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Radiochemické laboratoi Ustavu makromolekularni chemie AV CR vznikla roku 2009 s cilem rozvijet syntézu
a charakterizaci radioaktivné znacenych polymerll a nanocastic. Od pocatku se ukézala nezbytnost tzké spoluprace
s biologickymi a medicinskymi pracovisti 1. lékatrské fakulty Univerzity Karlovy. Tento ¢lanek shrnuje patnactiletou
spolupraci od prvnich pokusti na Ustavu biofyziky a informatiky aZ po sou¢asnou éru Centra pokrogilého preklinického
zobrazovani (CAPI). Vysledkem jsou spolecné publikace, projekty a patenty s pfesahem do mediciny. Text dale uvadi
prehled technického vybaveni, praktickych pozadavkid na in vivo experimenty a ekonomickych aspektll preklinického

vyzkumu.
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1. Uvod

Radiochemicka laboratoi Ustavu makromolekularni
chemie AV CR (UMCH) byla zaloZena v roce 2009 jako
specializované pracovisté zaméfené na syntézu a charakte-
rizaci radioaktivné znacenych polymerQ, nanocastic a pep-
tida' %, dale na vyvoj radioznaenych nanogeli’
a CT-kontrastnich (CT — vypocetni tomografie, angl. Com-
puted Tomography) biokompatibilnich geli®. Od po&atku
byla zfejma nutnost spoluprace s biologickymi pracovisti,
a proto byly navazany uzké vazby na 1. 1€¢katrskou fakultu
Univerzity Karlovy (1. LF UK). Clanek shrnuje 15 let
spoluprace mezi Radiochemickou laboratoii UMCH
a 1. LF UK — od po&atec¢nich kontaktd s Ustavem biofyzi-
ky pfes vyvoj 1é¢iv na hemochromatdzu a Wilsonovu cho-
robu, diagnostiku i terapii nadord, aZz po soucasnou éru
spoluprace s Centrem pokrocilého preklinického zobrazo-
vani (CAPI).

2. Historie spoluprace
Vznik radiochemické laboratore UMCH v roce 2009
umoznil vyuzivat radionuklidy k experimentalnimu sledo-

vani polymernich nosi¢li a nanocéstic vyvijenych na
UMCH v biologickych systémech. Byla navazana spolu-
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price s Ustavem biofyziky 1. LF UK, vedenym prof.
MUDr. RNDr. Jifim Benesem, CSc., kdy klicovou roli
sehrala doc. RNDr. Pavla Pouc¢kova, CSc., kterd oteviela
cestu k biologickému testovani. Pro efektivni spolupraci
byla zasadni i role RNDr. Marie Zadinové, jez tym nauci-
la manipulaci s laboratornimi zvifaty a metody aplikace
1éciv. Toto obdobi ptedstavovalo ,,ucebni fazi* spolupra-
ce, béhem niz se vyvinuly zdkladni metodiky biologické-
ho testovani radioaktivnich polymert. Prvnimi z testova-
nych polymert in vivo byly termoresponzivni polymery
znagené 'I, které se ve formé roztoku aplikovaly do na-
dort (karcinom prostaty, linie PC3, cit.").

Testovany poly(N-isopropylakrylamid) (PNIPAM)
patii mezi termoresponzivni polymery, jejichz LCST
(dolni kriticka rozpoustéci teplota, lower critical solution
temperature) lezi mezi laboratorni a télesnou teplotou. Pfi
prechodu z laboratorni teploty na teplotu lidského téla tak
dojde k jeho fazové separaci z roztoku. Pfi podani in vivo
se roztok polymeru rychle vysrazi na hydrofobni gel, coz
umoznuje lokalni retenci radioaktivni latky (depo), které
je pak zvolna fyzikalné bioerodovatelné'. V této studii byl
PNIPAM kovalentné funkcionalizovan pro radiojodaci
(znageni “'I, B, y-zafi¢, t,, = 8,02 dne). Funkcionalizace
spocivala v kopolymeraci s N-methakroyl-L-tyrosin-
amidem (<1 mol %) umoznujici elektrofilni radiojodaci na
aromatickém jadfe tyrosinamidu. Tim se z polymeru stal
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stabilni radionosi¢ vhodny pro intratumoralni injek¢ni
aplikaci. Po intratumoralnim podani ve zvifecim nadoro-
vém modelu linie PC3 se *'I-PNIPAM vysrazi a vytvoii
depotni strukturu. Ta minimalizuje difuzi radionuklidu
mimo nadorovou masu a umoznuje cilené ozatovani nado-
rovych bun¢k v lozisku. Testovanim in vivo bylo zjisténo,
ze pii davee 25 MBq doslo k regresi ¢i tplné remisi tumo-
ru; pii 2 MBq byl pozorovan pouze zpomaleny rist'. Ne-
piitomnost lokélnich zénétlivych a toxickych reakei a po-
stupné vylucovani polymeru naznacuje, Ze polymerni no-
si¢ je biokompatibilni a bioerodovatelny, pfi¢emz radiojod
zlstava pevné kovalentné vazan na polymer.

Zavérem lze fici, ze *'I-PNIPAM predstavuje slibny
radionosi¢ citlivy na vné&jsi podnéty (zménu teploty), ktery
diky kombinaci termoresponzivity a radioaktivniho izoto-
pu nabizi jedine¢nou moznost injek¢ni a snadno davkova-
telné brachyterapie bez nutnosti chirurgické implantace

vvvvv

3. Rozvoj spoluprace

Rok 2012 znamenal posileni spoluprace nastupem
MUDr. Jany Humajové (rozené Mattové) do doktorského
studia na 1. LF UK. Jeji prace rozsifila vyzkum smérem
k farmakologickym aplikacim. Nejvyznamnéjsim vysled-
kem této etapy byl vyvoj 1éCiva pro Wilsonovu chorobu
anasledné pro hemochromatézu’"’. Obé nemoci jsou
zpusobeny poruchou metabolismu, pfi niz se v organismu
hromadi ionty médi (Cu?*, u Wilsonovy choroby)’ "',
respektive ionty Zeleza (Fe?'/Fe*’, u hemochromatozy)'®.
Jejich vysoké koncentrace vedou k oxida¢nimu stresu,
nevratnému poskozeni organi a mohou mit i fatalni na-

sledky.
Navrzend polymerni chelatani 1éCiva pfedstavuji
posun od tradiénich nizkomolekularnich ligandt

(D-penicilamin, deferoxamin), které jsou zatizeny nizkou
selektivitou, kratkym biologickym poloasem a vyznam-
nymi vedlej§imi 0cinky. Vytvofené makromolekuldrni
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systétmy vyuzivaji kovalentné¢ zabudované specifické
chelatory zejména katecholové (1,2-dihydroxy-
benzen), pyrogallolové (1,2,3-trihydroxybenzen), 8-hydroxy-
chinolinové a 1,10-fenantrolinové motivy. Tyto funk¢ni
skupiny poskytuji multivalentni koordinacni prostfedi pro
Cu*" a Fe'" a umoziiuji vznik stabilnich komplexil. Poly-
merni nosic¢e byly konstruovany jako makroporézni sit'o-
vané systémy nebo polysacharidové derivaty s vysokou
hydrofilitou, coz zajistuje jejich retenci v gastrointestinal-
nim traktu a omezuje systémovou absorpci. Tim se vyraz-
né snizuje riziko toxicity — polymery funguji jako lokalni
sorbenty kovovych iontli, které blokuji jejich vstiebavani
z potravy’ . In vivo experimenty jako **Cu PET/CT (PET
— pozitronova emisni tomografie, angl. Positron Emisson
Tomography) potvrdily (viz obr. 1), Ze tyto systémy ucin-
n¢ snizuji biologickou dostupnost zeleza a médi, a to bez
indukce cytotoxicity &i prooxidaénich G¢inka® . Nevstie-
batelnost polymeri byla ovéiena jejich radiojodaci '*I
anaslednym sledovanim pomoci SPECT/CT (SPECT —
jednofotonova emisni vypocetni tomografie, angl. Single
Photon Emisson Computed Tomography) in vivo. Navrze-
né polymery jsou chranény nékolika patenty na polysacha-
ridové systémy se specifickymi chelatory médi a Zeleza
a predstavuji perspektivni pfistup k 1écbé metabolickych
poruch kovi''. Tato etapa pfinesla krom& patentii také
nové publikace a grantové projekty, které dale upevnily
vzéajemnou spolupraci. Tento vyzkum také ukazal potenci-
al polymerni chemie pfekonat limity nizkomolekularnich
terapeutik.

4. Era Centra pokro¢ilého preklinického
zobrazovani (2015 — soucasnost)

V roce 2015 bylo na 1. LF UK zalozeno Centrum
pokrocilého preklinického zobrazovani (CAPI) pod vede-
nim RNDr. Lud’ka Sefce, CSc., s vyznamnym piispénim
Ing. Pavly Francové. Spi¢kové piistrojové vybaveni (PET,
SPECT, MRI — magneticka rezonance, angl. Magnetic

Obr. 1. PET/CT laboratorniho potkana s radioizotopem *Cu aplikovanym Zaludeéni sondou. M&d je patrna v celém zaZivacim
traktu a jatrech. Jeji biologicka dostupnost neni limitovana ptitomnosti chelatujiciho polymeru — pfirozena biodistribuce u kontroly bez

podani polymeru
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Resonance Imaging, CT a dalsi optické a ultrazvukové
zobrazovaci metody) umoznilo tomuto centru in vivo zob-
razovani biologickych procesti, coz vyrazné posililo spo-
lecné projekty a umoznilo posun od zékladniho vyzkumu
k preklinickym aplikacim. Spoluprice tak nabyla pln¢
interdisciplinarniho charakteru.

Spole¢ny vyzkum se rozvijel v né€kolika smérech.
Jednim z nich byl vyvoj pokrocilych termoresponzivnich
polymerti znadenych B-zafitem °°Y, jejichZ polymerni
matrice byla funkcionalizovana imunostimula¢nim polysa-
charidem B-glukanem a pro sledovani biologického osudu
doplnéna fluorescenénim barvivem Dyomics 615 (cit.'*).
Tyto systémy spojuji lokalni depozici radionuklidu s akti-
vaci imunitniho systému, ¢imz dosahuji synergického
protinadorového efektu. Z chemického hlediska jde
o funkcionalizované B-glukan-grafi-poly(2-isopropyl-2-oxa-
zolin-co-2-butyl-2-oxazolin)y s LCST pfechodem mezi
laboratorni a télesnou teplotou, které po intratumoralni
aplikaci vytvateji dodasné stabilni depot s navdzanym °°Y.
Tim se dosahuje dlouhodobého ozafeni nddorového lozis-
ka vcetné potlaceni regulacnich T,., bun€k chranicich na-
dor pied imunitni odpovédi pfi minimalnim tniku radio-
nuklidu do systémové cirkulace. Po vymieni radionuklidu
nastupuje imunomodulaéni efekt p-glukanu, ktery syner-
gicky s radiaci indukuje imunitni odezvu proti odumfelym
zbytkiim nadorové tkané a tim i proti metastazam jinde
v téle.

Dalsi linii vyzkumu byly polymerni nanocasticové
a polymersomové nosi¢e chemoterapeutik, zejména doxo-
rubicinu. Polymersom je nano- az mikrometricka vezikula
vznikld samouspotadanim amfifilnich blokovych kopoly-
mert ve vodé. Ma dvojvrstvou polymerni membranu (jde
o analogii liposomu), ktera je obvykle siln¢jsi a stabilngjsi
nez u liposomu, a umoziuje enkapsulovat hydrofilni latky
do jadra a hydrofobni do membrany. Byly vyvinuty poly-
mersomy citlivé na vnéjsi podnéty na bazi blokovych ko-
polymert, které reaguji na zmény pH, pfitomnost vyso-
kych hladin reaktivnich forem kysliku (ROS) v nadoro-
vém mikroprostfedi nebo kombinaci obou podnéta (,,AND
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gate® multiresponzivni systémy'>'7). V kyselém, nadoro-

vé specifickém mikroprostedi a/nebo pomoci ROS docha-
zi k disociaci vezikul a zrychlenému uvolnéni lé¢iva, za-
timco ve fyziologickych podminkach (pH 7,4) zlistavaji
vezikuly stabilni. Tento pfistup vede k vy$§i akumulaci
lé¢iva v nadoru, ke snizeni jeho kardiotoxicity a prodlou-
zené preziti experimentalnich zvifat ve srovnéani s volnym
doxorubicinem'®.

Vyznamnym smérem byl také vyzkum polymernich
radiosenzitizérii, konkrétné perfluoralkylovanych diseleni-
dovych nano&astic (tzv. fluorosomi)'’. Tyto redoxné ak-
tivni systémy katalyticky rozkladaji H,O, a oxiduji intra-
celularni glutathion, ¢imZz vyvolavaji oxidativni stres
azvySuji citlivost nadorovych bun¢k vici ionizujicimu
zateni, zatimco zdravé bunky chrani. /n vivo modely po-
tvrdily, ze kombinace diselenidovych nanocastic s frakcio-
novanou radioterapii vede k uplnému potlaceni rdstu
tumoru.

Soucasné probihaly i prace na CT kontrastnich ge-
h®? a protetickych materialech (viz obr. 2), a také na
studiu biologického osudu dcefinych radionuklidi alfa
zafict (**Ac, PRa) vazanych na nanodastice, coZ je za-
sadni pro bezpetné pouziti cilené terapie alfa zafigi*'?.
Spoluprace zahrnuje i komplexni teranostické pfistupy,
napftiklad projekt zaméfeny na vyvoj léCiva cileného na
receptory FAP (angl. Fibroblast Activation Protein). Tento
projekt spojuje diagnostickou zobrazovaci slozku s terapeu-
tickym uginkem a je realizovan ve spolupraci UMCH, Usta-
vu organické chemie a biochemie (JOCHB) a 1. LF UK.

5. Vybaveni laboratori

Radiochemicka laboratof UMCH ma povoleni k na-
kladani s radionuklidy 1251 131 99mpe iy g 20y, Je vyba-
vena ionizacnimi komorami, scintilacnimi detektory Nal
(T1), HPLC systémy s radiodetektory (Berthold) a radio-
scannerem Typhoon 7000. Jak je specifikovano vyse, pra-
covi§té¢ CAPI je vybaveno zobrazovacimi systémy PET,

Obr. 2. CT laboratorni mysi s implantovanym gelem, barevné je odliSena opacita implantata
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SPECT, MRI, CT a optickymi modalitami. V blizké dobé
ma byt rozsifeno o kombinované SPECT/MRI a spektralni
CT. Zobrazovaci systém Albira (vyrobce Bruker) umoziiu-
je mnapiiklad PET sledovani nadori pomoci ["F]-
fluorodeoxyglukosy ("*F-FDG) a SPECT zobrazovéni
s vyuzitim izotopt '**T a *™Tc.

Toto rozdéleni vybaveni odpovida koncepci: Piiprava
¢i radioznaceni vzorkid (vCetné téch od spolupracujicich
skupin a ustavil) probiha na UMCH, zatimco biologické
testovani na pracovistich 1. LF UK.

6. Praktické pozadavky a etické aspekty
preklinického vyzkumu

Vzorky urcené k in vivo aplikaci musi mit fyziologic-
ké pH a byt izotonické. Jako pomocnd rozpoustédla lze
pouzit pouze malé mnozstvi ethanolu nebo dimethyl-
sulfoxidu (maximalné do 10 %). U imunokompetentnich
zvifat nejsou vyzadovany absolutni sterilni podminky,
avsak biologickd kontaminace vzorkd je nepfipustnd. Je
mozné implantovat polymerni implantaty pfimétené veli-
kosti (valecky o priméru cca 5 mm v pruméru; sterilni,
fixované tkanovym lepidlem) a jejich biologicky osud
(biodegradaci) sledovat pomoci CT, UZ (ultrazvukového
zobrazovani) nebo MRI.

Objemy aplikovanych 1éCiv a vzorki se 1isi podle
druhu zvifete: u mysi je to priblizné¢ 100—150 pl intra-
ven6zné i subkutanné, stovky pl peroraln€ a jednotky az
desitky pl intratumoralné ¢i intramuskularné. Pouzivané
modely zahrnuji mysi (kmeny C57BL/6, BALB/c, Nu/Nu,
NOD), potkany (Wistar, Lewis) a jen vyjime¢né také kra-
liky.

Kazdy experiment na obratlovcich vyzaduje schvale-
ny projekt pokusi na zvifatech (PP) v souladu se zakonem
na ochranu proti tyrani zvitat. Proces schvalovani probiha
v gesci Ministerstva zemédé&lstvi Ceské republiky a podle
ocekavané miry zavaznosti pro laboratorni zvifata muze
trvat i nékolik mésicti. Welfare zvifat je zajisténo na vyso-
ké urovni; jde o podminku ziskani nezkreslenych vysledki
bez zbytecného stresu pokusnych zvifat i spoleCensky
pozadavek a moralni zavazek.

7. Ekonomické a provozni aspekty

Preklinicky vyzkum je finanéné naro¢ny. Bézné labo-
ratorni mysi (napf. kmeni C57BL/6 nebo BALB/c) stoji
kolem 1 500 K¢&; potkani (Wistar, Lewis) jsou o néco lev-
né&jsi, prace s nimi je vSak naro¢né&jsi a existuje pro né
méné dostupnych modelit onemocnéni. Imunokompromi-
tované kmeny (Nu/Nu, NOD) a geneticky modifikované
mysi stoji v fadu tisic az desetitisicti korun a do naklada
je nutné zahrnout i ustajeni zvifat. Hodina strojového ¢asu
(PET/SPECT/CT, MRI) stoji fadové tisice korun; u gran-
tovych projekti a pfi spolecnych publikacich se néklady
obvykle déli mezi partnery.
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8. Zavér a perspektivy

Spoluprace Radiochemické laboratore UMCH
a 1. LF UK se béhem patnacti let rozvinula od prvotniho
biologického testovani radioaktivnich polymeri na Ustavu
biofyziky aZ k pln€ interdisciplindrnim projektiim v rdmci
CAPI. Vysledkem jsou desitky spolecnych publikaci a pét
patentll a uZitnych vzorl s pfimym piesahem do medici-
ny'®. Do budoucna se predpokladé rozsifeni spektra pouzi-
vanych radionuklidi i zavedeni novych zobrazovacich
modalit'”. Spoluprice piedstavuje modelovy piiklad pro-
pojeni chemie, biologie a mediciny v CR a zlistiva vyji-
meény i celosvétove',

Tato prace byla podpoiena Ministerstvem Skol-
stvi, mladeze a télovychovy CR (grant LUAUS24272,
LUAUS24203 a projekt EATRIS-CZ, LM2023053), Minis-
terstvem zdravotnictvi CR (AZV, grant NW24-03-00387)
a projektem Strategie AV21 (vyzkumny program
., Pritlomoveé technologie budoucnosti — senzorika, digitali-
zace, uméla inteligence a kvantové technologie“, vyzkumné
téma ,, Noveé korelativni techniky pro analyzu a zobrazovani
biologickych a syntetickych polymernich materialii ).
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J. Kudka?®, J. Humajova®, M. Vetrik®, J. Panek®,
M. Hruby®, M. Zadinova®, P. Francova®, L. Sefc”, and
P. Pouckova® (“ Institute of Macromolecular Chemistry,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague,
Czech Republic, °Center for Advanced Preclinical
Imaging, First Faculty of Medicine, Charles University,
Prague, Czech Republic, Institute of Biophysics and
Informatics, First Faculty of Medicine, Charles
University, Prague, Czech Republic): Fifteen Years of
Cooperation between the Radiochemical Laboratory of
the Institute of Macromolecular Chemistry of the
Academy of Sciences of the Czech Republic and the
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The Radiochemical Laboratory of the Institute of
Macromolecular Chemistry, Czech Academy of Sciences
(CAS), was established in 2009 to advance the synthesis
and characterization of radiolabeled polymers and
nanoparticles. From the outset, close collaboration with
the biological and medical departments of the First
Faculty of Medicine, Charles University, proved essential.
This article summarizes a fifteen-year collaboration, from
the earliest experiments at the Institute of Biophysics and
Informatics to the current era of the Center for Advanced
Preclinical Imaging (CAPI). The partnership has led to
joint publications, projects, and patents with implications
for medicine. The text further provides an overview of
technical equipment, practical requirements for in vivo
experiments, and the economic aspects of preclinical
research.
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