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Syovian PET-kuvantaminen on yleistynyt viimeisen vuosikymmenen aikana paljon ja
uusien, syopaspesifien, PET-merkkiaineiden kysynti on tdmén vuoksi kasvussa. Uusien
merkkiaineiden kehitystd hidastaa se, ettd syovdn syntymekanismia tai kehitystd ei
tunneta vield tdysin ja timén vuoksi kohdespesifisten PET-merkkiaineiden valmistus on
ollut haastavaa.

Viime vuosien aikana niin klassinen lddkekehitys kuin PET-radioldékekehitys ovat
kiinnostuneet fibroblastien aktivaatioproteiinin inhibiittoreista (FAPI). FAPI:t toimivat
estdjind fibroblastien aktivaatioproteiinille, jota esiintyy elimistdssd aikuisilla
fibroottisessa kudoksessa, kasvaimissa seka tietyissd autoimmuunisairauksissa, mutta ei
terveessd kudoksessa.

FAPIL:en etuna on se, ettd ne ovat spesifisid fibroblastien aktivaatioproteiineille, joita ei
esiinny terveessd kudoksessa. Tutkimuksissa on havaittu, ettd FAP:ia ilmentidvid syopid
on useita, esimerkiksi paksusuolen ja haiman syovdt sekd keskushermoston
glioblastoomat. Kinoliinirunkoisia FAPI-merkkiaineita on tutkittu ®*Ga-, 7’Lu-, '?°I- ja
Bll-leimattuina, muttei suoraan kinoliinirunkoon tehdylli !SF-leimauksella. ®%Ga-
leimatulla FAPL:la tehdyt vertailututkimukset ['*F]JFDG:n kanssa ovat olleet hyvin
lupaavia.

Tamén tutkimuksen tarkoituksena oli valmistaa kinoliinirunkoinen FAPI ja leimata se
kiyttimilld elektrofiilistid '®F-fluorausmenetelmii. '®F-radioleiman olisi tarkoitus olla
suoraan kiinni kinoliinirungossa, koska se olisi metabolisesti pysyvdmpi. Toistaiseksi ei
ole saatu valmistettua trimetyylitinattua leimausldhtdainetta, mutta leimausreaktiota on
tutkittu kinoliinirunkoisella mallimolekyylilla.

Avainsanat: fibroblastien aktivaatioproteiinien estiji, elektrofiilinen !®F-leimaus,
positroniemissiotomografia, kinoliinirakenne
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1 JOHDANTO

1.1 Positroniemissiotomografia

Positroniemissiotomografia (PET) on lddketieteellinen kuvantamismenetelmi, jossa
hyédynnetdan lyhytikdisid positroniemittoivia radionuklideja. PET-kuvantamisen avulla
voidaan tutkia biologisia rakenteita ja aineenvaihduntaa reaaliaikaisesti in vivo.
Kuvantamismenetelmina se on kajoamaton ja hyvin herkkéd. PET-kuvantaminen perustuu
positroniemissioon. Kun lyhytikdinen radionuklidi hajoaa B’-hajoamisella, emittoituu
matalaenerginen positroni. Positronin kohdatessa elektronin tapahtuu annihilaatio, jossa
syntyy kaksi saman energistd 511 keV:n gammakvanttia. Gammakvantit ldhtevét 180°

kulmassa toisistaan poispiin ja PET-laitteen gammailmaisimet havaitsevat ne.'

PET-kuvantaminen perustuu radioaktiivisessa hajoamisessa syntyvien gamma kvanttien
havaitsemiseen ja yleisimmin kéytetyt radionuklidit ovat suhteellisen lyhytikaisia.
Taulukossa 1 on esitetty yleisimpid PET-tutkimuksissa kédytettyjd radionuklideja sekd
niiden tirkeimpid ominaisuuksia mm. puoliintumisaika (t;) ja positronien
maksimienergia. =~ PET-radionuklidien  tulisi olla  mahdollisimman puhtaita
positronisdteilijoitd ja niiden positronien maksimienergian tulisi olla verrattain matala.
Mitd alhaisempi maksimienergia on, sitd lyhyemmén matkan positroni kulkee

viliaineessa, ja siti parempi paikkaresoluutio saavutetaan PET-kuvantamisessa.’

Taulukko 1. Yleisimpii PET-merkkiaineissa kiytettyja f* -hajoavia radionuklideja.>*

. - Puoliintumisaika  Positronin ~ Vedessd Hajoaminen
Radionuklidi . .. .
[min. ] maksimi- kuljettu
energia matka
[MeV] ka. (mm)
e 20,4 0,96 0,3 99 % B*
1 % elektronin sieppaus
150 2,10 1,72 1,5 100 % B*
18E 110 0,64 0,2 97 % B*
3 % elektronin sieppaus
65Gg 68,0 1,89 1,9 88 % PB*

11 % elektronin sieppaus



1.1.1 PET-merkkiaineiden ominaisuudet

PET-merkkiaineille  on  paljon  samoja  vaatimuksia  kuin  klassisisille
ladkeainemolekyyleille, kuten korkea kohdespesifisyys ja haitallisten aineenvaihdunnan
tuotteiden vihiisyys. Riippuen PET-merkkiaineen kohteesta lipofiilisyys sekd
molekyylipaino voivat olla keskeisid tekijoitd. Keskushermoston kuvantamiseen
kaytettaviat molekyylit ovat usein pienikokoisia ja verrattain lipofiilisid. Klassisille
ladkeaineille on méddritetty suuntaa antava molekyylipaino (M <450 Da) seki polaariselle
pinta-alalle vihimmadiskoko (90 A). Molekyylit, jotka tdyttdvit nimé arvot ldpdisevit
veriaivoesteen todenndkdisemmin ja niitd samoja raja-arvoja voidaan soveltaa myos
radiolidikemolekyyleille.” Merkkiaineiden tulee olla myds hyvin kohdespesifeji, jotta

niiden antama PET-kuva on tarkka ja luotettava.

Kaikkein merkittdvin ominaisuus, jota PET-merkkiaineelta vaaditaan, on riittdvén korkea
molaarinen aktiivisuus (Am). PET-merkkiaineen tulee toimia vain diagnostisesti, ei
terapeuttisesti.® Radiomerkkiaineen molaarinen aktiivisuus kertoo niytteen aktiivisuuden
aineméiriyksikkossd,” eli miti korkeampi niytteen Am on, sitd useampi molekyyleisti
siséltdd radioaktiivisen leiman. Korkea molaarinen aktiivisuus on ehdoton vaatimus
erityisesti, kun kuvannettavan kohteen mdédrd elimistdossd on alhainen esim.

keskushermoston reseptorit tai kun radiomerkkiaine on hyvin potentti.

Kun kuvannettavana kohteena on puolestaan aineenvaihdunnan tuote tai reseptori, jonka
tuotanto elimistossd on lisddntynyt tai niitd on luonnostaan paljon, korkea molaarinen
aktiivisuus ei ole yhti kriittinen tekija.> Korkea molaarinen aktiivisuus mahdollistaa
esimerkiksi sen, ettd PET-merkkiaineita voidaan kdyttdd ainemairéllisesti vihemmaén.
Tamin ansiosta voidaan kayttdd molekyylejd jotka ovat hyvinkin myrkyllisid, kuten
karfentaniilii.’ Alhainen molaarinen aktiivisuus johtaa kohteen saturoitumiseen ei-

radioaktiivisella molekyylilld ja ndin vaikuttaa PET-kuvan laatuun heikentavésti.

6-['8F]fluori-L-DOPA (['®F]JFDOPA) (kuva 1) on dopamiinin analogi ja siti on kiiytetiéin

tutkittaessa esimerkiksi Parkinsonin tautia potilailla, koska merkkiaineen avulla voidaan

10

kuvantaa aivojen tyvitumakkeita.”” MyOohemmissd tutkimuksissa on havaittu, ettd

["*F]FDOPA:n avulla voidaan kuvantaa ja tutkia myds neuroendokriinisii kasvaimia



(NET).!! ["F]JFDOPA on hyvi esimerkki radiomerkkiaineesta, jota valmistetaan edelleen
sekd elektrofiiliselld ettd nukleofiiliselli 'SF-fluorauksella. Elektrofiilisella 'SF-

fluoraksella saavutettava molaarinen aktiivisuus jii alle 1 GB/umol.'?

18|:
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['8F]FDOPA ['8F]F-DPA

Kuva 1. ['®F]JFDOPA:n ja ["*F]F-DPA:n rakennekaavat

Vuonna 2019 julkaistussa tutkimuksessa'>

puolestaan tarkasteltiin molaarisen
aktiivisuuden vaikutusta Parkinsonin taudin kuvantamisessa hiirilld N, N-dietyyli-2-[4-(2-
['®F]fluori)fenyyli]-5,7-dimetyylipyratsoli[ 1,5-a]pyrimidiini-3-asetamidi  (['®F]F-DPA)
(kuva 1) merkkiaineen avulla. Tutkittavia hiirid kuvattiin ['®F]F-DPA:lla jonka
molaarinen aktiivisuus oli 990 GBq/pmol (nukleofiilinen '®F-fluoraus) sekd 9 GBg/pumol
(elektrofiilinen '®F-fluoraus). Tulokseksi saatiin, ettdi matalammalla molaarisella
aktiivisuudella kuvannettavan kohteen saturoituminen oli suurempaa kuin korkean
molaarisen aktiivisuuden ['*F]F-DPA:1la. Silti matalammankin molaarisenaktiivisuuden

["*F]F-DPA:lla pystyttiin havaitsemaan merkittivi ero PET-kuvissa muuntogeenisten

hiirien ja terveiden verrokkien vélilla.

1.1.2 Fluori-18:n ominaisuudet ja kiytto PET-merkkiaineissa

Fluori on alkuaineista elektronegatiivisin ja se pystyy muodostamaan vetysidoksia. Sen
atomin koko on pieni ja se muodostaa vahvan kovalenttisen sidoksen hiilen kanssa. Fluori
voi toimia my0s bioisosteerind hapelle seka vedylle. Fluori- ja happimolekyylien koko ja
elektronegatiiviset ominaisuudet ovat hyvin samankaltaiset kun taas vedylla ja fluorilla
valenssielektronien ominaisuudet ovat samanlaiset.'* Niiden ominaisuuksien ansiosta
8F_leima ei muuta radiomerkkiaineen kokoa merkittivisti vaikka vaikuttaakin sen

kemiallisiin tai biologisiin ominaisuuksiin. Fluorin kyky muodostaa vahva kovalenttinen



sidos aromaattiseen hiileen lisdi '®F- leimattujen merkkiaineiden biologista

puoliintumisaikaa, koska télloin merkkiaine ei ole altis entsymaattiselle defluorinaatiolle.

Fluori-18 on laajalti kéytetty radionuklidi PET-tutkimuksessa, koska sen biologiset,
kemialliset sekd fysikaaliset ominaisuudet ovat sopivat PET-kuvantamiselle. Sen
puoliintumisaika (109,8 min.) on verrattain pitkd muihin PET-tutkimuksessa kéytettdviin
radionuklideihin. Tdmén lisdksi fluori-18:n positronin maksimienergia on matala
(Taulukko 1.). Fluori-18 voidaan tuottaa hiukkaskiihdyttimelld joko '*O-rikastetusta
vedesti tai ['*0]0s-kaasusta ydinreaktiolla '30(p,n)'®F.1

Gallium-68 on radiometalli, jonka puoliintumisaika on noin puolet fluori-18:n
puoliintumisajasta. Se on laajalti  kéytetty radiometalli, joka liitetddn
merkkiainemolekyyleihin kelaattoriosan avulla. Yleisesti kéytettyjd kelaattoreja ovat
mm. 2,2',2"2""-(1,4,7,10-Tetraatsasyklo-oktododekaani-1,4,7,10 tetrayyli)tetraetikka-

happo (DOTA) seki 1,4,7-triatsasyklononaani-1,4,7-trietikka happo (NOTA)."> Gallium-
68:n ja fluori-18:n emittoimien positronien maksimienergiat on esitetty taulukossa 1.
josta voidaan ndhdi, ettd gallium-68:n emittoiman positronin maksimienergia on ldhes
kolminkertainen verrattuna fluori-18:n emittoiman positronin maksimienergiaan.
Kuvassa 2 on esitetty visuaalisesti, miten gallium-68 ja fluori-18 kuvaresoluutiot eroavat
toisistaan. Kuvannettaessa pienid kohteita, esim. pienid kasvaimia, korostuu hyvén

paikkaresoluution merkitys.

18F

Kuva 2. Kuvassa on esitetty fluori-18:n, kupari-64:n, gallium-68:n ja skandium-44g:n
kuvanlaadun erot rekonstruktoiduissa tilaresoluutio harjoitusmallikuvissa (spatial resolution

phantom). '



1.1.3 Fluori-18 leimausreaktiot

Fluori-18 voidaan liittd4 leimattavaan yhdisteen nukleofiiliselld substituutiolla, jolloin
leimauslihtdaineena toimii ['®F]F -ioni tai elektrofiiliselldi additiolla, jolloin
leimausreaktiossa  kiytetdsin  ['®F]F>-kaasua tai muuta elektrofiilisti  '®F-
fluorausreagenssia. Ndiden kahden menetelmin merkittdvin ero on se, ettd nukleofiilinen
BF_fluorausreaktio on kantajalisiimiton (non-carrier added; n.c.a.) kun taas
elektrofiilinen '8F-fluorausreaktio on kantajalisitty. (carrier added; c.a.). Tdmi tarkoittaa
sitd, ettd elektrofiilisessd '®F-fluorauksessa joudutaan kiyttimaiin ei-radioaktiivista Fa-
kaasua kantajakaasuna elektrofiilisen leimausreagenssin valmistuksessa, jolloin
saavutettava molaarinen aktiivisuus laskee merkittdvésti. Saavutettavasta alhaisemmasta
molaarisesta aktiivisuudesta huolimatta, elektrofiilistd '*F-fluorausta tarvitaan edelleen
sellaisten yhdisteiden leimaamiseen, joiden leimaaminen nukleofiilisesti on hyvin

hankalaa tai mahdotonta.

Viimeisen vuosikymmenen aikana on kehitetty uusia leimausmenetelmid, jotka
mahdollistavat nukleofiilisen '*F-fluorauksen elektrofiiliseen rakenteeseen molekyylissi.
Kyseessi on siirtymémetallivilitteinen I8F_fluoraus.'’ Kiyttamalla
siirtymimetallikomplekseja  '®F-fluorauksessa, voidaan  vaikuttaa leimattavan
merkkiaineen tai '®F-fluoridin elektronisiin ominaisuuksiin. Leimausreaktioissa on

kéytetty palladiumia'®, kuparia'®, nikkelid* seki ruteniumia?'.

Nukleofiilinen ®F-fluoraus

Nukleofiilistd ['*F]fluoridia valmistetaan '®O-rikastetusta vedesti, joten ['*F]F" saadaan
hiukkaskiihdyttimeltd vesiliuoksessa. Fluorin elektronitiheys on suuri, joten se
muodostaa veden kanssa paljon vetysidoksia.?? ['®F]Fluoridi on kiytinndssid ympirdity
vesimolekyyleilld, eiki fluoridi-ioni ole tilldin reaktiivinen, joten ennen kuin ['*F]F":a
voidaan kiyttii leimausreaktioissa, tdytyy se aktivoida poistamalla vesi. ['®F]Fluoridin
aktivoimiseen (Kaava 1.) kdytetddn usein atseotrooppista tislausta. Menetelméssd vesi

haihdutetaan pois asetonitriilin avulla ja ['*F]F" siirretiiin vesifaasista orgaaniseen faasiin.

['®F]fluoridin siirrossa faasista toiseen kiytetiin faasinsiirto-katalyyttii (Phase transfer

catalyst; PTC) kuten Kryptofix®2.2.2. tai kruunueetterii 18-kruunu-6:tta.?> PTC:ssi on



pehmed keskusligandi, esim. kalium-ioni, jonka kanssa ['®F]F" voi muodostaa
kompleksin. Kun vesi on poistettu reaktioseoksesta ja ['*F]F on siirretty orgaaniseen
faasiin, voi leimausreaktio tapahtua.'* ['®F]Fluoridi-ioni reagoi helposti myds
protonilihteiden kanssa muodostaen ['*F]HF:a joka on ei-toivottu sivutuote. ['*F]HF:n
syntyminen voidaan ehkiistd tekemélld reaktio polaarisessa aproottisessa liuottimessa
kuten asetonitriilissd (CH3CN), dimetyylisulfoksidissa (DMSO) tai tetrahydrofuraanissa
(THF). 14

Veden atseotrooppinen tislaus

18|:- (\ N /1\ lei akti
® CHSCN O\ ’:’O’O €1mausre; 10
lxo(p’n)le - [ F]F' aq [@K::: ] ] 18E_R

K,CO;, Kryptofix® 2.2.2
e o) (ON©)
k N \J) jossa R on radioleimattava molekyyli

Kaava 1. ['"®*F]Fluoridi-ionin aktivointi veden atseotrooppisen tislauksen avulla

Elektrofiilinen '3F-fluoraus

Aikaisemmin ['*F]F2:ta valmistettiin kiyttimilld ydinreaktiossa ['30]0,-kaasua tai 2’Ne-
kaasua, jolloin siteilytyksen lopuksi [!®F]F, siirrettiin kuumakemiakammioon ja
kéytettiin elektrofiilisesséd leimausreaktiossa. Menetelmédn heikkoutena oli saatavan
['®F]F2:n matala molaarinen aktiivisuus (0,05 — 0,1 GBg/umol).?* Mydhemmin
kehitetylld niin kutsutulla post-target-menetelmilld®> (Kaava 2) voidaan valmistaa
['®F]F»-kaasua  korkeammalla molaarisella  aktiivisuudella  lihtien liikkeelle
['8F]fluoridista. Menetelmissd valmistetaan ensin ['*F]JCH3;F nukleofiiliselld 'SF-
fluorauksella aktivoidusta ['*F]F :sta ja CHsL:sta. ['®F]CH5F ja tunnettu méiri Fo-kaasua
sekoitetaan keskenddn ja seokseen johdetaan korkeajinnitteinen sdhkdpurkaus, jolloin
muodostuu ['"*F]F,-kaasua. Korkeajinniteinen sihkopurkaus (n. 30 kV) hajottaa kaasut
atomeiksi, jonka jilkeen atomin uudelleen jirjestiytyvit muodostaen erilaisia '®F-
leimattuja yhdisteitd. Nimi yhdisteet ovat esitetty kaavassa 2. Saatavan ['®F]F,-kaasun
saanto on kohtuullinen, kun reaktiossa kédytettdvén ei-radioaktiivisen fluorikaasun maara
(m) on huomattavasti suurempi kuin ['|F]CHs3F:n (n). Post-target-menetelmilli

valmistettavan ['®F]F»-kaasun molaarinen aktiivisuus voi olla jopa 50 GBq/pumol.?
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Kaava 2. ["*F]F2:n valmistus post-target menetelmalla®

Fluorikaasu on erittdin reaktiivinen ja se reagoi voimakkaasti ja onkin leimausreagenssina
vihemmin selektiivinen verrattuna nukleofiilisessd '®F-fluorauksessa kiytettiviin
['®F]fluoridiin. ['®F]F2:n agressiiviset rektiot johtavat yleensd ei-toivottuihin
sivutuotteisiin, joiden puhdistaminen vie aikaa.’® Ongelma on ratkaistu kehittimélli
elektrofiiliseen  !'8F-fluoraukseen  vdihemmin  reaktiivisia  leimauslihtdaineita
elektrofiiliseen '®F-fluoraukseen. Selectfluorin (bis)triflaatti on hyvi esimerkki tillaisesta
leimauslihtoaineesta. Sen selektiivisyys on parempi kuin fluorikaasulla ja sen lahtdaine
on saatavilla kaupallisesti ja sen kisittely on suhteellisen helppoa.?” Kun Selectfluorin
leimauksessa kiytetdin post-target-menetelmilld valmistettua ['®F]F2:ta, saavutetaan
leimatulle merkkiaineelle lopussa kohtalainen molaarinen aktiivisuus (20 GBg/umol).?®

Kaavassa 3. on esitetty ['®F]Selectfluorin (bis)triflaatin leimausreaktio.
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Kaava 3. Selectfluorin (bis)triflaatin leimausreaktio ['*F]F -kaasulla

1.2 Syovin kuvantaminen positroniemissiotomografian avulla

PET-kuvantaminen on kehittynyt nopeasti viimeisten vuosikymmenien aikana ja
tarjonnut uudenlaisen in vivo -kuvantamismenetelmédn tietokonetomografian (TT),
magneettikuvauksen (MK), rontgenkuvantamisen seka ultraddnitutkimuksen liséksi. Kun
vuonna 1976 havaittiin®®, ettd 2-deoksi-2-['®F]fluoriglukoosia (['*F]JFDG) voidaan
kayttdd kasvainten kuvantamiseen, on siitd tullut kolmessa vuosikymmenessd yksi
maailman kiytetyimmisti PET-merkkiaineista.”’ Vuonna 2019 suurin osa (90 %)

['®F]FDG:114 tehdyistd kuvantamisista olivat sydpikuvantamisia.*”



["F]FDG:n ja muiden PET-merkkiaineiden kiyttd sydpidiagnostiikassa on kasvanut
viimeisten vuosikymmenten aikana ja uusia PET-merkkiaineita kehitetdén jatkuvasti.
Silti yhtend suurimpana haasteena on ollut kehittdd riittivdn kohdespesifisia
merkkiaineita. Yksi merkittdvimmista syistd on se, ettd syopddn ja sen kehittymiseen
liittyy vield paljon osa-alueita, joita ei ymmiirreti.’! Kohdespesifimpien merkkiaineiden
avulla diagnosointi olisi luotettavampaa ja varmempaa jo varhaisessa taudinvaiheessa.
Talloin my06s hoidon aloitus syovin varhaisessa vaiheessa olisi mahdollista sekd hoidon

seuranta parempaa.

Tédmin hetken térkein kehityskohde syopékuvantamista ajatellen, on kehittdd menetelmia,
joiden avulla kasvaimet voidaan havaita mahdollisimman aikaisessa vaiheessa seki
seurata sairauden kulkua ja hoidon onnistumista. Tutkimukset ovat osoittaneet, etti jos
syOpd tunnistetaan jo ensimmdiisessd vaiheessa, on potilaan viiden vuoden
henkiinjiimismahdollisuus yli 90 %.*? Sydvin ensimmiiselld vaiheella (tai in situ
vaiheella) tarkoitetaan syOvét vaihetta, jossa syopdkudos ei ole levinnyt vield muihin
kudoksiin.* Keinot, joilla isotooppiliiketiede voi nopeuttaa sydvin aikaista toteamista
ovat mm. uusien ja spesifiempien merkkiaineiden kehittdminen. Talld hetkelld laajalti
kiytossi olevan ['|F]JFDG:n toiminta perustuu sydpikudoksen tai kasvaimen

lisdintyneeseen glykolyysiin.>*

1.2.1 Aineenvaihdunnan muutosta hyodyntivit PET-merkkiaineet

L-DOPA on aminohappo, joka toimii katekoliamiineiksi luokiteltujen hermoston
vilittdjdaineiden ldhtdaineena. Néitd vilittdjdaineita on mm. dopamiini, adrenaliini sekd
noradrenaliini. Fluori-18:1la leimatun ["*FJFDOPA:n biokemialliset ja kineettiset
ominaisuudet ovat samankaltaiset kuin L-DOPA:lla.*> ['|F]JFDOPA voidaan kiyttii
neuroendokriinisten syOpien ja kasvaimien kuvantamiseen sekd keskushermoston
kuvantamiseen. Esimerkiksi Parkinsonin tauti on yksi sairauksista, jonka kuvantamiseen
["®FIFDOPA:a on kiytetty jo pitkddn.® Merkkiaineen kiyttd perustuu
neuroendokriinisten  kasvaimien tai  keskushermoston solujen kohonneeseen
aromaattisten aminohappojen dekarboksylaasin (AADC; aromatic amino acid

decarboxylase) aktiivisuuteen.’



Koska fluoriatomi (1,47 A) on melko saman kokoinen kuin vety (1,20 A)®
["®F]JFDOPA :n sisddnotto soluihin tai metabolia soluissa ei eroa mitenkéin L-DOPA :sta.
Merkkiaine kulkeutuu soluun dopamiinin kuljetusproteiinin  (DAT; dopamine
transporter) avulla, ja biosynteesireitti jatkuu AADC:n katalysoimana jolloin
["*F]JFDOPA muutetaan 4-(2-aminoetyyli)-5-[ '®F]fluoribentseeni-1,2-dioliksi

(['®F]fluoridopamiini).

Toisin kuin ['F]JFDOPA:n tapauksessa ['*F]JFDG:n kertyminen kuvannettavaan
kohteeseen perustuu lisiéintyneen aineenvaihdunnan lisiksi ['*F]JFDG:n muuttuneeseen
biosynteesireittiin. ['*F]JFDG:n rakenne on lihes sama kuin glukoosimolekyylilli.
["*F]IFDG ero on 2-asemassa olevan hydroksyyliryhmin korvautuminen '8F-atomilla.
Hydroksyyliryhmén korvautuminen fluorilla ei vaikuta merkkiaineen sisddnottoon soluun
eikd heksokinaasin katalysoimaan fosforylointiin, mutta sitd pidemmaélle solu ei pysty

['®F]FDG:ta hyddyntiméin, jolloin se kertyy soluun.*

Vaikka glukoosiaineenvaihdunnan muutos on merkittdvi tekijd sydpiakudoksessa, ei se
ole riittdvdn valikoiva. Glukoosi pédsee soluun solukalvon glukoosin kuljettaja
proteiinien avulla. Namd GLUT-proteiinit ovat hyvin samankaltaisia, mutta niiden

ilmentyminen vaihtelee jonkun verran kudosten vililla.

Tutkimuksissa on ilmentynyt, ettd kuljetusproteiinit GLUT-1 sekd GLUT-3 esiintyvit
runsaammin sydpikudoksissa kuin muut kuljetusproteiinit.** GLUT-proteiinit ovat
samoja mitd terveessd kudoksessa esiintyy ja niiden toiminta on samalainen, joten
["FIFDG:ti ei voida pitdd erityisen kohdespesifisend sydpidmerkkiaineena. Sydvin
lisdksi kudoksen glukoosiaineenvaihduntaan voivat vaikuttaa niin rasitus, tulehdus kuin
luonnollinen metaboliakin. Aivokasvaimien kuvantaminen ['®F]JFDG:ll4 on puolestaan
haastavaa, koska kasvaimeen kerddntyneen merkkiaineen antama vaste hukkuu taustaan,

silld myds aivojen péddasiallinen energianldhde on glukoosi.

1.3 Fibroblastien toiminta ja vaikutukset elimistossa

Fibroblastit ovat sukkulan mallisia soluja, jotka tuottavat sidekudosta.*! Ne huolehtivat
elimistossd soluvéliaineen muodostumisesta, sddtelevdt leukosyyttien kehitystd ja

epiteelin erilaistumista, sekd osallistuvat haavojen parantumiseen tuottamalla kollageenia



ja muita soluvéliaineessa tarvittavia yhdisteitd. Fibroblastit vastaavatkin arpikudoksen

muodostumisesta niin parantuvissa haavoissa kuin kudoksen fibroosissa.***’

Vaikka fibroblasteja esiintyvét laajalti elimistossd, on niiden tutkiminen in vivo
haastavaa. Syynid on se, ettd toistaiseksi ei ole 10ydetty hyvdi ja luotettavaa solutason
bioilmaisinta, jonka avulla fibroblasteja voisi tunnistaa elimistdstd.** Yksi mahdollinen
bioilmaisin fibroblasteille on niiden toimintaa aktivoiva proteiini FAP (fibroblastien
aktivaatioproteiini) joka kuuluu seriiniproteaasien perheeseen ja on noin 95 kDa
solukalvon pinnan glykoproteiini.*> Rakenne on esitetty kuvassa 6. FAP:lle spesifinen

molekyyli on sen estiji eli fibroblastien aktivaatioproteiinien inhibiittori (FAPI).

FAP kuuluu dipeptidyylipeptidaasi (DPP) 4 -proteiiniperheeseen johon kuuluu FAP:n
lisiksi kolme muuta entsyymid: DPP 4, 8 ja 9.%¢ FAP:n tunnistamista elimistdssd on
tutkittu mm. immunohistokemian avulla kdyttden FAP:n monoklonaalisia vasta-aineita

sekd FAP:n inhibiittoreita niin elinten fibroosin tutkimuksessa kuin syovin hoidossa ja

47,48,49

tutkimuksessa.

Kuva 3. Fibroblastien aktivaatioproteiini alpha. Aertgeerts et al. ovat saaneet molekyylin
kiderakenteen kéyttdmélld rontgenkristallografiaa. (PDB ID: 1Z68)%
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1.3.1 FAP:n ilmentyminen sairauksissa seké terveessi kudoksessa

Tutkimukset ovat osoittaneet, ettéd aikuisilla terve kudos ei juurikaan ilmennd FAP:ia. On
kuitenkin havaittu, ettd alkionkehityksen eri vaiheissa FAP:n méaard saattaa kohota
kudoksen kehittyessd.’! Fibroblastien ja sydvin yhteyttd on tutkittu ja on 1dydetty
fibroblastien alatyyppi: sydpisidekudossolut (cancer-associated fibroblasts; CAFs).>
Toistaiseksi ei ole vield tdysin selvdd, miten sydpidsidekudossolujen ja terveiden
fibroblastien toiminta eroaa toisistaan, ja mihin kaikkeen syopésidekudossolut voivat
vaikuttaa sydvin synnyssi.**>* Keskushermostosta ei ole 18ydetty sydpisidekudossoluja,
mutta aivojen pahanlaatuisten kasvaimien, esim. glioblastoomien on todistettu

ilmentivin FAP:ia.>*

Toisaalta huomioitavaa on myds se, ettd kohonnut FAP:n pitoisuus ei automaattisesti
viittaa syopddn tai edes kasvaimeen. Tdmid johtuu siitd, ettd syOpidkudoksessakin
ilmentyvdi FAP on suurella todennikoisyydelld fibroblastien tuottamaa, eikéd
sydpisolujen.* FAP:n pitoisuus voi olla kohonnut myds muista tekijdisti. Tdmé onkin
yksi tekijd, miksi FAP:ia ei voida pitdd tdysin luotettavana bioilmaisimena sydville
ainakaan potilailla joilla on jokin autoimmuunisairaus tai inflammaatio kidynnissi.>>-°
Tekijoitd, jotka voivat johtaa FAP:n kohonneeseen ilmentymiseen syovén lisdksi ovat
haavan parantuminen,®’ fibroottiset sairaudet, kuten maksakirroosi tai haimafibroodi®>,

tai reumaperiinen niveltulehdus®.

1.4 FAPI:en kiytto PET-merkkiaineena

Talla hetkelld terapeuttisessa kédytossd ei ole yhtddn FAP-estdjaa (FAPI), jolla olisi
alhainen FAP-affiniteetti ja se olisi selektiivinen dipeptidyylipeptidaasi 4:lle seka
propyylioligopeptidaasille.®® Klassinen lidikekehitys on tutkinut mm. kinoliinirunkoisia
FAPIL:a® ja PET-tutkimuksen osalta FAPL:a on tutkittu *®Ga, 'Lu, I ja "I
leimattuina®’-%2. Edelld mainittuja radioinuklideja, Lu-177 lukuunottamatta, on kiytetty
FAPI-PET-merkkiaineiden tutkimuksissa. !”’Lu leimattua FAPI-02:ta (rakenne esitetty
kuvassa 9.) on tutkittu terapeuttisena lddkeaineena. Lu-177 hajoaa B~ -emission kautta
joten sitd ei voida kayttdd PET-kuvantamisessa, mutta sen siteilyenergiaa voidaan

hyddyntii paikallisesti sidehoitona.®

11



fmw

i)
\/1(

[¥8Ga]Ga-DOTA kelaattori

N 1 = 125] taj 137 0 'C[\'l

c
DOTA~N 0 N\AN
o) N \

1. FAPI-02 2.FAPI-01

Kuva 4. ¥Ga-, '*I- ja 'I-leimattuja FAPI-yhdisteité

1.4.1 Kinoliinirungon vaikutus FAPI:in

ICso -arvo kertoo ladkeaineen tai inhibiittorin konsentraation, jossa entsyymin toiminta-

64 Tutkimuksissa on havaittu, ettd

aktiivisuus laskee puoleen alkuperdisesta.
kinoliinirakenne laskee FAPI:en ICso -arvoa huomattavasti.®® Tutkimuksissa ei ole
toistaiseksi pystytty osoittamaan, mité vuorovaikutuksia 4-kinoliinirunkoisen FAPL:n ja
FAP:n vilille syntyy.®® Kun ICsp-arvo pienenece FAPLn rakenteen muuttuessa, on
mahdollista, ettd typen lisidminen rengasrakenteeseen parantaa molekyylin sitoutumista.
ICso -arvo on merkittdvd muuttuja erityisesti klassisten lddkemolekyylien tapauksessa,
koska ICso -arvon laskiessa, voidaan lddkettd kiyttdd méaréllisesti vihemmén mutta
saavuttaa edelleen sama vaste. PET-merkkiaineiden tapauksessa ICso -arvolla ei ole
sindllddn merkitystd, koska PET-merkkiaineet ovat diagnostisia, eivitkd terapeuttisia.
Toisaalta arvon pienentyminen voi viitata sithen, ettd molekyyliin sitoutuminen paranee
entsyymin aktiiviseen kohtaan. Timéa puolestaan olisi PET-merkkiaineidenkin kannalta

hyvd, koska parempi sitoutuminen lisdd kohdespesifisyyttd ja parantaa PET-

kuvantamista.
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Kuva 5. Kinoliinirungon lisddmisen vaikutus ICso arvoon FAPI:ssa.

1.4.2. 8Ga-, 1%I- ja ¥'I-leimatut FAPI:t

Useat tutkimusryhmit ovat tutkineet kinoliinirunkoisia FAPI-merkkiaineita mm. ®3Ga-
leimattuna.®! Jotta FAPLin voidaan liittdd gallium tai muu radiometalli, on kiytettivi
kelaattoria, joka nostaa merkkiaineen molekyylimassaa huomattavasti. Loktev et al.
vertaili ['7"Lu]FAPI-02 ja ['*’I]JFAPI-01 eroavaisuuksia, kun molekyylejd kiytettiin
terapeuttisiin tarkoituksiin. Tutkimuksessa todettiin, ettd FAPI-01 jodi-125:114 leimattuna
on huonompi, koska jodatun yhdisteen biologinen puoliintumisaika on lyhyempi
verrattuna lutetium-177:1la leimattuun FAPI-02:een.%? Tutkimuksesta ei voida patelld,
onko FAPI-01 huonompi vai parempi PET-merkkiaine kuin FAPI-02, koska vertailu
perustui vain aktiivisuus kertyméén eikd molekyylin sitoutumiseen kohteeseen. Pidempi
biologinen puoliintumisaika parantaa PET-kuvaa, koska tdll6in merkkiaine on pidempéaan

kiinnittyneend kohteeseensa ennen kuin se hajoaa.

Gallium-68:1la leimattua FAPI-02:ta on puolestaan tutkittu prekliinisissé kokeissa mm.
hiirill4 ja tulokset ovat olleet lupaavia: FAPI-02 on kohdespesifinen ja se siirtyy nopeasti
pois sydédn- ja verenkiertoelimistostd kohteeseen. Merkkiaineen sisddnotto kasvaimeen
on runsasta, mutta ei muihin kudoksiin ja se poistuu elimistostd munuaisten ja virtsarakon
kautta.®? [®*Ga]FAPI-02:n kertymisti ja spesifisyytti on verrattu ['*F]JFDG:hen. Kuten
kuvasta 10. voi huomata, [®*Ga]FAPI-02 sisdinotto on huomattavasti kohdennetumpaa
kuin ['8F]JFDG:n. FAPI-02:11a kuvannettaessa, sisdénotto kasvaimen alueella on selkei,

kun taas ['*F]FDG kertyy enimmikseen aivoihin sekd munuaisiin.
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Kuva 6. Kuvassa on esitetty potilaan PET/TT:n maksimi-intensiteetti projektio (ylempi) seka
transaksiaalisesta suunnasta (alempi). Kuvissa A kuvantaminen on suoritettu kayttamalld
[®®F]FDG:ta kun taas kuvissa B merkkiaineena toimi [**Ga]FAPI-02. Kuvan potilaalla on
paikallisesti edennyt keuhkojen adenokarsinooma. Kuva on artikkelista Loktev et al. ja julkaistu

oikeuksien haltijan luvalla.®

%Ga-leimatun FAPI-02-merkkiaineen molekyylimassa on n. 940 g/mol ja jodileimatun
FAPI-01-merkkiaineen molekyylimassa on 432 g/mol. Molempien merkkiaineiden
molekyylipainot ovat verrattain korkeita verrattuna klassisiin pienmolekyylisiin PET-
merkkiaineisiin, jotka ovat yleensd ''C- tai '®F-leimattuja. Korkea molekyylipaino
vaikeuttaa molekyylien kyky ldpdistd veriaivoeste. Karkea yleistys on, ettd
radiomerkkiaineiden ja lddkemolekyylien tulisi olla molekyylipainoltaan alle 500 Da ja
niiden polaarisuuden olla alhainen, jos niiden kohteena on keskushermosto.®® ®8Ga-
leimatuissa merkkiaineissa molekyylipainoa nostaa sekd galliumin kohtalainen
molekyylipaino (69,7 g/mol sekd radiometallin kelatoiva osa. Jodi-leimatuissa

merkkiaineissa molekyylipainoa nostaa jodin suuri atomipaino (126,9 g/mol).
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Gallium- ja jodi merkkiaineita vertailtaessa tulee huomioida se, ettd I-125 ja I-131 eivét
ole PET-radionuklideja, vaan niiden kiyttd on painottunut radioterapiaan.® I-131 hajoaa
B hajoamisen kautta ja I-125 elektronin sieppauksen (EC; electron capture).” Molempien
radioisotooppien hajoamisessa syntyvd gammasdteily on korkeaenergisti ja sopii
kaytettaviksi radioterapiassa. Gallium-68 on positroniséteilijd, joten sen kayttd PET-

merkkiaineissa on mahdollista.

1.4.3. Fluori-18:11a leimatut FAPI:t

8F_leimattu FAPI-01 (kuva 11) on kiinnostava ja lupaava PET-merkkiaine. Sen
molekyylipaino on melko pieni (verrattuna radiometalleilla leimattuihin FAPI-
merkkiaineisiin) ja '*F:n ominaisuudet ovat suotuisat PET-kuvantamiseen mm. sen hyviin

paikkaresoluution seki verrattain pitkiin puoliintumisajan ansiosta.®®

!
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FAPI-01 '3F-leimattuna FAPI-74 leimattu alumiini[ '3F]fluoridilla

Kuva 7. Fluori-18 leimattu FAPI-01 sekd FAPI-74, jossa '®F-leima on yhdistetty kinoliinirunkoon
alumiini["®F]fluoridina 1,4,7-triatsasyklononaani-N, N, N'-trietikka happo kelaattorilla (NOTA).

Gallium-68:een verrattuna fluori-18:n alhaisempi positronin maksimienergia olisi mm.
PET-kuvan  paikkaresoluution kannalta parempi. Myds radiomerkkiaineen
molekyylipaino on pienempi, kéaytettdessd fluori-18:aa, jolloin merkkiaineen
veriaivoesteen ldpdisevyys olisi ainakin teoriassa parempi. Fluori-18 voidaan liittda
suoraan FAPI:n kinoliinirunkoon joko elektrofiiliselli tai siirtymimetallivilitteiselld '*F-
fluorauksella. Fluori-18 voidaan liittdd kinoliinirunkoon myds epdsuorasti:
hydroksiiliryhmiisin metoksina tai kelaattorin avulla alumiinifluoridina® (kuva 11.
AI["®F]F-FAPI-74). Fluorin liittiminen “metoksihinnin” avulla laskee merkkiaineen

metabolista pysyvyyttd verrattuna, jos fluori olisi kiinni suoraan kinoliinirungossa.
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Alumiinifluoridin kéyttd puolestaan nostaa merkkiaineen molekyylipainoa kuten Ga-68
leimatun FAPLn tapauksessa, koska alumiinifluoridi vaatii kelaattorin. Vuonna 2021
julkaistussa tutkimuksessa Naka et al. esittelivdt lyhyen ja automatisoidun “one pot” -
synteesimenetelmin. Synteesi kestdd kokonaisuudessa keskiarvolta 30 minuuttia ja
radiokemiallinen saanto synteesissd on noin 40 % ja radiokemiallinen puhtaus yli 97 %.
AI['8F]F-FAPI-74:n molaarinen aktiivisuus oli 220 + 45 GBq/umol riippuen alun (32 —
40 GBq) radioaktiivisuudesta.®’

Kuvannettaessa sydpikudosta, jossa merkkiaineen kohteena on FAP, tilanne on
pdinvastainen verrattuna esimerkiksi aivojen reseptorikuvanatamiseen: kuvannettavaa
kohdetta esiintyy paljon kudoksessa, jolloin korkea molaarinen aktiivisuus ei ole
vilttimittdmyys. Tillaisissa tilanteissa elektrofiilinen '8F-fluoraus on hyvin toimiva
leimausreaktio. Leimausmenetelmélld saavutetaan kohtalainen molaarinen aktiivisuus
sekd huomattavasti miedommat reaktio-olosuhteet kuin siirtymimetallivilitteiselld 'SF-
fluorauksella: reaktioaika on lyhyempi, reaktioldmpdtila on matalampi sekd pH on

korkeampi (reaktioolosuhteet pH-neutraalimmat).

1.5 Tutkimuksen tarkoitus

Pro-gradututkimuksessa oli tarkoitus valmistaa 5-trimettylistanyyli-FAPI-01 ja pyrkid
leimaamaan se kiyttimilld elektrofiilistd '*F-fluorausta. Tarkoituksena oli myds tutkia
["*F]FAPI-01 radiokemiallisia ominaisuuksia. Tutkimuksen l&htdkohta oli pyrkii
kehittimiin uutta ja kohdespesifisempaa (vertaa ['*F]FDG) sydpidmerkkiaineryhméii
jonka valmistaminen olisi yksinkertaista, nopeaa ja toistettavaa. Kinoliinirunkoiset
FAPI:t ovat osoittautuneet potenteiksi radiomerkkiaineiksi ®*Ga ja AI['®F]F leimattuina.
Tédmin tiedon valossa tutkimuksen haluttiin keskittyvin siithen, miten kinoliinirunkoisen
FAPI:n radiomerkkiaineen ominaisuudet muuttuisivat, jos 18F-leima tehtéisiin suoraan
aromaattiseen rakenteeseen. Hypoteesina oli mm. se, ettdi FAPI:n molekyylipainon

laskiessa olisi radiomerkkiaineen helpompi ylittdd veriaivoeste.

2. TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU
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2.1. Liahtoaineen synteesi

Synteesi toteutettiin Jansen et al. toteuttaman tutkimuksen pohjalta. 7° Tutkimuksessa
valmistettavan trimetyylitinatun leimausldahtdaineen synteesi vaatii vield optimointia.
Leimausldhtoaineen (13.) ja sitd vastaavan stabiilin fluoratun referenssin synteesireitteja
kokeiltiin ensin pienemmilld ainemaéérilldi (100 mg mittakaavassa). Kun reaktio
suurennettiin (>1 g mittakaavassa) havaittiin tuotteen kanssa ongelmia. Mitd isommassa
skaalassa leimausléhtainetta tai referenssiyhdistettd valmistetaan, sitd enemmén ilmeni
saostumisongelmia. Kéytdnnossd tuotteen liukoisuus orgaanisiin liuottimiiin aleni
huomattavasti ja tdmd vaikeutti merkittdvilld tavalla tuotteen silikakromatografista
puhdistamista. Reaktio haluttaisiin tehdd suuressa mittakaavassa, koska synteesireitti

sisdltdd monta vaihetta ja osan reaktioiden saannot ovat alhaiset (< 20 %).
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Kaava 4. Lihtoaineen synteesi

Radioleimauksissa kaytetty mallimolekyyli (kaava 5 molekyyli 14) stannyloitiin
kayttamalla heksametyyliditinaa jolloin saatiin leimausldhtoaine (kaava 5 molekyyli 15)
Mallimolekyylilld  havaittiin ~ samoja  saostumisongelmia  kuin  varsinaisella
leimausldhtdaineella. Radioleimauksessa kidytettdvid olosuhteita kokeiltiin myds ei-
radioaktiivisen Selectfluor fluoritetraboraatin avulla, kun mallimolkyyli 15 valmistettiin

ei-radioaktiivinen fluorattu referenssiyhdiste. Referenssiyhdisteen ja stanyloidun
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yhdisteen 15 puhdistaminen silikakromatografialla osoittautui haastavaksi, koska reaktio

tehtiin hyvin pienessé mittakaavassa.

Br Sn
(PPh3)2PdCI3,
|| tolueeni =
+ —8nSn— _
N I 120 °C, 12 h N
14. 15.

Kaava 5. Mallimolekyylin stannylointireaktio

2.2. Radioleimaus

Alkuperiinen suunnitelma radioleimauksesta on esitetty kaavassa 6. Koska molekyylid
13 ei toistaiseksi ole pystytty syntetisoimaan, tutkittiin kinoliinirungon radiokemiallista

kayttdytymista.

N N
N
LIOTf, CHsCN /l
o N 13. A
N> © N D .
[CFIF,  oF .
“OTf 2 OTf

16. 17.

Kaava 6. FAPI-radiomerkkiaineen suunniteltu radioleimausreitti

Kinoliinirungon radiokemiallista kdyttdytymistd tutkittiin kaupallisesti saatavilla olevan

mallimolekyylin avulla (kaava 7. molekyyli 15).

| Cl
Sn/ > 18|:
X CN+ N
SRVA) Ny —
—~ 18|:
N 2 -OTf N

15. 16. 18.
Kaava 7. Mallimolekyylin leimausreitti
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Radioleimausreaktio ['*F]Selectfluor bistriflaatilla toteutettiin kolme kertaa. Taulukossa
4. on esitetty leimauksen radiokemialliset saannot, sekd molaariset aktiivisuudet. Koska
leimatulle molekyylille ei tehty minkéénlaista puhdistusta, ei radikokemiallista puhtautta

pyritty maarittdimaan radioHPLC:n avulla.

Taulukko 2. Mallimolekyylin radiokemialliset tulokset

Radiokemiallinen saanto (RCY) Molaarinen aktiivisuus (Am)
[%] [GBg/pmol]
reaktio 1. 14,6 2,21
reaktio 2. 11,1 3,08
reaktio 3. 14,3 2,18

3. JOHTOPAATOKSET

Trimetyylitinatun l&htdaineen orgaaninen synteesi vaatii optimointia. Yksi merkittdva
syy siihen, miksei molekyylid 13 ole saatu valmistettua on se, ettd reaktiossa D (kaava 4)
syntyy kahta isomeerid, joiden erottaminen silikakromatografisesti on haastavaa. Yksi
mahdollinen vaihtoehto reaktion parantamiselle olisi hankkia molekyylid 7 kaupallisesti.

Tama lyhentiisi synteesireittid huomattavasti.

Mallimolekyylin radioleimauksessa kiytetyn ['®F]Selectfluor bistriflaatin alkuaktiivisuus
oli melko alhainen ( 3 GBq) ja se selittdd my0s saavutetut alhaiset molaariset aktiivisuudet
(taulukko 4). Radiokemialliset saannot olivat my0s verrattain alhaiset. Radiokemiallista
saantoa voidaan parantaa pidentamalld reaktioaikaa 15 minuutista = 20 - 30 minuuttiin
sekd lisddmalld [ammitystd ja liuottimen madrdd. Liuottimen lisdys paransi reagenssien

liuokoisuutta.
4. MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1. Yleiset menetelmiit
Seki stannyloitu mallimolekyyli, ettd FAPI-leimausldhtdaine valmistettiin kaupallisesti
saatavilla olevista ldhtdaineista. Reaktioita seurattiin TLC-kromatografian avulla, ja

vilituotteet sekd lopputuotteet karakterisoitiin NMR-spektroskopialla Bruker Avance-I11
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500MHz -laitteella. Raakatuotteet puhdistettiin pylvdskromatografisesti ja tuotteen

erottuvuutta seurattiin TLC-kromatografian avulla.

4.2. Lahtoaineen synteesi

4.2.1. Dimetyyliketoglutaraatti (2)

a-Ketoglutaraattihappo (10g, 68 mmol) ja kuiva metanoli (100 ml) sekoitettiin keskendan
jadhauteessa (-5 °C) argonilmakehissi. Kun aineet olivat sekoittuneet keskenéén, lisittiin
tionyylikloridi (10 ml, 138 mmol) ja seos haihdutettiin vilittomasti kuiviin
pyorohaihduttajalla. Tuote oli keltaista 0ljyd, ja saanto oli kvantitatiivinen (~12 g).
Tuotetta kiytettiin sellaisenaan seuraavaan synteesiin ilman puhdistusta. |H NMR (500

MHz CDCL3) § 3.90 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.18 (t, 1H), 2.70 (t, 1H).

4.2.2. Dimetyylibromoketoglutaraatti (3)

Dimetyyli-a-ketoglutaraatti (kaava 4 molekyyli 1.) (~12 g, 69 mmol) liuotettiin
dimetyylikloridiin (300 ml) ja liuokseen lisittiin bromia (5,4 ml, 105 mmol) jonka jdlkeen
seosta refluksoitiin 3 h. Refluksoinnin jidlkeen nesteet haihdutettiin pois
pyorohaihduttajalla ja tuotteeksi saatiin oranssia 6ljyd. Saanto kvantitatiivinen (~ 16 g)
Tuotetta kiytettiin sellaisenaan seuraavaan synteesiin ilman puhdistusta. |H NMR (500
MHz CDCl) 6 5.42 (q, 1H), 3.97 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.40-3.33 (dd, 1H), 3.10-3.05 (dd,
1H)

4.2.3. Dimetyyli-2-ketoglutagonaatti (4)

Dimetyyli-2-bromi-a-ketoglutaraatti ( ~16 g, 63,5 mmol) (kaava 7. molekyyli 2.)
livotettiin dietyylieetteriin (400 ml) ja liuokseen liséttiin trietyyliamiinia (10,4 ml, 74,6
mmol). Seos muuttui sameaksi ja seosta sekoitettiin huoneenlimmossd 30 min. Seos
suodatettiin useita kertoja, jotta TEA - HBr suola (persikanvérinen) saatiin erotettua pois.
Suodatettu tuote oli kirkkaankeltaista nestettd ja se haihdutettiin kuiviin saaden kirkkaan
keltaista kiintedd tuotetta. Kvantitatiivinen saanto (10,72 g) puhdistamattomalle
tuotteelle. 1H NMR (500 MHz CDCls) 6 7.64 (d, 1H) 7.00 (d, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.87 (s,
3H).
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4.2.4. 5-bromikinoliini-2,4-diesteri (5)

Dimetyyli-2-ketoglutakonaatti (1g, 5,8 mmol) ja 3-bromianiliini (530 pl, 4,8 mmol)
sekoitettiin keskendin dikloorimetaanissa (n. 50 ml) 30 minuutin ajan huoneen lammassa.
Seokseen liséttiin p-tolusulfonihappoa (184 mg, 4,8 mmol) happokatalyyttid. Seosta
refluksoitiin 60 °C 24 h huoneilmassa. Refluksoinnin jdlkeen reaktio pysdytettiin
uuttamalla seosta kolmesti kylldiselld NaHCO3. Seosta uutettiin kerran 0,1 M HCl:lla.
Orgaaniset kerrokset yhdistettiin ja kuivattiin MgSQOa:lla, jonka jilkeen seos suodatettiin
ja orgaaninen liuotin haihdutettiin pois. Raakatuote puhdistettiin silikakolonnilla
liuottimena EtOAc/Heksaani. Saanto 413 mg, 26,2 m-% 'H NMR (500 MHz CDCls) §
8.78 (d, 1H), 8.72 (s, 1H), 7.85 (dd, 1H), 4.13 (s, 3H), 4.09 (s, 3H)

4.2.5. 5-bromikinoliini-2,4-dikarboksyylihappo (6)

5-bromikinoliini-2,4-diesteri (459 g, 1,42 mmol) livotettiin 50/50 liuokseen
tetrahydrofuraania ja vetti. Liuokseen lisdttiin 3 eq NaOH:a 2 M (2 ml, 4,26 mmol), ja
tuotetta sekoitettiin n. 45 min. Tuotetta seurattiin TLC:n avulla. (TLC ajettiin 20 %
EtOAc/Hex. -liuoksessa) Kun ldhes kaikki tuote oli reagoinut, THF/H>O -liuos
haihdutettiin, ja j4&nnds liuotettiin pieneen midrddn vettd. Tuote saostettiin ulos
lisddmalla 6M HCl:a (700 ul, 4,26 ) Sakka suodatettiin ja pestiin pienelld maaralla kylmaa
vettd. Bromisubstituoitu tuote oli rusehtavan keltaista. Saanto 103 mg, 24,6 m-%

'H NMR (500 MHz CDCls) & 8.51 (d, 1H), 8.44 (brs, 1H), 8.37 (s, 1H), 7.81 (dd, 1H)

4.2.6. 5-bromikinoliini-2,4-monokarboksyylihappo (7)
5-bromikinoliini-2,4-dikarboksyylihappo (103 mg, 0,349 mmol) ja vesi laitettiin
paineputkeen (15 ml tai 35 ml) ja putki suljettiin huolellisesti teflonisella korkilla. Putki
asetettiin 6ljyhauteeseen, jonka jdlkeen sekoitus aloitettiin ja [amp6étila nostettiin 205 °C.
Seoksen annettiin reagoida n. 68 h, jonka jilkeen ldmpotilaa laskettiin hitaasti n. 10
°C/20 min. Kun ldmpdtila laskettiin hitaasti, tuote uudelleenkiteytyi oikein. Kun putken
lampétila oli saavuttanut huoneenlammon, monokarboksyylihapon vesiliuos suodatettiin,
ja tuotetta pestiin pienelld méérdlld vettd. (27 mg, 31 m-%) Tuotetta ei puhdistettu.

'H NMR (500 MHz DMSO-dy) & 9.04 (d, 1H), 8.68 (d, 1H), 8.32 (s, 1H)
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4.2.7. (S)-tert-butyyl 2-(2-karbamoyylipyrrolidin-1-yyli)-2-
oksoetyylikarbamaatti (8)

Boc. glysiini (5,45 g, 31,11 mmol) ja DIPEA (4,35 ml, 24,97 mmol) sekoitettiin
keskendin dikloorimetaanissa (80 ml) jonka jilkeen seokseen lisdttiin HATU:a (12,48 g,
32,82 mmol) livotettuna dimetyyliformamidiin (DMF) (20 ml). Seosta sekoitettiin
huoneenldammossa noin 10 min., jonka jdlkeen liuokseen lisdttiin L-prolinamidia (5,10 g,
44,69 mmol), DIPEA (9,3) ja DCM (20ml). Lisdys tehtiin vasta kun kaikki HATU oli
liuennut seokseen. Seosta sekoitettiin 5 h huoneen ldmmossé, jonka jélkeen seokseen
liséttiin isopropanolia ja dikloorimetaania suhteessa 1:1 (80 ml). Seosta pestiin 1 M
HCL:1ld kahdesti ja sen jidlkeen kylldiselld natriumbikarbonaatilla  sekd
keittosuolaliuoksella kerran. Orgaaninen kerros kuivattiin magnesium sulfaatilla ja
raakatuote haihdutettiin kuiviin pyordhaihduttajalla, jolloin muodostui keltaista 6ljya.
Raakatuote liuotettiin ylimddrdén etyyliasetaattia ja uudelleen kiteytettiin siit.
Viikonlopun jilkeen tuote oli kiteytynyt ja se suodatettiin. Kiteet olivat puhtaan valkoisia
(4,26 g, 56,3 m-%) Muuta puhdistusta tuotteelle ei tehty. "H NMR (500 MHz DMSO-dy)
6 7.23 (s, 1H), 6.93 (s, 1H) 4.29 (dd, 1H), 3.74 (d, 2H), 3.42 (dd, 2H), 1.75-1.84 (m, 2H),
1.86-1.99 (m, 2H)

4.2.8. (S)-tert-butyyl 2-(2-syanopyrrolidin-1-yyli)-2-oksoetyylikarbamaatti (9)

Reaktio tehtiin argonilmakehdssé, jotta reaktio-olosuhteet olisivat mahdollisimman
vedettomait. (S)-tert-butyyl-2-(2-karbamoyylipyrrolidin-1-yyli)-2-oksoetyylikarbamaatti
(4,26 g, 17,5 mmol) liuotettiin kuivaan tetrahydrofuraaniin (THF) (15 ml). Reaktioseos
oli jadhauteessa. Liuokseen liséttiin pyrimidiini (8,9 ml, 110,48 mmol), jonka jilkeen
trifluorietikkahappoanhydridi (TFA anhydridi) (2,56 ml, 18,42 mmol) sekoitettiin
kuivaan dikloorimetaaniin (7 ml). Jadhaude poistettiin ja livosta sekoitettiin 1,5 h
huoneen lammdossé, jonka jdlkeen liuos haihdutettiin pydrohaihduttajalla kuiviin ja saatiin
kellertavdd oljya. Tuote liuotettiin etyyliasetaattiin jonka jilkeen sitd pestiin kolmesti 2
M suolahapolla (3x50ml). Vesifaasit yhdistettiin ja niitd uutettiin kahdesti pienelld
madrdlld etyyliasetattia (2x15ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin ja niitd pestiin kylldiselld
natriumbikarbonaatti/keittosuola liuoksella (50 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin
magnesium sulfaatilla ja suodatettiin. Etyyliasetaatti haihdutettiin pois ja saatiin
kellertdva 6ljy, joka uudelleen kiteytettiin dietyylieetteristd. Tuote on valkoista haituvaa

(2,25 g, 57,14 m-%). Tuote ei ole UV-aktiivinen.
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'H NMR (500 MHz CDCls) § 5.39 (brs, 1 H), 4.79 (d, 0,9H), 4.66 (d, 0,1H), 4.15 (dd,
0,1H), 4.04 (dd, 0,9H), 3.99 (m, 0,1H), 3.89 (dd, 0,9), 3.64 — 3.60 (m, 1H), 3.49 — 3.45
(m, 1H), 2.35 — 2.22 (m, 3H), 1.47 (s, 9H)

4.2.9. (S)-1-(2amonoasetyyli)pyrrolidiini-2-karbannitriili-4-
metyylibentseenisulfonaatti (10)

(S)-tert-butyyl 2-(2-syanopyrrolidin-1-yyli)-2-oksoetyylikarbamaatti (0,1545g, 0,610
mmol) livotettiin 7 ml asetonitriilid. Liuokseen liséttiin  p-tolusufonihapon
monohydraattia (0,174 g, 1,10 mmol) ja seosta sekoitettiin huoneen ldmmdssd 24 h.
Sekoituksen jdlkeen asetonitriililiuvos haihdutettiin pois ja raakatuote liuotettiin
dietyylieetteriin ja uudelleen kiteytettiin pakkasesta. Tuote oli valkoista rdkaa. Saanto 1,4
g 85 % 'HNMR (500 MHz DMSO-ds) 7.72 (d, 2H), 5.3 (d, 0,1H), 4.47 (d, 0,9H), 4.15
(d, 0,1H), 3.91 (d 0,9H), 3.53 (dd 0,1H), 3.21 (d, 0,9H), 2.03 (m, 2H), 1.98 (m, 2H) 1.61
(m, 2H)

4.2.10. Mallimolekyylin- stannylointireaktio (14)

5-bromikinoliini (2,0 g, 9,61 mmol) ja (PPh3)PdCl; (0,674g, 0,960 mmol ) liséttiin
reaktioastiaan ja niitd kuivattiin typpivirtauksella noin 15 min. ajan. Kuiva tolueeni (50
ml) liséttiin reaktioastiaan. Reaktioon muodostettiin typpi-ilmakeha.
Heksametyyliditinaa (1,66 ml, 8,00 mmol) liséttiin seokseen, jolloin reaktioseos muuttui
mustaksi. Reaktioseosta refluksoitiin 12 h 120 °C. Reaktio pyséytettiin lisddmalld vetta
sekd etyyliasetaattia ekvivalentit madrdt. Rusehtavan mustaa sakkaa uutettiin kolmesti
vedelld ja kylldiselld keittosuolaliuoksella. Orgaaninen faasi haihdutettiin kuiviin ja se
puhdistettiin kdyttdmalla silikakromatografiaa. Pylvdskromatografia valmistettiin EtOAc
: Hex. 10 % kantaliuokseen. Tuotteen saaminen koloniin oli haastavaa tuotteen
kokkareisen olomuodon vuoksi. Ajoliuoksena silikapylvddssd kéytettiin 10 %
EtOAc:Hex liuosta. Tuote tuli ulos toisessa fraktiossa. (Rf=0,12) Saanto 1,5 g, 53 %.
"H NMR (500 MHz CDCls) § 8.95 (dd, 1H), 8.14 (d, 1H), 8.10 (d, 1H), 7.72 (m, 2H),
7.45 (dd, 1H)

4.2.10 Mallimolekyylin fluorausreaktio (15)
S-trimetyylitinakinoliini (75 mg, 0,293 mmol) ja hopeatriflaatti (102 mg, 0,593 mmol)

sekoitettiin 2 ml kuivaa asetonia, jonka jdlkeen reaktioon lisdttiin Selectfluorin
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bis(triflaattia) (105 mg, 0,296 mmol). Reaktioseosta sekoitettiin 40 min 50 °C.
Raakatuote pyrittiin puhdistamaan pylviaskromatografisesti, mutta lopulta puhdistettiin

HPLC:n avulla.

4.3. Radiokemian yleiset menetelmat

['8F]Selectfluorin bis(triflaatti) valmsitettiin automatisoidun synteesilaitteen avulla
['®F]F>-kaasusta. ['*F]F»-kaasu valmistettiin post-target-menetelmilld.?> Kaikki esitetyt
radioaktiivisuusarvot ovat puoliintumisaikakorjattuja séteilytyksen loppuajankohtaan.
Radioleimauksen onnistuminen, molaariset aktiivisuude maédritettiin  valmistetun
referenssimolekyylin avulla. Radiokemiallinen puhtaus mééritettiin radioHPLC:n avulla
isokraattisella analyysimetodilla. Raakatuotteen radioaktiivisuuden arvot maédritettiin
radioHPLC:n avulla isokraattisella metodilla. RadioHPLC:ta kerittiin leimaantunut tuote
ja sen radioaktiivisuus mitattiin. Kaikki ilmoitetut radioaktiivisuusarvot ovat

puoliintumisaikakorjattuja séteilytyksen paittymishtekeen (EOB).
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Isokraattisessa analyysimenetelméssd kaytettiin Phenomenexin Gemini C18 kolonia (5
um, 250 x 4,6 mm, 110 A) ja VWR Hitachin L-2130 HPLC-pumppua ja VWR Hitachin
L-2400 UV-detektoria. Radioaktiivisuuden  havaitsemiseen  kéytettiin ~ Nal-
kidetuikeilmaisinta. Ajoliuoksina kéytettiin 0,1 % TFA asetonitriilissd : 0,1 % TFA

vesiliuoksessa (1:4). Virtausnopeus oli I ml/min. ja UV-detektorin aallonpituus 250 nm.

4.4. Radioleimaus

['®F]F- valmistettiin syklotronilla ydinreaktion '30(p,n)'®F mukaisesti '3O-rikastetusta
vedesti. ['®F]F kuivattiin atseotrooppisesti tislaamalla kaavan 1. mukaisesti. Kuivauksen
jilkeen metyylijodidi ja kuiva ['8F]F- reagoivat ja muodostunut ['®F]fluorimetaani
puhdistettiin kaasukromatografisesti. Puhdas ['®F]CH3F johdettiin
korkeajannitepurkauskammioon. Sahkopurkauksen jannite oli 32.5 — 31 kV ja purkaus
kesti 10 s. Kaavassa 2. on esitetty post-target-menetelmilld tuotetun ['*F]F, -kaasun
valmistusmenetelmin periaate. Syntynyt ['*F]F, -kaasu kuplitettiin huoneenlimmossi
reaktioastiaan, jossa oli Selectfluor bis(triflaatin) ldhtOainetta asetoniin liuotettuna.

Valmiin ['®F]Selectfluorin bis(triflaatin) aktiivisuus oli 2,98 GBq.

Taulukko 3. ['*F]Selectfluorin bis(triflaati)lla tehdyt leimausreaktiot

['®F]Selectfluor ['®F]Selectfluor Leimauslihtoaine Leimauslihtdaine AgOTf AgOTf

reaktio

V [ul] A [MBq] m [mg] n [pmol] m[mg]  nfmol]
| 200 820 4,6 16 8,1 32
) 200 790 5,2 18 5,8 23
3 350 1200 5,1 18 10 40
4. 39

Taulukossa 5. esitettyjen reaktioiden reaktiot tapahtuivat 50 °C ja liuottimena toimi

asetoni (Vasetoni = V[lgF]Selectﬂuor)-
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