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PET-kuvantaminen on kéytdnndllinen kuvantamismenetelmd, silli se on kajoamaton ja
monipuolinen. Siind hyddynnetddn positroniemittoivia radionuklideja, joista paljon huomiota
osakseen on kerdnnyt fluori-18 PET-kuvantamiseen sopivien ominaisuuksiensa ansiosta.
Fluori-18:1la on leimattu paljon erilaisia merkkiaineita kéyttden leimausldhtdaineena
nukleofiilistd ['*F]fluoridia tai elektrofiilistd ['*F]F,-kaasua. Tyypillisesti '*F-leimausmenetelmiit
onkin jaettu nukleofiiliseen ja elektrofiiliseen fluoraukseen. Tuoreimpia kehitettyjd
leimausmenetelmid,  esimerkiksi  elektronirikkaiden  areenien  leimaamiseen,  ovat
siirtymédmetallivilitteiset '*F-fluorausreaktiot. Niilld on '*F-fluorattu rakenteita, jotka ovat ennen
olleet lihes mahdottomia leimata. Erds fenolien '®F-fluoraukseen sopiva siirtymdmetalli on
rutenium, jolla on todistetusti kyetty leimaamaan myds useita eri funktionaalisia ryhmié siséltdvia
fenoleita hyvalla radiokemiallisella puhtaudella ja saannolla.

Purinergisia P2X;-reseptoreita on havaittu 10ytyvdn useista solutyypeistd ympari kehoa.
Téarkeimpid niistd ovat mm. immuunipuolustuksen sekd keskus- ettd &édreishermoston solut.
Keskushermostolliset sairaudet saattavat muuttaa hermosolujen muotoa ja toimintaa.
P2X7-reseptorin avulla on voitu mallintaa néihin soluihin vaikuttavien sairauksien toimintaa ja
etenemistd muun muassa PET-kuvantamalla. P2X5-reseptorin antagonistit ovat tdhdn hyodyllinen
viline. Useiden adamantaanijohdannaisten on todettu olevan potentteja ja selektiivisid
antagonisteja P2X5-reseptorille, minkd ansiosta kiinnostus niiden kayttoon lddkeaineina ja
PET-kuvantamiseen sopivina merkkiaineina on kasvanut.
2-kloori-5-['!C]metoksi-N-((3,5,7-trifluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidi
([""CISWM139) on tilldkin hetkelld kidytdssd oleva merkkiaine, joka on innoittanut vastaavien
molekyylien tutkimusta.

Tyon tarkoituksena oli syntetisoida erds mielenkiintoinen adamantaanijohdannainen,
2-kloori-5-fluori-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidi  referenssiyhdisteeksi ja
prekursoriksi 2-kloori-5-hydroksi-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidi. Prekursori
haluttiin '®F-fluorata ruteniumkompleksivilitteisesti. Ruteniumvilitteiseen '|F-fluoraukseen
kaytettiin erilaisia ['*F]fluoridin aktivointimenetelmid  ja reaktioldmpdtiloja.
2-kloori-5-[ "®F]fluori-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyylibentsamidin ~ ruteniumvilitteinen
'8F-fluoraus ei onnistunut.

Avainsanat:  PET-kuvantaminen,  fluori-18,  siirtymidmetallivilitteinen  '*F-fluoraus,
P2X5-reseptori, adamantaanijohdannainen
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Lyhenneluettelo

A-740003 N-(1-(((cyanoimino)(5-quinolinylamino)methyl)amino)-2,2-
dimethylpropyl)-2-(3,4-dimethoxyphenyl)acetamide,
N-(1-(((syanoimino)(5-kinolinyyliamino)metyyli)amino)-2,2-
dimetyylipropyyli)-2-(3,4-dimetoksifenyyli)asetamidi

AZDI9056 N-(((3R,5R,7R)-adamantan-1-yl)methyl)-2-chloro-5-(3-((3-
hydroxypropyl)amino)propyl)benzamide,
N-(((3R,5R,7R)-adamantaan-1-yyli)metyyli)-2-kloori-5-(3-((3-
hydroksipropyyli)amino)propyyli)bentsamidi

ADP adenosinediphospate, adenosiinidifosfaatti

Am molar activity, molaarinen aktiivisuus

ATP adenosinetriphospate, adenosiinitrifosfaatti

BzATP 2’,3’-0-(4-benzoyl-benzoyl)adenosine-5’-triphosphate,
2’,3’-0-(4-bentsoyyli-bentsoyyli)adenosiini-5’-trifosfaatti

CDI 1,1°-carbonyldiimidazole, 1,1’-karbonyylidi-imidatsoli

(COCD), oxalyl chloride, oksalyylikloridi

DCM dichloromethane, dikloorimetaani

DMSO dimethyl sulfoxide, dimetyylisulfoksidi

Et:N triethyl amine, trietyyliamiini

EtOAc ethylacetate, etyyliasetaatti

EtOH ethanol, etanoli

FDG 2-fluoro-2-deoxy-D-glucose, 2-fluori-2-deoksi-D-glukoosi

[FIFDOPA  6-['*F]fluoro-L-DOPA, 6-['*F]fluori-L.-DOPA

H>SO04 sulfuric acid, rikkihappo

HCl hydrochlorid acid, suolahappo

HNO3 nitric acid, typpihappo

PrimCl1 1,3-bis(2,6-diisopropylphenyl)imidazoliumcloride,
1,3-bis(2,6-diisopropyylifenyyli)imidatsoliumkloridi

K222 Kryptofix222, 4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-diazabicyclo[8.8.8]hexacosane,
4,7,13,16,21,24-heksaoksa-1,10-diazabisyklo[8.8.8 heksaeikosaani

K>C,04 potassium oxalate, kaliumoksalaatti

KN-62 1-(N,O-bis(5-isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl)-4-phenylpiperazine,
1-(N,O-bis(5-isokinoliinisulfonyyli)-N-metyyli-L-tyrosyyli)-4-
fenyylipiperatsiini

LiAlH4 lithium aluminium hydride, litiumalumiinihydridi

MeCN acetonitrile, asetonitriili

MeOH methanol, metanoli



MgSO4
MRI

MS
NaHCOs3
NaCoO;
NaOH
NH,OH
NMR
RCY

RT
SMW139

SPE
THF
TLC
PET
Uv

magnesium sulfate, magnesiumsulfaatti

magnetic resonance imaging, magneettikuvaus

multiple sclerosis, multippeliskleroosi

sodium bicarbonate, natriumvetykarbonaatti

sodium carbonate, natriumkarbonaatti

sodium hydroxide, natriumhydroksidi

ammonium hydroxide, ammoniumhydroksidi

nuclear magnetic resonance, ydinmagneettiresonanssi

radiochemical yield, radiokemiallinen saanto

room temperature, huoneenlampd
2-chloro-5-methoxy-N-((3,5,7-trifluoroadamantan-1-yl)methyl)bentsamide
2-kloori-5-metoksi-N-((3,5,7-trifluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidi
solid-phase extraction, kiintedfaasiuutto

tetrahydrofuran, tetrahydrofuraani

thin layer chromatography, ohutkerroskromatografia

positron emission tomography, positroniemissiotomografia

ultraviolet, ultravioletti



1 Johdanto

Positroniemissiotomografia (PET) on hyddyllinen ja nykyisin paljon kéytetty
kuvantamismenetelmd. Menetelméssd hyodynnetdén positroniemittoivia radionuklideja, joista
eniten kdytdssd ovat mm. hiili-11, typpi-13, happi-15 ja fluori-18. Muitakin radionuklideja
voidaan hyoOdyntdd, mutta niiden kayttd on vahdisempdd. Jo aiemmin mainituista eniten
PET-kuvantamisessa kéytetty radionuklidi on fluori-18 monien hyvien ominaisuuksiensa takia.
Naitd ovat esimerkiksi sen puoliintumisaika (109,8 min) ja alhainen positronin maksimienergia
(635 keV).

P2X;-reseptori on ionikanavareseptori, joka kuuluu P2X-purinoreseptorien perheeseen.
P2X;-reseptoreita esiintyy lépi déreis- ja keskushermoston ja niilld on havaittu olevan yhteys
erilaisten &éreis- ja keskushermostollisten sairauksien vililldi. P2Xs-reseptorin on todettu
muuttavan muotoaan hermostollisissa sairauksissa ja muodonmuutos aiheuttaa myds reseptorin
toiminnan muuttumisen. Eréddssa tutkimuksessa
2-kloori-5-metoksi-N-((3,5,7-trifluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidin (SMW139)
huomattiin sitoutuvan hyvin P2X;-reseptoriin, vaikka sairauden myoti reseptorin muoto olisi
muuttunut. Témén havainnon jdlkeen SMW139:n sitoutumista P2X;-reseptoriin tutkittiin
PET-kuvantamisen avulla valmistamalla ''C-leimattua merkkiainetta [''C]SMW139.

Tdmén tutkimuksen tarkoituksena oli syntetisoida SMW139:ia muistuttava
referenssiyhdiste  2-kloori-5-fluori-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidi ja
valmistaa 8F_fluorauksella ldhtdaineesta
2-kloori-5-hydroksi-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidista,
2-kloori-5-["®F]fluori-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidi ~ ruteniumvilitteiselld
radioleimauksella. Ruteniumkompleksin on todettu sopivan eméiksisid sivuryhmid sisiltdvien

fenolien '8F-fluoraukseen.



2 Kirjallisuuskatsaus

2.1 Fluorin isotoopit lidketieteellisessi kemiassa
Fluorin ainoaa stabiilia isotooppia, fluori-19:44, hyodynnetddn paljon laddketieteellisessi
kemiassa, koska silld on useita hyvid ominaisuuksia. Fluori on kooltaan pieni ja sen Van der
Waalsin side (1,47 A) on lidhelld vedyn vastaavaa (1,20 A).! Fluorilla on my®&s alkuaineista suurin
elektronegatiivisuus, joka aiheuttaa hiilen ja fluorin vilisille sidoksille suuren dipolimomentin.?
Vaikka fluori on kooltaan hieman vetyd suurempi, sen on havaittu jaljittelevin vetyd monissa
hiiliyhdisteissd. Se ei aiheuta yhdisteisiin steeristé estettd, joka saattaisi vaikeuttaa mm. yhdisteen
sitoutumista elimistdssd. Fluorin on huomattu myds muuttavan molekyylin fysiokemiallisia
ominaisuuksia mm. vihentimilld yhdisteen eméksisyytti tai lisdédmilld sen rasvaliukoisuutta. !
Perinteisessd ladketieteellisessd kemiassa pyritddn mallintamaan luonnosta 16ytyvid
molekyyleja tai niiden johdannaisia. Ndmi luonnosta 16ytyvit yhdisteet eivit usein sisilld fluoria
tai sitd on niissé hyvin vahén. Fluorin kiytto yleistyi, kun havaittiin, ettd jopa yhden fluoriatomin
lisddminen biologisesti aktiivisiin luonnonyhdisteisiin sai aikaan muuttuneen farmakologisen
vaikutuksen. Yhdisteiden metabolinen pysyvyys kasvaa, jos niihin liitetddn fluoria, silld fluori
estdd soluhengityksen vaikutuksia molekyyliin. Rasvaliukoisuuden lisdéntyminen parantaa
molekyylin solukalvonlipdisevyytti, silld solukalvo on fosfolipidikaksoiskalvo. Fluori lisdd myds
molekyylin sitoutumisaffiniteettia sen kohdeproteiiniin, joka voi olla esim. solukalvon reseptori.'
Fluorilla on stabiilin isotoopin lisdksi useita radioaktiivisia isotooppeja. Fluori-18:n on yksi
ndistd radioaktiivisista isotoopeista ja sen puoliintumisaika on 109,8 min, silld on alhainen
positronin maksimienergia (635 keV) ja se puoliintuu sekd 97 %:sesti positroniemissiona ettd 3
%:sesti elektronikaappauksella. Fluori-18:n pidempi puoliintumisaika, verrattuna esimerkiksi
hiili-11:een (20,4 min), mahdollistaa jopa monimutkaisten, radiosynteettisten tekniikoiden kéyton
ja sen kuljettamisen kuvauspaikalle muualta. Alhainen positronin maksimienergia mahdollistaa
korkean resoluution, joka on hyddyksi tarkan sitoutumispaikan etsinnéssd. Naitd fluori-18:n

ominaisuuksia hyodynnetién paljon mm. PET-kuvantamisessa.’



2.1.1 PET-kuvantaminen
PET on kuvantamismenetelmd, joka on herkkd, soveltuu pehmytkudoksen kuvantamiseen,
mahdollistaa korkean resoluution ja on todella monikéyttdinen.* PET-kuvantamisessa
hyddynnetdén merkkiaineita, jotka sisdltdvdt radionuklidin, joka emittoi positronin. Tdma
emittoitunut positroni menettéd energiaansa vuorovaikuttamalla ympéardivan kudoksen kanssa,
jolloin positroni lopulta annihiloituu. Annihilaatiossa syntyy kaksi gammakvanttia, jotka
sinkoavat vastakkaisiin suuntiin. Gammakvantit liikkuvat samalla nopeudella, jolloin PET-
laitteen detektori havaitsee nimé ldhes yhté aikaa detektorille saapuvat kvantit.

PET-kuvantamisessa kéytettdva injisoitavan radioldékkeen mdird on niin pieni, yleensi
pikomooleja, ettd radiolddke itsessdén ei hdiritse niitd biologisia prosesseja, joita sen avulla
kuvannetaan.® Kiytettdvin radioldikkeen valintaan vaikuttavat monet asiat, joista tdrkein
huomioon otettava ominaisuus on radionuklidin puoliintumisaika, silld se rajoittaa kéytettivin
radiolddkeaineen synteesid ja sen tulisi sopia kdytetyn radiolddkkeen metabolianopeuteen
elimistossd. Muita huomionarvoisia ominaisuuksia ovat mm. positronin maksimienergia,
radionuklidin kemialliset ominaisuudet ja saatavuus eli radionuklidin tuotantotapa.®

Yleisimmin kéytetyt lyhytikdiset positroneja emittoivat radionuklidit PET-kuvantamisessa
ovat hiili-11, typpi-13, happi-15 sekd fluori-18°, joita voidaan tuottaa syklotronilla.
Radionuklideja voidaan kayttdd radiolddkkeissd pysyvien ytimien tilalla muuttamatta
molekyylien ominaisuuksia. Usein kuitenkin radioldikkeissé vety voidaan korvata fluori-18:1la,
koska vedylla ei ole radioaktiivista isotooppia, joka voitaisiin havaita ihmiskehon ulkopuolella.

Taulukossa 1 on esitetty edelld mainittujen radionuklidien muutamia yleisia ominaisuuksia.’

Taulukko 1. Lyhytikiiset positroniemittoivat radionuklidit PET-kuvantamiseen.®’

Hajoaminen Positronin
Radionuklidi Ty S o _
positroniemissiolla (%) maksimienergia (MeV)
e 20,4 min B (99) 0,96
BN 10,0 min B (100) 1,19
50 2,0 min S+ (100) 1,72
18R 109,7 min B (97) 0,64




2.2 Fluori-18:n tuottaminen
Fluori-18:aa voidaan tuottaa syklotronilla useilla eri menetelmilld ja kdytetyn menetelméin
mukaan fluori-18:aa saadaan joko ['®F]fluoridina (['®F]F") vesiliuoksessa tai ['*F]F,-kaasuna.
Syklotronissa saadaan '*0(p,n)'8F-ydinreaktiolla aikaan ['®F]fluoridia, kun pommitetaan
happi-18:Ila rikastettua vetti protoneilla. Tdstd reaktiosta saatua ['8F]fluoridia voidaan hyodyntéa
nukleofiilisessd radioleimauksessa. ['*F]fluoridia saadaan helposti tuotettua korkealla
molaarisella aktiivisuudella (Am).>®

['®F]F»-kaasua voidaan hyddyntdd elektrofiilisiin radioleimauksiin. Sitd voidaan tuottaa
joko perinteisemmalld tavalla, jossa neon-20:td pommitetaan deuteriumeilla, ydinreaktiolla
2Ne(d,a)'®F tai ydinreaktiolla *O(p,n)"*F, jossa tuotanto tapahtuu syklotronissa pommittamalla
['®0]0O,-kaasua protoneilla. Kun jalkimmadiselld reaktiolla tuotetaan ['8F]F,-kaasua, tulee
['®0]0,-kaasun joukkoon lisitd myds kantajakaasu, '°F-F,. Kantajakaasun lisidminen kuitenkin
laskee fluorattavan yhdisteen molaarista aktiivisuutta. Koska jokaisesta
['®F]F,-kaasumolekyylistd vain toinen fluoriatomi voi reagoida halutun yhdisteen kanssa, tillin
saatava teoreettinen radiokemiallisen saannon maksimi voi olla vain 50 %.>8

Kuten on jo aiemmin mainittu seké elektrofiiliseen fluoraukseen sopiva ['*F]F,-kaasu ettd
nukleofiiliseen fluoraukseen sopiva ['®F]fluoridi voidaan tuottaa useilla eri menetelmilld
erilaisista ldhtGaineista. Ldhtdaineesta ja menetelmistd riippuen lopputuloksena saatavat
molaariset aktiivisuudet vaihtelevat. Korkeimmat molaariset aktiivisuudet saadaan tuottamalla
['®F]fluoridia. Eri ydinreaktiolla tuotettuja korkeimpia molaarisia aktiivisuuksia on kirjattu

taulukkoon 2.

Taulukko 2. Korkeimpia tuotettuja molaarisia aktiivisuuksia.

Kaytetty ydinreaktio | Tuote | Korkein tuotettu A, (GBg/pumol) | Viite

2Ne(d,0) ' F ['8F]F- 370 2
80(p,n)"*F ['SF]F- 43 000 10
ISO(p,l’l)ISF [ISF]FQ 55 11

ZONe(d,(l)lgF [ISF]FQ 0’37 12




2.3 8F-fluoraus

2.3.1 NuKleofiilinen '¥F-fluoraus

Nukleofiiliseen fluoraukseen kiytetiddn ['*F]fluoridia vesiliuoksessa. Se on kuitenkin
vesiliuoksessaan emis ja huono nukleofiili. ["F]fluoridi vesiliuoksessaan reagoi veden
vetyionien kanssa ja siksi vesi tulee poistaa reaktioseoksesta, jotta ['*F]fluoridia voidaan kéyttdi
8F_fluorausreaktioissa. Vesi poistetaan prosessissa, jonka ensimméisessé vaiheessa [ '*F]fluoridi
ladataan ioninvaihtopatruunaan, joka sitoo ['*F]fluoridianionit itseensd. Tdmin jilkeen patruunaa
eluoidaan jonkin heikon eméksen, usein jonkin alkalimetallin esim. kaliumkarbonaatin,
vesiliuoksella. Koska ['®F]fluoridi sitoutuu voimakkaasti kiytettyyn alkalimetalliin, varsinkin
kaliumiin, tarvitaan faasinvaihtokatalyyttejd irrottamaan kéytetty alkalimetalli ['*F]fluoridista.
Eniten kaytossa olevia faasinvaihtokatalyyttejé ovat mm. Kryptofix222,
4,7,13,16,21,24-heksaoksa-1,10-diatsabisyklo[8.8.8heksaeikosaani ja 18-kruunu-6,
1,4,7,10,13,16-heksaoksasyklo-oktadekaani, kruunueetteri. N&iden faasinvaihtokatalyyttien
rakenteet nakyvit kuvassa 1. Lopuksi saatu seos haihdutetaan atseotrooppisesti asetonitriilin
kanssa, jotta kaikki vesi saadaan lopulta poistettua reaktioseoksesta.'* Atseotrooppinen tislaus on
aikaa vievd prosessi, joten viime aikoina se on korvattu kayttimalld erilaisia
kiinteéfaasiuuttomenetelmié (SPE). Niissd menetelmissé ['*F]fluoridi ladataan patruunaan kuten
ylld kuvatussa atseotrooppisen prosessin ensimmaéisessd vaiheessa. Patruuna huuhdellaan
sopivalla orgaanisella liuottimella veden poistamiseksi ja lopulta ['®F]fluoridi eluoidaan

jatkoreaktioihin sopivalla eluaatilla, kuten esimerkiksi kuparitriflaatilla.'*
K\ K\ 0/\

O O
K/ N\) K/O\)
Kryptofix,,, 18-kruunu-6

Kuva 1. Faasinvaihtokatalyyttien Kryptofix222:n ja 18-kruunu-6:n rakenteet.

Alifaattisten  yhdisteiden nukleofiilinen '®F-fluoraus tehddéin Sx2-mekanismilla.
Sn2-meknismilla nukleofiilina toimiva ['®F]fluoridi korvaa ldhtdaineen ldhtevin ryhmén.
'8F-fluorausta suunnitellessa tirkeintd on valita tilanteeseen sopiva ldhtevd ryhmi. Niiden
reaktiivisuutta on tutkittu paljon ja alifaattisten yhdisteiden '®F-fluorauksessa eniten kaytettyja
ryhmid ovat sulfonaattien esterit mm. p-tolueenisulfonaatti, metaanisulfonaatti,

4-nitrobentseenisulfonaatti ja trifluorimetaanisulfonaatti, joista viimeksi mainittu on parhain.



Naiden tilalla voidaan kayttdd myos halogeeneja, joista paras on jodi, vaikka sulfonaattien esterit
ovat yleisesti parempia. Myds ryhmén sijainnilla on vaikutusta substituution onnistumisen
kannalta.®!3 Esimerkiksi paljon PET-kuvantamisessa kiytetty ["*F]FDG,
2-['"®F]fluori-2-deoksi-D-glukoosi'® voidaan tuottaa nukleofiiliselld ['*F]fluorauksella.!’
Aromaattisten yhdisteiden nukleofiilinen 'F-fluoraus tehddéin SnAr-mekanismilla.
Nukleofiilisen '®F-fluorauksen onnistumiseksi aromaattisessa renkaassa tulee olla, orto- tai
para-asemassa, jokin elektroneja puoleensavetiava ryhma. Téllaisia ovat mm. -NO,-, -CF3-, -CN-
ja  -CHO-ryhmit.® Niiden ryhmien lisidksi nukleofiilisen aromaattisen substituution
onnistumiseksi tarvitaan usein myds korkeita reaktiolampdétiloja sekd polaarisia, aproottisia
liuottimia. N&itd ei tarvita alifaattisten yhdisteiden nukleofiilisessid fluorauksessa.'
Aromaattisella nukleofiiliselld 18F_fluorauksella voidaan tuottaa esimerkiksi

6-['*F]fluori-L-DOPA:a (['*FJFDOPA).!8

2.3.2 Elektrofiilinen '®F-fluoraus

Elektrofiilisessid fluorauksessa kiytetddn ['®F]F,-kaasua. ['®F]F,-kaasulla, joka reagoi kationin
(F") lailla, voidaan fluorata elektronirikkaita ldhtoaineita kuten alkeeneja, aromaattisia renkaita
tai karbanioneja. Reaktiomekanismit elektrofiiliselle '®F-fluoraukselle ovat aromaattinen
substituutioreaktio (SgAr) ja alkeeneilla additioreaktio. Vaikka reaktiot ovat nopeita ja
yksinkertaisia, heikon paikkaselektiivisyyden vuoksi reaktiossa muodostuu useita sivutuotteita.
['®F]F,-kaasu reagoi kiivaasti ja siksi sen kdytto ei vaadi korkeita lampétiloja. Reaktiivisuutensa
takia ['®F]F,-kaasun kiytté fluorauksessa ei ole spesifinen menetelmi ja usein synnyttid myds
paljon ei-toivottuja sivutuotteita sitoutumalla fluorattavan yhdisteen kaikkiin mahdollisiin
nukleofiilisiin kohtiin,! josta seuraa haastavat puhdistukset.?

['®F]F,-kaasua voidaan myds jatkokisitelld, jotta synteesin paikkaselektiivisyys ja
radiokemiallinen saanto kasvavat.® Toinen vaihtoehto vaikuttaa reaktion paikkaselektiivisyyteen
on valita reaktioon sopiva hyvd ldhtevd ryhmi. Esimerkiksi selektiivisessd elektrofiilisessd
aromaattisen renkaan fluorauksessa vaaditaan renkaan aktivaatio ja hyva, helposti ldhteva ryhma.
Tillaisia kiytettyjd ryhmid ovat mm. germanium?®, erilaiset elohopeaa sisiltivit ryhmit!??!,
alkyloitu tina'? sekd boorihapot? etti -esterit?>. Niisti jalkimmaiiset ovat nykyisin eniten kiytetyt
ldhtevit ryhmét elektrofiilisessd '*F-fluorauksessa. Kolmas mahdollisuus vaikuttaa reaktion
paikkaselektiivisyyteen on kiyttid vidhemmin reaktiivisia fluorausreagensseja ['*F]F»-kaasun

sijaan. Tillaisia reagensseja ovat mm. N-fluoriyhdisteet esim. N-['®F]fluoribentseenisulfonimidi

ja ['®F]Selectfluorin bis(triflaatti),
1-kloorimetyyli-4-['®F]fluori-1,4-diatsoniabisyklo[2.2.2]oktaani bis(tetrafluoriboraatti). Paljon
PET-kuvantamisessa kéytettyja yhdisteité 2-["8F]fluori-L-tyrosiinia ja
6-['®F]fluori-3,4-dihydroksi-L-fenyylalaniinia, voidaan tuottaa elektrofiilisella

additioreaktiolla.®!?



2.3.3 Siirtymimetallien kiytto '8F-fluorauksissa

Aromaattisten rengasrakenteiden fluorausta on tehty alun perin Balz—Schiemann-reaktiolla, jonka
ongelmana on siind kiytetty hyvin rdjahdysherkkd ja myrkyllinen areenidiatsonium.?*
Yksinkertaisia aromaattisia rengasrakenteita on voitu fluorata myds SnAr-metodilla. Tdmén
metodin haasteena on se, ettd renkaassa tulee olla sekd hyva ldhtevd ryhma ettd elektroneja
puoleensavetdvd ryhma ja usein synteesi vaatii todella rajut reaktio-olosuhteet, mikd usein luo
haasteita radioleimattavien ldhtoaineiden syntetisoinnissa. SxAr-metodilla '8F-fluoraus ei edes
onnistu aktivoimattomaan bentseenirenkaaseen eikd elektronirikkaaseen yhdisteeseen.?>%¢

Siirtymimetallien kéyttoé '®F-fluorauksissa on osoittautunut toimivaksi ratkaisuksi SxAr-metodin

haasteisiin.!’ '®F-fluorauksessa kiytettyjd siirtymimetalleja ovat mm. palladium?’?®, nikkeli*-3!,

32, 33 34-36 37,38

kupari hopea ja rutenium®”®, Siirtymédmetallivilitteisen '*F-fluorauksen etuja ovat
matalammat reaktioldimpétilat kuin perinteisissd '®F-fluorausmenetelmissd, 1dhtdaineiden
pysyvyys huoneenlimmossd ja mahdollisuus hyddyntdd menetelmdd useille erilaisille

yhdisteille.?

2.3.3.1 Palladium

Palladium oli ensimmdisid siirtymdmetalleja, joita alettiin tutkia 'SF-fluorauksessa, silld
palladiumia oli kiytetty jo paljon erilaisiin orgaanisiin synteeseihin.** Ensimmiinen
palladiumkompleksia tutkinut ryhma oli Lee et al.** vuonna 2011. Vuonna 2013 Ritter et al.?’
julkaisivat  tutkimuksen, jossa  oli  tarkoitus  kehittdd  aiemmin  tutkittujen
palladium(Il)kompleksivilitteisten synteesien*' radiokemiallista saantoa. Tdssd tutkimuksessa
kéytettiin palladium(IV)kompleksia ja silld saatiin tuotettua haluttua lopputuotetta riittdvalla
radiokemiallisella saannolla. Ongelmaksi muodostui kuitenkin kéytettyjen
palladiumkompleksien epikaytanndllisyys, koska kompleksin kéyttd vaatii inertit olosuhteet,
jonka vuoksi myds radioleimattavien ldhtdaineiden synteesit saattoivat muodostua haastaviksi.
Myos leimattavan yhdisteen jotkin sivuryhmdt aiheuttivat ongelmaa, silld leimaus ei onnistunut,
jos yhdiste sisdlsi nukleofiilisid, eméksisid sivuryhmid kuten amiineja. Kuvassa 2 on esitetty

8F_fluorauksissa kiytettyjen palladiumkompleksien rakenteet.
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Kuva 2. Palladiumkompleksien rakenteet.



2.3.3.2 Nikkeli

Nikkelin kéyttéd '®F-fluorauksissa alettiin tutkia, koska se on halvempi kuin aiemmin kiytetty
palladium ja sen ajateltiin ylittdvin palladiumin kiytdssd havaitut haasteet. Ritter et al.*” vuonna
2012 kéyttivét nikkelikompleksia yhdessd hapettimen kanssa '8F-fluorauksissa. Kuvassa 3 on
esitetty nikkelikompleksin ja sen kanssa tarvittavan hapettimen rakenteet. Télld tavalla
leimaamisen etuja olivat mm. menetelmédn yksivaiheisuus, toimiminen huoneenldmmossa,
huomattavasti korkeammat radiokemialliset saannot kuin palladiumia kiytettdessd ja, ettei
nikkelikompleksi ollut lainkaan kosteusherkki, joten ['*F]fluoridia voitiin hyddyntdd suoraan
vesiliuoksessaan ilman kuivaamista. Menetelmai ei kuitenkaan toiminut tertidérisille amiineille.
Myohemmin vuonna 2016 Ritter et al.’® tekivit uuden tutkimuksen nikkelin kdytostd ja
onnistuivat aryyliboorihappojen ja niiden estereiden '|F-radioleimauksissa nikkeli(II)
o-aryylikompleksilla. Vaikka tilldi menetelmdlld voitiin '®F-radioleimata myds emiksisissi
olosuhteissa, jii timén menetelmédn ongelmaksi kuitenkin edelleen toimimattomuus esimerkiksi

Lewisin eméikselle.

2@
—l 2@OTf OMe

Z

30 g |
W N
2 "N-Ni-N Ql
N/ |
X _N
S

Ph OMe
Ni(Il)kompleksi Hapetin

Kuva 3. Nikkelikompleksin ja kdytetyn hapettimen rakenne.

2.3.3.3 Kupari

Muilla aiemmin tutkituilla siirtymametalleilla kuten palladiumilla ja nikkelilld oli yksi yhteinen
ongelma. Niiden komplekseja ei ollut kaupallisesti saatavilla, miké vaikeutti tuotantoprosessien
yksinkertaistamista. Kuitenkin kuparin tetrakis(pyridiini)kupari(Il) triflaattia on saatavana

1.3 onnistuivat pinakoli-johdettujen

kaupallisena ja sen avulla vuonna 2014 Gouverneur et a
aryylibooriestereiden  '8F-fluorauksessa. Menetelmdn etuna oli sen  monipuolisuus
elektronirikkaiden ja -kOyhien molekyylien leimaamisessa ja useiden eri funktionaalisten
ryhmien sietokyky. Menetelmai ei kuitenkaan kestéinyt suojaamattomia alkoholeja eikd eméksia.
Prekursoreina voidaan kuitenkin kiyttdd aryyliboorihappoja* ja trialkyylitinattuja areeneja.*
Kuvassa 4 on esitetty kupari(Il)kompleksin kéyttd aryylibooriestereiden ja -happojen

BE_fluorausreaktioissa.
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Kuva 4. Kupari(Il)kompleksin kiyttd aryylibooriestereiden ja -happojen '8F-fluorausreaktioissa,

mukailtu sekd Governeur et al.>? ettd Scott et al.*? tutkimuksista.

2.3.3.4 Hopea

Vuonna 2010 Gouverneur et al.>* havaitsivat, etti hopeatriflaattia voidaan lisété [ '*F]Selectfluorin
bis(triflaatilla) tehtéviin aryylistanniinien '*F-fluorauksiin. Hopean lisd@minen reaktioon nopeutti
sitd ja nosti lopullista saantoa. Télld menetelmélld voitiin tuottaa myds kliinisesti merkittavaa
radiolddketti: ['|FJFDOPA. Gourverneur et al>*> vuonna 2016 havaitsivat, ettd
hopea(I)kompleksilla voitiin '®F-fluorata useita erilaisia tolueenin halogeenijohdannaisia.
Parhaiten tdlld menetelmélld saatiin leimattua sellaisia yhdisteitd, joissa oli bromia. Vaikka
reaktio-olosuhteet olivat lempedt, menetelmén haasteeksi jdi tuotteiden matala molaarinen
aktiivisuus. Kuvassa 5 on esitetty reaktiokaavio yhdelle tolueenin halogeenijohdannaisen
8F_fluorausreaktioista. =~ Myohemmin vuonna 2017 Lu et al*® onnistuvat '*F-fluorata
hopeavilitteisesti  tyydyttymdttomid karbamaatteja. Menetelmdlld  fluoraus tapahtuu
intramolekulaarisesti muodostuvaan rengasrakenteeseen hyoddyntien radikaalireaktiota, jolla
sidosten migraatio saadaan aikaan. Kohdemolekyylin fluoraus ja syklisointi eivét kuitenkaan

onnistu, jos molekyyli siséltda elektronikdyhin kaksoissidoksen.

AgOTf
1O
CHFCL  cy,c1,, 20 min cur
R » R
["*FIKF/K
Kuva 5. I8F-fluorausreaktioesimerkki tolueenin halogeenijohdannaiseen

hopea(I)kompleksivilitteisesti. Mukailtu Gouverneur et al.** tutkimuksesta.
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2.3.3.5 Rutenium

Rutenium on yksi uusimmista siirtymdmetalleista, joita on kéytetty '*F-fluorauksessa. Usein
fenolien '8F-deoksifluorauksen ongelma on ollut reaktiomekanismi, jonka kautta reaktiot
tapahtuvat. Aromaattisten nukleofiilisten substituutioreaktioiden reaktiomekanismeja on kaksi,
joista molemmat mekanismit ovat kaksivaiheisia.** Mekanismit ovat joko additio—eliminaatio tai
eliminaatio—additio. Kaksivaiheisuudesta koituva ongelma on molemmissa reaktioissa syntyva
korkeaenerginen intermediaatti, jonka aiheuttama negatiivinen varaus tulee stabiloida jollakin
elektroneja puoleensavetivilld ryhmilld.* Kuitenkin Ritter et al.*¢ vuonna 2016 onnistuivat
fenolien  fluorauksessa  yksivaiheisella  keskitetylldi  nukleofiiliselli  aromaattisella
substituutioreaktiolla (cSnAr). Tutkimuksessa kéytettiin fluoraukseen
PhenoFluor-fluorausreagenssia, mutta sitd ei kuitenkaan voitu hyodyntdd suoraan fluori-18:n
synteeseihin, silld tilld mekanismilla fluoria tarvittiin yliméérin, miké ei fluori-18:n syntetiikassa
onnistu.

Vuonna 2017 Ritter et al.¥’ onnistuivat fenolin '8F-deoksifluorauksessa
ruteniumkompleksilla. T&lld menetelmdlld onnistuttiin jopa suuria funktionaalisia ryhmid
siséltdvien ja elektronirikkaiden fenolien "*F-fluorauksessa. Ruteniumilla voidaan fluorata myos
orto-substituoituja ja amiineja sisiltivid molekyylejd. Ruteniumvilitteinen '*F-fluoraus tapahtuu
ruteniumkompleksin ja fenolin bentseenirenkaan vilille muodostuvan 7°-z-koordinaatiosidoksen
kautta. Koordinaatiosidoksen toimintaperiaate on esitetty kuvassa 6. Ruteniumkompleksin etuja
ovat sen hyvd kosteuden sietokyky ja se, ettei ruteniumkompleksin kéytté vaadi inerttid
ilmakehda. Menetelmidn heikkous on korkea ldmpoétila, joka tarvitaan irrottamaan
ruteniumkompleksi  ja 1,3-bis(2,6-diisopropyylifenyyli)imidatsoliumkloridi (P ImCl)
['®F]fluoriareenista.’” Seuraavana vuonna, 2018 Ritter et al.*® '8F-fluorasivat ruteniumilla
onnistuneesti my0s polypeptidiketjuja. Huomattavinta oli, ettd fluorauksella voitiin liittdd fluori

suoraan vedyn tilalle.
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Kuva 6. Ruteniumkompleksin koordinaatiosidoksen toimintaperiaate. Ruteniumkompleksin
kdyttd vaatii 1,3-bis(2,6-diisopropyylifenyyli)imidatsoliumkloridin ('ImCl). Mukailtu Ritter et

al.’” tutkimuksesta.

2.4 P2X-reseptoriperhe

Purinergisiin P2-reseptoreihin kuuluvat P2X- ja P2Y -reseptorit. Néistd kahdesta, P2X-reseptorit
muodostavat seitsemin eri reseptoria (P2X.7) sisdltdvén reseptoriperheen. Niitd reseptoreita on
16ydetty paljon mm. keskushermoston hermosoluista ja gliasoluista.*® Taulukossa 3 on esitetty
P2X-reseptorien esiintyvyys eri osissa hermostoa. P2X-reseptorit koostuvat kolmesta
alayksikdstd. Suurin osa néistéd reseptoreista on homo-oligomeereja, eli niiden kaikki alayksikot
ovat identtisid. Tdmén reseptoriperheen alayksikkéjen aminohapposekvenssit ovat 40—55 %:sesti
identtiset kaikilla muilla paitsi P2X5-reseptorilla, joka siis eroaa muista perheen reseptoreista

eniten.*’

Taulukko 3. P2X-reseptorien esiintyvyys hermoston eri osissa.*

Kudos P2X; | P2X, | P2X5 | P2Xs | P2Xs | P2Xs | P2X;
Sympaattiset hermosolut X X X X X X X
Parasympaattiset hermosolut X X X X
Sensoriset hermosolut X X X X X X X
Enteeriset hermosolut X X X X
Keskushermosto X X X X
Nékohermot X X X X X

P2X-reseptorit ovat valikoimattomia ligandiviélitteisid ionikanavia eli ne kuljettavat ioneja,
mm. Ca?’, K" ja Na’, soluihin ja sieltd pois.® P2X-reseptorien pédasiallisena ligandina toimii
adenosiinitrifosfaatti (ATP), vaikka jotkin néistd reseptoreista voivat sitoa myds ATP:n

johdannaista adenosiinidifosfaattia (ADP).’ Myos
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2’,3’-0O-(4-bentsoyyli-bentsoyyli)adenosiini-5’-trifosfaatin - (BzZATP) on todettu toimivan
agonistina useille P2X-perheen reseptoreille.> Kuvassa 7 on esitetty ATP:n, ADP:n ja BZATP:n
rakenteet. Reseptorit reagoivat ATP:n konsentraation muutoksiin solunulkoisessa tilassa.
Reseptorien toiminta voidaan jakaa kolmeen vaiheeseen (aktivointi-, herkistymis- ja
inaktivointivaihe). Aktivointivaiheessa sisddnpdin suuntautuvan virran nopea nousu tapahtuu,
kun ATP sitoutuu reseptoriin. Herkistymisvaiheessa ATP:n ollessa sitoutuneena reseptoriin, alkaa
hidas hajoaminen, joka loppuu, kun ATP irtoaa reseptorista (inaktivointivaihe).
P2X-reseptoreiden ATP:n herkkyys sekd aktivoitumisen ettd inaktivoitumisen kinetiikka

vaihtelevat reseptoreiden vélilld esim. P2X,-reseptori reagoi ATP:n konsentraation muutoksiin jo

nanomoolitasolla, mutta P2X5-reseptori vasta korkeilla mikromoolitasoilla.’!->3
NH, NH,
N7 SN
O O o© k)ji o o LY
I I I I I N~ N
HO- P O~ P O- P 0) HO- II’—O—II’—O o
OH OH OH OH OH
OHOH OHOH
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OH OH OH

0
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Kuva 7. ATP:n, ADP:n ja BZATP:n rakenteet.

2.5 P2X7-reseptori

P2X;-reseptori  kuuluu P2X-reseptorien perheeseen. Tétd reseptoria on I0ydetty sekd
keskushermostosta mikroglia-, astrosyytti- ja Schwannin soluista, ettd useista eri
immuunipuolustuksen soluista mm. erytrosyyteistd, lymfosyyteistd ja fibroblasteista.
P2X5-reseptori muuttaa solun sisépuolista kaliumkonsentraatiota, mikd saa aikaan moniportaisen
toimintaketjun, joka aktivoi hermostollisia vélittijdaineita mm. sytokiineja.** Kuten on jo
alemmin mainittu P2Xjs-reseptorin toiminta perustuu suuriin, mikromoolitason, ATP:n
konsentraatioiden muutoksiin solunulkoisessa tilassa.® P2X;-reseptorilla on todettu olevan rooli

myo0s elimiston tulehdusvasteessa, silld normaaleissa olosuhteissa, terveilld henkil6illd, ATP:n
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pitoisuudet ovat alhaiset ja P2X7-reseptori ei aktivoidu. Jos solunulkoisessa tilassa ATP:n
pitoisuus nousee, aiheutuu se usein jostakin sairaudesta ja tilloin P2X;-reseptori aktivoituu.>®

P2X;-reseptorin rakenne eroaa hieman P2X-perheen muista reseptoreista. Kaikilla perheen
reseptoreilla on kolme alayksikkod, joista ne koostuvat. Niilld kaikilla on my0s solukalvon yli
ulottuvat, kaksi transmembraanidomeenia ja niiden solun sisédpuolella sijaitseva C-terminaalinen
peptidiketju. Kuitenkin P2X;-reseptoreilla timé solun sisdpuolinen peptidiketju on huomattavasti
pidempi kuin muilla P2X-perheeseen kuuluvilla reseptoreilla. P2X;-reseptorin C-terminaalinen
peptidiketju on 239 aminohappoa pitkd, kun muilla perheen reseptoreilla sen pituus on vain
27-129 aminohappoa. Kuvassa 8 on esitetty P2X5-reseptorin 3D-mallinnettu molekyylirakenne.
P2X7-reseptorin vaste ATP:n konsentraation muutoksiin voi syntyé kahdella eri tavalla riippuen
altistuksen pituudesta. Jos altistuminen suurelle ATP:n pitoisuudelle on lyhyt, on P2X5-reseptorin
vaste nopea sisddnpéin suuntautuva virta. Jos altistuminen kestéé pitkaén tai altistumisia tapahtuu
usein, on vaste huokoistuminen. Huokoistuessaan reseptori voi pddstdd solukalvonsa lépi
huomattavasti ioneja suurempia molekyylejd, jopa 800-900 Da suuruisia.’’*® Huokoistumisen
seurauksena lopulta aiheutuu solukuolema. Kuitenkaan muut P2X-perheen reseptorit eivét
kykene huokoistumaan, silld ne reagoivat ATP:n muutoksiin solunulkoisessa tilassa jo selkeésti
matalammilla konsentraatioilla.”® Erds ero P2X5-reseptorin ja muiden P2X-perheen muiden
reseptorien vilillda on myds BzATP, jonka on huomattu olevan pééasiallista agonistia, jopa 10—
30 kertaa, potentimpi.’*>® BzATP sitoutuu myds muihin P2X-perheen reseptoreihin, mutta se ei
ole ldheskdin yhtd potentti muille verrattuna P2X5-reseptoriin.>?

P2X5-reseptorin on todettu olevan usein yliedustettuna soluissa, jotka muuttuvat erilaisten
neurologisten sairauksien takia. Téllaisia sairauksia ovat esim. multippeliskleroosi (MS),
Alzheimerin tauti ja Huntingtonin tauti.”® Esimerkiksi MS-taudissa P2X5-reseptorin muodon on
my0s havaittu muuttuneen. Muodonmuutoksen on arvioitu lisdnneen taudin ilmaantuvuuden
todennédkdisyyttd. Hiirilld on havaittu, ettd P2X5-reseptorin toiminnan estdminen antagonistilla
viahentdd aivoinfarktien laajuutta ja neurologisten oireiden ilmaantumista. Niiden tulosten
perusteella P2Xs-reseptorien kiinnostavuus tutkimuskohteena on kasvanut. Kiinnostusta

herittivid seikkoja ovat antagonistien kiytté mahdollisina ldéke- tai kuvantamisaineina.>

Kuva 8. P2X;-reseptorin 3D-mallinnettu molekyylirakenne.*
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2.5.1 P2X7 -reseptorin antagonistit

P2X7-reseptorien tutkimus lddkekohteena on kasvanut ja sille on pyritty 16ytdimaan mahdollisia
antagonisteja. Antagonistin tirkeimméit ominaisuudet ovat niiden selektiivisyys tutkitulle
reseptorille, tdssd P2Xs-reseptori, ja hyva sitoutumiskyky. Ennen varsinaisten selektiivisten
antagonistien 10ytymistd tutkittiin useita erilaisia ATP:n johdannaisia. Nédiden johdannaisten
ongelma oli kuitenkin niiden valikoimattomuus eli ne eivét olleet tdysin selektiivisid halutulle
P2X5-reseptorille.®!

Yksi ensimmadisistd P2X5-reseptorille potenteista ja selektiivisistd antagonisteista on
vuonna 2000 Jiang et al.? tutkima Brilliant Blue G -molekyyli, natrium-3-[[4-[(E)-
[4-(4-etoksianiliini)fenyyli]-[4-[etyyli-[ (3-sulfonaattifenyyli)metyyli]atsaniumiylidiini]-2-
metyylisykloheksa-2,5-dien-1-yylideeni|metyyli]-N-etyyli-3-metyylianiliini|metyyli]-
bentseenisulfonaatti. Kuitenkin tdmin antagonistin haasteeksi osoittautui sen sitoutuminen
P2X,-reseptoriin jopa 15-kertaisesti paremmin kuin P2X5-reseptoriin.

Isokinoliini toimii runkona useille P2X;-reseptorin antagonisteille ja vuonna 2001
Jacobson et al.® esittelivit P2X5-reseptorille potentin ja selektiivisen antagonistin,
isokinoliinijohdannaisen,
1-(N,0-bis(5-isokinoliinisulfonyyli)-N-metyyli-L-tyrosyyli)-4-fenyylipiperatsiini (KN-62).
Kuvassa 9 on esitetty sekéd Brilliant Blue G:n ja KN-62:n rakenteet, ettd isokinoliinirunko, joka

nikyy KN-62:n rakenteessa.

0O, pH3 9 /\
S -N C-N N
INON

H,C

Brilliant Blue G KN-62

Kuva 9. Brilliant Blue G:n ja KN-62:n rakenteet. Isokinoliinirunko on merkattu siniselld vérilla.

Baraldi et al.** esittelivit vuonna 2003 KN-62:n johdannaisia mahdollisina antagonisteina
P2X5-reseptorille. Tutkimuksessa selvitettiin eri funktionaalisten ryhmien vaikutusta siihen,
kuinka molekyylit sitoutuvat P2Xs-reseptoriin. Useiden tutkittujen KN-62 johdannaisten
huomattiin olevan jopa hieman parempia antagonisteja kuin alkuperdinen molekyyli. Ndiden

molekyylien 16ytdminen avasi uusia mahdollisuuksia antagonistien etsimiselle. Nyt syklisten
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6566 adamantaaniamidien,’®  diaryyli-imidatsoliinien,®”  syanoguanidiinien®® ja

imiinien,
substituoitujen aryylitetratsolien®® tutkimus on johtanut monien uusien rakenteellisesti toisistaan
eroavien antagonistien 16ytymiseen. Kuvassa 10 on esitettyni edelld mainittuja P2X;-reseptorin

antagonisteina toimivia molekyyleja.

H,N

A .

0
=
| O H ca NN
I\Q/\)\/ N cl | N
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NO, N

(AZ116453743)
Syklinen imiini

(A-438079)
(GSK314181A) . .
. Aryylitetratsoli
SN Adamantaaniamidi
N N_NUN 0
IPYROE S
P e ‘
. : O
\\\‘ N
(A-740003)
Syanoguanidiini

(4R,55)-2,4,5-trifenyyli-4,5-dihydro-1H-imidatsoli
Diaryyli-imidatsoliini

6566 adamantaaniamidien,®

Kuva 10. P2Xj-reseptorin antagonisteina toimivien: imiinien,
diaryyli-imidatsoliinien,®” syanoguanidiinien®® ja substituoitujen aryylitetratsolien®® yhdisteiden

esimerkkirakenteet. Mukailtu ldhteista.

Vuonna 2003 Baxter et al.%’ tutkivat erilaisia adamantaanihikin siséltdvid molekyylejé ja
havaitsivat, ettd adamantaani-indatsoliamidi on todella potentti ja kaikin puolin P2X5-reseptorin
antagonistin kriteereihin sopiva molekyyli. Tdimén tutkimuksen jilkeen adamantaanijohdannaiset
alkoivat kiinnostaa potentteina ja selektiivisind antagonisteina. Adamantaanijohdannaisten etu on
ndiden molekyylien pieni koko ja mahdollisuudet yhdistelld eri funktionaalisia ryhmié

molekyylin rakenteeseen.

2.5.1.1 Adamantyylibentsamidiyhdisteet

Myos useat ladkeyhtiot kiinnostuivat adamantaanijohdannaisista antagonisteina ja AstraZeneca
oli ensimméiinen yhtid, joka alkoi tutkimaan mahdollisia P2X;-reseptorin antagonisteja myds
kliinisissd tutkimuksissa. N-(((3R,5R,TR)-adamantaan-1-yyli)metyyli)-
2-kloori-5-(3-((3-hydroksipropyyli)amino)propyyli)-bentsamidi (AZD9056), kuvassa 11, oli
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ensimmadainen AstraZenecan kliinisiin tutkimuksiin edennyt P2X5-reseptorin antagonisti, silld sen
oli aiemmin todettu olevan potentti ja selektiivinen. Faasi Ila -vaiheen tutkimuksessa havaittiin,
etti AZD9056 sekd vdhensi nivelien turvotusta ja arkuutta ettd paransi potilaiden fyysistd
suorituskykyad, mutta Faasi IIb -vaiheen tutkimuksessa ei saatu haluttuja tuloksia suuremmalla

testiryhmilld, joten AZD9056 ei edennyt pidemmalle tutkimuksiin.”

H

”/\/\OH

AZD9056

Kuva 11. AZD9056 molekyylin rakenne.

AZD9056:n ja muutamien muiden molekyylien epdonnistuneiden tutkimusten jélkeen
mielenkiinto adamantaanijohdannaisia kohtaan ei kuitenkaan vahentynyt. Tutkimusta on tehty
vuosien varrella funktionaalisten ryhmien vaikutuksesta molekyylien kykyyn sitoutua
P2X5-reseptoriin ja sen metabolisiin ominaisuuksiin elimistossd.”! Vuonna 2017 Wilkinson et
al.”” havaitsivat, ettd useiden P2X7.reseptorin antagonisteina toimivien molekyylien ongelma oli
niiden suuri molekyylipaino, joka hidastaa molekyylin siirtymistd verestd kudoksiin. Lisaksi
tutkismusryhmaé havaitsi, ettd adamantaanihikin sisdltdvien antagonistien lipofiilisyys oli usein
varsin korkea. Lipofiilisyyttd yritettiin muuttaa korvaamalla adamantaanihidkki jollakin
pienemmélld hiiliketjulla, mutta sen havaittiin heikentdvéin molekyylien sitoutumista P2X5-
reseptoriin.”

Wilkinson tutkimusryhmineen huomasi, ettd adamantaanihékin tertidérisiin hiiliin liitetyt
fluoriatomit seka lisddvét yhdisteen metabolista stabiilisuutta ettd vahentdvét yhdisteen reagointia
elimiston entsyymien kanssa. Bentseeniryhmédn liitetyt typpiatomit vdhensivdt yhdisteiden
lipofiilisyyttd.”” Tdmén tutkimuksen jdlkeen vuonna 2018 Janssen et al.” tutkivat, kuinka tillaiset
fluoratut adamantaanijohdannaiset toimivat in vivo. Heidén tutkimuksissaan kédvi ilmi, ettd
trifluoratulla molekyylilld on paras metabolinen stabiilisuus, sitoutumisaffiniteetti ja sen todettiin
muodostavan vihiten metaboliitteja, verestd mitattuna, verrattuna fluoraamattomaan-, mono- ja
difluorattuun molekyyliin verrattuna. Kuvassa 12 on esitetty Janssenin et al.”* tutkimuksen neljan

adamantaanijohdannaisen rakenteet.
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Kuva 12. Adamantaanijohdannaisten rakenteita.’"

2.5.1.2 P2X7-reseptorin antagonistit PET-kuvantamisessa

P2X;-reseptorien antagonisteina toimivista molekyyleistd vain osaa on hyddynnetty myos
PET-kuvantamisessa tai siihen liittyvassa tutkimuksessa. P2X;-reseptorin antagonistien kyttd on
selkedsti vahdisempad PET-kuvantamisessa kuin muissa kliinisissd tutkimuksissa. Kuitenkin
muutamia antagonisteja on hyddynnetty myds PET-kuvantamiseen. PET-kuvantamisen avulla
hyddynnettdvat P2Xs-reseptorin  antagonistit ~ voisivat tarjota tarvittavaa lisétietoa
keskushermostollisten sairauksien patofysiologiasta eli siitd, kuinka tauti syntyy ja kuinka se
toimii ja etenee elimistdssd. P2X7-reseptorin antagonistina toimivaa
(R)-(2-kloori-3-(trifluorimetyyli)fenyyli)(1-(5-(fluoripyrimidin-2-yyli)-4-metyyli-
1,4,6,7-tetrahydro-5H-[1,2,3]triatsolo[4,5-c]pyridin-5-yyli)metanonia (JNJ-54175446)
mallinnettiin (R)-(3-['*F]fluori-2-(trifluorimetyyli)pyridin-4-yyli)((6S)-6-metyyli-1-
(pyrimidin-2-yyli)-1,4,6,7-tetrahydro-5H-[1,2,3]triatsolo[4,5-c]pyridin-5-yyli]metanonilla
(["*F]INJ-64413739). Kuvassa 13 on esitetty molempien juuri mainittujen yhdisteiden rakenteet.
Vuonna 2019 Koole et al.” tutkivat ensimmaisti kertaa P2X5-reseptoriin vaikuttavan molekyylin,
INJ-54175446, biologista esiintymistd ihmiselimistossd ja annoksen vaikutusta molekyylin
sitoutumiseen ['®F]INJ-64413739:1la. Tutkimuksessa todettiin antagonistin poistuvan elimistostd
seki maksan ettdi munuaisten kautta. Myds vuoden 2020 Xu et al.’® tutkimuksessa

JNJ-54175446:ia mallinnettiin fluori-18:1la leimatulla ['*F]INJ-64413739:1la.
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Kuva 13. JNJ-54175446:in ja ['®F]JNJ-64413739:n rakenteet.

Kuten jo aiemmin mainittu adamantaanijohdannaisten on todettu olevan potentteja ja
selektiivisid P2X7-reseptorin antagonisteja. Kiinnostuksen kasvettua adamantaanijodannaisten
tutkimusta kohtaan vuonna 2018 Wilkinson et al.” tekivit tutkimuksen, jossa hyodynnettiin
adamantaanijohdannaista SMW139:ia. Téssd tutkimuksessa radioldékeaineena toimi hiili-11:114
leimattu [!'C]SMW 139 ja suurin osa tehdyisti kokeista suoritettiin hiirilli. Kuvassa 14 on esitetty

[""C]SMW139:n rakenne.

11
/CH3
F 0)
H
F N
F 0) Cl
Kuva 14. ['"C]SMW139:n rakenne.
3 Tutkimusosa
3.1 Tyon tarkoitus ja taustaa
Tutkimuksen tavoitteena oli syntetisoida ruteniumkompleksivélitteisesti

2-kloori-5-[ '®F]fluori-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidi, [*F]9. Tyossi
syntetisoitiin ensin referenssiyhdiste
2-kloori-5-fluori-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidi, 9, jolle  kehitettiin
HPLC-puhdistusmenetelmi ja tdmén jdlkeen syntetisoitiin ruteniumvilitteisesti '®F-fluorattava
lahtoaine, 2-kloori-5-hydroksi-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidi, 8. Kuvassa 15
piirrettynéd kaikkien kolmen edelld mainitun yhdisteen rakenteet sekd tutkimusta innoittaneen

[''C]SMW139:n rakenne.”
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Kuva 15. Yhdisteiden 8, 9, ['®F]9 ja [''C]SMW139 rakenteet.

Tutkimuksen innoittajana on toiminut [''C]SMW 139, jota on leimattu onnistuneesti hiili-11:114
ja, jonka on todettu toimivan erilaisten keskushermostollisten sairauksien PET-kuvantamisessa.”
Tarkoituksena oli syntetisoida vastaavanlainen fluorattu adamantaanijohdannainen, silld jo
yhdenkin fluorin lisddmisen huomattiin hidastavan yhdisteen metaboloitumista elimistossé ja
lisddvin sitoutumista P2X;-purinoreseptoriin, joka on merkittdvissd osassa useissa niissd

2 Kuitenkin aiemmin bentseenirenkaan radioleimattu

keskushermostollisissa sairauksissa.’
funktionaalinen ryhmi oli ["'C]metoksi, joten téssd tyossd haluttiin tutkia, voidaanko
[''C]metoksiryhmé korvata fluori-18:1la, jolla on paremmat ominaisuudet kuten pidempi
puoliintumisaika (109,8 min) ja matalampi positronin maksimienergia (635 keV) kuin hiili-11:114
(20,4 min, 960 keV).

Tyo6n toinen tavoite oli tutkia, onko eméksisen amidi-sivuryhmén siséltdvdd molekyylid
mahdollista radioleimata ruteniumkompleksivilitteisesti. Ruteniumkompleksien on todettu

toimivan erilaisia sivuryhmid siséltdvien fenolien '8F-fluorauksessa,’” mutta vield ei ole

tutkimusta, onnistuuko bentsamidien '®F-fluoraus tilli menetelmalli.
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3.2 Materiaalit, kemikaalit ja yleiset menetelmit

3.2.1 Kemikaalit

Tyossa kdytetyt reagenssit, katalyytit ja liuottimet olivat perdisin kaupallisista ldhteistd ja
kaytettiin sellaisenaan, ellei toisin mainittu. Kaikki liuottimet olivat Honeywellilti ja reagenssit,
kuten XtalFluor M®, adamantaanikarboksyylihappo ja 1,1’-karbonyylidi-imidatsoli (CDI) olivat
SigmaAldrichilta. 2-kloori-5-hydroksibentsoehappo ja 2-kloori-5-fluoribentsoechappo olivat
TCIL:1td. Tarvittaessa liuottimet kuivattiin molekyyliseuloilla. Ruteniumkompleksi on valmistettu

aiemmin valtakunnallisessa PET-keskuksessa.

3.2.2 Materiaalit ja menetelmiit

Orgaaniset synteesit suoritettiin vetokaapissa Valtakunnallisen PET-keskuksen tiloissa.
Argon-ilmakehéssi tehdyt reaktiovaiheet suoritettiin ensin kuivaamalla keittopullot huolellisesti
uunissa (120 °C). Reaktioiden etenemistd seurattiin ohutkerroskromatografialevyilld (TLC),
jotka olivat SigmaAldrichin Silica gel 60 F254. Kaikki haihdutukset suoritettiin Valtakunnallisen
PET-keskuksen tiloista 16ytyvdlld Biichi REI111 Rotavapor, pyorohaihduttimella. Kaikki
ydinmagneettiresonanssiniytteet (NMR) ajettiin  Turun yliopiston ja Abo Akademin
yllapitimdssd Laitekeskuksessa, TYBruker500 (500 MHz Bruker AVANCE-III NMR-
system) -laitteella. Naytteet liuotettiin sopivaan deuteroituun NMR-liuottimeen, noin 1-5 mg/ml
konsentraatiolla, ja siirrettiin NMR-putkeen, jossa ne voitiin suoraan sijoittaa NMR-laitteistoon.
Referenssiyhdisteen HPLC-ajoihin kdytettiin Elite LaChrome-laitteistoa, jossa oli L-7100 VWR
Hitachi pumppu (VWR International AB, Stockholm, Sweden), L-7400 VWR Hitachi UV-
detektori (VWR International AB, Stockholm, Sweden) ja kolonnina Waters SymmetryShield
RP18 (3,9 x 150 mm, partikkelikoko 5 pm). Tulosten analysointiin kdytettiin Merck — Hitachi
Model D-7000 Chromatography Data Station Software -ohjelmaa, versio 4.0. Analyyseissi
kaytetty ultravioletti (UV) aallonpituus oli 285 nm ja ajo oli isokraattinen (1:1 MeCN:H,0) ja
virtausnopeus oli vakio (1 ml/min).

Kaikki radioaktiivinen ty® suoritettiin lyijykaapissa ja kaikki radioaktiivisuus tuotettiin
Valtakunnallisen PET-keskuksen CC-18/19 syklotronilla. Sateilytyksen kesto oli kaikissa
vaiheissa vakio (5 min), siteilytyksessd kéytettiin 17 MeV:in protoneita ja siteilytysvirta oli vakio
(36 pA). Radioaktiiviset ndytteet analysoitiin radioHPLC-laitteistolla. Ajo oli gradientti (1
minuuttiin asti 100 % H2O ja tdmén jilkeen nostettiin MeCN:n méérdd kunnes 3 minuutin
kohdalla eluentin suhde MeCN:H>O 1:1) ja virtausnopeus oli vakio (I ml/min). Jokaisella
ajokerralla injisoitiin 20 pl:aa ndytettd. Analyysisséd kdytettiin Elite LaChrome-laitteistoa, jossa
oli L-2130 VWR Hitachi pumppu (VWR International GmbH, Darmstadt, Germany), L-2400
VWR Hitachi UV-detektori (VWR International GmbH, Darmstadt, Germany), ORTEC Nal(TI)
tuikeilmaisin radioaktiivisuusdetektorina (ORTEC, Oak Ridge, Tennessee, USA), sekd SCA
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925-SCINTvahvistin ja kolonnina Waters SymmetryShield RP18 (3,9 x 150 mm, partikkelikoko
5 pum). Tulosten analysointiin kdytettiin Agilent OpenLAB CDS (EZChrom)-ohjelmaa, versio
A.04.08. Analyyseissd kéytetty UV-aallonpituus oli 280 nm. Radioaktiivisten néytteiden

kuivaamiseen kéytettiin erilaisia kaupallisia SPE-patruunoita, jotka oli hankittu Watersilta.

3.3 2-kloori-5-hydroksi-V-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)-
bentsamidin ja 2-kloori-5-fluori-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)-
metyyli)bentsamidin synteesi

i) HNO;, H,80,4,4°CtoRT, 2h oy
H,SO,4, MeOH, ii) EtOAc/H,O0, urea, 4 °C to RT, 4

A2h h
OH —— OMe > OMe
0
1

0
(2) (3)0

XtalFluor, DCM,
- 70 °C:sta refluksointi, 2 h

i) CDL THF, RT, 1h i) NaOH, McOH, A, 3 h F
ii) NH,OH, RT, 4 h i) HCI
NH, ~—— OH -— OMe
O 0 o)

(6) (5)

4)
J LiAlH,, THF, A, 21 h F OH
F 1) 2-kloori-5-hydroksibentsoehappo, @\/N
(COCl),, THF, RT, 1 h
o) Cl
(8)

i) E;N, THF, 17 h
NH,

1) 2-kloori-5-fluoribentsoehappo, q
(COCl),, THF, RT, 1 h N
ii) Et;N, THF, 17 h
0] Cl
9)

Kaavio 1. Laht6aineen 8 ja referenssiyhdisteen 9 kokonaissynteesi.

)

Adamantaanikarbosyylihappoa ja molempia bentsoehappoja lukuun ottamatta kaikki muut

synteesivaiheiden yhdisteet syntetisoitiin itse.
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Referenssiyhdisteen, 9 ja lihtdaineen, 8 synteesi suoritettiin Wilkinson et al.”? vuonna 2017
julkaiseman artikkelin mukaan. Ensin syntetisoitiin metyyliadamantaanikarboksylaatti 2,
Fischerin esterdintireaktiolla adamantaanikarboksyylihaposta

1. Metyyliadamantaanikarboksylaatista 2 valmistettiin
metyyli-3-hydroksiadamantaanikarboksylaatti 3, typpi- ja rikkihapon seoksessa hapettamalla,
jonka  jilkeen  hydroksyyliryhmd  korvattiin  fluorausreaktiossa, jossa  kiytettiin
fluorausreagenssina XtalFluor M®:44. Metyyli-3-fluoriadamantaanikarboksylaatti 4 syntetisoitiin
metyyli-3-fluoriadamantaanikarboksyylihapoksi 5,  demetylaatiolla,  josta  jatkettiin
amidikondensaatioreaktioon, jolla  valmistettiin ~ 3-fluoriadamantaanikarboksamidia 6.
(3-fluoriadamantaan-1-yyli)metanamiinia 7, valmistettiin pelkistysreaktiolla, jonka jélkeen
lopulta saatiin amidikoplauksella valmistettua halutut referenssi-,
2-kloori-5-fluori-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidi 9, ja lahtoaine,
2-kloori-5-hydroksi-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidi 8.

3.3.1 Metyyliadamantaanikarboksylaatin synteesi

H2804, MCOH,
A,2h

Y

OH OMe

O O
(1) (2)

Kaavio 2. Metyyliadamantaanikarboksylaatin esterdintireaktio.

Adamantaanikarboksyylihappo (15 g) metanolissa (MeOH, 150 ml) liuotettiin rikkihappoon (4,5
ml) ja refluksoitiin kunnes reaktio oli valmis n. 3 h, tarkistettiin TLC:lla (1:1
etyyliasetaatti:heksaani). Seoksen annettiin jédhtyd huoneenldmpddn ja haihdutettiin.
Haihdutusjdénnos livotettiin etyyliasetaattiin (90 ml) ja pestiin natriumhydroksidilla (NaOH, 3
M, 45 ml). Vesifaasia pestiin vield etyyliasetaatilla (2 x 90 ml) ja orgaaniset faasit yhdistettiin,
kuivattiin magnesiumsulfaatilla (MgSO4), suodatettiin ja haihdutettiin. Tuotteen puhtaus
varmistettiin "H NMR:1la ja verrattiin kirjallisuusarvoihin.” Tuotetta 2 punnittiin (11,6 g, 72 %)

valkoisena jauheena. Tuotteen 2 'H NMR-spektri 16ytyy liitteestd 1.

"H NMR (500 MHz, asetoni-ds): & 3,63 (3H, s, H6), 8 1,99 (3H, br s, H4), & 1,87 (6H, d, /=6
Hz, H3), 6 1,73 (6H, m, H5) ppm.
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3.3.2 Metyyli-3-hydroksiadamantaanikarboksylaatin synteesi

i) HNO3, H,SO,4,4°CtoRT, 2h g

i1) EtOAc/H,O0, urea, 4 °C to RT, 4

h
OMe

Y

OMe

O
(2) 3)

Kaavio 3. Metyyli-3-hydroksiadamantaanikarboksylaatin hapetusreaktio.

Typpihappoa (30 %, 4,9 ml) liséttiin tipoittain rikkihappoon (98 %, 60 ml), jota jadhdytettiin
jad-vesihauteessa. Metyyliadamantaanikarboksylaattia 2 (11,6 g, 59,9 mmol), lisdttiin
muutamassa osassa jadhdytettyyn happoseokseen voimakkaasti sekoittaen. Jad-vesihaude
poistettiin ja reaktioseosta sekoitettiin huoneenldmmossé 2 tuntia. Saatua seosta lisdttiin hitaasti
jadkylméén etyyliasetaatin (250 ml), veden (280 ml) ja urean (8,9 g, 149 mmol) seokseen, josta
poistettiin ensin jdd-vesihaude ja sitten sekoitettiin huoneenldmmossd 4 tuntia. Muodostuneet
faasit eroteltiin ja vesifaasia pestiin vield etyyliasetaatilla (2 x 120 ml). Orgaaniset faasit
yhdistettiin, pestiin vedelld (120 ml) ja natriumkarbonaatin (NaCOQOs3) vesiliuoksella (10 %, 120
ml) kunnes liuoksen mitattiin olevan eméksistd. Tdmén jilkeen orgaanista faasia pestiin vield
kylldiselld suolaliuoksella (120 ml) ja kerdtty orgaaninen faasi kuivattiin MgSO4:1la, suodatettiin
ja haihdutettiin. Tuotetta 3 punnittiin (6,0 g, 48 %) kellertdvana 6ljyna. Tuotteen puhtaus todettiin
'"H NMR:lla ja tuloksia verrattiin kirjallisuusarvoihin.”> Tuotteen 3 '"H NMR-spektri 1dytyy

liitteestd 2.

"H NMR (500 MHz, asetoni-de): & 3,66 (3H, s, H9), & 2,25 (2H, br s, H6), & 1,84 (2H, m, H3), §
1,78 (4H, m, H5), 6 1,70 (4H, m, H7), 6 1,58 (2H, m, HS) ppm.
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3.3.3 Metyyli-3-fluoriadamantaanikarboksylaatin synteesi

OH F

XtalFluor, DCM,

- 70 °C:sta refluksointi, 2 h
OMe > OMe

O O
3) 4)

Kaavio 4. Metyyli-3-fluoriadamantaanikarboksylaatin fluorausreaktio.

XtalFluor M®-reagenssia (8,35 g, 34,36 mmol), kuivassa dikloorimetaanissa (DCM) (70 ml),
jadhdytettiin noin -80 °C:seen argonilmakehéssd. Tuote 3 (28,63 mmol), kuivassa DCM:ssa (86
ml), lisdttiin pisaroittain ja sekoittaen jadhdytettyyn fluorausseokseen. Lisdyksen jalkeen annettiin
jadhtyd huoneenldmpdon n. 30 minuuttia ja refluksoitiin noin 2 tuntia. Refluksoinnin jéilkeen
seoksen annettiin jadhtyd huoneenldmpdon ja kylldinen natriumvetykarbonaattiliuos (NaHCO3)
(120 ml) kaadettiin jadhtyneeseen seokseen. Kuohunnan loputtua liséttiin DCM:ia (2 x 120 ml).
Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin MgSOa4:1la, suodatettiin ja haihdutettiin. Saatu tuote
puhdistettiin pylvaskromatografisesti (1:2 etyyliasetaatti:heksaani). Puhdasta tuotetta 4 punnittiin
(5,1 g, 84 %) vaaleana jauheena. Tuotteen puhtaus todettiin 'H NMR:lla ja tuloksia verrattiin
kirjallisuusarvoihin.”? Tuotteen 4 'H ja "’F NMR-spektrit 16ytyvit liitteistd 3 ja 4.

"H NMR (500 MHz, asetoni-ds): 8 3,67 (3H, s, H9), § 2,36 (2H, br s, H6), 6 2,02 2H, d, *Jusr =
11 Hz, H3), 5 1,89 (4H, m, H7), 5 1,64 (2H, m, H8) ppm.
F NMR"? (500 MHz, asetoni-ds): & -132,0 (s, C4-F) ppm.
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3.3.4 Metyyli-3-fluoriadamantaanikarboksyylihapon synteesi

F F

i) NaOH, MeOH, A, 3 h
i) HCI

Me OH

Y

O 0
(4) ()

Kaavio 5. Metyyli-3-fluoriadamantaanikarboksyylihapon demetylaatioreaktio.

NaOH:n vesiliuosta (1 M, 48 ml) liséttiin metyyli-3-fluoriadamantaanikarboksylaattiin 4 (24
mmol) metanolissa (48 ml). Seosta refluksoitiin noin 3 tuntia ja reaktion eteneminen tarkistettiin
TLC:lla (1:2 etyyliasetaatti:heksaani). Metanoli haihdutettiin ja haihdutusjdénnosta pestiin sekd
vedelld (120 ml) ettd dietyylieetterilld (120 ml). Vesifaasi keréttiin ja siihen liséttiin suolahappoa
(HCI), kunnes sen pH:ksi saatiin noin 1. Valkea jadnnos erotettiin etyyliasetaattiin (2 x 200 ml),
kuivattiin MgSQs:1la, suodatettiin ja haihdutettiin. Tuotetta 5 punnittiin (4,2 g, 88 %) vaaleana
jauheena. Tuotteen puhtaus todettiin 'H NMR:lla ja tuloksia verrattiin kirjallisuusarvoihin.”

Tuotteen 5 'H ja °F NMR-spektrit 16ytyviit liitteistd 5 ja 6.

'"H NMR (500 MHz, asetoni-ds): & 2,34 (2H, br s, H6), § 1,99 (2H, d, *Jiz.r = 11 Hz, H3), § 1,87
(4H, m, H7), 5 1,84 (4H, m, H5), 5 1,80 (2H, m, H8) ppm.
F NMR (500 MHz, asetoni-de): & -132,5 (s, C4-F) ppm.
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3.3.5 3-fluoriadamantaanikarboksiamidin synteesi

F
i) CDI, THF, RT, 1 h
ii) NH,OH, RT, 4 h

OH . NH,

O

Kaavio 6. 3-fluoriadamantaanikarboksiamidin amidikoplausreaktio.

3-fluoriadamantaanikarboksyylihappo 5 (16,1 mmol) ja CDI (19,3 mmol) liuotettiin
tetrahydrofuraaniin (THF) (64 ml) ja sekoitettiin argonilmakehdssd, huoneenlimmdssd noin
tunnin ajan. Reaktioseos jadhdytettiin jdd-vesihauteessa ja sinne liséttiin ammoniakin vesiliuosta
(25 %, 9 ml). Seoksen jad-vesihaude poistettiin ja sen annettiin ammoniakkilisdyksen jélkeen
sekoittua 4 tuntia huoneenldmmossa. Liuotin haihdutettiin ja haihdutusjdannostd, DCM:ssa (240
ml), pestiin NaOH:n vesiliuoksella (1 M, 80 ml), HCl:n vesiliuoksella (1 M, 80 ml) ja vedella (80
ml). Orgaaninen faasi kuivattiin MgSOQOas:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuotetta 6
punnittiin (2,4 g, 74 %) vaaleana jauheena. Tuotteen puhtaus tarkastettiin '"H NMR:lla ja tuloksia
verrattiin kirjallisuusarvoihin.” Tuotteen 6 'H ja "’F NMR-spektrit 1oytyvét liitteistd 7 ja 8.

"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 6 5,76 (2H, s, NH>), § 2,26 (2H, br s, H6), § 1,78 (2H, d, *Jus.r
— 11 Hz, H3), § 1,70 (4H, m, H7), 5 1,68 (4H, m, H5), § 1,62 (2H, m, H8) ppm.
F NMR (500 MHz, DMSO-dg): & -128,4 (s, C4-F) ppm.
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3.3.6 (3-fluoriadamantaan-1-yyli)metamiinin synteesi

F F
LiAlH,, THF, A, 21 h
NH, >~ NH,

O
(6) (7)

Kaavio 7. (3-fluoriadamantaan-1-yyli)metamiinin pelkistysreaktio.

Tuotetta 6 (11,9 mmol) THF:ssa (41 ml) sekoitettiin kylm&hauteessa, argonilmakehissé
littumalumiinihydridin (LiAlH4, 48 mmol) kanssa kunnes haude poistettiin ja seoksen annettiin
lammetd huoneenldmpdon. 2 tunnin kuluttua seosta kuumennettiin ja sen annettiin refluksoitua
16 tuntia kunnes se taas jddhdytettiin jaélla. Kylmaa vettd (1,8 ml) lisattiin pisaroittain seokseen
ja sekoitettiin voimakkaasti. Sitten seokseen lisdttiin NaOH:n vesiliuosta (15 % w/v, 1,8 ml) ja
vettd (6 ml). Seoksen annettiin sekoittua huoneenlimmdssé, kunnes kuohunta lakkasi ja harmaa
jauhe muuttui valkoiseksi n. 15 minuuttia. Seos kuivattiin MgSQs4:lla ja suodatettiin. Saatua
jaannosta pestiin vield DCM:lla (2 x 48 ml). Orgaaniset faasit pestiin sekd NaOH-liuoksella (1
M, 60 ml) ettd vedelld (60 ml) ja kuivattiin MgSOs:lla, suodatettiin ja haihdutettiin. Saatu
haihdutusjdannds livotettiin HCl:oon (4 M, 24 ml), jossa dioksaania. Seokseen muodostunut
kiinted tuote suodatettiin ja pestiin vield dietyylieetterilli. Tuotetta 7 saatiin (1,5 g, 70 %)
virittémind Oljynd. Tuotteen puhtaus tarkastettiim 'H NMR:lla ja tuloksia verrattiin

kirjallisuusarvoihin.’”? Tuotteen 7 '"H NMR-spektri 10ytyy liitteestd 9.

TH NMR (500 MHz, DMSO-de): & 2,27 (2H, s, H1), § 2,23 (2H, br s, H6), § 1,77 (4H, br quart,
J=11Hz, H7), s 1,54 2H, d, *Jisr = 13 Hz, H3), § 1,41 (2H, m, H8), & 1,37 (4H, m, H5) ppm.
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3.3.7 2-kloori-5-hydroksi-/V-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidin

synteesi
i) 2-kloori-5-hydroksibentsoehappo, g OH
F (COCl),, THF, RT, 1 h
i1) E;N, THF, 17 h H
> N
NH,

(7) g O

Kaavio 8.  2-kloori-5-hydroksi-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidin, 8

amidikoplausreaktio.

Oksalyylikloridia ((COCl),, 14,4 mmol) liséttiin 2-kloori-5-hydroksibentsoehappoon (2,45
mmol) THF:ssa (10 ml). Seokseen lisittiin tippa dimetyyliformamidia, jonka ansiosta seos alkoi
kuohumaan ja se jatetiin sekoittumaan huoneenldmp66n, argonilmakehéssi noin tunniksi. Tunnin
kuluttua liuotin haihdutettiin ja kloridihapon annettiin kuivua alipaineessa. Kuivattu kloridihappo
livotettiin THF:iin (10 ml) ja sekaan lisdttiin (3-fluoriadamantaan-1-yyli)metamiini (1,195 g, 6,5
mmol) THF:ssa (5 ml). Trietyyliamiini (EtsN, 2 ml) lisdttiin seokseen ja annettiin sekoittua
huoneenldmmossé, argonilmakehéssa yon yli. Liuotin haihdutettiin ja haihdutusjdinndsté pestiin
DCM:lla (73 ml) ja NaOH:n vesiliuoksella (1 M, 37 ml). Orgaaninen faasi pestiin vield HCl:n
vesiliuoksella (1 M, 37 ml), kuivattiin MgSQas:lla, suodatettiin ja haihdutettiin. Saatu tuote
puhdistettiin pylvdskromatografisesti (1:3 etyyliasetaatti:heksaani) ja puhdas ldhtdaine 8
punnittiin (340 mg, 16 %) kellertivdnd jauheena. Tuotteen puhtaus tarkastettiin '"H NMR:lla ja
tuloksia verrattiin kirjallisuusarvoihin.” Tuotteen 8 'H ja 'F NMR-spektrit 16ytyvit liitteistd 10
jall.

"H NMR (500 MHz, CDCl5): & 7,34 (1H, d, 3 *Jui2-m13 = 6 Hz, H12), 8 7,27 (1H, d, *Juis.m13 = 17
Hz, H15), § 6,89 (1H, dd, *Juiz-mi2 = 23 Hz, “Juis.mis = 7,6 Hz, H13), 8 3,25 (2H, d, °J = 13 Hz,
H1), 82,34 (2H, br s, H6), § 1,86 (4H, m, H7), 6 1,75 (2H, d, *J n3r = 11 Hz, H3), § 1,67 (2H, m,
HS), 8 1,59 (4H, br s, HS) ppm.

F NMR (500 MHz, CDCl;): & -60, & -134 (s, C4-F) ppm.
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3.3.8 Referenssin,

2-kloori-5-fluori-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidin synteesi

i) 2-kloori-5-fluoribentsoehappo, g =
F (COCl),, THF, RT, 1 h
il) E;N, THF, 17 h u
> N

NH,

7 9 © ¢

Kaavio 9. Referenssin, 2-kloori-5-fluori-N-((3-fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidin, 9

amidikoplausreaktio.

Oksalyylikloridia ((COCl),, 0,2 mmol) liséttiin 2-kloori-5-fluoribentsoehappoon (0,1 mmol)
THF:ssa (400 pl). Seokseen lisittiin tippa dimetyyliformamidia, jonka ansiosta seos alkoi
kuohumaan ja se jétetiin sekoittumaan huoneenlampd6n, argonilmakehéssa noin tunniksi. Tunnin
kuluttua liuotin haihdutettiin ja kloridihapon annettiin kuivua alipaineessa. Kuivattu kloridihappo
livotettiin THF:iin (400 pl) ja sekaan liséttiin (3-fluoriadamantaan-1-yyli)metamiini (50 mg, 0,27
mmol) THF:ssa (200 pl). Trietyyliamiini (Et;N, 80 pl) lisdttiin seokseen ja annettiin sekoittua
huoneenldmmossi, argonilmakehéssi yon yli. Liuotin haihdutettiin ja haihdutusjadnndsta pestiin
DCM:lla (3 ml) ja NaOH:n vesiliuoksella (1 M, 1,5 ml). Orgaaninen faasi pestiin vield HCl:n
vesiliuoksella (1 M, 1,5 ml), kuivattiin MgSOs:lla, suodatettiin ja haihdutettiin. Saatu tuote
puhdistettiin pylvéskromatografisesti (1:3 etyyliasetaatti:heksaani) ja puhdas referenssi 9
punnittiin (54 mg, 59 %) vaaleana jauheena. Tuotteen puhtaus tarkastettiin 'H NMR:lla ja
tuloksia verrattiin kirjallisuusarvoihin.” Tuotteen 9 'H ja 'F NMR-spektrit 16ytyvit liitteistd 12
ja13.

Referenssiyhdisteen 9 synteesin jéilkeen sille optimoitiin  sopivan pituinen

HPLC-puhdistusmetodi, jota voitiin kdyttdd myds radioHPLC-ajoissa.

"H NMR (500 MHz, CDCL): 8 7,47 (1H, d, *Juma-niz= 11 Hz, H12), § 7,45 (1H, d, *Jimsniz =6
Hz, H15), 8 7,41 (1H, dd, *Juiz-112 = 27 Hz, *Juizms = 9 Hz, H13), 8 3,32 (2H, d, *Juixu = 13
Hz, H1), 8 2,35 (2H, br s, H6), 6 1,89 (4H, m, H7), 6 1,75 (2H, d, *Jus.r = 12 Hz, H3), § 1,62
(2H, m, H8), 6 1,58 (4H, s, HS) ppm.

F NMR (500 MHz, CDCl;): § -113,7, 8 -131,9 (s, C4-F) ppm.
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3.4 Ruteniumkompleksivilitteiset '*F-fluoraukset
N\ - ®
F OH L{? F OH _I
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H _ > H
N N
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Kaavio 10. Ruteniumkompleksivilitteinen ldhtdaineen 8 !'|F-fluoraus. Tyossi kiytetty

ruteniumkompleksi on tuotettu Valtakunnallisessa PET-keskuksessa ja P'ImCl on kaupallinen.

Ruteniumkompleksivilitteinen '®F-fluoraus toteutettiin Ritter et al.>” vuonna 2017 julkaiseman
artikkelin mukaan. Yleisesti menetelméssd ensin annettiin Ru(COD)Cl-kompleksin reagoida
valmistetun ldhtoaineen 8 kanssa. Sen jilkeen imidatsoliumkloridi ja ['®F]fluoridi liséttiin ja
kuumennettiin, jotta saatiin nukleofiiliselld substituutiolla, aromaattiseen renkaaseen tuotettua
['®*F]9. Radioleimauksen onnistumisen varmistamiseksi ndytteitd ajettiin radioHPLC:lla.

Tyosséd péaddyttiin tutkimaan erilaisia tapoja aktivoida ['*F]fluoridia radioleimauksissa.
Kéytettiviksi menetelmiksi valittiin ['®*F]fluoridin atseotrooppinen tislaus ja ['*F]fluoridin
aktivointi QMA-patruunalla. Radioleimauksissa ['*F]fluoridin annettiin reagoida 10, 20 ja 30
minuuttia ja aina reaktioajan kuluttua, ndyte ajettiin radioHPLC:lla reaktion etenemisen
seuraamiseksi. Tyossd kokeiltiin myds ruteniumkompleksivilitteistd '8F-fluorausta pelkidn

2-kloori-5-hydroksibentsoehapon radioleimaamiseen.
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3.4.1 Atseotrooppinen ['®F]fluoridin Kuivaus

Lahtoaine 8 (1 ekv., 6,75 umol) ja Ru(COD)CI -kompleksi (3 ekv., 23,6 umol) punnittiin
eppendorf-putkeen, livotettiin EtOH:iin (50 pl) ja sekoitettiin 30 minuuttia 80 °C:ssa. Puolen
tunnin kuluttua seokseen lisittiin 1,3-bis(2,6-diisopropyylifenyyli)imidatsoliumkloridia (3 ekv.,
20,2 pmol) MeCN:ssd (150 pl). Punnittiin Kryptofix222:ta (K222, 16,0 pmol, 6 mg)
reaktioastiaan ja liuotettiin se MeCN:iin (100 pl). ["F]fluoridi siirrettiin lyijykaappiin ja
kapillaaria pitkin ruiskuun. Ruiskusta se injisoitiin reaktioastiaan, jossa oli valmiina K222:ta.
Seosta kuivattiin 125 °C:ssa 4 minuuttia vakuumin ja He-virtauksen avulla. Seokseen liséttiin
kahdessa erdssd MeCN:id (1 ml) ja kuivausta jatkettiin noin 6 minuutin ajan molempien lisdysten
jilkeen. Kuivaamisen jilkeen reaktioseokseen liséttiin ldhtdaineen 8, rutenium- ja
imidatsoliumkompleksin, EtOH:ia ja MeCN:id siséltavd seos (150 pl), dimetyylisulfoksidia
(DMSO, 600 pl) ja annettiin reagoida 10-30 minuuttia 160 °C:ssa. Tdmaé toistettiin kaikkien
kolmen verrokkierdn kanssa samalla tavalla. Taulukossa 4 ovat kirjattuna kaikkien kaytettyjen
reagenssien marét.

Jokaisesta kolmesta verrokkireaktiosta otettiin 10, 20 ja 30 minuutin vilein 20 pl:aa, joka
laimennettiin 80—-100 pl:aan MeCN:H»O-liuosta (1:1). Naistd jokaisesta laimennoksesta otettiin
vield 20 pl:n néyte, joka injisoitiin HPLC-kolonniin. Reaktioseoksesta otettavien niytteiden seké
radiokemiallinen saanto (RCY) ja oikeellisuus etti reaktion eteneminen méaéritettiin radioHPLC:n

avulla.

Taulukko 4. Kiytettyjen reagenssien miérit, kun radioleimaus suoritettiin atseotrooppisella

kuivauksella kisitellylld ['*F]fluoridilla.

Mitattu méérd
Reagenssit Ekvivalentti 1 2 3 Yksikko
Ru-(COD)-Cl1 3 6,7 6,9 7,3 mg
Léhtoaine 8 1 2,4 2,2 2,1 mg
EtOH 50 50 50 ul
PrImCl1 3 9,3 9,3 9,3 mg
MeCN 150 150 150 ul
DMSO 150 150 150 ul
MeCN:DMSO
(1:1) 50 50 50 ul
Reaktioldmpotila 100 120 160 °C
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3.4.2 ['8F]fluoridin aktivointi QMA-patruunalla
Ldhtoaine 8 (1 ekv., 6,75 umol) ja Ru(COD)Cl-kompleksi (3 ekv., 23,6 umol) punnittiin
eppendorf-putkeen ja liuotettiin EtOH:iin (50 pl). Seosta sekoitettiin 30 minuuttia 80 °C:ssa.
Seuraavaksi reaktioseokseen lisittiin TmCl:ia (3 ekv., 20,2 umol) ja MeCN:id (150 ul).
Anioninvaihtopatruuna aktivoitiin kaliumoksalaatilla (K,C>O4, 18,0 pmol, ¢ = 10 mg/ml, 3 ml) ja
huuhdeltiin vedelld (2 ml). ['*F]Fluoridi kuljetettiin lyijykaappiin suljettuun pulloon, joka sisélsi
12 ml vetté. ['"®*F]Fluoridi ladattiin anioninvaihto-patruunaan, jossa se korvasi karbonaatti-ionit.
Patruunaa pestiin MeCN:1ld (1 ml), mahdollisen kosteuden poistamiseksi. Tamén jélkeen
patruuna kédnnettiin ympiri ja ['*F]fluoridi eluoitiin painamalla ldhtdaineen 8, rutenium- ja
imidatsoliumkompleksin, EtOH:ia ja MeCN:d siséltivda seos ruiskulla hitaasti
anioninvaihtopatruunan lipi reaktioastiaan. Patruunaa huuhdeltiin vielda DMSO:lla (150 pl) ja
MeCN:DMSO-liuoksella (1:1, 50 pl) ja seoksen annettiin reagoida 10-30 minuuttia. Taméa
toistettiin kaikkien kolmen verrokkierin kanssa samalla tavalla, mutta jokainen verrokkierd
lammitettiin eri lampotiloissa (100-160 °C). Taulukossa 5 ovat kirjattuna kaikkien kiytettyjen
reagenssien maarét, joita kdytettiin kolmessa verrokkireaktiossa ja lampdtilat jokaiselle kolmelle
reaktiolle.

Naéistd kolmesta verrokkireaktiosta otettiin 10, 20 ja 30 minuutin vélein 20 pl:n niyte, joka
laimennettiin 80—-100 pl:aan MeCN:H»O-liuosta (1:1). Naistd jokaisesta laimennoksesta otettiin
injisoitiin HPLC:iin 20 pl:n nédyte. Reaktioseoksesta otettavien néytteiden seké radiokemiallinen

saanto ja oikeellisuus ettd reaktion eteneminen méadritettiin radioHPLC:n avulla.

Taulukko 5. Kéytettyjen reagenssien madrat ja reaktioldmpotilat, kun radioleimaus suoritettiin

QMA -patruunalla aktivoidulla ['®F]fluoridilla.

Reagenssit Ekvivalentti Mitattu médédrd Yksikko
1 2 3

Ru-(COD)-Cl1 3 6,7 6,9 7,3 mg
Lahtoaine 8 1 2.4 2.2 2,1 mg
EtOH 50 50 50 ul
PrimCl 3 9,3 9,3 9,3 mg
MeCN 150 150 150 ul
DMSO 150 150 150 ul
MeCN:DMSO (1:1) 50 50 50 ul
Reaktioldmpotila 100 120 160 °C
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3.4.3 2-kloori-5-hydroksibentsoehapon ['¥F]fluoraus

GRu cl
HO @
EtOH

o d 30 min, 80 °C 0]

ipr Cl ipr

N
N\@ DMSO, MeCN
ip, CI. 20-30 min, 160 °C
ipr Clig,, min

o Cl
Kaavio 11. 2-kloori-5-hydroksibentsoehapon ['*F]fluoraus.

2-kloori-5-hydroksibentsoehappo (1 ekv., 7,0 umol) ja Ru(COD)Cl-kompleksi (3 ekv., 23,6
pmol) punnittiin eppendorf-putkeen ja liuotettiin EtOH:iin (50 pl). Seosta sekoitettiin 30
minuuttia 80 °C:ssa. Seuraavaksi reaktioseokseen lisittiin ™ImCl:ia (3 ekv., 20,2 umol)
MeCN:ssd (150 pl). Anioninvaihtopatruuna aktivoitiin kaliumoksalaatilla (K2C>04, 18 umol, ¢ =
10 mg/ml, 3 ml) ja huuhdeltiin vedelld (2 ml). ['®F]Fluoridi kuljetettiin lyijykaappissa olevaan
suljettuun pulloon, joka sisélsi 12 ml vettd. ['*F]Fluoridi ladattiin anioninvaihto-patruunaan, jossa
se korvasi karbonaatti-ionit. Patruunaa pestiin MeCN:1l1d (I ml), mahdollisen kosteuden
poistamiseksi. Tdmin jdlkeen patruuna kédnnettiin  ympiri ja ["*F]fluoridi eluoitiin
anioninvaihtopatruunasta 2-kloori-5-hydroksibentsoehapon, rutenium- ja
imidatsoliumkompleksin, EtOH:ia ja MeCN:id sisdltdvilld seoksella reaktioastiaan. Patruunaa
huuhdeltiin vield DMSO:lla (150 pl) ja MeCN:DMSO-liuoksella (1:1, 50 pl) ja seoksen annettiin
reagoida 20-30 minuuttia 160 °C:ssa. Taulukossa 6 ovat kirjattuna kaikkien kéytettyjen
reagenssien maarét, joita kdytettiin reaktiossa.

Reaktioseoksesta otettavien ndytteiden sekd radiokemiallisen saanto ja oikeellisuus etti reaktion

eteneminen varmistettiin mittaamalla radioHPLC.
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Taulukko 6. Kiytettyjen  reagenssien  mdaarét, kun  radioleimaus  tehtiin

2-kloori-5-hydroksibentsoenhappoon lihtdaineen 8 sijaan.

Reagenssit Ekvivalentti | Mitattu maard | Yksikko
Ru-(COD)-Cl1 3 6,6 mg
2-kloori-5-hydroksibentsoehappo 1 1,2 mg
EtOH 50 ul
PrmCl 3 9,4 mg
MeCN 150 ul
DMSO 150 ul
MeCN:DMSO (1:1) 50 ul

3.5 Laskukaavat

Synteesien saantoprosenttien laskemiseen kdytettiin kaavaa 1:

m(punnittu tuote)

saantoprosentti (%) = 1)

m(teoreettinen) ’
Radioaktiivisten tuotteiden radiokemialliset saannot on laskettu kaavalla 2:
tuotteen mitattu aktiivisuus — taustan aktiivisuus

RCY (%) = 100 %, (2
(%) HPLC: iin injisoitu aktiivisuus — tyhjan neulan aktiivisuus i 6.(2)

3.6 Tulokset ja niiden tarkastelu

3.6.1 Lahtoaine- 8 ja referenssiyhdisteen 9 synteesi

Léahtoaineen 8 ja referenssiyhdisteen 9 synteesit olivat samat vélituotteeseen 7 asti. Synteesi
onnistui kokonaisuudessaan hyvin tuotteeseen 6 asti, silli mm. tuote 4 puhdistettiin
pylviskromatografisesti ja sen "F ja '"H NMR-spektrit osoittivat, ettd tuote on puhdasta.
Haastavimpia vélivaiheita olivat ne, joissa jouduttiin kdyttimaan argonilmakehad mm. tuotteiden
4, 6 ja 7 synteeseissd, silld ilmakehdn ylldpito reagensseja lisitessa oli vaikeaa. Vaikka tuotteen 7
"H NMR-spektrissd oli paljon useiden piikkien piillekkdisyyksid, jotka saattavat johtua
reagoimattomasta ldhtoaineesta tai muista epapuhtauksista, paddyttiin sitd kuitenkin kayttdmaan
sellaisenaan, silld lopulliset synteesin tuotteet 8 ja 9 puhdistettiin pylvaskromatografisesti.

Taulukossa 7 on kirjattuna kaikkien synteesin valituotteiden punnitut massat ja saantoprosentit.
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Taulukko 7. Laht6aineen 8 ja referenssiyhdisteen 9 synteesin vilituotteiden punnitut massat ja

saantoprosentit.
Vilituote | Punnittu massa (g) | Saanto (%)
2 11,6 72
3 6,0 48
4 5,1 84
5 4,2 88
6 2,4 74
7 1,5 70

3.6.1.1 Lihtoaineen 8 synteesi

Lahtbdaineen 8 synteesi tehtiin myds argonilmakehissa ja synteesissa reaktion annettiin reagoida
yon yli huoneenlammossé. Lahtoaineen 8 happona kaytettiin 2-kloori-5-hydroksibentsoehappoa.
Synteesistd saatu tuote puhdistettiin pylvaskromatografisesti, mutta siitd ei saatu kaikkia
epipuhtauksia poistettua, koska '°F NMR-spektrissd havaittiin kaksi fluoripiikkid toinen
siirtymélld -60 ppm ja toinen -134 ppm. Suurin osa saadusta tuotteesta on kuitenkin haluttua
yhdistettd, silld fluorin suurempi piikki oli siirtymalld (-134 ppm) ja tdstd syystd epapuhtaudesta
huolimatta tydssi padadyttiin kdyttdiméain lahtoainetta 8 ['*F]fluorauksissa sellaisenaan ilman toista
puhdistusta. Léhtainetta 8 punnittiin puhdistuksen jédlkeen 344 mg:aa ja saanto oli 16 %:ia.
Lahtbaine 8 ajettiin HPLC:lla 15 minuutin, isokraattisella (MeCN:H>O 1:1) ohjelmalla. Yhdiste
8 (1 mg) oli liuotettu 1 ml:aan kéytettyd eluenttia. Kuvassa 16 on lédhtdaineen 8 HPLC-ajon UV-

kromatogrammi. L&htoaine 8 eluoitui hyvin 4,6 minuutin kohdalla 91 %:sesti.

Lihtoaineen 8 UV-kromatogrammi

100
90
80
70
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50
40
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-10
0 2 4 6 8 10 12 14

Aika (min)

UV-absorbtio

Kuva 16. Liahtéaineen 8 HPLC:n UV-kromatogrammi.
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3.6.1.2 Referenssiyhdisteen 9 synteesi

Referenssin 9 synteesi tehtiin vastaavalla tavalla kuin ldhtdaineen 8 synteesi, mutta
2-kloori-5-hydroksibentsoehapon tilalla kéytettiin 2-kloori-5-fluoribentsoehappoa. Synteesisté
saatu tuote puhdistettiin pylviskromatografisesti, mutta siitdkdin ei saatu kaikkea epapuhtautta
poistettua, koska '"F NMR-spektrissd havaittiin = myos kaksi fluoripiikkid, toinen
siirtymaélld -113,7 ppm ja toinen -131,9 ppm. Referenssinkin 9 tapauksessa suurin osa saadusta
tuotteesta oli kuitenkin haluttua yhdistetté, koska fluorin suurempi piikki oli siirtymélld (-131,9
ppm). My0s referenssid 9 padddyttiin kdyttdméadn sellaisenaan HPLC-ajoihin. Referenssid 9
punnittiin puhdistuksen jélkeen 50 mg:aa ja saanto oli 59 %:ia. Referenssi 9 ajettiin HPLC:lla 15
minuutin, isokraattisella (MeCN:H>O 1:1) ohjelmalla. Yhdiste 9 (1 mg) oli liuotettu 1 ml:aan
kéytettyd eluenttia. Kuvassa 17 referenssin 9 HPLC-ajon UV-kromatogrammi. Referenssi 9

eluoitui hyvin 8,9 minuutin kohdalla 93 %:sesti.

Referenssin 9 UV-kromatogrammi

45
40

30
25
20
15
10

UV-absorbtio

0 2 4 6 8 10 12 14
Aika (min)

Kuva 17. Referenssin 9 HPLC:n UV-kromatogrammi.

3.6.2 Lihtoaineen 8 ruteniumviilitteiset 1¥F-fluoraukset

Lahtoaineen 8 '*F-fluoraus ei onnistunut odotetulla tavalla. Lahtéaineen 8 '*F-fluorausta yritettiin
erilaisilla ['®F]fluoridin aktivaatiomenetelmilli kuten atseotrooppisella kuivauksella ja
QMA -patruunalla ja yritettiin leimata myos lahtoaineen 8 sijaan
2-kloori-5-hydroksibentsoehappoa. Taulukossa 8 on kirjattuna kaikkien radioleimauksien
radiokemialliset saannot tuotteelle ['*F]9. QMA-patruunalla aktivoidulla ['*F]fluoridilla tehdyille
leimauksille ei saatu tuloksia halutulle tuotteelle ['®F]9. Milldin muulla menetelmilld ei saatu
tuotettua ollenkaan haluttua ['®F]9 kuin atseotrooppisella kuivauksella aktivoidulla

['®F]fluoridilla suoritetulla '*F-fluorauksella.
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Taulukko 8. Radioleimausten radiokemialliset saannot.

RCY (radioHPLC) (%)
Reaktio Reaktioldmpotila (°C) | 10 min 20 min 30 min
Atseotrooppinen kuivaus
(n=3) 160 4,9 £0,7 3,0+£2,0 59+44
QMA-patruuna 100 - - -
120 - - -
160 - - -

3.6.2.1 Lihtoaineen 8 '3F-fluoraus atseotrooppisesti kuivatulla ['®F]fluoridilla

Lahtoaineen 8 '"F-fluoraus atseotrooppisesti kuivatulla ['*F]fluoridilla ei onnistunut toivotusti.
Koska saadun tuotteen ['®F]9, radiokemiallinen saanto jii todella matalaksi (3,4-4,0 %).
Taulukossa 9 on Kkirjattuna atseotrooppisesti kuivatun ['®F]fluoridin  verrokkierien
radiokemiallisen saannon keskiarvot jokaiselle reaktioseoksesta otetulle niytteelle ajanhetkellé
(10, 20 tai 30 minuuttia). Kuvassa 18 on esitetty leimaamattoman ['*F]fluoridin UV- ja
radioaktiivisuuskromatogrammit. Kuvissa 19, 20 ja 21 on esitetty 10, 20 ja 30 minuutin jilkeen

ajettujen HPLC-ajojen UV- ja radioaktiivisuuskromatogrammit.

Taulukko 9. Radiokemiallisten saantojen keskiarvot ja virheet '*F-fluoraukselle, jossa kiytettiin

atseotrooppisella kuivauksella aktivoitua ['®F]fluoridia. Otokselle n = 3 ja keskiarvolle laskettu

keskihajonta.
Aika RCY (radioHPLC) (%)
10 min 49+0,7
20 min 30£20
30 min 5,9+44
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Kuva 18. Leimaamattoman  ['®F]fluoridin ~ UV-kromatogrammi  (ylempi) ja
radioaktiivisuuskromatogrammi (alempi). HPLC-ajossa kaytetty samoja asetuksia ja metodia

kuin muissakin HPLC-ajoissa.

200 200
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1] | | - 1} 1 |
0 1 T T 1} I I 1 I ] [ 0
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10 10
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E
n
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T T T T T T T
0.0 25 50 75 10.0 125 150 175 200
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Kuva 19. Lihtoaineen 8 '8F-fluoraus atseotrooppisesti kuivatulla ['*F]fluoridilla. HPLC-néyte
ajettiin, kun reaktiota oli kulunut 10 minuuttia. Ylempand UV -kromatogrammi (aallonpituus 280

nm) ja alempana radioaktiivisuuskromatogrammi.
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Kuva 20. Lihtdaineen 8 '8F-fluoraus atseotrooppisesti kuivatulla ['*F]fluoridilla. HPLC-niyte

ajettiin, kun reaktiota oli kulunut 20 minuuttia. Ylempdnd UV-kromatogrammi (aallonpituus 280

nm) ja alempana radioaktiivisuuskromatogrammi.
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Kuva 21. Lihtoaineen 8 '8F-fluoraus atseotrooppisesti kuivatulla ['*F]fluoridilla. HPLC-néyte

ajettiin, kun reaktiota oli kulunut 30 minuuttia. Ylempana UV -kromatogrammi (aallonpituus 280

nm) ja alempana radioaktiivisuuskromatogrammi.



40

3.6.2.2 Lihtoaineen 8 '3F-fluoraus QMA-patruunalla aktivoidulla ['8F]fluoridilla

Lihtoaineen 8 '*F-fluoraus QMA-patruunalla aktivoidulla ['*F]fluoridilla ei onnistunut lainkaan.
8F_fluorauksella ei saatu haluttua tuotetta ['®F]9 (RCY 0 %), vaan HPLC:lta saaduissa tuloksissa
nékyy ainoastaan epédpuhtauksia. Kuvissa 22 ja 23 on esitetty sekd ruteniumkompleksin etté
PTmCl-kompleksin UV-kromatogrammit. Kuvissa 24, 25, 26, 27, 28 ja 29 on esitetty eri

lampétiloissa reagoineiden synteesien HPLC-ajojen tulokset.

200
Z 1000
=t 1 | Ll [ I T 1
1] I | L | [ I
T T T T T T T s T il | 1 T T T T
0 4 ] B 10 12 14

Kuva 22. Ruteniumkompleksin UV-kromatogrammi, jossa aallonpituus on 280 nm.
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Kuva 23. "ImCl-kompleksin UV-kromatogrammi, jossa aallonpituus on 280 nm.
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Kuva 24. Reaktion 1 (100 °C) HPLC:n UV-kromatogrammit (aallonpituus 280 nm) 10, 20 ja 30

minuutin reaktion jilkeen.
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Kuva 25. Reaktion 1 (100 °C) HPLC:n radioaktiivisuuskromatogrammit 10, 20 ja 30 minuutin

reaktion jalkeen.
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Kuva 26. Reaktion 2 (120 °C) HPLC:n UV-kromatogrammit (aallonpituus 280 nm) 10, 20 ja 30

minuutin reaktion jilkeen.
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Kuva 27. Reaktion 2 (120 °C) HPLC:n radioaktiivisuuskromatogrammit 10, 20 ja 30 minuutin

reaktion jélkeen.
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Kuva 28. Reaktion 3 (160 °C) HPLC:n UV-kromatogrammit (aallonpituus 280 nm) 10, 20 ja 30

minuutin reaktion jilkeen.
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Kuva 29. Reaktion 3 (160 °C) HPLC:n radioaktiivisuuskromatogrammit 10, 20 ja 30 minuutin

reaktion jalkeen.
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3.6.2.3 2-kloori-5-hydroksibentsoechapon 3F-fluoraus

2-kloori-5-hydroksibentsoehapon '8F-fluoraus tehtiin myos QMA-patruunalla aktivoidulla
['®F]fluoridilla. Télldkddn menetelmilld ei onnistuttu radioleimaamaan haluttua tuotetta
2-kloori-5-['®F]fluoribentsoechappoa (RCY 0 %). Kuvassa 30 on esitetty
2-kloori-5-fluoribentsoehapon, joka toimii referenssind 2-kloori-5-['®F]fluoribentsoehapolle,

HPLC:n UV-kromatogrammi. Kuvissa 31 ja 32 on esitetty synteesien HPLC-ajojen tulokset eri

reaktioaikapisteissa.
-lﬂ-'_'
3
aJHL | N O [ 5 e 6 [ R [ T M T W W W N [
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[t} 2 4 & 8 10 12 14

Kuva 30. 2-kloori-5-["*F]fluoribentsoehapon referenssiyhdisteen, 2-kloori-5-fluoribentsoehapon,

UV-kromatogrammi (aallonpituus 280 nm).
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Kuva 31. 2-kloori-5-hydroksibentsoechapon '®F-fluorauksen UV-kromatogrammi (aallonpituus
280 nm).
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Kuva 32. 2-kloori-5-hydroksibentsoehapon '*F-fluorauksen radioaktiivisuuskromatogrammi.

4 Johtopaitokset

Lihtdaineen 8 ja referenssin 9 synteesi oli vilituotteeseen 7 asti sama. Molempien
lopputuotteiden synteesit onnistuivat, mutta kumpikaan tuote ei ollut tiysin puhdas.
Lopputuotteisiin 8 ja 9 jdi hieman epdpuhtauksia, jotka voitiin havaita 'F NMR-spektreist.
Voidaan epdilld, ettd epdpuhtaudet ovat mahdollisia reagoimattomia ldhtdaineita tai
reagenssijadmid. Néitd epdpuhtauksia olisi mahdollisesti voitu vélttda puhdistamalla vilituotteita
synteesin aiemmissa vaiheissa. Tydssd pylvdskromatografinen puhdistus tehtiin vain
vélituotteelle 4 fluorauksen jélkeen ja lopullisille tuotteille 8 ja 9. Epédpuhtaudet vaikuttivat
ainoastaan '8F-fluorattujen tuotteiden radiokemiallisiin puhtauksiin, vaikka silld ei ollut
lopputuloksen kannalta merkitystd, silli radioleimauksilla ei saatu muodostettua haluttua
lopputuotetta ['*F]9.

Lihtoaineen 8 '®F-fluoraus atseotrooppisesti kuivatulla ['®F]fluoridilla epdonnistui, silld
HPLC:n radioaktiivisuuden kromatogrammeissa niikyvi suurin piikki ei ollut haluttu tuote ['*F]9.
RadioHPLC-analyysissd nikyi '®F-fluorattu epdpuhtaus, joka eluoitui jo 4 minuutin jéilkeen.
Referenssi 9 eluoitui (kuva 17) noin 9 minuutin kohdalla samalla HPLC-metodilla.
Atseotrooppisella kuivauksella tuotteen ['*F]9 radiokemiallinen saanto jii todella heikoksi (3—6

%).
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Lihtoaineen 8 '8F-fluoraus QMA-patruunalla aktivoidulla ['*F]fluoridilla epéonnistui.
QMA-patruunalla tehdyn reaktion HPLC-ajojen tulokset olivat vastaavanlaiset kuin
atseotrooppisella kuivauksella aktivoidulla ['®F]fluoridilla radioleimatuilla reaktioilla eli
18F_fluorattu epapuhtaus eluoitui jo 5 minuutin kohdalla, kun tuotteen ['*F]9 tulisi eluoitua vasta
noin 9 minuutin kohdalla. QMA-patruunalla aktivoidulla ['®F]fluoridilla ei saatu syntetisoitua
haluttua ['®F]9:ia. 2-kloori-5-hydroksibentsoehappoakaan ei onnistuttu radioleimaamaan.
RadioHPLC:ssd nidkyi suuri epdpuhtaus samassa kohtaa kuin atseotrooppisessa ja
QMA-patruunalla aktivoiduissa synteeseiden analyyseissa.

Todenndkoistd on, ettd leimattava ldhtéaine 8 hajoaa ruteniumkompleksia irrotettacssa
(160 °C) ja mahdollisesti fenoli kuitenkin saadaan '®F-fluorattua, silli jotakin aktiivisuutta
tuloksissa kuitenkin havaitaan. Mahdollinen kromatogrammeissa nékyva piikki saattaisi olla
2-kloori-5-hydroksibentsoehappo, jossa mahdollisesti vield ruteniumkompleksi kiinni, koska
sama piikki nékyy sekd pelkkéa 2-kloori-5-hydroksibentsoehappoa leimatessa, ettd 1dhtdainetta 8

leimatessa.
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Liite 1. Metyyliadamantaanikarboksylaatin 2 '"H NMR-spektri.
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Liite 4. Metyyli-3-fluoriadamantaanikarboksylaatin 4 '"H NMR-spektri.
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Liite 7. 3-fluoriadamantaanikarboksiamidin 6 '°F NMR-spektri.
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Liite 10. Lahtdaineen, 2-kloori-5-hydroksi-N-((3fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidin 8
F NMR -spektri.

Liite 11. Lahtoaineen, 2-kloori-5-hydroksi-N-((3fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidin 8
"H NMR -spektri.
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Liite 13. Referenssin, 2-kloori-5-fluori-N-((3fluoriadamantaan-1-yyli)metyyli)bentsamidin 9 'H
NMR -spektrit.
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