Biomedicinske

fluor-NMR-studier pd mennesker

Med analytisk fluor-NMR-spektroskopi kan man karakterisere et molekyle, studere in
vivo-fordelingen, metaboliseringen og farmakokinetikken af molekylet non-invasivt.
Her gives udvalgte eksempler pa brug af in vivo "’F NMR-spektroskopi og imaging af
mennesker — eksempler, der illustrerer teknikkens anvendelighed og styrke
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Pga. den fortsatte udvikling inden for fluorkemien er det blevet
lettere at placere fluoratomer pa strategiske steder i et mole-
kyle. Det har fgrt til et forbavsende stort antal bredt ordinerede
fluorholdige preparater, der dagligt administreres til millioner
af mennesker. Den gkonomiske verdi kan maske ogsa overra-
ske, alene af kommercielle arsager indtager fluorholdige lege-
midler en signifikant plads i legevidenskaben.
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Figur 1. Strukturer af (a) Fontex (fluoxetin) og (b) Ciproxin (ciprofloxacin), to
Sfluorholdige »blockbuster«-leegemidler.

I de 60 ar, der er gaet siden Gorter og Broer [1] fgrst forsggte
at observere NMR-signaler fra fluor, har NMR udviklet sig fra
at vere en videnskabelig kuriositet til en analytisk rutineteknik,
der kan karakterisere nye fluorholdige kemikalier og en sterk
biomedicinsk metode, der muligggr non-invasivt at fglge
metaboliseringen af fluorholdige leegemidler in vivo.

De store landvindinger inden for biomedicinske anvendelser
af F MR skyldes primert udviklingen inden for proton ('H)
MR. Heldigvis er fluors gyromagnetiske ratio (40 MHz/T) kun
ca. 6% mindre end protonens. Det betyder, at kommercielt
tilgeengelige helkrops-scannere og spektroskopimaskiner med
minimale @ndringer kan bruges til in vivo fluor-MR-studier.
Fluors andre magnetiske egenskaber, f.eks. spin=1/2, fglsom-
hed =83% af 'H, chemical shift omrade > 200 ppm (protoner:
~10 ppm) bidrager ogsa til at ggre '°F MR til en attraktiv
teknik.

Selv om der nasten ikke kan detekteres naturlige baggrunds-
signaler for fluor, bortset fra fluorid i knogler, er baggrundsni-
veauerne stigende pga. en rekke produkter i hjemmene. Som
for omtalt i dansk presse og tv er materiale afgivet fra produk-
ter som Teflon, Stainmaster, Scotchguard og Gore-Tex ikke
ngdvendigvis uden biologisk effekt. For yderligere at under-
strege de potentielt negative sider af fluorholdige stoffer
mindes om de to fluorholdige nervegasser Soman og Sarin
(figur 2).
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Figur 2. Struktur af de fluorholdige nervegasser (a) Soman og (b) Sarin.

Metabolismevejen for an@stetika, antibiotika, anticancerlege-
midler og psykoaktive stoffer er undersggt i et stort antal non-
invasive fluor-MR-studier (figur 3). Derudover anvendes fluor-
imaging (fgrste gang publiceret i 1977 [3]) pga. tilstedeverel-
sen af magnetsystemer og passende fluorholdige terapeutiske
og diagnostiske legemidler

Fluor indbygges i legemidler af flere arsager, men generelt
for at endre dets fysisk-kemiske egenskaber — f.eks. polaritet
og lipofilicitet, hvilket &ndrer absorbtion og transport - eller
for at fintune stoffets biologiske aktivitet. Fluorsubstitution kan
ggre stoffet mere stabilt ift. enzymatisk nedbrydning, hvilket
kan give forlenget og stgrre in vivo-aktivitet. Disse faktorer
sikrer den fortsatte produktion af stadigt flere fluorholdige
legemidler.

Indsettelse af fluor i et molekyle muligggr ogsa dets brug
som fysiologisk probe, der kan monitorere va@vsparametre som
f.eks. pH, temperatur og iltspending.

In vivo "°F studier af terapeutiske stoffer

Muligheden for at observere legemidler og metabolitter vha.
YF MR athanger ikke kun af isenkram, men ogsé af dosis,
biodistribution og farmakokinetik. Heldigvis gives mange
fluorholdige leegemidler i relativt store mangder. Anticancer-
leegemidlet S-fluorouracil gives rutinemessigt i doser af 500
mg/m?, hvilket for et 1.8 m hgjt individ pa 80 kg (2 m?) svarer
til en bolus' dosis pa 1g (96 umol ["F]/kg/dag). 5-fluorouracil
er det legemiddel, der oftest studeres vha. '’F MR.

- Stoffer, der pavirker centralnervesystemet

Indbygningen af fluoro- og specielt trifluoromethyl-
substituenter i psykofarmaka forgger deres lipofilicitet og
dermed deres evne til at krydse blod-hjerne-barrieren. For
Fluoxetin og Fluphenazin forekommer fluorresonanserne
desverre inden for et 1 ppm omrade pga. strukturelle ligheder.
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Desuden sa@tter de korte T,* relaksationstider (af stgrrelsesor-
denen 2.5-3.5 ms som malt for dexfenfluramin [4] og fluoxetin)
— og derfor brede resonanser — en begransning for ’F MR-
studier. Pa trods af begreensningerne er der dog stadig tilstraek-
kelig fglsomhed til at kvantitere koncentrationer af stofferne i
hjernen. Niveauer mindre end 10 uM er rapporteret for sterkt
overvagtige kvinder, der for at nedsatte appetitten indtager 15
mg dexfenfluramin pr. dag. Steady-state-niveauer i hjernen
blev opnaet efter ca. 10 dage under et 90 dages behandlingspro-
gram, med en gennemsnitlig koncentration i hjernen pa 4 uM.
Den non-invasive maling af laegemiddelniveauer i hjernen er en
klar fordel, idet maling af koncentrationen i blodomlgbet
sjeldent giver nevneverdig anvendelig information om klinisk
effektivitet og bivirkninger. Humane studier af Fluoxetin har
vist, at stoffet akkumuleres i hjernen, og niveauet af den lang-
tidsvirkende metabolit norfluoxetin er flere gange stgrre end
serumniveauet [5]. Fluphenazin, et legemiddel der anvendes til
behandling af schizophreni (figur 3b), er ogsa observeret i
humane studier [6]. Muligheden for at klassificere '’F MR-
signaler fra denne klasse af legemidler er maske overraskende,
nar man tager de relativt sma doser i betragtning. Pga. den

relativt lange in vivo-halveringstid hos voksne — anslaet til ca.
16 dage eller lengere - er niveauerne dog sa hgje, at observa-
tion er mulig [7,8]. Persistente fluorsignaler fra en intra-
muskuler injektion af haloperidol decanoat (figur 3e) er ogsa
observeret pa injektionsstedet i flere dage vha. ’F MR [9].

Anticancer-stoffer
S-fluorouracil (5-FU, figur 3f) er et meget benyttet anti-
cancer-stof og et legemiddel med signifikant aktivitet ved
behandling af kreaeft i tyktarmen og endetarmen. Stoffet blev
forste gang syntetiseret i 1950°erne [10], men fgrst i 1987
blev det fgrste humane in vivo YF spektrum publiceret [11].
Virkningsmekanismen er stadig ikke fuldt opklaret. Indbyg-
ning af den fluorerede pyrimidin i RNA og DNA menes ogsa
at vaere delvist ansvarlig for stoffets cytotoksiske virkning. I
mennesker har 5-FU en halveringstid i leveren pa omkring 20
minutter [11]. Her kataboliseres den under dannelse af o-
fluoro-B-alanin (FBAL). Adskillige kataboliske og anaboliske
produkter, der kan kendes pa deres karakteristiske chemical
shift, er identificeret in vivo [12]. Galdesyrekonjugation® af
taurin mimic’en FBAL er observeret hos patienter under
bolus- eller infusionsbehandling med 5-FU.
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Figur 3. Strukturer af stoffer studeret og observeret hos mennesker vha. '°’F MR.

o

i monitoreringen af behandlingen. De senere
ar er der udviklet flere oralt administrerede
5-fluorouracil prodrugs, deriblandt capecitin
(figur 3g) og UFT, en blanding af uracil og
ftorafur (figur 3h), der begge er observeret i
mennesker [16]. Gemcitabin (figur 3i) er ogsa
detekteret i patienter [16].

- Anastetika

Halothan er det fgrste »moderne« fluoro-
carbonanastetikum i brug, og selv om de
fleste rutineoperationer nu involverer brugen
af fluorholdige anastetika, er deres
virkningsmekanisme ikke fuldt opklaret. I
tidlige studier pa forsggsdyr [17] er det vist,
at halothan-cleareance fra hjernen er forbav-
sende langsom sammenlignet med opvagnen
fra bedgvelse, idet '°F signaler kan males op
til 98 timer efter en 30 minutters udsattelse
for halothan. Et postoperativt studie pa
mennesker afslgrede tilbageholdelse af
halothan i hjernen i op til 90 minutter efter
ophgr af bedgvelse [18]. Disse signaler med
lang halveringstid har tydeligvis ikke noget
at ggre med den anastetiske effekt. Eksi-
stensen af en kortere levende species,
ansvarlig for den an®stetiske effekt, er set i
studier pa kaniner, hvor signaler med korte
T,-relaksationstider (~4 ms, sandsynligvis
pga. nedsat beveaegelighed af molekylet pa et
proteinbindingssted) er rapporteret [19].
Isoflurans kinetik er ogsa blevet malt hos
frivillige forsggspersoner og udviser
bieksponential elimination [20]. De samme
forfattere relaterer ogsa isoflurans kinetik
med cerebral funktion [21] og konkluderer,
at kinetikken er i overensstemmelse med
forudsigelser af klassiske perfusionsbegran-
sede modeller for inhaleringsanastesi. >
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- Antibiotika og anti-inflammatoriske stoffer

Der findes adskillige fluoroquinolonbaserede antibiotika, og
doserne af disse stoffer er forholdsvis store, derfor er det
overraskende, at der kun eksisterer et enkelt humant in vivo-
studie [22], der beskriver fordelingen af fleroxacin i lever og
muskler. I et nyt studie udfgrt ved 1.59 T undersgges metabol-
iseringen af det trifluoromethylholdige non-steoride anti-
inflammatoriske leegemiddelstof nifluril(niflumic acid) hos 6
frivillige forsggspersoner af hankgn [23]. Ca. 3 timer efter oral
administrering af legemidlet kunne spektre af l&egemidlet og
en metabolit, sandsynligvis en orthohydroxyleret metabolit,
observeres fra leveren.

- Diagnostiske stoffer anvendt ved billeddannelse (imaging)
Manglen pa baggrundssignaler ggr °F MR ideelt til diagnosti-

Figur 4. Strukturen af SR 4554, et stof designet til at visualiseres in vivo vha.
“F MR. Den fluorerede 2-nitroimidazol reduceres selektivt og tilbageholdes i
hypoxiske celler, hvilket giver en mulighed for at mdle hypoxi vha. MR.

ske anvendelser. Kapsler fyldt med perfluorononan er blevet
brugt til at monitorere transport i tarmen, idet en imaging-
metode blev anvendt til at
fglge kapslens in vivo-
passage [24]. Perfluorooctyl-
bromider testes i kliniske test
til brug som oralt MRI-
kontrastmiddel. De er desig-
nede til at eliminere proton-
signaler ved standard-
imaging-undersggelser.
Stoffet er pga. flere adskilte
resonanser ikke ideelt, men

Udstyr til:
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det kan vha. '°F MRI bruges til billed-
dannelse.

Et enkelt stof er ved at blive
udviklet med det ene formal at skulle
bruges til ’F MR. SR 4554 er en
fluoreret 2-nitroimidazol, der selektivt
reduceres og bindes i hypoxiske
celler. Tumor hypoxi forbindes med
en darlig prognose og forgget ondar-
tethed. Detektion af fangne fluorsig-
naler kan bruges til at justere behand-

lingen. Det er rapporteret [25], at doser pa op til 1400 mg/m?
uden problemer kan gives til cancerpatienter. Det er spandende
at fglge udviklingen af dette stof.

Diskussion

Der er mange leegemiddelklasser, der ikke er repraesenteret i de
omtalte eksempler. '°’F MR kan sandsynligvis bruges til studiet
af nye stoffer, fra de kommer frem og til preklinisk evaluering
i kliniske test. Stoffer som f.eks. atorvastatin og ezetimibe, der
er designet til at regulere lipider, vil sandsynligvis med fordel
kunne studeres vha. '’F MR, men deres anbefalede doser pa 10
mg dagligt kan dog veere for sma. Den nye cyclooxygenase
type 2 hemmer celecoxib, der bruges ved behandlingen af
leddegigt og knoglebetandelse i leddet, anbefales givet i doser
pa 200 mg/dag. Det skulle derfor vaere muligt at undersgge
stoffet vha. '°F MR. Efavirenz gives i doser pa 600 mg/dag
oralt ved behandlingen af AIDS. Det svarer til 71 pmol [“F]/
kg/dag, hvilket indikerer, at stoffet er en lovende kandidat til et
YF MR-studie.

Muligheden for samtidig at kunne kvantitere fordelingen af
et legemiddel, og relatere denne fordeling til @ndringer i
metabolisme (vha. 'H eller *'P MR spektroskopiske metoder)
eller morfologi (vha. "H MRI), ggr '°F MR til en potentielt
steerk teknik. Der er dog flere faktorer, der begranser dette
potentiale. Deriblandt NMRs relativt lave fglsomhed og det, at
man i uheldige tilfelde in vivo ikke kan skelne mellem lege-
midlet og dets metabolitter (f.eks. fluoxetin og norfluoxetin)
pga. meget ens kemiske strukturer (figur 3c) og derfor nasten
ens chemical shift. For at bgde pa den manglende fglsomhed
fremstiller fabrikanterne af analytiske NMR-spektrometre
apparater med stadigt kraftigere magnetfelt, idet fglsomheden
stiger nasten lineert med stigende magnetfelt. Et par fabrikan-
ter fremstiller derfor analytiske spektrometre med superledende
magneter, der opererer ved 21.1 Tesla (T) - jordens magnetfelt
er pa ca. 0.05 mT. Danske retningslinjer anbefaler, at den
maksimale helkropseksponering for mennesker ikke ma
overskride 4 T. Det begranser helkrops “F spektroskopi og
imaging-studier af de stoffer, der kan gives ved relativt hgje
doser uden bivirkninger. Den teknologiske udvikling ma sa
kompensere for begreensningen pa magnetfelt. Her er f.eks.
udviklingen af rf-teknologien mhp. hurtig opsamling af data en
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hjelp. Med dobbeltresonans-teknikker vil man kunne forstaerke
og skelne signaler, og nye optagelsesmetoder vil kunne fremme
udviklingen af denne enestaende teknik yderligere.

Opsummering

Den negligerbare baggrundskoncentration af fluor sammen-
holdt med fluor-NMRs fglsomhed (sammenlignelig med
protoner) ggr '°F MR til en sterk teknik ved studiet af fluor-
holdige leegemidler in vivo. Mens der er mange fluorerede
leegemidler i klinisk brug, ser det ud til at human F MR er
begraenset til forskningsmessige anvendelser og derfor ikke er
til gavn for patienter. Det er derfor ngdvendigt for forskere at
demonstrere for og overbevise klinikere om teknikkens diagno-
stiske og prognostiske verdi. Vigtigere er dog, at teknikkens
rolle i legemiddeludviklingsprocessen vokser efterhdnden, som
de enestaende muligheder med denne non-invasive teknik
bliver bredere tilgeengelig og vaerdsat.

Tak
Der takkes varmt for stgtte fra Alfred Benzon Fonden.

E-mail-adresser:
Ian J. Rowland: ian.Rowland @hh.hosp.dk
Claus Cornett: cc@dfuni.dk

Fodnoter:

1. Bolus (injection): En enkelt dosis af et legemiddel sedvanligvis
injiceret i et blodkar.

2. Galdesyrekonjugation: Ordet konjugation bruges i metabolismestudier
til at beskrive at et molekyle tilfgjes til en gruppe, hvilket typisk ggr det
mere pol@rt/vandoplgseligt.
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NMR (kernemagnetisk resonans spektroskopi)

De kerner, der oftest bruges i medicinske MR-studier er 'H,
BC, “F og *'P, der besidder et angular moment og har et
kernespin (I) pa '/,. Da kernerne ogsa har en ladning dannes
et magnetfelt langs rotationsaksen. Kernemagnetismen er
karakteriseret ved et magnetisk moment (p), der kun kan
have vardierne:

h
p=y—I[I1+1)] (1)
2

hvor

y = den gyromagnetiske ratio
h = Plancks constant

Placeres disse I='/, i et magnetfelt, tenderer det kerne-
magnetiske moment til at rette sig parallelt med det patrykte
magnetfelt. Det resulterer i to energiniveauer, der divergerer
ved stigende magnetfelt. NMR-eksperimentet bestar i at
sende energi ind i systemet, sa den patrykte radiofrekvens
(rf)-puls vipper spinnene fra en orientering til en anden.
NMR-resonansfrekvensen (Larmor-frekvensen) athenger af
det patrykte magnetfelts styrke (ligning 2). Ved in vivo-
anvendelser findes NMR-frekvenserne i MHz-omradet. For
fluorkerner i et felt pa 1.5 Tesla, er resonansfrekvensen (o)
ca. 60 MHz.

o =B, 2
Bruger man en klassisk model til at beskrive NMR, kan
kernespinnene betragtes som en samling af sma stang-
magneter, der precesserer med deres Larmor-frekvens med
precessionsaksen langs det patrykte magnetfelts, B, felt-
linjer. Hvis der patrykkes et andet magnetfelt B,, der
oscillerer med Larmor-frekvensen, vinkelret pa By, vil B,
dreje kernerne en vinkel ®. Vinklens eksakte verdi athe@nger
af den tid (t,) B,-feltet er palagt og af feltets styrke. Ved at
veelge t, sd ® = 90° ved pulsens slutning, er spinnene drejet i
et plan vinkelret pa B-feltet. Her fortsetter de med at
precessere med deres Larmor-frekvens. Det svarer til en
oscillerende magnetisk dipol, der kan inducere en spending i
en spole, dvs. et NMR-signal.

Relaksation, linjebredde, chemical shift og J-kobling
Sammenha@ngen mellem et signals linjebredde og relaksatio-
nen af det spinsystem, der forarsager signalet ses pa figur Al
og A2. T,-relaksationen beskriver, hvordan systemet vender
tilbage til termisk ligevaegt (figur A1), T,, hvordan magneti-
seringen forsvinder fra planet vinkelret pa det patrykte
magnetfelt (figur A2). T, athanger af, hvor hurtigt energi
tabes til omgivelserne, men T, er et mal for henfaldet af
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Figur Al. 90° radiofrekvenspuls efterfulgt af relaksation. Ved ligeveegt (a) er
magnetiseringen (M) rettet langs med det pdtrykte magnetfelt B . Som fplge af
en 90° rf-puls drejes magnetiseringen ned i det plan vinkelret pa B, det
transverse plan (b), hvorved M fremkommer. Relaksation begynder
umiddelbart med defasning af M(“_ (c) og genkomst af longitudinal magnetise-
ring M_(d.f). Efterhdnden som systemet relakserer mistes M, hurtigere (e)
end M_ genvindes.

koherens mellem molekylerne. Typiske verdier for perfluoro-
carbonforbindelser er T\=1-3 og T,=10-50 ms.

Linjebredde: I samme gjeblik den transverse magnetisering er
opstaet, begynder den at henfalde, mens den inducerer en
vekselstrgm 1 detektionsspolen (free induction decay, FID).
Fourier-transformation relaterer FID’ets tidsakse med den
spektrale frekvensakse. Under ideelle forhold er linjebredden
proportional med T,, og bestemmelse af antallet af spin er
muligt ved integration af NMR-signaler (figur A2).
Variationer i By-feltets homogenitet fra magnetfeltinhomogeni-
teter giver anledning til T,*-relaksation og bidrager dermed til
den malte linjebredde med det resultat, at signaler i in vivo-
spektre ofte er bredere end tilsvarende signaler fra fantomprg-
ver (kunstige prgver med kendt geometri og sammensatning).
Specier med lange T,*-relaksationstider giver anledning til
skarpere toppe i spektret.
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Figur A2. Linjebreddens afheengighed af T,-relaksation. Fourier-transformati-
on relaterer FID’ets tidsakse (venstre) til den spektrale frekvensakse (hgjre)
og omvendt. Der er her en faktor 10 til forskel pa T ,-relakstionstiderne af de 2
signaler. Efter Fourier-transformation giver resonansen med den lange T,-
relaksationstid en skarpere top. De to signalers areal er det samme.
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hvor An,,, er bredden af s2ignalet i halv hgjde. Chemical Shift:
Nar de placeres i et magnetfelt, vil elektroner danne deres
eget felt, der pavirker stgrrelsen af det felt kernerne pavirkes
af og dermed den kernemagnetiske resonansfrekvens. Se
endvidere boks 1 i artiklen om NMR-titrering, Dansk Kemi
nr. 11, 84, 2003. Pga. stgrre polariserbarhed af elektronskyen
omkring YF omfatter fluor chemical shift et stgrre omrade
end 'H (> 200 ppm for organiske fluorforbindelser) og er ofte
mere fglsom over for omgivelserne, f.eks. pH, pO, og
temperatur.

J-kobling: Nabospin vekselvirker med hinanden gennem
rummet og gennem kemiske bindinger. Bade »ens« spin
(homonukleare, f.eks. YF-F) og »forskellige«
(heteronukleare, f.eks. YF-'H) interaktioner er uathengige af
feltstyrken og observeres ofte som finstruktur i spektret.

Billedrekonstruering (imaging)

Af ligning 2 ses det, at fluors resonansfrekvens er proportio-
nal med det patrykte magnetfelt. Den egenskab udnyttes ved
medicinsk billeddannelse (Magnetic Resonanse Imaging,
MRI), hvor yderligere magnetfeltgradienter patrykkes, sa
feltstyrken varierer som fglge af positionen. Disse
magnetfeltgradienter anvendes sammen med passende rf-
pulser, sa frekvens og fase af MR-signaler bliver afh@ngige
af spinnenes rumlige placering. Det ggr det muligt at konstru-
ere et billede efter Fourier-transformation af signalerne.
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