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Badania niekliniczne radiofarmaceutykow na przyktadzie PSMA jako
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Badania niekliniczne stuza do oceny bezpieczenstwa, skutecznosci i wiasciwosci
farmakokinetycznych nowych substancji leczniczych przed wprowadzeniem ich do badan
Z udziatem ludzi. Ich celem jest identyfikacja terapii kandydujacych o najwiekszym
potencjale oraz stworzenie solidnych podstaw do zaprojektowania badania klinicznego

W sposOb zapewniajacy optymalny bilans korzysci i ryzyka.

PSMA-T4 i PSMA-11 to ligandy o wysokim powinowactwie do receptora PSMA (prostate-
specific membrane antigen), co umozliwia selektywne wigzanie i internalizacje
w komorkach nowotworowych z ekspresja PSMA, takich jak rak prostaty czy potréjnie
ujemny rak piersi (TNBC). Jako radiofarmaceutyki diagnostyczne podlegaja one definicji
microdose (mikrodawek) zgodnie z ICH M3(R2) i wytycznymi EMA, co pozwala na
uproszczony, ukierunkowany program niekliniczny bez petnych badan toksykologicznych,
redukujac bariery regulacyjne. Zakres badan nieklinicznych obejmuje badania farmakologii
in vitro (powinowactwo do PSMA, internalizacja, specyficznos¢ wigzania), badania
farmakokinetyki i biodystrybucji in vivo z zastosowaniem modeli mysich lub szczurzych oraz
ocene wewnetrznej radiacyjnej dawki pochtonietej dla narzaddéw krytycznych. Szczegdlne
znaczenie maja modele z ksenograftami linii komodrkowych nadekspresjonujacych PSMA,
ktoére umozliwiajg porownanie czasteczek pod katem wychwytu guza, klirensu z krwi oraz
stosunkow guz/tto, co bezposrednio przektada sie na zatozenia dotyczace czutosci
i swoistosci obrazowania lub skutecznosci terapii w badaniach klinicznych. Zakres
toksykologii dla radiofarmaceutykow jest zredukowany do oceny toksycznosci narzadowej

oraz ewentualnych efektéw odlegtych po podaniu jednorazowym.

[68Ga]Gal0PSMAON i [99MTc]TcOPSMADNT4  zostaty szczegotowo  scharakteryzowany
w modelach ksenograftow LNCaP i innych liniach PSMAOdodatnich, wykazujac wysokie,
swoiste gromadzenie w guzie przy relatywnie niskim i szybko malejacym gromadzeniu
w nerkach, dominujgcym wydalaniu nerkowym oraz korzystnych stosunkach guz/tto. Zasto-
sowanie [99MTc]TcOPSMAOT4 w modelach TNBC, w ktérych PSMA zlokalizowane jest
gtéwnie w srédbtonku naczyn nowotworowych, sugeruje prognostyczng role PSMAOT4 —

korelacje wychwytu z odpowiedzig neoadjuwantowa.

Integracja wynikdw badan nieklinicznych umozliwita zaprojektowanie badan klinicznych
fazy I/ll z PSMAOT4 i PSMA-11. Wyniki badan biodystrybucji i dozymetrii pozwolity na
oszacowanie przewidywanych dawek promieniowania u ludzi poprzez modelowanie transla-
cyjne, co jest kluczowe przy okreslaniu dawek poczatkowych i maksymalnych, a takze przy
definiowaniu kryteriow wytaczenia zwigzanych z funkcja nerek, szpiku kosthnego czy
wspotistniejacym leczeniem. W ramach badan nieklinicznych zoptymalizowano struktury
liganddéw, wpiywajac na ich retencje w guzie i zmniejszenie obcigzenia narzadow
krytycznych, co bezposrednio przetozyto sie na projektowanie dawek, odstepow miedzy
cyklami oraz kryteriow modyfikacji dawki w badaniach klinicznych z [177Lu]O0PSMA czy
nowymi ligandami theranostycznymi. Dane toksykologiczne stanowity podstawe planu
monitorowania bezpieczenstwa oraz definiowania punktéw koncowych. W rezultacie bada-
nia niekliniczne stanowia fundament bezpiecznego i efektywnego wprowadzania radio-
farmaceutykoéw PSMA do praktyki klinicznej, zgodnie z nowoczesnymi wymaganiami regula-

cyjnymi.
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Wstep. Rosnace zainteresowanie celowana terapig alfa (TAT) z wykorzystaniem aktynu-225
stawia przed radiofarmacja nowe wyzwania w zakresie kontroli jakosci (QC). Specyfika szeregu
promieniotworczego 225Ac, w ktorym kluczowe izotopy pochodne (221Fr i 213Bi) emitujg promien-
iowanie gamma, stwarza unikalne problemy analityczne. Tradycyjne podejscie oparte na piku
gamma 213Bi (440 keV) wymagatoby wielogodzinnego oczekiwania na ustalenie rownowagi
promieniotwaorczej, co jest logistycznie nieakceptowalne w rutynowej praktyce szpitalnej. Celem
pracy byto opracowanie i weryfikacja szybkiej, wiarygodnej metodyki QC dla preparatow
[22°Ac]Ac-DOTA-TATE i [22°Ac]Ac-PSMA-D4, mozliwej do wykonania przy uzyciu standardowego

wyposazenia pracowni medycyny nuklearne.

Materialy i metody. Synteze radiofarmaceutykéw przeprowadzono z wykorzystaniem izotopu
225Ac¢ oraz prekursoréw do znakowania DOTA-TATE i PSMA-D4 (NCBJ OR POLATOM). Czystos¢
radiochemiczna (RCP) analizowano metodami: HPLC (metoda referencyjna z frakcjonowaniem),
TLC z odczytem na skanerze radiochromatograficznym/autoradiografii cyfrowej oraz opracowana
metoda ,ciecia paska” z pomiarem w liczniku studzienkowym. Kluczowym elementem nowej
metodyki byto wykorzystanie piku gamma fransu-221 (218 keV, T1/2 = 4,8 min) i ustalenie okna
energetycznego 180-220 keV. Pomiary wykonywano w punktach czasowych t=0h (zwolnienie)

oraz po 24 h (petna rownowaga).

Wyniki. Badania wykazaty, ze standardowe metody obrazowe (skanery TLC) stosowane
bezposrednio po procesie znakowania (t <1h) generuja wyniki fatszywie zanizone (srednie RCP ok.
91% vs 97% w HPLC) z powodu migracji izotopow pochodnych i braku rownowagi na pasku chro-
matograficznym. Wykazano petng zgodnos¢ wynikéw uzyskanych metods ,ciecia” (pomiar 30
min po rozwinieciu, okno #21Fr) z referencyjng metoda HPLC oraz pomiarami rownowagowymi po
24 h. Opracowana procedura pozwala na potwierdzenie RCP na poziomie >98% dla obu
preparatow w czasie akceptowalnym Kklinicznie. Badania stabilnosci potwierdzity trwatosc

preparatow do 24-48 h (>97% RCP).

Whioski. Opracowana metoda oparta na detekcji 221Fr w wycietym fragmencie paska iTLC
pozwala na wiarygodne zwolnienie preparatow znakowanych 22°Ac w czasie ok. 30 minut od
zakonczenia syntezy. Metoda eliminuje koniecznosc¢ stosowania drogiej aparatury (spektrometry
alfa) i ryzyko btedow wynikajacych z uzycia skaneréw TLC przed ustaleniem rownowagi. Jest to
rozwigzanie optymalne do implementacji w warunkach szpitalnych, zapewniajace

bezpieczenstwo pacjenta i ptynnosc pracy oddziatu.
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Wstep. Antygen btonowy swoisty dla prostaty (PSMA) jest silnie nadekspresjonowany w raku
prostaty, szczegdlnie w chorobie zaawansowanej i przerzutowej, dlatego stanowi istotny cel dla
diagnostyki i terapii radioizotopowej. Terapia ukierunkowana na PSMA z uzyciem ligandow
znakowanych 177LLu opiera sie na mozliwie wysokiej selektywnosci wobec tkanki nowotworowej
przy jednoczesnym ograniczeniu napromienienia tkanek zdrowych. O tym, czy radiofarmaceutyk
spetni te zatozenia, decyduje nie tylko jego zdolnos¢ do wigzania i internalizacji w komodrkach
PSMA+, ale takze zachowanie w krazeniu i w narzadach, w tym stopien wigzania z biatkami,
lipofilnos¢ oraz szybkos¢ eliminacji. Parametry te ksztattujg obcigzenie narzaddw krytycznych
(zwihaszcza nerek i slinianek) oraz koncowy stosunek sygnatu docelowego do tla. Zmiana konfigu-
racji jednego centrum stereogenicznego moze generowac diastereoizomery o odmiennym
zachowaniu biologicznym, dlatego poréwnanie wariantow L-Trp i D-Trp jest kluczowe przed

dalszym rozwojem przedklinicznym.

Cel. Poréwnanie dwadch diastereocizomerow [177Lu]Lu-PSMA-D4 roznigeych sie konfiguracja tryp-
tofanu (L-Trp vs D-Trp) pod katem wiasciwosci fizykochemicznych, interakcji z receptorem PSMA

oraz profilu farmakokinetyki i biodystrybucji u zdrowych zwierzat.

Materialy i metody. Oceniono lipofilnos¢ (logP), wigzanie z biatkami osocza, wychwyt
i internalizacje w komorkach LNCaP oraz parametry wigzania saturacyjnego (Kd, Bmax).
Cytotoksycznos$¢ oznaczano testem luminescencyjnym (ICso) po 24/72/168 h. Zbadano rowniez
stabilnos¢  metaboliczng w  preparatach  watrobowych i nerkowych (frakcje
mikrosomalne/homogenaty). Dodatkowo In vivo wykonano badania farmakokinetyki i biodystry-

bucji po podaniu dozylnym u zdrowych szczuréw Wistar (1-168 h).

Wyniki. Oba izomery byly hydrofilowe i wykazywaty poréwnywalne wigzanie z biatkami. Izomer
L-Trp miat wyzsze powinowactwo do PSMA i wieksze Bmax oraz wiekszy wychwyt w LNCaP.
Po 168 h obserwowano silniejszy efekt cytotoksyczny dla L-Trp niz dla D-Trp. In vivo oba zwigzki
szybko klirensowaty z krwi i wydalaty sie gtéwnie nerkowo, z niska akumulacja w wiekszosci
narzadow; D-Trp wykazywat wiekszg ekspozycje uktadowa oraz tendencje do pdznej retencji m.in.
w watrobie/RES, tarczycy, Sliniankach i kosciach. L-Trp charakteryzowat sie nizsza aktywnosciag

resztkowa w nerkach po 168 h.

Whioski. Konfiguracja L-Trp w [*77Lu]Lu-PSMA-D4 poprawia parametry oddziatywania z PSMA
(powinowactwo, wychwyt i internalizacja) oraz nasila efekt cytotoksyczny w komorkach PSMA+.
Jednoczesnie obserwuje sie mnigjsza pdzna, hiecelowa retencje w narzadach w badaniach in vivo
u zdrowych szczurdw, co wskazuje izomer L-Trp jako bardziej perspektywicznego kandydata do

dalszych badan przedklinicznych.
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Wstep. Antygen btonowy specyficzny dla prostaty (PSMA) jest istotnym celem molekularnym
w onkologii, wykazujacym nadekspresje w raku gruczotu krokowego, szczegdlnie w postaciach
zaawansowanych. Celem pracy byto poréwnanie dwoch nowych radioznacznikow PSMA
znakowanych miedzig-64: [¢4Cu]Cu-PSMA-D4 (chelator DOTA) oraz [¢4“Cu]Cu-PSMA-N4 (chelator

NOTA), ze szczegdlnym uwzglednieniem internalizacji, stabilnosci oraz profilu biodystrybucii.

Materialy i metody. Czesc¢ radiochemiczna obejmowata optymalizacje warunkéw znakowania,
ocene wydajnosci (TLC) i czystosci radiochemicznej (HPLC/TLC) oraz stabilnosci, w tym analize
wptywu buforu askorbinowego jako stabilizatora. Badania in vitro wykonano na linii komaérkowej
LNCaP: oznaczono wigzanie powierzchniowe i internalizacje oraz przeprowadzono badanie
nasycenia wigzania (Kd, Bmax). Badania in vivo obejmowaty biodystrybucje i analize
farmakokinetyczna u samcow szczura Wistar oraz ocene specyficznosci lokowania w modelu

nowotworowym u myszy BALB/c Nude z ksenoprzeszczepem LNCaP.

Wyniki. Uzyskano wysoka czysto$¢ radiochemiczng obu preparatow. [#*Cu]Cu-PSMA-D4
wykazywat podatnosc¢ na radiolize, natomiast dodatek buforu askorbinowego po znakowaniu
istotnie poprawiat stabilnos¢. [¢“Cu]Cu-PSMA-N4 charakteryzowat sie wysoka wydajnoscia
oraz wieksza odpornoscia na radiolize. W badaniach in vitro oba radioznaczniki wykazaty
poréwnywalne, wysokie powinowactwo do PSMA. Jednoczesnie [¢4Cu]Cu-PSMA-N4 wykazywat
wyraznie wieksza internalizacje, co przektadato sie na wyzszy catkowity wychwyt komaorkowy
PO 24 h. W badaniach in vivo [¢4Cu]Cu-PSMA-N4 wykazywat dominujaca eliminacje nerkowa oraz
niska akumulacje w watrobie, natomiast [¢4Cu]Cu-PSMA-D4 charakteryzowat sie wyzsza retencja
w watrobie i przewodzie pokarmowym oraz wolniejszym klirensem. W modelu nowotworowym
z ksenoprzeszczepem LNCaP [¢4Cu]Cu-PSMA-N4 zapewniat korzystniejszy kontrast ogniska
nowotworowego wzgledem tfa, natomiast [¢“Cu]Cu-PSMA-D4 wykazywat wyzsze tto i mnigj

korzystna dynamike sygnatu w ognisku nowotworowym.

Whioski. [*“Cu]Cu-PSMA-N4 jest obiecujgcym kandydatem do dalszych prac rozwojowych ze

wzgledu na wyzszg internalizacje oraz korzystniejszy profil biodystrybugcji.
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Wstep. Dynamiczny rozwdj medycyny nuklearnej oraz radiofarmacji wymaga zapewnienia
stabilnego dostepu do wysokiej jakosci radionuklidow medycznych zaréwno do badan
przedklinicznych i klinicznych, jak i do rutynowej praktyki klinicznej. W ostatnich latach dwa
europejskie projekty badawcze PRISMAP [1] i SECURE [2] miaty na celu rozwdj technologii
produkcji nowych radionuklidow do celdw medycznych, standaryzacje wymagan jakosciowych
oraz wzmochienie europejskiego fanicucha dostaw. Celem niniejszej pracy jest przedstawienie
doswiadczen, wynikéw oraz znaczenia udziatu NCBJ Osrodka Radioizotopow POLATOM

w realizacji tych projektow.

Zakres prowadzonych prac. W ramach projektu PRISMAP opracowano technologie
wytwarzania izotopow terapeutycznych skandu-47 (47Sc) [3] i terbu-161 (161Tb) [4], obejmujace
aktywacje neutronowa w reaktorze Maria, separacje radiochemiczng metoda chromatografii
ekstrakcyjnej z uzyciem zywic DGA i LN2 oraz procedury kontroli jakosci zgodne z monografiami
farmakopealnymi. Otrzymane radionuklidy spetniaty wymagania jakosciowe uzytkownikow
projektu PRISMAP, z Uniwersytetu w Uppsali, ze Szpitala Uniwersyteckiego w Bernie oraz z King's
College w Londynie, i umozliwity badania nad nowymi radiofarmaceutykami w molekularnej
radioterapii opartej na przeciwciatach oraz peptydach [5].

W projekcie SECURE szczegdlng uwage poswiecono badaniu mozliwosci odzysku kosztownego
mMateriatu tarczowego gadolinu-160 (160Gd) do produkcji 161Tb oraz niklu-64 (64Ni), materiatu
tarczowego do cyklotronowej produkcji 64Cu, majac na uwadze zwiekszenie efektywnosci
ekonomicznej i zrdwnowazony charakter produkgji radionuklidow. Dodatkowo oceniono jakosc
188Re i 212Pb pozyskiwanych z generatoréw radionuklidowych w SCK-CEN (Belgia) oraz NRG
Pallas (Holandia), uwzgledniajac czystos¢ radionuklidowa, chemiczna i radiochemiczna oraz

efektywnosc¢ znakowania DMSA i DOTA-TATE.

Whioski. Udziat NCBJ Osrodka Radioizotopdéw POLATOM w projektach PRISMAP i SECURE
pozwolit zdobyc¢ unikalne kompetencje technologiczne, doswiadczenie w miedzynarodowej
wspotpracy oraz opracowac rozwigzania zwiekszajace bezpieczenstwo, efektywnosc i trwatosc
dostaw radioizotopow w Europie. Osiggniete rezultaty stanowig istotny wktad w rozwoj innowa-
cyjnych radiofarmaceutykéw oraz w przyszte zastosowania kliniczne w medycynie nuklearnej,

jednoczesnie wzmacniajac europejska infrastrukture badan i produkcji radionuklidow.
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In the recently established Centre of Design and Synthesis of Radiopharmaceuticals for Molecular
Targeting, CERAD, launched at NCBJ/POLATOM, the cyclotron plays a central role. The Cyclone 30
XP is a device used for producing radioisotopes for radiotherapy and medical diagnostics.
It accelerates alpha particles to an energy of 30 MeV with a maximum intensity of 50 yAe, protons
to energies ranging from 15 to 30 MeV with a maximum intensity of 400 YA, and deuterons to
energies ranging from 9 to 15 MeV with a maximum intensity of 50 pA. These charged particles
are accelerated by applying variable electric fields in a vacuum with a pressure of around 10-7
mbar. The particles are stimulated by a high-frequency electric field of 33-66 MHz to achieve
maximum kinetic energy gain. lons (charged particles) are injected by an ion source at the central

point between the duant magnets. Notably, the alpha-beam is suitable for irradiating At-211.

Fig.1 Cyclone® 30 XP bunker entry door

Typical layout with two high-power solid targets installed on the left with p,d and alpha beam
and a small line with 5 PET targets on the right with p,d beam.

The infrastructure of CERAD can be used for both research and commmercial activities. It creates
the platform for comprehensive research studies and design of new medicinal products, particu-
larly radiopharmaceuticals, and for implementing diagnostic and therapeutic procedures for
diseases, which are currently treated ineffectively. NCBJ's research potential as a consortium
leader is supported by partner institutions: the University of Warsaw, Warsaw Medical University,
Institute of Nuclear Chemistry and Technology, Jagiellonian University Medical College, and the

Medical University of Bialystok.

CERAD project is co-financed under the Smart Growth Operational Programme (SGOP) 2014-
2020, Priority IV: INCREASING THE RESEARCH POTENTIAL, Measure 4.2. Development of

modern research infrastructure of the science sector.

This project is supported by the Innovative Health Initiative Joint Undertaking (IHI JU) and its
members, under Grant Agreement #101173001.

Fig.3 Cyclone® 30 XP Main part of cyclotrone system
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Rozwagj celowanej terapii nowotworowej TAT (ang. Targeted Alpha Therapy) znacznie zwiekszyt
zainteresowanie radionuklidami a-promieniotworczymi na swiecie. Efektem tego trendu sq real-
izowane projekty badawcze, w tym realizowany w Osrodku Radioizotopow POLATOM NCBJ
projekt ,AlphaMet”, uruchomiony w ramach programu EURAMET w 2023 r. Prowadzone prace
majq na celu metrologiczne opracowanie petnej spojnosci terapii TAT oraz wytycznych dot.
wymagan dobrej praktyki. W przypadku radiofarmaceutykow opartych na emiterach alfa
wyzwaniem jest pomiar aktywnosci promieniotworczej oraz czystosci radionuklidowej

preparatu podawanego pacjentom.

Celem prezentowanej pracy jest opracowanie detekcji zanieczyszczen emiterami gamma oraz
alfa w badanych preparatach 225Ac oraz 223Ra, bezposrednio po ich wytworzeniu. W praktyce
oznacza to okreslenie limitu detekcji danego radionuklidu, czyli okreslenie minimalnej mierzal-
nej aktywnosci (MDA) w wybranych uktadach pomiarowych. Metodami stosowanymi w takim
przypadku sq spektrometria promieniowania alfa oraz gamma. W pracy opisano metodologie

okreslenia zawartosci zanieczyszczen takich jak: 224Ra , 225Ra, 229Th | 233U oraz 235U.

Uzyskane wartosci MDA zmieniaty sie w zaleznosci od rodzaju detektora i warunkow
pomiarowych. Metodami spektrometrii a badano zrodfa otrzymywane po elektrodepozycji na
stalowych krgzkach. W tym przypadku limity detekcji zalezaty od rodzaju detektora i metody
przygotowania preparatu pomiarowego, ale praktycznie nie podlegaty zmianie przy
zwiekszaniu czasu pomiarowego. W przypadku 225Ac badanego metodami spektrometrii
promieniowania gamma limity detekcji 225Ra wzrastaty ze wzrostem aktywnosci 225Ac,
a w przypadku 224Ra nie ulegty drastycznym zmianom, natomiast znacznie malaty przy

zwiekszaniu czasu pomiarul.



