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Uvod

3’-Deoxy-3’-['"*F]fluorthymidin (3’-["*F]FLT) pied-
stavuje mezi radiofarmaky pro pozitronovou emisni tomo-
grafii (PET) uc¢innou latku pro selektivni zobrazeni rychle
rostouci tkané. Divodem je zabudovani tohoto fluorované-
ho nukleosidu do nové vznikajici DNA v rychle rostouci
nadorové tkani. Zadrz v bunikach a efektivni polocas 3°-
["*F]FLT jsou dostatecné k zobrazeni akumulace ucinné
latky v nadorové tkani anasledné k stanoveni rychlosti
bunécného déleni.

Pti navrhu syntézy U¢inné latky pro PET radiofar-
maka je nutno vychazet z nasledujicich pozadavku:
prekurzor G¢inné latky musi byt dobfe syntetizovatel-
ny v pozadovaném mnozstvi (miligramy) a ve farma-
ceutické kvalité obecné popsané 1ékopisem (napf.
s definovanym obsahem rozpoustédel),
vysoky vytézek syntézy ucinné latky k piipravé ko-
necného radiofarmaka pro realn¢ aplikovatelné mnoz-
stvi, kdy je nutné G¢innost syntézy korigovat na fyzi-
kalni rozpad radioisotopu '*F (109 min),
kontrola kvality kone¢ného radiofarmaka, ktera zahr-
nuje stanoveni radionuklidové, radiochemické a che-
mické Cistoty, osmolality a apyrogenity, musi byt
¢asov¢ zvladnutelna fadové v desitkach minut,
definitivni postup ptipravy a kontroly kvality musi
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vyhovovat velmi pfisnym podminkdm spravné vyrob-
ni praxe (SVP).
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Experimentalni ¢ast
Reagencie

Voda obohacend isotopem kysliku ['*OJH,0 — obsah
min. 97 % (Rotem, Israel); 1-(2’-deoxy-3’-O-(4-nitro-
benzen-1-sulfonyl)-5’-0-(4,4’-dimethoxytrityl)-B-D-threo-
penta-furanosyl)-3-(terc-butyloxykarbonyl)thymin — min.
95 % (ABX, Némecko); 1-(2’-deoxy-3’-O-(4-nitrobenzen-
-1-sulfonyl)-5’-0-(4,4’-dimethoxytrityl)-B-D-threo-
pentafuranosyl)thymin — min. 95 % (ABX, Némecko);
2,3’-anhydro-5’-O-benzoylthymidin — min. 95 % (ABX,
Némecko); acetonitril pro syntézu DNA — min. 99,8 %,
obsah vody max. 0,03 % (Merck, Némecko); dimethylsul-
foxid bezvody SeccoSolv (max. 0,05 % vody) (Merck,
Neémecko); ethanol LichroSolv — min. 99,9 % (Merck,
Némecko); 3’-deoxy-3’-fluorthymidin (referenc¢ni stan-
dard) — min. 95 % (ABX, Némecko); Kryptofix 222 pro
syntézu — min. 99 % (Merck, Némecko); uhli¢itan drasel-
ny p.a. — min. 99 % (Merck, Némecko); hydrogenfosforec-
nan sodny, odpovidd Evropskému 1ékopisu (PhEur),
(Fluka, Svycarsko); hydroxid sodny, PhEur (Merck, Né&-
mecko); kyselina chlorovodikova, 1 mol I'', Ph Eur
(Sigma-Aldrich, Svycarsko); Ardeaelytosol konc. natrium-
chlorid 5,85 %, PhEur (Ardeapharma, CR); sterilizovana
voda na injekci, PhEur (Phoenix, CR).

Pristroje

Ozarovani

Ptiprava vychoziho nuklidu '*F byla provedena za
nasledujicich podminek ozafovani: cyklotron U-120M
s ozafovacim ter¢em vyrobenym z niobu o objemu 3,6 ml
(IBA, Belgie). Podminky ozafovani: terovy material —
3,3 ml [ISO]HZO, max. proud castic H 35 pA, energie
17 MeV, rychlost produkce cca 1-2 GBg/min/25 pA.

Syntéza a separace

Syntéza uginné latky 3°-['*F]FLT byla provadéna na
syntéznim modulu TRACERIab Mx FDG (General Elect-
ric Medical Systems, Svédsko) s Fidicim po¢itaéem a mo-
difikovanym softwarem, ktery byl ptipraven pro jednotlivé
stupné syntézy.

Separace G&inné latky 3°-["*F]JFLT z reakéni smési
byla provedena semipreparativni chromatografii na pfistro-
ji slozeném z binarni gradientové pumpy P680P HPG
(Dionex Softron, Némecko), davkovaciho ventilu
EV700-100-SU (Supelco, USA) se smyckou 20 ml , kolo-
ny Polaris 5 p C18-A, 250x10 mm s pfedkolonou Polaris
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5 n C18-A, 50x10 mm (Varian, USA), UV detektoru UVD
170U (Dionex Softron, Némecko), radiodetektoru
LB6500-3 (Berthold Technologies, Némecko) a automa-
ticky ovlddaného solenoidového ventilu 225T031
(NResearch Europe, Svycarsko) pro separaci zadané frak-
ce. Mobilni fize méla sloZeni ethanol:voda na injekci
7,5:92,5.

Kontrola kvality

Zbytkova rozpoustédla byla stanovena na plynovém
chromatografu STAR 3400CX (Varian, USA) s kolonou
Varian VA-1 a plamenovym ioniza¢nim detektorem za
téchto podminek: teplotni gradient kolony 40-80 °C, nos-
ny plyn dusik, nastiik 1 pl metodou ,,split®, teplota injek-
toru 260 °C, teplota detektoru 300 °C.

Chemickd a radiochemicka Cistota byla stanovena
kapalinovou chromatografii na pfistroji s binarni gradien-
tovou pumpou Beckman 127 NM (Beckman Instruments,
USA), ruénim davkovacim ventilem s20 pl smyckou
(Rheodyne, USA), UV detektorem UVIS 200 (Linear In-
struments, USA) a radiodetektorem GABI (Raytest, N¢-
mecko). Pouzitd mobilni faze méla slozeni ethanol: voda
10:90.

Stanoveni radioaktivity bylo provedeno ionizacni
komorou Atomlab 300 (Biodex, USA).

Pro stanoveni bakteridlnich endotoxini byl pouzit
inkubacni turbidimetr LAL 5000 (Asocciates of Cape Cod,
USA).

Stanoveni osmolality bylo uskute¢néno na osmometru
Micro-osmometer 210 (Fiske, USA).

Meéteni pH bylo provedeno pH-metrem pHS538
(WTW, Némecko) se sklenénou kombinovanou mikro-
elektrodou Biotrode (Hamilton, USA).

Vysledky a diskuse

Syntéza ucinné latky a formulace
konec¢ného pripravku

Pro piipravu 3’-['"®FJFLT byla pouzita nukleofilni
substituce vhodné funkéni skupiny prekurzoru radioaktiv-
nim nuklidem "*F za katalyzy Kryptofixem 222. Koneé-
nym vysledkem byl sterilni apyrogenni izotonicky roztok
radiofarmaka vhodny pro intravendzni aplikaci v humanni
medicing.

Cely vyvoj syntézy ucinné latky a 1écivého ptipravku
3 [lgF]FLT injekce, zahrnoval:

separaci '"F~  z terdového materialu

bazickém anexu v uhli¢itanovém cyklu,
— eluci ['*F]F" do reakéni nadobky elu¢nim roztokem

(22 mg Kryptofixu 222, 7 mg uhli¢itanu draselného,

0,3 ml acetonitrilu, 0,3 ml vody),

— odvodnéni fluora¢niho ¢inidla azeotropickou destilaci

s acetonitrilem (3x0,2 ml),

— znaceni prekurzoru radionuklidem,
—  kyselou nebo alkalickou hydrolyzu (podle pouzitého

na polarnim
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prekurzoru),

— neutralizaci reakéni smési alkalickym fosfatovym
pufrem nebo kyselym acetatovym pufrem,

—  zachyceni nezreagovaného ['*F]F” na oxidu hlinitém
a transport reakéniho produktu do smycky davkovaci-
ho ventilu semipreparativniho chromatografu.

Dalsimi kroky pfipravy radiofarmaceutického pfi-
pravku bylo odstranéni ethanolu z frakce 3’-['*F]FLT,
izotonizace a sterilizace kone¢ného ptipravku, coz predsta-
vovalo:

— odpafeni ethanolu destilaci za snizeného tlaku
v proudu sterilniho dusiku,

— izotonizace koncentrovanym roztokem NacCl,

— sterilizace sterilizujicim filtrem.

Timto postupem bylo ziskano 6—-9 GBq ptipravku
3°-["SF]FLT (korigovana u&innost znaceni 26,0 % (23,6 az
29,3 %), pocet provedenych syntéz 14). Ptipravena aktivi-
ta pfipravku umoziuje vysetfeni cca 7—11 pacientu.

Volba prekurzoru a optimalizace
podminek znaceni

Testovany byly tfi prekurzory, poskytujici dle litera-
tury nejvyssi vytézky znaceni (obr. 1):

a) 1-(2’-deoxy-3’-O-(4-nitrobenzen-1-sulfonyl)-5’-O-
-(4,4’-dimethoxytrityl)-p-D-threo-penta-furanosyl)-3-
-(telrc-butyloxykarbonyl)thymin (zkracené Boc-FLT,
Ia) b

b) 1-(2’-deoxy-3’-O-(4-nitrobenzen-1-sulfonyl)-5’-O-
-(4,4’-dimethoxytrityl)-B-D-threo-pentafuranosyl)
thymin (Non-Boc-FLT, 16)>,

¢) 2,3’-anhydro-5’-O-benzoylthymidin (BATH, II)*.

Z rozpoustédel byly dle literatury'” pouZity: acetoni-
tril (MeCN), dimethylsulfoxid (DMSO), dimethylform-
amid (DMF) a 1,2-dichlorbenzen (DCB).

Jednim z cilt studia syntézy bylo nahradit acetonitril,
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Obr. 1. Strukturni vzorce prekurzori pouzitych pro syntézu
3-[*FIFLT
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Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

Vytézky zkuSebnich syntéz 3 ["F]FLT s pouzitim prekurzoru Non-Boc-FLT v roztoku MeCN

Oznaceni syntézy Navazka prekurzoru

Teplota znaceni

Doba znaceni Vytézek znaceni

[mg] [°C] [min] [%]
4 aktivni ® 30 130 5 18
5 neaktivni ° 18 85 4 0
6 neaktivni ® 24 110 5 3
7 neaktivni ° 24 120 10 25
8 neaktivni ° 23 120 10 18
9 neaktivni ° 24 120 10 34
10 neaktivni ® 24 120 10 16
11 aktivni ® 30 120 10 3
12 aktivni ® 30 160 10 22
16 neaktivni ® 12 130 10 5
18 neaktivni ° 25 130 10 25
19 aktivni ® 25 130 10 15
20 aktivni ® 25 130 10 22
24 aktivni ® 25 150 10 29

* Pro syntézu pouzit neradioaktivni '’F~, ® syntéza s radioaktivnim "*F~

Tabulka II

Vytézky zkusebnich syntéz 3°-['*F]FLT s pouzitim prekurzoru Boc-FLT v roztoku MeCN

Oznaceni syntézy Navazka prekurzoru

Teplota znaceni

Doba znaceni Vytézek znaceni

[mg] [°C] [min] [%]
21 aktivni® 25 130 10 50
22 aktivni® 25 110 10 51
23 aktivni® 25 150 10 44
25 aktivni® 25 130 10 58
26 neaktivni® 25 130 10 52

* Pro syntézu pouzit neradioaktivni '’F~, ® syntéza s radioaktivnim "*F~

vati thymidinu aniontem "F~ nukleofilni substituci (130
az 180 °C), velice rychle odpafuje a strhava sebou cast
nuklidu "*F. Tim se sniZuje radiochemické u&innost synté-
zy a vytézek 3°-['*F]FLT.

Souhrn vysledkd provedenych zkuSebnich syntéz
s jednotlivymi prekurzory je uveden v tabulkach I a II.

Z tabulek je patrné, Ze podstatné vyssi vytézky synté-
zy poskytuje prekurzor Boc-FLT. V dalsi tabulce III jsou
uvedeny vysledky syntézy 3°-["*F]FLT s roztoky prekurzo-
ra v DMSO a MeCN za stejnych podminek syntézy.

Vytézek syntézy 3’-["*F]JFLT je také zavisly na na-
vazce pouzitého prekurzoru a reakéni teploté syntézy.
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Z uvedenych vysledkd vyplyva, ze dimethylsulfoxid je
vhodnéj$im rozpoustédlem pii vysoké teploté znaceni
(160 °C) (poskytuje ponekud vyssi vytézky), jeho pouziti
je ale limitovdno nizkou odolnosti materidlu kazety
(polysulfon).

V ramei studia syntézy 3’-["*F]FLT byla provedena
také kone&na bilance aktivity '*F v jednotlivych reak&nich
stupnich syntézy v zavislosti na teploté znaceni prekurzoru
Boc-FLT. Vysledky jsou patrné z obr. 2 a 3.

Z té&chto grafli jednoznacné vyplyva, ze se zvySenim
teploty znadeni se snizil podil nezreagovaného ['°F]
fluoridu (zachyceného na alumin€) a zvysil se vytézek
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Tabulka III
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Porovnani ucinnosti znaceni v acetonitrilu a DMSO pro vSechny prekurzory

Prekurzor Znaceni Hydrolyza Hlavni podily aktivity (%, korekce na rozpad)
roz- objem teplota navazka cinidlo teplota produkt kolona reaktor alumina odpad ztrata
pous- rozp. [°C] prek. [°C] QMA HPLC
tédlo [ml] [mg]

Boc-FLT DMSO 0,8 130 20 TFA 50 19 1 4 26 32 18

Boc-FLT DMSO 0,8 130 20 HCI 50 24 2 5 30 28 11

Boc-FLT DMSO 0,8 160 20 TFA 100 26 1 8 15 36 14

Boc-FLT DMSO 0,8 160 20 HCI 100 34 1 7 13 24 21

Non-Boc-FLT MeCN 2,0 130 12 TFA 50 10 2 6 42 25 15

Non-Boc-FLT MeCN 2,0 130 12 HCl 50 14 2 8 39 22 15

Non-Boc-FLT MeCN 53 160 12 TFA 100 18 1 10 17 31 23

Non-Boc-FLT MeCN 53 160 12 HCl 100 21 1 12 19 29 18

Non-Boc-FLT DMSO 0,8 130 12 TFA 50 15 2 5 34 27 17

Non-Boc-FLT DMSO 0,8 130 12 HCI 50 17 1 4 30 24 24

Non-Boc-FLT DMSO 0,8 160 12 TFA 100 24 1 7 19 33 16

Non-Boc-FLT DMSO 0,8 160 12 HCl 100 26 2 8 16 32 16

BATH MeCN 2,0 130 12 NaOH 80 14 2 3 37 22 22

BATH MeCN 53 160 12 NaOH 80 22 1 9 15 19 34

BATH DMSO 0,8 160 12 NaOH 80 28 1 8 13 17 33

BATH DMSO 0,8 160 12 NaOH 80 31 2 12 14 16 25

Hydrolyticka ¢inidla: HCl1 = 1 ml 1 M HCI; TFA = 0,806 ml 1 M HCl1 + 0,194 ml konc. kyseliny trifluoroctové, NaOH =

0,25 M NaOH

Obr. 2. Bilance aktivity: znaceni prekurzoru Boc-FLT pii 130 °C,
10 min, hydrolyza 1 M HCI, 100 °C, 5 min

odpad HPLC
8%

odpad 7 kazety
1%

alumina
10%

Obr. 3. Bilance aktivity: znaceni prekurzoru Boc-FLT pfil60 °C,
10 min, hydrolyza 1 M HCI, 100 °C, 5 min
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produktu. Zaroveii se ale zvysil i podil "*F v odpadu ze
syntézniho modulu, coz je dusledkem zvySené teploty,
proto 1ze teplotu 160 °C povazovat za optimum. Obdobny
trend lze sledovat u obou dalsich prekurzorg.

Konetné schéma syntézy 3’-["F]JFLT je patrné
z nasledujiciho obr. 4.

Zavér

Piiprava 3’-["*FJFLT byla studovana s pouzitim ti
prekurzorl, nejvysSich vytézkli syntézy bylo dosaZeno
s pouzitim prekurzoru Boc-FLT. Studovan byl vliv dvou
rozpoustédel na vytézek znaceni tii prekurzor. Ve vSech
tiech pripadech je ponékud vyssiho vytézku dosazeno pfi
pouziti dimethylsulfoxidu. Dosazeny celkovy vytézek
syntézy je vys§i nez ve vétSiné publikaci jinych autori
(05az 15 %), Ptiprava 3 -["F]FLT v pozadované
radiochemické a chemické Cdcistot¢ vyzaduje precisténi
s pouzitim HPLC. Cely proces syntézy byl dale optimali-
zovan. Syntézy byly provedeny na pavodné jednoucelo-
vém syntéznim modulu, pro ktery byl pfipraven piislusny
software.

Parametry pfipraveného 3°-["*F]FLT odpovidaji piis-
nym pozadavkim Spravné vyrobni praxe kladenym na
radiofarmaceutické ptipravky tak, aby i obsah zbytkového
rozpoustédla vyhovél pozadavku ceského a evropského
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Obr. 4. Schéma syntézy 3’-["*F|FLT

lékopisu. Navrzeny postup syntézy umoZiiuje piipravit
radiofarmakum o dostatecné aktivité pouzitelné pro klinic-
kou aplikaci u n€kolika pacienti.

Autori dékuji  Interni grantové agenture Ministerstva
zdravotnictvi  Ceské  republiky za podporu  projektu
NL/7688-3.
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'®F_Labelled compounds as active substances of ra-
diopharmaceuticals are used for imaging in positron emis-
sion tomography (PET) in nuclear medicine. The radiosyn-
thesis of PET radiopharmaceuticals is based on nucleo-
philic substitution with F~ in a precursor. The synthesis is
demonstrated on 3’-deoxy-3’-['*F]fluorothymidine.



