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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 IV.1 : Verificarea experimentala a strategiei de marcare “Click chemistry” a compusilor selectati; analiza structurala a produsilor nemarcati (IFIN-HH)
Activitate IV.2

Evaluarea metodelor de separare şi purificare a biomoleculelor marcate cu emitatori pozitronici; controlul de calitate şi conformitatea cu standardele şi reglementarile europene in domeniul radiofarmaceuticelor (IFIN-HH)
Rezumat

Marcarea unor molecule cu activitate biologica specifica cu radionuclizi emitatori de pozitroni implica unele considerente speciale precum: identificarea unor metode de marcare si purificare rapida, compatibile cu timpul de injumatatire al radionuclidului; necesitatea prezervarii functiei biologice; posibilitatile de adaptare a proceselor de sinteza in sistem GMP.
In aceasta etapa am descris modalitati de sinteza a unor molecule marcate cu C-11 sau I-124, de interes pentru imagistica PET. Astfel, sunt reprezentate principalele cai de obtinere a sintonilor, prcursori purtatori ai radioemitatorului pozitronic, strategii de marcare cu C-11, precum si exemple de sinteza a unor molecule pornind de la (11CO2) respectiv 11CH3I. Toate aceste molecule marcate cu C-11 au fost studiate pentru potentiala lor aplicare in imagistica PET. Concluzia studiului este ca exista posibilitati multiple de marcare cu C-11 a moleculelor cu activitate biologica, dintre acestea trebuie selectate metodele rapide, reproductibile, care decurg cu randament ridicat. De asemenea, farmacologia compusului trebuie cunoscuta inca din faza de demarare a studiilor, pentru a anticipa structura potentialilor metaboliti si legaturile vizate de procesele de lizare iv vivo. Este util ca intregul proces de sinteza sa fie gandit inca de la inceput in sistem GMP.

(S)-CGP 12177 (2S)-(-)-4-(3-tert-butylamino-2 hydroxipropoxy) benzimidazol-2-ona) este un antagonist adrenergic de tip ariloxipropanolamina, β-selectiv. Utilizarea lui in medicina nucleara are scopul de a evalua numarul de β-receptori existenti in miocardul uman. Acest compus a fost marcat cu C-11 (experiment realizat la INSERM, Franta). Sinteza a pornit de la [11C]CH4 obtinut prin reactia nucleara 14N[p,α]11C in ciclotron. S-au obtinut 1,20 Ci  (44,40 GBq) de [11C]CH4 dupa o iradiere la 30 μA, timp de 30 minute. Fosgenul marcat a fost obtinut prin 2 proceduri diferite. Prin ambele procedee de sinteza s-au obtinut 275-480 mCi (10,2-17,7 GBq) [11C]COCl2, la 9 minute dupa terminarea reactiei nucleare in ciclotron, cu un randament de 31-54% referitor la [11C]CH4. In urma ciclizarii compusului cu fosgenul marcat a fost obtinut (S)-[11C]-CGP 12177, in formulare farmaceutica. Puritatea chimica si radiochimica a produsului a fost mai mare de 98%.
Marcarea biomoleculelor cu iod radioactiv (I-123, I-124, I-125, I-131) se poate face prin diverse metode, in functie de structura biomoleculei. Concentratia radionuclidului in procesul de marcare este de 106-109 ori mai mica decat a moleculei ce va fi marcata, ceea ce explica unele caracteristici speciale ale reactiilor de radioiodurare. Sunt prezentate cateva variante de reactii de radioiodurare prin schimb izotopic, prin substitutie nucleofila, substitutie electrofila sau prin iododediazonizare. Am selectat pentru exemplificare sintezele iodo-benzamidei, a iodoetilspiperonei, a iomazenilului si a compusului denumit RO 43-0463 (un inhibitor de oxidaza).

Este prezentat un studiu preliminar privind marcarea biomoleculelor cu Ga. Metoda se poate extinde la prepararea si radiomarcarea unor biocojugate de tip DOTA- peptida sau orice biomolecula derivatizata prin agentul de chelatizare DOTA ceea ce deschide noi perspective in obtinerea de radiofarmaceutice pentru imagistica PET.

Din punct de vedere al standardelor de calitate si al reglementarilor europene in domeniul radiofarmaceuticelor, principalul ghid ce trebuie avut in vedere, inca din faza de cercetare a unui nou compus, este standardul GMP (good manufacturing practice, buna practica de fabricatie). Acesta urmareste in principal siguranta si calitatea unui produs care se intentioneaza a fi injectat unor subiecti umani, descrierea unor proceduri standard de operare (SOP), precum si procedurarea unor metode de laborator.
Raportul de cercetare (in extenso)

Cuprins

I. Verificarea experimentala a strategiei de marcare click chemistry a compusilor selectati si analiza structurala a produsilor nemarcati

I.1. Consideratii privind strategia de marcare cu radionulizi emitatori de pozitroni
I.2. Strategii de marcare cu C-11
I.3. Exemple de compusi marcati cu C-11 cu potentiale aplicatii in PET
I.4. Experiment: Sinteza (S)-CGP 12177 marcat cu C-11, separarea si purificarea (S)-[11C]CGP 12177, controlul de calitate
I.5. Radioiodurarea, Metode de radioiodurare, Sinteze compusi radioiodurati
I.6. Peptide marcate cu 68Ga pentru imagistica PET a tumorilor neuroendocrine. Studii preliminare.
II. Evaluarea metodelor de separare si purificare a biomoleculelor marcate cu emitatori pozitronici; controlul de calitate si conformitatea cu standardele si reglementarile europene in domeniul radiofarmaceuticelor

II.1. Aspecte GMP in dezvoltarea trasorilor radioactivi destinati utilizarii medicale
II.2. Controlul de calitate si conformitatea cu standardele si reglementarile europene in domeniul radiofarmaceuticelor 
 I. Verificarea experimentala a strategiei de marcare click chemistry a compusilor selectati si analiza structurala a produsilor nemarcati

I. 1. Consideratii privind strategia de marcare cu radionulizi emitatori de pozitroni
Marcarea unor molecule cu activitate biologica specifica cu radionuclizi emitatori de pozitroni implica unele considerente speciale precum:

· Timpul de sinteza trebuie sa fie foarte scurt, de ordinul a circa 2 timpi de injumatatire ai radioizotopului emitator de pozitroni (T1/2  al 11C = 20 min, T1/2 al 18F = 110 min). Toate etapele de sinteza, purificare si control al calitatii trebuie sa se inscrie in acest interval ceea ce implica standardizarea proceselor respective astfel incat acestea sa fie reproductibile si sa poata fi efectuate de catre operatori pe baza unor proceduri (POS, proceduri de operare standard). Pentru a obtine activitati specifice ridicate, necesare in tehnica PET, se lucreaza cu activitati mari, de ordinul 1-10 Ci si se pot folosi module automate de sinteza generale sau specifice (daca acestea sunt disponibile pentru molecula selectata).
· Pastrarea functiei biologice a moleculei este cruciala, de cele mai multe ori fiind necesara marcarea specifica, in pozitii bine definite, care sa nu afecteze partea din molecula responsabila de activitatea biologica specifica. Marcarea cu C-11 este preferabila din acest punct de vedere, toti compusii organici continand atomi de carbon care pot fi inlocuiti cu C-11 prin sinteze specifice. In cazul F-18, deoarece sunt foarte putini compusi organici care contin fluor si cu atat mai putini cu rol biologic, molecula marcata va fi diferita chimic de molecula de baza, dar gasirea unor analogii chimice (halogeni, hidroxil etc.) poate face ca aceasta sa fie recunoscuta de sistemul biologic. De aceea compusiilor fluorurati folositi in medicina trebuie sa li se faca teste toxicologice. 
· Sinteza in sistem GMP presupune alinierea la standardele de productie a medicamentelor avand in vedere destinatia acestor compusi de produsi injectabili i.v. In plus, din cauza timpului de viata limitat, radiofarmaceuticele marcate cu radionuclizi emitatori de pozitroni implica eliberarea acestora inainte ca mare parte din analizele necesare sa poata fi efectuate (de ex. testul de sterilitate)

In etapele anterioare am descris in detaliu procedeele de marcare cu F-18, urmand ca in aceasta etapa sa prezentam sinteza unor molecule marcate cu C-11 sau I-124, de interes pentru imagistica PET.

I.2. Strategii de marcare cu C-11

Carbonul este elementul chimic de baza al lumii vii, din acest motiv au fost descrise si testate strategii de marcare a substantelor organice cu izotopi radioactivi ai carbonului pentru urmarirea parcursului acestuia in organismele vii. Carbonul in natura are o compozitie izotopica  de 98,89% 12C, 1,11% 13C. Izotopul 11C este un izotop emitator pozitronic obtinut in ciclotron avand timpul de injumatatire de 20 minute. Avand un timp de injumatatire relativ scazut acest izotop si-a gasit utilizari multiple dintre care o directie importanta este obtinerea de molecule marcate cu 11C pentru imagistica. 

Avand in vedere ca elementul C se gaseste in toti compusii organici este foarte importanta dezvoltarea unor compusi marcati specific cu 11C, pastrand specificitatea la nivelul organelor si metabolismului. Nevoia de astfel de compusi a facut sa se puna problema dezvoltarii unei noi ramuri a chimiei „Click Chemistry” – o chimie a sintezelor rapide care sa tina cont de timpul de injumatatire scurt al izotopilor radioactivi. Conceptul "Click chemistry" este o idee filosofica introdusa in chimie de K. Barry Sharpless in 2001 si descrie adaptarea chimiei la generarea de substante rapid si credibil, prin alaturarea de mici molecule sau grupari cu afinitate ridicata una fata de alta. Aceasta a fost inspirata din natura, unde au loc procese de sinteza similare, prin alaturarea unor unitati modulare de mici dimensiuni. 

Izotopul 11C este disponibil din ciclotron sub forma de 11CO2. Pornind de la dioxidul de carbon gazos marcat cu 11C s-a urmarit obtinerea unor molecule care la randul lor sa fie mai usor manipulabile si introduse cu usurinta in sinteze rapide – denimite precursori sau sintoni – de regula halogenuri sau azide.
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Fig. 1. Obtinerea precursorilor marcati cu C-11
In Figura 1 sunt reprezentate principalele cai de obtinere a sintonilor pornind de la 11CO2. Prin reducerea 11CO2 cu hidrura de litiu si aluminiu (LiAlH4) la 20ºC se obtine alcoolul metilic iar acesta prin tratare cu acid iodhidric (HI) la 130 ºC duce la iodura de metil  (11CH3I). Tot la iodura de metil se poate ajunge prin reducerea 11CO2 cu hidrogen (H2) pe catalizator de Pt la 360 ºC prin intermediul metanului (11CH4), acesta fiind iodurat cu I2 gazos la 720 ºC. Tot din metan se poate obtine 11CHCl3 (cloroform) prin clorurare pe catalizator de CuCl2 la 310ºC si apoi tratat cu hidrazina (H2N-NH2) in mediu bazic la 60 ºC conducand la diazometan marcat (11CH2N2). 

Un alt intermediar (sinton) important este monoxidul de carbon marcat (11CO) obtinut din dioxid de carbon (11CO2) prin reducere cu Zn la 400 ºC.

De asemenea prin tratarea 11CO2 cu amoniac (NH3) la 360 ºC pe catalizator de Pt se poate obtine acid cianhidric marcat cu 11C (H11CN), iar prin tratarea 11CO2 cu LiAlH4 la -40 ºC se obtine aldehida formica marcata cu 11C (11CH2O).
Pe baza acestori precursori se pot sintetiza molecule cu activitate biologica cunoscuta, a caror administrare in organisme vii poate aduce informatii utile referitoare la morfologia, sau functionalitatea unor organe, descrierea unor procese fiziologice sau patologice si urmarirea cailor de  metabolizare a acestor substante. 

In figura 2 sunt prezentate cateva molecule sintetizate pornind de la 11CO2 iar in Figura 3 sunt prezentate molecule sintetizate pornind de la 11CH3I. Toate aceste molecule marcate cu C-11 au fost studiate pentru potentiala lor aplicare in imagistica PET. Dintre acestea, raclopride marcata cu 11C a intrunit cerintele chimice si biologice devenind unul dintre cei mai utilizati markeri in imagistica sistemului nervos central (SNC).

Fig. 2. Sinteza de compusi marcati pornind de la 11CO2
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Fig. 3. Sinteza de compusi marcati pornind de la 11CH3I

I.3. Exemple de compusi marcati cu C-11 cu potentiale aplicatii in PET

I.3.1. 11C-Tropani

In  Figura 4 sunt descrise multiple posibilitati de marcare cu 11C, 123I sau 18F a unui analog al cocainei, utilizat in imagistica zonelor cerebrale bogate in receptori de dopamina. In prezent, βCIT este cel mai utilizat compus utilizat in imagistica cerebrala pentru imagistica receptorilor dopaminici; totusi, acesta prezinta o cinetica de transport lenta in vivo. Initial acesta a fost marcat cu 11C prezentand rezultate foarte bune la testele in vitro, din cauza timpului scurt de injumatatire coroborat cu cinetica lenta, rezultatele in vivo nu au fost concludente. Marcarea cu 123I (timp de injumatatire mai lung) a βCIT a dus la rezultate bune privind comportamentul in vivo. Imagistica receptorilor dopaminici utilizand βCIT a dovedit o sensibilitate ridicata dar o selectivitate redusa de diferentiere intre receptorii de dopamina si serotonina.

I.3.2. 11C- WAY100635
Compusul din Figura 5 este un compus derivat care a fost marcat cu 11C dovedind o stabilitate buna in vivo, in sobolani. In schimb, metabolismul in subiecti umani pare a fi diferit, suspectandu-se o descompunere dupa administrarea in vivo prin pierderea ciclohexan cetonei. Pentru elucidarea mecanismului de metabolizare a WAY100635 a fost marcat cu 11C la gruparea metilica respectiv cetonica. Astfel s-a putut stabili schema de descompunere si metabolizare si s-a constatat existenta a doi compusi care competitioneaza pentru legarea la acelasi site biologic (Figura 6). Pentru evitarea formarii metabolitului radioactiv s-au ales alte cai de sinteza. In Figura 7 sunt prezentate alte modalitati de derivatizare si de marcare pentru a obtine compusi cu caracteristici imbunatatite. S-a obsevat ca molecula in care 18F este legat in pozitie terminala este foarte instabila.

I.3.3. 11C- R116301
Un medicament antidepresiv pentru blocarea receptorilor NK1 (Figura 8) a stat la baza demararii studiilor pentru designul unui radiofarmaceutic destinat imagisticii functionale prin PET. Compusul R116301 se poate marca inalt selectiv cu C-11 (Figura 9). Rezultatele preliminare obtinute in studiile de farmacologie ex vivo a R116301 marcat cu tritiu au demonstrat o capacitate de penetrare a barierei hematoencefalice de catre acest compus (IC50 = 0,04 mg/kg corp). Valoarea IC50 reprezinta concentratia la care jumatate din receptorii prezenti sunt ocupati, acest parametru farmacologic sugerand o specificitate foarte mare a R116301 pentru receptorii NK1 (Figura 10). In Figura 11 este prezentat spectrul UV si puritatea radiochimica dupa purificare, determinata prin HPLC, care prezinta un singur produs radioactiv in proportie de 99%. 
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Fig. 4. Sinteza de βCIT marcat cu 11C, 123I sau 18F
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Fig. 5. Sinteza
11C- WAY100635


    Fig. 6. Metaboliti ai WAY100635
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Fig. 7. Derivati WAY100635 radiomarcati cu F-18 sau C-11
I.3.4. 11C- R107474
O alta molecula de interes, 11C-R107474, selectiva la nivelul receptorilor adrenergici α-2, cu rol in vasodilatatia si vasoconstrictia arterelor a fost radiosintetizata cu C-11. S-a pornit de la 11CO2 care prin reducere cu LiAlH4 conduce la aldehida formica, apoi,  prin condensare aldolica, la molecula de interes (Figura 12). Deoarece studiile de biodistributie in sobolani nu au fost concludente, cel mai probabil din cauza formarii unor metaboliti a caror structura nu a fost elucidata, au fost sintetizati compusi derivati ai R107474, prin adaugarea unei grupari hidroxil sau a unei legaturi oxidice. 

[image: image6.png]Faza_15.12.09_PROPETHAT_INA.doc - Microsoft Word

NK1 antagonist

reioRa0040 [reieR205171

-

{er,

W

u
t

: ot

[ersPARG

B T 4 odine-123 and arine-18 b (/é
e e
and prerequisites for human application VU university madical centar -




  
Fig. 8. Analogi ai NK1 antagonist radiomarcati cu C-11 sau F-18
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Fig. 9. Sinteza 11C- R116301
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Fig. 10. Autoradiografie ex vivo si curba de legare la receptori a 3H- R116301
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Fig. 11. Spectrul UV si puritatea radiochimica (HPLC) dupa purificarea 11C- R116301
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Fig. 12. Sinteza 11C- R107474

I.3.5. 11C- RWJ662733
RWJ662733 este unul dintre compusii testati ca potentiali agenti PET destinati imgisticii receptorilor H3 (Figura 13), selectarea bazandu-se pe valorile parametrilor farmacologici: coeficientul de partitie logP 3,15 si coeficientii de internalizare Ki in sobolan 8 nM respectiv Ki in om 0,8 nM. Molecula RWJ-662733 este un antagonist pentru receptorii histaminici H~3 fara sa afecteze neurotransmiterea simpatica. Sinteza [11C] RWJ662733 este prezentata in Figura 14, pornind de la un compus bromurat prin tratare cu n-BuLi se obtine sarea de litiu corespunzatoare. In continuare aceasta reactioneaza cu 11CO2 introducand emitatorul PET in molecula. Studiile de metabolizare cerebrala in vivo a compusului marcat  arata ca din totalul radioactivitatii captate (2.1 ± 0,1 %) dupa omogenizare a fost recuperata 74,6 ± 1,7 % care se repartizeaza astfel: 15,9 ± 2,3 % la nivelul metabolitilor polari si 82,5 ± 2,2 % la nivelul metabolitilor nepolari (studiu HPLC prezentat in Figura 15). 
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Fig. 13. Agenti PET petru imagistica receptorilor histaminici 
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Fig. 14. Sinteza 11C- RWJ662733
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Fig. 15. Studiu HPLC privind metabolismul cerebral al 11C- RWJ662733

In concluzie, exista posibilitati multiple de marcare cu C-11 a moleculelor cu activitate biologica, dintre acestea trebuie selectate metodele rapide, reproductibile, eventual care decurg cu randament ridicat. Studiile pentru selectarea si optimizarea sintezelor, trebuie focalizate pe puritatea produsului final si pe reproductibilitatea metodei. De asemenea, farmacologia compusului trebuie cunoscuta inca din faza de demarare a studiilor, pentru a anticipa structura potentialilor metaboliti si legaturile vizate de procesele de lizare iv vivo. Este util ca intregul proces de sinteza sa fie gandit inca de la inceput in sistem GMP: alegerea solventilor, a tipului si calitatii materiilor prime, testarea preliminara, evaluarea metodelor de separare, eliminarea solventilor reziduali, etc.

I.4. Experiment: Sinteza (S)-CGP 12177 marcat cu C-11 

I.4.1. Protocolul experimentului

Experimentul a fost realizat la INSERM Tours, Franta, in perioada 02-07 noiembrie 2009 ca parte experimentala in cadrul cursului “PET and SPECT Radiopharmaceuticals Preparation: GMP, Regulatory aspects and prerequisites for human application, organizat de INSTN, CEA (Commissariat a l`Energie Atomique). Protocolul experimental este descris grafic in Figura 18.
(S)-CGP 12177 (2S)-(-)-4-(3-tert-butylamino-2 hydroxipropoxy) benzimidazol-2-ona) este un antagonist adrenergic de tip ariloxipropanolamina, β-selectiv. Utilizarea lui in medicina nucleara are scopul de a evalua numarul de β-receptori existenti in miocardul uman.

Sinteza: (S)-CGP 12177 este marcat cu C-11 (t1/2 = 20,4 minute) (Figura 16) folosind fosgen marcat cu [11C] si precursorul corespunzator deschiderii inelului 2 (2S)-(+)-1-(2,3-diaminophenoxy)-3-(tert-butylamino)-2 propanol)

Reactia de ciclizare a [11C]-fosgen si diaminofenil (2) in diclormetan la temperatura camerei este aproape cantitativa si confera un randament in radiocompus (S)- [11C] CGP 12177 ([11C]-1) de 90-95% . De obicei se obtin 100-250mCi (3,7-9,2GBq) de (S)- [11C]CGP 12177 ([11C]-1) cu o puritate chimica si radiochimica mai mare de 99% la mai putin de 25 minute de radiosinteza (incluzand purificarea HPLC) cu radioactivitate specifica de 420-900mCi/µmol (15.5-33.3 GBq/ µmol). Dezintegrarea totala - randamentul radiochimic corectat al  (S)- [11C]CGP 12177 ([11C]-1) este bazata pe [11C] CH4 si este de 18-52%.
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Fig. 16. Sinteza: (S)-CGP 12177 marcat cu C-11

[11C]-fosgen ([11C]-COCl2) este sintetizat din [11C]-CH4 in 9-10 minute, prin [11C]-tetraclorura de carbon ([11C]-CCl4) utilizand oricare dintre cele doua procese descrise in literatura (Figura 17); randamentul de dezintegrare corectat este 31-54%. Oricare ar fi metoda de sinteza a [11C]-fosgen, (A sau B) nu au putut fi observate diferente semnificative nici in cantitatea de  (S)-[11C]-CGP 12177 produs, nici referitor la radioactivitatea specifica asociata obtinuta. 
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Fig. 17. Sinteza precursorului 11C-fosgen

[11C]-CH4 este produs intr-o tinta ultrapura Air Liquide 95/5 (N2/H2), utilizand un fascicul de protoni de 20 MeV prin reactia nucleara 14N[p,α]11C intr-un ciclotron CGR-MeV 520. In medie, se obtin cca 1,20 Ci sau 44,40 GBq (EOB) de [11C]-CH4 pentru o iradiere la 30 μA, timp de 30 minute (54000 µC).


Formularea: Pentru formularea produsului marcat pentru injectare i.v. sunt necesare 3 etape: 

(1) concentrarea solventului HPLC; 

(2) diluarea cu solutie de ser fiziologic (0,9%) pana la concentratia proiectata; 

(3) filtrarea pentru sterilizare.

Controlul de calitate: Controlul de calitate a radiofarmaceuticului pentru eliberare include: aspectul vizual al solutiei, pH-ul, puritatea radiochimica si puritatea chimica.

Solutia pentru injectare trebuie sa fie clara si fara culoare si sa aiba pH-ul cuprins intre 4,5 si 8,5. Produsul trebuie sa aiba puritatea chimica si radiochimica mai mare de 98%, demonstrata prin analiza HPLC.  Preparatul trebuie sa fie liber de precursorul utilizat pentru marcare iar stabilitatea radiochimica a acestuia sa fie cel putin 180 minute. Administrarea la oameni sau animale se face in 15 minute de la finalizarea sintezei, experimente PET si experimente de biodistributie in soareci/sobolani.


Controlul de calitate post eliberare include testul de sterilitate si testare a endotoxinelor, precum si masurarea concentratiei solventilor reziduali si a puritatii radionuclidice.

Preparatul trebuie sa fie steril si apirogen, iar impuritattile radionuclidice si concentratia solventilor reziduali trebuie sa fie sub limitele admise prin specificatia produsului.
I.4.2. Materiale
Produsele chimice au fost procurate de la Aldrich, Fluka sau Sigma Franta si au fost utilizate fara purificari ulterioare. 
A fost utilizata tehnica de purificare HPLC semipreparativa Waters / Shimadzu cu sistemele:

A: HPLC echipat cu pompa 510 Waters, detector 440 Waters UV sau detectori 481 (sau 486)  UV - cu lungime de unda variabila: efluentul este monitorizat radioactiv cu un contor Geiger-Muller; coloana: semipreparativa C-18, Symmetry Waters (7,8x300mm); porozitatea: 7μm, temperatura: RT; detectie UV la λ: 254 nm

B: HPLC echipat cu pompa 510 Waters, detector 10 Avp Shimadzu UV - cu lungime de unda variabila: efluentul este monitorizat din punct de vedere al radioactivitatii  cu un contor Geiger-Muller; coloana analitica C-18, Symmetry Waters (4,6x150mm);  porozitatea: 3.5 μm, temperatura: RT; UV detectie la λ: 220 nm

Tampon fosfat pH 2.3 preparat din 68,6 mL H3PO4 (85% wt. % sol. in apa), 138g NaH2PO4 xH2O si apa, volumul este ajustat la 1000 mL.
Sinteza compusului marcat cu C-11 a fost realizata intr-o celula fierbinte ecranata cu un strat de Pb (5 cm grosime). Sinteza este descrisa schematic in Figura 19.
I.4.3. Producerea precursorului  11C-metan
[11C]-CH4 a fost produs intr-o tinta ultrapura Air Liquide 95/5 (N2/H2), utilizand un fascicul de protoni de 20MeV prin reactia nucleara 14N[p,α]11C intr-un ciclotron CGR-MeV 520. S-au obtinut 1,20 Ci  (44,40 GBq) de [11C]-CH4 dupa o iradiere la 30 μA, timp de 30 minute.

[image: image17]
Fig. 18. Schema procesului de sinteza a S-[11C]CGP 12177

[image: image18]
Fig.19.  Schema procesului de sinteza a [11C]COCl2 in celula fierbinte

I.4.4. Sinteza fosgenului marcat cu 11C

La sfarsitul bombardarii, continutul tintei a fost transferat in celulele fierbinti dedicate pentru radiosinteza (S)-[11C]CGP 12177, protejate cu strat de 5 cm plumb. Continutul a fost trecut la inceput printr-un tub gol (bobina din otel inoxidabil, 500 nm lungime, 4 mm diametru intern, racit la -186°C cu argon lichid) cu scopul indepartarii urmelor de amoniac (produs in timpul iradierii), apoi printr-o sticla de garda cu P2O5 (70 mm lungime, 3 mm diametru intern) pentru eliminarea amestecului de reziduuri. 11C-CH4 a fost separat din tinta gazoasa prin captare intr-un tub din cupru in forma de U (150 mm lungime, 4 mm diametru intern) umplut cu Porapak-Q (80-100 mesh, Waters) si racit la -186°C (argon lichid). 11C-CH4 a fost eliberat din captor prin incalzire pana la temperatura camerei (pe baie de apa),  folosind heliu ca gaz purtator (40mL / min). 11C-CH4 a fost apoi trecut intr-un recipient de sticla cu P2O5 (70 mm lungime, 10 mm diametru intern) si concentrat intr-un alt tub din Cu in forma de U (150 mm lungime, 2 mm diametru interior) umplut cu Porapak-Q (80-100 mesh, Waters) si racit la -186°C (argon lichid). 

Fosgenul marcat a fost obtinut prin 2 proceduri diferite, descrise in Figurile 20 (Procedura A) si 21 (Procedura B).
Procedura A
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Fig.20. Sinteza fosgenului marcat cu 11C prin procedura A

[11C]CH4 este eliberat din captor prin incalzire pana la temperatura camerei si impins cu 1-2 mL heliu (15 mL / min) intr-o camera de amestecare continand 10mL de clor (99,99%, Air Liquide). Folosind azot/oxigen (98/2) ca gaz purtator (15 mL / min) amestecul [11C]CH4-Cl2 a fost trecut printr-un tub din sticla, in forma de U (200 mm lungime, 6 mm diametru intern) continand 3,00g piatra ponce impregnata cu CuCl2 (a se vedea mai jos la prepararea catalizatorului) la 380°C. [11C]CCl4 sintetizat on-line a fost apoi trecut printr-un tub din sticla, in forma de U (200 mm lungime, 4mm diametru interior) continand 1,5 g de pilitura de fier (Telar 57, Weber) la 290°C (folosind acelasi gaz purtator) convertindu-l in [11C]COCl2. In final, excesul de clor a fost indepartat on-line, folosind o trapa din sticla-stibiu (70 mm lungime, 3 mm diametru intern, continand un raport 2/1 (v/v) stibiu (400 mg) si bilute din sticla (1 mm diametru extern)).

Prepararea catalizatorului din piatra ponce impregnat cu CuCl2: 65 g CuCl2 (Aldrich) au fost dizolvate in 56 mL apa milli-Q. In aceasta solutie se introduc 40g piatra ponce (Merk) si se agita timp de 20 ore. Dupa filtrare, amestecul a fost uscat timp de 2 ore la 110°C. Uzual, in procesul de clorurare se utilizeaza un raport de 1/1 (v/v) de catalizator pe piatra ponce si piatra ponce neimpregnata.

Procedura B
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Fig.21. Sinteza fosgenului marcat cu 11C prin procedura B

[11C]CH4 a fost eliberat din trapa prin incalzire la temperatura camerei si impins cu 1-2 mL heliu (15 mL / min) intr-o camera de amestecare continand 3mL de clor (99,99%, Air Liquide). Folosind in continuare heliului ca gaz purtator (15mL/min), amestecul [11C]CH4-Cl2 a fost trecut printr-un tub de sticla gol (215 mm lungime, 7 mm diametru intern) la temperatura de 510°C. [11C]CCl4 sintetizat on-line a fost apoi trecut printr-un tub din sticla, in forma de U (200 mm lungime, 4 mm diametru intern) continand 1,5 g pilitura de fier (Telar 57, Weber) la temperaura de 290°C (folosind acelasi gaz purtator) avand loc conversia in [11C]COCl2. In final, excesul de clor a fost indepartat on-line, folosind o trapa din sticla-stibiu (70 mm lungime, 3 mm diametru intern, continand un raport 2/1 (v/v) stibiu (400 mg) si bilute din sticla (1 mm diametru extern)).

Prin ambele procedee de sinteza s-au obtinut 275-480 mCi (10,2-17,7 GBq) [11C]COCl2, la 9 minute dupa terminarea bombardarii in ciclotron cu un randament de 31-54% (cu corectarea dezintegrarii), referitor la [11C]CH4.

I.4.5. Radiosinteza (S)-[11C]CGP 12177: ciclizarea cu fosgen


[11C]COCl2 a fost preluat cu gaz purtator (rata de curgere 15 mL/min) si captat prin barbotare timp de 2 minute intr-un balon de reactie continand 1,0-1,2 mg (3,95 - 4,73 μmol; MW: 253,34 g/mol) precursor (2S)-(+)-1-(2,3-diaminophenoxy)-3-(tert-butylamino)-2 propanol), dizolvat in 250 μL CH2Cl2. Amestecul de reactie este apoi concentrat lent, prin uscare la 120°C intr-un curent de He (2-3 minute). Reziduul a fost diluat cu 1,00 mL din faza mobila HPLC folosita pentru purificare si injectare in coloana cromatografica (ser fiziologic 0,9%/ EtOH/ tampon fosfat (pH=2,3) : 750 /85 /1,7). 

I.4.6. Control prin metoda HPLC (Determinarea puritatii chimice si a puritatii radiochimice)

Determinarea puritatii chimice si a puritatii radiochimice a fost realizata utilizand urmatorul sistem:
HPLC A 
sistem isocratic 

eluent: ser fiziologic 0,9%/ EtOH/ tampon fosfat (pH=2,3) : 750 /85 /1,7; 

rata de curgere 6 mL/min

In urma analizei HPLC s-a obtinut un singur pic de radioactivitate, corespunzator compusului (S)-CGP12177, timpul de retentie: 7,5-8,0 min.
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Fig.22. Ciclizarea cu fosgen-11C

In urma acestei etape s-au obtinut 100-250 mCi (3,7-9,2 GBq) de  (S)-[11C]CGP12177 ([11C]-1) cu o puritate chimica si radiochimica mai mare de 99%. Timpul necesar acestei etape de radiosinteza a fost de 25 minute (incluzand purificarea HPLC) iar radioactivitate specifica obtinuta a fost de 420-900 mCi/µmol (15,5-33,3 GBq/ µmol). Cantitatea de (S)-[11C]CGP12177 produsa este, in medie, 0,26 µmoli pentru 4,34 µmoli de precursor (raport 0,06).

I.4.6. Formularea farmaeutica
Formularea farmaceutica a produsului marcat pentru injectare i.v. a fost efectuata urmand etapele descrise anterior:
(1) 
Concentrarea solventului HPLC prin evaporare (rotavapor, temperatura baii de apa: 40-60°C sau folosind un curent de heliu gaz incalzit la 80°C (baie de ulei));

(2)
Diluarea cu solutie de ser fiziologic (0,9%) pana la concentratia dorita, daca este necesar; 
(3) 
Filtrarea pentru sterilizare folosind Millex FG 0,22 µm (filtrul a fost activat inainte cu 1mL de etanol urmat de clatirea cu 1mL ser fiziologic).

I.4.7. Controlul de calitate

pH-ul si aspectul solutiei: pH-ul solutiei finale determinat cu hartie de pH si mentionat in raportul de lot. Aspectul vizual al solutiei este de asemenea raportat.

Analiza puritatii chimice si radiochimice: O solutie test se preleveaza si se analizeaza prin HPLC. (S)-[11C]CGP12177 radiosintetizat este co-eluat cu o solutie de CGP 12177 (referinta, tR :2,50 min). Puritatea chimica si radiochimica a produsului a fost mai mare de 98%. Preparatul trebuie sa nu contina precursorul radioactiv. Pentru a demonstra acest lucru solutia test este analizata prin HPLC (metoda HPLC B).
HPLC B 
sistem isocratic 

eluent: ser fiziologic 0,9%/ EtOH/ tampon fosfat (pH=2,3) : 750 /85 /1,7; 

rata de curgere 1,6 mL/min) 

I.5. Radioiodurarea. Consideratii generale

Dintre cei 32 de radioizotopi ai iodului (de la 110I la 142I, mai putin 127I), avand timpi de injumatatire cuprinsi intre 2,0 sec (139I) si 1,7 x 107 ani (129I), numai 6 pot fi utili in medicina (Tabel 1) pentru aplicatii in imagistica PET (120I, 122I, 124I) sau SPECT (123I) precum si in terapie (131I, 125I) sau RIA (125I). Activitatea specifica maxima ce poate fi obtinuta pentru fiecare dintre acesti radioizotopi este prezentata in Tabelul 2 iar metoda de productie in Tabelul 3. 

Tabel 1 Radionuclizi medicali ai iodului

	Radionuclid
	T1/2
	Tip de dezintegrare
	E  β (max)

keV
	E γ

keV (%)
	Aplicatii

	120I
	1,4 h
	β+ (56) EC (44)
	4000
	601 (58.0) 

1523 (11.2)
	PET

	122I
	3,63 min
	β+ (77) EC (23)
	3120
	564  (18.0) 
	PET

	123I
	13,27 h
	EC (100)
	-
	159  (83.0) 
	SPECT

	124I
	4,18 zile
	β+ (77) EC (23)
	2140
	603  (61.0) 

723  (10.0) 

1691  (10.4) 
	PET, controlul terapiei 

	125I
	59,4 zile
	EC (100)
	e- auger
	35.5  (6.7) 

	RIA,

terapie

	131I
	8,02 zile
	β- (100)
	606
	284  (6.1) 

364  (81.2)

637  (7.3)
	terapie


Tabel 2 Activitatea specifica maxima a radionuclizilor medicali ai iodului

	Radionuclid
	T1/2
	Bq/µmol
	Ci/ µmol

	120I
	1,4 h
	8,25 x 1016
	2,23 x 103

	122I
	3,63 min
	1,92 x 1021
	51,8 x 103

	123I
	13,27 h
	8,77 x 1018
	237

	124I
	4,18 zile
	1,15 x 1018
	31,2

	125I
	59,4 zile
	8,14 x 1016
	2,2

	131I
	8,02 zile
	5,99 x 1017
	16,2


Tabel 3 Metode de producere a radionuclizilor medicali ai iodului
	Radionuclid
	Metode de producere

	120I
	122Te(p,3n)120I 
	120Te(p,n)120I

	122I
	via generator din parinte 122Xe (produs in ciclotron)

	
	127I(p,6n)122Xe 
	124Xe(p,p2n)122Xe

	123I
	124Xe(p,x)123I 
	124Te(p,2n)123I
	123Te(p,n)123I
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Concentratia radionuclidului in procesul de marcare este de 106-109 ori mai mica decat a moleculei ce va fi marcate, ceea ce explica unele caracteristici speciale ale reactiilor de radioiodurare :

· randamentul mare de marcare in procesele reversibile de substitutie ;
· viteza de reactie este mai mare la concentratii mai mari (volume mici) ;

· deoarece iodul radioactiv este disponibil comercial sub forma de iodura (I-) in solutie de hidroxid de sodiu (NaOH) diluata (non-volatil), ajustarea pH-ului este adesea necesara pentru marcare ;

· speciile I2 si I+ sunt volatile – radioiodurarea se face intotdeauna in hote bine ventilate;

· (radio)iodura inhalata este preluata rapid si concentrata in tiroida, unde este incorporata in hormonii tiroidieni; se impune verificarea regulata a tiroidei!

Alte aspect importante ce trebuie luate in considerare la selectarea metodei de radioiodurare includ:

· locul de incorporare a radioiodului, conducand la modificari minime in activitatea biologica;

· date referitoare la proprietatile farmacologice (si toxicologice) a compusului iodurat ;

· stabilitatea in vivo (deiodurare enzimatica);

· este preferabila o metoda de radiomarcare rapida, intr-o singura etapa, eventual fara purificari post-marcare ;
· randament de marcare ridicat (determinat de costul ridicat al radioiodurii) ;
· estimarea activitatii specifice necesare aplicatiei vizate (diagnostic sau terapie).

Impuritatile radiochimice care pot fi prezente in compusii radioiodurati pot proveni din reactionarea incompleta, reactii secundare, reactii cu impuritatile sau solventii, incompleta indepartare a gruparilor protective, separare preparativa incompleta, modificari chimice in timp (de exemplu cauzate de radiatii). 

I.5.1. Metode de radioiodurare

a. Radioiodurarea prin schimb izotopic
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In acest concept, echilibrul reactiei de schimb depinde de raportul molar substrat/radioiod astfel:

-  la un raport 1:1 randamentul de incorporare este de 50% 

-  la un raport 20:1 randamentul de incorporare este de 95 %

-  randamente radiochimice mai mari duc la activitati specific mai mici
De aceea, aceasta reactie se foloseste mai ales atunci cand nu sunt necesare activitati specifice ridicate; se obtine marcare specifica; radioiodurarea prin schimb isotopic se foloseste atat pentru compusi alifatici cat si aromatici.

Exemple de trasori preparati prin reactia de iodurare prin schimb izotopic sunt prezentati in Figura 23.

b. Variante de reactii de schimb izotopic :

· Reactia in solvent (apa, acid acetic, acid clorhidric diluat etc.)

Procedura: 
1 mg HIPDM (sau IMP) 



400 MBq [123I]-iodura in 1 mL HCl 0,078 M

Se incalzesc timp de 30 min la 100 ºC, pe baie de apa. Produsul radioiodurat se obtine cu un randament de peste 95% si are o puritate radiochimica de peste 99%.

· Reactia in topitura

Procedura :
Compusul este incubat cu radioiodura la temperatura sa de topire

Metoda se poate aplica numai compusilor stabili la temperatura de topire si care au constanta dielectrica suficient de mare pentru disocierea radioiodurii. Metoda este aplicata pentru marcarea cu iod a hipuranului, acizilor grasi, steroizilor, aminoacizilor.

· Reactia in faza solida

Procedura :
Un amestec solid de compusi, radioiodura si sulfat de amoniu se incalzeste la 140 ºC



Mediul de reactie este acid (pH 3) si cu caracter mediu oixdant

Metoda se utilizeaza pentru schimbul atomilor de iod din pozitii neactivate de donori puternici sau substituenti acceptori de electroni; este aplicata pentru radiomarcarea MIBG (metaiodobenzil-guanidina) si iodobenzovesamicolului.

· Reactie cu catalizator Cu(I)
Cu(I) catalizeaza eficient substituirea halogenilor aromatic

Procedura:
Se utilizeaza Cu(I) generat in situ: Cu2+ cu exces de agent reducator (Sn2+, disulfit de sodiu, acid ascorbic) sau saruri de Cu(I)



Mediul de reactie:
compusi solubili in apa: solutie apoasa pH 2,0-2,2






compusi lipofilici: etanol/apa 7 / 3 sau DMSO






compusi lipofilici bazici: solutie apoasa in < 10% acid acetic


Absenta acizilor hidrohalici, pentru evitarea reactiilor competitive de clorurare, bromurare 

[image: image23]
Fig. 23. Trasori preparati prin reactia de iodurare prin schimb izotopic
c. Radioiodurarea prin substitutie nucleofila

Principiul: agentul reactant (ionul radioiodura, *I-) aduce un electron substratului (electrofil) pentru a forma o noua legatura; gruparea substituita pleaca cu o pereche de electroni. Gruparea substituita poate fi un halogen, sulfonat, diazoniu. Abordarea se foloseste atat pentru compusi alifatici cat si aromatici. Avantajul acestei metode este posibilitatea obtinerii de activitati specifice ridicate daca se separa prin HPLC precursorul de compusul radioiodurat. 

Aditia radioiodului la un atom de carbon legat de brom duce la formarea unui complex ipso-, stabilizat prin delocalizarea sarcinilor negative, care se rupe eliminand bromul. Procesul este regiospecific, fiind accelerat de substituentii donori de electroni din sistemul aromatic. Energiile de activare ale acestui process sunt mari, ca urmare sunt necesare temperature ridicate (Figura 24).
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Fig. 24. Radioiodurarea compusilor aromatici prin substitutie nucleofila

d. Radioiodurarea prin iododediazonizare

Aceasta metoda se aplica in special peptidelor. Tratarea anilinei cu acid nitric duce la formarea sarurilor de diazoniu care se descompun prin pierderea azotului, facilitand captura radioiodurii prin mecanism SN1 (reactie Sandmeyer). Randamentul acestor sinteze este imbunatatit prin utilizarea eterilor ciclici in combinatie cu CuCN (Figura 25). Cea mai utilizata metoda de radioiododediazonizare (Figura 26) implica utilizarea triazinelor cu randamente destul de mici, fiind necesare etape de purificare a produsilor finali. 


[image: image27]
Fig. 25. Radioiodurarea unei peptide prin reactie Sandmeyer modificata

[image: image28]
Fig. 26. Radiosinteza 123I-IQNB abordata prin triazine

e. Radioiodurarea prin substitutie electrofila 

Principiu: Substitutuia cu I+ electrofil a unui hidrogen dintr-un compus aromatic cu exces de electroni este una dintre cele mai utilizate metode de radioiodurare. Reactia este eficienta si are loc in conditii blande, cu randamente mari, cu si fara purtator. Dezavantajele potentiale sunt legate de sensibilitatea fata de micile variatii in conditiile de reactie (reproductibilitate), formarea, in unele cazuri, a unui amestec nedorit de regioizomeri, utilizarea unor agenti oxidanti pentru conversia in situ a I- la I+ si, apoi, a unor agenti reducatori pentru stoparea reactiei (ex. metabisulfit).

Ionul I+ ataca sistemul cu densitate crescuta de electroni (ciclu aromatic sau dubla legatura); ca rezultat se formeaza o legatura covalenta C-I, prin plecarea unei grupari incarcate pozitiv (H+ sau ioni metalici). Pozitia in care are loc marcarea este dictata de profilul de substitutie global al ciclului aromatic. Ca agenti oxidanti in aceasta reactie se folosesc monoclorura de iod, cloramina T sau dicloramina T (agenti oxidanti relativ puternici care pot produce, de asemenea reactii secundare de clorurare), N-cloroamine sau iodogen (Figura 27).
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Fig. 27. Agenti oxidanti pentru radioiodurare prin substitutie electrofila

I.5.2. Sinteza Iodoetilspiperonei

Compusul a fost studiat pentru designul unui agent pentru vizualizarea receptorilor de dopamina D2. Datorita stabilitatii mai mari a iodului legat de carbon alifatic comparativ cu iodul legat de carbon aromatic acesti compusi nu sunt larg utilizati in medicina nucleara.

Procedura: In prima faza, precursorul tosiletil a fost preparat din etilenglicol di-p-toluen sulfonat si sarea de potasiu a spiperonei. In cea de-a doua etapa, radiomarcarea a fost facuta prin substitutia gruparilor tosil cu iodura radioactiva prin refluxul precursorului in acetona pentru 2 ore in prezenta de iodura de sodiu. Iodoetilspiperona radiomarcata a fost extrasa cu acetat de etil. Randamentul radiochimic a fost 80%.
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 Fig.28. Sinteza Iodoetilspiperonei

I.5.3. Sinteza Iomazenil radioiodurat
Iomanezil este folosit la vizualizarea siturilor de legare a benzodiazepinei la receptorii acidului gama amino butiric (GABA). Compusul marcat (Figura 29) este utilizat in multe aplicatii: de exemplu in imagistica tesuturilor viabile in zonele afectate patologic sau imagistica densitatii neuronale in Alzheimer, atacuri de panica, schizofrenie, etc. Metoda a fost folosita la prepararea iomazenilului marcat cu 125I  (pentru autoradiografie) si 123I (pentru aplicarea in vivo). Randamente mari se obtin doar daca solutiile de [123I] NaI sunt proaspete. Hidroliza esterului ne da acidul liber marcat ca produs secundar. 
Procedura: 11GBq [123I]NaI (40 MBq in cazul 125I) in 0,1N NaOH se evapora la sec. In paralel, 1,5 mg de bromo-precursor se dizolva in 0,1mL acid acetic glacial si se adauga la [123I]NaI, urmat de incalzire la 155°C, timp de 1 h. Amestecul se dizolva in 5mL de apa si se purifica in solutie 5% glucoza (izotonic) si se trece peste o coloana de argint pentru eliminarea iodului liber format in timpul evaporarii.
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Fig.29. Sinteza Iomazenil radioiodurat
I.5.4. Sinteza Benzamidei marcata cu radioiod
Iodurarea benzamidei (alkil- sau piperidinil- substituit) duce la formarea unui compus aplicabil potential la vizualizarea melanomului (Figura 30).
Procedura: Radioiodura de sodiu si 20µg Na2S2O5 se evapora la sec intr-o eprubeta de 5mL. Brom-precursorul (250µL) si 0,5 µg CuCl/50 µL au fost puse in 5 µL acid acetic si incalzit pentru 20 minute la 180°C. Separarea pe HPLC a fost facuta pe coloana de Kromasil RP18 (5µm) cu acetonitril/ H2O/Et2N (30/70/0.2) ca eluent.
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Fig.30. Sinteza benzamidei radioiodurata pe catalizator de Cu(I)
I.5.5. Sinteza RO 43-0463
Compusul (Figura 31) este un inhibitor reversibil de oxidaza monoaminica B avand o acumulare specifica in talamus si cerebel fata de cortex si materia alba din creier. In epilepsie se observa o acumulare ridicata a acestui produs in putamen.

Procedura : 2mg de bromo-precursor se amesteca cu cca 1GBq [123I]NaI in 1 mL de 0,1M NaOH, 0,5 mg sulfat de cupru, 9,8 mg acid fosforic, 5 mg acid ascorbic si incalzit la 165°C pentru 1 h.

[image: image35.jpg]



Fig.31. Sinteza compusului RO 43-0463
I.5.6. Sinteza 3- Iodo-α-metil-L-tirosina
3-Iodo-α-metil-L-tirosina (IMT) este folosita pentru diagnosticarea tumorilor, in special a gliomului sau a altor tipuri de tumori cerebrale (Figura 32). 

Procedura: La 0,1mg iodogen uscat 300μL se adauga o solutie 0,0034 M de L-α-metiltirosina in solutie de tampon borat (pH=8). Reactia a fost initiata prin aditia de solutie de radioiodura (de obicei 1,48 MBq 123I). Dupa 10 minute la temperatura camerei cu agitare ocazionala, reactia a fost oprita prin eliminarea solutiei din vas cu o seringa. Activitatea specifica a fost 167 TBq/mmol iar randamentul radiochimic 80%.
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Fig. 32. Sinteza 3- Iodo-α-metil-L-tirosina prin procedura fara purtator
I.6. Peptide marcate cu 68Ga pentru imagistica PET a tumorilor neuroendocrine. Studii preliminare.

Identificarea de radionuclizi metalici cu emisie pozitronica ca 68Ga, 64Cu, 89Zr etc au deschis noi cercetari in aria imuno-PET-ului ca metoda de diagnoza moleculara oferind instrumente de aplicare a unor strategii de imunotratament si alfa, beta radioimunotratament functie de caracteristicile individuale ale pacientului. Imuno-PET-urile obtinute prin utilizare de biomolecule de tintire tumorala (peptide anticorpi, etc) marcate cu  68Ga, 64Cu, 89Zr sunt de o inalta acuratete in evaluarea marimii, localizarii si evolutiei  tumorii datorita activitatii metabolice intense a biomoleculei  la nivelul tumorii comparativ cu 18F-FDG/PET  recunoscandu-se o activitate metabolica scazuta a dezoxi glucozei in metabolismul tumoral. Cercetarile in cadrul acesei etape se refera la realizarea unor modele experimentale de sinteza a compusilor de tip Ga-Agent de chelatizare-Peptida selectand peptide cu biospecificitate tumorala.

In lucrarile experimentale s-au utilizat urmatoarele substante: Ga2O3 (Fluka),  DOTA (acid 1,4,7,10 tetraazociclododecan-tetra acetic) ChemTech, agent chelator utilizat in derivatizarea biomoleculelor si cu afinitate chimica pentru metale trivalente, solventi pentru analiza HPLC si alte chimicale (Sigma).Pentru evaluarea calitativa a compusilor obtinuti s-au utilizat aparatura HPLC si Spectroscopie IR.

In solutie apoasa elementul Ga exista numai in starea de oxidare +3 de aceea in sinteza compusilor de coordinatie nu sunt utilizati agenti reducatori, in schimb datorita caracterului amfoter al Ga+3 functie de pH, este indicat sa se stabileasca conditiile de reactie astfel incat sa se minimalizeze potentiualul de formare a Ga(OH)3 sau H3GaO3, compusi chimici cu potential chimic zero in formarea compecxilor de coordinatie. Luand in considerare aceste aspecte s-a preparat GaCl3 plecand de la o cantitate determinata de Ga2O3 in reactie cu cantitatea stoechiometrica de solutie HCl. Dupa terminarea reactiei solutia de GaCl3 se dilueaza pana la concentratia de 0.1N in HCl. Solutia astfel obtinuta se purifica prin trecerea acesteia pe o coloana schimbatoare de ioni in forma H+ (AG50W-X8).Solutia purificata de concentratie 5 mg/ml in Ga+3 este solutia stok utilizata in etapa de experimente privind obtinerea de complexului de DOTA-Ga. Parametrii chimici ce conditioneaza formarea complexului DOTA-Ga sunt: concentratia reactantilor, mediul de reactie, temperatura si timp de reactie. Studiul s-a efectuat prin varierea continua a fiecaruia din parametrii mentionati

Se constata ca hidroliza Ga+3 este impiedicata de un mediu de reactie ce contine HCl: CO(CH3)2 in proportie de 1:9; tamponul CH3COO NH4 0.4M ca solvent pentru DOTA favorizeaza reactia de formare a complexului coordinativ DOTA-Ga. In complexul obtinut se regasesc 0,625 mgGa ce corespunde la un raport molar DOTA:Ga de 1,1:1.Formarea complexului este dependenta de timp si temperatura de reactie. Dupa stabilirea raportului reactantilor si a mediului de reactie, solutia se incubeaza timp de 15 min. la 1000C. Dupa racire proba se analizeaza calitativ prin metode HPLC pentru evaluarea puritatii produsului final si a stabilitatii. Probe de DOTA-Ga si GaCl3 au fost analizate prin metoda HPLC- Detector UV in sistem binar (faza mobila, solvent A Me-OH 0.1%TFA si  solvent B H2O acidulata cu 0.1% TFA)  si in sistem izocratic utilizand ca faza mobila H2O 0.1% TFA. Din Fig. 1-4 se observa ca in sistem izocratic produsul final Ga-DOTA are timp de retentie Rt=5 min. fata de GaCl3 cu Rt=30 sec.,  recomandand analiza HPLC pentru analiza probelor in sistem izocratic. Sistemul binar arata decat o deplasare a lungimii de unda UV de la 200nm specifica GaCl3 la 190 nm specifica pentru Ga-DOTA
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Fig.33. Cromatograma HPLC in sistem izocratic a GaCl3 respectiv  Ga-DOTA

II. Evaluarea metodelor de separare si purificare a biomoleculelor marcate cu emitatori pozitronici; controlul de calitate si conformitatea cu standardele si reglementarile europene in domeniul radiofarmaceuticelor

II.1. Aspecte GMP in dezvoltarea trasorilor radioactivi destinati utilizarii medicale

Din punct de vedere al standardelor de calitate si al reglementarilor europene in domeniul radiofarmaceuticelor, principalul ghid ce trebuie avut in vedere, inca din faza de cercetare a unui nou compus, este standardul GMP (good manufacturing practice, buna practica de fabricatie). Acesta urmareste:

· siguranta si calitatea unui produs care se intentioneaza a fi injectat unor subiecti umani

· proceduri standard  de operare (SOP), precum si procedurarea unor metode de laborator 

In acest sens, pentru simplificare, toate etapele de sinteza si purificare trebuie gandite conform acestor standarde inca din faza de proiectare. De exemplu este indicata evitarea unor solventi organici de clasa 1 si alegerea unor solventi acceptati, iar in cazul utilizarii tehnicilor SPE (solid phase extraction) sau HPLC semipreparativa pentru purificarea compusului final, limitarea eluentului etanol la 10% in compusul final (limita acceptata pentru injectare). Metodele de laborator trebuie astfel planificate incat sa includa etape de trapare a solventilor reziduali, diluare cu ser steril etc., astfel incat solutiile finale sa corespunda aceste standarde. Garantarea sterilitatii sistemului de sinteza este obligatorie. Sterilizarea prin incalzire este o garantie aditionala, daca este posibila. Modalitatile de sterilizare standard sunt: intre 20 min si 40 minute la 121ºC sau intre 6 minute si 15 minute la 134 ºC. Substantele chimice este de dorit sa fie produse in sistem GMP (pentru asigurarea trasabilitatii). Controlul de calitate este recomandat a se realiza prin HPLC; in plus se recomanda efectuarea de teste privind osmolaritatea si pirogenitatea. 
Buna Practica de Fabricatie pentru Produse Medicale (GMP)

GMP este o parte a Asigurarii Calitatii si certifica ca produsele sunt in mod constant produse si controlate pentru conformitatea cu standarde cerute de specificatia produsului precum si ca cerinte ale Autorizatiei de Punere pe Piata (APP). Prin GMP sunt vizate atat productia cat si controlul.

Cerintele de baza ale GMP-ului sunt:

1. Toate procesele de productie trebuie clar definite, in mod sistematic revizuite, pe baza experientei ; acestea trebuie sa demonstreze capacitatea de fabricatie a produselor medicale in conditii de calitate si in corelatie cu specificatiile acestora.

2. Etapele critice ale procesului de fabricatie precum si schimbarile semnificative in acest proces trebuie enuntate si validate.

3. Toate facilitatile necesare pentru GMP trebuie validate (master plan pentru procesul de productie si master plan pentru locatie/facilitati).

4. Calificarea si instruirea personalului trebuie realizate si validate conform reglementarilor.

5. Premize adecvate si spatiu conform reglementarilor in vigoare.

6. Echipamente si servicii autorizate/calificate.

7. Materiale de corectie, containere si etichete, conform reglementarilor.
8. Aprobarea procedurilor de operare si a instructiunilor de utilizare.

9. Depozitare si transport conform reglementarilor.
10. Instructiunile si procedurile trebuie scrise intr-o forma de instructaj in mod clar si fara ambiguitati de limba, si sunt aplicate specific sa faciliteze conditiile;

11. Operatorii sunt instruiti sa efectueze procedurile corect;

12. Efectuarea inregistrarilor, manual sau/si folosind instrumente de inregistrare, in timpul productiei, care demonstreaza ca toti pasii ceruti prin procedura definita si instructiuni au fost efectuati si parametrii produsului sunt cei specificati, atat cantitativ cat si calificativ. Orice deviatie semnificativa este in totalitate inregistrata si investigata.
13. Inregistrarea fabricatiei incluzand distributia  trebuie sa permita trasarea unei istorii complete a lotului si aceasta sa fie tinuta intr-o forma usor de inteles si accesibila;

14. Distributia produselor trebuie sa minimalizeze orice risc referitor la calitatea produsului;

15. Sistemul trebuie sa permita rechemarea oricarui lot de productie, de vanzare sau livrare;

16. Reclamatiile la produsul vandut trebuie analizate, cauzele defectelor de calitate investigate, si luate masurile adecvate in ceea ce priveste produsul defect si pentru a preveni reaparitia acestora.

II.2. Controlul de calitate si conformitatea cu standardele si reglementarile europene in domeniul radiofarmaceuticelor 

Controlul calitatii este parte integranta a GMP care se ocupa cu prelevarea probelor, testarea si analiza acestora pentru verificarea conformitatii cu specificatiile acestora si cu organizarea, documentarea si eliberarea procedurilor care asigura ca testele necesare sunt relevante si aplicate efectiv si ca aceste materiale nu sunt eliberate la utilizare, nici ca produsele eliberate pentru vanzare sau livrare pana ce calitatea lor nu a fost considerate satisfacatoare.

Unele dintre cerintele de baza ale controlului de calitate (QC) sunt:

(i) Existenta facilitatilor adecvate, instruirea personalului, proceduri aprobate pentru prelevarea probelor, inspectarea si testarea materiilor prime, materialelor de ambalare, controlul intermediarilor, a solutiilor stoc si produselor finite precum si, dupa caz, a conditiilor de mediu pentru scopurile GMP;

(ii) prelevarea probelor din materiile prime, materialele de ambalare, produsele intermediare,  solutiilor stoc si produsele finale sunt luate de personal prin metode aprobate de QC.

(iii) Metodele de testare sunt validate; 

(iv) Inregistrarile sunt facute conform specificatiilor;
(v) Suficiente mostre de materii prime si produse finite trebuie retinute, pentru a permite o viitoare examinare a produsului daca este necesar. 
Reglementarile EMEA si ANM pentru radiofarmaceutice vor fi prezentate in etapa a V-a. 
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