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Uvod

['*F]fluorocholin (N,N-dimethyl-N-['"*F]fluormethyl-2-
-hydroxyethylamonium-chlorid) je radiofarmakem urce-
nym primarné pro diagnostiku karcinomu prostaty pro-
stiednictvim pozitronové emisni tomografie (PET). Tento
typ rakoviny v poslednich letech rapidn€ nabyvé na vyzna-
mu — s prodluzujici se ocekavanou dobou doziti nartsta
mnozstvi muz, kteti touto chorobou trpi, nebot’ pravdépo-
dobnost vyskytu karcinomu prostaty u pacienta prudce
stoupa s vékem. Ro¢né je riznymi metodami diagnostiko-
vano kolem 7000 novych pfipadd. Fluordeoxyglukosa,
zékladni PET radiofarmakum, je ovSem pro ucel zobrazo-
véni prostaty spise nevhodna'?.

Fluorocholin je fluorem znaenym analogem cholinu,
zakladniho stavebniho kamene fosfolipidickych membran.
Cholin je prekurzorem pro biosyntézu fosfolipidii a do
bunky pronikd skrze cholinové transportéry. Takzvanou
Kennedyho drdhou je znéj posléze syntetizovan fos-
fatidylcholin®. Krokem limitujicim rychlost této dréhy je
hned krok prvni, kdy je pomoci cholinkinasy katalyzovana
fosforylace cholinu na fosfocholin®. V buiikach karcinomu
prostaty je enzym cholinkinasa zvySen¢ exprimovan. De-
Grado a spol. v roce 2001 dolozili, ze fluorem-18 znaceny
fluorocholin je in vitro fosforylovan cholinkinasou stejné
jako jeho neznageny analog’. Tento poznatek zavdal pod-
nét k vyuziti fluorocholinu jako zobrazovaciho PET trace-

ru pro karcinom prostaty®"".
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Pii syntéze jakéhokoli PET radiofarmaka musi byt
bran zfetel na nasledujici:
prekurzor u¢inné latky musi byt dostupny v pozadova-
ném mnozstvi a ve farmaceutické kvalité obecné po-
psané 1ékopisem, v piipadé komeréni produkce regis-
trovaného radiofarmaka pak navic s podrobnou doku-
mentaci odpovidajici pozadavkim na Active Substan-
ce Master File (ASMF),
je nutny dostate¢n€ vysoky vytézek syntézy ucinné
latky k ziskani realné aplikovatelného mnozstvi radio-
farmaka,
musi byt vypracovan definitivni postup pfipravy
a kontroly kvality vyhovujici pfisnym podminkdm
spravné vyrobni praxe (SVP).

Experimentalni ¢ast
Reagencie

['"®OJH,O — voda obohacena isotopem ['*0], mini-
malni obohaceni > 95 %, (ROTEM Industries Ltd., [zrael).
Souprava chemikélii pro vyrobu ['*F]fluorocholinu ve
form¢ kit (kazdy kit obsahuje 7 sklenénych vialek
s ochranou atmosférou, vyrobce ABX Advanced Bioche-
mical Compounds, Némecko) Souprava obsahuje: roztok
aminopolyetheru Cryptand 222 (22,6 mg kryptandu 222,
4,2 mg K,COs, 300 pl acetonitrilu, 300 ul vody na injek-
ci), 500 pl dibrommethanu (DBM), 3,5 ml suchého aceto-
nitrilu (< 0,01 % vody), 1ml dimethylaminoethanolu
(DMAE), 3,5ml vodného roztoku chloridu sodného
(0,9% w/v), 10,0 ml ethanolu, 10,0 ml vody na injek-
ci. Prfi experimentech vénujicich se optimalizaci obsahu
DMAE ve finalnim produktu navic roztok NH; v ethanolu
(6 %, 2 %, 1%, 0,25 %, 0,1 %).

Dalsi pomocné latky

Voda na injekci (Fresenius Kabi, Ardeapharma), HCI
37% (Merck KGaA), NaHCO; (Merck KGaA), helium
(stlacené 6.0, Cistota >99,9999, Linde Technoplyn a.s.,
Praha), stlaceny vzduch.

Integrované fluidni procesory

Destilacni a alkylacni integrované fluidni procesory
(IFP); oba typy IFP pro syntézu se skladaji z 8 rotacnich
ventill,, 2 drzdkd na kolonky, 5drzdkli na vialky
a 1 reakéni nadobky (viz obr. 1) vyrobce ABX Advanced
Biochemical Compounds, Némecko. V casti optimalizace
doslo k vyméné vitonovych spojek za silikonové.

Postup syntézy

Syntéza fluorocholinu byla provedena na sestavé
dvou modult IBA Synthera 2 (vyrobce IBA, Belgie), ktera
vyuzivd dvojkrokového postupu sestdvajiciho z pfipravy
alkylaéniho &inidla ["*F]-fluorbrommethanu a jeho purifi-
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Obr. 1. Kombinace IFP (integrovanych fluidnich procesorii) pouZivanych pro vyrobu fluorocholinu, s osazenymi chemikaliemi
a kolonkami nutnymi k syntéze. Vlevo destila¢ni IFP (krok piipravy ["°F]fluorbrommethanu) s osazenou separaéni QMA kolonkou
a trojici kolonek s oxidem kfemicitym, vpravo alkylaéni IFP (krok piipravy [*F]fluorocholinu), s HLB kolonkou pro syntézu ['°F fluoro-

cholinu a Accell CM kolonkou pro purifikaci produktu

kace destilaci (prvni integrovany fluidni procesor), nasle-
dovaného alkylaci diaminoethanolu za vzniku finalni latky
(druhy integrovany fluidni procesor). Syntézni schéma
demonstruje obr. 2.

Ozatovani

Ozatovani probéhlo na cyklotronu Cyclone 18/9 vy-
robce IBA na PET centru v Brné. Ozafovano bylo 2,01 ml
H,['®0], tj. vody obohacené o isotop kysliku 18, protono-
vym paprskem po dobu 90 min proudem 39,4 pA.

Syntéza

Ozéfend voda z cyklotronového terc¢e byla kapilarou
vedena na prvni IFP (destila¢ni). Na pfedem aktivované

¥F K,CO; K.2.2.2.
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Obr. 2. Schéma syntézy ['*F]fluorocholinu. Faze (1) probih4 na
destilaénim IFP na modulu ¢.1 , faze (2) na alkylaénim IFP na
modulu ¢. 2. K.2.2.2. — 2,2 2-kryptand, DMAE — dimethylamino-
ethanol
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(promytim 5 ml 8,4 % w/v NaHCOs) aniontové vyménné
kolonce QMA byly zachyceny ['*F]” ionty. Tyto ionty
byly zkolonky eluovany roztokem 2,2,2-kryptandu
(Kryptofix) (600 pl) do prvni reakéni nadobky. Nasledova-
la fluorace dibrommethanu za piipravy vysoce teékavého
["*F]fluorbrommethanu (do nadobky bylo piidano 500 pl
dibrommethanu ve 3 ml acetonitrilu, reakce probihala
10 min pfi 110 °C). Vysledny fluorbrommethan byl precis-
tovan kombinaci destilace (60 °C, nizky pratok helia
32 mlmin') a vedeni pfes izolaén&-purifikaéni soustavu
tii kolonek s oxidem kifemicitym. Vyslednd smés byla
kontinualn€ vedena na druhy, alkyla¢ni IFP, konkrétné na
HLB (hydrophilic-lipophilic balance — sorbent s hydrofilné-
lipofilné vyrovnanymi vlastnostmi) kolonku pfedem na-
pusténou 1 ml dimethylaminoethanolu. Zde doslo
k N-alkylacni reakci za vzniku [1XF]ﬂuoro(methyl)cholinu.
Dvéma ptidavky ethanolu (celkem 10 ml) byla smés
z kolonky eluovédna dvéma piidavky vody (celkem 10 ml)
na katexovou kolonku Waters Accell CM, prekondiciono-
vané roztokem HCl (1 moll™"), kde doslo k zachyceni
produktu. Ten byl nasledn¢ eluovan z katexové kolonky
fyziologickym roztokem (3,5 ml, ve dvou ptidavcich) do
sterilni produktové nadobky v dispenza¢nim boxu.

Kontrola jakosti

Kontrola vzhledu byla provedena vizualné proti svét-
lému a tmavému pozadi.
Chemicka a radiochemicka ¢istota byla uréena pomo-
ci:

a)

iontové HPLC s pouzitim Chromatografu Dionex
ICS-5000+ s vodivostnim detektorem (Dionex)
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a radiometrickym detektorem Flow-RAM
(LabLogic), zapojenymi v sérii. Mobilni féze:
9mM kyselina sirova s pritokem 1 ml min .
Gradientova metoda: 0—9 min — samotnd 9 mM
kyselina sirové; 9—14 min — smés 9 mM kyseliny
sirové a vody (2:8); 14-35 min — samotnd 9 mM
kyselina sirova;

tenkovrstvé chromatografie s pouzitim TLC des-
ky (TLC Silikagel 60) a mobilni faze acetonitril +
fyziologicky roztok (pomér 1:1), méfeni rozlozeni
radioaktivity na pfistroji miniGita (gama Radio
TLC scanner, Raytest).

Radionuklidova Cistota byla urCena gama spektrome-
trem (P-type Coaxial Germanium Detector, DSA-
1000 Digital Spectrum Analyzer, Canberra Packard).
Polocas pfemény a objemova aktivita byly kontrolo-
vany méficem radioaktivity —Curiementor 4 (PTW
Freiburg).

Stanoveni zbytkovych rozpoustédel bylo provedeno
plynovym chromatografem Perkin-Elmer Clarus 500
s FID detekci a s kolonou Elite-200 (nosny plyn Ny,
teplota kolony 40 °C a teplota detektoru 250 °C).
Kontrola obsahu aminopolyetheru (2,2,2-kryptand)
byla provedena kapkovou zkouskou na desce se sili-
kagelem pro aminopolyetherovou zkousku (objem
kapek 2,5 pl).

pH kontrolovano pomoci pH-metru Seven Easy
(Mettler Toledo) se sklenénou kombinovanou mikro-
elektrodou InLab Micro.

Pro stanoveni sterility byla pouzita metoda pfimého
ockovani, pro stanoveni obsahu bakteriadlnich endoto-
xinl byla pouzita gelova metoda.

b)
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Vysledky a diskuse
Vyvoj analytickych metod

V dobé&, kdy probihaly pfipravné prace na zavedeni
piipravy fluorocholinu na pracoviiti PET Brno UJV Rez,
a. s., neexistoval lékopisny clanek pro ["*F]fluorocholin,
ato ani v Ceském lékopisu, ani v lékopisu evropském
(European Pharmacopoeia). Efektivné tak nebylo znidmo,
jaké metody analyzy jakosti budou u této latky ze strany
regulacnich organ vyZadovany. V tomto informa¢nim
vakuu bylo nutno identifikovat vhodné metody pro jednot-
livé parametry jakosti, metodiku vyvinout a validovat.

Pro vétSinu parametrti bylo mozno vyuzit jiz popsané
metody ¢i metody pouzivané pro jind radiofarmaka. Nale-
zeni vhodnych metod se tak tykalo chemické a radioche-
mické Cistoty, zejména ve vztahu ke zbytkovému obsahu
reagencii, totiz dibrommethanu a dimethylaminoethanolu.
V pfipadé dibrommethanu se jedna o vysoce té¢kavou lat-
ku, a proto se jako vhodna volba jevila plynova chromato-
grafie, tedy bézné vybaveni laboratoie uzptisobené ke kon-
trole jakosti fluordeoxyglukosy. V ptipadé dimethylamino-
ethanolu byla situace komplikovangj§i. S pfihlédnutim
k internimu pozadavku, aby zvolend metoda pokryvala
nych parametri s idealné co nejvyssi citlivosti, byla na
zéaklad¢ vlastnosti diaminoethanolu, fluorocholinu a moz-
nych vznikajicich vedlejsich produktii jako nejvhodnéjsi
metoda identifikovana iontova kapalinova chromatografie
s radiodetekei a konduktometrickou analyzou, ktera dispo-
nuje niz§i mezi detekce a vétsi citlivosti, nez dostupné
alternativy. Analyzy byly vobou pfipadech provedeny
metodami napsanymi vySe.  Piiklady chromatogrami
z analyzy radiochemické a chemické Ccistoty poskytuji
obr.3 a4.
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Obr. 3. HPLC chromatogram analyzy produktu, ziznam z radiometrického detektoru, urceni radiochemické ¢istoty.
['®F]fluorocholin mé retenéni as 10,99 minuty, celkové je v poZzadované formé ['*F]fluorocholinu pitomno 98,7 % veskeré aktivity
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Obr. 4. HPLC chromatogram analyzy produktu, zaznam z vodivostniho detektoru, uréeni chemické €istoty. Jedinou vyznamnou
chemickou necistotou je dimethylaminoethanol (DMAE) s retenénim ¢asem 7,25 minuty. Signal NaCl (reten¢ni ¢as 5,1 minuty) pochazi

z fyziologického roztoku pouzitého k eluci produktu z posledni kolonky

Popsané metody byly zavedeny a validovany
v souladu s pozadavky na spravnou vyrobni praxi (GMP).
V popsané podobé€ byly obsaZeny v dokumentaci pfiloZzené
k zadosti o povoleni k provedeni klinického hodnoceni
predlozené Statnimu ustavu pro kontrolu 1é€iv. Toto povo-
leni bylo ze strany SUKL udgleno v roce 2014 (EudraCT
Number 2014-005345-50). V asovém rozpéti 2014-2016
bylo realizovano vice nez 50 ptiprav latky fluorocholin,
véetn¢ 20 vyrob pro ucely aplikace pacientim v ramci
klinického hodnoceni latky, které vyuzivaly popsané syn-
tézni a analytické metody.

Optimalizace obsahu reaktantu DMAE ve findlnim
produktu

Vzhledem k neexistenci 1ékopisného ¢lanku pro fluo-
rocholin nebyla zpocatku prace vénovéana pozornost obsa-
hu zbytkového dimethylaminoethanolu ve finalnim pro-
duktu. V pribéhu prace byla nicméné publikovéna data
naznacujici, ze vy$si obsah DMAE ve finalnim produktu
by mohl ve vysledku negativné ovliviiovat zobrazovani
tumorové aktivity prostiednictvim ['*F]fluorocholinu. Syn-
téza v popsaném usporadani produkovala fluorocholin se
zbytkovym obsahem dimethylaminoethanolu pfiblizné¢
1000 ppm. Za ucelem sniZeni obsahu pfiblizné¢ o fad byla
navéazana vyvojova spoluprace s firmou IBA, vyrobcem
pouzivanych moduld. Po analyze a resersi dostupné litera-
tury byly definovany celkem tfi pfistupy, potencidlné ve-
dou%' ke zvyseni kvality syntézy a snizeni obsahu DMAE
(cit.™).

Celkové zvySeni tésnosti jednorazového kapilarniho
systému na obou integrovanych fluidnich procesorech
vymeénou vitonovych spojek za silikonové o stejném
pruméru (OD/ID 3/1 mm). Tento krok by mél vést
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obecné k vétsi vytéznosti syntézy ve vztahu k obsahu
["®F]fluorocholinu ve findlnim produktu.

Nahrazeni Waters Accell CM kolonky, slouzici
k v poslednim kroku pfipravy k izolaci fluorocholinu
z reak¢éni smési, slabou katexovou kolonkou Oasis
WCX Plus, taktéz od vyrobce Waters. Chemickeé slo-
zeni kolonky by mélo pfispét k lepSimu zachytu flu-
orocholinu skrze hydrofobni interakce; kolonka navic
na rozdil od plivodni nevyzaduje aktivaci promytim
roztokem hydrogenuhli¢itanu.

Pridani vodného roztoku amoniaku k ethanolu pouzi-
vaného k eluci z HLB kolonky. Pfitomnost amoniaku
zapfti¢ini deprotonaci DMAE-H" (pK, amonného iontu
je 9,25, zatimco pro DMAE-H" jen kolem 8,80). De-
protonovany dimethylaminoalkohol pak nebude mit
tendence byt zadrzovan vySe zminénou katexovou
precist'ovaci kolonkou.

Na zéaklad¢é vyse uvedeného schématu byly navrzeny
série experimentl s rliznou konfiguraci téchto tfi modifika-
ci. Vysledky jednotlivych experimenti jsou piehledné
shrnuty v tab. L.

Z téchto vysledki je zfejmé, Ze nahrada spojovaciho
materialu a vyména Accell CM kolonky za slabou katexo-
vou WCX kolonku neméla hmatatelny dopad na vytézek
reakce, ani neprispéla ke kyzenému efektu, tedy redukci
obsahu DMAE ve findlnim produktu. Toho bylo dosazeno
az pouzitim Sestiprocentniho vodného roztoku NH;
v ethanolu. Efekt pfidavku amoniaku byl v sekvenci expe-
rimenti ovéfen jeSté experimentem, kdy doslo k vyméné
spojovaciho materidlu a kolonky, ale pfidavek neprobéhl.
Protoze pfitomnost amoniaku ve findlnim produktu by
mentl s postupné snizujici se koncentraci vodného roztoku
amoniaku. Jako minimalni efektivni hranice byla v tomto
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Tabulka I

Prehled vysledkil syntéznich béht s provedenymi modifikacemi procesu

Syntéza ¢.  Vymeéna Vymeéna Pridavek Vytézek Obsah DMAE Redukce obsahu
konektort kolonky NH; (aq) [%]® [% limitu]® DMAE

1,2 ano ne ne 22,20+ 0,08 220,92 + 7,68 ne

3,4 ne ano ne 21,75+ 0,06 215,42+ 15,0 ne

5,6 ne ne 6% 23,015+ 0,21 5,89 £ 0,64 ano

7,8 ano ano 6% 22,03 +£0,38 1,56 £ 0,39 ano

9,10 ne ano 6% 21,61 £0,70 2,33+ 0,08 ano

11,12 ano ano ne 23,22+0,2 186,48 + 3,94 ne

13,14 ne ano 2% 22,38 + 0,22 12,745 £ 0,71 ano

15, 16 ne ano 0,25% 21,40 + 1,10 18,45 + 0,05 ano

17,18 ne ano 0,10% 21,24+ 0,79 103,58 £ 2,02 nedostatecné

19-21 ne ano 0,25% 22,99 + 0,40 22,5+0,30 ano

“Vytézek nekorigovany na rozpad (aktivita produktu vs. vstupni aktivita); ° vztazeno ke 100 % limitu pozadovaného odpo-
vidajicim 1ékopisem (0,2 mg ml™) p¥i uvaZeni aplikovaného mnozstvi 5 ml

piipad¢ identifikovana hodnota 0,25 %.
Vysledky experimentti byly zpracovany formou vy-
zkumného reportu a poskytnuty spolecnosti IBA.

Zavér

Na pracovisti PET Brno spole¢nosti UIV Rez, a. s.
byla zavedena a validovana metoda piipravy radiofarmaka
["®F]fluorocholin s vyuzitim komeréni sestavy modult
Synthera v2 vyrobce IBA. Za absence oficialnich ptede-
psanych metod kontroly jakosti vysledného radiofarmaka
byly ve dvou pfipadech vyvinuty a validovany metody
kontroly jakosti. Vyvinuté metody byly akceptovany
SUKL v ramei zadosti o provedeni klinického hodnoceni
latky ["*F]fluorocholin.

Byla provedena série 21 experimentd studujicich
efekty tfi moznych modifikaci procesu ¢i pouZzitého zafize-
ni na snizeni obsahu nezreagovaného dimethylaminoetha-
nolu pod limit pozadovany lékopisem. Jako klicovy byl
identifikovan efekt pfidavku amoniaku, nasledné byla
identifikovana minimalni ¢innad koncentrace a provedeny
kontrolni validaéni béhy, jejichz vysledky poslouzi jako
podklady vyrobci modulti pro plosné vylepSeni procesu
pro vSechny uzivatele. Aktualizace bude spocivat v pridani
nezbytného mnozstvi amoniaku v elu¢nim kroku z HLB
kolonky a vyméné Accell CM kolonky za WCX. Vymeéna
kolonky neméla sice pozitivni, ale ani negativni efekt na
vytéZzek a obsah DMAE; pouZzitim WCX kolonky nevyZa-
dujici prekondicionaci nicméné odpada jeden piipravny
krok a cela syntéza se stava uzivatelsky piijemné;jsi.

Samotnd klinickd studie s ['*F]fluorocholinem byla
provedena v rozmezi zafi 2015 — zafi 2016, v rozsahu
35 pacient. Vysledky budou vyuzity ke komeréni regis-
traci radiofarmaka v CR.

Prdce byla podporena projektem MSMT — NPU I —
LO1413.
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F. KuZel™, A. Novotna®, and J. Adam®™* (“ FNSPE
CTU, Praha; " RECAMO — Masaryk Memorial Cancer
Institute, Brno, < UJV Rez, a.s., Husinec-Rez): Synthesis
of the PET Radiopharmaceutical [lsF]Fluorocholine,
Development of Analytical Methods and Optimization
of Dimethylaminoethanol Content in the Final Product

["®F]fluorocholine is a substance of utmost im-
portance for prostate carcinoma diagnostics by positron
emission tomography (PET). The process of synthesis,
development of quality control methods and optimization
of performance to fulfill strict requirements of drug control
authorities for commercial production of the substance are
demonstrated.
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