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Seznam zkratek

BE-FDG - flourodeoxyglukéza s radioaktivni fluorem 18

CAF — cancer assosiated fibroblast

CT — computor tomografy (pocitatova tomografie)

DOTA - dodecane tetraacetic acid (kyselina dodekantetraoctova, nékdy také teraxetan)
DTPA - diethylenetriaminepentaacetic acid (kyselina diethylenetriaminepentaoctova)
FAP — fibroblast activation protein

FAPI — inhibitor FAP

IZ — ionizujici zafeni

LET — lineral energy tranmision (linedrni pfenos energie)

MR — magnetické rezonance

PET — pozitronova emisni tomografie

PSMA — prostate-specific membrane antigen (prostaticky specificky membranovy antigen)
ROI - region of interest

PRRT — peptide receptor radionuclide therapy

SPECT - jednofotonova emisni vypocetni tomografie (Single-photon emission computed

tomography)
TAT — targeted alpha therapy
TLC — tenkovrstvé chromatografie

VEGF — vascular endothelial growth factor (vaskularni endotelovy rustovy faktor)
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1 Uvod

Diky vysoké mife nadorovych onemocnéni je nukledrni medicina stale rostoucim oborem.

Dochazi k modernizaci zabéhlych 1é¢iv 1 postupt pfi jejich vyrobé.

Diky podobnym vlastnostem ®*Tb jako ’'Lu se o ném uvazuje jako o vhodné alternativé. Ma
podobny polocas rozpadu i koordinacni okoli, navic emituje Augerovy elektrony, takze ma
potencial byt GCinngjSi S nizsi celkovou davkou. Ztohoto divodu se vyvijeji nova
radiofarmaka, ktera vyuzivaji jako sviij radionuklid pravé *1Tb. Soucasné studie popisuji jeho

vyuziti pro zobrazovani i pro terapii. [33,34]

Membranovy specificka antigen pro prostatu je ligand, kterému se vénuje posledni dobou
velka pozornost ze stran vyzkumnikd. V malé mife je PSMA exprimovdno i ve zdravé
prostaté, ovSem pii karcinomu prostaty se jeho produkce zvysi az 1000x. Diky tomu,
ze PSMA sidli v epitelu, je mozné na néj cilit. Jedna z latek, kterd se na néj v téle presné vaze

je PSMA - 617. [1]

Cilem této prace je literarni reSerSe znaceni s °Tb a znadeni peptidd, nasledné vybér
vhodného peptidu a konecné samotné znacCeni. Tato prace se vénuje predevSim rlznym

zptsobtim znadeni zminéného PSMA — 617 pomoci *1Th.



Teoreticka cast



2 Nuklearni medicina

Nuklearni medicina je 1ékatsky obor, ktery se zabyva diagnostikou a 1é¢bou nadorovych i
nenadorovych onemocnéni (napiiklad nuklearni kardiologie). Vyuziva k tomu oteviené

radioaktivni zafice, které jsou ve form¢ radiofarmaka podavany pacientiim. [4,8]

2.1 Diagnostika

V dnesni dob¢ existuje celd tada pristrojii, které se vyuzivaji k zobrazovani v nuklearni
medicingé. Daly by se rozd¢lit podle typu detekovaného zafizeni - na gamakamery (SPECT),
PET a hybridni pfistroje, které¢ kombinuji jeden z diive uvedenych nuklearné¢ medicinskych

piistroju a pristroj s morfologickou zobrazovaci modalitou (CT, MR). [4, 8, 32]

2.1.1PET

Vysetifeni PET probiha pomoci nepohyblivych kamer, které najednou snimaji 360° kolem
pohyblivého lazka. Pro snimani se vyuzivaji radiofarmaka, které emituji pozitron. Pozitron po
anihilaci s elektronem emituje dva gama fotony, o energii 511 keV, které vyletuji v sviraji
uhel 180°. Diky casu a poloze, ve které byla Castice detekovana lze pfesn¢ urcit misto

anihilace, kde doslo k zadrzZeni radiofarmaka. [4,8]

V soucasné dobé se vyuziva nejvice F-FDG. Toto radiofarmakum se chova podobné jako
glukoza a ve zvySené mife se hromadi v mistech nadoru a jeho metastazich. Jeho nevyhodou

je v8ak nizsi specificita. [4, 8, 11]

Scany PET samy o sobé obecné neposkytuji Zadné informace o morfologii a nedostatecné
mnozstvi informaci o poloze nalezu. Proto je velmi vhodné kombinovat PET s jinym
pristrojem, ktery tyto informace poskytuje. Z tohoto divodu se téméf vyhradné vyuziva
kombinace PET/CT. Pro zvySeni pfesnosti snimktli se provadéi dalsi, pfevazné pocitacové

korekce, jako napiiklad navigaéni kiiZ, korekce na zeslabeni nebo ptekryti snimku. [4,8]

2.1.2 SPECT

Na zéklad€ zobrazovaci modality mize SPECT poskytnout dvojrozmérny nebo tfirozmérny
obraz distribuce radiofarmaka uvnitf pacienta. Funguje velmi podobn¢ jako zminéné PET.
Hlavni rozdilem je, ze SPECT detekuje emise gama zareni, kdezto PET detekuje pozitrony.
Jak jiZ bylo zminéno, pfi PET se detekuji vyhradné fotony o energii 511 keV, pro SPECT
zobrazovani mohou byt pouzity fotony o rGznych energiich. Prikladem muaze byt

9MTc (E = 140 keV) nebo 21 (E = 159 keV), které se potencionalné daji vyuzit soucasné pro



diagnostiku napiiklad Parkinsonovy choroby. DalSim rozdilem je, ze gama kamery se

pohybuji okolo pacienta, ktery nehybné lezi. [4, 8, 32,48]

2.2 Radiofarmaka
Definice radiofarmak je ddna zidkonem jako ,radiofarmaka, kterymi se rozuméji 1éCivé
ptipravky, které, jsou-li pfipraveny k pouziti, obsahuji 1 nebo vice radionuklidi

(radioaktivnich izotopi) v¢lenénych pro 1ékaisky ucel* [31]

Vyuzivaji takzvaného ,,stopovaciho (indikatorového) principu®, ktery objevil madarsky
radiochemik Gyorgy Hevesy. Ten spociva v tom, Ze latka se v téle chova stejné i v piipadé, ze
jeden zjejich atomu je nahrazen jeho radioaktivnim izotopem. Tento princip funguje diky
tomu, Ze vazby jsou navazovany molekulou pomoci atomového obalu, ktery je pro jednotlivé

izotopy stejny.

Obecné se radiofarmakum déd rozdélit na biologicky aktivni slozku, u které zndme jeji
farmakokinetiku a na slozku radioaktivni, kterou pfedstavuje zvoleny radionuklid s riznym
druhem zafeni, polo¢asem rozpadu a energii Castic, V zavislosti na tom, zda jsou ur¢ené pro

terapii nebo diagnozu.

Biologicky aktivni slozku muaze predstavovat téméf cokoliv, od jednoduché anorganické
molekuly aZ po slozité organické molekuly, ¢i dokonce bunky. Radioaktivni slozka je

radionuklid, ktery se pfeménuje obvykle na stabilni izotop.

Na rozdil od béznych farmakologickych substanci nestaci radiofarmakiim pouze chemicka
Cistota, ale musi spliiovat 1 radionuklidovou a radiochemickou ¢istotu. Radionuklidova Cistota
pfedstavuje pfitomnost pouze zvoleného radionuklidu, radiochemicka Cistota piedstavuje

ptitomnost radionuklidu pouze ve zvolené formé¢. [4,8]

2.2.1 PRRT

Jedna se o typ cilené radionuklidové terapii, které vyuziva terapeutické peptidy oznacené
radionuklidem. Tyto terapeutické peptidy se primarné selektivné vaZzou na receptory na
rakovinovych bunikach. Navéazany radionuklid miiZze svym zafenim zpisobit rozbiti primarné
jednoho ftetézce dvousroubovice DNA, to nasledné muize vést k umrti buiky. Smrt buiky
miuiZe nastat i jinymi mechanismy, naptiklad pomoci ,,Bystander effect (efekt ptihlizejicich).

Nejéast&ji je vyuzivan pro NET, jako radionuklid se potom pouziva *’Lu. [8, 35,47]



2.2.2 TAT

Jedna se o dalsi typ terapie, které vyuzivaji radionuklidy, které emituji zareni alfa. Pii
radioterapii je vhodné, aby zvolny radionuklid mél co nejvétsi LET, tzn. aby predal co nejvice
své 1onizujici energie na jednotku drahy. Z uvedené tabulky v dalsi kapitole (tab.1) je ziejmé,
ze tuto kvalitu ma pravé zareni alfa, které také diky svému kratkému dosahu mén¢ poskozuje

zdravou tkan v okoli mista puisobeni. [15,20]

2.3 Volba radionuklidu

Tabulka 1: Charakteristika vybranych radioaktivnich castic [15]

Radioaktivni ¢éstice Energie rozpadu Dosah v tkani LET [keV/um]
B 50-2300 keV 0,05-12 mm 0,2
Augerovy elektrony 0,2-200  keV 2-500 nm 4-26
a 5-9 MeV 40-100 um 80

Pii volbé vhodného radionuklidu zalezi na konkrétnim tumoru, jeho velikosti, zda-li
metastdzuje atd. Z téchto divodd jsou pro stfedné velké tumory ucinné radionuklidy
s B pfemé&nou. Naopak pro mikrotumory jsou velmi neefektivni, nebot’ svoji energii uvoliuji

postupné, a to i do okolni zdravé tkané. Pouzivaji se napiiklad pro karcinom prostaty. [15]

Augerovy elektrony maji vyssi hodnotu LET, ale maji také krat$i dosah, proto musi byt
doruceny pfimo do konkrétni buiiky, nejlépe az k DNA. Studie s nimi jsou znacné omezené,
ovSem existuji podklady z testli na potkanech, kdy se povedlo prokazat remisi u rakoviny

slinivky.

Jak bylo jiz zminéno, alfa zafeni ma obecn¢ vysoké LET a kratky dosah. Diky témto kvalitdm
se jedna o perfektni zdroj IZ pro mikrotumory. Dalsi vyhodou je, Ze nezalezi na cyklu buiky
(napf. nékteré slouceniny emitujici Augerovy elektrony zabiji bunky jen v s-fazi) ani na
mnozstvi kysliku (kyslik obecné vyrazng ptispiva sekundarnim reakcim — neptimy ucinek 17).
Poskozeni DNA je obvykle na obou fetézcich, a proto je pro buriku daleko téz8i poskozeni
opravit. Je odhadovano, ze pro bunéénou smrt s pravdépodobnosti 99,99 % pomoci f°
pifemény, by bylo potieba nékolik desitek tisic rozpadi, oproti tomu by pro stejny ucinek bylo
potieba jen nékolik alfa rozpadii. Pro preklinickou 1 klinickou praxi jiz byla TAT pouzita na

celou fadu nadoru piiklad na nékteré druhy nadortt mozku. [15, 43]




3 Biologicky aktivni peptidy

3.1 Struktura

Peptidy se skladaji z aminokyselinovych zbytka, které jsou spojeny peptidovou vazbou.
Rozdélujeme je obecné na oligopeptidy (2-10 aminokyselin), polypeptidy (10-
100 aminokyselin) a pokud je spojeno vice jak 100 aminokyselin, hovofime o proteinech
(polypeptidech). Hranice, zda se jedna jesté o peptid nebo o uz protein jsou trochu nejasné,
nekteré literatury totiz uvadi, ze vice nez 50 aminokyselin je uz protein. Jiné¢ definice zavadi

taky pojem ,,mini proteiny“, které se obecné charakterizuji hmotnosti 1-10 kDa.

Ptesné&ji 1ze rozdélit proteiny a peptidy podle jejich prostorového uspotfadani. Proteiny maji
ptesné prostorové uspotfadani v kazdém jednotlivém ohybu vazeb, coz definuje jejich torzni
uhly a tvofi jejich sekundérni strukturu. Peptidy mohou mit ¢aste¢né presné dané uspotfadani v
prostoru, ale kvili své krat§i délce maji méné moznosti vytvofit intramolekularni vazby.
Linearni peptidy obecné nemaji pfesné¢ definovanou

geometrii a jsou pomérné flexibilni.

Zminéna sekundarni struktura popisuje usporadani blizkych
aminokyselin napiiklad pravoto¢iva Sroubovice (a-helix)

nebo B-ohyby. [14, 22, 23]

a-helix

Obrazek 1: Ukdazky sekunddrnich struktur [40]
3.2 Cyklické peptidy
Vroce 2013 bylo pouze kolem 40 cyklickych peptidit pouZzito jako schvalend farmaka.
Obvykle ani samotné peptidy nejsou pozivany jako léCiva, spiSe se vyuZzivaji nové chemickeé
entity (~90 %), které jsou obvykle malymi molekulami a splfuji Lipinského pravidla péti.
Tyto pravidla se tykaji molekulové hmotnosti, vodikovych donorti a akceptorti. Peptidy maji
spojeny aminokyseliny peptidovou vazbou, kterd podléha v téle hydrolyze vlivem protedzy.
| pfesto ale vzriistd zajem o vyvijeni novych lé€iv zaloZenych na cyklickych peptidech.
Nabizeji totiz potencionalné nové moznosti, nebot’ jsou stdle méné probadanym oborem,
hlavné co se tykd vyuziti jejich struktury. Bylo totiz zdokumentovano, Ze cyklické peptidy
podléhaji této degradaci méné nez linearni peptidy. V nékolika piipadech byla také prokazana

jejich lepsi membranovou propustnost, diky cemuz je mozné je 1épe absorbovat v téle. [22]



3.3 Peptidické hormony

Zivotni styl obecné ovliviiuje zdravi. Piepoklada se, Ze az 2/3 rakovin u Zen a 1/3 rakovin u
muzl je zpusobena zivotnim stylem. Tato statistika se tyka predevsim Ctyi nejobvyklejSich
rakovin: prsu, prostaty, délohy a vajecnikl. Piepoklada se, ze rakoviny zptisobené hormony
zodpovidaji za 30 % vsSech typt rakovin v USA. Podle studii, které byly provedeny na
zvitatech nebo i na lidech (v ramci epidemiologické a endokrinologické studie), hormony
zodpovidajici obvykle za normalni rast orgdni zaroven vytvaii vhodna prostiedi pro
neoplastickou transformaci. Neoplastickd transformace je sled udalosti, které vedou k tomu,
ze ze zdravé buiiky se stane rakovinové buitka. Epidemiologické studie také naznacuji, ze
hormony mohou zptisobovat i rakoviny varlat, §titné zlazy a osteosarkom, tedy rakovinu kosti.
Vyse zminéné nejcastéjsi rakoviny jsou zplsobeny piedevSim estrogenem a testosteronem,

tedy pohlavnimi endokrinnimi hormony. [25, 26, 27, 29]
Estrogen

Zvysena mira estrogenu byla potvrzena u nékolika Zen v rané fazi rakoviny délohy. Tento
predpoklad byl potvrzen také testy na zvitatech. Dale ho potvrzuje i epidemiologicka studie,
ze které vyplyva, ze obézni Zeny jsou nachylnéjsi k rakoviné délohy. Bylo potvrzeno, ze

cirkulace estrogenu v téle zeny zavisi na hmotnosti jedince.
Testosteron

Rakovina prostaty je druhd nejcastéji se vyskytujici rakovinou u muzii v USA. Piesny
mechanismus vzniku neni uspokojivé objasnén, nicméné je piedpokladano Zze, pokud
testosteron a jeho metabolicky produkt DHT, které jsou za normalnich podminek zodpovédné
za zdravy rist prostaty, jsou po desitky let zvySené, vede to k rakoviné prostaty. Pfedpoklad
vyplyvajici z téchto studii, Ze testosteron je zodpovédny za karcinom prostaty, podporuje i

fakt, ze vykastrovani jedinci trpi touto nemoci jen ojedinéle. [25, 26, 27, 29, 30]
Oxytocin

Oxytocin je hormon, ktery se bézné nachazi v téle. Zptsobuje stahovani nékterych svald, diky
tomu ma vysokou sekreci pii porodu. Mimo jiné se mu prezivd hormonem S$tésti a lasky.
V tad¢ nadorl byly popsany oxytocinové receptory. Ty mohou byt vyuzity do zminéného
stopovaciho principu (kapitola 2.2.1), kdy radioaktivné znacena DOTA je navazana na obdobu
oxytocinu. V ramci jedné studie bylo pfipraveno *'In — DOTA — dLVT, které se u¢inné a

selektivné zachytilo na oxytocinovych receptorech v nadorech u mysi. [23,28]



Inzulin

Spolecna prace védcti minulého stoleti vedla k fad€ objevil tykajici se inzulinu. Priméarné byl
studovan pro zlepSeni kvality Zivota lidem postizenych cukrovkou. V soucasné dobé se na
inzulin nahlizi i jako na neinvazivni prostfedek pro studium nemoci, diky jeho vyuziti jako
sondy pro SPECT. Tato teorie byla vyzkousena na analogu inzulin, ktery byl oznagen *™Tc.

[24, 29]
Bombesin

Jedna se neurohormonalni polypeptid, ktery je poziistatkem po obojzivelnicich. Ma nékolik
mist ucinku v téle — mozek, plice a travici trakt. Hlavné v travicim traktu reguluje uvoliovani
hormont a jeho pohyb. Peptidy strukturné podobné bombesinu reguluji také pocit sytosti
nebo termoregulaci. Posledni dobou se objevuji vyzkumy, které spojuji roli bombesinu
s rustem nadord. Nekteré analogy byly pouZity pro zobrazovani NET tumori, diky tomu ze
oznadeny bombesin se véazal na specifické receptory. Ptiklad takového radiofarmaka je 1’’Lu-

DOTA-[Lys®|bombesin.[41, 42]



4 Oligopeptidy

4.1 DOTA

DOTA je vyznamnym chelata¢nim ¢inidlem, které se hojné vyuziva v radiofarmacii. Funguje
jako nosi¢ konkrétniho kovového radionuklidu, ktery se navaze do jeho struktury a vytvari
komplex. Pouziva se pievazné¢ pro komplexy lanthanoidd. DOTA vykazuje vysokou

termodynamickou stabilitu a ve fyziologickych podminkach ma inertni kinetiku.

Jeji systematicky nazev je Kkyselina 2,2',2"”.2"'-(1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-
tetrayl) -tetraoctova, jeji trivialni nazev DOTA je zkratka anglického systematického nazvu. Je
mozné ji pfipravit nc€kolika zplsoby, nejobvyklejSim je syntéza pomoci halogenoctové
kyseliny a anorganické baze (typicky hydroxid sodny), které se nechaji zreagovat s cyklenem.
Takto pfipravend DOTA obsahuje zbytky organickych sloucenin. Pro dosazeni vétsi Cistoty se

zbavuje necistot napiiklad krystalizaci. [2,5]

Obrazek 2 Priprava DOTA z cyklenu [5]

4.2 DOTATOC
DOTATOC je jeden z cyklickych peptidi, nesouci chelator DOTA, konkrétné H-D-Phe-Cys-
Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH. Pouzivaji se pro 1é¢bu neuroendokrinnich nadord.

Neuroendokrinni nadory (NET) jsou vzacnd, pomalu rostouci skupina nadort. Vychazeji
Z neuroendokrinniho systému, ktery produkuje peptidové hormony, bioaktivni aminy atd.

NET jsou schopny vychytavat a dekarboxylovat prekurzory aminti, jako jsou napiiklad



dopamin a serotonin. Vyskytuji se ptevazné v zaludku, stievech, plicich a slinivce biisni.
Zakladem pro jejich diagnostiku a terapii je jejich nadmérnd exprese somatostatinovych

receptort na nadorovych bunkach.

Studie z roku 1997 s NET prokazaly lepsi zobrazovaci schopnosti ®8Ga-DOTATOC oproti
dfive pouzivanému !!In-octreotide (obchodnim ndzvem OctreoScan, neboli &esky
pentetreotid). Chelatem tohoto diive pouzivané¢ho radiofarmaka neni DOTA, ale PTDA.
DOTATOC se rychleji vazala na hledany nador a bylo tak mozné provést PET scany po
1 hodin¢ od aplikace, u octerotide byly scany provedené po 4 a poté 18-24 hodinach po
aplikaci. Diky témto schopnostem se zac¢alo ®Ga-DOTATOC hojnéji pouzivat pro NET. Jina
studie z roku 2010 porovnavala stabilitu navazané¢ DOTA vs. DTPA na Gd. Vysledkem byla
stabilitni konstanta 10?8 pro Gd(DOTA) a 10? pro Gd(PDTA). Dle autorii je DOTA extrémné
stabilni, 1 kdyZ pottebuje delsi ¢as na navazani. [7, 9, 10, 17, 48]

Podle studie z roku 2017 vétSina tohoto radiofarmaka byla podana v ramci klinické praxe (ne
klinické studie), velka ¢ast ¢lankt publikovana na toto téma je tedy neobjektivni. I pfesto se
autofi shodli Ze vysledky jsou konsistentni a je tim padem mozné konstatovat, ze °®Ga-
DOTATOC je bezpedné, efektivni a u¢inngjsi néz diive pouzivané *In-octreotide. [7,9,10,17]

HOOC
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DOTATC!
i D-Fh Ph DTrp
e N Y —nn— e——Cys e —
Mo N N '
(|>:Q1 1004 \fl;DCH 100—4 Thr(oly—Cys Thr Lys
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Obrazek 3: Struktura DOTATOC a pentetreotidu [10]
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Obrazek 4: Strukturni vzorec DOTATOC [37]
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4.3 FAPI

Aby mohl tumor riist, potiebuje si vytvofit své vlastni mikroprostredi, které se nazyvé stroma.
Toto prostfedi poskytuje mechanickou ochranu samotnému tumoru a obsahuje ziviny
potfebné pro jeho rlst. Stroma se tedy podili na ristu tumoru a metastazich. Ve strom¢ se
nachézeji CAF, tedy fibroblasty typické pro rakovinu, které se aktivuji naptiklad hypoxii.

Béhem aktivace zacinaji exprimovat né€kolik povrchovych markerti, mezi které patii i FAP.

FAP je v soucasné dob¢ nejspecifi¢téjsim regulovanym proteinem a muzeme ho nalézt u vice

nez 90 % epitelovych nadord.

Tumor cell

mmune nifftrato

Cancer-associated fbroblast

FAP recepior

Lyrmphatic vessal

Blood vessel
Cell invasion & motasiasiss —e o Promotion of tumor growth
(VEGF, FAP, MMPs) (TGF-B, HGF, FSP1)

ANGIOQENESES —e

C « Protection against tumor growth
(VEGF, FOGF, L6+ :

(CD146)

Regulation of
IMmune respnse

Obrdazek 5: A) tumor a jeho stroma B) Funkce CAF [11]

Jak jsem jiz psala vySe u PET skend (kap. 2.1), vsoucasné dobé je pro né
nejpouzivanéjsi ‘®F-FDG. Tento radiotracker ma i fadu nevyhod, mezi nimi jsou asi
nejdulezitéjsi jeho nespecificita a fakt, ze neni vhodny pro lidi s cukrovkou. Na rozdil od
toho %Ga-FAPI je mozné podat i témto pacientiim, navic pied vySetfenim neni nutné drzet
dietu. Je mozné pouzit i ®F na oznadeni FAPI, konkrétng napiiklad FAPI-74, diky ¢emuz je
mozné snizit ndklady na vyrobu. Co se ty¢e zminéné specificity, z nékolika studii vyplyva

vyss§i presnost FAPI oproti FDG u rakovin moc¢ové méchyie, sarkomu (tedy rakoviny
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pojivovych tkani), rakovin prsou, plic a dalSich. Podobnou specificitu ma pro napiiklad
rakovinu prostaty, naopak vys$i pfesnost vykazuje FDG pii snimdni napiiklad rakoviny

lymfatického systému.

N
"o (N /\/\O/qg
o}_\m—/\m 0

N N
i w

H
Obrdazek 6: FAP1-02 [38]
Aktivované fibroblasty se nachdzeji i mimo nadorové stroma, naptiklad ve zjizvenych
utvarech (ischemicka tkan po infarktu myokardu) nebo u chronickych zanéti (revmatoidni
artritida, Crohnova nemoc). Diky tomu se na né¢ miiZze vazat FAPL Je dilezZité byt si toho

védom, pro spravné cteni PET snimkil, zarovei to otevira potencionalné nové moznosti 1écby

téchto onemocnéni. [11]

4.4 PSMA

Zkratka PSMA predstavuje prostaticky specificky membranovy antigen. Nachazi se i
v n¢kolika dalSich tkanich kromé prostaty, naptiklad v ledvinach, tenkém stfevu a slinnych
zlazach. Pii karcinomu prostaty mé vyrazné zvySenou koncentraci pravé v jeho misté, oproti
ostatnim tkanim. Je to zpisobené nadmérnou produkci PSMA u asi 90 % karcinomu prostaty,

kdy ma koncentraci az 1000x vySsi, oproti ostatnim tkanim za normdlnich podminek.

[1,3,6,19]

Existuje fada inhibitorit PSMA, ovSem nejvys$i afinitu na PSMA maji ligandy na bazi
mocoviny. Nejpouzivanéjsim je pak PSMA-HBED-CC, znamy také jako PSMA-11, mezi
dal§i pouzivané patii PSMA - 617. Inhibitor 1ze oznacit vhodny radionuklidem a aplikovat

pacientovi at’ uz pro diagnostiku nebo terapii.

Jak jiz bylo naznaceno v kapitole radiofarmaka (2.2), aplikovana latka se sklada z chelatu,
ktery do sebe vaze vhodny radionuklid, bioaktivni latky, vtomto konkrétnim piipadé
inhibitoru, ktery se specificky vaze na PSMA a linkeru, ktery je spojuje. [1, 3, 6, 12, 19]
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PSMA

PSMA-617 Class Il membrane glycoprotein,
glycop:
Radionuclide
HON coordination center
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OH binding site
] 3 Extracellular domain
Z\L _/‘LNH
HoN }/ \1 /‘ NH
NH o/ OH
2 "
Chelator Linker ) PSMA binding motif ~ 10200000009300002 00 30209, Transmembrane
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Obrazek 7: Struktura PSMA 617 se zvyraznénym chelatem (Cervené) spojovacim elementem (modre) a samotnym inhibitorem

PSMA (zelend) [1]
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Obrazek 8: (a) PSMA-617, (b) PSMA-11, obé jako struktury véetné linkeru a chelatu [3]

4.5 VEGF

Jde o vaskularni endotelovy ristovy faktor, ktery je zodpovédny za podporu vzniku krevni
cévy. Tomuto procesu se fika angiogeneze. Z normalnich okolnosti tento proces nastava pfi
embryonalnim vyvoji, nebo pii poranéni, kdy télo opravuje souCasny cévni systém. Hodnota

VEGEF je zna¢né zvysena pii nddorovém onemocnéni.

Napomaha vyvoji novych cév, které pak nador zasobuji. Pii navazani radionuklidu na jejich
inhibitory se daji pouzit jak k terapii, tak i k diagnostice. Diky nim je mozné posuzovat i
prabéh 1€cby nebo agresivitu nadoru.

Tento faktor je zvlasté zajimavy, protoze jak je znamo, nador potiebuje byt pfipojen na krevni
fecisté, samotnou jeho inhibici se tedy zamezuje nddoru, aby se rozSifoval, pfipadné¢ miize
zpusobit apoptézu. V kombinaci s navazanim na radionuklid muze jit tedy potencionalné o

velmi ucinnou terapii. Toto je obecny princip antiangiogeni terapie (AAT). [18]
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5 Terbium

Terbium je relativné tvrdy kov stéibrné barvy z fad lanthanoidd, objeven v roce 1813 Svédem
Carl Gustafem Mosanderem. Na vzduchu je spise stabilni i pfi vystaveni vyssim teplotam. Je
nerozpustny v kyseling¢ fluorovodikové, nebot’ pii kontaktu na povrchu vznikne ochranna

vrstva fluoridu terbitého, kromé toho ale reaguje se ziedénymi kyselinami.

Terbium ma protonové ¢islo 65 a fadu izotopi. Velka ¢ast z nich ma poloc¢as rozpadu mensi,
nez 1 sekundu, dal$i pak v fadu nékolika malo vtefin nebo minut. Pro radiofarmakologii jsou
ale zajimav¢;jsi spiSe izotopy s polo¢asem rozpadu kolem piil hodiny (pro diagnostiku) anebo
kolem 7 dni (pro terapii). Zaroven by se ale izotopy pouzivané v 1ékaistvi méli rozpadat na

stabilni prvek. Ma jeden stabilni izotop, a to s nukleonovym ¢islem 159. [12, 13]

51Tbh-161

Terbium 161 bylo poprvé pozorovano v roce 1949 Alanem Butementem. Bylo pfipraveno
ozafovanim pfirodniho gadolinia pomoci neutrond. Tim vznikalo !°'Gd, které se
s polo¢asem 218 s rozpada na terbium 161 pomoci beta pfemény. Vzniklé 1% Th se se rozpada
ze 100% P~ preménou o energii 134 keV, kromé toho emituje Augerovy elektrony
(ptiblizné€ 12 elektront o energii 36 keV na jeden rozpad), a gama zafeni o nizkych energiich

(45,3- 74,6 keV). Gama zaieni o téchto energiich je vhodné na SPECT. [33, 34, 39]

Jeho pologasem je 6.75 dne a rozpada se na 81Dy, které je stabilni. Jak uz v této praci bylo
nekolikrat zminéno, polo€as kolem 7 dni a rozpad na stabilni prvek jsou hlavni pfedpoklady
pro vybér K terapii pro radiofarmaka, proto se o 1 Th za¢alo uvazovat, jako o vhodném prvku

pro toto pouZiti.

V soucasné dobé se stale pfipravuje ozafovanim neutrony, ale ozafuje se obohacené %9Gd,
nebot’ pfirodni obsahuje i izotop *®Gd, které po ozafovani vede na stabilni ***Tb a tim padem

snizuje vytézek a specifickou aktivitu produktu. [12, 13]

5.2 Ostatni izotopy terbia
Terbium — 149

Ke konci 90. let bylo doporu¢eno pro TAT. Caste¢nd emituje alfa zafeni
(16,7 %, energie 3,98 MeV), ale vétSina jeho rozpadi probiha pomoci elektronového zachytu
a pozitronové emise (83,3 %, energie 720 keV). Jeho dcefiné produkty se alfa pfeménou

prakticky nevyzatuji, coz by zaruCuje vétsi bezpecnost pro pacienta. Jeho polocas je 4,1 h.
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Predklinické studie na mysich s leukémii ukazaly slibné vysledky, ale ziskani radiochemicky

gistého °Tb se ukézalo jako velmi komplikované. [16]
Terbium — 152

Rozpad4d se s polo¢asem 17,5 hodiny pievazné pomoci B+ premény (20,3 %) nebo
elektronového zachytu (79,7 %), ale t¢Z miZze podléhat vzacné alfa preméné. Pfi svém
rozpadu produkuje gama zéafeni a rentgenové paprsky, coz jej ¢ini vhodnym pro diagnostiku
pomoci PET/CT. Klinicka studie s ®?Tb-DOTATOC prokazala moznost jeho budouci
aplikace. [17,44]

Terbium — 155

Podobn¢ jako i diive zminéné izotopy terbia i Tb-155 je podobné Luteciu. Tento konkrétni
izotop ma polocas 5,32 d a rozpada se elektronovym zachytem tentokrat pfimo na stabilni Gd-
155. Emituje Augerovy elektrony, rentgenové paprsky a gama zafeni o takovych energiich,
které ho d¢laji vhodnym radionuklidem pro SPECT. [36,45]

Kazdy z téchto izotopl terbia ma své specifické vlastnosti, které umoziuji jejich vyuziti v

terapii nebo diagnostice rakoviny a dal§ich onemocnéni.

15



6 Srovnani Terbia — 161, Yttria— 90 a Lutecia — 177
Dlouhodobé se pro 1é¢bu NET pomoci PRRT pouziva '’Lu — DOTATATE a jeho obdoby,

které se obecné povazuji za bezpecné. Nejvétsimu riziku jsou vystaveny ledviny (hlavné pii
administrovani 1é¢iva) a kostni dfeil. Z dlouhodobého pozorovéani vyplyva, ze u 1-2 %

pacientl se projevi leukémie a myelodyslasticky syndrom (porucha krvetvorby).

Z téchto diivoda se zacali hledat alternativy pro efektivngjsi 1écbu bez zatéZzovani okolnich
organi. Vramci jedné studie tedy bylo testovano 807 pacientd s NET, bylo jim
administrovano lutecium — 177 (pro porovnani), yttrium — 90 a terbium — 161 (jako
alternativy). Pacienti, kterym bylo poddno ®Y-octreotide utrpéli poskozeni ledvin a kostni
dfené jak pacienti s }""Lu-DOTATATE. Je to pravdépodobné protoze yttrium 90 emituje B ~

Castice 0 vyssi energii a tim padem delsim dosahu.

P#i porovnani 1%1Tb a ’Lu narazime hned na né&kolik podobnosti. Oba jsou to lanthanoidy,
tim padem maji podobné chemické vlastnosti. Oba také emituji B — Castice. Ty emituje i
zminéné yttrium, a presto se ukdzalo jako nevhodna alternativa, hlavné kvili tomu, Ze emituje
beta &astice delsiho dosahu, a tim zasahuje i zdravou tkan kolem. Dosah *'Tb je podobny
jako ten "Lu. Navic terbium jest¢ emituje Augerovy elektrony, které by méli posilit
terapeuticky G¢inek s nizsi celkovou davkou. Ze zminéné studie vyplyva, ze pii pouziti %1Th

byla méné zasaZena kostni dien. [33,34]
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7 Experimenty

7.1 Pouzité ptistroje

Pro pokusy byl pouzit piistroj Microwave Synthesis Reactor — Monowave 200. Dale pak
ITLC - SG desti¢ky, které byly vyhodnoceny piistroji Bioscan AR-2000 Imaging Scanner

(Canbera Packard) v programu WinScan ver 3.13. Dale byl pouzit pH metr a pfistroj na

vyrobu supercisté vody. Pro méfeni aktivity byl pouzit Curiemetr 3 (PTW)

7.2 Pouzité chemikalie

Pro pokusy byla pouzita kyselina octova p.a. (VWR Chemicals), kyselina chlorovodikova p.a.
(VWR Chemicals), methanol p.a. (VWR Chemicals), octan amonny p.a. (Sigma-Aldrich)
askorbovy puftr, octan sodny bezvody p.a. (Sigma-Aldrich) a dimethylsulfoxid p.a. (Lach-
Ner). Terapeuticky ligand PSMA — 617, ktery byl poskytnuty Dr. Martinou BeneSovou. Pro

méteni pak plyny argon, methan a izobutan pro vytvoreni inertni atmosféry (Linde Gas).

Zasobni roztok 1%1Tb byl pfipraven na Katedfe jaderné chemie Ing. Terezou Janskou a Be.

Matéjem Stibrem pod vedenim doc. RNDr. Janem Kozemplem.

7.3 Znaceni PSMA — 617 na termobloku

PSMA bylo jiz pfipraveno o koncentraci 1 mM, bylo tedy potieba ho zfedit. Byl odebran 1 ml
tohoto vzorku a bylo k nému piidano 9 ml DMSO. Pro samotnou ptipravu vzorku bylo
odpipetovano 200 pl 0,5 M octanu amonného do mikrozkumavky Eppendorf 1,5 ml. K tomu
bylo pfidano 1000 pl 0,05 M ultra €isté kyseliny chlorovodikové. Do roztoku bylo nasledné
piidano pottebné mnozstvi PSMA podle tabulky uvedené nizZe, pro vytvofeni roztokl o
uréitych pomérech. Ke viem roztokéim bylo nasledné ptidano takovy objem roztoku *61ThCls,
aby aktivita vzorku byla 50 MBq. Odebranému terbiu byla tedy zmé&fena aktivita a bylo
zfedéno. Podle aktivity a objemu vzorku bylo dopocitano, ze pro den méfeni bylo tfeba

odebrat 1,9 pl. Toto mnozstvi terbia bylo pfidano do vSech vzorkd pro méteni.

Tabulka 2: Molarni poméry terbia a PSMA, odpipetované mnozstvi 0,1 mM PSMA

Pomér ¥1Th: PSMA 5 15 35
Mnozstvi PSMA [ul] | 3,7 10,7 | 214

Vzorky vlozeny na termoblok po dobu 10 minut pii teploté¢ 95°C a mirn€ michany.
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7.4 Znaceni DOTA

DOTA byla oznacena terbiem o aktivit¢ SMBq v molarnim poméru 1:35. Bylo oznaceno
obdobnym zpusobem, jak je uveden v sekci 7.3. Tedy roztok byl pufrovan pomoci octanu
amonného o koncentraci 0,5M a pii pH 4,5. Bylo odpipetovano 2,5 ul DOTA, 20,50 ul pufru
a 2,0 pl *¥1Tb (Celkova aktivita 2 MBq). Celkovy objem reakéni smési byl piiblizné 25 pl.

7.5 Znaceni PSMA — 617 v mikrovlnném reaktoru

Pro znaceni vzorkli v mikrovinném reaktoru byly vzorky pfipraveny stejnym zptsobem jako
v sekci 7.3. Misto vlozeni na termoblok byly ale pfevedeny do specialnich zkumavek do
mikrovinného reaktoru. Zkumavky byly uzavieny a vlozeny do zminéného zatizeni opét na 10

minut, zahfivani bylo nastaveno na 95°C.

)
. 0

Obrazek 9: Specialni zkumavky do mikrovinného reaktoru s uzavery a Mikrovinny reaktor monowave 200 od Anton Paar

7.6 Méieni na iTLC-SG desti¢kach

Pro zjisténi vysledkl oznaceni byla vétSinou pouzita metoda TLC. Na iTLC - SG desticku
bylo odpipetovano malé mnozstvi vzorku, v pfipadé Ze se experiment provadel v aktivnich
laboratofich byla pouzita pipeta, pfi zahfivani v mikrovinném reaktoru se ale ¢asto pracovalo
v neaktivnich laboratotich. Piivodné mély byt pouZity tipy pipety pro odebrani vzorku, to ale
vzhledem Kk tvaru zahfivaci nadoby nebylo mozné a byly pouZity kapilary. V aktivnich
laboratofich byly pouzity pipety a byly odebrany 3 pl vzorku. Na desti¢ce byla vyznaéena
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teCka 1 cm od zacatku desti¢ky, celd desticka méla 8 cm. Na tecku byl nanesen vzorek a
nasledné byla desticka ponechana vyvijet v prostiedi mobilni faze. Jako mobilni faze byl
zpravidla pouzit 0,1 M octan amonny s methanolem v poméru 1:1. V jedné sérii méfeni byl
pouzit octan amonny 0 koncentraci 0,5M. Desticka tak zustala, dokud se mobilni faze
nedostala pfiblizné 1 cm od jejiho horniho ohraje. V mezic¢ase bylo pfipraveno asi 40 cm
tlusté lepici pasky, odstfizena byla polozena na stll lepici stranou vzhtru. Nésledné byla
pinzetou vytazena a vlozena nékolik centimetrii od konce na pfipravenou izolepu a druhym
koncem ptikryta. Nadbyte¢né kusy lepici pasky byla odstfizeny do pozadovaného tvaru.

Takto pfipravené vzorky byly popSany a zméteny.

Obrazek 10: ITLC - SG desticka v mobilni fazi a Pripravené vzorky k méreni

Samotné méfeni spocivalo v pfilepeni vzorkl Bioscan a povoleni ventilu zabezpeceni ptisunu
plynt. Po zapnuti ovladaciho programu a nastaveni parametrii byly vzorky prométeny

automaticky.
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Obrazek 11: Meérici pristroj Bioscan

Pti vyhodnocovani vysledkli se neoznacené terbium s mobilni fazi nepohybovalo a zlistalo na
zacatku desticky. Aktivita, naméfena dal od mista naneseni vzorku odpovidala mnozstvi
pritomnych molekul s terbiem. Méfila se tedy aktivita terbia, které ziistal na zacatku desticky,

ku navazanému terbiu. Tento vysledek byl udan v procentualnim zastoupenim jako ,,% ROI*.
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Obrazek 12: Ukazka grafi z vysledného protokolu
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7.7 Zavislost oznac¢eni PSMA na dob¢ zahtivani
Roztok byl pripraven obdobnym postupem, jak je uvedeno vyse (sekce 7.4). Experiment byl
opakovan pfi riznych pomérech a aktivitach, pro piehlednost je tedy uvedena aktivita,

pomeéry a mnozstvi odpipetovanych chemikalii v tabulce nize.

Tabulka 3: Mnozstvi chemikalii a dalsi informace k jednotlivym sériim pokusii

serie 1 2 3 4 5
Pomér 81 Th: PSMA 1:25 1:25 1:50 1:50 1:500
A [MB(q] 5 5 5 50 50
V(PSMA) (0,01 mM) [ul] 18,03 18,03 36,05 360 3600
NaOAc (0,5 M) [ul] 200 200 200 200 100
HCI (0,05 M) [ul] 1000 1000 1000 1000 500
161Th [ul] 5,61 8,35 8,35 42,02 42,10

Pro koncentraci 0,0lmM PSMA bylo tfeba ho opét nafedit, k fedéni se pouzivalo DMSO.
Pii 4 a 5 méfeni by v redlu pouZity plivodni roztoky o koncentraci 0,1 a I mM PSMA, tim
padem se pipetovalo 36pul. Pro piehlednost tabulky byly ale ponechany ptfepocitané hodnoty

tak, aby méli vSechny stejnou koncentraci.

Roztoky ptipravené podle této tabulky byly vzdy zahtadty v mikrovinném reaktoru pfi
teploté 95°C. Z roztokil byly odebrany vzorky v €ase 0, pak po 10, 20, 30 a 60 minutach.
Zméfeny byly postupem uvedenym v kapitole 7.6. Pro sérii 1 byla jako mobilni faze
pouzit 0,5 M octan amonny methanolem v poméru 1:1. Pro vSechny ostatni byl pouZit octan

amonny o koncentraci 0,1M, jak je uvedeno v postupu 7.6.

Jednotlivé série pokusti byly n€kdy provedeny v jiné dny, proto 1 kdyZ maji stejny pomér a
aktivitu, mnoZstvi odpipetovaného terbia muselo byt pfepocitino pro konkrétni den, tim

padem se hodnoty odlisuji.

7.8 Stabilita PSMA v ¢ase

Vzorek byl pfipraven smichanim 14,14 pl 1 mM PSMA, 500 ul 0,05M HCI,
100 pl NaOAc a 50 MBq terbia. Tim bylo dosazeno poméru 1:200. Vzorek byl zahidna na
termobloku po dobu 10 minut pfi teploté¢ 95°C. Néasledné byl vzorek rozd€len na dvé casti.
Prvni ¢ast byla ponechéna bez ptidavku jako kontrolni. K druhé ¢asti bylo pfidano 100 pl

askorbového pufru.
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Kontrolni méteni byla provedena v Case, po 4 a 24 hodinach, po 3 a po 7 dnech. Opét se

postupovalo podle postupu 7.6.

7.9 Zavislost ozna¢eni PSMA na pH

Vzorky byly piipraveny 14,14 ul 1 mM PSMA, 3,6 ml 0,05M HCI a 50 MBq terbia. Tim byl
zajistén pomér 1:200. Aby bylo zménéno pH roztoku, bylo ménéno mnozstvi odpipetovaného
octanu sodného o koncentraci 0,5M. Redlné mnozstvi stejné jako odpovidajici zmétené pH je

uvedeno v tabulce nize.

Tabulka 4: mnozstvi odpipetovaného 0,5 M octanu sodného a vysledné pH roztoku

NaOAc [ml] pH
0,9 4,16
1,2 4,51
1,5 4,72
1,8 4,85

Vzorky byly opét zahtaty na 95 °C po dobulO minut v mikrovinném reaktoru. Nasledné byly

op¢€t proméfeny vySe uvedenym postupem (7.6).

23



8 Vysledky a diskuse
8.1 DOTA

Znaceni DOTA s rtiznou dobou na termobloku

Radiochemické vytézky [%]
o [ N w E-Y (9] (o)) ~ o]

0 10 20 30 40 50 60 70

¢as na termobloku [min]

Terbium v dota

Graf 1: Oznaceni DOTA v zavislosti doby na termobloku

Tabulka 5: Oznaceni DOTA v zavislosti doby na termobloku

¢as na termobloku [min] | Oznacené DOTA terbiem [%ROI]
0 0,0
10 6,6
20 6,2
30 6,4
40 6,1
50 7,6
60 7,1

Z vysledka Ize vyvodit, Zze DOTA se dobfe vaze na terbium jiz pii zahfivani krat$i dobu,
tedy 10 minut. Nicméné je tieba poznamenat, Ze zahfivani alespon po tuto dobu je nezbytné,
nebot’ bez zahtivani se molekuly DOTA a terbia prakticky nesetkaji a nemohou se na sebe
navazat. Mirna fluktuace jednotlivych boda v grafu pii delSim case na termobloku by mohla
byt zplisobena neptesnosti méteni a spadad do statistické chyby méfeni. Je ovSem patrné, ze
delsi doba zahfivani mirn€ zvySuje Uc¢innost znaceni. Dukazem tohoto je % ROI

po 10 minutach vs. po 50 minutach, kde se lisi témet 1 %. Stejné tak lze ale vidét zminénou
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fluktuaci, kde po 60 minutach je oznaceno méné DOTA jako po 50 minutach. Podobny

fenomén lze pozorovat pii 10 a 20 nebo 40 minutéch.

8.2 Porovnani znac¢eni PSMA na termobloku vs. v mikrovlnném reaktoru

Tato série experimentl byla zaméfena na porovnani zptisobu zahtivani pii znaceni.

Dle predpokladu lze konstatovat, ze pii vy$§im nadbytku PSMA se ho i vice oznacilo. Osobné
se domnivam, Ze zavislost mezi molarnim pomérem a mnozstvi oznacenych molekul
vykazuje spiSe exponencidlni zavislost. Pro potvrzeni této zavislosti by byla potieba dalsi
méfeni.

Pfi porovnani mezi zptisobem zahiivani 1ze konstatovat, ze zahtivani v mikrovinném reaktoru

vvvvvv

roztok z vnéjsku, kdezto mikroviny pronikaji dovniti roztoku a zahiivaji ho i zevnitf.

Experimenty byly provedeny pouze jednou. Proto z tohoto divodu nelze vyvodit statistické
vysledky. Myslim si, Ze pti pokusu, kde byl pomér 1:15 a vzorek byl zahfivan na termobloku
se jedna o chybu méfeni. Je mozné, ze vzorek byl v mobilni fazi pfilis ,,utopen® a tim padem

se fadn¢ nevyvinul. Pro ovéfeni by bylo potfeba dalsi méfeni.

Znaceni PSMA rdznymi metodami

45 40,55

40

35 32,42
30

25

20

15

10 6,49

2,65 2,48
R —
0
15

5

Radiochemické vytézky [%]

35
Molani pomér 1:x 61Th a PSMA

B Mikrovinka ® Termoblok

Graf 2: Znaceni PSMA - 617 v mikrovince a na term bloku
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8.3 Zavislost ozna¢eného PSMA na dobé zahiivani

8.3.1 Pomér 1:25, 1:50 pii 5 MBq

Pro prvni, druhou i tieti sérii méfeni byly vysledky prakticky nulové, z tohoto divodu nema

smysl délat graf.

mobilni fazi, které se od predchozich pokusi lisila. K tomuto zavéru me vedl i fakt, ze pfi

vyhodnocovani vysledkll nebyly dobfe rozeznatelné piky. Urcit tedy pfistrojem % ROI bylo

skoro nemozné.

Counts
)
o
o
)
|

0 50 100 150
Position (mm)

Obrazek 13:Ukazka grafit s pouzitim nevhodné mobilni faze

Z tohoto divodu jsem piistoupila k zopakovani pokusu s pozménénou mobilni fazi, respektive

stejnou jak v predchozich méfeni. Zaroven jsem pokus provedla i pro pomér 1:50. | v tomto

piipad¢ ale byly vysledky prakticky nulové a obecné spadali do statistické chyby méfeni.

Vzhledem k tomu, Ze dfive byly provedeny pokusy s touto mobilni fazi, a to i S niz$imi
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pomeéry, pii kterych bylo mozné ve znatelné mife oznacit cileny protein, dospéla jsem

k zavéru, ze nedostavam ocekavané vysledky kvuli vysokém ziedéni.

Pti predchozich pokusech (s DOTA) jsem pouzivala terbium o aktivit¢ 2 MBq, ale celkovy
objem reak¢ni smési byl piiblizné 25 pl. Zna¢eni v mikrovinném reaktoru je ale mozné az
od 0,5 ml. Z tohoto diivodu se do smési ptidavalo vic nez 1 ml pufru. Pro udrzeni poméru se
pro nizsi aktivitu pouzivalo i mén¢ koncentrované PSMA. V kombinaci s niz$i koncentraci a
vétsim objemem se Kkineticky skoro nemohlo terbium a PSMA potkat a tim padem se oznacit.
Diky tomuto ani del$i ¢as nenapomahal oznaceni. Pro dalsi méfeni jsem tedy pouzivala

aktivitu 50 MBq.

8.3.2 Pomér 1:50 pii 50 MBq

Pii této sérii méfeni lze vidét, Ze delsi doba zahtivani napomahala vys$i mife oznaceni. Lze si
op€t povSimnout, ze terbium se ¢asteén¢ znacilo i bez zahtivani. Dle namétenych vysledkl
zalezi na dobé zahfivani, kdy pfi kratké dobé zahiivani nejsou znatelné rozdily

v radiochemickém vytézku.

Pomeér 1:50 pri 50 MBq

8
<7 °
<6
>N
>Q
5
>
Q
34 ®
€3
<
S 2
h
cle ° °

0

0 10 20 30 40 50 60 70
Cas [min]

Graf 3:Casova zavislost znaceni PSMA pii poméru 1:50 a aktivité 50 MBg

Tento zavér je vlehkém rozporu s predchozimi vysledky a konstatovanymi fakty.

V piedchozich experimentech jsem uvedla, Ze PSMA se oznaci i po 10 minutach zahfivani.
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Naprtiklad v sekci 8.2, kde jsem znacila PSMA v mikrovinném reaktoru, také 10 minut,
a dokonce v niz$im poméru. Z logiky véci by tedy mélo byt mnozstvi ozna¢enych molekul
PSMA vyssi pfi vysSim poméru. Podle vysledk bylo v poméru 1:35 oznaceno pies 40 %,
kdezto pii poméru 1:50 pouhych 7 %. Je mozné, nizsi radiochemicky vytézek byl zpisoben
vzniklym Dy, v disledku toho, Ze experimenty byly provadény v jiné dny. Vliv Dy by ale

alesponi ¢astecné postihoval vSechny experimenty.

Tuto nepfesnost a mozna dokonce i rozpor si dovedu vysvétlit jako nepfesnost v méteni.
Stejné jako v minulé sérii je tedy mozné, Ze U iTLC - SG desti¢ky hladina mobilni faze
licovala misto aplikace kapicky a tim padem se tadné nevyvinuly. Samoziejmé vzdy je
casteCna nepiesnost pipetovani, predevsim kdyz vezmeme v uvahu pipetovani malych

objemd, o které tu §lo.

8.3.3 Pomér 1:500 pii 50 MBq
Pro posledni sérii meéfeni vtéto sekci byl znateno PSMA pii poméru 1:500
s aktivitou 50 MBq. Dle vysledkil 1ze vidét, ze terbium se znacilo i bez zahfivani na vice

nez 20 %. Po zahtati 10 minut bylo oznaeno prakticky ze 100 %.

Ptedpokladam, Ze je to v disledku velkého nadbytku PSMA. Diky tomu byly jeho molekuly
schopné potkat se s atomy terbia 1 bez urychleni jejich pohybu pomoci zahtivani. Je mozné, ze
pii ponechani ptipraveného roztoku pii laboratorni teploté delsi dobu by vysledky v ¢ase nula

byly jesté vyssi.
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Oznaceni PMSA pomoci %1Tb v poméru 1:500 pfri
50MBq

120

100 ° ° °
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Graf 4:Casovia zavislost pro znaceni PSMA pii poméru 1:500 a aktivité 50 MBq

8.4 Stabilita PSMA v ¢ase

PSMA i pfi poslednim méfeni zlstavalo oznacené prakticky ze 100 %. Nebyl rozdil mezi

vzorkem s ptidavkem salicylového pufru a vzorkem bez piidavku.

Obecné se PSMA povazuje za velmi stabilni molekulu, mize tomu pfispivat jeji orientace
Vv prostoru. Je mozné tedy, Ze to je dtivod téchto vysledku, osobné si myslim, ze k tomu mohl
pfispét a relativné vysoky molarni pomér (1:200), pfi kterém bylo méfeni provadéno. Za
predpokladu, Zze by nékteré PSMA pierusilo vazbu s terbiem, v roztoku je stale jeho velky
nadbytek. V pripadé¢, Ze vzorek zustaval n€kolik dni v laboratofi, nenavazané terbium mélo
prilezitost najit PSMA 1 bez zrychleni kinetiky pomoci teploty. Fakt, Ze terbium je schopné se
navazat na PSMA 1 pfi laboratorni teploté¢ byl demonstrovan v pokusu Casové zavislosti

s pomérem 1:500 pii 50 MBq, jen to vyzaduje Cas, ktery byl ale t€émto vzorkiim poskytnut.
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8.5 Zavislost ozna¢eni PSMA na pH
Byly ptipraveny pufry, jejichz pH bylo piesné¢ zméfeno na pH metru. Nasledné byly vSechny

vzorky o poméru 1:200 a aktivité 50 MBq zahiaty v mikrovince na 10 minut.

Tabulka 6: Zavislost pH na procentudlnim oznaceni PSMA

pH Radiochemickeé vytézky [%]
4,16 69,7
4,51 70,2
4,72 98,3
4,85 98,8

Mozstvi oznacenych PSMA v zavislosti na pH

120

100 ° °
80
60
40

20

Radiochemické vytézky [%]

4,1 4,2 4,3 4,4 4,5 4,6 4,7 4,8 4,9
pH

Graf 5: Zavislost znaceni na pH

Lze vidét skokové vétsi miru oznaceni molekul pti pH 4,72 a 4,85. Z reSerSe vyplyvalo, Ze
idealni pH na provedend znaceni se pohybuje kolem 4,5. Z mou naméfenych vysledka je
patrné, Ze 1épe se PSMA znaci spiSe kdyz se pH blizi 4,8. Osobné si myslim, ze mnoZstvi
oznacenych molekul by se pii méfeni s vy$$im pH opét zacalo snizovat. Na tento predpoklad

by ale bylo potieba dalsi méteni.
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9 Zavér
Znaceni DOTA

DOTA znacena pii poméru 1:35 se dobfe znacila i po 10 minutach na termobloku. Pro piipad,
ze byl vzorek ponechan na termobloku delsi dobu, byl pozorovan lehky narust oznacené

DOTA, obecné by stale spadal do statistické chyby méteni.
Znaceni na PSMA na termobloku vs. v mikrovinném reaktoru

Znaceni vzorki pomoci mikrovinného reaktoru bylo G¢innéjsi nez pomoci termobloku. Pfi

poméru 1:35 byl rozdil oznac¢enych molekul po 10 minutach pies 8 %.
Zavislost oznaceni PSMA v mikrovinném reaktoru na dobé zahrivani pri riiznych pomérech

Pro vyvijeni iTLC - SG desti¢ek s PSMA - 181Tb neni vhodné pouzit jako mobilni fazi 0,5 M
octan amonny 1:1 s methanolem. Pfi zahtivani vétSich objemi je tfeba pouzit vyssi molarni
poméry anebo vEétsi mnozstvi terbia (vyssi aktivitu). Pti aktivité 50 MBq a pomérech 1:500 se
PSMA znadi i bez zahtivani. Pii stejné aktivité, ale poméru 1:50, lze rozeznat rozdilny pocet

oznacenych molekul v zavislosti na dob¢ zahfivani.
Stabilita PSMA v case

Byl pfipraven roztok spomérem 1:200 a aktivitou 50 MBq. Po rozdéleni do dvou
mikrozkumavek Eppendorf byl k jedné z nich ptidan askorbovy pufr pro zvySeni stability.
Byly udélany kontrolni méfeni po 4, 24, 96 a 190 hodinach. Nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil. Oznacené PSMA zlstavalo stabilni i bez ptidavku i pii poslednim méteni,

které bylo vice neZ tyden od oznaceni.
Zavislost oznaceni PSMA na pH

Vzorky s molarnim pomérem 1:200 a aktivitou 50 MBq byly pufrovany na rizna pH.
Ptedpoklad, Ze idedlni pH na znaceni je 4,5 nebyl mym métenim potvrzen. Zavérem vyplyva
7e idedlni pH je na tuto syntézu je kolem 4,8. Pro potvrzeni nebo zptfesnéni této hodnoty by

bylo potieba dalsi méteni.
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