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UvVOoD

Multiformni glioblastom neboli glioblastoma multiforme je jednim z mozkovych nadora.
Glioblastom se chova vyrazn¢ zhoubn¢ a prognoza pacientll s glioblastomem je takova,
Ze pacienta neni mozno zcela vylécit a od zacatku 1écby se dozije maximalné 5 let.
Piesna pii¢ina této formy rakoviny neni znama. Castéji se vyskytuje u star§ich muzd nad
50 let, mozny je i geneticky ptredpoklad vzniku choroby kombinovany s vlivy okolniho
prostiedi. Vyskyt byva castéj$i u pacientd s neurofibromatézou ¢i s Li-Fraumeniho
syndromem. I kdyz se jednd o velmi agresivni onemocnéni, diky vc€asné diagnostice

a terapii lze zlepsit kvalitu a délku zivota pacienta s GBM.

V soucasné dob¢ jsou stile vice v mediciné pouzivany nukledrni zobrazovaci metody.
Umoznuji zobrazit strukturu organti a tkani a také poskytuji informace o jejich funkei diky
specifické biodistribuci radiofarmak. Zobrazovaci technika PET/CT (pozitronova emisni
tomografie/vypocetni tomografie) je velice vhodna pro vcasnou diagnostiku GBM.

Dale je mozno pouzit i magnetickou rezonanci (MRI).

Aby bylo moZno zobrazit nddor pomoci PET/CT, je nutno aplikovat pacientovi
radiofarmakum. Toto radiofarmakum je v nasem piipad¢ slozeno z peptidu, ktery se vaze
na buiku glioblastomu, dale z radionuklidu a z chelatoru, ktery vaze tyto dvé slozky
koordina¢ni vazbou. Radionuklid emituje pozitrony, které po anihilaci emituji gama
fotony, jenz jsou detekovany prstencem detektoru PET. zachycovano detektory PET.
Zachycena data jsou nasledné vyhodnocena k vytvofeni obrazového snimku biodistribuce

radiofarmaka a zobrazeni vnitini stavby téla pacienta (data z CT skenu).

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala studiem RGD peptidii znacenych pozitronovym
zaticem,  gallium-68. Jedna se o peptidy 68Ga-NODAGA-c(RGDyK).,
68Ga-NODAGA-c(RGDyK) a 68Ga-DOTA-c(RGDfK). Piedmétem zajmu byla
studiejejich biodistribuce v téle laboratornich mysi a nasledné vyuziti pro diagnostiku
GBM. Jako modelovi ,,pacienti* byly podrobeny testovani laboratorni mysi kmene SCID,
kterym byla pod kuzi aplikovana bunécné linie U-87 MG K vytvoteni modelového nadoru
GBM. Prace se opird o dosavadni studie, jez prokazaly, ze je mozno ziskat kontrastni
obrazky za pouziti RGD peptidt a PET/CT, coz dosvédéuje vhodnou biodistribuci téchto

peptidd in vivo.



1 TEORETICKA CAST

1.1  Multiformni glioblastom

Zhoubné nadory mozku vznikaji vétSinou z glie. Jednd se o podpiirny systém nervovych
bunek, ktery tvoii 90 % mozku. Témto nadoriim se proto fikd gliomy a dosud jich bylo

popséano n¢kolik druhd.

Vyskyt tohoto nadoru je pomérné nizky, jedna se o 2-3 ptipady na 100 000 lidi v Evropé
a Severni Americe. Pacienti bez patficné terapie umiraji do 3 mésict. Jestlize pacient
podstoupi optimalni 1é¢bu, dozije se 12 mésici v lepSich piipadech 5 let. Dle Svétové
zdravotni organizace (WHO) se GBM fadi do IV. stupné mezi ,high-grade” gliomy
Prestoze je velka snaha vytvofit nové 1éCebné strategie, je multiformni glioblastom velmi
agresivni onemocnéni. I kdyz pacienti podstoupi naro¢nou terapii, na néasledky tumoru

vétsinou umiraji (Ng et al., 2012).

1.1.1 Epidemiologie

Multiformni glioblastom (angl. glioblastoma multiforme, GBM) se fadi mezi nejmaligné;si
nadory mozku u dospélych pacientii. Je to diky jeho agresivné-invazivnimu ristu a velké
odolnosti vi€i terapii. Je zndmo, ze v latentni fazi maji bunky gliomu vysokou variabilitu
a schopnost abnormalné rychlého ristu. Vytvari se tak velky objem nové narostlych
patologickych bunék. Takto vzniklé gliomy se diftzi infiltruji do parenchymu centralniho

nervového systému (CNS) (Campos et al., 2016).
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Gliom

Obr. €. 1 Piicny fez mozkem napadenym multiformnim glioblastomem. Parenchym napadeny
nadorem je jasn¢ zbarveny do ¢ervena a ma na délku pfiblizn¢ 5 cm

(Prevzato z CNS Pathology Index).

1.1.2 Etiologie

GBM vznika nejCastéji jako nasledek rodinné zatéze ¢i jako nasledek genetického
syndromu (neurofibromatézy, Li-Fraumeni). K rozvoji astrocytomu ze zdravé bunky
ptispivd zejména ztrata heterozygotnosti (LOH). Ke vSem ndslednym mutacim dochazi
pravé v piitomnosti LOH. Nejvyznamngj$i je mutace vV tumor supresorovém genu pS3,
jehoz funkci je zejména kontrola bunécného cyklu, oprava DNA a kontrola angiogeneze.
Vyse zminény syndrom Li-Fraumeni je zptisoben mutaci v genu p53* a dochazi pfu ném
k vysoké incidenci nadori v ¢asném véku. Déale mutaci nebo deleci PTEN? genu

s naslednou inaktivaci chromosomu 10q (Wang et al., 1997, VVogelstein et al., 2010).

Prikaz, Ze by pouzivani mobilnich telefoni mohlo GBM vyvolat, je sporny, ale ne
nevratné vylouceny. Mnohé studie pouzivani mobilnich telefonti jako rizikovy faktor
nevylucuji. Zafeni z mobilnich telefonti mize byt brano jako vyznamny rizikovy faktor,

a to pievazné pro déti (Campos et al., 2016).

! p53 produkt tumorsupresorovych geni, funguje jako transkripéni faktor a v buiice ma funkei senzoru poskozeni DNA

2 PTEN homolog fosfatazy a tenzinu (angl. phosphatase and tensin homolog); nadorovy supresor
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Buiiky progenitorn

v

. Neurony
Astocyty
PTEN

Oligodendrocyty

. Multiformni glicblastom

Obr. €. 2 Vznik GBM z nervovych zarode¢nych bunék ¢i v disledku psobeni zmutovanych gent
(p53, PTEN) na buiiky progenitoru (Alexandru-Abrams et al., 2014).

Nervové zarodetné buiiky

v

Zirodedné buiiky gliomu

1.1.3 Klinicky obraz

Z molekularni i histologické stranky se jedna o gliom s vysokym stupném malignity.
Bézné projevujici se pfiznaky jsou pomalu se rozvijejici neurologicky deficit, svalova
slabost, generalizované symptomy nitrolebni hypertenze a s tim spojené bolesti hlavy,
nevolnost, nauzea. Neurologické symptomy mohou byt vSeobecné ¢i fokalni. Mohou
odrazet umisténi nadoru. Jedna se o hemiparézu, ztrata senzorickych vjemd, ztrata zraku,

afézii a dalsi (Bruce et al., 2015).

1.14 Diagnostika

Diagnoéza GMB se u pacienta provadi pomoci neurologickych funk¢nich testu (testy
reflexe, pohybu oc¢i a tst, koordinace a ostrazitost). Pokud tyto testy vykazuji ur€ité
abnormality, je zde podezieni na vyskyt nadoru mozku. Pacient je nasledné podroben
dal§$im vySetfovacim testim, mezi nichZz jsou =zahrnuty zobrazovaci metody.
Mezi tyto metody patii magneticka rezonance (angl. magnetic resonance imaging, MRI),

pocitatova tomografie (angl. computerized tomography, CT) a diagnostické metody
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nuklearni mediciny (pozitronova emisni tomografie, angl. pozitron emission tomography,
PET) (Dhermain 2014).

Zobrazovani pomoci MRI a CT vytvafi detailni obraz mozku a patefe a umoziuje
detekovat pritomnost nddoru. MRI skeny poskytuji velmi detailni snimky multiformniho
glioblastomu; tyto skeny se obvykle provadéji za pomoci kontrastnich cinidel,
které pomahaji odlisit naddor od fyziologické mozkové tkané. CT je vhodnd naptiklad

pro zobrazeni akutniho krvaceni ¢i kalcifikaci (Kupka et al., 2007).

Metody nuklearni mediciny slouzi ke kontrole riistu nddoru. Mezi zobrazovaci vysetieni se
v diagnostice nadorovych 1ézi CNS fadi zejména pozitronovd emisni tomografie (PET)
doplnéna pocitacovou tomografii (CT). CT plné nenahradi vyznam PET vySetfeni
v diagnostice patologickych loziskovych zmén v mozku, ale pii kontraindikaci PET
vySetfeni je vSak nenahraditelna. Vypocetni tomografie umoziuje nador lokalizovat
s urCenim jeho velikosti, struktury a vztahu nadoru k okolnim tkadnim a organtim
(Ollinger et al., 1997; Young et al., 2015). Pfed samotnym PET vySetienim je pacientovi
podano radiofarmakum (2-deoxy-2-fluoro-D-glukdza, FDG) obsahujici radionuklid s velmi
kratkym polo¢asem piemény (fadové minuty ¢i desitky minut). Jedna se o radionuklidy,

které pii své preméné produkuji pozitrony (Blois et al 2011; Bockisch et al., 2009).

K potvrzeni diagndzy je nasledné provadeéna chirurgicka biopsie. Je extrahovan a testovan
maly vzorek abnormalnich bun€k. Pro multiformni glioblastom jsou charakteristické

nekrotické buniky ¢i ty, které prosly procesem apoptozy (Bruce et al., 2015).
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PET/MRI

Obr. €. 3 Zobrazovani mozku pacienta pro zjisténi nadorové 1éze. 1 snimek z CT, 2 fuze PET/CT,
3 PET snimek a; 4 MRI snimek, 5 je fuze MRI a PET, 6 PET snimek; snimky zobrazuji
multiformni glioblastom umistény na pravé stran¢ interhemisférické stérbiny (Pievzato a upraveno

dle webové stranky scottdalesupplyonline).

1.1.5 Terapie GMB

Zakladnim pilitem 1éby GMB je radikalni chirurgickd resekce. Cilem chirurgického
zakroku je redukovat nddorovou masu a sniZit tak tlak na okolni strukturu. Resekce dale

také slouzi k ziskani materialu pro histopatologickou diagn6zu nadoru.

Po chirurgické intervenci je pacient podroben chemoterapii. Chemoterapeutickd 1écba
je aplikovana z diivodu zahubeni zbylych nadorovych buné€k, které nebyly odstranény
béhem zakroku. Je podavana systémové peroralné ¢i intravendzné. Ke zlepSeni ucinnosti
jsou chemoterapeuticka 1éCiva podavana intraarterialn€. Aplikace 1éCiva do tepny
zasobujici krvi oblast postizenou nadorem zvySi koncentraci Iéku Vv nadoru.
Umoznuje aplikaci niz§i celkové davky léciva, a tedy 1 pokles nezddoucich ucinka

(Ramirez et al., 2013).
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Pouzivaji se dva typy chemoterapie, a to konkomitantni® nebo adjuvantni* chemoterapie
(viz nize temozolomid). Pii konkominantni terapii se pouziva vice 1é¢iv nebo 1écebnych
zpusobli soucasné. Je nutno volit takové kombinace, aby se jejich ucCinek scital

(Slampa et al., 2010).

1.1.5.1 Temozolomid

Béhem pozdnich 90. let bylo vyvinuto 1é¢ivo temozolomid (TMZ). TMZ je podavan
oralné, jelikoz je dobie rozpustny a je stabilni v kyselém prosttedi. TMZ nema piimé
ucinky na GBM. Je to prolécivo, které¢ snadno prochazi pies hematoencefalickou bariéru
(BBB angl. brain blood barier). Kdyz se TMZ v mozku dostane do nadorové buniky GBM,
degraduje se hydrolytickou pfeménou na 5-(3-methyl-triazen-1-yl-)imidazol-4-karboxamid,
zkracené¢ MTIC. MTIC metyluje pozici O6 na zbytkt guaninu, coz pusobi cytotoxicky

na bunky glioblastomu a nevratn¢ poskozuje jeho DNA.
Bohuzel mize dojit k degradaci TMZ na MTIC jiz v krevnim fecisti, a tudiz G¢inna latka

neprojde hematoencefalickou bariérou. Z tohoto hlediska tedy neni TMZ bran jako ideélni

1é¢ivo v terapii GBM (Appel et al., 2012; Purchiaroni et al., 2014).

3 konkominantni terapie souvisi s pouzitim vice 1é¢iv ¢i 1ééebnych zplisobl soucasné

4 adjuvantni terapie je pojem pro dopliujici 1é¢bu, kterd nasleduje po chirurgické resekci
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Obr. ¢. 4 Schématické znazornéni osudu temozolomidu (TMZ) v hematoencefalickém prostiedi;
Aktivaci MTIC pomoci degradace TMZ (Appel et al., 2012).

U pacienti s GMB je také mozno aplikovat symptomatickou 1écbu. Zachvaty jsou
kompenzovany 1éCivy jako jsou levetiracetam, fenytoin ¢i  karbamazepin.
Nejvhodnégjsi z téchto 1éCiv je levetiracetam, jelikoZ nepiisobi na systém cytochromu P450.

Vazogenni edém mozku je kompenzovan kortikoidy (Slampa et al., 2010).
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1.2  Preklinické modely multiformniho glioblastomu

Védci v oblasti GMB vyuzivaji mysi modelové organismy pro vyzkum lé¢iv a terapie
GBM. Takto vytvofené modely jsou velmi dulezité i pro objev a vyvoj novych
prediktivnich biomarkeri, které mohou byt pouzity pro vytvoieni Klasifikace podtypu této
nemoci (Jacobs et al., 2011).

1.2.1 Zavedené bunécné linie pro testovani glioblastomu na mySich

Tyto bunééné linie (ECL, angl. established cell lines) byly vygenerovany z mutagennich
astrocyti. Tyto technicky jednoduché, vysoce penetrujici modely se v modelovém mysim
hostiteli prezentuji rychle se rostoucimi tumory s uniformni kinetikou ristu a kratkou

latentni dobou.

Mezi bézn¢ aplikované bunééné linie izolované z tkané pacienta ¢i chemicky indukované
patii C6, GL261, U251-MG, U-87 MG a CNS-1. Vyuzivaji se pro vyzkum zaméteny
na patologické a genetické podobnosti s touto lidskou nemoci (Jacobs et al., 2011).

1.2.1.1 U-87 MG

Tato bunécna linie U-87 MG byla izolovana Janem Ponténem v roce 1966 z nadoru
44]etého pacienta s rakovinou. Jedna se o buné¢nou linii bézné pouzivanou ve vyzkumu
gliomil. Profil DNA soucasné bunécné linie se 1isi od pivodnich bun¢k, ze kterych byla
odvozena. Nemusi tedy nezbytné¢ odrazet terapeutickou odezvu primarniho nadoru,

ze kterého byl derivovan (Wu et al., 2005).

Jednim z hlavnich rysti genomu U-87 MG je velky pocet chromozomalnich abnormalit,
které jsou typické pro nddorové bunécné linie a primarni naddory. Dale jsou pro genom
U-87 MG charakteristické jednonukleotidové variace (angl. single-nucleotide variations,
SNVs), inzerce/delece a translokace (Allen et al., 2016; Clark et al., 2010).

Pouziva se zejména ke zhodnoceni naddorové angiogeneze a pro anti-angiogenni terapii.
Prezentuje se ruznorodym profilem genové exprese v in Vvivo rastovych podminkach

(Pontén et al., 1968; Yu et al., 2008).
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Tabulka €. 1 Charakteristické histologické markery, rist nadorovych bunék a genetické

charakteristiky GBM v modelu U-87-MG (Jacobs et al., 2011).

Markery Rust

Vimentin Invazivni Immunogeneticky

Model + - +
u-87 Lo o
Genetické mutace a nadmérna exprese
PTEN p53 kRAS® EGFR®
+ - + -

Z patologického hlediska se nadory vzniklé z modelovych bunék U-87 MG vyznacuji
nepravidelnymi jadérky a hojnou neovaskularizaci. Na rozdil od GBM vykazuji tyto
nadory nedifuzni, infiltrovany rast. Reaktivni astrocyty ohrani¢uje pevna vrstva, kterou je
mozno Vizualizovat pomoci GFAP’. Tento protein se barvi pomoci imunochemickych
metod. Nadorova vaskulatura je podstatné homogennéjsi nez u GBM, coz vyrazné
usnadiiuje pfistup systémovym lé¢ivim. Nadory U-87 vykazuji subpopulaci CD133®
bunck, které jsou schopny tvofit neurosférické agregity s vlastnim rozmnozovacim

potencidlem.

Bylo provedeno celogenomové sekvenovani modelu U-87-MG. Z genetického pohledu
se U-87 MG demonstruje wild-type nadorovym supresorem p53 a dale mutantnim PTEN
(Jacobs et al., 2011).

5 kKRAS plni zakladni funkci v tkanové signalizaci; mutace v tomto genu je zakladnim krokem v rozvoji rakoviny
6 EGFR neboli receptor pro epidermalni rustovy faktor; fadi se mezi transmembranové receptory
" GFAP je gliarni fibrilarni kysely protein

8 CD133 je transmembranovy glykoprotein jenz pusobi jako organizator topologie buné¢né membrany
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Obr. €. 5 Strukturni variace detekovana celogenomovym sekvenovanim genomu v U-87 MG.
Oranzové ¢ary spojujici dva chromozomy reprezentuji 35 interchromozomalnich translokaci.
Modré Cary kolem okraje predstavuji mikrodelece a intrachromozomalni translokace. Vnéjsi

histogram piedstavuje sekvencni pokryti (Clark et al., 2010).

= % b . . A &% 9 L 7
Nizka konfluence Mefitko =100 um  Vysoka konfluence Meftitko =100 um

Obr. ¢. 6 Bunééna linie multiformniho glioblastomu U87 MG, jenz byla v roce 1966 izolovana

J. Ponténem (Pievzato a upraveno dle webové stranky firmy ATCC).
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Tabulka ¢ 2 Ze séra skulturou nadhodné vzrostlych astrocyti wild-type (wt) mysi byly
vygenerovany ECL  modely. Modely vznikly pisobenim chemickych karcinogentd
na imunokompetentni myS$i. Lidské ELC modely byly vytvofeny podobné jako mysi.

Lidské astrocyty byly transplantovany do imunodeficientni mysi (Mc Neill et al., 2015).

‘ Wt mysi
!
‘ Chemicka karcinogeneze Lidské astrocyty
!
‘ Spontanni nador
! !
‘ Kultura se sérem
! !
Alografty Xenografty

1.2.2 Stép odvozeny z pacienta

PDX je zkratka pro $t€py pochazejici z bunék lidského pacienta vlozené do mysiho
organismu (angl. pacient derived xenograft). PDX se in vivo vyznacéuji vysokou penetraci,
kratkou latentni dobou, rychlou a jednotnou rustovou kinetikou. Tyto builky jsou
kultivovany jako neadherentni sféroidy. Kultivuji se v bezsérovém médiu a do pacienta

jsou aplikovany ortoskopickou transplantaci.

Na rozdil od ELC jsou v PDX zachovany genomové rysy nadoru, ze které¢ho byly
odvozeny. Také vérné rekapituluji histopatologické rysy GBM vcetné invaze do mozkové
tkané.

Vyvoj této technologie byl rozhodujici pro definovani funkéni heterogenity piitomné
Vv lidskych astrocytech a pro objeveni biologickych a terapeutickych disledkli vyskytu
rakovinovych kmenovych bun¢k obsazenych v tomto tumoru. Byla vypracovana studie,
kde se systematicky testovala 1éc¢iva a jejich pisobeni na PDX. Tato studie piesnéji
definuje klinickou aktivitu novych 1ékt a diky ni se vypracovavaji prediktivni biomarkery

pro genomicky rozdilné PDX modely (Huszthy et al., 2012; Mc Neill et al., 2015).
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Obr. &. 7 Model PDX. Postupné kroky vedouci k vytvoteni kolekce xenograftti odvozenych

z nadoru pacienta. Fragment pochézejici z nadoru pacienta je transplantovan do imunodeficientni

mysi: pasazovani 0 (P0); Po Gispesné transplantaci je z PO mysi vynat fragment a ten je vlozen do

dalsi imunodeficientnich mysi: pasazovani 1 (P1); Sbirka fragmentt z vyslednych nadorti je

nasledné zamrazena v tkanové bance pro nasledujici studie ¢i miize dojit k dal§imu pasazovani (P2,

P3, Pn) (Pfevzato a upraveno dle Constant et al., 2013).
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Tabulka €. 3 Soudobé lidské modely se skladaji z xenografti odvozenych z pacienta (PDX). Jedna
se o nadorové bunky z lidskych astrocytd, které jsou bud'to nckolikrat pasazovany ¢i jsou
kultivovany jako neadherentni sféroidy v médiu bez séra nebo jsou piimo injikovany

do imunodeficientni mysi (McNeill et, al, 2015).

Lidské astrocyty
1 ! !
Piimé transplantace Pasazovani Stéroidy
!
Xenografty
PDX
1.2.3 Geneticky navrzené lidské mozkové bunky

Tyto modely vzniklé =z geneticky navrzenych lidskych mozkovych bun¢k
(geHC, angl. genetically engineered human cells) jsou povazovany za inovaci
Vv problematice GBM modelli. Maji piekonat urcité¢ limitace vyzkumu, které piinaseji

jak ELC, tak i PDX.

In vitro nedochéazi ke vzniku genomovych abnormalit. Za to in vivo se Vv zavislosti
na mutacich a buné¢ném pivodu méni tyto vlastnosti - penetrace, ristova kinetika a doba

latence.

Tyto modely byly vygenerovany purifikaci specifickych bunéénych typi, jako jsou
astrocyty ze zdravé mozkové tkané. Nasledné je navrzen proces, ktery testuje tyto buiky
riznymi technologiemi molekularni biologie a diky kterému je moZno urcit expresi
specifickych onkogenetickych mutaci v astrocytech. Na zékladé¢ téchto modela
je umoznéno piimé stanoveni fenotypového dopadu asociovanych mutaci na astrocyty

ze specifickych typt nervovych bunék (Candolfi et al., 2007; McNeill et, al, 2015).
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Tabulka ¢. 4 Geneticky navrzené modely zahrnuji geneticky upravené lidské bunky (geHC).
Jedna se budto o astrocyty ¢i o nervové kmenové bunky (NSC) odebrané ze zdravého lidského
mozku, jenz byly geneticky modifikovany onkogenetickymi mutacemi a xenograftovany

do imunodeficientni mysi (McNeill et, al, 2015).

‘ Zdravy lidsky mozek ‘

! !
‘ Kultura astrocytt ‘ NSC kultura ‘

!

‘ Geneticka modifikace ‘

|

Xenografty

1.2.4 Geneticky upravena mys

Geneticky modifikované mysi (GEM, angl. genetically engineered mice) vnesly revoluci
do vyzkumu GBM. Byly vyvinuty za 0celem prozkoumat de novo tumorogenezi
vV nativnim mikroprostiedi mozku mysi. Pro vyvolani tumorogeneze v modelech

meduloblastomu je zapotiebi vicenasobnych mutaci (McNeill et al., 2015).

Tento model neni ptili§ vhodny pro preklinicky vyzkum 1éciv, jelikozZ tyto studie vyzaduji
sloZité a Casto neefektivni chovné programy pro vygenerovani dostatecné velkych kohort.
Byla vyvinuta odnoz GEM, RCAS/tva® GEM linie. Pfi prvnim in vivo experimentu
s pouzitim RCAS/tva bylo prokazano, Ze tento systém je schopen vnést a aktivovat nové
geny V postnatadlnim savéim organismu. Byly vytvofeny transgenni mys$i za ucelem
specifického sledovani infekce astrocytt RCAS virem. Do cerstvé narozené mysi
se intrakranialné aplikovaly DF-1 bunky, které produkuji RCAS/bFGF vir. Buiky
infikované timto virem se vyznacuji rychlym rdstem, migraci a proliferaci, ale nedochazi
k narastu gliomu. Virus RCAS za¢ne kodovat gen Cdk4, a tim zaktivuje EGFR (mutace
ovlivilujici expresi ¢i aktivitu tohoto receptoru vedou k tumorogenezi), dojde K naruseni
bunécného cyklu a timto se otevie cesta ke zformovani gliomu. Gen Cdk4 je katalyticka

podjednotka z komplexu proteinovych kindz, ktera je dulezitd pii formovani bunky

9 Rcas/tva - jedna se o inzerci transgenniho genu tva do bunék ¢i tkdné mysSiho modelu, za i¢elem snadné infikace cilové
bunky/tkané virem RCAS
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v Gl fazi bunééného cyklu. Mutace Cdk4 jsou spojeny stumorogenezi a S tadou
nadorovych onemocnéni. (Ahronian et al., 2014; Carrasco et al., 2015).

RCAS/tva systém byl vytvoien pro generovani modeld pro velkou $kalu lidskych nadora.
RCAS/tva GEM obsahuje mnoho piedem definovanych onkogennich alel, které jsou
zavedeny do specifickych neuronovych bunécnych typt transgenni mysi linie.
Diky tomuto jsou tyto modely mnohem piistupnéjsi k preklinickému vyzkumu léCiv

(McNeill et al., 2015).

Tabulka ¢. 5 Geneticky navrzené modely se vytvareji indukci onkogennich mutaci ve zdravych

bunkach, které vedou k tumorogenezi in situ (McNeill et, al, 2015).

Geneticky navrzena my$ ‘

!

Tumorgeneze in situ

!
GEM
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1.3 Monitorovani multiformniho glioblastomu pomoci RGD peptidi

Pfi procesu angiogeneze dochazi k expresi avp3 integrinu. Tento receptor se nachazi
na povrchu bunék GBM. V preklinickych i klinickych studiich bylo prokazano,
7e radioaktivné zna¢ené RGD peptidy a pozitronova emisni tomografie (PET) umoziiuji
neinvazivni monitorovani exprese avp3 integrinu. Pro tyto studie byly vytvoieny peptidy,
jez se daji znalit radioaktivnim izotopem = gallium-68. Jedna se napf.
0 8Ga-NODAGA-RGD a %Ga-DOTA-RGD. Vyvoj %Ga-RGD zna¢enych peptidi
je velmi prospésny vtom, zZe pravdépodobné zjednodusi zobrazovaci techniky

multiformniho glioblastomu (Teixeira et al., 2005).

1.3.1 Integrin avp3

Integriny jsou heterodimerni transmembranové glykoproteiny sestavajicich se z a a B
podjednotek. U savci je znamo 18 o a 8 B podjednotek, které se kombinuji za vzniku
24 funk¢nich heterodimerd. Pro vazbu extracelularnich ligandd integriny jsou dulezité
dvojmocné kationty (Ca®* & Mn?"). Vysoka vazebnd afinita ligandi K integrinim vede
k tvorbé bunéénych aktivacnich signalt. Tyto signdly méni terciarni a kvartérni strukturu
extracelularni  oblasti  integrinu za  tvorby integrin-ligandového  komplexu.
Integriny se nachazeji na bunécném povrchu a svou vazbou na ligandy zprostfedkovavaji

interakci mezi bunikami a extracelularni matrix (Xiong et al., 2002).

I kdyz endotelové buiiky exprimuji mnoho riiznych integrind, v oblasti angiogeneze!!
se zda byt nejdulezitéjsi integrin avp3. Tento integrin je znamy jako receptor vitronektinu.
Sklada ze 125 kDa av a 105 kDa B3 podjednotek. Ke zvySené expresi integrinu avp3
dochazi v nové tvofenych cévach. Tvorba téchto cév je zpisob reakce na celou fadu
nadorti a jejich angiogennich faktorl. Také je tento integrin dulezitym receptorem
ovlivityjicim rdst nadoru, mistni invazivitu a metastaticky potencial. Je exprimovan
v nékterych nadorovych buiikach jako je napt. glioblastom. Proto je povazovan za jednu
z nejvyznamnéjSich cilovych struktur pouzivanych pii vyvoji novych radiofarmak

(Knetsch et al., 2010; Kumar, 2003).

10 RGD R - L-arginin, G - glycin, D - L-asparagova kyselina

1 Angiogeneze je proces novotvorby krevnich kapilar
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Integrin avPB3 vaze Sirokou Skalu extracelularnich molekul, hlavné ty jejichz zakladni
strukturou je arginin-glycin-asparagova kyselina (sekvence RGD).
Aminokyselinova sekvence RGD je dilezitym epitopem*® pro vazbu mnoha
extracelularnich proteini na integrin avp3. RGD peptidy modifikované chelatorem
(jako napt. DOTA, NODAGA) a oznaéené *®Ga vykazuji vysokou afinitu k integrinu avp3
(Haubner et al., 2014).

Antagonista

Lécivo N ’
Protilatky proti % ) @

integrinu avp3

7

. ; av
Signalizace
Nadorova buiika

Inhibitory genti

Obr. &. 8 Znazornéni mnoha moznosti vedoucich k inhibici integrinu avB3. Zabranéni signalizace
integrinu jeho antagonistou mtize teoreticky vést k inhibici angiogeneze nadoru ¢i zvysit G¢innost

nadorovych 1é¢iv (Pfevzato a upraveno dle Liu et al., 2010).

12 Epitop je mala oblast molekuly antigenu, kterou rozeznavaji imunitni receptory. Jsou to obvykle derivaty télu cizich

proteint.
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1.3.2 RGD peptidy a jejich funkce pfi monitorovani GMB

Peptidy obecné obsahuji variabilni pocet aminokyselin, jejich antigenicita je nizka
a penetrace k tkanim a clearance jsou rychlé. Diky témto znakim doslo k vyraznému
narustu aplikace peptidt znacenych radionuklidem v nuklearni mediciné. Spravné znaceny
peptid je vhodny pro terapii pacientll s rozSifenym onemocnénim, které neni pfistupné
k operaci ¢i je odolné k chemoterapii. Dale jsou tyto radiopeptidy v diagnostice vyuzity

ke kontrole ptiznakti daného onemocnéni (Al-Nahhas et al., 2007).

RGD peptidy obsahuji ve své struktuie sekvenci aminokyselin arginin (R) — glycin (G) —
asparagovou kyselinu (D). Tato sekvence Arg-Gly-Asp je vhodna pro zobrazovani
struktury avp3 integrinu, ktery je exprimovan na povrchu angiogennich cév nebo
na nadorovych bunkach. RGD peptid slouZi jako inhibitor integrin-ligandové interakce.
Pii absenci mediatoru, ktery zprostfedkovava tvorbu apoptozomu, slouzi jako induktor

apoptdzy (Wang et al., 2013).

Afinitni vlastnosti RGD peptidii mohou byt ovlivnény jejich konformaci. Jejich struktura
muize byt linedrni nebo cyklickd. Cyklizace linedrnich struktur RGD peptidi zvySuje
aktivitu a vazebnou specifitu K integrinim. Cyklicka struktura a inkorporace
D-aminokyseliny (napt. D-fenylalanin, D-lysin, D-tyrosin) se vyznacuje pevnéjsi
strukturou, lepS§imi vazebnymi vlastnostmi a vyssi stabilitou in vivo, ktera zabranuje

enzymatickému Stépeni (Gaertner et al., 2012).

Také bylo provedeno né€kolik studii, které se zabyvaly polymerizaci RGD peptidii
a ovlivnénim jejich afinity k receptorim na povrchu nadorovych bunék. Bylo zjisténo,
ze stoupajici multiplicita peptidd (dimer, trimer, atd.) zapfi¢inuje vyssi afinitu
K integrinim. AvSak v pfipadé tetramerd je vazba k integrinim bivalentni i pfesto,

ze obsahuje ctyfi RGD sekvence (Shi, et al., 2011).

Diky témto vySe zminénym vlastnostem se vyzkum zamétuje na cyklické pentapeptidy,
jako jsou napt. c(RGDf!®V) obsahujici aminokyseliny arginin, glycin, aspartat,
D-fenylalanin a valin. Nahrazeni valinu lysinem vznika dalsi RGD cyklicky pentapeptid
Cc(RGDfK). V neposledni fad¢ je vyzkum zaméfen na testovani c(RGDyK) skladajici se

z aminokyselin argininu, glycinu, aspartatu, D-tyrozinu a lysinu. (Enwerem et al., 2012).

13 Male pismeno oznacuje D-aminokyseliny. Velkym pismenem se zna¢i L-aminokyseliny tj. ty ptirozené se vyskytujici
(Cheres, 2007).
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Cyklické RGD peptidy ¢(RGDfK) a ¢(RDGyK) jsou casto pouzivany pro radioaktivni
znaceni. D-tyrozin je vice hydrofilni nez D-fenylalanin, tudiz je vylouceni ¢(RDGyK)
renalni cestou rychlejsi nez v ptipad¢ c¢(RGDfK). Diky tomuto faktoru je pro diagnostické
vySetieni ¢(RGDyK) vhodnéjsi nez ¢(RGDfK) (Eo et al., 2016).

Z velké skaly radioizotopt byl vybran ke studiu RGD peptidii izotop %Ga pro jeho
vyhodné fyzikdlni a chemické vlastnosti. RGD derivaty znacené ®®Ga maji velky potencial
pro ¢asnou a neinvazivni detekci v sledovani nadorovych metastdz a terapeutické odpovédi

nadoru (Eo et al., 2016).

Moc&ovy méchyi

Obr. ¢&. 9 Fuzovany snimek PET/CT znézorfiujici akumulaci RGDfK peptidu znaceného

radioizotopem v nadoru a moc¢ovém méchyii laboratorni mysi (Gaertner et al., 2012).

1.3.2.1 DOTA-c(RGDfK)

Struktura pentapeptidu ¢(RGDfK) se sklada ze sekvence cyklo-(Arg-Gly-Asp-D-Phe-
Val). Tento peptid je vhodny pro radioaktivni znaceni izotopy emitujici Castice B+ jako
jsou ®Cu ¢i ®8Ga. Diky této vlastnosti je mozno vizualizovat biologickou distribuci toho

peptidu pomoci zobrazovaci metody PET.

Lisi se oproti ¢(RGDyK) piitomnosti fenylalaninu namisto tyrosinu, timto zpiisobem muize
byt ovlivnéna farmakokinetika tohoto peptidu. Nasledkem je pak pifipadna vyssi retence
DOTA-c(RGDfK) v ledvinach a jatrech (Domnanich et al., 2016). Decristoforo spolu

31



s kolegy ve své studii porovnavali in vitro afinitu DOTA-cyclo-RGDfK peptidi znacenych
8Ga a In k integrinu avp3. Vysledky ukazovaly velmi vysokou afinitu Ga znaceného
DOTA-RGD peptidu k receptorim integrinu  avp3 (Decristoforo et al., 2008).
A také Yoshimoto et al. ve své studii potvrdili, ze je DOTA-c(RGDfK) znaceny izotopem
8Ga vhodnym radiofarmakem pro vizualizaci nadorovych bunék bunééné linie U-87 MG

glioblastomu (Yoshimoto et al., 2008).
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Obr. ¢. 10 Strukturni vzorec DOTA-c(RGDfK)-acetatu.
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1.3.2.2 NODAGA-c(RGDyK)

V uplynulych letech bylo dosazeno vyznamného pokroku v oblasti vyvoje radioaktivné
znaCenych cyklickych RGD peptidi pro detekci nadorovych 1ézi. Vzhledem k vysoké
specifité tohoto radiofarmaka je mozné jej dobfe detekovat pomoci pozitronové emisni

tomografie (PET).

NODAGA-c(RGDyK) ve form¢ trifluoracetatu je peptid obsahujici aminokyselinovou
sekvenci Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys. Tento synteticky vytvofeny peptid se aktivné podili
na modulaci bunéné adheze. Je schopen se specificky vazat na integrin avp3

(Shi, et al., 2011).

Jednd o monomer, coz zapfiCifiuje jeho nizsi afinitu k avp3 integrinim ve srovnani
s multimernimi peptidy. AvSak Gaertner et al., 2012 prokazal, Zze vizualizace nadoru
bunécné linie U-87 MG laboratornich mysi pii PET/CT zobrazovani nevykazuje sniZzené

hodnoty akumulace radiofarmaka vié¢i dimernim strukturam (Gaertner et al., 2012).

Velkou vyhodou je pro monomery jejich mald molekulovd hmotnost. Diky této vlastnosti

se vyznacuji rychlejsi renalni clearanci v porovnani s multimery (Yoshimoto et al., 2008).
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Obr. ¢&. 11 Strukturni vzorec NODAGA-c(RGDyK).

1.3.2.3 NODAGA-c(RGDyK);

NODAGA-c(RGDyK), je peptid, jenz je modifikovan chelatorem NODAGA.
Jedna‘se o cyklicky pentapeptid (RGDyK) obsahujici aminokyselinovou sekvenci
Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys (Oxboel et al., 2012).

Tento ¢(RGDyK), se selektivné vaze na strukturu avp3 integrinu, ktery je nadmérné
exprimovan na bunkach gliomu. JelikoZ se jednd o dimerni strukturu, projevuje se vyssi
afinitou k receptoru a je schopen vazat se na vice receptori najednou. Navazany RGD
dimer vyvoléava statickou vazbu druhého volného dimeru na receptor: vazba jedné RGD
jednotky na integrin vyznamné ovliviiuje vazbu dalSich RGD jednotek. Diky tomuto
faktoru je mozno zvysit vazebnou asociaci na integrin ¢i redukovat disociaci RGD peptidu

z receptortl (Dijkgraaf et al., 2012).

Testy multimernich RGD peptidd v klinickych studiich in vivo prokazaly,
ze se ¢(RGDyK)2 vyznacuje dobie predikovatelnou farmakokinetikou. Biodistribuéni testy

prokazaly zvySenou retenci C(RGDyK). v nadorovych buinkach a dynamickou renalni
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exkreci, ktera je =zapfiCinéna jeho hyrofilnimi vlastnostmi (Cao et al., 2011;

Yoshimoto et al., 2008).

Pii PET/CT skenovani biodistribuce tohoto radiofarmaka in vivo vznikd obraz,
na némz je vyobrazen vyrazny kontrast nadorové tkdné vici fyziologické tkéani. Jedna
se 0 vhodné radiofarmakum pro PET/CT zobrazovéani nadoru a kvantifikaci angiogeneze

(Dijkgraaf et al., 2012; Oxboel et al., 2014).

Obr. ¢. 12 Strukturni vzorec NODAGA-C(RGDyK)..
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Ledviny

Obr. €. 13 Transversalni (horni ¢ast) a koronarni (spodni ¢ast) miniPET zobrazeni
8Ga-DOTA-c(RGDfK) (A) a 8Ga-NODAGA-c(RGDyK) (B) v my$im modelu nesoucim

nadorovou buné&énou linii U-87-MG; 1 hodina p.i. (Dummont et al., 2011).

1.3.3 Chelatory uzivané p¥i znaceni RGD peptidi

Zékladnim a velmi dilezitym komponentem radiofarmak na bazi radioaktivniho kovu
je chelator vazajici tento radiokov. Jelikoz se radioizotopy v roztoku vyskytuji ve volné
form¢ Kkationtl, je potieba je zroztoku navazat pouzitim chelata¢niho Ccinidla.
Jedna se o ligandovy systém, ktery vaze iont radiokovu do té€sné a stabilni koordina¢ni
vazby. Vazbou na vhodny chelator se téZ piedejde piipadné transchelataci a hydrolyze
izotopu. Tudiz jestlize je radiofarmakum aplikovano do téla pacienta, transportuje
se k cilové molekule, aniz by do$lo k uvolnéni radioaktivniho izotopu z radiofarmaka

(Price et al., 2014).

Diky S$iroké skéle a znalostem fyzikdlnich vlastnosti ionti radioaktivnich kovli je mozno

jimi oznacena radiofarmaka pouzit pro pozitronovou emisni tomografii (PET).

Ligandy, které se obvykle pouzivaji ke konstrukci radiofarmak, jsou bifunkéni chelatory
(BFCs). Jedna se o chelatory s reaktivnimi funkénimi skupinami, které se kovalentné

konjuguji s cilenymi vektory (peptidy, nukleotidy, protilatky). Pfi béZné biokonjugaci
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se pouzivaji funkéni skupiny (karboxylové kyseliny ¢i aktivované estery), které katalyzuji

parovani amidd, thiomocoviny ¢i thiolu (Zhang et al., 2014).

1.3.3.1 DOTA

DOTA neboli 1,4,7,10-tetraazacyclododekat-1,4,7,10-tetraacetatova kyselina je bifunkéni
chelata¢ni ¢inidlo, ktery je schopno tvofit stabilni komplexy s radioizotopy, jako jsou %*Cu,

Hn ¢ 8Ga.

Kinetika vychytavani %8Ga-DOTA-peptidii je rychld a v souladu s polodasem ®8Ga.
Mala velikost téchto molekul vykazuje zadouci vlastnosti, jako jsou piizniva
farmakokinetika s vysokou a specifickou absorpci %8Ga-DOTA-peptidi na povrchové

receptory glioblastomu (Breeman et al., 2011).

Do procesu komplexace %Ga do struktury DOTA jsou zahrnuty &tyii atomy dusiku
z makrocyklické struktury a dva atomy kysliku karboxylovych skupin. Zbyva pouze jedna
karboxylova skupina, ktera se nepodili na komplexaci ®Ga. Tato volna karboxylové

skupina zapficiiiuje zvyseni hydrofility tohoto komplexu.

Avsak cyklododekanovy kruh DOTA chelatoru neni idealni pro vazbu %Ga. Je znamo,
7e iontovy polomér Ga®' je pfili§ maly, aby se optimalné vesel do hnizda chelatoru DOTA.
Toto mize byt vysvétleni  nepfiznivé  biodistribuce  %®Ga-DOTA-RGD
(Haubner et al., 2014; Knetsch et al., 2011).

Hlavni nevyhodou tohoto chelatacniho ¢inidla je, Ze je nutno pii jeho radiochemickém
znaceni zvysit teplotu na 85 - 95 °C. Vyhodami jsou jeho inertnost vici kyselé disociaci

jeho bocnich fetézct a celkova konstantni stabilita in vivo (Price et al., 2014).

Je povazovan za nejcastéji pouzivané chelata¢ni ¢inidlo v oblasti radiofarmacie.
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Obr. €. 14 Strukturalni vzorec chelatoru DOTA

1.3.3.2 NODAGA

Chelator NODAGA je bifunkéni chelatacni ¢inidlo, které se ve struktuie obsahuje sekvenci
1-(1,3-karboxypropyl)-4,7-karboxymethyl-1,4,7-triazacyklononan ~ a  je  derivatem
chelata¢niho ¢inidla NOTA (Haubner et al., 2016).

Funkcionalizovany chelator NODAGA je vhodny pro konjugaci proteinti nebo peptida.

Pouziva se pro radioaktivni znaceni somatostatinu (Ghosh et al., 2015).

Chelator NODAGA se vyznacuje vhodngj$im prostorovym uspofddanim pro vazbu
Ga®" iontu nez DOTA, jelikoz obsahuje mensi triazacyklononanové hnizdo pro ukotveni
izotopu 8Ga. Vytvaii stabilni komplexy s ®Ga jiz za pokojové teploty b&hem 5-10 minut
s radiochemickou ¢istotou >96 % a tento komplex je inertni i vici vysoké koncentraci

kyseliny dusi¢né v roztoku (Ghosh et al., 2015).
Chelator NODAGA je zvlasté¢ vyhodny kvili své vysoké hydrofilité, ktera zapficinuje
rychlou renalni exkreci. Diky tomuto faktoru nedojde k akumulaci radioaktivity

v gastrointestinalnim traktu a v ledvinach (Oxoboel et al., 2012).

Bylo prokazano, ze ®8Ga-NODAGA-RGD ma in vitro vysokou afinitu k integrinu ovp3.
In vivo sledovani biodistribuce tohoto komplexu prokazalo, ze se vysoce akumuluje

vV misté nadoru a v ledvinach, kde se vylucuje (Cai et al., 2013).
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Obr. €. 15 Struktura chelatoru NODAGA.
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1.4 PET zari¢ gallium-68

Jednd se o jeden znejvyuzivanéjSich radionuklidd, ktery se pouziva v preklinickych
studiich glioblastomu. ®Ga je radionuklid emitujici pozitrony o energii 1,92 MeV.
K jeho ziskani neni potieba cyklotron, ale je generovan pomoci generatoru %8Ge/%®Ga.
Fyzikalni polo¢as pfemény ¢ini pouhych (T12) 67,71 minut, takze 68Ga neni vhodné pro
prepravu. %®Ga je diky svym vhodnym emisnim vlastnostem pouzivan k diagnostice
nadorovych 1ézi v nukledrni mediciné. Je uZzivan v zobrazovaci metod¢ PET.
Diky relativné kratkému polo¢asu pfemény a emisi pozitront radioizotopu ®Ga je mozno

vytvaret 3D PET skeny (Bach et al., 2013).

Peptidy znacené ®Ga jsou uznavany jako nova t¥ida radiofarmak vyznacujici se rychlou
farmakokinetikou in vivo. Timto izotopem je mozno znalit bivalentni chelata¢ni ¢inidla
jako jsou DOTA ¢i NODAGA (viz kapitola 2.3.3). Proto se V klinické praxi skenovéni
pomoci ®Ga pouziva ¢im dal ¢ast&ji. Umoziuje 1ékaitim uréit diagnoézu, stadium nemoci
a také sledovat odezvu 1é¢by u onkologickych pacienti (Pievzato z The Carcinoid Cancer

Foundation, 20. 3. 2017).

Mezi nejvyznamnéjsi  radiofarmaka znacend galliem-68 se fadi ®8Ga-DOTATOC,
8Ga-DOTATATE a %Ga-DOTANOC (Banerjee & Popmer, 2013). Déle se ®Ga pouziva
ke znaceni polyetylenglykolem (PEG) modifikovanych latek. PEG derivaty zlepSuji terapeuticky

uc¢inek proteinti a peptida v souvislosti s in vivo stabilitou a farmakokinetikou (Blom et al., 2012).

1.4.1 8Ge/®8Ga generator

®8Ge/%®Ga generator je zafizeni slouzici k produkci pozitron emitujiciho izotopu gallia-68
ve formé Ga® (%8GaCls) z rozkladajiciho se germania-68. Mateisky izotop ®Ge ma polo¢as
premény 271 dni. Je snadno pouzivan k vyrobé %8Ga z ®3Ge/%®®Ga generatoru v klinickém

prostiedi (Al-Nahhas et al., 2007; Bach et al., 2013).

Tento generator funguje podobné jako generator %°™Tc, na principu iontové
chromatografie. Sklenéna kolona obsahuje stacionarni fazi, ktera je slozena z nekovového
oxidu cini¢itého ¢i z oxidu titaniGitého. Jeji funkci je na sviij sorbent absorbovat %8Ge.
Mobilni fazi protékajici kolonou je solvent, ktery je schopny eluovat gallium-68.

K produkci ®Ga dochazi diky elektronovému zaichytu imobilizovaného %8Ge.
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Pouziti nekovovych kolon umoziuje piimé znadeni %Ga bez prepurifikace
(Loc'h et al., 1980).

V souc¢asné dobé je %®Ga snadno eluovano 0,05 M, 0,1 M nebo 1,0 M kyselinou

chlorovodikovou z generatoru s pouzitim nekovové stacionarni faze z oxidu cinicitého.

Ventil — =

0,1 M HCl —

63 v ’ -
Ga sbérna vialka

Vakuum

Membranovy filtr

e . 168
Matefsky radionuklid ~Ge
sorbovany na membrané

; X4 frite Olovéné stinéni
G, sklenéna frita

Obr. & 16 Schématicky diagram 8Ge/*®Ga generatoru (Pfevzato a upraveno dle Dash et al., 2013).
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68Ge (T,,,=271 days)

100% EC
68Ga (1,,,=68 min)

1.2% B°
1.79% EC

87.94% B’
8.7% EC

17(1077 keV)

GBZn

Obr. & 17 Zjednodusené schéma rozpadu %8Ge na ®Ga (elektronovy zachyt, angl. electron capture,
EC) a nasledné na stabilni formu %Zn; pii pfeméné radioizotopu *8Ga dochézi k emisi ¢astic B*
(kladng nabité pozitrony) a k elektronovému zachytu, pozitrony pfi stietu s elektrony anihiluji,

dochazi k jejich zanikua vznikaji 2 fotony y zafeni s energii 511 keV

(Pfevzato z Zimmerman et al., 2017).
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2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je na zakladé¢ in vitro, in vivo i ex vivo experimentl posoudit
potencial tii RGD peptidii znagenych radioaktivnim izotopem °®Ga pro diagnostiku
multiformniho glioblastomu metodou pozitronové emisni tomografie. Konkrétné jsme

se zabyvali latkami NODAGA-c(RGDyK)2, NODAGA-c(RGDyK) a DOTA-c(RGDfK).

In vitro testovani bylo zaméfeno na detekci stability peptidi v nefyziologickych

i fyziologickych podminkéch.

Pfi in vivo a ex vivo testovani byla vySe zminéna radiofarmaka podrobena testovani jejich

biodistribuce v téle laboratornich mysi.
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3 MATERIALY A METODY

3.1 Materialy
3.1.1 Chemikalie

Byly pouzity tfi chelatorem modifikované peptidy RGD; DOTA-c(RGDfK),
NODAGA-C(RGDYK), NODAGA-C(RGDyK), (Sistota > 95 %; ABX-Advanced
biochemical compounds, Némecko). Pro piipravu pufru byl pouzit trihydrat octanu
sodného (CH3sCOONa.3 H,0, Emsure, Némecko) a LC-MS voda (Sigma Aldrich, CR).
Pro eluci ®Ga z generatoru byla pouzita 0,1 M kyselina chlorovodikova (HCI, Sigma
Aldrich, USA)

Chemikalie potfebné pro piipravu mobilnich fazi pro RP-HPLC byly trifluoroctova
kyselina (Cistota > 99 %; Sigma Aldrich, CR) a destilovand voda. Pro promyvani
nastiikové mikrostiikacky byl pouzit 96 % ethanol (C2HsO VWR Chemicals, CR) a voda.

Ke kultivaci bun¢k bylo pouzito médium DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle's medium)
s ptidavkem 10 % tepelné inaktivovaného fetalniho bovinniho séra (FCSi), 1 %
neesencialnich aminokyselin, 1 % pyruvatu sodného a s1 % antibiotik (10 IU/ml

penicillin, 0,1 mg/ml streptomycin). Vse Sigma-Aldrich, USA.

Pro enzymatické odlouceni bun¢k ze dna kultivacni lahve slouzil pfipravek tripLE (tfikrat
modifikovany trypsin, Sigma-Aldrich, USA), pro oplach bun¢k bylo pouzito PBS.
Jako vehikulum pro buiky U-87 MG v pribéhu implantace byl pouZit Matrigel Matrix
(Corning, USA) ve smési s kultivaénim mediem (DMEM+10 % FBS, Sigma-Aldrich,
USA) v poméru 1:1.

Chemikalie, které se pouzily pfi testovani in vitro stability zna¢eného peptidu, bylo PBS
a oktanol pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda (log P), pfi stanoveni
stability v prostfedi konkurenéniho kationtu byl pouzit 0,1 M chlorid Zelezity (FeCls), pfi
stanoveni stability v prostiedi konkuren¢niho chelatoru byl pouzit 6 mM dietylentriamin
pentaacetat (DTPA). Dale byla pii stanoveni plazmatické stability a vazby na plazmatické
proteiny pouzita lidska plazma (Transfizni odd. FNOL). VSechny zminéné blize neurcené
chemikalie byly pofizeny od firmy Lachema, a.s. (CR), Sigma-Aldrich (USA) & Roth
(Némecko).
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Pro upravu pH roztoku RGD peptidu byl pouzit acetitovy pufr (1,14 M octan sodny
trihydrat)

Jako inhala¢ni anestetikum byl pouZit isofluran ve form¢ piipravku Forane (Abbott, USA),
pro inhalaci byl uZit medicinalni kyslik Respirox (SIAD, CR). K zabranéni vysychani oéi
u zvifat béhem anestézie byl pouzit Ophthalmo-Azulen (Zentiva, CR).

Dale byly pouzivany v laboratofi bézn¢ dostupné chemikalie v analytické Cistot¢ dodavané

firmou Lachema, a.s. CR a Sigma-Aldrich, USA.

3.1.2 Pouzité pristroje

Pro eluci izotopu gallia-68 byl pouzit 8Ge/%®Ga generator (Eckert & Ziegler, Berlin,
Némecko), méteni radioaktivity radiofarmak bylo provadéno pomoci méfice aktivity
(Veenstra Instruments, Nizozemi). Pro znaceni DOTA-c(RGDfK) bylo zapotiebi zvysené
teploty, ¢ehoz bylo dosazeno pomoci termostatu (Major Science, USA). Cela piiprava

znac¢eni RGD peptidii probihala v odstinéné digestofi (Veenstra, Nizozemi).

K analyze Cistoty bylo vyuZito vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) UltiMate
3000 URP-HPLC (Dionex, Némecko) s detektorem radioaktivity (Raytest GmbH,
Némecko) a kolona Watrex Nucleosil 120 C18 5 um 250x4 mm (Watrex, CR). Ziskana

data byla zpracovavana pomoci programu Chromeleon 7.1 systém (Dionex, USA).

Pfi stanoveni vazby na plazmatické proteiny byla pouzita kolona illustra MicroSpin G-50
s naplni Sephadex G-50 s frakciona¢nim rozsahem 1,5-30 kDa (GE Heatlthcare, Velka
Britanie). Odstfed’ovaci metody probihaly pomoci centrifugy Smart 15 (Hanil BioMed
Inc., Gwangju, Korea), vazeni chemikalii bylo provadéno pomoci analytickych vah
Radwag (AS 220.3Y, Polsko) a homogenizace chemikalii byla provedena na vortexu
Genius 3 (IKA, Sigma Aldrich, USA). Testované peptidy byly pii stanoveni stability
znaceného peptidu inkubovany v inkubatoru Trigon-plus (Thermo Fisher Scientific, USA)

a pro srazeci reakce byla pouzita tfepacka Orbital Shaker (SGM Lab Solution, Indie).

Buiiky byly uchovavany v inkubatoru (Merci, CR), zahiivany ve vodni lazni (Memmert

WPE, Némecko) a centrifugace bunék probihala v centrifuze Z 326 (Hermle, Némecko).

Laboratorni mysi byly zobrazovany piistrojem Albira micro-PET/CT/SPECT (Carestream,

USA), anestetikum bylo podavdno systémem pro inhalacni anestezii pro mald zvitata
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(Summit Anesthesia Support, USA).

Na méfeni radioaktivity vzorkéi byl pouzit automaticky gama pocitaé 2480 Wizard?
(PerkinElmer, Rakousko).

3.1.3 Laboratorni zvirata

K experimentalni ¢asti prace byly vyuzity laboratorni mysi (samice) kmene SCID
(Harlan, USA). Véha laboratornich mysi se pohybovala mezi 20-25 g. Mysi byly chovany
v klecich v SPF zvéfinci s dostatkem krmiva a vody. Pro pokusy bylo pouzito 20 mysi
na nenadorové zobrazovani a 20 mysi na nadorové zobrazovani radiofarmak (vyuziti Sesti
mys$i pro kazdy radiopeptid ve dvou skenovacich ¢asech - 30 a 90 minut po podani
radiopeptidu; dvé mysi slouzily jako zaloha). Stafi myS$i stanoveno v dob& vstupu

do experimentu ¢inilo u nenadorovych 7 tydnil a u naddorovych 16 tydnda.

Kmen SCID (SCID, tézka kombinovana imunodeficience; angl. severe combined
immunodeficiency) se vyznacuje velkym omezenim v produkci a funkci T a B lymfocyti.
Mutaci je naruSena rekombinace genil s antigennim receptorem, a to zplisobuje pozastaveni
vyvoje lymfocytl v jejich rané fazi. V nékterych ptipadech ale byla sledovana generace
nckolika klonti funkénich B a T bunék u mysi tohoto kmene. Mysi ve véku 10 az 14
mésict jsou 1 pfes danou mutaci schopny produkovat malé mnozstvi svych vlastnich
lymfocytl ¢i mohou byt lymfocyty nahrazeny normélnimi lymfocyty jiné zdravé mysi
nebo mohou byt rekonstruovany i lidskymi lymfocyty. Diky této vlastnosti jsou vhodné
pro alogenni ¢i xenogenni transplantaci (Bosma et al., 1991). Jsou tedy bézn¢ vyuzivany
jako modelové organismy pro vyzkum zékladni biologie imunitniho systému,
pro transplanta¢ni strategii ¢i pro vyzkum nasledkii nemoci na sav¢i systém. Kromé toho
jsou také uzite€né pro testovani bezpecnosti novych vakcin nebo terapeutickych latek

v imunokompromitovanych jedincich (Ito et al., 2001).
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Obr. ¢. 18 Laboratorni sami¢i mysi kmene SCID v kleci s krmivem a vodou; Ustav molekularni a
translacni mediciny, LF UPOL; foto Michaela Hola.
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3.2  Metody
3.2.1 Radioaktivni znaéeni

Do kazdé mikrozkumavky bylo napipetovano 1 pg, 5ug a 10 pg zkoumaného RGD peptidu
(koncentrace 1 mg/ml) a smichano s 30 ul acetatového pufru. Nasledné byla provedena
eluce gallia-68 z generatoru ®3Ge/®®Ga ve formé ionti 8Ga®" (®8GaCl). Ziskany %®Ga-eluat
(celkové ziskané mnozstvi 1 ml) byl v mnozstvi 300 pl pfipipetovan ke smési acetatového
pufru a jednoho ze tii zkoumanych peptidi. Nasledné byla tato smés inkubovana 5, 10
¢i 15 minut (NODAGA-modifikované peptidy byly inkubovany pii pokojové teploté,
DOTA-modifikovany peptid pii 90 °C). Byla provedena kontrola kvality znaceni
stanovenim radiochemické Cistoty pomoci HPLC. Ze ziskanych dat byly vyhodnoceny
optimalni reakéni podminky pro znaceni testovanych peptidi, tj. mnoZstvi peptidu, teplota
inkubace a reakéni doba s ohledem na pozadovanou radiochemickou ¢istotu (> 95%).
Rychlost prutoku mobilni faze p¥i HPLC analyze byla 1 ml/min, slozeni mobilni faze
probihalo dle tabulky ¢. 6. Radiochemicka ¢istota znacenych peptidii byla métena pred

kazdym pouzitim znaceného peptidu.

Tabulka ¢. 6 Gradientova eluce HPLC pro analyzu peptidd. Mobilni faze A (99,9% HO + 0,1%

kyselina trifluoroctova), mobilni faze B (99,9% acetonitril + 0,1% kyselina trifluoroctova).

Cas (minuty) SloZeni mobilni faze
0-3 100% A
3-10 50% A +50% B

10-13 20% A + 80% B
13-15 100% A
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3.2.2 Testy stability
3.2.2.1 Stanoveni rozd€lovaciho koeficientu oktanol/voda (P)

Byl pfipraven oznadeny preparat — %8Ga-RGD peptid (> 99 % radiochemicka &istota),
K preparatu bylo napipetovano 600 ul PBS. Do mikrozkumavky bylo ptfidano 450 ul PBS
a 500 pl oktanolu, do zkumavky dale bylo napipetovano 50 pl smésného vzorku.
Takto bylo pfipraveno celkem Sest vzorkid. Takto pfipravené vzorky byly protfepany
po dobu 20 minut pfi 1000 rpm. Nasledné byly vzorky zcentriguovany pii 15 000 rpm
po dobu 1 minuty ve vyvazené centrifuze. Po zcentrifugovani bylo odebrano 50 pl vzorku
z oktanolové a 50 ul vodné faze. Aktivita vzorki byla zméfena pomoci gama pocitace.
Ze ziskanych dat byl vypocitan rozd€lovaci koeficient (log P) testovanych peptidt. Jedna
se o dekadicky logaritmus podilu radioaktivity (jednotka CPM, pocet za minutu,

angl. counts per minute) v oktanolové (%) a vodné fazi (%):

CPM (%)oktanolova faze
CPM (%) vodné faze

logP = log

3.2.2.2 Stanoveni stability radiopeptidu v prostiedi s konkuren¢nim kationtem

Byl ptipraven oznaceny preparat (> 99 % radiochemicka ¢istota), do nové mikrozkumavky
bylo odebrano 50 pl znaceného preparatu, ktery byl néasledné smisen se 150 pl roztoku
FeCls o koncentraci 0,1 mmol/l. Smés byla nasledné inkubovana pti 37 °C v inkubatoru
po dobu 30, 60 ¢i 120 minut. Prubézné byl odebran vzorek pro analyzu radiochemické
Cistoty na HPLC.

3.2.2.3 Stanoveni stability radiopeptidu v prostiedi s konkuren¢nim chelatorem

Byl ptipraven oznaceny preparat (> 99 % radiochemicka cistota), do nové mikrozkumavky
bylo odebrano 50 pl zna¢eného preparatu, ktery byl nasledné smisen se 150 ul roztoku
DTPA o koncentraci 6 mmol/l. Smés byla nasledné inkubovana pii 37 °C v inkubatoru

po dobu 30, 60 ¢i 120 minut. Prabézné byl odebiran vzorek pro analyzu radiochemické
Cistoty na HPLC.
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3.2.2.4 Stanoveni stability radiopeptidu v prostiedi s fyziologickym pH

Byl pfipraven oznaceny preparat (> 99 % radiochemicka Cistota), do preparatu bylo
ptidano 100 ul acetatového pufru s koncentraci 1,1 mol/ 1. Bylo zkontrolovano pH pomoci
pH papirku (pH se pohybovalo okolo 7). Smés byla inkubovana pii 37 °C v inkubatoru.
Ze smési se v ¢asech 30, 60 ¢i 120 minut prubézné odebralo 10 pl, vzorek se zfedil 50-100
ul vody dle aktivity a nasledné byl odebran urcity objem pro analyzu radiochemické Cistoty

na HPLC.

3.23 Stabilita v plazmatickém prosti‘edi a vazba na plazmatické proteiny
3.2.3.1 Stanoveni plazmatické stability

Byl pfipraven oznaéeny preparat (> 99 % radiochemicka c¢istota), do 100 ul znaceného
preparatu bylo pfidano 400 pl lidské plazmy. VSe bylo peclivé zamichano. Nasledné bylo
odebrano do ¢isté mikrozkumavky 100 pl smésného preparatu (plazma + znaceny preparat)
pro analyzu (vzorek reprezentujici ¢as O minut), tento vzorek byl smichan s 200 pl
acetonitrilu. Poté by vzorek protifepan na téepacce pii 450 rpm po dobu 1 minuty. Nasledné
byl vzorek zcentrifugovan pii 15000 rpm po dobu 3 minut. Byl opatrné¢ odebran
supernatant. Podle aktivity byl odebran urcity objem jako vzorek pro HPLC a byla zjisténa
jeho radiochemicka cistota. Pivodni smésny preparat (plazma + znaceny peptid) byl
inkubovéan v inkubatoru pii teploté¢ 37 °C a v ¢asech 30, 60, 120 minut a bylo vzdy
odebrano 100 ul pro stanoveni RCHC. Analyza radiochemické &istoty probihala stejné

jako u prvniho vzorku (0 minut).

3.2.3.2 Stanoveni vazby na plazmatické proteiny

Byl pfipraven oznaceny preparat (> 99 % radiochemicka cistota), z n&j bylo odebrano
do nové mikrozkumavky 10 pl oznafeného preparatu a pfipipetovano 190 pl lidské
plazmy=smésny vzorek. Jako kontrolni vzorek pro ovéfeni funkce separacni kolony byl
pouzit stejny objem oznaceného preparatu a 190 ul PBS. Nasledn¢ byla ptfipravena gelova
kolona (illustra MicroSpin G-50 Column) tak, ze byl koloné odnat vytokovy Spunt, bylo
uvolnéno vicko kolony, kolona byla vlozena do 2 ml mikrozkumavky a byla

zcentrifugovana pii 2 000 g po dobu 3 minut. Ze smésného vzorku bylo odebrano 25 pl
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a tento objem byl napipetovan na ptipravenou gelovou kolonu. Kolona byla nasledné
zcentrifugovana pii 2 000 g po dobu 1 minuty. Vysledny eluat a pouzita kolona byly
nasledné¢ méfeny na gama pocitaci. Z namétenych aktivit (A) byla pomoci nize uvedeného

vzorce vypoctena vazba znaceného peptidu na bilkoviny plazmy.

%vazby:(Aeluétu./ Acelkové)>< 100

Smésny preparat byl nasledné inkubovan v inkubatoru pfti teploté 37 °C a v casech 30, 60,
120 minut byly odebirany dalsi vzorky pro separaci na gelové koloné. Nasledna analyza

probihala stejné jako u prvniho vzorku.

3.24 Pasazovani a kultivace a bunék U-87 MG

Pti kultivaci a pasdzovani byla potieba dodrzovat pravidla sterilni manipulace

V lamindrnim boxu.
Samotné pasazovani bylo provadéno, pokud byly buniky konfluentni z 60 - 70 %.

Tvorba nadort u laboratornich mysi byla provadéna nasledovné. Laboratornim mys$im bylo
subkutanné aplikovano 5x10° U-87 MG bunék ve smési s Matrigelem (1:1) na pravy bok
a pribézné byl sledovan riist nddoru. Experimentalni zvifata s velikosti nadoru 100-300
mm? (tj. zhruba jeden az dva mésice po subkutanni aplikaci nadorovych bunék) byla

pouzivana pro zobrazovani pomoci PET/CT a pro ex vivo biodistribu¢ni studie.

3.25 Studie ex vivo biodistribuce (sek¢éni metoda)

Preparaty peptidii znaéenych %8Ga (opét kontrola spravného pH a kvality znadeni
pfed aplikaci laboratornim zvifatim) byly nafedény 600 pl fyziologického roztoku.
Pripravené roztoky byly retroorbitalné aplikovany mysSim, jedna latka byla podana vzdy

Sesti laboratornim mysim. Aktivita jedné davky se pohybovala v rozmezi 3-5 MBq.

Po 30 minutach od podani latky byly tii laboratorni mysi uvedeny do anestezie a usmrceny
prerusenim michy v oblasti kréni patefe, nasledné¢ jim byla z arteria carotis odebrana krev.

Mysi byly pfichyceny k podlozce a byly jim odebrany nésledujici organy: krev, slezina,
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slinivka, zaludek (manualné vyprazdnény), stieva, ledviny, jatra, srdce, plice, sval,
stehenni kost, u nadorovych zvifat byl navic odebran i nador. Jednotlivé organy byly
zvazeny a nasledné byla zmétena jejich radioaktivita pomoci automatického gama
pocitace. Zméteny byly i standardy podaného preparatu. Naméiena data byla vyhodnocena
jako procento podané davky na gram organu (%ID/g). Stejny postup byl proveden 90 min
p.i. u zbylych tii mysi.

Obr. ¢&. 19 Tlustracni znazornéni pracovni plochy pro zhotoveni preparati pro studii ex vivo
biodistribuce. Zprava se nachazi podlozka, na kterou je mozno mys lehce pfichytit a usnadnit tak
preparaci; scintilacni ldhve (1), které slouzi pro uchovani preparatti (organt) béhem meéteni na
gama pocitaci; nastroje k preparaci (skalpel, nlizky, pinzeta); sterilni jehly a injekéni stiikacky (2)

pro odbér krve mysi bezprostfedné po eutanazii; foto: Michaela Hola.
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3.2.6 Testovani degradace radiopeptidi in Vvivo stanovenim jejich

radiochemické ¢istoty v mo¢i

Laboratornim mysim, kterym byly podany testované ®8Ga-RGD-peptidy, byla 30 a 90
minut po podani testované latky odebrdna moc. Vzorky moci byly pfimo analyzovany
pomoci RP-HPLC stejnou metodikou jako v piedeslych kapitolach. Uéelem bylo zjistit
radiochemickou ¢istotu vylucovaného peptidu pro posouzeni miry jeho metabolizace

in vivo.

3.2.7 PET/CT zobrazovani biodistribuce radiofarmak

Vsechny experimenty byly provadény v souladu se zakonem 246/1992 Sb., se souhlasem
Ministerstva Skolstvi, mladeze a t€lovychovy (MSMT-18933/2013-1
a MSMT- 22421/2013-12) a se souhlasem Odborné komise na ochranu zvitat proti tyrani
Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Veskeré experimenty byly provadény
na mysich samicich kmene SCID (Anlab, Praha, Ceska Republika).

Laboratorni mysi byly podrobeny dvéma typim PET/CT skenovani. Nejprve byl proveden
dynamicky PET sken (ihned po aplikaci znaceného preparatu), ktery trval 90 min
(tj. 18 na sebe plynule navazujicich 5 minutovych PET akvizic). V jiny den byl na stejném
zviteti vykonan staticky PET sken 30 a 90 min p.i. (po podani) v délce 10 minut s plynule
navazujicim CT sniméanim (proud 400 pA, napéti 45 kV), které slouzilo k ziskani dat
pro budouci fuzi PET a CT obrazi. Pfed zahajenim skenovani se nastavil ptislusny offset,

tj. odsazeni lazka.

Skenovani zvifat probihalo pomoci programu Albira Acquirer a rekonstrukci vyslednych
dat zprosttedkoval program Albira Reconstructor. Pro samotné vyhodnoceni obrazu byl
pouzit program 7-MOD (r-MOD Technologies, Svycarsko), diky némuz byly
zpracovavany kinetické modely tak, Ze byly oznaceny jednotlivé VOI (objem zijmu,
angl. volume of interest). Program VolView (Kitware, USA) umoznil vytvotit 3D snimky

a 3D animace.

Data vyhodnocend programem n-MOD byla vyjadiena v procentech podané davky

na gram tkané (% id/g). Tato hodnota vychazi z niZe uvedeného vzorce, ktery zahrnuje
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objemovou aktivitu C [mCi/cm?®] daného VOI, objem VOI jako V [cm®] a hmotnost W [g]

tkan¢ vybraného VOI. Podana davka radioaktivity je oznacena Dinj [MCi].

v
% id/g = C*— x
? W Dy,

Prepocet mezi standardizovanou hodnotou vychytavani (SUV) a % id/g:

* 100

% id/g * W

SUV'=—%0

Télesnou hmotnost vyznacuje W[g]. Jednotkou SUV je kg/ml.

3.2.7.1 Dynamické PET skenovani

Byl ptipraven znaceny radiopeptid, ktery byl smichan se 100 ul 1,14 M acetatovym pufrem
a vysledny objem byl doplnén do 1 ml fyziologickym roztokem. Bylo zkontrolovano pH
roztoku (pH 6-7), byla pfipravena davka do sterilni injekéni stéikacky (100-150 pl),
zméiena radioaktivita davky (3-5 MBqQ) a aplikovana retroorbitaln&!* diive narkotizované

laboratorni mysi (PET sken byl provadén na tfech mysich zaroven).

V programu Albira Acquirer byly nastaveny parametry pro dynamicky sken (PET dynamic
scan 90 min - 18 frames, nastaveni offsetu 80 mm). My$ byla vlozena do lizkového
prostoru Albira micro-PET/CT/SPECT. Proti vysychani rohovky ji byla aplikovana mast
Ophtalmo-Azulen. Po celou dobu anestezie byl pritok kysliku pro inhalaci udrzovan mezi
1,5a 2 I/min a hladina isofluranu byla nastavena na 2 %. Po ukon¢eni akvizice obrazu byla
provedena rekonstrukce dat a analyza rozlozeni daného RGD peptidu v jednotlivych
organech laboratorni mysi. Toto skenovani bylo provedeno se vSemi zkoumanymi RGD
peptidy (®8Ga-DOTA-c(RGDfK), 8Ga-NODAGA-c(RGDyK),
8Ga-NODAGA-c(RGDyK)y,).

14 Retroorbitalni aplikace je rovnocenna alternativa k intraven6znimu podani do ocasni zily. Aplikace je provadéna do retroorbitalniho
sinu lokalizovaného za okem (Kim et al., 2011)
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Obr. ¢. 20 Luzkovy prostor Albira micro-PET/CT/SPECT. Ptivod anestetika (1), misto pro

ulozeni mysi (2); foto Michaela Hola.

3.2.7.2 Statické PET/CT skenovani

Byl ptipraven znaceny radiopeptid, ktery byl smichan se 100 ul 1,14 M acetatovym pufrem
a vysledny objem byl doplnén do 1 ml fyziologickym roztokem. Bylo zkontrolovano pH
roztoku (pH 6-7), byla pfipravena davka do sterilni injek¢éni stiikacky (100-150 ul),
zméfena radioaktivita davky (3-5 MBQ) a aplikovana retroorbitalné diive narkotizované
laboratorni mysi. My$ se kratce po aplikaci preparatu ulozena do chovné klece, kde se
spontanné probudila. 30 minut po aplikaci znac¢eného peptidu ji byla Setrné odebrana mo¢
pro HPLC analyzu. Mys byla uvedena do anestezie a vlozena do lizkového prostoru Albira
micro-PET/CT/SPECT. V programu Albira Acquirer byly nastaveny parametry pro
staticky sken (PET single 10 min, nastaveni offsetu 20 mm, CT bed good High dose/High
voltage 110 mm/30 min). Po ukonceni akvizice byla provedena rekonstrukce dat a analyza
rozlozeni daného ®8Ga-RGD peptidu Vv jednotlivych organech laboratorni mysi. Stejny
postup byl proveden i v ¢ase 90 min p. i.. Toto statické skenovani bylo provedeno se v§emi
RGD peptidy (NODAGA-c(RGDyK)., NODAGA-c(RGDyK), DOTA-c(RGDfk)).
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Ophtalmo—Ajden

Obr. ¢. 20 Schéma zatizeni pro inhala¢ni anestezii. Je sloZeno z boxu (1), kde dochazi k uvodni
anestezii zvitete, pracovni plochy pro aplikaci latek, vystupniho filtru pohlcujiciho nespottebovany
isofluoran (2), regulatoru pritoku kysliku (3), odpafovace isofluranu s regulatorem jeho
koncentrace (4) a regulatoru vystupu anestetika do boxu ¢i PET/CT systému (5);
foto: Michaela Hola.

3.2.8 Eutanazie zvirat

Eutanazie nenddorovych i nddorovych mysi byla provedena vzdy az po skonceni vSech
pokust, tzn. po experimentech na PET/CT. V piipadé sekéni metody byly mysi v celkové
anestezii usmrceny béhem experimentu. Utracené laboratorni mysi byly nasledné umistény
do skladu s radioaktivnim odpadem na dobu nezbytnou pro pokles Grovné radioaktivity

pod stanovenou mez.

Experimenty byly provadény v souladu se vSemi pravnimi normami pro praci s
laboratornimi zvifaty (Zakon na ochranu zvitat proti tyrani ¢. 246/1992 Sb.) platnymi v
Ceské Republice a s vnitinimi predpisy Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v

Olomouci.
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4 VYSLEDKY

4.1 Znaleni peptida *Ga
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Mnozstvi DOTA-c(RGDfK)

Graf & 1 Znadeni ®8Ga-DOTA-c(RGDfK) galliem-68 za riiznych reakénich podminek:
Radiochemicka ¢istota oznadenych vzorkl ®8Ga-DOTA-c(RGDfK) v zavislosti na délce
inkubace peptidu s radioizotopem a mnozstvi peptidu. Data jsou ve formé praméru

s vyznacenymi smérodatnymi odchylkami (n=3).
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Graf & 2 Znaceni ®Ga-NODAGA-c(RGDyK) galliem-68 za riiznych reakénich podminek:
Radiochemicka &istota oznagenych vzorki ®8Ga-NODAGA-c(RGDyK) v zavislosti na
délce inkubace peptidu s radioizotopem a mnozstvi peptidu. Data jsou ve formé priméru

s vyznacenymi smérodatnymi odchylkami (n=3).
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Graf ¢&. 3 Znaceni NODAGA-c(RGDyK); galliem-68 za riznych reakénich podminek:
Radiochemicka ¢istota oznagenych vzorki 8Ga-NODAGA-c(RGDyK), v zavislosti na délce
inkubace peptidu s radioizotopem a mnozstvi peptidu. Data jsou ve formé priméru s vyznacenymi

smérodatnymi odchylkami (n=3).

58



1-2423

2-8373

min

0.0 10 20 30 40 50 6.0 70 8.0 90 100 1.0 120 13.0 140 15.0

Graf. ¢. 4 Tlustra¢ni adiogram vyjadiujici nezdafilé radiochemické znaéeni NODAGA-c(RGDyK):
izotopem %Ga. Prvni pik zndzorfiuje 93 % volného radioizotopu gallium-68; druhy pik vymezuje
7 % komplexu ®8Ga-NODAGA-c(RGDyK).; detekce byla provedena pomoci radiodetektoru na

HPLC; tento obrazek slouzi pro doplnéni informaci obsazenych v diskuzi.
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4.2  Testy stability

Tabulka & 10 Vysledky in vitro testovani ®8Ga-DOTA-c(RGDfK) s vyznaéenymi
smérodatnymi odchylkami + SD; uvedena data jsou radiochemické Cistoty preparatu po
inkubaci v prislusnych prostiedich; data jsouve form¢ pruméru s vyznacenymi
smérodatnymi odchylkami (n=3).

Doba inkubace Stabilitav 0,1 Stabilita v Stabilita po

Log P£SD . o 6mM DTPA zvySeni pH
(min) M FeCls (%) (%) (%)

30 min 97,04+1,24 99,39+0,43 99,60+0,23

-3,429+0,109 60 min 96,76+1,21 99,39+0,54 99,51+0,13

120 min 95,83+1,04 99,06+0,57 99,49+0,20

Tabulka & 11 Vysledky in vitro testovani %Ga-NODAGA-c(RGDyK) s vyznacenymi
smérodatnymi odchylkami + SD; uvedena data jsou radiochemické Cistoty preparatu po inkubaci
v pfisluSnych prostfedich; data jsou ve formé priiméru s vyznacenymi smérodatnymi odchylkami
(n=3).

Stabilita v

Doba inkubace Stabilitav 0,1 Stabilita po

Log P+ 5D (min) M FeCls (%) 6m'\?(£)T PA Jvyteni pH (%)
30 min 99,24+0,44 99,65+0,07 99,82+0,05
-3,047+0,624 60 min 98,56+0,60 99,20+0,37 99,78+0,12
120 min 98,94+0,42 99,23+0,32 99,72+0,22

Tabulka ¢& 12 Vysledky in vitro testovani %®Ga-NODAGA-c(RGDyK), s vyznalenymi
smérodatnymi odchylkami + SD; uvedena data jsou radiochemické Cistoty preparatu po inkubaci
v prislusnych prostfedich; data jsou ve formé primeéru s vyznacenymi smérodatnymi odchylkami
(n=3).

Doba inkubace Stabilitav 0,1 M Stabilita v Stabilita ve

Log P . o 6mM DTPA  fyziologickém
(min) FeCls (%0) (%) oH (%)
30 min 98,66+0,82 99,39+0,43 99,83+0,11
-3,341+0,131 60 min 99,22+0,19 99,39+0,54 99,74+0,18
120 min 99,17+0,18 99,06+0,57 99,62+0,21
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4.3 Stabilita v plazmatickém prostiedi a vazba na plazmatické proteiny

Tabulka & 13 Vysledky in vitro testovani Ga-DOTA-c(RGDfK). V tabulce je zobrazena stabilita
znageného proteinu v lidské plazmé (v podobé RCHC) a mira vazby na plazmatické proteiny
s vyznatenymi smérodatnymi odchylkami + SD; uvedena data jsou radiochemické Cistoty
preparatu po inkubaci v pfislusnych prostiedich; data jsou ve formé priméru s vyznacenymi

smérodatnymi odchylkami (n=3).

Doba inkubace (min) Stabilita v plazmatickém  Vazba na proteiny

prostiedi (%) (%)

0 min 99,48+0,13 191
30 min 99,23+0,18 2,39
60 min 99,14+0,19 2,65
120 min 98,81+0,33 3,29

Tabulka & 14 Vysledky in vitro testovani %Ga-NODAGA-c(RGDyK). V tabulce je zobrazena
stabilita znageného proteinu v lidské plazm& (v podobé RCHC) a mira vazby na plazmatické
proteiny s vyznacenymi smérodatnymi odchylkami + SD; uvedena data jsou radiochemické Cistoty
preparatu po inkubaci v pfisluSnych prostfedich; data jsou ve formé primeéru s vyznacenymi

smérodatnymi odchylkami (n=3).

Stabilita v
Doba inkubace (min) plazmatickém Vazba na proteiny (%)
prostiedi (%)
0 min 99,70+0,12 2,12
30 min 99,61+0,04 2,74
60 min 99,52+0,13 1,31
120 min 99,43+0,09 3,21
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Tabulka & 15 Vysledky in vitro testovani ®Ga-NODAGA-c(RGDyK),. V tabulce je zobrazena
stabilita znateného proteinu v lidské plazm& (v podobé RCHC) a mira vazby na plazmatické
proteiny s vyznacenymi smérodatnymi odchylkami + SD; uvedena data jsou radiochemické Cistoty
preparatu po inkubaci v pfislusnych prostfedich; data jsou ve formé priméru s vyznacenymi

smerodatnymi odchylkami (n=3).

. . Stabili.ta v Vazba na proteiny
Doba inkubace (min) plazn}’atlfkem (%)
prostredi (%)
0 min 99,68+0,22 2,20
30 min 99,51+0,17 1,74
60 min 99,31+0,11 1,89
120 min 99,02+0,33 3,40
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4.4 Studie ex vivo biodistribuce (sek¢éni metoda)

4.4.1 Biodistribuce ve zdravych mySich
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Graf & 5 Ex vivo biodistribuce ®Ga-DOTA-c(RGDfK) v jednotlivych organech zdravé laboratorni

mysi, 30 a 90 minut po aplikaci. Vynesena data jsou aritmetrické praméry s kladnou smérodatnou

odchylkou; aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnoté procenta podané davky radiopeptidu na g,
[%id/g]; n=3.
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Graf &. 6 Ex vivo biodistribuce ®®Ga-NODAGA-c(RGDyK) Vv jednotlivych organech zdravé
laboratorni mysi; 30 a 90 minut p.i.; radiofarmakum bylo podéano retroorbitalné s aktivitou 8,5
MBq; vynesena data jsou aritmetrické priméry s kladnou smérodatnou odchylkou; aktivita

radiofarmaka je uvedena v hodnoté procenta podané davky radiopeptidu na g, [%id/g]; n=3.
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Graf &. 7 Ex vivo biodistribuce ®®Ga-NODAGA-¢(RGDyK), v jednotlivych organech zdravé mysi;
30 a 90 minut p.i.; radiofarmakum bylo podano retroorbitalné s aktivitou 9,8 MB(Q; vynesena data
jsou aritmetrické priméry s kladnou smérodatnou odchylkou; aktivita radiofarmaka je uvedena v

hodnot¢ procenta podané davky radiopeptidu na g, [%id/g]; n=3.

64



4.4.2 Biodistribuce v mySich s nadorem
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Graf &. 8 Ex vivo biodistribuce ®Ga-DOTA-c(RGDfk) v jednotlivych organech, svalu a kosti
laboratorni mysi s nadorem (nadorova linie U-87 MG); 30 a 90 minut po aplikaci. Vynesena data
jsou aritmetrické praméry s kladnou smérodatnou odchylkou; aktivita radiofarmaka je uvedena v

hodnot¢ procenta podané davky radiopeptidu na g, [%id/g]; n=3.
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Graf & 9 Ex vivo biodistribuce %Ga-NODAGA-c(RGDyK) V jednotlivych organech, svalu a kosti
laboratorni mysi S nadorem (nadorova linie U-87 MG); 30 a 90 minut p.i.; radiofarmakum bylo
podano retroorbitalné s aktivitou 11,1 MBq Vynesena data jsou aritmetrické praméry s kladnou

smérodatnou odchylkou; aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnoté procenta podané davky

radiopeptidu na g, [%id/g]; n=3.
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Graf &. 10 Ex vivo biodistribuce ®¥Ga-NODAGA-c(RGDyK), v jednotlivych organech, svalu a
kosti laboratorni mysi S nadorem (nadorova linie U-87 MG); 30 a 90 minut p.i.; radiofarmakum
bylo podano retroorbitalné s aktivitou 10,3 MBqg Vynesena data jsou aritmetrické praméry s
kladnou 1 z&pornou smérodatnou odchylkou; aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnot€ procenta

podané davky radiopeptidu na g, [%id/g]; n=3.
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45 Testovani degradace radiopeptidi in vivo stanovenim jejich radiochemické

Cistoty v moci
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Graf. & 11 Radiochromatogram vyjadiujici in vivo stabilitu ®®Ga-DOTA-c(RGDfK). Horni kiivka
obsazena v grafu znazorfiuje kontrolu ¢istoty ®Ga-DOTA-c(RGDfK) pred jeho aplikaci zvifeti.
Stfedni kiivka znazorfiuje radiochemickou &istotu ®Ga-DOTA-c(RGDfK), ktera byla stanovena
z vyloucené mo¢i 30 min p.i. pomoci HPLC. Spodni kfivka znazornuje radiochemickou ¢istotu
8Ga-DOTA-c(RGDfK), ktera byla stanovena z vylou¢ené mo¢i 90 min p.i.; prvni pik ve viech

tfech zdznamech znazoriuje <1 % nenavazaného ®Ga; druhy pik predstavuje 99 % aktivity %8Ga

vazané na RGD peptid.
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Graf. & 12 Radiochromatogram vyjadiujici in vivo stabilitu ®Ga-NODAGA-c(RGDyK). Horni
kiivka obsazena v grafu znazortiuje kontrolu &istoty 8Ga-NODAGA-c(RGDyK) pied jeho aplikaci
zvifeti. Stfedni kiivka znazoriuje radiochemickou &istotu ®®Ga-NODAGA-c(RGDyK), ktera byla
stanovena z vyloucené moc¢i 30 min p.i. pomoci HPLC. Spodni kiivka znazoriiuje radiochemickou
Cistotu 8Ga-NODAGA-c(RGDyK), ktera byla stanovena z vylou¢ené moci 90 min p.i.; prvni pik
ve vech tiech zdznamech znazorfiuje <1 % nenavazaného ®Ga; druhy pik piedstavuje 99 %

aktivity %Ga vazané na RGD peptid.
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Graf. & 13 Radiochromatogram vyjadiujici in vivo stabilitu ®*Ga-NODAGA-c(RGDyK),. Horni
kiivka obsazena v grafu znazorfiuje kontrolu &istoty ®8Ga-NODAGA-c(RGDyK), pted jeho aplikaci
zvifeti. Stfedni kiivka znazoriiuje radiochemickou &istotu ®8Ga-NODAGA-c(RGDyK),, ktera byla
stanovena z vyloucené moci 30 min p.i. pomoci HPLC. Spodni kfivka znazoriiuje radiochemickou
Cistotu 8Ga-NODAGA-c(RGDyK),, ktera byla stanovena z vylou¢ené moéi 90 min p.i.; prvni pik
ve vech tiech zdznamech znazorfiuje <1 % nenavazaného ®Ga; druhy pik piedstavuje 99 %

aktivity %Ga vazané na RGD peptid.
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4.6 Biodistribuce monitorovana pomoci PET

4.6.1 Kvantifikace dat ze statického PET skenovani nenadorovych zviiat
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Graf &. 14 Biodistribuce %Ga-DOTA-c(RGDfk) ve zdravé laboratorni mysi pfi statickém PET/CT
skenovani in vivo v ¢asech 30 a 90 minut p.i.; radiofarmakum bylo podano retroorbitalng; podana
aktivita ¢inila 5,1 MBq; data dopliiuji obr. €. 27; aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnoté

procenta podané davky radiopeptidu na g, [%id/g]; n=1.
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Graf & 15 Biodistribuce ®Ga-NODAGA-c(RGDyK) ve zdravé laboratorni mysi pii statickém
PET/CT skenovani in vivo v ¢asech 30 a 90 minut p.i. (n=1); radiofarmakum bylo podano
retroorbitalng; podana aktivita ¢inila 3,7 MBq; data dopliiuji obr ¢. 28; aktivita radiofarmaka je
uvedena v hodnoté procenta podané davky radiopeptidu na g, [%id/g]; n=1.
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Graf ¢&. 16 Biodistribuce ®Ga-NODAGA-c(RGDfK), ve zdravé laboratorni mysi pii statickém
PET/CT skenovani in vivo v ¢ase 30 a 90 minut p.i. (n=1); radiofarmakum bylo podano
retroorbitalné; podana aktivita ¢inila 3,5 MBq; data doplfiuji obr ¢. 29; aktivita radiofarmaka je

uvedena v hodnoté procenta podané davky radiopeptidu na g, [%id/g]; n=1.
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4.6.2 Kvantifikace dat ze statického PET skenovani nadorovych zviiat
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Graf & 17 Biodistribuce ®Ga-DOTA-c(RGDfK) v laboratorni mysi s nadorem (nadorova bunééna
linie U-87 MQG) pti statickém PET/CT skenovani in vivo v ¢asech 30 a 90 minut p.i.;
radiofarmakum bylo podano retroorbitalné; podana aktivita ¢inila 5,6 MBq; data dopliiuji
obr. €. 30; aktivita radiofarmaka je uvedend v hodnoté procenta podané davky radiopeptidu na g,

[%id/g]; n=1.
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Graf ¢& 18 Biodistribuce %Ga-NODAGA-c(RGDyK) v laboratorni mysi s nadorem (nadorova
bunééna linie U-87 MQ) pfi statickém PET/CT skenovani in vivo v ¢asech 30 a 90 minut p.i. (n=1);
radiofarmakum bylo podano retroorbitaln¢; podana aktivita Cinila 4,1 MBq; data dopliuji obr €. 31;

aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnoté procenta podané davky radiopeptidu na g, [%id/g];

n=1.
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Graf &. 19 Biodistribuce ®8Ga-NODAGA-c(RGDfk), v laboratorni mysi s nddorem (nddorova
bunécna linie U-87 MQG) pfi statickém PET/CT skenovani in vivo v ¢asech 30 a 90 minut p.i. (n=1)

b

radiofarmakum bylo podano retroorbitaln¢; podana aktivita Cinila 3,8 MBq; data dopliuji obr €. 32;

aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnoté procenta podané davky radiopeptidu na g, [%id/g];

n=1.
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4.6.3 Kvantifikace dat z dynamického PET skenovani nenadorovych zvirat
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Graf &. 20 Biodistribuéni data %Ga-DOTA-c(RGDfk) v jednotlivych organech laboratorni mysi

bez nadoru pii dynamickém PET skenovani. Vynesena data jsou aritmetrické prumeéry s kladnou

smérodatnou odchylkou. Cas se vztahuje k okamziku aplikace radiofarmaka, jehoZ aktivita &inila

13,6 MBgq; aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnoté procenta podané davky radiopeptidu na g,
[%id/g]; n=3.
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Graf & 21 Biodistribu¢ni data ®Ga-NODAGA-c(RGDyK) V jednotlivych organech laboratorni
myS$i bez naddoru pfi dynamickém PET skenovani. Vynesena data jsou aritmetrické primeéry s
kladnou smérodatnou odchylkou. Cas se vztahuje k okamziku aplikace radiofarmaka, jehoz aktivita
¢inila 8,7 MBgq; aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnoté procenta podané davky radiopeptidu na

g, [%id/g]; n=3.
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Graf & 22 Biodistribu¢ni data ®®Ga-NODAGA-c(RGDyK), V jednotlivych organech laboratorni
mys$i bez nadoru pii dynamickém PET skenovani. Vynesena data jsou aritmetrické pruméry s
kladnou smérodatnou odchylkou. Cas se vztahuje k okamziku aplikace radiofarmaka, jehoz aktivita
¢inila 7,2 MBgq; aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnoté procenta podané davky radiopeptidu na

g, [%id/g]; n=3.
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4.6.4 Kvantifikace dat ze dynamického PET skenovani nadorovych zviiat
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Graf & 23 Biodistribuéni data %Ga-DOTA-c(RGDfk) Vv jednotlivych organech laboratorni mysi
s nadorem pii dynamickém PET skenovani (nadorova linie U-87 MG). Vynesena data jsou

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

radiofarmaka, jehoz aktivita ¢inila 10,9 MBQ; aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnoté procenta

podané davky radiopeptidu na g, [%id/g]; n=3.
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Graf & 24 Biodistribuéni data $Ga-NODAGA-c(RGDyK) v jednotlivych organech laboratorni
mysi s nadorem pii dynamickém PET skenovani (nadorova linie U-87 MG). Vynesena data jsou
aritmetrické praméry s kladnou smérodatnou odchylkou. Cas se vztahuje k okamziku aplikace
radiofarmaka, jehoz aktivita ¢inila 9,3 MBq; aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnoté procenta

podané davky radiopeptidu na g, [%id/g]; n=3.
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Graf &. 25 Biodistribu¢ni data ®Ga-NODAGA-c(RGDyK), v jednotlivych organech laboratorni
mysi s nddorem pii dynamickém PET skenovani (nddorova linie U-87 MG). Vynesena data jsou
aritmetrické priméry s kladnou smérodatnou odchylkou. Cas se vztahuje k okamziku aplikace
radiofarmaka, jehoz aktivita ¢inila 9,3 MBq; aktivita radiofarmaka je uvedena v hodnoté procenta

podané davky radiopeptidu na g, [%id/g]; n=3.
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4.7.2 Dynamické skenovani - nadorova zvirata

Obr. &. 24 Biodistribuce ®Ga-DOTA-cyclo-(RGDfk)-acetatu v mysi snadorem (nddorovéa bunééna
linie U-87 MG) v programu PMOD; PET/CT snimek vychazi z dynamického skenovani v ¢ase 70
min p.i.; frontalni rovina. Radiofarmakum o aktivité¢ 10,9 MBq bylo podano retroorbitalné; fez
znazoriuje biodistribuci radiofarmaka v mist€ podani (modré Sipka), v nddoru (zluta Sipka),

ledvinach (zelena Sipka) a v mo¢ovém mechyti (Cervena Sipka) ; P-prava strana, L-leva strana.
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4.7.3 Statické zobrazeni 2D — normalni zvifata

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

Obr. & 27 Biodistribuce ®Ga-DOTA-c(RGDfk) ve zdravé laboratorni mysi v programu PMOD;
PET/CT sken in vivo; frontalni rovina. Radiofarmakum o aktivité 5,1 MBq bylo podano
retroorbitalné. V panevni oblasti je zvyraznéna aktivita kumulujici se v mocovém méchyfti
(vyznaCeno Cervenymi Sipkami). Pomérové je aktivita pti 90 min p.i. 3 x nizsi, nez pii 30 min p.i.

(viz graf €. 23). VétSina aktivity byla vyloucena rendlni cestou; n=1.
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Obr. &. 28 Biodistribuce ®®Ga-NODAGA-c(RGDyK) ve zdravé laboratorni mysi v programu
PMOD; PET/CT sken A- 30 min p.i.; B- 90 min p.i.; frontalni rovina. Radiofarmakum o aktivité

3,7 MBq bylo podano retroorbitalné. V panevni oblasti je zvyraznéna aktivita kumulujici se
v mocovém mechyti (vyznaceno Cervenymi Sipkami). Pomérové je aktivita pii 90 min p.i. 3 x nizsi,

nez pti 30 min p.i. (viz graf €. 17). VétSina aktivity byla vyloucena renalni cestou; n=1.

87



30 min p.i 90 min p.i.

Obr. & 29 Biodistribuce ®Ga-NODAGA-c(RGDyK); ve zdravé laboratorni mysi v programu
PMOD; PE/CT sken in vivo; frontalni rovina. Radiofarmakum o aktivité 3,5 MBq bylo podano
retroorbitalné. V panevni oblasti je zvyraznéna aktivita kumulujici se v mocovém méchyii
(vyznaceno ¢ervenymi Sipkami). Pomérové je aktivita pfi 90 min p.i. 5 X nizsi, nez pii 30 min p.i.

(viz graf €. 11). VétSina aktivity byla vylouCena renalni cestou; n=1.
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4.7.4 Statické zobrazeni 2D — nadorova zvirata

90 min p.i.

Obr. &. 30 Biodistribuce ®Ga-DOTA-c¢(RGDfk) v laboratorni mysi s nidorem bun&¢né linie
U-87 MG v programu PMOD; PET/CT sken in vivo; frontalni rovina. Radiofarmakum o aktivité
5,6 MBq bylo podano retroorbitalné. V hrudni oblasti napravo je zvyraznéna aktivita kumulujici se
v nadoru (Zluta Sipka); v bfisni oblasti jsou zvyraznény ledviny (obrys je rozosten kvili nizké
aktivité v renalni oblasti; zelena Sipka); V panevni oblasti je vyobrazen mo¢ovy méchyft (zde se
aktivita akumuluje nejvice; ¢ervena Sipka). Akumulace radiofarmaka v nadoru je v obou skenech
vysoka a detekovatelna. Pomérove je aktivita v mocovém méchyfti pfi 30 a 90 min p.i. stejna (viz

graf €. 24); n=1.
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30 min p.i : 90 min p.i.

Obr. &. 31 Biodistribuce %8Ga-NODAGA-c(RGDyK) v laboratorni mysi s nddorem bun&¢né linie
U-87 MG v programu PMOD:; frontalni rovina. Radiofarmakum o aktivit¢ 4,1 MBq bylo podano
retroorbitaln€. V hrudni oblasti napravo je zvyraznéna aktivita kumulujici se v nadoru (zluté Sipka);
Vv bfisni oblasti jsou zvyraznény ledviny (obrys je rozostien kvili nizké aktivit€ v renalni oblasti;
zelena Sipka); V panevni oblasti je vyobrazen mocovy méchyt (zde se aktivita akumuluje nejvice;
Cervena Sipka). Akumulace radiofarmaka v nadoru je v obou skenech vysoka a detekovatelna.
Pomérove je aktivita v mocovém méchyfti pti 90 min p.i. 3 x nizsi, nez pti 30 min p.i. (viz graf

¢. 18). Vétsina aktivity byla vyloucena renalni cestou po 30 min p.i; n=1.
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30 min p.i : 90 min p.l.

Obr. & 32 Biodistribuce ®Ga-NODAGA-c(RGDyK); v laboratorni mysi s nAdorem bun&né linie
U-87 MG v programu PMOD; frontalni rovina. Radiofarmakum o aktivité 3,8 MBq bylo podano
retroorbitalné. V hrudni oblasti napravo je zvyraznéna aktivita kumulujici se v nadoru (zluta Sipka);
Vv bfi$ni oblasti jsou zvyraznény ledviny (obrys je rozostfen kvili nizké aktivité v renalni oblasti;
zelena Sipka); V panevni oblasti je vyobrazen mocovy méchyt (zde se aktivita akumuluje nejvice,
dochazi k aktivnimu vylucovani radiofarmaka; ¢ervena Sipka). Akumulace radiofarmaka v nadoru
je v obou skenech vysoka a detekovatelna. Pomérové je aktivita v mocovém méchyii pii 90 min
p-i. 4 X nizsi, nez pti 30 min p.i. (viz graf ¢. 12). Vétsina aktivity byla vyloucena renalni cestou po

30 min p.i; n=1.
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4.8 Zobrazeni 3D modelu statického skenovani

Obr. & 33 PET/CT fazované 3D zobrazeni biodistribuce ®®Ga-DOTA-c(RGDfk) ve zdravé mysi -

A a mysi s nddorem (naddorova bunééna linie U-87 MG) - B; 30 min p.i.; misto podani (modra
Sipka), nador (Zluta Sipka), ledviny (zelena Sipka), moCovy méchyt (Cervena Sipka); mys je

natoCena zady vpted; P-prava strana, L-leva strana.
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Obr. & 34 PET/CT fazované 3D zobrazeni biodistribuce ®®Ga-NODAGA-c(RGDyK) ve zdravé

mysi-A a mysi s nadorem (nadorova bunééna linie U-87 MG)-B; 30 min p.i.; misto podani (modra
Sipka), nador (Zluté Sipka), ledviny (zelena Sipka), moCovy méchyi (Cervena Sipka); mys je

natoCena zady vpted; P-prava strana, L-leva strana.
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Obr. & 35 PET/CT fazované 3D zobrazeni bodistribuce ®®Ga-NODAGA-c(RGDyK); ve zdravé

mys$i-A a mysi s nadorem (nadorova bunééna linie U-87 MG)-B; 30 min p.i.; misto podani

(modra Sipka), nador (Zluta Sipka), ledviny (zelena Sipka), mocovy méchyt (Cervena Sipka); mys je

natoCena zady vpted; P-prava strana, L-leva strana.
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Tabulka ¢. 16 Hodnoty poméru nador/krev testovanych radiopeptidd; hodnoty vypocteny z ex vivo
studie; 30 a 90 min p.i.; vyznacené =SD; n=3.

30 min 90 min

(RGDyK), RGDyK RGDfK |(RGDyK), RGDyK  RGDfK

pomér
nador/krev

2,30<1,09 1,90+0,44 1,09+0,84|16,00+£0,09 24,33+0,22 14,77+0,05
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DISKUZE

v

Multiformni glioblastom se fadi mezi nejagresivnéjsi intrakranialni nadory. Jelikoz se
vyznacuje vysokou morbiditou a mortalitou, je jeho 1é¢ebnd progndza ve vétsSing€ piipada
fatalni. Pacienti se dozivaji v priméru maximalné 15ti mésict od zacatku terapie. Jedna se
o gliom IV. stupné a je povazovan za nejdestruktivnéjsi a letalni formu nadord CNS,
ponévadz je charakteristicky rozsahlou infiltraci do okolniho parenchymu mozku.
Vzhledem k tomu, Ze se multiformni glioblastom (GBM) 1i8i od jinych druhd tumort
invazivni difuzi do okolni tkdn€, neni mozné provést Uplné odstranéni nadoru béznou
chirurgickou metodou. Je nezbytné pouziti chemoterapie. AvSak terapeuticky ucinek
cytostatickych 1é¢iv je velice neuspokojivy. Existuje mnoho omezeni, jako jsou systémové
bariéfe (angl. brain-blood barrier, BBB) a hematoencefalické-nadorové bariéie (angl.
brain-blood tumor barrier, BBTB). BBB je velmi dulezitd pro udrzeni homeostazy
vnitiniho prostfedi mozku. Dédle je vétSin€ 1éCiv zabranéno v transportu do jadra nadoru
kvuli vysoké hustot¢ bunék ¢i zvySenému intersticialnimu tlaku. Tyto faktory také
vyznamné oVliviuji terapeutickou ucinnost podanych 1ékti. Proto jsou V klinické 1é¢bé
gliomu zadouci nova inovativni 1é¢iva, ktera usnadni transport 1éku pies BBB, BBTB a

infiltruji se do nadoru glioblastomu (Belhadj et al., 2017).

Pro efektivni PET/CT zobrazovani gliomil byly vyvinuty syntetické RGD peptidy, které se
selektivné vazou k povrchovym receptorim glioblastomu, integrinim ovf3 (Haubner et
al., 2014). Diky této vazb¢ je mozné nddor detekovat i v raném staddiu v nesnadné piistupné
mozkové tkani. Idealnim radioizotopem pro znaceni RGD peptidi je izotop gallium-68 s
polocasem premény 68 minut. Je to idealni izotop pro diagnostické tcely. Jeho piiprava je
snadno proveditelna diky komeréné dostupnému %Ge/%®Ga generatoru. Je také
kompatibilni s farmakokinetikou RGD peptidl. Diky jeho relativné rychlé radiochemické

pfeméné neni pro pacienta tak velkou radiacni zatézi.

Dijkgraaf et al. potvrdil, Ze struktura RGD peptidi vyznamné ovliviiuje vazbu na integrin
a in vivo biodistribuci. Multimerizace a cyklizace linearni formy RGD peptidu zlepsily
afinitni vlastnosti, farmakokinetiku a zvysily akumulaci peptidu v nadorovych bunkach.

Avsak tato zlepSeni maji i své stinné stranky, a to zvySeni akumulace zkoumanych latek 1 v
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necilovych organech, jako jsou ledviny a jatra (Dijkgraaf et al., 2011; Yoshimoto et al.,
2008).

Pro vygenerovani nadoru glioblastomu v mysich, byla zvifatim aplikovana na pravy bok
davka nadorové bunécné linie U-87 MG. Tato bunécna linie je velmi kvalitné popséna.
Jedna o velmi vyznamny model, zejména pro zkoumani angiogenze a antiangiogenni 16¢by
(Jacobs et al., 2011). Je tedy pouzivana pro studium multiformniho glioblastomu.
Vysledky akumulace cyklického pentapeptidu ¢(RGDyK) v modelovych bunéénych liniich
glioblastomu prokézaly, ze se tato radiofarmaka pfednostné vazi na buinky U-87 MG.
Vyzkum doktora Belhadj et al. prokézal, ze ¢(RGDyK) peptid ma vysokou vazebnou
afinitu k cilovému ligandu, integrinu avp3 (Belhadj et al., 2017).

Radioaktivné znacené cyklické RGD peptidy maji velky potencidl pro detekci nadort.
Zprostiedkuji jak neinvazivni vizualizaci nadorovych metastaz, tak i terapeutickou

odpoved'.

Proto byly pro tuto praci vybrany cyklické RGD peptidy a to konkrétné
DOTA-c(RGDfK), NODAGA-RGDc(RGDyK) a NODAGA-c(RGDyK)a.
Peptidy c¢(RGDyK). a ¢(RGDyK) byly modifikovany chelatorem NODAGA, jehoz vnitini
struktura je lépe uzplsobena pro vazbu radioizotopu %®Ga, nez je tomu u DOTA.
Chelator DOTA vykazuje vice jak 98 % radiochemickou c¢istotu po oznaceni izotopem
®8Ga s radiopeptidem, jak bylo prokazano ve vysledcich této prace. Na druhou stranu
stabilita chelata¢niho ¢inidla NODAGA byla 99 % po celou dobu in/ex vivo experiment.
NODAGA je charakteristicki svou vysokou hydrofilitou a ve vazb&é s®Ga i vyssi
zabrani zvySené¢ akumulaci radioaktivity v gastrointestindlnim traktu a Vv ledvinach
(Dummont et al., 2011; Oxboel et al., 2012). Dale se cyklické RGDyK 1i§i tim, Ze obsahuji
ve své aminosekvenci D-tyrozin, a ne D-fenylalanin, jak je tomu u RGDfK. Tato odli$nost
zapticinluje vysokou afinitu ¢(RGDfK) k plazmatickym proteiniim a tim retenci v krevnim
fecisti (Haubner et al., 2014). Dle Domnanich et al. je vyssi absorpce RGDfK
detekovatelna i v jatrech. Rozdilnost téchto peptida muze také mit vliv na farmakokinetiku

téchto peptidi. (Domnanich et al., 2016).
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Cilem této prace bylo studium tfi vySe zminénych RGD radiofarmak in vitro, stanoveni
jejich ex vivo/ in vivo biodistribuce a posouzeni jejich moznosti zobrazovani mozkového
nadoru multiformniho glioblastomu tvofeného bunécnou linii U-87-MG lokalizovaného

subkutanné.

Pro nasledné experimentalni prace bylo tfeba na pocatku stanovit, jak koncentrace
mnozstvi zna¢eného peptidu a jak dlouhy ¢as inkubace s galliem-68 je nejvhodnéjsi pro
docileni dostate¢né radiochemické Cistoty za pouziti co nejmensiho mnozstvi peptidu a
zaroven nejkrat$i inkubacni doby. Proto byly zvoleny tfi rtizna testovana mnozstvi RGD
peptida - 1, 5 a 10 pg a tii doby inkubace - 5, 10 a 15 minut. NODAGA modifikované
peptidy byly znaceny za pokojové teploty, pro Gspésny pribéh znaceni DOTA-c(RGDfK)
galliem-68 bylo potieba vyssi teploty a to 90 °C.

Bylo zjisténo, ze radiochemickou ¢istotu 99 % vykazuji radiopeptidy jiz po 10 minutach
inkubace s radioizotopem. Inkubace 15 minut by se také dala povazovat za vhodnou,
ovSem cilem tohoto testovani bylo zjistit nejkrat§i mozny €as inkubace. Tudiz pro dalsi
experimenty byla tato délka zavrzena. Pti kratsi tj. 5ti minutové inkubaci nebylo dosazeno
potiebné radiochemické Cistoty. Co se ty¢e mnozstvi znacenych RGD peptidi zavzatych
do reakce, radiochemickd cistota pfi znaCeni 1 pg peptidu nevykazovala dostate¢né
vysledky, jako dal§i testovana mnozstvi (5 pg, 10 pg). Dle publikaci by méla byt
minimalni vyhovujici radiochemicka cistota >95 %, tudiZ by mohlo byt toto minimalni
mnozstvi peptidu (1 upg) piijatelné. Avsak 5 pg vykazovalo vyssi hodnoty RCHC
(viz grafy €. 1, 2, 3) (Decristoforo et al., 2008).

Proto bylo stanoveno jako nejvhodnéjsi mnozstvi peptida pro znaceni 5 ug. RGD peptidy
byly pfi znaceni radioizotopem gallium-68 inkubovany po dobu 10 minut. Tento cas byl
vybran jako nejvhodnéjsi - vyplyva z pokusu stanoveni radiochemické Cistoty u vSech
vybranych peptidi. Toto nastaveni znacici reakce bylo vybrano za tcelem naslednych

cvwr

mnozstvi peptidu inkubované co nejkratsi Cas.

Testovani in vitro bylo provedeno za ucelem potvrzeni stability vazby peptidl

s radiokovem ®8Ga zprosttedkovanou cheldtorem DOTA/NODAGA.
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Pro sledovani vazby radioizotopu ®Ga na chelata¢ni ¢inidlo byly provedeny testy stability
radiofarmaka v prostfedi s konkurenénim kationtem kovu, dale byla testovana stabilita

Vv prosttfedi s konkurencnim chelata¢nim ¢inidlem DPTA a v prostiedi s fyziologickym pH.

Testovani stability peptidii v prostiedi s kationtem kovu ma ovéfit, zda nedochézi
k transchelataci Fe** do chelataéniho hnizda na misto jiz obsazené Ga®*. Radiochemicka
Cistota dimeru i monomeru NODAGA-cRGDyK byla >98 % 120 min p. i. (tab. ¢. 11, 12).
U DOTA-cRGDfK byly hodnoty >95 % (tab. ¢. 10). Tyto vysledky potvrzuji, Ze u peptida

nedochazi k vyznamné transchelataci.

Inkubace v roztoku s konkurenénim chelatorem DTPA (diethylentriaminpentaoctovou
kyselinou) testovala schopnost znacenych peptidi udrzet navazané gallium-68,
jakozto radioaktivni kov. Analyza radiochemické Cistoty na HPLC ukazala, ze vSechny tii
zkoumané peptidy jsou velmi stabilni 1 v pfitomnosti konkurenéniho chelatoru, jelikoz

hodnoty cistoty piekracovaly 99 %.

Ziskani ®®Ga z %8Ge/®®Ga generatoru dochdzi pomoci 0,1 M HCIl. Samotné znaceni RGD
peptidl probihé pfi upraveném pH po piidani acetatového pufru, jenz zvysSuje pH na 3-4.
Jelikoz se fyziologické pH krve pohybuje v rozmezi 7,36-7,44, je tieba otestovat stabilitu
RGD peptidii znaéenych %8Ga v alkali¢t&jsim pH nez ma reakéni smés béhem znadeni
galliem-68. Dle naméfenych vysledkti je patrné, ze stabilita RGD peptida zlstane
nezménéna 1 po aplikaci peptidu do prostfedi s pH zvySenym na fyziologickou hodnotu.
Vsechny testované peptidy vykazuji 99 % radiochemickou cistotu i po 120 minutach

inkubace (viz tab. ¢. 10, 11, 12).

Hydrofilita NODAGA-c(RGDyK)2, NODAGA-c(RGDyK), DOTA-c(RGDfK) znacenych
%8Ga byla zjisténa stanovenim rozdélovacich koeficientii oktanol/voda (log P). Hodnoty log
P testovanych peptida jsou -3,341+0,13; -3,047+0,62; -3,429+0,10. Dle Dijkgraaf et al.
jsou hodnoty <1 stanoveny jako hydrofilni. Hodnoty log P vSech RGD peptidu se
Vv publikacich pohybuji vrozmezi -4,70 az -3,50 bez ohledu na chelatacni c¢inidlo.
V piipadé, Ze jsou stanovené hodnoty log P >1, je latka urcena jako lipofilni. Hydrofilita je

pro diagnosticka radiofarmaka zadouci, a to pro jejich naslednou specifickou biodistribuci.

Déle bylo nutno otestovat stabilitu zkoumanych %Ga-RGD peptidii v lidské plazmé.
Zkoumané peptidy byly tedy inkubovany po dobu 0, 30, 60 a 120 minut v lidské plazmé.
NODAGA-cRGDyK peptidy i DOTA-cRGDfK peptid vykazovaly i po 120ti minutové

inkubaci s plazmou 99 % radiochemickou Cistotou (viz tab. 13, 14, 15). | Decristofoto et al.
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prokazali, ze tyto peptidy vykazuji vysokou stabilitu v plazmé a to 95 % po 120 minutach
inkubace (Decristofo et al., 2008).

Vysledky testovani vazby na plazmatické proteiny potvrdily, ze se vybrané RGD peptidy
na plazmatické proteiny pfili§ nevazi. NODAGA-c(RGDyK),, NODAGA-c(RGDyK),
DOTA-c(RGDfK) mély po 120 minutové inkubaci procento vazané frakce velice nizké a
pohybovalo se v rozmezi hodnot 3,20 - 3,40 %. Pti porovnani vysledki procentudlni vazby
na plazmatické proteiny této prace s vysledky bakalarské prace Dominiky Flasarové, ktera
se zabyvala totoznymi peptidy se shodnou koncentraci, ma oproti mym vysledkiim
Flasarova uvedenou hodnotu 542 % po 120 min inkubace v lidské plazmé
(Flasarova, 2016) Vzhledem Kk pfesnosti pouzité metody se daji vysledky této prace a

vysledky kolegyné FlaSarové povazovat za prakticky shodné.

Vysledky analyz vzorkti moc¢i odebranych laboratornim mysim 30 min p. i. a 90 min p. i.
mély odhalit, zda se testované peptidy v organismu metabolizuji. U latky
8Ga-NODAGA-c(RGDyK), nebyly sledovany vyrazné zmény retencnich &asti
(radiochromatogram aplikované latky vs. chromatogram moci odebrané v ¢ase 30 min p. i.
a 90 min p. i., viz graf ¢. 13). Reten¢ni ¢as radiopeptidu po oznaceni galliem-68 a pik
aktivity v moc¢i odebrané 30 min p.i. se shodovaly (8,3 min). U piku aktivity v moci
odebrané 90 min p.i. byl pozorovan posun reten¢niho ¢asu na 8,1 min. Tento rozdil je ale
zanedbatelny. Z naméfenych dat vyplyva, Ze se latka v téle nedegraduje a vylu€uje se moci
V nezménéna podobé, coz je vhodné pro jeji spravnou cilenou biodistribuci. Tento
vysledek je shodny s ®8Ga-NODAGA-c(RGDyK) monomerem (graf &. 12). Mizeme o ném
prohlasit, ze vtéle nedochazi k degradaci a tvorbé metaboliti. AvsSak testovani
radiochemické ¢&istoty ®8Ga-DOTA-RGDfK prokazalo, ze dochazi k mirnému sniZeni
radiochemické Cistoty testovaného vzorku moci. V moci odebrané v ¢ase 30 min p.i. je
detekovan pik volného radioizotopu %®Ga o velikosti 3 % zaznamenany ¢ase 2,5 minuty.
Tento pik se nadale v 90 min p.i. zvySuje na 5 %. Dle v této praci nepublikovanych
radiochromatogramil je mozno sledovat retenéni ¢as volného nenavazaného %8Ga pii
nezdafilém znaceni okolo 2,4 min (graf ¢. 4). Tento retencni Cas se prakticky shoduje
s ¢asem detekovanym 30 a 90 min p.i. na grafu €. 11. Tento udaj prokazuje, Ze dochazi
k uvoliiovani %8Ga z vazby s komplexem DOTA-c(RGDfK). Nizsi stabilita komplexu %8Ga-

DOTA muze vést k transchelaci gallia-68 na transferin. Na druhou stranu ve studiich in
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Vitro nebyly pozorovdny 74dné diikazy o nestabilité komplexu %®Ga-DOTA ¢&i jeho

vyznamné vazb¢ na plazmatické proteiny (Blois et al., 2011).

Data ziskana z ex Vivo biodistribu¢nich experimenti pln¢ korespondovala s vysledky
ziskanymi pomoci PET/CT zobrazovani. Z ex vivo biodistribu¢nich dat pro nenadorové
mysi dominovaly hodnoty akumulované radioaktivity v ledvinach i v zaludku, a to u vSech
testovanych peptidi. Aviak u monomeru %Ga-NODAGA-c(RGDyK) byla kumulace
radioaktivity v ledvindch podstatné¢ vyssi 90 min p.i. (graf ¢. 6) nez u dimeru, ktery
vykazoval vyssi hodnoty pf#i 30 min p.i. (graf &. 7). %8Ga-DOTA-c(RGDfK) vykazoval také
zvySené hodnoty akumulace v ledvinach nicméné byla naméfena vysoka kumulace

radioaktivity i v kosti (viz graf ¢. 20).

U ex vivo experimentl na nadorovych mysich bylo zjisténo, Ze hodnota akumulované
radioaktivity pro nador 30 min p.i. u ®Ga-NODAGA-c(RGDyK); je ptiblizné tikrat vyssi
nez u monomeru a RGDfK. Zvysujici se hodnota poméru radioaktivit v nadoru a v krvi v
Case vypovida o specifické kumulaci latky v cilové tkani. 30 min po aplikaci vykazuje
dimer RGDyK hodnoty 2,30+0,19, avSak 90 min p.i. byl pomér akumulace nador/krev jiz
16,00+£0,09. Jedna se o hodnotu, ktera se da ptirovnat k vysledkim Oxboel et al.. Jejich
hodnoty vykazuji 12,7+2,31 pro pomér nador/krev 60 min p.i. (Oxboel et al., 2012).
Monomer vykazoval hodnoty 30 min p.i. 1,90+0,44, ale 90 min p.i. se pomér zvysil na
24,33+0,22. Hodnoty 90 min p.i. u monomeru vykazovaly optimalni vysledky z pohledu
kumulace v nadoru. Radiofarmaka %3Ga-NODAGA-c(RGDyK) monomer i dimer jsou tedy

vhodna pro zobrazovani nadoru glioblastomu.

Pomér akumulace nador/krev %8Ga-DOTA-c RGDfK byl 30 min p.i. 1,09+0,44, nasledng
v ¢ase 90 min p.i. byla naméfena hodnota 14,77+0,05 (viz tab. & 15). Testovani ®Ga-
DOTA-c(RGDfk) provedl také Murkherjee et al. na laboratornich mysich kmene balb.
Aplikace ovSem nebyla provedena retroorbitalnég, ale radiofarmakum bylo aplikovano do
ocasni zily. Nasledn¢ bylo zjiSténo, Ze tento peptid vykazuje pomér nador/krev 3,26 (60
min p.i.), coZz jsou pomérn¢ niz§i hodnoty, nez které byly naméfeny v této praci

(Dle Murkherjee et al., 2013).

Tato data potvrzuji informace z PET/CT. Dimer i monomer RGDyK se v nadoru kumuluji

ve velkém mnozstvi (obr. ¢. 34, 35). Diky témto vysledkim je umoznéna snadna
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identifikace nddoru na PET snimcich. Nybrz u ®8Ga-DOTA(cRGDfK) nelze nador na PET

snimcich lehce vizualizovat kviili jeho nizké retenci v nadoru (obr. ¢. 33).

Dulezitou ¢asti této prace bylo testovani in vivo biodistribuce vybranych peptida
znadenych ®8Ga ve zdravych laboratornich mysich kmene SCID i v laboratornich mysich
totozného kmene nesoucich nador bunécné linie U-87-MG pomoci pozitronové emisni
tomografic spojené s poéitatovou tomografii (PET/CT). U latky %8Ga-NODAGA-
¢(RGDyK)2 aplikované zdravym mySim byla in Vvivo pozorovana vyrazna retence
radiofarmaka v ledvinach (obr. ¢. 22). Dale se radiofarmakum pomérné rychle vyluc¢ovalo
do mocového méchyfe. VétSina organd (slinivka, Zaludek, stfeva, srdce) vykazovala
stabilni retenci aktivity aZ na slezinu a plice. Pfi statickém PET/CT skenu lze pozorovat
p.i. zobrazuje jiz méné kumulace radioaktivity (viz obrazek ¢. 29). Timto zptusobem lze

prokazat, ze se dimer z téla vylucuje pomérné rychle.

Vysledky biodistribuce testovanych latek v  nadorovych mySich ukazaly,
7e 8Ga-NODAGA-c(RGDyK), se vyrazné kumuloval v nadoru. Jiz 30 min p.i. lze
detekovat relativné¢ vysokou aktivitu radiofarmaka v nddoru. Na obrazku dynamického
skenu ¢. 26 je viditelné, ze se akumulace v nadorové tkani exponencialné zvySuje. Avsak
Vv 75. minuté p.i. vystupni signdl mirn¢ slabne. Idealni doba pro vySetieni prostfednictvim

tohoto radiofarmaka tedy bude 30-65 min p.i.

Akumulace radioaktivity vtéle po podani monomeru cRGDyK byla detekovana
V nejveétsim mnozstvi v ledvinach. Ale navic byla v ¢asech 30 i 90 min p.i. po podani latky
odhalena kumulace radioaktivity v gastrointestinalnim traktu. Avsak pribéh biodistribuce
pozorovany béhem dynamického skenovani je shodny s pribéhem bé&hem skenovani
8Ga-NODAGA-c(RGDyK),. Dochézi k retenci radiofarmaka v ledvinach, pfes néz se
latka pomérné rychle vyluGovala do mocového méchyie (graf ¢. 21). Akumulace
radioaktivity byla ov§em detekovana i v mistd podani 30 min p.i. (obr. & 34). Cast
radiofarmaka se nahromadila v mist¢ aplikace. Avsak podle obrazku ¢ 22 mizeme sledovat

dynamicky pokles radioaktivity v misté podani.
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8Ga-DOTA-c(RGDfK) vykazoval pomérné shodné hodnoty jaké byly naméfeny u peptidi
RGDyK. Statickym skenovanim tohoto radiofarmaka pomoci PET/CT byla v ¢ase 30 min
p.i. detekovana vysoka akumulace radioaktivity v ledvinach. Pti statickém skenovani doslo
v ¢ase 90 min p.i. k vyraznému poklesu radioaktivity v ledvinach (viz obr. ¢. 30). Oxboel
et al. testoval in vivo biodistribuci RGDfK na laboratornich mysich s nadorem bunécné
linie U-87 MG a prokazal, ze dochazi k vyluovani tohoto radiofarmaka pievazné renalni
cestou. Také bylo prokazano, ze se RGDfK projevuji rychlou clearance (Oxboel et al.,

2011). Z této informace vychazi, ze staticky sken podal nepiesné vysledky.

Také akumulace v moCovém méchyfi se logicky s casem zvySuje. Biodistribuce RGD
peptidi v organech modelové mysSi byla viceméné rovnomérnd. Odlisné hodnoty
vykazovala pouze jatra, ve kterych byla akumulace DOTA-RGD peptidu zvysena (viz graf
¢. 20, 21). Fenylalanin obsazeny ve struktuie RGDfK negativné ovliviiuje farmakokinetiku
radioaktivné znaceného peptidu tim, Ze prodluzuje biologicky polocas tohoto peptidu a

nasledné zapficinuje jeho hromadéni v jatrech. Tuto informaci potvrdil ve své publikaci i

Domnanich et al. (Domnanich et al., 2016).

Vysledky zobrazovani biodistribuce testovanych latek v nadorovych mysich ukazaly, ze se
8Ga-NODAGA-c(RGDyK) dimer i monomer vyrazné kumuluji v nadoru, coz je zfeteln&
viditelné na obrazcich 34, 35. 8Ga-DOTA-c(RGDfK) se také jasné kumuluje v nadoru,
avSak jeho signal je slab$i, neZz tomu je u RGDyK (viz obr. ¢. 33). Slaba aktivita
radiofarmaka %Ga-DOTA-c(RGDfK) v nadoru je detekovana i na obr. & 24. Tento
nezdafily snimek zobrazuje biodistribuci c(RGDfK) v ¢ase 75 min p.i.. Kviili slabé aktivité
vV nddoru bylo nutno signal sotwarové zesilit, aby bylo moZno demonstrovat kumulaci

radiofarmaka v nadoru.

Oxboel et al. ve své studii popsal, ze dochazi k vyrazn&jsimu poklesu radioaktivity
8Ga-NODAGA-c(RGDyK) v ledvinach, stievé a jatrech v ¢asech od 1 do 18 hodiny p.i.
(2,2/0,5; 1,6/0,4 a 1,1/0,4 % ID/g) nez u ®Ga-NODAGA-c(RGDfK) ve stejnych Easovych
intervalech (2,2/1,6; 2,1/1,3; 1,7/1,0 % ID/g). Pti pohledu na renalni retenci jednotlivych
radiofarmak se zda byt komplex c(RGDyK) vhodnéjsi nez c(RGDfK) (Oxboel et al.,
2012).

Pokud jde o stabilitu vSech téchto zkoumanych RGD peptidu, bylo dle sledovani stability
peptidu v mo¢i potvrzeno, ze jsou stabilni in vivo po intravenozni aplikaci. Tyto

radiopeptidy se nasledné pomalu metabolizuji na hydrofilni metabolity. Priumérné
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procentualni zastoupeni téchto metabolitii se v krvi po 120 min pohybuje v rozmezi od 4-

25 %. Tuto tezi potvrdil Laitinen et al., 2013.

NODAGA-c(RGDyK) a DOTA-c(RGDfK) jsou monomery, tedy obsahuji pouze jednu
sekvenci RGD. Ocekéavalo se tedy, ze jejich akumulace v nadoru bude o néco nizsi oproti
dimeru, coz se potvrdilo. Dle provedenych studii nebyl zjistén vyrazny rozdil v akumulaci
mezi NODAGA-c(RGDyK) a DOTA-c¢(RGDfK), jelikoz nahrazeni chelatoru DOTA za
NODAGA nema vyznamny Vliv na afinitu nebo specifitu vlastniho peptidu (Dijkgraaf et
al., 2013; Oxboel et al., 2014). Vysledky ex vivo biodistribuce jsou slibné u vsech
testovanych peptidi.

Pii porovnani vysledkt in vivo a ex vivo biodistribu¢nich dat v ledvinach a nadoru bylo
zjisténo, ze hodnoty vykazuji vyssi akumulaci radiopeptidu zjisténou ex vivo biodistribuci

nez pii testovani in vivo.

Zavérem této diskuze bych chtéla upozornit na to, Ze data k degradaci peptidl a tvorby
jejich metabolit v téle laboratorni mysi ziskand z moc¢i jsou unikatni, nebot’ nejsou
doposud v literatuie dostupna. Také komplexni srovnani téchto tif peptidi znacenych ®%Ga

prozatim nebylo uvedeno v Zadné dostupné publikaci.
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ZAVER

V ramci této diplomové prace jsem se zabyvala preklinickym testovanim stability %8Ga
znacenych peptidi NODAGA-c(RGDyK),, NODAGA-c(RGDyK) a DOTA-c(RGDfK),
jakozto potenciondlnich radiofarmak pro efektivngjsi diagnostiku multiformniho
glioblastomu za pomoci pozitronové emisni tomografie. Peptidy byly podrobeny
testovanim stability nejen in vitro, ale také in vivo. A vhlavni fad¢ byla tato prace
zamé&fena na studii ex/in vivo biodistribuce téchto peptidi pomoci zobrazovaci metody

PET/CT.

Vsechna tii testovana radiofarmaka vykazovala in vitro stabilitu. Nicméné c(RGDyK)
derivaty se jevily jako mnohem stabilnéjsi nez c(RGDfK), coZz bylo prokazéno
z rozdilnych hodnoty ziskanych in vivo. Peptidy ®3Ga-NODAGA-c(RGDyK),, %Ga-
NODAGA-c(RGDyK) se kumulovaly v nadoru v mnohem vét$i mife, nez tomu bylo u
8Ga-DOTA-c(RGDfK). Avsak retence v ledvinach byla u viech vyse zminénych peptidd
totoznd. c¢(RGDfK) derivat se vSak vyznaCoval detekovatelnou akumulaci v dalSim

necilovém organu, a to v jatrech.

Znaéné vysokou kumulaci v nadoru se projevoval monomer c(RGDyK), jelikoz pomér
akumulace nador/krev pro tento peptid vykazoval hodnoty 24,334+0,22. Ze vSech
testovanych radiofarmak se jednd o nejvySs$i dosaZenou hodnotu poméru akumulace
nador/krev. Diky zvySené akumulaci radioaktivity v nadorové tkani umoziovaly ®Ga-
NODAGA-c(RGDyK) derivaty jasné zobrazeni nadoru pomoci pozitronové emisni

tomografie.

Podle ziskanych dat Ize pokladat derivaty ®Ga-NODAGA-c(RGDyK) za dalsi z fady
moznych kandidatd perspektivnich radiofarmak pro diagnostiku multiformniho

glioblastomu v klinické praxi.

105



SEZNAM POUZITE LITERATURY

AHRONIAN, L.; LEWIS, B.: Using the RCAS-TVA System to Model Human Cancer in
Mice. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 2014, vol. 2, s. 1128-1135.

AL-NAHHAS, A.; WIN, Z.; SZYSZKO, T.; SINGH, A.; NANNI, C.; FANTI, S;
RUBELLO, D.: Gallium-68 PET: A New Frontier in Receptor Cancer Imaging. Anticancer
research. 2007, vol. 27, s. 4087-4094.

ALAVI, J. B.; ALAVI, A.; CHAWLUK, J.; KUSHNER, M.; POWE, J.; HICKEY, W.,;
REIVICH, M.: Positron emission tomography in patients with glioma a predictor of
prognosis. 1988, vol. 62, s. 1074-1078.

ALEXANDRU-ABRAMS, D.; JADUS, M.; HSU, F.; STATHOPOULOS A.; BOTA, D.:
Therapeutic Targeting of Malignant Glioma. Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry.
2014, vol. 14, s. 1075-1084.

ALLEN, M.; BJERKE, M.; EDLUND, H.; NELANDER, S.; WESTERMARK, B.: Origin
of the UB7MG glioma cell line: Good news and bad news. Science Translational Medicine.
2016, vol. 8, s.

APPEL, E.; ROWLAND, M.; LOH, X.; HEYWOOD, R.; WATTS, C.; SCHERMAN, O.:
Enhanced stability and activity of temozolomide in primary glioblastoma multiforme cells
with cucurbit[n]uril. Chemical Communication. 2012, vol. 48, s. 9843-9845.

ATCC. U-87 MG. [Online] 2014. [Citace: 7. 9. 2016]. Dostupné na URL:
atcc.org/~/media/5037A09C51B742988E2534FBEASEIC60.ashx

BACH, H. T.; CLAYTOR, T. N.; HUNTER, J. F.; OLIVAS, E. R.; KELSEY, C. T;
ENGLE, J. W.; CONNORS, M. A.; NORTIER, F. M.; RUNDE, W. H.; MODDRELL, C;
LENZ, J. W.; JOHN, K. D.: Improving the survivability of Nb-encapsulated Ga targets for
the production of ®Ge. Nuclear Instruments and Methods in Physics Research B. 2013,
vol. 299, s. 32-41.

BANERJEE, S.; POMPER, M. G.; Clinical applications of gallium-68. Applied Radiation
and Isotopes. 2013, vol. 76, s. 2-13.

BELHADJ, Z.; YINGA, M.; CAOA, X.; HUA, X.; ZHANC, C.; WEIA, X.; GAOA, J,
WANGA, X.; YAND, Z.; LU, W.: Design of Y-shaped targeting material for liposome-

106



based multifunctional glioblastoma-targeted drug delivery. Journal of Controlled Release.
2017, vol. 255, s.132-141.

BLOM, E.; VELIKYAN, |.; ESTRADA, S.; HALL, H.; MUHAMMAD, T.; DING, C;
NAIR, M.; LANGSTROM, B.: ®Ga-Labeling of RGD peptides and biodistribution.
International Journal of Clinical and Experimental Medicine. 2012, vol. 5, s. 165-172.

BOSMA, MJ.; CARROLL, AM.: The SCID mouse mutant: definition, characterization,

and potential uses. Annu Review Immunology. 1991, vol. 9, s. 323-350.

BREEMAN, W.; DE BLOIS, E.; CHAN, H.; KONIUNENBERG, M.; KWEKKEBOOM,
D.; KRENNING, E.: %®Ga-labeled DOTA Peptides and ®8Ga-labeled Radiopharmaceuticals
for Positron Emission Tomography: Current Status of Research, Clinical Applications, and

Future Perspectives. Seminars in Nuclear Medicine. 2011, vol. 41, s. 314-321.

BRUCE, J.; KENNEDY, B.; TALAVERA, F.; HARRIS, J.; SHEPARD, R.: Glioblastoma
Multiforme. [Online] 2015. [Citace: 26. 4. 2016]. Dostupné na URL:

emedicine.medscape.com/article/283252-overview.

CAQ, J.; WAN, S.; TIAN, J.; LI, S.; DENG, D.; QIAN, Z.; GU, Y.: Fast clearing RGD-
based near-infrared fluorescent probes for in vivo tumor diagnosis. Contrast Media
Molecular Imaging. 2012, vol. 7, s. 390-402.

CAl, H.; CONTI, P.: RGD-based PET tracers for imaging receptor integrin oyfs expression.
Labelled of Compounds and Radiopharmaceuticals. 2013, vol. 56, s. 264-279.

CANDOLFI, M.; CURTIN, J. F.; NICHOLS, W. S.; Intracranial glioblastoma models in
preclinicalneuro-oncology: neuropathological characterization and tumor

progression.Journal of Neuro- Oncology. 2007, vol. 85, s. 133-148.

CARRASCO, J.; GlIZZIl, M.; PAIRET, G.; LANNOY, V.; EYNDE, M.: Pathological
responses after angiogenesis or EGFR inhibitors in metastatic colorectal cancer depend on
the chemotherapy backbone. British Journal of Cancer. 2015, vol. 113, s. 1298-1304.

CLARK, J. M.; HOMER, N.; O'CONNOR, B.; CHEN, Z.; ESKIN, A.; LEE, H,;
MERRIMAN, B.; NELSON, S.: U87MG Decoded: The Genomic Sequence of a
Cytogenetically Aberrant Human Cancer Cell Line. PLOS Genetics. 2010, vol. 6, s. 16.

107



CNS Pathology Index: Neoplas ms. In: The Internet Pathology Laboratory for Medical
Education. [Online] 2012. [Citace: 25. 5. 2016]. Dostupné na URL:
library.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS136.html.

CONSTANT, S.; HUANG, S.; WISZNIEWSKI, L.; MAS, CH.: Drug Discovery. Rijeka:
InTech, 2013. kap. 15.

DASH, A.; KNAPP, R.; MRA, P.: Industrial radionuclide generators: A potential step
towards accelerating radiotracer investigations in industry. RSC Advances. 2013, vol. 3, s.
14890-14909.

DECRISTOFORO, C.; GONZALEZ, H.; CARLSEN, J.; RUPPRICH, M.; HUISMAN,
M.; VIRGOLINI, I.; WESTER H. J.; HAUBNER, R.: ®Ga-and '!In-labelled DOTA-RGD
peptides for imaging of avP3 integrin expression. European journal of nuclear medicine

and molecular imaging. 2008, vol. 35, s. 1507-1515.

DIJKGRAAF, A.; TERRYB, S.; McBRIDE, W.; GOLDENGERG, D.; LAVERMAN, P.;
FRANSSEN, P.; OYEN W.; BOERMAN, O.: Imaging integrin alpha-v-beta-3 expression
in tumors with an ‘8F-labeled dimeric RGD peptide. Contrast Media Molecular Imaging.
2013, vol. 8, s. 238-245.

DOMNANICH, K. A.; MULLER, C.; FARKAS, R.; SCHMID, R. M.; PONSARD, B;
SCHIBLI, R.; TURLER, A.; VAN DER MEULEN, N.: #Sc for labeling of DOTA- and
NODAGA-functionalized peptides: preclinical in vitro and in vivo investigations.
EJNMMI Radiopharmacy and Chemistry. 2016, vol. 1, s. 1-19.

DUMONT, R. A.; DEININGER, F.; HAUBNER, R.; MAECKE, H. R.; WEBER, W. A;;
FANI, M.: Novel ®Cu- and ®Ga-Labeled RGD Conjugates Show Improved PET Imaging
of avp3 Integrin Expression and Facile Radiosynthesis. Journal of Nuclear Medicine.
2011, vol. 52, s. 1276-1284.

ENWEREM, 1.; WANG, J.; LESZCZYNSKI, J.: In search of active RGD peptides:
Theoretical study of hydrogen bonding in five-member ring Cyclic-RGD isomers.
Computational and Theoretical Chemistry, 2012, vol. 998, s. 141-147.

EO, J. S.; JEONG, J. M.: Angiogenesis Imaging Using ®Ga-RGD PET/CT: Therapeutic
Implications. Seminar Nuclear Medicine. 2016, vol. 46, s. 419-427.

108



FLASAROVA, D. Studium RGD peptidii znadenych galliem-68 jako potencialnich
diagnostickych PET tracert pro multiformni glioblastom. Olomouc, 2016. Bakalaiska

prace. Univerzita Palackého v Olomouci, Piirodovédecka fakulta.

GAERTNER, F. C.; KESSLER, H.; WESTER, H. J.; SCHWAIGER, M.; BEER, A. J.:
Radiolabelled RGD peptides for imaging and therapy. European Journal of Nuclear
Medicine and Molecular Imaging. 2012, vol. 39, s. 126-138.

GHOSH, S. C.; PINKSTON, K. L.; ROBINSON, H.; HARVEY, B. R.; WILGANOWSKI,
N.; GORE, K.; SEVICK-MURACA, E. M.; AZHDARINIA, A.: Comparison of DOTA
and NODAGA as chelators for (64)Cu-labeled immunoconjugates. Nucl Med Biol. 2015,
vol. 42, s. 177-83.

HAUBNER, R.; MASCHAUER, S.; PRANTE, O.: PET Radiopharmaceuticals for
Imaging Integrin Expression: Tracers in Clinical Studies and Recent Developments.
BioMed Research International. 2014, vol. 2014, s. 17.

HAUBNER, R.; FINKENSTEDT, A.; STEGMAYR, AC; RANGGER, C,;
DESCRISTOFORO, H.; ZOLLER, I.; VIRGOLINI, J.: [®*Ga]NODAGA-RGD - Metabolic
stability, biodistribution, and dosimetry data from patients with hepatocellular carcinoma and liver
cirrhosis. European Journal of Nuclear Medicine and Molecular Imaging. 2016, vol. 43, s
2005-2013.

HUSZTHY, P. C.; DAPHU, I.; NICLOU, S. P.; In vivo models of primary brain tumors:
pitfalls and perspectives. Neuro-Oncology. 2012, vol. 14, s. 979-993.

CHEN, H.; GANG, N.; WU, H.; CHEN, X.: Clinical Application of Radiolabeled RGD
Peptides for PET Imaging of Integrin avf3. Theranostics. 2016, vol. 6, s. 78-92.

CHERES, D. Methods in Enzymology; Integrins. San Diego, Elsevier Science Publishing
Co Inc, 2007. vol 426.

CHOI, H.; PHI, J. H.; PAENG, J. C,; KIM, S. K.; LEE, Y. S.; JEONG, J. M.: Imaging of
integrin ovp3 expression using ®8Ga-RGD positron emission tomography in pediatric
cerebral infarct. Molecular Imaging. 2013, vol. 12, s. 213-217.

ITO, M.; HIRAMATSU, H.; KOBAYASHI, K.; SUZUE, K.; KAWAHATA, M.; HIOKI,
K.; UEYAMA, Y., KOYANAGI, Y., SUGAMURA, K.; TSUJI, K.; HEIKE, T,

109


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4679356/

NAKAHATA, T.: NOD/SCID/gamma(c)(null) mouse: an excellent recipient mouse model
for engraftment of human cells. Blood. 2002, vol. 100, s. 3175-3182.

JACOBS, V.; VALDES, P.; HICKEY, W.; DE LEO, J.: Current review of in vivo GBM
rodent models: emphasis on the CNS-1 tumour mode. Asn Neuro Journal. 2011, vol. 3, s.
171-181.

KNETSCH, P.; PETRIK, M.; GRIESSINGER, CH.; RANGGER, CH.; FANI, M.;
KESENHEIMER, CH.; VON GUGGENBERG, E.; PILCHER, B.; VIRGOLINI, I
DECRISTOFO, C.; HAUBNER, R.: [®8Ga]-NODAGA-RGD for imaging avp3 integrin
expression. European Journal of Nuclear Medicine and Molecular Imaging. 2011, vol. 38,
s. 1303-1312.

KUMAR, C: Integrin avB3 as a Therapeutic Target for Blocking Tumor-Induced
Angiogenesis. Current Drug Targets. 2003, vol. 4, s. 123-131.

KUPKA, K.; KUBINYI, J.;: SAMAL, M.: Nuklearni medicina. Praha: P3K, 2007. s. 185.

LAZNICEK, M., KOMAREK, P.: Zaklady radiofarmacie. Praha: Karolinum, 1998. s. 27-
64.

LIU, Z.; WANG, F.; CHEN, X.. Integrin ovp3-Targeted Cancer Therapy. Drug
Development Research, 2008, vol. 69, s. 329-3309.

LOC'H, C.; MAZIERE, B.; COMAR, D.: A new generator for ionic gallium-68. Journal of
Nuclear Medicine, 1980, vol. 21, s. 171-173.

LOUREIRO, L.; PONTES, L.; CALLEGARO-FILHO, D.; KOCH, L.; WELTMAN, E.;
VICTOR, E; SANTOS, A.; BORGES, L.; SEGRETO, R.; MALHEIROS, S.: Waiting time
to radiotherapy as a prognostic factor for glioblastoma patients in a scenario of medical
disparities. Arq Neuropsiquiatr. 2015, vol. 73, s. 104-110.

MARTINIOVA, L.; DE PALATIS, L.; ETCHEBEHERE, E.; RAVIZZIN, G.: Gallium-68
in Medical Imaging. Current Radiopharmaceuticals. 2016, vol. 9, s. 187-207.

McNEILL, R.; VITUCCI, M.; WU, J.; MILLER, C.: Contemporary murine models in

preclinical astrocytoma drug development. Neuro-Oncology. 2015, vol. 17, s. 12-28.

MUKHERJEE, A.; KORDE, A.; CHAKRABORTY, S.; SARMA, H. D.; SAMUEL, S.; PILLAI,
R. A.: Preparation and Bioevaluation of DOTA-Cyclic RGD Peptide Dimer Labeled with %Ga.

110



International Journal of Medical, Health, Biomedical, Bioengineering and Pharmaceutical
Engineering. 2013, vol. 7, s. 248-250.

MURPHY, A.; RABKIN, S.: Current status of gene therapy for brain tumors. Translational
Research. 2013, vol. 161, s. 339-354.

NATIONAL CANCER INSTITUT: Adult Central Nervous System Tumors Treatment
(PDQ®)—Patient Version. [Online] 2016. [Citace: 4, 6. 2016].
Dostupné na URL: cancer.gov/types/brain/patient/adult-brain-treatment-pdg.

NG, K.; KIM, R.; KESARI, S.; CARTER, B., CHEN, C.: Genomic profiling of
glioblastoma: convergence of fundamental biologic tenets and novel insights. Jurnal
Neurooncol. 2012, vol. 107, s.1-12.

OLLINGER, J. M. a FESSLER, J.A.: Positron-Emission Tomography. IEEE Signal
Processing Magazine 1997, vol. 97, s. 43-55.

OXBOEL, J.; SCHIOETH-ESKESEN, C.; EL-ALI, H.; MADSEN, J.; KJAER, A: 64Cu-
NODAGA-c(RGDyK) Is a Promising New Angiogenesis PET Tracer: Correlation between
Tumor Uptake and Integrin aVB3 Expression in Human Neuroendocrine Tumor

Xenografts. International Journal of Molecular Imaging. 2012, vol 2012, s. 11.

OXBOEL, J.; Comparison of two new angiogenesis PET tracers %8Ga-NODAGA-E
[c(RGDyK)]. and ®*Cu-NODAGA-E [c(RGDyK)]; in vivo imaging studies in human
xenograft tumors. Nuclear medicine and biology. 2014, vol. 41, s. 259-267.

PerkinElmer, Inc. WIZARD? Automatic Gamma Counters. [Online] 2008. [Citace: 20. 2.
2016]. Dostupné na URL: cic.ugr.es/descargas/lar/PDF7.pdf.

PONTEN, J.; MACINTYRE, E. H.: Long-term culture of normal and neoplastic human
glia. Acta pathologica, microbiologica, et immunologica Scandinavica. 1968, vol. 74, s.
465-486.

PRICE, E. W.; ORVIG, CH.: Matching chelators to radiometals for radiopharmaceuticals.
The Royal Society of Chemistry. 2014, vol. 43, s. 260-290.

PURCHIARONI, F.; BEGINI, P.; MINNITI1, G.; GALLINA, S.; DELLE FAVE, G,
MARIGNANI, M.: Glioblastoma multiforme and hepatitis B:do the right thing(s).

European Review for Medical and Pharmacological Sciences. 2014, vol. 18, s. 3629-3631.

111



RAMIREZ, Y., WEATHERBEE, J.; WHEELHOUSE, R.: Glioblastoma Multiforme
Therapy and Mechanisms of Resistance. Pharmaceuticals. 2013, vol. 6, s. 1475-1506.

ROOSENBURG, S.; LAVERMAN, P.; JOOSTEN, L.; COOPER, S.; KOLENC-PEITL, P.
K.; FOSTER, J. M.; HUDSON, C.; LEYTON, J.; BURNET, J.; OYEN, W. J. G
BLOWER, P. J.; MATHER, S. J.; BOERMAN, O. C.; SOSABOWSKI, J. K.: PET and
SPECT Imaging of a Radiolabeled Minigastrin Analogue Conjugated with DOTA, NOTA,
and NODAGA and Labeled %Cu, %Ga and **In. Molecular Pharmaceutics. 2014, vol. 11,
S. 3930-3937.

Scottdalesupplyonline. High Detection Rate of Tumours using PET CT Scans in India.
[Online] 2017. [Citace: 21. 4. 2017]. Dostupné na URL: scottdalesupplyonline.com/high-

detection-rate-tumours-using-pet-ct-scans-india.htm.

SHI, J.; ZHOU, Y.; CHAKRABORTY, S.; KIM, Y. S,; JIA, B.; WANG, F.; LIU, S.:
Evaluation of '!In-labeled cyclic RGD peptides: effects of peptide and linker multiplicity
on their tumor uptake, excretion kinetics and metabolic stability. Theranostics. 2011, vol.
1, s. 322-340.

SLAMPA, P.; BURKON, P.; KOMINEK, L.: Glioblastom piehled 1é¢by [Online] 2010.
[Citace 4. 3. 2017]. Dostupné na URL: zdn.cz/clanek/postgradualni-medicina/glioblastom-
prehled-lecby-454084.

TEIXEIRA, V.; BLATTNER, S. M.; LI, M.; ANDERS, H-J.; COHEN, C. D,
EDENHOFER, I.; CALVARESI, N.; MERKLE, M.; PIA RASTALDI, M.: Functional
consequences of integrin-linked kinase activation in podocyte damage. Kidney
International. 2005, vol 67, s. 514-523.

The Carcinoid Cancer Foundation. First Northeastern Facility Offers Gallium-68
DOTATOC PET/CT Imaging for Carcinoid and Neuroendocrine Cancer Patients. [Online]
2015. [Citace: 20. 3. 2017]. Dostupné na URL: www.carcinoid.org/2015/02/09/first-
northeastern-facility-offers-gallium-68-dotatoc-petct-imaging-for-carcinoid-and-

neuroendocrine-cancer-patients.

VILLA, S.; BALANA, C.; COMAS, S.: Radiation and concomitant chemotherapy for

patients with glioblastoma multiforme. Chinese Journal of Cancer. 2014; vol. 33, s. 25-31.

VOGELSTEIN, B., SUR, S.; PRIVES, C.: p53: The Most Frequently Altered Gene in
Human Cancers. Nature Education. 2010, vol. 3, s. 6.

112



WANG, Fen, et al. The functions and applications of RGD in tumor therapy and tissue
engineering. International journal of molecular sciences. 2013, vol. 14, s. 13447-13462.

WANG, |.; PUC, J.; LI, J.; BRUCE, J.; CAIRNS, P.;: SIDRANSKY, D.; PARSONS, R.:
Somatic Mutations of PTEN in Glioblastoma Multiforme. Cancer Research. 1997, vol. 57,
s. 4183-4186.

WU, 2005

XIONG, J-P.; STEHLE, T.; ZHANG, R.; JOACHIMIAK, A.; FRECH, M.; GOODMAN,
S.; ARNAOUT, M.: Crystal Structure of the Extracellular Segment of Integrin avf3 in
Complex with an Arg-Gly-Asp Ligand. Science. 2002, vol. 296, s. 151-155.

YOSHIMOTO, M.; OGAWA, K.; WASHIYAMA, K.; SHIKANO, N.; MORI, H,;
AMANDO, R.; KAWAI, K.: avp3 Integrin-targeting radionuclide therapy and imaging with
monomeric RGD peptide. Int. J. Cancer. 2008, vol. 123, s. 709-715.

YOUNG, M. R.; JAMSHIDI, A.; DAVIS, G.; SHERMAN, J.: Current trends in the
surgical management and treatment of adult glioblastoma. Annals of Translational
Medicine. 2015, vol. 3, s. 121-136.

YU, S.; PING, Y.; YI, L; ZHOU, Z.; CHEN, J.; YAO, X.; GAO, L.; WANG, J. M,;
BIAN, X.: Isolation and characterization of cancer stem cells from a human glioblastoma
cell line U87. Cancer Letters. 2008, vol. 265, s. 124-134.

ZHANG, J.; XIAOLI, L.; WAN, N.; HUA, Z.; WANG, Z.; HUANG, H.; YANG, M,
WANG, F.: %8Ga-DOTA-NGR as a novel molecular probe for APN-positive tumor
imaging using MicroPET. Nuclear Medicine and Biology. 2014, vol. 41, s. 268-275.

ZIMMERMAN, B. E.; CESSNA, J. T.; FITZGERALD, R.: Standardization of ®3Ge/®*Ga
using three liquid scintillation counting based methods. Journal of Research of the National
Institute of Standards and Technology. 2008, vol. 113, s. 265-280.

113



