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Streszczenie

Celem pracy bylo przeprowadzenie syntezy ['®F]JFDG oraz zbadanie wiasciwosci
fizykochemicznych otrzymanego radiofarmaceutyku. Synteze¢ oraz kontrolg¢ jakosci uzyskanego
produktu przeprowadzono w Centrum Produkcji Radiofarmaceutykéw Voxel. Otrzymane wyniki
spelniaja  wszystkie wymagania jako$ciowe okreslone przez Farmakopee, co oznacza, ze

zsyntetyzowany produkt moze zosta¢ dopuszczony do obrotu.
Wstep

['8F]FDG (fluorodeoksyglukoza) jest jednym z najcze$ciej uzywanych radiofarmaceutykow,
ktory jest wykorzystywany w badaniu PET w onkologii. Podaje si¢ ja w formie zastrzyku dozylnego.
['8F]FDG jest przyswajana przez wszystkie tkanki ciala, a réznice w szybkosci wchianiania glukozy
przez prawidtowe i1 patologiczne tkanki sa podstawowa wiasciwoscia pozwalajaca na rozpoznanie

ognisk chorobowych.

['8F]FDG to analog glukozy, pobierany przez transportery glukozy (glut-1) i fosforylowany
do fosforanu 6-FDG, ktory bierze udziat w wielu szlakach metabolicznych. Z powodu réznicy
w budowie fosforan 6-FDG nie jest juz substratem dla enzymoéw i w rezultacie '® F-FDG jest
uwieziona wewnatrz komorek na czas badania.l!l Zastosowanie [!® FJFDG w onkologii opiera sie na
obserwacji, ze wickszo$¢ komorek nowotworowych wykazuje wysoka ekspresje¢ transporterow glut-
1 w btonie komodrkowej. Fluorodeoksyglukoze najczgsciej wykorzystuje sie¢ w diagnostyce raka ptluc,
jelita grubego i biataczek. Jednak stosowanie ['* FJFDG ma roéwniez pewne wady, migdzy innymi
['8 F]FDG jest pobierana przez tkanki objete procesem zapalnym, w szczegdlnosci przez makrofagi,
co skutkuje zmniejszeniem swoistosci. Jest ona rowniez wydalana razem z moczem, akumulacja

['8 FJFDG w pecherzu moczowym utrudnia ocene narzadéw miednicy mniejszej.

Obecnie badanie PET z zastosowaniem ['® FJFDG stanowi 10% wszystkich badah

obrazowanych z uzyciem radiofarmaceutykow.!?!
Synteza

Synteze¢ przeprowadzono w Centrum Produkcji Radiofarmaceutykéw Voxel. Informacje
odnosnie dziatan sg poufne. Proces przedstawiono na podstawie publikacji Philipa S. Yu ,, Review of

18 F-FDG Synthesis and Quality Control™.



['8 FIFDG jest analogiem glukozy, w ktérym grupa hydroksylowa przy atomie wegla C-2,
w czgsteczce glukozy jest zastgpiona atomem fluoru. [!® FJFDG jest wchianiane do zywych komorek
podobnie jak glukoza, a nastgpnie fosforylowane przez heksokinaze. W przeciwienstwie do glukozy,
['8F]FDG nie moze podlega¢ dalszemu metabolizmowi. Niemniej jednak fluorodeoksyglukoza jest

dobrym wskaznikiem wychwytu glukozy i zywotno$ci komorek.

Podstawienie nukleofilowe to reakcja chemiczna polegajaca na wymianie grupy
opuszczajacej (przewaznie grupa elektronoakceptorowa) na czynnik nukleofilowy. Schemat reakcji

podstawienia nukleofilowego Sy2 przedstawiono na Rys. 1.
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Rys 1. Substytucja nukleofilowa.

Grupa nukleofilowa ma wysokie powinowactwo do elektofilowego centrum czasteczki
macierzystej. W rezultacie grupa nukleofilowa tworzy wigzanie kowalencyjne z czasteczka
macierzysta. Zgodnie z mechanizmem Sn2 jednoczesnie nastgpuje odlaczenie grupy
opuszczajacej. Zmienia si¢ rowniez stereokonfiguracja czasteczki macierzystej w miejscu
podstawienia. W syntezie ['® FJFDG, jon '®F~ jest nukleofilem. Prekursorem natomiast, jest triflat
mannozy, w ktérym atomy wegla w pozycji 1, 3, 4, 6 sa zabezpieczone grupa acetylowa, a
trifluorometanosulfonian jest grupa opuszczajaca przy atomie wegla C-2. W obecnos$ci odczynnika
Kryptofix 222 jako katalizatora i acetonitrylu jako rozpuszczalnika, jon '8F~ zbliza si¢ do triflatu
mannozy przy atomie wegla C-2 podczas gdy grupa trifluorometanosulfonowa opuszcza czasteczke

mannozy, tworzac ['*F]JFDG. Schemat reakcji przedstawiono na Rys 2.
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Rys 2. Mechanizm syntezy [ISF]FDG

Kontrola Jakosci FDG

Wymagania jakosSciowe dla produktow leczniczych okresla Farmakopea, czyli spis lekow
dopuszczonych do obrotu, ktory zawiera $cisle okreslone wymagania dotyczace produkcji leku oraz
jego kontroli jako$ci. Farmakopealny opis leku jest podzielony na monografi¢ ogdlng i monografie
szczegbtowa. Monografia ogolna zawiera ogdlne sposoby wytwarzania, kontroli jako$ci oraz sposoby
przechowywania substancji. Natomiast monografia szczegdélowa zawiera wszystkie informacje
danego leku, np. nazwe, wlasciwosci fizykochemiczne czy metody na potwierdzenie tozsamosci

substancji.

Farmakopea zawiera monografie szczegélowe preparatoéw prawnie dopuszczonych do obrotu.

Najwazniejsze parametry, ktore musza by¢ zbadane podczas lub po produkcji radiofarmaceutyku, to:
1. Postac¢ preparatu,
Czysto$¢ radionuklidowa,

Czystos¢ radiochemiczna,

S

pH,
Zawarto$¢ endotoksyn,
Czas potrozpadu,

Sterylnos¢,

o N W

Widmo promieniowania,



9. Pozostatosci rozpuszczalnikéw organicznych.

Posta¢ roztworu radiofarmaceutyku okre$la si¢ wizualnie. Nalezy stwierdzi¢ czy preparat jest
klarowny, zdefiniowa¢ jego barwe, dokladnie sprawdzi¢ czy nie wydzielil si¢ osad lub czy nie ma

mechanicznych zanieczyszczen.

Bardzo waznym elementem kontroli jakosci jest sprawdzenie czystosci produktu. Nalezy zbadaé
czysto$¢ radionuklidowa, radiochemiczng i chemiczng (m.in. pozostalo$ci rozpuszczalnikoéw
organicznych). Czysto$¢ radionuklidowa to innymi stowy stosunek aktywnos$ci radionuklidu do
aktywno$ci innych radionuklidow w preparacie wyrazony w procentach. Natomiast czystos¢
radiochemiczna to stosunek aktywnos$ci danej formy chemicznej radionuklidu do aktywnosci
wszystkich form wyrazony w procentach. Czysto$¢ chemiczna to zawarto$¢ pozostatosci
organicznych w preparacie. W przypadku radiofarmaceutykéw znakowanych 'F sprawdza sie
glownie zawarto§¢ Kryptofixu 222 oraz acetonitrylu. Wszystkie te trzy parametry mozna badaé
metoda chromatografii:

e wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC),

e cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (TLC),

e chromatografii gazowej (GC).

Warto$¢ pH najczesciej mierzy si¢ przy uzyciu papierka wskaznikowego (lakmusowego) badz
pH-metru. Natomiast widmo promieniowania oraz czas polowicznego zaniku bada si¢
spektrometrem gamma. Kluczowym parametrem jakos$ci radiofarmaceutyku jest sterylno$¢ produktu,
gdyz jej brak moze wplynaé negatywnie na zdrowie pacjenta.

Sterylnos¢ probki mozna zapewni¢ wykorzystujac jedng z dwoch metod sterylizacji: sterylizacje
koncowa lub produkcje aseptyczng. Najczesciej stosuje sie te druga, ktéra polega na eliminowaniu
zanieczyszczen mikrobiologicznych podczas kazdego etapu produkcji. Sprowadza si¢ to gtownie do
uzywania materialdbw jatlowych oraz do wykonywania wszelkich czynnosci w specjalnych
pomieszczeniach o okreslonej klasie czystosci. W niektérych zakladach produkujacych
radiofarmaceutyki, do kazdej serii wyprodukowanego produktu wykonuje si¢ monitoring
mikrobiologiczny z wykorzystaniem m.in. plytek sedymentacyjnych i odciskowych, ktory réwniez
jest sposobem na zbadanie sterylnosci leku. Na wyniki badan jatowosci czeka si¢ okoto dwdch
tygodni, dlatego nalezy zadba¢, aby podczas produkcji wszystkie operacje 1 procesy przebiegaly
aseptycznie. Wtedy wyniki monitoringu mikrobiologicznego sa tylko potwierdzeniem tego, ze cata

produkcja przebiegla zgodnie z ustalonymi normami.

Ponadto waznym elementem kontroli jakos$ci jest rowniez badanie na zawartos¢ endotoksyn
w preparacie. Najbardziej popularnym sposobem jest test LAL (Limulus Amebocyte Lysate Test). Do

tego celu wykorzystuje si¢ lizat amebocytéw skrzyplocza, ktory jest bardzo wrazliwy na obecno$é



wielu endotoksyn bakterii G(-). W ich obecnosci lizat koaguluje. Jest to szybka i czuta metoda na

sprawdzenie pirogennosci probki.
Wyniki

Po zsyntetyzowaniu radiofarmaceutyku ['*F] -FDG w firmie Voxel w CPR Warszawa, zajeliSmy si¢
badaniem jako$ciowym produktu. Pod uwage wzigliSmy takie parametry jak:

1. Oceng wizualna,

2. Widmo promieniowania,

3. Aktywnos¢,

4. Czysto$¢ radionuklidowa,

5. Czystos$¢ radiochemiczna,

6. Czysto$¢ chemiczna,

7. pH,

8. Endotoksyny bakteryjne.

Wizualnie okresliliSmy jako$¢ roztworu radiofarmaceutyku. StwierdziliSmy, ze preparat jest

klarowny, bezbarwny.

Za pomocg spektrometru gamma zaobserwowalismy pik o energii 0,511 MeV. Ta czynno$¢
wchodzi w zakres identyfikacji radiofarmaceutyku. Nastgpnie zmierzyliSmy czas potowicznego
rozpadu produktu (112 min).

Badanie czysto$ci radionuklidowej wykonaliSmy za pomoca spektroskopu gamma z
wynikiem pozytywnym. Piki odpowiadajace fotonom o energii innej niz 0,511 MeV reprezentowaty
nie wigcej niz 0,1 % radioaktywnosci catkowite;j.

Czysto$¢ radiochemiczng zbadaliSmy przy uzyciu HPLC i TLC. Stosunek aktywnosci
¥ F-FDG i '8F-FDM byt bardzo wysoki, rzedu 99% aktywnosci '8F-fluoru. W produkcie ilos¢ !8F-
FDM stanowita 0% aktywnosci '® F-FDG 1 * F-FDM. ® F-FDG 1 '8 F-FDM to 100% calkowitej
aktywnos$ci '8F-fluoru. '8F-fluoru w formie fluorkow oraz czeSciowo lub catkowicie acetylowanych
pochodnych ' F-FDG i ' F-FDM wynosit 0% aktywnosci catkowitej '8F-fluoru.

Aby zbadaé czysto§¢ chemiczng, czyli pozostatosci w preparacie, sprawdziliSmy zawartos¢

Kryptofixu 222 (0,147 mg/ml) oraz acetonitrylu (0,055 mg/ml).

Za pomocg urzadzenia LAL sprawdzili$my ilo$¢ endotoksyn bakteryjnych (<5,0 IU/m) .



Dyskusja

Tabela 1 Porownanie wartosci oczekiwanych z rzeczywistymi.

L.p. | Parametr B F-FDG B F-FDG
FARMAKOPEA DOSWIADCZENIE
1 | Wiasciwosci Przezroczysty, bezbarwny lub lekko Bezbarwny
z6lty roztwor (bez czastek
makroskopowych)

2 | Czysto$¢ radionuklidowa | Piki odpowiadajace fotonom o energii < 0,1 %
innej niz 0,511 MeV lub 1,022 MeV
reprezentujg nie wigcej niz 0,1 %
radioaktywnosci calkowite;.

3 | Czysto$¢ radiochemiczna | ¥F-fluoru -FDG i '* F-FDM tacznie nie | 99%
mniej niz 95 % aktywnosci '8 F.

8F-fluoru -FDM nie wiecej niz 10 % | 0%
aktywnosci '* F-FDG i ** F-FDM.

BFFDG i '* F-FDM nie mniej niz 95 % | 100%
calkowitej aktywnosci ® F.

18 F w formie fluorkow oraz cze$ciowo |0%
lub catkowicie acetylowanych

pochodnych ' F-FDG i !* F-FDM nie
wigcej niz 5% aktywnosci catkowitej

18 F.
4 |pH 4,5-8,5 5,5
Zawartos¢ endotoksyn <1 <5.0 IU/m
v ml ’
6 | Czas polowicznego 105 — 115 min 112
rozpadu
7 | Sterylnosé Jatowy -
Widmo gamma 511 keV, 1022 keV 0,511 MeV
9 | Aktywnos$¢ 90% - 110% aktywno$ci deklarowanej |-
10 | Pozostatosci 410 ppn (@) ACN 0,055 mg/ml
rozpuszczalnikow v
organicznych
11 |Czysto$¢ chemiczna <22 0,147 mg/ml
(kryptofix) v

W tabeli zestawiliSmy wyniki z eksperymentu wraz z danymi z wymaganiami jako$ciowymi
okreslonymi w Farmakopei. Zsyntetyzowany radiofarmaceutyk byt bezbarwny i klarowny. Nie
zaobserwowali§my osadu i zadnych mechanicznych uszkodzen fiolki. Przy uzyciu spektroskopu
gamma okreslilisSmy czysto$¢ radionuklidowa produktu. Zgodnie z danymi farmakopealnymi piki
odpowiadajace fotonom o energii innej niz 0,511 MeV badz 1,022 MeV reprezentowaly mniej niz
0,1% radioaktywnosci catkowitej. Wyniki czysto$ci radiochemicznej zgodne z kryteriami zawartymi



w farmakopei. Produkt o mieszczacym si¢ w zakresie: pH, zawartosci endotoksyn. Przy pomocy GC
dowiedzieli$my si¢ jaka ilo$¢ acetonitrylu pozostata w produkcie (0,055 mg/ml). Wszystkie zbadane
parametry kontroli jakos$ci na czas EOS sa zgodne z wymaganiami co oznacza, ze otrzymanych
radiofarmaceutyk moze zosta¢ zwolniony do obrotu.
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