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Актуальность темы. Позитронная эмиссионная томография (ПЭТ^ 
современный метол ядерной медицины. позволяющий определять 
количественные характеристики биохимических и физиологических процессов в 
норме и патологии in-vivo В основе ПЭТ лежит использование соединений, 
меченных короткоживущими радиоактивными изотопами с позитронным типом 
оаспада. распределение которых в организме можег быть измерено с помощью 
специальной системы детекторов (ПЭТ сканнера) Возможности ПЭТ в 
значительной степени определяются доступностью радиофармпрепаратов (РФП). 
синтез которых, ввиду малого периода полураспада изотопов, представляет собой 
нетривиальную задачу. Именно выбор подходящею РФП позволяет изучать 
методом ПЭТ такие процессы, как метаболизм, транспорт веществ, лиганд-
рецепторные взаимодействия, экспрессию 1енов. 
Из четырех основных ПЭТ радионуклидов ( "С , Ti/2= 20,4 мин, ' "N, Т|,/2=9,96 мин; 
' 'О, Т|,,2~2,0.3 мин и " F , Ti/3=J09,8 мин), фтор-18 являегся наиболее 
перспективным. Период полураспада фтора-18 достаточно высок для проведения 
синтеза сложных молекул и поставки Р Ф П на его основе в ПЭТ цен1ры, не 
имеющие собственного циклотрона. Низкая энергия позитронного излучения 
радиоизотопа обеспечивает высокую разрешающую способность и получение 
высоко конфастных ПЭТ изображений при мини.чальной дозовой нагрузке. 

Уникальными преимуществами ПЭТ является высокая чувствительность 
и возможное 1ь исгюльзования Р Ф П высокой удельной активности (до 10̂  
ГБк/цМ), что позволяет исследовать процессы с участием рецепторов, 
концентрация которых находится на уровне пикомолей. Традиционно в качестве 
Р Ф П для рецепторпых исследований (рецепторных рздиолигандов) 
использовались соединения, меченные углеродом-11, однако в последние годы 
стремительно растет интерес к исгюльзованию радиотрейсеров на основе более 
долгоживуше10 фтора-18. Широко известным ПЭТ радиолигандом для 
визуалюации центральных бензодиазепиновых рецепторов (БЗР) является 
меченный углеродом-11 флюмазенил (["С]флюмазенил). используемый в 
диагностике эпилепсии. В состав молекулы флюмазенила входит атом фтора, и 
введение фтора-18 в соответствующую позицию не должно сопровождаться 
изменениями в биохимическом и фармакокинетическом поведении. Это делает 
1г1спо.1ьзсвание [''р]флюмазенила в ПЭТ очень привлекательным. 

Настоящая работа направлена на создание .мегода синтеза 
['*Р]флюмазенила высокой \дельной активности с последующей оценкой этого 
соединения в качестве нового радиолиганда для виз\алнзации БЗР методом П Э Г 
Цель работы. Целью настоящей работы являлось создание нового метода 
синтеза 8-['^К]фтор-имидазо[1.5-а][1.4]бснзодиазепин-3-карбоксилэти.,ювого 
эфира 11''Г]флюмазенила}. основанного на реакции ароматического 
нуклеофильною радиофторирования, и проведение доклинических исследований 
t [''Р]флюмазенриюм для подтверждения возможности его использования в 
ка'^сствс нового paiMOj.ira.Hja j 1Я исследования ^<р ^t.-jr^-^qv^ П'^Т 
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Нал чная новизна. Впервые проведено из\чение кинетики изоюиною '''р'^К-
оомена в молек>ле флюмазенила. протекающею в условиях ароматического 
н\клсофильного замещения Изучено влияние природы растворителя и 
['^F]фторирующего агента, концентрации флюмазенила. темперагуры. времени 
реакции и др%ги\ парамегров на радиохимический вычод ['*Р]флюмазенила. 
Определены константы скорости изотопного обмена при различных 
температурах, на основании чего рассчитаны активационные параметры 
уравнения Ойринга: ЛН"=110 кДж/моль. Д5 =-10 Дж К ' моль'' (R=0.989) 
На основе результатов изучения процесса изотопного ''F''^F-обмена прелложен 
ори1 инальный метод синтеза ['*Р]флюмазенила с высокой удельной активностью, 
включающий реакцию нуклеофильного радиофторирования нитро аналога 
флюмазенила (8-нитро-имидазо[1,5-а]11.4]бензодиазепин-3-карбоксилэпъювый 
эфир, Ro 15-2344) и последующую очистку меюдо.м 1юлупрепаративной В Э Ж Х 
В сотрудничестве с Каролинским институтом (Швеция) впервые проведен 
полный спекчр доклинических исследований ['*Р]флюмазенила post-mortem 
авторалиофафия срезов головного мозга человека, сравнительные ПЭТ 
исследования ["Р]флюмазенила и известного радиолиганда, ["С]флюмазенила, 
на обезьянах (Cynomolgus monkey), определение метаболитов ['*Р]флюмазенила в 
плазме крови обезьян. Продемонстрирована функциональная пригодность 
["'р]флюмазенила для использования в качестве нового ПЭТ радиолиганда для 
визуализации БЗР и исследований больных эпилепсией. 
Практическая ценность работы. Благодаря более высокому периоду 
полураспада фтора-18 [' Р]флюмазенил имеет ряд преимуществ по сравнению с 
["С]флюмазенилом, широко применяемым в практике ПЭТ. В случае 
["'р]флюмазенила возможно получение нескольких клинических доз Р Ф П в 
одном синтезе и, в итоге, снижение стоимости единичного ПЭТ исследования. В 
отличие от ["С]флюмазенила. ["Р1флюмазенил может доставляться в ПЭТ 
центры, не имеющие циклотронно-радиохимического комплекса, что расширяет 
границы его использования. Более низкая энергия позитронного излучения 
фтора-18 позволяет получать ПЭТ изображения с большим пространственным 
разрешением, что крайне важно для использования в ПЭТ сканнерах нового 
поколения. 
Положения, выносимые на защиту 
• ["'р]Флюмазенил может быть полечен с ВЫСОКИУ! радиохимическим выходом 

метолом нуклеофильного ралиофюрирования флюмазенила (изотопный 
"р'^Г-обмен) и его нитро-аналога (Ro 1.5-2344) Радиофторирование Ro 15-
2344 с последующей очисткой методоУ! ПОЛУ препаративной В Э Ж Х позволяс" 
гтолучать ["'р]флюмазенил высокой удельной акгивиостн (> 185 ГБк.Ч.мо.-'ь) 
^eoбxoлимoй для проведения реиепторных исследований уюз'а методом 
позитрончой эмиссионной 10У10фафин. 

• Нучлесши-ьиос радиофтор^фоваиие ф7,ЮУ!азени, & и Ro 15-2?-̂ -' про-екгс' ~о 
"-lexammiy ароматического ч\ клеофчльного замеще!1!!я Относительные 
коист?)1гы скорости радчофторирозанпя флюма^.енчла ч Ro '^-2"^!' ,-t joa 
поря'Ч! 1|И;кг чеу для ароматn-iecKiix сосдинс|Ин"<, содерАа1ци\ ci'-'.i.ibi; 



)"1ек1роноакцепторные замесние IM (NO; CN) в прто- и m яа/7<-?-положении к 
> ходящей группе CF. N0;) Сравнение реакционной способност!! 
флюмазенила и Ro 15-2344 показывает, что в реакции ароматического 
н\клеофи ibHOio замещения с Г''Г]фтори1-анионом подвижность 
нитро1р>1М1ы 8 составе Ro 1.̂ -"'';44 существенно чиже чем фтора в молекуле 
флюмазенила 

• Методом авторадиографии на среча.ч головного мозг? чловека и в ПЭТ 
исс.телования> ча обезьяча> впервые продемонс.фировано сходство в 
фармакокинетнческом поведении ['*Р]флюмазенила и ["С]ф..1юмазенила. 
широко применяемого в практике ПЭТ Благодаря более высокому периоду 
полураспада фтора-18 (ПО мин). ['*Р)флюмазент имеет ряд преимуи1ес1в 
перед ["С]флюмазенилом. и является новым перспективным раднолигандом 
для визуализации центральных бензодиазепиповых рецепторов методом 
ПЭТ. 

Апробация работы. Осгговные результаты работы представлены на 
международных и российских конференциях: Международная научная 
конференция студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоносов-2005». 
Москва, 2005: The Annual Congress of the EANM, Helsinki, Finland. 2004, The Fifth 
International Symposium on Functional Neuroreceptor Mapping of the Living Brain. 
Vancouver. Canada. 2004; IV Всероссийская конференция по радиохимии 
"Радио\имия-2003". Озерск, 2003: 15th International Symposium on 
Radiopharmaceutical Chemistry, Sydney. Australia, 2003; «Современные проблемы 
ядерной медицины и радиофармацевтики», Обнинск. 2002; 
Публикации. По материала.м диссертационной работы опубликовано 2 статьи и 
6 тезисов докладов на конференциях. 
Структура и объем работы. Диссертация сосгоит из введения, пяти глав, 
выводов и списка цитируемой литературы. Работа изложена на 166 страницах и 
включает 29 рисунков, 31 таблицу. Библиофафия содержит литературные ссылки 
на 179 научных публикахшй. 

КРАТКОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 
Во введении рассматривается актуальность разработки метода получения 
["'Р]флюмазенила, нового меченого фтором-18 радиолнганда хпя изучения 
центральных бензодиазепиновых рецепторов метолом ПЭТ Здесь же 
сформл'лированы цель работы, ее новизна и практическая значи.мость 
Обзор ли Герату ры. Глава сое i опт из шести частей Подробно обсуждаются 
принципы метода ПЭТ и poib радиохимии в его развитии Описаны ядерно-
физические характеристики основных ПЭТ радионуклидов и методы получения 
РФП hd ич основе Более подробно рассмофены методы пол>чсния фтора-18 в 
мелицинск!!х ьиклотроьах п современные подзолы к введению мсг.чи фтора-! 8 в 
различные мо.'(.к\лы Особое внимаш'.е уделено методам внелег1ия фтора-18 в 
ароматические соелинения. основаннь м на реакции аромагическо. о 
нvк•лeoфнлl>pô o за\)ещення В заключение обсчжлаются \ьикальные 



возможности ПЭТ в рецеиторных исследованиях мозга и дается сравни re тьчый 
обзор ПЭТ радиолигаилов для центральных бснзодиазепиновых рецепторов 
Экспериментальная часть 
В данной главе описаны следующие методики-
• пол>чение фтора-18 на циклотроне MC-I7 (ИМЧ РАН) по ядерной реалции 

''0(p.n)'*F при обл\ченни водной мишени (['^OJH;©) протонами с энергией 
3 7МэВ-. 

» вьиелеьие фтора-18 методом анионообменной хроматофафии и поллчения 
нуклеофильных радиофторируюших агентов криптата ['*F]фтopидa калия 
( K 2 2 2 / [ " F ] K F ) И тетрабутиламмоний ['*Р]фторида ([ '*Р]ТБАК). 

• нуклеофильное радиофторирование флюмазенила и ряда модельных 
соединений; 

• идентификация меченных фтором-18 соединений методами радиоТСХ и 
В Э Ж Х : 

• эксперименты по изучению влияния на выход реакции изотопного "р/'^Р-
обмсна природы растворителя и фторирующего агента, температуры и 
концентрации реагентов; 

• эксперименты по изучению химической кинетики изотопною 'V/'^F-обмена 
в молекуле флюмазенила и относительной реакционной способности 
флюмазенила Ro 15-2344 и ряда модельных соединений в реакции 
аромагического нуклеофильного радиофторирования; 

• получение'["р]флюмазенила высокой удельной активности; 
• post-mortem авторадиография на срезах человеческого мозга и ПЭТ 

исследования на обезьянах с ис1юльзованием ['*Р]флюмазенила. 
Результаты и обсуяиение. В настоящее время для из>'чения центральных 
бензодиазепиновых рецепторов методом ПЭТ широко используется 
[ С]флюмазенил (Рис 1. I) В качестве альтернативы ["С]флюмазенилу было 
предложено два аналога флюмазенила, меченных фтором-18: N-(2'-
["р]фторэтил)флюмазенил (['^Р]ФЭФ, И) и ['"РЗфторфлюмазенил ( [ "P JOOMS. 
Il l) Однако, как показали ПЭТ исследования, по ряду фармакокинетических 
параметров зги радиолиганды уступают ["С]флюмазенилу. 

Идеальным радиолигандом для ПЭТ может служить ["р]флюмазенил 
( IV) . отличающийся от Г С]флюмазенила лишь изотопным составом 
Биохимическое поведеч-ie [ Р]флюмазенила должно быть идентично поведению 
["С]флюмазенила. 

л\ 
V-COOR2 ^~F Ri=CH;, К2=С2Н5-флюмазенил 

^N--'̂  x=F, Rr [ ' ' ' qCH; „ R,=C2H5- ["С]флюмазенил П) 
Х-Г, R I = [ " F ] C : H 4 F . R2=C2H,- [ " Р ] Ф Э Ф (lij 

^-^ X=r. R,= CHj. К--['*Р]"С2Й4р- ['̂ f ]ФФМЗ (III) 
) ^1 X 'n 'T j r R-СНз Я2=С2Н,-['*Р]флюмазенил(1У) 

Рие. 1. Ралиотнгаиды для изчченчя БЗР меюдом ПЭТ. 



Однако, ввелеиие фтора-18 в «естественноел положение фтора в молекуле 
флюмазенила (положение X ) nyieM ароматического н>клеофильного замещения 
затруднено, посколькч имеющаяся электроноакцепторная амидная ip\nna 
находится в иегл-положении к атом\ углерода, при которо.м происчодит 
замещение. Для изучения принципиа-1ьной возможности использозаипя этого 
подхода бьпа иыбраиа реакция н\клеофильного зак!ешення фгора в молек'\.1е 
флюмазен1Ъ1а ['*Р]фторид-аиионоч в прис>1сгвии межфазны.ч катализаторов 
(МФК ) - криптата (криптофикс 222) карбоната ка.и)я или тетрабутиламмоний 
карбоната, традиционно используемых в синтезе меченных фтором-18 
соединений. 

При использовании флюмазенила в качестве субстрата изучаемый процесс 
представляет собой реакцию изотопного " Е ^Г-обмена (Рис.2). 

J(\ ^ N 
Г У - C O O E t I >-COOEt 

\ Растворитель, МФК , g i \ 
/ >.. A A / F^^-^^^V-N ^«F'^-^'^^-y-N 

11 \ температура, время I '^ 
флюмазенил Г"'Р1флюмазенил 

Рис. 2. Синтез | '*Р|флюмазснила (изотопный обмен в условиях 
нуклеофильного замещения). 

Для идентификации продуктов реакции были разработаны методики 
В Э Ж Х анализа в трех хроматофафических системах (обращенно-фазной, 
прямофазной и катионообменной). Во всех использованных системах времена 
удерживания основного меченого продукта и стандарта флюмазенила совпадали 
(Рис.3). 

1 Фмз| 
1 . || УФ-дстектор 

'. ' ji Детектор по 
["Р]ФМЗ 1 радиоактивности 

Рис. 3. Идентификация !'*Г]флюмазеннла методом катионообменной В Э Ж Х 
rSCX Supelc-^'', 2^0>4м-, .OOtM Н P O . C H . C N - J i. 'мл V H H . 2 5 4 H M ^ . Ю В И Я 
реакции: С,, ; : :к : , >• =• 30 мМСф.п= 30 мМ. ЛМГО. !60Т. !.■=: мин ) 

Изучение реакции изотопного обмена лроводили в трел растворителях, 
ацетонигриле. лимешлсульфоксиде (ДМСО) и димети.1форма.миде (ДМФ) 
Получаемый в чшшени циклотрона радиоизотоп в форме [' Р]ф1орид-аниона. 
1среволили в рса<сциончаспособный комплекс, тетрабутиламмонип [ Р]фторил 
!['*'Р]ТБ.ЛФ. или крипгат ['^Р]фторида ка1ня {[К'К2.2 2]У?]Г\ Реакцию 
• 1. клеофильного фторирсеания проводили при температуре IOO-'''О'С в области 

чонцентрацпй ф -юмазсчи к. 7-30 мМ ^адиохи'иичесч-иГ! выход флю^шзенила 
7 



определяти по результатам радиоТСХ анализа реакционной смеси. На Рис.4 
приведена зависимость выхота ['^Р]флюмазенила от природы растворителя и 
радиофгорируюшего arcHia 

2 !00% 
1 80%' 
I 60% 
з: 40%, 
С 20%i 
:< о%" 

rj " l 

_ 

! i 
tn 
IL 

L 

oe 

1̂  
a 

ДМСО 
K222/KF 

ДМСО 
ГБАФ 

Д М Ф 
IC222/KF 

ДМФ 
ТБАФ 

Рис. 4. Зависимость радиохимического выхода [ Р]флгомазенила от 
природы растворителя и фторирующего агента (T^ieO^C, 15 мин CI^J22/K2CO: 
или Стьлк-30 мМ, Сф»^з~ 30 мМ). 

R кипящем ацетонитриле реакция изотопного обмена практически не 
iipo-feKj-ia, что, возможно, обусловлено нечостаточной тер\»ической активацией 
Наиболы!П1Й выход ['"РТфлюмазенила и наилучшая воспроизводимость 
достигались при использовании ["*Р]ТБАФ в ДМФ и кониентраини флюмазенила 
30 мМ 
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Рис. 5. Зависимость выхода ["'р]флюмазени,1а oi 1емперату'ры (ДМФ. 
Сф\,з~ 'О ''f'̂ - Стпдк^ЗО мМ. время реакции 15 мин fn>5)') 

Bbi.io показано, что с увеличением температуры скорость реакции резко 
возрастает (Рис 5). снижаясь по достижении ITO^C Это обусловлено 
иеустоГпчвостыо флюмазенила продукты пазложения которо̂ о̂ бьми 
обнар\же'1ы при В Э Ж Х анализе реакционного смеси С ростом концентрации 
Rv'-'oj ; 
(Рис 6) 

'-]ф^ю^laзeчтl^г ; вет1> рвался, достигая т^гто з областч ДО - 60 ' 'М 
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Рис. 6. Зависимость кыхоца |"р]флюмазенила от концентрации 
флюмазенила (ДМФ T^ieO^C CibvK "30 мМ. вр^мя реакции 15 мин (п>5)) 

Для подтверждения того, что изотопный " F ''р-обмен в молекуле 
флюмазенила протекает по механизму ароматического нyк^Jeoфильнoгo 
замещения, было проведено изучение кинетики эгой реакции На основании 
экспериментальных данных было показано, что скорость изотопного обмена 
подчиняется кинетическому уравнению, характерному для процессов 
иуклеофильного замещения, и линейно зависит от конценфации флюмазенила и 
радиофторирующего агента В табл 1 приведены константъ! скорости изотопного 
''Р/"Р-обмена. 

Табл. 1. Константы скорости изотопного F' F-обмена в молекуле 
флюмазенила при разных температурах (ДМФ, ["Р]ТБАФ) 

T,V 
100 

по 

к х 10", л моль' с ' 

0,67 (R=0,989) 

1,77(R=0,997) 

т,«с 
130 

160 

к X 10^л моль'с ' 

10,4(R=0,991) 

111 (R=0,986) 

Из полученной температурной зависимости были рассчитаны 
активационные параметры уравнения Эйринга для реакции изотопного ''р/' F 
обмена: ДН"=110 кДж/моль, Д8"=-10 Дж К'' моль"' (R=0,989). Полученные данные 
имеют величины, характерные для большинства реакций ароматического 
иуклеофильного замещения. Следует отметить, что эти результаты имеют и 
самостоятетьное шачение д,1я радиохимии, поскольку процессы изотопного 
"р''*Р-обмена поотекаюшие по механизм} ароматического иуклеофильного 
замещения. мaJЮ исследованы 

Несмочря на то. что ve io j и^оюп.чого обмена отличается простотой и 
обеспечивает высокий радиохимический выход в реакшги фторироватшя. его 
использование в сигттезе рецепторныч радиолигандов ограничено Ввиду малой 
концентрации рецепторов в \юзге хтя ПЭТ исследований необходимы 
рад!101рейсепь. ЕЫСОКОЙ сдельной активности (для [''С]ф."гомазенилг > 400 
Ки'мМоль) [' С]флюмазеиил низкой >.тельной активности (6-i! Кн/ммоль) был 
успешно применен в эксперимечта.тьчом протоколе динамического ПЭТ 
исследования (Delforge J и др. 1Ч97К однако дтя доказате.1ьствл возможности 



использования этого протокола в ПЭТ с [' Р]ф.1юмазенило\1 низкой \дсльной 
активности необходимы отдельнь?е исследования 

Иоэтомч следующей задачей работы было изучение возмолсности синтеза 
['^F]фJlюvlaзeниJla высокой удельной активности (без добавления носителя; 
реакцией нуклеофильного радиофторирования нитро-аналога флюмазенила. Ro 
15-2344. При этом следовало учитывать различия в н\клеофугности фтора и 
нитрогруппы. оценить которые теоретически в случае гакич сложных молекчл 
крайне трудно 

Для решения этой задачи было предложено использовать метод 
конк-урентных реакций, позволяющий определить относительную реакционную 
способность флюмазенила и Ro 15-2344 в реакции нуклеофильного фторирования 
в сравнении с модельными ароматическими соединениями (Табл. 2). Для этой 
цели в реакционный сосуд с рядиофторируюшим агентом (['*Р]ТБ.А.Ф) 
одновременно вводили два различных субстрата, проводили реакцию 
нуклеофильного за.мещения, и реакционную смесь анализировали методом 
В Э Ж Х (Рис 7). Исходя из предположения о том. что механизм 
радиофторирования изучаемых субстратов одинаков (S^Ar), из отношения 
концентраций меченых продуктов были рассчитаны относительные константы 
скорости радиофторирования различных субстратов (Табл. 2). 
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Рис. ". В Э Ж Х анализ реакцио.чной смеси при конкурентном 
ралиофторировании (Lichrosphere lOORP 18е (Merck); 0.01 М И-.РО; CH,CN=3 1: 
1мл мин. 254 н\|) 
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Тябл. 2 Относительные константы скорости радиофторпровання различных 
соединений (ДМф. T-ISO'X. [ ^Р]ТБЛФ) 

п 
с 

к-
(п=5)' 

CN I I 

-"̂ ^ 

' JOj N0; 
Q 

2570=356 1.58-Г0 067 ! 0.83x0.049 I О 34-Ч).072 < 0.001 

В случае флюмазенила константа скорости реакции ароматическою 
нуклеофильного фторирования Сконстанта скорости изотопного обмена, к'фмз) 
составляла 0,0081+0,0009, что на два порядка ниже по сравнению с 2-ф1ор-5-
нитротолуолом (!). Это согласуется с представлениями о гом. что молекупа 
флюмазенила слабо активирована в отношении ароматическою нл'клеофильною 
радиофторирования, поскольк-у электроноакцеторная амидная ipynna находится 
в л/егэ-положении к уходящей группе. При данной постановке эксперимента 
относительная константа скорости радиофторирования Ro 15-2344 оказалась 
ниже предела определения (к'̂ ^, 15-2344 < 0.001). что говорит о меньшей 
подвижности нитрогруппы по сравнению с фтором в реакции ароматического 
нуклеофильного радиофторирования. 

Таким образом, проведение процесса нл'клеофильного фторирования 
нитро- аналога флюмазенила (Рис.8) требует более жестких условий по 
сравнению с реакций изотопного обмена Так. при радиофторировании Ro 15-
2344 в ДМСО в течение 15 мин радиохимический выход не превышал 5% (Табл 
3). тогда как в этих условиях в реакции изотопного обмена выход достигал 50-
60%. Исследования процесса ароматического нуклеофильного фторирования Ro 
15-2344 в различных условиях позволили определить оптимальные условия 
реакции (Табл. 3, последняя строка), которые и бычи использованы в синтезе 
['*Р]флюмазенила высокой удельной активности 

0,N 

> COOEt 

aj 4--N 
О 

Ro i 5-2344 

l''FjkF/K222 .'-Ч.-'^-Л 
V-COOEt 

> 
DMt !6O°C.30m,r ^^F '^-^V'^ 

О 
['^Р]флю.мазенил 

60-80 % 
Рнс. 8. С\ема синтеза [ Г|фл!омазенала высокой сдельной активчостп. 



Т а б л . 3. Резлльтаты нуклеофнльного радиофторнрования R o 15-2344 
(К222 [^'^FIKF. С,,,::; .:со:/Сфч.з-1) 

Тс мпчмпра 
1 С) 

воемя(чин 1 
130/15 
ВО/ ! 5 
160/1: 
160/15 
160/30 
160/15 
160/30 

Рас1 ве­
рите 1ь 

Л М С О 
ДМСО 
.ЦМСО 
ДМСО 
ДМФ 
ДМФ 
ДМФ 

C F „ < - . „ 
мМ 

" 
30 
У) 
4U 
О 
30 
30 

l'a,inoNH4ii4ecKiiF 
вы\ол 

1"'1-]ф1юмазе11И1а " s * 
L 5 

17 
18 
17 
48 
40 
66 

\1in 
"о 

-
4 
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_ 

43 
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5"̂  

Ма\ 
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" результаты радиоТСХ анализа реакционной смеси 
Для выделения ["р]флюмазенила из реакционной смеси была 

разработана оригинальная методика полупрепаративной В Э Ж Х очистки, 
обеспечивающая эффекпивное раз.целение исходного субстрата, Ro 15-2344. и 
меченого продукта (Рис 9) Процессы синтеза и очистки ["'р]флюмазенила были 
полностью автоматизированы с помощью лабораторного робота или 
автоматического модуля. Радиохимический выход очищенного ["р]флюмазенила 
достигал 30% (с поправкой на радиоактивный распад) при продолжительности 
синтеза 75-80 минут, включая В Э Ж Х очистку. Удельная активность 
['*Р1флюмазенила на момент окончания синтеза превышала 185 ТБк/ммоль (5000 
Ки/ммоль). 

■■"■" Ус 10ВНЯ очистки 
П ь Waters д-Bondapak С-18 (300x7 8 мм. 10 им) 

ацетонитрил/0,01М HiPOj (80/20), 
поток - 4 мл/мин 
УФ детектором (254 HVI) 

т 
| - > - ^ ^ L_ ["'Р]флючазенил 

" Ro 15-2344 

Рис. 9. Очистка 1 Г1флю1иазенила методом полупрепаративной В Э Ж Х . 
Завершающим этапо\! работы были доклинические испытания 

["ртфпюмазенила. включающие post-rnortem авторадиофафию на срезах 
головного мозга человека, ПЭТ исстелован»!я на обезьянах (Cynomolgus monke\) 
и идентификаийЮ основных Meiduo.iHiOB ['*Р]ф номазенила в 'Liasv.e лровм 
обезьян Исследования проводили в софудничесгве с Каротинскчм Инститчтом 
(Швеция). 

\31орадиогра\1\(асреза ^, )i |зобрауКения мозга обе-ч.япы чосте ляс 1ения 
'стовеческогомозга j '( ](D 1к>ма.жт1 latA) f Y j ^ иомазспи la iBln аытссьенч!-. 

I 1 |(|ЛН)мазеич i -i ^̂ , |щ\1 з̂;;(ц ,^ ,,e>tc4i.n-„v ф iKAiaicnii lOvi it i 
P i i c . !У. Локпяиичесгчне после )оваиия с ! " 'р|флюмазенил\)м. 



Рез>.1ьтаты post-mortem авторадиофафпи продемонстрирова.1и сходство 
в распределении ['̂ Р]флюмазен11ла. [''C]флю.\laзeниJla и [ Н]флюмазенила и 
высокое накогпение ['*Р]флюмазенчла в стр\'КТ\ра\ мозга с высокой плотностью 
БЗР Добавление немеченого флюмазенила приводило к практически полночи 
вытеснению [''р]флюмазеннла из областей связывания, что чказывало на 
специфичносгь взаимодействия радиолиганда с БЗР 

ПЭТ исследования на обезьянах продемонстрироваж высокие хровии 
накопле1И1я ['^Р]флюмазенила в лобных, височных и заты.ючных доля.ч. в то 
время как в MOCIV и мозжечке отмечено пониженное накоп.гение радиолиганда. 
Максимум радиоактивности (5-7% от введенной дозы) достигался через 10 минут 
после инъекции При введении немеченого флюмазенила концентрация с 
[ Р]флюмазенила в областях с высокой концентрацией БЗР быстро снижалась, 
что свидетельствовало о его специфическом связывании Сравнительные ПЭТ 
исследования с ["С]флюмазенилом на тех же обезьянах показали сходсгво в 
фармакокииетическом и биохимическом поведении ["С]флюмазенила и 
[ "'р]флюмазенила (Рис.10, справа). 

При изучении метаболизма ["'р]флюмазенила в крови обезьян методом 
В Э Ж Х были идентифицированы два меченых продук1а (Рис.11), структура 
которых аналогична известным метаболитам для [ С]флюмазенила. Поскольку 
данные метаболиты являются менее полярными, чем флюмазенил, и не проходят 
через гематоэнцефалический барьер, их образование не влияет на качество ПЭТ 
изображений. 

^ он 

18р А ^ N 
О ' 

М OC2H4OH 
f^ J 1 

1 в р ^ - . ^ N 

0 " 

100 
80 
60 
40 
20 

0 

х 
v_ 

1 "'Р]ф.1Гомазеннл 
1 
II 

—'— мин 
Ь" 50 75 100 

Рис. 11. Метабо.тизм р*Р]ф.11юмазенила в крови обезьян и зависимость 
концентрации метаболитов в плазме от времени. 

В целом. проведенные исследования показывают. что по своич! 
фармакокииетичсскчч( параметрам ['*Р]флюч1азенил к.дентичен 1''С]флюч1азеи11лч 
и чюжст быть использован в качестве радиолпгачда для in-vno визуализации БЗР 
метсдом ПЭТ Предложенный новый метол синтеза ['̂ Р]флюч1азснила по реакции 
радиофторирования нитро-аналога флюмазенила, Ro 15-23-11. обеспечивает 
высокую чдельн^ю активное--, чрепара-а. co.iee -tc'-i достагочную дл;" 
использования ч ПЭТ Me гол легко адаптируется к стандартных! модчлям лля 
пол>че1̂ 1">' РФП " молст быть реноме .ювач \ использованию в р}тинных ПЭТ 
llcCJ'eлoвâ -и̂ x̂ 



ВЫВ0Х1Ы 
• Разработан метод синтеза ['*Р]флю\1азенила. основанный на реакции 

ароматического нуклеофильного радиофторирования нитро-аналога 
флюмазенила (Ro 15-2344) с последующей очисгкой методом 
полупрепаративной В Э Ж Х , позволяющий nojiyqaib ['^Р]флюмазеннл 
высокой удельной активности, необ.чодимой для ис1ЮЛЬзования в 
рецепторных исследованиях мозга методом ПЭТ. Предложенный метод 
обеспечивает получение ['^Р]флюмазенила с радиохимическим выходом 50-
60%, что сущес1венно превышает резулыа!, дос1И1нутый другими 
исследователями (2-12%) и позволяет производить этот РФП с активностью, 
достаточной для обеспечения ПЭТ исследованиях мозга человека. Метод 
легко поддается автоматизации в стандартных современных модулях для 
нуклеофильного фторирования и может быть легко внедрен в практику ПЭТ. 

• Впервые проведено изучение кинетики изотопного '^Р/"р-обмена в молекуле 
флюмазенила. Показано, что протекание изотопного "р/'*Р-обмена 
1юдчиняе1ся кинетическому уравнению бимолекулярной реакции. 
Определены константы скорости изотопного ''р/'*Р-обмена в 
диметилформамиде при разных температурах; рассчитаны энергия активации 
изотопного "р/"Р-обмена, энтальпия и энтропия образования переходного 
комплекса. На основании полученных данных сделан вывод, что изотопный 
"к/'^Р-обмен в молекуле флюмазенила протекает по механизму 
ароматического нуклеофильного замещения. 

• Методом конкурентных ртакций изучена относительная реакционная 
способность флюмазенила, нитро-аналога флюмазенила Ro 15-2344 и 
молельных соединений в реакции аро.матического нуклеофильного 
радиофторирования и определены относительные константы скоростей 
реакции. 

• В сотрудничестве с Каролинским институтом (Швеция) впервые проведен 
полный спектр исслглований направленных на доказательство 
функциональной пригодности ['''р]флюмазенкла в качестве нового 
рецепторного радиолпганда для исследования центральных 
оеизодиазепиновых рецепторов методом ПЭТ 
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