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1. Wstep teoretyczny

1.1. Metody produkcji radioizotopéw do celédw medycznych

W medycynie nuklearnej nie majg zastosowania radioizotopy wystepujgce naturalnie
w przyrodzie przez ich dtugie czasy potowicznego rozpadu. Z tego powodu
do celow medycznych radionuklidy s3 wytwarzane sztucznie przy wykorzystaniu
odpowiednich reakcji  jgdrowych  wymuszajgcych oddziatywania prowadzace
do powstania jagdra atomowego o odmiennych wtasciwosciach [1].

Radionuklidy stosowane do celdw diagnostycznych lub terapeutycznych w zaktadzie
medycyny nuklearnej otrzymywane sg na trzy sposoby. Pierwszy polega na neutronowym
rozszczepianiu ciezszych jader na dwa lzejsze jadra, drugi na napromienianiu neutronami
stabilnych jader. Oba sposoby produkcji przeprowadzane sg w reaktorze jadrowym. Trzeci
sposéb polega na naswietlaniu materiatu tarcz odpowiednimi wigzkami czastek

przyspieszanych w cyklotronie [2].

1.1.1. Metoda reaktorowa
Jedng z omawianych metod wytwarzania radioizotopdéw jest reaktorowa metoda
produkcji. Produkowane radionuklidy powstajg przez aktywacje stabilnych izotopdéw ciezkimi

neutronami lub poprzez rozszczepienie ciezkich nuklidéw [3 - 6].

1.1.1.1.  Aktywacja stabilnego materiatu neutronami

Pochtanianie neutrondéw termicznych o energii mniejszej od 0,1 keV przez stabilne
jadra skutkuje wytworzeniem nowych radioaktywnych jader. Przemiana przebiega zgodnie ze

wzorem:

X+ In - A*X+y
2X(,y)* 72X

lzotopy powstajagce w wyniku napromieniowania stabilnych jader zwigzane
sg nosnikiem, tj. materiatem w postaci innych niepozadanych izotopdw. Typowym zjawiskiem

dla neutrondéw termicznych jest wychwyt neutronu przez stabilne jgdro atomowe w wyniku,

7



ktérego powstajg nowe radioaktywne jadra. Reakcja ta nosi nazwe aktywacji neutronowej,
poniewaz jadro, ktdre powstaje jest w stanie wzbudzonym. Radioizotopy powstajgce dzieki tej
reakcji jgdrowej najczesciej emitujg promieniowanie B~ poniewaz ilos¢ neutronéw w jadrze
atomowym ulega zwiekszeniu [1,4,5].
Przyktadami radionuklidow pozyskiwanymi ta metoda i majacych zastosowanie
w medycynie nuklearnej sa:
9Cr+ in - 3icr+ vy
Mo+ in - IMo+ y

B2Xe + in - 33Xe+ y

1.1.1.2. Rozszczepienie ciezkich nuklidéw
W reakcji rozszczepienia ciezkich jgder pod wptywem neutronéw termicznych
w  reaktorze jagdrowym powstaja zazwyczaj dwa, rzadziej trzy, fragmenty
o poréwnywalnych masach atomowych z nadmiarem neutronéw. Przemiana moze przebiegac
wedtug nastepujgcego schematu:

U+ tn - EBa+ 3Kr+4in+ y

Zjawisko rozszczepienia ciezkich nuklidow mozna zaobserwowa¢ dla pierwiastkow:
uran, neptun, pluton czy tor. Powszechnie wykorzystywany w reaktorach jagdrowych jest uran
235, Powstata w wyniku rozpadu mieszanina izotopow sktada sie z radionuklidéw stabilnych
oraz radionuklidow niestabilnych posiadajgcych nadwyzke neutrondéw, emitujacych
promieniowanie . Wyprodukowane ,fragmenty nuklidowe” najczesciej maja liczby masowe
w przedziale 70 do 160 i stanowig bardzo zréznicowang mieszanine pod wzgledem fizycznym,
a takze chemicznym. Produktami posrednimi moga by¢ metale, niemetale, a nawet gazy

szlachetne (rycina 1) [5,7].
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Rycina 1. Rozkfad mas fragmentow rozczepienia [5].

Przyktadami radionuklidéw pozyskiwanymi tg metodg i majgcych zastosowanie
w medycynie nuklearnej s3:
220+ ¢n > HMo +33Sn+3in+ vy
U+ tn > BiXe+ BSr+2n+y
U+ n-> Bl+3ly+3n+y

2/0Pu+ n » BlCs+ 83y +3in+ vy

1.1.2. Metoda generatorowa

Istotniejszg dla medycyny nuklearnej, od wczesniej omawianej metody produkcji
izotopOdw promieniotwoérczych, jest metoda generatorowa. Metoda ta pozwala
na uzycie krétkozyciowych radioizotopdw z dala od miejsca ich produkcji. Zasada dziatania
generatora polega na rozpadzie dfugozyciowego izotopu macierzystego wyprodukowanego
metodg reaktorowg, do krotkozyciowych radioizotopdw. W zaleznosci od uzytego izotopu,
generatory majg rézng budowe. Najczesciej spotykanym generatorem jest generator
molibdenowo-technetowy (*?Mo/?°™Tc). Sktada sie on z szklanej kolumny chromatograficznej
wypetnionej korundem czyli tlenkiem glinu (Al,O3), bedgcym ztozem nosnym dla izotopu

macierzystego %Mo, do ktérego radioizotop ten ma duze powinowactwo. Mo rozpada sie
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do izotopu krétkozyciowego *™MTc, ktéry ma wieksze, niz izotop macierzysty powinowactwo

do stosowanego eluatu 0.9% NaCl. Wydobyty z generatora technet w postaci pertechnetu

sodu (Na*™TcOs) jest uzywany do znakowania zestawdw radiofarmaceutycznych uzywanych

w diagnostyce z zastosowaniem techniki tomografii emisyjnej pojedynczego fotonu (SPECT).

Idealny generator radioizotopowy powinien charakteryzowac sie nastepujacymi cechami:

radioizotop pochodny powinien posiadaé odmienne wtasciwosci chemiczne niz
radioizotop macierzysty, co umozliwia tatwag separacje chemiczng radioizotopu
powstatego w generatorze,

izotop pochodny powinien posiada¢ takie wtasciwosci chemiczne, ktére beda
wptywaty na tatwg synteze radiofarmaceutyku,

proces elucji radioizotopu krétkozyciowego musi przebiegac szybko i tatwo,

eluat powinien mie¢ pH rzedu 4,5-4,7 (obszar fizjologiczny), a takze by¢ sterylny oraz
apyrogenny,

podczas elucji radioizotopu pochodnego z kolumny chromatograficznej, radioizotop
macierzysty powinien pozostawac¢ w materiale kolumny;

zastosowane ostony generatora przed promieniowaniem jonizujgcym powinny byé
skuteczne,

eluat powinien spetnia¢ normy kontroli jakosci, tj. czysto$¢ chemiczna, czystosé
radiochemiczna, czystosc radionuklidowa,

wydajnos¢ generatora, czyli wielko$¢ opisujgca procentowg zawartos¢ aktywnosci
wymywane;j z catkowitej aktywnosci jagder pochodnych, ktére znajduja sie w kolumnie
chromatograficznej: dla generatoréw, w ktdérych jadrem pochodnym jest technet

wydajnos¢ jest wysoka i wynosi 70-90 %, [8-10].

10



1.1.3. Metoda cyklotronowa
Inng metoda produkcji radioizotopdw jest metoda wykorzystujgca cyklotron lub akcelerator.
Polega ona na aktywacji materiatu tarczowego wigzka natadowanych elektrycznie czgsteczek
przyspieszonych do znacznej predkosci.

Akceleratory czastek sg to urzadzenia, ktéore umozliwiajag wytwarzanie strumienia
natadowanych czastek o wysokich energiach. Cyklotron jest specyficznym kotowym typem
akceleratora, w ktdrym przyspieszane czastki poruszajg sie po torze zblizonym do spiralnego
(rycina 2 i 3). Uktadami podstawowymi w systemie cyklotronowym s3:

e Elektromagnes 1-2 T,

e System prézni do 107 Pa,

e System wysokiej czestotliwosci (okoto 40 MHz) zapewniajgc najczesciej napiecie

o wartosci szczytowe] wartos¢ okoto 40 kV,

e 7Zrédio jondw [11].

Rycina 2. Cyklotron RDS 111 firmy Siemens (zrddto: zdjecie wiasne).
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Rycina 3. Wnetrze cyklotronu RDS 111 firmy Siemens (zrédto: zdjecie wtasne).

Klasyczny cyklotron zbudowany jest z dwdch nabiegunnikéw litego elektromagnesu,
pomiedzy ktérymi znajduje sie komora prézniowa z duantami, ktére zasilane sg za pomocg
generatora wysokich czestotliwos$ci. Czastki w cyklotronie emitowane sg ze Zrddta
umieszczonego centralnie. Za spiralne przyspieszenie czgstek odpowiadajg sity Lorentza, ktére
zakrzywiajg ich tor ruchu dziatajgc prostopadle do wektora predkosci tych czastek.
Czestotliwos¢ napiecia, ktére przyspiesza czastki ma statg wartos¢, biorgc pod uwage, ze ruch
czastki musi byé zsynchronizowany z tg czestotliwoscia, to czas jednego cyklu obrotowego
musi by¢ zawsze taki sam, niezaleznie od energii czgstki. Do Zzrédta jondw doprowadzany jest
gaz w celu jego jonizacji. Jonizacja gazu zachodzi przez réznice potencjatéw wygenerowang
w zZrédle. Interesujgce nas czastki wprowadzane sg do uktadu przyspieszajgcego.
Przyspieszanie przebiega skokowo i czgstki otrzymujg zwiekszenie energii podczas kazdego
obiegu. Przyspieszanie ma miejsce w szczelinie pomiedzy elektrodami. Promien, po ktérym
poruszajg sie czastki rosnie wraz z energig, a maksymalna energia do jakiej mozemy
przyspieszy¢ czastki zalezy bezposrednio od srednicy elektromagnesu i duantu oraz od
wartosci indukcji pola magnetycznego. Jony, krgzac po spiralnym torze, zataczajg obiegi
o coraz wiekszej $rednicy zblizajgc sie tym samym do krawedzi, gdzie znajduje sie tak zwany

uktad kierowania wigzki na tarcze (rycina 4) [12,13].
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Materiat tarczowy ulega aktywacji pod wptywem wigzki wybranych czastek,
w wyniku czego zachodzi reakcja jgdrowa prowadzgca do powstania okreslonego izotopu [2].
Zaletg tej produkcji izotopow jest fakt, Ze powstajgce w tarczy produkty
sg inne pod wzgledem chemicznym, niz materiat tarczy przed reakcja, co sprawia, ze mozna

odseparowac poszczegdlne pierwiastki przy uzyciu odpowiednich metod chemicznych [14].
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Rycina 4. Podstawowe zasady dziatania cyklotronu [13].

W przypadku akceleratora czgstek dodatnich ukfad wyprowadzania czastki stanowia:
potkolisty kondensator zwany ,,deflektorem” i magnes pomocniczy ,fokalizator”. Deflektor
jest zasilany statym napieciem w sposéb impulsowy, napiecie to wytwarza gradient
50-100 kV/cm. Zadaniem deflektora jest zakrzywienie wigzki jondw poza tor spiralny i poza
obszar elektromagneséw. Fokalizator natomiast ma za zadanie przedtuzenie toru wychylonej

wigzki i lekkie jej zogniskowanie [13].
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Obecnie w cyklotronach przyspiesza sie zaréwno czgstki dodatnie jak i ujemne.

Do przyspieszanych czgstek naleza:

elektrony - ktére majg tadunek ujemny, sg najczesciej przyspieszane ze wzgledu na
mozliwo$¢ otrzymywania ich w duzych ilosciach, jako elektronéw swobodnych,
protony - czyli jadra atoméw wodoru o dodatnim tadunku jednostkowym,

deuterony - jagdra atomowe deuteru, izotopu wodoru 2H, zwanego ciezkim wodorem.
Deuter posiada oprdcz jednego protonu, jeden neutron,

czasteczki alfa - czyli atomy helu *He o dodatnim fadunku, ktéry jest réwny
podwdjnemu  tadunkowi jednostkowemu. Czgsteczki alfa skfadajg sie
z 2 protonow i 2 neutrondéw,

Ciezkie jony - jony pierwiastkdw o liczbie atomowej wiekszej niz 2.

Przyspieszanie jondw ujemnych przypomina przyspieszanie dodatnich jednak tylko na

poczatku, na koniec procesu przyspieszania jony trafiajg na cienka folie metalowa na ktorej

odbywa sie stripping, czyli zmiana biegunowosci. Nalezy pamietaé, ze kierunek, w ktérym

obracajg sie czastki jest zalezny od ich fadunku [15,16]. Czastki przyspieszane przedstawione

sg na rycinie 5, a izotopy, ktére moza uzyskac tg drogg produkcji cyklotronowej przedstawione

$3 ha rycinie 6.

Czastka - pocisk Typowa reakcja

proton s X (P Y

2X(p2mzaY

4y r2 A+l
deuteron P X DsHy;Y

5 6 (o £ I8 ) ot
S XD F

Hel-3 JX(GHen); ¥

2X(He.p)¥ly

Hel-4 (czastki o) FX(GHe.n)sY

2X(3He2n)22y

Rycina 5. Przyktady czastek przyspiesznych w cyklotronach oraz ich reakcje jadrowe [17].
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Radio- Nuclear reaction Half life  Threshold Type of Type of disease

nuclide (minutes)  energy  radiodiagnostic diagnosed
(MeV) modality

g B0O(p.n)'*F 110 3.7 PET Prostate cancer
e EN(p,o)Mc 204 3.1 PET Alzhimer’s disease
o) EN(p,n)**0 2 93 PET Stroke imaging
BN %0(p,0)*N 10 5.6 PET Cardiac disease
4Cu $Ni(p,n)*Cu 762 27 PET Prostate cancer
124 124Te(p,n)" 1 6019.2 4.0 PET Thyroid disease
i 100Mo(p,2n)**=Tc 360 78 SPECT Kidney disease
%y 12Te(p,2n)' 1 793.2 115 SPECT Thyroid imaging
WITL 205TY(p,3n)0PL>ITI 4386 175 SPECT Thyroid imaging
1p H2Cd(p,2n)! M In 40392 11.1 SPECT Neuroendocrine tumor
Ga 58Zn(p,2n)*'Ga 4680 12.2 SPECT Blood studies

Rycina 6. Izotopy produkowane w cyklotronie [18].

Podstawowym zjawiskiem fizycznym na ktérym opiera sie praca cyklotronu jest sita

Lorentza, opisana wzorem (rycina 7 i 8):

F=q(wXxB)
oo Gdzie:
F - wektor sity dany w niutonach
o Y _ g - fadunek elektryczny czastki w kulombach
. = i B - wektor indukcji magnetycznej w teslach
- ®B v - wektor predkosci czastki w metrach na
sekunde

Rycina 7. Graficzne przedstawienie
sity Lorentza [19].
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Sita ta dziata tylko na czastki posiadajgce tadunek, wytwarzajgce pole magnetyczne,

B

Rycina 8. Przedstawienie sity Lorentza w cyklotronie
[20].

Okresla sie jg wtedy wzorem:
Gdzie:

m- masa czastki

g- jej fadunek

v-predkos¢

r- promien toru ruchu

B- indukcja pola magnetycznego.

czyli tylko na takie ktére sg w ruchu.

Na czastke, ktdéra porusza sie z okreslong

predkoscig, prostopadle do linii indukcji

pola magnetycznego dziata sita o
maksymalnej wartosci i kierunku
prostopadtym do ptaszczyzny

utworzonej przez linie pola i wektor
predkosci czastki. Dziata ona jako sita
dosrodkowa i zapewnia spiralny ruch

czastkom w komorze przyspieszajace;.

Promien toru, po ktérym porusza sie czgstka w polu magnetycznym dany jest wzorem:

_mV
= qB

r

Gdzie:

m - masa czastki

v - sktadowa predkosci czastki prostopadta do linii pola magnetycznego

g - wartos¢ bezwzgledna tadunku elektrycznego

B - indukcja magnetyczna
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W cyklotronie czestos¢ Larmora, z jakg czastka natadowana porusza sie po okregu
w jednorodnym polu magnetycznym, jest niezalezna od predkosci z jaka porusza sie dana
czastka. Zalezna jest jednak od fadunku i masy czastki oraz indukcji pola w jakim sie znajduje.
Wartoscig zalezng od predkosci czastki jest w tym przypadku promien po jakim krazy czgstka
[21,22].

Energie czastek natadowanych wyraza sie w elektronowoltach (eV). Jeden elektronowolt
jest energig rowng fadunkowi elektronu, uzyskang przez czgstke w polu elektrycznym o réznicy
potencjatéw 1V. Najczesciej uzywamy sie jej wielokrotnosci, poniewaz podstawowa jednostka
jest bardzo mata 1eV~1,6x10-19 J. Przyspieszane czastki otrzymuja co najmniej energie

20-100 keV [23,24].
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1.2. Radiofarmaceutyki

Radiofarmaceutyki to substancje biologicznie czynne powstate z potagczenia chemicznego
trzech elementow:

e radioizotopu, czyli izotopu promieniotworczego, ktérego zadaniem jest emisja
okres$lonego promieniowania w celu obrazowania rozmieszczenia radiofarmaceutyku
lub wywotania efektu terapeutycznego, niszczagcego komaérki docelowe,

e ligandu, bedacego zwigzkiem chemicznym, peptydem, biatkiem, przeciwciatem,
komdrka lub inng czasteczka wykazujagcym gromadzenie w wybranym narzadzie.
Ligand jest nosnikiem dostarczajagcym radioizotop w miejsce diagnozowanego lub
leczonego narzadu,

e t3cznika, majacego za zadanie potgczenie radioizotopu z ligandem [25].

Przy projektowaniu radiofarmaceutykdéw nalezy skoncentrowaé sie na wspomnianych
powyzej elementach, gdzie pierwszym z nich to dobdér odpowiedniego izotopu. Radioizotopy
stosowane w medycynie nuklearnej w zaleznosci od zasiegu w tkankach oraz emitowanego
promieniowania majg rézne zastosowanie. Emitery promieniowania y i B* stosuje sie do
diagnostyki, a emitery promieniowania B i a do terapii. Wystepujg réwniez radioizotopy
wykazujgce podwadjny charakter promieniowania np. jod 31 (B~ 90% ,a 10%), ktére mogg by¢
uzywane zarowno jako izotopy diagnostyczne jak i terapeutyczne. Oprdécz wyboru
odpowiedniego promieniowania nalezy zwrdéci¢ uwage na emitowang energie, ktora daje
informacje o zasiegu promieniowania w tkance. Radioizotopy terapeutyczne powinny
emitowaé promieniowanie o duzym liniowym wspoétczynniku przenoszenia energii (LET Linear
Energy Transfer). Przyktadowo zasieg B izotopu itru %Y (E¢. = 933.6 keV ) réwny jest Srednicy
215 komoérek, zasieg B izotopu jodu 3! (E¢. = 181.9 keV ) = 40 komdrek, natomiast zasieg
a izotopu astatu %At (E = 5.9MeV ) stosowanego w terapii rowny jest zaledwie $rednicy
3 komorek [26].

Radioizotopy diagnostyczne powinny emitowac jedynie fotony o energii, ktéra zapewnia
odpowiednig penetracje przez tkanki (promieniowanie y oraz B*) o niskim wspotczynniku LET,
co zapewnia wysokg efektywnos¢ oraz przestrzenng zdolnos$¢ rozdzielczg w rejestracji
i obrazowaniu. Réwniez emitowane przez nie promieniowanie powinno by¢ w tatwy sposdb

kolimowane. Dodatkowo cechami obu typdw radioizotopdw powinna byé fatwosé
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wbudowania izotopu w wybrany ligand oraz dostepnos$é izotopu generujgce jego cene

(rycina 9) [5,27, 28, 29,30].

Diagnostyczne y (SPECT) [_] Diagnostyczne p+ (PET) Diagnostyczne/
g y

1| [ Terapeutyczne B- [T] Terapeutyczne o Terapeutyczne 2

H He
3| 4 5 [EGHI SO 10
Li| Be B|C|N|O|F |Ne
11] 12 13 | 14 15 16 | 17 | 18
Na| Mg Al |Si|P | S |Cl]|Ar
19| 20 22 123|124 |125(26(27|28|29|30|31|32|33|34|35]36
K| Ca Ti | V |Cr|Mn|[Fe|[Co|Ni|Cu|Zn |Ga|Ge|As | Se | Br | Kr
37|38 |39 (4041|4243 |44 (45|46 |47 |48 |49 |50 51|52 [53]54
RbjSr| ¥ | Zr |[Nb[Mo|Tc |Ru|Rh |Pd[Ag | Cd | In [Sn|Sb | Te Xe
55| 56 72 | 73 | 74 Sl 77 |78 79|80 (8182|8384 |85 |86
Cs| Ba Hf [Ta| W Ir [Pt |/Au|Hg | Tl [Pb| Bi | Po| At [ Rn
87| 88 | ** [104|105(/106|107|108|109|110|111|112|113|114|115|116|117|118
Fr| Ra Rf |Db[Sg |Bh |Hs | Mt [ Ds | Rg | Cn [Uut| Fl [Uup| Iv |Uus|Uuo

*| 57 | 58| 59| 60
Lantanowcel La [Ce | Pr | Nd |Pm |Sm

**I 89 (9091929394
Aktynowcel Ac |[Th|Pa| U [Np[Pu|Am|Cm|Bk | Cf |[Es [Fm|Md|No | Lr

63 (64| 65|66 |67 68 69 | 70 ?‘1
Eu|Gd|Tb |Dy|Ho | Er [Tm|Yb | Lu
95 (96|97 |98 |99 (100/101(102(103

Rycina 9. Przyktady radionuklidéw stosowanych w medycynie [27].

Kolejnym krokiem projektowania radiofarmaceutyku jest wybér ligandu. Ligand jest

nosnikiem radioznacznika, ktéry musi zosta¢ wprowadzony w odpowiednie miejsce

w organizmie w celu wykorzystania jego witasciwosci terapeutycznych lub diagnostycznych.

Ligand powinien charakteryzowac¢ sie wysokg swoistoscig tkankowg i wykazywac jak

najwiekszg akumulacje w miejscu docelowym [5,28,29,30].

Ze wzgledu na szerokie mozliwosci stosowania radiofarmacutykédw muszg one spetniac

szereg warunkow. Kazdy preparat promieniotwodrczy powinien by¢:

nietoksyczny dla pacjenta,

apyrogenny,

sterylny,

specyficzny dla badanego uktadu lub narzadu,

okres poéftrwania radionuklidu powinien byé wystarczajgco dtugi, tak zeby
radiofarmaceutyk dotart do zmiany i mozliwe byto uzyskania oczekiwanego efektu
obrazowania lub terapii, radiofarmaceutyk niezwigzany ze zmiang zostat usuniety z
organizmu

mozliwie tatwo dostepny oraz tani w produkgji,
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stabilny, czyli powinien zachowac¢ swoje wtasciwosci chemiczne, fizyczne oraz
biologiczne przez czas wykonywango badania,

radionuklid powinien by¢ zwigzany z nosnikiem w sposdb trwaty in vivo, stagd wtasnosci
chemiczne radiopierwiastka musza by¢ dobrze znane, zeby zastosowac najbardziej

stabilne potgczenie go z nosnikiem [8,31,32,33].

Radiofarmaceutyki moga by¢ podawane doustnie, dozylnie, inhalacyjnie, dostawowo,

domiesniowo, stad wystepujg w réznych postaciach farmaceutycznych takich jak:

roztwory do wstrzykiwan (311, 123, 18f, 111 32p 839Gy €8Gg 99MTc) — g3 najczesciej
stosowane, dostarczane w szklanej fiolce o pojemnosci 10 mL, zamknietej korkiem
i kapslem aluminiowym, umieszczanej w otowianym pojemniku ostonowym, objetos¢
roztworu odpowiada aktywnosci wyznaczonej dla pacjenta na dany dzien,

dyspersje koloidalne do wstrzykiwan (*%°Er, 86Re, °0Y, 198Au) — stosowane
w leczeniu nieinfekcyjnych standéw zapalnych w obrebie stawdw, wstrzykuje sie
dostawowo czgstki radioaktywne o wielkosci od 1 do 6 um, co zapobiega
przedostawaniu sie poza torebke stawu, powoduje to zdeponowanie catkowitej
energii promieniowania jonizujgcego w obrebie btony maziowej,

kapsutki doustne (*31) twarde — pakowane w fiolkach polietylenowych, zamknietych
polietylenowym korkiem, zaopatrzonych w absorbent jodu i umieszczonych
w otowianym pojemniku ostonowym. Do opakowania dotgczany jest polipropylenowy
aplikator do podawania kapsutki. Kapsutki z jodkiem sodu Na[*3!l] produkowane s3
w osrodkach radioizotopowych. Moga by¢ tez otrzymywane przez wstrzykniecie
radioaktywnego roztworu Na[*3!l] do kapsutki zawierajgcej wodorofosforan sodu,
aerozole inhalacyjne (*°™Tc) — podawane sg w celu przeprowadzenia badania
scyntygraficznego. Aerozol wdychany jest przez pacjenta przez ustnik przy
zamknietych nozdrzach lub za pomocg maski twarzowej. Badanie pozwala
na wykrycie zmian nowotworowych w ptucach,

Igty radowe, aplikatory (0¥, 89Sr, 106Ru, %|r) — stuzg do przeprowadzania
bezposredniego napromieniania zmian chorobowych przez umieszczenie Zrddta
promieniowania w guzie lub jego sasiedztwie. Taka metoda brachyterapii stosowana

jest do leczenia raka skory, piersi, ptuc, krtani czy narzgdéw rodnych [34].
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1.3. Biochemia wybranych radiofarmaceutykéw

1.3.1. ['*F]FDG

Komorki nowotworowe cechujg sie nieograniczonym potencjatem replikacyjnym,
wytwarzaniem wifasnych czynnikdw wzrostowych, opornoscia na apoptoze, zdolnoscig
do tworzenia wifasnej sieci naczyn krwionosnych, indukowaniem stanu zapalnego,
ignorowaniem sygnatéw hamujacych proliferacje oraz odmiennym metabolizmem
komérkowym [35].

Aby przetrwac i wzrastac, tworzg wtasne swoiste mikrosrodowisko. Jednym z bardzo
waznych elementéw stworzenia takich warunkéw jest zdolno$¢ nowotworu
do wytworzenia wtasnej sieci naczyin krwionosnych - angiogeneza. Sie¢ ta uczestniczy
w zaopatrywaniu komoérek w substancje odzywcze, czynniki wzrostowe, odpowiednig ilo$¢
tlenu oraz usuwaniu zbednych substancji przemiany materii. W angiogenezie fizjologicznej jak
i nowotworowej gtdwng role odgrywa czynnik wzrostu $rédbfonka naczyn - VEGF
(ang. vascular endothelial growth factor). Powstajgca sie¢ naczyh nowotworu znacznie rézni
sie od naczyn prawidtowych. Sg to naczynia niedojrzate, o nieuporzgdkowanej strukturze oraz
o zmiennym przeptywie krwi powodujacym cykliczne, zmienne niedotlenienie - hipoksje. Brak
tlenu aktywuje czynniki proangiogenne, w tym VEGF, indukujgce powstanie kolejnych
nieprawidfowo rozwinietych naczyn. W tak wytworzonym srodowisku nastepuje
przeprogramowanie metabolizmu nowotworu [36,37]. Aktywacja czynnika transkrypcyjnego
indukowanego hipoksjg HIF1la (ang. hypoxia inducible factor 1 a) prowadzi do zahamowania
oddychania mitochondrialnego i przesuniecia metabolizmu glukozy w strone glikolizy
beztlenowej. Na poziomie biochemicznym, nastepuje to w wyniku inaktywacji dehydrogenazy
pirogronianowej przez kinaze dehydrogenazy pirogronianowej i prowadzi do ograniczenia
przeksztatcania pirogronianu do acetylo — CoA. Oprocz tego HIF1la odpowiedzialny jest za
zmiany ekspresji wielu gendéw, w tym nadekspresje btonowego transportera glukozy 1 - GLUT
1 (ang. glucose transporter 1) oraz enzymoéw biorgcych udziat w procesie glikolizy. Wszystkie
te czynniki wptywaja na podwyzszenie metabolizmu glukozy [38].

Komorki prawidtowe w procesie glikolizy, w warunkach wystarczajgcego dostepu
do tlenu, metabolizujg glukoze do pirogronianu. Nastepnie acetylo — CoA powstaty
z utleniania pirogronianu wchodzi w cykl Krebsa, w ktérym ulega utlenieniu do CO;

i HO0. W wyniku tego jeden mol glukozy dostarcza 30 (lub 32) moli ATP.
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W warunkach ograniczonego dostepu do tlenu, pirogronian jest przeksztatcany
do kwasu mlekowego, z czego powstajg jedynie 2 mole ATP [39, 40]. Komérki zmienione
nowotworowo, nawet przy dostatecznym dostepie tlenu, wybierajg glikolize beztlenowa,
pomimo ze dostarcza ona mate ilosci ATP. Dzieje sie tak dlatego, ze w procesie glikolizy
powstajg produkty posrednie, potrzebne m.in. do syntezy kwasdéw nukleinowych, biatek oraz
lipidéw. Komérki nowotworowe rekompensujg sobie wybdr mniej efektywnego energetycznie
procesu poprzez zwiekszenie intensywnosci glikolizy beztlenowej 124 — krotnie. Zwiekszenie
intensywnosci tego procesu powoduje nasilone powstawania produktéw posrednich,
utrzymanie doptywu energii i sktadnikdéw odzywczych na odpowiednim poziomie [35,38,41].
Opisywana cecha nowotwordéw zostata wykorzystana w procesie diagnozowania ognisk
nowotworowych metodg pozytonowej emisyjnej tomografii (PET) z uzyciem
2-['8F]fluoro-2-deoksy-glukozy ~ ([*®F]FDG).  Zwigzek ten  jest  transportowany
i metabolizowany przez te same mechanizmy co glukoza, lecz na szlaku pojawiajg sie pewne
réznice. [*®F]FDG ulega fosforylacji przez heksokinaze do 2-[*®F]fluoro-2-deoksy-glukozo-6-
fosforanu i w takiej formie gromadzi sie w komodrkach nowotworowych, poniewaz
2-['8F]fluoro-2-deoksy-glukozo-6-fosforan nie ulega dalszym przemianom przez izomeraze
fosfoglukozy z powodu braku dopasowania sie enzymu do czasteczki tego zwigzku.
Po rozpadzie promieniotwdrczym 8F wbudowanego w czasteczke [*8F]FDG, utworzony z 8F
tlen taczy sie z czasteczka wodoru, tworzgc grupe [*¥0]OH przy weglu C2 glukozy. Powstaty
glukozo-6-fosoforan zostaje nastepnie przeksztatcony przez izomeraze fosfoglukozy i moze

ulec dalszym przemianom w procesie glikolizy (rycina 10) [42].
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Rycina 10. Mechanizm gromadzenia [*®F]FDG w komdrce — putapka molekularna

(rysunek wtasny).

Badanie ['8F]FDG PET/CT wykazuje wiekszg czuto$é niz badanie tomografii komputerowe;j
(CT) w diagnostyce pojedynczego guza ptuca, ocenie stopnia zaawansowania
niedrobnokomorkowego raka ptuc, w kontroli leczenia i kontroli po leczeniu chfoniaka
Hodgkina i chtoniakdw typu non-Hodgkin, réwniez w ocenie stopnia zaawansowania
i diagnostyce wznowy w raku jelita grubego i raka przetyku oraz ocenie stopnia
zaawansowania czerniaka szczegdlnie u pacjentdéw z podejrzeniem przerzutéw do

regionalnych weztéw chtonnych i narzadéow odlegtych [43].
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1.3.2. [**F]F-DOPA
[*8F]6-fluoro-3,4-dihydroksy-L-fenylalanina ([*8F]F-DOPA) jest znacznikiem
stosowanych rutynowo w diagnostyce PET w Niemczech, Francji i Anglii. W Polsce znacznik
ten jest niezarejestrowany i bardzo ciezko dostepny. Pod wzgledem budowy chemicznej rézni
sie od naturalnie wystepujacego zwigzku w organizmie, tj. L-DOPY atomem fluoru 18 [8F]
w pozycji 6. Dzieki niewielkiej rdéznicy w  budowie zachowuje podobng kinetyke

i biorownowaznos¢ co jej nieoznakowany analog [44].

Po iniekcji ['®F]JF-DOPA metabolizowana jest takim samym szlakiem jak L-DOPA.
Transportowana do neurondw presynaptycznych, gdzie aromatyczna dekarboksylaza
L-aminokwaséw (AAAD) przeksztatca go w ['8F]fluorodopamine ([*®F]FDA), ktéra to

z kolei jest zatrzymywana w magazynach katecholamin (rycina 11) [45].

Zarowno ['8F]F-DOPA jak i L-DOPA sg prekursorami dopaminy, ktére sg zdolne
do przenikania bariery krew-mdzg, dopamina natomiast nie przechodzi przez nig. Wtasciwos¢
przenikania bariery krew-mézg przez ['8F]F-DOPA pozwala m. in. na preferencyjny wychwyt
znacznika w komodrkach dopaminergicznych w moézgu, gdzie konwersja do [*¥F]FDA jest
ponownie utatwiona przez AAAD. W zwigzku z tym mozna monitorowa¢ produkcje
i metabolizm dopaminy. Pozwala to na diagnoze i badanie choréb, w ktérych produkcja
i metabolizm [*8F]FDA jest niewystarczajgcy lub nieprawidtowy. [*8F]F-DOPA jest znacznikiem
wykorzystywanym w obrazowaniu integralnosci i funkcji dopaminergicznego uktadu
nigrostriatalnego oraz chordb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona
i schizofrenia, za pomocg techniki PET/CT [44,47-49,50-52]. Marker ten znalazt rowniez
zastosowanie w onkologii, zwtaszcza w obrazowaniu guzéw neuroendokrynnych (NET) [53-55]

i neuroblastoma [56,57].

NH,
OH

HO NH; AAAD -

OH - OH

Rycina 11. Metabolizm L-DOPA przez AADC (rysunek wtasny).
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1.3.3. ([**C]-metyl)Cholina

([**C]-metyl)Cholina jest substratem do syntezy fosfatydylocholiny, gtéwnego
fosfolipidu btony komdrkowej. ([!'C]-metyl)Cholina posiada takg samg strukture oraz
wtasciwosci chemiczne i biologiczne co jej naturalny odpowiednik. W odrdznieniu
od wiekszosci znacznikdw stosowanych w badaniu PET, znaczniki znakowane radiunuklidem
[1C] zazwyczaj majg identyczng budowe, co ich naturalne odpowiedniki. Identyczna struktura
sprawia, ze wykazujg one wifasciwosci chemiczne i biologiczne takie same jak ich normalnie
wystepujgce analogi. Cecha ta jest bardzo unikalna w porédwnaniu do wiekszosci innych
radioznacznikéw wykorzystywanych w badaniach PET, np. znakowanych radionuklidem [*8F].

([**C]-metyl)Cholina podawana jest dozylnie. Po wstrzyknieciu wedruje wraz
z krwig i jest szybko wychwytywana przez komérki za pomoca specyficznych transporteréw
znajdujacych sie na bfonach komorkowych. Transportery zdolne
do transportu ([*!C]-metyl)Cholina znajdujg sie takie na obszarze bariery krew-mdzg.
Warunkuje to mozliwos¢ pokonywania jej przez omawiany radiofarmaceutyk [58].
Po przedostaniu sie do wnetrza komarki ([11C]-metyl)Cholina jest fosforylowana przez kinaze
cholinowa do ['!C]-fosforylocholiny, kluczowego substratu w biosyntezie fosfatydylocholiny
[59]. Nastepnie [*!C]-fosforylocholina przeksztatcana jest do [11C]-cytydynodifosforanocholiny
i wiaczana do fosfatydylocholiny, ktéra to z kolei stanowi jeden z gtéwnych sktadnikéw bfony
komodrkowej [60].

Komorki szybko dzielgce sie, takie jak komdrki nowotworowe zawierajg duze ilosci
fosfolipidéw, zwtaszcza fosfatydylocholiny. Duza zawartos¢ fosfatydylocholiny w btonie
komdrkowej komérek nowotworowych spowodowana jest m. in. zwiekszong aktywnoscig
kinazy choliny [61]. Wtasciwos$¢ ta jest wykorzystywana w badaniach technikg PET za pomoca
radioznacznika ([*'C]-metyl) Cholina.

Za pomocg ([*!C]-metyl) Choliny diagnozuje sie przede wszystkim raka
watrobowokomadrkowego [62] oraz raka gruczotu krokowego i jego przerzuty do kosci [63].
Zdecydowanie rzadziej diagnozuje sie przerzuty do mdzgu u pacjentéw z rakiem przetyku czy

pecherza moczowego [64].
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1.3.4. [1-11C] Octan Sodu

[1-11C] Octan sodu jest jednym z najczesciej wykorzystywanych radiofarmaceutykéw
znakowanych radionuklidem 1C w badaniach PET w Europie i USA, jednak nie w Polsce.
Po podaniu dozylnym [1-1C] Octan sodu jest bardzo tatwo wychwytywany przez komaorki.
Gtéwna droga jego metabolizmu jest konwertowanie do acetylo-CoA przez syntetaze acetylo-
CoA. W tej formie moze by¢ zaangazowany w dwa rdzne i przeciwstawne szlaki metaboliczne:
anabolicznym i katabolicznym. W szlaku anabolicznym acetylo-CoA wykorzystywany jest do
syntezy cholesterolu i kwaséw ttuszczowych wchodzacych w sktad bton komorkowych. Z kolei
w szlaku katabolicznym jest utleniany w mitochondriach w cyklu kwaséw trikarboksylowych
do CO2 i H20 w wyniku czego wytwarzana jest energia. Tylko w niektdrych przypadkach octan
moze by¢ konwertowany do aminokwaséw [65].

W zaleznosci od rodzaju komoérek najczesciej dominuje jeden z dwdch wymienionych
powyzej szlakéw metabolizmu [1-11C] Octanu sodu. Jednym z rodzajéw komérek, w ktérych
gtéwng Sciezka przemian jest szlak kataboliczny sg komérki miesnia sercowego [66]. Z kolei
w komodrkach nowotworowych wyraznie dominuje szlak anaboliczny, ktéry wynika
z nadekspresji genu syntetazy kwasow ttuszczowych lub karboksylazy acetylo-CoA [65,67].
Zwiekszona ekspresja jednego z tych gendw bedzie skutkowac zwiekszong syntezg kwasow
ttuszczowych w tych komdrkach, a wraz z nig zwiekszonym wychwytem [1-11C] Octanu sodu.

[1-11C] Octan sodu w obrazowaniu PET po raz pierwszy zostat zastosowany
w badaniach wykorzystania tlenu w mie$niu serca. Obecnie [1-11C] Octan sodu wykorzystuje
sie w diagnozowaniu raka prostaty oraz wznowy jego przerzutéw do kosci [65], raka
watrobowokomoérkowego  [69], raka jasnokomodrkowego nerki  [70], rzadziej
w innych nowotworach gromadzacych [1-11C] Octan sodu, np. rak pecherza moczowego czy

rak mozgu [65].
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1.4. Fizyczne aspekty technik obrazowania wykorzystujgce

wiasciwosci radiofarmaceutykdow

Pozytonowa tomografia emisyjna wykorzystujgca radiofarmaceutyki jest metoda
emisyjng. W odrdznieniu od metod absorpcyjnych, w metodzie PET obraz
jest generowany na podstawie informacji wysytanych z obiektu, co wymaga umieszczenia
zrédfa tych informacji w badanym obiekcie. Nosnikiem informacji
w technice PET jest kwant promieniowania gamma, natomiast Zzrédtem emitowanego
promieniowania jest radiofarmaceutyk gromadzony w organizmie.

Technologia PET oparta jest o stosowanie izotopdw bedacych emiterami pozytonow.

Proton p w jadrze izotopu, w czasteczce radiofarmaceutyku ulega rozpadowi [3*:

+ .
p—>n+e +v,+ Energia

W wyniku tego rozpadu w jadrze powstaje neutron n, a z jgdra wyemitowane zostaja

+

neutrino  elektronowe V. oraz pozyton e* otrzymujacy nadwyzke energii
z rozpadu. Pozyton ulega zderzeniom z elektronami osrodka, przebywajac niewielkg droge,
az do utraty wiekszosci swojej energii. W nastepnym kroku anihiluje z elektronem zamieniajac
SW0jg mase na energie wyemitowang w postaci dwéch kwantéw gamma
po 511 keV, kazdy w przeciwnych kierunkach. Anihilacja jest podstawg, na ktérej bazuje

technologia PET (rycina 12) [71 - 73].
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Rycina 12. Schemat zaniku pozytondw i anihilacja [74].

Jesli dwa detektory scyntylacyjne z pierscienia detektoréw w skanerze PET, zarejestrujg
impuls w tym samym oknie czasowym, tzw. oknie koincydencji, to mozemy zatozy¢, ze na linii
taczacej te dwa detektory zaszto zjawisko anihilacji i tym samym musi znajdowad sie tam
czasteczka radiofarmaceutyku (rycina 13). Linia ta nazywana jest linig zdarzenia LOR (ang. line
of response). Miejsce krzyzowania sie tych drég wskazuje na wiekszg koncentracje znacznika
i jest podstawg rekonstrukcji obrazéw w diagnostyce PET. Koincydencja elektroniczna pozwala
na bezposrednie okreslenie kierunku, z ktérego przychodzi informacja, dlatego nie ma
potrzeby stosowania dodatkowych kolimatoréw. Dzieki temu czutos¢ skanera PET jest lepsza
niz w gamma kamerach. W przypadku zmian patologicznych nastepuje gromadzenie sie
znacznika w danym procesie lub miejscu w organizmie, co daje mozliwos¢ obrazowania
na poziomie tkanek. W ten sposdb technologia PET pozwala na rozpoznanie zmian
patologicznych w ich poczatkowych stadiach, najszybciej sposrdd diagnostycznych metod
obrazowania. Dzieje sie tak poniewaz, zmiany biochemiczne wyprzedzajg zmiany strukturalne.
Niemniej jednak ograniczona rozdzielczos¢ przestrzenna obrazéw PET zmniejsza ilos¢
informacji anatomicznych. Z tego powodu, obecnie technologia PET wystepuje najczesciej
w fuzji z inng metoda obrazowania medycznego dajacg wiecej informacji strukturalnych

[74 - 77].
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Rycina 13. Okno koincydencji [78].

Wsrod innych metod obrazowania medycznego mozna wymieni¢ tomografie
komputerowg (CT) rezonans magnetyczny (MR). Tomografia komputerowa jest metodg
diagnostyczng wykorzystujgcg promienie rentgenowskie w celu uzyskania obrazéw
anatomicznych, zawierajgcych informacje o strukturze narzadow i tkanek. Fuzja metod PET z
CT pozwala na bardziej precyzyjne zlokalizowanie ogniska chorobowego w ciele pacjenta [79,
80].

Obecnie, sposrod nowoczesnych rozwigzan diagnostycznych jest juz dostepna dla
pacjentéw fuzja metod PET i MR. Rezonans magnetyczny wykorzystuje wtasciwosci protonéw,
ktére sg sktadowg jadra atomu wodoru, wystepujgcego w organizmie w postaci wody. Dipole
czasteczek wody zawierajgce w swoim sktadzie protony wodoru, w silnym polu magnetycznym
magnetyzujg sie, natomiast po usunieciu pola powracajg do standw ,,réwnowagi” wysytajgc
fale radiowe, ktore sg rejestrowane przez detektory. Na ich podstawie okresla sie gestosc
badanego obiektu jako podstawa rekonstrukcji obrazu. Jednym z celéw potgczenia tych dwéch
technik jest uzyskanie informacji strukturalnych obrazowanego obiektu, podobnie jak
w przypadku fuzji PET/CT. Przewaga PET/MR polega m.in. na lepszej wydajnosci obrazowania
tkanek miekkich, bez dodatkowego narazania na promieniowanie jonizujace, ktore wystepuje

w badaniu CT [80, 81].
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2. Cele pracy

Przygotowanie i stosowanie radiofarmaceutykow w Polsce jest regulowane przez
Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 9 listopada 2015 (Obwieszczenie Ministra Zdrowia
z dnia 28 kwietnia 2022 r. w sprawie ogtoszenia jednolitego tekstu rozporzadzenia Ministra
Zdrowia w sprawie wymagan Dobrej Praktyki Wytwarzania) Aneks 3 Wytwarzanie Produktow
Radiofarmaceutycznych oraz Aneks 1 Wytwarzanie Sterylnych Produktéw Leczniczych [82].

Metody badan oraz wymagania jakosciowe produktdéw radiofarmaceutycznych okresla
Farmakopea Polska, ktdra zostata przettumaczona z Farmakopei Europejskiej [83,84].

Do przygotowania radiofarmaceutykdw przeznaczone sg specjalistyczne urzadzenia,
ktérych funkcjonowanie musi spefnia¢ wymagania narzucone przez wymienione akty prawne,
aich konstrukcja musi zapewnia¢ odpowiednig ochrone przed promieniowaniem jonizujacym.

Radiofarmaceutyki to preparaty medyczne zawierajgce w swojej strukturze izotopy
promieniotwdrcze nadajace czasteczkom specjalnego charakteru, jakim jest ,zanik leku
w czasie”, a dodatkowo czynig prace z nimi niebezpieczng z uwagi na emitowane przez nie
promieniowanie jonizujgce.

Problemem badawczym, ktéry podjeto w pracy jest to, ze przepisy w wymienionych
aktach prawnych oraz konstrukcja urzadzen nie w petni uwzgledniajag specjalne
charakterystyki radiofarmaceutykdéw takie jak:

e krotki okres potowicznego rozpadu izotopu uzytego do znakowania, nie przekraczajgcy

25 minut,

e niska wydajnos¢ syntezy typowa dla znacznikdw niszowych, ktére nie majg potencjatu

komercyjnego,

e przygotowanie radiofarmaceutykdw na matg skale (<30 pacjentéw), co jest typowe dla

produkcji radiofarmaceutykdw w warunkach szpitalnych,

e emisja promieniowania jonizujgcego regulowana przez Ustawe z dnia 29 listopada

2000 Prawo Atomowe [85].
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Gtéwnym  celem rozprawy byto zbadanie wptywu czasu potrzebnego

na przygotowanie wybranych znacznikdw do diagnostyki onkologicznej z wykorzystaniem

techniki PET, uwzgledniajagc wymienione wytyczne i konstrukcje urzadzen do rozlewu,

na kofncowa wydajnos¢, ktdérag mozna przeznaczy¢ na dawki dla pacjenta.

Z uwagi na liczbe wykonywanych doswiadczen cel gtéwny zostat podzielony na cele

szczegbtowe:

optymalizacja syntezy wybranych radioznacznikdow, w celu uzyskania najwyzszej
wydajnosci oraz czystosci radiochemicznej,

dostosowanie rozlewu serii dla wybranych znacznikdbw na rdézinych typach
dyspenseréow porédwnujac czas potrzebny na ich przygotowanie,

przeprowadzenie kontroli jakosci wybranych radiofarmaceutykdw przy zachowaniu
wymaganych kryteridw akceptacji, zgodnych z wytycznymi Farmakopei Polskiej
i Europejskiej, uwzgledniajgc czas wykonania niezbednych badan,

obliczenie konicowej wydajnosci i ilosci badan PET mozliwych do wykonania
po przeprowadzeniu catego procesu wytwarzania, uwzgledniajgc spadek aktywnosci

oraz catkowitego czasu w trakcie przygotowania wybranych radiofarmaceutykéw.
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3. Materiaty

Do produkcji wybranych radiofarmaceutykéw uzyto dwdch izotopéw wyprodukowanych
w cyklotronie, izotopu fluoru 8F (T1/2=109,7 minut) oraz wegla 1C (20,5 minut). Dla kazdego
izotopu wykonano synteze dwéch radioznacznikdéw: pierwszego zarejestrowanego w Urzedzie
Rejestracji Produktdw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktéw Biobdjczych oraz
drugiego niezarejestrowanego, ktdry mozna uznac za znacznik niszowy.

Za znacznik niszowy, nalezy uwaza¢ radiofarmaceutyk, ktéry z powodu szybkiego rozpadu
wbudowanego izotopu lub niskich wydajnosci syntezy nie nadaje sie do zastosowania
komercyjnego.

Dla izotopu fluoru 8F wykonano synteze:

e [*F]FDG - znacznik zarejestrowany oraz [*8F]-DOPA — znacznik niezarejestrowany.
Dla izotopu wegla *C wykonano synteze:

e ([*'C]-metyl)Cholina — znacznik zarejestrowany oraz [1-1C] Octan Sodu — znacznik

niezarejestrowany.
Wszystkie doswiadczenia zostaty przeprowadzone wedtug kolejnosci przedstawionej na

rycinie 14.
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Cyklotronowa produkcja izotopéw

- v,
[ Izotop fluoru 18F ] [ Izotop wegla *'C ]
Optymalizacja syntezy wybranych znacznikéw Optymalizacja syntezy wybranych znacznikéw
zawierajacych izotop fluoru 18F zawierajgcych izotop wegla 1'C

< - < -

S S
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Rycina 14. Schemat postepowanie w trakcie prowadzenia badan.

*Znacznik zarejestrowany w Urzedzie Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobdw Medycznych i Produktéw Biobdjczych.
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3.1. Materiaty do produkcji cyklotronowej

Wode wzbogacong w izotop tlenu [*80]H20 zakupiono od firmy Cambridge Isotope
Laboratories (CIL water 20, 97%). Gazy techniczne: woddr, argon oraz hel, dostarczone
zostaty przez firme Linde-Gaz. Cyklotronowa produkcja izotopéw fluoru BF i wegla 1C

wykonano przy uzyciu Cyklotronu Eclipse 11 MeV firmy Siemens.

3.2. Materiaty do produkcji [*®F]FDG

Odczynniki chemiczne uzywane do syntezy ['®F]FDG wraz z prekursorem triflatem
mannozy (ABX 102) i kolumnami do ekstrakcji do fazy statej (SPE) zostaty zakupione
w firmie ABX Advanced Biochemical Compounds GmbH (tabela 1). Wszystkie radiosyntezy i
ich modyfikacje zostaty przeprowadzone na module syntezy Explora FDGs firmy Siemens

(rycina 15).

Tabela 1. Szczegoty przygotowania modutu syntezy Explora FDGa.

Fiolka/Czes¢ Odczynnik llos¢
Fiolka 1 Woda do iniekgji 15 mL
Fiolka 2 Acetonitryl (MeCN) 10 mL
Fiolka 3 Triflat mannozy/MeCN 50 mg/2,2 mL

MeCN/H,0/ 1,8 mL/74,5uL/
Fiolka 4
K2CO3/K222 6,9mg/37,3mg
Fiolka 5 HCl 1N 2,5mL
Trap 1 Kolumna anionowymienna QMA 1 sztuka
ztoze kationowymienne 1 sztuka
Kolumna ztoze neutralizujace kwas 1 sztuka
oczyszczajgca ztoze obojetnego tlenku glinu 1 sztuka
ztoze C18 1 sztuka
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Rycina 15. Konfiguracja modutu syntezy Explora FDGa (zrzut ekranu z programu sterujgcego).
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3.3. Materiaty do produkcji [*3F]F-DOPA

Odczynniki chemiczne, uzywane do syntezy [*8F]F-DOPA, zostaty zakupione w Sigma

Aldrich. Prekursor do

syntezy ['®F]F-DOPA (2S-3-[5-formylo-4-(metoksymetoksy)-2-

nitrofenylo]-2-[(trifenylometylo)amino]propanian tert-butylu) (ABX 1336) i TBAHCO3™ zostaty

zakupione z firmy ABX Advanced Biochemical Compounds GmbH. Kolumny SPE zostaty

zakupione w Waters i Macherey-Nagel (tabela 2). Radiosyntezy i ich modyfikacje zostaty

przeprowadzone na module syntezy Raytest SynChrom R&D (rycina 16).

Tabela 2. Szczegdty przygotowania modutu syntezy Raytest SynChrom R&D.

Fiolka/Czes¢

Odczynnik

llos¢

SC1

0.075M TBAHCO3™ in MeCN

100 L + 100 pL

SC2 strzykawka

MeCN

250 pL

SC3 strzykawka

Precursor (ABX 1336) in DMF

10 mg + 500 plL

Sc4 MeCN/H,0 4 mL (4:1)
Fiolka przeptywowa MeCN/H,0 16 mL (4:1)
SC5 H20 15 mL
SC6 MeCN 2mL
SC7 mCPBA in MeCN 7mg+2mL
SC8 HCI (30%) + 3% EtOH 1mL+30puL
SC9 H20 5mL
Trap 1 Kolumna anionowymienna QMA 1 sztuka
Trap 2 C18ec 1 sztuka
Kolumna Hamilton PRP 10 um
Potpreparatywne
250 x 10 mm -
HPLC

H20, przeptyw 4 mL/min
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Rycina 16. Konfiguracja modutu Raytest SynChrom R&D do syntezy [*8F]F-DOPA (zrzut ekranu z programu sterujgcego).
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3.4. Materiaty do produkcji ([11C]-metyl) Choliny

Odczynniki chemiczne uzywane do syntezy i kontroli jakosci ([*1C]-metyl) Choliny zostaty
zakupione w Sigma Aldrich. Prekursor do syntezy ([1C]-metyl) Choliny (dimetyloaminoetanol
DMAE), z firmy Sigma Aldrich (tabela 3). Wszystkie radiosyntezy i ich modyfikacje zostaty
przeprowadzone na module syntezy ModularLab - PharmTracer firmy Eckert&Ziegler (rycina

17).

Tabela 3. Szczegodty przygotowania modutu ModularLab — PharmTracer

Fiolka/Czes¢ Odczynnik llos¢
Fiolka 1 Etanol 70% 6 mL
Fiolka 2 Woda 9mL
Fiolka 3 NaCl 0.9% 6 mL
Trap 1 Wprowadzony DMAE 50pL

Sep-Pak Accell Plus CM
Trap 1 1 sztuka
Kolumna do wychwytu produktu

Sep-Pak Accell Plus CM
Trap 2 1 sztuka
Kolumna do oczyszczania
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Rycina 17. Konfiguracja modufu modutu ModularLab — PharmTracer do syntezy

([**C]-metyl) Choliny (zrzut ekranu z programu sterujgcego).
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3.5. Materiaty do produkcji [1-11C] Octanu Sodu

Odczynniki chemiczne uzywane do syntezy [1-!!C] Octanu Sodu zostaty zakupione
w Sigma Aldrich. Prekursor do syntezy [1-!'C] Octanu Sodu (3M metylobromek magnezu
CH3MgBr) z firmy Sigma Aldrich (tabela 4). Wszystkie radiosyntezy i ich modyfikacje zostaty

przeprowadzone na module syntezy Explora AC firmy Siemens (rycina 18).

Tabela 4. Szczegodty przygotowania modutu syntezy Explora AC.

Fiolka/Czes¢ Odczynnik llos¢
Reaktor CHsMgBr + eter 150 pL + 850 uL
Strzykawka 1 Woda 150 plL
Strzykawka 2 H3PO4 250 pL
Fiolka NaCl 0.9% + NaHCO3 5mL+50puL
Voo
I Target lr {}
VOR
H:0
H:PO« NacCl
NaHCOs
@ =
O |
HO9
Trap Hi
Reactor
Pressure Switch I— Air

Rycina 18. Konfiguracja modutu Explora AC do syntezy [1-!!C] Octan Sodu

(zrzut ekranu z programu sterujgcego).
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3.6. Materialy do rozlewu serii wybranych

radiofarmaceutykéw

Materiatami uzytymi do rozlewu serii byty wodne roztwory radiofarmaceutykéw:

a. ['BF]FDG koncentracja 3000 MBg/mL

b. [*F]FDOPA koncentracja 300 MBg/mL

c. ([**C]-metyl)Cholina koncentracja 700 MBg/mL
d. [1-''C]Octan Sodu koncentracja 700 MBg/mL

Do rozlewu serii wyzej wymienionych radiofarmaceutykéw uzyto trzech dyspenseréw

0 réznym trybie rozdozowywania. Do rozlewu uzyto dedykowanych zestawdw czesci

jednorazowych firmy Comecer, filtréw sterylizujgcych 0,22 um firmy Millex, fiolek firmy Huayi

Isotopes oraz strzykawek firmy B.Braun.

a)

b)

d)

3.7. Materiaty do kontroli jakosci wybranych

radiofarmaceutykdéw

[8F]FDG: Wzorce do kontroli jako$ci zostaty zakupione z firmy ABX Advanced Biochemical
Compounds GmbH, LGC Standards i Chemipan. Odczynniki chemiczne uzywane do kontroli
jakosci [8F]FDG zostaty zakupione w Sigma Aldrich, POCH

i Machery Nagel.

[8F]F-DOPA: Wzorce do kontroli jakosci zostaty zakupione z firmy ABX Advanced
Biochemical Compounds GmbH, LGC Standards i Chemipan. Odczynniki chemiczne
uzywane do kontroli jakosci [®F]F-DOPA zostaty zakupione w Sigma Aldrich, POCH
i Machery Nagel.

([**C]-metyl)Cholina: Wzorce do kontroli jakosci zostaty zakupione z firmy ABX Advanced
Biochemical Compounds GmbH, LGC Standards
i Chemipan. Odczynniki chemiczne uzywane do kontroli jakosci
([*C]-metyl)Choliny zostaty zakupione w Sigma Aldrich, POCH i Machery Nagel.
[1-1C]Octan Sodu: Wzorce do kontroli jakosci zostaty zakupione z firmy ABX Advanced
Biochemical Compounds GmbH, LGC Standards i Chemipan. Odczynniki chemiczne
uzywane do kontroli jako$ci [1-11C]Octanu Sodu zostaty zakupione w Sigma Aldrich, POCH

i Machery Nagel.
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4. Metody

4.1. Cyklotronowa produkcja izotopéw fluoru 8F i wegla 11C

przy uzyciu Cyklotron Eclipse 11 MeV

Do zrodta jondw doprowadzony zostat gazowy wodor, ktéry ulegt jonizacji na skutek
wysokiego potencjatu elektrycznego pomiedzy katodg i anoda. Zjonizowany wodor wytworzyt
plazme, z ktdérej do obszaru przyspieszajgcego emitowano jony ujemne. Jony zostaty
wprowadzane pomiedzy elektrody cyklotronu tzw. duanty. Poczagtkowo wartos¢ potencjatu
elektrycznego duanta byta dodatnia w celu przyciggniecia ujemnie natadowanego jonu
wodorowego. Gdy jon osiggnat brzeg duanta, nastgpita zmiana wartosci potencjatu napiecia
na ujemna. Zmienne pole elektryczne odpowiadato za przyspieszanie wigzki jonow, tym
samym zwiekszajgc ich energie. Przytozone state pole magnetyczne zakrzywiato tor ruchu
natadowanych czastek kierujgc je po trajektorii spiralnej w cyklotronie. Przyspieszanie
odbywato sie w komorze prézniowej, aby czgstka nie tracita energii przy zderzeniach. Zbyt
niska proznia mogtaby stanowic zrodto dodatkowych zanieczyszczen radionuklidowych. Jony
H™ uzyskawszy energie 11 MeV (energia wyrzutu), zostaty skierowane na folie weglowa, ktéra
pozbawiata aniony wodorowe dwodch elektrondw. Na zmienione elektrycznie czastki
H* dziatata sita o odwréconym kierunku, zakrzywiajgca tor ruchu, kierujgc jony na tarcze
cyklotronu, ktére zostaty zbudowane z obojetnych chemicznie metali tj. tytanu, niobu

i tantalu.

4.1.1. Produkcja izotopu fluoru 8F
Materiatem tarczowym do produkcji fluoru ¥F byta woda wzbogacona w izotop tlenu
[*80]H20 (2,4 mL). Reakcjg jadrowa wykorzystywang do otrzymania 8F jest 20(p,n)'®F.
Parametry prowadzenia naswietlania stanowity: prad wigzki 60 pA, cisnienie w tarczy
500 - 600 psi, czas naswietlania 2h. Na koniec bombardowania (EOB, t=0) ilo$¢ izotopu fluoru
18F wynosita $rednio 120 GBq. Wyprodukowany jon 8F w 2,4 mL roztworu wodnego, zostat
przetransportowany z tarczy cyklotronu kapilarg teflonowa przy uzyciu gazu pchajgcego

do wybranego modutu syntezy:

a. Explora FDG4 firmy Siemens

b. SynChrom R&D firmy Raytest.
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4.1.2. Produkcja izotopu wegla 11C

System tarczy [*1C]CO, sktada sie z dwdch jednostek podtrzymywania tarczy - Target
Support Unit (TSU), przewoddw, cylindrycznego korpusu tarczy zamontowanego
w zmieniaczu tarczy, folii havarowej o grubosci 0.001 cala izolujgcej materiat tarczy od
przestrzeni zmieniacza, umozliwiajgc na wejscie wigzki. Tarcza przed bombardowaniem
zatadowana byta mieszaning [**N]N2 z 1-2.5% O, pod ci$nieniem 270 do 280 psi, ktéra stanowi
materiat tarczy. W czasie bombardowania wigzka przechodzita przez folie hawarowa i wnikata
do tarczy, gdzie zostata zatrzymywana przez gaz tarczy. Atomy wegla C powstaty gdy
czasteczki alfa a zostaty wybite z atomdw azotu N przez wigzke protonéw. [11C]CO; powstato
w tarczy poprzez potgczenie wegla 1C z tlenem zawartym w gazie tarczy.

Materiatem tarczowym do produkcji izotopu wegla !!C byta mieszanina
[**NIN; z 1-2.5% O,. Reakcjg jagdrowg wykorzystang o otrzymania !C byta “N(p,a)’C.
Parametry prowadzenia naswietlania stanowity: prad wigzki 50 YA, cisnienie w tarczy 700 -
800 psi oraz czas naswietlania 1h. Na koniec bombardowania (EOB, t=0) ilo$¢ izotopu wegla
11C wynosita $rednio 50 GBg. Wyprodukowany gazowy [*'C]CO, w ilosci 9,5 cm? zostat
przetransportowany z tarczy cyklotronu kapilarg teflonowg przy wykorzystaniu helu jako gazu

pchajacego do wybranego modutu syntezy:

a. Modular-Lab firmy Eckert&Ziegler,

b. Explora AC firmy Siemens.
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4.2. Automatyczna radiosynteza ['8F]FDG na module Explora

FDG4

W celu odseparowania jonu 8F od zanieczyszczen obnizajgcych jego aktywno$é (woda,
jony metali z tarczy cyklotronu), wodny roztwdr fluorku przepuszczony zostat przez kolumne
jonowymienng ,Preconditioned Sep-PAK Light QMA Cartridge with COs?" as counter ions”,
wypetnionej organicznym polimerem potaczonym z tancuchami hydroweglowymi,
zawierajgcymi na swoich koncach grupy -NR3* pochodzace od czwartorzedowych soli
amoniowych.  Przeciwjonami réwnowazacymi tadunek dodatni konca tancucha
hydroweglowego, byty aniony weglanowe CO3?.

Na kolumnie zachodzita wymiana aniondw. Fluor zostat zatrzymywany na ztozach
kolumny, a woda wraz z jonami metali i COs zostata usunieta do naczynia na wode odzyskana.

Anion fluorkowy z kolumny QMA odzyskano poprzez dwukrotng elucje wodno-
acetonitrylowym roztworem Kryptofixu (Kryptand 222) i K,COs.

W trakcie elucji do naczynia reakcyjnego dostaty sie pozostatosci wody, ktére nalezato
usung¢. Dodany do naczynia reakcyjnego acetonitryl (MeCN) utworzyt z wodg mieszanine
azeotropowq. Mieszanina reakcyjna ulegta odparowaniu w temperaturze 110 °2C az do
catkowitej eliminacji rozpuszczalnikéw (H.0 i MeCN) w strumieniu gazu obojetnego — azotu,
o czystosci 5.0-6.0. Przy kompletnie suchym naczyniu reakcyjnym odczyt temperatury
(z oprogramowania modutu Explora FDGa) wzrdst powyzej 110 2C. W tym momencie proces
odparowania zawartosci naczynia reakcyjnego zostat zakoniczony. Proces zostat powtdrzony
powtarzany jest dwukrotnie i trwat od 5 do 10 minut w zaleznosci od przebiegu procesu
suszenia.

Prekursorem zastosowanym w produkcji [*8F]FDG byt triflat mannozy (1,3,4,6-tetra-O-
acetylo-2-O-trifluorometanosulfonylo-B-D-mannopiranoza).  Uzyty  prekursor  posiada
W pozycji 2 grupe opuszczajgcg - trifluorometanosulfonianowa (triflat), a w pozycji 1,3,4,6
grupy zabezpieczajace - acetylowe. W trakcie reakcji podstawienia nukleofilowego,
nastepowato zastgpienie grupy triflatowej izotopem fluoru 8F oraz inwersja uktadu
przestrzennego podstawnikéw atomu wegla C2 cukru, zgodnie z mechanizmem substytucji
nukleofilowej dwuczasteczkowej Sn2. Temperatura znakowania wynosita 90°C, a proces trwat

1 minute. Po zakoriczonym znakowaniu acetonitryl ulegt odparowaniu. Czas odparowania
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wynosit Srednio 5 minut. Proces ten zachodzit dla wiekszej wydajnosci, pod strumieniem azotu
o czystosci 5.0-6.0.

Konncowym etapem syntezy byto usuniecie grup zabezpieczajgcych acetylowych. Hydroliza
kwasowa tetra-acetylo['8F]FDG zachodzita przy udziale 1 N kwasu solnego (HCl) dodanego do
naczynia reakcyjnego, ktdre zostato podgrzane do temperatury 120 °C. Etap hydrolizy zostata
przeprowadzony w trzech réznych czasach 8, 10 i 12 minut po 21 syntez. Dodatkowo
wykonano po trzy syntezy dla czaséw 14, 16, 18, 20 minut. W tych warunkach grupy acetylowe
ulegty odtgczeniu i konwersji do kwasu octowego. W miejscu odtgczenia, przytgczony zostat
woddr tworzac grupy OH.

Oczyszczanie surowego produktu koncowego odbyto sie pierw przez rozcieficzenie
5 mL wody, a nastepnie transfer mieszaniny reakcyjnej przez szereg kolumn przy uzyciu 2 razy
po 5 mL wody. Kolumna kationowymienna usuneta kompleksy K+/K222. Kolumna opézZniajgca
jony zobojetnita kwas, kolumna z obojetnym tlenkiem glinu usuneta nieprzereagowane aniony

18F- a3 kolumna C18 usuneta tetra-acetylo[*®F]FDG (rycina 19).
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Rycina 19. Synteza [8F]FDG przy uzyciu triflatu mannozy (rysunek wtasny).

4.3. Analiza statystyczna wynikow radiosyntezy [18F]FDG

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania STATISTICA™ 13.1
(DELL Inc., Stany Zjednoczone). Normalno$¢ rozktadu danych testowano przy uzyciu testu
Shapiro-Wilka. Do okreslenia jednorodnosci wariancji miedzy grupami zastosowano test
Levene'a. Wszystkie parametry wykazujg brak rozktadu normalnego lub heterogenicznosc¢
wariancji. Dane wyrazono jako mediane (Me), zakres miedzykwartylowy (IQR) oraz wartosé
minimalng-maksymalng (Min-Max). Grupy byty poréwnywane przy uzyciu testu Kruskala-
Wallisa. Zastosowano poziom istotnosci 0,05. Wielokrotne pordwnania $rednich rang dla

wszystkich grup przeprowadzono dla zmiennosci o wartosci p nizszej od poziomu istotnosci.
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4.4. Automatyczna radiosynteza ['¥F]F-DOPA na module
Raytest SynChrom R&D

W celu odseparowania jonu 8F od zanieczyszczen obnizajgcych jego aktywno$é (woda,
jony metali z tarczy cyklotronu), wodny roztwdr fluorku przepuszczony zostat przez kolumne
jonowymienng ,,Preconditioned Sep-PAK Light QMA Cartridge with CO3s?" as counter ions”,
wypetnionej organicznym polimerem potgczonym z tafcuchami hydroweglowymi
zawierajgcymi na swoich konicach grupy grupy -NR3* pochodzace od czwartorzedowych soli
amoniowych.  Przeciwjonami rownowazacymi tadunek dodatni konca tancucha

hydroweglowego byty aniony weglanowe COs%".

Na kolumnie zaszta wymiana aniondéw. Fluor zostat zatrzymywany na ztozach kolumny,

a woda wraz z jonami metali i COs? zostata usunieta do naczynia na wode odzyskana.

Anion fluorkowy z kolumny QMA odzyskano poprzez elucje roztworem 0.075 M
wodoroweglanu tetrabutyloamonionowego (TBAHCOs) w MeCN. Wykonano serie elucji
izotopu fluoru 8F z kolumny QMA uzywajgc réznych ilosci TBAHCOs™. Sprawdzano pozostatosci
fluoru 8F na kolumnie QMA po 12 h od elucji. Nastepnie wyliczono rzeczywistg ilo$¢

pozostatosci 18F korzystajac ze wzoru na czas potowicznego rozpadu.

W trakcie elucji do naczynia reakcyjnego dostaty sie pozostatosci wody, ktére nalezato
usungé. Dlatego po elucji prowadzona bytfa destylacja azeotropowa w temperaturze 80°C, przy
strumieniu gazu obojetnego (argon o czytosci 5.0) 800 mbar przy zastosowaniu roznych
objetosci TBAHCOs i MeCN (tabela 5). Opary rozpuszczalnikow byty zbierane do putapki
prézniowej zanurzonej w ciektym azocie. Destylacja powtdrzona zostata dwukrotnie w celu
catkowitego odparowania wody, obnizajacej reaktywnos$¢ fluoru. Objetos¢ acetonitrylu
dodawana przy drugiej destylacji azeotropowej byta zawsze wyzsza o 50 pL niz suma objetosci
TBAHCOs i MeCN, ktéra znalazta sie w reaktorze po odzyskaniu izotopu fluoru. Dodanie
wiekszej ilosci rozpuszczalnika w drugiej destylacji umozliwiata zabranie ze scianek reaktora

kompleksu TBAF[*8F], pozostatego po pierwszej destylacji azeotropowe;j.
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Tabela 5. llo$ci odczynnikéw uzytych do separacji i osuszenia izotopu fluoru F.

llos¢ TBAHCO3" llos¢ MeCN (pL) llos¢ MeCN (pL)
(pL) (I suszenie) (Il suszenie)
50 50 150
100 100 250
150 150 350
200 200 450

Kolejnym etapem byto dodanie prekursora rozpuszczonego w dimetyloformamidzie (DMF)
do pierwszego reaktora. Poréwnano dwie komercyjnie dostepne ilosci prekursora 1336 firmy
ABX (25-3-[5-formylo-4-(metoksymetoksy)-2-nitrofenylo]-2-[(trifenylometylo)amino]
propanian tert-butylu) 10 mg i 30 mg, rozpuszczone kolejno w 500 pL i 1000 pL. Temperatura

znakowania wynosita 110 °C, a proces trwat 10 minut.

Po zakonczonej nukleofilowej reakcji wymiany izotopowej konieczne byto usuniecie
polarnego rozpuszczalnika i nieprzereagowanych reagentéw. W tym celu dodano rézne ilosci
i proporcje rozpuszczalnikdw do reaktora i wprowadzono mieszanine reaktorowg na kolumne
oczyszczajagcg SPE Cl8ec. Zanieczyszczenia powstate w trakcie znakowania zostaty
odprowadzone do zlewek. Zwigzek posredni zostat zatrzymywany na kolumnie, przeptukany

H.0, a nastepnie wyeluowany do drugiego reaktora przy uzyciu MeCN.

W kolejnym etapie zostato przeprowadzone utlenianie zwigzku posredniego przy uzyciu
réznych ilosci kwasu m-chloroperoksybenzoesowego (mCBPA): 10 mg, 9 mg, 8 mg, 7 mg,
6 mg, 5mg. Proces przebiegat w temperaturze 60 °C przez 20 min. Alternatywnie
przeprowadzono utlenianie w krétszym czasie 8 minut, w temperaturze 75 °C, przy uzyciu

7 mg utleniacza.

Kolejnym etapem radiosyntezy ['®F]F-DOPA, byta hydroliza usuwajgca grupy
zabezpieczajgce. W tym celu uzyto kwasu solnego HCl (30%) z dodatkiem 3% etanolu (EtOH)

w stosunku do ilosci HCI. Hydroliza przebiegata przez 20 minut w temperaturze 60 °C.

51



Oczyszczanie surowego produktu koncowego odbywato sie przy uzyciu metody HPLC,
przez wprowadzenie mieszaniny na kolumne poétpreparatywng Hamilton PRP 10 um
250x10mm. Uzytym eluentem byta woda, z przeptywem 4 mL/min. Wychwyt oczyszczonego
produktu z kolumny pétpreparatywnej nastepowat przez zmiane kierunku przeptywu eluatu
wydostajacego sie z kolumny do reaktora produktowego. Pik wtasciwy pojawit sie okoto
10 minuty. Alternatywnie testowano metode z uzyciem kolumn SPE. W tym przypadku
przepuszczenie mieszaniny reakcyjnej nastgpito przez potgczone kolumny C18/HRP

(rycina 20).

o
@]

COOtBu COOtBu
['®F]F", TBAHCO,
NHTr > 15 NHTr
MOMO NO, DMF, 110°C, 10 min MOMO F

Tr - trifenylometyl

MOM - metoksmetyl
mCPBA

tBu - tert - butyl
MeCN
60°C

o
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HO COOH o

COOtBu
HCI 30%, 60°C, 20 min Ij\/\(
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Rycina 20. Synteza ['8F]F — DOPA przy uzyciu prekursora ABX 1336 (rysunek wtasny).

A
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4.5. Automatyczna radiosynteza ([''C]-metyl) Choliny na
module ModularLab — PharmTracer

4.5.1. Produkcja [*1C] triflatu metylu [*1C]CH3OTf w cze$ci ModularLab

a. Putapkowanie [''C]CO;

Przetransportowany do modutu syntezy gazowy [1C]CO; trafit na schtodzong do -10°C
putapke wypetniong carbosphere 80/100 w celu usuniecia resztek gazu pchajgcego. Nastepnie
[11C]CO; zostat uwolniony przez podniesienie temperatury putapki do 60°C.

b. Uwodornienie

[*1C]CO; zostat przesytany do pieca palladowego zawierajgcego granulat tlenku glinu
przy uzyciu gazu pchajacego 10% H, w helu (przeptyw 150 mL/min). Temperatura pieca
osiggneta temperature 600°C. Pod wptywem wysokiej temperatury i doptywu wodoru
nastgpita konwersja [11C]CO, do metanu [*1C]CHa.

c. Putapkowanie [*C]CH4

[Y1C]CH, trafit na schtodzong do -10°C putapke wypetniong carbosphere 80/100,

nastepnie zostat uwolniony przez podniesienie temperatury putapki do 60°C.

d. Bromowanie

Bromowanie odbyto sie w systemie recyrkulacyjnej petli znajdujgcej sie w piecu.
[11C]CHa4 trafito na petle, ktéra potgczona byta z fiolkg w Br i piecem. ['!C]CH4 krgzgc w petli
pod wptywem oparéw bromu i temperatur: 600°C przez 60 s, 640°C przez 60 s i 660°C przez
90 s ulegta reakcji bromowania.

Powstaty ['!C]CH3Br trafit na putapke wypetniong carbosphere 80/100 schtodzonej
do temperatury 70°C. Powstajgcy w czasie bromowania nadmiar bromu i HBr, zostaty
wychwycone na ziarnach: Ascarite 8-20 mesh, 20-30 mesh. [*!C]CH4 wracat do petli w celu
zmaksymalizowania wydajnosci syntezy. [*C]CH3Br zostat uwolniony z putapki poprzez
podniesienie temperatury do 110°C.

e. Produkcja [*'C]CH;OTf

Uwolniony [*C]JCH3Br trafit na kolumne wypetniong AgOTf, podgrzang
do temperatury 320°C, gdzie nastgpita wymiana grupy z Br na OTf, dajgc ['!C]CH;OTf.
W celu uwolnienia [*C]CH3OTf zostat otwarty zawér zwalniajgcy i doprowadzony gaz pchajgcy

- hel (He), o przeptywie 100 mL/min.
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4.5.2. Produkcja ([*'C]-metyl)Choliny 2z [*C] triflatu metylu
[*1C]CH3OTf w cze$ci PharmTracer

a. [YC]JCH3OTf zostat przetransportowany na kolumne Sep-Pak Accell Plus CM
wypetniong prekursorem 50uL dimetyloamino etanol (DMAE). Na tym etapie nastgpito
przytaczenie grupy metylowej do azotu.

b. Kolejnym etapem byto przeptukanie kolumny 6 mL etanolu 70%, a nastepnie 9 mL
wody w celu usuniecia pozostato$ci DMEA.

c. Ostatnim etapem bytfa elucja ([*!C]-metyl) Choliny z kolumny przy uzyciu 6mL 0.9%
NaCl (rycina 21).

[''cico, ﬂ>['”C]CH L>[“C]CH Br —2T_ MeicH.OTf
600°C 4 600 - 660°C s 320°C ?

HaC
2x kolumna \

Sep-Pak Accell PlusCM /Nx
H3C OH

Rycina 21. Synteza ([!1C]-metyl) Choliny przy uzyciu DMAE (rysunek wtasny).
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4.6. Automatyczna radiosynteza[1-1C] Octanu Sodu na

module Explora AC

Pierwszy etap procesu polegat na przepuszczeniu dwutlenku wegla [**C]CO; przez roztwor
150 pL 3M metylobromku magnezu (CHsMgBr) w 850 uL eteru dietylowego, znajdujgcego sie
w szklanym reaktorze. Gaz z tarczy przeszedt przez zawér iglicowy. W procesie kontrolowano
szybkos¢ przepuszczania gazu przez ciecz, w trakcie dostarczania materiatu tarczy.

Roztwér ochtodzono w reaktorze, aby zapobiec jego wyparowaniu podczas procedury
dostarczania materiatu tarczy. ['!C]CO, reagowat z CH3MgBr tworzgc anion octanowy
[11C]CH3COy,

Po zakonczeniu procesu dostarczania materiatu tarczy, do reaktora dodano wode,
aby ugasi¢ nieprzereagowany CH3sMgBr. Poréwnano rézne ilosci wody (50 - 250 pL). Nastepnie
podgrzano prébowke do temperatury 135°C w celu odparowania rozpuszczalnikéw pod
strumieniem wymiatajacego helu z tarczy. Na tym etapie rowniez kontrolowano szybkos¢
przeptywu gazu.

Po zakonczeniu odparowywania rozpuszczalnikéw, zawarto$s¢ reaktora zostata
ochtodzona, celem przygotowania reaktora do dodania kwasu fosforowego (H3PQOa). Kwas
reagowat z anionem octanowym [!!C] tworzac [''C]CH3COzH. Poréwnano rdine ilosci

dodawania kwasu (50 -350 pL).

[Y1C]CH3CO2H podlegat destylacji z reaktora do fiolki z produktem posrednim, ktéra
zawierat zasadowy roztwor soli kuchennej 5 mL i 50 puL dwuweglanu sodu. [*'C]CH3COzH

reagowat z dwuweglanem sodu tworzac octan sodu [1-'*C]CH3COONa (rycina 22).

["c]co, 4 H',135°C NaHCO,
CH3MgBr ———— > ["C]CH,CO, ————> [""C]CH,CO,H ——— > ["'C]CH,COONa
etir{ déetquwy " destylacja )
ochiadzanie

Rycina 22. Synteza [1-!C] Octanu Sodu przy uzyciu odczynnika Grignarda

(rysunek wtasny).
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4.7. Rozlew serii wybranych radiofarmaceutykéw na réznych

typach dyspenserow

4.7.1. Dyspenser Theodorico

W programie obstugujgcym dyspenser Theodorico zostata utworzona lista przeznaczenia
danej fiolki. Lista ta zawierata informacje do ilu fiolek zostanie rozdozowany produkt, w jakiej
kolejnosci i w jakich ilosciach.
Przeznaczenie fiolek do rozlewu (Fiolki poboczne: 1-6 ):
Zlewki - celem byto wypetnienie linii wybranym radiofarmaceutykiem —1 mL
Kontrola jakosci - badania fizykochemiczne - 1,5 mL
Kontrola jakosci badanie LAL (endotoksyny bakteryjne) - 1,5 mL
Kontrola jakosci - badanie B—2 mL
Badania mikrobiologiczne — jatowosé — 3 mL

Archiwum —3 mL

N o v s~ W NoR

Pozostate fiolki zostaty przeznaczone na potrzeby obliczenia ilosci pozostatej do
wykorzystania dla pacjentéw.

Wyprodukowany radiofarmaceutyk, w wybranym module syntezy, zostat przestany przez
pierwszy filtr sterylizujacy 0,22um do naczynia zbiorczego o pojemnosci 500 mL — bulk. Przyrost
obcigzenia pochodzacego od przesytanego ptynu na wadze zbiorczej (bulk) $wiadczyta o
rozpoczeciu transferu. Po zakoniczeniu transferu wprowadzono do programu sterujgcego
dyspenserem parametry rozciericzania radiofarmaceutyku. Parametry rozcienczenia dostosowane
zostaty do wydajnosci syntezy, czasu rozpadu radioframaceutyku oraz czasu potrzebnego na
kontrole jakosci, niezbedng do zwolnienia produktu do uzytku dla pacjenta. Po rozcieficzeniu
nastgpito uruchomienie rozdozowania rozcieiczonego radiofarmaceutyku do fiolek. Robot
automatycznie pobrat zaznaczone fiolki, Sciggnat kapsel i korek, a fiolke ustawit na wadze fiolkowej
(filling). Po ustawianiu fiolki na wadze nastgpito jej napetnienie rozcienczonym
radiofarmaceutykiem przez drugi filtr sterylizujgcy 0,22um wg danych z wczesniej utworzonej listy.
Po zakonczeniu napetniania ramie robota kolejno, korkowato, kapslowato, a nastepnie przenosito
fiolke do kalibratora dawki, gdzie nastepowat pomiar aktywnosci i sprawdzenie czy aktywnosc¢
zgadza sie z wyliczong aktywnoscig przez program sterujacy. Nastepnie fiolka trafita na tacke i
nastgpito jej wydanie do kontenera ofowianego. Po zakoriczeniu procesu rozlewu serii wykonany

zostat test integralnosci drugiego filtra sterylizujgcego 0,22 um bubble point test (BPT).
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4.7.2. Dyspenser Clio

W programie obstugujgcym dyspenser Clio zostata utworzona lista przeznaczenia danej
fiolki lub strzykawki. Lista ta zawierata informacje do ilu fiolek lub strzykawek bedzie
rozdozowany produkt, w jakiej kolejnosci i w jakich ilosciach.
Przeznaczenie fiolek/strzykawek do rozlewu (Fiolki/strzykawki poboczne: 1-6):
Zlewki - celem byto wypetnienie linii wybranym radiofarmaceutykiem — 1 mL
Kontrola jakosci - badania fizykochemiczne - 1,5 mL
Kontrola jakosci badanie LAL (endotoksyny bakteryjne) - 1,5 mL
Kontrola jakosci - badanie B—2 mL
Badania mikrobiologiczne — jatowosé — 3 mL

Archiwum —3 mL

N oo v s~ w NoRe

Pozostate fiolki przeznaczone zostaty na potrzeby obliczenia ilosci pozostatej do
wykorzystania dla pacjentow.

Wyprodukowany radiofarmaceutyk, w wybranym module syntezy, zostat przestany przez
pierwszy filtr sterylizujagcy 0,22um do naczynia zbiorczego o pojemnosci 100 mL — bulk.
Przyrost obcigzenia pochodzgcego od przesytanego ptynu na wadze zbiorczej (bulk) $wiadczyta
o rozpoczeciu transferu. Po zakoniczeniu transferu dyspenser automatycznie obliczyt
koncentracje. Po obliczeniu koncentracji wprowadzono do programu sterujgcego
dyspenserem parametry rozcienczania radiofarmaceutyku. Parametry rozcienczenia
dostosowane zostaty do wydajnosci syntezy, czasu rozpadu radiofarmaceutyku oraz czasu
potrzebnego na kontrole jakosci, niezbedng do zwolnienia produktu do uzytku dla pacjenta.

Po rozcienczeniu nastgpito uruchomienie rozdozowania rozcienczonego
radiofarmaceutyku do fiolek lub strzykawek. Przy pomocy chwytaka ustawiono odpowiednig
fiolke lub strzykawke w kieszonce robota. Robot automatycznie $ciggnat kapsel i korek lub
pobrat strzykawke z korkiem i wkuwat w nig igly. Po tej czynnosci nastgpito napetnienie
rozcienczonym radiofarmaceutykiem, przez drugi filtr sterylizujgcy 0,22um wg danych
z wczesniej utworzonej listy. Po zakonczeniu napetniania robot kolejno, zakorkowat,
zakapslowat fiolki. Nastepnie przy uzyciu chwytaka operator przenidst fiolke lub strzykawke
do kalibratora dawki, gdzie nastepowat pomiar aktywnosci i sprawdzenie czy aktywnosc
zgadza sie z wyliczong aktywnoscig przez program sterujacy. Nastepnie fiolka zostata
przeniesiona na tacke i nastgpito jej wydanie do kontenera ofowianego. Po zakonczeniu

procesu rozlewu serii wykonany zostat test BPT drugiego filtra sterylizujgcego 0,22 um.
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4.7.3. Dyspenser Althea

W programie obstugujacym dyspenser Althea nie byto mozliwosci utworzenia listy

przeznaczenia danej strzykawki. W przypadku tego dyspensera informacje o przeznaczeniu

wprowadzono recznie przy kazdej strzykawce (strzykawki poboczne: 1-6).

Aktywnosci w strzykawkach dla poszczegdlnych znacznikéw byty wartosciami

najwyzszych aktywnosci, potrzebnych do wykonania badania osoby o masie 70 kg wg. wykazu

wzorcowych procedur radiologicznych z zakresu medycyny nuklearne;.

Przeznaczenie strzykawek do rozlewu dla:

N oo u k~ w NP

N oo o kr w N oR

[*8F]FDG

Zlewki - celem byto wypetnienie linii wybranym radiofarmaceutykiem —490 MBq w 5 mL
Kontrola jakosci - badania fizykochemiczne — 490 MBq w 5 mL

Kontrola jakosci badanie LAL (endotoksyny bakteryjne) — 490 MBq w 5 mL

Kontrola jakosci - badanie B—490 MBq w 5 mL

Badania mikrobiologiczne — jatowos¢ — 490 MBg w 5 mL

Archiwum —490 MBq w 5 mL

Pozostate strzykawki przeznaczone zostaty na potrzeby obliczenia ilosci pozostatej do
wykorzystania dla pacjentéw.

[*8F]F-DOPA
Zlewki - celem byto wypetnienie linii wybranym radiofarmaceutykiem — 280 MBq w 5 mL
Kontrola jakosci - badania fizykochemiczne — 280 MBq w 5 mL

Kontrola jakos$ci badanie LAL (endotoksyny bakteryjne) — 280 MBg w 5 mL

Kontrola jakosci - badanie B—280 MBq w 5 mL

Badania mikrobiologiczne — jatowos¢ — 280 MBg w 5 mL
Archiwum — 280 MBq w 5 mL

Pozostate strzykawki przeznaczone zostaty na potrzeby obliczenia ilosci pozostatej do

wykorzystania dla pacjentéw.
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e ([*'C]-metyl)Cholina

Zlewki - celem byto wypetnienie linii wybranym radiofarmaceutykiem — 350 MBq w 5 mL
Kontrola jakosci - badania fizykochemiczne — 350 MBq w 5 mL

Kontrola jakosci badanie LAL (endotoksyny bakteryjne) — 350 MBg w 5 mL

Kontrola jakosci - badanie B—350 MBq w 5 mL

Badania mikrobiologiczne — jatowo$é — 350 MBq w 5 mL

Archiwum — 350 MBg w 5 mL

N o s~ w N oe

Pozostate strzykawki przeznaczone zostaty na potrzeby obliczenia ilosci pozostatej do
wykorzystania dla pacjentow.

e [1-'1C] Octan Sodu

Zlewki - celem byto wypetnienie linii wybranym radiofarmaceutykiem — 1190 MBgq w 5 mL
Kontrola jakosci - badania fizykochemiczne — 1190 MBg w 5 mL

Kontrola jakosci badanie LAL (endotoksyny bakteryjne) — 1190 MBq w 5 mL

Kontrola jakosci - badanie B— 1190 MBg w 5 mL

Badania mikrobiologiczne — jatowo$é — 1190 MBg w 5 mL

Archiwum — 1190 MBg w 5 mL

N o s~ w N

Pozostate strzykawki przeznaczone zostaty na potrzeby obliczenia ilosci pozostatej do
wykorzystania dla pacjentow.

Wyprodukowany radiofarmaceutyk, w wybranym module syntezy, zostat przestany przez filtr

sterylizujgcy 0,22um do fiolki zbiorczej o pojemnosci 30 mL — bulk. Po zakofczeniu transferu fiolka
wraz z radiofarmaceutykiem zostata zwazona na wadze. Otrzymany wynik pomniejszono o wage
pustej fiolki. Fiolka zostata wprowadzana automatycznie do kalibratora dawki. Po pomiarze
aktywnosci recznie wprowadzono odpowiednia ilos¢ NaCl 0.9% w celu uzyskania okreslonej
koncentracji radiofarmaceutyku. Nastepnie wprowadzono wyliczong mase radiofarmaceutyku do
programu sterujgcego Althea, w celu obliczenia jego koncentracji.
Do programu Althea wprowadzono oczekiwang aktywnos$é oraz ilos¢ soli jakg ta aktywnos¢ ma
zostaé rozcienczona. Robot automatycznie pobrat strzykawke z korkiem i wkut w nig igly. Po tej
czynnos$ci nastgpito napetnienie stezonym radiofarmaceutykiem oraz rozciefczenie solg
w strzykawce i jednoczesnie nasgpit pomiar w kalibratorze dawki. Sprawdzono réwniez czy
otrzymana aktywno$¢ zgadza sie z tg wyliczong przez program sterujgcy.

Po zakonczeniu procesu rozlewu serii wykonany zostat test integralnosci drugiego filtra
sterylizujgcego 0,22 um bubble point test (BPT) w dyspenserze Theodorico, z uwagi na brak tej

funkcji w dyspenserze Althea.
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4.8. Metody uzyte do przeprowadzenia kontroli jakosci

wybranych radiofarmaceutykow

Wszystkie uzyte w pracy metody kontroli jakosci byty oparte o wytyczne Farmakopei
Polskiej wydanie XII [83] oraz Farmakopei Europejskiej wydanie X [84] monografia:

a. Fludeoxyglucosi (8F) Solutio Inirctabilis 01/2014:1325,

b. Fluorodopae (*¥F) ab nucleophila substitutione solutio iniectabilis 04/2019: 2481,

c. Cholini ([**C]methyl) Solutio Iniectabilis 04/2018:2462,

d. Natrii Acetatis ([1-1'C]) Solutio Iniectabilis 01/2008:1920.

Ocena pozostatosci rozpuszczalnikdéw zostata wykonana zgodnie z metodyka opisang
w rozdziale 5.4 ,Pozostatosci rozpuszczalnikdw”. Endotoksyny bakteryjne zgodnie
z rozdziatem 2.6.1.4. , Endotoksyny bakteryjne”. Natomiast Jatowos¢ zgodnie z rozdziatem

Radiopharmaceutica 07/2016:0125.

4.8.1. [**F]FDG

4.8.1.1. Wyglad

Zanieczyszczenia czgstkami innymi niz pecherzyki powietrza, okresla sie jako mimowolne
nierozpuszczalne substancje, zdolne do przemieszczania sie w preparatach ptynnych.

W celu wykluczenia zanieczyszczen czgstkami preparat delikatnie zawirowano, tak aby nie
wprowadzi¢ pecherzykow powietrza i obserwowano na tle biatego ekranu, a nastepnie na tle
czarnego ekranu.

Wartosci graniczne: przezroczysty roztwor bez widocznych gotym okiem czastek statych,

bezbarwny lub jasnozoéfty.
4.8.1.2. Okres pottrwania

Okreslenie przyblizonego okresu péttrwania izotopu fluoru [*8F] w trybie bezposrednim
(ang. stand-alone), z uzyciem komory jonizacyjnej i miernika aktywnos$ci CURIEMENTOR 4.

Podczas pomiaru przyblizonego okresu pottrwania wykonano co najmniej trzy pomiary
w okresie nie krotszym niz % spodziewanego okresu péttrwania — w czasie t=0.0 min., t=15
min. oraz t=30 min. Nastepnie skorzystano z zaleznosci pomiedzy statg rozpadu, a okresem
poéttrwania (A=In2/T1/2) i obliczono czas T1/».

Wartosci graniczne: warto$¢ pomiaru powinna miescic sie w zakresie od 105 do 115 min.
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4.8.1.3. Czystosc radiochemiczna i chemiczna — metoda HPLC

Czysto$¢ radiochemiczna i chemiczna roztworu ['8F]FDG zostata zbadana metodg HPLC
(urzadzenie wielomodutowe firmy SHIMADZU) przy zastosowaniu szeregowo potgczonych
detektorow - radiometrycznego (krysztat scyntylacyjny Nal 3x3 cala) firmy Raytest
i elektrochemicznego Decade Il (ztota elektroda, firmy Antec). Do analizy uzyto kolumny do
chromatografii jonowymiennej, dedykowanej do rozdziatu weglowodanéw — Dionex CarobPac
(250%4; 10 um) z przedkolumng zatrzymujgcg aminokwasy — Dionex (50x4). Obie kolumny
znajdowaly sie w termostatowanym piecu, w ktorym utrzymano statg temperature
temperatura 25°C. Fazg ruchomg byt wodny roztwér NaOH, o stezeniu 0,1 M, przygotowany
z 50% roztworu NaOH (SIGMA) oraz wody HPLC (POCH), odgazowany helem zaréwno podczas
kondycjonowania kolumny jak i analizy. Objetos¢ nastrzyku wynosita 10 uL. Po zakonczeniu
analizy otrzymane z obu detektoréw chromatogramy zostaty integrowane przy uzyciu
oprogramowanie  LabSolution. Na chromatogramie otrzymanym z detektora
radiometrycznego oceniono czysto$¢ radiochemiczng w postaci procentowej zawartosci
fluoru-18 w postaci 2-[*®F]fluoro-2-deoksy-D-glukozy i 2-['®F]fluoro-2-deoksy-D-mannozy.
Na chromatogramie otrzymanym z detektora elektrochemicznego oceniono czystosc
chemiczng zawartosci 2-choloro-2-deoksy-D-glukozy (CIDG).

Wartosci graniczne: czystosci radiochemicznej badanej metodg HPLC

a. fluor-18 w postaci 2-[*F]fluoro-2-deoksy-D-glukozy i 2-['®F]fluoro-2-deoksy-D-
mannozy nie mniej niz 95% catkowitej radioaktywnosci fluoru -18.

b. zawartos$¢ 2-choloro-2-deoksy-D-glukozy (CIDG) w ilosci < 0,5 mg / V; gdzie V= 5mL,
czyli<0,1 mg/mL.

4.8.1.4. Endotoksyny bakteryjne

a. Metodal

Do badania endotoksyn bakteryjnych (test LAL) uzyto: spektrometru ELx 808 firmy LONZA.
Przygotowano szereg rozcienczen endotoksyny w wodzie apirogennej do krzywej kalibracyjne;j
(50, 0,5, 0,05, 0,005 EU/mL) ze standardu zawierajgcego 50 EU/mL. Przygotowane roztwory
naniesiono w ilosci 100 pL na ptytke wielodotkowg LAL. Dotki Al
i A2 to woda LAL (préba zerowa), dotki od B do F w pozycjach 1 i 2 — krzywa kalibracyjna,

pozostate dotki to préba badana. Przygotowano prébke badang ['8F]FDG, ktérg rozciericzono
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w nastepujgcy sposdb: 740 uL wody i 10 uL prébki (75x). Kazdg prébe badang naniesiono po

100 pL w 4 powtdrzeniach. Odczyt nastapit po okoto 60 minutach.
b. Metodall

Do badania endotoksyn bakteryjnych (test LAL) uzyto spektrofotometru Nexgen-PTS firmy
Charles River i gotowych ptytek do badania endotoksyn firmy Charles River PTS20005F 0,005
EU/mL FDA. Przygotowano rozciericzong probke FDG uzywajac 740 ulL wody apirogennej
i 10 uL probki (75x). Do 4 dotkdw ptytki, naniesiono po 25 uL rozciericzonej prébki FDG. Krzywa
wzorcowa zostata wbudowana w ptytke. Odczyt nastgpit po 45 minutach. Nastepnie raport
wygeneruje sie automatycznie w oparciu o krzywa kalibracyjng. Wynik zostat przemnozony
przez rozcieficzenie w oprogramowaniu.

Wartosci graniczne metoda | i Il: zawartosci endotoksyn bakteryjnych w ilosci < 175 EU/V
EU/mL; gdzie V=5 mL, czyli < 35EU/mL.

Preparat moze zostaé zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.
4.8.1.5. GC pozostatosci rozpuszczalnikow

Do badania zawartosci rozpuszczalnikdw rezydualnych postuzyt chromatograf gazowy GC
firmy Agilent z uzyciem detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (FID) i kolumny Zebron

ZB-WAXplus 30m L x 0.53mm x 1.00 um. Gazem nosnym byt hel 6.0.

Wartosci graniczne dla badanych rozpuszczalnikédw badanych metoda GC:
a. etanol w ilosci < 50 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli <10 mg/mL

b. acetonitryl w ilosci < 4.1 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli < 0.82 mg/mL

c. metanol w ilosci < 30 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli <6 mg/mL

Preparat moze zostaé zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.

4.8.1.6. Czystosc radiochemiczna — metoda TLC
Ocena czystosci radiochemicznej roztworu [*®F]FDG zostata przeprowadzona w oparciu
o metode chromatografii cienkowarstwowej TLC. Jako faze ruchoma uzyto roztworu
acetonitryl/woda (Acetonitrile for HPLC; SIGMA, woda do HPLC; POCH) sporzadzonego
w proporcji 95/5, jako faze nieruchoma ptytek TLC Silica gel F2s4. Na podstawie wynikéw analiz
mozliwe byto okreslenie zawartosci procentowej fluoru-18 w postaci 2-[*8F]fluoro-2-deoksy-

D-glukozy i 2-[*¥F]fluoro-2-deoksy-D-mannozy oraz zanieczyszczeri radiochemicznych:
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fluoru-18 w postaci fluorku oraz czesciowo lub catkowicie acetylowanych pochodnych 2-
[*8F]fluoro-2-deoksy-D-glukozy i 2-[*¥F]fluoro-2-deoksy-D-mannozy.

Wartosci graniczne czystosci radiochemicznej badanej metoda TLC:

a. fluor-18 w postaci 2-[*®F]fluoro-2-deoksy-D-glukozy i 2-[*8F]fluoro-2-deoksy-D-
mannozy nie mniej niz 95% catkowitej radioaktywnosci fluoru -18.

b. fluor-18 w postaci fluorku oraz czesciowo lub catkowicie acetylowanych pochodnych
2-[*8F]fluoro-2-deoksy-D-glukozy i 2-[*®F]fluoro-2-deoksy-D-mannozy nie wiecej niz 5%

catkowitej radioaktywnosci fluoru -18.

4.8.1.7. Wartosc pH

Warto$¢ pH roztworu byta badana metoda potencjometryczng z zastosowaniem
mikroelektrody firmy SI Analytics i pH-metru Mi 150 oraz pHmetru InoLab pH 7110 BNC firmy
Martini, poprzez zanurzenie elektrody bezposrednio w roztworze badanego
radiofarmaceutyku. Przed rozpoczeciem pracy pH-metr zostat skalibrowany na dwa roztwory
buforowe o pH 4.1 i 7.1 firmy Millwaukee. Dokonano odczytu pH po ustabilizowaniu sie
wartosci na wyswietlaczu urzadzenia.

Wartosci graniczne: pH w zakresie 4.5 do 8.5

4.8.1.8. Tozsamosc radionuklidowa

Spektrometrie  promieniowania gamma zbadano przy uzyciu analizatora
wielokanatowego MUCHA firmy Elysia-Raytest z uzyciem detektora Nal. Krople rozcienczonej,
do zakresu oznaczalnosci przez detektor, probki FDG naniesiono na bibute Whatman. Po
wprowadzeniu je do komory detektora przeprowadzano oznaczenie, ktore trwato 5 minut.
Wynik analizy zostat oparty o wczesniejszg kwalifikacje urzadzenia z uzyciem wzorcowego

zrodta kalibracyjnego 37Cs.

Wartosci graniczne: gtdwne fotony gamma posiadajg energie 0,511 MeV. W zaleznosci od

geometrii pomiaru, moze zosta¢ zaobserwowany pik sumy wynoszacy 1,022 MeV.
4.8.1.9. Czystosc radionuklidowa badanie A

Spektrometrie promieniowania gamma zbadano przy uzyciu analizatora
wielokanatowego MUCHA firmy Elysia-Raytest. FDG rozcienczono w fiolce do zakresu detekc;ji

urzadzenia. Po wprowadzeniu je do komory detektora przeprowadzono oznaczenie, ktore
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trwato 5 minut. Wynik analizy zostat oparty o wczesniejszg kwalifikacje urzadzenia

z uzyciem wzorcowego zrodta wieloizotopowego.

Badanie A: pomiar wykonano w trakcie innych analiz kontroli jakosci tego samego dnia.
Wartosci graniczne: piki w widmie gamma, odpowiadajace fotonom o energii innej niz

0,511 MeV lub 1,022MeV, stanowity nie wiecej niz 0,1% catkowitej radioaktywnosci.

4.8.1.10. Zawartosc¢ kryptofix zanieczyszczenie B — badanie plam

Badanie zawartosci kryptofixu (zanieczyszczenie B) wykonano w oparciu o metode
poréwnawczg plam. Z duzej ptytki DC - fertigfolien POLYGRAM SIL G/UV 254 wycieto pasek
o rozmiarach 5 cm dt. na 2 cm szer. Do rynienki wlano odczynnik jodoplatynowy. Zanurzono
wyciete paski, tak aby pokryly sie doktadnie odczynnikiem. Pozostawiono
w ciemnos$ci do wyschniecia. Roztwér porédwnawczy Kryptofixu przygotowano zgodnie
z Farmakopeg Polsky. Rozpuszczono 11,0 mg aminopolieteru w wodzie i uzupetniono
rozpuszczalnikiem do 5,0 mL. Uzupetniono 1 mL roztworu wodg do objetosci V, gdzie V jest
najwiekszg zalecang dawka w mililitrach (V= 5mL). Koicowe stezenie Kryptofixu wyniosto
44 mg/mL. Na przygotowang ptytke naniesiono 2,5 uL roztworu poréwnawczego — wody,
uzytej do rozcienczenia (plama 1), obok nanoszono 2,5 pL roztworu poréwnawczego
Kryptofixu (plama 2), a nastepnie obok 2,5 uL roztworu badanego i 2,5 uL roztworu
poréwnawczego Kryptofixu na to samo miejsce (plama 3). Poréwnano wizualnie plamy

w czasie 1 min po naniesieniu.

Wartosci graniczne: sSrodkowa czes$¢ plamy roztworu badanego jest mniej intensywna

niz plama roztworu poréwnawczego (< 2.2 mg/V, gdzie V=5mL, czyli < 0.44 mg/mL)
4.8.1.11. Czystosc¢ radionuklidowa badanie B

Spektrometrie promieniowania gamma zbadano przy uzyciu analizatora wielokanatowego
MUCHA firmy Elysia-Raytest. W celu wykrycia zanieczyszczen radionuklidowych prébka
zostata pozostawiona na okres co najmniej 24h, w celu rozpadu fluoru-18 do poziomu
umozliwiajgcego wykrycie zanieczyszczen. Fiolke przeznaczong na to badanie wprowadzono
do komory detektora. Analiza trwata 30 minut. Wynik analizy zostat oparty o wczes$niejsza
kwalifikacje urzadzenia z uzyciem wzorcowego zrodta wieloizotopowego.

Wartosci graniczne: catkowita radioaktywnos¢ fluoru -18 nie mniej niz 99.9%.

Preparat moze zostaé zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.
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4.8.1.12. Badanie jatowosci

Do badania jatowosci uzyto pozywek komercyjnych: bulionu trytozowo-sojowewgo
(TSB) o objetosci 100 mL, oraz bulionu tioglikolanowego z resazuryng (THIO) o objetosci
100 mL. Do buliondw wprowadzono przy uzyciu pipety automatycznej 1 — 1,5mL
radiofarmaceutyku. Pozywki z wprowadzonymi prébkami oraz probkami kontrolnymi
przeniesiono do cieplarek. Butelkiz TSB z prébka oraz préba kontrolng inkubowano do 14 dni
w temperaturze 20-25°C. Butelki z THIO z prébka oraz probga kontrolng inkubowano do 14 dni
w temperaturze 30-35°C. Wizualnie oceniono posiane probki w 3, 5, 7 i 14 dobie inkubacji.
Badania jatowosci zostaty wykonane w Zakfadzie Mikrobiologii Centrum Onkologii

w Bydgoszczy.
Wartosci graniczne: brak zmetnienia w prébce — produkt jatowy.
Preparat moze zosta¢ zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.

4.8.2. ['F]F-DOPA
4.8.2.1. Woyglad (patrz pkt 4.8.1.1.)
Wartosci graniczne: przezroczysty, bezbarwny roztwor bez widocznych gotym okiem

czastek statych.
4.8.2.2.  Okres péttrwania (patrz pkt 4.8.1.2.)
Wartosci graniczne: warto$¢ pomiaru powinna miescic sie w zakresie od 105 do 115 min.

4.8.2.3. Czystosc radiochemiczna i chemiczna — metoda HPLC

Czystos¢ radiochemiczng i chemiczng zbadano przy pomocy chromatografu cieczowego
HPLC 1200 firmy Agilent pofaczonego szeregowo z detektorem DAD i detektorem
radiometrycznym (krysztat scyntylacyjny Nal 3x3 cala) firmy Raytest. Do analizy uzyto kolumny
analitycznej Synergi 4u Hydro-RP, 250x4.5 mm; Phenomenex. Kolumna znajdowata sie
w termostatowanym piecu, w ktérym utrzymano statg temperatura 25°C. Faza ruchoma byt
wodny roztwér kwasu octowego (0,1%): metanol 97:3 (v/v), odgazowywany helem zaréwno
podczas kondycjonowania kolumny jak i analizy. Objeto$¢ nastrzyku wynosita 10 pL.
Po zakonczeniu analizy otrzymane z obu detektorow chromatogramy zostaty zintegrowane
przy uzyciu oprogramowanie LabSolution. Na chromatogramie otrzymanym z detektora

radiometrycznego oceniono czysto$¢ radiochemiczng, w postaci procentowej zawartosci
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fluoru-18 w postaci of 6-[*®F]F-DOPA. Na chromatogramie otrzymanym z detektora
elektrochemicznego oceniono czysto$é chemiczng zawartosc¢ 6-fluorolewodopa oraz innych
zanieczyszczen.
Wartosci graniczne czystosci radiochemicznej badanej metodg HPLC:
a. fluor-18 w postaci 6-['8F]F-DOPA nie mniej niz 95% catkowitej radioaktywnosci fluoru -
18.
b. zawartosc 6-fluorolewodopa w ilosci 0,1 mg/V, gdzie V=5 mL, czyli <£0.02 mg/mL

c. zawartos¢ innych zanieczyszczen 0,5mg/V gdzie V=5 mL, czyli <0.1 mg/mL

4.8.2.4. Czysto$¢ enancjomeryczna
Do badania czystosci enancjomerycznej uzyto HPLC 1200 firmy Agilent (jak w przypadku
badania czystosci radiochemicznej i chemicznej) z zastosowaniem kolumny CHIRAL Daicel
CROWNPAK CR(+) 5 u, 4.0 x 150 mm, przy temperaturze 15°C, elucja izokratyczna, przeptyw
0,2 mL/min, faza ruchoma: wodny roztwér 0,02 M kwas chlorowy (VII).
Wartosci graniczne:
a. L-6-['8F]F-DOPA nie mniej niz 96% catkowitej radioaktywnosci

b. D-6-['8F]F-DOPA nie wiecej niz 4% catkowitej radioaktywnosci

4.8.2.5. Endotoksyny bakteryjne (patrz punkt 4.8.1.4.)

Wartosci graniczne: zawartosci endotoksyn bakteryjnych wilosci < 175 EU/V EU/mL; gdzie

V=5 mL, czyli < 35EU/mL.
Preparat moze zostaé zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.
4.8.2.6. GC pozostatosci rozpuszczalnikéw (patrz punkt 4.8.1.5.)

Wartosci graniczne dla badanych rozpuszczalnikédw badanych metoda GC:
a. etanol w ilosci < 50 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli <10 mg/mL
b. acetonitryl w ilosci < 4.1 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli < 0.82 mg/mL
c. metanol w ilosci < 30 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli <6 mg/mL

Preparat moze zostaé zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.
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4.8.2.7. Czystosc radiochemiczna — metoda TLC

Ocena czystosci radiochemicznej roztworu 6-['8F]F-DOPA zostata przeprowadzona
w oparciu o metode chromatografii cienkowarstwowej TLC technika wstepujacga, z uzyciem
paskow (10x2cm) Silica Gel. Do oceny czystosci radiometrycznej uzyto detektora
promieniowania gamma firmy Raytest, z krysztatem scyntylacyjnym Nal 3”x3”. Jako fazy
ruchomej uzyto mieszaniny 0,4 M kwas siarkowy (VI) : 0,006M DTPA (1 mL : 10 uL).
Po naniesieniu probki 6-[*F]F-DOPA w miejscu startu na pasku TLC oraz wysuszeniu
naniesionej plamki, pasek umieszczano w zamknietej komorze szklanej do chromatografii,
w ktdrej nastepowato rozcigganie w roztworze fazy ruchomej. Rozpuszczalnik rozwijat sie
od miejsca startu do czofa na odlegtos¢ 8 cm. Po wyjeciu z komory, paski zostaty wysuszone
na powietrzu, a nastepnie umieszczane na przesuwajacym sie stole detektora
radiometrycznego, ktéry rejestrowat rozpad zidentyfikowanych izotopéw w czasie. Na
podstawie wynikdw analiz mozliwe byto okreslenie zawartosci procentowej fluoru-18
w postaci 6-[*8F]F-DOPA

Wartosci graniczne czystosci radiochemicznej badanej metodg TLC: fluor-18

w postaci 6-[*8F]F-DOPA nie mniej niz 95% catkowite]j radioaktywnosci fluoru -18.

4.8.2.8. Wartos¢ pH (patrz punkt 4.8.1.7.)

Wartosci graniczne: pH w zakresie 4.0 do 5.5.

4.8.2.9. Zawartos¢ TBA
Do badania pozostatosci TBA uzyto HPLC 1100 firmy Agilent z detektorem UV
z zastosowaniem kolumny NUCLEODURfi C18 Isis analytical column 100 x 4.6 mm 3um,
Macherey—Nagel, przeptyw 0,6 mL/min, faza ruchoma: kwas toluenosulfonowy (0.95 g/L):
acetonitrile 25:75 (v/v).
Wartosci graniczne pozostatosci TBA: zawartos¢é TBA w ilosci 2,6 mg/V, gdzie V=5 mL, czyli
<0.52 mg/mL.
4.8.2.10. Tozsamos¢ radionuklidowa (patrz punkt 4.8.1.8.)
Wartosci graniczne: gtéwne fotony gamma maja energie 0,511 MeV. W zaleznosci od

geometrii pomiaru, moze by¢ obserwowany pik sumy wynoszacy 1,022 MeV.
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4.8.2.11. Czystosc radionuklidowa badanie A (patrz punkt 4.8.1.9.)

Wartosci graniczne: piki w widmie gamma odpowiadajgce fotonom o energii innej niz

0,511 MeV lub 1,022MeV, stanowig nie wiecej niz 0,1% catkowitej radioaktywnosci.
4.8.2.12. Czystosc radionuklidowa badanie B (patrz punkt 4.8.1.11.)
Wartosci graniczne: catkowita radioaktywnos¢ fluoru -18 nie mniej niz 99.9%.

4.8.2.13. Badanie jatlowosci (patrz punkt 4.8.1.12.)

Wartosci graniczne: brak zmetnienia w prébce — produkt jatowy.

Preparat moze zosta¢ zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.

4.8.3. (['C]-metyl) Cholina
4.8.3.1. Woyglad (patrz punkt 4.8.1.1.)
Wartosci graniczne: przezroczysty, bezbarwny roztwor bez widocznych gotym okiem

czastek statych.
4.8.3.2. Okres pottrwania

Okreslenie przyblizonego okresu pottrwania izotopu fluoru [*1C] w trybie bezposrednim

(ang. stand-alone) z uzyciem komory jonizacyjnej i miernika aktywnos$ci CURIEMENTOR 4.

Podczas pomiaru przyblizonego okresu poéttrwania wykonano co najmniej 3 pomiary
w okresie nie krétszym niz % spodziewanego okresu péttrwania — w czasie t=0.0 min., t=5 min.
oraz t=10 mim. Nastepnie skorzystano z zaleznosci pomiedzy statg rozpadu, a okresem

poéttrwania (A=In2/T1/2) i obliczono czas T1/».
Wartosci graniczne: warto$¢ pomiaru powinna sie miesci¢ w zakresie od 19 do 21,8 min

4.8.3.3. Czystosc radiochemiczna i chemiczna — metoda HPLC
Czystosc¢ radiochemiczng zbadano przy pomocy chromatografu cieczcowego HPLC 1200
firmy Agilent z detektorem radiometrycznym (krysztat scyntylacyjny Nal 3x3 cala) firmy
Raytest. Do analizy uzyto kolumny analitycznej Agilent, ZORBAX 300-SCX, 4,6 x 55 mm, 5 um.
Kolumna znajdowata sie w termostatowanym piecu, w ktérym utrzymano statg temperatura
25°C. Faza ruchoma byta mieszanina octan amonu 0.04M : MeCN 4:1 (v/v), odgazowywana
helem zaréwno podczas kondycjonowania kolumny jak i analizy. Objetos¢ nastrzyku wynosita

10 pL. Po zakonczeniu analizy otrzymane chromatogramy zostaty zintegrowane przy uzyciu
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oprogramowania  LabSolution. Na chromatogramie otrzymanym z detektora
radiometrycznego oceniono czysto$¢ radiochemiczng, w postaci procentowej zawartosci

wegla-11 w postaci [metylo-1C]Choliny.

Wartosci graniczne czystosci radiochemicznej badanej metoda HPLC: wegiel-11

w postaci [metylo-1C]Cholina nie mniej niz 95% catkowitej radioaktywnosci wegla-1
4.8.3.4. Endotoksyny bakteryjne (patrz punkt 4.8.1.4.)

Wartosci graniczne: zawartosci endotoksyn bakteryjnych wilosci < 175 EU/V EU/mL; gdzie
V=5 mL, czyli < 35EU/mL.

Preparat moze zostaé zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.
4.8.3.5. GC pozostatosci rozpuszczalnikéw (patrz punkt 4.8.1.5.)

Wartosci graniczne dla badanych rozpuszczalnikdw badanych metoda GC:
a. etanol w ilosci < 50 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli <10 mg/mL
b. acetonitryl w ilosci < 4.1 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli < 0.82 mg/mL
c. metanol w ilosci < 30 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli <6 mg/mL
d. dimetyloaminoetanol DMAE w ilosci< 1.0 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli <0,2 mg/mL

Preparat moze zostaé zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania
4.8.3.6. Wartos¢ pH (patrz punkt 4.8.1.7)

Wartosci graniczne: pH w zakresie 4.0 do 8.5

4.8.3.7. Toizsamos¢ radionuklidowa (patrz punkt 4.8.1.8)

Wartosci graniczne: gtéwne fotony gamma maja energie 0,511 MeV. W zaleznosci od

geometrii pomiaru, moze by¢ obserwowany pik sumy wynoszacy 1,022 MeV.
4.8.3.8. Czystosc radionuklidowa badanie A (patrz punkt 4.8.1.9)

Wartosci graniczne: piki w widmie gamma odpowiadajgce fotonom o energii innej niz

0,511 MeV lub 1,022MeV, stanowig nie wiecej niz 0,1% catkowitej radioaktywnosci
4.8.3.9. Czystosc radionuklidowa badanie B (patrz punkt 4.8.1.11.)
Wartosci graniczne: catkowita radioaktywnosc fluoru -18 nie mniej niz 99.9%.

Preparat moze zostaé zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania
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4.8.3.10. Badanie jatowosci (patrz punkt 4.8.1.12.)
Wartosci graniczne: brak zmetnienia w prébce — produkt jatowy.

Preparat moze zostaé zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.

4.8.4. [1-11C] Octan Sodu

4.8.4.1. Woyglad (patrz punkt 4.8.1.1.)
Wartosci graniczne: przezroczysty, bezbarwny roztwér bez widocznych gotym okiem

czastek statych.
4.8.4.2. Okres péttrwania (patrz punkt 4.8.3.2.)
Wartosci graniczne: warto$¢ pomiaru powinna sie miesci¢ w zakresie od 19 do 21,8 min

4.8.4.3. Czystosc radiochemiczna i chemiczna — metoda HPLC

Czystosc¢ radiochemiczng i chemiczng zbadano przy pomocy chromatografu cieczowego
HPLC 1200 firmy Agilent pofaczonego szeregowo z detektorem DAD i detektorem
radiometrycznym (krysztat scyntylacyjny Nal 3x3 cala) firmy Raytest. Do analizy uzyto kolumny
analitycznej BIO-RAD, Aminex Fast Acid, 100 x 7.8 mm Kolumna znajdowata sie w
termostatowanym piecu, w ktérym utrzymano statg temperature 25°C. Fazg ruchoma byt 10%
MeCN, odgazowywany helem zaréwno podczas kondycjonowania kolumny jak i analizy.
Objetos¢ nastrzyku wynosita 10 pL. Po zakoriczeniu analizy otrzymane z obu detektorow
chromatogramy byty integrowane przy uzyciu oprogramowania LabSolution.
Na chromatogramie otrzymanym =z detektora radiometrycznego oceniono czystosc
radiochemiczng, w postaci procentowej zawarto$ci wegla-11 w postaci [1-11C]Octan Sodu.
Na chromatogramie otrzymanym z detektora elektrochemicznego oceniono czystosc

chemiczng [1-11C]Octan Sodu oraz pozostatych zanieczyszczen.

Wartosci graniczne czystosci radiochemicznej badanej metodg HPLC:
a. wegiel-11 w postaci [1-11C]Octanu Sodu nie mniej niz 95% catkowitej
radioaktywnosci wegla-11

b. zawartos¢ octanu nie w ilosci 20 mg/V, gdzie V=5 mL, czyli <4.0 mg/mL
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4.8.4.4. Endotoksyny bakteryjne (patrz punkt 4.8.1.4.)

Wartosci graniczne: zawartosci endotoksyn bakteryjnych wilosci < 175 EU/V EU/mL; gdzie
V=5 mL, czyli < 35EU/mL.

Preparat moze zostaé zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.
4.8.4.5. GC pozostatosci rozpuszczalnikéw (patrz punkt 4.8.1.6.)

Wartosci graniczne dla badanych rozpuszczalnikéw badanych metoda GC:
a. etanol w ilosci < 50 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli <10 mg/mL

b. acetonitryl w ilosci < 4.1 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli < 0.82 mg/mL

c. metanol w ilosci < 30 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli <6 mg/mL

d. eter w ilosci < 50 mg/mL, gdzie V=5 mL, czyli <10 mg/mL

Preparat moze zostaé zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.
4.8.4.6. pH (patrz punkt 4.8.1.7.)

Wartosci graniczne: pH w zakresie 4.0 do 8.5.

4.8.4.7. Toizsamos¢ radionuklidowa (patrz punkt 4.8.1.8)

Wartosci graniczne: gtdwne fotony gamma maja energie 0,511 MeV. W zaleznosci od

geometrii pomiaru, moze by¢ obserwowany pik sumy wynoszacy 1,022 MeV.
4.8.4.8. Czystosc radionuklidowa badanie A (patrz punkt 4.8.1.9)

Wartosci graniczne: piki w widmie gamma odpowiadajgce fotonom o energii innej niz

0,511 MeV lub 1,022MeV stanowig nie wiecej niz 0,1% catkowitej radioaktywnosci.
4.8.4.9. Czystosc radionuklidowa badanie B (patrz punkt 4.8.1.11.)
Wartosci graniczne: catkowita radioaktywnos¢ fluoru -18 nie mniej niz 99.9%.
Preparat moze zosta¢ zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.

4.8.4.10. Badanie jatlowosci (patrz punkt 4.8.1.12.)
Wartosci graniczne: brak zmetnienia w prébce — produkt jatowy.

Preparat moze zosta¢ zwolniony do zastosowania przed zakoriczeniem badania.
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5. Wyniki i dyskusja

5.1. Automatyczna radiosynteza [*®F]FDG na module Explora

FDG4

Poszczegblne etapy syntezy i oczyszczania [¥F]JFDG miaty na celu produkcje
radiofarmaceutyku o najwyzszym stopniu czystosci, spetniajgcym wszystkie wymogi
jakosciowe wynikajace z zalecerr Farmakopei Polskiej (FP XIlI) [83] i Farmakopei Europejskiej
(Ph.Eur.X) [84]. Na ilo$¢ zanieczyszczen radiochemicznych, chemicznych i prawidtowy wynik
wskaznika pH wyprodukowanego radiofarmaceutyku, miata wptyw metoda syntezy
i oczyszczania, z wiasciwie zaprogramowang automatyczng procedurg, majaca znaczenie przy
ilosci dodawanych odczynnikdw, temperaturze i czasie trwania poszczegdlnych etapow.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze czas hydrolizy wynoszacy 8 min jest to minimalny
czas na jaki nalezy poddac zabezpieczone pochodne acetylo-['8F]FDG dziataniu kwasu solnego,
aby odtaczy¢ grupy zabezpieczajgce (acetylowe) w ilosSci pozwalajgcej przekroczyé prég
akceptacji dla czystosci radiochemicznej przy zachowaniu czystosci chemicznej
i wskaznika pH.

Analiza statystyczna wykazata, ze wszystkie wyniki uzyskane przy czasie hydrolizy
wynoszacej 8 minut mieszcza sie w wartosciach granicznych dla wszystkich metod
pomiarowych. Jednak w przypadku pomiaru wykonywanego przy pomocy TLC cze$¢ wynikdw
jest na granicy akceptacja/odrzucenie. Powyzsze wyniki sugeruja, ze zwolnienie produktu dla
pacjenta przy uzyskanym wyniku granicznym jest dopuszczalne, poniewaz miesci sie
w kryteriach akceptacji, jednak w sytuacji badania stabilnosci produktu, polegajgcym na
udowodnieniu, ze w catym swoim okresie trwatosci lek (12 godzin) pozostaje skuteczny
i bezpieczny dla pacjenta, wynik na granicy akceptacja/odrzucenie moze mie¢ wptyw na
pomysiny przebieg tego badania.

W doswiadczeniu udowodniono, ze zmiana pojedynczego parametru syntezy ma istotny
wptyw na wyniki kontroli jako$ci. Ocenianym parametrem byt czas hydrolizy, ktdrego
wydtuzenie znaczgco wptywato na polepszenie czystosci radiochemicznej, mierzonej metoda

TLC, koricowego produktu [8F]FDG (tabela 6), (rycina 22).
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Tabela 6. Wptyw czasu hydrolizy na czysto$¢ chemiczng, radiochemiczng i pH [*8F]FDG.

Czas hydrolizy [min]

8 10 12
Test Kontroli Jakosci Kryteria (n=21) (n=21) (n=21) p
(QC) akceptacji Mediana Mediana Mediana
IQR IQR IQR
Min-Max Min-Max Min-Max
96.05t
98.23t 99.657
95.69;
[*8F]FDG 97.71;98.63  99.06; 99.75
>95 96.34 <0.001
(TLC) [%] (97.11- (98.79;
(95.19-
100.00) 100.00)
97.75)
3.81t 1.80t 0.35t
Acetylo-[*®F]FDG
<5 3.51;4.19 1.26; 2.01 0.22;0.75 <0.001
(TLC) [%]
(2.34-4.78) (0.00-2.74) (0.00-1.12)
99.681 99.616 99.678
99.539; 99.529; 99.601;
[*8F]FDG
>95 99.755 99.704 99.784 0.374
(HPLC) [%]
(99.120- (99.263- (99.293-
100.00) 99.822) 99.874)
0.001
0.001
Zanieczyszczenie 0.001; 0.001
0.001; 0.001
CIDG <0,1 0.002 0.001;0.001 0.896
(0.001-
(HPLC) [mg/mL] (0.001- (0.000-0.005)
0.002)
0.002)
6.851, 5.95% 6.12%
[*8F]FDG
4.5-8.5 6.68; 7.11 5.75; 6.02 6.03;6.21 <0.001
pH roztworu
(6.40-7.96) (5.50-7.00) (5.92-6.65)

n: ilos¢ probek, Me: mediana, IQR: kwartyle,

p: wartos¢ p (uzyskana testem Kruskala-Wallisa)

t+ wynik wielokrotnych poréwnan srednich rang - p<0.05

73



101

+ p<0.001
| | |
100 ¢ : —— o
99 | . e
(=] .
o" 3
T 98¢
é S i o
O 97
A :
06 K ': +
95 | T
94 Q 110 llﬁ — Median
© - [JIOR
Hydrolysis tume [min] T Min-Max

Rycina 22. Wptyw czasu hydrolizy na czysto$¢ radiochemiczng ['®F]JFDG: mierzona ilo$¢

[8F]FDG przy uzyciu metody TLC.
Wydtuzenie czasu hydrolizy z 8 do 10 minut, a nastepnie do 12 minut przyczynito sie do

zmniejszenia ilosci czesSciowo lub catkowicie acetylowanych pochodnych w produkcie

koncowym (tabela 1), (rycina 23).
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Rycina 23. Wptyw czasu hydrolizy na czysto$¢ radiochemiczng ['®F]JFDG: mierzona ilo$¢

acetylo-[*¥F]FDG przy uzyciu metody TLC.
Wydtuzenie czasu hydrolizy do 14, 16, 18 i 20 minut nie miato znaczgcego wptywu na
wyniki kontroli jakosci w pordwnaniu z czasem 12 minut, jednak miato wyrazny wptyw na

utrate aktywnosci wynikajgca z potowicznego rozpadu izotopu fluoru [*8F] (tabela 7).

Tabela 7. Wptywa czasu hydrolizy na wyniki kontroli jakosci i procentowy spadek aktywnosci.

Acetvl Procentowy
Czas  [**FIFDG IIBF]F‘I')G [FIFDG  CIDG (HPLC) spadek
[min] (TLC) [%] (HPLC) [%] [%] P aktywnosci
(TLC) [%]
[%]
8 95,69 4,19 99,45 0,001 6,79 0
10 97,84 2,01 99,62 0,002 6,05 1,67
12 99,22 0,63 99,77 0,001 6,12 2,5
14 99,02 0,75 99,49 0,001 6,13 4,17
16 99,24 0,72 99,54 0,001 6,1 51
18 99,52 0,6 99,80 0,001 6,05 6,67
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20 99,79 0,16 99,67 0,001 6,15 8,34

Wydtuzenie czasu hydrolizy nie miato wptywu na czystos¢ radiochemiczng mierzong
przy uzyciu HPLC (tabela 1), (rycina 24). Rodwniez nie spowodowato to wzrostu zawartosci
2-choloro-2-deoksy-D-glukozy (czysto$é chemiczna), powstajgcej w wyniku zastgpienia anionu
BF-anionem Cl- podczas dziatania kwasu solnego na triflat mannozy (tabela 6),
(rycina 25).

100.1
100.0 +
99.9 1
99.8 s
99.7 t

p=0.374

*e
o

99.6 *
99.5
99.4 +
99:3:t A
09.2:¢
99.1:¢
99.0

FDG (HPLC) %

: ‘ ‘-, — Median
8 10 12 [JI0R

Hydrolysis time [min] T Min-Max
Rysunek 24. Wptyw czasu hydrolizy na czysto$¢ radiochemiczng [*¥F]FDG: mierzona ilo$¢

[*8F]FDG przy uzyciu metody HPLC.
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Rysunek 25. Wptyw czasu hydrolizy na czystos$é radiochemiczng [*8F]FDG: mierzonailo$é CIDG

przy uzyciu metody HPLC.

Wydtuzony czas hydrolizy miat wptyw na obnizenie wartosci pH, ktére spowodowane byto
wzrostem ilosci kwasu octowego powstajgcego po odtgczeniu grupy acetylowych od 1,3,4,6-
tetra-O-acetylo-2-['8F]fluoro-B-D-galaktopiranozy (tabela 6), (rycina 26). W badaniu
zauwazono zaleznos$¢ pomiedzy spadkiem ilosci acetylowanych pochodnych, a obnizeniem
wartosci wskaznika pH. Wartos¢ wskaznika pH choé niemiarodajna, moze dawac pierwszg
informacjg o tym, czy ilo$¢ zanieczyszczerh w postaci acetylo-[*8F]JFDG jest na wysokim lub

niskim poziomie.
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Rycina 26. Wptyw czasu hydrolizy na pH ['8F]FDG.

Poprawa czystosci radiochemicznej, przy zachowaniu wysokiej czystosci chemicznej
i wskaznika pH, przy zwiekszeniu czasu hydrolizy o 4 minuty od wartosci wyjsciowej
wynoszacej 8 minut byta bardzo znaczaca. Odnotowana strata aktywnosci wynikajaca
z potowicznego rozpadu izotopu fluoru ['8F] byfta niewielka. Przy zatozeniu, ze $rednia
aktywnos¢ otrzymywana z cyklotronu i przesytana do modutu syntezy wynosita 120 GBq,
to spadek aktywnosci po 4 minutach wynosi 3 GBq czyli 2,5% (tabela 7).

Dawka potrzebna do badania wg procedur wzorcowych dla medycyny nuklearnej wynosi
5 - 7 MBqg/kg. Oznacza to, ze dla pacjenta wazgcego 70 kg dawka podawanego
radiofarmaceutyku powinna mie¢ aktywnos¢ w przedziale 350 - 490 MBq, a przy zatozeniu,
ze wynik kontroli jakosci dla acetylowych pochodnych byt na granicy akceptacja/odrzucenie
pacjent mogtby otrzymaé okoto 17,5-24,5 MBq zanieczyszczen. Dawka o wartosci
diagnostycznej zostataby pomniejszona o aktywnos$¢ zanieczyszczen. Acetylowe
zanieczyszczenia sg hydrolizowane i metabolizowane w komdérkach nowotworowych do

2-fluoro-[*8F]-2-deoksy-D-glukozy, a nastepnie do 2-fluoro-[*®F]-2-deoksy-D-glukozo-6-
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fosforanu. Oznacza to, ze nie majg one negatywnego wptywu na zdrowie pacjenta, jednak
mogg mie¢ wptyw na wynik pozytywnie dodatni badania diagnostycznego. Mechanizm
transportu acetylowych pochodnych do komoérki jest GLUT niezalezny. Zwigzki te
charakteryzujg sie duzg lipofilnoscig i przenikajg btone komdrkowg na zasadzie dyfuzji.
Charakter tego transportu nie jest do konca poznany [86].

W wyniku prowadzonych prac wykonano synteze [8F]FDG przy uzyciu prekursora
triflatu mannozy z zastosowaniem hydrolizy kwasowej w czasie 45 minut przy wydajnosci

radiochemicznej RCY = 60-70% i czystosci radiochemicznej RCP > 99%.
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5.2. Automatyczna radiosynteza [18F]F-DOPA na module Raytest
SynChrom R&D

Pierwszym etapem syntezy byto odzyskanie izotopu fluoru ze ztoza kolumny
anionowymiennej QMA. Wcze$niejsze prace dotyczace nukleofilowej syntezy [*8F]F-DOPA
donoszg, ze zaréwno rodzaj jak i ilos¢ katalizatora przejscia fazowego (PTC) majg wptyw na
powstawanie produktéw ubocznych, co obniza wydajnosci reakcji [84,85]. Sugerujac sie tymi
wynikami jako PTC do syntezy wybrano TBAHCOs™ i wykonano serie elucji izotopu fluoru F
z kolumny QMA uzywajac réznych ilosci TBAHCOs™ Sprawdzano pozostatosci fluoru 8F na
kolumnie QMA po 12 h od elucji. Nastepnie wyliczano rzeczywistg ilo$¢ pozostatosci 8F

korzystajac ze wzoru na czas potowicznego rozpadu:

Po elucji przeprowadzono destylacje azeotropowa w temperaturze 80°C, przy strumieniu
gazu obojetnego 800 mbar. Opary rozpuszczalnikow zebrano do putapki prdézniowej
zanurzonej w ciektym azocie. Destylacja powtdrzona zostata dwukrotnie w celu catkowitego
odparowania wody, obnizajgcej reaktywnos¢ fluoru. Objetos¢ acetonitrylu dodawana przy
drugiej destylacji azeotropowej byta zawsze wyzsza o 50 pL niz suma objetosci TBAHCO3"
i MeCN, ktora znalazta sie w reaktorze po odzyskaniu izotopu fluoru. Dodanie wiekszej ilosci
rozpuszczalnika w drugiej destylacji umozliwito zabranie ze $cianek reaktora kompleksu

TBAF[*8F], pozostatego po pierwszej destylacji azeotropowej.

llos¢ dodanego TBAHCO3 i MeCN podczas elucji z kolumny miafa wptyw na aktywnosc
zbieranego fluoru 8F do naczynia reakcyjnego. Zauwazono, ze pozostatosci izotopu 8F, przy
ilosci 100 pL — 200 pL TBAHCOs', byty porownywalne. Dodanie TBAHCO3™ w ilosci 50 plL
powodowato, ze pozostatosci fluoru 8F wynosity $rednio 10700 MBq. Oprécz ilosci
odzyskanego fluoru ¥F wzieto pod uwage wptyw czasu pierwszej i drugiej destylacji
azeotropowej na spadek aktywnosci spowodowany czasem suszenia. Stwierdzono, ze im
wieksza ilos¢ dodanych odczynnikéw, tym dtuzszy czas odparowywania. Biorgc pod uwage
wyzej wymienione czynniki obliczono catkowity spadek aktywnosci, wynikajgcy z sumy
pozostatoéci fluoru ¥F na kolumnie oraz spadku aktywnosci spowodowanego czasem
destylacji azeotropowej, w stosunku do aktywnosci wyjsciowej 120 GBq. llos¢ TBAHCOs"
i MeCN, najkorzystniejsza z punktu procentowego spadku aktywnosci, na ktéry skfada sie
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pozostatos¢ izotopu na kolumnie jonowymiennej oraz dtugos¢ suszen azeotropowych

wyniosta 100 uL (tabela 8).

Tabela 8. Wptyw ilosci PTC oraz czasu destylacji azeotropowej na aktywnos$é

odzyskanego izotopu fluoru *8F.

Catkowity czas

Aktywnos¢ . .
.. .. Wyliczona suszenia po Procentowy
llos¢ llos¢ pozostata na i
. pozostata dwaéch spadek
TBAHCO3" MeCN kolumnie po 12 h .. . L.
3 . aktywnosé destylacjach aktywnosci
(pL) (pL) od zakonczenia
(MBq) azeotropowych (%)
syntezy (MBq) .
(min)
50 50 1.20 10700 8 13.4
100 100 0.45 4000 12 10.4
150 150 0.37 3300 16 12.1
200 200 0.25 2300 21 14.1

Warunki prowadzenia syntezy: EOB=120 GBq, 80°C, n =3

Kolejnym etapem byto dodanie prekursora rozpuszczonego w DMF do pierwszego
reaktora. Poréwnywano dwie komercyjnie dostepne ilosci prekursora 1336 firmy ABX: 10 mg

i 30 mg. Wyniki zestawiono ponizej (tabela 9).

Tabela 9. Wptyw ilosci prekursora na wydajnos¢ znakowania.

Czas znakowania

llos¢ prekursora (mg)  llos¢ rozpuszczalnika (pL) (min) Wydajnos¢ RCY (%)
min
10 500 10 70
30 1000 10 10

Warunki prowadzenia syntezy: TBAHCO3 , DMF, 110°C,n=3

W pierwszej kolejnosci radioznakowanie zostato przeprowadzone przy uzyciu 10 mg
prekursora w 500 puL DMF, dodajgc go do wysuszonego kompleksu TBAF[*8F]. Znakowanie
przebiegato w 110°C przez 10 min. Wydajnos$¢ radioznakowania podczas pierwszych syntez

wyniosta RCY = 40 - 50%. Jednak przy kolejnych syntezach zauwazono wahania wydajnosci

81



znakowania, ktére obnizyty sie nawet do RCY = 10%. Zaobserwowano, ze przy wysokich
wydajnosciach kolor mieszaniny reakcyjnej byt czerwony, a w przypadku niskich wydajnosci
byt koloru czarnego.

W celu ustalenia przyczyny wahan znakowania rozebrano reaktor. Okazato sie,
ze w naczyniu, do ktérego dodawano rozpuszczony prekursor oraz pod uszczelkg reaktora,
gromadzit sie ptyn pozostaty po procedurze czyszczenia. Dodatkowo procedura czyszczenia nie
zawsze oczyscita reaktor, igte reaktorowg i mieszadto magnetyczne z pozostatosci zwigzkow

po radioznakowaniu (rycina 27,28).

Rycina 27. Nieoczyszczony reaktor po procedurze automatycznego czyszczenia

(zdjecie wtasne).

Rycina 28. Nieoczyszczone mieszadto magnetyczne po procedurze automatycznego

czyszczenia (zdjecie wtasne).
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W pierwszej kolejnosci rozbudowano procedure czyszczenia i suszenia modutu
syntezy, jednak bardziej praktycznym rozwigzaniem okazato sie zastgpienie naczynia na
prekursor i MeCN jednorazowa strzykawka oraz dodanie recznego czyszczenia reaktora,
mieszadta magnetycznego oraz igly i gumy reaktorowej (rycina 29). W takich warunkach
przeprowadzono znakowanie, ktére byto stabilne i powtarzalne z wydajnoscig RCY = 68%

(tabela 10).

Tabela 10. Wptyw uzycia strzykawki jednorazowej na wydajnos¢ znakowania.

Fiolka Strzykawka
50 65
20 70
Wydajnos¢
10 67
znakowania RCY (%)
40 72
15 65

Warunki prowadzenia syntezy: TBAHCO3", DMF, 10 mg prekursora, 110°C, n =5
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Rycina 29. Modyfikacje modutu syntezy Raytest SynChrom R&D (zdjecie wtasne)
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Po nukleofilowej reakcji wymiany izotopowej konieczne byfo usuniecie polarnego
rozpuszczalnika i nieprzereagowanych reagentéw. W tym celu dodano rézne ilosci i proporcje
rozpuszczalnikdbw do reaktora i wprowadzono mieszanine reaktorowg na kolumne
oczyszczajgcy SPE C18ec.

Podczas pierwszych prob oczyszczania uzyto 4 mL H;0, jednak spowodowato to
wytracenie sie zwigzkédw organicznych prowadzace do niedroznosci kapilar transferowych
i samej kolumny oczyszczajacej. llos¢ 4 mL wynikata z pojemnosci pierwszego reaktora.
Wprowadzono modyfikacje i dodano fiolke przelewowg-overflow vial z 16 mL wody, aby mdc
rozcienczy¢ mieszanine reaktorowa w wiekszej ilosci rozpuszczalnika (rycina 29). Jednak
i w tym przypadku kapilary transferowe zostaty zablokowane.

W kolejnych prébach oczyszczania uzyto mieszaniny dwdch rozpuszczalnikow
woda/MeCN w ilosci 4:1, pierw w 4 mL z pierwszego reaktora, a nastepnie przy dodatkowych
16 mL z fiolki przelewowej jak wyzej. W tym przypadku linie transferowe nie zostaty
zablokowane.

Nastepnie radioznakowanie zostato przeprowadzone przy uzyciu 30 mg prekursora
w jednorazowej strzykawce, przy zastosowaniu fiolki przelewowej oraz mieszaniny
rozpuszczalnikéw woda/MeCN w ilosci 4:1. Podczas wprowadzania mieszaniny reakcyjnej po
znakowaniu na kolumne oczyszczajacg SPE Cl8ec zauwazono zmniejszenie szybkosci
przeptywu mieszaniny reaktorowej na kolumne. Zaobserwowano tworzenie sie osadu. Osad
prawdopodobnie sktadat sie z nieprzereagowanego prekursora nierozpuszczalnego
w zastosowanej mieszaninie rozpuszczalnikow. Dorowadzito to do niskiej wydajnosci
radiochemicznej wynoszacej okoto RCY = 10 % (tabela 9).

Poréwnujgc otrzymane wyniki z wczesniejszymi pracami dotyczacymi syntezy
[8F]F-DOPA, udowodniono zaréwno w pracy Wagner jak i Pretze, ze zastosowanie mniejszej
ilosci prekursora wptywa korzystniej na wydajnos¢ syntezy [87,89]. Uzycie nizszych ilosci
prekursora wptywa korzystniej na izolacje produktu posredniego, obnizenie powstawania
produktéow ubocznych, aktywno$é specyficzng produktu koricowego oraz podstawienie 8F
uzywajgc kombinacji K222 w DMF zamiast TBAOH w DMSO [87,89].

W obu artykutach uznano, ze ilosci nie przekraczajace 10 mg prekursora, majg
najlepszy wptyw na przebieg syntezy: Wagner - 5.7 mg (prekursor ABX 1335), Pretze — 7 mg
(prekursor ABX 1336). Nalezy jednak wspomnie¢, ze po dtuzszym przechowywaniu prekursora

nastepuje jego rozktad, ktéry wptywa na obnizenie wydajnosci podstawiania.
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W tym przypadku uzycie wiekszych ilosci prekursora pozostawia ten etap na odpowiednim
poziomie wydajnosci [89].

W czasie prowadzenia doswiadczen z utleniaczem, zaobserwowano zaleznos¢ pomiedzy
odpowiednio dobranymi warunkami etapu utleniania, a wielkos$cig poszczegdlnych pikédw na
chromatogramie, po nastrzyknieciu surowego produktu na kolumne pétpreparatywna.
W przypadku za matej ilosci zastosowanego utleniacza (5mg, 6mg), w warunkach 20 min
w 60°C zauwazono pojawienie sie piku zwigzku pobocznego nastepujgcego po piku wtasciwym
[8F]F-DOPA (rycina 30). Natomiast w przypadku zbyt duzej ilosci utleniacza tj. 8mg, 9 mg,
10 mg w warunkach 20 min w 60°C, zauwazono pojawienie sie piku zwigzku pobocznego przed
pikiem witasciwym ['8F]F-DOPA (rycina 31). W przypadku poprawnego dobrania ilosci
utleniacza 7 mg w warunkach 20 min w 60°C, nie zaobserwowano pojawiania sie pikow
pobocznych (rycina 32). Alternatywnie przeprowadzono synteze z 7 mg mCPBA, przy uzyciu
ostrzejszych warunkdéw utleniania: 75°C, czas utleniania 8 min zgodnie z patentem [90],
zauwazono pojawienie sie piku pobocznego przed pikiem gtéwnym (rycina 33). Wysokos¢ piku
pobocznego przewyzszyta wysokosé piku gtownego. Dodatkowo pik gtéwny byt rozciggniety

w poréwnaniu do pikéw przy niskiej, wysokiej i prawidtowej ilosci uzytego utleniacza.

Jak mozna zaobserwowaé synteza [*®F]F-DOPA okazata sie bardzo wrazliwa na ilos¢
utleniacza oraz na warunki prowadzenia tego etapu. Aby osiggnac¢ dobre wyniki stezenie
MCPBA musi by¢ precyzyjnie dostosowane do warunkow reakcji. W tej pracy uzyto 7 mg
mMCPBA, a utlenianie prowadzono przez 20 min w 60°C. Zbadany proces utleniania poréwnano
do innych prac na temat syntezy [*®F]F-DOPA. We wszystkich przypadkach wybrano tagodne
warunki prowadzenia procesu utleniania. Dodatkowo mozna zauwazy¢, ze w pracach, gdzie
podana jest ilo$¢ prekursora i mCPBA, ilos¢ utleniacza jest o okoto 30% mniejsza w stosunku

do ilosci uzytego prekursora (tabela 11).

W czasie wykonywania doswiadczen zaobserwowano zmniejszajaca sie site oksydacyjna
MCPBA, przejawiajgca sie pojawieniem sie piku zwigzku pobocznego nastepujgcego po piku
wiasciwym ['8F]F-DOPA, jak w przypadku uzycia zbyt matej ilosci prekursora. Oznacza to,
ze ilo$¢ utleniacza stosowana w syntezie musi by¢ rutynowo dostosowywana, jesli korzystamy
z opakowania z duzg zawartoscia mCPBA. W przypadku checi zastosowania wyzej

wymienionego znacznika w rutynowej produkcji GMP, nalezatoby zakupic zestawy do syntezy
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[*8F]F-DOPA, w ktérych ilosci reagentdw sg precyzyjnie dobrane, opakowania sg jednorazowe

oraz posiadajg certyfikaty analizy oraz daty waznosci.

Tabela 11. Poréwnanie warunkdw utleniania przy uzyciu mCPBA.

llos¢
Czas Temperatura  llo$¢ mCPBA
Metoda . Rozpuszczalnik  prekursora
(min) (°c) (mg)
(mg)
Sauvage
20 60 - MeCN -
[88]
Martin
16 55 - MeCN -
[89]
Pretze
20 65 5 CHsCl 7
[85]
Huang 9.5/5.
65/55 20 MeCN 30
[90] 5
Ta praca 20 60 7 MeCN 10
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Rycina 30. Pik zwigzku pobocznego przy zastosowaniu za matej ilosci mCPBA.
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Rycina 31. Pik zwigzku pobocznego przy zastosowaniu za duzej ilosci mCPBA.
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Rycina 32. Prawidtowo dobrana ilos¢ mCPBA.
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Rycina 33. Etap utleniania prowadzony w podwyzszonej temperaturze.
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Kolejnym etapem radiosyntezy [*®F]F-DOPA, byta hydroliza usuwajgca grupy
zabezpieczajgce. W tym przypadku brak grupy imidazolowej, uzytej we wczesniejszych
syntezach z uzyciem prekursora (ABX 1335) kwas 1-imidazolidynokarboksylowy, 2-(1,1-
dimetyloetylo)-5-[[2-fluoro-5-formylo-4-(fenylometoksy)fenylolmetylo]-3-metylo-4-okso-,
1,1- ester dimetyloetylowy, pozwala na uzycie tagodniejszych warunkéw hydrolizy [87].
Porédwnujgc wszystkie metody syntezy F-DOPA, mozina stwierdzi¢, ze bazujg one na
zastosowaniu tagodniejszych warunkéw hydrolizy (tabela 12).Dodatkowo zostat dodany

etanol w ilosci 3% w stosunku do ilosci HCI.

Tabela 12. Poréwnanie warunkoéw hydrolizy przy uzyciu 30% HCI.

Czas Temperatura
Metoda
(min) (°c)
Sauvage
- 40
[91]
Martin
20 50
[92]
Pretze
20 65
[89]
Huang
20 50
[93]
Ta praca 20 60

Oczyszczanie surowego produktu kornicowego odbyto sie przy uzyciu metody HPLC, przez
wprowadzenie mieszaniny na kolumne potpreparatywng Hamilton PRP 10pum 250x10mm.
Uzytym eluentem byta woda, przeptyw 4 mL/min. Wychwyt oczyszczonego produktu
z kolumny potpreparatywnej nastepowat przez zmiane kierunku przeptywu eluatu
wydostajacego sie z kolumny do reaktora produktowego. Pik wtasciwy pojawit sie okoto 10

minuty (rycina 32). Wydajnosc catej syntezy wyniosta RCY = 8 - 10%.
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Alternatywnie testowano metode z uzyciem kolumn SPE. W tym przypadku
przepuszczenie mieszaniny reakcyjnej nastepowato przez potgczone kolumny C18/HRP.
Wydajnos¢ catkowita wzrosta do RCY = 13 - 15%. Po raz pierwszy metode oczyszczania przy
uzyciu kolumn SPE zaproponowat Martin [94]. Nastepnie Pretze zaproponowat modyfikacje
tej metody uzywajac zasady do zobojetnienia kwasu po hydrolizie [89]. W tej pracy uzyto
metody SPE Pretze jako metody alternatywnej dla oczyszczania na kolumnie
potpreparatywne;j.

Dzieki zastosowaniu metody kolumn SPE udato sie wyeliminowa¢ btad operatora
polegajacy na zbyt péZznym rozpoczeciu wychwytu piku wiasciwego, co mogtoby powodowaé
obnizenie wydajnosci syntezy lub na zbyt wczesnym wychwycie, co mogtoby wptyngé na
czystos¢ koncowa produktu. Zastosowanie oczyszczania SPE nie dato jednak mozliwosci
zaobserwowania i zareagowania na zmieniajgce sie warunki utleniania.

Pomyslnie przeprowadzono nukleofilowg metode syntezy [*8F]F-DOPA w czasie 120 minut
z zastosowaniem  prekursora  (2S-3-[5-formylo-4-(metoksymetoksy)-2-nitrofenylo]-2-
[(trifenylometylo)amino]propanian tert-butylu) (ABX 1336) na module Raytest SynChrom
R&D przy wydajnosci RCY = 10-15%, czystosci radiochemicznej RCY 2= 97%

i enancjomerycznej 2 96% .
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5.3. Automatyczna radiosynteza na module

([**C]-metyl) Choliny ModularLab - PharmTracer

Radiosynteza  [!!C]Choliny  przebiegata w  dwoéch — gtéwnych  etapach:

a. produkgji [1C] triflatu metylu [**C]CH3OTf w cze$ci ModularLab
b. produkg;ji ([**C]-metyl) Choliny z [*1C] triflatu metylu [**C]CH30Tf w czeéci PharmTracer.

W pierwszym etapie zaobserwowano, ze po kilku radiosyntezach ziarna Ascarite do
wychwytywania bromu i HBr tracity swoje wtasciwosci, co powodowato obnizenie wydajnosci
bromowania, a tym samym catej syntezy. W celu utrzymania warunkow syntezy i wydajnosci

tego etapu na statym poziomie, wymieniano ziarna przed kazdg radiosynteza.

Koricowym produktem tego etapu byt [11C] triflat metylu [*1C]CH3OTf wytwarzany na
kolumnie AgOTf w temperaturze 320°C. W pordédwnaniu do innych metod bazujacych na
wytworzeniu [C] jodku metylu [Y1C]CHsl, zapewnia on kilka korzysci [95-99]. [*C] triflat
metylu jest mniej lotny, a wiec tatwiej go wychwyci¢ w matych objetosciach rozpuszczalnika.
Zazwyczaj reakcje metylacji heteroatoméw z [MC] triflatem metylu przebiegajg z wieksza
wydajnoscig radiochemiczng, przy krotszym czasie reakcji i w nizszej temperaturze reakcji,
w pordéwnaniu z reakcjami prowadzonymi przy uzyciu [*1C] jodku metylu. Ponadto, potrzebne
sg mniejsze ilosci prekursora, co ma znaczenie dla tatwego oczyszczania produktu koncowego

i kosztu syntezy [100-103].

W kolejnym etapie dotyczacym produkcji (['C]-metyl) Choliny, jako prekursora
zastosowano dimetyloaminoetanol (DMAE), jak we wszystkich opisanych metodach
(tabela 13). Jednak w poréwnaniu do innych metod nie uzyto do rozciericzenia prekursora
innego rozpuszczalnika. W przypadku metody Szydto [98] zostat uzyty dimetyloformamid
(DMF), ktéry wg farmakopei jest rozpuszczalnikiem Il klasy, ktérego stosowanie nalezy
ograniczyé. Rezygnacja z dodania dodatkowego rozpuszczalnika nie miata wptywu na

wydajnos¢ syntezy, w porownaniu do tej metody Szydto miata tez wyzszg wydajnos¢ RCY.

Kolejng modyfikacjg, ktorg zastosowano, byto uzycie dwodch kolumn
anionowymiennych Sep-Pak Light Accell Plus CM. Zmodyfikowane zostaty dwie metody
i potgczone w jedng. Metoda Reischl, w ktorej petli uzyto jako materiatu wigzgcego prekursor

DMAE, a kolumny Sep-Pak Light Accell Plus CM jako materiatu oczyszczajgcego, majgcego za
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zadanie wychwyci¢ pozostatosci DMAE [86]. Metoda Shao, w ktérej kolumny Sep-Pak Light
Accell Plus CM uzyto jako materiatu wigzgcego prekursor DMAE, w tej metodzie zrezygnowano
z kolumny typu C18 jako kolumny oczyszczajgcej ze skutkiem pogorszenia wydajnosci
radiochemicznej, ale poprawie czystosci chemicznej przez obnizenie ilosci DMAE [95].
Potgczenie tych dwdch metod i uzycie dwdch kolumn Sep-Pak Light Accell Plus CM pierwszej
wigzgacej, a drugiej oczyszczajgcej DMAE, pozwolito na osiggniecie wydajnosci radiochemicznej
na poziomie RCY = 80% i czystosci chemicznej dla DMAE >2,5 pug/mL przy farmakopealnym
limicie dopuszczalnym wynoszgacym 200 pg/mL (tabela 21). Toksycznosé DMAE jest na niskim
poziomie, dlatego limit dopuszczalny wg farmakopei wynosi 1 mg/V, gdzie V jest najwiekszg
zalecang dawkg w mililitrach (V=5mL). Ograniczenie DMAE w preparacie koficowym jest
bardzo wazne, z uwagi na jego redukujgcy wptyw wychwytu ([*'C]-metyl)Choliny w guzie

[104-106].

Tabela 13. Poréwnanie metod syntezy ([*!C]-metyl)Choliny.

[**C]CHsOTf/ llosé RCY RCP
Metoda Prekursor Kolumna SPE
[**C]CHsl (uL) (%) (%)
Shao
[*1C]CHal DMAE/EtOH 40/20 CM 63,1 99,9
[95]
Reischl
[L1C]CH3l DMAE 60 CM + petla 80 99,9
[96]
Kuznetsova
[*1C]CHal DMAE/EtOH 30/50 CM +tC18 85 99,5
[97]
Szydto
[*1C]CHal DMAE/DMF 10/200 CM 20 >99,9
[98]
Szydto
[*1C]CHal DMAE/DMF 10/200 CM + HLB 20 >99,9
[99]
Ta metoda [*1C]CH3OTf DMAE 40 2xCM 80 >99,9

W wyniku prowadzonych prac wykonano synteze ([*!C]-metyl) Choliny przy uzyciu
prekursora DMAE z zastosowaniem dwdch kolumn Sep-Pak Light Accell Plus CM, w czasie

20 minut przy wydajnosci RCY = 80% i czystosci radiochemicznej RCP >99%.
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5.4. Automatyczna radiosynteza[1-!C] Octanu Sodu na

module Explora AC

Zauwazono znaczacy wptyw zadanej szybkosci przeptywu ['!C]CO, przez roztwor
metylobromku magnezu (CHz:MgBr) w eterze dietylowym w trakcie roztadowywania materiatu
tarczy oraz z czasie odparowywania rozpuszczalnikdw po dodaniu wody. W przypadku zbyt
silnego przeptywu nastepowato rozchlapanie roztworu po sciankach reaktora, co utrudniato
ugaszenie CHsMgBr oraz odparowanie rozpuszczalnikow w kolejnym etapie. Dodatkowo zbyt
szybki przeptyw obnizyt wydajno$é wigzania sie [!C]CO; z CH3MgBr. Zbyt wolny przeptyw
obnizyt wydajnos¢ reakcji przez zbyt dtugi czas potrzebny na roztadowanie materiafu tarczy
oraz spowodowat powolne wypchniecie oparéw rozpuszczalnikdw z reaktora w kolejnym
etapie (tabela 14).

Tabela 14. Wptyw przeptywu gazu na wydajnos$é reakgji.

Szybkos¢ przeptywu Wydajnos¢ RCY
(mL/min) (%)
10 50
20 65
30 50
40 50
50 40
60 30

Warunki prowadzenia syntezy: EOB= 50 GBq, CHz:MgB, n =3

W przypadku etapu przeptywu [11C]CO; przez roztwér metylobromku magnezu (CH3MgBr)
najkorzystniejszg szybkoscig przeptywu gazu byta szybkos¢ 20 mL/min. Jednak w etapie
odparowywania rozpuszczalnikdw okazato sie, ze potgczenie szybkosci przeptywu powolnego
z szybkoscig przeptywu szybkiego byto najbardziej korzystne. Ustawiono procedure w taki
sposdb, aby zawor iglicowy zmniejszat przeptyw gazu wymiatajgcego na poczatku procesu
odparowywania do 20 mL/min (co nazwane jest odparowywaniem pod wolnym strumieniem).
Podczas ostatnich etapéw odparowywania strumien gazu wymiatajgcego omijat zawoér

iglicowy i przeszedt bezposrednio przez ciecz w probdwce z szybkoscig przeptywu 50 mL/min
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(nazwane odparowywaniem pod szybkim strumieniem). Pozostatosci rozpuszczalnikéw
zostaty odprowadzane do naczynia na odpady ptynne, za$ nielotny anion octanowy
[*1C]CHsCO; pozostat w probdwece.

Poréwnujgc otrzymane wyniki z wcze$niejszymi pracami dotyczagcymi syntezy
[1-11C]Octanu Sodu widaé, ze zadany przeptyw na tym etapie roztadowywania materiatu tarczy
powinien by¢ jednostajny i fagodny, jednak poziom przeptywu gazu na etapie odparowywania
rozpuszczalnikdbw moze by¢ juz wyzszy, co wpltywa korzystnie na wydajnos$é syntezy
(tabela 15).

Tabela 15. Poréwnanie uzytej szybkosci przeptywu na wydajnosé radiochemiczna.

Szybkos¢
Szybkos¢ przeptywu przeptywu
Wydajnos¢
podczas roztadowywania podczas
Metoda RCY
materiatu tarczy odparowywania
(%)
(mL/min) rozpuszczalnikéw
(mL/min)
Moerlein
10 30 60-69
[107]
Soloviev
8 -15 - 65
[108]
Roeda
6 - 82
[109]
Kruijer
50 - 60-65
[110]
Ta praca 20 20/50 60-65

Waznym etapem byto ugaszenie nieprzereagowanego CHsMgBr przy uzyciu wody
(tabela 16). Przy objetosci dodanej wody 50 pL zaobserwowano nizsze wydajnosci reakcji. Byto
to spowodowane zbyt matg ilosci wody w stosunku do nieprzereagowanego CHszMgBr.
Dodatkowo zauwazono pojawienie sie piku zwigzku pobocznego (zanieczyszczenie A

rycina 34). Za duza ilos¢ wody 200-250 pL powodowata ugaszenie nieprzereagowanego
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CHsMgBr oraz wydtuzenie etapu odparowywania rozpuszczalnikéw, co w przypadku izotopu

wegla o czasie potowicznego rozpadu 20,5 min, ma bardzo istotny wptyw na wydajnosé reakcji.

Tabela 16. Wptyw ilosci dodanej wody na wydajnos¢ radiochemiczna.

llos¢ wody Wydajnos¢ RCY
(i) (%)
50 20
100 40
150 65
200 50
250 30

Warunki prowadzenia syntezy: EOB= 50 GBq, CHzsMgB, n =3

mV §
5000 [
4000 [
3000 [

2000

1 [6.665

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min]  [mV*s] [mv] %

B Bl oot PR | -nemenees |-neneee |
1 2.900 BV R 0.1482 5.62084e4 5662.89355 87.3669

2 3.789 BV R 0.2057 8123.37012 568.78723 12.6265
3 6.665 W 0.0357 4.27796 1.77067 6.649%¢-3

Totals : 6.43360e4 6233.45146

Rycina 34. Zanieczyszczenie powstajgce po podaniu matej objetosci wody.

Przy ilosciach dodanego kwasu 50 — 200 uL, zaobserwowano nizsze wydajnosci reakcji
(tabela 17). Spowodowaty to mate ilosci kwasu, ktére nie sg w stanie wymy¢ osadu, ktéry
powstat po odparowaniu rozpuszczalnikéw. llo$¢ kwasu powinna by¢ dobrana w taki sposéb,

aby przewyzsza¢ poziom osadu w reaktorze. Jednak za duza ilos¢ kwasu 300 — 350 L
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spowodowata wydtuzenie procesu destylacji do fiolki produktu posredniego, co jak
w przypadku za duzej ilosci wody, miato wptyw na czas reakcji, a tym samym na jego

wydajnosé.

Tabela 17. Wptyw ilosci dodanego kwasu na wydajnos¢ radiochemiczng.

llos¢ kwasu RCY
(i) (%)
50 10
100 20
150 35
200 55
250 65
300 40
350 30

Warunki prowadzenia syntezy: EOB= 50 GBq, CH3MgB,
woda 150 pL, n=3

W czasie przygotowywania metylobromku magnezu (CHsMgBr) w eterze dietylowym,
zaobserwowano zaleznos$¢ pomiedzy warunkami przygotowania, a wydajnoscig. Pierwsze na
co zwrdcono uwage to, przygotowanie roztworu, ktére musi odbywac sie w warunkach
o obnizonej wilgotnosci i w atmosferze gazu obojetnego. Do tego celu zastosowano komore
rekawicowg z mozliwoscig pracy w atmosferze argonu. W przypadku przygotowywania
roztworu w warunkach wilgotnosci powyzej 30% wydajnos¢ reakcji obnizyta sie o 40%.
Oznacza to, ze odczynnik Grignarda wychwytywat pozostatosci wody z powietrza obnizajac

swojg wydajnosc.

Istotne znaczenie miato rdwniez dodanie CH3;MgBr do eteru dietylowego. W momencie
dodania roztworu zbyt szybko lub wlewajgc go po $ciance/$cianie reaktora, nastgpito

wytrgcenie sie osadu, ktéry rowniez obnizat wydajnos¢ reakcji.

W pierwszych prébach radioznakowanie przeprowadzono z uzyciem mieszaniny eter
dietylowy/THF. Jednak w podiniejszych syntezach zrezygnowano z uzycia dodatku

tetrahydrofuranu (THF) do eteru dietylowego. Rozpuszczalniki w zaleznosci od potencjalnej
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toksycznosci zaklasyfikowane sg do trzech klas: | klasa — rozpuszczalniki, ktorych nalezy unikac,
Il klasa — rozpuszczalniki, ktérych stosowanie nalezy ograniczac, Ill klasa — rozpuszczalniki
o niskim potencjale dziatania toksycznego. THF jest zaklasyfikowany do Il klasy, co oznacza,
ze Srednio toksyczny i jego wptyw moze mie¢ bardzo niekorzystny wptyw na zdrowie. Eter
dietylowy zaklasyfikowany jest do rozpuszczalnikéw klasy Ill, czyli o niskim potencjale
toksycznosci i wptywie na zdrowie. Zrezygnowanie z dodatku THF nie miato wptywu
na wydajnosc radiosyntezy. Wiekszo$¢ prac przestawia syntezy z zastosowaniem THF, co moze
mie¢ istotny wplyw na wyzisze potencjalne zagrozenie przy zastosowaniu

go w badaniach diagnostycznych (tabela 18).

Tabela 18. Poréwnanie metod syntezy [1-11C]Octan Sodu.

Odczynnik
Wydajnos¢
Metoda Czas (min) (%) Czystosc¢ (%) Rozpuszczalnik Grignarda
%
(RMg-X)
Moerlein
23 60-69 95-98 eter Br
[107]
Soloviev
5 65 98,6+1.1 THF cl
[108]
Roeda
12 82 - THF cl
[109]
Kruijer
20 min 60-65 >99 THF cl
[110]
Jang
20 min 84.33 £ 8.85 >98 THF cl
[111]
Berridge
15 60 - THF Cl
[112]
Ta praca 12 60-65 >98 eter Br

W wyniku prowadzonych prac wykonano synteze [1-'C]Octan Sodu przy uzyciu
prekursora CH3zMgBr z zastosowaniem destylacji, jako metody oczyszczania w czasie 12 minut

przy wydajnosci RCY = 60-65% i czystosci radiochemicznej RCP >98%.
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5.5. Czas rozlewu serii wybranych radiofarmaceutykow na
réznych typach dyspenserow

Rozlew poszczegdlnych radiofarmaceutykdw przeprowadzono na tych samych typach
dyspenserow. Jak mozna zauwazyé czasy przygotowania danego radiofarmaceutyku
na okreslonym typie urzadzenia byty takie same (rycina 35,36,37,38). Rozlew nie zalezat od
typu przygotowywanego radiofarmaceutyku, a od automatyzacji urzadzenia, doswiadczenia
operatora oraz typu opakowania koricowego: fiolki lub strzykawki.

Najdtuzszy czas potrzebny do wykonania rozlewu nalezato poswieci¢ uzywajac
dyspenserow fiolkowych. Dla dyspensera Clio czas ten wynidst 36 minut, a dla dyspensera
Theodorico 24 minuty. Wydtuzony czas w poréwnaniu do prowadzenia rozlewu
na dyspenserach strzykawkowych wynikat stad, ze fiolka nie byta opakowaniem, z ktérego
bezposrednio mozna podac¢ dawke pacjentowi. Dlatego w przypadku fiolek nalezato przenies¢
odpowiednig aktywnos¢ do strzykawki, co wymagato uzycia drugiego dyspensera, a tym
samym ostateczny czas przygotowania dawki dla pacjenta zostat wydtuzony o czas potrzebny
na przygotowanie dodatkowego dyspensera.

Dyspenser Althea miat dwa zastosowania w czasie prowadzenia badan. W pierwszym
zastosowano go jako dyspenser strzykawkowy, do celu przygotowania dawek dla pacjenta
z fiolek wyprodukowanych z dyspenseréw Clio (w przypadku zastosowania rozlewu na fiolki)
oraz Theodorico. W tym przypadku nie zostata uzyta modyfikacja polegajgca na zastosowaniu
wagi oraz nie wykonywano testu BPT.

W drugim przypadku zastosowano go jako niezalezny dyspenser, w ktérym wprowadzono
modyfikacje polegajgce na dodaniu wagi oraz testu BPT na dyspenserze Theodorico. Nalezy
wspomnie¢, ze dyspenser Althea w poréwnaniu do wczesniej omawianych dyspenseréw nie
jest urzadzeniem do przygotowania radiofarmaceutykow w warunkach okreslonych
Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 9 listopada 2015 (Obwieszczenie Ministra Zdrowia
z dnia 28 kwietnia 2022 r. w sprawie ogtoszenia jednolitego tekstu rozporzadzenia Ministra
Zdrowia w sprawie wymagan Dobrej Praktyki Wytwarzania) Aneks 3 Wytwarzanie Produktow
Radiofarmaceutycznych oraz Aneks 1 Wytwarzanie Sterylnych Produktéw Leczniczych [82].
Praca tego urzadzenia nie jest tak precyzyjna jak innych rozpatrywanych dyspenseréw. Prace

na tym urzadzeniu zostaty przeprowadzone wyfacznie na potrzeby tej pracy.
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Poréwnujagc do siebie rozlew na dyspenserach fiolkowych mozna zauwazyc,
ze czas przygotowania fiolek na dyspenserze Theodorico trwat o 12 minut krécej,
w poréwnaniu do przygotowania ich na dyspenserze Clio. Dyspenser Theodorico jest
urzadzeniem automatycznym, a rozlew wykonywany zostat przy uzyciu ramienia robota.
Ptynnie dziaftajgce ramie robota, wedtug przygotowanej procedury, poprawito czas potrzebny
na rozlew. Wynikato to stad, ze operator w tym przypadku jedynie obserwowat zachowanie
robota, ktory byt w stanie wykonaé kilka czynnosci jednoczesnie. Dyspenser, w tym samym
czasie, byt w stanie napetni¢ jedng fiolke, a druga wyda¢ na zewnetrz do kontenera
otowianego. W przypadku gdy rozlew przeprowadzono na dyspenserze pétautomatycznym,
operator sam wykonywat niektdre czynnosci takie jak: przenoszenie fiolek i ich wydawanie.
Aby unikna¢ niepotrzebnych btedéw operator skupit sie na wykonaniu jednej czynnosci na raz.
Dodatkowo oprdécz réznic w samym rozlewie, mozna zauwazy¢ réznice w czasie przygotowania
rozcienczenia. Dyspenser Clio na wstepie obliczyt koncentracje pobierajac do strzykawki
3 razy po 1 mL radiofarmaceutyku. Kazdy ubytek 1 mL z bulk zostat zmierzony przy uzyciu
kalibratora dawki. W przypadku Theodorico dziatanie to nie zostato wykonane co wptyneto
na skrdceni czasu przygotowania. Nie zauwazono istotnych rézni¢ w szybkosci wprowadzania

NaCl 0.9% w celu rozciericzenia radiofarmaceutyku do okreslonej koncentracji.

Poréwnujgc do siebie dyspensery strzykawkowe zauwazono, ze przygotowanie strzykawek
na dyspenserze trwato o 8 minut dfuzej, niz na dyspenserze Althea.. Dyspenser Clio jest
dyspenserem poétautomatycznym o wysokiej precyzji dziatania. Napetnianie strzykawek przy
uzyciu tego dyspensera rozpoczynato sie od wyliczenia koncentracji stezonego
radiofarmaceutyku, a nastepnie odmierzenia odpowiedniej ilo$ci NaCl 0.9% do rozciericzenia
do zadanej koncentracji przez robota. Wszystkie te czynnosci wptynety na czas potrzebny
do przygotowania strzykawek, jednak zapewnity bezpieczernstwo stosowania. Wykonywanie
procedur recznie na zmodyfikowanym dyspenserze Althea, wptyneto na poprawienie czasu

procesu, jednak zmniejszyto precyzje oraz bezpieczenstwo stosowania.
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[8F]FDG

Czas (minuty)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Clio fiolki

Theodorico fiolki

Clio strzykawki

Althea strzykawki

H Przygotowanie rozciericzenia M Rozlew i wydanie fiolek/strzykawek + BPT 1 Montaz w dyspenserze strzykawkowym

Rycina 35. Czas rozlewu [*®F]FDG na réznych typach dyspenserdw.
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[18F]F-DOPA

Czas (minuty)
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Clio fiolki

Clio strzykawki

Althea strzykawki

B Przygotowanie rozciericzenia B Rozlew i wydanie fiolek/strzykawek + BPT 1 Przygotowanie Althea

Rycina 36. Czas rozlewu [*F]F-DOPA na réznych typach dyspenserdw.
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([*1C]-metyl) Choliny

Czas (minuty)
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Theodorico fiolki

Clio strzykawki

Althea strzykawki

H Przygotowanie rozciericzenia B Rozlew i wydanie fiolek/strzykawek + BPT 1 Montaz w dyspenserze strzykawkowym

Rycina 37. Czas rozlewu ([*!C]-metyl) Choliny na réznych typach dyspenserdw.
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[1-11C]Octan Sodu

Czas (minuty)
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Clio strzykawki

Althea strzykawki

B Przygotowanie rozciericzenia B Rozlew i wydanie fiolek/strzykawek + BPT 1 Montaz w dyspenserze strzykawkowym

Rycina 38. Czas rozlewu [1-11C]Octanu Sodu na réznych typach dyspenserdw.
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5.6. Woyniki i czas kontroli jakosci wybranych

radiofarmaceutykéw

Przeprowadzono kontrole jakosci wszystkich radiofarmaceutykéw. Dla kazdego
radiofarmaceutyku wykonano po 3 testy kontroli jakosci w celu sprawdzenia i potwierdzenia
powtarzalnosci procesu. Wszystkie uzyte w pracy metody kontroli jakosci zostaty oparte
o wytyczne Farmakopei Polskiej wydanie XII [83] oraz Farmakopei Europejskiej wydanie X [84].
Kontrole jakosci wykonano w trzech réznych konfiguracjach, z ktérych kazda obejmowata
wszystkie wymagane w Farmakopei testy oraz:

e kontrole jakosci z zastosowaniem metody | oznaczania endotoksyn oraz GC
(Ryciny 44,53,59,66),

e kontrole jakosci z zastosowaniem metody Il oznaczania endotoksyn oraz GC
(Ryciny 45,54,60,67),

e kontrole jakosci bez oznaczania endotoksyn oraz GC (Ryciny 46,55,61,68).

Testy wykonano w kolejnosci, ktéra pozwolita na jak najszybsze ich zakornczenie.
W kazdej z konfiguracji zmierzono czas potrzebny na wykonanie testéw, przygotowanie
dokumentéw oraz zwolnienie serii przez Osobe Wykwalifikowang (QP). Wyniki kontroli jakosci
dla wszystkich radiofarmaceutykéw mieszczg sie w zaktadanych limitach akceptacji. Wyniki
przedstawiono w tabelach 19 — 22 oraz dotgczono reprezentatywne ryciny dla testow QC1:
[8F]FDG (Ryciny 39-43), [®F]F-DOPA (Ryciny 47-54), ([*!C]-metyl)Cholina (Ryciny 56-61),
[1-11C]Octan Sodu (Ryciny 62-65).

Zgodnie z zatozeniami Farmakopei, niektére testy moge by¢ wykonane po zwolnieniu
danego radiofarmaceutyku do zastosowania. Wynika to ze specjalnej charakterystyki
preparatéw bazujgcych na izotopach krétkozyciowych. Badania takie jak jatowos$é oraz
badanie B, ktérych wyniki sg uzyskiwane po kilka dniach a nawet tygodniach po zwolnieniu
sg jak najbardziej wskazane do wykonania po zastosowaniu. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage,
ze do badan, ktore moge by¢ wykonane po zwolnieniu, sg rowniez badanie endotoksyn oraz
pozostatosci rozpuszczalnikéw.

We wszystkich przypadkach najwiecej czasu poswiecono wykonaniu testow
z zastosowaniem konfiguracji z metoda | oznaczania endotoksyn. Wynikato to z dtugiego czasu
przygotowania probki jak i samej analizy wynoszacej tgcznie 90 minut. W przypadku

radiofarmaceutykéw bazujgcych na fluorze 8F, czas ten nie przekroczyt czasu potowicznego
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rozpadu tego izotopu, jednak w przypadku znacznikdw majacych w swojej strukturze wegiel
11C czas Ty/2 zostat przekroczony 4,5 razy. Przygladajac sie badaniom z zastosowaniem metody
Il oznaczania endotoksyn, czas testu zostat skrécony z 90 do 45 minut. Oznacza to, ze czas T12
dla izotopu wegla 1C zostat przekroczony juz tylko 2 razy.

Badanie endotoksyn jest badaniem biologicznym potwierdzajgcym obecnosé
endotoksyn bakteryjnych bakterii Gram-ujemnych. Endotoksyny, to lipopolisacharydy
znajdujgce sie w S$cianach komodrkowych bakterii Gram-ujemnych. Pirogeny te sa
substancjami, ktore moga by¢ szkodliwe lub nawet smiertelne dla ludzi, gdy s podawane
powyzej okreslonych stezen. Ze wzgledu na specjalng charakterystyke preparatéw
radiofarmaceutycznych nie mozna wykonaé badania jatowosci. Mozliwe do wykonania jest
badanie endotoksyn, natomiast tylko w przypadku znacznikdw bazujacych na izotopie fluoru
18, W tym przypadku powinno sie przeanalizowac czy straty ilo$ci preparatu sg na tyle duze,
aby nie mdéc wykonaé tego badania.

Pojawiajgce sie coraz to nowsze metody badania LAL, przy ktérych wykrywalnosé
endotoksyn mozna przeprowadzi¢ w czasie 15 minut z czuto$cig na poziomie 0,0005 EU/mL
[111], moga sie przyczyni¢ do dodania tego badania do wymaganych testéw kontroli jakosci
przed zwolnieniem.

Wptyw badania pozostatosci rozpuszczalnikéw nie miat wptywu na catkowity czas
testéw kontroli jakosci, poniewaz byt on réwny lub nawet krotszy niz inne wymagane przez
Farmakopee testy QC. Oznacza to, ze wykonanie badania pozostatosci rozpuszczalnikdw nie
miato wptywu na straty ilosci preparatéw bazujgcych na izotopie fluoru 8F jak i wegla *C.
W niektorych syntezach stosuje sie rozpuszczalniki klasy 1l, ktorych ilosci powinny by¢
ograniczone w preparatach farmaceutycznych, w tym w radiofarmaceutykach. Stosowane sa
rowniez rozpuszczalniki, ktére nie sg potencjalnie toksyczne, ale moga wptywaé na
wchtanianie danego preparatu, jak miato to miejsce w przypadku ([*!C]-metyl)Choliny.
Dlatego nalezy rozwazy¢ czy badanie pozostatosci rozpuszczalnikow réwniez nie powinno by¢
badaniem wymaganym do wykonania, przed zwolnieniem preparatu do zastosowania,
przynajmniej dla preparatéw, ktore mogg zawierac rozpuszczalniki potencjalnie toksyczne lub

posiadajgce wptyw na wynik badania PET.
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Tabela 19. Wyniki kontroli jakosci dla [*8F]FDG.

Wyniki testow Kontroli Jakosci

(QC)
Test Kontroli Jakosci (QC)  Kryteria akceptacji
QC1i QcC?2 Qc3
Przezroczysty,
Wyglad bezbarwny lub Zgodny Zgodny Zgodny
jasnozétty roztwor
Okres pottrwania 105-115 min 109.5 110 110
Czysto$é radiochemiczna
(HPLC)
>95% catkowitej 99.35% 99.31%  99.26%
2-[*8F]fluoro-2-deoksy-D-
radioaktywnosci  (rycina 39)
glukoza i 2-[*8F]fluoro-2-
deoksy-D-mannoza
Czystos¢ chemiczna (HPLC) y 0.001 0.001 0.000
0.5 mg/5 mL
2-choloro-2-deoksy-D- y mg/mL mg/mL mg/mL
(0.1 mg/mL) ;
glukoza (CIDG) (rycina 40)
<175 EU/5 mL <0.250 <0.250 <0.250
Endotoksyny bakteryjne
(<35 EU/mL) EU/mL EU/mL EU/mL
0.0355 0.0599 0.0648
Pozostatos$¢ etanolu <50 mg/5 mL
mg/mL mg/mL  mg/mL
(GC) (£10 mg/mL)
(rycina 41)
0.0401 0.0367 0.0361
Pozostatos¢ acetonitrylu <4.1 mg/5mL
mg/mL mg/mL  mg/mL
(GC) (£0.82 mg/mL)
(rycina 41)
0.0026 0.0018 0.000
<30 mg/5 mL
Pozostatos¢ metanolu (GC) mg/mL mg/mL mg/mL
(6 mg/mL)
(rycina 41)
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Radiochemical purity (TLC)

295% catkowite;j

2-[*8F]fluoro-2-deoksy-D- 99.74% 99.74%  99.78%
radioaktywnosci
glukoza i 2-[*8F]fluoro-2- (rycina 42)
fluoru-18
deoksy-D-mannoza
pH 4.5-8.5 6.12 6.11 6.51
Fotony gamma o
Tozsamos¢ 512 keV 514 keV 516 keV
energii 497-526
radionuklidowa (rycina 43)
keV
Fotony gamma o
Czystos¢ radionuklidowa
energii 511 keV lub >99.9% >99.9% >99.9%
(Badanie A)
1022 keV (rycina 43)
>99.9%
<2.2mg/5mL <0.44 <0.44 <£0.44
Zawartos¢ kryptofixu
(£0.44 mg/mL) mg/mL mg/mL mg/mL
Test integralnosci filtra
>3 Bar 3.8 Bar 4.2 Bar 4.0 Bar
(Bubble point test)
Czysto$é radionuklidowa Catkowita
(Badanie B) radioaktywnos¢
>99.9% >99.9% >99.9%
Badanie po > 24h fluoru -18
>99.9%
Jatowos¢ Jatowy Zgodny Zgodny Zgodny

122



. [T}
] 12
400 oy
4 o«
] 3
300
200+
1 o
- o
] 3
100 e
] P
- 8
4 w
o
0 5 10 15 20 25
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Peak# Ret. Time Area Conc. Unit Name Area%
1 5,210 76261 47 646 [mg/mL FLUOR 0,652
2 8,237 11621069 6506,575 | mg/mL | FDG 99,348
~Total 11697330 100,000
Rycina 39. Czysto$é radiochemiczna HPLC [*8F]FDG.
mv
] Q
] o)
10,0 x
] @
i o~
7.5 S
) <
0]
] 2
2,5+ o
. s
0 T T T T é T T T 110 T T T T 1]5 T T T T 2‘0 T T T 25
min
Peak# Ret. Time| Area Conc. Unit | Name Area%
1 462 165686 0,009 | mg/mL | GLUKOZA 05845
2 9119 7182 0.001 | mg/mL_ CIDG 4.155
Total 172868 100,000

Rycina 40. Czysto$¢ chemiczna (HPLC) [*3F]FDG.
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Peak  RetTime  Sig Type Area Amount Name
# [min] [pA*s] [mg/mL]
1 6203 1 BB 121221  2.65560e-3 METANOL
2 7.028 1 BB 15.21808  3.55894e-2 ETANOL
3 8321 1 BB 18.073117  4.01949e-2 ACETONITRYL
Totals: 7.8439%e-2

Rycina 41. Pozostatosci rozpuszczalnikdw (GC) [*F]FDG.
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Integration TLC
Substance RIF | %Total | Type Area| %Area

% Counts %

F 0.008 0,00/ DD{C) 0,077 0,00
FDG 0400| 9854|DD(M)| 2350877 0974
AC 0.811 0,26 | DD(C) 6,205 0.26
Sum in ROI - -l - 2365805| 100,00
Total area - -l - 2384753 -
Area (total) RF - -l - 2320500 -
3 BKG-ROIs - -l - 3,8258 -
Remainder (Tot) - -l - 28,85 1,21

Rycina 42. Czysto$é radiochemiczna (TLC) [*¥F]FDG.
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Integration SumTrace
Substance R/T| Eff Korr. CPS %Area | Activity in Bq

keV korr.CPS % Bq
FDG 511keV 512,00 201338 ©0,000638 201338
Impurities 1630.0 74 0,0093862 7.4
Area (total) - - - &

Rycina 43. Czystosé i tozsamos$é radionuklidowa (MUCHA) [*8F]FDG.
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QC [*8F]FDG metoda | LAL oraz GC

Czas (minuty)
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110
Wyglad Y
Orespotirwaria |
Czysto$¢ radiochemiczna i chemiczna HPLC ]
Endotoksyny Bakteryjne |

Pozostato$ci rozpuszczalnikéw GC I
Czysto$¢ radiochemniczna TLC I
pH m
Tozsamo$¢ radionuklidowa _
Czysto$¢ radionuklidowa I
Zanieczyszczenie B - kryptofix [ ]
Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP _
W Czas przygotowania m Czas analizy m Wydruki i przygotowanie dokumentéw m Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

Rycina 44. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci z zastosowaniem metody | oznaczania endotoksyn oraz GC dla [*¥F]FDG.
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QC [*8F]FDG metoda Il LAL oraz GC

Czas (minuty)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115

Wyglad Y

Okres pottrwania

Czysto$¢ radiochemiczna i chemiczna HPLC ]

Endotoksyny Bakteryjne

Pozostatosci rozpuszczalnikéw GC

Czysto$¢ radiochemniczna TLC I

pH .
Tozsamos¢ radionuklidowa Il
Czysto$¢ radionuklidowa Il
Zanieczyszczenie B - kryptofix _
Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP I
m Czas przygotowania m Czas analizy m Wydruki i przygotowanie dokumentéw m Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

Rycina 45. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jako$ci z zastosowaniem metody Il oznaczania endotoksyn oraz GC dla ['8F]FDG.
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QC [*8F]FDG bez LAL oraz GC

Czas (minuty)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115

Wyglad -
Czystos¢ radiochemiczna i chemiczna HPLC _
Czystos¢ radiochemniczna TLC _
oH |

Tozsamos¢ radionuklidowa

Zanieczyszczenie B - kryptofix

Czystos¢ radionuklidowa _

Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP _

m Czas przygotowania  m Czas analizy ~ m Wydruki i przygotowanie dokumentéw  m Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

Rycina 46. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jako$ci bez oznaczania endotoksyn oraz GC dla [*8F]FDG.
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Tabela 20. Wyniki kontroli jakos$ci dla [*8F]F-DOPA.

Wyniki testow Kontroli Jakosci

Kryteria (QC)
Test Kontroli Jakosci (QC)
akceptacji
QC1i QC2 QC3
Przezroczysty,
Wyglad bezbarwny Zgodny Zgodny Zgodny
roztwor
Okres pottrwania 105-115 min 109.5 109 110
Czysto$é radiochemiczna 295% catkowitej
99.6% 97.6% 99.4%
(HPLC) radioaktywnosci
(rycina 47)
6-['2F]-DOPA fluoru-18
0.0107 0.0180 0.0534
Czystos¢ chemiczna (HPLC) 0.5 mg/5 mL
mg/mL mg/mL mg/mL
Wszystkie zanieczyszczenia (0.1 mg/mL)
(rycina 48)
chemiczne
W tym catkowita ilogé 0.1 mg/s mL 0.0000 0.0000 0.0000
6-fluoro-L-DOPA (0.02 mg/mL) mg/mt  mg/mL mg/ml
(rycina 49)
Czysto$¢ enancjomeryczna 296% catkowitej 97.4% 98.9% 98.1%
L-6-[*3F]F-DOPA radioaktywnosci (rycina 49)
<175 EU/5 mL <0.250 <0.250 <0.250
Endotoksyny bakteryjne
(<35 EU/mL) EU/mL EU/mL EU/mL
1.063 0.004 0.2706
<50 mg/5 mL
Pozostatos¢ etanolu (GC) mg/mL mg/mL mg/mL
(£10 mg/mL)
(rycina 50)
0.7854 0.0023 0.0029
<4.1 mg/5mL
Pozostatosc acetonitryl (GC) mg/mL mg/mL mg/mL
(£0.82 mg/mL)
(rycina 50)
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0.8294 0.0028 0.0008
<30 mg/5 mL
Pozostatos¢ metanol (GC) mg/mL mg/mL mg/mL
(<6 mg/mL)
(rycina 50)
295% catkowitej
Czystosc radiochemiczna (TLC) 97.9% 96.2% 95.67%
radioaktywnosci
6-['%F]F-DOPA (rycina 51)
fluoru-18
pH 4.0-5.5 4.8 51 5.0
Fotony gamma o
Tozsamos¢ 516 keV 516 keV 512 keV
energii 497-526
radionuklidowa (rycina 51)
keV
Fotony gamma o
Czystosc¢ radionuklidowa
energii 511 keV 299.9% 299.9% 299.9%
(Badanie A)
lub 1022 keV (rycina 51)
>99.9%
<2.6 mg/5 mL <0.52 <0.52 <0.52
Zawartosc TBA
(<0.52 mg/mL) mg/mL mg/mL mg/mL
Test integralnosci filtra
23 Bar 4.0 Bar 4.2 Bar 4.0 Bar
(Bubble point test)
Catkowita
Czystos¢ radionuklidowa
radioaktywnosc
(badanie B) >99.9% 299.9%  299.9%
fluoru -18
Badanie po > 24h
>99.9%
Jatowos¢ Jatowy Zgodny Zgodny  Zgodny
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mV

1250- "
1000-
750-
500-
250+
] el
0 oo
0,0 25 5.0 75 10,0 12,5
min
Peaks Ret. Time Height Area%
1 2.136 2442 0.138
2 2.537 1864 0.122
3 6.814 2135 0.098
4 7.327 1344732 99 643
tall 1351173 100.000
Rycina 47. Czystos¢ radiochemiczna (HPLC) [*8F]F-DOPA.




mAU

B8
5,04
2.5+ é
0,0—WWMWW
2,54
00 2,I5 5,I0 7,I5 10|.0 12l,5 15,0
min
Peak# | Ret.Time Area Height Conc. Unit Area %
1 4.308 53681 8227 0,003691 mg/mL | 32214
2 4,651 83180 8704 0.005719 mg/mL 57.909
3 5.804 19393 2101 0,001333 mg/mL 9.877
Total 156254 19032 0,010743 mg/mL | 100,000

Rycina 48. Czysto$¢ chemiczna (HPLC) [*¥F]F-DOPA.
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mv

o™
e
750 N
500
250
/\? K
0
T T I I I
0,0 25 50 75 10,0 12,5 15,0
min
Peaks Ret. Time Heioht Area%
1 8.841 30309 2592
2 9.302 830757 97.408
Tot 861066 100.000

Rycina 49. Czysto$¢ enancjomeryczna (HPLC) [*8F]F-DOPA.
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Rycina 50.Pozostatosci rozpuszczalnikéw (GC) [*8F]F-DOPA.
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Integration TLC
Substance RIF| %Total | Type Area’ “tArea
k) Count: %
Reg #1 0.000 2.03|DO( 660.05 209
Reg #2 0.888| 95.01|00( 30893.88| 9791
Sum in ROI 31553.94( 100.00
Total area 32516.83
Ares (total) RF 30989.00
Remainder (Tot) 952.69 2.96

Rycina 51. Czysto$¢ radiochemiczna (TLC) [*8F]F-DOPA.
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 keV
Integration SumTrace
Substance R/T| Eff Korr. CPS %Area | Activity in Bq
keV korr.CPS % Bq

FDOPA 516,00 386214| 90,980833 386214
Impurities 1630.0 145 0,010167 145
Area (total) - - - -

Rycina 52. Czysto$¢ i tozsamos¢ radionuklidowa (MUCHA) [18F]F-DOPA.
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Czas (minuty)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110
Wyglad [l
Okres péftrwania
Czystos¢ radiochemiczna i chemiczna HPLC I
Czystos¢ enancjomeryczna HPLC I
Endotoksyny Bakteryjne .
Pozostatosci rozpuszczalnikéw GC I
Czystos¢ radiochemniczna TLC I
pH m
Tozsamos$¢ radionuklidowa Il
Czystos¢ radionuklidowa I
Zawarto$é TBA I
Czas sprawdzenia dokumentow przez QP _
M Czas przygotowania m Czas analizy m Wydruki i przygotowanie dokumentéw m Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

QC [*8F]F-DOPA metoda | LAL oraz GC

Rycina 53. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jako$ci z zastosowaniem metody | oznaczania endotoksyn oraz GC dla [*F]F-DOPA.
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Czas (minuty)

Wyglad

Okres pottrwania

Czystos¢ radiochemiczna i chemiczna HPLC
Czystos¢ enancjomeryczna HPLC
Endotoksyny Bakteryjne
Pozostatosci rozpuszczalnikéw GC
Czystos¢ radiochemniczna TLC

pH

Tozsamo$¢ radionuklidowa
Czystos¢ radionuklidowa
Zawartos¢ TBA

Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

Rycina 54. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jako$ci z zastosowaniem metody Il oznaczania endotoksyn oraz GC dla [*2F]F-DOPA.

m Czas przygotowania

QC [*8F]F-DOPA metoda Il LAL oraz GC
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m Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP
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95

100

105
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QC [*8F]F-DOPA bez LAL oraz GC

Czas (minuty)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115

Okres pottrwania

Czystos¢ enancjomeryczna HPLC

Czystos¢ radiochemiczna i chemiczna HPLC _

Czystos¢ radiochemniczna TLC

pH m

Tozsamos¢ radionuklidowa

Czystos¢ radionuklidowa _

Zawartos¢ TBA

Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP _

m Czas przygotowania  m Czas analizy  m Wydruki i przygotowanie dokumentéw  m Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

Rycina 55. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jako$ci bez oznaczania endotoksyn oraz GC dla [*®F]F-DOPA.
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Tabela 21. Wyniki kontroli jakosci dla ([**C]-metyl)Cholina.

Kryteria Wyniki testow Kontroli Jakosci (QC)
Test Kontroli Jakosci (QC)
akceptacji QC1 QC2 QcC3
Przezroczysty,
Wyglad Zgodny Zgodny Zgodny
bezbarwny roztwor
Okres pottrwania 19.0-21.8 min 21.0 20.0 20.0
Czystosc radiochemiczna (HPLC)  >95% catkowitej 100% 100% 100%
([**C]-metyl)Cholina radioaktywnosci (rycina 56)
<175 EU/5 mL <0.375 <0.375 <0.375
Endotoksyny bakteryjne
(<35 EU/mL) EU/mL EU/mL EU/mL
0.1151 0.1346 0.1270
<50 mg/5 mL
Pozostatos¢ etanolu (GC) mg/mL mg/mL mg/mL
(€10 mg/mL)
(rycina 57)
0.0018 0.0022 0.0000
<1 mg/5 mL
Pozostatos¢ DMAE (GC) mg/mL mg/mL mg/mL
(0.2 mg/mL)
(rycina 57)
pH 4.5-8.5 7.7 7.8 6.5
Fotony gamma o
Tozsamos¢ 510 keV 512 keV 514 keV
energii 497-526
radionuklidowa (rycina 58)
keV
Catkowita
Czysto$¢ radionuklidowa radioaktywnosc 299.9% 299.9% 299.9%
(Badanie A) wegla -11 (rycina 58)
>99.9%
Test integralnosci filtra
23 Bar 4.0 Bar 4.2 Bar 4.2 Bar
(Bubble point test)
Czystos¢ radionuklidowa Catkowita
(Badanie B) radioaktywnos¢
>99.9% >99.9% >99.9%
Badanie po > 24h wegla-11
>99.9%
Jatowos¢ Jatowy Zgodny Zgodny Zgodny
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mV
350
300 |
20 [
200 ||
150 |
100 |
. J
1 1 — —
— — 7T — — T —r—T
1 2 5 mir|
Peak  RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mV*s] [mVv] %
— e | |
1 1.538 VWR 0.1808 4464.87207 363.50211 100.0000
Totals: 4464.87207 363.50211
Rycina 56. Czysto$é radiochemiczna (HPLC) ([t'C]-metyl)Cholina.
pA ] ?
74
I
6 |
|
5..
. |
‘ {
3] "
i -4 [
g B
2' T ¥ v\\—‘ Do o
i T T T T T T T v T T T
0 2 4 6 8 10 12_miny
Peak  RetTime Sig  Type Area Amount Name
# [min)] [pA*s] [mg/mL]
T |
1 4099 1 88 7.9565le-1 17715e-3 DMAE
2 6606 1 B8 5049213 1.1508e-1 ETANOL
Totals: 1.1168e-1

Rycina 57. Pozostatosci rozpuszczalnikéw (GC) ([**C]-metyl)Cholina.
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Integration SumTrace
Substance RIT| Eff Korr. CPS %Area | Activity in Bq
keV korr.CPS % Bq
Cholina 510,00 13203.0 00,902619 13203.0
Impurities 1630.0 3.8 0.007381 3.8
Area (total) - - 2 S

Rycina 58. Czysto$¢ i tozsamos$é radionuklidowa (MUCHA) ([*1C]-metyl)Cholina.
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QC ([*'C]-metyl)Choliny metoda | LAL oraz GC

Czas (minuty)
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110

Wyglad -
Okres pottrwania _
Czystos¢ radiochemiczna HPLC _
Endotoksyny Bakteryine [ TTT—————
Pozostatosci rozpuszczalnikéw GC _
o m
Tozsamo$¢ radionuklidowa _
Czystos¢ radionuklidowa _
Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP _

m Czas przygotowania m Czas analizy m Wydruki i przygotowanie dokumentéw m Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

Rycina 59. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jako$ci z zastosowaniem metody | oznaczania endotoksyn oraz GC dla ([*'C]-metyl)Cholina.
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QC ([*'C]-metyl)Choliny metoda Il LAL oraz GC

Czas (minuty)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115

Wyglad -

Okres péttrwania

Czystos¢ radiochemiczna HPLC

I
I
endotoksyry Bakterine | [
Pozostatosci rozpuszczalnikéw GC _
PH N
Tozsamos$¢ radionuklidowa _
Czystos¢ radionuklidowa _
Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP _

m Czas przygotowania ~ m Czas analizy = Wydruki i przygotowanie dokumentéw m Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

Rycina 60. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jako$ci z zastosowaniem metody Il oznaczania endotoksyn oraz GC dla ([*'C]-metyl)Cholina.
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QC ([**C]-metyl)Choliny bez LAL oraz GC

Czas (minuty)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115
Wyglad .

Okres pottrwania

Czystos¢ radiochemiczna HPLC _
+

Tozsamos¢ radionuklidowa -
Czystos¢ radionuklidowa -

Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP _

m Czas przygotowania  mCzas analizy ~ m Wydruki i przygotowanie dokumentéw m Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

Rycina 61. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jako$ci bez oznaczania endotoksyn oraz GC dla ([*!C]-metyl)Cholina.
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Tabela 22. Wyniki kontroli jakosci dla [1-**C]Octan Sodu.

Wyniki testow Kontroli Jakosci

Kryteria
Test Kontroli Jakosci (QC) (QC)
akceptacji
QC1 QcC2 QcC3
Przezroczysty,
Wyglad bezbarwny Zgodny Zgodny  Zgodny
roztwor
Okres pottrwania 19.0-21.8 min 20.5 21.0 20.5
Czystosc radiochemiczna (HPLC)  >95% catkowitej 98.56% 98.78%  99.04%
[1-11C]Octan sodu radioaktywnosci (rycina 62)
0.0797 0.0962  0.1630
Czystos¢ chemiczna (HPLC)
mg/mL mg/mL  mg/mL
Wszystkie zanieczyszczenia
100 mg/5 mL (rycina 63)
chemiczne
(20 mg/mL) 0.0231 0.0328 0.0733
W tym catkowita ilos¢
mg/mL mg/mL  mg/mL
Octan
(rycina 63)
<175 EU/5 mL <0.375 <0.375 <0.375
Endotoksyny bakteryjne
(<35 EU/mL) EU/mL EU/mL EU/mL
0,0656 0,0280 0,0446
<50 mg/5 mL
Pozostatos¢ etanol (GC) mg/mL mg/mL  mg/mL
(€10 mg/mL)
(rycina 64)
0,0015 0.0020 0.0019
<4.1 mg/5 mL
Pozostatos¢ acetonitryl (GC) mg/mL mg/mL  mg/mL
(£0.82 mg/mL)
(rycina 64)
0.0127 0.0103  0.0081
<30 mg/5 mL
Pozostatos¢ metanol (GC) mg/mL mg/mL  mg/mL
(6 mg/mL)
(rycina 63)
0.0064
Pozostatos¢ eteru etylowego <50 mg/5 mL 0.0172 0.0066
mg/mL
(GC) (10 mg/mL) mg/mL  mg/mL
(rycina 64)
pH 4.5-8.5 7.7 7.8 6.5
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Fotony gamma o

Tozsamos$é 516 keV 514 keV 516 keV
energii 497-526
radionuklidowa (rycina 65)
keV
Fotony gamma o
Czystos¢ radinuklidowa
energii 511 keV 299.9%
(Badanie A) 299.9%  299.9%
lub 1022 keV (rycina 65)
299.9%
Test integralnosci filtra
23 Bar 4.2 Bar 4.0 Bar 4.0 Bar
(Bubble point test)
Czysto$¢ radinuklidowa Catkowita
(Badanie B) radioaktywnos¢
299.9% 299.9%  299.9%
Badanie po > 24h wegla-11
299.9%
Jatowos¢ Jatowy Zgodny Zgodny  Zgodny
mV %
3500
3000 ‘
2500 '
2000 |
1500 .I‘
1000 Ix‘ 2
500 J\ e
—— T T T T T T Y
4 6 8 10 12 14 16 18 min
Peak  RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mV*s] [mV] %
““"; —02—._8—7;—_ -BE~ 0.1526 3.91113e4 3964.22974 98.5618
2 3.793 BBR 0.1986 570.68726 41.70389 14382

Totals:

3.96820e4  4005.93363

Rycina 62. Czysto$¢é radiochemiczna (HPLC) [1-*1C]Octan Sodu.
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mAU -
-22
-23
-24 ' a
@«
| o~
-25 I |
[ l
264 b g\ A~ ~ e = ey
T | e | T A T - 7 ) e PYO 72
2 4 6 8 10 12 14 16 18 min
Peak  RetTime Type Width Area Height Area Conc.
# [min] [min] [mv¥*s] mv] % mg/mL
1 1.370 BB 0.0706 25.35077 5.42943 71.0780 0.565
2 2.853 BB 0.1318 10.33163 1.18396 28.9220 0.231
Totals: 35.72240 6.61339 0.0797
Rycina 63. Czystos¢ chemiczna (HPLC) [1-!1C]Octan Sodu.
pA ] 3
| i
5—‘ i
45
] “
4] |.
35 ‘
; I
3_.
] \
] g \ ‘
25+ - ~
] p o | I
] o I\ |
1 p I\
2:. !”'-\ :t' | "| §
' \ § 3 e
- I\ - 7 LS . ,ﬂ‘\,_ﬂ-\____._-._w_—ﬁ—/”’/
T T T T Y ¥ T ¥ T
0 2 4 6 8 10 12_min
Peak RetTime Sig Type Area Amount Name
# [min] | [pA*s] [mg/mL]
-‘—.; —NZ;;;“ —; ; 287935 64109e-3 ETER
2 5.780 1 B8 567194 1.2693e-2 METANOL
3 6.593 1 B8 28.77893  6.5593e-2 ETANOL
4 7896 7 B8 6.48307e-1  1.4765e-3 ACETONITRYL
Totals: 8.6174e-2

Rycina 64. Pozostatosci rozpuszczalnikdw (GC) [1-1C]Octan Sodu.
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65

50

55

50

£ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 keV
Integration SumTrace
Substance R/T| Eff Korr. CPS %Area | Activity in Bq
keV korr.CPS % Bq

Octan 516,00 36621.4 ©0,880833 366214
Impurities 1630.0 145 0,010167 145
Area (total) - - - -

Rycina 65. Tozsamos$c i czystosé radionuklidowa (MUCHA) [1-11C]Octan Sodu.
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QC ([1-**C]Octanu Sodu metoda | LAL oraz GC

Czas (minuty)
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110

Wyglad -
Okres pottrwania _
Czystos¢ radiochemiczna i chemiczna HPLC _
Endotoksyny Bakteryine | ————
Pozostatosci rozpuszczalnikéw GC _
pH m
Tozsamo$¢ radionuklidowa _
Czystos¢ radionuklidowa _
Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP _

m Czas przygotowania m Czas analizy m Wydruki i przygotowanie dokumentéw W Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

Rycina 66. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci z zastosowaniem metody | oznaczania endotoksyn oraz GC dla [1-!1C]Octan Sodu.
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QC [1-11C}Octanu Sodu metoda Il LAL oraz GC

Czas (minuty)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115

Wyglad -

Okres pottrwania

Czystos¢ radiochemiczna i chemiczna HPLC

I
B
endotokeyny Bakteryine
Pozostatosci rozpuszczalnikéw GC _
TR
Tozsamo$¢ radionuklidowa _
Czystos¢ radionuklidowa _

Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP _

m Czas przygotowania  m Czas analizy  m Wydruki i przygotowanie dokumentéw  m Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

Rycina 67. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci z zastosowaniem metody Il oznaczania endotoksyn oraz GC dla [1-1!C]Octan Sodu.
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QC [1-1C]Octanu Sodu bez LAL oraz GC

Czas (minuty)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115
Wyglad .

Okres pottrwania

Czystos¢ radiochemiczna i chemiczna HPLC _
4

Tozsamos¢ radionuklidowa -
Czystos¢ radionuklidowa -

Czas sprawdzenia dokumentow przez QP _

B Czas przygotowania M Czas analizy
m Wydruki i przygotowanie dokumentéw m Czas sprawdzenia dokumentéw przez QP

Rycina 68. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci bez oznaczania endotoksyn oraz GC dla [1-11C]Octan Sodu.
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5.7. Catkowity czas oraz spadek aktywnosci w trakcie

przygotowania wybranych radiofarmaceutykdéw

Zestawiono czynnosci potrzebne na wykonanie rozlewu na réznych typach dyspenseréw
oraz kontroli jakosci w rdéznych konfiguracjach opisanych w rozdziatach 5.5. oraz 5.6.
Wyjsciowymi aktywnosciami, od ktdrych rozpoczeto obliczenia byty maksymalne wydajnosci
radiochemiczne RCY uzyskane na etapie modyfikacji i optymalizacji procesu syntez
(rozdziaty 5.1. - 5.4):

e [*¥F]FDG: RCY = 60 — 70%, aktywno$¢ na poczatek etapu: 60 000 MBq,

e [*¥F]F-DOPA: RCY = 10 - 15%, aktywno$¢ na poczatek etapu: 7 000 MBq,

e ([*C]- metyl) Cholina: RCY = 75- 80%, aktywno$¢ na poczatek etapu: 20 000 MBq,
e [1-11C] Octan Sodu: RCY = 60 — 65%, aktywno$¢ na poczatek etapu: 20 000 MBg.

Na podstawie czasu pofowicznego rozpadu danego izotopu oraz strat na fiolki poboczne,
wyliczono spadek aktywnosci oraz procentowy spadek aktywnosci dla kazdego etapu.
Z otrzymanej wartosci koricowej obliczono ilo$¢ pacjentéow, ktérym moze zosta¢ wykonane
badanie PET w o$rodku posiadajacym jeden skaner lub dwa skanery PET. Wartosci aktywnosci
i czas potrzebny na badanie danym radiofarmaceutykiem, zastosowano z wykazu wzorcowych
procedur radiologicznych z zakresu medycyny nuklearnej [113]. Aktywnos¢ potrzebng na
badanie wyliczono dla osoby o wadze 70 kg. Na potrzeby obliczert wybrano najwyzsze wartosci
aktywnosci wybranych radiofarmaceutykow, potrzebne do wykonania badania PET wedtug
wykazu wzorcowych procedur radiologicznych z zakresu medycyny nuklearnej:

e [®¥FIFDG: 5 — 7 MBq/kg, 350 — 490 MBq, warto$¢ do obliczern 490 MBq,
czas potrzebny na badanie 25 minut,

e [¥F]F-DOPA: 4 MBqg/kg, 280 MBq, wartos¢ do obliczedA 280 MBq,
czas potrzebny na badanie 25 minut,

e ([*C]- metyl) Cholina: 3,5 - 5 MBqg/kg, 245 - 350 MBq, warto$¢ do obliczer
350 MBgq, czas potrzebny na badanie 25 minut,

e [1-11C] Octan Sodu: 8 - 17 MBqg/kg, 490 - 1190 MBq, warto$¢ do obliczert 1190 MBq,

czas potrzebny na badanie 25 minut.
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Pierwszymi etapami wptywajagcym na utrate aktywnosci stanowito przygotowanie
rozcienczenia oraz czas potrzebny na rozlew radiofarmaceutyku na danym typie urzadzenia.

Spadek aktywnosci dla tych etapéw dla dyspenseréw Clio i Theodorico wynidst:

Przygotowanie rozcienczenia:

e ['8F]FDG 2 minuty dla Theodorio i 6 minut dla Clio (fiolki i strzykawki), co
wygenerowato procentowy spadek aktywnosci na poziomie 1,26 do 3,73%
(ryciny 69 - 71),

e [*¥F]F-DOPA 2 minuty dla Theodorio i 6 minut dla Clio (fiolki i strzykawki), co
wygenerowato procentowy spadek aktywnosci na poziomie 1,26 do 3,73%
(ryciny 73 - 75),

e ([**C]-metyl)Cholina 2 minuty dla Theodorio i 6 minut dla Clio (fiolki i strzykawki), co
wygenerowato procentowy spadek aktywnosci na poziomie 6,54 do 18,36%
(ryciny 77 - 79),

e [1-13C] Octan Sodu 2 minuty dla Theodorio i 6 minut dla Clio (fiolki i strzykawki), co
wygenerowato procentowy spadek aktywnosci na poziomie 6,54 do 18,36%

(ryciny 81 - 83).

Rozlew:

e ['8F]FDG 12 minut dla Theodorio, 14 minut dla Clio (strzykawki) i 20 minut dla Clio
(fiolki), co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci na poziomie 7,31 do
11,89 % (ryciny 69 - 71),

e [*¥F]F-DOPA 12 minut dla Theodorio, 14 minut dla Clio (strzykawki) i 20 minut dla Clio
(fiolki), co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci na poziomie 7,31 do 11,89
% (ryciny 73 - 75),

e ([*C]-metyl)Cholina 12 minut dla Theodorio, 14 minut dla Clio (strzykawki) i 20 minut
dla Clio (fiolki), co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci na poziomie 33,35
do 49,15 % (ryciny 77 - 79),

e [1-13C] Octan Sodu 12 minut dla Theodorio, 14 minut dla Clio (strzykawki) i 20 minut
dla Clio (fiolki), co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci na poziomie 33,35

do 49,15 % (ryciny 81 - 83).
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Spadek aktywnosci dla dyspensera Althea wynidst:

Przygotowanie rozcienczenia:

e ['¥F]FDG 2 minuty, co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci na poziomie
1,26 % (rycina 72),

e [8F]F-DOPA 2 minuty, co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci
na poziomie 1,26 % (rycina 76),

e ([*C]-metyl)Cholina 2 minuty, co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci
na poziomie 6,54 % (rycina 80),

e [1-13C] Octan Sodu 2 minuty, co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci
na poziomie 6,54 % (rycina 84).
Rozlew:

e ['¥F]FDG 10 minut, co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci na poziomie
6,13 % (ryciny 72),

e [8F]F-DOPA 10 minut, co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci
na poziomie 6,13 % (ryciny 76),

e ([*C]-metyl)Cholina 10 minut, co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci
na poziomie 28,69 % (ryciny 80),

e [1-1C] Octan Sodu 10 minut, co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci

na poziomie 28,69 % (ryciny 84).

Czas przygotowania koncentracji oraz rozlewu sg etapami niezbednymi do wykonania.
Przygladajac sie tym etapom zauwazono, ze nie miaty one duzego wptywu na utrate
aktywnosci dla znacznikéw fluorowych ¥F. Wptyw ten byt zauwazalny w przypadku
znacznikéw weglowych 1C, poniewaz generowat straty na poziomie 49,15%, w przypadku
uzycia dyspenseréw Clio i Theodorico. Poprawa szybkosci rozlewu na dyspenserze Althea

obnizyfa straty aktywnosci 0 20,46 %.

Drugim etapem generujgcym straty aktywnosci byto pobranie aktywnosci na potrzeby
fiolek/strzykawek pobocznych (fiolki/strzykawki 1-6, rozdziat 4.7) przy uzyciu dyspenseréw
Clio i Theodorico. Aktywno$é byta zalezna od koncentracji danego radiofarmaceutyku

i wyniosta dla:
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e [F]FDG 33000 MBg, co stanowi procentowy spadek aktywnosci tego etapu
na poziomie 60,1 — 64,84% (ryciny 69 -71),

e ['¥F]F-DOPA 3300 MBq, co stanowi procentowy spadek aktywnosci tego etapu
na poziomie 51,51 — 55,58% (ryciny 73 -75),

e ([*C]-metyl)Cholina 7700 MBg, co stanowi procentowy spadek aktywnosci tego etapu
na poziomie 61,81 —92,74% (ryciny 77 -79),

e [1-1C] Octan Sodu 7700 MBq, co stanowi procentowy spadek aktywnosci tego etapu
na poziomie 61,81 —92,74% (ryciny 81 -83).

W przypadku dyspensera Althea spadki te byty mniejsze i wyniosty dla:

e [BF]FDG 2940 MBg, co stanowi procentowy spadek aktywnosci tego etapu
na poziomie 5,29% (rycina 72),

e ['¥F]F-DOPA 1680 MBgq, co stanowi procentowy spadek aktywnosci tego etapu
na poziomie 25,89% (rycina 76),

e ([*C]-metyl)Cholina 1785 MBg, co stanowi procentowy spadek aktywnosci tego etapu
na poziomie 13,39% (rycina 80),

e [1-1C] Octan Sodu 7140 MBq, co stanowi procentowy spadek aktywnosci tego etapu

na poziomie 53,56% (rycina 84).

Roéznica pomiedzy rozlewem na dyspenserach Clio i Theodorico, a Althea byfa taka,
ze w przypadku dyspensera Althea pobrana aktywnos¢ pochodzaca z bulk, stanowita
najwyzszg warto$¢ wybranego radiofarmaceutyku potrzebng do wykonania badania PET
wedtug Wykazu wzorcowych procedur radiologicznych z zakresu medycyny nuklearnej
i zostata rozcienczona do 5 mL dla kazdej strzykawki pobocznej. Fiolki/strzykawki poboczne
rozlane przy uzyciu dyspenserow Clio i Theodorico zostaty wypetnione stezong aktywnoscia,
co spowodowato, ze aktywnos¢ we fiolkach byta rézna i zalezata od koncentracji danego
radiofarmaceutyku oraz zadanej objetosci dla fiolki/strzykawki. Nie nalezy poddawac
watpliwosci wytworzenia fiolek/strzykawek pobocznych. Sg one istotne z punktu wykonania
wszystkich potrzebnych badan fizykochemicznych, biologicznych oraz archiwizacji prébki
wyprodukowanego preparatu. Nalezy jednak rozwazy¢ czy w przypadku radiofarmaceutykéw
do badan mozna uzy¢ radiofarmaceutyku stezonego czy w postaci dawki jakg otrzyma pacjent.
Biorgc do badan stezony produkt o duzej aktywnosci pojawiajg sie problemy w postaci

przetadowania detektora radiometrycznego znajdujacego sie w urzadzeniach kontroli jakosci
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i przekroczenia granicy oznaczalnosci danej probki. W takich przypadkach stezony produkt
nalezy rozcienczy¢ do wartosci, przy ktérej nie nastgpi przetadowanie detektora.

Problemem, ktory tez moze sie pojawiac z preparatem o wysokiej aktywnosci, jest brak
tworzenia sie zelu w przypadku badania endotoksyn, ktéry w preparatach rozcieiczonych nie
pojawia sie [115].

Duze aktywnosci przekazane do laboratorium kontroli jakosci generujg problemy
zwigzane z ochrong radiologiczng wymagang przez Prawo Atomowe [85]. Wiekszo$¢ urzadzen
w kontroli jakosci nie sg przystosowane dla radiofarmacji i nie zawierajg odpowiednich oston
chronigcych przed promieniowaniem. Powoduje to narazenie pracownika laboratorium na
przyjecie wysokich dawek promieniowania.

Zastosowanie mniejszych dawek w postaci przekazania aktywnosci do kontroli jakosci
na poziomie dawki dla pacjenta, jak miato miejsce to w przypadku rozlewu na dyspenserze
Althea, jest w stanie rozwigza¢ powyzsze problemy.

Poréwnujgc strate aktywnosci na dyspenserach Clio i Theodorico, gdzie na fiolki
poboczne pobrano aktywnos$¢ skoncentrowana, a dyspenserem Althea, gdzie pobrano
aktywnos¢ w postaci dawki dla pacjenta, dodatkowym plusem tego rozwigzania jest
oszczednos¢ aktywnosci i mozliwosci przeznaczenia jej na dawki dla pacjenta.

Oszczednos$¢ w przeliczeniu na dodatkowg aktywnos$¢ na badania wyniostaby w przypadku:

e ['®F]FDG pozwala na przeznaczenie 30060 MBq na wykonanie dodatkowych badan

PET,
e ['8F]F-DOPA pozwala na przeznaczenie 1620 MBq na wykonanie dodatkowych badan
PET,

e ([*C]-metyl)Cholina pozwala na przeznaczenie 5915 MBg na wykonanie

dodatkowych badan PET,

e [1-'C] Octan Sodu pozwala na przeznaczenie 560 MBqg na wykonanie dodatkowych

badan PET.

Przy czym nalezy zwrdcié uwage na to, ze w przypadku [1-11C] Octan Sodu, jedynie
wykonanie rozlewu na dyspenserze Althea pozwala na zachowanie aktywnosci, ktora
umozliwia wykonanie pojedynczego badania.

Kolejnym etapem generujagcym wysokie straty aktywnosci, byt czas potrzebny

na kontrole jakosci, gdzie w zaleznosci od konfiguracji wynosit on:
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[*®F]FDG od 49 do 111 minut, co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci
na poziomie 26,67 do 50,47% w zaleznosci od konfiguracji (ryciny 69 - 72),
[*8F]F-DOPA od 50 do 112 minut, co wygenerowato procentowy spadek aktywnosci na
poziomie 27,13 do 50,79% w zaleznosci od konfiguracji (ryciny 73 - 76),
([**C]-metyl)Cholina od 36 do 111 minut, co wygenerowato procentowy spadek
aktywnosci na poziomie 70,40 do 97,66% w zaleznosci od konfiguracji
(ryciny 77 - 80),

[1-1C] Octan Sodu od 31 do 111 minut, co wygenerowato procentowy spadek
aktywnosci na poziomie 64,94 do 97,66 % w zaleznosci od konfiguracji

(Ryciny 81-84).

Najbardziej korzystng konfiguracjg dotyczaca testéw kontroli jakosci byto, zgodnie z

zatozeniami  farmakopei, wykonanie oznaczania endotoksyn oraz pozostatosci

rozpuszczalnikdw po zwolnieniu produktu do zastosowania. Poréwnujac najbardziej korzystng

konfiguracje z pozostatymi dwiema dla poszczegdlnych rozlewow radiofarmaceutykow, widac

wyrazne réznice w mozliwosci uzyskania dodatkowej aktywnosci na dawki dla pacjentéw:

[*8F]FDG
- metoda bez LAL i GC do metoda | LAL i GC pozwala na przeznaczenie
23,8% dodatkowej aktywnosci na badania PET,
- metoda bez LAL i GC do metoda Il LAL i GC pozwala na przeznaczenie
8,31% dodatkowej aktywnosci na badania PET,

[*8F]F-DOPA
- metoda bez LAL i GC do metoda | LAL i GC pozwala na przeznaczenie
23,66% dodatkowej aktywnosci na badania PET,
- metoda bez LAL i GC do metoda Il LAL i GC pozwala na przeznaczenie
8,26% dodatkowej aktywnosci na badania PET,

([**C]-metyl)Cholina
- metoda bez LAL i GC do metoda | LAL i GC pozwala na przeznaczenie
27,26% dodatkowej aktywnosci na badania PET,
- metoda bez LAL i GC do metoda Il LAL i GC pozwala na przeznaczenie
19,57% dodatkowej aktywnosci na badania PET,

[1-11C] Octan Sodu
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- metoda bez LAL i GC do metoda | LAL i GC pozwala na przeznaczenie
32,72% dodatkowej aktywnosci na badania PET,
- metoda bez LAL i GC do metoda Il LAL i GC pozwala na przeznaczenie

25,03% dodatkowej aktywnosci na badania PET.

Nalezy jednak zauwazyé, ze w przypadku [1-11C] Octan Sodu, jedynie konfiguracja bez
testow LAL i GC w rozlewie na dyspenserze Althea pozwala na zakonczenie wszystkich etapow
z aktywnoscig na tyle wysoka, aby mozna byto wykonaé przynajmniej jedno badanie PET.
Przeprowadzenie wymaganych badan QC jest ktopotliwe i czasochtonne oraz wymaga szeregu
urzadzen chemii analitycznej i znacznej przestrzeni laboratoryjnej. Nalezy pamietac,
ze osrodek wykonujacy testy kontroli jakosci niektérych radiofarmaceutykédw musi posiadac
kilka takich samych urzadzen. Przyktadowo QC [*8F]F-DOPA musi mie¢ wykonane trzy testy
kontroli jakosci wymagajace zastosowania HPLC. Osrodek, ktéry bedzie posiadat tylko jedno
HPLC bedzie mdgt wykona¢ wymagane testy, jednak czas zwolnienia wydtuzy sie o zmiane
kolumn i odczynnikéw, a takze czyszczenie urzadzenia.

Aby sprostac tym wyzwaniom kontroli jakosci, podejmowane s3 liczne dziatania majace
na celu opracowanie zintegrowanych urzadzen do testowania QC, ktére automatycznie
wykonujg i dokumentujg wszystkie wymagane testy. Mikroprzeptywowe systemy kontroli
jakosci cieszg sie coraz wiekszym zainteresowaniem ze wzgledu na znacznie mniejsze zuzycie
probek i odczynnikdw, krétszy czasu analizy, wyzszg czutos¢ wykrywania i zmniejszony rozmiar
oprzyrzagdowania [116].

Kolejnymi etapem generujgcym straty byt dodatkowy montaz na dyspenserze
strzykawkowym w przypadku rozlewu na dyspenserach fiolkowych. Czas przygotowania
takiego dyspensera po zwolnieniu wynosi okoto 10 minut. Z uwagi na zachowanie
bezpieczenstwa pracy z promieniowaniem byt to etap konieczny. Etap ten generowat straty
na poziomie 6% dla znacznikéw z izotopem fluoru *8F i 29% dla znacznikéw z izotopem wegla
11C. Mozliwe jest skrdcenie tego etapu przez przygotowanie dyspensera strzykawkowego
w czasie zwalniania serii przez QP. Czasy obu etapdw ulegtyby pokryciu i pozwolity na
zaoszczedzenie aktywnosci na dawki dla pacjenta. Rozwazenie przygotowania dyspensera w
trakcie zwalniania serii przez QP musi odby¢ sie na podstawie ilo$ci zwalnianych serii danego
znacznika. Jedli znacznik jest zwalniany czesto, mozna rozwazyé przygotowanie dyspensera

przed zwolnieniem do zastosowania, jednak w przypadku, gdy znacznik rzadko jest zwalniany
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do zastosowania, z uwagi na bardzo trudny proces syntezy, nie powinno sie przygotowywac
dyspensera przed zwolnieniem, poniewaz bedzie to generowato dodatkowe koszty w postaci

niewykorzystanego sterylnego, jednorazowego zestawu.

Kolejnym etapem, ktory mogtby zostac¢ poprawiony jest zwalnianie serii przez QP oraz
czas przygotowania i wydruku dokumentow uzywanych w produkcji i kontroli jakosci. Obecnie
na rynku znajduja sie systemy, dzieki ktdremu dane z uzywanych urzadzen sg automatycznie
zbierane i wpisywane w wymagane rubryki dokumentow. Dokumenty s3 wypetniane
na biezgco, a wygenerowane przez urzadzenia raporty, sg dodawane w formie zatgcznikdéw
do zapisu serii. Dodatkowo mozna oglagdac¢ postepy w tworzeniu dokumentacji w czasie
rzeczywistym, co pozwala osobie wykwalifikowanej na analize danych w trakcie i szybsze

zwolnienie serii.

Przygladajac sie catosciowo na czas danego etapu, konfiguracje QC, ubytek aktywnosci
na fiolki poboczne oraz wybér dyspensera do rozlewu, najlepszym rozwigzaniem okazuje sie
uzycie dyspensera Althea do rozlewu w pofaczeniu z QC z wykonaniem badan LAL i GC
po zwolnieniu. Poréwnujac ten wybdér do innych zestawien, mozna wygenerowac aktywnosci
pozwalajgce na wykonanie wiekszej ilosci badan dla poszczegdlnych znacznikow:

e dla [*®F]JFDG mozna wykonaé¢ az o 8 badan wiecej na jednym skanerze PET oraz

14 badan wiecej na dwa skanery PET (ryciny 69 - 72),

e [*¥F]F-DOPA mozna wykona¢ az o 3 badania wiecej na jednym skanerze PET oraz

5 badania wiecej na dwa skanery PET (ryciny 73 - 76),

e ([*'C]-metyl)Cholina mozna wykona¢ az o 2 badanie wiecej na jednym skanerze PET

oraz 2 badania wiecej na dwa skanery PET (ryciny 77 - 80),

e [1-!1C] Octan Sodu mozna wykonac¢ az o 1 badania wiecej na jednym skanerze PET oraz

1 badanie wiecej na dwa skanery PET (ryciny 81 - 84).

Do zwiekszenia ilosci aktywnos$ci dla pacjentow mogg sie przyczynié, i w tym przypadku,
coraz to nowsze technologie, wydajniejsze cyklotrony oraz metody syntezy pozwalajace
na osiggniecie wysokich wydajnosci otrzymanego radiofarmaceutyku lub zmiana izotopu
wegla C na 8F, co korzystnie wptynie na spadek aktywnosci danego preparatu [117].
Zwiekszenie wydajnosci syntezy ['8F]F-DOPA z opisanych powyzej 15% do 30 %, stosujgc

metodg Lemaire i Libert lub nawet 40%, stosujagc metode Edwards & Wirth, juz nie czyni go
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znacznikiem niszowym [118,119,120]. Zmiana izotopu wegla *1C na '8F w syntezie choliny daje
mozliwos$¢ wykonania wiekszej ilosci badan bez zmiany techniki obrazowania jaka jest badanie

PET [121].
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[""FIFDG - CLIO (fiolki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu fluoru "F (min) 1095
Koncentracja EOS (MBg/mL) 3000
Strata na holki poboczne (MEq) 33000
Rozlew I Rozlew I Rozlew III
QCMETODAILAL +GC QCMETODAIILAL +~GC QCBEZIAL+GC
. e CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY 0MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY 0MBq) | PS AKT (%)
Poczatek procesu 60000,00 60000,00 60000,00
Przygotowanie rozdenczenia 6 -3,73 6 3,73 6 ‘ 3,73
N/ N 7
57763,89 57763,89 57763,89
Rozlew 20 -11,89 20 -11,89 20 -11,89
5089485 50894 85 50894 85
Strata na fioki poboczne -64,84 6484 -64,84
h 4 N7 N
175894,85 1789485 17894, 85
Kontrola jakosci 111 -50,47 68 -3498 49 -26,67
8862,87 11635,55 1312262
Zwolnienie serii przez QP 15 -9,06 15 9,06 15 9,06
AV b
8060,04 10581,57 11933,93
Montaz w dyspenserze strzykawkowym 10 , -6,13 10 6,13 10 -6,13
b b h
Aktywnosc pozostala do badan PET 7565,65 9932,50 11201,91
Calkowity czas przygotowania dawek dla pacjenta 162 119 100
Calkowity procentowy spadek aktywnosd | 8730 -8345 -81,33
Aktywnosc wg procedury wzorcowej potrzebna do wykonania badania 5-7MB 5-7 MBg/kg
# y na badanie 25 min 25 min
ISKANER IO SKANERY | ISKANER I SKANERY | ISKANER I SKANERY
7x 9% #|[8x # 11x #|9x 4 12x ¢

Rycina 69. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*F]FDG na dyspenserze Clio (fiolki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji

QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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['"FIFDG - THEODORICO (fiolki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu fluoru "F (min) 1095
Koncentracja EOS (MBg/mL) 3000
Strata na folki poboczne (MBq) 33000
Rozlew I Rozlew IT Rozlew III
QCMETODAILAL +GC QCMETODA I LAL - GC QCBEZILAL +GC
_ At CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBqg)| PS AKT (%) | €ZAS (min) | AKTY 0vBq)| Ps AXT (%)
Poczatek procesu 60000,00 60000,00 60000,00
Przygotowanie rozciericzenia 2 -126 2 -1,26 2 -1,26
AV b, £ AV
5924517 | 5924517 5924517
Rozlew 12 -7,31 12 -7,31 12 -7,31
h b, 4 A
54911 51 54911 51 5491151
Strata na fioki poboczne -60,10 -60,10 ‘ , -60,10
7 7 N
21911,51 2191151 2191151
Kontrola jakosci 111 5047 68 3498 49 ‘ ) 26,67
7 7 h
| | 1256 16068 11
Zwolnienie serii przez QP 15 -9,06 15 -9,06 15 -9.06
b
9869,19 12956,70 1461261
Montaz w dyspenserze strzykawkowym 10 -6,13 10 ’ -6,13 10 , -6,13
AV A 7
Aktywnosc pozostata do badan PET 9263,82 1216194 13716,29
Calkowity czas przygotowania dawek dla pagjenta 150 107 88
Calkowity procentowy spadek aktywnosc | -8456 | -79,73 -77,14
Aktywnos¢ wg procedury wzorcowej potrzebna do wykonania badania 5-7MBg/kg 5-7 MBq/kg 5-7MBg/kg
Czas potrzebny na badanie
ISKANER I SKANERY | ISKANER I SKANERY | ISKANER I SKANERY
8x & 11x #|10x 13x #|10x % 14x %

Rycina 70. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*¥F]JFDG na dyspenserze Theodorico (fiolki) przy zastosowaniu trzech

konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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["®FIFDG - CLIO (strzykawki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu fluoru ' F (min) 109,5
Koncentraga EOS (MBg/mL) 3000
Strata na strzykawki poboczne (MBq) 33000
Rozlew I Rozlew II Rozlew III
QCMETODA ILAL = GC QC METODA IILAL +GC QCBEZLAL+GC
CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%)
Poczatek procesu 60000,00 60000,00 60000,00
Przygotowanie rozcienczenia 6 , -3,73 6 ’ -3,73 6 ’ -3,73
N/ b AV
57763,89 57763,89 57763,89
Rozlew 14 -8,48 14 -8,48 14 -8,48
52865,04 52865,04 52865,04
Strata na strzykawki poboczne , -62,42 > -62,42 ’ -62,42
b 4 b 4 b 4
| 1986504 19865,04 19865,04
Kontrola jakosci 111 -50,47 68 -34,98 49 -26,67
b, 4 b, . b 4
9838,66 12916,61 14567 40
Zwolnienie serii przez QP 15 -9.06 15 -9,06 15 -9,06
Aktywnosé pozostala do badan PET 8947,44 11746,58 13247,84
Calkowity czas przygotowania dawek dla pacjenta 146 103 84
Calkowity procentowy spadek aktywnosci -77,92
Aktywnosé wg pro j do wykonania badania
Czas potrzebny na badanie
ISKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY
Tlos¢ pacjentow, ktérym zostanie wykonanie badanie - >
8x 10x#|9x % 12x 4 [10x ¢ 14x ¢

Rycina 71. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*®F]JFDG na dyspenserze Clio (strzykawki) przy zastosowaniu trzech

konfiguracji QC(AKTY- aktywno$¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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['®*FIFDG - ALTHEA (strzykawki)

Czas polowicznego rozpadu izotopu fluoru ' F (min) 1095

Koncentracja EOS (MBg/mL) 3000

Strata na strzykawki poboczne (MBq) 2940

Rozlew I Rozlew II Rozlew III
QC METODAILAL + GC QC METODA ITI LAL =+ GC QCBEZLAL +GC
ETAP S - ; :
CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%)
Poczatek procesu 60000,00 60000,00 60000,00
Przygotowanie rozciericzenia 2 ’ -126 2 , -126 2 ’ -1,26
b A4 D,
5924517 59245,17 5924517
Rozlew 10 -6,13 10 -6,13 10 -6,13
55611,12 55611,12 55611,12
Strata na strzykawki poboczne ’ -5.29 , -5,29 , -5,29
b & b AV
52671,12 52671,12 52671,12
Kontrola jakosci 111 -50,47 68 -3498 49 -26,67
26086,68 3424771 38624,70
Zwolnienie serii przez QP 15 -9,06 15 -9,06 15 -9,06
Aktywnosé pozostala do badan PET 23723,67 3114545 35125,95
Calkowity czas przygotowania dawek dla pagenta 138 95 76 ,
Catkowity procentowy spadek aktywnosci | 6046 | 4809 | -41,46

Aktywnosc wg procedury wzorcowej potrzebna do wykonania badania 5-7 MBg/kg 5-7 MBg/kg 5-7MBq/kg

Czas potrzebny na badanie 25 min 25 min
ISKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY

Tlos¢ pagjentéw, ktérym zostanie wykonanie badanie 13X * 19X * ]_..1)( t 22)( i 15)( * 23X '

Rycina 72. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania ['8F]JFDG na dyspenserze Althea (strzykawki) przy zastosowaniu trzech

konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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["*FIF-DOPA - CLIO (fiolki)

Czas polowicznego rozpadu izotopu fluoru ' F (min) 109,5
Koncentracja EOS (MBg/mL) 300
Strata na fiolki poboczne (MBq) 3300
Rozlew I Rozlew II Rozlew III
QC METODAILAL + GC QC METODA I LAL + GC QC BEZLAL +GC
CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%)
Poczatek procesu 7000,00 7000,00 7000,00
Przygotowanie rozcienczenia 6 -3,73 6 -3,73 6 -3,73
N b 4 h 4
6739,12 6739,12 6739,12
Rozlew 20 -11,89 20 -11,89 20 -11,89
5937,73 5937,73 5937,73
Strata na fioki poboczne -55,58 -55,58 -55,58
> : A4 A
2637,73 2637,73 2637,73
Kontrola jakosci 112 -50,79 69 -35,39 50 -27,13
h A b
1298,16 170428 1922,09
Zwolnienie serii przez QP 15 -9,06 15 -9,06 15 -9,06
1180,57 1549,90 174798
Montaz w dyspenserze strzykawkowym 10 , -6,13 10 -6,13 10 ' -6,13
7 b, ¥
Aktywnosc pozostala do badan PET 1108,15 145483 1640,76
Calkowity czas przygotowania dawek dla pacienta 163 120 101 |
Calkowity procentowy spadek aktywnosci | 54,17 | -79,22 | -76,56
Aktywnoscé wg proced j potrzebna do wykonania badania
Czas potrzebny na badanie
I SKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY | ISKANER I SKANERY
Tlosé pacjentow, ktérym zostanie wykonanie badanie & H & o | &
3x 1 3x 1 [3x * x 1 [4&x T x T

Rycina 73. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [8F]F-DOPA na dyspenserze Clio (fiolki) przy zastosowaniu trzech

konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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['"*F]E-DOPA - THEODORICO (fiolki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu fluoru ' F (min) 109,5
Koncentracja EOS (MBg/mL) 300
Strata na fiolki poboczne (MBq) 3300
Rozlew I Rozlew I Rozlew III
QC METODA ILAL +GC QC METODAIILAL + GC QC BEZLAL + GC
ETAP § o . :
CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) [ AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%)
Poczatek procesu 7000,00 7000,00 7000,00
Przygotowanie rozciericzenia 2 -1,26 2 -1,26 2 -1,26
AV 7 b 4
6911,94 6911,94 691194
Rozlew 12 -7,31 12 -7,31 12 -7,31
6406,34 6406,34 6406,34
Strata na fioki poboczne 51,51 -51,51 51,51
3106,34 3106,34 3106,34
Kontrola jakosci 112 -50,79 69 -35,39 50 -27,13
1528,79 2007,05 2263,56
Zwolnienie serii przez QP 15 -9,06 15 -9,06 15 9,06
1390,30 182525 2058,52
Montaz w dyspenserze strzykawkowym 10 -6,13 10 -6,13 10 -6,13
A A b 4
Aktywnosc pozostala do badan PET 1305,02 171329 1932,26
Calkowity czas przygotowania dawek dla pacjenta 151 108 89
Calkowity procentowy spadek aktywnosci
Aktywnosc¢ wg proc j do wykonania badania
zas potrzebny na badanie
ISKANER I SKANERY | ISKANER I SKANERY | ISKANER I SKANERY
Tlosé pacjentéw, ktérym zostanie wykonanie badanie H & 2 - | H 2
3x 1 3x 1|4x 1 ix 1 4x T 5« 1

Rycina 74. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*8F]F-DOPA na dyspenserze Theodorico (fiolki) przy zastosowaniu trzech

konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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["*FIF-DOPA - CLIO (strzykawki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu fluoru *F (min) 109,5
Koncentracja EOS (MBq/mL) 300
Strata na strzykawki poboczne (MBq) 3300
Rozlew I Rozlew II Rozlew III
QC METODAILAL + GC QC METODA IILAL = GC QC STARABEZLAL +GC
ETAP . ; ) ; § ;
CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%)
Poczatek procesu 7000,00 7000,00 7000,00
Przygotowanie rozcieniczenia 6 -3,73 6 -373 6 -373
b A4 h 4
6739,12 6739,12 6739,12
Rozlew 14 -8,48 14 -548 14 -3,48
6167,59 6167,59 6167,59
Strata na strzykawki poboczne -53,51 -53,51 -53,51
A4 AV b
2867,59 2867,59 2867,59
Kontrola jakosci 112 -50,79 69 -35,39 50 -27,13
141128 1852,79 2089,59
Zwolnienie serii przez QP 15 -9,06 15 -9,06 15 -9,06
Aktywnosé pozostala do badan PET 1283,44 1684,96 1900,30
Calkowity czas przygotowania dawek dla pacjenta 147 104 85
Calkowity procentowy spadek aktywnosci | 8167 | 7593 | -72,85
Aktywnosc wg procedury wzorcowej potrzebna do wykonania badania 4 MBq/kg
Czas potrzebny na badanie i 25 min
ISKANER II SKANERY | ISKANER IISKANERY | ISKANER II SKANERY
Tlosé pacjentéw, ktérym zostanie wykonanie badanie = , - | 2 2 ﬁ = -
3x f 3x 1 [4x 4x T [4x ox §

Rycina 75. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*8F]F-DOPA na dyspenserze Clio (strzykawki) przy zastosowaniu trzech

konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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["F]JF-DOPA - ALTHEA (strzykawki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu fluoru F (min) 109,5
Koncentracja EOS (MBg/mL) 300
Strata na strzykawki poboczne (MBq) 1680
Rozlew I Rozlew II Rozlew III
QC METODAILAL +GC QC METODA ILAL +GC QCBEZLAL+GC
ETAP : g : S "
CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%)
Poczatek procesu 7000,00 7000,00 7000,00
Przygotowanie rozcienczenia 2 ’ -1,26 2 -1,26 2 > -1,26
A4 b b
6911,94 6911,94 I 6911,94
Rozlew 10 -6,13 10 -6,13 10 -6,13
h : h 4 h
6487,96 648796 6487,96
Strata na strzykawki poboczne -25,89 -25,89 -25,89
4807,96 4807,96 4807,96
Kontrola jakosci 112 -50,79 69 -35,39 50 -27,13
2366,24 3106,50 3503,52
Zwolnienie serii przez QP 15 -9,06 15 -9,06 15 -9,06
Aktywnosc pozostala do badan PET 2151,90 2825,10 3186,16
Calkowity czas przygotowania dawek dla pagenta 139 96 77
Calkowity procentowy spadek aktywnosci |  -6926 | -59,64 54,48
Aktywnosc wg procedury wzorcowej potrzebna do wykonania badania 4 MBq/kg 4 MBqg/kg 4 MBg/kg
Czas potrzebny na badanie i 25 min
ISKANER IISKANERY | ISKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY
Tlosé pacjentéw, ktorym zostanie wykonanie badanie - - - - -
ix ¢ 5 # |5x T X ox 1 8x ¢

Rycina 76. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania ['8F]F-DOPA na dyspenserze Althea (strzykawki) przy zastosowaniu trzech

konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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(['""CI-METYL)CHOLINA - CLIO (fiolki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu wegla *'C (min) 20,5
Koncentragja EOS (MBg/mL) 700
Strata na fiolki poboczne (MBq) 7700
Rozlew I Rozlew II Rozlew III
QC METODAILAL +GC QC METODA IILAL - GC QCBEZLAL +GC
ETAP ) § ’ A
CZAS (min) | AKTY (MBq) [ PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%)
Poczatek procesu 20000,00 20000,00 20000,00
Przygotowanie rozcienczenia 6 -18,36 6 -18,36 6 -18,36
16327,65 16327,65 16327,65
Rozlew 20 , -49,15 20 -49,15 20 D 49,15
b A : h. o
8303,02 8303,02 8303,02
Strata na fioki poboczne -92.74 -92,74 92,74
603,02 603,02 603,02
Kontrola jakosci 111 -97,66 68 -89,97 36 D -70,40
| 1414 |  e050 178,52
Zwolnienie serii przez QP 15 -39,78 15 -39,78 15 -39,78
NS b 7
8,51 36,44 107,50
Montaz w dyspenserze strzykawkowym 10 ’ -28,69 10 ’ -28,69 10 ) -28,69
b V. b, £
Aktywnosc pozostala do badan PET 6,07 25,98 76,66
Calkowity czas przygotowania dawek dla pacjenta 162 119 87
Calkowity procentowy spadek aktywnosci -99,97 | -99,87 -99,62
Aktywnos¢ wg procedury wzorcowej potrzebna do wykonania badania 3,5-5MBg/kg
Czas potrzebny na badanie
I SKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY
Iosé pacjentow, ktérym zostanie wykonanie badanie % % & &
ox 1 Ox Ox Ox #10x B ox ¢

Rycina 77. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania ([*1C]-metyl)Cholina na dyspenserze Clio (fiolki) przy zastosowaniu trzech
konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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([""CI-METYL)CHOLINA - THEODORICO (fiolki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu wegla ' C (min) 20,5
Koncentracja EOS (MBq/mL) 700
Strata na fiolki poboczne (MBEq) 7700
Rozlew I Rozlew II Rozlew III
QC METODA ILAL + GC QC METODA IILAL + GC QCBEZLAL +GC
ETAP . X 3 5 o
CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%)
Poczatek procesu 20000,00 20000,00 20000,00
Przygotowanie rozcienczenia 2 C ’ -6,54 2 -6,54 2 -6,54
AV AV h 4 :
18692,23 18692,23 18692,23
Rozlew 12 -33,35 12 D -33,35 12 -33,35
| 1245801 12458,01 12458,01
Starta na fioki poboczne -61,81 -61,81 -61,81
A b AV
4758,01 4758,01 4758,01
Kontrola jakosc 111 -97,66 68 D -89,97 36 -70,40
111,55 477,40 1408,60
Zwolnienie serii przez QP 15 -39,78 15 -39,78 15 -39,78
67,17 287,49 84824
Montaz w dyspenserze strzykawkowym 10 ) -28,69 10 ’ -28,69 10 ‘ ’ -28,69
Ao A 7
Aktywnosé pozostala do badan PET 47,90 205,01 604,89
Calkowity czas przygotowania dawek dla pacjenta 150 107 75
Calkowity procentowy spadek aktywnosci | 9976 | -s897 | -sss8
Aktywnos¢ wg procedury wzorcowej potrzebna do wykonania badania 3,5-5MBg/kg 3,5-5MBq/kg 3,5-5MBg/kg
| —
Czas potrzebny na badanie
I SKANER O SKANERY | ISKANER I SKANERY | ISKANER I SKANERY
Tlos¢ pacgjentow, ktorym zostanie wykonanie badanie -
Ox Ox Ox Ox 1x 1%

Rycina 78. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania ([*!C]-metyl)Cholina na dyspenserze Theodorico (fiolki) przy zastosowaniu

trzech konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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([""C]-METYL)CHOLINA - CLIO (strzykawki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu wegla ' C (min) 205
Koncentraga EOS (MBg/mL) 700
Strata na strzykawki poboczne (MBq) 7700
Rozlew I Rozlew I Rozlew III
QC METODA ITAL +GC QC METODA IILAL - GC QCBEZLAL +GC
ETAP ) ) . o . :
CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%)
Poczatek procesu 20000,00 20000,00 20000,00
Przygotowanie rozcienczenia 6 -18,36 6 -18,36 6 -18,36
b b 4 A 4
16327,65 16327,65 16327,65
Rozlew 14 -37,71 14 -37,71 14 -37,71
A4 : 7 h. 4
10170,50 10170,50 10170,50
Starta na strzykawki poboczne -75,71 -75,71 -75,71
b b A4
2470,50 2470,50 2470,50
Kontrola jakosci 111 -97,66 68 -89,97 36 -70,40
h 4 : AV h 4
57,92 247,88 731,39
Zwolnienie serii przez QP 15 -39,78 15 -39,78 15 -39,78
h 4 : b
Aktywnosé pozostala do badan PET 34,88 149,27 44043
Calkowity czas przygotowania dawek dla pagenta 146 103 71
Calkowity procentowy spadek aktywnosci
Aktywnosc wg procedury wzorcowej potrzebna do wykonania badania
Czas potrzebny na badanie
I SKANER I SKANERY | ISKANER IO SKANERY | ISKANER IO SKANERY
Ilos¢ pacjentéw, ktorym zostanie wykonanie badanie
Ox Ox M |0x Ox P |1x 1x

Rycina 79. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania ([**C]-metyl)Cholina na dyspenserze Clio (strzykawki) przy zastosowaniu

trzech konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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(['"C]I'METYL)CHOLINA - ALTHEA (strzykawki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu wegla = C (min) 20,5
Koncentragja EOS (MBgq/mL) 700
Strata na strzykawki poboczne (MBq) 1785
Rozlew I Rozlew II Rozlew III
QC METODA ILAL + GC QC METODA IILAL =+ GC QCBEZ LAL + GC
CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%)
Poczatek procesu 20000,00 20000,00 20000,00
Przygotowanie rozciericzenia 2 -6,54 2 -6,54 2 -6,54
A 4 7 h 4
18692,23 1869223 1869223
Rozlew 10 -28,69 10 -28,69 10 -28,69
13329,61 13329,61 1332961
Strata na strzykawki poboczne -13,39 -13,39 -13,39
1154461 11544,61 1154461
Kontrola jakosci 111 -97,66 68 -89,97 36 -70,40
b N A
270,65 1158,35 3417,76
Zwolnienie serii przez QP 15 > -39,78 15 D -39,78 15 D -39,78
b 4 AV A4
Aktywnos¢ pozostala do badan PET 162,98
Calkowity czas przygotowania dawek dla pagenta 138
Calkowity procentowy spadek aktywnosci
Aktywnosé wg procedury wz wej potrzebna do wykonania badania
Czas potrzebny na badanie
ISKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY
Tlosé pagjentéw, ktérym zostanie wykonanie badanie
Ox Ox 1x 2x 2%

2x

Rycina 80. Czas i catkowity spadek aktywnoséci w trakcie przygotowania ([*!C]-metyl)Cholina na dyspenserze Althea (strzykawki) przy

zastosowaniu trzech konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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[1-""CIOCTAN SODU - CLIO (fiolki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu wegla * C (min) 20,5
Koncentracja EOS (MBg/mL) 700
Strata na fiolki poboczne (MBq) 771
Rozlew I Rozlew II Rozlew III
QC METODA ILAL - GC QC METODA IILAL +GC QC BEZLAL +GC
ETAP § L . :
CZAS (min) | AKTY (MBqg)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY MBq) | PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%)
Poczatek procesu 20000,00 20000,00 20000,00
Przygotowanie rozcieniczenia 6 ‘ , -18,36 6 , -18,36 6 -18,36
b, 7 h 4 :
16327,65 16327,65 16327,65
Rozlew 20 -49,15 20 -49,15 20 49,15
8303,02 8303,02 8303,02
Strata na fioki poboczne 9274 -92,74 9274
AV : D, b
603,02 603,02 603,02
Kontrola jakosci 111 -97,66 68 -89,97 31 64,94
14,14 60,50 211,40
Zwolnienie serii przez QP 15 ’ -39,78 15 -39,78 15 -39,78
AV AV : AV
851 36,44 127,31
Montaz w dyspenserze strzykawkowym 10 , -28,69 10 -28,69 10 -28,69
N7 7 b
Aktywnosc pozostala do badan PET 6,07 25,98 90,78
Calkowity czas przygotowania dawek dla pacjenta 162 119 82 |
Calkowity procentowy spadek aktywnosci | -99,97 I -99,87 | -99,55
Aktywnosé wg procedury wzorcowej potrzebna do wykonania badania 8 -17 MBq/kg 8 - 17 MBq/kg 8-17 MBq/kg
Czas potrzebny na badanie
ISKANER I SKANERY | ISKANER I SKANERY | ISKANER I SKANERY
Tlosé pacjentéw, kiorym zostanie wykonanie badanie & = = = &
Oox ¢ Ox 1 |0x Ox #10x ox

Rycina 81. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [1-11C] Octan Sodu na dyspenserze Clio (fiolki) przy zastosowaniu trzech

konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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[1-""CIOCTAN SODU - THEODORICO (fiolki)

Czas potrzebny na badanie

Czas polowicznego rozpadu izotopu wegla = C (min) 20,5
Koncentracja EOS (MBq/mL) 700
Strata na fiolki poboczne (MBq) 7700
Rozlew I Rozlew I Rozlew III
QC METODAILAL +GC QC METODA II LAL + GC QCBEZLAL +GC
ETAP ; : : ; : :
CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%)
Poczatek procesu 20000,00 20000,00 20000,00
Przygotowanie rozciericzenia 2 -6,54 2 -6,54 2 -6,54
7 N 7
18692,23 18692,23 18692,23
Rozlew 12 -33,35 12 -33,35 12 -33,35
N : A 4 b A
12458,01 12458,01 12458,01
Strata na fioki poboczne -61,81 -61,81 -61,81
4758,01 4758,01 4758,01
Kontrola jakosci 111 -97,66 68 -89,97 31 -64,94
b4 : b A4
11155 477,40 1668,05
Zwolnienie serii przez QP 15 -39,78 15 -39,78 15 -39,78
N AV N
67,17 287,49 100448
Montaz w dyspenserze strzykawkowym 10 -28,69 10 -28,69 10 -28,69
b : b, b 4
Aktywnosc pozostala do badan PET 47,90 205,01 716,31
Calkowity czas przygotowania dawek dla pacjenta 150 107 70
Calkowity procentowy spadek aktywnosci | -99,76 [ -98,97 I -96,42
Aktywnosc wg procedury wzorcowej potrzebna do wykonania badania 8 - 17 MBg/kg 8 - 17 MBg/kg 8- 17 MBq/kg

Tos¢ pacjentow, ktorym zostanie wykonanie badanie

I SKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY

ISKANER

ox f Ox ?(Ox 0x

0x ®

I SKANERY

Ox

Rycina 82. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [1-11C] Octan Sodu na dyspenserze Theodorico (fiolki) przy zastosowaniu

trzech konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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[1-""CJOCTAN SODU - CLIO (strzykawki)
Czas polowicznego rozpadu izotopu wegla ' C (min) 20,5
Koncentracja EOS (MBg/mL) 700
Strata na strzykawki poboczne (MBq) 7700
Rozlew I Rozlew II Rozlew III
QC METODAILAL + GC QC METODA II LAL + GC QCBEZILAL +GC
ETAP . . : ¢
CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%)
Poczatek procesu 20000,00 20000,00 20000,00
Przygotowanie rozcienczenia 6 ’ -18,36 6 -18,36 6 -18,36
| 16327.65 16327,65 16327,65
Rozlew 14 -37,71 14 -37,71 14 -37,71
AV b 4 A4
10170,50 10170,50 10170,50
Strata na strzykawki poboczne , -75,71 > -75,71 ’ -75,71
b A A4 b 4
2470,50 2470,50 2470,50
Kontrola jakosci 111 -97,66 68 -89,97 31 -64,94
57,92 247,88 866,10
Zwolnienie serii przez QP 15 -39,78 15 -39,78 15 -39,78
Aktywnosé pozostala do badan PET 34,88 149,27 521,56
Calkowity czas przygotowania dawek dla pacjenta 146 103 66 |
Calkowity procentowy spadek aktywnosci I -99 83 -99 25 I -97,39
Aktywnosc¢ wg procedury wzorcowej potrzebna do wykonania badania 8-17 MBq/kg
Czas potrzebny na badanie
ISKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY | ISKANER II SKANERY
Tlosé pacjentéw, ktérym zostanie wykonanie badanie - - > : - &
Ox ¢ Ox |0x ¢ Ox #|0x Ox T

Rycina 83. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [1-11C] Octan Sodu na dyspenserze Clio (strzykawki) przy zastosowaniu

trzech konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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[1-"CJOCTAN SODU - ALTHEA (strzykawki)

Czas polowicznego rozpadu izotopu wegla YE (min) 20,5
Koncentracja EOS (MBg/mL) 700
Strata na strzykawki poboczne (MBq) 7140
Rozlew I Rozlew I Rozlew I
QCMETODAILAL+GC QC METODAIILAL + GC QCBEZLAL-+GC
Elas CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq)| PS AKT (%) | CZAS (min) | AKTY (MBq) | PS AKT (%)
Poczatek procesu 20000,00 20000,00 20000,00

(]
(]
(=1

Przygotowanie rozcieniczenia -6,54

AV h 4
18692,23 18692,23

6,54 6,54

h 4
18692,23

Rozlew 10 -28,69 10 -28,69 10 -28,69

13329,61 13329,61 13329,61

Strata na strzykawki poboczne -53,56 , -53,56 -53,56

h b 4
6189,61 6189,61 | s18961
Kontrola jakosci 111 97,66 68 -89,97 31 64,94
b 4 h. b 4
14511 621,05 2169,94
Zwolnienie serii przez QP 15 -39,78 15 -39,78 15 -39,78
N/ N h 4
Aktywnos¢é pozostata do badan PET 87,38 373,99 1306,72
Catkowity czas przyg ia dawek dia pacjenta 138 95 58
Catkowity procentowy spadek aktywnosci | -ss56 | -s813 | 93,47

Aktywnosc wg proced:

r wzorcowej potrzebna do wykonania badania

Czas potrzebny na badanie

ISKANER I SKANERY | ISKANER IO SKANERY | ISKANER I SKANERY

Tlosé pacjentow, ktorym zostanie wykonanie badanie Ox ﬁ Ox ,' Ox T Ox Ai« 1x li\ 1x ‘i‘

Rycina 84. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [1-11C] Octan Sodu na dyspenserze Althea (strzykawki) przy zastosowaniu

trzech konfiguracji QC (AKTY- aktywnos¢, PS AKT — procentowy spadek aktywnosci).
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6. Wnioski

1. Optymalizacja syntezy wybranych radioznacznikow w celu uzyskania najwyzszej

wydajnosci radiochemicznej oraz czystosci radiochemicznej.

a) [**FIFDG

W wyniku prowadzonych prac wykonano synteze [*8F]FDG przy uzyciu prekursora
triflatu mannozy na module Explora FDG4 z zastosowaniem hydrolizy kwasowej
w czasie 45 minut przy wydajnosci RCY 60-70% i czystosci radiochemicznej RCP
>99%.

Wydtuzenie czasu hydrolizy na etapie syntezy [*F]FDG znaczgco podniosto czystosé
radiochemiczng przy zachowaniu czystosci chemicznej i wskaznika pH oraz
niewielkiej utracie aktywnosci, poprawiajac parametry jakosciowe produktu
kofAcowego.

Wynik na granicy akceptacja/odrzucenie moze mie¢ wptyw na negatywny przebieg
badania stabilnos$ci radiofarmaceutyku ['®F]FDG. Podwyzszenie czystosci
radiochemicznej pozwolito na unikniecie uniewaznienia tego badania z powodu
wptywu btedu pomiarowego urzadzenia oraz ewentualnego btedu ludzkiego.
Ograniczenie zanieczyszczerh acetylo-[*®F]FDG do minimum moze ograniczy¢
wptywy GLUT-niezaleznej akumulacji [*®F]JFDG w komdrkach nowotworowych,

co pozwala unikngé wyniku pozytywnie dodatniego w obrazowaniu PET.

b) ['3F]-DOPA

Pomys$lnie przeprowadzono nukleofilowg metode syntezy [*®F]F-DOPA w czasie
120 minut z zastosowaniem prekursora ABX 1336 na module Raytest SynChrom
R&D przy wydajnosci RCY = 13 - 15%, czystosci radiochemicznej RCP > 97%
i enancjomerycznej ee = 96%.

Uzycie mniejszej ilosci prekursora ABX 1336 oraz odpowiedni dobdr utleniacza
mCPBA w utleniania Baeyera-Villigera korzystnie wptyneto na wydajnos¢ syntezy
[‘8F]F-DOPA.

Zastosowanie oczyszczania produktu surowego metodg SPE, w poréwnaniu do
oczyszczania na kolumnie pétpreparatywnej pozwolito wyeliminowac¢ btad

operatora polegajacy na zbyt pdZznym rozpoczeciu wychwytu piku witasciwego,

209



co mogtoby powodowaé obnizenie wydajnosci syntezy lub na zbyt wczesnym
wychwycie, co mogtoby wptynac na czysto$é koncowq produktu.

Zastosowanie oczyszczania SPE nie daje jednak mozliwosci zaobserwowania
i zareagowania na zmieniajgce sie warunki utleniania.

W celu unikniecia problemoéw zwigzanych z gromadzeniem sie zanieczyszczen po
syntezie [8F]F-DOPA , wydaje sie, ze lepszym rozwigzaniem bedzie zastosowanie
modutu z wymiennymi jednorazowymi kasetami do radiosyntezy lub systemem

czyszczenia bezposrednio po syntezie.

c) ([**C]-metyl)Cholina

W wyniku prowadzonych prac wykonano synteze ([*!C]-metyl) Choliny w czasie 20
minut przy uzyciu prekursora DMAE na module syntezy ModularLab przy
wydajnosci RCY = 80% i czystosci radiochemicznej RCP >99%.

Wyeliminowano z syntezy ([}1C]-metyl) Choliny dodatkowego rozpuszczalnika DMF
do prekursora DMAE, co poprawito bezpieczenstwa stosowania tego
radiofarmaceutyku.

Zastosowanie dwodch kolumn Sep-Pak Light Accell Plus CM do wypetniania
prekursorem oraz oczyszczania obnizyto ilos¢ DMAE >2,5 pg/mL przy
farmakopealnym limicie dopuszczalnym wynoszacym 200 pg/mL, poprawiajac

skutecznos$é stosowania preparatu.

d) [1-'!C] Octan Sodu

W wyniku prowadzonych prac wykonano synteze [1-!!C]Octan Sodu w czasie
12 minut przy uzyciu prekursora CHszMgBr z zastosowaniem destylacji jako
metody oczyszczania, na module Explora AC przy wydajnosci RCY= 60-65% i
czystosci radiochemicznej RCP > 98%.

Dobranie odpowiedniej ilosci wody i kwasu w stosunku do zastosowanego
prekursora CHs:MgBr, w trakcie syntezy poprawito czystos¢ i wydajnosc

radiochemiczng [1-1'C]Octan Sodu.
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e W czasie syntezy [1-11C]Octan Sodu nie uzyto dodatkowego rozpuszczalnika TMF
do prekursora CH3:MgBr, co poprawito bezpieczenstwa stosowania tego

radiofarmaceutyku.

2. Dostosowanie rozlewu serii dla wybranych znacznika na réinych typach
dyspenseréw poréwnujac czas potrzebny na ich przygotowanie.

e Najdtuzszy czas potrzebny do przygotowania radiofarmaceutykdéw nalezato
poswieci¢ uzywajac dyspenserow fiolkowych, z powodu potrzeby przeniesienia
aktywnosci z fiolki do strzykawki i dodatkowo uzywajgc do tego dyspensera
strzykawkowego.

e Przygotowanie fiolek na dyspenserze automatycznym Theodorico byto szybsze
w poréwnaniu do dyspensera péfautomatycznego Clio.

e Przygotowanie strzykawek na zmodyfikowanym dyspenserze Althea byto szybsze
w poréwnaniu do dyspensera potautomatycznego Clio, jednak zapewniato
mniejsze bezpieczenstwo stosowania.

e (Czas rozlew danego radiofarmaceutyku zalezy od poziomu automatyzacji

dyspensera, doswiadczenia operatora oraz opakowania koncowego.

3. Przeprowadzenie kontroli jakosci wybranych radiofarmaceutykéw przy
zachowaniu wymaganych kryteriow akceptacji zgodnych z wytycznymi farmakopei
polskiej i europejskiej uwzgledniajac czas wykonania niezbednych badan.

e Wykonanie badania pozostatosci rozpuszczalnikdw nie miato wptywu na straty
ilodci preparatéw bazujacych na izotopie fluoru 8F jak i wegla 'C, poniewaz byto
ono rowne lub nawet krétsze niz inne wymagane przez farmakopee testy QC.

e Nalezy rozwazy¢ czy badanie pozostatosci rozpuszczalnikow, powinno by¢
badaniem wymaganym do wykonania przed zwolnieniem preparatu do
zastosowania, dla preparatéw, ktére mogg zawierac rozpuszczalniki potencjalnie
toksyczne lub mogace mie¢ wptyw na wynik badania.

e Zastosowanie metody Il oznaczania endotoksyn skrécito czas testu o potowe.
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4. Obliczenie koncowej wydajnosci i ilosci badan PET mozliwych do wykonania po
przeprowadzeniu catego procesu wytwarzania, uwzgledniajac spadek aktywnosci

oraz catkowitego czasu w trakcie przygotowania wybranych radiofarmaceutykéw.

e Duze aktywnosci w postaci stezonych radiofarmaceutykéw generujg problemy
zwigzane z przetadowaniem detektora radiometrycznego, mozliwos¢
nieutworzenia zelu w badaniu LAL, narazenie operatora na duze dawki
pochtonietego promieniowania jonizujagcego oraz powodujg duze straty
aktywnosci, ktora mogtaby zosta¢ uzyta na badania PET.

e Przeznaczenie aktywnosci na badania kontroli jakosci, mikrobiologiczne oraz
archiwum w postaci aktywnosci na poziomie dawki dla pacjenta, pozwala na
unikniecie przetadowania detektora, ograniczenie narazenia na promieniowanie
jonizujace oraz oszczednos¢ aktywnosci i przeznaczenia jej na dawki dla pacjenta.

e Rozlew na dyspenserze Althea w pofaczeniu z QC z brakiem wykonaniem badania
LAL i GC pozwala na zaoszczedzenie duzych aktywnosci, ktdre mogg byc
przeznaczone dla pacjentow na wykonanie badania PET.

e W przypadku wytwarzania [1-11C] Octan Sodu, jedynie wykonanie rozlewu na
dyspenserze Althea z rozcieiczonym radiofarmaceutykiem, bez testu LAL i GC
pozwala na zachowanie aktywnosci, ktédra umozliwia wykonanie pojedynczego
badania PET.

e Nowe technologie, systemy wspierania dokumentacji, wydajniejsze cyklotrony
i metody syntez przyczynia sie do zwiekszenia ilosci aktywnosci, ktéra bedzie mogta

zosta¢ wykorzystana dla pacjentéw na wykonanie badania PET.
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Rozlew, kontrola jakosci, uzupetnienie dokumentacji oraz zwolnienie radiofarmaceutykdéw
sg czynnosciami wymagajacymi czasu. Czas potrzebny na wykonanie tych czynnosci zgodnie
ze wszystkimi wymaganiami prawnymi i przy zastosowaniu wysokospecjalistycznych urzadzen
do rozlewu, powoduje zmniejszenie aktywnosci kofcowej przeznaczonej na badania
diagnostyczne. W przypadku znacznikdw niszowych o niskich wydajnosciach i krotkim okresie
potowicznego rozpadu, przejscie tych etapdw jest niekorzystne, a w niektdrych przypadkach
wrecz niemozliwe. Znaczniki tego typy cho¢ korzystne diagnostycznie nie beda majg

potencjatu komercyjnego.

W przeciggu ostatnich 10 lat wzrosto zapotrzebowanie na medycyne spersonalizowang
i precyzyjng, a wykorzystanie radiofarmaceutykow w tym zakresie wydaje sie obiecujgcym
rozwigzaniem z punktu zindywidualizowanego leczenia pacjentéw, szczegdlnie w onkologii.
Postep technologiczny zwigzany z obrazowaniem molekularnym przy uzyciu techniki PET

i zastosowaniu preparatéw izotopowych, daje szerokie mozliwosci w tym zakresie.

Aby dac szanse rozwojowi znacznikéw potencjalnie niekomercyjnych i przygotowywanych
ma matg skale, majgcych wysoki potencjat diagnostyczny, nalezatoby wzigé pod uwage
przygotowanie takich produktow w jednostkach szpitalnych na zasadach produkgji ,,in House”.
Bariera z jaka moga zmagal sie szpitale w tym zakresie to potrzeba posiadania
zindywidualizowanego, wysokospecjalistycznego sprzetu, przeznaczonego do przygotowania
dawek na mata skale i zapewniajgcego szybkie, ale i precyzyjne wytwarzanie preparatow
radiofarmaceutycznych. Wymagania prawa farmaceutycznego w obecnej formie sg trudne
do spetnienia dla przyszpitalnych zaktadéw medycyny nuklearnej bedacych jednostkami
budzetu panstwa. Dlatego przy wsparciu krajowych organdw regulujgcych prawo
farmaceutyczne i atomowe w zakresie produkcji radiofarmaceutykéw nalezatoby opracowac
nowe jednolite standardy dla radiofarmacji szpitalnej, zapewniajgce bezpieczenstwo, ale
i elastycznos¢ w zakresie przygotowania radiofarmaceutykéw potencjalnie niekomercyjnych
i przygotowywanych ma matg skale, majacych wysoki potencjat diagnostyczny na zasadach ,,in

House”.
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7. Streszczenie

Radiofarmaceutyki to substancje biologicznie czynne zawierajace w swojej strukturze wybrany
izotop promieniotwodrczy. Sktadaja sie z trzech podstawowych elementéw: radionuklidu, ligandu
majgcego powinowactwo do kumulowania sie w patologicznie zmienionych tkankach oraz
tacznika, ktdrego zadaniem jest trwate zwigzanie pierwszej i drugiej sktadowe;j.

Metodg diagnostyczng wykorzystujgcg radiofarmaceutyki jest pozytonowa tomografia
emisyjna (PET). Metoda ta jest metodg emisyjng i w odrdznieniu od metod absorpcyjnych, obraz
jest generowany na podstawie informacji wysytanych z obiektu, co wymaga umieszczenia zrddta
tych informacji w badanym obiekcie. Nosnikiem informacji w technice PET jest kwant
promieniowania gamma, natomiast Zrédiem emitowanego promieniowania  jest
radiofarmaceutyk gromadzony w organizmie. Technologia PET oparta jest o stosowanie izotopow
ulegajacych rozpadowi B* i emitujgcych pozytony. Pozyton zderza sie z elektronami osrodka,
nastepnym anihiluje zamieniajgc swojg mase na energie wyemitowang w postaci dwdch kwantéw
gamma po 511 keV, kazdy w przeciwnych kierunkach. Anihilacja jest podstawg, na ktérej bazuje
technologia PET.

Przygotowanie i stosowanie radiofarmaceutykdow w Polsce jest regulowane przez
Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 9 listopada 2015 (Obwieszczenie Ministra Zdrowia
z dnia 28 kwietnia 2022 r. w sprawie ogtoszenia jednolitego tekstu rozporzadzenia Ministra
Zdrowia w sprawie wymagan Dobrej Praktyki Wytwarzania) Aneks 3 Wytwarzanie Produktéw
Radiofarmaceutycznych oraz Aneks 1 Wytwarzanie Sterylnych Produktéw Leczniczych.

Metody badaid oraz wymagania jakosSciowe produktéw radiofarmaceutycznych okresla
Farmakopea Polska, ktéra zostata przettumaczona z Farmakopei Europejskiej.

Do przygotowania radiofarmaceutykdw przeznaczone sg specjalistyczne urzadzenia, ktérych
funkcjonowanie musi spetnia¢ wymagania narzucone przez wymienione akty prawne, a ich
konstrukcja musi zapewniaé odpowiednig ochrone przed promieniowaniem jonizujgcym.

Radiofarmaceutyki to preparaty medyczne zawierajgce w swojej strukturze izotopy
promieniotwdrcze nadajgce czasteczkom specjalnego charakteru, jakim jest ,zanik leku
w czasie”, a dodatkowo czynig prace z nimi niebezpieczng z uwagi na emitowane przez nie
promieniowanie jonizujace.

Problemem badawczym, ktéry podjeto w pracy jest to, ze przepisy w wymienionych aktach
prawnych oraz konstrukcja urzadzen nie w petni uwzgledniajg specjalng charakterystyke

radiofarmaceutykdéw takich jak:
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Krotki okres potowicznego rozpadu izotopu uzytego do znakowania, nie przekraczajacy 25
minut,

Niska wydajnosé syntezy typowa dla znacznikdéw niszowych, ktére nie majg potencjatu
komercyjnego,

Przygotowanie radiofarmaceutykéw na matg skale (<30 pacjentdw), co jest typowe dla
produkcji radiofarmaceutykéw w warunkach szpitalnych,

Emisja promieniowania jonizujgcego regulowana przez Ustawe z dnia 29 listopada 2000

Prawo Atomowe.

Gtéwnym celem rozprawy doktorskiej byto zbadanie wptywu czasu potrzebnego

na przygotowanie wybranych znacznikéw do diagnostyki onkologicznej z wykorzystaniem techniki

PET

uwzgledniajagc  wymienione  wytyczne i  konstrukcje urzadzen do rozlewu

na koicowa wydajnosé, ktédrg mozna przeznaczy¢ na dawki dla pacjenta.

Z uwagi na ilo$¢ wykonywanych doswiadczen cel gtéwny zostat podzielony cele szczegdtowe:

Optymalizacja syntezy wybranych radioznacznikéw, w celu uzyskania najwyziszej
wydajnosci oraz czystosci radiochemicznej,

Dostosowanie rozlewu serii dla wybranych znacznikdéw na réznych typach dyspenseréw
poréwnujgc czas potrzebny na ich przygotowanie,

Przeprowadzenie kontroli jakosci wybranych radiofarmaceutykéw przy zachowaniu
wymaganych kryteriow akceptacji, zgodnych z wytycznymi Farmakopei Polskiej
i Europejskiej uwzgledniajac czas wykonania niezbednych badan,

Obliczenie koncowej wydajnosci i ilosci badan PET mozliwych do wykonania po
przeprowadzeniu catego procesu wytwarzania, uwzgledniajac spadek aktywnosci oraz
catkowitego czasu w trakcie przygotowania wybranych radiofarmaceutykow.

Prace prowadzone nad optymalizacjg syntez wybranych radiofarmaceutykéw przyczynia

sie do uzyskania wyzszej wydajnosci i czystosci radiochemicznej. Pozwoli to na synteze wybranych

radiofarmaceutykéw w ilosciach umozliwiajgcych przeprowadzenie wszystkich niezbednych

czynnosci stawianych przez wymagania Rozporzadzenie Ministra Zdrowia w sprawie wymagan

Dobrej Praktyki Wytwarzania oraz Farmakopei Polskiej i Europejskiej. Optymalizacja w postaci

poprawy czystosci radiochemicznej przyczynia sie do poprawy bezpieczeristwa stosowania, a takze

do polepszenia uzyskanych obrazéw z przeprowadzonych badan z zastosowaniem diagnostyki PET

poprzez eliminacje zwigzkdéw radioaktywnych wykazujacych niespecyficzne wigzanie. Dodatkowo

przeprowadzone modyfikacje na poziomie modutéw syntezy wskazujg na technicznie mozliwosci

usprawnienia urzgdzen w celu poprawy radiosyntezy wybranych radiofarmaceutykéw.
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Rozlew, kontrola jakosci, uzupetnienie dokumentacji oraz zwolnienie radiofarmaceutykéw
przez Osobe Wykwalifikowang do stosowania, s3 czynnos$ciami wymagajgcymi czasu. Czas
potrzebny na wykonanie tych czynnosci, zgodnie ze wszystkimi wymaganiami prawnymi i przy
zastosowaniu wysokospecjalistycznych urzadzen do rozlewu, powoduje zmniejszenie aktywnosci
koricowe] przeznaczonej na badania diagnostyczne. W przypadku znacznikéw niszowych o niskich
wydajnosciach i krotkim okresie potowicznego rozpadu, przejscie tych etapdw jest niekorzystne,
a w niektéorych przypadkach wrecz niemozliwe. Znaczniki tego typu, choé korzystne
diagnostycznie, nie beda miaty potencjatu komercyjnego.

W przeciggu ostatnich 10 lat wzrosto zapotrzebowanie na medycyne spersonalizowang
i precyzyjng, a wykorzystanie radiofarmaceutykdw w tym zakresie wydaje sie obiecujagcym
rozwigzaniem z punktu zindywidualizowanego leczenia pacjentéw, szczegdlnie w onkologii.
Postep technologiczny zwigzany z obrazowaniem molekularnym przy uzyciu techniki PET
i zastosowaniu preparatow izotopowych, daje szerokie mozliwosci w tym zakresie.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze aby daé szanse rozwojowi znacznikdw potencjalnie
niekomercyjnych i przygotowywanych na mata skale, nalezatoby wzigé pod uwage przygotowanie
takich produktéw w jednostkach szpitalnych na zasadach produkcji ,,in House”, przy zastosowaniu
urzadzen szybkich i precyzyjnych, dostosowanych do wytwarzania na matg skale.

Oprdécz technicznych usprawnien praca wskazuje na potencjat poprawy regulacji prawnych
dla ewentualnej produkcji “in House”. Obecne wymagania prawa sg trudne do spetnienia dla
przyszpitalnych zaktadéw medycyny nuklearnej bedacych jednostkami budzetu panistwa. Dlatego
przy wsparciu krajowych organdéw regulujacych prawo farmaceutyczne i atomowe w zakresie
produkcji radiofarmaceutykdéw, nalezatoby opracowaé nowe jednolite standardy dla radiofarmacji
szpitalnej, zapewniajgce bezpieczedstwo, ale i elastycznos¢ w zakresie przygotowania
radiofarmaceutykéw potencjalnie niekomercyjnych i przygotowywanych na matg skale, majacych

wysoki potencjat diagnostyczny, na zasadach ,in House”.
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8. Abstract

Radiopharmaceuticals are biologically active substances containing a selected radioactive
isotope in their structure. They are composed of the three basic elements of
a radionuclide, a ligand that has the affinity to accumulate in pathologically changed tissues, and
a linker whose function is to permanently bind the first and second components.

A diagnostic method using radiopharmaceuticals is positron emission tomography (PET).
This method is an emission method and, unlike absorption methods, the image
is generated on the basis of information sent from the object, which requires the source of this
information to be located in the object. The information carrier in PET is a gamma-ray quantum,
while the source of the emitted radiation is a radiopharmaceutical stored in the body. PET
technology is based on the use of isotopes that decay * and emit positrons. The positron collides
with the electrons, the next one annihilates, converting its mass into energy emitted in the form
of two gamma quanta of 511 keV each in opposite directions. Annihilation is the basis on which
PET technology is based.

The preparation and use of radiopharmaceuticals in Poland is regulated by the Regulation
of the Minister of Health of 9 November 2015 (Announcement of the Minister of Health of 28 April
2022 on the announcement of the consolidated text of the Regulation of the Minister of Health on
the requirements of Good Manufacturing Practice) Annex 3 Manufacture of radiopharmaceutical
products and Annex 1 Manufacture of Sterile Medicinal Products. Test methods and quality
requirements for radiopharmaceutical products are defined by the Polish Pharmacopoeia, which
has been translated from the European Pharmacopoeia.

Specialised equipment is used for the preparation of radiopharmaceuticals, the operation
of which must comply with the requirements imposed by the aforementioned legislation and its
design must ensure adequate protection against ionising radiation.

Radiopharmaceuticals are medical preparations containing in their structure radioactive
isotopes that give the molecules a special character of " decay of the drug in time", and additionally
make them dangerous to work with due to the ionising radiation they emit.

The research problem, is the provisions in the mentioned legislation and the design of the
equipment do not fully take into account the special characteristics of radiopharmaceuticals such
as:

e Short half-life of the isotope used for labelling, not longer than 25 minutes;

e Low synthesis yields typical of niche tracers that have no commercial potential;
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e Preparation of radiopharmaceuticals on a small scale (<30 patients), which is typical of
radiopharmaceutical production in a hospital setting,

e Emission of ionising radiation regulated by the Atomic Law of 29 November 2000.

The main objective was to investigate the impact of the time required

for the preparation of selected tracers for oncology diagnosis using the PET technique

taking into consideration the mentioned guidelines and the design of the dispensing

equipment

on the final yield that can be allocated to patient doses.

Due to the number of experiments to be performed, the main objective was divided into

specific objectives:

e Optimisation of the synthesis of selected radiolabels, in order to obtain the highest
yield and radiochemical purity;

e Adjustment of batch dispensing for selected tracers on different types of dispensers
comparing the time required for their preparation;

e Carry out quality control of selected radiopharmaceuticals while maintaining the
required acceptance criteria, in accordance with the guidelines of the Polish
Pharmacopoeia and European Pharmacopoeia, taking into account the time needed to
perform the necessary tests;

e (Calculation of the final yield and number of PET tests possible after the whole
manufacturing process, taking into account the decrease in activity and the total time
during the preparation of the selected radiopharmaceuticals.

The work carried out on optimising the synthesis of selected radiopharmaceuticals will
contribute to achieving higher yields and radiochemical purity. This will allow for the synthesis of
selected radiopharmaceuticals in amounts that make it possible to carry out all the necessary steps
required by the Regulation of the Minister of Health on the requirements of Good Manufacturing
Practice and the Polish and European Pharmacopoeia and European Pharmacopoeias.
Optimisations in the form of improved radiochemical purity contribute to improved safety of use,
as well as to improved images obtained from PET diagnostic studies by eliminating radioactive
compounds showing non-specific binding. In addition, the modifications carried out at the level of
the synthesis modules indicate that it is technically possible to improve the equipment in order to
improve the radiosynthesis of selected radiopharmaceuticals.

The dispensing, quality control, completion of documentation and release of

radiopharmaceuticals are time-consuming activities. The time required to perform these activities
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in accordance with all regulatory requirements and with highly specialised dispensing equipment,
results in a reduction of the final activity for diagnostic testing. For niche markers with low yields
and short half-lives, passing these steps is disadvantageous and, in some cases, impossible. Tracers
of this type although diagnostically beneficial will not have commercial potential.

Over the past 10 years, the demand for personalised and precision medicine has increased,
and the use of radiopharmaceuticals in this field appears to be a promising solution from the point
of view of individualised patient treatment, especially in oncology. Technological advances related
to molecular imaging using PET technology and the use of isotopic preparations, offer a wide range
of possibilities in this field.

The results obtained indicate that, in order to provide opportunities for the development
of tracers that are potentially non-commercial and prepared on a small scale, it would be necessary
to consider the preparation of such products in hospital units on an 'in-house', using fast and
precise equipment adapted to small-scale production.

In addition to technical improvements, the work points to the potential for improved
regulation for possible 'in House' manufacturing. The current requirements of the law are difficult
to meet for hospital-based nuclear medicine facilities that are state budget units. Therefore, with
the support of national pharmaceutical and nuclear regulators for radiopharmaceutical
production, new homogeneous standards for hospital radiopharmacy should be developed,
providing safety but also flexibility for the preparation of potentially non-commercial and small-

scale radiopharmaceuticals with high diagnostic potential on an 'in House' basis.
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9. Spis tabel

Tabela 1. Szczegoty przygotowania modutu syntezy Explora FDGa.

Tabela 2. Szczegdty przygotowania modutu syntezy Raytest SynChrom R&D.

Tabela 3. Szczegdty przygotowania modutu ModularLab — PharmTracer.

Tabela 4. Szczegoty przygotowania modutu syntezy Explora AC.

Tabela 5. lloéci odczynnikéw uzytych do separacji i osuszenia izotopu fluoru *8F.

Tabela 6. Wptyw czasu hydrolizy na czysto$¢ chemiczng, radiochemiczng i pH [*®F]FDG .
Tabela 7. Wptywa czasu hydrolizy na wyniki kontroli jakosci i procentowy spadek aktywnosci.
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Poréwnanie warunkow utleniania przy uzyciu mCPBA.
Poréwnanie warunkow hydrolizy przy uzyciu 30% HCI.
Poréwnanie metod syntezy ([*!C]-metyl)Choliny.

Wptyw przeptywu gazu na wydajnos¢ reakcji.

Poréwnanie uzytej szybkosci przeptywu na wydajnosc radiochemiczna.
Wptyw ilosci dodanej wody na wydajnos¢ radiochemiczna.
Wptyw ilosci dodanego kwasu na wydajnosc radiochemiczna.
Poréwnanie metod syntezy [1-11C]Octan Sodu.

Wyniki kontroli jakosci dla [*8F]FDG.

Wyniki kontroli jako$ci dla ['8F]F-DOPA.

Wyniki kontroli jakosci dla ([*'C]-metyl)Cholina.

Wyniki kontroli jakosci dla [1-1C]Octan Sodu.
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Cyklotron RDS 111 firmy Siemens.
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Podstawowe zasady dziatania cyklotronu .

Przyktady czastek przyspiesznych w cyklotronach oraz ich reakcje jagdrowe.

Izotopy produkowane w cyklotronie.
Graficzne przedstawienie sity Lorentza.
Przedstawienie sity Lorentza w cyklotronie.

Przyktady radionuklidow stosowanych w medycynie.
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Rycina 11. Metabolizm L-DOPA przez AADC.

Rycina 12. Schemat zaniku pozytondw i anihilacja.

Rycina 13. Okno koincydenc;ji.
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Rycina 20. Synteza ['8F]F — DOPA przy uzyciu prekursora ABX 1336.

Rycina 21. Synteza ([*1C]-metyl) Choliny przy uzyciu DMAE.
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Rycina 22. Wptyw czasu hydrolizy na czysto$¢ radiochemiczng [*®F]FDG: mierzona ilos¢
[8F]FDG przy uzyciu metody TLC.

Rycina 23. Wptyw czasu hydrolizy na czysto$¢ radiochemiczng ['®F]JFDG: mierzona ilo$¢
acetylo-[*¥F]FDG przy uzyciu metody TLC.
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Rysunek 14. Wptyw czasu hydrolizy na czysto$¢ radiochemiczng [*¥F]FDG: mierzona ilo$¢
[8F]FDG przy uzyciu metody HPLC.

Rysunek 25. Wptyw czasu hydrolizy na czystos$é radiochemiczng [*8F]FDG: mierzonailo$é CIDG
przy uzyciu metody HPLC.

Rycina 26. Wptyw czasu hydrolizy na pH ['8F]FDG.
Rycina 27. Nieoczyszczony reaktor po procedurze automatycznego czyszczenia.

Rycina 28. Nieoczyszczone mieszadto magnetyczne po procedurze automatycznego
czyszczenia.

Rycina 29. Modyfikacje modutu syntezy Raytest SynChrom R&D.

Rycina 30. Pik zwigzku pobocznego przy zastosowaniu za matej ilosci mCPBA
Rycina 31. Pik zwigzku pobocznego przy zastosowaniu za duzej ilosci mCPBA
Rycina 32. Prawidtowo dobrana ilos¢ mCPBA.

Rycina 33. Etap utleniania prowadzony w podwyzszonej temperaturze.
Rycina 34. Zanieczyszczenie powstajgce przy matej objetosci dodanej wody.
Rycina 35. Czas rozlewu ['8F]FDG na réznych typach dyspenserdw.

Rycina 36. Czas rozlewu [8F]DOPA na réznych typach dyspenserow.

Rycina 37. Czas rozlewu ([*1C]-metyl) Choliny na réznych typach dyspenseréw.
Rycina 38. Czas rozlewu [1-1'C]Octanu Sodu na réznych typach dyspenserw.
Rycina 39. Czystos¢ radiochemiczna HPLC [*¥F]FDG.

Rycina 40. Czysto$¢ chemiczna (HPLC) [*¥F]FDG.

Rycina 41. Pozostatosci rozpuszczalnikéw (GC) [*8F]FDG.

Rycina 42. Czysto$é radiochemiczna (TLC) [*8F]FDG.

Rycina 43. Czysto$é i tozsamos$é radionuklidowa (MUCHA) [*8F]FDG.

Rycina 44. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci z zastosowaniem metody |
oznaczania endotoksyn oraz GC dla [*8F]FDG

Rycina 45. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci z zastosowaniem metody Il
oznaczania endotoksyn oraz GC dla ['8F]FDG.

Rycina 46. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci bez oznaczania endotoksyn oraz GC
dla [*¥F]FDG.

Rycina 47. Czysto$¢é radiochemiczna (HPLC) [*8F]F-DOPA.

Rycina 48. Czystos$¢ chemiczna (HPLC) [*8F]F-DOPA.
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Rycina 49. Czysto$¢ enancjomeryczna (HPLC) [18F]F-DOPA.

Rycina 50. Pozostatosci rozpuszczalnikdw (GC) [*8F]F-DOPA.

Rycina 51. Czysto$é radiochemiczna (TLC) [*8F]F-DOPA.

Rycina 52. Czysto$é i tozsamo$é radionuklidowa (MUCHA) [*8F]F-DOPA.

Rycina 53. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci z zastosowaniem metody |
oznaczania endotoksyn oraz GC dla [*8F]F-DOPA.

Rycina 54. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci z zastosowaniem metody Il
oznaczania endotoksyn oraz GC dla ['8F]F-DOPA.

Rycina 55. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci bez oznaczania endotoksyn oraz GC
dla [*8F]F-DOPA.

Rycina 56. Czysto$¢é radiochemiczna (HPLC) ([*'C]-metyl)Cholina.
Rycina 57. Pozostatosci rozpuszczalnikow (GC) ([**C]-metyl)Cholina.
Rycina 58. Czysto$¢ i tozsamos$é radionuklidowa (MUCHA) ([*1C]-metyl)Cholina.

Rycina 59. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci z zastosowaniem metody |
oznaczania endotoksyn oraz GC dla ([*'C]-metyl)Cholina.

Rycina 60. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci z zastosowaniem metody Il
oznaczania endotoksyn oraz GC dla ([*'C]-metyl)Cholina.

Rycina 61. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci bez oznaczania endotoksyn oraz GC
dla ([*'C]-metyl)Cholina.

Rycina 62. Czysto$¢ radiochemiczna (HPLC) [1-*1C]Octan Sodu.

Rycina 63. Czysto$é chemiczna (HPLC) [1-*'C]Octan Sodu.

Rycina 64. Pozostatosci rozpuszczalnikdw (GC) [1-1C]Octan Sodu.

Rycina 65. Tozsamos$c i czystosé radionuklidowa (MUCHA) [1-11C]Octan Sodu.

Rycina 66. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci z zastosowaniem metody |
oznaczania endotoksyn oraz GC dla [1-1*C]Octan Sodu.

Rycina 67. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci z zastosowaniem metody Il
oznaczania endotoksyn oraz GC dla [1-1'C]Octan Sodu.

Rycina 68. Czas potrzebny na wykonanie Kontroli Jakosci bez oznaczania endotoksyn oraz GC
dla [1-*'C]Octan Sodu.

Rycina 69. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*¥F]FDG na
dyspenserze Clio (fiolki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 70. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*F]FDG na
dyspenserze Theodorico (fiolki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.
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Rycina 71. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*¥F]FDG na
dyspenserze Clio (strzykawki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 72. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*F]FDG na
dyspenserze Althea (strzykawki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 73. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*®F]F-DOPA na
dyspenserze Clio (fiolki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 74. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*®F]F-DOPA na
dyspenserze Theodorico (fiolki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 75. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*®F]F-DOPA na
dyspenserze Clio (strzykakwi) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 76. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [*®F]F-DOPA na
dyspenserze Althea (strzykakwi) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 77. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania ([1C]-metyl)Cholina
na dyspenserze Clio (fiolki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 78. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania ([1C]-metyl)Cholina
na dyspenserze Theodorico (fiolki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 79. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania ([1C]-metyl)Cholina
na dyspenserze Clio (strzykawki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 80. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania ([1C]-metyl)Cholina
na dyspenserze Althea (strzykawki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 81. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [1-11C] Octan Sodu na
dyspenserze Clio (fiolki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 82. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [1-11C] Octan Sodu na
dyspenserze Theodorico (fiolki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 83. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [1-11C] Octan Sodu na
dyspenserze Clio (strzykawki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.

Rycina 84. Czas i catkowity spadek aktywnosci w trakcie przygotowania [1-11C] Octan Sodu na
dyspenserze Althea (strzykawki) przy zastosowaniu trzech konfiguracji QC.
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11. Spis skrotow

SPECT — tomografia emisyjna pojedynczego fotonu (ang. single-photon emission computed
tomography)

eV — elektronowolt

LET- liniowy wspétczynnik przenoszenia energii (ang. linear energy transfer)

VEGF - czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn ( ang. vascular endothelial growth factor)
HIF1la - czynnik transkrypcyjny indukowany hipoksjg (ang. hypoxia inducible factor 1 a)
GLUT 1 - btonowy transporter glukozy 1 - (ang. glucose transporter 1)

PET — pozytonowa emisyjan tomografia (ang. positron emission tomography)

CT — tomografia komputerowa (ang. computed tomography)

[*8F]FDG - 2-['8F]fluoro-2-deoksy-glukoza

[8F]F-DOPA - [*8F]6-fluoro-3,4-dihydroksy-L-fenylalanina

AAAD - aromatyczna dekarboksylaza L-aminokwaséw

[8F]FDA - [*®F]fluorodopamina

LOR - linig zdarzenia (ang. line of response)

MR — rezonans magentyczny (ang. magnetic resonance)

SPE — ekstrakcja do fazy statej (ang. Solid-phase extraction )

MeCN — acetonitryl

TSU — jednostka podtrzymywania tarczy (ang. Target Support Unit)

EOB — koniec bombardowania materiatu tarczy w cyklotronie (ang. end of bombarding)

TBAHCOs3 - wodoroweglan tetrabutyloamoniowy (ang. tetrabutylammonium hydrogen
carbonate)

mCPBA — kwas m-chloroperoksybenzoesowy

HRP — kolumna hydrofobowa o odwrdéconej fazie (ang. Hydrophobic Reversed-Phase )
C18 — kolumna ze ztozem krzemionkowym

DMAE - dimetyloamino etanol

LAL — endotoksyny bakteryjne (ang. Limulus amebocyte lysate)

BPT — test integralnosci (ang.bubble point test)

CIDG - 2-choloro-2-deoksy-D-glukozy

TSB — bulion trytozowo-sojowy
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THIO - bulion tioglikolanowy z resazuryng

RCY — wydajnos¢ radiochemiczna (ang. radiochemical corrected yield)
RCP — czystos$¢ radiochemiczna (ang. radiocehmical purity)

PTC — katalizator przejscia fazowego (ang. phase transfer catalyst)

ee — czystos¢ enancjomeryczna

THF — tetrahydrofuran

QP — osoba wykwalifikowana
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13. Zataczniki

13.1. Zyciorys zawodowy

WYKSZTALCENIE

10.2017 - 09.2023

10.2018 - 05.2021

10.2015 - 09.2016

10.2010 - 09.2014

10.2010 - 10.2012

10.2007 - 07.2010

Uniwersytet Mikofaja Kopernika - Collegium Medicum w Bydgoszczy
Wydziat Farmaceutyczny

Studia doktoranckie: dziedzina nauki farmaceutyczne

Uniwersytet Medyczny w todzi
Wydziat Farmaceutyczny

Specjalizacja: Radiofarmacja majaca zastosowanie w Ochronie Zdrowia

Uniwersytet Adama Mickiewicza w Poznaniu
Wydziat Chemii

Studia podyplomowe: Analityka Chemiczna

Uniwersytet Technologiczno — Przyrodniczy w Bydgoszczy
Wydziat Inzynierii Mechanicznej

Inzynieria Biomedyczna, specjalizacja: techniczny doradca medyczny, studia
dzienne | stopnia, inzynierskie

Uniwersytet Mikofaja Kopernika - Collegium Medicum w Bydgoszczy
Wydziat Lekarski
Biotechnologia, specjalizacja: biotechnologia medyczna,

studia dzienne Il stopnia, magisterskie

Uniwersytet Mikofaja Kopernika - Collegium Medicum w Bydgoszczy
Wydziat Lekarski
Biotechnologia, specjalizacja: biotechnologia medyczna,

studia dzienne | stopnia, licencjackie
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DOSWIADCZENIE ZAWODOWE

08.2019 - obecnie

08.2019 - obecnie

07.2018 — obecnie

08.2020 - 02.2021

01.2015 -07.2019

STAZE | PRAKTYKI

Z-ca Koordynatora ds.Wytwarzania w Laboratorium  Produkcji
Radiofarmaceutykéw, Zaktad Medycyny Nuklearnej, Centrum Onkologii im.
Prof. Franciszka tukaszczyka w Bydgoszczy

Szef Produkcji w Laboratorium Produkcji Radiofarmaceutykéw, Zaktad
Medycyny Nuklearnej, Centrum Onkologii im. Prof. Franciszka tukaszczyka
w Bydgoszczy

Cztonek zespotéw badawczych prowadzacych badania kliniczne Zaktad
Medycyny Nuklearnej, Centrum Onkologii im. Prof. Franciszka tukaszczyka
w Bydgoszczy

Nauczyciel akademicki
Wyzsza Szkota Nauk o Zdrowiu w Bydgoszczy

Radiochemik w Laboratorium Produkcji Radiofarmaceutykdéw, Zaktad
Medycyny Nuklearnej, Centrum Onkologii im. Prof. Franciszka tukaszczyka
w Bydgoszczy

11.2013 -12.2014

08.2009 - 09.2009

07.2009 - 08.2009

KUSRY | SZKOLENIA

Staz w Laboratorium Produkcji Radiofarmaceutykow, Zaktad Medycyny
Nuklearnej, Centrum Onkologii im. Prof. Franciszka tukaszczyka w
Bydgoszczy

Praktyka w laboratorium diagnostycznym ALAB w 10 Wojskowym Szpitalu
Klinicznym w Bydgoszczy

Praktyka w firmie farmaceutycznej FILOFARM w Bydgoszczy

e Akademia Lideréw Innowacji

e Clinical Trials

e Good Clinical Practice (GCP)
e Zmiany wymagan oraz oceny ryzyka w swietle nowego podejscia wg ICH Q9 — GMP

e Audyt w wytworni radiofarmaceutykéw i badanych radiofarmaceutykéow — GMP
e Walidacja procesu wytwarzania w firmie farmaceutycznej — GMP

e Wykonywanie procedur doswiadczalnych na zwierzetach laboratoryjnych
e Metodologia chemiczna (TrainMiC)

e Uprawnienia A-A: Operator akceleratora stosowanego do celdw innych niz

medyczne
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Abstract: ['8F]F-DOPA is widely used in PET diagnostics. Diseases diagnosed with this tracer are
schizophrenia, Parkinson’s disease, gliomas, neuroendocrine tumors, pheochromocytomas, and
pancreatic adenocarcinoma. It should be noted that the ['8F]E-DOPA tracer has been known for over
30 years. However, the methods of radiosynthesis applied in the past did not allow its clinical use due
to low efficiency and purity. Currently, in the market, one encounters different types of radiosynthesis
using the fluorine '8F isotope and variants of the same method. The synthesis and its modifications
were carried out using a Raytest Synchrom R&D module. The synthesis consists of the following steps:
(a) binding of the fluoride anion 18E~ on an anion exchange column; (b) elution with TBAHCO;~;
(c) nucleophilic fluorination to the ABX 1336 precursor; (d) purification of the intermediate product
on the C18ec column; (e) Baeyer-Villiger oxidation; (f) hydrolysis; and (gfinal purification of the crude
product on a semipreparative column. The nucleophilic synthesis of ['F]F-DOPA was successfully
performed in 120 min, using the ABX 1336 precursor on the Raytest SynChrom R&D module,
with a radiochemical yield (RCY) of 15%, radiochemical purity (RCP) > 97%, and enantiomeric
purity (ee) > 96%.

Keywords: ['8F]F-DOPA; Raytest SynChrom Ré&D; radiosynthesis

1. Introduction

The 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine (['*F[F-DOPA) analog, labeled with the fluorine
I8F isotope, is a tracer used in the imaging of the integrity and function of the dopamin-
ergic nigrostriatal system and neurodegenerative diseases such as Parkinson’s disease
via Positron Emission Tomography fused with the Computed Tomography (PET/CT)
technique [1-3]. This marker has also found applications in oncology, especially in the
imaging of neuroendocrine tumors (NETs) [4-6] and neuroblastoma [7,8].

In the first clinical applications of ['8F]F-DOPA, electrophilic methods began to be
used with the carrier-added (CA) ['8F]F, form, using automated synthesis modules [9-12].
This method, however, presents certain limitations resulting from the restricted access of
the centers to the production of ['8F]F, in the nuclear reaction 2°Ne(d, «)'8F, and the system
of transporting this gas to the synthesizer. Other limitations include the low molar activity
and low efficiency of [*8F]E-DOPA synthesis [13].

Due to the clinical increase in the need for [!8F]JF-DOPA, several synthesis meth-
ods have been developed using the no-carrier-added (NCA) nucleophilic substitution of
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Fluoride (['8F]F~) via the 180 (p,n) I8F nuclear reaction, which solved the above-mentioned
problems and allowed for the widespread application of the tracer [14-17].

The aim of this study was to adapt ['®F]F-DOPA radiosynthesis using the Baeyer-Villiger
oxidation method with the ABX 1336 precursor to the Raytest SynChrom R&D module.

2. Results and Discussion
2.1. Recovery of the '8F Isotope from the Ton Exchange Column

The first stage of the synthesis was the recovery of the fluoride isotope from the bed
of the quaternary methyl ammonium (QMA) anion exchange column. Earlier work on
the nucleophilic synthesis of [\ F]JF-DOPA reported that both the type and amount of
the phase transition catalyst (PTC) have an influence on the formation of by-products,
which lowers the yield of the reaction [16,18]. Based on these results, tetrabutylammonium
hydrogen carbonate (TBAHCO3; ™) was selected as the PTC for the synthesis and a series of
elutions of the fluoride 18F isotope was performed from the QMA column, using various
amounts of TBAHCO; ™. The residues of '8F fluoride were confirmed on a QMA column
12 h after elution. The actual amount of the F residue was then calculated using the
half-life formula.

After elution, azeotropic distillation was carried out at 80 °C with an inert gas stream of
800 mbar. The solvent vapors were collected in a vacuum trap immersed in liquid nitrogen.
The distillation was repeated twice in order to completely evaporate the water, reducing the
reactivity of fluoride. The volume of acetonitrile added to the second azeotropic distillation
was always 50 pL higher than the sum of the volumes of TBAHCO3;~ and acetonitrile
(MeCN) that remained in the reactor after recovery of the fluoride isotope. The addition of
more solvent in the second distillation allows the TBAF['8F] complex, remaining from the
first azeotropic distillation, to be removed from the walls of the reactor.

The amount of TBAHCO3~ and MeCN added during elution from the column in-
fluences the activity of '8F fluoride collected in the reaction vessel. It was noted that the
residues of the 18F isotope, with an amount of 100-200 L. TBAHCO3~, are comparable.
The addition of TBAHCO;3 ™~ in an amount of 50 uL results in an average I8F fluoride
residue of 10,700 MBq. In addition to the amount of 18F fluoride recovered, the influence
of the time of the first and second azeotropic distillations on the decrease in its activity,
caused by drying time, was considered. It was found that the greater amount of reagents
added, the longer the evaporation time. Considering the above-mentioned factors, the total
decrease in activity was calculated, resulting from the sum of the residual 'F fluoride on
the column and the decrease in activity due to the time of azeotropic distillation, compared
to the starting activity (120 GBq). The most preferable amount of TBAHCO3;~ and MeCN is
100 uL, as a result of the percentage point of activity decrease, which consists of the residual
isotope on the ion exchange column and the duration of the azeotropic drying (Table 1).

Table 1. Effect of the PTC amount and azeotropic distillation time on the activity of the recovered
fluoride isotope 1F.

Activity Remained on

Amountof  Amountof theColumni2Hafter  protNeS (O ONMETMC e
TBAHCO;~ (uL)  MeCN (uL) the End of the At Ve Dl “(’,J/)
Synthesis (MBq) ty 9 ’
50 uL 50 uL 1.20 MBq 10,700 MBq 8 min 13.4%
100 pL 100 L 0.45 MBq 4000 MBq 12 min 10.4%
150 uL 150 uL 0.37 MBq 3300 MBq 16 min 12.1%
200 uL 200 pL 0.25 MBq 2300 MBq 21 min 14.1%

EOB =120 GBq, 80 °C,n =3
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2.2. 18F Isotope Labeling of the Precursor

The next phase was to add the precursor dissolved in dimethylformamide (DMF) to
the first reactor. Two commercially available amounts of the ABX precursor 1336 were
compared, namely, 10 mg and 30 mg. The results are summarized in Table 2.

Table 2. Effect of the amount of the precursor on the labeling efficiency.

Amount of Precursor (mg) Amount of Solvent (uL) Time (min) RCY (%)
10 mg 500 uL 10 min 70%
30 mg 1000 pL 10 min 10%

TBAHCO;3;~, DMF, 110 °C,n=3

First, radiolabeling was performed with 10 mg of the precursor in 500 uL of DMF
by adding it to the dried TBAF['®F] complex. Next, labeling was carried out at 110 °C
for 10 min. The radiolabeling efficiency during the first syntheses reached RCY = 40-50%.
However, in subsequent syntheses, fluctuations in the labeling efficiency were observed,
which decreased to an RCY of 10%. It was noted that the color of the reaction mixture was
red at high yields and black at low yields.

The reactor was dismantled to determine the cause of the labeling fluctuations. It
turned out that the liquid remaining after the cleaning procedure was accumulating in the
vessel to which the dissolved precursor was added, and under the reactor seal. Additionally,
the cleaning procedure did not always clean the reactor, the reactor needle, and the magnetic
stirrer of compound residues after radiolabeling (Figure 1a,b).

(a) (b)

Figure 1. Uncleaned (a) reactor and (b) magnetic stirrer after the automatic cleaning procedure.

Initially, the procedure for cleaning and drying the synthesis module was extended,
but an alternative and more practical solution was to replace the precursor and MeCN
vessel with a disposable plastic syringe (Figures 2 and 3). Furthermore, manual cleaning of
the reactor, magnetic stirrer, needle, and reactor rubber was used. Under these conditions,
labeling was performed, which was stable, averaging 68% (see Table 3).

After the nucleophilic isotope exchange reaction, it was necessary to remove the polar
solvent and unreacted reagents. For this purpose, various amounts and proportions of
solvents were added to the reactor, and the reactor mixture was loaded onto the solid phase
extraction (SPE) C18ec purification column.
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Figure 3. Configuration of the Raytest SynChrom R&D module for ['8F]F-DOPA synthesis.

Table 3. Effect of the use of a disposable syringe on labeling efficiency.

Vial Syringe
50% 65%
20% 70%
RCY (%) 10% 67%
40% 72%
15% 65%

TBAHCO;~, DMF, 10 mg precursor, 110 °C, n =5
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During the first purification, 4 mL of water was used. This caused the precipitation
of organic compounds, leading to blockage of the transfer capillaries and the purification
column itself. The amount of 4 mL was due to the capacity of the first reactor. Modifications
were made, and an overflow vial (Figures 2 and 3) with 16 mL of water was added to
be able to dilute the reactor mixture in more solvent. However, in this case, the transfer
capillaries were also blocked.

In the following purification trials, a 4:1 mixture of the two solvents H,O/MeCN was
applied: First, 4 mL of the mixture from the first reactor, and then an additional 16 mL from
the overflow vial, as above. In this case, the transfer lines were not blocked.

Subsequently, radiolabeling was performed with 30 mg of the precursor in a disposable
syringe, using an overflow vial and a 4:1 H,O/MeCN solvent mixture. A reduction in the
flow rate of the reactor mixture to the column was observed during the post-labeling of
the reaction mixture to the purification column. The formation of a precipitate was noted.
The precipitate likely consisted of the unreacted precursor, insoluble in the solvent mixture
used. This led to a low radiochemical yield of approximately 10% (Table 2).

Assessing the results obtained in previous studies on the synthesis of ['F]F-DOPA, it
was proved in both the studies by Wagner et al. [16] and Pretze et al. [19] that the use of a
smaller amount of precursor has a more favorable effect on the synthesis efficiency.

The use of lower amounts of the precursor exerts a favorable influence on the synthesis
efficiency. It provides a better effect on the isolation of the intermediate product, the reduc-
tion of by-product formation, the specific activity of the product [16], and the substitution
of 18F, using a combination of Kyp, in DMF instead of TBAHCO3™ in DMSO [19].

In both of the above-mentioned studies, it was found that the amounts that do not
exceed 10 mg of the precursor possess the best influence on the course of the synthesis:
Wagner—>5, 7 mg (precursor ABX 1335), Pretze—7 mg (precursor ABX 1336). It should be
mentioned, however, that after prolonged storage, decomposition of the precursor occurs,
which reduces the efficiency of substitution, and in this case, usage in larger amounts
allows the efficiency to be maintained at an appropriate level [19].

2.3. Oxidation Using mCPBA

Different amounts of m-chloroperoxybenzoic acid (mCBPA) (10 mg, 9 mg, 8 mg, 7 mg,
6 mg, and 5 mg) were taken into account during the tests, and oxidation was carried out at
60 °C for 20 min.

During the experiments with the oxidant, a relationship was observed between the
appropriately selected conditions of the oxidation step and the number of individual
peaks in the chromatogram, after injecting the crude product into the semipreparative
column. In the case of too low an amount of the oxidant used (5 mg, 6 mg), the appearance
of the side compound peak was detected, following the specific peak of ['®F]JF-DOPA
(Figure 4), whereas in the case of too high an amount of the oxidant (8 mg, 9 mg, 10 mg),
the appearance of the side compound peak before the specific peak of [\*F]JF-DOPA was
observed (Figure 5). In contrast, when the reaction conditions had been correctly selected
(7 mg), no presence of side peaks was found (Figure 6 and Table 4).

The synthesis of [\ F]JF-DOPA remains very sensitive to the amount of oxidant, and
to obtain good results, its concentration must be precisely adjusted to achieve the desired
reaction conditions. The oxidative power of mCPBA decreases with time, which means
that the mCPBA amount used in the synthesis must be constantly adjusted. The selection
of appropriate oxidation conditions is also of great importance An appearance and high
of the side-compound peaks in the semipreparative column chromatogram may indicate
the oxidation condition changes. It provides the operator with the opportunity for a
proper reaction.
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<:: [FIFDOPA
Side compound in
case of to low
amount of mCPBA
‘00 M°00 08°00 O6°00 O7'0C 06'00 09'00 10°00 11°00 12°DF 13°00 3400 15700 16%00 17°00 18°00 9'00  20°0¢ aun
Figure 4. Reaction with too low an amount of mCPBA.
cpe 1900
<: [“FIF-DOPA
Side compound in
case of to high
amount of mCPBA
21°00 01°00  02'00 03'60  O4°00 05°00 06°0¢  07'00 08°03 £9°00 10°00 11°00 1200 13°00 14°00  15'00 14700 17°00 32°00 19'00 20°00 sisf
Figure 5. Reaction with too high an amount of mCPBA.
Table 4. Comparison of oxidation conditions using mCPBA.
. . Temperature Amount of Amount of
Method Time (min) e mCPBA (mg) Solvent Precursor (mg)
Sauvage [20] 20 min 60 °C - MeCN -
Martin [21] 16 min 55°C - MeCN -
Pretze [19] 20 min 65 °C 5mg CH;Cl 7mg
Huang [22]  9.5/5.5 min 65/55°C 20 mg MeCN 30 mg
This work 20 min 60 °C 7mg MeCN 10 mg
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Figure 6. Reaction with the correct amount of mCPBA.

2.4. Hydrolysis

The next stage in the radiosynthesis of ['®FJF-DOPA was hydrolysis to deprotect
groups. In this case, the absence of the imidazolidinone group allows the use of milder
hydrolysis conditions compared to the synthesis using the ABX 1335 precursor [15]. As can
be seen in Table 5, all compared methods of [\8F]F-DOPA synthesis are based on the use of
milder hydrolysis conditions. Additionally, ethanol (EtOH) was added in an amount of 3%,
relative to the amount of 30% hydrochloric acid (HCI).

Table 5. Comparison of hydrolysis conditions with 30% HCI.

Method Time (min) Temperature (°C)
Sauvage [20] - 40°C
Martin [21] 20 min 50 °C
Pretze [19] 20 min 65 °C
Huang [22] 20 min 50 °C
This work 20 min 60 °C

2.5. ['8FIF-DOPA Crude Product Purification

Purification of the crude final product was carried out using the HPLC method by
loading the mixture onto a Hamilton PRP 10 pm 250 x 10 mm semipreparative column.
The mobile phase was water and the flow rate was 4 mL/min. The collection of the purified
product from the semipreparative column took place by reversing the flow direction of
the eluate exiting the column into the product reactor. The proper peak appeared after
approximately 10 min (Figure 5). The yield of the total RCY synthesis was 8-10%.

As an alternative, a method using SPE columns was tested. In this case, the re-
action mixture was purified using combined C18/HRP columns. The total yield in-
creased to 13-15%. The method of purification using SPE columns was first proposed
by Martin et al. [23]. Later, Pretze introduced modifications to this method, using a base
to neutralize the acid after hydrolysis. In this work, the Pretze method was used as an
alternative for semipreparative purification [19].
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By applying the SPE column method, it was possible to eliminate operator error
associated with starting the collection of the specific peak too late, which could have
reduced the efficiency of the synthesis, or too early, which could have affected the final
purity of the product.

3. Materials and Methods
3.1. General

Chemicals used for the synthesis and quality control of ["®F]F-DOPA were pur-
chased from Sigma Aldrich. The precursor for the synthesis of ['*FJF-DOPA (ABX 1336),
TBAHCOs; ™, and quality control standards was obtained from ABX Advanced Biochemical
Compounds GmbH. SPE columns were purchased from Waters and Macherey-Nagel. All
radio syntheses and their modifications were performed using the Raytest SynChrom R&D
synthesis module.

3.2. Cyclotron Production of the Fluoride Isotope 15F

The STEMENS Eclipse 11 MeV Cyclotron was used to produce the '8F isotope. The
target material to produce '8F fluoride was water-enriched in the oxygen isotope [#O]
H,0 (2.4 mL) from Cambridge Isotope Laboratories (CIL water 80, 97%). At the end of
the bombardment (EOB, t = 0), the amount of the '8F fluoride isotope averaged 120 GBgq.
The '8F anion was transported in a 2.4 mL aqueous solution from the cyclotron target to
the Raytest SynChrom R&D synthesis module through a Teflon capillary using argon as a
pushing gas.

3.3. Automatic Radiosynthesis Using the Raytest Synchrom R&D Module

The '8F anion, free of impurities reducing its activity, was separated on the Precon-
ditioned Sep-PAK Light QMA Cartridge with CO3%~ as the counter ions. The fluoride
anion was recovered from the QMA column by elution with a 0.075M TBAHCO;~
solution in MeCN, followed by double azeotropic distillation to remove residual water.

The precursor for the nucleophilic synthesis of ['8F]F-DOPA (ABX 1336), (S)-3-(5-
Formyl-4-methoxymethoxy-2-nitro-phenyl)-2-(trityl-amino)-propionic acid tert-butyl ester
in DMF was added to the reaction vessel. The labeling temperature was maintained at
110 °C and the process lasted 10 min.

After the labeling was complete, the water-acetonitrile (H,O:MeCN) mixture was
added to the reactor, and then the solution was loaded onto a Chromabond C18ec (octadecyl-
modified silica, end-capped) purification column. DMEF, the free isotope of fluoride ['8F],
0.075 M TBAHCO3™ and other contaminants formed during labeling were discharged into
the waste. The intermediate was retained on the column, rinsed with 15 mL of H,O, and
then eluted into a second reactor with 2 mL of MeCN.

In the next step, oxidation of the intermediate compound using mCBPA was
carried out at 60 °C for 16 min. In order to remove the protecting groups from the
intermediate compound, 1 mL of 30% HCl containing 3% EtOH was used. Hydrolysis
was carried out for 20 min at a temperature of 60 °C. Then the crude ['8F]F-DOPA was
diluted with 5 mL of H,O. The last stage was the introduction of the solution on a
semipreparative column, Hamilton PRP 10 um 250 x 10 mm, and in order to purify and
collect the final product [8F]F-DOPA, the eluent was H,O with a flow of 4 mL/min
(Figure 3, Figure 7 and Table 6).
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Figure 7. Schematic depiction of reaction conditions for ['®F]F-DOPA synthesis using the ABX

1336 precursor.

Table 6. Details of module preparation for automated ['*F]F-DOPA synthesis.

Vial/Component Reagent Volume
SC1 0.075M TBAHCO3 ™~ in MeCN 100 uL + 100 pL
SC2 syringe MeCN 250 uL
SC3 syringe Precursor (ABX 1336) in DMF 10 mg + 500 uL.
SC4 MeCN/H,0 4mL (4:1)
OVERFLOW VIAL MeCN/H,0 16 mL (4:1)
SC5 H,O 15 mL
SC6 MeCN 2mL
SC7 mCPBA in MeCN 7mg+2mL
SC8 HC1 (30%) + containing 3% EtOH 1mL + 30 uL
SC9 H,O 5mL
Trap 1 Conditioned QMA one
Trap 2 Conditioned C18ec one
Semipreparative HPLC Hamilton PRP 10 pm 250 x 10 mm B

H,O, flow 4 mL/min

3.4. Quality Control

General quality control of ['F]JF-DOPA was performed according to Polish Pharma-

copoeia 12th edition (based on the European Pharmacopoeia), the monograph Fluorodopae
(18F) ab nucleophila substitutione solutio iniectabilis 04/2019: 2481, and European Phar-
macopoeia 10th edition, the monograph Fluorodopae (18F) ab nucleophila substitutione
solutio iniectabilis 04/2019: 2481. The estimation of residual solvents was performed
according to Polish Pharmacopoeia 12th edition (based on the European Pharmacopoeia),
chapter 5.4, and European Pharmacopoeia 10th edition chapter 5.4: Residual solvents.
According to specification and three Quality Control (QC) results (Table 7), QC of the
produced ['8F]E-DOPA included the appearance, potentiometric analysis of pH (4.0-5.5),
examination of radionuclide identity (497-526 keV), approximate half-life (105-115 min),
radiochemical purity (>95% of total fluoride-18 radioactivity), enantiomeric purity
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(L-form > 96% total fluoride-18 radioactivity), chemical purity (0.5 mg/V), residual sol-
vent content (acetonitrile < 0.82 mg/mL, ethanol < 10 mg/mL, methanol < 6 mg/mL,
TBA residual (<0.26 mg/mL), analysis of bacterial endotoxin concentration (kinetic chro-
mogenic method; <35 IU/mL), filter integrity test, and assessment of sterility.

Table 7. Specification and three QC results of ['®F]F-DOPA using the Raytest SynChrom R&D module.

QC Test Specification QC Result
es (Acceptance Criteria) QC1 QC2 QC3
Appearance Clear, colorless solution Comply Comply Comply
pH 4.0-5.5 48 51 5.0
Radionuclidic identification G:;;g; g}f‘zg‘;r_‘gé‘;‘gé“ 514 keV 516 keV 512 keV
Half life 105-115 min 109.5 109 110
Radiochemical purity o . . o o o
(HPLC) 6-[1F]-DOPA >95% the total radioactivity 99.6% 97.6% 99.4%
Radiochemical purity o . . o o o
(TLC) 6-[18F]-DOPA >95% the total radioactivity 97.9% 96.2% 95.67%
Enantiomeric purity o . .. o o o
L-form of 6-[8F]-DOPA >96% the total radioactivity 97.4% 98.9% 98.1%
Chemical purity (HPLC)
All chemical impurities 2.5mg/5mL
Including total peak of (05 mg/mL) 0.0107 mg/mL 0.018 mg/mL 0.4408 mg/mL
6-fluoro-L-DOPA
Residual TBA (Zégg“rﬁg ?;‘LL) <026 mg/mL <026 mg/mL <026 mg/mL
Residual solvents:
Ethanol (GC) (Sfloonrfg/ /51:& 1.063 mg/mL 0.004 mg/mL 0.2706 mg/mL
<
Acetonitrile (GC) & éé;‘mg; 3;“5 0.7854 mg/mL 0.0023 mg/mL 0.0029 mg/mL
<
Methanol (GC) zi% 1;2//; T)L 0.8294 mg/mL 0.0028 mg/mL 0.0008 mg/mL
Bacterial endotoxins <175 EU/5 mL (<35 EU/mL) <0.250 EU/mL <0.250 EU/mL <0.250 EU/mL
Filter integrity test >3 Bar 4.0 Bar 4.2 Bar 4.0 Bar
Sterility * Sterile Comply Comply Comply

* The preparation may be released for use before completion of the test.

The identity and radionuclide purity were tested using the multi-channel analyzer
(MUCHA) by Elysia-Raytest.

The radiochemical and chemical purity was verified with a high-performance liquid
chromatograph Agilent HPLC 1200 connected in series with a Diode Array Detector (DAD),
by means of a Synergi 4P Hydro-RP analytical column, 250 x 4.5 mm; Phenomenex, a
flow of 1 mL/min, gradient elution, mobile phase: Aqueous acetic acid (0.1%): methanol
97:3 (v/v). To test the enantiomeric identity, an Agilent HPLC 1200 connected in series with
a DAD detector (wavelength of 283 nm) was used, using a CHIRAL Daicel CROWNPAK
CR (+) 5u column, 4.0 x 150 mm, at a temperature of 15 °C with isocratic elution, a flow of
0.2 mL/min, and a mobile phase of a 0.02 M aqueous solution of chloric acid (VII).

The TBA residual was examined with an Agilent HPLC 1100 connected in series
with the Ultraviolet UV detector (wavelength of 254 nm), using a NUCLEODURf C18 Isis
analytical column 100 x 4.6 mm 3um, Macherey-Nagel, with a flow of 0.6 mL/min and a
mobile phase of toluenesulfonic acid (0.95 g/L): acetonitrile 25:75 (v/v)
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The radiochemical purity was also tested by TLC on silica gel plates (aluminum
Silica Gel 60 F254 Merck), with a mobile phase of 0.4 M sulfuric (VI) acid: 0.005 M DTPA
(1 mL:10 uL DTPA).

A GC gas chromatograph by Agilent with the application of a flame ionization detector
(FID) and a Zebron ZB-WAXplus 30m x 0.53 mm x 1.00 um column was used to test the
content of residual solvents. The carrier gas was helium 6.0.

4. Conclusions

In conclusion, the nucleophilic method of ['®F]JF-DOPA synthesis was successfully
performed using the ABX 1336 precursor and the Raytest SynChrom R&D module. The
synthesis was performed for 120 min and the radiochemical yield was 15%, radiochemical
purity was >97%, and enantiomeric purity was >96%.

The application of a smaller amount of the ABX 1336 precursor and the appropriate
selection of the mCPBA oxidant in the Baeyer—Villiger oxidation had a better effect on the
synthesis radiochemical yield.

The use of SPE purification of the crude product, as compared to purification on a
semipreparative column, allowed the elimination of operator error resulting from collecting
the specific peak too late, which could reduce the efficiency of the synthesis, or too early,
which could affect the final purity of the product. However, the use of SPE purification
does not provide the opportunity to observe the changing oxidation conditions and have
the appropriate reaction.

It seems that, in order to avoid the above-described problems with the accumulation
of impurities after synthesis, a better solution would be to use a module with replaceable
disposable radiosynthesis cassettes or a cleaning system immediately after synthesis.
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Abstract: The basis for the release of ['"*F]FDG for use is the results of quality control studies within the
scope of the specification, based on the recommendations of the Pharmacopoeia (FP XI and Ph. Eur. IX).
The object of this study is the influence of the ["*F]FDG hydrolysis time on the quality parameters, with
particular regard to radiochemical purity. The synthesis was performed at three different hydrolysis times:
8, 10, and 12 minutes. 21 syntheses were performed for each time. For the ["*F]FDG solution, the radio-
chemical purity was assessed with the TLC method, the radiochemical and chemical purity with the HPLC
method, and the pH value with the potentiometric method. Extending the hydrolysis time significantly in-
creased the radiochemical purity of the final ['*F]JFDG product, improving its quality parameters (mainly
reducing the amount of acetyl derivatives of ['*F]FDG while maintaining chemical purity and pH value
but with a slight loss of activity. A result at the accept/reject limit may negatively affect the stability test.
Increasing the radiochemical purity allows us to avoid the invalidation of this test due to the influence of
device measurement error and possible operator error (human). Minimizing contamination reduces impact
GLUT independent tumor cell accumulation of ["*F]FDG, which its detail of character is still unknown.
The possibility of a false-positive result in an imaging examination and minimizes the impact of radiation
from contaminants on the patient’s tissues. Additional biological studies should be performed to investi-
gate the metabolism of the acetyl derivative of ['*F]FDG.

Keywords: ["*F]FDG synthesis, hydrolysis time, PET

Positron emission tomography (PET) is an
emission method. Unlike absorption methods, in
the PET method, the image is generated on the ba-
sis of information sent from the object, which re-
quires the source of this information to be placed
in the object under study. The information carrier
in PET is gamma radiation quanta, while the radia-
tion source is a radiopharmaceutical accumulated
in the body (1-3).

Cancer cells create their microenvironment,
in which a different cellular metabolism functions.
They prefer anaerobic glycolysis even with sufficient

* Corresponding author: e-mail: wasniowskip@co.bydgoszcz.pl

oxygen. Anaerobic glycolysis, although it provides
a small amount of ATP, is a source of intermediate
products needed, among other things, for the synthe-
sis of nucleic acids, proteins, and lipids. Cancer cells
compensate for the choice of a less efficient process
by a 124-fold increase in the intensity of anaerobic
glycolysis. Increasing the intensity of this process
increases the formation of intermediate products,
maintaining the supply of energy and nutrients at an
appropriate level (4-6).

Increased glucose metabolism and the associ-
ated different pathway of ["*F]JFDG metabolism and
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accumulation in neoplastic cells is used in the pro-
cess of diagnosing malignant growth foci with posi-
tron emission tomography (7).

Glucose labeled with the fluorine '*F isotope is
one of the most frequently used radiopharmaceuti-
cals in oncological diagnostics using PET technology.

2-["®*F]fluoro-2-deoxy-D-glucose is an effective
imaging agent for various types of tumors charac-
terized by increased glucose metabolism. The devel-
opment of effective methods of synthesis performed
with the use of automated radiochemical modules,
the relatively long half-life of the '*F fluorine isotope,
and the effectiveness of cancer imaging contributed
to the widespread use and commercialization of this
radiotracer (8-10).

The individual steps of the synthesis and puri-
fication of ["*F]FDG are aimed at producing a radio-
pharmaceutical of the highest purity, meeting all the
quality requirements resulting from the recommen-
dations of the Polish Pharmacopoeia (FP XI) and/
or the European Pharmacopoeia (Ph. Eur. IX). The
method of synthesis and purification, with a properly
programmed automatic procedure, which is impor-
tant for the amount of reagents added, temperature,
and duration of individual stages, has an influence
on the amount of radiochemical and chemical con-
tamination and the correct pH value of the produced
radiopharmaceutical.

EXPERIMENTAL

Materials and methods
Automatic radiosynthesis on the Explora
FDG4 module

The SIEMENS Eclipse 11 MeV Cyclotron was
used to produce the '*F isotope. The target material
for the production was 2.4 mL of water enriched in
the isotope of oxygen [**O]H,O. The reaction that oc-
curred during the conversion of fluorine to *F- was
80(p, n)"*F. At the end of the bombardment (EOB,
t = 0) the amount of the '*F fluorine isotope averaged
120 GBq. The produced "*F- ion in 2.4 mL of an aque-
ous solution was transported from the cyclotron tar-
get to the Explora FDG, synthesis module by a Teflon
capillary using argon as a push gas.

In order to separate the '*F- ion from impuri-
ties reducing its activity (water, metal ions from
the cyclotron target), the aqueous solution of fluo-
ride was passed through the ion exchange column
Preconditioned Sep-PAK Light QMA Cartridge with
CO,” - as counterions, filled with an organic poly-
mer connected to hydrocarbon chains containing at
their terminus groups -NR3* derived from quaterna-
ry ammonium salts. The CO,> carbonate anions are

counterions that balance the positive charge of the
end of the hydrocarbon chain.

There was an anion exchange on the column.
Fluorine was retained on the column beds, and the
water with metal ions and CO,> was removed to the
reclaimed water vessel.

The fluoride anion from the QMA cartridge
was recovered by elution with an aqueous-aceto-
nitrile solution of Kryptofix (Kryptand 222) and
K,CO, (0.9 mL).

During elution, residual water gets into the re-
action vessel and needs to be removed. The acetoni-
trile (2.2 mL) added to the reaction vessel forms an
azeotropic mixture with water. The reaction mixture
is evaporated at 110°C until the solvents (H,O and
CH,CN) are completely eliminated in a stream of
inert gas - nitrogen of purity 5.0. With a completely
dry reaction vessel, the temperature reading (from
the software of the Explora FDG, module) rises above
110°C. At this point, the evaporation process of the
contents of the reaction vessel is complete. The pro-
cess is repeated twice and lasts from 5 to 10 minutes.

The precursor used in the production of ['*F]
FDG was mannose triflate (1,3,4,6-tetra-O-acetyl-
2-O-trifluoromethanesulfonyl-B-D-mannopyranose).
The precursor used has a leaving group in position
2 - triflate (triflate), and in position 1,3,4,6 protect-
ing groups - acetyl. During the nucleophilic substi-
tution reaction, the triflate group is replaced with
the fluorine isotope *F and the spatial arrangement
of the sugar C2 carbon atom substituents is inverted,
according to the Sn2 nucleophilic bimolecular sub-
stitution mechanism. The labeling temperature was
90°C, and the process took 1 minute. The amount of
mannose triflate used for the reaction is 50 mg + 5%
per run in a volume of 2.2 mL of acetonitrile. After
the labeling is complete, the acetonitrile is evaporated
off. The evaporation time was on average 5 minutes.
This process takes place for greater efficiency under
a stream of nitrogen with a purity of 5.0-6.0.

The final step in the synthesis was the removal
of the acetyl protecting groups. The acid hydrolysis
of tetra-acetyl ['*F]FDG is carried out with 2.5 mL
of 1 N hydrochloric acid added to a reaction vessel
that has been heated to 120°C. The reaction was per-
formed at three different times of 8, 10, and 12 min-
utes. 21 syntheses were performed for each time.
Under these conditions, the acetyl groups are de-
tached and converted to acetic acid. At the point of
decoupling, hydrogen is attached to form OH groups.

Purification of the crude end product was ac-
complished by transferring the reaction mixture
through a series of columns. The cation exchange col-
umn removed K/K222 complexes, the ion retarding
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cartridge neutralized the acid, the neutral alumi-
na column removed the unreacted '*F-anions, the
C18 cartridge removed the tetra-acetyl [*F]FDG.

Quality control - method validation

The validation of a method for determination
of radiochemical purity of *F FDG — the TLC
method

The TLC method for determining the radio-
chemical purity was validated according to ICH (The
International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)
standards.

The validation of the specificity and reproduc-
ibility parameters was carried out on three series of
18F-FDG. The method was consistent with the phar-
macopoeial monograph: FP XI FDG: 07/2008: 1325.

The equipment used to perform the determina-
tion of radiochemical purity of [*F]JFDG was a ra-
dio TLC scanner (miniGITA TLC; Elysia-Raytest,
Germany). TLC plates were aluminum plates
(10 x 2 cm) pre-coated with Silica 60 F254 from
Merck. TLC mobile phase was a freshly made mix-
ture of acetonitrile and water (95 : 5 v/v). Samples
(the size of the spot was 5 puL) were applied 1 cm
above the bottom of the plate. The plates were de-
veloped in a glass chamber (10 % 20 cm). The vapor
space of the chamber was saturated for 30 min be-
fore TLC plates were developed. The migration dis-
tance was 8 cm. After the development, the TLC
plates were dried in an air stream and were put on
the TLC scanner. Radiochemical purity was defined
as the percentage of the radioactivity present in the
radionuclide of the specified chemical form of inter-
est (free "*F, [*F]FDG, acetylated ["*F]FDG) from the
total radioactivity of the radionuclide present in Rf
preparation, respectively.

Reproducibility

Reproducibility was performed under the same
operating conditions on the same day, comparing
the results obtained on three different days (three
different series) and by two different analysts. From
the obtained results, arithmetic means (X), as well
as standard deviation (s) and coefficient of variation
(%CV) between series and between analysts, were
calculated:

CV(%) = s/IXx 100%
Specificity

The specificity of the method was performed
by injecting standard solutions (standards from

ABX advanced biochemical compounds; Radeberg,
Germany): 2-fluoro-2-deoxy-D-glucose (FDG),
2-fluoro-2-deoxy-D-mannose (FDM) and compar-
ing the retention time of each standard. 3 lots of ['*F]
FDG (in 3 replications) were also used for specific-
ity tests to estimate the retention time of [*FIFDG
and impurities.

All set criteria for reproducibility (the meth-
od showed a coefficient of variation below 5%) and
specificity (peaks kept well resolved; method can
separate the component of interest from other com-
ponents in the product, the peaks are characteristic
for standards) of the TLC method were met. The TLC
method was found to be reproducible and specific for
[*F]FDG determination.

The validation of a method for determination
of chemical and radiochemical purity
of ¥F FDG — the HPLC method

The chromatographic method for determin-
ing the chemical and radiochemical purity was vali-
dated according to ICH (The International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use) standards.

The validation of the specificity and repro-
ducibility parameters was carried out on five series
of ["F]FDG. The method was consistent with the
pharmacopoeial monograph: FP XI FDG: 07/2008:
1325.

The equipment used to perform determina-
tion was a high-performance liquid chromatograph
— Shimadzu Prominence UFLC, LC20 AD pump,
which was equipped with both the RayTest Gaby Star
gamma radiation detector and the DECADE II elec-
trochemical detector. The separation was obtained
using a strong anion exchange column (DIONEX
CarboPac PA10 um size pore; 4 x 250 mm with pre-
column Dionex Amino Trap 4 X 50 mm) and mobile
phase 0.1 M NaOH solution. The volume of the injec-
tion was 10 pL and the flow rate of the mobile phase
was set at 1.0 mL/min, with a total run of 25 min-
utes, at 25°C.

Reproducibility

Reproducibility was performed under the same
operating conditions on the same day, comparing
the results obtained on five different days (five dif-
ferent series) and by two different analysts. From
the obtained results, arithmetic means (X), as well
as standard deviation (s) and coefficient of variation
(%CV) between series and between analysts, were
calculated:

CV(%) = s/Xx 100%
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Specificity

In order to demonstrate the specificity of the
method, the analysis was performed for a series of
standard solutions (standards from ABX advanced
biochemical compounds; Radeberg, Germany): 2-flu-
oro-2-deoxy-D-glucose (FDG), 2-chloro-2-deoxy-
D-glucose (CIDG), 2-fluoro-2-deoxy-D-mannose
(FDM). Sodium chloride and 3 lots of [*F]FDG (in
3 replications) were also used for specificity tests.

All set criteria for reproducibility (the method
showed a coefficient of variation below 5%) and spec-
ificity (peaks kept well resolved; method can sepa-
rate the component of interest from other components
in the product) of the HPLC method were met. The
HPLC method was found to be reproducible and spe-
cific for ['*F]FDG determination.

Quality control

The radiochemical purity of the [*F]FDG so-
lution was assessed on the basis of ascending TLC,
using strips (10 x 2 cm) of Silica Gel. A Raytest
gamma radiation detector with a Nal 3”x3” scintil-
lation crystal was used to assess the radiometric pu-
rity. An acetonitrile/water solution (Acetonitrile for
HPLC; SIGMA, water for HPLC; POCH) prepared
in a ratio of 95/5 was used as the mobile phase. After
applying the [*F]JFDG sample to the starting side
on the TLC strip and drying the applied spot, the
strip was placed in a closed glass chromatography
chamber, in which stretching took place in a mobile
phase solution. The solvent front reached 8 cm from
the starting point. After removal from the chamber,
the strips were air-dried and then placed on a slid-
ing radiometric detector table that recorded the de-
cay of the identified isotopes over time. Based on the
results of the analyses, it was possible to determine
the percentage of fluorine-18 in the form of 2-['*F]
fluoro-2-deoxy-D-glucose and 2-['*F]fluoro-2-deoxy-
D-mannose and radiochemical impurities: fluorine-18
in the form of fluoride and partially or fully acety-
lated derivatives of 2- ["*F]fluoro-2-deoxy-D-glucose
and 2-["*F] fluoro-2-deoxy-D-mannose.

Limit values of radiochemical purity tested
by TLC:

a. fluorine-18 in the form of 2-["*F]fluoro-2-
-deoxy-D-glucose and 2-["*F[fluoro-2-deoxy-D-man-
nose not less than 95% of the total radioactivity of
fluorine-18.

b. fluorine-18 in the form of fluoride and par-
tially or fully acetylated derivatives of 2-["F]fluo-
ro-2-deoxy-D-glucose and 2- [*F]fluoro-2-deoxy-
D-mannose not more than 5% of total radioactivity
of fluorine-18.

The radiochemical and chemical purity of the
[*F]FDG solution was tested by HPLC (SHIMADZU
multi-module device) with the use of detectors con-
nected in series - radiometric (Nal 3 x 3 inch scin-
tillation crystal) by Raytest and electrochemical
Decade II (gold electrode, by Antec). Ion-exchange
chromatography columns dedicated to the separation
of carbohydrates - Dionex CarobPac (250 x 4; 10 um)
with pre-column retaining amino acids - Dionex
(50 x 4) were used for the analysis. Both columns
were in a thermostatic oven which was kept at a con-
stant temperature of 25°C. The mobile phase was
0.1 M aqueous NaOH solution, prepared from 50%
NaOH solution (SIGMA) and HPLC water (POCH),
degassed with helium both during column condi-
tioning and analysis. The analysis lasted 25 minutes.
The injection volume was 10 pL. After the analysis
was completed, the chromatograms obtained from
both detectors were integrated using LabSolution
software. The radiochemical purity was assessed
on the chromatogram obtained from the radiomet-
ric detector as the percentage of fluorine-18 in the
form of 2-["*F]fluoro-2-deoxy-D-glucose and 2-[*F]
fluoro-2-deoxy-D-mannose. The chemical purity, i.e.
the content of 2-chloro-2-deoxy-D-glucose (CIDG),
was assessed on the chromatogram obtained from
the electrochemical detector.

c. Limit values of radiochemical purity tested
by HPLC: fluorine-18 in the form of 2-[18F]fluoro-
2-deoxy-D-glucose and 2-[18F [fluoro-2-deoxy-D-
mannose not less than 95% of the total radioactivity
of fluorine-18.

d. Limit values of chemical purity tested by
HPLC: 2-chloro-2-deoxy-D-glucose (CIDG) content
of <0.5mg/V; where V=35mL,ie. <0.1 mg/mL.

The pH value of the ["F]FDG solution was
tested with the potentiometric method using a SI
Analytics microelectrode and a Martini Mil50 pH
meter, by immersing the electrode directly in the so-
lution of the radiopharmaceutical to be tested. Before
starting the work, the pH-meter was calibrated with
two Millwaukee pH 4.1 and 7.1 buffer solutions. The
pH was read after its value stabilized on the instru-
ment display.

e. Limit values: pH 4.5 to 8.5.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using
STATISTICA™ 13.1 software (DELL Inc., United
States). The normality of data distribution was tested
using the Shapiro-Wilk test. Levene’s test was used
to determine the homogeneity of variance between
groups. All parameters demonstrate non-normal
distribution or heterogeneity of variance. The data
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Table 1. The influence of hydrolysis time on chemical/radiochemical purity of ['"*F]FDG and pH.

Results: Hydrolysis time [min]

b . hod Limits of 8 (n=21) 10 (n=21) 12(n=21)
arameter (method) acceptance Median Median Median p
IQR IQR IQR
Min-Max Min-Max Min-Max
96.05+ 98.23F 99.651
[¥F]FDG (TLC) [%] >95 95.69; 96.34 97.71; 98.63 99.06; 99.75 <0.001
(95.19-97.75) (97.11-100.00) (98.79; 100.00)
3.81% 1.807 0.35¢
Acetyl (TLC) [%] <5 3.51;4.19 1.26; 2.01 0.22;0.75 <0.001
(2.34-4.78) (0.00-2.74) (0.00-1.12)
99.681 99.616 99.678
[*FIFDG (HPLC) [%] >95 99.539; 99.755 99.529; 99.704 99.601; 99.784 0.374
(99.120-100.00) (99.263-99.822) (99.293-99.874)
0.001 0.001 0.001
CIDG (HPLC) [mg/mL] <0,1 0.001; 0.002 0.001; 0.001 0.001; 0.001 0.896
(0.001-0.002) (0.001-0.002) (0.000-0.005)
6.85F% 5.95+% 6.12%
pH [*F]FDG 4.5-71 6.68; 7.11 5.75; 6.02 6.03; 6.21 <0.001
(6.40-7.96) (5.50-7.00) (5.92-6.65)
n: number of samples, Me: median, IQR: interquartile range,
p: p-value (obtained with the Kruskal-Wallis test)
+ § result of multiple comparisons of mean ranks - p<0.05
are expressed as a median (Me), interquartile range A t of radiochemical purity

(IQR), and minimum-maximum value (Min-Max).
The groups were compared using the Kruskal-Wallis
test. A 0.05 level of significance was used. Multiple
comparisons of mean ranks for all groups were per-
formed for variability with a p-value lower than the
level of significance.

RESULTS

The reaction was performed for three different
hydrolysis times of 8, 10, and 12 minutes. Each type
of synthesis was performed 21 times. A general sum-
mary of results is collected in Table 1.
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Figure 1. The influence of hydrolysis time on radiochemical
purity of ['*F]JFDG [%]; TLC method.

of [*F]FDG solution by TLC

The TLC results obtained during 8, 10, and
12 minutes of hydrolysis are within the limits
(Table 1). Extending the hydrolysis time from 8 to
10 and 12 minutes caused an increase in the per-
centage of fluorine-18 in the form of 2-[**F]fluo-
ro-2-deoxy-D-glucose and 2-["*F]fluoro-2-deoxy-
D-mannose (Figure 1), as well as a decrease in the
percentage of fluoride-18 as fluoride and partial-
ly or fully acetylated derivatives of 2-['*F]-fluoro-
2-deoxy-D-glucose and 2-['*F]-fluoro-2-deoxy-D-
mannose (Figure 2). All results are statistically
significant.
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Figure 2. The influence of hydrolysis time on acetyl-derivatives
of ['"F]FDG concentration [%]; TLC method.
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Figure 3. The influence of hydrolysis time on radiochemical
purity of ['*F]FDG [%]; HPLC method.

Assessment of radiochemical and chemical
purity of [I8F]FDG solution by HPLC

The HPLC results obtained during 8, 10,
and 12 minutes of hydrolysis are within the limits
(Table 1). Extending the hydrolysis time from 8 to
10 and 12 minutes did not affect the radiochemical
purity as a percentage of fluorine-18 in the form of
2-["8F]fluoro-2-deoxy-D-glucose and 2-['8F]fluoro-
2-deoxy- D-mannose, nor the chemical purity, in the
form of CIDG content (Figure 3, Figure 4).

DISCUSSION

The individual stages of [*F]FDG synthesis and
purification are aimed at producing a radiopharma-
ceutical of the highest purity, meeting all the quality
requirements of the Polish Pharmacopoeia (FP XT)
and/or the European Pharmacopoeia (Ph. Eur. IX).
The method of synthesis and purification, with
a properly programmed automatic procedure, which
is important for the amount of added reagents, tem-
perature, and duration of individual stages, af-
fects the amount of radiochemical and chemical
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Figure 5. The influence of hydrolysis time on pH of [*F]FDG.
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Figure 4. The influence of hydrolysis time on chemical purity,
CIDG concentration [mg/mL]; HPLC method.

contamination and the correct value of the pH of the
produced radiopharmaceutical.

The tests show that a hydrolysis time of 8 min-
utes is the minimum time for which the protected
derivatives of ['*F]FDG should be exposed to hy-
drochloric acid in order to disconnect the protecting
groups (acetyl) in a quantity that exceeds the accep-
tance threshold for radiochemical purity while main-
taining chemical purity and pH value.

Statistical analysis shows that all results ob-
tained during the hydrolysis of 8 minutes are with-
in the limit values for all measurement methods.
However, in the case of a measurement carried out
with the use of TLC, some of the results are on the
acceptance/rejection threshold. It would seem that
the release of the product to a patient with a border-
line result is not a problem because it is within the
acceptance criteria, which means that the product
can be released for administration at a given moment.
However, in the case of product stability testing,
which consists in proving that throughout its shelf-
life a drug remains effective and safe for the patient,
a borderline acceptance/rejection result may have an
impact on the success of the test. A negative result of
the test may be affected by the measurement error of
the device and operator error (human).

The study proved that the change of a single
synthesis parameter has a significant impact on the
quality control results. This parameter is the hydro-
lysis time, the elongation of which has a significant
effect on improving the purity of the final [*F]JFDG
product (Table 1, Figure 1).

Extension of the hydrolysis time to 14, 16, 18,
and 20 minutes, has no significant effect on the quali-
ty control results. Extending the hydrolysis time from
8 minutes to 10 and then to 12 minutes reduced the
amount of partially or fully acetylated derivatives
in the final product (Table 1, Figure 2). The results
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are statistically significant. The extension of the hy-
drolysis time did not affect the radiochemical purity
(Table 1, Figure 3) and did not increase the content
of 2-chloro-2-deoxy-D-glucose (chemical purity) re-
sulting from the replacement of the "¥F- anion with
Cl- during the action of hydrochloric acid on man-
nose triflate (Table 1, Figure 5).

The prolonged time of hydrolysis had an ef-
fect on the reduction of the pH value (Figure 5),
which was caused by the increase in the amount of
acetic acid formed after the cleavage of the acetyl
groups from 1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-["*F]fluoro-B-
D-galactopyranose. There is a correlation between
the decrease in the amount of acetylated derivatives
and the decrease in the pH value. The pH value, al-
though not reliable, may give the first indication of
whether the amount of acetyl [*F]FDG impurity is
high or low.

Improving the radiochemical purity while main-
taining high chemical purity and the pH value at in-
creasing the hydrolysis time by 4 minutes from the
initial value of 8 minutes is negligible. Assuming that
the average activity obtained from the cyclotron and
sent to the synthesis module was 120 GBq, the de-
crease in activity after 4 minutes is 3 GBq.

The dose required for testing in accordance
with the reference procedures for nuclear medicine is
5-7 MBg/kg. This means that for a patient weighing
70 kg, the dose of radiopharmaceutical administered
has an activity of 350-490 MBq, and assuming that
the quality control result for acetyl derivatives was
on the borderline of acceptance/rejection, the patient
could receive about 17.5-24.5 MBq of impurities.

The dose of diagnostic value would be reduced
by the activity of the contaminants. Acetyl impuri-
ties are hydrolyzed and metabolized in tumor cells to
2-fluoro- ["*F] -2-deoxy-D-glucose and then to 2-fluo-
ro- ['*F] -2-deoxy-D-glucose-6-phosphate. They have
no negative impact on the patient’s health and the
result of the diagnostic procedure. The mechanism
of the transport of acetyl derivatives into the cell is
GLUT independent. These compounds are highly li-
pophilic and penetrate the cell membrane by simple
diffusion. Its detail of character is still unknown,
but further basic, as well as clinical trials using such
well-characterized tracers, will provide new perspec-
tives in the field of oncology (11).

CONCLUSIONS

Extending the hydrolysis time significantly in-
creased the radiochemical purity of the final product,
improving its quality parameters while maintain-
ing the chemical purity and pH value, and with only
a slight loss of activity.

The result on the borderline of acceptance/
rejection may negatively affect the stability test.
Increasing the radiochemical purity avoids the in-
validation of this test due to the influence of the mea-
surement error of the device and possible operator
error (human).

Minimizing contamination reduces im-
pact GLUT independent tumor cell accumulation
of [®F]FDG, which its detail of character is still
unknown.
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Abstract

[18F] Fluorodeoxyglucose ([18F] FDG) is the most commonly used
radiopharmaceutical in clinical positron emission tomography (PET) in oncology.
Cancer cells create their own specific microenvironment to survive and grow. Specific

tumor microenvironment contributes to cancer metabolic reprogramming. Therefore,
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even with sufficient oxygen availability, cancer cells choose anaerobic glycolysis.
Cancer cells compensate less energy efficient process by increasing the intensity of
anaerobic glycolysis. Tumor cells have a high rate of metabolism and because of this,
they take up more of the radioactive glucose (FDG). This makes the tumor cells

appear more visible than other areas on the PET scan pictures.

This paper presents nucleophilic synthesis of the ['*F] FDG marker and basics
of tumor development which can affect the [18F] FDG biochemical significance.
Reference was made to clinical images obtained in PET technology using the ['*F]

FDG radiopharmaceutical.

Key words: synthesis [18F] FDG, glucose metabolism, [18F] FDG metabolism,

positron emission tomography.

Introduction

The radiopharmaceutical consists of two basic parts, a carrier and an isotope. The
carrier is a biologically active chemical compound involved in important biochemical
processes, and the short-lived isotope is a positron emitter. Its task is to generate a
signal that will be recorded by external detectors. The vehicle is labeled by placing a
radioactive isotope molecule in its structure.

In the case of [lgF] fluorodeoxyglucose, [18F] FDG, the carrier is a 2-deoxy-D-

glucose molecule, and the radioactive isotope placed in its structure is fluorine ['°F].
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['"®F] FDG is the most widely used radiopharmaceutical in the diagnosis of PET,
showing various types of tumors characterized by increased glucose metabolism. The
widespread use and commercialization of the ['*F] FDG radiotracer contributed to the
development of high-throughput synthesis methods, carried out using automated
radiochemical modules [1,2].

The half-life of '°F isotope used for the production of [18F] Fluorodeoxyglucose
is 110 minutes. It is long enough from the point of view of proper marker preparation
and performance of the test procedure. The advantageous feature of the '°F isotope is
the access to efficient cyclotron production that gives the possibility of obtaining the
isotope in large quantities. In addition, '*F is characterized by high chemical reactivity
and in chemical reactions it can be both a donor (nucleophile) and an electron

acceptor (electrophile) [3].

Purpose of work

The aim of this study is to present nucleophilic synthesis of the [lgF]FDG
marker and basics of tumor development which can affect the ['*F]FDG biochemical
significance. The reference was made to clinical images obtained in PET technology

using the ['*F] FDG radiopharmaceutical.
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Description of knowledge

Physical aspects of imaging techniques using properties of radiopharmaceuticals.

Positron emission tomography is a emission method using positron emission
tomography using ['*F] FDG (PET). In contrast to the absorption methods, in the PET
method, the image is generated on the basis of information sent from the object,
which requires placing the source of this information in the tested object. The carrier
of information in the PET technique is the quantum of gamma radiation, while the
source of emitted radiation is the radiopharmaceutical collected in the body.

PET technology is based on the use of isotopes being positronium emitters. The

proton p in the nucleus of the isotope degrades B* ( p — n+e* +v, + Energy), in the

radiopharmaceutical molecule, as a result of which neutron n is formed in the nucleus
and electron neutrinos v, and positronium ¢ * emitting electron surplus are emitted
from the nucleus. Positronium collisions with electrons is the center, staying a little
way up to the loss of most of their energy. In the next step, he annihilates with the
electron turning his mass into energy emitted in the form of two gamma quanta, 511
keV each, in opposite directions. Annihilation is the basis on which PET technology

is based (Fig. 1) [1].
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Fig. 1. The scheme of positronium decay and annihilation

If two scintillation detectors from the detector ring in a PET scanner, register a
pulse in the same time window, so-called the coincidence window, we can assume
that the line of annihilation has taken place between the two detectors and the
radiopharmaceutical molecule must be there. This line is called the LOR (line of
response) event line. The intersection of these roads indicates a greater concentration
of the marker and is the basis for the reconstruction of images in PET diagnostics. The
electronic coincidence allows direct determination of the direction from which
information comes, so there is no need for additional collimators. Due to this, the
sensitivity of the PET scanner is better than in the gamma cameras. In the case of
pathological changes, the marker accumulates in a given process or place in the body,
which gives the possibility of imaging at the tissue level. In that manner, PET
technology allows to recognize pathological changes in their initial stages, the fastest
among diagnostic imaging methods. This happens because biochemical changes are

ahead of structural changes. However, the limited spatial resolution of PET images
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reduces the amount of anatomical information. For this reason, at present, PET
technology is most often fused with another medical imaging method that gives more
structural information [4].

Other CT imaging methods include CT and MR. CT (computed tomography) is a
diagnostic method using X-rays to obtain anatomical images containing information
about the structure of organs and tissues. The fusion of PET and CT methods allows
for more precise localization of the disease focus in the patient's body [5, 6].
Currently, among modern diagnostic solutions, fusion of PET and MR (magnetic
resonance) methods is now available for patients. MR uses the properties of protons
from the nuclei of hydrogen atoms in our body in the form of water molecules. Dipole
water molecules containing hydrogen protons in their composition, in a strong
magnetic field, magnetize, but after removing the field they return to the "balance" by
sending radio waves that are registered by the detectors and based on them determines
the density of the tested object as the basis for image reconstruction. One of the
purposes of combining these two techniques is to obtain structural information of the
object being imaged, similar to the case of PET / CT fusion. The advantage of PET /
MR is, among others, on better imaging performance of soft tissues without additional

exposure to ionizing radiation that occurs in CT [6,7].

Synthesis of ['*F] fluorodeoxyglucose using nucleophilic fluorination
Cyclotron production of radioactive '°F isotope

This multistage process begins with the production of negatively charged
hydrogen ions H-emitted from the ion source in the cyclotron. The ion source is
supplied with hydrogen gas, which undergoes ionization due to the high potential

between the cathode and the anode. Ionized hydrogen forms a plasma from which
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negative ions are emitted into the accelerating region. These ions are introduced
between the cyclotron electrodes of the so-called duant. Initially, the electric potential
of the duant is positive in order to attract a negatively charged hydrogen ion, when the
ion reaches the edge of the duant, the voltage potential changes to negative. The
electric field is responsible for accelerating the ion beam, thus increasing their energy.
The applied magnetic field curves the trajectory of charged particles directing them on
a spiral trajectory in a cyclotron. Acceleration must take place in the vacuum chamber
so that the particle does not lose energy during collisions, too low a vacuum could be
a source of additional radionuclides. Ions H-obtained energy 11 MeV (energy of
ejection), are directed to carbon film, which deprives hydrogen anions of two
electrons. Depending on the model of the cyclotron, an inverting force with an
inverted direction acts on the electrically modified H + particles, directing the ions to
the cyclotron discs. The discs are made of chemically inert metals, i.e. titanium,
niobium, tantalum. The disc substance is water enriched with oxygen isotope [180]

H20. The nuclear reaction used to obtain '*Fis "*O(p,n) '*F [8,9,10].

Uptake, purification and release of radioactive '*F isotope

The '®F ion produced is in an aqueous solution. It is associated with a positively
charged particle, a metal cation from the cyclotron target. In addition to the metal
cation, water also lowers fluoride ion activity by forming hydrogen bonds with it. In
the further stages of the synthesis, remove water together with metal cations from the
reaction environment.

In order to separate '°F- ion impurities to lower its activity fluoride solution and
water is passed through an ion exchange column. The most commonly used column is

QMA Sep - Pak light, which is filled with an organic polymer connected to
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hydrocarbon chains containing at their ends - NR ; + groups derived from quaternary
ammonium salts. This group gives the ends of the hydrocarbon chain a positive
charge. The counterion counterbalancing the positive charge of the end of the
hydrocarbon chain are carbonate anions CO5™ [11].

Anion exchange takes place on the column, fluoride is retained on the column's
deposits, and water along with metal ions and CO5* groups flows to the reclaimed
water vessel [12].

The next step is to recover the fluoride anion from the QMA Sep - Pak light
column by elution using the water - acetonitrile solution of Kryptofix (Kryptand 222)
and K,COs. Cryptands are organic compounds obtained synthetically, capable of
forming complexes due to the structural matching of the metal cation to the cavity of
the macrocycle system. In addition, they have the ability to transfer ions from the
aqueous phase to the organic so-called the catalysis of interfacial transfer, desired in
this type of reaction [13,14].

Kryptofix binds in its structure - the recess, the K ; cation derived from potassium
carbonate. The potassium cation becomes a counterion to which for '°F- it has a
higher affinity than to the positive ends of the hydrocarbon chain and is thus released
from the QMA Sep-Pak light column and goes into the reaction vessel. In the
presence of the Kryptofix structure, the K-"*F bond weakens, and the fluoride anion
becomes more aggressive and chemically reactive. In addition, the used cryptand
transports the F-anion in the form of the K-18F complex from water to the aprotic
solvent, which is acetonitrile [15,16,17].

During the elution, water residues also get into the reaction vessel, which must be
removed. The acetonitrile present in the reaction vessel forms an azeotropic mixture

with water. Evaporation of acetonitrile under a nitrogen atmosphere occurs at the

489

271



same time as evaporation of the rest of the water. In automatic synthesizers this

process is repeated several times [12,15,16,17].

Nucleophilic substituent with radioactive fluorine to the precursor

The purified, dried and high-activity fluoride anion is ready for nucleophilic
substitution. The most frequently used precursor in the production of ['® F] FDG is
1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-O-trifluoromethanesulfonyl-f-D-mannopyranose commonly
known as mannose triflate. The precursor used possesses a trifluoromethanesulfonate
leaving group at the 2-position (triflate), in position 1,3,4,6 protecting groups - acetyl.
During the nucleophilic substitution reaction, the trifluorous group is replaced by the
'8F fluorine isotope and the inversion of the spatial system of the C2 sugar
substituents is made according to the mechanism of the 2D Snofotylic Snap
(Sp2)nucleophilic substitution. The marking temperature should be 90 - 100 ° C, and
the process should last a maximum of 5 minutes. Only after the fluoridation is

completed, the aprotic solvent evaporates, supported by neutral gas [11,18].

Hydrolysis of the intermediate product

The final stage of the synthesis is the removal of protecting groups from the
tetraacetyl - ['°F] FDG sediment. The reaction takes place with hydrochloric acid
at elevated temperature. Hydrolysis can also be carried out with a strong sodium base,
the use of which does not require heating the solution, and this process takes place
faster [19].
Purification of the final product

The purification of the crude end product is carried out by passing the final

product mixture through a series of columns. The cation exchange column removes
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the K + / K222 complexes, the ion delaying column neutralizes the acid, the column
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Fig. 2. Synthesis ['*F] FDG
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with neutral alumina removes unreacted 18F anions, the C18 column removes tetra-
acetyl ['*F] FDG (Fig. 2) [20].
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Metabolism of glucose and [18F] FDG in cancerous cells

Cancerous cells are characterized by unlimited replication potential,
production of their own growth factors, resistance to apoptosis, ability to create
their own blood vessel network, inducing inflammation, ignoring signals
inhibiting proliferation and different cellular metabolism [21].

Cancerous cells, to survive and grow, create their own specific
microenvironment. One of the most important elements of creating such
conditions is the ability of the tumor to create its own blood vessel network -
angiogenesis. This network participates in supplying cells with nutrients,
growth factors, adequate amount of oxygen and removing unnecessary
metabolic substances. In physiological as well as tumor angiogenesis, vascular
endothelial growth factor (VEGF) plays a major role. The nascent tumor
network is significantly different from normal vessels. These are immature
vessels with a disordered structure and variable blood flow resulting in cyclical,
variable hypoxia. Lack of oxygen activates proangiogenic factors (including
VEGF) inducing the formation of consecutive abnormally developed vessels.
In this environment, the cancer metabolism is reprogrammed [22,23].
Activation of HIFla hypoxia-inducible transcription factor (hypoxia inducible
factor 1a) leads to inhibition of mitochondrial respiration and shifting glucose
metabolism towards glycolysis. At the biochemical level, this occurs as a result
of the inactivation of pyruvate dehydrogenase by the pyruvate dehydrogenase
kinase and leads to a reduction of the conversion of pyruvate to acetyl-CoA. In

addition, HIF1a is responsible for changes in the expression of many genes,
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including overexpression of the glucose transporter 1 - GLUT 1 (glucose
transporter 1) and enzymes involved in the glycolysis process. All these factors
affect the increase in glucose metabolism [24].

Correct cells in the glycolysis process, under conditions of sufficient access
to oxygen, metabolize glucose to pyruvate. Then acetyl - CoA formed from the
pyruvate oxidation enters the Krebs cycle in which it undergoes oxidation to
CO2 and H20. As a result, one mole of glucose provides 30 (or 32) moles of
ATP. Under conditions of limited access to oxygen, pyruvate is converted to
lactic acid, of which only 2 moles of ATP are formed [25, 26]. Tumor-altered
cells, even with sufficient oxygen availability, opt for anaerobic glycolysis,
although it provides small amounts of ATP. This is because in the glycolysis
process intermediate products are created, needed, among others for the
synthesis of nucleic acids, proteins and lipids. Cancerous cells compensate for
the choice of a less efficient process by increasing the intensity of anaerobic
glycolysis 124 times. Increasing the intensity of this process increases the
formation of intermediate products, sustains the supply of energy and nutrients
at an appropriate level [21,24,27].

The described tumor feature was used in the diagnosis of tumor focuses
using the positron emission tomography method using ['°F] FDG. This
compound is transported and metabolized by the same mechanisms as glucose,
but there are some differences on the pathway. ['*F] FDG is phosphorylated by
hexokinase to 2- ['*F] Fluoro-2-deoxy-glucose-6-phosphate and in this form it

accumulates in tumor cells because 2- ['*F] Fluoro-2-deoxy-glucose-6-
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phosphate is not further transformed by phosphoglucose isomerase, due to the
lack of adaptation of the enzyme to the molecule of this compound. After the
"F radioactive decomposition embedded in the ['®F] FDG molecule, the
oxygen formed with '®F combines with the hydrogen molecule to form a group
[180] -OH at the C2 carbon of glucose. The resulting glucose-6-phosphate is
then converted by phosphoglucose isomerase and can undergo further

transformation in the glycolysis process (Figure 3) [28].
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Fig. 3. The mechanism of accumulation ['*F] FDG in a cell - a molecular trap
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Tests performed using the described tag

The purified preparation is a sterile colorless liquid which, after dilution with
physiological saline, is administered intravenously to the patient for diagnostic
purposes. The dose should be in the range of 400 - 700 MBq, in a maximum volume
of 5 ml. The preferred techniques for assessing glucose analogue metabolism are PET
/ CT and PET / MRI In November 2009, the Committee of the European Society of
Nuclear Medicine developed guidelines for the use of PET / CT imaging using ['*F]
FDG in the diagnosis of neoplastic diseases [29].

Examination of ['*F] FDG PET / CT has a higher sensitivity than CT scan in the
diagnosis of a single nodule lung, staging of lung cancer, staging, control treatment
and control the treatment of Hodgkin's lymphoma and lymphomas, non-Hodgkin's
lymphoma, staging and diagnosis of recurrence in colorectal cancer, assessment of the
severity, treatment control and diagnosis of recurrence of esophageal cancer,
assessment of the severity of melanoma, especially in patients with suspected
metastases to regional lymph nodes and metastases to distant organs [29].

Medical significance

However, the study using the described analog has some limitations. Too high
glucose concentration in the blood of the patient may result in a reduction in ['*F]
FDG uptake at lesion sites, via competitive mechanisms. For this reason, patients are
required to remain fasting before PET / CT studies using ['°F] FDG. Difficulties arise
in the diagnosis of patients with diagnosed diabetes. Specific rules for the preparation

of patients included in the guidelines EANM- include, inter alia, maintaining an
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appropriate interval from the last administered dose of insulin and oral hypoglycemic
agents withdrawal.

Figure 4 shows a scan from a PET / CT study using ['"*F] FDG in a patient who
received metformin on the day of the study - high activity in the gut. Unfortunately,
this mark does not work specifically on cancerous processes. Competitive

mechanisms are observed in the case of inflammatory processes and infections.

. B

Fig. 4. PET / CT examination using ['*F] FDG after taking metformin - high activity

in the gut.

Figure 5 shows stimulation in the throat - probably resulting from the ongoing
inflammatory process. A significant influence on FDG metabolism has also previous
surgery or radiotherapy. However, the clinical situation of the patient does not always
allow to maintain an adequate distance between the performed procedures and the

PET examination.
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Fig. 5. Throat PET examination using [ "F]JFDG .

Figure 6 shows metabolic stimulation within the uterus resulting from one

month before the examination of the cervical conization.

Fig. 6. Uterine PET examination using [lgF] FDG

When assessing the PET / CT examination, one should remember first of all
about the physiological accumulation of radiopharmaceutical in the heart or liver, as

well as due to the secretion in the urine - in the kidneys and bladder - Fig. 7.
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Fig. 7. PET/CT examination using ['*F] FDG

Summation

Described in  this article [18F] FDG due to its versatility
and the possibility of obtaining it in large quantities is the most commonly used
radiopharmaceutical in the diagnosis of PET. ['*F] FDG, however, possesses some
drawbacks such as its non-specific uptake. In many cases highly differentiated
tumours are difficult to distinguish from inflammation or infection using this
radiopharmaceutical. In addition, ['®F] FDG has a limited application in imaging
tumors in the brain, muscles and bladder. The solution is to use tags specific to a
given type of cancer. Currently, Positron Emission Tomography can choose from a
large number of radiotracers: [“C] OCTAN - prostate cancer, [18F 1 DOPA - diagnosis
of Parkinson's disease and neuroendocrine tumors, ['*F] FET - brain tumors, ['°F]
FES - estrogen receptors in breast tumors and many others [30]. This should not be a
reason to rest on your laurels. The future of Positron Emission Tomography will

depend on research into new radiopharmaceuticals. Search should not be limited only
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to the discovery of new molecules and attempts to attach a radioactive isotope to

them. Researchers should also consider developing new synthesis methods to

accelerate them, improve synthesis modules and isotope production equipment.
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