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Lista degli Acronimi

[**C]PIB: ["'C]Pittsburgh Compound B

[*®F]FAZA: [*®F]fluoroazomycin-arabinofuranoside
[*®FIFDG: 2-[*®F]Fluorine-2-deoxy-D-glucose
[**FIFES: [*®F]Fluoro estradiolo

[*®FIFET: [*®F]Fluoro etil tirosina

[**FIFLT: [*®F]Fluorine-levo-thymidine
[**FIFMISO: [®F]Fluoromisonidazole

[**F]NaF: [**F]Sodio fluoruro

['*FIRGD: [*®F]Arginine-Glycine-Aspartic acid
[**Cu]ATSM: [**Cu]diacetyl-bis(N4-methylthiosemicarbazone)
5-[**F]FU: [*®F]Fluoro uracile

AC: Autorita Competente

ACS: Air Compressing System

AD: Alzheimer Disease

AIC: Autorizzazione all'Immissione in Commercio
AIFA: Agenzia Italiana del Farmaco

AP: Autorizzazione alla produzione

AS: Attivita Specifica

BEE: Barriera emato-encefalica

BGO: Germanato di bismuto

BPT: Bubble Point Test

BTV: Biological Tumor Value

CC: Contro campione

CQ: Controllo Qualita

CT: Computed Tomography

DL.vo: Decreto Legislativo

DM: Decreto Ministeriale

DMF: Dimetilformammide

DMSO: Dimetilsolfossido

DOTA: 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid
DOTATOC: (DOTA’-Phe’-Tyr*)octreotide

EAMN: European Association of Nuclear Medicine
EC: Electron Capture

EM: Expectation Maximization

EMEA: European Medicines Agency

EOB: End of Bombardment

EOS: End of Synthesis

FBP: Filter Back Projection

FU:Farmacopea Ufficiale

GC: Gas cromatografo



GMP: Good Manufacturing Parctice

GRP: Good Radiopharmaceutical Practices

GSO: Gadolinio Ossiortosilicato

HPGe: High Purity Germanium

HPLC: High Pressure Liquid Chromatography

HVAC: Heating Venting Air Conditioning

ICH: International Conference of harmonisation
ICP-MS: Inductively coupled plasma mass spectrometry
ICRP: Commissione Internazionale per la Protezione contro le Radiazioni lonizzanti
IMPD: Investigational Medical Product Dossier

IR: infrared

IT: Transizione Isomerica

LAL: Limulus amebocyte lysate

LET: Linear Energy Transfer

LOR: Line of Response

LSO: Lutezio Ortosilicato

LYSO: Lutezio-Yttrio Ortosilicato

MRI o RMN: Risonanza Magnetica Nucleare

NBP-MN: Norme di Buona Preparazione in Medicina Nucleare
PBR: Peripheral Benzodiazepine Receptor

PEEK: Polyether ether ketone

PEG: Polietilenglicole

PET: Positron Emission Tomography

PMT: Photo Multiplier Tube

PPB: parts per billion

PPI: per preparazioni iniettabili

PPM: parts per million

PTFE: Politetrafluoroetilene

QCHC: Quality Controlled Hot Cell

RF: Radio frequency

ROI: Region of Interest

SNC: Sistema Nervoso Centrale

SPE: Solid Phase Extraction

SPECT: Single Photon Emission Computerized Tomography
SUV: Standardized Uptake Value

THF: Tetraidrofurano

TLC: Thin Layer Chromatography

UE: Unione Europea

VHP: Vaporized hydrogen Peroxide

VOR: Volume of Response



1 Introduzione

11 La PET

1.1.1 Principi generali
Negli ultimi anni si e assistito in campo biomedico ad una rapida ascesa e ad una sempre
maggiore affermazione delle tecniche di “Imaging Molecolare”, vale a dire quel gruppo di
tecniche diagnostiche come RMN, SPECT, PET che si propongono di identificare e
quantificare in vivo processi biologici e biochimici a livello cellulare e subcellulare®. La PET,
o0 Tomografia ad Emissione di Positroni, € attualmente la piu potente tecnica di Imaging
Molecolare utilizzata in medicina nucleare. Essa si basa sullimpiego di particolari
radionuclidi, detti B* emittenti, i quali decadono emettendo un positrone che viene utilizzato
per I'imaging; questi atomi radioattivi vengono incorporati all'interno di molecole a diversa
struttura che a loro volta sono in grado di visualizzare un particolare processo biologico.
Molecole di questo tipo sono chiamate “radiofarmaci”, “radio-traccianti” o semplicemente
“traccianti” per via della loro capacita intrinseca di “tracciare” in vivo un dato processo
biologico; questa capacita € il frutto dell’unione fra la selettivita della molecola per il
processo oggetto di studio e la rilevabilita conferita alla molecola dal radionuclide B*

emittente.

| radiofarmaci PET sono quindi strutture chimiche contenenti un radionuclide B* emittente,
gli emettitori di positroni sono isotopi che si trovano nella zona di eccesso di protoni della
linea isobarica di appartenenza e che quindi tentano di raggiungere la stabilita tramite la
trasmutazione nucleare di un protone in un neutrone. Questa puo avvenire se la differenza
in massa tra I'isotopo padre e l'isotopo figlio € maggiore di 1.022 MeV. In questa modalita di
decadimento all'interno del nucleo radioattivo un protone si converte in un neutrone, che
resta legato nel nucleo, contemporaneamente si ha la liberazione di un antineutrino e di un
positrone, cioé una particella avente la stessa massa dell’elettrone ma recante carica

elettrica positiva. Il positrone €& la chiave di tutto il meccanismo di rivelazione nella PET.

ponte +v

Una volta emesso dal radionuclide il positrone presenta un tempo di vita molto breve,
guesto poiché lo spazio in cui si muove (ad esempio i tessuti umani) € uno spazio ricco di
elettroni, la distanza media percorsa & compresa fra 10" e 10 cm, tale distanza dipende
dall'energia massima del positrone e quindi in ultima analisi dal radionuclide emittente (si

va dai 0.6 MeV del ®F ai 3.4 MeV del ®Rb), intuitvamente maggiore & I'energia del
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positrone maggiore sara la distanza percorsa nella materia. Dopo aver dissipato molto
rapidamente la propria energia cinetica in interazioni inelastiche con gli elettroni degli atomi
presenti nei tessulti, il positrone raggiunge uno stato termico che gli permette di combinarsi
con un elettrone formando un’entita chiamata positronio. Il positronio & un sistema non
nucleare in cui le due particelle (elettrone e positrone) ruotano intorno a comune centro di
massa. Questo stato dura appena 10™*° secondi, trascorsi i quali si verifica il fenomeno
dellannichilazione in cui le masse dell’elettrone e del positrone si convertono
istantaneamente in energia elettromagnetica. Il positronio pud assumere due
configurazioni: orto-positrone e para-positrone. L’orto-positrone corrisponde alla
configurazione meno probabile (1%), quella in cui gli spin di elettrone e positrone sono
paralleli. Attraverso I'annichilazione delle sue due particelle genera tre fotoni. Nel para-
positrone (99%) i due spin sono antiparalleli e il processo di annichilazione porta
all’'emissione di due fotoni y emessi nello spazio a 180°+ 0.5Fra di loro ed av enti ciascuno

un energia di 511KeV 2.

7(511 keV)

Radlonuciide
che emeite

T T

+1511 kaV)

Figura 1: Decadimento di un radionuclide B+ emettitore : Bisogna considerare che il punto di origine della radiazione
rappresenta il punto di annichilazione e non il punto di emissione del positrone, inoltre I'angolo fra i due positroni non &

perfettamente di 180°ma leggermente maggiore,la di fferenza dipende dalla quantita di moto del positrone incidente.

Questa emissione di fotoni a 180° nello spazio € il fenomeno fisico che viene sfruttato dai
tomografi PET per identificare il punto di origine della radiazione, vale a dire la posizione

del radiofarmaco all'interno dell'organismo, e produrre in questo modo le immagini PET.

Il processo di annichilazione della coppia positrone-elettrone presenta delle caratteristiche
che sono sfruttate in maniera vantaggiosa nellimaging PET. Anzitutto i due fotoni y sono
emessi con una precisa relazione geometrica, il che permette di localizzare il punto preciso
di annichilazione; in aggiunta i fotoni hanno un’energia di emissione nello spettro
elettromagnetico 10 volte superiore a quella dei raggi X, il che significa che hanno una

elevata probabilita di fuoriuscire dal corpo del paziente ed essere rivelati determinando in
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guesto modo un’elevata sensibilita dei tomografi PET; per finire tutti i radionuclidi emettitori
di positroni, indipendentemente dalla loro natura e dall’energia di emissione, determinano la
produzione di due fotoni y da 511 KeV, per cui un tomografo PET puo essere utilizzato
indifferentemente per la visualizzazione di tutti i radionuclidi emettitori di positroni a questa

singola energia.

1.1.2 I Tomografi PET
Sono le sofisticate apparecchiature che permettono di acquisire, visualizzare ed analizzare
la distribuzione dei radiofarmaci all'interno dell'organismo e dei singoli organi sfruttando
I'emissione dei positroni. | primi tomografi commerciali hanno fatto la loro comparsa negli
anni '80 e da allora numerose sono state le innovazioni introdotte. Questa rapida
evoluzione é stata possibile soprattutto grazie ai progressi tecnici raggiunti nel campo dei
materiali scintillanti, delle tecniche per [I'elaborazione delle immagini, ed infine alla
realizzazione di sistemi PET ibridi che hanno permesso il superamento di alcuni limiti
intrinseci della tecnologia. Ad oggi i tomografi pit avanzati, come quello rappresentato in
fig. 2, sono in grado di fornire immagini di eventi biologici ad elevatissima risoluzione (2-4

mm) con tempi di acquisizione di poche decine di minuti.

Figura 2 : PET/CT Scan Rx (GE Medical Systems) uno dei tomografi PET presenti nel reparto di Medicina

Nucleare dellOspedale San Raffaele di Milano. Si tratta di un PET/CT scanner della General Electric.

Il Sistema di Rivelazione
La configurazione fisica dei tomografi PET, deve essere finalizzata a massimizzare la

rivelazione degli eventi in coincidenza e a minimizzare quella degli eventi di rumore. |



rivelatori usati per la PET sono scintillatori inorganici ad alto numero atomico efficace
opportunamente accoppiati ad una serie di fotomoltiplicatori (PMT).

Il principio di funzionamento di questi rivelatori si basa sulla possibilita di estrarre un
segnale dalle modificazioni che i cristalli subiscono quando sono attraversati dalle
radiazioni elettromagnetiche (raggi x o y). Quando la radiazione interagisce con il materiale
del cristallo (per un tempo molto breve, nanosecondi o picosecondi) essa cede parte della
propria energia agli atomi dello scintillatore che passano ad uno stato eccitato per poi
ritornare allo stato iniziale, quando cio avviene rilasciano I'energia assorbita sotto forma di
fotoni che hanno intuitivamente energia inferiore rispetto ai fotoni incidenti (scintillazione). |
fotoni cosi emessi sono convogliati all'interno dei fotomoltiplicatori che li amplificano e li
convertono in un segnale elettrico il quale puo essere infine registrato e misurato. Il numero
di segnali (conteggi o conte) per unita di tempo (t) fornisce la misura della quantita di
radioattivita presente nel campione. | rivelatori sono caratterizzati da diversi parametri:

- l'efficienza (%), calcolata per confronto con uno standard calibrato, essa si distingue in
efficienza assoluta (e5ss) ed efficienza intrinseca (giy); la prima & pari al n° di segnali
registrati rispetto al n°di particelle o quanti em essi dalla sorgente e dipende dalle proprieta
del detector e dalla geometria di conta; la seconda € invece pari al n°di segnali registrati
rispetto al n° di particelle o quanti incidenti sul detector e dipende dal materiale e dalle
dimensioni del detector oltre che dall’energia della radiazione.

- la sensibilita, espressa in Bq o Ci, che misura la capacita del detector di rilevare basse
attivitd all'interno del campione nonostante la radioattivita di fondo (background)
proveniente da fonti radioattive diverse dal campione;

- la minima attivita misurabile, espressa in Bq o Ci;

- il tempo morto, espresso in microsecondi, che rappresenta il tempo che deve intercorrere
fra due eventi affinché questi possano essere raccolti e registrati come due segnali distinti;

la risoluzione (%) che indica la capacita di distinguere fra due picchi di energia diversa.

| primi scintillatori erano cristalli di loduro di Sodio drogati con Tallio (Nal(Tl)). La ricerca nel
settore dei cristalli scintillanti ha portato alla realizzazione e all'utilizzo di nuovi tipi di
cristalli che migliorano alcune delle caratteristiche precedentemente elencate; ad esempio i
cristalli di Germanato di Bismuto (BGO) rispetto ai cristalli di Nal(TI) presentano una
maggiore densita e un piu alto numero atomico il che gli conferisce un elevato potere
frenante e quindi una elevata efficienza di rivelazione, inoltre permettono di realizzare
cristalli di dimensioni ridotte con un netto miglioramento nella risoluzione delle immagini.
Tali rivelatori pero rispetto al Nal(TI) hanno anche delle limitazioni, ad esempio la luminosita
emessa e solo il 15% rispetto ai cristalli di Nal(Tl) e il tempo morto e piu lungo del 30% il

che li rende meno sensibili®. Altri materiali come il Lutezio Ortosilicato (LSO) il Gadolinio
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Ossiortosilicato (GSO) e il Lutezio-Yttrio Ortosilicato (LYSO) drogati al Cerio formano
cristalli che danno una scintillazione veloce, caratterizzati quindi da ridotti tempi morti il che
determina un aumento nelle performance di conta. Tali materiali sono usati ad esempio
nella tecnica PET-TOF (Time of Flight) ed hanno significativamente migliorato la qualita
degli scanner PET usati per I'imaging clinico permettendo di rimpicciolire la finestra di
coincidenza e ridurre gli eventi random. Grazie alla maggiore frazione fotoelettrica &
possibile anche una migliore risoluzione energetica e una suddivisione dei blocchi di

rivelazione in cristalli piti piccoli in modo da migliorare la risoluzione spaziale® ® °.

Acquisizione degli eventi in coincidenza

Nella tomografia ad emissione di positroni, affinché si registri un evento di decadimento, i
due fotoni di annichilazione devono essere rivelati in coincidenza all'interno del campo di
vista 0 FOV cioé nella porzione di spazio campionata dal tomografo. La tecnica di
coincidenza richiede che, a seguito della rivelazione dei fotoni incidenti, i rivelatori generino
impulsi temporali da analizzare in un circuito di coincidenza, dove un evento € rivelato se
due impulsi, appartenenti a due diversi rivelatori, cadono in una piccola finestra temporale
(finestra di coincidenza) che é dell’'ordine dei 10 ns. Ad ogni evento in coincidenza é
assegnata una LOR (linea di risposta) data dalla retta che unisce i punti di rivelazione dei
due fotoni. La sorgente che ha generato la coincidenza si trovera in un punto di tale retta.
Una volta identificata la LOR, I'evento sard sommato a quelli gida acquisiti per quella
particolare linea di risposta e la somma ottenuta sara registrata nella memoria del sistema.

Il valore finale degli eventi acquisiti per una LOR €& quindi legato all'attivita del radionuclide

presente lungo la linea®.

Dietector g

E=5111eV
Raggio ¥

—p@

/ Racionuclide
/@ emittitore di positroni

’ ;G/f -~
Iniezione endovena
del radioligando e chil azione

Citcuito in
Coinciderza

Raggio ¥
E=5111eV

Dietector ?

) ¥ ——Sarie di rivdatori

Figura 3: Sistema di rivelatori multipli ad anello e schema di un circuito di rivelazione
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In pratica non e possibile campionare tutte le infinite LOR degli eventi rivelati. Ad una LOR
€ assegnato un volume di risposta (VOR) e il numero di conteggi associato ad una LOR &
legato alla somma degli eventi di decadimento all'interno del VOR. Una LOR é identificata
da 4 coordinate: r, @, v, S.

r rappresenta la minima distanza della LOR nel piano transassiale dal centro del tomografo,
¢ e v gli angoli, rispettivamente nel piano transassiale e assiale, tra la LOR e l'asse y del
sistema, ed s corrisponde ad un piano di acquisizione (sezione) del campo di vista del
tomografo attraverso la valutazione del punto medio della linea lungo I'asse z. Un insieme
di LOR con lo stesso valore dellangolo ¢, ma diverse posizioni spaziali & chiamato
proiezione.

La necessita di 4 variabili per la descrizione di uno spazio tridimensionale e giustificata dal
fatto che il valore massimo di v accettato dal tomografo, I'angolo di accettazione, influenza
la sensibilita e la frazione di eventi diffusi acquisiti. Per la registrazione degli eventi I'angolo

di accettazione e suddiviso in un numero limitato di frazioni chiamate tilt.

Coincidenze Vere, Casuali e Diffuse

Un evento in coincidenza e registrato se vengono soddisfatte le seguenti condizioni:

- due fotoni vengono rivelati all'interno della finestra temporale di coincidenza;

- la LOR decodificata rientra nel campo di vista del tomografo;

- I'angolo v della linea di risposta € minore dell’angolo di accettazione del tomografo;

- 'energia dei due fotoni rivelati rientra nella finestra energetica del tomografo che prevede
una soglia energetica inferiore per ridurre il numero degli eventi di scatter acquisiti e una
superiore per eliminare eventuali problemi di pile up e problemi di contaminazione dovuti
alla radioattivita ambientale.

Gli eventi che soddisfano tali requisiti sono i prompts (P). Le richieste esposte sopra non
sono sufficienti a scartare tutti gli eventi indesiderati. Il numero di prompts é il risultato della

somma del numero degli eventi veri (T), casuali (R), diffusi (S): P=T+R + S.

Una coincidenza diffusa o di scatter si verifica quando uno o entrambi i fotoni interagiscono
con il tessuto prima di giungere al rivelatore. Come conseguenza si ha I'assegnazione di
una LOR sbagliata allevento. Questo produce una diminuzione del contrasto e una

inaccurata quantificazione dellimmagine finale.

Una coincidenza casuale puo verificarsi quando due atomi decadono nello stesso
momento. In questo caso due fotoni di annichilazione non correlati possono venir rivelati
nella stessa finestra di coincidenza. Questo causa un errore di localizzazione del
decadimento. Gli eventi multipli hanno origini analoghe a quelle degli eventi casuali:

vengono rivelati tre fotoni appartenenti a due diverse annichilazioni nella stessa finestra di
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coincidenza. La frequenza di rivelazione degli eventi multipli € una funzione della frequenza

di conteggio.

Risoluzione Spaziale

La fisica dell’emissione di positroni impone alcune limitazioni alla risoluzione spaziale:

a) il cammino del positrone prima dell’annichilazione poiché lo scopo della PET é di
mappare la distribuzione degli emettitori di positroni e non quella dei punti di
annichilazione;

b) al momento dell’annichilazione il positrone pud non aver dissipato tutta la sua energia.
In questo caso il positrone ha un momento residuo e di conseguenza, per la
conservazione del momento, i due fotoni non vengono emessi a 180° Se si suppone
che i due fotoni vengono emessi a 180°si commette un errore nell’assegnazione della
LOR che va a degradare la risoluzione spaziale.

c) La dimensione e la forma dei detector PET influenzano negativamente la risoluzione

spaziale, questo elemento é di sicuro il piu significativo dei tre.

Acquisizione delle immagini

Gli eventi in coincidenza sono assegnati in tempi reali alle rispettive LOR e registrati
all'interno della memoria di acquisizione del tomografo. Rispetto a r e ¢ le LOR sono
organizzate in matrici chiamate sinogrammi. Il sinogramma €& un grafico bidimensionale
discreto di g(x,y) rispetto alle variabili r e @, dove ogni LOR é rappresentata da un singolo
punto (@,r). L'asse verticale rappresenta gli angoli delle varie proiezioni, I'asse x le posizioni
spaziali all'interno di una proiezione.

La PET é intrinsecamente una modalita di imaging 3D ma che puo lavorare in modalita di
acquisizione sia bidimensionale che tridimensionale. La modalita di acquisizione 2D, si
basa su setti di Piombo o di Tungsteno, che consentono di definire fisicamente i piani di
acquisizione, limitando le acquisizioni oblique. | piani possono essere generati in modi
diversi dipendentemente dal numero dei piani coinvolti e a seconda che si voglia
privilegiare la risoluzione spaziale nella direzione assiale o l'efficienza di rivelazione per
piano. Nella modalita 3D i setti non sono presenti e tutte le possibili LOR aventi angolo
inferiore allangolo di accettazione e giacenti tra gli anelli sono accettate. Questa
configurazione comporta un aumento della sensibilita poiché aumenta il numero delle linee
di risposta lungo le quali € permessa I'acquisizione e poiché scompare I'ombra proiettata
dai setti sui rivelatori. La modalita 3D comporta quindi un maggior numero di eventi rari
rivelati ma di contro anche una maggiore frazione di eventi casuali e diffusi nelle

coincidenze acquisite.
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Ricostruzione delle immagini

Una volta che gli eventi sono acquisiti ed organizzati in sinottici 'immagine deve essere
ricostruita, per fare questo vengono applicati opportuni algoritmi matematici che permettono
la ricostruzione della distribuzione spaziale della radioattivitd e consentono di produrre le
immagini. Il principale metodo utilizzato & la retroproiezione filtrata o FBP (Filter Back
Projection); le caratteristiche principali del successo di questa tecnica sono la semplicita di
implementazione e I'elevata efficienza dal punto di vista computazionale, per contro I'FBP
non é ottimale quando si devono ricostruire dati di bassa statistica. dato che tale algoritmo
e basato sulla derivazione di proiezioni ideali e quindi senza rumore. Per poterlo utilizzare
nel caso non ideale sono necessari filtri per I'attenuazione del rumore e una correzione per

l'attenuazione compiuta a livello dei sinogrammi.

Questi limiti del’FBP possono essere superati con gli Algoritmi Iterativi che possono,
invece, incorporare direttamente nel modello dell’algoritmo stesso la natura stocastica del
processo di emissione e di rivelazione dei fotoni, nonché rilevanti caratteristiche fisiche del
sistema sorgente-rivelatore (attenuazione, geometria di rivelazione, presenza di
coincidenze diffuse o casuali, ecc.). Tali algoritmi si basano sulla ricerca della soluzione di
convergenza di un sistema di equazioni (che tiene conto delle precedenti caratteristiche),
attraverso una serie di iterazioni successive a partire da una prima soluzione approssimata.
In ogni iterazione, i profili ottenuti retroproiettando sono corretti tramite confronto con le
proiezioni misurate. Queste tecniche permettono ricostruzioni piu accurate ma sono
caratterizzate da tempi di ricostruzione piu lunghi rispetto all'FBP.

Un tipo di algoritmo iterativo e I'Expectation Maximization (EM) che permette di sopperire al
limite per cui I'FBP lavora su un angolo limitato nella direzione accettando solo il 15-50%
dei dati acquisiti, questo algoritmo quindi € un metodo generale iterativo per la risoluzione
di problemi di stima, situazioni cioé in cui parte dell'osservato € mancante o “censurato” e

permette di ricostruire tutti gli eventi senza diminuire la risoluzione’.

I moderni sistemi possono effettuare anche la  Correzione per ['Attenuazione;
'attenuazione €& quel fenomeno per cui il fascio nell'attraversare il tessuto subisce
un’attenuazione dovuta al fatto che parte dei fotoni sono assorbiti (effetto fotoelettrico) e
parte scatterati (effetto Compton) a seguito delle interazioni con gli elettroni del mezzo. In
sede di misura, la presenza di un mezzo attenuante produce quindi una sottostima della
radiazione primaria. Tale sottostima, essendo una funzione del materiale attraversato,
comporta che una distribuzione uniforme di radioattivita presenta, nelle immagini ricostruite,
meno conteggi al centro che ai bordi. Occorre quindi una correzione per l'attenuazione per

una corretta analisi dei dati®.
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Tomografi ibridi PET-TC

Uno dei motivi principali della grande diffusione della PET in campo clinico e legato proprio
all’evoluzione tecnica dei tomografi, che come detto sono ormai in grado di fornire immagini
dell'intero corpo e di singoli distretti con una risoluzione spaziale dell’'ordine di pochi
millimetri effettuando scansioni molto veloci, anche inferiori ai 10 minuti. Una delle principali
difficolta nell'interpretazione delle immagini PET consiste, in particolare a livello
addominale, nella mancanza di strutture anatomiche chiaramente identificabili, e spesso |l
basso contrasto e la risoluzione spaziale della tecnica PET non sono sufficienti per
localizzare precisamente le aree ad elevato livello di radioattivita. Un grande passo avanti
per superare questo problema e stata la comparsa dei tomografi PET-TAC, in cui un
tomografo PET e un tomografo TAC d'ultima generazione sono integrati in un unico
sistema di rivelazione, consentendo d'acquisire sequenzialmente le immagini funzionali
PET e quelle anatomiche TAC senza muovere il paziente dal lettino e in una unica
sessione d’esame.

| vantaggi di questi sistemi sono molteplici. Anzitutto una notevole riduzione dei tempi di
esame, questo poiché con un’unica scansione si effettuano due acquisizioni, e poi perché i
dati TC consentono di accelerare la rielaborazione dellimmagine con una riduzione dei
tempi che arriva fino al 40%. Il secondo vantaggio consiste in una pil accurata
interpretazione del dato funzionale infatti € possibile localizzare con elevata precisione |l
segnale PET all'interno delle singole entita anatomiche grazie alla sovrapposizione con
limmagine TC. Infine con questi tomografi € possibile ottenere una migliore accuratezza
delle immagini, infatti il tomografo utilizza i dati anatomici derivanti dalla TAC direttamente
per la rielaborazione delle immagini PET ad esempio i dati anatomici provenienti dalla TC
sono utilizzati per determinare i fattori di attenuazione da applicare ai segnali in funzione
della tipologia di tessuto considerato, oppure per correggere i difetti derivanti dalla
radiazione diffusa®. Il risultato si pud apprezzare in fig. 4 dove sono mostrate la singola

immagine TC, la singola immagine PET ed infine I'immagine di fusione.

=immagine TC B= immagine PET C=fusione PET/TC

Figura 4 . Studio PET/TC con [*®F]FDG in un paziente con cancro polmonare
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1.1.3 Caratteristiche principali e limiti.

Come e gia stato accennato nei paragrafi precedenti la PET e una tecnica di imaging
molecolare capace cioé indagare I'organismo dal punto di vista delle molecole e del loro
metabolismo a livello di cellule e tessuti. Questa caratteristica le permette di visualizzare e
caratterizzare organi e tessuti da un punto di vista biologico e funzionale e rappresenta la
principale differenza fra la PET (e anche la SPECT) e le altre tecniche di imaging come ad
esempio la tomografia computerizzata (TC), I'ecografia o la risonanza magnetica (RM)®, le
quali invece indagano tessuti e organi da un punto di vista anatomico.

La PET ha tra i suoi punti di forza l'elevata sensibilitd il che permette I'utilizzo di
radiofarmaci B emittenti in piccolissime quantita, si usa infatti il termine di dose tracciante.
Per dose tracciante si intende un dosaggio sufficientemente piccolo (micro o nano moli) da
permettere di “tracciare” il processo biologico di interesse senza tuttavia perturbarlo, cioeé
senza indurre alcun effetto farmacologico capace di alterare lo stato basale del processo in
questione; per avere un’idea le concentrazioni tissutali dei traccianti che si raggiungono
sono dell’'ordine delle pico-femto moli per grammo.

Come detto prima un’altra importante caratteristica della PET, e quella di essere in grado di
produrre dati di natura quantitativa. Infatti i moderni tomografi PET non soltanto sono in
grado di fornire immagini metaboliche ad elevata risoluzione ma, grazie all’applicazione di
software e sistemi di calcolo sofisticati, sono in grado di associare dei valori di
concentrazione assoluta di radioattivita ai segnali registrati effettuando dei calcoli per
confronto con i valori basali di assorbimento dei traccianti in distretti come il plasma e i
muscoli. Parametri come il SUV o Standard Uptake Value sono infatti una misura reale
della captazione ad esempio di [**F]Fluorodesossiglucosio (FDG) e sono molto importanti
perché permettono al medico di avere un riferimento numerico da poter utilizzare ad

esempio per lo staging di un tumore o valutare I'efficacia di un dato trattamento.

Uno dei principali meccanismi sfruttati dai traccianti PET e quello di visualizzare vie
metaboliche e target biologici, funzionando da substrati o legandosi ad essi.

In molti casi il radiofarmaco subisce una trasformazione enzimatica intracellulare, tale
trasformazione rallenta la cinetica di eliminazione della radioattivita fino a determinare ad
un certo punto un accumulo di radioattivita proporzionale al processo di interesse.

E’ cio che avviene per lo studio del metabolismo glucidico, il metabolismo ad oggi piu
indagato, che viene Vvisualizzato dal radiofarmaco PET per eccellenza il
[*®F]Fluorodesossiglucosio (FDG). Si tratta di un analogo del glucosio che una volta entrato
nelle cellule viene fosforilato e non pud essere ulteriormente metabolizzato ma nemmeno
eliminato, il risultato € un accumulo intracellulare che sara direttamente proporzionale al
consumo di glucosio da parte delle cellule. In questo modo tessuti ad elevato metabolismo

glucidico come quello nervoso, quello cardiaco e quello tumorale per la loro naturale
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tendenza ad utilizzare glucosio forniranno un segnale molto marcato e potranno essere
visualizzate in PET.

Ad oggi sono stati sviluppati numerosi traccianti che permettono di studiare diverse
proprieta biologiche; molecole come [**F]FAZA, [**FIMISO o il [**Cu]ATSM permettono di
visualizzare l'ipossia sfruttando dei meccanismi di ossido-riduzione. L'ipossia tissutale
rappresenta un fenomeno sfavorevole dal punto di vista prognostico sia in termini di
risposta alla terapia farmacologica e radiante che in termini di progressione e invasivita del

tumore®1t,

Di conseguenza risulta di particolare interesse riuscire a localizzare e
identificare le aree ipossiche all'interno delle masse tumorali poiché il loro studio puo avere
risvolti importanti sulla resistenza alla radioterapia, sul flusso sanguigno e sulla
proliferazione cellulare™.

La stessa proliferazione cellulare puo essere indagata con la PET ottenendo cosi importanti
informazioni ad esempio sullaggressivita dei tumori'®, questa valutazione viene fatta
indirettamente basandosi sull'uptake di precursori marcati del DNA come la timidina o loro
analoghi come la 3l'deoxy-3L-18F-fluorotimidina ([**F]FLT), i quali una volta captati sono
fosforilati ed intrappolati nella cellula da un enzima attivato, nel caso della proliferazione la
timidina kinasi 1'* . In realta poiché I'uptake dei precursori & solo uno degli elementi legati
alla sintesi del DNA si tratta di dati semiquantitativi che, pur essendo soggetti a variabili
quali ad esempio i danni alle membrane, sono tuttavia indicativi della sintesi del DNA.
Analogamente e possibile con la PET valutare la sintesi proteica, anch’essa associata alla
proliferazione tumorale, soprattutto nel cervello, mediante la marcatura di amminoacidi
come ['®F]L-2-Fluorotirosina o [*'C]-L-Metionina, quest'ultimo di sicuro & il piu utilizzato.
Considerando il diverso uptake degli amminoacidi sia fra diverse tipologie di tumori che
allinterno della stessa tipologia, la sua valutazione sembra risultare piu utile per la
determinazione di degenerazioni maligne di tumori noti piuttosto che nella diagnosi di
nuove lesioni.*®

Non sono tuttavia solo fenomeni legati ad attivazione enzimatica i possibili target della PET.
Infatti un’altra possibilita & quella di utilizzare traccianti in grado di legarsi direttamente a
specifici recettori o antigeni. In questo modo € possibile ad esempio mappare la
distribuzione di specifici tipologie recettoriali sia in condizioni basali che in risposta a
particolari stimoli; per questi motivi la PET puo trovare svariate applicazioni, per esempio lo
studio di Parkinson e Alzheimer o ancora nel campo della farmacologia sia a livello clinico
che preclinico.

Quanto descritto sommariamente fin'ora lascia intuire il perché la PET abbia avuto una cosi
rapida diffusione, in campo oncologico ma non solo, fino a ricoprire oggi un ruolo di

primaria importanza in diversi branche della medicina.
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Le possibilita di studio sembrerebbero potenzialmente infinite, limitate “soltanto” dalla
realizzazione di traccianti adeguati, in realta anche per la PET esistono delle limitazioni.

La prima difficolta riguarda la scelta e realizzazione di un radiofarmaco ad uso diagnostico;
le variabili da considerare infatti sono molteplici.

Bisogna innanzitutto individuare un processo biologico la cui misurazione dia informazioni
significative e bisogna poi trovare una molecola in grado di interagire con questo sistema
senza alterarlo, quindi somministrarlo in dose tracciante. E' necessario assicurarsi che la
molecola sia selettiva, infatti se questa oltre ad interagire con il target primario € in grado di
interagire con altri target secondari appare evidente che essa non potra aspirare ad essere
un possibile tracciante. Bisogna inoltre considerare la cinetica e il metabolismo di questa
molecola che devono essere tali da garantire un segnale interpretabile e misurabile. Se la
molecola una volta somministrata subisce dei fenomeni metabolici e viene per esempio
scissa in due nuove entita molecolari, i metaboliti radioattivi, che avranno un destino
biologico diverso da quello per cui la molecola di partenza era stata disegnata, otterranno il
solo risultato di causare una perdita di informazioni oltre che esporre il paziente ad una
dose inutile di radioattivita. Infine si dovra valutare con cura la scelta del radionuclide per la
marcatura che dovra avere caratteristiche idonee al processo che si vuole analizzare ma
presentare altresi un profilo dosimetrico sufficientemente sicuro da poter essere
somministrato al paziente senza rischi per la sua salute; e ancora attuare una chimica
adeguata che non alteri la reattivita biologica della molecola.

Un altro limite e legato alla fisica della PET e riguarda la risoluzione che, seppur
notevolmente migliorata nelle macchine piu recenti, rimane peggiore rispetto a tecniche
come TC e RM, da qui nasce anche l'idea di creare i tomografi ibridi. Sicuramente passi
avanti sono gia stati fatti ed altri potranno essercene soprattutto per I'introduzione di nuovi
materiali per i cristalli rivelatori.

Inoltre non bisogna sottovalutare I'aspetto tecnologico ed economico, infatti dietro a questa
tecnica di imaging ci sono macchinari sofisticati e costosi, che necessitano di strutture
ampie ed adeguate, personale altamente specializzato e assistenza continua, con un costo
di gestione ed utilizzo che non sono alla portata di tutti e fanno inevitabilmente da freno alla

diffusione di questa tecnologia.

Nel Paragrafo successivo verranno brevemente illustrati i principali campi di applicazione
della PET.
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1.1.4 Applicazioni

Oncologia

Rappresenta il principale campo di applicazione della PET. E’ ormai riconosciuto che le
probabilitd di successo del trattamento dipendono significativamente dalla precocita della
diagnosi della malattia; tanto prima il tumore viene identificato tanto maggiori saranno le
probabilitd di incorrere in una prognosi favorevole. Inoltre € altrettanto noto che l'origine
della malattia tumorale € associato anzitutto ad un cambiamento nel metabolismo della
cellula sana®® la quale, perdendo la capacita di autoregolarsi, inizia a proliferare in maniera

incontrollata originando cosi la massa tumorale.

L'imaging molecolare PET permette di identificare e studiare specifiche alterazioni
biologiche presenti in fase iniziale di malattia e identificare le alterazioni bio-funzionali
presenti, permettendo cosi di effettuare in modo scarsamente invasivo diagnosi o
stadiazione e di seguirne I'evoluzione nel tempo. La possibilita di correlare dati biologici con
specifici cluster sintomatologici sia in fase iniziale di malattia che durante I'evoluzione é di
fondamentale importanza per [lidentificazioni di specifiche sottopopolazioni presenti
all'interno di una determinata classe clinica e per lo sviluppo e il monitoraggio di strategie
terapeutiche innovative.

Il tracciante piu utilizzato & un analogo del glucosio marcato con *®F, il 2-[F-18]Fluoro-2-
deossi-D-glucosio (FDG), che viene ampiamente usato sia in ricerca che in diagnostica
clinica. Questo radiofarmaco viene captato dalle cellule attraverso i trasportatori del
glucosio ed e substrato dell'esokinasi, enzima che fosforila il glucosio in posizione 6. Non
possedendo lidrossile in due, la molecola non pud proseguire nella catena metabolica di
degradazione del glucosio e rimanendo fosforilata resta intrappolata nella cellula, le cellule
neoplastiche, caratterizzate da un maggior consumo di glucosio, risulteranno captare
maggiormente la molecola e saranno pertanto rivelate.

La PET & un accurato strumento per esaminare con un unico studio I'intero organismo alla
ricerca di tumori primari e di eventuali metastasi'’ e permette ai medici di eseguire
diagnosi piu accurate, poter mappare la distribuzione della neoplasia e poterla anche
caratterizzare dal punto di vista biologico. La PET ad oggi risulta la tecnica di elezione per
la stadiazione tumorale (staging) ma permette anche al medico, in alcuni casi, di scegliere il
piano terapeutico piu appropriato, studiare come la malattia risponde ad un trattamento ed
eventualmente effettuare le opportune correzioni o modificarlo®®.

Come gia accennato nel paragrafo precedente non € il solo metabolismo glucidico ad
essere considerato in campo oncologico, ad esempio si valuta la proliferazione cellulare

con I'T*®F]FLT® e il metabolismo degli amminoacidi grazie a [*'C]-L-Metionina® e [**F]FET,
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questi traccianti possono fornire importanti informazioni circa il grado di aggressivita della

neoplasia®.

Un altro parametro biologico di interesse in campo oncologico che puo essere studiato con
la PET & l'ipossia regionale. Per esempio sono stati sviluppati traccianti come [**F]MISO,
[*|F]FAZA e il [**Cu]ATSM che sono in grado di accumularsi selettivamente e visualizzare i

tessuti ipossici?>?*?*; & noto che una delle principali cause di inefficacia della radioterapia &

dovuta proprio alla presenza di masse ipossiche'®*.

Ecco che Ila quantificazioni
dellaccumulo di questi traccianti potrebbe permettere quindi di modulare la dose di

radiazioni sulla base della biologia del tessuto®.

infatti le immagini PET possono essere utilizzate per definire la regione occupata dal
tumore, cio che viene definito Volume Biologico del Target o BTV ed essere utilizzate per
“guidare” la radioterapia®. Questo consente di circoscrivere l'area da irradiare,
permettendo di concentrare la dose radiante nelle zone tumorali e riducendo la dose sulle

aree non patologiche circostanti.

Cardiologia

Un altro campo medico in cui la PET trova notevoli applicazioni € quello cardiologico, dove
viene utilizzata sia per effettuare studi di flusso che studi di metabolismo.

Considerando la sua capacita di fornire informazioni circa il metabolismo cellulare la tecnica
PET-FDG e molto impiegata ad esempio per valutare la vitalita dei tessuti cardiaci in
pazienti con problemi coronarici e a rischio ischemico, & possibile per esempio visualizzare
guali sono le aree necrotiche stabilendo quindi I'estensione e I'entita del danno ischemico e
valutare lo stato funzionale del miocardio danneggiato®.

Per gli studi di perfusione miocardica si utilizza il radiofarmaco [**NJAmmonia ([**NJNH5)®.
Una volta iniettata, [**N]JNH; passa, sia per mezzo di un trasporto attivo (pompa
sodio/potassio) sia per diffusione passiva, dallo spazio vascolare ai tessuti; dentro le
cellule entra a far parte della via dellacido glutammico/glutammina venendo cosi
metabolizzata e intrappolata nelle cellule miocardiche in modo perfusione-dipendente. E’
stato osservato che [**NJAmmonia & un eccellente molecola per la valutazione della
perfusione miocardica sia in condizioni fisiologiche che patologiche, infatti grazie alla sua
rapida clearance sanguigna e alla sua elevata captazione nei tessuti e in grado di produrre
immagini del miocardio con elevato contrasto®. Grazie a questa molecola & possibile per
esempio visualizzare le aree scarsamente irrorate e, sfruttando la duplice informazione
delle moderne PET-TC, associare un’area a ridotta perfusione con la presenza di un difetto
coronarico come una placca aterosclerotica.

Proprio nel campo dello studio di placca esistono recenti studi clinici che vedono l'impiego

di traccianti come [*'C]PK11195 e [*®F]NaF®.
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Si pud perd andare oltre, & infatti possibile associando [**N]JAmmonia e [**F]FDG
combinare le diverse informazioni di flusso e di metabolismo per osservare come il cuore
risponda agli stimoli ed identificare per esempio quelle aree del cuore che pur presentando
una ridotta perfusione o un ridotto metabolismo sono ancora funzionali; o ancora si puo
valutare la vitalita residua dei tessuti, (infatti il 50% dei segmenti miocardici con difetti di
perfusione appaiono metabolicamente attivi) valutando quali siano potenzialmente
recuperabili con interventi di rivascolarizzazione®. Questo genere di analisi come si vede
possono ricoprire un ruolo importante non solo nell'identificazione e nella valutazione
dell'entitd di un danno ma sono un importante strumento nelle mani del medico per
scegliere la migliore strada terapeutica, ad esempio le cardio-PET oltre ad indicare i tessuti
per cui puO essere conveniente una rivascolarizzazione possono essere usate per
selezionare i pazienti da sottoporre ad aneurismectomia o, in alcuni casi, per scegliere tra

by-pass aorto-coronarico e trapianto cardiaco.

Neurologia e Psichiatria

Un altro ambito in cui la PET trova applicazioni riguarda il sistema nervoso centrale.
La PET viene sempre maggiormente utilizzata per studiare la fisio-patologia dell’encefalo,
organo poco accessibile utilizzando metodiche convenzionali®. Il binding delle molecole a
specifici target e permette di gettare luce tra il grado di legame e gli effetti farmacodinamici.
Recenti passi in avanti nella ricerca uniti ad investimenti dell'industria hanno facilitato lo
sviluppo di nuovi radioligandi per I'imaging di neurorecettori e per lo sviluppo di biomarker
fisiopatologici, I'elemento importante & che tutti questi approcci possono essere applicati sia
in modelli animali che umani soddisfando cosi le condizioni di sviluppo di modelli

traslazionali validati®.

BN

Uno dei principali ostacoli in questo ambito & la mancanza di radiofarmaci con
caratteristiche idonee a questo genere di studi, soprattutto se paragonato alle centinaia di
possibili proteine bersaglio. Le caratteristiche essenziali che un radiofarmaco deve
possedere sono: alta affinita e selettivita per il sito di interesse, permeabilita attraverso la
barriera ematoencefalica, minima degradazione in sottoprodotti metabolici marcati, basso
legame aspecifico alle varie componenti cellulari. Inoltre la concentrazione del target
molecolare di interesse deve essere adeguata alla risoluzione spaziale e alla sensibilita dei

tomografi. In tabella 1 & riportato un elenco dei traccianti piu utilizzati.
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Neurotransmitter system Radioligand
Dopamine D, [""CISCH 23390

[""CINNC 112
Dopamine D2 " Clraclopride

[’ CINMSP

["'C]FLB 457

" Ffallypride
Dopamine transporter "' Clmethyl-phenidate

["clPE2I
Serotonin 5-HT 4 " CIWAY-100635
Serotonin 5-HTo, [ cINMSP

["'CIMDL 100807
Serotonin transporter (5-HTT) ["CIMeN

["'C]DASB

[ CIMADAM
Opiate ["'Cldiprenorphine

[''Clearfentanil
Neurokinin-1 [''CISPA-RQ
GABA-benzodiazepine [ Clflumazenil
Peripheral benzodiazepine [""CIPK11195

Tab 1: Ligandi PET piu rappresentativi utilizzati per lo studio di neuro recettori nel’'uomo

E’ possibile notare come la maggior parte di questi traccianti siano ligandi dei recettori
dopaminergici e serotoninergici, questo poiché e stato ormai ampiamente dimostrato come
questi due sistemi siano fortemente coinvolti in patologie quali schizofrenia, depressione e
malattia di Parkinson; per il motivo opposto target biologici di piu recente scoperta non
presentano ancora un pool di ligandi sufficientemente ampio da promuovere lo sviluppo di
radiofarmaci specifici. La breve emivita del '!C, utilizzato spesso per radiofarmaci
recettoriali, permette anche di effettuare piu studi in uno stesso soggetto nello stesso giorno
riducendo cosi la variabilitd e mantenendo i livelli dosimetrici adeguati anche per gli studi

nel volontario sano.

Questo genere di studi pud essere fatto anche con la SPECT, sfruttando ad esempio il

radionuclide |,

tuttavia la PET presenta dei vantaggi quali la capacita di dare una misura
gquantitativa della concentrazione del tracciante, una maggiore sensibilitd e un’alta

risoluzione spaziale, oltre ad una maggior variabilita nella marcatura dei traccianti.*

Proprio grazie all'utilizzo di traccianti in grado di studiare il sistema dopaminergico é stato
possibile capire meglio la patofisiologia di acinesia e tremori nella malattia di Parkinson, ad
esempio il tracciante [*®F]6-fluoro-L-dopa & utilizzato per assistere la diagnosi differenziale
in varie forme di Parkinson oltre che essere in grado di evidenziare deficit dopaminergici
subclinici; grazie a queste molecole & quindi possibile non solo I'individuazione precoce
della malattia di Parkinson ma anche lo studio di lesioni subcliniche all'interno della
substantia nigra®.

Per quanto riguarda le demenze numerosi studi hanno trovato che le malattie
neurodegenerative possono produrre significativi alterazioni nel metabolismo cerebrale del
glucosio, rilevabili grazie alla PET-FDG. Questo ha permesso di studiare diverse di queste
malattie neurodegenerative come le demenze corticali e in particolare la malattia di

Alzheimer®®; & stato dimostrato che con la PET & possibile effettuare diagnosi differenziali
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di Alzheimer anche con 2.5 anni di anticipo rispetto ai metodi di diagnosi tradizionali con
un’accuratezza del 90%*. E’ possibile anche differenziare i casi di demenza da altre
condizioni come il normale invecchiamento la presenza di disturbi depressivi®®. Inoltre dato
che in diverse malattie neurodegenerative come I'Alzheimer e I'Huntington esistono delle
fasi silenti e asintomatiche dovute a risposte compensatorie da parte dell’organo, I'elevata
sensibilitd diagnostica della metodica PET permette di evidenziare la presenza di
alterazioni funzionali gia nella fase preclinica della malattia®.

Sempre restando nel campo delle demenze esistono altre molecole, ad esempio il ["'C]PIB
(o Pittsburg Compound) e in grado di legarsi specificatamente alle placche fibrillari beta
amiloidi (AB) presenti nella malattia di Alzheimer (AD). La sua caratteristica principale &
quella di identificare le placche in fase asintomatica, per questo il [*'C]PIB rappresenta un
potenziale biomarcatore per la selezione di soggetti da includere precocemente negli
schemi di trattamento, prima che l'avanzamento della patologia renda il trattamento
inefficace. Inoltre il [*'C]PIB pud essere utilizzato per distinguere I'AD da altre forme di
demenze come le degenerazioni del lobo fronto-temporale (FTLD)* ma ancora pud essere
utilizzato per valutare la dissoluzione della placca in seguito ad un trattamento efficace* .

Infine la PET pu0 ricoprire un ruolo importante nella comprensione dei meccanismi
molecolari coinvolti in patologie neurologiche e psichiatriche; nei processi neurochimici alla
base dell'invecchiamento fisiologico e nello studio delle funzioni cognitive (linguaggio,
memoria, percezione visiva, capacita associative). Ad esempio misurando in vivo |l
metabolismo regionale del glucosio ([**F]JFDG) e il flusso regionale cerebrale ([*>0O]H,0) la
PET permette di valutare i circuiti cerebrali attivati o depressi da stimolazioni
farmacologiche su specifici sistemi di neurotrasmissione, sia a riposo che durante
'esecuzione di specifici compiti cognitivi o comportamentali. Questo consente lo studio
della funzionalita cerebrale regionale in condizioni patologiche, a riposo o dopo
stimolazione (farmacologica o cognitiva). Si possono cosi individuare i circuiti neuronali
stimolati o inibiti dal farmaco attivi su un dato sistema di neurotrasmissione, correlando i
dati di funzionalita cerebrale con I'attivita terapeutica o gli effetti collaterali caratterizzanti il

farmaco in esame.®®

Esistono poi molecole come il [*'C] (R)-PK11195, un ligando del recettore periferico delle
benzodiazepine (PBR), che viene utilizzato per la visualizzazione della neuroinfammazione
in particolare € ampiamente utilizzato nello studio di patologie cerebrali dovuti a traumi,
Sclerosi Multipla, encefalite virale e Alzheimer. In diverse patologie del SNC esiste una
condizione di neuroinflammazione in cui si assiste ad una massiccia attivazione delle
cellule della microglia, queste ultime sovra-esprimono il recettore PBR rendendo quindi

visualizzabile la neuroinfiammazione tramite questo tracciante®**>4¢47,
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Studi Farmacologici e Preclinici

La PET trova importanti applicazioni anche al di fuori del’ambito strettamente clinico per
esempio nel campo della ricerca farmacologica. La sensibilitd della PET facilita la
rivelazione attendibile di radiofarmaci in un range di concentrazione dell’'ordine delle
picomoli®®, questo la rende ideale per misurare I'espressione di complessi molecolari quali
recettori, enzimi, siti di ricaptazione, trasportatori di membrana, in corso di patologia,
permettendo di valutare la loro modulazione da parte di specifiche sostanze senza tuttavia
perturbare il sistema.

La PET permette anche di verificare la biodistribuzione e la concentrazione del farmaco al
sito di azione; questo é particolarmente importante per i farmaci destinati al SNC perché
permette di valutare il passaggio del farmaco attraverso la barriera emato-encefalica (BEE)
e assicurare un sufficiente livello di esposizione al cervello*; ovviamente per eseguire studi
di cinetica d'organo a lungo termine € necessario I'uso di radionuclidi a lunga emivita come
ad esempio lo **| e lo #Zr che per problemi di dimensioni possono essere introdotti nelle
strutture senza modificarne le proprieta farmacologiche in un numero molto limitato di
farmaci.

E’ inoltre possibile verificare il meccanismo d’azione biochimico di farmaci, misurandone la
potenza in vivo e calcolandone Ila cinetica di associazione e dissociazione dal sito di
azione, con possibili implicazioni nel disegno dello schema posologico®.

A tal proposito la PET e stata ampiamente utilizzata per la misurazione dall’occupazione
dei recettori dopaminergici di tipo D2 da parte dei neurolettici. Questi studi hanno permesso
di identificare una finestra terapeutica d’uso basata sui livelli di occupazione recettoriale
raggiunti dalle varie dosi di farmaci®’.

L'uso di traccianti selettivi per determinate classi di recettori, siti di reuptake, vescicole
neuronali o enzimi, consente di misurare, in vivo, lintegrita di specifiche popolazioni
neuronali alterate in corso di patologia e di studiare il profilo neurobiologico di farmaci neuro
attivi; ad esempio la PET & stata ampiamente utilizzata per lo studio dell'integritd neuronale
in diverse patologie neurologiche quali: le demenze, i disturbi extrapiramidali, le epilessie e
le malattie cerebro-vascolari. In particolare, 'uso di questa metodica ha permesso di
individuare specifiche alterazioni dei neuroni nigrostriatali presenti nei diversi disturbi

extrapiramidali.®

Infine € importante sottolineare la possibilita di trasferire alluomo protocolli sperimentali di
neurochimica e neurofarmacologia che in precedenza venivano applicati esclusivamente a
studi su modelli animali o in vitro; questo é di primaria importanza nello studio dell’encefalo
a causa della difficolta di sviluppare modelli animali realmente rappresentativi di patologie
del SNC.
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La PET e pero diventata di estrema importanza anche nel campo della ricerca preclinica,
grazie allo sviluppo di tomografi dotati di sensibilita e risoluzione spaziale adeguata agli
studi sul piccolo animale. Rispetto alle tecniche standard la PET presenta i seguenti
vantaggi:

- campo di applicabilita esteso poiché molti ligandi possono essere marcati con radionuclidi
senza subire variazioni di attivita biologica rilevanti;

- scarsa invasivita, infatti i ligandi marcati sono somministrati in dose tracciante e non
determinano effetti farmacologici;

- acquisizione tomografica;

- diretta applicabilita al’'uomo dei risultati rilevati;

- possibilita di operare in vivo e quindi in maniera analoga alla pratica clinica.

L'uso dell’animal-PET é di particolare impatto nel ridurre i tempi di screening e lo sviluppo
preclinico di nuovi ligandi PET, ma anche nello studio in vivo di specifici target molecolari in
modelli animali preclinici ed infine consente di ridurre in modo notevole il numero di animali
da impiegare nell’ambito di ogni sperimentazione senza riduzione di contenuto informativo

rispetto alle altre metodiche esistenti®. Le possibili applicazioni dell’animal-PET sono:

1. sviluppare e validare mediante I'uso di specifici modelli animali nuovi radiofarmaci PET

da applicare al campo dell'oncologia molecolare e della neurodegenerazione;

2. studiare in vivo in modelli animali preclinici I'espressione di specifici target molecolari;

3. validare e sviluppare nuove modalita terapeutiche inclusa la terapia genica.

Per studiare le basi genetiche di un normale processo biologico e di un processo di malattia
0 per sviluppare nuove terapie & essenziale la creazione di modelli animali. Questi modelli
si realizzano trasferendo cellule umane malate e diversi fattori trofici ed e possibile svolgere
esperimenti di knock in e knock out di geni. Per poter attuare questi studi &€ necessario
possedere delle tecnologie che possano monitorare lo sviluppo progressivo e i
cambiamenti degenerativi 0 le risposte terapeutiche durante un determinato periodo di
tempo nel medesimo animale. In vivo l'imaging dell’espressione genica pud essere
indirizzata sia verso geni esterni trasferiti nelle cellule di un sistema organo (transgeni) sia
verso geni endogeni. L'imaging dell'espressione di un gene endogeno pud essere usata
per ossrevare le risposte a stimoli ambientali o farmacologici e le alterazioni
nell’espressione del gene durante la transizione della cellula dal normale fenotipo a quello
di malattia, o per visualizzare i cambiamenti nel corso di una terapia. | transgeni possono
essere utilizzati per monitorare I'espressione di quel determinato gene trasferito nella

cellula che pud essere un gene malattia o un gene terapia®.
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1.2 I Radionuclidi

1.2.1 Radiazioni e Decadimenti
Oggigiorno i radionuclidi trovano un elevato numero di applicazioni in diversi campi tecnico-
scientifici, uno di questi € sicuramente quello medico in cui vengono ampiamente utilizzati
sia per scopi diagnostici che terapeutici. | radionuclidi rappresentano I'elemento centrale
attorno cui si sviluppa la tecnologia PET e sono gli elementi che permettono di visualizzare

i radiofarmaci una volta che questi sono stati somministrati nell’organismo.

| radionuclidi sono degli atomi instabili, a causa di uno squilibrio fra il numero di protoni e il
numero di neutroni all'interno del loro nucleo. Per raggiungere una condizione di maggiore
stabilitd energetica essi spontaneamente “decadono”, cioé riorganizzano i propri nuclei
attraverso delle transizioni nucleari (ma anche i loro strati elettronici), originando nuclei di
nuovi elementi e liberando I'energia in eccesso sottoforma di radiazioni ionizzanti, in
accordo con il principio di conservazione della massa/energia e della quantita di moto. |
nuovi nuclei cosi originatesi possono essere stabili oppure instabili e decadere a loro volta

fino a che trasmutare in un nucleo stabile ponendo cosi fine alla catena del decadimento.

| decadimenti nucleari che possono subire i radionuclidi si dividono in tre classi principali
che sono il decadimento alfa, il beta e il gamma, a cui si aggiungono anche il decadimento
per emissione di protoni, per emissione di neutroni e la fissione spontanea. Qui di seguito e
riportata una breve panoramica dei primi tre che risultano essere quelli di maggiore

interesse da un punto di vista medico.

Il Decadimento alfa

E’ una forma di decadimento che riguarda di solito nuclidi pesanti (di solito con Z>83) e ad
elevata energia, essi trasmutano in un secondo nucleo piu stabile rilasciando una
particella a che é costituita da due protoni piu due neutroni (in pratica un nucleo di Elio), il

risultato € sempre un nuclide che rispetto al nuclide originario presenta Z-2 e M-4.

Le particelle a essendo molto grandi ed elettricamente cariche risultano essere fortemente
ionizzanti e pochissimo penetranti, infatti disperdono la loro energia mediante urti ed

induzione elettrica, hanno un elevato LET (Linear Energy Transfer cioé I'energia rilasciata
dalla radiazione per unita di lunghezza) e un ridottissimo range di penetrazione nei tessuti

<50um.

Decadono in questo modo nuclidi come: **Bi, #*Ac, #?Bi, !At, °U e *Ra.
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Il Decadimento beta

Puo avvenire secondo tre differenti modalita: B*, B~ e cattura elettronica

Beta (-) riguarda nuclei instabili per un eccesso di neutroni; in questo caso un neutrone
trasmuta in una coppia protone-elettrone piu un antineutrino elettronico. Il protone resta nel
nucleo, determinando I'aumento del numero atomico di una unita (Z+1) mentre I'elettrone e

I'antineutrino vengono emessi, in questo caso il numero di massa rimane invariato.
n —p+t+e + .

Le particelle B~ non sono altro che elettroni ad alta energia emessi durante questo tipo di
decadimento. Queste particelle sono piu penetranti e meno ionizzanti rispetto alle particelle
a, il loro range di penetrazione nei tessuti varia da 0,5 a 10mm in funzione dell’energia

associata all’elettrone stesso.

Decadono in questo modo radionuclidi come: ®Co, 31, Y, 32p, *35m, '"Lu e ®Re, molti

dei quali trovano impiego in medicina ad esempio nella Radioterapia Metabolica.

Beta (+). Riguarda nuclei instabili per un eccesso di protoni; in questo caso un protone
trasmuta in una coppia neutrone-positrone, il neutrone resta nel nucleo mentre il positrone

viene rilasciato insieme ad un neutrino.
_|_
p—n+e + v,

In questo caso il prodotto del decadimento presenta numero atomico diminuito di una unita

(Z-1) mentre il numero di massa (A) resta invariato come per il decadimento 3.

Decadono in questo modo radionuclidi come: *®F *!C **N 0 i quali trovano largo impiego

in medicina nucleare a scopo diagnostico nella tecnologia PET. (vedi par.1.1.1.)

Cattura Elettronica . E' la terza modalita con cui pud avvenire il decadimento B, questo
avviene quando un nucleo assorbe uno degli elettroni orbitanti dai livelli piu interni e si ha la
trasmutazione di un protone piu l'elettrone catturato in un neutrone, I'energia liberata da

guesto processo viene emessa dal nucleo sottoforma di un neutrino.

p+ +e —n+tvrv.

Anche in questo caso il prodotto del decadimento & un atomo che ha numero atomico pari
a Z-1 il cui numero di massa A resta invariato. La cattura dell’elettrone inoltre determina la

formazione di un “buco” elettronico che gli elettroni degli strati piu esterni a cascata vanno a
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riempire liberando in questo modo 1 o piu fotoni y che sono emessi. Decadono in questo

modo ad esempio *?*| e molti dei radionuclidi B* impiegati in PET

Cattura elettronica e decadimento B* sono le due forme con cui decadono i nuclei instabili
per eccessi di protoni, e spesso queste due modalita avvengono contemporaneamente, se
tuttavia le differenza di energia tra I'atomo iniziale e quello finale &€ minore di 1,022 MeV, |l
decadimento B per emissione di un positrone € proibito, e la cattura elettronica rimane

I'unica modalita di decadimento possibile (es rubidio-83 che decade in kripton-83).

Il Decadimento gamma

Il decadimento y comporta la liberazione di una particella y ovvero di un fotone ad alta
energia che viene liberato in seguita a transizioni nucleari. A differenza delle particelle a e
B le particelle y sono particelle altamente penetranti e pochissimo ionizzanti a causa della
loro ridotta dimensione e per il fatto di essere elettricamente neutre; cio le rende da un
punto di vista biologico molto pericolose, sono infatti in grado di attraversare
completamente i tessuti e causare effetti come ustioni, forme di cancro e mutazioni

genetiche.

Una delle transizioni nucleari che origina fotoni y € la transizione Isomerica (IT), in cui una
forma metastabile del nucleo passa ad una forma piu stabile dello stesso elemento
liberando l'energia in eccesso come un fotone gamma. In questo caso il prodotto del
decadimento € lo stesso nucleo di partenza (stesso Z e stesso A) ma presente in una forma
piu stabile. E’ questa la forma di decadimento che subisce il *Tc che decade a *Tc.
Questo radionuclide per le sue favorevoli caratteristiche e di gran lunga il piu utilizzato nella
medicina nucleare convenzionale dove la sua emissione a fotone singolo € sfruttata dalle

gamma camere negli esami scintigrafici convenzionali e nella tomografia SPECT.

Tutti i radioisotopi gamma emittenti, che decadono ad esempio per cattura elettronica o

®¥mTe Mn 2 “Ga) sono soggetti ad un altro fenomeno

transizione isomerica (es:
competitivo che é I'emissione Auger, la quale si verifica quando I'energia liberata dal nucleo
non viene liberata direttamente come fotone ma viene assorbita da un altro elettrone
dellatomo il quale raggiunge cosi un’energia sufficiente per staccarsi esso stesso dal
nucleo. Quindi i radionuclidi y emittenti insieme al fotone emettono anche elettroni di media
energia, che non hanno utilita da un punto di vista diagnostico ma rappresentano uno

svantaggio in quanto rappresentano una dose non utile per il paziente.

I radionuclidi differiscono quindi fra di loro non solo per la natura chimica ma anche per il

tipo di radiazione emessa, e di questo bisogna tenere conto nel momento in cui si deve
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scegliere quale radionuclide utilizzare, per esempio *#l e ™

sono entrambi radioisotopi
dello stesso elemento ma mentre il primo € un gamma emittente impiegato per scopi

diagnostici, il secondo € un $~ emittente utilizzato nella radioterapia metabolica.

1.2.2 Descrizione e Caratteristiche
Nuclidi e Radionuclidi si indicano con #,E, dove A rappresenta il numero di massa e Z il
numero atomico. Piu spesso per i radionuclidi si utilizzano delle forme abbreviate come ad
esempio il nome o il simbolo dell'elemento seguita dal numero di massa es: iodio-131 e
uranio-235 oppure 1-131 e U-235; nel caso di nuclidi metastabili si utilizza la seguente

dicitura “™,E, es: tecnezio-99m o Tc-99m o *°",;Tc.

Tutti i radionuclidi sono caratterizzati da un ben preciso tempo di dimezzamento o tempo di

emivita (t*2

), che rappresenta l'intervallo di tempo necessario affinché il 50% dei nuclei
radioattivi sia decaduto. Il t*> & una caratteristica fisica di ciascun radionuclide e la sua

misura e uno dei parametri fondamentali usati per I'identificazione.

BN

Oltre che dal t“? ogni radionuclide & caratterizzato anche da un ben preciso pattern di
decadimento, e da una ben precisa energia associata alla radiazione emessa. Infatti come
si e visto nel paragrafo precedente un radionuclide puo decadere secondo diverse
modalita, che dipendono essenzialmente dalla sua natura, tuttavia queste modalita non si
escludono tra loro per cui accade spesso che un radionuclide decada secondo diverse
modalita (es B e EC), si parla in questi casi di radionuclidi emettitori parziali, mentre si
dicono emettitori puri quelli che decadono per il 100% o quasi secondo un’ unica modalita.
| radionuclidi PET sono spesso B’ emittenti parziali decadendo in parte per EC, le
radiazioni derivanti dall’'EC non contribuiscono alla formazione dellimmagine tomografica in
gquanto posseggono direzioni eterogenee ed energie diverse da 511 KeV, per cui non

possono essere registrate dai rivelatori in coincidenza.

Quanto detto finora ci suggerisce come, nota la tipologia di decadimento (che ci indirizza
verso la scelta del corretto rivelatore), sia possibile identificare univocamente un

radionuclide incognito semplicemente determinandone il t*?

e l'energia associata alla
radiazione; nella pratica queste analisi si fanno con degli strumenti chiamati analizzatori

multicanale.

In Medicina Nucleare la scelta del radionuclide deve tenere conto di tutto quanto detto

fin'ora, tipologia di radiazione emessa, energia della radiazione e t*?

sono parametri fisici
essenziali da scegliere in funzione dell'utilizzo che si vuole fare, diverse infatti saranno le
caratteristiche fisiche che il radionuclide dovra avere a seconda che se ne voglia fare un

uso in terapia piuttosto che in diagnostica.
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Importantissimo poi e l'aspetto della sicurezza, infatti essi devono avere un profilo

Y2 tali da non

dosimetrico sicuro, cioé@ devono avere caratteristiche di emissione e t
determinare un’ assorbimento di radiazioni inutiimente dannoso per il paziente; se infatti il
beneficio ottenibile dall’'utilizzo di un dato radionuclide all'interno di un radiofarmaco non
supera i rischi associati al suo utilizzo il radionuclide perde automaticamente ogni interesse

medico.

Il radionuclide deve inoltre avere una chimica che ne favorisca l'incorporazione all'interno
di molecole per realizzare opportuni radiofarmaci ed infine deve essere di facile reperibilita
o di facile produzione cosi da limitarne il costo e renderne fattibile il suo utilizzo nella

pratica clinica di tutti i giorni.

Tutti questi elementi rendono di fatto limitato il numero dei radionuclidi di interesse in

medicina nucleare.

1.2.3 I Radionuclidi in Medicina Nucleare
Tra i radionuclidi impiegati in Medicina Nucleare e possibile effettuare una prima distinzione
fra radionuclidi utilizzati a scopo terapeutico e radionuclidi impiegati a scopo diagnostico. I
secondo gruppo poi si divide a sua volta in radionuclidi ad emissione di singolo fotone,
impiegati nelle tecniche di medicina nucleare convenzionale (gamma camere tradizionali e

SPECT), e in radionuclidi B emittenti impiegati nella PET.

Radionuclidi Terapeutici

Si tratta generalmente di radionuclidi f~ emittenti puri ma si usano anche o emittenti e
radionuclidi emettitori di elettroni Auger. Questi radionuclidi emettono delle radiazioni che
hanno la capacita di lesionare il DNA delle cellule del tessuto bersaglio, poiché le cellule
tumorali sono in genere scarsamente capaci di riparare i propri danni esse vanno in contro
a morte cellulare; di qui la possibilita terapeutica associata a questi radionuclidi nei
confronti di alcune neoplasie. Essi sono tipicamente utilizzati in radioterapia metabolica
dove vengono associati a particolari sonde molecolari, se le sonde utilizzate sono
anticorpi, proteine, peptidi o frammenti di essi si parla di radio-immunoterapia. Una volta
iniettate, le molecole sonda vanno a localizzarsi selettivamente presso la sede tumorale
veicolando anche il radionuclide che puo cosi grazie alla radiazione emessa esplicare il suo
effetto citotossico in maniera selettiva sulle cellule tumorali, limitando i danni ai tessuti sani.
Attualmente sono impiegati per il trattamento di ipertiroidismo e carcinoma tiroideo
diffrenziato (**'1), terapia di sinoviti croniche, metastasi ossee e linfoma CD20" (*°Y piu
anticorpo: Zevalin).

| radionuclidi maggiormente impiegati per questo scopo sono riportati di seguito in tabella 2:

29



Radionuclide ti2 Tipo emissione | E Bmax di emissione (KeV) Impiego
11y 8 g8 By 192 Ipertiroid.isnjo,carcinoma
tiroideo.
oy 64.10 ore B 2280 Linfoma CD20*
2p 14.26gg B 1710 Cancro ovarico disseminato
Ty 6.73 gg B,y 489.3 Tumori neuroendocrini
“co 5.24 anni B,y 318 Radioterapia esterna
3sm 46.23 ore B,y 808 Osteosarcomi maligni
92 73.82 gg By 191 Brachiterapia

Tab 2: Principali radionuclidi utilizzati a scopo terapeutico

Radionuclidi Diagnostici y emittenti

Detti anche radionuclidi a singola emissione di fotone, sono radionuclidi che decadono
emettendo fotoni y , e sono pertanto sfruttati a scopo diagnostico nella medicina nucleare
convenzionale grazie all'utilizzo delle gamma camere (scintigrafie tradizionali), della
SPECT o della pit moderna SPECT-TC. Di seguito in tabella 3 e riportato un elenco dei

principali radionuclidi a singola emissione di fotone impiegati.

Radionuclide ty/2 (ore) Tipo Emissione Emax€missione (KeV) Impiego
Scintigrafie renali, polmonari,
i 6.02 X, V, € 140 grate ” Po
scheletriche, tiroidee.
67 Scintigrafie polmonari,
Ga 78.3 X, v, ea 175 . . .
linfomi,flogosi.
3 13.27 X, ¥, ea 158 ScintigrafieTiroide
M 67.3 X, V¥, ea 245 Tumori neuroendocrini
2007) 72.9 X,y 153 Scintigrafie cardiache

Tab 3: Principali radionuclidi y emittenti utilizzati a scopo diagnostico
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Il piu utilizzato & di gran lunga il **"Tc che nella pratica clinica viene utilizzato per piu del
90% di tutte le indagini diagnostiche non PET. Questo largo impiego dipende dalle sue
caratteristiche pressoché ideali. Esso infatti presenta: favorevoli caratteristiche di
decadimento (T1’2= 6,01 ore, E.,.=0,141 MeV); facilitd di incorporazione nelle molecole
sonda, si utilizzano infatti kit commerciali per la marcatura che si basano su semplici
reazioni di chelazione; elevata flessibilita di utilizzo poiché a seconda della molecola a cui
viene legato puo essere utilizzato per tantissime indagini diagnostiche; ed infine praticita di
utilizzo poiché si ottiene da generatori Molibdeno-99 / Tecnezio-99m in cui il radionuclide
“capostipite” molibdeno a vita relativamente lunga, decade a tecnezio il quale é estratto

semplicemente per eluizione come **"Tc pertecnetato.
Radionuclidi 8+ emittenti

Possono essere B* emittenti totali o parziali, di solito nei parziali emettitori il decadimento B*
e accompagnato dal decadimento per cattura elettronica (EC), che porta allemissione di
singoli fotoni y non utilizzabili per I'imaging. Questi radionuclidi sono quelli utilizzati in PET
secondo le modalita descritte nel paragrafo 1.1.1. Di seguito in tabella 4 sono riportati i
principali radionuclidi impiegati in PET, noti anche come radionuclidi convenzionali, con le

loro principali caratteristiche fisiche e di produzione.

RADIOISOTOPO PRODUZIONE DECADIMENTO
Reazione nucleare Intervallo En Prod?tto di t, (min) Emiss. B'(%) EP* ax (MeEV)
(MeV) decadimento
ONe(d,a)°F 140
8 BO(p,n)*°F 16> 3 o) 109.8 96.9 0.693
%O(CHe,p)*F 41> 14
UN(p,o)™C 13>3
Hc "B (p,n)*C 1050 g 20.38 99.8 0.96
9B (d,n) *'C 1050
2C(d,n)®N 850
BN BC(p,n)™=N 10> 0 B 9.96 100 1.19
90(p,a)*N 16>7
“N(d,n)™0 8->0
o) BN (p,n) ®0 1050 N 2.03min 99.9 1.72
%0(p,pn) *O 26> 16

Tab 4: Principali radionuclidi f+ emittenti utilizzati in PET
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Questi radionuclidi hanno delle caratteristiche comuni che ben si adattano alle esigenze
della PET. Sono infatti radioisotopi di atomi normalmente presenti in tutte le molecole
biologiche (O, N, C), per questo possono essere sostituiti al posto dei loro nuclidi stabili
nelle molecole senza alterarne le proprieta chimiche e biochimiche. Questo non é
completamente vero per il *°F (il radioisotopo PET piul utilizzato), che tuttavia pud essere
anch’esso incorporato nelle molecole organiche, di solito come sostituto dellatomo di
idrogeno o di un ossidrile senza alterarne significativamente il comportamento biologico,
guesto poiché i raggi di Van der Waals di questo elemento sono molto simili a quelli

dell'idrogeno e la sostituzione causa una alterazione sterica molto piccola.

I t¥2 di questi radionuclidi sono relativamente brevi, riducendo cosi i rischi associati
all’esposizione del paziente e degli operatori, ma tuttavia sufficienti da consentire la

maggior parte delle indagini diagnostiche.

Sono inoltre tutti producibili con buone rese tramite I'utilizzo di ciclotroni per uso medico, in
modo relativamente semplice ed in una forma chimica tale da poter essere velocemente
trasformati ed incorporati nei radiofarmaci desiderati.; in alcuni casi il radionuclide é

addirittura ottenibile nella sua forma definitiva gia al termine del bombardamento.

Infine avvenendo il decadimento quasi completamente per positroni viene minimizzata la

dosa inutile di radiazioni derivante dal decadimento per EC.
Ossigeno-15

Si produce secondo le seguenti reazioni nucleari *N(d,n)**0 , **O(p,pn) **0, **N (p,n) °O.
Fra queste la piu utilizzata & la terza che pu0 essere ottenuta grazie all’utilizzo di un
ciclotrone, irraggiando *°N (il target material) con un fascio di protoni di energia pari a 10
MeV ; il target material & quindi un gas. L0 che si forma nel target & gia pronto per

2 viene direttamente somministrato al

essere utilizzato e considerato il suo brevissimo t
paziente per inalazione.

Causa il breve t'?

non puo essere utilizzato per sintesi complesse, di solito si utilizza tal
quale o subisce rapide trasformazioni chimiche che avvengono per passaggio su resine e
catalizzatori. Trova applicazione tal quale come tracciante nella valutazione del consumo
cardiaco di ossigeno o nella misura della necrosi tumorale. Inoltre pud essere rapidamente
convertito in [**0O]CO, per lo studio del flusso cerebrale o ridotto ad [**O]H.O per effettuare

studi di perfusione cardiaca e studi di consumo cardiaco di ossigeno.
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Azoto-13

Si produce secondo le seguenti reazioni nucleari *>C(d,n)**N, **C(p,n)*N, **O(p,a)**N

La reazione nucleare piu sfruttata e l'ultima che permette, utilizzando un normale ciclotrone
medico, di ottenere buone attivitd a partire dal bombardamento della semplice acqua,
irradiata con un fascio di energia dai 7 ai 16 MeV; il target material € quindi un liquido. I
prodotto di bombardamento che si ottiene & [**N]NH; le pitl consistenti impurezze sono
[**NJNO; e [**N]NO; che possono essere abbattute con la semplice aggiunta di piccole
guantita di EtOH. Possono inoltre essere riscontrate impurezze radioattive metalliche
(dovute ai materiali costituenti il target) e piccole quantita di *°F derivanti dalla piccole % di
80 che sono presenti nellacqua. Con un’emivita di 9.96 minuti e una quasi totale
emissione B* le principali applicazioni del >N sono soprattutto in cardiologia dove viene
utilizzato sotto forma di [**N]JNH, (anche in questo caso il prodotto di bombardamento & gia
il tracciante desiderato). La breve emivita non permette grandi manipolazione chimiche, le
possibilita si riducono ad un impiego del prodotto di bombardamento principale [**NJNH;
come precursore primario in reazioni di sostituzione nucleofila o nella conversione in altre
forme chimiche quali nitriti, nitrati e cianuri, da utilizzare nella marcatura di piccole

molecole biologiche es. gli amminoacidi.

Carbonio-11

Il carbonio-11 € uno degli isotopi piu utilizzati per gli studi di imaging con la PET nonostante
il suo relativamente breve tempo di dimezzamento (t;,= 20,4 minuti). Puo essere prodotto
attraverso differenti reazioni nucleari come “N(p,a)**C, "'B(p,n)**C e '°B(d,n) C, la piu
comune & tuttavia “N(p,a)*'C. Tale reazione viene realizzata grazie all'utilizzo di un
ciclotrone per irradiazione di un target gassoso rappresentato da azoto-14 ad elevata
purezza con un fascio di protoni di energia pari a 16 MeV. Piccole percentuali di ossigeno o
idrogeno determinano la produzione di *'C sotto forma di [*'C]CO, o [*'C]CH, come
rappresentato nello schema 1. In seguito al suo decadimento si trasforma in *'B ed emette
un positrone d’energia pari a 0,96 MeV che € in grado di effettuare un percorso di 4 mm in
acqua.

[1C]CO, + [1C]CO
02

14

N +lp sHe +1C

—_—
16 MeV
5% H,

[*C]CH,

Schema 1. Produzione di *'C
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La produzione del *'C secondo la reazione nucleare sopra descritta presenta una serie di
vantaggi. Anzitutto i target gassosi sono relativamente poco costosi, secondariamente |l
nuclide ™C presenta buone rese di produzione; I'®N infatti ha una buona sezione d'urto (o
cross section), indicata con ¢F. Si tratta di una grandezza intrinseca del nuclide, ma puo
essere pensata anche come un’area misurata attorno alla particella bersaglio all'interno
della quale la presenza di una seconda particella genera fenomeni di interazione tra i due
corpi, in pratica determina la probabilita che avvengano urti efficaci e quindi in ultima analisi
un valore elevato di o coincide con alte rese di produzione.

Un altro vantaggio € rappresentato dalla facilitd di recupero, infatti come gas pud essere
rapidamente trasferito mediante la spinta di un altro gas inerte (es Argon) ed infine la
reazione nucleare risulta essere molto pulita quindi il nuclide *C ottenuto mostra una
purezza radionuclidica del 100%.

Il principale punto di forza del C & rappresentato perd dalle elevate possibilita di
marcatura che si realizzabili grazie alla flessibilitd della sua chimica, le possibilita sono
davvero molte e non possono essere analizzate tutte nel dettaglio, di seguito e riportato

tuttavia uno schema riassuntivo delle principali strategie di marcatura.

UCH, 4—— HCH,0H ——*  H!CHO

/ \ P H,C-11CO-CH,

UCN 1CH, uco, § —*>  R-YCOOMgBr
H“cal, 1co R-1'COOH R-'cocl
ucocl,

Schema 2: Principali modifiche chimiche realizzabili con il 'C

A partire da [*'C]CO, e [''C]CH. & possibile ottenere un gran numero di precursori primari
per la marcatura di molecole biologicamente attive: la scelta del precursore dipende dalla
posizione della molecola da marcare e dalla strategia di sintesi scelta per ottenere il
radiofarmaco desiderato. Nello schema 2 viene evidenziato in rosso la strategia di
marcatura universalmente piu utilizzata che prevede la riduzione della CO, calda a CH;OH
mediante forti agenti riducenti come LiAlH, , a questo punto mediante una sostituzione
nucleofila alifatica con HI si va a costituire 'agente metilante CHsl che sara in grado di

subire l'attacco nucleofilo di atomi come N, O e S determinandone la marcatura con
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liberazione di HI. Le rese radiochimiche della radiosintesi di [**C]CH;l sono del 50% circa

(EOS) e I'attivita specifica & compresa nel range di 1 e 2 Ci/umol.

Un’altra strategia molto diffusa e quella che prevede la riduzione della CO, proveniente dal
target a CH, grazie all'impiego di H, gassoso, setacci molecolari e Nichel metallico come
catalizzatore. Il CH, cosi ottenuto sara convertito in CHzl grazie ad una reazione radicalica
con vapori di |, ad alta temperatura. Questa seconda strada ha il vantaggio di ottenere piu
alti valori di attivita specifica in quanto annulla il problema delle contaminazioni fredde di
CO,, tuttavia il processo risulta essere piu lungo, le attivita prodotte sono inferiori e il
complesso sistema di setacci molecolari, catalizzatori e trappole rende la sintesi piu

delicata e costosa.

E’ possibile poi trasformare il CHsl in un agente metilante ancora piu reattivo che migliora
ulteriormente la chimica di metilazione, vale a dire il metiltriflato CH3SO3;CF3; una specie
molto piu reattiva del CHsl che si ottiene per passaggio del CHsl stesso attraverso una
colonna di AgSO;CF;, il principale problema é legato agli elevati costi della colonna di

Argento.

Di sicuro I'enorme flessibilita di marcatura di molecole, il tempo di emivita, I'energia dei
positroni emessi ed in particolare la caratteristica di non alterare la struttura chimica
originaria delle biomolecole fanno del **C uno dei principali radionuclidi per la marcatura dei
traccianti PET, in particolare la possibilita di ottenere traccianti con alti valori di attivita e
buona attivita specifica (3-5 Ci/umol) lo rende particolarmente indicato per i traccianti di tipo

recettoriale. Il principale limite del *'C & rappresentato invece dal suo breve t*?

che obbliga
ad eseguire la marcatura negli ultimi step della sintesi, e impone che il tempo totale della
sintesi, compresa la purificazione e la formulazione radiofarmaceutica, non possa superare

di 2,5 volte il tempo di emivita del nuclide.
Fluoro-18

Il *®F & il radionuclide PET per eccellenza e questo & merito delle sue caratteristiche fisiche
e chimiche. Pud essere prodotto attraverso diverse reazioni nucleari come®O(p,n)*®F,
*0(He,p)*®F,e *°Ne(d,a)'F. Il metodo universalmente piu diffuso per la produzione sfrutta
la reazione *®0(p,n)*®F e prevede di bombardare un target material liquido, costituito da
H,O arricchita in **0 (>95%), con un fascio di protoni ad un’energia di 16 MeV. Questa
metodologia di produzione risulta la piu vantaggiosa per le alte rese di reazione, I'elevata
attivitd specifica ed infine perché tutta la radioattivita prodotta risulta potenzialmente
utilizzabile per la marcatura del ligando desiderato. L'unico svantaggio € il costo del target

material che risulta piuttosto elevato e richiede percio la messa a punto di metodi per il
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recupero dell'acqua arricchita dopo I'intrappolamento del **F ad esempio per mezzo resine

scambiatrici di anioni o mediante distillazione.

-L’energia massima associata al positrone emesso dal ®F & di soli 0.633MeV il che si
traduce in un raggio medio di penetrazione nei tessuti di 0.6 mm (il minore fra tutti i
radionuclidi normalmente utilizzati) che lo rende un radionuclide ottimo per generare
immagini ad alta risoluzione.

-Decade per il 97% emettendo positroni, quindi € ridotta al minimo la radiazione emessa
per EC che non e utilizzabile ai fini della PET.

-1l suo t2 di 109 minuti lo rende ideale per monitorare la maggior processi biologici, anche
per tempi superiore all'ora, compresi quelli caratterizzati da un cinetica di distribuzione e
accumulo piuttosto lenti, inoltre permette di mettere a punto procedure sintetiche piu lunghe
e multi-step. L’'emivita piuttosto lunga ne permette poi una diffusione su larga scala infatti il
radiofarmaco pud essere prodotto in strutture dedicate provviste di ciclotroni e poi
distribuito ai diversi centri PET dislocati sul territorio anche a distanze di 400 km dal luogo
di produzione.

-Essendo il fluoro meno ubiquitario del carbonio, i radiotraccianti marcati con *®F possono
essere ottenuti con elevate attivita specifiche (1.35-13.5 Ci-umol™).

-Le sue proprieta chimiche possono essere sfruttate per bloccare il metabolismo e/o
studiare processi biologici infatti 'atomo di fluoro € poco piu grande di quello di idrogeno e
guando lo rimpiazza produce una minima perturbazione sterica (tuttavia le forti proprieta
elettron-attrattive del fluoro possono determinare un’alterazione di processi biochimici vedi
meccanismo d’azione FDG). Il legame carbonio-fluoro & piu stabile del legame carbonio-
idrogeno promuovendo la stabilita del tracciante, infine l'introduzione del fluoro determina
un aumento della lipofilicita della molecola, aumentandone di conseguenza la capacita di
attraversare la barriera emato-encefalica ed, in generale, tutte le membrane biologiche.

La chimica del '®F si basa essenzialmente su delle reazioni di sostituzione nucleofila sia
alifatiche che aromatiche dove il precursore principale per le marcature & lo ione [*°F].
Queste reazioni sono generalmente effettuate in solventi polari aprotici anidri come CH3;CN
o0 DMSO. | substrati per le reazioni di sostituzione nucleofila aromatica devono contenere
un buon gruppo uscente, come il nitro gruppo o un ammonio quaternario localizzato in
posizione orto o para rispetto al gruppo funzionale elettron-attrattore come un ciano-,
aldeide- o cheto- gruppo (CN, CHO, COCHjy). | substrati per le sostituzioni nucleofile
alifatiche, invece, sono rappresentati da alogenuri alchilici o solfonati i primi possono
essere utilizzati anche come alternativa ai [''C]CHs- derivati grazie al maggiore tempo di

emivita.
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L'anione [*®F], trovandosi in soluzione acquosa, viste le ridotte dimensioni, I'elevata
elettronegativita e I'elevata densita di carica € altamente solvatato. In questa forma risulta
una buona base ma un cattivo nucleofilo, percio per poter reagire efficacemente in una SN
necessita di essere combinato con cationi molto grandi (es. tetraalchilammonio, cesio,
rubidio) o di formare complessi con sostanze che ne esaltino la nucleofilicita. Un metodo
molto utilizzato (ad esempio per marcare per marcare I'FDG) sfrutta proprio l'effetto
schermante di sostanze come gli eteri a corona o amminopolietere, (es Kriptofix K.2.2.2.
usato per sintesi FDG). Questi composti agiscono complessando il contro-ione, ad esempio
il potassio, e schermandone in parte la carica rendono cosi piu labile l'interazione con |l
fluoro, lo ione [*®F] & in questo modo denudato di parte del suo strato di solvatazione e
questo ne aumenta il carattere nucleofilo rendendolo in grado di reagire piu velocemente
nelle SN.

Oltre al *®F esistono perd numerosi precursori secondari che possono essere utilizzati per
le marcature® come ad esempio derivati del fluoro con metalli, resine, sali d’ammonio
quaternari (prodotti partendo dai corrispondenti sali carbonati, bicarbonati o idrossidi),
fluoroaril- derivati, fluoroalchil- derivati ecc. la figura 5 riassume le principali varianti

chimiche in cui il *®F pud essere convertito.

X18F (X=Br, 1)
H18F RyN*8F (R= CHj, C;Hs, C4Ho)
Resin-®Fe——— 18  — »KUF
AgieF / \ RbeF
Cs'8F

Figura 5: Precursori secondari ottenuti dal [°F].

Un'altra alternativa sintetica & rappresentata dalle reazioni di sostituzione elettrofila, in cui il
18F & utilizzato nella forma elettrofila di F, gassoso, queste reazioni tuttavia presentano rese
inferiori e sono piu laboriose da realizzare oltre che presentare tutti i problemi legati ad
operare con un reattivo in forma gassosa, per questo motivo le marcature di *°F in forma di

elettrofilo rappresentano oggi una chimica superata.
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Radionuclidi PET non convenzionali

in PET si utilizzano altri radionuclidi definiti

convenzionali, di seguito in tabella 5 sono riportati i piu importanti con le principali

Oltre ai radionuclidi convenzionali non
caratteristiche fisiche e i principali impieghi. Come si vede si tratta spesso di radionuclidi
metallici che vengono utilizzati per alcune loro specifiche caratteristiche. Molti di questi
possono essere ottenuti tramite generatori commercialmente disponibili oppure tramite
l'impiego di ciclotroni per uso medico, va detto che i target material sono spesso in questi
casi solidi e cio complica notevolmente le procedure di produzione e purificazione che
risultano sovente gli step piu difficili da mettere a punto. | problemi riguardano spesso
I'efficienza di purificazione e la separazione del radioisotopo di interesse da impurezze
radionuclidiche a media e lunga emivita che devono essere completamente eliminate. Altri
problemi derivano dalla manipolazione degli scarti del processo produttivo che spesso
contengono isotopi a lunga emivita (problemi di stoccaggio e smaltimento) ed infine non

sono da sottovalutare i problemi di radioprotezione per gli operatori.

Radionuclide t2 Tipo Emissione ,E r‘nax ) Impieghi
emissione (KeV)

®Ga 67 min B*,en 836 Marcatura peptidi
Cu 12.7 ore B, B, EC 660 Marcatura e terapia
Ocu 23.7 min B*,EC 1760 Marcature peptidi

124 4.5gg B*,EC 2100 Marcature anticorpi, cellule
®7r 78.41 ore B*,EC 900 Marcatura anticorpi, cellule

Tab 5: Principali radionuclidi PET non convenzionali
Rame-64

Si produce a partire da ®Ni arricchito, secondo la seguente reazione nucleare **Ni(p,n)
®4Cu. Si tratta di un radioisotopo particolarmente interessante per le sue uniche proprieta di

Y2 di 12.7 ore va incontro per il 18% ad un decadimento -, per

decadimento infatti con un t
il 39 % ad un decadimento B e per il restante 43% decade per cattura elettronica(EC). Gli
elettroni emessi tramite il decadimento B~ possono essere sfruttati per la terapia tumorale
mentre i positroni liberati in seguito al decadimento B* sono sfruttabili per 'imaging PET. In
linea teorica con il ®*Cu si apre pertanto la possibilita di realizzare molecole che non solo
siano in grado di identificare le cellule neoplastiche ma contemporaneamente permettano,

di realizzare radioterapia metabolica cellula-specifica. Le tecniche di marcatura si basano
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tutte sulla chimica di complessazione fra 'atomo metallico e opportuni chelanti che sono
precedentemente stati legati alla molecola di interesse, in alcuni casi si usano molecole
esse stesse in grado di chelare il metallo come nel caso ad esempio del [**Cu]ATSM, un

tracciante dell’ipossia impiegato nei tumori testa collo®®.

Zirconio-89

Si tratta di un altro radioisotopo metallico che presenta un t*?

di 78.4 ore, si pud produrre
mediante I'utilizzo di ciclotrone a partire da strati sottili di *Y secondo la reazione nucleare
8Y(p,n) ¥zr e decade per B* e EC. La marcatura con %Zr avviene grazie allimpiego di
opportune molecole in grado di chelarlo alle molecole di interesse, una delle piu utilizzate e
la desferoxamina che forma un complesso particolarmente stabile. Il suo t? lo rende di
particolare interesse per lo studio in vivo della cinetica di distribuzione di anticorpi

monoclonali.

Gallio-68

Con un t*2

di 67 minuti viene prodotto grazie a generatori commercialmente disponibili in
maniera analoga a quanto accade per il ®™Tc, in questo caso l'isotopo genitore & il ®*Ge
che decade a ®®Ga per emissione positronica ed EC. La marcatura avviene attraverso
I'utilizzo di opportuni chelanti come ad esempio il DOTA che sono precedentemente
attaccati alla molecola di interesse. In particolare il ®®Ga & utilizzato per la marcatura di
peptidi che sono leganti dei recettori della somatostatina, e che vengono utilizzati
nellimaging di tumori neuroendocrini, i quali sono caratterizzati dall'overespressione di

questi recettori.

1.2.4 Produzione dei Radionuclidi: Il Ciclotrone
In generale la Produzione di radionuclidi puo avvenire tramite: reattori nucleari, generatori,
0 tramite acceleratori particellari come i ciclotroni; la totalitd dei radionuclidi di interesse

medico viene ottenuta mediante l'utilizzo di generatori e ciclotroni.

Per quanto riguarda i generatori, si tratta di dispositivi commercialmente disponibili a costi
ragionevoli, in cui un radionuclide “capostipite” a vita relativamente lunga e
immobilizzato su un supporto solido, ad esempio una colonna, questo decade nel
tempo producendo un radionuclide figlio che rappresenta il radionuclide di interesse, il
guale viene recuperato per semplice eluizione e poi utilizzato nei vari kit di marcatura, é
il caso dei generatori Molibdeno-99 / Tecnezio-99m, dei generatori Germanio-68 /
Gallio-68 o dei generatori Stronzio-82/ Rubidio-82.
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La quasi totalita dei radionuclidi di interesse PET invece € prodotta mediante I'utilizzo di
acceleratori di particelle piuttosto sofisticati e costosi chiamati ciclotroni dei quali verra
fornita una descrizione breve ma dettagliata qui di seguito, in considerazione

dell'importanza e del ruolo chiave che ricoprono nel mondo dei radiofarmaci PET.

Il ciclotrone non e altro che un acceleratore di particelle che viene utilizzato per produrre
fasci di particelle ad alta energia i quali verranno sfruttati per far avvenire delle reazioni
nucleari. La reazione nucleare &€ un processo che porta alla trasformazione di un nuclide in
un altro, per promuovere queste trasformazioni sono necessari grandi quantitativi di energia
(si parla di svariati milioni di elettronvolt o MeV), che servono per vincere le forze nucleari
interne, questa energia e fornita agli atomi bersaglio dal fascio di particelle accelerato,
gquando le particelle accelerate colpiscono i nuclei bersaglio gli trasferiscono la loro energia

e la reazione nucleare puo avvenire.

Le reazioni nucleari possono essere indicate in forma estesa es p + **0 > ®F + n oppure
in forma compatta *0O (p,n)*®F dove si indica il nuclide bersaglio (nel nostro caso *?0),
seguita da una parentesi in cui si riportano la particella incidente e quella espulsa, nel
nostro esempio un protone scalza un neutrone, ed infine il nucleo che si origina in questo

caso “°F.

La velocita di formazione dei radionuclidi risulta proporzionale al n°di nuclidi bombardati ed
alla sezione durto o. La velocitd di formazione dei radionuclidi (dN/dt) durante un
irraggiamento & data dalla differenza fra le velocita con cui essi sono generati
(proporzionale alla corrente del fascio di particelle cariche 1) e quella con cui si trasformano

per decadimento radioattivo in funzione della costante di decadimento.

dN/dt = K- AN

Vi sara percid un punto, detto punto di saturazione®, in cui la velocita di formazione
eguagliera il decadimento radioattivo ed oltre il quale il bombardamento risultera

improduttivo.

Il principio fisico su cui si basa il ciclotrone € che una carica elettrica in movimento posta
allinterno di un campo magnetico assume una traiettoria circolare con un tempo di
rivoluzione T = 2rmm/gB, dove m é la massa della particella q € la sua carica e B e |l
valore di campo magnetico, quindi costante per valori di m,q e B costanti. Il raggio della
circonferenza é dato da r = mv/qB, quindi assunti costanti i parametri di prima r dipende
unicamente dalla velocita della particella e quindi dalla sua energia cinetica; se
'energia aumenta il raggio aumenta e la traiettoria della particella diventa a spirale.
Grazie al ciclotrone e quindi possibile accelerare particelle fino a valori energetici di
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diversi MeV (valori necessari per promuovere le reazioni nucleari) in spazi limitati,

grazie alle orbite a spirale assunte dalle particelle.
Il ciclotrone risulta composto dai seguenti sistemi:

- Un magnete che impartisce I'orbita al fascio di particelle che sara un’orbita spiraliforme
man mano che queste vengono accelerate;

- Un sistema di radiofrequenza che consente di accelerare le particelle per effetto di un
campo elettrico i cui poli vengono continuamente alternati;

- Una sorgente di ioni che genera le particelle le quali saranno poi immesse nella camera
di accelerazione;

- | targets, cioe le strutture adibite a contenere il materiale da irraggiare (target material)
e su cui verra indirizzato il fascio per far avvenire la reazione nucleare desiderata;

- Un sistema di alto vuoto, necessario all'interno della camera di accelerazione in quanto
per evitare che le particelle vengano fermate da molecole e atomi dell’aria;

- Un sistema di controllo che rappresenta l'interfaccia con l'operatore e permette di
monitorare e intervenire sui parametri necessari al corretto funzionamento

dell’acceleratore.

Electromagnet

Alternating
Current
Source

Electromagnet

Figura 6. Moto di una particella

h . . : Figura 7 : Immagine del ciclotrone IBA Cyclone 16/9 presso il
carica all'interno di un ciclotrone

Reparto di Medicina Nucleare dell'Ospedale S.Raffaele di Milano.

Al centro del ciclotrone & collocata la sorgente di ioni (positivi 0 negativi a seconda della
modalita di utilizzo), nella pratica si usano protoni H* o ioni idruro H che vengono rilasciati
ad impulsi di 5-70 MHz nella camera ad alto vuoto (<107 torr) dove sono situati anche il

potente elettromagnete e il sistema di accelerazione. Quest'ultimo e costituito da due o
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quattro elettrodi cavi detti dees che giacciono su un piano (il piano dell’orbita delle
particelle) perpendicolare alla direzione del campo magnetico; mentre il campo magnetico
ha la funzione di impartire la traiettoria circolare alle particelle. Ai due dees € collegato un
sistema di radiofrequenza (RF-system) che gli applica un elevato voltaggio. Il voltaggio é
alternato e sincronizzato con l'entrata della particella carica, e funziona da sistema di
accelerazione. Infatti ad ogni mezzo giro i poli elettrici vengono invertiti e la particella viene
prima attratta e poi respinta, e cosi via trovandosi sempre in posizione tale da poter subire
un’ulteriore accelerazione, la condizione necessaria e che la frequenza di rivoluzione della
particella sia perfettamente sincronizzata con la frequenza di alternanza del potenziale
applicato ai dees. Il progressivo aumento di energia della particella le fa assumere una

traiettoria spiraliforme, allontanandola sempre piu dal centro del ciclotrone (fig.6).

Quando la particella arriva all'estremita del campo magnetico viene “estratta” ovvero
deviata dalla sua traiettoria ed indirizzata sul target che contiene il materiale bersaglio. Nei
ciclotroni attuali che lavorano in modalita negativa (cioe accelerano ioni H) I'estrazione
avviene per mezzo di sottili lamine di carbonio ( 25-50 uym ) detti foil, quando gli ioni H
attraversano i foil perdono una coppia di elettroni diventando di fatto protoni, la cui carica
positiva ne determina un’istantanea deviazione dall’'orbita e I'estrazione verso il target. La
produzione dei radioisotopi avviene dopo che il fascio di particelle accelerate, prodotte dal
ciclotrone, urtano e cedono la propria energia ai nuclei bersaglio target materials,
operazione comunemente chiamata “bombardamento”. | targets sono posti lungo I'asse di
uscita del fascio di particelle dal ciclotrone e sono raffreddati con acqua ed elio, in quanto
'energia posseduta dal fascio di particelle cariche (beam) viene dissipata sotto forma di
calore. Le dimensioni dei target devono essere ridotte per minimizzare la quantita di
materiale caricato da bombardare e per aumentare la concentrazione del prodotto
radioattivo finale. | target possono essere costituiti da diversi materiali es. argento,
alluminio, niobio, titanio, o leghe particolari come I'havar; in ogni caso devono essere
resistenti alle elevate pressioni, alle alte temperature ed il piu possibile inerti sia dal punto

di vista chimico che fisico.

| target material infine possono essere gassosi, liquidi o solidi, i radioisotopi piu diffusi
derivano da target material solitamente liquidi e gassosi, che sono preferibili poiché piu
pratici (es piu facile trasporto e purificazione), sono comunque utilizzati anche target solidi,
ad esempio per la produzione di radionuclidi metallici. Tutti i target material devono essere
ad elevata purezza (ad es. per i target gassosi € regola usare gas di classe N60, puri al
99.9999%) questo per prevenire e minimizzare possibili reazioni nucleari collaterali o

interferenze nelle fasi successive di utilizzo dovute ad eventuali impurezze.
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1.3 I Radiofarmaci

1.3.1 Descrizione e Caratteristiche
| radiofarmaci sono molecole, biologiche e non, marcate a mezzo di opportuni radionuclidi
che vengono impiegate in medicina nucleare sia a scopo terapeutico, che diagnostico, ad
essi appartengono i traccianti PET. Un Tracciante PET “ideale”, che voglia essere
impiegato nel’'uomo dovra avere, in funzione dell'impiego per cui é stato pensato, delle ben
precise caratteristiche chimico-fisiche e farmacologiche che andranno precedentemente
verificate mediante studi in vitro e su animali da esperimento e che sono ora brevemente

descritte.

- Dovra essere facilmente rilevabile, a questo scopo contribuisce la scelta di un
opportuno radionuclide e la messa a punto di un efficiente metodo di marcatura;

- Non dovra interferire con i processi metabolici della sostanza studiata;

- Dovra essere caratterizzato da una cinetica del tutto sovrapponibile a quella della
sostanza che viene marcata; per questo motivo si privilegia quando possibile I'utilizzo
dei radionuclidi di carbonio, azoto ed ossigeno, infatti radiotraccianti comprendenti
questi elementi rappresentano situazioni ideali al fine di “tracciare” ed evidenziare i
processi biochimici d’interesse;

- Dovra mostrare un’elevata affinita e selettivita per il sito molecolare d'interesse, cio e di
particolare importanza quando il target € uno specifico enzima o una sottoclasse
recettoriale. Affinita e selettivita si valutano a priori attraverso studi di spiazzamento, di
inibizione o presaturazione di legame (una loro carenza pud essere accettata solo se i
siti d’interesse sono separati anatomicamente da quelli non interessati)®’; per lo stesso
motivo dovra avere un basso legame aspecifico alle varie componenti cellulari®.

- Dovra avere una buona capacita di attraversare le barriere biologiche. Se la molecola
ad esempio € pensata per monitorare un processo a livello dell'encefalo essa dovra
essere in grado di passare la barriera emato-encefalica (BEE), quindi dovra avere
idonee caratteristiche di lipofilia (LogP compreso fra 1.5-2)*° per passare tramite
diffusione passiva, oppure poter sfruttare trasporti attivi o carrier-mediati, in questo caso
bisogna valutare la presenza di sostanze in grado di competere con il radiofarmaco per
i trasportatori.

- Dovra avere una degradazione metabolica idonea. Questo € un elemento di cruciale
importanza in quanto il metabolismo pud produrre metaboliti radioattivi che avendo un
destino diverso da quello pensato per il radiofarmaco possono creare interferenze e
ostacolare [linterpretazione delle immagini. La maggior parte dei farmaci é
metabolizzata nel fegato ma il metabolismo pud aver luogo anche nel rene,

nell'intestino e nel polmone. Il metabolismo pud essere influenzato da fattori come dose
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somministrata, vie e tempi di somministrazione, condizioni fisiologiche, stato
nutrizionale e interazione con altri farmaci. Si eseguono per questo studi sull’animale o
su colture cellulari di epatociti e si possono minimizzare gli effetti dovuti al metabolismo
marcando il tracciante in modo che i metaboliti che conservano la radioattivita siano
eliminati rapidamente attraverso il rene o l'intestino o non siano estratti da parte del
compartimento cerebrale®.

- Dovra raggiungere la concentrazione necessaria nel tessuto di interesse. La captazione
e regolata dalla quota di tracciante libero presente nel compartimento vascolare, la
guale a sua volta é strettamente dipendente dal legame alle proteine plasmatiche o ad
altri componenti cellulari. La distribuzione anatomica e la concentrazione del target
molecolare di interesse dovranno inoltre essere adeguate alla risoluzione spaziale e
alla sensibilita dei tomografi.

- Dovra infine avere un’elevata attivita specifica (Ci/umole) che permette di limitare la
quantita di tracciante iniettato (umoli), riducendo i rischi di tossicita e diminuendo la
possibilita di saturazione del sito di legame (nel caso di traccianti recettoriali). E’ il
concetto della dose tracciante, per cui le quantita di molecole radioattive somministrate
sono inferiori alla pmole.

| radioisotopi usati in PET permettono dunque di marcare humerose molecole di interesse

biologico con cui e possibile ottenere direttamente sull'uomo una misura quantitativa di

parametri funzionali, quali il metabolismo, la neurotrasmissione e lo stato recettoriale. Il

radiofarmaco, opportunamente scelto, viene somministrato al paziente e pud concentrarsi

nell'organo oggetto di studio o comportarsi come tracciante di una particolare funzione
biologica. E’ utile ricordare che I'analisi delle immagini PET e la ripartizione regionale del

radiofarmaco puo essere eseguita con 3 metodiche:

* metodo qualitativo: si limita a cercare “visivamente” nelle sezioni tomografiche la sede
di accumulo (es. tumore);

« metodo-semiquantitativo:  I'accumulo del radiofarmaco nella zona di interesse (ROI=
Region Of Interest) & valutato in rapporto al fondo. Ricorrendo ad opportuni programmi
di analisi, 'accumulo viene normalizzato rispetto al paziente e alla attivita di
radiofarmaco somministrata. Uno dei parametri piu usati per definire 'accumulo é la
SUV (Standardized Uptake Value = uptake nelle regioni di interesse/peso del paziente x
dose somministrata).

* metodo quantitativo: prevede la valutazione della cinetica di accumulo del
radiofarmaco nella zona di interesse mediante PET dinamica, campionamento ematico
e utilizzo di programmi di analisi che in base a modelli matematici della biodistribuzione
del radiofarmaco, sono in grado di fornire parametri quantitativi della concentrazione del

radiofarmaco nella sede di accumulo (nmoli/100g/min).
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1.3.2 Produzione dei Radiofarmaci
Una volta scelta la molecola da marcare e il radionuclide migliore da utilizzare, diventa
determinante stabilire: in quale forma chimica impiegare quest’ultimo, quale posizione della
molecola marcare e quale metodica utilizzare a fine reazione per la separazione della
molecola marcata da prodotti indesiderati e dallo stesso radionuclide non reagito. La
radioattivita di partenza deve essere presente in una forma chimica reattiva ottenuta
direttamente dal target o sintetizzata velocemente dalle specie molecolari presenti nel
target. Gli step di reazione e le fasi di purificazione devono essere rapidi (compatibilmente
al ty» del radionuclide), riproducibili, devono avvenire con rese elevate ed in maniera

automatizzata nel modulo di sintesi in modo da ridurre I'esposizione degli operatori.

Tutte le fasi di produzione del radiofarmaco devono essere il piu possibile standardizzate e
automatizzate e devono sempre minimizzare il livello di esposizione dell'operatore. Le
sintesi del radiofarmaco avvengono all'interno di celle schermate con mattonelle di piombo
dello spessore di 7-8 cm per mezzo dell'utilizzo di moduli di sintesi automatizzati come

quello riportato in figura 8A.

Figura 8A :Modulo di sintesi all'interno della cella schermata; Figura 8B : Veduta complessiva del PC e della cella schermata

Questi moduli sono collegati direttamente con il ciclotrone tramite linee di trasferimento
sotterranee e schermate, attraverso cui ricevono il radionuclide prodotto dal ciclotrone, il
trasferimento avviene per mezzo di gas inerti, nel caso di target material liquidi e gassosi
oppure per mezzo di sistemi pneumatici nel caso dei target solidi. | moduli di sintesi
contegno tutti i reattivi e i solventi necessari per I'esecuzione dei vari step sintetici oltre che
tutti i dispositivi fisici necessari alla sintesi, esempio flussimetri, riscaldatori, agitatori ecc. |
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moduli di sintesi sono alimentati con aria compressa, gas inerti e azoto liquido che servono
per il trasferimento dei reagenti, la movimentazione delle componenti pneumatiche e il
raffreddamento; sono infine elettricamente interfacciati per mezzo di PLC con dei PC che
permettono agli operatori di controllore il modulo ed effettuare la sintesi, sia manualmente

che in maniera automatica (figura 8B).

Nella radiosintesi le quantita di substrato da marcare (precursore secondario) sono sempre
in largo eccesso rispetto al reagente marcato (precursore primario, es. [*C]JCHsl): questa
sproporzione permette di accelerare la velocita di reazione (cinetica di “pseudo” | ordine),
ma puo, allo stesso modo, favorire la formazione di prodotto secondari. Inoltre la purezza
dei solventi e reattivi utilizzati per la radiosintesi dovra essere elevata in modo tale da

evitare delle interazioni fra le impurezze ed il reagente marcato.

La resa radiochimica sara rappresentata dalla quantita di radioattivita del prodotto finale
desiderato espressa come % della radioattivita totale osservato ad inizio reazione, essa
puo essere riferita alla fine del bombardamento (End of Bombarbament o EOB) o alla fine

della sintesi (End of synthesis o EOS).

Rientrano nell'aspetto produttivo dei radiofarmaci anche le fasi di purificazione e
formulazione finali. La purificazione e parte della formulazione avvengono direttamente nel
modulo di sintesi, dopodiché il radiofarmaco €& trasferito ad un’altra cella schermata
destinata al filtrazione sterilizzante e al frazionamento finale, in questa fase puo anche
essere terminata la formulazione ad esempio per aggiunta di soluzione fisiologica. Per

guanto riguarda invece gli aspetti del controllo di qualita si rimanda al paragrafo 1.4.

1.3.3 Radiofarmaci in Medicina Nucleare e Applicazioni

| radiofarmaci da un punto di vista chimico possono essere molecole endogene, sintetiche,
peptidi, anticorpi monoclonali ma anche nano-particelle o cellule di varia natura.

Possono essere classificati in base al radionuclide utilizzato, al campo di applicazione, al
meccanismo di uptake (trasporto attivo, legame ad un recettore, intrappolamento
metabolico ecc), ma anche in funzione della frequenza di utilizzo (routine, fase |, preclinico
ecc) o ancora in funzione del sito bersaglio; nessun metodo tuttavia € in grado di dare una
classificazione completa ed esaustiva. Al paragrafol.1.4 sono gia stati descritti i principali
campi di applicazione dei radiofarmaci; di seguito sono riportate delle tabelle riassuntive
dei principali radiofarmaci PET utilizzati ad oggi in clinica; i traccianti sono raggruppati in
funzione del campo di applicazione, e per ciascuno viene indicato il meccanismo d’azione e

i principali utilizzi.
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Oncologia

| radiofarmaci impiegati in oncologia sono molecole che sfruttano diversi meccanismi

biologici per discriminare le cellule neoplastiche da quelle normali, si valutano ad esempio il

metabolismo di glucidi e acidi grassi con molecole come [**F]FDG [*'C]Colina oppure

metabolismi di acidi nucleici e amminoacidi grazie all'utilizzo di [**F]FLT e [*'C]Methionine

rispettivamente.

Radiofarmaco Struttura Meccanismo di funzionamento Impiego
[18F]FDG HO Valutazione del metabolismo
HO. . . glucidico; applicazioni cliniche nel
Accumulo intracellulare preferenzialmente . . .
o) . monitoraggio della terapia, nello
nelle cellule ad elevato metabolismo . . .
. studio del metabolismo energetico
glucidico. R . .
® cardiaco e in molte malattie
F OH A
HO neurologiche.
a ccumulo preferenziale nelle ossa,
*FINaF A lo prefi le nell
. visualizzazione dei tessuti ad
Il fluoro tende ad accumularsi nelle ossa, . .
R ) elevata attivita osteoblastica;
18 ) levata attivita osteoblast
N F 'uptake nelle ossa & associato al processo o R
s ) . . . uindi Individuazione delle
a ! o quindi Individ dell
di cristallizzazione dell’idrossiapatite . X . X
metastasi ossee e dei tumori
osteoblastici primari.
[*c]colina u CH
3 . .
| CH Molecola endogena una volta entrata Valutazione del metabolismo
®|_~" ’ . . . - . —
/N\/\ all'interno delle cellule viene inserita lipidico di membrana, impiegato
HsC OH all’interno dei fosfolipidi di membrana. nell'imaging del cancro prostatico.
18 .1 . .
[FIFLT It Utilizzata per valutare il metabolismo
cellulare degli acidi nucleici riflette nello E utilizzata come marker della
NH
| specifico I'attivita della timidina kinasi, che proliferazione cellulare, e in
HO. N o la fosforila, il derivato fluorurato che si particolare permette di ottenere
o forma pero non puo essere utilizzato dal importanti informazioni circa il
successivo enzima e il risultato & un grado di malignita.
oL accumulo.
[*'C]Methionine Trova impiego nell'imaging della
° Indistinguibile dalla metionina endogena & proliferazione cellulare, per
utilizzato dagli enzimi cellulari, viene valutare il grado di malignita e
e on | incorporato nelle proteine tramite la sintesi nello studio di tumori al cervello
proteica; valutazione del metabolismo degli dove I'FDG non da indicazioni a
NH
’ amminoacidi. causa dell’elevato metabolismo di
fondo.
["®FIFET Impiego nell'imaging della
proliferazione cellulare, possibile
oo La fluoro-etil-tirosina ha un meccanismo capacita di distinguere tra tessuti
" N Nz analogo alla metionina. tumorali ed inflammazione, si &

dimostrata piu specifica dell’FDG
per i tumori cerebrali.
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["'C]Acetato

Entrato nelle cellule viene utilizzato per

In oncologia viene usato
nell'imaging di cancro prostatico,

(0] produrre I’Acetil-CoA, in questa forma X i L i
Rk o . o in tumori non avidi di FDG, tumori
rientra in diversi metabolici come X . X
L o i alla vescica, carcinomi
11 o) I'ossidazione degli acidi grassi per la R . L
X . . . . epatocellulari, tumori maligni al
HsC O produzione di energia, o come la sintesi K L
o . cervello o ai polmoni, mieloma
lipidica nelle membrane cellulari. K
multiplo.
[18F]F-MISO Entrata nelle cellule subisce una serie di
step riduttivi all’altezza del dominio
NO, nitroimidazolico, il primo step é reversibile
)\@ per cui la molecola é subito riossidata ed Viene utilizzato per la valutazione
N N eliminata dalla cellula; in condizioni dell'ipossia tumorale, funzionale a
\\ // e ipossiche pero la riossidazione € lenta e la radioterapia.
HO molecola, subisce gli step successivi
venendo legata definitivamente ad
elementi cellulari: il risultato & I"'accumulo.
18 S}
FIFAZA
(A oy 8
E’ un derivato dell’ F-MISO il meccanismo Valutazione Ipossia ad oggi
d’azione € lo stesso ed & dato dalla porzione utilizzato solo all’interno di trial
nitroimidazolica della molecola. clinici
64 N . . N
[**Cu]ATSM H,C CHs Entrato nei tessuti ipossici subisce la
. . I I .
riduzione del Cu” a Cu, il complesso Cu-
/ \ ATSM diventa instabile e si ha la Valutazione Ipossia all'interno di
N, N . A . | . - .
N e T Ny dissociazione con intrappolamento del Cu tessuti tumorali, in particolare per
)‘\ /CU\ J\ allinterno della cellula. In tessuti la valutazione dei tumori testa-
N S s NH normossici anche se avviene la riduzione il collo.
\ \ rame puo essere riossidato e fuoriuscire
CHs CH,
nuovamente.
68
[**Ga]DOTATOC r“"’“
HOOC . . ) . Utilizzato nell’imaging dei tumori
\\ N/w Il TOC & un derivato dell’octreotide un . o
L. L ) o ) neuroendocrini, in cui sié
Ga N\\ octapeptide in grado di legarsi ai recettori .
QN ) osservato una elevata espressione
TOC SST-2 della somatostatina. . R X
J dei recettori per la somatostatina.
HOOC
[**FIRGD ; I o . s " -
/Yy Tripeptide in grado di legare la subunita Utilizzato per I'imaging
C\ LN avpB3 del recettore delle integrine, dell’angiogenesi, usato per la
YN o ﬁ) glicoproteine coinvolte nell’adesione delle valutazione dei tumori dipendenti
TN Ny . cellule alla matrice extracellulare e dall’angiogenesi come quelli al
N " nell’angiogenesi. cervello.
18, A .1 .
["°FIFES o o Usato nella diagnosi di tumori che
. E un derivato marcato dell’estradiolo, si esprimono i recettori per
F . . . . . . . .
lega ai recettori corrispondenti ed € in I’estradiolo ad esempio, tumori
grado di visualizzarli. della mammella, tumori dell’utero
i e carcinomi ovarici.
13 o)
5-[7FIFU Il 5-fluoro uracile E’ un chemioterapico
18
F antitumorale utilizzato da anni in clinica, Viene utilizzato per I'imaging di
HN | viene inglobato nell’RNA alterandolo, tumori quali colon-retto, pancreas,
18 » + P—
)\ marcato con “F & in grado di riflettere la stomaco e fegato.
o N sintesi dell’'RNA.

Tabella 6: Principali radiofarmaci PET utilizzati in Oncologia
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Cardiologia

| traccianti PET impiegati in campo cardiologico si dividono in due grosse famiglie: traccianti

di perfusione e traccianti metabolici. Ai primi appartengono [**N]JAmmonia, [*°*O]H.0, [**Rb]

e ["CJCO,, che sono utilizzati per valutare la perfusione d'organo, ai secondi

appartengono invece molecole come [**F]FDG, [''C]Acetato e [*'C]Palmitato i quali danno

informazioni circa il metabolismo cardiaco e la vitalita dei tessuti.

Radiofarmaco Struttura Meccanismo di funzionamento Impiego
mmonia ista la rapida captazione e
[®N]A i Vista la rapida captazi
H Entra nelle cellule sia per mezzo di un utilizzazione & un ottimo tracciante
H\l P H trasporto attivo (pompa Na/K) sia per del flusso cardiaco e viene
N@ diffusione passiva, ed entra a far parte della utilizzata nella valutazione della
| via dell’acido glutammico/glutammina Perfusione Miocardica oltre che in
H venendo cosi metabolizzata. studi di vitalita e metabolismo
cardiaco .
. . racciante di flusso Impiegato per
[Rb] Tracciante di flusso Impiegat
Entra rapidamente nelle cellule e viene . e
82 . N . la valutazione dell'efficienza
Rb direttamente utilizzato, consente di .
o ) , coronarica, prodotto senza
visualizzare la perfusione d’organo. _— .
I'utilizzo del ciclotrone.
[*°0] H,0 (@) X Tracciante di flusso utilizzato per
g N Meccanismo analogo a 82ph. o . . P
H H studi di perfusione cardiaca.
11 o 82 15
[~ c]co, 1 Meccanismo analogo a “"Rb e [ "O] H,0, ma . .
o=—C—o0 o . Tracciante di flusso.
— L tempo di emivita maggiore.
["'ClAcetato . - In cardiologia viene utilizzato per la
Entrato nelle cellule e viene utilizzato per , .
, X . valutazione del metabolismo
produrre I’Acetil-CoA, in questa forma L . .
R o . . dell’ossigeno nel miocardio e
rientra in diversi metabolici come
L o i recentemente anche per valutare
O I'ossidazione degli acidi grassi per la X . )
X . . . . la perfusione miocardica; ha un
produzione di energia, o come la sintesi . o
o o maggiore potere predittivo
1 e lipidica nelle membrane cellulari. L'uptake i irca i dell
ositivo circa il recupero della
HsC O di Acetato sembra riflettere il metabolismo P . . p. .
. . . . funzione contrattile miocardica
miocardico totale di O, e non e influenzato . . . .
R o . post-rivascolarizzazione rispetto
da fattori variabili come i livelli ematici del . . .
. alle metodiche che utilizzano il
tracciante.
FDG.
*®*FIFDG E’ I'agente metabolico piu
utilizzato, puo rilevare I'aumento
del metabolismo glucidico durante
ischemia. Se associato a studi di
HO. . " . R
perfusione, I'imaging con FDG puo
HO . ) s I L .
Accumulo intracellulare preferenzialmente individuare il miocardio ischemico
0
nelle cellule ad elevato metabolismo ancora vitale e suscettibile di
glucidico. recupero dopo rivascolarizzazione
18 .y . .
g F OH Utilizzato anche per selezionare i

pazienti che traggono beneficio da
interventi di rivascolarizzazione e

nell'evitare tali procedure quando

e presente solo tessuto cicatriziale.

Tabella 7: Principali radiofarmaci PET utilizzati in Cardiologia
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Neurologia

| radiofarmaci per lo studio del sistema nervoso centrale sono di solito in grado di andarsi a

legare selettivamente a specifici target cellulari (es. recettori di membrana, trasportatori,

vescicole ecc), per fare cio devono avere delle ben precise caratteristiche chimiche e

farmacologiche (affinita, selettivitd, clearance ecc). Sono caratterizzati da un grado di

lipofilia sufficiente per consentirgli di attraversare la BEE ma non troppo elevato per

minimizzare |l

binding aspecifico, inoltre devono essere prodotti con elevati valori di

Attivitd specifica (AS) tali da permettere il legame del tracciante con il target desiderato e

fornire un segnale sufficientemente forte, senza tuttavia provocare un effetto biologico che

potrebbe alterare il sistema oggetto di studio.

Radiofarmaco

Struttura

Meccanismo di funzionamento

Impiego

[*'C]PK11195

E’ in grado di legarsi selettivamente al
recettore periferico delle
benzodiazepine (PBR o TSPO), si &
osservato che questo recettore viene
fortemente espresso in caso di
attivazione delle cellule della microglia.

Viene quindi utilizzato come
indicatore della neuroinflammazione
e della neurodegenerazione e per
questo motivo e impiegato per
ottenere immagini attive di patologie
cerebrali dovute a traumi, Sclerosi
Multipla, encefalite e Alzheimer.

["*FIFDOPA

Entra nel processo sintetico della
dopamina grazie alla sua somiglianza
con la Levodopa attraversa la
membrana con la stessa cinetica, viene
decarbossilata ed immagazzinata ma la
reazione di O-metilazione & molto piu
lenta di quella subita dalla Levodopa, il
risultato & un’accumulo del tracciante
nei neuroni dopaminergici.

E’ in grado di visualizzare deficit nella
produzione di dopamina, viene
pertanto utilizzata nella diagnosi

precoce del Parkinson, per
evidenziare deficit dopaminergici o
lesioni subcliniche all'interno della
substantia nigra.

[c]PIB

E’ in grado di legarsi specificatamente
alle placche fibrillari beta amiloidi (AB)
presenti nella malattia di Alzheimer
(AD).

Impiego nello studio della placca
amiloide, puo essere usato per
distinguere I'AD da altre forme di
demenze, e per monitorare la stato
delle placche in seguito a
trattamento.

[mF]»FaIIypride

E’ un ligando selettivo dei recettori D2/3

dopaminergici; dimostra una maggiore
localizzazione nel corpo striato del
cervello ed un significativo minore
accumulo nelle regioni extrastriatali.

Tali recettori sono coinvolti nella
fisiopatologia delle malattie
neuropsichiatriche, come i morbi di
Parkinson, di Alzheimer, di
Huntington, e la schizofrenia. E’ stata
usata per studiare I'occupazione e la
densita dei recettori D2/3 nei
disordini neuropsichiatrici e
nell'invecchiamento sull'uomo.

Tabella 8: Principali radiofarmaci PET utilizzati in Neurologia
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1.4 Qualita dei radiofarmaci: prodotto radioattivo — medicinale
iniettabile
Il concetto di Qualita

La piu moderna definizione di qualita recita “Grado con cui un insieme di caratteristiche

intrinseche soddisfano i requisiti.” ®

in parole povere per qualita si intende la rispondenza
di un dato prodotto ad una serie di caratteristiche che si & stabilito a priori esso debba
possedere. E’ evidente che la qualita dipende strettamente dallo scopo per cui il prodotto e
stato pensato e realizzato. Nel caso specifico del radiofarmaco cid che avviene e che il
prodotto in questione € un “ibrido”, appartenendo a diverse categorie contemporaneamente
e deve pertanto sottostare alle regolamentazioni di diversi settori. Il radiofarmaco infatti
deve contemporaneamente soddisfare i requisiti di prodotto medicinale, di prodotto
iniettabile ed infine di prodotto radioattivo.

La qualitd non puo soltanto essere verificata alle fine del processo produttivo ma deve
essere costruita e verificata durante tutte le fasi del processo stesso. Cio significa che per
garantire che un dato radiofarmaco sia “di qualita” non bastera verificare alla fine della sua
produzione che esso rispetti i requisiti chimico —fisici per lui previsti dalla legge, ma sara
necessario stabilire, registrare e verificare ogni parametro critico del processo produttivo e
ogni passaggio che il prodotto ha subito nel corso della sua realizzazione. Questo
approccio produce due grandi vantaggi: da un lato permette di dimostrare che |l
radiofarmaco é stato realizzato nel rispetto di tutti i requisiti di qualita stabiliti; dall’altro crea
una tracciabilitd del processo che permette in caso di anomalie o parametri fuori limite di
risalire al problema ed attuare tutte gli interventi necessari affinché esso non si ripresenti
pit 0 comunque il minor numero di volte possibile. In questo modo si crea un sistema che
naturalmente tende ad auto migliorarsi, ovviamente questa “filosofia” ha un costo per poter
essere applicata seriamente.

Nel caso del radiofarmaco & necessario e fondamentale garantire elevatissimi livelli di
qualita dal punto di vista chimico, fisico e biologico, questo poiché i radiofarmaci sono
destinata alla somministrazione diretta nelluomo e visto il loro carattere di prodotto

radioattivo possono rappresentare un potenziale pericolo per la salute del paziente.
| Controlli di Qualita

Rappresentano il controllo piu immediato e diretto della buona riuscita del radiofarmaco,
essi vanno a misurare in maniera, che deve essere precisa e accurata, specifici parametri
che sono considerati critici per la qualita del radiofarmaco. | radiofarmaci PET sono a tultti
gli effetti farmaci e per di piu praticamente tutti sono farmaci iniettabili, come tali quindi

devono subire tutti i necessari controlli di qualita prima di poter essere rilasciati ed utilizzati
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nella routine clinica. La breve emivita dei radiofarmaci PET non rende facile questo
processo, in farmacopea esistono monografie specifiche per alcuni di questi traccianti che
danno indicazioni sulla preparazione e i controlli di qualita. Va subito detto che viste le
particolari caratteristiche dei radiofarmaci non €& possibile effettuare tutti i controlli
normalmente previsti nel mondo del farmaco, o per lo meno dovranno cambiare le modalita
e le tempistiche. Infatti, a causa della radioattivita e delle piccole quantita di prodotto finale
sintetizzato, le analisi spettroscopiche classiche (NMR, IR) non possono essere effettuate,
percio la struttura della molecola marcata dovra essere confermata per confronto con uno
standard di riferimento non radioattivo attraverso analisi cromatografiche (GC, HPLC, TLC)
oppure attraverso analisi di spettrometria di massa (che richiedono quantita minime) sul
prodotto “decaduto”. Inoltre e previsto un ‘“rilascio parziale” il che significa che il rilascio
pud avvenire prima che siano conclusi i test riguardanti sterilita, endotossine, solventi
residui e purezza radionuclidica; questo avviene sia perché I'attesa causerebbe il completo
decadimento del radiofarmaco sia perché per motivi di radioprotezione alcuni test possono
essere eseguito solo sul prodotto freddo (analisi endotossine), pertanto per i radiofarmaci e
previsto questo rilascio parziale a patto che i metodi per la preparazione siano validati,
sicuri e robusti. Di seguito sono riportati i parametri valutati durante i normali controlli di

qualita dei radiofarmaci®:
v' La purezza, deve essere sempre elevata e si considerano tre diversi gradi di purezza

= Chimica (%): rappresenta la frazione della specie chimica d’interesse ottenuta;
l'identificazione avviene per confronto di parametri analitici, si utilizzano soprattutto
metodi HPLC equipaggiati con diversi tipi di rivelatori in funzione delle
caratteristiche chimiche del radiofarmaco ad esempio rivelatori UV, conduttimetrici e
amperometrici.

= Radiochimica (%): rappresenta la frazione di radioattivita totale presente attribuibile
al prodotto desiderato, marcato nella posizione desiderata con il radionuclide scelto.
[l limite minimo di purezza radiochimica é fissato al 95% e viene di solito
determinata mediante I'impiego di sistemi cromatografici (HPLC, TLC) equipaggiati
con rivelatori per radiazioni y. Di solito un sistema HPLC dotato di due rivelatori in
serie (uno di massa, ed uno di radioattivita) risulta indispensabile per il controllo
della purezza chimica e radiochimica grazie alla sua velocitd d’analisi, alla
sensibilita ed al potere risolutivo.

= Radionuclidica (%): rappresenta la frazione di radioattivita del radionuclide

desiderato rispetto alla radioattivita totale, viene determinata mediante spettroscopia

a raggi y e misurazione del ty,.
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I'Attivita Specifica, un altro parametro importante da valutare al termine della sintesi di
un radiofarmaco, e definita come il rapporto fra la radioattivita del radiofarmaco prodotto
e la sua massa; puo essere espressa come Ci /umol o Ci /ug ed e essenziale per i
traccianti utilizzati nello studio di recettori in cui € possibile andare incontro a
saturazione dei siti di legame gia con quantita di farmaco dell'ordine delle nanomoli; in
questi casi sono richiesti valori di massa molto bassi e quindi elevate attivita
specifiche. Per calcolarla servono degli attivimetri, che forniscono con precisione e
accuratezza il valore di attivita e opportuni metodi cromatografici per la quantificazione
della massa.

Il pH, deve essere vicino a quello fisiologico, un tipico range di accettabilita € compreso
fra 4,5 ed 8,5, anche se piccole variazioni possono esistere in funzione della normativa
di riferimento, si misura per mezzo di pHmetri che devono essere calibrati ogni giorno.
L'isotonicita, il radiofarmaco deve essere anche isotonico con il sangue, il valore di
osmolarita € di 300 mOsm e questa condizione di solito si raggiunge con l'aggiunta
nella formulazione finale di soluzione fisiologica. la sua misura non e obbligatoria ed &
effettuata tramite appositi strumenti chiamati Osmometri.

Solventi residui, si esegue di solito a posteriori sul prodotto decaduto e si utilizzano
gascromatografi, i limiti sono quelli imposti da farmacopea per ciascun solvente
utilizzato, (es CH;CN <410 ppm).

Infine, essendo la preparazione radiofarmaceutica un prodotto iniettabile deve

rispondere a criteri di sterilitd e apirogenita.

BN

= La sterilitd & intesa come assenza di microrganismi nella preparazione, viene
assicurata mediante l'impiego di materiale sterile, l'operativita all'interno di
cleanroom (piu precisamente in zone di classe A) ed é realizzata mediante
filtrazione sterilizzante della soluzione gia formulata di radiofarmaco (si utilizzano a
questo scopo filtri sterilizzanti con pori del diametro di 0,22 pym). La sterilita deve in
ogni caso essere verificata mediante test di sterilita che sono effettuati su aliquote
del prodotto e si basano sulla crescita in coltura, tali test sono di solito demandati a
ditte specializzate.

= L’Apirogenicita € intesa come assenza di materiale pirogeno (in particolare
'endotossina batterica); € assicurata dall'utilizzo di vetreria, reagenti e soluzioni
acquose apirogene e da corrette procedure operazionali. Viene verificata a
posteriori su aliquote del prodotto freddo, mediante apparecchi dedicati che
eseguono un test in vitro specifico chiamato LAL test (o test del limulus amoebocyte
lysate), il valore misurato dallo strumento deve essere inferiore a 1.75 EU/mI (unita

di endotossine per ml).
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Come anticipato in precedenza la qualita non é limitata alle sole analisi sul prodotto finito
ma si costruisce durante tutte le fasi produttive. Nella preparazione di un radiofarmaco si
deve essere in grado in ogni momento di dimostrare come il processo sia stato condotto e
che non sia intervenuto alcun elemento in grado impattare negativamente sulla qualita; é
necessario quindi dimostrare di possedere il controllo su ogni parametro coinvolto nel
processo. Per questo motivo sono stati sviluppati diversi sistemi di qualita che forniscono
una serie di norme e principi generali a cui rifarsi, oltre che contenere indicazioni piu
pratiche e consigli tecnici su come gestire un dato processo, in funzione del prodotto
considerato e del suo utilizzo finale. E’ noto ormai che da diverse decadi il mondo del
farmaco é soggetto alle norme GMP, che fra tutte sono le norme piu restrittive e severe,
prevedendo controlli e convalide trasversali a tutti i livelli: strumentazioni, impianti,
operatori, procedure, documentazione. Tuttavia per i radiofarmaci in generale e per i
radiofarmaci a breve emivita in particolare la situazione risulta piu complessa. Infatti gli
standard di qualita applicati ai radiofarmaci derivano dagli standard industriali e non
tengono in considerazione alcuni aspetti specifici dei radiofarmaci come la breve emivita, la
produzione di un singolo batch per un numero limitato di applicazioni, la radioprotezione
combinata con la sicurezza del prodotto e la ridotta dimensione dei mercati. Per questi
motivi il comitato per i radiofarmaci del’lEAMN (European Association of Nuclear Medicine)
sta facendo numerosi sforzi per implementare specifiche regolamentazioni e realizzare le
“Good Radiopharmaceutical practices” (GRPP), attualmente la bozza é sotto valutazione
dell EMEA (European Medicines Agency), le GRPP sarebbero derivate dalle GMP ma

terrebbero in considerazione specifici aspetti del mondo del radiofarmaco.
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1.5 Aspetti Normativi e Legislativi dei RF
La legislazione del radiofarmaco € relativamente giovane se paragonata a quella del
farmaco e risulta tuttora in fase di allestimento e adeguamento.
L'elemento chiave, attorno a cui gravitano tutte le disposizioni normative, € la duplice
valenza del radiofarmaco:
- da un lato “sostanza radioattiva ad uso medicale” come stabilito da D.L.vo 230/95 art.
108 (Attuazione delle direttive Euratom 80/836, 84/467, 84/466, 89/618, 90/641 e 92/3), e
da D.L.vo 187/2000.
- dall'altro “prodotto medicinale” come stabilito per la prima volta da D.L.vo 178/91 e
ribadito da D.L.vo 219/06
| radiofarmaci quindi si collocano a cavallo fra due diverse realta, ciascuna delle quali con
le proprie regole, questo da un punto di vista normativo crea inevitabilmente alcune
complicazioni poiché non tutte le norme previste per i farmaci possono essere applicate tal
quali ai radiofarmaci e si rende necessaria una legislazione ad hoc capace di valutare con
ragionevolezza questa particolare realta.
Inoltre allo stato attuale esiste una certa discrezionalita tra i vari stati circa l'interpretazione
delle linee guida e delle direttive della commissione europea, ad esempio in alcuni paesi &
necessaria una registrazione completa del radiofarmaco anche per un uso puramente
accademico mentre paradossalmente in altri stati le preparazioni su piccola scala non
hanno bisogno di alcuna registrazione; € quindi necessario anche uniformare le normative
al fine di evitare discriminazioni e facilitare la cooperazione fra i diversi stati a tutto beneficio

della qualita, dellinnovazione e della ricerca.

Documenti di riferimento

Il principale documento di riferimento e I'EudraLex che rappresenta l'insieme di tutte le
regole e regolamentazioni che governano | prodotti medicinali nell'unione europea. E’ diviso
in 10 volumi, di questi e particolarmente importante il volume 4 che contiene il testo
ufficiale delle Good Manufacturing Practices o GMP . |l testo delle GMP ¢ diviso in tre
sezioni principali piu 19 Annexes che trattano nel dettaglio argomenti specifici e

contengono anche informazioni tecnico-scientifiche.

Per quanto riguarda il mondo del radiofarmaco sono di particolare importanza:
v" Annex 3: dedicato specificatamente ai Radiofarmaci
v" Annex 1: che si riferisce ai prodotti sterili

v Annex 13: che si occupa dei farmaci sperimentali usati ad esempio negli studi

clinici (Investigational Medical Products o IMP)
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Oltre alle GMP ufficiali si deve sempre fare riferimento alla Farmacopea Ufficiale Europea
giunta alla 7a edizione (nuova edizione ogni 3 anni, supplementi ogni 4 mesi) e alla

farmacopea Italiana giunta alla Xlla edizione.

Inoltre esistono diverse linee guida emesse da organi competenti come prima di tutto le
norme ICH (International conference of Harmonisation) e poi le CGRPP (Current Good
Radiopharmaceutical practices) del’lEAMN®, le PIC’s Guideline® e le norme UNI EN ISO
2000. Le ICH rappresentano le principali linee guida di riferimento e non sono in senso
stretto obbligatorie. Tuttavia in caso di non aderenza € necessario giustificare la non
applicazione e le soluzioni alternative identificate. Ne esistono di specifiche per i radio
farmaci ad uso diagnostico o terapeutico, piu quelle specifiche per particolari classi di

composti utilizzati in fase di preparazione (biologici, cellule etc...).

Enti di controllo

Sono rappresentati dalle Autorita Competenti (AC) che hanno il compito di vigilare per
tutelare la salute pubblica, garantendo il rispetto delle regole in materia di produzione e
l'uniformita della qualitd dei prodotti radiofarmaceutici. Il Ministero della Salute vigila
attraverso I'Agenzia Italiana del Farmaco (AIFA) a cui spettano le visite ispettive nei vari siti
produzione dei radiofarmaci, siano essi officine farmaceutiche industriali che ospedaliere.
Dal Novembre 2012,decreto Balduzzi, 'AIFA é diventata 'AC anche per tutti gli studi di

sperimentazione clinica.

Storia Normativa fino ad oggi
| Radiofarmaci per uso clinico

| radiofarmaci erano stati collocati nellambito dei medicinali gia dal partire dal D.L.vo
n.178 del 29/5/91 che rappresenta il recepimento italiano della direttiva comunitaria
89/343/CE del 1989; La produzione, la distribuzione e I'immissione in commercio erano
disciplinate dal 178/91 e, dal DLvo 538/92 (art. 8). Come tali essi sono assoggettati a
tutela pubblica per quanto attiene la produzione,limmissione in commercio e la
distribuzione. Tale collocazione € poi stata ribadita con I'entrata in vigore del DLvo 219/06
e con I'abrogazione dei DLvi 178/91 e 538/92.

Per le industrie immediatamente emersero i problemi di applicare la complessa normativa
dei medicinali ai radiofarmaci in ambito di produzione, autorizzazione all'immissione in
commercio (AIC), distribuzione e utilizzo; tanto che il D.M. 13/12/1991 permise |l
commercio dei radiofarmaci gia in uso prima del 1991 fino al rilascio di regolare AIC. Per le
realta ospedaliere che preparavano radiofarmaci, come le medicine nucleari, invece il

problema non é stato affrontato visto I'art. 21 comma 3 del D.L.vo 178/91 il quale prevede
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la non obbligatorieta dell'autorizzazione alla produzione per i radiofarmaci preparati prima

dell’'uso.

Un primo approccio é stato compiuto con il DM 19/11/2003 (legge Sirchia), la quale viene
emanata appositamente per regolamentare la produzione del radiofarmaco [**F]FDG, tale
legge definisce sia i criteri per lindividuazione di centri di medicina nucleare dotati di
ciclotrone con annesso ambiente adibito all’allestimento di preparazioni radiofarmaceutiche
e di servizio di farmacia, sia i profili professionali specializzati per I'espletamento dell’
attivita di preparazione, di controllo e di distribuzione dei radiofarmaci. Inoltre iI DM
19.11.2003 ribadisce che la responsabilita dell'impiego diagnostico ricade sul medico
proscrittore ma precisa che “...anche il farmacista che collabora alla produzione del
radiofarmaco & partecipe della responsabilita connessa a tale attivita, da svolgersi nel
rispetto delle procedure di corretta preparazione dei farmaci,dalle figure professionali che
operano all'interno dei centri (...), ferma restando la dipendenza dal direttore di farmacia
per i compiti specifici di controllo delle procedure di preparazione e della qualita del
preparato medicinale pronto per I'uso”. Infine il decreto incarica la commissione di revisione
della farmacopea Ufficiale di redigere le Norme di buona preparazione sia per i

radiofarmaci classici che per i radiofarmaci PET.

Il passo successivo si compie con il DM 30/03/2005 tramite cui sono emanate per la prima
volta le Norme di Buona Preparazione in Medicina Nucleare (NBP-MN) con prevista entrata
in vigore ad Agosto 2008; tale data é stata successivamente prorogata tramite tre DM fino
alla definitiva entrata in vigore il 1 Luglio 2011 . Queste norme rappresentano un
adattamento delle NBP classiche alla particolare situazione del radiofarmaco, per ogni
aspetto non esplicitamente definito nelle NBP-MN, ci si rifa in automatico a quanto previsto

dalle NBP generali.

Si arriva cosi al D.L.vo 219/06 che attua le direttive europee 2001/83/CE e 2003/94/CE e
che rappresenta la norma di riferimento ad oggi in materia di radiofarmaci, almeno per
guanto riguarda i radiofarmaci industriali. Come gia accennato questa legge ribadisce la
natura di sostanza medicinale del radiofarmaco e tramite gli articoli 3 e 5 definisce un
nuovo quadro normativo operando una distinzione fra radiofarmaci allestiti nelle industrie e
radiofarmaci preparati in strutture ospedaliere.

- i radiofarmaci allestibili in ospedale possono essere magistrali, officinali e radiofarmaci
destinati a sperimentazioni No Profit; essi non necessitano dell’autorizzazione alla

produzione (AP) da parte dell’ AIFA e possono essere preparati secondo NBP-MN.
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- i radiofarmaci allestiti nelle industrie destinati alla commercializzazione invece devono
essere provvisti di AIC, eccezionalmente si accetta la preparazione di radiofarmaci privi di
AIC ma solo qualora vengano prodotti su richiesta scritta e non sollecitata del medico, e
solo se destinati a sperimentazioni cliniche Profit e non, in tutti i casi citati la struttura deve
disporre dell'autorizzazione alla produzione®. La produzione dei radiofarmaci nell'industria,
siano essi destinati a commercializzazione che a sperimentazioni cliniche, deve avvenire in

totale aderenza alle GMP.

In virtu di quanto detto la situazione legislativa per i radiofarmaci destinati all’utilizzo clinico

e la seguente:

» | radiofarmaci prodotti industrialmente con e senza AIC sono disciplinati dal DLvo
219/06, vale a dire sono equiparati ad un qualsiasi farmaco e pertanto devono

essere prodotti in totale accordo con quanto previsto dalle GMP.

» | radiofarmaci prodotti in strutture ospedaliere e destinati ad un impiego clinico
devono essere allestiti secondo quanto stabilito dal DLvo 219/06, vale a dire
operando secondo NBP-MN anziché GMP; essi si distinguono in galenici officinali,

e magistrali.

| Galenici Magistrali sono preparati dalla radiofarmacia in base ad una prescrizione medica
destinata ad un determinato paziente. Sono assimilabili ai preparati magistrali anche le
miscelazioni, le ripartizioni, le diluizioni, i dosaggi personalizzati destinati al singolo paziente
su indicazione medica (NBP F.U. XII ed).

| Galenici Officinali sono preparati dalla radiofarmacia in base alle indicazioni della
Farmacopea Europea o delle Farmacopee in vigore nellU.E. e destinati ad essere forniti

direttamente ai pazienti serviti da tale farmacia.

| Radiofarmaci per sperimentazioni cliniche

Quanto detto fin’ora riguarda l'evoluzione normativa in materia di radiofarmaci destinati
all'utilizzo clinico, siano essi prodotti dall'industria che da realta ospedaliere. Parallelamente
a quanto detto fin'ora nel tempo si e sviluppata anche la legislazione che regola i
radiofarmaci destinati alle sperimentazioni cliniche per i quali non possono essere applicati
gli stessi principi validi per i radiofarmaci diagnostici per uso clinico, infatti spesso le
sperimentazioni servono proprio per far luce su requisiti di sicurezza ed efficacia che sono
alla base dei requisiti richiesti dalle normative stesse.
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Per quanto riguarda la qualita della produzione dei farmaci sperimentali la legge di
riferimento arriva nel 2003 DL.vo 211/2003 come attuazione della direttiva 2001/20/CE,
tale norma oltre ad uniformare le procedure autorizzative e le modalita di conduzione degli
studi in Europa Introduce I'obbligo di applicazione delle GMP anche nel caso dei prodotti
sperimentali facendo riferimento anche ad una apposita linea guida (annex 13) specifica

per i medicinali sperimentali.

il DL.vo 211/03 non effettuando distinzioni tra i farmaci apre un serio problema per le
sperimentazioni cliniche con radiofarmaci, poiché prevede la loro preparazione secondo
GMP il che e difficilmente realizzabile nelle radiofarmacie ospedaliere. Una parziale
soluzione arriva con il D.L.vo200/2007, attuazione della direttiva 2005/28/CE il quale
integra il DL.vo 211/03 esplicitando i requisiti di qualita; si stabilisce inoltre che il dossier di
gualita debba essere presentato e autorizzato dall’autorita competente (AC); tale dossier
prende il nome di IMPD (Investigational Medical Product Dossier) Per quanto riguarda i
radiofarmaci sperimentali in questo decreto viene fatta una precisa distinzione tra
radiofarmaci utilizzati negli studi profit o a scopo commerciale e quelli utilizzati negli no
profit. in particolare I'art 16 comma 1 sancisce che “i laboratori per la preparazione di
radiofarmaci per medicina nucleare operanti in strutture ospedaliere pubbliche o ad esse
equiparate, nonche' in Istituti di ricovero e cura a carattere scientifico privati, sono
autorizzati, con il presente decreto, anche in assenza di quanto previsto dall'articolo 13,
comma 2, del 211/03 (...) purché (...)

¢) i radiofarmaci sperimentali siano utilizzati esclusivamente per sperimentazioni non a fini
industriali;

e) detti radiofarmaci sperimentali siano prodotti in conformita alle norme vigenti per la

preparazione di radiofarmaci.

Poco dopo esce il D.M. 21/12/2007 che specifica quanto stabilito nella 211/03 e 200/07
indicando quali siano le autoritd competenti, le modalita di richiesta di autorizzazione alla

sperimentazione clinica ed infine le modalita di compilazione dell’ IMPD.

L'art.16 comma 1 lettera e tuttavia lasciava dubbi interpretativi sulle norme di riferimento
per la preparazione dei radiofarmaci (GMP o NBP) in quanto non direttamente esplicitate.

Il chiarimento interpretativo arriva da AIFA tramite una nota esplicativa sull’articolo 16 del
DL.vo 200/07) pubblicata nel Marzo 2012, in cui si afferma quanto segue: “il legislatore ha
inteso consentire, in ambito ospedaliero e solo per sperimentazioni no profit, la
preparazione di radiofarmaci sperimentali effettuata all'interno dei reparti di Medicina

Nucleare in conformita alle Norme di Buona Preparazione dei Radiofarmaci per Medicina

59



Nucleare (NBP-MN), riportate come Supplemento alla Xl edizione della Farmacopea

Ufficiale Italiana.”

In virtu di quanto detto la situazione legislativa dei radiofarmaci per sperimentazioni
cliniche ¢ la seguente:

* | radiofarmaci prodotti industrialmente e destinati a studi clinici sia profit che no,
sono soggetti a quanto previsto dai DLvi 211/2003 e 200/2007, (sempre il DLvo
200/2007 disciplina i radio farmaci importati dall'estero); questo significa che le
preparazioni devono avvenire secondo le GMP ricerca le quali prevedono la totale
aderenza allannex 3 e alllannex 13, inoltre il sito produttivo deve ricevere e
superare l'ispezione dell’AIFA per I'AP e il rilascio del prodotto deve essere posto

sotto la responsabilita di un Esperto Qualificato (QP).

» | radiofarmaci ospedalieri per sperimentazioni cliniche No Profit possono invece
essere allestiti secondo NBP-MN in conformita con quanto stabilito da DLvo
200/2007 e successiva nota esplicativa AIFA art 16, Marzo 2012.

Nella pratica clinica di un reparto di medicina nucleare comprensivo di un centro
PET autosufficiente per quanto riguarda la produzione di traccianti (ciclotrone +
radiofarmacia) la prassi € quella di produrre radiofarmaci destinati o all'impiego
clinico o all'utilizzo in studi no profit; pertanto il legislatore richiede un adeguamento
a quanto previsto dalle NBP-MN (o NBP generali qualora le NBP-MN non fornissero
indicazioni dettagliate). L’adeguamento al GMP € necessaria solo qualora si
desideri produrre radiofarmaci destinati alla vendita o a studi di ricerca profit; cio
implica il passaggio automatico allo status di officina farmaceutica e comporta
notevoli sforzi in termini operativi ed economici sia a livello realizzativo che per

guanto riguarda il mantenimento.
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D.L.vo 178/91

PER USO CLINICO

Radiofarmaci
€
D.L.vo 219/06

D.L.vo 230/95

< e
D.L.vo 187/2000

Sostanza
radioattiva

PER SPERIMENTAZIONI CLINICHE

/

T~

D.L.vo 211/2003 Norma di
—> riferimento.tutti i farmaci
per sperim. Cliniche

soggetti ad art 13
(regime GMP). Crea
criticita per Rf
sperimentali allesti in
ospedale.

D.Lvo 200/2007 Possibilita di eseguire
—> sperim. Cliniche con Rf
allestiti in Ospedali anche

senza requisiti previsti da
art 13 DL 211/03.

Inclusione dei Rf fra
D.Lvo178/91e medicinali e acquisizione di
D.L.vo 538/92 art.8 regolamentazione del
farmaco.
Permesso di
D.M 13/12/1991 commercializzazione Rf
esistenti prima del 1992 in
attesa di AIC.
Regolamentazione
D.M 19/11/2003 produzione di Rf [*FIFDG
(Legge Sirchia) (definizione strutture
idonee,personale coinvolto
l e incarico redazione NBP).
D.M. 30/03/2005 Emanazione NBP-MN.
—>
l Legge di riferimento per Rf:

/ disciplina per Rf ad uso
D.L.vo 219/2006 . o -
} clinico sia industriali (AP,
AIC, GMP) che ospedalieri
NBP-MN No AP, galenici

magistrali e officinali.

D.M 21/12/2007 Definizione autorita
competenti, modalita di
—> richiesta di
autorizzazione alla
sperimentazione clinica e
modalita di compilazione
dell’ IMPD.

Dichiarazione esplicita

Nota Esplicativa AIFA P . .
> reparazioni esegwte
art. 16 D.L.vo 200/07 secondo NBP-MN.

SITUAZIONE ATTUALE:

- Rf per uso clinico industriali uguali a qualsiasi farmaco, produzioni
in GMP, AP obbligatoria, AIC obbligatoria, sono specialita
medicinali.

- Rf per uso clinico preparati in ospedale, preparati secondo NBP-
MN, No AP, No AIC; sono galenici Magistrali o officinali.

SITUAZIONE ATTUALE:

- Rf per sperim. cliniche industriali, per sperimentazioni profit e No
profit, prodotti secondo GMP Ricerca (Annex 3, Annex 13, AP,
rilascio da QP).

- Rf per sperim. cliniche ospedalieri, solo per sperim. No profit,
prodotte secondo NBP-MN.

Schema 3: Schema riassuntivo situazione legislativa del Rf in Italia.
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1.6 Aspetti radioprotezionistici

Quando una radiazione colpisce i tessuti l'urto delle particelle con gli atomi e le molecole
del tessuto determina la ionizzazione (cioé il distacco di elettroni e la formazione cosi di
specie altamente reattive) se I'energia della particella incidente € maggiore dell’energia di
legame (W) delle molecole bersaglio; il materiale biologico ha un W medio di circa 32 eV.
L'azione delle radiazioni sul materiale biologico puo essere diretta o indiretta, nel primo
caso la radiazione agisce direttamente sul DNA causando un danno, nel secondo caso la
radiazione interagisce con l'acqua cellulare originando specie reattive come radicali liberi e
perossidi (es H,O,) i quali a loro volta sono in grado di determinare un danno sul DNA; I
70% del danno da radiazione e dovuto al meccanismo indiretto. Il danno al DNA puo
essere riparato oppure no, nel primo caso si ha sempre la morte della cellula nel secondo
caso la cellula ripara il proprio DNA ma nel farlo puo introdurre degli errori che generano
delle mutazioni, le quali sono alla base di problemi come la perdita della capacita
proliferativa, la perdita di funzioni cellulari specifiche, la carcinogenesi e le alterazioni
dell'informazione ereditaria®’.

L'esposizione alle radiazioni ionizzanti determina a livello biologico effetti che dipendono
essenzialmente da tre fattori: la natura della radiazione, la natura del tessuto colpito e il
tempo di esposizione.

La dose assorbita D= AE/Am rappresenta I'energia assorbita localmente dalla materia e si
misura in Gray (Gy) 1Gy=1J/Kg.

L'Equivalente di Dose (H) € una grandezza che si ottiene moltiplicando la dose assorbita
per il fattore di qualita della radiazione (Q) e si misura in Sievert (Sv).

Infine 'Equivalente di dose efficace e la grandezza ottenuta moltiplicando H per il fattore di
ponderazione wr dell’organo o tessuto irradiato; wy rappresenta in pratica la sensibilita di
un dato distretto alla radiazione, piu é alto maggiore sara la sensibilita. Si misura anch’esso
in Sv.

E’ chiaro quindi come l'effetto biologico dipenda dal tipo di radiazione (natura ed energia)
dalla durata dell’esposizione e dai tessuti colpiti; infatti sara diverso parlare di 1Gy di dose
assorbita da fotoni (Q=1) rispetto ad 1Gy di dose assorbita da protoni (Q=5), inoltre diverse
saranno anche le potenziali conseguenze biologiche a seconda che questa dose interessi
la cute (wr=0.01) o le gonadi (wy=0.20), queste ultime infatti sono 20 volte piu sensibili della
cute.

Il danno da radiazione poi pud essere distinto in stocastico e deterministico. Quest’ultimo si
verifica solo per valori di D elevati, superiori al Gy, ed € un danno certo, i cui effetti sono di
solito precoci, reversibili solo entro certi limiti e I'entita del danno e proporzionale al volume

dei tessuti irradiati.
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Il danno stocastico invece e quello che si ha quando la dose irradiante € inferiore al Gy, in
guesto caso non si ha la certezza del danno ma si parla della probabilita di aver
determinato un danno, nel danno stocastico la dose non e proporzionale al danno ma bensi
alla probabilitd della comparsa di un danno, le cellule non sono di solito inattivate ma
modificate, i tempi di latenza sono piuttosto lunghi e possono riguardare I'individuo stesso
(es malignitd neoplastica) oppure i discendenti nel caso abbia interessato le cellule

germinative, inoltre & solitamente irreversibile.

Di seguito é riportata l'attuale normativa di riferimento per radiofarmaci industriali ed
ospedalieri:

DLvo 17 marzo 1995 n. 230 Attuazione delle Direttive Euratom 80/836, 84/467, 84/466,
89/618, 90/641, e 92/3 in materia di radiazioni ionizzanti.

DLvo 26 maggio 2000 n. 187 Attuazione della direttiva 97/43/ EURATOM in materia di
protezione sanitaria delle persone contro i pericoli delle radiazioni ionizzanti connesse ad

esposizioni mediche.

La radioprotezione riguarda sia il paziente che gli operatori sanitari (radiochimici,
radiofarmacisti, medici e tecnici di radiologia) e il suo scopo & quello di ridurre al minimo
'esposizione in modo tale da minimizzare i rischi per la saluta dovuta all’esposizione
quotidiana alle radiazioni ionizzanti. L'ICRP (Commissione Internazionale per la Protezione
contro le Radiazioni lonizzanti € I'organo deputato a raccogliere ed elaborare tutte le
informazioni disponibili sugli effetti biologici delle radiazioni ionizzanti al fine di definire le
basi biologiche su cui fondare la normativa e definire i rischi associati allimpiego medico
delle radiazioni®®. Per questo scopo sono stati definiti dei limiti massimi di dose che variano

in funzione della categoria di rischio di appartenenza.

CATEGORIA A
Esposizione globale o 100 mSwin & anni
equivalente di dose efficace [{manonpid di 50 mSyin 1 anno)

Equnralente di dose 150 mSwanno al cristalling
500 mSwWanho perla pelle (su 1cm)
800 mSwanno per mani, avambracci,

piedi, caviglie
CATEGORIA B
Esposizione globale o B mSwanno
equisalente di dose efficace
Equivalente di dose 45 mawranno al cristalling

150 mSwanno per la pelle (su 1cm)
150 mB8wanno per mani, avamhbracci,
piedi, caviglie

Tabella 9: Limiti massimi di dose per categoria di rischio lavoratori esposti.
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In un centro PET provvisto di ciclotrone per la produzione dei radionuclidi nonché delle
attrezzature necessarie per eseguire le reazioni di marcatura, e i controlli di qualita, é
imperativa I'esistenza di un sistema di sicurezza radioprotezionistico adeguato, basato sia
su sistemi attivi che passivi. Questi sistemi devono essere integrati con gli ambienti e le
attrezzature impiegate e devono essere in grado di assistere e supportare tutte le fasi
inerenti la manipolazione delle sostanze radioattive e della produzione dei radiofarmaci.

Di seguito e riportato un elenco molto sintetico circa i principali sistemi e dispositivi
impiegati in una realta come quella descritta, I'elenco si basa sull’esperienza diretta svolta

allinterno del centro PET dell'ospedale S.Raffaele di Milano®.

Importante ¢ il sistema di gestione dell’'aria all'interno dei locali. Tutta I'aria in ingresso e in
uscita dai locali & gestita da un impianto HVAC (Heating and Venting Air Conditioning) che
porta l'aria a valori di temperatura, umidita prestabiliti e la purifica mediante sistemi di
filtrazione, 'HVAC ha anche il compito di generare i differenziali di pressione all'interno dei
locali che sono importanti per il mantenimento delle classi particellari. Nel mondo
farmaceutico, la classe particellare dei locali viene mantenuta mediante la creazione di
questi differenziali di pressioni, si applica il modello a guscio secondo cui gli ambienti a
classe superiore, e quindi piu puliti, sono situati all’interno e sono posti in sovra-pressione
rispetto agli ambienti adiacenti che appartengono invece alla classe subito successiva (es
ambiente Classe A circondato da ambienti classe B e cosi via). In questo modo nei
passaggi da un ambiente all'altro si generano sempre flussi di aria dai locali “pit puliti” ai
locali “meno puliti” e mai il contrario, in pratica si fa in modo che dalle zone critiche l'aria
possa solo uscire e mai entrare. Nel caso dei radiofarmaci quanto detto resta valido ma si
aggiunge un ulteriore problema, infatti essendo il prodotto radioattivo, e quindi
potenzialmente pericoloso, & necessario ottenere anche I'effetto opposto ovvero evitare che
I'aria dalla zona critica possa uscire. La soluzione si ottiene creando delle zone barriera fra i
locali in cui si manipola il radioattivo (Classe C) e i locali adiacenti appartenenti alla classe
superiore (Classe D); queste zone barriera sono in sovra-pressione rispetto ad entrambi i
locali adiacenti e impediscono da un lato I'ingresso di “aria sporca”, dall'altro la fuoriuscita
di aria potenzialmente radioattiva. Inoltre sono state create delle zone di contenimento fra i
locali classificati della radiofarmacia e gli ambienti non classificati che funzionano come
delle trappole per l'aria e che servono da ulteriore garanzia in caso di eventuali perdite di
gas radioattivo. Quanto detto e rappresentato molto chiaramente in figura 9 in cui i locali
della nostra radiofarmacia sono colorati in maniera diversa in funzione delle pressioni di

esercizio.
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Figura 9: Piantina Radiofarmacia con evidenziati i diversi valori pressori dei locali. Si possono osservare le zone barriera (blu
scuro) e le zone di contenimento (in bianco).

Ogni locale & dotato di sistemi di monitoraggio della radioattivita sia ambientale (sensori
tipo Geiger-Muller) che aeriforme (Sistema Marinelli), nel primo caso si tratta di opportuni
sensori (camere di ionizzazione) che misurano la radiazione presente nel locale, nel
secondo caso invece vengono effettuati dei campionamenti d’'aria i quali vengono poi
misurati singolarmente per valutare la presenza di particelle radioattive nel locale; in caso di
superamento delle soglie preimpostate vengono generati allarmi visivi e sonori sia

all'interno del locale che a livello dei monitor di controllo situati esternamente.

Le celle schermate in cui avvengono le marcature con radioattivo sono mantenute in
depressione rispetto ai locali in cui sono collocate e l'aria che viene aspirata non é
direttamente espulsa ma gestita in maniera separata. A causa dei gas radioattivi che si
sviluppano normalmente all'interno di queste celle l'aria viene aspirata da un sistema
appositamente progettato chiamato ACS (Air Compressing System); 'ACS é in grado di
aspirare l'aria e i gas radioattivi dalle celle in cui avvengono le sintesi e convogliarle
allinterno di bombole in cui i gas vengono compressi e stoccati in attesa che decadano, a
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decadimento avvenuto vengono rilasciati nel camino principale e rilasciati cosi

nell’ambiente.

| sistemi sono tra di loro interfacciati, ad esempio per motivi di sicurezza non & possibile
trasferire il precursore radioattivo dal ciclotrone alla cella di sintesi se quest’ultima non
presenta gli schermi piombati chiusi e 'ACS attivo, e per lo stesso motivo i portelli non
possono essere aperti se il Geiger-Muller della cella rileva radioattivita al suo interno.

Tutte le strumentazioni e i sistemi necessari per la produzione, i controlli di qualita il
trasporto e lo stoccaggio del radiofarmaco sono sottoposti a schermatura fisica, che dovra
avere caratteristiche idonee di composizione e spessore in funzione della tipologia di
radiazione che deve schermare. Per i raggi y emessi dai radionuclidi B si impiegano
tipicamente mattonelle di piombo dello spessore di 7-8cm., per i B~ emittenti si utilizzano

pannelli in plexiglass dello spessore di alcuni cm.

Per quanto riguarda gli operatori sono tutti forniti di dosimetri personali, che registrano
I'esposizione di specifiche zone del corpo (es torace, mano, spalla) e che sono sostituiti a
cadenza mensile o bimestrale, oltre che di dosimetri digitali che in tempo reale sono in
grado di fornire il rateo e la dose totale assorbita e segnalano con un allarme acustico |l

superamento delle soglie preventivamente impostate.

Infine sono in atto tutta una serie di procedure per la gestione dei rifiuti radioattivi che

coinvolgono attivamente il personale del sito e quello del servizio di fisica sanitaria.

Figura 10: A sinistra: Celle chermate per la sintesi e manipolazione dei radiofarmaci.

A destra: Sistema di monitoraggio per la contaminazione Ambientale ed Aeriformi dei locali.
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2 Scopo del Lavoro

Il presente progetto di dottorato € inserito nel campo della radiochimica e piu nel dettaglio il
lavoro consiste nella produzione mediante ciclotrone di radioisotopi metallici e non,
utilizzabili per la diagnostica PET. Obiettivo originario del presente progetto & stato la
messa a punto del processo di preparazione e purificazione di radionuclidi * emittenti “non
convenzionali”, di potenziale interesse per I'imaging mediante Tomografia ad Emissione di
Positroni (PET). In particolar modo mi sono occupato della preparazione di azoto-13, rame-
64 e zirconio-89, che sono rappresentativi di due diverse classi di radionuclidi, entrambe
utilizzate in PET ma caratterizzate da problematiche diverse: i radionuclidi a breve emivita

(azoto-13) e quelli a lunga emivita di natura metallica (rame-64 e zirconio-89).

L’introduzione di nuovi riferimenti normativi dedicati ai radiofarmaci e alle relative modalita
di preparazione, con particolare riferimento alle Norme di Buona Preparazione dei
Radiofarmaci in medicina Nucleare (NBP-MN), che hanno imposto criteri molto piu severi
rispetto al passato per quanto riguarda la produzione, i controlli e I'assicurazione di qualita
del prodotto, ha suggerito una evoluzione del progetto rivolta anche alla valutazione
dellimpatto tecnico, economico e organizzativo derivante dall’applicazione delle nuove
normative di cui sopra all'interno di strutture ospedaliere di Medicina Nucleare dedicate alla
preparazione di radiofarmaci PET marcati con radionuclidi convenzionali quali C-11 e F-18.
Tali cambiamenti riguardano infatti non solo i radiofarmaci destinati alla
commercializzazione e allutilizzo diagnostico di routine, ma anche i radiofarmaci

sperimentali.

Nello specifico, la parte sperimentale del progetto e stata dedicata allo sviluppo delle
procedure di preparazione e purificazione dei radionuclidi **N e **Cu, mentre la valutazione
di impatto di cui sopra é stata effettuata utilizzando come riferimento I'implementazione
della preparazione di due tra i radiofarmaci marcati con N-13 e Cu-64 attualmente meglio
caratterizzati, ovvero [“*NJAmmonia, gia largamente impiegato in diagnostica cardiologica
e per il quale & disponibile una specifica monografia di Farmacopea e il [**Cu]ATSM, un
radiofarmaco sperimentale di potenziale utilitd per lo studio dell'ipossia tissutale. Per
quanto riguarda [**N]JAmmonia, & stato messo a punto e validato, in aderenza a quanto
descritto in farmacopea, un nuovo processo produttivo disegnato e realizzato nel rispetto
delle variazioni normative valutando poi I'impatto tecnico, organizzativo ed economico che
la loro applicazione ha determinato. Per quanto riguarda il ®**Cu-ATSM ci si & concentrati
soprattutto sulla messa a punto delle procedure di preparazione del radionuclide in quanto

gueste presentano diverse criticita.

67



Sempre nell’'ottica del nuovo quadro normativo e stato effettuato anche un confronto fra le
due tipologie di radionuclidi, per evidenziare le analogie e le differenti criticita che la loro

produzione comporta.

Infine € stato possibile intraprendere una nuova linea di ricerca, che sta muovendo solo i
primi passi e che riguarda la produzione del radioisotopo Zirconio-89, un radionuclide

metallico di particolare interesse per la marcatura e lo studio degli anticorpi monoclonali.
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3 Radionuclidi a breve emivita: Produzione ®N

3.1 Materiali, apparecchiature e metodi
Tutti i reagenti impiegati nella produzione del tracciante, acqua ed etanolo utilizzati come
target material, etanolo al 95% e NaHCO; 1 mEq /ml impiegati nel processo di
purificazione, a causa del loro diretto contatto con un prodotto destinato alla
somministrazione nell'uomo, sono stati acquistati in forma iniettabile (quindi sterili e

apirogeni) dalla ditta S.A.L.F. sotto forma di fiale da 10ml o flaconi da 250 e 500ml.

Le cartucce utilizzate per la purificazione sono le IC-OH Alltech Maxiclean della Grace,
cartucce a scambio anionico a base di stirene—divinilbenzene, derivatizzate con gruppi di
ammonio quaternario, del diametro particellare di 35-75 ym.

Il loro utilizzo prevede un precondizionamento con 5 ml di NaHCO3; 1 mEq /ml a cui segue

asciugatura della cartuccia con 30 ml di Aria.

| filtri sterilizzanti impiegati sono della Sartorius modello Minisart high Flow, con membrana

filtrante in polietere solfone (PES) e pori da 0.22 um.

Il materiale utilizzato come bersaglio per lirraggiamento mediante fascio protonico e
rappresentato da una soluzione 5mM di etanolo in acqua per preparazioni iniettabili (acqua
p.p.i.) che si ottiene aggiungendo 140 ul di etanolo per preparazioni iniettabili in un flacone

di 500 ml di acqua p.p.i.

Per la produzione di **N si utilizza un ciclotrone Siemens CTI modello RDS 111 da 11 MeV
a ioni H; la produzione viene effettuata bombardando con una corrente di fascio variabile
tra 30 e 40 pA per 20 minuti il target material che si trova all'interno di un target di alluminio
6061-T6, il target monta dei foil di Titanio grado 2 dello spessore di 25 pm ed ha un volume

interno di circa 2,7 ml.

Il trasferimento dal target e la purificazione del radionuclide vengono gestite da un sistema
“‘home-made” dedicato, realizzato specificamente nellambito del presente progetto,
interfacciato con un modulo automatico “general purpose” per la preparazione di
radiofarmaci marcati con F-18 (TRACERIlab FXgy, GE Medical System) di cui sfrutta
limpianto hardware e software appositamente configurato; le valvole utilizzate sono EV a

solenoide a tre vie (Burkert) con orifizio da 1,5 cc modello 79206.
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Le celle piombate allinterno delle quali si lavora il prodotto radioattivo sono della
COMECER, in particolare il recupero e la formulazione del tracciante avviene all’interno di
una cella modello MIP1-2P schermata con mattonelle di piombo da 75mm, mentre la
filtrazione e il frazionamento finali avvengono all'interno di un’altra cella Comecer modello
QCHC anch’essa schermata con 75mm Pb che garantisce al suo interno un ambiente di
classe A e permette il frazionamento del radiofarmaco grazie ad un sistema semi-
automatico (GET-LT, Comecer) che permette all’operatore tramite una pulsantiera di

manovrare la siringa per il frazionamento.

Le analisi cromatografiche sono state effettuate con un sistema HPLC della ditta Waters
modello 510 equipaggiato con un detector conduttimetrico Metronm modello 732 IC e con
un detector radiochimico B* Bioscan flow counter che monta un rivelatore BFC 3200, la
gestione del sistema e I'analisi dei risultati cromatografici & effettuata tramite il software

Waters Empower.

La colonna utilizzata € una METROSEP C3 100/4.0 100mm L X 4.0 mm ID per la
separazione di cationi mono e divalenti della ditta Metrohm, costituita da una resina di

polivinilalcol con gruppi carbossilici avente dimensione particellare di 5 pm

Le condizioni cromatografiche utilizzate sono: FM Soluzione acquosa 2mM HNO; (189,7 pl
di HNO3; 69% in 1L H,O MilliQ) flusso 1ml/min; I'analisi standard della durata di 10 minuti

determina l'uscita del picco di ammonia ad un Tg di 2.5 min.

Il pH delle soluzioni e stato misurato tramite I'utilizzo di un pHmetro Metrohm modello 827

pH Lab che monta un elettrodo Biotrode.

L'esecuzione del test del punto di bolla é effettuata con lo strumento Sartocheck 4 versione
2.0 della Sartorius che permette di verificare I'integrita del filtro sterilizzante mediante un

sistema di elettrovalvole che viene gestito da un software appositamente disegnato.

| controlli di qualita della purezza radionuclidica sono eseguiti con un analizzatore
multicanale della ORTEC con scintillatore a Nal, modello 3M3/3-X, lo strumento € gestito
tramite il software Scintivision; mentre la convalida della purezza radionuclidica e la
gquantificazione di eventuali impurezze sono effettuate mediante analizzatore multicanale
ORTEC con rivelatore al Germanio, modello GMX HPGe MCA con un energia di

risoluzione di 1.33MeV, anch’esso gestito dal software Scintivision.

Le analisi dell’Alluminio residuo nel radiofarmaco purificato sono state eseguite secondo il
metodo previsto dalla monografia di farmacopea’® (metodo del cromazurolo), inoltre tre lotti
di produzione sono stati analizzati mediante ICP-MS. Lo strumento utilizzato € un Agilent

7500CE, con octapole reaction systems.
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3.2 Risultati e Discussione

Come gia accennato il radionuclide azoto-13 €& un radioisotopo dell'azoto, un atomo
normalmente presente all'interno delle molecole biologiche, questo lo ha sempre reso
interessante per le marcature dei traccianti PET poiché la sua introduzione al posto di un
atomo di N non altera la natura chimica della molecola stessa. L'azoto-13 & un
radionuclide B* emittente caratterizzato da un ty, di 9.98 min e un En. B* di 1.19MeV che
pud essere prodotto mediante l'utilizzo di ciclotroni per uso medico secondo diverse
reazioni nucleari che sono **C(d,n)**N **C(p,n)**N **O(p,a)"*N.

Nonostante le potenzialita sopraccitate, la brevissima emivita, combinata con la
relativamente scarsa versatilita chimica di N-13 nella forma chimica che normalmente si
ottiene a livello del target, ovvero [**N]NHs, hanno ad oggi limitato il reale impiego di N-13
per uso diagnostico alla [*N]Jammonia stessa. A dispetto di cio, ['*N]Jammonia @ tuttavia un
radiofarmaco di grande utilita nello studio della patologia cardiologica, ed & questo e il
motivo che ha spinto l'unita di medicina nucleare presso cui ho svolto il mio dottorato a
dotarsi di questa molecola. Il tracciante [**N]JNH; & descritto all'interno della Farmacopea
ufficiale mediante specifica monografia, questo ne fa un prodotto galenico officinale e di
conseguenza la sua preparazione deve avvenire in aderenza con quanto previsto dalla
monografia stessa. Durante il dottorato mi sono direttamente occupato della progettazione,

realizzazione e messa a punto del processo produttivo di [**N]JNHa.

3.2.1 11 processo produttivo di [*IN]JAmmonia
Esistono diversi metodi per preparare [**N]JAmmonia. La produzione di [**N]JNHj; utilizzando
deuteroni a partire da particelle di polimeri organici sfruttando la reazione *2C(d,n)**N & di
sicuro il metodo meno diffuso, a causa della maggiore energia necessaria per accelerare i
deuteroni e per le rese pit basse’. Un'altra possibilita & quella di irraggiare acqua naturale
con un fascio di protoni sfruttando la reazione **O(p,a)™N:; in tali condizioni tuttavia si ha la
formazione di una miscela di composti azotati, soprattutto nitriti e nitrati che devono subire
un processo di riduzione per dare IT**N]JNH;; a tale scopo si usa la lega di Devarda, una
miscela di polveri metalliche (rame 50%, alluminio 45% e zinco 5%)"*. Un altro metodo
prevede di partire da una sospensione di polvere di **C in acqua e sfruttare la reazione
3C(p,n)"*N; esso ha una buona efficienza ma risulta piuttosto laborioso, infatti determina la
formazioni di >N nella forma di N, NO, e NO; per ottenere [**N]JNH; & poi necessario
effettuare una riduzione con idrogeno e microonde, I'T"*NJAmmonia cosi ottenuta deve
essere ancora distillata dalla miscela di reazione ed intrappolata in soluzioni debolmente
acide”. | metodi pil convenienti invece sono quelli che permettono di ottenere
I'["N]JAmmonia direttamente nel target e non necessitano né l'impiego di costosi target

material arricchiti né Il'utilizzo di laboriose manipolazioni chimiche che determinano una
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riduzione della resa soprattutto in relazione al breve Ty, dell®N: essi sfruttano la reazione
*0O(p,a)"®*N bombardando direttamente acqua naturale o sotto pressione di idrogeno”
oppure in presenza di piccoli quantitativi di etanolo o acido acetico™.

Di sicuro quest'ultimo & il metodo attualmente piu utilizzato per produrre [**NJNH; con un
ciclotrone per uso medico. Con un fascio di protoni si irraggia 'acqua naturale, di solito
acqua iniettabile, anche in questo caso il prodotto del bombardamento € una miscela di
composti azotati ma €& possibile abbattere drasticamente la percentuale di nitriti e nitrati
aggiungendo piccole quantita di etanolo o acido acetico che funzionano da scavenger; essi
vanno infatti a neutralizzare le specie radicaliche dell'ossigeno (soprattutto il radicale HO*)
che si vengono a formare durante la fase di irraggiamento e che sono responsabili della
formazione dei nitrocomposti. In questo modo le percentuali di [°*NJNO; e [**N]NO,
vengono abbattute drasticamente. Questo metodo € sicuramente migliore in quanto non
richiede step successivi alla fase di irraggiamento e produce un grezzo facilmente
purificabile anche attraverso semplici passaggi su cartucce a scambio ionico. Il principale
limite e rappresentato dalla moderata resa di produzione del radionuclide, dovuta

ad una cross section (un parametro che indica in modo indiretto I'efficienza della reazione
nucleare) per la reazione nucleare °O(p,0)"*N relativamente bassa, alle energie di fascio
considerate™.

La farmacopea lascia liberta i scelta per quanto riguarda il metodo di produzione, per i
motivi appena elencati nel nostro caso si & deciso di produrre I' [**N]JNH; sulla base
dell'ultima strategia di produzione descritta; I'T*>NJNH; viene prodotta in un unico passaggio
direttamente nel target del ciclotrone e pu0 essere rapidamente utilizzata dopo aver
effettuato una rapida purificazione “in linea”, aver formulato e aver eseguito gli opportuni

controlli di qualita previsti dalla farmacopea’.

3.2.2 Requisiti da soddisfare
Quando il reparto di medicina nucleare ha deciso di dotarsi del tracciante [**NJAmmonia, la
struttura presso cui ho svolto il dottorato di ricerca aveva appena concluso un importante e
radicale rinnovamento dei locali della radio farmacia in cui avvengono le marcature dei
radio traccianti destinati ai pazienti. Tale ristrutturazione € stata iniziata e portata a termine
proprio per poter soddisfare i nuovi requisiti previsti dalla legge in merito alla preparazione
dei radiofarmaci. La nuova radiofarmacia é stata progettata e realizzata come una clean
room ed & costituita da zone di classe D e locali di classe C ’, aree filtro, spogliatoi, locali
tecnici e magazzini classificati. E’ stato quindi necessario nella messa a punto del processo
produttivo di Ammonia considerare questa nuova realta e pensare ogni fase della
lavorazione in modo tale che potesse interfacciarsi con tutti i requisiti che la geometria dei

locali e la normativa imponevano loro.
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Il target utilizzato produce mediamente tra 250-260 mCi (370-555 MBq) EOB di [**N]NH.
considerato che la dose necessaria per effettuare un’analisi PET € compresa frai 10 e 15
mCi e tenuto conto del t;» di N-13, del volume massimo iniettabile e dell’attivita massima
ottenibile, non possono trascorrere piu di 35-40 minuti min (circa 4 decadimenti) tra la fine
del bombardamento e la somministrazione del tracciante. In questo lasso di tempo le
operazioni da eseguire sono:

-il trasferimento dell’attivita dal ciclotrone alla cella schermata

-la rimozione delle eventuali impurezze radioattive anioniche (NO3,NO;’, F)

-la formulazione

-il frazionamento

-i controlli di qualita

Il problema € quindi quello di accelerare il processo il piu possibile effettuando cio
nonostante tutte quelle operazioni che servono a garantire la qualita e lidoneita alla
somministrazione del radiofarmaco, in accordo con quanto stabilito dalle NBP-MN.

Di seguito sono elencate le principali criticita inerenti il processo di produzione:

-i tempi di trasferimento sono rilevanti in quanto la cella dedicata alla produzione é situata a
circa 20-25 metri di distanza dal ciclotrone, e il prodotto bombardato & trasferito in cella
attraverso una linea di politetrafluoroetilene (PTFE) (@ = 1/16) a mezzo di una pompa a
singolo pistone che genera un flusso di circa 3 ml/min il che si traduce in un tempo di
trasferimento di circa 7 minuti, pari a poco meno di un’emivita del radionuclide;

- I'aderenza alle NBP-MN impone che, per ogni lotto prodotto, si debbano prelevare dal
flacone contenente il prodotto finito un’aliquota destinata ai controlli di qualitd ed una
seconda (denominata controcampione) che deve essere conservata per garantire un retest
completo del lotto in caso di necessita; il volume di questo campione deve essere tale da
poter eseguire nuovamente tutti i test di qualitd compreso quello per la sterilitd per cui
necessario il 10% del volume totale del lotto’®. Cid significa che nel nostro caso dalla
soluzione di radiofarmaco recuperata bisogna prelevare un’aliquota di 3 ml fra campione
CQ e controcampione, con una ulteriore drastica riduzione dell'attivita disponibile per il
paziente;

-prima di poter sbloccare il lotto di radiofarmaco le NBP-MN impongono che sia verificata
l'integrita del filtro sterilizzante attraverso cui & passato il radiofarmaco, cosi da garantire
con ragionevolezza la sterilita del lotto e giustificare il rilascio prima dell’esecuzione del test
di sterilita; tale controllo viene effettuato mediante un test chiamato test del punto di bolla
che necessita di altri 6-7 minuti.

- un ultimo aspetto, ma assolutamente prioritario, riguarda il lato radioprotezionistico del

processo. Infatti come gia accennato in precedenza gli impieghi clinici del tracciante
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[**NJAmmonia richiedono una somministrazione multipla nel paziente; tipicamente lo studio
si compone di una doppia somministrazione allo stesso paziente, la prima delle quali
effettuata con il paziente a riposo e la seconda sotto stress; il che significa, visto il Ty,
del’™N di soli 9.96 minuti, l'attivita massima producibile e i tempi tecnici delle varie
operazioni, eseguire obbligatoriamente due produzioni per ogni paziente, con una

conseguente potenziale radioesposizione dell’operatore.

La messa appunto del processo produttivo del radionuclide *N e del radiofarmaco
[**N]JAmmonia ha dovuto tenere conto di tutti questi aspetti e limitazioni che in molti casi
rappresentano ostacoli non da poco nello sviluppo del processo, soprattutto per quanto
riguarda la ridotta emivita del radionuclide in questione e gli aspetti di radioprotezione. Di
seguito viene descritto dettagliatamente come si & sviluppato il processo produttivo del
tracciante [**NJAmmonia, quali sono stati gli interventi intrapresi, le soluzioni e gli
accorgimenti tecnici adottati per conciliare le esigenze del tracciante con le richieste

normative vigenti.

3.2.3 Produzione di N-13 secondo NBP-MN

Produzione del radionuclide

Nel nostro centro la produzione avviene grazie allimpiego di un ciclotrone Siemens CTI da
11MeV, il sistema per la produzione di *N & quello progettato e commercializzato dalla
stessa Siemens e consiste in un target opportunamente disegnato per inserirsi nel sistema
di estrazione del ciclotrone (Figura 11), piu un sistema automatizzato destinato alla
gestione del carico del target e al trasferimento del prodotto di bombardamento (Figura 12).
Il target € costituito da un cilindro di alluminio largo 2.5 cm e profondo 10 cm che presenta

una cavita del volume di 2.7ml destinata ad ospitare la soluzione da irraggiare.

Figura 11: il sistema di target del ciclotrone CTI; & visibile il target changer che ruota per portare in posizione il target

desiderato. E possibile gestire fino ad un massimo di 8 target, ciascuno dei quali & alloggiato in un’apposita cavita del T.C.
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Il sistema di carico / scarico € costituito da:

-una pompa a singolo pistone che provvede sia al trasferimento e alla pressurizzazione
della soluzione di acqua p.p.i. + EtOH 5mM (il target material) dal contenitore iniziale al
target, sia al trasferimento del prodotto di bombardamento dal target alla cella schermata
dove avverranno le fasi successive della lavorazione;

-una serie di elettrovalvole che gestiscono le fasi di carico, scarico oltre che la fase di
“prime” o innesco della pompa;

-un sensore di pressione ed una serie di valvole di non ritorno le quali da un lato
impediscono la circolazione della soluzione in direzioni indesiderate dall’altro si aprono in

caso di sovrapressioni anomale funzionando cosi da valvole di sicurezza.

Figura 12: il sistema di carico/scarico del target & possibile osservare la pompa (A), il sensore di pressione (B), le

elettrovalvole del prime (C) e le valvole di non-ritorno (D)

Il tracciante [*N]JAmmonia & prodotto utilizzando il metodo dell’etanolo che fra le varie
alternative sintetiche e quello piu pratico e standardizzabile, ideale quando si deve operare
secondo NBP-MN. Con questo metodo I'"*NJAmmonia si produce direttamente nel target
bombardando H,O p.p.i. contenente una piccola quantita di etanolo (5mM) secondo la
reazione *°O(p,a)®N. Come gia detto la funzione dell’etanolo & quella di scavenger nei
confronti dei radicali ossidanti OH* che sono responsabili della formazione di Nitrati (NO3)
e Nitriti (NO,) radioattivi’®.

Per prima cosa, al fine di massimizzare I'attivita prodotta sono stati effettuati diversi test di

produzione variando i tempi di irraggiamento e la corrente incidente sul target; sono state
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quindi costruite le corrispondenti curve di resa del target in cui & ben evidente il trend
logaritmico e il valore di saturazione; in figura 13 é rappresentato il grafico riferito ai
bombardamenti con 40 uA di corrente. Si & partiti da valori di corrente di 5 pA fino ad
arrivare a 40 pA, per valori di corrente superiore la pressione di bombardamento nel target
raggiungeva valori troppo elevati con il rischio di rotture a livello del target foil. A causa del
sopraccitato fenomeno della saturazione, tempi di irraggiamento superiori ai 25 minuti non
si sono dimostrati convenienti ai fini di massimizzare l'attivita prodotta. | valori di attivita
sono stati misurati collegando la linea di uscita dal target ad un attivimetro (Capintec)
posizionato all'interno del bunker del ciclotrone, su questa linea é stata installata una
cartuccia di purificazione a scambio anionico con funzione di trappola per le impurezze
radioattive di tipo anionico, che consente tra l'altro di poterle escludere nel computo
dell'attivita prodotta; le cartucce di purificazione sono a loro volta state misurate per I'attivita
in esse contenuta, ma hanno mostrato valori di attivitd inferiori alla sensibilita
dellattivimetro. E stato poi misurato il tempo necessario per trasferire la totalita dell’attivita
prodotta dal target all’attivimetro, tale tempo (2 minuti) e stato poi utilizzato per calcolare il

valore dell'attivita alla fine del bombardamento (EOB).
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Figura 13: Esempio di curva per la valutazione della resa del target

E’ stato quindi verificato sperimentalmente che il limite massimo di attivita producibile con il
sistema a nostra disposizione & compresa tra 250-260 mCi EOB di [**NJAmmonia, che si

ottiene irraggiando con il target con una corrente di 40uA per 20 minuti.
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Sul prodotto di irraggiamento sono state poi condotte delle analisi mediante analizzatore
multicanale per verificare la purezza radionuclidica del prodotto; il prodotto & stato
analizzato sia con uno strumento equipaggiato con rivelatore a ioduro di sodio (Nal), sia
con uno strumento equipaggiato con rivelatore al Germanio ad alta purezza (HPGe). Sono
stati valutati un campione che non aveva subito il processo di purificazione e tre diversi

campioni purificati appartenenti a tre distinti lotti (tabella 10).

% TOTALE IMPUREZZE

No Media

Isotopo . 1 Test Purificazione 2 Test Purificazione 3 Test Purificazione impurezze dopo
Purificazione e
purificazione

Co-56 3,89E-07 3,82291E-07 4,87875E-07 4,3127E-07 4,33812E-07
Mn-52 1,54E-06 1,9242E-06 2,14216E-06 1,95935E-06 2,00857E-06
Sc-44 9,04E-05 0 0 0 0
Sc-44m 2,87E-06 6,37152E-08 2,80388E-08 2,66216E-08 3,94585E-08
Sc-46 3,63E-07 2,54861E-08 1,68233E-08 1,06486E-07 4,95986E-08
Sc-47 3,61E-06 4,46006E-08 2,2431E-08 4,79189E-08 3,83169E-08
V-48 3,83E-04 1,55465E-07 1,51409E-07 1,33108E-07 1,46661E-07
Totale 4,81E-04 2,21346E-06 2,36087E-06 2,27349E-06 2,28261E-06
F-18 0,33 0 0 0 0

Tabella 10: Dati purezza radionuclidica >N

| risultati hanno evidenziato una purezza radionuclidica superiore al 99.9% e dunque di
gran lunga superiore al limite minimo previsto dalla Farmacopea che & del 99%; le
impurezze dell’'ordine dei Bq (2.7x10® mCi) sono attribuibili principalmente al radionuclide
vanadio-48 (0,000482%) che deriva dal Titanio presente nel foil (**Ti(p,n)*®V), e al fluoro-18
(0,33%) la cui presenza deriva dalla piccolissima percentuale di ossigeno-18 presente
nell’acqua naturale. Tali impurezze sono abbattute ulteriormente in seguito al processo di
purificazione che vede la scomparsa di fluoro-18 e la diminuzione di vanadio-48 di un
fattore 1000, in figura 14 sono riportati due esempi di spettri ottenuti utilizzando

I'analizzatore multicanale HPGe (A) e I'analizzatore multicanale allo Nal (B).
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Figura 14: Spettri gamma ottenuti su campioni di [**NJAmmonia non purificata
acquisiti rispettivamente con HpGe (A) e Nal (B).

Trasferimento del prodotto e automazione del recupero

La parte successiva del lavoro ha riguardato il trasferimento dell’["*NJAmmonia. Una volta
terminata la fase di irraggiamento e la stessa pompa utilizzata per il carico e per
pressurizzare il target che trasferisce il materiale irraggiato; il trasferimento avviene
attraverso una linea di PTFE (@ = 1/16) che scorre in un condotto schermato posto circa 50
cm sotto il piano pavimento fino a raggiungere il locale e la cella piombata in cui avverranno
le successive fasi della lavorazione; tale cella é collocata ad una distanza di circa 20-25
metri dal ciclotrone.

Sono stati eseguiti numerosi test per misurare i tempi di trasferimento e il flusso generato
dalla pompa,; i risultati hanno mostrato che la pompa produce un flusso di circa 3-3.5 ml/min
anche se evidenzia discontinuita di rendimento che diventano critici soprattutto quando € in

uso per tempi superiori ai 30 minuti (il che nella pratica di utilizzo non si verifica
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praticamente mai); il tempo necessario al trasferimento dell’attivita prodotta risulta essere di
6.5-7 min.

Quando viene preparata una nuova soluzione per di etanolo 5 mM in acqua € necessario
eseguire il priming della pompa, che consiste nel forzare il passaggio della soluzione nel
sistema per rimuovere eventuali bolle d’aria che potrebbero interferire con il funzionamento
della pompa stessa e anche arrestarne il funzionamento; in seguito a questa operazione si
esegue una fase di lavaggio della durata di 10-15 minuti che serve per risciacquare la linea
di trasferimento. Il sistema per come & concepito prevede che sia la stessa soluzione di
partenza a determinare il trasferimento del prodotto di bombardamento: poiché per i motivi
appena descritti la linea di trasferimento € piena, si ottiene che per recuperare la totalita
della radioattivita il volume complessivo finale € di circa 25 ml, di cui solo una piccola parte
(circa 5 ml) contiene il radio tracciante, mentre il resto e rappresentato dal volume freddo.
Considerando I'attivita massima prodotta e il T, € subito sorto un problema pratico: la
radioconcentrazione troppo bassa che determinava un volume di iniezione troppo elevato;
per questo motivo e stato necessario ridurre il volume finale della soluzione. Questo e stato
ottenuto in un primo momento collegando un’elettrovalvola in ingresso nella cella di sintesi
che permetteva di scartare la prima frazione di soluzione, che presentando un contenuto
molto basso di radioattivita contribuirebbe pertanto al solo aumento di volume della
preparazione finale.

Questo primo iniziale miglioramento tuttavia non risolveva alcuni problemi come il controllo
dell'integrita del filtro e I'esposizione a cui I'operatore era sottoposto fra una sintesi e l'altra;
infatti era sempre necessario aprire la cella, rimuovere le componenti gia utilizzate
(cartuccia di purificazione, filtro sterilizzante ecc) e preparare il necessario per la seconda
produzione.

Con lintento di superare queste limitazioni tecniche, rispettare le normative e ottenere un
processo produttivo semplice, affidabile e riproducibile e stato realizzato un piccolo modulo
di sintesi, dedicato esclusivamente alla produzione di [**NJAmmonia, controllato in modo
completamente automatizzato e che permette I'esecuzione di due sintesi consecutive di
ammonia senza che sia necessario aprire la cella fra una sintesi e l'altra, e rispettando
sempre i requisiti di qualita previsti dalle NBP-MN.

Questo piccolo modulo, visibile in figura 15, e stato integrato con un modulo di sintesi
TRACERLab Fxrn (GE Medical system) di cui sfrutta l'impianto hardware. In sostanza,
sono stati derivati i contatti elettrici di alcune elettrovalvole dal modulo di sintesi GE e
convogliate in una porta seriale da cui poi partono i singoli segnali di comando per le

elettrovalvole del nostro modulo.
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Figura 15: 1l modulo di sintesi progettato appositamente per il recupero di [**N]JAmmonia in cui si pud osservare la
disposizione delle elettrovalvole, gli alloggiamenti delle SPE per la purificazione e la porta seriale per la connessione elettrica
del nostro modulo al TRACERLab.

Il sistema e costituito da 5 elettrovalvole, che permettono rispettivamente di: i) scartare la
frazione iniziale a basso contenuto di radioattivita, ii) indirizzare il radiofarmaco verso il
percorso di purificazione/filtrazione sterilizzante desiderato e, iii) consentire il collegamento
del sistema, ed in particolare dei filtri sterilizzanti, con lo strumento utilizzato per
'esecuzione del test del punto di bolla. Inoltre comprende anche le connessioni ed i
sostegni per le cartucce SPE destinate alla purificazione del tracciante; tale sistema
consente la gestione di due sintesi consecutive senza necessita di intervento da parte degli
operatori. Ovviamente sarebbe stato possibile progettare un sistema in grado di gestire
anche un numero maggiore di sintesi, ma questo non avrebbe introdotto nessun reale
vantaggio poiché nel nostro centro € possibile eseguire non piu di un esame PET con
Ammonia al giorno, quindi un massimo di due produzioni. La gestione del modulo e del
processo e realizzata tramite il software dedicato al TRACERLab sempre della GE. E’ stata
creata una timelist apposita utilizzando i dati raccolti nei test di trasferimento e recovery del
tracciante. La timelist &€ una sequenza di specifici comandi, ciascuno dei quali caratterizzato
da una ben precisa durata e da un ordine temporale, e rappresenta in pratica il cervello del
modulo e permette la gestione automatica di tutte le fasi di recupero e purificazione del
prodotto: quando lo scarico inizia I'operatore fa partire la timelist corrispondente, la frazione
iniziale viene scartata, dopodiché la soluzione € deviata verso la cartuccia per la
purificazione e successivamente verso la cella QCHC (di classe A) in cui la soluzione
attraversa il filtro sterilizzante e avvengono le successive fase di campionamento eseguite

manualmente dall'operatore; al termine del recupero il sistema mette in comunicazione |l
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filtro sterilizzante con lo strumento Sartocheck che provvedera ad eseguire il test del punto
di bolla.

Il processo appena descritto avviene in modo completamente automatico grazie al software
e alla timelist. Sono state create anche delle finestre di dialogo che informano 'operatore
circa lo stato di avanzamento del processo e gli permettono in ogni momento di intervenire
manualmente in caso di imprevisti. Qui sotto € riportato il sinottico disegnato appositamente
per il recupero dell[">*NJAmmonia e che viene associato alla timelist; esso & una sorta di
mappa interattiva del sistema attraverso cui I'operatore pud comandare manualmente le
singole elettrovalvole del sistema, semplicemente cliccando sul disegno corrispondente
(hot spot).

CICLOTRONE N [12 N]AMMONIA
TRACERIah N o |

HeO+ELOH

TARGET

RE-C11
CELLA 1

FRAZIONATORE RC-F18
Cyclotron i CELLAZ

Sartoceck

1 PRODUICT 2

Figura 16: Sinottico relativo al modulo di sintesi progettato per il recupero di [**N]JAmmonia.

Y

Grazie a questo sistema adesso € possibile effettuare due sintesi consecutive di
[**NJAmmonia senza dover piu aprire la cella schermata fra una sintesi e l'altra con una
netta riduzione dell’esposizione per I'operatore. Un ulteriore vantaggio € rappresentato dal
fatto che il modulo di sintesi € compatto e versatile, infatti pud essere facilmente
disconnesso da un modulo e connesso ad un altro che sia stato precedentemente
configurato per la produzione di [**NJAmmonia. Per questo motivo & stata prevista la
possibilita di eseguire il trasferimento del tracciante dal ciclotrone a due differenti celle di
sintesi; € stata infatti inserita un’elettrovalvola aggiuntiva a tre vie, subito a valle del target,
che viene comandata da una pulsantiera localizzata in sala controllo ciclotrone, e che
permette di deviare la soluzione di [**NJAmmonia in un’altra cella collocata in un secondo
laboratorio.
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Purificazione e problemi analitici

La fase di purificazione & necessaria per rimuovere le impurezze radiochimiche e
radionuclidiche che sono presenti in soluzione insieme all[**NJNH,"; esse sono
rappresentate essenzialmente dagli ioni [°N]JNO; e [**N]NO, e [*®F]F che si formano
all'atto dell'irraggiamento all'interno del target. Poiché queste impurezze sono tutte
anioniche, la purificazione puo essere fatta semplicemente tramite il passaggio della
soluzione su una cartuccia scambiatrice di anioni, (Alltech Maxi-Clean IC-OH) a base di
copolimero stirene-divinilbenzene con gruppi di ammonio quaternario recanti come contro
ione lo ione OH" ; al passaggio della soluzione le impurezze anioniche vengono trattenute
nella cartuccia che rilascia gli ioni OH", queste cartucce vengono di solito pre-condizionate
mediante il passaggio di 10 ml di acqua deionizzata.

La purificazione cosi come descritta funziona bene, (vedi dati sulla purezza radionuclidica)
tuttavia e stato osservato sperimentalmente che il passaggio della soluzione attraverso la
cartuccia provoca una drastica riduzione del pH, che crolla da un valore iniziale di 7-8 fino
ad un valore di 4.5 uscendo in questo modo dal range previsto dalla farmacopea che
stabilisce un intervallo di pH per le soluzioni di [">°N]NH," iniettabili comprese fra 8.5 e 5.5. I
problema & probabilmente attribuibile ad una incompleta derivatizzazione della resina la
quale, presentando funzioni di ammonio quaternario prive di controione, al passaggio della
soluzione sottrae gli ioni ossidrili determinando di conseguenza un abbassamento del pH.
Sono stati effettuati diversi test cambiando la tipologia di cartuccia e le modalita di
condizionamento, e in ogni caso si otteneva una riduzione del pH. Alla fine il problema é
stato risolto mediante precondizionamento di ciascuna cartuccia con 5 ml di una soluzione
iniettabile di NaHCO3; 1mEq/ml seguita da un’asciugatura della cartuccia con 30 ml di aria.
In questo modo si ottiene la sostituzione del contro ione della resina OH™ con lo ione HCOy3
e contemporaneamente la saturazione dei siti della resina che erano privi del contro ione
responsabili della riduzione di pH. Cosi facendo al passaggio della soluzione non si verifica
piu la sottrazione degli ioni OH ma solo ritenzione delle impurezze anioniche e scambio
con i contro ioni HCOj3 ; questa procedura ha permesso di stabilizzare il pH finale della
soluzione fra 6.8 e 7.0, in totale aderenza con quanto stabilito dalla F.U. La fase di
asciugatura della cartuccia € necessaria per due motivi, da un lato per rimuovere I'eccesso
di NaHCO; che rimane nel volume morto della cartuccia e che determinerebbe un
innalzamento del pH a valori al limite con il massimo consentito dalla farmacopea, dall’altro
per evitare che in sede di controllo qualita il picco relativo allo ione Na* vada in saturazione
coprendo l'intero spettro (Fig 17 D). Il principale inconveniente di questa procedura riguarda
'analisi HPLC del campione; infatti il trattamento dell'lC-OH con NaHCO; nonostante la
fase di asciugatura, determina l'introduzione nel campioni di quantita di ione Na* . Il metodo

di analisi utilizzato prevede l'utilizzo di una colonna ionica per cationi sprovvista del
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soppressore anionico, con questo sistema il Tk dello ione Na* & di 2,3 minuti molto simile al
Tr dello ione NH," che & di 2,5 minuti (Fig 17 A, B e C). Questo fa si che a causa
dell’elevata sensibilita del detector conduttimetrico, la quantita di Na* introdotta, seppur
minima, determini un picco che va a coprire anche il picco dello ione NH," (Fig 17 D, E e H).
Inizialmente per ovviare a questo problema si & provato ad inserire delle cartucce
aggiuntive ( PSH) per rimuovere gli ioni Na* in eccesso ma la capacita di scambio &
risultata insufficiente, per non dire del rischio potenziale di acidificare troppo la soluzione.
Un'altra prova e stata effettuata utilizzando K,CO; al posto di NaHCOyg; infatti il picco dello
ione K* presenta un Tk di 3,5 minuti e non va ad interferire con il picco dello ione NH,* (Fig
17 F); i risultati sono stati in effetti soddisfacenti. Tuttavia considerando i potenziali effetti
che lo ione K* pud determinare in pazienti cardiopatici e considerato che il tracciante in
guestione viene impiegato proprio per studi cardiaci, si & deciso di adottare il metodo del
precondizionamento con NaHCOj;, tanto piu considerando che il problema della
sovrapposizione non comporta alcuna limitazione per la valutazione della purezza chimica

e radiochimica. Infatti 'importante € valutare I'assenza di altri picchi incogniti mentre la

presenza dello ione NH," & provata dal corrispondente picco radiochimico (Fig 17 G).
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Figura 17: E’ possibile osservare il cromatogramma relativo alla sola iniezione dello standard di Ammonia (A); il
cromatogramma della coiniezione degli standard diluiti di NH," e di Na* (B); la sovrapposizione di A e B che identifica il picco
di Ammonia (C); il cromatogramma di un campione con condizionamento della cartuccia mediante NaHCOj; rispettivamente
senza asciugatura (D) e con asciugatura (E); un campione in cui la colonnina & stata condizionata con K,COj; (F); il
cromatogramma radiochimico di una produzione di ammonia(G) e un esempio di cromatogramma relativo ad una normale
produzione in cui si osserva il picco dello ione Na* che copre il picco dello ione NH," (H), la leggera differenza di T nel fra G
e H é dovuto alla configurazione del sistema HPLC in cui il detector radiochimico & posto a valle del detector conduttimietrico

La presenza di sodio allinterno dei lotti di produzione e confermata dalle analisi di massa
che mostrano una presenza costante intorno a 3.5 mM, tale valore non presenta alcuna
controindicazione per la somministrazione risultando di gran lunga inferiore per esempio al

sodio assunto mediante soluzioni fisiologiche (0.39M).

Nei lotti di Ammonia viene valutata anche la presenza di Alluminio. Nella prassi quotidiana
guesto viene fatto qualitativamente secondo il saggio previsto dalla corrispettiva monografia
di farmacopea (test del Cromazurolo)™. Il nostro processo non evidenzia criticita in questo

senso, in fase di messa a punto tre diversi lotti di produzione sono stati analizzati con ICP-
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MS per determinare sia I'Alluminio residuo che le principali impurezze metalliche

normalmente dosate nei fluidi biologici, i risultati sono mostrati di seguito in tabella 11.

Analisi ICP-MS

Al 27 V51 Cr52 Mn 55 Fe56 Co59 Ni 60 Cu 63 Zn 66 As 75 Se 82 Cd111  TI205 Pb 208

Ref 4,589 <0,00 0,094 0,634 1,627 0,574 0,189 0,706 30,252 5714 6,324 0,802 0,835 1,430

ID1 2,423 <0,00 0,090 7,701 0,431 0,045 7,239 11,584 354,964 <0,00 0,460 1,518 0,001 0,227

ID2 4,773 <0,00 0,047 3,732 0,397 0,037 9,389 8,931 329,924 <0,00 0,493 0,573 0,001 0,165

ID3 | 85813 <0,00 0,495 22,762 2,852 0,079 78,037 44,304 896,389 <0,00 1,075 3,436 0,005 2,793

Ref 5,655 <0,00 1,830 2,906 1,923 1,675 2,219 4,108 68,943 14,926 19,355 1,555 17,049 7,074

Tabella 11: Analisi dei metalli residui di tre batch di produzione i valori sono espressi in ppb (ug/L)

Come si vede il valore di Alluminio e risultato sempre di molto inferiore al limite previsto
dalla farmacopea che & di 2ppm; i valore trovati sono dell'ordine dei ppb quindi di tre ordini
di grandezza inferiori al limite previsto. | valori piu elevati sono quelli che riguardano il lotto
numero 3 nel quale peraltro si osserva un innalzamento medio di un fattore 10 per quasi
tutti i metalli ricercati, indice forse di un problema di diluizione. Per quanto riguarda gli altri
contaminanti metallici il principale € risultato essere lo Zinco seguito da Manganese, Nichel

e Rame.

Per quanto riguarda le analisi di qualita sono eseguiti tutti i controlli previsti dalla
monografia di farmacopea quindi oltre alla gia citata purezza chimica (determinazione
dell'alluminio e analisi HPLC anche se non prevista da F.U.) viene misurato il pH e
mediante spettroscopia gamma viene valutata la purezza radionuclidica (end of synthesis
(EOS) e due ore dopo la sintesi per evidenziare eventuali impurezze, infine i controlli

microbiologici, test di sterilita e analisi dei pirogeni.

Formulazione e Qualita microbiologica

L’aspetto microbiologico della produzione del tracciante € fondamentale soprattutto per via
del suo carattere di sostanza iniettabile. Si & gia fatto cenno nei capitoli precedenti alla
necessita che il prodotto sia sterile e apirogeno, come si € gia parlato delle misure adottate
per mantenere la classe particellare dei locali in cui avvengono le sintesi; per quanto
riguarda la produzione del tracciante [**N]NH; la qualita & garantita in diversi modi. Oltre
alle normali procedure convalidate di pulizia del locale della cella in cui avviene il recupero
e soprattutto della cella QCHC in classe A dove avviene la filtrazione sterilizzante e la
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ripartizione del radiofarmaco prodotto nelle vial per il CQ, per il CC e nella vial finale, si
eseguono dei monitoraggi particellari in continuo e dei controlli microbiologici mediante
I'utilizzo di piastre a sedimentazione e piastre da contatto. Nel caso specifico dell'["*N] NH;
esiste un elemento di potenziale rischio microbiologico che é rappresentato dalla soluzione
acquosa che inevitabilmente rimane all’interno della linea di trasferimento. Il sistema non
prevede la possibilita di effettuare un’asciugatura della linea, e quindi esiste la possibilita di
crescita microbica all'interno di essa, per questo motivo sono state messe a punto delle
procedure di controllo e pulizia atte a minimizzare tale rischio, & stato creato un file di
lavaggio per il modulo di recupero che prevede una successiva fase di asciugatura
effettuata collegando azoto in ingresso al modulo. Si € provato anche a stoccare il sistema
in etanolo o miscele di etanolo/acqua, ma si € osservato che al passaggio della nuova
soluzione di acqua ed etanolo 5 mM era presente nel contenitore per il recupero degli scarti
(waste) un precipitato bianco; probabilmente I'etanolo determina il rilascio da parte dei
materiali polimerici del target di una qualche componente monomerica, la quale una volta
trovatasi in acqua precipita. Per questo motivo si € deciso di applicare una procedura che
prevede il controllo periodico della qualita microbiologica a mezzo di bioburden (valutazione
della carica microbica) seguita dalleventuale sostituzione della linea di trasferimento. I
bioburden e importante perché permette di valutare la carica microbica di partenza della
nostra soluzione, essa deve sempre essere inferiore alla capacita massima di

sterilizzazione garantita dei filtri.

Una volta purificato tramite passaggio su cartuccia a scambio anionico e filtrato steriimente
in classe A il radiofarmaco [**N]JAmmonia si presenta in una forma gia idonea alla

somministrazione nel paziente.

Utilizzo del tracciante nell’'unita di medicina nucleare

BN

L'intero processo di recupero € portato a termine in soli 20 minuti dalla fine
dell'irraggiamento comprese tutte le analisi di qualita, la dose consegnata &€ compresa tra

50-70 mCi e idonea all'iniezione nel paziente.

Grazie al sistema da noi messo a punto sono effettuati da diversi mesi esami PET-
Ammonia sia per scopi diagnostici che per protocolli di ricerca. Il numero di pazienti che
hanno usufruito di questo esame & ad oggi superiore alle 30 unita. In figura 18 é
rappresentata un esempio di un classico esame PET-Ammonia che viene effettuato
mediante due distinte iniezioni del tracciante in condizioni prima a riposo (rest) e poi in
condizioni di stress, lo stress viene generato in maniera artificiale mediante
somministrazioni di dipiridamolo, un farmaco che ha un effetto vasodilatore sui vasi
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sanguigni e che aumenta quindi il flusso e I'attivita cardiaca. Si tratta di una immagine di
fusione PET-TC in cui & possibile osservare da un lato 'immagine morfologica ottenuta con
la TC la quale evidenzia una stenosi coronarica, dall’altro invece si osservano i dati di
perfusione ottenuti con la PET i quali sottolineano come in corrispondenza della stenosi ci
sia un'area sofferente a ridotta perfusione (colore blu); I'esame in condizioni di stress
fornisce ulteriori informazioni: infatti viene confermata la ridotta perfusione del tessuto
prossimo alla stenosi confermandone la natura necrotica, e I'immagine evidenzia come
anche i tessuti circostanti la zona necrotica siano soggetti ad andare in sofferenza una volta
sollecitati (iniezione di dipiridamolo); infatti si osserva un estensione dell’area di colore blu

segno che il valore di perfusione in condizioni di stress si riduce ulteriormente.

C

13NH3 13103
. =z
= (G-stress
f

Dyp T
|| ___|ll
| I | | 1

25 30 35 40 45 50

Figura 18: viene rappresentato un tipico esame PET-ammonia costituito da un’acquisizione
in condizioni rest e una in condizioni stress. In alto € rappresentato la sequenza temporale dell'esame.

Costi e Impatto

La produzione di [**N]JNH; awviene allinterno di una radiofarmacia progettata per
consentire la produzione contemporanea di diversi radiofarmaci, con caratteristiche
tecniche adatte per operare anche in ottemperanza alle linee guida europee di Good

Manufacturing Practice (GMP), e che al momento opera in piena conformita con le NBP-
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MN. | criteri progettuali e costruttivi sono stati rivolti a minimizzare il rischio di cross-
contamination e a garantire il mantenimento delle caratteristiche ambientali previste dalla
normativa vigente (vedi par 1.5).

La radiofarmacia in questione (Figura 19) é costituita da: 4 laboratori di sintesi, un
laboratorio per il controllo di qualita, un magazzino a contaminazione controllata, un locale
tecnico, due spogliatoi (NC/classe D e classeD/classe C) ed un circuito di
decontaminazione costituito da bagno di servizio e doccia, infine sono operative sette celle
piombate utilizzate per eseguire le reazioni di marcatura che sono interfacciate con due
ciclotroni, un IBA Cyclone 18/9 e un Siemens CTI RDS 111.
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Figura 19: Piantina della radiofarmacia della nostra struttura, in giallo sono evidenziati i locali coinvolti nella
produzione di [*N]NHs.

| costi associati alla produzione del radiofarmaco comprendono:

-il materiale e le attrezzature impiegate;

il personale coinvolto;

i tempi di esecuzione;

i costi di mantenimento;

Va inoltre ricordato che I'analisi dei costi e delle risorse necessarie effettuata é riferita alla
sola parte di radiochimica e non include la parte medica dello studio, sono quindi esclusi i
macchinari diagnostici e destinati alla gestione del paziente, il personale medico,

infermieristico ed infine gli specialisti in fisica necessari per I'elaborazione delle immagini.
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Nel nostro caso le strutture, i locali e molte delle strumentazioni utilizzate erano gia
disponibili e non é stato necessario provvederne all'acquisto o alla realizzazione; come
descritto in precedenza all'interno di questo capitolo & stato perd necessario provvedere ad
ideare e realizzare il processo produttivo del[*NJNH; in maniera tale da adeguarlo ed
integrarlo al meglio alla nostra struttura, senza creare interferenze con le altre attivita svolte
nel sito produttivo. Volendo effettuare un’analisi dei costi legati alla realizzazione di questo
processo produttivo pertanto ci si limitera a considerare solo le attrezzature che é stato
necessario acquistare specificatamente per la produzione di [**N]NHs. Tali costi sono
rappresentati di seguito in tabella 12, gli importi in essa contenuti sono approssimati ma

realistici e sono basati sui prezzi medi di mercato comprensivi di IVA.

Strumentazioni Costi
Produzione

Celle Piombata € 180.000,00
Cella Piombata Classe A (QCHC) € 100.000,00
Target + sistema di trasferimento € 45.000,00
Modulo Dedicato Home Made € 1.500,00
Raccorderia € 1.000,00
Controllo Qualita

Sistema HPLC € 60.000,00
PhMetro € 800,00
Totale € 388.300,00

Tabella 12: Costi inerenti le strumentazioni

Bisogna considerare che nel conteggio € escluso un eventuale laboratorio di microbiologia
e relative strumentazioni poiché nel nostro caso i test di sterilita vengono eseguiti da una
societa esterna certificata; € inoltre escluso lo strumento VHP (Vaporized hydrogen
Peroxide) impiegato nella sterilizzazione di ambienti e superfici, che si rende sicuramente
necessario qualora si voglia adeguare i locali ad un regime GMP il cui prezzo indicativo si

aggira intorno ai 50mila euro.

Per quanto riguarda i costi del singolo esame essi sono elencati di seguito in tabella 13 e si
limitano ai soli costi di realizzazione del tracciante mentre per quanto riguarda i costi di

gestione necessari per il mantenimento della qualita del processo si rimanda al capitolo 6.
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Costo di un esame PET-Ammonia (2 sintesi)

Consumabili Produzione € 58,00
Consumabili Controllo di qualita € 329,00
Materiale per pulizie €7,00
Materiale per vestizione operatore €12,00
Totale € 406,00
Personale (4 unita) € 400,00
Totale costo [ *N]JNH3 € 806,00

Tab 13: Costi di produzione.

La presente analisi si riferisce ad una studio PET-Ammonia basato su una doppia
somministrazione del tracciante (rest/stress), che prevede quindi I'esecuzione di due sintesi
eseguite in completa conformita con i requisiti di qualita previsti dalle legge in vigore.

I materiali consumabili per la produzione includono: il target material (acqua + etanolo 5
mM iniettabile), la cannula sterile, le vial sterili da 30ml e 10ml, i filtri sterilizzanti ed i filtri di
sfiato, le cartucce per la purificazione, I'acqua sterile per i lavaggi ed infine gli aghi e le

siringhe.

I materiali consumabili per il CQ comprendono invece: il solvente per fase mobile (acqua +
HNO3 69%), le soluzioni di standard per le varie analisi, le cartucce per analisi pirogeni, le
piastre a contatto e le piastre a sedimentazione per i controlli microbiologici ed infine il
costo dei test di sterilita condotte dal terzista; di sicuro quest’ultima e la voce di costo che

incide maggiormente, soprattutto per le analisi microbiologiche.

Infine e stato considerato tutto il materiale certificato per le pulizie dei locali e delle
strumentazioni ed il materiale per la vestizione (tute, camici, sovrascarpe, maschere, cuffie

e guanti).

A questi costi si deve aggiungere il costo legato al personale della radiochimica; per questo
calcolo ci si & basati sul costo aziendale medio per unitd di personale tecnico-
amministrativo, che é di circa 30.000 euro/anno, quindi circa 2.500 euro/mese, e dunque

circa 100 euro/die.

Gli operatori necessari per portare a compimento le sintesi e consegnare le due dosi sono
quattro di cui un operatore per l'utilizzo del ciclotrone, un operatore per le sintesi, un
operatore per eseguire il controllo di qualita, ed infine un quarto operatore presente in
classe D destinato all’esecuzione del BPT e alla movimentazione delle schermature
piombate. Il costo del personale per I'esecuzione di due sintesi consecutive di [*N]NH; &

quindi di circa 400 euro; € da notare come il numero di operatori coinvolti sia elevato
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anche a causa della breve emivita del radionuclide '*N, che richiede I'esecuzione
simultanea di operazioni quali ad esempio il test del punto di bolla e i test analitici di CQ.
Attualmente il numero di esami PET-Ammonia/anno eseguiti nel nostro reparto e di circa
35 unita.

La durata dell'intero processo € di circa 2 ore per quanto riguarda la fase di preparazione, a
cui si devono aggiungere altre 2 ore per la fase di esecuzione, contando anche i tempi di
somministrazione ed analisi. La fase di preparazione prevede le pulizie dei locali e delle
celle, l'allestimento del modulo di sintesi, la preparazione del target material, i controlli di
buon funzionamento delle strumentazioni e il condizionamento dei sistemi di analisi, mentre
durante l'esecuzione si effettua il bombardamento, il recupero e la purificazione del
tracciante, il frazionamento, i controlli di qualita ed infine la somministrazione del tracciante
e l'acquisizione, secondo le modalita descritte nei paragrafi precedenti. Da notare infine che
il costo dei singoli operatori € stato considerato giornaliero e non limitato alle 4 ore
strettamente necessarie per le produzioni in virtu delle attivita collaterali alla produzione che
ricorrono nella pratica, ad esempio la stesura e l'aggiornamento delle procedure, gli

interventi di manutenzione, qualifica ecc.

Per quanto riguarda i costi di mantenimento come detto si rimanda al capitolo 6, ma in
generale comprendono tutte le spese necessarie per mantenere il sistema perfettamente
funzionante e rispondente alle specifiche di qualitd prestabilite e convalidate, quindi
includono sia gli interventi di manutenzione ordinaria o programmata, sia le procedure di
riconvalida.

La stima dei costi di mantenimento € difficile da effettuare con precisione in quanto é
influenzata da diversi fattori, ad esempio potra cambiare anche considerevolmente a
seconda che siano realizzate in casa o affidate alle ditte fornitrici magari includendole nel
contratto di manutenzione, per lo stesso motivo anche i costi di manutenzione potranno
essere diversi per ciascuno strumento.

A tutto questo si devono aggiungere i costi delle utenze e I'esigenza di essere supportati
da personale tecnico qualificato che si occupi dell’assistenza tecnica sugli impianti e sulle
attrezzature, in caso di guasti e di malfunzionamenti; nella realta lavorativa in cui é stato
svolto il progetto ci si appoggia al servizio di ingegneria clinica e al personale dell'area

tecnica dell’ospedale che si fa carico del costo.
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4 Radionuclidi a Lunga emivita: Produzione **Cu

4.1 Materiali, apparecchiature e metodi

Lavaggio Vetreria

La vetreria utilizzata e stata lavata con una procedura specifica per la rimozione delle
impurezze metalliche; essa prevede un lavaggio iniziale con detersivo decontaminante
CONTRAD® 2000 concentrato; la vetreria & quindi lasciata per 24 ore in Acido Nitrico 6 N
(269,2 ml H,O MilliQ + 230,7 ml HNOs; 60%), si risciacqua abbondantemente con H,O
MilliQ e successivamente si lava con etanolo; infine si lascia asciugare la vetreria in stufa a
100C per 30 minuti.

Preparazione soluzione di elettrodeposizione **Ni e "Ni

Per la preparazione delle soluzioni di elettrodeposizione sono stati utilizzati reagenti ad
elevata purezza: HNO; 60% Ultrapur Metal basis Merck S.P.A; NH,OH 28%, 99,99+%
Sigma Aldrich e Ni(NO3), *6H,O Sigma-Aldrich; NH4CI 99.999% Puratronic, Metal basis
AlfaAesar GmbH; H,O MilliQ Waters (acqua ultrapura con resistivita di 18 MQ/cm);

Il ®Ni arricchito (<0.00376% *°Ni;<0.00298% °°Ni; <0.0058% °®'Ni; 0.135 °’Ni e 99.858%

®Ni) & stato acquistato dalla TraceSciencesinternational.

Si utilizzano: una piastra riscaldante con agitatore magnetico e ancorette magnetiche 12 x
4,5 mm; un pHmetro da banco 826pHmobile/827pHlab Methrom che monta un elettetrodo
Biotrode prowvisto di sensore per la temperatura; pipette pasteur Transfer pipette in
polyethylene da 3.2 ml, Aldrich e Pipette tarate Eppendorf P1000 e P200 per le aggiunte

dei reagenti; una bilancia analitica Gibertini per le pesate ed un termometro a mercurio.

Il tampone NH,4OH/NH,CI si prepara miscelando 40 ml di NH,OH con 30 ml di H,O MilliQ a
Cui si aggiungono sotto agitazione energica volumi successivi di circa 500mg di NH,CI fino

a raggiungere pH pari a 9.24.

Procedura: si pesa il quantitativo desiderato di nichel metallico in un beaker (20, 50 o
100mg), si aggiungono 2 ml HNO3; 60% e I'ancoretta magnetica, si fa sciogliere il nichel a
100C su piastra riscaldante sotto agitazione, la soluzione si colora di verde; si lascia
evaporare la soluzione sino a raggiungere un volume pari a 0,3 ml; si lascia raffreddare fino
alla temperatura 30C; quindi si aggiungono 1,4 ml di H20 milliQ seguiti da 2 ml della
soluzione tampone NH,OH/NH,Cl a pH 9.24, (la colorazione vira verso il blu); si

aggiungono ancora 5,5 ml di HO MilliQ; quindi 0,8 ml di NH,OH 28% (la soluzione si colora
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di blu intenso); con la pipetta tarata si fanno aggiunte goccia a goccia di NH,OH 28% fino
all'ottenimento di un pH di 9,24 alla temperatura di 25,5C; la soluzione elettrolitica cosi

ottenuta viene trasferita in una vial da 10 ml, sigillata e conservata in frigo.

L’elettrodeposizione del **Ni

Il modulo per I'elettrodeposizione € un modulo Comecer prototipo del sistema Alceo e non
integrato con esso, a cui sono stati applicati due diversi modelli di catodo in oro, tali da
adattarsi rispettivamente a target cilindrici e piatti; entrambi i modelli di catodo
presentavano integrato un sistema di riscaldamento, ed un sistema di lettura della
temperatura, basato su una termocoppia. Il modulo si avvale di un alimentatore in grado di
applicare potenziali fino a 10 Volt, ed e stato implementato con un sensore di flusso
Sensirion modello SLQ-HC60. In alcuni esperimenti & stato collegato un alimentatore
esterno Elind modello 3232 in grado di applicare voltaggi fino a 32 Volt.

Una volta tarato il target e trasferita la soluzione elettrolitica nella vial di partenza, si
verificano le continuita elettriche a mezzo di tester, si aziona la pompa di ricircolo e quando
il flusso si stabilizza si applicano i parametri ottimali di deposizione (3.0 Volt, flusso 90%,
temp 30C) e si lascia depositare per 24-48 ore controllando il tracciato della corrente
periodicamente; a deposizione ultimata si rimuove la soluzione elettrolitica, si risciacqua
con acqua ed etanolo ed infine si lascia asciugare a 60 T per 20 minuti; si rimuove quindi il

target e si verifica per pesata la resa della deposizione.
La Produzione del radionuclide ®Cu

Per la produzione del *Cu si utilizza un ciclotrone IBA Cyclone 18/9 (IBA, Louvain la
Neuve). L'energia dei protoni viene ridotta da 18 a 16.6-15MeV utilizzando foil di alluminio

dello spessore rispettivamente di 250-500um.

La gestione delle fasi di trasferimento target, irraggiamento, dissoluzione e purificazione,
sono state condotte con il sistema Alceo Metal della Comecer costituito dalle Unita PTS (
per l'irraggiamento), EDS (per la movimentazione e stoccaggio target) e I'unitd PRF (per la
dissoluzione e purificazione del metallo).

La gestione del processo avviene con i diversi sinottici opportunamente disegnati per
ciascuna unita che si basano tutte sulla piattaforma Movicon versione 11.2. Una volta
trasferito il target al ciclotrone e attivati i sistemi di raffreddamento si awvia |l
bombardamento (condizioni standard 30uA per 4 ore); al termine dell'irraggiamento il target

e richiamato in cella e lasciato decadere per 12 ore.
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Procedura purificazione di ®*Cu da ®Ni

Si utilizzano: Resina AG1-X8 (BioRad; 200-400 Mesh, Chloride Form); HCI 30% Ultrapur
(Merck S.p.A)) H,O MilliQ (acqua ultrapura con resistivita di 18 MQ/cm); Colonna Econo
Column (BioRad, 1.0 x 30 cm), con tappo a vite; pipetta Pasteur (Transfer pipette,

polyethylene, 3.2 ml, Aldrich);

Si preparano soluzioni di HCI 6N, 4N e 0.5N, secondo le modalita di seguito descritte:
- HCI 6N: 317 ml di HCI 30% Ultrapur + 183 ml di H,O MilliQ;

- HCI 4N: 211,4 ml di HCI 30% Ultrapur + 288,6 ml di H,O MilliQ;

- HCI 0.5N: 26,4 ml di HCI 30% Ultrapur + 473,6 ml di H,O MilliQ;

Si pesano 7 g di resina AG1-X8 in una bottiglia Nalgene da 30 ml con tappo a vite; si
aggiungono alla resina 10 ml di HCI 6 N; si agita la sospensione quindi la si carica sulla
colonna Econo Column, precedentemente alloggiata nell'apposita sede del modulo di
purificazione; si compatta il materiale con flusso di elio e si ripete il carico fino a che tutta la
sospensione di resina non é stata caricata; infine si effettua il condizionamento con altri 30
ml di HCI 6N. Tutte queste operazioni sono effettuate prima del recupero del target
radioattivo.

La dissoluzione e la purificazione del radiometallo sono condotte mediante modulo PRF del
sistema Alceo, e prevedono, nell'ordine: i) la dissoluzione del target material irraggiato
(**Ni/**Cu) con 6 ml di HCI 6N il ad una temperatura di 100 <C; ii) il trasferimento della
miscela ®Ni/®*Cu sulla colonna di purificazione; iii) un primo lavaggio delle linee e del
reattore con 10 ml di HClI 6 N con trasferimento di tale soluzione sulla colonna di
purificazione; iv) un secondo lavaggio delle linee e del reattore con altri 10 ml di HCI 6 N e
v) carico sulla colonna di purificazione. Successivamente si eluisce come segue: i) I°
Frazione (**Ni) con 40 ml HCI 6 N; ii) eluizione 11°Frazione c on 20 ml HCI 4 N:; iii) eluizione
della Ill° Frazione (®*CuCl,) con 10 ml HCI 0.5 N. La pressione di esercizio dell’elio nel

modulo e di 2 bar. La soluzione recuperata € inviata ad una vial di raccolta.

La purezza radionuclidica

E’ stata valutata con un rivelatore per radiazione gamma a semiconduttore di Germanio
iperpuro. Tale rivelatore € collegato ad un sistema multicanale a 8000 canali che copre un
range energetico di circa 2000 keV. (ORTEC GXM HPGe MCA, efficienza relativa 20%,
risoluzione energetica 1.90 keV sul picco di 1.33 MeV del Co60). Lo strumento é stato
tarato utilizzando sorgenti calibrate, per I' energia e l'efficienza. | campioni di rame e di
ammonia sono stati analizzati a tempi diversi fino ad un massimo di 2 settimane per

verificare la presenza di radionuclidi contaminanti a lunga emivita.
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4.2 Risultati e Discussioni

Ad oggi i radionuclidi maggiormente utilizzati per la marcatura dei radiofarmaci PET sono |l
C e il *®F, tuttavia nuove classi di radioisotopi stanno suscitando grande interesse e
acquistando sempre maggiore importanza, e la medicina nucleare guarda con molto
interesse per esempio verso i radioisotopi metallici. All'interno di questa grande famiglia di
radionuclidi un ruolo di primo piano & occupato dal rame-64 (®*Cu) che risulta di estremo
interesse sia in ambito terapeutico che diagnostico per via delle sue uniche proprieta radio-
fisiche. Infatti Cu-64 ha un tempo di dimezzamento di 12.7 ore, mediamente molto piu
lungo della maggior parte dei radionuclidi emettitori di positroni; inoltre esso mostra un
profilo di decadimento peculiare, con un 18% di decadimento 8, il 39 % di decadimento B*

mentre per il restante 43% dei nuclei decade per cattura elettronica (Schema 4).

Cu—d
1+ 12,788 H 12,788 H
1.6751
+
z 1.3458 ‘\\EE 8.47 7
S . GEEE b+ 17.48 %
[1-6d EC 43.18 7

Schema 4: Schema di decadimento del ®*Cu

Gli elettroni emessi tramite il decadimento B~ (insieme agli elettroni Auger) possono essere
sfruttati per la terapia tumorale mentre i positroni liberati in seguito al decadimento B* sono
sfruttabili per I'imaging, tramite I'impiego di opportuni scanner PET. In linea teorica con |l
®Cu si apre la possibilita di realizzare molecole che non solo siano in grado di identificare
le cellule neoplastiche ma contemporaneamente permettano, almeno in teoria, di realizzare
una radioterapia cellula-specifica dall'interno dell’organismo minimizzando cosi gli effetti
collaterali della radioterapia classica.

Per questo motivo nel reparto di medicina nucleare, presso cui e stato svolto il presente
con *Cu il [*CulJATSM impiegato nello studio dellipossia tissutale. Si tratta di un
radiofarmaco sperimentale e come tale risulta sprovvisto della corrispondente monografia
di Farmacopea, pertanto il suo processo produttivo deve avvenire in aderenza con quanto
previsto dalla legge 200/07 seguendo le linee guida internazionali (es ICH e cGRPP), infine
nell’ottica di un suo utilizzo tutti i dati legati al processo, alla qualita e alla sicurezza devono
essere raccolti all'interno del corrispondente IMPD e sottoposti all'autorita competente.
Durante il corso del presente lavoro ci si & occupati nello specifico della messa a punto del

processo produttivo del radionuclide ®**Cu che presenta numerose criticita.
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4.2.111 processo produttivo del ¢Cu

Il radionuclide rame-64 puo essere prodotto attraverso diverse reazioni nucleari,
®47Zn(d,2p)®Cu, *°zn(d,0) **Cu, *Zn(p,an) **Cu, ®*Zn(n,p) **Cu, **Ni(d,2n) **Cu, **Ni(p,n) **Cu.
Tra tutti questi metodi quello piu utilizzato e che ha di fatto reso piu accessibile il
radionuclide & quello che prevede I'impiego di un ciclotrone di media energia (come quelli
impiegati in campo medico) irraggiando con protoni un target di nichel-64 secondo la
reazione *Ni(p,n)*Cu. Il target material & nichel-64 con purezza > 95%. Poiché
'abbondanza naturale del Ni-64 & pari allo 0.9%, cio determina da un lato costi elevati del
materiale da irraggiare (ad oggi il costo del *Ni arricchito al 95% si aggira intorno ai 25mila
euro/g) e la necessita di mettere a punto procedure per il recupero del nichel-64 non
convertito; dall’altro si devono realizzare sistemi dedicati che si interfaccino con i singoli
ciclotroni e che si adattino alle caratteristiche specifiche di un dato impianto; infatti la
gestione di un target solido € molto piu difficoltosa e complessa rispetto a quella per un
target liquido 0 gassoso.

Il metodo attualmente pit utilizzato per la produzione del ®*Cu & quello di partire da supporti
del target di varie forme e dimensioni, in genere realizzati con materiali nobili quale oro e
platino, su cui viene elettrodepositato un sottile strato di nichel-64, con uno spessore
compreso fra 20 e 300 pm; considerato il costo elevato del ®**Ni, & cruciale trovare un
compromesso ottimale fra le necessita contrapposte di utilizzare quantita elevate di metallo
di partenza (I'attivita prodotta € infatti funzione, entro certi limiti, della massa irraggiata) e di
risparmiare per evidenti ragioni economiche. Una possibile soluzione e quella di restringere
la superficie del deposito in modo che coincida con la distribuzione spaziale del fascio di
particelle collimanti, ma per fare ci0 € necessaria una raffinata regolazione del fascio
stesso, per centrarlo sull’area di interesse. In conseguenza delle elevate temperature che si
generano nel corso dellirraggiamento il target deve essere prowvisto di un adeguato
sistema di raffreddamento, che funziona mediante flussi di gas e ricircolo di acqua; il
mancato raffreddamento puo portare alla fusione del metallo o all’evaporazione del target
material, specie nel caso quest’'ultimo venga depositato in strati molto sottili, con riduzione
dellattivita prodotta®. L’irraggiamento pud avvenire con fasci di protoni di energia
compresa fra 4 e 16 MeV, anche se il valore di cross section massimo per la reazione
®Ni(p,n) **Cu si ottiene per energie del fascio di circa 11MeV®; le correnti dirette sui target
sono di solito comprese fra 15 e 60 pA. Il processo di irraggiamento appena descritto porta
alla formazione di impurezze radionuclidiche che si originano in seguito a reazioni nucleari
collaterali subite dal ®*Ni come ®Ni(p,a)*Co (3%) oppure per la presenza di impurezze nel
materiale irraggiato ad esempio (es *®Ni che determina la formazione di **Co secondo la
reazione *®Ni(p,a)>°Co), nel caso del °®'Co il problema & limitato dalla breve emivita del

radionuclide (T, =1.6 h), le altre impurezze radionuclidiche invece possono essere
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minimizzate utilizzando materiale arricchito ad elevata purezza o mediante adeguate
procedure di preparazione del target material. Nonostante gli accorgimenti che si possono
adottare all'atto dell'irraggiamento, piccole percentuali di altri isotopi contaminanti saranno
sempre presenti soprattutto >’Ni e *>*®Co *° e dovranno essere eliminate successivamente
alla produzione mediante adeguate procedure di purificazione previa dissoluzione del target
material. Terminato l'irraggiamento infatti il target material viene disciolto mediante I'utilizzo
di acidi concentrati a caldo, il che provoca la dissoluzione di tutti i metalli presenti, nichel
non trasformato, rame e impurezze (soprattutto cobalti radioattivi); tale miscela viene poi
sottoposta a purificazione mediante cromatografia ionica. Si utilizzano delle resine
commerciali a scambio anionico (Dowex, AG1-X8, resine con gruppi ammonio quaternario
ecc), le quali sfruttano una diversa affinita nei confronti dei complessi anionici che nichel,
rame e cobalto formano in acqua; la purificazione e ottenuta mediante eluizione selettiva
dei diversi metalli che viene realizzata tramite il passaggio sulla colonna di resina di HCI a
diverse molarita. La dissoluzione awviene tipicamente con HCIl 6M; a questi valori di
molarita o superiori il Nichel non é trattenuto e viene eluito, riducendo la molarita a 2-4M e
possibile eluire i cobalti, infine scendendo a valori di 0.5M-0.1M si realizza I'eluizione del

rame®83,

Le rese di purificazione sono variabili e dipendono essenzialmente dalla
lunghezza della colonna ionica e dalla molarita dell'acido; il rischio maggiore € ovviamente
guello di co-eluire il rame insieme ai cobalti. Un metodo utilizzato &€ quello di diminuire
gradualmente la molaritd di HCI per rimuovere separatamente i cobalti dal rame. Gli
strumenti, i materiali e le procedure impiegate nel processo devono garantire, per quanto
possibile, la riduzione della presenza di contaminanti di natura metallica, al fine di ottenere
buoni risultati in termini di attivita specifica e purezza del prodotto; questo condiziona la
scelta dei materiali, che devono essere ove possibile di natura plastica; i reagenti impiegati
devono essere preferibilmente di grado metal basis, oppure subire trattamenti per
rimuovere possibili impurezze metalliche; € infine necessario adeguare le procedure
operative: ad esempio la vetreria utilizzata dovra subire opportuni lavaggi e trattamenti per
rimuovere tracce di metalli. Il **Cu cosi eluito dalla resina anionica nella forma di
[**Cu]CuCl, pud essere concentrato o utilizzato tal quale nelle successive reazioni di
marcatura; tali marcature prevedono sempre [limpiego di opportuni chelanti,
precedentemente legati alle molecole di interesse, che sono in grado di coordinare gli atomi

metallici radioattivi.
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4.2.2 Requisiti da soddisfare
Come gia osservato nei paragrafi precedenti, produrre un tracciante in conformita con
quanto previsto dalle NBP-MN impone tutta una serie di obblighi che sono riassunti in

maniera schematica qui di seguito:

« |l radiofarmaco deve essere prodotto con un grado di purezza chimica, radiochimica
e radionuclidica tali da non rappresentare un pericolo per il paziente o produrre
risultati non significativi.

e E’importante che il radiofarmaco sia prodotto con adeguati valori di attivita specifica
che consentano di utilizzare il radiofarmaco anche in dosi traccianti ad esempio per
studi recettoriali.

» Poiché il radiofarmaco € un prodotto iniettabile le procedure di lavorazione,
formulazione e trasporto, dovranno essere tali da garantire la sterilita e I'apirogenita
del prodotto.

» La sterilizzazione si effettua di solito mediante I'impiego di filtri sterilizzanti che pero

devono essere testati per ogni lotto mediante specifici test (test del punto di bolla).

e la produzione deve avvenire in locali classificati che devono garantire adeguate
caratteristiche da un punto di vista della qualita microbiologica e particellare. | locali
devono essere monitorati in continuo e i parametri devono mostrare un andamento
adeguato nel tempo. La strumentazione coinvolta nel processo di sintesi (ad es.
celle piombate e moduli di sintesi) deve essere collocata in ambienti classificati
(classe C o D).

» |l personale pud accedere a questi locali in seguito ad una procedura di pulizia e
vestizione ben precisa che prevede anche una doppia vestizione, prima per il
passaggio da locali non classificati ad ambienti di grado D, e quindi per il
passaggio da ambienti di grado D alle aree di grado C. inoltre devono essere
previste delle procedure di training e aggiornamento continuo degli operatori
coinvolti.

+ Gli ambienti e le attrezzature utilizzate nella radiosintesi devono essere sanitizzate
prima di ogni utilizzo, seguendo dei piani di sanitizzazione appositamente studiati e

approvati che prevedono l'utilizzo di materiale idoneo e l'alternanza dei sanitizzanti
stessi.

e Per ogni batch di produzione devono poi essere prelevate aliquote di prodotto, per

produrre rispettivamente un campione destinato al controllo di qualita e un altro
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campione detto Controcampione con la funzione di backup per garantire la

possibilita di un retest completo in caso di problemi legati al lotto in questione.

* Le operazioni di frazionamento saranno da condurre in ambienti classificati (QCHC

di Classe A) tali da salvaguardare la qualitd microbiologica del prodotto.

* In generale per la produzione dei radiofarmaci ed in particolare per la produzione di
radionuclidi radiometallici e loro radiofarmaci, tutte le procedure di lavorazione
dovranno essere condotte in condizione di adeguata sicurezza radioprotezionistica,
visto le particolari caratteristiche (energie delle radiazioni, tempi di dimezzamento
maggiori ecc) di questi radionuclidi le protezioni e le schermature dovranno essere
adeguate e correttamente dimensionate e tutte le procedure di contorno (pulizie,
lavaggio moduli, smaltimento dei rifiuti ecc) dovranno essere appositamente

studiate.

Soddisfare questi requisiti utilizzando radionuclidi metallici non & semplice e richiede
accorgimenti tecnici ed investimenti anche considerevoli; in particolar modo €
necessario avere particolare cura degli aspetti di radioprotezione vista la piu lunga

emivita di questi radionuclidi.

4.2.3 Processo Produttivo nella nostra struttura

Il gruppo di radiochimica presso cui ho svolto il mio progetto di dottorato, si occupava gia
da alcuni anni di traccianti PET marcati con ®*Cu in particolare della produzione del
tracciante [**Cu]ATSM.

Nella nostra struttura la produzione del ®‘Cu avviene tramite I'utilizzo di un Ciclotrone IBA
modello Cyclone 18 MeV a partire da */Ni secondo la reazione nucleare *Ni(p,n)**Cu.
Come gia accennato in precedenza uno dei principali problemi legati alla produzione di
®Cu (e dei radiometalli in genere) & la sua natura solida, che rende difficoltosa
'automazione del processo di trasferimento del target dal ciclotrone al modulo di sintesi,
nonché le successive fasi di purificazione del radiometallo desiderato, non di rado
costringendo gli operatori ad eseguire operazioni manuali che li espongono ad ingenti
quantitativi di radiazioni. Per questo motivo presso il nostro gruppo, in collaborazione con la
societa Comecer, & stato sviluppato un sistema completamente automatizzato di nome
“Alceo Metal Light” (figura 20) in grado di gestire interamente le fasi di preparazione,
irraggiamento, trasferimento, dissoluzione e purificazione del ®*Cu e successivamente la
sintesi del tracciante desiderato®, un sistema come questo si rivela pressoché
indispensabile qualora si desideri utilizzare il tracciante prodotto nel’'uomo, e quindi venga

richiesto di operare secondo NBP-MN.
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Figura 20: Il sistema Alceo Metal Light

Piu in dettaglio il sistema Alceo e composto da:

a. Un'unita per lirraggiamento del target material. Questo componente é collocato su una
delle porte di uscita del Ciclotrone e comprende oltre al target stesso tutti i sistemi ausiliari
necessari per il bombardamento (raffreddamento, movimentazione pneumatica, sensori di
flusso, di temperatura, di posizione)

b. Un'unita dedicata all’elettrodeposizione del metallo nonché al trasferimento pneumatico del
target dall’'unita al ciclotrone ed infine al recupero dello stesso target una volta terminato il
bombardamento.

c. Un’altra unitd, integrata con la precedente e dedicata alla dissoluzione e purificazione del
radiometallo prodotto.

d. Un'ultima unitd automatizzata dedicata alla marcatura del tracciante desiderato.

e. Infine un sistema hardware e software dedicato alla gestione dell'intero sistema.

Per ottenere un radionuclide che soddisfi i requisiti di qualita richiesti, vista anche la
complessita del sistema, € necessario che ogni passaggio del processo produttivo sia
adeguatamente studiato e ottimizzato, esistono criticita specifiche per ogni fase della
lavorazione, ma di sicuro quelle che si sono dimostrate piu critiche, e che richiedono un

attento lavoro di ottimizzazione sono:

- lelettrodeposizione del *Ni sul target
- il bombardamento del target material con il ciclotrone
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Elettrodeposizione del nichel-64

.....

partendo proprio dallo step di elettrodeposizione, che rappresenta il punto di partenza
dellintero processo produttivo del ®“Cu. In questa fase del processo si realizza il
trasferimento del target material (**Ni) sul target, un supporto cilindrico realizzato
esternamente in alluminio anodizzato e contenente all'interno un bicchiere in platino, che &
un metallo molto piu resistente e idoneo sia ai trattamenti galvanici che alla fase di

irraggiamento.

Figura 21: Il modulo per I'elettrodeposizione dei metalli, € visibile I'unita centrale (A),
la cella elettrolitica (B) e il PC con il software dedicato (C)

In figura 21 é riportato il sistema utilizzato per I'elettrodeposizione che € composto da:
un’unita centrale costituita da tutti componenti che realizzano i vari circuiti di deposizione;
una cella elettrolitica in cui avviene la deposizione del metallo; ed infine un PC con il
software dedicato alla gestione del processo. L’elettrodeposizione € un processo galvanico
in cui viene applicata una differenza di potenziale (ddp) fra due elettrodi, I'anodo, caricato
positivamente, e il catodo, caricato negativamente posti all'interno di una soluzione
elettrolitica. Quando si applica il voltaggio, gli ioni presenti in soluzione iniziano a muoversi
verso gli elettrodi in funzione della loro carica e quando raggiungono la superficie degli
elettrodi si verificano delle reazioni di ossido-riduzione che determinano il passaggio di
elettroni dall’'anodo al catodo realizzando cosi la chiusura del circuito elettrico. Nel nostro
caso lo ione di interesse, presente in soluzione, € il Ni* che si riduce al catodo a Ni°
realizzando in questo modo il deposito.

La soluzione €& posta in una vial di partenza che € messa in collegamento con la cella

elettrolitica tramite una serie di linee in PTFE (@ 1/16”) e di elettrovalvole che permettono di
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realizzare i diversi circuiti di ricircolo. La soluzione e fatta ricircolare in questo sistema
grazie ad una micro pompa a membrana da 12 V. Per quanto riguarda la cella elettrolitica
questa é costituita dal target stesso e da una struttura cilindrica in PEEK. |l target viene
posizionato su un catodo in oro il quale garantisce il contatto elettrico e contiene anche il
sistema per il controllo della temperatura. La struttura in PEEK si inserisce nel target
andando a costituire con esso la cella elettrolitica vera e propria; in essa sono presenti
anche l'anodo, costituito da un piccolo tubo di Platino che rappresenta anche il punto di
ingresso della soluzione elettrolitica nella cella e altre 2 linee in PTFE le quali permettono |l
ricircolo della soluzione e lo svuotamento della cella. Tutti questi dispositivi sono
interfacciati con un software, il cui sinottico € riportato in figura 22, attraverso di esso e
possibile regolare e monitorare i parametri coinvolti nel processo, registrare i tracciati di
deposito, controllare pompa ed elettrovalvole realizzando differenti circuiti per le fasi di

deposizione, lavaggio e dissoluzione del target.
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Figura 22: Il sinottico per la gestione dell’elettrodeposizione,attraverso cui si possono regolare /monitorare i
parametri del processo, realizzare diversi circuiti per le fasi di elettrodeposizione, lavaggio e dissoluzione del
target.

L'elettrodeposizione rappresenta di sicuro uno degli step piu critici dell'intero processo
produttivo del ®*Cu; infatti & necessario prestare attenzione non solo alla quantita di metallo
depositato ma anche alle sua forma, al suo posizionamento e alle sue caratteristiche
meccaniche e superficiali; per esempio un deposito irregolare o non allineato con il fascio
riduce l'efficienza del bombardamento, se invece il deposito hon € compatto o non ha

un'adeguata resistenza meccanica rischia di frantumarsi quando incontra il fascio di
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particelle accelerate e cosi via. Per ottenere un deposito di caratteristiche idonee alla fase
di irraggiamento & stato necessario studiare tutti i parametri in gioco e trovare il miglior
compromesso. Tali parametri sono: il pH e la composizione della soluzione, il voltaggio
applicato, il flusso della soluzione, la temperatura, la geometria della cella ed infine il

tempo.

Sono stati effettuati numerosi test di deposizione andando a variare i suddetti parametri al
fine di trovare il miglior compromesso. | risultati piu significativi sono riassunti In tabella 14
Per la fase di messa a punto & stato utilizzato Ni naturale al posto del ®Ni visto I'elevato

costo di quest’ultimo.

DATI DEPOSIZIONI
Lotto Lotto soluzione (O/';l;;smssa) Voltaggio Tem;()g)a tura Durata (Ore) Co(r;]r)iz. Cor(rr:iAr;ale p":—::;l)l mg Depositati

Ni60-170210 SOLNi60-A1 100 2,5 25 47 40 # # 47
NiNAT-010310 | SOLNINAT-A2 60 2,6 25 51 25 # # 29
NiNAT-080310 | SOLNINAT-A3 45-->60 2,8-->2,9 25 25+48 25/24 20 9,1 76,6
NiNAT-100510 | SOLNINAT-A4 60 2,8-->3,0 25 48+24 32/25 15 9,1 4,8+87,2
NiNAT-260510 SOLNINAT-A5 60 2,8 25 18 40 # # 10
NINAT-030610 SOLNINAT-A5 60 2,8-->3,2 25 19+6 28 # # 20
NiNAT-070610 SOLNINAT-A6 60 3,0-->3,2 25 22+20 45/35 # # 74,5
NiNAT-090610 | SOLNINAT-A6 60-->85 3,2 25 47 47 # 9,22 48/shortcircuit
NiNAT-140610 | SOLNINAT-A6 60 3,0 25 59 38 15 9,2 96
NiNAT-210610 | SOLNINAT-A6 85 3,0 25 55 43 23 9,3 93
NiNAT-280610 SOLNINAT-A6 60 3,0 25 48 55 26 9,17 90
NiNAT-300610 SOLNINAT-A7 50 3,0 25 42 42 28 9,1 97
NiNAT-060710 SOLNINAT-A7 50 3,0 38 49 45 14 9,09 99
NiNAT-190710 | SOLNINAT-A7 50 3,0 38 48 60 21 9,19 98,6
NiNAT-260710 | SOLNINAT-A7 50 3,0 38 48 45 15 9,08 92
NiNAT-051010 | SOLNINAT-A8 50 3,0 25 47 43 27 9,2 92
NiNAT-111010 SOLNINAT-A8 50 3,0 25 48 47 27 9,3 94,4
NiNAT-131010 SOLNINAT-A9 50 29 25 46 41 17 9,2 8,7
NiNAT-181010 SOLNINAT-A9 70 29 25 46 45 25 9,3 88,8
NiNAT-201010 SOLNINAT-A9 90 29 25 43 47 21 9,3 84
NiNAT-251010 | SOLNINAT-B1 100 2,9 25 24 56 51 9,3 84
NiNAT-271010 SOLNINAT-B1 90 29 25 39 57 30 9,3 92
NiNAT-151110 SOLNINAT-B1 90 29 25 24 49 43 9,3 78,8
NiNAT-161110 SOLNINAT-C1 90 29 25 15 55 42 9,3 93
NiNAT-171110 |SOLNINAT-(NiCI2) 90 2,9 25 20 7-->4 # # 2
NiNAT-181110 | SOLNINAT-B1 90 2,9 25 25 61-->53 31 9,25 25
NiNAT-221110 | SOLNINAT-B2 90 2,9 25 19 49-->41 29 9,32 95
NiNAT-211210 SOLNINAT-B1 90 29 25 26 53 49 9,3 70
NiNAT-271210 SOLNINAT-C2 90 29 25 23 67 60 9,25 91,3
NiNAT-281210 SOLNINAT-B2 90 29 25 18 67 49 9,26 47,2
NiNAT-291210 SOLNINAT-B2 90 2,9 25 23 54 41 9,26 39,4

Tab 14: Risultati depositi nichel naturale eseguiti su target alluminio cilindrico
con fondello di platino, e superficie di deposito del diametro deposito 8 mm
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La soluzione elettrolitica

La soluzione elettrolitica gioca un ruolo fondamentale nel processo; in letteratura sono

2+ 8084.8586 el nostro caso si

riportate diverse ricette utilizzate per depositare lo ione Ni
partiti da una soluzione acquosa di Ni**, ottenuta per dissoluzione di nichel metallico con
acido nitrico concentrato a cui viene aggiunto tampone NH4;OH/NH,Cl e che viene infine
tamponata a pH 9.2 per aggiunta di aliquote di NH,OH 28%. Questa soluzione ha una
colorazione blu intensa dovuta ai complessi di Ni(NH?)?', e si decolora con il procedere
della deposizione e la riduzione della concentrazione di ioni Ni* in soluzione; Gli
esperimenti sono stati condotti su aliquote di 10ml in cui venivano disciolti quantitativi di Ni
compresitrai 20 e i 100mg.

Sono state provate anche altre ricette per esempio una soluzione di NiCl, in acqua a pH 7

senza tuttavia ottenere risultati soddisfacenti.

E’ stato dimostrato®’ che il meccanismo di riduzione elettrochimica del nichel cloruro in

presenza di ammonio cloruro € il seguente:
Ni(NH;),Cl; + 2e~ — Ni' + 2NH; + 2C]

La stabilita delle specie di nichel in soluzione cambia in funzione del pH, infatti e stato
osservato come esistano tre regioni di pH distinte in cui varia la specie prevalente: fra 0-7.5
vi & la prevalenza del NiCl, fra 7.5-12 prevalgono i complessi di Nichel con ammonia (da
NiNH5** fino a Ni(NH3)s”" ), per valori di pH superiori a 12 infine si osserva prevalenza di
Ni(OH), %.

Nella nostra soluzione che ha un pH di circa 9 le specie prevalenti sono i complessi
Ni(NH5),** pertanto la riduzione procede secondo il meccanismo proposto da Davison ed

Harrison®® e Philip e Nicol® schematizzato di seguito

Ni(NH;3)>" + e — Ni(NH3)! + (n —m)NH;
Ni(NH;), — Ni(NH;), (ads)’

Ni(NH;), (ads)" + e — Ni’ + mNH;

Questo meccanismo ci fa vedere come al catodo all'atto della riduzione del Ni si sviluppi
anche ammoniaca, questo spiega anche come mai al termine delle deposizioni il pH sia

sempre superiore di 1 o 2 decimi di punto.

105



Gli elementi che maggiormente influenzano il processo sono il tampone, il pH e la
concentrazione di Nichel.

La concentrazione di Ni in soluzione influenza principalmente il tempo della deposizione, i
depositi vanno a compimento dalle 12 alle 48 ore a seconda del Ni disciolto in partenza; ma
la concentrazione del metallo € importante anche per la morfologia del deposito soprattutto
nelle sue fasi finali. Infatti mentre ad inizio deposizione la concentrazione di Ni & alta e
prevale la reazione Ni** + 2e° > Ni° al catodo, a fine deposizione, quando la
concentrazione di Ni € molto piu bassa accade che siano altre le reazioni prevalenti, per
esempio 2H'+ 2e” > H, 45 Queste reazioni, anche per il fatto di sviluppare micro bolle di
gas, alterano [l'equilibrio catodico di riduzione e possono ostacolare o addirittura
interrompere la deposizione; I'idrogeno é responsabile di un deterioramento della superficie
del deposito che perde I'aspetto liscio e metallico diventando rugoso ed irregolare, ricco di

microcavita.

L'importanza della soluzione € legata al fatto che essa determina la forma con cui il nichel
si presenta alla superficie del catodo, e di conseguenza regola il meccanismo delle
reazione catodiche; per ottenere buoni depositi € necessario fare in modo che il
microambiente al catodo sia il piu possibile stabile, in questo senso il tampone gioca un
ruolo fondamentale

Il tampone innanzitutto ricopre la funzione di mantenere stabile il pH e quindi di mantenere
stabili le specie chimiche prevalenti al catodo; abbiamo osservato che il nostro sistema
tampone é in grado di mantenere stabili pH anche per deposizioni della durata di 48 ore.

Un altro elemento importante legato al tampone e la presenza dello ione ammonio che
ricopre una triplice funzione, infatti oltre a far parte del sistema tampone contribuisce ad
aumentare la forza ionica della soluzione, con ripercussioni positive sui valori di corrente
ottenibili in durante il deposito, ed infine agisce come catalizzatore nelle reazioni catodiche
andando a formare delle specie chimiche che si adsorbono sulla superficie del catodo e
che funzionano da intermedi nelle reazioni di riduzione e migliorano l'efficienza della
deposizione .

Tuttavia € necessario prendere degli accorgimenti; infatti il tampone NH,OH/NH4CI e
soggetto a perdere il proprio titolo in ammoniaca che é volatile, con conseguente riduzione
del suo potere tampone e della sua capacita stabilizzante, il risultato saranno deposizioni in
cui si osservano maggiori oscillazioni dei valori di corrente (fig 23) con ricadute sulle
caratteristiche morfologiche del deposito. Per cui se si vogliono ottenere deposizioni
gquantitative con caratteristiche morfologiche idonee conviene sempre utilizzare soluzioni
preparate di recente con tamponi anch’essi freschi che vanno conservati in contenitori

sigillati in frigorifero.
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Figura 23: Sono riportati i tracciati di due diverse deposizioni eseguite nelle stesse condizioni eccetto il tampone. A sinistra si
€ usato un tampone datato a destra un tampone fresco, si pud osservare come il tracciato di destra presenti minori
oscillazioni della corrente oltre che un valore di corrente in partenza nettamente maggiore

Il potenziale applicato e la corrente di deposito

Sono due parametri fondamentali per la deposizione e strettamente legati fra di loro.

Il potenziale applicato € un parametro del processo che viene scelto e controllato
direttamente da noi tramite il modulo di elettrodeposizione. Esso rappresenta il motore del
processo in quanto é responsabile del movimento e della riduzione degli ioni di interesse,
deve essere sufficientemente elevato da vincere il potenziale redox della reazione

desiderata (Ni** + 2e” > Ni°).

Il potenziale di riduzione e condizionato da molti fattori, come ad esempio la temperatura,
il pH, lo svolgimento di reazioni reversibili o oscillanti, la presenza di piu coppie redox,
I'avvelenamento dell'elettrodo, valori bassi della densita di corrente di scambio o ancora

coppie redox inerti, per questo pud quindi variare da una prova all’altra.

Nel nostro caso si applicano potenziali dell’'ordine dei volt, abbiamo sperimentalmente
verificato che per realizzare depositi di nichel con il nostro sistema, alle nostre condizioni
operative sono necessari voltaggi superiori a 2.5 Volt, altrimenti non si ottiene nessuna
deposizione. Maggiore sara il voltaggio minore sara il tempo necessario per realizzare la
deposizione tuttavia non € possibile applicare voltaggi troppo elevati perché in questo caso
si corre il rischio che gli ioni metallici si depositino troppo rapidamente, cio fa si che il
metallo non riesca a depositarsi uniformemente sull'area di interesse ma si depositi
preferenzialmente in alcuni punti del catodo determinando depositi irregolari e poco
compatti che non sono idonei per i nostri scopi, inoltre, se la deposizione & particolarmente
veloce si pud causare la formazione di piccole stalagmiti che crescono rapidamente in
altezza fino a raggiungere I'anodo, quando questo avviene si ha un contatto diretto fra i due
elettrodi e un cortocircuito che blocca l'intero sistema e la deposizione; nel hostro caso non

ci si spinge mai al disopra dei 3.2 volt.
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Per quanto riguarda la corrente essa dipende da diversi parametri: e direttamente
proporzionale al voltaggio applicato; é influenzata dalla composizione della soluzione
elettrolitica, in particolare dalla sua forza ionica, infatti se le specie ioniche in soluzione
sono poche il valore di corrente sara basso e difficilmente si otterra un deposito accettabile;
e influenzata anche dal flusso della soluzione, aumenti del flusso corrispondono a piccoli
incrementi nei valori di corrente; ed e influenzata dalla natura e geometria del sistema
(materiali utilizzati, buona qualita delle giunzioni, dispersioni, cadute di tensioni intrinseche,
resistenze interne e resistivita dei materiali). Essa non puo quindi essere controllata
direttamente ma & un parametro derivato, risultante dalla sommatoria di tutti gli altri
parametri coinvolti, e come tale € molto importante perché ci permette di monitorare la
deposizione e di avere un’ idea su cosa succede all'interno della cella elettrolitica.

Durante la deposizione il valore di corrente tende a diminuirsi in maniera proporzionale con
il diminuire della concentrazione di ioni metallici in soluzione, la relazione é lineare tuttavia il
valore finale di corrente non si azzera mai per via delle altre specie ioniche in soluzione che
continuano a trasferire corrente anche quando tutti gli ioni metallici sono stati ridotti.
Nel nostro sistema si & osservato che correnti inferiori a 35 mA non sono in grado di fornire
depositi accettabili, né da un punto di vista della resa né da un punto di vista delle
caratteristiche del deposito. Solitamente nelle condizioni ottimizzate il valore di corrente in
partenza supera i 40mA. E’ importante sottolineare che la corrente iniziale dipende da tultti
gli ioni in soluzione anche dal nichel che pure rispetto al tampone & presente in misura
minore, infatti in depositi fatti ripartire per due volte hanno mostrato nel secondo test valori
di correnti inferiore anche se venivano applicati voltaggi maggiori, questo dimostra la
rilevanza della forza ionica per la corrente.
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Figura 24: Esempio di grafico ottenuto durante una deposizione di nichel naturale 100mg/10ml andata a buon fine &
evidenziato il decremento lineare della corrente che corrisponde alla decolorazione della soluzione elettrolitica dovuta la
progressivo impoverimento degli ioni di nichel metallico in soluzione
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In figura 24 e riportato un grafico in cui viene riportato I'andamento della corrente in
funzione del tempo. Si tratta di un esempio di deposizione andata a buon fine in cui é
possibile osservare come, quando il tampone lavora correttamente e il sistema rimane
omogeneo per tutta la durata del processo, la corrente diminuisca con il tempo in modo
lineare e anche come a deposito avvenuto il valore di corrente non si azzeri ma si assesti
intorno ad un valore di corrente residuo di circa 14-15 mA che dipende dalle altre specie
ioniche presenti in soluzione. Da un punto di vista macroscopico questo decremento lineare
della corrente correla con la decolorazione della soluzione elettrolitica che passa da un blu
intenso ad incolore; per questo motivo é stata costruita una scala colorimetrica utilizzando
soluzioni di nichel a concentrazioni note che ci permette di monitorare anche visivamente

'andamento della deposizione.

Il flusso della soluzione

Y

Un altro elemento critico nel processo e risultato essere il flusso della soluzione che
dipende dall'attivita della pompa e dal sistema (diametro e stato delle linee, valvole e
volume morti); il flusso viene impostato manualmente ma € regolato dal sistema
indirettamente agendo sul regime di funzionamento della pompa, in pratica si agisce
regolando la tensione di alimentazione della pompa a membrana via software, che si

traduce in una variazione nel flusso erogato dalla pompa stessa.

Il ruolo fondamentale del flusso all'interno del processo € quello di mantenere costante ed
uniforme I'ambiente all'interno della cella elettrolitica; si € osservato come deposizioni
eseguite con flussi irregolari ed incostanti portino sempre all’'ottenimento di depositi
eterogenei od incompleti.

Per questi motivi il flusso deve mantenersi costante nel tempo, indipendentemente dal
valore di esercizio della pompa o dalla soluzione impiegata. A questo scopo sono stati
eseguiti dei test preliminari sulla pompa e sulle soluzioni da testare. E’ stato dimostrato da
un lato che la pompa era in grado di produrre un flusso costante nel tempo e aveva un
andamento lineare incrementando il suo esercizio, dall'altro che le soluzioni acquose da noi
impiegate per I'elettrodeposizione del Ni non rappresentano un problema per la pompa in
termini di densita e viscosita.

Il sistema da noi utilizzato per elettrodepositare il Ni €& un sistema dinamico in cui la
soluzione é fatta circolare per tutto il tempo della deposizione all'interno della cella
elettrolitica. Se da un lato questo comporta importanti vantaggi in termini di uniformita della
soluzione e del ricambio continuo di nuovi ioni, dall’altro ci si espone ad inconvenienti che
sono legati agli elementi costitutivi i circuiti di elettrodeposizione, infatti una rottura a livello

di un’elettrovalvola coinvolta nel circuito o un malfunzionamento della pompa possono
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determinare alterazioni nell'equilibrio chimico all'interno della cella elettrolitica o0 nei casi
peggiori I'interruzione del processo.

Bisogna inoltre valutare altri parametri che nei depositi statici non sono critici ma che
possono diventarlo nel nostro caso, ad esempio la viscosita della soluzione; infatti la
tipologia di pompa impiegata unita al diametro delle linee impone che la viscosita sia
minima affinché la resistenza del sistema non vinca sulla capacita della pompa, € per
guesto motivo sconsigliabile I'utilizzo di tamponi a base di PEG o polimeri.

In aggiunta & possibile che avvengano rotture dei componenti con perdite di soluzione,
questo & molto rilevante se si considera il costo del **Ni e deve essere evitato procedendo

a manutenzioni programmate e verifiche del sistema.

Uno dei problemi piu diffusi che si verificano durante i test di deposizione e la formazione di
bolle allinterno del sistema; esse si originano normalmente nella cella elettrolitica in
seguito alle reazioni di ossidoriduzione (es sviluppo di idrogeno gassoso) ma sono di solito
rimosse dal flusso della soluzione, se il flusso diventa incostante o non sufficiente si
possono invece accumulare con conseguenze negative sul processo; le bolle possono
originarsi anche da lesioni del circuito di deposizione tipicamente a livello di fittings,
elettrovalvole o della pompa, in questi casi si osserva ingresso di aria nel sistema.

L'effetto delle bolle d'aria nel sistema puo essere di due tipi. Le bolle che si formano o che
giungono in cella e che non sono efficientemente rimosse dalla pompa determinano una
alterazione delle condizioni di equilibrio e della composizione del film catodico, cid0 pud
portare ad alterazioni nella morfologia del deposito, causate dall’ambiente irregolare e dalla
variazione continua dei parametri coinvolti (ad esempio densita di carica, resistivita del
mezzo ecc). Un'altra conseguenza del fenomeno delle bolle si ha quando la loro presenza
diventa considerevole, in queste condizioni esse tendono ad accumularsi nella cella
elettrolitica (la quale rappresenta una sorta di polmone nel sistema) e a sostituirsi alla
soluzione elettrolitica andando ad isolare i due elettrodi, i gas infatti hanno una resistivita
molto superiore all’elettrolita, il risultato € la soppressione della corrente e il blocco del
deposito. In figura 25 e mostrato il tracciato di una deposizione in cui si sono verificati
problemi di flusso, e possibile osservare i momenti in cui le bolle si sono accumulate fra gli

elettrodi determinando il crollo della corrente.
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Figura 25: Esempio di deposizione in cui € avvenuto un problema di flusso. Si possono osservare le fasi in cui le bolle si sono
accumulate fra gli elettrodi determinando il crollo della corrente i il blocco della deposizione.

Le bolle sono una condizione da evitare, in quanto rendono eterogeneo il sistema in
prossimita degli elettrodi e non permettono di ottenere depositi in alta resa, probabilmente il
motivo & che il valore di corrente non si mantiene stabile abbastanza per determinare la
riduzione e il conseguente attacco metallico; ogni volta che si &€ osservato presenza di bolle
si sono a parita di tempo ottenuti sempre depositi in basse rese.

Il flusso & importante anche per la morfologia del deposito, infatti un flusso elevato puo
essere positivo determinando una sorta di effetto pulente sulla superficie del deposito,
limitando infatti la polverosita e la rugosita; tuttavia abbiamo constatato che flussi troppo
elevati possono modellare negativamente la forma del deposito rendendolo ad esempio piu
sottile al centro e piu spesso ai lati, questa condizione & da evitarsi per tutti i depositi
destinati all'irraggiamento.

Infine si & notata una minima influenza del flusso sul valore della corrente, abbiamo infatti
osservato sperimentalmente che a parita di tutte le altre condizioni alla riduzione del flusso
corrisponde una piccola diminuzione della corrente, probabilmente cido & dovuto al veloce
ricambio degli ioni presso il catodo. Nei nostri esperimenti il flusso & stato mantenuto
all'interno di un range tra il 50 e il 100% dell’esercizio della pompa, flussi inferiori non
consentono di rimuovere le bolle quando si formano e di mantenere costante I'ambiente;
definire i valore ottimali risulta tuttavia difficoltoso poiché le condizioni sono spesso variabili,
e possibile affermare che in presenza di una pompa nuova ed efficiente il valore ottimale
sia il 60% del suo esercizio massimo, quando invece le performance calano il valore
ottimale sale fino al 90%, la pompa deve poi essere sostituita ogni qualvolta non & piu in
grado di fornire un flusso costante e di rimuovere le bolle durante il processo.

Vista la criticita e I'importanza del flusso abbiamo implementato il nostro sistema mediante
'aggiunta di un flussimetro che ci fornisce in tempo reale il valore di flusso del sistema,
questo ci permette da un lato di monitorare il flusso basandoci su un valore numerico e non
piu solo visivamente, dall’altro € possibile effettuare le opportune correzioni durante la
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deposizione, adeguando il regime della pompa alle performance del sistema e mantenendo

cosi il flusso costante intorno a valori di 15-30 mi/min.
La temperatura ed il tempo

Il tempo & importante per permettere a tutto il metallo presente in soluzione di depositarsi
sul target di platino, fino a che il metallo e in soluzione e fino a che le condizioni restano
ottimali e costanti, I'aumento del tempo determina un aumento di resa delle deposizioni.
Tuttavia nelle fasi finali del deposito la concentrazione del metallo diminuisce e con esso
anche il suo peso nell'insieme delle reazioni catodiche, cido determina la prevalenza di altre
redox che ottengono l'effetto di alterare le caratteristiche morfologiche del deposito con
formazione di superfici rugose e polverose dotate di minore resistenza meccanica e quindi
meno idonee ad essere irraggiate. E’ stato osservato in molti depositi che al normale
decremento lineare della corrente segue, nelle ore finali, un nuovo incremento del valore di
corrente. Riteniamo che questo fatto sia legato ad una mutazione nella composizione della
soluzione a livello del catodo e possa essere un importante osservazione utilizzabile come
strumento per capire quando la riduzione del nichel non € piu la reazione principale, infatti
staccando i depositi non appena si osserva l'incremento del valor medio di corrente si
riesce a recuperare depositi con caratteristiche morfologiche ottimali quali lucentezza,
uniformita e aspetto metallico; se invece il deposito viene lasciato andare oltre I'aspetto
appare rugoso, irregolare, polveroso e non metallico. Nel primo caso tuttavia in soluzione
rimarranno maggiori quantitativi di Ni e di conseguenza le rese di deposizione si
abbasseranno.

Considerando il costo del nichel-64 e necessario valutare I'opportunita della cosa, di certo
I'obiettivo del processo di elettrodeposizione é trasferire in maniera quantitativa il metallo
dalla soluzione al target; qualora tuttavia gli ultimi strati di deposito risultassero meno
compatti e resistenti, all'atto dell'irraggiamento potrebbero staccarsi andando quindi perduti
e, cosa piu importante, aumenterebbero il rischio di contaminazioni. Per cui potrebbe
essere sensato decidere di “sacrificare” alcuni mg di nichel in soluzione, che peraltro
potrebbero essere recuperati e riutilizzati, per ottenere depositi morfologicamente migliori e
piu sicuri.

Di sicuro interrompere il deposito prima che tutto il nichel sia stato attaccato produce una
superficie morfologicamente migliore e tendente al metallico, caratteristica che non si puo
ottenere alzando il flusso.

Per quanto riguarda il ruolo della temperatura € stato osservato forse un debole
miglioramento sulla resa dei elettrodeposizione, sebbene i risultati non siano concordi, e in
alcuni casi si & osservato un miglioramento dell’l-2%. Quasi sicuramente aumentare la

temperature ottiene I'effetto di accelerare il processo, probabilmente per via della maggiore
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energia cinetica che viene fornita agli ioni in soluzione, tuttavia bisognha sempre considerare
I'effetto della temperatura sul tampone; quest’ultimo infatti costituito da componenti volatili e
tende a deteriorarsi, compromettendo il suo potere tampone, e il suo effetto stabilizzante
sulla soluzione. La prova di questo si ha osservando i tracciati di deposizioni eseguite nelle
stesse condizioni ma a diverse temperature; € possibile osservare (figura 26) come
allaumentare della temperatura venga anticipato il momento in cui il valore della corrente

comincia a risalire ma questo significa anche la soluzione si deteriora piu velocemente.
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Figura 26: Deposizioni eseguite nelle stesse condizioni ma aumentando nel secondo caso la temperatura da 25 a 38 C.
Appare evidente come il momento di incremento della corrente risulti anticipato di alcune ore

| nostri esperimenti hanno avuto tutti una durata compresa fra le 15 e le 48 ore e ci hanno
permesso di realizzare depositi praticamente quantitativi, ottenendo rese fino al 99%.
L’opinione a riguardo € che anche se un aumento di temperatura permette di ottenere
un’accelerazione del processo ed un risparmio di tempo, cid0 non sia sufficiente per
controbilanciare gli effetti negativi che si possono ottenere in seguito alla perdita di

efficienza del sistema tampone.

La geometria del sistema

Per quanto riguarda la geometria del sistema anch’essa € stata indagata. Abbiamo infatti
avuto la possibilita di testare una diversa tipologia di target costituiti da un piattello
circolare in platino; per questi target & stato realizzato un apposito catodo in oro sempre
provvisto di sistema riscaldante ma di una forma in grado di adattarsi al piattello. Ci siamo
subito accorti che il sistema svolge un ruolo determinante nella buona riuscita
dell'elettrodeposizione, sono sufficienti anche minime differenze ad esempio nella qualita
delle componenti elettriche o nei materiali utilizzati, per determinare deposizioni prive dei
requisiti ricercati. Nel nostro caso é stato sufficiente modificare il target e la geometria del
catodo riscaldante in oro per non essere piu in grado di ottenere depositi soddisfacenti, pur

utilizzando la stessa soluzione elettrolitica messa a punto e le stesse condizioni operative;
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infatti si ottenevano depositi sottili e fragili (figura 27), che tendevano a lesionarsi nella

parte centrale e non erano assolutamente utilizzabili per la produzione del radionuclide.

Figura 27: Depositi difettosi ottenuti su target a forma di piattello in platino, sono visibili nella parte centrale le lesioni che
determinano la formazioni di scaglie rialzate

E stato necessario effettuare una lunga indagine e numerosi per test durante i quali si &
scoperto che la porzione centrale del nuovo catodo, in corrispondenza del punto in cui €
collocato il sistema di riscaldamento, aveva subito una modifica e presentava nella regione
centrale un sottile strato di metallo parzialmente ossidato; poiché l'ossido presenta
caratteristiche elettriche diverse dal metallo puro (es. maggiore resistivita), questo faceva si
che applicando il potenziale non si generasse una uniforme densita di carica su tutto il
catodo, ma ci fosse piu elevata densita ai margini e minore al centro. Durante la
deposizione succedeva che il metallo non riusciva ad aderire saldamente al supporto in
platino e con l'andare della deposizione si lesionava. Il problema é stato poi risolto
semplicemente rimuovendo il sottile strato di ossidazione mediante carteggiatura; in questo
modo si sono ottenuti depositi compatti, metallici ed uniformi perfettamente idonei per

essere irraggiati Figura 28.

Figura 28: A sinistra il catodo in oro da per il target a forma di moneta, al cui centro & visibile la regione ossidata. A destra un
deposito ben riuscito ottenuto dopo la rimozione dello strato ossidato.
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Il target cilindrico € comunque preferibile per maneggevolezza e praticita di utilizzo
soprattutto in previsione di effettuare procedure manuali come il trattamento della superficie
di platino.

Com’é possibile osservare in tabella 14 una volta scelta la soluzione elettrolitica di partenza
si & lavorato principalmente sul flusso e sul voltaggio che sono i parametri piu critici ma si €
studiata anche l'influenza della temperatura, del tempo e della geometria del sistema.

Il lavoro di ottimizzazione del processo di elettrodeposizione ha permesso di comprendere
meglio la natura del processo elettrochimico e ha fornito un set di parametri (tab 15) che ha
permesso di migliorare sensibilmente la resa di deposizione passando da un iniziale 60%
ad una resa compresa tra il 92 e il 99% in un tempo massimo di 48 ore di deposito; questo
e fondamentale visto i costi del target material. | depositi ottenuti presentano caratteristiche
di adesione, uniformita, compattezza e resistenza meccanica che li rendono ottimali per lo

step produttivo successivo, l'irraggiamento.

Parametri Ottimali

Soluzione Tampone Cella Voltaggio Flusso (% Temperatura | Durata
Elettrolitica P Elettrolitica V) pompa) P
Ni NH4OH/NH,CI @8 0mm
(50mg/lomL) | pH=9.24 Cilindrica 3.0 90 25 48 ore

Tab 15: Migliori condizioni trovate per eseguire deposizioni di Ni su fondello di Platino con il nostro sistema

Si é deciso di realizzare depositi di nichel-64 a partire da soluzioni di 50mg/10ml| anziché
100mg/10ml poiché si € visto che tale quantitativo permette di realizzare depositi aventi un
sufficiente spessore per essere bombardati. Lo spessore del deposito deve essere
sufficiente da assorbire la maggior parte del fascio evitando cosi che questo giunga al
fondello e rischi di generare impurezze radionuclidiche, tuttavia depositi troppo spessi non
determinano vantaggi in termini di resa da un lato per il rischio di sprecare il costoso ®Ni
dall'altro perché la maggior parte dell’attivita desiderata si forma dal Nichel depositato negli
starti piu superficiali; lo spessore calcolato per depositi di 8mm di diametro con 50 mg di
Nichel & di 110um contro i 220 um ottenibili con 100mg, piu che sufficiente per raggiungere

gli scopi precedentemente descritti.
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La produzione del radionuclide

Per quanto concerne la produzione di rame 64, archiviata la messa a punto
dell’elettrodeposizione di Nichel su target cilindrici di platino e alluminio che ha permesso
di ottenere depositi pseudo quantitativi (95-99% sul totale di nichel presente in soluzione),ci
si @ concentrati sulla messa a punto degli step successivi, in particolar modo si & lavorato

sulla fase di irraggiamento.

BN

Il sistema Alceo Metal light Comecer e stato sostituito e rimpiazzato con una nuova
versione che prevede importanti modifiche a livello dei materiali di costruzione e del
software. La sostituzione si € resa necessaria a causa di usura e corrosione di alcuni
componenti presenti nellunitd di irraggiamento. In seguito a questo intervento & stato
necessario procedere alla riconfigurazione di tutto il sistema, procedere al riallineamento

dell’unita con il fascio del ciclotrone ed ottimizzare i parametri di irraggiamento.

L’'unitd di irraggiamento é costituita da due unitd separate: I'unita di irraggiamento vera e
propria € rappresentata in figura 29 ed €& collocata su una delle porte di uscita del
Ciclotrone (nel nostro caso un IBA 18 MeV) essa e costituita da:

A. Una porzione anteriore che contiene il collimatore di fascio, il target foil ed il sistema di
raffreddamento della porzione anteriore del target costituito da flussi di elio e acqua.

B. Un corpo centrale che funziona da sostegno, permette I'ancoraggio dell'unita al
ciclotrone e contiene la slitta di movimentazione attraverso cui il target di alluminio e
platino e portato nella posizione di irraggiamento.

C. Una porzione posteriore che permette di ricevere il target dal modulo di
deposizione/dissoluzione situato nella cella di sintesi, ruotarlo e allinearlo con il fascio;
questa porzione contiene anche tutti i sensori di posizionamento oltre al sistema di

raffreddamento ad acqua del corpo del target.

Figura 29: Unita di irraggiamento del sistema Alceo
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La seconda unita é rappresentata da un cabinet (figura 30), collocato anch’esso all'interno
del bunker ciclotrone, che contiene tutti i sistemi ausiliari per l'irraggiamento, vale a dire le
pompe di acqua ed elio, il sistema di aria compressa per asciugare le linee e per

movimentare il target, i sensori di flusso e di temperatura e le elettrovalvole necessarie.

Figura 30: Cabinet accessorio all'unita di irraggiamento.

La gestione di entrambe le unita avviene attraverso il sinottico mostrato in figura 31 che

utilizza come piattaforma base il software Movicon.
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Figura 31: Sinottico per la gestione delle fasi di trasferimento ed irraggiamento dei target solidi

Per prima cosa € stato necessario ottimizzare i parametri accessori, come il flusso di acqua
ed elio, fondamentali per il raffreddamento del sistema, ma anche le pressioni dell'acqua € i
tempi di asciugatura che possono influenzare il trasferimento del target ed influenzare la

qualita del prodotto.
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Un’altra regolazione ha riguardato i flussi di elio e i sensori di pressione, infatti la pressione
e utilizzata per verificare il corretto posizionamento del target, se questo & fuori posizione o
non allineato si creano delle perdite che impediscono il raggiungimento di predeterminati
valori limite; il sistema interpreta questo fatto come un non corretto posizionamento e lo
segnala. Il flusso di elio deve quindi essere sufficiente da raffreddare in maniera efficace Il
target ma non troppo elevato da distanziare il target dal collimatore e generare perdite di
pressione nel sistema.

Un altro problema con cui ci siamo confrontati € legato a perdite nel circuito di
raffreddamento dell’acqua dovute ad un’eccessiva pressione nel sistema, le perdite vanno
evitate poiché possono determinare incrostazioni e corrosione nel sistema e alla lunga
interferire con il processo, anche qui € necessario bilanciare flusso e pressione.

Una volta ottimizzati i parametri accessori € stato possibile verificare la centratura del
fascio; cio e stato realizzato con il metodo del paper burn. Ci si avvale di un target
modificato su cui vengono fissati dei dischetti di carta; a seguito dell'irraggiamento, la carta
colpita dal fascio di particelle accelerate ingiallisce ed eventualmente annerisce fino a
bruciare, rivelando in tal modo la posizione e la forma del fascio di particelle. | test hanno
evidenziato iniziali problemi di allineamento tra target e fascio, che sono stati risolti anche
migliorando la regolazione della posizione degli stripping foil del ciclotrone, che oltre a
“strappare” gli elettroni dagli ioni H- determinano anche la traiettoria e la distribuzione nello
spazio delle particelle accelerate; dopo ottimizzazione si € ottenuta una centratura
accettabile, che ha mostrato come il fascio sia leggermente decentrato e di forma ovale.
Successivamente si € operato sui parametri di irraggiamento. Sono state condotte diverse
prove a partire dalle condizioni riportate in letteratura®® e trovate le condizioni ottimali. Per il
nostro sistema si utilizza un degrader di alluminio dello spessore di 320um al fine di ridurre
I'energia del fascio, di seguito sono riportati i parametri tipici di irraggiamento (tab. 16).

Un irraggiamento classico presenta una durata di 3-4 ore e porta all’'ottenimento di attivita

comprese fra i 300 e i 400 mCi.

PARAMETRI IRRAGGIAMENTO

Main Coil: 164.67
Stripper Position: 15196

IS: 250 mA

Tg Curr: 29 UA

Coll Curr: 38 uA

Strip curr: 68 pA
Trasmission 43.3%

Tabella 16: Parametri standard di irraggiamento per la produzione di **Cu
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La purificazione

Per quanto riguarda la fase di purificazione invece ci si attiene al metodo ottimizzato dal

Y

nostro gruppo sulla base della letteratura®, in particolare si &
pressione e sulla quantita di resina purificatrice che é stata ridotta da 10 mg
figura 32 e riportato il sinottico che permette di gestire le fasi di dissoluzione e p

del radiometallo prodotto.
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Figura 32: Sinottico per la dissoluzione e purificazione del radio metallo

Allo stato attuale il sistema Alceo in nostro possesso € in grado di produrre il radionuclide

®Cu in quantita e qualita idonee per eseguire la marcatura di molecole a diversa natura. In

particolare il lavoro svolto durante questo dottorato ha permesso di migliorare la fase

preparazione del target, riducendo significativamente la quantita di ®Ni residuo nelle

soluzioni di partenza e la necessita di ricorrere a laboriose procedure di recupero dello

stesso. Inoltre sono state migliorate le caratteristiche legate al sistema di irraggiamento a

tutto beneficio della standardizzazione della produzione e della
dell'operatore.
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4.2.4 Produzione di radionuclidi e radiofarmaci metallici secondo NBP

Allo stato attuale nel nostro centro non siamo in grado di produrre radionuclidi metallici e/o
radiofarmaci con essi marcati secondo NBP-MN, e quindi idonei per essere somministrati
nelluomo; tuttavia e previsto un progetto di ristrutturazione per adeguare la struttura e
consentire la produzione in conformita con quanto richiesto dalle normative. Dal punto di
vista strettamente tecnico il sistema Alceo rappresenta il primo passo in questa direzione
poiché permette di automatizzare gli step legati alla manipolazione del radionuclide
metallico di partenza rendendolo piu “simile” in termini di gestione ad un radionuclide
convenzionale, inoltre garantisce indubbi vantaggi dal punto di vista della radioprotezione
associata alla produzione. Il nostro sistema attualmente ci consente di produrre radionuclidi
con le adeguate caratteristiche di qualitd e di sicurezza, mentre il vero problema di
adeguamento a quanto stabilito dalle NBP-MN é legato alle caratteristiche tecniche degli
ambienti di produzione e alla realizzazione di un adeguato sistema di procedure che
permetta di garantire la qualita del processo e quindi del prodotto radiofarmaceutico.

In proposito, gli ambienti di cui sopra dovranno essere classificati e quindi rispettare i limiti
di contaminazione microbica e particellare stabiliti dal’Annex 1 delle GMP; mentre |l
sistema di qualita da allestire dovra tenere conto delle convalide delle strumentazioni e di
processo, della documentazione, della gestione delle deviazioni, delle tarature di sensori e
strumenti ed infine anche dell’addestramento del personale.

Per entrambi gli aspetti, strutture e sistema di qualita, le problematiche possono essere
molteplici ma lo scoglio principale € rappresentato dai costi. Nel caso di radiofarmaci
destinati alla commercializzazione o all'utilizzo nella pratica clinica questi costi possono
essere ammortizzati nel tempo, ma nel caso di radiofarmaci a carattere sperimentale,

come molti dei traccianti marcati con radio metalli, questo risulta piu difficile.

Nell'ottica di adeguare il sistema produttivo alle NBP-MN una delle prime cose da fare &
quindi quella di effettuare una quantificazione dei costi. Allo scopo, si € fatto riferimento ad
un caso ipotetico, che e perd sovrapponibile alla situazione reale del nostro centro, che
prevede la realizzazione di una struttura ex novo costituita da un laboratorio di radiochimica
dedicato alle marcature con radiometalli in cui sono presenti due celle piombate destinate
ad accogliere i moduli di sintesi piu un frazionatore, un locale per il controllo di qualita ed
infine tutti i locali accessori vale a dire magazzino, spogliatoi, locale tecnico e locale di

decontaminazione.

Di seguito in tabella 17 sono riportati i costi riguardanti le strumentazioni e le attrezzature
necessarie; € possibile osservare come in questo caso, a differenza di quanto riportato in

tabella 12 per I' [**N]NHs, le attrezzature e i costi siano maggiori, questo poiché in questa
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le strutture preesistenti come nel caso di [**N]JNH;

situazione si ha I'esigenza di equipaggiare un nuovo laboratorio e non € possibile utilizzare

Strumentazioni Costi

Produzione

Cella Piombata doppia € 200.000,00
Cella Piombata Classe A (QCHC) € 100.000,00
Sistema Alceo € 200.000,00
Target unit Alceo € 80.000,00
Target Alluminio e Platino (x5) € 20.000,00
Raccorderia € 1.000,00
Banco da lavoro + pozzetto piombato € 6.500,00
Schermature aggiuntive € 3.000,00
Controllo di qualita

Sistema HPLC € 60.000,00
Sistema GC € 40.000,00
PhMetro € 800,00
Altro

Sistema purificaz acqua (MilliQ) € 8.000,00
Bilancia Analitica € 5.000,00
Stufa € 1.000,00
Cappa Chimica € 3.000,00
Frigocongelatore € 2.500,00
Penne monitoraggio temperature (x5) € 350,00
Armadio solventi € 4.000,00
Monitor attivita portatili (x2) € 3.800,00
Arredi magazzino e locali € 5.000,00
Totale Apparecchiature € 743.950,00

Tabella 17: Costi strumentazione per produzione Radionuclidi metallici.

Le principali differenze come € possibile osservare riguardano il costo della strumentazione
impiegata nella produzione del radionuclide metallico. Questi sistemi infatti sono piu
complessi, necessitano di interfacciarsi direttamente con il ciclotrone e sono costituiti da piu
unita connesse fra loro che possono lavorare singolarmente o simultaneamente; il costo di
conseguenza cresce. In aggiunta il profilo dosimetrico di certi radionuclidi metallici puo
obbligare a dotarsi di una serie di schermature aggiuntive che si sommano a quelle
classiche di 75mm di Pb e incidono a loro volta sui costi. Infine bisogha considerare
I'esigenza di avere piu supporti target su cui depositare il target material questo poiché in
seguito a test di irraggiamento essi subiscono attivazione e devono pertanto essere

alternati nell’utilizzo, ne sono stati conteggiati 5 a titolo esemplificativo.
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Per quanto riguarda i costi di produzione questi dipendono fortemente dalla tipologia di
radionuclide metallico considerato. Se si parte da una materiale arricchito come nel caso
del ®Ni o ad esempio di ***Cd & chiaro che il costo sara molto pitl elevato, basti pensare
al caso del ®*Cu dove 1g di *Ni costa circa 25.000 euro; al contrario se invece non si
utilizza un target material arricchito, ad esempio nel caso dell’®*Y per la produzione di ®Zr, i
costi saranno molto inferiori e paragonabili a quelli di traccianti marcati con *'C o **N.

In tabella 18 sono riportati i costi indicativi di una produzione di ®*Cu. Si deve sottolineare
che la voce “consumabili di produzione” puo essere soggetta a variazioni; infatti il dato
riportato si riferisce ad una produzione eseguita partendo da 50mg di **Ni, (costo 1250€),
tale costo potra scendere da 1250 anche a 250 euro nel caso si recuperi e riutilizzi il ®*Ni
non trasformato; tuttavia il recupero non &€ sempre possibile a causa di malfunzionamenti o
purificazioni andate male, pertanto in tabella il dato riportato si riferisce al caso peggiore in

cui tutto il ®Ni utilizzato & nuovo ed utilizzato per la prima volta.

Costo produzione radiofarmaco metallico (  ®‘Cu)

Consumabili Produzione € 1.450,00*
Consumabili Controllo Qualita € 340,00
Consumabili Pulizie €7,00
Consumabili Vestizione € 12,00
Totale € 1.809,00
Personale (2x2g9) € 400,00
Totale costo Produzione € 2.209,00

* il dato si riferisce ad una produzione eseguita partendo da 50mg di Ni-64, (costo 1250€)

Tabella 18: Costo di una produzione con *Cu

Per quanto riguarda il costo del personale, si pud notare come nonostante la produzione
dei radionuclidi e radiofarmaci metallici sia piu articolata e complessa rispetto al caso dei
radionuclidi convenzionali, il costo non cambia. Infatti, sebbene il processo produttivo si
svolga su un arco di tempo di due giornate lavorative consecutive, la maggiore emivita del
radionuclide permette di suddividere i vari step produttivi in diversi momenti e gli operatori
possano in questo modo dividersi gli incarichi e svolgere piu compiti ciascuno. Sempre
basandosi sul costo aziendale medio per unita di personale, che e di circa 30.000
euro/anno, quindi 100 euro/die si ottiene un costo di 400 euro per produzione, lo stesso

ottenuto per il caso del [**N]NH;,
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Bisogna ricordare che la dilatazione dei tempi € anche una esigenza per permettere il
decadimento di quei radionuclidi metallici a breve emivita che si generano all’atto del
bombardamento.

Anche per i radionuclidi metallici, per quanto riguarda i costi di mantenimento del processo

si rimanda al capitolo 6.

Sulla base dell'esperienza maturata gli elementi piu delicati nella produzione secondo NBP
di radionuclidi e radiofarmaci metallici riguardano sicuramente I'aspetto radioprotezionistico
e l'aspetto delle convalide.

Per quanto riguarda la radioprotezione si € gia accennato alla possibilita di dover ricorrere
a schermature aggiuntive; a cio si devono aggiungere le criticita riguardanti le procedure di
lavaggio e pulizia. Infatti, la natura dei rifiuti radioattivi permette I'apertura delle schermature
il giorno successivo ma solo dopo aver attuato specifiche procedure di lavaggio e operando
in ogni caso con attenzione e nel modo piu rapido possibile. Infatti in media i valori di
attivitd con cui si ha a che fare sono maggiori rispetto ad un radionuclide convenzionale e
questo impone di prestare particolare attenzione alle fasi di lavaggio e pulizia e di
prevedere adeguate procedure di stoccaggio e smaltimento dei rifiuti; questo rende anche
necessaria una stretta collaborazione con i servizi di prevenzione e protezione e di fisica
sanitaria. | tempi necessari per pulire e rendere il sistema nuovamente pronto per una
successiva produzione si dilatano; nella pratica, in virtu di quanto detto, sono di almeno due
giorni; nell'ottica di pianificare uno studio questo fattore deve essere attentamente
considerato. Sempre legato a questo discorso € il problema dei guasti e dei
malfunzionamenti, infatti analogamente a quanto detto prima nel caso in cui si presentasse
un guasto o una rottura in presenza di radioattivita potrebbero passare giorni prima di poter
accedere alle strumentazioni e risolvere il problema; anche in questo caso € necessario
pianificare opportune procedure di emergenza come ad esempio definire un sito riservato
allo stoccaggio di quei componenti lesionati che sono venuti a contatto il con materiale
radioattivo. Trattandosi di sostanza radioattive con emivite mediamente piu lunghe rispetto
ai radionuclidi convenzionali, questi elementi assumono un importanza centrale nel
processo.

Il secondo aspetto critico € quello che riguarda le procedure di convalida e riconvalida.
Operare secondo NBP (e ancor piu secondo GMP) comporta la verifica periodica e
continuativa del buon funzionamento e della corretta operativita di tutti i sistemi coinvolti nel
processo produttivo, questo allo scopo di dimostrare che il processo € sempre sotto
controllo e garantirne la riproducibilita e la qualita; questo riguarda non solo gli ambienti e
gli impianti accessori ma anche ovviamente la strumentazione direttamente coinvolta nella
produzione del radionuclide e nelle marcature. Questo punto pud risultare molto

problematico nel caso dei radionuclidi metallici che si originano da materiali arricchiti e
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costosi e che spesso hanno emivite lunghe, basti pensare ai test di stabilita o alla convalida
di processo, che di solito prevede di eseguire fra le altre cose tre sintesi a caldo per
verificare che i risultati ottenuti siano fra loro paragonabili e cadano all'interno di limiti
precedentemente stabiliti. Queste verifiche hanno un notevole impatto sia in termini di costo
che di tempo sull'impiego dei traccianti, soprattutto su quelli sperimentali, anche perché

queste verifiche sono obbligatorie ogni qualvolta si introduce una modifica nel processo.

Appare evidente che un approccio di questo tipo sia in generale difficoltoso da applicare a
nuove molecole destinate alla sperimentazione come ad esempio i radiofarmaci metallici i
quali sono spesso prodotti secondo procedure nuove e sempre in fase di continua
ottimizzazione. Oltre ai costi non bisogna poi dimenticare altri fattori come ad esempio |l
fatto che nei centri di medicina nucleare provvisti di ciclotrone in cui si fa ricerca, questo e
sempre utilizzato anche per le produzioni di radiofarmaci di routine destinati alla
diagnostica, i quali hanno la precedenza, inoltre ci sono le manutenzioni, la disponibilita del
ciclotrone e quindi limitata per la produzione dei radiometalli e questo non fa che dilatare
ulteriormente i tempi sia di convalida e messa a punto che di utilizzo.

Cio nonostante allo stato attuale questa € I'unica possibilith ammessa dalla normativa
qualora si desideri produrre radiofarmaci metallici destinati alla somministrazione nel

paziente per gli studi clinici.
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5 Radionuclidi a Lunga emivita: Produzione *Zr

5.1 Materiali, Apparecchiature e Metodi

La strumentazione utilizzata & la stessa impiegata per I'elettrodeposizione del *Ni.
L’ittrio acetato idrato e l'ittrio metallico utilizzati sono stati acquistati dalla Sigma Aldrich cosi
come l'idrossilammina cloridrato, la DMSO e la DMF; 'etanolo dalla Fluka mentre I'H,O

MilliQ é stata ottenuta dal sistema Direct-Q (Millipore Corporation).

Preparazione soluzioni elettrodeposizione °Y.

Si pesano 50mg di Ittrio metallico ( 0 147,8 mg di Ittrio acetato) in un beaker da 25ml; si
aggiungono 2 ml di HNO3; 60% e si sciolgono a caldo (100C) su piastra risc aldante; si
porta a secco e si lascia raffreddare; quindi si riprende con 2 ml di DMF; si agita e si
aggiungono altri 6 ml di DMF; si aggiungono 100mg di NH,Cl e si fanno disciogliere
mediante agitazione magnetica energica; si aggiunge 1 ml di tampone acetato a pH 4,6;

quindi si aggiusta il pH a 4 con aliquote di HCI, infine si porta a 10 ml con DMF.

Elettrodeposizione di *°Y.

La soluzione cosi ottenuta viene introdotta nella vial di partenza del modulo di
elettrodeposizione a cui viene applicato una alimentatore esterno (Elind modello 3232) in
grado di applicare voltaggi fino a 32 Volt, (questo non permette la registrazione della
corrente da parte del sistema), verificata la continuita elettrica si aziona la pompa e quando
il flusso e costante si applica il voltaggio e si attiva il riscaldatore. Le migliori condizioni ad
oggi ottimizzate sono: flusso 90%, voltaggio 12V, temp 40T, si lascia depositare per
almeno 10 ore trascorse le quali si rimuove la soluzione di partenza, si risciacqua con H,O
ed etanolo ed infine si asciuga a 60 T per 30 minuti; il target viene quindi rimosso per

misurare la quantita di ittrio depositato e le caratteristiche del deposito.
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5.2 Risultati e Discussione

Lo zirconio-89 (3°Zr) & un promettente radionuclide metallico che pud essere prodotto con
un ciclotrone per uso medico irradiando littrio-89 (3°Y) secondo la reazione #°Y(p,n)**zr. Il
grande interesse che sta suscitando fra i ricercatori dipende da diversi fattori. Per prima
cosa le sue proprieta fisiche di decadimento (ty,= 78.41 ore; B* 22.74%; e+ B* 100%) lo
rendono potenzialmente interessante per studi di immuno-PET imaging®®®*; infatti per lo
studio di anticorpi monoclonali (mAbs) la marcatura con radionuclidi convenzionali risulta
inefficace a causa dell’emivita biologica dei mAbs che & di alcuni giorni, troppo elevata
rispetto all’emivita dei radionuclidi convenzionali. In aggiunta I'energia media dei positroni
emessi (Eae. =1.18mm) & paragonabile a quella di radionuclidi come **F e ®*Cu (Eave. = 0.69
e 0.70mm rispettivamente ) garantendo immagini ad elevata risoluzione. Un altro vantaggio
riguarda poi l'aspetto economico; essendo I'*Y un isotopo stabile, con il 100% di
abbondanza naturale, non €& necessario partire da un target material arricchito e non sono
nemmeno necessarie complesse procedure di recupero dell'isotopo non convertito, cid che
comporta una significativa riduzione dei costi di utilizzo.

L’interesse per lo Zirconio da parte del nostro gruppo deriva in primo luogo dall’opportunita
di effettuare studi di ricerca in un settore di grande interesse, quale quello della terapia
radiometabolica in oncologia, offerta dalla disponibilita di un sistema che permette la
produzione di radionuclidi metallici a partire da target solidi, e che viene gia utilizzato per la
produzione di ®*Cu, di un laboratorio di radioimmunologia per eseguire le marcature, e
infine della disponibilita della strumentazione necessaria per poter effettuare studi di tipo

preclinico sulle molecole marcate con questo radionuclide.

5.2.1 11 processo produttivo dello 8Zr

La produzione del radionuclide zirconio-89 pud avvenire secondo tre principali modalita:
irraggiando %Y con protoni o deuteroni secondo le seguenti reazioni ®Y(p,n)*Zr o
89Y(d,2n)®Zr %% mediante la reazione nucleare alfa indotta "Sr(a,xn)®Zr * o mediante la
reazione *°Zr(n,2n)®Zr. Il metodo sicuramente pit conveniente e piu diffuso & quello che
prevede il bombardamento di ®Y soprattutto per via della sua natura monoisotopica (100%
di abbondanza naturale) che permette di evitare complicati e costosi processi di
arricchimento e preparazione del target material.

Attualmente quindi la produzione di Zr mediante I'utilizzo di ciclotrone avviene irraggiando
direttamente sottili lamine di Y commercialmente disponibili, oppure il target di ®*Y viene
preparato con tecnhiche piu sofisticate come la Sputtering deposition®, una tecnica in cui
una fonte primaria del materiale da depositare (*Y in questo caso) viene bombardata da
particelle energetiche espellendo cosi atomi del metallo che vanno a generare in questo

modo sottili film di %Y.
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L'irraggiamento puo essere condotto con ciclotroni per uso medico a media energia con
correnti che variano da 20 a 100 pA su target che hanno spessori variabili dai 25 ai 300um;
le principali impurezze radionuclidiche attese sono %Zr, ®Y , derivanti dalle reazioni
nucleari collaterali (p,2n) e (p,pn), oppure tracce di radionuclidi quali *°Co, “*V e ®°Zn, che si
originano da impurezze potenzialmente presenti nel target material (Fe o Ti) o dai materiali
metallici impiegati nella targhetteria, ad esempio il rame®. Per quanto riguarda la
purificazione del radionuclide, essa ha subito un’evoluzione nell'arco degli anni ma
attualmente si basa sull'impiego di resine di idroxamato che hanno mostrato una elevata
affinita nei confronti dello ione Zr**. Una procedura semplice ed efficiente che permette di
ottenere lo ione [*Zr]Zr** in una forma comoda per I'esecuzione delle marcature degli
anticorpi & quella proposta da Holland et al®® che introduce alcune modifiche al metodo
proposto in precedenza da Verel et al®. Il metodo si basa sullimpiego di una resina di
idrossamato che viene preparata a partire da resine a scambio cationico costituite da
gruppi carbossilici, i quali vengono prima trasformati in gruppi esterei, mediante I'utilizzo di
EDC e TFP al fine di aumentarne la reattivita, e poi vengono fatte reagire con
idrossilammina cloroidrato per formare il legame ammidico trasformando cosi le funzioni

carbossiliche in funzioni idrossamiche.

In breve: il target di ®Y irraggiato viene disciolto con aliquote successive di HCI 6M e piccoli
gquantitativi di H,O, in soluzione acquosa al 30% che servono per garantire la completa
ossidazione degli ioni Zr**, il prodotto di dissoluzione viene poi diluito per ridurre la molarita
dell'acido, e caricato sulla colonna di idrossamato precedentemente impaccata, a questo
punto esercitando una pressione positiva si eluiscono le impurezze con aliquote di HCI 2M
e acqua mentre lo ione [*Zr]Zr*" viene eluito con aliquote di acido ossalico a dare [*Zr]
Zr(C,04)4; a questo punto il radionuclide di interesse viene trasformato nel cloruro
corrispondente, che risulta una forma molto pit comoda per eseguire le successive reazioni
di complessazione e marcatura. In proposito si carica il prodotto su una cartuccia per SPE
a scambio anionico (QMA), dopodiché si lava con acqua e si recupera lo ione [*°Zr]Zr** con
HCI 1M ottenendo cosi [*°Zr]Zr*(Cl), che pud essere ripreso in soluzione fisiologica e

utilizzato per le reazioni di marcatura.

Attualmente ci risulta che nessun gruppo produca %°Zr partendo da target di %Y
elettrodepositati, e questo € il primo obiettivo che ci siamo proposti di ottenere. Come gia
detto abbiamo a disposizione un sistema automatizzato per la produzione e purificazione
dei radiometalli che & attualmente in uso per la produzione del radionuclide **Cu; il sistema
utilizza il metodo dell’elettrodeposizione per trasferire il target material desiderato sui target
da irraggiare. L’ idea di partenza e quella di valutare se sia possibile utilizzare il sistema

Alceo Comecer, pensato per la produzione e di **Cu, anche per la produzione di ®°Zr, cio
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5.2.2

che permetterebbe una gestione completamente automatica del processo e garantirebbe
un elevato livello di radioprotezione per gli operatori coinvolti. Si & pertanto iniziato a

lavorare sul primo step del processo, vale a dire I'elettrodeposizione dell'ittrio-89.

Elettrodeposizione di 3Y

| test sono stati condotti con il modulo per 'elettrodeposizione del sistema Alceo, per le cui
specifiche si rimanda a quanto descritto al paragrafo 4.2.3; per questi test e stato scelto un
target nuovo costituito da un corpo in alluminio anodizzato ed un beaker interno in platino.
Si é deciso di prendere come punto di partenza la ricetta della soluzione elettrolitica
impiegata per la deposizione del Nichel (Soluzione acquosa di Ni(NOs), in presenza di
tampone NH,OH/NH,CI a pH 9,24). Si é pertanto disciolta la polvere di ittrio metallico con
HNO; concentrato a caldo (le soluzioni di ioni Y** sono incolori, infatti I'Y non presenta
elettroni negli orbitali d e f, solo in alcuni si osserva un colore debolmente giallo forse
dovuto alla presenza di acidi forti); una volta lasciato raffreddare e aver diluito con acqua si
€ aggiunto il tampone, e subito ci si & resi conto che questa strada non era praticabile in
quanto in ambiente basico I'Y precipita come Y(OH); dando origine ad un precipitato bianco
caseoso flocculato; il precipitato in questione si ridiscioglie rapidamente riportando il pH a
livelli acidi per aggiunta di un acido inorganico. La presenza di un precipitato nella
soluzione elettrolitica deve essere assolutamente evitato poiché la precipitazione sottrae
ioni alla soluzione, cambiando le condizioni iniziali, e poi perché essendo il nostro metodo
di elettrodeposizione un metodo dinamico che prevede il continuo fluire della soluzione di
deposito all'interno della camera elettrolitica, la presenza del precipitato determina

I'ostruzione delle linee di trasferimento ed il blocco della pompa.

Si é osservato sperimentalmente che I'Y inizia a precipitare gia a valori di pH prossimi a 6.
Il tentativo successivo & stato quello di depositare la soluzione acquosa acidificata di *Y
senza l'aggiunta di alcun tampone, ma si € osservato un innalzamento considerevole del
pH che passa da 5 a 9 con precipitazione dell'Y: la presenza di tampone risulta percio
essenziale. Vista la solubilita dell'Y a pH inferiori a 6 si & scelto di utilizzare in soluzione un
tampone acetato a pH 4.6 (puro per complessometria) tamponando il pH a 4.2; il pH della
soluzione e stato cosi stabilizzato durante tutta la deposizione ma non si € riusciti ad
ottenere alcun deposito, la riprova e data dall'assenza di incremento ponderale del target e

dal fatto che per aggiunta di una base alla soluzione si osserva la precipitazione dell'ittrio.

Si e anche osservato che il tampone riesce a stabilizzare il pH per tempi non superiori alle
10 ore, deposizioni piu lunghe determinano variazioni considerevoli di pH anche in
presenza del tampone e provocano 'immediata precipitazione dell’®Y, inoltre la stabilita del
tampone diminuisce ulteriormente all'innalzarsi del voltaggio applicato e al diminuire della

velocita del flusso, fino a ridursi a poche ore. In aggiunta il voltaggio applicato
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probabilmente deve essere maggiore rispetto ai valori impiegati per depositare il Ni, questo
pud in parte essere dovuto alla natura trivalente dello ione Y*" in parte alla natura della

soluzione che rispetto a quella utilizzata per il nichel ha una ridotta forza ionica.

In virtu di questi problemi si &€ deciso di cambiare il solvente di elettrodeposizione; anche la
letteratura suggerisce che i solventi migliori siano i solventi polari aprotici (DMSO, DMF,
THF ecc.), probabilmente la presenza di solventi capaci di cedere facilmente idrogeni
aumenta la competizione al catodo fra Y e H e questo rappresenta un ostacolo alla

deposizione.

Sono quindi state realizzate soluzioni elettrolitiche di Y in DMSO con aggiunta di tampone
acetato; considerata la mancanza di una specie ionica in grado di andare ad ossidarsi
al’anodo sono state aggiunte aliquote di NH,CI, sono stati condotti diversi test variando i
valori di corrente applicati, i tempi della deposizione, la temperatura ed infine sono state

variate le concentrazioni dell'Y e dell’ NH,CI.

Il primo risultato ottenuto e stato I'assenza di fenomeni di precipitazione; anche per correnti
elevate e tempi di deposizione di 24 ore, i depositi non hanno tuttavia dato risultati
soddisfacenti se non leggeri aloni sul fondello di platino dal peso trascurabile. E’ possibile
che il problema sia ancora una volta legato al solvente; infatti DMSO €& un solvente che
mostra capacita ossidative’” ed & quindi possibile che la sua presenza determini
I'ossidazione dei primi strati di Y depositati con la formazione di un sottile strato di ossido il
quale potrebbe costituire un ostacolo per la deposizione degli strati successivi di Y, gli
ossidi infatti hanno una resistivita nettamente maggiore rispetto al metallo puro. Questa
ipotesi trova una possibile conferma effettuando una misura della resistenza sia a livello del
fondello di platino che dell’'area depositata, nel secondo caso infatti la resistenza appare
superiore rispetto al solo fondello di platino (0.002-0.003 ohm contro il valore di 0.001 ohm);
per queste ragioni si e deciso di cambiare ancora il solvente e sono stati eseguiti dei test in
DMF. Utilizzando questo nuovo solvente insieme al tampone acetato si riescono ad

ottenere finalmente depositi di Y pesabili (figura 33).

Questi depositi si presentano di colore grigio chiaro, con una superficie polverosa, rimossa
la quale emergono caratteristiche di compattezza e lucidita; nonostante si tratti di depositi di
pochi mg essi presentano tutte le caratteristiche di compattezza, uniformita e resistenza
meccanica che li rendono idonei per eseguire i primi test di irraggiamento con il nostro

ciclotrone IBA. In tabella 19 viene riportato un riassunto delle prove effettuate
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#YDeposizioni

Lotto Flusso (% Voltaggio mA
Lotto Soluzione Soluzione Elettrolitica om a)o applicato | Temp °C Iniziali Tot Ore Mg ®Y iniz.
Elettrolitica pomp (V)
SOLY89- | Y89 metal Acquosa (*** ]
¥8o-201011 | o NOS.- He Nitae C1-OF) 90% 3.0 25-30 46 4e30 20
SOLY89- Y89 metal Acquosa (" 5
vae-2s1011 | NO3- H N2 Cl- CHICOO. OFt) 90% 4.0 25-30 14 8 20
SOLY89- | Y89 metal Acquosa (" .
vao-141111 | NO3- He N+ G- CHACOO. OF) 90% 45 25-30 22 20 20
Y89 metal Acquosa
TA-171111 soL1 (2 mltampone acetatoin H20-+ 70 ! 90% 4.5 25-30 17 20 0
HNO3 60% pH 4.2)
Y89 metal Acquosa
TA-231111 SOL 2 (2 ml tampone Acetato in H20 pH 4.6) 90% 4.5 25-30 15 21 0
SOLY89- Y89 metal Acquosa . |
¥8o-201111 | T (134N e CH3c00- o) 90% 8.0 25-30 57 | 3+1e30 20
SOLY89- Y89 metal Acquosa .
vo-o11211 | "o (134N e G3c00- o) 50% 8.0 25-30 68 4 20
SOLY89- | Y89-salt DMSO
¥89-061211 | o (% 6500010 011 50% 8.0 25-30 0 5e30’ 8,9
SOLY89- | Y89-salt DMSO .
¥89-121211 | o (1 €000 500 v+ 60% 8.0 25-30 0 24 20
v89-151211 | “OLYBI | Y89-salt DMSO 90% 8.0 25-30 2 6 20
131211 | (" BC%INH,Cl 25mg ° ‘
SOLY89- | Y89-salt DMSO
Y89-201211 Vs CHICO0) 65% new 8.0 40 11 22 20
191211 ( NH,Cl 120mg
SOLY89- | Y89-salt DMSO
¥89-221211 Vs CHICOO) 65% 8.0 40 21 23 100
221211 ( NH,Cl 120mg
SOLY89- | Y89-salt DMSO
¥89-090112 Vs CHAC00-) 65% 12.0 40 # 25 ca 100
050112 | ( NH,Cl 120mg
SOLY89- | Y89-salt DMF
Y89-110112 65% 12.0 40 # 7 50
100112 (100mg Y3+ xmg NH4CI)
Y89-salt DMF
(100mg Y** 3 Eq NH4CI
SOLY89- R
Y89-190112 170112 in 10 m| DMF + 1ml 90% 12.0 40 # 7 100
Tampone acetato pH
4,6)

Tabella 19: Tabella riassuntiva delle prove di elettrodeposizione di ®Y.

Figura 33: immagine di un deposito di ittrio-89 ottenuto del peso di circa 3 mg.
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6 Discussione

6.1 Confronto fra Radionuclidi Convenzionali e Metallici

Azoto-13 da una parte, e rame-64 lo zirconio-89 dall’altra, sono rappresentativi di due
importanti ma diverse classi di radionuclidi emettitori di positroni, classificabili
rispettivamente come radionuclidi “convenzionali” a breve emivita e radionuclidi “non
convenzionali"a lunga emivita.

Sulla base dell’esperienza maturata direttamente sul campo é stato possibile effettuare un
confronto fra le problematiche produttive legate alle due diverse categorie ed analizzare
come queste problematiche incidano sui vari aspetti della produzione del radionuclide come
quello economico, organizzativo ed applicativo.

Il confronto prende in considerazione tre diversi aspetti: il processo di produzione, la

radioprotezione e i costi.

Il Processo di produzione

In generale, e possibile affermare che la produzione di un radionuclide metallico mediante
ciclotrone sia piu difficoltosa e laboriosa rispetto ad un radionuclide convenzionale. Il motivo
principale € rappresentato dalla natura chimico-fisica del target material, che per i
radionuclidi convenzionali e liquida o gassosa mentre nel caso dei radionuclidi metallici &
solida. Questo rende piu difficoltose molte fasi del processo produttivo, a cominciare dal
trasferimento del radionuclide tra il ciclotrone e la cella di sintesi. Infatti, mentre i
radionuclidi convenzionali sono facilmente trasportabili dal ciclotrone al laboratorio di
preparazione radiofarmaci applicando a monte del target una leggera pressione di gas
inerte (é il caso ad esempio del F-18), oppure per spinta di liquidi (come nel caso
dellammonia), i radionuclidi metallici sono solidi e questo rende necessario l'utilizzo di
sistemi di trasferimento appositamente progettati in grado sia di trasferire il target dalla
cella di produzione alla posizione di irraggiamento a livello del ciclotrone (garantendo anche
il suo corretto posizionamento sulla linea di fascio), sia di trasferire il target irraggiato dal
ciclotrone al sistema automatizzato che effettua le successive operazioni di
processamento; In aggiunta va detto che la produzione di radionuclidi metallici richiede
mediamente ciclotroni con energie di fascio maggiori e il cui costo e piu elevato rispetto ai
ciclotroni a basse energie che sono normalmente impiegati per la produzione dei
radionuclidi convenzionali.

Un altro aspetto riguarda la preparazione del target material. Nella maggior parte dei casi, i
materiali target impiegati per la produzione di radionuclidi convenzionali sono “pronti

all'uso” e disponibili in commercio o al massimo pud essere necessario preparare il giorno
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stesso della produzione una specifica miscela. Nel caso invece dei radionuclidi metallici il
target material deve sempre essere manipolato e convertito in una forma opportuna per
consentirne lirraggiamento; un esempio classico € l'elettrodeposizione del metallo di
partenza, che viene prima portato in forma liquida per poi essere riconvertito in solido sul
corpo del target. Queste procedure possono essere anche molto laboriose, richiedere fino
ad un’intera giornata di lavoro e poiché sono governate da svariati parametri la
standardizzazione del target material risulta molto difficile se non improbabile, anche se si

utilizzano strumenti dedicati e appositamente progettati.

Soffermandoci ancora sui target material e parlando dei costi, la differenza non riguarda
tanto la distinzione “convenzionale” / “non convenzionale” quanto piuttosto la natura del
target material stesso, se si tratta di un materiale di facile approvvigionamento, per esempio
'acqua o I'lttrio-89 il costo sara minimo, nel caso invece di materiali arricchiti come I

[**0]H,0 o il ®Ni di sicuro il costo diventera estremamente rilevante.

Y

Anche la fase di purificazione del radionuclide & di solito piu difficoltosa. Per i
convenzionali di solito si utilizzano cartucce purificatrici a scambio ionico o trappole fisiche,
che permettono una purificazione rapida e riproducibile, realizzabile in poco tempo e
talvolta direttamente nella fase di trasferimento. Nel caso dei radionuclidi metallici invece la
purificazione prevede I'utilizzo di procedure cromatografiche ioniche che talvolta richiedono
fasi stazionarie particolari, non disponibili in commercio, e che quindi devono essere
preparate con una certa periodicita (come nel caso della resina di idroxamato per la
purificazione dello ®Zr). A questo si deve aggiungere che il target material prima di poter
essere purificato deve essere disciolto con il concreto rischio di perdere aliquote dell’attivita
prodotta. Tutte queste fasi devono essere gestite in maniera semiautomatica attraverso

I'utilizzo di opportuni moduli collocati all'interno delle celle schermate.

Un altro elemento di diversita fra le due tipologie di radionuclidi & la standardizzazione del
processo produttivo. Infatti nel caso dei metallici la lunga emivita ed i conseguenti tempi
tecnici rendono piu lunghe e laboriose le fasi di sviluppo e messa a punto, alle quali va
aggiunto che la tecnologia impiegata € molto piu giovane in questo settore, talvolta
“artigianale”. Ad esempio molti componenti possono essere progettati su misura; questo fa
si che i sistemi utilizzati per la produzione non sempre siano affidabili e garantiscano
performance costanti nel tempo, cido rende molto piu difficile ottenere dati ripetibili ed
omogenei e rende ancora piu difficoltoso il trasferimento al paziente di queste tipologie di
traccianti.

Per i radionuclidi convenzionali invece le problematiche sono minori; poiché si utilizzano
sistemi piu stabili che forniscono mediamente dati piu riproducibili, € possibile eseguire

anche piu prove nella stessa giornata, con conseguente riduzione dei tempi necessari per
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la convalida del processo. Questo garantisce maggiore flessibilita e risulta molto importante
sia per i farmaci destinati ad un utilizzo di routine, sia soprattutto nell’ottica di radiofarmaci
nuovi destinati alla sperimentazione nell’'uomo; per questi ultimi & infatti spesso necessario
modificare nel tempo le condizioni operative, e di conseguenza l'intero processo dovra
essere riconvalidato; se si opera con radionuclidi convenzionali queste fasi sono

sicuramente piu veloci e cid consente di non rimanere fermi troppo a lungo.

Per quanto riguarda infine il personale coinvolto, i radionuclidi convenzionali richiedono in
generale piu persone che operino contemporaneamente, a causa della loro breve emivita
che impone di ottimizzare al massimo i tempi; la maggiore emivita dei radionuclidi metallici
permette invece una diversa gestione delle operazioni, che possono essere affidate in
proporzione ad un minore numero di unitd di personale. In generale se si considera di
operare in condizioni NPB-MN o GMP per la produzione di un radionuclide convenzionale e
del relativo radiofarmaco sono necessari almeno 4 operatori, il numero potrebbe essere
ridotto a 2 nel caso di radionuclidi metallici per i motivi discussi prima.

Va pero aggiunto che per la produzione di radionuclidi metallici e la marcatura possono
anche essere richiesti due giorni di lavoro consecutivi, durante il primo si provvede alla
produzione del radionuclide, solitamente nel pomeriggio, durante il secondo invece si
purifica e si esegue la marcatura. Questo & cid che avviene ad esempio con il **Cu, di
conseguenza il costo del personale per singola produzione € lo stesso, cambia ovviamente

in relazione al numero delle produzioni.

La Radioprotezione

Parlando degli aspetti produttivi dei radionuclidi l'aspetto della radioprotezione €
sicuramente uno dei piu importanti, e ci sono molte differenze fra le due categorie.

Per entrambe le categorie € necessario operare in condizioni di sorveglianza continua della
radiazione, sia di quella ambientale che di quella aeriforme, gli operatori devono sempre
disporre di dosimetri personali in grado di registrare sia la dose cumulativa che di valutare il
rateo di dose. Intuitivamente la contaminazione aeriforme sara piu critica nel caso dei
radionuclidi convenzionali che possono essere essi stessi gassosi 0 maggiormente soggetti
a sviluppare vapori e aerosol. Tuttavia € necessario prestare eguale attenzione alla
contaminazione aeriforme anche nelle produzioni dei radionuclidi metallici poiché in queste
si possono originare polveri fini facilmente disperdibili nell’aria. In generale operando con i
radionuclidi metallici si ha a che fare con sostanze che hanno un profilo dosimetrico piu
critico, sia per quello che riguarda I'emivita che per la natura e I'energia della radiazione;
guesto fa si che anche operando con quantitativi di attivita piu ridotti, il grado di esposizione

per gli operatori sia piu alto paragonato alle produzioni di radionuclidi convenzionali.
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Molto diversa € invece la gestione dei prodotti di scarto e dei rifiuti radioattivi.

Per i radionuclidi convenzionali i rifiuti radioattivi sono meno problematici, € necessario
predisporre nei locali dei pozzetti piombati dove stoccare i materiali rimossi dai moduli per
farli decadere; nella pratica si usa distinguere i rifiuti solidi (cartucce, filtri ecc) da quelli
liquidi (solventi di lavaggio residui di reazione). Un’accortezza sempre necessaria € quella
di separare i rifiuti radioattivi che precedono la fase di purificazione da tutti gli altri; i primi
infatti contengono impurezze a media/lunga emivita che derivano dal ciclotrone i quali,
proprio in conseguenza di cid devono essere opportunamente stoccati; al contrario i rifiuti
generati dalle fasi di processo che seguono la fase di purificazione non contengono in
genere radionuclidi a lunga emivita e non presentano pertanto problemi di stoccaggio a
lungo termine e possono essere smaltiti come rifiuti normali. In generale quindi nel caso dei
convenzionali e sufficiente predisporre razionalmente zone schermate di stoccaggio ed
attenersi alle norme di radioprotezione per ridurre al minimo o addirittura annullare
I'esposizione.

Per i radionuclidi metallici invece i rifiuti restano attivi per molto tempo e questo impone da
un lato di ritardare le procedure di pulizia degli strumenti utilizzati, dall’altro di individuare a
priori un opportuno luogo di stoccaggio che dovra essere opportunamente schermato e al

di fuori delle zone operative.

Un’altra differenza consiste nel fatto che quando si esegue una produzione di un
radionuclide convenzionale si parte da una condizione di assenza di radioattivita, infatti
tutte le fonti di attivita sono rimosse prima e durante il lavaggio. Questo non vale in egual
misura per i radionuclidi metallici, si pensi ad esempio al target utilizzato per
l'irraggiamento, il quale dopo essere stato irraggiato per la prima volta si attiva e restera
tale praticamente sempre. Di conseguenza per i metallici anche le fasi del processo che
precedono l'irraggiamento (come per esempio I'elettrodeposizione) prevedono di lavorare
con componenti attivati e necessitano pertanto di schermature apposite. Per questo motivo
sarebbe bene dotarsi di un numero sufficiente di target da utilizzare a rotazione per
cercare di ridurre I'esposizione al minimo, questi target sono pero costosi (circa 4000 euro

I'uno) e il numero non puo essere cosi elevato.

Tutte le considerazioni fatte fin'ora suggeriscono che l'area destinata alla produzione dei
radiometalli e le conseguenti marcature dovrebbe essere il pit possibile separata dai locali
dove si manipolano i radionuclidi a breve emivita.

Sicuramente non e consentito manipolare le due categorie nello stesso locale sia per motivi
di contaminazione crociata sia per motivi di radioprotezione; sarebbe opportuno invece
operare in locali il piu possibile separati ed evitare anche i flussi comuni dei materiali.

Questo discorso impatta direttamente anche sui costi di realizzazione delle strutture; in un
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caso ideale la soluzione migliore sarebbe quella di realizzare i locali destinati alla
produzione delle due categorie di radionuclidi in due strutture fisicamente separate

ciascuna provvista del proprio controllo di qualita e dei propri locali accessori.

| Costi

Per quanto riguarda i costi va detto che in linea di principio la produzione di un radionuclide
non convenzionale € piu dispendiosa, sia per quanto riguarda il costo della strumentazione
necessaria sia per quanto riguarda il costo della singola produzione. Di seguito in tabella 20
e riportata una comparazione fra un radionuclide convenzionale e uno non convenzionale. |
dati si basano su due casi reali rappresentativi delle due classi vale a dire ['*N]NH; per i

convenzionali e [**Cu]Cl, per i non-convenzionali.

Strumentazioni Convenzionale Non Convenzionale Aumento NC Incremento %
Produzione

Cella Piombata € 100.000,00 € 200.000,00 € 100.000,00 100,00%
Cella Piombata Classe A (QCHC) € 180.000,00 € 180.000,00 €0,00 0,00%
target * € 45.000,00 € 100.000,00 € 55.000,00 122,22%
Moduli per sintesi ** € 120.000,00 € 200.000,00 € 80.000,00 66,67%
Raccorderia € 1.000,00 € 1.000,00 €0,00 0,00%
Sistema Punto di bolla € 6.000,00 € 6.000,00 €0,00 0,00%
Banco da lavoro + pozzetto piombato € 6.500,00 € 6.500,00 €0,00 0,00%
Schermature aggiuntive €0,00 € 3.000,00 € 3.000,00 N.A
Totale Apparecchiature € 458.500,00 € 696.500,00 € 238.000,00 51,91%

* la voce target per quanto riguarda i radionuclidi non convenzionali include sia i target su cui viene depositato il target
material sia il sistema di posizionamento e movimentazioni dei target stessi,
** |la voce moduli di sintesi invece include oltre al modulo per la marcatura anche i moduli dedicati alla deposizione,

dissoluzione e purificazione del metallo.

Tabella 20: Tabella comparativa fra Radionuclidi C e NC per quanto riguarda i costi delle strumentazione.

Il maggior costo necessario per produrre radionuclidi non convenzionali € dovuto per prima
cosa all’esigenza di possedere un sistema di movimentazione del target solido, che invece
non €& necessaria per i radionuclidi convenzionali; inoltre & necessario I'impiego di moduli
dedicati alle procedure di preparazione, dissoluzione e purificazione del target material che
invece non sono richiesti per i radionuclidi convenzionali. Infine un ultimo costo aggiuntivo e
rappresentato dalle schermature extra che servono per proteggere gli operatori dalle

energie maggiori associate a molti radionuclidi metallici.
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In generale come si evince dai dati riportati in tabella il costo delle attrezzature per
produrre un radionuclide non convenzionale risulta di circa il 50% superiore al costo

necessario per la produzione di un radionuclide convenzionale.

Alle spese per le attrezzature riportate in tabella 20 & necessario aggiungere i costi legati
agli strumenti per il controllo di qualita e per quelle attrezzature “generiche” presenti
normalmente in una radiofarmacia e che spaziano dagli arredi ai dispositivi di monitoraggio

individuali. Il costo di queste attrezzature € stato riportato separatamente in tabella 21

poiché non sussistono differenze tra il caso del convenzionale e del non-convenzionale.

| Costi Comuni Costo
Controllo di qualita
Sistema HPLC € 60.000,00
Sistema GC € 40.000,00
PhMetro € 800,00
Multicanale GelLi € 45.000,00
Strumento analisi pirogeni € 3.000,00
Incubatore 25C € 5.000,00
Incubatore 32.5C € 5.000,00
Totale CQ € 158.800,00
Altro
Sistema purificaz acqua (MilliQ) € 8.000,00
Bilancia Analitica € 5.000,00
Stufa € 1.000,00
Cappa Chimica € 3.000,00
Frigocongelatore (x2) € 5.000,00
Monitoraggio temperature (x10) € 700,00
Armadio solventi € 4.000,00
Monitor attivita portatili (x2) € 3.800,00
monitor mani-piedi € 20.800,00
Arredi magazzino e locali € 5.000,00
Totale Altro € 56.300,00
Impianti
Impianto HVAC + sistema supervisione € 80.000,00
Sistema Conta particellare € 35.000,00
Sistema di Monitoraggio Ambientale € 44.000,00
Monitoraggio Aria € 35.000,00
Impianto ACS € 37.000,00
Totale Impianti € 231.000,00

Tabella 21: Costi Comuni alle due classi di radionuclidi:
controllo di qualita attrezzature generiche e impianti
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In tabella 21 viene anche riportato un elenco dei principali impianti necessari all'interno di
una radiofarmacia con indicato per ciascuno un importo approssimato, ma realistico, che si
basa sui valori medi di mercato. Anche per gli impianti vale il concetto che non sussistono
differenze tra il caso del convenzionale e del non-convenzionale, le differenze sono legate
semmai alla struttura della radiofarmacia e alla sua aderenza con le normative vigenti,
come del resto avviene per i costi legati alle strutture; per questo si rimanda al capitolo

sSuccessivo.

Per quanto riguarda invece i costi legati alla singola produzione un confronto é riportato in
tabella 22.

Costo per Produzione [ “NJNHs [**culCl, Aumento per NC Incremento %
Consumabili

Consumabili Produzione € 58,00 € 1.450,00** €1.392,00 2400,00%
Consumabili Controllo di qualita € 329,00 € 340,00 € 11,00 3,34%
Materiale per pulizie €7,00 €7,00 €0,00 0,00%
Materiale per vestizione operatore €12,00 € 12,00 € 0,00 0,00%
Totale Consumabili € 406,00 € 1.809,00 € 1.403,00 345,57%
Personale 4 operatori 2 operatori x 2 gg

Totale Personale € 400,00 € 400,00 €0,00 0,00%
Totale costo € 806,00 € 2.209,00 € 1.403,00 174,07%

* i costi dell'[13N]NH3 si riferiscono al materiale necessario per due produzioni consecutive, questo poiché esse sono
entrambe necessarie per I'esame clinico.

**j| dato si riferisce ad una produzione eseguita partendo da 50mg di 64Ni, (costo 1250€)

Tabella 22: Comparazione costi di una singola produzione

Per quanto riguarda i dati riportati in tabella 22 va osservato che il costo del singolo esame
(escluso il costo degli operatori) di circa 400 euro/produzione calcolato per I'T*N]NH; possa
essere un valore realistico, ed in generale di riferimento, per la produzione di gran parte dei
radiofarmaci marcati con radionuclidi convenzionali; di sicuro per questi radionuclidi il costo
piu elevato e rappresentato dal materiale impiegato per eseguire i controlli di qualita
microbiologica (Test di sterilita e test per le endotossine).

Diversamente, nel caso dei radionuclidi metallici il costo & senza dubbio influenzato
maggiormente dalla natura del target material e varia caso per caso,; una stima generale
non & pertanto possibile ma se si considera un target material non arricchito come per
esempio I'®Y il costo della produzione potrebbe essere di circa 600-700 euro, quindi
paragonabile con quello di un radionuclide convenzionale. Nel caso di una produzione
ipotetica di ®*Cu in cui si parte da 50mg di ®*Ni (es di tabella 20) il costo potra invece salire
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fino a sfiorare i 2000 euro per produzione. Il costo maggiore € quindi dovuto in larga parte
all'utilizzo del materiale arricchito, e in una certa misura anche all’utilizzo di consumabili piu
costosi, ad esempio solventi e reagenti di grado metal basis, oppure delle resine per la
purificazione, il costo degli altri consumabili invece & del tutto assimilabile ai convenzionali.

Per quanto riguarda i costi degli operatori come anticipato nei capitoli precedenti ci si rifa al
costo medio del personale tecnico-amministrativo (100euro/die) ed é possibile osservare

come questa voce vada ad incidere in maniera del tutto analoga su entrambe le categorie.

Bisogna sottolineare perd che il tema dei costi legati alla singola produzione, compreso
anche i costi dell’'operatore, assume maggiore significato se valutato in relazione all'utilizzo
del tracciante (indipendentemente che esso sia convenzionale o non-convenzionale).

Infatti il numero di pazienti indagati per anno con un dato tracciante pud influire
considerevolmente sul piano economico; in generale maggiore sara il numero di paziente
screenati con il tracciante maggiore sara I'ammortizzamento dei costi di produzione.

Inoltre l'usura del ciclotrone € molto maggiore nel caso della produzione di radioisotopi a
lunga emivita, che richiedono beam time di 3-5 ore contro i 20-30 min di N-13; la maggiore
usura si traduce in costi di manutenzione maggiori. Effettuare una valutazione precisa su
questi costi non & semplice ma, ipotizzando un eguale numero di pazienti, i costi di
manutenzione annui sono quantificabili in circa 20-30mila euro in piu nel caso di produzione
di radioisotopi metallici; questo &€ essenzialmente dovuto ad una piu frequente usure dei
componenti della sorgente di ioni e dei ricambi maggiormente sottoposti a stress durante |l

bombardamento come foil e o-ring.

Infine anche i costi di smaltimento dei rifiuti radioattivi sono destinati ad aumentare per
produzioni di radionuclidi metallici ma non é stato possibile effettuare un’analisi per

mancanza di dati a riguardo.

Nella nostra esperienza ad esempio per il radiofarmaco [**N]NHj; si riescono ad eseguire un
massimo di quattro produzioni a settimana, quindi due pazienti. Ad oggi si sono sottoposti a
esame PET-Ammonia in media 35 pazienti all'anno, questo dato unito ai costi di produzione
contenuti rende la produzione del tracciante ammortizzabile e getta le basi per un suo
utilizzo continuativo nel tempo. Piu difficile e il discorso per quanto riguarda i radionuclidi
metallici, infatti se ai costi di produzione piu elevati si aggiungono le meno frequenti
possibilita di utilizzo dei traccianti metallici in pazienti si intuisce come la sostenibilita del
processo di produzione di radionuclidi metallici sia piu difficoltosa. In questo senso un aiuto
deve venire dagli organi competenti che devono cercare di chiarire le possibilita di utilizzo
clinico per tutti i farmaci di natura sperimentale e trovare il modo di semplificare [l'iter

autorizzativo dei nuovi traccianti sperimentali (IMPD semplificato ecc).

138



Di seguito in tabella 23 si cerca di riassumere schematicamente le principali differenze fra
radionuclidi convenzionali e metallici considerando tutti gli aspetti produttivi descritti nel

presente capitolo.

Produzione di radionuclidi
Caratteristiche Convenzionali Metallici
Attrezzature impiegate Meno numerose, piu affidabili Pil numerose, meno affidabili
Materiali utilizzati Meno costosi Pili costosi
Personale coinvolto 4 operatori 2 operatori
Tempo di allestimento 1-2 ore max Anche 1-2 giorni
Frequenza massima di produzione 1-2 sintesi al giorno 1 sintesi ogni 2-3 gg
Flessibilita Buona Scarsa
Standardizzazione Fattibile Difficile
Interfacciabile con altre attivita Si No
Adeguabilita a NBP/GMP Si Possibile ma piu complessa
Costi strumentazioni inferiori Maggiori
Costi di una produzione 400-500 euro Fino a 2000 euro
Gestione dei rifiuti Pil semplice Pili critica
Radioesposizione inferiore Maggiore

Tabella 23: Confronto radionuclidi convenzionali e metallici

La produzione di radionuclidi convenzionali e metallici determina quindi problematiche di
diversa natura, tecniche ma non solo, che sono in fondo essenzialmente legate alle loro
caratteristiche fisiche; i radionuclidi che presentano le maggiori difficoltd sono quelli che
hanno emivite troppo lunghe oppure troppo corte; nel primo caso infatti i problemi maggiori
riguardano la radioprotezione e la gestione temporale del processo, nel secondo caso
invece si deve cercare di ottimizzare al massimo i tempi della produzione per riuscire a
produrre una dose utile di radionuclide; in entrambe le circostanze € necessario adottare

soluzioni tecniche e procedurali che consentano di superare questi problemi.

La produzione di questi radionuclidi con caratteristiche di purezza chimica, radiochimica e
radionuclidica idonee per le successive marcature e allo stato attuale gia perfettamente
fattibile, il reale problema consiste nelladeguare i processi produttivi dei radionuclidi e dei
relativi radiofarmaci al nuovo panorama normativo che richiede oggi requisiti molto piu rigidi

che in passato per permettere I'utilizzo dei traccianti nell'uomo.

Equiparare il radiofarmaco, anche quello per uso clinico, ad un prodotto medicinale, ha
comportato I'esigenza di trasferire il metodo produttivo proprio delle industrie farmaceutiche
anche all'interno delle radiofarmacie ospedaliere. In termini pratici si & assistito ad una
maggiore necessita di standardizzazione, controllo e verifica del processo, e quindi in

generale maggiori garanzie sulla qualita del prodotto; questo comporta da un lato una
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crescita significativa dei costi, dall'altro la necessita di introdurre miglioramenti tecnici nel
processo produttivo che standardizzino il pit possibile le produzioni.

In questo contesto i radionuclidi convenzionali rispetto a quelli metallici, ad oggi, sono
sicuramente un passo avanti. Le loro caratteristiche complessive, la loro maggiore
diffusione ed utilizzo fanno si che essi siano piu facilmente adattabili ad un regime NBP-MN
0 addirittura GMP per la somministrazione nelluomo. Per i motivi opposti invece i
radionuclidi metallici sono ancora un po’ distanti dal riuscire realizzare questo trasferimento
in NBP/GMP, questo non significa che non sia possibile, ma lo sviluppo risulta pit lungo e
difficoltoso e anche in termini di costi si deve essere pronti ad affrontare spese piu
consistenti.

Cio che non va dimenticato e sicuramente l'elevato potenziale di questi radionuclidi
metallici che rappresentano un importantissimo strumento medico sia per scopi diagnostici
che terapeutici. Per questi motivi vale sicuramente la pena investire risorse ed energie allo
scopo di superare le difficolta tecniche che coinvolgono la loro produzione e che ne limitano
I'utilizzo clinico; aiuti importanti in questo senso potrebbero provenire oltre che dal
progresso nella tecnologia, anche dalla ridiscussione di alcuni aspetti normativi che allo

stato attuale appaiono eccessivamente penalizzanti per il settore del radiofarmaco.
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6.2 Impatto della Nuova Normativa
L'attuale normativa che disciplina il mondo del radiofarmaco ha in un primo momento
equiparato totalmente quest’'ultimo ad un\ qualsiasi prodotto medicinale; in conseguenza di
cio, tutti gli aspetti produttivi sarebbero dovuti essere gestiti secondo quanto previsto dalla
normativa Europea in materia, che prevede tra l'altro la conformitd del processo di
preparazione alle linee guida GMP. In seguito, con l'introduzione a livello Nazionale delle
NBP-MN, sono state apportate modifiche al quadro di riferimento normativo, con il
riconoscimento della particolare natura dei radiofarmaci e delle strutture autorizzate alla
loro preparazione ( le radiofarmacie ospedaliere) i criteri secondo cui questo & possibile
sono essenzialmente legati all'utilizzo finale del radiofarmaco e sono stati discussi nel

capitolo 1.5.

Se si considera un reparto di medicina nucleare comprensivo di un centro PET
autosufficiente per quanto riguarda la produzione di traccianti (ciclotrone + radiofarmacia),
che produce radiofarmaci destinati a soddisfare le esigenze cliniche del reparto o al piu
destinati a sperimentazioni cliniche no-profit, la normativa italiana vigente consente di
produrre seguendo quanto stabilito dalle NBP-MN. L'adeguamento alle GMP e necessario
gualora si desideri produrre radiofarmaci destinati alla vendita o a studi di ricerca “for profit”;
cio implica il passaggio allo status di officina farmaceutica e obbliga ad ottenere da parte
dell’AIFA l'autorizzazione alla produzione (AP) e nel caso di vendita anche l'autorizzazione

all'immissione in commercio (AIC).

Di sicuro ad oggi gli aspetti normativi e regolatori rappresentano uno dei principali problemi
che riguardano il mondo del radiofarmaco, ed esistono alcuni aspetti controversi. Questo e
vero a tutti i livelli produttivi ma diventa ancor piu critico all'interno delle realta ospedaliere e
sanitarie che sono attrezzate per la produzione di radiofarmaci oppure quando si parla di
farmaci di natura sperimentale. Ad esempio la normativa prevede che i radiofarmaci
sperimentali ospedalieri oggetto di studio in sperimentazioni no-profit possano essere
prodotti secondo NBP-MN, ma se il radiofarmaco rientra in uno studio, non come oggetto di
indagine ma bensi come semplice tool di imaging, in tal caso sara necessaria la sua

produzione secondo GMP.

Ad oggi le principali problematiche legate alla legislazione dei radiofarmaci riguardano la
situazione di eterogeneita che e attualmente presente all'interno dell’'unione Europea,
l'innalzamento dei costi associati alla produzione del radiofarmaco e la necessita di ulteriori
ottimizzazioni delle linee guida che tengano conto delle differenze oggettive esistenti tra i

radiofarmaci ed i normali prodotti medicinali.
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Per quanto riguarda la situazione Europea, da paese a paese si possono riscontrare grandi
differenze. Ad esempio in alcuni stati tutte le preparazioni devono essere obbligatoriamente
eseguite secondo GMP mentre in altri si seguono standard diversi. Un esempio unico &
rappresentato dalle NBP Italiane che tengono in maggior considerazione le problematiche
relative alle preparazioni estemporanee di radiofarmaci effettuate non a fini industriali. Un
altra problematica riguarda la responsabilita della preparazione radiofarmaceutica, anche
qui in alcuni paesi essa € affidata ad un esperto qualificato (QP), in altri al farmacista
ospedaliero, in altri ancora al medico nucleare. A volte tali differenze legislative
determinano la nascita di situazioni discriminatorie poiché laddove la normativa € piu
restrittiva 0 non chiara, la sperimentazione risulta piu difficile. Infine questa situazione
eterogenea crea spesso ostacoli alle sperimentazioni multicentriche internazionali.

L'esigenza e sicuramente quella di uniformare a livello europeo gli standard per le
preparazioni su piccola scala di radiofarmaci, definendo delle linee guida da seguire e una
serie di regole comuni a cui rifarsi in modo tale da evitare i rischi sulla qualita e sulla
sicurezza delle preparazioni e garantire equita almeno nell’Unione Europea; a onor del vero
su questo aspetto I'ltalia € un passo avanti rispetto a molti stati europei poiché con le NBP-

MN €& uno dei pochi paesi ad avere una normativa extra industriale chiara.

Produrre un radiofarmaco in ottemperanza alle NBP-MN determina un innalzamento del
numero di operatori per ciascuna sintesi, questo & dovuto principalmente alla necessita di
lavorare in ambienti classificati e all'impossibilitd di passare con disinvoltura da una zona
ad un'altra; inoltre bisogna considerare che cresce anche il numero delle attivita ancillari
alla produzione, cresce la parte documentale, crescono il numero, la frequenza e la
complessita dei controlli, con la conseguenza che intere giornate di lavoro devono essere
dedicate alle operazioni di qualifica e convalida; tutto questo sottrae inevitabilmente tempo
e impone un aumento del personale dedicato. La nuova normativa ha poi imposto anche
nel mondo del radiofarmaco ospedaliero la nascita, oltre a quelle gia presenti, di nuove
figure professionali come I'esperto qualificato (QP), il responsabile della qualita Quality
Assurance (QA), il responsabile per la produzione della produzione (RP) e del controllo di
gualita (CQ); queste figure sono oggi obbligatorie per legge se si vuole preparare

radiofarmaci destinati alla somministrazione nelluomo.

Di seguito in tabella 24 si & provato a fare un ipotesi di calcolo su quanto I'avvento delle
nuove normative abbia inciso sulla preparazione dei radiofarmaci destinati alla
somministrazione nell’'uomo. L’analisi si basa sul caso del radiofarmaco [**N]JAmmonia e
prova a confrontare, con un certo grado di approssimazione, i costi di realizzazione, utilizzo
e mantenimento odierni con quelli che sarebbero stati prima dell'entrata in vigore delle

nuove norme produttive NBP-MN.
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Strumentazioni NBP-MN Pre NBP-MN
Produzione

Cella Piombata € 180.000,00 € 180.000,00
Cella Piombata Classe A (QCHC) € 100.000,00 €0,00
Modulo Dedicato Home Made € 1.500,00 € 0,00
Raccorderia € 1.000,00 € 1.000,00
Sistema Punto di bolla € 6.000,00 €0,00
Banco da lavoro + pozzetto piombato € 6.500,00 € 6.500,00
Controllo di qualita

Sistema HPLC € 60.000,00 € 60.000,00
Sistema GC € 40.000,00 € 40.000,00
PhMetro € 800,00 € 800,00
Multicanale GelLi € 45.000,00 € 45.000,00
Strumento analisi pirogeni € 3.000,00 €0,00
Incubatore 25C € 5.000,00 €0,00
Incubatore 32.5C € 5.000,00 €0,00
Altro

Sistema purificaz acqua (MilliQ) € 8.000,00 € 8.000,00
Bilancia Analitica € 5.000,00 € 5.000,00
Stufa € 1.000,00 € 1.000,00
Cappa Chimica € 3.000,00 € 3.000,00
Frigocongelatore € 5.000,00 € 5.000,00
Penne monitoraggio temperature € 700,00 € 0,00
Armadio solventi € 4.000,00 € 4.000,00
Monitor attivita portatili € 3.800,00 € 3.800,00
monitor mani-piedi € 20.800,00 € 20.800,00
Arredi magazzino e locali € 5.000,00 € 5.000,00
Totale Apparecchiature € 510.100,00 € 388.900,00
Incremento Costo € 121.200,00

Incremento Costo % 31,16

Tabella 24: Impatto della nuova normativa sui costi di realizzazione, esecuzione
e gestione della produzione di radiofarmaci.

| dati sono approssimativi e non tengono conto ad esempio dell'incremento dell'lVA ma
nonostante cio, rendono un’idea del cambiamento avvenuto e di dove il nuovo quadro
normativo abbia inciso maggiormente.

Nel calcolo dellimpatto sulle strumentazioni non e stato considerato il costo del ciclotrone
guesto poiché esso era gia presente prima dell’entrata in vigore della nuova normativa e
poi perché, per il suo alto costo, la sua inclusione nel calcolo avrebbe falsato il reale
impatto delle nuove norme. Come si evince dalla tabella I'introduzione della nuova norma
ha determinato un incremento del costo delle strumentazioni di circa il 30%, questa
differenza é rappresentata soprattutto da quelle strumentazioni che ad oggi sono essenziali

per garantire la qualita microbiologica delle preparazioni ad esempio il frazionatore di

classe A e gli incubatori per il controllo microbiologico.
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Impianti NBP-MN Pre NBP-MN
Impianto HVAC € 15.000,00 € 7.500,00
Sistema di supervisione (HVAC, segnali) € 5.000,00 € 0,00
Sistema Conta particellare € 8.750,00 €0,00
Sistema di Monitoraggio Ambientale € 11.000,00 € 11.000,00
Monitoraggio Aria € 8.750,00 € 8.750,00
Impianto ACS € 9.250,00 € 9.250,00
Totale € 57.750,00 € 36.500,00
Incremento Costo € 21.250,00

Incremento Costo % 58,22

Locali NBP-MN Pre NBP-MN

Lab per radiosintesi Si Si

locale tecnico classificato Si No

aree filtro Si No
spogliatoi classificati Si No
magazzino classificato Si No
magazzino non classificato Si Si

Lab per QC Si Si

Costo Realizzazione locali radiofarmacia € 250.000,00 € 50.000,00
Incremento Costo € 200.000,00

Incremento Costo % 400,00

Tabella 25: Impatto della nuova normativa sui costi di realizzazione, dei locali e degli impianti
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In tabella 25 invece vengono presi in esame i costi relativi ai locali e agli impianti, i costi
riportati in tabella si basano sul caso reale della nuova radiofarmacia della nostra struttura.
Si tratta di una clean room cioe di una struttura complessa costituita da locali classificati di
livello C e D; e composta da quattro laboratori di radiochimica in classe C, aree filtro per il
passaggio dei materiali, due spogliatoi (NC-D e D-C), un magazzino classificato e un locale
tecnico in classe D, un laboratorio per il controllo di qualita e un altro magazzino non
classificato. Poiché la nostra valutazione é fatta su un solo radiofarmaco e la struttura reale
serve quattro laboratori gli importi riportati sono stati ottenuti dividendo per 4 gli importi
reali. | dati che emergono sono molto rilevanti infatti si osserva un incremento di quasi il

60% per quanto riguarda gli impianti e addirittura del 400% per i locali.




Costi di Gestione

Costo esame PET-Ammonia NBP-MN Pre NBP-MN
Consumabili Produzione €58,35 € 58,35
Consumabili Controllo Qualita € 329,60 € 75,00
Consumabili Pulizie €7,26 €7,26
Consumabili Vestizione €12,10 €0,00
Totale Costo Esame € 407,31 € 140,61
Incremento Costo € 266,70

Incremento Costo % 189,68

Costo Personale per Esame PET-Ammonia 4 operatori 2 operatori
Costo Personale € 400,00 € 200,00
Incremento Costo € 200,00

Incremento Costo % 50,00

Costi Mantenimento Annuo NBP-MN Pre NBP-MN
Manutenzione impianti (HVAC + elettrici) € 25.000,00 € 12.000,00
Manutenzione Celle (costo/cella) € 15.000,00 € 5.000,00
Convalida e riconvalida ambienti e personale € 15.000,00 € 0,00
Parti ricambio moduli sintesi (costo/modulo) € 4.000,00 € 4.000,00
Contratto manutenzione modulo (costo/modulo) € 15.000,00 € 5.000,00
tarature/calibrazioni € 15.000,00 €0,00
Contratto manutenzione HPLC € 6.000,00 € 6.000,00
Contratto manutenzione GC € 4.000,00 € 4.000,00
Contratto manutenzione TLC € 2.000,00 €0,00
Contratto manutenzione multicanale € 4.000,00 €0,00
Contratto di manutenzione Conta patrticellare € 5.000,00 €0,00
Contratto di manutenzione Punto di Bolla € 2.000,00 €0,00
Contratto sistemi di monitoraggio € 15.000,00 € 15.000,00
Totale costi a regime /anno € 127.000,00 € 51.000,00
Incremento Costo € 76.000,00

Incremento Costo % 149,02

Tabella 26: Impatto della nuova normativa sui costi di
produzione (A) e gestione (B) del radiofarmaco [13N]NH3 di radiofarmaci.

costi di mantenimento del processo (parte B).

BN
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In tabella 26 infine sono riportati i costi di una singola produzione di [**N]JNH; (parte A) e i

Per quanto riguarda il costo del singolo esame si osserva con l'introduzione delle NBP-MN
un incremento pari al 189%; anche in questo caso, in analogia con quanto accaduto per le

strumentazioni, I'impatto maggiore e imputabile al costo dei consumabili impiegati per i




controlli microbiologici (piastre a contatto, piastre a sedimentazione e cartucce per I'analisi
dei pirogeni). Il costo del personale invece vede un incremento del 50% che & conseguenza

della necessita di operare in ambienti classificati.

Infine i costi di gestione della struttura e di mantenimento del processo. Essi rappresentano
tutte le spese necessarie per mantenere il sistema perfettamente funzionante e rispondente
alle specifiche di qualita prestabilite e convalidate, quindi sia gli interventi di manutenzione
ordinaria o0 programmata, sia le procedure di riconvalida.

Nel caso dei costi di gestione, a differenza di quanto fatto per i costi dei locali, non é stato
possibile dividere gli importi per il numero di radiofarmaci o di locali poiché anche se la
struttura fosse costituita da un solo laboratorio il costo delle convalide e delle manutenzioni
rimarrebbe praticamente invariato ad eccezione forse dellimpianto HVAC per il quale

l'importo potrebbe essere leggermente piu basso.

| dati riportati in tabella 26B sono valori approssimati, calcolati su base annua, ottenuti
escludendo quei costi di gestione di strumentazioni che non erano necessari prima
dell'entrata in vigore della normativa. Anche in questo caso I'entita dei costi € aumentata,
con un incremento del 150% circa che é attribuibile per la maggior parte a tutte quelle
procedure di verifica, qualifica e riconvalida che le NBP-MN oggi impongono al fine di
garantire il controllo del processo, la sua riproducibilita ed in ultima analisi la qualita delle
preparazioni.

A tale proposito va ricordato che il costo di mantenimento del processo e influenzato da
numerose variabili e puo oscillare anche di molto, ad esempio varia se parte delle convalide
e riconvalide sono effettuate dal personale della radiofarmacia oppure se sono affidate a
terzi. Un esempio su tutti riguarda la convalida degli ambiente e degli operatori che prevede
convalida particellare, convalida delle pulizie, convalida dell’'operatore, verifica integrita filtri
e tarature sensori; se ci si affida a terzi il costo puo arrivare fino a 15mila euro, se si decide
di eseguire personalmente parte delle verifiche il costo pud scendere anche a 5Smila euro,
tuttavia bisogna valutare il reale risparmio perché ci si deve dotare di apparecchiature
apposite, (anche abbastanza costose) e considerare il tempo che viene portato via agli
operatori (diverse giornate lavorative).

Va infine sottolineato che dal conteggio sono stati esclusi i costi legati alla manutenzione
del ciclotrone nonché i costi delle utenze e del personale delle pulizie che quotidianamente
opera all'interno della clean room, ed infine per semplicita di calcolo anche i costi di
ammortamento delle strumentazioni coinvolte.

| dati riportati in queste tabelle, nonostante possano essere in alcuni casi approssimati o
solo stimati danno certamente una chiara di idea dell'impatto che I'applicazione della nuova
normativa e lintroduzione delle NBP-MN ha determinato nel mondo del radiofarmaco

ospedaliero e sottolineano come sia necessario un adeguamento graduale alla nuova
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situazione al fine di permettere alle strutture di trovare le risorse economiche tecniche e

umane necessarie per allinearsi con i nuovi standard produlttivi.

Per concludere appare evidente che le regole giustamente create per il mondo
dell'industria del farmaco non possano essere applicate in toto alle realta del radiofarmaco,
né a livello industriale né tanto piu a realtd cliniche e scientifiche, il processo di
adeguamento necessita di essere graduale a maggior ragione in questo settore dove la
natura intrinseca del prodotto radiofarmaceutico genera in partenza delle pesanti
limitazioni. Un esempio su tutti € I'obbligo di produrre e conservare contro campioni per le
produzioni destinate alla somministrazione nel paziente: nel caso di radiofarmaci
sperimentali, che sono spesso ancora in fase di ottimizzazione e che si ottengono spesso
in quantita a malapena sufficienti per una singola dose, spesso ci si trova nella situazione
paradossale che quando il radiofarmaco ha superato tutti i controlli di qualita e risulta
pronto per la somministrazione questo non sia piu utilizzabile o perché completamente
decaduto o per aver raggiunto valori di attivita specifica tropo bassi. E’ evidente che data la
natura del prodotto e la preparazione su piccola scala il significato del contro campione

necessiti di essere ridiscussa.
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7 Conclusioni e Prospettive Future

7.1 Produzione di Radionuclidi nella nostra unita.

Azoto-13
E’ stato installato e messo a punto per la prima volta nel nostro centro un sistema in grado

di produrre il radionuclide azoto-13, esso viene prodotto nella forma [**N]JNH," che puo
essere utilizzato direttamente come tracciante di flusso per indagini cardiologiche. La
messa a punto ha riguardato la ricerca dei parametri ottimali di irraggiamento al fine di
massimizzare I'attivita prodotta del radionuclide di interesse, nonché la realizzazione di un
apparato produttivo idoneo a produrre il tracciante desiderato in maniera affidabile
riproducibile e nel rispetto di tutti i requisiti di qualita che sono previsti dalla normativa
vigente in materia di radiofarmaci, vale a dire aderenza a monografia di farmacopea e

operativita in ottemperanza a NBP-MN.

Il valore massimo di attivita ottenuta € compresa tra 250-260 mCi EOB con un grado di
purezza superiore al 99.9% perfettamente idoneo per i successivi scopi di utilizzo del
radionuclide. Grazie al modulo di sintesi realizzato & stato possibile conciliare i problemi
inerenti la breve emivita del tracciante con le incombenze procedurali e normative
necessarie per garantire la qualita e sicurezza del tracciante prodotto. Attualmente infatti &
possibile portare a termine la produzione del tracciante e consegnare una dose ready for
injection compresa tra 50-70 mCi (comprensiva quindi di tutte le analisi di qualita) in soli 20
minuti dalla fine dell'irraggiamento; inoltre & possibile effettuare due sintesi consecutive del
tracciante ["*NJNH; senza pit bisogno dell’intervento dell’'operatore fra una sintesi e l'altra,
con una netta riduzione dell’esposizione delloperatore e una maggiore sicurezza

microbiologica per il prodotto.

Il modulo di sintesi home-made € altresi economico, infatti il costo complessivo per la sua
realizzazione non ha superato i 1500 euro ed ha l'ulteriore vantaggio di essere compatto e
versatile, facilmente scollegabile e configurabile all’occorrenza all’interno di un’altra cella di
sintesi. Attualmente grazie a questo sistema il radiofarmaco [*N]JNH; & quotidianamente
prodotto presso il reparto di medicina nucleare del’Ospedale S. Raffaele dove viene
utilizzato per eseguire indagini cliniche di routine, indagini cardiologiche facenti parte di
protocolli di ricerca finalizzati ad indagare gli effetti di nuovi farmaci sul cuore ed infine per

sviluppare nuovi modelli di elaborazione e correzione di immagini PET cardiache.
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Rame-64

E stata portata avanti I'ottimizzazione del processo produttivo di rame-64 con il sistema
Alceo metal light Comecer. In particolar modo ci si & concentrati sulla fase di
elettrodeposizione del target material nichel-64 e si € implementato il sistema per la
gestione dell'irraggiamento e della purificazione del radiometallo. Il processo di
elettrodeposizione e stato ottimizzato fino ad ottenere depositi pressoché quantitativi, il che
e di primaria importanza nel caso specifico del nichel-64 per via degli elevati costi del
metallo arricchito e permette anche in condizioni ottimali di evitare procedure aggiuntive
che di solito si attuano per recuperare il **Ni non depositato. Inoltre sono state migliorate le
caratteristiche legate del sistema di irraggiamento a tutto beneficio della standardizzazione
della produzione e della radioprotezione dell’operatore.

Siamo attualmente in grado di produrre [**Cu]CuCl, in quantita sufficienti e con un grado di
purezza radionuclidica tale da essere idoneo per eseguire reazioni di marcatura di molecole
a diversa natura. Mediante l'impiego di opportuni chelanti in grado di legare stabilmente

anche in vivo il Cu.

Zirconio-89

Per quanto riguarda la produzione del radionuclide zirconio -89, ci troviamo ancora in una
fase iniziale del lavoro. Tuttavia i risultati sono incoraggianti e la possibilita di produrre il
radionuclide con le strumentazioni a nostra disposizione & decisamente concreta. Il sistema
Alceo Metal Light pud verosimilmente essere adattato e permettere la produzione del
radionuclide ®°Zr aprendo la strada a futuri studi mediante la marcatura di anticorpi.

In questi mesi di lavoro ci si € concentrati unicamente sulla prima fase del processo
produttivo che consiste nell’elettrodeposizione del metallo yttrio-89. Siamo riusciti a
realizzare depositi di circa 3 mg di ittrio aventi qualitd morfologiche gia idonee per pensare
alla successiva fase di irraggiamento. Ai fini di migliorare le rese di deposizione saranno
necessari ulteriori test e studi sul processo di deposizione, ad esempio si vuole indagare il
ruolo del solvente, utilizzando altri solventi polari aprotici come THF, Acetato di Etile e
CHsCN, o ancora studiare I'influenza della corrente e della temperatura sulla deposizione.
Successivamente alla realizzazione dei depositi di *Y si dovra lavorare sullo step
dell'irraggiamento ottimizzando i parametri di bombardamento ai fini di massimizzare la
resa, e contemporaneamente sara necessario apportare delle modifiche al modulo di
purificazione dell’Alceo per adeguarlo alle procedure di purificazione dello ®Zr descritte in

letteratura.
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7.2 Considerazioni generali su produzione ed utilizzo di radionuclidi e radiofarmaci.

La natura di questo progetto di dottorato di per se molto tecnica ha offerto lo spunto per
affrontare alcuni aspetti legati alla produzione di radionuclidi e radiofarmaci spesso lasciati
erroneamente in secondo piano, come l'applicabilita nella pratica di routine di un metodo o
di una procedura produttiva. L'utilita di un metodo produttivo o di una particolare procedura
Infatti & in larga parte legata alle sue possibilita di utilizzo, indipendentemente dalla sua
eleganza tecnica o valenza scientifica. Spesso in letteratura si trovano soluzioni tecniche
molto eleganti che producono eccellenti risultati ma che non sempre risultano nella pratica
applicabili ad un contesto ospedaliero e clinico, o lo sono solo per alcuni aspetti. Cio
dipende spesso dalla non disponibilita di strumentazioni e strutture adeguate, da motivi di
natura economica o da difficolta di natura tecnica che si incontrano nella realizzazione di
un metodo affidabile e riproducibile. Questo & ancora piu vero se si ambisce ad un utilizzo
del radiofarmaco nell'uomo, infatti in questo caso subentrano, in aggiunta a quanto appena
detto, difficolta di tipo normativo, poiché le preparazioni, per quanto sperimentali e in fase di
sviluppo, devono oggi come oggi soddisfare rigidi requisiti di qualita e sicurezza ed essere
prodotti con metodologie standardizzabili ed in grado di produrre risultati riproducibili nel
tempo.

Per questi motivi con il presente lavoro si e cercato di fare una valutazione complessiva
della produzione dei radionuclidi nello specifico e dei radiofarmaci in generale, sia
concentrandosi sui problemi di natura tecnica inerenti la produzione sia rivolgendo
I'attenzione a problemi di natura economica e normativa che risultano altrettanto importanti
per la loro produzione ed il loro utilizzo nell'uomo.

Il quadro che emerge ad oggi sottolinea alcuni aspetti importanti.

-l radionuclidi e i radiofarmaci sono un importantissimo strumento medico con un
elevatissimo potenziale sia a livello diagnostico che terapeutico.

-La loro produzione deve andare sempre piu nella direzione dell’automazione al fine di
garantire produzioni piu standardizzabili, piu sicure e quindi piu facilmente trasferibili
nelluomo; per fare questo lo sviluppo della tecnologia a tutti i livelli &€ essenziale e
necessita di dover progredire in continuo per fornire sempre nuove e migliori soluzioni.

-il panorama normativo europeo e mondiale € cambiato di recente rivoluzionando in
maniera definitiva il mondo del radiofarmaco; la principale conseguenza € stata di tipo
economico ed ha determinato una crescita esponenziale dei costi necessari per sviluppare
e produrre un radiofarmaco fino a portarlo nel’'uomo.

-Il nuovo quadro impone una piu attenta pianificazione e conduzione dei progetti di ricerca,

si devono dedicare molte piu energie e tempo alla fase di selezione e scelta del tracciante e
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operare delle scelte non solo in funzione della realizzabilita della molecola ma anche e
soprattutto del suo utilizzo.

-Si deve stabilire in partenza il target che si vuole raggiungere, ad esempio se il tracciante
sia destinato allo studio pre-clinico nel modello all’animale oppure si preveda un suo utilizzo
nel paziente, in quest’ultimo caso e importante definire la tipologia di studio a cui &
destinato, esempio profit o no-profit, tali scelte infatti avranno un grande impatto sui costi di
produzione del radiofarmaco. Per questo sarebbe sempre opportuno realizzare degli studi
di costi e di fattibilitd interrogandosi a priori sulle potenziali applicazioni del radiofarmaco in
questione.

-Per quello che riguarda ['utilizzo dei radiofarmaci & necessario ricordare che il
radiofarmaco non pud essere assimilato in tutto e per tutto ad un normale prodotto
medicinale, le differenze principali riguardano le sue caratteristiche di rapida deperibilita, il
suo buon profilo di sicurezza ed infine il suo utilizzo in condizioni controllate sotto la
supervisione di personale sanitario addestrato, tutto questo dovrebbe spingere a ricercare
quegli aspetti normativi che risultano ridondanti ed eccessivi e che spesso rappresentano
un ostacolo alla realizzazione di nuovi protocolli di ricerca nell'uomo.

In conclusione il mondo del radiofarmaco ha subito e sta subendo in questi anni radicali ed
importanti cambiamenti , 'adeguamento degli aspetti legislativi all'’evoluzione tecnica e
stato opportuno e corretto, ma al momento € necessario trovare un giusto e ragionevole
compromesso tra il rigore normativo che disciplina la produzione e I'utilizzo dei radiofarmaci
e il loro reale impiego che riguarda essenzialmente i reparti di medicina nucleare, cio
appare necessario ai fini di permettere un continuo progredire dello stato dell'arte
garantendo al contempo la qualita e la sicurezza delle preparazioni, senza perdere mai di
vista la particolare natura di sostanze radioattive dei radiofarmaci. Questo compromesso &
importante e necessario poiché i radiofarmaci sono uno strumento medico con un altissimo
potenziale che per di piu presenta un bassissimo rischio associato, grazie al fatto di essere
utilizzati in microdosi. Si dovrebbe mantenere sempre un canale aperto fra tecnici,
scienziati e legislatori, per ragionare insieme sulle regole del settore, che devono essere
regole comuni ma devono poter anche adattarsi a specifiche realtd ed esigenze sempre
nell’ottica di migliorare la pratica medica e di tutelare i pazienti.

Un eccessivo rigore normativo potrebbe infatti compromettere lo sviluppo del settore
limitando sia la produzione che I'utilizzo dei radiofarmaci; in tal senso anche per garantire
una certa indipendenza del settore dalle realtd aziendali sarebbe auspicabile la formazione
di gruppi di ricerca allargati capaci di collaborare in maniera sinergica unendo competenze,

conoscenze e risorse.
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