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Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom (PCa) ist das haufigste Malignom des Mannes und folglich
ist die Behandlung des PCa von hoher Relevanz. Fur fortgeschrittene Stadien des
PCa stellt die Radioligandentherapie eine vielversprechende theranostische
Behandlungsstrategie dar, bei der [8Ga]Ga-PSMA I&T fiir die Diagnostik und
["7Lu]Lu-PSMA I&T fiir die Therapie eingesetzt werden. Beide Radiopharmaka
(RP) konnen auf nuklearmedizinischen Institutionen im kleinen Malistab zur
unmittelbaren klinischen Anwendung hergestellt werden. Eine umfassende
Qualitatskontrolle ist dabei essentiell, um die Sicherheit und Wirksamkeit zu

gewabhrleisten.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde eine Radio-
Hochleistungsfllissigchromatographie (Radio-HPLC) Methode  fir  die
Qualitatskontrolle von [(8Ga]Ga-PSMA I&T und ['"Lu]Lu-PSMA I1&T entwickelt und
gemal} international anerkannten Richtlinien validiert. Die chromatographische
Trennung erfolgte in einer ACE 3 C18 (150 x 3 mm) HPLC-Saule mit einem
Gradienten aus 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) in (A) Wasser und (B) Acetonitril bei
einer Flussrate von 0,42 ml/min Uber 36 min. Die UV-Absorption wird bei 220 nm

gemessen.

Uber die ermittelte Kalibriergrade konnte im Arbeitsbereich von 1 bis 40 pg/ml mit
einem BestimmtheitsmalR R? von 0,9983 ein lineares Verhaltnis zwischen
Konzentrationen und Absorption bewiesen werden. Far die
Kalibrierstandardkonzentrationen von 2,5 bis 40 ug/ml konnte eine Richtigkeit von
93,21 — 101,23% gezeigt werden. Als LOQ wurde die Konzentration 1,0 pg/ml
ermittelt. Prazision, Spezifitdt und Robustheit der Methode konnten erfolgreich
nachgewiesen werden. Alle Validierungsparameter wurden erflullt und damit ist die
entwickelte HPLC-Methode fiir die Quantifizierung von PSMA 1&T in [®®Ga]Ga-
PSMA 1&T und ["7Lu]Lu-PSMA I&T Radiopharmakalosungen geeignet. AuRerdem
trennt die neu entwickelte Methode zuverlassig die Peaks von ["?'Ga]Ga-PSMA I&T,
["Lu]PSMA I&T und PSMA I&T, und ermoglicht so eine Identifikation und

Unterscheidung der 3 Liganden anhand der Retentionszeiten.



Die neu entwickelte Methode bildet die analytische Grundlage fur die Herstellung
und den zuklnftigen klinischen Einsatz von theranostischen PSMA I&T Liganden

auf der Klinischen Abteilung flr Nuklearmedizin.



Abstract

Prostate cancer (PCa) is the most common malignancy in men, making its treatment
highly relevant. For advanced stages of PCa, radioligand therapy represents a
promising theranostic treatment strategy, in which [¢3Ga]Ga-PSMA I&T is used for
diagnosis and ['“Lu]Lu-PSMA I&T for therapy. Both radiopharmaceuticals (RP) can
be legally produced on a small scale for immediate clinical use at nuclear medicine

institutions. Comprehensive quality control is essential to ensure safety and efficacy.

As part of this thesis, a radio-high-performance liquid chromatography (radio-HPLC)
method for the quality control of [(8Ga]Ga-PSMA I&T and ['"’Lu]Lu-PSMA I&T was
developed and validated in accordance with internationally recognized guidelines.
Chromatographic separation was performed in an ACE 3 C18 (150 x 3 mm) HPLC
column with a gradient of 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in (A) water and (B)
acetonitrile at a flow rate of 0.42 ml/min over 36 min. UV absorption is measured at
220 nm.

Using the determined calibration line, a linear relationship between concentrations
and absorption was demonstrated in the working range of 1 to 40 pyg/ml with a
coefficient of determination (R?)of 0.9983. For the calibration standard
concentrations of 2.5 to 40 pg/ml, an accuracy of 93.21-101.23% was
demonstrated. The concentration of 1.0 ug/ml was identified as the LOQ. The
precision, specificity, and robustness of the method were successfully
demonstrated. All validation parameters were met, making the developed HPLC
method suitable for the quantification of PSMA I&T in [8Ga]Ga-PSMA I&T and
["7Lu]Lu-PSMA 1&T radiopharmaceutical solutions. In addition, the newly
developed method reliably separates the peaks of ["@Ga]Ga-PSMA I&T,
["'Lu]PSMA I&T, and PSMA |1&T, enabling identification and differentiation of the

three ligands based on retention times.

The newly developed method forms the analytical basis for the production and future
clinical use of theranostic PSMA I&T ligands at the Clinical Department of Nuclear

Medicine.

\



Inhaltsverzeichnis

[. AbkUrzungen und deren ErkLAruNg ... cu.cee ittt e ee e e eaeeneeesansaneanaens IX
[I. ABBIldUNGSVEIZEICNNIS ..cccoeiiiiiiiieiiieeeee e X
[Il. TabellenverzeiChnis ..o, X
1. Naturwissenschaftliche Grundlagen ...........ccoeoiieiiiiiiiiieee e e e e e 1
PR P =11 1= (0 T PP 1
1.2, RAAIOGKEIVITAL. ... 2
1.3. Arten von Strahlung und ihre biologischen Effekte..........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie. 4
1.4. Bereitstellung von Radionukliden zur medizinischen Anwendung............ccccceeveeeneen. 7
1.5. Radioaktive Arzneimittel ..., 10
1.6. Physiologische Grundlagen und Pathophysiologie des Prostatakarzinoms ........... 12

1.7. Prostataspezifisches Membranantigen und seine Bedeutung als Target in der

N[0 =Y 15 0 =T |4 o PP 14
1.8. Ausgewahlte theranostisch relevante PSMA-Liganden.........ccccoooeeiiiiiiiiiiiiiiiinnnee. 15
1.9. Molekulare Bildgebung mittels PSMA PET/CT und SPECT .......ccoovvvviieeeiiieeerenee. 18
1.10.Radioliganden- Therapie des Prostatakarzinoms .............ccooeiiiiiiiiiiiiiienniieiiinnnnn. 20

1.11.In-house Markierung und Qualitatskontrolle theranostisch relevanter PSMA-

o =1 To 1= o 1R 22
1.12. Radio-HPLC und chromatographisches Trennprinzip .......cccooeeeeeeveeeeiceenreeeeeeennnnes 23
2. ProblemSIeIIUNG ..ccoeeei ettt e e e e ettt e e eeeeee 25
2.1, AUSAaNGSSITUALION ...cceiiiiiieee ettt e ettt e e ee e eeaaaas 25
W A= (<11 v U | Lo PR 28
3. Material und MethOden ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiicc e 28
3.1. Verwendete Materialien flr die Radio-HPLC ..........ccoeiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 28
3.2. Referenzsubstanzen und ChemiKalien .........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 29
3.3. Materialien fiir die Testsynthese von [(8Ga]Ga-PSMA I&T ........cccccevveevveeecveeennenn. 33
4. Validierungsparameter und DUrchflhrung...........coueeeeeiiiieiiiiiceee e 33
4.1. RichtigKeit (ACCUIACY).....cceiiiiiiiiiiiiiieeeee e 33

Vil



4.2, PraziSion (PreCiSION).......cceeiiiiiiiiiiiiieee e e eeeeereeteeeeeeeeeeeeeaennsaeeeeeeeeeesennnnnaseseeesennnnnns 34

4.3. Spezifitat (SPECITICILY) ..oeveeeeeeiieieee 34
4.4. Linearitat (LINGarity).......oooeriiiiiiiiiiie 35

4.5. Bestimmungsgrenze (Limit of Detection (LOD) und Limit of Quantification (LOQ)) 35

4.6. ArbeitsbereiCh (RANGE).....ccoeeeeiviiiiiieee e e e e eeeee e e e e e e e e e eeaenes 36
4.7. Robustheit (RODUSINESS) ....cooiviiiiiiiiiiiiii 36
S BIgEDNISSE ... 37
5.1. MethodenentwiCKIUNG .......ovuueeei e rrree e e e e e e e e aaeee e e e eaeees 37
5.2. ValidierungSergebniSSE .......uiiiiiiiiiiiiiiiie ettt eere e e et e e e e aaee s e e eaae e s eraaanaees 39
5.3. Validierungsergebnisse Radioaktivitatsdetektor.........c.oooviviiiiiieeeniiiiiiiiiieeeeeeeeeee 46
B. DISKUSSION ..cceeiiiiiiiiiiiiiititiiitttttttetttttetetet et eeeeteteeeeete ettt eee e e ee e et e et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeneennes 48
7. LiteraturverzeiChnis ...t 51

VIl



l. Abkurzungen und deren Erklarung

ADT
CRPC
CTX
DRU
DTPA
DTX
EANM
EDQM
EMA
GMP
HGPIN
HPLC
HSPC
LET
mCRPC
MRT
PCa
PET
PET/CT
PSA
PSMA
RP
RSD
SBRT
SPECT

ICH

Androgen deprivation therapy

castration resistant PCa

Cabazitaxel

digitale rektale Untersuchung
Diethylentriaminpentaessigsaure

Docetaxel

European Association of Nuclear Medicine
European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare
European Medicines Agency

Good Manufacturing Practice

high-grade prostatische intraepitheliale Neoplasie
Hochdruckflissigkeitschromatographie

hormone sensitive PCa

linearer Energietransfer

metastatic castration resistant prostate cancer
Magnetresonanztomographie

Prostatakarzinom
Positronen-Emission-Tomographie
Positronen-Emissions-Tomographie und Computertomographie
Prostataspezifisches Antigen
Prostataspezifisches Membranantigen
Radiopharmakon

Relative Standardabweichung

stereotactic body radiatiotherapy
Single-Photon-Emission-Computed-Tomography
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Requirements for Pharmaceuticals for Human Use
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1. Naturwissenschaftliche Grundlagen

1.1. Einleitung

PCa betreffen nicht nur Manner, sondern kénnen bei allen Menschen mit Prostata
auftreten. Das bedeutet unter anderem Cis-Manner, Trans-Frauen und intersexuelle
Personen. Aulerdem finden sich bei vielen Frauen Paraurethraldrisen (oder
Skene-DrlUsen), die auch als weibliche Prostata bezeichnet werden und in seltenen
Fallen auch PCa-ahnlich entarten kénnen (1-3). Folglich wird in dieser Arbeit

gegendert.

Das Prostatakarzinom ist beim Mann in Osterreich das haufigste Malignom und
nach dem Lungenkrebs das Malignom mit der zweithdchsten Sterblichkeit (1).
Weltweit kommt es zu 1,3 Millionen Neudiagnosen und 360.000 Todesfallen pro
Jahr. Aufgrund des Ublicherweise langsamen Wachstums und des symptomarmen

Verlaufs sind PCa trotz der hohen Inzidenz oft nicht die primare Todesursache (2).

Deutlich mehr Patient*Innen sterben mit als an ihrem PCa (3) und die 5-Jahres-
Uberlebensrate in Osterreich betrug 2022 93,8% (4). Trotzdem gibt es aufgrund der
Haufigkeit dieser Erkrankung auch viele Patient*Innen mit fortgeschrittener
Erkrankung (5, 6).

Ein wichtiges diagnostisches Tool fur diese Patient*Innen ist die PET/CT mit
radioaktiv markierten PSMA-Liganden, mit der Primartumore gut beurteilt und
Metastasen hdchst sensitiv gefunden werden kénnen (5, 6). Ein Radiopharmakon
(RP) fiir die PSMA-PET/CT ist [(8Ga]Ga-PSMA I&T (5).

Bei Patient*Innen mit metastasiertem, kastrationsresistentem (also
fortgeschrittenem) PCa, die zuvor mittels Inhibition des Androgenrezeptor-
Signalwegs und taxanbasierter Chemotherapie behandelt wurden ist eine
empfohlene Therapie die RLT mit ['"’Lu]Lu-PSMA-617 und [""’Lu]Lu-PSMA 1&T (5).

Der Ligand PSMA I&T kann, in Kopplung mit dem Positronenemittenten Gallium-68
diagnostisch und in Kopplung mit dem B~ - und y- Strahler Lutetium-177
therapeutisch verwendet werden. Solch eine Verzahnung von Therapie und

Diagnostik wird auch als Theranostik bezeichnet und soll helfen frihzeitig und



symptomunabhangig Krankheiten beziehungsweise ein Krankheitsfortschreiten zu

erkennen und patient*innenspezifisch zu behandeln (7).

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung und Validierung einer
Qualitatskontrollmethode fur die theranostisch nutzbaren Liganden des
prostataspezifischen Membranantigens [*®Ga]Ga-PSMA 1&T und [""7Lu]Lu-PSMA
I&T. Damit diese RP in unserem Labor synthetisiert und Patient*Innen verabreicht
werden durfen, mussen Qualitat und Sicherheit nach den gultigen Regelwerken

bestatigt werden.

1.2. Radioaktivitat

Materie ist in der Physik alles, was Platz einnimmt und eine Masse hat. Sie setzt
sich aus Atomen zusammen, die wiederum aus kleineren miteinander
interagierenden Teilchen besteht (8). Die Atomsorte, aus der sich ein Stoff
zusammensetzt, wird Nuklid genannt. Nuklide werden durch die Protonenzahl Z, die
Neutronenzahl N und die Massenzahl A als Summe der beiden gekennzeichnet. Die

Protonenzahl entspricht hierbei der Ordnungszahl im Periodensystem (9).

Uran-235 hat beispielsweise eine Massenzahl von 235, eine Ordnungszahl und

Protonenzahl von 92 und somit eine Neutronenzahl von 235-92=143.

Atome sind uUblicherweise von Elektronen umgeben, wobei die Tragheit der
Elektronen viel geringer als die der Kernteilchen (Protonen und Neutronen) ist. Bei
ungeladenen Atomen entspricht die Anzahl der negativ geladenen Elektronen der
Anzahl der positiv geladenen Protonen. Nuklide des gleichen Elements haben stets
dieselbe Protonenzahl, konnen allerdings verschiedene Neutronenzahlen und damit
auch Massenzahlen aufweisen. In diesem Fall spricht man auch von Isotopen.

Naturlich vorkommende Elemente bestehen aus einem Isotopengemisch (9).
Uran-238 ist beispielsweise ein stabileres Isotop des bereits erwahnten Uran-235.

Atomkerne haben eine aulderordentlich hohe Dichte, in der die positiven Protonen
aufgrund der starken Kernkraft zusammengehalten werden. Diese Kraft ist starker
als die elektrostatische AbstoRung zwischen den Protonen, hat allerdings eine
deutlich geringere Reichweite. Hierdurch bedingt missen grofRe Kerne, um stabil zu

sein, mehr Neutronen als Protonen enthalten. Kleine stabile Atome enthalten die

2



Kernbausteine etwa im Verhaltnis 1:1, bei schwereren Kernen verschiebt sich
dieses Verhaltnis bis hin zu etwa 1,5:1. Wenn die Nukleonenzusammensetzung
ungunstiger ist, wird der Kern instabil und kann sich unter Aussendung ionisierender
Strahlung in einen stabileren Kern umwandeln. Dieser Prozess wird als
Radioaktivitat bezeichnet (10).

Radioaktive Kerne verfigen Uber potenzielle Energie, die teilweise als kinetische
Energie in Form geladener Teilchen und teilweise als elektromagnetische
Strahlungsenergie in Form von Photonen abgegeben wird. Der Zeitpunkt dieser
Energieabgabe kann nicht vorausgesagt werden, es kann nur eine
Wahrscheinlichkeit angegeben werden, mit der der Zerfall nach einer Sekunde
stattfindet. Diese Zerfallswahrscheinlichkeit wird mit der Zerfallskonstante A (s™)
beschrieben. Die Radioaktivitat A gibt die mittlere Anzahl der Zerfalle in einer
Sekunde an, die bei N vorhandenen Kernen zu erwarten ist und wird mit der Sl-

Einheit Becquerel (s*) angegeben.

A=AXN (Gl. 1)

1 Becquerel = 1 Bq und entspricht der Stoffmenge eines Nuklids, bei der 1 Zerfall
pro Sekunde stattfindet (11).

Die Anzahl der noch nicht zerfallenen Kerne und demnach auch die Radioaktivitat
nehmen mit der Zeit exponentiell ab. In der Praxis wird dieser Zeitverlauf in der

Regel nicht mit der Zerfallskonstante A sondern mit der Halbwertszeit (HWZ) T1/2
angegeben. Es gilt:

In2
T1/2 = e (Gl. 2)

Die HWZ ist also diejenige Zeit, nach der von der Anfangsstoffmenge noch die
Halfte vorhanden ist. Die andere Halfte ist zerfallen (9).

Neben der bereits beschriebenen HWZ, welche auch als physikalische HWZ
bezeichnet wird, sind in der Nuklearmedizin auch die biologische und die effektive
HWZ von Bedeutung. Die biologische HWZ ist die Zeit, nachdem die Halfte eines



betrachteten Stoffs (z.B. eines RP) ausgeschieden bzw. abgebaut ist. Stoffwechsel
und Funktion der Ausscheidungsorgane kdnnen diese Zeit wesentlich beeinflussen.
Die effektive Halbwertszeit ist die Kombination von physikalischer und biologischer
Halbwertszeit — also die Zeit, nach der aufgrund von physikalischen und
biologischen Prozessen nur mehr die Halfte der Menge des betrachteten Stoffs
vorliegt. Sie ist immer klrzer als die kiirzere der beiden Halbwertszeiten und lasst

sich ausdrucken als (12):

T1/2physikalisch * T1/2biologisch

T ktiv =
1/2effe v T1/2physikalisch + T1/2biologisch

1.3. Arten von Strahlung und ihre biologischen Effekte

Grundsatzlich kann Strahlung nur dann auf ein biologisches Objekt wirken, wenn
sie zum Teil oder zur Ganze absorbiert wird. Hierbei kann Strahlung in
Korpuskularstrahlung und elektromagnetische unterschieden werden. Beide
Strahlenarten kbnnen Energie an die durchdrungene Materie abgeben. Physikalisch
kann es zu einer Wechselwirkung in Form von einer Anregung von Elektronen
kommen (Elektronen werden auf ein anderes Energieniveau gehoben) oder es kann
eine lonisation stattfinden (Elektronen verlassen das Atom). Um die zu erwartende
Wirkung darzustellen, wird die lonisationsdichte verwendet (entspricht der
lonisationszahl/Weg). Weil sich die lonisationsdichte allerdings technisch kaum
bemessen lasst, wird sie mithilfe des mittleren Energieverlustes (AE) uber den Weg
(AS) des Primarstrahls indirekt ermittelt. Sie wird als linearer Energietransfer

(LET) bezeichnet und in keV/um angegeben:

AE
LET = — Gl 3
S (Gl 3)

Die ionisierende Strahlenwirkung kann entweder durch StéRe direkt im bestrahlten
Molekul erfolgen, oder die Strahlung kann andere Molekile als das Zielmolekul so
verandern, dass aufgrund von sekundaren Radikalreaktionen andere Strukturen

geschadigt werden (13).



Es kann beispielsweise zu einer Radiolyse des Wassers kommen:

lonisieren von Wassermolekulen: H,O — H,O* + e-

- Zerfall des positiven lons H,O" — H* + OH"

- Reaktion des Elektrons mit einem weiteren Wassermolekiil e + H,O — OH-
+ H

Zudem kann auch Wasserstoffperoxid (H,O-) entstehen, das eine grolde biologische
Wirksamkeit hat. Zellschaden bis zur Nekrose oder Apoptose der Zellen entstehen
vor allem aufgrund von DNA-Schadigung. Diese wird durch die oben beschriebenen
Mechanismen ausgelost und tritt in Form von Einzelstrangbrichen,
Doppelstrangbrichen, Basenschaden (irreversible Strukturverdnderungen der
DNA-Basen) und DNA-Protein-Verbindungen, sowie Anhaufungen und
Kombination dieser Veranderungen auf. Hierdurch kann es im Gewebe zu
Mutationen, Genaktivierungen, Zellzyklusverlangerungen oder Zelltod bzw.
reproduktiven Zelltod (Verlust der Teilungsfahigkeit der Zelle) kommen. Vor allem
letztere Mechanismen sind besonders gunstig zur Therapie von Malignomen, da
diese sich unter anderem durch schnelle, unkontrollierte Teilungen auszeichnen.
Hinzu kommt, dass die Strahlenempfindlichkeit von Zellen auch von ihrer Position
im Zellzyklus abhangt und wahrend der Mitose besonders hoch ist. Somit ist eine
Bestrahlung von Tumorzellen besonders effektiv und erzeugt biologisch besonders
hilfreiche Effekte (14).

a-Strahlung:

Bei der a-Strahlung wird ein zweifach positiv geladener Helium-Atomkern
abgespalten, also ein Teilchen mit 2 Protonen und 2 Neutronen. Es entsteht
demnach ein neues chemisches Element mit einer um 2zwei geringeren
Ordnungszahl und einer um vier geringeren Massenzahl. Die Masse der
Zerfallsprodukte ist hierbei geringer als die des Mutterkerns. Beim Zerfall von
Polonium-210 (s.u.) betragt diese Massendifferenz z.B. 0,0058 u was einer Energie

von 5,4 MeV entspricht.

219P0 — 238Pb + 3He?t (GL 4)



Die ,verlorene“ Masse wird als kinetische Energie an das a-Teilchen und den
Mutterkern abgegeben oder der Tochterkern bleibt in angeregtem Zustand und gibt

die Energie als y-Strahlung ab um wieder in den Grundzustand zu gelangen (10).

Das Durchdringungsvermdgen von a-Strahlung ist in Luft einige cm (9), im Gewebe
weniger als 100 um. Der LET ist also auf3erordentlich hoch. Fir eine therapeutische
Anwendung muss das Nuklid folglich sehr nah an das zu bestrahlende Gewebe

gebracht werden (11).

B-Strahlung:

Bei B--Strahlung werden negativ geladene Elektronen und bei der B*-Strahlung
werden deren Antiteilchen also positiv geladene Positronen abgegeben. Die
maximal abgegebene Energie dieser Teilchen wird in der Nuklidkarte angegeben,
die tatsachliche Energie ist allerdings variabel und kann in einem kontinuierlichen
B-Spektrum angegeben werden. B--strahlende Nuklide zerfallen, indem ein Neutron
unter Aussendung eines Elektrons (und eines Elektron-Antineutrinos) in ein Proton
umgewandelt wird. Hierdurch erhoht sich die Ordnungszahl des Atoms bei
gleichbleibender Massenzahl um eins. Diese Zerfallsart findet sich z.B. bei
Lutetium-177 (11).

Im Mittel wird bei jedem B-Zerfall ein Drittel der maximalen Energie abgegeben und
die Reichweite des emittierten Teilchens in Wasser und Gewebe korreliert bei 3~
Zerfall fast linear mit der abgegebenen Energie. Bei einer p-Strahlenenergie von 1
MeV ergibt sich eine Reichweite von etwa 3 mm. Beim Lutetium-177 Zerfall betragt
die durchschnittliche Reichweite der emittierten Teilchen bei 670 ym aufgrund der
geringeren Zerfallsenergie (15). Die maximale Energie ist vom Nuklid abhangig und
kann bis zu 12 MeV betragen. Hierdurch kann mit B--Strahlern eine hohe

Strahlendosis in einem ziemlich begrenzten Areal erreicht werden (11).

B*-strahlende Nuklide kommen naturlich nur selten vor, kdnnen allerdings kinstlich
hergestellt werden. Bei deren Zerfall wird unter Abgabe eines Positrons (und eines
Elektron-Neutrinos) ein Proton in ein Neutron umgewandelt. Es verringert sich also
bei gleichbleibender Massenzahl die Ordnungszahl des Atoms um eins. Dieser

Zerfall ist z.B. die haufigste Zerfallsart von Gallium-68:

88Ga - §8Zn+et + 7, (Gl 5)



Das Positron ist das Antiteilchen des Elektrons und hat also die gleiche Masse bei
entgegengesetzter Ladung. Das Positron trifft sehr schnell auf ein Elektron und
annihiliert mit diesem. Dabei werden beide Teilchen vernichtet und daftr 2 Photonen
diametral im Winkel von 180° mit einer Energie von jeweils 0,511 MeV emittiert (11).

Die erzeugte Strahlung wird als Vernichtungsstrahlung bezeichnet (10).

y-Strahlung:

Bei der y-Strahlung gibt ein metastabiler Kern elektromagnetische Strahlung mit
sehr kleiner Wellenlange ab, um in einen stabileren Zustand zu Ubergehen. Dabei
andern sich weder Ordnungs- noch Massenzahl. Die Energie wird hierbei als
Quanten mit definierter Energie abgegeben. Die Energie wird durch den Ubergang
des Kerns zwischen bestimmten Energieniveaus freigesetzt. Radioaktive Zerfalle
wie der oben gezeigte Zerfall von Lutetium-177 werden oft von y-Strahlung
begleitet. Lu-177 kann entweder die gesamte Zerfallsenergie direkt abgeben oder
es wird ein weniger energiereiches Elektron abgegeben und der Kern bleibt im

metastabilen Zustand:
Yiu - Y Hf + e™ + 7, (Gl 6)

In einem weiteren Schritt kann die Energie dann als y-Quant abgegeben werden
(10).

VILHF — TTHE +y (GL.7)

1.4. Bereitstellung von Radionukliden zur medizinischen Anwendung

Die Radionuklide, die fur die medizinische Anwendung verwendet werden, haben
kurze Halbwertszeiten und kommen somit in der Natur nicht oder nur in geringen
Mengen vor. Um ausreichende Mengen bereitstellen zu kdnnen mussen sie also

kinstlich erzeugt werden und das erfolgt im Wesentlichen auf drei Wegen:

- Mithilfe eines Generatorsystems
- Mithilfe eines Teilchenbeschleunigers (Zyklotron)

- Im Kernreaktor



Eine Mdglichkeit Radionuklide bereitzustellen ist ein Generatorsystem, erklart am
Beispiel des %8Ge/%®Ga-Generators. Im Generator befindet sich eine Glassaule, die
mit fester Matrix gefullt ist auf der das Mutternuklid Germanium-68 adsorbiert ist.
Dieses zerfallt mit einer Halbwertszeit von 270,95 Tagen unter Elektroneneinfang
kontinuierlich zum kurzlebigen Gallium-68 (HWZ 68 min). Wird die Saule mit
Salzséure durchspllt kann Gallium-68 als [8Ga]GaCls eluiert werden. Neben
Gallium-68 werden auch dessen Zerfallsprodukt (stabiles Zink-68) und eine sehr
geringe Menge Germanium-68 als Verunreinigung eluiert. Das Eluat wird in
mehreren Schritten aufbereitet, sodass Gallium-68 mit wenigen Verunreinigungen
und in einer geringen Menge LOsungsmittel mit geeignetem pH-Wert gewonnen
werden kann (16, 17)). Bei zugelassenen Generatoren, wie zum Beispiel beim
GalliaPharm (Eckert&Ziegler) kann das Eluat auch direkt in Kombination mit einem
zugelassenen Herstellungskit zur Praparation eines Radiopharmakons verwendet

werden, wobei der Hersteller eine ausreichende Qualitat garantiert.

Im Teilchenbeschleuniger werden geladene Teilchen (z.B. Protonen) beschleunigt
und somit auf eine ausreichende kinetische Energie gebracht, um bei
Teilchenkollision eine Kernreaktion hervorrufen zu kénnen. Dafir macht man sich
zu Nutze, dass geladene Teilchen ihre Energie verandern, wenn sie in ein

Magnetfeld eingebracht werden (18).

Die gebrauchlichsten Teilchenbeschleuniger zur Bereitstellung von Radionukliden,
vor allem im medizinischen Bereich, sind als Zyklotrone konstruiert. Sie bestehen
aus zwei hohlen D-formigen Elektroden ,Dees“ genannt. Die beiden Dees sind
durch einen schmalen Spalt voneinander getrennt. Im Zentrum des Zyklotrons
befindet sich eine lonenquelle. Hier werden beispielweise aus Wasserstoffgas
geladene Teilchen erzeugt, die spater auf die Zielnuklide geschossen werden, um
Kernreaktionen auszulésen. Mit einem Zyklotron wird z.B. Fluor-18 fiir ['"®F|FDG
Uber eine sogenannte '®O(p,n)'®F Reaktion erzeugt. Von der lonenquelle im
Zentrum wird ein negativ geladenes Wasserstoffatom (H") erzeugt. Durch seine
negative Ladung wird es in Richtung des positiv geladenen Dee beschleunigt und
wird in dessen Inneren, aufgrund einer durch ein orthogonal verlaufendes
Magnetfeld wirkenden Lorenzkraft, zentripetal abgelenkt. Sobald es wieder den
Spalt zwischen den Dees erreicht, kommt es zu einer Spannungsumkehr. Der

vorher positive Dee ist nun negativ und umgekehrt. Durch diese Wechselspannung
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wirkt auf das H™ - lon innerhalb des Spalts ein elektrisches Feld, und es wird in
Richtung der positiven Ladung angezogen und beschleunigt. Mit jedem Umlauf
gewinnt das H™ - lon so an Energie und Geschwindigkeit und der Radius der
Kreisbahn wird immer grofRer. Das lon bewegt sich demnach spiralférmig. Die
Frequenz der Wechselspannung ist auf die Umlauffrequenz des Teilchens
abgestimmt. So wird es bei jedem Durchgang im richtigen Moment beschleunigt.
Am auBeren Rand des Zyklotrons trift das H™ - lon auf eine geladene
Extraktionsfolie, wo es seine beiden Elektronen verliert. Es entsteht ein Proton, dass
durch seine positive Ladung von der Kreisbahn in Richtung Target abgelenkt wird.
Um Fluor-18 zu synthetisieren wird als Target Sauerstoff-18 eingesetzt. Wenn der
Sauerstoff-18 Kern ein energiereiches Proton einfangt, bildet sich ein extrem
kurzlebiger Zwischenzustand und ein Neutron wird rasch abgegeben. Der neue
Kern hat eine hoéhere Ordnungszahl. Es findet dementsprechend eine

Elementumwandlung zu Fluor-18 statt (16).

Um das Isotop Lutetium-177 herzustellen wird ein Kernreaktor eingesetzt. Hierfur

werden Neutronen verwendet, die folgendermalien gewonnen werden:

Schwere instabile Kerne kdnnen sich in leichtere Kerne und freie Neutronen spalten.
Eine Kernspaltung kann spontan erfolgen, schwere Kerne kdnnen aber auch durch
Neutroneneinfang instabiler gemacht werden, wodurch eine weitere Kernspaltung
ausgeldst werden kann die wiederum Neutronen freisetzt und eine Kettenreaktion

startet. Bsp.:

230 +n° - 132Ba + PKr +2n° (GL 8)

Mit diesen Neutronen kann nun auf direktem oder indirektem Weg Lutetium-177

erzeugt werden.

Beim direkten Weg wird angereichertes Lutetium-176 mit Neutronen beschossen
und durch eine Neutroneneinfangreaktion entstehen die Kernisotope Lutetium-177
und Lutetium-177m. Dieser Syntheseweg ist relativ einfach, aufgrund des hohen
Wirkungsquerschnitts von Lutetium-176 gut skalierbar, kostenginstig und
produziert wenig radioaktiven Abfall. Es entstehen dabei jedoch Nebenprodukte wie
stabiles Lutetium-175 und Lutetium-177m. Letzteres Isotop hat eine lange HWZ von

160,4 d, was nicht nur zu einer unerwinschten y-Bestrahlung des Patienten fluhrt,



sondern auch die Entsorgung aufwendiger macht. Zudem Iasst sich das fertige
Produkt vom Ausgangsprodukt Lutetium-176 nicht zur Ganze abtrennen. Das auf
diesem Weg produzierte Lutetium-177 wird wegen der enthaltenen

isotopengleichen Nebenprodukte auch als ,carrier added” bezeichnet (15).

Den indirekten Weg stellt der Neutroneneinfang von Ytterbium-176 dar, durch den
Ytterbium-177 (HWZ 1,9 h) entsteht, das unter B-Zerfall zu Lutetium-177 zerfallt.
Das Lutetium kann durch aufwendige radiochemische Trenn- und
Aufbereitungsverfahren vom Ytterbium getrennt werden, wodurch eine hohe
Reinheit und spezifische Aktivitat des Produkts erreicht werden kénnen. Dadurch,
dass im Endprodukt keine isotopengleichen Nebenprodukte enthalten sind, wird es
auch als ,no carrier added” bezeichnet. Durch die hohe Reinheit bleibt die
spezifische Aktivitat des Lutetium-177 auch nach einer langeren Lagerungszeit
hoch und die Entsorgung gestaltet sich durch das Fehlen langlebiger
Nebenprodukte einfach. Dieser Produktionsweg ist allerdings aufgrund des
geringen Wirkungsquerschnitts von Ytterbium-176 deutlich weniger effektiv und
somit schlechter skalierbar. AuRerdem entstehen beim Produktionsprozess grofere

Mengen radioaktiver Abfall, entsprechend ist das Verfahren auch teurer (15).

1.5. Radioaktive Arzneimittel

Arzneimittel die ein oder mehrere radioaktive Isotope enthalten und medizinisch zur
Diagnostik oder Therapie eingesetzt werden, werden als RP bezeichnet.
Radiopharmaka fur die Diagnostik werden auch Radiotracer genannt. Sie enthalten
ein Nuklid, das Strahlung in Form von Gammastrahlen oder Positronen aussendet.
Diese Strahlung wird mit Hilfe von bildgebenden Verfahren wie Szintigraphie,
Single-Photon-Emission-Computed-Tomography  (SPECT)  beziehungsweise
Positronen-Emission-Tomographie (PET)  detektiert. Je nach ihren
pharmakologischen Eigenschaften kdnnen RP sich beispielweise durch Teilnahme
an Stoffwechselprozessen oder Bindung an eine bestimmte Zielstruktur in
bestimmten Geweben und Organen anreichern. Dadurch ermdglichen sie die
Darstellung biologischer, physiologischer und pathophysiologischer Prozesse
mittels bildgebender Verfahren (11).

Radiopharmaka zur Therapie enthalten (3-- Strahler oder a-Strahler, deren Strahlung

gezielt Zellschaden verursacht. Ziel ist, diese Radionuklide beispielsweise
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mdglichst nah an die Tumorzellen zu bringen und somit die biologischen

Strahleneffekte direkt am Zielgewebe zu induzieren (19).

Den Aufbau dieser RP beschreibt das Tracer-Prinzip, wonach RP aus einem Trager
(Carrier), einem Linker, dem Radionuklid und falls notwendig einem Chelator
bestehen (Abb. 1). Der Carrier bindet spezifisch an eine biologische Zielstruktur (z.
B. das Membranprotein PSMA) oder nimmt an physiologischen Prozessen teil und
bestimmt somit die Verteilung des Radiotracers im Korper (11). Bisher verwendete
Carrier-Formen sind Antikorper, Peptide, Nukleinsauren, kleine Molekile oder
Nanopartikel (19).

Das Radionuklid ermoglicht je nach Strahlungsart den Gewinn diagnostischer
Informationen und/oder erzeugt einen biologischen Effekt. Der Linker stellt eine

stabile Brucke zwischen Targetvektor und dem Radionuklid her (11).

Bei metallischen Radionukliden wie zum Beispiel Gallium-68, werden auflierdem
Komplexbildner (Chelatoren) wie z.B. DOTAGA als Teil des Molekils bendtigt, um
eine stabile Bindung des Radionuklids an das RP zu erreichen. Wird anstelle eines
primar diagnostischen Radionuklids ein therapeutisch wirksames Nuklid (z. B.
Lutetium-177) eingesetzt, verwendet man das gleiche Prinzip, spricht dann eher von

einem RP als von einem Tracer (19).

Radionuklid

Tracer/Radiopharmakon

Abbildung 1: Aufbau Tracer nach Dietlein et al. (11)
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1.6. Physiologische Grundlagen und Pathophysiologie des

Prostatakarzinoms

Die primare Ursache fiir die Entstehung eines PCa ist wie bei vielen Malignomen
unbekannt (3). Faktoren mit einem deutlich erhdhten Risiko fur das Auftreten von
PCa sind fortgeschrittenes Alter, Ethnizitdt (vor allem afroamerikanische),
genetische Faktoren und PCa in der nahen Familie. Eine schwachere Korrelation
zeigt sich zu Faktoren wie Erndhrung, Ubergewicht, Bewegungsmangel,
Entzundungszustanden, Hyperglykamie, geringer Anzahl an Ejakulationen pro
Monat (weniger als 7), Infektionen und Exposition gegenlber ionisierender
Strahlung oder kanzerogenen Chemikalien (2). Testosteron begunstigt das

Tumorwachstum, Ostrogen hingegen scheint karzinomprotektiv zu wirken (20).

Die gesunde Prostata ist eine etwa kastaniengroe Druse unterhalb der
Harnblase, wird von der Urethra durchzogen und kann als prallelastische Waélbung
rektal getastet werden. Sie ist aus 30-50 verzweigten Einzeldrisen aufgebaut, die
mit 15-30 Ausfihrungsgangen in die Urethra minden. Um diese Drisen herum
befindet sich ein bindegewebiges Stroma mit vielen glatten Muskelzellen, die sich
kontrahieren kdnnen, um das Prostatasekret in die Urethra abzugeben. Neben der
exokrinen Sekretion kann die Prostata auch endokrin Serotonin sezernieren, wobei
noch unklar ist, welche Bedeutung dies hat. Das Prostatasekret ist dinnflissig,
schwach sauer (pH 6,4) und bildet etwa 30% des Ejakulationsvolumens. Es enthalt
aullerdem verschiedene Enzyme, die unter anderem wichtig fur die Verflissigung

des Ejakulats und die Spermienmotilitat sind (21).

Der Entstehung eines PCa geht als Vorlauferlasion haufig eine high-grade
prostatische intraepitheliale Neoplasie (HGPIN) voraus. Sie wird als echte
Prakanzerose bezeichnet, das heil3t, wenn eine vorliegende HGPIN unbehandelt
bleibt, entwickelt sich mit hoher Wahrscheinlichkeit ein PCa (20, 22). Histologisch
kann die HGPIN durch Zellstruktur- und Zellarchitekturstorungen erkannt werden.
Geringgradige Veranderungen koénnen auch als low-grade prostatische
intraepitheliale Neoplasie bezeichnet werden. Allerdings wird aufgrund der geringen
diagnostischen Reproduzierbarkeit und kaum vorhandenen klinischen Relevanz
(also nicht nachweisbar erhéhtem Karzinomrisiko), mittlerweile von der Diagnose

der low-grade prostatischen intraepithelialen Neoplasien abgesehen. Das alleinige
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Vorliegen von HGPIN flhrt weder zu einem veranderten Tastbefund in der digital
rektalen Untersuchung, noch bewirkt es einen Anstieg des Serum PSA-Spiegels,
kann allerdings bei groRerer Ausdehnung ahnlich wie ein PCa im Ultraschall als
hypoechogenes Areal detektiert werden. Wird eine HGPIN in einer Biopsie
gefunden ist die Wahrscheinlichkeit in einer Rebiopsie ein manifestes PCa zu finden

stark erhéht und regelmaRige Kontrollbiopsien werden empfohlen (22).

Die mit Abstand haufigste Form des PCa ist das azinare PCa. Azinare PCa
entstehen in 85% der Falle in der peripheren, androgenabhangigen Zone der
Prostata und zu etwa 15% weiter innen in der Transitionszone. Von dort aus breiten
sich die Karzinome meist zunachst innerhalb der Kapsel aus, durchbrechen im
Anschluss die Kapsel und infiltrieren das umliegende Bindegewebe, die
anliegenden Samenblasen, die Harnblase und das Rektum. Eine Metastasierung
erfolgt primar lymphatisch in die Beckenlymphknoten und hamatogen Uber den
pravertebralen Venenplexus in Wirbelsaule, Femur und Beckenknochen. Es gibt
weitere seltene Formen des PCa wie das duktale Karzinom und das
Ubergangszellkarzinom, auf die in dieser Arbeit nicht nadher eingegangen wird.
Histologisch werden PCa nach Gleason eingeteilt, wobei mit steigendem Score die
Differenzierung abnimmt, was sehr wichtig fur Prognose und Therapieplanung ist.
Wie oben bereits erwahnt, wird das Tumorwachstum von Testosteron begunstigt
und die Anzahl der Testosteronrezeptoren ist in PCa deutlich héher als in normalem

Prostatagewebe oder in gutartig hyperplastischem Prostatagewebe (20).

Entsprechend finden sich in den entarteten Tumorzellen gehauft Mutationen am
Androgen-Rezeptor-Pathway und an am Testosteronmetabolismus beteiligten
Genen (23, 24).

Auch diese Veranderungen sind von grofl3er Bedeutung fur die Therapieplanung. Es
werden je nach Vorhandensein bzw. Fehlen der Mutationen Androgen-sensitive
(hormone sensitive PCa — HSPC) und Androgen-insensitive (castration resistant
PCa — CRPC) PCa unterschieden (23).
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1.7. Prostataspezifisches Membranantigen und seine Bedeutung als

Target in der Nuklearmedizin

Prostataspezifisches Membranantigen (PSMA) oder auch
Glutamatcarboxypeptidase Il ist ein Transmembranprotein, das in Geweben wie der
Prostata, Niere, Speicheldriasen, Dunndarm, ZNS und PNS vorkommt und je nach

Gewebe verschieden benannt wird (25).

Auch die Funktion von PSMA ist abhangig von der Lokalisation in der es exprimiert
wird. Im Gehirn ist PSMA an der Glutamatsynthese beteiligt und im Dunndarm
unterstutzt es die Folsaureabsorption indem es mehrfach-glutamierte Folsaure in
besser absorbierbare einfach-glutamierte Folsaure spaltet (26). Die genaue Rolle
des PSMA in der gesunden Prostata ist noch nicht abschlieBend geklart. PSMA
kann Liganden am extrazellularen Kompartiment in Endosomen internalisieren und
konnte dementsprechend auch direkt an der Folsaureaufnahme in die Zelle beteiligt
sein. In in-vitro Studien konnte gezeigt werden, dass das von polyglutamierten
Folsauremolekilen abgespaltene Glutamat an den metabotropen Glutamatrezeptor
1 signalisiert, somit den Phospholipase C Pathway aktiviert und unter anderem die
Zellteilung stimuliert (27).

Die vermehrte Expression in PCa’s bewirkt eine gesteigerte Folsaureaufnahme und
ermdoglicht damit ein vermehrtes Wachstum der Karzinomzelllen (28). Sie korreliert
mit einer Verklrzung der Zeit im G2/M Stadium des Zellzyklus und damit einem

erhdhten Potential fur Aneuploidie und Karzinogenese (27).

PSMA findet sich auch in anderen malignen Tumorentitaten wie Brust-, Nieren- und
Lungenkarzinom und wird bei diesen vor allem in den neugebildeten Gefallen
exprimiert. Das ist interessant, weil sich im Gegensatz dazu in normalen

Gefalstrukturen keine PSMA-Expression zeigt (29).

PSMA eignet sich besonders gut als Target fur diagnostische und therapeutische
Arzneimittel, weil ein Grol3teil des Proteins extrazellular liegt und somit eine gute
Angriffsflache bietet. Aullerdem ist die Expressionsrate in der Prostata deutlich
hdéher als in anderen Geweben und in PCa und deren Metastasen noch einmal etwa
tausendfach hoher als in gesundem Prostatagewebe. Die Uberexpression korreliert
aullerdem mit Grad der Entartung, Metastasierung und einer schlechteren
Prognose von PCa (27, 28).
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Eine PSMA-gezielte Prostatakarzinomtherapie kann und wird aktuell bei weit
fortgeschrittener, metastasierter Erkrankung eingesetzt werden und schadigt
deutlich starker das entartete Gewebe als andere Zelltypen, sodass eine gute

Wirkung bei verhaltnismafig geringem Nebenwirkungsprofil erreichbar ist (28).

1.8. Ausgewahlte theranostisch relevante PSMA-Liganden

Die Liganden PSMA-11, PSMA 1&T, PSMA-617 sind Substanzen, die als Trager von
verschiedenen Radiometallen theranostisch eingesetzt werden konnen. Sie alle
besitzen das gleiche Bindungsmotiv (Vektor) Glu-Urea-Lys, welches mit hoher
Affinitdt an PSMA bindet, unterscheiden sich jedoch anhand ihrer Linker und
Chelatoren (Abb. 2) (30). Untersuchungen im Rahmen der Entwicklung dieser
Tracer haben gezeigt, dass Pharmakodynamik, -kinetik und Biodistribution
wesentlich durch die Modifikation der Linker in der direkten Umgebung des PSMA-

Bindemotivs bestimmt werden (31).

PSMA-11 (Gozetotid oder PSMA-HBED-CC) nutzt den Chelator HBED-CC, der mit
einer hohen Affinitdt Gallium-68 binden kann, jedoch keine Affinitat zu
therapeutischen Radionukliden wie Lutetium-177 oder Actinium-225 besitzt (32).
PSMA-11 kann an nuklearmedizinischen Institutionen GMP-konform unter der
Verwendung eines automatischen Synthesemoduls mit Gallium-68 markiert
werden. Das Radionuklid fir die Markierung wird aus 98Ge/%8Ga-Generatoren
gewonnen (33). Seit Dezember 2022 ist unter dem Handelsnamen Locametz ein

von der EMA zugelassenes Kit zur Praparation erhaltlich (34).

15



Vektor

HBED-CC f‘f 2
> N

0 0. < 1
L L
f 1 PSMA-11 '

DOTA

A e

PSMA-617

DOTAGA o /—-2
\ o P "

™ g} {
cc/nu\ N * f i P ¢
& N “w Y A N J\/\"’\ N ‘K/\/\/\W o S g
N coom n o h “: o
e

cbon

PSMA I&T

Abbildung 2: Aufbau der PSMA-Liganden - eigene Graphik nach Wester & Schottelius (30)

PSMA-617 wurde durch Ersatz der HBED-CC Gruppe durch DOTA und Modifikation
des Linkers aus PSMA-11 entwickelt. Es verfugt Uber gute pharmakokinetische
Eigenschaften, eine hohe Bindungsaffinitat und Internalisierung. Die lange
Retentionszeit in den Tumorzellen ermdglicht in der PET/CT ein gutes Signal-to-
Noise Ratio (Tumor-zu-Hintergrund) und eignet sich fir eine theranostische
Anwendung (32). Seit Dezember 2022 ist mit Pluvicto (['"’Lu]Lu-PSMA-617 oder
['"7Lu]Lu-Vipivotid-Tetraxetan) ein Praparat fiir die Therapie des PSMA-positiven

metastasierten PCa in der EU zugelassen (35).

PSMA I&T ist ein weiterer theranostischer PSMA-Ligand. Der Vektor ist hierbei der
gleiche wie bei den beiden anderen Substanzen, es wurde allerdings durch
Veranderungen am Linker und die Verwendung des Chelators DOTAGA die
Interaktion mit der PSMA-Bindungstasche im Vergleich zu PSMA-617 (mit dem
Chelator DOTA) und anderen Substanzen mit DOTAGA verbessert (32). Hieraus
ergibt sich eine erhohte Affinitat zum PSMA und in vitro eine zweifach erhdhte

spezifische Internalisierung (36), die den erhdhten initialen Tumoruptake von
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["7Lu]Lu-PSMA I&T in vivo bedingen konnte (37). Es gibt kein zugelassenes
Praparat mit dem Wirkstoff ['77Lu]Lu-PSMA I&T. Allerdings kann und darf dieses RP
in radiopharmazeutischen Laboren an nuklearmedizinischen Abteilungen unter
Berucksichtigung der Vorgaben des Europaischen Arzneibuchs in kleinem Malistab

zur unmittelbaren Anwendung am Patienten hergestellt werden (38).

Im Vergleich unterscheidet sich die Verteilung dieser drei Tracer, sprich der mit
Gallium-68 markierten Vorlaufersubstanzen, kaum und sie sind bei schlechter
Verfugbarkeit gut austauschbar. Es kbnnen aber immer wieder signifikante (wenn
auch kleine) Unterschiede in der Biodistribution gezeigt werden, die je nach
Verdachtsdiagnose zu Vorteilen der einzelnen Substanzen fuhren (39). Die hdchste
Konzentration aufderhalb von Prostatazellen findet sich in Nieren und Harnblase

sowie Speichel- und Tranendrisen (40).

PSMA-11 findet sich nach Verabreichung in deutlich hoherer Menge als die anderen
Substanzen in Leber, Darm, Speichel- und Tranendrusen. Dafur allerdings in
geringerer Menge in Blut und Knochen. Bei Verdacht auf Knochenmetastasen oder
Metastasen im Bereich der grol3en Gefalde, ist es also theoretisch besser geeignet
als die anderen Substanzen, da in diesen Regionen das Signal-to-Noise Ratio
besonders gut ist. Ungeeigneter ware es zur Detektion von z.B. Lebermetastasen,
die bei PCa allerdings ohnehin selten sind (37, 40).

McCarthy et al. fanden in einer Studie mit 19 Proband*Innen bei [8Ga]Ga-PSMA-
11 eine hohere diagnostische Genauigkeit im Vergleich mit [8Ga]Ga-PSMA I1&T. Bei
Patient*Innen mit wenig fortgeschrittener Erkrankung kdnnte dieser Unterschied die
Therapiewahl beeinflussen. Dementsprechend sollte PSMA I&T eher bei
Patient*Innen mit fortgeschrittener Erkrankung verwendet werden, wo es auch in
seiner vollen theranostischen Kapazitat eingesetzt werden kann (40). Aufgrund der
geringen Zahl an Teilnehmenden in dieser Studie, braucht es allerdings weitere

Evidenz, um eine klare Empfehlung zu erméglichen.

Im Falle des therapeutischen Ansatzes finden sich auch wieder kleine, aber
signifikante Unterschiede zwischen den therapeutisch relevanten Substanzen
[""7Lu]Lu-PSMA I&T und [""Lu]Lu-PSMA-617.

Die effektive HWZ von ["""Lu]Lu-PSMA 1&T (35h) ist kiirzer als die von ['"7Lu]Lu-
PSMA-617 (42h) und auch die durchschnittliche Ganzkorperdosis ist geringer. Es
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lasst sich bei ['"’Lu]Lu-PSMA I1&T in allen Geweben eine schnellere Aufnahme aber
auch eine schnellere Eliminierung beobachten. Daraus ergibt sich eine etwas
héhere absorbierte Strahlendosis in der Niere, in den anderen Geweben aber eine
vergleichbare (Parotiden, PCa) oder geringere (Tranendrisen) absorbierte
Strahlendosis als bei ['7Lu]Lu-PSMA-617 (37).

Beide RP sind mit ahnlichem Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil verwendbar,
wobei ein genauer Vergleich aufgrund der unterschiedlichen Studienlage erschwert
bleibt (31).

1.9. Molekulare Bildgebung mittels PSMA PET/CT und SPECT

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist eine funktionelle
Untersuchungsmethode der Nuklearmedizin, die ermdglicht die Verteilung eines
radioaktiven Tracers oder RP im Korper als statisches oder dynamisches 3D-Bild
darzustellen. Mit Hilfe von PET/CT-Geraten kann parallel zur PET eine Computer-
Tomographie (CT) durchgefihrt und mit der PET virtuell Gberlagert werden.
Dadurch kann u.a. die Tracerverteilung anatomisch besser zugeordnet werden (11)
und auf den anatomischen Daten kann eine Schwachungskorrektur erfolgen. Die
PET kann auch mit einer MRT kombiniert werden (5).

Fir die Untersuchung wird den Patient*Innen eine kleine Menge eines Tracers mit
einem B*-strahlenden Radionuklid (z.B. [®Ga]Ga-PSMA I&T) injiziert. Durch den
Zusammenstol des emittierten Positrons mit einem Elektron werden als
Vernichtungsstrahlung zwei Photonen im 180°-Winkel zueinander emittiert (41).
Diese Photonen treffen auf die Szintillationskristalle der PET-Kamera die die
Strahlung absorbieren und dann als Lichtsignal (also Photon sichtbaren Lichts)
wieder abgeben. Die Lichtsignale werden mithilfe von Photomultipliern verstarkt und
in einen elektronischen Impuls umgewandelt, der als Signal ausgelesen wird (11).
Nachdem immer zwei Photonen ausgesendet werden, werden zwei
gegenuberliegende Kristalle fast gleichzeitig (innerhalb von 5-12 ns) stimuliert und
es kann somit die Linie bestimmt werden, auf der die Annihilation stattgefunden hat.
Somit kann ohne Kollimator die Flugrichtung ermittelt werden und man spricht von
elektrischer Kollimation. Die verschiedenen Geraden kénnen Uberlagert werden und
es kann dargestellt werden, wie der Tracer im Korper verteilt ist (42).
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Der Tracer [*®Ga]Ga-PSMA |&T markiert spezifisch Zellen, die PSMA an ihrer
Oberflache tragen. Somit kann nach [8Ga]Ga-PSMA I&T Gabe mit einer PET/CT
die Verteilung dieser PSMA-positiven Zellen beurteilt werden. Wenn neben
Geweben, die physiologisch PSMA exprimieren (Prostata, Niere, Speicheldrusen,
etc.) oder an der Ausscheidung des RP beteiligt sind (bei PSMA I&T v.a. Niere,
ableitende Harnwege und Blase) auch andere Gewebe markiert werden, spricht das
fur eine Entartung im betroffenen Gewebe. In der Regel entspricht so eine
Markierung einer PCa-Metastase oder der Neovaskularisation einer anderen
Tumorentitat (29).

Zur PET/CT Diagnostik des PCa werden Gallium-68 und Fluor-18 markierte Tracer
eingesetzt. Am weitesten verbreitet und am besten erforscht sind [®® Ga]Ga-PSMA-
11, [%® Ga]Ga-PSMA 1&T, ['®F]F-DCFPyL, ['®F]F-PSMA-1007 und ['8F]F-rhPSMA-
7.3..

Die Indikationen fur eine PSMA-Liganden PET/CT sind:

- Initiales Staging bei ungunstigem intermediate- bis high-risk PCa (aufgrund
der erhéhten Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung)

- Tumorlokalisation bei biochemischer Rekurrenz oder PSA-Persistenz nach
Therapie

- Tumorlokalisation und Metastasensuche bei CRPC ohne Metastasen in der
konventionellen Bildgebung

- Staging bei mPCa

- Staging vor einer PSMA-gezielten RLT

- Orientierungshilfe zur Biopsie bei negativen Vorbiopsien und hohem
klinischen Verdacht auf PCa

- Verlaufskontrolle wahrend der '"Lu-PSMA RLT

Bei diesen Indikationen konnte wiederholt eine Uberlegenheit gegentiiber Verfahren
der konventionellen Bildgebung gezeigt werden. Besonders hervorzuheben ist,
dass bei mPCa eine nuklearmedizinische Therapie mit z.B. ['"’Lu]Lu-PSMA I&T nur
dann in Betracht kommt, wenn mittels PSMA-Liganden PET/CT die PSMA-

Expression der Metastasen bewiesen werden kann (6).

Die Single Photon Emission Computed Tomography (SPECT) ist eine

Untersuchung, bei der die Verteilung von y-strahlenden RP dargestellt werden kann.
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Auch hierbei wandeln Szintillationskristalle die Strahlung aus dem RP in ein
Lichtsignal um, dass vom Photomultiplier (PM) verstarkt und in einen elektrischen
Impuls umgewandelt wird. Nachdem bei der y-Strahlung nur ein Photon abgegeben
wird, muss ein Kollimator eingesetzt werden, damit die Richtung bekannt wird, aus
der auf den Detektor treffende y-Quanten kommen. Ein Kollimator ist eine Platte mit
Bohrungen, deren Wand ausreichend dick ist, um die Gamma-Kamera vor nicht
gerade auftretenden y-Quanten abzuschirmen. Somit ist die Gerade auf der die
Strahlenquelle liegt bekannt und durch die Uberlagerung von Aufnahmen aus
mehreren Richtungen und der Uberlagerung mit einer CT kann ein 3D-Bild der RP-

Verteilung und erstellt und anatomisch zugordnet werden (11).

Wird eine Therapie mit ['""’Lu]Lu-PSMA I&T durchgefiihrt, kann man sich die
Eigenschaft von Lutetium-177 zunutze machen, dass es in etwa 20% der Falle ein
Elektron mit submaximaler Energie aussendet und in einen metastabilen Zustand
ubergeht, dessen Energie als y-Quant abgegeben wird (15). Diese y-Quanten
konnen durch das SPECT/CT quantitativ Auskunft Uber die Verteilung des RP

geben, sodass die Strahlendosis am Zielgewebe ermittelt werden kann (11, 43).

Eine weitere = SPECT-Anwendung fur die PCa-Diagnostik ist die
Knochenszintigraphie mit Technetium-99m markierten Tracern. Die PSMA-

Liganden PET/CT ist zur Darstellung von Knochenmetastasen allerdings tberlegen

(6).
1.10.Radioliganden- Therapie des Prostatakarzinoms

Nuklearmedizinische Therapieverfahren zur Behandlung des PCa sollen bei
Patient*Innen mit fortgeschrittener Erkrankung in gutem Allgemeinzustand nach

ausschopfen der anderen Therapieoptionen angeboten werden (6).

Die bedeutendste nuklearmedizinische Behandlung des PCa ist die PSMA-
Radioligandentherapie (PSMA-RLT). Die wichtigsten RP, die hierfir zum Einsatz
kommen sind ['77Lu]Lu-PSMA I1&T und [""’Lu]Lu-PSMA-617 sowie neuerdings auch
[?2°Ac]Ac-PSMA-617 und [*?°Ac]Ac-PSMA I1&T (44). Die PSMA-RLT ist bei
Patient*Innen mit mMCRPC (metastatic castration resistant prostate cancer) indiziert,
die zuvor bereits mit Androgenrezeptorantagonisten und taxanbasierter
Chemotherapie behandelt wurden. Bereits in ersten Therapieversuchen mit
[""7Lu]Lu-PSMA 1&T und ["7Lu]Lu-PSMA-617 konnte eine ausgezeichnete
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Selektivitat und Therapiewirkung gezeigt werden. Bei dem bislang am
umfassendsten untersuchten ['7Lu]Lu-PSMA-617 zeigte sich bei etwa 75 % der
Behandelten eine Reduktion des PSA-Wertes und bei etwa 55 % der Behandelten
sogar eine Reduktion um mehr als 50 %. Es gibt aktuell noch keine zugelassenen
Medikamente zur PSMA-RLT mit Actinium-225. Die Verfugbarkeit des Nuklids ist
zurzeit noch schlecht und die Studienlage zu Lutetium-177 markierten PSMA-
Liganden ist wesentlich besser (31, 45). Bei Nichtansprechen der PSMA-RLT mit
Lutetium-177, kann - je nach Verfugbarkeit - eine Therapie mit Actinium-225
markierten PSMA-Liganden erwogen werden. Aufgrund des héheren LET kénnen
a-Strahler zu DNA-Doppelstrangbriichen, damit zu irreperablen DNA-Schaden und
somit zur Tumoreradikation fuhren. Bei der RLT mit B-Strahlern kommt es meist nur

zu Einzelstrangbrichen (31).

In einer Studie von Zhang et al. (2019) wurde auch eine Kombinationstherapie mit
beiden Strahlenarten — eine ,tandem-Therapie® mit initial vielversprechenden
Erfolgen durchgefuhrt. Es werden dabei synergistische Effekte durch die
Kombination beider Strahlenarten bei gleichzeitig geringeren Nebenwirkungen als
unter einer reinen a-RLT erhofft (46). Fur diese Therapieform gibt es allerdings

bislang wenig Evidenz (47).

Die PSMA-RLT wird von den Patient*lnnen meist gut toleriert. Relevante
Nebenwirkungen sind vor allem die Myelosuppression, Nephrotoxizitat, Fatigue,
Xerostomie und Ubelkeit. Die Myelosuppression ist haufig und kann alle Zellreihen
betreffen, hat aber meist kein klinisches Korrelat (37, 48). In der Zulassungsstudie
von Pluvicto kam es allerdings bei 0,96 % der Patient*innen zum Tod aufgrund einer
hamatologischen Nebenwirkung. Renale Nebenwirkungen sind deutlich seltener
und in nur 0,2 % der Falle so ausgepragt, dass Dosisanpassungen oder ein
Therapieabbruch erforderlich werden (35). Die am haufigsten dosislimitierende
Nebenwirkung ist die Mundtrockenheit aufgrund der spezifischen und
unspezifischen Aufnahme des RP in die Speicheldrisen (31, 35). Fatigue,
Xerostomie und Ubelkeit sind deutlich haufiger als bei der nicht-RLT, treten
allerdings meist nur vorubergehend auf (37, 48). Bei der RLT mit Actinium-225
werden ahnliche Nebenwirkungen beobachtet, aufgrund des hdéheren LET sind
allerdings die  Nebenwirkungen  haufig ausgepragter und dadurch

therapielimitierend (31). Aufgrund der ionisierenden Strahlung kann es auRerdem
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zu sekundaren primaren Neoplasien kommen, die allerdings auch bei der
konventionellen Therapie auftreten und bislang kaum gehauft beobachtet werden
konnten (48).

1.11.In-house Markierung und Qualitatskontrolle theranostisch

relevanter PSMA-Liganden

Auf der klinischen Abteilung fir Nuklearmedizin werden fur die Synthese von RP in
kleinem Malstab kassettenbasierte automatische Synthesemodule verwendet. Die
Kassetten, Reagenzien, Precursor, Radionuklidgeneratoren beziehungsweise
Radionuklide zur Markierungszwecken werden von qualifizierten Herstellern
zugekauft. Um die Sicherheit und Wirksamkeit des Radiopharmakons zu
gewahrleisten ist die Qualitadtssicherung in der Radiopharmazie von grofRer
Bedeutung (38).

In Osterreich stellt das Europaische Arzneibuch (Ph. Eur.) das wichtigste Regelwerk
zur Qualitatssicherung radiopharmazeutischer Zubereitungen dar. Die Einhaltung
der Vorgaben des Europaischen Arzneibuchs ist durch das Arzneibuchgesetz

gesetzlich vorgeschrieben (49).

Im  Europaischen Arzneibuch sind allgemeine  Monographien  und
Einzelmonographien zu finden, die Anforderungen an Spezifikation, Prafung und
Freigabe radiopharmazeutischer Zubereitungen festlegen. Fur die Herstellung und
Qualitatskontrolle von Radiopharmaka sind insbesondere die allgemeinen
Monographien ,Radiopharmaceutical Preparations® (Monographie 0725) und
,Extemporaneous Preparation of Radiopharmaceuticals® (Monographie 5.79.) von
Relevanz. Letzteres liefert die Grundlagen zur Praparation von Radiopharmaka im

kleinen Mal3stab zur unmittelbaren Anwendung an Patient*innen (50).

Weiters verweist das Europaische Arzneibuch in der Monographie 5.19 noch auf
andere Richtlinien, die fur die Herstellung von Radiopharmaka im klinischen Setting
anwendbar sind. Erwahnenswert sind hier besonders die Leitlinie der EANM uber
“Current Good Radiopharmacy Practice”, die ,EU Guidelines to Good
Manufacturing Practice, Medicinal Products for Human and Veterinary Use® und die
ICH Guidelines des ,International Council for Harmonisation of Technical

Requirements for Pharmaceuticals for Human Use".
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Die Qualitatskontrolle spielt eine entscheidende Rolle in der Eigenherstellung von
Radiopharmaka in nuklearmedizinischen Abteilungen und wird unmittelbar nach der
Herstellung durchgefuhrt. Dazu gehdrt laut Arzneibuchmonographie 0125 die
Prafung des pH-Werts, der partikularen Kontaminationen, der Radionuklidreinheit,
der radiochemischen Reinheit und der chemischen Reinheit. Auch die Sterilitat und
Pyrogenfreiheit ist bei Radiopharmaka zu Uberprifen, kann aber aufgrund der

kurzen Halbwertszeit erst nach der Anwendung an Patient*innen erfolgen (50).

Chromatographische Methoden wie die Hochleistungsflissigchromatographie
(HPLC) gehdren zu den wichtigsten Techniken, um die chemische und

radiochemische Reinheit eines Radiopharmakons nachzuweisen (12).

1.12. Radio-HPLC und chromatographisches Trennprinzip

Die Radio-Hochleistungsflissigchromatographie (radio-high-performance liquid
chromatography, Radio-HPLC) ist ein chromatographisches Trennverfahren, bei
dem kleine Mengen sehr ahnlicher Molekille in einer Probe aufgrund von
charakteristischen Laufzeiten im Analysensystem aufgetrennt, unterschieden und

quantifiziert werden kénnen (51-53).

Das chromatographische Trennprinzip beruht auf der unterschiedlichen
Wechselwirkung der Komponenten einer Probe zwischen zwei Phasen: der
stationaren Phase, die aus einem unléslichen Material besteht, dass in eine Saule
gepackt ist und der mobilen Phase, einem flissigen Losungsmittelgemisch, dass
kontinuierlich durch die Saule fliet (51). In der Radiopharmazie ist die HPLC ein
wichtiges Werkzeug zur Bestimmung der chemischen und radiochemischen

Reinheit von Radiopharmaka (12).
Die HPLC besteht ausfolgenden Bestandteilen:

o Einer Pumpe, zur kontinuierlichen Forderung des Losungsmittels

Einem Injektor, mit dem die Probe in den Losungsmittelfluss eingebracht wird

e Einer HPLC- Saule, die mit der stationaren Phase geflillt ist und in der die
Trennung der Probenbestandteile erfolgt

e Ein oder mehreren Detektoren, mit dem die Probenkomponenten erfasst

werden (z.B. UV-VIS, Massenspektrometer, Radiodetektoren u.v.m.)

e Einem System zur Datenerfassung und Auswertung (51, 52)
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Die Wahl der stationaren und der mobilen Phase, sowie der Detektionsmethode
hangt von den chemischen und physikalischen Eigenschaften der jeweiligen
Analyten ab. Uber Elutionsprogramme Ilasst sich einstellen, ob die
Zusammensetzung des Losungsmittels Uber die Zeit des Analysenlaufs konstant

bleibt (isokratische Elution) oder sich verandert (Gradientenelution) (51).

In dieser Diplomarbeit wird fur die Analytik von PSMA I&T das Prinzip der
Umkehrphasenchromatographie (Reversed-phase HPLC) angewendet. Bei dieser
Art der Chromatographie wird als die stationare Phase eine Saule verwendet, die
mit feinen Partikeln geflllt ist die aus Kieselsaure bestehen. Die Oberflache der
Kieselsaurepartikel wurde mit Kohlenstoffketten aus 18 Kohlenstoffatomen (C-18)

modifiziert. Dadurch ist die stationare Phase unpolar (hydrophob) (52).

Als mobile Phase wird ein polares Losungsmittelgemisch bestehend aus Acetonitril
(ACN) und Wasser verwendet (52). Ein kleiner Anteil an Trifluoressigsaure (TFA)
sorgt durch den sauren pH-Wert fur eine einheitliche Protonierung der
Carboxylgruppen der Analyten und der Silanolgruppen in der stationaren Phase,
sodass die Trennung hauptsachlich Uber die Affinitat zu den C-18 Ketten erfolgt.
lonische Wechselwirkungen werden so weitgehend reduziert und eine hdhere
Peakscharfe wird erreicht (12, 54).

Durch Verwendung einer der wassrigen (polaren) Losung, kann nach Lipophilie
getrennt werden — stark lipophile Stoffe haften stark an der stationaren Phase,
kobnnen nur schwer bzw. zeitverzogert herausgeldst (eluiert) werden. Stark
hydrophile Stoffe werden wahrenddessen schnell eluiert und verlassen schnell die
Saule, da sie nicht oder nur kaum mit der stationaren Phase wechselwirken. Wenn
durch Erhéhung des ACN-Anteils wahrend der Gradientenelution die Lipophilie der
mobilen Phase wahrend des Analysenlaufs verandert wird, kann die Trennung
beschleunigt werden und es kénnen auch lipophile Molekile von der Saule geldst
werden (52).

Nach der Auftrennung in der Saule erreichen die Probenkomponenten zu
unterschiedlichen Zeiten die Detektoren und die Verweilzeit in der Saule
(Retentionszeit) kann bestimmt werden (52). Wird der Messwert der Detektoren
gegen die Zeit in ein Koordinatensystem eingetragen, erhalt man ein

Chromatogramm. Hier werden die Einzelkomponenten als Peaks angezeigt, tber
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deren Hohe und Breite die Peakflache bestimmt werden kann. Diese kann fiir die

Quantifizierung der Einzelkomponenten in einer Probe herangezogen werden (53).

2. Problemstellung

2.1. Ausgangssituation

Auf der Klinischen Abteilung fiir Nuklearmedizin sollen zukinftig sowohl ['"7Lu]Lu-
PSMA I&T als auch [(8Ga]Ga-PSMA I&T im Radiopharmazielabor fiir die klinische
Anwendung hergestellt werden. Eine geeignete Methode fiir die Qualitatskontrolle
dieser Radiopharmaka ist dafur essenzielll. Um die DurchfiGhrung der
Qualitatskontrollen im Radiopharmazielabor zu vereinfachen, wird eine
Qualitatskontrolimethode angestrebt, die flr die Bestimmung der Identitat,
radiochemischen und chemischen Reinheit von ['7Lu]Lu-PSMA I&T und [*8Ga]Ga-
PSMA I&T geeignet ist. Idealerweise ist mit dieser Methode auch eine
Unterscheidung der mit unterschiedlichen  Radiometallen  markierten

Radiopharmaka maoglich.

Es gibt fir die Qualitatskontrolle von ['7Lu]Lu-PSMA |I&T bereits eine Ph.Eur.
Einzelmonographie die nach ABG auch in Osterreich glltig ist. In dieser
Monographie ist eine HPLC-Methode beschrieben mit der Identitat, radiochemische
und chemische Reinheit von ['77Lu]Lu-PSMA I&T bestimmt werden konnen (55).
Allerdings zeigte diese Methode zur Bestimmung und Unterscheidung der 3
Analyten ["@'Lu]Lu-PSMA [&T, ['Ga]Ga-PSMA I&T und PSMA I&T eine

unzureichende Performance (s. Abb. 3).

In Abb. 3 ist ein Analysenlauf des SST-Standards dargestellt, bestehend aus
["Lu]Lu-PSMA 1&T, PSMA I1&T und ["¥'Ga]Ga-PSMA I1&T (jeweils 5 ug/ml),
durchgefihrt gemaf der im Europaischen Arzneibuch beschriebenen Methode, mit
einer reduzierten Flussrate von 0,42 ml/min anstelle von 1 ml/min. Durch eine
vorangegangene Injektion der Einzelsubstanzen kann eine eindeutige ldentifikation

und Zuordnung der detektierten Peaks erfolgen.

Dabei fallen zwei Beobachtungen besonders auf: Erstens erscheint das fur die
Quantifizierung relevante PSMA I&T nicht als einzelner Peak, sondern in Form von

vier separaten Peaks. Diese sind zum Teil vor und zum Teil nach den Peaks der
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PSMA [&T-Metallkomplexe zu finden. Im Gegensatz dazu zeigt das in der
Knowledge Database der Monographie 3170 des Europaischen Arzneibuchs
veroffentlichte Chromatogramm fur Lu-PSMA I&T und PSMA I&T jeweils nur einen
einzelnen, scharfen Peak. Die in Abb. 3 ersichtliche langere Retentionszeit der
Substanzen, verglichen mit dem Chromatogramm der Knowledge Database, lasst
sich durch die im vorliegenden Analysenlauf verwendete reduzierte Flussrate (s.0.)

erklaren.

Zweitens weist das in Abb. 3 gezeigte Chromatogramm zwischen ca. 15 und 20
Minuten eine deutlich gestoérte Basislinie auf. Dies verhindert die eindeutige
Identifikation und Quantifizierung potenzieller unspezifischer Verunreinigungen, die
in diesem Zeitraum von der Saule eluieren. Ein direkter Vergleich mit dem
Chromatogramm der Knowledge Database des Europaischen Arzneibuchs ist nicht
mdglich, da dort die Methode bei Minute 14 stoppt. Kurz vor diesem Stopp ist

allerdings ebenfalls ein Anstieg der Basislinie erkennbar.

Die unzureichende Performance der Methode des Europaischen Arzneibuchs ist
somit durch die eingeschrankte Quantifizierbarkeit sowohl von PSMA I&T, als auch

von unspezifischen chemischen Verunreinigungen begrindet.
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mAU DAD: Signal B, 220,0 nm/Bw:4,0 nm Ref 450,0 nm/Bw:80,0 nm
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Abbildung 3: Arzneibuch-HPLC-Methode fiir ['”’Lu]Lu-PSMA I&T, Messung 250630.002

Als mobile Phasen werden in der Monographie 3170 Natriumdihydrogenphosphat-
Pufferlosung und Acetonitril (ACN) verwendet. Die Verwendung einer Pufferldsung
in der HPLC-Analytik erfordert langere Spuilzeiten der HPLC. AulRerdem besteht die
Maoglichkeit, dass das Natriumdihydrogenphosphat bei ungeeigneter Mischung der
mobilen Phasen im System ausfallen und schlimmstenfalls die Saule verstopfen
konnte. Praktikabler ist ein Losungsmittelgradient aus Wasser und Acetonitril mit
jeweils 0,1 % Triflouressigsaure (TFA). Da diese Losungsmittelzusammensetzung
bereits routinemalig fur Gallium-68 markierte Radiopharmaka, wie [68Ga]Ga-
PSMA-11 oder [68Ga]Ga-DOTA-NOC angewendet wird, macht das die Umstellung
des HPLC-Systems weniger zeitaufwendig und die Analysenzeiten lassen sich
besser planen. Daher ware es zielfUhrend, wenn die Qualitatskontrolle auch mit
einer validierten Methode ohne Natriumdihydrogenphosphat-Pufferlésung, und
stattdessen mit ACN (+0,1% TFA) und Wasser (+0,1% TFA) gelingt.
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2.2. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist, eine geeignete Radio-HPLC-Methode zur
Qualitatskontrolle des theranostischen Paares ['"""Lu]Lu-PSMA 1&T/[®®Ga]Ga-PSMA
I&T zu entwickeln. Die neue Methode soll eine zuverlassige Trennung der
verschiedenen PSMA 1&T-Komplexe voneinander, sowie von der unkomplexierten
Vorlaufersubstanz erlauben. Die Verwendung von Wasser mit 0,1 % TFA anstatt
einer Natriumphosphatpufferldosung soll einen einfachen und zeiteffizienten

routinemafigen Einsatz ermoglichen.

Die Verwendung von zur vorhandenen Einzelmonographie abweichenden
Methoden ist nur erlaubt, wenn die zu verwendende Methode nachweislich
zumindest gleich gut (oder besser) fur den Verwendungszweck geeignet ist (38).
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Validierung der neu entwickelten

Analysenmethode, gemal international glltigen Regelwerken.

Die relevanten Validierungsparameter und gewahlten Akzeptanzkriterien sind in

Kapitel 4 beschrieben.

3. Material und Methoden

3.1. Verwendete Materialien fur die Radio-HPLC

Die Methodenentwicklung und Validierung wird mit einem Agilent 1260 series Radio
HPLC-System mit Autosampler, Gradientenpumpe und DAD UV-Detektor (Sr. Nr.:
DEAA304500, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) und einem GABI
Star gamma-Durchflussmonitor (Sr. Nr. 1014, Raytest, Straubenhardt, Deutschland)
durchgefuhrt. Zur Trennung wird die HPLC-Saule ACE 3 C18 (150 x 3 mm,
Katalognummer: ACE-111-1503, Avantor®, ACE®, VWR International Ltd, Theale,
Reading) bei Raumtemperatur verwendet. Die Probe wird per Autoinjektor mit
einem Probevolumen von 20 yl aus den Rotilabo® Gewindeflaschchen ND10, 1,5
ml mit den dazugehorigen Schraubkappen mit Bohrung, PP, ND10 (beide Carl Roth
GmbH+Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) in das HPLC-System injiziert. Als mobile
Phasen werden (A) Wasser (HPLC-grade, Produktnummer: 270733, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und (B) Acetonitril (LiChrosolv® Reag. Ph
Eur Acetonitril (gradient grade for liquid chromatography), Produktnummer: 100030,
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Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) verwendet, die jeweils mit 0,1 %
Trifluoressigsaure (Uvasol® Trifluoracetic acid for spectroscopy, Trifluoressigsaure
(TFA), Produktnummer: 108262, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) versetzt

sind.

Die  Gradientenelution der validierten Methode startet mit einer
Losungsmittelkonzentration von 80 % (A) und 20 % (B) und wird nach dem Schema
(siehe Tabelle 1) schrittweise verandert, bis eine Losungsmittelkonzentration von 20
% (A) und 80 % (B) erreicht wird. AnschlieBend werden die
Ausgangskonzentrationen wieder hergestellt. Die Flussrate der mobilen Phasen
betragt 0,42 ml/min und die Laufzeit der Methode betragt 36 Minuten. Die von der
Saule eluierten Analyten werden mittels UV-Detektor (eingestellte Wellenlange 220

nm) und Radioaktivitatsdetektor erfasst.

Zeit [min] Mobile Phase A [%] Mobile Phase B [%]
0 bis 2 80 20

214 80 — 70 20 — 30

14 —18 70 — 20 30 — 80

18 bis 20 20 80

20 — 23 20 — 80 80 — 20

23 bis 36 80 20

Tabelle 1: Zusammensetzung der mobilen Phasen wéhrend der Messung
3.2. Referenzsubstanzen und Chemikalien

Alle Referenzlésungen werden mit den Pipetten Eppendorf Reference, 100-1 000
Ml und Eppendorf Reference, 10-100 pl (beide Eppendorf SE, Hamburg,
Deutschland) pipettiert. Daflir werden die jeweils dazugehoérigen Pipettenspitzen
epT.l.P.S.® Standard 50-1 000 pl (Produktnummer: 0030000.919) und epT.l.P.S.®
Standard 2-200 ul (Produktnummer: 0030000.870) (beide Eppendorf SE, Hamburg,
Deutschland) eingesetzt. Alle Standards werden nach der Herstellung und zwischen
den Analysen bei -10 °C bis -18 °C tiefgekuhlt gelagert.

Zur Herstellung der Stammlosungen wird zunachst die Matrix fur Kalibrier- und
SST-Standards hergestellt. Hierfur wird 24 ml Mobile Phase A (0,1% TFA in Wasser)
zu 6 ml Mobiler Phase B (0,1% TFA in ACN) gegeben und mit dem Vortexer

vermischt.

Fir die Stammlésung von PSMA 1&T werden anschlieRend 2000 uyg PSMA I&T
Acetat (PSMA |&T acetate, precursor for radiometal-labelled PSMA I&T, ABX
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advanced biochemical compounds, Biomedizinische Forschungsreagenzien
GmbH, Produktnummer: 99382, Radeberg, Deutschland) in 961,5 pl Matrix far
Kalibrier- und SST-Standards geldst (c(PSMA I&T) = 2000 ug/ml). Wichtig ist hierbei
zu beachten, dass der relevante Analyt nicht PSMA I&T Acetat, sondern PSMA I&T

ist.

Die anderen Stammldsungen ["?'Ga]Ga-PSMA I&T (reference standard for [68Gal-
PSMA I&T, Produktnummer: 99385, ABX, Radeberg, Deutschland) und ["3'Lu]Lu-
PSMA I&T (reference standard for ['7Lu]-PSMA I&T, Produktnummer: 99384, ABX,
Radeberg, Deutschland) werden jeweils durch Losen von 1 000 pg ["?'Ga]Ga-PSMA
I&T, und analog dazu ["'Lu]Lu-PSMA I&T, in 1 ml Matrix fir Kalibrier- und SST-
Standards (c = 1 000 ug/ml) hergestellt. Fur die weitere Herstellung wird eine 50
Mg/ml Zwischenverdinnung von PSMA 1&T bendtigt. Dafir werden 75 ul der PMSA
I&T Stammldésung (¢ = 2000 pg/ml) mit 2 925 ul Matrix far Kalibrier- und SST-

Standards verdinnt und am Vortexer vermischt.

Die Kalibrierstandards werden aus der 50 ug/ml PSMA I&T Zwischenverdinnung
hergestellt. Die Zwischenverdinnung wird im Vortexer vermischt. Anschlielend
werden mit Pipetten Aliquote entnommen, mit Matrix fur Kalibrier- und SST-
Standards verdunnt und wieder im Vortexer gemischt. Alle Kalibrierstandards haben
ein Volumen von 1 000 pl. Es werden Kalibrierstandards mit den Konzentrationen
0,0 pg/ml, 0,5 pyg/ml, 1,0 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5,0 ug/ml, 7,5 ug/mi,10,0 yg/ml, 12,5
pg/ml, 15 pg/ml, 17,5 pg/ml, 20,0 pg/ml und 40,0 ug/ml wie in Tabelle 2 ersichtlich

hergestellt.
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Standard Konzentration Menge PSMA I&T Menge Matrix fiir

Nr. PSMA I&T Zwischenverdiinnung Kalibrierstandards
[ug/mi] mit 50 pg/ml [pl] [ul]
1 0 0 1000
2 1 20 980
3 2,5 50 950
4 5 100 900
5 7,5 150 850
6 10 200 800
7 12,5 250 750
8 15 300 700
9 17,5 350 650
10 20 400 600
1" 40 800 200

Tabelle 2: Herstellung der Kalibrierstandards

Als SST-Standard wird eine Losung mit 5 ug/ml PSMA I&T, 5 yg/ml ["?'Ga]Ga-PSMA
I&T und 5 pg/ml ["@Lu]Lu-PSMA I&T verwendet.

Zur Herstellung des SST-Standards werden zunachst Zwischenverdinnungen
hergestellt. Die Zwischenverdinnungen sollen eine Konzentration von 25 ug/ml
haben. Das erfolgt durch Vermengen von 100 ul Aliquot aus der Stammldsung von
["2Ga]Ga-PSMA I&T mit 3 900 ul Matrix fur Kalibrier- und SST-Standards. ["2'Lu]Lu-
PSMA 1&T wird auf die gleiche Weise verdunnt. Nachdem die PSMA I&T
Stammldsung eine héhere Konzentration hat (c =2 000 ug/ml) werden 100 ul dieser
Losung in 7900 pl geldst um eine Zwischenverdinnung mit einer Konzentration von
25 pug/ml PSMA I&T zu erhalten.

AnschlielRend werden aus den drei Zwischenverdiinnungen (25 ug/ml) jeweils 200
Ml entnommen, zu 400 pl Matrix far Kalibrier- und SST-Standards gegeben und
vermengt, sodass der gewlinschte SST-Standard PSMA I&T 5 pg/ml — ["2'Ga]-PSMA
I&T 5 pg/ml — ["Lu]Lu-PSMA I&T 5 ug/ml entsteht. Da die Zusammensetzung der
Spezifitatsprobe moglichst der Zusammensetzung der Produktlésung entsprechen
soll, wird die Produktmatrix in einer ,kalten“ Testsynthese (ohne Zusatz von
Precursor und Radionuklid) im Synthesemodul Scintomics® GRP 4V
(SCINTOMICS  Molecular Applied Theranostics  Technologies  GmbH,
Flrstenfeldbruck, Deutschland) hergestellt. Dafir werden das Reagenzienkit:
Reagent Kit for synthesis of '7Lu peptides (Produktnummer: SC-05, ABX,
Radeberg, Deutschland) und die Kassette: Cassette for synthesis of '"’Lu peptides
(Produktnummer: SC-05-H, ABX, Radeberg, Deutschland) eingesetzt. Die
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Produktmatrix besteht aus Natrium-L-ascorbat, Natriumacetat, Essigsaure,
Natriumchlorid, Diethylentriaminpentaessigsaure (DTPA) und Gentisinsaure
wassriger Losung. Nach der Herstellung der Produktmatrix werden 10 pl der PSMA
I&T-Stammldsung (¢ =2 000 ug/ml) mit 1990 pl Produktmatrix im Vortexer gemischt,
sodass eine Konzentration von 10 pg/ml PSMA 1&T in Produktmatrix entsteht. 1 000

Ml dieser Losung werden als Spezifitatsprobe verwendet.

Ein Gentisinsaure-Standard mit einer Konzentration von 250 pg/ml wird benotigt,
um eine zweifelsfreie ldentifikation der sichtbaren Peaks fur die Spezifitatsprobe zu
ermdglichen. Dafir werden 0,1 g Gentisinsaure (2,5-Hydroxybenzoesaure, for
synthesis, Produktnummer: 841745, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) auf der
Sartorius MC-1 Serie Analysenwaage AC210P (Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland) eingewogen und in 100 ml Wasser Ultrapur gelést und gemischt. Von
dieser Stammlésung werden 250 ul entnommen und mit 750 pyl Wasser Ultrapur
verdunnt. Die entstehende Losung wird mit dem Vortexer vermischt und in ein
HPLC-Gewindeflaschchen gefullt.

Zum \Vergleich mit der Arzneibuchmethode haben wir aulerdem einen
Natriumdihydrogenphosphatpuffer (3,12 g/l) hergestellt. Hierfir wurden nach
Arzneibuchmethode der Monographie 3170 (55) 3,122 g
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat (Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat,
Produktnummer 2370.1, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) auf
unserer Waage (FX3000i, Produkthnummer CTK5.1 Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) eingewogen und in 1000 ml Wasser (Wasser, suitable for
HPLC, Produktnummer: 270733, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland) gelost. Der pH-Wert dieser Losung wurde mit 16,5 ml Phosphorsaure
90 g/l (aus eigener Herstellung) auf 2,55 eingestellt (entspricht 2,5 + 0,1). Zur
Herstellung der Phosphorsaure 90 g/l wurden 2 ml 85 % Phosphorsaure
(Orthophosphoric acid 285%, EMPROVE® Essential, Produkthnummer:
1.00563.5000, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) mit 36 ml Wasser (Wasser,
suitable for HPLC, Produktnummer: 270733, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) verdunnt. Zur pH-Wert Einstellung wurde ein ORION
STAR SERIES pH-Meter von Thermo Scientific (SN: B28172, Waltham,
Massachusetts, USA) in Kombination mit einer Avantor pH-Elektrode (SN:2427538,

VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA) verwendet.
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3.3. Materialien fur die Testsynthese von [*®*Ga]Ga-PSMA I&T

Fur die Testsynthese von [(8Ga]Ga-PSMA I&T wurde ein Scintomics GRP 4 V
Synthesemodul verwendet. Das Synthesemodul wird mit speziell designten
Einmalkassetten (Cassettes for ®®Ga-labelled peptides, Produktnummer SC-01-H,
ABX advanced biochemical compounds GmbH, Radeberg, Deutschland) und den
zugehdrigen Reagenzien (Reagent Kit for 8Ga-labelled peptides, Produktnummer
SC-01, ABX GmbH, Radeberg Deutschland) bestlckt. Als Primarpackmittel fir das
Endprodukt dienten 25 ml Vakuumvials (Produktnummer: 8580.0025W, ABX,
Radeberg, Deutschland). Gallium-68 wurde aus zwei GalliaPharm 1,85 GBq
Generatoren (Eckert & Ziegler, Berlin, Deutschland) gewonnen. Fur die Enthahme
des Endprodukts zur Qualitatskontrolle wurden zweiteilige  Einmal-
Feindosierungsspritzen (Injekt®-F 1 ml, Artikelnummer 9166017V, B. Braun SE,
Melsungen, Deutschland) verwendet. Radioaktivitditsmessungen wurden mit einem
Aktivimeter der Firma NUVIA Instruments GmbH (Dresden Deutschland)
durchgefuhrt.

4. Validierungsparameter und Durchfihrung

Als Leitfaden fur die Methodenvalidierung dient die international gultige ICH Q2 (R2)
Richtlinie ,Guideline on the validation of analytical procedures®. Erganzend hierzu
ist die Richtline der EANM ,Guideline on Validation of analytical methods for
radiopharmaceuticals“ zu beachten, welche speziell auf die Anforderungen von
radioaktiven Arzneimitteln eingeht. Unter Einhaltung der festgelegten
Akzeptanzkriterien kann garantiert werden, dass die entwickelte HPLC-Methode flr
den geplanten Einsatzzweck geeignet ist und verlassliche, reproduzierbare, sowie

genaue Ergebnisse liefert (38, 56).

4.1. Richtigkeit (Accuracy)

Die Richtigkeit gibt an, wie nah der gemessene Wert der Probe am tatsachlichen
Wert liegt. Um die Richtigkeit zu prufen, wird die Standardreihe an drei
verschiedenen Tagen injiziert und mit der zu untersuchenden Methode analysiert.
Die Flachenintegrale der einzelnen Standards an den drei Messtagen werden
gemittelt und in Abhangigkeit der jeweiligen Standardkonzentration in ein

Koordinatensystem eingetragen. Zu diesen Koordinaten wird eine
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Regressionsgerade erstellt. Das Verhaltnis der gemessenen und laut
Regressionsgrade errechneten Konzentration zu der wahren Konzentration
entspricht der Richtigkeit in % (56).

Richtigkeit (%) Standardkonzentration (errechnet) 100
= *
rentgiett 10 Standardkonzentration (wahr) (Gl.9)

4.2. Prazision (Precision)

Als Prazision wird die Nahe der Messwerte (beziehungsweise das Mall der
Streuung) von verschiedenen Proben derselben Substanz unter gleichbleibenden
Messbedingungen aufgefasst. Die Prazision kann als Wiederholbarkeit,

intermediare Prazision und Reproduzierbarkeit betrachtet werden (56).

Als Wiederholbarkeit oder auch intra-analytische Prazision wird die Streuung unter
denselben Bedingungen in einem kurzen Zeitintervall z.B. am selben Tag

angegeben (56).

Die Wiederholbarkeit wird ermittelt, indem Proben mit einer Konzentration von 7,5
pg/ml, 10 ug/mlund 15 ug/ml am selben Tag dreimal analysiert wird und die relativen

Standardabweichungen der Flachenintegrale ermittelt werden.

Unter der intermediaren Prazision versteht man die Streuung im selben Labor
aufgrund von Faktoren wie verschiedenen Tagen, variablen
Umgebungsbedingungen, anderen Labormitarbeitenden oder anderen Geraten
(56).

Die intermediare Prazision wird ermittelt, indem der SST-Standard an drei Tagen
jeweils sechsmal analysiert wird und indem die relative Standardabweichung der

Flachenintegrale bestimmt wird.

4.3. Spezifitat (Specificity)

Die Spezifitat beschreibt den Grad der Beeinflussung durch andere, in der
Analysenmatrix vorhandene Substanzen auf die eindeutige Bestimmung des
gesuchten Analyten. Eine hohe Spezifitdat zeichnet sich dadurch aus, dass das

Signal moglichst nur vom Analyten stammt (56).
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Die Spezifitat wird Gberpruft, indem eine kalte Synthese ohne Lutetium-177 und
ohne PSMA I[&T mit dem Herstellungskit fur Lutetium-177-markierte Peptide
durchgefuhrt wird. Das Syntheseprodukt soll alle Hilfsstoffe enthalten, die auch im
fertigen Arzneimittel zu finden sind. Nach der Synthese wird aus dem Produktvial
1990 pl Produktmatrix entnommen, und damit ein 10 pl-Aliquot der Stammldésung
von PSMA 1&T (c = 2000 ug/ml) verdinnt, um eine Konzentration von 10 yg/ml zu
erhalten. Davon werden 1000 ul in ein HPLC-Vial Uberfuhrt, um die Spezifitatsprobe
zu erhalten. Es werden sechs Messungen durchgefuhrt und aus den Peakintegralen

die Konzentration errechnet.

4.4. Linearitat (Linearity)

Als Linearitat wird der direkt proportionale Zusammenhang zwischen dem Messwert
und der Konzentration des Analyten in der Probe in einem bestimmten
Konzentrationsbereich bezeichnet. Bei Auftragen der gemittelten Messwerte aus
drei Standardreihen in Abhangigkeit der jeweiligen Konzentrationen in ein
Diagramm kann eine Regressionsgerade ermittelt werden. Wenn die
Regressionsgerade mit einem hohen Bestimmtheitsma® die Messwerte

widerspiegelt, ist eine ausreichende Linearitat gegeben (56).

4.5. Bestimmungsgrenze (Limit of Detection (LOD) und Limit of
Quantification (LOQ))

Als Limit of Detection (LOD) wird die geringste Probenmenge beziehungsweise
Konzentration des Analyten angegeben, die detektiert und von der Basislinie
unterschieden werden kann, wobei eine Quantifizierung mit ausreichender

Prazision und Richtigkeit nicht moglich ist (56).

In dieser Arbeit wird auf eine Bestimmung des LOD verzichtet, weil das Ziel unserer
Analyse eine quantitative Bestimmung von PSMA-I&T in [""’Lu]Lu-PSMA I&T und
[(8Ga]Ga-PSMA I&T Radiopharmakalésungen ist. Die quantitative Bestimmung ist
im Rahmen der Qualitatskontrolle notwendig, um zu berechnen wie viel der
Substanz den Patient*innen appliziert wird und um zu Uberprufen, ob der geforderte
Grenzwert eingehalten wird.

35



Im Unterschied dazu druckt das Limit of Quantification (LOQ) die geringste
Probenmenge aus, die mit ausreichender Prazision und Richtigkeit quantitativ

bestimmt werden kann (56).

Das LOQ wird zundchst aus den Kalibrierstandardreihen abgeschatzt und
entspricht der geringsten Konzentration, die eine ausreichende Richtigkeit aufweist.
Anschliellend wird die ermittelte Konzentration sechsmal analysiert und Richtigkeit

und relative Standardabweichung werden gepruft.

4.6. Arbeitsbereich (Range)

Der Arbeitsbereich ist der Bereich zwischen der hochsten und der niedrigsten
Probenkonzentration, bei der Messergebnisse mit ausreichender Richtigkeit, und

Prazision erhalten werden kénnen (56).

Der Arbeitsbereich wird bestimmt, indem die Kalibrierstandardreihe dreimal
analysiert wird und erstreckt sich vom LOQ bis zur hdchsten passenden
Konzentration. Die Obergrenze des Arbeitsbereiches muss nur ermittelt werden,
wenn die zu erwartenden Konzentrationen auch dementsprechend hoch sein
konnen. Nachdem in der Praxis mit durch unsere Synthese lediglich
Konzentrationen von < 10 ug/ml synthetisiert werden kénnen (s. Tabelle 4), ist der

hdchste Kalibrierstandard mit 40 ug/ml mehr als ausreichend.

Produkt [(8Ga] Ga-PSMA I&T ['"7Lu] Lu-PSMA I&T
Masse Precursor [ug] 20-40 130
Volumen Produkt [ml] 18 15
Maximale Konzentration [ug/ml] 1,1-2,2 8,7

Tabelle 3: Maximale Probenkonzentrationen

4.7. Robustheit (Robustness)

Die Robustheit drickt die Fahigkeit der analytischen Methode aus, unter in der
Praxis vorkommenden Schwankungen von Methodenparametern, verlassliche
Ergebnisse zu liefern. Sie wird bestimmt, indem absichtlich Methodenparameter
geringfugig verandert werden. Somit kann sie Aufschluss Uber die Verwendbarkeit

der Methode im Laboralltag geben (56).

Die Robustheit wird durch Veranderungen der Lésungsmittelzusammensetzung,
der TFA-Konzentration und der Flussgeschwindigkeit untersucht. Hierflir werden 3

Messungen des SST-Standards mit der normalen Methode
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(=Vergleichsmessungen) und jeweils 3 Messungen unter den veranderten

Bedingungen durchgefihrt (s. Tabelle 10).

5. Ergebnisse

5.1. Methodenentwicklung

Um einen Ausgangspunkt flr die HPLC-Methodenentwicklung zu finden wurden
existierende Methoden zur Analyse von ['“Lu]Lu-PSMA I&T und [?*°Ac]Ac-PSMA
I&T von Schmitl et al. (2023), Aalbersberg et al. (2022), Fouillet et al. (2024), Vyas
et al. (2022) und Hoojimann et al. (2021) verglichen (57-61). Nachdem die
Substanzen sich primar bei Konzentrationen der mobilen Phase B zwischen 20 und
30% zu trennen scheinen, wurde ein relativ grol3er Teil des Analysenlaufs fur diesen
Gradientenbereich eingeraumt. Die Vergleichsmethoden erreichen eine maximale
Konzentration der mobilen Phase B von 35 % (58) bis 100 % (60). Es wurde
entschieden eine hohe Maximalkonzentration zu verwenden, um eine mdglichst
vollstandige Wiederfindung der Analyten aus der Saule zu erreichen. Als
Ausgangspunkt fir die weitere Methodenentwicklung wurden die in Tabelle 4
gezeigten Konzentrationsverldaufe der mobilen Phasen eingestellt. Zur
Methodenentwicklung wurde der SST-Standard eingesetzt, da sich mit ihm die
Trennleistung anhand der geforderten Auftrennung des Substanzgemisches in die

drei Einzelsubstanzen bewerten liel}.

Zeit in Minuten Mobile Phase A [%] Mobile Phase B [%]
0 bis 1 95 5
1-5 95 - 80 5—-20
510 80 — 75 20 — 25
10 — 17 75 - 70 25 - 30
17 — 20 70 — 60 30 — 40
20 — 22 60 — 15 40 — 85
22 > 25 15 - 95 85—-5
25 bis 30 95 5

Tabelle 4: Erste HPLC-Methode als Ausgangspunkt fiir die weitere Methodenentwicklung

Anmerkung: Von 25 bis 30 Minuten werden die Ausgangskonditionen eingestellt, um eine Wiederherstellung des
Saulenequilibriums zu erreichen, und die Séule fir den ndchsten Analysenlauf vorzubereiten.
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250 mau DAD: Signal B, 220,0 nm/Bw:4,0 nm Ref 450,0 nm/Bw:80,0 nm

200

150

100

16,70, Lu-PSMA I&T
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Abbildung 4: Chromatogramm des SST-Standards unter Verwendung der ersten HPLC-Methode, Messung:
250514.002

Wie in Abb. 4 erkennbar, zeigt sich mit dieser Methode bereits eine Auftrennung des

Substanzgemisches in einzelne, gut Basislinien-getrennte Peaks.

Die Absorptionswellenlangen wurden initial bei 200 nm, 204 nm und 220 nm nach
Vorbild der Arzneibuchmethode (55) und der oben genannten Autor*lnnen
untersucht. Im Verlauf der Methodenentwicklung zeigte sich, dass sich bei 220 nm
trotz der vergleichsweise geringen Absorption die Peaks im Chromatogramm am
besten und einheitlichsten integrieren und von der Basislinie abgrenzen liel3en,
sodass fur die nachfolgende Validierung nur noch diese Wellenlange untersucht

wurde.

Es zeigte sich nach wenigen Tagen - und somit mehreren Gefrier-Tau-Zyklen des
SST-Standards - ein groRenprogredienter zweiter Peak bei unkomplexiertem PSMA

I&T. In der Diskussion werden verschiedene Theorien zu dessen ldentitat eruiert.

Ein erster Optimierungsversuch wurde unternommen bei dem bereits mit einer
héheren Konzentration der mobilen Phase B begonnen wurde und Zeitintervalle der
Methode, in denen keine Elution von Substanzen aus der Saule zu erwarten ist,

verkirzt wurden.
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Zeit in Minuten Mobile Phase A [%] Mobile Phase B [%]

0—-10 80 — 70 20 — 30
10 —» 14 70 — 40 30 — 60
14 bis 17 40 60

17 — 20 40 — 80 60 — 20

Tabelle 5: Zweite Methode, Messung 250514.008

Anmerkung: Die Regenerationsphase am Ende der Methode zur Wiederherstellung des Saulenequilibriums vor
dem nachsten Analysenlauf wurde als eigene Methode programmiert und ist (im Gegensatz zu in 5 beschriebener
Methode) nicht Teil der Methode.

Wahrend diese Methode immer noch drei gut unterscheidbare Peaks zeigte, liel}
sich kein lineares Verhaltnis zwischen Peakflache und Konzentration der Analyten
feststellen. Eine mdgliche Erklarung dafir liegt in einer unvollstandigen Elution der
Substanzen aus der HPLC-Saule. Um ein lineares Verhalten zu erreichen, wurde
die maximale Konzentration der mobilen Phase B in weiterer Folge auf 80% erhoht

und die Regenerationszeit der Saule deutlich verlangert.

Uber diese Entwicklungsschritte wurde endgiiltig die in Kapitel 3.1. beschriebene
Methode entwickelt. Eine Analyse der Einzelsubstanzen ermdglichte die
Identifikation der Peaks anhand der Peakgestalt und der Ubereinstimmenden

Retentionszeiten.

5.2. Validierungsergebnisse

Vor Beginn der HPLC-Methodenvalidierung wurde in einem Validierungsplan
festgelegt, welche Validierungsparameter im Rahmen der Validierung zu prifen

sind, und der entsprechende Akzeptanzbereich wurde festgelegt.

Als Akzeptanzkriterium fur die Richtigkeit wurde festgelegt, dass das errechnete
Konzentrationsniveau fur jede Konzentration zwischen 90 % und 110% des wahren
Konzentrationsniveaus liegen muss. Am LOQ muss die Richtigkeit zwischen 80%
und 120% liegen.

Die Richtigkeit wurde wie oben beschrieben geprift. Die gemittelten Peakflachen

sowie RSD und Richtigkeit sind Tabelle 6 zu entnehmen.
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Konzentration Flache RSD Richtigkeit
[ug/ml] [mAU*min] [%] [%]
gemittelt
0,00 0,00 n. a.
0,50 10,26 37,69
1,00 12,63 2,77
2,50 51,18 11,36
5,00 123,08 0,84
7,50 194,73 4,89
10,00 268,19 1,57
12,50 351,70 2,50
15,00 445,52 1,30
17,50 519,03 1,20
20,00 607,22 0,80
40,00 1247,90 0,37

Tabelle 6 : Peakintegrale der PSMA I&T Standardreihe, rot: < LOQ, hellgriin: LOQ, gruin: restlicher Arbeitsbereich

Die Konzentrationen werden anhand der umgeformten Kalibriergeradengleichung

berechnet:

y = 31,451x — 25,386

Dabei wird auf x umgeformt, wobei y das gemessene Flachenintegral darstellt. Das

Verhaltnis aus errechneter Konzentration zu tatsachlicher Konzentration ergibt die

Richtigkeit ausgedruckt als Prozente.

Als Akzeptanzkriterium fir die Linearitat wurde ein Bestimmheitsmaf (R?) fiir die

Regressionsgrade zu den gemessenen Peakflachen von > 0,99 festgelegt. Dieses

Bestimmtheitsmall wird erreicht.
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Kalibriergerade gemittelt bei A =220 nm

1400,00
y=31,451x- 25,368

1200,00 R*=0,9983 .
1000,00
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400,00
200,00 .
.
.
0,00 e
0,00 500 10,00 1500 20,00 2500 30,00 3500 40,00

Konzentration [pg/ml]

Abbildung 5:Kalibriergrade aus den gemittelten Flachen

Es ergibt sich ein Arbeitsbereich vom LOQ mit 1 pg/ml bis zum hdchsten

Kalibrierstandard mit 40 pg/ml.

Als Akzeptanzkriterium fur die Wiederholbarkeit wurde eine RSD von < 10 %

festgelegt.
Konzentration tatsachlich [ug/mi] 7,5 10 15
Mittelwert [mMAU*min] 218,47 297,84 459,20
Standardabweichung 11,87 10,75 5,83
RSD [%]
Konzentration errechnet [ug/ml] 7,75 10,29 15,41
Richtigkeit [%]

Tabelle 7: Validierungsparameter Wiederholbarkeit

Nachdem die RSD durchwegs < 10 % betragt, ist auch dieses Akzeptanzkriterium
erfullt.

Als Akzeptanzkriterium fur die intermediare Prazision wurde zwischen allen
Flachenintegralen der Einzelsubstanzen des SST-Standards eine RSD von <10 %

gewahlt.

41



Lu-PSMA I&T PSMA I&T Ga-PSMA I&T
[mMAU*min] [MAU*min] [MAU*min]
Tag 1 78,90 113,94 126,95
82,08 127,37 128,34
84,04 133,21 126,71
78,34 132,05 136,10
85,13 129,98 133,74
86,68 136,31 133,78
Tag 2 86,83 127,32 126,57
87,05 131,45 131,83
85,34 133,65 133,06
84,47 131,88 130,68
86,39 135,85 132,99
90,49 130,28 129,88
Tag 3 73,24 140,68 132,30
77,20 153,05 137,06
98,92 144,71 131,57
96,24 142,07 133,99
94,04 142,12 130,30
90,86 143,53 134,41
Mittelwert 85,90 134,97 131,68
Standardabweichung 6,47 8,41 3,02
RSD (%) 7,54 6,23 2,30

Tabelle 8: Validierungsergebnisse der intermedidren Prazision

Es zeigt sich fur alle drei Substanzen eine ausreichend geringe RSD, um den

Akzeptanzkriterien zu entsprechen.

Als Akzeptenzkriterium fur die Spezifitat wurde festgelegt, dass die gefundene
Konzentration der Spezifitatsprobe mit einer Richtigkeit von 90-110 % bestimmbar
bleibt.

Flache Konzentration errechnet Richtigkeit
[mMAU*min] [ng/ml] [%]
297,19 10,26 102,56
299,94 10,34 103,43
300,39 10,36 103,58
296,93 10,25 102,48
303,82 10,47 104,67
299,77 10,34 103,38
Mittelwert der Richtigkeit (%): 103,35

Tabelle 9: Validierungsergebnisse der Spezifitat

Die Ergebnisse zeigen, dass die HPLC-Methode auch bei Anwesenheit von
Matrixbestandteilen eine hinreichend genaue Bestimmung der PSMA |&T-

Konzentration in Produktlésungen erlaubt. Eine Stérung der Messmethode durch
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weitere Bestandteile der Produktlosung wird somit ausgeschlossen und das

Akzeptanzkriterium ist demnach erfullt.

Im Chromatogramm der Spezifitatsprobe zeigt sich bei 4,33 Minuten ein
unbekannter Peak. Nachdem im Vergleich zu PSMA I&T im Verlauf der Synthese
eine groRe Menge Gentisinsaure (als Antioxidans und Radikalfanger) hinzugefigt
wird und diese Substanz eine UV-Absorption zeigt, liegt der Verdacht nahe, dass es

sich bei der gefundenen Substanz um Gentisinsaure handelt.

mal *1000 DAD: Signal B, 220,0 nm,/Bw:4,0 nm Ref 450,0 nm/Bw:80,0 nm)

2,50

4,33, Unbekannter Hilfsstoff

1,50

0,50

pn

L)
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 min

12,95, PSMA I1&T L0 pg/mil

Abbildung 6: Spezifitdtsstandard (PSMA I&T 10 ug/mlin Produktmatrix, 250617.010)

Um diesen Verdacht zu bestatigen, wurde eine Gentisinsaure-Referenzprobe mit
einer Konzentration von 250 pg/ml hergestellt und mit derselben Messmethode
analysiert. Bei der Analyse dieser Probe zeigt sich ein gleichartiger Peak mit
beinahe identischer Retentionszeit (Vergleich Abb. 6 mit Abb. 7), wodurch bewiesen

ist, dass es sich bei diesem Peak um Gentisinsaure handelt.
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3,00 {maU *1000 DAD: Signal B, 220,0 nm/Bw:4,0 nm Ref 450,0 nm/Bw:80,0 nm

4,32, Gentisinsaure

T T T T T L T T
0,00 5,00 10,00 15,00

Abbildung 7: Genitisinsdure-Standard (c = 250 ug/ml)

Fir die Robustheit wurden keine Akzeptanzkriterien festgelegt, weil davon
ausgegangen werden kann, dass wesentliche Veranderungen in
Methodenparametern anhand von veranderter Retentionszeit, veranderter
Peakgestalt und veranderter Peakflache erkennbar sind. Tabelle 10 liefert eine
Ubersicht Uber die zur Untersuchung der Robustheit bewusst veranderten
Methodenparametern und deren Auswirkungen auf Retentionszeit, Peakgestalt und
Peakflache.

44



Veranderung Retentionszeit Peakgestalt Peakflache
Veranderte mobile 1 = =
Phasen

A: +1 %, B: 1%

Veranderte mobile ! = =
Phasen

A:-1%,B: +1%

Veranderte c(TFA) in = Nur ein einziger scharfer =
A&B Peak

0,08 % TFA

Veranderte c(TFA) in = Starkerer Doppelpeak =
A&B mit Basislinientrennung

0,12 % TFA

Veranderte 1 = 1
Flussrate

0,38 ml/min

Veranderte ! = !
Flussrate

0,46 ml/min

Tabelle 10: Versuche zur Robustheit

Wie vermutet lassen sich  bereits geringe Veranderungen von
Losungsmittelzusammensetzung, TFA-Konzentration und Flussgeschwindigkeit

eindeutig am Chromatogramm erkennen.

Eine veranderte Zusammensetzung der mobilen Phasen fuhrt zu einer
Verlangerung der Retentionszeit bei verringerter ACN-Konzentration und
Verklirzung der Retentionszeit bei erhéhter ACN-Konzentration. Auf Peakgestalt

und Peakflache hat diese Veranderung keinen Einfluss.

Wird die TFA-Konzentration verandert, so andert sich die Peakgestalt deutlich. Bei
einer geringeren TFA-Konzentration findet sich nur noch ein einzelner scharfer Peak
und bei hoherer TFA-Konzentration ist der Doppelpeak noch ausgepragter und es
kommt beinahe zu einer Basislinientrennung. Retentionszeit und Peakflache

bleiben gleich.

Eine verringerte Flussrate fuhrt zu einer erhdhten Retentionszeit und vergroRerten
Peakflache. Bei erhdhter Flussrate kommt es zu einer verringerten Retentionszeit

und Peakflache. Die Peakgestalt ist unverandert.

Nachdem in der Laborroutine vor der Analytik des zubereiteten Radiopharmakons
taglich ein SST-Standard und eine Referenzprobe des Analyten mit gleicher

Methode, gleichen mobilen Phasen und gleicher Saule voruntersucht werden,
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wurden Veranderungen dieser Parameter sofort auffallen und es wirde nicht zu

einer fehlerhaften Qualitatskontrolle des RP kommen.

5.3. Validierungsergebnisse Radioaktivitatsdetektor

Aufgrund der Verflgbarkeit von Gallium-68 aus den Generatoren vor Ort wurde im
Rahmen der Laborversuche auch eine [68Ga]Ga-PSMA I&T Testsynthese
durchgefuhrt.

Aus dem Produktvial wurden 0,5 ml in ein HPLC-Vial Uberfuhrt und mit der neu
entwickelten Radio-HPLC-Methode analysiert. Der wahrend des Analysenlaufs
anfallende HPLC-Abfall wurde in einem Tricarb-Vial aufgefangen. Unmittelbar nach
dem abgeschlossenen Analysenlauf wurde sowohl die Aktivitat im HPLC-Vial als
auch im Tricarb-Vial (,Abfall“) mit dem Aktivimeter gemessen. Es ergab sich flr das
HPLC-Vial eine Aktivitat von 14,69 MBq in 0,5 ml, somit eine Aktivitatskonzentration
von 29,38 MBg/ml, und fur den HPLC-Waste eine Aktivitat von 0,69 MBq. Durch die
zeitgleiche Messung unmittelbar nach dem Analysenlauf entfallt die Notwendigkeit
einer Zerfallskorrektur des Ausgangswertes. Aus der Aktivitdtskonzentration (29,38
MBag/ml) und dem Injektionsvolumen (20 pl) wird die injizierte Aktivitat (zum
Zeitpunkt des beendeten Analysenlaufs) berechnet. Die Berechnung ergibt eine
injizierte Aktivitat von 0,59 MBq. Mit Hilfe der injizierten Aktivitat und der tatsachlich
im Abfall gefundenen Aktivitat wird die Saulen-Recovery berechnet. Die Recovery
betragt 116,84% und liegt innerhalb des vorab definierten Spezifikationsbereich von
80-120%.

Im Anschluss wurde die Probe wiederholt Uber einen Zeitraum von 189 Minuten in
weiteren Analysenlaufen untersucht, um die Linearitat des Radioaktivitatsdetektors
zu bestimmen. Die Injizierten Aktivitdten und gemessenen Counts sind in Tabelle 11
zusammengefasst. Das ermittelte Bestimmtheitsmal} (R?) liegt bei 0,9999 (Abb. 8)
und erflllt die vorab definierte Bedingung von R? > 0,99. Abb. 9 zeigt ein UV- und
Radioaktivitatschromatogramm der mittels Testsynthese zubereiteten [(8Ga]Ga-
PSMA-I&T Produktldésung.
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Zeit seit to Injizierte Aktivitat

[min]
0
40
77
115
152
189

[kBq]
590,00
391,60
268,03
181,58
124,28

85,07

Tabelle 11: Injizierte Aktivitdten und gemessene Counts liber 189 Minuten

Counts

Abbildung 8: Linearitdtsbestimmung des Radioaktivitdtsdetektors durch wiederholte Injektionen tber 189 Minuten

Linearitat Radioaktivitatsdetektor
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Abbildung 9: UV- (oben) und Radioaktivititschromatogramm (unten) von [**Ga]Ga-PSMA I&T (Injektion zum

Zeitpunkt t0)



6. Diskussion

Der theranostische Einsatz von PSMA-Liganden gewinnt in der Nuklearmedizin
immer mehr an Bedeutung. Zur Behandlung des fortgeschrittenen PCa mittels RLT
unter Verwendung von Lutetium-177 stehen momentan besonders zwei
Radiopharmaka im Fokus: zum einen das zugelassene und kommerziell verfligbare
Praparat Pluvicto mit dem Wirkstoff ['"7Lu]Lu-PSMA-617 und zum anderen
['7Lu]Lu-PSMA I&T, das auf nuklearmedizinischen Institutionen zur unmittelbaren
Anwendung am Patienten hergestellt wird und sich in Phase Il klinischer Studien
befindet (62).

Die wissenschaftliche Datenlage ist zu ['’Lu]Lu-PSMA-617 im Vergleich zu
['"7Lu]Lu-PSMA I&T derzeit umfangreicher (31). Die bisherige Studienlage deutet
allerdings auf eine therapeutische Gleichwertigkeit von ['’Lu]Lu-PSMA-617 und
['"7Lu]Lu-PSMA I&T hin (63, 64). Zur in-house Praparation in der Radiopharmazie
ist der Precursor PSMA I&T in GMP-Qualitat von qualifizierten Herstellern (z.B.
ABX) erhaltlich. Unter diesen Voraussetzungen kann im radiochemischen Labor
sowohl das Gallium-68- als auch das Lutetium-177-markierte RP als in-house

Synthese hergestellt werden (62).

Die Qualitatskontrolle des Radiopharmakons ist vor der Verabreichung notwendig,
um die Sicherheit und Wirksamkeit des Radiopharmakons zu gewahrleisten. Im
Rahmen der Diplomarbeit konnte erfolgreich eine Methode zur Qualitatskontrolle
sowohl von ["7Lu]Lu-PSMA I&T als auch von [68Ga]Ga-PSMA I&T entwickelt
werden. In Ubereinstimmung mit der ICH Q2(R2)-Richtlinie wurde vor Durchfiihrung
der Methodenvalidierung ein Validierungsplan erstellt, der die relevanten
Akzeptanzkriterien festlegt und eine detaillierte Beschreibung der Versuchsplanung
enthalt. Durch die Methodenvalidierung nach ICH Q2(R2) bzw. durch die Erfullung
der im Validierungsplan geforderten Akzeptanzkriterien konnte eine Eignung der
Analysenmethode zur Qualitatskontrolle beider untersuchter Radiopharmaka

bestatigt werden.

Anders als bei der im Arzneibuch beschriebenen Methode fir die Qualitatskontrolle
von ["7Lu]Lu-PSMA I&T wurden als mobile Phasen zur Analyse Acetonitril und
Wasser mit jeweils 0,1 % TFA verwendet. In der Literatur wurde unter Verwendung

dieser mobilen Phasen bei der Analyse von ['’Lu]Lu-PSMA |I&T ausgepragtes

48



Peaktailing beobachtet. Dieser Effekt konnte im eigenen UV-Chromatogramm bei
der Analyse von ["®Lu]Lu-PSMA I&T nicht beobachtet werden. Aalbersberg et al.
berichten auRerdem von einer unvollstandigen Elution von ['77Lu]Lu-PSMA I&T aus
der Saule sowie uber variable Peakhohen im Radioaktivitatschromatogramm (58).
Ein Analysenlauf mit radioaktivem ['77Lu]Lu-PSMA I&T wurde im Rahmen dieser
Diplomarbeit nicht durchgefiihrt und somit liegen keine Daten dazu unter
Verwendung der entwickelten Methode vor. Stattdessen wurde ein Analysenlauf mit
dem Gallium-68 markierten Radiopharmakon [68Ga]Ga-PSMA I&T durchgefiihrt.
Uber die Messung des HPLC-Abfalls ergab sich eine Wiederfindung von 116,8 %
der injizierten Aktivitdt. Der Wert Uber 100% ist auf instrumentelle
Messunsicherheiten des  Aktivimeters aufgrund der unterschiedlichen
Messgeometrie und auf die begrenzte Prazision im niedrigen Dosisbereich
zurtckzufihren. Zusatzlich kénnen auch volumetrische Abweichungen bei der
manuellen Uberfiihrung der Probelésung in das HPLC-Vial zu dieser Abweichung
beigetragen haben. Insgesamt kann uber den ermittelten Wert die vollstandige
Ruckgewinnung aus dem HPLC-System bestatigt werden und damit eine Retention

von Aktivitat in der Saule ausgeschlossen werden.

Im Zuge der Validierung wurde ein Arbeitsbereich von der Bestimmungsgrenze
(LOQ) bis zum hochsten Kalibrierstandard (1 — 40 ug/ml) festgelegt. Zur Therapie
liegt die zu erwartende Konzentration an PSMA |1&T in der Endpraparation bei 8,7
pg/ml, was durch den festgelegten Arbeitsbereich gut abgedeckt ist. Der LOQ der
neu validierten Methode liegt bei 1,0 pg/ml, wodurch auch geringere
Konzentrationen bis zu diesem Wert zuverlassig quantifiziert werden kénnen. Die
Quantifizierung ist so auch bei geringeren Einsatzmengen des PSMA I&T
Precursors - wie zum Beispiel zur Produktion von [*8Ga]Ga-PSMA I&T - moglich,

sowie bei der Analyse von verdinnten Radiopharmakalésungen.

Im Zuge der Validierung zeigte sich nach einigen Gefrier-Auftauzyklen ein
grolRenprogredienter zweiter Peak bei unkomplexiertem PSMA I&T. Die addierte
Flache beider Peaks blieb jedoch konstant, sodass trotzdem eine verlassliche
Quantifizierung von PSMA |&T erfolgen konnte. Auch eine Differenzierung von
PSMA I&T, [®Ga]Ga-PSMA I&T und ["'Lu]LUPSMA I&T im SST-Standard war
weiterhin uneingeschrankt mdglich. Grund fur die Zersetzung des PSMA 1&T-

Standards konnte die in der Literatur beschriebene thermisch mediierte
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Kondensation des Bindungsmotivs sein (65, 66). Wahrend dies auf die erfolgreiche
Durchfihrung der Validierung keinen grofen Einfluss hatte, ist die Evaluierung
zusatzlicher Peaks bei der Praparation fur die Anwendung an Patienten von grol3er
Bedeutung. In in-vitro Untersuchungen konnte namlich gezeigt werden, dass der
kondensierte Tracer eine stark reduzierte Affinitat zu PSMA aufweist (65). Da fur die
erfolgreiche Markierung des DOTAGA-konjugierten Prakursors PSMA [&T mit
Gallium-68 und Lutetium-177 das Reaktionsgemisch erhitzt werden muss, konnte
es zur Bildung solcher Kondensationsprodukte kommen. Um dem gegebenenfalls
entgegenzuwirken, kann eine Anpassung der Reaktionsbedingungen im
Markierungsprozess (z.B. Reduktion der Temperatur, Verkirzung der

Markierungszeit oder Anpassung des pH-Werts) notwendig sein.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit der entwickelten und
validierten HPLC-Methode eine zuverlassige Unterscheidung und Identifizierung
von ["'Lu]Lu-PSMA I&T, ["?'Ga]Ga-PSMA I&T und PSMA I&T mdglich ist. Zudem ist
im festgelegten Arbeitsbereich eine zuverlassige Quantifizierung von PSMA 1&T
moglich. Die Methode stellt einen wichtigen Beitrag zur Qualitatssicherung im
Rahmen der Herstellung dar, und schafft die analytische Grundlage fur die klinische
Anwendung des theranostischen Liganden PSMA 1&T auf der klinischen Abteilung

fur Nuklearmedizin.
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