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1 Uvod

Nukledrni medicina je obor zabyvajici se diagnostikou a 1é€bou pomoci otevienych
radioaktivnich zafict aplikovanych do vnitiniho prostiedi organismu. Jedna se pfevdzné o
zobrazovaci diagnostiku, v menSi mife o laboratorni diagnostiku a lécbu. Zobrazovaci
metody, které se vyuZivaji, jsou scintigrafie (dle scintilaéniho detektoru tvoficiho zdklad
klasické scintila¢ni kamery) a gamagrafie (podle zireni gama emitovaného radionuklidy
pouzivanymi v diagnostice) | 1].

Metody nukledrni mediciny jsou zaloZeny na tzv. indikdtorovém nebo stopovacim
principu, ktery objevil madarsky chemik Gyorgy Hevesy v roce 1913. Jeho podstatou je
shodné chemické chovani izotopl: radioaktivni izotopy reaguji chemicky stejné jako stabilni
izotopy téhoz prvku. Na rozdil od stabilnich izotopu jsou vSak radionuklidy ,.viditelné*
prostiednictvim pronikavého zdreni, které vznikd pfi radioaktivnich pfeméndch jejich
atomovych jader a je vyzafovdno do okoli. Slouc¢eniny ozna¢ené radioaktivnim prvkem lze
proto sledovat a jejich mnozstvi méfit detektory zareni gama [ 1].

Pii radionuklidové diagnostice in vivo se pacientovi aplikuje (vétSinou intravendzné
nebo perordlné) malé mnozZstvi vhodné y — radioaktivni litky, tzv. radioindikdtoru nebo
radiofarmaka. PouZity radioindikator je specificky pro jednotlivé orgdny a druhy vySetfeni.
Aplikovand litka vstoupi do metabolismu organismu a distribuuje se tam podle svého
chemického slozeni — fyziologicky ¢i patologicky se hromadi v ur€itych orginech a jejich
¢astech a nasledné se vylucuje nebo preskupuje. Z mist depozice radioindikdtoru vychazi
zdfeni gama, které diky své pronikavosti prochdzi tkdni ven z organismu. Pomoci citlivych
detektorii méfime toto zdfeni a zjiStujeme tak distribuci radioindikitoru v jednotlivych
organech a strukturich téla |2].

PouZitim téchto technik se béZné hodnoti srdce, §titnd Zldza, plice, jatra, Zluénik a kostra
jako celek. Nukledrni medicina je uzite¢nd v zobrazovani fyziologickych funkci, avSak
zobrazeni anatomickych detaili je pfi pouZiti této techniky omezené [3].

Vyvoj novych radiofarmak je v soucasné dobé¢ soustiedén vice na komplexy, jejichz
ligandy jsou vybirdny s ohledem na predpoklidanou stabilitu a dal§i dalezité vlastnosti. Cim
dal veétsi uplatnéni v nukledrni mediciné nachdzeji radiofarmaka obsahujici kratkodoby
radionuklid *™Tc nebo '*Re. Pro syntézu radiofarmak je potieba dikladna redukce *™TcOy
ptipadné "'ReO, za pritomnosti zidaného ligandu. Pro redukci je mozno vyuZzit Sirokou
Skalu redukénich €inidel. NejpouZivangjSim redukénim c¢inidlem ptfi pripravé radiofarmak

obsahujici rhenium nebo technecium je chlorid cinaty [4].



2 Cil prace

Cilem ptredklddané bakaldarské prace bylo ptripravit a charakterizovat komplexy
vyuZivané v nukledrni mediciné pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC -
High performance liquid chromathography) ahmotnostni spektrometrie s ionizaci za
atmosférického tlaku ( API - MS - atmospheric preasure ionization mass spektrometry).
Ukolem byla piiprava komplexii rhenia a technecia s dimerkapto-jantarovou kyselinou

(DMSA).



3 TEORETICKA CAST

3.1 Radiofarmaka

Radiofarmakum je jakykoliv 1éCivy prostiedek, ktery obsahuje jeden nebo vice
radionuklidd (radioaktivnich izotopl) a je pouZit pro lékarské tcely. DileZitou
charakteristikou radionuklidu je jeho polocas ptemény, druh a energie ionizujictho zareni.
Vétsina dnes pouzivanych radiofarmak obsahuje radionuklidy s kratkym polocasem premény,

které je nutné ptipravovat ptimo v nemocnicich [1,5].

3.2 Parametry hodnotici kvalitu radiofarmak

Dulezitymi parametry pro hodnoceni kvality radiofarmak jsou chemickd cistota,
radionuklidicka ¢istota a radiochemicka cistota.

Pod pojmem chemickd cistota rozumime sledovdni obsahu jinych neradioaktivnich
slou¢enin v radiofarmaku. Za chemicky c¢isté miZzeme povaZovat takovy radiofarmaceuticky
prepardt, ve kterém nelze analytickymi metodami dokazat jiné slouceniny neZ vlastni
chemické individuum [6].

Aby se splnil poZadavek na vysokou chemickou c¢istotu radiofarmaka, je tfeba volit
vhodné metody ptipravy. Latky, které se pouZivaji pti vyrobé radionuklidd a pii syntéze
znac¢enych slou¢enin, musi byt maximalné ¢isté.

Radionuklidova cistota je definovdna jako pomér aktivity i-té znacené slouceniny (tj.
daného radiofarmaka) k celkové aktivité v§ech radionuklida pfitomnych v analytu. Znecisténi
predstavuji dalsi radionuklidy téhoZ prvku nebo i jinych prvkl. Vyznamnéjsi vyskyt necistot
je mozné ocekdvat u radionuklidii izolovanych ze Stépnych produktl nebo vznikajicich
ozarovanim na cyklotronu. Jejich mnoZstvi zdvisi na pouZitém ter¢i a na zpusobu izolace
[4,6,7].

Radiochemickou ¢istotu lze definovat jako pomér koncentrace i-tého komplexu ke
koncentraci viech komplexti ve vzorku. Zidnd z reakci, jimiZ jsou radiofarmaka vyribéna,
neprobéhne se stoprocentnim vytéZkem, a proto se v nich vzdy vyskytuje malé mnozstvi
nezadoucich sloZek, které nejsou nositeli diagnostické informace nebo terapeutického tc¢inku.
Radiochemickou ¢istotu komplexu lze zjistit pomoci TLC (chromatografie na tenké vrstvé)

nebo HPLC [4,6].
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3.3 Mechanismus biologického ti¢inku

Pii priichodu fotoni gama nebo rentgenového zafeni tkdni miZe dojit v zavislosti na
jejich energii bud’ ke ztrdté¢ jen casti energie pfi Comptonové rozptylu na elektronech
atomového obalu. Pak se jednd o ¢dstecnou absorpci. Nebo miiZe dojit k ptedani veskeré své
energie elektronim atomového obalu. Potom hovoiime o tipIné absorpci fotoefektem. A tieti
mozZnosti je projiti tkdni bez interakce, tzn. nedojde k jejich rozptylu ani k absorpci [ 1,2].

Absorpce energie ionizujicitho zdfeni se déje v procesech ionizace a excitace atomu a
molekul. Probéhne-li ionizace pifimo v molekule kyseliny deoxyribonukleové ¢i v jiné
makromolekule, pak se mluvi o pfimém ucinku zdteni. Jestlize pii radiolyze vody vznikaji
radikdly H a OH', jez interaguji s biologicky dulezitymi molekulami, z nichZ nejzavazngéjsi
nasledky ma poskozeni molekuly DNA. Jednd se o nepiimy ucinek zdreni. V biologickém
stadiu se molekularni zmény projevuji v podobé morfologickych a funkénich zmén
zjistiteInych na rizné drovni organizace biologického systému [1].

Velké poskozeni molekuly DNA muze vést k naruSeni bunééného déleni. Je mozné
zpusobit reprodukéni smrt buriky, kterd se uplatiiuje jako rozhodujici mechanismus ¢asnych
poskozeni z ozdfeni. DalSim typem poruchy DNA je zména genetické informace buriky —
dojde k mutaci. Mutace jsou nahlé, ndhodné, neusmérnéné zmény genetického materidlu a

jejich nositell (zejména chromosom) |8].

3.4 Vyroba a ziskavani radionuklida

Zikladnim pfedpokladem pfipravy vSech radiofarmak je ziskdni vhodného
radionuklidu. Ziskany radionuklid pak slouzi jako vychozi surovina pro pfipravu
radiofarmaka, které miZe mit formu bud’ prvku, anorganické nebo organické slouceniny
(tab 1) [6].

V zdsadé existuji téi zakladni druhy vyroby radionuklidd. Vyroba v cyklotronech,

jadernych reaktorech a v radionuklidovych generitorech.

11



3.4.1 Vyroba radionuklidu v cyklotronech

V cyklotronu se kladné nabité castice jako napiiklad protony (p), deuterony (d) nebo
alfa castice (a) urychluji elektrickym polem a jejich drdha se zakfivuje magnetickym polem
tak, Ze se pohybuji po spirdle se zvétSujicim se polomérem, aZ narazi na pfipraveny ter¢
specifického sloZeni. Jadernymi reakcemi vznikaji poZadované radionuklidy. Po ozifeni se
ter¢ rozpouSti nejcastéji v kyselindich nebo alkalickych rozpouStédlech a vyrobené
radionuklidy se potom oddé¢luji riznymi chemickymi metodami (kapalinovou extrakci,

srdzenim, iontovou vyménou, destilaci, chromatografif, aj.) [1,7].

3.4.2 Vyroba radionuklidu v jaderném reaktoru

V jadernych recaktorech se vyrdbéji radionuklidy aktivaci neradioaktivnich latek
ozatovanim neutrony, ncbo se ziskdvaji separaci ze St¢pnych produkta uranu .

Neutrony nemaji elektricky naboj, nemusi piekondvat potencidlovou bariéru a mohou
lehce vniknout do jadra. Proto jsou jaderné reakce s tepelnymi neutrony vyuZivany k vyrobé
umélych radionuklidd. Pfi reakci jadro atomu ter¢ového radionuklidu zachycuje jeden tepelny
neutron a emituje zdfeni y. Pfi tom vznikd radioaktivni izotop stejného prvku. Vznikly
radionuklid je chemicky shodny s ozafovanym prvkem, a proto se nedd jednoduSe oddélit.
Protoze takto vyrobeny radionuklid je ,zfedény* stabilnimi atomy ter¢ového prvku, ma

nizkou mérnou aktivitu [1].

3.4.3 Ziskavani radionuklidu z generatoru

Generdtor radionuklidu je zatizeni obsahujici dva geneticky pifibuzné radionuklidy.
Zného je mozné jednoduSe ziskat v Cisté beznosiCové formé poZadovany radionuklid
s kratkym polocasem piemény (tzv.dcefiny), ktery v generdtoru vznikd radioaktivni
pteménou radionuklidu s del§im polocasem pfemény (tzv. matetsky). Generdtory umoznuji
piipravu radiofarmak znacenych kratkodobymi radionuklidy pfimo na diagnostickych
pracoviStich nukledarni mediciny [1,6].

Podle konstrukce se generdtory rozliSuji na chromatografické, extrakéni a sublimaéni.
Nejrozsitenéjsi, s nejmensimi rozméry a nejméné ndrocny na obsluhu je chromatograficky
typ. Piikladem generdtoru tohoto typu je generdtor **Mo/”™Tc. Z **Mo vznikd B-rozpadem
nestabilni radionuklid *™Tc, ktery s polocasem 6 hodin vysild paprsky y a izomernim
piechodem se méni na “’Tc. Eluované technecium se ziskdva v chemické formé iontu

99 - : vz v . v - ~ RTINS
"TcOy. Po eluci se tvofi v kolonce dal3i technecium, pfirozené v postupné se zmenSujicim
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mnoZstvi, jak ubyva mateiského prvku. Generdtor je dobfe pouZitelny minimalné po dobu

dvou polocasti matefského prvku, tedy asi jeden tyden [6].

eluéni roztok ——

A B | evakuovand lekovka
odvzdudnéni n i i
= |~ eluovany deedinny
? roztok
sklenénd kolonka — 7z
7
matefska + %
dcefinnd aktivita f
4%
.l . ;;
. sorbent ‘]
RROURCIAEI 7
. 7 o
_ RIPETEME, j olovéné stinéni
filtr SOCILAMIYN! %

Obr. 1: Generdtor[7]

3.5 Priprava radiofarmak

Radiofarmakum lze vyjime¢né piipravit z chemicky jednoduchych anorganickych
slou¢enin tak, Ze se vystavi toku neutront, ktery aktivuje néktery atom substance. Nejéastéji
se radiofarmaka pfipravuji tak, Ze néktery atom pfipravovaného radiofarmaka se vyméni za
radionuklid z jiné slouceniny s pouZitim jednoduchého chemického procesu. Na sloZité;jsi
organické latky se nékdy navazuje radioaktivni atom v pribéhu nékterého stupné jejich
chemické syntézy. Latky, které by se vzhledem ke své slozité struktuie mohly chemickymi
procesy poskodit, 1ze oznacit a tak zménit na radiofarmakum jen pomoci biosyntézy. Tento
postup je viak sloZitgjsi.

V posledni dobé se velmi roz§ifilo znaceni generdtorovymi radionuklidy pomoci jejich
jednoduchého chemického navazani piimo na substanci piipravovaného radiofarmaka. Voli
se takové latky, které se koncentruji ve vySetfovacim orgdnu a tuto vlastnost si zachovavaji, i
kdyZ se na né navdze radionuklid. Je to naptiklad osteotropni metylendifosfonat, znac¢eny

‘)‘)mTC I 9 l
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3.5.1 Priprava znacenych sloucenin

Jednotlivé radionuklidy jsou v pfevdzné vétSin¢ aplikoviny ve formé vhodnych
znaCenych slouCenin. Tyto slouceniny se obecné pfipravuji ndhradou jednotlivych
neradioaktivnich atomd nebo skupin atomii radioaktivnimi atomy, nebo se tvoti komplexy
nekterych Kkationii radioaktivnich prvkii s rGznymi sloudeninami. Mohou vznikat jak
izotopicky znaCené slouceniny, takové, kde radioaktivni atom nahrazuje atom tého% prvku,
tak neizotopicky znacené slouceniny, kde radioaktivni atom nahrazuje atom jiného prvku,
skupiny atomii, nebo vytvaii zcela novou slouceninu. V prvnim piipadé nedochazi ke zméné
struktury nebo vlastnosti molekuly a v organismu se tato litka chova jako jeji neradioaktivni
analog. Ve druhém piipadé vzdy vznikd nova sloucenina, i kdyZ jeji chovini mize byt
v.mnoha pripadech zna¢n¢ podobné chovini neznacené slouceniny, existuji vzdy uréité

rozdily a je nutné je pii jejim pouzivani respektovat [6].

3.5.1.1 Metody znaceni
Mezi nejrozsitenéjSi metody znaceni patii chemickd syntéza, izotopovd vyménna reakce

a biochemicka syntéza.

3.5.1.1.1 Chemicka syntéza

Chemicka syntéza je nejcastéjSim zpusobem piipravy znacenych sloucenin. Znaceni
probihd podle reakéniho schématu pouzivaného i pro neradioaktivni litku, ptfi¢emz, jedna
z komponent reakéni smési je radioaktivni. Pro dosaZeni co nejvys$siho vytézku, omezeni ztrét
radioaktivity a z hlediska bezpec¢nosti price je nejvhodnéjsi, aby reakéni stupen, pii kterém je
pouzito radioaktivni litky, byl co moZna nejblize konci celého reakéniho schématu. Z tohoto
divodu zejména tam, kde jde o rutinni opakovanou piipravu napf. slou¢enin znacenych
kratkodobymi generdtorovymi radionuklidy, je trvald snaha vyvijet nové postupy, kde syntéza
probiha jednostupnové [10].

Chemickou syntézou se ptipravuji predev§im specifické (tj. na definovaném misté

molekuly) znac¢ené litky s radionuklidy H, "c, s, PSe, MT¢, M In, '*°Re a dalsi.
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3.5.1.1.2 Izotopova vyménna reakce

Pii této reakci dochazi za vhodnych podminek k vyméné radioaktivniho atomu nebo
celé skupiny obsahujici radioaktivni atom za neradioaktivni analog v molekule. Jeji vyhodou
je, Ze znaceni probihd vZdy v jednom reak¢nim stupni a ziskané produkty lze ptipravovat ve
vysoké Cistoté. UmozZiuje zpracovdvat minimdlni mnozstvi litek a vétSinou u ni neprobihd
bo¢ni reakce, a nevznikaji proto ani neZzadouci vedlejSi produkty. Byva ji proto zejména pfi
piipravé radiofarmak ddvana prednost pted dal$imi metodami znaceni tam, kde je mozZné ji

provést [ 10].

3.5.1.1.3 Biochemicka syntéza
Biochemické syntézy se ke znaceni preparitu pouzivaji v téch pripadech, kdy je znaceni
obtizné nebo nemozné piipravit je jinym zplUsobem. Je pouZitelnd pouze u latek, které se

vyskytuji v Zivych organismech | 10].

3.6 Detekce zaieni
Pro méfeni ionizujictho zdfeni v riznych oborech védy, techniky a zdravotnictvi se
pouziva fada detektort liSicich se principem a provedenim. V nukledrni mediciné se nejvice

uplatiuji scintila¢ni detektory, podstatné méné jiz Geiger-Millerovy (GM) detektory [6,11].

3.6.1 Scintilaé¢ni detektory

Scintila¢ni detektory se vyznacuji svou vysokou citlivosti pfi méfeni zdreni gama nebo
rentgenového zdfeni. Jsou zdkladem vétSiny detekénich zafizeni pouZivanych v nukledrni
mediciné pfi vySetfenich in vivo a in vitro.

Scintila¢ni detektor se sklddd z luminiscenéniho krystalu a fotondsobice. Detekéni
latkou v krystalech pouZivanych v nukledrni mediciné jsou anorganické scintildtory, obvykle
jodid sodny aktivovany thaliem Nal(Tl).

Funkce takového zafizeni v postaté spo¢ivd vtom, Ze fotony vzniklé v scintilanim
krystalu dopadaji na katodu fotondsobice a uvolnuji z ni elektrody, jejichZ pocet po prichodu

systémem dynod vzrista geometrickou fadou [ 1, 6,11].
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3.7 Diagnostické metody

Metabolické d¢je probihajici v jednotlivych tkdnich nebo orgdnech byvaji ¢asto pro
piislusnou tkdn do zna¢né miry specifické. VySetfenim takovych specifickych metabolickych
pochodil se vlastné zajiSt'uje funkéni stav piislusného orgdnu, proto se metody daji shrnout
jako funk¢ni diagnostické vySetiovaci metody.

VSechny tyto metody maji urcity spole¢ny princip. Do organismu se vpravi vhodné
radiofarmakum, které je substritem pro néjaky metabolicky dé&j probihajici ve vySetfovacim
orgdnu. Po podini se sleduje pravidelné mérenim in vivo prichod radiofarmaka piisluSnym
organem. Obvykle se sleduje rychlost a mnoZstvi nebo casovy pribéh jeho hromadéni,
respektive vylucovani. Méfeni se Casto dopliuje zjisStovanim rychlosti ibytku radiofarmaka
v krvi, kam se po podani obvykle dostava nejdrive [6].

V diagnostice slouzi vnitini radionuklidové zdroje k funkénimu zobrazeni fady orgdnt a
chemickych pokust i ke stanoveni rozsahu a polohy nddorovych onemocnéni. VyuZziva se
pfitom prostych gama zarich (klasické zobrazeni gama kamerou nebo velmi kvalitni
prostorovy obraz distribuce radionuklidu na SPECT kamere), tak pozitronickych zaficu,
jejichz pomoci lze ve srovnini se SPECTem vyrazné zlepsSit pomér signilu a Sumu diky
koinciden¢nimu zapojeni protilehlych detektorli v pozitronové emisni tomografii (PET).
Nejnov¢jsi metoda je kombinace PET-CT, kterd spojuje vyhody leps§iho rozliSeni CT a
funkéniho zobrazovani PET. Do kategorie diagnostika pomoci radionuklidi je moZné zaradit
také in vitro diagnostiku télnich vzorkd na obsah rGznych latek (hormony, protilitky,

nddorové markery) pomoci RIA(radioimunoanalyza), IRMA(imunoradiometrickd analyza

[3,10].
3.8 Chemie nékterych radioaktivnich prvku

3.8.1 Technecium

Existence technecia byla ptedpovézena jiz roku 1871 D.I. Mend¢lejeviem, ktery je
nazval eka-mangan. Skute¢ny dikaz existence tohoto prvku vSak podali teprve roku 1937
Carlo Perrier a Emilio G.Segré, ktefi pripravili *'Tc (91 d) a nékteré dalsi izotopy nového
prvku ozarovanim molybdenu deuterony a neutrony vyrobenymi v cyklotronu. Podle jejich
ndvrthu byl pro prvek pfijat roku 1949 nizev ,technecium®, zdiraziujici umély zplsob

pripravy [5,12].



3.8.1.1 Izotopy

AZ dosud byly pfipraveny izotopy technecia hmotnostnich ¢isel 92 a 107 o polocasu
fadt nekolik sekund az 10° rokd. Nejdulezitéj§i je dlouhodoby *’Tc, ktery vznikd jako
produkt jaderného Stépeni uranu. Je m¢kkym zaficem B a ma polocas rozpadu 2,12 . 10° let.
Vzhledem k dlouhému poloc¢asu, a tedy i malé mérné aktivité lze s nim pracovat chemicky
jako se stabilni latkou. Jako indikatory ke stanoveni chemického chovani slouZzi napi. izomery

9I™Te (91 d) a *"™Tc (6,04 h), vysilajici mekké zdteniy [11].

3.8.1.2 Chemicka charakteristika

Technecium nalezi do VIL vedlejSi skupiny periodického systému a je homologem
manganu a rhenia. Zeyména s rheniem jevi tzkou piibuznost, a proto se tento prvek bézné
pouZivd jako nosi¢ pfi praci se stopovymi mnozstvimi technecia. Podobné jako rhenium je i
technecium nejstalejSi v sedmimocenském stavu, kdy poskytuje napi. tékavy oxid Tc,0Oy,
sulfid Tc¢»S7 a ve vodnych roztocich anion TcOy'.

Technecium muZe vystupovat i ve vSech nizSich oxidac¢nich stavech az do 1+, prevazné
ve formé komplexnich sloucenin. O jeho chovdni v téchto niz§ich oxida¢nich stupnich z nichz

relativné nejstalejsi je ctyfmocenstvi, je dosud zndmo jen mélo [11,12].

3.8.2 Rhenium

Stejné jako existence technecia bylo rhenium piedpovézeno jiz samotnym
Mendélejevem, jiz v roce 1871, ktery jej nazval jako dvimangan. AvSak skutecny dikaz
pfinesli aZ vroce 1925 védci Walter Noddack, Ida Tackeovd a Otto C.Berg. Prvek

pojmenovali podle ndzvu feky Ryn — rhenus [3,12].

3.8.2.1 Izotopy
Na trhu jsou k dispozici dva izotopy '*Re a '*¥Re. Oba izotopy jsou smiSené zafice beta
a gama. Rhenium se také vyskytuje v pfirodé jako smés dvou neradioaktivnich izotopt "Re

(37.4%) a "*"Re (62,6%). "PRe je stabilni a "*'Re md polocas rozpadu 4,35.10'° let [3].
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3.8.2.2 Chemicka charakteristika
Rhenium ndlezi do VII. vedlejsi skupiny periodické soustavy prvki. Vyskytuje se

Moz P - \%
prevazné v mocenstvi od Re’ po Re 1

. Ve slou¢eninich s jinymi prvky jsou znamé
v oxidaénim stupni —I ([Re(CO)s|), 0 ( Rex(CO)yo), 1 ([Re(CN)6)™), I ([Re(CN)s|*), III
(Re;Cly), IV (ReFy), V (ReOFs), VI (ReO3), VII (KReOy). Nejstalejsi jsou vsak slouceniny

rhenia v mocenstvi Re", Re', ReV'a ReV" [12].

3.9 Komplexni slou¢eniny technecia a rhenia

Komplexy rhenia a technecia maji podobné fyzikalni vlastnosti (lipofilita a velikost).
Nicméné chemie rhenia je do jisté miry odlisnd od chemic technecia, a proto ¢asto nemiize
byt chovini radiofarmak rhenia predpovézeno ze znamého chemického a biologického
chovini technecia [4].

Zavazné chemické rozdily zahrnuji vySsi stabilitu vysSich oxida¢nich stavi rhenia a
vySSi substituéni schopnost redukovanych Re komplexi | 13].

Komplexy technecia se pouZzivaji v diagnostice funkce hlavnich orgdnli a existuje
nékolik ptipadli obdobnych komplexd rhenia, které maji poZadovanou specifiku pro vyuZiti
v lé¢eni nador a jinych terapiich [ 13].

Mezi nejvice rozsitené komplexy technecia a rhenia v radiofarmacii patii forsfonatové
komplexy (MDP, HEDP), komplexy s meso-1,2-dimerkaptojantarovou (DMSA) a

merkaptoacetyltriglycinem (MAG3) [4]. Strukturni vzorce téchto ligandii uvadi obr. 2.

®) CH O L")H (”:)H
I [
HO —P—C—P —0OH O=P—CH,—P=0
| | | | |
OH CH, OH OH  OH
|
8]
s
O\‘ //
S—NH  NH—, j” i
A
\ / :O 0{;;/- \_\ - .\‘\// °
SH HN, r
\i—OH SH OH
0
1 v

Obr. 2: Strukturni vzorce ligandu (I-HEDP, [I-MDP, II[I-MAG3, IV-DMSA)
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3.9.1 Vybrané komplexni slouc¢eniny technecia

3.9.1.1 Komplexy na bazi slou¢enin fosforu
Difosfondtové komplexy znacené *™Tc se pouZivaji jako radiofarmaka pro diagnostiku

viv s

difosfonat (HEDP) a 2,3-dikarboxylpropan-1,1-difosfonat (DPD) [4].

3.9.1.1.1 Komplexy HEDP

Piiprava komplexu redukci chloridem cinatym poskytuje vysoké vytézky, které jsou
viak vyrazn¢ ovlivinény cexperimentdlnimi  podminkami. Vytézek reakce je obvykle
stanovovan po separaci reakénich produktit papirovou chromatografii (PC), tenkovrstevinou
chromatografii (TLC) ncbo gelovou permeaéni chromatografii (GPC). Gelova permeaéni

Obecné je zndamo, ze vytézek technecia vazaného do radiofarmaka je ovlivnén
kombinaci reaktant(, jejich koncentraci a pH [4].

Komplex *™Tc-HEDP neni stabilni pfi koncentracich HEDP vyssich nez 5.10° mol/l.
Vliv této nestability je v medicinské praxi pravdépodobné zanedbatelny vzhledem k rychlé
adsorpci komplexu v kostni tkani [4].

Pomoci absorpénich spekter miZeme zpozorovat vznik c¢tyf rlznych komplexi.
V3iechny komplexy *™Tc-HEDP byly stabilni vii¢i vzduiné oxidaci minimélné 6 hodin po

ptipravé [15].

3.9.1.1.2 Komplexy MDP a DPD
Pro stanoveni oxida¢nich stavii technecia v komplexech MDP a DPD se pouZiva
redukce chloridem cinatym za pfitomnosti komplexa¢niho ¢inidla [16].

'"—DPD, zatimco

Pii pH > 7 se technecium v komplexu s DPD vyskytuje ve formé Tc
v kyselém prostiedi lze pozorovat formu Tc"V-DPD. Ztoho vyplyvd, Ze v > ™Tc-
radiofarmaceutickych komplexech se technecium vyskytuje pouze ve formé T [4).

Redukce technecistanu pomoci NaBHy4 za prfitomnosti MDP vede ke vzniku Tc-MDP
nékolika komplexu. Distribuce téchto komplexti v reakéni smési zavisi na celkovém mnozstvi

ptitomného technecia, na pfitomnosti vzduchu a také na hodnoté pH [17].
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. . v < 99
Difosfondty znacené ~ "

Tc se vnukledrni mediciné pouZivaji jako cinidla pro
zobrazovéni skeletu. Rutinni klinickd p¥iprava téchto radiofarmak zahrnuje piidavek **"TcOy,
ve fyziologickém roztoku do komeréné dostupné sady, kterd obsahuje prebytek Sn' a
difosfonatového ligandu za pfitomnosti antioxida¢niho stabilizatoru [1].

Moderni chromatografické metody ukdzaly, Ze klinicky pouZivané difosfondty nejsou

¢isté chemické latky. Vznikaji smési komplexi, které maji i riznou biodistribuci [ 17].

3.9.1.2 Komplexy s ligandy merkaptoacetylglycinu

Piirodni i syntetické aminokyseliny a peptidy obsahujici situ patii mezi dilezité ligandy
pro vyzkum radiofarmak technecia a rhenia. VEétSinou se pripravuji vyménnou reakei ligandu
TcVglukondtu  a Rcvgluk()nz’llu s merkaptoacetyltriglycinem  (MAG3), merkaptoacetyl-
diglycinem ( MAG2), merkaptoaceylglyinem(MAGI1) a s jejich methylestery [4].

Y™Tc-MAG3 je poldrni, nepoldrné nabity komplex, ve kterém je oxotechneciové jidro
vazano na tfi deprotonizované amidy atomu dusiku a jednoho triolu. Komplex se casto
pouziva na ptimé oznacovani alkalického pH od nechranénych MAG3. Avsak, malé rozdily

v pH béhem oznacovani mohou mit vliv na radiochemickou ¢istotu [18].

3.9.1.3 Komplexy s DMSA

, 99
Pentavalentni =™

Tc-meso-dimercaptojantarovd kyselina [Tc'O(DMSA),|” je vhodnd
jako radiofarmaceuticky preparit pro zobrazovani nddort. Je akumulovdna meduldrni
rakovinou Stitné Zlazy, v kostnich metastdzich a v rlznych typech karcinoma [4].
Technecium je koordinovano pomoci oxo-ligandu a ¢tyt thioldtovych atomi siry s dvéma
DMSA ligandy.

Blower et al. [19] studoval strukturu komplexu pomoci chromatografickych a
elektroforetickych metod.

Vznikaji tii izomery s rozdilnou orientaci karboxylovych skupin v ligandech DMSA a
Ize je oznacit syn-endo, syn-exo a anti. VSechny tfi izomery patii mezi vyznamné slozky
radiofarmaka, ale neni zatim jasné, ktery z nich je pro zobrazovani nddort nejdilezitéjsi.
Konfigurace stereoizomerti je uvedena na obr.3. Struktura rheniovych komplexi je

analogicka [20]. Fyziologicky zachyt byl demonstrovan na ledvindch, nosnim hlenu a v krvi,

byl zaznamenan i zachyt v prsech [4].
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Obr. 3: Struktura stereoizomeru [T¢'O(DMSA)>] |21]

3.9.2 Vybrané komplexni slouc¢eniny rhenia

3.9.2.1 Komplexy HEDP

Komplexaéni ¢inidlo velmi &asto pouZivané v radiofarmacii. '*Re-HEDP je velmi
dobrym potencialnim kandidatem pro 1é¢bu kostnich metastaz.

Kontrola kvality komplexu se provadi tenkovrstevnou a papirovou chromatografii. Pro
dosaZeni vysSiho vytézku komplexace jsou kritickymi faktory inertni atmosféra a pridavek
nosice. Za nepfitomnosti nosice byla zjiSténa pomala reakéni kinetika vzniku komplexu.

Komplex '"*Re-HEDP se rovnéZ uplatiuje jako terapeutické radiofarmakum pro tiSeni
bolesti vzniklych v disledku metastaz [22].

Maximadlniho vytézku lze dosdhnout pii pH 2 (98%) a pak pti pH 8 (88%), z ¢ehoZ lze

usuzovat, Ze se jednd o dvé rizné formy komplext [13].

3.9.2.2 Komplexy MDP

Pro stanoveni radiochemického vytézku dané komplexace se pouZiva tenkovrstevna a
papirovad chromatografie [ 13].

Pti hledani optimdlnich podminek komplexace je potfeba sledovat zdvislost vytézku
'88Re-MDP na koncentraci redukéniho ¢inidla, na reakénim case, ptidavku antioxydantu a na

pH reak¢ni smési a pridavku nosice [22].
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3.9.2.3 Komplexy s MAG3

Komplexy rhenia s MAG3 se piipravuji podobné jako ostatni komplexy rhenia
chloridem cinatym za pfitomnosti poZadovaného ligandu . Pro zajiSténi co nejvyssiho vytézku
komplexace je potieba inkubovat reakéni smés po dobu minimélné 30 min pfi teploté 100°C.
Za pritomnosti kyseliny askorbové je vytéZek reakce stabilni po dobu cca 6 hodin.

188

Zna¢né uplatnéni komplexu “"Re-MAG3 vsoucasné dobé nachdzi rovnéz jako

konjugdty s monoklondlnimi protilatkami [ 13].

3.9.2.4 Komplexy s DMSA

Komplex [Re'O(DMSA), | se aplikuje pri radioterapii rakoviny meduldrni §titné zldzy.
Hlavni nevyhodou pfii terapii rakoviny je vysoky zdchyt v ledvindch a kostech |2].

Tento komplex lze popsat vzorcem [Re"O(DMSA)|". Jednad se o smés tif izomert, které
lze separovat pomoci HPLC [ 13].

Dosud neni jednotné stanovisko, zda je vterapii vice vyuZitelny komplex
[Re'O(DMSA),| s '"™Re nebo s "™Re. Komplex s radioizotopem "Re je vyhodny v tom, ze
lze v nddoru deponovat vyssi terapeutickou diavku zdreni vzhledem k jeho delSimu polocasu

rozpadu. Na druhé strang '™

Re predstavuje vyhodu beznosicového generdtorového
radionuklidu. PoZzadavky na pfipravu komplexu s DMSA se pro oba izotopy lisi [23].

PFi optimalnich podminkéch je mozZné ziskat komplex ["**Re"O(DMSA),|" v alkalickém
prostiedi a laboratorni teploté s vytéZzkem 93-97% [24].

VytéZzek komplexace rhenia s DMSA lze stanovit kombinaci vysledkG papirové
elektroforézy a tenkovrstevné chromatografie [13]. Komplexni anion zaujimd ptiblizné
konfiguraci ¢tyibokého jehlanu, kde kyslikovy atom je umistén na vrcholu. Krystalova

struktura je uvedena na obr.4.
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Obr. 4: Struktura syn-endo izomeru [Re'O(DMSA)>]™ |21]

3.10 Priprava komplexu [Re'O(DMSA);] pomoci [ReOCl3(PPh;);]

Postup piipravy komplexu vychdzi z prace, kterou uvetejnil Knapp at al. [25]. V prvnim
kroku byl rhenistan redukovan trifenylfosfinem a jako zdroj pétimocného rhenia bylo po
extrakci do dichlormethanu pouZzito [ReOCl;3(PPhs),] trans-oxotrichlorobis(triphenyl-
phosphine)rhenium. Schéma ptipravy je na obr.5.

Do sklenéné vialky objem 4ml bylo nejprve navdzeno 2mg trifenylfosfinu (PPhs) ,
k tomu bylo ptiddno 100ul SmM roztoku rhenistanu amonného, 500 pl dichlormethanu a 500
ul 5M kyseliny chlorovodikové.. Mezitim bylo navdzeno do dalsi vialky 1,5 mg DMSA a
pridano 500 pl 10% ethanolu. Po 5-ti minutovém michani byla odstranéna horni vrstva a ke
spodni organické vrstvé, a bylo pfidano 500 pl ptipraveného roztoku DMSA. Vznikajici
oranzové zbarveny komplex [Re"O(DMSA),]' byl extrahovin do vodné féze.
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Obr. 5: Reakéni schéma |25]
3.11. Priprava komplexu [T¢'O(DMSA )] pomoci [TcOCIl3(PPh;),]

Postup ptipravy komplexu [Tc"O(DMSA )| byl zcela analogicky jako v kapitole 3.10.

s tim rozdilem, Ze jako vychozi latka byl pouzit technecistan amonny.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie
Pro pfipravu komplex@i bylo pouZito technecium ***Tc s dlouhym poloasem rozpadu a

: , ; " . : 18 - 187
rhenium piedstavované smési stabilniho izotopu Re a izotopu s

Re s dlouhym
polo¢asem rozpadu v poméru 37,4% : 62,6%

technecistan amonny (UJV Rez)

rhenistan amonny p.a. (Aldrich)

dimerkaptojantarova kyselina (DMSA) p.a. (Fluka)

trifenyl fosfin p.a. (Aldrich)

cthanol p.a. ( Fluka)

dichlormethan p.a. (Aldrich)

acctonitril p.a. (Lach — Ner s.1.0.)

kyselina chlorovodikova p.a. (Lach — Ner s.r.0.)

4.2 Pristroje
Kapalinovy chromatograf HP 1100 s UV DAD, Hewlett Packard, USA
Kolona - MAG I, C-18, 150 x 4.6 mm, 7 um, LABIO as.,.CR
pH metr — pH mini LAB Ister [Q 125, 1Q Scientific Instruments, Inc., USA
Analytické vihy — KERN ALJ 220 - 4 , KERN, Némecko

4.3 Podminky méfeni HPLC / MS

Pro analyzu byla pouZita vysokoti¢innd kapalinova chromatografie HP 1100 s DAD
detektorem . Separace byla provddéna isokratickou eluci na koloné MAG I, C-18, 150 x 4.6
mm, 7 pm temperované na 25°C. Mobilni fize byla sloZena z acetonitrilu a vody (85:15,
v/v). Pratok kolonou byl nastaven na 0,180 ml-min~', na UV detektoru byla sledovdna odezva
pro vinovou délku 4 =275 nm , celkova doba analyzy byla 15 min.

K detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr Bruker ESQUIRE 3000 s iontovou pasti a
elektrosprejovou ionizaci (ES). Vzorky byly méteny v negativhim moddu. Jako zmlZovaci
plyn byl pouzit dusik (30 psi). Parametry susiciho plynu: pratok 6 I'min”', teplota 320°C.

Napéti na kapilafe bylo 4 kV a méfeni bylo provadéno v rozsahu 50-700 u.

25



5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Charakterizace komplexi pomoci ES-MS + UV spekter

Komplexy pfipravené podle 3.10. a 3.11. byly analyzoviny pomoci LC-MS za
podminek uvedenych v kapitole 4.3.

5.1.1 Hmotnostni spektra (MS) komplexu [Re'O(DMSA),]

Na obr. 6a je zobrazeno hmotnostni spektrum pfipraveného komplexu [Re'O(DMSA),|
jehoz molekuldrni ion je v negativiim modu m/z 563. Ve spektru je dale patrny molekuldrni
ion m/z 591. Tato latka se objevuje v reakéni smési po nckolika dnech stani a jeji identita
neni zatim znama. Provedenim MS/MS experimentu bylo zjiSténo, Ze po izolaci v iontové
pasti a ndsledné fragmentaci poskytuji oba prekurzory témér totozna dcefind spektra, jak je

patrno z obrazkl 6b a 6c.
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Obr. 6: a)MS komplexu [Re"O(DMSA),], b) MS’ iontu m/z 563, ¢c) MS® iontu m/z 591
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Jedna se tedy pravdépodobné o strukturné ptibuzné litky liSici se pouze o 28 u, coz by
mohlo piedstavovat skupinu CO, ale pro toto tvrzeni zatim nejsou dikazy. Tuto domnénku
¢astetné podporuje porovnini naméfenych a teoreticky vypocitanych izotopickych profilt
molekuldrnich iont na obr.7. Pro teoreticky vypocet izotopického zastoupeni byly pouZity
sumdrni vzorce : Re.Cg.Hg.S4.09 (M; = 563 g/mol) a Re.Cy.Hy.S4.010 (M; = 591 g/mol).
Z obrazku je patrna velmi dobrd shoda mezi naméfenymi a vypocitanymi hodnotami. Pro

potvrzeni nebo vyvraceni tohoto tvrzeni by bylo nutné pouZit pfistroj s vysokym rozliSenim.
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Obr. 7: Izotopické profily molekuldrnich ionti a)namérené, b,c) teoreticky vypocitané
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Pravdépodobny pribéh fragmentace je naznacen na obr.8. Lze predpokladat, Ze dochdzi

ke Stépeni C-S vazeb a postupné eliminaci dvou molekul kyseliny fumarové. Tak je

vysvétlena ptitomnost dvou velmi intenzivnich pikd m/z 447 a m/z 331 v dcefiném spektru.
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Obr. 8: Pravdépodobné fragmentacni schéma komplexu [Re' O(DMSA )]
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5.1.2 Hmotnostni spektra [Tc'O(DMSA),]

Na obr. 9a je zobrazeno hmotnostni spektrum pfipraveného komplexu [Tc'O(DMSA),]

jehoZ molekulérni ion je v negativinim modu m/z 475. Molekularni ion m/z 475 byl izolovan a

nisledn¢ fragmentovin v iontové pasti. Dcefiné spektrum je zachyceno na obr.9b.

Fragmentace ptekvapivé probihd trochu odliSnym mechanizmem, i kdyZ postupnou eliminaci

dvou molekul kyseliny fumarové je také mozno zaznamenat. Intenzita takto vzniklych iontt

je vSak zfetelné niZ§i, neZ tomu bylo v ptipadé rheniovych komplexi.
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Porovndni naméfeného a teoreticky vypocitaného izotopického profilu molekuldrniho

iontu komplexu [Tc¢'O(DMSA),]” je na obr.10. Pro teoreticky vypocet izotopického

zastoupeni byl pouZit sumarni vzorec : Tc.Cg.Hg.S4.09 (M, = 475 g/mol) Z obrazku je patrna

velmi dobréd shoda mezi vypocitanym a naméfenym izotopickym profilem.
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5.2 UV spektra
U obou komplext byla rovnéZ namétena UV spektra v intervalu 200 aZ 600 nm, jak

ukazuji obr.11 a 12. Ob¢ latky vykazuji velmi podobnd UV spektra s maximy kolem vInové
délky A =200 nm a 275 nm.
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Obr. 11: UV spektrum [Re’O(DMSA),]” komplexu
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Obr. 12: UV spektrum [Tc'O(DMSA),]” komplexu
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6 Zavér

Tato bakalafskd priace se zaméfovala na piipravu a charakterizaci komplext
pouZivanych v nukledrni mediciné.

Podafilo se mi pfipravit jak komplex [Re'O(DMSA),| tak [Tc'O(DMSA)| a

charakterizovat jej pomoci MS a UV spekter.
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Tabulka 1

Prehled diagnostickych terapeutickych radionuklidd

PRILOHA A
Radionuklid polocas premény chemicka forma pouZziti
e 20,4min oxid uhlic¢ity diagnostika plicni ventilace
organické slouceniny metabolické studie
YN 10 min amonny kationt diagnostika srde¢niho
prokrveni
oxid dusiku plicni ventilace
PO 2,05 min oxidy diagnostika plicni ventilace
metabolické studie
N3 110 min fluorid sodny diagnostika kosti
p 14,3 dni fosforecnan sodny diagnostika o¢nich tumort
terapie krevnich
nadorovych onemocnéni
fosfore¢nan chromity terapie metastaz v télnich
) (koloidni) dutinach
ey 27,8 dni chroman sodny stanoveni doby piezivani
erytrocytu
sérumalbumin ztrita proteinil v travicim
ustroji
>2Fe 82h citrat Zelezity hematologicka diagnostika
SCo/®Co 270 dni/71dni kyanokobalamin diagnostika perniciézni
anémie
Fe 45 dni citrat zelezity hematologick4 diagnostika
chlorid Zeleznaty
“Co 5,2 rokl jehly, dratky terapeuticka implantace do
tumort
Ga/ ®*Ga 78 h/68 min citrat gality diagnostika tumori
PSe 120 dni selenomethionin diagnostika pankreatu
Oy 64 h koloid terapie tumort a nddor.
onemocnéni krve
Pentetan ytria terapie tumoru a nador.
onemocnéni krve
edetan ytria terapie tumort a nador.
onemocnéni krve
9me 6h technecistan sodny diagnostika :

pentetan technecia

edetan technecia

fosfatové slouceniny
derivaty iminodioctové kys.
sérumalbumin

koloid siry

makroagregaty albuminu
cervené krvinky

mozku, §titné Zlazy
ledvin, mozku
ledvin, mozku
kosti, ischémie srdce
Zlucovych cest
obéhové studie
RES, rejekce
transplantovanych
orgdnl

plicni prokrveni
obéhové studie
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Tabulka 1
Piehled diagnostickych terapeutickych radionuklidii

a0 2,8dni chlorid indity
oxid indity pro znaceni
trombocyti

HImpy 100min chlorid indity

pentetan indity

edetan indity

koloid india

makroagregdity albuminu
123 13h 0-j6dhippuran

bromsulfoftalein

bengalska ¢erven

jodid sodny

sérumalbumin

mastné kyseliny
organické slouceniny
| 60dni sérumalbumin
jodid sodny
127Xe 36,4dne plyn
fyziologicky roztok
B 8dni o-jodhipuran
bromsulfoftalein
bengalska cerven
jodid sodny
sérumalbumin

mastné kyseliny
organické slouceniny

jodid sodny
Mxe 5,3dni plyn
fyziologicky roztok
19yp 32dni edetan ytterbia
'%Re 89,3 h rhenium-etidrondt disodny
198 .
Au 2,7dne koloid

ﬁ zrna, drétky
20171 74h chlorid thalny

hematologicka diagnéza
diagnostika trombi
rejekce transplantovanych
organt
doba prezivani trombocytd
diagnostika obéhového
systému
diagnostika mozku
diagnostika ledvin
diagnostika RES
diagnostika plicni perfuze
diagnostika ledvin

jater

jater

Stitné zlazy

mozkovych tumord,

obé&hové studie
prokrveni srdce
metabolickd studie
ob¢hové studie
diagnostika §titné Zlazy
plicni diagnostika
béhova studie
diagnostika ledvin

jater

jater

Stitné Zlazy

mozkovych tumord,

obéhové studie
prokrveni srdce
metabolickd studie
terapie Stitné zlazy
diagnostika plic
ob&hova studie
diagnostika ledvin

terapie kostnich metastiz

diagnostika RES,
lymfatickych cest

terapie metastdz v télnich
dutinach

terapie tumort
diagnostika prokrveni
srdce
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