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Souhrn

Vychodiska: V Masarykové onkologickém ustavu v Brné (MOU) se za spoluprace projektu
RECAMO s aplikacni sférou v poslednich letech intenzivné pracuje na klinickych hodnoce-
nich modernich PET radiofarmak vedoucich k jejich budoucimu zpfistupnéni pro ceské Iékaie
a jejich pacienty. Na zékladé této spoluprace byla v uplynulych letech vyvinuta mimo jiné ra-
diofarmaka [""C]lmethionin ¢i ["®FIfluorocholin, latky s dllezitym uplatnénim v onkologické
diagnostice pomoci PET. [''Clmethionin, znaceny izotopem uhliku-11 s polo¢asem pfemény
20 min, je markerem proteosyntézy, slouzicim v drtivé vétsiné k vizualizaci mozkovych tumord,
zatimco [*®F]fluorocholin, znaceny izotopem fluoru-18 s polo¢asem pfemény 109 min, je marke-
rem syntézy bunécnych membran a proliferace, jehoz nejvétsi vyuziti spociva v PET diagnostice
karcinomu prostaty. Cil: Pomoci vysledk ziskanych provedenim klinickych hodnoceni PET radio-
farmak ve spolupraci MOU a RECAMO s vyrobcem radiofarmak na zakladé predem dohodnutych
a schvalenych parametrd md byt demonstrovéna uc¢innost a vhodnost téchto latek k onkologické
PET diagnostice danych tumord. V obou piipadech byla radiofarmaka hodnocena ve vztahu k je-
jich majoritnimu vyuziti. Zdvér: Vysledky ziskané v ramci téchto klinickych hodnoceni prokazuji
piinos a efektivitu obou latek v PET diagnostice pfislusnych nador(. V podobé souhrnnych zprav
z klinického hodnoceni budou vysledky vyuzity v aplikacni sféfe coby soucast dokumentace po-
trebné k registraci daného radiofarmaka pro pouzivani v Ceské republice.

Klicova slova
pozitronova emisni tomografie — radiofarmaka — L-methyl-""C-methionin - "®F-fluorocholin

Summary

Background: In Masaryk Memorial Cancer Institute (MMCI), there is a long-running intensive
joint effort of the RECAMO project and commercial entities, involving mainly clinical evaluati-
ons of state-of-the-art PET radiopharmaceuticals leading to their future availability for Czech
physicians and their patients. Recently, the PET tracers [''Clmethionine and ['®FIfluorocholine,
among others, were developed in this cooperation, both of them tracers with high importance
for oncologic positron emission tomography diagnostics. [''Clmethionine, labeled by carbon-11
with a half-life of 20 min, is a proteosynthesis marker used primarily for brain tumor visualiza-
tion, whereas ["®F]fluorocholine, labeled by fluorine-18 with a half-life of 109 min, is a marker of
synthesis of cellular membranes and cell proliferation, its primary use being PET diagnostics of
prostate carcinoma. Aim: The results of clinical evaluations of both PET radiopharmaceuticals,
performed on the basis of parameters agreed and approved beforehand in cooperation of MMCI,
RECAMO and the manufacturer of said radiopharmaceuticals, aimed to prove the efficiency and
suitability of both compounds for oncologic PET diagnostics for said tumors. In both cases, the ra-
diopharmaceuticals were evaluated in regard to their major use. Conclusion: The obtained results
prove the benefits and efficiency of both compounds in PET diagnostics of respective tumors.
The results, in the form of clinical evaluation reports, will be used as part of the documentation
required for marketing authorization of these compounds for use in the Czech Republic.
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Uvod

Pozitronova emisni tomografie (PET) je
jednou z nejmodernéjsich metod mo-
lekuldrniho zobrazovani, neinvazivni
in vivo metodou umoznujici lékafim stu-
dovat procesy v lidském téle prostred-
nictvim radioaktivné znacenych radio-
farmak a velmi presné tak diagnostikovat
rozlicné poruchy a neobvyklé ukazy.
V kombinaci s vypocetni tomografii (CT)
patfi jiz pfes 10 let k patefnim zobra-
zovacim metoddm nejen onkologické
diagnostiky. PET je nejen v onkologic-
kych aplikacich metodou s velmi vyhod-
nym pomérem ceny a efektivity, pfispiva
nejen ke stanoveni nebo uréeni diagnéz,
ale i ke stanovovani vhodné terapie i
odezvy na lé¢bu, a je tak dllezitym fak-
torem pro koncept takzvané personali-
zované mediciny. Vynika predevsim na
poli ur¢ovani metabolické aktivity na-
dor(, zhodnoceni proliferace, zhodno-
ceni hypoxie tkané, zejména nadorové,
¢i posouzeni hustoty receptord expri-
movanych v burikach.

Hlavnim vyuzivanym PET radiofar-
makem, jakymsi taznym koném me-
tody, zUstava ['®Flfluorodeoxyglukoza
(FDG), metabolicky marker, diky némuz
je mozno v téle identifikovat mista s ne-
pfirozené zvysenou ¢i naopak snize-
nou metabolickou aktivitou. FDG PET je
v soucasnosti prakticky nenahraditelnou
diagnostickou metodou pro detekci pri-
marnich tumorl a metastaz [1-4]. FDG
nicméné trpi uréitou nespecifi¢cnosti —
zvyseny piijem vykazuji také napf. mista
s probihajicim zanétlivym procesem,
nékdy je jeji pfijem vyssi v hypoxickych
oblastech, nékteré organy maiji pfiro-
zené vyssi pfijem energie atd. Omezena
je i jeji schopnost posoudit odezvu na
[é¢bu - nemusi odlisit hojici se tkan od
viabilniho proliferujiciho naddoru. | to je
ddvodem, proc¢ jsou vyvijena specifi¢-
t&jsi radiofarmaka, ktera Sirokospektral-
nosti glukézy sice nedosahuji, nicméné
se hodi Iépe pro nékteré specifictéjsi ap-
likace. Vhodnou volbou znacené latky
Ize monitorovat prakticky jakykoli z hle-
diska onkologického pacienta zajimavy
déj v organizmu. Pfi vyvoji novych ra-
diofarmak je nicméné zapotiebi uva-
Zit mnoho dil¢ich faktord - vhodné
zvolit radionuklid s ohledem na che-
mizmus latky, jeji farmakokinetiku, bio-

logické chovani, polocas interakce, ale
také s ohledem na snadnost a vytézek
syntézy ¢i dostupnost prekurzoru. Drti-
va vétsina vyuzivanych radiofarmak je
proto znacena fluorem-18, nuklidem
relativné snadno pfipravitelnym a ziji-
cim dostate¢né dlouho, aby umozno-
val transport hotového radiofarmaka na
misto potieby.

V roce 2007 bylo v arealu Masarykova
onkologického tstavu (MOU) uvedeno
do provozu druhé produkéni PET Cent-
rum UJV Rez, a.s. V souvislosti se spolu-
praci byl v roce 2009 publikovan kratky
pfehledovy ¢lanek o moznostech me-
tody PET [5]. V nésledujicich letech byly
ve spolupréci s UJV Rez, a.s., odbornikd
z MOU a vyzkumnika projektu RECAMO
realizovany vyzkumné vyvojové pro-
jekty zamérené na vyvoj a zpfistupnéni
dalsich PET radiofarmak Iékafim oboru
nukledrni mediciny a zejména jejich
pacientlim. Produktem této spoluprace
byla mimo jiné realizace klinickych hod-
noceni radiofarmak [''Clmethionin, latky
slouzici k vizualizaci mozkovych tumord,
a ["®FIfluorocholin, latky urcené k dia-
gnostice karcinomu prostaty.

[""Clmethionin

Radiofarmakum [''"Clmethionin (chemic-
kym nazvem kyselina 2-amino-4-[""C]
metylsulfanylbutanova, resp. L-[S-me-
tyl'"Clmethionin) je pfikladem radioak-
tivné znacené aminokyseliny, ktera se
v téle vyskytuje pfirozené. Vétsina ami-
nokyselin je tumorovymi burikami pfi-
jimana skrze energeticky nezavisly
,L-type amino acid transporter” systém
A ¢i Na+ dependentnim systémem BO [6].
Nadorové buriky maji vétSinou zvysené
naroky na pfijem aminokyselin coby
zdroje energie a stavebniho materidlu
pro nové proteiny. Bylo dolozeno, ze
u nich dochdazi ke zvysené expresi pfi-
slusnych transportnich systému [7]. Diky
tomu, Ze se po chemické strance methio-
nin znaceny "'C nijak nelisi od svého ne-
znaceného analogu, ma radiofarmakum
totozné choviénijako pfirozena aminoky-
selina. V literatufe bylo popsano vyuziti
tohoto radiofarmaka pro detekci mozko-
vych tumor [8], jejich gradingu [9-11],
odhadu prognézy [12-14], vyhodnoceni
reakce na lé¢bu [15-18] a pro rozlisovani
mezi relapsem tumoru a radia¢ni nekro-

zou [19,20], a to i v porovnani s jinymi
PET radiofarmaky [21,22].

['"Clmethionin je znacen uhlikem-11,
tedy radionuklidem s polo¢asem roz-
padu 20 min. Vyuziti tohoto izotopu ke
znaceni je tudiz striktné vazano na cen-
tra, kterd zahrnuji vyrobni i zobrazo-
vaci zafizeni v minimalni vzdalenosti od
sebe. Prakticka transportovatelnost ta-
kového radiofarmaka je v fadu jednotek
kilometrd, tedy pouze v ramci jednoho
mésta. Realizace klinického hodnoceni
této latky v letech 2011-2014 tak byla
umoznéna blizkou spolupraci MOU se
spole¢nosti UJV Rez, a.s., ktera latku pro
klinické hodnoceni vyrdbéla ve svych
laboratofich.

Syntéza a kontrola jakosti
radiofarmaka

Nuklid [''C] byl pfipraven na cyklotronu
PET Centra Brno UJV Re?, a.s., ozaio-
vanim plynné smési kysliku a dusiku.
Reakci “N(p, a)''C se v plynné fazi vytvo-
fila smés oxidd uhliku obsahujicich [''C].
Obsah terce byl nasledné veden do syn-
tézniho zafizeni Tracerlab FXC firmy GE
Healthcare osazeného ve stinéném boxu
(obr. 1). V dalSim kroku byla smés oxidd
redukovana na niklovém katalyzatoru na
uhlovodik metan. Za vysoké teploty a pfi-
tomnosti jodu bylo vyrobeno metyla¢ni
Cinidlo — metyljodid ([''CJH,]). Toto bylo
vedeno do samotného reaktoru, kde
bylo rozpusténo v acetonu. Takto roz-
pustény metyljodid déle reagoval v ba-
zickém prostiedi (vodny roztok NaOH)
s prekurzorem lécivé latky, L-homocys-
teintiolaktonem. Po reakci byl odparen
aceton, reakéni smés neutralizovana HCl
a injektovana na semipreparativni HPLC
(vysokoucinna kapalinova chromatogra-
fie) kolonu vestavénou v syntéznim za-
fizeni. Eluci vodnym roztokem NaCl byl
nasledné z reakéni smési jimanim pfi-
slusného chromatografického peaku zis-
kan roztok [""C]methioninu. V souladu
s pozadavky Statniho Ustavu pro kont-
rolu lé¢iv (SUKL) byla provedena analyza
jakosti radiofarmaka - kontrola vzhledu,
kontrola totoznosti (gamma spektrome-
trie, kapalinové chromatografie), radio-
chemickd cistota (kapalinova chroma-
tografie), chemicka cistota (kapalinova
chromatografie), enantiomerni Cistota
(kapalinova chromatografie), radionuk-
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lidova cistota (gamma spektrometrie),
objemova aktivita, kontrola pH a po po-
tvrzeni vyhovujicich parametr(i byla
latka preddna na Oddéleni nuklearni
mediciny, MOU.

Organizace vysetieni

Vsechna [""Clmethionin-PET vysetieni
byla provadéna u pacientll s recidi-
vou mozkového ndadoru na hybrid-
nim PET/CT skeneru PET/CT Biograph
64 (Siemens, Erlangen, Némecko). Apli-
kovana aktivita byla pro prvni skupinu
pacientll pfipravovana v cilové davce
500 MBq, v druhé pak 350 MBq. Snimani
v rozsahu mozku bylo provadénov 5., 20.
a 35. min. Vyhodnocovani studii probi-
halo na konzolich Syngo MultiModality
WorkPlace (Siemens). CT bylo snimano
jen v rezimu low-dose CT, k upfesnéni
anatomické orientace byla vyuzivana
,off-line” fuze s MRl mozku.

Vzhledem k tomu, Ze [''"C]methio-
nin neni registrovanym diagnostickym
léCivym pfipravkem, probihaly ves-
keré Ukony spojené s aplikaci a hodno-
cenim v rdmci akademicky iniciované
klinické studie schvalené SUKL (Eu-
draCT Number 2011-004877-10). Zada-
vatelem klinické studie byl MOU a ap-
likace hodnoceného radiofarmaka
probihala na Oddéleni nuklearni medi-
ciny, MOU. Do klinické studie byli zafa-
zovani pacienti s primarnimi high-grade
gliomy nebo extrakranialné ulozenymi
nadory se sekundarnim postizenim
mozku, a to vzdy po potvrzeni MRI vy-
Setfenim. Primdrnim cilem studie bylo

Obr. 1. Syntézni modul GE Tracerlab FXC pouzity k syntéze ['"C]lmethioninu. Zdroj [36].

prokazani akumulace radiofarmaka po-
daného v davce 500 MBq, pfipadné
350 MBq a jejich srovnani, sekundar-
nim cilem studie bylo hodnoceni bez-
pecnosti aplikovaného radiofarmaka.
Celkové bylo do klinického hodnoceni
zafazeno 18 pacientd, vysledné hodno-
titelnych bylo 16 pacientd.

Vysledky

Vysledky provedeného klinického hod-
noceni potvrdily ocekavané schop-
nosti radiofarmaka ['"C]methionin v dia-
gnostice high-grade glioml mozku
pomoci PET vysetfeni kombinovaného

s CT ¢&i MRI obrazy vysetfované oblasti
(obr. 2). K dostate¢cnému zobrazeni na-
dorové tkané dostacovala intravendzni
aplikace 350 MBq radiofarmaka (max.
500 MBq) v dobé aplikace. Radiofarma-
kum [""C]methionin je mozné pouzit
i k diagnostice jinych primarnich moz-
kovych nadorl nebo sekundarnich na-
dorovych procesd v mozku, pokud jina
vysetfeni nevedou k jednoznaé¢nym
vysledkdm.

['8F]fluorocholin
['®F]fluorocholin (chemickym nazvem
['®FIfluorometyl-dimetyl-2-hydroxy-

Obr. 2. ['"C]methionin-PET a fize s MRI mozku.
Recidiva gliomu temporalné vlevo vykazuje vysokou akumulaci [''Clmethioninu.
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Obr. 3. Sestava modulti Synthera V2
a Synthera HPLC s osazenymi integrova-
nymi fluidnimi procesory (IFP). Zdroj [37].

etylammonium; resp. ['®FIfluorometyl-
cholin) je typickym pfikladem specia-
lizovaného radiofarmaka znaceného
fluorem-18. Karcinom prostaty v po-
slednich letech rapidné nabyva na vy-
znamu - s prodluzujici se ocekdvanou
dobou doziti narlistd mnozstvi muzd, jiz
touto chorobou trpi. V poslednich 20 le-
tech doslo v CR ke zvyseni incidence
tohoto typu nadoru pfiblizné o 70 %
a vzhledem k sou¢asnému prodluzovani
ocekdvané doby doziti Ize ocekavat, ze
pocet pacientl s touto diagnézou bude
do budoucna i nadéle naristat. Pravdé-
podobnost vyskytu karcinomu prostaty
u pacienta prudce stoupd s vékem -
hlavni skupinu pacientd reprezentuji
muzi od 70 do 80 let véku (az 80 %)
a v pripadé doziti se 90 a vice let je prav-
dépodobnost onemocnéni karcinomem
prostaty pro muze prakticky 100 %. One-
mocnéni se mlze ale objevit i u muzi
mladsiho véku, pravidelny screening
hraje proto nezastupitelnou ulohu pro
¢asny zachyt tohoto onemocnéni. Ro¢né
je diagnostikovano rlznymi metodami
kolem 7 000 novych pfipad@. Nicméné
primarni PET radiofarmakum, FDG, neni
pro Ucely vysetfeni prostaty pomoci
PET vhodné [23,24]. FaktorU je nékolik —
mald velikost cilového organu, vétSinou
nizka metabolickd aktivita bunék karci-
nomu prostaty, zna¢na variabilita v mife
akumulace FDG u jednotlivych pacientt
s karcinomem prostaty a zejména bez-
prostiedni blizkost organu s vyraznym
fyziologickym ptijmem radiofarmaka,
mocového méchyre. ["®F]fluorocholin
vsak tyto nedostatky eliminuje.

Fluorocholin je fluorem zna¢enym
analogem cholinu, zdkladniho staveb-
niho kamene fosfolipidickych mem-
bran. Cholin je prekurzorem pro bio-
syntézu fosfolipidd a do buriky pronika
skrze cholinové transportéry. Takzvanou
Kennedyho drdhou je z néj posléze syn-
tetizovan fosfatidylcholin [25]. Krokem
limitujicim rychlost této dréhy je hned
krok prvni, kdy je pomoci cholin kindzy
katalyzovéana fosforylace cholinu na fos-
focholin [26]. V bunkach karcinomu pro-
staty je cholin kindza zvysené exprimo-
véna. DeGrado et al v roce 2001 dolozili,
Ze ®F znaceny fluorocholin je in vitro fos-
forylovan cholin kinazou, stejné jako
jeho neznaceny analog [27]. To zavdalo
podnét k vyuziti fluorocholinu jako zob-
razovaciho PET agens pro karcinom pro-
staty [28-33]. Specifické vlastnosti fluo-
rocholinu ale motivuji vyzkumniky
i k vyuziti u jinych typ nadord, napf. he-
patocelularniho karcinomu ¢i nadorl
pristitnych télisek [34-35].

Syntéza a kontrola jakosti
radiofarmaka
Nuklid '®F byl pfipraven na pracovisti
PET Centra Brno ozafovanim tzv. obo-
hacené vody, H,['*0], vody obohacené
o izotop kysliku-18. Ostfelovanim proto-
novym paprskem se &ast kysliku-18 pre-
ménila jadernou reakci ®0O(p,n)'®F na
fluor-18, izotop s polocasem premény
109 min. Vodny roztok fluoridovych
['8F] iontld byl veden do syntézniho zafi-
zeni IBA Synthera vyuzivajiciho technolo-
gie takzvanych integrovanych fluidnich
procesorl (IFP), de fakto jednordzovych
chemickych aparatur (obr. 3). V prvnim
kroku byly zroztoku na separa¢ni kolonce
izolovany samotné ionty ['8F]~. V prvni
fazi syntézy byl pak na destilacnim IFP
fluoraci dibrommetanu pfipraven vy-
soce tékavy ['®Flfluorobrommetan. Tato
latka byla izolovana destilaci, precisténa
a vedena k druhému, tzv. alkyla¢nimu
IFP. Zde probihala pfimo na koloné alky-
la¢ni reakce ["®FIfluorobrommetanu s di-
metylaminoetanolem za vzniku ['®Ffluo-
ro(metyl)cholinu. Po dalsim precisténi od
vedlejsich produktl a zbylych reaktant(
byla findlni 1é¢iva latka eluovana fyziolo-
gickym roztokem.

V souladu s pozadavky SUKL byla pro-
vedena analyza jakosti radiofarmaka —

kontrola vzhledu, kontrola totoznosti
(gamma spektrometrie, iontova chro-
matografie), radiochemicka cistota (ion-
tova chromatografie, tenkovrstva chro-
matografie), chemicka cistota (iontova
chromatografie, tenkovrstva chromato-
grafie), radionuklidova cistota (gamma
spektrometrie), objemova aktivita, hod-
nota pH a po potvrzeni vyhovujicich pa-
rametrd byla latka predana na Oddéleni
nuklearni mediciny, MOU.

Vysetieni a organizace klinické studie
Vsechna ['®F]fluorocholin-PET vysetieni
byla provadéna u pacientl s histologicky
prokdzanym karcinomem prostaty na
hybridnim PET/CT skeneru PET/CT Bio-
graph 64 (Siemens, Erlangen, Némecko),
a to v rdmci akademicky iniciované kli-
nické studie schvélené SUKL (EudraCT
Number 2014-005345-50). Zadavatelem
klinické studie je MOU, standardni moni-
toring a farmakovigilance je provadéna
ve spolupraci s infrastrukturou pro kli-
nickd hodnoceni CZECRIN. Do klinické
studie jsou zafazovani pacienti s lokali-
zovanym nebo lokalné pokrocilym karci-
nomem prostaty s vysokym rizikem, a to
pred zvazovanou kurativni [é¢bou, nebo
pacienti s diseminovanym onemocnénim
k posouzeni rozsahu postizeni. Vsichni
pacienti zafazeni do klinického hodno-
ceni souhlasili s ucasti ve studii pode-
psanim informovaného souhlasu schva-
leného Etickou komisi MOU. Primarnim
cilem klinického hodnoceni je proka-
zani akumulace radiofarmaka v nddorové
tkani karcinomu prostaty, sekundarnimi
cili studie pak hodnoceni bezpecnosti
a srovnani akumulace radiofarmaka v ¢a-
sovych intervalech 10 a 60 min po apli-
kaci. Aplikovana aktivita byla pfipravo-
véna v cilové dévce 4 MBg/kg. Snimani
v rozsahu od kolen k loktlim vzpazenych
hornich koncetin v¢. hlavy bylo prova-
déno v 10. a 60. min po aplikaci radiofar-
maka. Vyhodnocovani studii probihalo
na konzolich Syngo MultiModality Work-
Place (Siemens). CT bylo snimano jen
v rezimu low-dose CT, k upfesnéni anato-
mické orientace byla vyuzivana ,off-line”
fuze s MRl mozku.

Vysledky
Klinické hodnoceni a aplikace hodno-
ceného radiofarmaka v ramci klinické
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Obr. 4. ["®*F]fluorocholin-PET/low-dose

CT.

Vysetieni v 10. min od aplikace radiofarmaka Iépe prokazuje zvysenou akumulaci fluorocholinu v primarnim karcinomu prostaty (lokali-
zacni kfiz), naopak mnohocetné kostni metastazy jsou lépe patrny pfi vysetieni v 60. min.

studie je v soucasné dobé provadéno
na Oddéleni nuklearni mediciny, MOU.
K31.5.2016 bylo do studie zafazeno cel-
kové 26 pacientl z celkové planovaného
poctu 30-35 hodnotitelnych pacient(.
Z pribéznych vysledku (obr. 4) Ize fict, ze
u zafazenych pacientl doslo k zobrazeni
nadorové tkané jak v primarnich karci-
nomech prostaty, tak i v loZiscich recidiv
v [0Zku po prostatektomii ¢i uzlinovych
i kostnich metastazach. Vysetieni ne-
byla provazena zadnymi zavaznymi ne-
zadoucimi Gcinky testovaného radiofar-
maka a byla pacienty dobfe tolerovéna.
Vysledky klinického hodnoceni s vyhod-
nocenim primarnich i sekundarnich cild
studie bude provedeno do konce roku
2016.

Zaveér

Spole¢né asili RECAMO, MOU, a vyrobce
PET radiofarmak UJV Rez, a.s., vedlo
v uplynulych letech k pfipravé a reali-
zaci dvou klinickych hodnoceni PET ra-

diofarmak pro diagnostiku mozkovych
tumortd ([''Clmethionin) a karcinomu
prostaty (['*FIfluorocholin). Vysledky zis-
kané v ramci téchto klinickych hodno-
ceni prokazuji pfinos a efektivitu obou
latek v PET diagnostice pfislusnych na-
dord. V podobé souhrnnych zprav z kli-
nického hodnoceni budou vysledky vy-
uzity v aplika¢ni sféfe coby soucdst
dokumentace potfebné k registraci
daného radiofarmaka pro pouzivani
vCR.
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