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SEZNAM ZKRATEK

androgenovy receptor

angl. high-afinity choline transporter, vysoce afinitni transportér
cholinu

angl. counts per minute, pocet ionizujicich eventli za minutu
angl. computed tomography, vypocetni tomografie

angl. choline transporter-like protein, protein podobny
transportéru cholinu

dimethylsulfoxid

angl. desintegrations per minute, poc¢et rozpadii za minutu

angl. Food and Drug Administration, Ufad pro kontrolu potravin
a léciv

BE-fluordeoxyglukosa

8E-fluorethylencholin

18E-fluormethylencholin

angl. high-performance liquid chromatography, vysokot¢inna
kapalinova chromatografie

angl. half maximal inhibitory concentration, maximalni
koncentrace, pii které je inhibice 50 %

angl. injected dose, podané davka

angl. liquid chromatography — mass spektrometry, kapalinova
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

angl. magnetic resonance imaging, zobrazovani magnetickou
rezonanci

angl. organic cation transporter, transportér organickych
kationtli

angl. phosphate buffered saline, fosfitovy pufrovany
fyziologicky roztok

angl. positron emission tomography, pozitronovd emisni
tomografie

angl. post injection, po injekci

angl. prostate-specific antigen, prostaticky specificky antigen



PSMA

SCID

SPECT

SUvV

TBR

angl. prostate-specific membrane antigen, prostaticky specificky
membranovy antigen

angl. severe combined immunodeficiency disease, tézka
kombinovana imunodeficience

angl.  single-photon  emission computed tomography,
jednofotonova emisni vypocetni tomografie

angl. standardized uptake value, standardizovand hodnota
uptaku

angl. target to background ratio, pomér signalu cile ku signalu

pozadi



1. UVOD

Karcinom prostaty je jednou z nejcastéjsich zivot ohrozujicich malignit u muzi. Prestoze
se béhem poslednich let diky lepsi prevenci snizila mira vyskytu karcinomu prostaty, stale
neexistuje dostate¢na strategie prevence a 1é¢by, ktera by dokazala ovlivnit vysokou
umrtnost souvisejici s touto nemoci. Zatimco existuji efektivni moznosti 1éCby pro
karcinom, ktery se nerozSifil mimo prostatu, Uspéch pii 1é¢b¢é metastatické formy
onemocnéni je maly, zejména pokud selze hormonalni 1é¢ba. Cim diive jsou vsak
metastazy diagnostikovany, tim lepsi je progndza pacienta.

Jako slibna diagnosticka zobrazovaci metoda pro hodnoceni karcinomu prostaty u
pacientil s vysokym podezienim na metastatické onemocnéni se ukazala byt pozitronova
emisni tomografie S vypocetni tomografii (PET/CT) celého téla (zaloZena na podani
radiofarmaka pacientovi a zobrazovani jeho distribuce v téle) za pouziti derivata cholinu
radioaktivné znagenych !C a 8F. Tyto metody se uspésné pouzivaji Kk uréeni stadia
nemoci u pacientd s biochemickou recidivou.

Cholin je u savcu esencialni zivina, ktera ma v téle dilezité fyziologické funkce.
Slouzi jako substrat pro syntézu fosfatidylcholinu (lecitinu), ktery je stézZejni slozkou
bunéénych membran. Jeho akumulace v nadorovych tkanich pii nadorovych
onemocnénich (zejména rakovina prostaty a gliomy) se stala kli¢ovou vlastnosti,
pouzitelnou pro vyzkum diagnostiky/terapeutiky karcinomu prostaty.

Na zaklad¢ téchto poznatkd byly v ramci experimentalni ¢asti této prace testovany
nové radioaktivné znacené (izotopy jodu) derivaty cholinu, u kterych byl hodnocen
potencial pro diagnostiku karcinomu prostaty. Idealnim piipadem je akumulace

radiofarmaka v nadorové tkani a minimalni akumulace v tkanich zdravych.

Cilem mé diplomové prace je na zakladé in vitro, in vivo a ex vivo experimentl
posoudit potencial radioaktivné znacenych latek pro diagnostiku karcinomu prostaty.
Studovanymi latkami jsou derivaty cholinu znacené jodem, které jsou porovnavany S
v praxi jiz pouzivanymi radiofarmaky ®F-fluorcholinem a 8Ga-PSMA-11. In vitro
testovani je zaméieno na stanoveni hodnot 1C50 derivati cholinu pouzitim kompeti¢ni
studie s *H-cholinem na bun&né linii PC-3 (lidsky karcinom prostaty). Pii in vivo a ex

vivo studiich je hodnocena biodistribuce testovanych latek v téle laboratornich mysi.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Karcinom prostaty

Jedna se u muza o druhou (po karcinomu plic) nejc¢astéjsi pfi¢inu smrti na maligni
nadorové onemocnéni. Karcinom prostaty je z 95 % ptipadi adenokarcinom, tedy vznika
ze 7Zlazového epitelu. Obvykle roste pomalu a zpocatku zasahuje jen prostatickou Zlazu,
kde nemusi zptisobit vaznou Skodu. Nicméné zatimco nekteré typy karcinomu prostaty
rostou bez symptomi a téméi nepotiebuji 1écbu, dalsi typy jsou agresivni a mohou se §ifit
a kosti. Klinicka manifestace pokrocilého stadia je v podob¢é obtizného moceni, retence

moci, bolesti zad nebo hematurie (Daniyal et al. 2014).

2.1.1. Epidemiologie

Karcinom prostaty je rostouci hrozbou v globalni epidemiologii. Kazdoro¢né je
diagnostikovéano vice nez jeden milion pfipadti a iimrtnost vzrostla na vice nez 300 000
umrti za rok (Cooperberg a Chan 2017). Zpravidla je diagnostikovan muzim ve véku nad
50 let. Pramérny vek pacientl s timto onemocnénim je 72-74 let. Celosvétove je riziko
karcinomu prostaty ve véku 85 let 0,5-20 %. Incidence se méni v zévislosti na etnickém
pvodu a zemi. Nejnizsi vyskyt této nemoci je obvykle v Asii, zejména v Ciné (ve mésté
Tianjin 1,9 ze 100 000 muzid za rok). Nejvyssi incidence je v Severni Americe, zejména
u Afroameric¢anti ve Spojenych statech Americkych (137 ze 100 000 muzi za rok). Tyto
rozdily jsou ovlivnény kombinaci faktord, napf. genetickou predispozici, vné&jsimi
rizikovymi faktory, lidskou aktivitou ovlivnitelnymi dtvody jako registr onemocnéni a

kvalita zdravotni péce a dalsi (Gronberg 2003).

2.1.2. Etiopatogeneze

Navzdory vysoké incidenci, etiologie karcinomu prostaty zistdva do zna¢né miry
neznama. ZvySujici se vek, rasa a rodinnd anamnéza jsou jedinymi ustanovenymi
rizikovymi faktory. Mnoho ptfedpokladanych faktord, vcetné¢ androgent, stravovani,
fyzické aktivity, sexualnich faktori, zanétu a obezity, je zkoumano, ale jejich role
Vv etiologii karcinomu prostaty zlistava nejasna. Odhaduje se, Ze az 42 % rizika karcinomu

prostaty tvoii genetické vlivy (Hsing a Chokkalingam 2006).
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Relativni riziko vyvoje karcinomu prostaty je vys$si u muzd, kteti maji nemocného
bratra ¢i otce. Rodinna historie nemoci je zjevné dulezita, avSak v soucasné dobé pouze
35 % dédi¢ného rizika je vysvétleno znamymi geny. Ackoli je vzacna (1 ze 300), mutace
BRCAZ2 poskytuje az 8,6krat zvySené riziko u muzt mladsich 65 let a také byla spojena
s agresivni formou karcinomu prostaty. Dalsi souvisejici vzacné mutace jsou v genech
BRCA1, HOXB13, NBS1 a CHEK2. Mutace HOXB13 GS84E je jedinym dal$im
identifikovanym faktorem se zvySenym relativnim rizikem (3-4krat) a s frekvenci
abnormalni alely 1,3-1,4 % (Cuzick et al. 2014).

2.1.3. Diagnostika

Androgeny indukuji produkci prostatického sekre¢niho  glykoproteinu,
prostatického specifického antigenu (PSA), jehoz koncentrace v krevnim séru se pouziva
pro screening, ur¢eni stadia, monitorovani odezvy na 1é¢bu a detekci recidivy karcinomu
prostaty. PSA byl poprvé identifikovan Harou et al. v roce 1969. V klinické praxi se zacal
pouzivat od pocatku 80. let a stal se nejvyznamnéjSim nddorovym markerem karcinomu
prostaty. PSA neni specificky pro zhoubny karcinom, a jeho hodnoty tak mohou byt
zvysené i diky jinym faktoriim, napf. benigni hyperplazii prostaty (Daniyal et al. 2014).

Dalsi zakladni diagnostickou metodou je digitalni rektalni vySetieni. Pti vySetfeni
per rectum jsme schopni vySetfit jen asi 1/3 povrchu prostaty, piesto je toto vySetfeni
velmi dulezité. Specificita digitalniho rektalniho vySetieni je asi 89-97 % a odhaduje se,
ze asi 50 % karcinoma prostaty diagnostikovanych touto metodou se jiz rozsifilo mimo
prostatu. Elevace hladiny PSA nad 4 ng/ml a abnormalni nalez na prostaté (pii vySetfeni
per rectum) byvaji divodem k histologickému vySetfeni vzorkd tkané, ziskanych pfi
biopsii prostaty, transuretrdlni resekci prostaty nebo transvezikalni® prostatektomii
(Kolombo et al. 2008).

Standardni biopsii prostaty predstavuje transrektalni ultrazvukem vedend biopsie.
Jedna se o invazivni metodu cileného odbéru vzorkd prostaty za pomoci transrektalni
sonografie. Metoda je dobfe dostupna, finan¢né i ¢asové nenaro¢na, ale jeji senzitivita je
relativné nizkd. AZ v 70 % neni schopna identifikovat, a tedy ani zacilit loZisko
karcinomu. Diagnosticka nejistota pak vede k opakovanym biopsiim, a tim K zvySeni
morbidity i finan¢nich nakladt. Dle doporuceni se bioptuje cilené podezielé lozisko nebo

se odebird minimalné 10 vzorki z celé prostaty. V soucasnosti je pro diagnostiku lozisek

! skrz mogovy méchyi
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vyuzivana nej€astéji multiparametrickd magneticka rezonance. Poskytuje morfologické,
molekularni a metabolické informace. Lépe definuje velikost, Sifeni i biologickou aktivitu
a umoznuje odliSeni od benignich 1ézi (Kudlackova et al. 2017).

Po potvrzeni histologické diagnézy je pro urceni dalSiho postupu nezbytné
stanoveni klinického stadia onemocnéni (staging) pomoci TNM? klasifikace a rizikovosti
stanovenim histologického stupné malignity (grading). UrcCeni T stadia je obtizné, a
pomoci CT a MRI ne zcela spolehlivé. Urcité nadéje se vkladaji do MRI spektroskopie,
nevyhodou je vSak vysoka cena a relativni nedostupnost. Kuréeni N stadia je
nejspolehlivéj§i panevni lymfadenektomie a radioizotopové metody. M stadium se
stanovuje pomoci zobrazovacich metod nuklearni mediciny PET a SPECT, kterym se
podrobnéji vénuji nasledujici kapitoly. Metastazujici onemocnéni (PSA>20 ng/ml) je
nutno doplnit scintigrafii skeletu (**F-fluorid sodny pro PET a **™Tc-hydroxydifosfonat
pro SPECT), rentgenovym snimkem plic a CT vySetfenim. Stupen malignity urCuje
Gleasonovo skore, které se zakldda na pétistupiiovém hodnoceni usporadani bunék
karcinomu prostaty (viz Obr. 1.) — skore je vysledkem souctu dvou nejcastéji se
vyskytujicich typt tkanové architektury. Vysledkem je hodnota 2-10, kde hodnota nad 7
je jiz vysoce rizikova (Balik a Brodak 2011).

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

Obr. 1. Schéma konvenéniho (a) a modifikovaného (b) Gleasonova systému. V roce 2005 byl Gleasontv
systém modifikovan. K nejvyznamnéjsim zménam doslo v obraze 3 a 4. V modifikovaném systému jsou

zahrnuty sitovité zlazky a abnormalné ohranicené zlazky v obraze 4 (Helpap a Egevad 2009).

1T —nador, N — uzliny, M — metastdzy
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2.1.4. Terapie

Lékati, ktefi 1é¢i pacienty s opakovanou zvysenou hladinou PSA celi slozitému
rozhodovani. Zatimco se chtéji vyhnout zbytecnému pietizeni (overtreatment) pacientt,
jejichz onemocnéni by nikdy neovlivnilo kvalitu jejich zivota, musi se snazit o zpozdéni
nastupu metastatického onemocnéni a amrti.

Primarni 1é¢bu karcinomu prostaty predstavuje v dnesni dobé radikalni
prostatektomie, radia¢ni terapie a terapie protonovym paprskem. Do strategic 1é¢by dale
patii chemoterapie, hormonalni terapie, kryochirurgie a ultrazvuk s vysokou intenzitou
v zavislosti na klinickych podminkach a vysledcich. Vybér metody 1é¢by zavisi zejména
na stadiu onemocnéni, hladiné¢ PSA a Gleasonov¢ skore (Chen a Zhao 2013).

Radikalni prostatektomie je chirurgicky zakrok, pti kterém se odstraniuje prostata
se semennymi vacky. Jedna se o standardni 1é€bu pro klinicky lokalizovany karcinom
prostaty. Provadi se otevien& retropubicky nebo perinealng?, laparoskopicky nebo za
asistence robota. Souhrnna data naznacuji, ze chirurgické feseni ma lepsi vliv na preziti
pacienta nez radioterapie, ale znepokojujici je chirurgicka morbidita, erektilni dysfunkce
a inkontinence (Dehn 2006).

Primarni radioterapie pacientl s lokalizovanym onemocnénim je zahéjena u téch
pacientl, kteti davaji prednost ozafeni pfed chirurgickym zakrokem nebo je u nich
operace kontraindikovana. Davka ozafeni na cilovou tkan by méla byt nejvyssi rozumné
dosazitelnd, obvykle 70-82 Gy. Dalsi moZnosti je stereotaktickd radioterapie
(CyberKnife, X-ntz), ktera vyuziva aplikaci vysokych davek zateni ve vice rovinach
pomoci robotického ramene. V neposledni fadé¢ u lokalizovanych stadii karcinomu
prostaty ma dobré vysledky brachyterapie, kdy jsou zdroje zateni zavadény piimo do
prostaty (Balik a Brod’ak 2011).

Terapie protonovym paprskem je relativné nedostupnd, nicméné ma velky
potencial diky unikatnim fyzikalnim vlastnostem protonového zafeni. Tato metoda
zvySuje efekt davky zafeni na cilovou tkan a minimalizuje expozici zafeni pro necilové
organy (Gray a Efstathiou 2013).

Béhem poslednich let se terapeutické strategie pro pacienty v pokrocilém stadiu
karcinomu prostaty zna¢né rozvinuly. Bylo zavedeno a schvéleno n€kolik novych latek
véetné sipuleucelu-T, radia-223, abirateronu, enzalutamidu a kabazitaxelu. Vsechny

prokazaly znac¢né zlepSeni celkového preziti pacientt (Komura et al. 2017).

L hrazovy, perineum — svalnaté oblast mezi kone¢nikem a pohlavnimi organy
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2.1.5. Prognéza

Pacienti s lokalizovanym karcinomem prostaty maji po péti letech od terapie Sanci
na preziti téméf 100 %, ale u pacientll s metastdzami je progné6za mnohem horsi, protoze
je tato forma stale nevylécitelna. Klinicky pfistup k témto pacientim se stava
komplexné&jsi, protoze se objevuji stale nové terapeutické strategie (Pascale et al. 2017).

Nejlepsimi markery progrese lokalizovaného karcinomu prostaty, zejména po
radikalni prostatektomii, jsou Gleasonovo skore, rozsah karcinomu, hladina PSA,
stadium nemoci a aneuploidie nadorovych bunék. U pokro¢ilého stadia mize byt pro
predikci progrese pouzito Gleasonovo skore, jaderna morfometrie (Buhmeida et al. 2006)
a pocet cirkulujicich nadorovych bun¢k (CTCs) v kostni dieni nebo krvi. Existuje i Siroké
spektrum molekuldrnich prognostickych faktort, nicméné zlstavaji v klinické praxi
pomérné nevyuzity. Je to pravdépodobné zplisobeno vysokou variabilitou a Spatnou
standardizaci néstroji detekce a analyzy. V soucasné dobé dulezitou roli v pochopeni
biologickych procesti karcinomu prostaty hraje onkogenomika a profilovani genetické
exprese (Martin et al. 2011). Nedavno vyzkumnici z Kodaniské univerzity ve spolupraci
snékolika institucemi ve Svédsku objevili a validovali biomarker, tkafovy
pro-neuropeptid Pro-NPY, ktery mtze byt pouzit v progndze progrese. Ukazal se byt
specificky pro karcinom prostaty a lze podle néj urcit hranici mezi pomalu rostouci a

agresivni formou nemoci (Iglesias-Gato et al. 2016).

2.2. Zobrazovaci metody nuklearni mediciny

Rozvoj nuklearné medicinské zobrazovaci techniky predstavuji hybridni PET/CT
a SPECT/CT npfistroje. SoubéZzné provedeni scintigrafického a radiodiagnostického
vySetieni umoziuje nejlépe propojit funkéni a metabolické zobrazeni s anatomickou
informaci. Spojeni obou obrazi poskytuje piesnéjsi lokalizaci zjisténé abnormality a
ucinnéjsi diagnostiku, urceni stadia nemoci a monitorovani. Dal$im krokem v rozvoji
multimodalniho zobrazovani je hybridni PET/MRI vysetieni, pti kterém 1ze kombinovat
dva druhy funkéniho zobrazovani s anatomickou informaci. Aplikace téchto metod je
velmi cenna i u preklinickych studii, kde se pouzivaji ve zmenSeném tzv. mikro ()

provedeni.
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Pro scintigrafické vySetieni (PET, SPECT), tj. zobrazovani distribuce
radiofarmaka v téle, se pouziva gamakamera, ktera je sloZena z detektori a

vyhodnocovaciho pocitace (Koranda et al. 2017).

2.2.1. PET/ICT

Pozitronova emisni tomografie (PET) byla vynalezena v Mallinckrodtském
Institutu Radiologie na Washingtonské Univerzité v poloviné sedmdesatych let a
postupn¢ se stala Uznavanou metodou v nuklearni medicing, zejména dulezitou v oboru
onkologie. Na rozdil od pocitatové tomografie (CT) nebo magnetické rezonance (MRI),
které ukazuji anatomické detaily, PET zobrazuje biochemické nebo fyziologické jevy a
dokaze rozlisit benigni od maligni 1éze a urcit stidium nemoci. Jedna se o velmi
nakladnou metodu, kterd vyzaduje piistroj - PET skener, specialni vybaveni a vysoce
Skoleny personal pro pfipravu PET radiofarmak (Griffeth 2005).

(napt. izotopy !C, 1N, %0 a ®F — vyrabény v cyklotronu a ®8Ga a 82Rb — ziskavany
z generatoru radioizotopti), béhem jejichz pfemény dochazi k emisi pozitronu. Jakmile je
pozitron emitovan, dochazi ke srazce s blizkym elektronem v tkani pacienta, coz generuje
dva fotony vy (kazdy s energii 511 keV), které se pohybuji v opa¢nych smérech. PET
skenery jsou vybaveny koinciden¢ni elektronikou, kterd detekuje tyto pary fotont, kdyz
téme&f soucasné narazi (event) na protilehlé strany soustavy detektorti, kterou tvoii fadoveé
az desitky tisic detektorti uspofadanych do prstencti obklopujicich pacienta (viz Obr. 2.).
Z dat ziskanych detekci velkého poctu dvojic fotond se pomoci pocitace rekonstruuje

trojrozmérny obraz distribuce radiofarmaka (Koranda et al. 2017).
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Obr. 2. Schématické znazornéni anihila¢ni reakce a nasledné koincidenéni detekce. Po srazce pozitronu
(uvoln&ného z jadra radionuklidu) a elektronu (v tkani pacienta) nasleduje jejich zanik (anihilace?),
béhem néhoz se uvolni energie ve forme dvou fotont s energii 511 keV, které jsou detekovany

scintila¢nimi detektory (Van Der Veldt et al. 2013).

MuzZe nastat situace, kdy je jeden foton z paru fotonti absorbovan v téle nebo neni
detekovan, proto existuje fada algoritmi a technik ke korekci nidhodnych eventi,
rozptylu, mrtvého &asu? a riizné citlivosti detektorti. Jednou z vyhod hybridnich PET/CT
systémt je to, ze odpovidajici CT snimky mohou byt pouZity pro anatomickou lokalizaci
i ke korekei Gtlumu, bez které PET i SPECT obraz nelze spolehlivé hodnotit (Farwell et
al. 2014). Dalsi vyhody PET technologie jsou vysoka citlivost, prostorové rozliseni a
moznost kvantifikovat uptake®.

Nejcastéji  pouzivanym radiofarmakem pro PET je v onkologii
8F-fluordeoxyglukosa (FDG). V detekci karcinomu prostaty jsou vsak vysledky
BE-FDG nedostadujici, zejména kvili nizkému metabolismu glukosy v buiikach
karcinomu prostaty, tim padem niz$i expresi membranového transportniho proteinu
Glut-1 pro glukosu. Pro karcinom prostaty se pouziva nejcastéji radioaktivné znaceny
11C-cholin (viz Obr. 3.) nebo 8F-fluorethylencholin a ®F-fluormethylcholin (*3F-FCH)
(Bouchelouche et al. 2011). Pro scintigrafii metastaz kosti je potom nejucinngjsi
BE-fluorid sodny. Slibnym cilem pro diagnostiku i 1é¢bu karcinomu prostaty je

prostaticky specificky membranovy antigen (PSMA), membranovy glykoprotein na

! proces v &asticové fyzice, pii kterém dochazi k zaniku &astice a jeji anti¢astice pii jejich vzajemném
setkani, resp. piemény veskeré jejich hmoty na energii vyzafenou ve formé fotont

2 gas po eventu, béhem kterého systém neni schopen detekovat dalsi event

% mnozstvi radiofarmaka v ur¢ité tkani/organu
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bun&éném povrchu. V poslednich letech byl zaveden radioaktivné znageny (°®Ga) ligand

cileny na PSMA a ukazuje se, ze ma vyssi citlivost nez cholin (Barwick 2015).

Obr. 3. 1C-cholin PET/CT (A), ktery prokézal jedinou 1ézi (3ipky) v pravém v&tsim sfénovitém kiidle?,
ktera ptivodné vzbudila podezieni na metastazi karcinomu prostaty u pacienta s lokalni recidivou a
zvySenym PSA. Pomoci MRI byla vSak potvrzena benigni fibrozni dysplazie. Samostatny CT snimek (B)

neposkytuje dostateéné rozliseni pro adekvatni charakterizaci 1éze (Gu et al. 2012).

2.2.2. SPECT/CT

Jednofotonova emisni vypocetni tomografie (SPECT) sdili mnoho vyhod s PET.
Jedn4 se o neinvazivni zobrazovaci metodu, kterd poskytuje 3D funkéni informaci
s vysokou citlivosti a specificitou. Uz né€kolik dekdd se pouziva v obecné nuklearni
medicing, nuklearni kardiologii a nuklearni neurologii. Je zaloZena na detekci fotont v,
které vznikaji pii1 preméné radioaktivniho izotopu, ktery je soucasti radiofarmaka. Fotony
jsou detekovany scintilacnim detektorem (obvykle dva, otacejici se kolem pacienta),
ktery dava informaci o umisténi ptichoziho fotonu a jeho energii (Koranda et al. 2017).
Pro vytvoreni obrazu je vSak dulezité znat i drahu, po které foton cestuje. Proto je mezi
pacienta a detektor vloZen kolimator (olovéna deska s 1 a vice otvory), ktery propousti
fotony pouze pod jistymi uhly (viz Obr. 4.), ¢imz zaroven tlumi Sum a zajiStuje vetsi

ptesnost vysledného obrazu (Accorsi 2008).

! kost ve spodni &asti lebky
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Obr. 4. Tlustrace systému kolimatora s vice otvory. Levy obraz znazoriiuje kolimator s dvéma otvory,
které jsou od sebe dostatecné vzdaleny, aby se zabranilo piekryti projekei na detektoru. Zvyseny pocet
otvort v kolimatoru, znazornény v pravém obraze, poskytuje vyssi citlivost, ale na tikor ¢aste¢ného

prekryti dat projekce (Larsson 1980).

Piestoze v poslednich letech roste pocet PET/CT vySetfeni, které ma vyssi
citlivost, pocet SPECT/CT vySetfeni zustava stabilni. Radionuklidy pouzivané pro
SPECT maji zpravidla polocas v rozmezi od né€kolika hodin do n¢kolika dnti, a tak mohou
byt vyrabény ve velkém mnozstvi a distribuovany farmaceutickymi firmami. Pro PET se
pouzivaji radionuklidy s polo¢asem v rozmezi od nékolika sekund do nékolika desitek
minut, proto vzdalené nemocnice potiebuji mit k dispozici vlastni cyklotronovou
infrastrukturu, coz vyrazné zvysuje naklady.

Nejéast&ji pouzivany radionuklid pro SPECT je 99m-technecium (**™Tc), které
ma polodas 6,01 hodin. Dal§imi pievladajicimi radionuklidy jsou 231, 31 a ln,
V onkologii se pro scintigrafii  skeletu aplikuji pfevazné radiofarmaka
9MTc-methylendifosfonat (¥"Tc-MDP) a ®™Tc-hydroxydifosfonat (**"Tc-HDP) (Van
Audenhaege et al. 2015). Pro detekci kostnich metastaz karcinomu prostaty lze pouZit i

9MTc-PSMA (viz Obr. 5.).
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Obr. 5. Piiklad zobrazeni pacienta. Pacient byl 70lety muz, kterému byla po radikalni prostatektomii
naméfena zvy$end hladina PSA. Zobrazovani ®"Tc-PSMA pomoci SPECT/CT indikovalo metastdzy
v lymfatickych uzlinach pobliz levych kycelnich arterii ([a] planarni snimek celého téla, [b] CT snimek,
[c] SPECT/CT snimek) (Su et al. 2017).

2.2.3. pPET/SPECT/CT

Srozvojem PET/CT a SPECT/CT se zobrazovani laboratornich zvitat stalo
nedilnou soucasti molekularni mediciny. Translace testované latky do klinické praxe
vyzaduje verifika¢ni a valida¢ni krok, kdy molekularni zobrazovaci modality slouzi jako
nastroj pfi vyvoji novych radiofarmak, navrht 1€kti a terapeutickych rezimd.
V poslednich letech se usili soustiedilo na vyvoj novych mikro-zobrazovacich systému
pro vétsi prostorove rozliseni a citlivou detekci, které se dobte vyrovnaji se zobrazovanim
malych laboratornich zvifat, jako jsou mysi a potkani (viz Obr. 6. a Obr. 7.). Dulezitym
aspektem preklinického zobrazovani je schopnost studovat fyziologii v nékolika
casovych bodech (longitudinalni studie). Mezi dalsi vyhody patii redukce nakladt, poctu
zvifat a intervariability. Lze se tak téméF wvyhnout i ex vivo pfistupim a

autoradiografickym studiim (Khalil et al. 2011).
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Obr. 6. Prostorové rozlieni v klinickych a preklinickych SPECT a PET zobrazovacich skenerech
(Khalil et al. 2011).

Obr. 7. uSPECT/CT Vv onkologickém vyzkumu. Koronalni (A-E horni, F) a transaxialni (A-E spodni, F)
snimky z SPECT/CT studie modelu xenograftu karcinomu prostaty (LNCaP linie) 72 hodin po podani
protilatky pro PSMA znacené *"’Lu. Uptake nadorem je na SPECT snimku (A) tézké lokalizovat, ale Ize
snadno anatomicky lokalizovat na fuzovaném snimku SPECT/CT (B). Pro kvantifikaci uptaku
radiofarmaka mohou byt na CT (C) vizualizovany hranice nadoru. Oblast z4jmu je vybrana na zakladé
CT (D) a aplikovana na data ze SPECT (E). Trojrozmérné vykresleni (F; Sipka oznacuje nador) miize byt

uzite¢né pro lep$i pochopeni anatomickych vztaht, ale ztidka hraje roli v kvantifikaci (Franc et al. 2008).

2.3. Preklinické modely karcinomu prostaty

Preklinické modely karcinom, které s uritou piesnosti reprezentuji naddory pacientd,
kterym maji pomoci, jsou nezbytné k testovani potencialnich terapeutickych piistupt a
Kk lepsim objeviim V translacnim vyzkumu. Nicméné zhruba 85 % preklinickych latek
vstupujicich do klinickych studii onkologickych onemocnéni neprokazuje dostate¢nou
bezpecnost nebo ucinnost pro ziskani regula¢niho schvaleni. Tato vysoka mira

neuspésnosti poukazuje na slabé porozuméni slozitosti lidskych malignit, limitaci
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prediktivni hodnoty stavajicich preklinickych modelti a méfitko, s jakym jsou modely
v preklinickych podminkach hodnoceny (Gao et al. 2015).

Vyzkum V oblasti karcinomu prostaty je omezen limitovanym poctem lidskych
bunécnych linii a modelt xenografti, z nichz vétSina nerekapituluje onemocnéni klinicky
pozorované u lidi. Pfestoze nckteré bunécéné linie (napf. LNCaP s vice nez 8000
publikacemi v PubMed databazi v roce 2018) slouzi v oboru tGspésné, v posledni dobé
bylo vynalozeno usili vyvijet a pouzivat preklinické modely, které 1épe reprezentuji
pacienty. Snahou je zavést od pacienti odvozené modely, specifické pro stadium a formu

onemocnéni (Risbridger et al. 2018).

2.3.1. Invitro modely

Nejuzite¢néjsi in vitro model karcinomu prostaty je bunééna kultura. Vzhledem
k tomu, ze karcinom mize vzniknout z n€kolika druhti bunék prostaty a mize meénit
vlastnosti v zavislosti na stadiu nemoci, existuje pro studium Siroka skala bunéénych linii.
Nejcastéji pouzivané bunécné linie karcinomu prostaty jsou DU-145, PC-3 a LNCaP.
Existuje vSak mnoho dal§ich novych bunéénych linii a klonalnich derivati téchto
puvodnich linii (Sobel a Sadar 2005). Immortalizované bunééné linie jsou Siroce
pouzivané ke studiu riznych aspekti karcinomu prostaty, zejména v souvislosti

s genetickou deregulaci a molekularnimi mechanismy (Valkenburg a Williams 2011).

23.1.1. DU-145

DU-145 bunky byly izolovany z mozkovych metastdz karcinomu prostaty v roce
1975. Tato linie je hormonalné nezavisla a neexprimuje androgenovy receptor (AR) ani
PSA. Pfevazna vétSina karcinomu prostaty AR exprimuje, a proto se linie DU-145
uplatnila u experimentt, které nesleduji efekt hormonalniho statusu. Kromé& chybé&jiciho
AR je tato linie charakteristickd zvySenou expresi receptorti riistovych faktort TGF-a a
IGF-1 a jejich receptori, zménou v expresi proteinu p53, markerovymi chromozomy M1,
M2 a M3 a karyotypem 46-143 (Sobel a Sadar 2005).

Dilezitym hlediskem pifi vybéru bunétné linie je rychlost rlstu a vlastnosti
xenograftu. Doba, za kterou dojde k zdvojnasobeni mnozstvi bunék této linie je 34 hodin.
DU-145 buiiky si po aplikaci do laboratorniho zvifete zachovavaji fenotyp i genotyp a

metastazuji do riznych organt, vcetné sleziny, plic a jater (Cunningham a You 2015).
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2.3.1.2. PC-3
PC-3 bunky byly izolovany z obratlovych metastdz karcinomu prostaty v roce
1979. Tato bunécna linie je stejné jako DU-145 hormonaln¢ nezavisla a neexprimuje AR
ani PSA. Také ma nestandardni expresi proteinu p53 a zvySenou hladinu exprese
rastovych faktort a jejich receptori (TGF-a a EGF-R). Dalsi charakteristikou linie PC-3
je zvysena hladina exprese receptoru pro transferin. Jedna se o vysoce aneuploidni linii
(karyotyp +58) a doba za kterou dojde k zdvojnasobeni buné€k je cca 33 hodin
(Cunningham a You 2015).
Bylo zjisténo, ze PC-3 linie je charakteristickd pro neuroendokrinni nebo

malobunéény karcinom prostaty, spiSe nez adenokarcinom (Tai et al. 2011).

2.3.1.3. LNCaP

LNCaP buiiky byly poprvé izolovany z metastdz adenokarcinomu prostaty
v lymfatické uzliné (Horoszewicz et al. 1983). Tato buné¢na linie exprimuje AR i PSA,
a tedy reaguje na hladiny androgeni. Nicméné v sekvenci kodujici AR obsahuje mutaci,
ktera ji dava neselektivni vazebnou afinitu k celé fad¢ steroidnich sloucenin, které tim
padem soutézi s androgeny o vazebné misto a mohou stimulovat rust (Veldscholte et al.
1990).

Jedna se o pomalu rostouci linii, kterd zdvojnasobi poc¢et bune¢k kolem 60-72
hodin. Buiiky se relativné volné drzi na substratu a snadno se oddé€luji poklepanim,
protfepanim nebo pipetovanim. Rostou dobte v médiu s koncentracemi fetalniho teleciho
séra 2,5-10 %. Charakteristicka je exprese cytokeratint (8, 18 a 20), divoky typ proteinu
p53, inaktivace proteinu PTEN, karyotyp 33-91 chromozomu a markerovy chromozom
M1 a dalsi (Cunningham a You 2015).

2.3.2. Invivo modely

In vivo experimenty na zvitatech jsou nezbytné pro soucasny vyzkum karcinomu
prostaty a jsou zvlasté dulezité pro studium interakci mezi nddorovymi buitkami a jejich
mikroprostiedim. V soucasné dob¢ je k dispozici mnoho preklinickych zvitecich modela
karcinomu prostaty, véetné transgennich mysich modelti a mysich modela s lidskymi
xenografty karcinomu prostaty. Transgenni myS$i modely produkuji vice heterogenni
populace karcinomti nez mysi xenograftové modely, které zase poskytuji vice fizenych

ptistupt (Park et al. 2010).
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Pro nékteré dtlezité objevy o spontannich 1ézich prostaty byl pouzit i pes a potkan.
Tyto modely vSak ¢asto nejsou podporovany védeckou komunitou kvili nedostate¢né
ucinné genetické manipulaci v piipadé potkanti nebo vysoké cené a citové naklonnosti u
psti. Mysi se proto staly oblibenym modelovym organismem pro reprezentovani raznych

aspektll chorobného procesu karcinomu prostaty (Cunningham a You 2015).

2.3.2.1. Transgenni mysi modely

Ve vétsing piipada geneticky upravené mysi modely karcinomu prostaty vyuzivaji
omezenou expresi onkogenti nebo Cre rekombinazy (k inaktivaci nadorovych supresori),
pomoci probasinu nebo jinych prostatickych specifickych promotort, K vytvoteni
genetickych 1ézi, které mimikuji 1éze identifikované u lidského karcinomu prostaty.
Nedavno byly také pouzity modely, které pouzivaji lox-stop-lox k Gipravé exprese
prostatickych specifickych genii z promotor na androgenech nezavislych, protoze
buné&éna dediferenciace! b&éhem progrese nebo terapie zaméfené na androgenovy receptor
mize snizit expresi onkogent fizenou probasinem (viz Obr. 8.).

Transgenni my$i modely maji vyznamné vyhody v tom, ze mimikuji progresi
nadorti v priabéhu Casu od iniciace preinvazivnich 1ézi po invazivni a v nékterych
pfipadech metastatick¢ 1éze v ramci mikroprostfedi prostaty vcetné plné intaktniho
imunitniho systému. Hlavni nevyhodou téchto modell je, Ze v nékterych piipadech
mohou existovat dulezité biologické rozdily mezi mysi a lidskou prostatou a jinymi
tkanémi, které mohou ovliviiovat modelové fenotypy. Naptiklad karcinogeneze je u
transgennich mys$i obecné zahdjena v dobé pohlavni dospélosti, takZe chybi zmény
mikroprosttedi nadoru souvisejici se starnutim. Novéjsi generace modelti pouzivajici
chemicky aktivovanou Cre rekombindzu mohou dovolit pozd&jsi aktivaci karcinogeneze,
ackoli spektrum zmén asociovanych se starnutim mysiho stroma jen Caste¢né piekryva
spektrum zmén sledovanych u lidi. V praxi maji transgenni modely také obvykle vyssi
naklady a delSi casovy ramec pro generovani vysledkl ve srovnani s xenograftovymi
modely (Ittmann et al. 2013). Mezi geneticky upravené mysi modely pro karcinom
prostaty patii model TRAMP, LADY, PTEN knockout, Nkx3.1 knockout a dalsi
(Hensley a Kyprianou 2012).

! ztrata schopnosti vyzravat a ziskdvat specializované vlastnosti a funkce
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Obr. 8. Metody pro vytvofeni transgennich my$ich modelt karcinomu prostaty. [A] Promotor specificky

Transgenni

mys

pro prostatu je pouzivan k fizeni exprese zvoleného prostatického specifického genu, typicky onkogenu.
[B] Mysi jsou generovany s locP misty ohranicujicimi kli¢ové exony ve zvoleném genu (obvykle gen
nadorového supresoru). Tyto mysi jsou poté zkiizeny s mySmi, které exprimuji Cre rekombinazu pod
kontrolou probasinu nebo jiného prostatického specifického promotoru, coz vede k vyrazeni klicovych
exoni a inaktivaci cilového genu v prostatickych epitelialnich bunkach nesoucich cilovou sekvenci
V jedné nebo obou alelach zvoleného genu. [C] Mysi jsou generovany se zvolenym genem v pOZicCi
downstream! za silnym konstitutivnim promotorem (napf. ROSA). Transkripce/translace je inhibovana
lox-stop-lox kazetou v pozici upstream? pied zvolenym genem. Tyto mysi mohou byt zkiiZené s probasin
Cre myS$mi, coz vede k vyfazeni stopové sekvence a expresi zvoleného genu. Tato metoda ma tu vyhodu,
ze exprese daného genu jiZ neni zavisla na androgenovém receptoru a dalSich prostatickych specifickych

faktorech, jejichz aktivita miize byt pozménéna progresi nadoru nebo terapii (Ittmann et al. 2013).

2.3.2.2. Xenograftové mysi modely

Obvyklym modelem karcinomu prostaty in vivo je imunodeficientni mys$ jako
prijemce lidské nadorové tkané, bunééné linie, nebo primarni bunééné kultury. Tyto mysi
se pouzivaji kvili jejich neschopnosti nasmérovat imunologickou odezvu na cizi tkan,
coz umoznuje lidskym nadorim rist pomérné neomezené. Dalsi vyhodou je snadné
generovani modelu a skutecnost, Ze hodnoceni terapie se odehrava v lidské nadorové
tkani, na rozdil od jinych druhti (Gopinathan a Tuveson 2008). Lidské vzorky mohou byt
sériov¢ transplantovany paralelné¢ do nékolika jednotlivych mysi tak, aby mohla byt
hodnocena u¢innost specifického radiofarmaka. Tento pfistup je pfiislibem pro

identifikaci nejucinngjsi 1é¢by u pacientt (Valkenburg a Williams 2011).

1 smérem k 3¢ konci DNA fetézce
2 smérem k 5 konci DNA fetézce
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Nejcastéji pouzivané imunodeficientni mysi pro xenograftové modely jsou nude
(mysi s inhibovanym imunitnim systémem, bez srsti), NOD (diabetické mysi netrpici
obezitou), SCID (mysi s téZkou kombinovanou imunodeficienci) a NOD-SCID mysi.
Buriky se implantuji subkutdnné', ortotopicky do prostaty nebo pod renalni pouzdro
(SRC).

Subkutanni xenograftové modely byly nejprve vyvinuty pro vlozeni prostatické
tkadn€ pacienta do plece nude mysi koncem sedmdesatych let Schroderem a kolegy na
Erasmus Univerzit¢ v Rotterdamu. To poskytlo prvni transplatovatelnou nadorovou
bunécnou linii, PC-82. Vyhody tohoto modelového systému zahrnuji snadnou
dostupnost, mén¢ naro¢nou technickou odbornost a mnozstvi nadorové tkang, které je
mozné pouzit. Nicméné malo az stfedné agresivnim nadoriim se v tomto prostiedi ptili§
nedafi, protoZe se zda, ze vétSinu nadord ziskanych z nude mysi tvoii pouze nadory
vysoce agresivni (Cunningham a You 2015).

Ortotopické xenograftové modely umoznuji zavedeni rakovinné prostatické tkané
do prostaty mysi. Stephenson a kol. tento model poprvé ptedstavili v roce 1992. Ve své
prvotni studii jednozna¢né dospéli k zavéru, Zze subkutanni nebo jakykoli jiny ektopicky?
model neukazuje metastaticky potencial implantované lidské tkané karcinomu prostaty.
Hlavnimi vyhodami tohoto modelu jsou relevance interakci mezi implantovanou tkani a
organem puvodu, coZ je potvrzeno ditkkazy o tom, ze se metastaticky potencial zvySuje
nejen v ortotopicky implantované prostatické tkani, ale i v dalSich organech. Hlavni
nevyhodou tohoto typu modelu jsou dovednosti, které jsou nutné k provedeni operace a
omezené mnozstvi tkang, které lze zavést do mysi prostaty (Ittmann et al. 2013).

SRC xenograftové modely piedstavuji nejnovéjsi vyvoj v xenotransplantaci.
Plivodné byly zavedeny do literatury Wangem v roce 2005. Autofi tvrdi, Ze tato technika
je uspésnd kvili vysokému stupni prokrveni tkdn€é. Navzdory nevyhod¢, Ze se jedna o
tkan, ze které ptirozené nevznikd karcinom prostaty, SRC xenografty nabizeji zajimavé

moznosti v kombinaci s pouzitim tkané pacienta (Cunningham a You 2015).

! podkozné
2 yloZzeny mimo obvyklé misto
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2.4. Radioaktivné znafena analoga cholinu v diagnostice karcinomu

prostaty

Cholin je pfirozené se vyskytujici zékladni substrat v téle, ktery je transportovan
intracelularné a je v bunce fosforylovan cholinkinazou na fosfocholin (prekurzor
fosfatidylcholinu). Malignity diky zvysSené proliferaci ¢asto exprimuji vyrazné vyssi
mnozstvi cholinovych transportérii a cholinkindzy nez normalni tkang€, proto maji
radioaktivné znacena analoga cholinu potencial slouzit jako radiofarmaka pro PET.
Zejména derivat cholinu fluorcholin (FCH) znaceny fluorem-18 (*8F) se ukazal byt
uziteCny pro zobrazovani riznych typt malignit, v€éetné malignit prostaty, prsu, jater a
mozku. Farmakokinetika ®F-FCH a dalsich znagenych analogti cholinu umoziiuje PET
zobrazovani celého téla béhem nékolika minut po podani davky, pficemz je dosazeno

vysokého kontrastu mezi nadorem a pozadim ve vét§iné organt (Kwee et al. 2007).

2.4.1. Vyvoj analog cholinu

V Kklinické praxi existuji téi varianty radiofarmaka pro vizualizaci cholinového
uptaku a metabolismu. Jsou jimi *C-cholin, *®F-fluormethylcholin (FCH) a méné Gasty
8E_fluorethylcholin (FEC).

11C-cholin byl Harou et al. (1997) pfedstaven jako prvni PET radiofarmakum na
bazi cholinu. Kromé zobrazovani malignit mozku se prokazal byt zvlasté uzitecny i pro
zobrazovani malignit genitourindlniho traktu diky jeho nizké ledvinné clearance?.
Ptestoze byl v roce 2012 schvalen FDA pro klinické pouZiti u pacientd s karcinomem
prostaty, pro rutinni klinické pouziti neni p#ili§ vyhodny, protoze 'C ma kratky polodas
(20,4 minut). K piekonani tohoto omezeni byla vyvinuta *®F znacena analoga cholinu
s fyzikalnim polocasem 109,8 minut.

Hara et al. (2002) posléze vyvinuli také 8F-FEC, ktery vSak vykazuje vysokou
akumulaci v mocovém meéchyii, coz je nezadouci pro zobrazovani karcinomu prostaty a
panevnich lymfatickych uzlin. Degrado et al. (2001) vyvinuli analog s lep$imi
biologickymi vlastnostmi, ®F-FCH, ktery je Vv dne$ni dob& Siroce pouzivan pro
diagnostiku karcinomu prostaty (viz. Obr. 9.). Vykazuje vysoky uptake jak v mozkovych,
tak i v prostatickych malignitach a autofi naznacuji, Ze jeho chovani v téle je témer

identické chovani neznac¢eného cholinu (Hara 2001).

! objem, z n&hoz je radiofarmakum zcela eliminovano za jednotku asu
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Obr. 9. Zobrazeni *¥F-FCH pomoci PET/CT u pacienta (64 let) s karcinomem prostaty. (A)
8F-FCH PET s maximalni intenzitou projekce ukazuje vice loZisek s patologickym zvySenym uptakem
1BE-FCH v kostni tkani (Sipky). (B) Transaxiélni ¥F-FCH PET/CT snimky (horni: PET snimek ukazuje

1ézi v patefi, stiedni: CT snimek neukazuje zadné morfologické zmény, spodni: fizovany PET/CT

snimek) (Beheshti et al. 2013).

Nedévno byl vyvinut metabolicky stabilngjsi analog ®F-fluormethylcholinu,

ktery je na ethylovém fetézci deuterovany (viz Obr. 10.).

OH OH
\:l/\/ \ r:/\/
H31 1 C 4 \ 18F \/ \
C-methylicholine 18F-fluoromethylcholine
(FCH)

: OH
\N/\/ D D
. N\ +
18F/\/ 18 N

8F-fluoroethylcholine 18F-fluoromethyl-[1,2-2H4]choline
(FEC) (D4-FCH)

OH

Obr. 10. Chemické vzorce hlavnich cholinovych radiofarmak v soucasné praxi a vyvoji

(Challapalli et al. 2014).
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Kromeé sloucenin, které slouZzi jako specifické substraty pro cholinkinazu, existuji
ligandy specifické pro transportéry cholinu, které mohou byt pouzity k zobrazovani
transportniho systému cholinu. Patii sem napf. deshydroxy-'®F-FCH a analogy
hemicholinia-3 (HC-3), inhibitoru membranového transportéru cholinu (Kwee et al.
2007).

2.4.2. Mechanismus pusobeni

Analoga cholinu se v t¢le chovaji téméF jako piirodni cholin. Vstupuji do bunék
karcinomu prostaty pomoci transportérového systému. Cholin je v bunice metabolizovan
cholinkinazou (fosforylace) a pokracuje Kennedyho drahou. Vznika fosfatidylcholin
(lecitin), ktery je zaélenén do membran bunék. Metabolismus nadorovych bunék je
zvyseny, a tim se zvySuje piijem cholinu, tedy i exprese transportéri a enzymu jako je
cholinkindza. Cholin se v téle kromé& fosfatidylcholinu vyskutuje i v mensi mife jako
volny cholin, fosfocholin, glycerofosfocholin, cytidin difosfat cholin, acetylcholin a jiné
fosfolipidy obsahujici cholin (Gibellini a Smith 2010).

Existuji tfi typy transportért zprostiedkovavajici pohyb cholinu pfes membrany u
vyS$8ich eukaryot (viz Tab. 1.). Prvnim typem jsou transportéry organickych kationtu, dale
vysoce afinitni transportéry cholinu, které jsou tuzce spojeny se syntézou acetylcholinu
V neuronech, a proteiny podobné transportérim cholinu (Fagone a Jackowski 2013).
Hlavnim tkolem transportért je vychytavani cholinu z extracelularniho prostoru, vedeni
cholinu k mitochondriim, kde dochazi k degradaci a produkci betainu (ledviny a jatra), a
k ptechodu ven z buiiky.

Po aplikaci davky !8F-FCH je radiofarmakum z krevniho fecisté rychle
distribuovano do tkani (4-5 minut). Normalni biodistribuce ®F-FCH je, kromé& uptaku
Vv ledvinach a mocovém méchyti pii exkreci, jesteé do slinnych zlaz, jater, sleziny a
slinivky biisni (Vali et al. 2015). Fyziologicka biodistribuce *8F-FEC obvykle poukazuje
na zvySeny uptake V ledvinach, moc¢ovodech, mocovém méchyti, jatrech a variabilné
Vv kostni dfeni, slinnych zlazach, slinivce bfisni a slezin¢ (Ferdinando et al. 2015). Pro
11C-cholin je charakteristicky vy$§i uptake ve slinivce bfi$ni, ledvinach, jatrech, slezing,

osteogennich bunkdach kosti a v Zlu¢niku.
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Tab. 1. Piehled transportéri cholinu a jejich vlastnosti (Inazu 2014).

Nazev Km pro Citlivost pro Zavislost
) Mista exprese ) Substraty
proteinu cholin HC-3 (Kj) na sodiku
CHT1 mozek, micha <10 uM 50-100 nM ano cholin
cholin,
mozek, tlusté stievo )
CTL1 10-50 uM 10-100 uM ne organické
a dalsi ]
kationty
jazyk, sval, ledviny,
CTL2 plice, vnitini ucho, neznamo neznamo neznamo cholin
neutrofil
CTL3  ledviny, tlusté sttevo neznamo neznamo neznamo neznamo
stieva, ledviny,
CTL4 neznamo neznamo neznamo neznamo
zaludek
CTLS micha neznamo neznamo neznamo neznamo
jatra, ledviny, stfeva, nizka organické
OCT1 300-400 pM ne ]
mozek (250 uM) kationty
) nizka organické
OCT2 ledviny, mozek 100-500 uM ne ]
(250 uM) kationy

CHT — vysoce afinitni transportér cholinu, CTL — protein podobny transportéru cholinu, OCT — transportér

organickych kationtd

2.4.3. Radioznaceni l1é¢iv

Vétsina radiofarmak jsou organické latky a latky biologické povahy znacené
vhodnym radionuklidem. Pro jejich ptipravu jsou zpravidla pouzivany metody organické
chemie modifikované pro malé mnoZstvi vychozich latek. Hlavnimi pozadavky pro tyto
metody jsou Casova nenaroCnost a reakce s CO nejvyssim vytézkem. Principem je
nahrazeni atomu nebo skupiny atoml organické sloucCeniny radioaktivnim atomem.
Cilem je ziskat radiofarmakum o vysoké Cistoté a dostatecné stabilni, pficemz oznaceni
musi byt specifické na predem ur¢eném misté organické molekuly.

K priprave radiofarmak pro klinickou praxi jsou aplikovany tii zakladni metody, a to
vyménna reakce nebo chemickd ¢i biochemicka syntéza. Volba metody zavisi na povaze

zvoleného radionuklidu a struktufe organické slouceniny (Lazni¢ek a Komarek 1998).
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Peptidy a jiné malé molekuly jsou vynikajicimi kandidéty pro pouZiti jako ‘®F znagené
radiofarmakum, protoze rychle vstupuji z krve do extracelularniho prostoru, kde jsou
pristupné bunkam a pak jsou rychle vylouéeny z t€la ven. Malé biomolekuly jsou typicky
radioaktivné zna¢eny ‘®F navazanim na uhlikovy atom. Tento proces je obvykle navrzen
unikatné pro kazdou novou molekulu a vyzaduje nékolik zdlouhavych krokii. Prvni krok
obvykle zahrnuje purifikaci '®F, ktery se dale smisi s uhli¢itanem draselnym a cyklickym
etherem (Kryptofix). Tato smés je vyvaifena do sucha a nasledné dvakrat suSena
acetonitrilem. Poté je *8F pfipojen k prostetické skuping, ktera je ve vysokém piebytku ve
srovnani s 18F. Radioaktivng znadena prostetickd skupina by méla byt purifikovana a
nasledné je konjugovana s pozadovanou cilovou molekulou. Produkt se opét purifikuje,
aby byla ziskdna co nejvyssi specificka aktivita ziskan¢ho radiofarmaka. Doba syntézy je

4

kapalinové chromatografie (McBride et al. 2009).
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2.5. Dalsi radiofarmaka v diagnostice karcinomu prostaty

Mezi dalsi u¢inna radiofarmaka pro diagnostiku karcinomu prostaty patii ®F-fluorid
sodny, C-acetat, ®F-analog L-leucinu a radiofarmaka cilena na prostaticky specificky

membranovy antigen (PSMA).

2.5.1. '8F-fluorid sodny

18F-NaF PET/CT je obecné pouzivan pro hodnoceni primarnich a sekundarnich
malignit kosti, hodnoceni reakce na léCbu a pro objasnéni abnormalit u jinych
zobrazovacich modalit nebo v klinickych datech. Jedna se 0 vysoce citlivou metodu pro
hodnoceni kostnich metastaz karcinomu prostaty, ale jeji specificita je problémova,
pfedevs§im kvili akumulaci radiofarmaka u degenerativnich a zanétlivych onemocnéni
Kosti. Proto je pro detekci ¢asnych metastaz v kostni dfeni vhodnéjsi 8F-FCH (viz Obr.
11.).

A B

r

D N
§ e

(!

’
)

lr‘/

..A’ 6J ’

8F-NaF PET/CT 18F-FCH PETICT

Obr. 11. Srovnani *¥F-NaF PET a ‘8F-FCH PET snimkii pacienta s karcinomem prostaty. *F-NaF PET

snimek (A) ukazuje mnohem vice 1ézi nez *8F-fluorcholine PET snimek (B) (Beheshti et al. 2016).

2.5.2. 1C-acetat

Acetat znaceny 11C byl ptivodné pouzit pro PET méfeni oxidativniho metabolismu
myokardu, protoZe acetat vstupuje do Krebsova cyklu po pfeméné na acetyl-koenzym A.

Nicméné jeho metabolické cesty mohou byt 1 jiné, protoZe je také substratem pro syntézu
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lipida a cholesterolu. Vzhledem k tomu ze tkané se zvySenou proliferaci (malignity) maji
zvy$enou potiebu lipidd, je 1!C-acetat vhodny pro PET zobrazovani.

C-acetat je vyhodny pro zobrazovani karcinomu prostaty diky tomu, Ze se
neakumuluje v moc¢ovém meéchyti, protoze je v ledvinach reabsorbovan. Ve srovnani
s konven¢nimi skeny skeletu pacientli ukazal srovnatelné vysledky (viz Obr. 12.). Jeho

pouziti je vhodné zejména pro diagnostiku lokalizovaného karcinomu prostaty.

Obr. 12. Zobrazeni karcinomu prostaty pomoci *C-acetatu u pacienta ve véku 59 let. [A] PET
(projekce maximalni intenzity) snimek celého téla, ktery odhaluje signal ve stydké sponé (1) a levé
vnitini panevni lymfatické uzling (2). [B-C] Axialni obrazky PET/CT zobrazuji hypermetabolickou levou
vhitini panevni uzlinu (B, Sipka) a 1ézi ve stydké sponé (C, Sipka). [D] CT snimek (Spick et al. 2016).

2.5.3. Anti-3-®¥F-FACBC

Antil-amino-3-8F-fluorocyklobutan-1-karboxylova kyselina je syntetizovany analog
L-leucinu. Je to nova slibna metoda pro PET zobrazovani karcinomu prostaty. Hodnoceni

Nanni et al. (2013) naznacuje, ze se muze jednat o lepsi radiofarmakum ve srovnani

s cholinovym PET/CT (viz Obr. 13.).
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11C-Choline PET/CT Anti-3-18F-FACBC PET/CT
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Obr. 13. Axialni PET snimky (intenzita signalu ve stupnich $edi) a PET/CT snimky u pacientd
s pozitivnimi anti-3-18F-FACBC a ''C-cholin nalezy (bilé Sipky) (Nanni et al. 2013).

2.5.4. Prostaticky specificky membranovy antigen (PSMA)

V posledni dobé byl nejvétsi zajem v diagnostice a terapii karcinomu prostaty
zamefen na prostaticky specificky membranovy antigen (PSMA). Jednd se o
transmembranovy protein typu Il s glutamat-karboxypeptidazovou aktivitou. Po vazbé
ligandu na PSMA se komplex internalizuje prostiednictvim klatrinem potazenych
vychlipenin membrany a nasledné endocytozou, coz vede K efektivnimu transportu
ligandu do bunék.

Témét u vSech adenokarcinomil prostaty je vétSina primarnich a metastatickych 1ézi
charakteristicka zvysenou specifickou expresi PSMA oproti dal$im tkanim, kter¢ PSMA
exprimuji (ledviny, tenké stievo a slinné zlazy). Zajimavé je, ze se exprese PSMA
objevuje i u karcinomu tlustého stfeva a prsu, a také u nové vzniklych cév ledvinového

puvodu. Vzhledem ke vem zjisténim se PSMA jevi jako idealni cil pro vysoce kontrastni

34



molekularni zobrazovani (PET/CT, SPECT/CT), a proto ma velky potencial ke zlepSeni
diagnostiky a 1é¢by pacientti v pokrocilém stadiu onemocnéni (Eder et al. 2013).

Byla vyvinuta cela fada na PSMA zacilenych radiofarmak (viz Obr. 14.), z nichz
mnoh¢ ukazuji slibné vysledky pro pfesnou diagnézu a urceni staddia primarnich
karcinomti, dokonce i v pfipadé nizkych hladin PSA. Nejvice pouzivany ligand PSMA
pro PET zobrazovani je inhibitor PSMA znadeny ®Ga (poloas 68 minut),
%Ga-PSMA-HBED-CC  (®Ga-PSMA-11). U lidi byly aplikovany také
9MTc-HYNIC-Glu-moéovina-A pro SPECT a ’Lu-PSMA-617 pro radioligandovou
terapii a ukazaly velmi zajimavé predbézné vysledky tykajici se mozného teranostického!
ptistupu. Navrzena byla také potencialni role radioligandt PSMA v radiologicky fizené

chirurgii (Cuccurullo et al. 2018).
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Obr. 14. Chemické vzorce riznych radiofarmak cilenych na PSMA (Cuccurullo et al. 2018).

! teranostika je novou oblasti mediciny, ktera kombinuje specifickou cilenou terapii na zakladé specifickych
diagnostickych test, snazi se o sjednoceni diagnostickych a terapeutickych aplikaci do jednoho
radiofarmaka
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2.6.Radioaktivni izotopy jodu

Je znamo 34 izotopd jodu od %I po *2I, z nichz pouze jeden izotop je stabilni (**’I) a
pouze jeden radioizotop se vyskytuje v piirodé (*?°l). Vétsina radioizotopt jodu ma

kratky polocas (5 izotoptl s polo¢asem del$im nez jeden den). V nuklearni mediciné se

123| a 125| a

pouzivaji obvykle pouze 1311 méné casto 1241 Uplatnéni maji zejména pro
zobrazovani (PET, SPECT), dale pro terapii (**}) a radioaktivni znadeni a studium
radiofarmak (*2°1, 311), kde se ukézaly byt uZiteéné pro znaceni malych i velkych molekul
(Hou a Ding 2009).

Existuje mnoho zplisobl znaceni radioaktivnim jodem (Seevers a Counsell 1982).
Nejcastéjsi metodou je pouziti chloraminu T (oxida¢ni ¢inidlo) nebo jodogenu (oxidaéni
¢inidlo piipominajici chloramin T). V porovnani s chloramin T metodou poskytuje
jodogenova metoda niz§i radiochemické vytézky, ale mensi oxidativni posSkozeni.
Jodogen je ve vod¢ nerozpustny oxidant rozpustény v organickém rozpoustédle a jsou jim
potazeny stény sklenéné reakéni trubice. Znaceni jodem se iniciuje pfidanim

proteinu/peptidu a jodidu sodného (s radioaktivnim izotopem jodu) ve vodném roztoku.

2.6.1. 1-123

1231 je vyrabén v cyklotronu protonovym ozafenim obohaceného xenonu (}%4Xe).
Rozpad 12| na telur (*?°Te) se dé&je elektronovym zachytem?® s polo¢asem 13,22 hodin,
behem ¢ehoz je emitovano y zafeni pievazng s energii 159 keV.

Vzhledem k emisi y zafeni miize byt %I pouzit pro zobrazovani §titné zlazy.
Krat$i polocas, typ pfemény a nizkd energie emitovaného y zafeni vyrazn€ snizuji
obdrzenou efektivni davku pfi zobrazovani §titné zlazy oproti 131, i kdyZ je pouzita stejnd
aktivita. Kromé toho je %I velmi uzite¢ny pro znaéeni novych radiofarmak, protoze jeho
fyzikalni vlastnosti jsou téméft idealni pro SPECT studie. Poskytuje vyssi kontrast 1€ze ku
pozadi, ¢imZz se zlepSuje citlivost a kvalita zobrazovani pomoci SPECT (viz Obr. 15.).

Bohuzel na trhu ztstava ponékud nedostupny (Hou a Ding 2009).

! proces, kdy jadro (bohaté na protony) elektricky neutralniho atomu absorbuje elektron z elektronového
obalu; disledkem je zména jaderného protonu na neutron a emise neutrina jadrem a emise y zareni
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2.6.2. 1-124

1241 je vyrabén v cyklotronu protonovym ozafenim obohaceného ?*TeQ,. Jednd
se o jediny radioizotop jodu, ktery emituje pozitrony a ma dlouhy fyzikalni polocas (4,15
dni). Rozpada se pfeménou B* (23 %) a elektronovym zichytem (77 %) na '%Te, kdy
dochazi k emisi vysoce energetickych y fotoni (603 keV, 723 keV, 1691 keV) a
anihila¢nich fotonii (511 keV), diky kterym mtize byt *2*I pouzit pro PET zobrazovani
(Sajjad et al. 2006). Ve srovnani s ‘8F zobrazovanim dochazi pouze k malé ztraté rozliseni
a kontrastu obrazu kvili malému zvySeni pozadi emitovanymi y fotony s vysokou energii.
Diky svym vhodnym fyzikalnim vlastnostem se 12*l v praxi pouziva stale asté&ji, napf. ve
vyzkumu pro znaceni radiofarmak, pro zobrazovani §titné zlazy nebo pro funkéni

zobrazovani bunécné proliferace mozkovych malignit (Schmitz 2011).

2.6.3. 1-125

1z ozateného

1251 je ziskavan Vjaderném reaktoru neutronovym zichytem
xenonového plynu (*?4Xe). Rozpad 1?°I se déje preménou typu elektronového zachytu na
excitovany 'Te a dile na zakladni stav ?°Te, pfi¢emz dochazi k emisi Augerovych
elektronu a rentgenového i y zafeni (35 keV).

Hlavni uplatnéni ma pro zobrazovani S§titné zlazy a pro biologické studie
radioaktivné znagenych (*?°1) radiofarmak (viz Obr. 16.), zejména peptidi a protilatek.
Diky relativné dlouhému polocasu (59,39 dni) se 121 pouziva také pro radioimunoanalyzu
nebo jiné in vitro metody. Muze byt pouzit i pro brachyterapii solidnich nadord, véetné
karcinomu prostaty a mozku. Nicmén¢ kvuli nizké emitované y energii neni vhodny pro
zobrazovani celého téla (Oh a Ahn 2012).

2.6.4. 1-131

1311 je ziskavan z jaderného reaktoru neutronovym ozafenim piirodniho teluru
(*?'Te) a rozpada se na xenon (***Xe). Polo¢as ma 8,02 dnii a pii pfeméné je emitovano
B~ 1y zafeni. Nejcasteji (89 %) svoji energii (971 keV) uvolni pfi pfeméné na stabilni
181X ve dvou krocich — B rozpad rychle nisledovan y rozpadem. Primarnim emitovanym

zatenim 3 jsou B astice s maximalni energii 606 keV a y paprsky s energii 364 keV.

vy

! proces, kdy jadro atomu absorbuje jeden nebo vice neutroni a splynou za vzniku t&z§iho jadra a emise y
zéfeni
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Pouziva se zejména pro terapii onemocnéni §titné zlazy, kdy po ordlnim podani
vhodné davky (ve formé jodidu) dochazi k poskozeni tkan¢ §titné zlazy, coz je vhodné
pii jeji nadmérné aktivite (hyperthyroidismus) nebo pro 1é¢bu karcinomu §titné zlazy. Pro
zobrazovani neni ptilis vhodny kviili vysoké radiacni zatézi stitné zlazy a pomérné vysoké
fotonové energii. Nicméné je Siroce dostupny a relativné nendkladny, a proto casto

pouzivany i pro biomedicinské studie (Mettler a Guiberteau 2012).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Material

3.1.1. Laboratorni zviirata

Pro vSechny in vivo a ex vivo experimenty byly pouzity laboratorni mysi (samci)
kmene SCID (Harlan, USA). Kmen SCID byl zvolen jako mys$i model kvili
charakteristické t¢zké deficienci ve funk¢nich B a T lymfocytech, diky cemuz je mozné
pii experimentech pouzit lidské xenografty. Chov i experimenty byly provedeny
Vv souladu se vSemi pravnimi normami pro praci s laboratornimi zvifaty (Zakon ¢.
246/1992 Sh., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdé&jSich piedpisii) a se souhlasem
Ministerstva zemédé€lstvi (Odbor zivocisSnych komodit) a Krajské veterinarni spravy

Statni veterindrni spravy pro Olomoucky kraj.

3.1.2. Bunééné linie

Pro experimenty byly pouzity bunécné linie PC-3 (katalog. ¢. CRL-1435, ATCC,
USA) a LNCaP (katalog. ¢. CRL-1740, ATCC, USA) odvozené od lidského karcinomu
prostaty. Pro in vivo zobrazovani byla pouZita také bunééna linie odvozena od lidského
glioblastomu U-87 MG (katalog. ¢. HTB-14, ATCC, USA), ktera stejn¢ jako karcinom
prostaty exprimuje cholinové transportéry. Jako negativni kontrola pro akumulaci ®Ga-
PSMA-11 in vitro byla pouzita buné¢na linie BJ (katalog. ¢. CRL-2522, ATCC, USA)

odvozena od lidského kozniho fibroblastu.

3.1.3. Pristroje

Kultivace a pasdzovani bunéek: inkubator (Thermo Scientific, USA), laminarni
box Herasafe KS (Thermo Scientific, USA), vodni lazen (Memmert, Némecko),
mikroskop Primo Vert (Zeiss, Némecko) a centrifuga Rotina 420R (Hettich, Némecko).

Eluce %8Ga a znacent: ®®Ga generator model IGG100 (Eckert a Ziegler, Némecko),
laminarni box (Veenstra Instruments, Nizozemi) s métfiCem radioaktivity (Veenstra
Instruments, Nizozemi) a termostat (Major Science, USA).

Kontrola cistoty znaceni ®Ga: vysokou¢inny kapalinovy chromatograf UltiMate
3000 HPLC (Dionex, Némecko) s kolonou Nucleosil 120 C18 5u 250x4 mm (Watrex,
CR) a detektorem radioaktivity Gabi (Raytest, Némecko).
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In vitro studie: inkubator (Thermo Scientific, USA), tiepacka (SGM Lab Solution,
Indie), kolona MicroSpin G-50 s naplni Sephadex G-50 s frakciona¢nim rozsahem 1,5-
30 kDa (GE Healthcare, USA), mikrocentrifuga Smart 15 (Hanil BioMed Inc., Korea),
analytické vahy (Radwag, Polsko) a vortex IKA (Sigma Aldrich, USA).

Méreni radioaktivity vzorkii. automaticky gama poé¢ita¢ Wizard? (PerkinElmer,
USA) a kapalinovy scintila¢ni analyzator Tri-Carb 2910 TR (PerkinElmer, USA).

Zobrazovani laboratornich zvirat. hybridni systém pPET/SPECT/CT Albira
(Carestream Healt, Inc., nyni Bruker Corp., USA) a systém pro inhala¢ni anestezii pro
laboratorni zvifata (Summit Anesthesia Support, USA).

Zpracovani dat: programy Chromeleon 7.1 (Dionex, USA) a Albira Suite, PMOD
a VOLVIEW (Bruker Corp., USA).

3.1.4. Chemikalie

Kultivace a pasazovani bunéek: PBS, PC-3 médium [F12HAM (katalog. ¢. N3520,
Sigma-Aldrich, USA), 857 ml destilovan¢ vody, 33 ml 7,5% hydrogenuhli¢itanu
sodného, 100 ml fetalniho teleciho séra FCSi (katalog. ¢. 12133C, Sigma-Aldrich, USA),
10 ml smési antibiotik (streptomycin 0,1 mg/ml, penicilin 10 1U/ml)], TrypLE
(modifikovany trypsin, Gibco® Thermo Scientific, USA), 70% ethanol.

In vitro studie: PBS, oktanol, 0,1 M chlorid Zelezity, 6 mM
diethylentriaminpentaacetat (DTPA), lidska plazma, *H-cholin (katalog. ¢. ART 0197,
American R. Chemicals, Inc., USA), scintila¢ni roztok Ultima Gold (PerkinElmer, USA),
DMSO, inkubacni pufr (25 mM Tris/HCI, 5,4 mM KClI, 1,8 mM CaClz, 0,8 mM MgSQsg,
5 mM glukosa, 140 mM NaCl, pH upraveno na 7,4), acetatovy pufr (310 mg 1,1 M
NaAcx3H20/2 ml vody), 0,1 M hydroxid sodny, pH papirek, voda.

Eluce %Ga a znaceni: 0,1 N roztok kyseliny chlorovodikové (Sigma-Aldrich,
USA), acetatovy pufr.

HPLC: trifluoroctova kyselina (Cistota > 99 %, Sigma-Aldrich, USA), acetonitril
(Gistota > 99,98 %, Roth, Némecko), LC-MS voda (Sigma-Aldrich, CR), destilovana
voda, methanol.

Zobrazovani laboratornich zvirat: 1sofluran (Piramal, Indie), plynny medicinalni
kyslik (Respirox, SIAD, CR), o¢ni mast Ophthalmo-Azulen (Zentiva, CR).
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Zkoumanymi latkami byly derivaty cholinu (viz Obr. 15a. a 15b.) znac¢ené jodem,

které syntetizoval a znagil Ing. Pavel Svec (Ustav makromolekularni chemie AV CR,

Praha). Pro testovani byly rozpustény v 50 ul DMSO. Pro srovnani vysledkt byly pouzity

dvé jiz pouzivana radiofarmaka 8F-FCH (lason, Rakousko) a %Ga-PSMA-11 (istota >

95 %, katalog. ¢. 9920, ABX, Némecko).
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Obr. 15a. Chemické vzorce zkoumanych derivatii cholinu — ¢ast 1 (Pavel Svec).
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3.2.Metody

3.2.1. Kultivace a pasaZovani bunék

Buiiky byly kultivovany v kultivaénich lahvich s médiem v inkubétoru pii 37 °C
a 5 % COz. V inkubatoru byla udrzovana vlhkost a trikrat tydné byla kontrolovana
konfluence bun¢k pomoci mikroskopu. Pokud konfluence dosahla nad 75 % bylo
provedeno pasdzovani bunck V lamindrnim boxu. Pfed samotnym pasazovanim byly
Z lednice pteneseny PBS, médium a trypLE do vodni 14zné (37 °C) a bylo spusténo UV
svétlo V lamindrnim boxu (30 minut). Nésledné bylo z lahvi odsdto médium a buiiky byly
oplachnuty PBS. Po odsati PBS byl pfidan trypLE a buiiky se nechaly trypsinizovat
Vv inkubatoru po dobu 5 minut. Po uvolnéni bunék ze dna lahve bylo pfidano médium a
pipetou byly buiiky promichany. PasaZzovani bylo obvykle provedeno v poméru 1:2.

Implantace bun&k (5x10° bunék) do laboratornich mysi byla provedena
subkutanné do pravého/levého boku. Velikost nadort idealni pro in vivo a ex vivo studie

byla 100-300 mm?3, ktera byla obvykle pozorovana po 1-2 mésicich od implantace.

3.2.2. Stanoveni IC50 analog cholinu

Stanoveni IC50 studovanych derivati cholinu bylo provedeno formou kompeti¢ni
studie s3H-cholinem na bun&né linii PC-3. Buiiky PC-3 byly napéstovany
V 24-jamkovych destickach do konfluence 70-100 % (0,5 ml bun€k + 0,5 ml
média/jamku). Vzorky H-cholinu a studovaného derivatu cholinu byly vzdy zfedény
inkubaénim pufrem do ptislusnych koncentraci.

Z jamek bylo odsato kultiva¢ni médium a nasledné byly buiiky oplachnuty 0,5 ml
PBS. K bunkam bylo ptidano 0,3 ml inkubaé¢niho pufru a 100 pl roztoku studovaného
derivatu (50 ul DMSO + 450 ul H2O + analog cholinu). Desti¢ka byla vloZena do
inkubétoru na 15 minut p¥i 37 °C. Po inkubaci bylo k butikdm ptidano 100 pl roztoku *H-
cholinu/jamku (aktivita 15 kBg/jamku). Nechalo se inkubovat 60 minut p#i 37 °C. Po
inkubaci byl z jamek odsat pufr a nasledné byly buiky oplachnuty PBS. Po odsati PBS
bylo k bunkam pfidano 0,2 ml NaOH (0,1 M)/jamku a nechalo se inkubovat (lyza) 30
minut pii 37 °C. Lyzat byl homogenizovan pipetou a bylo odebrano 10 ul z kazdé jamky
do mikrodesticky pro stanoveni koncentrace proteini (BCA). Lyzat byl kvantitativné
prenesen do scintilaénich lahvic¢ek s pfedpfipravenym scintilaénim roztokem (2

ml/lahvi¢ku). Jamky byly vyplachnuty 0,2 ml vody a ta pfiddna do pftislusnych
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scintilacnich lahvicek. Do 3 scintila¢nich lahvi¢ek se scintilaénim roztokem (2
ml/lahvicku) byly piidany standardy ®H-cholinu, tj. 10 pl roztoku *H-cholinu (= 10 %
podané davky) + 190 ul NaOH (0,1 M) + 200 ul vody. Lahvi¢ky byly zavickovany a
zamichany pomoci vortexu. Nasledné byla méfena aktivita lahvi¢ek na kapalinovém
scintilaénim analyzatoru. Naméfené hodnoty DPM byly zpracovéany do inhibi¢ni kiivky

a byla vypoctena hodnota 1C50.

BCA stanoveni koncentrace proteinu:

Nejprve byl ptipraven pracovni roztok (22 ml) smichanim 21,57 ml roztoku A
(kyselina bicinchonova — BCA) s 431 ul roztoku B (siran méd’naty) v poméru S0A:1B.
Takto ptipraveny pracovni roztok je stabilni po dobu 24 hodin. Pomoci multikanalové
automatické pipety byl pracovni roztok v poméru 1:20 (vzorek:pracovni roztok) ptidan
do mikrodesti¢ky s lyzatem, tj. 200 pl pracovniho roztoku k 10 pl vzorku. Stejny objem
pracovniho roztoku byl pouzit pro jamky kalibra¢ni kiivky. Mikrodesticka byla
inkubovéna 30 minut pfi 37 °C a nésledné byla zmétena absorbance na spektrofotometru
(vlnova délka 562 nm). Byla vypoctena koncentrace bilkovin ve vzorcich pomoci

kalibra¢ni kfivky.

3.2.3. Radioaktivni znaceni 8Ga-PSMA-11

Ke zjisténi optimalnich podminek radioaktivniho znadeni %Ga-PSMA-11 byly
testovany 3 navazky PSMA-11 (1, 5, 10 ul) a 3 ¢asy inkubace (1, 5, 10 minut).

Pomoci eluéniho ¢inidla 0,1 N HCI byl z ®8Ga generatoru ziskan izotop ®Ga ve formé
$8GaCls. Pii eluci bylo pouzito 10 ml HCI, pii¢emz byl odebran 1 ml ®8GaCls o0 nejvyssi
aktivité (4. ml, zbytek do odpadu).

Byla pfipravena zkumavka s 30 pl acetatového pufrua 5 ul PSMA-11. Do zkumavky
bylo pfidano 300 pl (pomér pufru a eluatu vzdy 1:10) ziskaného eluatu a pomoci vortexu
se smes promichala. Vzorek byl vloZzen do termostatu (90 °C) na 5 minut. Po ukonceni
znaceni se ze vzorku odebralo 10 pl do nové zkumavky a ziedilo se LC-MS vodou, aby
byla ziskana vhodna aktivita pro HPLC analyzu (ideélni nastiik 5-20 pl o aktivité¢ 50-100
kBq). Z chromatografu (program Chromeleon 7.1) byl zjistén pomér volné a navazané

frakce ®3Ga a byla stanovena kvalita zna¢eni (minimalni radiochemicka &istota 95 %).
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Podminky HPLC:

Pro HPLC gradientovou eluci byly pouzity mobilni faze A (80 % acetonitril, 20 %
H20) a B (99,9 % acetonitril, 0,1 % kyselina trifluoroctova) s rychlosti pratoku 1 ml/min.
Eluce probihala 15 minut (viz Tab. 2.).

Tab. 2. Gradient eluce pro HPLC analyzu peptidu.

¢as (minuty) mobilni faze
0-3 100 % A
3-10 50% A, 50 % B
10-13 20% A,80%B
13-15 100 % A

Obr. 16. Aparatura pro eluci %Ga. VIevo je umisténo elu¢ni ¢inidlo, roztok 0,1 N HCI, které je nasato
zelenou injekéndi stiikaékou (10 ml) a po zméné sméru pratoku (modry ventil) vpusténo (8 ml) do
generatoru %Ga, ktery je umistén pod lamindrnim boxem. Laminarni box je vybaven olovénym stinénim,

aby se minimalizovalo ozafeni. Fotograf: Barbora Plani¢kova.
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3.2.4. Testy in vitro stability ®Ga-PSMA-11

3.24.1. Stanoveni plazmatické stability
Ve zkumavce bylo smichano 100 pl znaéeného preparatu %Ga-PSMA-11 s 400 pl
lidské plazmy. Po peclivém zamichani byla sm¢&s inkubovana pii 37 °C. V ¢asech 0, 30,
60 a 120 minut byl odebran vzorek 100 pl pro analyzu. Ke vzorku bylo pfidano 200 ul
acetonitrilu a nechal se tfepat 1 minutu na tfepacce (450 rpm). Nasledné byl vzorek
centrifugovan (15 000 rpm, 3 minuty) a odebran supernatant, jehoz radiochemicka ¢istota

byla analyzovéana pomoci HPLC. Provedeno ve tiech opakovanich.

3.2.4.2. Stanoveni vazby na plazmatické proteiny

Ve zkumavce bylo smichano 10 ul znaéeného preparatu ®8Ga-PSMA-11 se 190 pl
lidské plazmy. V dalsi zkumavce bylo smichdno 10 pl znaceného preparatu
8Ga-PSMA-11 se 190 pl PBS pro ovéieni funkce gelové kolony. Oba vzorky byly
inkubovany pii 37 °C. V €asech 0, 30, 60 a 120 byl odebran vzorek 25 pl a nanesen na
gelovou kolonu, ktera byla pfedem piipravena (oteviena kolona na obou koncich byla
vlozena do zkumavky a centrifugovana 1 minutu pii 2000 g). Kolona se dale
centrifugovala 2 minuty pii 2000 g. Po centrifugaci bylo zkontrolovano, zda maji vzorky
aktivitu pod 20 kBq a byla zmétena radioaktivita eluatu a gelové kolony pomoci gama
pocitade, ktera se pohybovala vrozmezi 10x103-1x10° CPM. Provedeno ve tiech
opakovanich. Ze ziskanych dat byla vypoctena vazba na plazmatické proteiny podle
vzorce:

aktivita eluatu CPM

x 100
aktivita celkem CPM

% vazby =

3.2.4.3. Stanoveni stability v prostiedi konkuren¢niho kationtu
Ve zkumavce bylo smichano 50 pl znaéeného preparatu *8Ga-PSMA-11 se 150 pl
roztoku FeCls (0,1 mol/l). Po pe¢livém zamichani byla smés inkubovana pii 37 °C.
V casech 30, 60 a 120 minut byl odebran vzorek (5-20 pl) pro analyzu radiochemické

¢istoty na HPLC. Provedeno ve tfech opakovanich.

3.2.4.4. Stanoveni stability v prostfedi konkurenéniho chelitoru
Ve zkumavce bylo smichano 50 ul znaéeného preparatu %8Ga-PSMA-11 se 150 pl

roztoku DTPA (6 mmol/l). Po peclivém zamichani byla smés inkubovéna pti 37 °C.
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V casech 30, 60 a 120 minut byl odebran vzorek pro analyzu radiochemické Cistoty na

HPLC. Provedeno ve tfech opakovanich.

3.2.4.5. Stanoveni stability v prostredi zvySeného pH
Ve zkumavce bylo smichano 300 pl znageného preparatu %8Ga-PSMA-11 se 100 pl
acetatového pufru (1,1 mol/l). Po zamichdni a zkontrolovani pH (6-7) byla smeés
inkubovana pti 37 °C. V ¢asech 30, 60 a 120 minut byl odebran vzorek pro analyzu

radiochemické ¢istoty na HPLC. Provedeno ve tfech opakovanich.

3.2.4.6. Stanoveni rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda (P)

Ve zkumavce bylo smichano 300 pl znadeného preparatu ®Ga-PSMA-11 s 600 pl
PBS. Z ptipravené smési bylo odebrano 50 pl a k tomu pfidano 500 pl oktanolu a 450 ul
PBS. Takto bylo ptipraveno celkem 6 vzorkd, které byly nasledné protiepany na tiepacce
(450 rpm) po dobu 20 minut. Dale byla provedena centrifugace (15000 rpm, 1 minuta),
po které bylo odebrano 50 ul vzorku z oktanolové a 50 ul z vodné faze. Bylo
zkontrolovano, zda maji vzorky aktivitu pod 20 kBq/vzorek a byla zméfena radioaktivita
v§ech vzorkli pomoci gama pocitade, ktera se pohybovala v rozmezi cca 10x103-1x10°
CPM. Ze ziskanych dat byl vypocten rozdélovaci koeficient (log P), tj. dekadicky

logaritmus podilu radioaktivity (%) v oktanolové a vodné fazi podle vzorce:

oktanolova faze (CPM)
vodna faze (CPM)

log P = log

3.2.5. Akumulace 88Ga-PSMA-11 in vitro

Buiky byly ve 24-jamkové desticce napéstovany do konfluence 100 %. Byl
ptipraven preparat ®8Ga-PSMA-11 (335 ul) a z ngj odebrano 165 ul (pro aktivitu
preparatu 23 MBq) a nafedéno inkuba¢nim pufrem na objem 1,5 ml. Pomoci pH papirku
bylo zkontrolovéano pH (6).

Z jamek desticky bylo odsato kultivaéni médium a buniky byly oplachnuty 1 ml
PBS. Po odsati PBS bylo k buitkam pfidano 0,4 ml inkubacniho pufru a 100 pl roztoku
8Ga-PSMA-11. Desticka se nechala inkubovat 60 minut pii 37 °C. Po inkubaci byl
z jamek odsat pufr a bunky byly oplachnuty 0,5 ml PBS. Po odsati PBS bylo k buiikam
ptidano 0,2 ml NaOH (0,1 M/jamku) a nasledovala inkubace (l1yza) bun¢k po dobu 30
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minut pfi 37 °C. Lyzat byl homogenizovan pipetou a kvantitativné¢ pifenesen do
scintilacnich lahvicek. Jamky byly vyplachnuty 0,5 ml vody a ta ptidana do ptislusnych
scintilaénich lahvi¢ek. Do 3 scintilacnich lahvicek byly pfidany standardy
8Ga-PSMA-11, tj. 10 ul preparatu *8Ga-PSMA-11 (= 10 % standardu) + 700 pl vody.
Lahvicky byly zavi¢kovany a zamichdny pomoci vortexu. Nésledn¢ byla métena aktivita
lahvicek na gama pocitaci. Naméfené hodnoty CPM byly pouzity pro vypocet akumulace
8Ga-PSMA-11 podle vzorce:

CPM vzorku

X
CPM standardu 100

9% akumulace =

3.2.6. Biodistribuce radiofarmak ex vivo

Pfipravena radiofarmaka byla nafedéna fyziologickym roztokem (aktivita 1-2
MBg/mys) a retroorbitalné aplikovana laboratornim mys$im pod anestezii (4 % isofluran,
plynny kyslik 21/min). Po ptsobeni po dobu 1 nebo 3 hodin byly mysi pod anestezii
usmrceny preruSenim michy. Thned po usmrceni byla mySim odebrana krev z krkavice
(nejveétsi kréni tepna) a 13 organt (slezina, slinivka, manualné vyprazdény zaludek,
stieva, ledviny, jatra, srdce, plice, sval, stehenni kost, nador, $titna zldza a mozek) do
scintila¢nich lahvic¢ek. Lahvi¢ky byly zvazeny a nasledné jim byla spole¢né se standardy
zméfena jejich aktivita pomoci gama pocitace. Ziskana data byla vyjadiena jako procento

podaného radiofarmaka na gram organu (% ID/g).

Priprava standardii (6 pro 1 radiofarmakum):
1. 10 pl roztoku podaného mysi
10 pl roztoku podaného mysi
50 pl ztedéného roztoku 1 (450 pl H20 + 50 pl roztoku podaného mysi)
50 ul zfedéného roztoku 1
50 ul ztedéného roztoku 2 (980 pl H20 + 20 ul roztoku podaného mysi)

© o~ w N

50 pl ztedéného roztoku 2
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Obr. 17. Pracovni plocha pro sekci laboratornich mysi. Vlevo je umisténa polystyrenova podlozka
pokryta igelitem. Na podloZce se provadi usmrceni a sekce mysi, které se K ni pfipeviiuji jehlami kvili
snaz§i manipulaci. Vpravo je umisténa kadinka s vodou, ktera slouzi k oplachu pouzitych nastroja
(pinzeta, niizky). Odebrané organy se pokladaji na zobrazeny papirovy ubrousek (odsati ptebytecné krve).

Fotograf: Barbora Planickova.

3.2.7. Biodistribuce radiofarmak in vivo

Biodistribuce radiofarmak in vivo byla zjisténa pomoci uPET/SPECT/CT (Albira)
zobrazovani laboratornich zvirat.

Pied a po podani davky radiofarmaka byla zméfena radioaktivita v injekéni stiikacce
a rozdilem zjisténa aktivita aplikované davky (idealni aktivita davky 5-10 MBg/mys).
Radiofarmakum bylo do mysi aplikovano retroorbitalné! pod anestezii a biodistribuce se
staticky méfila zpravidla po 1 nebo 3 hodinach. P&t minut pied skenovanim byla u mysi
zahdjena anestezie a na oc€i byla aplikovana o¢ni mast proti vysychdni. Uspand mys byla
zvazena a vlozZena na lizko v Albira pfistroji, u kterého byl zajistén ptivod anestetika
(2 % isofluran, plynny kyslik 2 I/min).

Zpracovani obrazu probihalo v programu Albira Suite, kde byly pfedem nastaveny
parametry méfeni (aktivita davky, radionuklid, cas aplikace, hmotnost mysi, poloha
lizka, zpiisob snimani). Pro naslednou upravu PET/SPECT/CT obrazu byly pouzity
programy PMOD (2D snimky) a VOLVIEW (3D snimky a animace).

! aplikace davky do retroorbitalniho sinu umisténého za okem, jedna se o alternativu intravendzni aplikace
do ocasni zily
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Obr. 18. Aparatura pro anestezii laboratornich zvitat. Vlevo: uzavieny box pro umisténi mysi s pfitokem
kysliku a isofluranu (Cervené€) a vystupnim filtrem pro nespotiebovany isofluran (modte). Uprostied: klec
s laboratornimi my$mi, vybavena hoblinami, vodou a jidlem (granule). Pod ni podlozka pro umisténi
mysi pii aplikaci davky. Vpravo: zafizeni pro inhalacni anestezii s regulatory kysliku a isofluranu.

Fotograf: Barbora Plani¢kova.

Obr. 19. Piistroj Albira pro PET/SPECT/CT zobrazovani laboratornich zvifat. V pravé ¢asti je umisténo
lazko pro laboratorni zvifata, které je pfi méfeni zasunuto do levé ¢asti, kde probiha méfeni. Fotograf:
Barbora Planickova.
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4. Vysledky

4.1. In vitro studie ®®Ga-PSMA-11

4.1.1. Optimalizace znaceni

Optimalizace znaceni ®Ga-PSMA-11
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85 | m10pl
mS5ul
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Radiochemicka ¢istota [%]

Graf 1. Optimalizace radioaktivniho znaceni ®8Ga-PSMA-11. Testovany byly t¥i navazky PSMA-11 (1,
5, 10 ul) a t¥i ¢asy inkubace (1, 5, 10 minut) pii 90 °C. Vysledky radiochemické ¢istoty ziskané pomoci
HPLC byly vyjadifeny Vv procentech navazané frakce a podle jejich hodnot byly uréeny optimalni
podminky znaceni (5 ul PSMA-11, 5 min inkubace, 90 °C).

50 ﬂPept\des-GHGaZW#W i £8Ga-PSMA-115ul 5 min Radiodetechor
m 2-3471

500

1-3.118
T

min

-500

0 1 20 3 0 50 ) 0 B W 100 1 120 130 10 5
Obr. 20. Radiochromatogram tspésného zna¢eni ®Ga-PSMA-11 (znadeni: navazka 5 ul PSMA-11,
inkubaéni ¢as 5 minut pti 90 °C). Zobrazena kiivka vyjadfuje intenzitu naméfené radioaktivity (mV, osa
y) v zavislosti na retenénim ¢ase (Min, 0sa X). Retenéni ¢as frakce volného ®8Ga je kolem 3 minut a

retenéni ¢as frakce navazaného %Ga-PSMA-11 je 8-9 minut.
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4.1.2. Stabilita v riiznych prostiedich

Tab. 3. HPLC vysledky in vitro stability ®Ga-PSMA-11 v riiznych prostiedich. Radiochemicka
Cistota ®Ga-PSMA-11 byla vyjadiena v procentech navazané frakce (radiochemické Cistota)

s uvedenou smérodatnou odchylkou.

Doba inkubace plazma 0,1 M FeCls 6 mM DTPA zvy$ené pH
30 min 99,86 + 0,05 53,84 + 4,77 96,14 + 0,34 99, 89 + 0,04
60 min 99,88 +0,12 35,75+ 2,18 93,97 + 0,25 99,86 + 0,02
120 min 99,90 + 0,06 16,52 + 3,40 89,92 + 0,55 99,84 + 0,08

4.1.3. Stanoveni log P a vazby na plazmatické proteiny

Tab. 4. Vysledky in vitro stanoveni vazby %®Ga-PSMA-11 na plazmatické proteiny a stanoveni
8Ga-PSMA-11 rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda (P). Vysledky byly ziskany z dat
naméfenych na automatickém gama pocitaci a jsou uvedeny se smérodatnou odchylkou. Vazba

na proteiny je vyjadiena jako primérna procentualni hodnota radioaktivity eluatu.

Doba inkubace vazba na proteiny (%) log P
0 min 26,16 + 3,47
30 min 30,57 £ 2,52
-3,4+0,54
60 min 30,02+ 2,17
120 min 30,55+2,23

4.1.4. Akumulace v bunéénych liniich

0,7 r
Akumulace %8Ga-PSMA-11

0,6 F

0,5

04
e M jamky s burfikami
X

03 r W prazdné jamky

0,2 F

011 _ .

0 [ |-
PC-3 LNCap BJ

Graf 2. Vysledky akumulace #Ga-PSMA-11 v buné&&nych liniich PC-3, LNCaP a negativni kontrolni
linii BJ. Pro kontrolu byla méfena i radioaktivita (CPM) prazdnych jamek. Vysledky byly vyjadieny jako
% ID. Smérodatna odchylka se pohybovala v rozmezi 0,01-0,12.
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4.2. 1C50 analog cholinu
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Obr. 21. Tlustraéni graf pro zjisténi hodnoty IC50 testované latky (PS229). Graf vyjadiuje zavislost

2 AA T

koncentrace PS229 [moI.I'1]

akumulace *H-cholinu (% kontroly) na molarni koncentraci testované latky (logaritmovand).

Tab. 5. Ziskané hodnoty IC50 studovanych derivat cholinu. Cervenym pismem jsou vyznaceny

analoga cholinu s podobnou nebo lepsi hodnotou IC50 v porovnani s 8F-FCH.

Derivat cholinu IC50 (mol/l) Derivat cholinu IC50 (mol/l)
¥F-FCH 3x10° PS147 1,33 x 10*
PS026 1,17 x 10° PS148 1,30 x 10*
PS084 2,17 x 10* PS149 7,67 x 107
PS107 2,16 x 10* PS150 1,56 x 10°
PS108 8,08 x 10° PS282 2,73 x 10*
PS109 1,97 x 10 PS283 4,33 x 10°
PS110 1,13 x 10° PS289 1,36 x 10°
PS111 9,08 x 10* PS290 1,82 x 10°
PS112 1,60 x 10 PS291 1,27 x 10°®
PS113 8,58 x 10° PS294 1,36 x 107
PS115 1,06 x 10 PS334 1,06 x 10°
PS116 1,88 x 10° PS335 2,99 x 10°
PS119 7,45 x 10 PS336 1,06 x 10
PS120 5,34 x 10 PS337 2,99 x 10°
PS124 2,42 x 10 PS338 2,33 x 107
PS127 1,15 x 10* PS339 3,69 x 107
PS130 3,41 x10%
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4.3. Biodistribuce ex vivo

4.3.1. Analoga cholinu znacena jodem
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Graf 5. Ex vivo biodistribuce !%°1-PS182 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nadorem PC-3

po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické praméry

procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 6. Ex vivo biodistribuce '?°I-PS222 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nidorem PC-3

po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické prameéry

procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 4. Ex vivo biodistribuce 231-PS229 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nadorem U-87
MG po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od aplikace davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické

pruméry procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 7. Ex vivo biodistribuce *?1-PS229 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nddorem PC-3
po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické prameéry

procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 8. Ex vivo biodistribuce %°1-PS230 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nadorem PC-3

po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické pruméry

procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 9. Ex vivo biodistribuce %°1-PS253 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nadorem PC-3

po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické prumeéry

procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 10. Ex vivo biodistribuce 1%51-PS254 v jednotlivych organech mys$iho modelu SCID s nidorem PC-3
po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické priméry
procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 11. Ex vivo biodistribuce 12°I-PS262 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nadorem PC-3
po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické praméry
procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 12. Ex vivo biodistribuce %51-PS263 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nidorem PC-3

po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické praméry

procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 13. Ex vivo biodistribuce 1%51-PS265 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nidorem PC-3

po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické praméry

procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 14. Ex vivo biodistribuce %51-PS266 v jednotlivych organech mys$iho modelu SCID s nidorem PC-3
po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické priméry
procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 15. Ex vivo biodistribuce 1%51-PS289 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nidorem PC-3
po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické prumeéry

procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 16. Ex vivo biodistribuce 1%51-PS291 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nidorem PC-3

po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické praiméry

procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 17. Ex vivo biodistribuce 1?°1-PS294 v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nddorem PC-3

po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické primeéry

procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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4.3.2. 8Ga-PSMA-11
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Graf 18. Ex vivo biodistribuce %Ga-PSMA-11V jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nidorem
LNCaP po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické

praméry procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.

4.33. BF-FCH
0 ¢ 18F-FCH (LNCaP)
60
50
o 40 |
S~
a
X 30 F m1hPl
20 E3hPI
10 r T IT
i il i i
N 2 > N > e Y X N
& SR & L& &S RS ° S P A%
A L)\Q:\' %\\0\ /@\\3 (_’)é \Q,& g 2 Q ° (\é\\b & ((\o
e
&

Graf 19. Ex vivo biodistribuce ®F-FCH v jednotlivych organech mysiho modelu SCID s nddorem LNCaP
po 1 (3 mysi) a 3 hodinach (3 mysi) od podani davky. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické praméry

procenta podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou.
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Graf 20. Kompetice ®F-FCH a PS229. Ex vivo biodistribuce ®F-FCH (3 mysi, 3 h PI) a *F-FCH +
PS229 (3 mysi, 3 h PI; premedikace 1 mg PS229 1 h pied podanim 8F-FCH) v jednotlivych organech

my$iho modelu SCID s nadorem PC-3. Vysledky jsou vyjadfeny jako aritmetické priméry procenta

podané davky na gram organu (% ID/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou. Vyrazny rozdil:

4.3.4. Pomér nador/krev (% I1D/g)

Tab. 6. Hodnoty poméru nador/krev (% 1D/g) jednotlivych testovanych radiofarmak po 1 a 3

hodinach od podani davky ziskané z dat ex vivo distribu¢nich studii. Cervenym pismem jsou

ledviny, srdce, mozek.

vyznaceny analoga cholinu s podobnymi nebo lep$imi hodnotami v porovnani s *F-FCH.

testovand typ nador/krev testovana typ nador/krev
latka nadoru 1hPl | 3hPI latka nadoru 1hPl | 3hPI
BE-FCH PC-3 - 1,47 1251-pS263 PC-3 0,70 0,96
125].pS182 PC-3 0,72 0,72 125]-pS265 PC-3 0,65 0,86
125].p5222 PC-3 0,5 0,86 1251-PS266 PC-3 0,61 0,69
1251-pS229 PC-3 1,13 2,44 1251-pS289 PC-3 0,87 0,92
123]-pS229 | U-87 MG | 1,58 4,16 1251-pS291 PC-3 0,35 0,83
1251-pS230 PC-3 1,19 1,59 125]-pS294 PC-3 0,49 0,60
125]-pS253 PC-3 0,67 0,90 | ®Ga-PSMA-11 | LNCaP | 38,40 186,14
1251-pS254 PC-3 0,87 0,86 BE-FCH LNCaP 2,54 2,93
1251-pS262 PC-3 0,62 0,72 FFRCH PC-3 - 1,37
PS229




4.4. Biodistribuce in vivo (PET/SPECT/CT)

4.4.1. SPECT/CT zobrazovani '2*I-PS152 a 1231-PS229 (nador U-87 MG)

'#1-PS152 - SPECT/CT

Obr. 22. In vivo biodistribuce 231-PS152 u mysiho modelu SCID s nddorem U-87 MG (pravy bok) po 1 a
3 hodinach od podani davky. Vpravo je zobrazen koronarni fez (CT) S Vyzna¢enym nadorem. Nastaveni

SPECT: single FOV 80, offset 40. Nastaveni CT: bed good Hd/Hv 110 min, offset 30. Vaha mysi: 25,7 g.

1231-.PpS229 - SPECT/CT

Obr. 23. In vivo biodistribuce 231-PS229 u mysiho modelu SCID s nadorem U-87 MG (pravy bok) po 1 a
3 hodinach od podani davky (3D snimky SPECT/CT). Vpravo je zobrazen koronarni fez (CT)
s vyznaéenym nadorem. Nastaveni SPECT: single FOV 80 min, offset 40. Nastaveni CT: bed good
Hd/Hv 110 min, offset 30. Vaha mysi: 25,8 g.
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4.4.2. PET zobrazovani %8Ga-PSMA-11 (nador PC-3)

*®Ga-PSMA-11 - PET

90 min PI

Obr. 24. In vivo biodistribuce %Ga-PSMA-11 u mysiho modelu SCID s nadorem PC-3 (pravy bok) po 30
a 90 minutach od podani davky (3D snimky PET). Nastaveni PET: single 10 min, offset 0. Vaha mysi:
23,2-28,2 g.

4.4.3. PET/CT zobrazovani ®¥Ga-PSMA-11 (nddor LNCaP)

%8 Ga-PSMA-11 - PET/CT

Obr. 25. In vivo biodistribuce %Ga-PSMA-11 u mysiho modelu SCID s nadorem LNCaP (pravy bok) po
1 a 3 hodinach od podani davky (3D snimky PET/CT). Vpravo je zobrazen koronarni fez (CT)
s vyznacenym nadorem. Nastaveni PET: single 10 min, offset 0. Nastaveni CT: bed good Hd/Hv 110 min,
offset 20. Vaha mysi: 18,2-20,1 g.
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4.4.4. PET zobrazovani — kompetice *F-FCH a PS229 (nador PC-3)

®F-FCH + PS229 - PET/CT

*F-FCH + PS229
3hPI

Obr. 26. In vivo biodistribuce ®F-FCH a *8F-FCH + premedikace PS229 (1 mg PS229 1 h pred podanim
BF-FCH) u mysiho modelu SCID s nadorem PC-3 (pravy bok) po 3 hodinach od podani davky (3D
snimky PET/CT). Vpravo je zobrazen koronarni fez (CT) S Vyzna¢enym nadorem. Nastaveni PET: single
10 min, offset 0. Nastaveni CT: bed good Hd/Hv 110 min, offset 20. Vaha mysi: 21-28 g.

4.45. PET/CT zobrazovani ®F-FCH (nador LNCaP)

F-FCH - PET/CT

Obr. 27. In vivo biodistribuce ¥F-FCH u my3iho modelu SCID s nddorem LNCaP (pravy bok) po 1 a3
hodinach od podani davky (3D snimky (PET/CT). Vpravo je zobrazen koronarni fez (CT) s vyznaenym
nadorem. Nastaveni PET: single 10 min, offset 0. Nastaveni CT: bed good Hd/Hv 110 min, offset 20.
Vaha mysi: 18,2-20,1 g.
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4.4.6. PET zobrazovani ®F-FCH (nenadorové) + kvantifikace

18F-FCH - PET

nenadorové

Obr. 28. In vivo biodistribuce ®F-FCH u nenadorovych SCID my3i po 30 a 90 minutach od podani davky
(3D snimky PET). Nastaveni PET: single 10 min, offset 0. Vaha mysi: 25,2-28 g.

25 ¢
18F-FCH (nenadorové)
20
15
X .
a B 30 min
X .
10 | B 90 min
| I I i I
0 —
mocovy méchyf jatra ledviny Stitna Zlaza slinné zlazy pater

Graf 21. In vivo biodistribuce ®F-FCH v jednotlivych organech nenadorovych SCID mysi (3) po 30 a 90
minutach od podani davky. Kvantifikace byla provedena pomoci PET v programu PMOD (VOI — volume
of interest). Vysledky jsou vyjadieny jako aritmetické priméry procenta podané davky na gram organu
(% 1D/g) s uvedenou kladnou smérodatnou odchylkou. Nastaveni PET: single 10 min, offset 0. Vaha
mysi: 25,2-28 g.
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5. Diskuze

V ramci experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo pomoci in vitro, in vivo a ex vivo
experimentu zjistit, zda jsou nova analoga cholinu (radioaktivné znac¢ena jodem) vhodna
jako radiofarmaka pro diagnostiku karcinomu prostaty. Testovani byla podrobena i
v klinikach jiz pouZivana radiofarmaka 8F-FCH a ®Ga-PSMA-11, aby bylo mozné
porovnat vysledky.

In vitro testovani bylo provedeno s ®8Ga-PSMA-11, v sou¢asné dobé nejmoderngjsim
radiofarmakem pro diagnostiku/terapeutiku karcinomu prostaty. Nejprve byly stanoveny
optimalni podminky pro radioaktivni znaceni (5ul PSMA-11, 90 °C, 5 minut), které se
lisily od hodnot uvedenych v literatute (Wang et al. 2018) pouze v teploté (95 °C). Poté
byly provedeny testy stability v riznych prostfedich, které ukazaly vysokou stabilitu
8Ga-PSMA-11 v lidské plazmé a prostiedi zvyseného pH i po 120 minutich inkubace
(37 °C). Stabilita v prostiedi konkuren¢niho chelatoru (DTPA) byla ovlivnéna jen mirné
a v prostfedi nadbytku konkuren¢niho kovu (FeCls) byla pozorovana vyrazna nestabilita
komplexu %8Ga-PSMA-11. Byla stanovena také vazba na proteiny (kolem 30 %), kterou
teplota v inkubatoru 37 °C zvysila 0 £ 5 % a doba inkubace neméla vliv. Logaritmus
rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda prokazal hydrofilni charakter 88Ga-PSMA-11,
ktery je vhodny pro transport v krvi. Posledni in vitro testovani s ®3Ga-PSMA-11 bylo
stanoveni akumulace v bunéénych liniich PC-3, LNCaP a BJ (negativni kontrola).
Nejvyssi akumulaci ®8Ga-PSMA-11 vykazovala linie LNCaP, a proto byla pouzita pro in
Vivo testovéani. Nejvyssi akumulaci ®Ga-PSMA-11 v linii LNCaP ukazuji i vysledky
Wanga et al. (2018) nebo Price et al. (2002). Vyssi akumulace ®3Ga-PSMA-11 v bunééné
linii LNCaP je zpisobena vyssi expresi mMRNA pro PSMA (Laider et al. 2005).

In vitro testovani analog cholinu bylo provedeno formou kompeti¢ni studie
s ®H-cholinem na linii PC-3. Vysledky byly vyjadfeny jako hodnota IC50, ktera spoleéné
s ADME testy (absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece) rozhodla, zda je testovana
latka vhodna pro in vivo studie. Cim nizsi byla hodnota IC50, tim byl analog Gginn&jsi ve
vytésiiovani 3H-cholinu p¥i akumulaci v buitkach PC-3. Celkové byla zjisténa hodnota
IC50 pro 32 analog cholinu, znichz 11 mélo vysledky srovnatelné s F-FCH (viz
Tab. 5.). Naméfena hodnota 1C50 8F-FCH = 3 x 10 mol/l byla srovnatelna s hodnotou
IC50 nezna¢eného cholinu = 7,3 x 10® mol/l, kterou v literatute uvadi Miiller et al.
(2009).
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Dalsi fazi testovani byly ex vivo biodistribu¢ni studie na mysim modelu SCID. Cilem
bylo zjistit akumulaci testovanych latek v jednotlivych organech (zejména v nadoru) po
1 a 3 hodinach od podani davky (PC-3, LNCaP a U-87 MG). Testovana byla radiofarmaka
8Ga-PSMA-11, ®F-FCH a analoga cholinu zna¢ena jodem (*2°I, 12). Mira akumulace
v nadorové tkani byla vyjadiena jako pomér akumulace nador/krev (% podané davky na
gram) a vysledky byly porovnany mezi sebou (viz Tab. 6.). Nejlepsi vysledky akumulace
nador/krev mélo radiofarmakum %Ga-PSMA-11 (LNCaP), u kterého byla naméfena
vysoka akumulace v ledvinach, a dale jen v nadoru a sleziné, coz je dusledkem vysoké
afinity ®8Ga-PSMA-11 k PSMA, jehoz zvysena exprese je specifickd zejména pro
karcinom prostaty (Silver et al. 1997). S vysokym rozdilem mélo druhé nejlepsi vysledky
akumulace nador/krev radiofarmakum ®F-FCH (LNCaP). V modelu PC-3 byla
akumulace nador/krev ®F-FCH o polovinu niZ§i nez u modelu LNCaP. Ex vivo
biodistribuce ®F-FCH odpovidala vysledkaim in vivo biodistribuce (u lidskych pacienttt)
uvedenych v literatue (Price et al. 2002). Potvrdilo se, ze je 8F-FCH distribuovan
z krevniho ob&hu nejvice do ledvin a jater, kde se drzi i po 3 hodinach od podani davky,
coz Vv praxi u lidskych pacientti limituje maximalni aktivitu podané davky (Degrado et al.
2002). Biodistribuce analog cholinu se liSila v zavislosti na chemickém sloZeni latky.
Porovnanim akumulace mezi 1 a 3 hodinami pusobeni ukazalo, Ze se nova analoga
cholinu vyluéuji z ledvin rychleji nez ¥F-FCH. Byla u nich v§ak zaznamendna obecné
vyssi akumulace ve slinivce, zaludku a stfevech. Viechna analoga cholinu zna¢ena %I
byla testovana na PC-3 modelu a pouze analoga %1-PS229 a %1-PS230 ukizala
srovnatelné vysledky akumulace nador/krev ve srovnani s *®F-FCH (PC-3).

Na zakladé vysledkt ex vivo biodistribuce byl jako nejlepsi kandidat pro in vivo
zobrazovéani zvolen analog cholinu PS229 znageny %I (lepsi zobrazovaci vlastnosti
oproti 12°). Pomoci SPECT/CT byl ziskan 3D snimek a byla posouzena distribuce
1231.pS229 v téle laboratorni mysi SCID tentokrat s nddorem U-87 MG (glioblastom).
Tato bunécna linie neni odvozena od karcinomu prostaty, ale je charakteristicka expresi
cholinovych transportérti (Li et al. 2013). Detekce nadoru vsak byla netispésna, stejné
jako u dal§iho zvoleného kandidata 1231-PS152. U obou latek byla na snimcich zobrazena
prevladajici akumulace v mocovém méchyii. Nador se nepodafilo vizualizovat i pomoci
v klinice pouzivaného radiofarmaka !®F-FCH (LNCaP, PC-3). Snimky PET/CT
s 18F-FCH ukazaly pievladajici akumulaci v ledvinach, mo¢ovém méchyii a jatrech. Ve
své bakalarské praci (2014) se Hana Adamkova snazila 0 zobrazovani glioblastomu
(U-87 MG) pomoci ®F-FCH a také nezaznamenala uspéch. Ebenhan et al. (2009)
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testovali zobrazovani '®F-FCH na né&kolika mysich nadorovych modelech (veetné
DU-145) a dosly k zavéru, Ze je ®F-FCH nevhodny pro zobrazovéani nadort u zvifat kviili
velmi slabé detekci nadort, coz se nasi studii potvrdilo.

Byla studovana také kompetice ®F-FCH a PS229 (ex vivo a in vivo), kdy se po 3
hodinich od podani divky sledoval rozdil mezi biodistribuci samotného ®F-FCH a
biodistribuci F-FCH s premedikaci PS229 (1 hod. ped podanim *8F-FCH). Experiment
byl proveden na buné¢né linii PC-3 (nador opét nezobrazen). Vysledky ex vivo ukazaly
vyrazny rozdil u ledvin, srdce a mozku. Premedikace PS229 pozitivné ovlivnila
akumulaci F-FCH v ledvinach a naopak snizila akumulaci *®F-FCH v srdci a mozku.

Pro srovnani s ex vivo daty byla provedena také kvantifikace 8F-FCH in vivo (PET
data) v tkanich s nejvyssi akumulaci u nenadorového modelu. Vysledky ukazaly, Ze
kromé moc¢ového méchyte, jater a ledvin se 8F-FCH akumuluje v mensi mife také ve
§titné zlaze, slinnych zlazach a v patefi (po 90 minutach od podani davky).

Nador se podatilo zobrazit pouze pomoci ®8Ga-PSMA-11 na modelu LNCaP metodou
PET/CT. Nador byl detekovan na 3D snimcich po 1 i 3 hodindch od podani davky.
Akumulace %Ga-PSMA-11 byla zobrazena také v ledvinach a mocovém méchyfi.
Z naméfenych dat vyplyva, ze je komplex ®8Ga-PSMA-11 v téle stabilni a vylucuje se
pomoci ledvin. Zobrazeni ®Ga-PSMA-11 na modelu PC-3 nebylo usp&sné kvili nizké

expresi PSMA v bunééné linii PC-3.

Ziskana data ukazuji, ze vybrani kandidati analog cholinu maji srovnatelné vysledky
s BBF-FCH. V porovnani s ®®Ga-PSMA-11 je vak jejich u¢innost nizka.

Pro dalsi in vivo zobrazovani novych analog cholinu na mysich modelech by bylo
mozné vVyzkouset detekci aktivity pomoci kolimatorQ s vice otvory, které zajist'uji vyssi
citlivost. Pro vylepseni kontrastu nador/pozadi in vivo PET/SPECT/CT zobrazovani
analog cholinu by mohla byt pfedmétem dalsiho zkoumani uméle vyvolana zvysena

exprese transportérti cholinu, které jsou exprimovany v testovanych bunéénych liniich.
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6. Zavér

Tato prace se zabyvala preklinickym testovanim novych analog cholinu znac¢enych jodem
pro potencialni vyuziti v diagnostice karcinomu prostaty pomoci SPECT/PET/CT
zobrazovani. Analoga cholinu byla podrobena in vitro, ex vivo a in vivo testovani a
vysledky byly porovnany s v klinice jiz pouzivanymi radiofarmaky *®Ga-PSMA-11 a
18E-FCH.

Ze vsech testovanych analog cholinu byly PS229 a PS152, na zaklad¢ in vitro
(1C50) a ex vivo vysledka (biodistribuce) srovnatelnych s *8F-FCH, zvoleny jako nejlepsi
kandidati pro in vivo zobrazovani na mySim modelu SCID. Vizualizace nadort pomoci
téchto analog cholinu nebyla uspésna (U-87 MG), stejné jako pomoci radiofarmaka
18E.FCH (LNCaP, PC-3). Pro lepsi vizualizaci by byla nutni vyssi citlivost detekce
UPET/SPECT/CT systému.

Uspé&sna vizualizace nadoru (LNCaP) pomoci in vivo zobrazovéani se podafila
pouze za pouziti radiofarmaka %8Ga-PSMA-11, které je v soucasnosti nejlepsi volbou
v diagnostice/terapii pokrocilého stadia karcinomu prostaty. Byla zaznamenana vysoka
stabilita i specificita ®8Ga-PSMA-11.
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