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РЕФЕРАТ

Есеп 56 бет, 10 сурет, 4 кесте, 10 әдебиет көздерінен, 6 қосымша. 
РАДИОФАРМДЫҚ ДӘРІ-ДӘРМЕК, ЯДРОЛЫҚ МЕДИЦИНА РАДИОХИМИЯЛЫҚ ТАЗАЛЫҚ, 177Lu-DOTAELA, СҮТ БЕЗІНІҢ ҮШ РЕТ НЕГАТИВТІ ҚАТЕРЛІ ІСІГІ, ТЕРАПИЯ, ҚАҒАЗ ХРОМАТОГРАФИЯСЫ, ЛЮТЕЦИЙ-177
Зерттеу нысаны таңбаланған элаголикс-177Lu (ары қарай 177Lu-DOTAELA) кешені болып табылады. 
Жоба мақсаты -СБҮРНҚІ диагностикалау мен емдеуге арналған дәрі-дәрмекті әзірлеу.
Синтез реакциясының технологиялық шығымына температураның, уақыттың және құрамының әсер етуін анықтау бойынша тәжірибелер, және де синтезделген топтамаларды тазалаудың қолайлы әдісін қарастыру герметикалық «ыстық» камерадағыдай жүргізілетін болады. Синтез кезеңіндегі технологиялық шығымды анықтау үшін гамма-спектрометрия (гамма-спектрометрEGPC 30-185-R), радиохимиялық тазалығын анықтауға арналған жұқақабатты хроматография, еріткіштердің құрамының және олардың өнімдегі қалдық мөлшерінің әсерін анықтауға газдық хроматография (газды хроматограф Agilent 7890A GC), сонымен қатар химиялық тазалығын анықтауға арналған жоғары тиімділікке ие сұйықтықтық хроматография(Agilent 1260) әдістері қолданылады. Қызбатуындатпаушылық LAL- тесті көмегімен, ал зарарсыздандырылғандығы -25°С пен 37°С  кезінде 14 күн ішінде үлгілерді артынша инкубациялаудан тұратын, қоректік ортаға тура себу әдісімен анықталады. Эксперессия ісік ұлпаларын тікелей таңбалау әдісімен анықталатын болады. 
2018-2020 жыл аралығында келесі негізгі нәтижелер алынды. 
Модификацияланған DOTAELA хелантының циклдік құрылымына радиобелсенді l77Lu изотобын толтыру шарттары анықталды. 177Lu-DOTAELA шығымын бағалаудың қағаз хроматографиясының жүйесі таңдалды. 177Lu-DOTAELA радиотаңбалаудың қолайлы параметрлері анықталды. l77Lu-DOTAELA кешенін тазалау әрекеттері жасалынды. l77Lu-DOTAELA пайдаланудың жарамдылық мерзімі анықталды.  Қоспа құрамдастарын дайындау, емдік дәрі-дәрмекке арналған құтыларға реагенттерді бөліп салу кезеңдерінен тұратын, DOTAELA негізінде дәрі-дәрмек жасаудың технологиялық сызбасы әзірленді Оның негізгі құрамдастарының құрамында сапалық және сандық анықтау әдістемесі жүргізілді. Емдік дәрі-дәрмек өндірісінде жаңа радиофарм дәрі-дәрмегінің сынама партиясын жасауға арналған сипаттама жобасы ұсынылды. Үш сынама партиясы өндірілді және радиофармацевтикалық дәрі-дәрмегінің сапасына бақылау жүргізілді. MDA-MB-231 жасушаларын байлау мен интернализациялау динамикасы зерттелді.
Сүт безінің үш рет негативті қатерлі ісігін (СБҮРҚІ) диагностикалау мен терапиясына арналған радиофарм дәрі-дәрмегін әзірлеу бойынша алынған нәтижелер ғылыми-практикалық маңызға ие, себебі оның негізіндегі материалдар ұқсас дәрі-дәрмектерді әзірлеу үшін материалдар ретінде пайдаланылады. Жұмыс нәтижелері мен қорытындылары РФД жолдауымен ілесіп жүретін фармакопеялық мақалалары мен өзге де нормативтік құжаттарды әзірлеу мен сараптамасын жасау кезінде  қолданылуы мүмкін. Алынған материалдар оларды ядролық медицинада қолдануда өте жоғары перспективаға ие.
Қолдану аумағы: ядролық медицина, радиохимия. 
Алынған нәтижелер халықаралық конференцияларда баяндалып, индекстелетін журналдарда жарияланған, сонымен қатар пайдалы модельге патент алынды. 
Міндеттің аяқталу дәрежесі - қорытындылау.
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РАДИОФАРМПРЕПАРАТ,РАДИОХИМИЧЕСКАЯ ЧИСТОТАЯДЕРНАЯ МЕДИЦИНА, 177Lu-DOTAELA, ТРИЖДЫ НЕГАТИВНЫЙ РАК МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ, ТЕРАПИЯ, БУМАЖНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ, ЛЮТЕЦИЙ-177
Объектом исследованияявляется меченый комплекс элаголикс-177Lu (далее177Lu-DOTAELA).
Цель проекта -разработать препарат для диагностики и лечения ТНРМЖ и внедрить в клиническую практику.
[bookmark: _Toc52805377][bookmark: _Toc52805801]Исследования проводили с помощью общепризнанных научных и экспериментальных методов. Эксперименты по определению влияния температуры, времени и состава на технологический выход реакции синтеза, а также отработка оптимального способа очистки синтезированных партий проводились в герметичной «горячей» камере. Для определения технологического выхода на стадии синтеза были использованы методы гамма-спектрометрии (гамма-спектрометр EGPC 30-185-R), тонкослойной хроматографии для определения радиохимической чистоты, влияния состава растворителей и их остаточного количества в продукте – метод газовой хроматографии (газовый хроматограф Agilent 7890A GC), а также высокоэффективная жидкостная хроматография для определения химической чистоты (Agilent 1260). Апирогенность определяли с помощью LAL- теста, а стерильность – методом прямого посева на питательные среды с последующим инкубированием образцов в течение 14 дней при 25°С и 37°С. Интернализацию и связывание определяли методом прямого мечения клеток MDA-MB-231.
[bookmark: _Toc52805378][bookmark: _Toc52805802]За период 2018-2020 гг получены следующие основные результаты:
Определены условия импрегнации радиоактивного изотопа лютеция l77Lu в циклическую структуру модифицированного хеланта DOTAELA. Подобрана система бумажной хроматографии оценки выхода 177Lu-DOTAELA. Определены оптимальные параметры радиомечения 177Lu-DOTAELA. Предпринята попытка очистки комплекса l77Lu-DOTAELA. Определен срок годности применения 177Lu-DOTAELA. Разработана технологическая схема приготовления препарата на основе DOTAELA, включающая стадии подготовки компонентов смеси, проведение фасовки реагентов во флаконы для лекарственных средств. Проведена разработка методик качественного и количественного определения в составе основных его компонентов. Предложен проект Спецификации для наработки опытных партий нового радиофармпрепарата, на производство лекарственного средства. Произведено три опытных партии и проведен контроль качества радиофармацевтического препарата. Изучена динамика связывания и интернализации клеток MDA-MB-231.
Полученные результаты по разработке радиофармпрепарата для диагностики и терапии трижды негативного рака молочной железы (ТНРМЖ) имеют научно-практическое значение, так как материалы на их основе могут быть использованы в качестве материалов для разработки подобных препаратов. Результаты и выводы работы могут быть использованы при разработке и экспертизе фармакопейных статей и другой нормативной документации, сопровождающей обращение РФП. Полученные материалы имеют высокую перспективу в использовании их в ядерной медицине.
Областьприменения: ядерная медицина, радиохимия.
Результаты доложены на международных конференциях, опубликованы  в индексированных журналах, а также получен патент на полезную модель.
Степень завершения задачи – заключительная.
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙИ ОБОЗНАЧЕНИЙ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения
177Lu – DOTAELA - 177Lu - 1,4,7,10-тетраазациклододекан-1,4,7,10-тетрауксусной кислоты - 4 - [[(1R) -2- [5- (2-фтор-3-метоксифенил) -3 - [[2-фтор-6- (трифторметил) фенил] метил] -4-метил-2,6-диоксопримидин-1-ил] -1-фенилэтил] амино] бутановойкислоты
C18 – картриджи на основе силикагеля с сильной гидрофобностью
DMEM – синтетическая среда для культивирования клеток, разработанная Гарри Иглом
GMP – надлежащая производственная практика
In vitro – технология выполнения экспериментов, когда опыты проводятся «в пробирке»–вне живого организма
In vivo – относится к экспериментам с использованием всего живого организма
MDA-MB-453 – представляет собой высокоагрессивную, инвазивную и малодифференцированную линию клеток тройного отрицательного рака молочной железы 
Rf  – фактор удерживания
ВР – вспомогательные работы
ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография
ГБк – гигабеккрель
ГнРГ – гонадотропин-рилизинг-гормон
ГФ РК – государственная фармакопея Республики Казахстан
КК – контроль качества
КОКСОН–Комитет по обеспечению качества в сфере образования и науки 
КПРФ – корпус производства радиофармперпаратов
М – молярная концентрация, моль/л	
МЕ – международная единица
НТЦ РПИ ДГП ИЯФ РК – Научно-технический центр радиохимии и производства изотопов дочернего государственного предприятия Институт ядерной физики Республики Казахстан
РИНЦ – российский индекс научного цитирования
РК – Республика Казахстан
РФП – радиофармпрепарат
РХК – радиохимический корпус
РХЧ – радиохимическая чистота
ТНРМЖ – трижды негативный рак молочной железы 
ТП – технический процесс
УКТIA – тип транспортного упаковочного комплекта
УМО – упаковка, маркировка, отправка
ЭЛАГОЛИКС (ELA) - антагонист гонадотропин-рилизинг-гормона,4 - [[(1R) -2- [5- (2-фтор-3-метоксифенил) -3 - [[2-фтор-6- (трифторметил) фенил] метил] -4-метил-2,6-dioxopyrimidin -1-ил] -1-фенилэтил] амино] бутановойкислоты


[bookmark: _Toc52805805]ВВЕДЕНИЕ

Лечение рака молочной железы может быть выполнено с использованием одного или комбинации следующих методов: гормональная терапия, хирургическое вмешательство, химиотерапия и лучевая терапия. Побочные эффекты ограничивают эффективность химиотерапии/радиотерапии, но их можно избежать, если используемые препараты обладают селективностью[1-4]. Требуемая селективность может быть достигнута путем разработки адресной терапии с использованием радиофармацевтических препаратов. 
Трижды негативный рак молочной железы (ТНРМЖ) характеризуется более агрессивным течением среди всех типов РМЖ, максимальным риском рецидива в течение первых трех лет после хирургического лечения, а также метастазированием и снижением продолжительности жизни, отсутствием экспрессии рецепторов эстрогенов, прогестерона и HER-2. До недавнего времени считалось, что клетки ТНРМЖ не имеют или имеют очень мало рецепторов на своей поверхности. Было обнаружено, что гонадотропин-рилизинг-гормон более чем в 50% случаев экспрессируется рецепторами клеток ТНРМЖ. Поэтому использование аналогов гонадотропин-рилизинг-гормона (ГнРГ) позволит осуществлять транспортировку радионуклида до клеток новообразования и проводить адресную радионуклидную терапию[5-7]. 
Механизм действия агонистов ГнРГ включает две фазы: кратковременную фазу стимуляции и фазу десенситизации гипофиза, когда гонадотрофы остаются резистентными к стимуляции и уровень гонадотропинов в крови снижается. Механизм действия антагонистов ГнРГ противоположен действию агонистов. После введения антагонистов-ГнРГ, конкурентно блокируют рецепторы ГнРГ в гипофизе. В отличие от агонистов ГнРГ, антагонисты действуют немедленно и прочно связываются с рецептором ГнРГ, не вызывая его активации[8-10]. Воздействие на клетки ТНРМЖ, дополнительно -излучением позволит достичь двойного терапевтического эффекта.
Разработка радиофармацевтических препаратов является длительным и сложным процессом, который должен отвечать требованиям надлежащей производственной практики (GMP), фармакопеи и радиационной безопасности.
Разработка нового радиофармпрепарата включает следующие этапы: выбор активного вещества, выбор радиоизотопа, систем подвижных фаз для хроматографических исследований, определение оптимальных параметров мечения, очистка, приготовление изотонической формы препарата пригодной для исследований in vivo и in vitro.
Цельюнастоящего проекта являлась разработка препарата для диагностики и лечения ТНРМЖ и внедрения в клиническую практику. Для этого предполагалось решение следующих задач:
· Исследовать влияние технологических параметров синтеза 177Lu-DOTAELAна технологический выход и качество продукта.
· Разработать способы очистки и кондиционирования 177Lu-DOTAELA.
· Разработать методику контроля качества 177Lu-DOTAELA.
· Получить и провести контроль качества опытных партий 177Lu-DOTAELA.
· Изучить экспрессию клеток трижды негативного рака молочной железы к 177Lu-DOTAELA.
Результаты исполнения первого года представлены в отчете за 2018 год (Инв. № 0218РК00516). Целью работы первого года исполнения Проекта являлось исследование влияния технологических параметров синтеза комплекса элаголикс-177Lu на технологический выход и качество продукта. Проведены эксперименты по подбору состава подвижных фаз для радиохроматографических исследований меченной лютецием-177 DOTAELA и продуктов синтеза. Основной пик 177Lu-DOTAELA, детектируемый сцинтилляционным детектором (NaI) после применения в качестве подвижной фазы водного раствора цитрата натрия располагается на линии старта (Rf=0,0-0,1), а пик, соответствующий свободному Lu-177 перемещается по хроматограмме вместе с фронтом растворителя (Rf=1,0). Отсюда следует вывод, что 177Lu-DOTAELA не препятствует определению непрореагировавшего Lu-177. Было установлено, что наилучшими параметрами для изучения поведения 177Lu-DOTAELA и получения хроматограмм продуктов ее взаимодействия с 177Lu обладает цитратный буферный раствор. Результаты, полученные методом ВЭЖХ, согласуются с результатами, полученными методом бумажной хроматографии. Однако, захват ионов 177Lu3+ в обратной фазе колонки ВЭЖХ, не обеспечивает необходимой надежности в анализе радиохимического выхода; поэтому в этом случае предпочтительным является использование метода бумажной хроматографии, который дает представление о содержании радиохимических форм 177Lu.Определены условия импрегнации радиоактивного изотопа лютеция l77Luв циклическую структуру модифицированного хеланта DOTAELA. Оптимальные параметры радиомечения: рН синтеза 177Lu-DOTAELA 4,5, температура 90-100 °С, время комплексообразования 40 минут. В результате исследований разработана технологическая схема получения комплекса 177Lu-DOTAELA. Согласно этой схеме, радиохимический выход составляет ≥ 95%. 
В 2019 году осуществлялись работы по второму и третьему этапам (промежуточный отчет за 2019 год, инвентарный № 0219РК00073).Изученный процесс очистки состоял из трех частей: адсорбции, промывки и элюирования. Согласно полученным данным в экспериментах на картридже с С18 и наполненных различными катионитами происходит задерживание катиона 177Lu3+, а также удерживание комплекса 177Lu-DOTAELA. В случае с картриджем С18 полученные результаты, согласуются с теорией, однако в случае с катионитами происходит не удерживание, а разрушение комплекса и применение катионитов сводится к поиску более слабых катионитов. Для промывки картриджа с С18 использовали дистиллированную воду и ацетатный буферный раствор с рН-5,0. В обоих случаях в результате промывки свободный 177Lu3+ удаляется с картриджа, а комплекс остается. Последовательное элюирование комплекса с картриджа С18 после промывки этанолом и ацетонитрилом, не дали удовлетворительных результатов. Объем элюентов составлял от 5 мл до 100 мл, с выходом комплекса от 10-15 %. На основании этих результатов можно сделать вывод, что стандартная реализация очистки C18, которая обычно эффективна для устранения не включенных ионов 177Lu3+, нуждается в применении веществ, понижающих эффект радиолиза, к примеру аскорбиновая кислота, для поддержания РХЧ 177Lu-DOTAELA, а так же поиска других элюентов. Например, использование трифторукусной кислоты, для увеличения полярности растворителя. Стабильность комплекса 177Lu-DOTAELA без очистки в течение 48 часов и без применения веществ, снижающих эффект радиолиза после процесса радиомечения, теряет стабильность через 24 после образования комплекса. Проведена разработка методик качественного и количественного определения в составе основных его компонентов.
В 2020 осуществлялись работы по четвертому и пятому, заключительным, этапам. Объект исследований - меченый комплекс элаголикс-177Lu. В соответствие с календарным планом (Приложение А), были поставлены и решены следующие задачи: 
· Получение опытных партий радиофармпрепарата «177Lu-DOTAELA» и проведение контроля качества.
· Изучение экспрессии клеток трижды-негативного рака молочной железы.
· Обобщение результатов проекта.
Объем финансирования в 2020 г составил 8 000 000 тенге.
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[bookmark: _Toc52805807]1 Разработка состава реагентов для получения изотонического раствора 177Lu-DOTAELA
Введение растворов для инъекций, осмотическое давление которых отличается от осмотического давления кровяной плазмы, вызывает резкую боль, ощущение которой тем сильнее, чем больше осмотическая разница. Возможность устранения ощущения резкой боли при использовании инъекционных растворов путем введения вспомогательных веществ для изотонирования раствора.
Осмотическое давление многокомпонентного раствора по закону Дальтона складывается из парциальных осмотических давлений отдельных компонентов (формула 1):
Р = P1 + Р2 + Р3…    и т. д.                                      (1)
На долю каждого из компонентов приходится изотонирование соответствующего объема раствора в миллилитрах (формулы 2, 3).
Vобщ = v1 + v2 + v3, откудаv3=Vобщ-(v1+v2)                         (2)


К 200 мкл раствора DOTAELA, затем добавляли 125 мкл ацетатного буферного раствора с рН 4,5 после чего прибавляли хлорида лютеция-177 растворенный в 0,01М хлороводородной кислоте. Общий объем доводится водой для инъекций до 2 мл.
DOTAELA + 177Lu3+ → 177Lu-DOTAELA + 3H+
Продукт содержит:
- комплекс 177Lu-DOTAELA - 232,8 мкг
- натрия ацетат – 0,0079 г
Концентрация комплекса 177Lu-DOTAELA и хлороводородной кислоты, таковы, что практически не влияют на величину осмотического давления. Выполним расчеты для натрия ацетата.
V(CH3COONa) = (1000*0.0079*1.86)/(0.29*71)=0.71 мл
V(NaCl)=Vобщ-V(CH3COONa)=2-0.71=1.29 мл
Массу натрия хлорида для изотонирования раствора рассчитаем:
m(NaCl)=(0.29*58.5*1.29)/(1000*1.86)=0.012 г
[bookmark: _Toc52805808]2 Методика приготовления лекарственной формы РФП 177Lu-DOTAELA
На основании предварительной разработки оптимального состава (таблица 1) препарата 177Lu-DOTAELA и оптимальных условий радиомечения, для наработки опытных образцов РФП с целью проведения контроля качества и изучения функциональной пригодности была использована следующая технологическая схема:
· Подготовка растворов для приготовления смеси реагентов, входящих в состав и вспомогательные вещества.
· Облучение мишени.
· Приготовление балк-раствора.
· Радиомечение.
· Фильтрация и стерилизация.
· Контроль качества.
В соответствии с разработанной технологической схемой во флакон на 10 мл с предварительно взвешенным хлоридом натрия массой 0,012 г отбирали 200 мкл раствора DOTAELA в этаноле, затем добавляли 125 мкл ацетатного буферного раствора с рН 4,5 после чего прибавляли хлорида лютеция-177 активностью ≈ 7,4 ГБк растворенного в 0,01 М хлороводороднойкислотеи доводили объем до 2 мл дистиллированной водой. Конечную смесь устанавливали в глицериновую баню при 90-95°С на 40 мин. По окончании времени флакон извлекался и охлаждался. По окончании процесса из флаконов отбирали пробы препаратов объемом 5 мкл для хроматографирования и радиометрических измерений.

Таблица 1 – Состав РФП «177Lu-DOTAELA» во флаконе
	Вещество
	Флакон готового препарата содержит

	Лютеций - 177
	 6,5 – 8,1 ГБк

	DOTAELA
	200 мкг

	Соляная кислота 
	0,001М

	Натрия хлорид
	12 мг

	Натрия ацетат
	7,9 мг

	Вода для инъекций
	До 1,8 мл



Получаемый препарат имеетрадиохимическуючистоту >96 %, что позволяет использовать его для проведения медико-биологических испытаний.
[bookmark: _Toc52805809]3 Технологическая схема
В результате проведенных исследований по определению оптимальных параметров синтеза комплекса 177Lu-DOTAELA, разработана технологическая схема (рисунок 1).
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Рисунок 1 - Технологическая схема получения 177Lu-DOTAELA
На основе разработанной технологической схемы провели контрольный синтез радиомечения DOTAELA. Во флакон на 10 мл отбирали 100 мкл раствора DOTAELA с концентрацией раствора 1 мг/мл, затем добавляли 125 мкл ацетатного буферного раствора с рН 4,5 после чего прибавляли 50 мкл хлорида лютеция-177 и доводили объем до 2 мл дистиллированной водой. Конечную смесь устанавливали в глицериновую баню при 90-95°С на 40 мин.

[image: ]
Рисунок 2– Радиохроматограмма 177Lu-DOTAELA. I - 177Lu-DOTAELA, II - 177Lu3+
При выполнении синтеза после определения оптимальных параметров синтеза, РХЧ составляла 96 % (рисунок 2).

[bookmark: _Toc52805810]4 Проект спецификации на РФП «177Lu-DOTAELA»
Основываясь на проведенных в работе исследованиях по разработке состава радиофармпрепарата «177Lu-DOTAELA», а также приведенных выше методик анализа его качества, был разработан проект спецификации для наработки опытных партий РФП, приведенной в таблице 2.

Таблица 2 – Проект спецификации на РФП «177Lu-DOTAELA», раствор для внутреннего введения
	Тест
	Метод
	Требования

	1
	2
	3

	Идентификация 
177Lu-DOTAELA
	ВЭЖХ
(ГФРК I, т.1, 2.2.29)
	Относительное время удерживания 177Lu-DOTAELA должно отличаться не более, чем на 3 % от времени удерживания нерадиоактивного комплекса Lu-DOTAELA.

	Идентификация 177Lu
	Гамма-спектрометрия 

	Гамма-спектр 177Lu испытуемого раствора должен иметь характерные линии с энергией 0.113 и 0.208 МэВ

	pH
	Потенциометрия
(ГФ РК I, т. 1, 2.2.3)
	от 4.5 до 8.5

	Прозрачность
	ГФ РК I, т. 1, 2.2.1
	Прозрачен по сравнению с водой Р

	Цветность
	ГФ РК I, т. 1, 2.2.2
	Окраска препарата не должна быть интенсивней окраски раствора сравнения Y7

	Механические включения
	ГФ РК I, т. 1, 2.9.20
	Механические включения должны отсутствовать.

	Натрия хлорид
	Прямое титрование
	от 10 до 14 мг

	Радионуклидные примеси
	Гамма-спектрометрия
	Содержание гамма-излучающих радионуклидных примесей не должно превышать в сумме 0.1% от общей радиоактивности.

	Радиохимическая чистота
	Хроматография на бумаге
(ГФ РК I, т. 1, 2.9.26)
	Не менее 95 %

	Остаточные растворители
	Газовая хроматография
(ГФ РК I, т. 1, 2.2.28)
	Содержание этанола должно быть не более 50 мг/V

	Стерильность
	Прямой посев на питательные среды
(ГФ РК I, т. 2, 2.6.1)
	Стерилен

	Бактериальные эндотоксины
	Турбидиметрический кинетический метод
(ГФ РК I, т. 1, 2.6.14)
	Не должно превышать 175/V ME/мл

	Неактивные примеси
	Атомно-эмиссионная спектрометрия с индуктивно связанной плазмой
ГФ РК I, т.1, 2.2.22
	Неактивные примеси не должны обнаруживаться в количествах, превышающих их пределы обнаружения


Продолжение таблицы 2
	1
	2
	3

	Упаковка
	
	Для упаковки используют транспортный упаковочный комплект УКТIА-10 ГОСТ 16327-88. Упаковочный комплект пломбируют свинцовой печатью.

	Маркировка
	
	Маркировку производят в соответствии с «Правилами маркировки лекарственных средств, Приказ министра здравоохранения и социального развития РК от 16.04.2015 г. №22

	Транспортирование
	
	Транспортировку производят в соответствии с «Правилами транспортировки радиоактивных веществ и радиоактивных отходов», приказ Министра энергетики РК от 22.02.2016 г. №75

	Срок годности
	
	Не более 24 ч с момента времени приготовления 

	Меры предосторожности 
	
	Должно соответствовать «Санитарно-эпидемиологическим требованиям к обеспечению радиационной безопасности»



[bookmark: _Toc52805811]5 Производство опытных партий
На основании технологической схемы синтеза радиофармпрепарата «177Lu-DOTAELA» было произведено три серии препарата в условиях соблюдения требований надлежащей производственной практики. 
Производство осуществлялось в несколько этапов на основании разработанной документированной процедуры «Организация производства радиофармпрепаратов в НТЦ РПИ ДГП ИЯФ РК»: облучение подготовленной мишени, подготовка оборудования и исходных материалов, осуществление производственного процесса в горячей камере, контроль качества продукта. 
Перед началом производства каждой партии препарата проводилась подготовка горячих камер, загрузочного шлюза, дозкалибратора и фасовочного устройства «Thimotheo-LT». Все подготовительные процедуры выполнялись до доставки облученной мишени в горячую камеру.
Подготовка к работе горячих камер и загрузочного шлюза включала проверку разрежения в камерах и шлюзе, подключение к электропитанию, подключение дозиметрического оборудования.
Подготовка дозкалибратора «Capintec CRC – 25R» заключалась в калибровке прибора стандартным источником Cs-137 и измерении фона.
Подготовка фасовочного устройства «Thimotheo-LT» заключалась в калибровке весов, встроенных в устройство, с помощью эталона с известной массой.
На рисунке 3 представлен процесс подготовки к синтезу РФП «177Lu-DOTAELA»
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Рисунок 3 – Подготовки к синтезу

Параметры облучения и синтеза опытных серий «177Lu-DOTAELA» представлены в таблице 3.

Таблица 3 – Параметры облучения и синтеза опытных серий «177Lu-DOTAELA»
	Время облучения, мин
	Активность 177Lu после растворения, ГБк
	Время
синтеза
	Активность 177Lu-DOTAELA на момент окончания синтеза, ГБк

	252
	88,4
	40 мин
	7,6

	408
	152,30
	40 мин
	7,4

	240
	53,4
	40 мин
	7,5



После завершения синтеза полученный препарат посредством фасовочного устройства дозировался во флаконы, один из которых использовался для контроля качества. Флаконы с расфасованным препаратом укупоривали резиновыми пробками и обжимали алюминиевыми колпачками, после чего измеряли активность 177Lu в каждом флаконе. Последовательно флаконы помещались в защитные контейнеры и выгружались из горячей камеры. При выгрузке на контейнер наклеивалась этикетка. На рисунке 4 представлен пример этикетки.
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Рисунок 4 – Пример этикетки на флакон с препаратом «177Lu-DOTAELA»
и транспортировочный контейнер

[image: C:\Users\974684\Documents\Андрей\PhD\10-06-2020_08-20-55\20200610_110830.jpg][image: C:\Users\974684\Documents\Андрей\PhD\10-06-2020_08-20-55\20200610_110805.jpg]На рисунке 5 показан процесс выгрузки контейнера с препаратом из горячей камеры, на рисунке 6 – процесс передачи препарата в лабораторию для проведения контроля качества.
Рисунок 5 – Выгрузка контейнера с препаратом из горячей камеры
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Рисунок 6 – Передача контейнера с препаратом на контроль качества через вентилируемый шлюз 

Контроль качества опытных серий включал в себя определение объёмной активности, радионуклидной и радиохимической чистоты, содержания остаточных растворителей, а также рН.
[image: ]На рисунках 7 и 8 показаны графические изображения результатов проведения испытаний по определению содержания остаточных растворителей методом газовой хроматографии и радиохимической чистоты методом бумажной хроматографии. 

Рисунок 7 – Определение содержания остаточных растворителей методом газовой хроматографии в РФП «177Lu-DOTAELA»
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Рисунок 8 – Определение радиохимической чистоты РФП «177Lu-DOTAELA» методом тонкослойной хроматографии

Результаты проведения контроля качества РФП«177Lu-DOTAELA» представлены в таблице 4.

Таблица 4 – Результаты испытаний опытных партий РФП «177Lu-DOTAELA»
	№ 
серии
	рН
	Объемная
активность,
ГБк/мл
	РНЧ,
%
	РХЧ,%
	Содержание остаточных растворителей, мг/мл
(Этанол)

	Микробиологическая чистота

	
	
	
	
	177Lu-DOTAELA
	177Lu3+

	
	

	Нормируемый показатель
	4,5-8,5
	3,4-3,8
	99,8±0,005%
	≥95,0%
	≤ 5%
	6,25
	Стерильно 

	010220
	7,3
	3,8
	99,9
	96,3
	3,6
	1,7
	Стерильно

	020220
	7,6
	3,7
	99,9
	95,5
	4,2
	0,9
	Стерильно

	030320
	7,4
	3,8
	99,9
	96,7
	2,8
	1,4
	Стерильно



[bookmark: _Toc52805812]6 Проведение испытаний на культуре клеток MDA-MB-231
Антагонисты и агонисты гонадо-тропин-релизинг гармона, направленные на связывание с определенными типами опухолей служат селективными переносчиками радионуклидов в опухолевые клетки. Радионуклидная терапия требует очень стабильного прикрепления радионуклида к носителю, поскольку несвязанные радионуклиды могут поражать нормальные ткани, что приводит к повышению доз как для нормальных органов, так и для всего тела. 
Клетки MDA-MB-231 были распределены в центрифужные пробирки (в трех экземплярах, для специфического и неспецифического связывания). Неспецифическая интернализация оценивалась добавлением немеченого DOTAELA (9 мкг). Через 1 час инкубации при 37 °C 25 мкл 177Lu-DOTAELA был добавлен и инкубировали в течение 0.25, 0.5, 1 и 2 ч. Клетки промывали 2 раза средой DMEM для удаления свободного радиолиганда и инкубируют 10 мин в 1 мл буфера 0,2M натрий ацетатного буфера с рН – 4,5. После удаления кислотного буфера клетки дважды промывали дополнительно 1 мл буфера, и супернатанты были объединены для измерения количества 177Lu-DOTAELAассоциированного с плазматической мембраной. Затем клетки солюбилизировали в 1 мл 1 н. NaOH и переносят в пробирки для количественного определения интернализованной радиоактивности. Результаты выражались в процентах от связывания и интернализации.

Рисунок 9 – Динамика накопления 177Lu-DOTAELA опухолевыми клетками (р<0,05)
Рисунок 10 – Динамика интернализации 177Lu-DOTAELA опухолевыми клетками(p<0,05)

Исследования рецепторной специфичности испытуемого радиофармпрепарата  показал удовлетворительный уровень накопления  и интернализации 177Lu-DOTAELA опухолевыми клетками (рисунки9 и 10). Доля интернализации меченного соединения практически не зависит от концентрации соединения в инкубационной среде. Препарат достаточно прочно связывается с опухолевыми клетками. Это дает основание полагать, при введении его в организм животного и человека препарат будет связан в опухолевом очаге в течение достаточного для визуализации и терапии количестве.
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За отчетный период по Проекту были выполнены следующие работы:
1) Определены условия импрегнации радиоактивного изотопа лютеция l77Lu в циклическую структуру модифицированного хеланта DOTAELA согласно расчетной и оптимальной концентрации радионуклида в соответствии с алгоритмами диагностики и лечения злокачественных новообразований и рекомендациями Минздрава РК.
2) Подобрана система бумажной хроматографии оценки выхода 177Lu-DOTAELA. Установлено, что наилучшими параметрами для изучения стабильности поведения l77Lu- DOTAELA и получения хроматограмм продуктов ее взаимодействия с 177Lu обладает цитратный буферный раствор.
3) Определены оптимальные параметры радиомечения: pH синтеза 177Lu-DOTAELA 4.5, температура 90-100°С, время комплексообразования 40 минут. В результате исследований разработана технологическая схема синтеза получения комплекса 177Lu-DOTAELA, согласно которой радиохимический выход составляет > 95%.
4) Изучение процесса очистки комплекса l77Lu-DOTAELA с Cl8 и наполненных различными катионитами показало, что происходит задерживание катиона 177Lu3+, а также удерживание комплекса l77Lu-DOTAELA. Сделан вывод, что стандартная реализация очистки С18, которая обычно эффективна для устранения не включенных ионов 177Lu3+, нуждается в применении веществ, понижающих эффект радиолиза, например, аскорбиновую кислоту, для поддержания радиохимической чистоты,177Lu-DOTAELA.
5) Установлено, что стабильность комплекса 177Lu-DOTAELA снижается в течении 24 часов со времени его образования.
6) Разработана технологическая схема приготовления препарата на основе DOTAELA, включающая стадии подготовки компонентов смеси, проведение фасовки реагентов во флаконы для лекарственных средств.
7) Проведена разработка методик качественного и количественного определения в составе основных его компонентов. Предложен проект Спецификации для наработки опытных партий нового радиофармпрепарата, на производство лекарственного средства.
8) Произведено три опытных партии и проведен контроль качества радиофармацевтического препарата. Препарат соответствует требованиям и пригоден для биологических исследований in vivo и in vitro.
9) Изучена динамика связывания и интернализации клеток MDA-MB-231.
Показана возможность практического применения радиофармацевтического препарата на основе меченой лютецием-177 DOTAELA, что позволит производить лечение ТНРМЖ, а также визуализацию опухоли с помощью гамма-камеры, что может значительно снизить стоимость процедуры диагностики. Использование такого радиофармпрепарата обеспечит возможность проводить терапию без инвазивных методов, увеличить продолжительность жизни и повысить качество жизни.
Результаты и выводы работы могут быть использованы при разработке и экспертизе фармакопейных статей и другой нормативной документации, сопровождающей обращение РФП.
Таким образом, в работе проведено детальное обсуждение специфических свойств радиофармацевтических лекарственных препаратов на основе 177Lu-DOTAELA, обусловливающих специальные подходы к их производству (или изготовлению) и контролю качества. Результаты и выводы работы могут быть использованы при разработке и экспертизе фармакопейных статей и другой нормативной документации, сопровождающей обращение РФЛП для диагностики и профилактики лечения трижды негативного гормон-чувствительного рака молочной железы.
Предусмотренные календарным планом задачи на 2018, 2019 и 2020 гг (см. Приложение А) выполнены полностью. Календарный план был скорректирован согласно дополнительного соглашения №4 к договору №157 от 15 марта 2018 (Приложения Б).
Полученные результаты были отражены в 9 публикациях, из которых 2 входят в базы данныхWeb of Science и Scopus (Приложение В, Г), 2 статьи опубликованы в журналах рекомендованных КОКСОН, 1 статья индексируется базой РИНЦ, 3 доклада были представлены на международных конференциях. В феврале 2020 году была подана заявка на выдачу патента на полезную модель, в августе патент был получен (Приложение Д).
Участник проекта Гурин А.Н. на основании полученных данных подготовил диссертацию для соискания ученой степени PhD по специальности «6D060600-Химия» (Приложение Е).
Запланированные работы выполнены в соответствии с календарным планом и в полном объеме.
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STUDY OF THE PURIFICATION
OF "7LU-DOTAELA COMPLEX

A.N. Gurin,3* Patrick Riss,! E. T. Chakrova,!?
1. V. Matveyeva,! and E. A. Kadyrbaev!

Original article submitted February 6, 2020.

Radiolabeled analog of the gonadotropin releasing hormone having a close molecular weight, namely '7Lu
-1,4,7,10- tetra-azacyclododecane -1.4,7,10- tetraacetic acid - 4-[[(1R)-2-[5-(2-fluoro-3-methoxyphenyl)-3-
[12-fluoro-6-(trifluoromethyl)phenyl Jmethyl]-4-methyl-2,6 ~ dioksopirimidin-1-yl]-1-phenylethylJamino]bu-
tanoic acid ("’Lu-DOTAELA) plays an important role in radionuclide receptor therapy for triple negative
breast cancer. The preparation with a label was purified using C18 Sep-Pak cartridge and various types of cat-
fon exchangers. The reaction mixture was passed through the column after radiolabeling. The pure product of
'7Lu-DOTAELA was eluted with ethanol and acetonitrile. The flushing was performed with distilled water
and acetate buffer solution pH 5.0. The elution was performed using sterile vials. Ethanol was removed by
heating at 80°C. The final product was diluted with physiological solution. According to the data obtained in
experiments, 7’Lu3+ cations and the 'Lu-DOTAELA complex are retained on the cartridge with C18 and
filled with various cation exchangers. Standard implementation of purification with C18, which is usually ef-
fective for eliminating non-included '’Lu** fons, requires the use of a substances reducing the radiolysis ef-
fect (e.g., ascorbic acid) for maintaining radiochemical purity (RCP) of '’Lu-DOTAELA as well as the search
for other eluents (e.g., trifluoroacetic acid) increasing the polarity of solvent.

Keywords: preparation of //’ Lu; DOTAELA; labeling; radiochemical purity; RCP; solid-phase extraction.

1. INTRODUCTION

There are two ways to introduce the radioactive label
into a carrier molecule: direct and indirect. In direct adminis-
tration, the radionuclide is attached to the molecule via
nucleophilic substitution and isotopic exchange. The most
well-known examples of substitution and isotope exchange
are  2-deoxy-2-["*F]-fluoro-D-glucose  (['*F]-FDG) and
Bl-metaiodobenzene guanidine ([®'1-MIBG) [1, 2]. Metal
radionuclides can also be introduced directly. For example,
peptides can be labeled with **™Tc via their thiol functional
groups [3]. Bifunctional chelating agents (BFCA) are usually
employed in the indirect method of introducing metal radio-
nuclides. Derivatives of BFCA, such as diethylenetriamine-
pentaacetic acid (DTPA), were used for labeling various mol-
ecules with radionuclides such as '""Lu [4] and Y [5]. A
common drawback of direct and indirect labeling methods is
that none of these can guarantee high radiochemical purity of

! RSE Institute of Nuclear Physics, Ministry of Energy of the Republic of
Kazakhstan, Ibragimov str. 1, Almaty, 050032 Kazakhstan.

University of Oslo, Oslo, Norway.

Al-Farabi Kazakh National University, Almaty, 050040 Kazakhstan.
c-mail: gurin.andrey@inp.kz

the final product [6]. The presence of radiochemical impuri-
ties increases the background radiation, decreases specificity,
and contributes to increase in the radiation load [7]. In the
case of diagnostic radiopharmaceuticals, radiochemical im-
purities can affect interpretation of the scans and reduce the
imaging accuracy [8]. The impurities in therapeutic radio-
pharmaceuticals can also lead to side effects [9].

For the effective purification of radiopharmaceuticals, it
is necessary to select a suitable purification method. The
choice of method is based on consideration of the following
criteria: molecular weight, lipophilicity, drug stability in the
mobile phase, molecular charge [10 — 13], and half-life of the
radionuclide [14]. The most commonly used methods for pu-
rification of radiopharmaceuticals are based on chromatogra-
phy, including the normal and reverse solid-phase extraction
(SPE), high performance liquid chromatography (HPLC),
size exclusion chromatography (SEC), ion exchange chro-
matography (IEC), and liquid-liquid extraction (LLE).

In the present work, SPE was chosen as a method for pu-
rification of the resulting complex after radioligand synthe-
sis. Solid phase extraction is an efficient separation method
that can isolate the main dissolved or suspended compounds
from other components of the mixture based on their

0091-150X/20/5401-0064 © 2020 Springer Science +Business Media, LLC
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physicochemical properties. This method was used for the
synthesis, purification, and concentration of radiopharma-
ceuticals [15]. Like other liquid chromatography techniques,
SPE employs the mobile and stationary phases. Based on the
selected characteristics, a compound can be retarded in the
stationary phase or pass through it.

The purification by SPE from a cartridge takes place
when the cartridge retains major part of the target product
while the impurities freely leave the column or vice versa.
Parameters such as the cartridge type, cartridge conditioning,
sample concentration, eluent flow rate, and lipophilicity af-
fect the efficiency of purification [16]. Various purification
procedures lead to different results. For example, **Ga-
NOTA-ubiquicidin ~ fragments  (**Ga-NOTA-UBI29-41,
%Ga-NOTA-UBI30-41, and **Ga-DOTA-TATE) were puri-
fied using Strata-X, C18-E light, and Sep-Pak C18, which re-
sulted in slightly changing the RCP values [17].

For the DOTA-like chelator-modified peptide labeled
with %Ga®", the main radiochemical impurity is free 8 Ga’,
which can be removed using Sep-Pak cartridges [14]. This
method was used to separate free ® Ga’" and **Ga-
DOTATOC, *®Ga-DOTA-Tyr3-octreotide and **Ga-DOTA-
biotin [18, 19]. A similar purification procedure was used for
%8Ga, ""In, '""Lu, and *°Y-labeled somatostatin analogs [20].
The aim of the present work was to purify and increase the
RCP of prepared '"Lu-DOTAELA complexes, which were
intended to study the expression of receptors for triple nega-
tive breast cancer (TNBC). This paper presents the results of
using the SPE method for the removal of non-reacted '""Lu.

2. CHEMICAL EXPERIMENTAL PART

2.1. Materials and Methods

Reagents used in the work were as follows: '""Lu was
obtained from lutetium chloride (Reactor, Almaty, Kazak-
hstan), lutetium oxide (82% enriched in 7oLy, spectroscopic
grade, >99.99% pure), sodium citrate, sodium acetate,
acetonitrile, and ethanol were from Sigma-Aldrich (Ger-
many). All chemicals and solvents used were of AR grade
and supplied by reputed chemicals manufactures. Initial
DOTAELA was provided by the University of Oslo (Oslo,
Norway).

Stock solutions were prepared by dissolving a precise
portion of the reagent in distilled water. The solutions of
lower concentrations were prepared by diluting the stock so-
lutions.

Radiochemical purity of the labeled complex was de-
termined on the radiochromatogram-scanner VCN-101
(VEENSTRA, Germany). Whatman FN 1 was used in paper
chromatography.

Cartridges for purification were preliminary condi-
tioned and prepared by filling a small
(2 mm x 10 mm) with sorbents such as Dowex 50W-X-12
(Fluka; Sigma-Aldrich), Purolite WCA 100 (Purolite, USA),

column
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KU-2 (Aquachem). The cartridges were of Sep Pac C18
(Cartridges, Waters) and SCX (Alltech) manufacturers.

2.2, Production of ""LuCl;

Radiolabeling was performed with the lutetium-177 iso-
tope prepared by irradiating 200 pg of lutetium in the form
of chloride with a thermal neutron flux of 2 x 10" n/em? - s
for 254 h. After irradiation, the target was held for 6 h and
then transported to a hot chamber for opening the ampules,
followed by dissolution of the target in 2 mL of 0.01 M hy-
drochloric acid solution.

2.3. Production of "Lu-DOTAELA

For the radiolabeling of DOTAELA (Fig. 1), 100 pL of
the DOTAELA solution of 1 mg/mL concentration was taken
in 10 mL vial, to which were sequentially added 125 pL of
acetate buffer solution pH 4.5 and 50 uL of lute-
tium-177 chloride solution, and the mixture volume was ad-
justed to 2 mL with distilled water. The final mixture was
placed in a glycerin bath at 90 — 95°C and kept for 40 min.
When the time expired, the vial was removed and cooled,
and then the solution was passed through the cartridge with a
sorbent (Table 1). The samples for TLC were taken at the
stages before and after passing the solution through the car-
tridge. The FN1 type chromatographic paper was used as a
stationary phase. On the start line, 5 pL of the test solution
was applied at 2 cm distance from the start of the chromato-
graphic stripe; after which the spots were dried. Then the
stripes were placed in the sealed chamber, and one end was
immersed in the mobile phase [21]. The mobile phase was
0.1 M buffer solution of sodium citrate, pH 5.0.

2.4. Purification

The drug preparation with a radioactive label was puri-
fied using the C18 Sep-Pak cartridge and various types of
cation exchangers (Table 1). The reaction mixture was
passed through the column after radiolabeling. The pure
product, ""Lu-DOTAELA was eluted with ethanol and
acetonitrile. Flushing was performed with distilled water and
the acetate buffer solution pH 5.0. The elution was per-
formed using sterile vials. Ethanol was removed by heating
at 80°C. The final product was diluted with physiological so-
lution.

Stability of the 3.7 GBq '"Lu-DOTAELA complex over
time was tested after 24 and 48 h by the method of paper
chromatography.

3. BIOLOGICAL EXPERIMENTAL PART
The triple negative phenotype includes a subtype of the

breast tumor that is clinically negative for expression of es-
trogen and progesterone receptors (ER and PR) and negative




image19.jpeg
66

CHyN

Fig. 1. Scheme of |7/ Lu-DOTAELA synthesis.

for the human epidermal factor receptor protein (HER2),
with unique prognostic and therapeutic parameters. Unlike
other subtypes, target agents specifically targeting a triple
negative breast tumor are not yet available, which increases
the need and interest in promoting new therapeutic strategies
beyond chemotherapy for this subgroup of high-risk patients
[22-24].

Receptors for triple negative breast cancer express the
gonadotropin-releasing hormones (GnRH) in more than 50%
cases [25]. Among several analogs (agonists and antagonists)
of GnRH that have been studied for treatment of this type of
cancer, the non-peptide antagonist elagolix (ELA) is most in-
teresting. Elagolix is the first of a new class of GnRH inhibi-
tors that have been designated as the second generation due

TABLE 1. Plan of Experiments on Purification Study

A. N. Gurin et al.

L
: /}NH/_ [ j

to their non-peptide nature and oral bioavailability. Due to
the relatively short half-life of elagolix, the effects of GnRH
are not completely blocked during one day. In this regard, the
DOTAELA molecule was synthesized consisting of elagolix
bound to the chelating DOTA molecule through an ethylene-
diamine bridge. The substance has no analogs in the treat-
ment of triple negative breast cancer and is the first in this
field.

4. RESULTS AND DISCUSSION

The percentage RCP is defined as the ratio B of the activ-
ity of radionuclide present in the given radiopharmaceutical
form to total radioactivity:

Experiment 1 2 3 4 5
Sorbent - Sep Pac C18 SCX Dowex S0W-X-12 Purolite WCA 100 KU-2
Sorbent pre-treatment -
Flushing -
Elution -
Final volume, mL 1 1 1 1 1 1
Total activity, GBq 3.7 37 37 37 37 3.7

3.7 GBg/mL
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Fig. 2. Chromatograms of |/ Lu-DOTAELA as detected after (A) 1 h and (B) 48 h.
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Experiments 1 — 6 were performed to determine the RCP
of '"Lu-DOTAELA with/without purification (Table 1),
consisting of three stages: conditioning, flushing and elution.
Ethanol/water and acetonitrile/water (50:50, v/v), were used
as the eluents.

RCP of ""Lu-DOTAELA was measured by a radiochro-
matogram scanner for 48 hours after synthesis. Figure 2A
shows the typical radiochromatogram of '"’Lu-DOTAELA,
which was prepared as described in the experimental part,
measured for a sample taken 1 h after synthesis. Figure 2B
shows the radiochromatogram of '"’Lu-DOTAELA in the ab-
sence of components that reduce the effect of radiolysis,
measured after 48 hours.

Figure 2 shows the main peak of 1""Lu-DOTAELA as
measured by the scintillation detector (Nal), which is located
on the start line, and the peak corresponding to free '"Lu**
moving along the chromatogram jointly with the solvent
front.

Figure 3 shows the stability of the '""Lu-DOTAELA
complex without purification for 48 h and with no use of the
substances that reduce the radiolysis effect after the radio-la-
beling process. As can be seen from Fig. 3, the complex loses
stability within 24 h after the preparation.

To study the purification effect, we performed radioli-
gand synthesis, followed by purification with the cartridges
filled with C18 and various cation exchangers (Table 1). In
the synthesis with radio-tracer, the initial RCP is 91.7+
1.3%. After purification with C18 and cation exchangers,
this treatment resulted in complete separation of the labeled
'"Lu-DOTAELA complex from free !"’Lu*".

The purification process included three stages: adsorp-
tion, flushing and elution. According to the data, obtained in
experiments 2 — 6 (Table 1), '"’Lu*" cation and the complex
77 Lu-DOTAELA are retained on the cartridge with C18 and
filled with various cation exchangers. In the case of C18 car-
tridge, the obtained results are consistent with theory. How-
ever, in the case of cation exchangers, there is destruction

rather than retention of the complex, and the use of cation
exchangers results in the search for weaker cation
exchangers. Considering the above results, the stage of flush-
ing in case of cation exchangers of this type was not accom-
plished.

Distilled water and acetate buffer solution pH 5.0 were
used for flushing of the C18 cartridge. In both cases, free
7Ly was removed from the cartridge as a result of flush-
ing, while the complex was retained. Sequential elution of
the complex from the C18 cartridge with ethanol and aceto-
nitrile did not give satisfactory results. The volume of eluents
was varied from 5 to 100 mL at about 15% yield of the com-
plex.

Based on these results, we can make the conclusion that
the standard implementation of purification on C18, which is
usually effective for eliminating non-included '’ Lu ** ons,
requires the use of substances reducing the radiolysis effect,
for example, ascorbic acid for maintaining RCP of 77
Lu-DOTAELA, as well as the search for other eluents, e.g.,
with the use of trifluoroacetic acid, in order to increase the
polarity of the solvent.
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PABPABOTKA MEYEHHOI'O PATMOHYKJINAOM “""Lu
BUAOKOHBIOT'ATA, AHTATOHHCTA
TOHAAOTPOIINH-PUIIN3UHI-TOPMOHA

A.H. I'ypur, E.T. Yaxposa', U.B. Mamseesa'?, I1. Pucc’

! HayuHo-mexHuueckuil yeHmp paduoxumuu U U30monHo20 npoussodcmsa,
Pecnybaukarckoe 2ocyoapcmseHHoe npednpusimue HHemumym sidepHotl ousuiu,
Anmamest, Kazaxcmar
? Kazaxckuil HauUoHabHbL yHusepcumem um. Ans-@apabu, pakynsmem xumuu
u xumuueckotl mexHono2uu, Anvamst, Kazaxcman
? YHusepcumem Ocno, Xumuueckuti paicynsmem, Ocno, Hopseaust

PaspaGoTka pajuodapMaleBTHYeCKUX IPEapaToB ABIACTCA JIMTEIBHEIM M CITOMKHBIM IPOLIECCOM,
KOTODBII JI0JIKEH OTBEYATh TPEGOBAHIAM HaJUTeKAIel TPOM3BOJCTBEHHON IPAKTHKHM, (JapPMAKOIIEH 1
Pa/IMAIIOHHOI 6e30IIaCHOCTH. B HacTosAIIIell paGoTe Ipe/ICTaBIEHb PE3YILTATE II03TAIHOM paspa-
GOTKM MEYEHHOT0 JIOTEIHeM- 177 HeMeNTHIHOTO AaHTArOHMUCTA TOHAIOTPONMH-DIIN3HHT-TOPMOHA
(THPT) anaromukc (ELA). JoTelii-177 GbUT HOTy4eH MO peakluH (n, y) u3 MumeHu LuCl, Ha peakTope
BBP-K. MeueHne IMPoBOAMIOCE IT0JyaBTOMATHYECKIM CII0COG0M.

Kiouesble cioBa: paduoghapmnpenapam, nomeyuii-177, meueHue, paduoHyKAUOHAS Mepanus,

MpustedbL-He2AMUBHBILL PaK MOTOUHOLL Jcee3b

BBegeHHe

Jleyenne paka MOJIOYHOM KEIE3BI MOKET
GBITH BBITIOJIHEHO C HCIIOAB30BAHUEM OHOTO M
KOMGUMHAIIMH CTEYIONIMX METOLOB: TOPMOHAE-
Had TepanusA, XUPyPrudeckoe BMEIaTeabCTBO,
XMMMOTEpanuA u dydeBas Tepanus. [loGounsre
2 dekThI orpaHIYNBaOT 3¢ HEKTUBHOCTE XMMHUO-
Tepanuu / PaJMOHYKIMIHOW Tepamluu, HO UX
MOYKHO M3GeKATh €C/IN HCIIOIb3yeMble IPEITapaThl
o61afaoT celeKTUBHOCTRIO [1-4]. TpeGyemasn ce-
JIEKTUBHOCTB aJ[PECHON TEPAITMU MOKET GbITh 0~
CTUTHYTA IyTeM paspabGoTKH paguodapManeBTH-
YECKHX IPEIapaToB.

Tpu:K/BI HETaTUBHBIM PaK MOJIOYHOR Kelle-
3p1 (THPMJK) xapakrepusyeTca Gojiee arpecCuB-
HBIM Te4eHueM cpeu Bcex Tunos PMIK, makcu-

MaJIbHBIM PHCKOM PEIUINBa B Te€YEHME IEPBBIX
Tpex JIeT MOC/Ie XUPYPTHIECKOro JICUeHNs, a TaK-
7K€ METACTa3SUPOBAHMEM M CHIKEHMEM IIPOJIOTI-
JKUTEIBHOCTH KU3HM, OTCYTCTBUEM SKCIIPECCHU
PELIENTOPOB 5CTPOreHOB, IIPOTeCTEPOHA U SIIHAEP-
ManbHOro dakTopa pocra tuma 2 (HER-2) [5, 6].
Jlo HeJTaBHEro BPEMEHM CYHTAIOCh, YTO KIETKH
THPMJK He UMEIOT MJI IMEIOT OYEeHb MaJIO PeIfer-
TOPOB Ha CBoeii ToBepxHocTH. OfHAKO GbLIO OGHA-
PY’KEHO, YTO TOHAJOTPOIMH-PUIU3HHI-TOPMOH
(T1PT) Gomee yem B 50 % cirydaeB sKCIpeccupy-
erca perjentopamu kaerok THPMIK [7]. B cBoro
ouepe/ib, HCIONb30BaHMe aHatoros [HPT mosso-
JIUT OCYIIECTBIATE TPAHCIIOPTHPOBKY PAJUOHYK-
ua o KIeTOK HOBOOGPa3oBaHUA U IIPOBOAUTH
aJIpeCHyI0 Pa[HOHY KIM/IHYO TEPATIMIO.

“MEAQNUNHCKAS] dN3NKA”

2020,Ne 2
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SIAEPHASI MEANUNHA

MexaHnuam feticTBus aroHucToB [HPT Briro-
4aeT JBe Gasbl: KPATKOBPEMEHHYIO (asy CTHMYy-
nanym U ¢asy AeceHcuTH3anUu runodusa, Korma
roHaZoTPOEI OCTAIOTCA PE3UCTEHTHBIMY K CTH-
MYJIALUKM U yPOBEHb FOHAJOTPOIMHOB B KPOBH
cHRaeTcA. MeXaHUsM JeMCTBUA aHTarOHUCTOB
THPT mpOTHBOIIONOMKEH [AEHUCTBHIO aroHUCTOB.
Tocne BBefeHuA aHTaroHUCTOB-THPT OHU KOHKY-
PeHTHO G1okMpyIoT penenTopsl [HPT B runoduse.
B omimane ot aronuctoB [HPI, aHTaroHUCTHI feii-
CTBYIOT HEME/JICHHO U [IPOYHO CBALIBAIOTCH C pe-
nenrropom IHPT, He BIsBEIBaA ero akTUBanuu [8].
BoapeiictBue Ha kinetkn THPMIK pononHutensHo
B-M3IIyYeHIEM II03BOIMT JOCTHYE JBOMHOTO Tepa-
TIeBTHYecKoro agderTa.

Paspa6oTka HoBoro pajuocdapMIIpenapaTa
BKJIIOYAET CJIE/YIONINE STAIbI: BEIGOP aKTHBHOTO
BelllecTBa, BbIGOP Pa/IMOM30TOIA, CUCTEM TIOJ-
BIUKHBIX (a3 U1 XpoMaTorpadpuecKix HCCIeso-
BaHUM, OIIpe/ie/IeHHE ONITUMA/IBLHBIX [IAPAMETPOB
MeYeHUA, OYUCTKA, IIPUTOTOBIEHNE U30TOHUIE-
cKoli popMBI IIpenapaTa IIPUTOJHO /1A UCCIIe0-
BaHUiA in vivo u in vitro.

Ma’repna.rl H METOoAbI

Pagmonyrmng 'Lu mosydanu M3 oKcHAa
moTerusa (82,0 %, "°Lu). AKTHBHaA CyGeTaHIUA
6bu1a cuHTe3upoBaHa B yHuBepcuTeTe Ocio (Hop-
Berus). Bee ncroneayemMble XUMITIeCKHe PeareHThI
M pacTBOPUTEIIM COOTBETCTBOBAIH K1accy XY (xu-
Mudeckd dncThle). YnueroTa paguoHykmza | Lu
6bUTa ompe/e/ieHa ¢ MOMOIIBIO raMMa-CIIEKTPO-
METPHH C TepMaHUEBEIM JeTEKTOPOM BBICOKOI M-
crots1 (Ortec). Uetounuk 'Eu (OCTH) uernomsao-
BaJICA 1A KATMGPOBKHU AETEKTOPA 10 SHEPTHM 1
abdexTruBHOCTH. TaKsKe GBIIN UCIIOIb30BAHBL: pa-
JAuoxXpoMaTorpaMM-ckaHep Veenstra VCS-103
(Hunepranzel); xpomarorpadudeckan Gymara TH-
na FN1 (Filtrak, lepmanus); noHM3aIllIOHHaA Ka-
mepa Nal (T) 1 usmepeHns o611l pauoaKTHUB-
noctu (Capintec, Inc., USA). [na anamusa meTo-
nom BOMKX wucnmompsoBamm cucTtemy GUPMBI
Shimadzu (Shimadzu, Anonus), ocHaIEHHYTO KO-
soHKoM Shim-pack VP-ODS c oGpatneHHo dasoit
C18 (5 mrM, 4,6x250). BOM¥X mpoBogum ¢ mc-
TI0/Tb30BaHUEM HacoCHOM cucteMer Shimadzu LC-
10ADvp B coueranuu c Y®- (Shimadzu SPD-
10Avp) u paguomeTprraeckuM (Bioscan Inc., CIIIA)
JIeTEKTOpaMMU.

1000,

Puc. 1. Cxema cunme3a DOTAELA

AxmusHoe seuiecmso

Cpeau ananoros IHPT oco6oe BHUMaHMe 3a-
HUMAaIOT HETIENTH/IHBIE aHTaroHUCThL. OcoGbIit
HMHTepec O6GBACHAETCA TEM, UTO JJaHHbIE COE/TUHE-
HUA UMEIOT MEHBINYIO MOJICKYIAPHYIO MaCCy 0
CPaBHEHUIO C AaTOHUCTAMH U IIENTHIHBIME aHTa-
roructamu [HPT, uTo B CcBOO OYepe/p BAMAET HA
TPaHCIIOPTHPOBKY BEIIECTBA K KIETKAM M K-
PpeHc BelecTsa B opranusme. Ha aTom ocHoBamHMm
6bUT BEIGPAH aHTOrOHUCT-AHAIOT TOHAJOTPOIINH-
PUIMBHHT-TOPMOHA, 3JIaTOMIHKC.

Paspa6oTka paguodapMaIieBTIEeCKUX IIpe-
TapaToB, MOJIyIEeHHBIX C UCIIOb30BAHUEM PaJIio-
METaJUIOB /1A Pa/IAOAKTUBHON METKH, ABIAETCA
JUINTETBHBIM U CIOKHBIM IporieccoM. CyInecTsy-
€T MHOTO TpeGOBaHUH, PebABIAEMBIX K PaJIHo-
(apmarieBTUYECKIM IperapaTaM A Tepaui 1
muarHocTukn. PaguodapmanesTrdeckue mpemna-
PaThl JOIKHBI MMETh BBICOKYIO Da/IOXHMITIE-
CKYIO YHCTOTY UM 0G€CIIeYHBATh BHICOKYIO TEPAIIeB-
THYECKYIO 103y, ¥ CHHTE3 IIPEIOYTUTEIBHO 0/
#KeH GBITh MPOCTHIM U He JOIKEH 3aHMMATh MHOTO
BpeMeHH. VcXo/is U3 Mpe/CTaBIeHHOrO aHaI3a
1A paspaboTku paguodapMIpenapaTa GbLIIA BbI-
GpaHBI CIIE/YIOIIIe KOMITOHEHTRL: 5JIarOJIMKC, Xe-
natupyronuii areHT JIOTA 1 sTWIeHUAMUH B Ka-
decTBe JuHKepa. Monekyna (gqanee DOTAELA)
6Bl1a cHHTe3npoBaHa (puc. 1) B yHUBepcuTeTe
Ocio, Hopserus.

BeIcOoKas KHHETHYIeCKad MHEPTHOCTD KOM-
IJIeKca, T.e. MeJJIEHHaA CKOPOCTb MCCOIIUAITHI
JIOTA, oGecrieunBaeT cTaGUILHOCTD CBA3H C pa-
JINOHYKJTHJIOM, OJTHAKO M3-3a MEJUIEHHOH CKOpPO-
CTH acCOLUALH 1A BBEJCHNUA METKU TPeGyroTca
MOBBIIIEHHAA TEMIIEPATY Pa.

Brifop pafiMoHYKINA ONpPEeLeIAETCA TaKU-
MU paKTOpaMu, KaK THII pachaja, ITepuo oy~
pacrajia, SHEpPrHA U3/IyIeHuU (T.€. BEMIMIHHA ITPo-
6Gera 4acTHUIl B TKaHWU), y/eJbHad aKTUBHOCTb,
MPUPOJHAA PACIIPOCTPAHEHHOCTH MATEPHHCKOTO
HYKIW/I, PaJIMOXUMHIYECKasa YUCTOTA. YIUTHIBA-
€TCA M CKIOHHOCTh BHIGPAHHOIO M30TOIIA OTAE-
JIATHCA N VIVO OT MOIEKY/IBI-HOCUTEA. MaTepus-
CKUIl M30TOI, U3 KOTOPOTO TOJyYaroT Pa/IOHYK-
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JIAZ, AONKEH GbITh CTAGUIBHBIM, a JJOYepHUN —
CpaBHUTEIBHO KOPOTKOKUBYIIIM [9, 10].

JroTenmii-177 ¢ mepuogoM moiypacmaja
(T,,,) 6.89 cyT ofHOBpPeMEHHO U3IydIaeT B-TacTu-
1Bl co cpefHeif sHeprueit 149 u 475 kB, u y-
KBaHTHI ¢ oHeprueii 113 u 208 ksB. YuuTesan,
4ro "’Lu 0[HOBPEMEHHO HCITyCKAET P-IacCTUIIbI
(ry6uHa TPOHUKHOBEHUA B TKAaHU OKOJIO 2 MM),
MPUTOHbIE [UIA MEJUIUHCKOTO JICYCHHUA, U Y-
KBAHTBI, IPUTOJHEIE [JJIA MOIyIeHIA N306pae-
HIIA, OH OIIPE/E/IACTCA KaK MealbHBIA paHOHyK-
JIMJI, C TIOMOIIEIO KOTOPOrO OJHOBPEMEHHO MOTYT
GBITH OCYIIECTBICHBI KaK JIedeHHe, TaK U IoJIyde-
Hue nsobpasenus [11, 12].

Buwi6op cucmem nodsudicHovix has
ona xpomamozpadhuueckux uccnedosanuii

Xpomarorpadudeckasa cucreMa paspaba-
TeIBaTach JuiA cy6eranipy DOTAELA, meueHHOM
Hu30TOIOM JIHoTenuA-177. Jorenuii- 177 monyya-
7 myteM o6myderna 400 MKr oGoraleHHOro o
moTenuio-176 Xmopuaa IOTOKOM TEIIOBBIX
HeiTpoHOoB 210" H/cM’-c B Teuerne 291 . [Tocie
06Ty IeHNA MUIIIEHD BBIIEP/KUBAITH 6 1, TIoCTe e~
IO B ropsdeii KaMepe IIPH IIOMOIIM YCTAHOBKH JIA
BCKPBITHUA aMIyl IPOBOAMIM pPaCTBOPEHHE
vumenu B 2 wt 0,01 M pacTBopa cosAHO# KUCTo-
TBL

Jna paguomeuennsa DOTAELA Bo diakon
nHa 10 M or6upam 71 mrm pactsopa DOTAELA,
Tak 9TOGBI KOHEYHAsA KOHIEHTpaIuA O6blra
30 MEr/mu1, 3areM gobasnanu 125 MK aneTatHO-
ro Gydepnoro pacrsopa ¢ pH 4.5, mocie gero
npuGaBiAn 8 MK XJIopujaa IoTenuA-177 u
AoBoauaM o6beM 1o 2 M. ITosyueHHYIO cMech 0~
MeIllaay B TIMIepHHOBYIo Ganro mpu 80-90°C Ha
30 mun. ITo okoHuaHMM BpeMeHH (IIaKOH H3BJIe-
KAl M OCTYKalIl.

B xauecTBe HEMOABIKHON (asbl UCIIOMb30-
Bam xpomaTtorpadudeckyro Gymary tuna FN1
Barman Nt 3 o61eii I/IMHOM IIPU UCITOTb30BAHUN
Bocxogamero Meroza 15 cm. Ha mummio crapra
HAHOCHIM 5 MK HCIBITYEMOrO pacTBOpa Ha
paccroanmu 1,5 cM oT Havanta xpomarorpadurde-
CKOM TOJIOCKH; TIOC/IE HAHECEHUA MATHO BBICYIIIN-
Bauy. B kadyecTBe MOABMKHEBIX (has3 MCIIOIB30BAH:
10 % pacTBop alerara aMMOHHMA B MeTaHOJE
(30:70 06./06.); pacTBop x10puaa Harpusa 0.9 %:;
0.1 M GydepHeIii pacTBOop HHUTpaTa HaTpPHA,
pH 5.0.

JU71s1 oIy 9e HIA XPOMATOT PAMM ITOIOCKH IT0-
MeIIaIi MIO0YEPEHO B CHCTEMEL C PA3JIHIHBIMI
noapuxHEIMU (asamu. [Tocre xpomarorpadgupo-

BaHUA B OPTaHMYECKOM Cpe/ie aHATM3 XPOMAaTo-
rpaMM IIOKa3as, YTO He IMpopearnposasmmii Lu-
177 ocTaeTcs Ha TMHUM CTapTa U HE ITepeMeIaeT-
cA BMecTe ¢ ppOHTOM pacTBOPUTEA, a cyGeTaH-
mus '""Lu-DOTAELA, HaoGopor, lepeMeraeTcs ¢
(pOHTOM PacTBOPUTEIA, U He MMEET YeTKOIO Xa-
pakrepa muka. [losToMy JaHHaA crcTeMa He MOJ-
XOmuUT 1A pasfenenus. [loce mpuMeHeHNA B Ka-
YecTBe IIOABIKHBIX (a3 BOJHBIX PACTBOPOB IIHT-
paTa HaTpUA UM XJIOPHUJA HATPUA IHK, COOTBET-
creyrommit '"Lu-DOTAELA, pacnonarascs Ha -
HUM CTapTa, a UK, COOTBETCTBYIOIIMIA CBOGOHO-
my Lu-177, mepemerancsa 1o XxpomarorpamMme
BMecTe ¢ ppoHTOM pacTBopHTeA. OTCIofa CIeny-
€T BasKHBIH BBIBog, uTo '""Lu-DOTAELA He mpe-
MATCTBYET ONpPE/EIeHHIO He IIPOPearupoBaBIIero
Lu-177. Jlns KOHTPO/IA MECTOIIOIOKEHUA HA XPO-
MarorpaMme He Ipopearuposasirero Lu-177 ma-
PaLTeIbHO XpoMaTorpahrpoBaIi HCXOAHBINA pac-
TBOp moTeruaA-177.

Takum o6pasoM, GbUTO yCTAHOBJIEHO, YTO
HAWIYYIIHIMY TapaMeTPaMU [JIA M3y IeHHHA II0Be-
nperns "Lu-DOTAELA u momydeHus Xpomaro-
rpaMM IIPOAYKTOB ee B3aumMofeHcTsuA c¢ '"'Lu
o61afaeT IUTPATHBIH GyhepHbIii pacTBop (pHc. 2)
[13].

Pesy/sTaTsl, MOy Y€HHbIE METOLOM BEICOKO-
3 deKTUBHON KUAKOCTHOM XpomaTorpacdun
(BAXKX), cormacyroTea ¢ pesy/IsTaTaMu, TOTydeH-
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Puc. 2. Xpomamozpamma '""Lu-DOTAELA. Iuiu (I):
""Lu-DOTAELA, (Il): 'Lu, (II): ppazmeHmst paduouia
Lu-DOTAELA[13]
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Ta6nuuya 1
OnpepeseHne ONTHMAILHBIX 1APAMETPOB MeYeHUA
N pH Bpens, MiH Temmepartypa, °C Bomxon, %
1 2,0 30 60 21.3£0.5
2 4.5 30 60 50.1+0.3
3 6,0 30 60 46,3+0,7
4 4.5 5 60 24,7+0,7
5 4.5 30 60 50.1£0.9
6 4.5 60 60 49,4+0,8
7 4.5 40 25 5.1+£0.9
8 4.5 40 40 20,3+0,3
9 4.5 40 60 51,2+0.9
10 4.5 40 80 76.8+1,1
11 15 10 90 95.9% 1.3
12 4.5 40 100 96,9+1,1
HBIMU MeTOZIoM GymMazkHOI XxpomaTtorpadum. Ox-
HAKo 3axBaT MOHOB '"'Lu B o6paTHoii pase KOIOH- o S
KM He ofecreynBaeT HEOGXOMMMOI Ha/IeKHOCTH couns
aHaIM3a PaOXUMITIECKOrO BEIXO/A; II0STOMY B é
JIQHHOM CJIy9ae IPeAIOYTUTe/ILHBIM ABIAETCH HC- 00 il
TI0/Ib30BaHue MeTo/ia 6y MasKkHOIM XpoMaTorpaduu,
KOTOPBIH /Ia€T IPE/ICTABIEHNE O COIEP/KAHIH Pa- bt |
JwoxuMudeckrx ¢opm Lu. 0] ! a
" \a\ . i
w0l €| g
SKCIepUMeHTaNIbHAA YacTh ‘ } i\ ‘
Onpedenenue ONMUMANLHLIX NAPAMEMPOS fos
MEREHISE o o T
VcereloBaHUA TIO OTIPEIEIEHUIO OTITHMATb- o i o] oo
Repon AR Sws  sme ma %ew
HBIX [IAPaMeTPOB MPOLecca MOMyIeHHA KOMILIEK- B T ms 08 s em  am
Srems R —

ca '"Lu-DOTAELA, mpoBoIich B HANIPABIEHUI
M3yYeHNA BINAHUA TAKHUX IapaMEeTPOB, KaK Bpe-
MA KoMILIeKcooGpasoBanus, pH u Temmeparypa.
O6muii 06beM COCTABIAL 2 MJI, KOIUIECTBO
DOTAELA 65111 ToCTOAHHBIM (Tabi1. 1).

Tlocne aHaTHM3a MOy YEHHbIX JAHHBIX GbLTa
paspa6oTaHa TEXHOIOTHYECKaA CXeMa U GBLT IIpo-
M3Be/IeH KOHTPOJIBHBIA CHHTE3 PaJMoMedYeHMA
DOTAELA. Bo ¢makon nHa 10 M oT6upamn
100 Mk pactBopa DOTAELA ¢ koHIeHTpanueit
pactBopa 1 mMr/mi, 3arem go6aBnam 125 Min
areratoro GydepHoro pactsopa ¢ pH 4,5, mocite
4ero npubasiaamu 50 MKI XJI0pu/a JoTenus- 177
U JIOBOJUIN 0GBEM 0 2 MJI JUCTU/LIAPOBaHHOMK
Boztoii. KoHewHyo cMech ycTaHaBIMBaIu B
mnepuHoByo 6axio mpu 90-95°C Ha 40 MuH.
CoracHo 3Toii cxeMe, paJMOXUMHYECKUI BBIXO
coctasua 295 % (puc. 3).

Puc. 3. Xpomamozpamma, NonyueHHAs Ha 0CHoBe On-
MUMALHBIX NAPAMEPOs

HccnedosaHue npouecca ouucmeku
Komnnekca

OpHoll M3 BaKHEHIINX IPoGaeM CHHTe3a
paguodapMIpenapaToB ABIACTCA OYHCTKA OT
TIpuMecei, CHU/KAIOIUX PaJMOXUMHYIECKYIO Y1~
crory (PXY). IlpuMecAME ABIAOTCA OCTATKU UC-
XOJ/IHBIX PEareHTOB, MPOAYKTHI IIOGOYHBIX peaK-
nuii. BeIGupaeMblie METOIBI OUHMCTKHM MEUYEHBIX CO-
€/IMHEHU I 3aBUCAT OT XMMUIECKHX CBOUCTB CO-
€IUHEHNI, PaJHOAKTHBHBIX MOGOYHEIX TPOAYK-
TOB M XUMUYeCKUX npumMeceii. Hamrane paguoxu-
MIYECKHX ITPUMeceii B pagurodapManeBTHIeCKOM
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npernapare 06yCIOBIMBAET U3/UIIHION Iy IEBYIO
HArpysKy Ha IMAIUEHTA I HEKEeIaTeTbHO BHICOKU
TKaHEBOH (OH paJMOaKTUBHOCTH, KOTOPBIH
YMEHBIIAET KOHTPACT U306 paskeHIA WIH Tepa-
TeBTUYECKyIo 2hdeKTUBHOCTD. [loaToMy, ecmu
mporiecc pagroMedeHHA IIPUBOJAUT K HeyOBIe-
TBOPUTENTBLHON PaMOXUMUYECKON YUCTOTE, TO
CTa/[iA OYUCTKH ABJIAETCA HEU3GEKHOM.

B Hacroameii paGoTe B KauyecTBe MeTOAA
OYMCTKH IIOIYYEHHOr0 KOMILIEKCA MOCIE Paro-
cuHTe3a GbLTa BeIGpaHa TBepjodasHaa SKCTpaK-
nua. OYuCTKa ¢ MTOMOIIBI0 TBepAodasHoi dKC-
TPaKIMHU ¢ KapTPU/KA IPOMCXOAUT, KOIfa KapT-
PWLK yAEp:KUBaeT GOBINYIO YacTh IPOAYKTA, a
MpUMecH CBOGOHO MOKMAAIOT KOMOHKY HUIM Ha-
06GOpOoT.

TIporecc OYMCTKH COCTOAN M3 TPEX CTAIHIM:
aIcop6ITiH, TIPOMBIBKU | amonposanus. Corrac-
HO IIOJTyYeHHBIM JAHHBIM B 9KCIIEPHMEHTAaX, HA
kapTpuxax ¢ C18 1 ¢ HaloIHEHNEM Pa3IIMIHBI-
mu  karmonutamu (SCX, Dowex 50W-X-12,
Purolite WCA 100, KY-2) npoucxoqut 3asiepxusa-
HHe kaTuoHa '"Lu’, a Takske yJepiaHHe KOM-
mwiekca '"Lu-DOTAELA. B ciyuae ¢ kapTpuxeM
C18 nosyueHHBIE pe3y/IBLTaThI COMNIACYIOTCH C TE€O0-
pueit, OfHAKO B C/Iydae C KaTHOHUTAMM ITPOMCXO0-
JIIT HE yAep:KaHUe, a paspylleHIe KOMIUIEKCa, B
CBASM C YeM MPHMEHEHNE KATHOHITOB CBOJUTCH K
TIoUCKy Goslee cIaGhIX COeAMHEHM. [ IPOMBIB-
ku KapTpumxka ¢ C18 ncronp3oBaim JUCTU/LTHPO-
BaHHYIO BOJy U alleTaTHBINA GydepHbIil pacTBoOp ¢
PH-5.0. B 06oux ciyuasx B pesy/IsTaTe IPOMBIBKH
cBoGoaubli ''Lu’ ypandeTcsa ¢ KapTpumka, a
KOMILIeKC ocTaBascA. [locreqoBarensHoe aimon-
poBaHUe KoMILIeKca ¢ KapTpusxa C18 mocite mpo-
MBIBKH 5TAHOJIOM M Alle TOHUTPUIIOM He JIaJI0 /0B~
JIETBOPUTEIBHBIX Pe3ynsTaToB. OGBEM 2/II0CHTOB
cocraBnsan or 5 ma mo 100 mia, ¢ BBIXOJOM
komiutexca or 10-15 %. Bonee moapo6HO peayib-
TaThI IPoLiecca OYMCTKH OTpaskeHbI B paGoTe [14].

Ha ocHOBaHMM STHX pPe3YIETATOB MOXKHO
c/leTaTh BBIBOJ, YTO CTAHAAPTHAA PEalH3aIla
ounctru C18, KoTopas o6bIvHO ahdeKTHBHA AT
yCTpaHeHHs He BRKIIOYEHHBIX HOHOB ' Lu®, Hy-
JlaeTcA B IPUMEHEHUH BEIIECTB, IOHMKAOIIIX
adderT paguonusa, kK IpUMepy acKOpGHUHOBOM
KHCIIOTHL, 11 nofep:xanusa PXY "Lu-DOTAELA,
a TaksKe B TIOMCKe JPyTUX aaroeHToB. Hampumep,
HCIIOIB30BaHME TPUGTOPYKCYCHOM KUCTOTHI /I
VBEIMYEHNA OIAPHOCTH PACTBOPUTEIA.

ITonyueHue U30MOHUUECKO20 pACMEBOPA

BBesieHne pacTBOPOB /I MHBEKIUM, 0CMO-
THYECKOe [JaBIeHNE KOTOPBIX OTIMIAETCA OT 0C-
MOTHYECKOTO JaBJIEHUA KPOBAHOM ILIa3Mbl, BBI-
3BIBAET Pe3Kylo GoJb, OIIyIEHHE KOTOPOM TeM
CHIIbHEE, YeM GOoIbIlle OCMOTHYECKasA PasHUIA.
Bo3MOKHOCTB yCTpaHEHHA OIIYIIEeHUA PE3KOii 60-
JIM TIPH MCIIONIb30BAHNH HHBEKIHOHHBIX PACTBO-
POB peausyeTcs Iy TeM BBEACHUA BCIIOMOTraTelb-
HBIX BEIIECTB /1A H30TOHUPOBAHUA PACTBOPA.

B nacrosmeit pa6oTe MCXOHBIE KOMIIOHEH-
ThI 6pamu B cooTHomeHnu 1:1 cormacHo ypaBHe-
HUIO XUMHUYeckoii peakiuu. K 200 Mk pacTBopa
DOTAELA jpo6aBnamm 125 MKJI — aleTaTHOTO
6ydeproro pactsopa ¢ pH 4,5, mocite gero mpu-
GaB/IAIN XTOPUJL JTIoTenuA-177, pacTBOPEHHBIH B
0,01 M xsopoBoiopoAiHo kucaoTe. O6Iumii 06b-
€M JJIOBOJUTCS BOJOM I MH'BEKIUM 10 2 ML

DOTAELA + ""Lu®* — ""Lu-DOTAELA + 3H*

KoHeuHBI#i IPOAYKT COEPKUT:

v romrurexc "' Lu-DOTAELA - 232.8 Mxr;
v nHatpus anerar—0,0079 .

OcMOTHYECKOE JaBIeHHE MHOTOKOMITOHEHT-
HOTO pacTBopa 1o 3aKoHy Jlansrona [15, 16] crra-
JIBIBAETCA U3 MTAPIMATBHBIX OCMOTHYECKUX JaBIe-
HUii P, 0T/1e/IbHBIX KOMIIOHEHTOB:

P=P+P+P+... u Ta. 1

Ha /0/m0 Ka/0T0 U3 KOMIIOHEHTOB TIPUXO-
JIITCA N30TOHUPOBAHHE COOTBETCTBYIOIIETO 06be-
Ma VpacTBopa B MILTH/IMTpax:

Vieu=01+0p+ 05, OTRYAA 0;=Vo5,~(0140,).  (2)

V,=(1000m,1,)/0,29 M. ®)

Konnenrpanus xommtekca '"'Lu-DOTAELA
U XJTOPOBOZIOPO/JHOI KHCIOTEI TAKOBBI, YTO MPAK-
TUMECKH He BIUAT Ha BETUIUHY OCMOTHIECKOTO
JlaB/eHnA. BBIIOTHNIM pacyeTsl 1 HATPHA alle-
Tara:
V[CH,COONa)=(1000-0,0079-1,86)/(0,29-71)=
0,71 w1
V[NaCl)=V,;, ~V(CH,COONa)=2-0,71=1,29 .

PaccuuTBIBaEM Maccy HATPUA XITOPUAA T
M30TOHMpPOBAHUA PACTBOPA:
m(NaCl)=(0,29-58.5-1,29)/(1000-1,86)=0,012

3aKoueHue

B pesynsrare paspa6oTku MedeHHOro ''Lu
6uoxonsiorara DOTAELA kak mpejmonaraeMoro
TIEPCIIEKTUBHOTO pajuodapMIpenapara, Geura
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SIAEPHASI MEANUNHA

mojo6paHa IMTpaTHO-GydepHas cucTeMa cC
pH=5.0 a1 onpejeneHnA pagjHOXUMUIECKON YU~
CTOTBI MeToZIoM GyMaskHOM Xpomartorpaduu.
Ornpe/ie/leHbI ONTUMATBHBIE TAPAMETPhI Pajo-
Meuenns: pH cuntesa "’Lu-DOTAELA 4,5, Teme-
patypa 90-100°C, Bpems KoMIUIEKCOOGPa30OBaHUA
40 muH. B pesynsrare ucciefoBanuii paspa6ora-
HA TEXHOIOTMYECKasA CXeMa IOTyYeHUA KOMILIEK-
ca '"Lu-DOTAELA. CoracHo 3Toii cxeMe, pafuo-
XMMHUYeCKHI BBIXOZ cocTaBiAeT 295 %. [TomydeH-
HBII pacTBOP JOBOAUTCHA JI0 MU30TOHUYECKOI dop-
MBI IIperapara 1 MPUroeH JIA U3y YeHHA HHTEP-
HaJIM3aIuu U sKcrpeccuy kaerox THPMIK.

BiarogapHOCThb

ABTOpBEI MCKpeHHe GIaroflapHbl 3a IOJ-
JIEpEKY, OKasaHHylo YHuBepcuretom Oco,
. Ocro, Hopserus.

9ra pabora Gblla Hoagep:xaHa MuHH-
crepcTBoM o6pasoBaHuA 1 Hayku Pecriy6immkn Ka-
saxcran [Ne AP05134384, 2018].
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DEVELOPMENT OF '”Lu-LABELED RADIONUCLIDE BIO-CONJUGATE,
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‘The development of radiopharmaceuticals is a long and complex process that must meet the require-
ments of good manufacturing practice, pharmacopeia and radiation safety. This paper presents the re-
sults of the phased development of a Lu-177 labeled nonpeptide antagonist of the gonadotropin releas-
ing hormone (GnRH) elagolix (ELA). Lutetium-177 was obtained by the reaction (n, y) from a LuCl, tar-
get ina WWR - K reactor. Labeling was carried out in a semi-automatic way.
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Optimization of Reaction Parameters for the Synthesis
of ""Lu-DOTAELA
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Abstract: The article provides a comparison of the theoretically calculated and experimentally
determined yield of the reaction "°Lu (n, y)'”Lu. Also, it provides the results of the studies on
lutetium-177 labeling of a non-peptide antagonist of gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
elagolix (ELA) associated with a chelating DOTA (DOTAELA). The synthesized DOTAELA complex
was labeled with the "’Lu isotope."”Lu was produced by the reaction (n,y) using the enriched
LuCl; target at the reactor WWR-K. Production of *"’Lu by the (n, y) reaction from the enriched *’°Lu
target achieved by irradiation for 17 days. All stages of the complex preparation were evaluated by
paper chromatography. The optimal technological parameters for the synthesis of the complex 1"’ Lu-
DOTAELA are: pH - 4.5, 90-100 °C and 40 min. The obtained optimal parameters made it possible to
produce a labeled complex of '”’Lu-DOTAELA with a radiochemical yield of > 95%.

Keywords: Lutetium-177; DOTAELA; labeling,; radiochemical purity (RCP); triple-negative breast
cancer

1.Introduction

In women in many countries of the world, including Kazakhstan, breast cancer (BC) is the most
common malignant neoplasm. On average, about 4,000 breast cancer patients are diagnosed annually
in the Republic of Kazakhstan, and more than 1,380 women with breast cancer die [1]. Breast cancers
registered in 2017 amounted to 24.5 per 100,000 of the population.

Triple negative breast cancer (TNBC) comprises about 8-20% of all breast tumors; it is more
common in women up to 50 years of age before menopause, with early menarche, the first pregnancy
at a younger age, a short period of breastfeeding, and a high body mass index. TNBC is characterized
by a lack of expression of estrogen, progesterone and HER-2 receptors, which is characterized by an
aggressive course, metastatic disease and reduction of life expectancy; the maximum risk of recurrence
occurs during the first three years after surgical treatment [2-4].

Triple negative breast cancer expresses the receptors for gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
in more than 50% of cases [5]. Among several analogues (agonists and antagonists) of GnRH that
have been studied for treatment of this type of cancer, the non-peptide antagonist elagolix (ELA) is
of greatest interest. Elagolix is the first of a new class of GnRH inhibitors that have been designated as
the second generation due to their non-peptide nature and oral bioavailability. In this regard, a
DOTAELA molecule was synthesized, consisting of an elagolix bound to a chelating DOTA molecule
via an ethylenediamine bridge to allow labeling with isotopes such as lutetium-177 and gallium-68.The
substance has no analogues in the treatment of triple negative breast cancer and is the first in this field
[6-8].

In recent years, !”’Lu has become a promising B-emitter with superficial tissue penetration. The depth
of "Lu penetration into the tissue is equal to 2 mm, which is advantageous, especially for small
metastases [9]. It can be used as an alternative to **'I or as an addition to *°Y.

*email: gurin.andrey@inp.kz
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L [T12= 6.73 d, Epmax = 0.497 MeV, E, = 113 KeV (6.4%) and 208 KeV (11%) are considered as
alternatives for the development of new agents for peptide receptor radionuclide therapy [10-12]. At
the same time, the low-energy gamma-ray photons of !”’Lu allow its use in the production of SPECT
images [13]. The core of 7°Lu has a large capture cross section of both thermal neutrons (2065 barns)
and epithermal neutrons (1090 barns) [11]. This leads to the rapid achievement of the relatively high
specific activity of ’Lu.

Moderate flux reactors can be used to produce "’Lu. The long-term half-life of ""Lu provides
logistical advantages. The main methods for producing "’Lu of high specific activity are irradiation
with neutrons of the reactor *Lu or 76Yb by the reactions Lu(n, y)!”’Lu and "5Yb(n, y)”’Yb (8-
decay)—""Lu.

Although the latter method allows the production of ”’Lu with no carrier, the radio-chemical
separation of "’Lu from the irradiated Yb target is difficult due to the similarity in chemical properties
of the two side-by-side lanthanides in the series. The isotopic composition of the starting material has a
significant impact on the specific activity of ”’Luproduced by the ‘indirect’ method. Commercially
available *Yb oxide can contain up to 2-3% of the isotope "*Yb [14]. The presence of this isotope in
the starting material leads to the accumulation of *Yb (T1,=4.18 days), which decays into *Lu both
during irradiation and at its end and thus reduces the specific activity of the!”’Lu accumulated during
irradiation [15]. In other words, the presence of a *Yb impurity in the starting material actually
eliminates the main advantage of the ‘indirect’ method of '”’Lu production. The solution to this
problem is to minimize the accumulation of *Lu by reducing the time between the end of irradiation
and the processing of the irradiated material.

Various labelling procedures lead to different results. For example, "’Lu- and ®Y-DOTA-
conjugated biomolecules (DOTATOC and PSMA-617) [16], "Lu-DOTA-Herceptin [17] and !"’Lu -
DOTA-DN(PTX)-BN [18] were produced using various temperature, pH and time parameters, which
resulted in slightly significant the radiochemical purity (RCP) values.

The main purpose of this research was to study the impact of the technological parameters of
1L u-DOTAELA synthesis on the radiochemical yield and quality of the product. The production of
177Lu was carried out by reaction (n, y) using the enriched LuCls target in the reactor WWR-K with a
moderate flux. The expected therapeutic effect consists in a certain degree of inhibition of cancer cell
division and exposure to the cell by p-radiation.

2.Materials and methods

Lutetium oxide (82.0%, enriched by '*Lu, with a spectroscopic purity of 99.99%) was used.
DOTAELA was obtained from the University of Oslo in Norway, which coordinated the research
project. All chemicals and solvents used were of analytical reagent grade and supplied by reputable
chemical manufacturers. The radionuclide purity of ’Lu was determined by gamma spectrometry
with a high purity germanium detector (Ortec). The reference source!*’Eu (OSGI) was used for
calibration of the detector by energy and efficiency. A radiochromatogram-scanner Veenstra VCS-103
(Netherlands) was used. Chromatographic paper of the FN1 type (FILTRAK, Germany) and a well-
type Nal (T1) ionization chamber for total radioactivity measurement (CAPINTEC, INC., CRC.-2PR,
USA) were used. A Shimadzu HPLC system (Shimadzu, Japan) equipped with a C18 reversed phase
Shim-pack VP-ODS (5 pm, 4.6x250) column was used for HPLC analysis. HPLC was performed
using a Shimadzu LC-10ADvp pump system coupled with UV (Shimadzu SPD-10Avp) and
radiometric (Bioscan Inc., USA) detectors.

2.1'”7 Lu production

The isotope of lutetium-177 was produced by irradiation of 400 pg of lutetium-176 (82.0 %) with
a flux of thermal neutrons 5.7-10'* n/cm?"s for 240, 252 and 408 h. After irradiation, the target was
kept for 24-36 h; then the ampoules were opened in the hot cell, and the targets were dissolved in 2
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mL of 0.01 M hydrochloric acid solution. The next step was quality control as described elsewhere
[19].

Volume 3 of the State Pharmacopoeia of the Republic of Kazakhstan (2014) defines the purity of
radionuclides, which should be more than 98% [20]. Radionuclide purity is checked by diluting the
solution and the selection of aliquots with a micropipette at 2-5 pl. At least three samples should be
measured to obtain the average result. A gamma spectrometer is used for radionuclide purity
determination.

2.2 Lu-DOTAELA preparation
2.2.1 Labeling of'”’Lu with DOTAELA by optimization studies
Studies were performed on the optimal parameters for the process of producing the '7Lu-
DOTAELA (Figure 1) complex, including the influence of incubation time, temperature and pH, to
obtain the maximum '”’Lu-DOTAELA during complexation. Keeping the reaction volume at 2 mL,
the amount of DOTAELA remained constant. The labeled conjugate score and complexation yield
were determined by paper chromatography in 1 M sodium citrate buffer solution with a pH of 5.0. The
yield of "’Lu-DOTAELA was evaluated by paper chromatography [21].

Figure 1. Synthesis scheme of ’Lu-DOTAELA

2.2.2 Quality control

The results obtained using the HPLC method are consistent with the results obtained using the
paper chromatography method. However, while it is possible to capture }”’Lu ions in the reverse phase
of an HPLC column, this does not provide the necessary reliability in the analysis of radiochemical
yield; therefore, in this case, the use of the paper chromatography method, which gives an idea of the
content of the radiochemical forms of '’Lu, is preferable.

Paper chromatography studies were carried out after passing 12 cm of the solvent front. For this
purpose, 5-10 pL of test solution were applied at a 6—cm distance from the bottom of the paper strips,
which were chromatographed in citrate buffer solution with pH=5.0. The strips were dried, and then a
sticky tape was applied on both sides. After that, the distribution of activity on the strip was measured
using a radiochromatogram scanner with an Nal detector. Validation of the location of Lu-177
DOTAELA as well as unbound Lu-177 is described elsewhere in this article [21]. The radiochemical
yield percentage (B) of the complex was calculated by formula 1:

A(Y"Lu — DOTAELA)

B= = x
Asry, + A(*YLu — DOTAELA)

100

(03)

3.Results and discussions
3.1 Preparation of 1"Lu

L1 was obtained by irradiation with thermal neutrons of enriched lutetium (*’*Lu, 82.0%) at the
WWR-K reactor of the Institute of Nuclear Physics, Almaty. The radionuclide purity of ’"Lu was
determined by analyzing the gamma spectrum, which was 99.975%.2'"Lu was estimated from
grounded gamma lines at 113, 208, and 250 keV.
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The “direct’ method of '”’Lu production is accompanied by a long-lived isomer *"’"Lu (T1>=160
days). To reduce the radiation load on the patient and the waste generated in clinics during ‘lutetium’
therapy, the content of '”"Lu in the final product is limited. The estimates presented in the literature
show that the problem of ”®Lu build-up is successfully solved by the optimization of the irradiation
conditions. Even under irradiation in a high-flux reactor for 10 days, the build-up of }”’*Lu remains at
an acceptable level and does not exceed 0.02% [22]. The resulting gamma spectrum of the irradiated
target did not show any significant peak corresponding to ™Lu (71, 128, 153, 228, 378, 414 and 418
KeV). This can be explained by the fact that the radioactivity of ’"Lu is negligible compared to that
of ’Lu due to its long half-life and relatively low cross-section (2 barn) [11]. The level of 7®Lu
produced was determined by measuring the gamma spectrum of the sample initially having high
activity after 100 days with increased sample volume. The average level of the radionuclide impurity
load in '’Lu due to '"Lu corresponds to 0.025% of the total activity produced.

The LuCl; target was irradiated at various available flow positions for different durations of time
with thermal neutron flux positions of 5.7-10** n/cm?s. According to the irradiation schedule of the
highly enriched target, the minimum irradiation time to reach the maximum yield is between 17 and 21
days.

The maximum specific activity was 760 GBq/mg, which was achieved under irradiation with a
thermal neutron flux of 5.7-10**n/cm?*s for 408h. The data for ’’Lu irradiation were significantly
higher than the theoretically calculated values, taking into account only the capture of thermal
neutrons. The possible reason for obtaining such high values of practical activity in comparison with
the theoretically calculated values can be explained by the contribution of epithermal neutrons, which
are not taken into account in the theoretical calculations [23-25].

3.2'Lu-DOTAELA radiochemical purity evaluation

The main peak of '”’Lu-DOTAELA detected by the scintillation detector (Nal) after application as
the mobile phase of an aqueous solution of sodium citrate is located on the start line (R#0), and the
peak corresponding to the free Lu-177 moves along the chromatogram with the solvent front (Re=1).
The conclusion is that "Lu-DOTAELA does not interfere with the determination of the non-reacted
Lu-177.

3.3 Optimization of the complexation yield of 1”’Lu-DOTAELA
The optimal parameters of the process of producing the complex !"’Lu-DOTAELA were studied,
including the influence of complexation time, temperature and pH, to obtain the maximum yield of
1Lu-DOTAELA. Keeping the reaction volume of 2 mL, the amount of DOTAELA remained constant
to determine the optimal parameters of time, temperature and pH to obtain maximum complexation.
The yield of !”’Lu-DOTAELA depending on pH, time and temperature is shown in Figures 2A, 2B
and 2C respectively.

o t, min
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Figure 2. The dependence of the RCP of }"’Lu-DOTAELA:
A-pH, B-time and C-temperature

An important role is played by pH value in increasing the rate of complex formation. Considering
the fact that lanthanide cations form insoluble hydroxides at pH=6 and above, the optimal pH for
radioactive labeling is between 2 and 6, which is achieved by using buffer solutions. Radioactive Lu-
177 in 0.01 M HCI solution (8 puL; 2.6-2.7 GBq) was added to the freshly prepared DOTAELA
solution (71 pL) in ethanol and adjusted to pH values of 2—6 by the acetate buffer solution (125 pL);
then the volume was adjusted to 2 ml with purified water.

According to the data obtained in the study about the influence of the pH of the synthesis on
radiochemical purity, it was found that, with the growth of pH values from 2 to 4.5, the radiochemical
yield value increases, and when pH drops to 6, the radiochemical yield value monotonically decreases.
Radiolabeling was performed for 30 min at 60°C. As a result, the optimal pH of the !"’Lu-DOTAELA
complex synthesis is 4.5 (Figure 2A).

After determining the optimal pH parameter, we studied the reaction time mode (5, 30 and 60 min)
(Figure 2B). The results indicate that the optimal time for complexing is 40 min since further increases
in time do not affect the yield of the complex. Further, at a constant pH value of 4.5 and a time of 40
min, the dependence of radiochemical yield at different modes of complexation temperatures was
studied (25, 40, 60, 80 and 100°C (Figure 2C). As we can see in Figure 2C, with a temperature
increase from 25° to 100°C, the value increases and reaches a maximum at 90-100°C. This
temperature range is optimal.

The technological scheme was developed as a result of the research conducted to determine the
optimum parameters for synthesis of the complex ”’Lu-DOTAELA (Figure 3).

Figure 3. The technological scheme for 1’Lu-DOTAELA production

The control synthesis of DOTAELA radio labeling was performed in accordance with the
developed technological scheme. One hundred L of DOTAELA solution with a concentration of 1
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mg/mL was placed in a 10-mL vial; then 125 pL of acetate buffer solution with a pH of 4.5 was added,
followed by 50 pL of lutetium-177 chloride. The volume was adjusted to 2 mL with distilled water.
The final mixture was placed in a glycerin bath at 90-95°C for 40 min.
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Figure 4. Radiochromatogram of }”’Lu-DOTAELA. I - Y""Lu-DOTAELA, 1I - '7Lu**

When performing the synthesis, after determining the optimal synthesis parameters, the
radiochemical yield was 96% (Figure 4). Additional purification is described elsewhere in this article
[26].

Typically, treatment of breast cancer can be performed using one or a combination of the following
methods: hormonal therapy, surgery, chemotherapy and radiation therapy. Their side effects limit the
effectiveness of chemo/radiotherapy, but they can be avoided, and much more effective therapy is
possible if the preparations used have tumor selectivity, which includes the determination of the
biochemical processes that distinguish the samples of tumor tissue from healthy tissue [27-30].

The required selectivity can be achieved by the development of targeted therapy using
radiopharmaceuticals.

The development of radiopharmaceuticals obtained using radiometals for labeling or incorporating
a radioactive isotope into a carrier molecule is a long and difficult process. There are many
requirements for radiopharmaceuticals to be used for therapy as well as for diagnosis. Radio-
pharmaceuticals must have a high radiochemical purity and a high therapeutic dose, and the synthesis
should preferably be simple and should not take a long time. In addition, highly qualified personnel,
exact observance of the radio-labeling procedure in accordance with good manufacturing processes
(GMP), adherence with pharmacopeia requirements and radiation safety are required.

Until recently, it was believed that TNBC cells have no or very few receptors on their surface. As a
result, TNBC is characterized by a lack of expression for progesterone, estrogen and HER-2. Recent
studies have shown that on the surface of TNBC cells, there are receptors expressing gonadotropin
releasing hormone (GnRH) in more than 50% of cases. On this basis, we were attracted by an analogue
of the gonadotropin-releasing hormone elagolix, which is non-protein in nature and has a small
molecular weight relative to other analogues. Elagolix was bound to the DOTA chelating agent
through the ethylenediamine bridge (DOTAELA), which allows radio-labeling with metal isotopes.

Due to the fact that the concentration of receptors on the tumor cell is limited, DOTAELA
radiolabeling must be performed using high specific activity to deliver a therapeutic dose to the
affected tissues.

Our goal was to determine the optimal technological parameters of the labeling of a synthesized
substance with a high therapeutic dose. The strategy for the formation of the radiopharmaceutical
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substance was to use a sodium acetate buffer solution, which is one of the most studied buffers for
biological research as well as being safe and effective, to maintain a constant pH in the reaction
mixture. This concept was used in studies on the effect of pH, temperature and time on the
radiochemical purity of the resulting ’’Lu-DOTAELA complex. The obtained optimal parameters
made it possible to produce a labeled complex with a radiochemical purity of > 95%.

4.Conclusions

Production of ’’Lu by the (n, y) reaction from an enriched 7°Lu target with specific activity of 740
GBq/mg was achieved by irradiation at the thermal neutron flux of 5.7:10"* n/cm?'s for 17 days. As a
result of the experiments, the optimal pH of the synthesis of "’Lu-DOTAELA is 4.5. The experiment
showed that with a temperature increase from 25° to 100°C, the value of the RCP increases and reaches
a maximum at 100°C; this temperature is optimal. After determining the optimal temperature and pH
parameters, the reaction time mode was studied. The results indicate that the optimal time for
complexing is 40 minutes. The technological scheme was developed as a result of research to
determine the optimal parameters of the '”’Lu-DOTAELA complex synthesis. According to this
scheme, the radiochemical yield is > 95 %.
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