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Cil prace

A. Stanoveni radiochemické ¢&istoty *’™Tc-MDP ptipraveného z kitu
v dasovém rozmezi 15 minut az 48 hodin po pfipravé radiofarmaka :
1. U komeréné& doddavaného kitu firmy Lacomed s.r.o.
2. U kitu ptipraveného na oddéleni nuklearni mediciny FN v Hradci
Kralové
3. U komeréné dodavaného kitu firmy Lacomed s.r.o., u né&jz byla
mnohonasobné piekroéena doba expirace
4. U komeréné& dodavaného kitu firmy Lacomed s.r.o. uchovavaného

za nestandartnich podminek (6 dni pki teploté 50°C)

B. Stanoveni vazebnosti °*°™Tc¢-MDP na plasmatické bilkoviny a
p Yy

distribuce do krevnich bunék z hlediska mezidruhového srovnani




A. STANOVENI RADIOCHEMICKE
CISTOTY ’™Tc¢-MDP



1. TEORETICKA CAST



1.1. Nuklearni diagnostika

Nuklearni medicina vznikla jako jeden z nejmlad3ich lékaiskych
obord,, jehoz ukolem je vyuZiti otevienych radioaktivnich zafi¢d
v diagnostice, terapii a v 1ékafském vyzkumu.(1)

Pro pouziti in vivo lze pouZivat jen t&€ch radioaktivnich latek,
ktera spliiuji v8echna kritéria farmaka dle lékopisu — hovofime pak o
radioaktivnich farmacich. Musi vyhovovat vSem Kkontrolnim testim
jako b&zné léky, aby mohla byt bezpe¢né podéna lidem. Obvykle v3ak
nemaji Zadny farmakologicky G&inek, nevykazuji Zadny vztah mezi
farmakologickou davkou a u¢inkem a tim se liSi od bé&Znych Iékd. Z
hlediska 0U&elu pouziti délime radiofarmaka na radiodiagnostika a
radioterapeutika. Vice nez 95% radiofarmak sltouZi pro diagnostické
ucely.(2)

Nuklearni diagnostika jsou jak samotné radionuklidy, tak i
znadené sloudeniny, upravené do pfisluiné lékové formy, které se
aplikuji do organismu za ulelem ziskdni diagnostické informace.(3)
P#i navrhu nového farmaka je nejprve vybrana vhodna latka na zaklad¢
své farmakokinetiky. Musi se bud pfednostné hromadit v daném
organu nebo se musi Gcastnit pfisluiné fyziologické funkce. Potom je
na takto vybranou latku navéizan vhodny radionuklid. Po podani
vzniklého diagnostika ¢lovéku je radioaktivni zafeni z n¢ho emitované
registrovano detektorem umisténym vn& pacientova t&la. Podana
radioaktivita musi byt dostateén& vysokda pro ziskani dobrych vysledkun
a jejich spravnou interpretaci a dostate¢n& nizka vzhledem
k minimalizaci absorbované davky pro pacienta. V diagnostice proto
musime upfednostnit ¢&isté gama zafi¢e s kratkym fyzikalnim
pologasem, vyvolavajici podstatné mensi ionizaci neZ napf. zafife beta
uzivané v radioterapii. V men3i mife se pak pouzivad pozitronovych
zAaFich.(2)

Radionuklidové zobrazovani je tedy zaloZeno na schopnosti

detekovat zevné umisténym detektorem elektromagnetické zafeni

vychazejici z radionuklidu podaného do t&la a akumulovaného




v pfislusném organu. Jako zobrazovaci zafizeni se pouZiva scintila¢ni
kamera nebo gamakamera, kterda nam poskytuje planarni obraz.
K ziskani prostorového obrazu byla vyvinuta tomograficka zafizeni.
Podle pouZitého radionuklidu rozlifujeme dva druhy emisni
tomografie: PET ( pozitronova emisni tomografie ) a SPECT
( jednofotonovd emisni tomografie ), kterd je v dneSni dobé&
nejuzivanéj$i zobrazovaci metodou v nuklearni medicing.

Dulezitou vyhodou nuklearni mediciny jako diagnostické metody
je zejména neinvazivni charakter, ktery umoZiiuje pouZiti rovnéz

v pediatrii a pfi sledovani zdravotniho stavu pacienta a hodnoceni

terapie mnoha onemocnéni. (2)
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1.2. Technecium - °™T¢

V nuklearni medicing patii k nejpouzivanéj$im radionuklidum
mT¢e.  Tento radionuklid méa idedlni fyzikalni vlastnosti pro
diagnostiku in vivo — je to &isty gama zafi¢ s energii 140 keV, ktera je
optimalni pro detekci modernimi gamakamerami a s fyzikélnim
pelotasem pouhych 6 hodin. Z tohoto divodu mlZeme pacientim
aplikovat radioaktivitu stovek megabecquereld (MBq), coZ nam
umozni ziskat obrazy vyborné kvality pfi udrZieni nizké absorbované
davky pro pacienta. **™Tc¢ je snadno dostupné ve sterilni, apyrogenni a
beznosiéové form& z molybden — techneciovych generatori.

Radionuklidovy generator je tvofen sklenénou chromatografickou
kolonou umist&énou v olovéném stinicim valci. Kolona je naplnéna
adsorpinim materidlem, na ktery je v&zdn mateisky radionuklid
(*’Mo), ten se samovolné pfemé&fiuje na dcefinny (**™Tc). Vzhledem
k tomu, Ze dcefinny prvek ma odlisné chemické vlastnosti, miZe byt
z kolony vymyt (eluovan) vhodnym ¢&inidlem - obvykle fyziologickym
roztokem. Po vymyti dochizi k nové produkci dcefinného
radionuklidu, ktery muZe byt opakované vymyvan. Mo - ""T¢
generator je moZno takto pouzivat tyden az 10 dni. ?*mTe je eluovano
fyziologickym roztokem ve formé technecistanu sodného (Na’’™TcO,).
Eluat nesmi obsahovat matefsky radionuklid ani adsorpéni material a
musi byt sterilni a nepyrogenni. Princip generdtoru je zndzornén na
obr.1.

#9mTe ve form& technecistanu je malo reaktivni a pouhym
pfidanim neni mozZno oznadit Zadnou sloueninu. Pro zvySeni
reaktivity je nutno PmTe nejprve redukovat do niziich oxidaénich
stupfii. Rutinné nejpouZivanéj$i chemickou latkou pro redukei 29mTe
jsou cinaté ionty, nejéastéji ve formé& chloridu. V soucasné dobé& jsou
pro vyrobu °’™Tc¢ zna&enych radiofarmak b&Zn& na trhu dostupné
hromadn& vyrab&né neradioaktivni soupravy — kity. Ty jsou
piipravovany ze sloudeniny, kterA ma byt oznacena a cinatych iontd

v pfisludné formé& a mnoZstvi. Acidita je upravena a rovnéZz jsou



T

pfitomny konzervaéni a sterilizatni latky. Takto vznikly roztok je
lyofilizovan (vysu$en mraZenim) a lahvi¢ka soupravy je vyplné€na
sterilnim dusikem, aby se zabranilo oxidaci cinatych ionti vzdudnym
kyslikem. Kity maji dlouhou expiraéni dobu, mohou byt tedy
skladovany a pouzity k vyrobé radiofarmaka v dobé& jeho bezprostiedni
potteby. Znaleni mTe je pak moZno provést pouhym piidanim
technecistanu sodného.

Pouziti radionuklidovych generdtora a komeréné dostupnych kitl
vyznamn& usnadnilo vyrobu radiofarmak pfimo na oddg&lenich

nuklearni mediciny. (2)

Eluéni &inidlo
Valuovana lahviéka
— E|uit

Olovéne stinéni

Adsorbovany matefsky
radienuklid

MNosié

Kolona

Obr.1: Schéma radionuklidového generatoru
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1.3. 2°™T¢-methylendifosfonat (MDP)

Komplex **™Tc-MDP byl navrien jako kostni diagnostikum v roce
1973.(4) Roz§ifil tak fadu do té doby pouZivanych komplexi technecia
s polyfosfaty a 1-hydroxyetyliden difosfonatem (HEDP). Nasledné
srovnavaci studie v3ak jiz tehdy prokdzaly vyznamné vyhody pfi
pouZiti nové liatky. °°™Tc-MDP komplex poskytuje zobrazeni ve
vyborné kvalité jiZ do dvou hodin po aplikaci ( 4 hodiny u ostatnich }
a renalni exkrece probiha rovnéz znaéné rychleji.(5) Tyto poznatky
pfeduréily nové radiofarmakum pro daldi vyuziti v nuklearni
diagnostice.

Dnes je PmTc-MDP  b&zn& pouzivanym diagnostikem uréenym
k oznateni oblasti se zménénou osteogenezi. Uplatiiuje se pfi
zobrazeni zlomenin, osteomyelitidy, reumatoidni artritidy, kostnich
nadort nebo kostnich metastaz nékterych primarnich nadord jako jsou
karcinom prsu, plic, prostaty apod. (6) Z ¢etnych studii mechanismu
vychytavani difosfonatovych komplexii v kostech se obecné
piedpoklada, Ze se °’™Tc-MDP kumuluje na mistech aktivniho
kostniho metabolismu. Kanishi ve své praci odhaluje moZnost dvojiho
mechanismu kumulace °°™T¢c-MDP v kosti — adsorpce na povrch
hydroxyapatitu a pifimé zaclenéni do  krystalické struktury
hydroxyapatitu. Nasledné pak vyluduje vazbu na organickou &ast kosti
( kolagen, buiiky ). (7) Mikrokrystaly hydroxyapatitu jsou priméarné
tvofeny z kalcium fosfatu a v malém rozsahu z karbonatu a hydroxidu,
maji obrovsky povrch a umoZiiuji tak neobyéejné snadnou vyménu
svych slozek za sloZky vyskytujici se v tkaflovych tekutinidch. Pfeména
podilu této c&asti kostni tkané je tedy povaZovana pfi posuzovani
metabolickych pfemén za rozhodujici. Zmény souvisi hlavné
s pohybem a metabolismem kalcia.(8) A pravé afinita difosfonata
k pevaym kalciovym loZiskim umoZiiuje diagnostické vyuziti
**mT¢-MDP. Zobrazeni struktury MDP nam usnadiiuje pochopeni
tohoto mechanismu. Plo$né W molekuly se jevi kolmo na rovinu

papiru ( O2-P1-C-P2-04 ) s potencialné koordinaénimi kysliky O1 a

11

_



06 na jedné stran&€ W-roviny a O3 a OS5 na druhé strané. (obr.2)
Koordinace jedné molekuly MDP s dvéma centralnimi atomy technecia
je ukdzano na obr.3. Koordinace jednoho Tc se dvéma molekulami
MDP pak zanechava dvé& potencialni mista pro kalcium hydroxyapatitu
ke koordinaci s O3" a O5" na jednom MDP a Ol a 06 na dalsim MDP
— obr.4. (9)

Obr.2: Struktura methylendifosfonatu
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Obr.3: Strukturdlni vzorec — koordinace dvou atomu Tc¢ s jednou
molekulou MDP

Obr.4: Strukturalni vzorec — koordinace jednoho atomu Tc se dvéma
molekulami MDP
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#*MT¢-MDP se muZe kumulovat i na mnoha mistech mimo kostni
tkain vlivem ruznych benignich a malignich zmén.(10) Norméalné se
distribuuje do mékkych tkani pouze 2-10% °°™Tc-MDP v zéavislosti na
hydrataci a rendlni funkci. U patologickych stavli provéazenych
hyperémii ( napf. zanét ) a zménou kapilarni permeability miZe priunik
do mékkych tkani stoupat. Jisty vliv na zmé&nu distribuce radiofarmaka
byl pozorovdn 1 se zvySenim hladiny fosfatd v tkanich.(11)
Mimokostni pfitomnost kalcia pak samoziejmé vede ke zvySené vazbé
MDP, coZ je ¢&asto evidentni mnohem diive neZ lze tato mista
detekovat na beéZnych piistrojich. Bé&Zné¢ miZeme tedy poditat
s kumulaci MDP v mistech infekce mékkych tkani, v mistech po
piedeslém chirurgickém zadkroku (jizva), traumatu, po uUporném
svalovém cviCeni (svalové hematomy), u vé&t§ich svalovych nekréz
(rhabdomyolyza), ischémii, popélenin.... Nisledné pak mlZeme
odhalit rGzné organové zmény jako srdeéni nebo mozkové infarkty,
Zilni trombézy, ledvinové zanéty nebo kameny a nékteré primaéarni
nadory nebo metastdzy. (10) Tato zjisténi vedou samoziejmé k dal§im
moznostem vyuziti °°™Tc-MDP v klinickém hodnoceni stavu pacienta.

Vyvoj v oblasti radiofarmak neustadle probiha, mame k dispozici
mnoZstvi srovnavacich studii mezi **™Tc¢c-MDP a daldimi latkami
z hlediska hodnoceni jejich vyuZiti p¥i diagndéze daného patologického
stavu. Pro pfiklad mbGZeme uvést S’9""I‘c-citré1t, u kterého se
pfedpoklada odlisnd lokalizace v kosti pravdépodobné v organické
matrix.(12) Nebo *’"Tc¢-ABP (alendronat), ktery se jevi byti dokonce
lepS§im kostnim diagnostikem.(13) oM MIBI (methoxyizobutyl-
izonitril) se zda uzZiteény v hodnoceni nékterych muskuloskeletarnich
nadori.(14) Z pozitronovych zafiéa muaze konkurovat '|F ve formé
fluoridu.(15) Rozvoj radioimunoanalyzy pak vede k vyvoji novych
tumorovych markerd jako je napf. CA 15-3 (cancer antigen), ktery
pomoci jednoduché metody odhaluje pEitomnost metastdz u Zen
s karcinomem prsu.(16) S ohledem na tyto védecké pokroky vsak
mizeme fici, e °™T¢-MDP ma v moderni diagnostice stdle 3Ziroké

uplatnéni v kazdodenni praxi.
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1.4. Radiochemicka Cistota

Jelikoz jsou radiofarmaka pfipravky uréené k podani ¢&lovéku,
musi splitovat pozadavky fady piisnych kontrolnich testi. Pouzivaji se
veSkeré kontrolni testy jako u neradioaktivnich léki — chemické a
fyzikalné¢ chemické metody (stanoveni chemické <&istoty apod.) a
biologické zkoudky (sterilita, pyrogenni latky). Navic je nutno provést
méfeni radioaktivity, radionuklidové a radiochemické <¢Cistoty.
Zavedeni kitd a uzivani kratkodobych radionuklidd vyZaduje
provadéni testi kontroly kvality pfimo na pracovisdti nukledrni
mediciny dfive, neZ je moZné povolit jejich podani pacientim. (2,17)

Radiochemicka c¢istota je jednim z duleZitych parametru kvality
radiofarmak. Je definovana jako cast celkové radioaktivity obsaZena
v pfipravku v poZadované chemické form& a je vyjadiena
v procentech. Radiochemické nelistoty vznikaji u radiofarmak jako
dasledek zmén (rozkladu) pozadované chemické formy napi.
pusobenim rozpoustédla, teploty, svétla nebo radiolyzou popf. dochazi
k vazb& radionuklidu na chemické nedistoty v pfipravku. Pfitomnost
radiochemickych neéistot v radiofarmaku mé& za néasledek zkresleni
scintigrafickych obrazi v diasledku nizké akumulace v cilovém orgéanu
a vysoké akumulace v okolnich tkédnich. V disledku zmény
biodistribuce se navic miZe nepfiméifené zvy3it absorbovana davka
pacientem. Ke stanoveni radiochemické &istoty muze byt v principu
pouZita jakakoliv analyticka separace, aviak s pfihlédnutim k rychlosti
a jednoduchosti se nejlasté}i pouZiva chromatografie na plo3nych
nosic¢ich. (2,17)
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1.5. Tenkovrstva chromatografie

9mTo_radiofarmak

Tenkovrstva chromatografie je nejbéZnéji uZivana metoda pro
stanoven{ radiochemické &istoty °°™Tc¢ - radiofarmak. Principem této
analytické metody je pohyb mobilni faze ( rozpouitédla ) po tenké
vrstvé stacionarni faze ( sorbent ). V zavislosti na rizné distribuci
mezi stacionarni a mobilni fazi putuji jednotlivé sloZky vzorku
riznou rychlosti a tim dojde k separaci. Vzdalenost kazdé slozky
vzorku je vyjadiena hodnotou Rf. Rf je relativni poloha slozky ve
vztahu k ¢elu mobilni faze a je specifickd pro jednotlivé chemické
slouceniny.

Jako stacionarni fize jsou dnes nejcastéji pouzivany rychle se
vyvijejici tenké vrstvy ITLC ( Instant Thin — Layer Chromatography ).
Jsou pouZivany pro rychlou a pfesnou analyzu radiochemické ¢istoty
na oddélenich nukledrni mediciny v nemocnicich a také jsou
doporuovany pro stanoveni mnoha radiofarmak v Evropském
lékopisu. ITLC material je tvofen vrstvou sklenénych vlaken
impregnovanou silikagelem (pi. ITLC-SG, GELMAN Sc. ) nebo
kyselinou kiemicitou ( p¥. ITLC-SA, GELMAN Sc. ). Material je sice
sdm o sobe& drahy, ale miiZe byt nastfihan na malé prouzky cca lcm. To
vyrazné sniZuje ndklady bez ovlivnéni vysledku. ProuZky jsou velmi
kiehké, proto je tfeba zvySené opatrnosti pfi manipulaci. Stejnym
zpisobem jako ITLC materidly se pouZivaji 1 rizné typy papiru. Maji
sice hor8i vlastnosti, ale jsou mnohem dostupné&jsi, daji se dobie
stiihat, a tak jsou v mnoha pfipadech stale pouZivany ( pf. Whatman
No 1, Whatman 3 MM, Whatman 31ET )

Vybér mobilni faze zaleZi nejvice na chemickych vlastnostech
dané slouleniny a moznych nelistotdch. Hlavnimi nedistotami v
*mT¢ radiofarmaceutickych pfipravcich je nezreagovany technecistan
(*®™T¢ O4 ) a hydrolyzované ( redukované ) technecium - koloid.
Pouzitim silikagelu nebo papiru jako stacionarni faze zavisi chovani

technecistanu na jeho rozpustnosti v mobilni fazi. V poldrnim
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rozpoultédle jako je fyziologicky roztok, 80% methanol, aceton nebo
methylethylketon, technecistan putuje s ¢elem mobilni faze(Rf=0,8-1).
Naopak v nepolarnim, lipofilnim rozpousté&dle ( napt. ethylacetat,
chloroform ) a p#i vysuseni vzorku ( Zadny obsah vody ), technecistan
zUstdva na startu. Tc¢ koloid neputuje v Zddném TLC systému,
protoZe to je nerozpustny koloidni materidl, a tak zustdvd na startu
(Rf=0,0). Zadna zména v mobilni fizi nemizZe zménit chovani koloidu.
Pro kontrolu radiofarmak zna&enych °*™Tc¢ jsou tak ve v&t3in& piipadi
pouZzivany dvé vyvijeci soustavy. V jedné soustavé se stanovi
mnozstvi technecistanu a ve druhé je pak stanoven koloid.

Pro vyvijeni chromatogramu se pouZivaji sklenéné kyvety, které
se plni rozpoudtédlem asi do vy3ky Smm. Zakrytim zamezime
vypafovani rozpoustédla. Na chromatografickou vrstvu se nanasi
vzorek obvykle o objemu cca 5Sul. Piili§ velké mnoZstvi vzorku by
mohlo mit za nasledek nedostateénou separaci a fale¥né vysledky.
Vysouseni skvrny se nedoporucuje kromé& piipadu, kdy pouZijeme
mobilni fazi nemisici se s vodou { chloroform ). Chromatogram je
vloZen svisle do vyvijeci kolony, rozpoustédlo musi byt vidy pod linii
aplikace vzorku. Materidly s malou mechanickou pevnosti musi byt
pfipevnény ( napf. na sklenénou tyéinku v koloné& ), jinak mohou
sklouznout do roztoku nebo se dotykat stény kolony béhem vyvijeni.
Hotovy chromatogram vyndame z kolony, oznadime €elo a vysu$ime.

Existuje nékolik metod vyhodnoceni chromatogrami. Obvykle se
pouzivaji rizné scintilaéni detektory. V jednodus§im pfipad€ zméfime
cely chromatogram, nebo miZeme prouzky chromatogramu rozstfihat
na nékolik ¢asti a samostatngé zméfit. U viech metod se radiochemicka
¢istota poclitd z poméru radioaktivity poZadované slozky k celkové
radioaktivité a vyjadiuje se v procentech.(18) PoZadavky vyrobce i
Ceského 1ékopisu 2002 na radiochemickou &istotu **™Tc¢-MDP jsou :
Procento  aktivity odpovidajici technecistanovému iontu na
chromatogramu ziskanému v jedné soustavé neni vétsi nez 2,0 % a
soudet procent aktivity odpovidajici neistotdm na chromatogramech
ziskanych z obou soustav (véetné technecistanového iontu) neni vétsi
nez 5,0 %. (19)
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2. EXPERIMENTALNI CAST
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2.1. Material

Vzorky

Vzorek I : 8 — MDP kit pro ptipravu injekce **™Tc — MDP
sloZzeni : 8,0 mg MDP
0,6 mg SnCl, . 2H,0
1,0 mg kys.gentisova
¢.8. 053 exp. 25.3.04
vyrobee : UJV Rez, a.s.
Vzorek 2 : magistraliter pfipraveny 5 — MDP kit
slozeni : 5,0 mg MDP
0,25 mg SnCl; . 2H,0

1,0 mg kys.gentisova

¢.5.9.2.04 exp. 9.8.04

vyrobce : oddéleni nuklearni mediciny FN v HK
Vzorek 3 : 7,5 — MDP kit pro pfipravu injekce #9mTe — MDP

slozeni : 7,5 mg MDP Na,
0,45 mg SnCl, . 2H,0

¢.5. 134 exp. 20.4.95
vyrobce : UJV Rez

Vzorek 4 : viz vzorek 1

Vzorky 1 a 2 uchovavany za pfedepsanych podminek tj. 5-15°C a
s vyhovujici expiraci

Vzorek 3 uchovavany za bé&Zné pokojové teploty a s pro$lou expiraci
témer 9 let

Vzorek 4 uchovavany za nestandartnich podminek tj.50°C po dobu 6 dni,
expirace viz vzorek 1
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Generator

%Mo — **™Tc¢ generator Drygen, aktivita A = 12,5 GBq ke dni dodani,

dodavatel : oddéleni nuklearni mediciny FN v HK

Chromatografické soustavy

Laboratorni pomucky : 2 sklené€né kyvety s vikem, sklenénd tyéinka,
svorky k ptipevnéni stacionarni faze,

pipeta o objemu 5ul, stiikaéky, jehly

Staciondrni faze : l.soustava : tenka vrstva ITLC SG

2.soustava : papir Whatman 4

oba materidly nastfihany na cca 1 cm prouzky

Mobilni fdaze : 1.soustava : roztok NaCl 0,15 mol/]l (0,9%)

2.soustava : smé&s aceton — voda v poméru 9:1

aceton dodala firma Lachema a.s., ¢.atestu 30 020 0155

Ostatni

Natrium chloratum Biotika sol. isotonika injekcie ¢.5. 030600 pro

fedéni eludtu z generatoru technecia
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2.2. Metodika

Postup :

Kontrola radiochemické &istoty byla provedena chromatografii na
tenké vrstvé ITLC SG a papife - tj.ve dvou soustavach. V 1. soustavé
na tenké vrstvé se stanovi obsah redukovaného hydrolyzovaného
technecia, které pii vyvijeni roztokem chloridu sodného 0,15 mol/l
zGstavd na startu, zatimco volny technecistan a komplex **™Tc-MDP
putuje s celem mobilni faze. Ve 2. soustavé na papife se stanovi obsah
technecistanu, ktery se pfi vyvijeni smé&si aceton-voda (9:1) pohybuje
s Celem mobilni faze. Postup byl zvolen podle doporuéeni vyrobce.

K obsahu lahviéky kazdého vzorku se pomoci injekéni stfikadky
pfidalo pfes zatku 5ml injekéniho roztoku technecistanu sodného o
celkové aktivité cca 20MBq. ( Sterilni eludt z generdtoru technecia se
fedil sterilnim isotonickym roztokem chloridu sodného ). Obsah
lahviéky se promichal a vzorky se odebiraly v intervalech 15min, 6h,
24h a 48h. Nejprve se injekéni stiikackou odebralo mnozstvi cca 0,5ml
do zkumavky a potom bylo pipetovano 5ul pfimo na start stacionarni
faze obou chromatografickych soustav. U &asovych intervald 24 a 48
hodin se aplikovalo dvojnasobné mnoZstvi z duvodu velkého poklesu
aktivity y—zafi¢e ( polo&as rozpadu °’™Tc je 6 hodin ). Po aplikaci
vzorkl byly prouZky stacionarni fiaze ponofeny do vyvijecich soustav.
Hotové chromatogramy byly vysu$eny, rozstiihany na deset ¢asti a u
kazdé byla zméfena aktivita na automatickém méfici y-aktivity 1480
WIZARD ( Wallac ). Od kaZdého vzorku byly k dispozici dvé lahvi¢ky
ptipravku, pro kaZdou =z nich byla provedena dvé méfeni v obou
soustavach. To znamend, Ze pro jeden vzorek ziskame &tyfi vysledky
z kazdé soustavy.

Pro ovéfeni spravnosti postupu byl stejnym zpisobem zméien
vzorek samotného technecistanu (eluat z generatoru o aktivité cca
ImCi) a vzorek hydrolyzovaného technecia (eluat + SnCl, v konc. HCI

uprava pH na 6-7 pomoci NaOH) opét v obou soustavach.
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Vypoéty :

Z kazdého chromatogramu bylo zméfeno 10 hodnot aktivity. Jelikoz
rozloZzeni aktivity v3ech sloZek vzorku se naléza v blizkosti startu a

¢ela chromatogramu, je mozno celkovou aktivitu poéitat :

A=A +A,+A, +A, +A, +A,

A celkova aktivita chromatogramu
Ay.» — aktivita v blizkosti startu
As.10 — aktivita v blizkosti &ela

V l.chromatografické soustavé je tedy mnoZstvi koloidu déano

vztahem :
%koloidu = ﬁiﬁ-x 100

Ve 2.chromatografické soustavé je pak mnoZstvi volného

technecistanu dano vztahem :

A, +A;+A +A,,
A

%technecis. = x100

Vyslednd hodnota radiochemické éistoty je dana mnoZstvim komplexu

#9mT¢-MDP vyjadfeno v procentech :

%komplexu = 100 — %koloidu — %technecis.
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Tabulky :

Tab. 1 : Radiochemicka &istota (RC) — vzorek 1 interval 15 min

2.3. Vysledky

¢islo méFeni
% zastoupeni 1 2 3 4
‘technecistan 1,648 0,532 3,507 0,458
_ koloid 4,636 0,445 0,870 0,703
komplex 93,716 | 99,023 | 95,623 | 98,839
RC 96,800 * 2,236

Tab. 2 : Radiochemicka &istota — vzorek 1 - oprava

Cas mé&feni
% zastoupeni 15min 6 hod 24 hod | 48 hod
0,069 0,043 1,739 1,269
. 0,033 0,035 0,262 1,912
technecistan
0,038 0,006 1,022 1,016
0,019 0,025 1,142 1,427
0,288 0,332 0,992 2,022
koloid 0,281 0,240 0,661 1,659
0,190 0,214 0,967 2,540
0,242 0,201 0,944 2,002
99,643 | 99,625 | 97,268 | 96,709
99.686 | 99,725 | 99,077 | 96,429
komplex
99,772 | 99,780 | 98,011 | 96,444
99,739 | 99,774 | 97,914 | 96,570
Primér. hod. 99,710 | 99,726 | 98,068 | 96,538
Smér. odchylka 0,057 0,072 0,749 0,130
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Tab. 3 : Radiochemicka &istota — vzorek 2

Cas méreni

% zastoupeni 15min | 6 hod | 24 hod | 48 hod
0,180 0,175 0,562 2,025
. 0,110 0,095 0,116 1,407

technecistan
0,152 0,102 0,988 1,889
0,173 0,091 0,115 0,640
3,004 1,603 1,362 3,547
koloid 2,745 2,106 1,467 4,605
2,509 1,549 1,019 1,457
3,525 2,011 1,221 2,048
96,816 | 98,222 | 98,076 | 94,429
97,145 | 97,798 | 98,416 | 93,988

komplex

97,339 | 98,349 | 97,993 | 96,654
96,303 | 97,898 | 98,664 | 97,312
Primér. hod. 96,901 | 98,067 | 98,287 | 95,596
Smér. odchylka 0,453 0,261 0,311 1,634
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Tab. 4 : Radiochemicka ¢istota — vzorek 3

Cas méreni

% zastoupeni 15min | 6 hod | 24 hod | 48 hod
0,022 0,088 0,323 0,013
. 0,021 0,077 0,272 0,013

technecistan
0,032 0,083 0,213 0,010
0,026 0,096 0,262 0,898
3,265 0,583 0,188 0,544
koloid 0,523 0,733 0,191 0,409
0,312 0,462 0,190 0,677
0,465 0,430 0,169 0,503
96,713 | 99,329 | 99,489 | 99,443
99,456 | 99,190 | 99,537 | 99,578

komplex

99,656 | 99,455 | 99,597 | 99,313
99,509 | 99,474 | 99,569 | 98,599
Primér. hod. 98,834 | 99,362 | 99,548 | 99,233
Smér. odchylka 1,416 0,131 0,046 0,436
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Tab. 5 : Radiochemicka &istota — vzorek 4

Cas mé&keni

% zastoupeni 15min 6hod 24hod | 48hod
0,007 0,007 0,038 0,488
0,008 0,005 0,077 0,042

technecistan
0,015 0,021 0,009 0,195
0,017 0,021 0,037 0,137
0,256 0,298 0,338 0,021
koloid 0,245 0,306 0,276 0,014
0,167 0,218 0,291 0,016
0,171 0,448 0,246 0,048
99,737 | 99,695 | 99,624 | 99,491
99,747 { 99,689 | 99,647 | 99,944
komplex

99,818 | 99,761 | 99,700 | 99,789
99,812 | 99,531 | 99,717 | 99,815

Primér. hod. 99,779 | 99,669 | 99,672 | 99,760
Smér. odchylka 0,042 0,098 0,044 0,192

Tab. 6 : Ovéfeni postupu — stanoveni samotného technecistanu a koloidu

1 X chromatograficka soustava

% zastoupeni 1 2
techmecistan | 99,900 _ 99,810

| keloid | 99,540 99,940
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Grafy :
Graf 1 : Ptiklad rozloZeni aktivity na chromatogramu

a) 1. soustava - 0,9 % NaCl

A @ Aktivita
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b) 2. soustava — aceton : voda (9:1)

A @ Aktivita

400000
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0
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Graf 2 : Radiochemicka ¢istota : ¢asovy prub&h — vzorek 1

a) jednotliva méfeni

e m&feni 1 —— méfeni 2 méfeni 3- mékeni 4

b) prumérné hodnoty

100
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Graf 3 : Radiochemicka &istota : asovy prub&h — vzorek 2

a) jednotliva méfeni

méfeni 1 ——— méfeni 2 méfeni 3

b) primérné hodnoty
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Graf 4 : Radiochemick4 &istota : ¢asovy prub&h — vzorek 3

a) jednotlivd me&feni

méfeni 1 — méfeni 2 méfeni 3 -mé&feni 4

b) primérné hodnoty
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Graf 5 : Radiochemicka &istota : asovy prub&h — vzorek 4

a) jednotlivd méfeni

méfeni 4

méfeni 1 —— méfeni 2 méfeni 3

b) primé&rné hodnoty
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2.4. Diskuse

Na bezpeénost a uéinnost 1é¢iv je obecn& kladen velky diraz a

jejich dosaZeni vyZaduje pfisny protokol o kvalité dany vyrobcem.
Pfesné i to plati pro radiofarmaka, ve srovndni s ostatnimi skupinami
1é¢iv ale odpovédnost za kvalitu radiofarmaka podaného pacientovi
plné leZi na posledni manipulaci s preparatem. To plati zvlasté pro
mre radiofarmaka, kterd jsou obvykle znaena na nemocniénich

oddélenich pouZitim komeréné dostupnych kiti a generatori - oboji

registrované s detailnim popisem pro uZivatele. Nicméné chemicka
reakce v prubéhu pfipravy mize vést k vedlejS§im reakcim a
nedistotam. Proto je mimo jiné nutné méfeni takového parametru
jakym je radiochemickd c¢istota. (20) V této praci byla stanovena
radiochemicka &istota ( RC ) kostniho diagnostika **"Tc-MDP a to ve
étyfech skupinach : komeréni pfipravek, magistraliter pfipraveny kit,
piipravek s proslou expiraci a piipravek uchovavany za nestandartnich
podminek tj. 6 dni pfi teplot&é 50°C. U viech vzorkd byla soudasné
. sledovéna &asova zavislost RC a to v intervalech 15min, 6, 24 a 48 h.

i V 1. skupiné byl stanoven komeréni pfipravek s vyhovujici
expiraci a skladovany podle doporuéeni vyrobce. Celkovy vysledek ze
&tyf méfeni (interval 15min.) sice vyhovoval limitu pozadavku RC
(95%) viz tab.1, ale pomé&rné velky rozptyl v jednotlivych méfenich
mé vedl k opakovani celého procesu. Tato udalost byla pravdépodobné
zpuisobena lidskou chybou — po nécviku metody bylo provedeno nové
stanoveni RC vzorku se stejnou 3arZi a dosazené vysledky vykazovaly
jiZ  nevyznamné rozdily v jednotlivych  méfenich. Hodnoty
radiochemické ¢istoty nepatrné klesaly v zavislosti na ¢ase, nicméné i
v intervalu 48 hodin byl pfipravek shleddan vyhovujici =z tohoto
pohledu.(tab.2, graf 2)

Ve 2. skupiné byl stanoven magistraliter pfipraveny preparat.
Vysledky ukazaly opét vysoké procento pfitomného komplexu
v pozadovaném limitu RC s vyznamné&j$im poklesem kvality a%
v intervalu 48 hodin. Ve srovnani s komerénim pfipravkem muZeme

pozorovat nepairné vy$si procento koloidu.(tab.3, graf 3) Tyto jemné
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rozdily mohou byt zplUsobeny v disledku individualni pfipravy kitu.
Atmosférou v hotovém pfipravku je vakuum narozdil od dusikové
atmosféry u komerénich p¥ipravkt, dalsi odliSnosti jsou ve sloZeni a to
konkrétné v poméru reduktant SnCl,.2H,0 a MDP 1:20 ( u komeré&nich
1:13 ). V literatufe je publikovana zprdva o magistraliter pfipraveném
kitu z roku 1989 v obdobi existence Ceskoslovenska.(21) Pomoci takto
pfipraveného komplexu ( MDP : SnCl;.2H,0 - 5:1 ) bylo vyS3etieno
400 pacientd s velmi dobrymi vysledky zobrazeni. Pfipravek byl
vyhovujici i z hlediska radiochemické &istoty a v té dobé pfedstavoval
vyznamnou ekonomickou idsporu pro naSe slovenské kolegy. Dalsi
publikace o oficidlnim pouzZiti magistraliter piipravku nebyly
nalezeny.

Ve 3. skuping byl stanoven komeréné¢ dodavany kit
s mnohondsobné pfekroéenou dobou expirace. Vysledky piekvapivé
ukazaly vysoké procento RC téméf neménné ve viech &asovych
intervalech.(tab.4, graf 4) V literatuie byl publikovan ptipad, kdy bylo
neumyslné provedeno kostni zobrazeni #9mTc.MDP komplexem 45
mésici po expiraci.(22) Vysledky scintigrafie u v3ech osmi pacienti
byly klinicky pfijatelné a nebyly pozorovany Zadné rozdily v kvalité
zobrazeni ve srovnani s normalnim pfipravkem, ktery byl aplikovan
pozd&ji. Nikdo =z pacientl nepozoroval Zadny neZadouci efekt po
aplikaci pro$lého pfipravku. Vysvétlenim pro tato zjiSténi snad muaze
byt vysoka pevnost vazby P-C-P v MDP zmifovana v publikacich
(5,15), kterd navic v inertni atmosféie dusiku té€Zko podléh4 degradaci.
Po nasledném znaleni technecistanem v3ak stabilita vazby technecia
#mT¢ v komplexu ma tendenci degradovat v zavislosti na stafi MDP.
Studie na zvitatech a lidech ukazuji, Ze se stoupajicim stafim MDP
klesa stabilita *°™Tc¢c-MDP vazby — ve vysledku stoupa koncentrace
volného technecistanu, ktery se hromadi ve §titné Zlaze.(22) Je tedy
mozné, Ze | na§ ptipravek by po aplikaci ¢lovéku vykazoval podobné
chovani. To plati zvlasté pii pouziti vys$Sich aktivit ke zna&eni MDP
( stovky MBgq ) nez jaké byly pouZity v na§em experimentu {cca
20MBgq).
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Ve 4. skupiné byl stanoven komeréni kit uchovdvany za
nestandartnich podminek ( 6 dni pfi teploté 50°C ). Dosazené vysledky
opét prokazaly nesmirnou stabilitu piipravku, vysoka ¢Eistota
znateného MDP nepodléhala 2adnym zménam v éase.(tab.5, graf 5) Je
mozné, stejné jako v predes§lém piipadé, Ze pii pouziti vy§sich aktivit
ke znaéeni a po aplikaci &¢lovéku by vznikly komplex vykazoval vyssi
riziko rozpadu. Nicméné ziskané vysledky mé& vedou k predpokladu, Ze
komeréni kit je dostateéné stabilni 1 pfi zatézovych podminkach a
podminky stanovené vyrobcem jsou spiSe jiSt€nim k udrZeni vysoké
kvality pfipravku. Nesmime ale zapomenout, Ze stanoveni
radiochemické &istoty je pouze jednim kritériem kvality testovanych
vzorkl, které musi spliiovat poZadavky dalSich kontrolnich testid. U
poslednich dvou vzorki mdZeme tedy napf. olekdvat zhor$eni kvality
pii zkoudkach na sterilitu a pyrogenni latky!

Na zavér je nutné fici, Ze jak vyplyva z retrospektivnich studii
stanoveni radiochemické C<cistoty *mT¢ radiofarmak ( Decristoforo
(20) : 7000 preparatia za 7 let, Ponto (23) : 20,000 preparati béhem 12
let ), pti¢ina nizké RC neni ve vétdin& piipadi z divodu malé kvality
kitt, ale odrazi individuélni podminky na kaZzdém pracovis§ti (stafi
eluatu, lidska chyba ) a nemuiZe byt zobeciiovdna. K posouzeni
moznych problémi v pfipadé radiofarmak tedy musime brat v uvahu
konkrétni laboratorni podminky. Pfikladem mohou byt 2 studie vlivu
staii eluatu na radiochemickou &istotu °’™Tc — exametazinu, kdy
v jedné praci prokazali sniZzeni kvality pfipravku u star3iho eluétu (24)
a naopak u druhé nezaznamenali Zadny vyrazny vliv na hodnotu
radiochemické &istoty. (25) Obecn& tedy muzeme na °°™Tc
radiofarmaka pohliZet jako na bezpecné a efektivni, ale diky nizkému
vyskytu vad jenom 1zka kontrola radiochemické ¢&istoty dovoluje

odhaleni takovychto preparati,
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2.5. Zavér

Stanoveni radiochemické &istoty **™Tc-MDP pfipraveného z kitu
ukazalo :

- komeréni pfipravek je zcela vyhovujici v intervalu do 48 hodin,
opakovani experimentu bylo v disledku chybného méfeni v pocatku
stanoveni

- magistraliter pfipraveny kit ukazal nepatrné vy$3i podil koloidu
v neéistotach, ale vysledna hodnota RC je v limitu a srovnatelns
s komerénim pifipravkem, pokles kvality aZz v poslednim ¢asovém
intervalu (48h)

- komeréni kit s proslou expiraci stejné jako kit uchovavany za
nestandartnich podminek splnili pozadavek RC podobn& jako

normalni pfipravek
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B. STANOVENI VAZEBNOSTI
Pmpe MDP
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1. TEORETICKA CAST
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1.1. Farmakokinetika léCiv

Série novych latek, které pfichazeji do farmakologického vyzkumu
jako latky dosud neznamych vlastnosti, je tfeba otestovat na
nejzakladné&jdi a&inky.(26) K pochopeni uéinki a pouzZiti 1é¢iv
z obecného hlediska je tieba znat farmakokinetické a
farmakodynamické otazky. Zatimco farmakodynamika detailn& sleduje
mechanismus uéinku podané latky, farmakokinetické 1daje nam
poskytuji informace o pohybu lé€iva v organismu tj. o absorpci,
distribuci, metabolismu a exkreci.

Pokud neni latka aplikovana i.v. nebo pfimo do mista piisobeni,
musi se vstfebat — absorbovat z mista podéani do systémové cirkulace -
krevniho ob&hu. Samoziejmé zaleZi na zplsobu aplikace, kdy se
uplatiiuji rizné transportni systémy pfes biologické membrany. Zde
potom hraji dlohu jak vlastnosti molekuly latky, jako jsou jeji
velikost, rozdélovaci koeficient, disociaéni konstanta apod., tak i
vlastnosti prostiedi napf. pH, pfitomnost volnych ptenadeci, prokrveni
apod.

Malo latek se nachazi rozpu$téno v plasmatické vodé, vétiina se
uréitou mérou vaze na makromolekuly piitomné v krvi — plasmatické
bilkoviny, ale i na krevni buiiky. Jen nevazand <&ast mé vsak
ptedpoklady pro transport do okolnich tkani nebo t&lnich tekutin -
distribuci. Tento proces dale ovliviiuje perfuze tkané krvi, regionalni
rozdily pH, pfitomnost specidlnich tkanovych bariér apod. Miru
rozdéleni latky ve vodném prostiedi organismu nam udéva zdanlivy
distribuéni objem V,4, coZ je zakladni farmakokineticky parametr. Za
pfedpokladu, Ze se ani jedna molekula latky nepfemé&nila ani
nevylouéila a vyznamnou mérou se nevaze na plasmatické bilkoviny ¢&i
jiné slozky ( proto oznadeni zdanlivy ), je V4 vyjadien vztahem :

v, =P
C

D je mnozZstvi podané latky a C koncentrace latky v plasmé.
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Jenom nékteré latky se v organismu neméni, pfevdZzna vétiina se
v organismu v rizné mife chemicky méni — dochazi k biotransformaci.
Tento proces je duleZity pro vylouceni latky z organismu a probihéd ve
dvou zdkladnich fazich. V prvni fazi zpravidla vznikd produkt, ktery
ma podstatné niz$i acinnost neZ puvodni latka, nékdy vSak muZe byt
naopak 0¢innéj§i a pfedstavuje teprve vlastni uéinnou latku anebo je
vyrazné toxi¢téjsi. Ve druhé fazi dochézi ke spojeni s télu vlastni
latkou a tim ke sniZeni lipofility, coZz vede k rychlej§imu vyluéovani.
Hlavnim biotransformaénim organem jsou jatra a nékdy uz pfi prvnim
pruchodu latky timto organem dochazi k velkému poklesu jeji aktivity.
K vyznamnym faktorim ovliviiujicim metabolismus latky patfi indukce
nebo inhibice enzymt podilejicich se na pifeméné obvykle vlivem
nékteré daldi soubéZné podané latky.

Ke sniZeni aktivity latky vyznamné pfispivad i jeji vylouéeni -
exkrece. Latky se vyluéuji nékolika riznymi zplusoby at uz v pivodni
formé& nebo jako metabolit. Nejvyznamnéjsi je exkrece moci, Zludi,
méné pak plicemi, potem, slinami a mlékem. V3echny v3ak maji
spole¢né uplatnéni podobnych transportnich systémi jako pfi absorpci
a distribuci. Biotransformace a exkrece se tedy spoleé¢né podileji na
eliminaci latky z organismu. Dobu, za kterou se z organismu eliminuje
mnoZstvi latky na polovinu (exponencialni eliminace) ndm udava

eliminaé&ni polo¢as T ;;» a je dan vztahem :

Ln2
Ty =——

B

p - eliminaéni konstanta vyjadfuje rychlost eliminace latky. Dal$im
dilezitym farmakokinetickym parametrem je clearance udava

mnoZstvi krve, které se za 1 minutu Oplné€ oéisti od sledované latky :
Cl=8xV,

Umoziluje vyjadieni eliminaéni funkce uréitého orgdnu obvykle

ledvin.
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1 z této zjednodus$elé charakteristiky postupu latky v organismu
lze vysledovat, Ze vSechny procesy maji spoleénou nutnost prestupu
latky pies biologické membrany. Vime, Ze jen latka volna muize
prochazet z cévniho fe¢isté do tkani, vyvolat u¢inek, metabolizovat se
a vyloudit ven z organismu. (27) Z toho vyplyva, Ze vazebnost latky
na elementy krve je =zakladni farmakokineticky parametr, ktery

vyznamnou mérou ovliviiuje dal$i osud latky v organismu.
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1.2. Vazebnost 1é€iv na elementy krve

Krev svym sloZenim i funkcemi pfedstavuje Zivotné duleZitou
tekutinu, ktera cirkuluje cévami krevniho ob&hu a spojuje vsechny
organy a tkané v téle. Objem krve ¢ini 7 — 10 % celkové té&lesné
hmotnosti : u Zen je to prumé&ru 3,6 1, u muzi 4,5 |1 krve. Krev je
suspenze bunéénych elementi v krevni plazmé. Plazma zaujima zhruba
55 % krve, zbytek pfipada na krevni elementy — erytrocyty, leukocyty
a trombocyty. Krevni plazma tvofi tekutou fazi krve, ve které jsou
rozpuitény elektrolyty, Ziviny, produkty latkové pfemény, vitaminy,
plyny a bilkoviny. Celkovy objem rozpusténych latek je zhruba
8 — 9 %. Nejvétdi podil ( 7 % ) pfipada na bilkoviny - albuminy
(ckolo 5 %), globuliny a fibrinogen. V krevni plazmé& jsou
suspendovany tiéi zadkladni typy krevnich bunék : ¢ervené krvinky -
erytrocyty, bilé krvinky - leukocyty a krevni desti¢ky — trombocyty.
V 1 litru krve je za fyziologického stavu u muZt primérné 5 x 10"
(u Zen 4,5 x 10'?) erytrocytd.(28)

Po vstupu do cévniho fedi$té je vétSina latek z uréitého podilu
vdzdna na bilkoviny krevni plazmy, predeviim na albumin.(1)
Vazebnost na ostatni proteiny se tykd hlavné «a,. kyselého
glykoproteinu a lipoproteind. Z dalfich krevnich elementd stoji za
poviimnuti interakce léCiv s Cervenou krevni sloZkou erytrocyty.

Vazebna reakce muze byt obecné vyjadfena rovnici :
A+Be> A-B

Lécivo A reaguje s krevni sloZzkou B za vzniku komplexu AB. Ve
tkanich pfestupuje do tkanové tekutiny &4ast volného podilu lé¢iva.
Pokles koncentrace volné latky v plasmé& poru$i rovnovainy stav a to
vede k rozpadu <&ésti komplexu a k vytvofeni novych rovnovainych
podminek. Vazba na bilkoviny tedy neznemoZiiuje pfestup latky z krve

do tkafiového moku, jenom jej zpomaluje. Cim vys$si je pak vazba na
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bilkovinu (erytrocyt) — tim niZ§i a pozvolnéj3i je efekt latky a tim
pomalej§i je i biotransformace a eliminace. Komplex pak muzZe
piedstavovat depo, které pomalym uvoliiovianim udrzuje hladinu latky
v organismu po velmi dlouhou dobu. (26) Znalost vazebnosti 1é€iva na
elementy krve ma proto veliky vyznam a poskytuje ndm dileZzité

informace o intenzité G&inku a rychlosti eliminace dané latky.
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1.2.1.Vazebnost na albumin

Lidsky sérum albumin je nejvice zastoupeny protein v plasmé.
Narozdil od ostatnich proteind, které obvykle vykonavaji v plasmé
jednu specifickou funkci, albumin hraje roli v mnoha fyziologickych
aktivitach: vyznamné pkispiva k udrZeni koloidn&-osmotického tlaku a
mezi plasmatickymi proteiny ma nejvétdi vliv i na acidobazickou
rovnovadhu v krevnim feéiiti. Zasadni vyznam albuminu v3ak spodiva
v pfenosu mnoha riznych endogennich a exogennich ligandd tvorbou
nekovalentnich komplexii na specifickych vazebnych mistech. Napf.
hraje dualeZitou roli v transportu mastnych kyselin s dlouhym fetézcem
a tim nepfimo ovliviiuje jejich metabolismus. Protektivni role
albuminu spoéiva ve vazbé& exogennich toxinid, peroxidaénich produktd
lipidf,, pfenosu bilirubinu ze sleziny do jater atd. Co se tyka léiv,
albumin odpovidd za vé&t$inu vazebnosti v plasm& spolu s kyselym
o) — glykoproteinem.(29)

Sérum albumin je monomerni protein skladajici se Cisté
z aminokyselin bez dalsich sacharidovych ¢&i jinych skupin. Jeho
primarni struktura byla ohld3ena v sedmdeséatych letech — jednoduchy
peptidovy fetézec se skladd z 585 aminokyselin. Je pfitomno 35
cysteinfi, které tvofi sedmnact disulfidovych mistkl — to vyznamné
ptispiva ke stabilité proteinu v cirkulaci. Cystein 34 je jediny s volnou
—SH skupinou. Velké procento iontov& nabitych aminokyselin jako je
kyselina glutamovd a lysin proptjéuje albuminu relativné vysokou
rozpustnost. Co se tyk4 sekundarni struktury, albumin je ptevainé&
Sroubovita molekula : 67 % tvoii o — helix, 23 % je nataZeny fetézec a
10 % zbyva pro P - Sroubovici. Tercidlni struktura byla ziskana
méfenim rtg paprsky a ukazuje nam molekulu srdcovitého tvaru nebo
také rovnostranného trojuheiniku, kde muZeme rozeznat tfi mista
s velmi podobnym 3roubovitym uspofdddnim. Nejedna se ale o
statickou molekulu, ale velmi flexibilni a mé&nici svij tvar zvlasté pak

v souvislosti s vazbou riznych ligandi.(29)
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Flexibilita albuminu a rozmisténi ndboje kolem molekuly dava
mozZnost vazby mnoha latek s rozdilnou strukturou. Nejsiln€j$i vazbu
vykazuji hydrofobni latky se zdpornym nabojem. Vazebnost albuminu
je &asto vysoce specifickd, alespoii pro nizké koncentrace ligandi.
Bylo objeveno nékolik vazebnych mist s riiznou afinitou, Sudlow a
kol. charakterizovali dvé mista, kterd odpovidaji za vazebnost
neuvéfitelné vysokého mnozstvi riznych skupin latek.(30) Na misto 1
neboli warfarin — azapropazonové vazebné misto se vazi mezi jinymi
také antikoaguancia warfarinového typu a nesteroidni antiflogistika
jako je phenylbutazon a salicylaty. Misto II -~ tryptofan -
benzodiazepinové vazebné misto je zase specifické pro skupinu
profenti, jako je ibuprofen, ketoprofen atd. Tato dvé stabilni vazebna
mista odpovidaji za vazebnost vé&tSiny 1é&iv v terapeutickych
koncentracich, pii vys$$ich koncentracich se mohou zapojit dal3i mista
s niZ§i vazebnou afinitou a selekfivitou. U lidského sérum albuminu
muZeme pozorovat dokonce enantioselektivni vazebnost { nejvySSi
mezi plasmatickymi proteiny ), kde jednotlivé izomery vytvafi
s proteinem vazbu o rizné stabilité¢. Pro tuto vyjimeénou specifitu je
albumin také nékdy oznadovan jako ,, tichy receptor ,,.(29)

Vlivem kompetice dvou nebo vice riznych latek o stejné vazebné
misto na albuminu muzZe dojit k jejich interakci. Jedno 1é&ivo vytésni
druhé z vazby na bilkovinu, a tim zvy$i jeho volnou koncentraci
v plasmé. Klinické vysledky takovychto kombinaénich terapii mohou
vykazovat vy$si odezvu a vice vlastnosti u€inku neZ vyplyva z podané
davky.(31) MnoiZstvi vazané frakce 1é€iv je dale ovlivnéno nékterymi
fyziologickymi a patologickymi stavy. Je redukovano u novorozencu,
béhem t&hotenstvi a u star$ich lidi. SniZeni vazebnosti miZe byt
sledovano u nékterych onemocnéni ledvin, jater a §titné Zlazy. B&hem
urémie se v plasmé& kumuluje sloudenina, ktera pisobi jako inhibitor
lékové vazebnosti. Méfeni vazebnosti 1é¢iv na plasmatické bilkoviny
(albumin ) je tedy nezbytné i k definovani vlivu téchto stavi na

farmakologické chovani podanych latek.(32)
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1.2.2. Vazebnost na lipoproteiny

Lipoproteiny jsou komplexy bilkovin s lipidy, maji obvykle
sféricky tvar. Jsou tvofeny jadrem, které obsahuje triacylglyceroly a
estery cholesterolu, a obalem, kde jsou kromé cholesterolu obsaZeny
fosfolipidy a specifické apoproteiny. Podle hustoty se lipoproteiny
rozd&luji na chylomikrony, VLDL { Very Low Density Lipoproteins ),
LDL ( Low Density Lipoproteins ) a HDL ( High Density
Lipoproteins ).(33)

Obecné jsou lipoproteiny zapojeny do transportu lipidd krevnim
fe¢istém. Jejich dalsi funkce spocivd ve vazbé a prenosu mnoha
liposolubilnich  latek. U  pacienti s abnormdlnim lipidovym
metabolismem  pozorujeme rGzné hladiny a zmény sloZeni
plasmatickych lipida ( hypo/hypercholesterolémie a/nebo
hypertriglyceridémie ). Dochazi ke zménam lipoproteinové vazebnosti
lé¢iv a tim k ovlivnéni u€innosti a bezpeénosti téchto latek.(34) Napf.
cyclosporin A ( CSA ), imunosupresivum uZivané k potlaceni
autoimunitnich procesu ( napf. u transplantaci ), se v plasmég
piednostné vdZe na lipoproteinovou frakci. Nékolik autori popisuje
sniZzeny farmakologicky efekt CSA u hyperlipidémii (35,36) a zvySeny
toxicky u¢inek u hypolipidémii.(37)

DuleZitou roli v metabolismu a pfestavbé plasmatickych
lipoproteini hraje glykoprotein LTP I (lipid transfer protein) né&kdy
také oznatovan CETP ( cholesteryl ester transfer protein ). Usnadiiuje
pienos esteri cholesterolu z HDL do LDL a VLDL se vzajemnou
vyménou za triglyceridy. Jakékoli zmény ve skladbé ¢&i distribuci
lipoproteinu v disledku nemoci, diety nebo terapie 1éky mohou mit za
nasledek zménu lipidového pienosu. Lidské télo rozpozna lipofilni
1é¢ivo jako lipidovou &astici a zvy$ena hladina CETP mizZe zvy$it
pfenos téchto latek mezi jednotlivymi lipoproteiny. Napf.
antimykotikum amphotericin B { Amp B ) se v plasmé& pfednostné vaZe
( cca 70% ) na HDL protein. Zvy$end hladina CETP ma za néasledek
pienos Amp B na LDL a komplex Amp B - LDL vyznamné zvySuje
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rozvinuti lékové indukované toxicity pro ledviny. Objev pfenosu
lipofilnich latek mezi jednotlivymi lipoproteiny naznafuje moZnost

pouziti CETP v oblasti distribuce 1é¢iv.(34)
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1.2.3. Vazebnost na o -kysely glykoprotein

Zatimco pro kyseld l1é&iva je dominantni vazba na albumin, pro
basicka lé&iva ma zasadni vyznam vazba na a,-kysely glykoprotein
(AGP). I pies mnohem men3i vazebnou kapacitu vykazuje pomérné
vysokou afinitu k lé&vim, proto hraje vyznamnou roli v
celkové plasmatické vazebnosti latek.(38)

AGP se sklada z jednoduchého peptidového fetézce a péti
karbohydratovych zbytki -~ proto se také ftadi do skupiny
glykoproteinl, mukoproteini a o -globulini. Polypeptidovy fetézec je
tvofen 183 aminokyselinami a obsahuje dvé disulfidové vazby. P&t
karbohydratovych &asti je pfipojeno k asparaginovym zbytkum v prvni
polovin& peptidu. (39) Bylo ziskano nékolik heterogennich forem AGP
lisicich se molekulovou hmotnosti a elektroforetickym profilem. Tento
fenomén nazyvame mikroheterogenitou AGP a vznikd v souvislosti
s pouZitou metodou isolace, stanoveni, pivodem vzorku (plasma,
mod), stavem pacienta atd. Molekulova hmotnost se tedy pohybuje od
37,000 do 54,000 , obecné& se viak udava hodnota 40,000. (38)

Od konce 60. let je AGP znamy jako pienaSe¢ steroidd. (40)
Pozdé&ji se ukazalo, ¢ AGP ma vysokou vazebnou afinitu pro mnoho
basickych 1é&iv.(41) Z fysiologickych latek se jedna o vazbu
katecholamin®, z toho také vyplyva pfitomnost vazebnych mist pro
pfenos 1é¢iv ovliviiujicich adrenergni receptory (napi. B-blokatory).
(42) Dokonce u n&kterych kyselych 1é¢iv AGP také vyznamné pfispiva
k celkové plasmatické vazebnosti zvlasté pii onemocnénich, kdy
koncentrace AGP roste a/nebo koncentrace albuminu klesa.(43) Plati
to zvlasté pro 1é&iva, ktersd neobsahuji karboxylovou skupinu a sdileji
spoleéné vazebné misto na albuminu ( misto I ). Pro rizna léciva
existuje razny podet vazebnych mist a nejvice afinitni misto se
vyskytuje na hydrofobni ¢&asti proteinoveho fetézce (hydrofobni
povaha vazby 1é¢iv). U chirdlnich latek pak miZeme sledovat

stereoselektivni vazebnost na AGP.( 38)
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Normalni hladina AGP se pohybuje v rozmezi 40-110 mg/100ml.
Tato hodnota se v3ak velmi vyznamné méni vlivem ridznych
fyziologickych a patologickych stavi. Dokonce se ukazalo, Ze hladina
AGP je zavisla na zdvaZnosti nemoci, pfi akutnich stavech dochazi az
k dvojnasobnému vzestupu hladiny AGP. Proto byvd AGP pfifazovan
mezi proteiny akutni faze a hladina AGP v plasmé& muzZe byt pouzita
jako diagnostickd a prognostickd hodnota b&hem 1é¢by mnoha nemoci.
Jisté také je, ze hladina AGP muze kolisat pii [é¢b& n&kterymi léky
vlivem enzymové inhibice a indukce. S niZz8imi hladinami je pak tfeba

poéitat u novorozenci.(38)
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1.2.4. Vazebnost na ervtrocyty

Cervené krvinky tvoii nejpoéetn&jsi &ast mezi bun&&nymi elementy
krve v 1 litru krve je za fyziologického stavu u muzd primérné
5%10'2 a u zen 4,5x10'? erytrocyt.(28) Od ostatnich bun&k se vak 1isi
absenci jadra a nemaji ani dal$i bunéiné organely jako jsou
mitochondrie a endoplasmatické retikulum. Maji tvar bikonkavniho
disku a plasmaticka membrana je tvofena lipidovou dvouvrstvou
skladajici se hlavné z fosfolipidl, cholesterolu a proteini. Mezi hlavni
membranové proteiny patii receptory, transportni systémy ( iontové
vymény, pfenos glukézy apod.) a enzymy. Daldi enzymy a proteiny
jsou pfitomny v cytosolu, mnoho enzymu se podili na metabolické
pfeméné 1é€iv. Hlavni funkci éervenych krvinek zastdva hemoglobin
protein pienadejici 0O, CO, mezi tkan&mi. Zivotnost &ervenych
krvinek je v priméru 100-120 dni a béhem této doby procestuji asi
250 km celym kardiovaskularnim systémem. (44)

V minulych letech byla lékové vazebnosti na erytrocyty vénovéana
mnohem men$i pozornost neZ stanoveni vazebnosti na plasmatické
bilkoviny. U mnoha 1é¢iv se v3ak Cervené krvinky vyznamné podileji
na celkové vazebnosti latek v krvi. Léciva se mohou vazat na
membranu a/nebo na hemoglobin, karboanhydriazu a dal$i vazebné
proteiny v cytosolu erytrocytd. Z fyziologickych latek se jednd o
pfenos steroidnich hormonu (45), jsou ptfitomny P-adrenergni (46) a
insulinové receptory (47) apod. V mnoha pfipadech je zakladnim
mechanismem pfestupu latek pies erytrocytarni membranu pasivni
difuse. Hnaci silou tohoto procesu je koncentrace volné latky
v plasmatické vodé a dilezitym kritériem pro pfestup je lipofilita (48)
a velikost molekuly. Lipofilni organické latky penetruji do buitiky
rozpusténim v lipidové dvouvrstvé membrany a velmi malé hydrofilni
sloudeniny vstupuji pfes vodni kandly. Jisty vliv na podil erytrocytarni
vazebnosti ma 1 chirdlni charakteristika latky. Je jasné, Ze rozdé&leni
1é¢iv do erytrocytarniho kompartmentu se velmi 1i§i : u ne&kterych

1é¢iv se jedna o velmi rychly proces ( sekundy aZ minuty ), u jinych
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dochazi k ustanoveni rovnovahy podstatné déle. Napi. 1€Civa
s primarni aminoskupinou reaguji s mastnymi kyselinami: v membrané
buiiky ( opoZdéni pfestupu latky ). U vétSiny latek je vazebnost
teplotné zavisla, u mnoha dal3ich pozorujeme vliv pH. Né&které latky
podléhaji degradaci vlivem metabolismu erytrocytarnimi enzymy.
Viechna tato fakta musi byt zohlednéna pro wuréeni konkrétnich
podminek stanoveni vazebnosti jednotlivych latek.(44)
Uréeni rozsahu vazebnosti na erytrocyty se dd stanovit metodou in
vivo popf. in vitro. Kromé praktickych vyhod existuje né&€kolik divodu
pro upifednostnéni in vitro postupu. Lidské télo reprezentuje otevieny
systém ( in vitro — uzavieny systém) a zvla§té u lé¢iv, kde dochézi
k pomalému ustanoveni vazebné rovnovahy, nelze zamezit soufasné
distribuci 1é&iva do tkdni a jeho eliminaci. Také pro lééiva, kde
ustanoveni vazebné rovnovdhy probiha téméf okamzité, pfedstavuje in
vitro metoda jedinou moZnost pro =ziskani pfesn&jdich vysledku.
Vlastni experiment tedy probihd pfi 37°C a pH 7,4. Lé€ivo je ptidano
ke stabilizované krvi, promichiano a jednotlivé vzorky odebirany
v ¢asovych intervalech. Po nasledné centrifugaci je stanovena
koncentrace lé€iva v ¢ervenych krvinkdch a plasmé& zvlast. Soulasné
zjistime &as potiebny k ustanoveni vazebné rovnovahy. U nékterych
1é¢iv je pomér vazaného lé€iva v krevnich buiikach zavisly na volné
koncentraci 1é¢iva v krvi ( saturace vazby na bilkoviny plasmy ).Proto
paralelné stanovime vazebnost v systému erytrocyty-pufr.(44)
Informace o rozdéleni lééiv do &ervenych krevnich bunék je
dulezitd k pochopeni farmakokinetického a farmakodynamického
chovani latky. Stale vice jsou zkouSeny popf. vyvijeny slouleniny
s prodlouzenym uéinkem s vyuZitim na prevenci nebo 1éCbu
chronickych komplikaci, znalost vazebnosti popf. potencialni
kumulace v erytrocytech je pak dulezitd pro predpovéd mozné
hematotoxicity nebo jinych neptiznivych ucinku. (49) Navic pro
néktera lé¢iva, ktera nelze stanovit b&Znymi metodami ( rovnovazina
dialyza ), je uréeni erytrocytarni vazebnosti alternativni metodou pro

stanoveni plasmatické vazebnosti latky.(44)
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1.3. Stanoveni vazebnosti-rovnovazna

dialyza

Ke stanoveni vazebnosti na plasmatické bilkoviny a k uréeni
charakteru interakce lé¢ivo — protein se uziva mnoha riznych metod.
K nejvice uZivanym metodam patii ultrafiltrace, ultracentrifugace a
rovnovazna dialyza. Viechny tyto metody jsou zaloZeny na separaci a
analyze volné frakce lé€iva po ustanoveni rovnovahy. Dal3i moZnosti
muze byt pouZiti vysoce vykonné afinitni chromatografie ( HPAC ).
Tato metoda poskytuje fadu vyhod ( neni nutna separace ) a nabizi
nam pfesnost, citlivost a reprodukovatelnost chromatografického
systému. Retencni parametr méfené latky se stava pifimo umérny
relativnimu mnozZstvi 1é¢iva vdzaného na imobilizovany protein. Dalsi
vyhodou je moZnost studia chovani enantiomerd chirdlnich latek pfi
pouZziti racematu. Jiny pfistup zahrnuje pouziti spektroskopickych
metod jako je fluorescenéni, absorpéni (UV) spektroskopie a
cirkularni dichroismus (CD). Tyto metody nam navic mohou
poskytnout pfimé informace o vazebnych interakcich. Jedna z nedavno
objevenych metod je pouziti optickych biosenzord pro pfimé
monitorovani vazebnosti malych molekul na albumin.(29) V této préci
byla pouZita metoda rovnovazné dialyzy.

Prvotni studie vazebnosti 1€é¢iv rovnovaZnou dialyzou byla
pfedstavena umisténim dialyzaéni trubice naplnéné albuminovym
roztokem do kadinky obsahujici dialyzaéni médium. Objemy uvniti a
vné trubice byly 5 a 20ml. Tento model byl omezujici, kdyZz bylo
potieba albumin nahradit plasmou, zvla§té u studii pouzivajicich krev
plodu kvili limitované dostupnosti krve nebo u studii vazebnostnich
parametri kvili velkému poétu pozadovanych vzorka. Navic, jak
stoupa objem pufru srovnano s plazmou, stoupa roziedéni
plasmatickych difundujicich latek. Colowick a Womack v roce 1969
navrhli 1 ml buiku pro studium vazebnosti difundujicich latek.
Ehrnebo v roce 1971 studoval vazebnost ruznych latek za pouziti

soustavy cel. Objem 0,5 ml plazmy byl dialyzovan proti stejnému
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objemu pufru. Potom byl publikovan navrh miniaturniho dialyzaéniho
systému, kde mohla byt rovnovaZnd dialyza provedena pomoci malého
mnozstvi plazmy 50 — 100 pl.(32)

Vyhodou komerénich bunék je moZnost vyzkou3et az 20 vzorkd
najednou, pouziti plazmatickych objemi niZSich nez 1 ml a dialyza
proti stejnému objemu pufru. Mezi nevyhody rovnovaZné dialyzy patfi
roziedéni plazmy. Rozfedéni plazmatickych soli miuzZe byt alespoi
tastednd kompenzovano pouZitim pufru obsahujiciho 5,58 g/l NaCl.
Roziedéni plazmatické bilkoviny je dano pfitazlivosti vody albuminem
a neni moZno to potla&it. Nejb&in&ji uZivanym pufrem je isotonicky
fosfore¢nanovy pufr pH 7,4 , av3ak d&asto je pouZivana polovina
koncentrace, protoze fosforeinan miZe inhibovat vazebnost kyselych
1é¢iv. Roziedéni albuminu jako nasledek dialyzy je malo dllezité,
protoZe malé zmény v albuminové koncentraci poskytuji zanedbatelné
zmény v mnoZstvi navazaného lé&iva. Daldi nevyhodou je délka asu
pozadovaného pro rovnovidhu. P pouZiti komeréni membranové
dialyzy jsou poZadoviany 2-4 hodiny k dosaZeni rovnovdhy a
¢tyFhodinova dialyza je optimélni pro vét3inu kyselych a basickych
1é¢iv. Podle nékterych okolnosti je poZzadovana delsi dialyzaéni doba a
musi byt brana v ivahu moZna degradace vazebnosti proteinl a léCiva.
Je vhodné zvlhé&it membranu nebo celou trubici pufrem 0,5 — 1 h pied
zatatkem dialyzaéni procedury. Membriany mohou byt Ilehce
podkozeny, a tak s nimi musi byt zachidzeno opatrné. LéCiva se také
mohou vazat na dialyza&ni buiikové komponenty nebo na membranu
s naslednou redukci jejich koncentrace v dialyzaénim prostiedi.
Limitovany pocet 1é¢iv se vdZe na membranu takovou mérou, Ze se
vysiedky studie stavaji bezvyznamné. Tak musi byt provedena pilotni
studie ke zjisténi, zdali builkové soudasti vetné membrany jsou
vhodné pro tato 1é&iva. Jsou dostupné membrany riazné tlouStky a
v pfipadé 1é&iva, které se vaZe na membranu, je dilezité pouZit tu
nejtenéi. Je rovnéz duleZité poznamenat, Ze rozsah vazebnosti je

tepelné zavisly. Metoda je provadé&na obvykle pii t&lesné teploté.(32)
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2. EXPERIMENTALNI CAST
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2.1. Material

Biologicky material

V experimentech byla pouzita krev péti Zzivo€isnych druhi :

o lidskd — krevni konzerva z transfiizniho oddéleni Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové, konzervovanad antikoaguaénim
roztokem CPD-A, v pomérul : 4

o hovézi heparinizovani z masokombinatu Salma Biezhrad

o vepfova heparinizovana z masokombinatu Salma Bfezhrad

o krali¢i heparinizovana ziskana od samce kralika rodu §eda cincila
o hmotnosti 3,4 kg, odebrana z inkanulované usni Zily zvirete

o potkani heparinizovana ziskand ze samcil potkani kmene Wistar
(SPF, VUFB Rosice ) o hmotnosti 210 - 240 g, odebrana

z vypreparované arteria carotis zvifat v éterové anestesii
Testovana latka

Byl pouzit komplex *mT¢ MDP , firemni nazev MDP - kit pro
piipravu injekce MDP ( **™Tc¢ ) , &islo 3arze 134 , vyroba UJV REZ.
Celkem bylo pouZito pét lahvidek, kaZ?da obsahovala sterilni
apyrogenni komponenty v lyofilizované formé¢ : 7,5 mg MDP a
0,45 mg SnCl, . 2H,O . Smeés byla uzaviena v inertni atmosféie
pryZzovou zatkou upevnénou kovovou objimkou. K obsahu lahvic¢ky byl
za sterilnich podminek p#idan sterilni eluat z generatoru technecia
( ztedény sterilnim izotonickym roztokem NaCl ) o aktivité 150-

500 MBq a objemu 5 ml.
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Pomocné latky

Jako pufr byl pouzit izotonicky fosfatovy Sorensenuv roztok o pH 7,4
ptipraveny ze dvou dilu KH,PO4 ( 0,9075 g/100ml ) a osmi dilu
NaHPO, . 12 H,O ( 2,3900 g/100ml ). Oba fosforeénany dodala
Lachema Brno. Jako antikoaguans byl pouzit Heparin Spofa o
koncentraci 5000 m.j./ml , ampule po 2 mil. Pro stanoveni
radiochemické &istoty *°™Tc-MDP byly potfeba dvé chromatografické

soustavy — jedna s acetonem a druha s 0,9 % NaCl.
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2.2. Metodika

Pfiprava materidlu k experimentu

Odebranou a stabilizovanou krev jsem piefiltrovala ptes gazu. Cast
jsem pouzila k pfipravé plasmy a erytrocytarni suspenze centrifugaci
po dobu 5 min pfi 3-4000 ot/min. Plasmu jsem odsala a uloZila do
chladu k pozdéj$imu stanoveni plasmatické vazebnosti testované latky.
Erytrocyty jsem doplnila fosfitovym pufrem na pivodni objem,
promichala a stejnym zpusobem centrifugovala. Supernatant jsem
odsala a cely postup opakovala tfikrat. Nakonec jsem krevni bunky
doplnila fosfitovym pufrem a promichala. U celé krve i pfipravené
erytrocytarni suspenze jsem stanovila hematokrit tj. pomér krvinek a

plasmy (pufru).

Stanoveni radiochemické &istoty **™Tc-MDP

Pro kontrolu radiochemické ¢istoty injekce jsem  pouZila
chromatografii na tenké vrstvé silikagelu ITLC SG (GELMAN) . Jeden
vzorek jsem po naneseni na start a vysu$eni vyvijela v acetonu a druhy
v 0,9% NaCl. Po vysudeni jsem chromatogramy vyhodnotila na
pfistroji Automatic TLC- linear analyzer ( Berthold, Rakousko ). Pfi
chromatografii v 0,9% NaCl putuje komplex **"T¢-MDP a **™TcOy”
s ¢elem mobilni fize, zatimco redukované hydrolyzované technecium

zistava na startu. PFi vyvijeni v acetonu se pohybuje **™TcO4 s &elem.
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Stanoveni distribuce **™Te-MDP v krvi a suspenzi erytrocyti

5 ml krve a 5 ml suspenze jsem temperovala v termostatu 20 min pfi
teploté 37 °C . K obéma vzorkim jsem ptidala po 20 ul *°™Tc-MDP,
promichala a udrzovala pfi stejné teploté. Po 5, 15, 30, 60 a 90 min
jsem odebirala 0,5 ml z kazdé soustavy do Eppendorfovy zkumavky a
centrifugovala 5 min p¥i 5-6000 ot/min. Pro zjist&ni distribuce **™Tec-
MDP jsem pipetovala po 20 pl plasmy a suspenze z prvni zkumavky a
supernatantu a krevnich bunék z druhé zkumavky do méticich lahvigek
a zméfila aktivitu na y — spektrometru Tesla Liberec. Kvili sniZeni
rizika chyby jsem aktivitu méfila vzdy i se 3$pic¢kami uZitymi
k pipetovani. Podle vysledkd jsem zjistila, zda do3lo k ustanoveni
rovnovahy a podle toho jsem ukonéila pokus po 120 min. V zavéru
jsem provedla &tyfi odbéry po 0,5 ml z kazdé soustavy a zpracovala je

stejné jako ostatni.

Stanoveni plasmatické vazebnosti *°™Tc-MDP

Plasmatickou vazebnost in vitro jsem stanovila metodou rovnovazné
dialyzy pii 37 °C v rotujicim plexisklovém bloku s osmi dialyzaénimi
komirkami. Objem 0,45 ml plasmy byl dialyzovdn proti stejnému
objemu pufru s testovanou latkou ( 0,02 ml **™T¢-MDP bylo ptidano
k 5 ml fosfatového pufru o pH 7,4 ) pfes celofanovou semipermeabilni
membranu. Po 4 hodinach jsem odpipetovala po 200 pl plasmy a pufru
do méficich lahviéek a zméfila aktivitu i s pouzitymi 3pickami na

y - spektrometru Tesla Liberec. Od kazdého Zivo&isného druhu jsem

stanovila 4 vzorky.




Vypodty :

P¥i vypodtech vazebnostnich parametri jsem vychdzela z prace

Holmberga a spolupracovniku. (50)

Plasmaticka vazebnost fp ( tj. pomérné mnoZstvi 1é¢iva navazaného na
plasmatické bilkoviny z celkového mnoZstvi lé¢iva obsaZeného

v plasmé) je dana vztahem :

f.=1-1,
fy - frakce volného lé¢iva v plasmé&
fp - frakce vazaného lééiva v plasmé

Apyr — aktivita ( resp. koncentrace ) v pufru

Ap. - aktivita ( resp. koncentrace ) v plasmé

Hodnota R udava miru ochoty lé¢iva vazat se v krvi na erytrocyty,

analogicka hodnota Rs se tyka suspenze :

R = ABC
Ay x(1-1;)

Ry =Apgs IABUF

Apc — aktivita (resp. koncentrace) ve frakci centrifugovanych bun&k
vzorku krve

Ap. - aktivita (resp. koncentrace) ve frakci plasmy vzorku krve

Agcs — aktivita (resp. koncentrace) ve frakci centrifugovanych bunék
vzorku suspenze

Agyur — aktivita (resp. koncentrace) ve frakci supernatantu (tj. pufru)

vzorku suspenze
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Rozdéleni 1é&iv v krvi mezi erytrocyty { Apc ) , plasmatické bilkoviny

(App) a plasmatickou vodu (Apw) je dano vztahy :

A = Ap.xH
e =
AmxH+Anxﬂ—H)
Ap xf, x(1-H)
A1’1’ =

Apc xH+A, x(1-H)

APw =1_'\1«: _APP

H - hematokrit krve
Vazebnost lé&iv na erytrocyty v systému erytrocyty — pufr je dana

vztahem :

A = Ages xHg
e Apes xHg + Agyp x(1-Hg)

Hs — hematokrit suspenze
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Procentudlni vyjadfeni distribuce latky v krvi :

A, xHx100
A xH+A, x(1-H)

%E =

%P =100 — %E

Apcs xHg x100
Apes XHg + Agye x (1-Hy)

%E, =

%P, =100 — %E,

%E — procento latky navazané na krevni builkky ve vzorku krve

%P — procento latky v plasmé& ( vzorek krve )

%Eg — procento latky navazané na krevni buiiky ve vzorku suspenze
p

%Pgs — procento latky v pufru { vzorek suspenze )
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2.3. Vysledky

V tabulkdch 1-3 jsou zaznamenany hodnoty hematokritu a
vazebnostnich parametrd ( poé&itano ze <&tyf méfeni ) se svymi

smérodatnymi odchylkami :

fp - frakce **™Tc-MDP navézaného v plasmé

R - pomér koncentrace testované latky v krevnich buiikach a plasme
Rs - analogicky udaj pro erytrocytarni suspenzi

H - hematokrit krve

Hg - hematokrit suspenze

App - frakce testované latky navazand na plasm. bilkoviny (vzorek
krve)

Apc - frakce testované latky navazana na krevni buiiky (vzorek krve)
Apw- frakce testované latky v plasmatické vodé& (vzorek krve)

Apcs- frakce testované latky navazand na Krevni buitky (vzorek

suspenze)

Grafy 1-5 zobrazuji &asové zavislosti prib&hu distribuce #9MTc-MDP

v celé krvi a erytrocytarni suspenzi :

%P - procento testované latky v plasmé& (vzorek krve)
%E - procento testované latky v erytrocytech (vzorek krve)
%P5 - procento testované latky v pufru (vzorek suspenze)

%Eg - procento testované latky v erytrocytech (vzorek suspenze)

Grafy 6-7 zobrazuji mezidruhové srovnani vazebnostnich parametru

Grafy 8-9 zobrazuji stanoveni radiochemické Cistoty #9MmTc-MDP
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Tabulky :

Tab.1 : Vazebnostni parametry 99mT:-MDP a jejich smérodatné

odchylky

Zivodidny Vazebnostni parametry

druh fo R R;
potkan 0,496 + 0,040 | 0,065 = 0,008 | 0,047 + 0,007
krélik 0,837 + 0,028 | 0,227 £ 0,060 | 0,109 £ 0,011
prase 0,798 + 0,042 | 0,347 + 0,117 | 0,463 + 0,066
skot 0,673 + 0,054 | 0,409+ 0,041 | 0,317 & 0,062
¢lovék 0,360 + 0,064 | 0,044 + 0,005 | 0,133 + 0,010

Tab.2 : Parametry rozdéleni ¥mT. .MDP v krvi a jejich smé&rodatné

odchylky

Zivo&iiny Parametry rozdé&leni

druh H ABC App Apw
potkan 0,52 | 0,034 + 0,004 0,479 + 0,002 0,487 + 0,002
kralik 0,37 | 0,021 + 0,005 0,819 + 0,005 0,160 + 0,001
prase 0,34 | 0,035+ 0,012 0,770 + 0,009 0,195 + 0,002
skot 0,30 | 0,054 = 0,005 0,636 + 0,003 0,309 + 0,002
¢loveék 0,39 | 0,018 +£ 0,002 0,233 + 0,001 0,749 + 0,002

Tab.3 : Parametry rozdé&leni *™Tc-MDP v systému erytrocyty-pufr a

jejich smérodatné odchylky

Zivotisny | Parametry rozdéleni
druh Hs ABCS

potkan 0,52 | 0,048 + 0,007
kralik 0,43 | 0,076 + 0,007
prase 0,26 | 0,140 £ 0,017
skot 0,36 0,151 £ 0,025
¢lovék 0,39 | 0,079 £ 0,005
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Grafy :

Graf 1 : Prib&h distribuce **™Tc-MDP v &ase — potkan

a) krev

b) suspenze erytrocytu
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Graf 2 : Priib&h distribuce ™ Tc-MDP v Sase — kralik

a) krev

b) suspenze erytrocytu
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Graf 3 : Pribéh distribuce **™Tc-MDP v &ase — prase

a) krev

b) suspenze erytrocytil

=
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Graf 4 : Prub&h distribuce **™T¢-MDP v &ase — skot

a) krev

b) suspenze erytrocytd
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Graf 5 : Prub&h distribuce *’™Tc-MDP v &ase — &lovek

b) suspenze erytrocytu
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Graf 6: Frakce **™Tc-MDP navazana v plasmé (fp) — mezidruhové srovnani
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Graf 7 : Frakce °*™Tc¢-MDP  navazana na plasmatické bilkoviny (App),
v krevnich buiikach (Apc) a volna frakce v plasmatické vod& (Apw)
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2.4. Diskuse

Stanoveni rozsahu plasmatické vazebnosti 1é¢iv ma zasadni vyznam
pro analyzu jejich farmakokinetického chovani, protoZe pouze ta Cést
lé¢iva, ktera je ve volné form& muZe pronikat pies biologické
membrany. Pro studované radiofarmakum 9MTe.MDP to hlavné
znamené ovlivnéni rychlosti jeho pfestupu do kostni tkané a jeho
eliminace ledvinami. PiestoZe byly publikovany udaje o vazebnosti této
latky na lidskou plasmu (51,52), vysledky jednotlivych autori se znainé
lisi a dale bylo potieba ziskat udaje o distribuci **"Tc-MDP do krevnich
bungk a mezidruhové srovnani rozdéleni této latky v krvi. Z tohoto
divodu byla price zamé&fena na analyzu interakci 9MTc-MDP  se
slozkami centralniho distribuéniho systému u nékolika Zivodidnych
druhi.

Stanoveni &asové zavislosti prib&hu distribuce MTe-MDP  do
krevnich bun&k jak v celé krvi, tak i v suspenzi erytrocytd ukazalo, Ze
studovany komplex nepfechdzi ve vyznamné mife do krevnich bunék
v &asovém intervalu do 2h po pfidani radiofarmaka. ( Grafy 1-5 ) Uréity
podil aktivity nalezeny ve frakci krevnich bun&k muZe byt zplusoben
zbytkovym objemem plasmy ( pufru ), ktery po centrifugaci zistava
v erytrocytarni frakci. Mirny &asovy narlist aktivity ®¥mT¢ v krevnich
buitkdch u studovanych Zivog&isnych druht bude patrné zpisoben
postupnym uvoliiovanim technecia z komplexu, jehoz kinetickd a
termodynamicka stabilita neni pfili§ vysoka. Piipadné piitomné volné
technecium by bylo diky svému chemickému chovéani nalezeno ve formé
hydratovaného oxidu jako koloid v bun&éné frakei — to plati zvlasté pro
systém erytrocyty-pufr (absence bilkovin), kde se da dokonce
vypozorovat narist aktivity (koloidu) v bunééné frakci se stoupajicim
podilem vodné faze (pufru) ve vzorku (klesajici hodnota hematokritu)
viz.tab.3. Z dosazenych vysledku tedy vyplyva, Ze komplex #ImTc-MDP
nepronikd pozorovatelnou rychlosti pfes membréanu krevnich bunék u
studovanych Zivo&i§nych druhd, ani se ve znatelné mife na tuto

membranu nevaze.
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Stanoveni vazebnosti °°™Tc-MDP na plasmatické bilkoviny ukazalo, ze
tato vazebnost se u studovanych Zivoéi$nych druhd vyrazné lisi.
(tabulka 1, graf 6 ) Frakce komplexu vazaného na plasmatické bilkoviny
klesa pii mezidruhovém srovnani v pofadi : kralik, prase, skot, potkan a
¢lovék. Hodnota plasmatické vazebnosti nalezena u ¢lovéka je do urcité
miry ovlivn&na zplsobem konzervace krve, kdy pfidani roztoku CPD-Al
vede ke zfedéni plasmy, pii kterém se koncentrace bilkovin pfibliZn€ o
1/3 snizi. Stanoveny rozsah vazby je tedy niZz3i neZz odpovida
fysiologickym podminkdm ( 5% albuminu v krevni plasmé& ). Hodnoty
vazebnosti na plasmatické bilkoviny jsou ovlivnény pouzZitim ruznych

metod stanoveni. (52)

metoda hodnoty vazebnosti
precipitace s TCA 70,3 + 1,8
(trichloroctova kyselina)
rovnovazna dialyza 45,0 + 2,8
ultrafiltrace 69,2 + 4,0

Hodnota plasmatické vazebnosti 36,0 + 6,4 ziskand v mé praci je
srovnatelna s timto literarnim udajem i pfes jiné podminky dialyzy (+4°C
po dobu 24 hodin ). Data ziskana precipitani a ultrafiltraéni metodou
jsou si blizka a pomérné vy38i neZ hodnota ziskana rovnovainou
dialyzou. Vysledky dialyzy zaleZi na stabilité komplexu radiofarmakum-
protein , a tak touto metodou stanovime pouze technecium ireverzibilng
vazané na bilkovinu.(52)

Distribuce *°™Tc-MDP v celé krvi je ovlivnéna jak jeho vazbou na
plasmatické bilkoviny, tak i vazebnosti na krevni buiikky. Vzhledem
k velmi nizkému podilu studovaného radiofarmaka v krevnich builkach
ma zasadni vyznam pro jeho distribuci v krvi vazebnost na plasmatické
bilkoviny. Mezidruhové srovnani distribuénich pomérd nalezenych v celé
krvi je tedy analogické s vysledky ziskanymi pfi studiu vazebnosti na

plasmatické bilkoviny. ( tabulky 1-2, grafy 6-7 )
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Distribuce **™Tc¢ je pochopiteln& ovlivn&na chemickou formou v jaké
se tento radionuklid v pfipravku nachazi. Z vysledkd studia
radiochemické &istoty ptipravku vyplyva, Ze vice jak 98% aktivity je ve
form& °’™Tc¢-MDP ( grafy 8-9 ) a pfitomné radiochemické neéistoty
nebudou dosaZené vysledky ovliviiovat vice jak ze 2%. Da se usuzovat,
Ze tyto radiochemické nedistoty ve formé redukovaného hydrolyzovaného
?mT¢ byly v experimentech nalezeny ve frakci krevnich bunék.

Z dosazenych vysledki vyplyva, Ze vazebnost ¥MTe-MDP  na
plasmatické bilkoviny je pfi mezidruhovém srovnéni rozdilnd a tyto
rozdily se projevuji v mezidruhové rizném rozdéleni latky v celé krvi.
K této skuteCnosti je nutno pfihliZzet pfi pfenosu farmakokinetického
chovani komplexu °°™Tc¢c-MDP z experimentu na zvifeti smérem

k ¢éloveéku.
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2.5. Lavér

P¥i studiu distribuce kostniho radiofarmaka *°™Tc-MDP v krvi a
suspenzi erytrocytll bylo zji$téno, Ze komplex nepfechazi ve vyznamné
mife do krevnich bunék b&hem <&asového intervalu 2h. Vazebnost na
plasmatické bilkoviny je pomé&rn& rozsdhld a u studovanych Zivoéisnych
druhu se vyrazné lisi — klesd v pofadi : kralik, prase, skot, potkan a
&lovék. Distribuce v celé krvi je dana vazebnosti na plasmatické

bilkoviny a klesa ve stejném pofadi.
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