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1. Uveod

N

ey

vyléCeni pacienta S GBM je prakticky nemozné, pouze necela dvé procenta pacientl preziji
tfi roky od diagnézy tumoru. Terapie tohoto vysoce maligniho onemocnéni je v soucasné
dobé¢ zalozena na resekci nadoru, radioterapii a chemoterapii, pfiCemz rozsah a radikalita
1é¢by zavisi predevsim na celkovém stavu pacienta. Tyto terapeutické postupy dokazi
prodlouzit zivot pacienta vV praméru zhruba o 14 mésicu. Ac¢koliv se jedna o onemocnéni
s velmi $patnou progndzou, v€asna diagnostika a terapie dokazi Casto zlepsit kvalitu a délku

zivota pacientd trpicich GBM.

Pro diagnostiku multiformniho glioblastomu se uplatiiuji zejména zobrazovaci
metody, a to vypoCetni tomografie (CT), pozitronova emisni tomografie (PET),
jednofotonova emisni vypocetni tomografie (SPECT) a magneticka rezonance (MR). Jedna
se 0 vysoce citlivé a neinvazivni metody, jejichZ dostupnost se v poslednich letech zvySuje.
S vyhodou se pouzivaji zejména tzv. hybridni systémy, které kombinuji vice zobrazovacich
technik, napt. PET/CT a PET/MR, a které umoznuji ziskat jak anatomicka, tak funk¢ni data

V ramci jednoho vysetieni.

Pro vySetfeni metodou pozitronové emisni tomografie je nutnd aplikace
radiofarmaka do téla pacienta. U&innou slozkou radiofarmaka je jeden nebo vice
radionuklid. Radioaktivni izotopy emituji ionizujici zafeni, které je zachyceno detektory a
zpracovano na obrazovy snimek. Radiofarmaka, ktera se v souéasnosti vyuzivaji k PET
vySetfeni v nuklearni medicing, a tedy i k diagnostice glioblastomu, jsou piedevsim latky
znatené pozitronovym zaficem °F. V piipadé diagnostiky GBM se v klinické praxi

nejéastéji pouzivaji **F-fluorodeoxyglukosa a *°F-fluorothymidin.

Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala studiem latek znacenych perspektivnim
pozitronovym zaficem ®Ga. Pfedmétem mého studia byly *Ga-NODAGA-RGD dimer
acetat a °°Ga-DOTA-substance P a jejich potencidlni vyuziti pro radiodiagnostiku
multiformniho glioblastomu. Na zéklad¢ ptedchozich studii obdobnych latek by se tyto
experimentalni latky mély hromadit v bunkach mozkového nadoru, ¢ehoz by se dalo vyuzit
k diagnostice GBM metodou PET. Pro srovnani jsem analogické in vivo experimenty

provadéla i s **F-fluorodeoxyglukosou a **F-fluorothymidinem.
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2. Teoreticka cast

2.1. Glioblastom

Glioblastom (GBM), nékdy téz oznacCovany jako multiformni glioblastom, je
nejcastéjsi a nejmalignéjsi nador mozku, ktery byva fazen mezi astrocytarni nadory (1). Tyto
tumory se vyviji z astrocytll, coz jsou podplirné bunky neurond vykonavajici fadu funkci

nezbytnych pro spravnou ¢innost centralniho nervového systému (2).

Multiformni glioblastom postihuje typicky dospélé jedince mezi 45. a 70. rokem
zivota a Cast&ji se vyskytuje u muz (muzi : zeny = 1,5 : 1). Glioblastom se miize vyvijet
z riiznych typti mozkovych nadort, nejcastéji z difuzniho astrocytomu nebo anaplastického
astrocytomu (sekundarni glioblastom), ale mnohem ¢astéji se vyviji de novo, tedy bez
prikazu ptredchozi existence (primarni glioblastom). Glioblastomy vétSinou rostou
Vv mozkové tkani s epicentrem v bilé hmoté. Piestoze se jednd o jeden z nejzhoubné&jSich

lidskych nadori, nemetastazuje (1).

Astrocytarni nadory se dle klasifikace WHO deli do Ctyf stupiiti zavaznosti na
zékladé jejich malignity (3). Stupent I zahrnuje nadory, které rostou pomalu, a po jejich
chirurgickém odstranéni je velmi vysoka Sance na Uplné vyléceni. Tumory stupné II se
vétSinou $ifi do okolnich tkani a navzdory jejich nizké prolifera¢ni aktivité ¢asto recidivuji.
Buiikky nadorta stupné III se pomérné rychle déli a je u nich prokazana malignita.
Nejzavazngjsi je IV. stadium. Nadorové bunky se velmi rychle a agresivné déli, tkan je
nachylna k nekréze a nador je infiltrovan do okolni tkané, coz vyrazné ztézuje jeho tplné
odstranéni a vyléCeni pacienta (4). Klasifikace astrocytarnich nadora podle jejich malignity

je znazornéna v tabulce 1.

Tabulka 1. Klasifikace astrocytarnich nadort, WHO 2007 (5).

Stupeii malignity Typ nadoru Primérnd doba preziti
I Pilocyticky astrocytom Dlouhodobé
I Diftzni astrocytom 7-8 let
Il Anaplasticky astrocytom 2 roky
v Multiformni glioblastom 1 rok
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Anamnéza u primarniho GBM je velice kratka, u 50 % pacientt kratsi nez 3 mésice
(1). Ptiznaky jsou ptevazné zpusobeny nitrolebni hypertenzi (zvyseni tlaku v duting lebe¢ni),
coz se nejcastéji projevuje bolestmi hlavy, nevolnosti a zvracenim, poruchami psychiky a
védomi (5). Prvnim klinickym pftiznakem casto byva epilepticky zachvat. U sekundarnich
GBM je anamnéza delsi, primémé 4-5 let. Prognéza glioblastomu je velice $patna, pouze

1,8 % pacienttl ptezije tfi roky od stanoveni diagnozy (1).

Obrazek 1. Multiformni glioblastom ve spankové oblasti mozku. (a) Snimek z magnetické
rezonance (MR) s pouzitim kontrastni latky. (b) Fotografie zobrazujici rozsahlou oblast

patologické tkané (6).

2.1.1. Zobrazovaci metody pro diagnostiku GBM

Ke zjisténi lokalizace, rozsahu, popt. charakteru nadoru je k dispozici fada
neuroradiologickych zobrazovacich metod. Vypocetni tomografie (CT) umoziiuje ur€it
lokalizaci nadoru, jeho velikost a strukturu. Magneticka rezonance (MR) je v souasnosti
nejvyuzivanéjs$i metodou pro diagnostiku mozkovych nadora (5). Snimky z MR se podobaji
snimkim z CT, avSak maji mnohem vyssi rozliSeni, takze je mozné rozeznat jednotlivé tkané
sdaleko vé&tsi piesnosti (7). Hojné vyuzivané jsou i metody zalozené na aplikaci
radiofarmaka do téla pacienta. Konkrétné se jedna o pozitronovou emisni tomografii (PET) a
jednofotonovou emisni vypocetni tomografii (SPECT) (8). Obé& techniky zpracovavaji
radioaktivni signal z radiofarmak kumulovanych v cilené tkani (9). Casto se vyuZivaji
tzv. hybridni systémy, které pifedstavuji kombinaci vice zobrazovacich technik, napf.
PET/CT ¢i PET/MR. Vyhodou téchto systémti je soufasny zaznam anatomického a

funk¢niho skenovani (8).
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2.1.1.1. Vypocetni tomografie

Vypocetni tomografie (CT) je jedna znejbéznéjSich a nejvyuzivangjsich
zobrazovacich metod jak pro vyzkumné, tak pro klinické ucely. Zakladnim omezenim této
techniky je nizkd schopnost rozlisit mekké tkané. Zatimco kosti jsou na CT snimcich
dostatecné kontrastni diky jejich vysoké hustoté (obsahuji fosforecnan vapenaty), mekké

tkané maji niz$i hustotu a jsou na snimecich malo kontrastni. Problém s rozliSenim mekkych

tkani fesi pouziti kontrastnich latek, které ¢asto obsahuji atomy jodu, zlata nebo barya. Tyto

prvky absorbuji rentgenové zareni a tim zajist'uji vyssi rozliseni ziskanych snimka (10).

Pii vySetfeni je pacient fixovan na posuvném lizku, které postupné prochazi
skenovacim stojanem, ten ma podobu prstence se zdrojem rentgenového zafeni (rentgenkou)
a souborem detektorti (11; 12). Pacient je prosvécovan rentgenovym zafenim v urcité roviné
postupné bod po bodu. Zafeni, které prochazi t€lem pacienta, je z ¢asti absorbovano tkanémi
a detektory zaznamenavaji miru zeslabeni rentgenového zareni. V pocitaci je pak signal
z detektorti pfeveden na obrazové snimky (11). Absorpce zafeni tkinémi zavisi na denzité
daného materialu, rozdily v hustoté jsou na snimcich zobrazeny riznymi stupni Sedi (12).
Absorpcni vlastnosti jednotlivych tkani v lidském téle jsou vyjadfeny relativné pomoci

tzv. Hounsfieldovych jednotek (HU) neboli CT ¢&isel (11). Hodnota HU je definovana
vztahem (13):

HU:M.k’
Hw

kde  u je koeficient zeslabeni tkané

My je koeficient zeslabeni vody

k

je smluvend konstanta o velikosti 1000.

Pro diagnostické vyuziti je k dispozici rozsah 2000 CT ¢&isel. Vzduch ma hodnotu
-1000 HU, voda 0 HU a kompaktni kostni tkan +1000 HU (13).

Rentgenka

|
\

iZkoumany"
objekt v

Detektory

Obrazek 2. Princip vypocetniho tomografu (14).
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2.1.1.2. Magneticka rezonance

Magnetickd rezonance méa vysadni postaveni v diagnostice degenerativnich
onemocnénich CNS, vrozenych vad a v diagnostice nadortt mozku a michy (11). Vyhodou
magnetické rezonance je, ze se jednd o neinvazivni metodu a pacient neni pii vySetieni
vystaven ionizujicimu zatfeni (15). Dosud nebyly pozorovany zadné biologické ucinky
souvisejici s aplikaci silného magnetického pole ¢i radiofrekvenéniho zafeni (13). Pomoci
MR lze ve vysokém rozliSeni zobrazit me¢kké tkané, vysledkem snimani je velké mnozstvi
snimki v riznych rovinach. Hlavnimi nevyhodami MR jsou vysoké pofizovaci a provozni
naklady a omezenad dostupnost zafizeni. Vysetfeni mize byt problematické pro pacienty
trpici klaustrofobii. Pfi samotném skenovani se pacient nachazi ve vysetfovacim ,,tunelu® a
doba vysetfeni trva v priméru 30-45 minut. Existuje n€kolik kontraindikaci omezujicich
pouziti magnetické rezonance. U téhotnych Zen by vySetfeni MR mélo byt aplikovano
s velkou opatrnosti, a t0 pfedev§im Vv prubéhu prvniho trimestru (15). VySetieni dale neni
vhodné pro pacienty s kardiostimulatory ¢i kovovymi implantaty (13; 15). Ve srovnani s CT
se u magnetické rezonance daleko vice vyskytuji nezddouci artefakty snizujici kvalitu

vysledného snimku (15).

vvvvvv

metody je sledovani zmén chovani bunék v lidském téle pfi ptisobeni silného magnetického
pole. Konstrukce zobrazovacich systémi vychazi zfenoménu jaderné magnetické
rezonan¢ni spektroskopie (NMR) (11), ktera je vyuzivana pro strukturni analyzu

organickych latek.

Jadra atomt obsahuji protony a neutrony. Protony neustale rotuji kolem své osy,
tento pohyb se oznacuje jako spin. Jelikoz jsou protony kladn¢ nabité a pohybuji se, vytvari
ve svém okoli magnetické pole a vykazuji magneticky moment. Podminka, aby jadra byla
v NMR pozorovatelna, je, ze nukleonové Cislo musi byt liché (magnetické momenty se
nevyrusi). Charakteristickym piikladem je atom vodiku 'H, ktery méa v jadie jeden proton

(11). V medicing jsou dale vyuzivany izotopy *C, °F, **Na a *'P (13).
] yuzivany

Za normalnich okolnosti (mimo magnetické pole) jsou magnetické momenty jader
prostorové neusporadané. Vlozime-li jadra snenulovym magnetickym momentem do
vnéj§iho magnetického pole, zorientuji se souhlasné (paralelné) ¢i opacné (antiparaleln¢)
vzhledem k vektoru magnetické indukce daného magnetického pole (13). Jadra
Vv antiparalelnim uspotadani maji nepatrné vyssi energii, proto se v tomto stavu nachazi méné
jak polovina vSech jader. Nerovnomémé rozdéleni jader v obou energetickych hladinach

zpusobi, ze tkan vykazuje celkovy magneticky moment. Do tkané se nédsledné doda energie
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v podobé elektromagnetického impulzu o urcité frekvenci, ¢imz se zméni pocet jader

V paralelnim a antiparalelnim uspofadani a dojde k magnetické rezonanci (11).

Signal rezonujicich jader je zpracovan pocitaovym programem a vysledkem
prostorové rekonstrukce hustoty téchto jader je zobrazeni fezu tkani — tomogram. Vlivem
rizné hustoty pozorovanych atomt (nejéastdji atomy vodiku 'H) v réiznych tkanich
poskytuje tato metoda vysoce kontrastni rozliSeni jednotlivych typti mékkych tkani (13).
Pro zlepSeni kontrastu ve vysledném tomogramu se VMR pouzivaji kontrastni
latky — slouCeniny S navazanym paramagnetickym prvkem, Casto gadoliniem, Zelezem,
manganem ¢i chromem. Podanim kontrastni latky pacientovi lze zviditelnit i struktury, které

nebyly v nativnim snimku rozlisitelné (11).

Obrazek 3. Srovnani CT a MR. V levé ¢asti snimek z CT, v pravé ¢asti snimek z MR (16).

2.1.1.3. Pozitronova emisni tomografie

Pozitronova emisni tomografie je jednou znejpokrocilejSich diagnostickych
radionuklidovych metod. Zatimco u vypocetni tomografie (CT) se zdroj pronikavého zareni
nachdzi mimo télo pacienta, u pozitronové emisni tomografie (PET) se takovyto zdroj

nachazi uvnitf téla pacienta (13).

Vysetfovanému se pred PET skenovanim poda vétSinou intraven6zné malé mnoZzstvi
radiofarmaka, které je v zavislosti na svych biologickych vlastnostech distribuovano v téle
pacienta. Radioaktivni zafeni je nasledné detekovano a pocitacem zpracovano na snimky,
které zachycuji rozlozeni radioaktivity v organismu. Vysetfeni pozitronovou emisni
tomografii nezahrnuje zobrazeni struktur, jedna se o detekci specifické funkce v riznych

oblastech téla (17).
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Radiofarmaka pouzivana k PET vysSetfeni obsahuji radionuklid, jehoz jadro ma
prebytek protonti a pfi radioaktivni pfeméné daného jadra jsou emitovany kladné nabité
elektrony neboli pozitrony (18). Takovéto radionuklidy oznacujeme jako pozitronové zafice.
Vyzafované pozitrony urazi v latkovém prostiedi jen velmi kratkou vzdalenost, protoze pfi
setkani s opac¢né nabitymi elektrony dochazi ihned k anihilaci za vzniku dvou kvant zafeni
gama o energii 511 keV. Dva vznikajici paprsky gama zateni se od mista vzniku §ifi pfesné
vV opacnych smérech a jsou zachyceny dvéma protistojnymi detektory v tzv. koinciden¢nim
zapojeni. Signal je zaznamenan a dale zpracovan jen tehdy, dojde-li knému na obou
detektorech soucasné. Pristroje byvaji realizovany tak, Ze jsou oba detektory mechanicky
spojeny a mohou vykonavat rota¢ni pohyb kolem téla pacienta (13). Data ziskana z detektord
jsou vyuzita pro rekonstrukci snimku, na kterém je patrnd distribuce radionuklidu

v pozadovaném fezu téla pacienta (19).

Detektory pro PET systémy maji podobu krystali zruznych materiald. Mezi
materidly vyuzivané pro vyrobu scintila¢nich detektorti patii pfedevsim jodid sodny
dopovany thaliem, germanat bismutu (BGO), fluorid barnaty, gadolinium orthosilikat (GSO)
a lutecium orthosilikat (LSO) (18).

2.1.1.4. Jednofotonova emisni vypocetni tomografie

Jednofotonova emisni vypocetni tomografie (SPECT) vyuziva obdobné jako PET
radiofarmaka, avSak ob¢ tyto metody se znacné odliSuji. Rozdily jsou v pouzivanych
radionuklidech, pfistrojovém vybaveni, ve zpracovani vysledki i klinickych aplikacich (8).
U PET vySetfeni je nutné pouzivat pozitronové zaric¢e, kdezto u metody SPECT se vyuzivaji

b&Zné zdroje gama zafeni jako napt. jod **I nebo technecium *"Tc (13).

Vétsinou se provadi statické SPECT vysetfeni. Statické snimani zobrazuje rozlozeni
radiofarmaka v cilové tkani po urcité dobé od podani latky, dynamicka forma vySetieni
zachycuje zmény koncentrace radiofarmaka v dané tkani s rostoucim casem. Dynamické
skenovani je také proveditelné, ale v klinické praxi se pfili§ neuplatiiuje kvili technické

naro¢nosti metody.

Hlavnimi zdroji chyb pfi kvantitativnim vyhodnocovani SPECT snimkt je zeslabeni
neboli atenuace zareni jako disledek fotoefektu a Comptonova rozptylu. Rozptylené zareni
muze tvofit az 60 % vSech impulzli zaznamenanych pii vySetfeni. Jedna se o fotony, jejichz
energie byla ¢aste¢né pohlcena jesté v téle pacienta pii Comptonoveé rozptylu a které se

nahodné dostaly do sméru, ktery jim umoznil projit kolimatorem az k detektoru. Takovyto
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signal je pak nespravné lokalizovan do mista, ve kterém doslo k rozptylu, nikoli do mista
vzniku zafeni. Rozptylené zafeni snizuje kontrast snimku a zkresluje intenzitu zdroje. Cast
fotonti ze zdroje do detektoru viibec nedorazi. Bud'to v tkani zaniknou disledkem fotoefektu
nebo jsou Comptonovym rozptylem vychyleny mimo detektor. Z toho vyplyva, ze pocet
castic, které dorazi na detektor, je niz§i nez pocet Castic, které byly vyzareny zdrojem.
Vysledné snimky pak neodpovidaji skute¢né distribuci radionuklidu v tkani, je proto nutna

korekce na zeslabeni a rozptyl zateni (8).

scintilagni krystal

kolimdtor

primdrni foton
) pacient
zeslabeni

Obrazek 4. Princip SPECT — schéma zobrazujici nerozptylené fotony absorbované

v krystalu, fotoefekt a Comptonuv rozptyl (8).

2.1.1.5. Hybridni systémy

V posledni dobé¢ maji v mediciné Siroké uplatnéni systémy kombinujici vice
zobrazovacich metod — napf. PET/CT a PET/MR. Hybridni systémy umoziiuji 1épe popsat
korelaci mezi strukturou a funkei jednotlivych tkani. Tyto techniky nasly vyuziti v onkologii,
neurologii a kardiologii (20).

Systémy kombinujici pozitronovou emisni tomografii (PET) a vypocetni tomografii
(CT), anebo magnetickou rezonanci (MR) se hojné uplatiiyji v diagnostice onkologickych
onemocnéni. CT, resp. MR poskytuje informace o struktuie a anatomii, PET naopak podava

informace o metabolismu jednotlivych oblasti v organismu.

Pred vySetfenim je pacientovi intravendézné¢ podano radiofarmakum (Casto
8F-fluorodeoxyglukosa) a po uréité dobé od podani latky se provede vlastni sniméni, které je
zahajeno vySetienim PET, nasleduje CT, resp. MR. Vysetteni PET/CT trva v priméru kolem
téiceti minut (17), doba vysetfeni PET/MR se pohybuje v rozmezi 30-90 minut v zavislosti

na rozsahu vySetieni (bud’ se provadi snimani urcité Casti t€la pacienta, nebo je snimano celé
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télo) (20). Vysledkem je velké mnoZstvi fezli z obou typl skenovani, jejichz vyhodnocovani
je ¢asové velmi narocné. Na vyhodnocovani snimki se podileji specialisté z oblasti nuklearni

mediciny a radiologie.

Vyhodou systému PET/CT, resp. PET/MR je zvySeni spravnosti diagnostiky diky
spole¢nému vyhodnocovani vysledklli obou vysetieni na jednom misté v jeden c¢as. Také pro
pacienta je toto kombinované vySetieni vyhodn€j$i a komfortnéjsi, absolvuje dvé

specializovana vysetfeni naraz a v piipadé PET/CT dokonce pii nizsi radiaéni zatézi (17).

2.1.2. Terapie GBM

Strategie 1écby GBM zavisi na charakteru nadoru, na jeho velikosti a umisténi
v mozku, dale na véku a celkovém stavu pacienta (5). Zakladni terapeutickou metodou
u veétsiny mozkovych nador je neurochirurgicky zakrok (21). Primarnim cilem
chirurgickych postupti je maximalné mozna resekce nadoru, aniz by doslo k poskozeni
funkéné dulezitych oblasti mozku (5). Rozhodujicim prognostickym faktorem je radikalita
zékroku (21). Radikalni resekce je mnohem efektivnéj$i, ma pozitivni vliv na sledované
prognostické faktory, tj. celkovou dobu pieziti a ¢as do progrese onemocnéni (5). Casteéna
resekce tumoru ma vzdy horsi 1é¢ebné vysledky. Bezpecnost radikalniho zakroku je zvySena
pouzitim modernich technologii, napt. funkéni magnetické rezonance (fMR), kterd je

provadéna béhem vykonu.

Strategie 1écby, zvlast€¢ pooperacni, musi byt urena multidisciplindrnim tymem
odbornikt, ktery je zpravidla tvofen neurochirurgem, radia¢nim a klinickym onkologem,

diagnostikem a neurologem.

Dalsim [é¢ebnym postupem po resekci nadoru byva radioterapie (cilené ozatovani
nadoru), ktera zlepSuje 1éCebné vysledky. Pokud to stav pacienta umoziuje, muze byt
spole¢né s radioterapii aplikovana chemoterapie. Mezi cytostatika pouzivana pii terapii

multiformniho glioblastomu patii napf. temozolomid nebo derivaty nitrosourey (21).

Median preziti pacientd, u kterych je aplikovana radioterapie v kombinaci s
chemoterapii, je 14,6 mésict (22). V soucasnosti jsou §iroce zkoumany nové ucinngjsi
terapeutické strategie, které by zajistily zvySeni primémé doby pfeziti pacientd nebo
dokonce minimalizovaly riziko recidivy glioblastomu. Vysoky potencial maji metody

tzv. cilené biologické 1écby a antiangiogenni 1écby (23). Rovnéz pro diagnostiku
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glioblastomu jsou zkoumany efektivnéj$i postupy a metody, napf. vyuziti novych

radiofarmak pro diagnostiku GBM metodou pozitronové emisni tomografie.

2.2. Experimentalni modely GBM

Vin vitro podminkach jsou kultivovany bunécné kultury. Buniky vyjmuté
Z organismu jsou péstovany v prostfedi média, které se svym slozenim a vlastnostmi velmi
blizi télnim tekutinam, tj. krevni plazmé, lymf€, mozkomisnimu moku atd. Jako bunécné
linie jsou oznaCovany také soubory bun€k majici charakter nddorovych bungk, takika
neomezené se déli a Ize je uchovavat libovolné dlouhou dobu. Bunééné kultury maji Siroké
uplatnéni v medicing, jsou zkoumdny napi. moznosti regulace bunééného cyklu, objasnéni
procest vedoucich ke vzniku nadorti a testovani ucinku novych 1éCiv a jinych chemickych

latek (24).

Spojovaci ¢lanek mezi testovanim na molekularni irovni a zafazenim diagnostické
¢i terapeutické metody do klinické praxe ptedstavuji laboratorni zvifata (25). Testovani
experimentalnich latek na zvifecich modelech je nedilnou soucasti preklinického vyvoje
novych 1é¢iv. Vyuziti in vivo modeld je dulezité predevs$im pro zkoumani mechanisma

nemoci, testovani novych lé¢iv, diagnostickych a terapeutickych postupi (26).

2.2.1. Bunécné linie glioblastomu

Vybér konkrétni bunééné linie zavisi na i¢elu daného experimentu. Je dostupna rada
typtt bunéénych linii odpovidajicich glioblastomu, napt. A172, U-138 MG, LN-18, LN-229,
U-87 MG, U-118 MG, T98G, DBTRG-05MG, M059K a MO059]J. Jako model primarniho
glioblastomu slouzi bunééna linie U-87 MG (27).

Bunéénou linii U-87 MG izoloval §védsky védec Jan Pontén v roce 1966 z gliomu
Ctyficeti Ctyfletého bélocha, nicméné genomickd sekvence této linie byla publikovana az
vroce 2010 (28; 29). U-87 MG buinky se vyuzivaji jako in vivo a in vitro model
astrocytarniho nadoru IV. stupné, ¢emuz podle klasifikace WHO zroku 2007 odpovida
multiformni glioblastom (28; 30). In vivo aplikace bunék linie U-87 MG slouzi predevsim
ke studiu novych diagnostickych a terapeutickych postupti. Do zvifeciho modelu se buiiky
zavadeji subkutanné ¢i ortotopicky (31). V in vitro podminkach se provadi zejména testovani

cytotoxického i¢inku na nadorové buiiky béhem chemoterapie (30).
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2.2.2. Zvireci modely

Primarni mozkové nadory jsou zkouméany na zvifatech ze dvou hlavnich
divoda — vyzkum napomaha urcit genetické zmeény vedouci ke vzniku nadoru a umoznuje
navrhnout vhodnou diagnostickou a terapeutickou metodu. Prestoze se zvifatim casto
aplikuji lidské nadorové linie, vysledky in vivo testovani a jejich aplikace v klinické praxi se
pon¢kud odlisuji v disledku n€kolika faktord: nadory ve zvifecich modelech nevykazuji
takové biologické vlastnosti jako nadory pacientl, odliSuje se biodistribuce v téle zvifete a
vtéle cCloveka, tumory v modelovych zvifatech neodpovidaji heterogenit¢ lidskych

onemocnéni (32).

Pro in vivo testovani multiformniho glioblastomu se vyuzivaji zejména mali hlodavci
(mysi a potkani). Vyhody téchto modeld spocivaji v tom, Ze lze spolehlivé urcit vyvoj a
rychlost ristu nadoru a také jeho lokalizaci v organismu. Ackoliv testovani nové terapie na
malych zvifatech mtize byt Gspésné, nedostatek vétsich zvifat (napt. psti) pro studium GBM
ztézuje vyhodnoceni ucinku terapie u lidskych pacientli. Zvifeci modely pro laboratorni
testovani mohou byt rizné¢ modifikovany, vyuzivaji se napt. imunodeficientni mysi (nu/nu)

kmene BALBI/c (33).

Pro zobrazovani malych laboratornich zvifat byla vyvinuta specialni zobrazovaci
zafizeni, ktera jsou analogii pfistroju, jez se vyuzivaji v bézné klinické praxi pro pacienty.
Jedna se predev§im o zafizeni mikro-CT, mikro-PET a mikro-SPECT (25). Pfi vySetfeni
laboratornich zvifat zminénymi pfistroji se podobné jako u pacientl aplikuji kontrastni ¢i
radioaktivné znacené latky. Testovani experimentdlnich radiofarmak ma vyznam pro

zavedeni novych efektivnéjSich diagnostickych strategii do klinické praxe.

2.3. Radiofarmaka

Radiofarmakum ptedstavuje 1é¢ivy pripravek obsahujici jeden nebo vice
radionuklidi a slouzici vyhradné k lékaiskym ucéelim. Radiofarmaka jsou vyuzivana
pro diagnostické i terapeutické ucely a napomahaji porozumét kinetice 1é¢iva, jeho distribuci
mezi jednotlivymi tkanémi, metabolismu ¢i vyluCovani. Pfi vyrob&, manipulaci a pouZivani
radiofarmak je nutné, na rozdil od béznych 1€k, splnovat specialni pozadavky na praci se

zdroji ionizujiciho zafeni (8).

Radiofarmaka jsou pfipravovana ve formé parenteralnich, peroralnich, inhala¢nich

nebo topickych pripravkd. V nuklearni medicin€ jsou nejvyuzivanéjsi parenteralni piipravky,
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které se podavaji intravendzn€. Do této skupiny patii pravé roztoky, koloidni disperze a
suspenze. K peroralnimu podani jsou urceny roztoky ¢i tuhé latky ve formé Zelatinovych
tobolek. Do skupiny inhala¢nich radiofarmak patéi radioaktivni plyny a dispergované
radioaktivné znacené koloidni roztoky. Vyuziti maji i topické pfipravky pro lokalni aplikaci
(34).

vvvvvv

molekuly jako napft. proteiny a peptidy. Radionuklid je v daném lé¢ivu v iontové formé,
pfipadné muze byt vazan kovalentné ¢i ve formé komplexu (8). Radionuklid — zdroj

ionizujiciho zafeni — je hlavni i¢innou slozkou radiofarmaka (34).

2.3.1. Radionuklidy

Radionuklidy jsou nestabilni izotopy, které se stabilizuji samovolnou emisi nabité
Castice nebo vyzarenim fotonu. Stabilita piipadné nestabilita jadra souvisi se strukturalnim
uspofadanim nukleonu v jadie atomu (34). Radioaktivita je pak schopnost samovolné
pfemény nestabilnich jader radionuklidii na jadro jiného nuklidu za vzniku ionizujiciho
zateni. Jadro, které se preménuje, oznacujeme jako matetské a noveé vznikajici jadro jako

dcefiné (8). Pfeména matetského jadra na dcetiné miize probihat nékolika riznymi zpusoby.

2.3.1.1. Typy radioaktivnich premén

W v v

Pfeména o je charakteristicka pro t€Z§i jadra, jako jsou radon, uran, neptunium (19).
Pii této pfeméné jsou vyzafovany tzv. o-Castice, jedna se o jadra helia jHe, ktera jsou
mimotadné stabilni diky vysoké vazebné energii. Zateni o je monoenergetické, coZ znamena,
7e vSechny a-Castice emitované z jadra radionuklidu maji stejnou energii (34). Pestoze maji

heliova jadra pomérné vysokou energii, jejich dosah v tkani je pouze okolo 0,03 mm (8).

K pteméné B~ dochézi u jader s pfebytkem neutront oproti stabilnimu stavu. V jadre
dochazi k pfeméné neutronu na proton za soucasné¢ho uvolnéni B-Castice (elektronu) a
antineutrina. p-Castice nese pouze podil pfemeénové energie, zbyvajici energii prenasi
antineutrino. Zateni ° je tedy spojité, obsahuje energie v rozmezi 0-Epax (maximalni energie
je dana pfeménovou energii) (34). Dosah zafeni v tkani je v priméru 1-4 mm. V nuklearni

mediciné je tato pfeména typicka pro izotopy **'l, ***Xe (8).
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U jader, ktera se odchyluji od stabilniho stavu nedostatkem neutronii nebo
prebytkem protonti, dochazi k pfeméné protonu na neutron za vyzaieni B*-¢astice (pozitronu)
a neutrina. Obdobn¢ jako u pfemény B je zafeni spojité. V nuklearni medicing se vyuzivaji

. . L rvew v 18 15 13 11 68
jako pozitronové zarice napi. ~ F, ~0O, N, ~C, Ga.

Alternativou K preméné B* je tzv. elektronovy zachyt (34). Dochdzi pfi ném
k zachyceni elektronu z vnitini slupky elektronového obalu jadrem. Elektron se spoji
S protonem za vzniku neutronu a doprovodného vy-zafeni. Z radionuklidii pouzivanych
v nuklearni medicing je tento proces charakteristicky pro tyto nuklidy — *Ga, **!In, %1, *#°,

*Co.

Zateni y doprovazi premény a a B. Vzniklé dcefiné jadro se nachazi v excitovaném
stavu a piebytecné energie se zbavuje ve form¢ elektromagnetického zaieni — y-zafeni. Pii
této preméné se neméni pocet nukleonl v jadie. Excitované stavy jader mohou lezet na
ruznych energetickych hladinach, tedy i emitované y-zafeni mize mit rliznou energii.
131|

Pro jednotlivé radionuklidy je vSak energie y-zafeni presné definovana, napt. izotop jodu

emituje y-zafeni o energiich 364 keV, 637 keV, 723 keV a 284 keV (8).

Pii vnitini konverzi je y-zafeni z Casti nebo zcela nahrazeno vyzafenim elektronti
(34). Emitované zafeni y vyrazi z elektronového obalu elektron, ktery pfevezme veSkerou
energii fotonu a samotny foton zanikne. Energeticky obohaceny elektron vyleti z atomu.
Mezi elektrony emitovanymi pii B-pfeméné a vnitini konverzi je vyrazny rozdil. Pri
B -pfemené jsou elektrony emitované z jadra a maji spojitou oblast energii, kdezto elektrony
vnitini konverze jsou emitovany z elektronového obalu a mohou vytvoftit n€kolik skupin

monoenergetickych elektront.

Néktera jadra mohou v excitovaném stavu pietrvavat del$i dobu, nachazeji se
V tzv. metastabilnim stavu. Pti pfechodu na zakladni energetickou hladinu je produkovano
y-zateni. Tento jev se oznacuje jako jaderna izomerie. V nuklearni medicing je typicka napf.

pro izotopy *™Tc a *'"Kr (8).

2.3.1.2. Vyroba a ziskavani radionuklidi

Radiofarmaka vyuzivana v lékafské praxi obsahuji vyhradné¢ uméle pfipravené
radioaktivni izotopy. Ty se pfipravuji jadernymi reakcemi v cyklotronech, jadernych
reaktorech nebo se ziskavaji ve formé tzv. dcefinych radionuklidii z radionuklidovych

generatort (8).
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V cyklotronu jsou kladné nabité castice jako protony, deuterony nebo alfa Castice
urychleny ve vakuu pusobenim elektrického pole (8; 19). Draha urychlenych &astic je
ovliviiovana magnetickym polem tak, ze se Castice pohybuji po kruhovych drahach se
zvétSujicim se polomérem, vykonavaji Vv podstaté spiralovity pohyb (8; 34). Nakonec
energeticky bohatsi castice dopadaji na vhodny ter¢, interaguji s jadry a probéhne dana
jaderna reakce (34). Ve vétSich mnozstvich se vyrabé&ji radionuklidy s delSim polo¢asem
premény, napt. *!In (Ty, = 6 h), ¥’Ga (Ty, = 78 h), 21 (T1, = 13 h) nebo ©*TI (T4, = 74 h).
Existuji i mensi cyklotrony, které slouzi pro vyrobu radioaktivnich izotopti biogennich prvki
s kratkym polo¢asem rozpadu. Tato zafizeni jsou umisténa piimo na pracovistich, kde se
ptipravené radionuklidy pouziji pro znaceni radiofarmak. Nejvice vyuZzivané jsou izotopy

BE (Ty, = 110 min), *C (T4, = 20 min), N (T1, = 10 min) a 0 (Ty, = 2,1 min) (8).

V jadernych reaktorech probihaji fizené fetézové reakce, pii kterych jsou stabilni
jadra (Stépny material) ozafovana neutrony a vznikaji nové radioaktivni izotopy (8; 34).
Primarni vyznam jadernych reaktort je ziskavani energie, avsak lze jich vyuzit i pro vyrobu
radionuklidéi (34). Jako jaderné palivo se nejéastdji pouziva obohaceny uran *°U nebo

plutonium #*Pu (19).

Radionuklidové generatory maji vyuziti pro ziskavani kratkodobych radionuklidd
pfimo na pracovistich nuklearni mediciny. Princip spociva v radioaktivni preméné
matetského radionuklidu s del§im polo¢asem rozpadu na dcetiny prvek (8). V generatoru je
umisténa sklenéna nebo plastova kolona naplnéna nosic¢em, na ktery je adsorbovan matetsky
prvek (19). Pfirozenou radioaktivni pfeménou vznika dcefiny prvek, ktery je z kolony
vymyvan vhodnym rozpoustédlem, jelikoZz oba radioaktivni izotopy maji rozdilné¢ vlastnosti
(19; 34). Z generatoru je mozné opakované eluovat dcefiny izotop po intervalu, ktery zavisi
na polocasu pfemény mateiského radionuklidu. Vyhodou generatord radionuklidd je fakt, ze
poskytuji opakovan¢ radionuklidy s kratkym poloCasem rozpadu, které pro pacienta
znamenaji minimalni radiaéni zatéz a zaroven umoziuji kvalitni zobrazeni (34). Ptikladem
radionuklidovych generatori mohou byt *Mo/*™Tc, ®Ge/®®Ga, “Sr/*®Y, Zn/*Cu nebo

825r/52Ru generator.

V souCasné dob¢ se v nuklearni medicin€ nejvice vyuziva molybden-techneciovy
generator *Mo/®"Tc. Polo¢as rozpadu radionuklidu *Mo je 66 hodin a polo¢as rozpadu
vznikajiciho ®™Tc je 6 hodin. Zaginia se prosazovat germanium-galliovy generator
%Ge/®Ga, ktery vyborné kombinuje mateisky prvek *Ge s dlouhym polotasem rozpadu

271 dni a dcefiny prvek *Ga s kratkym polo¢asem rozpadu 68 minut (19).
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Obrizek 5. Schematické znazornéni radionuklidového generatoru *Mo/*™Tc (34).

2.3.1.3. Gallium-68

V klinické praxi jsou bézné vyuzivany pro znaeni radiofarmak pozitronové zatice
produkované cyklotrony — F, *'C, N a 0. Alternativni variantou jsou radionuklidy
rodukované generatory, napf. izotopy “"Tc, %Ga, ¥Rb nebo ®Cu (35). Vyhodou
p g ry, nap |97 y
generatori je jejich relativné nizka cena a fakt, Ze radioaktivni izotop pro znaceni je
prakticky neustale k dispozici (35; 36). V poslednich letech se vyrazné zvysil zajem
o aplikace ®Ga pro PET vysetieni (37).

%8Ge/*®®Ga generator kombinuje mateisky prvek *Ge s dlouhym polo¢asem rozpadu
(Tyz = 270,95 dni) a dcefiny prvek ®Ga s kratkym polo¢asem rozpadu (T, = 67,71 min).
V posledni dobé¢ je hojné uzivany generator se stacionarni fazi TiO,, na které je nanesen

matetsky prvek. Jako elu¢ni ¢inidlo se vyuziva 0,1M HCI (35).

Gallium se nachazi ve 13. skupiné (III. A skupiné) periodické tabulky prvka. Jeho
chemické vlastnosti se velmi podobaji Zelezu Fe** (37). Ve vodnych roztocich je jedinym
stabilnim oxida¢nim stavem Ga®* pfi kyselém pH. lon Ga®" patii mezi tvrdé Lewisovy
kyseliny a stabilni komplexy vytvaii stvrdymi Lewisovymi bazemi, coZz jsou ligandy
obsahujici elektronové-donorni atomy kysliku, dusiku nebo siry. Na Ga** komplexy jsou
kladeny urcité pozadavky, aby mohly byt vyuzivany jako radiofarmaka. Je nutna
termodynamicka stabilita komplexti vi¢i hydrolyze a kinetickd inertnost, aby nedochéazelo

k vyméné ligandu s transferinem — proteinem obsazenym v lidském séru.
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Vétsina chelataénich ¢inidel, ktera tvoii komplexy s iontem Ga®" jsou hexadentatni
(Sestivazné). Bylo vSak zjisténo, ze i chelaty s koordina¢nim ¢islem 4 nebo 5 jsou v in vivo
podminkach stabilni. Ligandy, které umoziuji kovalentni vazbu s cilovou molekulou a
zaroven vazi kovovy ion, se oznacuji jako bifunk¢ni chelatory. Pii vybéru vhodného
chelatacniho ¢inidla musi byt zohlednény tii zékladni faktory: I) komplexace s radioaktivnim
izotopem kovu by méla byt rychla a s vysokym vytézkem, II) vznikly chelat by mél byt
dostatecné kineticky stabilni vrozmezi pH 4-8 (nesmi dochazet k odstépeni kovu

z komplexu) a III) je nutna inertnost viiéi iontim krevniho séra (Ca®*, Zn**, Mg*") (35).

Jedna z prvnich molekul, ktera byla pouZita pro radioaktivni znageni izotopem *Ga
byl desferrioxamin (DFO). Tato molekula se ovSem neosvédc¢ila jako vhodné chelataéni
¢inidlo, jelikoz komplex ®Ga-DFO byl stabilni pouze pii koncentracich DFO > 5 pumol/l.
Nejznaméjsim chelatorem, ktery vytvari stabilni komplexy s raioaktivnimi kovy, je DOTA
(1,4,7,10-tetraazacyklodekan-1,4,7,10-tetraoctova ~ kyselina). Dal§i hojn¢ studovana
chelata¢ni Cinidla jsou napt. NODAGA (1,4,7-triazacyklononan-1-glutarova kyselina-4,7-
dioctova kyselina) a NOTA (1,4,7-triazacyklononantrioctova kyselina). Uvedené chelaty se
pouzivaji v konjugaci s vhodnymi biologicky aktivnimi latkami, napt. peptidy. (35).

HOOC /__\
/\ co /~ N\
Hooc” > )\W i j " hooc”™N N coow
——> HOOC-——/ \ f \—COOH LNJ

HOOC HOOC

NODAGA DOTA NOTA

Obrizek 6. Struktury b&nych chelataénich ¢inidel pro *Ga (38).

2.3.2. Experimentalni radioaktivné znacené latky pro

diagnostiku GBM

2.3.2.1. RGD peptidy

RGD  peptidy obsahuji ve své struktufe  sekvenci  aminokyselin
arginin (R) — glycin (G) — asparagova kyselina (D). Tato sekvence je dulezita, jelikoz
vykazuje vysokou afinitu a selektivitu k integrinu o3 (39). Jedna se o molekuly na povrchu

aktivovanych endotelialnich bunék béhem angiogeneze indukované nadorem (39; 40).
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V poslednich letech byla Siroce zkoumana uloha integrinu o,f; béhem rustu nadoru. Bylo

zjisténo, ze pravé RGD sekvence ma vysokou afinitu k této molekule (39).

Testovani RGD peptidii vychazi z predpokladu, Ze latky organismu vlastni vykazuji
vysokou selektivitu Kk cilovym strukturam a jejich aplikace je mnohdy vyhodnéjsi nez
aplikace latek, které se v téle prirozené nevyskytuji. RGD sekvence je souCasti mnoha
extracelularnich komponent, jako jsou proteiny fibronektin a vitronektin, které se vazi na
integriny (41).

RGD-dimer acetat je dimerni cyklicky pentapeptid s aminokyselinovou sekvenci
Arg-Gly-Asp-Tyr-Lys a fadi se do skupiny RGD peptidi oznacovanych jako c(RGDyK).
Pro radioaktivni znaceni a nasledné PET vySetfeni se osvéd¢ily RGD peptidy, V jejichz
struktufe se nékolikanasobné opakuje motiv zakladniho peptidu, jelikoz interaguji
S integrinem o3 ve vy$§i mife. S rostouci multiplicitou peptidi roste vSak také jejich
koncentrace v ostatnich tkanich, coz je nezadouci, vysledkem by mohl byt nizky pomér

radioaktivity nador-organy.

OH

Obrazek 7. Struktura latky NODAGA-RGD dimer acetat.

Cyklické RGD peptidy byly zkoumany v rozliénych nédorovjrch modelech, znaéeny

vvvvv

chelatory (DOTA, NOTA, NODAGA) (39). RGD peptidy maji velky potencial pro vyvoj
radiodiagnostickych a antiangiogennich metod, pro vyvoj novych radiofarmak nebo
chemoterapeutik (41).

26



2.3.2.2. Substance P

Tachynkininy jsou peptidy syntetizované nervovymi a gliovymi bunikami centralniho
a periferniho nervového systému, byly vSak nalezeny i mimo nervovy systém, konkrétné
v endotelidlnich, svalovych a zanétlivych buikach. Ucastni se jak fyziologickych, tak
patologickych procesti — napf. prenosu vzruchu a nocicepce (vznik a transport signalu o
bolesti). Tachykininy jsou charakteristické sekvenci Phe-X-Gly-Leu-Met-NH,. Jejich
biologické odezva je aktivovana tachykininov;’Imi receptory NK1, NK2 a NK3.
ligand pro receptor typu NK1I1. Pfitomnost funkénich NKI1 receptori byla prokazana
u malignich mozkovych nadori gliového ptivodu (42). Bylo téz zjisténo, ze aktivita SP-NK1

receptoru se podili na vzniku a rozvoji tumoru.

Substanci P tvoti sekvence Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GlIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NHs.

HOOC
Hooo"\ f_\ Hah.. 0

COOH

HM 0

Obrazek 8. Struktura latky DOTA-substance P.

Substance P je zkoumana v rtiznych oblastech. Provadéji se studie, jeZz se snazi
vyuzit selektivni antagonisty NK1 receptorii, blokovat jejich aktivitu a inhibovat tak rdst
nadoru (42). Jina studie se zaméfila na vyznam substance P pfi astmatu a navrzeni novych
terapeutickych postuptit pro 1é¢bu tohoto chronického onemocnéni (43). Substance P byla
také testovana na naddorovych liniich jako potencialni radiofarmakum, napi. na bunééné linii
lidského astrocytarniho nadoru U-373 MG. Zavérem studie bylo, ze by substance P mohla

slouzit k detekei aktivnich NK1 receptort u nadoru, tedy k diagnostice nadoru (44).
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2.3.3. Klinicky pouzivana radiofarmaka pro diagnézu GBM

2.3.3.1. *®*F-fluorodeoxyglukosa

2-["*F]fluoro-2-deoxyglukosa (*F-FDG) je nejb&zngjsi PET radiofarmakum
ptipravované v cyklotronu (19). **F-FDG se podava pacientim nitrozilng asi jednu hodinu
pred PET vysetfenim (aktivita 200-700 MBq, hodnota je upravena v zavislosti na hmotnosti
pacienta a citlivosti PET kamery) (8; 45).

F-fluorodeoxyglukosa se z krve dostiva do extracelularni tekutiny a odtud je
transportovana do bun¢k obdobn¢ jako bézna glukosa. Uvniti bunék probiha fosforylace za
GiGasti enzymu hexokinasy a vznikd '|F-FDG-6-fosfit, ktery jiz mneni v organismu
metabolizovan. Tim dochazi vbunce ke kumulaci detekovatelného radionuklidu (8).
Kompetice mezi F-FDG a plazmatickou glukosou by mohla zhor§ovat kontrast
patologickych tkani, je proto nutné pied vysetfenim alesponn 6 hodin nejist a dosahnout tak
nizké glykémie — obsah glukosy v krvi by mél byt < 8,3 mmol/l (8; 45). Velky piisun tekutin
je zadouci kvili sniZzeni radiacni zatéze mocovych cest, pacient vSak nesmi pit napoje
obsahujici glukosu (45). **F-FDG se vysoce hromadi v $edé kife mozkové, jelikoz glukosa

ptedstavuje pro mozek zakladni zdroj energie (8).

BF-fluorodeoxyglukosa se primarné pouziva ke studiu metabolismu mozku a srdce,
k diagnostice epilepsie a zobrazeni vétSiny druhti zhoubnych nadort a jejich metastazi (19;
45). ®F-FDG je vhodna pro diagnostiku gliomil, jelikoz v buitkich mozkovych nadori
dochazi ke zvySeni metabolismu glukosy a na zakladé rychlosti glykolyzy lze ur€it i stupen

malignity a rozlisit tak multiformni glioblastom (46).
OH
HO

HO
18F

OH
Obrazek 9. Struktura latky °F-FDG (47).

2.3.3.2. ®F-fluorothymidin

3’-deoxy-3"-["°F]fluorothymidin  (**F-FLT) je radioaktivné znaGena forma

pyrimidinové nukleové baze thymidinu (48). **F-FLT je v organismu fosforylovén, reakci
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v cytosolu bun¢k katalyzuje enzym thymidin kinasa-1 (TK1) (49). Fosforylovany

F-fluorothymidin se hromadi uvnitf proliferujicich bundk a asi 60 minut zistavéa stabilni
(49; 50).

BE-FLT se podavé intravenézné, aktivita podana pacientovi by se méla pohybovat
v rozmezi 150-600 MBq dle hmotnosti jedince a citlivosti PET kamery. *F-FLT se rychle
kumuluje v cilovych tkanich, PET-skenovani se provadi po 15-30 minutich po podani
radiofarmaka. Je dilezité, aby pacient pfed a po vySetfeni zvysil piijem tekutin z divodu
sniZeni radia¢ni zatéZze mocovych cest. U pfipravku nejsou znama zadna omezeni, ktera by
se tykala charakteru pozitych jidel a napojo. F-FLT je metabolizovan v jatrech,
transportovan krvi a nakonec vyloucen ledvinami. Nejvice se hromadi v kostni dfeni,
V ledvinach, mocovém méchyti, v jatrech a v nadorové tkani s vysokou proliferacni

aktivitou.

BF-fluorothymidin je vhodny pro diagnostiku malignich nadorti a uréeni stupnd
bun&éné proliferace (50). Ve zdravém mozku je kumulace '°F-FLT nizka, ale
v proliferujicich nadorovych buiikdch se *F-FLT ochotné hromadi dle rychlosti syntézy
DNA (46). Na zakladé prolifera¢ni aktivity bunék je mozné uréit stupefi malignity nadoru

(50) a rozpoznat tak i nejmaligné&jsi typ mozkového tumoru — multiformni glioblastom.

O

HN | CH3

Obrizek 10. Struktura latky “*F-FLT (51).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Cile prace

Cilem mé bakalaiské prace je na zaklad¢ in vitro a in vivo experiment posoudit
potencial dvou peptidi znacenych radioaktivnim izotopem ®Ga pro diagnostiku
multiformniho glioblastomu metodou pozitronové emisni tomografie. Konkrétné jsem se
zabyvala latkami NODAGA-RGD dimer acetat a DOTA-substance P. In vivo testovani jsem
podrobila i dvé klinicky pouZivana radiofarmaka, konkrétng ‘®F-fluorodeoxyglukosu a
F-fluorothymidin. Vysledky in vivo experimentii studovanych ®*Ga znacenych peptidi jsem
porovnala s klinicky pouzivanymi radiofarmaky a vyhodnotila, zda jsou vhodné pro
radiodiagnostiku GBM.

3.2. Pouzité pristroje a chemikalie

%8Ge/*®Ga generator (Eckert & Ziegler, Berlin, Némecko), vysokouginny kapalinovy
chromatograf (Dionex UltiMate 3000, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA),
radiodetektor (Raytest, Straubenhardt, Némecko), kolona Watrex Nucleosil 120 C18 5 um
250x4 mm (Watres, Praha, Ceska republika), PET/SPECT/CT systém pro mala laboratorni
zvitata (Albira, Bruker Biospin Corporation, Woodbridge, USA), automaticky gama pocita¢
(Wizard®, PerkinElmer, USA), ioniza¢ni komora, centrifuga, analytické véhy, termoblok,

vortex, tiepacka.

NODAGA-RGD dimer acetat (ABX, Radeberg, Némecko), DOTA-substance P
(ABX, Radeberg, Némecko), ‘°F-fluorodeoxyglukosa (UJV Rez, Ceska republika), '°F-
fluorothymidin (RadioMedic, Rez, Ceska republika). Ostatni pouzité chemikalie jsou b&ézné
komer¢né dostupné ve vysoké Cistoté: acetatovy pufr (¢ = 1,14 mol/l), HCI (¢ = 0,1 mol/l),
roztok FeCl; (¢ = 0,1 mol/l), roztok DTPA (¢ = 6 mmol/l), acetonitril, fosfatovy puft,

fyziologicky roztok, isofluran, deionizovana voda, trifluoroctova kyselina, oktanol.
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3.3. Metodicka ¢ast

3.3.1. Radioaktivni znaceni

Izotop gallia ®Ga pro radioaktivni znaGeni peptidii jsem ziskala z ®Ge/®Ga
generatoru ve formé iontu ®Ga* (®*GaCls). Jako eluéni &inidlo jsem pouzila 0,1IM HCI.
Eluat jsem odebirala po frakcich a frakci o pfiblizném objemu 1 ml s aktivitou 50-70 MBq
jsem pouZila pro znaceni peptidd. Testovala jsem rizna mnozstvi peptidi V reakéni smési,
konkrétné 1, 5 a 10 pg. Reakéni smés obsahovala testovany peptid, 300 pl radioaktivniho
eluatu ®*Ga a 30 ul 1,1M acetatového pufru. Smés jsem nechala inkubovat pii laboratorni
teploté, resp. pii 95°C a v ¢asovych intervalech 15, 60 a 120 minut jsem provedla kontrolu
kvality znaceni pomoci RP-HPLC. Ze ziskanych dat jsem vyhodnotila optimalni reakéni
podminky pro znaceni testovanych peptidi (mnozstvi peptidu, teplota inkubace, reakcni

doba) s ohledem na pozadovanou radiochemickou ¢istotu > 95%.

3.3.2. Kontrola kvality znaceni

Kontrolu kvality znaceni jsem provadéla pomoci vysokoucinného kapalinového
chromatografu s radiodetekci. Dle Ceského 1ékopisu je pro latky znaGené izotopem gallia

%Ga nutné radiochemické ¢istota minimalng 95% (52).

Chromatografické podminky:
= kolona Watrex Nucleosil 120 C18 5 pm 250x4 mm (Watrex, Praha, Ceské
republika)
= pritokova rychlost: 1 ml/min
= gradientova eluce: 0-3 min ... 100% A
3-10 min ... 50% A + 50% B
10-13 min ... 20% A + 80% B
13-15 min ... 100% B
(A =99,9% H,0 + 0,1% TFA; B =99,9% ACN + 0,1% TFA)
= detekce: radiodetektor (Raytest, Straubenhardt, Némecko)
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3.3.3. Testy stability

Pro testovani stability v lidském séru jsem smisila 100 pl zna¢eného preparatu
s 300 pl lidského séra a smés jsem nechala inkubovat v inkubatoru pfi teploté 37°C. Po 30,
60 a 120 minutach jsem ze smési odebrala vzorek o objemu 100 ul a ptidala k nému 150 pl
ACN. Vzniklou sraZeninu jsem odd¢lila centrifugaci (15 000 rpm, 3 min). Pomoci RP-HPLC

jsem zanalyzovala supernatant.

K dalsim testim, které ovéfily stabilitu komplexu ®*Ga s peptidem v prostiedi se
zvy$enou koncentraci Fe** a konkurenéniho chelatoru, jsem pouzivala roztoky 0,1M FeCl; a
6mM DTPA. Ke 150 pl znaceného preparatu jsem ptidala 150 pl roztoku FeCls, resp. DTPA
a smés jsem nechala inkubovat pfi 37°C. Po 30, 60 a 120 minutach jsem odebrala vzorky

pro analyzu na HPLC.

Pro testovani stability zna¢eného preparatu v prostiedi o vys§im pH jsem do reakéni
smési pridala dalsich 100 pl 1,1M acetatového pufru pro Gpravu pH na hodnotu 6-7 (kontrola
pomoci pH papirku). Po 30, 60 a 120 minutach jsem odebrala vzorky a provedla RP-HPLC

analyzu.

3.3.4. Rozdélovaci koeficient

K celému objemu znaceného preparatu (pfiblizn€ 400 pl) jsem ptidala 600 pl PBS.
Do zkumavky (eppendorfky) jsem odpipetovala 50 pl takto nafedéného preparatu a ptidala
jsem 500 pl oktanolu a 450 pl PBS. Timto postupem jsem pfipravila celkem Sest vzorkl a
nechala je na tfepacce protiepavat po dobu 20 minut. Nasledné jsem vzorky vlozila
do centrifugy (15 000 rpm, 1 min). Vzorky jsem odebrala jak z vodné, tak z oktanolové faze.
Nasledné jsem meéfila radioaktivitu v jednotlivych vzorcich pomoci automatického gama
pocitate. Ze ziskanych dat jsem vypocitala rozdélovaci koeficient (log P) testovanych
peptidi. Jednd se o dekadicky logaritmus podilu radioaktivity v oktanolové (%) a

vodné fazi (%):

CPM (%)oktanolové faze
CPM (%)vodnéféze

log P = log
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3.3.5. Vazba na proteiny

Testovanim vazby na proteiny se ovefilo, jak se dané peptidy vazi na proteiny
v lidském séru. Z hlediska mozné aplikace v nuklearni medicing je Zadouci, aby vazba na
vySetfeni. Stanoveni vazby na proteiny **Ga znagenych peptidi bylo provadéno s vyuzitim
gelové chromatografie. Na gelové kolon¢ se zadrzuji nizkomolekularni latky (intaktni
testovany komplex) a naopak veluatu jsou piitomny latky vysokomolekularni (latky

navazané na krevni proteiny).

10 pl znaceného preparatu jsem smisila se 190 pl lidského séra a smés jsem nechala
inkubovat pti 37°C. Soucasné jsem piipravila smés 10 ul znaceného preparatu a 190 ul PBS,
kterou jsem rovnéz nechala inkubovat pti 37°C a pracovala s ni analogicky jako se smési
obsahujici sérum. Po 30, 60 a 120 minutach jsem odebrala 25 pl vzorku, nanesla jej
na predpfipravenou gelovou kolonu a centrifugovala (2 000 g, 2 min). Nasledn¢ jsem pomoci
automatického gama pocitace zméfila radioaktivitu na gelové kolonce a Veluatu a

vyhodnotila vazbu na proteiny testovanych peptidu.

3.3.6. Testovani in vivo stability v mo¢i

Laboratornim mysim, kterym byly podany latky ®*Ga-NODAGA-RGD dimer acetat
a ®®Ga-DOTA-substance P, byla 30 a 90 minut po podani testované latky odebrana mod.
Vzorky moéi byly zanalyzovany pomoci RP-HPLC. Uéelem bylo zjistit, zda se dané latky

V organismu metabolizuji nebo jsou vylu¢ovany v nezménéné forme.

3.3.7. PET/CT zobrazovani laboratornich mysi

Vsechny experimenty byly provadény v souladu se zakonem 246/1992 Sb., se
souhlasem Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy (MSMT-18933/2013-1 a MSMT-
22421/2013-12) a se souhlasem Odborné komise na ochranu zvifat proti tyrani Lékarské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Veskeré experimenty byly provadény na mysich

samicich kmene BALB/c (Anlab, Praha, Ceska Republika).

Pted aplikaci testované latky zviteti bylo vzdy po radioaktivnim znaceni (v ptipadé

peptidit ®*Ga-NODAGA-RGD dimer acetat a ®*Ga-DOTA-substance P) ovéfeno, zda se pH
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preparatu pohybuje v rozmezi 6-7, a byla provedena kontrolni analyza znaceni pomoci
RP-HPLC. Klinicky pouzivané latky *F-FDG a "®F-FLT jsem ziskala z Kliniky nuklearni
mediciny Fakultni nemocnice Olomouc a pfed podanim zvifeti nebyly tyto latky dale

upravovany.

Ptislusné radiofarmakum bylo my$im aplikovano retroorbitalné, aktivita jedné davky
se pohybovala v rozmezi 4-9 MBq. Skenovani bylo provedeno pomoci zobrazovaciho
systtmu PET/SPECT/CT pro mald laboratorni zvifata. Béhem celého vySetfeni byly
laboratorni mys$i udrzovany Vv celkové anestezii (k tomuto ucelu bylo pouzivano inhalacni
anestetikum isofluran). Pro kazdou latku jsem provedla dva typy vysetfeni — dynamické a
statické zobrazovani. Pfi dynamickém skenovani se béhem 90 minut zaznamenaval pouze
radioaktivni signal pomoci PET. Data pro jeden snimek byla shromazdovana
po dobu 5 minut. Celkem tedy bylo ziskano 18 snimkt zachycujicich distribuci radioaktivné
znacené latky v laboratorni mysi v Case. Statické skenovani zahrnovalo vysetteni PET i CT a

provadelo se po 30 a 90 minutach od podani radioaktivné znacené latky.

Po vysetfeni byla data zrekonstruovana pomoci softwaru Albira Reconstructer
(Bruker Biospin Corporation, Woodbridge, USA) a jednotlivé snimky byly upravovany
V poéitatovych programech PMOD (PMOD Technologies Ltd., Curych, Svycarsko) a
VolView (Kitware Inc., New York, USA).

3.3.8. Ex vivo biodistribuce laboratornich mysi

Preparaty peptidii znaenych *®Ga (opét kontrola pH a kvality znageni pred aplikaci
laboratornim zvitatim) byly nafedény 600 ul fyziologického roztoku. Latky '*F-FDG a
F-FLT nebyly upravovany. Piipravené roztoky byly retroorbitilné aplikovany mysim,
jedna latka byla podana vzdy Sesti laboratornim mysim. Aktivita jedné davky se pohybovala

v rozmezi 1-2 MBq.

Po 30 minutach od podani latky byly usmrceny tfi laboratorni mysSi a nasledné
90 minut p. i. byly usmrceny zbyvajici tii laboratorni mysi. Kazdé mysi byly odebrany
nasledujici organy: krev, slezina, slinivka, zaludek (vyprazdnény), stfeva, ledviny, jatra,
srdce, plice, sval, kost, u nadorovych zvitat byl navic odebran i nador. Jednotlivé organy
byly zvazeny a nasledné byla proméfena radioaktivita v organech pomoci automatického
gama pocitate. Naméfena data byla vyhodnocena jako procento podané davky na gram

organu (%ID/g).
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Kultivace nadort u laboratornich mysi byla provadéna nasledovné. Laboratornim
my3im bylo subkutann& aplikovano 5-10° U-87 MG bunék na pravy bok a prib&zné byl
sledovan rist nadoru. Experimentalni zvitata s velikosti nadoru 100-300 mm?® (zhruba mésic
po subkutanni aplikaci nadorovych bun¢k) byla pouzivana pro zobrazovani pomoci PET/CT

a pro ex vivo biodistribuéni studie.

3.4. Vysledky
3.4.1. NODAGA-RGD dimer acetat

3.4.1.1. Radioaktivni znacCeni

Vysoka radiochemické Cistota byla namétfena u preparati obsahujicich 5 a 10 pg
RGD peptidu. Radiochemicka ¢istota preparatu S obsahem peptidu 1 pg nevyhovovala
pozadované hodnoté. Pro dalsi experimenty jsem tedy zvolila nasledujici podminky
radioaktivniho znaéeni: 5 pg peptidu a inkubace po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté.
V tabulce 2 jsou shrnuty vysledky optimalizace podminek radioaktivniho znaceni
NODAGA-RGD dimer acetatu. Z radiochromatogramu na obrazku 11 je patrné, Ze reten¢ni

¢as RGD peptidu v daném chromatografickém systému je 8,4 min.

Tabulka 2. Optimalizace podminek radioaktivniho zna¢eni NODAGA-RGD dimer acetatu.

mnozstvi peptidu (ug) teplota reak¢ni doba (min) RCHC (%)

15 6,4

1 LT 60 9
120 13
15 99,9

5 LT 60 99,8
120 99,3
15 99,9

10 LT 60 99,9
120 99,5
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Obrizek 11. Radiochromatogram ®Ga-NODAGA-RGD dimer acetatu.

3.4.1.2. Testy stability

Komplex ®Ga-NODAGA-RGD dimer acetat projevil vysokou stabilitu
Vv testovanych prostiedich, konkrétné v koncentrovanych roztocich FeCl; a DTPA, v lidském
séru a V prostiedi s vy$$im pH. V tabulce 3 jsou shrnuty hodnoty radiochemické Cistoty
zjisténé metodou RP-HPLC.

3.4.1.3. Rozdélovaci koeficient

Hodnota rozd&lovaciho koeficientu (log P) pro ®*Ga-NODAGA-RGD dimer acetat
uvedena v tabulce 3 je primérnou hodnotou ze Sesti méfeni. Vysledna hodnota log P+SD

¢ini -3,39+0,17.

3.4.1.4. Vazba na proteiny

Z dat naméfenych automatickym gama pocitaCem jsem vyhodnotila procentudlni
obsah radioaktivity na koloné¢ a Vv eluatu. Rozhodujici byla hodnota aktivity Vv eluatu, ktera
vystihuje  vazbu radioaktivniho komplexu na krevni proteiny. Hodnota pro
%Ga-NODAGA-RGD dimer acetat byla i po 120 minutach nizka (3,97 %). Vysledky méfeni
po 30, 60 a 120 minutach jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3. Vysledky in vitro testovani *Ga-NODAGA-RGD dimer acetatu.

Doba Vazbana  Stabilita Stabilitav 0,1M Stabilitav6mM  Stabilita po

LogP+SD inkubace proteiny v lidském FeCl; DTPA zvySeni pH
(min) (%) séru (%) (%) (%) (%)
30 4,25 99,9 99,9 99,8 99,9
-3,39+0,17 60 2,00 99,9 99,9 99,7 99,9
120 3,97 99,9 99,7 99,8 99,9

3.4.1.5. Testovani in vivo stability v moci

Na obrazku 12 jsou zobrazeny radiochromatogramy *Ga-NODAGA-RGD dimer
acetatu a modi laboratornich mysi odebrané 30 a 90 minut po aplikaci ®*Ga-NODAGA-RGD
dimer acetatu. Zobrazku je patmmé, Ze sSe retenCni casy pikd na vsSech tfech

radiochromatogramech shoduji (8,4 min).

/4 \ \ 58Ga-NODAGA-RGD-dimer acetat

mo¢ 30 min p. i.

|\ moé& 90 min p. i.

retencni cas (min)
Obrizek 12. Radiochromatogramy vyjadtujici in vivo stabilitu ®*Ga-NODAGA-RGD dimer

acetatu.

3.4.1.6. PET/CT zobrazovani nenadorovych mysi

Dynamické PET vySetfeni poukazuje na to, e se **Ga-NODAGA-RGD dimer acetat

pomérné rychle dostava z krve ptes ledviny do mocového méchyte. V zadném jiném organu

37



se nekumuluje. Po 90 minutach od podani latky je jiz témét veSkera radioaktivita

soustfedéna v mocovém méchyii (viz obrazek 13).

Vysledky statického PET/CT wvySetteni koreluji s vysledky dynamického PET
skenovani. Na obrazku 14 jsou po 30 minutach od podani latky dobie viditelné ledviny a
mocovy méchyt, po 90 minutach od podani je vyrazny radioaktivni signal pouze v mocovém

méchyfi.
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Obrizek 13. Dynamické PET skenovani nenadorové mysi po aplikaci **Ga-NODAGA-RGD dimer acetatu; koronalni
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30 min p. i. 90 min p. i.

Obrazek 14. Statické PET/CT vysetfeni nenadorové mysi 30 min a 90 min po aplikaci
%Ga-NODAGA-RGD dimer acetatu (L = ledviny, MM = mo&ovy m&chyf).

3.4.1.7. PET/CT zobrazovani nadorovych mysi

Na snimcich dynamického PET vySetfeni (viz obrazek 15) lze pozorovat, Ze se
%Ga-NODAGA-RGD dimer acetdt kumuluje v nddoru. Dobie pozorovatelny radioaktivni
signal v oblasti nadoru je mozné identifikovat zhruba 15-60 minut od podani latky.
90 min p. i. neni nador na snimku jiz pfili§ vyrazny, téméf veskera radioaktivita je

soustfedéna v oblasti mocového mechyte.

Snimky ze statického PET/CT vySetfeni dopliluji vysledky z dynamického PET
zobrazovani. Na obrazku 16 je mozné vidét, ze 30 min p. i. je radioaktivni signal v nadoru
dostate¢né vyrazny, dale je mozné pozorovat kumulaci radioaktivity v ledvinach a mocovém
méchyti. 90 minut p. i. je nejvyrazngjsi mocovy méchyt, radioaktivni signal v ledvinach a

nadoru je méné vyrazny.
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30 min p. i. 90 min p. i.

Obrazek 16. Statické PET/CT vySetfeni nadorové mysi 30 min a 90 min po aplikaci
%8Ga-NODAGA-RGD dimer acetatu (N = nador, L = ledviny, MM = mo&ovy m&chyf).

3.4.1.8. Ex vivo biodistribuce u nenadorovych mysi

30 minut po podani ®*Ga-NODAGA-RGD dimer acetatu byla naméfena nejvyssi
radioaktivita v ledvinach (5,85+0,24 %ID/g). V krvi byla naméfena radioaktivita
0,68+0,13 %ID/g, coz poukazuje na to, ze Se znaCena latka z krve velice rychle dostava do
ledvin a nasledné do moc¢ového méchyte. 90 min p. i. klesla hodnota radioaktivity v krvi
na 0,09+0,01 %ID/g, nejvyssi radioaktivita byla naméfena opét v ledvinach
(3,21£0,41 %ID/g). Zjisténa data pro jednotlivé organy jsou zobrazena v grafu 1. V kazdém

¢asovém intervalu byla namétena data ziskdna ze skupiny tii zvitat.

41



10 -

£
=
g
= 8 1
5
25
&= 61
\gé

= N
"gé 4 m 30 minp. i.
2. o =90 min p. i
s°
= 2 -
5]
(7]
)
S
=9 0 -

Q > > > o D X
‘.‘@ éi}Q . é\b 062%' {éﬁ 64.*% , &Q ‘6Q Q\éa é‘b ‘.e%
T T °"

Graf 1. Ex vivo biodistribuce u nenadorovych mysi 30 min a 90 min po aplikaci
%8Ga-NODAGA-RGD dimer acetatu.

3.4.1.9. Ex vivo biodistribuce u nadorovych mysi

30 minut p. i. byla nejvyssi radioaktivita zaznamenana v ledvinach
(6,4440,80 %ID/g). Pomérné vysoka hodnota radioaktivity byla naméfena i u nadoru, a to
sice 5,59+2,10 %ID/g. Hodnota radioaktivity naméfené v krvi ¢inila 1,00+0,24 %ID/g.
Po 90 minutach od aplikace znacené latky zvifeti klesla radioaktivita v ledvinach na hodnotu
3,52+0,36 %ID/g, pro nador byla zjisténa hodnota 3,13+0,79 %ID/g a pro krev
0,15+£0,02 %ID/g. Hodnoty pro vSechny sledované organy jsou zpracovany Vv grafu 2.

V kazdém Casovém intervalu byla namétena data ziskana ze skupiny tii zvifat.

Ze ziskanych dat jsem vypocitala také nasledujici poméry: nador — sval,
nador — krev, nador — ledviny. Pomér radioaktivity v nadoru a ve svalu vyjadiuje kumulaci
latky v nadoru vzhledem k pozadi, za které povazujeme sval. Zvysujici se hodnota poméru
radioaktivit v nadoru a v krvi v Case vypovida o specifické kumulaci latky v cilové tkani.
Testovany peptid se vyluCuje pies ledviny do moci, takze je radioaktivita v ledvinach
pomérné vysoka. Nicméné stabilni hodnota poméru nador — ledviny v ¢ase poukazuje na to,
7e nedochdzi k nezadouci kumulaci radioaktivity v ledvinach. Vysledky jsou shrnuty

v tabulce 4.
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Graf 2. Ex vivo biodistribuce u nadorovych mys$i 30 min a 90 min po aplikaci
%8Ga-NODAGA-RGD dimer acetatu.

Tabulka 4. Poméry kumulace radioaktivity v nadoru k vybranym organim pro latku
*Ga-NODAGA-RGD dimer acetdt.

pomér 30 minp. i. 90 min p. i.
nador - krev 5,62 20,21
nador - sval 11,94 11,66

nador - ledviny 0,87 0,89

3.4.2. DOTA-substance P

3.4.2.1. Radioaktivni znaceni

Hodnota radiochemické Cistoty zjisténa analyzou RP-HPLC byla pii laboratorni
teploté pro vSechna testovana mnozstvi peptidu nevyhovujici (< 95%). V naslednych
experimentech jsem proto zvolila vyssi reakéni teplotu, konkrétné 95°C, radiochemicka
Cistota poté dosahovala vyhovujicich hodnot. Mnozstvi 1 pg peptidu nebylo pro radioaktivni
znaceni vhodné, jelikoz nesplnilo limit radiochemické Cistoty ani pii vyssi reakéni teplote,
5 ug vyhovovalo pozadované hodnoté RCHC, avsak pro nasledujici experimenty jsem
zvolila mnozstvi 10 pg, pro které byly hodnoty RCHC nejvyssi. Vysledky radioaktivniho
znaCeni jsou shrnuty vtabulce 5. Za optimdlni podminky pro radioaktivni znaceni

DOTA-substance P jsem zvolila mnozstvi peptidu 10 pg a inkubaci pfi teploté 95°C po dobu

43



15 minut. Retenéni ¢as ®Ga-DOTA-substance P pii RP-HPLC byl 8,9 min (viz obrazek 17).
Pik sreten¢nim Gasem 2,8 min odpovidd izotopu ®Ga, ktery neni vazan v komplexu

S peptidem.

Tabulka 5. Optimalizace podminek radioaktivniho zna¢eni ®*Ga-DOTA-substance P.

mnozstvi peptidu (ug) teplota reakéni ¢as (min)  RCHC (%)

15 2,4

LT 60 2,8

1 120 5,2
15 13,9
95°C 60 24,4
120 30,6

15 5,0

LT 60 24,7

120 41,5

> 15 95,1

95°C 60 96,0

120 95,5

15 8,0

LT 60 33,2

120 42,8

10 15 96,3

95°C 60 97,2

120 97,5

:: 12-8.881
= 12810 ‘ \

Obrazek 17. Radiochromatogram ®Ga-DOTA-substance P.
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3.4.2.2. Testy stability

V lidském séru projevil komplex *®Ga-DOTA-substance P vysokou stabilitu,
v koncentrovanych roztocich FeCl; a DTPA byl vSak méné stabilni. Radiochemicka Cistota
v obou prostiedich v Case klesala. Pti pH 6-7 byl komplex stabilni. Naméfené hodnoty jsou

uvedeny v tabulce 6.

3.4.2.3. Rozdélovaci koeficient

Vysledna hodnota rozd&lovaciho koeficientu (log P) pro *®Ga-DOTA-substanci P

¢inila -3,0340,33 (primérnd hodnota z méfeni Sesti vzork).

3.4.2.4. Vazba na proteiny

Z dat naméfenych automatickym gama pocitaem jsem vyhodnotila procentualni
obsah radioaktivity na koloné a v eluatu. Procentualni hodnota vyjadtujici aktivitu v eluatu
byla po 120 minutové inkubaci téméet 30 %. Jednotlivé hodnoty naméiené po 30, 60 a 120

minutach jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6. Vysledky in vitro testovani **Ga-DOTA-substance P.

Doba Vazbana  Stabilita Stabilitav0,1M Stabilitav6mM  Stabilita po

LogP+SD inkubace proteiny v lidském FeCls DTPA zvySeni pH
(min) (%) séru (%) (%) (%) (%)
30 22,35 98,2 88,4 73,4 98,2
-3,03 £0,33 60 24,49 98,2 85,1 63,1 98,1
120 29,21 98,0 78,8 56,1 98,1

3.4.2.5. Testovani in vivo stability v moci

Z radiochromatogramii  ®*Ga-DOTA-substance P a vzorki mogi ziskanych
z laboratornich my3i 30 min a 90 min po aplikaci ®*Ga-DOTA-substance P (viz obrazek 18)
je patrné, Ze je znacCend latka v organismu degradovana. Rozklada se na dvé slozky
S retenénimi Casy 8,0 min a 8,3 min. Upravenim podminek analyzy, pfipadné¢ dalSimi
postupy by se dalo zjistit, o jaké latky se jedna. Tento fakt v§ak nebyl pfedmétem zajmu

mého testovani.
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Obrazek 18. Radiochromatogramy vyjadfujici in vivo stabilitu ®Ga-DOTA-substance P.

3.4.2.6. PET/CT zobrazovani nenadorovych mysi

Snimky z dynamického PET zobrazovani na obrazku 19 ukazuji, Zze se latka
%8Ga-DOTA-substance P dostava pomémé rychle krvi do ledvin a dale do mo&ového
méchyie. Ze snimku je patrna i uréita kumulace radioaktivity v gastrointestinalnim traktu.
U nenadorovych mysi je tedy po podani *®Ga-DOTA-substance P nejvyssi kumulace

radioaktivity v ledvinach, mo¢ovém méchyii a v GIT.

Na snimcich ze statického PET/CT vySetfeni (viz obrazek 20) jsou patrnd mista
s nejvyssi radioaktivitou odpovidajici dynamickému PET skenovani. Jak po 30 minutach, tak
po 90 minutich od podani ®Ga-DOTA-substance P je mozné pozorovat dosti vyraznou
kumulaci radioaktivity v mo¢ovém méchyii, dale pak v ledvinach a v misté podani.
90 min p. 1. je aktivita v ledvinach niZ§i a naopak signal mocového méchyie je intenzivnéjsi

neZ po 30 minutach od podani latky.
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30 min p. i. 90 min p. i.

Obrazek 20. Statické PET/CT vysetfeni nenadorové mysi 30 min a 90 min po aplikaci
%Ga-DOTA-substance P (P = misto podani, L = ledviny, MM = mo¢ovy méchyf).

3.4.2.7. PET/CT zobrazovani nadorovych mysi

Na snimcich z dynamického PET vySetfeni na obrazku 21 neni viibec pozorovatelna
retence radioaktivity v nadoru, ®*Ga-DOTA-substance P se v ném tedy nekumuluje. Vyrazny
radioaktivni signal je ihned po podani zejména v ledvinach, mo¢ovém méchyti, misté podani
a v gastrointestinalnim traktu. 90 min p. i. je radioaktivita soustfedéna zejména v oblasti

moc¢ového méchyie a nepatrné i v ledvinach.

Na obrazku 22 jsou snimky ze statického PET/CT vySetfeni. Vyrazna akumulace
radioaktivity je patrna v ledvinach a moéovém méchyii, a to jak 30 minut, tak 90 minut

od podani znacené latky. Radioaktivni signal v nadoru neni na snimcich patrny.
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Obrazek 22. Statické PET/CT vySetfeni nadorové mysi 30 min a 90 min po aplikaci

%Ga-DOTA-substance P (L = ledviny, MM = mo&ovy méchyf).

3.4.2.8. EX vivo biodistribuce u nenadorovych mysi

V grafu 3 jsou zobrazeny vysledky ex vivo biodistribuce u nenadorovych mysi pro

radioaktivné znaceny peptid **Ga-DOTA-substance P 30 minut a 90 minut po aplikaci.
Nejvyraznéjsi je kumulace radioaktivity v ledvinach shodnotami 23,90+3,51 %ID/g
30 min p. i. a 26,21+3,77 %ID/g 90 min p. i. V kazdém ¢asovém intervalu byla namétena

data ziskana ze skupiny tii zvitat.
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Graf 3. Ex vivo biodistribuce u nenadorovych mysi 30 min a 90 min po aplikaci
%Ga-DOTA-substance P.

3.4.2.9. Ex vivo biodistribuce u nadorovych mysi

Vysledky ex vivo biodistribuce ®®Ga-DOTA-substance P u nadorovych mysi
30 minut a 90 minut po aplikaci opét poukazuji na vysokou kumulaci radioaktivity
Vv ledvinach (viz graf 4), pres které se latka vylucuje z krve do mocového méchyie. Hodnota
radioaktivity v ledvinach ¢ini 20,49+10,00 %ID/g 30 min p. i., resp. 16,40+2,65 %ID/g
90 min p. i. V nadoru je dle grafu 4 patrna piitomnost radioaktivity, ktera je v§ak dosti nizka
(odpovidajici hladiné radioaktivité v Krvi), a proto neni pozorovatelnd na snimcich z PET

vySetfeni. V kazdém Casovém intervalu byla naméfena data ziskana ze skupiny tii zvitat.

Tabulka 8 zobrazuje vysledky poméra kumulace radioaktivity v nadoru k vybranym
organim (krev, sval, ledviny). Hodnota poméru radioaktivit nador — krev je velmi nizka, coz
svéd¢i o tom, ze se peptid V nadoru specificky nekumuluje. Pomér radioaktivit nador — sval
vyjadiuje retenci latky v nadoru vzhledem k pozadi. Vysledky poukazuji na to, Ze se
radioaktivita zadrzuje vice v nadoru nez ve svalu (pozadi). Hodnoty poméru radioaktivit
nador — ledviny jsou nizké, coZ vypovidi o vysoké kumulaci ®*Ga-DOTA-substance P

V ledvinach.
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Graf 4. Ex vivo biodistribuce u nadorovych mysi 30 min a 90 min po aplikaci
%Ga-DOTA-substance P.

Tabulka 7. Poméry kumulace radioaktivity v nadoru k vybranym organim pro latku
*Ga-DOTA-substance P.

pomér 30 minp. i. 90 min p. i.
nador - krev 0,93 2,84
nador - sval 3,10 6,45

nador - ledviny 0,10 0,04

3.4.3. ®F-fluorodeoxyglukosa

3.4.3.1. PET/CT zobrazovani nenadorovych mysi

Na obrazku 23 lze pozorovat snimky zdynamického PET skenovani pro
BF-fluorodeoxyglukosu v nenadorové mysi. Kumulace radioaktivity je prakticky ihned
po podani vyrazna predevsim v oblasti srdce, mozku, gastrointestinalniho traktu a mocového
méchyte. Latka se opét vyluCuje pres ledviny do moci, ovSem na exkreci se podili i
gastrointestindlni trakt. Ledviny nejsou na obrazku pfili§ dobie viditelné, jelikoz nebylo
mozné vybrat snimek takového fezu, ktery by zachycoval vSechna mista s vysokou
radioaktivitou soucasné. Po 90 minutich od podani ®F-FDG je zachycena nejvyssi
radioaktivita v srdci a mocovém méchyfi, vyrazné radioaktivni jsou i oblasti mozku a

gastrointestindlniho traktu.
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Na snimcich ze statického PET/CT skenovani (viz obrazek 24) lze opét pozorovat

blasti, ve kterych se ‘*F-fluorodeoxyglukosa kumulovala, a to sice mozek,
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30 min p. i. 90 min p. i.

(2%

Obrazek 24. Statické PET/CT vysetfeni nenadorové mysi 30 min a 90 min po aplikaci
BF-FDG (M = mozek, S = srdce, GIT = gastrointestinalni trakt, MM = mo¢ovy méchyf,
HT = hnédy tuk).

3.4.3.2. PET/CT zobrazovani nadorovych mysi

Obrazek 25 zachycuje vysledky devadesatiminutového dynamického PET vySetteni
nadorové mysi, které byla r. o. aplikovana ®F-FDG. Kumulace radioaktivity v nadoru je
dobie pozorovatelna jiz 30 minut po aplikaci. AvSak idealni je provadét vySetfeni
45-60 minut od podani radiofarmaka, kdy je kumulace latky v nddoru vysoka a tumor je na

PET snimcich dobfe rozlisitelny.

Na obrazku 26 jsou zobrazeny vybrané snimky ze statického PET/CT zobrazovéni
nadorové mysi 30 min a 90 min po aplikaci *°F-FDG. Akumulace radioaktivity v nadoru je
vyrazna a velice dobfe identifikovatelna a to jak 30, tak 90 minut od podani latky. Relativné
vysoka radioaktivita byla zachycena také v oblasti mozku, srdce, GIT, mo¢ového méchyie a

v hnédém tuku, coz koreluje s vysledky statického vySetieni nenadorovych mysi.
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30 min p. i. 90 min p. i.

Obrazek 26. Statické PET/CT vysSetfeni nadorové mysi 30 min a 90 min po aplikaci
BE.FDG (P = misto podani, M = mozek, S = srdce, N = nador, GIT = gastrointestinalni trakt,
MM = mocovy méchyt, HT = hnédy tuk).

3.4.3.3. Ex vivo biodistribuce u nenadorovych mysi

Z grafu 5 je patrné, Zze nejvyssi radioaktivita byla naméfena u srdce, konkrétné
hodnoty 24,0345,45 %ID/g 30 min p. i. a 44,86£4,15 %ID/g 90 min p. i. Organem s druhou
nejvyssi namétfenou radioaktivitou byly ledviny. 30 min p. i. byla zjisténa hodnota
5,2840,28 %ID/g a 90 min p. i. zhruba poloviéni hodnota 2,42+0,24 %ID/g. V kazdém

¢asovém intervalu byla namétena data ziskana ze skupiny tii zvitat.
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Graf 5. Ex vivo biodistribuce u nenadorovych mysi 30 min a 90 min po aplikaci **F-FDG.

3.4.3.4. Ex vivo biodistribuce u nadorovych mysi

Vysledky ex vivo biodistribuce u nadorovych mys$i po aplikaci
8F-fluorodeoxyglukosy jsou znazornény v grafu 6. Z naméfenych hodnot dominuji opét
hodnoty radioaktivity pro srdce: 41,454+9,09 %ID/g 30 min p. i. a 41,54+9,96 %ID/g
90 min p. i. Hodnota radioaktivity pro nador naméfena 30 min p. i. ¢ini 3,77+0,92 %ID/g. 90
minut po podani *F-FDG byla v nadoru zjisténa vyssi radioaktivita, konkrétng 5,05+0,50

%ID/g. V kazdém Casovém intervalu byla naméfena data ziskana ze skupiny tii zvitat.

V tabulce 8 jsou shrnuty poméry kumulace radioaktivity v nadoru k vybranym
organim. Pomér radioaktivit nador — krev hovofi ve prospéch nddoru a vyjadiuje miru
specifického vychytavani dané latky z krve cilovou tkani (nadorem). Hodnota podilu
radioaktivit nador — sval je dostate¢né vysoka a vyjadiuje kumulaci radiofarmaka v nadoru
vzhledem Kk pozadi. Porovnani hodnot radioaktivit pro nador a pro srdce poukazuje na to, ze

se latka v pomérné velké mife hromadi v srdci.

57



[y
o1 o

g 50

b

°0 45

<

=m0

ﬁe35

%330

D v25 . .

§ = m 30 min p. i.
=

< = 20 . .

2 e 90 min p. i.

& o 15

o ©

N

=

5]

(7]

S

S

==

o

Graf 6. Ex vivo biodistribuce u nadorovych mysi 30 min a 90 min po aplikaci *°F-FDG.

Tabulka 8. Poméry kumulace radioaktivity v nadoru k vybranym organiim pro latku
8E-fluorodeoxyglukosa.

pomér 30minp.i. 90 minp.i.
nador - krev 1,96 1,95
nador - sval 2,67 3,58
nador - srdce 0,09 0,12

3.4.4. *F-fluorothymidin

3.4.4.1. PET/CT zobrazovani nenadorovych mysi

Ze snimki dynamického PET skenovani nenadorové mysi po aplikaci *F-FLT
na obrazku 27 je patrna zvySena retence radioaktivity v krevnim ob&hu po celych devadesat
minut. Vyraznou kumulaci radioaktivity je pak mozné pozorovat v oblasti gastrointestinalni

traktu a mocového méchyte.

Obrazek 28 zachycuje snimky ze statického PET/CT zobrazeni F-FLT
v nenadorové mysi 30 a 90 min p. i. Relativné vysoka radioaktivita byla detekovana
v gastrointestinalnim traktu a v mocovém méchyti. Obé tyto oblasti jsou vyrazné

radioaktivni i po 90 minutach od retroorbitalniho podani *F-FLT.

58



‘(e ueUnSAUIONSES

= LID “IAyoQui

Arogowr = WIA) Azo] Tureuo1oy :]74-4,, weyide od 1w 9aoiopeuou [upAouDs I POIWUA( LT YIZBIqO

‘1 °d uru g

4

v

1 °d urw (9

f

1 -d urw of

y

1 -d urw g

;

1-d urm g/

y

1 -d urw gg

‘

1 -d upm g¢

;

1°d unm gy

y

1 °d uru 6

’

1d urm L

;

1 -d urm gg

¢

1 -d upm o

¢

1 -d urm

y

1 °d uru ¢g

-

1 °d uru g9
1 -d urw G

!

1 -d urw g7

)

1°dutm g

WIN i

1
BAR[Y

59



30 min p. i. 90 min p. i.

Obrazek 28. Statické PET/CT vySetfeni nenadorové mysi 30 min a 90 min po aplikaci
BE_FLT (GIT = gastrointestinalni trakt, MM = mo&ovy mé&chyf).

3.4.4.2. Ex vivo biodistribuce u nenadorovych mysi

V grafu 7 jsou zpracovana data charakterizujici ex vivo biodistribuci u nenadorovych
mysi pro latku '°F-fluorothymidin. Pro krev byly zjistény hodnoty 5,04+0,14 %ID/g
30 min p. i. a 2,34+0,23 %ID/g 90 min p. i., které potvrzuji vyssi zadrzovani radioaktivity
v krevnim ob&hu. Nejvyssi hodnoty radioaktivity byly opét naméteny pro ledviny, konkrétné
9,67+1,03 %ID/g 30 min p. i. a 4,20+0,27 %ID/g 90 min p. i. Hodnota radioaktivity ve
sttevech byla stanovena po 30 minutach od podani latky jako 5,03+0,43 %ID/g a
po 90 minutach od podani latky jako 4,45+0,31 %ID/g. Ze ziskanych dat plyne, ze
radioaktivita ve stfevech s Casem pfili§ neklesa, coz koreluje s obrazky z dynamického a

statického skenovani.
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Graf 7. Ex vivo biodistribuce u nenadorovych mysi 30 min a 90 min po aplikaci **F-FLT.
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4. Diskuze

Multiformni glioblastom (GBM) patii mezi nejzavaznéjsi typy mozkovych nadord.
Vyviji se z astrocytd (podpirné bunky CNS), proto jej fadime do skupiny astrocytarnich
tumord. Existuji dvé formy GBM rozlisené na zaklad¢ toho, jaky ma nador vyvoj. Vyviji-li
se z jiného typu mozkového nadoru, oznacujeme jej jako sekundarni glioblastom, Cast&jsi
jsou v8ak piipady, kdy se nador vyvine bez prikazu pfedchozi existence (tzv. de novo), pak
je glioblastom oznaCovan jako primarni (1). Dle klasifikace nadort na zakladé jejich

malignity podle Svétové zdravotnické organizace z roku 2007 se GBM tadi mezi tumory IV.,

24

Velky vyznam pro véasnou diagnostiku multiformniho glioblastomu, ktera hraje
klicovou roli v nasledné prognoze tohoto onemocnéni, maji zobrazovaci metody.
V soucCasnosti je trendem pouzivani tzv. hybridnich systému, konkrétné PET/CT nebo
PET/MR. Vypocetni tomografie, resp. magneticka rezonance podaji informace o anatomii a

pozitronova emisni tomografie poda informace o distribuci radiofarmaka v organismu (20).

Radiofarmaka pouzivana v onkologii k diagnostice a terapii jsou navrzena tak, aby
se specificky kumulovala v nadorovych tkanich. V neuroonkologii se vyuzivaji napft. latky
BEDG, ®FLT, “C-methionin a '®F-tryptofan. Tyto latky maji viak ur¢itd omezeni a
nevyhody. Napiiklad pouziti **F-fluorodeoxyglukosy mize vést jak k fale$n& pozitivnim, tak
k falené negativnim vysledkim, protoze metabolismus '®FDG v nadoru neni zcela
specificky a mtize se vyskytovat i pii zanétech ¢i infekcich. Z tohoto duvodu se testuji jak
nové radionuklidy, tak nové biologicky aktivni latky, které by bylo mozné radioaktivné

oznadit a které by vedly ke zptesnéni vysledku vySetieni (53).

Zakladni podminky, které musi radionuklid pro radioaktivni znaceni 1éCiva spliovat,
je vhodny polocas rozpadu s ohledem na planované pouziti, snadna dostupnost a jednoduché
a rychlé znaCeni V pfipad¢é radiofarmak, ktera jsou pfipravovana na oddéleni nuklearni
mediciny. V posledni dob¢ je pro pfipravu novych radiodiagnostik Siroce zkouman zejména
izotop *®Ga s polodasem rozpadu 68 minut, ktery lze ziskat z *®Ge/®®Ga generatoru.
Predmétem testovani zistavaji predevSsim rozlicné biologicky aktivni latky vhodné

pro radioaktivni znaceni timto izotopem.

Ve své bakalarské praci jsem se zaméfila na studium dvou peptidii znacenych
izotopem %Ga, konkrétné RGD-dimer acetitu s chelatorem NODAGA a substance-P
s chelatorem DOTA. NODAGA-RGD-dimer acetat obsahuje sekvenci aminokyselin

arginin — glycin — asparagova kyselina, ktera vykazuje velkou afinitu k integrinu o,f3
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na povrchu aktivovanych nadorovych bun¢k (39). DOTA-substance P interaguje
s tachykininovymi receptory typu NKI, jejichz aktivita souvisi se vznikem a vyvojem
nadoru (42). V ramci své bakalatrské prace jsem provedla fadu in vitro a in vivo experimentt
se zamérem vyhodnotit potencial testovanych latek pro radiodiagnostiku glioblastomu a
vysledky jsem porovnavala sKlinicky pouzivanymi radiofarmaky, jmenovitd s '°F-

fluorodeoxyglukosou a *®F-fluorothymidinem.

Radioaktivni znaCeni obou testovanych peptidii bylo relativné snadné a rychlé, avsak
%Ga se do komplexu s NODAGA-RGD-dimer acetitem vazalo lépe nez do komplexu
s latkou DOTA-substance P. Radioaktivniho znaceni o vysoké radiochemické Ccistoté
(> 95%) pro NODAGA-RGD-dimer acetat se dosahlo po 15 minutach pfi laboratorni teploté,
kdezto u latky DOTA-substance P bylo potieba reakéni smés 15 minut inkubovat pfi teploté
95°C. Lisilo se také mnozZstvi peptidii potfebnych pro vyhovujici RCHC. Pro radioaktivni
znateni NODAGA-RGD dimer acetatu jsem pouzivala mnozstvi 5 pg, kdezto u DOTA-

substance P bylo zapotiebi dvojnasobné mnozstvi.

8Ga-NODAGA-RGD-dimer acetat prokazal vysokou stabilitu ve viech testovanych
prostiedich, kterymi byly koncentrované roztoky FeCl; a DTPA, lidské sérum a prostiedi
s vy$$im pH (pH = 6-7). ®*Ga-DOTA-substance P byla velmi stabilni v prostiedi lidského
séra a v roztoku s vyssim pH, ale v roztocich FeCls, resp. DTPA probihal postupny rozklad
komplexu. V koncentrovaném roztoku FeCl; dochéazelo pravdépodobné k vyméné iontu
%Ga®* za ion Fe*" a vroztoku DTPA dochazelo k transchelataci ®Ga®* z komplexu
s peptidem do komplexu s DTPA. ®Ga-NODAGA-RGD-dimer acetat tedy pii in vitro

testovani jevil mnohem vyssi stabilitu nez ®Ga-DOTA-substance P.

Hodnota rozdé&lovaciho koeficientu (log P) pro **Ga-NODAGA-RGD dimer acetat
byla stanovena jako -3,39+0,17 a pro °Ga-DOTA-substanci P jako -3,03+0,33. Oba
testované peptidy prokazaly hydrofilni vlastnosti a z tohoto pohledu byly vhodné pro jejich

zamyslené pouZiti.

Jelikoz se jedna o latky, které by se mohly potencialné aplikovat pacientim, bylo
dillezité oveéfit také jejich vazbu na krevni proteiny. **Ga-NODAGA-RGD-dimer acetat
vykazoval vyborné vysledky, procentualni vyjadieni vazby na proteiny daného peptidu ¢inilo
pouze 3,97 % po 120 minutové inkubaci. U latky **Ga-DOTA-substance P byla vazba
na proteiny nekolikanasobné vyssi (29,21 % po 120 minutach inkubace) ve srovnani

s %Ga-NODAGA-RGD-dimer acetatem.

Vysledky analyz vzorki moci odebranych laboratornim my$im 30 min p. i. a

90 min p. i. mély odhalit, zda jsou testované peptidy v organismu metabolizovany. U latky
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%Ga-NODAGA-RGD-dimer acetat se retentni &asy viech tii pikd (radiochromatogram
aplikované latky, moci odebrané 30 min p. i. a mo¢i odebrané 90 min p. i., viz obrazek 12)
shodovaly (8,4 min), z ¢ehoz vyplyva, ze latka neni v téle degradovana a vylucuje se moci
Vnezménéné podobé. Z radiochromatogramii na obrazku 18 Ize wusoudit, Zze
®Ga-DOTA-substance P se na rozdil od **Ga-NODAGA-RGD dimer acetitu v t&le velmi

rychle rozklada a vznikaji dva metabolity.

Nedilnou soucasti této prace byly také in vivo experimenty, jejichz cilem bylo urcit
biodistribuci studovanych latek v laboratornich mysich. U latky *®*Ga-NODAGA-RGD dimer
acetat aplikované nenadorovym mysim byly vyraznym organem, ve kterém se kumuloval
radioaktivni komplex, ledviny, pfes néz se latka pomémée rychle vyluovala do mocového
méchyfe. Pravé v oblasti mocového méchyte byla pozorovatelna vysoka akumulace
radioaktivity, a to zejména 90 minut po podani latky (viz obrazky 13, 14).
U %Ga-DOTA-substance P byly v nenadorovych mysich zjistény obdobné vysledky, navic
byla v kratkém ¢Casovém intervalu po podani latky zjisténa kumulace radioaktivity
Vv gastrointestinalnim traktu, ktery se pravdépodobné ¢aste¢né podili na vyluCovani tohoto

peptidu (viz obrazek 19).

Pro porovnani in vivo chovani studovanych latek Vv laboratornich mysSich byla
k zobrazovani hybridnim systémem PET/CT aplikovana také Kklinicky pouZivana
radiofarmaka ®FDG a '®FLT. Na vylu¢ovani “*F-fluorodeoxyglukosy se podili ledviny a
GIT, proto byla v téchto oblastech zjisténa vysoka retence radioaktivity (viz obrazky 23, 24).
Latka se rovnéz kumulovala v metabolicky aktivnich tkanich — v hnédém tuku, v oblasti
srdce a mozku, coz by mohlo byt omezujicim faktorem pfi diagnostice mozkového nadoru.
Naproti tomu *®F-fluorothymidin se zadrzoval ptedeviim v oblasti GIT a mo¢ového méchyie

(viz obrazky 27,28).

Vysledky biodistribuce testovanych latek v nadorovych mySich ukdzaly, ze
%Ga-NODAGA-RGD dimer acetat se vyrazné kumuloval v nadoru, coZ je zietelné viditelné
na obrazcich 15 a 16. Po 90 minutach od podani latky je jiz akumulace radioaktivity
v nadorové tkani méné vyrazna, idealni doba pro vySetieni je tedy zhruba po 15-60 minutach
od podani latky. Na snimcich z dynamického (obrazek 21) ani statického (obrazek 22)
skenovani neni patrna kumulace ®*Ga-DOTA-substance P v nadoru. Nehromadéni této latky
v nadoru neodpovida teoretickym piedpokladiim, nicméné pln¢ podporuje vysledky ziskané
ze studia in vitro a in vivo stability této latky. ®*Ga-DOTA-substance P je v organismu velmi

rychle metabolizovéna, coZ zabraiuje jeji potencialni kumulaci v nddorové tkani.

8F-FDG se v nadoru zadrzovala a nador byl dobie rozlisitelny (viz obrazky 25, 26).

U laboratornich mysi byl nador aplikovan subkutanné na pravy bok. Otazkou je, zda by byl
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nador dostate¢né kontrastni pii ortotopické aplikaci nadoru, protoze *°F-fluorodeoxyglukosa
se ve velké mife kumuluje v mozku. U *®F-FLT nebylo provedeno zobrazovani nadorovych
mys$i z divodu nedostatku laboratornich mysi s dostatecné vyvinutym nadorem v terminu
dodani **F-FLT. Nicméng, *F-fluorothymidin byl jako radiodiagnostikum pro multiformni
glioblastom studovan mimo jiné v ramci bakalatské prace studentky Hany Adamkové v roce
2014 (54). Na zakladé tohoto testovani se *F-FLT jevil jako vhodngjsi radiofarmakum
pro diagnostiku GBM nez °F-FDG, jelikoz retence “*F-FLT v nadorové tkani byla
dostatecné vysokd a kumulace radioaktivity v mozku byla podstatné nizs$i nez retence

BE FDG.

Data ziskana z ex vivo biodistribu¢nich experimentd plné korespondovala s vysledky
ziskanymi pomoci PET/CT zobrazovani. Z ex vivo biodistribuénich dat pro nenadorové mysi
dominovaly  hodnoty  akumulované radioaktivity v  ledvinach, a to jak
u *®Ga-NODAGA-RGD dimer acetatu, tak u *®Ga-DOTA-substance P. Avsak u peptidu
%8Ga-DOTA-substance P byla kumulace radioaktivity v ledvinach n&kolikanasobng vy3si nez
u ®Ga-NODAGA-RGD dimer acetatu. Pro '°F-fluorodeoxyglukosu byla nejvyssi hodnota
radioaktivity naméfena u srdce, hodnoty kumulované radioaktivity pro ledviny jsou
srovnatelné s hodnotou  pro  ®Ga-NODAGA-RGD  dimer  acetat.  Hodnoty
pro *®F-fluorothymidin jsou vy$3i neZ pro ostatni testované latky z divodu vysoké retence
radioaktivity v krevnim ob&hu. Nejvyssi hodnota radioaktivity byla zaznamenana opét

V ledvinach.

U ex vivo experimenti na nadorovych mySich bylo zjisténo, Ze hodnota
akumulované radioaktivity pro nador 30 min p. i. u latky ®*Ga-NODAGA-RGD-dimer acetat
je piiblizng dvakrat vys$i nez pro latku ®Ga-DOTA-substance P. Tato data potvrzuji
informace z PET/CT skenovani. ®*Ga-NODAGA-RGD-dimer acetat se v nadoru kumuluje
v pomérné velké mife a umoziuje identifikaci nadoru na PET snimcich, kdezto na snimcich
z PET vysetieni pro *Ga-DOTA-substanci P neni nador pozorovatelny kvali nizké retenci
latky v tumoru zpiisobenou velmi nizkou in vivo stabilitou této latky. U *F-FDG je hodnota
radioaktivity vnadoru o néco nizsi nez u latky **Ga-NODAGA-RGD-dimer acetat, ale
naopak vy3§i nez u latky ®*Ga-DOTA-substance P. Tato radioaktivita kumulovana v tumoru
je dostacujici k identifikaci nadoru na snimcich z PET zobrazovani. Pro *F-FLT nebylo
provedeno méfeni radioaktivity v jednotlivych organech a nadoru, jelikoz nebyl k dispozici

dostatek laboratornich my3i s dostatedn& vyvinutym nadorem v terminu dodani **F-FLT.
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5. Zavér

V ramci své bakaldiské prace jsem provadéla preklinické testovani %Ga znacenych
peptidi NODAGA-RGD dimer acetaitu a DOTA-substance P, které by mohly byt
v budoucnu vyuzivany pro efektivngjsi diagnostiku multiformniho glioblastomu pomoci
pozitronové emisni tomografie. Preklinické testovani zahrnovalo jak in vitro, tak in vivo

experimenty.

Radioaktivni znaceni bylo relativné snadno proveditelné u obou testovanych peptidi,
aviak **Ga-NODAGA-RGD dimer acetat se jevil jako mnohem stabilngj§i nez
komplex *®Ga-DOTA-substance P, coZ se projevilo v rozdilném in vivo chovani obou
peptidi. ®*Ga-NODAGA-RGD dimer acetat se u nadorovych mysi kumuloval v nadoru
v mnohem vy3§i mife neZ metabolicky degradovana **Ga-DOTA-substance P. Diky zvysené
akumulaci radioaktivity v nadorové tkani umoziioval **Ga-NODAGA-RGD dimer acetat
zietelné zobrazeni nadoru pomoci pozitronové emisni tomografie. Na zaklad¢ vysledki
ziskanych zin vitro a in vivo experimentt ®Ga znagenych peptida se jevil jako vhodny
kandidat pro radiodiagnostiku multiformniho glioblastomu zejména ®*Ga-NODAGA-RGD

dimer acetat.

Sou&asti mé bakalatské prace bylo rovné&Z porovnani in vivo chovani ®*Ga zna¢enych
peptidii s klinicky pouZivanymi radiofarmaky, konkrétng s ‘®F-fluorodeoxyglukosou a
BE-fluorothymidinem.  *®*Ga-NODAGA-RGD  dimer acetat prokazal vyhodn&jsi
farmakokinetické vlastnosti v porovnani s °F-FDG a '°F-FLT, coz potvrdilo vysoky
potencial ®*Ga-NODAGA-RGD dimer acetatu pro diagnostiku multiformniho glioblastomu

metodou pozitronové emisni tomografie.

Radiofarmaka znaGena izotopem *®Ga nasla v poslednich letech vyznamné uplatnéni
v nuklearni medicin€ a mnoho latek znaCenych timto radioizotopem ma velky potencial
pro vyuziti v klinické praxi. Vyhodou téchto radiofarmak je relativné jednoduché a rychlé
radioaktivni znaceni a kratky poloCas rozpadu radionuklidu snizujici radiaéni zatéz
vySetfovanych pacientti. Komplex ®Ga-NODAGA-RGD dimer acetat lze podle ziskanych
dat povazovat za dal$i zfady nadéjnych potencialnich radiofarmak znacenych izotopem
%Ga. Na zakladé této studie se *°Ga-NODAGA-RGD dimer acetat jevil jako perspektivni

radiodiagnostikum pro diagnostiku multiformniho glioblastomu Vv klinické praxi.
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