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Abstrakt

Nédorova a infekéni onemocnéni jsou velmi Castd, nebezpecnd a zivot ohrozujici
onemocnéni. Vysokd imrtnost u onkologickych pacientli a pacientd s infekénimi
komplikacemi je zptisobena mimojiné nedostatkem v¢asné, dostate¢né specifické a
senzitivni diagnostiky. Zobrazovaci metody nuklearni mediciny umoziuji
diagnostiku prostiednictvim radioaktivné znacenych latek pro cilenou lokalizaci
zkoumané poskozené tkané nebo organu a mohly by spliiovat vysoké diagnostické
naroky. Siderofory jsou nizkomolekularni latky produkované bakteriemi, houbami
a n€kterymi rostliny S vysokou afinitou pro Zelezité ionty. Bylo prokdzano, Ze
rizné siderofory mohou byt znadeny galliem-68, diky podobnosti mezi Fe* a
Ga*", které Vv poslednich letech ziskalo velkou pozornost V oblasti nuklearni
mediciny pro molekuldrni zobrazovani nadorovych a infekénich onemocnéni
pomoci pozitronové emisni tomografie (PET). Nekteré siderofory jako je fusarinin
C (FSC) mohou byt derivatizovany napiiklad RGD peptidy, které jsou ligandem
pro integrin ovfPs3, nadmeérné exprimovany v nékterych nadorovych bunkach a byt
vyuzitelné pro diagnostiku lidského glioblastomu. Synteticky modifikovany

siderofor tri-propionylfusarinin C (TPFC), vykazuje podobné strukturni vlastnosti



jako triacetylfusarinin C (TAFC), u které¢ho byly prokazany vynikajici vlastnosti
pro detekci invazivni aspergilozy. Derivatizované siderofory znac¢ené galliem-68
vykazovaly vysokou in vitro stabilitu, velmi dobré farmakokinetické vlastnosti a in
vivo akumulaci ve studovanych tkanich pomoci PET/CT zobrazovani. Na zakladé
téchto vysledkd, lze tyto experimentalni radioaktivné znacené latky povazovat za

vhodné pro potencidlni pouziti v klinické praxi.
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Abstract

Cancer and infectious diseases are very common, dangerous and life-threatening
diseases. High patient mortality is caused also by the lack of early, specific and
sensitive diagnostic techniques. Nuclear medicine imaging methods allow the
diagnostics with radiolabelled molecules for targeted localization of the damaged
tissue or organ and could fulfill the high diagnostic demands. Siderophores are low-
molecular-weight molecules produced by bacteria, fungi and some plants with high
affinity for ferric ions. It has been shown that various siderophores can be labelled
with gallium-68 based on the similarities between Fe3* and Ga3* which in recent years
has received great attention in the field of molecular imaging of tumour and infection
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siderophores labelled with ®Ga showed high in vitro stability, very good



pharmacokinetic properties, and in vivo accumulation in the studied tissues by
PET/CT imaging. Based on these results, these experimental radiolabelled molecules

can be considered suitable for potential use in clinical practice.
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1  UVOD A CILE

Nadorova a infek¢éni onemocnéni jsou nebezpecnd, Zivot ohrozujici, stale castéji se
onemocnéni mozku, vyskytujici se zejména u dospélych jedincli. Prognoza je velmi $patna,
pacienti se dozivaji i pfi maximalni mozné terapii asi 12,1-14,6 mésicii od stanoveni
diagndzy, pficemz jen 3-5 % pacientii pieziva déle nez tii roky (Krex et al., 2007). Jednou
vlaknitou houbou Aspergillus fumigatus, ktera je vysoce nebezpetna zejména u tézce
imunodeficientnich pacientd (Tekaia a Latgé, 2005). Celkova imrtnost IA je velmi vysoka,
pohybuje se od 40-90 % (Lin et al., 2001). V¢asna a piesna diagnostika je tedy klicovym
faktorem pro zahajeni G¢inné 1é¢by nadorovych i infekénich onemocnéni a nasledné snizeni

mortality pacientq.

V pribéhu poslednich let byly zavedeny a zdokonaleny ucinngjsi metody pro
diagnostiku nadorovych a infekénich onemocnéni. Velky pokrok byl zaznamenan také
V oblasti zobrazovacich metod. Jednou z modernich zobrazovacich modalit je naptiklad
pozitronova emisni tomografie (PET). VySetfeni PET zahrnuje pouziti specifickych
radioaktivnich farmak, které mohou umoznit véasnou diagnostiku a sledovani terapeutické
odpovédi daného lé¢iva. Radioafarmakum se sklad4d zradionuklidu, ktery signalizuje
lokalizaci a mnozstvi radiofarmaka v téle a biologicky aktivni slozky, kterd zajiStuje
pritomnost radiofarmaka v misté, které chceme vySetfit nebo farmakologicky ovlivnit
(Kubinyi, 2015). Ve spojeni s vypocetni tomografii (CT) mizeme u daného onemocnéni
urcit soubéZné strukturu a funkci zkoumané tkan€ a nasledné stanovit piesnéjsi staging

pacienta nez v samotném pouziti jednotlivych zobrazovacich technik (Evanko, 2008).

Nejpouzivangj$im radiofarmakem pro diagnostiku nadorovych a infek¢nich
onemocnéni je BF-fluorodeoxyglukéza. Hlavni nevyhodou této latky je, ze mize vykazovat
fale$né€ pozitivni a negativni vysledky v disledku své akumulace v nadorovych, zanétlivych
i infekénich bunkach (Jacobson et al., 2012). Proto jsem se v mé diplomové praci zaméfila
na testovani novych potencialnich radiofarmak vyuzitelnych pro diagnostiku nadorovych a

infek¢énich onemocnéni pomoci pozitronové emisni tomografie.



Cilem mé diplomové prace byla piiprava radioaktivné znacenych biologicky
aktivnich latek ze skupiny derivatizovanych sideroforii pro diagnostiku onkologickych a
infekénich onemocnéni. Dale stanovit jejich in vitro charakterizaci a in vivo biologické
chovani ve vhodnych zvifecich modelech a vypracovat literarni reSerSi na dané téma

diplomové prace.



2 STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Nadorova onemocnéni

S vice nez 3,7 miliony novych ptipadt a 1,9 miliént umrti ro¢né je rakovina povazovana za
druhé nejéastéjsi onemocnéni v Evropé (WHO, Europe). V Ceské republice na nadorové
onemocnéni pripada odhadem 576,3 tisic novych piipadi (Ferlay et al., 2013). K tomu
abychom snizili incidenci nadorovych onemocnéni, potfebujeme porozumét procesim a
zméndm fenotypu nadorovych bunék. Nador je patologicky soubor bunék, ktery roste
nekontrolovanym zplisobem a vzniké transformaci normalni bunikky v nadorovou. Zmeéna
muze byt zplisobena vnéjSimi nebo vnitinimi podnéty a mize mit vliv na téméf jakoukoli
cast tela. Builky s metastazujicim potencidlem jsou schopny proniknout pies bazélni
membranu epitelovych buné€k, kolonizovat se a §ifit do okolni tkané€. Metastdze je jednim z
hlavnich znakli malignity nddorového onemocnéni a nejcastéjsi pri¢inou umrti pacienta.
Rizikové faktory jako jsou koufeni a konzumace alkoholu zptsobuje 40 % nadorovych
onemocnéni a pridanim dalsi faktord jako je nevhodna strava, obezita a nedostate¢na
fyzicka aktivita, se procento rakoviny zplisobené nezdravym zptsobem Zzivota zvysi na 60

% (http://www.euro.who.int).

Hlavnim problémem nadorovych onemocnéni je Siroka Skala pfi¢in a projevi téchto
onemocnéni. Cilem dneSni mediciny v oblasti nddorovych onemocnéni je co nejpiesnéjsi
poznani jednotlivych pficin pfi diagnostice nddorovych onemocnéni. A¢koliv je pro 1é€bu
rakoviny v¢asna diagnostika klicova, byva velmi obtizna. Nadorova onemocnéni se
diagnostikuji pomoci $iroké skaly riznorodych technik, jako jsou biochemické, genetické,
bioptické, cytologické a zobrazovaci metody. Zakladnimi moznostmi 1é¢by nadorovych
onemocnéni je chirurgickd resekce nadoru, radioterapie, chemoterapie, imunoterapie a

dalsi adjuvantni terapie.


http://www.lecba-rakoviny.com/lecba-rakoviny.php
http://www.lecba-rakoviny.com/lecba-rakoviny.php

2.1.1 Glioblastom

Mozek ma dva hlavni typy bun¢k — neurony a gliové buiky. Neurony jsou vysoce
specializované buiniky schopné piendset a zpracovavat informace v celém nervovém
systému diky elektrickym a chemickym signalim. Gliové buiiky poskytuji podporu pro

neurony a pomahaji regulovat pienos signalu.

Vétsina nadord centralniho nervového systému (CNS) jsou odvozeny od gliové
buiky (gliomy). Sou¢asnou mezinarodni normou pro nomenklaturu a diagnostiku gliomt je
klasifikace dle WHO (Svétova zdravotnicka organizace). Ta klasifikuje gliomy stupném |
az IV, na zaklad¢ urovné malignity, kterd je urena histopatologickymi kritérii. Gliomy
stupné I (astrocytom) se tykaji 1ézi, které maji nizky proliferativni potencial a mohou byt
lé¢eny chirurgickym zakrokem, zatimco gliomy stupné Il (astroblastom), Il (anaplasticky
astroblastom) a IV jsou vysoce maligni a invazivni. Nejéastéj$im a nejagresivnéj$im typem

gliomu je glioblastom, ktery je znac¢en dle WHO jako stupen IV (Jov¢evska et al., 2013).

Glioblastom (GBM) je primarni maligni nddor mozku. Tvoii 25 % vSech nadorii
centralniho nervového systému (ENCR, 1999). Glioblastomy jsou typicky umistény na
povrchu hemisfér mozku a jen ziidka v mozecku nebo v hlubsich oblastech mozku. Ackoliv
se jednd o zhoubny nddor, velice vzacné zaklada metastazy. Roste expanzivnég, ve tvaru
nepfesné ohranicené tkané mékké konzistence. Casto je loziskovité prokrvaceny a
nekroticky (Burger et al., 1985). D¢li se na primarni a sekundarni glioblastom. Tyto typy
glioblastomu piedstavuji odlisné onemocnéni, které se vyviji riznymi genetickymi cestami,
ovlivituji pacienty v riznych vékovych kategoriich a lisi se riznou prognézou a odpovédi
na 1é¢bu. Primarni GBM vznika de novo, bez klinickych a histologickych dikazi
prekurzorové léze. Vykazuje nadmérnou expresi receptoru epidermalniho riistového faktoru
EGFR, mutaci fosfatdzového tenzinového homologu PTEN (MMACI1), deleci cyklin-
dependentni kinazy CDKN2A (p16) a amplifikaci mySiho homologa MDM2 (Ohgaki a
Kleihues, 2007). Vyskytuje se pievazné u starSich osob (pramérny vek 55 let) (Ostrom et
al., 2013). Tvoti vice nez 80 % vsSech ptipadli glioblastomu (Dropcho a Soong, 1996).
Sekundarni glioblastom vznika transformaci nizce maligniho gliomu nebo anaplastického

astrocytomu. Vyskytuje se u mladSich osob (primérny vék 40 let) a Casto obsahuje mutace



proteinu TP53 (Taylor et al., 2014). Pfedstavuje 5 % piipada glioblastomu (Kleihues et al.,
1999). Oba typy nelze od sebe histopatologicky rozlisit (Ohgaki a Kleihues, 2007).

V Evropé a USA jsou kazdy rok diagnostikovany asi 2-3 ptipady na 100 000 osob
s malignim glioblastomem. Vyskyt byva ve vyspélych zemich vys$i. Nicméné nizsi
incidence je zaznamenana V Japonsku a Alzirsku, ktera mize byt zptisobena nedostatecnou
registraci (Brandes et al., 2008). Primérny vek pii diagnoze je 64 let a je 1,5krat Castéjsi u
muzl nez u zen a 2krat Castéjsi u bélochti nez u ¢ernochu (Ostrom et al., 2013; Thakkar et
al., 2014). Vyskyt se za poslednich 20 let mirné zvysil predev§im kvuli lepsi radiologické

diagnostice, zejména u starSich osob (Fisher et al., 2007).

Glioblastom $kodi pfedevsim svym rychlym riistem. Pfiznaky glioblastomu se mohou
lisit v zavislosti na velikosti a poloze nadoru v mozku. Mezi nejcastéjsi ptiznaky patii
zvySeni intrakranidlniho tlaku projevujici se jako nevolnost, zvraceni a bolesti hlavy.
Dalsimi pfiznaky glioblastomu jsou zmény osobnosti a nalad, poruchy zraku, epileptické
zachvaty, kognitivni poruchy nebo zpomaleni kognitivni funkce (napf. ztrata schopnosti
mluvit), motorickd dysfunkce jako je paralyza a smyslové ztraty (napf. necitlivost, slabost)

(Young et al., 2015; Brandes et al., 2008).

S vyjimkou vzacnych piipadi glioblastomu u pacienti s dédi¢nym nadorovym
syndromem, napt. Turcottv syndrom nebo Li-Fraumenidv syndrom vétSina nadorti pochazi
bez jakékoliv zndmé genetické predispozice. Nekteré studie hodnotily vliv riznych
exogennich faktori, jako je koufeni, neionizujici zafeni mobilnich zafizeni,
elektromagnetické pole, socioekonomicky status a troven vzdélani, imunologicky stav a
virové infekce. Neexistuji vSak jednoznaéné dikazy, které by spojovaly tyto rizikové
faktory s glioblastomem, kromé ionizujiciho Zafeni (Krex et al., 2007). Ionizujici zafeni je
jednim z mala znamych rizikovych faktord, které jednoznacné vykazuji zvySené riziko
vyvoje gliomi (Ellor et al., 2014). Glioblastom vyvolany radiaci se typicky projevuje roky

po terapeutickém zateni indikovaném pro jiny nador nebo stav (Johnson et al., 2015).

Standardni 1é¢bou glioblastomu je chirurgickad resekce takového mnozstvi nadoru,
jakd je bezpetna pro pacienta, nasledovand radiacni terapii a adjuvantni chemoterapii

(systémova lécba temozolomidem) (Stupp et al., 2005). Stfedni doba pieziti je i pfi



maximalni mozné terapii asi 12,1-14,6 mésicii od stanoveni diagnézy, pfic¢emz jen 3—5 %

pacientd pieziva déle nez tii roky (Krex et al., 2007).

2.1.1.1 Diagnostika glioblastomu

Cilem diagnostického vySetieni je podrobny popis morfologické struktury orgéni nebo
tkani a predevSim testovani jejich fyziologické funkce. Zobrazovani pomoci magnetické
rezonance (MRI) a pocitacové tomografie (CT) jsou nejbézn€jSimi typy zobrazovacich
testt vyuzivanych Kk diagnostice glioblastomu (Nelson a Cha, 2003). Glioblastom je
obvykle charakterizovan rozsahlym loziskem, nehomogenni intenzity signalu, s cystickou

¢i nekrotickou slozkou, doprovazen edémem (Vymazal, 2006).

Vypocetni tomografie (CT) umoziiuje urcit velikost a strukturu nadoru a jeho vztah
k okolnim tkanim a strukturam. Pti CT vySetfeni se 1éze glioblastomu vyskytuji vétSinou ve
formé hypodenzni oblasti ve srovnani s ptilehlymi mozkovymi tkdnémi a obvykle vykazuji
posun stiedové linie v disledku stfedné tézkého az tézkého otoku (Omuro a DeAngelis,

2013).

VysSetfeni magnetickou rezonanci ukazuje heterogenni, expanzivné se chovajici utvar
Casto utlacujici komory a pietlacujici sttedocarové struktury. Typicky se objevuje prstencité
zvySeni denzity na okraji centralné uloZenych nekrotickych oblasti pfechdzejici do okolniho
edému (Nelson a Cha, 2003). Na MR skenech se zobrazuje snizeny signal na T1-vazené
sekvenci a nehomogenné zvySeny signal je vizualizovan na T2-vazenych sekvencich (Seidl

a Vaneckova, 2007).

Pfi hodnoceni zmén hemodynamiky, tkanové architektury a bunééného metabolismu
gliomi mohou byt vyuzity metody jako je jednofotonova emisni vypocetni tomografie
(SPECT) a pozitronova emisni tomografie (PET) (Nelson a Cha, 2003). Avsak nevyhodou
PET zobrazeni je obtiZznost anatomicky ptesné lokalizace zobrazenych lozisek. Proto se
kombinuje s vypocetni tomografii v jednom pfistroji (PET/CT). Pacienti jsou snimani jak
PET, tak CT ve stejné pozici pacienta, ¢imz dosahujeme lepsi diagnostiky, piesné
anatomické lokalizace funkcniho nalezu a korekce na zeslabeni (Trnka, 2015). Jednotlivé

metody jsou popsané V nasledujici kapitole (2.3 Zobrazovaci metody).
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2.2 Infek¢éni onemocnéni

Infekéni choroby vznikaji néasledkem vzajemného piisobeni mikroorganismi, které se
nachdzeji na povrchu kiize a sliznic, v hornich cestach dychacich, na sliznicich traviciho i
urogenitalniho systému. Mezi mikroorganismy vyvolavajici infekci patii bakterie, viry,
mikroskopické houby a zivocCisni parazité. Charakteristickou vlastnosti vetSiny ptvodct
onemocnéni je schopnost preneseni nadkazy z ¢loveéka na Clovéka. Proces nakazy probiha
cestou vdechnuti, polknuti, prostiednictvim ¢lenovcii nebo z kontaminovanych potravin.
Pro vznik infekéniho onemocnéni je dalezitd velikost infekéni davky a virulence (schopnost
vyvolat onemocnéni) (Navratil et al., 2008). U vysoce patogennich organismi staci
k vyvolani infekéniho onemocnéni mala davka mikrobu. Ti se za¢nou nekontrolované

mnozit, coz vede k t€zkému infekénimu onemocnéni nebo smrti.

Ptiznaky infekénich onemocnéni nejsou zcela specifické, fadi se mezi nimi horecka,
bolesti hlavy, nechutenstvi, zvraceni a maldtnost. Diagnostika je pravé diky nespecifickym
klinickym pfiznakiim velmi obtiznd. Uplatnéni v diagnostice infekénich onemocnéni
nachdzeji v soucasnosti zejména metody biochemické, mikrobiologické, imunologické a

zobrazovaci (Slezékova et al., 2012).

Lécba je navrzena dle ptvodce infekéniho onemocnéni. Bakterialni infekce jsou
lé¢ené antibiotiky a virové infekce virostatiky. Virostatika vSak maji nékdy jen omezeny
ucinek (hemoragické horecky, vzteklina). Proto byly navrZeny interferony a virové
protilatky (imunoglobuliny), vyrabéné uméle imunitnim systémem, které napadaji piimo

virus. Proti kvasinkdm, plisnim a parazitim ucinkuji razné latky.

2.2.1 Invazivni aspergiloza

Aspergiléza je definovana jako infekce zpusobena jednim nebo vice druhy hub rodu
Aspergillus. Rod Aspergillus zahrnuje vice nez 200 druht, znichZz jen mala skupina
zpusobuje infekéni onemocnéni. Vice nez 95 % vsech infekci je zpusobeno A. fumigatus, A.
flavus a A. niger. K dalsim klinicky vyznamnym druhtim patii A. nidulans, A. terreus, A.
oryzae, A. ustus a A. versicolor (Malcolm et al. 2009). Zastupci rodu Aspergillus jsou v

okolnim prostiedi takzvané ,,vSudypfitomni®. Lze je nalézt, zvlasté ve formé konidii nebo
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¢asti hyf, ve vodé, pad¢, vzduchu nebo ulpivaji na rostlinach ¢i zivocisich a mohou rist pti
teplotach az 40-50 °C (Walsch a Stevens, 2012). Setkani jedince s touto vlaknitou houbou
muze zpusobit Sirokou Skalu onemocnéni, od relativné méné zavaznych alergickych forem
pies aspergilom az po aspergilové infekce (aspergilozy), které mohou mit invazivni nebo

chronicky charakter a mohou byt lokalizované nebo diseminované (Barnes a Marr, 2006)

Kolonie rodu Aspergillus mohou byt v zavislosti na druhu a podminkach ristu riizné
barevné. Mycelium Aspergillus spp. je podobné jako u vétSiny dalSich hub. Je dobie
vyvinuté, rozvétvené a hyalinické. Mycelialni faze Aspergillus spp. je charakterizovana
silnym ristem a bohatou produkci konidii (asexualnich spor), pomoci nichz se Aspergillus
rozmnozuje. Po urcité dobé vegetativniho rastu, buiiky hyf zastavi svij rist a zahaji
konidiaci tvorbou konidioforti, které nesou fetézce konidii. Konidialni hlava je slozena z
konidii, fialidd, metuly, pokud jsou pfitomny, méchyiku a konidioforu (Malcolm et al.
2009).

Aspergillus fumigatus je nejrozsifenéj$im houbovym patogenem, ktery zptsobuje
obvykle fatalni invazivni plicni aspergilozy (Latgé, 2001). Primarni cestou infekce ¢lovéka
je vdechnuti vzdu$nych konidii, nasledovana ukladanim konidii do pradusinek nebo
alveolarnich prostort. U zdravych jedincii se konidie, kterd neni odstranéna mukociliarni
clearanci, setkava s epitelidlnimi bunikami nebo alveolarnimi makrofagy, primarné
rezidentnimi fagocytarnimi bunikami plic. Alveolarni makrofagy jsou zodpovédné za
fagocytozu konidie, stejné jako za iniciaci prozanétlivé odezvy, vyvolané neutrofily, které
jsou schopny znicit hyfy. Riziko vzniku invazivni aspergilézy vyplyva predev§im z
dysfunkce téchto hostitelskych obrannych mechanismi v kombinaci s houbovymi atributy,

které umoznuji A. fumigatus prezit a rist (Dagenais a Keller, 2009).
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Obr. 8: A. Schematické znazornéni morfologie vlaknité houby A. fumigatus. B. Mikroskopicka morfologie A.
fumigatus. C. Makroskopicka morfologie A. fumigatus pfi pouziti média MEA (malt extract agar). Pfevzato z
http://lwww.abcdcatsvets.org/aspergillosis/; https://www.atsu.edu/faculty/chamberlain/website/lects/fungi.htm
a http

Akutni invazivni aspergildza se vyskytuje u imunokompromisnich pacientil, zv1asté u
pacienti s hematologickymi malignitami, transplantaci hematopoetickych kmenovych
buné¢k (HSCT), tézkou aplastickou anémii, primarnimi imunodeficity (HIV, CGD) a
transplantaci pevnych organti, zejména transplantaci srdce, plic a jater (Walsch a Stevens,

2012).

Hlavnimi faktory pro vyvoj nebo progresi invazivni aspergilozy jsou: nedostatek
aglutinacnich povrchovych aktivnich proteinti a komplementovych faktorit C3, C5; inhibice
makrofagové aktivity; trombocytopenie a pretrvavajici neutropenie; nizky pocet CD4* T
lymfocyti nebo selhani produkce interleukinu IL-12, INF (interferon) nebo TNF (tumor
nekrotujici faktor); onemocnéni vyvolané cytomegalovirem, priméarni imunodeficity a
dlouhodobé 1écba antibiotiky nebo kortikosteroidy, které se b&ézné pouZivaji k prevenci

nebo 1é¢bé onemocnéni Stépu (Aleksenko a Gyasi, 2006). Navzdory uc¢inkiim steroidd se
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neutrofily rekrutuji do plic, zabranuji invazi hyf a vytvareji zanétlivé prostiedi, které vede k
poskozeni tkani. Tato zhorSena zanétliva odpovéd’ je obecné povazovana za pfi¢inu smrti

(Lionakis a Kontoyiannis, 2003)

Mira tmrtnosti se pohybuje od 40-90 % u vysoce rizikovych populaci a zavisi na
faktorech, jako je imunitni stav hostitele, misto infekce a pouzity 1é€ebny rezim (Lin et al.,
2001). Klinické symptomy a piiznaky spojené s invazivni plicni aspergil6zou jsou nejasné,
ale mohou byt spojeny s horeckou, kaSlem, pleuritickou bolesti a hemoptyzou. Hemoptyza
a pleuriticka bolest by méla byt povazovana za alarmujici pfiznaky, které mohou predvidat
erozi hlavni cévy a fatdlniho krvaceni. Okamzité rozpoznani této houbové infekce je

nezbytné pro Gspésny vysledek intenzivni antifungalni [é¢by (Denning, 1998).

Zakladem 1écby IA je 1écba antifungalnimi latkami. Amfotericin B deoxycholat, byl
donedavna primarni antifungalni 1é¢bou invazivni aspergilozy. Amfotericin B je rychle
fungicidni, ale jeho hlavnim omezenim jsou toxické nezadouci u¢inky. Pouziti amfotericinu
slou¢eninami (Malcolm et al., 2009). Naptiklad vorikonazolem, ktery je v soucasnosti
antifungalni latkou volby pro 1écbu vétSiny pacientll. Pacienti, ktefi maji podstatné zvysené
jaterni transamindzy, jaterni dysfunkci a anamnézu pfecitlivélosti nebo intoleranci na
vorikonazol, dostavaji liposomalni amfotericin B (L-AmB). Sekundarni lé¢bou jsou
lipidové formy amfotericinu B, posakonazolu, itrakonazolu nebo echinokandinu (Walsh a
Stevens, 2012).

2.2.1.1 Diagnostika

V¢asna diagnostika invazivni aspergiloézy (IA) je naro¢na kvili nedostatku specifickych
klinickych projevii infekce. Pokroky v pocitacové tomografii odhalily charakteristické
znaky invazivni aspergil6zy, jimz jsou plicni uzliny s ,,halo* znakem, klinovité infiltraty a
ptiznaky tvorby ,,vzdusnych ptalmésica u imunokompromisnich pacientd (Walsh a
Stevens, 2012). Infekce zpisobené Fusarium spp, Scedosporium spp, Mucorales a
Pseudomonas aeruginosa vSak nejsou radiologicky rozliSitelné od IA a nalezy jsou

nejednoznacné, je proto potieba kombinovat tyto vysledky s cytologickym,
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mikrobiologickym a sérologickym vySetfenim tekutiny z bronchoalveolarni lavaze (BAL)
nebo jesté lépe materidlu z biopsie nebo resekce postizen¢ho organu a s vySetienim

pritomnosti aspergilového antigenu v séru (Racil a Mayer, 2007).

22.11.1 Mikrobiologické metody

Konvencni metody, zalozené na histologii a kultivaci danych vzorkil, jsou zakladnimi
metodami pro stanoveni definitivni diagnozy IA. Vyuzivaji se vzorky z bronchoalveolarni
lavaze (BAL), aspirace perkutanni jehly, thorakoskopické biopsie a piipadné oteviené
plicni biopsie. Mohou prokazat rozvétvené septatové hyfy piimou mikroskopii. Kazdy z
téchto postupl je spojen s faleSné negativnimi vysledky, stejné jako s komplikacemi.
Naopak, detekce  Aspergillus piimym  vySetienim nebo  kultivaci  tkané
imunokompromisniho hostitele s plicnimi uzly nebo dobie ohranicenymi infiltracemi nese

vysokou pravdépodobnost diagndzy invazivni aspergilozy (Walsh a Stevens, 2012).

Vzorky ziskané BAL sice vykazuji vysokou pozitivni prediktivni hodnotu (PPV>
60%) pro diagnostiku IA u pacientti s 0slabenou imunitou. Nicméné, jejich citlivost (<30%)
je nepiijatelné nizka a obvykle se stavaji pozitivni pro IA v pozdnim stadiu infekce nebo
pozitivni kultura neindikuje infekci, ale miize pfedstavovat pouze kolonizaci (Horvath a

Dummer, 1996).

2.2.1.1.2 Serologické testy

Jak jiz bylo uvedeno, tradiéni mikrobiologické metody (kultivace klinickych vzorki a
ptima mikroskopie) maji nizkou citlivost a nelze rozeznat stadium infekce od kolonizace.
Dale v nékterych pripadech u pacienta je problém se ziskanim relevantniho materidlu. Z
téchto divodid byly v poslednich letech vyvinuty zpiisoby detekce riznych markera.

Vhodnymi markery mohou byt galaktomannan (GM) nebo 1,3-pB-D-glukan (BG).

Galaktomannan (GM) je heteropolysacharid obsazeny v bunécné sténé Aspergillus
spp. Uvoliluje se do krevniho ob&hu behem ristu ve tkdnich a je tedy detekovatelny
Vv télesnych tekutinach, zejména v séru pacienta s IA (Maertens et al., 2002). Molekula

galaktomannanu je detekovana komer¢nim sendvicovym testem ELISA (Platelia
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Aspergillus, Biorad). Test se provadi prevazné u pacientl s neutropenii, kteti podstoupili
chemoterapii v 1écbé leukémie nebo u piijemcii HSCT. Miize tak pomoci predcasné
diagnostikovat IA (prumérna doba je 6 dni pfed tim, nez se projevi znamky a symptomy
onemocnéni) piedtim, nez se infekce stane piili§ rozsifenou nebo sledovat terapii 1A.
Hladiny koncentrace v séru se snizuji, pokud pacient reaguje na antifungalni 1é¢bu a

zvysuje se selhanim 1é¢by (Mennink-Kersten et al., 2004; Patterson T.F. et al., 1995).

Marker 1,3-B-D-glukan (BG) je rovnéz dalSim polysacharidem obsazeny v bunécné
stén¢ vSech patogennich kvasinek a vldknitych hub kromé zygomycetd nebo kryptokokd,
detekovatelny spektrofotometricky nebo turbidimetrii (Miyakazi et al., 1995). VySetfeni je
velmi citlivé (dokdze detekovat koncentrace v fadu pg/ml), coz pravdépodobné zplisobuje
faleSné pozitivni vysledky. Falesné pozitivni vysledky byly taky objeveny u pacientii
s jaterni cirhdzou, podstupujici hemodialyzu, po operaci bficha, po 1é¢bé antibiotiky nebo
chemoterapie. Monitorovani BG v séru je uziteCnym nastrojem pro predpoveéd
terapeutického vysledku pacienti s IA (Pazos et al., 2005). Nicméné, BG je mén¢
specifi¢téjsi a citlivejsi nez GM (Malcolm et al. 2009).

22113 Vypocetni tomografie s vysokym rozliSenim (HRCT)

Vypocetni tomografie s vysokym rozliSenim (HRCT) miZe odhalit malé klinovité
subpleuralni 1éze nebo uzliny se znakem ,,halo* v ¢asnych fazich. Aby bylo HRCT uzite¢né
pro diagnozu IA, musi byt provedeno do 5 dnii od nastupu infekce, jelikoz pocateéni znak
halo vymizi béhem tydne. Pfi regeneraci neutrofilii, tyto 1éze splynou a vytvoii se znak
"vzdusného plilmésice", coz je klasicky znak pozdni faze infiltracni infekce. Objevuje se az
ve tfetim tydnu invaze infekce, coz je pfili§ pozdé na to, aby tento znak byl pouzity pro

v¢asnou diagnostiku (Greene, et al., 2003).
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Obr. 9: Zobrazeni vyvoje invazivni aspergildzy, pomoci vypocetni tomografie. Pfevzato z Walsh a Stevens,
2012.

22114 PET zobrazeni pomoci %8Ga-TAFC

Triacetylfusarinin C (TAFC) je acetylovand forma fusarininu C., patfici do skupiny
hydroxymatovych sideroforti. Je biosyntetizovan rody Aspergillus (zejména Aspergillus
fumigatus) a Penicillium. M4 velmi dobré komplexotvorné vlastnosti pro ®Ga, coz vede k
vysoké specifické aktivité a vynikajici metabolické stabilit¢ (Winkelmann a Drechsel,
1997).

Sideroforovy systém je nezbytny pro virulenci Aspergillus fumigatus, ktery je
hlavnim patogenem odpovédnym za infekéni onemocnéni invazivni aspergilozy (IA).
Napiiklad pfi in vitro a in vivo pokusech u mysi infikovanych A. fumigatus bylo zjisténo, ze
biosyntéza siderofort se transkripéné zvysuje béhem doby bez piijmu Zeleza a geneticka
inaktivace biosyntézy sideroforu zmirnuje virulenci A. fumigatus (McDonagh et al., 2008;
Schrettl et al., 2007). Kromé toho bylo prokazano, ze siderofor triacetylfusarinin C (TAFC)
produkovany A. fumigatus je schopen extrahovat Zelezo z hostitelského transferinu (Hissen
a Moore, 2005).
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Radioaktivné znacené siderofory tak mohou byt pouzity pro PET zobrazeni invazivni
aspergilozy a pro vcasnou diagnostiku IA. Jsou pfipravovany zavedenim vhodného
radionuklidu do pfirodniho Zelezito-sideroforového komplexu vymeénou za zelezo. Jelikoz
gallim-68 (Ga®', iontovy polomér = 62 pm) a Zelezo (Fe*", iontovy polomér = 64 pm) jsou
strukturné podobné a maji podobné koordinac¢ni vlastnosti, gallim-68 se tak stava vhodnym
radionuklidem pro znadeni TAFC. Bylo zji§téno, ze ®Ga-TAFC umoziuje detekovat

infekci invazivni aspergilozy pomoci PET zobrazeni (Petrik et al., 2010).
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Obr. 10: Chemicka struktura 8Ga-TAFC. Pfevzato z Petrik et al., 2010.
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2.3 Zobrazovaci metody

2.3.1 Vypocetni tomografie (CT)

CT snimky jsou schopné vytvaret obrazy mozku a michy, ddle mohou odhalit struktury
mekkych tkéani, kosti, ale i abdomindlnich struktur. Jedna se o zobrazovani vhodné pro
vetsinu bfisnich a hrudnich onemocnéni, dale 1 pro mozkovou piihodu pti poranéni hlavy

nebo akutni mrtvici (Waldman a Campbell, 2011a).

Pocitacova tomografie (CT) vyuziva ionizujici rentgenové zafeni z rentgenky,
dopadajici na detektor, ktery se nachazi naproti rentgence. Rentgenka obsahuje Zhavenou
katodu a rotujici anodu. Pii dopadu elektronli z katody na anodu dochéazi ke vzniku
rentgenového zareni, které je vyzafovano do prostoru. Cela soustava je chlazena v olejové

lazni (Ferda, 2009).

Po prichodu rentgenového =zareni pacientem dopadd paprsek na prstence
rentgenovych detektorti, které zaznamendvaji hodnotu stupné utlumu rentgenového
paprsku, kterd je registrovana jako denzita v tzv. Hounsfieldovych jednotkach (HU),
pojmenované na pocest vynalezce CT scanneru Sira Godfrey Hounsfielda. Tyto hodnoty
odrazeji hustotu tkdné¢ v malych objemech prostoru uvniti pacienta, znamych jako voxely
(Waldman a Campbell, 2011a). Pocitac poté analyzuje fadu proménnych pro kazdy voxel a
ptitadi mu C¢islo zalozené na pramérné tkanové radiodenzité voxelu vzhledem ke
konstantam vzduchu a vody. Podle konvence byla vodé ptidélena hodnota denzity 0 HU,
pro vzduch je pfifazena hodnota denzity -1000 HU a pro kost hodnota +1000 HU
(Waldman, 2009).

Béhem expozice jedné vrstvy se systém rentgenka-detektory, které jsou spolu
spojeny, otoci kolem pacienta o 360°. Behem této rotace se zméii n€kolik stovek dat. Na
zéklad¢ téchto dat je pocitaCem vygenerovan obraz vySetfované vrstvy. Denzity
jednotlivych tkani jsou reprezentované stupni $edi (Hetfman, 2001). Tkané s nizsi denzitou
(hypodenzni) jako je vzduch a tuk jsou vizualizovany na CT obrazech tmavsi, tkané s vyssi
denzitou (hyperdenzni) jako je kost jsou na CT obrazech svétlejsi a tkané jako je sval, které

maji relativni denzitu mezi vzduchem a kosti, se zobrazi ve stinu $edé (Waldman, 2009).
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Kontrast struktur meékkych tkani miize byt zvySeny pouzitim kontrastnich latek.
Kontrastni latky na bazi jodu jsou aplikovany intraven6zné do kardiovaskularniho systému,
umoziuji lepSi odliSeni cév od ostatnich struktur. Kontrastni latky na bazi kyseliny
diatrizoové (Gastrografin) a barya mohou byt podavany peroraln¢ do gastrointestinalniho
systému, pro rozliSeni stievnich klickd od jinych utvard (Hefman, 2001; Waldman a

Campbell, 2011a).

2.3.2 Magneticka rezonance (MRI)

Magneticka rezonance je neinvazivni zobrazovaci technologie, ktera vytvari trojrozmérné
podrobné anatomické obrazy bez pouziti ionizujiciho zafeni (Nelson, 2008). Vyuziva se pro
zobrazovani mékkych tkani (mozek, micha, sval, $lachy a klouby), ale také pro diagnostiku

malé panve a abdominalnich struktur (Waldman a Campbell, 2011b)

Zobrazovani magnetickou rezonanci je zaloZzeno na principu zjiStovani zmén
magnetickych momentii soubori atomovych jader prvki, slichym protonovym c¢islem,
ulozenych v silném magnetickém poli, po aplikaci radiofrekvencnich pulzi (Hefman,
2001). Idedlnim prvkem je vodik (soucasti vody), ktery mé pouze jeden proton v jadie a je
nejhojnéjsim prvkem v biologické tkani (1000krat silngjsi signdl MRI nez ostatni prvky)
(Vitak, 2007). Protony se chovaji jako malé valeckové magnety se severnimi a jiznimi poly.
V disledku rotace atomovych jader kolem své osy (spin) vznik4 kolem jader magnetické
pole (magneticky moment). Bez vnéjSiho magnetického pole maji atomova jadra ndhodnou
orientaci magnetickych momentt (Chou et al., 2007). Vné&jsi magnetické pole zpusobuje,
ze se protony otaceji kolem své osy (spin) a po plasti pomysiného kuzele, tento jev se

nazyva precese (Hefman, 2001).

Po aplikaci radiofrekven¢niho pulsu dochdzi k posunu magnetického momentu o
urcity uhel a synchronizaci precese vSech protont. (Pooya et al., 2004). Po skonceni RF
pulzu dochazi k navratu do pvodniho stavu. Cas potiebny k navratu do klidové orientace
spinu je oznacovan jako T1 relaxacni ¢as. T2 relaxacni ¢as odrazi Cas potfebny k tomu, aby

tato faze koherence byla naruSena interakci s molekularnim prostfedim (Detre, 2007).

20



Signal ziskany po sérii riznych radiofrekvencnich pulsii je generovdn pomoci gradientni

civky (Yoshioka et al., 2009).

Kontrast obrazu zavisi na intenzité signdlu riznych tkani. Nékteré tkané, které jsou
bohaté na protony a obsahuji primarn¢ vodu nebo tuk, reaguji zna¢né na RF pulsy. Jiné
tkan¢ s menSim obsahem protont, vplnéné vzduchem nebo kostni tkan, jsou méné citlivé a
generuji mnohem mén¢ signalu. Rzné tkanové kontrasty mohou byt urCeny v zavislosti na
intenzité¢ a nacasovani RF pulsu. Tento parametr je znam jako sekvence MR. Mezi
nejzakladnéjsi formy MR sekvenci patii T1-vazena sekvence (T1W), na kterém tekutina
vypadé tmavé a tuk vypada svétle a T2-vazena sekvence (T2W), na kterém se tekutina a tuk
objevuji svétle a sekvence vazena dle pozitronové denzity (PD), kterd umoznuje ziskat
informace o mnozstvi protont (Waldman a Campbell, 2011b). Patologické procesy maji ve
veétsing piipadi vyssi obsah vody nez normalni tkén, proto je hyperintenzivni signal

pozorovan na T2W a hypointenzivni na TIW (Hefman, 2001).

Magnetické rezonanéni zobrazovani (MRI) je v soucasné dobé nejuniverzalnéjsi a
nejucinngjsi zobrazovaci metodou pro centralni nervovou soustavu. Jedna se o jednu z
nejcitlivéjSich metod pro posouzeni morfologie a patologie mozku (Detre, 2007). Indikace
zahrnuji predev§im nadorova onemocnéni, zanétliva onemocnéni (roztrouSenad skleroza),
zachvatovitd onemocnéni, cévni onemocnéni, neurodegenerativni onemocnéni, psychické
zmény a onemocnéni mozkovych nervii (Schldsser, 2001; Traboulsee a Li, 2006; Agosta et
al., 2017; Degnan et al., 2014; Fishman et al., 1986; Pooya et al., 2004).

Zobrazeni pomoci MRI umoziuje lepsi vizualizaci slozitosti a heterogenity léze
nadoru nez CT vySetfeni diky pouziti kontrastniho barviva gadolinia, které¢ se aplikuje
intravendzné pred nebo béhem skenovéani. Kontrastni barvivo vizualizuje napt. u
glioblastomu, centralni oblast nekrézy obklopené edémem bilé hmoty (Omuro a DeAngelis,
2013).

V soucasnosti jsou k dispozici rizné specializované¢ formy MRI, které ale nejsou
nezbytné pro urceni diagnozy. Patii mezi né MR angiografie, MR spektroskopie, funkéni
MR a difazni MR. Magnetickd rezonan¢ni spektroskopie (MRS) je slibna technika, ktera
poskytuje multiparametrické udaje zaznamenanim rtznych spektralnich vzorkd mozkové

tkan¢ v dusledku odlisné distribuce N-acetyl-aspartatu, kreatinu (vysoka v normalni tkani a
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nizké v nadorovych buikach), cholinu a laktatu (ktery se hromadi uvniti nadorovych
bun¢k). Pii MRS lze zobrazit neoplastickou tkan a soucasn¢ kvantifikovat jeji rychlost
metabolismu. Tato technika muze byt potencialné uzite¢na zejména pii rozliSeni radia¢ni
nekrdzy, normalni tkan¢ mozku, otoku a nadoru, sledovani terapeutické odpovédi a v€asné
detekci relapsu (Lee a Gonzales, 2000). Funkéni MR méfi tok krve v mozku a pouziva se
pro zmapovani funkci jednotlivych oblasti mozku. Mapovani se provadi bud’ na zakladé¢
zmény prokrveni dané oblasti (perfize) nebo na zakladé zmény oxygenace krve. Diftzni
MR slouzi ke zobrazeni nahodného pohybu molekul vody v biologickych tkdnich. Vyuziva
se k detekci ischemickych 1ézi, nadord a zanéti. MR angiografie zobrazuje prutok krve

cévami nebo tok mozkomisniho moku (Vitak, 2007).

2.3.3 Pozitronova emisni tomografie (PET)

Pozitronova emisni tomografie (PET) je zobrazovaci metoda podavajici informaci o funkci
dané tkané ¢i organu, na rozdil od magnetické rezonance (MRI) a vypocetni tomografie
(CT), které podavaji informaci o anatomické struktuie (Bybel et al., 2006; Tai a Piccini,
2004). PET zobrazovani se nejcastéji pouziva k diagnostice, stagingu, planovani 1écby a
sledovani terapeutické odpovédi. Vyuziva se v kardiologii, neurologii a nejvétsi uplatnéni a

piinos ma v diagnostice onkologickych onemocnéni (Shahhosseini, 2011).

Tato technika je zaloZena na detekci radioaktivity vyzafované po aplikaci
radiofarmaka, které se sklada z radionuklidu a jeho nosice (Berger, 2003). Pro diagnostické
zobrazovani, by pouzivané radionuklidy mély mit kratky polocas a uvoliovat pozitron o
nizké energii. Mezi nejpouzivanéjsi pozitronové zafice (radionuklidy emitujici pozitrony)
pouzivané v PET diagnostice patfi 'C (T12 = 20,4 min.), N (T2 = 10 min), 0 (T12 = 2
min), 18F (T2 = 110 min), 82Rb (T12 = 1,3 min) a %8Ga (T12 = 67,6 min) (Qaim, 2012).

Po aplikaci radiofarmaka dochazi v nestabilnim jadfe pozitronového zatice k preméné
protonu na neutron, coZ je provazeno vyzafenim kladného néboje ve formé pozitronu ()
(Bélohlavek, 2009). Uvolnény pozitron se srazi s elektronem (e7) ve tkani, kde dochazi

k jejich zaniku a ztrat¢ energie (anihilace) v podob¢ dvou fotont (zafeni gama o energii 511
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keV), které se z mista anihilace vzdaluji po pfimce opacnymi sméry a jsou detekovany

kamerou (Samal a Stich, 2000).

PET kamera se sklada z jednoho az tii prstencd, z nichz kazdy ma n€kolik stovek
scintilacnich krystali v osmi vrstvach (obvykle germaniovd sl bismutu, kterd je
nejvhodnéjsi pro detekcei energie 511 keV). Krystaly detekuji pouze fotony, které dopadly
soucasné na dva detektory na protilehlych stranach prstence ze stejné vrstvy a vrstev
sousednich, coz znamena, ze na spojnici téchto dvou detektort doslo k anihilaci pozitronu a
vytvofeni tak piimky odezvy (Trojanova, 2008; Samal a Stich, 2000). Rekonstrukce obrazu
se provadi na zakladé zpétné projekce ptimky odezvy. Piimky odezvy jsou primarnim
signdlem akvizice PET a jako takové vstupuji do matematické rekonstrukce, jejimz
vystupem je sada transaxialnich fezl. Tento zpiisob zpracovani odezvy nahrazuje funkci
kolimatoru (Trnka, 2015). V dusledku toho PET obvykle poskytuje mnohem vyssi citlivost,
lepsi rozliSeni (s vyjimkou zobrazovani malych zvitat, zejména v piedklinickém testovani)

a lepsi potencidl pro kvantitativni zobrazovani nez SPECT (Accorsi, 2008).

Obr. 1: Schématické znazornéné principu PET: A. Po stietu pozitronu s elektronem dochazi ke ztraté a zaniku
energie v podobé dvou fotonli gama zafeni (511 keV), pohybujici se v opaném sméru. B. Anihila¢ni fotony
jsou registrovany radiodetektory, sestavajici ze scintilaénich krystalii a fotondsobi¢t. Prevzato z Velikyan,

2014.
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V soucasné dob¢ existuji nékolik PET radiofarmak oficialné uznané organizaci FDA:
fluorid sodny (Na'®F) pro zobrazovani kosti, rubidiumchlorid (¥2RbCl) pro hodnoceni
regionalni perfuze myokardu pii diagnostice a lokalizaci infarktu myokardu,
fluorodeoxyglukoéza (**FDG) pro identifikaci oblasti s abnormalnim metabolismem glukézy
a lokalizace primarniho nadoru u pacientll s metastatickym postizenim, amoniak (*NHs)
pro hodnoceni pritoku krve myokardu, dale 8F-fluciclovin (Axumin) pro zobrazovani
recidivy karcinomu prostaty na zakladé zvySenych hladin PSA v krvi po pfedchozi 1é¢b¢;
BE_flutemetamol (Vizamyl), 8F-florbetaben (Neuraceq) a ®F-florbetapir (Amyvid) pro
zobrazovani mozku, zejména poruch kognitivnich funkci (Alzheimerova choroba), na
zakladé odhadu hustoty B-amyloidniho neuritického plaku, C-cholin pro identifikaci
potencialnich mist recidivy rakoviny prostaty a %8Ga-dotatate (Netspot) pro lokalizaci
neuroendokrinnich ~ nadori  pozitivnich na  receptor  somatostatinu  (NET)

(http://www.radiopharmaceuticals.info/pet-radiopharmaceuticals.html).

Obr. 2: Recidiva glioblastomu pfi vySetteni ®FDG-PET: Na snimku z PET skenovani je zobrazen rozsahly
hypermetabolizmus (bila Sipka) a hypometabolizmus (Cerna Sipka). Toto zobrazeni koreluje s lokalizaci

gliové jizvy po predchazejici operaci. Pfevzato z Dolezalova et al., 2014.

Fluorodeoxyglukéza (*8F-2-deoxyglukoéza) je v soucasné dobé nejpouzivangjsim PET
radiofarmakem. Umoznuje méfeni rychlosti spotieby glukozy. Pouziva se predevsim v
ptipadech, kdy pomoci jiného zobrazovaciho vysetfeni nelze rozeznat povahu loziska,

napiiklad nador oproti jinému onemocnéni; aktivni nadorové lozisko oproti jizvé (obr.1),

24



kterda zbyla po 1écbé nadoru nebo rozliSeni mezi benignimi a malignimi nadory (maligni

tumory metabolizuji gluk6zu rychleji nez benigni nadory) (Dolezalova et al., 2014).

2.3.4 Hybridni systémy (PET/CT a PET/MR)

Zobrazovaci techniky, jako je vypocetni tomografie (CT) a magneticka rezonance (MRI),
vytvareji trojrozmérné (3D) obrazy, které obvykle poskytuji podrobné informace o
anatomickych strukturdch, pouzitelné pro diagnostické a terapeutické ucely (Seute et al.,
2008). Strukturalni zobrazovani vSak neni vhodné pro detekci patologickych jevi, kde je

bunécna aktivita vyznamnéjsi nez anatomické rysy (MacManus et al., 2009).

Pozitronova emisni tomografie (PET) poskytuje neinvazivni informace o tkanich na
molekularni trovni. Pfi kombinaci s CT nebo MRI vyuziva funkéni (PET) i strukturdlni
informace. Prestoze citlivost PET skenti je obvykle mnohem vy$§i nez konvenc¢ni
strukturalni obrazy, anatomické informace z jiné modality (CT nebo MRI) jsou stale
potfebné pro spravnou interpretaci a lokalizaci funkéni abnormality pouzitého
radiofarmaka. (Balyasnikova et al., 2012; Basu et al., 2011). Pomoci hybridnich systému
PET/CT a PET/MRI muZzeme u daného onemocnéni ur€it diagnézu a presnéjsi staging

pacienta nez v samotném rozloZeni zobrazovacich technik (MR, CT, PET) (Evanko, 2008).

2.3.5 Jednofotonova emisni vypocetni tomografie (SPECT)

Jednofotonova emisni vypocetni tomografie je neinvazivni technika, kterd poskytuje 3D
funkéni informace s vysokou citlivosti a specifi¢nosti. Stejné jako u vSech postupl pro
zobrazovani Vv nuklearni medicing, je zalozena na injekci velmi malého mnozstvi (nano az
pikomoly) molekul znacenych radionuklidem (Accorsi, 2008). Od PET se lisi tim, ze
vyuziva radionuklidy emitujici pouze jeden foton na pfeménu jako v piipad€ nejCasteji

pouzivaného *"Tc (Trnka, 2015).

Pro detekci gama fotonli se vyuzivd scintilaéni kamera. Skladd se z olovéného
kolimatoru, ktery propousti pouze fotony gama. Dale ze scintilaéniho krystalu (obvykle

jodid sodny aktivovany thaliem Nal (TI), ktery konvertuje energii fotontt gama na fotony o
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niz8i energii. Ke scintilaénimu krystalu jsou v celé jeho plose pfipojeny fotonasobice
konvertujici scintila¢ni svétlo na elektricky signal. Signaly z fady fotonasobic jsou
zpracovany elektronickymi obvody, které poskytuji informace o poloze, ve které¢ foton

interaguje s krystalem (Trnka, 2015; National Research Council et al., 1996).

SPECT rozsifuje moznosti planarni scintigrafie podobnym zptsobem jako vypocetni
tomografie (CT), 1 kdyz se ob¢ tyto techniky v mnoha ohledech 1isi. SPECT zobrazuje
distribuci radiofarmaka ve tkani pacienta namisto distribuce koeficientu Gtlumu
rentgenového paprsku (u CT). Expoziéni ¢as u CT je v fadu 1 sekundy a u SPECT desitky
minut. SPECT zobrazuje funkci a CT strukturu. Ob¢ techniky vSak maji spolecny zptisob
rekonstrukce obrazii (Samal a Stich, 2000; National Research Council et al., 1996).
Vysledkem skenovani je sada planarnich projekci (snimkl) z rznych uhli, které jsou
matematicky rekonstruovany. Vystupem je sada transverzalnich fezi (Trnka, 2015).
Rekonstrukce obrazu z projekci se provadi metodami: filtrovana zpétna projekce a
iretativni algebraicka technika (Samal a Stich, 2000).

Doba skenovani pomoci SPECT zéavisi na zobrazovacim systému, druhu
radiofarmaka a pozadované kvalité obrazu. Obrazy s vysokym rozli§enim celého mozku je
mozné ziskat za 20 az 30 minut. Objemova zobrazovaci kapacita vétSiny systémia SPECT
umoznuje rekonstrukei v jakémkoli thlu véetné axidlnich, koronalnich a sagitalnich rovin

(Masdeu, 2007).
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2.4  Zakladni pojmy nukleiarni mediciny

2.4.1 Radiofarmaka

Radiofarmaka jsou 1é¢ivé piipravky, které se v nuklearni medicing vyuzivaji pfi diagnostice
a terapii riznych typll onemocnéni. Skladaji se z radioaktivni (radionuklid) slozky, ktera
signalizuje lokalizaci a mnozstvi radiofarmaka v téle a biologicky aktivni slozky (nosic),
ktera zajiStuje pritomnost radiofarmaka v misté, které chceme vysetfit nebo
farmakologicky ovlivnit (Kubinyi, 2015). Podavaji se vétSinou intravenozné¢, néktera jina

peroralné nebo inhalaci (Laznicek a Komarek, 1998).

vvvvvv

organické latky (cukry, aminokyseliny, peptidy, bilkoviny atd.) anebo bunky (erytrocyty,
leukocyty, kmenové builky) zna¢ené vhodnym radionuklidem (Kubinyi, 2015). Dulezitou
vlastnosti radionuklidu urcujici nasledné pouziti radiofarmaka, je jeho poloc¢as premény,
druh a energie ionizujiciho zareni (Laznicek a Komarek, 1998). V zavislosti na jejich
lékaiskych aplikacich lze radiofarmaka rozdé€lit na dvé zékladni tfidy, diagnostické a
terapeutické. Mohou byt rovnéz klasifikovany podle jejich biodistribu¢nich charakteristik,
naty, jejichz biodistribuce je urcena vyluéné jejich chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi a
ty, jejichZz kone€na distribuce je urcena jejich schopnosti véazat receptory nebo jejich

dal$imi biologickymi interakcemi (Liu, 2008).

Diagnostickym radiofarmakem je molekula znacena radionuklidem emitujici gama
zafeni pro jednofotonovou emisni pocitacovou tomografii (SPECT) nebo radionuklidem
emitujici pozitron pro pozitronovou emisni tomografii (PET). Pouzivaji se ve velmi
nizkych koncentracich (10°-10® M) a nemaji zadné farmakologické ucinky. Cilem aplikace
diagnostického radiofarmaka je podrobny popis morfologické struktury organt a tkani a
pfedevsim testovani jejich fyziologické funkce (Liu a Edwards, 2002). Diagnostickymi
radiofarmaky jsou pfevazné komplexy kovového radionuklidu s organickym chelatorem
pro biologicky aktivni latky se specifickym zacilenim. V nékterych piipadech mohou byt
organickymi molekulami pfipojenymi k nekovovému radionuklidu, jako jsou BF a 1]

(Reichert, 1999).
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Terapeuticka radiofarmaka jsou molekuly znac¢ené radionuklidy emitujici alfa nebo
beta minus zafeni, jejichz ulohou je doruceni terapeutické davky ionizujiciho zareni do
mista poSkozenych tkani. Idedlni terapeutické radiofarmakum ma schopnost byt
vychytavano v misté nadoru, v dostatecné koncentraci, aby poskytlo davku cytotoxického
zateni nadorovym bunkam a soucasné¢ se rychle eliminovat z organt, kde se nador
nevyskytuje, aby se minimalizovalo radia¢ni poSkozeni normalnich tkani (Volkert a

Hoffman, 1999).

Aby se radiofarmakum mohlo stat bezpecnou latkou pro pacienty, musi vykazovat
vysoké a kvalitni chemické a radiochemické vlastnosti. Musi byt chemicky cisté, sterilni,

apyrogenni, izotonické, minimalné toxické a minimalné antigenni (Kubinyi, 2015).
Vlastnosti idealniho diagnostického radiofarmaka:

¢ Snadno dostupné za nizkou cenu.

e Radionuklidovy rozklad vede k emisi gama zatfeni vhodné energie [(100-200 keV je
idealni pro gama kamery a 511 keV pro pozitronovou emisni tomografii (PET)].

e Neemituje zafeni a ani B~ (vhodné pro terapeuticka radiofarmaka). Tyto Castice
zvySuji davku radiace pacientovi a neposkytuje Zadné diagnostické informace.

e Ma kratky biologicky polocas, aby byl vyloucen z téla co nejrychleji.

e Fyzikalni polo€as pfemény je pfiméfeny dobé potiebné pro klinické vySetteni.

e Produktem pouzitého radionuklidu je stabilni nuklid.

e Sleduje nebo zachycuje metabolicky proces, ktery nas zajima.

e Zafeni emitované z radionuklidu je snadno detekovana nuklearnimi ptistroji a davka

zafeni pro pacienta je minimalni.

(Laznicek a Komarek, 1998; Ziessman et al., 2014; Saha, 2010; Ruth, 2008)

2.4.2 Radionuklidy

Samotny atom je tvofen atomovym jadrem a elektronovym obalem. Atomové jadro (nuklid)

je charakterizovano atomovym ¢islem (Z), které udava pocet protonti (nese kladny naboj)
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Vv jadie a hmotnostnim ¢islem (A), které udava pocet protont a neutront (N) (nukleony)

Elektronovy obal je slozen ze zaporné nabitych elektront (Ziessman et al., 2014).

Z X Obr. 3: Atomové jadro prvku X tvofeno hmotnostnim ¢islem A a atomovym &islem Z.

Jadro je stabilni, pokud je vhodny pomér poctu protonti a neutronti (N/Z), jadra
Sjinym pomérem se samovolné pieménuji. Tyto nestabilni nuklidy se nazyvaji
radionuklidy, jsou schopné samovolné radioaktivni piemény jader (Laznicek a Komarek,
1998). Je zndmo vice nez 3000 nuklidd, z nichZ piiblizné 250 je stabilnich a zbytek jsou
radioaktivni (Jacobson et al., 2012). Radionuklidy se pfeménuji tak dlouho az dosahnou
idealniho poméru N/Z (stabilni nuklid). Jadro, které se pfeménuje se nazyva matetské (X) a
jadro, které vznikd dcefiné (Y). Radioaktivni pfemény délime na pfeménu alfa a pfemény
beta. Ve vSech procesech pfemény musi byt zachovana energie, hmota a naboj radionuklidi

(Saha, 2010).

2.4.2.1 Pfemény radionuklidi
Pieména alfa

Pii pfeméné alfa vyléta z matefského jadra Castice a, ktera se sklada ze dvou neutronl a

dvou protonii (heliové jadro ;He) (Ziessman et al., 2014). Dochazi ke snizeni atomového

¢isla (Z) mateiského jadra o 2 a hmotnostniho Cisla (A) o 4. Pfeména probiha u tézkych

jader neptunia, uranu a radonu (Saha, 2010).

Schematické znazornéni: ’%X — *%:;._LY
Priklad uranu: 33U — “35Th + 3He

Pireména beta

Je trojiho druhu: pfeména B, pfeména " a elektronovy zachyt.
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Pieména p-

Pii pfeméné B je z matetského jadra emitovan zaporné nabity elektron a velmi mala
neutralni ¢astice neutrino. Emisi elektronu dochazi k pfeméné jednoho neutronu na proton.

Dochézi tak ke zvyseni atomového ¢isla (Urbanek, 2000).

Schematické znazornéni: ‘%X — 5 +‘i‘Y
Piiklad molybdenu: 313Mo — *?BTc + e~ + neutrino

Pifeména p*

Pti této pfeméné se z matetského jadra emituji kladné nabité pozitrony a neutralni neutrino.
K pfeméné dochazi u radionuklidd, u nichz pievlada pocet protoni nad poctem neutrontl.
Jeden proton se v jadfe méni v neutron, a tak dochazi ke snizeni atomového ¢isla (Skibova
2015). Pozitron velmi rychle zanika pfti reakci s elektronem. Dochazi ke vzniku dvou gama

fotoni o energii 511 keV (Urbanek, 2000).

Schematické znazornéni: *%X — z_‘i‘Y
Pfiklad uhliku: 'aC — 2B+ e~ + neutrino

Elektronovy zachyt

Pii elektronovém zachytu dochazi k zachyceni elektronu z valen¢nich sfér atomu jednim
z protontl v jadfe, za vzniku neutronu a neutrina. Neutron ziistdva v dcefiném jadie. Po
zachytu elektronu jadrem, elektron z vysSSich orbit preskoc¢i okamzit€¢ na misto piivodniho

elektronu a pfitom se uvoliluje rentgenové zareni.

Schematické znazornéni: ’%X — z_’i‘Y

Priklad gallia: 51Ga+ e~ — 57Zn + kvantum gama
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Izomerni prechod

Neékdy je dcetfiné jadro schopné pretrvavat v excitovaném energetickém stavu dlouhou
dobu, jednéd se o metastabilni stav jadra. Pii pfechodu do zékladniho stavu je emitovano

zareni vy. Ptikladem je velmi Casto pouzivany radionuklid technecium-99m.

P¥iklad technecia: °4elC — 331c + kvantum gama

Vnitini konverze

Je radioaktivni pfeména, pii které foton gama vznikly deexcitaci jadra vyrazi elektron
Z obalu atomu a na takto uvolnéné misto pieskoci elektron z vyssi sféry, za soucasného

vyzafeni gama a rentgenového zéieni. (Skibova, 2015; Urbanek, 2000).

2.4.2.2 Vyroba radionuklidu

Pfirozené se vyskytujici radionuklidy (napt. uran, aktinium, thorium, radium a radon) jsou
tézké toxické prvky s velmi dlouhymi polocasy rozpadu (> 1000 let). Dtsledkem toho
nemayji klinickou roli v diagnostické nuklearni medicin€, ale mohou byt vyuzity pro vyrobu
b&zné pouzivanych radionuklidd (®°U a 2%U) (Ziessman et al., 2014). Potiebné
radionuklidy jsou uméle vytvareny ve specialnich zatizenich, jako je cyklotron, jaderny
reaktor nebo generator. Vyrabi se na zaklad¢ osttelovani tercikového materidlu neutrony
nebo nabitymi Casticemi, které zplsobi preménu stabilniho jadra na nestabilni

(radioaktivni) jadro. (Cherry et al., 2012).

Priprava v jaderném reaktoru

Jednou z moznosti piipravy radionuklidu je ozafovani vhodného teré¢ikového materialu
neutrony v ozarovaci komtrce reaktoru, kde vznikaji jadra s prebytkem neutroni, které
obvykle vykazuji radioaktivitu p~. Nejobvyklejsi reakei je prosty neutronovy zachyt (n, y).
(http://astronuklfyzika.cz/JadRadFyzika4.htm).
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Dalsi metodou vyroby radionuklidi v jaderném reaktoru je ozafovani jader uranu
25U (popiipadé 2%U) neutrony a nasledné izolaci zadanych radionuklidd ze $t&pnych
produktii. Jaderny reaktor je vybaven palivovymi ty¢emi vyrobenymi ze St€pnych materialt
jako je pfirodni uran (***U a 2%8U). 2®Uran prochazi spontannim jadernym §tépenim (T1/2 ~
7x108 let) na dva leh¢i jaderné fragmenty a emituje dva nebo tii St€pné neutrony.
Spontanni §tépeni 23°U neni dostateénym zdrojem neutroni. Stépné neutrony viak stimuluji

dal§i §tépné reakce bombardovanim jader 2°U a 2%U. Dulezitou reakei je: 2°U + n —
236

chladici zarizeni

ovladaci tyce

—» odvod chlazeni

Pneumaticka

grafit “— linka pro vkladani
a odebirani
vzorku
<« privod chlazeni
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nadoba
™~ stinéni

zdroj uranu

Obr. 4: Schématické znazornéni jaderného reaktoru. Pfevzato Cherry et al., 2012.

Jadro 2°U" je vysoce nestabilni, tim se rychle §t&pi a uvoliiuje dalsi §t&pné neutrony.
Cilem je vyzafovani §t€pnych neutronti v kazdé spontanni nebo stimulované $tépné reakci.
Tim vznika fizend, samostatna jaderna fetézova reakce (Cherry et al., 2012). Tato fetézova
reakce musi byt kontrolovana, coz je dosazeno spravnou velikosti, tvarem a hmotnosti
palivového materidlu a dalSich technickych parametri. Nadbyte¢né neutrony jsou
odstranény umisténim kadmiovych ty¢i do palivového jadra (kadmium ma vysokou

pravdépodobnost absorbce tepelného neutronu) (Saha, 2010).
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Priprava v cyklotronu

Cyklotron se sklada z dvojice dutych, ptalkruhovych kovovych elektrod, umisténych mezi
poly velkého elektromagnetu. V blizkosti stfedu palkruhové elektrody je iontovy zdroj pro
generovani nabitych Céstic (protony, deuterony, a-Castice). VSechny tyto slozky jsou

obsazeny ve vakuové nadrzi (Cherry et al., 2012).

Nabité ¢astice jsou urychleny elektromagnetickymi silami. Magnetické pole, kter¢ je
orientovano kolmo k elektrickému poli, umoziiuje pohyb nabitych ¢astic po kruhové draze,
v pilkruhovych elektrodach s rostoucim polomérem. Na konci drahy se nachazi tercik
s nuklidem ozafovanym zrychlenymi ¢asticemi. Po ozéafeni dochéazi k pfeméné neaktivniho
prvku na radionuklid (Kubinyi, 2015). Pfi ozafovani jader protony, jsou jadra s pfebytkem
protonti  vétSinou B*-radioaktivni nebo se rozpadaji  elektronovym  zachytem

(http://astronuklfyzika.cz/JadRadFyzika4.htm).

pulkruhové elektrody

__i__# vakuum

\ elektrostaticky 1
' deflektor K Magnej

\

| 1

A.4— cilovy nuklid pllkruhové elektrody

Obr. 5: Schematické znazornéni cyklotronu. S-iontovy zdroj nabitych ¢astic. Pfevzato z Cherry et al., 2012.

Radionuklidové generatory

Vyznam radionuklidovych generatorti spo¢iva ve skutecnosti, Ze jsou snadno prenositelné a
slouzi jako zdroje kratkodobych radionukliddi v institucich daleko od mista jakéhokoli
cyklotronu nebo reaktorového zafizeni. Generator je konstruovan na principu rozpadu

dlouhodobého matetského radionuklidu na kratkodoby dcetiny radionuklid.
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Sklada se ze sklenéné nebo plastové kolony, kterd je umisténa na dno s fritovanym
diskem. Kolona je naplnéna adsorpénim materidlem, na kterém je adsorbovan matetsky
radionuklid. V disledku rozdilnych chemickych vlastnosti se dcefiny radionuklid eluuje
vhodnym elu¢nim ¢inidlem, pficemz matetsky radionuklid je nadéale adsorbovan na koloné

(Saha, 2010).

2.5 Priprava radiofarmak znaéenych %®galliem

2.5.1 Vyroba radionuklidu %Ga

Gallium-68 je vyrabéno uméle z *8Ge/*®Ga generatoru. Generator se sklad4 z matefského
radionuklidu germania-68 a dcefiného radionuklidu gallia-68. Germanium se rozpada
elektronovym zachytem, s polocasem rozpadu 271 dnd, diky jeho dlouhému polocasu
rozpadu lze tento generator vyuzivat i po dobu nékolika let. Gallium-68 se rozpada
pozitronovou emisi s poloasem rozpadu 68 minut, jeho relativné kratky polocas rozpadu je

tak vhodny pro PET zobrazovani (Velikyan, 2014; Saha, 2010).

Prvni %8Ge/%®Ga generator byl popsan Gleasonem v roce 1960 (Gleason, 1960). Brzy
po roce 1960 byl generator vylepsen v disledku zvyseného zajmu o aplikace %®Ga
znaCenych latek v nukledrni mediciné a také v dusledku pokrokti v technologii PET
(Greene, 1961; Yano, 1964). Nicméng, novy typ %8Ge/®®Ga generatoru se stal komeréné

dostupny az v prvnich letech 21. stoleti (Razbash, 2005).

P¥i prvnim pouziti ®8Ge /%Ga generatoru byla eluce *3Ga provedena metodou extrakce
Z kapaliny do kapaliny (Gleason, 1960). Pozd¢ji se vyuzivala iontov€ vyménna
chromatografie s extrakci na pevné fazi a stala se tak hlavni pouzivanou chemickou
metodou (Yano, 1964). Generator obsahuje plastovou nebo sklenénou kolonu naplnénou
oxidem hlinitym (Al203). *8Ge koncentrovany kyselinou chlorovodikovou je neutralizovan
v roztoku EDTA a adsorbovan na kolong. Poté je ®3Ga eluovan roztokem 0,005 M EDTA

$95% vytézkem a obsahem méné nez 1,4x107° % nadfazené polozky ®8Ge (Saha, 2010;
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Rosch, 2013). Za kazdych 3,5 hodin miize generator eluovat téméi tplnou (90%) %®Ga
radioaktivitu (Roesch, 2012).

Dnesni distribuované komer¢ni generatory jsou zaloZeny na extrakci na pevné fazi
s pouzitim kyseliny chlorovodikové (HCI), k eluci generovaného %8Ga, bez ohledu na to,
jaky typ pevné faze se pouziva (anorganicky nebo organicky). Vzhledem ke kationtové
formé %Ga v eluatu, jsou vSechny generatory velmi dobie navrzeny, tak aby generované
galium bylo pouzito pro nasledné znacCeni. Systémy se 1iSi zejména v oblasti dané
koncentrace HCI, pak ve smyslu ®8Ga elu¢nich vytézki, klesajici se zvysujici frekvenci

pouzivani a také z hlediska obsahu %8Ge v eluatu (Roesch, 2012).

2.5.2 Priprava znaceni cilovych molekul galliem-68

Gallium je klasifikovan jako kov, ktery vytvari stabilni komplexy s mnoha ligandy
obsahujici kyslik a dusik, jako donorové atomy. UmoZziuje tak vytvaret komplexy
S chelata¢nimi ¢inidly, konjugovanymi S peptidy nebo jinymi makromolekulami cilenymi

na uréity ligand (Velikyan, 2005).

Znaleni galliem-68, miZe probihat pfimo nebo miZze byt zprostfedkované
chelatorem. P¥mé znaceni %®Ga makromolekul se vztahuje na proteiny (napiiklad
laktoferrin, transferin, feritin), které obsahuji misto pro navazani zeleza, kdy je vyuzita
chemicka podobnost mezi Ga®" a Fe*" (Kumar et al., 2011). Bifunkéni chelator (BFC) je
kovalentn€¢ vazan na cilovou molekulu bud’ pfimo nebo prostiednictvim PKM
(farmakokineticky modifikator) spojky a je siln¢ koordinovan s galliem-68. VVolba BFC je z
velké &asti uréena povahou a oxida¢nim stavem °®Ga. Idedlni BFC je ten, ktery dokaze
vytvofit  stabilni komplex kovového radionuklidu s chelatorem, s vysokou

termodynamickou a Kinetickou stabilitou (Liu, 2008).

Vyznamnymi chelatory pro %8Ga znaceni malych biomolekul jsou DTPA, DOTA a
NOTA derivaty. Bifunk¢ni chelatory jako NODASA a NODAGA jsou obzvlasté uzite¢né
pro %8Ga znaceni, diky vysoké hydrofilité, stabilité a vyssi u¢innosti znadeni nez u NOTA
chelatoru. Rychlé a Gc¢inné radioaktivni znaceni galliem-68 je zvlaste dalezité zejména,

kvuli jeho kratkému poloc¢asu piemény (t2 = 68 min) (Velikyan, 2014; Liu, 2008).
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Alternativou k témto cyklickym aminokarboxylatim a aminofosfinatim jsou
siderofory. Jedna se o chelatory s nizkou molekulovou hmotnosti a s velmi vysokou
afinitou k Zelezitym iontam (Winkelmann, 1991). Vzhledem ke srovnatelnému iontovému
poloméru, naboji a elektronické konfiguraci, %8Ga®" vykazuje témét identickou koordinaéni
chemii s Fe**. Miize tak byt pouzito K radioaktivnimu znageni piislusného sideroforu. Jeden
z prvnich sideroforti pouzivanych pro zna¢eni ®3Ga®* byl desferoxamin B (DFO). Jedna se o
hexadentatovy siderofor izolovany ze Streptomyces pilosus, vyznamny pro lé¢bu -
thalasemie (Aouad et al., 2002, Yokoyama et al., 1982).

Dalsim sideroforem pro %®Ga znaceni je triacetylfusarinin C (TAFC), zastupce ze
tfidy hydroxymati. V nedavnych studiich bylo zjisténo, ze %®Ga-TAFC detekuje infekce
zpusobené Aspergillus fumigatus u zvifeciho modelu potkana pomoci PET zobrazovani
(Petrik et al., 2010). Jeho deacytalovana forma fusarinin C (FSC) umoznuje rychlé a vysoce
selektivni znageni s ®®Ga v Sirokém rozmezi pH a vede k vysokym specifickym aktivitam.
8Ga-FSC navic vykazuje velmi vysokou stabilitu v nizkych koncentracich. Ukazuje se
tedy, ze FSC je vhodnéjsi pro znadeni ®®Ga nez DFO, u kterého byla prokazina vysoka
nestabilita pti nizkych koncentracich (<50 nM) (Caraco et al., 1998).

2.5.3 Siderofory

Zelezo je nezbytnym kofaktorem pro riizné bundéné procesy eukaryot a vétiiny prokaryot,
véetné procest jako je respirace, metabolismus aminokyselin a biosyntéza DNA a sterolu. |
kdyz je jednim z nejbéznéjSich prvkl v zemské kilife, v aerobnim prostfedi se Zelezo
nachazi ve formé vysoce nerozpustného komplexu hydroxidu Zelezit¢ho (Wandersman a
Delepelaire, 2004). V piirodni lokalité se zelezo vyskytuje ptevazné ve formé Fe (III), jako
hydroxidové a oxyhydroxidové koloidni ¢astice ve velmi malém mnozstvi. Proto si
patogenni i nepatogenni organismy musely vyvinout sofistikované strategie, k zajisténi
piijmu zeleza. Jednou z téchto strategii je sideroforem-zprostredkovana absorpce zeleza
(Hider a Kong 2010).

Siderofory jsou organické slouceniny s relativné nizkou molekulovou hmotnosti,

produkovany bakteriemi, houbami a nékterymi rostlinami. SlouZzi jako chelata¢ni ¢inidla
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pro zelezité ionty. Hlavni tlohou téchto sloucenin je vychytavéani Zeleza z prostiedi a tim
jeho zpfistupnéni pro mikrobidlni a rostlinné bunky (Winkelmann, 1991). Dé€li se do tii
hlavnich skupin, v zavislosti na charakteristické funk¢ni skuping, tj. na hydroxamaty,
katecholy a (a-hydroxy) karboxylaty. Je znamo vice nez 500 rtiznych typa sideroford, z
nichz 270 bylo strukturalné charakterizovano (Boukhalfa et al., 2003). VétSina siderofort
patfi do skupiny hydroxamati a jsou obvykle tvofeny houbami. D¢li se do 4 podskupin:
fusarininy, koprogeny, ferrichromy a kyselina rhodotorova. Hydroxamatova skupina je
syntetizovana acylaci aminokyseliny N°-hydroxy-(-ornithinu (Winkelmann, 2002). S
vyjimkou fusarininu C, produkovaného Aspergillus nidulans (napt. TAFC), ktery obsahuje
esterové vazby, vSechny ostatni hydroxamaty obsahuji peptidovou vazbu (Oberegger et al.,
2001). Kazdy hydroxamat je schopen vytvofit hexadentatovy oktahedricky komplex s
zelezitym iontem (Saha et al., 2016).

Syntéza sideroforii zahrnuje enzymy, které se vyskytuji vyhradné v bakteriich a
houbach a piijem sideroforti je umoznén specifickymi transportéry. Na obrazku ¢. 6 je
zobrazeno schematické znazornéni vychytdvani zeleza, zprostfedkované siderofory.
Obecny princip vychytavani Zeleza spociva v navazani zelezitych iontli na vyloucené
siderofory, za tvorby komplexu, ktery je navazan na specificky receptorovy protein,
pfitomny na vné&j$i membrané¢ mikrobialnich bunék. Komplex je pienesen aktivnim

transportem a uvolnén do vnitiniho prostoru buniky (Winkelmann, 2002).

U gramnegativnich bakterii musi siderofory prochazet jak vné&jsi, tak plazmatickou
membranou. Sideroforem zprostifedkované vychytavani Zeleza vyZaduje specifické
receptory vnéj$i membrany, jako jsou napt. FepA, FecA a FhuA, které se vazou na jejich
pfibuzny Zelezito-sideroforovy komplex (Kdster, 2001). Komplex sideroforu a Zeleza se v
periplazmatickém prostoru vaze na periplazmaticky vazebny protein TonB a je
transportovan prostiednictvim transportéru ABC (ATP-binding cassette) do cytosolu
bunky. Transportér ABC se sklada ze dvou proteintl, z nichz jeden piisobi jako permedza a
druhy hydrolyzuje ATP, aby poskytl energii pro transport. Poté se zeleznaty iont uvoliuje z
zelezito-sideroforového komplexu, redukei zelezitého iontu. (Krewulak a Vogel, 2011).

TonB-ExbB-ExbD jsou vnitinim membranovym proteinovym komplexem, ktery pomaha
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pii prepravé zelezito-sideroforového komplexu pies vn€jsi memebranu. (Sah a Singh,

2015).

\/ 3 >
‘ Komplex Zeleza a sideroforu
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Zelezity
iont v,. Spq«:iﬁck& receptor

Siderofor ‘ ‘ ‘
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Zeleznaté ionty

Vnéjsimembrana

Obr. 6: Schematické znazornéni vychytavani zeleza siderofory. Pfevzato a upraveno dle Khan et al., 2017.

U hub byly identifikovany Ctyfi rizné mechanismy pro ziskéni Zeleza: a) piijem
zeleza zprostiedkovany siderofory, b) redukéni asimilace Zeleza (RIA), ¢) nizkoafinitni

absorpce zelezného iontu a d) vychytavani a degradace hemu (Haas et al., 2008).

Vychytavani komplexti sideroforu a Zeleza v houbach, je zprosttedkovano
"transportéry sideroforu-zeleza" (SIT) (Philpott a Protchenko, 2008). Vétsina druht hub,
véetné téch, ktefi produkuji siderofory, ma vice SIT transportérii, napt. A. fumigatus a A.
nidulans koduji sedm a deset moznych SIT. Nékteré studované druhy hub jako je oportunni
patogenni Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae a rod Candida spp.
postradaji biosyntézu sideroforu. Vyuzivaji tak ptijem Zeleza mechanismem b), c) a d)
(Haas et al., 2008). Nicméng, jsou schopni vyuzivat siderofory produkované jinymi druhy
organismi (xenosiderofory) (Philpott, 2006).

Siderofory maji Siroké uplatnéni v rznych oblastech, jako je zemédé&lstvi, za G¢elem
zlepSeni urodnosti pidy a v biologické kontrole houbovych patogent. Dale v mediciné
Vv boji proti bakteriim rezistentnich na léky (konjugace s antibiotiky), 1écbé p-thalasemie a
maldrie, a detekci a terapii infekénich a nddorovych onemocnéni. Siderofory se dale
vyuzivaji pro sniZeni kontaminace pldy a vody kovy, ale také pro zlepSeni kontrastu

magnetické rezonance (Ali a Vidhale, 2013).
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2.5.4 RGD peptidy

Peptidy jsou dilezitymi regulatory rustu, buné¢né funkce, mezibunétné komunikace a
imunitni odpovédi. Vyznamnymi peptidovymi ligandy jsou neurotransmitery, hormony,
chemokiny, cytokiny a rdstové faktory. Jednd se o oligomery aminokyselin, vytvarejici
peptidovou vazbu. Existuje 21 DNA-kédovanych prirodnich a-aminokyselin a nespocet
syntetickych aminokyselin, coz umoznuje tvorbu velkého mnozstvi peptidovych

modifikaci.

Biologické ucinky peptidii jsou zprosttedkovany vazbou na receptory s vysokou
afinitou. Vysokd nadmérnd exprese téchto receptorti vV riznych nadorovych buitkdch ve
srovnani s jejich nizkou hustotou v normalnich tkanich poskytla molekularni zaklad pro
klinické pouziti radioaktivné znaCenych peptidi (Mankoff et al., 2008). V minulych letech
bylo pro detekci riznych typt nadori vyvinuto mnoho analogi radioaktivné znacenych
peptidl, jako je somatostatin, bombesin, vazoaktivni intestinalni  peptid,

cholecystokinin/gastrin, neurotensin, exendin a RGD peptidy (Fani et al., 2012).

RGD peptid obsahujici sekvenéni motiv arginin-glycin-aspartat se specificky vaze na
integrin  avP3. Integriny jsou dimerni transmembranové glykoproteiny, které
zprostiedkovavaji interakci mezi burikami a matrixem. Hraji vyznamnou roli pii regulaci
ristu nadoru, angiogenezi, invazivité a metastatického potencialu nadoru (Hood a Cheresh,
2002). Integrin avP3 je nadmérné exprimovan v aktivovanych endotelovych bunkach béhem
angiogeneze a v nékterych nadorovych bunkach (gliomu, prostaty a prsu) (Eliceiri a
Cheresh, 1999).

Vzhledem k tomu, ze hladina ovBs je rozhodujici pfi urovani invazivity a
metastatického potencidlu malignich nadorti, jsou RGD peptidy znafené vhodnymi
radionuklidy zajmavé pro neinvazivni zobrazovani. Umoznuji vizualizaci a kvantifikaci
hladiny avBs, coz lze vyuzit pro vcasnou detekci nadorovych onemocnéni a sledovani
terapeutické odpovédi (Brooks et al., 1994). Pro diagnostické zobrazovani se vyuZivaji
radionuklidy jako je ®°MTc, 'tIn, %8Ga, 8F, 12| a ®*Cu a pro terapii - **In, #*Cu a *°Y (Fani

etal., 2012).
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Bylo navrZzeno mnoho peptidi odvozenych z RGD sekvence tak, aby vykazovali
vysokou afinitu k integrinu ovfs, napiiklad cyklicky pentapeptid cyklo (-Arg-Gly-Asp-
dPhe-Val-) (Plow et al., 2000). Nezbytné je ale také, aby byl radionuklid stabilné pifipojen
k RGD peptidu, coz umoznuje pouziti bifunk¢niho chelata¢niho ¢inidla (BFC), jimZ je
napiiklad NODAGA, NOTA, DOTA, HPMA atd. (Fani et al., 2012).

Bylo zavedeno velké mnozstvi riiznych RGD peptidi znacenych radioaktivnimi kovy
nebo halogeny. Jednou z nejintenzivnéji klinicky testovanych latek je glykosylovany
cyklicky pentapeptid '®F-Galacto-RGD, ktery prokazal vysokou expresi integrinu ovfs u
pacientl s malignimi nadory (Haubner et al., 2005). Avsak syntéza tohoto radiofarmaka je
velmi slozita a Gasové naro¢na. Jeho alternativou by mohl byt %8Ga-NODAGA-RGD, diky

jeho snadné piipravé (Dumont et al., 2011).

2.5.4.1 %Ga-FSC-(succ-RGD)3

Fusarinin C patfi do skupiny hydroxymatovych siderofori. V prvnim kroku biosyntézy
sideroforu fusarininu C, dochazi k hydroxylaci ornitinu, ktery je acylovan na
hydromevalonyl-hydroxyornithin. Neribozomalni peptid syntetaza (NRPS) poté ptevede
tento produkt na cyklicky fusarinin C (FSC) (Khan et al., 2017).

Pfidanim cyklického RGD peptidu vazbou na integrin ovfs, exprimovany b&hem
angiogeneze, pomoci linkeru kyseliny jantarové (FSC-(succ-RGD)s) byly vytvoieny
komplexy s %®Ga. Vykazuji vys§i stabilitu nez monomerni ®®Ga-NODAGA-RGD, s
vynikajicimi vazebnymi vlastnostmi receptorti a moznosti in vivo zobrazovani vybranych

nadori (Zhai et al., 2016).
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Obr. 7: A. Chemicka struktura ®Ga-FSC, substituent R-(succ-RGD)s B. Chemicka struktura cyclo(-
Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys(Succ)-). Prevzato z Knetch et al., 2015.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL

3.1.1 Pristrojové vybaveni

V experimentalni ¢asti byly pouzity nasledujici piistroje: %8Ge/%®Ga generator (Eckert a
Ziegler; Berlin, Némecko), vysokou¢inny kapalinovy chromatograf (Dionex UltiMate
3000, Thermo scientific, Waltham, MA, USA) s detektorem radioaktivity (Raytest;
Straubenhardt, Némecko), HPLC kolona Watrex Nucleosil 120 C18, 5 um, 250x4 mm
(Watres; Praha, Ceské republika), hybridni zobrazovaci systém PET/SPECT/CT pro mala
laboratorni zvitata (Albira, Bruker Biospis Corpotation, Woodbridge; USA), automaticky
gama pocitac (Wizardz; Perkin elmer, Waltham, MA, USA), tfepacka, vortex, ioniza¢ni

komora, centrifuga, analytické vahy, termoblok, inkubator.

3.1.2 Pouzité chemikalie

K experimentim byly pouzity nasledujici komeréné dostupné chemikalie: Isofluran, 0,1 M
FeCls, 6 mM DTPA, 0,1 M HCI, 1,1 M acetatovy pufr, PBS pufr, acetonitril, fyziologicky

roztok, trifluoroctova kyselina, deionizovana voda a oktanol.

Derivatizované siderofory TPFC (tri-propionyl fusarinin C) a FSC-[c(RGDfK)]s [fusarinin
C-cyclo(arginin-glycin-aspartat-d-fenylalanin-lysin)] byly syntetizovany na oddéleni
nuklearni mediciny v Innsbrucku; TAFC triacetylfusarinin C (Microcollections, Tuebingen,
Némecko) a NODAGA-c(RGDfK) [NODAGA-cyclo(arginin-glycin-aspartat-d-
fenylalanin-lysin)] (ABX, Radeberg, Némecko) byly ziskany z komer¢nich zdroju.

3.1.3 Pouzité zvireci modely

Vsechny pokusy na zvifatech byly provadény v souladu se zakonem 246/1992 Sb., se
souhlasem Ministerstva Skolstvi, mladeze a t€¢lovychovy (MSMT-16402/2012-30 a MSMT-

18724/2016-12) a se souhlasem Odborné komise na ochranu zvitat proti tyrani Lékaiské
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fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Veskeré experimenty byly provadény na mysich

kmene Balb/c a Balb/c nude a potkanech kmene Lewis (Anlab, Praha, CR).

3.2 METODY

3.2.1 Radioaktivni znaceni

Z %8Ge/%®Ga generatoru byl ziskan izotop %®Ga, pomoci eluéniho ¢inidla 0,1 M HCI (ve
formé ®8GaCls). Byla odebrana frakce cca 1 ml s radioaktivitou v rozmezi 120-180 MBa.
Ke zjisténi optimdlnich podminek radioaktivniho znaceni byla testovdna riznd mnozstvi
FSC-[c(RGDfK)]s nebo TPFC (0,1 ng, 1 pg, 5 pg a 10 pg). Kreakéni smési 30 pl
acetatového pufru a testovaného mnozstvi FSC-[c(RGDfK)]z nebo TPFC bylo pfidano 300
ul roztoku %8GacCls o aktivité 18-30 MBg. Smés byla inkubovéana 15 minut p¥i pokojové
teploté. Po inkubaci bylo pfidano 100 ul acetatového pufru, k apravé pH na hodnotu 6-7.
Vzorek radioaktivné znacené latky byl nafedén deionizovanou vodou a stanoveni

radiochemické cistoty bylo provedeno pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC).

3.2.2 Kontrola kvality radioaktivniho znaceni

Kontrola kvality radioaktivniho zna¢eni °8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s a %Ga-TPFC byla
provedena pomoci HPLC sradiodetekci. Ze ziskanych dat bylo vyhodnoceno optimalni
mnozstvi testovanych latek pro radioaktivni znaceni, s poZadovanou radiochemickou

¢istotou minimalné 95 %.

Chromatografické podminky:

Kolona: Watrex Nucleosil 120 C18 S5um 250x4mm

Mobilni faze: A =99,9 % H20s 0,1 % TFA; B=99,9 % ACNs 0,1 % TFA

Pratokova rychlost: 1 ml/min
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Gradient: 0-3 min, 0 % B; 3-6 min, 0-50 % B; 6-10 min, 50 % B; 10-10,1 min, 50-80 % B;
10,1-13 min, 80 % B; 13-13,1 min, 80-0 % B; 13,1-15 min, 0 % B.

Detekce: radiodetektor

3.2.3 Invitro stabilita

Stabilita byla testovana v lidském séru a v prostfedi zvySeného mnozstvi konkurenc¢niho
kovu (Fe*") a chelatoru kyseliny diethylentriaminpentaoctové (DTPA). Pfi testovani
stability v lidském séru bylo smichano 100 pl ptipravené radioaktivné¢ znacené latky s 300
pl lidského séra. Smés se nechala inkubovat v inkubétoru pii teploté 37°C. Po 30, 60 a 120
minutach bylo odebrano 100 pl vzorku smési a kni byla pfidano 150 pl acetonitrilu.
Nasledné byla reakéni smés centrifugovana 3 minuty pii 15 000 rpm. Po centrifugaci byl

odebran supernatant a pomoci HPLC analyzovan.

K testovani stability v prostiedi zvySeného mnozstvi konkuren¢niho kovu a chelatoru
byly pouzity roztoky 0,1 M FeClz a 6 mM DTPA. Ke 150 pl radioaktivné znacené latky
bylo ptidano 150 pl roztoku FeClz nebo 150 pl roztoku DTPA. Smés se nechala inkubovat
pti 37 °C a po 30, 60 a 120 minutach byly odebrany vzorky pro analyzu na HPLC.

3.2.4 Rozdélovaci koeficient (log P)

Radioaktivné znacena latka byla natedéna ptidanim 600 pl PBS. Nasledné bylo ptipraveno
Sest zkumavek vzorku obsahujici 500 pl oktanolu, 450 upl PBS a 50 pl nafedéné
radioaktivné znacené latky. VSechny zkumavky byly zvortexovany a na tiepacce
promichavany 20 minut pti 450 rpm. Poté byly vzorky centrifugovany 1 minutu pii 15 000
rpm. Z kazdé zkumavky bylo odebrano 50 pl vzorku z oktanolové faze a 50 pl vzorku
zvodné faze (PBS). Jednotlivé zkumavky se vzorky byly analyzovany pomoci
automatického gama pocitace. Ze ziskanych dat byl vypocitan rozdélovaci koeficient log P

dle vzorce:

CPM [%jokrﬂnﬂ-lovéfésa
CPM [%]uodné_fésﬂ

logP = log
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3.2.5 Vazba na proteiny

Pfipravena radioaktivné znacena latka byla smichdna v mnozstvi 10 pl se 190 ul PBS
V jedné zkumavce (kontrolni vzorky) a v druhé ve stejném poméru S lidskym sérem. Obé
reakéni smési byly inkubovany pii 37 °C. Po 30, 60 a 120 minutidch od zacatku inkubace
bylo odebrano vzdy 25 ul vzorku a naneseno po kapkach na aktivovanou mikrokolonku.
Mikrokolonky s nanesenymi vzorky byly centrifugovany 2 minuty pii 2000 g. Nasledné
byla pomoci automatického gama pocitace zmétena radioaktivita na gelové kolonce a v

eluatu a vyhodnocena vazba na proteiny testovanych radioaktivné zna¢enych latek.

3.2.6 PET/CT zobrazovani

In vivo experimenty byly provedeny na mysich Balb/c nude (samice, 10 tydni) se
subkutann¢ aplikovanou nadorovou linii U87MG (lidsky glioblastom) a na Lewis
potkanech (samice, cca 150 @) intratrachealn¢ infikovanych vysokou davkou vlaknité
houby rodu Aspergillus (100ul 1x10° CFU/mI). Laboratornim zvifatim bylo v celkové
anestezii retroorbitalné aplikovano ptiblizn¢ 100 ul radioaktivné znacené latky, o aktivité 5-
10 MBq.

Skenovani bylo provedeno pomoci zobrazovaciho systému PET/SPECT/CT pro malé
laboratorni zvifata. Béhem celého vySetfeni byla laboratorni zvifata udrzovana v celkové
inhala¢ni anestezii (2% isofluran). Pomoci tohoto systému bylo provedeno Statické
skenovani, které zahrnovalo vySetieni PET 1 CT a provadélo se po 30 a 90 minutach od
podani radioaktivné znacené latky u nadorového zvifeciho modelu a po 45 minutach od
podani radioaktivné znacené latky u infekéniho zvifeciho modelu. Ke zhodnoceni
vyuZitelnosti testovanych latek pro zobrazovani glioblastomu a aspergilové infekce byly
také pripraveny kontrolni radioaktivné znacené latky, které se ktémto indikacim
experimentalné pouzivaji. ®Ga-NODAGA-c(RGDfK) byl piipraven jako kontrolni latka
pro PET/CT zobrazeni nadorovych mysi a ®Ga-TAFC pro PET/CT zobrazeni infikovanych
potkant (Knetsch et al., 2011; Petrik et al., 2012).

Ziskana data byla zrekonstruovana pomoci softwaru Albira Reconstructor (Bruker

Biospin Corporation, Woodbridge, USA) a jednotlivé snimky byly upravoviany v
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poéitatovych programech PMOD (PMOD Technologies Ltd., Curych, Svycarsko) a
VolView (Kitware Inc., New York, USA) pro 3D zobrazeni.

3.2.7 Exvivo biodistribuce

Studované radioaktivné znac¢ené latky (po kontrole pH a kvality zna¢eni) byly nafedény
600 ul fyziologického roztoku a nasledné r.o. aplikovany experimentalnim zvifatim (cca
100 pl o aktivité v rozmezi 1-2 MBQ). Po 30 a 90 minutach od aplikace testovanych latek
byla experimentalni zvifata usmrcena. Jednotlivé organy (krev, slezina, slinivka, Zaludek
(vyprazdnény), stfeva, ledviny, jatra, srdce, plice, sval, kost a u nadorovych zvitat byl navic
odebrén i nador) byly odebrany a nasledné zvazeny. Mnozstvi radioaktivity v jednotlivych
organech a tkanich bylo zméfeno na automatickém gama pocitaci. Namétena data byla

vyhodnocena jako procento podané davky na gram organu (%ID/g).
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4 VYSLEDKY

41 FSC-[c(RGDfK)]s

Obr. 11: Chemicka struktura derivatizovaného sideroforu FSC-[c(RGDfK)]s. A. Struktura
fusarininu C (FSC), R-c(RGDfK). B. Struktura substituentu R-c(RGDfK).

4.1.1 Radioaktivni znaceni a kontrola kvality

Radiochemicka ¢istota vyssi nez 95 % byla naméfena u vSech testovanych mnozstvi FSC-
[c(RGDfK)]z s vyjimkou 0,1 pg. Vtomto piipadé dosahovala radiochemicka (¢istota
hodnoty pouze 19,7 %. Nejvyssi radiochemicka Cistota (99,8 %) byla pozorovana pii
pouziti 10 pg FSC-[c(RGDfK)]s (Tab. 1). Zradiochromatogramu na obrazku ¢. 12 je
patrné, Ze retenéni ¢as *8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s je v daném chromatografickém systému 8,8
minut. Pro navazujici experimenty jsem jako optimalni mnozstvi FSC-[c(RGDfK)]s pro

znaceni galliem-68 zvolila 10 pg.
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7 Peptides-68Ga 2017 #15 [manipulated] 68Ga-FSC-RGD 10 ug Radiodetecir
mv

700

600 12-8.814
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0.0 1.0 20 3.0 40 5.0 6.0 7.0 80 9.0 10.0 1.0 12.0 13.0 14.0 15.0

Obr. 12: Radiochromatogram latky FSC-[c(RGDfK)]szz HPLC.

Tab. 1: Optimalizace mnozstvi FSC-[c(RGDfK)]s pro radioaktivni znaceni galliem-68.

MnoZstvi peptidu Radiochemicka &istota (%)
(ng) #8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s
0,1 19,7
1 96,1
5 98,6
10 99,8

4.1.2 Invitro stabilita

Komplex %8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s vykazoval vysokou stabilitu v lidském séru a v prostiedi
konkurenéniho chelatoru (DTPA) i po 120minutové inkubaci pti 37°C. Naproti tomu
v prostiedi nadbytku konkurenéniho kovu (Fe®") byla pozorovéna vyrazna nestabilita
komplexu ®Ga-FSC--[c(RGDfK)]s. Vysledné hodnoty radiochemické gistoty *8Ga-FSC-
[c(RGDfK)]s Vv riznych prostedich jsou shrnuty v tabulce 2.
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4.1.3 Rozdélovaci koeficient (log P)

Z dat ziskanych z automatického gama pocitace byl vypocitan dekadicky logaritmus podilu
procentualniho zastoupeni radioaktivity v oktanolové a vodné fazi. Vyslednd hodnota
rozdé&lovaciho koeficientu pro %8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s byla -3,17 + 0,33 (jedna se o priimér

ze 6 méfeni; viz tabulka 2).

4.1.4 Vazba na proteiny

Z dat naméfenych automatickym gama pocitacem byla stanovena primérna procentualni
hodnota radioaktivity v eluatu a na gelové kolonce. Zasadni byla hodnota radioaktivity
V eludtu, kterd odpovida vazbé ®8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s na plazmatické proteiny. Nejvyssi
naméiena hodnota vazby komplexu 8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s na plazmatické proteiny byla
zaznamenana po 120minutové inkubaci pti 37 °C a ¢inila 5,16 %. Vysledky vazby %Ga-
FSC-[c(RGDfK)]z na plazmatické proteiny stanovené po 30, 60 a 120 minutach jsou
shrnuty v tabulce 2.

Tab. 2: In vitro charakterizace a stabilita ®®Ga-FSC-[c(RGDfK)]s v rliznych prostiedich.

Radioaktivné LogP +SD | Inkubace Stabilita Stabilita Stabilita Vazba na
znacena latka (min) Vv lidském v0,1M v 6 mM proteiny
séru (%) | FeCls (%) | DTPA (%) (%)
30 99,78 0,86 87,57 4,65
8Ga-FSC-
-3,17 +£ 0,33 60 99,93 0,77 83,39 4,82
[c(RGDfK)]3
120 97,49 1,93 91,98 5,16
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4.1.5 PET/CT zobrazeni nadorovych mysi

Po aplikaci radioaktivné znadené latky %8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s byly laboratorni mysi
skenovany pomoci PET/CT zobrazovaciho systému pro mald laboratorni zvirata. Na
obrazku 13 jsou zobrazeny vysledky statického PET/CT skenovani laboratorni nadorové
(US7TMG bunééna linie) mysi 30 minut a 90 minut po aplikaci ®®Ga zna¢eného FSC-
[c(RGDfK)]s. Radioaktivni signal %Ga-FSC-[c(RGDfK)]s 30 min po aplikaci byl
zaznamenan V misté podani, ledvinach, moCovém méchyii a také v nadorové tkani. Po 90
minutach od aplikace ®3Ga-FSC-[c(RGDfK)]s nebyl radioaktivni signal v misté podani jiz
ptili§ vyrazny, ale celkové rozlozeni radioaktivniho signalu bylo podobné, jako v piipadé
skenovani v ¢ase 30 min po aplikaci. Ukazalo se tedy, ze sideroforem derivatizovany RGD
peptid, konkrétné ®8Ga znageny FSC-[c(RGDfK)]s Ize pouzit ke zobrazeni glioblastomu. Na
obrazku 14 jsou pak pro porovnani zobrazeny vysledky statického PET/CT skenovani
laboratorni nadorové (U87MG bunécna linie) mysi 30 minut a 90 minut po aplikaci
kontrolniho radioaktivn¢ znaceného RGD peptidu derivatizovaného standardné
pouzivanym chelatorem NODAGA. Ob¢ latky jsou vychytavany U87MG bunéénou linii in
Vivo a lze je pouzit ke zobrazeni glioblastomu pomoci PET/CT. ®Ga-FSC-[c(RGDfK)]s i
8Ga-NODAGA-c(RGDfK) ukazaly podobné farmakokinetické vlastnosti s rozdilnou

retenci v ledvinach a nadorové tkani.
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30 minut 90 minut

Obr. 13: Statické PET/CT skenovani nddorové mysi 30 minut a 90 minut po aplikaci latky %Ga-FSC-
[c¢(RGDfK)]s. Koronalni fezy (1 — misto podani, 2 — nador, 3 — ledviny, 4 — mocovy méchyi) a 3D obrazky.

30 minut 90 minut

Obr. 14: Statické PET/CT skenovéani nadorové mysi 30 minut a 90 minut po aplikaci latky %8Ga-NODAGA-
c(RGDfK). Koronalni fezy (1 — misto podani, 2 — nador, 3 — ledviny, 4 — mocovy méchyt) a 3D obrazky.
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4.1.6 Exvivo biodistribuce

Jednotlivé organy odebrané nadorovym (U87MG buné¢na linie) mysim 30 a 90 min po
aplikaci testovanych latek byly analyzovany na automatickém gama pocitaci. Naméfena
data byla pfevedena na hodnoty procentualniho zastoupeni podané davky na gram urcitého
organu (%ID/g) u obou studovanych latek: ®3Ga-FSC-[c(RGDfK)]; a %Ga-NODAGA-
c(RGDfK) (graf 1 a 2). Nejvyssi radioaktivni signal po aplikaci *8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s i
8Ga-NODAGA-c(RGDfK) byl zaznamenin V ledvinach. 30 min po aplikaci ®®Ga-FSC-
[c(RGDfK)]s byla v ledvinach stanovena hodnota 14,05+0,14 %ID/g. Podobna hodnota
(13,76+0,81 %ID/g) byla zaznamenana i 90 min po podani ®®Ga-FSC-[c(RGDfK)]s
V nadorové tkani byly zaznamenany hodnoty 4,4+0,25 %ID/g (30 min p.i.) a 3,4+0,36
%ID/g (90 min p.i.). Po aplikaci litky ®®Ga-NODAGA-c(RGDfK) nadorovym (US7MG
bunééna linie) mysSim byly zaznamenany vyrazné niz§i hodnoty jak v ledvinach, tak
v nadorové tkani v porovnani s 8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s. Vysledky ex vivo biodistribuce

studovanych latek jsou zaznamenany v grafech 1 a 2, a v tabulce 3.

16 - B 30 min p.i.
14 | ¥ 90 min p.i.
12 A

10 +

Procento podané ddvky na gram organu [%ID/g]

~ 2 ? - > N > e
e . N > oY . < <
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C}Q’ ‘}\(‘ ‘;‘fb\

Graf 1: Ex vivo biodistribuce u nadorovych (U87MG) mysi 30 a 90 min po aplikaci ¥Ga-FSC-[c(RGDfK)]s

(pramér ze 3 zvifat/Casovy interval).
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Graf 2: Ex vivo biodistribuce u nadorovych (U87MG) mysi 30 a 90 min po aplikaci ¥Ga-NODAGA.-
C¢(RGDfK) (pramér ze 3 zvifat/Casovy interval).

Tab. 3: Hodnoty aplikovani davky studovanych latek na gram organu (ledviny a nador).

Radioaktivni latka Namétena hodnota Namétena hodnota
V ledvinach [% ID/g] | v nadoru [% ID/g]

Po 30 min. aplikaci 14,05+0,85 4,4+0,25
#8Ga-FSC-[c(RGDfK)]3
Po 90 min. aplikaci 13,76+0,81 3,4+0,36
#8Ga-FSC-[c(RGDfK)]3
Po 30 min. aplikaci 4,17+0,35 1,99+0,4
8Ga-NODAGA-c(RGDfK)
Po 90 min. aplikaci 2,334+0,38 1,35+0,39
8Ga-NODAGA-c(RGDfK)
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4.2 Derivatizovany siderofor TPFC
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Obr. 15: Chemicka struktura derivatizovaného sideroforu TPFC.

4.2.1 Radioaktivni znaceni a kontrola kvality

U vSech testovanych mnozstvi TPFC byla pomoci HPLC stanovena vysoka (>95 %)
radiochemicka ¢istota pripraveného komplexu ®8Ga-TPFC. Pouze v piipadé pouziti 0,1 pg
TPFC ¢inila radiochemicka Cistota pouze 48,4 %. Nejvyssi radiochemicka ¢istota (96,8 %)
byla pozorovana pii pouziti 10 ug TPFC (Tab. 4). Z radiochromatogramu na obrazku ¢. 16
je patrné, Ze reten¢ni ¢as %8Ga-TPFC je v daném chromatografickém systému 18,4 minut.
Pro navazujici experimenty jsem jako optimalni mnozstvi TPFC pro znaceni galliem-68

zvolila 10 pg.
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¥ Siderophores 2017 #48 [manipulated] 68Ga-TPFC
mv
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Obr. 16: Radiochromatogram latky %8Ga-TPFC.

Tab. 4: Optimalizace mnozstvi TPFC pro radioaktivni znaceni galliem-68.

MnoZstvi Radiochemicka cistota (%)
TPFC (ng) 88Ga-TPFC
0,1 48,4
1 95,8
5 96,3
10 96,8

4.2.2 Invitro stabilita

Komplex %Ga-TPFC byl vysoce stabilni v lidském séru a V prostfedi konkurenéniho
chelatoru DTPA. V prostiedi 0,1 M FeClz byla naméfena velmi nizka stabilita, v dasledku
pravdépodobného rozlozeni komplexu ®Ga-TPFC a navazani Fe®* namisto Ga*. Vysledky
in vitro stability %8Ga-TPFC po 30, 60 a 120minutové inkubaci pfi 37 °C v riznych
prostiedich jsou shrnuty v tabulce 5.
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4.2.3 Rozdélovaci koeficient (log P)

Vysledna hodnota rozdélovaciho koeficientu pro komplex ®Ga-TPFC ¢&inila -0,97 + 0,06

(stanovena z pruméru 6 méfeni; viz tabulka 5).
4.2.4 Vazba na proteiny

Rozhodujici hodnotou pro stanoveni vazby komplexu ®Ga-TPFC na plazmatické proteiny
byla hodnota radioaktivity v eluatu, naméfena pomoci automatického gama pocitace.
Nejvyssi naméfena hodnota vazby komplexu ®Ga-TPFC na plazmatické proteiny byla
zaznamenana po 120minutové inkubaci pfi 37 °C a ¢inila 3,44 %. Vysledné hodnoty vazby
8Ga-TPFC na plazmatické proteiny stanovené po 30, 60 a 120minutové inkubaci pii 37 °C

jsou shrnuty v tabulce 5.

Tab. 5: In vitro charakterizace a stabilita komplexu #Ga-TPFC v riiznych prostiedich.

Radioaktivné LogP +£SD | Inkubace Stabilita Stabilita Stabilita Vazba na
znacena latka (min) Vv lidském v0,1M v 6 mM proteiny
séru (%) | FeCls (%) | DTPA (%) (%)
30 96,75 4,08 96,96 2,94
%8Ga-TPFC -0,97 £ 0,06 60 96,82 1,75 92,2 1,02
120 96,95 5,81 91,69 3,44

4.2.5 PET/CT zobrazeni infikovanych a neinfikovanych potkant

Statické skenovani pomoci PET/CT u potkant infikovanych A. fumigatus 45 min po
aplikaci ukéazalo akumulaci ®8Ga-TPFC v plicich, stievech, ledvinach a mo¢ovém méchyii.
Zatimco u neinfikovanych potkant akumulace ®Ga-TPFC v plicich nebyla zobrazena (obr.
17). U kontrolni latky (®3Ga-TAFC) byla pozorovana akumulace taktéZ v plicich, ledvinach
a mocovém méchyii a u neinfikovanych potkant nebyla zjisténa zadna in vivo absorpce v
plicni oblasti (obr. 18). Ob¢ testované latky ukazaly podobné farmakokinetické vlastnosti.
Ur¢ity rozdil byl pozorovan zejména v exkreci %®Ga-TPFC a ®8Ga-TAFC. %Ga-TPFC byl
asteéné vylucovan i gastrointestinalni cestou, zatimco %8Ga-TAFC se eliminoval pievazné

ledvinami.
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Obr. 17: Statické PET/CT skenovani neinfikovaného a infikovaného (A. fumigatus) potkana po aplikaci latky
radioaktivné znacené latky ®Ga-TPFC. Koronalni fezy (1 — misto podani infekce, 2 — ledviny, 3 — stieva, 4 —

mocovy méchyt).

Neinfikovany potkan Infikovany potkan
cT PET/CT cT PET/CT
P / 1

Lb

infekce

/2

y O anm

.\‘
—

max

Obr. 18: Statické PET/CT skenovani neinfikovaného a infikovaného (A. fumigatus) potkana po aplikaci

radioaktivné znacené latky %8Ga-TAFC. Koronalni fezy (1 — misto podani infekce, 2 — ledviny).
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4.2.6 EXxvivo biodistribuce

Po r.0. aplikaci ®8Ga-TPFC laboratornim mysim dochazelo k rychlé eliminaci radioaktivity
z krve 1 ostatnich organi a tkéni pies ledviny a ¢astecné i gastrointestindlni cestou. Nejvyssi
radioaktivni signal byl zaznamenan v ledvinach a stievech. 30 min po aplikaci ®®Ga
znaCeného TPFC byla v ledvinach zméfena aktivita 4,41+0,66 %ID/g, ktera se Case
snizovala na hodnotu 1,63+0,21 %ID/g (90 min p.i.). Ukazalo se, ze %Ga-TPFC m4a v
mysich velmi podobny biodistribu¢ni profil jako ®8Ga-TAFC (Petrik et al., 2010). Ex vivo

biodistribu¢ni data ®3Ga-TPFC v mysich jsou shrnuta v grafu 3.
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Graf 3: Ex vivo biodistribuce u mysi 30 a 90 min po aplikaci ®Ga-TPFC.
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3) DISKUZE

N 24

ptevazné u dospélych jedinct. Standartné pouzivanou lécbou je chirurgicka resekce (pokud
je to mozné), po niz nasleduje radioterapie se soubéznou adjuvantni chemoterapii
s temozolomidem. Progndza je velmi S$patna, pacienti se dozivaji obvykle 15 mésica.
Vcasna diagnostika by tak mohla prodlouzit tuto kratkou dobu preziti. Zakladnimi
zobrazovacimi metodami pro diagnostiku glioblastomu jsou CT, MR, PET a SPECT.
Pozitronova emisni tomografie vyuziva kdiagnostice radiofarmaka, kterda umoznuji
zobrazovat nador na molekularni trovni. V soucasné dob¢ se vyuzivaji hybridni systémy,
které spojuji PET techniku s MR nebo CT (PET/CT, PET/MR), které umoziuji soub&zné

diagnostikovat anatomii a funkci dané tkané ¢i organu.

Radiofarmaka jsou 1éCivé ptipravky, které se skladaji z radionuklidu, signalizujici
lokalizaci a mnozstvi radiofarmaka v téle a biologicky aktivni molekuly (BAM), ktera
zajiStuje pritomnost radiofarmaka v misté, které chceme vySetfit nebo farmakologicky
ovlivnit. Aby doslo ke kovalentnimu navazani radionuklidu ke zkoumané BAM, vyuzivaji

se bifunkéni chelataéni ¢inidla (Kubinyi, 2015).

Jednim z prvnich a nejpouzivanéjSich radiofarmak pro diagnostiku nadorovych
onemocnéni se stala '8F-fluorodeoxyglukoza (}8F-FDG). Zvysena absorpce FDG je
zpiisobena vyraznym zvySenim glykolytické rychlosti, kdy dochézi k aktivaci leukocyti.
GLUT receptory a zvySena aktivita hexokindzy v aktivovanych leukocytech je velmi
podobna v nadorovych buiikach. Diky akumulaci ®F-FDG v zanétlivych a infekénich
bunikach dochazi k falesné pozitivnim a falesné¢ negativnim vysledkim pii detekci
nadorovych onemocnéni (Jacobson et al., 2012). V duasledku toho se testuji nové
radionuklidy a biologicky aktivni molekuly, které by umoznily specifickou akumulaci v

cilovych nadorovych tkanich a bylo by mozné je zobrazit pomoci PET/CT.

V nedavnych studiich byla zkoumana dalsi radiofarmaka pro klinické vyuziti v
radiodiagnostice nadorovych onemocnéni mozku, jako je napiiklad **C-methionin (MET),
O-(2-[*8F]-fluorethyl)-L-tyrosin  (*®F-FET), 6-[*®F]-fluoro-L-dopa (*®F-FDOPA), 39-
deoxy39-[18F]-fluorothymidin (**F-FLT) a 8F-fluoromizonidazol (Chen, 2007).
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Se zvySujici se dostupnosti ®Ge/*®Ga-generitori se radiofarmaka znacena ®%Ga,
zejména na bazi peptidl, dostavaji do oblasti zajmu vyvoje novych radiofarmak pro
diagnostiku nadorovych a infekénich onemocnéni (Fani et al., 2008). Vyhody
generatorového %8Ga spocivaji ve snadné dostupnosti radionuklidu bez potieby cyklotronu a
moznosti piimych strategii znaceni, které jsou optimdlni pro automatizaci Syntézy.
Nejéast&ji pouzivanym chelataénim ¢inidlem pro riizné radioaktivni kovy, véetng %8Ga, je
kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctovd (DOTA). 1 kdyz se ®8Ga
chelatoru pro konjugaci s biomolekulami, je stile omezen a nova bifunk¢ni chelataéni
¢inidla jako jsou siderofory by mohly napomoci dal§imu rozvoji tohoto typu radiofarmak
(Velikyan, 2014).

Siderofory jsou nizkomolekularni chelatacni ¢inidla s velmi vysokou afinitou k
zelezitym iontam, které vyuzivaji bakterie, houby a rostliny pro pfijem a skladovani zeleza
(Winkelmann, 1991). Nedavno bylo prokdzano, e siderofory znadené %8Ga, zejména
triacetylfusarinin-C (TAFC), umoznuje diagnostikovat invazivni aspergilozu (1A) (Petrik et
al., 2010). Jeho deacytalovana forma fusarinin C (FSC) obsahuje tfi primarni aminové
skupiny, které mohou byt pouzity pro konjugaci s biomolekulami, jako jsou RGD peptidy
(Winkelmann, 2002). RGD peptidy obsahuji sekvenéni motiv arginin-glycin-aspartat a jsou
ligandem pro integrin avfs, ktery je nadmémé exprimovan Vv aktivovanych endotelovych
bunikach béhem angiogeneze a v nékterych nadorovych burnkach (napf. melanomu,

glioblastomu, pankreatu a délozniho ¢ipku) (Eliceiri a Cheresh, 1999).

Studie prezentovana Knetschem et al. se zaméfila na konjugaci tii RGD peptidi na
fusarinin C znadeny %8Ga. Pfipravené radiofarmakum %8Ga-FSC-(RGD); vykazovalo
vysokou radiochemickou ¢istotu, stabilitu a vyrazné lepsi ex vivo biodistribuci v nadorové
tkani ve srovnani s ¥Ga-NODAGA-RGD. Fusarinin C tak miize byt pouzit jako zéklad pro
vyvoj novych cilenych biokonjugatli pro PET zobrazeni nddorovych onemocnéni (Knetsch

et al., 2015).

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala pfipravou a analyzou derivatizovaného
sideroforu  FSC-[c(RGDfK)]s zna¢eného %8Ga. Nasledné jsem stanovila in vitro

charakterizaci a stabilitu studované¢ho radiofarmaka v riznych prostfedich a déale jsem
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sledovala biologické chovani v laboratornich mysich se subkutanné aplikovanou nadorovou
linii US7MG (lidsky glioblastom). Ziskané vysledky byly porovnany se standardné
pouzivanym radiofarmakem *8Ga-NODAGA-c(RGDfK).

Pro derivatizovany siderofor FSC-[c(RGDfK)]s bylo studovano optimalni mnozstvi
pro radioaktivniho znaceni galliem-68, které by vykazovalo vysokou radiochemickou
¢istotu (>95%). Pii pouziti mnozstvi 0,1 pg byla pozorovdna velmi nizk4 radiochemicka
Cistota (19,7%), avsak pfi dalSich pouzitych mnozstvi, byla splnéna podminka vysoké
radiochemické Cistoty. Pro dal$i experimenty bylo zvoleno pouziti mnozstvi 10 ug,

S nejvyssi naméfenou radiochemickou ¢istotu (99,8 %).

In vitro testy zahrnovaly testy stability v riznych prostiedich, stanoveni vazby na
plazmatické proteiny a rozdélovaci koeficient. Aby bylo mozné radiofarmakum pouZit pro
potencialni aplikaci pacientim, musi vykazovat vysokou stabilitu v lidském séru. Po 30, 60
a 90minutové inkubaci pii 37 °C byla naméiena vysoka radiochemicka Cistota ve vSech

zkoumanych ¢asovych intervalech (vice jak 97 %).

Siderofory maji vysokou afinitu k zelezitym iontim. Testovala jsem, zda-li
derivatizovany siderofor bude stabilni pravé v prostiedi konkure¢niho zelezitého iontu
(FeCls). Komplex %Ga-FSC-[c(RGDfK)]s vykazoval vtomto prostfedi velmi nizkou
stabilitu, doslo tak pravdépodobné k rozpadu komplexu a navazani Fe®** na FSC-
[c(RGDfK)]s, zatimco u kontrolniho ®Ga-NODAGA-c(RGDfK) byla naopak pozorovana
vysoka stabilita v prostiedi FeClz (97,2 %). Jednim z vyznamnych, Casto pouzivanych
bifunkénich chelatori je DTPA. Komplex %8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s vykazoval vysokou
stabilitu v prostiedi konkure¢niho chelatoru DTPA ve vSech stanovovanych ¢asovych

intervalech.

Rozdélovaci koeficient log P popisuje rozdéleni dané latky ve dvou vzajemné
nemisitelnych fazi (n-oktanol-voda). Vyjadiuje se ve formé dekadického logaritmu podilu
procentudlniho zastoupeni radioaktivity v oktanolové a vodné fazi. Hodnota lipofility je
velmi dualezitd pro vyvoj novych Iéciv. Pro injekéni podéni jsou vhodné velmi nizké
hodnoty (log P <1), coz urCuje hydrofilni charakter, pro peroralni podani se pohybuji
vV rozmezi 0-3 a transdermalni podani naopak vyzaduje vysoké hodnoty, urcujici lipofilni

charakter (log P >1). Diagnosticka radiofarmaka se aplikuji intravendzné a tak by méla
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vykazovat hydrofilni vlastnosti, aby byla pouzita pro potencialni klinickou aplikaci
pacientim. Testovana latka vykazovala ®8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s hydrofilni charakter,
podobné jako kontrolni latka %8Ga-NODAGA-c(RGDfK). V publikaci Zhai et al., byly
studovany siderofory derivatizované trimernimi RGD peptidy- #Ga-FSC-(succ-RGD)s,
88Ga-FSC-(RGDfE); a %Ga-FSC-(Mal-RGD)s, zkoumané pro PET/CT zobrazeni nadorové
linie MEL-1, u nichz byly naméteny podobné hodnoty log P (Zhai et al., 2016).

V dalsim in vitro testu byla stanovena hodnota vazby ®8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s na
plazmatické proteiny, pomoci gelové chromatografie. Gel obsahujujici péry definovanych
rozméra slouzi jako molekulové sito pro latky liSici se svou molekulovou velikosti a
tvarem. Malé molekuly vnikaji do vnitinich prostor gelovych ¢astic, ¢imz jsou na koloné
zadrzovany déle nez velké molekuly (®3Ga-FSC-[c(RGDfK)]s) vazané na plazmatické
proteiny), které jsou unaseny proudem mobilni faze a vytékaji z kolony diive. Proto zasadni
hodnotou pro uréeni vazby na proteiny byla hodnota stanovend v eluatu. Pro ®Ga-FSC-
[c(RGDfK)]z byly pozorovany lehce vyssi hodnoty vazby na plazmatické proteiny (5,16 %)
nez u latky 8Ga-NODAGA-c(RGDfK).

Dalsi experimenty zahrnovaly PET/CT skenovani nadorové (U87MG bunééna linie)
mysi 30 minut a 90 minut po aplikaci *®Ga znageného FSC-[c(RGDfK)]s a %Ga-
NODAGA-c(RGDfK). Radioaktivni signal *8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s 30 min po aplikaci byl
zaznamenan v mist¢ podani, ledvinach, mocovém méchyii a také v nadorové tkani.

Podobné vysledky PET/CT zobrazeni vykazovala latka ®3Ga-NODAGA-c(RGDfK), aviak

cvwr

Ex vivo biodistrubiéni studie ukazala rozdilnou retenci v ledvinach a nadorové tkani,
kdy 90 minut po aplikaci latky %8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s byly naméfeny az 6krat vyssi
hodnoty v ledvinach nez u ®3Ga-NODAGA-c(RGDfK) a 3krat vyssi hodnoty v nadorové
tkani. Ex vivo biodistribuce potvrdila, ze ob¢ latky byly specificky vychytavany US7TMG
buné&énou linii in vivo a %®Ga-FSC-[c(RGDfK)]s lze tak pouzit ke zobrazeni lidského

glioblastomu pomoci PET/CT.

Liu et al. testovali monomerni, dimerni a tetramerni RGD peptidy konjugované
s chelatorem NOTA znacenym ®8Ga, které vykazovaly zvySenou vazebnou afinitu k

receptoru pro integrin avPBs a prodlouzenou retenci v nadoru, ale také akumulaci
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v ledvinidch podobné jako studovana latka ®8Ga-FSC-[c(RGDfK)]s (Liu et al., 2008).
Dimerni RGD peptidy vykazovaly nejlepsi farmakokinetické vysledky a jsou tak
povazovany za vhodnéjsi molekuly pro potencialni klinické testovani. Dale bylo
pozorovano lehce vyssi vychytavani nadorovou linii U87MG pii pouziti aktivni molekuly
c(RGDyK) oproti c(RGDfK). Oxboel et al. studovali latku NODAGA-E[c(RGDyK)]>
znatenou %Ga pro PET zobrazovani glioblastomu (Oxboel et al., 2014). Ve srovnani s
NODAGA-E[c(RGDyK)]. moje studovana latka ®3Ga-FSC-[c(RGDfK)]s vykazovala vyssi
retenci v nadorové linii U87MG. Ukazalo se, ze siderofor FSC derivatizovany RGD
peptidem ma podobné farmakokinetické vlastnosti jako rtizné varianty NODAGA-RGD
peptidt a mohl by byt pouzitelny k diagnostice lidského glioblastomu.

Invazivni aspergiléoza je infekéni onemocnéni zpisobené¢ vldknitou houbou
Aspergillus fumigatus. S rostouci populaci imunosupresivnich pacient se vyskyt tézké a
Casto fatalni invazivni plicni aspergilozy v poslednich desetiletich zna¢né zvysuje. (Tekaia
a Latgé, 2005). Celkova umrtnost IA je velmi vysoka, pohybuje se od 40-90 % u vysoce
rizikovych pacienti (Lin et al., 2001). V¢asna a piesna diagnostika je tak klicovym
faktorem pro zahajeni vcasné a G¢inné 1é¢by a nasledné snizeni mortality pacientd. V
soucasné dob& se v klinické praxi pouziva tada testll a technik, které bohuzel nemaji
dostate¢nou citlivost nebo specificitu a diagnostika IA je tak nadale velmi naro¢na (Walsh a
Stevens, 2012).

Zobrazovaci techniky nuklearni mediciny by pfi pouziti vhodného radiofarmaka
mohly byt potencialné pouzitelné pro diagnostiku invazivni aspergilozy. Tomografické
zobrazovaci metody jako je PET nebo SPECT jsou neinvazivnimi technikami s vysokym
rozliSenim a citlivosti, pfipadnd specificita vySetfeni je pak dana vhodné navrhnutymi
radiofarmaky. Bylo studovano mnoho radiofarmak pouzitych v klinické praxi nuklearni
mediciny pro zobrazovani zanéti nebo infekci napt. ®F-fluorodeoxyglukéza (FDG) a %’Ga-
citrat, nicmén¢ tyto latky nebyly dostatecné specifické pro detekci IA (Del Val Gomez, et
al., 2000; Hot et al., 2011). Dalsimi navrhovanymi radiofarmaky pro klinickou aplikaci
detekce infekce byly **"Tc-polyethylenglykolovy lipozom, *™Tc-interleukin-8 a **"Tc-
flukonazol. Avsak zadna z téchto latek také neprokazala specifické mechanismy detekce

infekce zpisobené druhy Aspergillus a zadna z nich nebyla zatazena do klinickych studii
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(Boerman et al., 2000; Rennen et al., 2004; Lupetti, et al., 2002). Dalsi studii byla zjisténa
in vivo detekce invazivni aspergilozy, zalozena na peptidu vazajiciho se na houbové hyfy (c
(CGGRLGPFC)-NH2) znageného !In. Nicmén¢, kumulace radioaktivity v misté infekce
byla ve srovnani s dal§imi studovanymi latkami (®3Ga-siderofory), mnohem nizsi (Yang et

al., 2009).

V nedavné studii bylo zjisténo, ze siderofory jako jsou triacetylfusarinin C (TAFC) a
ferrioxamin E (FOXE) znacené galliem-68 umoznuji detekovat infekci invazivni
aspergilozy pomoci PET/CT zobrazeni (Petrik et al., 2010). A. fumigatus produkuje nékolik
typu sideroford, z nichz nejvyznamnéjsi je pravé jmenovany triacetylfusarinin C (TAFC).
Vyznam vyuziti TAFC pro detekci infekce byl popsan Schrettl a kol., kteti pozorovali

upregulaci biosyntézy a pfijmu TAFC v pribéhu infekce, stejné jako zeslabeni virulence v

piipadé inaktivace biosyntézy TAFC (Schrettl et al., 2007).

Zelezo je zakladni Zivinou ale také kliGovym faktorem virulence patogennich
mikroorganisma (Sritharan, 2006). Aspergillus ziskava zelezo z komplexu, ktery vytvoii se
sideroforem. Gallium-68 vykazuje podobné vlastnosti jako Fe**, proto TAFC miize byt
radioaktivné znacen ®8Ga®* a to zavedenim gallia do Zelezito-sideroforového komplexu
vyménou za Zelezo (Petrik et al., 2010). Tento komplex (®Ga-TAFC) je nasledné prenesen
pfes vysoce specifické transportéry, které jsou upregulovany béhem infekce A. fumigatus,
coz vede k rychlé akumulaci radiofarmaka v misté infekce a moznosti detekce infekce
pomoci PET (Schrettl et al., 2007; Petrik et al., 2010).

V dalsi studii bylo zkoumano in vitro a in vivo chovani vybranych hydroxamatovych
siderofortt (TAFC, FOXE) znacenych Zr-89. Triacetylfusarinin C (TAFC) a ferioxamin E
(FOXE) jsou makrocyklické hydroxamatové siderofory s kruhovym rozsahem 35 atomu
(TAFC) a 33 atomii (FOXE), které se povazuji za vhodné pro Zr** chelataci a pro
zachovani optimalni prostorové orientace (Guérard et al., 2013). Tyto siderofory byly
zvoleny diky jejich ptredchozi spésné aplikaci pro zobrazovani aspergilové infekce u
potkant (Petrik et al., 2010). Siderofory znacené %8Ga a 8Zr vykazovali analogické, ale ne
zcela totozné in vitro a in vivo chovani. ®3Ga** se jevilo byt vhodngjsim radionuklidem pro
znaceni hexadentatovych hydroxamatovych siderofora (Petrik et al., 2016) a proto v mé

praci bylo zvoleno znaceni galliem-68.
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V mé diplomové préci jsem se zabyvala preklinickym testovanim derivatizovaného
sideroforu tri-propionyl fusarinin C (TPFC), znadenym radioaktivnim ®8Ga®". Stanovovala
jsem in vitro charakterizaci a testy stability v riznych prostiedich a sledovala jsem jeho
biologické chovani ve vhodnych zvifecich modelech. Ziskana data jsem porovnala
s ptirodnim sideroforem TAFC izolovany z houby Aspergillus fumigatus, u kterého bylo
prokazano vyuziti pro detekci invazivni aspergilozy (Petrik et al., 2010). Synteticky
modifikovany siderofor TPFC, vykazuje podobné strukturni vlastnosti jako TAFC a mohl
by tak mit potencialni vyuziti pro diagnostiku invazivni aspergilozy.

Na pocatku experimentalni prace bylo tieba stanovit optimalni mnozstvi
derivatizovaného sideroforu pro radioaktivni znaceni ®8Ga, aby vykazovalo vysokou
radiochemickou ¢&istotou (>95%). Byla zvolena rizna mnozstvi 0,1, 1, 5 a 10 pg pro
testovani optimalnich podminek radioaktivniho znaceni, z nichz 10 pg vykazovalo nejvyssi
radiochemickou ¢istotu (96,8 %) a bylo pouzito pro nasledujici experimenty.

Dale byla provedena in vitro charakterizace a testy stability v riznych prostiedich.
Aby bylo mozné znaceny TPFC pouzit pro potencialni aplikaci pacientim, musi vykazovat
vysokou stabilitu v lidském séru. Ukazalo se, ze komplex *8Ga-TPFC je vysoce stabilni, a
to i po 120minutové inkubaci (96,9 %) podobné jako u studovanych sideroforti ®8Ga-TAFC
a %8Ga-FOXE (Petrik et al., 2012).

Komplex ®Ga-TPFC vykazoval podobné hydrofilni vlastnosti a hodnoty nizké vazby
na plazmatické proteiny jako %®Ga-TAFC a %®Ga-FOXE. V publikaci Petrik et al. bylo
hodnoceno in vitro a in vivo chovani i dalSich siderofort COP, FC, FCH, FUS a FOXB.
Vv prostiedi Zelezité¢ho iontu byly stabilnéjsi nez studovany siderofor TPFC, u kterého byla
pozorovana velmi nizka stabilita. Doslo pravdépodobné k rozpadu komplexu ®Ga-TPFC a
k navazani Fe** na TPFC. Naopak vV prostiedi konkure¢niho chelatoru DTPA byla
sledovana vysoka stabilita 91,7 % 1 po 120minutové inkubaci, ve srovnani s 8Ga-TAFC,
ktery vykazoval mirné€ niZsi stabilitu (81,8 %) (Petrik et al., 2016).

Nasledné bylo sledovano in vivo chovani ®8Ga-TPFC vV laboratornich potkanech
prostiednictvim PET/CT zobrazovani 45 minut po aplikaci. Radioaktivni signal ®®Ga-TPFC
byl u intratrachealné infikovanych potkanid zobrazen v plicich, stfevech, ledvinach a

moc¢ovém méchyii. Zatimco u neinfikovanych potkanti akumulace %®Ga-TPFC v plicich
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nebyla zobrazena. U kontrolni latky (®®Ga-TAFC) byla u infikovanych potkant pozorovéana
akumulace taktéz v plicich, ledvinach a moCovém méchyii a u neinfikovanych potkant
nebyla akumulace v plicich pozorovana. Obé testované latky ukazaly podobné
farmakokinetické vlastnosti. Uréity rozdil byl pozorovan zejména v exkreci %8Ga-TPFC a
8Ga-TAFC. %Ga-TPFC byl ¢asteéné vylucovan i gastrointestinalni cestou, zatimco *Ga-

TAFC se eliminoval pievazné ledvinami.

Ex vivo biodistribu¢ni studie Vv neinfikovanych mysich prokazaly, ze 8Ga-TPFC
vykazuje témét identickou ex vivo biodistribuci jako ®®Ga-TAFC (Petrik et al., 2012). Oba
dva komplexy se rychle vyluCovaly primarné pies ledviny a Caste¢né i gastrointestinalni

cestou (predevsim ®3Ga-TPFC) a vykazovaly minimalni retenci v krvi a v dalsich organech.
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6 ZAVER

Cilem mé diplomové prace bylo radioaktivné oznacit derivatizované siderofory FSC-
[c(RGDfK)]z a TPFC galliem-68 a nasledné stanovit a porovnat in vitro charakteristiku a in
vivo chovani s RGD peptidem derivatizovanym standardné pouzivanym chelatorem
NODAGA, pro diagnostiku lidského glioblastomu a s piirodnim sideroforem TAFC
znatenym %8Ga pro experimentalni diagnostiku inavazivni aspergilozy. Nedilnou soudasti
této prace bylo také porovnani biodistribucnich dat ziskanych automatickym gama

pocitatem, s daty ziskanymi pomoci zobrazovacich metod (PET/CT).

Oba derivatizované siderofory bylo mozné radioaktivné oznacit galliem-68 s vysokou
radiochemickou c¢istotu. Byla zaznamenana vysoka stabilita v lidském séru a v prostiedi
konkure¢niho chelatoru DTPA, velmi nizkd vazba na plazmatické proteiny a hydrofilni
vlastnosti testovanych latek, nicméné v prostiedi konkure¢niho zelezitého iontu byly obé

testované latky vysoce nestabilni.

Po aplikaci latky ®®Ga-FSC-[c(RGDfK)]s pokusnym zvifatiim byla zaznamenana
vyssi intenzita radioaktivniho signalu v nadorové tkani nez u 8Ga-NODAGA-c(RGDfK),
prostiednictvim PET/CT zobrazovani. Vysledky ex vivo biodistribuce ukazaly odli$nou
retenci v nadorové tkani a ledvinach. In vivo experimenty prokazaly, ze %8Ga-FSC-
[c(RGDfK)]3 byl vychytavan buné¢nou linii lidského glioblastomu a Ize ho tak pouzit ke

zobrazeni glioblastomu pomoci PET/CT.

Po aplikaci latky ®8Ga-TPFC laboratornim zvifatim byl zaznamenan radioaktivni
signal v misté infekce podobné jako u kontrolni latky ®8Ga-TAFC. Ex vivo biodistribuéni
studie potvrdila vysledky ziskané PET/CT zobrazovani testovanych zvifat. Oba dva
komplexy se rychle vyluovaly pres ledviny a zejména %8Ga-TPFC ¢&aste¢né i

gastrointestinalni cestou.

Testované derivatizované siderofory znacené galliem-68 vykazovaly vysokou in vitro
stabilitu, velmi dobré farmakokinetické vlastnosti a in vivo akumulaci ve studovanych
tkdnich (v naddoru a mistech infekce). Na zaklad¢ téchto vysledka, 1ze tyto experimentalni

radioaktivné znacené latky povazovat za vhodné pro potencialni pouziti v klinické praxi.
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