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1 Uvod

Glioblastom je primarni mozkovy nador s velmi Spatnou prognézou. Medidn pieziti nepiekra-
cuje dobu péti let, a to 1 pfes agresivni léCbu. Kvili infiltrativnosti glioblastomu je
znemoznéna jeho uplna chirurgicka resekce. Kritériem uspésnosti é¢by pacienta s rakovinou
je pfesné vymezeni rozsahu onemocnéni. Rada diagnostickych postuptl je ovSem invazivni
a nese sebou rizika a mortalitu. K zobrazovani glioblastomt se vyuziva hybridni kombinace
PET/CT (pozitronova emisni tomografie/vypocetni tomografic), ktera je v poslednich letech
nejvice se vyvijeci zobrazovaci metodou v Iékaistvi. Tato metoda umoznuje funkéni zobra-
zeni, studium biodistribuce radiofarmak v téle a zaroven poskytuje informace o anatomické
stavbé t&la. K vyvoji PET velmi pomohla syntéza radiofarmaka *®F-fluorodeoxyglukézy, ktera
zapiiCinila rozSiteni PET a vyvoj hybridni pfistroji jako je PET/CT. PET/CT je
nenahraditelnd metoda v klinické diagnostice nadort. V dusledku toho, Ze rist nadoru se
zpocatku projevu jen na bunécné urovni, pacient se o své nemoci dozvi, az kdyz je tumor
V pokroc¢ilém stadiu. Pii €¢bé mozkovych nador se mizeme setkat s mnohymi nesnazemi
napiiklad obtizné rozliSovani recidivy nadort od radia¢ni nekrozy po 1é¢bé. Z téchto duivodu
je dilezity vyvoj specifickych radiofarmak, ktera zobrazuji nador a vokolni tkdni se
nevychytdvaji. Toto je také dilezit¢ pro predoperacni vySetfeni k zjiSténi pfesné lokalizace

nadoru.

Diky micro-PET/CT mizeme studovat chovani jednotlivych nadort a jejich
radiodiagnostik na mySim modelu s vyuzitim mensiho poc¢tu laboratornich zvitat oproti
klasické sekéni metod¢ studia biodistribuce. Jedinou nevyhodou zistava finan¢ni nakladnost

PET/CT pfistroje a radio farmak.

Tato prace se zabyva srovnanim tfi radiofarmak vyuZzivanych pii diagnostice
multiformniho ~ glioblastomu. Prvni znich je '®F-fluorodeoxyglukéza, ktera je
nejroz3itendjsim radiofarmakem v onkologii, daliim z nich je *®F-fluorotymidin a poslednim
BF_fluorocholin. Vysledky této prace budou vyuzity pii dal§im vyzkumu glioblastomi

v ramei Ustavu molekuldrni a translaéni mediciny LF UPOL.



2 Teoreticka Cast

2.1 Multiformni glioblastom
Multiformni glioblastom (angl. glioblastoma multiforme, GBM) je nejmalignéj$i a nejéastéjsi

primarni nador mozku s velmi Spatnou progndézou, slozeny z malo diferenciovanych
nadorovych astrocytt. Patii do IV. tfidy mozkovych nadorti podle Svétové zdravotnické
organizace (WHO). Bunky glioblastomu se vyznac¢uji vysokou mitotickou aktivitou,

proliferaci a jsou geneticky stabilni [1, 2].

Glioblastom roste v mozkové tkani s epicentrem v bilé hmoté mozkovych hemisfér,
pfiemz vtemporalnim laloku méa nejvétsi zastoupeni (31 %). Dale se vyskytuje

V parietdlnim (24 %), frontalnim (23 %) a okcipitalnim laloku (16 %).

Glioblastom se rozliSuje na primarni a sekundarni, podle toho jak vznikd. Priméarni
glioblastom se vyviji velmi rychle de novo a neni pfesné znamo, z¢eho vznika. Sekundarni
glioblastom vznikd zniz§ich stupiit gliomu (difizniho astrocytomu nebo anaplastického

astrocytu).

Klinickym ptiznakem nadoru je vétSinou epilepticky zachvat, syndrom nitrolebe¢ni
hypertenze a organicky psychosyndrom. Jelikoz nadorové buiky se v mozku §ifi difizné
do jednotlivych ¢asti mozku, dochazi tak k utlaku zivotné dulezitych fidicich center
(naptiklad pro dychaci aparat, metabolismus vody), ktery je poté pti¢inou smrti, a to i pfes

agresivni lé¢bu [3].

2.1.1 Epidemiologie
Jiz v roce 1978 byla publikovana studie, kde se uvadi median preziti pacienti s gliomy kratsi

nez 5 let [4]. Jak bylo feceno, glioblastom je nejcastéjsi primarni nador predstavujici 12-15%
vSech intrakranialnich nadorti a az 60% vSech astrocytarnich nador. Doba pteziti pacienta s
primarnim glioblastomem je primérné 15-19 mésict, tato Spatna prognoza je dusledkem
invazivniho ristu nadoru. Tento typ nadoru se vyskytuje nejcasteji u dospélych osob mezi 45.
a 70. rokem Zivota. Zajimavosti je, ze se vyskytuje vice u muzi v poméru 1,5:1. Pavod
onemocnéni neni znam, ziejmé je multifaktorialni; vliv tedy maji genetické izevni faktory.
Mezi zevni faktory patii pisobeni vird, toxini, chemickych latek a radioaktivniho ziteni.
Sekundarni glioblastom ma dobu pfeziti zavislou na rychlosti progrese z mén¢ malignich typt
gliomli na malignéj$i. Primérna doba pieziti se udava az 5 let a vétSinou postihuje mladsi

pacienty (v€k pod 45 let a déti) [2, 3, 5].
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2.1.2 Diagnostika
Zobrazovani nadorid je nezbytnou sou€dsti stanoveni diagnézy multiformniho glioblastomu.

Pfesné stanoveni rozsahu nddori ovSem neni mozné ani po diagnostice. Pfi diagnostice se
vyuziva pocitacova tomografie (CT), magnetickd rezonance (MRI), pozitronova emisni
tomografie (PET). Méné¢ vyuzivané metody jsou elektroencefalografiec (EEG), odebrani
mozkomi$ni tekutiny lumbalni punkci a jeji nasledna analyza. Tyto méné vyuzivané metody
ovsem neur¢i rozsah nadoru a neda se s nimi ur¢it jeho poloha, kterou chirurg potfebuje znat
pfed operaci, a také neposkytuji informace o UspéSnosti 1écby. Pii diagnostice GBM je dosud

zlatym standardem biopsie tkané [5].

Obr. 1: Multiformni glioblastom nachaze jici se v pravé he misféi'e mozku ¢lovéka [6].

2.1.3 Lécba
Standardni lé¢bou GBM je chirurgicka resekce spojena s ionizujicim zafenim, od roku 2005

se soucasné pouziva alkylacni chemoterapeutikum temozolomid. Median pteziti primarniho
glioblastomu se zvysil z 12,1 mésicti na 14,6 m&sictl, a proto je nutné dale vyrazné zlepsit
davka zafeni a byl by tak zpomalen opétovny ristu nadoru. Do zna¢né miry je lécba tohoto

infiltrativniho onemocnéni limitovana i hematoencefalickou bariérou. Hematoencefalicka
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bariéra omezuje prestup makromolekul z krevniho obehu do mozku. Tudiz mnoho klinickych
studii potenciondlnich ki pro gliomy selhava CasteCné kvali  nepropustnosti

hematoencefalické bariéry [1, 2, 7-10].

2.1.4 Bunécna linie U-87 MG a zvifeci modely multiformniho glioblastomu
Lidska buné¢na linie U-87 MG (lidsky glioblastom a astrocytom, epitelidlni bunééna linie;

angl. human malignant glioma) je vhodna ke zkoumani IV. tfidy mozkovych nadord dle
WHO [11] a je vysoce expanzivni. Tato bunécna linie je pozivana uz vice nez 40 let. Bunky
U-87 MG maji velky pocet chromozomdlnich abnormalit v genomu, které jsou typické pro
bunécné linie primdrnich nadord. V roce 2010 byl publikovan ¢lanek, ktery dekddoval tuto
slozitou genomickou sekvenci [12]. Za vznik této bunééné linie vdé¢ime J. Ponténovi, ktery ji
vroce 1966 izoloval z nadoru Ctyficetictytletého pacienta - bélocha [11]. Tuto buné¢nou linii
muzeme klasifikovat jako astrocyticky naddor s nekr6zami, coz dle klasifikace WHO odpovida
multiformnimu  glioblastomu. Tato bunéfna linie je Siroce biologicky popsana s mnoha
aplikacemi [13]. Jeji nevyhodou je, Ze nedokaze dokonale napodobit nekroticka loziska
lidskych nadorii. PouZiva se bud’ jako subkutinni' nebo ortotopicky?® implantat, ob& formy
jsou hojné vyuzivany u hlodavel k testovani novych terapii, u¢inku Ik a Kk pochopeni

fungovani nadoru [8, 12, 14].

Zviteci modely GBM se i geneticky upravuji tak, aby 1épe zachycovaly onemocnéni.
Preklinickych modelti napodobujicich lidsky glioblastom je ale malo a to je jednou z prekazek
ve vyvoji lé¢iv. Vyvoj geneticky upravenych mys$i — imunodeficientnich a athymickych
nahych mys$i (nu/nu) umoznil dal$i rozvoj terapeutickych pfistuptt a zvysila se tak

spolehlivost transplantace [10, 14, 15].

Reprodukovatelnost lidskych naddorii na zvifecim modelu neni identickd, coz mlize byt
zpusobeno heterogenitou lidskych nemoci. V poslednich letech dochazi k lepSimu pochopeni

gliomd, coz vede ik pfesnéj§im zvitecim modelim [15].

! subkutanni implantéty jsou buiiky, které se transplantuji pod kiizi [16]
2 ortotopické implantaty jsou buiiky, které jsou transplantovany do piivodni anatomické polohy nadoru [17]

12



Umisténi implantatt: Lidské nadorové bunky:
- subkutanni - cilené prevedeni

R bunécnych linii
- ortotopicke -izolované bunécné

kmeny
snadorovée bunky

vytvorené postupnou
— 7 — . transformaci
. E 4
Explantaty 3
pacient( Kmeny mysi:
-SCID
- nu/nu

Obr. 2: Obrazek de monstrujici princip zavedeni mySiho modelu lidskych nadori.
Explantaty z pacientli jsou cilen¢ umistény subkutdnné ¢i ortotopicky do mysi kmenti SCID
nebo athymickych nahych mys$i(nu/nu), dale je mozny pienos nadorovych bun€k z mysi do

bunéénych kultur [18].
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2.2 Zobrazovaci metody Vv diagnostice glioblastomii
Zobrazovaci metody Vv diagnostice multiformniho glioblastomu ptedstavuji skupinu postupt,

které umoznuji neinvazivni pohled do téla pacienta. Pocatkem 90. let byly na ziklad¢ jiz
zavedenych metod pro humanni medicinu postupné vyvinuty pfistroje Micro-pozitronova
emisni tomografie (micro-PET, angl. micro-positron emission tomography), micro-
magnetickd rezonance (micro-MRI, angl. micro-magnetic resonance imaging), micro-
vypocetni tomografie (micro-CT, angl. micro-computed tomography) a micro-jednofotonova
emisni vypocéetni tomografie (micro-SPECT, angl. micro-single-photon emission computed
tomography)® pro zobrazovéni laboratornich zvitat. Tyto metody lze rozd&lit na anatomicke,
které poskytuji obraz anatomické a morfologické stavby téla (MRI, CT), a na metody
nuklearni mediciny, které poskytuji funkéni zobrazeni (PET a SPECT). Principidlni
nevyhodou PET a SPECT je nemoZnost pfesné anatomické lokalizace zobrazené struktury.
Nevyhodou CT a MRI je nedostate¢na citlivost a specifi¢nost pro ¢asnou diagnézu mnoha
onemocnéni. Hybridni modality, tedy slou¢eni anatomické a funkéni metody do jednoho
zatizeni (napt. PET/CT, PET/MRI), poskytuji mnohem bohat§i diagnostickou informaci.
Dostupnost celotélového anatomického a funkéniho zobrazeni méa vyrazny vliv na kvalitu

diagnostiky, identifikaci a lokalizaci onemocnéni [19-21].

2.2.1 Pozitronova emisni tomografie (PET)
Pozitronové zobrazovani ma zacatky v 50. letech 20. stoleti, kdy ho Gordon Brownell a kol.

vyvinuli [22]. PET je zobrazovaci metoda nuklearni mediciny, ktera poskytuje informace o
biochemickych procesech v téle. Nutnou soucasti vysetteni pomoci PET je podani biologicky
aktivni latky, znacené pozitronovym zificem, kterd se umérné akumuluje v mistech se
zvySenou metabolickou potfebou této latky. Je tedy zfejmé, Ze pouzity radionuklid se
vyznaduje P* pfeménou. Biologicky aktivni latkou je napiklad ‘8F-fluorodeoxyglukéza
(FDG), ktera po intraven6znim podani putuje krevnim feciSt€m do jednotlivych organt;
sleduje se jeji akumulace vtkanich se zvySenym glukozovym metabolizmem [21, 23].
,, Neinvazivni zobrazovani molekularne biologickych procest v zivych
subjektech pozitronovou emisni tomografii (PET) poskytuje zajimavé moznosti pro sledovaini

metabolizmu a detekci onemocnéni u lidi a na zvirecim modelu. “ [24].

30, e . . . _ . Ly U
Micro-pfistroje jsou zmensené zobrazovaci systémy uréené pro laboratorni zvifata, které jsou principialné totozné s pfistroji

pro lidské pacienty.
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2.2.1.1 Princip PET
Pted samotnym méfenim je nutné do téla podat adekvatni biologicky aktivni latku ozna¢enou

pozitronovym zaficem - radiofarmakum. Pozitronovy zafi¢ je izotop, jehoz jadra jsou
neutronové deficitni a protonové bohaté. Aby proton dosahl stability, zméni se Vv jadie na
neutron (n°), pozitron (e*) a neutrino (Ve). Pozitrony jsou kladn& nabité elektrony emitované
Z jadra atomu. Pozitron interaguje s okolnimi tkdnémi, ztraci svou energii a nasledné dochazi
ke stietnuti pozitronu s elektronem atomovych obald, jejich zaniku a vyzafeni dvou fotond
v protilehlych smérech, tzv. anihilaci. Oba vzniklé fotony maji energii 511 keV a jsou
emitovany v thlu 180°. Tento uhel se miize liSit + 6° v zavislosti na zbylé energii pozitronu
pted anihilaci. Detekce pozitronu v tkani tedy zavisi na energii emitovaného pozitronu a ta
zase na konkrétnim izotopu. Tyto dva faktory zpUsobuyji, ze pfesnost detekce v tkani se pfi

PET zobrazovani miZe li§it o 1,5 mm aZ 3 mm (pro *®F &ini 2,4 mm) [19, 23].

2.2.1.2 Detektory pro PET
Scintila¢ni detektory jsou pro PET v prstencové formaci obklopujici zobrazovany objekt.

Detekuji fotony vzniklé anihilaci a jsou uspoiaddany vtzv. koincidencnim zapojeni
Koincidenénim obvodem jsou zaznamenany takové dva fotony, které jsou emitované pfi
anihilaci v protilehlych smérech v piipadé, ze dopadnou na protilehlé detektory ve stejny Cas
(tzv. koinciden¢ni ¢asové okno). Koincidenéni obvod poté poskytne impuls. Tento impuls
spojuje dva detektory, kam dopadly fotony. Pfimka protnuti t€chto dvou detektort se nazyva
primka odezvy (angl. line of response, LOR). Na této ptimce je misto, kde doslo k anihilaci.
Pokud nastane anihilace mimo tuto pfimku, impuls se nezaznamend. Pomoci prusec¢ik té¢chto
primek lze rekonstruovat aktivitu radiofarmaka v jednotlivych fezech zobrazovaného objektu.
Rekonstrukce obrazil se provadi zjednotlivych sinogrami®. Pary emitovanych fotond jsou
detekovany do sinogramii slozenych zjednotlivych projekci vriaznych uhlech. Pomoci
matematického algoritmu se pievadi sinogramy na tomografické fezy télem. PET poskytuje

fadove stovky tomografickych fezii celého téla [19, 22, 25].

Cely soubor detektoru je uspotradan prstencoveé kolem liizka a sklada se z jednotlivych
kazet (Obr. 3). Kazety jsou slozeny zkrystali zachycujicich emitované zafeni a z
fotonasobicl, které zlepSuji prostorové rozliSeni. Pouzity pocet detekcnich prstenct se lisi

podle typu pouzitého ptistroje [22].

4 Sinogram — hruba data v8ech ziskany ch projekci ptevedena do 2D zobrazeni [22].
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Boc¢ni pohled Pfedni pohled

Obr. 3: Uspoiadani detektoru pro PET. Pfedni pohled znazornuje detek¢ni prstenec

sloZzeny zjednotlivych kazet s fotondsobi¢em a krystalem. Uprostred pacient, ze kterého

vylétajidva fotony pfi anihilaci a detekuji se v detektoru [22].

Obr. 4: A-obrazek umisténi pos uvného ltizka v pristroji Albira micro-PET/CT/SPECT;

B- liZko s vySetfovanou mysi [26].
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Obr. 5: Princip PET zobrazovani. Mysi aplikujeme radio farmakum obsahujici pozitron

emitujici radioizotopy, v jejim t€le dojde k anihilaci a vyzafeni dvou fotont o stejné energii

v thlu 180°. Tyto fotony registruje detektor a nasledné se rekonstruuje obraz [27].

2.2.1.3 Standardizovand hodnota vychytavani
Standardizovana hodnota vychytavani (angl. standardized uptake value, SUV) je jednoduchy

kvantifika¢ni dopIn€k k vizualni interpretaci pti PET zobrazovani [28].

primérna koncentrace radioaktivity (1)

SUV =

podana davka radioaktivity /télestna hmotnost

Ve wvzorci je priamérnd koncentrace radioaktivity v MBqg/ml, podanid davka
radioaktivity v MBq a télesnd hmotnost v kg Primérna koncentrace radioaktivity se ziskava

z oblasti zajmu (angl. volume of interest, VOI). Jednotkou SUV je kg/ml.

Hodnota SUV je reprodukovateInym métitkem akumulace radioaktivity, které nezavisi
na typu tkané. Jeji hodnotu nejvice ovlivituje tvar VOI, ktery je vysledkem vizudlniho tsudku
hodnotitele, aktivitou okolo VOI a Sumem obrazu. Na ovlivnéni se dale podili rozliSeni

detektorti, doba vyhodnocovani SUV a techniky vyuzité pii rekonstrukci ziskanych dat [28].

2.2.1.4 VyuZiti PET
Pozitronova emisni tomografie je velmi citlivd na biologické procesy v téle a je tedy mozné

identifikovat, diagnostikovat, méfit a sledovat pribéh nemoci. Nejvétsi vyuziti PET je
v onkologii, dile v neurologii a kardiologii. Mezi vyznamné aplikace PET patii véasné urCeni
nemoci, diagnostika malignity, rozliSeni maligniho onemocni od benigniho, detekce
primarniho naddoru, detekce recidivity, ureni terapeutické G¢innosti, zZkoumani vSech organii
pro metastazy, odliSeni Alzheimerovy nemoci od demence disledkem stafi a napt. urCeni

kardiovaskularnich onemocnéni, Huntingtonovy choroby a epileptickych lozisek [19, 20].

17



2.2.1.5 Vyhody a nevyhody PET
Metabolické informace zobrazené pomoci PET poskytuji diagnostické vyhody oproti

anatomické informaci z CT ¢i MRIL. PETem lze odliSit benigni 1€zi od maligni, CT a MRI
maji vtomto pouze omezenou piesnost. Lze identifikovat biologické zmény a sledovat pribéh
nemoci diive, nez dojde k anatomické zméné. Pomoci specifickych radiofarmak miizeme
rychle posuzovat odpovéd’ na 1é¢bu. Dalsi vyhodou této metody je diagnosticka piesnost.

Vyhodou PET je také pouziti radiofarmak, jejichz analogy se prirozené vyskytuji v téle.

Nevyhodou PET je konstrukéni naro¢nost piistroje a prvotni naklady spojené s jeho
potizenim. Dal$i nevyhodou je, Ze pfi samotném PET sniméni nelze piesné lokalizovat misto

léze, coz se eliminuje pti zavedeni hybridnich ptistroju PET/CT a PET/MRI [20, 23, 29].

Alternativou kPET je jednofotonova emisni vypocetni tomografie (SPECT).
USPECT =zobrazovani se pouzivaji Cisté gama zafice, zatimco u PET se pouzivaji
pozitronové zafice s kratSim tj. vhodné&j$im polocasem rozpadu. PET vyuziva koinciden¢ni
zapojeni obvodl poskytujici snimky s vys$Sim rozliSenim, a to umoznuje lepSi korekci
vysledného obrazu. Dalsi vyhodou PET oproti SPECT je vyuzivani biomolekul, které se
fyziologicky vyskytuji v t€le. Citlivost stanoveni pi1 PET zobrazovani je 30-krat vyssi neZ u

SPECT [29].

2.2.1.6 Sekcni metoda studia biodistribuce radiofarmak
Alternativou k PET v oblasti vyzkumu biodistribuce radiofarmak je sekéni metoda studia

biodistribuce. Pfi uziti této metody se vzorky tkani a orgdnti musi vypreparovat z usmrcenych
laboratornich zvifat a nasledné¢ se ulozi jednotlivé do scintilacnich lahvicek. Gama ziteni
emitované zradionuklidu vjednotlivych organech se méfi pomoci automatického gama
pocitace. V jednom zvifeti takto pochopitelné nelze metit biodistribuci radiofarmaka ve vice
casovych bodech, ztoho vyplyva znacna naroCnost na spotfebu laboratornich zvirat.
Vychytavani radiofarmaka v jednotlivych organech je vyjadreno jako procento podané davky
na gram tkané (%id/g). Vyhodou je automatizovana analyza velkého poctu vzorki na gama
pocitati a jeho vysoka citlivost, diky niZ je mozné pro analyzu pouzit mensi davku
radiofarmaka nez pti PET zobrazeni [22, 30]. V porovnani s PET a SPECT se jedna o

invazivni metodu, ktera se nedé aplikovat v klinické diagnostice.
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2.2.2 Vypocdetni tomografie (CT)
Zaklady vypocetni tomografie polozil v roce 1963 Allan Mac Leod Cormack svou teorii

snimkovani jednotlivych vrstev lidského téla a jejich nasledné rekonstrukce. Na zdkladé této
teorie vroce 1972 Godfrey Newbold Hounsfield zkonstruoval klinicky pouzitelny vypocéetni
tomograf. Zasadni vyvoj vypocetnich tomografii nastal v roce 1989, kdy byl vyvinut
helikdlni vypocetni tomograf umoznujici rekonstrukci obrazu ve tfidimenziondlni roving.
Vyvoj vypocetnich tomografii se nezastavil ani v dne$ni dobé. Vypocetni tomograf je
nezastupitelny pftistroj v klinické praxi. Je to neinvazivni zobrazovaci technika, zobrazujici
anatomickou a morfologickou stavbu téla. Pokrocilej$i variantou anatomického zobrazovani

nez CT je MRI [20, 31].

2.2.2.1 Princip CT
CTje sloZeno z gantry®, rentgenky, detektoru, posuvného lizka a na ndkterych pistrojich také

Zchladiciho syst¢ému. Kolem lizka po kruhové draze obihd rentgenka a soustava detektorq,
ktera detekuje zafeni proSlé zkoumanym subjektem. ProS§l¢ zifeni ma niz$i intenzitu nez
vysilané zareni. Detektory zméni pro§lé zafeni na elektricky signal, ktery je transformovan na
Ciselné informace. Tato hruba data se zpracovavaji v pocitaci az na vysledné projekce.
Tomografické fezy jsou rekonstruovany matematickym algoritmem z jednotlivych projekci.
Rekonstrukce celkového obrazu vychazi ztady projekci ziskanych zriznych uhli snimani.
Kazdy objem urcité tkan¢ — voxel, vykazuje specifickou miru absorpce zatfeni. Z jednotlivych
projekci vzniknou data, kterd se v pocitaci slozitymi operacemi zpracovavaji tak, aby vznikly
jednotlivé obrazy. Je tedy zfejmé, Ze pocet projekci ovliviiuje rozliSovaci schopnost ptistroje.
Mira absorpce zafeni (tj. denzita) V jednotlivych tkanich se vyjadfuje Hounsfieldovymi

jednotkami (HU), které jsou na CT obrazech reprezentovany v odstinech sedi [32, 33].

Divodem, pro¢ samotné CT neni idedlni pfi diagnostice glioblastomu, je jeho
nedostatecnd citlivost a pfi pocate¢nim Sifeni glioblastomu nemusi glioblastom zobrazit.
Mnohem citlivéj$i metodou je magneticka rezonance (MRI), kterd ma navic nulovou radiac¢ni

zat€z pro pacienta, avsak MRI ma t€z vyrazné vyssipofizovaci cenu nez CT [34].

® Gantra je vySettovaci tunel, kterym projizdi lizko s pacientem.

19



2.2.3 PETICT
Hybridni PET/CT je jednou z nejrychleji se vyvijejicich oblasti lékafského zobrazovani.

Pfinosem této metody bylo slouceni anatomické a funkéni informace do jednoho pfistroje,
ktery muze poskytnout trojrozmérny obraz anatomickych i biologickych informaci v jednom
snimku [19]. Kombinovany rezim nam zpfesiiuje vybér oblasti zajmu (angl. volume of
interest, VOI) a eliminuje n€které druhy Sumu jako napiiklad pohyb subjektu (protoze neni
nutné piesouvat pacienta mezi piistroji). Zafeni radiofarmaka v té€le subjektu nema vliv na
vysledny snimek CT. Vyhodou tohoto hybridniho pfistroje je jeho sensitivita a specificnost,
nevyhodou je jeho technicka naro¢nost a naklady spojené s jeho potizenim [20, 21]. Sanchéz
a kol. vyvinuli ptistroj slozeny ze tii komponent — micro-PET/SPECT/CT uzpisobeny pro
hlodavce, komer¢né je dostupny pod nazvem Albira PET/SPECT/CT systém [31]. Technické

uspotadani tohoto pfistroje je na obr. 6 a na obr. 7.

Obr. 6: Technické usporadani micro-PET/CT/SPECT systému. Z pravé strany vidime
posuvné lizko, které prochazi nejprve PET systémem, poté do CT a SPECT systému [31].
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Obr. 7: Piistroj Albira PET/SPECT/CT [27].
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Obr. 8: Demonstra¢ni snimKky z pozitronové emisni tomografie, vypocetni tomografie
a fizovany snimek PET/CT pfi pouZiti **F-fluorocholinu. Snimky pochazeji
Z nenddorovych mysi, PET snimek je 90 min po podédni radiofarmaka a fizovany snimek je

120 min po podéni radiofarmaka.
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2.3 Radiofarmaka pro zobrazeni nadori pomoci PET

Definice radiofarmaka

Radiofarmaka jsou chemické slouceniny slozené z radionuklidu a tzv. nosice, obsahujiciho
chemicky nebo biologicky aktivni latky. Radionuklid je zde zdrojem ionizujicicho zafeni,
které je nasledné detekovano. Radiofarmaka ,, poskytuji informace o kinetice, orgdanové
distribuci, metabolismu a vylucovani aplikovanych sloucenin.” [35]. Nosi¢ je latka, ktera
zajistuje zadané farmakologické chovani radiofarmaka v téle pacienta. Vlivem radioaktivni

pfemény se s casem mnozstvi radionuklidu exponencialné snizuje.

Radiofarmaka mohou obsahovat nuklidy s kratkym polo¢asem rozpadu
(minuty/hodiny), anebo s dlouhym polo¢asem rozpadu (dny/tydny). Pro diagnostickou

nukledrni medicinu jsou vSak vhodnéjsiradiofarmaka s kratkym polo¢asem rozpadu.

Radiofarmaka se pfipravuji pro diagnostické 1 terapeutické ucely. V piipadé
terapeutickych radiofarmak vyuzivame ionizujici zafeni (a, B7), které ni¢i cilové tkang.
V pifpad€ diagnostickych radiofarmak jde o zobrazeni patofyziologickych zmén v téle

pacienta ¢i napf. in Vivo testy fyziologickych funkci u laboratornich zvitat.

PoZadavky na diagnosticka radiofarmaka dle Ceského lékopisu 2009:
— Emise ¢istého gama zafeni v rozsahu 100-511 keV
— Dostate¢né kratky polocas rozpadu
— Radioaktivni pfeménou musi vzniknout stabilni nuklid nebo nuklid s dlouhym
polocasem rozpadu, ktery se chova prakticky jako nuklid stabilni

— Dostate¢na radiochemicka Gistota® radiofarmaka (zpravidla nad 95%)

Piiprava radionuklidia pro vyrobu radiofarmak

Radionuklidy, které se pouzivaji v nukledrni medicing, se piipravyi umcle
Vv cyklotronech, jadernych reaktorech nebo v generatorech radionuklidt. Radiofarmaka se
obvykle na oddé¢lenich nuklearni mediciny piipravuji pomoci kiti. Kit obsahuje vSechny
neradioaktivni latky, aby po pfidavku radionuklidu vzniklo pozadované radiofarmakum.

Vyhodou kiti je rychla a standardizovana piiprava radiofarmaka pied aplikaci [35].

® Radiochemickd &istota je podil radioaktivity pozadované chemické formy radionuklidu k celkové radioaktivité ptipravku
[35].
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Radiofarmaka pro PET vySetfeni se obvykle na pracoviStich nuklarni mediciny neptipravuji,

ale jsou dovazena ptimo od specializovanych vyrobci.
18F pozitronovy za¥i¢

V poslednich dvaceti letech se staly velmi popularni pozitronové zafice. Kromé
nejuzivangjsiho *®F fadime mezi pozitronové zifice i *C, BN, 0, ¥Cu, %8Ga, ®°Y. F je
vhodnym radionuklidem diky nizké pozitronové energii (0,64MeV) a kratkému dosahu
pozitroni Vtkani (2,4 mm). Je mozné jej vyrabét v cyklotronech svysokou specifickou
aktivitou. Velkou vyhodu je také dostate¢né kratky poloc¢as rozpadu (T, =109 min), ktery ale
zZaroveii umoZituje piepravu do PET center cilovych nemocnic. 8F je perspektivni zaFi¢ kvili
vysoké elektronegativité fluoru, ktera zajist'uje velkou ochotu vazat se s mnoha organickymi a

anorganick ymi slou¢eninami [20].

Tabulka 1: Pozitronové zati¢e vyuzitelné pti zobrazovani mozku [20, 36].

Nuklid Dcefiny produkt | Polo¢as rozpadu (min) | Max. dosahe” ve vodé (mm)
tic g 20,48 41
8F %0 109,0 2,4
%4cu N 762 2,9
8Ga ®87n 68,1 8,2
Vyroba 18

Existyji dvé formy 8% a to nukleofilni fluoridové ionty (*8F) a elektrofilni
molekularni fluor (*®F-F,). Nejb&zndjsi vyroba fluoridovych iontd je protonovym
bombardovanim 80 atomii vcyklotronu. Tato metoda se také pouZiva pro syntézu PET
radiofarmak. K vyrob& *8F-F, se vyuziva jaderné reakce deuteronového bombardovani 2°Ne

atomi v cyklotronu. Radioaktivni prem&nou *8F vznika stabilni izotop 20 [20].

V tabulce 2 je uveden piehled vybranych radiofarmak vyuzitelnych pii PET
zobrazovani nadorl. Podrobny popis téchto latek by byl nad ramec bakalaiské prace. V nasi
studii se pracuje se tiemi radiofarmaky a to s FDG, FLT a FCH, které jsou podrobné popsany
nize. Tyto tfi latky byly vybrany na zdkladé¢ vhodnych farmakologickych vlastnosti a téZ na
zakladng jejich lokalni dostupnosti ve FN Olomouc.
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Tabulka 2: Piehled vybranych klinicky uzZivanych PET radiofarmak k zobrazovani

nadoru.

Mechanizmus

Rok schvaleni

Zkratka Nazev radiofar maka akumulace Indikace FDA Citace
Rakovina prsu
substritpro |2t
hexo kmazu v krku 2000 glu_k(')zovy [20]
BEFDG | F-fluorodeoxygluoza "m?bko,' S Rakovina plic mab,oc:'s mus v [29]
glukozy Rakovina §titné nadoru [39]
zlazy
Rakovina ledvin
Rakov ina slinivky
Rakovina plic
Nadory mozku
Substrat pro (gliomy) [20]
tymid inkindzu Ly mfomy Klinicka studie [25]
BEFLT BE_fluorotymidin v syntéze DNA, Rakovina prsu faze 2 [37]
odraz proliferaéni | Rakovina tlustého [39]
aktivitu stieva [41]
Rakovina hlavy a
krku
Metabolismus 3]
e MET Metyl-“C-L-meth ionin eset}malnlch _ Nador_y mozku Klmlc’ka studie [39]
mastnych kyselin (gliomy) faze O [42]
a syntéza proteinti
Substrat pro
cholinkinazu Rakovina prostaty [20]
18 18 . v metabolismu Rakovina ledvin Klinicka studie [37]
FFCH F-fluorocholin cholinu. Nadory mozku faze 0 [40]
Biosyntéza (gliomy) [43]
membran
Substrat pro
cholinkinazu ,
. Nadory mozku . [20]
16.CHO 11:_cholin % metab_ollsmu (gliomy) 2012 rakovina [40]
ghohnu. Rakovina prostaty prostaty [44]
Biosyntéza
membran
Transport , Klinicka studie
BEFET | '8F-fluoroethyltyrosin aminokyselin a Nédory mozku faze 2 [40]
svnté . (gliomy) [48]
ynteza protemnu
Zaclenéni do L . [20]
BE. NaF BF_fluorid sodny hydroxyapatitych Kostninddory 2011 skenovini [25]
krystalii v kostech skeletu [46]
Nédory mozku
", (vysokostupniové
18 Indikator pro : L, . [20]
N 8E_fluoromisonidazol | stanoveni ngl)dorﬁ Qliomy) Klinickd studie [45]
FMISO h ., Plicni nadory faze 2 47
ypoxi Nadory hlavy a [47]
krku
Melanom
Prekurzor syntézy Rak0\v/ ny stitne
dopaminu . 2lazy R . [20]
= 18 | q K Nadory mozku Klinicka studie [37]
FDOPA “L-riuorodopa vmozkua (gliom, faze 2 [40]
V nervove . .
. meningiom) [49]
soustave Nadory hlavy a
krku
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http://www.radiomedic.byznysweb.cz/cz/odborne-info/18f-3-fluoro-3-deoxy-thymidin/rakovina-plic/
http://www.radiomedic.byznysweb.cz/cz/odborne-info/18f-3-fluoro-3-deoxy-thymidin/nadory-mozku/
http://www.radiomedic.byznysweb.cz/cz/odborne-info/18f-3-fluoro-3-deoxy-thymidin/lymfomy/
http://www.radiomedic.byznysweb.cz/cz/odborne-info/18f-3-fluoro-3-deoxy-thymidin/rakovina-prsu/
http://www.radiomedic.byznysweb.cz/cz/odborne-info/18f-3-fluoro-3-deoxy-thymidin/rakovina-tlusteho-streva-a-konecniku/
http://www.radiomedic.byznysweb.cz/cz/odborne-info/18f-3-fluoro-3-deoxy-thymidin/rakovina-tlusteho-streva-a-konecniku/
http://www.radiomedic.byznysweb.cz/cz/odborne-info/18f-3-fluoro-3-deoxy-thymidin/rakovina-hlavy-a-krku/
http://www.radiomedic.byznysweb.cz/cz/odborne-info/18f-3-fluoro-3-deoxy-thymidin/rakovina-hlavy-a-krku/

2.3.1 (**F)-fluorodeoxyglukéza (FDG)
Celym nazvem 2-deoxy-2-fluoro-D-gluk6za. V roce 1968 byla popsana syntéza 2-Deoxy-2-

fluoro-D-glukézy, tedy FDG neoznacené radioaktivnim fluorem, na akademické pude
Univerzity Karlovy [50]. Az vroce 1978 byla popsana syntéza 18F-FDG [51], ktera ov§em
byla velmi slozita, a tak vroce 1982 byla zavedena jednodussi syntéza [52]. FDG se prezdiva
,molekula stoleti“, jelikoZ je nejpouzivanéjsim radiofarmakem v klinickém PET vySetieni.
FDG prispéla k rychlému vyvoji PET technologie. FDG je analog glukdzy, ktery ma na pozici
2 nahrazenou hydroxylovou skupinu (OH") pozitronovym zificem *®F. Enzym hexokinaza
FDG fosforyluje stejné, jako by fosforylovala gluk6zu. Fosforylovand FDG neni dale
metabolizovana a akumuluje se vbunice. Pomoci FDG tedy sledujeme metabolizmus

a utilizaci gluk6zy v organizmu [20, 53].

OH

HO
HO
18F

OH
Obr. 9: Strukturni vzorec FDG [20].

Gluk6za je zdrojem energie pro vSechny bunky lidského téla, pro mozek je dokonce
jedinym zdrojem. Do bunck vstupuje po koncentratnim spadu (usnadnénd difiize) pomoci
pienasece (GLUT-1 az GLUT-4). Dalsim krokem je fosforylace gluk6zy na gluk6za-6-fosfat

enzymem hexokindza, a dale je metabolizovana glykolytickou cestou [20].

Po intracelularnim podéani, FDG putuje krvi do jednotlivych bunck, kde je
fosforylovana hexokindzou na [*®F]FDG-6-fosfat. [®F]JFDG-6-fosfit neni substratem pro
dalsi glykolytické drahy, tedy neucastni se glykolyzy a je zachycen v bunce, kde dochéazi
k jeho velmi pomalé defosforylaci glukoza-6-fosfatizou, coz je pri¢inou jeji akumulace
vbuiice. Po radioaktivnim rozpadu 8F vznika 2-[*®*0J-deoxyglukéza, ktera je naslednd
protonovana a metabolizovana klasickou glykolyzou na vodu a oxid uhlicity [20, 54].

Graficky zndzornéno na obr. 10.
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Obr. 10: Transport FDG z extracelularniho prostoru do buiiky a je ji

Glykolyza

metabolizmus. 8F-FDG a glukéza vstupuji do buiiky pies gluk6zové prenasede a jsou
fosforylovany hexokindzou na FDG-6-fosfat/gluk6za-6-fosfat. FDG-6-fosfat neni dale
metabolizovan a kumuluje se v buiice, pfi¢emz gluk6za se Ucastni dalSich metabolickych

procest (Krebsuv cyklus, oxidativni fosforylace) [20].

Nevyhody FDG: Mira akumulace FDG v zanétlivé tkani miiZze byt totoZzna ¢i vétsi nez
akumulace FDG v nadoru. Tim nam mize znemoznovat zobrazovani u¢inkia 1é¢by nadora
a muze dochazet k mylné diagnostice. Dal§i mozny problém je identifikace nadorti v mozku.
Mozek videalnim ptipadé ziskava energii pouze z glukézy. Ztoho vyplyva, ze 18F-
fluorodeoxygluk6za ma volny ptestup pfes hematoencefalickou bariérua hromadi se v mozku

[20, 55].

K zobrazovani multiformniho glioblastomu jsme zwolili FDG, protoze je
nejroz$ifenéjSim radiofarmakem pro PET vonkologii a také proto, Ze se pouziva pro
zobrazovani multiformniho glioblastomu [56]. AvSak kvili vysokému metabolismu glukdzy
v mozku, dochazi k vysoké akumulaci FDG v této tkani, coz je nezadouci. Chtéli bychom
prozkoumat specificnost FDG pro zobrazovani mySiho modelu multiformniho glioblastomu a
porovnat ji sostatnimi radiofarmaky. DeGrado a kol publikovali ¢lanek zabyvajici se
zobrazovanim astrocytomi u lidi, kde FDG neur¢il spolehlivé pfesné hranice nadora [57].
Chen a kol tento vysledek také potvrdili — FDG neni pfesné, pti zobrazovani ortotopickych
gliomi a jeho viditeInost na snimcich ve srovnani s FLT je nizka [56] a ve srovnanis FCH je
také nizka [57]. AvSak na$§ nadorovy model je subkutanni ¢ili je mozné FDG pouZit jako

srovnavaci latku.
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Primarni akumulace FDG je vsrdci a v mozku, mensi vychytdvani je v ledvinach
aVjatrech (Tabulka 3 a 4). Tabulka 4 ukazuje téméf stejnou hodnotu akumulace FDG

v mozku a v nadoru, coz je pro ucely zobrazovani nadorti v mozku nevyhodné.

Tabulka 3: Biodistribuce FDG ve zdravych mysich 30 a 60 minut po aplikaci [52].

Orgén 30 min 60 min

id/g (%) id/g (%)
Ledviny 1,51+0,51 0,64+0,10
Jatra 1,36+0,52 0,88+0,16
Mocovy méchy ¥ 14,41+12,55 9,17+8,33
Srdce 22,27+7,30 18,08+7,03
Mozek 6,15+1,94 4,84+1,06
Krev 1,14+0,48 0,31+0,31
Slezina 1,52 +0,37 1,37 £0,21
Kosti 1,41 +0,64 1,40 +0,49
Plice 2,45 +£0,60 2,08 £0,18

Tabulka 4: Biodistribuce FDG vV jednotlivych organech u potkana s nadorem (buné¢na linie

9L, gliosarcom) 60 minut po

aplikaci [30].

Orgin 60 min
id/g (%)
Ledviny 1,29+0,44
Jatra 0,42+0,09
Mozek 2,75+0,13
Nador 2,86+0,36
Zanét 1,23+0,52
Krev 0,24+0,04
Plice 1,02+0,19
Slezina 1,81+0,51
Zaludek 0,25+0,08
Stehenni kost 0,61+0,18
Slinivka 0,22+0,08
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2.3.2  (*®F)-fluorotymidin (FLT)
Celym nazvem 3-deoxy-3-(**F)-fluorotymidin. Grierson a Shields syntetizovali poprvé

molekulu FLT vroce 2000 [58]. FLT je analog tymidinu, ktery je zakladni stavebni jednotkou
nukleovych kyselin. Obdobn¢ jako FDG, ma FLT na poloze 3" zaménénou hydroxylovou
skupinu za pozitronovy zaFi¢ *®F. UmoZiluje nAm tak sledovat miru syntézy DNA v tkanich a
tim proliferaci bungk, jelikoz tymidin se specificky zaclefiuje do DNA a je spojen s S-fazi
bungéného cyklu. Za alternativu FLT lze d4 povazovat [*C]-tymidin, nevyhodou je viak jeho
slozitd radiosyntéza, kratky polotas rozpadu 'C (20 minut) a jeho rychly katabolismus.
Vyhodou FLT je odolnost vii¢i katabolismu, jednodussi radiosyntéza a del8i polocas rozpadu
18F [58, 59].

o} O
H,C H,C
3 NH 3

| | NH
HO NAO HO o N/&O

O

OH 18F

Obr. 11: Strukturni vzorec tymidinua FLT [20].

Nédorova tkan ma ve srovnani s normalni tkani vy$$i poptavku nukleotidli (cytosin,

guanin, adenin a tymidin) pro syntézu DNA. V RNA se tymidin nevyskytuije.

Tymidin i FLT jsou v cytoplazmé fosforylovany tymidinkindzou 1 (TK-1)
na tymidinmonofosfat (TMP) za piitomnosti ATP. TMP je dale fosforylovan az na
tymidintrifosfat, ktery je zabudovan do DNA. Pouze mala ¢ast FLT-trifosfatu se zabudovava
do DNA, zbytek 8F-FLT je ve form& monofosfitu akumulovan v bufice kvili nepropustnosti
bunééné membrany [20, 59]. Graficky znazornéno na obr. 12. Disledkem toho mizeme
pozorovat korelaci mezi zvySenym vychytavanim FLT a zvySenou aktivitou TK-1. Je tedy

ziejmé, ze koncentrace FLT v nddoru je zavisla na jeho ristu.

! tymidinkinaza — exprimovana v pribéhu syntézy DNA (S-faze bunééného cyklu) [58].
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Obr. 12: Metabolizmus a transport ®F-FLT z plazmy do buiiky. Tymidin i *®F-FLT jsou
transportovany do bunky pfes nukleosidové transportéry. Dale dochazik jejich fosforylaci
tymidinkindzou (TK-1) az na tymidintrifosfat/F LT-trifosfat. FLT-trifosfat se dale nezaclefiuje
do DNA na rozdil od tymidintrifosfatu. Alternativni cestou tymidinu je syntéza

tymidintifosfatu z uridinmonofosfatu [20].

Ukazalo se, ze gliomy ve vysokych stupnich rozvoje maji zvySeny stupeni proliferace
anaruSuji hematoencefalickou bariéru. FLT vstupuje do mozku touto porusenou
hematoencefalickou bariérou [56]. Lee a kol. a Waarde a kol uvadéji, ze podanim
tymidinfosforylazy® (intravendzni infuzi) se akumulace FLT zvysi piicemz zvyiena
akumulace FLT je mnohem markantn€j$i v nadoru, nez v intaktni mozkové tkani [30, 55].
Piednosti FLT je moznost méfeni reakce nadoru na antiproliferacni 1écbu a absence
akumulace v zanétlivé tkani, coz snizuje mnozstvi faleSné¢ pozitivnich vysledkd [55, 56].
Nevyhodou FLT je snizeny pfestup pies hematoencefalickou bariéru pti pouziti nizké davky
FLT a nizsi citlivost nez FDG [36]. Corroyer — Dulmont a kol uvadgji, z2 FLT bylo
prediktivni pro antiproliferativni lé¢ebny proces a dale uvadi, ze 1 FDG bylo prediktivni,

pouze vSak piipouziti bunéénych linii U-87 MG, kdezto u modelu U-251 nikoliv [8].

Vybér FLT pro tuto praci byl podminén jeho farmakologickymi vlastnostmi, pro které

se bézn¢ vyuziva pii zobrazovani multiformniho glioblastomu [56]. Tymidin je souc¢asti DNA

8 tymidinfosforylaza snizi hladinu endogenniho tymidinu v téle [55].
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a umoznuje sledovani proliferace bunék a pravé zvysena proliferace bunék a replikace jejich
DNA je charakteristickd pro maligni onemocnéni. Posouzeni bunééné proliferace je uzite¢né
voditko pro terapii rakoviny a i ¢asné hodnoceni odpovédi na IéCbu, protoze snizeni
proliferace ssebou nese i morfologické zmény [37]. Studie ukazaly, ze FLT je vybornym

radiofarmakem pro zobrazovani gliomu [8, 30, 55, 56].

Akumulace FLT je relativné nizkd vporovnani sjinymi radiofarmaky.
Nékolikanasobné se da zvysit podanim tymidinfosforylazy mysipted skenovanim (Tabulky 5
a 6). Je dulezité pfipomenout, ze hladina tymidinfosforylazy u lidi je velmi nizka ve srovnani
s mySmi. Tabulky 5 a 6 ukazuji, Ze nejvyssi akumulace FLT je ve slezin€, v ledvinach,
nasledné ve stfevé a v nadoru, a ukazuje, ze akumulace v mozku je velmi nizkd a v nadoru
podstatné vys$i; coz umoznuje vyuziti FLT pfi zobrazovani nadort v mozku [30, 55].
Biodistribuce u lidi je t¢éméf totozna, ale organem s prevladajici akumulaci jsou jatra, coz se
ptipisuje mezidruhovym rozdilim [60]. Data o biodistribuci FLT ve zdravych mysich nejsou

dostupna.

Tabulka 5: Akumulace FLT u potkana s nadorem (buné¢na linie 9L, gliosarkom)

s premedikacia bez premedikace tymidinfosforylazou (TP) 60 min po aplikaci FLT [30].

Orgén 60 min 60 min
id/g (%) bez TP id/g (%) s TP

Ledviny 0,40+0,06 0,76+0,23
Jatra 0,15+0,02 0,39+0,10
Mozek 0,03+0,01 0,06+0,01
Nador 0,20+0,02 0,52+0,10
Slezina 0,40+0,10 0,95+0,48
Stievo 0,23+0,02 0,57+0,02
Zanét 0,27+0,16 0,07+0,02
Plice 0,38+0,10 0,15+0,02
Zaludek 0,27+0,08 0,13+0,07
Stehenni kost 1,10+0,25 0,16+0,02
Slinivka 0,10+0,06 0,08+0,01
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Tabulka 6: Akumulace FLT u potkana s nadorem (bunécna linie C6, potkani gliomové

burky) s premedikacia bez premedikace tymidinfosforylazou (TP) 120 minut po aplikaci

FLT [55].
Orgén 120 min 120 min
id/g (%0) id/g (%) s TP

Ledviny 2,28+0,69 1,19+0,49
Jatra 0,61+0,28 0,39+0,20
Mocovy méchyr 0,74+0,49 1,57+0,68
Srdce 0,46+0,20 0,26+0,15
Mozek 0,06+0,01 0,04+0,02
Kosti 0,19+0,03 1,18+0,67
Nador 0,55+0,06 1,14+0,62
Slezina 0,56+0,20 1,16+0,63
Strevo 1,08+0,45 1,28+0,58
Plice 0,46+0,16 0,34+0,19

2.3.3  (*®F)-fluorocholin (FCH)
Celym nizvem N,N-dimethyl-N-"8F-fluioromethyl-2-hydroxyethylamin. Molekula FCH ma

DeGrado a kol
¢ (trimethyl-2-hydroxyethylamin) se jiz diive ukéazal jako slibné PET radiofarmakum p¥i

pocatky vroce 2000, kdy ji syntetizovali [57]. Cholin oznaeny

zobrazovani mozkovych nadortl, jeho nevyhodou je vSak velmi kratky polocas rozpadu
uhliku-11 (20 min) [61, 62]. FCH je analog cholinu znaeny *°F, ktery je zabudovan
do molekuly cholinu pfes methylovou skupinu odebranim jednoho jejiho vodiku. Cholin je
bunkkami vyuzivan jako prekurzor pro biosyntézu fosfolipidt. Fosfolipidy jsou zdkladni prvky
pro tvorbu buné¢né membrany. FCH méfi prolifera¢ni nebo mitotickou aktivitu tkané [62,

63].

18F/\N+/\/OH
™

Obr. 13: Strukturni vzorec FCH [20].
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Jelikoz nadorova tkan vykazuje zvySenou rychlost metabolismu, vychytavani cholinu
je v nadorové tkani vyssi nez ve zdravé tkani. To je zpusobeno markantnéjsi proliferaci bunék
Vv nddorové tkdni, a tudiz intenzivnéjSi poptavkou po fosfolipidech na stavbu bunéénych
membran [36].

Intraven6zné podany FCH z krevniho fe€isté¢ vstupuje do bunky pomoci cholinovych
transportértt (ChT1). Cholin je bud’ acetylovan na acetylcholin acetylcholinkindzou nebo
oxidovan na betainaldehyd cholindehydrogenazou a pomoci betainaldehyddehydrogenazy az
na betain. Také muize byt fosforylovan cholinkindzou (CK) na fosforylcholin za spotieby
ATP®. Fosforylcholin je metabolizovan na cytidindifosfitcholin, ktery je poté zabudovan do

fosfatidylcholinu (=lecitin), coz je hlavni sloZka buné¢nych membran [20].

Pti zobrazovani odezvy lécby malignich nadort je velmi obtizné rozliSit zanétlivou
tkan od nadorové, coz mize vést k mylné diagnoze. Jelikoz akumulace cholinu v mozku je
velmi nizkd, FCH je velmi dobré¢ PET radiofarmakum pro zobrazovani mozkovych nadort
[57]. Vychytavani FCH v mozku je ovlivnéno hematoencefalickou bariérou [36]. Fosforylace
cholinu a jeho za¢lenéni do fosfolipidli cholinkinazou (CK) je dilezitou metabolickou drahou.
Zvysena fosforylace cholinu a aktivita cholinkinazy mtizou byt markery nadoru. Kwee a kol.
zjistili, Ze gliomy ve vysokych stupnich rozvoje, mozkové metastazy a benigni léze mohou
byt rozliSeny rozdilnou absorpci FCH, pfiCemz metastazy mély vys$si akumulaci nez gliomy

ve vysokych stupnich rozvoje a benigni léze mély pouze minimalni akumulaci [62, 64].

Pti vybéru FCH jsme vychazeli zjeho vlastnosti, které naznaCuji potencial pro
zobrazovani riznych nadort, v¢etné nadorti v mozku, respektive glioma [57, 64, 65].
V disledku toho, Ze cholin je prekurzor fosfolipidli v bunécnych membranich, poskytuje
informace o proliferacni aktivit¢ tkané. ZvySeny metabolismus cholinu a tim zvysSena
experese cholinkinazy je charakteristickym znakem maligniho onemocnéni [66]. Vyhodou je
také jeho minimalniho vychytavani v mozku. DeGrado a kol zkouseli FCH vyuzit pro
zobrazovani mozkového nadoru u pacientt S astrocytem. Jejich vysledky ukazaly dostatecné
rozliSeni nadoru od normalni tkané, cela prace ukazala, ze FCH napodobuje piijem a ukladani
cholinu vrakovinovych bunkach [57]. Bansal a kol zkouseli vroce 2008 FCH pro
zobrazovani gliomi (9L bunééné linie — gliosarkom) u potkant a dospéli k zavéru, ze FCH
muze slouzit k zobrazovani gliomt [66]. FCH vérné napadobuje zrychleny metabolismus

cholinu [67]. Na druhé strand Ebenhan a kol. studovali &ty¥i fluorovand radiofarmaka (‘8F-

9 adenosintrifosfat
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FDG, '®F-FLT, '®F-FCH a '8F-FET) na ngkolika druzich nidort (glom — U87-MG,
melanom, fibrosarkom, karcinom prsu, plicni nador, nador tlutého stfeva), jejich vysledky

jasn¢ ukazaly, z2 FCH mél velmi nizky az nedetekovatelny ptijem v nadorech (obr. 14 a 15)
[24].

Hlavni organy fyziologické akumulace FCH jsou ledviny a jatra. Akumulace FCH
Vv ostatnich organech je ¢asové konstantni, pouze u ledvin se hodnota vyrazné snizuje, coz
nazna¢uje rychlou metabolickou eliminaci radionuklidu. Tyto poznatky ilustruji tabulky 7 a 8
[66]. Nebyl nalezen rozdil mezi akumulaci FCH mezi dvéma typy nadort (rakovina prsu a

rakovina prostaty) [65].

Nasledujici tabulka 7 ukazuje akumulaci FCH v jednotlivych organech u zdravych
mysi Biodistribuce u lidi a u my$i je velmi podobna s vyjimkou vychytavani v plicich a srdci

u lidi. Nejvyssiakumulace byla opét v ledvinach a v jatrech.

Tabulka 7: Akumulace FCH v jednotlivych organech u zdravych mysi v ¢asech 60 minut
a 10 hodin po aplikaci [65].

60 min 10 hod
Orgén id/ g (%) id/g (%)
Ledviny 75,6£25,7 90,6+17,5
Jatra 24,5+13,4 26,6+9,8
Plice 30,2+10,9 28,6+5,8
Srdce 18,0+8,0 23,5+5,1
Mozek 1,44+0,6 1,7+0,4
Krev 1,1+0,3 1,5+0,4
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Tabulka 8: Akumulace FCH v jednotlivych organech u potkant s nadorem (bunééna linie

9L, gliosarkom) 5 minut a 10 minut po aplikaci [66].

5 min 10 min

Orgén id/g (%) id/g (%)
Ledviny 15,57+6,52 7,27+2,15
Jatra 2,61+0,84 3,16+0,68
Krev 0,27+0,08 0,25+0,09
Srdce 0,45+0,16 0,47+0,15
Mozek 0,05+0,02 0,04+0,01
Nador 0,69+0,41 0,22+0,10
Kosti 0,17+0,1 0,14+0,04
Plice 1,65+0,92 1,1+0,35
Prostata 1,11+0,62 1,34+0,89

Tabulka 9: Akumulace FCH v jednotlivych organech u mysi s nadorem ( PC-3 — karcinom
prostaty a MCF7 — karcinom prsu) v ¢asech 10 minut, 30 minut a 60 minut po aplikaci [65].

10 min 30 min 60 min
Than id/ g (%) id/ g (%) id/g (%)
Ledviny 127,7+27,6 116+17,0 94,3+31,0
Jatra 50,7+15,3 56,7+13,2 58,4+40,6
Plice 18,0+5,3 17,1+1,4 21+4,4
Srdce 15,5+5,9 13,2+2,6 12,743,2
Mozek 0,8+0,3 1,0+0,2 0,8+0,1
Nador 3,6+0,6 7,1+£2,1 7,9+5,0
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Obr. 14: Srovnani akumulace FDG, FLT a FCH plicniho nadoru (H-460), ktery roste
intrakranialné. PET skenovani bylo zahdjeno 15 min po aplikaci pro FCH a 30 min po
aplikaci pro FDG a FLT [24].

Obr. 15: Srovnani akumulace FDG, FLT a FCH ve zhoubné m subkutannim
fibrosarkomu (RIF-1). PET skenovanibylo zahajeno 15 min po aplikaci pro FCH a 30 min
po aplikaci pro FDG a FLT [24].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Cil prace

Cilem prace je srovnani zobrazovaciho potencialu tii radiofarmak - ‘®F-fluorodeoxyglukézy
(FDG), ®F-fluorotymidinu (FLT) a *®F-fluorocholinu (FCH), zhodnoceni jednotlivych

radiofarmak a jejich vhodnosti pro zobrazeni mySiho modelu multiformniho glioblastomu.

3.2 Pouzité chemikalie

Byla pouzita tfi riznd hromadnd vyrabéna radiofarmaka a to ®F-fluorocholin (lason,
Rakousko), *®F-fluorotymidin (RadioMedic, Rez) a *®F-fluoroglukéza (UJV, Rez). Isofluran
ve formé ptipravku Forane (Abbott, USA) byl pouzit jako inhala¢ni anestetikum, pro inhalaci
byl uzit medicinalni kyslik Respirox (SIAD, CR) a k zabranéni vysychéni o¢i u zvifat béhem
anestézie byl pouzit Ophthalmo-Azulen (Zentiva, CR). Jako vehikulum pro buiky U-87 MG
vprib¢hu implantace byl pouzit Matrigel Matrix (Corning, USA) ve smési (1:1)
s kultivaénim mediem (EMEM+10% FBS, Sigma-Aldrich, CR).

Kontrola radiochemické ¢istoty pouzitych radiofarmak nebyla provadéna. Za jejich
dostateCnou kvalitu ruc¢i dle platné legislativy vyrobce a vzhledem k tomu, Ze byly pouzity
vzdy piipravky zSarze slouzici primarné pro klinické vySetfeni pacienti ve FN Olomo uc,
povazujeme kontrolu jejich Cistoty na naSem pracovisti za bezpfedmétnou. Veskeré prace

vvvvv

tak, aby dochdzelo k minimalizacirizik spojenych s u€inky ionizujiciho zateni.

3.3 Pouzité pristroje

Laboratorni mysi byly zobrazovany pfistrojem Albira micro-PET/CT/SPECT (Carestream,
USA), anestetikum bylo poddvano syst¢émem pro inhalacni anestezii pro mala zvifata
(Summit Anesthesia Support, USA), radioaktivita radiofarmak byla méfena méficem aktivity

(Veenstra Instruments, Nizozemi).
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3.4 Laboratorni zvirata
K experimenttim bylo pouzito mySiho kmenu DBA (Charles River, USA) a kmenu SCID

(Harlan, USA). Véaha jednotlivych mysi ¢inila 20-25 g. Laboratorni mysi byly chovany ve
sterilnim zvétinci v klecich s dostatkem napajeci vody a krmiva. Pro pokusy byly pouzity
vyhradné¢ samice. Vzhledem k casové naroCnosti vySetfeni a s ptihlédnutim k dodavce
radiofarmak bylo vyuzito dvou mysi pro nenddorové zobrazeni pro kazdou latku a pro
nadorové zobrazeni byly pouzity tfi mysi na jedno radiofarmakum. Mysi kmene DBA byly 11

mésict staré, u SCID bylo stati v dobé experimentu 11 az 12 tydnd.

Stru¢na charakteristika pouzitych mySich kmenii:

— Kmen DBA (svétla, hnéda, jednobarevna; angl. dilute, brown, non-agouti) byl
vySlechtény jiz vroce 1909 C. C. Littlem v USA. DBA mysS byla vySlechténa
inbrednim kfizenim, které se opakovalo ve vice nez dvaceti generacich. Kmen mysi
DBA je hojné¢ vyuzivan jako modelovy laboratorni organizmus K testim toxicity,
biodistribuénim studiim a k syngennim transplantacim (transplantace mezi geneticky
identickymi jedinci) [68].

— Kmen SCID (t¢Zka kombinovana imunodeficience; angl. severe combined
immunodeficiency) byl vySlechtény vroce 1983 G. C. Bosmem v USA [69].
Imunodeficientni my$i maji narusenou rekombinaci uréitych gent, a tim je zpUsobena
nedostatecna produkce B a T-lymfocyti. Nékteré SCID mySi ve véku 10 az 14
mésict, produkuji malé mnozstvi funkénich B a T-lymfocytd. Kmen SCID je vhodny
k transplantaci tkani nebo organi mezi dvéma kmeny zviiete (alogenni transplantace)

a také K transplantaci napiiklad nadord z ¢lovéka na mys [70].

Eutanazie zvirat

U zdravych neniddorovych mysSi byla eutanazie provedena ihned po dokonceni
experimentu, kdy byly jest¢ mysi v celkové anestezii, prerusenim kréni patete. U nadorovych
myS$i byla eutandzie provedena az po skonceni vSech pokusi. Utracené laboratorni mysi byly
poté umistény do skladu radioaktivniho odpadu na dobu nezbytnou pro pokles trovné

radioaktivity pod stanovenou mez.

Prace se provadéla v souladu se vS§emi pravnimi normami pro praci s laboratornimi
zvifaty (Zakon na ochranu zvifat proti tyrani ¢. 246/1992 Sb.) platnymi v Ceské republice

a s vniténimi predpisy Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.
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3.5 Priprava mySiho modelu multiformniho glioblastomu
U SCID mysi bylo aplikovano 1x10° (50 pl) bungk U-87 MG & 1x10° (100 pl)

radiorezistentnich bun¢k U-87 MG ve smési se 100 pl Matrigel Matrixu. Implantace
nadorovych bunék probéhla 16 tydnt pfed zobrazovanim. Implantace se provadéla
subkutanné do pravého a levého boku hrudniku. Radiorezistentni kmen bunc¢k byl pouzit
zdtvodu daliitho zkoumani vytvofenych nadortt mimo rdmec PET zobrazeni. Pro ucely
zobrazovani multiformniho glioblastomu chapeme ptivodni a od n¢j odvozeny radiorezistentni
kmen bunék jako rovnocenné. Subkutanni aplikace nadorové linie byla zvolena jako
predstupenn pro budouci studie ortotopického modelu glioblastomu a téz pro mozZnost
zobrazovat tumory mimo mozek, ktery by u ortoptického modelu tvotil nezadouci pozadi.
Ptipravu bunééné linie U-87 MG provadéla Mgr. Magdalena Megova a implantaci bun¢k do
mys$i provadél MVDr. Dalibor Dolezal. Velikosti nadord v dobé zobrazovani jsou shrnuty

v tabulce 10.

Tabulka 10: Velikosti nadori v dobé zobrazovani u SCID myS$i. Nadorové linie
aplikovany na ob& strany hrudniku. 1x10° nddorovych bundk U-87 MG, pficemz 10.2. 2014 a
14.2. 2014 byly zobrazovany mysi s radiorezistentnimi buitkami U-87 MG.

Datum zobrazovani 3.2.2014 10.2. 2014 14.2. 2014
Véaha mysi (g) 21,1 25,1 24,8
Délka - 4,14 5,41
— | Levy nador
2 Strka - 3,54 4,52
= délka 10,5 10,91 11,58
Pravy nador
Strka 8,33 6,91 9,13
Véaha mysi (g) 22,5 22,1 22,2
délka 12,86 9,23 11,08
A | Levy nador
’E‘ﬁ; Strka 10,43 6,76 7,81
délka 7,67 10,46 11,34
Pravy nador
Sirka 5,96 7,54 9,49
Véaha mysi (g) 23,1 23,3 23,5
délka 11,03 3,64 4,14
> | Levy nador
% Sitka 8,67 2,9 3,44
Pravy nador délka 10,25 3,92 4,57
Strka 8,64 3,5 4,02
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3.6 Zobrazovaci metody

3.6.1 Priprava pro PET/CT vySetreni

Radiofarmakum bylo vyzvednuto z Kliniky nuklearni mediciny FNOL vzdy tésné pied
zahdjenim experimentu. Byl vypocten ptisluSny objem, ktery se poté aplikoval mysi. Injek¢ni
stittkacka obsahujici radiofarmakum byla vSak nejprve zméfena méficem radioaktivity. Po
aplikaci byla injek¢ni stiikacka znovu zméfena a tyto hodnoty byly od sebe odecteny, a tak
byla ziskana piesna hodnota radioaktivity, ktera byla aplikovana mysSi Pii aplikaci
radiofarmaka byla my§ v celkové anestezii. Po nastoupeni anestezie bylo retroorbitaIng*®
aplikovano radiofarmakum [71] a proti vysychani rohovky byla aplikovana mast Ophtalmo-
Azulen. Poté byla my$ umisténa a upevnéna do Iizka v microPET/SPECT/CT a ptistroj byl

spuSteén.

Po celou dobu anestezie byl prutok kysliku pro inhalaci udrzovan mezi 1,5 a 2 I/min.
Hladina isofluranu — pro uvod do anestezie bylo pouzito 4 % isofluranu po dobu 5 minut, po

dobu samotného méfeni pak 2% isofluranu.

Obr 16: Schéma zafizeni pro inhala¢ni anestezii. Sklada se z boxu, kde dochazik uvodni
anestezii zvifete, pracovni plochy pro aplikaci latek, regulace prutoku kyslikua z vystupnich

filtrd pohlcyjicich nespotiebovany isofluran.

10 Retroorbitalni aplikace je rovnocennd alternativa k intravenéznimu podani do ocasni zily. Aplikace je
provadéna do retroorbitalniho sinu lokalizovaného za okem.
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Mysim byla retroorbitalné¢ aplikovana radiofarmaka vzdy v objemu 100-150 pl
0 aktivité pohybujici se okolo 10 MBq/zvife. Vzhledem k pologasu rozpadu 8F a schématu

méfeni byla v nékterych ptipadech pouzita aktivita nizsi.

3.6.2 Nastaveni PET/CT
Pti skenovani zvifat byly vyuzity dva typy nastaveni PET/CT. Laboratorni mys byla

podrobena nejprve samotnému PET skenovani— tzv. ,dynamicky* PET po dobu 90 minut tj.
18 na sebe plynule navazujicich pétiminutovych PET scanii. A poté nasledoval ,,jednoduchy*
PET v délce 5 minut s plynule navazujicim CT snimanim (proud 400 pA, napéti 45 kV, 600
projekei), ktery slouzil k ziskani dat pro budouci fizi PET a CT obrazl. Celkové skenovani
jedné mySi vtomto schématu trvalo cca 120 minut. Pfed zahajenim skenovani se nastavil
prislusny offset, tj. odsazeni lizka. Pfi kazdém PET skenovani byl pouzit offset 20 mm.

Offset CT ¢€inil vzdy 40 mm.

Program Albira Acquirer obsluhoval samotné skenovani zvifat. Po dokonceni
skenovani byl spust¢én program Albira Reconstructor, ktery znaméfenych dat
zrekonstruoval vysledny obraz. Poté se mohly v programu PMOD (PMOD Technologies,
Svycarsko) zagit zpracovavat kinetické modely tj. oznatovat jednotlivé VOI a vyhodnocovat

data. Program VolView (Kitware, USA) umoznil vytvorit 3D snimky a animace.

Data vyhodnocena programem PMOD byla vyjadiena v procentech podané davky na
gram tkan¢ (% id/g). Tato hodnota vychazi z nize uvedeného vzorce, ktery zahrnuje
objemovou aktivitu C [mCi/cm®]*! daného VOI, objem VOI jako V [cm®] a hmotnost W [g]
tkané vybraného VOI. Podana davka radioaktivity je oznacena Dynj [MCi].

%id/g = C.Z.—— .100% )

Inj

Piepocet mezi standardizovanou hodnotou vychytavani (SUV) a % id/g je nasledujici:

SUV = Hid/g W (3)
100

Kde W je télesna hmotnost [g]. Jednotkou SUV je kg/ml [72].

11 mCi=37MBq
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Obr. 17: Oznacovani oblasti zajmu (VOI) v programu PMOD. Tti roviny — sagitalni,
transverzalni a frontalni, ve kterych lze oznacovat VOI. Obrazek zachycuje akumulaci FCH

v nadorové mysi 45 min od aplikace radiofarmaka.

3.7 Statistické zpracovani dat

Naméiena data byla statisticky vyhodnocena v programu Statistica 64 (StatSoft, USA).
Hladina vyznamnosti p byla stanovena na 0,05. Maximalni akumulace radiofarmak
V nadorech a maximdlni poméry akumulace niddor/mozek byly vyhodnocovany pomoci
jednofaktorového ANOVA testu nasledovaného Tukeyho post hoc testem. Casovy pribéh
akumulace radiofarmak v ostatnich organech byl vyhodnocovan pomoci RM-ANOVA testu a

post hoc Tukeyho testu.
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4 Vysledky

4.1 Biodistribuce ®*F-FDG

Tabulka 11: Biodistribuce FDG u nenadorovych my$i (n=2). Data jsou ve tvaru

aritmetického priméru akumulace + smérodatnd odchylka.

k okamziku aplikace radiofarmaka.

Uvedené casy se vztahuji

Oroan 5 min 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min

g [%id/g] | [%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g]
Ledviny | 9,75+4,69 | 9,53+1,94 | 9,82+0,54 | 9,86+2,60 | 7,89+1,72 | 10,33+1,09
Srdce 13,14+6,42 | 18,00+7,03 | 22,88+6,01 | 27,30+1,02 | 28,44+3,40 | 29,28+3,07

Mozek 566+3,30 | 6,09+2,53 | 6,39+1,16 | 6,65+0,45 | 6,19+0,99 | 6,69+0,15
ﬁggﬁ;’ry 19,40+4,58 | 30,46+8,42 | 41,03+7,49 | 51,23+1,12 | 59,30+9,14 | 49,80+8,65
Jatra 4694329 | 3,87+1,66 | 3,7740,72 | 4,15+0,06 | 4,54+0,08 | 4,19+1,23

Tabulka 12: Biodistribuce FDG u nadorovych mysi (n=3). Data jsou ve tvaru

aritmetického priméru akumulace + smérodatna odchylka. Uvedené Casy se vztahuji

k okamziku aplikace radiofarmaka.

Ores 5 min 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
rgan [%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g]
Ledviny | 13,30+8,08 | 14,96+3,78 | 18,39+2,83 | 21,54+11,02 | 17,92+6,49 | 18,67+3,36
Srdce | 17,87+15,91 | 22,98+18,17 | 27,98+16,25 | 35,62+13,39 | 41,11+14,91 | 42,73+17,74
Mozk | 8344590 | 9,00+4,32 | 10,37+2,10 | 12,66+3,30 | 13,29+447 | 13,30+5,53
MoCovy | 19 0611443 | 29.01417,57 | 37,35£14,84 | 487141412 | 53,25+14,50 | 56,15+18,52

méchyi’. ’ 7’ ’ ’ ’ ’ 7’ ’ 7 ’ 7 7
Jatra 4,3742,81 | 3,73+1,48 3,86+0,73 | 4,24+0,47 4,44+0,61 | 4,49+1,02

Nador
prava 3,1642,44 | 3,7242,39 4,28+1,86 | 5,01%1,47 5,12+1,13 5,44+1,51
strana
Nador
leva 2,3742,99 | 3,05+3,60 3,92+4,26 5,06+5,21 5,515, 65 5,82+5,77
strana
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Graf 1: Biodistribuce FDG u nenadorovych mysi (n=2). Vynesena data jsou arimetrické

praméry s kladnou smérodatnou odchylkou. Cas se vztahuje k okamziku aplikace
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Graf 2:Biodistribuce FDG u nadorovych mysi (n=3). Vynesena data jsou arimetrické

priméry s kladnou smérodatnou odchylkou. Cas se vztahuje k okamziku aplikace

radiofarmaka.
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Obr. 20: 3D vizualizace biodistribuce ®F-FDG v A — zdravé mysi a B — nadorové mysi
v programu VolView. Obraz je zaznamenan 120 minut po aplikaci radiofarmaka. Sipka

oznac¢uje nador.
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4.2 Biodistribuce ®F-FLT

Tabulka 13: Biodistribuce FLT u nenadorovych my$i (n=2). Data jsou ve tvaru

aritmetického priméru akumulace + smérodatnd odchylka.

k okamziku aplikace radiofarmaka.

Uvedené casy se vztahuji

Ore4n 5 min 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
g [%idig] | [%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g]
Ledviny | 871+1,18 | 7,91+1,57 | 7,96+1,05 7,88+0,24 7,69+1,59 8,7241,59
Srdce | 7,10£0,99 | 5,89+1,06 | 5,60+0,43 5,27+0,21 5,170, 14 5,040, 18
Mozek | 1,76+0,08 | 1,61£0,08 | 1,65+0,01 1,700,01 1,79+0,02 1,86+0,01
“n{:g;f 9,05+0,52 | 13,11£0,93 | 18,84+3,14 | 27,28+10,57 | 36,11£19,14 | 38,01+14,56
Jatra | 7,56£0,77 | 6,36£0,93 | 6,11+0,40 5,810, 18 5,65+0,11 5,59+0, 08
Slezina | 5,36+0,68 | 551+0,70 | 6,88+0,92 8,43+1,13 9,66+1,04 9,85+1,44

Tabulka 14: Biodistribuce FLT u nadorovych mySi (n=2). Data jsou wve tvaru

aritmetického priméru akumulace + smérodatnd odchylka.

k okamziku aplikace radiofarmaka.

Uvedené casy se vztahuji

5 min 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
[%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g]
Ledviny | 11,06+3,46 | 8244255 | 7,45+1,99 | 557+1,41 | 4,6241,17 | 3,60£0,32
Srdce 814+2,98 | 591+1,87 | 4,82+1,48 | 3,63+1,04 | 3,07+0,88 | 2,33+0,07
Mozek | 1,55+0,54 | 1,51+0,49 | 1,46+0,42 | 1,33+0,45 | 1,26+0,43 | 1,04+0,01
Dﬂ{:ﬁﬁ;ﬁ 16,26+8,44 | 27,46+12,15 | 42,33+15,30 | 70,96+27,84 | 94,22+36,49 | 61,71+8,54
Jatra 7,95+0,38 | 6,02+0,45 | 5,35+0,99 | 4,56+1,49 | 3,79+1,37 | 2,70+0,02
Nador
prava 4,8742,79 | 578+2,77 | 6,09+2,51 | 6,08+2,28 | 6,0242,08 | 4,45+0,44
strana
Nador
leva 3,8240,75 | 4,46+0,87 | 4,67+0,43 | 429+0,23 | 4,02+0,04 | 3,48+0,80
strana
Stieva | 3,95+1,60 | 4,19+1,12 | 4,88+0,58 | 6,37+0,72 | 7,81+0,54 | 6,76+1,98
Zluénik | 844+4,23 | 6,61£2,94 | 585+2,48 | 5544253 | 5544273 | 4,490, 69
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Graf 3: Biodistribuce FLT u nenadorovych mysi (n=2). Vynesena data jsou arimetrické

praméry s kladnou smérodatnou odchylkou. Cas se vztahuje k okamziku aplikace

radiofarmaka.
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Graf 4: Biodistribuce FLT u nadorovych mysi (n=2). Vynesena data jsou arimetrické
priméry s kladnou smérodatnou odchylkou. Cas se vztahuje k okamziku aplikace

radiofarmaka.
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Obr. 23: 3D vizualizace biodistribuce ®F-FLT v A — zdravé mysia B — nadorové mysi
v programu VolView. Obraz je zaznamenan 120 minut po aplikaci radiofarmaka. Sipky

oznac¢uji nadory.
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4.3 Biodistribuce ®*F-FCH

Tabulka 15: Biodistribuce FCH u nenadorovych mysi (n=5). Data jsou ve tvaru

aritmetického priméru akumulace + smérodatna odchylka. Data jsou ve tvaru aritmetického

praméru akumulace +£ smérodatna odchylka. Uvedené Casy se vztahuji k okamziku aplikace

radiofarmaka.

Orgén 5 min 15 _min 30 min 60 _min 90 min 120' min
[idlg] | [widlg] | [%idlg] | [%idig] | [eidig] [%id/g]

Ledviny | 2847739 | 26,5626 | 22,06:4,20 | 18,71+401 | 17,374393 | 17,89+3,39
Srdce | 653:161 | 532+1,05 | 440066 | 445:045 | 452:052 | 446x046
Mozk | 156£010 | 163006 | 171x012 | 221014 | 254021 | 277:013

ngﬁ;ry 243:103 | 375:145 | 624382 | 12,68+0.95 |1531+12,04 | 16,71+12,40

Jitra | 17,18£490 | 17,88+389 | 1585:2,60 | 14,49+216 | 14014225 | 14,41+2,02
Stitna Adza | 493133 | 571141 | 627+153 | 645:070 | 672+074 | 746+139
PiteF | 306£044 | 356:065 | 468+123 | 7.06+136 | 860+1,19 | 877+115

Tabulka 16: Biodistribuce FCH u nadorovych mysi (n=3). Data jsou ve tvaru

aritmetického priméru akumulace + smérodatnd odchylka.

k okamziku aplikace radiofarmaka.

Uvedené casy se vztahuji

Orgén 5 min 15.min 30 min 60_min 90 min 120. min

[%id/g] | [%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g] [%id/g]
Ledviny | 37,16+3,15 | 34,43+4.12 | 30,49+6,08 | 25934684 | 24,014638 | 24,06+5,14
Srdce 743£170 | 6114126 | 546+112 | 525¢106 | 5134075 | 5544047
Mozek 2394018 | 23440,18 | 2572016 | 2,83:013 | 294+0,19 | 2974041
i‘;’:ﬁ;ry 7,08+2,56 | 10,86+4,46 | 15,69+6,82 | 21,2249,53 | 23,07+10,58 | 20,42+9,86
Jatra 18,74+2,66 | 19,2842,09 | 17,99+2,01 | 16,69+1,65 | 16,59+164 | 16,63+1,15
Né‘:‘t’rralr’];m" 137+0,67 | 154076 | 166076 | 169:0,74 | 269237 | 2690,70
Ni‘i‘;;:?é 3414192 | 374109 | 391196 | 383+172 | 256£058 | 341108
Stitnd Aaza | 5912077 | 644+1,08 | 6876£0,85 | 6924099 | 7174076 | 7294072
Pite 4404033 | 466£038 | 549+063 | 680+097 | 7764098 | 7444083
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Graf 5: Biodistribuce FCH u nenadorovych mysi (n=5). Vynesena data jsou arimetrické

praméry s kladnou smérodatnou odchylkou. Cas se vztahuje k okamziku aplikace

radiofarmaka.
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Graf 6: Biodistribuce FCH u nadorovych mysi (n=3). Vynesena data jsou arimetrick é
priméry s kladnou smérodatnou odchylkou. Cas se vztahuje k okamziku aplikace

radiofarmaka.
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Obr. 26: 3D vizualizace biodistribuce ®F-FCH v A — zdravé mysi a B — nadorové mysi
v programu VolView. Obraz je zaznamenan 120 minut po aplikaci radiofarmaka. Sipky

oznac¢uji nadory.
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5 Diskuze

V ramci experimentdIni &asti bakalafské prace byla studovana biodistribuce radiofarmak 8F-
FDG (*®F-fluorodeoxyglukédzy), F-FLT (*®F-fluorotymidinu) a *8F-FCH (*®F-fluorocholinu)
a jejich moZnosti zobrazovani mozkového nadoru multiformniho glioblastomu
lokalizovaného subkutanné. V praci byly pouzity dva kmeny mysi, a to kmen mysi DBA
a SCID. Pro srovnani fyziologické distribuce se situaci u nadorovych zvitat byly pouzity
zdravé nenddorové mysSi kmene DBA a nddorové SCID. Muzeme konstatovat, ze vysledky
biodistribuce radiofarmak mezi nidorovymi a nenadorovymi se li§ily. Eliminace pouzitych
8F_radiofarmak probiha prostiednictvim ledvin, a proto mocovy méchyf vykazuje vysokou

akumulaci jednotlivych radio farmak.
Biodistribuce FDG

Vysledky biodistribuce u zdravych a nadorovych mysi jsou shrnuty v tabulkach
11 a12. FDG ukazala nejvyssi akumulaci v mo¢ovém méchyii (46,34 % id/g = 10,79), srdci
(41,11 % id/g = 14,91), ledvinach (21,54 % id/g + 11,02) a v mozku (13,29 % id/g + 4,47).
Akumulace v mozku byla pomérné vysoka, coz se oéekavalo. Nejvyssi akumulace v nadorech
(pravy nador: 5,11% id/g + 1,13; levy nador: 5,51 % id/g £ 5,65) bylo dosazeno
po 90 minutach od aplikace. Nadory byly zobrazovany pomérné slabé a kontrast mezi okolni
tkani a nadorem nebyl velky (obr. 28). Po paté minuté skenovani lze z'etelné rozeznat
jednotlivé organy a obraz se jiz méni minimaIné (Obr. 18 a 19). Nase vysledky jsou ve shodé

s ostatnimi studiemi [30, 52].
Biodistribuce FLT

Vysledky biodistribuce u zdravych a nadorovych mys$i jsou shrnuty v tabulkdch
13 a14. FLT se v naSich experimentech vyznacovala nejvyss§iakumulaci v moCovém méchyii
(36,49 % id/g + 38,74), ledvinach (11,06 % id/g + 3,46), srdci (8,14 % id/g + 2,98) a v jatrech
(7,95 % id/g £ 0,37). Akumulace v mozku byla nizkd (1,55 % id/g £ 0,53). Nejvyssi
akumulace v nadorech (pravy nador: 6,16 % id/g=+ 2,15; levy nador: 4,87 % id/g + 2,79) bylo
dosazeno po 60 resp. 90 minutach od aplikace. Nadory zobrazené pomoci FLT byly dobie
viditelné a rozeznatelné od okolni tkané (obr. 27). Zhruba od dvacaté minuty skenovani
dochazi k dostatecnému kontrastu mezi organy a okolni tkani (obr. 21 a 22). Vysledky naseho
experimentu jsou ve shod¢ s dalsimi studiemi [30, 55]. FLT se u mys$i kmene SCID
akumuloval i ve Zlu¢niku (4,49 % id/g + 4,23) a v oblasti stiev (7,81 % id/g + 0,54), piicemz

u zdravych nenadorovych mysi se zde neakumuloval. U kmene DBA se naopak akumuloval
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ve sleziné (9,66 % id/g + 1,04). Nebyla nalezena Zadna studie, ktera by toto popisovala,
mohlo by to byt vysvétleno odliSnosti ve fyziologii mezi kmeny DBA a SCID, poptipadé

ovlivnénim distribuce FLT onkologickym onemocnénim.
Biodistribuce FCH

Vysledky biodistribuce u zdravych a nadorovych myS$i jsou shrnuty v tabulkdch
15 a 16. Akumulace FCH byla nejvyssi v ledvinach (37,16 % id/g = 3,15), mocovém méchyii
(23,07 % id/g + 10,58), jatrech (19,44 % id/g + 3,07), patefi (7,76 % id/g + 0,98) a vsrdci
(7,43 % id/g + 1,70). Akumulace v mozku (2,97 % id/g+0,41) byla nizka. Nevyssi akumulace
v nadorech (pravy nador: 2,69 % id/g + 2,37; levy nador: 3,79 % id/g + 1,68) bylo dosazeno
po 90 minutach od aplikace, ale jejich vizualni hodnoceni nebylo dobré (obr. 28). FCH se
také akumuloval ve §titné zlaze (7,17 % id/g+ 0,76), tuto akumulaci ovSem nepopisuje Zadna
publikace. Eliminace FCH zob&hu je velmi rychla a po 5 minutach od aplikace se
biodistribuce v organech méni jiz minimalné (obr. 24 a 25). Tyto vysledky jsou ve shodé
S ostatnimi studiemi [65, 66] s vyjimkou toho, Ze pfedchozi studie ukazaly vétsi akumulaci
V nadoru nez v mozku, pficemz naSe vysledky jsou sporné, coz mize byt zplsobeno

¢aste¢nou nekrozou nadort ¢i jejich nepfesnym oznacenim (VOI) v programu PMOD.

Graf 7 porovnava maximalni akumulaci radiofarmaka v nadorech a v mozku. Hodnoty
jasné ukazuji vy$$i akumulaci FDG v mozku nez v nddorech. U FLT je situace opacnd,
akumulace je vyS$i v nadorech nez v mozku. Zobrazovaci kvalita FCH je vtomto piipadé
diskutabilni, protoZze v levém nadoru je vyssiakumulace nez v mozku, ale v pravém nadoru je

tomu naopak, coz by mohlo byt zpisobeno ¢aste¢nymi nekrézami v nadorech.

Nejvy$si akumulaci v nadoru vykazuje FLT (pravy nador: 6,16 % id/g + 2,15; levy
nador: 4,87 % id/lg + 2,79), stiedni akumulace v nadoru je u FDG (pravy
nador: 5,11% id/g+ 1,13; levy nador: 5,51 % id/g £ 5,65) a nejniz§i akumulace v nadoru
vykazuje FCH (pravy nador: 2,69 % id/g + 2,37; levy nador: 3,79 % id/g £+ 1,68). Nicméné

statisticky nejsou rozdily mezi ttemi zkoumanymi latkami signifikantni.
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Graf 7: Srovnani maximalni akumulace FDG (n=3), FLT (n=2) a FCH (n=3) v nadorech
aVv mozku u nadorovych i nenadorovych mysi. Grafje vytvofen z praméri ¢asti nejvyssi
retence latky v nadoru tj. pro FDG — 90 min; pro FLT — 40 min; pro FCH — 50 min. Vynesena

data jsou arimetrické priméry s kladnou smérodatnou odchylkou.

Na obr. 27 jsou sagitalni snimky myS$i se vSemi tiemi radiofarmaky. Vidime, Ze
akumulace FDG v mozku je ve srovnani s ostatnimi latkami velka, coZ je pro zobrazovani
mozkovych nadort nevhodné. Zatimco retence FLT a FCH v mozku je velmi mala. Proto obé

dve tyto latky vykazujipotencial pro vyuziti pti zobrazovani mozkovych nadord.
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Obr. 27: Srovnani biodistribuce radiofarmak (PET obraz) ve zdravych a nadorovych
mySich v programu PMOD. Leva strana zndzorfiuje zdravé mysi a prava strana nadorové
mysi. Sagitalni snimek biodistribuce je zaznamenan 45 minut po aplikaci radiofarmaka.
Vysvétlivky: L — ledviny, J — jatra, S — srdce, M — mozek, M& — moGovy méchyt, S — stitna

zlaza, P — misto aplikace.

Kombinované zobrazovani multiformniho glioblastomu zndzorfujici fiizované tezy
(PET+CT) je na obr. 28, kde jsou uvedeny frontalni snimky za pouziti vSech tii radio farmak.
Pfi zobrazovani FDG nador vykazoval pomérné¢ maly kontrast od okolni tkan¢ a stejné tak i u
FCH. Ackoliv je nutné podotknout, ze v nddorech byly pfitomny nekrdzy, které tyto vysledky

mirné¢ zkresluji. I presto u snimku S FLT jsou nadory dobfe zobrazeny, i kdyZ ne Vcelém

svém objemu.
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Obr. 28: Srovnani biodistribuce radiofarmak ve fazované m PET/CT obrazu u zdravych
a nadorovych mySich v programu PMOD. Horni ¢4st obrazu znazornuje zdravé mysia
dolni ¢ast nadorové mysi Frontdlni snimek biodistribuce je zaznamenan 120 minut po
aplikaci radiofarmaka. Zluté $ipky ukazuji nadory. Vysvétlivky: L — ledviny, J — jatra, S —

srdce, M — mozek, M¢ — mocovy méchyrt.

Akumulace radiodiagnostika ve zdravé mozkové tkani je u orthotopickych nadori
mozku nezadouci, ponévadz tvofi rusivé pozadi k nadoru. Proto u zkoumanych latek
srovnavame piedev§im poméry akumulace nador/mozek. Srovnani pomérd akumulace
nador/mozek je ukazano v grafu 8. Z vysledku je patrné, Ze FLT vykazuje signifikantné vyssi
pomér nador/mozek nez FDG a FCH a tedy i vyssi kontrast v nddorech oproti mozku (levy
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nador: 3,47 + 0,99; pravy nador: 4,79 +£0,01). U FDG je tento pomér méné¢ nez 1 (levy
nador: 0,57 + 0,74; pravy nador: 0,41 + 0,11) tj. nevhodny pro zobrazeni nadort v mozku.
Piijem FDG v mozkové tkani je vyssi nez v samotném nadoru a v piipadé diagndézy by mohlo
dojit k faleSné negativnim €1 pozitivnim nalezim. Pomér pfijmu FCH v nddoru a mozku je
znacn¢ variabilni (levy nador: 1,65 + 1,02; pravy nador: 0,95 + 0,89), protoze levy nador
vykazuje vyssi piijem FCH nez pravy nador a pfijem v mozku ma hodnotu mezi témito
dv€ma. Z toho soudime, ze FCH pravdépodobné neni vhodny pro zobrazovani multiformniho

glioblastomu. OvSem bylo by zapotiebito potvrdit dalsim zkoumanim.

6 - ® Nadorleva strana B Nadorprava strana

ador/mozek

pomér na
N

FDG FLT FCH

Graf 8: Srovnani pomé ru akumulace v nadoru ku akumulaci v mozku u zkoumanych
radiofarmak. Uvedené poméry akumulaci jsou vybrané vzdy prave ty nejvyssi z méteného
¢asového tseku pro danou latku tj. pro FDG — 90 min, n=3; pro FLT — levy nador 50 min,
pravy nador 90 min, n=2; pro FCH — levy nador 15 min, pravy nador 90 min, n= 3. Data

jsou ve tvaru aritmetického priméru akumulace + smérodatna odchylka.

Dalsi faktor, ke kterému je nutné Vv hodnoceni zkoumanych latek ptihlédnout je
radiacni zat¢z ostatnich organd. V ptipadé FDG a FLT dochazelo k rychlému odstranéni
radiofarmaka z téla, coz naznaCuje vysoka akumulace v mocovém mechyii béhem méfeni.
Oproti tomu u FCH byla akumulace v mo¢ovém méchyfi niz$i a Vv ledvinach vyssi, coz
ukazuje na pomalejsi exkreci radioframaka z téla rendIni cestou a vyssiradiacni zatéz ledvin a

ostatnich organi. Nicméné ledviny a jatra jsou ,zasazeny“ vSemi tfemi radiofarmaky, u
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ostatnich organt se situace podstatné lisi. U FDG jsou typickymi organy akumulace srdce a

mozek, u FLT to jsou stfeva, slezina, zluénik a u FCH Kkosti, jatra a $titna zlaza.

Dle vysledkti naSecho experimentu, povazujeme jako nejlepsi volbu pro zobrazovani
multiformniho glioblastomu radiofarmakum FLT. Jako méné vhodnou variantu povazZujeme
FDG, kde akumulace v mozku piesahuje akumulaci v nadoru (graf 7, graf 8), coz FDG
Vv ptipadé orthotopického modelu zna¢né¢ znevyhodiiyje. Zobrazovani pomoci FCH, také neni
ptili§ vhodné, protoze vizudlni zhodnoceni je obtizné a v nadorech se FCH pfilis
neakumuluje. Ebenham a kol srovnavali ¢tyfi fluorovana radiodiagnostika na rdznych
nadorech (gliomy —U-87 MG, melanom, fibrosarkom, karcinom prsu, plicni nador, nador
tlutého stieva), mezi nimi byla i vSechna nami pouzita radiofarmaka a takté¢z dospéli k zavéru,
ze FLT je vhodné zobrazovaci radiofarmakum, zatimco FCH neni vhodné z divodu jeho
velmi slabé vizualizace [24]. Oproti tomu jiné studie naznaCuji, Z2 FCH je slibnym
radioframakem na zobrazovani mozkovych nadort [57, 66]. Ve studiich byly zkoumany
podobné typy vysokostupniovych mozkovych nadort. V piipadé prvni studie byl zkouman
anaplasticky astrocytom u lidi, Z uvedené¢ho obrazku ve studii lze vidét, z2 FCH nekopiruje
vérné hranice nadoru a zdravé tkané [57]. Coz naznaCuje, Ze FCH pravdépodobné nemiize
hrat velkou roli pti predopera¢ni diagnostice a v kontrole pribéhu lécby. V druhé studii byl
zkouman subkutanni gliosarkom na potkanech, bohuzel neuvadi ziddny snimek ilustrujici

zobrazovani gliosarkomu [66].
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6 Zavér

Tato prace se zabyva zobrazovanim subkutdnnich nddort multiformniho glioblastomu na
myS$im modelu pomoci tii 18F-ﬂuorovan}'/ch radiofarmak (FDG, FLT, FCH) a tZ porovnava
jejich zobrazovaci potencidl. Zobrazovani bylo provadéno multimodéalni metodou PET/CT,
ktera spojuje zobrazovani jak funkéni tak i strukturni Metoda byla nejprve ovéfena na
skupin¢ zdravych nenddorovych mysi a po t¢ nasledovalo zobrazovani mysi se subkutanné
rostoucimi nadory. Prace se zabyva i biodistribuci zkoumanych radiofarmak v ostatnich

organech.

Pfi diagndze urCitych malignich nadorti a jejich 1é¢bé je velmi dilezita jejich
Vizualizace pomoci pozitronové emisni tomografie, coz vyzaduje vhodna specificka
radiofarmaka. Zobrazeni nadora je nutné, ke zjiSténi polohy nadoru pied jeho chirurgickym
odstranénim nebo napiiklad pro sledovani pribéhu lécby. A proto je dllezity vyvoj a

charakterizace novych radiofarmak.

Pfi naSem hodnoceni radiodiagnostik pro model multiformniho glioblastomu jsme
dospéli k zavéru, ze FLT je nejvhodnéjsim radiofarmakem pro zobrazovani tumori tvofenych
bunikami U-87 MG a to kvuli vyrazné akumulaci FLT v nadoru, velmi nizké akumulaci tohoto
radiofarmaka v mozku, vynikajicimu poméru akumulace nador/mozek, a také kvuli nizké
radiacni zatéZi ostatnich orgdni. Akumulace FLT v t€chto organech byla vyrazné nizsi neZ pti
uziti FDG ¢1 FCH. I ptes klinické vyuziti FDG pii zobrazovani nadorti mozku shleddvame
v ptipadé¢ multiformniho glioblastomu (U-87 MG) FDG jako méné¢ vhodné nez FLT. Pomgr
akumulace nador/mozek pro FDG je prilis nizky, aby mohlo dochazet ke snadnému odliseni
nadoru od zdravé mozkové tkan¢. Ani FCH nevykazoval jednoznacné dobré vysledky. I ptes
relativn¢ nizkou akumulaci FCH v mozku, musime konstatovat, ze akumulace FCH v tomto
organu byla vys$i nez v n¢kterych nadorech. Tudiz by bylo potfeba provést dalsi zkoumani
pro pfesnéj$i zaveér ohledné potencidlu této latky zobrazovat glioblastom. Pfi zvaZeni radia¢ni
zatéze ostatnich organt a vizualniho hodnoceni snimki povazujeme na zékladé¢ namétenych
dat FCH za radiodiagnostikum nevhodné pro zobrazovani multiformniho glioblastomu. Avsak

bylo by vhodné podrobit FCH dalsimu zkoumani.

Vysledky této prace budou vyuzity pii dalsSim vyzkumu na modelech glioblastomu
vrameci Ustavu molekularni a translaéni mediciny LF UPOL napf. pii studiu rekurentnich

ortotopickych gliomi u mysi.
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7 Summary
This work deals with imaging of subcutaneous tumor of glioblastoma multiforme in a mouse

model using three ®F-fluorinated radiopharmaceuticals (FDG, FLT, FCH) and comparison of
their imaging potential. Imaging was performed using a multimodal PET/CT technique,
which combines both the functional and structural imaging. The method was first validated in
the group of healthy non-tumorous mice and then followed by imaging mice with
subcutaneously growing glioblastoma tumors. This work study also the biodistribution of

selected radiopharmaceuticals in other organs.

For the diagnosis of certain malignant diseases and their treatment is visualization
using positron emission tomography essential and so it requires appropriate specific
radiopharmaceuticals. Tumor imaging is necessary for localisation of malignancy
beforesurgical intervention and also e.g. for monitoring of tumor treatment. Therefore the

development and characterization of novel radiopharmaceuticals is important.

In our study, we concluded that FLT is most suitable for imaging of brain tumors
derived from U-87 MG cells in mouse model, due to high tumor uptake, very low
accumulation in the brain, excellent tumor/brain accumulation ratio, and also because of the
low radiation exposure of other organs. The accumulation of FLT in other organs was
significantly lower than in case of FDG and FCH. Despite the clinical utility of FDG imaging
of brain tumors, we found FDG less suitable glioma imaging agent then FLT in mouse model.
FDG tumor/brain accumulation ratio was too small to enable clear differentiation of tumor
from surrounding healthy tissue. Neither FCH revealed uniformly satisfactory results. Despite
relatively low FCH accumulation in the brain, we must note that FCH accumulation in this
organ was higher than in some tumors. Thus, it would require further investigation for more
accurate conclusion on FCH imaging potencial. Having considered the ballast radiation and
visual assessment of the FCH we regard this radiodiagnostics as inappropriate for imaging

glioblastoma multiforme. However FCH could be an object of further studies.

Results of this thesis will be employed in further research on glioblastoma models
within the Institute of Molecular and Translational Medicine, FMD PUO e.g. in study of

recurrent orthotopic gliomas in mice.
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