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INTRODUCERE

De-a lungul anilor, radiofarmaceuticele au constituit un pilon fundamental in
dezvoltarea medicinei nucleare, devenind un instrument indispensabil in diagnosticarea,
monitorizarea si tratamentul personalizat al afectiunilor complexe, n special a celor
oncologice si cardiovasculare.

84Cu si 3Zr sunt doi dintre radioizotopii medicali care s-au facut remarcati in
cercetarea oncologica datorita proprietatilor lor fizico-chimice favorabile. ®*Cu, avand un
timp de injumatatire de 12.7 ore, este un radioizotop theranostic, care poate fi utilizat atat
pentru diagnosticare (datorita emisiilor %), cat si pentru terapie (datorita emisiilor B~ si
electronilor Auger), permitand monitorizarea in timp real a raspunsului pacientului la
tratament si ajustarea acestuia. In schimb, Zr datorita timpului de injumatitire de 78.4
ore, este ideal pentru generarea de imagini de inaltd rezolutie pe perioade extinse,
facilitind urmadrirea proceselor biologice si patologice pe termen lung. Aceastd
caracteristicd il face deosebit de util in studii de biodistributie si monitorizare detaliata a
terapiei.

Pentru a asigura eficienta si siguranta administrarii compusilor radiofarmaceutici,
dezvoltarea unor metode analitice riguroase este cruciala. Tehnicile cromatografice,
precum radio-cromatografia de lichide de inaltd performantd (radio-HPLC) si radio-
cromatografia de lichide in strat subtire (radio-TLC), sunt specifice analizarii compusilor
radiomarcati, asigurdnd separarea, identificarea si cuantificarea acestora Intr-un mod
precis si fiabil.

Scopul acestei teze de doctorat consta in dezvoltarea si optimizarea metodelor de
sintezd si analizd a radiofarmaceuticelor, cu un accent deosebit pe utilizarea
radioizotopilor ®*Cu si 3°Zr. Obiectivele specifice ale cercetarii includ: (I) investigarea
caracteristicilor fundamentale si a etapelor de dezvoltare a radiofarmaceuticelor, (II)
dezvoltarea si optimizarea metodelor cromatografice pentru analiza acestora, precum si
(II) testarea metodelor analitice pentru a asigura reproductibilitatea si acuratetea
rezultatelor. O contributie originald a acestei lucrdri constd in marcarea peptidelor, a
anticorpilor monoclonali si fragmentelor de anticorpi cu radioizotopii %*Cu si 8°Zr, urmata
de evaluarea metodelor analitice optimizate care sa asigure eficienta si siguranta lor n

aplicatiile medicinei nucleare.



Teza este structuratd in doud parti principale: partea teoreticd (doua capitole) si
partea experimentala (trei capitole), care include contributiile originale aduse prezentului
studiu.

Rezultatele obtinute in cadrul acestei teze nu doar cd imbunatatesc intelegerea
proceselor de radiomarcare si analiza compusilor radiomarcati, dar totodatd deschid noi
perspective pentru aplicarea radiofarmaceuticelor in diagnosticul si tratamentul bolilor

oncologice.



1. NOTIUNI FUNDAMENTALE CU PRIVIRE LA
IMPORTANTA UTILIZARII
RADIOFARMACEUTICELOR iN MEDICINA
NUCLEARA

Radiofarmaceuticele (RFM) reprezinta o clasa speciala de formuléri farmaceutice
in care un radioizotop atasat la un fragment farmaceutic este administrat prin inhalare, pe
cale orald, intravenoasd sau interstitiala pentru diagnosticarea si/sau terapia tintitd a
diferitelor boli. Un radiofarmaceutic este format in general, fie dintr-un radioizotop de
sine statator ('*'1), fie dintr-un radioizotop legat de o molecula biologic activa (anorganica
sau organica) responsabild de transportul acestuia la anumite organe, tesuturi sau celule
tintd [1]. Selectarea radioizotopului depinde de mai multi factori, printre care se numara
tipul de radiatii emise, energiile acestora, scopul pentru care este folosit, metodele de
productie, timpul de Tnjumatatire, tipul si dimensiunea tumorii vizate, densitatea tintei,
precum si eterogenitatea acesteia. Pentru diagnostic sunt necesari radioizotopi care emit
direct radiatii y sau care emit indirect fotoni cu energie foarte mare, ca urmare a reactiei
de anihilare dintre un pozitron si un electron din vecinatate, In timp ce, pentru terapia
tintitd sunt alesi cu atentie radioizotopi emitatori de radiatii a, B~ sau electroni Auger care
contribuie la deteriorarea si distrugerea in timp a celulelor tumorale [1]. Majoritatea
radioizotopilor de uz medical sunt produsi cu ajutorul reactoarelor nucleare sau
acceleratoarelor de particule de tip ciclotron, Insd exista si alternativa de producere prin
utilizarea generatorilor. in general, radioizotopii bogati in neutroni, cum ar fi **"Tc, ©°Co,
1921y, 1317, 166Ho, 177Lu, sunt produsi in reactoare fie prin procese de fisiune, fie prin
capturd de neutroni si au timpi de injumatdtire relativ mai lungi. Pe de alta parte,
radioizotopii cu deficit de neutroni, cum ar fi '3F, 2°!T1, 12°], ¢’Ga, %*Cu sunt produsi in
mod obisnuit la ciclotron prin reactii nucleare de tip (p, n) si (p, o) si au timpi de

injumatatire relativ scurti [2].

o Obtinerea la ciclotron

Pentru aceasta metoda de obtinere, particulele incarcate (protonii, deuteronii si
particulele o) sunt accelerate circular de un camp electric oscilant de inaltd frecventa si
ghidate de un camp magnetic perpendicular. Sursa de ioni se afld in centrul ciclotronului,
miscarea acestora desfasurandu-se pe o traiectorie circulard din ce in ce mai mare, pe

madsurd ce energia lor creste, urmand o cale spiralata spre exterior. Cand ionii accelerati



ating energia dorita, acestia sunt indreptati spre o fereastra de extragere, la o raza aferenta
energiei necesare. Fasciculul extras este ulterior directionat spre o tintd specifica, unde
are loc reactia nucleard pentru obtinerea radioizotopului de interes [3]. Radioizotopii
emitatori de pozitroni de interes medical sunt produsi eficient prin bombardarea izotopilor
stabili cu fascicule de protoni cu energii de pana la 18-19MeV, care pot fi generate la un
ciclotron de dimensiuni mici special proiectat pentru producerea de emitatori de pozitroni
pentru PET (Positron Emission Tomography) . In prezent, toate ciclotroanele mici
disponibile pentru producerea de izotopi sunt acceleratoare de ioni negativi care

transformad H" in protoni prin striparea ionilor [4].

Radioizotopul Cupru-64

Radioizotopul **Cu (T2 = 12.7 ore) prezintd caracteristici de dezintegrare care
permit utilizarea lui atat ca radiotrasor in imagistica PET (B"), cat si ca agent terapeutic
in radioterapia tintitd a cancerului (B~ si electroni Auger) [5]. Cu?* formeaza combinatii
complexe cu diferite tipuri de chelatori care pot fi legati de peptide, anticorpi, proteine
sau nanoparticule [5]. Radiofarmaceuticele care contin **Cu pot fi utilizate pentru
diagnosticarea si tratarea diferitelor tipuri de cancer, precum prostata, glioblastom,
melanom, cancere de san si, de asemenea, pentru diverse boli printre care se numara
arterioscleroza, boala Alzheimer etc.

Radioizotopul Zirconiu-89

Zirconiul-89 este un radioizotop cu un timp de injumatatire de ~78.4 ore, care
conform schemei de dezintegrare, prezinta un nivel scdzut de emisie de pozitroni (23%
B*), comparativ cu nivelul de capturd de electroni (77%). De obicei, 3°Zr este produs
folosind un ciclotron biomedical prin reactia ¥Y(p, n)*Zr si este izolat si purificat
utilizand rasini functionalizate cu hidroxamat [5]. In sistemele biologice, Zirconiul-89
exista In stare de oxidare +4 si poate forma complecsi cu numere de coordinare de pana
la 8. Datorita timpului de injumatatire favorabil este perfect compatibil cu timpul necesar
obtinerii unor imagini PET cu rezolutie spatiala buna, utilizdnd anticorpi monoclonali
(mAb) radiomarcati [5]. Cel mai utilizat chelator pentru marcarea mAb cu %Zr este
deferoxamina (DFO), care coordineaza Zr*" in mod hexadentat, marcarea realizindu-se

printr-o legdturd amidica.

PET este cunoscutd drept una dintre cele mai utilizate tehnici de imagistica
moleculard, care poate oferi imagini unice non-invazive si in vivo benefice pentru studiul

procesului biologic si biochimic al subiectilor in timpul experimentelor cu modele
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animale [6]. Principiul de baza pentru PET presupune detectarea in coincidentd a unei
perechi de cuante gamma generate in urma procesului de anihilare a pozitronilor emisi de

radiotrasorul injectat in corpul pacientului cu electronii din vecinatate.

2. METODE RADIO-CROMATOGRAFICE DE ANALIZA
A COMPUSILOR RADIOFARMACEUTICI

Metodele radio-cromatografice sunt esentiale pentru analiza compusilor
radioactivi, oferind informatii critice despre puritate, stabilitate si biodistributie, fiind
folosite in domenii diverse (monitorizarea poluantilor din mediu, dezvoltarea de
medicamente inovative, analize toxicologice detaliate si evaluarea sigurantei chimice)
[7]. Aceste metode presupun utilizarea unor tehnici, precum cromatografia de gaze (GC),
cromatografia pe hartie (PC), cromatografia in strat subtire (TLC) si cromatografia de
lichide de naltd performantd (HPLC), adaptate nevoilor speciale ale radiochimiei [8].
Optimizarea si validarea acestora este esentiald pentru asigurarea calitatii produselor [9].
Detectorii utilizati sunt de mai multe tipuri, precum detectori cu ionizare (camere de
ionizare, detectori proportionali, detectori Geiger-Miiller), detectori cu scintilatie,
autoradiografia si detectori semiconductori [7], [10]. Acestia asigurd o sensibilitate si
specificitate ridicate, contribuind la progresul stiintific si la protejarea sdnatatii publice si

a mediului Inconjurator [11].

o Radio-cromatografia de lichide de inalta performanta (radio-HPLC)

Radio-HPLC este o tehnicd analiticd complexa, cu o sensibilitate ridicata, utilizata
pentru separarea, identificarea si dozarea compusilor radiomarcati din diverse probe.
Aceasta tehnicd combind principiile HPLC cu tehnicile de detectie specifice
radiochimice, permitdnd determinarea atat a impuritatilor chimice, cat si radiochimice
[12].

Pentru a analiza o proba radioactiva folosind un radio-HPLC, un volum mic din
proba analizata este introdus in fuxul fazei mobile. Pompele de inaltd presiune Imping
faza mobila prin coloand la un debit specificat (mL/min), transportand astfel proba. Pe
madsura ce analitul trece prin coloana cromatografica, acesta este incetinit de prezenta
unor interactiuni chimice si fizice cu faza stationara [13]. Sistemele radio-HPLC implica
utilizarea a doi detectori legati in serie (I) un detector UV-Vis, electrochimic sau detector

cu indice de refractie — folosit pentru identificarea speciilor chimice [13]; (II) un detector
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radiochimic (cu scintilatie lichidd/solidd sau semiconductor) — folosit pentru detectarea

speciilor radioactive, precum sunt detectorii [7], [13].

o Radio-cromatografia de lichide in strat subtire (radio-TLC)

TLC (Thin-Layer Chromatography) este o tehnica analitica de baza, utilizata pe
scard largd in diferite domenii pentru separarea si identificarea compusilor dintr-un
amestec [14]. Varianta sa adaptatd pentru detectia compusilor radioactivi, cunoscuta sub
numele de radio-TLC, reprezintd un instrument cheie in controlul calitdtii produselor
radiofarmaceutice. Aceastd metoda se bazeaza pe separarea compusilor radiomarcati prin
migrarea lor pe o placa TLC (faza stationard) sub influenta unui solvent (faza mobild),
utilizand diferentele de polaritate si solubilitate dintre acesti compusi [13]. De obiceli, se
tine seama de trei aspecte importante atunci cand se alege faza mobila, si anume:
solubilitatea, afinitatea si rezolutia. Pentru citirea placi TLC se utilizeazd un scanner
echipat cu un detector specific, precum este cel cu scintilatie (Nal(Tl)), ideal pentru
radioizotopii emitatori gamma, sau un detector beta, potrivit pentru particulele .
Detectorul capteazd semnalele radiatiilor ionizante si le transmite catre un integrator
electronic, care filtreaza, amplifica si proceseaza datele, generand un profil cromatografic
precis ce indicd distributia compusilor radiomarcati. Sistemul include un mecanism
automat de scanare, care deplaseaza placa TLC vertical sub detector, asigurand analiza
completa si detaliata a Intregii suprafete in timpul unei singure rulari [13], [15] Detectorul
este prevazut cu colimatoare interschimbabile, pentru diferite energii ale radiatiilor, avand
scopul de a minimiza radiatiile din regiunile adiacente. Datele obtinute sunt procesate de
un program software dedicate, care permite identificarea compusilor si cuantificarea

radioactivitatii fiecaruia.

o Cromatografia de gaze (GC)

GC (Gas Chromatography) a fost una dintre primele tehnici de separare
cromatografica dezvoltatd de Martin si James in 1952, ocupand in prezent un loc
preferential in ceea ce priveste identificarea si separarea analitilor dintr-o proba. Aceasta
tehnica prezinta o serie de avantaje ce o fac atat de populara in domeniul chimiei analitice,
printre care se numara sensibilitatea, selectivitatea si rezolutia foarte ridicate, precum si
o bund acuratete si precizie, facilitaind o gama larga de concentratii la care se poate lucra
[16].

Probele analizate prin cromatografie de gaze pot fi in stare lichida sau gazoasa. In

cazul unei probe lichide, aceasta este introdusa in cromatograf cu ajutorul sistemul de
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injectie si transportatd prin coloana cromatografica incalzita, unde este vaporizatd si
componentele sunt retinute selectiv de catre faza stationara. Pentru eluarea acestora de pe
coloana este necesard trecerea unui gaz inert (N2, He) prin aceasta. Solubilitatea
componentelor din proba trebuie sa fie diferiti pentru a avea loc separarea. In cazul in
care componentele nu sunt suficient de volatile, este necesara scaderea temperaturii lor
de fierbere prin derivatizarea grupelor chimice. In ceea ce priveste alimentarea
cromatografului cu gaz inert, natura acestui gaz trebuie aleasd in functie de tipul de
detector utilizat, care la randul lui depinde de clasa de compusi analizati. Depozitarea
gazelor de inaltd puritate se face in butelii speciale care sunt prevazute cu reductoare de
presiune. Acest reductor are rolul de a asigura un nivel de presiune cuprins intre 1.5-3
atm. Pe traseul gazului inert catre cromatograf este prezenta o sitd moleculara pentru a se

putea evita patrunderea vaporilor de apa si a eventualelor impuritati in sistem [17].

3. SINTEZA SI EVALUAREA COMPLECSILOR DE *Cu:
OBTINEREA SI CONTROLUL DE CALITATE A
RADIOFARMACEUTICELOR REZULTATE iN URMA
IRADIERII TINTELOR SOLIDE

3.1. EVALUAREA PARAMETRILOR DE SEPARARE
CROMATOGRAFICA UTILIZATI PENTRU CONTROLUL DE
CALITATE AL PEPTIDELOR MARCATE CU RADIOIZOTOPUL

64CL1

3.1.1. Obtinerea radioizotopului **Cu la ciclotronul TR-19 si procesarea

radiochimici a solutiei [**Cu]CuCl

Producerea radioizotopului *Cu prin reactia nucleard *Ni (p, n) ®Cu, a fost
efectuata n cadrul Centrului de Cercetare Radiofarmaceutica folosind ciclotronul TR-19
(ACSI, Canada) si un sistem automat de post-procesare a tintelor solide (Alceo 3.0
COMECER, Italia). Procesul a implicat iradierea cu protoni a unei tinte solide (ST), de
%Ni tmbogatit electrodepusd, urmatd imediat de un proces automatizat de dizolvare si
purificare. Au fost folosite diferite concentratii de HCI pentru a separa ionii de cupru de
impuritatile de *Ni si cobalt (**Co, 3’Co, **Co, ®!Co), utilizand rasina schimbdtoare de

ioni AG1-X8. Solutia finala de [**Cu]CuCl; a fost obtinuta prin eluare cu HC10.5M [18].
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3.1.2. Procesul de radiomarcare a peptidelor utilizand radioizotopul **Cu

Radiomarcarea peptidelor a fost efectuata intr-un vas de reactie la temperatura de
95°C. 1 mL solutie de [**Cu]CuCl: cu o concentratie radioactiva cuprinsa intre 250-1500
MBg/mL si pH=3.8- 4.0 (tamponat cu acetat de amoniu), a fost adaugat peste 20 nmoli
de peptida dizolvatd anterior in 50 pL apd ultrapurd. Reactia a avut loc pe baie de apa
timp de 25 minute sub agitare continua la 200 rpm [19]. Dupa finalizarea reactiei de
marcare, solutia a fost purificata utilizand cartusul Strata™-X 33 pm RP. Peptida marcata
radioactiv a fost eluata de pe cartus cu 1 mL de etanol de calitate analitica. Ulterior, pentru
indepartarea excesului de etanol, solutia rezultata a fost evaporata la 80°C pana aproape
de sec. Dupa evaporare, peptida radiomarcatd a fost recuperatd cu 1 mL solutie salind
(0.9% NaCl), iar pH-ul a fost verificat si ajutat cu NaOH 1M (daca este necesar) pentru a

avea valoarea cuprinsa intre 7.0-7.4 [18], [19].
3.1.3. Controlul de calitate al peptidelor radiomarcate

Parametrii urmadriti in controlul de calitate al preparatelor radiofarmaceutice sunt:
aspectul probei, puritatea radiochimica (PRC) si radionuclidica (PRN), timpul de
injumatatire, pH-ul, sterilitatea, pirogenitatea si analiza solventilor reziduali. Toti
parametrii mentionati au fost evaluati In conformitate cu Farmacopeea Europeana,
deoarece radiofarmaceuticele sintetizate si descrise in aceastd lucrare sunt destinate

aplicatiilor de imagistica PET cu administrare parenterala [18].

3.1.4. Rezultate si discutii

3.1.4.1. Obtinerea si utilizarea solutiei de [**Cu]CuCl,

In urma iradierii tintei solide de %*Ni imbogitit si a procesarii post-iradiere a
acesteia, a fost obtinutd o solutie apoasa sub forma de [**Cu]CuCl: cu o activitate cuprinsa
intre 10-16 GBq, activitate corectata la EOB (sfarsitul iradierii) [20]. Aceasta solutie a
aplicatii biologice si radiobiologice. Caracterizarea detaliatd a solutiei de [**Cu]CuCl; a
oferit informatii clare si concise cu privire la urmdtoarele specificatii: puritate
radiochimica de 100%, puritate radionuclidicd de peste 99.99% si un timp de Tnjumatatire
de 12.43 £ 0.2 h. Pe baza acestor verificari, solutia de [**Cu]CuCl; a fost utilizata in studii

in vitro, pentru a putea evalua comportamentul *Cu la nivelul diferitelor linii celulare,
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precum si in experimente de radiomarcare cu peptide, anticorpi monoclonali si nanobody,

care au inclus studii de stabilitate atat in vitro, cat si in vivo.

Procesul de radiomarcare al conjugarii DOTA-peptida cu radioizotopul %Cu

Solutia de [**Cu]CuCl; a fost utilizatd pentru radiomarcarea a sase peptide
derivatizate cu chelatorul DOTA, si anume DOTA-NMN, DOTA-NT(8-13), DOTA-
PEG(4)-BBN(7-14), DOTA-NOC, DOTA-NMB si DOTA-cRGDmon. Pentru DOTA-
NMN si DOTA-NT(8-13), solutia de [**Cu]CuCl; utilizatd a avut o concentratie > 750
MBg/mL [19], in timp ce pentru restul peptidelor aceasta a variat intre 250-1500
MBg/mL. Parametrii de marcare, incluzind volumul solutiei de [**Cu]CuCl,,
temperatura, pH-ul, cantitatea de peptida utilizata si timpul de reactie, au fost mentinuti
constanti pentru toate peptidele, iar detaliile specifice pentru DOTA-NMN si DOTA-
NT(8-13) sunt prezentate in Tabelul 1.

Este de precizat faptul ca dintre cele sase peptide utilizate in procesul de
radiomarcare, doar doud (DOTA-NMN si DOTA-NT(8-13)) au fost utilizate pentru studii
suplimentare ce includ controlul de calitate si studii de stabilitate in vitro.

Tabel 1.Parametrii de radiomarcare pentru experimentele ST [19]

Peptida marcata
Parametrii
DOTA-NMN DOTA-NT(8-13)
Cantitate peptida (nmoli) 20
pH marcare 39+0.1
Volum solutie [**Cu]CuCl, (mL) 1.00£0.2
Activitatea [**Cu]CuCl, (MBq) 1340.4 + 70.1
Temperatura (°C) 95
Timp de reactie (min) 25
Randament marcare (%) 78.15+3.12 67.04 + 2.68

3.1.4.2. Dezvoltarea si optimizarea metodei cromatografice radio-HPLC

Au fost comparate doud coloane cromatografice SunFire C18 (150 x 4.6 mm, 3.5
um, 100 A, 16% C) si Hypersil GOLD (150 x 4.6 mm, 5 um, 175 A, 12% C). Faza mobili
utilizatd a fost formata dintr-un amestec binar de solventi: solvent A — apa cu 0.1% TFA
si solvent B — acetonitril cu 0.1% TFA. Gradientul optim aplicat a fost: 0.01 min/ 95% A/
5% B, 2 min/ 99% A/ 1% B, 15 min/ 30% A/ 70% B, 20 min/ 99% A/ 1% B, 25 min/ 95%

A/ 5% B. Acest gradient a asigurat eliberarea treptata si controlatd a eluentului prin
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coloana, asigurand astfel o rezolutie adecvatd intre componentele strans eluate [18].
Pentru optimizarea metodei, au fost ajustati parametri, precum temperatura coloanei si
debitul. Analiza utilizdnd coloana SunFire C18 a fost realizata la debite ale fazei mobile

de 0.5 si 1.0 mL/min si temperaturi ale coloanei de 30°C si 35°C (Figura 1) [18].
(a) (b)
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Figura 1. Evaluarea influentei debitului asupra formei peak-ului, simetriei si timpului
de retentie: (a) debit de 1 mL/min si (b) debit de 0.5 mL/min, cu temperatura mentinuta
constanta la 35 °C

In urma modificarii temperaturii coloanei, diferenta intre valorile timpilor de
retentie obtinute la 35 °C si cele obtinute la 30 °C a fost mai mica de 1% (Figurile 1si 2).
Aceasta micd variatie sugereaza ca metoda propusa este robusta, demonstrand stabilitatea
si rezistenta la schimbari de temperaturd. Metoda asigura rezultate fiabile si precise.
Timpul total de analizd pentru metoda utilizatd a fost de 25 minute, ceea ce permite

evaluarea probelor intr-un interval de timp scurt si bine definit [18].
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Figura 1. Evaluarea influentei temperaturii coloanei cromatografice asupra analizei:
(a) 35 °C i (b) 30 °C, mentinand debitul constant la 1 mL/min
Pentru a evalua performanta metodei, au fost selectate si analizate patru peptide
radiomarcate ([**Cu]Cu-DOTA-NMB, [**Cu]Cu-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14), [**Cu]-
DOTA-NOC si [**Cu]-DOTA-cRGDmonomer), conform metodei descrise anterior. In
Tabelul 2, sunt prezentate valorile puritatii radiochimice acestea.

Tabel 2. Valorile PRC ale peptidelor radiomarcate, determinate prin radio-HPLC

Peptida radiomarcata

Puritate radiochimica (%)

[**Cu]Cu-DOTA-NMB

100%

[#*Cu]Cu-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)

99.99%
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[**Cu]Cu-DOTA-NOC 95.94%
[**Cu]Cu-DOTA-cRGDmonomer 92.67%

3.1.4.3. Analizaradio-TLC a radiofarmaceuticelor sintetizate. Influenta fazei

mobile In cromatografia de lichide

Au fost comparate doud faze mobile cu compozitii si caracteristici chimice
semnificativ diferite pentru analiza [**Cu]CuCl,, [**Cu]Cu-DOTA-NMB si [**Cu]Cu-
DOTA-PEG(4)-BBN(7-14). Analizele radio-TLC au fost efectuate utilizdnd drept faza
stationard placute de silicagel pe suport de aluminiu. Aceste placute au fost scanate cu
ajutorul unui detector de germanat de bismut (BGO), prevazut cu colimatori
interschimbabili, adecvati pentru diferite intervale de energie. Modificérile valorilor Ry
au fost monitorizate cu atentie pentru optimizarea procesului de separare si identificarea
speciilor chimice. Faza mobila F1 (timp migrare 30 minute) a constat Intr-un amestec de
solventi format din metanol si acetat de amoniu (concentratie de 1 M), in raport de 7:3
(vol/vol). In timp ce, faza mobila F2 (timp migrare 15 minute) a fost formati dintr-o
solutie de citrat de sodiu 0.1 M. Cromatogramele si rapoartele generate in urma scanarilor

radio-TLC sunt prezentate n Figura 3.

(b) ©

Figura 3. Cromatogramele radio-TLC pentru (a) [**Cu]CuCly, (b) [**Cu]Cu-DOTA-
NMB si (¢) [*Cu]Cu-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) in F1 si ("), (b*), (¢*) in F2

Peptidele radiomarcate au prezentat o afinitate crescutd pentru faza stationara

atunci cand a fost utilizatd faza mobila F2. Analizele radio-TLC au demonstrat ca
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puritatea radiochimica a compusilor analizati a fost mai mare de 95%, rezultat confirmat

si de radio-HPLC. Acest lucru subliniaza consistenta si acuratetea metodelor dezvoltate.

3.1.4.4. Controlul de calitate al neuropeptidelor radiomarcate [**Cu]Cu-

DOTA-NMN si [#*Cu]Cu-DOTA-NT(8-13)

In cadrul acestui studiu, a fost realizati o evaluare detaliati a calititii compusilor
[**Cu]Cu-DOTA-NMN si [#*Cu]Cu-DOTA-NT(8-13), cu scopul de a testa si compara
conformitatea acestora cu standardele stricte prevazute de Farmacopeea Europeana,
pentru radiofarmaceuticele administrate sub forma de solutii injectabile (Tabel 3) [18].

Tabel 3. Rezultatele controlului de calitate a compusilor radiomarcati cu %*Cu [18]

terii
Test Criteriide | g |Cu-DOTA-NMN | [#Cu]Cu-DOTA-NT(8-13)
acceptare
Aspect Clara, incolora M ™M
pH 4.0-8.0 7.5 7.5
Identitate Tip,=12.7h
radionuclidica | (£ 10 %), 24h 12.43 h 12.81h
(T1) EOB
Identitate | <11} pev o |
radionuclidica
Puritate > 99.99 %
radionuclidica (spectru v) 24h “ “
. EOB
>95%
. 100 % 100 %
Puritate (radio-TLC) ° °
radiochimica >95%
N 100 © 100 ¢
(radio-HPLC) 00% 00%
Sol.venp. Etanol 7 v
reziduali <2.5 g/adm.
Endotoxine <175 EU/mL 4] 4]

3.1.4.5. Studiu de stabilitate

Stabilitatea peptidelor a fost evaluata prin radio-HPLC pe o perioada de timp de
72 ore dupd finalizarea proceselor de radiomarcare si purificare. Pentru a evalua
stabilitatea puritatii radiochimice in timp, au fost prelevate patru probe din aceeasi fiold
(solutie finald), fiecare fiind injectata la intervale diferite de timp din momentul finalizarii

sintezei (Figura 4) [18].
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Figura 4. Studiul de stabilitate al radiofarmaceuticelor (a) [**Cu]Cu-DOTA-NMN si
(b) [“Cu]Cu-DOTA-NT(8-13)

3.2.0PTIMIZAREA SI VALIDAREA METODEI CROMATOGRAFICE

GC-HS PENTRU IDENTIFICAREA SOLVENTILOR REZIDUALI IN
PRODUSE RADIOFARMACEUTICE

3.2.1. Introducere

Acest studiu isi propune sa optimizeze si sd valideze o metodd analitica
imbunatatitd de cromatografie de gaze ce utilizeaza un detector cu ionizare in flacara
(FID) si un sistem de injectie de tip Headspace (HS), pentru cuantificarea nivelului de
solventi reziduali utilizati frecvent in sinteza radiofarmaceuticelor, si anume: metanol,

etanol, izopropanol, acetonitril si acetona [21].
3.2.2. Metoda GC-HS

Evaluarea solventilor reziduali din complecsii de *Cu, a fost efectuata utilizand
un cromatograf de gaze, GC Agilent 7890A echipat cu un detector FID, un sistem de
injectiec Headspace 7697A si un autosampler ALS G4513A. Pentru separarea
cromatografica, a fost utilizatd o coloana capilara de silice topita (6% poli[(cianopropil)-
(fenil)] siloxan si 94% poli(dimetil) siloxan) cu dimensiunile de 30 m x 0.53 mm, 3 pm
(Agilent J&W DB-624) [22]. Software-ul OpenLab CDS (Agilent Technologies Inc.,
SUA) a fost folosit pentru a efectua controlul sistemului, achizitia si procesarea datelor

[23].

3.2.3. Rezultate si discutii

3.2.3.1. Optimizarea metodei GC-HS

Analiza solventilor reziduali si implicit caracterizarea metodei descrise in acest

studiu au fost realizate in urma adaptarii si optimizarii anumitor parametri ai metodei n
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concordantd cu necesitatile actuale, pornind de la munca noastrd raportatd anterior si
conditiile prevazute de Ph.Eur (Tabel 4) [23].

Tabel 4. Parametrii metodei GC-HS utilizati pentru analiza solventilor reziduali [23]

Parametrii setati Ph.Eur. [24] Initiali [22], [25] Optimizati
Gaz purtator He
Raport de scindare 5:1 15:1 20:1
Debit de gaz (mL/min) - 48 33
GC | Presiune (psi) - 2.27 7.95
Temperatura cuptor (°C) 40-240 40-100 35-85
Temperatura FID (°C) 250 250 300
Timp de analizd (min) 35 7 7
Temperatura 80 -105 105 100
echilibrare(°C)
HS | Timp echilibrare (min) 45-60 2 3
Temperatura transfer (°C) 80-110 110 100
Durata injectarii (min) - 0.2 0.5

3.2.3.2. Caracterizarea metodei

Metoda propusd ofera o solutie rapidd pentru determinarea solventilor, cu un timp
de analizd de doar 7 minute. Toate seriile de radiofarmaceutice testate au respectat
standardele de acceptare, iar continutul de solventi reziduali a fost mai mic decat limitele
admise, confirmand aplicabilitatea si fiabilitatea metodei. Aceastd optimizare este extrem
de importanta pentru aplicatiile In domeniul radiofarmaceutic, unde rapiditatea si
acuratetea metodei sunt cruciale. Prin urmare, in cadrul acest studiu a fost optimizata,
validatd si implementatd o metodd simpla, fiabila si eficienta de GC-HS pentru
determinarea simultand a cinci solventi reziduali (metanol, etanol, acetona, izopropanol

si acetonitril) din produsele radiofarmaceutice [23].

3.2.3.3. Testarea sistemului

In cadrul testdrii sistemului, aceasta a fost utilizatd pentru identificarea si
cuantificarea solventilor reziduali din proba de [¢*Cu]Cu-DOTA-NT, cu etanol ca solvent

de interes. Comparativ cu metoda anterioard, aceastd abordare permite observarea mai
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devreme a peak-urilor de solventi, conducand la o eficientd mai buna a Intregului proces,

fara ca precizia metodei sa fie afectata [23].

4. SINTEZA SI EVALUAREA COMPLECSILOR DE ¥Zr:
OBTINEREA SI CONTROLUL DE CALITATE A
RADIOFARMACEUTICELOR REZULTATE iN URMA
IRADIERII TINTELOR SOLIDE

4.1. Producerea Zirconiului-89 si procesarea radiochimica a tintei iradiate

Radioizotopul #Zr a fost produs la ciclotronul TR-19 prin bombardarea unei tinte
de " cu protoni, in urma reactiei nucleare ¥Y(p, n)*°Zr. Dupa iradiere, tinta a fost
dizolvata folosind HCl 2M si 4 M la 100°C, intreg procesul durdnd aproximativ 50
minute. Solutia rezultata, de [*°Zr]ZrCls, a fost purificata utilizind un cartus specific
pentru Zr. Impuritatile din solutie au fost indepartate cu HCI 2M si apa. In final, Zr a

fost eluat de pe cartus cu acid oxalic 0.1 M si 0.5 M sub forma de [*°Zr]Zr-oxalat.
4.2. Reactia de conjugare a chelatorului p-SCN-Bz-DFO cu mAb

o p-SCN-Bz-DFO — anti-HER2
Pentru realizarea reactiei de conjugare anti-HER2/ErbB2 cu p-SCN-Bz-DFO a
fost utilizat un raport masic de 1 la4 (mAb : chelator). Peste un volum de 50 pL, respectivi
150 pL de solutie de anti-HER2/ErbB2 (0.49 £ 0.02 mg/mL) a fost adaugat un volum de
5 pL, respectiv 15 pL din solutia stoc de p-SCN-Bz-DFO. pH-ul solutie de conjugare a
fost ajustat la 9.20 + 0.2 cu solutie tampon de Na,CO; 0.1M. Amestecul rezultat a fost
incubat timp de 30 minute intr-un Thermoshaker (300 rpm) la 37 °C [26].

o p-SCN-Bz-DFO - affibody anti-HER?2

Conjugarea p-SCN-Bz-DFO — affibody anti-HER2 a fost realizatd conform
procedurii descrise anterior, cu modificari minore privind concentratia fragmentului de
anticorp si timpul de reactie. Au fost comparate doud concentratii diferite de affibody
anti-HER?2 (0.3 mg/mL si 0.5 mg/mL), iar timpul de reactie a fost marit de la 30 la 60 de
minute pentru ambele concentratii. Un volum de 10 pL, respectiv 12 pL de p-SCN-Bz-
DFO din solutia stoc a fost adaugat peste 100 pL (0.5 mg/mL), respectiv 200 puL (0.3
mg/mL) de solutie de affibody anti-HER2, mentinandu-se un raport masic intre mAb si

chelator de 1 : 4. Reactiile de conjugare au avut loc intr-un Thermoshaker (300 rpm) la
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37 °C si pH 9.20 £ 0.2. Evaluarea raportului de conjugarea chelator : affibody anti-HER2

a fost realizatd prin spectrometrie de masa.

4.3. Purificarea conjugarii p-SCN-Bz-DFO-mAb

Dupa un timp de 30, respectiv 60 de minute, chelatorul neconjugat a fost
indepartat prin cromatografie de excluziune stericd, utilizdnd o coloana PD-10 si solutie
salind de NaCl (0.9%) [27]. Solutiile conjugate au fost diluate cu NaCl 0.9% pana la un
volum final de 1 mL, dupa care eluate pe coloana. Chelatorul nelegat a fost indepartat
prin spalare cu 1.5 mL NaCl 0.9%, in timp ce conjugarea chelator — mAb retinutd pe

coloana a fost eluata cu 2.5 mL NaCl 0.9%.

4.4. Radiomarcarea cu %°Zr a conjugirii p-SCN-Bz-DFO-mAb

Studiul de fatd s-a concentrat pe marcarea cu radioizotopul 3°Zr a doua tipuri de
imunoglobuline, anti-HER2/ErbB2 si affibody anti-HER2. Aceste imunoglobuline au fost
initial conjugate cu chelatorul bifunctional p-SCN-Bz-DFO-mADb si apoi radiomarcate la
37 °C, folosind un Thermoshaker setat la 550 rpm, timp de 60 minute, cu o solutie de
[8Zr]Zr-oxalat. Solutia de [¥Zr]Zr-oxalat a fost neutralizatd cu Na;COs3 2M la un pH
fiziologic de 7.20 + 0.2 si apoi addugatd peste conjugate [28]. Pentru radiomarcarea
imunoconjugatelor p-SCN-Bz-DFO — anti-HER2 si p-SCN-Bz-DFO — affibody anti-
HER2, a fost utilizat un volum de 0.5-1.0 mL de solutie de [*Zr]Zr-oxalat. Pentru
optimizarea reactiei si pentru a evalua influenta pH-ului asupra marcdrii, acesta a fost
variat intre 7.0-9.2. Dupa un timp de reactie de 60 de minute, solutiile au fost ldsate la

temperatura camerei s se raceasca si ulterior purificate pe coloana PD-10.

4.5. Caracterizarea complecsilor de %°Zr(IV) sintetizati

Asemenea oricdrui alt radiofarmaceutic utilizat in aplicatiile de imagistica
moleculard si descris in Farmacopeea Europeana, este necesar sa se efectueze un control
riguros al calititii produsului. In cadrul acestui studiu, au fost monitorizati urmatorii
parametrii ai controlului de calitate: aspect, pH, puritate radiochimicd, puritate si

identitate radionuclidica, stabilitate, precum si randament de reactie.

Puritatea radiochimica si radionuclidica
Determinarea puritatii radiochimice a fost efectuata utilizand placi de TLC din

silicagel pe suport de plastic si citrat de sodiu 0.1M ca faza mobild. De asemenea, pentru
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solutiile de [¥Zr]ZrCls si [Zr]Zr-oxalat au fost testate ambele tipuri de faze stationare
(celuloza vs. silicagel) utilizand patru faze mobile diferite.

Puritatea si identitatea radionuclidicd au fost evaluate prin determinarea timpului
de injumatatire al radioizotopului 3°Zr, utilizind un calibrator de doza. Acesta a fost
determinat in urma a trei masuratori consecutive a activitétii probei de [*Zr]Zr-oxalat,
efectuate pe parcursul a 24 de ore. De asemenea, a fost identificat peak-ul
caracteristic 3°Zr la 909 keV, folosind un spectrometru de radiatii gamma echipat cu un

detector HPGe.

Studii de stabilitate ale complecsilor de ¥Zr(IV) in ser fiziologic, uman si de
sobolan

Stabilitatea complecsilor de *Zr (IV) a fost evaluata atét ser fiziologic, cat si in
ser uman si de sobolan. Pentru prepararea probelor a fost utilizata o activitatea cuprinsa
intre 5.5-10 MBq de compus radioactiv peste care s-au addugat 200 uL ser. Probele au
fost incubate la 37 °C cu agitare ocazionala timp de pana la 140 ore. Stabilitatea probelor

a fost monitorizata utilizand un sistem radio-TLC.

4.6. Rezultate si discutii

4.6.1. Productia Zirconiului-89, procesarea post-iradiere si caracterizarea

fizico-chimica a solutiei de [*°Zr]Zr-oxalat

In urma iradierii tintei de ™Y la ciclotronul TR-19, s-a obtinut o activitate medie
de 2.67 +0.81 GBg/serie. Solutia de [3*Zr]ZrCls rezultata in urma dizolvarii tintei cu HCI
a fost trecutd printr-o rasind schimbatoare de ioni, pre-incarcata cu un derivat al acidului
fenamic (R-CO-NH-OH). Pentru indepartarea impuritdtilor metalice, coloana a fost
spalatd succesiv cu HCI 2 M si apa. In final, 8°Zr a fost eluat sub forma de oxalat, utilizand
acid oxalic cu concentratii de 0.1 M si 0.5 M. Dupa procesul de dizolvare si purificare a
tintei iradiate, s-a obtinut o activitate a solutiei de [*Zr]Zr-oxalat de 1.95 + 0.7 GBq,
corectatd la EOB.

Spectrul gamma generat (Figura 5) a identificat prezenta exclusiva a peak-urilor
caracteristice %°Zr (909 keV si 511 keV), fard alti radioizotopi contaminati. Aceste

rezultate confirma o PRN a solutiei [*°Zr]Zr-oxalat > 99.9%.
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Figura 5. Spectrul gamma al solutiei de [¥Zr]Zr-oxalat
Puritatea radiochimica a solutiei de [%°Zr]Zr-oxalat a fost evaluatd pe parcursul
intregului proces de purificare si In timpul ajustdrii pH-ului, utilizind metoda radio-

TLC/citrat de sodiu 0.1M/silicagel. Solutia finala de [**Zr]Zr-oxalat, cu un pH de 7.2 +

0.2, folosita in procesul de marcare, a demonstrat o puritatea radiochimica > 95%.

4.6.2. Adaptarea si optimizarea metodei radio-TLC pentru analiza

compusilor radiomarcati cu ¥Zr

Scopul acestui studiu a constat in incercarea de a descoperi o metoda adecvata,
rapida si eficientd pentru identificarea si separarea diferitilor compusi complexati cu ¥Zr.
In aceasti incercare au fost comparate patru faze mobile distincte utilizand doua tipuri de
faze stationare (silicagel si celulozd). Fazele mobile comparate in cadrul studiului au fost:
(Metoda 1) citrat de sodiu 0.1 M, (Metoda 2) un amestec de metanol si acetat de amoniu
1 M aflat in raport molar 7:3 (vol/vol), (Metoda 3) acid citric 20 mM tamponat cu Na,COs
2M la o valoare a pH-ului de 5.0 si (Metoda 4) un amestec de metanol si apa acidulata cu
4% TFA aflate in raport molar 1:1 (vol/vol). Volumul de proba spotat pentru toate
analizele radio-TLC a fost de 3 uL.

Pe baza tuturor rezultatelor obtinute, s-a demonstrat cd Metoda 1, ce presupune
utilizarea fazei mobile de citrat de sodiu 0.1 M si a fazei stationare de silicagel, a oferit
cea mai eficientd si reproductibild separare a complecsilor de [*Zr]Zr(IV). Aceastad
metoda a generat peak-uri clare si bine delimitate, evidentiind o migrare a probelor bine
controlatd. Prin urmare, aceasta faza mobila a fost folosita in toate studiile ulterioare

avand un timp de migrare a solventului pe placuta de aproximativ 15 minute.
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4.6.3. Evaluarea radiomarcarii imunoconjugatelor cu [¥Zr]Zr-oxalat

o [¥Zr]Zr-p-SCN-Bz-DFO - anti-HER?2

Pentru radiomarcarea anticorpului monoclonal anti-HER2/ErbB2 au fost utilizate
douad solutii de [*Zr]Zr-oxalat cu concentratii radioactive diferite (0.23 si 0.43 MBg/uL).
Eficienta reactiei de radiomarcare a fost evaluata prin radio-TLC. In primul experiment
s-a utilizat un volum de 1 mL de [*Zr]Zr-oxalat (0.43MBgq/uL) pentru marcarea unei
cantitati de 0.181 nmoli de anticorp, obtinandu-se un randament de 2.16%. Pentru a
imbunatati acest randament, au fost ajustate atat cantitatea de anticorp, cat si activitatea
solutiei de [¥Zr]Zr-oxalat. In al doilea experiment, cresterea cantititii de anticorp la 0.543
nmoli si reducerea activitatii de [*°Zr]Zr-oxalat la 0.23 MBg/uL au condus la o crestere
semnificativa a randamentului de reactie pana la 12.73%. Solutiile de [¥Zr]Zr-p-SCN-
Bz-DFO-anti-HER2 au prezentat un aspect limpede, incolor, cu o puritate radionuclidica
(PRN) >99.9% si o puritate radiochimica (PRC) variind intre 3.41 si 42.51%. Evaluarea
PRC a compusilor a fost efectuatd atat inainte, cat si dupa etapa de purificare pe coloana

PD-10.

o [*Zr]Zr-p-SCN-Bz-DFO- affibody anti-HER?2

In cadrul acestor experimente, au fost utilizate volume diferite de solutie de
[8Zr]Zr-oxalat (0.5-1.1 mL), pentru radiomarcarea diferitelor cantitati de affibody anti-
HER?2 (6.89 si 8.25 nmoli), pastrand constante temperatura (37°C) si timpul de reactie (1
ord) si ajustand pH-ul de marcare in intervalul 7.0-9.0 (Tabel 5). Aceastd abordare a
permis evaluarea eficientei radiomarcarii in diferite conditii, esentiale pentru optimizarea
intregului proces.
Tabel 5. Parametrii utilizati in procesul de radiomarcare a moleculei transportoare

affibody anti-HER2 cu 3°Zr

[¥Zr]Zr-p-SCN-Bz-DFO-affibody anti-HER2
Parametrii marcare

Exp.1 Exp. 2 Exp.3
Cantitate affibody (nmoli) 6.89 8.25 8.25
Cantitate p-SCN-Bz-DFO (nmoli) 265 318.8 318.8
pH marcare 72+0.2 73+02 | 7.0-75|7.5-80|8.0-85| 9.0
Volum [¥Zr]Zr-oxalat (uL) 1040 £ 106.1 1050 500+0.2
Activitate [*Zr]Zr-oxalat (MBq) | 265.5+91.2 460 112.1£8.2
Temperatura reactie (°C) 37 37 37
Timp reactie (min) 60 60 60
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Randament (%) 75.09+7.2 33.83 78.41 | 4545 | 1459 | 11.96
Activitate specifica (MBg/nmoli) 26.5+4.4 18.86 11.45 5.97 2.07 1.49
Puritatea radiochimica (%) 97.96 42.05 87.96 | 50.99 | 16.35 | 13.41

Primul experiment a avut ca scop evaluarea procesului de radiomarcare a
imunoconjugatului p-SCN-Bz-DFO — affibody anti-HER2, folosind o cantitate mica, de
numai 6.89 nmoli de affibody anti-HER2 si o concentratie radioactiva a solutiei de
[¥Zr]Zr-oxalat de aproximativ 0.25 + 0.06MBg/uL. Experimentul acesta a fost unul de
referintd pentru stabilirea conditiilor de baza necesare pentru procesul de marcare, avand
in vedere parametrii ajustati in experimentele 2 si 3. Randamentul de marcare a fost de
aproximativ 75%, ceea ce sugereaza o eficienta relativ buna in conditiile experimentale
stabilite. In ceea ce priveste puritatea radiochimica obtinuta atat inainte, cat si dupa etapa
de purificare, aceasta a prezentat valori peste 97% pentru ambele cazuri (Figura 6).
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Figura 6. Cromatogramele radio-TLC pentru complexul [3*Zr]Zr-p-SCN-Bz-DFO-
affibody anti-HER2 (Experiment 1): (a) Tnainte de purificare si (b) dupa purificare

In cadrul experimentului 2, pentru radiomarcarea unei cantititi de 8.25 nmoli de
affibody anti-HER2 a fost utilizatd o concentratie radioactiva a solutiei de [*Zr]Zr-oxalat
de 0.44 MBg/pL. Randamentul de marcare obtinut in cazul experimentului 2, dupa 12 ore
de la initierea reactie de marcare a crescut de la 34% pana la aproximativ 68%, ceea ce a
indicat o valoare comparabila cu rezultatele obtinute in experimentul 1, sugerand insa in
continuare o eficientd a reactiei de marcare mai scazuta. Puritatea radiochimica a
compusului [¥Zr]Zr-p-SCN-Bz-DFO-affibody anti-HER?2, a prezentat modificari majore

fata de valoarea obtinutd initial, acesta crescand de la 42% la 84.62% (Figura 7).
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Figura 7. Cromatograma radio-TLC rezultata in urma analizei solutiei de [*Zr]Zr —p-
SCN-Bz-DFO - affibody anti-HER2 din cadrul Experimentului 2 dupa (a) 1 ora de la
initierea reactiei si (b) peste noapte la 37°C
Pe baza constatarilor din experimentul 2, am introdus 1n cadrul experimentului 3,

patru niveluri diferite de pH (7.0-9.0) mentindnd constantd cantitatea de affibody anti-
HER2 (8.25 nmoli) si cantitatea de chelator (318.8 nmoli). Monitorizarea evolutiei
reactiilor de marcare a fost realizatd prin radio-TLC la intervale de 1, 2 si 12 ore de la
initiere. Rezultatele obtinute au indicat o crestere continud a puritatii radiochimice dupa

2 ore, sugerand ca acestea nu au atins un punct de saturatie si continua sa evolueze (Figura

8).
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Figura 8. Dependenta puritdtii radiochimice de pH-ul de marcare la diferite intervale de

timp de la initierea reactiei

Reactia de marcare desfasurata la un pH de 7.0 - 7.5 a prezentat o puritatea
radiochimica ridicatad incd dupa 1 ora de la initierea procesului, cu valori de peste 85% si

o crestere constanta a acesteia in timp. Aceste rezultate confirma ca acest interval de pH

este favorabil atat pentru realizarea reactiei de radiomarcare, cat si pentru mentinerea

stabilitdtii compusului pe o perioada de timp mai indelungata.
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4.6.4. Studiu de stabilitate

Studiul de stabilitatea a complecsilor de ¥Zr(IV) a fost realizat atat in solutie
salind (0.9% NaCl), cat si in medii biologice, precum serul uman si serul de sobolan. in
solutie salina fragmentul de anticorp radiomarcat a prezentat o scddere de 7.1% a PRC
dupa 140 ore de incubare, in timp ce in ser uman a ajuns la 53.42%, respectiv 35.63% in
ser de sobolan (Figura 9). Aceste rezultate sugereaza ca, desi fragmentul de anticorp
marcat are un timp de Tnjumatatire plasmatic scurt, stabilitatea acestuia in serul uman si

de sobolan poate fi optimizatd pentru scopuri de imagisticd PET.
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Figura 9. Studiu de stabilitate a compusilor (a) [¥Zr]Zr-oxalat, (b) [3*Zr]Zr-p-SCN-Bz-
DFO si (¢) [¥Zr]Zr-p-SCN-Bz-DFO-affibody anti-HER2 in solutie salina, ser uman si

ser de sobolan

Alte aplicatii

Au fost realizate studii in vitro pe linii celulare tumorale de san (MCF-7 si BT-
474) pentru a evalua absorbtia si retentia compusului [3°Zr]Zr-p-SCN-Bz-DFO-affibody
anti-HER?2 la nivelul acestora. Rezultatele au indicat o absorbtie a compusului pe toate
liniile celulare analizate, cu o retentie semnificativ mai accentuatd pe liniile celulare
HER2-pozitive, ceea ce sugereaza o afinitate sporitd a compusului pentru acest tip de
celule. Acest comportament subliniazd potentialul compusului ca agent de imagistica
moleculard pentru tumorile HER2-pozitive, permitdnd o identificare mai precisa a

acestora.
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5. EVALUAREA PROCESELOR DE
RADIOMARCARE SI CARACTERIZARE

A RADIOFARMACEUTICELOR PE BAZA DE %Cu SI
87r, OBTINUTE N URMA IRADIERII TINTELOR
LICHIDE

5.1.  Producerea radioizotopilor **Cu si **Zr din tinte lichide: procesare si

caracterizare post-iradiere

Experimentele pentru obtinerea radioizotopilor medicali **Cu si ®Zr au fost
realizate la ciclotronul KIUBE (IBA, Louvain-la-Neuve, Belgia), instalat in cadrul
Institutului de Stiinte Nucleare Aplicate Sénatatii (ICNAS) din Coimbra, Portugalia.
Productia %*Cu a presupus iradierea unei tinte lichide (LT) de nichel-64 dizolvat [19], in

timp ce pentru obtinerea *Zr s-a utilizat o solutie de azotat de ytriu.

o Caracterizarea solutiilor [**Cu]CuCl si [**Zr] Zr-oxalat

Controlul de calitate a fost realizat imediat dupa finalizarea etapei de purificare.
Parametrii urmariti pentru fiecare proba analizatd au fost: aspectul probei, pH-ul,
identitatea radionuclidicd, puritatea radiochimicad si radionuclidica [19]. Puritatea si
identitatea radionuclidica a solutiilor de [¢*Cu]CuCl, si [**Zr]Zr-oxalat au fost investigate
prin masurarea timpilor de injumatétire ai celor doi radioizotopi, utilizand un calibrator
de doza, precum si prin spectrometrie cu radiatii gamma, metoda similara celei aplicate
in cazul tintelor solide [19]. In plus, puritatea radiochimici a fost evaluati prin radio-

TLC, folosind citrat de sodiu 0.1 M ca faza mobila.

5.2. Radiomarcarea neuropeptidelor cu **Cu(Il) rezultat prin iradierea LT

Legarea radiotrasorului ®*Cu la peptidele DOTA-NMN si DOTA-NT(8-13) a fost
realizatd mentindndu-se aceleasi conditii de temperaturd si timp de reactie ca in cazul
experimentelor cu tinte solide. Cu toate acestea, pentru fiecare 20 nmoli de peptida a fost
utilizat un volum dublu, de aproximativ 2 mL solutie de [**Cu]CuCl: (pH 3.8-4.0), cu o
activitate radioactiva de 861.8 + 17.3 MBq/mL [19]. In urma procesului de radiomarcare,
solutia a fost purificata folosind cartusul SPE Cartridge, Oasis HLB Plus Extraktion.

Ulterior, peptida marcata a fost eluatd de pe cartus cu 1 mL de etanol si evaporata pana

29



aproape de sec la 80 °C. Dupa evaporare, aceasta a fost recuperata intr-un 1 mL ser

fiziologic, iar pH-ul a fost ajustat, daca a fost necesar, in intervalul 7.0-7.5 [19].

5.3. Caracterizarea neuropeptidelor marcate utilizand solutia de

[¢*Cu]CuCl; obtinuti prin iradierea LT

Puritatea radiochimica a peptidelor radiomarcate, [**Cu]Cu-DOTA-NMN si
[**Cu]Cu-DOTA-NT(8-13), a fost evaluata cu ajutorul unui sistem radio-HPLC Agilent
1260 Infinity II, echipat cu detector UV-VIS si detector de radiatii gamma ELYSIA
Raytest. Coloand cromatografica utilizata a fost Agilent Eclipse XDB-C18, 4.6 x 150
mm, cu marimea particulelor de 5 um. Faza mobila a fost compusa din apa acidulatd cu
TFA (solvent A) si acetonitril (solvent B). Analiza a fost realizata in gradient liniar, cu un

debit de 3.5 mL/min, timpul de analiza fiind de 5 minute [19].

5.4. Marcarea vectorilor specifici receptorului HER2 cu radioizotopul

897r obtinut prin iradierea LT

o Conjugarea chelatorului la biomolecula transportoare

Conjugarea chelatorului p-SCN-Bz-DFO cu agentii biologici a fost realizata pe
baza unui protocol bine definit, avand ca scop maximizarea randamentul reactiei de
marcare. Astfel, pentru Trastuzumab, a fost utilizatd o cantitate de 188 pg/47 puL
(concentratie 4 mg/mL), care a fost incubata timp de 90 minute intr-un Thermoshaker la
37 °C, impreuna cu 9.4 mg/10 uL p-SCN-Bz-DFO, stabilindu-se astfel un raport 1: 50
intre cele doud. Reactia s-a desfasurat intr-un volum total de 530 pL, care includea 453
uL NaCl 0.9% si 20 pL Na,COs 0.1M. in paralel, pentru affibody anti-HER2, s-a folosit
o cantitate de 141 pg/300 pL (concentratie 0.5 mg/mL), la care s-a adaugat 600 pg/30 uL.
p-SCN-Bz-DFO, rezultand un raport de 1:4 (chelator: biomoleculd). pH-ul solutiei a fost
ajustat la valoarea 9.0 cu 50 uLL. Na,CO; 0.1 M., iar solutia astfel preparata a fost incubata
timp de 30 minute. Ulterior, imunoconjugatele au fost purificate utilizdnd coloana

preparativd PD-10, pentru a indeparta excesul de chelator necuplat.

o Marcarea anticorpului Trastuzumab cu solutia de [ *Zr]Zr-oxalat
Pentru marcare s-a utilizat un volum de 950 pL solutie [*°Zr]Zr-oxalat (33.29
MBq), al carui pH a fost ajustat la 7.00 cu 315 pL solutie tampon de Na,COs3 0.1 M. Peste
solutia de [¥Zr]Zr-oxalat s-au adaugat 500 uL de solutie HEPES 0.5M (pH 6.8) si 500
pL solutie p-SCN-Bz-DFO-Trastuzumab. Reactia a fost incubata timp de 1 ord intr-un
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Thermoshaker la 37°C. Dupd acest timp, solutia rezultatd a fost purificatd utilizdnd

coloana PD-10.

o Marcarea affibody anti-HER? cu solutia de [*°Zr]Zr-oxalat
Un volum de 3 mL solutie [¥Zr]Zr-oxalat (98.09 MBq), al carui pH a fost ajustat
la 7.5 cu Na;COs 0.1M, a fost adaugat peste 2.5 mL solutie p-SCN-Bz-DFO-affibody
anti-HER?2 purificatd. Reactia a fost incubata timp de 3 ore intr-un Thermoshaker la 37°C
si ulterior purificatd folosind coloana PD-10. Parametrii implicati in procesul de marcare
au fost adaptati conditiilor experimentale necesare tintelor lichide, metoda respectand

etapele principale descrise in cadrul experimentelor pe tinte solide.

5.5. Caracterizarea complecsilor de ¥Zr(IV) sintetizate prin iradierea LT

Analiza radio-TLC a fost efectuatd pe placute de celuloza (15 x 1.5 cm), utilizdnd
ca faza mobila o solutie de citrat de sodiu 0.1M, pH 5.0. Un volum de 10 pL de proba a
fost spotat pe fiecare placuta, iar timpul de analizd a fost de 5 minute.

Analiza radio-HPLC a complexului [¥Zr]Zr-p-SCN-Bz-DFO-Trastuzumab a fost
realizata pe acelasi sistem utilizat in cadrul experimentelor pe neuropeptide marcate, insa
utilizdnd o coloana Superdex 200 10/300 GL. Faza mobila pentru analiza acestei probe a
constat Intr-un amestec de 13.8 g dihidrogenofosfat de sodiu, 14.2 g fosfat acid disodic,
17.4 g clorurd de sodiu si 1.3 g azida de sodiu, toate dizolvate in 2 L de apa, cu un pH
cuprins intre 6.2 si 7.0. Debitul fazei mobile a fost de 0.5 mL/minut, iar coloana a fost
mentinutd la o temperatura de 26 °C. Volumul de proba injectat a fost de 20 pL , in timp

ce durata unei analize a fost de 1 ora.

5.6. Rezultate si discutii

5.6.1. Productia si caracterizarea solutiei de [**Cu]CuCl»

In urma productiei radioizotopului medical %Cu la ciclotronul Kiube, din cadrul
Institutului ICNAS din Portugalia si a procesdrii post-iradiere, s-a obtinut o activitate
radioactivd medie de 3.7 = 0.2 GBq, corectatd la momentul finalizarii iradierii (EOB),
valoare considerabil mai micd comparativ cu 16.2 + 0.8 GBq obtinuta prin iradierea
tintelor solide [19]. Solutia de [**Cu]CuCl, rezultata a prezentat, in timpul controlului de
calitate un aspect limpede, incolor, o puritate radiochimica de 100% (determinata prin

radio-HPLC si radio-TLC), o puritate radionuclidica de peste 99.99% (determinatd prin
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spectrometrie gamma) si un timp de injumatatire de 12.4 + 0.2 ore, masurat la calibratorul

de doza [19].

5.6.2. Radiomarcarea neuropeptidelor cu [**Cu]CuCl, obtinuta prin LT

Solutiile de [*Cu]CuCl, rezultate in urma procesarii post-iradiere prin fiecare
dintre cele doud metode (ST si LT) au fost supuse unor proceduri similare de
radiomarcare, care au presupus inainte de toate concentrarea prin evaporare si ajustarea
pH-ului la 3.8-4.0 cu acetat de amoniu [19]. In functie de metoda de productie, au fost
utilizate volume diferite de solutie de [**Cu]CuCl, pentru radiomarcarea aceleiasi cantitati
de neuropeptida (20 nmoli). In comparatie cu concentratia radioactiva si volumul utilizat
pentru experimentele ST (1340.4 + 70.1 MBg/mL, volum 1 mL), in cazul LT concentratia
radioactiva a solutiei de [**Cu]CuCl, a fost de 492.5 + 9.8 MBg/mL, volumul utilizat
pentru radiomarcare fiind de 1.75 mL [19]. Parametrii de radiomarcare pentru
experimentele LT sunt prezentati n tabelul de mai jos.

Tabel 6. Parametrii de radiomarcare utilizati in experimentele pe tinte lichide (LT) [19]

Peptida marcata
Parametrii
DOTA-NMN DOTA-NT(8-13)
Cantitate peptida (nmoli) 20
pH marcare 39+0.1
Volum solutie [**Cu]CuCl, (mL) 1.75+0.25
Activitatea [**Cu]CuCl, (MBq) 861.8 +17.3
Temperatura (°C) 95
Timp de reactie (min) 15
Randament marcare (%) 61.22+2.45 63.24 +2.53

Reactiile de radiomarcare a neuropeptidelor DOTA-NMN si DOTA-NT(8-13) cu
radioizotopul ®*Cu au decurs cu succes, rezultand in ambele cazuri purititi radiochimice
ridicate de peste 99% si activitati molare de 27.2 si 26.4 GBg/umol pentru experimentele
LT, comparativ cu 45 si 52 GBg/umol pentru cele ST. Pentru ambele experimente a fost
testata specificitatea radiofarmaceuticelor sintetizate pe diferite linii celulare tumorale de
cancer de colon si prostati prin metoda Ligand Tracer. In urma evaluirii acestui studiu in
vitro a fost observata o interactiune puternica intre [**Cu]Cu-DOTA-NT(8-13) si liniile

tumorale de cancer de colon (HT29 si HCT116).
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5.6.3. Productia si caracterizarea solutiei de [¥Zr]Zr-oxalat

Productia de zirconiu-89 prin iradierea tintelor lichide la ciclotronul IBA Kiube a
condus la obtinerea unei activitdti radioactive de aproximativ 200 MBq corectata la EOB
(dupa 5 ore de iradiere). Dupa iradiere, solutia a fost purificata folosind un cartus produs
in house (cu o rasind similard cu cea utilizata In experimentele ST) pentru a Indeparta
impuritatile metalice prezente. Solutia de [*Zr]Zr-oxalat a fost eluat de pe coloana cu
acid oxalic 1 M. Puritatea radiochimica a solutiei de [*Zr]Zr-oxalat a fost evaluata att
prin radio-TLC, precum si prin radio-HPLC. La finalul purificarii, PRC a fost de peste
99.9%.
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Figura 10. Cromatogramele (a) radio-TLC si (b) radio-HPLC ale solutiei de [*Zr]Zr-

oxalat rezultata prin iradierea LT

5.6.4. Radiomarcarea vectorilor de tintire specifica Trastuzumab si affibody

anti-HER2 cu [*°Zr]Zr-oxalat obtinut prin iradierea LT

Radiomarcarea imunoconjugatelor p-SCN-Bz-DFO-Trastuzumab si p-SCN-Bz-
DFO-affibody anti-HER2 cu solutia de [3°Zr]Zr-oxalat a condus la randamente de peste
60% pentru experimentele LT, comparativ cu 12% ([¥Zr]Zr-p-SCN-Bz-DFO-anti-HER?2)
si de peste 65% ([3°Zr]Zr-p-SCN-Bz-DFO-affibody anti-HER2) pentru experimentele
ST, utilizdnd conditii similare (temperaturd marcare si pH marcare). Evaluarea puritatilor
radiochimice a compusilor radiomarcati a fost evaluata folosind metodele radio-TLC si
radio-HPLC. PRC a fost > 85% pentru affibody anti-HER2 (LT si ST) si Trastuzumab
(LT), in timp ce pentru anti-HER2 (ST) a fost de aproximativ 44%.
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Figura 11. Cromatograma (a) radio-HPLC generata pentru solutia de [*Zr]Zr-p-SCN-
Bz-DFO-Trastuzumab si (b) radio-TLC pentru solutia de [*Zr]Zr-p-SCN-Bz-DFO-
affibody anti-HER2, dupa purificare

CONCLUZII GENERALE

Cercetdrile prezentate In cadrul acestei teze de doctorat au avut ca scop
dezvoltarea si caracterizarea radiofarmaceuticelor cu tintire specifica, utilizdnd
radioizotopii **Cu si 3Zr. Au fost dezvoltate, optimizate si validate metode analitice
pentru controlul calitdtii, conform standardelor Farmacopeei Europene, asigurand
eficienta si calitatea acestora in aplicatii preclinice si clinice. De asemenea, au fost
comparate procesele de obtinere a celor doi radioizotopi prin iradierea tintelor solide si
lichide, iar rezultatele au permis optimizarea proceselor de marcare a biomoleculelor,
pentru a obtine randamente si PRC ridicate si stabilitate pe termen lung.

Capitolul 1 din cadrul tezei a avut ca prim obiectiv obtinerea **Cu prin iradierea
ST la ciclotronul TR-19 si evaluarea procesului de radiomarcare al peptidelor cu acesta.
Solutia de [**Cu]CuCl, a respectat toate cerintele previzute de Farmacopeea Europeana,
demonstrand o PRN >99.99% si PRC >95%, si stabilitate excelentad. Radiomarcarea
peptidelor a condus la randamente de peste 65% si o PRC >95%, evidentiind eficienta
procesului. De asemenea, au fost dezvoltate si optimizate trei metode cromatografice
(radio-HPLC, radio-TLC si GC-HS), care s-au dovedit a fii precise, reproductibile si
sensibile, asigurand o analiza rapida si detaliatd a compusilor radiomarcati. Aceste
rezultate demonstreazd fezabilitatea utilizarii **Cu pentru radiomarcare si utilizarea
acestuia 1n imagistica PET.

Capitolul 2 s-a concentrat pe evaluarea si optimizarea proceselor de radiomarcare

a vectorilor de tintire anti-HER2 si affibody anti-HER2 cu %°Zr, avand ca scop
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identificarea conditiilor optime pentru obtinerea unor radiofarmaceutice de inalta calitate
destinate imagisticii cancerului de sin HER2+. Studiile au aratat cd, desi marcarea mAb
a avut randamente reduse, marcarea affibody-ului anti-HER?2 a fost optimizata cu succes,
obtinandu-se randamente >75% si PRC >80%. in plus, metoda radio-TLC utilizand citrat
de sodiu 0.1 M/silicagel s-a dovedit a fi cea mai eficienta pentru separarea speciilor de
[¥Zr]Zr(IV), asigurand o analiza rapida si reproductibila. Studiile in vifro realizate pe
liniile celulele de cancer de san (BT-474 si MCF-7) au evidentiat un potential promitator
al compusului radiomarcat pentru tintirea specificd a celulelor HER2+, sustindnd
aplicabilitatea acestuia in imagistica PET.

Ultimul capitol experimental din cadrul prezentei teze a demonstrat fezabilitatea
utilizarii tintelor lichide pentru producerea radioizotopilor **Cu si ¥Zr, evidentiind atat
avantajele, cat si limitarile acestei metode in comparatie cu iradierea tintelor solide. Desi
activitatile specifice obtinute au fost mai mici, solutiile sintetizate au respectat cerintele
Farmacopeei Europene, permitdnd radiomarcarea eficientd a biomoleculelor de interes.
Adaptarea conditiilor de reactie in functie de radioizotop si molecula transportoare a fost
esentiald pentru optimizarea randamentelor si puritatilor radiochimice, demonstrand
aplicabilitatea ambelor metode in dezvoltarea radiofarmaceuticelor pentru imagistica
PET.

In concluzie, aceasta tezi contribuie semnificativ la intelegerea si imbunititirea
cunostintelor cu privire la optimizarea proceselor de sintezd si analiza
radiofarmaceuticelor, oferind un fundament solid pentru cercetdrile viitoare in acest
domeniu. Rezultatele obtinute aduc noi perspective asupra utilizarii radioizotopilor
medicali %*Cu si ¥Zr in imagistica moleculard si terapia personalizatd, precum si
contributii la dezvoltarea tehnicilor de radiomarcare si analiza cromatografica in medicina

nucleara.

CONTRIBUTII PERSONALE SI PERSPECTIVE DE
VIITOR

Rezultatele obtinute in cadrul acestei teze de doctorat reprezinta contributiile
originale obtinute in urma cercetarii desfasurate in timpul studiilor de doctorat. Studiul
realizat se axeazd pe dezvoltarea, optimizarea si caracterizarea unor compusi biologici

activi marcati cu radioizotopii ®*Cu si 3°Zr, cu aplicabilitate in imagistica moleculara de
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tip PET si terapia tintitd. Contributiile personale regasite atat in procesul de sinteza, cat si

in caracterizarea radiofarmaceuticelor sunt detaliate mai jos:

v

Dezvoltarea si optimizarea proceselor de sinteza a biomoleculelor cu specificitate
ridicata (peptide, anticorpi monoclonali si fragmente de anticorp), utilizdnd
radioizotopii medicali **Cu si ¥Zr, ce vizeazd tintirea precisd a receptorilor
supraexprimati in cancerul de colon, prostata si sin (HER2+);

Implementarea unor metodologii eficiente si reproductibile de radiomarcare,
asigurand obtinerea unor compusi de inalta calitate si stabilitate pe termen lung in
medii biologice;

Dezvoltarea, optimizarea si implementarea unor tehnici avansate de control al
calitatii (radio-HPLC, radio-TLC, GC) pentru evaluarea puritatii radiochimice,
precum si pentru determinarea stabilitatii compusilor in diferite medii similare
sistemului uman (solutie salind, ser uman si ser de sobolan);

Validarea metodelor de control al calitatii conform standardelor internationale;
Compararea metodologiei propuse cu abordarile existente, evidentiind avantajele
utilizarii acesteia;

Evaluarea potentialului in vitro a radiofarmaceuticelor pe linii celulare specifice

tumorilor de colon, prostata si san.

Perspective de viitor

Teza a adus contributii semnificative la optimizarea proceselor de radiomarcare a

biomoleculelor cu radioizotopi medicali ®*Cu si 3°Zr, oferind solutii pentru imbunitatirea

eficientei si sigurantei radiofarmaceuticelor utilizate in imagistica PET. In viitor,

optimizarea suplimentard a metodologiei experimentale si extinderea studiilor preclinice

vor facilita integrarea acestor radiofarmaceutice in practica medicald. Acesti compusi ar

putea conduce la localizarea precisa a tumorilor si monitorizarea evolutiei acestora pe

RPEE)

termen lung. De asemenea, studiile viitoare s-ar putea axa pe analiza stabilitatii in vivo,

evaluind cantitatea de **Cu si ¥Zr eliberata in sistemul sanguin sub influenta factorilor

biologici. Utilizarea metodelor cromatografice riguroase in controlul de calitate va

asigura rezultate reproductibile si precise, esentiale pentru dezvoltarea acestui domeniu.
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