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SAISINAJUMI

8Ga HA-DOTATATE — [%Galll] DOTA-DPhe-Cys-Tyr(3-lodo)-DTrp-Lys-Thr-Cys-Thr (cyclo
2-7);

APS - amonija persulfats;

ATF - adenozintrifosfats;

Bp - bazu pari;

Bq — bekerels;

BSA - liellopu seruma albumins (bovine serum albumin);

CRPC - kirurgiski neoper&jams prostatas vézis (Castration resistant prostate cancer)
D - dozas jauda;

DMSO - dimetilsulfoksids;

DNS — dezoksiribonukleinskabe;

FBS - fetalais lielopu serums (fetal bovine serum);

FTIS - — Furjé transformacijas infrasarkana spektroskopija (Fourier-transform infrared
spectroscopy);

Gy — grejs;

GRP — Laba radiofarmacijas prakse (Good Radiopharmacy Practice);
H un Hy— ekvivalenta un efektiva doza;

HEPES - 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-etansulfonskabe (ethanesulfonic acid);
IAL - individualie aizsardzibas lidzekli;

ICRP - Internacionala radiobiologiskas aizsardzibas komisija

IS spektroskopija - infrasarkana spektroskopija;

J — dzouls;

KK — kvalitates kontrole;

LRP — Laba razoSanas prakse

PBS — fosfata buferskidums phosphate buffered saline;

PET - Pozitronu emisijas tomografija (Positron emission tomography);
pH - tdenraza jonu koncentracija $kiduma;

PSMA - prostatas specifiskais membranas antigéns;

PV - prosatatasprostatas vézis (Prostate cancer);

rcf - relativais centrifugéSanas speks;

RNS — ribonukleinskabe;

SDS - natrija dodecilsulfats;

SSTR - Somatostatina receptors;

Sv — ziverts;

UV gaisma - ultravioleta gaisma;



KOPSAVILKUMS

Prostatas vezis ir ceturtais biezak diagnosticetais vézis Eiropa, 2018. gada un tas ir kluvis par
visbiezak sastopamo vézi virieSu vidi. Nozimigi klinisko pétijumu rezultati prostatas véza
diagnostika un terapija ir sasniegti ar radioaktivi iezimétu PSMA ligandu 68Ga-PSMA —
diagnostikai un 177Lu-PSMA — terapijai.

Neiroendokrinie audzgji ir neviendabiga agresivu audzg€ju grupa, kam raksturigi dazadi un
biezi nespecifiski simptomi, kas apgriitina precizu audzgja primaro diagnostiku un saslimsanas
stadijas preciz€Sanu. Paslaik So audz€ju diagnostika un arst€Sana izmanto ar SSTR2 ligandiem
(somatostatina analogiem) konjuggtus radionuklidus.

ST darba mérkis bija izveidot uz dazadam $tnu Iinijam balstitu in vitro modelsistemu, kas
varetu tikt izmantota molekulari mérketu radionuklidu 1pasibu raksturoSana un to funkcionalas
ietekmes izvertéSana. ST darba ietvaros tika kultivétas seSas dazadas $iinu linijas, kuras
imincitokimiski tika raksturota mérkreceptoru PSMA un SSTR2 ekspresija, un iegiitie rezultati
talak validéti molekulari merketu radionuklidu saistiSanas reakcijas un analiz&ti ar Furje
transformacijas infrasarkanas (FTIS) spektroskopijas metodi.

Darba rezultata izveletajas Stnu linijas tika noteikta SSTR2 un PSMA ekspresija, kas tika
valideta, izvertgjos radionuklidu saistiSanas reakciju. Balsoties uz Siem rezulatatiem, tika izveidoti
prostatas véZa un neiroendokrino $tinu liniju paneli, kas ietvéra véza Siinas ar izteiktu un vaji
izteiktu mérkreceptoru ekspresiju, ka arf normalu $tinu kontroli. Prostatas véza $tinu paneli tika
ieklautas PC $iinu Imijas LNCaP (PSMA++), PC3 (PSMA+/-) un dermalie fibroblasti Hs6S;
neiroendokrino audz&ju paneli — NET $tnu linijas AR42J (SSTR2++), NCI-H69 (SSTR2+),
CorL23 (SSTR2-) un Hs68. Izmantojot prostatas véza modelsisteému, tika paradita radionuklida
177Lu-PSMA 1&T iespgjama ietekme uz Siinu biomolekularo profilu izmainam. Izstradatas
modelsistemas paver iesp&ju talakiem jauniem molekulari mérkétu radionuklidu funkcionalas
ietekmes pétijumiem S$tnu [iment.

Atslégas vardi: Prostatas vézis, neiroendokrinais vézis, in vitro modelsisttma, SSTR2 un

PSMA; 68Ga un 177Lu radionuklidi, FTIS.



SUMMARY

Prostate cancer is the fourth most commonly diagnosed cancer in Europe in 2018 and has
become the most common cancer among men. Significant results of clinical trials in diagnostics
and treatment of prostate cancer have been achieved with radiolabelled PSMA ligands for ®3Ga-
PSMA - diagnostics and *"’"Lu-PSMA - therapy.

Neuroendocrine tumours are a heterogeneous group of aggressive tumours with different and often
non-specific symptoms that makes it difficult to pinpoint the diagnosis of primary tumour and the
stage of disease. Currently, these radionuclides conjugated to SSTR2 ligands (somatostatin
analogues) are used in the diagnosis and treatment of these tumours.

The aim of this work was to create an in vitro model system based on different cell lines that could
be used to characterize molecularly targeted radionuclides and to assess their functional effects.
Six different cell lines were cultivated within this work, in which the expression of the target
receptors PSMA and SSTR2 were testes by immunocytochemical method and the results obtained
were further validated by molecularly targeted radionuclide binding reactions. Results were
analysed by Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy.

As a result of the work, the expression of SSTR2 and PSMA, which was validated, was determined
in the selected cell lines and evaluated for the radionuclide binding reaction. Based on these results,
panels of prostate cancer and neuroendocrine cell lines were created, including cancer cells with
pronounced and weakly expressed target receptors as well as normal cell control. The prostate
cancer cell panel included PC cell lines LNCaP (PSMA ++), PC3 (PSMA +/-) and dermal
fibroblasts Hs68; neuroendocrine tumour panel - NET cell lines AR42J (SSTR2 ++), NCI-H69
(SSTR2 +), CorL23 (SSTR2-) and Hs68. Using the prostate cancer model system, the potential
effect of radionuclide "’Lu-PSMA 1&T on changes in cellular biomolecular profiles was
demonstrated. The developed model systems provide an opportunity for further research on the

functional effects of molecularly targeted radionuclides at the cellular level.

Keywords: Prostate cancer, neuroendocrine cancer, in vitro model system, SSTR2 and
PSMA,; ®Ga and '"Lu Radionuclides, FTIR.



IEVADS

Visa pasaulé 2018. gada tika diagnosticéti 17 miljoni jaunu véza gadijumu (visi véza veidi
apvienoti, iznemot adas melanomu): 8,8 miljoni (52%) virieSiem un 8,2 miljoni (48%) sievietem
(“Worldwide cancer incidence statistics” 2018). Katru gadu vézis panem aptuveni 9,5 miljonus
cilvéku dzivibas, Eiropas Savieniba aptuveni 1,3 miljonus cilvéku dzivibas un aptuveni 6000 —
Latvija. Visbiezak sastopamie audzgji virieSiem ir prostatas un plausu vézis bet sievieteém — kriits
vézis (Slimibu profilakses un kontroles centrs, 2018).

Prostatas vézis (PV) ir ceturtais biezak diagnosticétais vézis Eiropa, 2018. gada (Ferlay et
al., 2018). Ta ka PV ir loti izplatita slimiba, ta daudzus gadus ir bijusi p&tijjumu uzmanibas centra.
Ir tikusi publicéti daudzi zinatniski raksti, kuros PV ir ticis pétits, izmantojot dazadus modelus, ka,
pieme@ram, testa sisteémas, kas balstitas uz véza Stinu Iinijam , kas iegiitas no metastatiskiem cilvéka
PV audzgjiem (Tai et al., 2011), ka arT dazadas atskirigas in vivo modelsisteémas.

Vel viena aktuala t€ma onkologija ir neiroendokrinie audzgji (NET), kas ir neviendabiga
audz&ju grupa, kurai ir raksturigi nespecifiski simptomi un dazada kliniska norise. Dg] §is
nespecifikas, Sos audz&jus ir sarezgiti diagnosticét un ta ir biezi novélota (Purkalne et al, 2015).
Paslaik NET diagnostika izmanto ar SSTR2 ligandiem (somatostatina analogiem) konjuggtus
radionuklidus (Fani, Peitl, & Velikyan, 2017).

Radiofarmaceitisku preparatu pieejamibai un izstradei ir biitiska nozime nuklearas medicinas
attistiba un izplatiba. PET kombinacija ar sistemiski ievaditiem radionuklidiem lauj diagnosticét
audz€jus un ta metastazes ar augstu precizitati, tadéjadi atvieglojot precizas diagnozes uzstadiSanu
un stadijas noteikSanu (Baum & Kulkarni, 2012). Personalizétaja medicina, pacientiem veicot
individualo dozimetriju un noverojot specifisko atbildi uz terapiju, un agrini diagnosticgjot
atkartotu saslim$anu, var panakt efektivaku arstésanu (Velikyan, 2015).

ST darba mérkis bija izveidot uz dazadam $iinu linijam balstitu in vitro modelsistému, kas
varétu tikt izmantota molekulari mérketu radionuklidu 1pasibu raksturoSana un to funkcionalas
ietekmes izvertesana. ST darba ietvaros tika kultivétas seSas dazadas $Gnu linijas, Kuras
imiincitokimiski tika raksturota meérkreceptoru ekspresija, un kuras tika talak izmantotas
radionuklidu saistiSanas reakcijas eksperimentiem un Furjé transformacijas infrasarkanas (FTIS)
spektroskopijas metodi.

Lai sasniegtu izvirzito mérki, tika uzstaditi sekojosi darba uzdevumi:

e Kultivét un sagatavot eksperimentiem S$tinu kultliras imiincitokimijas analizém,

radionuklidu saistiSanas reakcijas eksperimentiem un FTIS analizém;



e Ar imincitokimijas metodi parbaudit prostatas specifiska membranas antigéna
(PSMA) un somatostatina 2. tipa receptora (SSTR2) ekspresiju modelsistémai
izveletajas Stnu ltnijas;

e Izmantojot raksturoto stinu modelsistému, testét molekulari mérkétu radionuklidu
sp&ju saistities pie specifiskajiem receptoriem;

e Izmantojot Furjé transformacijas infrasarkano spektroskopiju, noteikt molekulari
mérk&tu radionuklidu izraisttas makromolekularas izmainas izv€l&tajas Stnu linijas.

Bakalaura darbs tika izstradats Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centra, Latvijas
Universitates Mikrobiologijas un biotehnologijas institata un SIA Kodolmedicinas klinika
Radiofarmacijas laboratorija laika posma no 2018. gada marta lidz 2019. gada maijam.

Darbs izstradats Latvijas Universitates fonda SIA «Mikrotikls» ziedojuma projekta:
“Inovativu metozu attistiSana un ievieSana kliniskaja praksé laundabigo audz&ju diagnostikai un
terapijai, izmantojot Latvija razotus molekulari mérketus radionuklidus” ietvaros.

Darba rezultati ir tikusi zinoti starptautiskas konferencés (1. - 3. pielikums):

Z. Kalnina, T. Kusins, K. Shvirksts, E. Rubena, R. Kovaldins, G. Kizane, A. Berzina, A.
Grinbergs. Personalized medicine: method of in vitro determination of receptor binding for Lu-
177 radio-pharmaceuticals therapy efficacy estimation, EANM18, 2018. gada 13.—17. oktobris,
Diseldorfa, Vacija.

Z. Kalnina, K. Shvirksts, E. Rubena, M. Grube, T. Kusins, A. Berzina, R. Kovaldins, L.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Vezis, ta veidoSanas un fiziologiskas pazimes

Vezi raksturo ka vairaku attistibas stadiju slimibu, kas ietekmé& dazadus stina esoSus génus
un noved pie laundabigi izmainitu $tnu nekontroléjamas daliSanas (Hejmadi, 2010). Genétiskas
izmainas, kas veicina vézi, ietekmé tris génu veidu: proto-onkogénus (ras), audzgja supresijas
génus (p53) un DNS labosanas gé€nus. Proto-onkogeni ir iesaistiti normala §tinu augSana un to
daliSanas procesa. Ja Sie géni tiek mainiti vai ir aktivaki neka parasti, tie var kliit par vézi
izraiso§iem géniem (onkogéniem), laujot §Gnam augt un izdzivot bridi, kad tam nevajadzetu. Stinu
augSanas un dalisanas kontrolg ir iesaistiti audz€ja supresijas géni. Ja Stinas daliSanas procesa tiek
konstatéts DNS bojajums, Stinu daliSanas tiek partraukta lidz bridim kad §1 kltda tiek izlabota; ja
§1s kliidas nav iespgjas labot, Stna tiek inducéta apoptoze. Notiekot izmainam genos, Stinas spgj
nekontroléti dalities (Markowitz, 2000). DNS labosanas géni ir iesaistiti bojata DNS noteiksana.
Stinam, ar $o génu mutaciju, ir tendence veidot mutacijas citos génos. Mutéto génu kopums veido
veZa Sunu.

Sekmiga véza Stnu proliferacija rezultéjas audzgja izveidé (Hejmadi, 2010). Ir klasific&ti
vairak ka 100 dazadi véza veidi, no tiem aptuveni 85% aizsakas epitelialajas Stinas un tiek
klasificetas ka karcinomas. Audz€jus, kas veidojusies muskulu vai kaulu $iinas sauc par sarkomam,
savukart, audz&jus, kuri veidojas no dziedzerepitélijiem, sauc par adenokarcinomam (Lauren,
2012). Péc veida, ka audzgjs attistas, var izskirt labdabigus un laundabigus audzgjus. Labdabigi
audzgji neveido metastazes, kamér laundabigi audzgji tas veido. Metastazes veidojas véza $inam
atdaloties no audz&ja un nonakot citas organisma vietas ar asinsrites vai limfatiskas sisteémas
palidzibu. Labveligu audzgja veidoSanas gadijuma, vieta kur Siinas ir nonakusSas var veidoties jauns
audzgjs (Hanahan & Weinberg, 2011).

Veéza izveidoSanos un attistibu var ietekmét dazadi organisma apkartgjas vides faktori
(radiacija, kimikalijas, tabakas diimi) un organisma iek$&jie faktori (hormoni, genétiskas mutacijas,
metabolisma izraisitas mutacijas, imunitate). So dazado faktoru mijiedarbibas rezultata ir
iespgjamas $inu genétiskas mutacijas, kas noved pie abnormalu $§inu izveidoSanas un to
nekontrolgjamas augsanas. Sinam augot un izplatoties telpa, tas sak ietekmét apkart eso$os audus.
Tomeér janem véra, ka audzgji attistas vairakus ménesus un gadus, Iidz tos ir iesp&jams detektet.
Statistiski vienam no trim cilvékiem dzives laika izveidosies vézis. DNS mutacijas normali
veidojas viena no 20 miljoniem génu katra Siinas daliSanas reize, ik sekundi desmit miljoni Stinu
tiek aizvietotas. Tadel var pienemt, ka visas populacijas biitu lidzigi saslimsanas raditaji, tomer,
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véza gadijumu skaits dazadas valstis ir loti atSkirigs (Hejmadi, 2010). P&c Latvijas slimibu
profilakses un kontroles centra (SPKC) datiem jasecina, ka no jauna registréto onkologisko slimibu
skaits rékinot un 100 000 iedzivotaju, laika perioda no 2001. gada lidz 2017. gadam ir audzis no
352 Iidz 530 cilvéku (Slimibu profilakses un kontroles centrs, 2018). P&c centralas statistikas
parvaldes datiem, 2017. gada Latvija dzivoja 1,934 miljoni iedzivotaju, kas nozimé, ka kopgjais
onkologisko pacientu skaits valsti sasniedz 10 335 cilvékus gada un p&dgjos gados nav butiski
mainTjies (Centrala statistikas parvalde, 2017; Slimibu profilakses un kontroles centrs, 2018). P&c
SPKC datiem uzskaité ar onkologiskam slimibam Latvija 2017. gada ir 67 717 pacientu, no kuriem
aptuveni 44 000 cilvéku diagnoze ir uzstadita pirms pieciem gadiem Vézis katru gadu panem
aptuveni 1,3 miljonus cilvéku dzivibas ES, 9,5 miljoni pasaulé un 6000 — Latvija. Visbiezak
sastopamie audzgji virieSiem ir prostatas vezis un plausu vézis bet sievieteém — kriits veézis. (Slimibu
profilakses un kontroles centrs, 2018).

Visiem dazadajiem laundabigajiem audzg&jiem ir vairakas kopigas pazimes, kas raksturo to
attistibu un metastazu izplatisanos (Hanahan & Weinberg, 2011). Viena no galvenajam véza §inu
iezimém ir to sp&ja saglabat hronisku proliferaciju. (Feitelson et al., 2015). Normalas organisma
Stnas loti stingri kontrol€ savu augSanu, homeostazi un §tnu dali$anos, kas véza gadijuma netiek
stingri kontrol&ts. Véza Siinas spgj ietekmét apkartesosas Siinas, liekot tam uz audzgju piegadat
papildus augsanas faktorus uz audz&ju (Bhowmick, Neilson, & Moses, 2004; WC et al., 2008).

Vairakas desmitgades bija pienemts uzskatit, ka véza $tinam ir nepiecie$ama neierobezota
dalisanas, lai spétu veidot laundabigus audzgjus. ST paradiba ir pretstats veselam organisma §inam,
kuras sp€j augt un dalities tikai noteiktu reizu skaitu. Vairaki petijumi liecina, ka teloméras, kas
aizsarga hromosomas galus, ir iesaistitas §tinu neierobezota proliferacija (Blasco, 2005; Shay &
Wright, 2000). Stnam daloties, teloméras pakapeniski samazinas 1idz bridim, kad vairs nespgj
pasargat DNS no noardiSanas. Telom&ru garums nosaka, cik daudz veiksmigu $iinu daliSanos var
notikt, 1idz tas vairs nespgj veikt savu funkciju (Hanahan & Weinberg, 2011).

Ta pat ka veselam Stinam, véza §tinam ir nepiecieSams skabeklis un baribas vielas, ka ar1
atkritumvielu (CO2 un metabolisma gala produktu) aizvadiSana prom no S§tnam. Lai to
nodro$inatu, véza $inas veicina neoangiogenézi — jaunu asinsvadu veidoSanos ap audzgju.
Paklaujot sev veselas Stinas, laundabigs audzgjs izveido sev labvéligu mikrovidi, veselas $iinas ap
audzgju izdala augSanas faktorus, citokinus un hemokinus, kas ir labvéligi audzgja attistibai.
Audzgja mikrovidé esosie procesi ir 1idzigi procesiem, kas norisinas ickaisuma gadijuma (Hanahan

& Folkman, 1996; Hanahan & Weinberg, 2011).
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Viena no raksturojo$ajam véza iezimém ir §tinu izplatiSanas uz attalakiem organisma audiem
jeb metastaz€Sanas. Metastazu veidoSanas ir galvena atSkiriba starp labdabigu un laundabigu
audzgju, primaros audzgjus biezi ir viegli kirurgiski iznemt no organisma, tomér, ja tas jau ir
metastazgjies, to ir praktiski neiesp&jami iznemt kirurgiska cela. Lielaka dala no laundabigo
audzg€ju gadijumiem diagnozes uzstadiSanas bridi jau ir metastazgjusies. Metastazes konkuré par
skabekli un baribas vielam ar veselam Stinam, kas ietekmé konkréta organa darbibu, turklat var
tiesa veida (mehaniski) traucét organa normalu funkcionésanu. Pedgja laika ir aprakstiti vél divi
véza Stnu raksturojosi faktori: izmainas energijas metabolisma regulacija un pretvéza imunitates
supresija (Hanahan & Weinberg, 2011; Lauren, 2012).

Prostatas vézis (PV) ir ceturtais izplatitakais vézis, kas ir diagnosticéts Eiropa, 2018. gada
(Ferlay et al., 2018); tas ir kluvis par visbiezak sastopamo vézi virieSu vidi (Dasari et al., 2017).
Prostatas vézis kop§ 2014. gada Latvija izvirzijies pirmaja vieta starp biezak diagnostic€tajam
onkologiskajam saslim$anam virieSiem un ap 30% pacientu saslimsana tiek diagnosticéta Il un IV
slimibas stadija (Slimibu profilakses un kontroles centrs, 2018)

Neiroendokrinie audzgji (NET) (prevalence vid&ji 2,5 - 5 gadijumi uz 100 000 cilvékiem) ir
neviendabiga audzg&ju grupa, kam raksturigi dazadi un biezi nespecifiski simptomi, kas apgriitina
precizu audz&ja primaro diagnostiku un saslimSanas stadijas precizéSanu. NET ietver
gastrointestinala trakta NET, medullaru vairogdziedzera vézi, plausu NET, aizkunga dziedzera

salinu $tinu audzgjus, feohromocitomu un paragangliomu.

1.2. Radionuklidi, to raksturojums un pielietojums kodolmedicina

Radionuklidi ir kimiskie elementi ar nestabilu kodolu, kas ir paklauti radioaktivajai
sabruksanai, ka rezultata tie izstaro joniz&joSo starojumu. Tie ir sastopami gan daba, gan ari tiek
razoti atomreaktoros, ciklotronos, dalinu paatrinatajos un radionuklidu generatoros. lzotopu
sabruksanas procesa tiek izstarotas dazada veida dalinas, o - dalinas, f—dalinas, pozitronu emisija
(") un vy stari.

a - dalinas ir identiskas hélija - 4 atoma kodolam, tas sastav no diviem protoniem un diviem
neitroniem; o - sabrukSanas gadijuma atoma kodols emit€ a - dalinu. fsabruksanas gadijuma no
kodola tiek emitéts B starojums, tas iedalas B* (izdalas pozitrons) un B (izdalas elektrons).
Pozitronu emisija jeb B* sabrukums ir radioaktivas sabrukSanas apakstips, ko sauc par B*
degradaciju, kur radionuklida kodola esosais protons tiek parveidots par neitronu, atbrivojot

pozitronu un elektronu. Savukart y stari ir elektromagnétiskie vilni, ka vilnu garums ir mazaks, ka
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rentgenstariem, bet tiem ir lieclaka caurspieSanas sp&ja. y staru vilpa garums ir 0,01 nm un to
frekvence ir lielaka par 2,42 EHz. Tie ir caurspiedigaki par o un f starojumu, tacu ir mazak
jonizgjosi (Beiser, 2003).

Pozitronu izstarojosus radionuklidus izmanto pozitronu emisijas tomografija (PET), tiem ir
liela nozime radiofarmacija (Mosby's Medical Dictionary, 8th edition, 2009). Radionuklidi, kas
saistiti ar organiskam molekulam tiek plasi izmantoti véza diagnostika un arstésana; §Ts organiskas
molekulas specifiski saistas ar konkrétam §tinam, audiem vai organiem. Véza diagnostika izmanto
molekulari mérk&tus radionuklidus, kas ir atri sabriikosi B* un y emiteri (*8Ga - pozitronu emiteris
(BY), ®™Tc - y emiteris, 8F - pozitronu emiteris (B*), u.c.). Savukart terapija izmanto o un p
emiterus. Terapija izmantotie radionuklidi tiek izvEl&eti pateicoties to sp&jai zaudet energiju neliela
attaluma, tada veida radot lielus bojajumus sev apkart (Radiopharmaceuticals in nuclear medicine,
2019). Ar specifiskam molekulam (piem., ligandiem) ieziméti radionuklidi tieck mérkéti un
piesaistas specifiski véza Siinam, kas uz plazmatiskds membranas ekspresé noteiktu, dotajam
ligandam specifisku virmas molekulu (t.i., markieri — piem., antigénu vai specifisku receptoru), kas
ckspreséjas gan audzgja, gan ta metastazés. Sadi molekulari mérkétu radionuklidu emitétais
jonizgjosais starojums terapijas gadijuma boja $tnu DNS, kas noved pie véza §tnu naves un
audzgja samazinasanas (‘“Radionuclide therapy, how it works, IAEA,” n.d.). Visbiezak izmantotie
molekulari mérk&tie radionuklidi véza terapija ir /Lu(p emiteris), *°Y (B~ emiteris), "I (y
emiteris).

Radiofarmaceitisku preparatu pieejamibai un izstradei ir biitiska nozime nuklearas medicinas
attistiba un izplatiba. P&dgjas desmitgades laika ir pieradita ®Ga nozimiga loma kltniskajos
pétijumos un ikdienas PET izmekl&jumos visa pasaulé. ST radionuklida pielietojuma palielinasanos
ietekm&ja komerciali pieejamie ®3Ge/®®Ga generators , ka rezultata ir iesp&jams to iegiit lielakos
apjomos un pielietot to personaliz&taja medicina (Velikyan, 2014, 2015).

PET kombinacija ar Siem radionuklidiem lauj diagnosticét audz€jus un ta metastazes ar
augstu precizitati, tadgjadi atvieglojot precizas diagnozes uzstadisanu un stadijas noteik3anu. Stinu
virsmas ekspresijas receptoru daudzuma noteikSana, preparata uznemsanas kinétikas noteiksana un
pirms terapijas dozimetrija nevestu pie veiksmigakas un efektivakas arstéSanas .

Personaliz€taja medicina pacientiem veicot individualo dozimetriju un noveérojot specifisko
atbildi uz terapiju, un agrini diagnosticgjot atkartotu saslimsanu var panakt efektivaku arstésanu (1.
attéls) (Velikyan, 2015). Sarezgitu un bistamu slimibu gadijuma, ka piem&ram vézis, arsti pielieto

teranostiku. Ta ir disciplina, kas apvieno slimibas diagnostiku un pacienta personaliz&to arsteéSanu
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ar augstu efektivitati un droSumu. Teranostika radusies pédéjas desmitgad€s, ka jauna medicinas
stratégija, kas veidojusies strauji progres€jot dazadam nozarém: slimibu molekularo mehanismu
pétijumi, vizualiz&joso iekartu tehniska attistiba un jaunu specifisko vizualizacijas agentu izstrade.
Kodolmedicinas konteksta tas attiecas uz molekularo meérka vektoru (pieméram, peptidu)
izmantoSanu, kas marketi vai nu ar diagnostiskiem radionuklidiem (piemé&ram, pozitroniem vai
gamma emiteriem), vai ar terapeitiskiem radionuklidiem, kas paredz&ti konkrétas slimibas
diagnostikai un terapijai. Sada veida var efektivi sekot 1idzi personalizétai arsté$anai, izmantojot
molekularos vektorus. Viens no Kklasiskajiem teranostikas piemériem ir %®Ga markieru
izmantoSana, kur diagnostika pielietojot So markieri var sekot terapija ar terapeitiskajiem
radionuklidiem, pieméram, ’Lu un Y. Sie terapeitiskie radionuklidi ir markéti ar to pasu
molekularo mérka vektoru, ko izmanto diagnostika. Divu svarigu aspektu pievienoSana, proti,
individualizéta pacienta dozimetrija (pirms un péc terapijas) un terapijas reakcijas novértésana,
izmantojot *8Ga pozitronu emisijas datortomografiju (PET / DT), atbilst personalizétajai medicinai
(Baum & Kulkarni, 2012).

+»+ Audzéja tipa specifitate
++ Konkréta audzéja un metastazu lokalizacija
“* Pirmsterapijas soli
receptoru status
uznemsanas kinétika
dozimetrija
+» Audzéja stadijas noteikSana, planosana
** Pacienta novéro$ana un atbildes reakcija uz terapiju
+* Slimibas atgrieSanas detektésana

Personalizéta medicina

Radiofarmacija

& Sana @
Diagnostika pirms terapijas Q Peptida-receptora radioterapija

1. Attels. Personaliz€tas medicinas modelis. Augsgjais panelis - molekulari mérk&tu
radionuklidu pacientu diagnostikas un terapijas efektivitate tiek paliclinata, attistot pacientu personalizéto
terapiju. Apaksgjais panelis - molekulari mérkétu radionuklidu saistiSanas ar $tinam, attéls pa kreisi
izmantojot *®Ga diagnostiskiem izmekl&jumiem, pa labi }'’Lu, kas tiek izmantots terapija (adaptéts no
Velikyan, 2015).

Figure 1. Upper panel - peptide receptor targeted imaging and radiotherapy provide personalized
and thus more effective and efficient treatment of patients. Lower panel - drawing of the interaction of an
agent, either imaging if labelled with ®®Ga (left) or radiotherapeutic if labelled with **’Lu (right), with the
cell receptor (adapted from Velikyan, 2015).
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%8Ga iegiist no %8Ge/®®Ga generatoriem. ®8Ga ir pozitronu emiteris (89%, Emax: 1899 keV,
Emean:890 keV) ar biologisko pussabruksanas periodu 67,63 min (Fendler et al., 2017).
Pateicoties Siem parametriem, %Ga emité pietickami daudz radiacijas, lai iegiitu augstas
1z8kirtsp&jas att€lus diagnostika, taja paSa laika samazinot radiacijas dozu pacientiem un
personalam. Iepriek§ minétajiem generatoriem ir ilgs pussabruksanas periods, t5(%8Ge) = 270.95
dienas, tos ir viegli izmantot, jo nav nepieciesams ciklotrons (Velikyan, 2015).

®8Ge/%®Ga generators ir izoléta sistéma, kur abi elementu maisijumi atrodas Iidzsvara.
Modernie komercialie generatori sastav no mazas hromatografijas kolonas, kas ir ieslégta
aizsargajo$a svina apvalka (2. attels). ®®Ge tiek razots augstas energijas ciklotrona no stabila *°Ga
izotopa (69Ga(p,2n)68Ge). Péc tam ®8Ge tiek imobiliz&ts kolonna, kas piepildita ar neorganisku,
organisku vai jauktu matricu, kur tas spontani sabriik 1idz %®Ga (1. vienadojums), ko p&c tam var
ekstrahét ar eluentu. Savukart sabriikot ®®Ga, tas parvérsas par stabilu Zn (II) (2. vienadojums)

(Velikyan, 2015).

1. $8Ge+ % > $8Ga +v

2. $8Ga->$n+pt+v;pon+pt+v

2. Attels. %8Ge/%®Ga generatora - ciklotrona salidzindgjums un generatora sistematiskais
attelojums. (A) %8Ge/%®Ga generators pa kreisi, ciklotrons, pa labi. (B) kolonas tipa generatora sistematiskais
att€lojums (no Velikyan, 2015).

Figure 2. Comparison of the 68Ge / 68Ga generator - cyclotron and systematic representation of the
generator (A) Pictures of a ®Ge/*®Ga generator and a cyclotron; (B) Schematic presentation

of the cross section of a column - based generator (from Velikyan, 2015).
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1.2.1. Ar PSMA ligandiem konjugeti radionuklidi

PSMA (prostatas specifiskais membranas antigéns) ir otra tipa membranas proteins, kas ir
ekspreséts visos prostatas audu veidos, ieskaitot karcinomas. PSMA ir unikala 3-dalu struktiira:
19-aminoskabju gara iek$&ja dala, 24-aminoskabju gara transmembranas dala un 707-aminoskabju

gara argja dala (3. att€ls); PSMA géns atrodas 11. hromosomas isaja pleca. (Chang, 2004).

&ja dala <

—

Transmembranas dala { 3
2

Iekséja dala {

3. attels. PSMA shematiskais att€lojums.

Fifuge 3. Schematic of prostate-specific membrane antigen (PSMA).

Sis §Ginu virsmas proteins, bieZi tiek internalizéts §tinas péc to saistisanas ar ligandu. Tas ir
750 aminoskabju gar§ un 84 kDa smags proteins, kas tiek pastiprinati ekspreséts PV $iinas,
ekspresija butiski palielinas zemas diferenciacijas pakapes metastazgjosos audzgjos, ka arl
androgénu hormonu terapijas rezultata. (Eder et al., 2012). PSMA stimulé PV $tnu proliferaciju,
migraciju un izdzivo$anu, izmantojot fosfora - p38 (P - p38) MAPK celu véza Stinas. PSMA
ietekmé PV metastazu veidoSanos un ta limenis organisma ir svarigs raditajs slimibas iznakuma
noveértéSana. Tomer, tas nav pilniba prostatas specifisks un tiek ekspreséts art normalas $tinas, tai
skaita tievaja zarna, nieru kanalinos, siekalu dziedzeros un vairogdziedzera neoplazmas (Virgolini,
Decristoforo, Haug, Fanti, & Uprimny, 2018).

Pedejo gadu laika pozitronu emisijas tomografijas (PET) analizém klinika tiek pielietoti
dazadi PSMA inhibitori. Visplasak literatiira ir aprakstits tiesi ®*Ga — PSMA - 11, Eiropas
Nuklearas medicinas asociacijas (EANM) un Kodolmedicinas Biedribas (SNM) izveidotas
vadlinijas pienem, ka nav lielas starpibas starp %Ga - PSMA ligandiem, bet nav veikti konkréti
salidzino$i pétijumi. Pirmie ®Ga radionuklidi mark@ti ar prostatas specifisko membranas antigénu

(PSMA) saistosu ligandu, tika uzsintez&ti un validéti vairak ka 20 gadus atpakal, DZzonsa Hopkinsa
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universitate, ASV (Virgolini et al., 2018). Vélak tika aprakstits ligands Ga — PSMA - 11, kas
demonstrgja augstu saistiSanas sp&ju ar cilveka PSMA un specifisku internalizaciju prostatas véza
Stnas (Eder et al., 2012). ®8Ga — PSMA - 11 biologiska izplatiba sakrit ar labi zinamam PSMA
ekspresijas vietam organos. Citi ligandi, pieméram, ®Ga — PSMA - 617 un 8Ga — PSMA - I&T,
uzrada lidzigus rezultatus PET (Fendler et al., 2017).

Primara diagnostika ar %®Ga - PSMA pozitronu emisijas datora tomografija (PET/CT) ir loti
nozimiga pacientiem ar augsta riska prostatas vézi. Sekundaraja diagnostika lokalu audz&ju
diagnostikai biezak izmantota metode ir PET/mpMR — pozitronu emisijas un vairaku parametru
magnétiskas rezonanses kombinacija, kamér metastazu diagnostikas gadijuma S§is metodes ir
pielidzinamas viena otrai, bet PET/CT ir Iétaka un atraka (Virgolini et al., 2018).

Nozimigi klinisko petijumu rezultati ir sasniegti ar radioaktivi iezim&tu PSMA ligandu
kastracijas rezistenta prostatas véza (CRPC) gadijuma, arst&jot pacientus ar ’/Lu - PSMA.
Potenciali rezultatus var&tu sniegt o emiteri kombinacija ar 3 - emiteriem. (Virgolini et al., 2018).
Jaunakie dati ar Y’Lu /o — emitera - PSMA ligandiem uzrada labvéligus rezultatus un augstu

efektivitati, parsniedzot citu ligandu rezultatus pacientiem ar CRPC (Virgolini et al., 2018).

1.2.2. Ar somatostatina receptoru ligandiem konjugeti radionuklidi

Somatostatina receptori (SSTR) ir augsti ekspreséti nieroendokrinajas $tinas. SSTR ir §tinu
virsmas proteini, kas saistas ar somatostatinu (SST) un izraisa iek$Stinas izmainas, kas ietekmé
$tinu uzvedibu. SST ir hipotalama un aizkunga dziedzera hormons, ka ari centralais un periférais
neirotransmiters. Aktivétie SSTR hipofizes $iinas kavé augSanas hormona izdali$anos; endokrinas
un kunga - zarnu trakta Stinas regul€ baribas vielu uzstik$anos un izmantosanu; un SST neironos ir
neirotransmitera loma (Fani et al., 2017). Ir zinami pieci somatostatina receptoru apakstipi (SSTR1
- SSTR5), kur SSTR2 (otra apakstipa somatostatina receptors) ir visvairak ekspreséts
neiroendokrinajos audz&jos (NET) (Reubi, Waser, Schaer, & Laissue, 2001). NET tips ar
visaugstako SSTR2 ekspresiju ir aizkunga dziedzera vézis, kam seko hipofizes adenomas, plausu
karciomas, sik$tinu plausu vézis, Merkel $iinu karcinomas, medularas vairogdziedzera karcinomas
un neiroblastomas (Pauwels, Cleeren, Bormans, & Deroose, 2018).

Paslaik NET diagnostika izmanto ar SSTR2 ligandiem (somatostatina analogiem) konjugétus
radionuklidus (Fani et al., 2017). Bitisks solis neiroendokrino audzgju diagnostikas uzlabosana
bija %Ga markéto SSTR2 analogu ievie$ana pozitronu emisijas tomografija (PET) (4. attgls),

uzlabojot attélu izskirtspgju salidzinajuma ar ieprieks§ izmantotajiem radionuklidiem, pieméram
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U un ®mTc (Pauwels et al., 2018; Sollini et al., 2014). Markieri, kas paslaik ir kliniski pieejami:
®8Ga — DOTA - Tyr3 - oktreotids (®3Ga - DOTATOC), ®8Ga — DOTA - Tyr3 - oktreotats (®3Ga -
DOTATATE) un ®8Ga— DOTA — 1 - Nal3 - oktreotids (®3Ga - DOTANOC), ko kopa d&vé par *8Ga
— DOTA - peptidiem. 8Ga — DOTA - peptids PET izmeklgjumos ir aizstajis *'In — DTPA -
oktreotidu, tomér %Ga — DOTA - peptidu ieviesana ikdienas kliniskaja praksé bieZi vien ir
ierobezota ar praktiskiem, ekonomiskiem un regul&joSiem faktoriem, kas saistiti ar pasSreiz&jas
®8Ge/%®Ga generatoru paaudzes izmanto$anu. Centraliz&ta razo$ana un izplatiSana ir sarezgita dél
zema razo$anas apjoma un °®Ga salidzinosi 1so pussabruksanas periodu (T12=67,63 min). Turklat
68Ga ir relativi liels pozitronu diapazons (maksimalais - 8.9mm, vid&ji - 2.9mm), kas mazina
telpisko izskirtsp&ju PET (Pauwels et al., 2018). Lai palielinatu SSTR saistiSanas afinitati, ir ripigi
jaizverte markiera izvele. Ir svarigi saprast, ka pat nelielas izmainas peptida aminoskabju seciba
vai atSkiriga peptidu vai radionuklida izv€le var izraisit atSkirigu afinitates profilu (Johnbeck,
Knigge, & Kjar, 2014).

2017. Gada FDA un EMA oficiali atzina “Lutathera” radiofarmaceitiska preparata
izmantosanu NET terapija. Lutathera (*’’Lu oksodotreotids) ir somatostatina receptoru ar ’'’Lu
iezim&ts agonists. Lutathera izmanto, lai arstétu NET, ko kirurgiski nav iesp&jams iznemt un tiem,
kas ir metastazgjusies uz citiem organiem vai nereagg uz terapiju (European medicines agency,
2017).
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4. Attels. (A) DOTA - TATE kimiska formula, kur biologiski aktivais vektora peptids (TATE, violets
fons) ir savienots ar DOTA helatu (dzeltens fons); (B,C) 68Ga markéSanas shematiskais att€lojums ar
DOTA - un NOTA - bazes ligandiem, R apzimé makromolekulu, pieméram peptidu, proteinu,
glikoproteinu, antivielu vai mazas molekulmasas vektoru, kas nogada radionuklidu Iidz mérka organam
(adaptets no Velikyan, 2015).

Figure 4. (A) Chemical structure of DOTA - TATE where the biologically active vector peptide
(TATE, purple background) is conjugated to DOTA chelate moiety (yellow background) encaging the metal
cation; (B,C) schematic presentation of 68Ga - labeling, respectively, with DOTA - and NOTA - based
ligands, where R stands for a macromolecule such as peptide, protein, oligonucleotide, glycoprotein,
antibody or low molecular weight vector that can deliver the radionuclide to the binding site (addapted
from Velikyan, 2015).

1.2.3.Radionuklidu izraisitie blakusefekti
Radiacijas terapijas laika joniz€joSais starojums ietekmé ne tikai Stinas, kam molekulari
meérk&tais radionuklids piesaistijies, bet arT to blakus esosas Stnas, kas nesanem tiesu starojumu.
Tiek uzskatits, ka $ajas $unas tiek inducéti lidzigi efekti, ka §unas, kuras ir tiesi apstarotas. Sos
procesus dévé par blakusefektiem (bystander effect). Sis inducétas izmainas ieklauj DNS
bojajumus, mutacijas, hromosomalas izmainas un $o bojajumu ierosinatu $tinu apoptozi (Marin et

al., 2015).
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Sis radiobiologiskais efekts pirmoreiz tika aprakstits 1992. gada, raksturojot mashromatidu

apmainas inducéSanu ar mazas dozas a - dalinam (Nagasawa & Little, 1992). Kop$ $1 efekta
atklasanas ir tikusi veikti eksperimenti in vivo un in vitro izmantojot radionuklidus kas emit€ o un
[~ dalinas. No Siem pétijjumiem ir secinats, ka zemas dozas jonizgjoSais starojums izsauc
biologiskas izmainas gan tie$i, gan netie$i apstarotajas Stinas (Azzam & Little, 2004). Ir veikti
vairaki péttjumi ar molekulari mérkétiem *H radionuklidiem, pieméram, in vitro deoksitimidins
(*HTdR) vai deoksicitidins (3HdC). *H emité B dalinas ar energijas diapazona spektru no 0-18,6
keV (vidgjais 5.7 keV), un tam emisijas diapazons ir aptuveni 1 um tdenti, tatad, kad tas ir lokalizéts
$tnu kodola, parasti neapstaro blakus eso§as $anas. Sobrid Y7Lu terapiju izmanto ka pédgjas linijas
terapiju terminaliem v&za pacientiem.
PV pétnieciba visbiezak tiek izmantotas PC3 un LNCaP v&za $tinu linijas. Petijumiem ir pieejams
milzigs dazadu S§tnu liniju skaits ar atSkirigiem markieriem un markieru ekspresijas Iimeniem
(Cunningham & You, 2015). V&za $tinas kultiv§jot in vitro, tam ir viegli maintt vidi, kura tas tiek
audzetas, tadgjadi ietekm@ot augSanas apstaklus un pielagojot tas konkrétam analizém
(Sandercock et al., 2015). Pieméram, vienas Stnas attéla veidoSana un reala laika biomarkiera
monitorings var sniegt precizakus datus par audzg€ja atbildes reakciju uz konkrétu savienojumu
(Horvath et al., 2016). Augstas jutibas analizes veicina isaku eksperimenta laiku un lauj iegtt
detalizétaku fenotipa informaciju, salidzinajuma ar in vivo eksperimentiem (Sandercock et al.,
2015).

3D sunu kultiiras, bioinZenierijas un tehnologiju attistiba ir veicinajusi jaunu in vitro modelu
attistibu, kas ietver vairakus $tinu tipus, ekstracelulara matriksa olbaltumvielas un citus faktorus,

kas labak atdarina audz&ja mikrovidi (Jackson & Thomas, 2017).

1.3.  FTIS un véza Sunu biomolekularie profili

Infrasarkana spektroskopija (IS spektroskopija) ir nozimiga materialu analizes metode jau
vairak ka 70 gadus. Katrai molekulai un kimiskajai saitei ir sava Ipatngja svarstibu frekvence un
amplitida; svarstibas frekfence ir atkariga no iesaistitajam kimiskajam saitém un savienojuma
energijas ltmena stavokla. Infrasarkanaja spektroskopija, lai ierosinatu svarstibas, izmanto
infrasarkana starojuma kiili un nosaka molekulu/kimisko saiSu absorbétas energijas maksimumu
atkariba no vilnpu garuma. Dazadam kimiskajam saitém ir dazads to iesvarstiSanai nepiecieSamais
energijas daudzums, tad€] dazada vilna garuma infrasarkanais starojums ierosina dazadas kimisko

saiSu svarstibas. Atbilstosi Lamberta - Béra likumam, savienojuma atrasto kimisko saiSu daudzums
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ir tiesi proporcionals spektra absorbcijas intensitatei. Lidz ar to, infrasarkano spektroskopiju var
izmantot gan ka kvantitativu, gan kvalitativu analizes metodi. Datu analiz€Sanai ir nepiecieSams
parauga infrasarkanais spektrs. Lai rezultatus var&tu precizi interpretét, ir nepiecieSams atskirt
dazadas frekfences. Tas ir iesp&jams ar matematiska parveidojuma palidzibu — ar Furjé
transformaciju. Parveidojumu veic dators, kas parada analizétajam no interferences ainas caur
Furjé transformaciju ekstrapol&to absorbcijas vai transmisijas spektru (Ganzoury, Allam, Nicolet,
& All, 2015).

Furje transformacijas infrasarkana spektroskopija (FTIS) ir plasi pielietota metode; ta ir
atraka un precizaka, ka citas spektroskopijas metodes (pieméram, masspektrometrija (MS), un
Raman infrasarkana spektroskopija (RIS)). Mé&rjjuma laika vienlaicigi tiek meritas visas
frekfences, tadel rezultati ir atri ieglistami, meérfjums ilgst tikai Iidz mindtei (Ganzoury et al., 2015).

Metode tiek plasi pielietota biologiska materiala makromolekularo profilu (oglhidratu,
olbaltumvielu, lipidu, nukleinskabju, u.c. molekulu) raksturos$anai, kas lauj vienlaicigi identificét
konkrétas molekulas un to kimisko struktiiru izmainas. Siinas ir jutigas pret augsanas apstaklu
izmainam, jebkuras izmainas provocé $tinas makromolekulara sastava izmainas, Ko ir iesp&jams
noteikt, izmantojot FTIS spektroskopiju. 5. attéla redzami Stinu makromolekularo komponensu

standartu spektri un to savstarpgja parklasanas (Svirksts, 2014).
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5. att€ls. Makromolekularo komponensu standartu Furje transformacijas infrasarkanie spektri (A) un
to savstarpéja parklasanas (B) (no Svirksts, 2014).

Figure 5. Fourier transform infrared spectra of cell macromolecular component standards (A) and
their overlapping (B) (from Svirksts, 2014).
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Ar So informaciju ir iesp€jams noteikt, kurs infrasarkana spektra apgabals vislabak atspogulo
katru no makromolekularajam komponentém. Lipidiem tas ir apgabals no 3000 - 2800 cm™,
protetniem 1700 - 1500 cm™, nukleinskabém ap 1240 cm™ un oglhidratiem 1200 - 900 cm
}(Naumann, 2001).

Ka jau ikkatrai metodei, ar1 FTIS ir savas priekSrocibas un trikumi (Ganzoury et al., 2015).

PriekSrocibas:

* FTIS ir jutiga metode, tai ir vajadzigs neliels parauga daudzums (pl, ng, 1g);

* Metode ir informativa, ta vienlaicigi lauj detektét un identificét oglhidratus, proteinus,
lipidus un nukleinskabes. Ir iesp&jams noteikt to aptuveno koncentraciju parauga;

* Paraugi var tikt meriti dazados agregatos, tie var but $kidra, gazveida vai pulvera veida. Ir
iesp&jam mérit polimé&rus, organiskus un neorganiskus paraugus, ka ari biologiskus paraugus;

* Salidzinosi 1eta metode.

Trikumi:

» Ta ka analizei ir nepiecieSami nelieli tilpumi, nelieli piemaisijumi paraugam ir viegli
saskatami spektra;

* Vielu maistjumi dazkart me&dz veidot spektra parklasanas, kas noved pie nepareizas
rezultatu analizes;

» Udens un apkartgja vide var ietekm@t spektra iznakumu, var veidoties nobides.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

2.1.1. Véza Siinu Iinijas

ST darba ietvaros tika izvEletas divas prostatas véza §inu linijas (PC3 un LNCaP), tris

neiroendokrino audzgju Stnu linijas (Ar42J, CorL23 un NCI-H69) un adas fibroblastu §tinu linija

— Hs68.

PC3 ir prostatas v€za Stnu Iinija, kas ieglita no sadarbibas partneriem Oslo
Universitate. PC3 orginali ir izdalita no PC kaulu metastazém. PC3 tika kultivétas
DMEM barotné ar 10% FBS, 2mM L — glutaminu un antibiotic — antimycotis (AA)
Stinas aug adherenti un tika kultivétas no 12 lidz 20 pasazai.

LNCaP ir prostatas véza §tinu linija, izdalita no limfmezglu metastazém. LNCaP tika
kultivétas RPMI1640 barotné ar 10% FBS, 2mM L — glutaminu un AA. Siinas aug
adherenti, atseviski viena no otras vai veidojot §tinu kopas, kas ir viegli piekerusas
pie flaska pamatnes, $tinas kultivétas no 80 lidz 85 pasazai. CLC

Hs68 ir adas fibroblasti; Stinas sanemtas no BMC §iinu bankas, tas tika kultivétas
DMEM barotné ar 10% FBS, 2mM L — glutaminu un AA. Tas aug adherenti
monoslani, $iinas kultivétas no 30 lidz 34 pasazai.

Ar42] ir zurkas aizkunga dziedzera vézis; Stinas iegadatas no CLS (Cell line services,
Vacija) Ard2] tika kultivétas RPMI11640 barotné ar 10% FBS, 2mM L — glutaminu
un AA. Siinas aug léni, adherenti un veido $tinu kopas, tas tika kultivétas no 35 lidz
40 pasazai. CLS

CorL23 ir lielanu plausu vézis Sanemtas no BMC Stnu bankas. CorL23 tika
kultivétas DMEM barotng ar 10% FBS, 2mM L — glutaminu un AA. Siinas aug

adherenti, monoslani un tika kultivétas no 11 Iidz 15 pasazai. BMC §tinu banka

NCI-H69 ir sikiinu plausu vézis. Sanemtas no BMC §tnu bankas. NCI-H69 tika kultivetas

RPMI1640 barotné ar 10% FBS, 2mM L lidz — glutaminu un AA. Siinas aug suspensija peldosas

Stnu kopas, kultivétas 8 no 12 pasazai.
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2.1.2. Barotnes

1. Tabula. Barotnu sastavs

Table 1. Contents of the complete medium

Npk. | Siinu Iinija Izmantota Razotajs Pilnas barotnes sastavs
barotne
PC3; Hs68 DMEM Gibco, Thermo | DMEM;
1 Fisher 1% L — glutamins (2mM));
' Scientific, ASV | 1% AA (2mM);
10% FBS;
LNCaP; RPMI 1640 Gibco, Thermo | RPMI 1640;
) NCI - H69; Fisher 1% L — glutamins (2mM);
" | CorL23 Scientific, ASV | 1%AA (2mM);
10% FBS;
Sferu DMEM - F12 | Lonza, ASV DMEM - F12;
(bezseruma) 1% L — glutamins (2mM);
barotne 1% AA (2mM);

3. | Visam $anu 0,1% EGF (20ng/ml);
linijam 0,05% Insulins (1pg/ml);
vienada 1% Hidrokortizols (96ug/ml);

2% B27 (20 ml/L)
Saldesanas DMEM Gibco, Thermo | DMEM; 20% FBS;
4 barotne Fisher 20% DMSO;
" | PC3; Hs68 Scientific, ASV | 1% L — glutamins (2mM);
1% AA (2mM);
Saldésanas RPMI 1640 Gibco, Thermo | RPMI 1640; 20% FBS;
barotne Fisher 20% DMSO;

5. LNCaP; Scientific, ASV | 1% L — glutamins (2mM);

NCI - H69; 1% AA (2mM);
CorL23

2.1.3. Kimiskie reagenti

2. Tabula. Kimiskie reagenti un to razotaji

Table 2. Chemical reagents and their producers

Kimiskie reagenti

Razotajs

"4 0,05 M HCI $kiduma

ITG (Isotope Technologies Garching), Vacija

Antibiotic — antimicotic

Introvigen, ASV

B - 27 piedeva Thermo Fisher Scientific, ASV

BSA Gibco, Thermo Fisher Scientific, ASV
DMEM Gibco, Thermo Fisher Scientific, ASV
DMEM - F12 Lonza, ASV
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DMSO Thermo Fisher Scientific, ASV

EGF 236 - E6 - 200 R&D Systems, ASV

Etanols (96%) SIA “Kalsnavas elevators”

FBS Gibco, Thermo Fisher Scientific, ASV

L-glutamins Lonza, Belgija

Metanols Peahim, Krievija

PBS Fisher BioReagents, Fisher Scientific UK Ltd,
Apvienota karaliste

RPMI 1640 Gibco, Thermo Fisher Scientific, ASV

Tripsins Sigma - Aldrich, ASV

Tween 20 Sigma - Aldrich

2.1.4 Reagentu komplekti un antivielas

3. Tabula. Reagentu komplekti, antivielas un to raZotaji

Table 3. Reagent kits, antibodies and their preducers

Reagentu komplekti un antivielas Razotajs

Anti - SSTR2 antiviela (ab9550) Abcam, Lielbritanija
Anti-PSMA antiviela (ab41034) Abcam, Lielbritanija
Kazas pret-trusa 1I9G H&L (Alexa Fluor® Abcam, Lielbritanija
488) (ab150077)

2.1.5. Aprikojums un materiali

4. Tabula. Aprikojums, materiali un razotajs

Table 4. Equipment, materials and their producers

Aparatiira un aprikojums Razotajs

Autoklavs Labo Autoclave MLS - 3020U, SANYO,
Japana

Automatiskais sintézes modulis GRP, Scintomics GmbH, Vacija

BSC otras klases laminari Biowizard, KOJAIR, Vacija

Centrifuigas Avanti J - 301, BECKMAN COULTER,
USA;

Microspin — FV - 2400, Biosan, Latvija;
Sigma 1 - 15PK, DJB Labcare, UK;
Eppendorf Centrifuge 5804 R, Vacija;
Eppendorf Ceentrifuge 5415 D, Vacija;
Biosan, Latvija

CO2 inkubators SANYO 02/CO2 incubator MCO - 18AIC,
Japana, Panasonic MCO - 18AC - PE, Japana,;
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Biosan, Latvija
Endosafe® nexgen-PTS™ Charles river, ASV
Fotoluminiscences mikroskops; Leica DM 3000, Vacija;
Inversais gaismas mikroskops Motic MXH - 100, Honkonga
Gazes deglis Tecniplast Group, Italija
Infrasarkanais spektrometrs Vertex 70 ar | Bruker Optics, Vacija
mikroplasu lasitaju HTS - XT
Kelvinators Dairei europe a/s, Danija
Magnétiskais maisitajs Labmixer Magnetic stirrer, Labotex, Latvija
Orbitalais kratitajs Orbital Shaker OS - 20, Biosan, Latvija
Pipetes Ependorf, Vacija Gilson, ASV
Razosanas izolators Tema Sinergie, Italija
Skidra slapekla tanks MVE CryoSystem 6000, ASV
Udens termostats GFL, Biosan, Latvija
Vorteksi Vortex - Genie 2, Scientific Industries, ASV;
Biosan, Latvija
ZnSe mikroplate Bruker Optics, Vacija
Izolators NMC50 68Ga, TEMA Sinergie, Vacija
Sintézes vadibas programma GRP Interface, Scintomics GmbH, Vacija
Dozas kalibrators Curiementor 4, PTW Freiburg, Vacija

2.1.6. Darba drosiba

Darbam laboratorija ir jalieto individualie aizsardzibas lidzekli (IAL) - laboratorijas halats,

vienreizlietojamie cimdi, aizsargcepure, darba apavi un, ja nepiecieSams, sejas aizsarg maska.

.........

------

etanola Skidumu, darbu beidzot, to papildus sterilizé ar UV gaismu. Darbam nepiecieSamas
sastavdalas (reagenti un iepakojumi) pirms ieneSanas laminara dezinfic€ ar 70% etanola Skidumu.
P&c reagentu un kultiiru atvérSanas, atveres zona jasterilize liesma, tadgjadi samazinot reagentu un
Stnu kulttiru kontaminacijas risku. Stradajot ar vairakam Stnu kultliram, svarigi ir dezinficet
laminara virsmas péc darba beigSanas ar katru no kultiram, samazinot kultiiru savstarp€jo
kontaminaciju.

Radidcijas drosiba

Absorbéta doza (D) ir radiacijas dozimetrijas vieniba, kas raksturo energijas akumulaciju

audos (vieniba dZouls, J) uz masas vienibu (kg), D=J/kg, ko apzimé ar vienibu grejs (Gy).
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Radiacijas biologiskais efekts nav atkarigs tikai no absorbétas energijas daudzuma, bet ari no tas
izplatiSsanas mikroskopiska Itment, kas ir atkarigs no cilveka specifiskas biokiné&tikas un radiacijas
ipasibam. Tiek izSkirta ekvivalenta (Ht) un efektiva doza (H), tas tick méritas zivertos (Sv) (Health
Protection Agency et al., 2007). Efektivo dozu aprékina nemot véra attieciga starojuma biologisko
iedarbibu. Efektivo dozu reizinot ar specifisku faktoru (WR), kas ir atkarigs no joniz€josa
starojuma veida (skat. 6. tabulu), var pielidzinat absorb&tajai dozai un raksturot biologiskas
iedarbibas efektivitati (Health Protection Agency et al., 2007).

5. Tabula Wkr faktori, kas attiecinami uz relativo biologisko efektivitati dazadiem starojumiem
(Health Protection Agency et al., 2007)

Table 5. Radiation weighting factors used to represent relative biological effectiveness (Health
Protection Agency et al., 2007)

Starojuma veids Wr
Rentgena stari, gamma stari, beta dalinas 1
Neitronu starojums (<1 MeV) 2,5 + 18,2¢~tIn®)1*/6
Neitronu starojums (1 - 50 MeV) 5,0 + 17,0~ 1In@E)I?/6
Neitronu starojums (> 50 MeV) 2.5 + 3,25¢~1In(0,045)1%/6
Protoni 2
Alfa dalinas 20

Internacionala radiobiologiskas aizsardzibas komisija (ICRP) ir izveidojusi rekomendacijas,
péc kuram ir izveidoti internacionalie (IAEA) un regionalie (EU) drosibas standarti (BSS)
(European Commission, 2014; Health Protection Agency et al., 2007; IAEA, 1996). Personals, kas
strada Saja joma tiek iedalits divas kategorijas: A grupa, darbinieki, kuri var sanemt efektivo dozu,
kas ir lielaka par 6 mSv gada, ekvivalento dozu lielaku par 20 mSv gada uz acs 1€cam un
ekvivalento dozu, kas ir lielaka par 150 mSv gada uz adas un ekstremitatém. B grupas darbinieki
ir tie kas parsniegs iedzivotaju efektivas un ekvivalentas dozas limitus, bet neparsniegs A grupas

darbinieku limitus (skat. 2. Tabulu) (European Association of Nuclear Medicine, 2018).
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6. Tabula Rekomend&tie dozas limiti, planotas iedarbibas gadijuma (IAEA, 2011)

Table 6. Recomended dose limits in planned exposure situations (IAEA, 2011)

Limitéjosais faktors Specialistam Pilsonim
A grupas darbinieks | B grupas darbinieks
Efektiva doza 20 mSv gada 6 mSv gada ImSv gada
Gada ekvivalenta doza:
Acs leca 20 mSv 20 mSv 15mSv
Ada 500 mSv 150 mSv 50 mSv
Rokas un kajas 500 mSv 150 mSv Nav definéts

Radiacijas izmantoSana kodolmedicina ir planota radiacijas iedarbibas situacija, ta tiek
reguléta specifiskos darba apstaklos, lai limitétu darbinieku saskari ar radioaktivo preparatu, ka ari
lai nodro$inatu produkta tiribu un sterilitati (IAEA, 2011). Lai samazinatu radiacijas iedarbibu
stradajot ar radioaktivu preparatu, ir izvirzitas sekojoSas darbibas (European Association of
Nuclear Medicine, 2018):

1. Samazinat pavadito laiku pie radiacijas avota;
2. Palielinat attalumu starp sevi un radiacijas avotu;
3. Izmantot aizsargbarjeras un IAL.

Darbam laboratorija lieto, laboratorijas apgérbu, uz apaviem uzvelkamas bahilas, mutes
aizsargus, aizsargcepuri un gumijas cimdus. Stradajot radiofarmacijas laboratorija, darbiniekiem
ir jaizmanto individualie dozimetri, kurus piestiprina pie darba térpa.

Ja tirajas telpas vai izolatora konstatéta piesarnojuma (mikrobiologiskais piesarnojums un/vai
gaisa piesarnojums ar dalinam) gadijuma veic arpuskartas tirisanas un dezinfekcijas darbus
saskana ar atbilstoSo instrukciju. RaZoSanas procesu ir atlauts turpinat, kad viss piesarnojums ir

noversts un monitoringa rezultati atbilst noteiktajam normam.
2.2. Metodes
2.2.1. Ziditaju veza Siinu Iiniju kultiveSana
Eikariotu $tinu kultivéSana laboratorija miisdienas ir plasi izmantota metode, ar kuras
palidzibu ir iesp€jams kultivét Stinas arpus samniekorganisma. P&tjjumos izmantotas véza Stinu
Iinijas ir komerciali pieejamas un var tikt pasititas no dazadam kompanijam. Ir pieejamas plasas
$inu bankas. Stinas No razotaja tiek sanemtas sasaldétas konkréta skaita .

Sakot darbu, visas nepiecieSamie reagenti un barotnes tiek uzsilditi Gdens termostata lidz

+37°C. Atsaldgjot $tnas, tas tiek atri parvietotas no $kidra slapekla uz @dens vannu(37°C),
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parnestas uz 15 ml stobrinu, kur tam tiek lénam, pa pilienam, pievienota svaiga barotne. Barotne
tiek pievienota 1énam ,lai §iinas neaiziet boja strauja osmotiska spiediena mainas rezultata. Stinas
tiek centrifugétas 5 min, 300 rpm, nonem supernatantu un $iinas resuspendé 5 ml svaiga barotng.
Tas tiek parnestas 25 cm? flaska. Stinas kultivé inkubatora (+37 °C, 5% CO2), katrai $tinu linijai
specifiska barotné (skat. 1. tabulu) lidz sasniedz 80% konfluenci. Sasniedzot konfluenci, Stinas tiek
tripsiniz&tas un skaititas.

Stinu skatianai izmanto Gorjajeva kameru. Kamera parnes ~10 pl $linu suspensijas. Kameru,
kura atrodas Stinas, apliiko inversaja gaismas mikroskopa 20x palielinajuma. Skaita $tnas, kuras
atrodas lielajos kvadratos (attela iekrasots ar sarkanu) un uz katra liela kvadrata divam malam
(attela iekrasots ar zalu) (Skatit 6. att€lu). Aprékina Stnu vid€jo skaitu viena lielaja kvadrata (6.
attels). Stinas skaita Getros $ados kvadratos, aprékina vidgjo $inu skaitu kvadratos (n). Stinu kop&jo
skaitu uz 1 ml barotnes aprékina: n x 1x10%.

6.attels Gorjajeva kameras lielais kvadrats, att€la iekrasots ar sarkanu.

Figure 6. A big squere of Gorjajev cell counting chamber, red squere.

Ja Siinas ir nepiecieSams pavairot lielaka skaita, tas tiek parnestas lielaka flaska un audzetas
lidz nepieciesamajam daudzumam. Siinas prieks eksperimentiem tiek iesétas flaskos vai bedrisu
platés konkréta skaita, flasku un bedriSu plasu parametrus skatit 7. tabula.

Kad tas vairs nav nepiecieSanas eksperimentiem, tiek sasaldetas konkréta skaita. Parasti saldé
1x10° $@inu viena saldé$anas stobrina. Svarigi ir saldéSanas barotnes Iéna pievienosana esosajai
barotnei, Iidziga ka Siinas atsaldgjot, lai tas neaiziet boja strauja osmotiska spiediena mainas
rezultata. SaldéSanas barotni parasti sagatavo divas dalas - puse no tilpuma sastav no barotnes ar
20% FBS, otra puse sastav no parastas barotnes ar 20% DMSO. Siinas péc skaiti$anas tiek
centrifugetas un resuspendetas barotné ar 20% FBS, kurai 1énam tiek pievienota barotne ar 20%

DMSO. Stobrinus ievieto speciala saldéSanas trauka, kas nodroSina vienmérigu un I&nu $iinu

28



sasalSanu. SaldéSanas trauku vismaz 24 stundas ievieto kelvinatora ( - 80°C), talak tiek parvietotas
uz skidra slapekla tanku.
7. Tabula. Sanu kultiru uzturésanas flasku un bedrisu plasu parametri.

Table 7. Parametrs of cell culture maintence in flasks and multiple well plates.

Kultivésanas leteicamais Sésanas Stnu daudzums | Aptuvenais
flasku un plasu | barotnes daudzums sasniedzot augsanas
izmeri daudzums (ml) | (Stnu skaits) konfluenci laukums (cm?)
(Stunu skaits)
Flaski | 25cm? flasks |3-5 0,7 x 10° 2,8 x 10° 25
75 cm? flasks | 8-15 2,1x10° 8,4 x 10° 75
175 cm? flasks | 35 - 53 4,9 x 10° 23,3 x 10° 175
Plates | 6 bedrites 1-3 0,3 x 108 1,2 x 108 9,6
12 bedrites 1-2 0,1 x 108 0,5 x 108 3,5
24 bedrites 05-1 0,05 x 108 0,24 x 10° 1,9

2.2.2. Imiincitokimija

Imtnocitokimija (ICC) ir plasi izmantota laboratorijas metode proteinu un antigénu
vizualizé$anai interes&josaja parauga, izmantojot dazadas antivielas. ST metode tika izmantota, jo,
salidzinot ar citam metodém, ta ir atra un I&ta, jo neprasa daudz izejvielas, reagentus, ka ari rezultati
ir atri iegfistami. So metodi ir viegli atkartot, ja izstrades procesa ir pielautas klidas. Izskir divu
veidu iminocitokimijas testus: NetieSa un tie$a imunocitokimija. Netie$as imiinocitokimijas
protokols ietver §tinu paraugu sagatavoSanu, $tinu fikséSanu, seruma blok&Sanu, primaras antivielas
inkub&sanu, mark@&tas sekundaras antivielas inkub&sanu, kraso$anu un att€lu uznemsanu, analizi.
TieSas iminocitokimijas testa protokols ietver iepriek§ min€tos solus, iznemot sekundaras
antivielas inkubaciju. TieSaja imiinocitokimijas protokola izmanto tikai marke&tu primaro antivielu.

Darba izstrade ir pielietota netiesa imiinocitokimija, ar sekojoSu darba protokolu.

Siinu sagatavosana:

Kultivétas $tinas tripsinize, skaita un s&j 24 bedrisu platé, katra pa 5 x 10* §anu 500 pl
barotnes, inkubg pa nakti CO; inkubatora (37 °C, 5% CO).

Paraugu apstrade:

Protokola sekojo$i darbibas soli atSkiras adherentam un suspensija augosam S$inam,
aprakstiti darbibas soli tiek apziméti ar burtiem A - adherentam $iina; B - suspensijas Siinam.

1. A —Nonem barotni, $tinas mazga ar siltu PBS (37°C) 500 pl;
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B — Siinas savac stobrina, centrifugé un resuspendé 50ul PBS; paraugu uznes uz
stikliniem, kurus centrifugé 6 min,1000 rpm.

2. Sinas transporté uz biokimijas laboratoriju (A; B);

3. PBS nonem un pievieno ledus aukstu metanola — acetona skidumu (- 20°C), $tnas
inkub¢ 20 min, saldétava (A; B);

4. Stnas mazga ar aukstu PBS trs reizes - 5 min, 90 rpm (A; B);

5. Sanu paraugus bloké 2% BSA/PBS (300 - 500ul uz bedriti) uz kratitaja 30 min,
istabas temperatiira, 60 rpm(A; B);

6. Pievieno primaro antivielu, kas ir atskaidita 1% BSA/PBS, 300 pl uz katru bedriti
(PSMA un SSTR antivielu atSkaidijumi - 1:250), inkub€ pa nakti, +4°C, uz kratitaja
- 60 rpm (A; B);

7. Péc inkubacijas paraugus mazga PBS tris reizes, 5 min, uz kratitaja - 90rpm (A; B);

8. Pievieno sekundaro antivielu, kas ir atSkaidita 1% BSA/PBS, 300ul uz katru bedriti
(Kazas pret-trusa antivielas atsSkaidijums - 1:1000), inkub& vienu stundu, tumsa,
istabas temperatiira, uz kratitaja - 60 rpm (A; B);

9. Paraugus mazga ar PBS, tris reizes, 5 min, uz kratitaja - 90 rpm (A; B);

10. Paraugiem uzpilina pilienu DAPI, inkub& 5 min, tumsa (A; B);

11. Pievieno 300 pl PBS, stiklinus zave istabas temperatiira, tumsa (A; B);;

12. A — Marké priekSmetstiklinus, uz tiem uzliek paraugu mikroskop&Sanas vidi,
mikroskopésanas vidg;
B — Marke priekSmetstiklinus, uz paraugiem uzpilina paraugu ieslégsanas vidi un
uzliek segstiklinus.

Péc ieslégSanas mikroskopé&Sanas vide, paraugus glaba ledusskapi, tumsa.

2.2.3. Radiofarmaceitisko preparatu sintéze
Razos$anu veic ar automatisko sint€zes moduli, kas razots Scintomics GmbH, kontrol&ta telpa
(A Klases Izolators, kas atrodas C klases tiraja telpa). Katrai razotajai sérijai izmanto vienreiz&ju
razoSanas materialu un reagentu komplektu - kaseti, kas razota ABX, saskana ar labas razoSanas
prakses (GMP) prasibam. Katru sintézes procesu kontrol€, izmantojot GRP lietotdja interfeisu
(GRP User Interface Software) ar sintézes sekvences programmu, kas izstradata Scintomics

GmbH. Pirms s@rijas razo$anas izolatora un tam piegulosaja C klases telpa veikta tiriSana, lai
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nodroSinatu telpu tiribas klases atbilstibu. Preparatu sintézi un kvalitates kontroli veic apmacits un
sertificéts personals.
8Ga - Gallijs

%8Ga radionuklidu iegiist, sabriikot ,,mates” radionuklidam ®8Ge, %Ge/®®Ga generatora. ®3Ga
galliju iegist, elugjot ®3Ge/*®Ga generatoru ar HCl (0,6 M), 8Ga GaCls skiduma veida, %Ge
paliekot generatora organiskaja matrica.
Generatoram pirms izmanto$anas jabtit kvalificétam p&c vairakiem parametriem:

e vizualais novertgjums;

eluata kopgja aktivitate un pH;

¢ identitate (pussabruksanas periods, y spektrometrija);
e radiokimiska tiriba;

e [*®Ge] germanija un citu metalu koncentracija eluata;

e bakterialo endotoksinu kontrole.

o - _ e . A s
Katras sintézes sagaidamo sakuma aktivitati aprékina péc formulas: A = s ~— , kur: Ag —nomérita
T
2 11/2

generatora sakuma aktivitate (MBq); At — laiks dienas kop§ generatora sakuma aktivitates
nomérisanas; T1/2 - ®Ge pussabruksanas periods (271 dienas).

Sintézi uzsak ar 68Ge/68Ga generatora elugsanu ar HCI (0,05M). Skidumu laiZ caur specigu
katjonu apmainas kartridzu protonu cikla (PSH+), kur ®Ga koncentrgjas kartridza, lai pgc tam tiktu
eluéts ar eluésanas Skidumu uz ieprieks sakars€tu reaktoru, kur atrodas 20 ug PSMA I&T vai
DOTATATE un HEPES buferskidums (1,5 M,). Sintéze notiek 10 min silditaja ievietota reakcijas
Stna (silditaja temperatiira = 130 °C). Talak kartridzu kondiciong ar injekciju tideni. P&c sintézes
$kidumu no reaktora laiz cauri “C18 Light SPE” cietas fazes ekstrakcijas kartridzu, kur peptida
substance, kolloidalais ®8Ga un iespgjamais brivais ®Ge paliek matricg, kamér %®Ga jonus un
HEPES buferskidumu izskalo, izmantojot Gideni. Talaka $1 kartridza elué$ana ar Gdens/etanola
$kidumu (1:1) nodrogina 3Ga-PSMA I&T izskalo$anu no matrices un novadisanu caur sterilo filtru
“produkta flakona”.

Y7Lu - Lutécijs

1774 0,05 M HCI $kiduma piegada no ITG (Isotope Technologies Garching). /"Lu iegiist
no 17°Y nuklearas parveidosanas par 1’Y nuklidu. 7Y sabriik par 1’7 Lu.

Razosanas protokola registré produkta piegades numuru un datumu, Kalibracijas datumu un

laiku, skiduma tilpumu, ta aktivitati un laiku kad mérits.
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Radiosintéze balstas uz kompleksu veidosanos starp prekursoru HA-DOTATATE vai PSMA
I&T (acetata sals forma) un [177Lu] Lutéciju. Sintézi uzsak ar automatisku Na askorbata un Na
acetata trihidrata atskaidisanu ar 0,04 M etikskabi (CH3COOH). Izmantojot automatiz&to §lirces
siikni, *’"Lu parnes reakcijas $tina, kur iepildits, nepieciesamais daudzums peptida injekciju tident
koncentracija 1 pg/puL. Atlikuso *Lu no ’Lu flakona skalo un parvieto uz reakcijas §inu,
izmantojot etikskabes Skidumu. Sintéze notiek, reakcijas $iina, 100 °C temperatiira, 20 min.
Reakcijas Skidums uz produkta flakonu tiek padots caur 0,22 um sterilo filtru. Reakcijas Stinu skalo
ar 0,9% NaCl skidumu, kas satur 1 mg DTPA, un visu parvieto uz produkta flakonu caur 0,22 pm

sterilo filtru. Produkta tilpums ir 15+ 1 mL.

2.2.4. Radiofarmaceitisku preparatu kvalitates kontrole

Materialu un reagentu sagatavosana kvalitates kontrolé (KK) notiek péc standarta
procediiras, pirms razosanas un kvalitates kontroles procesa sakSanas. Paraugu no razosanas telpas
nodod uz KK telpu; Laika 30 — 40 minités no parauga sanems$anas briza, janodro$ina Vvisu
iesp&jamo darbibu izpilde. KK darbibas veic pec atbilstosam instrukcijam, noteikta seciba. Augstas
efektivitates Skidruma hromatografija (HPLC), planslana hromatografija (TLC) un gamma
spektrometrija

1. Parauga vizuala parbaude: Darbibu veic kvalitates kontroles telpa, laminaras
plismas skapi, uzreiz péc kontroles parauga sanemsanas. Vizuala inspekcija notiek caur svinu
saturo$u stiklu pret vienkrasainu, vienmérigi apgaismotu fonu. Vizuali tiek novertéts, vai paraugs
ir dzidrs, brivs no nogulsném un dalinam. Pielaujamie limiti paraugam: caurspidigs, bezkrasains,
bez nogulsném un dalinam taja.

2. Tiek veikts baktériju endotoksinu tests, lai parbauditu , vai preparats ir apirogéns un
endotoksini neparsniedz noteiktos endotoksinu limitus.

3. Nosaka parauga pH limeni izmantojot divu veidu pH testa indikatora papirus ar
diapazoniem: pH 3,6-6,1 un pH 3,1-8,3. Uz testa indikatora papira uznes 10 ul parauga, salidzina
indikatora papira krasu ar krasu kodu pH vértibam. Rezultati tiek fikséti, tos fotograf€jot.
Pielaujamais pH diapazons ir no Cetri (ieskaitot) Iidz astoni (ieskaitot).

4. Veic radiofarmaceitiska preparata tiribas parbaudi un sintézes iznakuma
invert§jumu ar augstspiediena Skidruma hromatografijas (HPLC) iekartu.

5. Radiokimiska tiriba ar planslana hromatografiju (TLC) Nosaka piesaistito un

nepiesaistito radionuklidu attiecibu, izmantojot planslana hromatografiju (TLC).
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6. Gamma spektrometrijas analize. Spektru méra diapazona 10-1024 kanalam 60

sekunzu ilga laika perioda.

2.2.5. Radionuklidu saistiSanas reakcija

Radionuklidu saistiSanas reakcijas tiek izmantotas, lai raksturotu S$tnu receptoru un
radionuklidu specifisko un nespecifisko saistiSanos. Ar §adu metodi ir iesp&jams pieradit vai izslegt
interes€jo$a preparata saistiSanos pie konkrétiem Stnu tipiem. Nosakot specifisko saistiSanos
radionuklidam ar §iinam tiek izmantots interesgjoso $iinas receptoru inhibitors, kuru pievienojot
Stnas, tiek blok&ta konkréta receptora darbiba. P&c inhibitora pievienosanas var secinat cik liela ir
Stinu specifiskas un nespecifiskas saistisanas attieciba

Saja darba sakotngji tika aprikota un izvértéta radionuklidu saistiSanas ar dazadam §tnu
Iinijam. Tika testéta arT $tinu specifiska saistiSanas konkrétas $tinu linijas izmantojot inhibitoru.
Paraugu sagatavosSanas un apstrades protokoli butiski neatskiras, protokola — paraugu apstrade,
atSkiras atseviski soli, kas ir aprakstiti protokola beigas.

Siinu paraugu sagatavo$ana:

Stinas tiek kultivéta tam paredzétajos apstaklos, 1idz sasniedz 80% konfluenci. Tas tiek
tripsinizétas, skaititas un iesétas 25 cm? flaskos, katra flaska s€j 1x108 $Gnu, 5 ml bezseruma
barotné.

Paraugu apstrade:

Stinas péc ieséSanas ievieto inkubatora lidz nakamajai dienai; aprékina pievienojamo
preparata aktivitati un tilpumu, uz zinamo $tinu daudzumu.

Produkts- ¥Ga — PSMA 1&T, %Ga-DOTA — TATE, Y’Lu — PSMA I&T, *"Lu — DOTA -
TATE, aktivitate - 10 MBg/ ml

1. Stinam pievieno 1 ml produkta;

2. Inkubg 40 min inkubatora (+37°C, 5% COy).

3. P&c inkubacijas Stnas parnes 15 ml stobra; flaskus skalo ar 2 ml silta PBS, parnes taja
pasa stobra;

4. Paraugus centrifugé 4 min, 300 g;

5. Nonem supernatantu, nogulsni mazga tris reizes 2 ml PBS, pec katras mazgaSanas
Stnas centrifugé 4 min, 300 g;

6. Pe&c pedgjas centrifugéSanas paraugus resuspendé 2 ml auksta PBS;

7. Veic aktivitates mérjjumu ar gamma sektrometru.
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Specifiskas saistidanas testa tika izmantots tikai ®Ga PSMA 1&T, ar aktivitati 7,2 MBq.

Pirms produkta pievienoSanas §tinam pievieno 20 pl, 2-PMPA (2-(phosphonomethyl)pentanedioic

acid), kas ir selektivs PSMA inhibitors. Paraugi talak tika apstradati péc pamatprotokola. Rezultati

tika salidzinati ar §tinu kontroli, kurai tika pievienots tikai ®Ga PSMA 1&T.

2.2.6. Furje transformacijas infrasarkana spektroskopija

Siinu sagatavoSana un apstrade:

Stinas tiek kultivéta tam paredzétajos apstaklos, lidz sasniedz 80% konfluenci. Tas tiek

tripsinizétas, skaititas un iesétas 6 bedrisu plate, katra bedrité 1x10° $tinu, tiek izmantota 2 ml

bezseruma barotne. Lai novérstu savstarp&ju kontaminaciju, katra $tinu Iinija tiek ieséta atseviska

platé. Tiek sagatavoti kontroles paraugi, kuriem netiek pievienots molekulari meérkétais

radionuklids, un paraugi, kuriem talak pievieno molekulari mérkéto radionuklidu.

1.

8.

Stinas p&c iesé$anas platés ievieto inkubatora (37°C, 5% CO,) lidz nakamajai dienai;
aprékina §tinu daudzumam pievienojamo aktivitati un preparata daudzumu.
Aprekinato daudzumu pievieno katrai bedritei, bedrites saturu viegli apmaisa un
inkubg 24 stundas (37°C, 5% CO> atmosfera).

Stinas parnes stobrinos, plates bedrites skalo ar 2 ml siltu PBS, ko parnes stobrinos ar
Sunam.

Paraugus centrifugé 4 min, 600 rpm,

Centrifug€tajiem paraugiem nonem supernatantu un Stinu nogulsni mazga tris reizes
ar 2 ml aukstu PBS,

P&c katras mazgaSanas Siinas centrifugé 4 min, 600 rpm.

Péc pedgjas centrifuéSanas supernatantu nonem, paraugus strauji sasaldé Skidraja
slapeklr.

Stinas tiek uzglabatas pie - 20°C, lidz talakai analizei.

FTIS datu ieguve:

Stinu infrasarkanie spektri tika pierakstiti, izmantojot Vetex 70 spektrometru, kas savienots

ar HTS - XT mikroplasu lasitaju. Visi spektri pierakstiti regiona no 4000 - 600 cm™ un ir ka vidgjais

spektrs no 64 atseviskiem meérjjumiem.

2.

-----

ul destiléta tidens un savortekse.

10ul parauga tiek parnests uz mikroplates un noZavets istabas temperatiira.
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3. Opuslab datorprogramma ievada attiecigos datus par katru paraugu un veic mérijumu,
kad paraugi ir pilniba nozuvusi.

4. Tegitos rezultatus apstrada datorprogramma Opus 6.5.

5. Ja parauga intensitate spektra nav robezas no 0,30 lidz 0,80 absorbcijas vienibu, tad
atkarto solus 2 - 6, lidz tiek sasniegta nepiecieSama spektra intensitate.

Lai nodrosinatu ticamakus rezultatus, no viena atkartojuma merijjumiem tika izvel&ti vidgjie
spektri, kuriem veikta bazes linijas korekcija un vektoru normalizacija lai pielidzinatu intensitates.
Stnu makromolekulara sastava analizes (oglhidratu, nukleinskabju, proteinu un lipidu
procentualais daudzums paraugos)

(Grube, Bekers, Upite, & Kaminska, 2002).

35



3. REZULTATI UN DISKUSIJA

Darba ietvaros tika izveidotas uz dazadam $iinu linijam balstitas in vitro modelsisteémas, kas
tika izmantotas molekulari mérkétu radionuklidu (®Ga-PSMA I&T, %Ga-HA-DOTATATE,
Y7Lu-PSMA 1&T un Y7Lu-HA-DOTATATE) specifiskas saistisanas izvértésana, un to ietekmes
uz dazadam sinam - izveértésana. Darba ietvaros tika izveidoti divi modelsistémas paneli - prostatas
véza (PV) un neiroendokrino audzgju (NET) izvértésanai. Sajos panelos tika parbaudita $o $tinu
virsmas proteinu ekspresija (PV — PSMA ekspresija, NET — SSTR ekspresija) ar
imiincitokimiskam analizém, Stnas talak tika izmantotas radionuklidu saistiSanas reakcijas
eksperimentiem un Furjé transformacijas infrasarkanajai (FTIS) analizei. Darba tika izvélétas §tnu
linijas, kas péc literatiira pieejamas informacijas eksperesé konkrétos Stinu virsmas proteinus
(PSMA eksperesé LNCaP stnu Iinija; SSTR ekspresé Ar42J un NCI H69 $tnu Iinijas) un $iinas

kas Sos proteinus neeksprese.

3.1. Virsmas proteinu PSMA un SSTR2 ekspresijas noteikS§ana

Darba ietvaros tika kultivétas un sagatavotas eksperimentiem piecas dazadas véza $tnu
linijas un viena fibroblastu $tinu linija, kas eksperimentos kalpoja, ka normalu $tnu kontrole, jo
teorctiski neekspresé interes€josos receptorus un antigénus. PSMA ekspresijas noteikSanai ar
imiincitokimijas metodi tika kultivétas PC3, LNCaP un Hs68 (normalu $tinu kontrole) $iinu Iinijas,
savukart Ar42J, CorL23, NCI-H69 un Hs68 siinu Iinijas tika analizéta SSTR2 ekspresija. Stinu
linijas tika izv€l&tas, pamatojoties uz lidz $im publicétajiem datiem (Eder et al., 2012; Schottelius
et al., 2015). Informacija par izmantoto $tinu izcelsmi apkopota sadala 2.1.1. (véza $tnu linijas).

Rezultatu ieguvei tika izmantots fluorescentais mikroskops. Péc ieguitajiem att€liem tika
apstiprinats, ka LNCaP ekspresé PSMA - iegiitajos attélos $tinas ir redzams izteikti sp&cigs signals,
salidzinot ar normalu §anu kontroli — Hs68 (7. attels). Stnu Iinija Hs68 netika novérota specifiska
saistiSanas ar PSMA, attélos ir vérojama neliela nespecifiska saistisanas (t.i., fona signals). PC3
Stnu Iinijas paraugos tika noverota neliela PSMA ekspresija, att€los $tinas redzams vaji izteikts
signals. Rezultati ir apkopoti 7. attela.

Ir publicéti vairaki zinatniskie raksti, kuros pétits prostatas vézis, izmantojot dazadus
modelus, tostarp $tinu Kultiru modelus, kas ieglitas no metastatiskiem cilvéka PV; turklat véza
$tnu linijas var tikt izmantotas ari in vivo modelos (ksenograftu un genétiski modificétos PV

mode]os). No $iem min&tajiem modeliem visplasak pielieto $tinu Iiniju modelus, kas balstas uz
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PC3 un LNCaP $iinu Iinijam. PSMA ekspresijas un molekulas saistiSanas novértéSanai Siinu linija

LNCaP tiek pielietota visbiezak, jo $is $tinas ekspres€ PSMA loti augsta Itmeni. (Tai et al., 2011).

Tikai sekundara antiviela,
PSMA signals (Alexa 488) Kodoli krasoti ar DAPI Parklati attéli parklati atéli

7. Attels. PV stnu panelis. PSMA ekspresiju ataino AlexaFluor488 (zals), kodoli — DAPI (zils).
Figure 7. PSMA expresion in diferent cell lines. PSMA signal — AlexaFluor488 (green), nucleus —
DAPI (blue).

LNCaP

sanu liniju panelis PSMA ekspresija, mérkétu radionuklidu analizém
Hs68 PC3

PSMA ekspresijas iegttie rezultati koreleé ar publikacijas pieejamajiem rezultatiem.
Pieméram, Tobiasa M. Gorgesa (2016) p&tijuma, méerkis bija izstradat ticamu testu sisttmu PSMA
noteikSanai izmantojot vairakas Stinu linijas, t. sk., PC3 un LNCaP. Ka viena no metodém tika
izmantota ICC. Rezultati pieradija, ka PC3 §Gnu linija netika novéroti PSMA specifiski signali,
savukart LNCaP §tnam bija noverojami vidgji izteikti vai spécigi signali. Petjumos iegiitie
rezultati ar LNCaP §tnu [inijam sakrit ar darba ieglitajiem rezultatiem un Stinas izteikti ekspresé
PSMA (Gorges et al., 2016). Savukart PC3 stinu linija, salidzinot ar literattiru, tika novérots neliels
PSMA signals. So signala klatbiitni varétu izskaidrot ar nespecifisko saistidanos, kas talak tika
apstiprinata radionuklidu saistiSanas eksperimentos.

LNCaP, PC3 un Hs68 stnu linijas tadgjadi tika izlemts ieklaut modelsistéma, kas
izmantojama talakajos eksperimentos ar PSMA ligandu konjugéto radionuklidu test€Sana, jo

sasniedza gaidamo rezultatu, kas sakrit ar literatiiras datiem. Saja konteksta modelsistéma ietver
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PSMA pozitivu véza Stnu Iiiju LNCaP (PSMA++), PSMA vaji pozitivu véza Siinu Iiniju PC3
(PSMA +/-), ka art PSMA negativu dermalo fibroblastu $tinu liniju Hs68 (PSMA-).

ICC protokols tika izmantots arf, lai raksturotu SSTR2 ekspresiju ¢etras dazadas $tinu Iinijas.
Divas vézas $tnu linijas pieder neiroendokrinajiem audz&jiem (NET) — AR42J reprezenté Zurku
aizkunga dziedzera vézi, kamér NCI-H69 — cilveka sik§inu plausu vézi. Stnu linija CorlL23
reprezent€ cilvéka plausu adenokarcinomu, kas ir epitelialas izcelsmes. Papildus $§im panelim tika
pievienota arT dermalo fibroblastu Iinija Hs68 (ka normalu stnu kontrole). legitie rezultati liecina,
ka visspecigak SSTR2 receptorus ekspresé Stinas Ar42J (8. attéls). Nedaudz zemaks signals tika
novérots NET véza $tnu Iinijai NCI-H69, kas arT péc literatiira pieejamas informacijas ekspresé
$0s receptorus. Savukart plausu epiteliala audzgja CorL23 $iinas ir novérojams neliels antivielas
signals. P&c iegiitajiem attéliem var spriest, ka Hs68 fibroblastu $tnu linija ekspresé SSTR2

receptorus, jo att€los ir redzams izteikts signals. Rezultati ir aplikojami 8. attela.

SSTR2 signals (Alexa Tikai sekundara
488) Kodoli krasoti ar DAPI Parklati atteli antiviela, parklati ateli

Ard2)

NCI H69

sanu liniju panelis SSTR2 ekspresija mérkétu radionuklidu analizém
Corl23

Hs68

8. Attels. NET stunu panelis. SSTR2 ekspresiju ataino AlexaFluor488 (zals), kodoli — DAPI (zils).
Figure 8. SSTR2 expresion in diferent cell lines. SSTR2 signal — AlexaFluor488 (green), nucleus —
DAPI (blue).



Eksperimentos iegiitie rezultati atbilst literattra pieejamajai informacijai; SSTR2 ekspresijas
novertésana pétijumos ir publicéti rezultati, kas parliecinosi parada SSTR2 ekspresiju AR42J un
NCI H69 stnu Inijas (Fottner et al., 2010).

Interesanti, ka Stinu Itnija Hs68 ir noverots izteikti specigs signals. Literatiira nav pieejamas
konkrétas informacijas, kas liecinatu, ka Hs68 Stnu Iinija ekspresé Sadus receptorus. Tomér
pétijumos, kur ir pétitas normalas adas $tinas, ir pieradits, ka dazadu tipu $adas $tinas tiek eskpreséti
visa veida SSTR veidi (Hagstromer, Emtestam, Stridsberg, & Talme, 2007). Hs68 Stinas tadgjadi
var kalpot izstradajamaja modelsistéma ka normalu $iinu pozitiva kontrole, kas lautu salidzinat uz
SSTR2 meérketu radionuklidu ietekmi SSTR2+ véZa $iinas un laundabigi netransformetas Stinas.

Visas analizétas Siinu linijas tika izveértétas ka atbilstoSas ieklauSanai modelsistéma, kas
izmantojama talakajos eksperimentos ar SSTR2 ligandu konjugéto radionuklidu testéSana. Lai arl
sinu Imijas AR42J un NCI-H69 abas ir SSTR2 pozitivas, tas talakajos p&tijumos varétu tik
izmantotas, balsoties uz to kultivéSanas Tpatnibam, jo NCI-H69 aug suspensijas veida, kamér
ARA42]J ir izteikti adherentas Stinas, un atseviskos testos tam varétu biit priekSrocibas (pieméram,
Stinu atmazgaSanai NCI-H69 gadijuma nepiecieSami papildus centrifugéSanas soli, kameér AR42J
gadijuma tas nav nepieciesams). Siinu Iinijas CorL23 un Hs68 dotaja modelsistéma var kalpot ka
attiecigi SSTR2-negativa véza §tinu kontrole un SSTR2-pozitiva normalu §tinu kontrole, kas lautu

salidzinat un izverteét SSTR2 mérketu radionuklidu ietekmes atSkiribas.

3.2. Radionuklidu saistiSanas kapacitates noteikSana

Lai validétu PV un NET in vitro modelsistému piemérotibu talakajam eksperimentalajam
darbam ar molekulari mérketiem radionuklidiem, Stinu linijas tika parbauditas saistiSanas reakcija,
kas ataino realu mérkligandu sp&ju saistities pie Stinam, ka arT lauj salidzinat saistito molekulu
proporciju starp dazadam Stnu Itnijam.

ULu-HA-DATATATE, Y7Lu-PSMA-I&T un %Ga-HA-DOTATATE, 'Ga-PSMA-1&T
tika sintezéti TEMA, A klases izolatora, ievérojot GMP apstaklus un izmantojot Scintomics GRP
automatisko sint€zes moduli. Kvalitates kontrolei izmantotas Eiropas Farmakopejas ieteiktas
metodes. Preparatu sintézi un kvalitates kontroli veica apmacits un sertificéts personals. Kvalitates

kontroles rezultati redzami 4.-7. pielikuma.
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SaistiSanas reakcija ar ®Ga radionuklidiem

Eksperimenta tika izmantotas sekojoSas §inu Iinijas: LNCaP (PSMA**), PC3 (PSMA™),
CorL23 (SSTR2), NCI-H69 (SSTR2"), Ar42) (SSTR2™). Hs68 dermalie fibroblasti, tika
izmantota ka normalo §tunu kontrole. Vienads daudzums $tinu (1 x 10°) tika sétas triplikatos
bezseruma vidé, un tam pievienoti radionuklidi ®®Ga-PSMA-I&T un %8Ga-HA-DOTATATE ar
kopgjo aktivitati 10 MBq attiecigi izveidotajiem PV un NET §tnu liniju paneliem (8. un 9. attls).
P&c 40 mintsu inkubacijas, Stinas tika tris mazgatas un $iinu suspencijai mérita radioaktivitate, kas
ataino saistijusos radionuklidu, kas grafikos (sk. zemak) izteikta ka CPM (counts per minute).

Rezultata tika apstiprinats, ka 8Ga-PSMA-I&T saistas ar LNCaP $iinam; ar normalu §iinu
kontroli — Hs68 radionuklids nesaistas, un PC3 $tinu Iinijai tika novérota neliela saistiSanas, kas
pilniba atbilst iegiitajiem imiincitokimijas datiem (7. attéls). Rezultati apkopoti 9. attéla. PC3 un
LNCaP sunu linijai talaka eksperimentala darba ietvaros tika parbaudita radionuklida specifiska

saistiSanas ar Sinam, lai izvertetu nespecifiskas saistiSanas fona signala apméru.
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9. attéls. %8Ga-PSMA-I&T saistisanas ar dazadam $tnu linijam. PC3 (PSMA*";n=3) un LNCaP
(PSMA**;n=3) - Prostatas v&za $unu linijas, Hs68- fibroblasti (n=2), ka normalu Stinu kontrole. Stabinu
augstums atbilst vid€jai vertibai no meérfjjumiem, nogriezni ataino standartnovirzi. CPM — counts per minute.

Figure 9. ®®Ga-PSMA-I&T binding data with diferent cell lines. PC3 (PSMA*"; n=3) and LNCaP
(PSMA™™; n=3) are metastatic prostate cancer cell lines, Hs68- non-malignant dermal fibroblast cell line(;
n=2). Whisker bars depict mean values from measurements, and standard deviation. CPM — counts per
minute.

Ka redzams 10. attela, saistiSanas reakcija ar ®Ga-HA-DOTATATE tika iegiiti sekojosi
rezultati: 8Ga-HA-DOTATATE saistas ar Ar42]J §linam un dalgja saistiSana tika novérota ar NCI-
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H69 stinu Iiniju un CorL23. Ar42J un NCI-HG69 tiek aprakstitas ka SSTR2 pozitivas un saistas ar
somatostatina ligandu analogiem konjugétiem radionuklidiem, bet par CorL23 $tnu liniju $adas
informacijas nav (Stelter et al., 2008). Musu eksperimenta Hs68 $inas saistisanas netika novérota,
kas neatbilst ICC rezultatiem (8. att€ls). Literattira nav pieejamas konkrétas informacijas, kas
liecinatu, ka Hs68 §tinu linija ekspresé $adus receptorus.Petijumos, kur ir pétitas normalas adas
Stinas, ir pieradits, ka dazadu tipu adas Stinas tiek eskpreséti visa pieci SSTR veidi (SSTR1-5)
(Hagstromer, Emtestam, Stridsberg, & Talme, 2007). Pastav iesp€ja, ka §1 sinu linijas ekspresé
kadu no Siem pieciem SSTR veidiem un ICC izmantota poliklonala antiviela nav saistijusies

konkr&ti ar SSTR2 tipu, bet gan kadu citu. ®Ga-DOTA-TATE rezultati apkopoti 10 attgla.
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10. Attels. 8Ga-HA-DOTA-TATE saisti$anas ar §iinu linijam. Hs68-fibroblasti; Ar42] (SSTR2*) -
zurkas aizkunga dziedzera véza $unu linija; NCI-H69 (SSTR2") — cilvéka plausu sikstnu vézis; CorL23
(SSTR2) — cilveka plausu lielstinu vézis. Stabinu augstums atbilst vidgjai vértibai no 3 mérijumiem,
nogriezni ataino standartnovirzi. CPM — counts per minute.

Figure 10. ®®Ga-DOTA-TATE binding with diferent cell lines. Hs68 (SSTR2)- nonmalignant
fibroblast cell line; Ar42J (SSTR2™*)- rat pancreas cancer cell line; NCI-H69 (SSTR2*)- human smalcell
lung carcinoma; CorL23 (SSTR2)- human large cell lung carcinoma. Whisker bars depict mean values

from 3 measurements, and standard deviation. CPM — counts per minute.

Saistisanas reakcija ar *'' Lu radionuklidiem
Saja eksperimenta tiks izmantotas atseviskas §tinu linijas (ne pilnie PV un NET &iinu liniju
paneli), kas pamatojas uz tehniskajiem ierobezojumiem (*’’Lu radionuklidu ierobeZoto daudzumu

un atbilsto$a daudzuma $tinu pieejamibu ierobeZota laika bridi, lai nodroSinatu replikatu skaitu).
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Eksperimentu sérija ar Y’Lu-PSMA-I&T un Y’Lu-HA-DOTATATE, preparats tika pievienots
$nam vienada aktivitate, abos gadijumos 10 MBq. Ar Y’Lu-PSMA-I&T tika parbaudita PSMA
saistiSanas PC3 un LNCaP $iinu linijas, rezultati apkopoti 11. attéla. Rezultati konkr&ti norada
LNCaP $inu saistisanos ar '/Lu-PSMA-I&T, kamér PC3 $tnu linijai §1 saistiSanas netika
novérota. PC3 zemais saistiSanas Iimenis atbilst nespecifiskas saistiSanas fona signalam, ka tas tika
apstiprinats eksperimenta ar klat pievienotu PSMA saistiSanas inhibitoru PMPA (sk. rezultatus

zemak apaks$nodala SaistiSanas reakcija specifiskuma izvértésana).
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11. Attels. Y"Lu-PSMA-I&T saisti§anas ar $iinu Iinijam. PC3 (PSMA*") un LNCaP (PSMA*") -
Prostatas véza $unu linijas, Hs68 — fibroblasti ka normalu $iinu kontrole. Stabinu augstums atbilst vidgjai
vertibai no 2 me&rijumiem, nogriezni ataino standartnovirzi. CPM — counts per minute.

Figure 11. Y"Lu-PSMA-I & T binding data with Cell Lines. PC3 (PSMA *") and LNCaP (PSMA *) -
Prostate cancer cell lines, Hs68- fibroblasts as normal cell control. Whisker bars depict mean values from

2 measurements, and standard deviation. CPM — counts per minute.

Radionuklida ""Lu-DOTATATE saisti§anas tika parbaudita AR42J un LNCaP $iinu Iinijas.
LNCaP stnas $aja eksperimenta tika izmantota ka negativa véza Stinu kontrole (literatiira dati par
SSTR2 ekspresiju CorL.23 $iinas netika atrasti). Stnu Iinija Ar42]J apstiprinajas gaidamais rezultats
un tika novérota parliecino$a preparata saistiSanas ar $linam, ka tas tika paradits arl *8Ga-HA-
DOTATATE gadijuma (10. un 12. attéls). Ta ka mes nesagaidijam SSTR2 ekspresiju LNCaP
$tnas, tika sagaidits, ka saistiSanas ar preparatu nenotiks. Sis uzstadfjums apstiprinajas un, ka

redzams 12. att€la, LNCaP §tnu linijai radionuklidu saistiSanas praktiski nav novérojama.
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12. Attels. Y"Lu-DOTATATE saistiSanas ar $tnu Imnijam. Ar42J (SSTR*™) un LNCaP (SSTRY) -
Prostatas véza $anu linijas, Hs68- fibroblasti, ka normalu $tinu kontrole. Stabinu augstums atbilst vidgjai
vertibai no 2 mérfjjumiem, nogriezni ataino standartnovirzi. CPM — counts per minute.

Figure 12. *"Lu-DOTATATE binding data with Cell Lines. PC3 (PSMA *") and LNCaP (PSMA *) -
Prostate cancer cell lines, Hs68- fibroblasts as normal cell control. Whisker bars depict mean values from
2 measurements, and standard deviation. CPM — counts per minute.

Saistisanas reakcija specifiskuma izvértésana

Lai parbauditu ®®Ga-PSMA I&T radionuklida specifisko saisti§anos ar membranas PSMA,
tika izmantots inhibitors 2-PMPA. 2-PMPA ir spécigs (IC50 ~ 1 nM) un selektivs inhibitors PSMA,
kas ir glutamata karboksipeptidaze II. Saja eksperimenta tika izmantotas divas prostatas véza §iinu
linijas — PC3 un LNCaP. Nespecifiskas saistisanas rezultati apkopoti 13. un 14. attgla.

14. attela ir redzama PC3 S$iinu Iinijas specifiska saistiSanas salidzinot ar nespecifisko
saistiSanos, rezultati ir izteikti procentuali. Péc iegiitajiem rezultatiem var spriest, ka PC3 §tinu
Iinija loti nespecifiski saista radionuklidu ®Ga-PSMA I&T. Sis §iinas 76% nespecifiski saista
radionuklidu un tikai 24% ir notikusi specifiska saistiSanas, kas saskan ari ar sakotng&ji ar
imiincitokimiju paradito salidzino$i zemo PSMA ekspresiju (8. attéls). Sie iegitie rezultati
papildina ieprieks€jos radionuklidu saistiSanas eksperimentos iegiitos rezultatus, respektivi, péc
iepriekS€jiem rezultatiem vargja secinat, ka PC3 $iinu Iinija saistas (lai ar1 salidzinosi zema [imen1)
ar radionuklidu. Tomér S§is eksperiments pieradija, ka ieprieks uzskaitita saistiSanas lielakoties ir

bijusi nespecifiska.
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13. Attels. Specifiskas un nespecifiskas radionuklida saistiSanas ar PC3 §tinu Iiniju. Specifiskas
saistiSanas noteikSanai tika pievienots PSMA inhibitors — 2-PMPA.

Figure 13. Specific and Non-Specific radionuclide binding to PC3 Cell Line. PMPA was added to
determine the specific binding.

Matias Eder (2012) ar kolégiem parbaudot véza stinu (PC3 un LNCaP) specifisko saistisanos
ar ®8Ga-PSMA un izmantojot 2-PMPA, ar kuru §iinas tika blokétas, secindja, ka PC3 §iinas uzrada
nespecifisko saistiSanos ar radionuklidu. Pret&ji rezultati tika iegtti ar LNCaP S$inu liniju;
Pievienojot LNCaP §tnam inhibitoru — 2-PMPA, vargja novérot nelielu nespecifisko saisti§anos
(Eder et al., 2012). Saja darba iegitie rezultati lidzinas literatiira atrodamajiem; LNCaP,
salidzinajuma ar PC3 $tnu liniju, uzradija tikai nelielu nespecifisko saistiSanos, kamér, 85% no

piesaistita radionuklida ir saistijies specifiski (skatit 14. att€lu).
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14. Attels. Specifiskas un nespecifiskas radionuklida saistiSanas ar LNCaP $tnu Iiniju. Specifiskas
saistiSanas noteikSanai tika pievienota inhibitors — PMPA.

Figure 14. Specific and Non-Specific radionuclide binding to LNCaP Cell Line. PMPA was added to
determine the specific binding.
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3.3. Biomolekularo profilu anlize

Eksperimenta tika izmantotas sekojoSas §inu Iinijas: LNCaP (PSMA**), PC3 (PSMA™),

izmantota ka normalu Stunu kontrole.

kontroles sinam ( pievienotu radionuklidu buferi).

CorL23(SSTR27), NCI-H69 (SSTR2'), AR42) (SSTR2**). Hs68 — dermalie fibroblasti tika

Biomolekularo profilu analize salidzinot Sinas ar pievienotu %Ga-PSMA-I&T vai negativas

Stnam (1 x 10°) tika pievienots vai nu radionuklidu sintézes buferis (negativa kontrole) vai

spektri ir atrodami 6. pielikuma.

8Ga-PSMA-I&T vienada aktivitaté visas bedrités 10 MBg. Siinas 24 h péc radionuklida
pievienosanas tika mazgatas un strauji sasaldétas $kidraja slapekli. ®®Ga-PSMA-I&T un kontroles
FTIS rezultati apkopoti 8. tabula. FTIS reprezentativs LNCaP $tinu spektrs ar pievienotu ®Ga-
PSMA-I&T un kontroles Sinam bez pievienota radionuklida redzams 16. att€la. PC3 un Hs68 FTIS

8. Tabula. Biomolekularais sadalijums dazadas $tnu Iinijas.

Table 8. Biomolecular profile changes in different cell lines.

Oglhidrati, %ss NS, % ss Proteini, % sS Lipidi, % ss

68 G 15,099 6,6011 53.105 15,195

S a-
PSMA 12T 11,959 7.4656 54573 16,002
15568 65554 53794 14,082
68 Kontrol 14,258 78434 55123 12.776
Soo Kontrole 1458 81189 51036 16,266
LNCaP ®Ga- 6.4493 10,994 57 595 14.961
PSMA 1&T 6,5313 11,441 57,500 14,519
59901 11,659 58.023 14,328
Il-o'\r‘]fr%ﬂ’e 6.492 11,067 57,977 14 463
7.2369 11,216 58,007 13,45
10,086 96217 59 306 10,986

68 _ ] ] ) ]

Eg,\s,l N &TGa 9.6986 9.7981 60,394 10,11
82825 10,529 59,085 12,104
8,0872 10,445 60,122 11,345
PC3 Kontrole 88131 10,646 60,082 10,459
87488 10,235 60079 10,938
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15. Attels. FTIS LNCaP stnu linijas spektra likne. Ar sarkanu likni apziméta LNCaP $tinu linija ar
68Ga-PSMA-I&T; Ar zilu likni apzim&ta LNCaP kontroles $tinu Itnija.
Figure 15. FTIR LNCaP cell line spectra. Red line — LNCaP cell line with 68Ga-PSMA-I&T; Blue

line LNCaP cell line, control.

Neviena no §iinu ITnijam péc ietekmes ar 3 Ga-PSMA-I1& Tnetika novérotas biitiskas vizualas
spektra izmainas, salidzinajuma ar kontroles §tinam (15. att.), ko apstiprinaja arT ieglitic mérjjumu
skaitliskie dati (8. tabula). Sads rezultats liekina, ka ®®Ga-PSMA neizraisa fundimentalas
biomolekulara sastava izmainas $tnas. Ta ka audz&ju diagnostika ir svarigi noteikt konkrétu
audzgju atraSanas vietu, neierosinot tajos nezinamas parmainas, tad Sis radionuklids ir tam pilniba
piemérots. 8. tabula vérojamas nelielas izmainas var€tu bit saistitas ar paraugu sagatavoSanu
mérjjumiem. Preciziem mérjjumiem nepiecieSama augsta parauga homogenitate uznesot to uz
mikroplates, vienmerigi ZaveéSanas apstakli visiem paraugiem, ka arT meérjjumu var ietekmét $iinu

daudzuma izmainas parauga.

Biomolekularo profilu analize salidzinot Siinas ar pievienotu *''Lu-PSMA-I&T vai negativas
kontroles sinam ( pievienotu radionuklidu buferi).
Stinam (1 x 10°) tika pievienots vai nu radionuklidu sintézes buferis (negativa kontrole) vai

7L u-PSMA-I&T vienada aktivitaté visas bedrités 10 MBq. Siinas 24 h péc radionuklida
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pievienosanas tika mazgatas un strauji sasaldétas skidraja slapekli. *’’Lu -PSMA-1&T un kontroles
FTIS rezultati apkopoti 9. tabula. FTIS reprezentativs LNCaP $iinu spektrs ar pievienotu %Ga-
PSMA-I&T un kontroles §tinam bez pievienota radionuklida redzams 17. attéla. PC3 un Hs68 FTIS
spektri ir atrodami 7. pielikuma.

9. Tabula. Biomolekularais sadalijums dazadas §tinu 1inijas.

Table 9. Biomolecular profile changes in different cell lines.

Oglhidrati, % s s NS, % ss Proteini % ss Lipidi % ss

1152 7.62 4386 27.00

Hs68 kontrole 12,69 6.81 41,18 2931
TR

Hs68 *Lu-PSMA 11,55 11,27 50,27 16,91
I&T

8,77 10,53 54,75 15,94

LNCaF kontrole 9.83 10,44 54,13 15,61

LNCaP 'Lu-PSMA 12,16 11,04 47 .99 18,81

I&T 9.99 13,01 47 44 19,57

7.90 10,74 55 69 15,68

PC3 kontrole 7.91 10,86 5521 15,95

6.95 10,93 56,67 15.46

758 11,47 5832 12.64

177 1. ) ' ; )
PC3 I'QJTPSMA 8.85 1076 57 81 12.58
731 11,06 59.10 12,53
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16. Attels. FTIS LNCaP sunu linijas spektra likne. Ar zilu likni apziméta LNCaP §tnu linija ar
7L u-PSMA-I&T; Ar sarkanu Iikni apzimé&ta LNCaP kontroles $tinu Itnija.
Figure 16. FTIR LNCaP cell line spectra. Blue line — LNCaP cell line with *"’Lu-PSMA-I&T; Red
line - LNCaP cell line, control.

Péc iegiitajiem rezultatiem redzams, ka LNCaP S§tinu linijai, paraugam ar pievienotu
aktivitati, salidzinajuma ar kontroli ir ievérojami palielinats kopgjais lipidu daudzums S§iinas,
pieaugums no ~15,8% uz ~19,2%. Savukart PC3 $tinas 48h péc radionuklida pievienosanas lipidu
kopegjais daudzums ir samazinajies no ~15,7% uz ~12,5%. Vel krasakas lipidu sastava izmainas
redzamas Hs68 $iinas, tam pievienojot /Lu-PSMA-I&T, lipidu daudzums no ~28% 48 stundu
laika samazinas lidz 16,9%. AtSkirigas izmainas lipidu daudzuma, pieaugumu LNCaP $iinas un
samazinajumu PC3 un Hs68 §iinas varétu skaidrot ar to, ka "’Lu-PSMA-I&T tiesi saistas ar
LNCaP stunam, savukart pie PC3 un Hs68 §iinam tas nepiesaistas un ir brivi peldoss Stinu barotng.
Sie rezultati korele ar ¥Ga-PSMA-I&T saistisanas eksperimenta rezultatiem, kur tika noverots, ka
8Ga-PSMA-I&T specifiski saistas ar LNCaP §iindm savukart ar PC3 un Hs68 §iinam novérojama
tikai neliela nespecifiska saistiSanas.

Sis izveidotas modelsistémas turpmakos pétijumos varétu veidot 3D kultiiras, vairaku §tinu
kultoras (Cocultures) vai integrét in vivo modelsistémas. Piem&ram, §tinu liniju Ar42J turpmakos
pétijumos varétu izmantot in vivo zurku modelos, jo ta ir zurkas aizkunga dziedzera véza Stnu
Iinija un $ada modelsistéma tiek biezi izmantota.
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SECINAJUMI

1. Ar imiincitokmijas metodi parbaudot SSTR2 un PSMA ekspresiju modelsisttmam
izveletajas Siinu I1nijas, tika secinats, ka SSTR2 ir parliecinosi ekspreséts neiroendokrino audz&ju
sunas AR42J un NCI-H69, un PSMA — LNCaP $iinas, kas tadgjadi neiroendokrina un prostatas
véza modelsistémas var kalpot ka pozitiva kontrole.

2. Parbaudot PSMA un SSTR2 ekspresiju attiecigi PC3 un CorL23 véza Siinas, tika
noverots vajs receptoru ekspresijas signals, kas $1s Stinas padara par piem&rotam to izmantoSanai
talakos pétijumos ka negativo véza stunu kontroli.

3. Adas dermalajos fibroblastos Hs68 tika konstatéta vaja PSMA ekspresija un speciga
SSTR2 ekspresija, tom& SSTR2 ekspresija netika validéta radionuklidu saistiSanas reakcija, kas
lauj domat, ka iegiitie imiincitokimijas rezultati saistami ar iesp&jamu poliklonalas antivielas
nespecifisku saistiSanos pie citiem SSTR tipiem $ajas $unas, un Hs68 tadgjadi modelsistema var
kalpot ka negativa normalo $tinu kontrole.

4. Izvéletajas $tinu ITnijas test&jot diagnostisko (*®Ga saturoso) un terapeitisko (}'’Lu
saturo$o) radionuklidu sp&ju saistities pie PSMA un SSTR2, tika validéti So receptoru ekspresijas
dati un pieradtta radionuklidu specifiska saistiSanas.

5. Izmantojot prostatas véza in vitro modelsistému (LNCaP, PC3 un Hs68 $tinas) un
FTIS metodi, tika paradits, ka diagnostiska preparata °8Ga-PSMA-I&T klatbiitne 24h garuma
neietekmé §tinu makromolekularo sastavu, neatkarigi no PSMA receptoru ekspresijas.

6. Analizgjot terapeitiska radionuklida "’Lu-PSMA-I&T klatbiitnes ietekmi 24h
garuma prostatas véza $iinas, tika noverota tendence induceét lipidu sintézi PSMA-pozitivas $iinas,
bet ne PSMA-negativajas $tinas.

7. Radionuklida '"’Lu-PSMA-I&T klatbiitne ir spéjiga ietekm&t blakus eso$as
normalas stromalas Siinas (fibroblastus), kam netiek noverota specifiska saistiSanas ar So preparatu.

8. Izstradatas in vitro prostatas un neiroendokrino audz€ju modelsist€mas ir

piemeérotas izmantoSanai talakajos uz PSMA un SSTR2 meérketu radionuklidu pétijumos.
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PATEICIBAS

Izsaku lielu pateicibu darba vaditajiem Zanei Kalninai un Karlim Svirkstam, par sniegto
palidzibu, metozu apmacisanu, sniegtajiem ieteikumiem, padomiem bakalaura darba tapSanas laika
un doto iesp&ju izstradat So bakalaura darbu Latvijas biomedicinas p&tijumu un studiju centra,
Latvijas universitates mikrobiologijas un biotehnologijas institiita un SIA kodolmedicinas klinikas,
radiofarmacijas laboratorija. Lielu palies izsaku Ramonai Petrovskai par konsultacijam S$tnu
kultiv€Sanas jautajumos, Zanei Simsonei, par konsultacijam paraugu mikroskopésanas jautajumos.
Livai Mazkalninai par darba izmantoto radiofarmaceitisko preperatu sintézi, Tomam Kusinam par
ieteikumiem radiacijas droSibas joma un Andrejam Grinbergam, par konsultacijam un padomiem
pétijuma metozu izstrade. Pateicos Guntai Kizanei par iesp&ju izstradat bakalaura darbu Latvijas
Universitates fonda SIA «Mikrotikls» ziedojuma projekta: “Inovativu metoZu attistiSana un
ievieSana kliniskaja prakse laundabigo audzgju diagnostikai un terapijai, izmantojot Latvija razotus

molekulari mérkétus radionuklidus” ietvaros.
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Personalized medicine: method of in vitro determination of receptor binding for Lu-177 radio-pharmaceuticals therapy
efficacy estimation
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Abstract:

Introduction Lul77-PSMA and LU177-DOTA-TATE are currently used for treating mPC and mNET when other therapeutic
approaches fail. However, there is interindividual heterogeneity even of a specific cancer type, .9, among patients with mPC, 5-
10% there is no profound PSMA expression on metastatic cancer cells. The aim is to develop a simple, sensitive and accurate in
vitro test system that is based on the determination of receptor binding affinity of synthesized radionuclides to be used for
functional quality control and further as the reference for accurate prediction of the targeted radionuclide binding potential to
individual patients' cancer cells. Materials and methods Lul177-DOTA-TATE, Lul77-PSMA-617 were synthesized. For quality control,
methods suggested by European Pharmaccpeia have been used. The test system was based on the usage of stable cancer cell
lines: mPC PC3(PSMA+/-) and LNCaP(PSMA+), NCI-HE69(SSTR2+) and CorL23(SSTR2-) were seeded in triplicates in 6-well plates,
Radioactive labelling of cells was done in serum-free medium adding 0.5-5MBgq. Cells were incubated in standard conditions for
1h at 37°C, medium was withdrawn, and cells washed with PBS. Cells were collected by centrifugation or lysing, samples were
measured in gamma spectrometer. The level of the specific receptor expression on cancer cells was visualised by
immunocytochemistry using mouse monoclonal antibody against human PSMA and SSTR2 and visualised by anti-mouse-Cy5-
labelled secondary antibody. Results were assessed by fluorescence microscopy. Results Quantitative and qualitative assessment
of RP receptor binding reaction dynamics was performed. By differentiating activity fractions (bound/unbound) and observing
changes in value dependant on added RP amount and type of cells, various parameters were obtained: (i)confirmation of
receptor expression, in regard to respective RP; (iidreceptor binding constant Kd via Wolf plot; (iiipractically achievable
maximum saturation value of cell surface receptors and lowest plateau of detectable added radionuclide activity; (iv)unspecific
binding values; (v)absolute deviation for measured values. For the specific receptor-negative cell lines, activity measurements
yielded values less than 300Bq while for cell lines positive for specific receptors it was up to a maximum of ~15kBq. Conclusions
Study shows that in vitro test can be used for the express quality control of the synthesized Lul77-RPs, the results are
comparable with the receptor expression levels in corresponding cell lines determined by immunocytechemistry. By using Lul77-
RPs, it is possible to qualitatively and quantitatively assess the binding capacity cn live cells. Further elaboration of this
methodology would enable the prediction of the efficacy of the molecularly targeted radionuclide diagnostics and therapy in
individual patients.
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In the modern radio-oncology, proper diagnostics and control of metastatic prostate cancer (mPC)
and neuroendocrine tumour (MNET) cannot be imagined without Ga®®-PSMA and Ga®®-DOTA-TATE
radionuclide-guided PET/CT. In the world’s leading clinics Lu!’’-PSMA and Lu!’’-DOTA-TATE - the
theranostic counterparts of the abovementioned radiopharmaceuticals (RP) — are currently used for treating
mPC and mMNET when other therapeutic approaches fail. Such therapy is capable of substantially improving
the patients’ quality of life and overall lifespan. This theranostic approach represents a substantial step
towards personalized targeted diagnostics and therapy.

In Latvia, in-house RP synthesis protocols in GMP conditions have been introduced recently
following the best European practice standards and are made available for their use in clinical oncology. In
this study, we aimed to develop a simple, sensitive and accurate in vitro test system based on cancer cell
lines that could be used as a fast internal biological quality control for the synthesized RP binding capacity
as well as for the studying the abovementioned RP-induced physiological effects in cancer cells. The test
system was based on stable cancer cell lines: PC3 (PSMA*"), LNCaP (PSMA*), NCI-H69 (SSTR2%),
AR42] (SSTR2%), CorL23 (SSTR2"); human dermal fibroblast cell line Hs68 was used as non-malignant
control. The cell lines were evaluated for the target receptor PSMA and SSTR2 expression levels by
immunocytochemistry and fluorescence microscopy and used for RP binding assays in following
experiments. Moreover, the RP treatment-induced biomolecular profile changes in the cell lines were
evaluated by FTIR spectroscopy.

As a result, we have approbated an in vitro test system suitable for the express quality control of the
synthesized RPs for their binding to PSMA and SSTR2 receptors and the binding assay results are
comparable with the receptor expression levels in corresponding cell lines. By using Lu*”’-RPs, it is possible
to qualitatively and quantitatively assess the binding capacity on live cells. It was demonstrated that RP
treatment of cancer cells expressing the target receptors, but not cells with low or no receptor expression, is
followed by carbohydrate content increase — a finding to be further researched. Further elaboration of the
developed in vitro test system and protocols is planned to enable the prediction of the efficacy of RP binding
in individual patient-derived biopsy material.
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Ref No : 78

Abstract Language : English
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Presentation Type : Poster Presentation
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FTIR spectroscopy techniques, methods and data analyses have become widely available, easier
to use, and more convenient for studies of various bio-samples and cell metabolic response to
the growth environment. In our previous studies, FTIR spectroscopy quantitative analysis was
used to evaluate the breast cancer cell response to gold nanoclusters [1] and hypoxia induced
effects in human colorectal cancer cell lines. The aim of this study was to estimate the lung and
prostate cancer cell response to hypoxia and molecularly targeted Ga68 radionuclides used in
radio-oncology. Lung cancer cell lines NCI-H69, COR-L23, prostate cancer cell line PC3, and
primary prostate cancer culture NFI-56 were seeded in serum-free medium in density 1x10°
cells per well in triplicates in 6-well plates and incubated as 3D cell cultures for 48 h under
normoxic or hypoxic (5% COz, 1% O2and 94% N>) conditions. Ga68-PSMA and Ga68-DOTA-
TATE radionuclides were synthesized in TEMA isolators class A zone (Scintomics Ltd): added
at the activity of 3 MBq to 1x10° cells and incubated for 48 h at 37°C in normoxic conditions.
FTIR spectra of ~200°000 cells were recorded with HTS-XT microplate reader (Bruker,
Germany) in the frequency range of 4000-600 cm ™', with the spectral resolution of 4 cm™' and
64 scans. Quantitative analysis of cell macromolecular composition was carried out as in [2].
As characteristic absorption bands were used 1080 cm™' for carbohydrates, 1250 cm™ for
nucleic acids, 1550 cm™' for proteins and 2930 cm™" for lipids.

The results of FTIR spectroscopy quantitative analyses showed initial differences in the
biochemical composition of both prostate cancer cell lines as well as among both lung cancer
cell lines incubated either under normoxic or hypoxic conditions. Particularly the lipid content
lung cancer cell line NCI-H69 grown under normoxic environment was lower than in cells
grown under hypoxic environment (10.85 and 13.29% of dry weight (dw) correspondingly).
The lipid content in prostate cancer cell line PC3 and NFI-56 was higher than in lung cancer
cells incubated under normoxic or hypoxic conditions — 15-17% dw and 11-13% dw
correspondingly. Data on metabolic responses of lung and prostate cancer cells to Ga68
radionuclides will be presented. These in vitro studies of cancer cells revealed FTIR
spectroscopy as a valuable method to elucidate the cell metabolic answers to external factors.
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Radiofarmaceitisku preperatu kvalitates kontroles rezultatu paraugs, Planslana hromatografijas
(TLC) metode
Example of Quality Control Results for Radiopharmaceuticals, Thin Layer Chromatography (TLC)
Method
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Radiofarmaceitisku preperatu kvalitates kontroles rezultatu paraugs, Augstas efektivitates skidruma

hromatografijas (HPLC) metode.
Example of Quality Control Results for Radiopharmaceuticals, High Performance Liquid

Chromatography (HPLC) Method.
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Radiofarmaceitisku preperatu kvalitates kontroles rezultatu paraugs, Gamma
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Example of Quality Control Results for Radiopharmaceuticals, Gamma Spectrometry Method.
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Radiofarmaceitisku preperatu kvalitates kontroles rezultatu paraugs, Gamma spektrometrijas metode.

Example of Quality Control Results for Radiopharmaceuticals, Gamma Spectrometry Method.
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likni apziméta kontroles $tinu lmija. A att€ls- PC3 §tinu Itnijas FTIS spektrs; B — Hs68 §tinu linijas spektrs.
FTIR cell line spectra. Red line — cell line with *"’Lu-PSMA-I&T; Blue line - cell line, control. A -

FTIS spectrum of PC3 cell line; B - Hs68 cell line spectrum.
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