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Noviji pristup u lijeCenju metastatskog rezistentnog raka prostate usmjeren je na razvoj i primjenu
teranostickih radiofarmaceutika poput [}'’Lu]Lu-PSMA-617. Ovaj spoj primjenjuje se u radioligandnoj
terapiji pri ¢emu se ionizirajuce zracenje selektivno usmjerava na tumorske stanice. Cilj ovog
istrazivanja bio je razviti interni postupak radiokemijske sinteze teranostickog radiofarmaceutika
[}"Lu]Lu-PSMA-617 u modulu za automatiziranu sintezu, ispitati kvalitetu radiofarmaceutika
proizvedenog u vlastitom laboratoriju te usporediti njegova svojstva s referentnim lijekom Pluvicto®.
Provedena su ispitivanja stabilnosti radiofarmaceutika in vitro, kao i ispitivanje radionuklidne ¢istoce.
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pripremu radiofarmaceutika. Proizvodnja interno pripravljenih radiofarmaceutika obiljeZzenih s
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kvalitetom i uéinkovitom proizvodnjom radiofarmaceutika s radiokemijskom ¢istoéom > 95 % i
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Prema podacima Hrvatske lige protiv raka i Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo rak prostate
je prvi po ucestalosti zlo¢udni tumor kod muskaraca u Hrvatskoj i tre¢i uzrok smrti od
karcinoma u muskoj populaciji u Europi 2022. godine s gotovo 100 000 smrti.! Pozitronska
emisijska tomografija (PET) pokazala se kao obecavaju¢a nuklearnomedicinska metoda za
odredivanje primarnog i rekurentnog raka prostate, a u kombinaciji s kompjutoriziranom
tomografijom (CT) daje najcjelovitiju sliku lokacije raka i metabolizma (PET/CT).23

Za PET snimanje raka prostate, danas se u klinickoj praksi koriste radiofarmaceutici
koji ciljaju na protein prostata specificni membranski antigen (PSMA). Fizioloski se nalazi u
benignom tkivu prostate te je najizrazeniji u adenokarcinomu prostate. Radi svoje ekspresije
protein prostata specificni membranski antigen (PSMA) predstavlja idealan marker za
obiljezavanje radionuklidima u dijagnosticke i terapijske svrhe. Agencija za hranu i lijekove
(engl. Food and Drug Administration, FDA) odobrila je 2020. godine [®Ga]Ga-PSMA-11 kao
prvi dijagnosticki radiofarmaceutik za PET snimanje raka prostate koji omogucuje specificno
slikanje tumorskih stanica koje prekomjerno eksprimiraju PSMA.3#

Kod odraslih osoba s progresivnim metastatskim rakom prostate otpornim na kastraciju,
koji je ve¢ bio lije¢en drugim terapijama protiv raka uklju¢ujuc¢i kemoterapiju i lijekove za
smanjenje koli¢ine muskih spolnih hormona primjenjuje se radioligandna terapija
radiofarmaceutikom [*"’Lu]Lu-PSMA-617 komercijalnog naziva Pluvicto®.> Radiofarmaceutik
[Y"Lu]Lu-PSMA-617 se koristi ako stanice raka prostate imaju na svojoj povrsini protein
PSMA, a to se utvrduje snimanjem pacijenta na PET/CT uredaju apliciranjem dijagnostickog
radiofarmaceutika [*®Ga]Ga-PSMA-11 intravenski.?

Cilj ovog rada bio je razviti interni postupak radiokemijske sinteze teranostickog
radiofarmaceutika [*"/Lu]Lu-PSMA-617 u modulu za automatiziranu sintezu. Uz to je bilo
potrebno ispitati kvalitetu dobivenog radiofarmaceutika te dobivene rezultate usporediti sa
svojstvima referentnog komercijalno dostupnog radiofarmaceutika Pluvicto®.

Postavljene su dvije hipoteze rada. Prva hipoteza odnosi se na optimizaciju uvjeta
radiokemijske sinteze kojom je moguce je dobiti kvalitetan teranosticki radiofarmaceutik

[Y"Lu]Lu-PSMA-617 siguran za internu upotrebu u medicinske svrhe.
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§ 1. Uvod 2

Druga hipoteza odnosi se na povecanje radiokemijskog iskoriStenja pomocu dodatka
hvata¢a slobodnih radikala te na smanjivanje otpustanja slobodnog iona ’Lu®* uz dodatak
kompleksiraju¢eg agensa Zn-DTPA.

Stoga je razvijen interni postupak radiokemijske sinteze teranostiCkog
radiofarmaceutika [*""Lu]Lu-PSMA-617 u modulu za automatiziranu sintezu kojim je dobiven
produkt usporedivih svojstava s komercijalno dostupnim radiofarmaceutikom Pluvicto®. U
radu su provedena ispitivanja in vitro dobivenih internih produkata i referentnog
radiofarmaceutika te ispitivanja Cistoe spoja obzirom na prisutnost razliitih radionuklida
sedam dana nakon sinteza te sedam dana od datuma kalibracije referentnog radiofarmaceutika.

Nadalje, u ovom radu je iskoriStena i mogucénost metoda spektrometrije masa uz
induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS) i gama spektrometrije za odredivanje izvornih vrsta
radionuklida }""Lu koji se koriste u pripremi ovog radiofarmaceutika. Dobiveni rezultati u ovom
radu pruzaju temelj za definiranje optimalnih parametara radiokemijske sinteze potrebnih za
proizvodnju prvog internog radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617 u Hrvatskoj, obiljezenog
radionuklidom 1"Lu, ¢ija je kvaliteta usporediva s kvalitetom referentnog radiofarmaceutika

Pluvicto® za radioligandnu terapiju.
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Opce znacajke radiofarmaceutika

Radiofarmaceutik je radiofarmaceutski pripravak koji se primjenjuje u nuklearnomedicinskoj
dijagnostici pri ispitivanju strukture organa i njihove funkcije te u lije¢enju razli¢itih bolesti.?
Razvoj radiofarmaceutika zapoceo je 1920-ih i 1930-ih godina proslog stolje¢a kada su
znanstvenici Blugmart i Weiss mjerili vrijeme prolaska krvi iz jedne ruke u drugu izotopom
radij C koji je kasnije odreden kao izotop 2*Bi.

Tehnecij dolazi od gréke rijeci texyntdg, odnosno technetium na latinskom, $to znaci
umjetan te je prvi kemijski element kojeg je ¢ovjek umjetno proizveo i izolirao. To su prvi
ostvarili znanstvenici Emilio Segre i Carlo Perrier na Institutu za fiziku, danas Odjelu za fiziku
i kemiju Sveucilista u Palermu. Tehnecij, kemijskog simbola Tc s protonskim brojem 43,
izoliran je iz folije molibdena koja je bila dio deflektora u ciklotronu Lawrence Berkeley
National Laboratory u Kaliforniji, a koju je Ernest Lawrence poslao znanstveniku Emiliu
Segréu u Palermo. Godine 1938. znanstvenik Segré je u suradnji s americkim kemicarem
Glennom Theodoreom Seaborgom pomocu ciklotrona dobio karakteristi¢ni rendgenski spektar
metastabilnog izotopa **™Tc, ¢ime je dodatno potvrdeno postojanje ovog elementa.®

Radionuklidi koji se rabe u nuklearnomedicinskim postupcima dobivaju se nuklearnim
reakcijama fisije i zahvata neutrona u nuklearnom reaktoru te bombardiranjem ubrzanim
¢esticama u akceleratoru kakav je naj¢es¢i ciklotron. Pojedini radionuklidi dobiveni na taj nacin
mogu se rabiti za izgradnju radionuklidnih generatora kao $to su generatori **Mo->"Tc i
68G0-68Ga.2

Radionuklid ®MTc¢ se najvise priblizava idealnim svojstvima radiofarmaceutika. Ima
kratko fizikalno vrijeme poluraspada (Ti2 = 6 h), monokromatsko gama zracenje energije
140 keV optimalno za gama kamere, moZe ga se brzo dobiti pomoc¢u generatora **Mo-*"Tc te
ima moguénost stvaranja niza kemijskih spojeva zbog vedeg broja oksidacijskih stanja.”®
Kasnije je razvoj generatora *®*Mo-"Tc omoguéio njegovu Siroku dostupnost i rutinsku
klinicku primjenu.” Tijekom 1970-ih godina intenzivno su razvijani razligiti
9MTc-radiofarmaceutici ukljucujuéi spojeve za hepatobilijarno i bubrezno oslikavanje ¢ime je

zapoCela moderna era SPECT (engl. singl-photon emission computerized tomography)

Nino Juki¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 4

dijagnostike.”®1% Daljnji napredak ostvaren je tijekom 1980-ih razvojem radiofarmaceutika
9mTc-eksasametazim  (**™Tc-d,I-HMPAO) za prikaz cerebralnog protoka krviltt? te
9mTc-sestamibi (" Tc-MIBI) koji je postao standard u perfuzijskom oslikavanju miokarda i
ostao u §irokoj primjeni do danas.*>*

Znacajnu  prekretnicu u razvoju PET dijagnostike predstavlja uvodenje
radiofarmaceutika ®F-fluorodeoksiglukoza (*®F-FDG). Prvu sintezu radiofarmaceutika
18E-FDG opisali su Ido i suradnici tijekom 1970-ih godina, dok je prvi klini¢ki pregled ovim
radiofarmaceutikom izveden 1976. godine snimanjem pozitronskom emisijskom tomografijom
(PET).® U pocetku se radiofarmaceutik !8F-FDG primarno koristio u neurologkim
istrazivanjima za prikaz metabolizma glukoze u mozgu, a tijekom 1980-ih godina utvrdeno je
njegovo intenzivno nakupljanje u tumorskom tkivu, §to je omogucilo razvoj metode PET kao
klju¢ne metode u onkoloskoj dijagnostici. Tijekom 1990-ih godina uslijedilo je regulatorno
odobrenje radiofarmaceutika ®F-FDG od strane FDA nakon &ega se njegova primjena zna¢ajno
progirila u podruéju onkologije, neurologije i kardiologije. Danas radiofarmaceutik ®F-FDG
predstavlja najcesce koristeni PET radiofarmaceutik u klinickoj praksi.

Razvoj radiofarmaceutika obiljezenih radionuklidom %Ga posebno je intenziviran
tijekom posljednjeg desetljeca, paralelno s razvojem teranostickog pristupa lijeenju koji spaja
dijagnostiku i terapiju. Uvodenje radiofarmaceutika [®®Ga]Ga-DOTA-TATE i
[%8Ga]Ga-DOTA-TOC omogudéilo je visoko specificno PET oslikavanje neuroendokrinih
tumora koji eksprimiraju somatostatinske receptore. Odobrenje ovih radiofarmaceutika od
strane FDA tijekom 2010-ih godina oznadilo je vazan korak prema integraciji dijagnostike i
ciljane radionuklidne terapije. Primjena %®Ga-radiofarmaceutika dodatno je prosirena razvojem
spojeva usmjerenih na prostata specificni membranski antigen (PSMA) ¢ime je otvoreno novo
poglavlje u dijagnostici i lije¢enju karcinoma prostate pa je tako 2020. godine, skoro 10 godina
nakon otkri¢a odobren radiofarmaceutik [#8Ga]Ga-PSMA-11 od strane FDA za snimanije raka
prostate metodom PET/CT. Razvoj ®®Ga-radiofarmaceutika danas predstavlja jedan od
najznacajnijih smjerova suvremene nuklearne medicine i personaliziranog pristupa lijecenju
bolesnika. 6’

Radiofarmaceutik se sastoji od dvije komponente: radionuklida i farmaceutika. Svojstva
farmaceutika odreduju mehanizam distribucije i lokalizacije radiofarmaceutika u organizmu.
Radionuklid kojim je obiljezen farmak emitira gama zrake (y) ili pozitronsko zracenje (B*) §to

se detektira instrumentima u nuklearnoj medicini.
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Radiofarmaceutici su to¢no odredenog sastava, radiokemijske i kemijske Cistoce te
moraju biti sterilni, netoksicni i apirogeni. Ovisno o vrsti zracenja koje radionuklidi proizvode
radiofarmaceutici se mogu Kkoristiti u dijagnosticke ili terapijske svrhe. Radionuklidi Kkoji
emitiraju B~ ili o zraCenje koriste se u terapijske svrhe, dok se B* i y emiteri koriste u
dijagnosticke svrhe.'® Dijagnosti¢ki radiofarmaceutici se nakon biodistribucije u ljudskom
organizmu oslikavaju SPECT ili PET kamerama. Nove SPECT i PET kamere pruzaju uvid u
anatomsku lokalizaciju radiofarmaceutika na mjestima pojacanog nakupljanja dodatkom CT
skenera (SPECT/CT i PET/CT).? Terapijski radiofarmaceutici smanjuju ili uni§tavaju tumore,
njegove metastaze i smanjuju bol, a moraju imati slab ili nikakav afinitet za krv ili zdravo tkivo.

To se postize ako sve ili gotovo sve tumorske stanice imaju ciljni antigen, receptor ili
kemijsku strukturu na koju se moze vezati radionuklid, primjerice 31 ili radiofarmaceutik.?
Terapijski radionuklidi bi trebali imati vrijeme poluraspada izmedu 6 sati i 14 dana, dok
dijagnosticki radiofarmaceutici imaju krac¢e vrijeme poluraspada $to pomaze u smanjenju
izlozenosti zradenja pacijenta.'® Najcesée koristeni radionuklidi u nuklearnoj medicini, zajedno

s njihovim osnovnim fizikalnim svojstvima i primjerima primjene, prikazani su u tablici
1 20,21,22

Tablica 1. Najcesce koristeni radionuklidi u nuklearnoj medicini te njihova osnovna fizikalna

svojstva i primjena®:21:22

vrsta

. . N karakteristi¢na _ rimjer
Radianuklid Tif2 z;zjl;e energija zracenja* primjena radio?arméceutika
18F 109,8 min B 634 keV (B* max.) PET [*®F]FDG
[*Ga]Ga-PSMA-11
%Ga 67,7 min B 1899 keV (B* max.) PET [(®Ga]Ga-DOTA.-
TATE
2mTc 6h v 140 keV SPECT ®¥MTc-MDP
n 67,3 h Y 171; 245 keV SPECT 11n-pentetreotid
131 8,02d B,y 606 keV (B~ max.) terapija Na'3|
0y 64,1 h B 2270 keV (B~ max.) terapija %Y -mikrosfere
[Y""Lu]Lu-PSMA-
7Lu 6,64 d B,y 498 keV (B~ max.) teranostika [77Lu] Ellj?D OTA-
TATE
158m 465h By  808keV (B max) ‘crapakoStamih igq ppryvp
metastaza
223Ra 11,43 d o ~5,7 MeV a-terapija 223Ra-diklorid
25A¢ 9,92d a ~5,8 MeV teranostika [2®Ac]Ac-PSMA

*za B~ i B* emitere navedena je maksimalna energija =i p* zraenja
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Razvoj ciljanih radiofarmaceutika omoguéio je istodobno koriStenje molekularnih
obiljezja tumora za dijagnosti¢ko oslikavanje i odabir bolesnika te ciljano terapijsko djelovanje
Sto je dovelo do razvoja teranostike. Pojam ,teranostika” objedinjuje terapiju (,,thera™) i
dijagnostiku (,,nostic”). Teranostika je kombinirani pristup koji objedinjuje ciljanu terapiju s
dijagnostickim radiofarmaceuticima s ciljem optimizacije lijeCenja bolesnika u okviru
personalizirane medicine. Ova strategija, koja se ubrzano razvija, pokazala je znacajnu klinicku
ucinkovitost u lijeCenju metastatskih karcinoma, uz postizanje znacajnih klinickih rezultata i
relativno nisku toksiénost.?

Jedan od vaznih terapijskih pristupa koji se razvijao unutar koncepta teranostike jest
radioligandna terapija (RLT). Rije¢ je o obliku ciljane radionuklidne terapije u kojem se
terapijski radionuklid povezuje s ligandom koji specifi¢no prepoznaje odredenu molekularnu
metu na tumorskim stanicama. Nakon vezanja radioliganda na ciljanu strukturu, emitirano
ionizirajuce zracenje omogucuje selektivno oste¢enje i unistenje ciljnih tumorskih stanica, uz
nastojanje da se istodobno ogranici izlaganje okolnog zdravog tkiva. Jedan od najznacajnijih
primjera takve primjene je radiofarmaceutik [*’Lu]Lu-PSMA-617, koji se primjenjuje u
radioligandnoj terapiji bolesnika s metastatskim karcinomom prostate pozitivnim na prostata
specifiéni membranski antigen (PSMA).%4%

Idealan radiofarmaceutik mora imati sljede¢a svojstva: brza, efikasna i1 jednostavna
priprema, kratko vrijeme efektivne polueliminacije, Ter koje predstavlja kombinaciju fizikalnog
vremena poluraspada radionuklida, T1 i bioloskog vremena polueliminacije radiofarmaka iz
organizma, Tg, radionuklid mora emitirati fotone energije izmedu 30 i 300 keV izomernim
prijelazom ili elektronskim uhvatom te nakupljanje radiofarmaceutika u ciljnom organu mora
se znatno razlikovati od nakupljanja u okolnim organima i tkivima.

Farmaceutik mora biti netoksi¢an, siguran za aplikaciju pacijentima te mora osigurati
stabilnost radiofarmaceutika in vivo. Moze funkcionirati kao neradioaktivni nosa¢ koji prenosi
radionuklid do ciljnog organa/tkiva ili kao kompleksiraju¢i agens koji nakon reakcije s
radionuklidom tvori novi spoj s razli¢itim kemijskim i biologkim svojstvima.?®

Budu¢i da su radiofarmaceutici namijenjeni za primjenu kod ljudi nuzno je ispitati
njihovu kvalitetu. Ispitivanje kvalitete radiofarmaceutika ukljucuje nekoliko specifi¢nih testova
1 mjerenja koja osiguravaju ¢istocu, radiokemijski identitet proizvoda, biolosSku sigurnost i
ucinkovitost radiofarmaceutika. Svi postupci ispitivanja kvalitete koji se primjenjuju na

neradioaktivne farmaceutike jednako su primjenjivi i na radiofarmaceutike.
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Vecinom testove ispitivanja kvalitete komercijalno dostupnih  radiofarmaceutika
provode proizvodaci od pocetka proizvodnje pa sve do gotovog proizvoda. Medutim, priprema
internih radiofarmaceutika u bolnic¢koj radiofarmaciji takoder zahtijeva ispitivanje kvalitete
prije aplikacije pacijentima.*?’

Ispitivanja kontrole kvalitete mogu se podijeliti u dvije kategorije: fizikalno-kemijska i
bioloska ispitivanja. Fizikalno-kemijskim ispitivanjima odreduje se razina radionuklidnih i
radiokemijskih necistoca, vrijednost pH i fizikalno stanje uzorka, osobito u slu¢aju koloidnih
pripravaka te prisutnost organskih otapala. Bioloskim ispitivanjima utvrduju se sterilnost,
apirogenost i toksi¢nost materijala. Uz sve navedene testove provodi se i odredivanje vremena
poluraspada radionuklida koriStenog za obiljezavanje radiofarmaceutika u svrhu potvrde

njegova radionuklidnog identiteta.*

2.1.1. Osnovni pojmovi aktivnosti, doze i dozimetrije primjenom radiofarmaceutika

Aktivnost radionuklida predstavlja broj radioaktivnih pretvorbi neke vrste jezgre u jedinici
vremena i oznacava se simbolom A. Mjerna jedinica aktivnosti u Medunarodnom sustavu
jedinica (SI) je bekerel oznake 1 Bq koji odgovara jednoj radioaktivnoj pretvorbi u sekundi. U
nuklearnoj medicini najcesce se koriste jedinice kBq, MBq i GBq, ovisno o koli¢ini aktivnosti
koja se primjenjuje. Aktivnost radionuklida smanjuje se tijekom vremena zbog radioaktivnog

raspada, pri éemu se promjena aktivnosti moze opisati formulom (1):2

A= Ay e Mt (1)

pri ¢emu je Araktivnost u trenutku, Ao pocetna aktivnost, A konstanta raspada, a t vrijeme.

Kod primjene radiofarmaceutika posebno je vazna aktivnost prilikom apliciranja,
odnosno koli¢ina radioaktivnosti koja se primjenjuje bolesniku u odredenom trenutku. Buduc¢i
da se aktivnost radiofarmaceutika kontinuirano smanjuje radioaktivnim raspadom, pri
navodenju aktivnosti potrebno je navesti i vrijeme na koje se vrijednost odnosi. U terapiji
radiofarmaceuticima, poput [*’Lu]Lu-PSMA-617, aktivnost radiofarmaceutika koja je
aplicirana predstavlja jedan od osnovnih parametara koji odreduju koli¢inu ionizirajuceg

zratenja kojoj su izlozeni tumorsko tkivo i zdravi organi.?°
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Prilikom apliciranja radiofarmaceutika pacijentu apsorbiranu dozu zraCenja treba
smanjiti na najmanju mogucu mjeru. Apsorbirana doza zracenja odredena je fizikalnim,
kemijskim i bioloskim svojstvima radionuklida. Fizikalna svojstva radionuklida uklju¢uju vrstu
radioaktivnog raspada i fizikalno vrijeme poluraspada, kemijska svojstva radionuklida
ukljucuju stabilnost in vivo i kemijsku stabilnost, a bioloska svojstva radionuklida ukljucuju
distribuciju, bioloski put i biologko vrijeme eliminacije.?

Apsorbirana doza predstavlja srednju energiju koju ionizirajuée zracenje preda jedinici

mase ozraéenog materijala te se definira prema formuli (2):%

p=L @)
m

pri ¢emu je D apsorbirana doza, E predana energija, a m masa ozracenog tkiva. Jedinica za
mjerenje apsorbirane doze je grej (Gy), pri ¢emu je 1 Gy jednak 1 J kg. Ako se apsorbirana
doza podjeli s vremenom u kojem je primljena dobijemo veli¢inu koja se zove brzina
apsorbirane doze, a mjeri se u Gy h! ili mGy h' ili sli¢no. Apsorbirana doza osnovna je
fizikalna veli¢ina za opis koli¢ine energije koju zracenje predaje tkivu. Osim apsorbirane doze,
koriste se ekvivalentna doza i efektivna doza, koje se izrazavaju u sievertima (Sv). Ekvivalentna
doza Hr odnosi se na pojedino tkivo ili organ, a vrijednost doze dobiva se mnoZenjem

apsorbirane doze D s tezinskim koeficijentom zracenja Wr prema formuli (3):28

Hy = Wg - Dr (3)

pri ¢emu je R zracenje vrste R, a T tkivo vrste T. Tezinski koeficijenti zracenja ovise 0 vrsti

zraGenja i prikazani su u tablici 2.8
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Tablica 2. Tezinski koeficijenti zradenja?®

vrsta i energija zracenja tezinski koeficijent
fotoni svih energija 1
elektroni svih energija 1

neutroni energije

<10 keV 5

> 10-100 keV 10

> 100 keV-2 MeV 20

> 2-20 MeV 10

> 20 MeV 5

protoni, osim rasprsenih, energije > 2 MeV 5
alfa Cestice, fisijski fragmenti, teSke jezgre 20

Nadalje, nije svako tkivo jednako osjetljivo na ionizirajuce zracenje. Osjetljivost tkiva izrazava
se uvodenjem jos jednog koeficijenta, Wt pri ¢emu je T tezinski koeficijent tkiva . U tablici 3

dani su koeficijenti za odredena tkiva.?®

Tablica 3. Koeficijenti za odredena tkiva?®

tkivo ili organ tezinski koeficijenti tkiva

gonade 0,20
koStana srz (crvena) 0,12
debelo crijevo 0,12
pluéa 0,12
zeludac 0,12
mjehur 0,05
grudi 0,05
jetra 0,05
jednjak 0,05
Stitna Zlijezda 0,05
koza 0,01
povrsSina kosti 0,01
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Zbroj umnozaka tezinskog tkiva i ekvivalentne doze tog tkiva naziva se efektivna doza Er i
dana je formulom (4):2®

Er = YHr - Wp = YWpYWr - Dy 4)

Jedinica za efektivnu dozu opet je 1 Sv i dana je za cijelo tijelo.

Sva tkiva nisu jednako osjetljiva na zracenje, neka su vise osjetljiva, a neka manje. Kod
ocjene stetnosti odredene vrste ionizirajueg zracenja treba uzeti u obzir i tu osjetljivost. Naime,
nije svejedno radi li se o alfa, beta ili gama zrac¢enju. AKo je izvor alfa zracenja blizu tijela, nece
se osjetiti nikakve posljedice, jer se ionizacija dogodila u zraku izmedu izvora i koze te nema
apsorpcije energije u tijelu, ve¢ izvan tijela. Ako je izvor gama zracenja blizu tijela, ionizirajuce
zraCenje odnosno fotoni se slabo apsorbira u zraku koji ima manju gustocu od tkiva, veé se
uglavnom apsorbira u tkivu i organima na tri nacina, a to su fotoelektri¢ni efekt, Comptonovo
rasprSenje i stvaranje para elektron-pozitron. Ionizirajuce zracenje oslabljeno za apsorbiranu
energiju odnosno dozu izlazi ¢ak iz tijela i odlazi dalje.?®

Dozimetrija radiofarmaceutika predstavlja procjenu doze ionizirajuc¢eg zracenja koju
radiofarmaceutik isporucuje pojedinim organima, tkivima i tumorskim lezijama. U slucaju
terapijskih radiofarmaceutika, apsorbirana doza ovisi 0 raspodjeli i zadrzavanju
radiofarmaceutika u organizmu, njegovoj biokinetici, fizikalnom vremenu poluraspada
radionuklida te masi ciljnih organa ili tkiva.*>3! Za odredivanje apsorbirane doze u unutarnjoj
dozimetriji ¢esto se primjenjuje pristup MIRD (engl. medical internal radiation dose) prema
kojem se apsorbirana doza u ciljnom tkivu odreduje na temelju kumulativne aktivnosti u izvoru
i odgovarajuéeg faktora S.323* Faktor S uzima se iz tablica/modela ili se izra¢unava ra¢unalnom
simulacijom, posebno kod individualne dozimetrije.3%* Apsorbirana doza u ciljnom tkivu

izra¢unava se prema formuli (5):%

Dr = As -S(T < 5) ®)

pri ¢emu je Dt apsorbirana doza u ciljnom tkivu T najéesce u Gy, As kumulativna aktivnost u

izvornom tkivu u jedinicama Bq-s?, a S (T«S) faktor S, odnosno doza koju ciljnom tkivu T

isporuéi jedinica kumulativne aktivnosti u izvoru S u jedinicama Gy Bgt 1.3
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Kod terapijskih radiofarmaceutika primjenjuje se i individualna dozimetrija koja
omogucuje procjenu apsorbirane doze u tumorskim lezijama i zdravim organima te moze

pridonijeti optimizaciji odnosa izmedu terapijskog ucinka i izloZzenosti zdravih tkiva.>3®

2.1.2. Utjecaj dodatka hvataca slobodnih radikala i kompleksirajuceg agensa

Razgradnja radiofarmaceutika pod utjecajem inkorporiranog radionuklida, odnosno radioliza,
poznata je pojava koja se javlja tijekom obiljezavanja radiofarmaceutika radionuklidom *"’Lu
te drugih radiofarmaceutika obiljezenih a ili B~ emiterima. Proces je pretezno posredovan
solvatiziranim elektronima, radikalima i visoko reaktivnim molekulama koje nastaju
radiolizom vode, pri ¢emu se stvaraju i reaktivne kisikove vrste S$to predstavlja neizravnu
radiolizu.®

U manjoj mjeri radioliza moze biti posljedica izravnog djelovanja ionizirajueg zracenja
na molekule radiofarmaceutika, odnosno izravne radiolize. Prisutnost radiolitickih produkata u
radiofarmaceutiku moze uzrokovati nezeljene i ozbiljne nuspojave. Stoga je kljucno smanjiti
radiolizu uporabom aditiva koji ublazavaju radiolizu. Takvi aditivi nazivaju se hvataci
slobodnih radikala. U klini¢kom kontekstu hvata¢i slobodnih radikala moraju biti prikladni za
primjenu kod ljudi, a najcesce se upotrebljavaju askorbinska Kiselina ili etanol. Oni ne smiju
reagirati niti s jednim reagensom prilikom priprave radiofarmaceutika“=#

Vrlo prihvacen nacin sinteze radiofarmaceutika je pomocu automatiziranih uredaja
kojima se maksimalno povecava prinos tijekom sinteze, a takoder se smanjuje utjecaj mogucih
kontaminacija do kojih bi doslo u sintezi klasi¢nim postupcima. Automatizirani postupci
takoder omogucuju dodavanje aditiva tijekom postupka.

Primjerice, etanol se Cesto koristi kao otapalo ili dodatak za povecanje topljivosti
farmaceutskih pripravaka ili kao konzervans. Etanol je biokompatibilan, ne pokazuje toksi¢nost
niti imunoreaktivnost i proizveden je u skladu sa smjernicama GMP (engl. Good Manufacturing
Practice) te nema sposobnost vezanja na bioloske mete.®® Radiokemijska sinteza u modulu za
automatiziranu sintezu s dodatkom hvataa slobodnih radikala opcenito dovodi do manje
potosnje koli¢ine peptida, smanjenog broja nusprodukata radiolize, minimalne izloZenosti
zraenju 1 maksimalne pouzdanosti i ponovljivosti. Uporaba etanola u takvom uredaju
poboljsava prijenos peptida kroz cjevCice kasete za sintezu. Etanol utjece na topljivost peptida

zbog Cega se manja koliCina peptida zadrzava na stijenkama cjevcica pa su sukladno tome i
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gubici peptida tijekom prijenosa smanjeni na minimum. Kao rezultat toga, ¢ak i pri vrlo niskim
koncentracijama prekursora, ponovljivost sinteze i radiokemijsko iskoristenje se povecava.®®

Vrijednost pH radiofarmaceutika vrlo je vazna za njegovu stabilnost i bioloska svojstva.
Odrzavanje odgovarajuce vrijednosti pH postize se dodavanjem kiseline, luzine ili prikladnih
pufera radiofarmaceutskom pripravku.* IstraZivanja su pokazala da je askorbinska kiselina
dobar pufer za kontrolu vrijednosti pH te izvrstan antioksidans za stabilizaciju odredenih
radiofarmaceutika. Primjer za to su spojevi obiljeZeni radionuklidom ’Lu, gdje dodatak
askorbinske kiseline sprije¢ava radiolizu spoja. Nakupljanje radiofarmaceutika u tumoru u
velikoj je mjeri ovisno o vezanju radioaktivno obiljeZene biomolekule za receptor, a radioliticka
razgradnja moze dovesti do smanjene terapijske ucinkovitosti i nezeljene radijacijske
toksi¢nosti za zdrave organe. Stoga je vazno da radionuklid ostane vezan za ciljnu molekulu te
da se ocuva specifi¢nost ciljane biomolekule. Vrijednost pKa askorbinske kiseline iznosi 4,2, a
najvecu pufersku sposobnost pokazuje u podru¢ju pH 3,5-5,5. Pri visim koncentracijama (> 50
mg mLt ili > 0,25 mol dm) moze imati dovoljnu pufersku sposobnost i u podru¢ju pH 5,5-
6,0.

Budu¢i da askorbinska kiselina sadrzi dvije hidroksilne skupine od kojih se jedna moze
deprotonirati pri pH > 4,2 ona takoder moze djelovati kao slabi kelator i tako sprijeciti stvaranje
koloida radioaktivnih metala. Ako se askorbinska kiselina koristi u podruc¢ju pH 4,0-6,0 nema
potrebe za dodatnim puferom za obiljezavanje radiofarmaceutika.*

U odredenim slucajevima sinteze radiofarmaceutika, potrebno je dodavati
kompleksiraju¢e reagense zbog izbjegavanja nezeljenih ucinaka nakon primjene. Primjer
nezeljenih u¢inaka je ponasanje radionuklida *’’Lu u slué¢aju kada se nade kao slobodan ion u
stanici. Cak i mala koli¢ina slobodnog iona ’Lu** moze se nakupiti u kostima te tako moze
uzrokovati nezeljeno ozraivanje koStane srzi. Razlog nakupljanja u kostima leZi u sli¢noj
veli¢ini iona kao $to je ion kalcija (Ca?") koji sudjeluje u izgradnji hidroksiapatita u kostanom
sustavu.

Tijekom sinteze takvih radiofarmaceutika potrebno je dodati kompleksiraju¢i reagens.
Dodatkom kompleksiraju¢eg agensa dietilentriaminpentaoctene kiseline (DTPA) na kraju
radiokemijske sinteze '’’Lu-radiofarmaceutika, slobodni ion Y’Lu®" se pretvara u stabilni
kompleks Y’Lu-DTPA koji se brzo izluéuje putem bubrega. Iz tog razloga se nakon

obiljezavanja peptida radionuklidom '/"Lu preporu¢uje dodavanje DTPA prije intravenske
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primjene. Time se znacajno smanjuje nakupljanje radioaktivnosti u kostima te se povecava

sigurnost terapije.*
2.2. Instrumenti za mjerenje i detekciju zracenja u nuklearnoj medicini

U nuklearnoj medicini jedan od najvaznijih instrumenata za mjerenje aktivnosti radionuklida,
pripremu radiofarmaceutika te pripremu pojedinacih doza je kalibrator doza (engl. dose
calibrator). Kalibrator doza je zatvorena komora cilindri¢énog oblika s dvije koncentri¢ne
stijenke ispunjene plemenitim plinom pod visokim tlakom i srediSnjim spremnikom.

U komori se nalaze pozitivna i negativna elektroda koje su na potencijalu od 150 keV.
Aktivnost se prikazuje na zaslonu kalibratora doze u odgovarajucoj jedinici (GBq, MBq, mCi,

nCi).?" Kalibrator doza sa shematskim prikazom unutranjosti instrumenta prikazan je na slici
1.42,43

<+— driac za uzorak

a spremnik
radioaktivni
uzorak 5 s
vanjska stijenka
unutarnja stijenka
plin

priklju¢ak za zaslon

Slika 1. Kalibrator doza sa shematskim prikazom unutra$njosti instrumenta*?43

Dvije osnovne nuklearnomedicinske dijagnosticke slikovne metode za snimanje
bioraspodjele radiofarmaceutika u tijelu su scintigrafija pomoc¢u gama kamere i pozitronska
emisijska tomografija (PET). Nakon apliciranja radiofarmaceutika pacijentu, najcesce
intravenski i nakon njegove biodistribucije pomoc¢u gama kamere dobiva se slikovni prikaz
prostorne i vremenske raspodjele nakupljanja radiofarmaceutika u organu ili dijelu tijela od
interesa. Gama kamera detektira gama zrac¢enje pomocu scintilacijskog detektora izradenog od
kristala Na(T1)I ¢ime se dobije se scintigrafska snimka odnosno scintigram. Osnovni dijelovi

gama kamere jesu: kuciste, stol za bolesnika, detektor, kolimator, upravljacka radna stanica i
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radna stanica za prikaz, obradu i pohranu snimljenih pretraga. KuciSte gama kamere drzi
detektore (glave) gama kamere 1 stol u zajednickoj cjelini koja omogucuje pomicanje detektora
i stola na takav nac¢in da se pomocu uredaja provode sve vrste pretraga u nuklearnoj medicini.

Stol gama kamere tvori plohu na kojoj lezi pacijent. Ploha je pomi¢na i omogucava da
ispitanikovo tijelo prolazi ispod glave gama kamere u odredenom pomaku i u odredenom
vremenskom intervalu §to omogucava snimanje scintigrama cijelog tijela. Konstrukcija stola
omogucava da detektor gama kamere kruzi oko bolesnika §to omogucéava snimanje emisijske
kompjutorizirane tomografije (SPECT).

Kolimator sluzi za usmjeravanje gama zraka iz bolesnika prema kristalu gama kamere,
a izgraden je od olovnih ploca u kojima su izbuSeni brojni kanali. Pregrade koje medusobno
odvajaju kanale zaustavljaju gama zrake koje ne slijede smjer kanala i ne propustaju ih do
kristala. Na svaku gama kameru mogu se postaviti kolimatori razli¢itih vrsta ovisno o pretrazi
koja se izvodi 1 o energiji gama zraCenja radionuklida koji se koristi. Dijele se na
niskoenergijske (70-200 keV), srednjeenergijske (200-300 keV) i visokoenergijske (> 300
keV) ovisno o energiji gama zraka. Kolimator se postavlja na ku¢iste detektora. Detektor gama
kamere smjeSten je u kuciSte. KuciSte ima otvor u kojem je smjeSten kristal detektora.
Kolimator se postavlja ispred kristala detektora, a pri¢vrs¢uje se za kuciste detektora. Kuciste
detektora omogucava pomake detektora u raznim smjerovima, pruza zaStitu detektora od
udaraca, osnovnog ioniziraju¢eg zracenja i vidljive svjetlosti. Sastavni dijelovi detektora su:
scintilacijski kristal, fotomultiplikatorske cijevi i elektronicke sklopovi detektora (pretpojacalo,
pojacalo, pulsno-aritmeticki elektronic¢ki krugovi, analizator visine impulsa). Scintilacijski
kristal gama kamere €ini natrijev jodid aktiviran talijem, Nal(Tl). Kristal se nalazi u zastitnom
aluminijskom ovitku kako bi se sprijecio doticaj s vlagom, vanjskom svjetlos¢u ili najmanjim
fizickim oStecenjem te izvrsno apsorbira gama zrake niske i srednje energije. Debljina kristala
kre¢e se od 3,2 do 12,7 mm. Tanji kristali imaju bolju prostornu rezoluciju, ali slabije
zaustavljaju gama zrake energija vecih od 140 keV.

U nuklearnoj medicini se primjenjuju radionuklidi ¢ije gama zrake ne prelaze energije
vece od 400 keV. Kristali su najéesce pravokutnog oblika (540x400 mm) ¢ime se dobiva Siroko
vidno polje gama kamere. Interakcija gama zrake s kristalom rezultira ionizacijom koja u
kristalu scintilacijskog detektora izaziva svjetlosni bljesak, odnosno scintilaciju koja je
proporcionalna ionizaciji prouzrokovanoj gama zrakom. Fotomultiplikatori pokrivaju straznju

stranu kristala, a s kristalom su spojene tankim svjetlopropusnim slojem. Fotomultiplikatorske
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cijevi pretvaraju svjetlosni impuls scintilacije u elektri¢ni 1 pojacavaju ga. Scintilacija koja je
nastala u kristalu dovoljno je snazna da je registriraju fotokatode svih fotomultiplikatora.
Fotomultiplikator koji se nalazi najbliZe izvoru bljeska registrirat ¢e ga najsnaznije.* Osnovni

dijelovi gama kamere prikazani su na slici 2.4

QE RACUNALO
ﬁ . ELEKTRONICKI
' ' SKLOPOVI
FOTOMULTIPLIKATORSKE
— CIJEVI
EEEEN EnEn

u
[ g Je—— SVIJETLOSNI BLJESAK
+— SCINTILACIJSKI KRISTAL

JH +— KOLIMATOR

ORGAN EMITIRA
GAMA ZRAKE

Slika 2. Osnovni dijelovi gama kamere**

Oslikavanje metodom PET temelji se na uporabi radiofarmaceutika koji u B* raspadu
emitiraju pozitivno nabijeni elektron, " odnosno pozitron, ¥, esticu po svemu identi¢nu
elektronu osim po predznaku elektricnog naboja. Pozitron nastao raspadom gubi kineti¢ku
energiju u sudarima s atomima i kada dode do to¢ke zaustavljanja odnosno dosega, veze se s
jednim negativnim elektronom iz okoli$a. Tada dolazi do anihilacije, poni$tavanja pozitrona i
elektrona pri ¢emu nastaju dva gama fotona. Svaki je energije 511 keV i odlaze u nasuprotnim
smjerovima iz tocke anihilacije pod kutom od 180°. Takvi su fotoni osnova detekcije u tehnici
oslikavanja pozitronskom emisijskom tomografijom pa se PET zove i dvofotonska tomografija.
Danas postoje moderniji i puno bolji kombinirani PET/CT uredaji koji su standard za PET

slikanje. Princip rada PET prstenastog detektora prikazan je na slici 3.4°
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Slika 3. Shematski prikaz PET prstenastog detektora*
2.3. Prostata specificni membranski antigen (PSMA) i inhibitori

Prostata specificni membranski antigen (PSMA) je transmembranski glikoprotein tipa II koji
se se nalazi na povrSini stanica raka prostate. FizioloSka ekspresija prostata specificnog
membranskog antigena prisutna je u nekoliko zdravih tkiva, ukljucujuéi zliezde slinovnice i
suzne Zlijezde, proksimalni dio tankog crijeva, bubrege, mozak, jetru i slezenu. lako je prostata
specificni membranski antigen izrazen 1 u normalnom tkivu prostate, njegova je ekspresija
znacajno povecana u vecini primarnih i metastatskih lezija karcinoma prostate. Ekspresija
prostata specificnog membranskog antigena takoder je prisutna u metastatski zahvacenim
limfnim ¢vorovima i koStanim metastazama. Posljednjih godina prostata specificni membranski
antigen postao je vazna molekularna meta za dijagnostiku, odredivanje stadija bolesti i lijeCenje
karcinoma prostate zbog selektivno povecane ekspresije u 90-100 % lezija karcinoma prostate.

Receptor prostata specifiéni membranski antigen (PSMA) sastoji se od 750
aminokiselina, pri ¢emu je 19 smjeSteno u unutarstani¢noj regiji, 24 u transmembranskoj regiji,
a 707 u izvanstani¢noj regiji.'®!° Nakon vezanja liganda PSMA na receptor PSMA, kompleks
se internalizira u stanicu endocitozom te se transportira u endosome koji se spajaju s
lizosomima. Zatim se PSMA reciklira i vraéa na plazmatsku membranu ili se razgraduje
lizosomalnom razgradnjom. Ligand se oslobada unutar stanice i moze djelovati dijagnosticki
ili terapijski. 4748

Izvanstrani¢ni dio PSMA sastoji se od tri podregije: proteazne, apikalne 1 helikalne

regije. Unutar tih regija nastaje velika Supljina koja tvori mjesto vezanja supstrata receptora
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PSMA. Vezna Supljina receptora PSMA ima ulazni kanal lijevkastog oblika, duljine priblizno
20 A. Zajedni¢ka znacajka radiofarmaceutika koji sadrze ligand PSMA je strukturni motiv Glu-
CO-Lys koji predstavlja gradivni element posebno pogodan za razvoj snaznih inhibitora
PSMA. Aktivno vezno mjesto receptora PSMA sastoji se od dva cinkova iona Zn?*, dva vezna
dzepa S1 i S1' te hidrofobnog pomo¢nog dzepa. Karboksilna skupina uree se veze na aktivno
srediste koje sadrzi dva cinkova iona. Vezni dzep S1 sudjeluje u vezanju i pravilnoj orijentaciji
supstrata odnosno liganda unutar aktivnog mjesta receptora. Glutamat kao ionizirani oblik
glutaminske kiseline, savrSeno se uklapa u vezni dzep S1’ za prepoznavanje glutamata. Dodatne
lipofilne interakcije obiljeZenih inhibitora PSMA s hidrofobnim pomoénim dZzepom za vezanje
aromatskih skupina dodatno poveéavaju afinitet i selektivnost vezanja na receptor PSMA (slika
4).%9%0 Spojevi kojima nedostaje jedna ili vise ovih interakcija pokazuju znatno nizi afinitet
vezanja. Sve ove interakcije u veznom dzepu receptora PSMA dovode do povoljnog afiniteta
radiofamaceutika koji iznosi 2,0 £ 0,3 nM za radiofarmacuetik [*"’Lu]Lu-PSMA-617.!

hidrofobni
pomoéni dZep

DOTA kelator
dzep S1’
apikalna
regija
vezno m]esto _ helikalna ekstracelularna
supstrata > regija regija
ioni cinka ~5— proteazna

regija
transmembranska
regija

intracelularna
regija

Slika 4. Shematski prikaz strukure receptora prostata specificnog membranskog antigena
(PSMA)*

Inhibitori prostata specificnog membranskog antigena (PSMA) obiljezeni

radionuklidom %8Ga za dijagnosti¢ku ili radionuklidom "7Lu za terapijsku svrhu znacajno su
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unaprijedili dijagnostiku i lije¢enje karcinoma prostate, a prikazani su na slici 5.*° Medu njima
se isticu dijagnosti¢ki radiofarmaceutici poput [®®Ga]Ga-PSMA-11 i [®®Ga]Ga-DOTA-TATE
koji se primjenjuju u pozitronskoj emisijskoj tomografiji s kompjutoriziranom tomografijom
(PET/CT) te terapijski radiofarmaceutici [*'Lu]Lu-PSMA-617 i [*'Lu]Lu-PSMA-I&T

obiljezeni radionuklidom 17’Lu, koji se koriste u ciljanoj radioligandnoj terapiji primjenom -

emitera.
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Slika 5. Kemijske strukture inhibitora PSMA: PSMA-11, PSMA-617 i PSMA-I&T*°

Kao primjer, [®Ga]Ga-PSMA-11 je dijagnostic¢ki radiofarmaceutik namijenjen za
lokalizaciju pozitivnih PSMA lezija kod musSkaraca s rakom prostate uporabom metode PET.
Iznimno je koristan u slu¢ajevima sumnje na metastaze kod pocetne terapije i u sluc¢ajevima
sumnje na recidiv na temelju poviSenih razina prostata specifi¢nog antigena (PSA) u serumu.
Godine 2016. za PET snimanje raka prostate ovaj radiofarmaceutik predlozen je kao klju¢na
tehnologija za individualiziranu radioterapiju pacijenata s rakom prostate buduci da je doslo do
promjene terapija u 50,8 % slucajeva.165253

Agencija za hranu i lijekove (FDA) odobrila je 2020. godine [®Ga]Ga-PSMA-11 kao
prvi radiofarmaceutik obiljezen s radiounklidom %Ga za PET snimanje raka prostate. Ovo

odobrenje upuceno je gotovo 10 godina nakon otkrica spoja.
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Radiofarmaceutik [®®Ga]Ga-PSMA-11 naziva se jos i je jo$ i [*®Ga]Ga-PSMA-HBED-
CC, odnosno [*8Ga]Ga-HBED-CC-Ahx-Lys(OH)-CO-Glu(OH). Prema IUPAC nomenklaturi
naziv radiofarmaceutika je [8Ga]galij-(3S,7S)-22-[3-[[[2-[[[5-(2-karboksietil)-2-
hidroksifenil]-metil](karboksimetil)amino]etil](karboksimetil)amino]-metil]-4-hidroksifenil]-
5,13,20-triokso-4,6,12,19-tetraazadokosan-1,3,7-trikarboksilna kiselina.

Na slici 6 prikazana je kemijska struktura radiofarmaceutika [®®Ga]Ga-PSMA-11.
Radionuklid %Ga je kompleksiran s HBED-CC, aciklickim heksadentatnim kelatorom s
oktaedarskom geometrijom. Koordiniran je s dva dusikova atoma, dvije hidroksilne i dvije
karboksilne skupine. Kompleks [*Ga]Ga-HBED-CC je kovalentno vezan na PSMA
peptidomimetik odnosno peptidni analog somatostatina koji se veze na ekstracelularnu domenu
proteina PSMA aplikacijom radiofarmaceutika intravenski.®

Sekvenca PSMA je Glu-NH-CO-NH-Lys(Ahx), a Ahx je 6-aminoheksanska kiselina.
To je @—aminokiselina, derivat aminokiseline lizin bez a-amino skupine te se ¢esto se koristi

kao poveznica u raznim biologki aktivnim strukturama.®

0 -

g \ NH
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0”7 “NH
)) Oy__OH
70
HO_ OH
H H
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radionuklid (58Ga) + kelator (HBED-CC) + peptidomimetik (Glu-NH-CO-NH-Lys(Ahx))

Slika 6. Kemijska struktura radiofarmaceutika [®Ga]Ga-PSMA-1116

Obiljezavanje radiofarmaceutika s radionuklidom ®®Ga ne zahtijeva ciklotron na mjestu

priprave. Generator ®Ge/*®Ga omogucava obiljezavanje in situ. Obiljezavanje je
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automatizirano ¢ime se na minimum smanjuje izloZzenost osoblja zraenju te se povecava
reproducibilnost sinteze.?

Radiometal se ne moze izravno vezati na molekule peptida analoga somatostatina, nego
je za obiljezavanje potreban bifunkcionalan kelator ¢ija veli¢ina Supljine odgovara velicini
radiometala kojeg se obiljezava.? Na slici 7 je shematski prikaz odredenog peptidomimetika
obiljezenog radiometalom koji je kovalentno vezan na kelator preko linkera te ulazi u stanicu
nakon vezanja na receptore aplikacijom radiofarmaka intravenski. Na taj naCin se ostvaruje

oslikavanje tumora.>*

PEPTIDOMIMETIK
LINKER
RADIOMETAL
RECEPTOR
KELATOR

Slika 7. Shematski prikaz peptidomimetika obiljezen radiometalom kovalentno vezan

na kelator>*

Prekomjerna ekspresija somatostatinskih receptora (SSTR) u neuroendokrinim
tumorima (engl. neuroendocrine tumors, NET) omogudila je razvoj dijagnostickih metoda
snimanja primjenom scintigrafije s radioaktivno obiljezenim analogima somatostatina.>®>® Do
danas je karakterizirano pet podtipova somatostatinskih receptora (engl. somatostatin receptor,
SSTR) pri ¢emu su svi razli¢ito zastupljeni u neuroendokrinim tumorima. Receptori SSTR-2 i
SSTR-5 eksprimirani su u 70-90 % neuroendokrinih tumora.

Nekoliko analoga somatostatina obiljezenih radionuklidom %Ga, kao $to su
[DOTA? Tyr’]-oktreotid (DOTA-TOC), [DOTA?® 1-Na’]-oktreotid (DOTA-NOC) i
[DOTA?, Tyrd Thr8]-oktreotat (DOTA-TATE), uspjesno se primjenjuju u dijagnostickoj
identifikaciji razli¢itih tumora, a osobito neuroendokrinih tumora.’’%* Radiofarmaceutik
[%8Ga]Ga-DOTA-TATE pokazuje pretezan afinitet prema receptoru SSTR-2 te omoguduje
postizanje visokih omjera aktivnosti u ciljnom tkivu u odnosu na neciljno tkivo, odnosno visok

omijer ciljano/neciljano (engl. target-to-non-target).®
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Agencija za hranu i lijekove (FDA) odobrila je 2019. godine radiofarmaceutik
[%8Ga]Ga-DOTA-TATE za primjenu u pozitronskoj emisijskoj tomografiji (PET) u svrhu
oslikavanja gastroenteropankreati¢nih neuroendokrinih tumora s pozitivnom ekspresijom
somatostatinskih receptora (SSTR).%

Radiofarmaceutik [®®Ga]Ga-DOTA-TATE naziva se jos i ®Ga-edotreotid te [®3Ga]Ga-
DOTA-(Tyr®)-oktreotat. Prema IUPAC nomenklaturi naziv radiofarmaceutika je [*®Ga]galij-2-
[4-[2-[[(2R)-1-[[(4R,7S,10S,13R,16S,19R)-10-(4-aminobutil)-4-[[(1S,2R)-1-carboksi-2-
hidroksipropil]karbamoil]-7-[(1R)-1-hidroksietil]-16-[ (4-hidroksifenil)methyl]-13-(1H-indol-
3-ilmethil)-6,9,12,15,18-pentaokso-1,2-ditia-5,8,11,14,17-pentazacikloikos-19-ilJamino]-1-
oksoo-3-fenilpropan-2-ilJamino]-2-oksoethil]-7,10-bis(karboksilatomethil)-1,4,7,10-
tetrazaciklododeka-1-il]acetat.®’

Radionuklid ®8Ga kompleksira bifunkcionalni kelator DOTA odnosno 1,4,7,10-
tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraoctena kiselina, koji djeluje kao heksadentatni kelator
oktaedarske geometrije te koordinira %Ga putem ¢etiri atoma dusika i dviju karboksilnih
skupina. Spoj[®Ga]Ga-DOTA-TATE vezan je na somatostatinski peptidomimetik
(D-Phe!, Tyr®)-oktreotid.

Na slici 8 prikazana je struktura radiofarmaceutika [*®Ga]Ga-DOTA-TATE u
pojednostavljenom strukturnom prikazu, ukljucujuéi geometriju i kompleksiranje iona ®Ga®*

unutar DOTA kelatorskog sustava.®®

radionuklid (¥Ga) + kelator (DOTA)+ peptidomimetik (oktreotid)

Slika 8. Kemijska struktura radiofarmaceutika [®*Ga]Ga-DOTA-TATE®®
Kelator DOTA odnosno 1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraoctena kiselina
koristen u spojevima PSMA-617 i PSMA-I&T, najprikladniji je kelator za smjestaj unutar
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vezujuée domene receptora PSMA ako je cilj terapijski u¢inak u usporedbi s kelatorom HBED-
CC za dijagnosti¢ku upotrebu.*®

Osim interakcija motiva Glu-CO-Lys unutar aktivnog mjesta, visoki afinitet spoja
PSMA-11 odnosno PSMA-HBED-CC vjerojatno proizlazi i iz lipofilnih interakcija metalnog
kelatora HBED-CC s mjestom za vezanje aromatskih skupina na receptor PSMA. Medutim,
kelator HBED-CC ne moze stabilno vezati terapijske radionuklide poput 1'’Lu ili 2°Ac. Zbog
toga je razvijen spoj PSMA-617 u kojem je na motiv Glu-CO-Lys vezan metalni kelator DOTA.
Zamjena kelatora HBED-CC s kelatorom DOTA dovodi do znacajnog smanjenja afiniteta
prema PSMA. Kako bi se ocuvao afinitet, provedeno je istrazivanje odnosa strukture i
aktivnosti koriste¢i razli¢ite linkere u kombinaciji s kelatorom DOTA. Strukturnom
optimizacijom identificiran je linker naftil-cikloheksil u spoju PSMA-617 koji ponovno
uspostavlja visoki afinitet prema PSMA te omogucuje ucinkovitu internalizaciju u PSMA
pozitivne stanice raka prostate.*®°

Istrazivan je teranosti¢ki ligand PSMA-I&T Kkoji cilja na receptor PSMA. Osnovu
njegove strukture ¢ini skelet DOTAGA-FFK(SubKUuE), koji predstavlja fleksibilnu i
prilagodljivu okosnicu za razvoj inhibitora PSMA temeljenih na motivu KuE. Kelator DOTA
zamijenjen je kelatorom DOTAGA odnosno 1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1-(glutaminska
kiselina)-4,7,10-trioctena Kiselina, ¢ime se olakSava postupak obiljezavanja radionuklidima
Y70 iY®0, uz istodobno poboljsanje farmakokineti¢kih svojstava i potencijalno poveéanje
afiniteta prema receptoru PSMA.

Zamjenom jednog od ostataka D-fenilalanina s 3-jod-D-tirozinom u povezuju¢em
peptidnom segmentu PSMA-I&T poboljsana je interakcija molekule liganda PSMA-I&T s
udaljenim veznim mjestom receptora PSMA. Ove strukturne modifikacije, zajedno s
poveéanjem lipofilnih interakcija liganda s receptorom PSMA dovele su do razvoja
teranostickih liganda druge generacije, medu kojima su DOTAGA-(I-y)fk(Sub-KuE) i PSMA
|&T.68’70’71

Iako uvodenje 3-jod-D-tirozinskog ostatka u peptidni segment PSMA I&T povecava
afinitet liganda prema receptoru PSMA, prisutnost joda istodobno moze pridonijeti njegovoj
osjetljivosti na radioliti¢ku razgradnju.

Tijekom ispitivanja stabilnosti radiofarmaceutika [*”/Lu]Lu-PSMA I&T zabiljezeno je
stvaranje karakteristiénog radiolitickog produkta koji je identificiran kao dejodirani oblik

PSMA 1&T. Smatra se da radioliza vode, uzrokovana ioniziraju¢im zrac¢enjem radiounklida
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177y, dovodi do nastanka reaktivnih kisikovih vrsta koje mogu uzrokovati cijepanje veze
izmedu joda i aromatskog prstena 3-jod-D-tirozinskog ostatka. Posljedicno tome nastaje
dejodirani produkt koji predstavlja jedan od glavnih radiolitickih produkata radiofarmaceutika
[Y"Lu]Lu-PSMA 1&T %872

2.3.1. Razvoj i sinteza spoja PSMA-617

Razvoj sinteze spoja PSMA-617 zapoceo je 2012. godine te se djelomi¢no temelji na ranijim
otkri¢ima vezanim uz motiv Glu-CO-Lys. Inhibitori PSMA na bazi ureje uvedeni su i
karakterizirani prije priblizno dva desetlje¢a”™ dok su prvi rezultati pretklini¢kog razvoja
objavljeni 2005. godine.”"® lako su ovi spojevi pokazali povoljna svojstva ciljanja na tumorsko
tkivo, inhibitori PSMA male molekulske mase na bazi ureje istodobno su pokazivali znac¢ajno
nakupljanje u pojedinim organima, osobito u bubrezima ¢ime je doslo do potrebe za
optimizacijom strukture.®®’® Istrazivanja su pokazala da je zadrzavanje radiofarmaceutika u
tumoru i proces internalizacije u velikoj mjeri odredeni strukturnim znacajkama koje nisu dio
izvornog motiva Glu-CO-Lys. 677

S ciljem razvoja spoja prikladnog za teranosticku primjenu bilo je potrebno optimizirati

njegova svojstva vezanja i farmakokineticke karakteristike s posebnim naglaskom na smanjenje
nakupljanja radiofarmaceutika u bubrezima i povecanju tumorske akumulacije. Polaze¢i od
pocetnog motiva vezanja Glu-CO-Lys razvijena je i analizirana biblioteka razli¢itih poveznica
(engl. linker) u uvjetima in vitro i in vivo.”® Utvrdeno je da regija poveznice, odnosno slijed
aminokiselina smjeSten izmedu motiva Glu-Co-Lys i kelatora DOTA ima klju¢nu ulogu u
odredivanju internalizacije i farmakokinetickih svojstava cjelokupnog spoja.
Istrazivanje BeneSove i suradnika rezultiralo je identifikacijom spoja s optimalnim svojstvima
za primjenu u teranostici.%® Peptid PSMA-617 pokazao je najmanje nakupljanje u neciljaju¢im
organima, osobito u bubrezima uz istodobno visoku akumulaciju u tumorskom tkivu s
produljenim vremenom zadrZavanja.

Prva znacajna klini¢ka iskustva s primjenom PSMA-617 u dijagnostici i radioligandnoj
terapiji raka prostate objavljena su 2014. godine.”®® Godine 2017. Klini¢ka vrijednost
PSMA-617 dodatno je potvrdena kroz multicentri¢na klinicka istraZivanja.

Godine 2018. klini¢ka istrazivanja su dovrSena, a 2022. godine radiofarmaceutik
[Y"Lu]Lu-PSMA-617 komercijalnog naziva Pluvicto® je odobren od strane Agencije za hranu
i lijekove (FDA).
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Kao lijek obiljezen radionuklidom, PSMA-617 je prikladan za primjenu u
teranostickom pristupu lijecenju onkoloskih bolesnika. U radiofarmaceutskom teranostickom
pristupu pacijent se najprije snima PET radiofarmaceutikom [*8Ga]Ga-PSMA-11 koji prikazuje
njegovu specificnu distribuciju 1 nakupljanje na ciljanom mjestu, primjerice na odredenom
receptoru koji je prekomjerno izrazen u tumorskom tkivu. Ako odgovaraju¢i tumor i moguce
metastaze pokazu dodatno nakupljanje obiljezenog radiofarmaceutika pacijent se potom moze
odabrati za radioligandnu terapiju odgovarajuc¢im terapijskim radiofarmaceutikom koji ima istu
ili sli¢nu strukturu kao dijagnosti¢ki radiofarmaceutik. U ovom slucaju to je radiofarmaceutik
[Y"Lu]Lu-PSMA-617. Za praéenje u¢inka terapije, pacijent se ponovno moze snimati pomo¢u
PET ili SPECT kamere.!® Iako ne ¢&ine teranosticki par po definiciji, radiofarmaceutici
[8Ga]Ga-PSMA-11 i [YLu]Lu-PSMA-617 ¢&esto se koriste u radiofarmaceutskom
teranosti¢kom pristupu lije¢enja.!

Sinteza spoja PSMA-617 uglavnom se provodi metodom sinteze na ¢vrstoj fazi (engl.
solid state synthesis) koja zahtijeva uporabu skupih zasticenih aminokiselina i reagensa. Godine
¢emu su usporedena dva sintetska pristupa: linearni i konvergentni. Pokazano je da
konvergentni pristup omogucuje jednostavniji postupak i bolje iskoristenje kona¢nog spoja.

U konvergentnom pristupu Sinteza zapoc€inje pripremom pojedinacnih gradivnih
jedinica koje ¢ine strukturu PSMA-617. Osnovu molekule ¢ini urea nastala povezivanjem lizina
i glutaminske kiseline, dok se na bo¢ni lanac lizina postupno ugraduju 2-naftil-L-alanin (NaL)
i traneksamic¢na kiselina (engl. tranexamic acid, TXA). Zavr$ni dio molekule ¢ini makrociklicki
kelator DOTA koji omogucuje stabilno vezanje radionuklida. Prije reakcija spajanja,
funkcionalne skupine aminokiselina zaSti¢ene su odgovaraju¢im zastitnim skupinama kako bi
se sprijeCile neZeljene reakcije tijekom sinteze. Karboksilne skupine privremeno su
esterificirane, amino skupine su zastic¢ene benziloksikarbonil (Cbz) ili t-butiloksikarbonil (Boc)
zastitnim skupinama, dok je kelator DOTA koristen u obliku t-butil zastitne skupine. Nakon
svakog koraka zasStitne skupine uklanjaju se selektivno ¢ime je omogucéeno daljnje produljenje
peptidnog lanca. Zastitne skupine benziloksikarbonil Cbz uklanjaju se katalitickom
hidrogenacijom u proto¢nom reaktoru ispunjenim katalizatorom Pd/C (w = 10 %).

Uklanjanje svih t-butil zastitnih skupina provodi se smjesom trifluoroctene kiseline,
vode, fenola i triizopropilsilana odnosno TFA-H>0-PhOH-TIS. U konvergentnoj sintezi

pojedini fragmenti molekule sintetiziraju se neovisno jedan o drugome, a zatim se spajaju u
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zavr$nim fazama sinteze. U konvergentnoj sintezi jedan fragment ¢ini lizin-2-naftil-L-alanin-
urea-glutamat dok drugi obuhvaca kelator DOTA povezan s traneksami¢nom kiselinom.
Reakcija spajanja provedena je u otapalu N,N-dimetil formamid (DMF) uz reagens
O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronijev heksafluorofosfat (HBTU) za aktivaciju
karboksilne skupine i bazu N,N-diizopropiletilamin (DIEA). Reakcijska smjesa na pocetku je
ohladena na 0 °C, a zatim je mijeSana do postizanja sobne temperature I nastaje potpuno
zaSti¢eni prekursor PSMA-617. Takva strategija smanjuje broj uzastopnih reakcija na istoj
molekuli, olakSava procis¢avanje meduprodukata te rezultira ve¢im ukupnim iskoriStenjem u

odnosu na linearni pristup. Prilagodena shema konvergetne sinteze spoja PSMA-617 prikazana

je na slici 9.82
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Slika 9. Shema konvergetne sinteze spoja PSMA-617: a) HBTU, DIEA, DMF, hladenje
reakcijske smjese na 0 °C i mijeSanje do postizanja sobne temperature; b) TFA-H,O-PhOH-
TIS®

U linearnom sintetskom pristupu spoj PSMA-617 izgraduje se postupnim povezivanjem
pojedina¢nih gradivnih jedinica pri ¢emu se svaki novi fragment dodaje na prethodno
sintetizirani meduprodukt. Takav pristup omogucuje dobru kontrolu svake reakcijske faze, ali
povecava broj uzastopnih sintetskih koraka te moZe dovesti do smanjenja ukupnog iskoristenja

zbog gubitaka tijekom procis¢avanja meduprodukata.
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Sinteza zapocinje pripremom odgovarajuée zasti¢enih derivata 2-naftil-L-alanina (NaL)
i traneksamiéne kiseline (TXA) nakon ¢ega se oni sukcesivno vezu na jezgru urea-Lys-Glu.
Reakcija spajanja provedena je uporabom reagensa N,N'-diizopropilkarbodiimida (DIC) za
aktivaciju karboksilne skupine u smjesi diklormetana (CH2Cl>) i N,N-dimetilformamida (DMF)
pri sobnoj temperaturi. Nakon svakog koraka spajanja provodi se selektivno uklanjanje zastitnh
skupina na isti na¢in kao u konvergentnom pristupu. Prilagodena shema linearne sinteze spoja
PSMA-617 prikazana je na slici 10.82

Oba pristupa sinteze prate slijed koraka: zastita skupina, spajanje fragmenata,
povezivanje kelatora DOTA te uklanjanje zastitnih skupina. U konvergentnoj sintezi reakcija
spajanja zapocinje pri 0 °C kako bi se kontrolirala aktivacija karboksilne skupine otapalom
HBTU i smanjila mogucnost nastajanja nusprodukata. Nakon formiranja aktiviranog
meduprodukta reakcijska smjesa se zagrijava na sobnu temperaturu ¢ime se omogucuje
ucinkovito stvaranje amidne veze. U linearnoj sintezi isti korak uspjesno se odvija ve¢ pri

sobnoj temperaturi, pa hladenje nije potrebno.
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Slika 10. Shema linearne sinteze spoja PSMA-617: a) DIC, CH2Cl>-DMF, b) H2/Pd-C (w =
10%), MeOH; ¢) HBTU, DIEA, DMF na sobnoj temperaturi d) TFA-H,0-PhOH-T1S8
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2.4. Radiofarmaceutik [*""Lu]Lu-PSMA-617

2.4.1. Naziv i kemijska struktura

Radiofarmaceutik [*/'Lu]Lu-PSMA-617 naziva se jos i lutecij-177 (*'"Lu) vipivotid tetraksetan
(engl. lutetium (}"Lu) vipivotide tetraxetan). Komercijalni naziv radiofarmaceutika je
Pluvicto®.

Odobren je 2022. godine od strane Americke agencije za hranu i lijekove (FDA), a
njegova uporaba je ogranicena u smislu dostupnosti terapije samo za pacijente s metastatskim
kastracijski rezistentnim rakom prostate (mCRPC) pozitivnim na prostate specificni
membranski antigen (PSMA) koji su prethodno primili druge vrste lijeCenja, poput terapije
usmjerene na inhibiciju androgenskog receptorskog puta i kemoterapije na bazi taksana.

Prema IUPAC nomenklaturi naziv radiofarmaceutika je [*"’Lu]lutecij-2-[4-[2-[[4-
[[(2S)-1-[[(5S)-5-karboksi-5-[[(1S)-1,3-dikarboksipropil]karbo-moilamino]pentilJamino]-3-
nafttalen-2-il-1-oksopropan-2-il]-karbamoil]cikloheksil]-metilamino]-2-oksoetil]-4,7,10-
tris(karboksilatometil)-1,4,7,10-tetraazaciklododeka-1-il]acetat.

Molekula teranosti¢kog radiofarmaceutika [/’Lu]Lu-PSMA-617 sastoji se od PSMA
vezujuceg motiva na koji je, preko poveznice naftil-cikloheksil koja sadrzi aminokiselinu 2-
naftil-L-alanin (NAL) i traneksami¢nu kiselinu (TXA), vezan kelator DOTA (1,4,7,10-
tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraoctena kiselina) kao §to je prikazano na slici 11. Ova
poveznica omogucuje ponovno uspostavljanje visokog afiniteta prema PSMA receptoru te
visoku razinu internalizacije u stanice raka prostate s izrazenom ekspresijom PSMA 83
Oktadentatna koordinacija kelatora DOTA omogucuje stvaranje vrlo stabilnih koordinacijskih
kompleksa s razli¢itim radionuklidima.®* Kompleksi s radionuklidima ®8Ga, ’Lu i ®Ac

najéesée se primjenjuju u medicinske svrhe.®
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Slika 11. Kemijska struktura teranosti¢kog radiofarmaceutika [*’’Lu]Lu-PSMA-617

2.4.2. Radionuklid *""Lu

lako su lantanidi prvi put otkriveni 1794. godine, njihova karakterizacija nije provedena sve do
priblizno stotinu godina kasnije, prvenstveno zbog njihove slabe topljivosti i rijetke dostupnosti
u Cistom obliku.”®®® Lantanidi obuhvacaju 15 elemenata, od lantana s protonskim brojem
(Z = 57) do lutecija s protonskim brojem (Z = 71), a karakteriziraju ih visoki koordinacijski
brojevi. Lantanidi su poznati i kao 4f-elementi jer njihovu elektronsku konfiguraciju
karakterizira djelomi¢na popunjenost podljuske 4f. Orbitale f ucinkovito su zasjenjene
popunjenim 5s, 5p i 6s podljuskama.®>%® Posljedica takve elektronske strukture jest relativno
slab utjecaj ligandnog polja na trovalentne ione reda veli¢ine 6 kJ mol? §to odgovara u¢inku
20-60 puta manjem nego kod iona prijelaznih metala d-bloka.?® Nadalje, na stereokemiju
kompleksa lantanida prvenstveno utjecu stericka svojstva liganada, dok spektroskopska i
magnetska svojstva nisu u velikoj mjeri odredena okolinom metalnog iona.%8®

Kontrakcija lantanida posljedica je promjene ionskih polumjera duz serije lantanida. S
porastom atomskog broja i gustoe naboja ionski se polumjer smanjuje. Ova je pojava
karakteristiéno svojstvo lantanidnih metala. lonski polumjeri elemenata u srednjem dijelu
lantanidne serije usporedivi su s ionskim polumjerom iona Ca?*. Kontrakcija lantanida ne utjece

samo na kemijsku sintezu kompleksa lantanida, ve¢ i na bioloske sustave. Primjerice, u tkivima
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moze doéi do istiskivanja iona Ca?*, §to moZe utjecati na integritet kostiju ili dovesti do

blokiranja Ca>*-kanala i smanjenja ulaska Ca?* u citosol.®

Lantanidi su jake Lewisove kiseline koje koordiniraju s tvrdim bazama, kao Sto su
karboksilati® te s donorima visoke elektronegativnosti, poput dusika ili kisika. Cesto je prisutna
I koordinacija s molekulama vode. Sinteza brojnih kompleksa lantanida temelji se upravo na
reaktivnosti ovih elemenata kao Lewisovih kiselina.®® Zbog svojih iznimnih i tesko usporedivih
optickih 1 magnetskih svojstava, lantanidi zauzimaju vazno mjesto u podrucju visokih
tehnologija. Ovi se elementi primjenjuju u razli¢itim strateski vaznim podrucjima, kao $to su
opticka stakla i laseri, telekomunikacije, rasvjeta i zasloni, magnetski materijali, tvrdi diskovi,
sigurnosne tinte i oznake za zastitu od krivotvorenja, kod katalize i u medicini.lako su se dugo
smatrali manje vaznim elementima u podru¢ju kemije prijelaznih metala, lantanidi su danas
stekli znacajno mjesto u koordinacijskoj kemiji, gdje se ugraduju u sloZene funkcionalne i
polifunkcionalne molekule i materijale.®

Lutecij je posljednji ¢lan serije lantanoida, s 71 elektronom rasporedenim prema
elektronskoj konfiguraciji [Xe]4f'*5d'6s?. Tijekom kemijskih reakcija atomi lutecija gube dva
elektrona iz najudaljenije ljuske, kao i jedini elektron iz 5d orbitale, pri ¢emu nastaje metalni
kation oksidacijskog stanja +3. Kemijski gledano lutecij je tipican predstavnik lantanoida jer je
njegovo jedino uobicajeno oksidacijsko stanje +3 koje se javlja u njegovu oksidu, halogenidima
i drugim spojevima. Za razliku od ostalih lantanoida koji se svrstavaju u f-blok periodnog
sustava elemenata lutecij se moze smatrati i prvim elementom d-bloka u Sestoj periodi buduci
da posjeduje potpuno popunjenu 4f podljusku s 14 elektrona.

U svom najstabilnijem oksidacijskom stanju +3, ion Lu®* ima prazne s-, p- i d-orbitale
te zatvorenu 4f elektronsku podljusku. Elektroni u f-orbitalama ne sudjeluju u stvaranju
kemijskih veza jer su snazno vezani uslijed visokog efektivnog nuklearnog naboja te na njih
gotovo ne utjecu ligandi koji okruzuju metalni ion. Stoga je kemija iona Lu®" kao tvrde
Lewisove kiseline prvenstveno odredena praznim s-, p- i d-orbitalama. Zbog potpuno
popunjene 4f podljuske, ionski radijus iona Lu®*" najmanji je medu svim lantanoidima (86,1
pm). lon Lu®* preferira vezanje s tvrdim Lewisovim bazama odnosno donorima koji imaju male
slabo polarizabilne atome s lokaliziranim elektronskim parovima. To su naj¢esce ligandi koji
sadrze kisik, dusik ili fluor. Zbog malog ionskog radijus iona Lu®** broj liganada koji se mogu

koordinirati oko iona Lu®* je ograni¢en. Koordinacijski broj u najveéoj je mjeri odreden
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medusobnim odbojnim interakcijama izmedu koordiniranih liganada te obi¢no iznosi 8 ili 9,
dok doprinos s-, p- i d- orbitala ukljucenih u stvaranje kemijskih veza ima zanemariv utjeca;.

Medu keliraju¢im ligandima posebno se istice makrociklic¢ki ligand DOTA koji s ionima
lantanoida (Ln®") tvori komplekse izrazito visoke termodinamicke stabilnosti i kineticke
inertnosti. Kompleksi s kelatorom DOTA opcenito su kineticki inertniji od odgovarajucih
kompleksa s DTPA. Iz tog razloga kompleksirajuc¢i agens DTPA dodaje se nakon obiljeZzavanja
radiofarmaceutika za uklanjanje tragova nevezanog slobodnog iona Lu®*, ali nije sastavni dio
konac¢nog radiofarmaceutika.

Prirodni lutecij sastoji se od stabilnog izotopa °Lu s prirodnim izotopnim udjelom od
97,41 % i radioizotopa 1"®Lu s prirodnim izotopnim udjelom od 2,59 %, koji ima iznimno dugo
vrijeme poluraspada od 3,78 x 10'° godina. Do danas je proizvedeno vise od 50 radionuklida
lutecija ukljucujuéi 23 nuklearna izomera s masenim brojevima od 150 do 184. Radionuklidi
laksi od stabilnog izotopa 1”°Lu raspadaju se elektronskim zahvatom ili emisijom pozitrona, pri
¢emu nastaju izotopi iterbija. S druge strane, tezi radionuklidi uglavnom se raspadaju -
raspadom stvaraju¢i izotope hafnija. Medu 18 metastabilnih stanja lutecija najstabilniji su
177m_y s vremenom poluraspada od 160,4 dana i *™Lu s vremenom poluraspada od 142 dana.
Njihova vremena poluraspada dulja su od vremena poluraspada osnovnih stanja odredenih
radionuklida lutecija.®®

Radionuklid *"Lu s vremenom poluraspada od 6,65 dana raspada se 100 % emisijom B~
gestica do stabilnog izotopa ""Hf i pogodan je za transport bez veéeg gubitka aktivnosti.
Znacajna prednost radionuklida *""Lu ili [*"’Lu]Lu-liganada og&ituje se u njihovoj jednostavnoj
1 ekonomicnoj proizvodnji koja u pravilu rezultira visokom radiokemijskom c¢istocom te
odgovarajuc¢om specificnom aktivno$c¢u. Tijekom ovog raspada maksimalna energija emitiranih
[~ Cestica iznosi 496,8 keV s emisijskim udjelom od 79,4 % dok je njihova srednja energija
znatno niza i iznosi 133,6 keV. Doseg 3~ Cestica u tkivu ovisi o njihovoj energiji. Za radionuklid
7Ly maksimalno prodiranje u tkivo iznosi priblizno 2,2 mm dok je srednji doseg oko 0,67
mm, zbog ¢ega se ovaj radionuklid svrstava medu emitere - Cestica kratkog dometa. Takva
karakteristika omogucuje ucinkovito ozracivanje i uniStavanje viSe susjednih stanica koje
eksprimiraju ciljni peptidni receptor uz istodobno ograniceno ostecenje okolnog zdravog tkiva.
Osim B~ Cestica tijekom raspada radionuklida Y""Lu emitiraju se i y fotoni niske energije
112,9 keV s emisijskim udjelom od 6,17 % i 208,4 keV s emisijskim udjelom od 10,4 %. Time

je omoguceno scintigrafija ili snimanje SPECT kamerom nakon apliciranja radiofarmaceutika
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[Y""Lu]Lu-PSMA-617 ¢ime je moguée provesti i individualizirana dozimetrijska mjerenja.
Zbog istodobne mogucénosti terapijske primjene B~ zracenja i dijagnostickog oslikavanja putem

vy zradenja radionuklid *""Lu se smatra intrinzi¢nim teranosti¢kim radiometalom.%91.?

2.4.3. Proizvodnja radionuklida *""Lu

Postoje dva osnovna na¢ina proizvodnje radionuklida *’Lu: direktni i indirektni put (slika 12).
Direktni put proizvodnje zapo¢inje ozra¢ivanjem izotopa *"®Lu dok se u indirektnom putu kao
pocetni materijal koristi izotop 1®Yb. Direktni put proizvodnje, poznat kao metoda s nosaéem
(engl. carrier-added, c.a.) karakterizira ¢injenica da se pocetni izotop "®Lu ne moze u
potpunosti ukloniti tijekom procesa separacije izotopa. Osim tog ovim postupkom nastaje
radionuklidna neéistoéa 1'"MLu ¢ije vrijeme poluraspada iznosi 160,4 dana §to moze otezati
provedbu mjera zastite od zracenja i zbrinjavanje radioaktivnog otpada. Doprinos apsorbiranoj
dozi zradenja koju uzrokuje '™Lu vrlo je malen u usporedbi s ukupnom dozom nakon
aplikaciranja '’’Lu-radiofarmaceutika. Pri omjeru Y"™Lu/*"’Lu od 0,02 % terapijska doza
radiofarmaceutika od 7,4 GBq sadrzi priblizno 1,4-1,8 MBq izotopa /"™MLu.%

U indirektnom putu proizvodnje neutronima se ozracuje visoko obogaéeni izotop 16Yb
pri ¢emu nastaje izotop 1"Yb koji se potom raspada u radionuklid ’Lu, a &ije vrijeme
poluraspada iznosi 1,92 h. Nakon ozra¢ivanja radionuklid Y""Lu se kemijski odvaja od ciljnog
materijala ¢ime se dobije radionuklid bez nosaca (engl. non-carrier-added, n.c.a.). Ovakvim
nacinom proizvodnje postiZze Se visoka specifi¢na aktivnost kona¢nog produkta te izostaje
onetiséenje izotopom *"™Lu."’

Nedostatak indirektnog puta proizvodnje ’Lu jest potreba za velikom koli¢inom
visoko obogac¢enog izotopa ’®Yb, oko 1 g, $to predstavlja dva izazova. Prvo, kemijska
separacija radionuklida *"’Lu od ciljnog materijala mora biti iznimno uéinkovita, a postiZe se
analitickim separacijskim tenikama kao §to su ekstrakcija, kromatografija na koloni 1
kombinacija obje tehnike. Drugo, obogadeni izotop 1’®Yb trenuta¢no je dostupan samo od
proizvodaca ograni¢enog proizvodnog kapaciteta u Rusiji. Zbog kontinuiranog porasta
potraznje za radionuklidom *"Lu, kao i aktualnih geopolitickih okolnosti moze do¢i do
znadajnog povecanja cijene ili ¢ak ogranicene dostupnosti radionuklida *"’Lu proizvedenog

postupkom bez nosaca.1%%2
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lako je primjena radionuklida ""Lu proizvedenog metodom s nosaem za obiljezavanje
radiofarmaceutika odobrena od strane americke agencije za hranu i lijekove (FDA) za pripravu
radiofarmaceutika, ukljucuju¢i komercijalno dostupan lijek Pluvicto®, prednost se daje
radionuklidu "’Lu proizvedenom metodom bez nosac¢a zbog njegove veée specifiéne aktivnosti

i radionuklidne ¢&istoée.®

n,y
a) 176[ .y Tu + 7y
6.647dana 160 dana
b) 1767 —V L 177yl — 177]
1.9h

Slika 12. Shematski prikaz proizvodnje radionuklida ’Lu: a) direktni put i b) indirektni put
2.4.4. Radiokemijska sinteza PET radiofarmaceutika

Za proizvodnju PET radiofarmaceutika najce$¢i nacin proizvodnje je pomocu modula za
automatiziranu sintezu. Ovakav nacin radiokemijske sinteze olakSava proizvodnju razlicitih
radiofarmaceutika na jednom modulu jer nakon sinteze postupak ¢iS¢enja nije potreban. Za
sintezu se Koriste jednokratne kasete s pripadajué¢im reagensima koje se nakon sinteze bacaju u
pripadajuc¢i otpad te se iduca kaseta postavlja u modul za novu sintezu. Komercijalno su
dostupne kasete sa setom reagensa za razli¢ite module u skladu sa zahtjevima GMP.16
Racunalni program upravlja kontrolnim sustavom modula i korisnici ga ne mogu
mijenjati. Specifican je za modul, ali ne nuzno i za proces. Za svaki proces zadan je popis uputa
koji izvrSava racunalni program kako bi kontrolirao razli¢ite korake koji se provode tijekom
radiokemijske sinteze radiofarmaceutika. Moduli se obi¢no nalaze u izolatoru (engl. hot cell).
Klasa ¢istoce zraka unutar izolatora obi¢no je klase C ili D za zatvorene postupke, a klasa A za
otvorene ili aspeticke postupke osim ako nije provedena odgovarajuca procjena rizika. Uz
modul za automatiziranu sintezu moze se nalaziti i modul za pripremu pojedinacnih doza
radiofarmaceutika te modul za razrjedivanje. Operateri moraju nositi odjecu prikladnu za
doti¢nu razinu radnog okoliSa i trebaju nositi sterilne rukavice. Raspakiranje kasete i seta
reagensa treba izvesti na nacin koji minimizira rizik od mikrobioloS8ke kontaminacije

predmeta.®
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Razli¢iti pristupi za radiokemijsku sintezu stabilnog radiofarmaceutika [*""Lu]Lu-
PSMA-617 opisani su u literaturi pri ¢emu se mijenjaju parametri pH, temperatura na kojoj se
odvija reakcija, omjer liganda i metala te izbor pufera.®® Stabilizacija produkta &esto se postize
dodatkom hvata¢a slobodnih radikala poput etanola, askorbinske Kkiseline ili gentizinske
kiseline kako bi se sprijecila radioliza i oCuvala visoka radiokemijska Cistoc¢a. Dodaje se i
kompleksiraju¢i agens DTPA za uklanjanje tragova nevezanog slobodnog iona Lu3*,%-103
Unato¢ vrlo visokim konstantama stabilnosti, nastajanje kompleksa *"’Lu3* s kelatorom DOTA
i drugim makrociklickim ligandima odvija se relativno sporo osobito pri niskim
koncentracijama lutecija i liganda koje se koriste u pripravi radiofarmaceutika.

Kineticka istrazivanja pokazala su da prvi korak u nastajanju kompleksa lantanoidnih
iona s kelatorom DOTA ukljucuje brzo stvaranje mono- ili diprotoniranog meduprodukta, dok
brzinu cijelog procesa odreduje bazom potpomognuta preraspodjela 0dnosno reorganizacija
meduprodukta u konacni stabilni kompleks. Iz tog razloga reakcijska smjesa se zagrijava
mikrovalnim nac¢inom kako bi se ubrzalo keliranje. Zagrijavanje se uobicajeno provodi na
95 °C tijekom 25-30 minuta, ¢ime se postizu gotovo potpuni prinosi radioobiljeZavanja.

U svim postupcima radioobiljeZavanja pH reakcijske smjese ima presudnu ulogu. Brzina
nastajanja kompleksa povecava se s porastom vrijednosti pH, medutim pri vrijednostima pH
iznad 6 lantanoidni kationi pocinju tvoriti netopljive hidrokside. Stoga se optimalnim smatra
podrucje pH izmedu 4 i 6 koje se najcesce odrzava uporabom acetatnih pufera, poput natrijeva
ili amonijeva acetata uz dodatak askorbinske kiseline kao hvataca slobodnih radikala.
Posljednih godina koristi se moderan pristup u radiofarmaciji gdje se koristi pufer askorbinske
kiseline za obiljezavanje 1’’Lu-radiofarmaceutika koji sluzi za regulaciju vrijednosti pH te
djeluje kao hvatac¢ slobodnih radikala i smanjuje se broj potrebnih reagensa za dobivanje

zeljenog radiofarmaceutika.®?
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2.4.5. Ispitivanje kvalitete radiofarmaceutika

Testovi ispitivanja kvalitete radiofarmaceutika dijele se u dvije kategorije: fizikalno-kemijska
ispitivanja 1 bioloSka ispitivanja. Fizikalno-kemijski testovi ukljucuju odredivanje
radionuklidne i radiokemijske Cistoce, kemijske ¢istoCe s obzirom na prisutnost iona metala u
tragovima, neobiljeZzenog liganda ili prekursora, ostataka reagensa i otapala te vrijednost pH
otopine produkta i vizualni pregled otopine posebice ako se radi o koloidu. Bioloski testovi
utvrduju apirogenost odredivanjem bakterijskih endotoskina, sterilnost inkubacijom uzorka 14
dana u odredenom mediju i toksi¢nost radiofarmaceutika.®*

Upravo kod aplikacije lijeka injekcijom, posebnu paznju treba dati sterilnosti tih
pripravaka. Pripravci koji se koriste za injekcije i infuzije moraju biti potpuno sterilni i bez
prisutnih pirogena. Takvi se pripravci nazivaju parenteralni pripravci. Njihova se kvaliteta
ispituje na kraju proizvodnje, ali se i prije proizvodnje ispituju sve sirovine i oprema koja se
koristi u proizvodnji. Pirogeni koji mogu kontaminirati ovakve pripravke jesu bakterijski
endotoksini.10%106.107

Bakterijski endotoksini su otrovi koji spadaju u skupinu pirogena te su sastavni dio
stani¢ne stijenke gram-negativnih bakterije, koja se sastoji od unutarnje i vanjske membrane.
Upravo lipopolisaharid koji je sastojak vanjske membrane, ima toksi¢no djelovanje. Ukoliko
se nadu u parenteralnim pripravcima, bakterijski endotoksini mogu uUzrokovati povisenje
temperature, anafilakticki Sok i smrt. Zbog toga je vrlo vazno provoditi redovite analize sirovina
koje se koriste u proizvodnji parenteralnih pripravaka, ali i analize gotovih proizvoda.
Bakterijski endotoksini se odreduju se prijenosnim spektrofotometrom, a ra¢unalni program
mora biti uskladen s 21 CFR Part 11 kako bi uredaj zadovoljio sluzbene standarde kvalitete
Americke (engl. Unites States Pharmacopeia, USP) i Europske farmakopeje (engl. European
Pharmacopeia, Ph. Eur.) za analititke metode koje propisuje FDA.1%®

Prijenosni spektrofotometar koristi kineticku kromogenu metodologiju LAL (engl.
Limulus amebocyte lysate) za mjerenje intenziteta boje direktno povezane s koncentracijom
endotoksina u uzorku. Dizajniran je za automatsko i brzo odredivanje koncentracije bakterijskih
endotoksina u odredenom uzorku. Granica detekcije je 0,05 EU mL, a trajanje analize je 15
minuta. Test se provodi prema amebocitnom liziraju¢em testuo odnosno testu LAL. Lizat sadrzi
enzim Koji se aktivira u prisutnosti endotoksina ¢ime se omogucava detekcija bakterijskih
endotoksina. U metodi se koristi sintetski kromogeni supstrat koji sadrzava specifi¢nu sekvencu

aminokiselina kojom se oponasa mjesto cijepanja u koagulogenu. Aktivirani enzimi kataliziraju
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reakciju cijepanja mjesta rascjepa te oslobodenje kromofora koji je zute boje. Oslobodeni
kromofor apsorbira svjetlost na valnoj duljini od 405 nm te se odreduje apsorbancija. Koli¢ina
apsorbirane svjetlosti je proporcionalna s koncentracijom endotoksina u uzorku. U slucaju
intravenske aplikacije, maksimalna koli¢ina endotoksina koju covjek mozZe primiti po
kilogramu tjelesne teZine u jednom satu je 5 EU (engl. Endotoxin Units).1%®

Sterilnost pripravljenih radiofarmaceutika ispituje se prema zahtjevima Europske
farmakopeje. Ispitivanje sterilnosti radiofarmaceutika provodi se retrospektivno, nakon
aplikacije dok se njegovo pustanje u primjenu temelji na prethodno definiranim Kkriterijima
kvalitete i validiranom asepti¢kom postupku proizvodnje koji se provjerava testom media fill.
Primjerice takav pristup primjenjuje se u rutinskoj proizvodnji %®Ga-radiofarmaceutika.
Asepti¢nost proizvodnog postupka provjerava se validacijom aseptickog procesa primjenom
simulacije aseptickog procesa (engl. aseptic process simulation, APS), odnosno testa media fill.
Tijekom testa media fill stvarni radiofarmaceutik zamjenjuje se sterilnom hranjivom podlogom
pri ¢emu se reproduciraju kriti¢ni koraci rutinskog proizvodnog postupka, ukljucujuéi asepticko
sastavljanje sustava, prijenos materijala, manipulacije i intervencije operatera te zavr$no
punjenje. Nakon provedbe simulacije napunjene posude s hranjivom podlogom inkubiraju se i
pregledavaju na znakove mikrobioloskog rasta. Cilj testa je dokazati sposobnost aseptickog
procesa da sprije¢i mikrobiolosku kontaminaciju tijekom rutinske proizvodnje
radiofarmaceutika.'®

Ispitivanje sterilnosti provodi se inokulacijom uzorka radiofarmaceutika u odgovarajuce
hranjive podloge uz primjenu aseptickih uvjeta. U skladu s postupkom opisanim za
®8Ga-radiofarmaceutike, uzorak se moze izravno inokulirati u tripti¢ki sojin bujon (engl. Tryptic
Soy Broth, TSB) koji se inkubira pri 20-25 °C tijekom 14 dana. Za dobivanje Sireg spektra
mikroorganizama moze se primijeniti kombinacija triptickog sojinig bujona (TSB) i fluidnog
tioglikolatnog medija (FTM), pri ¢emu se tripti¢ki sojin bujon (TSB) inkubira pri 20-25 °C, a
fluidnog tioglikolatnog medija (FTM) pri 30-35 °C. Podloge se tijekom inkubacije vizualno
pregledavaju na znakove mikrobioloskog rasta, primjerice pojavu zamucenja.

Prema monografiji Europske farmakopeje za bioloske testove inokulirane podloge
inkubiraju se najmanje 14 dana.'® Ako tijekom tog razdoblja nema znakova mikrobiolokog
rasta, uzorak zadovoljava zahtjev ispitivanja sterilnosti. Vazno je naglasiti da razdoblje od 14
dana predstavlja vrijeme potrebno za provedbu mikrobioloskog ispitivanja i nije povezano s

vremenom poluraspada radionuklida %Ga. Prema monografiji Europske farmakopeje test
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sterilnosti zahtijeva inkubaciju najmanje 14 dana jer se tijekom tog razdoblja omogucuje rast
razli¢itih potencijalno prisutnih mikroorganizama, uklju¢uju¢i one koji rastu sporije. %

Budu¢i da se rezultat testa sterilnosti dobiva retrospektivno, osiguravanje sterilnosti
radiofarmaceutika prije primjene temelji se prvenstveno na validiranom asepti¢kom postupku
proizvodnje, odgovaraju¢oj kontroli okoliSa, uporabi sterilnih materijala i1 sirovina te
sterilizirajucoj filtraciji zavr$nog pripravka. Nakon filtracije provodi se test integriteta filtera
¢ime se potvrduje da je filter tijekom proizvodnog postupka zadrzao svoj integritet. Sterilnost
samog proizvoda i integritet filtra predstavljaju razli¢ite pokazatelje kakvoce te se moraju
razlikovati. !

Prilikom kontrole kvalitete radiofarmaceutika odreduje se i radionuklidni identitet
odredivanjem  vremena poluraspada  koriStenog radionuklida za  obiljeZzavanje
radiofarmaceutika te ostatna otapala. Jedan od razloga zaSto se odreduje radionuklidni identitet
je moguénost krizne kontaminacije ¢ime se moze utvrditi prisutnost drugog radionuklida ako
je vrijeme poluraspada vece od vrijednosti radionuklida koji je koriSten za obiljezavanje
radiofarmaceutika. Potvrduje se i test integriteta filtera koji se koristi za sterilizacijsku filtraciju
konac¢ne radiofarmaceutske formulacije primjenom testa tocke mjehuric¢a (engl. bubble point
test). Tijekom ispitivanja izmjereni tlak to¢ke mjehuri¢a mora biti jednak ili veéi od propisane
vrijednosti. Vrijednost niZza od specifikacije moze upucéivati na ostecenje membrane ili druge
nepravilnosti koje mogu narusiti integritet sterilizacijskog filtra. Sve analiticke metode moraju
biti validirane, a koristena oprema kvalificirana kako bi se osigurala to¢nost, preciznost i
ponovljivost rezultata.*?” Kriteriji prihvatljivosti za svaki pripravljeni radiofarmaceutik

navedeni su u monografijama Europske farmakopeje.!'!

2.4.6. Klinicka uporaba i farmakoloske znacajke

Lije¢enje radiofarmaceutikom [Y’Lu]Lu-PSMA-617 namijenjeno je odraslim muskim
bolesnicima s progresivnim metastatskim rakom prostate rezistentnim na kastraciju prostate
(engl. metastatic castration-resistant prostate cancer, mCRPC) koji eksprimira prostata
specifi¢ni membranski antigen (PSMA) izrazen u stanicama raka prostate. Komercijalni naziv
radiofarmaceutika je Pluvicto®. Koristi se zajedno s terapijom deprivacije androgena odnosno
terapijom za smanjenje muSkog spolnog hormona testosterona. Prije primjene peptidne
receptorske radionuklidne terapije (PRRT) bolesnici moraju prethodno biti lijeCeni inhibitorima

signalizacije putem androgenog receptora to jest lijekovima za lijeCenje raka prostate i jednom
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ili dvije kemoterapije temeljene na taksanima te viSe ne smiju ostvarivati terapijski odgovor na
navedene oblike lijecenja.

Kako bi se utvrdila prikladnost bolesnika za lije¢enje radiofarmaceutikom [*""Lu]Lu-
PSMA-617 prije pocetka terapije potrebno je procijeniti ekspresiju PSMA u primarnom tumoru
I metastatskim lezijama pretragom PET/CT. Pretraga se treba provesti odgovarajué¢im
dijagnosti¢kim radiofarmaceutikom [*8Ga]Ga-PSMA-11 ¢ime se ostvaruje teranosticki pristup
lijeGenju ( “thera” za terapiju i “nostic” za dijagnostiku), a prikazan je na slici 13.1

Pri odabiru bolesnika intenzitet nakupljanja radiofarmaceutika [*®Ga]Ga-PSMA-11 u
tumorskim lezijama usporeduje se s fizioloskim nakupljanjem u jetri. Tumorske i metastatske
lezije smatraju se PSMA pozitivnima ako pokazuju ve¢e nakupljanje radiofarmaceutika od
jetrenog parenhima. Kriteriji za ukljucivanje u lije¢enje zahtijevaju da bolesnik ima najmanje
jednu PSMA pozitivnu tumorsku leziju. Istodobno, sve tumorske lezije koje prelaze unaprijed
definiranu veli¢inu (> 1 cm u parenhimskim organima, > 2,5 cm u limfnim ¢vorovima i > 1 cm
u kostima) takoder moraju pokazivati pove¢ano nakupljanje radiofarmaceutika, odnosno biti
PSMA pozitivne. Ovim se kriterijem iskljucuju bolesnici s velikim PSMA negativnim lezijama
koji zbog slabe ili odsutne ekspresije PSMA vjerojatno nece dobro akumulirati terapijski

radiofarmaceutik [*"’Lu]Lu-PSMA-617 te stoga neée pruziti dobar odgovor na lijegenje.

---------- : v ezanjc na
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Slika 13. Teranosti¢ki pristup lije¢enju'®
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Terapijska doza radiofarmaceutika iznosi 7,4 GBq, a primjenjuje se intravenski svakih
Sest tjedana, do ukupno Sest ciklusa lijeCenja. U slucaju razvoja teSkih nuspojava poput
mijelosupresije ili bubrezne toksi¢nosti razmak izmedu pojedinih ciklusa moze se produljiti do
najvise deset tjedana ili se doza moze smanyjiti za 20 % na 5,9 GBq jedanput te se ne smije vise
povisivati. Lijeenje treba trajno prekinuti ako nuspojave potraju dulje od ¢etiri tjedna ili ako bi
njihova tezina zahtijevala dodatno smanjenje doze.

Radi osiguravanja sigurnosti bolesnika prije pocetka terapije te tijekom njezina
provodenja potrebno je redovito pratiti kompletnu krvnu sliku i bubreznu funkciju. U
provedenom klinickom ispitivanju najcesce zabiljezene nuspojave bile su umor (48,0 %), suha
usta (39,3 %), mucnina (35,7 %), anemija (31,9 %), smanjeni apetit (21,4 %) i konstipacija
(20,2 %). Najcesce nuspojave stupnja 3 do 4 uklju¢uju anemiju (12,9 %), trombocitopeniju (7,9
%), limfopeniju (7,8 %) i umor (6,6 %).16:112

Toksi¢nost radiofarmaceutika je posljedica fizioloske ekspresije prostate specificnog
membranskog antigena (PSMA) u pojedinim zdravim tkivima, ponajprije u Zzlijezdama
slinovnicama, bubrezima i tankom crijevu zbog ¢ega dolazi do nakupljanja radiofarmaceutika
i ozracenja tih organa. Najc¢es$c¢a nuspojava lijeCenja jest kserostomija odnosno suhoca usta koja
se javlja u vise od 30 % bolesnika, ali je najéescée blagog ili umjerenog intenziteta. Najozbiljnija
nuspojava terapije je hematoloSka toksi¢nost koja se o€ituje razvojem anemije,
trombocitopenije i1 leukopenije. Rizik hematoloske toksi¢nosti osobito je izraZen u bolesnika s
opseznim koStanim metastazama buduci da nakupljanje radiofarmaceutika u metastatskim
lezijama moze dovesti do ozraCenja okolne koStane srzi. Bubrezna toksi¢nost relativno je
rijetka. Tijekom lijeCenja opisan je i takozvani “tumor sink” uc¢inak pri kojem smanjenje
tumorske mase moze dovesti do povecanog nakupljanja radiofarmaceutika u bubrezima.
Medutim dosadasnja istraZivanja upucuju na to da taj fenomen nema znacajan utjecaj na ukupnu
organsku toksi¢nost u veéine bolesnika.'*1* Zbog moguénosti razvoja hematoloske i bubrezne
toksi¢nosti tijekom lije€enja preporucuje se redovito pracenje kompletne krvne slike 1 bubrezne
funkcije te prilagodba terapijskog reZzima u slucaju pojave tezih nuspojava. Sveukupno gledano,
sigurnosni profil radiofarmaceutika [Y'’Lu]Lu-PSMA-617 smatra se povoljnim, a Koristi
lije¢enja nadmasuju rizik od razvoja ozbiljnih nuspojava.t®

Radiofarmaceutik [*"’Lu]Lu-PSMA-617 pokazao se uéinkovitim u produljenju

vremena koje bolesnici prezive bez pogorsanja bolesti i vremena ukupnog prezivljenja.
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Glavno ispitivanje je pokazalo da su bolesnici koji su primali radiofarmaceutik zivjeli
u prosjeku 8,7 mjeseci bez progresije bolesti, u usporedbi s prosjecno 3,4 mjeseca u bolesnika
koji su primali samo standardno lije¢enje. Osim toga bolesnici koji su primali radiofarmaceutik
zivjeli su u prosjeku 15,3 mjeseca, dok su bolesnici koji su primali standardno lijeCenje zivjeli
11,3 mjeseca.!t®

Prije aplikacije radiofarmaceutika pacijent popije antiemetik protiv povracanja te prije
aplikacije potrebno je primijeniti ispiranje intravenske linije s najmanje 10 mililitara fizioloske
otopine (w = 0,9 % NaCl) kako bi se osigurala prohodnost intravenske linije i smanjio rizik od
ekstravazacije. Prije aplikacije pacijentu se snima elektrokardiograma odnosno EKG te se
provjeravaju vitalne funkcije. Radi sprijeCavanja suhoce usta Zlijezde slinovnice se hlade
hladnim gelom koji se nalazi u dvije plasti¢ne vrecice. Vrecice Se zamotaju u gaze, a zatim se
velikom gazom oko Zlijezda slinovnica postave hladne vrecice s gelom te se velika gaza omota
oko glave pacijenta. Vreéice s hladnim gelom mijenjaju se svakih sat vremena.116117

Aplikacija radiofarmaceutika moze se odviti intravenski kao injekcija koriste¢i metodu
sa Strcaljkom, kao infuzija koriste¢i gravitacijsku metodu ili kao infuzija koriste¢i metodu s
peristaltickom pumpom. Na slici 14 prikazana je shema aplikacije radiofarmaceutika metodom
s peristaltickom pumpom s troputnim ventilom Trajanje infuzije ovisi o volumenu potrebnom
za isporuku propisane radioaktivnosti od 7,4 GBq te je uobicajeno vrijeme oko 30 minuta, a
protok je 25 mL h116
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Slika 14. Shema aplikacije radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617 metodom s

peristaltickom pumpom s troputnim ventilom
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Nakon vezanja radiofarmaceutika za stanice raka koje eksprimiraju prostate specificni
membranski antigen (PSMA), emisija B &estica iz radionuklida *"’Lu isporuuje terapijsko
zraCenje u ciljanu stanicu i u okolne stanice te inducira o$te¢enje DNA koje moze dovesti do
smrti stanice. Emiteri - Cestica odlikuju se niskim linearnim prijenosom energije (engl. linear
energy transfer, LET). Linearni prijenos energije predstavlja prosje¢nu koli¢inu energije koju
emitirana Cestica predaje mediju po jedinici duljine svoje putanje. Zbog niske gustoce
deponirane energije - emiteri prvenstveno uzrokuju jednolan¢ane prekide molekule DNA pri
¢emu djeluju na ve¢em dometu Koji ovisi 0 energiji emitiranog elektrona. Zbog tih svojstava
osobito su prikladni za lije¢enje veéih tumora.®

Biodistribucija  radiofarmaceutika  [Y’Lu]Lu-PSMA-617  pokazuje  primarno
nakupljanje u suznim zlijezdama, Zlijezdama slinovnicama, bubrezima, stijenci mokraénog
mjehura, jetri, tankom crijevu te lijevom i desnom debelom crijevu. Terminalni poluvijek
eliminacije radiofarmaceutika iz organizma je 41,6 sati te ne prolazi jetreni ili bubrezni
metabolizam.®

Dozimetrija komercijalno dostupnog radiofarmaceutika Pluvicto® bila je prikupljena u
29 bolesnika u podispitivanju u sklopu klinickog ispitivanja u svrhu izra¢una dozimetrije
ozracivanja cijelog tijela i organa. Srednja vrijednost i standardna devijacija (SD) procijenjenih
apsorbiranih doza u razli¢itim organima za odrasle bolesnike koji su primili radiofarmaceutik
prikazane su u tablici 4. Organi s najvisSim apsorbiranim dozama su suzne zlijezde i Zlijezde

slinovnice. 116
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Tablica 4. Procijenjena apsorbirana doza za Pluvicto® u klini¢kom ispitivanju®'®
lratunata
Apsorbirana doza po apsorbirana
jedinici aktivnosti doza za dozaza b X 7400
-1 ..
[mGy MBq™] primjenu (44 400 MBq
(N =29) 7400 MBq kumulativne
[Gy] aktivnosti) [Gy]
Organ Sred. vr. SD S\r/(?d. SD Sred. vr. SD
nadbubrezne
Hijezde 0,033 0,026 0,25 0,19 15 1,1
mozak 0,0069 0,0051 0,051 0,038 0,30 0,23
oci 0,022 0,025 0,16 0,18 0,98 11
stijenka
Zuénog 0,028 0,026 0,21 0,19 13 1,2
mjehura
stijenka srca 0,17 0,12 1,3 0,88 7,8 5,3
bubrezi 0,42 0,19 3,1 14 19 8,4
suzne zlijezde 2,1 0,48 15 3,6 92 21
lijevo debelo
crijevo 0,58 0,14 4,3 1,0 26 6,1
jetra 0,093 0,050 0,69 0,37 4,1 2,2
pluca 0,11 0,11 0,78 0,83 4,7 5,0
jednjak 0,025 0,026 0,18 0,19 11 1,2
osteogene
stanice 0,036 0,029 0,26 0,21 1,6 1,3
gusteraca 0,027 0,026 0,20 0,19 1,2 12
prostata 0,027 0,026 0,20 0,19 1,2 1,2
rektum 0,56 0,14 4,1 11 25 6,3
Cr"e”zf;“ana 0,035 0,020 0,26 0,15 15 0,91
desno debelo
Crijevo 0,32 0,079 2,4 0,58 14 35
zlijezde
slinovnice 0,63 0,37 4,6 2,7 28 16
tanko crijevo 0,071 0,031 0,52 0,23 3,1 1,4
slezena 0,061 0,028 0,45 0,21 2,7 1,2
zeluCana
stijenka 0,025 0,026 0,19 0,19 11 1,2
testisi 0,023 0,025 0,17 0,19 1,0 11
timus 0,024 0,026 0,18 0,19 11 1,2
Stitnjaca 0,26 0,37 1,9 2,8 11 17
cijelo tijelo 0,037 0,027 0,28 0,20 1,7 1,2
stijenka
mokra¢nog 0,32 0,025 2,4 0,19 14 11
mjehura
efektivna doza 0,12 0,043 0,89 0,315 53 19
[mSv MBqg?'] | [mSvMBqg?l] | [Sv] [Sv] [Sv] [Sv]
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2.5. Najnovija postignuéa u razvoju "L u-radiofarmaceutika i njihova
buduénost — postignuca u sintezi

Radiofarmaceutici obiljeZeni radionuklidom *’’Lu danas predstavljaju jedno od najbrze rastu¢ih
podruc¢ja nuklearne medicine i teranostike. Uspjeh se temelji se na kombinaciji selektivnog
molekularnog ciljanja tumorskih stanica i povoljnih fizikalnih svojstava radionuklida ’’Lu koji
emitira [ Cestice prikladne za terapiju te y zracenje koje omogucuje postterapijsko snimanje i
dozimetriju. Upravo ta kombinacija omogucuje individualizirani pristup lijeCenju uz istodobno
pracenje raspodjele radiofarmaceutika u organizmu. Najvec¢i klinicki uspjeh postigli su
radiofarmaceutici [*/’Lu]Lu-PSMA-617 i [*"’Lu]Lu-PSMA-I&T za lijedenje raka prostate te
[Y""Lu]Lu-DOTA-TATE za neuroendokrine tumore koji omoguéuju selektivno vezanje za
tumorske stanice uz istodobno smanjenje oSteCenja okolnog zdravog tkiva. Suvremena
istrazivanja usmjerena su na razvoj novih molekularnih nosaca i tumorskih meta kako bi se
primjena radiofarmaceutika obiljeZenih radionuklidom 7’Lu prosirila i na druge vrste tumora
ukljuéujuéi karcinom dojke, Zeluca, jetre i mozga.!®

Suvremena istraZivanja usmjerena su na razvoj novih molekularnih meta koje bi
progirile primjenu '7’Lu-radiofarmaceutika izvan trenutno odobrenih indikacija. Do srpnja
2025. registrirano je vise od 400 klinickih ispitivanja koja istrazuju radioligandnu terapiju
(RLT).}® Lijekovi usmijereni na receptore somatostatina (SSTR) i prostata specifiénog
membranskog antigena (PSMA) ¢ine priblizno 65 % svih registriranih ispitivanja. Posebnu
pozornost privlae molekularne mete proteina aktivacijskog fibroblasta (engl. fibroblast
activation protein, FAP), receptora za gastrin oslobadaju¢i peptid (engl. gastrin-releasing
peptide receptor, GRPR), karboanhidraze IX (engl. Carbonic Anhydrase IX, CAIX) i drugih
tumorskih biomarkera koji pokazuju povec¢anu ekspresiju u razli¢itim solidnim tumorima. lako
do danas nijedan radiofarmaceutik usmjeren na FAP, GRPR ili CAIX nije dobio regulatorno
odobrenje za klini¢ku primjenu, brojna klinicka ispitivanja rane faze ve¢ su zavrSena ili su jo$
u tijeku, a dosada$nji rezultati upucuju na obecavajucu terapijsku uéinkovitost u razli¢itim
vrstama tumora.

Istodobno se intenzivno razvijaju novi ligandi i poboljsani kelatori s ciljem povecéanja
specifi¢nosti vezanja, produljenja retencije u tumorskom tkivu te smanjenja apsorbirane doze u

kriti¢nim organima, ponajprije bubrezima i kostanoj srzi.}1%-122
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Vazan smjer daljnjeg razvoja predstavlja optimizacija personalizirane radionuklidne
terapije primjenom individualizirane dozimetrije kojom se terapijska aktivnost prilagodava
bioloskim obiljeZjima tumora i karakteristikama pojedinog bolesnika. Takav pristup mogao bi
povecati terapijski omjer odnosno maksimalno povecati apsorbiranu dozu u tumoru uz
istodobno ograni¢avanje toksi¢nosti u zdravim tkivima. Nadalje, o¢ekuje se sve $ira primjena
kombiniranih terapijskih protokola u kojima se radiofarmaceutici obiljezeni radionuklidom
Y7Ly primjenjuju zajedno s kemoterapijom, imunoterapijom, inhibitorima poli(ADP-riboze)
polimeraze (engl. poly (ADP-ribose) polymerase inhibitor, PARP) ili drugim ciljanim
lijekovima radi prevladavanja rezistencije i postizanja sinergijskog antitumorskog ucinka.

Kombinacija terapije ’’Lu-radiofarmaceuticima i inhibitora poli(ADP-riboze)
polimeraze (PARP) predmet je intenzivnih istraZivanja pri ¢emu se ispituje moguénost
poveéanja terapijskog uéinka inhibicijom mehanizama popravka oste¢enja DNA, 120121123
Beta zracenje koje emitira radionuklid ’Lu uzrokuje oste¢enja DNA u tumorskim stanicama.
Istodobna primjena inhibitora poli(ADP-riboze) polimeraze (PARP) smanjuje sposobnost
tumorskih stanica da poprave ta oStecenja ¢ime se moze povecati osjetljivost tumora na zraenje
1 pojacati terapijski u¢inak. Takav pristup mogao bi biti osobito koristan u lije€enju tumora koji
razviju djelomi¢nu otpornost na radionuklidnu terapiju.

Unato¢ velikom klini¢kom potencijalu daljnju primjenu 17’Lu-radiofarmaceutika
ogranic¢ava povezanost s proizvodnjom radionuklida, dostupnost specijalizirane infrastrukture,
regulatorni zahtjevi te potreba za standardizacijom dozimetrijskih postupaka i kriterija odabira
bolesnika. Budu¢i razvoj nece ovisiti isklju¢ivo o otkrivanju novih molekularnih ciljeva ve¢ i o
osiguravanju odrzive proizvodnje radionuklida !'’Lu, medunarodnoj suradnji te integraciji
precizne molekularne dijagnostike i terapije u svakodnevnu klinicku praksu. Oc¢ekuje se da ¢e
upravo daljnji razvoj teranostickog koncepta omoguéiti Sirenje primjene ’’Lu-
radiofarmaceutika na veci broj malignih bolesti te dodatno uévrstiti njihovu ulogu kao jednog
od kljuénih stupova buduénosti onkologije.?*

Nadalje, razvoj umjetne inteligencije i napredne obrade medicinskih slika omogucit ¢e
preciznije planiranje terapije, automatsku procjenu dozimetrije i predvidanje terapijskog
odgovora ¢ime bi se dodatno unaprijedio individualizirani pristup lije¢enju.'?®

Jos jedan pristup lijeCenju metastatskog raka prostate rezistentnim na kastraciju prostate
kada vige nema odgovora na terapiju s radiofarmaceutikom [}’’Lu]Lu-PSMA-617 je ciljana alfa

terapija (engl. targeted alpha therapy, TAT) pri ¢emu se koriste radiofarmaceutici obiljezeni
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radionuklidom 2°Ac, »Ac-PSMA-617 i 2°Ac-PSMA-I&T. Za razliku od p emitera poput
radionuklida ""Lu, radionuklid ?®Ac, &ije je vrijeme poluraspada 9,92 dana, emitira a-Gestice
visokog linearnog prijenosa energije (LET) koje imaju vrlo kratak domet u tkivu (50-100 um),
ali uzrokuju izrazito ucinkovita dvostruka pucanja zavojnice DNA, $to rezultira snaznim
citotoksi¢nim uc¢inkom na tumorske stanice uz ograni¢eno ostecenje okolnog zdravog tkiva.

Klini¢ke studije pokazale su da ?*Ac-PSMA-617 ostvaruje visoke stope biokemijskog
odgovora uklju¢ujuci zna¢ajno snizenje vrijednosti prostate specifi¢nog antigena (PSA) ¢ak i u
bolesnika kod kojih je prethodno doslo do progresije bolesti nakon terapije s
radiofarmaceutikom [Y’Lu]Lu-PSMA-617. Zbog snaznog bioloskog u¢inka o zradenja ova
terapija moze biti ucinkovita u uklanjanju mikrometastatske bolesti i tumorskih stanica
rezistentnih na B zraCenje, zbog Cega se smatra vaznim terapijskim pristupom u kasnijim
linijama lije¢enja metastatskog raka prostate rezistentnim na kastraciju prostate.® Ipak,
buduénost radionuklida ?*°Ac znacajno je uvjetovana tehnickim i logisti¢kim izazovima.
Kljuéni problem predstavlja ogranic¢ena dostupnost radionuklida $to izravno ogranic¢ava Siru
klinicku primjenu 1 razvoj velikih klini¢kih studija. Paralelno se razvijaju novi proizvodni
putovi koji uklju¢uju ciklotronsku proizvodnju i dobivanje radionuklida **Ac iz radionuklida
229Th s ciljem stabilizacije opskrbnog lanca.!?

Proizvodnja teranosti¢kih radiofarmaceutika obiljezenih s radionuklidom *"Lu u
vlastitoj ustanovi i dalje predstavlja moguéu opciju 0sobito u regijama u kojima komercijalno
dostupni pripravci nisu dostupni ili je njihova nabava financijski neprihvatljiva. U literaturi se
razli¢iti izvori radionuklida *"Lu i njihovi razli¢iti oblici ¢esto navode kao medusobno
ekvivalentni pri ¢emu se zanemaruje njihov moguéi utjecaj na kvalitetu kona¢nog proizvoda.
Dodatno, nabava klju¢nog potrosnog materijala potrebnog za radiokemijsku sintezu,
ukljucujuéi prekursore, od viSe dobavljaca iz razliCitih dijelova svijeta dodatno otezava
procjenu utjecaja tih varijabli na kvalitetu kona¢nog proizvoda. Literatura o proizvodnji i
stabilnosti teranosti¢kih radiofarmaceutika obiljezenih s radionuklidom Y"Lu pri poetnim
aktivnostima ve¢im od 40 GBq vrlo je oskudna, ako uopée postoji.t2’-1%

Iz tog razloga jedan od novijih smjerova razvoja teranostickog pristupa koji ukljucuje
7 y-radiofarmaceutike usmjeren je na optimizaciju proizvodnje visokih aktivnosti i
viSedoznih serija uz o¢uvanje odgovarajuce radiokemijske Cistoce i radiokemijske stabilnosti

radiofarmaceutika.
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Hunt i suradnici analizirali su 355 klini¢kih serija radiofarmaceutika [*”Lu]Lu-DOTA-
TATE (n = 101), [*""Lu]Lu-PSMA-617 (n = 169) i ["7Lu]Lu-PSMA-I&T  (n = 85) te pokazali
da na kvalitetu kona¢nog proizvoda ne utjeCu samo radioliti¢ki procesi, ve¢ sloZena interakcija
izmedu izvora prekursora, proizvoda¢a radionuklida ’’Lu (otopine ’’LuCls), odnosno metoda
proizvodnje radionuklida bez nosaca (non-carrier-added, n.c.a.) ili s nosa¢em (carrier-added,
c.a.) i koncentracije radioaktivnosti. Posebno je pokazano da radionuklid *""Lu proizveden
metodom s nosa¢em (carrier-added, c.a.) pri visokim koncentracijama moze pokazivati vecu
radiostabilnost od radionuklida '’Lu proizvedenog metodom bez nosac¢a (non-carrier-added,
n.c.a.). To upuéuje na mogucnost da veéa koli¢ina prekursora koja se uobicajeno koristi kod
radionuklida "’Lu s nosa¢em ili samog radionuklida pruza zastitni u¢inak protiv radioliti¢ke
razgradnje Ovi rezultati upucuju na potrebu individualne optimizacije proizvodnih parametara
za pojedini proizvedeni *"’Lu-radiofarmaceutik, osobito pri poveéanju aktivnosti i proizvodnji

visedoznih serija radiofarmaceutika za ve¢i broj pacijenata. 3137
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§ 3.

EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Popis kemikalija i pribora

U radu su koristene sljedece kemikalije i materijali:

acetonitril, (CH3CN), stupnja ¢istoce za LC-MS; Supelco, Merck, Njemacka
trifluoroctena kiselina (TFA), for spectroscopy; Supelco, Merck, Njemacka

etanol (C2HsOH), Reag. Ph Eur; Supelco, Merck, Njemacka

metanol (CH3OH), stupnja Cisto¢e za LC-MS; Supelco, Merck, Njemacka

amonijev acetat (CHsCOONHy3), for analysis; Merck, Njemacka

natrijev acetat (CH3COONa), anhydrous for analysis; Supelco, Merck, Njemacka
natrijev citrat dihidrat (CeHoNasOy), pro analysi; T. T. T., Hrvatska

natrijev hidroksid (NaOH), for analysis; Supelco, Merck, Njemacka

limunska kiselina (CeHgO7), anhydrous for synthesis; Sigma Aldrich, Austrija
ultracista voda, NIROSTA d.o.o., Hrvatska

Aqua Pro, voda za injekcije, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska
fizioloSka otopina: natrijev klorid (w = 0,9 %); Fresenius Kabi d.o.0., Hrvatska
pH-indikatorske trakice, pH raspon 2,0-9,0; Merck, Njemacka

ITLC-SG kromatografski papir impregniran sa silika gelom; Agilent Tecnologies, SAD
LAL kaseta za odredivanje bakterijskih endotoksina; Charles River, SAD

LAL reagens voda; Charles River, SAD

peptid PSMA-617, Vipovitide tetraxetan (CagH71NgO16), m = 10 mg
MedChemExpress, SAD

otopina lutecijevog (I11) klorida (*"’LuCls), A = 4 GBq; LutaPol, Polatom, Poljska
lutecijev(ll) Klorid (LuCls, > 99,99 % trace metal basis), m =1 g; Sigma Aldrich, SAD
pufer askorbinske kiseline (CsHsOg); m = 50 mg; Polatom, Poljska

cinkov  2-[bis[2-[bis(karboksilatometil)amino]etil]Jamino]acetat (Zn-DTPA); Heyl,
Berlin, Njemacka

ultradista klorovodiéna kiselina (HCI), ¢ = 0,1 mol dm™; Eckert&Zeigler, Njemacka

dusi¢na kiselina (HNO3), w = 65 %; Fischer Scientific, UK
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e standardna otopina elemenata (multielementni kalibracijski standard 1); Agilent
Techologies, SAD

o filter za Spricu CHROMAFIL, regenerirana celuloza; Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG, Njemacka

e kasete za automatiziranu sintezu ’Lu radiofarmaceutika; ABX, Njemacka

e set reagensa za sintezu *’’Lu radiofarmaceutika; ABX, Njemacka

e inzulinske Strcaljke

e humani serumi

e Marinelli ¢ase; Leybold, Njemacka

e referentni multigama izvor za kalibraciju gama spektrometra s visokoc€istim detektorom
HPGe; LEA (laboratoire etalnos d'activité), Francuska

e vaga: Mettler Toledo XPR206DR, Svicarska

3.2. Postupci priprave otopine i uzoraka

3.2.1. Priprava mobilnih faza za tankoslojnu kromatografiju na radio-TLC skeneru (engl.

radio-thin layer chromatography scanner)

Pripravljene su dvije mobilne faze za tankoslojnu kromatografiju na radio-TLC skeneru. Prva
mobilna faza je otopina amonijeva aceteta u vodi (¢ = 1,0 mol dm?) i metanola u volumnom
omjeru 1:1 v/v. Pripravljena je tako da je u odmjernu tikvicu od 50 mL odvagano 3,85 g
amonijevog acetata te je tikvica nadopunjena do oznake ultrac¢istom vodom. Dobivena otopina
je prebacena u bocicu od 100 mL te je pomijesana s 50 mL metanola. Druga mobilna faza je
otopina natrijevog citrata dihidrata u vodi (¢ = 1,0 mol dm, pH = 5,0). Otopina je pripravljena
tako da je u odmjernu tikvicu od 100 mL odvagano 2,94 g natrijevog citrata dihidrata i tikvica
je nadopunjena do oznake ultra¢istom vodom. Potom je otopina prebacena u bocicu od 50 mL.
Nakon toga odvagano je 700 mg limunske kiseline i dodano u bocicu. Sve je dobro promijesano.
Nakon §to je sadrzaj dobro promijeSan, vrijednost pH otopine provjerena je pomoc¢u pH-

indikatorske trake.
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3.2.2. Priprava mobilnih faza za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (engl. High
performance liquid chromatography, HPLC)

Kao mobilna faza A pripremljena je 0,1% TFA u ultracistoj vodi. U bocu od 1000 mL dodano
je 1000 mL ultraciste vode i 1 mL TFA. Kao mobilna faza B pripremljena je 0,1% TFA u
acetonitrilu (CH3CN). U bocu od 1000 mL dodano je 1000 mL acetonitrila i 1 mL TFA. Obje

mobilne faze se dobro promijeSaju i ostavi ih se na ultrazvu¢noj kupelji 5 minuta.

3.2.3. Priprava otopine natrijeva hidroksida (NaOH), ¢ = 0,1 mol dm™

U odmjernu tikvicu od 100 mL odvagano je 1 g NaOH i tikvica je nadopunjena ultra¢istom

vodom do oznake.

3.2.4. Priprava pufera askorbinske kiseline

Pripravljen je pufer askorbinske kiseline vrijednosti pH 4,5, 5,01 5,5 (c = 0,28, 0,191 0,16 mol
dm3). U prvu bo&icu pufera askorbinske kiseline dodan je 1 mL Aqua pro vode za injekcije
(pH =4,5). U drugu bocicu dodan je 1 mL Aqua pro vode za injekcije i 494 uL otopine NaOH
(pH =5,0). U trecu bocicu dodan je 1 mL Aqua pro vode za injekcije i 634 uL otopine NaOH
(pH =5,5).

3.2.5. Priprava peptida PSMA-617

Peptid PSMA-617 (m = 10 mg) je otopljen u 1 mL Aqua Pro vode za injekcije
(y = 10 mg mLY). 1z dobivene otopine pripravljene su tri otopine koncentracija 1 mg mL™ za
radiokemijsku sintezu radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617 i pripravu standarda
"t y-PSMA-617. Za izradu kalibracijske krivulje pripravljena je otopina iste koncentracije u
svrhu odredivanja koli¢ine peptida u radiofarmaceutiku nakon sinteze i u referentnom
radiofarmaceutiku. Otopine su pripravljene tako da je otpipetirano 100 pL izvorne otopine u
svaku kivetu i dodano 900 uL. Aqua pro vode za injekcije. Za izradu kalibracijske krivulje iz

izvorne otopine pripravljene su &etiri otopine peptida koncentracija 4,10, 20, 25 i 50 pg mL™,
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3.2.6. Priprava neradioaktivnog referentnog standarda "*'Lu-PSMA-617

Lutecijev(lll) klorid (LuCls, m = 1g) otopljen je u 1 mL klorovodi¢ne kiseline
(c = 0,1 mol dm?3). Iz dobivene otopine pripravljena je otopina masene koncentracije
10 mg mLt. Potom je otpipetirano 50 pL otopine i dodano u reakcijsku bocicu u kojoj se veé
nalazilo 500 pg peptida PSMA-617. Odvagano je 187 mg bezvodnog natrijevog acetata
(CH3COONa) i otopljeno u 2 mL Aqua pro vode za injekcije. Otpipetirano je 50 uL otopine i
dodano u reakcijsku bocicu. Potom je bocica zatvorena ¢epom s aluminijskim navojem i
stavljena u termoblok 15 minuta na 90 °C. Nakon kuhanja otopina je ostavljena se da se ohladi
na sobnoj temperaturi 10 minuta i potom je profiltrirana Spricom sa sterilnim filterom

Millex Gv u sterilnu kivetu.

3.2.7. Priprava etanola (w = 50 %)

U sterilnu Kivetu otpipetirano je 250 pL etanola (W = 96 %) i dodano 230 uL Aqua pro vode za

injekcije te se sadrzaj dobro promijesao.

3.2.8. Priprava otopine za odredivanje bakterijskih endotoksina u radiofarmaceutiku

U sterilnu kivetu je otpipetirano 490 uL LAL reagens vode i dodano 10 uL radiofarmaceutika

te se sadrzaj dobro promijesao.

3.2.9. Priprava uzoraka za ICP-MS

Uzorci za ICP-MS analizu pripremljeni su na Zavodu za analiticku kemiju Kemijskog odsjeka
Prirodoslovno-matematic¢kog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Nakon 180 dana, odnosno nakon
potpunog radioaktivnog raspada, iz svakog je uzorka otpipetirano 73,6-300 pL uzorka u
plasti¢ne pruvete, ovisno o raspolozivom volumenu uzoraka. Uzorcima je potom dodano 4,72
mL dusi¢ne kiseline (HNOs, w = 3 %), a po potrebi i dodatni volumen iste kiseline, kako bi
konaéni volumen otopine iznosio 5 mL. Svi su uzorci pripremljeni u duplikatu, ¢ime su ukupno

pripremljena 64 uzorka.
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3.3. Metode i instrumenti

Radiofarmaceutik [Y’Lu]Lu-PSMA-617 sintetiziran je pomoc¢u Gaia&Luna modula za
automatiziranu sintezu (Elysia Raytest, Njemacka).

Tankoslojna kromatografija provedena pomoc¢u radio-TLC skenera miniGita (Elysia
Raytest, Njemacka). Parametri TLC kromatografske metode su prikazani u tablici 5.
Uzorak se pipetom nanese na iTLC-SG trakicu u volumenu od priblizno 5 pL, pri ¢emu
aktivnost uzorka iznosi priblizno 4,77 pCi. Trakica se postavi u komoru u kojoj se nalazi
mobilna faza amonijev acetat (¢ = 1,0 mol dm) i metanol (50:50 v/v) ako se odreduje postotak
177_u-koloida u uzorcima, a ako se odreduje postotak slobodnog iona ’Lu®* mobilna faza je
natrijev acetat dihidrat (¢ = 1,0 mol dm, pH = 5,0). Kada mobilna faza dode do 2/3 fronte
otapala trakica se posusi da ne dode do migracije radioaktivnosti. Trakica se potom postavi na
plocu radio-TLC skenera i analiza traje 5 minuta. Potom se integriraju povrsine pikova.

Radio-TLC skenerom odreden je postotak ’’Lu-koloida u internim produktima i
referentnom radiofarmaceutiku, budu¢i da se koloid ne eluira s HPLC kolone te postotak
slobodnog iona Y7Lu®". Odreden je i postotak kompleksa [177Lu]Lu-PSMA-617. Provjerena
je stabilnost in vitro internih produkata i referentnog radiofarmaceutika u serumu i fizioloskoj
otopini na 25 °C i 37 °C nakon 24, 48 i 72 sati od inkubacije pri ¢emu je odreden postotak
kompleksa [*"'Lu]Lu-PSMA-617.

Tablica 5. Parametri kromatografske metode TLC

stacionarna faza iTLC-SG trakice, Agilent Technologies
mobilna faza amonijev acetat (¢ = 0,1 mol dm) i metanol (50:50 v/v)
mobilna faza natrijev citrat dihidrat (c = 0,1 mol dm, pH = 5,0)

kolimator 10 mm (60-250 keV)
vrijeme analize 5 minuta
duljina skeniranja trakice 0-115 mm

fronta uzorka 10 mm
fronta otapala 105 mm
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Analiza teku¢inskom kromatografijom visoke ucinkovitosti provedena je na Shimadzu
Nexera XR uredaju opremljen s UV-Vis detektorom i scintilacijskim detektorom Nal(TI)
GabiStar Nova (Elysia Raytest, Njemacka) i kolonom s obrnutom fazom (Luna C18, 150 x 4,6
mm, 5 mikrona, Phenomenex, SAD). Mobilne faze su 0,1 % TFA u vodi (MFA) i 0,1 % TFA U
acetonitrilu (MFg) uz izokratno eluiranje i protok od 0,6 mL min~!. Kromatogrami su
detektirani UV-Vis detektorom na valnoj duljini od 280 nm i radiodetektorom smjesom
mobilnih faza 22 % acetonitrila i 78 % H>0, a vrijeme trajanja analize je 20 minuta. Volumen
injektiranja je 10 pL. Analiza produkata provedena je prema parametrima koji su prikazani u
tablici 6.

Metodom HPLC odredena je radiokemijska Gistoca, postotak slobodnog iona Y'’Lu* te
koli¢ina peptida u internim produktima i referentnom radiofarmaceutiku. Radiokemijski
identitet internih produkata i1 referentnog radiofarmaceutika odreden je pomocu standarda
"t u-PSMA-617. Provjerena je i stabilnost in vitro internih produkata i referentnog
radiofarmaceutika u humanom serumu nakon 24, 48 i 72 sati od inkubacije na 37 °C, pri ¢emu
se gledala promjena oblika vrha pika i retencijsko vrijeme pika radiofarmaceutika na
radiokromatogramu. Retencijsko vrijeme slobodnog iona ’Lu®" utvrdeno je injektiranjem
otopine ’LuCls kako bi se pik mogao lakse detektirati u internim produktima i referentnom
radiofarmaceutiku. Metodom HPLC detektiran je i pik kompleksa '""Lu-DTPA na

radiokromatogramu.

Tablica 6. Parametri kromatografske metode HPLC

kromatografska kolona Luna C18, 150 x 4,6 mm, 5 mikrona
mobilna faza MFa 0,1 % TFA u vodi
mobilna faza MFg 0,1 % TFA u acetonitrilu

vrijeme analize [min] MFa [%] MFg[%]
izokratni profil eluiranja

20 22 78
volumen injektiranja 10 uL
protok pokretne faze 0,6 mL min
temperatura kromatografske kolone 25°C
detekcija (DAD) 280 nm
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Analiza plinskom kromatografijom provedena je pomocu plinskog kromatografa
Shimadzu Nexis GC-2030 opremljenog Shimadzu kolonom SH-1, 30 m, s unutarnjim
promjerom 0,53 mm. Kori$ten je plin nosa¢ dusik. Plameno-ionizacijski detektor (FID)
postavljen je na 250 °C, a temperatura pecnice programirana je od 50 °C do 245 °C.
Temperatura pecnice na pocetku iznosi 50 °C kroz 3 minute, zatim se pecnica kroz svaku
minutu zagrijava 40 °C vise da bi na kraju postigla temperaturu od 200 °C. Potom se pecnica
kroz svaku minutu zagrijava 25 °C pri ¢emu se postigne temepratura od 245 °C i vrijeme
zadrZzavanja je 1,5 minuta. Temperatura injektora prilikom uzimanja uzorka iznosi 250 °C te je

vrijeme uzorkovanja 30 sekundi. Volumen injektiranja bio je 0,2 uL, a vrijeme analize 10

minuta. Svi parametri kromatografske metode GC prikazani su u tablici 7.

Metodom GC s FID detektorom odredena je koli¢ina etanola u dva interna produkta te

je analiziran i referentni radiofarmaceutik da se utvrdi moguca prisutnost etanola kao hvataca

slobodnih radikala.

Tablica 7. Parametri kromatografske metode GC

kolona

30 m x 0,53 mm kapilarna kolona
debljina filma 3 um (SH-1)

temperatura injektora 250 °C
temperatura detektora 250 °C
plin nosioc dusik, N,
protok plina nosioca kroz kolonu 5,78 mL min*
protok sintetskog zraka 200 mL min'?
protok vodika 32 mL min!
protok makeup plina 24 mL min!
mod injektora split
split omjer 20:1
t[min] t[°C] vrijeme zadrzavanja
. - - 50 3
temperaturm program pecnice 40 200 0
25 245 1,5
volumen injektiranja 0,2 uL
vrijeme analize 10 minuta
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Spektrometar masa uz induktivno spregnutu plazmu Agilent 7900 ICP-MS koristen je
sa sljede¢im optimalnim radnim uvjetima: snaga radiofrekventne (RF) plazme 1500 W, protok
plina argona 0,90 L min~!, dodatni protok plina argona 0,20 L min~!, rasprsiva¢ MicroMist,
pumpa rasprsivaca 0,10 rpm (engl. round per minutes), dvostruki prolaz Scottove komore za
rasprsivanje, vrijeme integracije 0,10 s te je koriStena metoda vanjskog standarda. Uzorci su
analizirani u duplikatu. Uvjeti mjerenja na ICP-MS uredaju prikazani su u tablici 8.

Spektrometrijom masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS) utvrdit ¢e se ishodne
vrste radionuklida '""Lu koristenih pri radiokemijskoj sintezi internog i referentnog
radiofarmaceutika, zasebno i u serumu, preko raspada radionuklida 1’"Hf. Analiza ée se provesti
nakon potpunog pada radioaktivnosti na uzorcima interno pripremljenih radiofarmaceutika,

referentnog radiofarmaceutika i otopine ’’LuCls.

Tablica 8. Radni uvjeti na uredaju ICP-MS

Optimalni uvjeti rada ICP-MS

RF-snaga 1500 W

protok plina nosioca (Ar) 0,90 L mint
dodatan protok plinske faze (Ar) 0,20 L min™*
rasprsivac MicroMist
pumpa rasprsivaca 0,10 rps

komora za rasprsenje Scott double pass
vrijeme integracije 0,10s

ponovljeni uzorci dva

kalibracija vanjska

Spektrofotometrijskom metodom odredeni su bakterijski endotoksini u internim
produktima i referentnom radiofarmaceutiku prijenosnim spektrofotometrom Endosafe®
nexgen-PTS™ (Charles River Laboratories, SAD). U sterilnu kivetu otpipetira se 490 uL LAL
reagens vode 1 doda se 10 pL internog produkta ili referentnog radiofarmaceutika. Potom se
ulozak (engl. cartridge) umetne u uredaj pri cemu se zagrijava do 37 °C. Nakon toga otpipetira

se po 25 pL uzorka u Cetiri jazice uloska. Analiza traje 15-20 minuta.
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Gama spektrometrija provedena je na gama spektrometru s visoko Cistim detektorom
HPGe (Canberra, SAD) sa softverom Gennie 2000 (Gamma Acquisition & Analysis), koji
ukljuéuje biblioteke nuklida gdje su odabrani izotopi zabiljezeni kao *""Lu i "Lu x.
Radionuklid, koji se zapisuje kao *"’Lu x, sadrzi energije koje ukljuuju gama energiju od
228 keV, $to je karakteristi¢na energija neéistoée 1'"™Lu nastale tijekom ozracivanja izotopa
176 u (radionuklid "’Lu s dodanim nosacem, engl. carrier-added). Kalibracija energije i
efikasnost detektora provedena je koriStenjem referentnog izvora Multigamma Mixture prije
snimanja spektara. Za analizu spektara, identifikaciju radionuklida i izraCune aktivnosti
pojedinih energija koristen je programski softver Genie 2000 (Gamma Acquisition & Analysis).

Gama spektrometrijom visoke razluc¢ivosti odredena je radionuklidna Cistoca internih
produkata, sedam dana od svake radiokemijske sinteze, a za referentni radiofarmaceutik i
otopinu "’LuCls sedam dana od datuma kalibracije. Koristen je visoko ¢isti detektor HPGe pri
¢emu se u Marinellijevu ¢asu menzurom doda 1000 mL vode, a potom se inzulinskom $pricom
doda maksimalno 500 kBq uzorka budu¢i da mrtvo vrijeme prilikom mjerenja mora biti
<10 %. Ako se stavi aktivnost > 500 kBq vrijeme mjerenja se korigira prema mrtvom vremenu.
Marinellijeva ¢asa se postavi na detektor te se olovni §tit zatvori. Marinellijeva ¢asa ima istu
geometriju kao i vial referentnog multigama izvora za kalibraciju gama spektrometra s
visokoc¢istim detektorom HPGe. Aktivnosti mjerenih uzoraka i mrtvo vrijeme na kraju mjerenja

prikazani su u tablici 9.
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Tablica 9. Aktivnosti uzoraka za mjerenje na detektoru HPGe i vrijednosti mrtvog vremena

uzorci A [kBqg] mrtvo vrijeme [%0]
produkt 1 503 513
produkt 2 376 9,04
produkt 3 398 5,64
produkt 4 363 7,03
produkt 5 311 5,12
produkt 6 235 3,26
produkt 7 342 545
produkt 8 446 2,84
produkt 9 317 4,19
otopina *’LuCls (1) 1072 38,48
otopina *’LuCls (I1) 341 4,23
Pluvicto® 343 3,01

Prije mjerenje svakog uzorka mjereno je pozadinsko zracenje nakon ¢ega su i uzorci
mjereni 2 sata. Impulsi uzoraka pri izracunu aktivnosti oduzimaju se od impulsa izmjerenog
pozadinskog zracenja na energijama od interesa. Nakon dobivenih spektara za svaki uzorak
oznade se tri regije interesa, odnosno dvije gama energije karakteristi¢ne za radionuklid ’’Lu,
113 keV i 208 keV te gama energija metastabilnog '"MLu, 228 keV. Iz regija interesa pri
energijama E, = 208 keV i E, = 228 keV ocitaju se izmjereni impulsi od svakog uzorka koji se

potom koriste za izraun efikasnosti detektora prema formuli (6):

In(eff) = —287,3 + 225,1 - In(E) — 71,07 - In(E)? + 11,20 - In(E)3 — 88,46 (6)
-In(E)* + 279,9 - In(E)®

pri ¢emu je eff efikasnost detektora HPGe, a E energija.
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Efikasnosti su izraCunate samo za energiju E, = 208 keV budu¢i da ima vecéu
zastupljenost (11,1 %) od gama fotona E,= 113 keV te za neéistoéu '"™Lu (E, = 228 keV).

Potom se ra¢una radionuklidna ¢istoéa prema formuli (7):1%8

A (7
P [ pp— /] . 1
RN = 1i+ 00

pri ¢emu je Pr radionuklidna &istoéa, 4 aktivnost radionuklida "Lu pri energiji E, = 208 keV,

a A aktivnost necisto¢e 1'"MLu pri energiji E, = 228 keV.
Aktivnost radionuklida }"’Lu i ne¢isto¢e *’"™Lu ra¢una se prema formuli (8):

A=A-%-eff-p ®

pri ¢emu je A povrsina pika, Fc faktor korekcije, t - vrijeme mjerenja, eff efikasnost detektora

HPGe i p vjerojatnost y zrake.

Prema kriterijima monografije Europske farmakopeje za otopinu ’LuCls
radionuklidna &istoéa izotopa ’Lu mora biti najmanje 99,9 % s obzirom na ukupnu
radioaktivnost.**®

Mijerenja aktivnosti otopina 1’’LuCls, reakcijskih bo¢ica, bogica s internim produktima,
bocice s referentnim produktom i uzoraka u inzulinskoj Strcaljki za mjerenja na detektoru HPGe
provedena su pomocu kalibratora doza VIK-202/5051 (COMECER, Nizozemska).

Za interne produkte i referentni radiofarmaceutik vrijednost pH odreduje se nanoSenjem
par kapi uzorka s inzulinskom $pricom na pH indikatorsku trakicu te se nakon toga promjena
boja trakice usporeduje s referentnom ljestvicom boja. S pH indikatorskim trakicama
provjerena je i vrijednost pH otopine Y’LuCls i pufera koristenih za radiokemijsku sintezu
radiofarmaceutika [*’Lu]Lu-PSMA-617.
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Radiokemijsko iskoriStenje za sve provedene serije izraCunato je u skladu s prethodno
objavljenim istrazivanjima, odnosno dijeljenjem aktivnosti radionuklida 1’Lu na kraju sinteze
s aktivnoséu radionuklida ""Lu na pocetku sinteze bez korekcije za radiokemijsku

istodu, 140141

3.4. Radni uvjeti i postupci obiljeZavanja radiofarmaceutika [*""Lu]Lu-
PSMA-617 u modulu za automatiziranu sintezu

Radiokemijska sinteza radiofarmaceutika [*'’Lu]Lu-PSMA-617 provedena je u modulu
Gaia&Luna za automatiziranu sintezu %®Ga- i *’Lu-radiofarmaceutika. Za sintezu su koristene
jednokratne kasete s pripadaju¢im setom reagensa. Set reagensa sadrzavao je bocicu za otpad i
produkt, fiziolosku otopinu (W= 0,9 %), injekcijsku Spricu volumena 5 mL, sterilni filter Millex
GV s veli¢inama pora 0,2 um, 3 zute Sterican igle 20G (0,90 x 70 mm), 2 igle sa sterilnim
filterom (1,1 x 30 mm) i spojnik za drzanje igli.

Sve radiokemijske sinteze su se odvile u reakcijskoj bocici volumena 10 mL s ravnim
dnom zatvorena s bimetalnim magnetskim ¢epom. U reakcijsku bocicu je prvo dodana otopina
Y7LuCls, zatim pufer i peptid te je reakcijska bocica postavljena u dio modula Luna u

mikrovalnu pec.

3.4.1. Postavijanje reagensa na kasetu za automatizirano obiljezavanje radiofarmaceutika

[}""Lu]Lu-PSMA-617

Kaseta se u unutarnjoj plasti¢noj ambalazi stavi u LAF kabinet (engl. Laminar Air Flow) te se
potom otvori. Prije postavljanja reagensa na kasetu, vizualno se provjeri cjelovitost kasete.
Provjeri se ¢vrstoca svakog spoja na kaseti tako da se svaki navoj ucvrsti zakretanjem (B1-B4).
Na poloZaj B1 umetne se sterilni filter koji se skine sa Sterican igle. Na polozaju B2 nalazi se
cjevcica koja se postavlja u senzor tlaka u modulu. Na poloZaju B3 je cjevcica koja se spaja na
spremnik fizioloske otopine nakon postavljanja kasete u modul. Na polozaj B4 postavlja se
prazna injekcijska Sprica od 5 mL. Uobicajeno je da se postavi Sprica u kojoj je peptid s
puferom, ali zbog malih volumena reagenasa tijekom sinteze pufer i peptid su stavljeni direktno
u reakcijsku bocicu. Na polozaju B5 na cjevcicu za dostavu produkta spoji se sterilni filter 1
zuta Sterican igla 20G (0,90 x 70 mm). Lijevo od polozaja B1 1 desno od poloZaja B5 nalaze se
dvije cjevcice na koju se spoje zute Sterican igle 20G. Na slici 15 je shematski prikaz kasete s

reagensima za radiokemijsku sintezu radiofarmaceutika [/’Lu]Lu-PSMA-617.
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Slika 15. Shematski prikaz kasete s reagensima za radiokemijsku sintezu radiofarmaceutika
[Y"Lu]Lu-PSMA-617

3.4.2. Postavljanje kasete na modul Gaia&Luna za automatizirano obiljezavanje

radiofarmacuetika ["'Lu]Lu-PSMA-617

Vrata modula se otvore pritiskom gumba na gornjoj plohi modula. Kaseta se postavi sa strane
tako da ventili gledaju prema osobi koja ju postavlja. SredisSnji dio s B polozajima se ucvrsti s
vijcima. S desne strane modula postavi se olovni §tit u kojem je bocica za dostavu
radiofarmaceutika. S bo€ice se ukloni zastitni poklopac i septa se prebriSe tupferom natopljenim
izopropanolom (w =70 %). Septum bocice se probusi s iglom za odzracivanje s filterom. Nakon
toga uzme se cjevc€ica za dostavu radiofarmaceutika na kojoj su filter i Sterican igla te se njome
probusi septum bocice za produkt. Igla se uroni otprilike do 2/3 volumena bocice jer igla treba
ostati iznad tekucine prilikom dostave radiofarmaceutika. Cjevéica koja se spaja na spremnik
fizioloSke otopine provuce se kroz utor od modula s desne strane, spoji na spremnik te se objesi
na kukicu s desne strane modula. S lijeve strane modula nalazi se dio uredaja Luna Kkoji se
sastoji od pec¢nice u koju se postavlja reakcijska boc¢ica. Kroz utor modula s lijeve strane
provuku se dvije cjevcice: jedna koja se nastavlja lijevo od polozaja B1, a jedna koja se nastavlja
desno od polozaja B5. Cjev¢ica koja se nastavlja desno utisne se u pumpu modula i zatvori se

preklopom. Odgovarajuéi dio cjevcice se se utisne u utor senzora s lijeve strane pumpe.
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Cjevcica koja se nastavlja lijevo samo se provuce kroz utor modula. Na obje cjevcice
su postavljene zute Sterican igle ¢iji se gornji plasti¢ni dio umetne u plasti¢ne utore Luna dijela
modula. Igle se namjeste u V-polozaj i crvenom polugom se pri¢vrste. Najdeblja cjevéica
(polozaj B2) spoji se na senzor tlaka modula. Slika 16 prikazuje modul Gaia&Luna sa sloZzenim

sustavom za obiljezavanje radiofarmaceutika [}"’Lu]Lu-PSMA-617.

Slika 16. Prikaz modula Gaia&Luna sa slozenim sustavom za obiljeZavanje radiofarmaceutika
[Y""Lu]Lu-PSMA-617 (KBC Zagreb)
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3.4.3. Postupak radiokemijske sinteze radiofarmacuetika [*"’Lu]Lu-PSMA-617

Sinteza radiofarmaceutika [*'Lu]Lu-PSMA-617 traje 30 minuta na 90 °C i odvija se prema
metodi softvera Gaia&Luna control, a sastoji se od sljedecih koraka:

1. spustanje lifta sa zutim iglama kroz septu reakcijske bocice

2. test integriteta kasete pri ¢emu se kaseta podvrgava tlaku od 2500 mbar Cime se
provjerava propusnost kasete
podizanje lifta sa zutim iglama iz reakcijske bocice
obiljezavanje peptida s radionuklidom *"’Lu 30 minuta na 90 °C

hladenje grijaca na 40 ° C 1 iskljucivanje

o o k~ w

spustanje lifta sa zutim iglama kroz septu reakcijske bocice i razrjedivanje produkta s
fizioloskom otopinom tri puta s priblizno 2 mL (2—3 mL), uz ispiranje cijelog sustava
dva puta nakon prvog i drugog razrjedivanja produkta

7. premjestanje igle produkta u bocicu s otpadom

8. kraj sinteze
Nakon svake sinteze odvojeno je proveden test integriteta filtera prema metodi softvera
Gaia&Luna control.

3.4.4. Mijenjanje parametara prilikom obiljezavanja radiofarmaceutika [*""Lu]Lu-PSMA-617

U svrhu postizanja najvece radiokemijske cCistoc¢e i iskoriStenja provedeno je ukupno 9
radiokemijskih sinteza radiofarmaceutika [Y’Lu]Lu-PSMA-617 pri ¢emu su mijenjati
vrijednost pH i omjer [L] / [M], pri ¢emu je [L] koli¢ina peptida PSMA-617, a [M] koli¢ina
otopine lutecijevog (111) klorida (*’’LuCls). Ispitan je i dodatak etanola i Zn-DTPA kao hvataca
slobodnih radikala 1 kompleksirajueg agensa na internom produktu koji je imao najvecu
radiokemijsku ¢isto¢u nakon ispitivanja kvalitete radiofarmacuetika. U tablici 10 prikazani su

Uvjeti obiljezavanja i koriSteni parametri za pripravu radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617.
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Tablica 10. Uvjeti obiljezavanja i koristeni parametri za pripravu radiofarmaceutika [17’Lu]Lu-

PSMA-617

A(LuCl)  V(LuCl;)  m(PSMA-617)

sinteza parametri
[MBq] [mL] [ng]
V(EtOH) vian-
- DTPA) pH [L]/[M]

[mL]
1 195,3 85 20 / / 45 6,36
2 211,6 110 20 / / 50 587
3 236,2 160 20 / / 55 526
4 237,1 180 20 20 / 55 524
5 658,4 290 20 / / 55 1,89
6 127,1 90 20 / / 55 9,77
7 2374 250 20 / 83,8 55 5,23
8 236,7 145 20 / 1 55 5,25
9 172,5 125 20 27,2 55 7,20

Radiokemijske sinteze su provedene u dva dijela: u sintezama 1,2 i 3 promijenjene su
vrijednosti pH pufera askorbinske kiseline (pH = 4,5, 5,0 i 5,5), a koli¢ina peptida (m =20 pg)
i aktivnost otopine ’LuCl; zadrzani su na istim razinama (A = 200 MBqg) mijenjanjem
volumena otopine u prve tri sinteze. U sintezi 4 dodan je etanol (w = 50 %) koji je ¢inio 7 %
ukupnog volumena reagensa.

U sintezi 5 dodan je etanol (w =50 %) koji je ¢inio 10 % ukupnog volumena reagensa. U prvom
dijelu eksperimenta koristena je otopina ’’LuCls (1) u volumenu 0,013 mL. Radi dobivanja
koncentracije aktivnosti od 2 GBgq mL™ (2000 MBg mL™) otopina je razrijedena do 1 mL s
0,04 mol dm™ HCI.

U drugom dijelu eksperimenta ispitan je dodatak kompleksirajuceg agensa Zn-DTPA.
Otopina Zn-DTPA je razrijedena na masenu koncentraciju 2,11 mg mL™. Kompleksirajuéi
agens Zn-DTPA dodan je na dva nacina u reakcijsku bocicu: u sintezi 7 prije pocetka sinteze,
a u sintezi 8 na kraju sinteze s inkubacijom od 15 minuta. U sintezi 7 Zn-DTPA dodan je u 20
puta ve¢em molarnom suvisku u odnosu na peptid PSMA-617, a u sintezi 8 prema procijenjenoj
koncentraciji slobodnog iona 1""Lu®*" u produktu. U sintezama 5 i 9 mijenjat je omjer [L] / [M].

Za sintezu 5 iznosio je ~2, a za sintezu 9 ~10, dok se u ostalim sintezama kretao izmedu 51 7.
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U drugom dijelu eksperimenta otopinu "’LuCls (II) nije bilo potrebno razrijedivati jer
je koncentracija aktivnosti bila 2 GBq mL™. U tablici 11 prikazane su referentne, izmjerene
aktivnosti i volumen otopine Y’LuCls (Ii 11) na datum kalibracije. U svim sintezama dodano je

100 uL pufera, osim u sintezi 5 gdje je dodano 400 uL.

Tablica 11. Referentne, izmjerene aktivnosti i volumen otopine ’LuCls na datum kalibracije

otopina o
V [mL] A[MBqg] A(izmjereno)[GBq] As[MBq pg?]
HLuCls
| 0,013 2000 2404 370
1 1 2000 2242 370

*As — specifi¢na aktivnost

Nakon provedenih radiokemijskih sinteza izmjeri se aktivnost internih produkata i referentnog
produkta u kalibratoru doza u jedinicama MBq te se izracuna iskoristenje internih produkata u
odnosu na pocetnu aktivnost radionuklida 1"’Lu. U tablici 12 navedeni su podaci o aktivnosti,

volumenu i koncentraciji aktivnosti referentnog radiofarmaceutika (Pluvicto®).

Tablica 12. Aktivnosti, volumen i koncentracija aktivnosti referentnog radiofarmaceutika

Pluvicto® na dan kalibracije

V[mL] A[MBg] [MBgmL7]

10,13 10313 1018,1
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3.4.5. Ispitivanje kvalitete radiofarmaceutika [1"’Lu]Lu-PSMA-617

Nakon radiokemijskih sinteza radiofarmaceutika [*'Lu]Lu-PSMA-617 uslijedilo je ispitivanje
kvalitete internih produkata i referentnog radiofarmaceutika Pluvicto® koje mora zadovoljiti
kriterije prihvatljivosti prema monografiji Europske farmakopeje ,,Lutetium (*’Lu) zadavotide
guraxetan injection® (04/2025:3170). Svi kriteriji prihvatljivosti za radiofarmaeutik navedeni

su u tablici 13.142

Tablica 13. Kriteriji prihvatljivosti za radiofarmaceutik [}'’Lu]Lu-PSMA-I&T*2

Parametar Metoda Kriterij prihvatljivosti
izgled vizualni pregled bistra, bezbojna teku¢ina
vrijednost pH pH trakice 4-7

sli¢no retencijsko vrijeme
radiokemijski identitet HPLC prema referentnom standardu
17|_u zadavodite guraxetan

radiokemijska Cisto¢a

17_u zadavodite guraxetan HPLC >95 %
slobodni ion *"7Lu®* HPLC <3 %4
Ty spem:qef I:o(:’e7m|gr|raju, TLC <29
ostatno otapalo (etanol) GC <10 % viv
bakterijski endotoksini LAL test <175/Vmax IU mL*?

Za otopinu Y7LuCls kriteriji prihvatljivosti su prema monografiji Europske farmakopeje
,Lutetium (}"Lu) solution for radiolabelling (07/2017:2798). Svi kriteriji prihvatljivosti za

otopinu Y’LuCls navedeni su u tablici 14.1°
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Tablica 14. Kriteriji prihvatljivosti za otopinu *"’LuCl3!%

Parametar Metoda Kriterij prihvatljivosti
E,(*"'Lu) = 113i 208 keV
E, ('"™Lu) = 228 keV
gama spektrometrija >99,9 % 7Lu
<0,07 % Y"™Lu

radionuklidna Cistoéa

ostale necistoc¢e < 0,01 %

vrijednost pH 1-2

3.5. Stabilnost radiofarmaceutika [}"Lu]Lu-PSMA-617 in vitro

Bakterijski endotoksini odredeni su u internim produktima i referentnom radiofarmaceutiku
prije provodenja ispitivanja in vitro. U tu svrhu koristena je spektrofotometrijska metoda
(uredaj za odredivanje bakterijskih endotoksina Endosafe PTS Nexgen).

Stabilnost internih produkata i referentnog radiofarmaceutika [*'’Lu]Lu-PSMA-617
provedena je in vitro koristenjem fizioloske otopine i uzoraka humanih seruma. Krv je izvadena
od Sestero zdravih radnika u Klinickom zavodu za nuklearnu medicinu i zastitu od zrac¢enja u
Klinickom bolnickom centru Zagreb u Vacutainer epruvete. Epruvete su centrifugirane 10
minuta na 2000 rpm (engl. round per minutes) u svrhu dobivanja humanih seruma. Alikvot od
200 pL interno pripremljenih radiofarmaceutika pomijesan je s 200 pL fizioloske otopine ili
humanog seruma u sterilne kivete koje su postavljene u mikrobioloski inkubator na 25 °C i 37
°C na inkubaciju od 72 sata.

Postotak interno pripremljenog kompleksa [Y’Lu]Lu-PSMA-617 i referentnog
radiofarmaceutika odreden je nakon 24, 48 i 72 sata koriStenjem radio-TLC skenera. Uzorci
humanog seruma su izravno injektirani i analizirani metodom HPLC, a stabilnost
radiofarmaceutika procijenjena je promjenama u profilu vrha i retencijskom vremenu na HPLC
radiokromatogramima nakon 24, 48 i 72 sata. Ukupno 96 pripremljenih uzoraka analizirano je
metodama radio-TLC i HPLC.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Ispitivanje kvalitete radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617

4.1.1. Odredivanje radiokemijskog identiteta, radiokemijske cistoce i radiokemijskog
iskoristenja radiofarmaceutika [*""LU]Lu-PSMA-617

Postupak internog obiljezavanja peptida PSMA-617 radionuklidom "’Lu koristenjem modula
za automatiziranu sintezu ispitan je mijenjanjem reakcijskih parametara kao $to su omjer
liganda i metala, pH reakcijske smjese te dodatak etanola i Zn-DTPA kao hvata¢a slobodnih
radikala odnosno kompleksiraju¢eg agensa. Provedeno je devet radiokemijskih sinteza za
pripravu radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617 nakon ¢ega su konac¢ni produkti podvrgnuti
postupcima ispitivanja kvalitete. Kvaliteta radiofarmaceutika mora zadovoljiti kriterije
prihvatljivosti propisane monografijom Europske farmakopeje (European Pharmacopoeia,
2025). Monografija se odnosi na radiofarmaceutik [}'’Lu]Lu-PSMA-I&T u kojem je kelator
DOTAGA (1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1-glutarna kiselina-4,7,10-trioctena  kiselina),
derivat kelatora DOTA s glutarnom kiselinom povezan s peptidom PSMA-1&T 13144 Medutim,
zbog srodnih medicinskih ucinaka oba radiofarmaceutika, isti pristup ispitivanja kvalitete
primijenjen je i na interne produkte radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617 dobivenog u
ovom istrazivanju. Za odredivanje radiokemijske cistoCe u svih devet provedenih serija
postupaka obiljezavanja, koristen je HPLC sustav opremljen UV i radiodetektorom, a za
odredivanje radiokemijskog iskoriStenja koristen je kalibrator doza.

Ispitivanje kvalitete radiofarmaceutika zapocCelo je analizom smjese spojeva
"t u-PSMA-617 i peptide PSMA-617 metodom HPLC uz UV detektor. U prvom spoju

neradioaktivni prirodni lutecij, "™Lu, sastoji se od jednog stabilnog izotopa °Lu ¢&iji je udio
97,40 % i jednog dugozivuéeg radioaktivnog izotopa ®Lu &iji je udio 2,60 %. Rezolucija
kromatografskih signala koji su prikazani na slici 17A iznosila je 4,22 ¢ime je potvrdeno
ucinkovito razdvajanje smjese spojeva. Vrijednost rezolucije vazan je pokazatelj specificnosti
analiti¢ke metode, jer je potrebno dokazati da je radioaktivni produkt jasno razdvojen od svih
potencijalno interferiraju¢ih radioaktivnih necistoca. Takav zahtjev definiran je i kriterijima
prihvatljivosti monografije Europske farmakopeje prema kojima rezolucija navedenih pikova

na kromatogramu mora biti veéa od 2.14214
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Iz kromatograma smjese neradioaktivnog referentnog standarda "'Lu-PSMA-617 i
peptide PSMA-617 dobivenih uz detekciju u UV podruc¢ju utvrdena su retencijska vremena koja
su iznosila 11,8 min za "*Lu-PSMA-617, odnosno 14,0 min za PSMA-617. Dodatno je
izmjereno retencijsko vrijeme same standardne otopine peptida PSMA-617 koja eluira pri 14,4

min, ¢ime je potvrdeno dobro slaganje kao i pri injektiranju smjese spojeva (slika 17B).

mV

Detector A 280nm|

>
11,795

50+

25+

1 (13971

mV Detector A 280nm|

5000

2500

0.0 25 50 75 10,0 125 15,0 175 200

min

Slika 17. HPLC kromatogrami neradioaktivnog referentnog standarda "*Lu-PSMA-617 i
peptida PSMA-617 (A) te peptida PSMA-617 (B)

Radiokemijska ¢isto¢a produkata dobivenih radioobiljeZavanjem ispitana je takoder
metodom HPLC, medutim uz koriStenje scintilacijskog detektora na instrumentu. Najprije je
analiziran referentni spoj Pluvicto® &iji je radiokromatogram prikazan na slici 18. Iz slike je
vidljivo da se retencijska vremena kromatografskih pikova podudaraju s viemenima odredenim
pri injektiranju smjese "*Lu-PSMA-617 i PSMA-617. U ovom kromatogramu pojavljuje se
takoder i signal pri 2,4 min, koji se pripisuje slobodnom ionu ’Lu3* prisutnom u otopini
referentnog uzorka. Ova €injenica obja$njena je kromatografskom analizom otopine *’’LuCls
(slika D1 u poglavlju 8), koja potvrduje retencijsko vrijeme iona pri 2,4 min. Iz kromatografskih

signala izra¢unata je radiokemijska ¢isto¢a uzorka koja za referentni produkt Pluvicto® iznosi

95,6 %.
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Slika 18. HPLC kromatogram referentnog spoja Pluvicto®

Na slici 19 prikazani su HPLC radiokromatogrami svih 9 produkata radiofarmaceutika
[Y"Lu]Lu-PSMA-617  dobivenih  internim  postupkom radiosinteze. Na  svim
radiokromatogramima, osim na radiokromatogramu produkta 7, vidljiv je glavni signal
sintetiziranog produkta s retencijskim vremenom od 11,9 min te signal slobodnog iona *""Lu®*
s retencijskim vremenom od 2,5 min. U produktu 7 vidljiv je i signal pri retencijskom vremenu
od 2,1 min, koji se moze pripisati spoju }’’Lu-DTPA.

U svim internim produktima radiofarmaceutika i referentnog spoja Pluvicto® od
iznimne vaznosti je bilo bitno pratiti signal slobodnog iona !’’Lu®*. Primjer neZzeljenih u¢inaka
je ponasanje radionuklida *"Lu kada se nade kao slobodan ion u stanici. Cak i mala koli¢ina
slobodnog iona ’Lu** moZe se nakupiti u kostima te tako moze uzrokovati nezeljeno
ozracivanje koStane srzi. Razlog nakupljanja u kostima leZi u sli¢noj veli¢ini iona kao §to je ion
kalcija (Ca?") koji sudjeluje u izgradnji hidroksiapatita u kostanom sustavu.

Dodatkom kompleksiraju¢eg agensa dietilentriaminpentaoctene kiseline (DTPA) na
kraju radiokemijske sinteze *’’Lu-radiofarmaceutika slobodni ion *"’Lu®* se pretvara u stabilni
kompleks 7Lu-DTPA koji se brzo izlucuje putem bubrega. Iz tog razloga se nakon
obiljezavanja peptida radionuklidom ""Lu preporu¢uje dodavanje DTPA prije intravenske
primjene. Time se znaCajno smanjuje nakupljanje radioaktivnosti u kostima te se povecava

sigurnost terapije.*!
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produkt 1 produkt 2 produkt 3

,,,,,,

produkt 4 produkt 5 produkt 6

produkt 7 produkt 8 produkt 9

Slika 19. Radiokromatogrami produkata dobivenih u devet internih postupaka radiokemijske
sinteze radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617

Svih 8 internih produkata pokazalo je radiokemijsku ¢istoc¢u vecu od 95,0 % $to je
zadovoljavajuce prema kriterijima monografije Europske farmakopeje. Produkt 7 nije pokazao
zadovoljavajucéu radiokemijsku cistocu (0,63 %), jer je obiljeZavanje radiofarmaceutika bilo
neuspjesno te je gotovo sav radionuklid ’’Lu ostao u obliku slobodnog iona Y’Lu3* (97,6 %).

Produkt 7 nije pokazao zadovoljavajucu radiokemijsku Cistocu je u reakciji nije doslo
do ucinkovitog kompleksiranja radionuklida ciljnom molekulom. Jedan od moguc¢ih, a ujedno
i vrlo vjerojatnih razloga za neuspjeh obiljezavanja jest dodatak kompleksirajuceg agensa
DTPA prije pocetka sinteze.

Kompleksirajuci agens DTPA je polidentatni kelator koji pokazuje visok afinitet prema
trovalentnim metalnim ionima, ukljuéujuéi ion Lu®". Stoga, njegovo prisustvo u reakcijskoj
smjesi prije odnosno tijekom procesa obiljezavanja moze dovesti do kompeticije izmedu DTPA

i kelirajuce skupine ciljne molekule za vezanje radiounklida *'’Lu.
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U slucaju kada je kompeksirajuci agens DTPA prisutan u reakcijskoj smjesi prije nego
Sto se radionuklid uc¢inkovito veze na ciljnu molekulu, dio radionuklida moZze biti usmjeren
prema kompleksiranju s DTPA, ¢ime se smanjuje njegova raspolozivost za reakciju
obiljezavanja. Posljedi¢no, ciljna molekula odnosno peptid PSMA-617 ostaje neobiljezen, dok
se povecava udio radionuklida koji nije ugraden u zeljeni radiofarmaceutik.

Prisutnost kompleksiraju¢eg agensa DTPA prije sinteze moglo je dodatno promijeniti
kemijsko okruzenje radionuklida te time smanjiti vjerojatnost njegova uspje$nog vezanja na
ciljnu molekulu. Dobiveni rezultat stoga sugerira da je redoslijed dodavanja komponenti bio
kriti€an za uspje$nost obiljezavanja produkta 7. Kompleksirajuci agens DTPA, s obzirom na
njegova keliraju¢a svojstva, potrebno je dodati nakon formiranja Zeljenog kompleksa s
radionuklidom "7Lu s ciljnom molekulom, odnosno peptidom PSMA-617, u fazi u kojoj
njegova prisutnost visSe ne moze znacajno interferirati prilikom procesa obiljezavanja.

U osam od ukupno devet provedenih eksperimenata utvrdeno je da je produkt
[Y"Lu]Lu-PSMA-617 dobiven uz radiokemijsko iskoristenje veée od 95,0 %, kao $to je
prikazano u tablici 15. Interni produkt 3 pokazao je najvecu radiokemijsku Cistocu dok su
interni produkti 4 1 9 ostvarili najvece radiokemijsko iskoristenje.

Uoceno je da se radiokemijsko iskoristenje od 97 % moze postici koriStenjem 20 ug
(19,1 nmol) peptida PSMA-617 pri vrijednosti pH reakcijske smjese od 4,5. Radiokemijsko
iskoriStenje za sve provedene serije eksperimenata izraCunato je u skladu s prethodno
objavljenim istraZivanjima, odnosno dijeljenjem aktivnosti radionuklida *’’Lu na kraju sinteze
s aktivnos¢u radionuklida '""Lu na pocetku sinteze bez korekcije na radiokemijsku
gistocu.1t+112 Dobiveni rezultati pokazali su da se radiofarmaceutik [*"'Lu]Lu-PSMA-617
zadovoljavajuce radiokemijske Cistoce 1 visokog radiokemijskog iskoriStenja moZze pripraviti

uz relativno malu potro$nju pocetnih reagensa primjenom modula za automatiziranu sintezu.
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Tablica 15. Prikaz omjera liganda i metala, vrijednost pH, radiokemijskog iskoristenja,
radiokemijske ¢istoée i aktivnosti internih produkata [1/’Lu]Lu-PSMA-617 i referentnog spoja

Pluvicto® na kraju sinteze

produkt [PSMA-617]/[Lu] pH RKI*[%] RKC*[%] A (*"Lu)[MBg] EOS*

1 6,36 4,5 91 97,3 178,0
2 5,87 5,0 94 96,1 199,5
3 5,26 4,5 94 99,1 223,2
4 5,24 4,5 97 95,7 229,4
5 1,89 4,5 96 96,0 631,7
6 9,77 4,5 83 96,8 106,1
7 5,23 4,5 99 0,63 2354
8 5,25 4,5 93 97,2 221,1
9 7,20 4,5 97 96,7 167,0
R - 5,5 - 95,6 10313

*RKI — radiokemijsko iskoristenje; RKC — radiokemijska &isto¢a; EOS — na kraju sinteze

Odredivanje radiokemijske cCistoce 1 radiokemijskog iskoristenja predstavlja vazan dio
karakterizacije ’’Lu-radiofarmaceutika, budu¢i da ovi parametri pruzaju informacije o
uspjeSnosti postupka obiljeZavanja Zeljenog radiofarmaceutika te kvaliteti dobivenog
radiofarmaceutika. Radiokemijska Cisto¢a definira udio ukupne radioaktivnosti prisutne u
zeljenom radiokemijskom obliku, odnosno u Zeljenom *’’Lu-radiofarmaceutiku, u odnosu na
ukupnu radioaktivnost u uzorku. Preostala radioaktivnost moze biti prisutna u obliku slobodnog
iona 1"’Lu®" ili drugih radiokemijskih ne¢istoc¢a nastalih tijekom postupka obiljezavanja.

Visoka radiokemijska Cisto¢a od osobite je vaznosti jer osigurava da najveéi udio
primijenjene radioaktivnosti bude povezan sa Zeljenim kelatorom te da se radiofarmaceutik
vezanjem na receptor o¢ekivano distribuira prema ciljnim strukturama u organizmu. Prisutnost

slobodnog iona 7Lud" ili drugacije kemijski vezanog radionuklida Y"Lu moZe rezultirati
g gaclj y g
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promijenjenom biodistribucijom radiofarmaceutika, smanjenim nakupljanjem u ciljanom tkivu
te povecanom izlozenoS¢u zdravih tkiva ionizirajuéem zracenju. Iz tog razloga radiokemijska
Cistoca predstavlja jedan od kljuénih parametara koji se uzimaju u obzir pri procjeni kvalitete i
prikladnosti radiofarmaceutika za daljnju primjenu.

Radiokemijsko iskoristenje opisuje udio po¢etno dostupnog radiounklida "’Lu koji je
tijekom postupka obiljezivanja ugraden u zeljeni radiofarmaceutik. Visoko radiokemijsko
iskoriStenje upucuje na ucinkovito odvijanje reakcije obiljezivanja radiofarmaceutika te
omogucuje dobivanje veée koli¢ine Zeljenog radiofarmaceutika iz raspolozive pocetne
aktivnosti radionuklida. To je osobito znacajno kod radionuklida ’’Lu zbog njegova
radioaktivnog raspada, pri ¢emu se s vremenom smanjuje raspoloziva aktivnost pripravka.
Visoko iskoriStenje stoga moze pridonijeti u¢inkovitijem koristenju raspolozive radioaktivnosti
i smanjenju gubitka radionuklida tijekom radiokemijske sinteze.

Vazno je razlikovati radiokemijsko iskoriStenje od radiokemijske Cistoce.
Radiokemijsko iskoriStenje opisuje uspjeSnost nastanka Zeljenog proizvoda u odnosu na
pocetnu koli¢inu radionuklida, dok radiokemijska Cisto¢a opisuje raspodjelu ukupne izmjerene
radioaktivnosti izmedu zeljenog radiofarmaceutika i prisutnih radiokemijskih necistoca. Stoga
se oba parametra odreduju i interpretiraju zasebno. U idealnom slu¢aju postupak obiljezivanja
karakteriziraju visoko radiokemijsko iskoriStenje i visoka radiokemijska Cistoca, Sto ukazuje na
ucinkovito iskoriStenje radionuklida i dobivanje pripravka u kojem najvec¢i udio radioaktivnosti
odgovara zeljenom kemijskom obliku.

Kontrola ova dva parametara je klju¢na za standardizaciju i reproducibilnost priprave
Y7 _u-radiofarmaceutika te za osiguravanje njegove odgovarajuée kvalitete prije primjene
pacijenatima.

Za ispitivanje necisto¢a u produktima dobivenih u svim serijama internog postupka
radiokemijskog obiljezavanja radiofarmaceutika [Y"’Lu]Lu-PSMA-617 koristene su metode
HPLC i TLC. Obje metode preporucene su u monografijama Europske farmakopeje za
ispitivanje kakvocée usporedivih radiofarmaceutika.?®14%142 visokoosjetljiva HPLC metoda
omogucuje odredivanje radiokemijske C¢istoce radiofarmaceutika te pouzdano otkrivanje
razli¢itih vrsta moguéih radiokemijskih necisto¢a ukljucujuéi slobodni ion 177 Lu3*.

Metoda TLC odlikuje se jednostavno$¢u primjene i brzinom provedbe analize buduci
da se koloidne necistoée u pravilu ne eluiraju s HPLC kolone. Uobicajeno se koristi pri

odredivanju sadrzaja prisutnih *’’Lu-koloida i ®*Ga-koloida nakon sinteze radiofarmaceutika.
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Udio slobodnog iona Y’Lu®* odreden je metodama tankoslojne kromatografije (TLC) i
tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC). Za TLC analizu *""Lu-
radiofarmaceutika Cesto se koristi plasti¢ni scintilacijski detektor (engl. plastic scintillation
detector, PMC) jer u usporedbi s Nal(T1) detektorom omogucuje veci broj registriranih impulsa
1 bolju prostornu razluc¢ivost kromatograma. Takoder plasti¢ni scinitilacijski detektor registrira
prvenstveno P zraéenje, a radionuklid 1’"Lu emitira velik broj p &estica.

Na primjeru odredivanja udjela slobodnog iona "/Lu®*

usporedene su djelotvornosti
obje primijenjene metode kromatografije. Rezultati su pokazali da je primjenom metode HPLC
prisutnost slobodnog iona ’Lu®* detektirana u svim produktima za razliku od metode TLC
(tablica 16). U ve¢ini uzoraka analiziranih metodom HPLC udio slobodnog iona *"’Lu" bio je
manji od preporu¢ene grani¢ne vrijednosti od < 3 %.* 1znimku predstavlja interni produkt 7
gdje postupak obiljezavanja nije bio uspjesan te se cjelokupni sadrzaj radionuklida zadrzao u
obliku slobodnog iona /’Lu®*, a to je i vidljivo na HPLC radiokromatogramu gdje se vidi pik
slobodnog *"’Lu®" iona s retencijskim vremenom od 2,5 min (slika 19).

Radiokromatogrami produkata sinteze dobiveni primjenom metode TLC prikazani su u
poglavlju 8. Dodatak. Za usporedbu s analizom pomoc¢u metode HPLC, signal slobodnog iona
Y7Ly je vidljiv i na TLC radiokromatogramu (slika D7B). Iz ostalih priloga moze se istaknuti
slika D6A gdje radiokromatogram pokazuje signal pomaknut u desno, a koji najvjerojatnije
odgovara produktu [}"’Lu]Lu-PSMA-617 i kompleksu }"’Lu-DTPA, odnosno predstavlja zbroj
svih keliraju¢ih kompleksa koje migriraju s frontom otapala. U slucaju kada je sinteza bila
neuspjesna, metoda TLC nije bila dovoljno selektivna da razlikuje sve prisutne vrste spojeva u
pripravljenom radiofarmaceutiku.

U usporednim ispitivanjima radio-TLC skenera za '’’Lu-radiofarmaceutike pokazano
je da plasti¢ni scintilacijski detektor ostvaruje uzi kromatografski vrh (engl. Full Width at Half
Maximum; FWHM) i vecu osjetljivost od Nal(Tl) detektora ¢ime se dobiju precizniji rezultati
kada se odreduje koli¢ina slobodnog iona ’Lu®* i ""Lu-koloida u radiofarmaceuticima
obiljezenim s radionuklidom *""Lu.!® Iz tog razloga je u ovom istrazivanju za neke produkte

Y7Lu3* i Y7Lu-koloida bila ispod granice kvantifikacije buduéi da je

koli¢ina slobodnog iona
koristen radio-TLC skener s Nal(TI) detektorom koji detektira samo gama fotone i volframov
kolimator od 10 mm za radionuklide s gama energijama od 60 do 250 keV.

Iz tog razloga se preporuca koristenje obje metode HPLC 1 TLC pri ispitivanju kontrole

kvalitete radiofarmaceutika. U skladu s monografijom Europske farmakopeje za srodne
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radiofarmaceutske pripravke prihvatljiva graniéna vrijednost za sadrzaj "’ Lu-koloida odredena
metodom TLC iznosi < 2 %.%®

U provedenim eksperimentima utvrden je nizak udio koloidnih necisto¢a pri ¢emu su
dobivene vrijednosti u pravilu bile vrlo blizu granice kvantifikacije primijenjene analiticke
metode TLC. Koristenjem otopine metanola i amonijevog acetata (¢ = 0,1 mol dm) u omjeru
1:1 (v/v) kao mobilne faze na iTLC-SG trakici kao stacionarna faza, 1’’Lu-koloid ostao je na
mjestu nanos$enja uzorka (Rf = 0— 0,3), dok je slobodni ion /Lu®" migrira prema fronti otapala
(Rf = 0,9-1,0) koristenjem otopine natrijeva citrata dihidrata (¢ = 0,1 mol dm=, pH = 5,0) kao
mobilne faze. Primjeri TLC radiokromatograma produkta 2 i referetnog produkta prikazani su
na slikama 20 i 21.

Tablica 16. Radiokemijske neéisto¢e u obliku slobodnog iona *""Lu®" i }"’Lu-koloida odredene
metodama HPLC i TLC

slobodni Y7Lu3* [%] slobodni Y7Lu* [%] ""Lu-koloid [%]

produkt

HPLC TLC TLC
1 0,99 0,37 <LOQ
2 1,74 0,15 0,24
3 0,23 0,06 <LOQ*
4 0,89 0,11 <LOQ*
5 0,05 < LOQ* <LOQ*
6 1,16 0,33 <LOQ*
7 97,6 100,0 0,56
8 0,62 <LOQ* 0,09
9 1,08 0,13 0,34
R 0,09 <LOQ* <LOQ*

*L0Q = 0.01 %
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Slika 20. TLC radiokromatogrami internog produkta 2 koji pokazuju da je *’’Lu-koloid ostao

na mjestu nanosenja uzorka (A), dok se slobodni ion **’Lu* pomaknuo prema fronti otapala
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Slika 21. TLC radiokromatogrami referentnog produkta Pluvicto® koji pokazuju da je *'’Lu-
koloid ostao na mjestu nanosenja uzorka (A), dok se slobodni ion *"’Lu* pomaknuo prema

fronti otapala (B)
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4.1.2. Odredivanje kolicine peptida PSMA-617 nakon obiljezavanja radiofarmaceutika
[}""Lu]Lu-PSMA-617

Koli¢ina peptida PSMA-617 nakon postupka obiljezavanja radiofarmaceutika [*//Lu]Lu-
PSMA-617 odredena je metodom HPLC, a rezultati su prikazani u tablici 17. U svakom od
devet produkata prije postupka obiljezavanja dodano je 20 pg peptida u reakcijsku bocicu.
Izmjereni rezultati pokazali su nesto vecu koli¢inu peptida u internim produktima (20,8-31,4

ug) pri cemu je srednja vrijednost iznosila 26,52 + 3,14 ug (n=9).

Tablica 17. Koli¢ina peptida PSMA-617 u internim produktima radiofarmaceutika
[Y""Lu]Lu-PSMA-617 i u referentnom produktu Pluvicto®

povrsina pika R m Vi  Ppsmasl7 Asetf
produkt
[mV] [min] [ng] [mL] [pgmL?] [MBqpg?]

1 770 16,86 20,8 6 3,4680 8,90
2 1363 17,01 241 6 4,0096 9,98
3 1166 15,53 26,8 7 3,8297 11,16
4 1275 1547 314 8 3,9292 11,47
5 1083 14,74 26,3 7 3,7539 31,59
6 1506 14,79 29,0 7 4,1402 531
7 1549 12,93 29,3 7 4,1795 11,77
8 883 15,17 25,0 7 3,5712 11,06
9 1039 13,01 26,0 7 3,7137 8,35
R 4748 14,70 719 10,13 7,1009 143,44

*Aeti — efektivna specificna aktivnost
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Koli¢ina peptida PSMA-617 nakon provedenih postupaka obiljezavanja pokazala je
manja odstupanja u odnosu na poc¢etnu masu dodanog peptida. Zbog moguéih pogresaka pri
razrjedivanju 1 gubitaka tijekom rukovanja uzorcima, koncentracija peptida u konacnom
analitickom uzorku bila je blizu donje granice kalibracijskog podru¢ja metode (450 pg/mL)
Sto je moglo utjecati na tocnost kvantifikacije. Dodatni razlog za uoceno odstupanje moze biti
¢injenica da je pik peptida PSMA-617 u svim produktima izmjeren u blizini granice detekcije
instrumenta te je UV signal peptida PSMA-617 bio vrlo nizak i blizu razine Suma bazne linije
$to moze utjecati na preciznost odredivanja povrsine pika. To je vidljivo na UV kromatogramu
internog produkta 4 (slika D17). Vazno je naglasiti da se navedeno odnosi na izmjerenu koli¢inu
peptida u kona¢nom analitickom uzorku nakon obiljezavanja i pro¢is¢avanja, a ne na pocetnu
koli¢inu peptida dodanu na pocetku obiljezavanja. Pocetna radioaktivnost sama po sebi ne bi
trebala izravno utjecati na UV kromatogram buduéi da UV detekcija ovisi isklju¢ivo o masenoj
koncentraciji peptida. S druge strane, veca injektirana radioaktivnost uzorka moze utjecati na
radiokromatogram uzrokujuci prosirenje kromatografskog pika ili zasic¢enje detektora. Uocene
promjene oblika signala i smanjenje intenziteta UV maksimuma pri vi§im aktivnostima
vjerojatnije su posljedica radioliticke razgradnje peptida odnosno promjena u njegovoj
kemijskoj strukturi i kemijskim vezama nakon obiljezavanja radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-
PSMA-617.

Odredivanje koli¢ine odnosno mase peptida nakon radiokemijske sinteze
radiofarmaceutika [*""Lu]Lu-PSMA-617 klju¢an je korak u kontroli kvalitete koji izravno
utjece na terapijsku uc€inkovitost, sigurnost pacijenta i regulatornu uskladenost radiofarmaka.
Odredivanjem ukupne mase obiljeZenog i neobiljezenog peptida izracunava se specificna
aktivnost (As) odnosno omjer radioaktivnosti i koli¢ine odnosno mase peptide (GBq mol™ ili
GBq mg™?). Ako je koli¢ina peptida prevelika, specifiéna aktivnost bit ¢e niska. To znaci da ée
u finalnom produktu biti prisutna velika koli¢ina ,,hladnog” odnosnon neobiljezenog peptida
PSMA-617 koji se natjee s radiofarmaceuitkom [}"’Lu]Lu-PSMA-617 za ista receptorska
mjesta na stanicama raka prostate.

Receptori prostata specificnog membranskog antigena (PSMA) na povrsini tumorskih
stanica imaju ogranicen kapacitet vezanja odnosno zasi¢enja receptora. Kada se pacijentu
primjeni radiofarmaceutik s prevelikom koli¢inom neobiljeZenog peptida, neobiljezeni

molekularni nosaci okupirat ¢e i zasititi receptore PSMA.
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Posljedi¢no tome, terapijski radiofarmaceutik [*"’Lu]Lu-PSMA-617 neée se mo¢i
dovoljno dobro vezati za tumor, $to drasticno smanjuje unutarstanicnu dozu zracenja u
tumorskom tkivu i narusava uspjeh terapije. Preostali radiofarmaceutik dulje ostaje u
cirkulaciji, povecavajuci izlozenost zdravih organa zracenju.

Iz tog razloga bitno je strogo definiranje i ograni¢avanje mase peptida ¢ime se jamci da
se pacijentu nece dati koli¢ina koja bi mogla izazvati nezeljene farmakoloske odgovore ili
kemijsku toksicnost.

Prema standardima Europske farmakopeje (Ph. Eur.) i smjernicama dobre proizvodacke
prakse (GMP), svaka serija (engl. batch) radiofarmaceutika mora imati reproducibilan sastav.
Kvantifikacija peptide metodom HPLC s UV detektorom obvezna je za dokazivanje kemijske
Cistoce 1 osiguravanje da je produkt unutar specificiranih i odobrenih granica za klinicku
primjenu.1%

Prema istrazivanju iz 2025. godine prosje¢na koncentracija peptida PSMA-617 u
referentnom produktu Pluvicto® iznosi 6,31 £+ 0,72 pug/mL, a volumen po jednoj bogcici je
7,5-12,5 mL (ovisno o aktivnosti i kalibraciji radiofarmaceutika).!*® To znaci da jedna doza
Pluvicta® sadrzi 47-79 ug peptida PSMA-617 §to odgovara koli¢ini peptida od 71,9 pg

odredena metodom HPLC u ovom istrazivanju.
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4.1.3. Utjecaj dodatka hvataca slobodnih radikala etanola i kompleksirajuceg agensa
(Zn-DTPA) na radiokemijsku sintezu radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617

Osim odredivanja neéistoca koje potje¢u od slobodnih i neobiljezenih kemijskih vrsta
radionuklida *’"Lu i neobiljezenog peptida, ispitan je i utjecaj dodatka etanola i Zn-DTPA na
kvalitetu obiljezenih internih produkata. Etanol se uobicajeno koristi kao hvata¢ slobodnih
radikala, dok Zn-DTPA djeluje kao kompleksirajuéi agens,146:147.148

Usporedbom internih produkata 4 i 9, u kojima je etanol dodan u volumnim udjelima
od 7 % i 10 %, redom utvrdena je veca radiokemijska Cisto¢a u internom produktu 9 (tablica
15). Povecalo se i radiokemijske iskoriStenje na 97 % u oba navedena interna produkta. lako je
sadrzaj etanola u internom produktu 9 (~10 % v/v) bio blizu gornje granice specifikacije ostao
je unutar unaprijed definiranih kriterija prihvatljivosti za kona¢nu formulaciju
radiofarmaceutika [Y"’Lu]Lu-PSMA-617. Nakon obiljezavanja radiofarmaceutika preostali
sadrzaj etanola u kona¢nom produktu 9 iznosio je 0,22 % cime je potvrdena uskladenost s
postavljenim kriterijima prihvatljivosti monografije Europske farmakopeje gdje sadrzaj etanola
u radiofarmaceutiku mora biti < 10 %.23!42 Na slici 22. prikazani su GC kromatogrami etanola
u obiljezenim internim produktima 4 (A) i 9 (B). U referentnom produktu Pluvicto® nije

utvrdena prisutnost zaostalih otapala poput etanola.
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Slika 22. GC kromatogrami etanola u obiljezenim internim produktima 4 (A) 19 (B)

Nino Juki¢ Doktorska disertacija



4, Rezultati i rasprava 79
§ p

Dodatak kompleksirajuc¢eg agensa Zn-DTPA u 20 puta ve¢em molarnom suvisku u
odnosu na peptid PSMA-617, koji je u sintezi 7 dodan na pocetku postupka obiljezavanja,
rezultirao je izostankom nastanka aktivnog produkta. Izostanak produkta posljedica je toga $to
je gotovo sav radionuklid "Lu ostao u obliku slobodnog iona Y"’Lu®* (97,6 %), radiokemijska
gistoc¢a spoja iznosila je 0,63 % te je nastao i kompleksni spoj /Lu-DTPA (1,0 %) (slika 19,
produkt 7).14 Budu¢i da je kompleksirajué¢i agens DTPA dodan prije peptida PSMA-617,
radionuklid je bio izlozen kompetitivnom keliranju prije nego Sto je mogao stupiti u reakciju
kompleksiranja s peptidom PSMA-617.

U sintezi 8, u kojoj je kompleksiraju¢i agens Zn-DTPA dodan na kraju obiljezavanja
prema procijenjenoj koncentraciji slobodnog iona ’Lu®*, dobiveni produkt pokazao je
zadovoljavaju¢u radiokemijsku Cistou. Manje razlike u izmjerenoj radiokemijskoj Cistoci
izmedu produkata pripremljenih u vlastitom laboratoriju i referentnog produkta mogu biti
posljedica blago razliitih vrijednosti pH. Slozeni utjecaj pH na radiokemijsku ¢istocu i
iskoriStenje reakcije detaljno je prethodno istrazen u radu Watanabe i suradnika.''® Opéenito,
porastom vrijednosti pH povecava se stupanj deprotonacije keliraju¢eg agensa, §to moze
pogodovati koordinaciji metalnog iona i nastanku kompleksa. Nadalje, tijekom procesa
obiljezavanja, ugradnja radionuklida !’’Lu u PSMA-617 moze dodatno utjecati na oslobadanje
iona H* §to rezultira smanjenom pH vrijedno$éu u krajnjem produktu. 14910

U ovom radu uoc¢ene su promjene vrijednosti pH kod sinteza 4-9 gdje je pocetni pH
reakcijske smjese iznosio 5,5 a u produktima je pH iznosio 4,5. U svim provedenim
eksperimentima koriSteni su relativno mali volumeni reagensa. Zbog mogucih gubitaka
reagensa tijekom uzorkovanja mjerenje vrijednosti pH reakcijske smjese neposredno prije
sinteze nije bilo prikladno. Jedno od mogucih objasnjenja odstupanja vrijednosti pH internih
produkata (4-9) od pocetne vrijednosti pH 5,5 jest nedostatan puferni kapacitet reakcijske
smjese. Naime, koli¢ina dodanog pufera mozda nije bila dovoljna za odrzavanje vrijednosti pH
tijekom procesa obiljeZavanja, dok je u referentnom produktu pH nakon obiljezavanja ostao
5,5. Izmjereni pH otopine *"’LuCls pomoéu pH-indikatorske trakice iznosio je 2 §to je u skladu

s kriterijima monografije Europske farmakopeje.'3®
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4.2. Odredivanje radionuklidne Cistoce radiofarmaceutika

[Y7Lu]Lu-PSMA-617

Radionuklidna ¢istoéa interno pripremljenih produkata, referentnog produkta i otopine Y'’LuCls
odredena je nakon 7 dana koriStenjem HPGe detektora. Za odredivanje radionuklidne Cistoce
za izradun su u obzir uzete dvije energije radionuklida *'’Lu: 208 keV i 228 keV koja pripada
jednom od metastabilnih stanja lutecija *’"™Lu. Energija od 113 keV radionuklida ’Lu bila je
vidljiva u spektru referentnog produkta, kao i u svim spektrima interno pripremljenih
produkata. Medutim, ova energija nije uzeta u obzir pri odredivanju radionuklidne ¢istoce
buduci da intenzitet emisije gama zraka za energiju od 113 keV iznosi 6,6 %, a za energiju od
208 keV iznosi 11 %.%*

Udio jednog od mestastabilnog stanja lutecija 1’’™Lu bio je manji od 0,1 %, $to je ispod
prihvatljivih granica i u skladu s monografijom Europske farmakopeje za srodne spojeve.'*
Radionuklidna ¢&istoéa internih  produkata radiofarmaceutika [}"’Lu]Lu-PSMA-617,
referentnog produkta i otopina ’’LuCls ostala je nepromijenjena tijekom razdoblja od 7 dana
(> 99,9 % ukupne radioaktivnosti) ¢ime je potvrdeno da se unutar tog vremenskog razdoblja ne
o¢ekuju znacajne promjene u radionuklidnom sastavu. Snazna koordinacijska kemija kelatora
DOTA omogucila je visoku kineticku i termodinamicku stabilnost kompleksa s radionuklidom
Ly, &ime je sprije¢ena disocijacija radionuklida i nastanak nelistoéa povezanih s
radiometalom. Mrtvo vrijeme (engl. dead time) HPGE detektora je bilo < 10 % prilikom
mjerenja svih uzoraka. To je od iznimne vaznosti jer mrtvo vrijeme predstavlja vrijeme tijekom
kojeg detektor HPGE ne moze ispravno registrirati novi gama foton nakon §to je zabiljezio
prethodni. To izravno utjece na to¢nost mjerenja i povecava nesigurnost rezultata, stoga je bilo
nuzno razrijediti uzorke radionuklida 1"’Lu kako bi mrtvo vrijeme bilo $to nize.'?! Tablica 18
prikazuje radionuklidnu &isto¢u internih produkata, referentnog produkta i otopine *’’LuCls

nakon 7 dana od sinteza i datuma kalibracije referentnog produkta i otopine *’’LuCls.
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Tablica 18. Radionuklidna &istoéa internih produkata, referentnog produkta i otopine ’LuCls
nakon 7 dana od sinteza i datuma kalibracije referentnog produkta i otopine *’’LuCls

Povrsina Povrsina Aj Prn (7
. ika ika A (E, = E,= dana
uzorci Etoos 1%l g *[%] 208 KeV) o et je)
keV keV keV) [%6]

produkt 1 3870614 0,05 2876 3,96  317116,7 72,8 99,98
produkt 2 7014976 0,04 4754 3,88 574732,1 120,4 99,98
produkt 3 4260337 0,05 5472 2,48  349046,4 138,6 99,96
produkt 4 5369756 0,04 6791 2,26 4399404 172,0 99,96
produkt 5 3968059 0,05 3537 3,33  325100,3 89,6 99,97
produkt 6 2443916 0,06 2140 3,92  200228,3 54,2 99,97
produkt 7 17861580,88 0,22 9948 1,42 1463386,9 252,0 99,98
produkt 8 9793505,9 0,33 5667 2,08 802375,1 1435 99,98
produkt 9 16506500,2 0,32 9405 1,42 1352366,1 238,2 99,98

7L uCls otopina (1) 36462590 0,02 13385 3,64 2987354,6 339,0 99,99
Y77 uCl; otopina (I1) 3266197 0,06 2335 3,36 267597,2 59,1 99,98
referentni produkt 2278359 0,07 43 117,7 186664,4 11 99,99

*Pgrn - radionuklidna ¢istoca

Radionuklidna &istoéa veéa od 99,9 % kod 1’’Lu-radiofarmaceutika od iznimne je
vaznosti kako bi se pacijentu smanjila nepotrebna izloZenost zraenju i osigurala precizna
terapija tumora. Nusproizvodi i neistoée poput metastabilnog lutecija *’"™Lu mogu emitirati
nepoZzeljne vrste zracenja koje oSte¢uju zdrave organe i tkiva umjesto samo ciljanih stanica
raka. Radiounklid Y’Lu ima povoljno vrijeme poluraspada od oko 6,65 dana, §to zna¢i da se
brzo raspada nakon s$to se pacijentu aplicira radiofarmaceutik. Necisto¢e s duzim vremenom
poluraspada kao §to je metasabilno stanje lutecija '™Lu s vremenom poluraspada od 160,4
dana dulje bi zadrzale radioaktivnost u tijelu pacijenta. Radionuklidna Cistoca je vazna i u
dozimetriji buduci da lije¢nici moraju to¢no znati koliku dozu zracenja prima tumor. Prisutnost
drugih radionuklida mijenja te ra¢une i oteZava planiranje terapije. Sto se ti¢e sigurnosti osoblja
1 okoliSa manji udio necisto¢a smanjuje rizik za medicinsko osoblje koje rukuje pripravkom i

olakSava kasnije zbrinjavanje radioaktivnog otpada.
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4.3. Odredivanje stabilnosti radiofarmaceutika ['"'Lu]Lu-PSMA-617
metodom in vitro

Postupci obiljezavanja radiofarmaceutika [*'Lu]Lu-PSMA-617 provedeni u ovom radu
rezultirali su dobivanjem radiofarmaceutskog pripravka namijenjenog terapijskoj primjeni kod
pacijenata s progresivnim metastatskim rakom prostate rezistentnim na kastraciju prostate. 1z
tog su razloga provedena ispitivanja stabilnosti radiofarmaceutika metodom in vitro u
fizioloSkoj otopini i humanom serumu pri ¢emu su uzorci inkubirani tijekom 72 sata na 25 °C
i 37 °C. Prije provedbe ispitivanja radiofarmaceutika metodom in vitro spektrofotometrijski je
odredena razina bakterijskih endotoksina u svim internim produktima te u referentnom
produktu. U svim uzorcima koli¢ina bakterijskih endotoksina je bila niza od 5,0 EU mL7, sto
je bilo u skladu s kriterijima prihvatljivosti propisanima monografijom Europske
farmakopeje.'#2

Stabilnost internih produkata inkubiranima u humanom serumu ispitana je primjenom
metode HPLC. Procjena stabilnosti provedena je prac¢enjem promjena vrha pika i retencijskog
vremena svakog internog produkta i referentnog produkta (tablica D2). Vrh glavnog pika
internih produkata kao i njihovo retencijsko vrijeme (11,9 min) nakon 72 sata inkubacije u
humanom serumu na 25 °C i 37 °C nisu pokazali znac¢ajne promjene, a to vrijedi i za referentni
produkt. HPLC radiokromatogrami internog produkta 3 i referentnog produkta u humanom
serumu na 25 °C 1 37 °C s vremenom inkubacije od 72 sata s ozna¢enim vrhom pika produkta
prikazani su na slikama 23 i 24. Ostali HPLC radiokromatogrami internih produkata prikazani

su na slicama D25-D39.
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Slika 23. HPLC radiokromatogrami internog produkta 3 u humanom serumu na 25 °C i 37 °C
s vremenom inkubacije od 72 h
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Slika 24. HPLC radiokromatogrami referentnog produkta u humanom serumu na 25 °C i

37 °C s vremenom inkubacije od 72 h

Radiokemijska cistoca radiofarmaceutskih pripravaka koriStenih u ispitivanjima

stabilnosti metodom in vitro odredena je metodama radio-TLC i HPLC nakon 24, 48 i 72 sata

inkubacije u fizioloskoj otopini i humanom serumu, a dobiveni rezultati inkubacijom

radiofarmaceutika u humanom serumu dobiveni metodom radio-TLC prikazani su u tablici D4.

Rezultati pokazuju da je radiokemijska Cisto¢a pripravaka tijekom 48 sati nakon pripreme

otopina ostala viSa od 99 % pri 25 °C te viSa od 98 % pri 37 °C. Tijekom prvih 24 i 48 sati

inkubacije nije zabiljeZeno oslobadanje slobodnog iona *’Lu®" §to upuéuje na visoku stabilnost

radiofarmaceutika [*""Lu]Lu-PSMA-617 u uvjetima ispitivanja. Stabilnost in vitro internog

produkta 3 najvece radiokemijske Cistoce u fizioloskoj otopini (FO) i humanom serumu (HS)

pri 25 °C i 37 °C tijekom 72 sata inkubacije prikazana je na slici 25.
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Najmanja promjena u udjelu slobodnog iona Y’Lu®* izmedu 48 i 72 h inkubacije pri
37 °C u humanom serumu iznosila je 0,02 %. Ovaj je rezultat od posebne vaznosti buduci da je
poznato kako se slobodni ion ’Lu* nakuplja u kostanom tkivu (do 60 % '"’Lu-
radiofarmaceutika) i jetri (do 10 %) zbog Cega njegov udio treba biti sveden na najmanju
mogucéu mjeru.!%M! Nakon 72 sata zabiljezen je blagi porast udjela slobodnog iona *""Lu®*
(0,11-1,62 %). Istodobno je u internim produktima nakon inkubacije u humanom serumu uocen
i porast udjela ’Lu-koloida (0,63-1,63 %).

Referentni produkt Pluvicto® koristen za usporedbu svojstava s interno pripremljenim
radiofarmaceutikom [1"’Lu]Lu-PSMA-617 opéenito je pokazao manje promjene radiokemijske
Cistoce tijekom 72 sata ispitivanjem stabilnosti radiofarmaceutika u humanom serumu in vitro
(tablica D5). Nakon 72 sata inkubacije oslobadanje slobodnog iona *’Lu* bilo je manje
izrazeno (0,27-0,36 %) nego kod internih produkata. Kao pomoc¢ne tvari u referentnom
produktu Pluvicto® prisutni su gentizatna kiselina i natrijev askorbat te oba spoja djeluju kao
hvata¢i slobodnih radikala.'?? Zbog kombiniranog djelovanja ovih pomo¢nih tvari Pluvicto®
pokazuje vrlo dobru radiokemijsku stabilnost tijekom deklariranog roka uporabe uz minimalno
oslobadanje slobodnog iona *"’Lu®*. U referentnom produktu je zbiljezeno i nastajanje *’’Lu-
koloida pri ¢emu je njegov udio iznosio 0,06-0,55 % (slika 26).

Rezultati dobiveni inkubacijom radiofarmaceutika u fiziolo$koj otopini metodom radio-
TLC prikazani su u tablici D3. Rezultati pokazuju da je radiokemijska Cistoca pripravaka
tijekom 48 sati nakon pripreme otopina ostala viSa od 99 % pri 25 °C te viSa od 98 % pri 37 °C.
Vrlo je opravdano zakljuciti da je radiofarmaceutik stabilan u fiziolo$koj otopini tijekom 72
sata pri obje ispitivane temperature. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je
radiofarmaceutik [}"Lu]Lu-PSMA-617 pokazao zadovoljavajuéu stabilnost u fizioloskoj
otopini tijekom 72 h pri 25 °C i 37 °C bez znadajnog povecanja udjela slobodnog iona ’Lu®*
i Y"Lu-koloida. Stabilnost [Y’Lu]Lu-PSMA-617 ispitana je pri 25 °C, jer ta temperatura
predstavlja uvjete rukovanja i ¢uvanja radiofarmaceutika, te pri 37 °C koja odgovara pribliznoj
fizioloskoj temperaturi ljudskog organizma i omogucuje procjenu stabilnosti kompleksa u
uvjetima relevantnim za njegovu primjenu.

Uocene razlike u vrijednostima slobodnog *"Lu®* iona i *’Lu-koloida izmedu internih
produkata i referentnog produkta mogu se objasniti na¢inom detekcije radionuklida '’Lu
tijekom skeniranja iTLC-SG trakica radio-TLC skenerom. Naime, interni produkti imali su nizu

pocetnu aktivnost radionuklida *"’Lu u odnosu na referentni produkt zbog ¢ega je tijekom
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skeniranja trakica 1 izrade radiokromatograma =zabiljezen manji broj impulsa te su
kromatografski pikovi bili §iri. Posljedi¢no, odredivanje udjela kompleksiranog radionuklida u
internim produktima bilo je manje precizno nego u referentnom produktu koji je imao puno
vecu pocetnu aktivnost.

Unato¢ tome, interno pripremljeni radiofarmaceutik [*"’Lu]Lu-PSMA-617 pokazao je
zadovoljavajucu stabilnost odredenu metodom in vitro. Prihvatljiva radiokemijska stabilnost
odrzana je tijekom 48 sati, Sto odgovara vremenskom razdoblju preporu¢enom za klinicku
primjenu radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617 za terapiju bolesnika s progresivnim
metastatskim rakom prostate. Askorbinska kiselina ima ulogu hvataca slobodnih radikala i kao
antioksidans znacajno produljuje stabilnost *’’Lu-radiofarmaceutika za najmanje 30 sati ¢ime
se omogucuje produljenje vremenskog intervala unutar kojeg se pripravak moze sigurno
primijeniti u terapiji bolesnika.**’

Uzorci humanog seruma koristeni za ispitivanje stabilnosti in vitro metodom pri 25 °C
1 37 °C ¢uvani su tijekom 180 dana nakon ¢ega su razrijedeni i analizirani metodom ICP-MS.
Dobiveni rezultati prikazani su u dodacima (tablica D6). Promjena temperature inkubacije nije
uzrokovala znadajne razlike u koncentraciji nastalih stabilnih izotopa ""Hf nakon 24 i 48 sati
inkubacije, $to je u skladu s prethodno dobivenim rezultatima odredivanja stabilnosti

primjenom metode HPLC.
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25°C - PRODUKT 3 (FO) 37°C - PRODUKT 3 (FO)
101,0 101,0
100,5 100,5
100,0 100,0
99,5 99,5
99,0 99,0
Ml w
98,0 l 98,0 I
97,5 97,5
24 48 72 24 48 72
Dacetat W Na-citrat Dacetat W Na-citrat
25°C - PRODUKT 3 (HS) 37°C - PRODUKT 3 (HS)
101,0 101,0
100,5 100,5
100,0 100,0
99,5 99,5
99,0 99,0
98,5 98,5
98,0 98,0
97,5 97,5
24 48 72 24 48 72
Wacetat @citrat Wacetat @ Na-citrat

Slika 25. Stabilnost in vitro internog produkta 3 u fizioloskoj otopini (FO) i humanom serumu

s vremenom inkubacije od 72 h na 25 °C 137 °C
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25°C - REFERENTNI PRODUKT (FO) 37°C - REFERENTNI PRODUKT (FO)

101,0 101,0
100,5 100,5
100,0 — — — 100,0 — — —
99,5 99,5

99,0 99,0

98,5 98,5

98,0 98,0

97,5 97,5

24 48 72 24 48 72
macetat @ Na-citrat Dacetat W Na-citrat
25°C - REFERENTNI PRODUKT (HS) 37°C - REFERENTNI PRODUKT (HS)

101,0 101,0

100,5 100,5

100,0 — ] ] 100,0 — — T
99,5 99,5

99,0 99,0

98,5 98,5

98,0 98,0

97,5 97,5

24 48 72 24 48 72
macetat @ Na-citrat macetat @ Na-citrat

Slika 26. Stabilnost in vitro referentnog produkta Pluvicto® u fiziologkoj otopini i humanom
serumu (HS) s vremenom inkubacije od 72 h na 25 °C i 37 °C

Dodatak kompleksiraju¢eg agensa Zn-DTPA utjecao je na najnize otpustanje slobodnog
iona Y"Lu®" izmedu 48 i 72 h ispitivanjem stabilnosti internog produkta 8 u humanom serumu
na 37°C metodom in vitro. Najmanja zabiljeZena razlika u oslobadanju slobodnog iona *"’Lu3*
izmedu 48 i 72 h inkubacije pri 37 °C u humanom serumu iznosila je 0,02 (tablica D4).

Ovaj je rezultat od osobite vaznosti jer su istrazivanja pokazala da se slobodni ion
Y7L u3* nakuplja u kostanom tkivu i jetri, §to moze dovesti do povec¢anja apsorbirane doze
zradenja tih organa. Stoga je nuzno njegovu koncentraciju odrzavati na §to nizoj razini.'#>143
Slika 27 prikazuje stabilnost in vitro internog produkta 8 u humanom serumu (HS) pri 37 °C
tijekom 72-satnog razdoblja inkubacije pri ¢emu svijelocrveni stupci pokazuju jako malu

razliku otpustanja slobodnog *"’Lu®*" iona izmedu 48 i 72 h.
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101,0
100,5
100,0 —
99,5
99,0
98,5
98,0
97,5

24 48 72

Bacetat @ Na-citrat

Slika 27. Stabilnost in vitro internog produkta 8 u humanom serumu (HS) pri 37 °C tijekom

72-satnog razdoblja

4.4. Odredivanje izvornih vrsta radionuklida *’Lu u radiofarmaceutiku
[Y7Lu]Lu-PSMA-617

Izvorne vrste radionuklida "’Lu koristene za pripravu internih produkata radiofarmaceutika
[Y"Lu]Lu-PSMA-617 i referentnog produkta odredene su metodama gama spektrometrije s
visoko Cistim germanijskim detektorom (HPGe) i induktivno spregnute plazme uz
spektrometriju masa (ICP-MS). Nakon snimanja uzoraka na detektoru HPGE na spektrima
analizirana su dva energijska pika: 208 keV, karakteristi¢an za radionuklid ¥’Lu i 228 keV,
karakteristian za metastabilni stanje lutecija *"™Lu. Energijski pik pri 113 keV, takoder
karakteristi¢an za radionuklid ”’Lu bio je vidljiv u spektru referentnog produkta te u svim
spektrima interno pripravljenih produkata. Radi preglednosti prikazan je samo spektar internog
produkta 3 buduci da je za taj pripravak utvrdena najveca radiokemijska Cistoca (slika 28A).
Ostali spektri prikazani su u dodacima (slika D54-D56). U spektru referentnog produkta (slika
28B) nije uocen energijski pik pri 228 keV, §to upucuje na nacin proizvodnje koriStenog
radionuklida prilikom obiljezavanja radiofarmaceutika [Y/’Lu]Lu-PSMA-617. Izostanak
energijskog pika pri 228 keV, karakteristicnog za metastabilno stanje lutecija '"™Lu upuéuje
na to da je prilikom obiljezavanja referentnog produkta Pluvicto® koristen radionuklid *’Lu
proizveden indirektnim putem, poznat kao metoda bez nosaca (engl. non-carrier-added, n.c.a.).

Nasuprot tome, postupci obiljezavanja radiofarmaceutika provedeni u ovom radu

temeljili su se na uporabi radionuklida !’’Lu proizvedenog direktnim putem, poznat kao metoda
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s nosacem (engl. carrier-added, c.a.) u otopinama Y’LuCls (I i I1). Spektri otopine "LuCls (I

I I1) prikazani su na slici D57.

INTERNI PRODUKT 3 (A)
10000000

1000000
100000

10000

broj raspada

228 keV
1000

100
0 50 100 150 200 250 300

E / keV

PLUVICTO® (B)
10000000

1000000 113 keV 208 keV

100000

10000
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1000

100
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Slika 28. HPGe spektar internog produkta 3 (A) i referentnog produkta Pluvicto® (B) s
karakteristi¢nim energijama gama zra¢enja radionuklida Y'’Lu (E,= 113 i 208 keV) te
metastabilnog izotopa "MLu (E, = 228 keV)
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Poznato je da direktni put proizvodnje radionuklida 1""Lu rezultira nastankom stabilnog
izotopa 1""Hf, koji ne utjete na obiljezavanja radiofarmaceutika.’®?> Prisutnost metastabilnog
izotopa Y"™Lu u niskim koncentracijama u pripremljenim internim produktima potvrdena je
gama spektrometrijom. S obzirom na dulje vrijeme poluraspada ovog metastabilnog izotopa,
provedena su dodatna ispitivanja inkubiranih uzoraka humanog seruma s ciljem procjene udjela
nastalih izotopa }'’Hf.

U tu su svrhu uzorci humanog seruma i radiofarmaceutika (interni produkti i referentni
produkt) analizirani metodom ICP-MS. Iako je rije¢ o iznimno osjetljivoj analitickoj metodi,
njezina je primjena u novijim istrazivanjima koja se bave kontrolom kvalitete
radiofarmaceutika jo$ uvijek relativno rijetko opisana. U analizi bioloskih matriksa metoda
ICP-MS pruza analiti¢ke moguénosti koje nadilaze mogucnosti gama spektrometrije osobito u
odredivanju stabilnih produkata raspada i elemenata u tragovima. Medutim ova se metoda
najée$ée primjenjuje za karakterizaciju neradioaktivnih metal-peptidnih konjugata.'>>%* U tom
kontekstu, analiticke metode temeljene na ICP-MS predstavljaju obecavajucu alternativu za
ranu fazu evaluacije radiofarmaceutskih pripravaka.

Metoda ICP-MS omogucuje kvantifikaciju metala, metaloida, pa ¢ak i pojedinih
nemetala u teku¢im uzorcima pri iznimno niskim koncentracijama, sve do razina ng L™ pa ¢ak
i ispod ng L. Primjenom plazme s temperaturom ionizacije od priblizno 7500 K molekule se
razgraduju na sastavne atome Koji se potom ioniziraju te prenose u spektrometar masa, gdje se
razdvajaju i detektiraju prema omjeru mase i naboja (m/z). lako se tijekom ovog procesa gubi
informacija o molekularnoj strukturi analiziranih spojeva metali koje oni sadrze mogu se
odrediti na ultraniskim koncentracijskim razinama bez potrebe za primjenom standarda
specificnih za pojedinu kemijsku vrstu tijekom kvantifikacije. Dovoljni su standardi
odgovarajuceg elementa, neovisno o tome u kojem se kemijskom spoju on izvorno nalazi.

Primjerice 2019. godine Holzapfel i suradnici konjugat DOTA-PSMA-617 su obiljezili
s neradioaktivnim europijem kako bi odredili afinitet vezanja konjugata na PSMA receptor.
Europij je jedan od elemenata s najvecom osjetljivoséu detekcije metodom ICP-MS, pri cemu
se moze odredivati u koncentracijama reda ppt (ng L™). Kao trovalentni kation europij pokazuje
kemijska svojstva vrlo sliéna lutecijevom ionu (Lu®**) te poput njega tvori stabilne

koordinacijske komplekse s kelatorima tipa DOTA. 155157
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Iz tog razloga su u ovom istrazivanju uzorci humanog seruma analizirani tek nakon
znaajnog smanjenja njihove radioaktivnosti, ¢ime su osigurani odgovaraju¢i uvjeti za
pouzdanu ICP-MS analizu. Uzorci humanog seruma koristeni za ispitivanje stabilnosti in vitro
pri 25 °C 137 °C ¢uvani su tijekom 180 dana, nakon Cega su razrijedeni i analizirani metodom
ICP-MS. Dobiveni rezultati prikazani su u poglavlju 8. Dodatak (tablica D6).

Koncentracija nastalog stabilnog izotopa '"Hf u otopinama humanog seruma i internih
produkata bila je razli¢ita u odnosu na referentni produkt koji je sadrzavao "’Lu bez nosaca
(engl. non-carrier-added, n.c.a.). Dobiveni rezultati potvrduju da metoda ICP-MS omogucuje
razlikovanje radiofarmaceutskih pripravaka proizvedenih iz 1"’Lu s nosacem (engl. carrier-
added, c.a.) i bez nosaca (engl. non-carrier-added, n.c.a.) na temelju odredivanja koncentracije

stabilnih izotopa hafnija nastalih tijekom proizvodnje i radioaktivnog raspada.

4.5. Utjecaj omjera liganda i metala [L] / [M] na radiokemijsku cistocu i

radiokemijsko iskoriStenje radiofarmaceutika [1"’Lu]Lu-PSMA-617

Prilikom priprave radiofarmaceutika postupkom obiljezavanja poZeljno je odrzavati $to manji
omjer liganda i radionuklida. U slu¢aju pripravaka temeljenih na radionuklidu *"’Lu s nosa¢em
(engl. carrier-added, c.a.), kao §to je prikazano u ovom istrazivanju, omjer liganda i metala
[L] / [M] moZe se smanjiti povecanjem koli¢ine radiometala u reakcijskoj smjesi. Primjenom
fiksne koli¢ine od 20 pg peptida PSMA-617, razli¢iti omjeri liganda i metala postignuti su
dodatkom od 2,0 do 10,2 nmol otopine Y’LuCls.

Rezultati su pokazali da se zadovoljavaju¢e iskoriStenje obiljeZavanja
radiofarmaceutika s radiounklidom ¥"’Lu od 96 % moze postiéi veé¢ pri omjeru [L] / [M] ~2 §to
je ostvareno u internom produktu 5, a prikazano je u tablici. U tim je uvjetima u molekulu
PSMA-617 uvedeno je priblizno 1,78 ug radionuklida *’’Lu. Uzimajuéi u obzir da je specifi¢na
aktivnost pocetne otopine *’’LuCls iznosila 370 GBq mg™?, mozZe se izracunati da navedena
koli¢ina lutecija odgovara aktivnosti od priblizno 658 MBq u obiljeZenom pripravku.

Na temelju dobivenih rezultata moze se procijeniti da se pojedinacna terapijska doza
radiofarmaceutika [*"'Lu]Lu-PSMA-617 aktivnosti od 7,4 GBq moze pripraviti uporabom
priblizno 225 pg liganda PSMA-617 i oko 20 pg radionuklida "’Lu uz pretpostavku da
specifiéna aktivnost koristenog radionuklida ’Lu iznosi 370 GBq mg™ prema dobivenom

certifikatu otopine */LuCls proizvodaca Polatom (Poljska). Sto je veéa specifiéna aktivnost
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radonuklida time je potrebna manja koli¢ina prekursora PSMA-617 za uspje$no obiljezavanje
radiofarmaceutika [1"’Lu]Lu-PSMA-617.

Kada se priprava radiofarmaceutika temelji na radiometalu ’Lu proizvedenom
metodom s nosac¢em (engl. carrier-added, c.a.), kao u ovom istrazivanju, omjer liganda i metala
moze se smanjiti postupnim povecanjem koli¢ine radiometala u reakcijskoj smjesi uz
odrzavanje optimalne koncentracije liganda (20 png).

Radiokemijska ¢istoéa radiofarmaceutika [*'’Lu]Lu-PSMA-617 pripravljenih uz
razli¢ite koncentracije lutecija s nosa¢em prikazana je u tablici 19. Dobiveni rezultati pokazali
su da se radiokemijska Cistoca od 96 % moze posti¢i ve¢ pri omjeru [L] / [M] ~2.

Dobiveni rezultati pokazuju da smanjenje omjera [L] / [M] nije nuzno povezano sa
smanjenjem radiokemijske Cisto¢e. Naime, pri najnizem ispitivanom omjeru [L]/[M] od 1,89
kod internog produkta 5 ostvarene su radiokemijska ¢istoca od 96,0 % i radiokemijsko
iskoriStenje od 96 %. Istodobno, pri najvisem omjeru [L] / [M] od 9,77 radiokemijska ¢istoca
iznosila je 96,8 %, uz radiokemijsko iskoristenje od 83 %. Ovi rezultati upucuju na to da se u
ispitivanim uvjetima koli¢ina liganda moZe zna€ajno smanjiti u odnosu na koli¢inu radiometala,
a da se pritom zadrZe zadovoljavajuce vrijednosti radiokemijske Cistoce 1 iskoriStenja. Stoga se
omjer [L] / [M] od priblizno 2 moze smatrati prikladnim za daljnje razmatranje u kontekstu
priprave terapijskog radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617.

Iz dobivenih rezultata (tablica 19.) vidljivo je da radiokemijsko iskoriStenje i
radiokemijska ¢istoca ne pokazuju nuzno istu tendenciju promjene s omjerom [L] / [M]. To je
osobito vidljivo kod internog produkta 7, kod kojeg je zabiljezeno radiokemijsko iskoriStenje
od 99 %, ali radiokemijska Cistoca svega 0,63 %. Ovaj rezultat jasno pokazuje da visoko
radiokemijsko iskoriStenje samo po sebi nije dovoljan pokazatelj kvalitete konacnog
radiofarmaceutika. Iako je visok udio pocetno uvedenog radionuklida *’’Lu sudjelovao u
reakciji, gotovo sva radioaktivnost prema rezultatu odredene radiokemijske Cisto¢e metodom
HPLC nije bila prisutna u Zeljenom kemijskom obliku odnosno nije dobiven spoj [*'/Lu]Lu-
PSMA-617. Stoga je pri procjeni uspjesnosti postupka radiobiljezavanja potrebno istodobno
uzeti u obzir oba parametra pri ¢emu visoka radiokemijska Cistoéa potvrduje da se
radioaktivnost preteZzno nalazi u Zeljenom radiofarmaceutskom obliku, dok radiokemijsko
iskoriStenje daje informaciju o ucinkovitosti pretvorbe pocetno dostupnog radionuklida u

zeljeni produkt.
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Tablica 19. Prikaz utjecaja omjera [L] / [M] na radiokemijsku c¢istocu i radiokemijsko
iskoristenje internih produkata radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617

rodukt m(PSMA-617)  m (Lu) n (Lu) [PSMA-617]/ RKC  RKI
[ng] [ng] [nmoL] [Lu] [%0] [%0]

1 20 0,528 3,02 6,36 97,3 91
2 20 0,572 3,27 5,87 96,1 94
3 20 0,638 3,65 5,26 99,1 94
4 20 0,641 3,66 5,24 95,7 97
5 20 1,780 10,17 1,89 96,0 96
6 20 0,344 1,96 9,77 96,8 83
7 20 0,642 3,67 5,23 0,63 99
8 20 0,640 3,66 5,25 97,2 93
9 20 0,466 2,66 7,20 96,7 97

Ova metoda radiokemijske sinteze kompleksa [Y’Lu]Lu-PSMA-617 moze se
primijeniti za pripravu jedne ili viSe doza za bolesnike tijekom jedne sinteze. U slu¢aju primjene
za vise bolesnika raspodjela doze mora se provesti ru¢no. Na temelju objavljenih podataka o
dozimetriji primjene radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617 kod ljudi, u pojedinim je
publikacijama jasno pokazano da je povecanje apsorbirane doze zrafenja uzrokovano
prisutno$éu metastabilnog stanja ’"™Lu zanemarivo pri klini¢ki znac¢ajnim razinama doza,
barem u kontekstu peptidne receptorske radionuklidne terapije (PRRT).100:158

U optimiziranim uvjetima proizvodnje, objavljene vrijednosti omjera '"™Lu/*""Lu
iznose izmedu 0,01 % i 0,02 % na kraju ozradivanja (engl. end of bombardment, EOB). Pri
omjeru Y"™Lu/"’Lu od 0,02 % to znaci da primijenjena doza sadrzi priblizno 1,4-1,8 MBq
1My, Primjerice referentni produkt Pluvicto® koji sadrzi radionuklid ’Lu bez nosaca (engl.
non-carrier-added, n.c.a.) rezultira efektivnom dozom po jedinici aktivnosti od
0,12 mSv MBq?, odnosno ukupnom efektivnom dozom od 0,89 Sv primjenom jedne doze
radiofarmaceutika s aktivnoséu od 7,4 GBq.

Kada se priprava radiofarmaceutika temelji na radionuklidu "’Lu proizvedenom
metodom bez nosaca (engl. non-carrier-added, n.c.a.) bolje je koristiti §to manju koli¢inu

prekursora buduéi da radionuklid *"’Lu dobiven metodom nema znacajnu koli¢inu stabilnog
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radionuklida 1"®Lu ¢ime se omoguéuje ucinkovito obiljezavanje liganda uz visoku molarnu
aktivnost (MBg nmoL1).140

Sveukupno, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da se pri uporabi radionuklid *"’Lu
proizvedenog metodom s nosate (engl. carrier-added, c.a.) radiofarmaceutik
WLu[*"Lu]Lu-PSMA-617 moze uéinkovito pripraviti uz relativno nizak omjer [L] / [M]. Pri
omjeru od priblizno 1,9 ostvarene su vrijednosti radiokemijske Cistoc¢e i radiokemijskog
iskoristenja od 96 %, S§to ukazuje na moguénost smanjenja koli¢ine peptide PSMA-617
potrebne za pripravu radiofarmaceutika uz zadrzavanje zadovoljavaju¢e ucinkovitosti
radiobiljezavanja.

Medutim, rezultati takoder pokazuju da omjer [L]/ [M] nije dovoljan za predvidanje
kvalitete konacnog pripravka, zbog Cega je potrebno istodobno optimirati koli¢inu i specificnu
aktivnost radionuklida ""Lu te uvjete reakcije. U tom smislu, uporaba radionuklida ""Lu
visoke specifi¢ne aktivnosti predstavlja vazan preduvjet za smanjenje koli¢ine liganda i

dobivanje radiofarmaceutika visoke molarne aktivnosti.
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§ 5. ZAKLJUCCI

U ovom radu uspje$no je provedena radiokemijska sinteza radiofarmaceutika [1'Lu]Lu-
PSMA-617 primjenom automatiziranog modula za obiljezavanje radiofarmaceutika s
radionuklidima %8Ga i Y/Lu. Ispitan je utjecaj razli¢itih parametara, uklju¢ujuéi omjer liganda
PSMA-617 i metala Lu u otopini ""LuCls, vrijednost pH otopine 1’’LuCls te dodatak etanola
kao hvatada slobodnih radikala kompleksirajueg agensa Zn-DTPA tijekom postupka
obiljezavanja radiofarmaceutika.

Pripremljeni radiofarmaceutik [*"Lu]Lu-PSMA-617, uz vrlo malu potro$nju pocetnih
reagensa, pokazao je zadovoljavaju¢u radiokemijsku ¢isto¢u u rasponu od 95,6 do 99,1 %, $to
je u skladu s kriterijima monografije Europske farmakopeje za radiofarmaceutik [*""Lu]Lu-
PSMA-I&T. Takoder je postignut visok radiokemijski prinos, u rasponu od 83 do 97 %.
Navedeni rezultati radiokemijske Cistoce i radiokemijskog prinosa ne ukljucuju interni produkt
7 jer u tom slucaju nije dobiven Zeljeni radiofarmaceutik. Dodatkom etanola kao hvataca
slobodnih radikala dobiveno je visoko radiokemijsko iskoriStenje od 97 %, a dodatak
kompleksiraju¢eg agensa Zn-DTPA smanjuje otpustanje slobodnog iona ’Lu®* nakon
apliciranja radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617 u vremenskom razdoblju izmedu 48 i
72 sati.

Ispitivanja stabilnosti metodom in vitro potvrdila su da je radiofarmaceutik ostao
stabilan tijekom 72 sata u fizioloskoj otopini 1 humanom serumu pri temperaturama od 25 °C i
37 °C. Kombinirana primjena metode ICP-MS i gama-spektrometrije primjenom detektora
HPGe omoguéila je jasno razlikovanje izotopa ’’Lu proizvedenog indirektnim putem metodom
bez nosaca (engl. non-carrier-added, n.c.a.) od izotopa ’Lu proizvedenog direktnim putem
metodom s dodanim nosacem (carrier-added, c.a.) u pripravljenom radiofarmaceutiku.

Ispitivanja kontrole kvalitete, provedena u skladu s monografijom Europske
farmakopeje koja se odnosi na srodne radiofarmaceutske pripravke, pokazala su prihvatljivost
pripravljenog radiofarmaceutika za medicinsku primjenu u lijeGenju raka prostate. Glavne
prednosti opisanog postupka priprave radiofarmaceutika [*/’Lu]Lu-PSMA-617 u vlastitoj
ustanovi jesu smanjenje troskova priprave te, posljedi¢no, ve¢a dostupnost radiofarmaceutika

obiljezenih s radionuklidom 7Lu.
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Vazno je napomenuti da pojedine pomoéne tvari i sirovine koriStene tijekom
obiljezavanja radiofarmaceutika u vlastitoj ustanovi, ukljuc¢ujuc¢i hvata¢ slobodnih radikala
etanol, peptid PSMA-617, otopinu *"’LuCls i kompleksirajuéi agens Zn-DTPA nisu bile
farmaceutske kvalitete prema zahtjevima dobre proizvodacke prakse (GMP). Stoga bi za
buduée povecanje opsega proizvodnje i rutinsku klinicku primjenu bilo preporucljivo koristiti
materijale u potpunosti uskladene sa zahtjevima dobre proizvodacke prakse (GMP) te provesti
odgovaraju¢a mikrobioloska ispitivanja. U svrhu validacije rada automatiziranog modula u
budu¢im istrazivanjima planirano je provodenje dodatnih ispitivanja, ukljucujuéi ispitivanje
sterilnosti kona¢nog proizvoda i media fill test za ispitivanje sterilnosti kasete.

Na temelju svih provedenih radiokemijskih sinteza, ispitivanja kvalitete i stabilnosti
radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617 radiokemijska sinteza za aplikaciju radiofarmaceutika
pacijentu uklju¢ivala bi uporabu radiofarmaceutskog prekursora, otopine ’’LuCls bez nosaca
(engl. non-carrier-added), peptida PSMA-617, pufera askorbinske kiseline, etanola kao
hvataca slobodnih radikala i kompleksirajuceg agensa DTPA za vezanje preostalog slobodnog
iona "Lu®*. Uporabom otopine ’LuCls bez nosaca koristit ¢e se relativno mala koli¢ina
prekursora PSMA-617 za obiljezavanje radiofarmaceutika s radionuklidom *"’Lu koja daje
zadovoljavajucu radiokemijsku ¢istocu uz visoku molarnu aktivnost produkta. Uz uporabu
odgovarajucih sirovina i pomo¢nih tvari te provedbu radiokemijske sinteze prema zahtjevima
dobre proizvodacke prakse (GMP), opisani postupak moze predstavljati osnovu za pripravu
radiofarmaceutika [*"’Lu]Lu-PSMA-617 namijenjenog intravenskoj primjeni u bolesnika s
metastatskim kastracijski rezistentnim karcinomom prostate.

Opéenito, usporedbom parametara kvalitete radiofarmaceutika pripravljenog u vlastitoj
ustanovi s referentnim radiofarmaceutikom Pluvicto® nisu utvrdena znacajna odstupanja koja
bi mogla ugroziti prihvatljivost proizvoda prema kriterijima utvrdenima vaZe¢im standardima
1 tako sprijeciti aplikaciju oboljelom pacijentu.

Unato¢ tome, radiofarmaceutik [*’’Lu]Lu-PSMA-617 pripravljen s izotopom ""Lu s
dodanim nosacem (carrier-added, c.a.), kakav je koriSten u ovom istrazivanju, predstavlja
ekonomski isplativiju opciju zbog nizih troskova proizvodnje, §to se posljedi¢no odrazava i na
cijenu konacnog proizvoda.

Cilj ovog rada bio je razviti interni postupak radiokemijske sinteze teranostickog

radiofarmaceutika [*/’Lu]Lu-PSMA-617 u modulu za automatiziranu sintezu. Takoder je bio
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cilj ispitati kvalitetu dobivenog radiofarmaceutika te dobivene rezultate usporediti sa
svojstvima referentnog komercijalno dostupnog radiofarmaceutika Pluvicto®.

Dobiveni rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je optimizacijom uvjeta
radiokemijske sinteze moguce dobiti kvalitetan teranosticki radiofarmaceutik [Y/’Lu]Lu-
PSMA-617 koji ¢e biti siguran za internu upotrebu u medicinske svrhe za lijeenja raka prostate

kod muskaraca.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

Y7Ly - lutecij-177

18F _ fluor-18

25 Ac — akitinij-225

%8Ga — galij-68

9MT¢ — tehnecij-99m

Aert — efektivna specificna aktivnost

As — specificna aktivnost

C.a. — s nosa¢em

CT — kompjutorizirana tomografija

DOTA - 1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraoctena kiselina
DOTAGA - 1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1-glutarna kiselina-1,4,7,10-trioctena kiselina
FDA — Agencija za hranu i lijekove

GBq — gigabekerel

GC - plinska kromatografija

HCI — klorovodi¢na kiselina

HNO3 — dusicna kiselina

HPGe — poluvodicki detektor od germanija visoke ¢istoce

HPLC — tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti

ICP-MS — induktivno spregnuta plazma sa spektrometrijom masa
LAF — kabinet s laminarnim protokom zraka

LAL — limulus amebocitni lizat

LET — linearni prijenos energije

LOQ - granica kvantifikacija

MBq — megabekerel

MCRPC — metastatski rezistentni karcinom prostate

n.c.a. — bez nosaca

NAL — 2-naftil-L-alanin

NaOH — natrijev hidroksid

PET — pozitronska emisijska tomografija
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Ph. Eur. — Europska farmakopeja

Prn — radionuklidna ¢istoca

PRRT — peptidna receptorska radionuklidna terapija
PSA — prostata specifi¢ni antigen

PSMA — prostata specifi¢ni membranski antigen
RKC — radiokemijska ¢istoca

RKI — radiokemijsko iskoriStenje

SPECT - jednofotonska emisijska kompjutorizirana tomografija
T12 — vrijeme poluraspada

TAT — ciljana alfa terapija

TFA — trifluoroctena kiselina

TLC — tankoslojna kromatografija

TXA — traneksamicna kiselina

UV-Vis — ultraljubicato-vidljivo (detektor)

v/v — volumen/volumen

Zn-DTPA — cink-trinatrijev-pentetat
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Slika D1. HPLC radiokromatogram otopine Y’’LuCls (1i I1) (Rt = 2,4 min)

C/mm A
600
400
200
PRODUKT 1
o —— RS s S e
T — T T T T T T T T T T T T T —T
0 20 40 60 80 100 mm
150{C/mm B
100
50
PRODUKT 1 slobodni ""Lu*
-~ S R S VTG R S NN
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 mm

Slika D2. TLC radiokromatogrami internog produkta 1 koji pokazuju da je *’Lu-koloid ostao
na mjestu nanosenja uzorka (A), dok se nekompleksirani ’/Lu®*" pomaknuo prema fronti

otapala (B)
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Slika D3. TLC radiokromatogrami internog produkta 3 koji pokazuju da je *’’Lu-koloid ostao

na mjestu nanosenja uzorka (A), dok se nekompleksirani *’’Lu®** pomaknuo prema fronti

otapala (B)
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Slika D4. TLC radiokromatogrami internog produkta 4 koji pokazuju da je *’’Lu-koloid ostao

na mjestu nanosenja uzorka (A), dok se nekompleksirani *’’Lu®" pomaknuo prema fronti

otapala (B)
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Slika D5. TLC radiokromatogrami internog produkta 5 koji pokazuju da je *’’Lu-koloid ostao

na mjestu nanosenja uzorka (A), dok se nekompleksirani ’/Lu®*" pomaknuo prema fronti

otapala (B)
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Slika D6. TLC radiokromatogrami internog produkta 6 koji pokazuju da je *’’Lu-koloid ostao

na mjestu nanosenja uzorka (A), dok se nekompleksirani ’/Lu®*" pomaknuo prema fronti

otapala (B)
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Slika D7. TLC radiokromatogrami internog produkta 7 koji pokazuju da je ’’Lu-koloid ostao

na mjestu nanosenja uzorka (A), dok se nekompleksirani ’’Lu®*" pomaknuo prema fronti

otapala (B)
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Slika D8. TLC radiokromatogrami internog produkta 8 koji pokazuju da je *’Lu-koloid ostao

na mjestu nanosenja uzorka (A), dok se nekompleksirani *’’Lu®" pomaknuo prema fronti

otapala (B)
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Slika D9. TLC radiokromatogrami internog produkta 9 koji pokazuju da je *’’Lu-koloid ostao

na mjestu nanosenja uzorka (A), dok se nekompleksirani ’’Lu®** pomaknuo prema fronti

otapala (B)

Tablica D1. Kalibracijski podaci za odredivanje koli¢ine peptida PSMA-617 u internim

produktima i referentnom produktu metodom HPLC

y(PSMA-617) povrSina pika Rt

[ng mL] [mV] [min]
1677 15,21

4 2362 15,20
2748 15,72

8107 14,97

10 8895 15,08
9377 15,06

18249 14,75

20 16978 14,74
17295 14,70

23350 14,47

25 23553 14,48
21855 14,60

51849 14,47

50 52528 14,56
53832 14,50
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Slika D10. Kalibracijska krivulja peptida PSMA-617
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Slika D11. UV kromatogrami peptida PSMA-617 (y = 4 ug mL™Y): A — prvo injektiranje;

B — drugo injektiranje; C — trece injektiranje
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Slika D12. UV kromatogrami peptida PSMA-617 (y = 10 ug mL™): A — prvo; B — drugo
injektiranje; C — tre¢e injektiranje
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Slika D13. UV kromatogrami peptida PSMA-617 (y =20 ug mL™1): A — prvo injektiranje;
B — drugo injektiranje; C — treée injektiranje
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Slika D14. UV kromatogrami peptida PSMA-617 (y =25 pg mL™): A — prvo injektiranje;
B — drugo injektiranje; C — trece injektiranje
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Slika D15. UV kromatogrami peptida PSMA-617 (y = 50 ug mL™1): A — prvo injektiranje;

B — drugo injektiranje; C — trece injektiranje
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Slika D16. UV kromatogrami internih produkata 1 i 2 s integriranim pikom peptida
PSMA-617
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Slika D17. UV kromatogrami internih produkata 3 i 4 s integriranim pikom peptida
PSMA-617
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Slika D18. UV kromatogrami internih produkata 5 i 6 s integriranim pikom peptida

PSMA-617
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Slika D19. UV kromatogrami internih produkata 7 i 8 s integriranim pikom peptida

PSMA-617
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Slika D20. UV kromatogram internog produkata 9 s integriranim pikom peptida PSMA-617
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Slika D21. UV kromatogram referentnog produkta Pluvicto® s integriranim pikom peptida
PSMA-617
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Slika D22.Stabilnost in vitro internog produkta 1 u fizioloskoj otopini (FO) i humanom
serumu (HS) pri 25 °C i 37 °C tijekom 72 sata inkubacije
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Slika D23. Stabilnost in vitro internog produkta 2 u fizioloskoj otopini (FO) i humanom
serumu (HS) pri 25 °C i 37 °C tijekom 72 sata inkubacije
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Slika D24. Stabilnost in vitro internog produkta 4 u fizioloskoj otopini (FO) i humanom
serumu (HS) pri 25 °C i 37 °C tijekom 72 sata inkubacije
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Slika D25. Stabilnost in vitro internog produkta 5 u fizioloskoj otopini (FO) i humanom
serumu (HS) pri 25 °C i 37 °C tijekom 72 sata inkubacije
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Slika D26. Stabilnost in vitro internog produkta 6 u fizioloskoj otopini (FO) i humanom
serumu (HS) pri 25 °C i 37 °C tijekom 72 sata inkubacije
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Slika D54. HPGe spektri internih produkata 1,2 i 4 s karakteristiénim energijama gama
zraéenja radionuklida ’Lu (E, = 113 i 208 keV) te metastabilnog izotopa 1""MLu
(E, = 228 keV)
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Slika D55. HPGe spektri internih produkata 5, 6 i 7 s karakteristi¢nim energijama gama
zraGenja radionuklida Y’Lu (E, = 113 i 208 keV) te metastabilnog izotopa '"™Lu
(E, = 228 keV)
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Slika D56. HPGe spektar internih produkata 8 i 9 s karakteristi¢nim energijama gama
zraGenja radionuklida Y’Lu (E, = 113 i 208 keV) te metastabilnog izotopa '"™Lu
(E, = 228 keV)
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Slika D57. HPGe spektar otopine Y’LuCls (1) i (I1) s karakteristi¢nim energijama gama
zragenja radionuklida "Lu (E, = 113 i 208 keV) te metastabilnog izotopa ""™Lu
(E, = 228 keV)
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§ 8. Dodatak |

Tablica D2. Retencijska vremena internih produkata radiofarmaceutika [}"’Lu]Lu-PSMA-617
i referentnog produkta Pluvicto®odredena metodom HPLC u humanom serumu pri 25 i 37 °C

tijekom 72 sata inkubacije

t[°C] 25 37
produkt Rt [min] t [h] R¢[min] Re[min]

24 11,88 11,86

1 11,84 48 11,90 11,83
72 11,82 11,82

24 11,88 11,89

2 11,97 48 11,80 11,83
72 11,88 11,89

24 12,00 11,94

3 11,92 48 11,98 11,97
72 11,92 11,90

24 11,98 11,98

4 11,99 48 11,89 11,89
72 11,90 11,91

24 11,83 11,82

5 11,95 48 11,78 11,87
72 11,57 11,58

24 11,91 11,88

6 11,93 48 11,61 11,68
72 11,90 11,90

24 11,96 11,92

8 11,89 48 11,89 11,92
72 11,97 11,96

24 11,95 11,97

9 11,88 48 11,99 11,93
72 11,85 11,85

24 11,85 11,82

referentni produkt 11,90 48 11,85 11,85
72 11,67 11,66
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§ 8. Dodatak I

Tablica D3. Radiokemijska ¢isto¢a internih produkata radiofarmaceutika [*'’Lu]Lu-PSMA-617 odredena metodom radio-TLC u
fizioloskoj otopini pri 25 °C i 37 °C tijekom 72 sata inkubacije

[*"Lu]Lu-PSMA-617 [%] 7_u-koloid [%0] slobodni ion Y7Lu®* [%0]
mobilnafaza  CH3;COONH4:CH3;OH =1:1 Na-citrat, pH =5.0 CH3;COONH.:CH;OH =1:1 Na-citrat, pH =5,0
temperatura t [°C] t [°C] t [°C] t [°C]
produkt t[h] 25 37 25 37 25 37 25 37

24 99,50 100,00 99,83 99,98 0,50 N/D 0,17 0,02
1 48 99,04 99,58 99,82 99,33 0,96 0,42 0,18 0,67
72 98,74 98,13 98,36 99,28 1,26 1,87 1,64 0,72
24 99,79 99,70 99,77 99,94 0,21 0,30 0,23 0,06
2 48 99,62 99,29 99,29 99,83 0,38 0,71 0,71 0,17
72 99,58 99,17 98,70 99,40 0,42 0,83 1,30 0,60
24 99,68 99,93 100,00 99,87 0,32 0,07 N/D 0,13
3 48 99,18 99,10 100,00 99,89 0,82 0,90 N/D 0,11
72 99,10 98,57 98,38 98,83 0,90 1,43 1,62 1,17
24 100,00 99,87 100,00 99,89 N/D 0,13 N/D 0,11
4 48 99,99 99,26 99,97 99,82 0,01 0,63 0,03 0,18
72 98,55 99,24 99,85 99,54 1,45 0,76 0,15 0,46
24 99,68 99,91 99,87 99,73 0,32 0,09 0,13 0,27
5 48 99,50 99,86 99,86 99,58 0,50 0,14 0,14 0,42
72 99,64 99,72 99,56 99,58 0,36 0,28 0,44 0,42
24 99,98 99,52 98,46 99,74 0,02 0,48 1,54 0,26
6 48 99,01 98,99 98,46 99,40 0,99 1,01 1,54 0,60
72 98,67 97,80 98,41 99,12 1,33 2,20 1,59 0,88
24 100,00 99,82 99,37 100,00 N/D 0,18 0,63 N/D
8 48 100,00 99,77 99,36 99,87 N/D 0,23 0,64 0,13
72 99,80 99,15 99,30 99,78 0,20 0,85 0,70 0,22
24 100,00 100,00 99,86 99,91 N/D N/D 0,14 0,09
9 48 100,00 99,77 99,69 99,85 N/D 0,23 0,31 0,15
72 99,94 99,48 99,25 99,19 0,06 0,52 0,75 0,81
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§ 8. Dodatak lii

Tablica D4. Radiokemijska ¢istoéa internih produkata radiofarmaceutika [*’Lu]Lu-PSMA-617 odredena metodom radio-TLC u humanom

serumu pri 25 °C i 37 °C tijekom 72 sata inkubacije

[Y"Lu]Lu-PSMA-617 [%0] 7_u-koloid [%0] slobodni ion ""Lu®" [%0]
mobilna faza CH3;COONH4:CH30OH =1:1 Na-citrat, pH =50 CH3;COONH,:CH;0OH =1:1 Na-citrat, pH = 5,0
temperatura t[°C] t[°C] t[°C] t[°C]
produkt t [h] 25 37 25 37 25 37 25 37

24 99,68 99,72 99,83 99,36 0,32 0,28 0,17 0,64

1 48 98,65 99,72 98,92 99,18 1,35 0,28 1,08 0,82

72 98,37 99,48 98,81 99,18 1,63 0,52 1,19 0,82

24 100,00 100,00 99,71 100,00 N/D N/D 0,29 N/D

2 48 100,00 100,00 99,64 99,72 N/D N/D 0,36 0,28

72 99,40 99,62 99,61 99,66 0,60 0,38 0,39 0,34

24 100,00 100,0 100,00 99,84 N/D N/D N/D 0,16

3 48 100,00 100,0 100,00 99,34 N/D N/D N/D 0,66

72 100,00 99,19 99,69 99,30 N/D 0,81 0,31 0,70

24 100,00 100,00 100,00 100,00 N/D N/D N/D N/D

4 48 99,89 100,00 100,00 99,90 0,11 N/D N/D 0,10

72 99,56 99,96 99,47 99,60 0,44 0,04 0,53 0,40

24 99,74 99,94 100,00 100,00 0,26 0,06 N/D N/D

5 48 99,57 99,93 100,00 99,73 0,43 0,07 N/D 0,27

72 99,45 99,88 100,00 99,64 0,55 0,12 N/D 0,36

24 100,00 100,00 100,00 100,00 N/D N/D N/D N/D

6 48 99,01 98,98 99,24 99,59 0,99 1,02 0,76 0,41

72 98,98 98,33 98,74 99,27 1,02 1,67 1,26 0,73

24 100,00 100,00 99,61 100,00 N/D N/D 0,39 N/D

8 48 100,00 99,84 99,55 99,80 N/D 0,16 0,45 0,20

72 99,83 99,69 99,16 99,78 0,17 0,31 0,84 0,22

24 99,50 99,58 100,00 99,88 0,50 0,42 N/D 0,12

9 48 99,22 99,47 99,89 99,71 0,78 0,53 0,11 0,29

72 99,18 99,18 99,86 99,61 0,82 0,82 0,14 0,39
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Tablica D5. Radiokemijska ¢istoéa referentnog produkta Pluvicto® odredena metodom TLC u fizioloskoj otopini i humanom serumu pri 25

°C 137 °C tijekom 72 sata inkubacije

[Y"Lu]Lu-PSMA-617 [%0] 7L u koloid [%0] slobodni ion Y"Lu®" [%0]
mobilna faza CH3COONH4:CH3OH =1:1 Na-citrat, pH =50 CH;COONH:CH;0H =1:1 Na-citrat, pH =5,0
temperatura t[°C] t[°C] t[°C] t[°C]

referentni produkt t[h] 25 37 25 37 25 37 25 37
24 100,00 100,00 100,00 100,00 N/D N/D N/D N/D
fizioloSka otopina 48 99,88 100,00 100,00 100,00 0,12 N/D N/D N/D
72 99,88 100,00 100,00 100,00 0,12 N/D N/D N/D
24 100,00 100,00 100,00 100,00 0,26 0,06 N/D N/D
humani serum 48 100,00 99,96 100,00 100,00 0,43 0,07 N/D 0,27
72 100,00 99,92 100,00 100,00 0,55 0,12 N/D 0,36
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§ 8. Dodatak

liv

Tablica D6. Masene koncentracije izotopa 1"°Lu i "Hf odredene metodom ICP-MS u internim produktima i referentnom produktu Pluvicto®

u humanom serumu pri 25 °C i 37 °C tijekom 72 sata inkubacije

t[°C] 25°C 25°C 25°C 37°C 37°C 37°C 25°C 25°C 25°C 37°C 37°C 37°C
bez bez
uzorak 24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72h
inkubacije inkubacije
ng Lt Ly WLy Ly Lo Lo YSLu YPLu 1 Hf U Hf T Hf T Hf 1 Hf 1 Hf 1 Hf
produkt 1 10,607 5889 6,481 6,112 6,584 6,184 6,579 58,617 32,335 35,783 32,776 36,315 33,211 36,131
produkt 2 13,262 8,270 8,157 8,484 8,571 8,543 8,839 73,318 45,749 45199 46,724 46,829 46,707 48,429
produkt 3 17,609 11,855 11,880 11,107 11,890 11,698 13,086 96,434 64,412 64,267 61,166 64,365 64,931 71,791
produt 4 21,111 14,283 14,436 14,937 17,236 15,185 14,844 116,329 78,563 79,824 82,559 96,892 83,593 80,638
produkt 5 32,083 21,693 25,646 24,394 21,912 22,543 23,292 249,119 167,467 198,704 187,353 168,347 172,395 181,142
produkt 6 7,027 4587 6,769 N/A 4,785 4,492 5561 54,076 35,767 52,321 N/A 37,153 34,842 36,581
produkt 7 18,613 N/A N/A N/A N/A N/A N/A 143,560 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
produkt 8 17,918 12,864 13,194 12,297 12,617 12,569 17,589 138,624 98,022 101,501 94,505 97,362 95,396 133,531
produkt 9 14,633 8,794 8,518 7,229 9,380 10,522 9,317 113,383 68,637 65,234 54,214 70,730 79,111 71,581
ref. produkt 68,987 26,452 27,482 28,260 26,808 26,766 28,498 0,906 0,523 0,366 0,302 0,220 0,242 0,223
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