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vyhovovat velmi přísným podmínkám správné výrob-
ní praxe (SVP).  
 
 

Experimentální část  
 
R e a g e n c i e    

 
Voda obohacená isotopem kyslíku [18O]H2O � obsah 

min. 97 % (Rotem, Israel); 1-(2�-deoxy-3�-O-(4-nitro-
benzen-1-sulfonyl)-5�-O-(4,4�-dimethoxytrityl)-β-D-threo-
penta-furanosyl)-3-(terc-butyloxykarbonyl)thymin � min. 
95 % (ABX, Německo); 1-(2�-deoxy-3�-O-(4-nitrobenzen-
-1-sulfonyl)-5�-O-(4,4�-dimethoxytrityl)-β-D-threo-
pentafuranosyl)thymin � min. 95 % (ABX, Německo); 
2,3�-anhydro-5�-O-benzoylthymidin � min. 95 % (ABX, 
Německo); acetonitril pro syntézu DNA � min. 99,8 %, 
obsah vody max. 0,03 % (Merck, Německo); dimethylsul-
foxid bezvodý SeccoSolv (max. 0,05 % vody) (Merck, 
Německo); ethanol LichroSolv � min. 99,9 % (Merck, 
Německo); 3�-deoxy-3�-fluorthymidin (referenční stan-
dard) � min. 95 % (ABX, Německo); Kryptofix 222 pro 
syntézu � min. 99 % (Merck, Německo); uhličitan drasel-
ný p.a. � min. 99 % (Merck, Německo); hydrogenfosforeč-
nan sodný, odpovídá Evropskému lékopisu (PhEur), 
(Fluka, �výcarsko); hydroxid sodný, PhEur (Merck, Ně-
mecko); kyselina chlorovodíková, 1 mol l−1, Ph Eur 
(Sigma-Aldrich, �výcarsko); Ardeaelytosol konc. natrium-
chlorid 5,85 %, PhEur (Ardeapharma, ČR); sterilizovaná 
voda na injekci, PhEur (Phoenix, ČR). 

 
P ř í s t r o j e   
 
Ozařování 

Příprava výchozího nuklidu 18F byla provedena za 
následujících podmínek ozařování: cyklotron U-120M 
s ozařovacím terčem vyrobeným z niobu o objemu 3,6 ml 
(IBA, Belgie). Podmínky ozařování: terčový materiál − 
3,3 ml [18O]H2O, max. proud částic H− 35 µA, energie 
17 MeV, rychlost produkce cca 1−2 GBq/min/25 µA. 

 
Syntéza a separace 

Syntéza účinné látky 3�-[18F]FLT byla prováděna na 
syntézním modulu TRACERlab Mx FDG (General Elect-
ric Medical Systems, �védsko) s řídicím počítačem a mo-
difikovaným softwarem, který byl připraven pro jednotlivé 
stupně syntézy. 

Separace účinné látky 3�-[18F]FLT z reakční směsi 
byla provedena semipreparativní chromatografií na přístro-
ji slo�eném z binární gradientové pumpy P680P HPG 
(Dionex Softron, Německo), dávkovacího ventilu 
EV700-100-SU (Supelco, USA)  se smyčkou 20 ml , kolo-
ny Polaris 5 µ C18-A, 250×10 mm s předkolonou Polaris 
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Úvod  

 
3�-Deoxy-3�-[18F]fluorthymidin (3�-[18F]FLT) před-

stavuje mezi radiofarmaky pro pozitronovou emisní tomo-
grafii (PET) účinnou látku pro selektivní zobrazení  rychle 
rostoucí tkáně. Důvodem je zabudování tohoto fluorované-
ho nukleosidu do nově vznikající DNA v rychle rostoucí 
nádorové tkáni. Zádr� v buňkách a efektivní poločas  3�-
[18F]FLT jsou dostatečné k zobrazení akumulace účinné 
látky v nádorové tkáni a následně k  stanovení rychlosti 
buněčného dělení.  

Při návrhu syntézy účinné látky pro PET radiofar-
maka je nutno vycházet z následujících po�adavků: 
− prekurzor účinné látky musí být dobře syntetizovatel-

ný v po�adovaném mno�ství (miligramy) a ve farma-
ceutické kvalitě obecně popsané lékopisem (např. 
s definovaným obsahem rozpou�tědel), 

− vysoký výtě�ek syntézy účinné látky k přípravě ko-
nečného radiofarmaka pro reálně aplikovatelné mno�-
ství, kdy je nutné účinnost syntézy korigovat na  fyzi-
kální rozpad radioisotopu 18F (109 min), 

− kontrola kvality konečného radiofarmaka, která zahr-
nuje stanovení radionuklidové, radiochemické a che-
mické čistoty, osmolality a apyrogenity, musí být 
časově zvládnutelná řádově v desítkách minut, 

− definitivní postup přípravy a kontroly kvality musí 
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5 µ C18-A, 50×10 mm (Varian, USA), UV detektoru UVD 
170U (Dionex Softron, Německo), radiodetektoru 
LB6500-3 (Berthold Technologies, Německo) a automa-
ticky ovládaného solenoidového ventilu 225T031 
(NResearch Europe, �výcarsko) pro separaci �ádané frak-
ce. Mobilní fáze měla slo�ení ethanol:voda na injekci 
7,5:92,5. 

 
Kontrola kvality 

Zbytková rozpou�tědla byla stanovena na plynovém 
chromatografu STAR 3400CX (Varian, USA) s kolonou 
Varian VA-1 a plamenovým ionizačním detektorem za 
těchto podmínek: teplotní gradient kolony 40−80 °C, nos-
ný plyn dusík, nástřik 1 µl metodou �split�, teplota injek-
toru 260 °C, teplota detektoru 300 °C. 

Chemická a radiochemická čistota byla stanovena 
kapalinovou chromatografií na přístroji s binární gradien-
tovou pumpou Beckman 127 NM (Beckman Instruments, 
USA), ručním dávkovacím ventilem s 20 µl smyčkou 
(Rheodyne, USA), UV detektorem UVIS 200 (Linear In-
struments, USA) a radiodetektorem GABI (Raytest, Ně-
mecko). Pou�itá mobilní fáze měla slo�ení ethanol: voda 
10:90. 

Stanovení radioaktivity bylo provedeno ionizační 
komorou Atomlab 300 (Biodex, USA). 

Pro stanovení bakteriálních endotoxinů byl pou�it 
inkubační turbidimetr LAL 5000 (Asocciates of Cape Cod, 
USA). 

Stanovení osmolality bylo uskutečněno na osmometru 
Micro-osmometer 210 (Fiske, USA). 

Měření pH bylo provedeno pH-metrem pH538 
(WTW, Německo) se skleněnou kombinovanou mikro-
elektrodou Biotrode (Hamilton, USA). 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
S y n t é z a  ú č i n n é  l á t k y  a  f o r m u l a c e   
k o n e č n é h o  p ř í p r a v k u  

 
Pro přípravu 3�-[18F]FLT byla pou�ita nukleofilní 

substituce vhodné funkční skupiny prekurzoru radioaktiv-
ním nuklidem 18F za katalýzy Kryptofixem 222. Koneč-
ným výsledkem byl sterilní apyrogenní izotonický roztok 
radiofarmaka vhodný pro intravenózní aplikaci v humánní 
medicíně. 

Celý vývoj syntézy účinné látky a léčivého přípravku 
3�-[18F]FLT, injekce, zahrnoval: 
− separaci 18F−  z terčového materiálu   na polárním 

bazickém anexu v uhličitanovém cyklu, 
− eluci [18F]F− do reakční nádobky elučním roztokem 

(22 mg Kryptofixu 222, 7 mg uhličitanu draselného, 
0,3 ml acetonitrilu, 0,3 ml vody), 

− odvodnění fluoračního činidla azeotropickou destilací 
s acetonitrilem (3×0,2 ml), 

− značení prekurzoru radionuklidem,  
− kyselou nebo alkalickou hydrolýzu (podle pou�itého 

prekurzoru), 
− neutralizaci reakční směsi alkalickým fosfátovým 

pufrem nebo kyselým acetátovým pufrem, 
− zachycení nezreagovaného [18F]F− na oxidu hlinitém 

a transport reakčního produktu do smyčky dávkovací-
ho ventilu semipreparativního chromatografu. 
Dal�ími kroky přípravy radiofarmaceutického pří-

pravku bylo odstranění ethanolu z frakce 3�-[18F]FLT, 
izotonizace a sterilizace konečného přípravku, co� předsta-
vovalo: 
− odpaření ethanolu destilací za sní�eného tlaku 

v proudu sterilního dusíku, 
− izotonizace koncentrovaným roztokem NaCl, 
− sterilizace sterilizujícím filtrem. 

Tímto postupem bylo získáno 6−9 GBq přípravku 
3�-[18F]FLT (korigovaná účinnost značení 26,0 %  (23,6 a� 
29,3 %), počet provedených syntéz 14). Připravená aktivi-
ta přípravku umo�ňuje vy�etření cca 7−11 pacientů. 

 
V o l b a  p r e k u r z o r u  a  o p t i m a l i z a c e   
p o d m í n e k  z n a č e n í  

 
Testovány byly tři prekurzory, poskytující dle litera-

tury nejvy��í výtě�ky značení (obr. 1): 
a) 1-(2�-deoxy-3�-O-(4-nitrobenzen-1-sulfonyl)-5�-O-     

-(4,4�-dimethoxytrityl)-β-D-threo-penta-furanosyl)-3-  
-(terc-butyloxykarbonyl)thymin (zkráceně Boc-FLT, 
Ia)1,  

b) 1-(2�-deoxy-3�-O-(4-nitrobenzen-1-sulfonyl)-5�-O-     
-(4,4�-dimethoxytrityl)-β-D-threo-pentafuranosyl)
thymin (Non-Boc-FLT, Ib)2,3, 

c)  2,3�-anhydro-5�-O-benzoylthymidin (BATH, II)4. 
Z rozpou�tědel byly dle literatury1-7 pou�ity:  acetoni-

tril (MeCN), dimethylsulfoxid (DMSO), dimethylform-
amid (DMF) a 1,2-dichlorbenzen (DCB) . 

Jedním z cílů studia syntézy bylo nahradit acetonitril, 
který se při teplotách bě�ně pou�ívaných pro značení deri-

Obr. 1. Strukturní vzorce prekurzorů pou�itých pro syntézu 
3�-[18F]FLT 
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vátů thymidinu aniontem 18F− nukleofilní substitucí (130 
a� 180 °C), velice rychle odpařuje a strhává sebou část 
nuklidu 18F. Tím se sni�uje radiochemická účinnost synté-
zy a výtě�ek 3�-[18F]FLT. 

Souhrn  výsledků  provedených zku�ebních syntéz 
s jednotlivými prekurzory je uveden v tabulkách I a II. 

Z tabulek je patrné, �e podstatně vy��í výtě�ky synté-
zy poskytuje prekurzor  Boc-FLT. V dal�í tabulce III jsou 
uvedeny výsledky syntézy 3�-[18F]FLT s roztoky prekurzo-
rů  v DMSO a MeCN za stejných podmínek syntézy. 

Výtě�ek syntézy 3�-[18F]FLT je také závislý na na-
vá�ce pou�itého prekurzoru a reakční teplotě syntézy. 

Z uvedených výsledků vyplývá, �e dimethylsulfoxid je 
vhodněj�ím rozpou�tědlem při vysoké teplotě značení 
(160 °C) (poskytuje poněkud vy��í výtě�ky), jeho pou�ití 
je ale limitováno nízkou odolností materiálu kazety 
(polysulfon). 

V rámci studia syntézy 3�-[18F]FLT byla provedena 
také konečná bilance aktivity 18F v jednotlivých reakčních 
stupních syntézy v závislosti na teplotě značení prekurzoru  
Boc-FLT. Výsledky jsou patrné z obr. 2 a 3. 

Z těchto grafů jednoznačně vyplývá, �e se zvý�ením 
teploty značení se sní�il podíl nezreagovaného [18F]
fluoridu (zachyceného na alumině) a zvý�il se výtě�ek 

Tabulka I   
Výtě�ky  zku�ebních syntéz  3�-[18F]FLT s pou�itím prekurzoru Non-Boc-FLT v roztoku MeCN 

Označení syntézy Navá�ka prekurzoru  
[mg] 

Teplota značení 
[°C] 

Doba značení 
[min] 

Výtě�ek značení 
[%] 

4 aktivní a 30 130 5 18 
5 neaktivní b 18 85 4 0 
6 neaktivní b 24 110 5 3 
7 neaktivní b 24 120 10 25 
8 neaktivní b 23 120 10 18 
9 neaktivní b 24 120 10 34 
10 neaktivní b 24 120 10 16 
11 aktivní a 30 120 10 3 
12 aktivní a 30 160 10 22 
16 neaktivní b 12 130 10 5 
18 neaktivní b 25 130 10 25 
19 aktivní a 25 130 10 15 
20 aktivní a 25 130 10 22 
24 aktivní a 25 150 10 29 

a Pro syntézu pou�it neradioaktivní 19F−, b syntéza s radioaktivním 18F− 

Tabulka II 
Výtě�ky zku�ebních syntéz  3�-[18F]FLT s pou�itím prekurzoru Boc-FLT v roztoku MeCN 

Označení syntézy Navá�ka prekurzoru 
[mg] 

Teplota značení 
[°C] 

Doba značení      
[min] 

Výtě�ek značení 
[%] 

21 aktivnía 25 130 10 50 

22 aktivnía 25 110 10 51 

23 aktivnía 25 150 10 44 

25 aktivnía 25 130 10 58 

26 neaktivníb 25 130 10 52 

a Pro syntézu pou�it neradioaktivní 19F−, b syntéza s radioaktivním 18F− 
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produktu. Zároveň se ale zvý�il i podíl 18F v odpadu ze 
syntézního modulu, co� je důsledkem zvý�ené teploty, 
proto lze teplotu 160 °C pova�ovat za optimum. Obdobný 
trend lze sledovat u obou dal�ích prekurzorů. 

Konečné schéma syntézy 3�-[18F]FLT je patrné 
z následujícího obr. 4. 

 
 

Závěr 
 
Příprava 3�-[18F]FLT byla studována s pou�itím tří 

prekurzorů, nejvy��ích výtě�ků syntézy bylo dosa�eno 
s pou�itím prekurzoru Boc-FLT. Studován byl vliv dvou 
rozpou�tědel na výtě�ek značení tří prekurzorů. Ve v�ech 
třech případech je poněkud vy��ího výtě�ku dosa�eno při 
pou�ití dimethylsulfoxidu. Dosa�ený celkový výtě�ek 
syntézy je vy��í ne� ve vět�ině publikací jiných autorů 
(o 5 a� 15 %)1,2,5,6. Příprava 3�-[18F]FLT v po�adované 
radiochemické a chemické čistotě vy�aduje přeči�tění 
s pou�itím HPLC. Celý proces syntézy byl dále optimali-
zován. Syntézy byly provedeny na původně jednoúčelo-
vém syntézním modulu, pro který byl připraven příslu�ný 
software. 

Parametry připraveného 3�-[18F]FLT odpovídají přís-
ným po�adavkům Správné výrobní praxe kladeným na 
radiofarmaceutické přípravky tak, aby i obsah zbytkového 
rozpou�tědla vyhověl po�adavku českého a evropského 

Tabulka III 
Porovnání účinnosti značení v acetonitrilu a DMSO pro v�echny prekurzory 

Prekurzor Značení  Hydrolýza  
 roz- 

pou�-
tědlo 

objem 
rozp. 
[ml] 

teplota  
[°C] 

navá�ka 
prek. 
[mg] 

činidlo teplota  
[°C] 

produkt kolona 
QMA 

reaktor alumina odpad 
HPLC 

ztráta 

Boc-FLT DMSO 0,8 130 20 TFA 50 19 1 4 26 32 18 
Boc-FLT DMSO 0,8 130 20 HCl 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 HCl 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 5,3 160 12 TFA 100 18 1 10 17 31 23 
Non-Boc-FLT MeCN 5,3 160 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 HCl 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 5,3 160 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 

Hlavní podíly aktivity (%, korekce na rozpad)  

Hydrolytická činidla: HCl = 1 ml 1 M HCl; TFA = 0,806 ml 1 M HCl + 0,194 ml konc. kyseliny trifluoroctové, NaOH = 
0,25 M NaOH 

Obr. 2. Bilance aktivity: značení prekurzoru Boc-FLT při 130 °C, 
10 min, hydrolýza 1 M HCl, 100 °C, 5 min 

Obr. 3. Bilance aktivity: značení prekurzoru Boc-FLT při160 °C, 
10 min, hydrolýza 1 M HCl, 100 °C, 5 min 
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lékopisu. Navr�ený postup syntézy umo�ňuje připravit 
radiofarmakum o dostatečné aktivitě pou�itelné pro klinic-
kou aplikaci u několika pacientů.  

 
Autoři děkují  Interní grantové agentuře Ministerstva 

zdravotnictví České republiky za podporu projektu  
NL/7688-3. 
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(Nuclear Physics Institute, Academy of Sciences of the 
Czech Republic, Ře� near Prague): Study of Synthesis of 
3�-Deoxy-3�-[18F]fluorothymidine � Prospective Radio-
pharmaceutical in Positron Emission Tomography 

 

18F-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�-[18F]fluorothymidine. 

Obr. 4. Schéma syntézy  3�-[18F]FLT 
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