taulukko 3). Hydrofobiset ja hydrofiiliset voimat ovat
keskeisid peptidi-proteiinivuorovaikutuksessa. Tietyt lyhyet aminohappoketjut voivat sitoutua
hyvin selektiivisiin kohtiin. Esimerkiksi tripeptidi RGD (Arg-Pro-Lys) mahdollistaa peptidin
adheesion integriinireseptoreihin. Toinen esimerkki on PRK (Arg-Gly-Asp), joka edistdd
fagosytoosia. [30]

Taulukko 3: Aminohappojen luokittelu niiden ominaisuuksien mukaan fysiologisessa
pH:ssa.



Hydrofobinen Ala, Leu, Ile, Val, Pro, Phe, Trp

Polaarisesti neutraali Ser, Thr, Tyr, Asp, Gln, Gys
Positiivisesti varattu Lys, Arg, ? His
Negatiivisesti varattu Asp, Glu

? Gly

Peptidid on helppo syntetisoida erittdin puhtaina kustannustehokkaalla tavalla, ndin niitd
pystytddn muokkaamaan ja optimoimaan niiden farmakokineettisten ominaisuuksien
parantamiseksi. Suurin osa peptideistd on ei-immunogeenisid (non-immunogenic) ja niilld on
lyhyt in vivo kiertoaika. Se on tirked ominaisuus, kun puhutaan lddkkeisté, koske se tarkoittaa,
ettd peptidipohjaiset lddkkeet poistuvat nopeasti verestd ja muista ei-kohde kudoksista. Nopea
poistuminen verestd ja ei-kohdekudoksista varmistaa optimaalisen kohde-tausta suhteen, joka
on tirked maire ladketeollisuudessa. Kohde-tausta suhde on kvantitatiivinen suhde, jonka
avulla pystytddn mittaamaan lddkkeen suhteellinen turvallisuus yliannostusriskié kohti.

Lisdksi peptidit ovat soveltuvia radioleimauksiin ja radiofarmaseuttisiin tarkoituksiin.
Yhdessd niméd ominaisuudet tekevét peptideistd hyvin suositun ja lupaavan vaihtoehdon
ladketeollisuuden kannalta. [12]

2.2 Radioleiman paikka peptideissa

Radioleimattujen peptidien kehittdmisessd sekd diagnostisiin ettd terapeuttisiin
kayttotarkoituksiin on tirked kiinnittdd huomiota siihen, ettd radioleimattu yhdiste poistuu
verenkierrosta nopeasti. Yhdisteen tulisi kulkeutua ja kondnetua kohdekudokseen nopeasti ja
samalla poistua nopeasti muualta elimistdstd. Ndin voidaan saavuttaa korkeakohde-tausta-
suhde kohde-elimessd. Kun kyse on perinteisestd lddkekehityksestd, yhdisteen
kudoslokalisointi ei ole merkittdva tekijd. Radiofarmaseuttisessa kemiassa se on kuitenkin
hyvin tirked ja kriittinen tekijd, kun halutaan yhdisteen sitoutuvan ja toimivan vain jossain
tietyssd kohde-elimessd. Tdmd ominaisuus on valttdméton kuvantamisen ettdi muiden
terapeuttisten sovellusten kannalta. Siksi on radiolddkkeiden kehitys eroaa perinteisestd
ladkekehityksestd. Radiofarmaseuttisen 1ddkekehityksen pdétavoitteena on maksimoida kohde-
elimen signaali ja samalla minimoida sitoutumista ei-kohde-elimiin tai ei-kohde-kudoksiin.

On otettava huomioon useita tekijoitd kehitettdesséd peptidipohjaisia radioldadkkeita.
Peptidien tutkiminen on edistynyt peptidien suunnittelun, rakenneanalyysin, karakterisoinnin
sekd synteesimenetelmien kehittyessd. Namid edistykset ovat helpottaneet haluttujen
peptidipohjaisten radioldékkeiden saavuttamista. Peptidejd on helppo muokata, ja niiden
monipuoliset kdyttokohteet tekevit niistd kiinnostavia tutkimuskohteita radiofarmaseuttisen
kemian kehityksessa.

Peptidipohjaisilla radioldédkkeilld voidaan modifioida kemiallisia ominaisuuksia, kuten
lisddmalla hydrofiilisyyttd, mikd véhentdd maksan kertymistd. Toinen vaihtoehto on plasman
proteiineihin sitoutumisen vihentiminen muuttamalla aminohappokoostumusta.



Radioleiman paikka peptideissd on erittdin tirked, koska radionuklidin lisidminen voi
vaikuttaa yhdisteen kéyttdytymiseen, kuten sen selektiivisyyteen tai sitoutumisaffiniteettiin.
Usein nuklidit kiinnitetddn peptideihin bifunktionaalisen osan avulla. Bifunktionaalinen osa
tarkoittaa sitd, ettd nuklidi pystyy samanaikaisesti sitomaan radionuklidin ja kiinnittyméén
peptidiin.

Radioleimattu osa voi muuttaa yhdisteen kemiallisia ja fysikaalisia ominaisuuksia sekd
sitoutumiskayttdytymistd verrattuna alkuperdiseen peptidiin ilman radioleimattua osaa.
Vaikutukset voivat olla pienid sivuvaikutuksia, kuten esimerkiksi —muutoksia
erittymisnopeudessa tai merkittdvid vaikutuksia kuten muutokset selektiivisyydessd tai
affiniteetissa. [29]

2.3 Kaytettyja analyysimenetelmia ja karakterisointi — HPLC

Radio-HPLC on kvantitatiivinen ty0kalu ja analyyttinen tekniikka, jonka avulla on
mahdollista tunnistaa ja erottaa seoksen komponentit. Radiofarmaseuttinen yhdiste
ruiskutetaan erottelevaan kolonniin. On olemassa erilaisia kolonneja, jotka voivat olla joko
normaalifaasi tai kddnteisfaasikolonneja. Seuraavaksi eluoidaan sopivalla liikkuvalla faasilla,
joka pumpataan sopivan kolonnin lépi.

Korkea paine ja oikein valittu kolonni tarjoavat erinomaisen mahdollisuuden erottaa
yhdisteseoksen tuotteet. Radio-HPLC laite on varustettu ilmaisimilla, jotka mittaavat sekd UV
absorbanssia, ettd ndytteen radioaktiivisuutta, joka mahdollistaa radiofarmaseuttisten yhdisteen
kemiallisen ja radiokemiallisen puhtauden méérittdmisen. Kemiallista pitoisuutta tarkistetaan
UV-detektorilla. Radioaktiivinen signaali voidaan kvantitoida tuikekiteelld tai PIN-
diodiilmaisimilla ja kayttdd radiokemiallisen puhtauden méérittdimiseen radioaktiivisesta
ndytteestd sekd korkealla ettd alhaisella aktiivisuustasolla.



3. F -radiokemian peptidien
radioleimausmenetelmia

3.1 Johdanto

Fluori on yksiarvoinen atomi, joka muodostaa vahvan kovalenttisen sidoksen hiilen
kanssa. Kun fluori sitoutuu hiileen kovalenttisesti, fluoriatomin van der Waalsin sdde on
suurempi kuin vetyatomin. Fluoriatomin van der Waals side on 1,47 A, kun taas vetyatomin
on 1,2 A. Siti huolimatta fluoriatomi vie vihemmin tilaa kuin metyyli-, amino-, tai
hydroksyyliryhm4. [15]

Seuraavaksi késitellddn fluorin kemiallisia ominaisuuksia. Fluori on halogeeni ja se
sijaitsee alkuaineiden jaksollisen jarjestelmédn seitsemdnessd padryhmaissi toisessa jaksossa.
Siten fluorilla on korkein hapetuspotentiaali ja se on myds jaksollisen jérjestelmén
elektronegatiivisin alkuaine. Sen seurauksena fluorin lisddminen molekyyliin vaikuttaa
molekyylin fysikaalisiin ja kemiallisiin ominaisuuksiin. Fluorin ldsnéolo molekyylissa voi
muuttaa ldhelld olevien happamien ja emiksisten funktionaalisten ryhmien pKa-arvoja
muutamalla log-yksikoilld. Lisdksi yhdisteen eméksisyyttd voi védhentdd korvaamalla
vetyatomi fluorilla. Fluorin korkean elektronegatiivisuuden vuoksi silld on elektronivetoinen
vaikutus, joka heikentdd molekyylin emédksisyyttd. Seurauksena molekyylin lipofiilisyys
lisddntyy ja sen in vivo jakaumaprofiili muuttuu.

Substituutio fluorilla voi myds parantaa yhdisteen sitoutumisaffiniteettia tiettyyn
kohteeseen. Lisdksi se voi parantaa yhdisteen metabolista pysyvyyttd eli stabiilisuutta
estimdlld metabolisesti labiileja kohtia. Nditd vaikutuksia aktiivisesti hyddynnetddn
ladkekehityksessd kehittdmalla '*F-leimattuja radiomerkkiaineita. Endogeeniset yhdisteet
kuten aminohapot, sokerit tai rasvahapot eivit luonnollisesti sisilld fluoria, mutta fluori-18:n
lisidminen néihin yhdisteisiin voi vaikuttaa niiden farmakologiseen kiyttdytymiseen. [16]

1900-luvulla A.H. Snell syntetisoi radioaktiivista isotooppia ensimmadisté kertaa. Nykydén
fluori-18 on yksi ylemmistd radionuklideista radiofarmaseuttisessa kemiassa ja sitd laajasti
kéytetddn radionuklidina PET kuvantamisessa.

Positroneja emittoiva radiohalogeeni fluori-18 on suosittu tutkimuskohde radiokemiassa
sen radioisotoopin fysikaalisten ja ydinominaisuuksien vuoksi. Fluori-18 hajoaa '30:ksi noin
110 minuutin puoliintumisajalla. Tdméd puoliintumisaika mahdollistaa monivaiheisia
synteettisid leimausreaktioita.[10]

Fluori-18:n suuri positronien osuus (97 %) ja positronien pieni energia, joka on 0,64 MeV
on erityisen edullinen erottelukyvyn ja dosimetrian kannalta. (Kuva 5) Fluori-18:n lyhyt
positronin lineaarinen kantama kudoksessa (2,3 mm) antaa korkeimman resoluution PET-kuvat
kaikista saatavilla olevista positroni emittoitavista aineista.[4] Korkea prosenttiosuus B"



hajoamistuotteilla tarkoittaa sitd, ettd ytimen hajotessa emittoituu paljon positroneja, mika lisdd
kuvantamisen herkkyytta.

18F (109,72 min)

1,655 MeV £
[+
3,14 % J/

R+ (0,633 MeV) 96.,86%

A\ 4

Kuva 5: 8F:n puoliintumisaika
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3.2 Radiofluoraus klassisen prosteettisen ryhmikemian avulla'®F:n
radioleimaus

Prosteettinen ryhmé on ei-peptidinen tai ei-proteiiniosa, joka konjugoidaan biomolekyyliin
kuten proteiineihin. Tdm# menetelmi sisiltii '®F-leimatun ryhmin liittimisen peptidiin
kéyttdamalla yksinkertaista reaktiota, kuten asylointia, alkylointia tai amidointia. Jokaisella
linkitystavalla on omat etunsa ja rajoituksensa.

Kovalenttisen sidoksen muodostamiseksi fluorin kanssa vaaditaan suhteellisen ankarat
olosuhteet. Radioleimattu prosteettinen ryhmédn voidaan liittdd peptidiin miedommissa
olosuhteissa radioleimauksen jdlkeen,. Tédméi ldhestymistapa vaatii pitkdn monivaiheeseen
synteesin ja synteesin jilkeisen '|F -leimatun peptidin erottamisen  ei-leimatusta
peptidildhtdaineesta, reagoimattomasta prosteettisesta ryhmésté ja muista sivutuotteista.

Toisin sanoen prosteettinen ryhmi kostuu kahdesta osasta: pienimolekyylistd, johon on
leimattu '®F ja toinen funktionaalinen ryhmi, joka mahdollistaa biokonjugaation peptidiin. On
olemassa paljon erilaisia prosteettisia ryhmié, mutta yleisimmat ovat amiini-reaktiivisia ja tioli-
aktiivisia ryhmia (kuva 6)
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Kuva 6: NH: ja SH — aktiivisia prosteettisia ryhmid

Amiini-aktiivisia ryhmid ovat kohdennettuja lysiinin N®kohtaan amino-ryhmissd ja
peptidirungon Né-amino-ryhmii '*F -fluoroasylaation -ja '®F -fluoroamidaation kautta.

["*FINFP ja ['®F]SFB yhdisteet ovat yleisesti kilytettyji '*F-leimattuja peptideji PET
kuvantamisessa. Peptidien radioleimaus fluori-18:n kanssa kiintedlld kantajalla edustaa

mielenkiitoisen tavan esitelld radioaktiivista isotooppia '*F 4-'®F-fluoribensoehapon kautta
(["*F]FBA).

['®F]SFB:ssa on aromaattinen ['8F]fluoribentsoyyliryhmi, joka kiinnittyy helposti
peptideihin konjugoimalla niiden primaarisiin amiiniryhmiin. ['®F]SFB syntetisoidaan usein
kolmevaiheisessa synteesissd lihtien ['®F]fluoridi-ionista. Ensimméiinen radiosynteesi
raportoitiin vuonna 1992 (Vaidyanathan ja Zalutsky). Synteesi alkaa kun ['®F]fluoridi liitetiin
4-formyyli-N,N,N,-trimetyylianiliniumtriflataattiin, jonka jilkeen muodostetaan 4-
['®F]fluoribentsoehappo. 4-['®F]fluoritolueenin hapetus tuottaa 4-['*F]fluoribentsoehappoa,
joka sitten reagoi N-hydroksisukkinimidin ja disykloheksyylikarbodi-imidin kanssa, jolloin
saadaan S[!®F]FB. Kokonaissynteesiaika, jossa huomioidaan HPLC-puhdistuksen tapahtuu
100 minuutissa ja radiokemiallinen saanto on vain 25%.[17]

Viimeaikaisten tutkimusten mukaan radiosynteesi on nopeampi ja tehokkaampi, jos Cu-
vilitteinen  diaryylijodoniumsuolan (DAI) radiofluoraus suoritetaan Bu4NOTf:1la



faasinsiirtokatalyyttind, miti seuraa fluoraus samassa liuottimessa. Menetelmilld ['*F]SFB
saatiin 30 % radiokemiallisella saannolla, >99 9% radiokemiallisella puhtaudella ja
synteesiajalla <35 min.[18]

Tiolireaktiiviset proteettiset ryhmét kéyttavdt kysteiinitdhteitd ja maleimideja
radioleimaukseen '8F-fluorialkylaatioreaktioiden mukaisesti. Kysteiinin sulfhydryyliryhmé
reagoi Michael-addition kautta maleimidin kanssa muodostaen tioeetterisidoksen.
Tioeetterisidos on useimpien radiolddkkeiden kannalta riittdvdn stabiili niiden kannalta
relevantilla aikaskaalalla.

["®F]FDG on hyvin tirked radioaktiivinen merkkiaine PET-kuvantamisessa. Se on suosittu
radioldsike, koska ['®F]FDG:lla on tehokas radiosynteesi ja ['*F]FDG on saatavilla melkein
jokaisessa PET-keskuksessa. Vaikka ['*F]FDG on kiytetyin radioliike, ['*F]JFDG:ta kidytetiin
vain harvoin prosteettisena ryhméané radioleimattujen yhdisteiden syntetisoinnissa.

['®F]FDG:td voidaan kiyttii prosteettisena ryhmini tiolireaktiivisen yhdisteen
valmistuksessa funktionalisoimalla se ensin maleimidill4, joka reagoi selektiivisesti kysteiinid
sisdltaviin peptideihin ja proteiineihin. Viime vuosina maleimidipohjaiset yhdisteet ovat jo
osoittautuneet olevansa hyvin tehokkaiksi kysteiinid siséltdvien peptidien leimaamisessa
fluori-18:lla lievissé olosuhteissa kuten neutraalissa pH:ssa.

Maleimidehexyloxime, MHO, auttaa saavuttamaan peptidein ja proteiinien
tioliryhméspesifisen radioleimauksen. Niin ollen tiolireaktiivinen ['SFJFDG-MHO osoittaa
olevansa hyvin mielenkiintoinen ja lupaava radiolddke selektiiviseen fluori-18-leimaukseen
tiolia siséltivissd peptideissd ja proteiineissa. ['*FJFDG-MHO on helppo ja yksinkertainen
valmistaa ja tuotte voidaan valmistaa korkealla konjugointisaannolla.

Tiolireaktiivinen prosteettinen ryhmi ['*F]JFDG-MHO, joka perustuu helposti saatavilla
olevaan ['®F]FDG PET-radiomerkkiaineeseen. ['*FJFDG-MHO on hyvin soveltuva
prosteettinen ryhmi tutkimusryhmille, joilla ei ole tiydellisti PET-laitteistoa. ['*F]FDG-
MHO:l1la on kyky selektiivisesti radioleimata peptideji ja proteiineja, jotka siséltivat
kysteiinid. [19]

3.3 8F -radioleimaus peptidien kanssa ['®F]fluori-akseptorikemian
avulla

Peptidien '8F-radioleimaus akseptorikemian avulla on leimausmenetelmi, jossa
hyddynnetddn fluori-18:aa kykyd muodostaa vahvoja X-F-sidoksia. Vahvoja sidoksia fluorin
kanssa voi muodostaa muun muassa Si-'*F, B-'8F tai Al-'8F. Radioleimaus etenee °F:n ja '*F:n
isotooppivaihtoreaktioiden kautta. Fluoria sieppaavat prosteettiset ryhméit, jotka on kiinnitetty
peptidiin akseptoriosien kautta, yksinkertaistavat radiofluorausprosessia vihentimélli sen vain
yhteen fluorin sieppausvaiheeseen. (kuva 7)
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Kuva 7: Erditd tirkeitd esimerkkejii 1 F-leimatuista prosteettisista iryhmistd peptidien
radioleimaamiseen fluorin akseptorikemian avulla.

Organofluoriboraatin synteettisen ldhestymistavan ideana oli luoda yhtd helppo
menetelmd kuin fluoridi-ionin sieppaaminen vesiliuoksessa. Perrin ryhmén pitkdjanteinen
tutkimustyd on johtanut AMB['"®F]F:n kehittimiseen. AMBF on kahtaisioninen
trifluoriboraattiammoniumprosteettinen ryhma ja sitd on kdytetty mm. bombesiin ja RGD-
peptidien radiofluorileimaukseen. Téssi radioleimausmenetelmissi keskeinen rooli on F:sta
I8F:aan-isotoopin vaihtoreaktio peptidiin kiinnitetyssi tri['’F]fluoroboraattiproteesiryhméssa.

Tédmin ldhestymistavan etuna on, ettd se tuottaa radiomerkkiaineen <30 min ja
reaktiosta saatu radiokemiallinen saanto on 20-25% sekd molaarinen aktiivisuus pysyy 80-160
GBg/umol arvoilla. Ndin AMBF on osoittanut olevan stabiili fysiologisissa olosuhteissa, mika
helpottaa huolta in vivo defluorinaatiosta.[20]

Kelaattiin sidottu alumiinifluoridi on akseptorikemian kehittynyt menetelma. Téta
lahestymistapaa ovat tutkineet McBride ja hdnen tutkimusryhménsd, he ovat kehitténeet
alumiini-['"*F]fluoridin kelaatiokemian jiljittelemiin yksinkertaisia radioleimausreaktioita.

Menetelmilld on kaksi merkittivii ominaispiirrettd, ensimméiinen on se, etti ['®F]-
fluoridi reagoi nopeasti AlCIs:n kanssa muodostaen (AI['*F]F)**. Toinen on, etti saatu tuote
voidaan sitoa kaupallisesti saatavilla oleviin kelaatteihin kuten NOTA:aan, jota kiytetddn
tyypillisesti radiometallien kemiassa. Téten NOTA:aan kiinnitettyjd peptidejd voidaan kiyttaa



sekd radiometallileimauksessa, ettd radiofluorauksessa ilman muutoksia. Menetelmd on
osoittautunut olevan monipuolinen ja yksikertainen synteesikemiallisesti. Al['*F]F-NOTA-
yhdisteet ovat my®s stabiileja in vivo. Ndmi ominaisuudet ovat tehneet alumiini-['*F]fluoridin
kelaatiosta suositun vaihtoehdon peptidien radioleimauksessa.

Menetelmad on nopea, yksinkertainen ja sen voi suorittaa yhdessd- tai kahdessa
vaiheessa vesiliuoksessa. Reaktiolle tirkedt olosuhteet ja tekijdt ovat 1dhtdaineen pitoisuus,
reaktion ldmpoétila, pH, joka on yleensd 4 ja reaktiossa kaytetty kelaattori. Reaktion
optimoinnilla on mahdollistaa saavuttaa tuotetta >90% radiokemiallisella saannolla ja >95%
radiokemiallisella puhtaudella seki korkealla molaarisella aktiivisuudella(100-300 GBg/umol)
kokonaissynteesiajalla 20 min puhdistuksen jéalkeen. [21]

3.4  Klik-kemia peptidien '8F-radioleimaukseen

Perinteinen ladkekehitysprosessi on hidas, kallis ja vaatii paljon tyovoimaa. Klik-reaktiot
ovat nopeita ja tehokkaita reaktioita. Yleensd reaktiot ovat bio-ortogonaalisia ja
bioyhteensopivia. Klik-reaktioiden avulla on mahdollista liittdd kaksi erillistd molekyylié tai
yhdistettd toisiinsa kiinnittyneiden funktionaalisten ryhmien vélisten reaktioiden kautta.

Klik-reaktioiden kehityksessd tavoitteena on ollut saavuttaa korkea saanto. ja tuottaat
vain haitattomia sivutuotteita, jotka on mahdollista poistaa ei-kromografisesti. Nima
ominaisuudet tulisi saavuttaa yksinkertaisessa olosuhteissa, jossa kdytetddn helposti saattavilla
olevia ldhtGaineita ja reagensseja, turvallisia liuottimia, sekd puhdistusmenetelmid, jotka
mahdollistavat tuotteiden helpon puhdistuksen. Téydellisessd tilanteessa reaktion tulisi olla
inertti hapelle tai vedelle. Liséksi reaktiotuotteen tulisi olla stabiili fysiologisessa liuoksessa.
[22]

Sharpless kiytti ensimmadisend termid “klik-reaktio”, jolla hadn viittasi alun perin 1,3-
dipolaariseen Huisgen-sykloadditioon. Reaktion seurauksena muodostuu triatsoli alkyynin ja
atsidin vilisessd kupari(I)-katalysoimassa reaktiossa. [23]

Marik ja Sutcliffe ovat ensimmaisid tutkijoita, jotka ovat hyddyntdneet klik-reaktiota
radiofarmaseuttisessa kemiassa. Heiddn tutkimuksensa tavoitteena oli todistaa, ettd klik-
kemiaa voi hyddyntdd radiokemiallisissa synteeseissi. He ovat konjugoineet -
['®F]fluorialkyynié erilaisiin 3-atsidopropionihapolla funktionalisoituihin peptideihin Cul-
vilitteisen 1,3-dipolaarisen sykloaddition kautta.

Tulokset osoittivat, ettd klik-reaktiomenetelmd on hyvin nopea ja tehokas tapa
radioleimata peptidi '®F:1l4. Synteesin kokonaisaika oli 30 min ja haluttu '*F-leimattu tuote oli
mahdollista valmistaa 10 minuutissa ja sen radiokemiallisen saanto oli 54-99% seka
radiokemiallinen puhtaus 81-99%.[24]

Viime aikoina klik-kemia on saavuttanut suuren suosion radiofarmaseuttisen kemian
puolella. Viime vuosikymmenten tutkimuksen perusteella useat kliinisesti merkittavit peptidit



ovat herittineet tutkijoiden kiinnostuksen. Téassd tutkielmassa kiinnitetdédn tarkemmin
huomiota sykloRGD peptidiin.

Hultschin tutkimusryhmén tavoitteena oli kehittdd nopea ja yksinvaiheinen menetelmé
radiofluorattujen peptidien valmistukseen. Kiaytinnossd tdmé tarkoittaa sitd, ettd
aminooksimodifioitu peptidi reagoi !SF-leimatun aldehydin kanssa, jolloin muodostuu
oksiimidisidos, joka on erittdin selektiivinen. Lopuksi tutkimusryhma vertaili sykloRGD:sti
saatuja tuloksia ja perinteiseen [®F]JFDG-yhdisteeseen sydvin arvioinnissa.

[BFIFDG:n  kiiyttd aldehydisend  proteettisena ~ ryhmédna on tutkittu
aminooksiasetyylikonjugoidun syklisen RGD-peptidin avulla, jossa syklo(RGDfK(Aoa-
(Boc))) toimii referenssiyhdisteend. ['*F]JFDG-RGD 56-93% radiokemiallista saantoa ja
aktivisuutta jopa 37 MBq. Optimoidut olosuhteet olivat 20 minuuttia 120 °C:ssa ja
pH:ssa2,5, peptidikonsteraation ollessa 5 mM.

In vivo -tutkimus M21 melanoomaa kantavilla hiirilli osoitti, ettd ['*FIFDG-RGD kertyy
kasvaimiin enemmin kuin ['®F]galakto-RGD 120 min injektion jilkeen. Kuitenkin ['*F]FDG-
RGD:lla on korkeampi kertyminen ei-kohde elimiin, mikd johti vastaavaan kasvain/elin-
suhteet molemmille yhdisteille.

Kokonaisuutena ['* FJFDG-RGD:n in vivo radioaktiivisen merkkiaineen aktivisuus
injektion jilkeen tuotti lupavia ja samankaltaisia tuloksia kuin ['*F]galacto-RGD. Niin olleen
['®F]JFDG-RGD:lla voi olla kiyttod tulevaisuudessa o3 -integriinin in vivo PET-
kuvauksessa. Tutkimus myo0s osoitti, ettd aminooksifunktionalisoitujen peptidien
kemoselektiivinen '8F-leimaus kiyttimilld ['*F]JFDG:t4 on tehokas menetelmi '°F-
leimattujen peptidien tuottamiseksi korkealla saannolla ja suotuisalla farmakokinetiikalla.
[25]



4. Peptidien teranostiset sovellukset

4.1 Radioleimattujen peptidien kliiniset sovellukset

Radiopeptidien tuumorikohdistuksen yleinen periaate on esitetty kuvassa 8[33].
Radiolddkkeiden injektointi johtaa siihen, ettd radiolddke kerddntyy kohde-elimeen, mutta sen
lisdksi myds ei-kohdekudoksiin, kuten munuaisiin, maksaan ja pernaan. Kun radiopeptidi
sitoutuu reseptoriinsa, se laukaisee reseptorin soluunoton ja reseptori-ligandikompleksin
internalisoinnin. Komplekseja 16ytyy endosomeista, ja mydhemmin osa radioaktiivisuudesta
voidaan havaita solun tumassa ja mitokondrioissa Wangin tutkimuksen mukaan [32].

Radioisotooppien valinta riippuu kayttotarkoituksesta: diagnostisiin tarkoituksiin
kéytetisin gammasiteilyi ldhettivia isotooppeja (esim. ’Ga, tai !!'In) tai positronisiteilijditi
(esim. '8F, %*Cu, %®Ga, '?*I), jotka my®s tuottavat gamma-fotoneja joko annihilaation tai
ydinreaktioiden kautta. Terapeuttisiin tarkoituksiin suositaan lyhyen kantaman alfasiteilijoita
(esim. 2UAt, 2°Bi, *°Ac) tai beetasiteiliji (esim. *°Y, "Lu, ¢’Cu, 3'I). Tutkielmassa
keskitytiin '8F peptidipohjaisiin radioldikkeisiin.

—— radioisotooppi
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Kuva 8: Yleiset periaatteet reseptorivilitteisestd kasvainsolujen kohdentamisesta
radiopeptideilld, jotka on leimattu diagnostisilla ja terapeuttisilla radioisotoopeilla.
Kuva on piirretty viitteessd 33 esitettyd kuvaa mukaillen

Integriinit sijaitsevat solunpinnalla ja ne ovat heterodimeerisid. Ne osallistuvat solujen
kiinnittymiseen ekstrasellulaariseen matriisiin (ECM) ja vuorovaikuttavat immunoglobuliinien



superperheen molekyylien kanssa. On olemassa vidhintddn 24 erillaista integriinin
heterodimeerid, jotka muodostuvat 18 a-alayksikon yhdistelméstd ja 8 B-alayksikkod. Eri
integriiniheterodimeerit sitoutuvat spesifeihin ekstrasellulaarisiin matriksi-proteiineihin.
Solujen integriinityypit médardavét, miten hyvin solu voi kiinnittya eri pintoihin ja liikkua niilla.
av-integriinit ja integriini asP1 tunnistavat RGD-sekvenssin kohdeproteiineissaan.

Monet integriinit edistdvit kasvaimen etenemistd. Jotkin integriinit, kuten ovf3, aspi ja
ovPBs 10ytyvit hyvin véhdisid tai ldhes havaitsemattomina madrind useimmissa aikuisen
epiteelikudoksissa. Siitd huolimatta niiden ilmentyminen eli ekspressio voi kuitenkin lisddntyd
merkittdvisti  tietyissd  kasvaimissa.  ayPs-integriinid  10ytyy  runsaasti  ihmisen
kasvainbiopsiandytteiden verisuonissa, mutta normaalien kudosten verisuonissa sitd ei ole.
Jodenkin integriinien, kuten o3, ovPs, asPi, osPa, 0uPi ja ovPs lisdéntynyt ekspressio on
yhdistetty erityisesti syopataudin etenemiseen eri syopatyypeissi. Sen takia ne ovat laajimmin
tutkittuja integriinejd syopatutkimuksissa. ( taulukko 4).

Taulukko 4: syovdin tyypit ja niiden ekspressoidut integriinit

Syovén tyyppi Ekspressoidut integriinit
Melanoma a3 ja asPi

Rintasyopa 06P4ja ovf3

Eturauhasen syopa o3

Haiman syopa o P3

Munasarjan syopé a4P1 ja onps

Kohdun syopa owvP3 ja owPe
Glioblastooma ovf3ja avfs

Ryo Hosotanin ja hinen kollegoidensa tekemén tutkimuksen mukaan kohonneen oyf33-
integriinin ilmentymisen haimakasvaimissa on raportoitu liittyvin lisdéntyneeseen MMP-2-
aktivaatioon ja imusolmukkeiden etdpesédkkeisiin. [26]

1970-luvun loppupuolella E. Ruoslahti tunnisti ensimmaéisend RGD-sekvenssin (Arg-Gly-
Asp)  fibronektiinin  solukiinnityskohtana, = mikd  merkitsi  merkittivad  10ytod
soluadheesiomekanismien ymmartimisessd [27]. avBs3-integriini myds tunnetaan nimelld
vutronektiinireseptori ja se on yksi tutkituimmista integriineistd. Vitronektiinin sitoutumista
avl33-integriiniin vélittdd vitronektiinin pinnalla oleva Arg-Gly-Asp (RGD) tripeptidi-motiivi.
RGD toimii useimpien integriinien tunnistusmotiivina.

Néin RGD:n syklinen muoto ndyttid oleva tehokkain miimikko ja sykliset pentapeptidit
(cRGD:t) sitoutuvat rakoon a- ja P-alayksikoiden vélissd. Lisdksi, sykliset pentapeptidit
osoittavat suuruusluokkaa suurempaa affiniteettia oyvB3-integriinille samalla, kun se osoittaa
my0s parantunutta in vivo stabiilisuutta verrattuna niiden lineaarisiin analogeihin. [13-14]

Terapeuttisia proteiineja ja peptideitd kdytetddn aktiivisesti syovdn hoidossa. Integriini
avB3-kohdistettu radiolddke voidaan luokitella RGD-pohjaisiin kohdennettaviin aineisiin, jotka
on suunniteltu joko diagnostiseen kuvantamiseen tai radionuklidihoitoon.



Radioldédkkeitd voidaan kdyttdd reseptoripositiivisten kasvainleesioiden tunnistamiseen
syovan hoidossa sekd hoidon suunnittelussa ja annosmittauksen méérittimisessd. Peptideitd
kdytetddn kohdennettuun radionuklidihoitoon, kun ne ovat leimattuja terapeuttisella
radionuklidilla. Tassa ldhestymistavassa radiolddkkeet sitoutuvat selektiivisesti kasvainsolujen
kohdereseptoreihin ja antavat kasvaimelle tehokkaan séteilyannoksen, samalla minimoiden
ympérdivien terveiden kudosten vauriot.

1970-luvulta alkaen tehdyt tutkimukset RGD:té siséltdvilla peptideilld ovat osoittaneet,
ettd ndilld peptideilldi on korkea potentiaali kasvainten kohdentamiseen radionuklideilla.
['®F]Galacto-RGD oli ensimmiinen RGD PET-merkkiaine, joka on testattu ihmisilli. TAma
yhdiste konjugoitiin sokeriaminohapon kautta sykliseksi peptidiksi ¢(RGDfK). Merkittava
lapimurto tuli syklisen pentapeptidisyklo (Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) kehityksesti, koska tdiméa
peptidi osoittautui 100 kertaa tehokkaammaksi estiméén solujen tarttumista fibronektiiniin
kuin sen alkuperdinen lineaarinen versio.[28]

SykloRGD-peptidien kehitys on antanut hyvin tutkimuskohteen integriinin ovf33-
kohdistamisessa. Peptidin vanhoissa versioissa [sykloRGDyV] ainoa ilmeisen hyvé paikka
radioleimaavan osan liittdmiselle oli asparagiinihappotéhteen sivuketjukarboksylaatti (D).
RGD- motiivi on sitoutumisen kannalta térked ja kriittinen asia, eikd peptidirenkaan kokoa
voitu muuttaa ilman spesifisyyteen vaikuttamista, peptidid suunniteltiin uudelleen. Uuden
peptidin nimi on sykloRGDyK tai sykloRGDfK, muokkauksen syy oli se, ettd lysiinitdhteen
(K) sivuketjuamiini toimi funktionalisoinnin kiinnityskohtana, mikd mahdollistaa prosteettisen
ryhmén kétevén ja hyvénlaatuisen kiinnittimisen. Lopuksi timé modifioitu peptidi johti lopulta
['®F]Galacto-RGD peptidiin, jota kiytetisin kliinisissi tutkimuksissa integriini oyfs3-
ilmentymisen kuvaamiseen.[13] (kuva 9)
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Kuva 9 : Useiden integriini o,f3:een kohdistuvien sykloRGD-peptidien rakenteet.
Sitoutumiseen tarvittavat keskeiset aminohappotdihteet on kuvattu siniselld, tirkein
aminohappo, jota kdytetddn radioleimaukseen In korostettuna violetilla, ja 2-
[18F [fluoripropionyyliamidin protektinen ryhmd [1*F]Galacto-RGD:ssd on esitetty
punaisella. Kdytetddn tavallisia yksikirjaimia aminohappolyhenteitd

Toinen mahdollinen lupaava radiolddke, joka on parhaillaan kliinisissd kokeissa, on
['®F]AH111585. Siti tiedetisin myds nimelld ['®F]flusiklatidi ja se on uusi syklinen RGD-
pohjainen radioligandi. Alkuperédinen peptidi, RGD4C, on optimoitu parantamaan in vivo -
stabiilisuutta ja pidentdmddn plasman puoliintumisaikaa. Téll4 radioligandilla on onnistuneesti
kuvattu metastaattisia rintasyOpdvaurioita, ja seitsemin testatun potilaan kaikki kasvaimet
olivat niikyvissi ['®F]flusiklatidi-PET-kuvissa, joita verrattiin tietokonetomografialla saatuihin
kuviin. [28]

4.2  Peptidien kidyton haasteet ja rajoitteet

Peptideilld on paljon hyvid puolia, mutta sitd huolimatta peptideistd 10ytyy myds
rajoitteita, jotka voivat vaikuttaa peptidilddkkeiden kehitykseen. Yleensd peptidit luokitellaan
lyhyeksi aminohapoiksi jotka siséltdvit <50 aminohappoyksikkdé ja joiden molekyylipaino on
5500 Da; peptidi jolla on enemmén kuin 100 aminohappoyksikkoé luokitellaan jo proteiiniksi.
Peptidien kevyt molekyylipaino mahdollistaa peptidien helpon muokattavuuden ja
valmistuksen kustannustehokkuuden. Nami edut kuitenkin heikkenevit, kun molekyylipaino
kasvaa ja ldhestyy 5500 Da:a. Suuremmat peptidit voivat diffundoitua kasvaimiin hitaammin
ja ovat erittdin herkkid proteolyysille. Lisdksi endogeenisilla peptideilld voi olla fysiologisia
vaikutuksia, jotka voivat johtaa ei-haluttuihin sivuvaikutuksiin. Korkean spesifisen
aktiivisuuden omaavien yhdisteiden tai antagonistien kdyttd voi auttaa minimoimaan nditd
vaikutuksia.

Useimpien endogeenisten peptidien biologinen puoliintumisaika on litlan lyhyt
diagnostiseen tai terapeuttiseen kayttoon, mikd johtuu pddasiassa verenkierrossa tapahtuvasta
nopeasta proteolyysistd. Tédhdn haasteeseen on kehitetty keinoja, joilla suojataan peptideja
nopealta hajoamiselta. Esimerkiksi modifikaatiot kuten D-aminohappojen sisdllyttdminen,
terminaalisten aminohappojen muuttaminen tai padtteen sulkeminen, voivat auttaa suojaamaan
peptidejd ensymaattiselta hajoamiselta. Tyypillisesti entsyymeilld on tietyt tehtdvat.
Eksopeptidaasit hajottavat peptidejd C- tai N-paistd, kun taas endopeptidaasit pilkkoutuvat
sidoksissa luonnossa esiintyvien L-aminohappojen vélilld. Nédin '"In-pentetreotidin
proteolyysi voi tapahtua hitaammin, koska A-aminohappo on korvattu L-aminohapon
sekvenssissd sekd molemmat terminaaliset aminohapot ovat muokattuja. Aminohappo- tai
peptidimimeetit voivat my0s hidastaa hajoamista. Kun tunnetaan peptidin reseptorin sitovan
alueen, voidaan kayttdd fragmentteja. Siind on kuitenkin oma haaste, koska fragmentit voivat
vahentdd peptidin kykya sitoutua kohdereseptoreihinsa.



Lipofiilisyys ja  hydrofiilisyys vaikuttavat peptidin  farmakokinetiikkaan ja
kudosjakaumaan. Lipofiiliset peptidit imeytyvét usein maksaan ja erittyvét hepatobiliaarisen
jarjestelmdn kautta. Hydrofiiliset peptidit puhdistuvat yleensd munuaisten kautta. Peptidin
ominaisuuksien valinta riippuu taudin sijainnista. Munuaissolusyovéin tapauksessa
lipofiilisempi peptidi auttaa ohjaamaan sen munuaisista maksaan. Vaikka peptidi vield sitoutuu
kohteeseensa munuaisissa, ylimédrd tai ei-kohdennettuja peptidejd erittyy maksan kautta.
Peptidien syklisointi voi rajoittaa niiden joustavuutta ja parantaa reseptorin sitoutumista.

Kun peptideja kehitetddn radiolddkkeiksi, on huomioitava useita tekijoité, jotka vaikuttavat
niiden diagnostiseen ja terapeuttiseen kayttoon. Térkeitd tekijoitd ovat muun muassa peptidien
koko, molekyylipaino ja reseptorien kohdennus. Reseptorin kohdennus on hyvin térked tekijé
kun puhutaan kohdennetun elimen kuvantamisesta, ndin peptidin on kiinnitettdvi tiettyyn
paikkaan saadakseen hyvin resoluution kuvantamisessa sekéd ei-kohdennetut elimet eivit
antaisi vadrdd tulosta. Yhdisteen tulisi saavuttaa korkea kertymd kohde-elimessi
optimaalisessa ajassa ja lokalisoitua sithen, samalla varmistuen nopeasta eliminaatiosta
muualta elimistosta. [31]



5. Johtopaitokset ja yhteenveto

Tama tutkielma késittelee peptidipohjaisten radiomerkkiaineiden kayttoa teranostiikassa,
erityisesti PET-kuvantamisessa ja syoOpdhoidossa. Peptidien pienen koon ja kevyen
molekyylipainon ansiosta niitd on mahdollista muokata ja kdyttd4 kohdentamisen syopésolujen
reseptoreihin. Peptidien kéayttd teranostiitkassa parantaa diagnostista sekd terapeuttista
tarkkuutta. Fluori-18 on yleisesti kdytetty radionuklidi PET-kuvantamisessa sen kemiallisten
seké fysikaalisten ominaisuuksien vuoksi.

Tutkielma on keskittynyt radioleimattujen peptidien synteesimenetelmien analysointiin ja
arviointiin, kuten fluori-18-leimausta ja klik-kemiaa, seké niiden kliinisid sovelluksia. Jokaiset
menetelmit tarjoavat omat vahvuudet ja heikkoudet, jotka esiintyvét taulukossa 5.

Taulukko 5: radiosynteesien menetelmien edut ja haasteet

Menetelmi Edut Haasteet
Prosteettiset ryhmit Hyva selektiivisyys, korkea Pitkd ja  monivaiheinen
radiokemiallinen puhtaus synteesi, mahdollinen
aktiivisuuden
heikkeneminen
Fluoriakseptorikemia Nopea, hyvd in  vivo Tarvitaan spesifisid
stabiilisuus, korkea kelaatteja (esim. NOTA,
radiokemaillinen tuotanto ja DOTA)
korkea radiokemiallinen
puhtaus
Klik-kemia Nopea, tehokas ja Katalyyttien ja liuotinten

bioyhteensopiva menetelmé, optimointi tarkedd
korkea saanto ja suotuisa
farmakokinetiikka

Menetelmien valinta riippuu  halutun peptidin  lopullisesta sovelluksesta sekd
ominaisuudesta, kuten radioaktiivisen tuotteidentuotannosta tai biologisesta stabiilisuudesta.
Menetelmien kehityksissd on otettava huomioon peptidien kédyttoon liittyvét haasteet, kuten
niiden metabolinen stabiilisuus ja ei-kohde elimien vaikutus.

Jatkotutkimukset keskittyvdt ndiden menetelmien optimointiin. Tulevaisuudessa
peptidipohjaisten radiomerkkiaineiden kehitys jatkuu, ja uusia menetelmid ja sovelluksia
tutkitaan aktiivisesti.



6. Kiitokset

Lampimaét kiitokset Turun yliopiston Kemian laitoksen vielle. Kiitdn Turun yliopiston
Kemian laitoksen radiofarmaseuttista tutkimusryhmai, jossa sain suorittaa LuK-tutkielmaani
liittyvdn harjoitustyon etuajassa. Kiitdn professori Anu J. Airaksista, ldhiohjaaja Jesse
Ponkamoa seki kaikkia muita radiofarmaseuttisen tutkimusryhmaén jisenia.
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