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OBIECTIVE GENERALE

Obiectivul principal il constituie dezvoltarea de cercetari interdisciplinare, teoretice si experimentale, asupra aspectelor de baza ale aplicatiilor medicale ale radioizotopilor emitatori de pozitroni, intr-un parteneriat fizicieni, chimisti, biologi si medici, urmarind implementarea PET in practica medicala si deschiderea perspectivei terapiei cu hadroni in tratamentul cancerului in tara.

Obiectivele specifice sunt corelate cu etapele proiectului:  producerea radionuclidului de interes, extragerea acestuia din “tinta” iradiată , obţinerea compusului marcat ( produsul radiofarmaceutic, biologic activ) si utilizarea pentru diagnostic sau tratament. Etapele de realizare propuse de acest proiect urmeaza ideatic acest „lant”.

Obiectivele fazei de executie

Activitate III.1 Studiu privind aspecte teoretice si practice ale proceselor de radiosinteza a biomoleculelor marcate cu radioemitatori pozitronici.(IFIN-HH, CIB) UMF-CD).


Rezumat

Acest studiu prezinta aspecte teoretice si practice legate de sinteza 18F-FDG (fluorodezoxiglucoza) si procedurile de control a calitatii, cu accent pe practica sintezei curente. 18F-FDG radiofarmaceuticul PET cel mai utilizat. 18F-FDG poate fi sintetizat fie prin fluorurare electrofila fie prin reactie de fluorurare nucleofila. Florurarea nucleofila utilizeaza manoza triflata ca precursor si Kryptofix sau sarea de tetrabutilamoniu (TBA) pentru cresterea randamentului de marcare si reducerea timpului de reactie. Cerintele pentru controlul calitatii FDG pot fi gasite in Farmacopeea Statelor Unite (USP), Farmacopeea Britanica (BP), Farmacopeea Europeana (Ph Eur) si sectiunea Chimia, Producerea si Controlul (CMC) din United States Food and Drug Administration (US FDA) considerate ca documente directoare pentru acest proiect. Cerintele de baza includ identificarea/puritatea radionuclidica, puritatea radiochimica, puritatea chimica, pH-ul, solventi reziduali, sterilitatea, si nivelul bacterial de endotoxine. Unele din aceste teste (sterilitate, endotoxine si puritatea radionuclidica) pot fi efectuate dupa obtinerea 18F-FDG. Desi USP, BP si PhEur nu cer testarea integritatii membranelor filtrante, multe laboratoare efectueaza acest test ca o evidenta indirecta de sterilitate a produsului. Am evidentiat existenta unor diferente majore intre cerintele insumate de calitate a FDG-ului prin USP, BP si CMC.
Sintezele, controlul calitatii si regulamentul 18F-FDG a devenit un model in dezvoltarea noilor radiofarmaceutice PET. Conceptul modulelor de sinteza automata este acum larg raspandita in sintezele de radiofarmaceutice PET.   
Activitate III.1 Studiu privind aspecte teoretice si practice ale proceselor de radiosinteza a biomoleculelor marcate cu radioemitatori pozitronici.
INTRODUCERE

18F-FDG este un analog al glucozei in care gruparea hidroxil de la carbonul-2 al moleculei de glucoza este inlocuit cu un atom de flor. Ca si glucoza, 18F-FDG este captat in interiorul celulelor vii prin transport activ unde are loc fosforilarea de catre hexokinaze. Spre deosebire de glucoza, 18F-FDG nu poate fi supus mai departe procesului de metabolizare deoarece gruparea hidroxil de la carbonul-2 este necesara acestui proces  [1-2]. Totusi, 18F-FDG este un bun indicator de captare a glucozei si a viabilitatii celulare.

Captarea analogilor glucozei in celulele vii depind de asemenea de modificarile la nivelul diferitilor atomi de carbon din pozitii diferite. S-a demonstrat ca specificitatea 3-deoxiglucozei (3-DG) si 4 dezoxiglucoza (4-DG) fata de hexokinaza este redusa de 100 ori [3], ca urmare 3-DC si 4-DC nu se acumuleaza in interiorul celulei la fel de mult ca 18F-FDG. Desi metoda de obtinere prin reactia de substitutie nucleofila este mai pe larg utilizata, reactia de florurare electrofila are un loc important in sinteza de 18F-FDG.

1. Procesul chimic de producere a18F-FDG
1.1. Sinteza de 18F-FDG prin fluorurare electrofila

Prima sinteza de 18F-FDG a fost efectuata in SUA, la Brookhaven National Laboratory de catre Wolf si colab. in 1976 prin fluorurare electrofila [4]. Asa cum se prezinta in Figura 1, prin fluorurare electrofila se intelege aditia atomilor de flor la dubla legatura, producand un compus diflorurat din compusul parinte. Florurarea electrofila efectuata de Wolf si colaboratorii, a utilizat 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucoza ca precursor. Glucalul a fost tratat cu 18F-F2 producand un amestec de 18F legat difloroglucoza si derivati difluor-manoza in raport 3:1. Derivatul difluoroglucoza a fost separat si hidrolizat cu acid clorhidric formand 2-floro-2-dezoxiglucoza (Figura2). Randamentul mediu al reactiei este 8% iar timpul de sinteza 2 ore [4]. Desi randamentul este scazut si timpului de reactie mare (comparativ cu timpul de viata al F-18), echipa de la Brookhaven a colaborat cu Hospital of the University of Pennsylvania si a cartografiat metabolismul glucozei in creierul uman [4]. Aceasta a fost prima testare a 18F-FDG in om.

[image: image1.emf]
Figura 1 Fluorurarea electrofila
Literatura prezinta o serie de imbunatatiri aduse ulterior reactiei de florurare electrofilica. Una dintre cele mai utile modificari a fost folosirea de acetil hipoflorura 18F-CH3CO2F. Acetil hipoflorura poate fi produsa in mediul de reactie din 18F-F2. Astfe, randamentul de marcare a fost marit si reactia de sinteza a fost mai usor controlata [4,6]. O limitare majora a metodei de obtinere prin florurare electrofila este aceea ca 50% din atomii de flor radioactivi sunt incorporati in precursor. In plus, 18F-F2 se produce in tinta de Ne gazos cu 0,1 la 1% flor gazos, prin reactia nucleara 20Ne(d,α)18F. Activitatea specifica este scazuta datorita prezentei florului gaz neradioactiv. Intretinerea si operarea cu tinta de neon este inoportuna si randamentul 18F- este mult prea scazut pentru ca sa se inlocuiasca 20Ne(d,α)18F cu reactia 18O(p,n)18F [4,7-8].

[image: image2.emf]
Figura 2 Sinteza 18F-FDG prin fluorurare electrofila 

1.2. Sinteza de 18F-FDG prin florurare nucleofila

Dezvoltarea unei metode pentru sinteza de 18F-FDG. bazata pe o rectie de substitutie nucleofila a implicat numeroase studii, prin folosirea de 18F-CsF, 18F-Et4NF si 18F-KHF [4,9-14]. Descoperirea majora a fost raportata in 1986 de Hamacher si colab., care au utilizat Kryptofix 222TM ca si catalizator [15]. Reactia a avut un radament de peste 50% iar timpul de reactie a fost scurtat la 50 minute. Substitutia nucleofilica este o reactie chimica care presupune aditia de molecule nucleofile (molecule cu o mare incarcare negativa) intr-o molecula cu o grupare donoare (care paraseste molecula) (descrie un grup electronic atasat la molecula parinte printr-o legatura chimica instabila). 

[image: image3.emf]
Figura 3 Substitutia nucleofila: Nu = molecula nucleofia, X =gruparea substituita

Figura 3 prezinta o schema generala pentru o reactie de substitutie nucleofila SN2. Molecula nucleofila are o mare afinitate pentru centrele cu deficit relativ de electroni din molecula parinte creata prin deplasarea gruparii donoare. Ca rezultat, molecula nucleofila formeaza o legatura covalent coordinativa cu molecula parinte (substrat) si elibereaza gruparea donoare. Stereoconfiguratia moleculei parinte (substratului) este, de asemenea, schimbata.

In sinteza 18F-FDG, ionul 18F- este reactantul nucleofil. Precursorul este triflatul de manoza in care atomii de carbon din  pozitiile 1,3,4,6 sunt protejati cu grupari acetil si triflatul este gruparea donoare (care pleaca) la carbonul 2. In prezenta Kryptofix 222TM ca si catalizator si acetonitril ca solvent, ionul 18F- se apropie de triflatul de manoza la carbonul 2, in timp ce gruparea triflat paraseste molecula de manoza protejata se formeaza 18F-FDG (Figura 4).

[image: image4.emf]
Figura 4 Sinteza 18F-FDG prin substitutie (fluorurare) nucleofila

Desi sinteza 18F-FDG poate fi efectuata in diverse sintetizoare cu control computerizat automatizat, procesul nucleofil decurge in aproximativ aceleasi etape.

1.3. Separarea 18F din apa imbogatita cu 18O,  rezultat din tinta de ciclotron.

Florura ara o energie de hidratare inalta, deci apa nu este solventul potrivit in aceasta sinteza. Solventii polari aprotici cum ar fi acetonitrilul ar putea fi utilizat intr-o reactie de substitutie nucleofila SN2. Intrucat 18F- este produs prin  reactia 18O(p,n)18F-, este necesar sa se izoleze ionul 18F- din mediul apos. Cea mai convenabila cale de izolare consta in folosirea unui schimbator usor de anioni: sare cuaternara de amoniu (QMA), coloana Sep-Pak. 18F- este retinut pe schimbator prin reactie de schimb ionic in timp ce apa H218º trece prin coloana.  18F- retinut este apoi eluat cu solutie de acetonitril, de Kryptofix si de carbonat de potasiu. (Figura 5). In mediu apos, orice ion incarcat cu sarcina negativa trebuie sa fie insotit de un contraion cu sarcina pozitiva. De obicei, 18F- spalat din tinta de ciclotron este insotit de urme de ioni metalici de la suprafata tintei. Cand trece peste schimbatorul de anioni, 18F- este retinut, iar ionii metalici sunt lasati sa treaca impreuna cu apa imbogatita cu 18O.
[image: image5.emf]
Figura 5 (a) Retentia 18F-FDG pe coloana schimbatoare de ioni QMA; (b) elutia 18F-FDG de pe coloana schimbatoare de ioni  QMA

In continuarea procesului de sinteza, este necesar sa se introduca un numar de ioni incarcati cu sarcina pozitiva care sa restabileasca reactivitatea 18F- inainte de evaporarea apei reziduale imbogatite in 18O [16]. Cateva tipuri de ioni de sens contrar pot fi utilizati in acest scop, incluzand o mare varietate de ioni metalici cum ar fi rubidiu sau cesiu; ioni complecsi de potasiu cu structura de inel mare cum ar fi Kryptofix 222TM si sarea de tetrabutilamoniu [16-17]. Adaugarea unui contracation implica adaugarea altui anion. Anionul carbonat este mai utilizat in acest caz, deoarece este mai putin probabil sa interfere cu sinteza [16]. Kryptofix 222TM este un eter ciclic (Figura 6) care leaga ionul de potasiu, prevenind formarea de 18F-KF. Astfel, potasiul actioneaza ca un contraion la 18F- si ii creste reactivitatea fara sa interfere cu acesta in sinteza. Din cauza toxicitacii Kryptofix 222TM care provoaca apnee si convulsii, toate modulele de sinteza automata au multiple trepte de indepartare a acestuia, care fac neglijabile cantitatile de Kryptofix 222TM  in produsul final 18F-FDG. Sarea de tetrabutil amoniu (TBA) este de asemenea larg utilizata ca si catalizator in locul Kryptofix 222TM [18].
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Figura 6 Kryptofix 222 TM si complexul acestuia cu potasiu (K+)
[image: image7.emf]



Figura 7 Structura triflatului de manoza si a 18F-FDG
1.4. Evaporarea apei imbogatite cu 18O din 18F cu acetonitril

Dupa ce 18F- este eluat in vasul de reactie este necesar sa se evapore orice apa reziduala din solutie. Avantajul utilizarii acetonitrilului ca solvent de elutie este acela ca el formeaza un amestec azeotropic cu apa. Evaporarea acetonitrilului intr-o atmosfera de azot va indeparta in acelasi timp orice apa reziduala imbogatita in 18O scapata in vasul de reactie impreuna cu 18F. Cele mai multe din sintezele automate de 18F-FDG presupun evaporarea acetonitrilului in mod repetat, pentru ca tot 18O din apa sa fie inlaturat. Toate componentele sistemului de sinteza sunt de asemenea clatite cu acetonitril ca sa indeparteze umiditatea. Azotul lichid (umiditate < 3ppm) poate fi utilizat in sinteza.

1.5. Aditia de 18F la triflatul de manoza cu acetonitril

Intr-o prima etapa are loc substitutia nucleofila. Dupa evaporarea oricarei urme de apa reziduala, precursorul se adauga la 18F. Alegerea precursorului depinde de usurinta prepararii, usurinta cu care se produce produsul finit, consistenta, randamentul samd. Ca molecula precursoare in sinteza 18F-FDG se utilizeaza 1,3,4,6-O-Acetil-2-O-trifluorometansulfonil-beta-D-manopiranose (triflat de manoza). Structura acesteia (Figura 7) este similara cu cea a FDG-ului cu exceptia gruparii acetil de la carbonul 2 si gruparilor acetil de la atomii de carbon din pozitiile 1,3,4,6 legate prin legaturi esterice, care pot fi usor desfacute in mediu acid sau bazic. Utilizarea gruparilor acetil este necesara pentru protejarea gruparilor hidroxil astfel incat florurarea nu ar putea avea loc in aceste pozitii. Introducerea ionului 18F- are loc la atomul de carbon din pozitia 2, in timp ce gruparea triflat paraseste molecula de manoza protejata pentru a forma 18F-FDG (Figura 4). Dupa inlocuirea gruparii triflat de catre 18F-, gruparile acetil sunt inlocuite prin hidroliza formandu-se 18F-FDG. Alegerea gruparilor care parasesc molecula este un factor important de luat in cosiderare. Pentru o selectie buna ar trebui ca gruparea sa aiba proprietatile de a se rupe de molecula parinte, sarcina negativa sa fie stabilizata prin delocalizare si sa nu aiba tendinta de reintrare in molecula parinte (triflatii, tosilatii si mesilatii). Alegerea gruparii mobile depinde de natura reactiei, solvent, stabilitatea precursorului, samd. Toate gruparile mobile sunt prezentate in Tabelul 1. In sinteza 18F-FDG, triflatii sunt preferati deoarece conduc la un randament superior de marcare, de aprox. 50-60% [16]. 
Tabel 1 Comparatie intre taria diverselor grupari substituite
	Proprietatile gruparii substituite (taria gruparilor substituite)

	Triflat 
	Puternic

	Tiosilat
	

	Mesilat
	

	Iodura
	Moderata

	Bromura
	

	Clorura
	Slaba 


Tabel 2 Teste privind controlul de calitate al 18F-FDG

	Test 


	Metoda
	Criterii de acceptare

	Aspect
	nespecificata
	Solutie clara sau usor galbuie

	Identificare
	Spectrometrie Gamma
	Energia fotonului  0.511Mev sau 1.022MeV

	
	Masurarea timpului de injumatatire
	105 - 115 min

	
	Examinarea picului cromatografic de la testul de puritate radiochimica
	Produsul trebuie sa aiba acelasi timp de retentie ca solutia de referinta

	pH
	nespecificata
	4,5 – 8,5

	Puritate chimica
	
	

	2-FDG
	HPLC
	Aria picului corespunzator 2-FDG nu este mai mare decat aria picului de referinta (10mg/doza maxima injectata in mL)

	Kryptofix
	Colorimetrie
	Spotul test trebuie sa nu fie mai intunecat decat spotul de referinta

	Sare de tetra-alchil amoniu
	HPLC
	Aria picului corespunzator 2-FDG nu este mai mare decat aria picului de referinta (2.75 mg /doza maxima injectata in mL)

	Solvent rezidual

Acetonitril
	nespecificata
	Mai putin de 4.1 mg pe maximul dozei volum injectat

	Puritate radionuclidica


	Spectrometrie Gamma 
	Energia fotonului 0.511MeV sau 1.022MeV

	
	Masurarea timpului de injumatatire
	105-115 min

	Puritatea radiochimica
	HPLC

TLC
	Nu mai putin de 95% din radioactivitatea totala

	Sterilitate
	Testul standard de sterilitate 
	Fara crestere bacteriala



	Endotoxine bacteriene
	nespecificata
	175 unitati internationale/doza maxima in mL

	Radioactivitate
	Masurata in calibrator de doza 
	----




1.6. Inlocuirea gruparilor acetil protectoare prin hidroliza conduce la obtinerea 18F-FDG.

Pasul final al sintezei este inlocuirea gruparilor acetil care protejeaza atomii de carbon din pozitiile 1,3,4,6. Aceasta poate fi realizata fie prin folosirea acidului clorhidric (hidroliza acida) sau a hidroxidului de sodiu (hidroliza bazica). Hidroliza acida necesita un timp mai lung si o temperatura mai ridicata. Hidroliza bazica, care este mult mai utilizata in mod obisnuit, este mai rapida si are loc la temperatura camerei. Una din imbunatatirile aduse hidrolizei bazice este separarea din pozitiile 1,3,4,6 a gruparilor acetil care au protejat 18F- dezoxiglucoza pe o coloana C-18 faza inversa (HPLC). Toate celelalte impuritati pot fi inlaturate prin spalare intensa cu apa. Hidroxidul de sodiu este adaugat pe coloana ca sa permita hidroliza bazica pe suprafata coloanei. Produsul final 18F-FDG poate fi eluat cu apa in timp ce produsii nehidrolizati sau partial hidrolizati, impreuna cu 18F-2-dezoxiglucoza 1,3,4,6 acetil raman pe coloana [19].

1.7. Purificarea produsului final 18F-FDG

Purificarea finala a 18F-FDG poate fi facuta cu o serie de coloane schimbatoare de anioni, C-18 faza inversa si coloana de alumina (HPLC). Majoritatea sintezelor automatizate pot produce in mod obisnuit 18F-FDG de puritate peste 95% (puritate radiochimica acceptata pentru administrare intravenoasa la subiecti umani de catre USP, BP, EurPh).

2. Controlul de calitate a 18F-FDG
2.1. Cerintele de calitate a 18F-FDG

Cerintele de calitate pentru 18F-FDG sunt stabilite in monografiile din farmacopeea in vigoare la locul de productie: USP [20], BP [21], EurPh [22], etc. US FDA a publicat de asemenea un document, denumit Chimie, Producere si Control (CMC) in care se specifica cerintele de calitate a 18F-FDG. [23]. Trebuie adaugat ca cerintele de control al calitatii 18F-FDG-ului difera de la o referinta la alta. O excelenta comparatie intre ele poate fi gasita in articole de sinteza din literarura [24]. In Asia, Taiwan a stabilit un ghid oficial pentru productia de medicamente PET, precum si pentru controlul 18F-FDG. Alte tari au adoptat un set diferit de standarde. In Tabelul 2 sunt prezentate testele de control al calitatii cerute de BP [21]. Datorita timpului de injumatatire prea scurt al 18F-FDG  nu toate testele trecute in lista pot fi complet facute inainte de punerea pe piata a produsului 18F-FDG. BP permite 18F-FDG sa fie eliberat inainte de testarea puritatii radionuclidice, testarii bacteriei endotoxina, si finalizarii testului de sterilitate.

Sunt si alte teste care ar putea fi cerute, nelistate in BP dar care ar putea fi semnificative. De exemplu, testul pentru etanol, care este larg utilizat in sinteza 18F-FDG. Atat USP cat si BP nu mentioneaza testarea integritatii membranelor filtrante, spre deosebire de EurPh (Figura 8), testarea fiind esentiala ca o evidenta indirecta a sterilitatii produsului 18F-FDG, deoarece rezultatul testului de sterilitate nu poate fi disponibil decat mult mai tarziu, dupa administrarea produsului.
2.2. Parametri de calitate

2.2.1. Aspect, caracterizare 
Chiar daca monografia nu specifica o metoda de testare, este evident faptul ca o inspectie vizuala a 18F-FDG este implicita. Produsul trebuie observat utilizand protectia adecvata. O culoare usor galbena poate indica prezenta unor impuritati. Un produs 18F-FDG trebuie sa fie curat si incolor.

2.2.2. Identitatea (radionuclidica si radiochimica)


Testele pentru identitatea radionuclidica si radiochimica sunt identice cu testele pentru determinarea puritatii radionuclidice si radiochimice. Identitatea radionuclidica poate fi confirmata fie ridicand un spectru gamma, fie masurand timpul de injumatatire a produsului. Oricum, energia fotonului de 0.155 MeV si suma picurilor la 1.022 MeV sunt trasaturi comune ale emitorilor de pozitroni. In concluzie, ridicarea unui spectru gamma poate sa nu fie adecvat pentru stabilirea prezentei 18F- [24].


Masurarea timpului de injumatatire poate fi realizata masurand aceeasi proba solutie test in acelasi calibrator de doza la doi sau mai multi timpi. Timpul de injumatatire este calculat prin introducerea rezultatelor in ecuatia de dezintegrare radioactive. Intervalul de timp dintre  masuratori trebuie sa fie suficient pentru a permite o dezintegrare semnificativa (10-30 min) [24]. Masurarea timpului de injumatatire este o metoda mai potrivita pentru a confirma prezenta 18F-. 


Identitatea radiochimica poate fi confirmata fie prin HPLC (high performance liquid chromatography), fie prin TLC (thin layer chromatography). TLC este o metoda mai simpla, dar necesita mai mult timp, in timp ce HPLC este mai rapida si precisa. Pentru testarea 18F-FDG prin TLC, faza stationara este TLC-SG iar faza mobila, acetonitril:apa (95%:5% v/v). Rf-urile 18F-FDG-ului, 18F- si 18F-FDG acetilatsunt 0,45 ; 0,00 si respectiv 0,80 – 0,95. Este de retinut ca rezultatele TLC-ului pot varia datorita diferitelor firme producatoare de hartii cromatografice si conditiilor de operare. Prin urmare, este important sa se foloseasca acelasi tip de hartie TLC-SG si totodata sa se foloseasca o faza mobila proaspat preparata. Cand sunt folosite hartii cu un nou numar de lot (de la aceeasi firma producatoare), valorile Rf-ului ar trebui confirmate prin proces de validare. De asemenea, tehnica spotarii (pipetarii) are efecte semnificative asupra rezultatelor TLC. Marimea spotului ar trebui sa fie intre 2 si 5 µL. Dupa spotare, hartia cromatografica  trebuie uscata iar spotul trebuie plasat deasupra de nivelul fazei mobile.

2.2.3. pH

Valoarea pH-ului a unei injectabile trebuie sa fie cat mai aproape de pH-ul fiziologic. Monografiile nu specifica o metoda pentru testarea pH-ului 18F-FDG. Pentru determinarea pH-ului se foloseste hartie de pH sau pH-metru. Hartia de pH trebuie verificata cu solutii standard de pH, si trebuie sa afiseze o schimbare de culoare pentru fiecare unitate de 0.5; valoarea pH-ului aflata prin aceasta metoda are o valoare aproximativa [24].

2.2.4. Puritatea chimica

Puritatea chimica a FDG si a 2-cloro-deoxiglucoza (doar pentru reactia de hidroliza acida) este determinata de HPLC cu o coloana schimbatoare de anioni puternic bazica (de ex. Carbopac). Faza mobila este 0.1 M NaOH iar viteza de curgere este de 1mL/min. Deoarece NaOH absoarbe dioxid de carbon din aer, trebuie evitat contactul acestuia cu aerul si stocat in containere de plastic si daca este posibil preparat proaspat. Coloana CarbopacTM este foarte sensibila la ionii carbonat. 


Testul protocol include injectarea, rularea HPLC-ului cu o solutie standard de referinta si apoi rularea HPLC-ului cu o solutie test. Criteriul de acceptare este aria picului FDG a solutiei test, care trebuie sa fie mai mica decat cea a solutiei standard. In teorie, materialul de referinta folosit trebuie sa corespunda ceritenlor farmacopeei. USP-ul a listat 3 grade USP a FDG standard, pentru prepararea solutiei de referinta. 


Testul Kryptofix implica spotarea solutiei test si a materialului standard pe un TLC-SG si developarea ei intr-o mixtura de metanol si amoniu (9:1,v/v). Proba developata este apoi expusa vaporilor de iod. Spotul solutiei test ar trebui sa aiba culoarea mai deschisa decat spotul solutiei standard. Oricum, metoda TLC nu este relevanta. Spoturile pot fi indistinctibile [24]. Alternativ, copncentrtia Kryptofix poate fi determinata prin plasarea probei TLC intr-o camera de iod sau prin GC (cromatografie de gaze) [25].

2.2.5. Solventul rezidual
Determinarea reziduurilor de acetonitril in produsul de 18F-FDG este absolut necesara. Metoda de testare nu este specificata; recomandam GC ca metoda rapida si specifica de determinare a solventului rezidual. Coloana GC se foloseste pentru solventi aposi, iar temperatura cuptorului trebuie sa fie constanta, cu detector de ionizare in flacara; temperatura, rata de curgere a carausului de gaz si timpul de rulare variaza de la laborator la laborator. 


BP-ul nu mentioneaza niciun test pentru etanolul absolut rezidual. Avand in vedera ca etanolul absolut este frecvent folosit in diferite module de sinteza a 18F-FDG si testele GC dureaza doar cateva minute, este utila masurarea concentratiei de etanol absolut rezidual in produsul 18F-FDG. Multe laboratoare adopta limitele USP de 0.05% sau 5 mg/mL.

2.2.6. Puritatea radionuclidica

Spectrele gamma inregistrate si timpii de injumatatire masurati sunt cele 2 metode de determinare a puritatii radionuclidice a produsului 18F-FDG. Masuratorile timpilor de injumatatire pot confirma prezenta 18F-. Acest lucru nu ne arata puritatea procentuala a prezentei 18F-. Puritatea radionuclidica se determina prin ridicarea unui spectru gamma cu un analizor multicanal dupa confirmarea prezentei 18F- prin masurarea timpului de injumatatire. Este permisa eliberarea 18F-FDG inaintea finalizarii testului. 

2.2.7. Puritatea radiochimica

Metodele HPLC si TLC sunt admise pentru determinarea puritatii radiochimice. Metodele au fost descrise la sectiunea “(2) Identitate (radionuclidica si radiochimica)”.
2.2.8. Sterilitate 

Sterilitatea este testata prin incubarea probelor test cu Soybean Casein Digest Medium (SCDM) si Fluid Thioglycollate Medium (FTM) pentru 14 zile la 370C. Soybean Casein Digest Medium este un mediu de cultura pentru bacteriile aerobe si fungi in timp ce FTM este mediu de cultura pentru bacteriile anaerobe. Testele se efectueaza simultan. Acest test este realizat prin incubarea “bacteriei de referinta” in SCDM si FTM. Cresterea bacteriilor trebuie sa fie vizibila dupa trecerea perioadei specificata de incubare (Tabelul 3). Rezultatele pozitive indica faptul ca bacteriile sunt mentinute si crescute in SCDM si FTM. 

In majoritatea facilitatilor PET se transmit probele la laboratoare externe de microbiologie pentru testul de sterilitate. O perioada de dezintegrare este necesara pentru a asigura ca nivelul de radioactivitate nu este excesiv. In multe cazuri, o fereastra de 24-hr poate sa nu fie suficienta. In acest caz, laboratoarele individuale ar trebui sa-si stabileasca protocoale proprii.

2.2.9. Endotoxine bacteriene (testul LAL)

Nivelul de endotoxine bacteriene este testat folosind tehnica gel-cheag. Tehnica utilizeaza lysate of amoebicytes de la crabul potcoava, Limulus polyphemus. Adaugarea endotoxinelor bacteriene la o solutie lizat produce turbiditatea, precipitatia sau gelarea mixturii. Cele mai intalnite endotoxine ce testeaza kituri necesita o perioada de incubare de la 20 la 60 minute. Prin urmare, este improbabil ca testul sa poate fi complet inaintea eliberarii produsului. Este permisa eliberarea 18F-FDG inaintea finalizarii testului de endotoxine bacteriene. Trecerea unei perioada de dezintegrare inainte de efectuarea testului este necesara pentru a asigura ca nivelul de radioactivitate nu este excesiv. Nivelul de endotoxine bacteriene poate fi determinat prin spectrofotometrie. Metoda cromogenica foloseste schimbarea culorii a substratului produs prin formarea unei enzime care, la randul sau, rezulta din adaugarea endotoxinelor la Limulus polyphemus lysate. 


Endotoxinele bacteriene gram-negative activeaza o proenzima in Limulus polyphemus lysate. Rata reactiilor de activare depinde de concentratia endotoxinelor prezente. Proenzima activata catalizeaza impartirea de substraturi aduagate. Impartirea de substraturi rezulta intr-o culoare schimbata ce poate fi monitorizata prin spectrofotometrie (Schema nr 1). Timpul necesar pentru aparitia schimbarii de culoare este invers proportional concentratiei de endotoxine prezente. Prin urmare, concentratia endotoxinelor poate fi determinata prin compararea timpului de reactie a probei cu o curba standard generate dintr-o serie de standarde ce contin concentratii cunoscute de endotoxine [26,27].
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Schema nr 1. Activarea reactiilor in testul de endotoxine bacteriene 


Concentratia de endotoxine intr-o proba poate fi de asemenea determinata prin masurarea schimbarii de turbiditate in timpul formarii gel-cheag folosind spectrofotometria. Timpul de pornire a turbiditatii este invers proportional cu concentratia de endotoxine prezente. Nivelul de endotoxine in proba necunoscuta poate fi determinat prin compararea timpului necesar pentru pornirea turbiditatii la o curba standard generata dintr-o serie de standarde cu concentratii de endotoxine cunoscute [28]. Acest tip de metoda este extrem de sensibila la interferenta de la polizaharide ca beta-glucani. Pentru a evita aceasta interferenta au fost dezvoltate metode imbunatatite [29].

2.2.10. Testul de integritatea a filtrului de membrana
Acest test nu este cerut de BP si USP, dar este cerut in sectiunea CMC a US FDA [23]. Multe laboratoare au inclus acest test ca fiind un test de rutina printre toate celelalte teste de contol a calitatii a  18F-FDG.
Din momentul in care 18F-FDG este eliberat si injectat in pacienti inainte ca rezultatele testului de sterilitate sa fie aflate, nu exista nicio asigurare a sterilitatii produsului (virtual). Testul de integritate a filtrului de membrana ne ofera o proba indirecta ca produsul este steril. Argumentul este ca integritatea filtrului de membrane nu este compromise, filtrul ar fi efectuat fuctia sa de indepartare a oricarei bacterii prezente in produsul 18F-FDG.


Sunt disponibile pe piata cateva aparate de testare a integritatii filtrului de membrane. Mecanismele acestora sunt foarte asemanatoare. Un curent de aer este trecut prin filtrele aparatelor, apoi la un rezervor de apa. Un indicator va arata presiunea exercitata pe filtrul de membrane de catre curentul de aer. Filtrul de membrane ar trebui sa fie capabil sa reziste presiunii maxime indicate in specificatia filtrului. Daca membrana este rupta curentul de aer ar trece prin membrane direct in apa. Atunci am vedea bule de aer (figura 8).


Cel mai mare dezavantaj de efectuare a testului de integritate a filtrului membrana este ca membranele filtru vor fi extrem de radioactive imediat dupa producerea 18F-FDG, iar lasarea unui timp pentru dezactivare este in dezavantajul eliberarii rezultatului in timp util.

[image: image9.emf]
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Figura 8. (a) Filtrul este intact, aerul nu trece deloc prin membrana si nu avem nici bule de aer in apa; (b) Filtrul este rupt sau la punctul de barbotare, aerul trece prin membrana, bule de aer in apa. Punctul de barbotare ar trebui sa fie mai mare sau egal decat presiunea maxima inscrisa pe specificatia filtrului.

Tabel 3 Microorganisme testate pentru determinarea sterilitatii
	Microorganisme


	Incubare

	Specii
	Origine


	Temperatura de incubare


	Durata maxima dupa care cresterea bacteriana este vizibila

	Bacterii aerobe:

Staphylcoccus aureus

 Bacillus subtilis

Pseudomonas aeruginosa
	ATCC 6538

CIP4.83

NCTC 10788

NCIMB 9518

ATCC6633

CIP52.62

NCIMB 8054

ATCC 9027

NCIMB 8626

CIP82.118
	30 la 35°C in FTM 


	3 zile

	Bacterii anaerobe:

Clostridium sporogenes
	ATCC 19404

CIP79.3
	30 la 35°C in SCDM 
	3 zile

	Fungi:

Candida albicans
Aspergillus niger
	ATCC 10231

IP48.72

ATCC 2091

IP1180.79

ATCC 16404
	30 la 35°C in FTM 


	5 zile


CONCLUZII


O mare parte din succesul clinic al PET poate fi atribuit dezvoltarii 18F-FDG. Sinteza 18F-FDG este cea mai frecventa si cu cel mai mare randament in sintezele radiofarmaceutice PET. Viitorul PET-ului depinde de viitoarele noi radiofarmaceutice si de cadrul de reglementare al sistemului de utilizare si aprobare a noilor medicamente PET (ex. NDA, IND etc). Sintezele, controlul calitatii si regulamentul 18F-FDG a devenit un model in dezvoltarea noilor radiofarmaceutice PET. Fluorurarile nucleofile si electrofile sunt reactii obisnuite pentru a marca compusi cu 18F. Conceptul modulelor de sinteza automata este acum larg raspandita in sintezele de radiofarmaceutice PET.   
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