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Przedmowa

Zrédtem podstawowych standardow jakosci produktow leczniczych, ich sktadnikow oraz
systemu stosowania produktow leczniczych jest farmakopea. W Unii Europejskiej jest to
Farmakopea Europejska, tworzona zgodnie z zapisami Konwencji o opracowaniu Farmakopei
Europejskiej, w ramach Europejskiej Dyrekcji ds. Jakosci Lekoéw 1 Opieki Zdrowotnej (ang.
European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare, EDQM). Zasady stosowania
wymagan farmakopealnych w Polsce okreslone sg w art. 25 ustawy z dnia 6 wrzesnia 2001 r.
Prawo farmaceutyczne (tj. Dz. U. z 2017 r. poz. 2211). Ustep 1. tego artykulu stanowi, ze
Podstawowe wymagania jakosciowe oraz metody badan produktow leczniczych i ich opakowan
oraz surowcow farmaceutycznych okresla Farmakopea Europejska lub jej tHumaczenie na jezyk

polski zawarte w Farmakopei Polskiej.

Farmakopea omawia technologie wytwarzania lekow, ogdlne metody ich analizowania, bazowe
wymagania jakosciowe, a najwazniejsza czg¢scig standardow jakosci substancji czynnych jest
sekcja dotyczaca zanieczyszczen. W §wietle krajowego ustawodawstwa, radioznaczniki PET
(PET, ang. Positron Emission Tomography, pozytonowa tomografia emisyjna) sg produktami
leczniczymi, stad réwnowazna nazwa radiofarmaceutyki, a ich wytwarzanie musi by¢
prowadzone zgodnie z wlasciwymi rozporzadzeniami, regutami 1 wytycznymi jakoSciowymi.
Pomimo regularnej aktualizacji farmakopei nie zawsze s3 w niej dostepne zalecenia
zapewnienia jakosci (ang. Quality Assurance, QA) i kontroli jakosci (ang. Quality Control, QC)
dla nowych czy tez niedawno opisanych w piSmiennictwie naukowym radiofarmaceutykow —
tak tez jest w przypadku niektorych znakowanych izotopowo zwigzkéw biologicznie
aktywnych stosowanych w diagnostyce obrazowej PET, ktore omawiane sg w niniejszej pracy.
Taki brak w monografiach farmakopei nie uniemozliwia ich dopuszczenia do zastosowan
medycznych, oznacza jednak koniecznos$¢ wypracowania standardow naukowych niezbednych
do rejestracji leku. W Polsce organem kompetentnym w zakresie wydawania zezwolen na
wytwarzanie 1 pozwolen na wprowadzenie do obrotu produktéw leczniczych jest Urzad
Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobow Medycznych i Produktéw Biobdjczych,
a proces produkcji pozostaje w kazdym przypadku pod nadzorem Gtownego Inspektoratu
Farmaceutycznego.

Korzystajac z metodologii postgpowania opisanych w farmakopeach dla juz stosowanych

substancji i lekow, oraz uzupelniajac je 0 procedury analityczne dostrojone do specyfiki



radiofarmaceutykow o krotkim okresie pottrwania — na tyle krotkim, ze nie zawsze jest mozliwe
przeprowadzenie wszystkich analiz jakosciowych, a przede wszystkim analizy jatowosci, przed
wygasnieciem produktu, postanowilem dokona¢ optymalizacji procesow syntezy
i oczyszczania zwiazkow biologicznie aktywnych znakowanych izotopem wegla [Y'C] na
przyktadzie [YC]-choliny oraz opracowaé innowacyjna linie kontroli jakosci dla tego

radioznacznika.

Dzigki zoptymalizowaniu procesOw Syntezy | o0czyszczania oraz wprowadzeniu
usystematyzowanej kontroli jako$ci otworzy si¢ mozliwos¢ wlgczenia tego radiofarmaceutyku
PET do praktyki diagnostycznej. Obok wymiaru naukowego, praca ta ma wigc swdj aspekt
praktyczny oraz ekonomiczny, bowiem moze przyczyni¢ si¢ do poszerzenia mozliwosci
diagnostyki molekularnej PET oraz pozwoli¢ na zwigkszenie liczby i typu kontraktowanych
procedur medycznych z zakresu PET.

Do rozprawy dotgczone zostaty trzy publikacje (patrz: Publikacje), ktorych jestem pierwszym
autorem. Pierwsze dwie podsumowuja kolejne etapy prac nad optymalizacja syntezy
radioznacznika PET znakowanego izotopem wegla [1'C] i nad systemem kontroli jakosci.
Natomiast trzecia publikacja dotyczy przysztoSci badan nad radiofarmaceutykami nowej
generacji — takimi, ktore nakierowane sa na konkretny problem diagnostyczny, u konkretnego
pacjenta, a wigc wpisujacymi si¢ w koncepcje teranostyki:

1. Marcin Szydlo, Michat Jadwinski, Agnieszka Chmura, Kamil Gorczewski, Maria
Sokét. Synthesis, isolation and purification of [*'C]-Choline. Contemp Oncol 2016;
20(3): 229-236 (1F=0.215).

2. Marcin Szydlo, Agnieszka Chmura, Tomasz Kowalski, Mateusz Pociggiel, Andrea
d’Amico, Maria Sokét. Optimisation of [11C]-Choline synthesis. Contemp Oncol 2018;
22 (4): 260-265 (1F=0.215).

3. Marcin Szydlo, Dawid Pogoda, Tomasz Kowalski, Mateusz Pociggiel, Michat
Jadwinski, Andrea Amico. Synthesis and Quality Control of [®Ga]-PSMA, PET/CT
Tracer used in Prostate Cancer Imaging and Comparison with [*3F]-Fluorocholine as
a Reference Point. J Pharm Sci Emerg Drugs 2018;6(1). doi:10.4172/2380-
9477.1000126. (IF=0.370).

Ponadto zagadnienia poruszane w rozprawie byly prezentowane przeze mnie na XIX
Gliwickich Spotkaniach Naukowych (rok 2015) [GSM2015 S20], [GSM2015 S21], podczas
Jesiennej Szkoty Fizyki Medycznej Polskiego Towarzystwa Fizyki Medycznej Oddziatu



Slaskiego (rok 2016) [PTFM2016] oraz na 16. Kongresie Polskiego Towarzystwa Fizyki
Medycznej (rok 2019) [PTFM2019].



1. Wprowadzenie

Konwencjonalne metody obrazowania, w tym klasyczne metody radiologiczne (RTG),
ultrasonografia (USG), tomografia komputerowa (TK, ang. Computed Tomography, CT)
I obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego (ang. Magnetic Resonance Imaging, MRI)
stosuje si¢ od wielu lat w celu identyfikacji i1 scharakteryzowania proceséw patologicznych
w tkankach i ich dynamiki na podstawie rdznic anatomicznych gestosci tkanek, zawartosci
wody, ksztaltu i wielko$ci zmiany. Do grupy tej dotgczyty niedawno techniki funkcjonalne
i molekularne, w tym pozytonowa tomografia emisyjna (ang. Positron Emission Tomography,
PET). Metoda ta pozwala na charakteryzowanie zaburzen na poziomie molekularnym. Jej
szczegolne zalety widoczne przede wszystkim w diagnostyce onkologicznej to wysoka czutosé
i swoistos¢ W wykrywaniu wielu nowotworoéw, w porownaniu z obrazowaniem anatomicznym
[Shim et al., 2005]. Poréwnanie mozliwosci poszczegolnych metod obrazowych przedstawione

zostato w Tabeli 1.

Tabela 1. Poréwnanie charakterystyk diagnostycznych metod obrazowych [Zrédlo 1]:

Technika Rodzaj techniki Rozdzielczo$é Czulo$é
obrazowania przestrzenna
RTG/TK Anatomiczna 300 pm Niska (>mM)
MRI Anatomiczna 800 um Niska (>mM)
USG Anatomiczna 500 um Srednia (nM)
SPECT Funkcjonalna/molekularna 5-10 mm Wysoka (nM — pM)
PET Funkcjonalna/molekularna 2-8mm Wysoka (nM — pM)

Pozytonowa tomografia emisyjna, jak i jej technika hybrydowa potaczona z tomografig
komputerowg — PET/TK sg obecnie szeroko stosowane w onkologii: w diagnostyce wstepnej
I ocenie stopnia zaawansowania choroby nowotworowej, w monitorowaniu procesu
terapeutycznego oraz w ocenie prognostycznej [Kroélicki et al., 2012]. Radiofarmaceutykiem
najczesciej stosowanym w tych badaniach jest 2-['®F]fluoro-2-deoksy-D-glukoza (réwnowazne
nazwy tego zwiazku chemicznego to [*®F]-FDG, FDG, fluorodeoksyglukoza, lub [*®F]-
fluorodeoksyglukoza — bgda one stosowane zamiennie w niniejszej pracy). Znacznik ten
zawdziecza swoja popularno$¢ uniwersalnosci, poniewaz jako pochodna glukozy, jednego
z najwazniejszych zrddel energii komoérek zywych, dystrybuowany jest w obrebie catego

organizmu tworzac gradienty stezen w zalezno$ci od nasilenia metabolizmu [Kotodziejczyk et



al., 2003][Masoomi et al., 2013]. W tkance nowotworowej obserwuje si¢ czesto wzmozony
wychwyt [8F]-FDG, co odzwierciedla przyspieszony metabolizm. Jedng z wazniejszych cech
komorek nowotworowych jest metabolizm oparty na glikolizie (nie za$ na fosforylacji
oksydacyjnej), ktéra zachodzi rowniez w obecnosci tlenu. Zjawisko to zwane jest efektem
Warburga [Vander Heiden et al., 2009]. Dzi¢ki zastosowaniu analogu glukozy wyznakowanego
przez fluor pozytonowy ‘8F mozliwa jest ocena cyklu metabolicznego glukozy — czasteczki
FDG sg transportowane przez te same mechanizmy transportujace jak dla glukozy, nastgpnie
ulegaja fosforylacji w pierwszej reakcji cyklu Krebsa. Produkt tej reakcji, FDG-6 fosforan, nie
jest substratem dla kolejnych enzyméw szlaku glikolizy, nie moze rowniez dyfundowac na
zewnatrz komorki, ani ulega¢ defosforylacji do FDG — zostaje uwi¢ziony w komorce.
Rejestrowana radioaktywno$¢ jest wiec odzwierciedleniem stopnia metabolizmu glukozy.
Jednak podobny mechanizm obserwuje si¢ takze w komorkach objetych stanem zapalnym. Jako
uniwersalny radioznacznik, 2-[*®F]fluoro-2-deoksy-D-glukoza nie jest wiec specyficzna [Potter
et al., 2016], a niektore rodzaje nowotwordw, jak rak gruczotu krokowego [Fricke et al., 2003],
rak watrobowokomorkowy HCC (ang. hepatocellular carcinoma) [Yamamoto et al., 2008], czy
rak nerkowokomorkowy RCC (ang. renal cell carcinoma) [Schroder et al., 1996], moga zostac
ocenione niedoktadnie [Lopci et al., 2010], poniewaz czesto nie wykazuja zwigkszonego
wychwytu FDG. [‘®F]-fluorodeoksyglukoza réwniez okazuje sie mato uzytecznym
znacznikiem do oceny zto§liwych mas znajdujacych si¢ w tkankach o fizjologicznie wysokim
metabolizmie glukozy, jak w przypadku nowotworow centralnego uktadu nerwowego [Nanni
et al., 2010]. Dlatego poszukuje si¢ nowych radioznacznikow, ktore pozwolg na uzyskiwanie
obrazéw o wyzszej czutosci i specyficznosci. Wérdd juz stosowanych sa [*'C]—cholina i [F]-
fluorocholina (fluorometylocholina, [*®F]-FCH) — ich zadaniem jest uwidocznienie choliny,
sktadnika fosfolipidow btony komorkowej [Lopci et al., 2010], [Nanni et al., 2010], [Caroli et
al. 2010].

Cho¢ cholina znakowana weglem-11 zostata po raz pierwszy zastosowana w diagnostyce
onkologicznej w 1997 roku [Fanti et al., 2010], to dopiero w 2012 amerykanska Agencja
Zywnosci i Lekow (FDA, Food and Drug Administration) dopuscila ja do zastosowan
klinicznych w USA. Niestety ani Farmakopea europejska, ani polska nie opublikowaty
dotychczas procedur jej produkcji i kontroli jakosci. Cho¢ niedawno pojawita si¢ monografia
farmakopealna poswiecona [‘®F]-fluorocholinie [PhEurFCH], to jednak réznice miedzy nig a
[!C]-choling nie pozwalajg na wykorzystanie opisanych tam procedur w kontroli jakosci [**C]-

choliny.



[**C]-cholina jest szczegodlnie przydatna w diagnostyce wczesnego stadium raka prostaty oraz
wtornych przerzutow do weztdéw chlonnych [Yamaguchi et al. 2005], [Mitchell et al.,
2013][Picchio et al., 2014]. Nowotwory prostaty charakteryzuja si¢ obnizonym metabolizmem
glukozy, a zwigkszone wchlanianie i gromadzenie FDG obserwuje si¢ tylko w
odroznicowanych, agresywnych i przerzutowych nowotworach prostaty [ Schwarzenbock et al.,
2012]. Badanie PET/TK z uzyciem znacznika ['!C]-cholina poprawia precyzje detekcji
umiejscowienia zmiany nowotworowej, jej rozlegtosci, a przede wszystkim czuto$¢ detekcji
przerzutdw do weztow chlonnych przewyzszajac inne techniki obrazowe, w tym MRI czy TK
[Bouchelouche et al., 2011]. Moze ono pomo6c W lepszej ocenie zaawansowania choroby lub
W zmianie podej$cia terapeutycznego przy uzyciu bardziej agresywnych terapii i terapii
adresowanych. Znacznik ten — co wazne — jest tylko sladowo wydalany z moczem (wigc nie
zaburza obszaru poszukiwan w miednicy mniejszej poprzez obecno$¢ znacznika niezwigzang z

aktywnoscig metaboliczng; dzigki temu diagnostyka jest pewniejsza) [de Jong et al., 2002].



2. Cel pracy

Ze wzgledu na rosngce zainteresowanie znacznikiem [*'C]-cholina, ktorego wlasciwosci
diagnostyczne sa szczegélnie cenne W badaniu raka stercza, konieczne jest opracowanie
i udostepnienie protokolow nadzoru nad produkcjg i protokolow kontroli jakosci tego
radioznacznika, aby mégl on zosta¢ zastosowany medycznie. Jest to podstawowy cel tej
pracy. W chwili obecnej, zarowno w Farmakopei polskiej, jak i europejskiej brak jest
receptur syntezy oraz szczegotowych wytycznych dla systemu kontroli jakoSci znacznika
[*1C]-cholina.

Jako punkt wyjscia do stworzenia takiego systemu przyjalem ogo6lne zalecenia zawarte
w rozdzialach farmakopei dotyczacych potencjometrycznego oznaczania pH (2.2.3),
chromatografii gazowej (2.2.28), identyfikacji i oznaczania pozostato$ci rozpuszczalnikow
(4.2.24), badania jatowosci (2.6.1) oraz detekcji endotoksyn bakteryjnych (2.6.14). Wymagaja
one jednak istotnego dostosowania z uwzglednieniem specyfiki syntezowanego

radioznacznika.

Ponadto, praca ta koncentruje si¢ hie tylko na optymalizacji procesu wytwarzania [**C]-choliny
pod katem zaréwno zwigkszenia wydajnosci syntezy jak i poprawienia czystosci produktu
koficowego - miedzy innymi poprzez redukcj¢ rozpuszczalnikow stosowanych w czasie
syntezy, ale rowniez na implementacji dodatkowych metod analitycznych, w tym technik
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego NMR (ang. Nuclear Magnetic Resonance)
wysokiej rozdzielczosci, w szczegdlnosci metod ilosciowych wykorzystujacych metodologie

gNMR (ang. quantitative NMR).

Celem nadrzednym stala si¢ potrzeba dostosowania warunkow produkcyjnych do wymagan

stawianych wytwércom dazacym do rejestracji [**C]-choliny jako produktu leczniczego.
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3. Pozytonowa tomografia emisyjna

Protony i neutrony jadra atomowego wigzane sg poprzez dwa rodzaje oddziatywan:
oddziatywania silne, czyli sity jadrowe o krotkim zasiggu ktore dzialaja miedzy wszystkimi
nukleonami, oraz odpychajace sity elektryczne dziatajace miedzy elektrycznie natadowanymi,
jednoimiennymi protonami. Te drugie powoduja, ze jadra bogate w protony sg niestabilne 1
rozpadaja si¢ tworzac jadra stabilne 0 mniejszych tadunkach dodatnich. Jednym z takich
procesow jest rozpad e* (1), w ktorym proton ulega przemianie w neutron i bozon
posredniczacy W™, a ten niemal natychmiastowo rozpada si¢ na pozyton e* oraz neutrino

elektronowe ve:
X — , Y +et +v, (1)

Pozyton (e*) jest antyczgstkg elektronu (€7), a neutrino elektronowe (12) jest czastkg obojetng
elektrycznie, o masie spoczynkowej — jak wskazuja najnowsze doniesienia — sze$¢ rzedow

wielko$ci mniejszej od masy elektronu [Mertens, 2016].

Rozpad e* zachodzi wewnatrz jadra, a powstate w skutek rozpadu jadro ma identyczng mase
co jadro pierwotne, ale ro6zni si¢ 0d niego liczba protonow mniejszg o jeden i liczba neutronow

wigksza o jeden (Rysunek 3.1):

n - '!\\\\ N .
‘\\\\ e ////,/" e Ve )
A~ W =
p

Rysunek 3.1. Rozpad e*

W wyniku kontaktu pozytonu (e*) z elektronem (e) dochodzi do anihilacji, podczas ktorej
masy czastek zostaja zamienione w energie (E=mc?) w postaci dwoch fotonow. Przemiana e*
zachodzi tylko wowczas, jezeli masa atomu poczatkowego jest wigksza o dwie masy elektronu
od atomu koncowego. Fotony o energii 511 keV rozchodzg si¢ pod katem bliskim 180°

(Rysunek 3.2). Efekt ten jest podstawg dziatania pozytonowej tomografii emisyjne;.

12
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Rysunek. 3.2. Schemat anihilacji pozytonu z elektronem

Energia kinetyczna uwolniona podczas rozpadu jadra rozklada si¢ pomigdzy pozyton
i neutrino elektronowe, dlatego tez rzeczywiste energie emitowanych pozytonow tworzg widmo
ciggle — przyjmujac wartosci od energii bliskiej zeru do niemalze catkowitej energii
wyemitowanej podczas tego rozpadu [Derenzo, 1979]. Zasieg wyemitowanych pozytondw jest
krotki i wynosi (dla najpowszechniej stosowanych izotopéw e€*) od 0.2 mm do 2 mm [Cho et
al., 1976]. Po wytraceniu energii kinetycznej zachodzi proces anihilacji. Tabela 2 przedstawia
$rednie wartos$ci energii kinetycznej pozytonow emitowanych przez powszechnie stosowane

izotopy.

Tabela 2. Wilasciwosci fizyczne niektorych z najpopularniejszych izotopéw e* [Baghaei et al., 2004]

Izotop uc BN %0 B 8Ga*
Czas pottrwania (min.) 204 9.96 2.07 109.7 68.3
Srednia energia pozytonow (MeV) 0.3 0.4 0.6 0.2 0.7
Srednie  odchylenie  pozytonu 0.28 - - 0.22 1.35
(mm)

* 8Ga jest izotopem otrzymywanym z generatoréow %8Ge/ 8Ga. Powstaje w skutek rozpadu %8Ge, ktérego czas pottrwania

wynosi 275 dni.

W urzadzeniu PET anihilacje sa zliczane przez zewngtrzne detektory I wyznaczane jest

umiejscowienie zrodta promieniowania y powstatego w wyniku anihilacji (Rysunek 3.3).

13



Pierscien detektoréw

Przetwarzanie danych
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f

T

Rysunek 3.3. Schemat urzqdzenia PET.

Nie wszystkie powstate podczas badania PET fotony 511 keV docieraja do detektorow.
Wygenerowane fotony moga bowiem uczestniczy¢é w konkurencyjnych zdarzeniach, jakimi
przede wszystkim sg: zjawisko fotoelektryczne, rozpraszanie Comptonowskie oraz tworzenie
par (proces odwrotny do anihilacji) [Burger et al., 2002]. Zjawisko fotoelektryczne polega na
calkowitym pochtonigciu fotonu przez atom osrodka, w taki sposob, ze z atomu zostaje wybity
elektron, zwykle z powlok lezacych blisko jadra (K, L). Elektron ten nazywany jest
fotoelektronem. Aby to zjawisko nastgpito, energia fotonu zderzajacego si¢ z atomem musi
przewyzsza¢ energi¢ wigzania elektronu na danej powloce. Energia ta nazywana jest tez
czasami pracg wyjscia elektronu z atomu. Duzo czgstszym zjawiskiem dla fotonow 511 keV
jest jednak efekt Comptona — jest to proces nieelastycznego rozproszenia kwantow
promieniowania na elektronie swobodnym lub stabo zwigzanym elektronie walencyjnym. W
procesie tym kwant promieniowania elektromagnetycznego przekazuje czgs¢ swojej energii
elektronowi, a tor jego emisji zostaje zakrzywiony [Kakol et al., 2015]. Ponadto nat¢zenie |
wiazki przechodzacej przez osrodek o grubosci X 1 gestosci p ulega ostabieniu — ma ono

charakter wyktadniczy i wyraza si¢ wzorem (2):

| =1, exp(=xx) )

gdzie lo jest natezeniem wyjsciowym, a u jest wspotczynnikiem ttumienia.

14



Powyzsze rownanie jest stuszne dla waskich, monoenergetycznych wigzek promieniowania,
ktére sg trudne do uzyskania w praktyce. Dla szerokich wigzek promieniowania W rownaniu
(2) stosowana jest stata empiryczna B(t,E;), zalezna od czasu t i energii fotonow E, [Zrodto 2]
— tzw. wspotczynnik narastania promieniowania (ang. build-up factor), uwzgledniajaca

rozproszenie wigzki gamma przez dowolne medium (3):

| = Bl, exp(-x) @)

Wspomniane wczesniej oddziatywania powodujg, ze do uktadu detektorow dociera mniejsza
liczba fotonow, niz zostala wyemitowana. Takie oslabienie wigzki fotonow nazwane jest
atenuacjq. Zakrzywienie toru emisji kwantu y w wyniku efektu Comptona zaburza doktadno$¢
okreslenia potozenia zrodla tego promieniowania. Na te doktadno$¢ wpltywa negatywnie
rowniez fakt, iz fotony nie s3 emitowane pod katem réwnym dokladnie 180° Ilecz
z odchyleniem wynoszacym + 0.6°. Jesli krysztaly scyntylacyjne sa matych rozmiarow,
odchylenie kata emisji moze sprawi¢, ze dwa fotony nie zostang uznane za zbiezne (a wigc
pochodzace z jednego zdarzenia anihilacji), co w rezultacie spowoduje ich odrzucenie.
Z drugiej strony, zwigkszanie powierzchni krysztatdéw skutkuje obnizeniem rozdzielczo$ci

zarejestrowanego obrazu (efekt paralaksy) [Baghaei et al., 2004].

Detekcja koincydencji bazuje na koincydencji czasowej. Poniewaz dwa fotony generowane sg
jednoczasowo w jednym akcie anihilacji, zarejestrowane fotony uwazane sg za koincydencyjne,
jezeli moment ich detekcji miesci si¢ we wlasciwym interwale czasowym (zwykle od 1 do 10

nanosekund). Koincydencje klasyfikowane sg wedtug trzech typow:

e Koincydencja prawdziwa zachodzi podczas jednoczesnej detekcji dwoch fotonow

pochodzacych z jednego rozpadu jadra (Rysunek 3.4).
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Uktad detektorow

Rysunek. 3.4. Koincydencja prawdziwa

Koincydencja rozproszona to zdarzenie, w czasie ktorego rejestrowane sg fotony pochodzace

z jednego rozpadu jadra, lecz co najmniej jeden foton ulegt rozproszeniu (Rysunek 3.5).

Uktad detektorow

Rysunek. 3.5. Koincydencja rozproszona
e Koincydencja przypadkowa polega na jednoczesnej detekcji dwoch fotonow
wyemitowanych z roznych jader (Rysunek 3.6) [Shukla et al. 2006].

Uktad detektorow

Rysunek. 3.6. Koincydencja przypadkowa
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Koincydencje prawdziwe i rozproszone =zalezg liniowo od stezenia aktywnos$ci
promieniotworczej, natomiast liczba koincydencji przypadkowych rosnie z kwadratem
aktywnosci promieniotworczej. Koincydencje rozproszone i przypadkowe tworza szum tla
obnizajacy jako$¢ obrazu, a ich wystgpowanie dodatkowo indukuje pozorng migracje
aktywno$ci promieniotwoérczej z obszaréw gorgcych do zimnych. W celu poprawy jakosSci
obrazu stosowane sg techniki redukujace wptyw koincydencji rozproszonych i przypadkowych.
Do takich technik zalicza si¢ stosowanie przegrod otowiano—wolframowych migdzy
pierScieniami detektora w aparatach wielopierScieniowych oraz oston ekranujgcych na
zewnetrznych koncach uktadu detekcji ograniczajgcych udzial promieniowania pochodzacego

spoza pola widzenia detektoréw (ang. Field of View, FOV) (Rysunek. 3.7) [Cherry et al. 2003].

FOV dla koincydencji
prawdziwych

p.

(a) (b)

FOV dla koincydencji
przypadkowych

Rysunek.3.7. Obszar pola widzenia detektora oraz wplyw promieniowania z zewngtrz, (a) - z zastosowaniem przegrod migdzy
pierscieniami detektora (w aparatach PET 2D), (b) - bez zastosowania przegrod miedzy pierscieniami detektora
(w aparatach PET 3D).

Aparaty, w ktorych zastosowano przegrody mi¢dzy pier§cieniami, to aparaty pracujace w trybie
2D. W obrazowaniu 2D rozpatrywane s3 jedynie koincydencje zachodzace w okreslonym
wycinku ograniczonym przegrodami (rejestrowane przez jeden z pierscieni detektorow),
prostopadle do osi ciala pacjenta. Obraz objgtosciowy uzyskuje si¢ przez wielokrotne

powtorzenie akwizycji wzdhuz osi ciala pacjenta.
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W obrazowaniu PET 3D, ze wzgledu na brak przegréd miedzy pierScieniami, rejestrowane sg
zarowno koincydencje rozchodzace si¢ w plaszczyznach prostopadtych, jak i uko$nych
wzgledem osi ciata pacjenta. Skanery PET 3D charakteryzuja si¢ wigksza czutoscig, a tym
samym wyzszym Stosunkiem sygnatu do szumu, co wymaga jednak zarejestrowania duzo
wickszej liczby danych (okoto 10° wigcej wzgledem PET 2D) oraz wickszej mocy
obliczeniowej przy rekonstrukcji. Obie techniki obrazowania — 2D, jak i 3D — pozwalaja
otrzyma¢ obrazy objetoSciowe, a stosowane nazewnictwo odnosi si¢ jedynie do sposobu
akwizycji danych [Alessio et al., 2006], [Ollinger, 1996], [Wollenweber, 2002].

Inng technika redukujaca wplyw koincydencji przypadkowych jest stosowanie okienek
detektora o mniejszych rozmiarach, poniewaz udziat tych zdarzen zalezy liniowo od pola

powierzchni okienek detektora.

Z kolei jakosc¢ zarejestrowanego obrazu, zaburzonego przez koincydencje rozproszone, mozna
poprawi¢ poprzez dyskryminacje energii (czyli wyznaczenie wartosci progowych dla energii
rejestrowanych zdarzen), poniewaz fotony ulegajace rozproszeniu tracg cz¢s¢ Swojej energii.
Dla aparatéow PET 2D udziat koincydencji rozproszonych wynosi od 10% do 20%, natomiast
dla aparatow PET 3D od 30% do 60% (Rysunek 3.8) [Baghaei et al., 2004]. W celu korekcji
obrazu wykorzystuje si¢ migdzy innymi modelowanie Monte Carlo [Motwani et al., 1995] oraz
oceng¢ udziatu koincydencji rozproszonych poprzez pomiar koincydencji w jednym lub wielu

oknach energetycznych wzgledem okna standardowego [Dawood et al., 2012].
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Generowanie obrazu PET
Podstawowe etapy procedury rejestracji danych i generowania obrazu diagnostycznego PET

przedstawione zostaty na rysunku 3.8.

Rejestracja par fotondw anihilacyjnych 511 keV w koincydencji
czasowej, tzw. linii odpowiedzi (ang. Lines Of Response, LOR)

Grupowanie LOR w rokztad dystrybucji fotonéw

Projekcje (Sinogram)

Rekonstrukcja

Obraz 3D rozktadu aktywnosci

Rysunek 3.8. Schemat ideowy akwizycji obrazu diagnostycznego PET.

Zarejestrowane przez skaner PET dane to projekcje dla pojedynczych warstw prostopadtych do
dhugiej osi ciata pacjenta i dla roznych katéw z przedziatu (0, m). Aby uzyska¢ rozktad
aktywnosci izotopu w obrazowaniu 2D lub w obrazowaniu 3D dla pojedynczej warstwy, dane

te muszg zosta¢ przetworzone.

Techniki rekonstrukcji obrazu tomograficznego bazuja na analizie rozchodzenia si¢ fotonow
wzdhuz linii wyznaczanej przez tory przelotu pary fotonéw rozchodzacych si¢ w przeciwnych
kierunkach. Linia odpowiedzi (ang. Line Of Response, LOR) faczy dwa detektory rejestrujace
te fotony i zawiera informacje o lokalizacji czgsteczki radioznacznika, z ktorej pochodzi
pozyton. Zbidr linii odpowiedzi o tym samym kierunku katowym zawiera projekcje dystrybucji
fotonéw pod tym katem (Rysunek 3.9). Przeprowadzenie kolejnych pomiarow pod rdéznymi
katami wokot zrodta promieniowania dostarcza informacji o potozeniu zrodet promieniowania
(ulokowania kolejnych aktéw anihilacji) 1 jest podstawg do odtworzenia obrazu

tomograficznego [Baghaei et al., 2004][Alessio et al., 2006].
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Rysunek. 3.9. Rozktad dystrybucji fotonéw wokol Zrédla promieniowania. Funkcja p(®,s) przedstawia projekcje rozkladu
dystrybucji fotonow rozchodzgcych sie po linii przelotu (1) wzdluz linii odpowiedzi (s) zarejestrowanych pod
kgtem (D) dla punktow potozonych w punktach f(x,y) w polu widzenia detektora.

Rekonstrukcje obrazu mozna przeprowadzi¢ z wykorzystaniem wielu technik. Technika
najczesciej wykorzystywang w tomografii PET jest filtrowana projekcja wsteczna, inaczej
filtrowany rzut wsteczny (ang. Filtered Back Projection, FBP), czy tez metoda sumacyjna z
filtrowaniem [Shepp et al., 1974]. Jest to rowniez technika szeroko stosowana w tomografii
komputerowej. Opiera si¢ ona na transformacji Fouriera Fi/p(®,s)}, jest liniowa, szybka
i zaktada uproszczony model fizyczny. Metoda FBP zapobiega powstawaniu rozmycia
wystepujacego przy bezposrednim zastosowaniu metody Fouriera [Schultz et al., 1984].
Rekonstrukcja obrazu wymaga przeprowadzenia filtracji i operacji rzutu wstecznego. Idea
techniki FBP przedstawiona zostata na Rysunku 3.10. Popularnos$¢ filtrowanej projekcji
wstecznej wynika z potaczenia doktadnosci, szybkosci obliczania i fatwosci wdrazania. Jezeli
w punkcie w przestrzeni znajduje si¢ emiter €%, pary fotonow bedg emitowane jednorodnie pod
wszystkimi katami. Kazda zarejestrowana linia odpowiedzi jest rzutowana z powrotem na
siatke obrazu, gdzie poprzez naktadanie, tworzy obraz zblizony do oryginalnego obiektu [Tong

etal., 2010].
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Rysunek 3.10. Techniki projekcji wstecznej bez filtrowania (A) i z filtrowaniem (B), gdzie vs jest sprzezong domeng
Fouriera dlas.

Sama projekcja wsteczna przedstawia obraz faktycznego rozktadu aktywnosci, ale jest on
niewyrazny, poniewaz zliczenia roztozone sg rOwnomiernie wzdtuz linii odpowiedzi. Stopien
eliminacji rozmycia obrazu zalezy od zastosowanego filtra. Zle dobrany filtr rekonstrukcji
(gérnoprzepustowy) moze bardzo dobrze eliminowac rozmycie, jednak pozostawi szum, ktory

wptynie negatywnie na jakos$¢ obrazu. Dlatego istotny jest dobor filtra.

W latach 80. XX wieku, we wczesnym stadium rozwoju techniki PET zaproponowana zostata
metoda obrazowania wykorzystujaca czas przelotu fotonéw (ang. Time Of Flight, TOF).
Metoda ta bazuje na analizie réznicy czasowej w rejestracji na detektorze obu fotonow
pochodzacych z danego aktu anihilacji. Analiza ta ma na celu okreSlenie punktu na linii
odpowiedzi, w ktorym miato doj$¢ do anihilacji. Obrazowanie TOF wymaga wyjatkowo
szybkich pomiaréw, W zamian oferujac na rekonstruowanym obrazie znaczng poprawe

stosunku sygnatu do szumu [Tong et al., 2010].
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Obecnie wigkszo$¢ wielopierscieniowych kamer PET pracuje w trybie 2D PET (z
zastosowaniem przegréd wolframowo—otowianych umieszczonych migdzy pier$cieniami),
jednak kwestia wyzszos$ci ktoregos z trybow akwizycji, 2D lub 3D, pozostaje wcigz otwarta.
Wozrost czutosci 1 krotszy czas akwizycji obrazu — gléwne zalety systemu 3D — pociagajg za
sobag wzrost udzialu zdarzen losowych i fotondw rozproszonych, co wptywa negatywnie na
jako$¢ obrazu. W celu rekonstrukcji obrazéw 3D PET zostal opracowany i jest szeroko
stosowany algorytm 3DRP (ang. Three-Dimensional Reprojection Algorithm, 3DRP) (Rysunek
3.11).

Krok 1: Rekonstrukcja
bezposrednich projekciji
_—

Oszacowanie obrazu

y
Krok 2: Konstrukcja
brakujacych danych na
podstawie
o0szacowanego obrazu
e
-

i

Krok 3: Scalanie z
zmierzonymi danymi

Petna projekcja 2D

Krok 4: 3D FBP kompletnej projekcji
2D z zastosowaniem wiasciwego
filtra dwuwymiarowego

%

Obraz koricowy
Rysunek 3.11. Algorytm 3DRP

Jest on rozszerzeniem filtrowanej projekcji 2D uwzgledniajagcym wymagania techniki
trojwymiarowej. Rekonstrukcja obrazu 3D z zastosowaniem tego algorytmu jest jednak bardzo
czasochtonna, ze wzgledu na wigkszg liczbe linii odpowiedzi, co przeklada si¢ na dtugi czas
procedowania [Labbé et al., 2008]. Alternatywa sa projekcje 3D z rebinowaniem (sortowaniem)
sinogramow w zbior standardowych sinogramow 2D, czyli zbioréw projekcji zarejestrowanych
w zakresie 0<®<2x (rysunek 3.12.) [Alessio et al., 2006] poprzez dokonanie pewnych
przyblizen, a nastepnie rekonstruowanych z wykorzystaniem algorytmow stosowanych w
systemach 2D (rysunek 3.13) [Defrise et al., 1997]. Zabieg taki moze jednak skutkowac utratg

rozdzielczo$ci przestrzennej i pogorszeniem jako$ci obrazu.
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Integracja rozkladu dystrybuciji fotonow wzdtéz wszystkich linii
odpowiedzi zarejestrowanych pod katem ® Sinogram

Rysunek 3.12.Projekcja p(s,®) pochodzqca z integracji rozkladu dystrybucji fotonow wzdluz wszystkich linii odpowiedzi S
zarejestrowanych pod kqtem @. Zbior projekcji zarejestrowanych w zakresie 0<@<2z tworzy sinogram. Na
sinogramie kazdy punkt f{x,y) w polu widzenia (FOV) przedstawiony jest pod postaciq linii sinusoidalnej.

Skaner o N pierscieniach

—
_ Akwizycja 3D

Rysunek 3.13.Zasada algorytmu 3D z rebinowaniem. Reprojekcja skonstruowana jest z N bezposrednich wycinkéw
w plaszczyznach N pierscieni detektora oraz N-1 wycinkéw ukosnych..

Obraz 3D skiadajacy sie
2N-1 standardowych 2z 2N-1 wycinkow
sinograméw >

fe—
i i T 2D FBP =
Rebinowanie 0]
S

N2 uko$nych
sinogramow

Najczgséciej stosowanymi algorytmami sg algorytmy SSRB (ang. Singe-Slice ReBinning),
MSRB (ang. MultiSlice ReBinning) oraz Fourierowska redukcja danych FORE (ang. Fourier
ReBinning) [Baghaei et al., 2004]. Algorytm SSRB jest zdecydowanie szybszy niz 3DRP,
ale daje doktadne wyniki tylko wtedy, gdy rozktad znacznika skoncentrowany jest blisko 0si
skanera. Dla przyktadu, w przypadku obrazowania moézgu z wykorzystaniem [*8F]-
fluorodeoksyglukozy, dystrybucja znacznika wystegpuje szerzej transosiowo i dlatego mozna si¢
spodziewaé wigkszych zaktocen, szczegdlnie jezeli glowa pacjenta nie jest wlasciwie uloZzona
w $rodku pola widzenia. Wéwczas wymagana jest dokladniejsza rekonstrukcja 3D czy tez
doktadniejsze metody redukcji danych. Umozliwia to algorytm MSRB, w ktorym ukos$ne linie
odpowiedzi (Rysunek 3.14) wchodzg w sktad sinograméw wszystkich pierscieni detektora,
ktore LOR przecinaja. Algorytm ten jest niestety mniej stabilny przy wyzszych poziomach
szumu niz algorytm SSRB. Kolejna metoda, FORE, charakteryzuje si¢ najwigksza precyzja z

wszystkich tu wymienionych, jest tez zdecydowanie bardziej odporna na wptyw szumu oraz
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wykazuje najmniejszy spadek rozdzielczoSci przestrzennej zwigzanej z redukcjg danych
[Defrise et al., 1997].

o$ skanera

N
———

|
!)d»\ ukosna linia

| odpowiedzi
Uktady detektoréw e
|
|
T4

rn

Rysunek 3.14. Szkic skanera cylindrycznego. Ukosna linia odpowiedzi tgczy detektory dwoch pierscieni skanera.

Dystrybucja aktywno$ci moze by¢ odtwarzana zarowno przy wykorzystaniu wymienionych
wezesniej metod, jak i algorytmow iteracyjnych zwigkszajacych stopniowo szacowanie
dystrybucji w kierunku maksymalizacji funkcji rozwigzania kosztem dlugiego czasu
potrzebnego na przeprowadzenie iteracji. Najpopularniejsze obecnie algorytmy iteracyjne to
metoda maksymalnej wiarygodno$ci (ang. Maximum Likelihood Expectation Maximization,
ML-EM) oraz jej zmodyfikowana, znacznie szybsza wersja OSEM (ang. Ordered Subset
Expectation Maximization, OSEM). Idee ich dziatania przedstawia Rysunek 3.15 [Stomski et
al., 2014]. Najpowazniejsza wadg obu algorytmow jest tendencja do generowania artefaktow

szumu przy rosngcej liczbie iteracji [Baghaei et al., 2004].
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Rysunek 3.15. Schemat blokowy iteracyjnych metod rekonstrukcji obrazu.

Obrazowanie ilosciowe i parametryczne
Dynamika i wychwyt znacznika moga zosta¢ okreslone na podstawie danych zawartych w

obrazie dzigki regularnemu prowadzeniu testow okreslajacych sprawnos$¢ skanera PET. W
pomiarach stosowany jest fantom cylindryczny jednorodnie wypelniony izotopem
promieniotwérczym ®Ge lub ®F o zadanej aktywnosci. Testy sa prowadzone z okreslong
czestotliwoscig i polegaja na wyznaczeniu m. in. takich parametréw systemu obrazowania jak:
rozdzielczo$¢ przestrzenna (ang. spatial resolution), czuto$¢ (ang. sensitivity), doktadnos¢
korekcji ostabienia strumieni fotonéw (ang. attenuation correction), dokladnos$¢ korekcji
koincydencji przypadkowych oraz strat sygnatu. Procedury testowe okre§lone sg normami
National Electrical Manufacturers Association [NEMA, 2012] oraz International
Electrotechnical Commision [IEC, 2013], [Geworski et al., 2002], [Tomaszuk et al., 2015].

Na wychwyt radioznacznika w tkance maja wpltyw migdzy innymi szybkos¢ metabolizmu,
objetosc i predkosc¢ przeptywu krwi oraz gestosé receptorow [Routsalainen et al., 1997], [Patlak
et al., 1983], [Phelps et al., 1979]. Analiza wychwytu radioznacznika pozwala okresli¢ poziom
aktywnos$ci metabolicznej obrazowanej tkanki, a na tej podstawie oceni¢ typ toczacego si¢ w
niej procesu (metabolizm prawidlowy/proces zapalny/nowotworowy tagodny/ztosliwy) lub
monitorowa¢ odpowiedZ na zastosowane leczenie. Najtatwiejszym, cho¢ bardzo zgrubnym,
sposobem takiego szacowania jest wizualna ocena zarejestrowanego obrazu. Za patologiczny
uznaje si¢ wychwyt znacznika wyzszy niz w otaczajacych tkankach. Nieco lepsza metoda jest
wizualne poréwnanie ze zdrowg tkanka przy zastosowaniu skali barw, ktorej stopnie (0d pieciu
do dziesigciu) reprezentujg poziom wychwytu znacznika w tkance. Kolejna technika bazuje na
okresleniu wspotczynnika aktywnos$ci tkanki nowotworowej wzgledem tkanki zdroweyj.
Okreslenie wspolczynnika wymaga korekcji ostabienia, jednak uzyskane warto$ci wcigz sg

zalezne od lokalizacji obszaru zainteresowania (ang. Region Of Interest, ROI), aktywnos$ci
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tkanki zdrowej, zastosowanego algorytmu rekonstrukcji obrazu i jego rozdzielczosci oraz
sposobu zdefiniowania aktywnosci tkanek (czy okreslone zostaty przy uzyciu maksymalnych

czy tez usrednionych wartosci liczby zliczen).

W metodzie wizualnej potilosciowej stosowanym parametrem oceny wychwytu radioznacznika
jest standaryzowana warto$¢ wychwytu, SUV (ang. Standardized Uptake Value, SUV) [Thie,
2004]. Jest to wartos¢ odpowiadajgca maksymalnej wartosci piksela w analizowanym obszarze
ROI. Parametr SUV zostat zdefiniowany jako stosunek aktywnos$ci skoncentrowanej w tkance

do catkowitej aktywnoS$ci podanej pacjentowi na jednostke masy ciata pacjenta (4):

[aktywnosé w ROI (mikroCi/ml)] (4)

SUV = = (dawka (mc)))/ (waga (kg)))

Zastosowanie parametru SUV jako miary wzglednej absorpcji tkanki (lub narzadu) utatwia
porownywanie badan. Jednakze nalezy pamigtaé, ze wartosci SUV charakteryzuja si¢ duzym
stopniem zmiennosci ze wzgledu na fizyczne i biologiczne zrodia btedow, a takze ze wzgledu
na przyczyny zwigzane z akwizycjg i przetwarzaniem obrazow [Boellaard et al., 2004].
Wielokrotnie wykazano, ze zastosowanie progow SUV (np. SUV > 2.5) separujacych procesy
tagodne i ztosliwe czesto jest btedne. W wielu procesach zapalnych obserwuje si¢ znaczacy
wychwyt FDG o wysokiej wartosci SUV; i odwrotnie — liczne procesy nowotworowe
charakteryzujg si¢ niskg absorpcja FDG i niskimi wartosciami SUV. Parametr SUV
odzwierciedla st¢zenie radioznacznika w analizowanej objetosci tkanki nowotworu. Najwyzsza

z warto$ci SUV, SUVnax, zalezy od wielkosci obszaru.

Aby wyznaczy¢ parametr SUV, wymagana jest korekcja ostabienia (ang. attenuation
correction) oraz doktadne okreslenie podanej dawki aktywnosci z uwzglednieniem aktywnosci
pozostatej w strzykawce 1 kaniuli oraz skorygowanie dawki pod wzgledem czasu pottrwania

izotopu pozytonowo-emisyjnego wzgledem czasu akwizycji obrazu PET [Baghaei et al., 2004].

Aparaty PET

Kazdy aparat zdolny do rejestracji znacznikow pozytonowo emisyjnych moze by¢ uwazany za
aparat emisyjnej tomografii pozytonowej. Tak wiec do grupy urzadzen PET zaliczy¢ mozna

zarowno proste i tanie gamma kamery, jak i kosztowne, wielopierScieniowe, dedykowane
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aparaty PET i aparaty multimodalne. W grupie tej wyr6znia si¢ sze$¢ podgrup (schematy trzech

przyktadowych rodzajow aparatow PET przedstawiono na Rysunku 3.16):

1. Gamma kamery ze scyntylatorami wykonanymi z jodku sodu aktywowanego talem
NaJ(TI) (poniewaz powszechnie stosuje si¢ nomenklature angielskg — Nal(Tl), wigc tak
tez bede oznaczat krysztal scyntylacyjny w tej pracy) z zastosowanymi przestonami
olowianymi. Sg to popularnie stosowane w medycynie nuklearnej aparaty SPECT
stuzace do tomografii emisyjnej pojedynczych fotonow (ang. Single-Photon Emission
Computed Tomography, SPECT) z detekcjg fotondw o energii 140 keV pochodzacych
z rozpadu metastabilnego jadra technetu *™Tc. S3 one najtansze, a jednocze$nie
umozliwiajg rejestracje fotonow powstatych w skutek anihilacji pozytonéw. Jednak ich
duza wada jest niska gestos¢ krysztatéw jodku sodu 1 zwigzana z nig niska zdolno$¢ do
zatrzymywania fotonow o wyzszej energii, co utrudnia detekcje¢ fotonéw 511 keV,
pochodzacych z anihilacji pozytonow [Townsend, 2004]. Wydajno$¢ absorpcji fotonow
jest proporcjonalna do gestosci i efektywnej liczby atomowej krysztatu
scyntylacyjnego. Te wydajnos¢ prezentuje warto$¢ pZesr, gdzie p to gestosé krysztatu,
a Z%r efektywna liczba atomowa krysztatu [Murty, 1965]. Warto$é pZs dla NaJ(TI)
wynosi 24.5-108 (dla porownania pZZ krysztatu germanianu bizmutu, BisGeszO12 (ang.
Bismuth Germanium Oxide, BGO) wynosi 227-10°) [van Eijk, 2002]

2. Dwuglowicowe kamery SPECT ze zmodyfikowanym uktadem elektronicznym
dostosowanym do detekcji fotonow koincydencyjnych 1 zdemontowanymi
kolimatorami olowianymi. Usunigcie olowianych kolimatordw znacznie zwigksza
czuto$¢ detektorow wzgledem jednogltowicowej kamery SPECT. Mimo to,
zmodyfikowane aparaty dwuglowicowe wcigz pozostawiajg wiele do zZyczenia z
powodu zastosowania cienkich (zwykle o grubosci 9.5 mm) krysztatow NaJ(TI). Ich
stosunkowo niska gestos$¢ sprawia, ze czuto$¢ detekcji wysokoenergetycznych fotonow
511 keV, ktére moga oddziatywac¢ w sieci krystalicznej scyntylatora (oddzialywania
fotoelektryczne i Comptona), jest niewielka [Patton et al., 1999].

3. Nastgpcami aparatow dwuglowicowych sa dedykowane aparaty PET z detektorem
zamknigtym w pierScien skladajacy si¢ zwykle z szeSciu, ptaskich lub wygietych,
glowic. Jako krysztaty scyntylacyjne wykorzystywane sg krysztaty NaJ(Tl), jednak o
znacznie wigkszej grubosci (19.0 mm [Patton et al., 1999], a nawet 25.4 mm [Adam et
al.,, 2001]), co zwicksza czulos¢ detekcji. Dzigki zamknigtemu pierScieniowi

detektorow, wydajnos¢ detekcji jest jednorodna w obrebie pola widzenia. Pomimo
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wielu usprawnien, W tym przyspieszajacych rejestracj¢ impulsu i skracajgcych czas
martwy detektora, konstrukcja ta wciaz bazuje na konstrukcji gamma kamery, co moze
spowodowac przesycenie detektora. Aby tego unikngé, podawana pacjentowi dawka
jest redukowana o 60% do 80% wzglgdem aparatow wykorzystujacych scyntylatory
BGO [Adam et al., 2001][Baghaei et al., 2004].

4. Kolejny etap ewolucji kamer PET to wielopier$cieniowe kamery z detektorami BGO.
Dzigki zastosowaniu krysztatdw o niemal dwukrotnie wigkszej gestosci niz NaJ(TI)
uzyskano detektor zdolny do rejestracji wigkszej liczby zliczen, co przektada si¢ na
wyzszg jakos$¢ obrazéw. Zastosowanie krysztatow BGO umozliwito zastgpienie duzych
detektorow wieloma malymi krysztatami upakowanymi w kilkanascie pierscieni
[Townsend, 2004], a w dalszej konsekwencji wyeliminowato koniecznosé¢
konstruowania detektorow obrotowych. Eliminacja rotacji detektora okazuje si¢ bardzo
wazna przy obrazowaniu znacznikéw o krotkich czasach pottrwania (np. znaczniki

oparte o tlen-15 czy azot-13) [Baghaei et al., 2004].
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Rysunek. 3.16. Schematy trzech réznych konstrukcji aparatow PET: (a). Dwuglowicowa kamera SPECT ze zmodyfikowanym
Uktadem elektronicznym dostosowanym do detekcji fotonow koincydencyjnych i usunietymi kolimatorami;
(b). Dedykowana kamera PET wykorzystujgca duzych rozmiarow krysztaly Nal(Tl); (c). Dedykowana kamera
PET wykorzystujgca matych rozmiarow krysztaty BGO.

Zastosowanie w urzadzeniach PET krysztatow scyntylacyjnych nowej generacji, takich
jak ortokrzemiany gadolinu, Gd.SiOs[Ce] (ang. cerium-doped gadolinum
oxyorthosilicate, GSO) i lutetu, Lu2SiOs[Ce] (ang. cerium-doped lutetium
oxyorthosilicate, LSO) z domieszka ceru, przyniosto istotne zwiekszenie wydajnosci
aparatow. Wiasciwosci fizyczne wspomnianych krysztatlow zostaty poroOwnane w
Tabeli 3 [Townsend, 2004].
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Tabela 3. Poréwnanie wiasciwosci fizycznych krysztalow scyntylacyjnych stosowanych w aparatach PET.

5.

6.

Krysztal | Gestos¢ | Efektywna | Wspoélezynnik Ios$¢ Swiatla Czas
(g/cm?3) liczba tlumienia [Nal(Tl) =100] | wygaszania
atomowa (cm™) (ns)
BGO 7.13 75 0.96 15 300
Nal(TI) 3.67 51 0.35 100 230
GSO 6.71 59 0.67 41 65
LSO 7.40 65 0.87 75 40

Osobng grupe¢ tworzg takze aparaty multimodalne, hybrydowe kamery taczace w sobie
rézne techniki obrazowania, jak na przyktad SPECT/PET, SPECT/TK, PET/TK czy
PET/MRI —najmtodsza z hybryd. Techniki multimodalne stanowig nowe wyzwanie dla
fizyki medycznej 1 wymagaja rozwigzania szeregu kwestii zwigzanych z
oprzyrzadowaniem, na przyktad z doborem detektora, ktory bedzie odpowiedni dla obu
technik hybrydy PET/TK. Przyktadem jest detektor bazujacy na bromku lantanu
domieszkowanym cerem LaBr3(Ce). Umozliwia on uzyskanie peilnej zgodnosci
geometrycznej obrazow PET 1 TK, a w efekcie zwigkszenie doktadno$ci diagnostycznej
aparatow. Zalety metody hybrydowej, jaka jest PET/TK, przewyzszaja jej wady, a
dowodem na to jest obserwowany wzrost zainteresowania tg technika w §rodowiskach
medycznych zwigzanych z radiodiagnostyka obrazowa i radioterapia. Zastosowanie
PET/TK w planowaniu radioterapii przyczynia si¢ do wzmocnienia pozycji tej techniki
1 jest tylko kwestig czasu, aby stata si¢ ona standardem w diagnostyce 1 planowaniu
leczenia nowotworéw [Mawlawi et al., 2004], [Nassalski, 2010].

Aparaty mikroPET do obrazowania matych zwierzat maja swoje zastosowanie w

pracach badawczo-wdrozeniowych i nie sg istotne z punktu widzenia celow niniejszej

pracy.
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4. PET/TK: pozytonowa tomografia emisyjna tgczona z tomografia
komputerowg

PET/TK to technika hybrydowa, ¥aczaca pozytonows tomografie emisyjnag z tomografig komputerowg
(TK) (ang. Computed Tomography). Skan pacjenta wykonany technikg tomografii komputerowe;j,
tak samo jak i wykonany technika PET, stanowi zbior warstw. Obecnie najpowszechniej
stosowane sg aparaty TK trzeciej generacji. Promieniowanie rentgenowskie jest w nich
skolimowane do wigzki o ksztalcie wachlarza w plaszczyznie wycinka obejmujgcego polem
widzenia cala szeroko$¢ ciala pacjenta dzicki szerokiej matrycy detektorow. Zrodto
promieniowania i matryca detektorow sg przeciwlegle wzglgdem ciala pacjenta. Taka
konfiguracja aparatu nie wymaga prowadzenia translacji, w przeciwienstwie do aparatow
wczesniejszych generacji, w ktorych wigzka promieniowania X obejmowata tylko waska czgs¢
wycinka. Schemat skanowania wycinka przy uzyciu aparatu trzeciej generacji przedstawiony

jest na Rysunku 4.1.
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Rysunek 4.1. Schemat obrazowania TK z uzyciem aparatu trzeciej generacji.
Na rynku aparatow TK sg tez dostgpne aparaty Czwartej generacji. W tych aparatach matryce
detektorow w ksztatcie tuku zastapiono pierscieniem nieruchomych detektorow (Rysunek 4.2).
Aparaty te nie sg popularne, poniewaz sg drozsze oraz charakteryzuja si¢ wyzszym

rozproszeniem wiazki [Goldman, 2007].
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Rysunek 4.2. Schemat obrazowania TK z uzyciem aparatu czwartej generacji.

Ostatnie postepy w tomografii komputerowej to zastosowanie wielorzedowych matryc
detektorow, skanowanie spiralne oraz TK z wigzka stozkowa (ang. Cone Bean Computed
Tomography, CBCT). Skanowanie wiclorzedowe (16 rzedow detektorow) umozliwia
akwizycje obrazéw kilku przekrojow jednocze$nie, co znaczaco skraca czas skanowania.
Konwencjonalne skanery TK przeznaczone sg przede wszystkim do skanowania catego ciata
pacjenta z duza predkoscia, aby zminimalizowa¢ artefakty spowodowane ruchem serca, pluc i
jelit, przez co sa duze 1 kosztowne. Pojawienie si¢ aparatéw TK z wigzka stozkowa
(Rysunek 4.3) otworzylo droge dla rozwoju stosunkowo malych 1 niedrogich aparatow
dedykowanych do obrazowania szczekowo-twarzowego. Aparaty TK z wigzka stozkowsg
znajduja zastosowanie gldwnie w gabinetach stomatologicznych, gdzie wazne sa wzgledy
ekonomiczne, przestrzen odgrywa nieraz rolg kluczowa, a potrzeby diagnostyczne dotycza

obrazowania wytacznie glowy pacjenta [Sukovic, 2003].
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Rysunek 4.3. Zasada dzialania tomografu CBCT (z lewej). Aparat CBCT KODAK Carestream CS 8100 3D (z prawej).

Przedstawiony aparat znajduje sie¢ na wyposazeniu gabinetu stomatologicznego Macieja i Wioletty Szewczyk

w Gliwicach.

Trzy powody przemawiaja na korzys¢ potaczenia technik PET i TK w jeden aparat
multimodalny. Po pierwsze mozliwos¢ redukeji szumow na obrazach PET poprzez korekcje
ostabienia emisji. Obrazy TK sa znacznie stabiej zakltocone, wigzka promieniowania jest
skolimowana i stala na calej powierzchni wycinka, a zarejestrowany obraz odzwierciedla jej
ostabienie przy przejSciu przez badany osrodek. Rézne tkanki w réznym stopniu thumig
promieniowanie (standardowy zakres energii promieniowania rentgenowskiego stosowanych
w tomografii komputerowej to 40-140 keV [Kinahan et al., 1998]).

Kolejng kwestig jest konieczno$¢ wykonania korekcji ostabienia PET w mozliwie najkrotszym
czasie, aby skroci¢ czas trwania obrazowania PET. Krotki czas badania jest wazny nie tylko ze
wzgledu na komfort pacjenta, ale i ze wzgledu na artefakty obrazu zwigzane z ruchomoscia
oddechowg pacjenta. Obecnie stosowane sg w tym celu techniki okienkowania transmisji i/lub
segmentacji obrazu transmisji. Okienkowanie transmisji odrzuca te koincydencje w obrgbie
pola widzenia, ktore nie sag kompatybilne z potozeniem zrodla emisji. Segmentacja z kolei
predefiniuje typy tkanek (powietrze, woda, ko$ci) bazujac na z gory ustalonych wartosciach
korekcji ostabienia. Kazdy segment jest skorelowany ze stalg warto$cig ostabienia przypisang

danej tkance.

Trzecim powodem przemawiajagcym za budowa aparatow hybrydowych jest potrzeba

doktadnego ulokowania anatomicznego obszaréw o zmienionym metabolizmie. Najwi¢ksza
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trudnos$¢ w interpretacji obrazéw PET stwarza bowiem brak struktur anatomicznych. Obrazy
PET charakteryzuja si¢ nizszg rozdzielczo$cia i s3 mniej doktadne w anatomicznych obszarach
ognisk anormalnego wychwytu, zwlaszcza dla mniej doswiadczonych lekarzy. Dokladna
anatomiczna lokalizacja zmiany chorobowej w potaczeniu z jej aktywnoscig metaboliczng
moga mie¢ znaczenie dla diagnozy, okreslenia stadium choroby oraz leczenia pacjenta.
[Mawlawi et al., 2004]. Wadg te usuwa fuzja obrazow PET i TK, w wyniku ktorej informacje
fizjologiczne dostarczone przez pozytonowa tomografi¢ emisyjng skorelowane zostaja z
ramami anatomicznymi pochodzacymi z obrazowania TK. Po przeprowadzeniu skanowania,
korekcji ostabienia i rekonstrukcji obrazu PET, wynik obrazowania wyswietlany jest dla oceny
klinicznej. Obszary zainteresowania ROI to obszary o zwigkszonej aktywnosci
promieniotworczej pochodzacej od radioznacznika PET. Mozna im przypisa¢ pewne

charakterystyki, w tym na przyktad standaryzowang warto§¢ wychwytu (SUV).

Laczenie technik ma réwniez pewne wady i niedogodnosci. Trudno$ci sprawiajg, migdzy
innymi, ciata obce o wysokiej gestosci znajdujace si¢ w ciele pacjenta, jak na przyktad implanty
(np. stawu biodrowego) czy wypetnienia stomatologiczne. Generuja one na obrazie TK
wyrazne artefakty w postaci smug — sa one rezultatem silnego ostabienia promieniowania przez
materialy ceramiczne czy metalowe. Artefakty te s propagowane do obrazu PET, bowiem
podczas korekcji ostabienia wspotczynnik korekcji zostaje przeszacowany, co z kolei skutkuje
pozornym zwickszeniem stezenia znacznika na obrazie PET [Nahmias et al., 2008] Wiele
wspotczesnych aparatow, jak te stosowane w gabinetach stomatologicznych, prowadza
redukcje artefaktéw automatycznie 1 nie jest mozliwe wyodrebnienie nieskorygowanego
obrazu. Obrazy nieskorygowane byty dotychczas wielokrotnie publikowane, jak np. w pracy
zbiorowej [Nahmias et al., 2008]. Nickiedy artefakty sa na tyle intensywne, ze pozostaja
widoczne nawet po zastosowaniu wspotczesnych zaawansowanych algorytmow redukujacych

(Rysunek 4.4).
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Rysunek 4.4. Obraz zarejestrowany przez aparat KODAK Carestream CS 8100 3D (A) obraz lewego trzonu zuchwy
z widocznymi implantami metalowymi.; (B) powigkszenie obrazu z wyeksponowaniem implantu
metalicznego. Po obu stronach korony implantu widoczne sq jasne smugi. Zdjecia zamieszczone dzigki
uprzejmosci panstwa Macieja i Wioletty Szewczyk prowadzgcych swoj gabinet stomatologiczny w Gliwicach.

Zrodtem artefaktow moze sta¢ si¢ dozylny lub doustny srodek kontrastujacy, zwany zargonowo
kontrastem, stosowany czesto w badaniach prowadzonych technikg tomografii komputerowe;j.
Jest to substancja pochtaniajgca znaczng cze$¢ promieniowania rentgenowskiego podawana w
celu uzyskania doktadniejszego obrazu lub wzmocnienia obrazu struktury patologicznej. Takie
wzmocnienie obrazu TK moze przektada¢ si¢ na niedoktadnosci rekonstrukcji obrazu PET
[Antoch et al., 2002]. Niedoktadnos$¢ ta polega na przeszacowaniu wspotczynnika korekcji
ostabienia PET i jest zalezna od stezenia podanego Srodka kontrastujacego. Stezenie to nie jest
w organizmie ani state, ani jednorodne, dlatego przeszacowanie wspotczynnika korekcji
ostabienia rowniez nie jest state. Roznice wynikaja z takich czynnikow jak masa ciata pacjenta,
gestos¢ tkanki, przeplyw krwi oraz, co najistotniejsze, zaleza od czasu jaki uptynat pomiedzy
podaniem $rodka kontrastujacego a przeprowadzeniem badania TK. Zastosowanie kontrastu
przed badaniem PET/TK wptywa na doktadnos¢ obrazu PET — zaréwno ilosciows, jak

i jakosciowa [Mawlawi et al., 2004].

Jesli ruch oddechowy nie jest uwzgledniany w sekwencji akwizycji, na obrazie powstang
artefakty oddechowe. Zaburzaja one objetos¢ docelows i jej pozycje. Artefakty te wystepuja,
poniewaz skany rejestrowane sg w krotkim czasie, wiec sg uzyskiwane na réznych etapach
cyklu oddechowego pacjenta. Moga by¢ generowane w obrebie wycinka, poniewaz algorytmy
rekonstrukcji zaktadaja, ze obrazowany obiekt jest niezmienny w czasie akwizycji. Artefakty

ruchowe sa czeste na obrazach klatki piersiowej (Rysunek 4.5) i prowadza do blednego
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wyznaczenia granicy mi¢dzy tkankami patologicznymi i zdrowymi. Nalezy pamigtac, ze ruch
oddechowy moze generowaé artefakty we wszystkich technikach obrazowania, w tym
W tomografii emisyjnej PET, ktora stala si¢ standardowg technika obrazowania
niedrobnokomoérkowego raka ptuc (ang. Non-Small-Cell Lung Carcinoma, NSCLC). Skany
PET wymagaja dtuzszych niz w TK czaséw akwizycji i dlatego rejestrowane sg w ciggu wielu
cykli oddechowych. Jezeli ruch oddechowy nie zostanie uwzgledniony, obraz guza bedzie
rozmyty, co utrudnia wyraznie wyznaczenie granic tkanek oraz moze powodowa¢ pominigcie
matych objetosci ruchomych, ktére potencjalnie moga si¢ okaza¢ nowotworowymi [AAPM,
2006]. Takie obrazy, wykonane przy uzyciu dwoch technik, wykazujg rozbieznosci w
anatomicznej lokalizacji r6znych narzadow. Jest to szczegodlnie widoczne w takich obszarach
anatomicznych jak koputa watroby (Rysunek 4.6) i podstawy ptuc. Niedopasowanie mi¢dzy
obrazami PET i TK skutkuje wigc btedami ilosciowymi i jakosciowymi. Standaryzowanie
akwizycji TK do akwizycji na wydechu pozwala na najdoktadniejsze dopasowanie obrazow

PET i TK i redukcj¢ wptywu ruchomosci oddechowej [Mawlawi et al., 2004] [Goerres., 2003].

Rysunek 4.5. Obraz PET/TK pacjenta zarejestrowany podczas swobodnego oddychania. Nad wqtrobg widoczne jest halo
powstate w wyniku ruchow oddechowych.
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Rysunek 4.6. Obraz PET/TK: (A) brak bramkowania oddechowego — miejsce zwigkszonego wychwytu powyzej wqtroby
mogloby wskazywac¢ na zmiany metaboliczne w obrebie ptuca. (B) po bramkowaniu oddechowym — miejsce
zwigkszonego wychwytu wskazuje kopule watroby.

Na dedykowanych skanerach PET pacjenci sg zazwyczaj skanowani z rekami ulozonymi
wzdluz ciata, poniewaz sesja skanowania jest dluga, a takie ulozenie rak jest dla pacjenta
najbardziej komfortowe. W przypadku aparatéw multimodalnych PET/TK pacjenci sa zwykle
skanowani z rekami nad glowa, aby zapobiec wystepowaniu artefaktow obciecia. Artefakty
obciecia wystepuja z powodu roznicy wielkosci pol widzenia w technikach TK (50 cm) i PET
(70 cm). Artefakty te sa najczesciej spotykane w przypadku pacjentow o duzej posturze lub u
pacjentéw skanowanych z ramionami wzdtuz ciala, tak jak w przypadku diagnostyki czerniaka
oraz w badaniach glowy i szyi. Gdy pacjent nie miesci si¢ w polu widzenia tomografu TK,
obraz nie uwzglednia czesci ciala wystajgcych poza FOV. To z kolei powoduje brak warto$ci
korekcji thumienia dla danych emisji w tym regionie PET, zanizajac tym samym warto$¢ SUV
dla tych regionéw. Obcigcie wywotuje artefakty w postaci smug na granicy obrazu TK
spowodowanych przeszacowaniem wspotczynnika korekcji ostabienia obrazu PET. Ten wzrost
wspolczynnika tlumienia tworzy na obcietych krawegdziach obrazu linie wysokiej
radioaktywnosci, co moze skutkowac btedng (pod wzgledem jakosciowym, jak i ilosciowym)
interpretacjag obrazu PET. To wlasnie dlatego jest istotne, aby technicy przygotowujacy
pacjenta do badania PET/TK doktadnie pozycjonowali go w centrum pola widzenia aparatu

oraz z r¢kami nad gtowg [Sureshababu et al., 2005].
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Nieprawidlowe ulozenie pacjenta w trakcie badania moze roéwniez skutkowac, jak np.

przedstawiono na Rysunku 4.7, rozmyciem obrazu. W tym przypadku jest ono wywolane

utozeniem rak pacjenta skrzyzowanych nad brzuchem.

Rysunek 4.7. (A) Obraz PET/TK pacjenta z rekami skrzyzowanymi nad brzuchem. Widoczne rozmycie obrazu na wysokosci
tokci. (B) Dla poréwnania obraz PET/TK pacjenta z rekami utozonymi wzdluz ciala.

5. Znaczniki stosowane w diagnostyce PET

Nadzor nad wytwarzaniem radioznacznikow PET

Wciaz rozszerzajaca si¢ gama radioznacznikOw sprawia, ze opisanie chemizmu ich
powstawania jest zadaniem niezwykle ztozonym. Rézne znaczniki otrzymuje si¢ wychodzac z
réznych prekursorow i wykorzystujac rézne mechanizmy reakcji chemicznych, ale zawsze
elementem wspolnym jest praktyka wytwarzania, ktora musi spelnia¢ surowe normy prawne

dotyczace $ciezki powstawania radioznacznika, bedacego w §wietle prawa lekiem. Normy te
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narzucajg wymogi juz od momentu wyboru dostawcy reagentow, materiatdow pomocniczych i
opakowaniowych poprzez chemizm, procedury kontroli jako$ci po transport i monitorowanie

cyklu zycia leku (monitorowanie dzialan niepozadanych) [Zrodto 5].

Krotkie okresy pottrwania radiofarmaceutykow (78 s ~ 110 min) generujg nieuniknione
ograniczenia w wytwarzaniu radiomarkeréw stosowanych w diagnostyce PET. Z racji tych
ograniczen w wiekszo$ci krajow na $wiecie Komercyjne wytwarzanie radiofarmaceutykow PET
jest dozwolone bezposrednio w miejscu ich stosowania, a wigc W szpitalach, o ile posiadaja one
odpowiednig infrastrukture. Taka radiofarmaceutyczna produkcja jest jednak regulowana, tak
samo jak produkcja pozostatych produktow leczniczych, przez krajowe organy ds.
Kompetencji, takie jak FDA w USA czy Europejska Agencja Lekoéw (ang. European Medicines
Agency, EMA) w Unii Europejskiej. Wymagania jakosciowe oraz metody badania produktow
leczniczych i ich opakowan oraz surowcoéw farmaceutycznych narzuca farmakopea — na
przyktad US Pharmacopeia (USP) w Stanach Zjednoczonych, wydawana przez Europejska
Dyrekcje Jakosci Lekow (ang. European Directorate for the Quality of Medicines — EDQM)
European Pharmacopeia (EP) w Unii Europejskiej, czy zgodna z unijng Farmakopea Polska.
Farmakopea zawiera szczeg6towy opis substancji chemicznych wykorzystywanych w farmacji
jako substancje czynne oraz pomocnicze, szczepionki czy preparaty ziolowe w zakresie ich
przygotowania, sporzadzenia, dawkowania oraz sposobu prowadzenia ich badan jakosciowych
i ilosciowych. Brak radiofarmaceutyku PET w monografiach farmakopei nie oznacza braku
pozwolenia na dopuszczenie do zastosowania medycznego, zdecydowanie jednak utrudnia
proces produkc;ji i kontroli jako$ci poprzez konieczno$¢ wypracowania standardow naukowych
niezb¢dnych do usystematyzowania w celu rejestracji leku. W Polsce organem kompetentnym
w zakresie wydawania zezwolen na wytwarzanie i pozwolen na wprowadzenie do obrotu
produktow leczniczych jest Urzad Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyroboéw Medycznych
1 Produktéw Biobojczych, a proces produkcji pozostaje w kazdym przypadku pod nadzorem

Gltownego Inspektoratu Farmaceutycznego.

Zastosowania radioznacznikéw PET w diagnostyce medycznej

Techniki diagnostyki obrazowej wykorzystujace radionuklidy sa technikami majacymi za
zadanie mapowanie potozenia 1 koncentracji radioznacznikéw typowych dla S$ciezek
metabolicznych komorek tworzacych poszczegolne tkanki. Poza doktadnym wskazaniem
miejsca wystgpienia guza, okre§leniem jego rozmiaru i ksztaltu, PET daje mozliwo$¢

,»ogladania” nowotworu na poziomie molekularnym i1 obserwowania jego aktywnosci
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metabolicznej. Mimo, iz technika PET zapewnia bardzo dokladny obraz obszarow
metabolicznie aktywnych, jej zdolno$¢ do wskazywania cech anatomicznych jest ograniczona.
Stad pojawienie si¢ hybrydowych urzadzen PET/TK, ktére nie majg juz tej wady. Tak wiec,
poprawa diagnostyki, prognozowania, planowania i monitorowania leczenia nowotworu czy
okreslenia charakteru tkanki nowotworowej sg obecnie uzaleznione przede wszystkim od
nowych radiofarmaceutykow, ktére beda specyficzne dla okreslonych typow nowotworow.
Znakowane izotopami promieniotworczymi ligandy i przeciwciala otworzyly droge rozwoju

nowej galezi farmacji.

Technika PET jest stosowana obecnie nie tylko w onkologii, lecz takze coraz szerzej w
kardiologii i neurologii. W onkologii jako transportery promieniotworczych izotopow
stosowane sg m.in. FDG, cholina, metionina, tymidyna, octany czy analogi somatostatyny.
W badaniach neurologicznych wykorzystywana jest m.in. [:3F]-DOPA i [*°0]-woda [Otsuka et
al., 1991], [Vifias et al., 1997], a w kardiologii [*®F]-FDG i [**N]-amoniak [Burt et al., 1995],
[Fiechter et al., 2012]. Jako znaczniki stosowane sg tez izotopy galu-68 z czasem poéttrwania
wynoszacym 67.6 min., wegla-11 (20.4 min.), azotu-13 (9.97 min.), tlenu-15 (2.0 min.), czy
rubidu-82 (1.27 min.) [Lautamaki et al., 2009].

Ponizej scharakteryzowane zostaly krotko podstawowe radioznaczniki, juz stosowane od
dawna i dobrze opisane w farmakopeach, takie jak [*8F]-fluorodeoksyglukoza (monografia EP
01/2014:1325), [*C]-metionina (monografia EP 01/2008:1617), [®F]-DOPA (monografia EP
01/2008:1918), [®8Ga]-DOTA-somatostatyny (opisane w EP na przyktadzie DOTA edotreotydu
DOTATOC w monografii 01/2013:2482), [*8F]-fluorku sodu (01/2008:2100) oraz [*!C]-octanu
(01/2008:1920), jak rowniez takie, jak [*'C]-cholina i [*3F]-fluorometylocholina, ktorych
produkcja i kontrola jakosci wymagaja indywidualnego potraktowania ze wzgledu na brak

standardoéw odniesienia.

[‘8F]-fluorodeoksyglukoza

[*8F]-fluorodeoksyglukoza (FDG-PET) — najpopularniejszy z radiofarmaceutykéw — znajduje
zastosowanie w diagnozowaniu i okre$laniu stadiow guzéw, ocenie uszkodzen zwigzanych z
zawalem migénia sercowego oraz w diagnostyce choréb neurologicznych. 2-deoksy-2-[*8F]-
fluoro-D-glukoza zostata opracowana w 1979 [Wagner, 1998]. Jej podstawowym zadaniem
miato by¢ mapowanie metabolizmu glukozy w mézgu. Pierwsze syntezy prowadzone byty na
drodze mechanizmu elektrofilowego fluorowania gazowym 8F,. Bardzo szybko jednak zostaty

opracowane tarcze o matej objeto$ci napetniane woda wzbogacona w tlen 80, ktére pozwalaja
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na wytwarzanie duzych iloéci izotopu ®F w postaci jonow fluorkowych dzieki wysokiej

wydajnosci reakcji jadrowej zachodzacej zgodnie z mechanizmem 80 (p, n) 8F.

Kolejnym kamieniem milowym byt rozw6j metody nukleofilowego fluorowania pozwalajacej
na uzyskiwanie wysokich wydajnosci syntezy [1®F]-FDG. Te postepy i szerokie zastosowanie
[*®F]-FDG w znacznym stopniu rekompensuja niedogodnos¢, jaka jest czas potrwania izotopu

18F wynoszacy 110 minut [Yang et al., 2004].

Kwestig kluczowa w obrazowaniu mig¢$nia sercowego jest okreslenie, czy dana czgs¢ migsnia
sercowego jest zywa. FDG PET pozwala okresli¢c zywotno$¢ migénia na podstawie oceny
metabolizmu glukozy [Franek et al., 2008]. Pacjent, u ktérego fragment mig$nia sercowego nie
wykazuje metabolizmu glukozy (na przyktad z powodu zawatu i nastgpczej martwicy), nie
skorzysta na przywroceniu perfuzji i bedzie wymagal leczenia lub przeszczepu. Dzigki
zastosowaniu badania FDG-PET mozliwe jest wigc wyselekcjonowanie rokujacej grupy
pacjentow. Okoto 35% pacjentow z chorobg wiencowa po zabiegu pomostowania aortalno-
wiencowego czy angioplastyki celem rewaskularyzacji serca nie wykazuje poprawy
funkcjonowania pracy serca, poniewaz uszkodzenie tkanki jest nicodwracalne [Gambhir et al.,
2001].

Zastosowania [‘®F]-fluorodeoksyglukozy w neurodiagnostyce, w tym przede wszystkim w
diagnostyce guzow mozgu oraz chordb neurologicznych, jak demencja i epilepsja, wynikajg z
faktu, ze glukoza jest podstawowym paliwem energetycznym mozgu. Demencja jest
definiowana jako utrata pamigci 1 co najmniej jednego innego zlozonego zachowania
wplywajacego na zaburzenie codziennego funkcjonowania. Skala problemu wzrasta i szacuje
si¢, ze 5% populacji w wieku powyzej 65 lat, a nawet do 25% populacji w wieku powyzej 80
lat cierpi z powodu jakiej$ odmiany demencji. Wsrdd przyczyn wystgpowania demencji
wymienia si¢ zmiany neurodegeneracyjne (np. w efekcie choréb Alzheimera, Picka,
Parkinsona, czy Huntingtona), niewydolno$¢ naczyniowa, urazy, zmiany endokrynologiczne
1 inne przyczyny. Zostato wykazane, Ze zmiany metaboliczne w mdzgu poprzedzaja zmiany
strukturalne nawet o pi¢¢ lat. FDG-PET jest skutecznym narzedziem diagnostyki roznicujacej
chorobe Alzheimera od innych form demencji [Herholz et al., 2002] i pozwala monitorowac
postep demencji. Moze takze stuzy¢ jako narzedzie prognostyczne w celu okreslenia
prawdopodobienstwa pogorszenia stanu psychicznego w pdzniejszych latach. Cho¢ wyniki sa
zréznicowane, prawie wszystkie badania ukierunkowane na diagnostyke choroby Alzheimera,
wskazujg czutos¢ diagnostyczng techniki FDG-PET na poziomie 90%, a jej specyficznos¢ jako
wynoszacg ok. 75% [Herholz et al., 2002], [Mosconi et al., 2008], [Foster et al., 2007].
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Epilepsja jest schorzeniem stosunkowo czg¢stym, wystepujagcym u okoto 1 na 200 osob.
Obrazowanie FDG-PET wszystkich typow epilepsji pozwala zlokalizowaé nieprawidtowosci
W pracy mozgu, a w polaczeniu z elektroencefalografia (EEG — monitorowanie sygnatéw
elektrycznych gtowy) moze pomoc w doborze lekéw przeciwpadaczkowych i kwalifikacji
pacjentow lekoopornych do leczenia operacyjnego [Roberts et al., 2015], [Gambhir et al.,
2001], [Peter et al., 2016].

Szczegdlng grupa chordb, w ktérych techniki obrazowe maja ogromne znaczenie zaréwno
w fazie diagnostyki, jak i monitorowania skutkéw leczenia, sg choroby nowotworowe.
W przeciwienstwie do zaburzen neurologicznych, komoérki nowotworowe charakteryzuja si¢
zazwyczaj hipermetabolizmem. Z tego wzgledu [*®F]-FDG jest w diagnostyce nowotworow
jednym z podstawowych radioznacznikow. W Tabeli 4 zostaly zebrane wskazania do

stosowania go w diagnostyce onkologicznej [Fletcher et al., 2008].
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Tabela 4. Wskazania do stosowania ‘8F-FDG w diagnostyce onkologiczne;.

Schorzenie Cel badania Wskazanie
Rak piersi
Diagnostyka Nie
Ocena Lokalne (pachowych weztéw chtonnych) Nie
Nawroty Wykrywanie przerzutow Tak, dla pacjentéw z klinicznymi podejrzeniami

Rak jelita grubego
Diagnostyka
Ocena
Nawroty

Rak przelyku
Diagnostyka
Ocena

Nawroty
Nowotwory glowy i szyi
Diagnostyka

Ocena
Nawroty
Chloniak
Diagnostyka
Ocena

Nawroty

Rak pluc
Diagnostyka
Ocena

Nawroty
Czerniak
Diagnostyka
Ocena
Nawroty
Rak trzustki
Diagnostyka

Ocena
Nawroty
Miesak
Diagnostyka
Ocena
Nawroty
Rak tarczycy
Diagnostyka
Ocena
Nawroty

Guzy nieznanego pochodzenia

Ocena przerzutdw z watroby

Ocena przed rozpoczeciem leczenia

Diagnostyka nowotworow nieznanego pochodzenia
Diagnostyka nowotwordéw glowy i szyi

Ocena ogodlna
Ocena szpiku kostnego

przerzutu / nawrotu

Nie
Tak
Tak

Nie
Tak, zwlaszcza w celu wykrycia odleglych

przerzutéw
Nie

Tak
Nie
Tak
Tak

Nie

Sugerowane

Tak

Tak, w przypadku zakonczenia leczenia
wstepnego ziarnicy ztosliwej i chtoniaka
nieziarniczego

Nie, w obserwacji bezobjawowej ziarnicy
ztosliwej 1 chloniaka nieziarniczego

SNP*: tak

NCLC**: tak

SCLC: ***prak podstaw
Nie

Nie
Tak, dla odlegtych przerzutow
Nie

Tak, w przypadkach, gdy badanie TK jest
niejednoznaczne

Nie

Nie

Brak podstaw
Brak podstaw
Nie

Nie

Nie

Tak, gdy scyntygrafia jodem-131 jest ujemna, a
poziom tyreoglobuliny podwyzszony

Nie, gdy scyntygrafia jodem-131 jest ujemna a
poziom tyreoglobuliny w normie

Diagnostyka Tak
Ocena Nie
Nawroty Nie
* SNP (solitary pulmonary nodule) — pojedynczy guzek pluc.
wx NCLC (non-small cel lung cancer) — niedrobokomdrkowy rak pluc.

il SCLC (small cel lung cancer) — drobnokomdrkowy rak ptuc.
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Znacznik  [*®F]-FDG  jest jednak nieprzydatny w  obrazowaniu nowotworow
hipometabolicznych, czyli takich, ktére ze wzgledu na obnizony metabolizm nie wychwytuja
glukozy (do tej grupy naleza na przyktad rak prostaty, rak watrobowokomoérkowy czy
nowotwory neuroendokrynne) [Talbot et al., 2010]. Tak wigc, cho¢ [®F]-FDG jest
radiofarmaceutykiem najczeSciej stosowanym w badaniach klinicznych PET, to nie jest

znacznikiem uniwersalnym, co pokazuje Tabela 5.

Tabela 5. Status metaboliczny procesu nowotworowego przekladajgcy sie na mozliwosé stosowania ®F-FDG w diagnostyce
onkologicznej.

Mozliwos¢
Rodzaj nowotworu Status metaboliczny stosowania Pi$miennictwo
FDG

Chtoniak Goracy™** + [Farwell][Elstrom]
Raki regionu glowy i szyi Goracy + [Halfpenny]
Rak ptuc Goracy + [Nestle][Inoue]
Rak jelita grubego Zroznicowany*** + [Marcus][Miles]
Rak piersi Zréznicowany + [Pinker][Baba]
Rak przetyku Goracy + [Farwell][Kelloff]
Rak szyjki macicy Zréznicowany + [Kelloff][Chen]
Rak tarczycy Zréznicowany + [Wong][Khan]
Rak trzustki Zréznicowany + [Kalra][Castaldi]
Rak ptaskonabtonkowy Goracy + [Schuurbiers][Huang]
Rak prostaty Zimny**** - [Farwell][Hara]
Rak neuroendokrynny Zimny - [Kayani][Adams]
Wysokozroéznicowany rak .
wa,};robowokomérkova Zimny i [Farwell][Ho]
Czerniak Goracy + [Farwell][Delbeke]
o o oo™ | Goey - | s

* Pozanowotworowe przyczyny zwigkszonego wychwytu FDG 10 infekcje, stany zapalne réznego pochodzenia,
aktywnos¢ migsniowa czy procesy metaboliczne w brunatnej tkance ttuszczowej odpowiadajgcej za termoregulacje
organizmu. Powyzsze przyczyny mozna jednak latwo odrozni¢ od efektow wywolanych przez obecnosé¢ procesu
nowotworowego stosujqc techniki lgczone, jak PETITK [Wojcik] [Kelloff].

x Gorgcy — charakteryzuje si¢ wzmozong aktywnoscig metaboliczng (wigksze zuzycie glukozy).
FrE Zroznicowany — wykazuje zroznicowany charakter zmian metabolicznych w roznych typach nowotworow.
*kkk

Zimny — nie wykazuje aktywnosci metabolicznej (mniejsze zuzycie glukozy).
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Pozytonowa tomografia emisyjna z uzyciem radiofarmaceutykéw alternatywnych do
18F-fluorodeoksyglukozy

Nie tylko hipometabolizm patologicznych tkanek uniemozliwia stosowanie FDG w wielu
przypadkach onkologicznych, kardiologicznych czy neurologicznych, lecz takze zbyt wysoki
wychwyt znacznika przez tkanki otaczajace podejrzany obszar. W zwigzku z tym powstaty
i zostaly wprowadzone do praktyki klinicznej alternatywne znaczniki PET [Lopci et al., 2010],
[Heuveling et al., 2011], [Nanni et al., 2010].

[*1C]-metionina

Metionina jest istotnym aminokwasem biorgcym udzial w metabolizmie biatek i transporcie
aminokwasow. Procesy te zachodza znacznie intensywniej w komoérkach nowotworowych w
wyniku przyspieszonej proliferacji komorek.

Znakowana 'C metionina jest szczegélnie przydatna w $§ledzeniu metabolizmu mézgowia.
Glowna zaleta [1'C]-metioniny w poréwnaniu do [*®F]-FDG jest prawie zerowy wychwyt
znacznika w zdrowej tkance mozgowej i stabe gromadzenie sie w zmianach tagodnych. [*1C]-
metionina jest uzytecznym narzedziem do monitorowania pacjenta po zakonczonym leczeniu.
Obrazowanie PET z zastosowaniem [*'C]-metioniny pozwala réznicowaé miedzy zmianami
ztosliwymi a innymi, na przyklad wywolanymi przez wcze$niejsze zabiegi chirurgiczne,
radioterapi¢ czy zmianami patologicznymi takimi jak stan zapalny, zator badZ krwotok. Te
zalety sprawily, ze radioznacznik jest wykorzystywany w planowaniu radioterapii i jest tez

pomocny przy stereotaktycznej biopsji mozgu [Lopci et al., 2010].

[18F]-DOPA

[‘8F]-dihydroksyfenyloalanina ([*®F]-DOPA) jest znakowanym radioaktywnie aminokwasem.
Zostata zsyntetyzowana w celu badania in vivo aktywnos$ci prazkowia u pacjentow z
podejrzeniem choroby Parkinsona [Brooks et al., 1990]. W pdzniejszym czasie znalazta
zastosowanie w onkologii jako narzgdzie shuzace do wykrywania guzéw ztosliwych,
pochodzacych od komoérek grzebienia nerwowego. Nowotwory tego pochodzenia (rakowiak,
guz chromochtonny, nerwiak niedojrzaty, rak rdzeniasty tarczycy, microcytoma, guz kilebka
szyjnego oraz czerniak) sa zwykle mocno zréznicowane, a technika [*®F]-FDG-PET jest

nieefektywna w ich diagnostyce [Heiss et al., 1996]. Kiedy wynik konwencjonalnego
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obrazowania u pacjentdow z charakterystycznymi objawami zwigzanymi z tego rodzaju
nowotworami jest negatywny, wykonuje sie badanie [1**In]-octreoscan SPECT lub [121]-MIBG
SPECT (Metajodobenzyloguanidyna-121 (MIBG-12%)) w celu wykrycia zaréwno zmian
pierwotnych, wtornych, jak i oceny nawrotu choroby [Hoefnagel, 1994]. Badania te cechujg si¢
dobrg czuloscia 1 swoistoscig, ale rozdzielczo§¢  przestrzenna jest staba
w poréwnaniu z obrazami uzyskanymi technika PET. Oznacza to, Ze male zmiany mogg zosta¢
pominigte. Poniewaz nowotwory pochodzace od grzebienia nerwowego maja zdolnosé
koncentracji aminokwaséw wewnatrz przestrzeni cytoplazmatycznej, [*3F]-DOPA to znacznik
specyficzny o bardzo dobrej czuloSci i swoistosci obrazowania [Nanni et al., 2010].
Radioznacznik ten jest przydatny rowniez w neurologii. L-DOPA (L-dihydroksyfenyloalanina)
jest bezposrednim prekursorem dopaminy, neuroprzekaznika obwodowego uktadu nerwowego
(OUN), gtownie funkcjonujacego w obszarze nigrostriatalnym, a dysfunkcje tego regionu sg
silnie zwigzane z chorobami neurodegeneracyjnymi i zaburzeniami ruchu [Ruottinen et al.,
2000]. Chociaz dopamina nie przechodzi przez barier¢ krew-moézg, L-DOPA transportowana
jest do mozgu transporterami aminokwasow, a tam przeksztalcana do dopaminy poprzez
dzialanie

L-dekarboksylazy aminokwaséw aromatycznych. Nastgpnie dopamina przechowywana jest
w pecherzykach wewnatrzneuronowych, z ktorych jest uwalniana po aktywacji komorek
nerwowych. [*8F]-DOPA jest analogiem L-DOPA, dlatego jest stosowana klinicznie w
$ledzeniu szlaku dopaminergicznego oraz w celu oceny dopaminergicznych funkcji

presynaptycznych w prazkowiu [Nanni et al., 2010].

[8Ga]-DOTA-somatostatyny

Wdrozenie do uzycia analogdw somatostatyny znakowanych izotopem galu-68 w badaniach
PET guzéw neuroendokrynnych przyczynilo sie do ograniczenia uzycia [!3F]-DOPA
w onkologii. Ze wzgledu na zroéznicowang ekspresje receptoréw somatostatyny oraz duzo
latwiejsze otrzymywanie radioznacznikow opartych o jej analogi, [®Ga]-DOTA-peptydy
znalazly zastosowanie jako narze¢dzia obrazujgce raka rdzeniastego tarczycy oraz guzy
chromochtonne [Nanni et al., 2010]. [**In]-DTPA-oktreotyd (OctreoScan), stosowany
w obrazowaniu SPECT, wykazuje wysoka czulo§¢ w wykrywaniu nowotworow
neuroendokrynnych (ang. neuroendocrine tumors, NET) i jest powszechnie stosowany we

wstepnej fazie oceny biodystrybucji zwigzku terapeutycznego na podstawie powinowactwa z
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receptorami somatostatynowymi typu sst2 [Hoefnagel, 1994]. Radioterapia tego typu
nowotworow, wsrdd pacjentow nieoperacyjnych, polega na uzyciu radioznakowanych
analogébw somatostatyny, jak np. DOTA-TOC (znakowany izotopem itru-90 czy lutetu -177)
[Caroli et al., 2010]. [8Ga]-DOTA-peptydy daja znakomite wyniki obrazowania i okre$lenia
stadium guzow neuroendokrynnych, w tym lokalizacji guzow pierwotnych u pacjentow z
rozpoznanymi przerzutami guzéw neuroendokrynnych (raka pierwotnego nieznanego
pochodzenia). Ponadto badanie PET z uzyciem [*®Ga]-DOTA-peptydéw dostarcza informacji
na temat postepOw zastosowanej terapii poprzez porownanie wychwytu znacznika i ekspresji
receptora przed i po zastosowanym leczeniu. Warto$¢ wychwytu (SUVmax) [%®Ga]-DOTA-
peptydow koreluje z klinicznymi i patologicznymi cechami guzow neuroendokrynnych, bedac
jednoczesnie precyzyjnym czynnikiem w rokowaniu stanu pacjenta. Oszacowanie ekspresji
receptora umozliwia zakwalifikowanie pacjenta do terapii radionuklidowej receptorow
peptydowych (ang. Peptide Receptor Radionuclide Therapy, PRRT) i selekcji $rodka
leczniczego, ktéry zostanie podany pacjentowi (np. [*Y]-DOTATOC Ilub [*"Lu]-
DOTATATE) [Lopci et al., 2010].

['8F]-NaF

Radioznacznik [*8F]-NaF ([*®F]-fluorek sodu) byl wykorzystywany w standardowej metodzie
scyntygrafii kosci w latach 60. ubieglego wieku. W kolejnej dekadzie zostat w duzym stopniu
zastgpiony przez ®Tc w postaci difosfonianu, ze wzgledu wicksza funkcjonalno$¢ tego jadra
w obrazowaniu SPECT [Woldring, 1981]. Powrot do obrazowania kosci z wykorzystaniem
[‘®F]-NaF miat miejsce wraz z wprowadzeniem technik PET i PET/TK, ktore umozliwiaja
doktadniejszg diagnostyke choréb kosci niz tomografia planarna czy obrazowanie SPECT
[Schirrmeister et al., 1999]. Zainteresowanie badaniami [®F]-NaF-PET ro$nie tym bardziej, ze
dostepnos¢ generatorow PMo/**Tc gwaltownie spada od czasu zamknigcia dwoch
najwiekszych reaktorow, w ktorych otrzymywany byt molibden-99 (sg to reaktory National
Research Universal Reactor w Kanadzie [Zrodto 3] oraz Petten Nuclear Reactor w Holandii
[Zrodto 4]). Tlosciowe obrazowanie PET [*®F]-fluorkiem sodu jest réwniez uzyteczne w ocenie
chorob kosci pochodzenia metabolicznego, miedzy innymi osteodystrofii nerkowej,
osteoporozy czy tez choroby Pageta, a nawet zmian pourazowych. W wielu wskazaniach
klinicznych obrazy PET z uzyciem '®F-fluorku sodu mozna uzyska¢ bez korekcji ostabienia.

Technika ['®F]-NaF-PET oferuje dodatkowe korzysci, takie jak krotszy czas badania,
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usprawnienie ptynnosci pracy w klinice medycyny nuklearnej, wigksza wygode pacjenta
i szybkie przekazanie lekarzowi kierujacemu wynikéw badania [Czernin et al., 2010].
Powszechny powrot [F]-NaF jako radioznacznika stosowanego w obrazowaniu ko$ci zostat
jednak zahamowany przez wieloletnie wdrazanie scyntygrafii [*®"Tc]-difosfonianami i nizsze
koszty badania SPECT [Grant et al., 2008].

[*1C]-octan

Ten znakowany weglem *'C znacznik znalazt zastosowanie w diagnostyce PET jako prekursor
kwasow thuszczowych bedacych budulcem blon biologicznych. Rownolegle moze zostaé
przeksztatlcony w acylokoenzym A (acetylo-CoA), wchodzac tym samym w cykl kwasow
trojkarboksylowych. [*'C]-octan mozna uznaé¢ zaréwno za czgsteczke posrednig szlaku
katabolizmu glukozy oraz szlaku metabolizmu membran komodrkowych. Pierwotnie
[1!C]-CH3COO znajdowat zastosowanie w kardiologii, poniewaz akumulowany jest w mig$niu
sercowym proporcjonalnie do nasilenia procesow utleniania kwasow ttuszczowych — dlatego
shuzy do oceny metabolizmu energetycznego serca. W onkologii [*'C]-octan okazat sic
uzyteczny poczatkowo jako analog choliny w diagnostyce raka prostaty, wykazujac zblizong
do niej czutosc i specyficznosé [Caroli et al., 2010], a p6zniej w ocenie takich nowotworow jak
rak nerki czy rak watrobowokomoérkowy, czyli tam, gdzie FDG-PET ma ograniczone
zastosowanie. Nowotwory te charakteryzuja sie zwiekszonym wychwytem [**C]-octanu, co jest
zwigzane ze wzmozona ekspresja syntazy kwasow thuszczowych, glownego enzymu
odpowiedzialnego za wychwyt [*'C]-acetylo-CoA w réznych strukturach komorkowych

i cyklach metabolicznych [Lopci et al., 2010].

[11C]-cholina / [*8F]-fluorometylocholina

W ludzkim ciele cholina bierze udzial w syntezie fosfolipidow w btonach komorkowych,
metabolizmie grup metylowych, w procesach sygnalizacji transbtonowej oraz transportu
I metabolizmu lipidow i cholesterolu [Ackerstaff et al., 2003]. Wewnatrz komorki cholina jest
szybko metabolizowana do fosforylocholiny, a fosforylacja jest katalizowana przez kinazg
cholinowa. Po kolejnych przemianach, fosforylocholina jest wtaczana do fosfatydylocholiny

(lecytyny) — zwigzku fosfolipidowego, ktory wchodzi w sklad btony komorkowe;j,
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a jednocze$nie jest zaangazowany w sygnalizacje transblonowa — 1 staje si¢ budulcem bion
komorkowych [Glunde et al., 2011], [ Schoeder et al., 2004].

Sciezka metaboliczna choliny jest wigc zwigzana z aktywno$cia blony komorkowe;.
Biologiczng podstawa wychwytu znakowanej radioaktywnie choliny w tkance nowotworowej
jest indukowana przez proces nowotworowy wzmozona aktywnos$¢ Kinazy cholinowej, co
prowadzi do wychwytywania choliny (w postaci fosfatydylocholiny) w btonie komdrkowej
guza, przy czym nasilenie tych procesow jest zwigzane z szybkos$cig proliferacji komorek
nowotworowych [Jadvar, 2013], [Bouchelouche et al., 2011].

Skoro zwigkszona synteza fosfolipidow i zwickszony wychwyt choliny odzwierciedlaja
nasilenie procesow proliferacji komorek i transformacji komorek nowotworowych, zaleznosci
te mozna wykorzysta¢ w diagnostyce raka prostaty. Z tego wzgledu [*!C]-cholina okazata si¢
by¢ szczegodlnie przydatna w diagnostyce wezesnego stadium raka prostaty. Jest preferowana
do obrazowania PET/TK prostaty ze wzgledu na lepsza dystrybucje, wi¢ksza
przyswajalno$¢ tego znacznika w ciele pacjenta w poréwnaniu z [®F]-fluorometylocholing
[Umbehr et al., 2013], [Picchio et al., 2014] oraz krotszy zasieg pozytonéw skutkujacy
wyzsza rozdzielczo$cia obrazu diagnostycznego [DeGrado et al., 2001].

Badania naukowe prowadzone z uzyciem ['C]-choliny pozwolily zauwazy¢ aktywno$é
metaboliczng choliny réowniez w przypadku innych schorzen onkologicznych, zar6wno
zto§liwych, jak 1 niezto§liwych [Welle et al., 216]. Inwazyjny grasiczak, rak
nerkowokomorkowy, brodawkowy rak tarczycy czy gruczolak przytarczyc to tylko niektore ze
schorzen diagnozowanych z uzyciem [*'C]-choliny [Takesh et al., 2013], [Schoder et al., 2004],
[Wu et al., 2011], [Quak et al., 2013]. Podobnie jak w przypadku pewnych procesow
patologicznych obserwowanych w sercu z wykorzystaniem [*8F]-FDG, gdy hipometabolizm
lub brak wychwytu glukozy wskazuja na procesy patologiczne, tak i zmniejszenie lub catkowity
brak wychwytu choliny w niektérych narzadach to cechy charakterystyczne ich zmian
chorobowych, bowiem narzady te wykazuja wysoki metabolizm choliny jako zdrowe.
Przyktadem takich proceséw sg zmiany nowotworowe watroby, ktore na tle wysoce aktywne;j

tkanki sg obrazowane jako strefy ,,zimne” [Talbot et al. 2010].

Rak prostaty zajmuje jedno z czolowych miejsc na liScie najczes$ciej wystepujacych
nowotworow niedrobnokomorkowych. Prawdopodobienstwo jego wystapienia jest podobne u
mezcezyzn na catym $wiecie, bez wzgledu na dietg, zawod, styl zycia i inne czynniki. Wysoki
poziom krazacego testosteronu i niski poziom SHBG (ang. sex hormone-binding globulin) —

biatka wigzacego, a nastepnie transportujagcego hormony piciowe, m.in. estrogeny (estradiol)
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i androgeny (testosteron); jego synteza zachodzi przede wszystkim w watrobie, w mniejszych
ilosciach globulina ta wytwarzana jest w endometrium, jajowodach i gruczotach piersiowych
(u kobiet) oraz w gruczole krokowym (u me¢zczyzn)) wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem raka
prostaty; ryzyko istnieje rowniez wtedy, gdy poziom SHBG miesci si¢ w akceptowalnych
granicach endogennych. Zasadniczo mikroskopowy rak gruczotu krokowego rozwinie si¢ u
kazdego mezczyzny, u ktorego wystepuje cyrkulacja androgenow, a ryzyko to wzrasta z
wiekiem [Gann et al., 1996], [Bostwick et al., 2004].

[‘®F]-fluorometylocholina ma podobne jak [*C]-cholina zastosowania, a proces jej
wytwarzania zostal obszernie opisany przez [Shao et al., 2011] i in. Ze wzgledu na znakowanie
izotopem fluoru-18, okres pottrwania [*8F]-fluorometylocholiny jest dhuzszy (109 minut w
poréwnaniu do 20 minut w przypadku wegla-11). Dhluzszy okres pottrwania umozliwia

dystrybucj¢ poza wytworni¢ farmaceutyczna.

6.  Wytwarzanie radioznacznikow

W procesie radiosyntezy znacznikow przeznaczonych do obrazowania PET wykorzystuje si¢
zautomatyzowane moduly syntezy, ktore, zainstalowane w specjalnie zaprojektowanych
komorach ostonnych (Rysunek 6.1), majg za zadanie ochron¢ operatora przed dziataniem
promieniowania jonizujacego. Moduty Bioscan Mel+ oraz ReFORM+ dostgpne w Centrum
Onkologii — Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie (Oddziat w Gliwicach) przedstawione
zostaty na Rysunku 6.2.

Rysunek 6.1. Komory osfonne marki Comecer zainstalowane w Centrum Onkologii-Instytucie im. Marii Skiodowskiej-Curie,
Oddziatl w Gliwicach.
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Rysunek 6.2. Zestaw modutéw firmy Bioscan skladajqgcy sie z modutu Mel+ (po lewej) stuzgcego do syntezy [*'C]-CHsJ; oraz
modutu ReFORM+ (po prawej), w ktérym nastepuje przylgczenie grupy metylowej znakowanej weglem-11 do

czgsteczki prekursora.

Fizycznym celem procesu radiosyntezy jest otrzymanie jadra emitujgcego czastki e*. Istniejg

dwa zrdodta izotopow e*: sa to generatory izotopow i cyklotrony.
P a ry P Yy Yy

Generatory izotopow dziataja w oparciu o rozpad izotopéw osadzonych na ztozach kolumn

(Rysunek 6.3).
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Rysunek 6.3. Schemat generatora %8Ge/%¢Ga.

Kryterium wyboru izotopu uzytego do wytworzenia generatora jest produkt jego rozpadu.
Produkt rozpadu izotopu upakowanego na zlozu generatora jest eluowany, a nast¢pnie
wykorzystywany do znakowania prekursora. Przyktadem jest generator *8Ge/®®Ga, w ktorym
izotop germanu-68 osadzonego na zywicy kationowymiennej rozpada si¢ do izotopu galu-68
[Arino et al., 1978], [Rosch et al., 2013], [Loktionova et al., 2011].

Cyklotron

Drugim zrédtem izotopoéw €™ sg cyklotrony, ktorych zasada dziatania jest niezmienna od blisko
pigcdziesigciu lat, a kolejne modyfikacje ich budowy maja na celu zwiekszenie wydajnosci
pracy. Cyklotrony stosuje si¢ zarowno do celow teleradioterapii, jak i w produkcji
radioznacznikéw stosowanych w diagnostyce obrazowej [Friesel et al., 2009], [Nowak, 2016],
[Ruth, 2009]. Urzadzenia te mozna schematycznie sklasyfikowa¢ w pigciu kategoriach, na
podstawie energii i natgzenia wigzek protonow [Tabela 6] [Braccini, 2016]. Obecnie w Polsce
funkcjonuje 9  cyklotronéw  kompaktowych  wykorzystywanych do  produkcji
radiofarmaceutykow. W gliwickim oddziale Centrum Onkologii — Instytucie im. Marii
Sktodowskiej-Curie zainstalowany jest cyklotron firmy IBA, model Cyclone 18/9,
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0 maksymalnej energii wigzki protonéw 18 MeV — jest on przedstawiony na Rysunku 6.4.
Cyklotron ten stuzy do codziennej produkcji fluoru-18 uzywanego w syntezie znacznikow PET
zgodnie z normg DPW (Dobra Praktyka Wytwarzania; ang. Good Manufacturing Practice,
GMP). Dzigki sieci polaczen transferowych shuzacych do przesytu wyprodukowanych
izotopoéw prowadzone sg roéwniez badania nad wytwarzaniem takich izotopow jak wegiel-11,
jod-123, jod-124, a w najblizszych latach planowane sg prace nad takimi izotopami jak
metastabilny technet-99 czy miedz-64.

(@)

Rysunek 6.4. Cyklotron Cyclone 18/9 firmy IBA zainstalowany w Centrum Onkologii-Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie,
Oddzial w Gliwicach. (a) cyklotron gotowy do pracy, (b) otwarty cyklotron przygotowany do prac serwisowych.

Tabela 6. Klasyfikacja cyklotronéw.

) Sugerowany Maksymalna energia Maksymalne natezenie
Zastosowanie
uzytkownik wiazki protonow [MeV] wiazki protonéw [pA]
Terapia protonowa Szpitale 200 — 250 103
Produkcja )
Laboratoria badawcze 70 500 — 700

radioizotopow/ badawcze

Laboratoria badawcze/

Produkcja izotopow
przemyst 30 500 — 1000

stosowanych w SPECT .
radiofarmaceutyczny
Produkcja izotopow Szpitale/ rzemyst
! P p P Y 15-25 100 - 400
stosowanych w PET radiofarmaceutyczny
Produkcja izotopow )
Szpitale 10-12 50

stosowanych w PET

Izotop e* powstaje na drodze reakcji jadrowej zachodzacej w tarczy cyklotronu na skutek

napromieniania nieaktywnego promieniotworczo izotopu wigzka czastek elementarnych
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(najczesciej protonéw lub deuteronow) [Brownell et al., 1969]. Rysunek 6.5. przedstawia
schemat ideowy dzialania cyklotronu. Konstrukcje tarcz cyklotronu pozwalaja na
napromienianie materiatu tarczowego o ciektym stanie skupienia (woda wzbogacona w tlen-18
do wytwarzania fluoru-18) [Lepera et al., 1997], gazowym (azot-14 jako materiat tarczowy do
produkcji wegla-11) [Szydto et al., 2016] i statym (dwutlenek telluru-124 do wytwarzania jodu-
124) [Bzowski, 2015].

Oznaczenia na rysunku:
1,3,4 — tory jonédw w polu magnetycznym
2 -2 — szczelina z polem elektrycznym

E1, E2 - elektrody

D - generator napiecia zmiennego
Z — zrédio jondw,

W - wyprowadzenie wiazki

Rysunek 6.5. Schemat ideowy zasady dzialania cyklotronu (http://ilf.fizyka.pw.edu.pl/podrecznik/1/3/9?type=accessible)

Standardowe radionuklidy sg wytwarzane glownie w tarczach gazowych lub ciektych. Sg one
proste w uzyciu i nie wymagaja recznej obstugi podczas rutynowych czynno$ci produkcyjnych.
W przypadku nowych radionuklidéw czesto stosuje sig tarcze state — w poréwnaniu z tarczami

gazowymi i cieklymi stanowig one jednak wieksze wyzwanie [Synowiecki et al., 2018].

Reakcje jadrowe zachodzace w tarczy cyklotronu majg rozny przebieg, jak na przyktad
AX(p,n) AY; AX (p,2n) ALY czy AX (p,a) ABY [Choppin et al., 2002]. Przyktadem jest
otrzymywanie fluoru-18 na drodze reakcji 20 (p, n) BF. Jony H" sa wytwarzane poprzez
jonizacje w tuku plazmy z gazowego wodoru. Nastepnie pod wptywem dzialania zmiennego
pola magnetycznego wiazka H™ rozpgdzana jest do energii niezbednej dla zaj$cia zmian w
jadrach materiatu tarczowego — w tym przypadku wody wzbogaconej o jadra tlenu-18. Przed
wprowadzeniem wigzki do materialu tarczowego konieczne jest pozbycie si¢ elektronow
otaczajgcych proton. Uzyskuje si¢ to dzigki ekstrakcji na folii strippera, wykonanej na przyktad
z materialu Havar® [Devillet et al., 2013], [Calabretta et al., 2000], [Lepera et al., 1997].

Zrédto jonéw (Rysunek 6.6) wytwarza ujemnie natadowane jony. Najczeéciej instalowane w
cyklotronach zrédta wytwarzaja jony H™ oraz D". Zrodlo jonow zasilane jest gazem, ktory

nastepnie zostaje zjonizowany w tuku elektrycznym zrodta [Bzowski, 2015]. Kwestig istotng
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jest tu czystos$¢ gazu. Szczegolnie niepozagdanym zanieczyszczeniem gazowego wodoru czy tez
deuteru sg czasteczki tlenu. Znaczgco zmniejszajg one liczb¢ wytwarzanych jonow, a ponadto

wplywaja destrukcyjnie na elementy konstrukcyjne zrodta [Braccini, 2016].

Korpus zrédta jondw

T T A
4 5 2743 1

|
L*. Zml 2 GD 3 107 12 203

e e e o T L e e e

Rysunek 6.6. Zrédlo jonow cyklotronu IBA Cyclone 18/9.

Do zasilania Zrédta jonow gliwickiego cyklotronu uzywany jest wodor o czystosci 99.9999%
1 zawartosci tlenu ponizej 5 ppm. Gaz zasilajacy zrodto dozowany jest miedzy dwie katody,
miedzy ktoérymi, dzigki roznicy potencjalow na poziomie kilkuset woltow, oscylujg elektrony
[Bzowski, 2015]. Wytworzone jony opuszczajg obszar miedzy katodami poprzez szczeling
ekstrakcyjng w korpusie zrodta jonéw (Rysunek 6.7) do regionu centralnego cyklotronu
(Rysunek 6.8) przyciagane przez anode oddalong od Zrédta o okoto 2 mm. Po przejsciu jonow
przez szczeling ekstrakcyjng dyfuzja jonéw w kierunku anody jest ograniczana przez pole
magnetyczne o nate¢zeniu okoto 0.6 T utrzymywane przez gtowng cewke (Rysunek 6.9). Sita
Lorentza zakrzywia tor jonow w polu magnetycznym i zmusza je do ruchu po okrggu [Braccini,
2016] [Bzwoski, 2015]. Gliwicki cyklotron jest cyklotronem izochronicznym, co oznacza, ze
czas, w jakim przyspieszane jony przebywaja droge rowng 2m, jest staly. Innymi stowy,
wszystkie przyspieszane czgstki majg tg samg czestotliwo$¢ obrotowa, niezaleznie od

promienia toru.
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Rysunek 6.7. Zdemontowane elementy zZrodia jonow cyklotronu IBA Cyclone 18/9.

Czastki sg przyspieszane przez zmienne pole elektryczne o czestotliwosci 10-100 MHz,
przyktadane na dwie elektrody, tzw. duanty [Nuttens et al., 2010], [Zhang et al., 2011] [Kleeven
et al., 2018] w momencie ich przej$cia miedzy duantami. Aby to moglto zajs¢, czestotliwosé
zmian pola elektrycznego musi odpowiada¢ czgstotliwosci czgstki w ruchu obrotowym w polu
magnetycznym duantow [Kleeven et al., 2018] [Braccini, 2016]. Dlatego duanty potaczone sg
z oscylatorem wytwarzajacym prad zmienny o czgstotliwo$ci radiowej (system RF —ang. Radio
Frequency) i napigciu w zakresie 25-50 kV [Braccini, 2016] wytwarzajagcym pole magnetyczne
powodujace zakrzywienie toru wigzki oraz jej przyspieszenie [Szepke, 1982], [Kleeven et al.,
2018].

Przyspieszanie jest mozliwe, gdy spelniony jest podstawowy warunek rezonansu mig¢dzy

czestotliwoscig obrotowa f a czgstotliwoscia przyspieszajacego pola RF, frr (5):

fre=h-f (%)

Naturalna liczba h nazywana jest numerem harmonicznej, na ktorej pracuje cyklotron; dla
gliwickiego cyklotronu warto$¢ h wynosi 2 do 4. Dla H™ jest to druga harmoniczna, a dla D

czwarta harmoniczna.

55



Czestotliwos¢ obrotowa f okreSlona jest jednoznacznie przez warto$¢ indukcji B pola

magnetycznego (0.6 T) oraz fadunek q i mas¢ spoczynkowg Mo przyspieszanej czastki (6):
f=5— (6)

gdzie y to czynnik relatywistyczny réwny J1+_132’ a B to predko$¢ wzgledna czastki (w stosunku

do predkosci $wiatta w prozni).

Zrédlo jondw

Rysunek 6.8. Region centralny cyklotronu IBA Cyclone 18/9.

W cyklotronie izochronicznym pole magnetyczne zmienia si¢ wraz z przyrostem predkosci

czastki proporcjonalnie do czynnika y i ro$nie wraz z promieniem ruchu czastki.

Aby unikna¢ strat w natezeniu przyspieszanej wigzki, konieczne jest zminimalizowanie ryzyka
zderzen przys$pieszanych jonéw z innymi czastkami mogacymi znajdowac si¢ na drodze
przelotu wigzki. Do tego celu wykorzystywane sg olejowe pompy dyfuzyjne (ang. Oil Diffusion
Pump, ODP) o0 duzej sprawnos$ci [Bzowski, 2015] [Braccini, 2016]. Gliwicki cyklotron
wyposazony jest w cztery pompy ODP pracujace w trybie cigglym, co pozwala na utrzymanie
ci$nienia wewnatrz cyklotronu na poziomie 107 bar w spoczynku oraz od 9x10 do 1x107 bar

w trakcie pracy.
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Rysunek 6.9. Ukiad podzespotow cyklotronu IBA Cyclone 18/9.

Aby mogta zaj$¢ reakcja jadrowa, po przyspieszeniu wigzki konieczna jest ekstrakcja
elektronow z jonow. W tym celu, tuz przed portem tarczy zainstalowane sg pirolityczne folie
weglowe, tak zwane strippery [Devillet et al., 2013], [Calabretta et al., 2000], [Lepera et al.,
1997], ktére pod wptywem wigzki osiggaja temperature przekraczajacg 1500°C. Ekstrakcja
elektronéw zmienia tadunek przyspieszanej czastki kierujac trajektori¢ wigzki w strong tarczy

[Bzowski, 2015] [Kleeven et al., 2018].

Jak wspomniano na poczatku tej sekcji, konstrukcje tarczy réznig si¢ w zalezno$ci od stanu
skupienia materiatu tarczowego. Tarcze ciekle oraz gazowe maja bardzo zblizong budowe, na
ktorg sktadajg sie korpus tarczy, kolimator, okienko tarczy oraz holder mocujacy folie (Rysunek
6.10). W przypadku tarcz statych korpus tarczy zastepowany jest platynowym dyskiem, na
ktory natozony jest materiat tarczowy [Bzowski, 2015] [Szydto et al., 2018]. Z kolei z punktu
widzenia wygenerowania okreslonego produktu radioaktywnego istotnymi parametrami
napromieniania sa rodzaj i nat¢zenie wiazki, czas napromieniania tarczy oraz energia wiazki,
a takze liczba jader docelowych, przekrd; reakcji jadrowej i okres pottrwania wytwarzanego

radioizotopu [Synowiecki et al., 2018].

Po przejsciu przez stripper wigzka zachowuje stata energie. W przypadku gliwickiego
cyklotronu wynosi ona 18 MeV dla protonow. Jednak najwyzsza gestos$¢ jonizacji a tym samym

najwyzsza wydajnos¢ reakceji (pik Bragga) wystepuje przy réznych energiach w zaleznosci od
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reakcji [Freund, 1983]. W celu tlumienia energii wigzki padajgcej na material tarczowy

wykorzystywane sg folie hamujace protony. Folie te s3 wykonane najczesciej z tytanu lub

aluminium [Bzowski, 2015].

Doprowadzenie wody

Kolimator i holder chiodzacej

Okno tarczy

Rysunek 6.10. Schemat budowy tarczy (po lewej) oraz tarcza gazowa IBA (po prawej).

Producent cyklotronu zainstalowanego w gliwickim oddziale Centrum Onkologii — Instytucie
im. Marii Sklodowskiej-Curie udostepnit w jednym z ogoélnodostepnych serwisow
internetowych krotki film przyblizajacy zasade¢ dziatania cyklotronu. Film jest dostgpny pod
adresem www.youtube.com/watch?v=6BxyqFK2KRI.

W roku 2015 byto zainstalowanych na $wiecie ponad 950 matych cyklotronow medycznych o
energii wigzki w zakresie 15-25 MeV, a liczba nowych instalacji wciaz rosnie [Schaffer et al.,
2015].
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Cykl produkcyjny

Gléwnym celem pracy byla optymalizacja procesu syntezy i oczyszczania radioznacznika
znakowanego izotopem !C, takiego jak [*'C]-cholina, oraz  przygotowanie
usystematyzowanego systemu kontroli jego jakosci. Realizacja tego celu wymaga
samodzielnego opracowania odpowiednich protokotow QA/QC dla tego radioznacznika, w tym
dla jego prekursorow i materiatdw wyjsciowych, poniewaz w aktualnej na 2019 rok 10. edycji
Farmakopei Europejskiej [*'C]-cholina nadal nie zostata opisana [PhEur.10, 2019].

Opracowanie technologii produkcji znacznika [*1C]-cholina i nadzor nad jego jakoscia nie jest
tez bez znaczenia dla otrzymywania jego pochodnej, [*®F]-fluorocholiny, ktéra cho¢ ma juz
swoje miejsce w farmakopei [Evangelista et al., 2016], [PhEurFCH], to jednak jedynie w
zakresie procedur kontroli jako$ci produktu koncowego. Dzigki doswiadczeniom zdobytym
przy syntezie [*C]-choliny [*8F]-fluorocholina bedzie mogla byé syntezowana efektywniej i

przy zredukowanej ilosci substancji potencjalnie szkodliwych.

Prekursorem uzywanym przy wytwarzaniu zaréwno [*1C]-choliny, jak i [*®F]-fluorocholiny jest
bowiem dimetyloaminoetanol (DMAE). Dodatkowo, w procesie wytwarzania [*8F]-
fluorocholiny wykorzystywany jest dibromometan (DBM), substrat wyjsciowy do otrzymania
bromo-[*®F]-fluorometanu, a schemat petnej syntezy przedstawiony zostal na rysunku 7.1.

[Szydto et al., 2016] [DeGrado et al., 2001].

Br +

Br .
\/ + ['"°F)-HF 18_F\/Br HBr

Rysunek 7.1. Schemat syntezy [*8F]-fluorocholiny.

Petny cykl produkcyjny radioznacznika [*1C]-choliny — poczawszy od wytworzenia izotopu do
zbadania jako$ci gotowego produktu, zostal przedstawiony na schemacie (Rysunek 7.2).
W poszczegdlnych podrozdzialach czesci eksperymentalnej niniejszej rozprawy zostang

omowione poszczegoOlne elementy procesu produkcyjnego oraz system kontroli jakos$ci.
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Napromienianie materiatu tarczowego
(N2+02; 95:5 v:v) w cyklotronie

Przygotowanie fiolki reakcyjnej
zawierajacej LiAlHsw THF

_

1 Transfer do sit molekularnych

Kolekcjonowanie niesputapkowanych
gazéw w systemie ACS

Putapkowanie [*C]-CO, '

w sitach molekularnych
l Uwolnienie ['C]-CO,

Redukcja [*1C]-CO;

l Odparowanie tetrahydrofuranu

Dodanie 57% H)J

m—)

Synteza [*'C]-CHs)

l Destylacja

Reakcja z DMAE do [*'C]-choliny

l Oczyszczanie etanolem

Usuniecie sktadnikéw mieszaniny
reakcyjnej rozpuszczalnych w nisko
i Sredniopolarnych

Ekstrakcja [**C]-choliny do
kolumny SPE

| Oczyszczanie woda

Oczyszczona [*'C]-cholina
zwigzana na kolumnie SPE

Usuniecie sktadnikow mieszaniny
reakcyjnej rozpuszczalnych w

—>

Uwalnianie [**C]-choliny z z kolumny SPE
w przy uzyciu 0.9% NaCl pro injectione

Sterylizacja przy uzyciu filtrow
sterylizujacych 0.22 pm

- |

Kolekcjonowanie gotowego znacznika
we fiolce na produkt koricowy

Pobdr préby do badania jakosciowego

|
[ oo |

Rysunek 7.2. Schemat blokowy cyklu produkcyjnego [**C]-choliny. Kolorem niebieskim oznaczone zostaly procedury syntezy
omawiane w rozdziale 9., natomiast kolorem czerwonym procedury QA/QC z rozdzialu 10.
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Materiaty i metody

Czgscig Dobrej Praktyki Wytwarzania zwigzang z Kontrolg Jako$ci jest specyfikacja
materialdow wyjsciowych, pobdr ich prob oraz badania zapewniajace, ze materialy te sg
zwalniane do uzycia po ocenie ich jakosci jako zadowalajacej [Zrédlo 5]. Wytwornia
radiofarmaceutyczna wytwarzajgca znaczniki stosowane w emisyjnej tomografii pozytonowej
charakteryzuje si¢ wyjatkowo niskimi ilosciami (rzgdu miligraméw czy mililitrow)
wykorzystywanych —materialdow  wyjsciowych, substancji aktywnych (ang. Active
Pharmaceutical Ingredient, API) oraz gotowego produktu leczniczego na jedng seri¢
produkcyjng. Dlatego wazne jest opracowanie procedur analitycznych zoptymalizowanych pod
wzgledem liczby prob badanych. Technikami stosowanymi na szeroka skalg — i czgsto
wskazywanymi w monografiach farmakopealnych — sa gtéwnie techniki chromatograficzne

i spektroskopowe.

Procedury analityczne

Analiza chemiczna realizowana byta poprzez zastosowanie wielu technik i metod
analitycznych w celu uzyskania i oszacowania informacji o istocie badanych substancji.
Poniewaz techniki analityczne wykorzystuja rézne wilasciwosci fizykochemiczne analitow,
wybor konkretnej metody zalezat zaréwno od wtasciwosci analizowanej probki, jak i od
postawionego zadania analitycznego (odpowiednie do potrzeb wypelnienie kryteriow
doktadnos$ci pomiaru, selektywnosci, specyficzno$ci, precyzyjnosci, szybkosci, oznaczalnosci,

powtarzalnos$ci, pracochtonnosci 1 kosztochtonnosci).

Podstawowa kwestia to wiarygodne oznaczenie czystosci proby, poniewaz badane proby
zawsze zawierajg pozostalo$ci substancji wykorzystywanych podczas ich wytwarzania.
Oznaczenie czystosci wymaga czgsto zastosowania kilku badan analitycznych. Do
identyfikacji, badania tozsamosci i czystosci wymienionych wyzej cholinowych zwiazkoéw
chemicznych niezbgdnych przy wytwarzaniu radiofarmaceutykow zastosowano w tej pracy
takie metody analityczne jak pomiar gestosci wzglednej, spektroskopia w podczerwieni (IR)
chromatografia gazowa (GC) i spektroskopia NMR.

Okreslenie ~ zawarto$ci  zanieczyszczen  chemicznych  jest zadaniem  trudnym

i wymaga serii wielu eksperymentow nie bedacych istotg niniejszej pracy, dlatego jako limity
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czystosci prekursorow i zwigzkow wykorzystywanych w reakcjach syntezy uznano deklaracje
producenta wskazane w certyfikatach (czystos¢ dimetyloaminoetanolu oraz dibromometanu nie

mniejsza niz 95.0%). Odpowiednie certyfikaty dostepne sa W sekcji Zalgczniki.

Pomiar gestosci wzglednej

W celu przeprowadzenia wstepnej identyfikacji DMAE i DBM zastosowano pomiar ggstosci
wzglednej tych zwiazkow [Zrodlo 6]. Pomiar gestosci wzglednej jest testem chetnie
sugerowanym przez autoroOw farmakopei. Dzigki uzyciu gestosciomierzy oscylacyjnych
uzyskane wyniki sg bardzo doktadne (nawet do siedmiu miejsc znaczacych), powtarzalne,
a czas pomiaru wynosi ponizej jednej minuty. O ile gestos¢ dimetyloaminoetanolu (0.8879
glem® w 20°C) [Zatacznik 1] jest zblizona do gestosci popularnie stosowanych
rozpuszczalnikow organicznych, przydatnos¢ jej pomiaru w celu okreslenia czystosci jest
ograniczona. Z kolei w przypadku dibromometanu (2.477 g/cm® w 20°C) [Zalacznik 2],

zanieczyszczenia maja wickszy wplyw na wartosci gestosci.

Pomiar gestosci wzglednej DMAE 1 DBM przeprowadzony zostat przy uzyciu gegstosciomierza
oscylacyjnego Anton-Paar DMA 4100 M o doktadnosci pomiaru 0.0001 g/cm?, odchyleniu
standardowym 0.00005 g/cm?® w zakresie pomiarowym do 3 g/cm® zaopatrzonym w rurke
pomiarowa o pojemnosci 1 ml termostatowang w zakresie od 0°C do 100°C z doktadnosciag do
0.03°C. Oprogramowanie urzadzenia posiada funkcje niezbedne do obliczenia wartosci

koncowej, dzieki czemu nie sa wymagane dodatkowe obliczenia [Zrodto 7].

Uzyskane wyniki gestosci  wzglednej badanych zwigzkéw  wyniosty  kolejno
0.8868 g/cm?® dla DMAE oraz 2.4952 g/dm? dla DBM. Wyniki r6znig sie od wartoéci podanych
w specyfikujgcych je kartach charakterystyki o mniej niz 0.15% dla DMAE i 0.80% dla DBM.
Roéznice te sa na tyle mate, ze mozna zatozy¢, iz odczynniki te kwalifikujg si¢ do dalszych

analiz.

Spektroskopia w podczerwieni

Podstawowym celem spektrometrii w podczerwieni jest potwierdzenie tozsamosci badanych
substancji. Nie umozliwia ona bowiem jednoznacznej 1 precyzyjnej identyfikacji

zanieczyszczen 1 ich zawartosci.
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Analizy DMAE i DBM w podczerwieni wykonano na spektrometrze FT-IR (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) Thermo Fisher Scientific serii Nicolet iS50 zaopatrzonym w modut
Smart iTR. Modut Smart iTR jest modutem prowadzacym akwizycje technikg wykorzystujaca
zjawisko ostabionego calkowitego odbicia promieniowania IR (ang. Attenuated Total
Reflectance, ATR). Technika ATR polega na wiclokrotnym odbiciu wigzki S$wiatta
podczerwonego w Krysztale o wysokim wspotczynniku zatamania Swiatta (znacznie wyzszym,

niz wspotczynnik zalamania $wiatta dla badanego materiatu) (Rysunek 8.1).

Aby analiza ATR byta poprawna, probka powinna idealne przylega¢ do powierzchni krysztatu.
Widmo uzyskane technikag ATR nie jest identyczne z widmem uzyskanym klasyczng technika

transmisyjng wykorzystujaca cele pomiarowa.

Probka przylegajaca do krysztatu

Do detektora

=

\
\
\

Wiazka IR Krysztat ATR

Rysunek 8.1. Eksperyment ATR.

W module Smart iTR wbudowany jest diament (jako krysztat ATR), 0 wspotczynniku
zalamania $wiatta wynoszacym 2.41. Widoczne na rysunku 8.2 sprzegto jest odpowiedzialne

za docis$nigcie probek staltych do powierzchni krysztatu.
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Rysunek 8.2. Modut Smart iTR do spektrometrii FT-IR technikq ATR.

Analiza probek ciektych, jakimi sg DMAE 1 DBM, nie wymaga uzycia sprzegla. Aplikacja
proby polega na catkowitym zakryciu krysztatu probka o objetosci okoto 100 pl.

Okreslenie czystosci probki polegato na porownaniu uzyskanego widma z widmem
referencyjnym. Widma referencyjne ATR pochodza od producenta urzadzenia (proba
odniesienia widma z eksperymentu ATR do widm referencyjnych z ogoélnodostepnych

bibliotek obarczona bedzie duzym btedem, poniewaz pomimo dzialania algorytmu

korygujacego, sygnaly nie beda si¢ pokrywaty).

Akwizycja widm zostata przeprowadzona osmiokrotnie. Stosowany zakres spektralny miescit

1

sie miedzy 4000 cm™ a 650 cm™. Wyniki pomiaru okre§laja w procentach zgodno$é

dopasowania widm pomiarowych do widm referencyjnych. Dla DMAE uzyskano zgodno$¢ nie

mniejsza niz 99.98% (Rysunek 8.3), a dla DBM powyzej 99.97% (Rysunek 8.4).
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Rysunek 8.4. Widmo ATR dibromometanu.

W celu identyfikacji zanieczyszczen oraz ich udzialu w probce zastosowana zostata metoda

chromatografii gazowej (ang. gas chromatography, GC) z detekcja w detektorze ptomieniowo-

jonizacyjnym (ang. Flame lonization Detector, FID).

Analizy GC przeprowadzono przy uzyciu aparatu Agilent 6850 z rozdzialem mieszaniny na

kolumnie kapilarnej HP-Innowax (30%0.32 mm, wypelnionej glikolem polietylenowym

o grubosci filmu wynoszacej 50 um).

Rozdzial chromatograficzny umozliwia jakosciowa identyfikacje zanieczyszczen, a dzigki

mozliwosci opracowania krzywej kalibracyjnej, chromatografia gazowa pozwala na ich

ilosciowe oznaczenie [Witkiewicz et al., 2001].

Wstepna znajomos$¢ potencjalnych

zanieczyszczen to istotna informacja o probce, ktora ulatwia sporzadzenie Kkrzywej

kalibracyjnej. Bez tej wiedzy proba okreSlenia zwigzku dajacego sygnat przy danej wartosci
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czasu retencji Ry metoda prob i btedow z uzyciem kolejnych zwigzkow jest wyjatkowo zmudna,
co jest spowodowane duzg liczbg zwigzkéw dajacych odpowiedz na detektorze FID.
W niniejszej pracy nie zostaly opracowane krzywe kalibracyjne dla zanieczyszczen ze wzgledu
na niemozno$¢ uzyskania od producenta odczynnikow odpowiedzi odnos$nie
wyspecyfikowania uzytych w syntezie odczynnikdw oraz zanieczyszczen oznaczonych w
certyfikatach analizy jako unknown (Zatacznik 1 oraz Zalacznik 2). Nie mniej jednak,
chromatografia gazowa nadal pozostaje przydatng technikg analityczng dla procentowego

oznaczenia czystosci substratoéw pod katem zanieczyszczen.

Szczegolty pomiarow dla DMAE i DBM przedstawiono w kolejnych podpunktach.

Dimetyloaminoetanol

Nastrzyk 0.2 ul wprowadzono na dozownik typu split o wspotczynniku podziatu 30.0:1 przy
catkowitym przeptywie helu (uzytego jako gaz no$ny) rownym 72.3 ml/min. w temperaturze
utrzymywanej na iniektorze wynoszacej 250 °C. Temperatura pieca, 60 °C, utrzymywana byta
przez dwie minuty, a nastepnie podwyzszono ja do 150 °C stosujac skok 15 °C/min.

Warunki detekcji na detektorze FID w temperaturze 260 °C przy przeptywach gazow
w palniku: wodor 30.0 ml/min; powietrze syntetyczne (mieszanina azot : wodor w stosunku

80% : 20% v:v) 400.0 ml/min.

Udziat DMAE na chromatogramie (czas retencji 5.6 minuty) wynosit powyzej 99.93%
wszystkich zwigzkow ulegajacych jonizacji w ptomieniu detektora (Rysunek 8.5), co jest
warto$cig zblizong do tej uzyskanej technikg ATR. Chromatografia gazowa prowadzona
w wyzej opisanych warunkach jest wystarczajaco skutecznym narz¢dziem do oceny czystosci
dimetyloaminoetanolu, pomimo wysokiego powinowactwa tego zwigzku do ztoza kolumny
wymagajgcego wysokiej temperatury termostatu, co skutkuje wysokim czasem retencji

1 niskg symetrig uzyskanego sygnatu w zamian za duzg czutos¢ detektora.
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Rysunek 8.5. Chromatogram GC dimetyloaminoetanolu.

Dibromometan

W analizach dibromometanu wykorzystano aparatur¢ GC o tej samej konfiguracji sprzg¢towe;j
i 0 identycznych parametrach pracy. Ze wzgledu na duzo wigkszg lotnos¢ DBM wzgledem
DMAE, czas retencji wynosit w tym przypadku 2.1 minuty. Sygnat DBM jest waski
i symetryczny. Czysto$¢ proby wyniosta 99.91%. Na rysunku 8.6 przedstawiono chromatogram

dibromometanu wraz z charakterystykami sygnatow zwigzku glownego i zanieczyszczen.
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Rysunek 8.6. Chromatogram GC dibromometanu.

Spektroskopia NMR

Farmakopea zaleca korzystanie z technik spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego
fluoru-19 przy oznaczaniu czystosci 1,3,4,6-tetra-O-acetylo-2-O-trifluorometanosulfonylo-f-
D-mannopiranozy (triflatu tetra-O-acetylomannozy) bedacej prekursorem w wytwarzaniu
[*8F]-fluorodeoksyglukozy [Zrodlo 8]. Jednak mozliwos¢ korzystania z technik NMR
w nadzorowaniu procesu produkcji radiofarmaceutykow przy uzyciu matych szpitalnych
cyklotronow jest nadal ograniczona wysokimi kosztami zakupu spektrometru NMR i jego
gabarytami. Od niedawna na rynku dostepne sg aparaty nastotowe, duzo tansze, o niewielkich
rozmiarach, jednak pracujace przy nizszych czestotliwosciach rezonansowych protondéw, a tym
samym oferujace widma o nizszej rozdzielczosci niz spektrometry laboratoryjne [Thermo].
Jednak rosngca dostepnos¢ wersji uproszczonych pozwala oczekiwac, ze wkrotce NMR stanie
si¢ standardowg technika stosowang w procedurach kontroli jakos$ci radiofarmaceutykow, tym

bardziej, ze jest to technika szybka, wzglednie tania eksploatacyjnie, wysoce powtarzalna oraz
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ilosSciowa, co jest istotne przy rutynowym jej stosowaniu w kontroli jakosci.
Z tego wzgledu spektroskopia protonowa *H NMR zostala zaimplementowana do systemu
kontroli jako$ci konstruowanego w tej pracy na potrzeby badania czystosci odczynnikéw do

produkcji radioznacznikow cholinowych.

Techniki NMR nie wymagaja duzych ilosci analitu, jednak ze wzglgdu na niska czutos$¢ nie sg
odpowiednie do analizy produktéw syntezy podstawienia izotopu promieniotwdrczego,
bowiem z serii produkcyjnej otrzymuje sie zaledwie okoto 0.1 mmol/ml radioznacznika
[Yonekura et al., 1982].

Potwierdzenie tozsamosci zwigzku

Widma 'H NMR zostaly zarejestrowane przy pomocy spektrometru Bruker Avance III 400
MHz (9.4 T) wyposazonego w glowice szerokopasmowa PABBI 5 mm.

Do akwizycji i obrobki widm wykorzystano program TopSpin® w wersji 3.1. Analiza danych
zostala przeprowadzona z wykorzystaniem oprogramowania Mnova® (wersja 10.0).
Rejestracja widm prowadzona byta z wykorzystaniem programu pulsowego NOESYGPPR1D
pochodzacego ze standardowej biblioteki Bruker. Zastosowano nastepujace parametry
akwizycji: szeroko$¢ okna pomiarowego 20 ppm, liczba punktéw pomiarowych 65536, czas
akwizycji 4.1 s, czas trwania impulsu P1 30 pus, op6znienie relaksacji D1 réwne 1 s oraz liczba
powtorzen 32 skany. W widmach dokonano automatycznej korekcji fazy oraz zastosowano

poszerzenie linii widmowej 0.3 Hz.

Analizie technika *H NMR poddano probe handlowego odczynnika stosowanego w rutynowym
wytwarzaniu radioznacznikow cholinowych o stezeniu 15 mg/ml i objetosci 0.6 ml w wodzie
deuterowanej (D20). Akwizycja zostata przeprowadzona wzgledem kwasu 2,2-dimetylo-2-

silapentano-5-sulfonowego (TSP) jako wzorca przesunigcia chemicznego.

DMAE zawiera w budowie czasteczki jedenascie protondéw, a widmo NMR tego zwiazku
sktada si¢ z trzech sygnatow (Rysunek 8.7). Jest to efekt wystepowania jader rownocennych
oraz grupy hydroksylowej — proton grupy hydroksylowej nie jest widoczny na widmie, gdyz
protony zwigzane z atomem tlenu, azotu lub siarki podlegaja procesom wymiany i1 czgsto sg
zaangazowane Ww tworzenie wigzan wodorowych, €0 powoduje poszerzenie linii
rezonansowych nawet do takiego stopnia, ze sygnat ,wtapia” si¢ w lini¢ tta [Silverstein

et al.,2007]. Widma *H NMR DMAE s3 wyrazne, o bardzo dobrej rozdzielczosci, co pozwala
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jednoznacznie potwierdzi¢ tozsamo$¢ zwigzku. Poza charakterystycznym singletem
pochodzacym od grup metylowych, dobrze identyfikowalne sg multiplety grup —CHa, a ich
stale sprzezenia zostaly zmierzone. Koncowe dane uzyskane z widma H NMR DMAE

prezentuja si¢ nastgpujaco:

'H NMR (400 MHz, TSP, D0, 10 mg/0.6 ml) §(ppm) 3.67 (t, 2H, J = 6.5 Hz, H-1), 2.50 (t,
2H, J = 6.5 Hz, H-2), 2.22 (s, 6H, H-3), gdzie t to tryplet, a s to singlet.
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Rysunek 8.7. Identyfikacja sygnatow NMR dimetyloaminoetanolu.

Oznaczanie czystosci zwigzku

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego moze by¢ tez stosowana w ilosciowych
oznaczeniach czystosci zwiazku chemicznego. Tego typu metodologia nosi nazwe gNMR (ang.
quantitative NMR). Co wazne, ilo§ciowe wymagania techniki NMR sg stosunkowo niewielkie,
biorac pod uwage dostgpne ilosci zwigzkéw chemicznych bgdacych produktami wyjsciowymi
do syntezy radiofarmaceutyku. Niestety nie dotyczy to juz samego produktu
radiofarmaceutycznego, ze wzglgdu na jego zbyt mate stezenie o czym wspomniatem powyze;j.
Szczegoty procedury gNMR wyjasnili Pauli et al. w monografii [Pauli et al., 2014]. Monografia

ta proponuje dwie metody prowadzenia obliczen qNMR: metode wzgledng oraz bezwzgledna.

W metodzie wzglednej (znormalizowanej metodzie ,,100%”) suma intensywnosci integralnych

(tzw. catek) wszystkich zarejestrowanych sygnalow daje wartos¢ 100%. Wymaga ona od osoby

71



prowadzace] analize umiej¢tnosci rozroznienia sygnaldow zwigzku oznaczanego 1 sygnalow

pochodzacych od zanieczyszczen zgodnie ze wzorem (7) [Pauli et al., 2014]:

nintg MW
nintyMWe+ XY (ninty,-MW,,)

P[%] =

100 (7)

gdzie:

P — czystosc¢,

nint — liczba catkowanych protonow,
MW — masa molowa,

U —ilo$¢ zanieczyszczen,

t — oznaczany zwigzek.

W przypadku metody bezwzglgdnej nie jest konieczna znajomo$¢ sygnatdéw zanieczyszczen,
w zamian jednak wymagane jest zastosowanie wewngtrznego kalibranta o znanej nawazce
i czystosci oraz, co nie jest istotne podczas stosowania metody wzglednej, doktadnej nawazki
analizowanej proby. Metoda bezwzgledna jest czgsto metoda z wyboru podczas pomiarow,
w ktorych nacisk kladzie si¢ na okreslenie czysto$ci gtownego zwigzku, na przyktad czystosci
materialu wyjsciowego do syntezy. Korzystajac z metody bezwzglednej czystos¢ oblicza si¢

zgodnie ze wzorem (8) [Pauli et al., 2014]:

0 — nic InteMWemjc .
P[/O] Nneg Intyc-MWcmg PIC (8)

gdzie:

P — czystos¢,

Int — warto$¢ integralnej intensywnosci sygnatu,

MW — masa molowa,

n — liczba protonow dajacych swoj wklad do sygnatu,
A dolne indeksy oznaczaja:

IC - wewnetrzny kalibranta,

T - oznaczany zwigzek

S - badang probe.
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W celu okreslenia czystosci dimetyloaminoetanolu wykorzystana zostata metoda bezwzgledna
z uzyciem wewngtrznego kalibranta. Pomiary przeprowadzono przy jednakowych parametrach

akwizycji przedstawionych w Tabeli 7.

Tabela 7. Parametry akwizycji widm NMR w ekperymencie gNMR.

Parametry akwizycji widm NMR

Program impulsowy ZG (Bruker)
Szeroko$¢ pasma impulsu 90°
Liczba punktéw pomiarowych 65 536
Czas pojedynczego skanu 2.7263 s
Liczba skanow 64
Temperatura probki 300 K
Rotacja probki Bez obrotu

W pierwszej kolejnosci zarejestrowano widmo mréwczanu sodu. Mréwczan sodu, zakupiony
od Sigma Aldrich, o deklarowanej przez producenta czystosci wynoszacej 99.2%, zostat uzyty

jako proba referencyjna (certyfikat analizy zataczony jako zatacznik [Zatacznik 3]).

W kolejnym kroku zostato zarejestrowane widmo DMAE — zwigzku uzywanego do syntezy
zaréwno [!C]-choliny jak i jej fuorowej pochodnej. Obie proby zostaty przygotowane w
wodzie deuterowanej (D20) zawierajacej 1% wagowy 2,2-dimetylo-2-silapentano-5-
sulfonianu sodu (DSS) (Rysunek 8.8) o czystosci 97%. DSS zostat uzyty w podwdjne;j roli:

jako wzorzec przesunigcia chemicznego oraz wewnetrzny Kalibrant.

CHs o)
HBC\Sli/\/\g¢O

I |

CH, 0 Na

Rysunek 8.8. Wzér strukturalny 2,2-dimetylo-2-silapentano-5-sulfionianu sodu.

Proba referencyjna mréwcezanu sodu zostata przygotowana z nawazki 4.06 mg CHOONa. Ta
nawazka zostata rozpuszczona w 669.13 mg D20 +1% (w/w) DSS (zawarto$¢ DSS w probie
referencyjnej wynosita 6.69 mg). Natomiast probka prekursora zostata przygotowana z nawazki
5.56 mg DMAE rozpuszczonego w 673.98 mg D20 +1% (w/w) DSS (zawarto$¢ DSS w probie
badanej wynosita 6.74 mg). Widmo H NMR DMAE wraz ze zidentyfikowanymi liniami

zostalo zaprezentowane na rysunku 8.7.

Widmo NMR mrowczanu sodu zawiera tylko jeden sygnat (singlet) pochodzacy od jedynego

wodoru w tym zwigzku.
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Analiza widma NMR DSS zostala przedstawiona na Rysunku 8.9. Sygnal o przesunigciu

chemicznym okolo 6 = 4.76 ppm jest pozostaloScia po presaturacji sygnalow wody.
Identyfikacja linii widma DSS przedstawia sie nastepujaco: H NMR (400 MHz, D,0) & (ppm)
291 (t, 2H, J=8.3 Hz, H-1), 1.76 (tt, 2H, Ju-1 = 8.3 Hz, Ju3 = 8.4 Hz, H-2), 0.63 (t, 2H,J = 8.4
Hz, H-3), 0.00 (s, 9H, H-4), gdzie t to tryplet, tt tryplet trypletow, a s to singlet.
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Rysunek 8.9. Widmo 2,2-dimetylo-2-silapentano-5-sulfionianu sodu.

Rysunek 8.10 oraz Rysunek 8.11 przedstawiaja widma zarejestrowane w tym eksperymencie

kolejno dla proby referencyjnej oraz badane;.

Frequency (MHz):
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Original Points Count:
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Rysunek 8.10. Widmo proby referencyjnej (mréwczanu sodu z DSS).
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Rysunek 8.11. Widmo proby badanej (DMAE z DSS).

Sygnaly pochodzace od protonéw grupy metylenowej CH, tancucha propanowego
charakteryzuja si¢ zbyt niska intensywnoscia, a warto$ci ich integralnych intensywnosci,
z duzym prawdopodobienstwem, b¢da obarczone grubym bitedem. Dlatego w celu oznaczenia
czystosci proby referencyjnej oraz proby DMAE wykorzystano jedynie wartosci catek
zmierzone dla singletow. Z tego tez powodu do wzoru (8) podstawiono jako wartosci Int; oraz
Intic wartosci integralnych intensywnosci singletu o przesunigciu chemicznym 6 = 8.44 ppm,
pochodzacego od CHCOONa, oraz singletu o przesunieciu & = 0.00 ppm pochodzacego od
DSS, a takze warto$ci nt = 1 proton i nic = 9 protondéw dla proby referencyjnej oraz singletu
o przesuni¢ciu chemicznym ¢ = 2.23 ppm pochodzacego od DMAE oraz singletu o przesunigciu

0 =0.00 ppm pochodzacego od DSS; dla proby DMAE nt = 6 protonéw, nic = 9 protondw.

Czystos¢ mrowczanu sodu uzytego do przygotowania proby referencyjnej wyznaczona ze
wzoru (8) wyniosta 99.19%, co jest zbiezne z informacjga podang w Certyfikacie Analizy
producenta [Zatacznik 3]. Obliczenia przeprowadzone dla proby badanego prekursora

wskazuja na czystos¢ dimetyloaminoetanolu wynoszaca 99.93%.

Czas rejestracji widma *H NMR w procedurach kontroli jakosci wynosi okoto 5 minut, a wiec
jest to analiza szybka. Takze ocena kryterium kosztowego wypada bardzo korzystnie, bowiem
ceny powszechnie stosowanych rozpuszczalnikow deuterowanych sg przystepne, tym bardziej
ze do przygotowania pojedynczej probki potrzebne sg niewielkie ilosci odczynnikow. To, co
moze przysporzy¢ trudnosci laborantowi prowadzacemu analizg, to wymagana duza

doktadnos¢ przy przygotowywaniu probek i opracowywaniu widm — widma muszg by¢ dobrej
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jakosci, aby integracja sygnatow byla precyzyjna. Zalecane jest uzycie wagi laboratoryjnej
o doktadnosci odczytu co najmniej d = 0.01 mg. Jak wykazaly wtasne doswiadczenia, przy

zastosowaniu wagi 0 wartosci d = 0.1 mg rdéznice obliczonej czystosci wyniosty ok. 2.5%.

Podsumowujac, techniki spektroskopii NMR sg wygodnym i szybkim sposobem jednoznacznej
identyfikacji tozsamo$ci odczynnikow w medycznej produkcji radiofarmaceutykow
prowadzonej przy uzyciu niewielkiego cyklotronu szpitalnego. Z kolei metodyka qNMR,
wykorzystana w celu okreslenia czystosci zwigzkdéw, pozwala na uzyskanie doktadnych
1 powtarzalnych wynikéw. Tak wiegc NMR moze by¢ stosowany komplementarnie z innymi

metodami analitycznymi w kontroli jakos$ci.
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Procesy syntezy [*'C]-choliny

Punktem wyjscia dla produkcji radiofarmaceutykéw znakowanych weglem-11 jest reakcja
jadrowa N (p, a) 'C. Zakres energii dla zajécia tej reakcji wynosi od 4 do 20 MeV,

a odpowiednie przekroje czynne przedstawiono na Rysunku 9.1 [IAEA].

300 s Bida (B0)
HN(p a}ﬁc < Blaser (52carr
& Caszella (78)
250 x  Ingalls (76
= Jacobs (74)
o Kovacs (02)
= 200 o Kohl B0)carr
= ¢ MNozaki (G610
5 = MNozaki BB
o180 ¢ o MNozaki [B6)a
- fit Pade
o
2
< o0t
0
1]
a
Particle energy (Me)

Rysunek 9.1. Przekroje czynne dla reakcji N (p, o) 1'C [IAEA].

Cyklotron IBA Cyclone 18/9 zainstalowany w gliwickim oddziale Centrum Onkologii jest
zdolny przyspieszac¢ protony do energii 18 MeV, a deuterony do energii 9 MeV, natomiast

reakcja prowadzona jest w tarczy gazowe;.

W procesach syntezy [*!C]-choliny zastosowano aparature firmy Bioscan, ktora znajduje si¢ na
wyposazeniu Samodzielnej Pracowni Cyklotronu i Produkcji Radioizotopéw gliwickiego
oddziatu Centrum Onkologii. Aparatura ta sklada si¢ z dwdch modutéw: Mel PLUS™ oraz
ReFORM PLUS™ (Rysunek 6.2) zainstalowanych w dwoch sgsiednich komorach ostonnych

(Comecer MIP1) z nawiewem laminarnym i systemem ACS (ang. Air Compressing Station)
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majagcym za zadanie gromadzenie skazonego radioaktywnie powietrza w specjalnych

zbiornikach do czasu wygasniecia aktywnosci promieniotworcze;.

Synteza [*'C]-choliny jest procesem dwuetapowym, a kazdy z modutéw odpowiedzialny jest

za jeden etap.

Optymalizacja wytwarzania izotopu

Jako materiat tarczowy stosowany jest gazowy azot zawierajacy 0.5% dodatku czasteczkowego
tlenu. Zastosowanie takiej mieszaniny jako materialu tarczowego pozwala na otrzymanie
wegla-11 w postaci dwutlenku wegla [1!C]-CO2. W pierwszych seriach produkcyjnych tarcza
gazowa cyklotronu o pojemnosci 50 ¢cm?® napeliana byta gazem tarczowym do ci$nienia 20
bar, co pozwalato na prowadzenie reakcji przy wigzce protonéw o natezeniu do 36 uA, ato z
kolei skutkowato wydajnoscia reakcji jadrowej wynoszaca 3.11 GBq/uA, bez przekraczania

maksymalnego ci$nienia dla tarczy wynoszacego 45 bar.

W pierwszym kroku optymalizacji procesu wytwarzania izotopu zdecydowatem si¢ na
obnizenie ci$nienia napelnienia tarczy z 20 bar do 17 bar. Pozwolilo t0 na zwigkszenie
natezenia wigzki protonéw do warto$ci $redniej 40 nA. Zmiana ta zwickszyta takze wydajnosé
reakcji jadrowej do 3.96 GBq/pA (wzrost 0 27%). W praktyce unika si¢ napromieniania tarczy
dtuzej, niz dwukrotno$¢ czasu pottrwania, uznajac to za nieoptacalne z punktu widzenia
przyrostu wytworzonej aktywnosci promieniotworczej, co wynika ze wzoru (9) na wydajnos¢

reakcji jadrowej [Hoehr et al., 2014]:

y=—-—_=t ©)

gdzie:

Y — wydajnos$¢ reakcji jadrowej [MBq/pA],

A — aktywnos$¢ W czasie zakonczenia napromieniania (ang. end-of-beam activity; EOB) [MBq],
| — catkowite nat¢zenie wigzki w czasie napromieniania [pA],

ti2 — czas pottrwania wytwarzanego izotopu [min],

t — czas napromieniania [min].
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Rysunek 9.2. przedstawia podsumowanie szarzy napromieniania materiatu tarczowego. Raport
Zawiera czas napromieniania, parametry pracy zrodla, cewki gtownej cyklotronu oraz napigcie

pradu przytozonego na duantach oraz wartosci pradowe tarczy.

ESC CYCLONE 18/9 Logbook ( W Auto-Print request ) =
“Beam On" Time © 1052166 “Beam Off' Time: 11:35:06 Total Irradiation time - 00:40:585 Operator Name :  agnieszka Date :18/08/2015
Source Parameters : Coils Power supply parameters Dee Voltage parameters
Maximum Set point : 128.8 mA Set point at Beam start-up 1388 o Set point at Beam start-up 350 kY
Set point value at Beam Stop 600 mA Set point at Beam stop : 139.7 A Set point at Beam stop 35.0 kY
. Side 1 I Side 2
Tywe:H - Single Beam Side 2/ Side 1 ratio at beam stop : 00
Port number, target number, volume 4 e 4 i
Requested target current 00 pA
Maximum target current 330 pA
Integrated target current 17.38 pAhr
Requested integrated current 0.20 pAhr
Extraction at Beam Stop 10000 %
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Rysunek 9.2. Raport serii z wytwarzania izotopu wegla-11. Gorny wykres przedstawia natgzenie wigzki padajgcej na tarcze w
czasie napromieniania. Dolny wykres przedstawia cisnienie w tarczy (linia czerwona), natezenie prqdu w tuku
elektrycznym zrodia (linia zielona) oraz wartos¢ prozni utrzymywanej w cyklotronie (linia czarna).

Wytworzenie jodku [*C]-metylu

Pierwszym etapem procesu otrzymywania jest synteza [*'C] jodku metylu. Wytworzony w
cyklotronie [*C]-CO; przesytany jest kapilarami stalowymi do modutu Mel PLUS™, gdzie
jest putapkowany na sitach molekularnych przed uruchomieniem skryptu modutu. Przed
uzyciem, sita molekularne sg kondycjonowane w celu zwigkszenia ich wydajnosci
putapkowania. Kondycjonowanie ma na celu usunigcie z porow sit dwutlenku wegla 1 wilgoci
pochodzacych z powietrza atmosferycznego, a polega na ogrzewaniu sit w temperaturze 250°C

przez 60 minut przy jednoczesnym przedmuchiwaniu ich objetosci azotem. W przypadku
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dwoéch nastepujacych bezposrednio po sobie szarz produkcyjnych mozna skroci¢ czas

kondycjonowania sit do 20 minut.

Transfer zaadsorbowanego na sitach dwutlenku wegla-11 do reaktora prowadzony jest tak samo
jak kondycjonowanie. Sita ogrzewane sa przez 90 sekund, a uwalniany z nich [*'C]-CO;
transportowany jest azotem przy przeptywie 15 ml/min do reaktora zawierajacego odmierzone
wezesniej w petli dozujacej 300 pl roztworu o stezeniu 0.1 mol/dm® glinowodorku litu
rozpuszczonego w tetrahydrofuranie (certyfikat analizy producenta jest dostepny jako zatgcznik
[Zatacznik 4]). W reaktorze nastepuje natychmiastowa redukcja dwutlenku wegla-11 do [*1C]-
metanolu. Po odparowaniu z mieszaniny reakcyjnej tetrahydrofuranu, przy pomocy petli
dozujacej o pojemnosci 500 pl do reaktora dozowany jest 57% kwas jodowodorowy. Finalnie
w reaktorze tworzy sie znakowany jodek metylu [*C]-CHsJ, zgodnie z formulg przedstawiona
na Rysunku 9.3 [Wuest et al., 2007]:

LiAIH, HI

t'co, *'CH,0H

YCH,l

Rysunek 9.3. Formuta redukcji dwutlenku wegla-11 do jodku [*C]-metylu.

Certyfikat analizy kwasu jodowodorowego zostat zalaczony jako [Zalacznik 5].

Koncowa operacjg jednostkowg tego etapu jest ogrzewanie reaktora i destylacja jodku
[1!C]-metylu z mieszaniny poreakcyjnej i transport azotem o przeptywie 10 ml/min do modutu
ReFORM  PLUS™  odpowiedzialnego za  przeprowadzenie reakcji  prekursora

z [*!C]-CHaJ, a nastepnie izolacje produktu tej reakcji i jego oczyszczenie.

Czas pracy podczas jednej serii produkcyjnej modutu Mel PLUS™, liczac od rozpoczgcia
grzania sit molekularnych do zakofczenia destylacji jodku [**C]-metylu, wynosit 11 minut,
a wydajnos¢ etapu wahata si¢ miedzy 85% a 90%. Zmiany temperatury i aktywnosci
promieniotworczej etapu byly stale monitorowane i automatycznie drukowane przez

oprogramowanie sterujgce modutem jako cze$¢ raportu z wytwarzania serii (Rysunek 9.4).
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Rysunek 9.4. U gory: zmiany aktywnosci promieniotwdrczej monitorowane na sitach molekularnych (linia czerwona),
reaktorze (linia niebieska) oraz zbiorniku na odpady (linia zielona). Na dole: temperatura monitorowana na
sitach molekularnych (linia niebieska) oraz bloku grzewczego reaktora (linia zielona) — zrzut ekranu komputera
sterujgcego.

Na Rysunku 9.4. przedstawione sg rowniez wykresy monitorowania aktywnoS$ci
promieniotworczej w butli na odpady. Monitorowanie aktywnosci promieniotworczej butli na
odpady pozwala doktadnie kontrolowaé przebieg etapu, choé¢ interwencja operatora nie jest
mozliwa ze wzglgdu na skazenie radiologiczne. Utatwia to jednak i znaczgco skraca czas
diagnostyki urzadzenia oraz czas jego przygotowania do kolejnej serii produkcyjnej w
przypadku niepowodzenia lub wystapienia awarii w trakcie trwania wytwarzania. Jak wynika
z Rysunku 10.2 temperatura pieca reaktora pozostaje niemal stata w trakcie catej operacji. Nie
oznacza to bynajmniej, ze reaktor jest stale ogrzewany. Gdy grzanie jest potrzebne (jak np. przy
koniecznosci odparowania tetrahydrofuranu czy przy destylacji jodku [*C]-metylu), piec
reaktora jest unoszony, a po zakonczonym grzaniu opuszczany. System odczytuje wartosci ze
wszystkich zainstalowanych w urzadzeniu termometrow i radiometrow bez mozliwosci ich

wylaczenia z poziomu oprogramowania, stad widoczny réwniez wykres temperatury dla
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kolumny wypetionej triflatem srebra (trifluorometanosulfonianem srebra) (czarna linia na
rysunku 10.2). Kolumna ta jest wyposazeniem dodatkowym i nie jest zainstalowana w

gliwickim module.

Reakcja jodku [*C]-metylu z prekursorem

Oddestylowany z modutu Mel PLUS™ jodek [**C]-metylu transportowany jest strumieniem
azotu o statym przeptywie do modulu ReFORM PLUS™, gdzie w temperaturze pokojowej
reaguje natychmiastowo z prekursorem radioznacznikdw cholinowych jakim jest
dimetyloaminoetanol (DMAE). Reakcja przebiega wedlug schematu przedstawionego na
Rysunku 9.5. [Rosen et al., 1985]:

11
HaC H3 C
\ + HCH,| e + I
/0 N\ : \
H,C OH HsC  CH3OH

Rysunek 9.5. Reakcja metylacji DMAE.

W pierwotnym podejsciu dimetyloaminoetanol w fiolce stozkowodennej — zamknigtej gumowa
septa i zabezpieczonej kapslem aluminiowym — byt rozpuszczany w N,N-dimetyloformamidzie
(DMF) w stosunku objetosciowym 10 ul DMAE : 200 ul DMF [Szydto et al., 2016]. Podejscie
to pozwalalo na otrzymanie produktu z wydajnoscia 20% przy catkowitym czasie trwania
procesu 17 minut. Tak prowadzony proces umozliwia wytworzenie o$miu dawek
radioznacznika gotowego do uzycia (wzgledniajgc rozpad izotopu w trakcie kontroli jakosci).
Mozliwosci diagnostyczne Zaktadu Diagnostyki PET w gliwickim oddziale CO-I pozwalaja na
przeprowadzenie badania PET u trzydziestu pacjentow dziennie, dlatego pozadane jest
zwigkszenie wydajnosci procesu. Dodatkowym wskazaniem do modyfikacji procesu
wytwarzania radioznacznika jest wysoka toksyczno$¢ DMF, dlatego cho¢ przy zastosowaniu
pierwotnej procedury zawartosci DMF miescity si¢ w limitach farmakopealnych (Comr < 880

pg/ml, petne zestawienie parametréw jako$ciowych zostato zebrane w Tabelach 10 oraz 11
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w rozdziale 13), opracowano i przetestowano alternatywne metody przygotowania prekursora,

ktére pozwalajg na obnizenie poziomu DMF i zwigkszenie liczby dawek.

Optymalizacja reakcji z prekursorem

Podstawowa modyfikacja procedury dotyczy zastgpienia DMF, stosowanego jako
rozpuszczalnik dla DMAE, etanolem. Zgodnie z wytycznymi Mig¢dzynarodowej Rady
Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktow Leczniczych Stosowanych
u Ludzi (ang. International Council on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use — ICH) i Farmakopei Europejskiej etanol jest
sklasyfikowany jako rozpuszczalnik klasy 3. Rozpuszczalniki klasy 3 sa mniej toksyczne niz
rozpuszczalniki klasy 2 (do ktorych jest zaliczany DMF), a ryzyko ich stosowania jest znacznie
nizsze, gdy wystepuja na poziomach akceptowalnych przez wspomniane wyzej regulacje
[Grodowska et al., 2010]. Etanol jest uwazany za jeden z grupy rozpuszczalnikow zielonej
chemii. Pochodzi ze Zrédet naturalnych i ulega biodegradacji do zwigzkéw nieszkodliwych,
czesto wystepujacych naturalnie w $rodowisku [Sherman et al., 1998]. Zastosowanie takich
samych proporcji DMAE:EtOH jak przy uzyciu DMF, tj. 10 ul DMAE : 200 ul EtOH,

pozwolito na uzyskanie wydajnos$ci na poziomie zaledwie 10%.

Rysunek 9.6. przedstawia transfer aktywnosci promieniotworczej w obrebie modutu ReFORM
PLUS™ podczas procesu wytwarzania metodg ,,mokra” (tzn. rozpuszczony prekursor znajduje
si¢ w fiolce reakcyjnej). W tym przypadku prekursor rozpuszczony byl w DMF. Podczas
prawidlowo przebiegajacego procesu zauwazalne jest niemal iloSciowe przeniesienie
radioaktywnosci z fiolki na kartridz kationowymienny stosowany w celu izolacji produktu, a
nastepnie jego uwolnienie do fiolki produktu koncowego (FPV, ang Final Product Vial). Proces

izolacji i oczyszczania produktu koncowego jest opisany w rozdziale 10.

83



System Radioactivity

—t— SPE
—&—— Peactor

5000000

4500000

g WHUL‘MH
00000 PO P S
4000001 vy ; vy
3500000 W%ﬁ
3000000 H_ [

2500000 -

2000000 ﬁ ;{ ‘
1500000 H%— |
1000000

500000

Activity (GBq)

lo——o——o—*

0

o 50 100 150 200 250 300 350 400

Time Seconds)

Rysunek 9.6. Wykres pochodzqcy z monitorowania transferu radioaktywnosci w module ReFORM PLUS™ w trakcie procesu
wytwarzania metodq ,,mokrq”. Radioaktywnosé fiolki reakcyjnej — linia fioletowa, radioaktywnos¢ kartridza
SPE — linia granatowa — zrzut ekranu komputera sterujgcego.

Doswiadczenie z produkcja [*8F]-fluorocholiny ([*F]FCH) z wykorzystaniem modutu syntezy
IBA Synthera® [Slaets et al., 2010] podsungto pomyst przeniesienia srodowiska metylacji do
fazy statej [Pascali et al., 2000]. Dlatego tez fiolka reakcyjna zostata zastgpiona kartridzem
ekstrakcji do fazy statej (SPE, ang. Solid Phase Extraction) Oasis HLB plus firmy Waters
[Zalacznik 6]. Zmiana ta wymagala dostosowania skryptu sterujacego praca modutu ReFORM
PLUS™ w zakresie sekwencji pracy zaworow tak, aby media kierowane byty przez kartridz

zamiast do fiolki reakcyjnej.

Optymalizacja oczyszczania i konfekcjonowania

Zmiana skryptu wymusita optymalizacj¢ czasU trwania poszczegdlnych jego krokow, co
w efekcie pozwolito na skrocenie procesu wytwarzania z 17 minut do 12 minut — taki zysk
czasowy to blisko 25% czasu poéttrwania izotopu. Kartridz HLB zostatl polgczony szeregowo
z kartridzem kationowymiennym Sep-Pak Accell Plus CM (Waters) [Zatgcznik 7] poprzedzajac
go. Na ztoze kartridza HLB naniesiona zostata porcja 0.5 ml DMAE, a nastg¢pnie kartridz zostat
przedmuchany 3 porcjami powietrza, po 10 ml kazda, w celu usuni¢cia nadmiaru prekursora ze

ztoza kartridza. Pomimo uzycia zdecydowanie wigkszej ilosci prekursora niz
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w opisanych wcze$niej metodach ,,mokrych”, zawartos¢ DMAE pozostata ponizej limitu
zalecanego przez monografi¢ farmakopealng [Monografia 2793]. Cho¢ dimetyloaminoetanol
nie jest substancja toksyczng, a nawet jest stosowany jako dodatek do produktéw spozywczych,
jego poziom w radioznaczniku cholinowym musi by¢ limitowany ze wzgledu na konkurencyjny
wychwyt wzgledem radioznacznikéw cholinowych w komoérce [Reischl et al., 2004]. Planujgc
przeniesienie $rodowiska reakcji do fazy stalej, na podstawie procesu wytwarzania ['8F]-
fluorocholiny, gdzie wydajno$¢ miesci si¢ w zakresie 30% - 35%, a czas syntezy zajmuje okoto
60 minut, zalozytem wzrost wydajnosci do maksymalnie 45%. Oczekiwatem, ze wprowadzenie
modyfikacji polegajacych na skroceniu czasu procesu o 4 wartosci czasu pottrwania wegla-11
spowoduje wzrost wydajnosci o okoto 10%. Dodatkowy zysk wydajnosci miat pochodzi¢
z modyfikacji polegajacej na skierowaniu s$rodowiska reakcji do fazy statej dzigki
unieruchomieniu prekursora na ztozu kartridza SPE. Miato to zwigkszy¢ kontakt miedzy
prekursorem a przeptywajacym przez Kartridz jodkiem [Y!C]-metylu,czego skutkiem bylo
zwickszenie stopnia przereagowania dimetyloaminoetanolu. Wprowadzenie powyzszych

modyfikacji pozwolilo na otrzymanie 68% wydajnosci.

Rysunek 9.7. przedstawia transfer aktywnosci promieniotworczej w obrebie modutu ReFORM
PLUS™ podczas procesu wytwarzania metoda ,,suchg”, gdzie srodowisko reakcji przeniesione
zostalo na kartridz SPE. Zauwazalny wzrost promieniowania na detektorze przy fiolce

reakcyjnej pochodzi od kartridzy SPE, ktore znajduja si¢ zaledwie kilka centymetrow nize;.
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Rysunek 9.7. Wykres monitorowania transferu radioaktywnosci w module ReFORM PLUS™ w trakcie procesu wytwarzania
metodq ,,suchq”. Radioaktywnos¢ zestawu kartridzy SPE przedstawiona jest kolorem granatowym — zrzut ekranu
komputera sterujgcego.
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Podczas catego procesu, zarowno w metodzie ,,mokrej”, jak i ,,suchej” zauwazalny jest
nieznaczny spadek radioaktywnos$ci wynikajacy z rozpadu izotopu oraz usunig¢cia z uktadu
nieprzereagowanego jodku [*'C]-metylu. Zaburzenia w przebiegu wykresow przedstawionych
na rysunkach 9.6. oraz 9.7. moga by¢ spowodowane zanieczyszczeniem jednorazowego
zestawu drendw wykorzystywanych przez modul (potocznie nazywanych kitami) lub jego

nieszczelno$ciami.

Podczas przygotowania modutu ReFORM PLUS™ do pracy wazne jest doktadne sprawdzenie
ustawienia zaworow kitu tak, aby mie¢ pewnos¢, ze zaden z przygotowanych odczynnikoéw nie
przedostanie si¢ do kitu przed transferem [Y!C]CH3) z modutu Mel PLUS™. Z powodu
wysokiej reaktywnosci jodku metylu moze bowiem dojs¢ do jego reakcji z odczynnikami
pomocniczymi, ktore znalazty si¢ w drenach z powodu niedoktadnego przygotowania kitu do
pracy. Ze wzgledu na radioaktywno$¢ znajdujaca si¢ w komorze izolatora, ewentualne
powtorzenie szarzy produkcyjnej jest mozliwe dopiero po kilku godzinach lub nawet dnia
nastepnego, dlatego zalecane jest dwukrotne sprawdzenie czysto$ci drendw i ustawienia
zaworow przez dwie osoby, 0 ile jest taka mozliwos¢. Modut Mel PLUS™ nie wymaga od
operatora specjalnych czynnosci miedzy seriami produkcyjnymi (skrypt syntezy jodku [*'C]-
metylu zawiera w swojej sekwencji koncowe czyszczenie uktadu modutu), natomiast modut
ReFORM PLUS™, ze wzgledu na znacznie szersze spektrum jego funkcji, nie daje mozliwosci
zautomatyzowania czynnosci wstgpnych lub koncowych, co oznacza przerzucenie ich na

operatora.

Oczyszczanie i konfekcjonowanie

W przypadku obu metod wykorzystujacych fiolke reakcyjna proces wyizolowania produktu
z mieszaniny poreakcyjnej, jego oczyszczenie i konfekcjonowanie w fiolce FPV jest procedura

czteroetapowg prowadzong przez modut ReFORM PLUS™.,

W pierwszym kroku, do fiolki reakcyjnej dodawany jest 1 ml etanolu 99.8% o czystos¢ zgodnej
z wymaganiami farmakopealnymi (w dalszej czesci pracy moze by¢ stosowane okreslenie
,.czystosé PhEur’), co ma na celu homogenizacje mieszaniny (Swiadectwo kontroli jakosci
dostepne jako [Zalacznik 8]). Nastepnie cala zawarto$¢ fiolki reakcyjnej przenoszona jest
objetosciowo na kartridz SPE wypehiony ztozem kationowymiennym Sep-Pack Accell Plus
CM firmy Waters [Shao et al., 2011]. [**C]-cholina, jako zwigzek jonowy, posiadajacy tadunek

dodatni na atomie azotu, zostaje wychwycona przez kolumne¢ SPE, podczas gdy pozostate
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sktadniki mieszaniny poreakcyjnej zostajg usuni¢te do dedykowanego na odpady poreakcyjne

naczynia.

Strumien powietrza sprezonego przez pomp¢ bedaca podzespotem modulu ReFORM PLUS™
nie jest wystarczajagco wydajny, aby skutecznie usungé wszystkie ptyny, ktore pozostaja
w objetosci kartridza w skutek adhezji. Dlatego kartridz Accell Plus CM jest dodatkowo

przemywany dwiema pigciomililitrowymi porcjami wody [Zalacznik 9].

Wyizolowana i oczyszczona w ten sposob [1'C]-cholina zostaje wymyta z kartridza SPE do
fiolki FPV przy uzyciu 10 ml 0.9% roztworu soli fizjologicznej (0.9% NaCl pro injectione)
[Zatacznik 10]. Kation sodowy ulega wymianie na ztozu kationowymiennym kartridza SPE
uwalniajgc [1!C]-choling, ktéra w postaci roztworu soli chlorkowej zbierana jest w jatowe;,
apirogennej fiolce zaopatrzonej w iglte odpowietrzajaca z filtrem wentylowanym Millex GS
(Waters) o srednicy poréw 0.22 um [Zatacznik 11], co pozwala zatrzymac na filtrze rowniez
najmniejsze nanobakterie [Schulz et al., 2001]. W celu zapewnienia jalowosci produktu,
réwniez linia transferowa migdzy modutem ReFORM PLUS™ a fiolka zostata zaopatrzona,
tuz przy wlocie do fiolki, w filtr sterylizacyjny Millex GV o $rednicy poréw 0.22 um (Waters)
[Zalacznik 12].

W przypadku metylacji DMAE w fazie stalej, etanol przeptywa bezposrednio przez
kartridz HLB, wymywajac z niego zanieczyszczenia rozpuszczalne w nisko 1 §rednio polarnych
rozpuszczalnikach organicznych. Nastgpnie kartridz HLB plukany jest woda, analogicznie do
procedury opisanej powyzej, W celu wymycia z niego zwigzkow jonowych i innych
rozpuszczalnych w wodzie, w tym [!C]-choliny. Substancje niepozadane wymywane s3 do
naczynia na odpady, podczas gdy ['!C]-cholina zatrzymana zostaje na zywicy
kationowymiennej kartridza Sep-Pak Accell Plus CM potaczonego szeregowo z kartridzem
HLB. Skad produkt uwalniany jest roztworem soli fizjologicznej, w podobny sposéb jak dla
metod ,,mokrych”.

Moje pierwsze proby wytworzenia [''C]-choliny prowadzone byty z zastosowaniem kartridza
SCX Maxi-Clean firmy Alltech w miejsce Sep-Pak Accell Plus CM. Proby te konczyly si¢
niepowodzeniem, poniewaz powinowactwo ztoza kartridza SCX Maxi-Clean z [*'C]-choling

byto zbyt silne, co uniemozliwialo jej uwolnienie przy uzyciu roztworu soli fizjologiczne;j.

87



10.Kontrola jakosci

Zaroéwno polska, jak i europejska Farmakopea nie zawieraja monografii opisujacej wytwarzanie
oraz kontrole jakosci [*'C]-choliny. Choé¢ niedawno opublikowana zostata monografia
farmakopealna opisujaca kontrole jakosci [*®F]-fluorocholiny [PhEurFCH], to jednak réznice
miedzy radioznacznikami, [*®F]-fluorocholing a [}*C]-choling, nie pozwalajg na wykorzystanie
opisanych tam procedur w kontroli jakoéci [1*C]-choliny. Jedynym wyijatkiem jest 0znaczanie

zawartos$ci pozostatosci dimetyloaminoetanolu.

Konstruujac system QA/QC skorzystatem jednak z wytycznych i zalecen ogdlnych, zawartych
w nastgpujacych rozdziatach farmakopealnych [PhEur]: Potencjometryczne oznaczanie pH
(2.2.3), Chromatografia gazowa (2.2.28), Identyfikacja i kontrola pozostatosci
rozpuszczalnikow (2.4. 24), Sterylnosé (2.6.1) i endotoksyny bakteryjne (2.6.14).

Procedury kontroli jakosci zostaly opisane w kolejnych punktach, omawiajacych
oznaczanie czystosci chemicznej i czystosci radiochemicznej, identyfikacje

radionuklidowg oraz oznaczanie czystosci mikrobiologicznej.

Czystosc chemiczna i radiochemiczna

Czystos¢ chemiczna radiofarmaceutykéw odnosi si¢ do ilosci niepozadanych substancji
chemicznych. Zanieczyszczenia chemiczne obejmujg wszystkie substancje nieradioaktywne,
ktore moga wplywaé negatywnie na proces wychwytu znacznika w organizmie lub
bezposrednio powodowaé niekorzystne skutki fizjologiczne [Schwarz et al., 2004]. Czystos¢
radiochemiczna jest definiowana jako procent obecnej pozadanej postaci chemicznej
wykazujacej aktywnos¢ promieniotworcza w jednostce aktywno$ci promieniotworczej
produktu [Mahoney et al., 1998]. To kryterium czystosci produktu jest kluczowym
zagadnieniem w diagnostycznej interpretacji obrazu PET, zwlaszcza w przypadku
krotkotrwatych radiofarmaceutykéw — niewypetnienie warunku czysto$¢ radiochemicznej
moze prowadzi¢ do nieswoistego wychwytu radiofarmaceutycznego, a to z kolei do

napromieniowania krytycznych narzadow i fatszywej diagnozy.

Czysto$¢ chemiczna i1 radiochemiczna badane byly przy uzyciu aparatu UHPLC DIONEX
Ultimate 3000 z detektorami UV-VIS DAD, detektora wytadowan koronowych Esa Corona

88



CAD (ang. Charged Aerosol Detector — detektor natladowanego aerozolu) oraz detektora

scyntylacyjnego Bioscan Count Flow.

Linia kontroli jakosci dla [*'C]-choliny zostata oparta na dwu metodach chromatograficznych
stuzacych do oznaczania czystosci chemicznej i radiochemicznej. Pierwsza, opisana przez
[Boschi et al., 2009] wykorzystuje kolumng C18 RP (uBondapack® C18; 3.9 x 300 mm firmy
Waters), a fazag ruchomg jest mieszanina 3 mM 2-naftalenosulfonianu sodu i 1mM kwasu
ortofosforowego. Ze wzgledu na niedostepnos¢ rynkowag kwasu 2-naftaleosulfonowego o
odpowiednio wysokim stopniu czystosci zastosowatem sol sodows. Faza ruchoma pracuje przy
przeplywie 1 ml/min. Druga metoda wykorzystuje kombinowang, tréjmodutowa kolumng
Acclaim® Trinity™ [Zalacznik 13] umozliwiajaca rozdziat skladnikow kationowych,
anionowych i obojetnych tadunkiem w trakcie jednej analizy [Crafts et al., 2009]. W kolumnie
Acclaim® Trinity™ P1 (3.0 x 50 mm firmy Dionex) zastosowano jako fazy ruchome: roztwor
200 mM octanu amonu (pH=4) (faza A), wode¢ dejonizowang (faza B) i acetonitryl (faza C).
Fazy ruchome pracujg przy natezeniu przeptywu wynoszacym 0.7 ml/min w gradiencie: 5%
(A), 35% (B) i 60% (C) w zakresie czasu od 0 do 10 minut, a nastepnie 40% (B) i 60% (C)
migdzy 10. a 25. minuta.

W obu metodach detekcja radiochemiczna odbywa si¢ za pomoca detektora scyntylacyjnego
wyposazonego w krysztat CsJ (Bioscan). W przypadku metody wykorzystujacej mieszaning
roztwordw 2-naftalenosulfonianu sodu i HsPOg detekcja czystos$ci chemicznej rejestrowana jest
przy uzyciu detektora UV-VIS przy diugosci fali 297 nm. Metoda gradientowa prowadzi
detekcje chemiczng przy uzyciu detektora wyladowan koronowych (ang. charged aerosol
detector, CAD). Wybdér metody lezy po stronie Wytworni (zgodnie z ustawa Prawo
Farmaceutyczne Wytwornia jest podmiot wytwarzajacy radiofarmaceutyk). Pierwsza z metod
rejestruje sygnal choliny przy czasie retencji 9.5 minuty, o wysokiej granicy wykrywalnosci
(Rysunek 10.1). Z kolei druga z metod cechuje niska rozdzielczo$¢ — sygnat choliny jest
rejestrowany przy czasie retencji 1.2 minuty, a sygnat jonow sodowych, pochodzacych od soli
fizjologicznej (0.9% NaCl), bedacej sktadnikiem produktu, juz przy czasie retencji 1.8 minuty.
Relatywnie niska rozdzielczos¢ jest jednak rekompensowana dziesieciokrotnie lepsza

wykrywalnoscia (Rysunek 10.2).
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CHL140518A#6 [modified by HPLC, 1 peak manually assign UV_VIS 2

40 mAU WVL:297 nm

2-4,617

20—

4 - choline - 9,547

=20+
_407

-60

T 77 T T T T T T
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0

Rysunek 10.1. Chromatogram chlorku choliny o stezeniu 0.4 mg/ml.

200 PWZB140414A#1 [modified by HPLC, 3 peaks manually assign: CAD_1
OToA
1754 1-choline-1212
15,07 2 - sodium - 1,803
5-13,118
12,54
10’0{ 3 -chloride - 4,433 -1p,185
] 6 -14,533
7,54
5,0
2,57

n

2,0 \ I I l ‘
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

min

Rysunek 10.2. Chromatogram chlorku choliny o stezeniu 20 ug/ml.

Identyfikacja radionuklidowa

Identyfikacja radionuklidu zostata przeprowadzona w oparciu o cechy charakteryzujace jadro
promieniotworcze, takie jak energia promieniowania [Hine, 1967] oraz okres pottrwania

radionuklidu.
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Dla izotopu wegla-11 pasmem energetycznym o najwigkszej intensywnosci, wiec i najtatwiej
identyfikowalnym, jest pasmo 511 keV pochodzace od anihilacji pozytonéw. Natomiast
przewidywany czas pottrwania izotopu wegla-11 wynosi 20.4 minuty [Tabela radionuklidow

PhEur]. Charakterystyke rozpadu wegla-11 przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Charakterystyka rozpadu jgdra wegla-11.

Izotop T Rodzaj E Intensywnos¢ E Izotop
macierzysty | 2 rozpadu ' wzgledna* max pochodny
11 . + o 960.2 11
6C 20.38 min § 511 keV 99.8% ke\/ 5B

* Intensywnos¢ wzgledna oznacza jakiemu procentowi rozpadow danego izotopu (beta, alfa itp.) towarzyszy emisja

promieniowania gamma o podanej energii [Conti et al., 2016].

Analize widma energetycznego promieniowania gamma prowadzono za pomoca analizatora
wielokanatowego Raytest MUCHA zaopatrzonego w krysztat scyntylacyjny z NaJ o rozmiarze
3”x3” zastosowany jako detektor promieniowania. Widmo charakteryzuje si¢ dwoma
sygnatami typowymi dla izotopow, ktore ulegajg rozpadowi B*: sygnat o energii 511 keV
pochodzi od fotonéw powstatych w skutek anihilacji, a sygnat o energii 1022 keV to ,,sygnat
sumaryczny” wygenerowany przez losowe zdarzenie, jakim jest interakcja z krysztatlem
scyntylatora dwoch fotondéw anihilacyjnych w jednym czasie. Rysunek 10.3. przedstawia

widmo promieniowania gamma dla prébki [**C]-choliny.
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Rysunek 10.3. Widmo promieniowania gamma izotopu wegla-11.

Do wyznaczenia czasu pottrwania izotopu Ti2 wykorzystano aktywnosciomierz z komorg
jonizacyjnag ISOMED 1010 skalibrowany na izotop wegla-11. Pomiar aktywnosci powtarzano

pietnastokrotnie, co minute. Czas T12 obliczono z rownania [Serway et al., 2008]:

T, ——Ing —3t _ (10)

Ee

Ti2 — czas poOttrwania wytwarzanego izotopu [min],

gdzie:

dt — czas miedzy pomiarami [min],
A1 — aktywno$¢ koncowa (po zakonczeniu cyklu pomiaréw),

Ao — aktywno$¢ poczatkowa (w momencie rozpoczgcia pomiaru)

Czystos¢ mikrobiologiczna

Badanie czystosci mikrobiologicznej ma na celu okreslenie ogodlnej ilosci flory tlenowe;:
bakterii i grzyboéw oraz wykluczenie lub potwierdzenie obecnosci wybranych drobnoustrojow,
a odpowiednie wymagania dla danej grupy produktéw sa zdefiniowane w Farmakopei. W

przypadku preparatu radiofarmaceutycznego badana jest jego jalowo$¢ oraz zawartosc¢
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endotoksyn bakteryjnych (liposacharydow bedacych sktadnikami bton komoérkowych bakterii
Gram-ujemnych) [Rietschel et al., 1994]. Oznaczenia jatlowosci produktu sa zlecane do
akredytowanego laboratorium zewngtrznego. Parametr jalowo$ci preparatu do iniekcji jest
bardzo wazny z punktu widzenia bezpieczenstwa pacjenta, jednak ze wzgledu na czas inkubacji
prob mikrobiologicznych, niemozliwy do potwierdzenia przed medycznym uzyciem
radioznacznika, gdyz cata procedura trwa okolo miesigca (monitoring mikrobiologiczny
srodowiska wytwarzania na ptytkach sedymentacyjnych wymaga minimum 6 dni, natomiast
wyniki jatowosci preparatu radiofarmaceutycznego sa odsylane przez laboratorium
mikrobiologiczne zazwyczaj po trzech tygodniach). Dlatego w przypadku znacznikow PET
wazna jest prewencja w postaci okresowych badan higienicznych sprzgtu, pomieszczen oraz
personelu, biezacego monitoringu czysto$ci pomieszczen i urzadzen, zapewnienia klas
czystosci izolatora wykorzystywanego do rozdozowania, jak i utrzymania klas czystosci
pomieszczen produkcyjnych zgodnie z zaleceniami stawianymi przez rozporzadzenie Ministra

Zdrowia w sprawie [Zrodto 5].

Metodologia oznaczania endotoksyn jest przedstawiona w monografii dotyczacej [°F]-

fludeoksyglukozy [PhEurFDG] i jako taka zostata zastosowana do [*C]-choliny.

Jako dopuszczalny poziom endotoksyn bakteryjnych przyjatem limit przedstawiony w
monografii 1325 Farmakopei Europejskiej [PhEurFDG] wynoszacy <175 EU/dawke przy
maksymalnej dawce objetosciowej 10 ml na pacjenta (<17,5 EU/ml). Zawarto$¢ endotoksyn
bakteryjnych oznaczana byta metoda kinetyczng chromogenng LAL (ang. Limulus Amebocyte
Lysate test, LAL) przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS Endosafe® PTS™ firmy Charles
River. Odczynnikiem stosowanym w tescie LAL jest lizat amebocytow (komorek krwi)
skrzyptocza, jednego z przedstawicieli stawonogoéw (Arthropoda) nalezacego do gromady
starorakow (Merostomata) w podtypie szczekoczutkowcoéw (Chelicerata) o nazwie tacinskiej
Limulus polyphemus [Cooper et al., 2008], co jest zgodne z wytycznymi farmakopealnymi dla
tego oznaczenia [PhEurEndotoksyny]. Test ten polega na jednoczesnym pomiarze absorbancji
$wiatla widzialnego oraz czasu wybarwiania roztworu metodami spektrofotometrii UV-VIS
I okresleniu zaleznosci miedzy absorbancjg a stezeniem analitu, co pozwala wyznaczy¢
kinetyke reakcji enzymatycznej lipopolisacharydéw z lizatem amebocytozy skrzyptocza

przebiegajacej zgodnie z rownaniem Michaelisa-Mentena [Styer et al., 2009]:
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S
V = Vinax [SL (11)

1+Km
gdzie:
V — szybkos¢ reakcji enzymatycznej,
Vmax — maksymalna szybkos$¢ reakcji enzymatycznej,
[S] — stezenie substratu,
Km — stala Michaelisa,

Jak wynika z rownania (11), przy statym stezeniu enzymu (odczynnik LAL) na szybko$¢ reakcji

ma wplyw stezenie substratu.

Dzigki powstawaniu barwnego produktu reakcji endotoksyn z odczynnikiem LAL -
endotoksyny bakteryjne w reakcji z lizatem amebocytozy skrzyplocza dajg bowiem roztwor
o jasnozottym kolorze — szybkos$¢ reakcji w czasie pomiaru jest mozliwa do monitorowana.
Jednorazowa kaseta zawiera cztery kanaly pomiarowe: dwa do pomiaru probki oraz dwa
zawierajace referencyjng ilos¢ lipopolisacharydéw, odpowiednig dla zakresu pomiarowego
kasety. Kazdy =z kanalow kasety stanowi cel¢ spektrofotometrii  UV-VIS,
a pomiar wykorzystuje zalezno$¢ miedzy absorbancjg roztworu a stezeniem powstatego
produktu (prawo absorbcji, prawo Lamberta) [Silverstein et al., 2007]. Ostabienie natgzenia
wigzki $wiatta monochromatycznego po przejsciu przez jednorodny osrodek absorbujacy o

znanej grubosci wyraza si¢ wzorem (12):

I = Iyekbe (12)
Stad (13), (14):

In® =4 (13)

A = kbc (14)

gdzie:

lo — natgzenie wiazki §wiatta monochromatycznego padajacego na cele pomiarowa,
| — natgzenie Swiatla po przej$ciu przez celg,

A — absorbancja (zdolno$¢ osrodka do pochtaniania §wiatla),

k — wspotczynnik absorpcji,

C — st¢zenie absorbentu,
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Zalezno$¢ absorbancji A od stezenia ma posta¢ funkcji liniowej, a tym samym mozliwe jest
wyznaczenie krzywej kalibracyjnej. W oznaczeniach zawarto$ci endotoksyn bakteryjnych
korzystatem z dostepnych handlowo kaset (certyfikat analizy dostepny jest jako Zalacznik 14)
0 zakresie pomiarowym 0.1 — 10 EU/ml. Poniewaz matryca gotowego produktu
farmaceutycznego moze wpltywa¢ na wynik pomiaru dajgc falszywe wyniki, metodologia
[PhEurEndotoksyny] zaklada rozcienczenie probki. Wazne, zeby do tego celu uzy¢ wody
niezawierajacej endotoksyn (Farmakopea opisuje takg wodg jako wode BET (ang Bacterial
Endotoxins Test — test endotoksyn bakteryjnych). W rozdziale 2.6.14. Farmakopei Europejskiej
zostal zamieszczony wzor (15) do obliczenia maksymalnego dopuszczlnego rozcienczenia

(ang. MVD — Maximum Valid Dilution) [PhEurEndotoksyny]:

limit endotoksynxstezenie proby badanej (15)

MVD = )

gdzie:
A — stezenie odpowiadajace najnizszej wartosci zakresu pomiarowego kasety,

stezenie proby badanej — ma na celu uwzglednienie rozcienczen podczas przygotowania proby

innych niz rozcienczenie woda BET.

Na drodze préb 1 bledow, zaczynajac od analizy nierozcienczonego produktu poprzez
stopniowy wzrost rozcienczenia, okreslitem rozcienczenie robocze jako stukrotne, co
spowodowato zwigkszenie dolnego limitu oznaczalnosci kasety do 10 EU/ml. Préby o
mniejszym rozcienczeniu dawaly wyniki spetniajgce wyzej zatozone kryterium akceptacji, lecz
powodowaty negatywne wyniki testu wtasnego aparatu, przez co wynik nie mogl by¢ uznany

za wiarygodny.

Dla wszystkich wytworzonych serii otrzymatem wyniki zawarto$ci endotoksyn bakteryjnych

mieszczace si¢ ponizej dolnej granicy oznaczalnosci (< 10 EU/ml).

Oznaczanie pozostatosci rozpuszczalnikow

Resztkowe poziomy rozpuszczalnikow pozostatych po syntezie zostaly oznaczone metodami
chromatografii gazowej zgodnie z metodologia farmakopealng [PhEurResSolv]. Jednak
sposoby wyznaczenia niektorych parametrow, takich jak wspotczynnik podziatu (ang. split

ratio) i catkowite natezenie przeptywu gazu nosnego zostaly zmodyfikowane metodg prob
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i btedow, aby dostosowac je do sprze¢tu uzywanego w analizie oraz do jednoczesnego pomiaru
nieprzereagowanych substratow w jednym cyklu analitycznym. Ta modyfikacja jest istotna z
punktu widzenia kryterium czasochlonnosci procedury, co jest niezwykle waznego w

przypadku krotkozyciowych radionuklidow.

Metoda chromatografii gazowej zostata uwspolnionia tak, by byta uzyteczna nie tylko podczas
kontroli jako$ci [**C]-choliny, ale tez [*8F]-fluorocholiny. Poniewaz w czasie prac nad niniejsza
dysertacja opublikowana zostata monografia farmakopealna dotyczaca ['®F]-fluorocholiny
[PhEurFCH], metodologie analizy pozostato$ci nieprzerecagowanych DMAE oraz DBM
potraktowane zostaty jako punkt wyjscia dla procedur, ktére moglyby by¢ stosowane dla obu

zwigzkow wymiennie.

Oznaczanie DMAE i DBM zgodnie z wymieniong wyzej monografiag [PhEurFCH] wymaga
uzycia roznych kolumn i zastosowania innego gazu nosnego niz te bedace w statym uzyciu w
naszym laboratorium. Ze wzgledu na istotng role jaka odgrywa czas w kontroli jakosci
radiofarmaceutykow, zmiany kolumny i przypie¢ gazow w ogole nie wchodza w gre, natomiast
wyposazenie laboratorium w kolejny aparat jest kwestia kosztowna, gdyz wraz
z chromatografem gazowym niezbg¢dne jest doprowadzenie instalacji zasilajacych urzadzenie
w gazy (gaz no$ny oraz wodor i mieszanka powietrza syntetycznego N2:02 (80%:20%); V:v).
Co wiecej, podwojenie wyposazenia sprzetowego oznacza podwojenie Kosztow serwisow oraz
pracy personelu zwigzanej z utrzymaniem chromatografu w ruchu, jego okresowymi testami
i kalibracjami. Metoda laczaca w sobie uzyteczno$¢ oznaczania zawarto$ci pozostatych
rozpuszczalnikow oraz nieprzereagowanych DMAE i DBM zostala wigc opracowana
i opublikowana jeszcze przed publikacja wspomnianej monografii dotyczacej ['8F]-
fluorocholiny [Szydto et al., 2016].

Chromatograf gazowy Agilent 6850 z autosamplerem zostal wyposazony w kolumng
chromatograficzng dlugosci 30 metréow 1 Srednicy wewngtrznej 0.32 mm HP-Innowax
wypetniong filmem glikolu polietylenowego o grubosci 0.50 um [Zalgcznik 15]. W wyniku
adjustacji parametroOw pracy chromatografu ustalone zostaly: objetos¢ nastrzyku (wynoszaca
1 ul) i wspotczynnik podziatu (ang. split) w stosunku 5.0:1 (tzn. jedna czg$¢ na pieé
nastrzyknigtej proby zostaje skierowana na kolumng) przy catkowitym przeptywie helu
o czystosci 5.0 jako gazu no$nego wynoszacym 16 ml/min. Kolumna w trakcie rozdzialu
zwigzkow zawartych w kalibracji byta termostatowana w temperaturze 50°C, ze wzrostem do

250°C miedzy 6 a 16 minutg w celu oczyszczania kolumny i1 zabezpieczenia przed
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kontaminacjg probek analizowanych jako nastepne. Detekcja prowadzona byla przy uzyciu

detektora ptomieniowo-jonizacyjnego FID (ang. Flame lonization Detector).

Chromatogram roztworu kalibracyjnego o stezeniach 5000 pl/ml EtOH, 410 ul/ml MeCN, 240
ul/ml DBM oraz 2000 pl/ml DMAE, przedstawiony zostal na Rysunku 10.4. Zauwazalna jest
zdecydowanie duza szeroko$¢ poldwkowa sygnalu pochodzacego od DMAE i zachwiana
symetria tego sygnatu, jednak rutynowa praca z metoda, poprzedzona pomiarem roztworu
referencyjnego, potwierdzita wiarygodnos¢ analizy ilosciowej DMAE. Proby zmiany ksztaltu
sygnatu powodowaty naktadanie si¢ sygnatu DMAE 1 DBM lub przesunigcie czasu retencji na
czas wygrzewania kolumny, a tym samym naktadanie si¢ sygnalu DMAE z sygnatami
pochodzacymi od niezidentyfikowanych zwigzkéw uwalnianych z kolumny w czasie jej

oczyszczania.

FIDT &, (CHL_ 103D EF _GC 2015-08-12 12-57-58W002F 0201 .D)

Marm.

1
etanol

104

[us]
1
2833-
- DBEM

- acetonitryl

= 3.528
5.6
Vﬂam - DMAE

L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 3 4 ) g min

Rysunek 10.4. Chromatogram roztworu kalibracyjnego GC.

Czystosc radionuklidowa

Spektroskopi¢ gamma [Zappata et al., 2003] probki produktu koncowego znakowanego
weglem-11 w celu pomiaru czysto$ci radionuklidowej przeprowadzono przy uzyciu
spektrometru gamma Canberra-Packard wyposazonego w detektor germanowy o wysokiej
czystosci (ang. High Purity Germanium, HPGe). Pomiary spektralne wykonano dwa dni po
syntezie ze wzglgdu na bardzo duza intensywno$¢ linii energetycznej 511 keV (identyfikacja

linii jest mozliwa po wygaszeniu gtownego izotopu). Wada takiego podejscia jest brak
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mozliwosci oznaczenia zawartosci nuklidow o czasie poéltrwania krotszym, niz okres

poltrwania izotopu wchodzacego w sktad czasteczki badanego radioznacznika.

Czas rejestracji widma wynosit 180 minut, aby uzyska¢ wysoki stosunek sygnatu do szumu
(S/N), co przektada si¢ na wiarygodns¢ interpretacji widma. Objeto$¢ probki wynosita co
najmniej 1 ml. Widma analizowano za pomoca oprogramowania Genie 2000 — jest to pakiet,
w ktorym zaprogramowana jest zaréwno kalibracja energetyczna, pozwalajaca jednoznacznie
identyfikowaé sygnaly i przyporzadkowaé zestawy pasm energetycznych konkretnym
nuklidom (na podstawie stosunku ich intensywnos$ci), jak i1 kalibracja wydajnosciowa,
pozwalajaca na przeliczenie liczby zliczen na warto$¢ aktywnos$ci promieniotworczej na czas
zadany przez operatora. Dzigki temu wynik podany na raporcie [Zalacznik 16] wskazuje
warto$¢ aktywnosci kazdego z zidentyfikowanych nuklidow, umownie - na czas pomiaru

aktywnos$ci promieniotworczej analizowanej proby.

Rysunek 10.5. prezentuje widmo gamma produktu koncowego syntezy. Dysponujac
warto§ciami aktywnos$ci promieniotworczej zanieczyszcezen radionuklidowych oraz catkowitej
aktywnos$ci promieniotwodrczej analizowanej proby na czas jej przygotowania mozna okresli¢

procentowg zawarto$¢ zanieczyszczen radionuklidowych w produkcie Korzystajac ze wzoru:

Ay xi
Cyaxvi = 5106 x 100% (16)

gdzie:
CyAxi — zawarto$¢ zanieczyszczen radionuklidowych,
Ay axi — aktywnos¢ zanieczyszczen radionuklidowych [Bq] przeliczona na czas pomiaru proby,

Ao — catkowita aktywno$¢ badanej proby na czas jej pomiaru [MBq].
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11.  Wyniki

Wyniki — wytwarzanie radioznacznika [*!C]-cholina

Najszybszy wzrost aktywno$ci wegla-11 wytwarzanego w tarczy cyklotronu mial miejsce
W pierwszej minucie napromieniowania. Podczas pierwszych testow z wytworzeniem wegla-
11 (marzec 2013 roku) otrzymywatem do 2 GBq tego izotopu w czasie napromieniania ponizej
dwoch minut. Dane te nie zostaly wczesniej opublikowane. Nasycenie tarczy uzyskano po
okoto dwoch godzinach, przy aktywnosci promieniotworczej wegla-11 wynoszacej blisko 110
GBqg. Po przekroczeniu punktu nasycenia tarczy nastgpuje spadek aktywnosci. Wynika to
z nasycenia materiatu tarczowego i procesow rozpadu wegla-11. Proces rozpadu wegla-11 nie
umozliwia, tak jak w przypadku fluoru-18, utrzymania w tarczy cyklotronu rownowagi miedzy
liczba jader ulegajacych rozpadowi a liczba jader powstajacych na drodze substytucji proton-
neutron. Dzieki zwigekszeniu wydajnosci napromieniania materialu tarczowego, a wigc
dzi¢ki efektom optymalizacji procesu syntezy obejmujacej jednoczesne zmniejszenie
ciSnienia napelnienia tarczy i zwi¢kszenie natezenia wigzki protonow (Rozdzial 9),
otrzymano aktywno$¢ 77 GBq w czasie 25 minut napromieniania, co oznacza wzrost

aktywnosci 0 14% wzgledem wynikow wstepnych.

W zoptymalizowanych przeze mnie warunkach produkcji transfer z tarczy cyklotronu do
modutu wraz z putapkowaniem [*1C]-CO2 w objetosci sit molekularnych trwa okoto 5 minut.
Czas pracy modulu Mel PLUS™, od rozpoczecia uwalniania dwutlenku wegla-11 z sit
molekularnych do zakoficzenia destylacji [*C]-CHsJ wynosi okoto 11 minut.
Przedmuchiwanie sit molekularnych 0 temperaturze 250°C azotem
o natgzeniu przeptywu 15 ml/min pozwala na uwolnienie 85% do 90% zaabsorbowanej w nich
aktywnos$ci wegla-11. Reformulacja i zbieranie produktu w fiolce z produktem koncowym przy
uzyciu modutu ReFORM PLUS™, w zaleznosci od uzytego skryptu, wynosi 6 minut dla
metody ,,mokrej” i 4 minuty dla metody ,,suchej”. Podczas opracowywania skryptu dla
metody suchej mozliwe okazalo si¢ uwspolnienie poszczegolnych krokow skryptow
sterujacych praca tych modulow, co skrocito sumaryczny czas wytwarzania z 17 do 12
minut, co stanowi 25% wartoSci okresu péttrwania izotopu wegla-11. Wyniki identyfikacji
radionuklidowej (Tabela 8, podrozdzial ldentyfikacja radionuklidowa)  potwierdzity

powtarzalno$¢ procesu produkcyjnego i pozwolity zidentyfikowaé otrzymany radionuklid jako

100



wegiel-11 poprzez dopasowanie mierzonych parametréw charakterystycznych dla rozpadu tego

jadra wzgledem podanych wartos$ci granicznych.

Sumaryczne poréwnanie parametrow Wytwarzania dla trzech zmodyfikowanych przez mnie
metod produkcji [*C]-choliny: wykorzystujacej DMF, metody opartej na ,,zielonej chemii” i
metody suchej przedstawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Parametry wytwarzania [*'C]-choliny stosowane w kazdej z przedstawionych metod.

Parametr M.etoda EtOH Meto.da sucha (w fazie Metoda DMF
(zielona chemia) stalej)

Cisnienie napelniania 17 bar 17 bar 20 bar

tarczy

Natezenie wigzki na
40 pA 40 pA 30 pA

tarczy B H B

Wydajnos¢ pradowa 3.96 GBg/pA 3.96 GBq/pA 3.11 GBq/pA

h L L 200 pl na cykl
Tl0s¢ DMF N .
0S¢ uzytego Nie uzyto 1€ uzyto produkeyjny

10 ul Do 500 ul (osadzony na | 10 ul (rozpuszczony w

Ilo$¢ uzytego DMAE (rozpuszczony w Kartridzu HLB) DMF)
etanolu)

Wydajnosc¢* 9% 68% 23%

Czas trwania cyklu 17 min 12 min 17 min

produkcyjnego

* Wydajnos¢ obliczona jako stosunek aktywnosci promieniotworczej produktu na czas zakonczenia konfekcjonowania
wzgledem aktywnosci teoretycznej transferowanej z cyklotronu.

Przy tak dobranych parametrach wytwarzanie radionuklidu cechowalo si¢
niezawodnoscig i odtwarzalnoscia, a produkt koncowy wykazywal odpowiednia jakosé w

zakresie czysto$ci chemicznej, radiochemicznej, radionuklidowej i mikrobiologicznej.

Wyniki — kontrola jakosci

W mysl obowigzujacych w Polsce aktéw prawnych radiofarmaceutyki, jak wszystkie produkty
lecznicze, s dopuszczane do podania pacjentom wytacznie wtedy, gdy zostalty wytworzone w
warunkach kontrolowanych, sprawdzone zgodnie z

obowigzujagcymi u wytworcy

zwalidowanymi metodami, sg przechowywane w warunkach okreslonych dla danego produktu
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1 dopuszczone do uzycia przez kompetentng osobe. Dlatego procedury kontroli jakosci sg
wazng czescig procesu produkcyjnego. Operacje kontrolne obejmowaty kontrole czystosci
chemicznej, jak i czystosci radiochemicznej, identyfikacje nuklidows, kontrole czystosci
mikrobiologicznej oraz w zakresie pozostatosci rozpuszczalnikoéw wykorzystywanych w

procesie produkcyjnym.

W Tabeli 10 zostaly zebrane wyniki kontroli jakosci pieciu kolejnych serii produkcyjnych
[*!C]-choliny wytworzonych ,,metoda DMF”. Poréwnano je z kryteriami akcetacyjnymi.
Czystos¢ radiochemiczna, okreSlona metoda chromatografii cieczowej, przekroczyla

99%., a ilo$¢ zanieczyszczen radionuklidowych byla mniejsza niz 0.1%. Zawartos¢ etanolu

i dimetyloformamidu spelnila wymagania farmakopealne [PhEurResSolv], co
potwierdzono metoda chromatografii gazowe;.
Tabela 10. Wyniki kontroli jakosci serii wytworzonych metodg DMF.
Kryteria . . . . .
Test . Serial Seria 2 Seria 3 Seria 4 Seria b
akceptacji
pH 4,5-8,5 8,23 8,16 8,27 8,19 8,29
Klarowny, Klarowny, Klarowny, Klarowny, Klarowny, Klarowny,
Wyglad bezbarwny bezbarwny bezbarwny bezbarwny bezbarwny bezbarwny
roztwor roztwor roztwor roztwor roztwor roztwor
fggﬁ"sc <5000 pg/mL 425136 pg/mL | 3017.87 pg/mL | 3981.82 pg/mL | 3964.24 pg/mL | 3682.47 pg/mL
Zwarto$¢ DMF < 880 pg/mL 717.62 pg/mL 730.56 pg/mL 662.97 ng/mL 877.21 pg/mL 710.29 pg/mL
g‘l‘\j&g"sc 100 pg/mL 36.1 pg/mL 34.7 pg/mL 35.2 pg/mL 35.4 pg/mL 32.8 pg/mL
&6 11 i
Czystos¢ [*Clcholina 99.09% 99.36% 99.20% 99.32% 99.30%
radiochemiczna >95%
ldentyfikacja
promieniowania | 511+ 10 KeV 511 keV 512 keV 514 keV 514 keV 510 keV
gamma
Czystos¢ >99,9% >99.9% > 99.9% > 99.9% > 99.9% > 99.9%
radionuklidowa
Okres
péltrwania 19.9-20.9 min 20.3 min. 20.3 min. 20.3 min. 20.4 min. 20.2 min.
izotopu
Zawartosé
endotoksyn <17.5 EU/mL <10 EU/mL <10 EU/mL <10 EU/mL <10 EU/mL <10 EU/mL
bakteryjnych
Jalowosé Jalowy Jatowy Jatowy Jatowy Jatowy Jatowy

Roéznice miedzy synteza ,,mokrg” z prekursorem rozpuszczonym w DMF lub EtOH oraz
syntezg ,,suchg”, w ktorej prekursor zostat osadzonym na wktadzie HLB, przedstawiono w
Tabeli 11. Obejmujg one czystos¢ chemiczng (brak DMF) oraz roznice w stezeniach
nieprzereagowanego prekursora i pozostatosci etanolu. Dla pozostatych parametréw otrzymano
wartosci zblizone do wynikow uzyskanych dla produktu wytworzonego metoda DMF.

Zaobserwowano natomiast znaczaca réznicg w stezeniu etanolu miedzy syntezami ,,mokrg” i
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,,suchg”, co wynika ze zmian w skrypcie. Czas przeptywu etanolu przez kartridz HLB zostat
wydtuzony z 50 sekund do 75 sekund, co umozliwilo doktadniejsze usunigcie etanolu.
Wydluzenie ,,etapu etanolu” w skrypcie, z jednoczesnym skroceniem czasu trwania calego
skryptu, bylo mozliwe dzieki przyspieszeniu takich etapow, jak plukanie kartridza HLB
poprzez uzycie dwéch porcji wody po 5 ml, zamiast jednej porcji 10 ml. Podzial objetosci
na dwie mniejsze czeSci skutkuje obnizeniem ciSnienia wstecznego w kapilarach, co

zapewnia szybszy przeplyw.

Tabela 11. Poréwnanie roznic parametrow jakosciowych pomigdzy metodami.

Parametr Metoda DMF Metoda EtOH Metoda sucha
(“zielonej chemii”) (w fazie statej)
Zawartos¢ DMAE 36.1 ug/ml 20.2 pg/ml 70.1 pg/ml
Zawartosc etanolu 2.93 mg/ml 2.24 mg/ml 0.58 mg/ml
Zawartos¢ DMF < 0.7 pug/mil - -

12. Podsumowanie

Badanie diagnostyczne PET/TK z uzyciem choliny znakowanej weglem !C jest warto$ciowym
badaniem w ocenie zaawansowania raka gruczotu krokowego. Obecne metody obrazowania
(w tym ultrasonografia przezodbytnicza, rezonans magnetyczny, tomografia komputerowa
i skanowanie kos$ci) wykazujg bowiem stabe wyniki w diagnostyce i ocenie zaawansowania tej
choroby. [*'C]-cholina wydaje si¢ rowniez otwieraé obiecujaca droge do badania zaburzen
genetycznych zwigzanych z przemianami metabolicznymi proceséw bazujacych na szlakach

syntetycznych zwigzanych z choling [Matdyk et al., 2014].

Celem nadrzednym pracy bylo nie tyle opisanie procesu wytwarzania [*'C]-choliny, ile
potrzeba dostosowania warunkow produkcyjnych do wymagan stawianych wytworcom
dazacym do rejestracji tego radiofarmaceutyku jako produktu leczniczego a nast¢pnie skupienie
uwagi na korzystnym zoptymalizowaniu procesu jego wytwarzania — poprzez zwigkszenie
wydajnos$ci syntezy przy jednoczesnym uzyskaniu wysokiej czystosci chemicznej (brak DMF)

oraz zredukowaniu nieprzereagowanego prekursora.

Proces wytwarzania [*!C]-choliny oparty na ,,metodzie DMF” (a wigc bez optymalizacji)
umozliwia przygotowanie do o$miu dawek radioznacznika do stosowania klinicznego, podczas
gdy calkowity czas wymagany do wytworzenia jednej partii radiofarmaceutyku (wraz z

kontrolg jako$ci) wynosi okoto jednej godziny. Czystos¢ 1 jakos¢ otrzymanego
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radiofarmaceutyku sg wystarczajace, aby bezpiecznie podawa¢ go pacjentom. Produkcja jest
réwniez bezpieczna dla operatora — ze wzgledu na krotki okres pottrwania wegla-11, skazenie
radiologiczne w komorze izolatora jest zredukowane do bezpiecznego poziomu w ciagu dwoch
godzin, co pozwala na wytworzenie trzech serii na dzien roboczy z tgczng liczbg 24 dawek

[**C]-choliny.

Zastosowane zostaly dwa podej$cia do usprawnienia procesu produkeji [1*C]-choliny
wzgledem metody DMF: metode wykorzystujaca etanol, jako ,,zielony” rozpuszczalnik,
i synteze ,,metoda suchy”, w ktorej DMAE jest osadzony na zlozu kartridza Oasis HLB
plus. W syntezie ,,zielonej” pozostatosci prekursora DMAE sa najnizsze, z kolei synteza
w fazie statej okazata si¢ skuteczna w znacznym zwickszeniu wydajnosci procesu, a czas
syntezy byt najkrotszy (Tabela 11, Rozdziat 11). Niestety, zawartos¢ prekursora DMAE w
produkcie koncowym okazala si¢ wyzsza niz w dwodch ,metodach mokrych”,
wykorzystujacych rozpuszczalniki organiczne w celu wprowadzenia prekursora do srodowiska
reakcji. Chociaz jest to zwigzek nietoksyczny i stosowany jako dodatek zywieniowy, moze
konkurowa¢ z wychwytem [1!C]-choliny przez komorke [Reischl et al., 2004]. Nie mniej, jego
st¢zenie pozostaje ponizej wymagan Farmakopei Europejskiej [PhEurFCH], przez co ,,metoda
sucha” wydaje si¢ by¢ jak najbardziej godna polecenia laboratoriom cyklotronowym. Obie

powyzsze metody umozliwiajg catkowitg eliminacj¢ DMF.

Stosowanie DMF jako rozpuszczalnika prekursora byto pionierskim sposobem syntezy
[1*C]-choliny. Jednak pomimo rozsadnej wydajnoséci wskaznika promieniotworczego, stezenie
rozpuszczalnika pozostaje na niebezpiecznie wysokim poziomie, co sprawia, ze jest to metoda
potencjalnie ryzykowna. Zastapienie tego rozpuszczalnika etanolem czyni produkt duzo
bezpieczniejszym dla pacjentéw, ale niska wydajnos¢ radiochemiczna moze zniechgcad
wytworcow ze wzgledu na stosunek kosztéw do korzysci. Zatem przeniesienie Srodowiska
reakcji do fazy stalej wydaje sie by¢ najbardziej skutecznym sposobem zwigkszenia liczby
dawek radioznacznika do 12 na parti¢, jednoczesnie czynigc go bezpieczniejszym dla

pacjenta bez utraty wlasciwosci diagnostycznych.

W 2017 roku opublikowana zostata monografia farmakopealna opisujaca kontrole jakoSci
[*®F]-fluorocholiny [PhEurFCH]. Ze wzgledu na istotne roznice miedzy obydwoma
radioznacznikami, jedynie metodologia kontroli zawartosci DMEA moze zosta¢ wykorzystana
w systemie QA/QC [*!C]-choliny. W monografii podano limit zawartosci nieprzereagowanego

DMAE w produkcie koncowym (1,0 mg na dawke) — wczesniej limit ten pozostawat
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nieokreslony. Wszystkie techniki opisane w niniejszej pracy speiniajg ten limit, co zostalo

przedstawione w Tabeli 11.

Shao et al. [Shao et al., 2011] odrzucili zastosowanie hydrofobowego kartridza SPE na bazie
krzemionki (jak C18 czy HLB plus) prowadzac syntez¢ na pojedynczym kartridzu
kationowymiennym (Sep-Pak CM-Light), argumentujac to nizszym ci$nieniem wstecznym
w kapilarach modutu syntezy. O ile nizsze ci$nienie wsteczne moze skroci¢ czas syntezy,
zwigkszajac jej wydajnos$¢ na czas zakonczenia (ang. End Of Synthesis; EOS), o tyle uzycie
dwoéch kartridzy w ulozeniu szeregowym powinno da¢ wyzszy poziom oczyszczania ze

wzgledu na roznice mechanizmow sorpcyjnych miedzy tymi dwoma kartridzami.

13.  Przysztosc radiofarmaceutykow

W ostatnich latach coraz powszechniejsza staje si¢ koncepcja medycyny celowanej czy tez
medycyny spersonalizowanej, a wigc zindywidualizowanego, nakierowanego na konkretnego
pacjenta podej$cia do diagnostyki i terapii. Ta koncepcja w medycynie nuklearnej znana jest
jako teranostyka (nazwa ta powstala z potaczenia stow terapia i diagnostyka). W terapii
teranostatycznej stosowany jest biologicznie czynny radiofarmceutyk wytwarzany w oparciu
0 pary radionuklidow 0 podobnych lub identycznych wtasciwosciach chemicznych, lecz
bedacych emiterami réznego rodzaju promieniowania. W fazie diagnostycznej podejscia
teranostycznego pacjentowi podaje si¢ wersje radiofarmaceutyku znakowana radionuklidem
emitujagcym promieniowanie gamma w celu diagnostycznego scyntygraficznego zobrazowania
zmiany nowotworowej. W fazie terapeutycznej pacjent otrzymuje radiofarmaceutyk
znakowany emiterem beta lub alfa, jak ma to obecnie miejsce w gliwickim oddziale CO-I
z zastosowaniem peptydu DOTATATE (analogu somatostatyny) w celu diagnostyki i leczenia
guzow neuroendokrynnych (NET) [Werner et al., 2015]. Z perspektywy historycznej koncepcja
lezaca u podstaw strategii teranostycznej jest dobrze znana w medycynie nuklearnej i stanowita
podstawe wielu procedur obrazowania jadrowego stosowanych obecnie w praktyce klinicznej.
Na przyklad, radioznakowane peptydy sa obiecujaca klasa zwigzkéw juz od ponad 20 lat
[Schwaiger et al., 2011], [Hamburg et al., 2010], [Funkhouser, 2002], a specyficzny dla prostaty
antygen blonowy PSMA (ang. Prostate Specific Membrane Antigen) jest obiecujacym celem
diagnostyki obrazowej i ukierunkowanej terapii radionuklidowej (teranostyki) raka prostaty

ijego przerzutow [Rahbar et al., 2018]. Antygen PSMA znakowany izotopem B moze si¢ takze
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sta¢ konkurencyjnym znacznikiem dla znacznikéw cholinowych ze wzgledu na wyzsza czutosé

i specyficznos¢ [Szydto et al., 2018].

Procedury syntezy [%8Ga]-PSMA i analogéw choliny réznia sie. W przypadku znacznikow
cholinowych proces syntezy prowadzony jest wieloetapowo i wymaga zastosowania licznych
odczynnikow jako reagentow, rozpuszczalnikow czy katalizatorow, w tym na przyktad takich
jak  dibromometan (DBM) czy kryptofix® 222, uzywanych w  syntezie
[*®F]-fluorocholiny. Sa one toksyczne i stwarzaja trudnosci podczas prac laboratoryjnych,
a ich potprodukty znajdujg si¢ w fazie gazowej [Krasikova, 2007]. Zmusza to do instalowania
kosztownych systeméw dekontaminacji powietrza z gazoéw radioaktywnych. Z kolei zwiazki
uzywane podczas znakowania PSMA galem-68 sg tatwe w operowaniu i nie wymagaja

specjalnych warunkéw, a sam proces charakteryzuje si¢ wysoka wydajnoscia.

Fluor-18 i wegiel-11, stosowane w produkcji radiofarmaceutykéw cholinowych sg wytwarzane
w tarczach cyklotronu, ktorego idea dziatania i budowa zostaty opisane w rozdziale 6. Cho¢
akcelerator (wraz z utrzymaniem) jest kosztowny, to jednak pozwala na wytwarzanie izotopow,
zwlaszcza fluoru-18, o zdecydowanie duzej aktywnosci z pojedynczego cyklu produkcyjnego.
W przypadku [®3Ga]-PSMA izotop galu-68 ma okres pottrwania 62 minuty. Izotop ten
otrzymywany jest z generatora ®3Ge/*®Ga w postaci chlorku galu-68. Generator ten moze by¢
w uzyciu nawet kilka miesiecy i umozliwia nawet do dwustu elucji. Synteza [%3Ga]-PSMA jest
prostym procesem, bez skomplikowanych operacji jednostkowych [Nanabala et al., 2016].
Krotki okres pottrwania galu-68 pozwala na czgste eluowanie generatora w ciggu dnia, ale w
poréwnaniu z radioznacznikami opartymi o choline, pojedyncza synteza [%®]Ga-PSMA pozwala
na diagnostyke co najwyzej trzech pacjentow z jednej szarzy produkcyjnej. Waznym
parametrem w poréwnywaniu obu zwigzkow jest czas syntezy. Synteza [*®F]-FCH trwa okoto
90 minut, natomiast czas syntezy [*®Ga]-PSMA wynosi tylko 15 minut, podobnie jak czas
syntezy [1*C]-choliny. Co wazne, w przypadku [®8Ga]-PSMA pacjent otrzymuje nizsza dawke
niz w przypadku podania radioznacznika cholinowego, cO ma znaczenie z punktu widzenia

ochrony radiologicznej [Giesel et al., 2017].

Obecny kierunek zainteresowan zwigzanych z wdrazaniem nowych radiofarmaceutykéw
skutkuje bardzo szybkim tempem opracowywania kolejnych znacznikow PET. Efektem tego
trendu jest opracowanie mi¢dzy innymi preparatu o nazwie handlowej Axumin®, ktdrego
substancja czynna jest fluciclovine [*8F], czyli kwas anti-1-amino-3-[‘8F]-fluorocyklobutan-1-
karboksylowego ([*®F]-FACBC) [EMA], [Filipek]. [*®F]-FACBC jest syntetycznym
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aminokwasem [Rysunek 13.1] charakteryzujacym si¢ wysokim wychwytem w proliferujgcych

komorkach nowotworowych, np. raka stercza [Sorensen et al., 2013].

H NH,
18p COCH;

Rysunek 13.1. Wzér strukturalny [*®F]-FACBC.

Synteza [*8F]-FACBC jest procesem trzyetapowym. W pierwszym etapie nastepuje
znakowanie prekursora izotopem fluoru-18, nastgpnie ma miejsce usunigcie z prekursora grup
zabezpieczajacych. W trzecim etapie [*8F]-FACBC jest oczyszczany na kolumnach SPE
i kolekcjonowany w fiolce na produkt koncowy. Prekursorem uzywanym w procesie jest ester
etylowy  kwasu  syn-1-(N-(tert-butyloksykarbonylo)amino)-3-(trifluorometanosulfonylo)
cyklobutano-1-karboksylowego (Rysunek 13.2). Fluor-18 jest podstawiany do czgsteczki
prekursora zgodnie z mechanizmem substytucji SN2, w wyniku ktérej czasteczke opuszcza

reszta kwasu trifluorometanosulfonowego.

NHBoc
TfO W
COOEt
Rysunek 13.2. Wzor strukturalny czgsteczki prekursora.

Hydroliza grup zabezpieczajacych odbywa si¢ w dwoch krokach. W pierwszym kroku
hydrolizowana jest grupa estrowa przy uzyciu 2M NaOH, w drugim kroku grupa
tert-butyloksykarbonylowa przy uzyciu 4M kwasu solnego. Wedlug danych opublikowanych
w patencie proces zajmuje 43 minuty, a wydajnos¢ radiochemiczna wynosi okoto 62%

[PatentSwarm].

Znacznik [*8F]-FACBC okazuje sie skuteczniejszym narzedziem diagnostycznym w zakresie
wykrywalnos$ci ognisk raka prostaty wzgledem znacznikéw cholinowych, jednak nie tak
skutecznym jak [#8Ga]-PSMA, ktory z trzech omowionych ma najlepsze wyniki diagnostyczne
wsrdd pacjentdOw z nawrotem raka prostaty oraz przerzutami do wezidw chionnych [Nanni et

al., 2015] [Calais et al., 2018].
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14.Wnioski

1. Modyfikacje warunkow syntezy [''C]-choliny umozliwiaja zwi¢kszenie nawet
0 30% liczby dawek tego radiznacznika do stosowania Kklinicznego. Wsrod
czynnikéw decydujacych o wzro$cie wydajnosci procesu syntezy nalezy wymienié
pierwsze w kolejnos$ci podwyzszenie natezenia pradu wyjscia na etapie wytwarzania
izotopu w tarczy cyklotronu, co pozwala na zwigkszenie aktywno$ci promieniotworczej
0 blisko 15%. Nastepnie, uzycie kartridza SPE zamiast stosowania rozpuszczalnikow
organicznych celem wprowadzenia prekursora do reakcji oraz modyfikacje skryptu
sterujacego modutem syntezy na etapie reformulacji. Modyfikacje te wynikaja
bezposrednio z pominigcia fiolki reakcyjnej i skierowania destylatu z modutu Mel+ na
kartridz SPE zawierajacy prekursor. Taki zabieg pozwolit zoptymalizowac czas trwania
kolejnych krokow skryptu, a to z kolei przetozyto sie na skrocenie catego etapu o pigé

minut, tzn. o czas réwny az 1/4 czasu poéitrwania izotopu wegla-11.

2. Proces jest w pelni zautomatyzowany, a parametry jakoSciowe dawek
radiofarmaceutycznych do uzytku klinicznego spelniaja, a nawet przewyzszaja
ustalone kryteria kontroli jakos$ci. Zarowno metoda ,,zielonej chemii” jak i metoda
»sucha” pozwalajg na catkowita eliminacj¢ DMF. Kazda z przedstawionych metod
(zoptymalizowane jak i bez optymalizacji) pozwalaja otrzymywaé produkt jalowy,
apirogenny, spetniajacy wymagania stawiane produktom leczniczym podawanym
dozylnie. Jednak to synteza [*'C]-choliny w fazie stalej pozwala na najwyzsze
uwolnienie produktu przy jednoczesnie najkrotszym czasie syntezy zachowujac

tym samym kryterium ekonomiczne.

3. Cho¢ zawartos¢ nieprzereagowanego prekursora DMAE w produkcie koncowym
jest wyzsza w metodzie ,,suchej” niz w przypadku obu technologii ,,mokrych”, to

jednak nadal spelnione sa wymagania farmakopealne.

4. Opracowano i zoptymalizowano system QA/QC syntezy ['!C]-choliny. Dzigki
potaczeniu  mozliwo$ci  oznaczania  pozostatosci  rozpuszczalnikow  oraz
nieprzereagowanego prekursora podczas jednej analizy metoda chromatografii gazowej
zoptymalizowane zostaly kryteria zar6wno czasochtonnosci kontroli jakos$ci, jaki

i Kryteria kosztowe tego systemu.
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5. Optymalizacja parametrow syntezy [''C]-choliny pozwolila na zapewnienie
niezawodnych i odtwarzalnych warunkow wytwarzania radionuklidu, a produkt
koncowy wykazywal odpowiednia jako$S¢ w zakresie czystosci chemicznej,
radiochemicznej, radionuklidowej i mikrobiologicznej. Uzyskany radioznacznik
pozwala na skuteczne monitorowanie szlakow metabolicznych wykorzystujacych

choling, jak w przypadku procesow proliferacji komorek nowotworowych raka stercza.

6. Poza aspektami medycznymi, produkcja [*!C]-choliny wedlug metod opisanych
W niniejszej dysertacji niesie za soba rowniez korzysci biznesowe, jak na przyklad
zmniejszenie kosztu wytworzenia dawki diagnostycznej i mozliwos¢
przeprowadzenia wiekszej liczby badan w ciagu dnia, co daje temu znacznikowi
bezdyskusyjna przewage nie tylko nad jego fluorowym analogiem, ale réwniez nad

stosowanym od niedawna w procedurach klinicznych znacznikiem [*8Ga]- PSMA.

7. Centra PET posiadajace cyklotron wyposazony w tarcze do produkcji wegla-11,
moga rozwazy¢ wdrozenie produkcji [!C]-choliny, ktérej wlasciwosci
diagnostyczne sa lepsze niz analogu znakowanego izotopem fluoru-18, a ilosci
dawek terapeutycznych uzyskanych z serii produkeyjej sa znaczie wieksze niz
w przypadku znakowanego izotopowo antygenu blonowego [#8Ga]- PSMA.
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15.Streszczenie/Abstract

Streszczenie
Praca podsumowuje kolejne etapy prac nad optymalizacjg syntezy radioznacznika PET

znakowanego izotopem wegla [11C] i nad systemem kontroli jego jakosci.

Znaczenie [*C]-choliny jako markera PET/TK zostalo obszernie opisane jako skutecznego,
cho¢ nadal nieobecnego w farmakopeach polskiej i europejskiej znacznika stosowanego do
obrazowania zmian nowotworowych. Wytwarzanie tego radiofarmaceutyku stwarza znaczne
trudnos$ci techniczne. Przede wszystkim chodzi tu o krotkie okresy poéttrwania i obecnosé
dimetyloformamidu (DMF) jako resztkowego rozpuszczalnika. Podczas gdy straty wynikajace
z rozpadu radionuklidu mozna zminimalizowaé przez skrocenie czasu trwania procesu,
najlepszym rozwigzaniem dla zmniejszenia zawartosci DMF jest jego eliminacja ze srodowiska

reakcji.

W niniejszej pracy poréwnano dwie zoptymalizowane technologie syntezy [*'C]-choliny:
oparta na ,,zielonej chemii” (z etanolem jako ,,zielonym” rozpuszczalnikiem) i syntez¢ na
sucho, z metodg oparta na DMF. Synteza w fazie statej okazata si¢ najbardziej skuteczna w
catkowitej eliminacji DMF, jej koncowe uwalnianie byto najwyzsze, a czas syntezy najkrotszy.
Zoptymalizowana synteza doprowadzila do powstania pozadanego znacznika
promieniotworczego o wysokiej wydajnosci radiochemicznej (65% =+ 3%) w krotkim czasie
produkcji (12 minut) 1 resztkowym prekursorze w produkcie koncowym na poziomie
ponizej100 pg/ml. Mozliwe byto zwigkszenie wydajnosci pradowej o niemal 30%, co
spowodowato zwigkszenie aktywnosci o 9 GBq po 40 minutach napromieniania materialu
tarczowego. Kazda partia testowa speiniala wszystkie standardowe wymagania kontroli
jakosci, a poziomy resztkowego DMEA byty ponizej limitow opublikowanych w ostatniej

monografii Farmakopei.

W pracy nakreslono takze kierunki rozwoju badan nad radiofarmaceutykami nowej generacji —
takimi, ktore nakierowane sg konkretny problem diagnostyczny, u konkretnego pacjenta, a wigc

wpisujacymi si¢ w koncepcje teranostyki.
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Abstract
The work summarizes the subsequent stages of optimization of the synthesis of ['!C]

radiolabelled PET tracer and on the quality assurance and control systems.

The importance of [!C]-choline as a PET/CT marker has been extensively described as an
effective, although still absent in Polish and European pharmacopoeia tracer used for imaging
cancerous lesions. The production of this radiopharmaceutical creates considerable technical
difficulties. First of all, it is about short half-lives and the presence of dimethylformamide
(DMF) as a residual solvent. While losses due to radionuclide degradation can be minimized
by shortening the duration of the process, the best solution to reduce DMF is to eliminate it

from the reaction environment.

The current work compares two optimized [*C]-choline synthesis technologies: the process
based on "green chemistry" (with ethanol as the "green" solvent) and dry synthesis, with a
method based on DMF. The solid phase synthesis proved to be the most effective in the
complete elimination of DMF, its final release was the highest and the synthesis time was the
shortest. Optimized synthesis led to the desired radioactive label with high radiochemical
efficiency (65% =+ 3%) in a short production time (12 minutes) and a residual precursor in the
final product less than 100 pg/ml. It was possible to increase saturation efficiency by almost
30%, which resulted in an increase in activity by 9 GBq after 40 minutes of transmission. Each
test batch met all standard quality control requirements, and residual DMEA levels were below
the limits published in the latest Pharmacopoeia monograph.

The directions for the development of research on new generation radiopharmaceuticals have
also been outlined in the dissertation — first of all those that address a specific diagnostic
problem in a particular patient, and thus fit into the concept of teranostics.
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Imtroduction

Medical imaging using the positron emission tomography method has
been proven to be a unigue tool in cancerdiagnaosis due to its sensit ity and
specificity [1L Despite being a relatively new diagnostic method in Poland,
PET's popularity continues to grow due to the application of a wide range of
passible PET tracers, alsooutside the oncology field.

In PET imaging, [*FFFDG (fluorodeoxyglucose) was one of the first trac-
ers gdescribed, and it is still the most popular one due to its high sensitivity
to neoplastic processes. Howeser, its value is limited in diagnosing cancers
characterised by kow glucose metabolism, for esample prostate cancer [2)
the most commonly diagnosed cancer among men and the second [after
lung cancer) most comman malignant cause of death. Beside Fluorine-18,
tracers containing Gallium-68 [3, 4L, lodine-124 [5), or Carbon-11 are also
widely used. The carbon atoms are present in the construction of 2l most
all biokgically active compounds. Therefore, the use of isotope Carbon-11
allows the construction of an extremely rich group of PET tracers. ["Clme
thioning, [*C)-acetate, and [*C)chaline are the most popular ones [6-81
Howaver, ["Cl-DAS B used in imaging of serotonin transporters (SERT) (9] and
[*CFRaclopride, which is applied in imaging of the post-synaptic receptors of
dopamine [10], and many others [11] are worth noting.

Increased phospholipid synthesis and increased uptake of choline have
been associated with cell proliferation and the transformation process that
oocurs in tumour cells. | happens because choline is imeobved in the syrthe
sis of structural components of cell membranes, as well as modulation of
trans-membrane signalling [12].

[*C)-choline tracers were revealed to be especially useful in early-state
prostate cancerdiagnostic imaging [13). Although imaging with this tracer is
a high-cost procedure dueto the short half-life of this agent and the require
ment of its on-site production, choline PET/CT can detect both bone and
soft-tissue metastases with a single examination, making it cheaper.

This study was focused on the key stages of the synthesis and guality
control of [*Clcholine The use of this tracer in PET imaging is very vast.
However, its production can be a challenge for manufacturers because it has
not yet been described in Polish or European p harmacoposia.

it is alsoworth noting that in 2012 [*C)-choline was approved by the LS
Food & Dirug Administration (FDA) forclinical use.

Material and methods

The procedure of [*Clcholine production fulfils the Guidelines on Good
Radiopharmacy Practice issusd by the Radiopharmacy Committee of the
EANM [European Association of Muclear Medicine) [14] Its general asperts,
provided by Hockley et al (15, have been developed and presented in detail
togetherwith the quality-assurance procedures.
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Isotope production

The starting point of the production of Carbon-11-la-
belled radiopharmaceuticals is the *N(p,a)*C ruclear re-
action [16] — it takes place on the gaseous target of the Cy-
clone 18/9 (IBA) cyclotron with protons of 18 MeV energy.

The radioisotope is produced by protonimadiation (tar-
get current = 38 pA) of a gas N/O, mixture (the nitrogen
target gas contains 0.5% oxygen, filling pressure equals
19 bar) with the proton beam energyof 18 MeV. The in-tar-
get activity of ["C}-CO, peaks at 20-25 minutes of beam
time, yielding 68 GBq.

Synthesis of ["'C} methyl iodide

The [*CHCO, produced in a cyclotron is trapped on the
molecular sieve of the synthesis module. To increase their
efficiency, the molecular sieves are conditioned. This pro-
cess imvolves removing moisture from the filling volume
by heating it to a temperature of 250°C and simultane-
ously purging with nitrogen. The first conditioning should
last 60 minutes, and before each subsequent use of the
molecular sieves, the conditioning can be shortenad to

20 minutes. The Bioscan synthesis module is used for
preparation of ["Clcholine. It consists of the Mal-PLUS™
unit adapted for the synthesis of [**C}-methyl iodide and
the Reform-PLUS™ unit in which the ["C}-CH_| precursor’s
synthesis, isolation, purification, and final product collec-
tion take place The modules are installed in hot cells to de-
crease the operator's exposure to ionising radiation. Since
Carbon-11 is produced in the form of a gaseous [*C}-carbon
dioxide, the chamber is adapted to collect potentially ra-
dioactive air from inside of the chambers.

The release of ['C}-CQ, into the reaction vial is per-
formed identically as the conditioning: by heating the
molecular sieves of the Mel PLUS™ unit to a temperature
of 250°C for 90 seconds while purging the sieves with
a nitrogen gas flow of 15 mi/min. Using a vial, P*CJ-CQ,
is reduced to methanol with LiAlH, in a tetrahydrofuran
(THF) environment. After the evaporation of THF from the
reaction mixture, a 57% solution of hydriodic acid is added
to the reaction vial - it reacts with [°C}-Me0OH and forms
[*C}-CH| [17] Figure 1 shows the radioactivity and oven
temperature changes taking place during the subsequent
stages of the ["C}-Mel synthesis.
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Fig. 1. System acivity and oven Temperarure changes during Mel syntnesis
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[*C]CH | distillation and reaction with the
precursor

The [%C}-methyl indide distilled from the Me PLLS™
unit is then transported into the vial by a constant flow
of nitrogen (10 ml'min). The vial, which is a part of the
ReFORM PLUS™ kit, contains the precursor, dimet bydami-
nosthanol (D MAE) dissolved in dimet hylformamide (DM F)
in the ratio of 10 pl DAMAE - 200 pl DMF. The reaction of
["CH-CH,| with DMAE takes place almost instantaneously
at room temperature, according to the formula [18):

a Ic"ll_
H,cf"w’“”*l"c}w—'-

nr CH
H"‘c'i.l"_l
M 1
rd

H,C

(1
Competitive reactions with water, saline, or ethanal
may also take place because methyl iodide is highly reac-
tive Such reactions are facilitated by the diffusion of the
mentioned reagents into the ReFORM PLUS ™ tubing as-
sembhy. Thus, the vales of the ReFORM FLUS™ kit =should
be carefully checked and closed. The reagents may be
loaded after double-checking the valves.

Isolation and purification of [**C]-choline

The isolation and purification process is a four-step
procedure conducted by the ReFORM PLUS™ unit. First,
1milof ethanolis added to the reaction vialto homogenise
the mixture Afterward, the whole mixture is extracted to
solid phase on a cation exchange resin [Sep-Pack Aocell
Plus CM; Waters [B]). As the ionic compound, [C)-choline
is captured by the SPE column, and the emaining com-
ponents of the reaction mixture are removed. To confirm
the proper purification of the product, especially from the
insoluble substances present in organic soleents, the SPE

column should be washed twice with & ml of water The
final product is released from the SPE column wsing 09%
saline solution and collected in a sterile, pyrogen-fres
vial with septum enclosure after the previous filtration
on a 0.22-um membrane sterile filter. Figure 2 shows the
changes ofthe system radioactivity during the reformula
tion process,

In our first attempts at the synthesis of ["Cl-choline
a SPE S0¢ Maxi-Clean (Alttech) column was used instead
of a Sep-Pack Accell Plus CM. However, the product could
not be released from 56 Maxi-Clean cartridge with saline

In a series of eeven subsequent approaches [*C)-cho-
line was obtained with the yield up to 20%, as measured
relative to the activity of ["CHC0, captured on molecular
Sigves.

The synthesised and purified product is a sterile, colour-
less solution of pH 7.5-8.5. Its sterility is determined byan
aocredited laboratong

Quality control

The Polish and European Pharmacoposia do not pro-
vide any guidelines on [Ccholine quality control. How-
ever, some guality parameters can be customised on the
basis of the general inform ation from the pharm acoposial
chapters [19): Potentiometric determination of pH (2.2.3),
Gas chromatography (2.2.28), ldentification and contrd of
residual sohents (2.4.24), Sterility (26.1), and Bacterial en-
dotoxins [2.6.14).

The quality contral procedures hased on the mentioned
chapters are described in the subsequent points.

Chemical and radiochemical purity

The chemical and radiochemical purity are controlled
using UHPLC apparatus DIOMEX Ultimate 3000 with Lh-
WIS DAD, scintill ation detector, and Corona CAD.
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This study applies two analytical approaches to serve
different application purposes. Thefirst method, describad
by Boschi et @l [20], uses a phase-reversed C18 column
[uBondapack® C18; 3.9 = 300 mm; Waters) and a mobile
phase, which is a mixture of 3 ml sodium 2-naphthalens-
sulfonate (in place of 2-naphthalenssu fonic acid) with the
addition of 1 mM H,P0O, with a flow rate of 1 ml‘'min.

The second approach is especially suitable for quality
assurance, impurity analysis, and trace-level residue anal-
ysis, and it suits qualitatie, confirmative, and semiguan-
titative applications. The HPLC method, benefiting from
an Acclaim® Trinity™ trimode column, is able to separate
cations, anions, and neutral species in a single run. it is
based on the method described by Crafts ef al [21] and
combines an Acclzim Trinity P1 column (3.0 = 50 mm; DI-
ONEX) - a high-purity silica column designed for pharma-
ceutical applications — and three mobile phases with flow
rate 0.7 ml'min}: 200 mM of ammaonium acetate (pH = 4)
(A}, distilled water (B}, and acetonitrile (O} with gradients
of 5% [A), 35% (B), and &0% (C) (gradient time from O to
10 min} and of 40% (B} and 60% (0} (gradient time from
10 to 25 min.

The radiochemical detection was camied out using
a scintillation detectorwith a Csl crystal.

Both analytical methods identify [*C)-choline. However,
the first technique suffers from a detection limit that is
too high, although the resolution of the choling signal de-
tected at the retention time of 9.5 minutes (on the YIS
detector tuned to the wavelength of 297 nm) is satisfacto-
ry (Fig. 3). In the second method (the detection performed
using charged aerosol detector — Corona CAD) the reten-
tion time is 1.2 mirnutes and the resolution is waorse, but
the detection limit is ower 10-times better (Fig. 4).

Muclide identification

The radioruclide identification was based on the re-
sults of gamma radiation energy measurements [22] and
the calkculation of a radioruclide half-life.

Forthe positron emitting isotopes— such as Carbon-11
— the energy of the detected gamma quanta should be
511 keV, as the positrons annihilate with electrons. The
expected half-life of Carbon-11 i= 304 minutes [23]. The
decay properties of Carbon-11 are shown in Table 1.

The gamma-ray spectroscopy was done using RAY-
TEST MUCHA multichannel analyser with Mal 3 x 3" de-
tector The 511 ke photons and 3 sum peak of 1022 kel
are observed in the gamma-ray spectrum, thus confirm-
ingthe positron decay mechanism of the obtained radio-
nuclide, asshown in Fg. 5

The radictracer half-life was obtained using calibrated
radiometric method and appling an jonisation cham-
berdase calibrator for the activity measurements. Each
activity measurement lasts 15 minutes and is repeated
eveny mirute. The radionuclide half-life can be calculated
using the following equation [24 }

(2)

where

dt — time difference, A —ending activity, and A, — start-
ing activity.

The half-life time equals 20.3 +01 mirutes and unigue-
ty identifies the ruclide as Carbon-11
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Bacterial endotoxin purity

The same bacterial endotoxin limit for["Cl-chdine was
accepted as [PF-FDG, ie. < 175 ELVdose; maximum daoss
10 mil per patient[25]).

The bacterial endotoxin test was performed using En-
dosafe®-PTS™ (Charles River) apparatus and the kinetic
chromogenic LAL-test method [26] was applied, in accor-
dance with the European Pharmacopoeia [25).

Residual solvents

The methodokgy for organic residual solvents testing
was in accord wit h the pharmacoposial method [27]. How-
evel, some parameters (such as split ratio and total flow
rate) were modified by a trial-and-error method, to adjust
the procedure to the equipment used in the analysis.

A gas chromatography system equipped with an HP-In-
nowax column (30 m =032 mm; film: padyethylene ghool
0.50 pm} was used. The adjusted parameters were as fol-
lowes: the wolume of sam ple injection was 1 pl; split 5.0:1
at a total flow of 16 ml'min with helium as a carier. The
column's oven temperature: 50°C Detection was carmied
outonan FD detector

Radionuclide purity

Gamma spectroscopy [28] of the final sample was
carried out in 2 Canberra-Packard gamma s pectrometer
equipped with a high-purity germanium (HPGe) detector.
The spectral measurements were performed two days
after the synthesis. The spectrum was measured for 180
minutes to integrate enough counts for high a signal-to-
noise ratio (S/M) and to resolve the spectrum. The sam-
plevolume should be at least 1 ml The gamma s pectrum,
shown in Fig. 6, was analysed using Genie 2000 software
and the radionuclide content was determined to be balow

0.1%.
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Results

The highest activity output of Carbon-11 isotope pro-
duced in a oyclotron target took place in the first minute
of iradiation. During the first minute of the process the
Carbon-11 radioactivity reached about 3.7 GBg. A target
irradiation for 25 minutes yielded about 68.45 GBgof Car-
bon-11 radioactivity Saturation of the target was obtained
after about two hours and the activity gained was 110 GBg.
Then, the activity yield decreased — this was due to satu-
ration of the target material and the decay processes of
Carbon-11.

Within five mirutes, the target was discharged and
the product — [ACHCO, — was trapped on the molecular
sieves. The operating time of the Mel PLUS™ unit, from
the start of heating of the maolecular sieves until the end
of the [P kmethyl iodide distillation was approximately
11 minutes, and the yield of the released ["C1C0, from the
miolecular sieves was between 85 and 90%. Reformulation
and collection of the product in the final product vial took
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six minutes. Thus, the total time required for production,
purification, and packaging of [*Clchdine equaled ap-
prozimately a half-ife time of Carbon-11, with a yvield of up
to 2P, as calculated on the basis of activity In practice,
when starting from an initial activity of 65 GBGg, it was pos-
sible to obtain 14 GBq of [*C}-choline in a form of sterile,
pyrogen-free isobonic solution.

Table 2 summarises the quality control data of the final
product (its chemical, radiochemical, radionuclidic, and bi-
ological purities). The results confirm the batch-to-batch
reproducibility of the production process and identify
a radionuclide as Carbon-11 by a match of measured de-
cay characteristics to the listed values. The radioc hemical
purity, determined by liguid chromato grap by method, ex-
ceeded 99%, and the amount of radioruclide impurities
was kess than 0.1%. The levels of ethanol and dimet hylfor-
mamide meet the pharmacopoeia requirements [29], as
confirmed by g@s chromatograp iy

Application of Corona CAD detector enhances the sig-
nal-to-noise ratio and chemical purity of the synthesised
[*C}choling is at least 98%.

Discussion

Radiopharmaceuticals are only supplied for use in pa-
tients if they have been correctly processed, checked and
stored in accordance with the defined procedures and re-
leased by a competent person. Thus, the quality contral
procedure is an impartant part of the production process.
Control operations imebee chemical purity control, radio-
chemical purity control, nuclide identification, bacterial
endotoxin puritycontrol, and residual solvent detection.

Chemical purity of radiopharmaceuticals refers to the
amount of undesirable chemical species present. Chemi-
cal impurities include all nonradicadtive substances that

Tabile 2. Experimenta] quality conerol dats

can either affect the radiolabeling process or directly pro-
duce adverse biological effects [30].

Radiochemical purity is defined as the percentage of
the total radicactivity present in the desired ¢ hemical form
in a radioactive pharmaceutical [31). This kind of purity is
a crucial issue in a diagnostic PET image interpretation,
&s pecially in case of short-lived radiopharmaceuticals — an
unacceptable radiochemical purity can lead to radiophar-
maceutical unspecific uptaks, which may result in iradia-
tion of critical organs and false diagnosis. The described
[C)-choline manufacturing process allows eight doses of
the radionuclide to be prepared for clinical applications,
whereas total time required to produce one batch of the
radiop harmaceutical, including quality control, is ap prooxi-
mately one hour, which allows to produce three series per
working day with a total rumber of 24 doses of [%Coho-
line

Another radiotracer with a similar use as ["Cl-choling is
["F-flucromethyic holing, and its manufacturing processes
is described elsewhere [B). Due to ["FHabelling, the half-
life of [¥F}-fluo romethylc holine is longer (109 minutes vs.
X minutes in the case of [C]}, whereas the [*F] positron
range is shorter [32). The longer half-life makes it possi-
ble to distribute the product away from the manufactur-
ing site. Howewver, the [*C)-choling is preferred for prostate
PET/CT imaging due to better distribution and higher as-
similation of this tracer in the patient’s body as com pared
to [*F Hluoromethylcholing [33, 34) — the advantage of the
latter is its nearly four-times longer half-life, which makes
ship ping possible and facilt ates commercial avail ability of
the choline containing tracer

Thepurityand guality of theobtained radiopharmaceu-
tical are high enough to safely administer it to patients.
The production is also safe for the operator — due to the

QUALITY CONTROL

Test Arceptance Batch 1 Batch 2 Batch 3 Batch 4 Batch 5

oriteria
pH 4585 823 816 a7 a9 am
Appearance Dear caloures Clear, Oearcalourleis Do colourles Clear, colourless iChear,

caloure = cabau fess

EtDH L5000 e ml AXSLEG pg'ml  BOLTET pgimil TORLA? paiml OEA 24 g'ml WX AT Pl
DAF Z 880 g sml TITA2 hgfmil F3056 gfmil 662 97 gl H77_ gl T2 Bghmil
DRAE 10 pgfimil < 7 ug'mi < 7 lig'mi < 7 Ug'ml < 7ug'm < 7 Ug'mi
Radiachemical =959 of [°C} 99.09% 9936% SO N05% 99 3F% 99 30%
purity dhaline
Gamma-ray 511 £10 KeV 51 =V 512 =V 54 eV 514 kel S0 ke
identification
Radianuclidic purity ZHEE% » AR > HEE% > HEA% EEEE » HEE%
Half-life 19.9-20.9 min 203 min 20,3 min 20,3 min 204 min 202 min
Eacierial endataxin Ph. Euc < 10U iml < 10 Ilimd < 10 IW'mi < 10U /mi < 10 ILimd

Canfam

(<175 Iimi)

Sterility Ph.Euc Shedle Sierile Sierile Sherile Sierile

Canfamm
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short half-life of Carbon-11, radiological contamination in
the hot callis reduced to a safe level within two hours,

[*C}choline-PET/CT may offer new hope to patients
with prostate cancer and lymph node metastasis be-
cause current imaging modalities (including transrectal
ultrasound, MRI, CT, and bone scan) demanstrate poor
perfarmance in the diagnosis and staging of this dissase.
[*Clchdine seems also to open a promising path for the
study of genetic disorders imobving metabolic alternations
of choline-containing metabolites [35).

Conclusions

The described [*Cl-choline manufacturing process ak
lows eight doses of the radionuclide to be prepared for
clinical applications.

The total time required to produce ane batch of the
radiopharmaceutical, including quality control, is approx-
imately one hour, which allows the production of three
series per working day with a total numberof 24 doses of
[*CJ-chdine

The radiopharmaceutical purity and its quality are high
enough to safely administer the radiopharmaceutical to
patients. The production is also safe for the operator.

All cyclotron-PET centres equipped with a [BC}Harget
containing cyclotron can consider using [*Cj-choline be-
cause it has better diagnostic properties over Fluorine-18
analogue

The guthors declare no conflict of infereg.
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Maria Sokot. Optimisation of [11C]-Choline synthesis. Contemp Oncol 2018; 22 (4): 260-265

The importance of [“Clcholine as
a PET/CT marker has bean extensive-
Iy described, although its production
presents considerable technical dif-
ficulties. The main ones are short
half-lives and the oocurrence of di-
methylformamide (DMAF) as a residu-
al sobvent. While the losses resulting
from the radionudide decay can be
minimised by shortening the dura-
tion of the the best salution
for reducing the content of DMF is
its alimination from the reaction en-
vironment. In the curent wark two
methods are compared for [**Chcho-
ling =synthesis — a green chemistry
approach fwith ethanol as 3 green
soivent] and a dry synthesis. The re-
sults were compared with each other
and with those of the method based
on DMF. The zolid phase synthesis
prowed to be the mast effective in to-
tal alimination of DM, its final releasa
was the highest, and the synthesis
time was the shortest. The ootimised
synithesis led to the formation of the
desired radiotracer with a high radio-
chemical yield (55% 233%) in a short
production time (12 min) and the re-
sidual precursor in the final product
at the level of 1 pg/ml 27 % increase
of the saturation yield was possible,
whiich resulted in @ GBg higher activ-
ity fram 40 minutes of beaming. Each
test batch passed all standard quality
control requirements, and the levels of
residual DMEA were below the limits
that have been published in the last
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Introduction

Cyclotrons are the most commonly used device for positron-emission
isotope prod uction by charged particle-induced ruclear reactions. The radio-
isotope production for diagnostic imaging purposes like C ®N, ™0, and ®F,
is comman by achieved in hospital-based cyclotrons. The principal advantage
of such an appraach is the high specific activities (S4) that can be obtained
throughthe (pxnj and (pae) reactions resulting in the product being a differ-
entelement from the target [1 2).

Carbon-11 is particularty suited for labelling compounds with short bi-
dogical half-lives. It is a positron-emitting radionuclide with a half-life of
20.3 min, which finds widespread use as a tracer in PET. Because carbon
atoms are the basic element for biomolecules, a large amaount of carbon-11
labelled compounds are currently synthesised and used in diagnostics to
imeestigate different metabolic pathways reflecting the heterogeneity of the
malignant tumaurs. In fact, easy-to-introduce carbon substituents are pres-
entinthe majority of drugs and bioactive com pounds. o

[*Clchaoline s a tracer applied for FET/CT imaging of prostate cancer [3]
and brain tumours [4], given that the cancer cells, which rapidly proliferate,
are characterised by a greater uptake of choling, a constituent of membrane
phas pholipids [5).

Due the shart half-life of carbon-11 and relatively low yigld of the produc-
tion process, the [*C)-choline production is limited to centres equipped with
acyclotron. The radiosynthesis process, including purification, formulation,
and qualitycontrol, shauld generally not exceed three half-lives of the radio-
ruclide and can be fulfilled even forthe short-lived PET radioruclides (half-
lives from less than a few hours to a few days). There are definite advantag-
&5 in usingshort-lived radionuclides, such as a low radiation doseassociated
with each study, the possibility of serial st udies, sometimes on the same day
for tracers such as carbon-11, and minimising or even eliminating the risks
asociated with radioactive waste [1). On the other hand, for very s hort-lived
radioruclides an in-site chemical lab is necessary. Clinical use of these ra-
dionuclides regquires extensive validation, and strict operational conditions
areessential as well as strict control of product quality before its application.
Ay subsequent change in the synthesis conditions should be re-validated.

Previously [8] a safe and reliable method for preparing [*Clchdine and
adescription of the quality assurance procedures was presented. This pro-
cess of symthesis fulfils the Guidelines on Gopd Radiopharmacy Practice
issued by the Radiopharmacy Committes of the European Association of
Muclear Medicine (EANM) [7], but also presents some weaknesses. First of
all, the actual yiekd of the synthesis product is only about 20%. Another dis-
advantage isthe solvent used — dimet byl formamide (DMF), being a Class 2
sohent. Its average content (740 pgfmil) inthe final product is far below the
limit imposed by the European Pharmacopoeia (880 pe/mil) [&), but accord-
ing to the recommendations of the International Council for Harmanisation
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of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human
Use (ICH), Class 2 solents should be limited due to their
potential toxicity [9).

The main aim of this work was to modifythe procedurs
in such way as to &iminate DMF from the final product as
well as to increase the efficiency of the final product ac-
tiwity and its yield. Two different approaches were tested:
the ["Ckchaline synthesis with green chemistry approach
[with ethanol as a green solvent} [10] and a dry synithesis.
The results were compared with those reported for DMF-
hased miet hods [6].

Material and methods
Materials

The chemicals were purchased from ABX Advanced Bio-
chemical Compound and the soheents from Avantor Perfor-
mance Materials Poland. The substrates were used with-
out further purification. Target gas mixture [N, + 0.5% 0.}
was purchased from Linde.

For preparation of [ }-choline, Sep-Pak Plus Accell Ch
cation-exchange cartridge and Oasis HLB Plus Shart re-
verse phase cartrides were purchased from Waters and
used, as received, without any preconditioning.

To assure sterility of the final product 2 MILLEX-GS 0.22
wm filter unit was used.

Instrumentation

The radicactivity of the P*C}choline tracer and car-
bon-11 half-life was measured wsing a dose calibrator
ISOMED 1010,

The HPLC analysis of chemical and radiochemical purity
was done using anAcclaim Trin ity HP LC column from Ther-
mo Fisher Scientific. The HPLC system [DIONEX Ultimate
3000} was equipped with a UV-W5 DAD, scintillation de-
tector (Bioscan Flow-Count), and Corona CAD (ESA). Three
mobile phases were used: 200 mMz of ammonium acetate
(pH = 4} [A), distilled water (B}, and acetonitrile [C) with
gradients of 5% (A}, 35% (B}, and 80% () (gradient time
from O to 10 min), and of 40% B} and 60% (C} (gradient
time from 10 to 25 min}, with a flow rate of 0.7 mlfmin.

Gamma radiation energy was measured with Raytest
MLUCHA multichannel analyser

Bacterial endotoxin test was performed using Endosafe
-PTS apparatus [Charles River).

Radionuclide purity was checked using a Canbema-
Packard gamma spectrometer with a High-Purity Germa-
nium [HPGe) detector. The spectra were acquired one day
after synthesis, and the spectrum acguisition time was
three hours.

The concentrations of dimethylaminosthanal (DMAE)
and the residual sohents (ethanol and DMF) were deter-
mined using an Agilent 6850 gas chromatograp hy system
equipped with an autosampler and a flame ionisation de-
tector [split ratio 5.0: 1at a total flow 16 mlmin with heli-
um as a carrier). An HP-lnnowax column (30 m =032 mm
with 0.50 pm polyethylene ghycol film) was used.

The final product quality control procedures were per-
formed according to the met hodology described in previ-

ous work [6]. Sterility testing was carried out by a certified
labaratony.

Isotope production

The general procedures of [*C}choline production and
quality control management are based on the recommenda
tions of Hockley &t al [11) with further modifications [6].

The starting point for the production of the carbon-11
labelled radiopharmaceuticals is the *N(p,a}™C nuclear re-
action. The optimum energy for this reaction is between
4 and 20 MeV, whereas the cross-section falls beyond
about 15 MeV [12, 13]

The reaction takes place in the gaseous target of the
IBA Cyclone 1859 oyclotron with a fived energy of 18 MeV
for protons and 9 MeV for deuterons.

A gas target consists of three main parts: collimator,
a window holder that holds two foils: titanium and alu-
miniun, and the target body (Fig. 1.

The thickness of the aluminium window is selected to
achiewe 16 MeV of an effective beam energy on target
The target body is made out of aluminium to reduce ac-
tivation and radiochemical contamination, and to assure
proper cooling.

The radinisctope is produced by iradiation of a gaseous
KA, micture [the nitrogen target gas containing 0.5% oo
gen) with 16 MeV protons. The target mixture fills anirradia
tion chamber of approcdmatehy 50 cm®.

The filling pressure was 17 bar The reduction from 20
to 17 bar as compared o the previous technology 6] made
it possible to increase the saturation yield from 3.1 to
396 GBg/wA 7% increase). Lowering of the filling pressure
allows also the target curent to be increased to the maxi-
mum level provided by the marufacturer, ie. 40 pA. The op-
timisation of these paramsters leads to an increase of the
in-target activity of ["CHC0, from 68 GBq 6] to 77 GBg at the
sametime

The calculation of the saturation yield takes into acocount
the corection factor accounting for the radionuclide decay
during counting and is doneaccordingto the equation [14):

A

.
J{r-srp{;:”,t]

¥ - saturation yield

A — EOB (end-of-beam) actity

1 - e tarpet cument

fe — Fal af the producsd sadisisobope
t - beam time

3 ) B
Fig. 1. Gas marget main pans: colimator, window holder 1har hoids
TWao Pils: TINiUm and aluminiwm, 2nd the &Iget body
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The saturation yislds were calculated for the activi-
ty values abtained at the beam time equal to twice the
half-life time of the radionuclide [40 mintes in case of
carbon-11).

Synthesis of ["CFmethyl iodide

Comersion of the cyclotron-produced [PCHCO, to
[*C-methy| iodide (["Cl-Mel) and subsequent radiolabel-
ling were performed using an automated Bioscan synt he-
sis module. It consists of 2 Mel-PLUS™ unit, adapted for
the synthesis of [*Cl-methyl indide, and a Reform-PLLIS ™
unit, where the [C)-Mel precursor's synt hesis, isolation,
purification, and the final product collection take place.
The units are installed inthe hot cellsto decrease the op-
erator's exposure to ionising radiation.

Inthefirst stageof the process, [*CH00, is trapped on the
molecular sieves of the synthesis module (after its condition-
ing). A molerular sieve is a material that adsorbs carbon di-
oxide at room temperatues and releases it when heated to
high temperatures. t= conditioning i meolves remowving stable
{0, which is critical for specific activity, and moisture from
the filling wolume by heating it to 250°C and simultaneous
purging with nitrogen gas at flow of 15 ml min.

The radiolabelling and preparation of [*Clchdine is
donein the Bioscan synthesis module Because carbon-11
is produced in the form of a gaseous [%C)-carbon dioxide,
the chamber is adapted to collect potentially radioactive
air from inside of the chambers.

The release of [*C]C0, into the reaction wvial is per-
formed in the same way as the conditioning and lasts for
90 seconds. Using & vial, [*C-C0, is reduced to [MC)-meth-
anol [PC-Me0H) with lithium aluminium hydride (LAIH )

Begin 00, Trapping
Sizwe Oven On

Begin 00, Relaxse
S (0oven OAF
Bgin THF

Ml Output Crpened
Beegin Med Distillation
End M= Distillatian
Start Wash1

Start Wash 2

Start Wash 3

Start N, Dirying

T BT MmO MmoE R

- o = =

in a tetrabydrofuran (THF) environment. After the evapo-
ration of THF from the reaction mixture, 8 57% solution of
hed roiodic acid is added to the reaction vial, which reacts
with [*C}-MeOH and forms [°C]-Mel [15). The changes of
radio activity and owen temperature taking place during
the subsequent stages of the [PCFMel synthesis are
showen in Figure 2.

[*'C}CH | distillation and its reaction with
the precursor
The reaction of [*C)-Mel with DMAE takes place instan-
taneoushy at room temperature according to the formula
[16}:
o, O

M oH " 1
AV T L

Competitive reactions with water, saline, arethanal may
take place because methyl iodide is highly reactive. Such re-
actions are possible, if the mentioned reagents infiltrate the
ReFORM PLLIS™ tubing assembly. To prevent the competi-
tive reactions, it is important to set up the ReFORM PLLUS™
kit carefully making sure that the valves are closed. The
reagents can be loaded after a double check of the vahes.

In a previous study [8] [*C)-methy| iodide distilled from
the Mel PLUS™ unit was transported by a constant flow of
nitrogen (10 mlfmin} into the vial (a part of the ReFORM
PLLIS™ kit) containing the precursor, DMAE dissobeed in
DRAF in the ratio of 10 ul DMAE : 200 pl DMF. This method
allowed ["Clcholine to be obtained with a yield of 20%

In the green chemistry approach, in order to giminate
DM from the procedure, ethanol was applied as 3 DMAE
sohent. According to ICH and European Pharmacoposia,
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ethanal is a Class 3 solvent. Class 3 solvents are less tox-
ic than Class 2 anes (which should be, howewer, limited in
pharmaceutical products because of their i nherent toxicityl,
and their risk to human health is low when used at levels
normally accepted in pharmaceuticals [17). Bhanol is con-
sidered as a green savent — one of the green sohents group
derived from renewable resources and biodegradable to
innocuous, often a naturally occurring product [18). DMAE
was dissohed inethanaolin the same ratio as in the case of
the method using DMF (10wl DMAE : 20001 BOH) [10).

Ini the second method of symthesis the methylation 2md-
ranment was transfemed tothe solid phase usingthe met hod
propasad by Pascali et al [19] The experience with [#F)-fluo-
rochdine (FCH) production with the use of an IBASynthera®
symthesis module [20] proved to be helpful in carmying out
this experiment. Thus, the reaction vialwas not replaced by
a (18 SepFak Light cartridge, but instead an Oasis HLE plus
[Waters) SPE cartridge [20]. In order to maximise the refor-
muulation process, the script according to which the module
runs the process was modified. The modifications imeohed
changng the vahe work sequence so that the paths would
lead through the cartridges as well as theoptimisation of the
times of each step of the script. [t resulted in shortening of
the prduction process from 17 to 13 minutes.

The HLB cartridge was connected in series with the Sep-
Pak Accell Plus CM [Waters) cartridge preceding it. 0.5 mi of
DMAE was added on the HLE cartridge and it was flushed
with 30 mil of air in three portions of 10 ml each to remove
theexness,

Isolation and purification of [**C]-choline

In both methods that use a reaction vial, the isolation
and purification process is a four step-procedure condudt-
&d by the ReFORM PLLS™ unit. First, 1 ml of ethanol was
added to the reaction wial to homogenise the mixture.
Afterward, the whole mixture was extracted to the solid
phase on a cation exchange resin [Sep-Pack Accell Plus
CM; Waters [8]). As the jonic compound, [*Clcholine was
captured by the SPE column, while the remaining co mpo-
nents of the reaction mixture had been removed. To con-
firm the proper purification of the produd, es pecially from
the subst ances that were insoluble in organic sohvents, the
SPE column was washed twice with 5 ml of water. The fi-
nal product was released from the SPE column using 0.9%

Systom radicactivity and UV datactor

saline solution and collected in a sterile, pyrogen-free vial
with septum enclosure after the previous filtration on
a2 0.2 pm membrane sterile filter.

In the case of methyation of DMAE on 2 solid phase
ethanal runs directly through the HLB cartridee removing
unireactsd DMAE and [*Cl-chaoline from it. While [*C)-cho-
line is trap ped on the Accel Plus cartridge, DMAE goes to
a waste container In the next step, the product is back-
flushed from the cartridge with water and released to
a product vial using 10 ml of 0.9% saling in the same way
as for bot h other, DMF based and “gresn chemis try™, meth-
ods. The radicactivity changes during the reformulation
performed using the SPE met hod are shown in Agure 3.

Results

The main adjustments of the parameters of both test-
ed methods (green chemistry and solid phase ones) of
the [*)-choline production resulting in the highest pos-
sible yields and insuring reliability and reproducibility are
shown in Table 1 topether withthe results of the previowshy
used DM F based synthesis, for the sake of comparison.

The continuous detection of radinactivity allows manitor
ing of the production process on each step (Fig. 2 and 31 In
aprperly running process an increas e of radicactivity is seen
onthemolecular sieves frapping of [FCHO, in the module).
If the molecular sieves ar conditioned well and the module
waorks comectly it is accompanied by the simultaneous de
crease of radioactivity on the sieves and an incease on the
reactor. During [PCHMel distillation, radicactivity leaves the
mdule, and this fact should be observed in the gaph. In
turn, the waste bottle detector of the Mel+ module should
not indicate amy significant increase ofthe backgound radio-
activity from the sieves and reactor Fig. 2.

The reformulation monitoring in the SPE method is
presented in Figure 3. During the whole process a slight
decrease of radipactivity may appear due to decay and
remioval of unreacted [°C)-Mel during purification. A rap-
id radioactivity decrease is observed when [°Clcholine s
released to the vial (Fig. 3). Loss of radioactivity on puri-
fication or even [%C el transfer step may be caused by
contamination an the ReFORM Plus™ tubing or its leaks.

The differences between the “weat™ synthesis with the
precursor dissohed in DMFand BOH, and the “dry™symthe
sis with the precursor embedded on the HLB cartridge are

gl . spligs.

EEEEEE,EE :

. e |

Fig. 3. Online radiactivity detection in the solid phase extraction (SPE) method
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Tabde 1. The optimal paramersrs for [ChHehaline producton
Parameter Green chamistry EEOH method Solid phase method DMF methad [5]
Target filling pressum 17 bar 17 bhar Mbar
Targst curment A0 A 0 A
Saturation yisld L9 Glg Al 396 Glig/pA 311 G B
Amaunt af DMF et wsed Hat wsed 200yl perrun
Amaunt of DMAE 100 181 lissabved in EHOH) Up o 500 pi (embsdded an HLE 13 il (dissaloed in DMF)
cartidgs)
Tirne af nefonmulatian 17 min 12 min 17 min

AP = ity formemice: CMA E - dimathy mminae thano)

Table 2. Comparison of yieid values, Unreacied preoursar, 2nd 1esidual SoMent concentrations in [*Choholing ootained by each method

Parameter DMF method
Viekd fertal) 3%

DIAAE 361 Pgimi
Fthamal 293 mg/ml
DMF 0.7 mgfmil

DMF - immthy formunnide; DMAE - discthy imlno thanol

showvnin Table 2. Besides the synthesis yields, they imeave
also the chemical purity (a lack of DMF) and the changes
in the DMAE and ethanal concent rations. A signiticant dif-
ference in ethanol concentration bebwesn “wet” and “dry™
synthesis is observed, which is dueto changes in script. The
time of ethanol delivery was extended from 50 seconds to
75 seconds, which enabled its more accurate removal. Ex-
tension of the “ethanol step™ with parallel shorteningofthe
script duration was possible thanks to shortening the time
of the other steps, such as rinsing the cartridge with two
partions of 5 ml of water in place of one portion of 10 mi.
Twao portions of lower wolume result in kower backp ress ure
an the tubing, which ghes a faster flow.

Each test batch was controlled with the use of the quali-
ty-control procedures desc ribed herein [6) The radiochemical
purity (radic-HPLC), radionuclide purity (halfdile measure-
ment, gamma-ray identification, and HPGe spectroscopyl,
and microbiclogical purity (endotosin and sterility test) were
repeatable and similar between the methods [6).

Discussion

The miain aim of this work was to optimise the["Cl-cho-
lime symt hesis process, in relation to the process described
in &) byincreasing thefinal syt hesis yield while minimis-
ing or even completely eliminating DV F.

Two approaches to the [P )choline synthesis: the
method using a green soleent, ethand, and a dry sym-
thesis, where DMAE is embedded on the Oasis HLE plus,
were applied and the results were compared. They were
also compared with results of the synthesis based on the
DMAE precursor dissohed in DME which were presented
in[6]. The solid phase synthesis proved to be the most ef-
fective in total elimination of DMF; itsfinal release wasthe
highest, and the synthesis time was the shortest (Table 2).
Unfortunately, the content of DMAE precursar in the final
product is still high, although it is 3 non-toxic com pound

Ethanol method Salid-phase method
9% &A%
0.2 g 7 pgfml
224 mymi 058 mgdml

and its concentration remains below the requirements of
the European Pharmacopoeia [21).

Using DMF was a pionesring way for the [*Clcholine
synthesis. Howewver, in spite of 2 reasonable radiotracer
yield, the high solvent concentration makes this method
unacceptable. Solvent replacement for ethand makes the
product saferfor patients, but the radiochemical yield may
appear insufficient for marufacturers due to the cost-ben-
efit ratio. Thus, the transfer of a reaction emdronment to
asolid phase appears to be most effective way to increase
the number of radictracer doses per batch, simultaneous by
making it safer for the patient without serious loss of diag-
nastic properties. An important novelty is 2 publication of
Pharmacopoeia monography describing [PFHluorocholine
and its impurities assay. Mot all of the festured tests are
appropriate for use in the [PC)-choline QC, but DMEA, pres-
ent in both radiotracers, [*Fl-lucrocholing, and [*Ckcholine
can be assigned according to the procedure described in
this Pharmacopoeia monograph [21] Until the mentioned
manograph appeared, the upper limit of DMEA in the final
product remained unspecified. Now, it has besn determined
2= 10 mg per dose. Thus, when taking into account that a fi-
nal product vial [FFV) is, in fact, 2 multidose vial, having at
its disposal the maximum possible radioact ivity of at least
10 doses, then, after a 10-fold dilution of the FPY the DMAE
content in the patient syringe would be not higher than
OF mg per dose. Although DMEA is non-botic and used
a5 3 nutrition additive, it may compete with the uptake of
[*C}-choline imto the cell [22). Shao et . [23] rejected the
use of silica-bazed hydrop hobic SPE cartridge (=g C18 and
HLE plus) procesding synt hesis on asingle cation-exchange
cartridge (Sep-Pak CM-light) explaining it with a lower
hack-pressure. However, 3 kower back-pressure could shart-
en the synthesis time increasing the end of syrthesis (EOS)
yields, and use of two cartridges in serial should gwe a high-
er purification level due to a different sorption mechanism
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resulting, presumably, ina higher chemical and radiochem-
ical purity. Such an idea will be tested inour further studies
on [ kcholing and PR worocholine synthesis

Conclusions

The results presented above demanstrate that through
simple madifications of the synthesis conditions it was
possible to produce clinical doses of [*Cl-choline The solid
phase synthesis proved to be the most sffective in total
elimination of DME its final release was the highest, and
the symthesis time was the shortest. The synthesisis fully
automated and t he radiopharmaceutical doses for clinical
use meet and excesd established quality control criteria.

The quthars declare no conflict of infersst.
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Abstract

The cinical usefuness of choline-based PETICT tracers
{11G-Chollne and 18F-Fluorochaline) In prostate cancer recumence:
Imaging is well 2esablished. However, cholne uptake Is not Increased
In a conslderable number of patients. In 2012 was proposed the
new prostate-specc PET radio ligand PSMA BEGa-ateled, with
superor sensiolity and specflcity than choline-basad tracers. This
work has as alm o describe the procedures for labeling PSMA
lligands and Its gually confrol procadures as @ medlcinal product
ang Its companson wih 15F-fluoroccholng synihesls and quality
control procedures. Both the manual and automated synthesls
methods for E3Ga-PSMA were taken Into account and set of 3
quality control methoss basad malnly on chromaiographic and
specirometric methods used i determine chemical, rdicchemical
and radionucide purty. PSMA synihesis time, dose of radiation to
operators and qualily contrdl protocois were compared to chaline,
Finally, some Images of PET pesformed with 15F-Fluorocholing and
68G3-PEMA In the same patlents were showed.

HKaywornds
Radiopharmacy; Chollne; PSMA; PET/CT. Prostate; Cancer,
Synihests; Qualty

Introeduction

Prostate cancer is one of the more frequent malignancles in
developed countries, with high rates of morbidity and mortality [1].
After radical irestment, the rise of serum prostate-spectfic antigen
(P5A) &5 the most imporiant marker of recurrence. Imaging of
recurrence 1s traditonally based on bone scan, ultrasonography and
computed tomography.

In the Lzst years, posiiron emission imaging (FET) with choline
radiolabeled with carbon-11 or fAuorine- 18 was demonstrated to be
able to locallze recurrence site In patients with P5A level higher than
2 ng'ml [2]. Recently, 2 new PET radiopharmaceutical was proposed

*Corecponding awttsor: Marcin Szydo, Department of FET Diagnostic, Faculty
of Diagnostic, Marla 3kicdowska Curle Memoral Cancer Cenber, Instiute of
Oncology, £5-101 Glwice, Poland, Tel: +45-33-278-3912; Fax +48-32-278-
£543; E-malk: Marcin. Sxydiogio. giwicepl

Reoslved: February 16, 2015 Acocepied: March 0=, 2018 Publiched: March
15, 2018

for early localization of prostate cancer relapses: prostate-specific
membrane antigen Hgand 68Ga-HBED-CC-PSMA (68Ga-PEMA),
with dizagnostic performance markedly superior to 1 8F-fluorocholine
PET [3].

Uptake of 68Ga-PSMA reflects Increased density of N-acetyl-L-
aspartyl- L-glutamate peptidase 1| (NAALADI) [4]. For this reason an
Increasing number of PET lshoratories are switching from choline to
PSMA tmaging for clinlcal purposes.

‘This work has as zim {o describe the procedure for laheling PSMA
ligands and its quality control as a medicinal product and then to
compare results of 68Ga-PSMA and 18F-fluorocholine.

Finally, a plctorially essay of some compared 18F-fluorocholine
and 68Ga-FEMA PET Images In 2 series of patients from our site was
glven.

Materials and Methods

The production of P5MA peptide labeled with é8(Ga gallium Is
done with the use of the Bckert-Zlegler pharmacy approved 68Ce-
682 generator with and hydrochloric actd 0.1 M as an luent. The
labeling kit contalns 30 pg PEMA peptde, 45 mg sodium acetate,
25mg ascorbic add, ethanol (99.8% and 50%), water for injection,
sterfle filter 0,22 pm {Millipore), 0,5% Na(l and C18 SPE cartridge
{Waters). The Scintomlcs GRP automated synthests module 15 wsed
for zutomated synthesls and the manual preparation Is carrled in a
shielded hot cell. All radioactvity measurements are proceeding with
use of dose calibrator. All materials and methods used during quality
controd are described in CQuality control methods secton.

Manual synthesis of 68Ga-PSMA

A 10 ml vial containing PSMA peptide, sodlum acetate and
ascorblc ackd (buffer pH ke in Eder et al [6]) 1s heated In a heating
block at BOC. 6BGe/S8(a generator, connected directly to the
synthesls vizl, 15 euted with 5 ml 0,1M HCL Heating is continued
for at least 10 min. After synthests, the reaction mixture 15 pushed
throwgh the C18 cartridge (preconditioned with sequence of 2 ml of
96,8% ethanol, 10 ml of water and dried with 10 ml of air) to trap
labeled peptide. After trapping of synthesis final product the Cl18
cartridge is connected to the waste vial and rinsed with 5 ml of water
for Injection. The final product & eluted from C18 cartridge with 0.5
ml 50% ethanol and 10 ml 0.9% saline to a 30 ml sterile vizl through
the sterile filter 0,22 pm. At the end of synthests the activity product,
waste vial and C18 cartridge 15 mezasured In dose callbrabor (Table 1).

Automated synthesis of 68Ga-PSMA

The preparation of the synthesis module 1s done by preparing
and connecting the reagents to the appropriate twbing's and by filling
the reactor with the 20 pl of PSMA peptide solution in water at the
concentration of | mg/ml and 2 mlof 1,5 M HEPES butfer solution as
1t 15 shown on Flgure 1. After the initial check of the Scintomics GRP
module sofiware the preparations are complete.

The production process progress In two steps similarly to Hené
Martin etal. |5]. Firstly the 68(a galllum 15 eluted from the generator
with the wse of 4ml 0,18 HC to the V-vial The second step comes
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Figure 1: Scheme of the synthesis module.
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Figure 2: Chromatogram of the stancard s0kSon with 3 concentration of 50 ugiml.

after the elution, when the operator of the synthesis module starts the
labeling process. The whole script runs for approximately 20 minutes
and the temperature of heating block Is set to 125°C to ensure that
the labeling rums In around 100°C. After the start of labeling the 68Ga
gallium chloride is transferred to the PSH+ cartridge to remove the
excess of the hydrochloric actd and then eluted to the reactor with
2 ml of acidified 5,0 M NaCl. The lzbeling process takes around 10
minutes and then the purtficatson part of the script begins. First the
reaction mixture Is send through the C18 cartridge to the waste bottle.
C18 cartridge is preconditioned with 2 ml of 99,8% ethanol and 10
mi of water and dried with air 2t the end. The 68Ga gallium labeled
PSMA peptide 1s adsorbed by the cartridge and the eluent and HEPES
butfer (2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-i-yl] ethane sulfonic acsd)
present in the reaction mixture are removed. Then the CI8 cartridge
Is flushed with water to ensure removal of HEPES butfer and other

water soluble Impurities. When the purification step Is complete the

product is removed from the C18 cartridge by flushing 1t with 2 ml of
35% ethanol solution and transferred through the 0,22 ym Cathtvex-
Gv (Millipore) filter to the product vial. After the removal of the 68Ga
galllum labeled PSMA, the C18 cartridge Is further flushed with 20
mi of phosphate butfered saline solutton (PBS) to ensure the proper
concentration and a pH level of the obtained product.

Quality control methods

Quality control methods are In most based on European
Pharmacopoeta (PhEur) monograph describing Galllum (68Ga)
Edotreotide for Injection [6], despite liquid chromatography method,
which 1s based on Eder and colleagues [7).

Gamma ray spectroscopy: This examination Is about
measurement of the energy of the detected gamma quantum. The
gamma ray spectroscopy Is proceed with wse of mudtichanne znalyzer

Volume 6 * Issue 1 * 1000126

sPage2el &

137



Citation: Srydlo M, Pogoda I, Kowalsk T, Pociggel M, Jadwiiskr b ot ol (2005) Syrthests and Quality Control of 880a-P334d PETACT Tracer wsed in
Prostate Cancer fmaging and Comparison with J2F-Flvorochohne as @ Reference Pomi. J Pharm Scf Emerg Drugs d:/

doi:10.41 T2/2350-0477. 10001 26

with 3™ x 3" Mal detector All of the positron emitting isotopes are
characterized by energy of the photon, which 15 emitted during
paosltron annihilation with electron, and it is expected to be 511keV
[8]. This test Is one of the meclide identificatson tests.

Hali-life determination: Determinztion of the half-hie s the
second test that the purpose s to define the lsotope. Half-life 1s
obtained with wse of dose callbrator for the activity measurements.
Each activity measurement lasts 20 minutes and Is repeated every
minute. The expected half-life of Gallium-68 15 67.6 minutes [9] and
can be caloulzted using following equation [10]:

Ty, ——In2(dtfin(4/4,))

Where: dt-time ditfference
A -ending activity
A -sarting activity

These two tests mentioned above unlquely 1dentify the maclide as
Gallium-£8.

Dietermination of residual HEPES buffer: According o
PhEur monograph [6] HEPES content is determined by thin-layer
chromatography (TLC). It 15 needed to prepare reference solution of
HEPES at concentration of 20 pg'ml. Applicant 5 pl of each, reference
znd test solutlon (the test solution 1s the [680a)-PSMA final product
sample), on TLC silica gel F254 plate with an aluminlum backing (3
cm X B cm) &5 8 two separate spots and develop on 2 path over 273
of the plate with use of water: acetonltrile (25: 75 W) solutlon a5 8
moblle phase. Expose to indine vapor for four minutes afier drying.
Spot corresponding to the test splution should be not more Intense
than the spot corresponding to the reference solution (less than 20ug/
ml of HEPES In test solution).

Residual solvents: The only organic solvent wsed during
[6=Ga]-PSMA labeling 1s an ethanol In Pharmacopoela there are
three method described to determine the amount of ethanol in a
pharmaceutical produsct: distilation with a vertical condenser (A)
znd gas chromatography (GC) with a head-space (B) a withowt head-
space (C) [11]. In this study gas chromatography (C) 15 used in accord
with the pharmacopoelal method [12). Any calibrated analytical GGG
method adapted to the method mentioned above should be sutzble
for this znalysis. In our apparabus are wsed the same settings as for
FIMG analysis Le. volume of sample Injecton 15 10 pl; split rato
5.0:1 &t a totzl flow of 16.2 mlfmin with hellum as a carrier gas. Used
column 15 HP-Inn wax (30 m x 0,32 mm; film: polyethylene ghyool
0,50 pm) In column heater settled up to 50°C. Detection 15 carried out
om &n FID detector (Flame Ionization Detecbor).

Bacterial endotoxin parity: The bactertal endotoxin test Is
performed using Endosafe®-PT5™ (Charles River) apparatus and the
kinetlc chromogenic LAL-test method applied, the same 25 during
[11C]-choline quality contral [13].

Radionudide purity: Gamma spectroscopy of the final produsct
sample alsy i carmied out in the same way s in paper mentioned ahove
[13-18] in a Canberra-Packard gamma spectrometer equipped with
2 high-purity germanium (HPGe) detecior. The specira acquisition s
performer two days after synthests. Acquisition Is proceeded for 180
‘mineites to obtaln high 2 stignal-to-notse ratio. The sample volume should
be at keast 1 ml Spectrum Is analyzed using Genile 2000 sofiware.

Liquid chromatography: To determine radiochemical and
chemical purlty of 68Ga-PESMA 2 reversed-Phase HPLC with

Chromolith Performance RP-18¢ column; 100 x 4.6 mm (Merck)
15 sed. The HPLC system 15 Thermo Fisher Dionex Ultmate 3000
equipped with on-line degasser, UV and radiometric (Binscan B-FC-
10000 detectors. Measurement 15 carfied out In Inear A-B gradient
{0 % B to 100 % B) at flow rate 4 ml/min. Solvent A consist of 0,1
% aquenus triflworoecetic acld (TFA) and solvent B s 0,1 % TFA in
acetomitrile [19]. UV absorbance ts measured at wavelength 254.0
nm and 284.0 nm. The Injection volume 1s 50 pl. All of obtained
chromatograms were compared with natGalPSMA standard solution.
To find the best concentration of the standard solution, 1| mg of
natGaPSMA-11 (ABX, Radeberg, Germany) was dissolved in 1
ml {1:1 wiv CHICN/H20) and from this stock the solublons with
following concentrations were prepared: 50 pg/ml, 100 pg'ml and
200 pg/ml Three standard soluttons with concentrations of 50 pg!
ml (Figure 2} 100 pg/ml (Figure 3) and 200 pg/ml (Flgure 4) were
znalyred during the study with an UV detector at 284 nm. As it Is
seen on the recorded chromatograms, the best results were given
from soletion containing 200 pg'ml of natGaPSMA. Therefore, 1t
was decided to record one more chromatogram with use of the 200
ug'ml standard solution at 254 nm (Figure 5) [7]. The better results
were obtained during the measurements at @ wavelength of 284 nm
znd that is why It was declded to measure the 68(Ga-1abeled PSMA-11
peptide at this waveength.

6BGa-labeled PEMA peptide 1s analyzed with an UY detector at
284 nm and a radiometric detector. During the tests it was found that
the concentration of S8Ga-PSMA in the sample diluted with a saline
15 below the detection lmit of radiometric detector (synthesis product
1= diluted with saline to provide isotonicity). Therefore, for the
further analysts the undibuted product s used. There are two signals
that can be observed in the obfained chromatograms in 2 ratio of
approcimately 82%/12%. The more Intense signal comes from 68Ga-
P5MA-11, the second signzl comes from its less thermodynamically
stable diastereomer and does not afiect the test result (Flgure &)
These signals can be observed both on the UV detector and the
radiometric detector. Howewver, the concentration of 68Ca-PEMA-11
In the test sample 1s too low to obtain a reliable result on the UV
detector (Figure 7).

To confirm the 1dentity of the compound, the mixture of 50% of
the product sample and 50% of 2 standard solution of 200 pg'm] were
measured (Figure 8).

Results

‘The activity of the 8Ga gallium labeled PEMA peptide depends
on the activity eluted from the 68Ge-68Ga generator. For the 40
mCl of eluate the Scintomics GRP automated synthesls module can
produce around 23 - 25 mC1 of product.

The activity of the product obtained by zutomated method of
labeling 1= a hetle Jower than analogical product obtalned with the
ese of manual method because of the more complicated purfication
(necessity of complete removal of the HEPES butfer). But otherwise
1t &5 still comparable to the manual method On the other hand
because of the automatization of the process the human error factor
1s minimized and the dosages of radiation recetved by synthesis
operators are lower, which mezns the process is saffer.

Short pictorial essay

Patient LJ, 60 yo, prostate cancer treated with prostatectomy in
2013. Binchemical relapse, PET with 18F-choline on 30th September
2016 with serum PSA 0,79 ng'm] with no pathologic uptake (Figure
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9). Second PET with 68Ga-PSMA on 26th October 2017 with seric
PSA 1,56 ng/ml showed pelvic lymph node with strongly Increased
PSMA uptake (Figure 10).

Patient KW, 68 yo, prostate cancer treated with radiotherapy
In 2014, blochemical relapse during suppressive therapy with PSA
0,94 ng/ml on 29th December 2016. First PET scan 21th April 2017
positive at pelvic lymph node, with no bone uptake (Figures 11 and
12). Due to rising seric PSA to 31, 88 ng/ml a second PET with 68Ga-
PSMA was carried out on 15 September, with confirmation of lymph
node metastasis and multiple pathologic bone foct not present at
choline Imaging (Figures 13 and 14).

Congclusion

Synthests of radlopharmaceutscals:  68Ga-PSMA  and
18F-fluorocholine (18F-FCH) used In prostate cancer diagnostic
procedures are completely different In case of 18F-fluorocholine
synthesls run In numerows steps with many chemicals compounds
such as dibromomethane (DBM) or dimethylaminoethanol (DMAE)
which are quite toxic and tough chemical during laboratory work.
Some of 18F-FCH synthesss by-products are In gas phase [14],
this triggers the need to use radloactive gases antl-contamination
systems. The Fluorine-18 used in the 18F-FCH synthests Is

doi:10.4172/2380-9477.1000126

produced In a liquid target of cyclotron [15]. The construction and
use of such an accelerator Is quite expensive, however the amount
of Fluorine-18 1sotope produced for a single synthests, it allows
producing a radiolabelled compounds for impressive number of
patients (up to 15, using IBA Synthera modules). Such a connection
high activity final product and long half-life of Fluorine-18 (110
minutes) allows the 18F-FCH could be transported to the PET
diagnostic departments, distant from the place of production [16].
In case of second radlopharmaceutical 68Ga-PSMA, which are used
to diagnostic prostate cancer, 1sotope of Galllum-68 has shorter half-
Itfe (68 minutes). This isotope is obtalned from 68Ge/68Ga generator
during column elutlon to recetve Galllum-68 chloride. Synthests of
68Ga-PSMA 1s a ssmple process with no complicated steps resulting
from reaction mechanism [17]. 68Ge/68(Ga generator can be used for
several months, which could be eluted even two hundred times. Short
half-life of Galllum-68 allows frequently elution of the generator on
the same day, but compare to 18F-FCH, single synthesis of 68CGa-
PSMA provide to PET diagnosed at most 3 patients. Compounds
which are used during 68Ga-labeled PSMA ligand are easy to
operate, and do not require special conditions. Labeling process Is
characterized by high yleld. Finally, product of radiopharmaceutical
PSMA 1s stable and In form of Injectable formudation. An Important
parameter to both radiolabeled compound &5 tme of synthesis.

Figure 8: Patient LJ, 60 yo, PET Imaging win “'F-cholne.

Figure 10: Fattent LJ, 50 yo, PET maging with "Ga-PEMA-11.
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Figure 11: Patient KW, 68 yo, PET imaging with "*Fchoiine.

Figure 12: Patiznt KW, 68 yo, PET imaging with "F-choilne.

Figure 13: Patient KW, 538 yo, PET Imaging aith “Ga-PaMA-11.
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Figure 14: Patient KW, 68 yo, FET Imaging with ®5a-P38A-11.

Synthesls of 18F-FCH run approximately %0 minutes, compared to
680Ga-PSMA only 15 minutes. Moreover, it 15 difficudt not to mention
In view of radiologlcal protection sbout lower activity of 680a-PSMA
than 18F-FCH during patient injection [18].
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Zatfqcznik 1 — Certyfikat analizy dimetyloaminoetanolu.

a-:s‘ug L .
ABX advanced biochemical compounds
Certificate of Analysis
Dimethylaminoethanol — Bulk
Prod. No.: 843
Lot No.: DMAE-B-141215004-1
Dimethylaminoethanol
Par | Specification | Result
Appearance | colourless liquid | conforms
Identity
IR spectrum [ conforms to reference spactrum | conforms
Assay
Assay (G0) 1299.50 % ] 100.00 %
Purity
Water . <0.2% 0.02 %
Each single unknown impurity (GC) <0.10% <0.01 % (<LoQ) -
Sum of unknown impurities (GC) <0.50 % <0.01 % (<LOQ}

Analytical data as specified on the suppliers certificate

Constituent . 2-Dimethylaminoethanol Lot No. SHBD 1480V
Parameter Specification Result
Appearance (Color) colorless colorless
Appearanee (Form) liquid liquid
Infrared spectrum conforms te structure conforms
Purity (GC) > 99.50 % 100.00 %
Date: Quality Control Date: Qualty Assurance

ABYX adh 4 bioehemical

ds - Biomedizinische Forschungsreagenzien GmbH. . H..Gléser- -Str. 10-14 - D-01454 Radeberg

Germany - E-mail: info@gbx.de - internet: hitp:iwww.abx.de. - Tel. +49 / 3528 /40 41 60 - Fax: +49/ 3528 / 40 41 65
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Zatqcznik 2 — Certyfikat analizy dibromometanu.

[ —]
ABX advanced biochemical compounds
Certificate of Analysis
Dibromomethane - Bulk
Prod. No.: 842
Lot No.: DBM-B-140804001-1
Dibromomethane - Bulk
Parameter | Specification | Result
Appearance [ colourless liguid | conforms
Identity
IR spectrum [ conforms to reference spectrum | conforms
Assay
Assay (GC) 129950 % [88.93%
Purity
Water <01% 0.01 %
Bromo chioro methane (GC) < 0.20 % (m/m) 0.07 % (m/m)
Each single unknown impurity {GC) <0.10% <0.01 % (<LOQ) .
Sum of all unknown impurities (GC) <0.50 % <0.01 % (<LOQ)

Analytical data as specified on the suppliers certificate

Constituent Dibromomethane Lot No. MKBN5462V
Parameter Specification Result

Appearance (Colour) colourless colourless
Appearance (Form) liquid liquid

Infrared spectrometry conforms to structure conforms

GC (area %) = 98.5 % 99.9 %

Date: Quality Control Date: Quality Assurance

ABX advanced biochemical compounds - Biomedizinische Forschungsreagenzien GmbH. - H.-Glaser- -Str. 10-14 - D-01454 Radebery
Germany - E-mail: info@abx.de - Interet: hitp:/fwww.abx.de. - Tel.: +49 /3528740 41 60 - Fax: +49/ 3528 /40 41 65
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Zatqcznik 3 — Certyfikat analizy mrowczanu sodu.

SIGMA-ALDRICH P

3050 Spruce Strest, Salnt Louls, MO 63103, USA
Website:  www . sigmaaidrich.com

Emal USA: techsendiislial. com

Cutsige USA: ewtechsenDslal.com

Protuct Name: Certificate of Analysis
Sodium formate - ACS reagens, =90.0%

Product Humber: 247536

Bafch Mumber: MKSTE335V O

Srand: SIAL

CAS Mumber 141-53-7 H ONa
MDL Number: MFCDOO013101

Formula: CHMNa0z

Fommula Wesght: §2.01 g'mol

Cuality Release Date: 22 JAM 2015

Recommended Retest Date: DEC 2017

Tast ‘Spacification Result

Appearance (Colar) White White
Appearance (Foam) Pow der or Crystals Powder
Infrared Spectrum Confarms to Structure Corforms
Tiration by Na2Z203 55.0 % 90.2 %
Insolubde Matter 0.00S %% 0.003 %
¢ = 10%; Water
Calclum (Ca)
Chionde Content
Iron (Fe)
Heavy Metals
as Lead
Sulfate (S04) = 0O01 % = 0001 %
Meels ACS Reguiremenis Current ACS Specilication Conforms
10th Editlon
Recommended Retes! Perod
3 Yeas

TR

0.005 % < D005 %
0.001 % < D001 %
5 pam < 5 ppm
5 pam < 5 ppm

TRERERE]

&

_.|. —_
Lﬁ AdeA .
All Atael, Manager

Cuallty Coniral
Milwaukse, Wi US

Hgma-Aldrich wamants, that at the time of the quallty release or subsequent retest daie this product conformed to the Information
contalned In this publication. The current Specification sheet may be avallable at Sigma-Aldrich.com.  For further Inguiries, pleass contac
Technical Service. Purchaser must detesmine the suitabliity of the product for Its particular use. See reverse slde of Invoice or packing
slip for additional terms and conditions of sale.

Version Number: 1 Page 1 of 1
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Zatqcznik 4 — Certyfikat analizy glinowowodorku litu roztwor w tetrahydrofuranie.

"’

Aﬂx;mmm

Lithium Aluminum Hj.rdrh:ln {sn]uﬂnn in THF]
With controlied total background °C

Product Mo, 804, 802, 203, B04, 832

Chamizal Produst

Far usa by qualiliad perscnnal enly. Manuactl.rra-:l a-:mrdi‘g tos b-hotise Standards.

ABX Plududﬂlhlll

Prad. Ma.: .!J.E.ED:IE

Lot Mo LAH-120822010-2 e
Manufachaing Data: Baig. 2012 .
Expiry Ciata: Mg, 2013 :

F'r-udu:tmftrrrutn:n H0.00. 331I:I.I1a'emm2 ndl.l:b:l h:llchp;u:bgﬂ

I:ertiﬂ-::ate of analysis
Criteria Speoification Result
Mattziried (i realtnd acelabel £ 50 ppm | = 10 ppm
Telad bachgiad 0 -
Carkoraba (am Oy = 5 ppm = [ ppe

G Flabilizy sovinns Ei 150 pere BET a8 nhdober | 350
Pabschem e b2 161400 1407

 Wwater jcruiornir) 5 0.008 % = 0,001 & _
lidfigisd LoavkasTe 10 Firslare LR TTE
TII:HEMEW & 0l NGHE <1 WE¥E

Wi cerify the dentity of the analylizal resulis fa the sounce decuments n accardance with the ARK
n.

Data: Qualky Control

Jisu et

20-Sap-2012

Micha Krahl

Wi parify that tha product is manufachred, fesied and released acoarding 1o thae ARK Inshouse
standards. :

Daka Cually Szsuranca
L
Feifef, (Fobo
25-Sap-2012 Bl Wanke
Piaagps 1 o' 1
B ke docismice’ - Berermails indvcien © g - H-Rik -5 1014 - D54 Radaen

cmETATTy
ey o Eomalt Wigeidge  WerneT PREUwwe picEs. o Ted o iy B0 12047 0 . Fie =400 280 a0 41 B
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Zatqcznik 5 — Certyfikat analizy kwasu jodowodorowego.

Fl

/ AB)( advanced biochemical compounds
Hydriodic Acid Redistilled

Product No. 830.2000.X
Chamical Grade Quality

For use by qualified personnel only. Manufactured according to In-house Standards.

ABX Product Release

Lot Ma: HI-121029005-2
Prod, Mo: B30.0003.5 -
Manufacturing Date: Ot 2012
Expiry Date: Oct, 2013

Praduct information: 23.07.2010 / Version 1, included for each package

Certificate of analysis

Product No.: B20.0003.5 Lot Mo.: HI-121028005-2

2 l Spacification Resull

NIpeBrEnDe clear, colpuriess 1o ighl yedow solution COnHnms ]
Todioe, qualiialve Tdenbhcation poelive canfor e

Conceniralion R [k

We cerfify the identity of tha analytical results o the source documents in accordance with the ABX

specification.
Date: Quiality Control

:n?:-_ § .
05-New-20H2 Dr. Micha P. Krahl
We cerify that the product is manufactured, tested and released according to the ABX In-house
standards.
Diate: Quality Assuranca

L e ot .

Zooflell, Ut

05-Mov-2012 Barbel Wanke
Fage 1501
A% anivameod bicshamical oompamnd - Ecmadiziniche Farmeng en GmEH - H-Glaser- Stz 18-14 . [-01454 Radeberg

Garmany - E-nal; infoabode . Inismat hip: e st e, « Tl 0 +48 7 3620 FAl44 RO . Faog 4481 3620 1 40 41 &5
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Zatfqcznik 6 — Certyfikat analizy kartridza HLB.

SAMPLE EXTRACTION PRODUCTS

Certificate of Analysis
Oasis® HLB Extraction Cartridge

Sorbent: Oasis® HLB, 30um Cartridge Type: __lcc / 20me
Sorbent Batch #: 122A Cartridge Lot# QAR
Part Number: i{ A5

Sorbent Test Results (See reverse for description of tests)

Specification | Result Solid Phase Extraction Recovery Test
= T [ e [ P =i RelsSti————
Compound Avg. Recovery | Deviation
Specific Surface Area (mzlg) 727 - 889 752 % %
(n=6) (n=6)
Average Pore Diameter (A) 73-89 82 Procainamide 98 0.3
Total Pore Volume (cm®/g) 1.18-1.44 1.19 Ranitidine 98 0.2
Avg. Particle Diameter (um) 25.0-35.0 35.0 Acetaminophen 100 0.4
Fines Content <1.0% 0.2
Cleanliness Test [ Proprietary Pass
Sorbent Selectivity Test
Peak Identification
1. Dihydroxyacetone ao7o
2. Ranitidine 9:080
3. Salicylic Acid e
: 3 0.040
4. Caffeine —
5. p-Toluamide 0.020
D.QIO—J
0.000
.00 10.00 20.00 30 00 20.00 50 00 60.00
Minutes
Result Chromatographic Conditions:
k- p-Toluemide—- — - 23.3 ——— —CGolumn: 39x150mm — ———— s —
Relative Retention Flow Rate: 1.0 mL/min
Ranitidine/p-Toluamide QD Mobile Phase:30:70 (v/v) Methanol /
Salicylic Acid/p-Toluamide 0.204 0.1 M Ammonium Acetate pH 5.10
Caffeine/p-Toluamide 0.473 Temperature: 30.0°C
3 Cartridge Lot Test Results
Average Sorbent Weight (g) _Q- Q204 Sorbent Weight Std. Deviation (g) O- OQOOOA.

Average Air Flow Rate (L/min) | 5

\ \
Quality Approved: /j,,, i /{w Q ” C Date: 15 August 2013
WO -I-e rS Form WAT(094287 Cartridge, Rev. B

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE! Page 10f 2

Waters and The Science of What's Possible are trademarks of Waters Corporation. © 2008 Waters Corporation

Waters Corporation 34 Maple Street, Milford, Massachusetts 01757-3696 U.S.A. 508 478-2000 www.waters.com

WAT058813 Rev 9
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Zatqcznik 7 — Specyfikacja kartridza Accell Plus CM.

Sep-Pak Accell Plus CM Plus Light Cartndge, 130 mg Sorbent per Cartridge, 37-55 pm
Particle Size, 50/pk [WAT023531]

To see prices, |

Sep-Pak Acce
cation-exchar
extraction of «
size makes it
applications ir
have a disting
an interstitial
This design al
and reduce sc

are limited or
Product Mumbs
Availability:

List Price: —-

@ ]

+ Add to Shopp

Specifications

Brand

Chemistry
Format/ Type

Ion Exch. Capacity
Mass Spec Compatibility
Mode

Particle Size

Paora Size

Sorbent Substrate
Sorbent Weight
Units In Package
Water Wettable

PH Range

Sep-Pak

Accell Plus CM

Plus Light Cartridge
370 peq/gram
Mass Spec Compatible
lon-exchange
37-33 pm

3004

Silica

130 mg

50/pkg

Not Water Wettable

2-8pH

shilic weak

= . depPak

- large pore
g Sargue Exirac i o0
er

se cartridges
-h results in
cartridge.
ecovaries

re samples
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Zatgcznik 8 — Swiadectwo kontroli jakosci etanolu o czystosci Ph Eur.

ATANTOR

FERFORMAMCE MATERIALS

Glivdce, dn. (1.022017

SWADECTWO KONTROLI JAKOSCI

366480111 Etylowy alkohol bezwodny 98,8% CZDA, CGatunek: CZDA, ODCE FP

Q0CZ FP
Dorurrent nommatywy: S-850M0 Mr sesii; 10040217
Paramelr Jednostka Wymagania WVimik
Vijglad zewnelrzny begbarwna, Karowna ciecz odpowiada
Zawartodt alkoholu etyfowego % frin. 99,8 00,9
Barva jHe e, 10 <10
Gesinsc (20°C) giml rrin, 0,788 me. 0,791 0,79
Wida % rrem, 0,2 003
Kivasy (j. CH3COOH) % rrex. 0,001 = 0,001
Zasady (j. NHG) % rres. 0,0003 =0,0003
Aldetwdy (. CHICHD) % rren. 0,001 = (0,001
Alkohole wyzsze (). alkohal % mex. 0015 =0,015
amylowy)
Czas ocharwiania roztwon min min. 10 =10
KhvnO4
Nietarol Yo e, 001 =0
Przostaiost po odparowaniu % max. 0,001 =0,001
Préba z H2504 W prasgisy odpowiada
Dvdazki karbonylowe (. CO) - % e, 0,003 = (0,003
Metale deide (j. Pb) % rrece. 0,000 <0,0001
Orzeczenie: COPOVUADA VWMAGANIOM
Chres waemosa: Luty 2019

SPECIALISTAANALITYK
- farwitiks

Avanior Performance Materials Poland Spolka Akcyjna
44-101 Glwice, vl Sowirskisgn 11

el +48 32 230 2000, Tax! +45 37 339 33 70

‘-mai: menkospigevantormaterial com,
wwe_pupnkormaterisls com | wews pochcomopl

HIF §31-008-15-87

S Ry v Olioach, I Wcoled Drapodercoy KIS e EXEEYIN0E

i yaiennt kg bl Ealaricavi i 2 20 TR0 B, W Eatmie] epiolesy
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Zatqcznik 9 — Certyfikat analizy wody do iniekcji.

T NN
/,.
w» polpharma Data wystawienia:  08-LIP-2018
DEPARTAMENT KONTROLI JAKOSCI Data wydru:  10-LIP-2018
Strona: 171
Certyfikat analizy PM nr: 451 11224
Produid: AQUA PRO INJ, POLPHARMA 5 ML X 100
Indeks: AQPR-0600-003 Dats waznoéci: 30-CZE-2021
Nr sarii; 1170618
Wielkode seri: 7658 op Data wytworzenia: 17-CZE-2018
WYNIKI ANALIZY
Rodza) oznaczenia Wymagania Wynik badania
Wydgd Bezbarna, przazroczysta clecz, bez smaku i zapachu | odpomiada wymaganiom
Jalowost Preparat jatowy jatowy
Endotoksyny bakteryjne Ponizej 0.25 iWmi <0.25 Wiml
= Zawartodé raztworu w amputce | Nie mnlej niz 5.0 mi s2mi
Nierozpuszczalne Zgodnle z wynaganiami Ph. Eur, (2.9.18) odpowiada wymaganiom
zanisczyszezenia
Kwasowos¢ lub zasadowodd Zgodnie Z testem wg Ph. Eur, odpowiada wymaganiom
Przewodnoi¢ ub/cm Nia wigksza niz 25 uS/cm w 25°C 1.6 uSicm
Substancie ulleniajace Zgodnle Z testem wg Ph, Eur, odpowiada wymaganiom
Chilorki Nie wigce] niZ 0.5 ppm odpowiada wymaganiom
Pozostalodé po odparowaniu 1 Nie wigcej ni2 0.004% 0.0010 %
[%]
Azotany Nia wigcsj ni2 0.2 ppm odpowiada wymaganiom
Slarczany Zgodnie 2 testem wg Ph. Eur, odpowiada wymaganiom '
Scle amenows Nia wigcsj niz 0.6 ppm odpawiada wymaganiom \
' Wagn | magnez Zgodnle z 1estem wg Ph, Eur, odpowlada wymaganiom
Wymagania pojemnika PE Zgodne 28 specylikaciq odpowlada wymaganiom
Opakowanie | oznakowanie Zgodne odpawiada wymaganiom
Badanle przeprowadzono wg: §/4-0083,01 wyd.02
Ocena: odpowlada wymaganiom
Sprawdzi Zatwierdzit
Kierownik Laboratori
Dorota Peitler = Wl?ubu Gm:::g:ﬂﬂm
Deportament Kontrol Jakoscl
Mirostawa ﬂmuu wjewoda
#0.21-U1E
Zaklady Fammacoutyczne POLPHARMA SA 1, 48 58 563 1500 e-mait sebrmtariat @ polchama com
ul. Peigdifaks 19, 53-200 Starogard Odadsii fax. +4§56'562 23 52 he:www poiphammasl
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Zatgcznik 10 — Charakterystyka produktu Natrium Chloratum 0,9%.

CHARAKTERYSTYKA PRODUKTU LECZNICZEGO

1. NAZWA PRODUKTU LECZNICZEGO

NATRIUM CHLORATUM 0,9% FRESENIUS, 9 mg/ml, roztwér do infuzji

2. SKLAD JAKOSCIOWY I ILOSCIOWY
1000 ml roztworu zawiera 9 g sodu chlorku.
Osmolarno$¢ roztworu wynosi 308 mOsmol/Il, pH: 4,5 — 7,0.

Pelny wykaz substancji pomocniczych, patrz punkt 6.1.

3. POSTAC FARMACEUTYCZNA

Roztwoér do infuzji

4. SZCZEGOLOWE DANE KLINICZNE
4.1 Wskazania do stosowania

- Pozajelitowe uzupetnianie ptyndw i elektrolitow (séd, chlorki).

- Rozcieficzanie i rozpuszezanie koncentratéw elektrolitow i produktéw leczniczych.

- Objetosé 1000 ml moze by¢ stosowana jako roztwoér do przeptukiwania w postgpowaniu
chirurgicznym lub jako roztwér sprawdzajacy aparaturg do dializy.

4.2 Dawkowanie i sposob podawania

Dawkowanie ustala lekarz indywidualnie kazdemu pacjentowi w zalezno$ci od wieku, masy ciafa i stanu
klinicznego pacjenta.

W stanach cigzkiego niedoboru sodu mozna poda¢ od 2 do 3 litréw produktu leczniczego NATRIUM
CHLORATUM 0,9% FRESENIUS w ciagu 2 - 3 godzin i nastgpnie podawa¢ z mniejszg szybkoscig.

4.3  Przeciwwskazania

Nie nalezy stosowa¢ tego produktu leczniczego w nastgpujacych przypadkach:

- nadwrazliwos¢ na otrzymywang substancj¢ rozpuszezang lub rozcienczang w produkcie leczniczym
NATRIUM CHLORATUM 0,9% FRESENIUS;

- przewodnienie.

Stosowanie produktu leczniczego moze by¢ niewskazane rowniez w nastgpujacych sytuacjach:

- hipernatremia;

- hipokaliemia;

- hiperchloremia;

- kwasica;

- stany wymagajace ograniczen w przyjmowaniu sodu (np. niewydolno$¢ serca, uogélnione obrzeki,
obrzgk ptuc, nadcisnienie, rzucawka, cigzka niewydolnosé¢ nerek);

- u noworodkéw w celu uzupetniania niedoboru wody (stosowa¢ wytacznie do wyréwnania zaburzen
jonowych).
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4.4 Specjalne ostrzezenia i Srodki ostroznosci dotyczgce stosowania

Produkt leczniczy nalezy stosowaé ostroznie u pacjentow:

- z zastoinowg niewydolnoscia serca;

- z cigzka niewydolnoscia nerek; u pacjentéw z zaburzeniami czynnosci nerek produkt leczniczy moze
spowodowa¢ zatrzymanie sodu w organizmie;

- z obrzgkami z retencjg sodu;

— leczonych kortykosteroidami lub kortykotroping.

Nadmierne podanie roztworéw niezawierajacych potasu moze wywola¢ znaczng hipokaliemie.

Dozylne podanie tych roztworéw moze spowodowaé przecigzenie ptynami i zmniejszenie st¢zenia
niektérych elektrolitow w osoczu, przewodnienie, objawy zastoinowe w krazeniu lub obrzek phuc.
Ryzyko przecigzenia ptynami powodujgce objawy zastoinowe w krazeniu jest wprost proporcjonalne do
stezenia elektrolitow w tych roztworach.

Podczas dlugotrwatego podawania produktu leczniczego niezbgdna jest ocena stanu klinicznego i okresowe
badania parametréw laboratoryjnych w celu monitorowania zmian w rownowadze ptynéw, stgzeniach
elektrolitow i rownowadze kwasowo-zasadowe;j.

4.5 Interakcje z innymi produktami leczniczymi i inne rodzaje interakcji

Tak jak w przypadku wszystkich produktéw leczniczych podawanych pozajelitowo, nalezy sprawdzi¢
zgodno$¢ innych produktéw leczniczych dodawanych do produktu leczniczego NATRIUM
CHLORATUM 0,9% FRESENIUS.

Jednoczesne podawanie produktéw leczniczych zatrzymujacych sod, takich jak niesteroidowe leki
przeciwzapalne, karbenoksolon, kortykosteroidy, kortykotropina moze zwigkszy¢ ryzyko wystapienia
nadmiaru sodu.

W przypadku dodawania do produktu leczniczego NATRIUM CHLORATUM 0,9% FRESENIUS innych
produktéw leczniczych powstaty roztwoér nalezy natychmiast podac.
Nalezy zwrdci¢ uwage na mozliwe zmiany zabarwienia.

4.6  Wplyw na plodnosé, cigze i laktacje

NATRIUM CHLORATUM 0,9% FRESENIUS moze by¢ podawany kobietom w okresie cigzy i podczas
karmienia piersia.

4.7 Wplyw na zdolno$¢ prowadzenia pojazdéw i obslugiwania maszyn

Nie dotyczy.

4.8 Dzialania niepozgdane

Czgsto$¢ wystgpowania dziatan niepozadanych okreslono nastgpujaco:

bardzo czgsto (>1/10), czgsto (=1/100 do <1/10), niezbyt czgsto (>1/1000 do <1/100), rzadko (>1/10 000 do
<1/1000), bardzo rzadko (<1/10 000), czgsto$¢ nieznana (czgsto$¢ nie moze by¢ okreslona na podstawie

dostepnych danych).

Podanie zbyt duzej objetosci produktu leczniczego NATRIUM CHLORATUM 0,9% FRESENIUS moze
spowodowac:

Zaburzenia metabolizmu i odzywiania

Czestos¢ nieznana:
Hipernatremia, hiperchloremia, kwasica.
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Zaburzenia serca
Czegsto$¢ nieznana:
Nasilenie objaw6w niewydolnosci serca, zwlaszeza u pacjentéw z chorobami ukfadu krazenia.

Zaburzenia ukladu oddechowego, klatki piersiowej i srédpiersia
Czestosc nieznana:
Obrzgk phuc, zwlaszeza u pacjentéw z chorobami uktadu krazenia.

Zaburzenia ogolne i stany w miejscu podania
Czestos¢ nieznana:
Podraznienie zyly, zakrzepowe zapalenie Zyty.

Zgtaszanie podejrzewanych dziatan niepozadanych
Po dopuszczeniu produktu leczniczego do obrotu istotne jest zgtaszanie podejrzewanych dziatan

niepozadanych. Umozliwia to nieprzerwane monitorowanie stosunku korzysci do ryzyka stosowania
produktu leczniczego. Osoby nalezace do fachowego personelu medycznego powinny zgtasza¢ wszelkie
podejrzewane dzialania niepozadane za posrednictwem Departamentu Monitorowania Niepozadanych
Dziataf Produktéw Leczniczych Urzgdu Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych
i Produktéw Biobdjczych

Al. Jerozolimskie 181C

02-222 Warszawa

tel.: +48 22 49 21 301

faks: +48 22 49 21 309

e-mail: ndl@urpl.gov.pl.

Dziatania niepozadane mozna zglasza¢ réwniez podmiotowi odpowiedzialnemu.

4.9 Przedawkowanie

W przypadku przewodnienia lub przecigzenia substancjami rozpuszczonymi, nalezy dokona¢ oceny stanu
klinicznego pacjenta i podja¢ wiasciwe leczenie.

5.  WELASCIWOSCI FARMAKOLOGICZNE
5.1 Wlasciwosci farmakodynamiczne

Grupa farmakoterapeutyczna: plyny infuzyjne wplywajace na rownowagg elektrolitowa, elektrolity, kod
ATC: BO5BBO1.

Podany dozylnie produkt leczniczy stanowi zrédto wody i elektrolitow.
U dorostych przecigtne zapotrzebowanie na wodg wynosi od 2 do 3 litréw na dobg.

Séd jest gtéwnym kationem ptynu pozakomérkowego. W organizmie catkowita zawarto$¢ sodu wynosi
okoto 70 mmol/kg, z czego okoto 97% znajduje si¢ w ptynie pozakomérkowym i okoto 3%

w wewnatrzkomérkowym. Utrzymanie prawidtowego bilansu sodu jest niezbgdne dla zachowania wiasciwej
objetosci krwi i rozmieszezenia wody. Mechanizmy regulujace rownowage wodng w organizmie sg
bezposrednio zwigzane z sodem. Jakiekolwiek odchylenie od fizjologicznych stgzeni sodu w osoczu
powoduje zaburzenia homeostazy wodnej.

Séd uczestniczy we wszystkich procesach bioelektrycznych organizmu i jest niezbgdny do funkcjonowania
réznych enzyméw systemowych.

Chlor jest dominujgcym anionem w plynie pozakomérkowym i stanowi okoto 70% aniondéw w przestrzeni

pozakomérkowej. Chlor jest zwigzany z metabolizmem sodu i potasu. Jony chlorkowe ulegajg wymianie na
dwuweglany w kanalikach nerkowych i dlatego biorg udzial w utrzymaniu réwnowagi kwasowo-zasadowe;.
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Jony chlorkowe i sodowe utrzymuja osmolarno$¢ w ptynie pozakomérkowym, sa odpowiedzialne za okoto
80% cisnienia osmotycznego ptynu pozakomérkowego.

5.2  Wilasciwosci farmakokinetyczne

Séd jest wydalany gtéwnie przez nerki w ilosci okoto 100 - 180 mmol na dobg. Gdy jest to niezbgdne,
wydalanie przez nerki moze obnizy¢ si¢ do 10 mmol na dobg.

Ponadto sdd jest wydalany z potem (okoto 50 mmol/l), z sokiem Zotagdkowym (okoto 60 mmol/l) i z sokami
jelitowymi (okoto 110 mmol/l).

Chlor jest gtéwnie wydalany przez nerki (okoto 150 mmol/dobg). Gdy jest to konieczne, wydalanie przez
nerki moze wzrosng¢ do 400 mmol na dobg. Chlor jest réwniez wydalany z potem (okofo 50 mmol/l)
i z wydzielinami jelitowymi (okoto 100 mmol/l).

5.3 Przedkliniczne dane o bezpieczenstwie

Stezenia sodu i chloru w izotonicznym roztworze chlorku sodu sg podobne do ich naturalnych stezen we
krwi. Zatem nie nalezy spodziewac si¢ toksycznego dzialania, jesli dawkowanie miesci si¢ w granicach
fizjologicznych zdolnosci regulacyjnych organizmu.

Nie obserwowano wplywu izotonicznego roztworu chlorku sodu na rozrodczo$¢, rozwdj ptodu, mutagenno$é
lub karcynogenezg. Izotoniczny roztwoér chlorku sodu stosowano w wielu grupach kontrolnych w badaniach
toksykologicznych, wlaczajac leczenie przewlekte. Izotoniczny roztwoér chlorku sodu minimalnie wptywa na
metabolizm badanych zwierzat doswiadczalnych, gdy jest podawany z szybkoscig i w dawkach bedacych

w zakresie fizjologicznych zdolnosci regulacyjnych organizmu dotyczacych wody, sodu i chloru.

6. DANE FARMACEUTYCZNE
6.1 Wykaz substancji pomocniczych
Woda do wstrzykiwan

Sodu wodorotlenek 2% (do ustalenia pH)
Kwas solny (do ustalenia pH)

6.2 Niezgodnosci farmaceutyczne

Nalezy sprawdzi¢ zgodnos$¢ innych produktéw leczniczych dodawanych do roztworu produktu leczniczego
NATRIUM CHLORATUM 0,9% FRESENIUS.

6.3 Okres waznoS$ci

3 lata:

- produkt leczniczy w pojemnikach polietylenowych KabiPac z kapslem,

- produkt leczniczy w pojemnikach polipropylenowych KabiClear z kapslem,

- produkt leczniczy w workach polipropylenowych typu ,.freeflex™ lub , freeflex®™+” (250 ml, 500 ml,
1000 ml),

- produkt leczniczy w butelkach szklanych.

2 lata:
- produkt leczniczy w workach polipropylenowych typu ,.freeflex® lub , freeflex®™+” (50 ml, 100 ml).

6.4 Specjalne Srodki ostroznosci podczas przechowywania

Pojemnik polietylenowy KabiPac z kapslem:

Nie zamrazac.
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Pojemnik polipropylenowy KabiClear z kapslem, worek polipropylenowy typu . freeflex®” lub . freeflex®™+”,
butelka szklana:
Przechowywa¢ w temperaturze ponizej 25°C. Nie zamrazag.

Opakowanie po otwarciu nie moze by¢ przechowywane i stosowane powtérnie.

Z mikrobiologicznego punktu widzenia produkt leczniczy nalezy zuzy¢ natychmiast. W przeciwnym razie
odpowiedzialno$¢ za warunki i czas przechowywania pozostatego w opakowaniu produktu leczniczego
ponosi uzytkownik.

6.5 Rodzaj i zawarto$¢ opakowania

Pojemnik polietylenowy KabiPac z kapslem — 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml.

Pojemnik polipropylenowy KabiClear z kapslem — 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml.

Worek polipropylenowy typu ,.freeflex®” lub , freeflex®+” (z portem beziglowym) — 50 ml, 100 ml, 250 ml,
500 ml, 1000 ml.

Butelka szklana — 250 ml, 500 ml.

Nie wszystkie wielkos$ci opakowan musza znajdowac si¢ w obrocie.

6.6. Szczegoblne Srodki ostroznosci dotyczace usuwania i przygotowania produktu leczniczego do
stosowania

Stosowac tylko przezroczysty roztwor.

Niezuzyta pozostato$¢ produktu leczniczego nie nadaje si¢ do dalszego stosowania.

Nie nalezy stosowa¢ produktu leczniczego w przypadku wystapienia zanieczyszczen, zmiany
zabarwienia lub gdy opakowanie jest uszkodzone.

Postgpowa¢ zgodnie z zasadami aseptyki.

Wszelkie niewykorzystane resztki produktu leczniczego lub jego odpady nalezy usung¢ zgodnie
z lokalnymi przepisami.

Instrukcja uzycia worka polipropylenowego typu ,,freeﬂex i ,,freeﬂex®+”

1. Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ wyglad worka oraz roztworu — roztwér powinien by¢ klarowny bez
zanieczyszczef (nie uzywac¢ workow uszkodzonych i (lub) wezesniej uzywanych).
2 Przygotowanie infuzji:

a) Wyja¢ worek z opakowania zewnetrznego.

b) Usung¢ plastikowg ostonke/zatyczke z wigkszego ciemnoniebieskiego portu (portu do
infuzji) ze strzatka skierowang na zewnatrz opakowania.

c) Podlgczy¢ zestaw do infuzji.

3. Dodanie leku do opakowania:
a) Wyja¢ worek z opakowania zewnetrznego
b) Usung¢ plastikowg ostonke/zatyczke z mniejszego portu do dostrzyknigé
(biatego w przypadku worka typu ,freeflex®”, jasnoniebieskiego w przypadku worka typu
reeflex®+) ze strzalkg skierowang do wewngtrz opakowania, a nastgpnie dodaé produkt
leczniczy:

° Do worka ,,freeflex™ za posrednictwem strzykawki z igha.

° Do worka , freeflex®+” za posrednictwem strzykawki typu luer lock dokrecajac ja
bezposrednio do portu do dostrzyknigé lub za posrednictwem standardowej
strzykawki z iglg.

. Stosujac urzadzenie freeflex+ transfer adapter przeznaczone do bezposredniego
dodawania leku z fiolki do opakowania.

Uwaga: Porty sg jalowe, nie wymagajg dezynfekeji przed pierwszym uzyciem.
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Wyroby medyczne przeznaczone do podazy i dodawania leku nalezy stosowa¢ zgodnie z ich instrukcjg
uzycia. Roztwér powstaly po dodaniu leku nalezy starannie zmiesza¢ i upewni¢ sig, ze nie nastgpito
wytracenie osadow z roztworu.

Instrukcja uzycia pojemnika typu KabiPac i KabiClear:

1. Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ wyglad pojemnika oraz roztworu — roztwér powinien by¢

klarowny bez zanieczyszczen (nie uzywaé¢ pojemnikéw uszkodzonych i (lub) wezesniej uzywanych).

2. Przygotowanie infuzji:
a) Postawi¢ pojemnik KabiPac/KabiClear na stabilnej i réwnej powierzchni.
Usung¢ plastikowa ostonke/zatyczke z wigkszego portu (portu do infuzji)
ze strzatkg skierowang na zewnatrz opakowania.
b) Wprowadzi¢ kolec zestawu do infuzji pionowo w port do infuzji, lekko obracajac zestaw dtonia,
druga reka trzymajac szyjke pojemnika.

3 Dodanie leku do opakowania:
a) Postawi¢ pojemnik KabiPac/KabiClear na rdwnej stabilnej powierzchni.
b) Usuna¢ plastikowg ostonke/zatyczke z mniejszego portu (portu do dostrzyknigc)
ze strzatkg skierowang do wewnatrz opakowania, a nastgpnie wprowadzi¢ iglte w $rodek
portu do dostrzyknig¢ i doda¢ produkt leczniczy do pojemnika KabiPac/KabiClear.

Uwaga: Porty sg jalowe, nie wymagaja dezynfekcji przed pierwszym uzyciem.
Wyroby medyczne przeznaczone do podazy i dodawania leku nalezy stosowaé zgodnie z ich instrukcjg

uzycia. Roztwoér powstaly po dodaniu leku nalezy starannie zmiesza¢ i upewnic sig, ze nie nastagpito
wytracenie osadow z roztworu.

T PODMIOT ODPOWIEDZIALNY POSIADAJACY POZWOLENIE NA DOPUSZCZENIE DO
OBROTU

Fresenius Kabi Polska Sp. z 0.0.

Al. Jerozolimskie 134

02-305 Warszawa

8. NUMER POZWOLENIA NA DOPUSZCZENIE DO OBROTU

Pozwolenie nr R/2510

9. DATA WYDANIA PIERWSZEGO POZWOLENIA NA DOPUSZCZENIE DO OBROTU
I DATA PRZEDLUZENIA POZWOLENIA

Data wydania pierwszego pozwolenia na dopuszczenie do obrotu: 01.03.1990 r.
Data ostatniego przedtuzenia pozwolenia: 17.03.2015 r.

10. DATA ZATWIERDZENIA LUB CZESCIOWEJ ZMIANY TEKSTU CHARAKTERYSTYKI

PRODUKTU LECZNICZEGO
19.10.2018 r. ZATWIERDZONE Byrekto
zgodnie z Decyz|g Bezpieczeristwa Farmakoterapil |/Jakosci

ULl 102004535, M Fresenius Kab) P,/ 0.0.
2 dn. LB A0 .........

Malgorzata Czeklarda-Kurczab
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Zatqcznik 11 — Certyfikat jakosci filtra wentylowanego.
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Zatfqcznik 12 - Certyfikat jakosci filtra niewentylowanego.
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Zatqcznik 13 — Specyfikacja kolumny chromatograficznej Acclaim Trinity P1

SPECIFICATIONS

Column Chemisiry: Operatimg fow rafe ravge (recommandied)
O WAY and BP Mized-Moda 0. 30-1.60 (0.4 to 1.0) mL 'min for 3.0 mm
i.d. formats
Coeraning Pressure Limit
,';'-r-_ = = 0150080 (0.2 to 0.5) mL/min for 2.1 mm
4500 p=i .
i.d. formats

Oparating pH range (recommeaended):
2.5-7T0(3.0 w 6.0)
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Zatqcznik 14 — Certyfikat analizy kaset Endosafe © - PTS™
— e

N

*

- T
charles river

Endosafe® - PTS™ Cartridges -
Certificate of Analysis

=

Archived Standard Curve Range: 10-0.1 EU/mL Standard Curve Linearty: -0.999

T

Expiration Date: __ Oct 2020

Reorder Code: - PTS201F Cartridge Lot #:

RUE

Calibration Code: 812026392035 RSE/CSE Ratio: _12 EU/ng RSE Lot # HOK354

Standard Curve Mean Reaction Times: 100 EU/mL 120  seconds

10  EU/MmML 300 seconds
T T T ~—- g TEWUMmME T 655 T ssconos —
Archived Spike Concentration: 0.80 EU/mL Negative Control: Pass

This lot of PTS Cartridges has been tested and meets Quality Control testing requirements
for an archived curve, negative controls,-and positive product control results.

Store cartridges at 2-25°C. Allow the unopened foil pouch to reach room temperature prior to
opening. Cartridges should be used immediately oncs the foil pouch seal has been opened.
Cartridges are for single-test use only.

CAUTION: DO NOT FREEZE THE CARTRIDGES

Qualified Analy QLll B a%;ﬂﬁ Date _Z40 (/- Fo/7F
Reviewed By i/j Qw&»ﬁfw Date _Zi e b Zoif]

Charles River Laboratories, Inc.
1023 Wappoo Road, Suite 43-B

Charleston, SC 29407 USA

CA-PTS20F-04
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Zatqcznik 15 — Specyfikacja kolumny chromatograficznej HP Innowax.

Configuration choices for improved Agilent J&W HP-INNOWax

Capillary

ID {mm) 0.18 -0.32 mm
Length (m) 20-60m

Film (pm) 1.00 - 1.80 pm
Temperature Limits (*C) -20 - 260 °C
Megabore

ID {mm) 0.53 mm
Length (m) -75m

Film (pm) 3.00 pm
Temperature Limits (°C) -20 - 260 °C
Applications:

Alcohols, Free Acids, Aromatics, Essential Qils, Solvents
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Zatfqcznik 16 — Raport z analizy zanieczyszczen radionuklidowych.

RAPORT Z ANALIZY ZANIECZYSZCZEN RADIONUKLIDOWYCH
DLA SERIT CHL150722A

SAMODZIELNA PRACOWNIA CYKLOTRONU I PRODUKCJI RADIOIZOTOPOW

PODSTAWOWE DAMNE RAPORTU

cciezka dostepu wyniku analizy

C1\Users\hpge_agnieszkal\Desktop W CHL\CHLYCALIGO 7220 . CHE

Data opracowania raportu

2016-08-19 14.37:20

Hazwa probki/Seria CHL1507T22A

Opis pribki (11-C)CHL
Aktywnosc probki 1017 MBg
Objetosc probki 2.00 ml

Data wyprodukowana prébki

2015-07-22 15:11:00

Data rozpoczecia pomiaru

2016-08-16 04:41:26

Hzeczywisty czas pomiaru

361I0.1 sekund

Uetawiony czas pomiaru

3600.0 selkund

IIDENTYFIKOWANE RADIONUKLIDY

Nazwa Poziom ufnosci Aktywnosc Blzd pomiarowy
radicnuklidu dla radionuklidu {(Bg /ml {(Bg /ml )
CH-EI 0.370 8. 230IEIE+D0E 3. Z0TT34E+D03
PIM -S4 0.g992 E.EBELIGE+DDD 9.503T709E-001
ICO-E6 0.737 1.2E241EE+003 4 _EO0E40E+D01
ICO-E7 0.964 T.0733T1E+001 2.164444E+000
W] 0.BE4 1.17533TE+004 2.06TB1ZE+DOZ
[EM-&5 0.986 1.813183E+000 2.175T&9E+DOD
IER-BE 0.BODB 1.327B41E+003 3.0T0BTTE+DOZ

Wartos¢ sumaryczna stezenia aktywnosci: 858037.03 Bg/ml

HIEZIDENTYFIKOWRANE PIKI

Numer kolejny Energia Liczba zliczen Bigd liczby zliczen
piku (keV) na sekunde na sekunde

2 127.25 31.4534E-001 11.70

5 509.5%9 1.2501E+000 25.79

G 510.7% 5.239BE+000 5.87

g 744 .1% 1.0355E+000 4.08
11 846.83 2.3413E+000 2.36
13 935.648 B.8067E-001 4.16
17 1246.71 4,2220E-002 20.50
18 1322.15 2.5495E-001 8.98
21 1378.21 Z2.3059E-001 9.21
22 1434.71 6.2583E-001 4.71
23 1577.41 1.270BE-002 73.87
24 1680.54 B.42T77TE-002 22 .48
25 1750.31 1.5043E-002 34.13
26 1758.70 1.4002E-002 43 .22
28 1920.848 1.6119E-002 28.96
31 2086.83 6.871BE-002 16.49
32 2180.15 2.1847E-002 15.91

ODSUMOWRMIE

EAPORT

Catkowita radioaktywnost zanieczyszezen radionuklidami nie jest wieksza niz 0,1 %
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Zatqcznik 17 — Certyfikat badar mikrobiologicznych.

ikroh i
Wymagasis
Lp. - Aodzaj badasis Wyelk badani wg FPTX 2011
Badanic jolowadsi w keach tenzwych jabomy nbonit
1. CHL1ME LA .
Badanit jelowaéci w warenkach bezilenowych julowy Talowntt
Badanie jalowndzi w warurknch tenowych Jakerwry Jatowads
z CHLI33UB —
Badaiiie jalewadci w warankszh heatienouych jabowy ol
B et m ;_- bl v L ask: m ]ﬂm jﬂl:l'ﬂdt
1 CHL130INC : - B
Badenie jiiomodci w wirunkoch beatheswych tawnsd
Badmmic jekwls w wangniach flemowych Julowy Jahownte
4 CHLI30312A
Bndenie jalowedsd w wanunkach hedlienauyeh Jnilewodt
Badenie jakwadel w warankach Temowych Jalbiy jakawngt
5 CHL13MB312B
Bodanie jiicweded wwarnkach bezilenowych porovy etowndt

Orzecsenie:  Badane probki preparsty "C-CHL, w przeprowsadzonym zakresie badari, odpowindajy
wymaganiom l’nrmaﬁ-paaln}rm,

Data sakesczenia baded: 2042013 v,

JRERCINIK p STAABTY ASYRTENT LABORATORILI KIERCHWNIK LABDRATORIUM
S Evws Kolchiak-Komursk ™87 JodRno Chamiolo ™ g g asciniak Kok
i meafry numnsalarg Mg wnty admeeiiaing {poshir nesfy adpmeindouing [t etk (st B ipos!
wylmanir - figpins ki) aj 23 drell neraEnis) WILTE] EFRECPEINE)
Sporzadzono w 1. egzemplarzach,
Otrewmuje:
1. Centrum Onkologii — Instytut im. M. Sktodowsekiej-Curie, Oddziat w Gliwicach
1.8

Orzeerenie zawicra 10 wynikéw baded § bez pi j oy Lab s mie mode byd powislane inacze], jak tylko w ealak,

Protokéf badart ar: 762913 FNPORIT, wyd X nktd; ohowigmuje od: 16.00.12; stefstr: 11

Data sparsqazenia profokofn: 3042005 r,
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