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Kratak sadrzaj

Hepatobilijarna scintigrafija (HBS) predstavlja znacajnu nuklearno-medicinsku metodu
za morfoloska i funkciona ispitivanja hepatobilijarnog sistema. UobiCajeno se za ova ispitivanja
koriste *"Tc-IDA analozi. Bioloske osobine IDA analoga odredene su njihovom hemijskom
strukturom. Odgovaraju¢a molekulska masa, lipofilnost, proteinsko vezivanje, kao i vrsta i
polozaj supstituenata u aromati¢nom sistemu imaju presudan uticaj na biokinetiku (visoko
nakupljanje i brz transport kroz hepatocite, visoku bilijarnu i minimalnu renalnu ekskreciju)
#MTc-IDA  kompleksa. Posto bilirubin ulazi u kompeticiju sa IDA analozima,
hiperbilirubinemija moze ograni¢avati primenu °*"Tc-IDA analoga kao hepatobilijarnih
agenasa.

Ovaj rad ima za cilj da pruzi pregled najvaznijih podataka o fizicko-hemijskim i
biologkim osobinama brojnih *"Tc-IDA analoga koji su sintetisani i ispitani kao potencijalni
radiofarmaceutici, kao i onih koji se komercijalno koriste kao dijagnosticka sredstva. Od svih
IDA analoga, *™Tc-mebrofenin predstavlja agens izbora za hepatobilijarna ispitivanja u
uslovima hiperbilirubinemije.

Kljuéne reci: *"Tc-IDA radiofarmaceutici, HIDA, mebrofenin,
hepatobilijarna scintigrafija, hiperbilirubinemija
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Uvod

Radiofarmaceutici su radioaktivni elementi ili jedinjenja  obeleZena
radioizotopima, namenjena humanoj primeni, koji se upotrebljavaju u dijagnosticke ili
terapijske svrhe [1]. Nuklearna medicina je interdisciplinarna oblast medicine koja se
bavi njithovom primenom. Dijagnosticki radiofarmaceutici nemaju farmakoloSko
dejstvo, u organizam se unose u veoma malim koli¢inama i veéina ne podleze
metaboli¢kim promenama. Mehanizmi biodistribucije radiofarmaceutika su razliciti i
zavise od fizicko-hemijskih osobina jedinjenja koja se obelezavaju, osobina
radioaktivnog izotopa i anatomskih i funkcijskih karakteristika organa. Glavni zahtev
pri izboru radiofarmaceutika je da se selektivno nakuplja u ciljnom organu, 1 da, uz §to
manju dozu zraCenja po pacijenta i osoblje, pruzi §to je moguée viSe korisnih
informacija. Emisija gama-fotona omogucava scintigrafsko snimanje i vizualni prikaz
prostorne raspodele radioaktivnosti u telu pomoc¢u gama-kamere. Scintigrafija je metoda
kojom se na osnovu vizualnog prikaza organa (scintigrama) dobija uvid u distribuciju
radiofarmaceutika u telu [2]. Brzine nakupljanja ili eliminacije 1 mehanizmi
biodistribucije radiofarmaceutika u telu odraz su fizioloski normalnih ili patoloskih
funkcija. Istovremeno ispitivanje 1 morfologije 1 funkcije organa predstavlja
najznacajniju specificnost nuklearne medicine, koja je razlikuje od drugih vizualnih
dijagnostickih metoda. Nuklearno-medicinske metode su jednostavne, neinvazivne,
doza ozraCenosti bolesnika najceS¢e je mnogo manja nego pri radioloskim ispitivanjima,
a sporedna nezeljena dejstva su vrlo retka.

Hepatobilijarna scintigrafija (HBS) je nuklearno-medicinska vizualizaciona
metoda za funkciono 1 morfolosko ispitivanje jetre i zucnih puteva. Metoda se zasniva
na intravenskoj primeni specifi¢nih radiofarmaceutika, koji prolaze kroz hepatocite i
izlu€uju se u zu¢, ¢ime je omogucena vizualizacija parenhima jetre 1 bilijjarnog sistema
pomoc¢u gama-kamere [3].

Prolazak radiofarmaceutika kroz parenhim jetre (preuzimanje iz krvi i ekskrecija u
zuc) zavisi od funkcionog statusa hepatocita, kao 1 od koncentracije razlicitih egzogenih
1 endogenih kompetitivnih inhibitora, od kojih je najznacajniji bilirubin [4]. U okviru
nuklearne gastroenterohepatologije HBS predstavlja priznatu, rutinsku neinvazivnu
dijagnosticku metodu za ispitivanje protoka zuci. Metoda ima i svoje nedostatke jer se
¢esto ne moze tacno odrediti mesto opstrukcije, kao ni njen uzrok, a ovi nedostaci su
sve izrazeniji §to Zutica duze traje [5].

Najvaznije indikacije za primenu HBS su: diferencijalna dijagnoza bola u desnom
hipohondrijumu (odsustvo vizualizacije Zu¢ne kesice u akutnom holecistitisu), sumnja
na delimi¢nu ili potpunu ekstrahepaticku holestazu (koje se ovom metodom mogu
razlikovati), procena prolaznosti bilio-digestivnih anastomoza posle rekonstruktivnih
hirurskih intervencija, kao i sumnja na urodene anomalije bilijarnog sistema (atrezije,
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ciste). HBS se primenjuje za dijagnostiku ikterusa, postholecistektomi¢nog sindroma,
kao 1 komplikacija posle rekonstruktivnih hirurskih intervencija na bilijarnom traktu i
transplantaciji jetre. Ova metoda se primenjuje za funkciono ispitivanje zucne kese, kao
1 za dijagnostiku akutnog holecistitisa, perforacije Zu¢ne kese, povreda bilijarnog trakta,
kongenitalnih bilijarnih anomalija i fistula izmedu bilijarnog trakta i susednih organa
[3].

HBS se zasniva na pracenju kinetike i.v. injicirane, radioaktivnim izotopom
obelezene hepatotropne supstance pomocu gama-kamere [4]. Interpretacija nalaza HBS
obuhvata analizu sekvencijalnih scintigrafskih snimaka, hepato-holegrama i specifi¢nih
kvantitativnih parametara. U sferi funkcione dijagnostike, najegzaktniji podaci dobijaju
se analizom razli¢itth kvantitativnih parametara, dobijenih primenom specifi¢nih
racunarskih programa (kvantitativna HBS) [3].

Tehnecijum-99m je najvazniji dijagnosticki radionuklid u savremenoj nuklearnoj
medicini, a koristi se u skoro 85% dijagnosti¢kih postupaka. Odlicne radijacione
osobine tehnecijuma-99m: kratko vreme poluraspada od 6 sati, gama emiter,
monoenergetski, bez dopunskog [ zracenja, dozvoljavaju aplikaciju od nekoliko
desetina do nekoliko stotina MBq, bez bojazni od velike ozracenosti bolesnika. Energija
gama fotona od 142 KeV se lako kolimiSe i daje dobru prostornu rezoluciju [6]. Pored
toga, ~"Tc se jednostavno dobija u obliku natrijum-pertehnetata (Na’’™TcO,)
eluiranjem *’Mo/*™Tc-generatora fiziologkim rastvorom. Dostupnost *’Mo/” ™ Tc-
generatora 1 moguénost svakodnevnog obelezavanja preparata pertehnetatom su
prednosti **™Tc-radiofarmaceutika [7].

Zahtevi koje bi idealni agens za HBS trebalo da ispunjava su: brza ekskrecija iz
krvi, preuzimanje od strane hepatocita nezavisno od bilirubinemije, brz transport kroz
hepatocite, visoka koncentracija u Zuci, odsustvo apsorpcije u crevima, minimalna

ekskrecija putem bubrega, S§to efikasnije obelezavanje tehnecijumom-99m,
pristupacnost u obliku instant kita i netoksi¢nost [4].

?MTc-hepatobilijarni agensi

Prvi agensi za HBS obelezeni tehnecijumom-99m bili su: penicilamin [8],
tetraciklin [9], merkaptoizobuterna kiselina [10], kondenzovana jedinjenja piridoksala
sa pojedinim aminokiselinama (leucinom, argininom, fenilalaninom [11]) 1 njihovim
derivatima [12].

Godine 1975. otkrivena je nova grupa radiofarmaceutika, analoga N-supstituisane

iminodisiréetne kiseline obeleZenih tehnecijumom-99m (**"Tc-IDA analozi), a njen
reprezentativni predstavnik je 9mTe-HIDA (lidofenin) [13].
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#"Tc-IDA analozi kao hepatobilijarni agensi

Loberg i saradnici [13] su prvi sintetisali 1 primenili analoge iminodisiréetne
kiseline obelezene tehnecijumom-99m kao radiofarmaceutike za HBS. Prvo jedinjenje
iz serije IDA analoga bila je 2,6-dimetilfenilkarbamoilmetil iminodisiréetna kiselina
(HIDA, lidofenin [14]), koja se smatra modelnim ligandom (lead compound) ove grupe
jedinjenja.

CHj
CH,COOH

NHCOCH,N
CH,COOH

CH,

Slika 1.  Struktura 2,6-dimetilfenilkarbamoilmetil iminodisiréetne kiseline (HIDA)
Figure 1. Structure of 2,6-dimethylphenylcarbamoylmethyl iminodiacetic acid (HIDA)

HIDA je analog iminodisiretne kiseline, ¢iji je ostatak preko
karbamoilmetilmosta vezan za aromati¢an prsten. Karboksilne grupe iminodisiréetne
kiseline predstavljaju hidrofilni ili polarni deo molekula, dok je aromati¢ni prsten

lipofilni, nepolarni deo molekula.

U fizioloskim uslovima *™Tc-HIDA ispunjava veéinu zahteva agensa za HBS.

Veliki nedostatak radiofarmaceutika **"Tc-HIDA ispoljen je wu uslovima
hiperbilirubinemije jer ne omogucava efikasnu primenu kod pacijenata sa pove¢anom

koncentracijom bilirubina u krvi (maksimalno do 85 pmol/l; 5 mg/dl) [15].

99 . . e . . .
"Tc-IDA analozi su organski anjoni i transportuju se u jetru vezani za serum

albumine [16]. Kompleks albumin-""Tc-IDA disosuje u Disseovim prostorima
(Supljinama) 1 posredstvom membranskih receptora na hepatocitima PmTc-IDA ulazi u
hepatocite nosSena natrijum-nezavisnim transportnim mehanizmom, slicno kao i
bilirubin [4, 17].

9mTc-IDA analozi i bilirubin ulaze u kompetitivnu inhibiciju za isto receptorsko
mesto na molekulu albumina [4, 18]. *™Tc-IDA jedinjenja se preuzimaju od strane
hepatocita i ne konjuguju se pre njihove ekskrecije. Izlu¢uju se u Zu¢ u nativnom obliku,
odakle se zatim transportuju u creva. Pri visokoj bilirubinemiji ulazak **™Tc-IDA
analoga u hepatocite bi¢e znatno usporen, a to ¢e za posledicu onemoguciti adekvatnu
vizualizaciju jetre, glavnih Zu¢nih puteva i zu¢ne kese, kao i lokalizaciju opstrukcije.
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U cilju prevazilazenja ovog nedostatka, razvoj agenasa za HBS
nastavljen sintezom velikog broja IDA analoga sa modifikovanim benzenovim
prstenom [19-22].

intenzivno je

U literaturi se nalaze podaci o brojnim sintetisanim IDA analozima (Tabela I) koji

Tabela I Sintetisani IDA analozi za hepatobilijarnu scintigrafiju.

se razlikuju prema vrsti, broju, polozaju supstituenata u benzenovom prstenu.

Table I Synthesized IDA analogues for hepatobiliary scintigraphy.

R2 R1
_CH,COOH
R, NH—CO—CH,—N
CH,COOH
R4
R, | R R; R, | Rs
IDA ANALOZI SA ALKIL SUPSTITUENTIMA
-CH3
-CH, -CH,
-CH, -CH,
-CH, -CH, -CH;
-CH3 -CH3 -CH3
-CHzCH3
-CH,CH; -CH,CH,
-CH,CH,CH;
-CH,CH,CH, -CH,CH,CH;
-CH(CHs),
-CH(CHs), -CH(CHs),
-CH,CH, CH,CH,
-CH,CH,CH,CH,
-C(CHs);
IDA ANALOZI SA HALOGENIM SUPSTITUENTIMA
-F
-F
-Cl
-Cl -Cl
-Cl -Cl
-Cl -Cl -Cl
-Cl -Cl -Cl -Cl
-Br
-Br -Br
-1
-1 -1 -1
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IDA ANALOZI SA ALKIL I HALOGENIM SUPSTITUENTIMA
CF, CI
Cl _CH,
_CH,CH, CI
-CH,CH; -Cl
-CH,CH; -Cl -CH,CH;,4
Br _CH,
-CH; -Br
_CH, Br _CH, _CH,
-CH3 -CH3 -Br -CH3
-CH2CH3 -Br -CH3 -CHzCH3
-CH(CH3)2 -Br -CH(CH3)2
1 _CH,
_CH, 1 _CH,
CH, I -CH, -CH,
-CH,CH; K| -CH,CH;

U cilju dizajniranja potencijalnih **Tc-radiofarmaceutika za HBS, kod kojih
bilirubin nece predstavljati ograni¢avajuci faktor za njihovu primenu u dijagnostici
sintetisana su tri nova halogenovana IDA analoga: DIJODIDA, DIETILJODIDA i
DIIZOPROPILJODIDA 1 ispitane su njihove fizicko-hemijske i bioloske osobine [23-
25].

Pored IDA analoga sa benzenovim prstenom, tokom osamdesetih godina proslog
veka ispitan je veliki broj IDA analoga koji u strukturi sadrze supstituisan 2-aminopirol
[26-27]. Sintetisana i obeleZena jedinjenja su uporedena sa radiofarmaceutikom **™T
HIDA [14, 28].

Sintetisani su i razli¢iti IDA analozi koji umesto benzena sadrze naftalen i njemu
srodne prstenove [29], supstituisan benzotiazol ili pirazol [30], kao i benzimidazol [31,
32]. Brojna ispitivanja na laboratorijskim Zzivotinjama su pokazala da od nekoliko
razli¢itih modelnih liganada, IDA analozi sa supstituisanim benzenovim prstenom imaju
bolje hepatobilijarne osobine u odnosu na IDA analoge sa supstituisanim
heterociklusima (pirol, pirazol, benzimidazol ili benzotiazol [26-32]).

C_

Od veoma velikog broja sintetisanih IDA analoga klini¢ku primenu naslo je samo
nekoliko od njih (Tabela II).
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Tabela II IDA analozi koji se klini¢ki primenjuju

Table I  IDA analogues for clinical applications
R, R,
CH,COOH
R, NH—CO—CH,—N_
CH,COOH
R/ Rs
IDA analog R, R, | R; Ry
HIDA, lidofenin * [33] -CH,4 -CH,4
EHIDA, etifenin * [34,35 ] -CH,CH; -CH,CH;
PIPIDA, iprofenin -CH(CHs;),
DISIDA, disofenin *  [33,35] -CH(CH3;), -CH(CH3;),
BIDA, butilfenin -CHQCH2CH2CH3
JOTIDA, jodofenin -CH; -1 -CH; -CH;
JODIDA, galtifenin -CH,CH; -1 -CH,CH;
BROMIDA, mebrofenin* * [33,34] | -CH; -Br | -CH; -CH;
*Oﬁcinalni po Ph.Eur 7.0
* Oficinalni po USP 28
: 99my

U Americkoj farmakopeji (USP 28) oficinalna su tri " Tc-IDA analoga: lidofenin
(HIDA), disofenin (DISIDA) i mebrofenin (BROMIDA) [33]. Oficinalni preparati u
Evropskoj farmakopeji (Ph. Eur. 7.0) su etifenin (EHIDA) i mebrofenin (BROMIDA) u
obliku tehnecijum (*’™Tc) etifenin i (**"Tc) mebrofenin injekcija [34].

Fizicko-hemijske osobine IDA analoga

Kiselinske konstante IDA analoga

U hemijskom pogledu, IDA analozi predstavljaju u vodi teSko rastvorljive
protolite i mogu da ucestvuju u raznovrsnim homogenim i heterogenim protolitickim
ravnotezama. Proucavanje ovih ravnoteza i odredivanje odgovaraju¢ih ravnoteznih
konstanti omoguc¢ava odredivanje raspodele ravnoteznih Cestica (neutralnih molekula i
jona) i rastvorljivosti u zavisnosti od pH vrednosti. Na osnovu ravnoteznih konstanti
odredenih u heterogenom sistemu mogu se izra¢unati kiselinske konstante ispitivanih
IDA analoga. Ovo je od posebnog znacaja za one IDA analoge kod kojih se, zbog male
rastvorljivosti ili malih razlika u apsorpcionim spektrima konjugovanih kiselinsko-
baznih parova, ne mogu primeniti klasi¢ne metode za odredivanje kiselinskih konstanti.
Podaci koji se odnose na brojne vrednosti kiselinskih konstanti IDA analoga su oskudni.
U radovima Schwarzenbacha i saradnika [36] uglavnom se mogu na¢i podaci za neke
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alifaticne IDA analoge (Tabela III), ali nema onih koji se odnose na danas klinicki
najvise koriS¢ene IDA analoge za HBS.

Tabela III Kiselinske konstante nekih N-supstituisanih IDA analoga
Table III Ionization constants of some N-substituted IDA analogues

/CHZCOOH
R-N ~
CH,COOH

Jedinjenje | R pK: | pk; pK; pK4
1 CH:- 1,82 |2.22 9,59 /
2 n-CgH3- 1,55 |2,37 10,41 /
3 n-CigH37- 5,64-7,61 |9,4-10,65 |/
4 4-BrC¢H4NHCOCH,- 1,60 |2,20 5,90 n.o."
5 NH,COCH,- 2,30 6,60 /
6 2,6-(CH3),CcH;NHCOCH,- 2,70 6,20 n.o."
7 4-1-2,6-(CH3),CaH,NHCOCH,- | 1,70 | 2,44 6,29 10,91
8 2,4-(1),-6-CH;CcH,NHCOCH,- | 1,30 | 2,52 5,86 10,90

* ..
n.o. - nije odredena

Shodno literaturnim podacima IDA ima pK; i pK; vrednosti koje odgovaraju prvoj
1 drugoj karboksilnoj grupi, u opsegu od 1,82 do 2,58 i pK3 (amino grupa) od 9,30 do
9,60 [37]. Za prvosintetisano jedinjenje iz grupe IDA analoga, 2,6-dimetilfenil-
karbamoilmetil iminodisiréetnu kiselinu (HIDA), Loberg i Fields [38] su primenom
potenciometrijske titracije izraCunali vrednosti kiselinskih konstanti pK,= 2,7 i
pK, = 6,2 ali bez navodenja uslova koji se odnose na jonsku ja¢inu i temperaturu.

U radu Haggmana i saradnika [39] dati su podaci za kiselinske konstante IDA
analoga sa razli¢itom duzinom alkil lanaca (metil, n-heksil 1 n-oktadecil). Supstitucija
vodonikovog atoma amino grupe iminodisiréetne kiseline radikalima kratkih alkil
lanaca nema uticaja na pK; i pK, dok supstitucija radikalima duzih alkil lanaca ima
veliki uticaj na ove vrednosti, zbog asocijacije. Prva karboksilna grupa je vrlo kisela 1
njena pK vrednost nije odredena, dok je kiselost druge karboksilne grupe znatno manja,
pK>=5,5-7,5. Kisele osobine protonovane amino grupe (konjugovane kiseline) su
potpuno nezavisne od stanja agregacije (pK3=9,4-10,6). Supstitucija drugim grupama
znatno utiCe na protolizu protonovane amino grupe, ali ne utice na pK vrednost
karboksilnih grupa [40]. Ovaj uticaj je prikazan u Tabeli 3 (jedinjenja 4-7).
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Primenom potenciometrijske titracije, pri konstantnoj jonskoj jacini 0,1 M
(NaClO4) i na temperaturi od 25°C odredene su kiselinske konstante liganda
METILJODIDA (Tab. 3, jedinjenje 7) [41], a kiselinske konstante liganda DIJODIDA
(Tab. 3, jedinjenje 8) [42] odredene su istom metodom, pri konstantnoj jonskoj jacini
0,1 M (NaCl), na 25°C. Konstantu K; liganda DIJODIDA nije bilo moguce odrediti
direktnom primenom potenciometrijske titracije, pa je ona odredena indirektno, na
osnovu ravnoteznih konstanti dobijenih u heterogenom sistemu, pri jonskoj jacini 1M
(HCI i NaCl).

Posto gradenje kompleksa IDA analoga sa tehnecijumom-99m zavisi od fizicko-
hemijskih osobina liganda, naroc¢ito od njegovog stepena jonizacije izrazenog kao pK
vrednost, ovi podaci su znacajni za odredivanje uslova formiranja kompleksa i
razumevanje njegove strukture.

Kompleksi IDA analoga sa tehnecijumom-99m

Veoma niske koncentracije *"Tc (107" M) u **Tc-kompleksima i slabo
poznavanje hemije **™Tc-a [43,44] uticali su na usporen razvoj novih °~™Tc-
radiofarmaceutika. Dizajniranje **™Tc-radiofarmaceutika je olak$ano primenom novih
tehnika za dobijanje informacija o strukturi kompleksa, kojima je bilo moguce odrediti
stehiometrijski odnos liganda i tehnecijuma u **™Tc-kompleksima pri koncentracijama
nizim od 10™"° M [45, 46].

PmTc-IDA analozi koji se primenjuju kao hepatobilijarni agensi predstavljaju
Tc(II)-helate u molskom odnosu 1:2, u kojima je svaki ligand vezan za Tc(IlI)-centar
preko jednog imino azota i dva karboksilatna kiseonika [14,45,47]. **™Tc-IDA
kompleksi imaju negativno naelektrisanje, polarni su i u visokom stepenu se vezuju za
proteine plazme. Kompleks IDA analoga (2,6-diizopropilfenilkarbamoilmetil
iminodisiréetne kiseline /DISIDA/) sa tehnecijumom-99m [48] prikazan je na Slici 2.

O

Slika 2. *™Tc-DISIDA kompleks
Figure 2. *™Tc-DISIDA complex

535



IDA analozi postaju hepatobilijarni dijagnosticki agensi tek nakon obelezavanja
tehnecijumom-99m. Tehnecijum se u eluatu nalazi kao pertehnetat (**"TcOy), koji je
njegov najstabilniji oblik u vodenom rastvoru (nereaktivan je i ne vezuje se za
kompleksirajuée agense) pa je neophodno da se izvr§i redukcija *™Tc¢”" u *™Tc¢*
Mt il *™T¢®. Kao redukciona sredstva mogu se Kkoristiti: koncentrovana
hlorovodoni¢na kiselina [49], gvozde(Il)-sulfat [50], askorbinska kiselina sa
gvozde(Ill)-hloridom [51], natrijum-borhidrid (NaBH4) [52], ali se za redukciju
najcesce koristi kalaj (II)-hlorid, dihidrat u kiseloj sredini [53, 54]. Kako se, bez obzira
na koriS¢en redukcioni postupak, dobijaju kompleksi istog bioloskog ponasanja,
zakljuceno je da kalaj ne ulazi u sastav ovih kompleksa [14].

Da bi se obezbedila potpuna redukcija pertehnetata, Sn(Il)-joni se obi¢no dodaju u
visku. Redukcija *”™TcO4” mozZe biti praéena nizom konkurentskih reakcija, na prvom
mestu reakcijama hidrolize redukovanog tehnecijuma, kao i Sn(Il)-jona. Hidroliza
Sn(Il)-jona je bila predmet brojnih isptivanja [55-57], a glavna poteskoéa vezana za
prouCavanje hidrolize je njegova laka oksidacija u Sn(IV)-jon pod dejstvom
atmosferskog kiseonika, naro&ito pri visem pH. Hidrolizom redukovanog *™Tc, u
zavisnosti od pH mogu nastati razli¢ite hidroliticke vrste: 99mTcOz, Pmre0™? il
#™ TcOOH". Nastali hidrolitiki kompleksi kalaja mogu da vezuju redukovani **™Tc,
odnosno mogu da konkuriSu helatnom agensu u procesu obelezavanja, §to za posledicu
ima smanjen prinos obelezavanja [53].

99m,

Radiohemijska Cistoéa =" Tc-IDA radiofarmaceutika

Kontrola kvaliteta **"Tc-IDA radiofarmaceutika vr$i se nakon svakog
obelezavanja 1 pre njegove primene, kako od strane samih proizvodaca, tako 1 u
nuklearno-medicinskim centrima.

Po Ph. Jug. V [58] radiohemijska ¢isto¢a predstavlja odnos radioaktivnosti datog
radionuklida koji je prisutan u izvoru u odredenom hemijskom obliku prema ukupnoj
radioaktivnosti istog radionuklida prisutnog u izvoru, izrazen u %. U preparatima
obeleZenim tehnecijumom-99m, mogu biti prisutna tri oblika **™Tc: a) *™Tc-helat,
jedino pozeljan, koji je nastao vezivanjem redukovanog **Tc i helatnog agensa, b)
slobodni *™T¢ u obliku neredukovanog pertehnetata (***TcOy) i ¢) hidrolizovani **™Tc¢
(**"TcO,), koji ne stupa u reakciju sa helatnim agensom, kao i redukovani tehnecijum
koji je vezan za hidrolizovani kalaj Sn(OH), [53].

Da bi se mogao primeniti u dijagnosticke svrhe, dominantni oblik u
radiofarmaceuticima mora biti 99mTc-helat, dok slobodni 1 hidrolizovani oblici
tehnecijuma treba da su zastupljeni u §to manjim koncentracijama (dozvoljeno je do 5%
od ukupne aktivnosti preparata [59], jer u znatnoj meri smanjuju kvalitet
radiofarmaceutika, zbog drugacijeg biokinetickog ponaSanja.
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U nuklearno-medicinskim laboratorijama odredivanje radiohemijske cistoce se
izvodi rutinski, primenom brzih i pouzdanih metoda. Za odredivanje radiohemijske
Cistoc¢e, moze se koristiti bilo koja analiticka separaciona metoda, ali je zbog brzine i

jednostavnosti najprihvatljivija TLC, a za izvesne preparate i elektroforeza [60].

Za kontrolu kvaliteta kompleksa *’"Tc-IDA analoga, najbolja kvantifikacija

slobodnog pertehnetata izvodi se koris¢enjem, komercijalno lako dostupne, instant
hromatografije na tankom sloju ITLC (SA), primenom 10% NaCl kao mobilne faze
[61]. Koloidni ili redukovani tehnecijum-hidrolizat se razdvaja od drugih komponenata
koris¢enjem Gelman ITLC (SG) gde se kao mobilna faza koriste razli¢iti rastvaraci:
metanol, acetonitril/voda, destilovana voda, 0,9% NaCl [62]. Alternativni sistem
zasnovan je na papirnoj hromatografiji, gde se rezultat dobija tokom 20-60 minuta.
Billinghurst 1 saradnici [63] su razvili i validirali nov postupak za kontrolu kvaliteta
radiofarmaceutika  *"Tc-BROMIDA  (mebrofenin) i **™Tc-DISIDA  (disofenin),
zasnovan na frakcionom eluiranju na C;3 Sep-pak' ™ koloni, a dobijene vrednosti su
komparabilne sa vrednostima dobijenim kori§¢enjem standardnog ITLC postupka.

Korelacija strukture i hepatobilijarnih osobina IDA analoga

HIDA (videti Sliku 1) je modelni ligand klase radiofarmaceutika koji sadrze N-
supstituisanu iminodisiréetnu kiselinu. Ostatak iminodisiréetne kiseline je preko
karbamoilmetilmosta vezan za aromatiCan prsten, tako da karboksilne grupe
iminodisiretne kiseline predstavljaju hidrofilni (polarni) deo molekula, a aromati¢ni
prsten lipofilni (nepolarni) deo molekula. Odnos hidrofilnih 1 lipofilnih delova
molekula ima uticaja na hepatobilijarne osobine IDA analoga. Supstitucija u
benzenovom prstenu IDA analoga (vrsta supstituenata i poloZajna izomerija) moze bitno
uticati na njihovo biolosko ponasanje, tj. bilijarnu i renalnu ekskreciju, dok supstitucija
u ostatku iminodisir¢etne kiseline ne dovodi do poboljSanja hepatobilijarnih osobina.

Uvodenje duzih alkil supstituenata ili halogena u benzenov prsten povecava
lipofilnost i1 proteinsko vezivanje IDA analoga, $to za posledicu ima povecanje klirensa
jetre, smanjenje renalne ekskrecije 1 smanjenje kompetitivnog efekta bilirubina.

Firnau [64] navodi neke od uslova koje mora da ispunjava helat da bi bio efikasan
agens za HBS: mora da ima molekulsku masu izmedu 300 i 1000, da bude organski
anjon 1 da se vezuje za albumine.

Jedan od prvih pokusaja u uspostavljanju odnosa struktura-aktivnost IDA analoga
bio je rad Burnsa i saradnika iz 1977. godine [65], koji govori o linearnosti izmedu
bilijarne ekskrecije kod misSeva 1 prirodnog logaritma koli¢nika apsolutne vrednosti
molekulske mase i naelektrisanja **™Tc-helata.

Subramanian i saradnici [66] su proucili bioloske osobine nekoliko sintetisanih
jedinjenja 1 utvrdili da se uvodenjem etil umesto metil grupa u benzenov prsten dobija
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analog EHIDA, ¢&iji kompleks *’"Tc-EHIDA ima veéu bilijarnu i nizu renalnu
ekskreciju u poredenju sa kompleksom **"Tc-HIDA. Kasnije je utvrdeno da je kod
pacijenata sa poviSenom koncentracijom bilirubina u krvi p-butil-IDA (*’"Tc-BIDA)
efikasnija od radiofarmaceutika **"Tc-HIDA i “™Tc-EHIDA, ali ne i od
radiofarmaceutika **™Tc-DISIDA [67].

Chiotellis i Varvarigou [68] su sintetisali seriju od tridesetak acetanilido i
alifaticnih IDA analoga, obelezili ih tehnecijumom-99m, ispitali njihovu biodistribuciju
i uporedili rezultate sa rezultatima biodistribucije 2,6-dietil-IDA (**"Tc-EHIDA), koja
se rutinski koristi za vizualizaciju hepatobilijarnog trakta. Sintetisan je i jedan HIDA
homolog kod koga se umesto karbamoilmetil mosta nalazi karbamoiletil most. Rezultati
biodistribucije (renalna ekskrecija veéa od 35%, a bilijjarna manja od 15%)
nedvosmisleno ukazuju da je za “’"Tc-IDA analoge, kao hepatobilijarne agense,
neophodno da karbamoilmetil most povezuje ostatak IDA sa supstituisanim fenil
radikalom. Takode, supstitucija metilenskih grupa u iminodisiréetnoj kiselini negativno
utice na biodistribuciju dovodeci do povecanja renalne, a smanjenja bilijarne ekskrecije.

Biokinetika *™Tc-IDA analoga zavisi od molekulske mase, lipofilnosti,
proteinskog vezivanja, prirode i polozaja supstituenata u aromati¢nom sistemu [69].
Zamena metil grupa etil grupama u polozaju 2 i 6 benzenovog prstena IDA analoga
povecava lipofilnost, §to dovodi do povecéanja bilijarne ekskrecije i redukcije renalne
[70]. Takode, zamena metil grupa u o-polozajima benzenovog prstena izopropil
grupama dovodi do smanjenja renalne ekskrecije. Chiotellis i1 saradnici [71] su utvrdili
da polarnija jedinjenja imaju brzi hepati¢ni klirens, kao i o-supstituisani analozi u
odnosu na odgovarajuée p-analoge. U okviru proucavanja veze strukture i
biodistribucije izvesnih kompleksa °*™Tc-o-hidroksibenzil iminodisiréetne kiseline,
Maddalena 1 autori [72] su zakljucili da se uvodenjem velikog alkil supstituenta u
benzenov prsten liganda poboljSava hepatobilijarna ekskrecija, ali se smanjuje stabilnost
kompleksa. Povecanje lipofilnosti kompleksa uvodenjem halogena u benzenov prsten
ima znacajan efekat na smanjenje renalne ekskrecije. Stepen proteinskog vezivanja je u
direktnoj vezi sa lipofilnos¢u kompleksa. Sa porastom lipofilnosti renalni klirens opada,
a hepati¢ni klirens se povecava. Rezultati ovog rada su potvrdili da se lipofilnost i
proteinsko vezivanje mogu koristiti za predvidanje in vivo distribucije **"Tc-IDA
analoga. Hepatotransportno vreme nije bilo moguée predvideti na osnovu lipofilnosti
liganada ili proteinskog vezivanja kompleksa. Medutim, utvrdeno je da se krace
hepatotransportno vreme moze posti¢i dizajniranjem analoga sa malim alkil
supstituentima u o-polozaju i sa dodatnim supstituentima u m- i p-polozajima koji
obezbeduju potrebnu lipofilnost.

Lipofilnost IDA analoga je znacajna osobina koja utice na bioloSko ponaSanje
Tc-IDA radiofarmaceutika. Povezanost hepatobilijarnih osobina IDA analoga i
vrednosti deobnog koeficijenta (logP) omogucava da se na osnovu izracunatih deobnih

99m
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koeficijenta razli¢itih teorijski mogucih halogenovanih IDA analoga procene njihove
bioloske osobine i izvrSi izbor najpogodnijeg liganda za sintezu i dizajniranje novog
radiofarmaceutika za HBS [73,74]

99m,

Halogenovani = Tc-IDA analozi za hepatobilijarnu scintigrafiju

Nova generacija IDA analoga nastala je uvodenjem halogena u benzenov prsten,
jer je utvrdeno da su halogenovani IDA analozi visoko specificni agensi za
hepatobilijarnu scintigrafiju, tj. da prisustvo broma i joda u aromaticnoj strukturi IDA
analoga dovodi do znacajnog poboljSanja hepatobilijarnih osobina.

Mnogobrojna bioloSka i klini¢ka ispitivanja pokazala su nesumnjivu prednost
halogenovanih IDA analoga nad razli¢itim alkil-IDA analozima, pa se kao najbolji IDA
analozi za HBS u literaturi navode 3-bromo-2,4,6-trimetilfenilkarbamoilmetil
iminodisiréetna  kiselina (*"Tc-BROMIDA, mebrofenin) [75-77] i 3-jodo-2,6-
dietilfenilkarbamoilmetil iminodisiréetna kiselina (**"Tc-JODIDA) [78, 79]. Efikasnost
radiofarmaceutika **"Tc-JODIDA i *™Tc-DISIDA ispitana je i uporedena u uslovima
hiperbilirubinemije [78]. Kod pacijenata sa koncentracijom bilirubina izmedu 16 pmol/I
1 66 pmol/l (1,1 mg/dl 1 3,9 mg/dl) oba radiofarmaceutika daju slicne rezultate. U
slucaju pacijenata sa ukupnim bilirubinom od 102 umol/l do 1303 pumol/l (6 mg/dl i 76
mg/dl) *"Tc-JODIDA je pokazala bitnu dijagnosticku prednost u odnosu na
radiofarmaceutik **™Tc-DISIDA.

Kapuscinski i saradnici [80] su uporedili puteve i kinetiku ekskrecije &etiri **™Tc-
IDA analoga /HEPIDA (2,4-dimetil-IDA), BIDA (p-butil-IDA), JODIDA (3-jodo-2,6-
dietil-IDA) i BROMIDA (3-bromo-2.4,6-trimetil-IDA)/. *"Tc-HEPIDA je pokazala
znacajnu renalnu eliminaciju, dok ostala tri kompleksa imaju skoro potpunu bilijarnu
ekskreciju. Optimalni parametri su dobijeni za radiofarmaceutike *’"Tc-BROMIDA i
#"Tc-JODIDA.

Kod radiofarmaceutika =" Tc-BROMIDA supstitucija metil grupama u o- i p-
polozajima, kao i bromom u m-polozaju benzenovog prstena povecava hepaticnu
ekstrakciju, smanjuje hepatocelularno tranzitno vreme, utiCe u visokom stepenu na
rezistenciju prema kompetitivnim efektima bilirubina i smanjuje renalnu ekskreciju u
poredenju sa nehalogenovanim jedinjenjima. Klini¢ka ispitivanja Klingensmitha i
saradnika [75] izvedena sa radiofarmaceutikom ™ Tc-BROMIDA pokazala su da ima
vi$u bilijarnu i nizu renalnu ekskreciju nego *"Tc-DISIDA, bez obzira na &injenicu da
li se radi o ispitanicima sa normalnom ili izmenjenom hepatocitnom funkcijom, te se
moze zaklju¢iti da *"Tc-BROMIDA ima bolje hepatobilijarme osobine od

radiofarmaceutika *°™Tc-DISIDA.
99m

99m

Tc-BROMIDA je koriS¢ena u brojnim eksperimentima na laboratorijskim
Zivotinjama i u razli¢itim klini¢kim ispitivanjima. Utvrdeno je da *"Tc-BROMIDA ima
nisku toksi¢nost, brzo nakupljanje u hepatocitima i brzu ekskreciju u bilijarni sistem.
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#MT¢-BROMIDA ima visu bilijarnu ekskreciju od **"Tc-EHIDA §to rezultuje boljom
vizualizacijom bilijarnog sistema. Renalna ekskrecija radiofarmaceutika °*™Tc-
BROMIDA je najniza od ispitivanih *™Tc-IDA analoga. ZapaZen je slabiji uticaj
bilirubina na njen klirens iz krvi. Preliminarna klinicka ispitivanja na pacijentima bila su
zadovoljavajuca jer je pogodnija za upotrebu od drugih IDA analoga u slucajevima
hiperbilirubinemije. Hepatobilijarni sistem je jasno vizualizovan Cak i kod pacijenata sa
serumskim nivom bilirubina do 476 pmol/l (28 mg/dl). Nesumnjiva prednost
radiofarmaceutika **"Tc-BROMIDA nad drugim hepatobilijarnim agensima pokazana
je i u drugim radovima [81-84]. Ekman i saradnici su koristili radiofarmaceutik **Tc-
JODIDA za procenu hepatocitne funkcije i hepatobilijarnog sistema [85]. Cilj je bio da
se ispita moguénost pra¢enja funkcije jetre ra¢unanjem klirensa **"Tc-JODIDA u krvi.
Moze se zakljugiti da je klirens **™Tc-JODIDA, zasnovan na jednostavnom merenju iz
vreme/aktivnost krive izvedene za oblast od interesa, pouzdan test za funkciju jetre.

U radovima Jovanovi¢ i saradnika [18, 86], prikazani su sinteza, fizicko-hemijske
1 bioloSke osobine 4-jodo-2,6-dimetilfenilkarbamoilmetil iminodisiréetne kiseline
(METILJODIDA). Rezultati biodistribucije  kompleksa **™Tc-METILJODIDA
uporedeni su sa rezultatima biodistribucije komercijalnih radiofarmaceutika **™Tc-
HIDA i *™Tc-SOLCOIODIDA i utvrdeno je da se **™Tc-METILJODIDA vrlo brzo i u
velikom procentu akumulira u jetri, da u odnosu na radiofarmaceutik **™Tc-
SOLCOIODIDA ima nesto povecanu renalnu, a smanjenu bilijarnu ekskreciju, ali da
ima bolje hepatobilijarne osobine u poredenju sa radiofarmaceutikom **Tc-HIDA.
#MT¢-JOTIDA u poredenju sa radiofarmaceutikom **"Tc-DISIDA je lipofilnija i ima
manji kapacitet vezivanja za proteine plazme [87, 88]. #mTe JOTIDA je uporedena sa
radiofarmaceuticima **™Tc-DISIDA i *"Tc-BROMIDA i zakljudeno je da mozZe biti
alternativni hepatobilijarni agens za procenu funkcionalnog stanja hepatocita i bilijarnog
sistema [89]. Utvrdeno je da su kompleksi **"Tc-BROMIDA (mebrofenin) i **™Tc-
JODIDA (jodofenin) otporniji na kompeticiju sa bilirubinom od trihalogenog analoga
bez metil grupe u o-polozaju. Rezultati ispitivanja su pokazali da supstiticijom bromom
ili jodom, u kombinaciji sa alkil grupama u benzil radikalu IDA analoga, nastaje ligand
pogodniji za primenu u uslovima hiperbilirubinemije u odnosu na ligand samo sa
halogenim supstituentima, $to je u saglasnosti sa rezultatima Nunna 1 saradnika [90] koji

se odnose na znadaj o-alkil supstituenta u >’ "Tc-halogenovanim IDA analozima.

Od velikog broja radiofarmaceutika **"Tc-IDA analoga, mebrofenin (*™Tc-

BROMIDA) ima najbolje bioloske osobine (brzu ekskreciju iz krvi, visoko nakupljanje
i brz transport kroz hepatocite, visoku bilijjarnu i minimalnu renalnu ekskreciju) i
najznacajniju klinicku primenu, narocito u uslovima hiperbilirubinemije [48, 91, 92].

Buduc¢a istrazivanja u nuklearnoj gastroenterohepatologiji imala bi za cilj sintezu i
dizajniranje novog hepatobilijarnog agensa na ¢ije bioloske osobine hiperbilirubinemija
nece imati uticaja, odnosno koji ¢e se po svojim osobinama $to vise pribliziti idealnom
radiofarmaceutiku za hepatobilijarnu scintigrafiju.
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Spisak skracenica

HBS - hepatobilijarna scintigrafija
IDA - iminodisiréetna kiselina
#Mpe - tehnecijum-99m
#mre IDA analozi - analozi iminodisiréetne kiseline obeleZeni tehnecijumom-99m
HSA- humani serum albumin
HIDA, lidofenin - 2,6-dimetilfenilkarbamoilmetil iminodisiréetna kiselina
EHIDA, etifenin - 2,6-dictilfenilkarbamoilmetil iminodisiréetna kiselina
DISIDA, iprofenin - 2,6-izopropilfenilkarbamoilmetil iminodisiréetna kiselina
BIDA - 4-butilfenilkarbamoilmetil iminodisiréetna kiselina
JODIDA - 3-jodo-2,6-dietilfenilkarbamoilmetil iminodisircetna kiselina;
METILJODIDA - 4-jodo-2,6-dimetilfenilkarbamoilmetil iminodisir¢etna kiselina
DIJODIDA - 2,4-dijodo-6-metilfenilkarbamoilmetil iminodisiréetna kiselina;
DIETILJODIDA - 4-jodo-2,6-dietilfenilkarbamoilmetil iminodisiréetna kiselina;
DIIZOPROPILJODIDA - 4-jodo-2,6-diizopropilfenilkarbamoilmetil IDA
TIIDA - 2,4,6- trijodofenilkarbamoilmetil iminodisiréetna kiselina;
JOTIDA - 3-jodo-2,4,6-trimetilfenilkarbamoilmetil iminodisiréetna kiselina;
BROMIDA, mebrofenin - 3-bromo-2,4,6-trimetilfenilkarbamoilmetil IDA
ITLC (SA i SG) — instant hromatografija na tankom sloju

(SA- silicijumova kiselina; SG-silikagel)
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Summary

Hepatobiliary scintigraphy (Cholescintigraphy) is a nuclear imaging procedure for
morphological and functional investigation of hepatobiliary system. *"Tc-IDA derivatives are
commonly used for hepatobiliary imaging. Biological properties of IDA analogues are
determined by chemical structure. Corresponding molecular mass, lipophilicity, protein binding,
as well as nature and position of substituents attached to the phenyl ring have major influence
on biokinetics (the degree of hepatic uptake and the rate of excretion, as well as urinary
elimination) of the *"Tc-IDA complexes. Since bilirubin competes with IDA derivatives,
hyperbilirubinemia represents the limiting factor in the application of *"Tc-IDA analogues as
hepatobiliary imaging agents.

This paper's goal is to give a review of the most important data about physico-chemical
and biological properties of numerous **"Tc-IDA analogues which are synthesized and
evaluated as potential radiopharmaceuticals, and also those which are commercially used as
diagnostics agents. Of all IDA derivatives, ~ "Tc-mebrofenin is the agents of choice for
hepatobiliary imaging in hiperbilirubinemia conditions.

Key words: HIDA *"Tc-IDA complexes, halogenated IDA analogues, mebrofenin,
hepatobiliary scintigraphy, hiperbilirubinemia
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