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Tutkielma késittelee radiofarmaseuttisten lddkkeiden sitoutumista plasmaproteiineihin sekd
stabiilisuutta plasmassa seki ndiden arviointimenetelmid. Mahdollisia uusia merkkiaineita etsiessi
tulee selvittdd merkkiaineen mahdollinen metabolia veressi ja kohdekudoksessa. Stabiilisuutta
arvioidaan HPLC-menetelmill4 ja sitoutumista plasmaproteiineihin TLC-menetelmailld. Molemmat
menetelmisti ovat universaaleja ja hyvin tunnettuja.

Tavoitteena oli selvittdd; miksi radiofarmaseuttisten aineiden stabiilisuutta tulee arvioida, miten
plasmanéytteet valmistellaan, ndytteiden HPLC- ja TLC-analyysit, miten alkuperéisen
radiofarmaseuttisen aineen identiteetti médritetaén seka kuinka radiofarmaseuttisen aineen proteiiniton
osuus médritetdan.

Merkkiaineen tulee kulkeutua kohdesolukkoon alkuperdisessd muodossaan, joten metabolian
havaitseminen in vitro vaiheessa useimmiten keskeyttda tutkimukset merkkiaineen kohdalla. Samoin
merkkiaine ei mydskéén voi lilammin sitoutua plasman proteiineihin, sillé se estdd merkkiaineen
kulkeutumisen kohdesolukkoon.

Menetelmina tarkasteltiin HPLC:td ja TLC:td. Tulosten perusteella radiofarmaseuttisesta aineesta
osataan tunnistaa metabolia elimistossé seki sitoutuminen plasmaproteiineihin ja nidin myos
mahdollisuus PET-kuvantamisen merkkiaineeksi.

Johtopditoksissd todetaan kisiteltyjen menetelmien olevan sopivia ja luotettavia radiofarmaseuttisen
aineen metabolian ja plasmaproteiineihin sitoutumisen méérittdmiseksi. Pohditaan myds prosessin
tulevaisuutta ja mahdollista tekodlyn hyodyntdmistd data-analyysin tukena.
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1 Johdanto

Témi LuK-tutkielma on kirjallisuuskatsaus, jossa tarkastellaan radiofarmaseuttisten lddkkeiden
sitoutumisen plasman proteiineihin ja stabiilisuuden arviointimenetelmid. Tutkielma késittelee
analyysimenetelmind HPLC- sekd TLC-menetelmid verestd seké aivoista tehtidviin metabolia-

sekd proteiineihin sitoutumismittauksiin plasmassa.

Radiofarmaseuttisilla merkkiaineilla kuvannetaan erilaisia elimistéon toimintoja PET-
kameralla. Positroniemissiotomografiakuvantamisella (PET-kuvantaminen) saadaan tietoa
elimistdn toiminnasta, metaboliasta ja verenkierrosta seuraamalla merkkiaineen kéyttdytymisté
elimistdssd. Radioaktiivinen aine séteilee hajotessaan positroneja, jotka muodostavat
gammasdteitd kohdatessaan kudoksissa elektronin. Ndistd gammasiteistd muodostuu kuva
kohdekudoksesta. PET-kuvaus on tomografiaa eli kuvia otetaan leikkeind ja leikkeiden
yhdistelmédstd saadaan kolmiulotteinen malli, josta kdy ilmi, mihin ja miten merkkiaine on

jakautunut. [1]

Kun PET-kuvantamisessa selvitetddn solujen energian kayttdd, merkkiaineena kaytetddn
yleensd radioaktiivisesti leimattuja hiilihydraatteja. Hyvd radioaktiivinen leima ei hajoa
elimistdssd vaan kdyttdytyy vastaavasti kuin merkkiaine ilman radioaktiivista leimaa ja niin
ollen kuvaus on potilaalle kivuton. Radioleimalla varustetulla sokerilla selvitetddn kudosten
energiakulutusta ja samalla voidaan 10ytdd mahdolliset syopédpesikkeet tai -kasvaimet. Aivojen
PET-kuvauksessa kiytettavit molekyylit kehitetdén aina injektoitaviksi ihmiseen. Aivot
kayttavit energialdhteendén sokeria, joten aivosydvén tapauksessa aktiivisuus kasvaimessa on
suurempaa kuin terveessd kudoksessa. Aivojen PET-kuvantamisessa merkkiaine injektoidaan

tutkittavan verenkiertoon. [1]

Ennen kuin PET-kuvauksessa voidaan ottaa kdyttoon uusi merkkiaine, tulee varmistaa, ettei
silld ole haitallisia metaboliitteja eli se on stabiili elimistdssd. Pahimmassa tapauksessa
merkkiaineeksi suunniteltu uusi molekyyli voi tuottaa niin reaktiivisen metaboliatuotteen, etti
se sitoutuu kovalenttisesti DNA:han ja nidin saa aikaan mutaatioita ja mahdollisen sydvin
alkupesikkeen [2]. Uuden leiman turvallisuus ihmiselle selvitetddn ennen kliinisid kokeita

elainkokeilla.



Ensin metaboloitumista testataan siis plasmalla in vitro. Jos in vitro kokeissa tulokset plasmassa
ovat metaboliset, voidaan olettaa, etti myos in vivo tehtdvdt plasma kokeet osoittaisivat

metaboloitumisen.

Koska radiofarmaseuttiset merkkiaineet tulevat kayttoon ihmisille, on hyvé tutkia myos
merkkiaineiden metaboliittien mahdollisia haitta- ja hyotyvaikutuksia. PET-kamera ei
myOskddn pysty erottamaan alkuperdistd merkkiainetta (eng. parent fraction) sen
radiometaboliiteista. PET-kamera pystyy havaitsemaan vain radioaktiivisen séteilyn, mutta se
ei kerro, mikd merkkiaine sen tuottaa. On hyvi selvittdd merkkiaineesta erillddn, vaikuttavatko
radiometaboliitit PET-kuvaan, jos merkkiaine metaboloituu radiometaboliiteiksi nopeasti ja
ndin kuvissa havaittavasta sdteilystd suuri osa aiheutuu radiometaboliiteista, Ndin pystytddn

korjaamaan PET-kuvat tunnettujen radiometaboliittien mukaisesti.

Metaboliitit mitataan veresti eroteltavasta supernatantista, josta eroteltu veren kaikki proteiinit,
jotta voidaan varmistaa, ettd merkkiaine pystyisi kulkeutumaan aivoihin. Jos merkkiaineet
sitoutuisivat veren muihin osiin, eivdt ne pédsisi kulkeutumaan mitattavaan kasvaimeen tai
aivoihin. Tdmi johtuu siitd, ettd veren puna- ja valkosolut ovat niin isoja kulkeutumaan
verisuonten seindmien ldpi ja tdten pddsemddn mitattavaan alueeseen. HPLC-laitteisto voisi
my0s mahdollisesti hajota, jos siihen injektoitaisiin verta. HPLC on analyysitekniikka, joka

perustuu korkean erotuskyvyn nestekromatografiaan[3].

1.1 Radiofarmaseuttisten valmisteiden stabiilisuuden analysointi plasmassa

Ladkeaineen proteiinisitoutuminen plasmassa (eng. plasma-protein binding, PPB) tarkoittaa
radiofarmaseuttisen merkkiaineelle médritettdvad suuretta, affiniteettia, joka kertoo missd
médrin merkkiainetta sitoutuu veriplasman proteiineihin[4]. Sitd analysoidaan tehokkaan
lasikeainepitoisuuden siitelyssi. Akillinen vapaan lidikeaineen pitoisuuden kasvu elimistdssi
voi aiheuttaa toksisuutta ja vaatia ndin annoksen siétdd. Vapaan ldékeaineen pitoisuus on myds
hyodyllistd tietdd arvioitaessa lddkepitoisuutta, joka voi johtaa metaboliaan liittyviin ladke—
ladke-interaktioihin. Sairauksia, kuten syOpid, mallinnetaan laajasti eldimilld ennen kuin
tutkittava yhdiste voidaan viedd kehitykseen. Sitoutumattoman lddkeaineen pitoisuus ja siten
PPB-tiedot eri lajeilla ovat hyddyllisid, kun mééritetddn turvallisuusmarginaaleja sekd

valittaessa ensimmaéisen ihmiskokeen annosta ja tehokkaan ihmiskokeen annosta. [5]



Ladkeaineen tulisi olla sitoutumaton plasman proteiineihin, jotta se voi supernatantin mukana
kulkeutua kohdesoluun tai molekyyliin. PPB-tiedoilla voidaan arvioida radiofarmaseuttisen

aineen toimivuutta ja mahdollisuuksia menestyd sen kayttokohteessa.

Aivojen PET-kuvauksessa radiofarmaseuttisen aineen on pystyttavé ylittimddn veriaivoeste.
Radiofarmaseuttinen aine kuljetetaan aivoihin veren plasmassa. Veriaivoeste rajoittaa
tehokkaasti polaaristen ja vesiliukoisten lddkeaineiden pédédsyd keskushermostoon, mikd luo
merkittdvin esteen ladkkeiden kulkeutumiselle. [6] Jos tutkittava alue on jokin muu kuin aivot,

radiofarmaseuttisen aineen ei ole valttaméatonta ylittdad veri-aivoestetta.

Jos radiofarmaseuttinen ldéke hajoaa nopeasti plasmassa, se tarkoittaa, ettd sen tehokkuus myds
in vivo on heikko. Plasmassa havaittava epédvakaus voi johtaa harhaanjohtaviin in vitro-
tuloksia, mika voi vaikeuttaa esimerkiksi plasman proteiineihin sitoutumista koskevien tietojen
tulkintaa. Toisin sanoen plasmassa havaittava merkkiaineen epéstabiilisuus voi olla haitallista,

koska lddkeaineen pitoisuus in vivo vidhenee, miké vaikuttaa ldékkeen tehoon. [7]

1.2 Tutkimuksen toteutus

Tutkimukseen kaytettyjd julkaisuja on etsitty Google Scholar -hakupalvelusta hakusanoja ja -
lauseita, kuten “’stability evaluation methods™ ja ”plasma protein binding”, kdyttimalld. Tietoa
triviaaleista asioista, kuten HPLC, TLC ja UF-kalvot, on etsitty my0s googlen hakukoneella
kayttamalla kyseisid kdsitteitd. Innovaatioihin liittyvié tekodlyartikkeleita on etsitty kayttdmalla

hakusanoja ja -lauseita analysis with artificial intelligence”, “tekodly metabolia”, “tekodly

analysoinnissa”, Al and data analytics” ja "PET-image analysis with AI”.



2 Menetelmat

2.1 Naytteiden valmistelu
21.1 Plasma

Kromatografisia analyysejd varten Eppendorf-putkeen pipetoidaan plasmaa ja asetonitriilid
suhteessa 1:2 plasmaproteiinien saostamiseksi. Seosta vorteksoidaan noin 10 sekuntia ja
sentrifugoidaan (12 100 x g, 90 s), ja ndin saatava supernatantti kerdtién radio-TLC-analyysia
varten.

Plasmandyte valmistetaan kayttdmdilld proteiinisaostusta, ja sithen on valittu plasman ja
asetonitriilin suhteeksi 1:2 v/v, jotta plasmaproteiineja saadaan saostettua mahdollisimman
paljon ja samalla niytteen radioaktiivisuuspitoisuus pysyy mahdollisimman suurena
optimaalisen ldhtofraktion kvantifioinnin kannalta. Saostuksen tarkoituksena on mahdollistaa
optimaalinen kromatografinen erotus véhentdmélld matriisia TLC-levyn ylikuormituksen
estamiseksi. Tdma vaikutus helpottaa ndytteen absorbointia TLC-levylle ennen eluointia, koska
yleensd C-18-modifioidut TLC-levyt eivét absorboi vesipitoisia ndytteitd hyvin. Lisdksi
proteiinien konformaation muuttaminen orgaanisella liuottimella vapauttaa analyyttien ja
proteiinien vélisen sitoutumisen. Asetonitriili lisdd myds lipofiilisten analyyttien liukoisuutta
supernatanttiin sen sijaan, ettd ne sitoutuisivat proteiinipellettiin. Ndméa vaikutukset
maksimoivat supernatantin radioaktiivisuuskonsentraation lisddmalld uuttotehokkuutta, mika
auttaa metabolia-analyysid parantamalla signaali-kohinasuhdetta ja siséllyttimalld kaikki
plasmassa olevat komponentit analyysiin. Tdma on erityisen tirkedd, silld eri yhdisteet ovat
suurelta osin sitoutuneita plasman proteiineihin eri suhteissa, joka on huomioitava analyysié

tehdessa. [8]

2.1.2 Aivot

TLC-mittauksia varten aivonidytteet valmistetaan leikkaamalla aivokudosta leikkeleiksi. Noin
kolmannes aivoista homogenisoidaan TLC:n liitkkuvaan vaiheeseen. Homogenisoitu niyte
sentrifugoidaan (12,100 x g, 90 s), ja kuten verindytteissikin, aivondytteen supernatanttia
kdytetddn TLC-analyysiin. [8] Merkkiaineen stabiilisuutta tutkitaan aina veressd sekéd

kohdekudoksessa, koska mahdollinen metabolia voi tapahtua eri tavalla erilaisissa solukoissa.



2.2 HPLC ja TLC naytteiden analysointi

RadioTLC  on  menetelmd  radiofarmaseuttisten  valmisteiden = maérittamiseksi
ohutkerroskromatografialla. Tassd analyysimenetelmdssd on ohut levy, jossa tutkittu seos
litkkkuu huokoisessa aineessa liuottimen avulla. Eri aineet kulkevat siind eri tavoin ja niin
havaitaan erot ndytteiden vélilld.[9] Naytteet liukenevat liuottimeen ja kiinnittyvédt niille
tunnusomaisin  védliajoin levyn pintaan. Kiinnittyminen johtuu néytteiden ja levyn
pintamateriaalin  vélisistdi van der  Waalsin  vuorovaikutuksista,  dipoli—dipoli-
vuorovaikutuksista, vetysidoksista ja kemisorptiosta. Kemisorptiossa ndyte reagoi levyn
pintamateriaalin kanssa. Aineet voidaan tunnistaa esimerkiksi vérin perusteella tai UV-valolla.

[22]

RadioHPLC on toinen menetelméd radiofarmaseuttisen valmisteen yhdisteiden erottamiseksi.
Téssd menetelmassé edellytetdén, ettd yhdisteet liukenevat liuottimeen tai liuotinseokseen, jota
laitteisto kestdd. HPLC:td on kahdenlaista: NP-HPLC (normaalifaasi) ja RP-HPLC
(kddnteisfaasi). Kun kiinted faasi on polaarisempi kuin liikkuva faasi, kyseessd on NP-HPLC.
Liikkuvana faasina kdytetdén orgaanisten liuottimien seoksia. Ei-polaariset yhdisteet eluoituvat
kolonnissa ennen polaarisia yhdisteitd. NP-HPLC:td ei kdytetd yhtd paljon kuin RP-HPLC:ta.
Kyseessi on RP-HPLC, kun liikkuva faasi on polaarisempi kuin kiinted faasi. Téssd
tapauksessa polaariset yhdisteet eluoituvat nopeammin. Liikkuva faasi on tavallisesti veden ja
vesiliukoisen orgaanisen liuottimen seos. HPLC jérjestelmén viimeinen osa on detektori.
Yleisimmin kéytetyt detektorit ovat UV-, UV-VIS-, fluoresenssi-, sdahkokemialliset ja
taitekerroin(IR)-detektorit. IR-detektori on huomattavasti vihemmain herkka kuin UV-detektori
ja se on myos herkkd lampdtilan vaihteluille kromatografian aikana. Nykyddn kdytetddn myos

paljon massaspektrometriaa nestegromatografidetektorina. [10]

RadioHPLC wvaatii kalliita laitteita, enemmén liuottimia ja kaikkien piikkien yksilollistd
vaimenemiskorjausta. Toistaalta radioHPLC:lld on joitain etuja, kuten monipuolisemmat
erotusmahdollisuudet esimerkiksi gradienttimenetelmien vuoksi. Alhainen
radioaktiivisuuspitoisuus ja pienet ndytteet edellyttivit erittdin herkkid ja lineaarisia
radioaktiivisuuden havaitsemiskykyjd. Ndmd ongelmat eivit liity radioTLC menetelméén,
koska alhaisten radioaktiivisuuspitoisuuksien néytteiden radioaktiviteetin kvantitointi

digitaalisella autoradiografialla on lineaarista laajalla radioaktiivisuusalueella. [8]



Aika plasman erottelusta sithen, ettd kehitetty TLC-levy, jossa on standardi, plasma,
aivosupernatantti sekd kudokset, asetetaan valotuskasettiin voi olla niinkin vdhén kuin 12
minuuttia. Useita néytteitd useista eri kohteista voidaan levittdd samalle levylle ja analysoida

samanaikaisesti, mikd on valtava etu. My0s useita levyjd voidaan kehittdd samanaikaisesti.[§]

Ennen kuin saaduista tuloksista voidaan olla tdysin varmoja, tulee vaihtoehtoisia
analyysimenetelmid kehittdd molemmille HPLC- ja TLC-menetelmille. Menetelmien tulee olla
optimoituja spesifisesti kyseessd olevalle merkkiaineille ennen kuin radioanalyyseja
ristiinvalidoidaan radiofarmaseuttisten lddkkeiden kliinisen toteutuksen laadunvalvonnan

kehittdmisen aikana. [11]

2.3 Metaboliittien maaritys

Plasman ja aivojen néytteiden alkuperdinen muuttumaton radiofarmaseuttinen aine (eng. parent
fraction) analysoidaan kéyttimallda radioTLC:td sekd radioHPLC:td. Aarnio et al. ovat
kehittdneet  merkkiaineelle [''C]SMW139  radioTLC:td hyoddyntivin  menetelméin
metaboliittien mééritykseen. He toteavat parhaaksi kayttdé Silica gel 60 RP-18 TLC-levyé ja
sen ajossa liikkuvana faasina asetonitriilin, veden ja trifluorietikkahapon seosta
tilavuussuhteessa 65:35:0,1. TLC-levyd tulee kehittdd, kunnes migraatioetdisyys on 4
senttimetrid. Kehitetty ja valokuvattu levy altistetaan poistetulle autoradiogradiakuvauslevylle
noin tunniksi, jotta saadaan rekisterditya erotettujen radioaktiivisten yhdisteiden jakautuminen.
Kuvauslevy skannataan tdmin jilkeen laserilla kdyttden fosforikuvauslaitetta ja analysoidaan
kayttamélld autoradiografialle suunniteltua kuvankésittelyohjelmaa. Autografiassa kaytetty
kuvantamislevy varastoi radioaktiivisuudesta tulevan energian itseensd, joka sitten luetaan
kuvauslaitteella. Niakyvélla valolla voidaan vapauttaa timid varastoitunut energia, jonka
fosforikuvauslaite havaitsee. Tdmé varastoitunut energia ilmoitetaan yleensd fotostimuloituna
luminensenssina (PSL). Prosessista saadusta kuvasta analysoidaan muuttumattoman
merkkiaineen sekd radiometaboliittien PSL-arvo ja verrata nditd koko plasmandytteen PSL-
arvoon. Niin saadaan muuttumattoman merkkiaineen sekd radiometaboliittien osuus
néytteestd. Liséksi autoradiografia-analyysissd on korjattu taustaradioaktiivisuus. [8] Esiteltyd
spesifisti menetelmdd voidaan pédpiirteittdin  kdyttdd myds muiden merkkiaineiden
metaboliittien maarittimisessd, mutta ne voivat tarvita erilaisia menetelmid, kuten eri TLC-

levyn ja eri liikkkuvan faasin.
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RadioHPLC-analyysissd HPLC-laitteistoon (kuva 1) injektoidaan plasma sekéd aivondytteet
erilisille ajoille. Kéytettdessd kddnteisfaasilaitteistoa poolisemmat merkkiaineen metaboliitit,
tulevat ndkymadin graafissa ennen merkkiaineen parent fraction piikkid. HPLC-laitteisto vain
erottelee eri liukoisuusominaisuudet omaavat ndytteen osat toisistaan, mutta se ei kerro

metaboliittien ominaisuuksista muuten. [10]

i

Injektio

Roskis
Loop
uv

Radioaktiivisuus detektori ‘ 3 i
Stationaari faasi

Kolonai e Pumppu

Detektori

Roski
0skIs Liikkuva faasi

Kuva 1. HPLC-laitteisto

2.4 Radiofarmaseuttisen aineen sitoutumisen proteiiniton osuus

Liadkeaineen proteiinittoman osuuden (eng. protein-free fraction) madrittdmiseksi in vivo -
plasmandytteen radioaktiivisuuspitoisuus mitataan levittdmélld tunnettu méédrd plasmaa
kahdesti TLC-levyn yldosaa, liikkuvan faasin eturajan yldpuolelle. Autoradiografian avulla
laskettiin PSL eli tilavuuspitoisuus. Plasmassa olevan emoaineen (eng, parent tracer) analyysin

tuloksista voidaan maarittdd emoaineen ja sen metaboliittien pitoisuudet plasmassa. [8]

Proteiinista vapaan molekyylin ja sen proteiinista vapaiden radiometaboliittien erottamiseen
proteiiniin sitoutuneista kéytetdin 10 kDA UF-puolildpdisevdd kalvoa. UF laite on
kalvonerotustekniikalla tuotettu suodatuslaite, jolla voidaan erotella liuoksia tai puhdistaa niita
[12] . Viahintddn 80 uL plasmaa kdytettddn analyysin suorittamiseen, mukaan lukien kalvon
korjausanalyysiin tarvittava plasma. Plasmaa sentrifugioidaan (14 100x g, 7 minuuttia), jotta

saadaan vahintdin 40ul suodos (eng. filtrate). Tadmi suodos siirretdén toiseen samanlaiseen
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UF-laitteeseen ja sentrifugioidaan neljd minuuttia, jotta saadaan véhintddn 15ul uutta suodosta.
Samalla alkuperdistd plasmaa sentrifugioidaan lisdd, jotta saadaan enemmén ensimmdistd
suodosta. Radioaktiivinen standardi alkuperiisestd emoaineesta, plasmandyte ja aivondytteen
supernatantti sekd ensimmadinen ja toinen suodos levitetdéin saman TLC-levyn levityslinjalle.
Kuivattu levy kehitetdén, digitalisoidaan ja analysoidaan. Kuva 2. alla on otettu artikkelista ja

siind havainnollistetaan TLC-analyysia. [8]

S

At plasma [ % [«
Protein

« Parent

« Metabolite

Parent Parent Parent Filtrate Filtrate
standard Fraction Fraction (2) (3)
Plasma Brain

Kuva 2. TLC-analyysin mallinnus

TLC-levystd voidaan arvioida siis metaboliittien sekd proteiinisitoutumisen maird plasmassa

seké aivoissa.

2.5 Halutut tulokset

Tuloksissa halutaan olevan mahdollisimman vihdn merkkiaineen radiometaboliitteja.
Radiometaboliittien tunnistamisen tarkoituksena on mairittda alkuperdisen radiomerkkiaineen
médrd plasmassa ja joko sulkea pois radiometaboliitin paésy aivoihin tai korjata sen kertyminen
perifeerisiin kudoksiin eli ddreishermoston kudoksiin. PET-kuvantamisessa merkkiaineen
radiometaboliittien muodostuminen voi olla huolestuttavaa, koska radiometaboliset tuotteet

voivat jakautua kehossa eri tavalla kuin varsinainen radioaktiivinen merkkiaine, miki voi johtaa
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merkittdviin eroihin jakautumiskuvissa. [13] Radiometaboliakokeissa halutaan siis selvittia
merkkiaineen mahdolliset metaboliitit sekd niiden positiivinen ja negatiivinen kayttdytyminen
kehossa. Uutta ihmisiin injektoitavaa PET-kuvantamiseen kéytettdvdd merkkiainetta
kehittdessd on turvallisinta 10ytdd merkkiaine, joka ei metaboloidu tai betaboloituu vain véhén,

ja ndin sen radiometaboliitit eivét voi aiheuttaa ihmisessé vastetta.

Proteiinisitoutuminen plasmassa tulisi olla merkkiaineelle mahdollisimman véhiista.
Merkkiaineen mahdollinen sitoutuminen plasman proteiineista tapahtuu pidosin albumiiniin.
Proteiinisitoutuminen ei kuitenkaan merkkiaineelle ole toivottavaa, silld vain sitoutumattomalla
osiolla merkkiaineesta eli vapaalla fraktiolla on farmakodynaamista merkitystd. Jos merkkiaine
sitoutuu plasman proteiineihin, ei silld ole mahdollisuutta kulkeutua kohdesolukkoon ja toimia
PET-kuvauksessa. Joillain merkkiaineilla proteiineihin sitoutuessa voi mahdollisesti olla
interaktioita. Ndin ollen merkkiaineella voi olla vaikutusta elimistdon, joka ei ole tavoiteltavaa.

[14]
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3 Tulevaisuus

3.1 Tulosten hyodyntaminen

Metaboloitumisen analysointi laboratoriomenetelmin ohjaa tutkimuksen etenemistd kohti
tehokkaampia tutkimusvalintoja. In vitro -metaboliadatan avulla voidaan ennustaa
mahdollisimman hyvin merkkiaineen kéyttdytymistd ihmisessd sekd yhteisvaikutuksien
todenndkoisyyksid. Merkkiaineen kehittéjille jaa télloin in vitro -tulosten perusteella resursseja
tutkia muita mahdollisia merkkiaineita, jos yhdisteen metaboliset piirteet eivit ole toivottuja.
Lisdksi eldinkokeiden tarpeen arviointi on rationaalisempaa, kun tiedetdén ihmisen ja koe-
eldinten metabolian yhtéldisyyksistd ja eroista tutkittavan merkkiaineen kohdalla. [15] In vitro
-metaboliadatalla pystytddn ennustamaan merkkiaineen toiminnan yksilollistd vaihtelua[16].
Metabolia vaikuttaa merkittavésti sithen, miten radiofarmaseuttinen aine kayttiytyy elimistossi
ja sen seurauksena mddrdd radiofarmaseuttisen aineen vaikutuksen ja keston. Metaboliaan

vaikuttaa lukuisat seké geneettiset ettd ymparistotekijét.[17]

Vastaavalla  tavalla  kuin  metaboliadatallakin  niin ~ plasman  proteiineihin
sitoutumistutkimustulosten perusteella voidaan arvioida radiofarmaseuttisen aineen sopivuutta
PET-kuvantamisen merkkiaineeksi. Plasman proteiinit eivédt tuota farmakologista vastetta
elimistoon, mutta samalla merkkiaine ei my0Oskddn padse kulkeutumaan kohdesoluunsa. Jos
merkkiaine sitoutuu voimakkaasti plasmaproteiineihin, tulee se huomioida injektoitavan
merkkiaineen annoksen tilavuuden kasvattamisella. [18] Vapaan lddketeorian (eng. free drug
theory) mukaan ilman energiaa vaativissa prosesseissa, vakaan tilan tasapainon saavuttamisen
jdlkeen vapaan lddkeaineen pitoisuus plasmassa on yhtd suuri kuin vapaan lddkeaineen

pitoisuus kudosten farmakologisissa kohdereseptoreissa. [4]

3.2 Tekoalyn kaytto analyysissa

Tekodlyn (eng. artificial intelligence) sovelluksista erityisesti koneoppimista olisi mahdollista
hyodyntdd datan analysoinnissa. Koneoppimisen (eng. machine learning) hyodyntamiseksi ja
kouluttamiseksi tarvitaan kuitenkin paljon dataa ja tietoa. [19]. Koneoppimisalgoritmit ovat
hakumenetelmid, jotka etsivit koulutusaineiston eli tdssd tapauksessa metaboliadatan
perusteella  sopivan hypoteesin. Algoritmien optimoinnissa kéytetddn yleensd

gardienttipohjaisia matemaattisia menetelmid. Ohjelma, jota datan analysointiin kdytetddn,
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oppii esimerkkiaineiston perusteella tekemddn pdatoksid. Tillaisia paédtoksid voivat olla
esimerkiksi, onko merkkiaineella metaboliitteja tai onko PET-kuvien perusteella merkkiaine

kulkeutunut haluttuun kohdekudokseen. [21]

Tekodlysovellus vaatii eri viranomaisten luvat, jotta sitd voitaisiin kdyttdd kliinisisséd
tutkimuksissa[19]. Ensimmaiset tekodlypohjaiset kuvien analysointisovellukset ovat kuitenkin
jo saatavilla kliiniseen kayttoon. Tulevaisuudessa tekoédlyn avulla voidaan hyddyntéé potilaan

aikaisempien kuvien tietoja yhdistden niitd uusien kuvien antamiin tietoihin. [20]
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4 Johtopaatokset

Katsauksessa oli tarkoituksena selvittdd radiofarmaseuttisille aineille tehtdvdn menettelyn
menetelmat ja tavoitteet, jotta aine voitaisiin ottaa mahdollisesti kdytt6on PET-kuvantamisen
merkkiaineena.

HPLC-menetelméé voidaan vaivatta hyddyntdd merkkiaineen metaboliittien havaitsemiseen
plasma- sekd aivondytteistd. Useimmiten tutkimuksissa kaytetddn kéénteisfaasi
nestekromatografiaa, jonka takia alkuperdistd merkkiainetta vesiliukoisempien metaboliittien
graafipiikit tulevat ajon aikana aikaisemmin. Tavoitteena kuitenkin on, ettei merkkiaine
metaboloituisi plasmassa eikd kohdesolukossa.

TLC-menetelmdd hyddynnetdén merkkiaineen proteiinisitoutumisen arvioimiseen plasmassa,
kuten kuva 1 havainnollistaa. Naytteitd valmistetaan alkuperdisestd néytteestd suodattamalla,
jonka vuoksi TLC-levylld ajettavista néytteistd voidaan laskea suoraan proteiinisitoutumisen
maara.

HPLC- ja TLC-menetelmit osoittautuivat toimiviksi ja luotettaviksi menetelmiksi analyysin
tekemiseen, kunhan molemmat analyysimenetelmédt optimoidaan tutkittavalle merkkiaineelle.
Tulosten in vitro on oltava varmoja, jotta merkkiaineiden kehitystd kohti kliinisid kokeita
voidaan jatkaa.

Tutkimuksista tulee analysoitavaksi suuria méarid dataa. Tétd helpottamaan tekoély voidaan
integroida analyysiprosessiin mukaan. Tekodly tarjoaa tehokkaita ja luotettavia laskennallisia
malleja suuren datan késittelyyn ja mahdolliseen automaattiseen kerdédmiseen laitteistoista.
Tekodlyn kayttdminen tutkimuksissa kuitenkin aina vaatii viranomaisten lupaa. Tekodlya
kuitenkin kédytetddn jo PET-kuvien analysoinnin tukena, joten tulevaisuudessa on
todenndkoistd, ettd myds muiden merkkiaineen kehittdmisprosessin osien tutkimustulosten
analyysivaihetta kehitetddn tekodlyn avulla.
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