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1. Einleitung

1.1 Entdeckung der Radioaktivitit und erste Anwendungen in der Medizin

»Zufdlle sind unvorhergesehene Ereignisse, die einen Sinn haben.” Dieses Zitat stammt vom
griechischen Philosophen Diogenes von Sinope um 350 v. Chr. und bewahrheitet sich auch in
den wissenschaftlichen Entdeckungen Ende des 19. Jahrhunderts. Zwei Wissenschaftlern der
damaligen Zeit kam wéhrend ihrer Forschungsarbeit der Zufall zu Hilfe und fiihrte zu deren
bedeutsamen Erkenntnissen, die sie berithmt machten und noch heute ihre Namen eng mit
diesem Fachwissen verkniipfen.

Wilhelm Conrad Rontgen, damals Professor fiir Physik an der Universitit in Wiirzburg,
beschiftigte sich mit erzeugten Elektronenstromen in Vakuumglasrohren. Bei einem seiner
Experimente im November 1895 wollte er die Entladung der Elektronenrdhre und die
entstehenden Elektronenstrahlen genauer beobachten und fiihrte seine Untersuchungen daher
in einem verdunkelten Laboratorium durch und umbhiillte aulerdem die Glasréhre mit einem
dicken, schwarzen Karton, damit kein Licht von auflen das Experiment storen konnte. Bei der
Entladung der Rohre, die er unter Zuhilfenahme eines Fluoreszenzschirmes verfolgte,
beobachtete er, ein fluoreszierendes Leuchten an der Innenwand der Rohre. Um sicher zu
gehen, dass dieses Leuchten nicht vom Fluoreszenzschirm herriihrte, entfernte er diesen aus
der Rohre nach auBlen. Doch auch dann leuchtete er auf. Da Elektronenstrahlen den Karton
nicht durchdringen konnten und selbst an der Luft aullerhalb der Rohre nur eine geringe
Reichweite haben, verwunderte Rontgen diese Entdeckung. Auch als er den Schirm immer
weiter von der Rohre entfernte, blieb die Leuchterscheinung bestehen. Er kam zu der
Erkenntnis, dass aus der Rohre heraus eine energiereiche Strahlung emittiert werden miisse,
die selbst feste Materie, wie den schwarzen Karton, durchdringen konnte. Bei seinen weiteren
Untersuchungen analysierte er dieses Phdnomen unter Einsatz einer Vielzahl anderer
Materialien, einschlieBlich des menschlichen Gewebes. Es gelang ihm, die Handknochen
seiner Frau auf einer Fotoplatte darzustellen und entstand auf diese Weise das erste
Réntgenbild.(l’ 2.3)

Rontgen nannte diese bis dahin unbekannte Strahlung ,,X-Strahlen* und ver6ffentlichte seine
Ergebnisse. Die geheimnisvollen ,,X-Strahlen* wurden spéter zu Ehren des Wissenschaftlers
in Rontgenstrahlen umbenannt und die Anfertigung von Rontgenbildern ist aus der heutigen

medizinischen, diagnostischen Bildgebung nicht mehr wegzudenken.



Rontgens Entdeckung gab letztendlich den AnstoB fiir die Entdeckung der Radioaktivitét. Im
Januar 1896 wurde RoOntgens Arbeit auf einer Sitzung der Pariser Akademie der
Wissenschaften vorgestellt, bei der auch Antoine Henri Becquerel (Abbildung 1.1) anwesend

war.

Abbildung 1.1: Antoine Henri Becquerel(Al)

Die ,,X-Strahlen* und ihre bis dahin ungeklirte Ursache stieBen auf groBes Interesse. Eine
Versuchsnotiz von Rontgen, in der er beschrieb, dass sich die Rohre in der Ndhe der Anode
griinlich verfarbte und bei der Entladung am stdrksten leuchtete, liel Becquerel vermuten,
dass die ,,X-Strahlen* durch Fluoreszenz verursacht wiirden. Er beschloss, seine Vermutung

experimentell nachzuweisen.> ¥

Sein Versuchsaufbau bestand aus einer photographischen Platte, eingewickelt in dickes,
lichtundurchléssiges Papier und einem Uransalz, welches durch Lichteinwirkung fluoreszierte
und auf die eingewickelte Platte platziert wurde. Becquerel legte diese vorbereitete
Anordnung fiir eine gewisse Zeit in die Sonne und konnte im Anschluss feststellen, dass ein
Abbild der Uranprobe auf der Fotoplatte abgebildet worden war, genauso wie es auch die ,,X-
Strahlen* mit den Handknochen in Rontgens Versuch getan hatten. Becquerel glaubte seine
Vermutung dadurch bestitigt, dass das fluoreszierende Uransalz ,,X-Strahlen* aussendet.
Durch Zufall konnte dieser Irrtum schlieBlich widerlegt werden. Bei einer Wiederholung des
Versuches herrschte schlechtes Wetter und Becquerel musste die Durchfiihrung bis zum
ndchsten sonnigen Tag verschieben. Die bereits vorbereitete Platte mit dem Uransalz lag
solange in einer dunklen Schublade. Doch auch ohne die Sonnen- bzw. Lichteinwirkung
zeichnete sich hier ein Abbild der Uranprobe auf der Fotoplatte ab und fiihrte somit zu
Becquerels Entdeckung, dass natiirliche Substanzen wie das Uran eine spontane, unsichtbare,

lichtunabhiingige Strahlung aussenden.!: 3 ¢)



Die radioaktive Strahlung wird bis heute zu Ehren des Wissenschaftlers in der Einheit

Becquerel (Bq) gemessen.

Abbildung 1.2: Marie und Pierre Curie®*?

In den néichsten Jahren wurden, vor allem durch die Arbeit von Marie Sklodowska Curie und
threm Mann Pierre Curie (Abbildung 1.2), weitere radioaktive Substanzen wie Radium,
Polonium und Thorium entdeckt. Der Begriff Radioaktivitit wurde von Marie Curie
eingefiihrt. Sie isolierte 1902 aus mehreren Tonnen Pechblende etwa 0.1g Radium, ein

instabiles Element, welches blaue Strahlen (Strahl = ,,radius®) aussendete. (>4 > 0)

Den Weg in die Medizin fanden die Strahlen durch den erstmaligen Einsatz von
Rontgenstrahlen 1896 durch den Arzt Emil Herman Grubbe, welcher eine Frau mit
Brustkrebs {iber 18 Tage damit behandelte und deren Tumor sich tatsichlich verkleinerte.
Gegen kleine Metastasen dagegen war die Behandlung nicht effektiv. Durch diese
erfolgreiche, lokale Tumorbehandlung war das Interesse damaliger Wissenschaftler und Arzte
an der Strahlentherapie geweckt. Die Entdeckung des Radiums und seiner natiirlichen
Strahlung 16ste einen sogenannten ,Radiumtaumel” aus, infolgedessen radioaktive
Substanzen verstarkt zur Therapie eingesetzt wurden. Zum einen stand die Behandlung von
Tumoren im Vordergrund. Durch direktes Einsetzen von Radium- oder Thoriumverbindungen
in Form von aktivierten Golddrédhten oder in Metallkapseln, Nadeln und Glasr6hren wurde
der Tumor im Korper in unmittelbarer Nédhe bestrahlt.(!- 7

Zum anderen wurden radioaktive Verbindungen auch in der Allgemeinmedizin, zum Beispiel
in der Dermatologie, ausprobiert. Es wurden Akne, Entziindungen oder Rétungen der Haut
mit Uranpflastern behandelt. Allerdings wurde Radioaktivitdt in dieser Zeit nicht nur als
Heilmittel, sondern auch als Wunder- und Revitalisierungsmittel angesehen. Nach der
Entdeckung von natiirlicher Radioaktivitit in Gewéssern lag es fiir damalige Therapeuten auf
der Hand, dass die Radioaktivitit eine heilende Naturkraft zur Regenerierung von

korperlichen Schwichen sein miisste. Entlang der radioaktiven Gewisser wurden Kurorte zur

3



Erholung errichtet. Auflerdem wurde mit der Anreicherung von Radioaktivitit auch im
Trinkwasser fiir eine lingere Jugend mit sogenannten Emanatoren, die eigens dafiir hergestellt
und auch verkauft wurden, begonnen. Des Weiteren gab es radioaktive Tabletten, Injektionen,
Kompressen und Strahlungskissen fiir den Heimverbrauch. So sollte beispielsweise ,,Radio-
Balsamica® gegen Rheuma und eine Radion Haarkrafttinktur von Dr. Hartmann gegen
Haarausfall helfen. Auch in Pflegeprodukten und Genuss- und Lebensmitteln wurde
Radioaktivitdt eingefiihrt. Es gab radiumhaltige Schokolade, Radiumwasserzwieback, Butter,
Zigaretten, Bier, Zahnpasta, Creme, Seife und Lippenstift. Der damalige Glaube an die
Starkung der Lebenskraft durch Radioaktivitdit kam durch das derzeit noch mangelhafte

Wissen iiber Strahlenschiiden zustande.(>®

Die Verbraucher dieser radioaktiven Giiter hatten jedoch letztendlich Gliick, denn eine
Untersuchung der amerikanischen Behorden im Jahr 1930 ergab, dass 95% aller Produkte
keine Radioaktivitit enthielten oder aber nur in wesentlich geringerem Malle als
angepriesen. 7. % Die Schiadigungen durch radioaktive Strahlung wurden erstmalig deutlich
bei der Verwendung von radiumhaltiger Farbe, als Leuchtfarbe fiir die Ziffernblitter von
Uhren. Damals wurden die Ziffernblétter durch Fabrikarbeiterinnen von Hand angemalt.
Diese Arbeit flihrte zur Bildung von Tumoren in den Knochen und zu chronischer Anémie bei
allen Arbeiterinnen. Auch Marie Curie erlitt durch ihre direkte Handhabung mit Radium

Geschwiire an den Hénden und starb 1934 an Leukdmie. So folgte bald die Erkenntnis:
»Strahlen heilen Tumoren, aber sie erzeugen auch Tumoren®.(!)

In der ersten Hilfte des 20. Jahrhunderts trugen wissenschaftliche Erkenntnisse {iber die
Atomstruktur durch Planck, Einstein, Bohr und Rutherford zum besseren Verstindnis der
Radioaktivitit, ithrer Ursachen und Gefahren, bei. Es wurde erkannt, dass fiir die Nutzung der
Radioaktivitit als diagnostisches und therapeutisches Hilfsmittel MaBnahmen zum
Strahlenschutz getroffen werden mussten, was letztendlich zur Verabschiedung der
Strahlenschutzverordnung im Jahr 1960 fiihrte.&- & 7-®)

Die Grundlage fiir die moderne Nuklearmedizin erschuf 1923 Georg von Hevesy
(Abbildung 1.3) mit einem radioaktiven Indikator (Tracer) bei der Untersuchung der
Bleiakkumulation von Pflanzen. Diese sogenannte Tracer-Methode bewirkt, dass radioaktive
Substanzen in Stoffwechselprozesse eingebunden und deren Verteilung durch den
radioaktiven Zerfall verfolgt werden kann. Stoffwechselprozesse konnen somit durch

radioaktive Markierung relevanter Stoffwechselsubstanzen sichtbar gemacht werden.>> &7



Abbildung 1.3: Georg von Hevesy — ,,Vater der Nuklearmedizin*“(*>)

Einen weiteren Aufschwung erlebte die Anwendung von Radioaktivitit in der Medizin mit
der Entdeckung kiinstlicher Radionuklide durch Iréne Joliot-Curie und Frédéric Joliot-Curie
1933/34. Sie stellten durch die Bestrahlung einer Aluminiumfolie mit Polonium erstmals
Phosphor-30 her. Es folgten die Herstellung von lod-128 (1934, Fermi) und von lod-131
(1937, Livingood und Seaborg) und erste therapeutische Einsdtze von lod-131 bei der
Behandlung von Uberfunktionen der Schilddriise und Phosphor-32 bei der Behandlung von
Leukdmie (1936, Lawrence). Durch die Erfindung des Zyklotrons 1931 und des ersten
Atomreaktors 1942 konnten im zunehmenden Malle kiinstliche Radionuklide einfach,
kostengiinstig und in groBen Mengen hergestellt werden.> & 7

In den 50er Jahren entwickelte sich dann langsam die Radiopharmazie, wie wir sie in der
heutigen Zeit kennen. Seit 1963 gibt es die Single-Photonen-Emissions-Computer-
Tomographie (SPECT) und seit 1975 die Positronenemissionstomographie (PET), beides
Verfahren zur informativen Bildgebung iiber die Radionuklidverteilung im Korper.
Bildgebende diagnostische Verfahren wurden unter anderem auch erst durch die rasante

Entwicklung auf dem Gebiet der Datenverarbeitung zu dieser Zeit erméglicht.(5 67

In den nachfolgenden Kapiteln sollen zundchst die Grundlagen radioaktiver Strahlung
dargestellt und die heutige Nuklearmedizin allgemein erldutert werden. Anschlieend erfolgt
eine Spezialisierung auf das fiir diese Arbeit relevante Radionuklid Fluor-18, auf die
Anwendung von Siliciumbausteinen als prosthetische Gruppen und von Peptiden in der

Entwicklung neuer Radiotracer sowie auf die Thematik der Fluidik.



1.2 Grundlagen radioaktiver Strahlung

Radioaktivitét tritt auf bei instabilen Nukliden bzw. instabilen Atomkernen. Es ist ein Prozess,
bei dem ein instabiler Atomkern in einen energetisch giinstigeren, stabileren Atomkern unter
Aussendung von Energie iibergeht. Diese Energie kann in Form von Strahlungsenergie
(y-Quanten, Photonen) oder in Form von Bewegungsenergie der ausgesendeten
Elementarteilchen (a, p*, B°) auftreten.> &% 10 11)

Ein Nuklid ist durch eine bestimmte Anzahl von Protonen (Z) und Neutronen (N) im
Atomkern, der sogenannten Nukleonenzahl oder auch Massenzahl (A), definiert. Die
Protonenanzahl gibt dabei die Ordnungszahl (Z) eines Elementes im Periodensystem an. Die
Neutronenanzahl eines Elementes kann variieren und damit die verschiedenen Isotope eines
Elementes bilden. Beispielsweise gibt es fiir das Element Wasserstoff mit der Ordnungszahl
Z =1 drei Isotope mit jeweils N =0, 1 oder 2 Neutronen. Bei den natiirlichen Nukliden wird
zwischen Mischelementen, die mehrere Isotope aufweisen und den Reinelementen, die nur
aus einer Atomsorte bestehen, unterschieden. Das Element Fluor gehdért zu den
Reinelementen, natiirlich kommt es nur als Fluor-19 vor, bestehend aus 9 Protonen und 10
Neutronen. Das radioaktive, isotope Nuklid Fluor-18 kann nur kiinstlich erzeugt

werden.(s’ 6,9,10,11)

Die Stabilitiit eines Nuklids héngt ab von der Grofle des Atomkerns (Protonenzahl Z) und
dem Verhiéltnis der Anzahl von Neutronen zu Protonen (N/Z). Ist der Atomkern noch eher
klein (Z <20) sind die Nuklide stabil, wenn das Verhéltnis N/Z etwa 1 betrigt (N =Z).
Nuklide mit Z >80 sind in der Regel instabil und radioaktiv. Fiir Atomkerne mit einer
Protonenzahl zwischen 20 < Z < 80 gilt, je groBBer Z wird, desto eher muss N/Z > 1 sein, damit
die AbstoBung positiver Protonen durch neutrale Neutronen gemildert wird. Meist sind diese
Kerne dann stabil, wenn N/Z=1.5 ist, das heifit fiir 2 Protonen miissen 3 Neutronen

vorhanden sein.®: 6 11 12)

Instabile Nuklide zerfallen solange innerhalb einer Zerfallsreihe, in der weitere instabile und
radioaktive Nuklide als Zwischenstufen auftreten konnen, bis zuletzt ein stabiles Nuklid

resultiert.

Die Stabilitét eines Nuklids kann anhand der Halbwertszeit ti2 bewertet werden. Sie gibt an,

nach welcher Zeit die Hilfte, der zu einem Zeitpunkt to vorhandenen Radioaktivitit A eines

Nuklids zerfallen ist.?)



Mathematisch wird der radioaktive Zerfall durch das Zerfallsgesetz beschrieben. Bei einem
spezifischen Nuklid zerfillt in einer bestimmten Zeiteinheit eine bestimmte Anzahl

radioaktiver Kerne, das heilit, die Gesamtanzahl radioaktiver Kerne eines Nuklids nimmt
proportional je Zeiteinheit ab.> 6% 1D
dN
ATy

Der Proportionalititsfaktor in dieser Gleichung ist die Zerfallskonstante A. Sie ist fiir jedes
Nuklid charakteristisch.: &% 1D

dN

A=N-A=-— '
Wird diese Gleichung integriert, resultiert das Zerfallsgesetz, in der No die Anzahl
radioaktiver Kerne zum Startzeitpunkt t=0 sind und N; die Anzahl der nicht zerfallenen
Kerne zum Betrachtungszeitpunkt t. Da die Anzahl der radioaktiven Kerne bestimmend ist fiir

die Radioaktivitdt des Nuklids, kann die Anzahl der Kerne N auch durch die Radioaktivitiat A

ersetzt werden.> &% 1D
Zwischen der Zerfallskonstante A und der Halbwertszeit ti» kann folgender Zusammenhang
hergestellt werden.®> & % 11)
[n2
A= —
t1/2

Wird diese Gleichung in das Zerfallsgesetz eingesetzt, ergibt sich eine Formel zur
Berechnung der Radioaktivitdt A einer Substanz zu jedem beliebigen Zeitpunkt t bezogen auf
einen Startpunkt to.(> 6% 11)

_n2
A =Ay-e bz

Die wichtigsten Zerfallsarten fiir die Nuklearmedizin sind:

e Alpha-Zerfall (a-Strahlung)
Diese Zerfallsart kommt meist bei groBen Atomkernen (Z > 80) vor. Die Kerne gehen
dabei in einen stabileren Zustand durch Verringerung ihrer Masse iiber. Dies geschieht

durch die Aussendung eines a-Teilchens (zweifach geladener Heliumkern bestehend



aus 2 Protonen und 2 Neutronen). a-Strahlung hat nur eine geringe Reichweite, jedoch
eine sehr hohe Energie, die bei Kontakt mit Materie innerhalb nur weniger
Mikrometer abgegeben wird (hoher linearer Energietransfer = LET). In der
Diagnostik finden Nuklide mit Alpha-Zerfall keine Anwendung. In der Therapie
werden sie lokal zur Zerstérung von Tumoren eingesetzt.(5 6,10, 11, 12)

Beta-Zerfall (f-Strahlung)

Bei kleineren Atomkernen (Z < 80) mit einem hohen Wert fiir das Verhiltnis N/Z und
damit einem Neutroneniiberschuss tritt der Beta-minus-Zerfall auf. Fiir ein stabileres
Nuklid miissen die Neutronenzahl und damit auch das Verhiltnis N/Z verringert
werden. Dazu wird ein Neutron in ein Proton, ein Elektron und ein Antineutrino (¥)
umgewandelt. Das Proton verbleibt im Kern, wéhrend das Elektron zusammen mit
dem Antineutrino aus dem Kern herausgeschleudert wird. f-Strahlung hat je nach
Elektronenenergie bereits eine Reichweite in Materie von mehreren Millimetern.
Nuklide mit Beta-minus-Zerfall finden hauptsdchlich in der Therapie Anwendung,
wobei hier durch die begrenzte Reichweite lokal hohe Dosen im Gewebe verabreicht
werden kénnen. - ¢ 10-11.12)

Beta-Zerfall (B*-Strahlung)

Bei kleineren Atomkernen (Z < 80) mit einem niedrigen Wert fiir das Verhéltnis N/Z
und damit einem Neutronenunterschuss tritt der Beta-plus-Zerfall auf. Fiir ein
stabileres Nuklid miissen die Neutronenzahl und damit auch das Verhiltnis N/Z erhoht
werden. Dazu wird ein Proton in ein Neutron, ein Positron (f") und ein Neutrino (v)
umgewandelt. Das Neutron verbleibt im Kern, wéhrend das Positron zusammen mit
dem Neutrino aus dem Kern emittiert wird. Die positiv geladenen Positronen sind
Antiteilchen zu den negativ geladenen Elektronen und sehr instabil (Lebensdauer
weniger als 10 Sekunden). Wenn ein Positron in Materie auf ein Elektron trifft,
werden sie gemeinsam vernichtet und die freiwerdende Energie in Form von Photonen
(y-Strahlung) abgestrahlt. Die Vernichtungsenergie betrdgt dabei insgesamt
1.022 MeV. Die Ausrichtung des Spins von Positron (B) und Elektron (&) ist
bestimmend fiir die Anzahl und Ausrichtung der Photonen. Bei parallelem Spin
(Triplett-System) werden 3 Photonen in bestimmten Winkeln ausgesendet, wobei die
Vernichtungsenergie  aufgeteilt wird. Bedeutend fir die diagnostische

Positronenemissionstomographie (PET) ist jedoch die antiparallele Ausrichtung der
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Spins (Singulett-System) von Elektron und Positron. Dann entstehen bei der
Vernichtung 2 Photonen mit jeweils 0.511 MeV. Der Winkel zwischen den
abgestrahlten Photonen ist abhingig von der kinetischen Energie von Positron und
Elektron zum Zeitpunkt der Vernichtung. Betrigt die kinetische Energie Null, so
ergibt sich ein Winkel von 180° das heilit, die Photonen werden in genau

entgegengesetzter Richtung ausgesandt (Abbildung 1.4).10-11.13)

—~ 511 ke
Mutterkern { 7

511 keV

Abbildung 1.4: Vernichtungsstrahlung bei antiparalleler Ausrichtung der Spins

von Elektron und Positron und einer kinetischen Energie von Null¥

Elektroneneinfang (EC = ,,electron capture®)

Der Elektroneneinfang ist eine konkurrierende Zerfallsart zum Beta-plus-Zerfall. Er
tritt auf, wenn die Vernichtungsenergie kleiner als 1.022 MeV ist oder auch als
zusitzliche Zerfallsart zum Beta-plus-Zerfall, wenn die Vernichtungsenergie grofler
als 1.022 MeV ist. Ein Proton aus dem Kern ,fingt“ ein FElektron aus der
Elektronenhiille (meist aus der K-Schale) und kombiniert sich so zu einem
Neutron. Die dabei freiwerdende Energie wird iiber das dabei entstehende
Neutrino (v) emittiert. Zusatzlich wird die ,,Liicke in der K-Schale wieder durch

Elektronen aus den &uBeren Schalen geschlossen, wobei Rontgenstrahlung

entsteht,(10- 11, 13)

Gamma-Strahlung (y-Strahlung)

Oftmals wird die freiwerdende Energie bei einem der oben beschriebenen Zerfallsarten
nicht vollstindig auf die emittierten Teilchen iibertragen (z.B. Neutrino v). Der
entstandene Tochterkern bleibt durch die zuriickgehaltene Energie in einem
angeregten Zustand. Der Ubergang in den Grundzustand kann nicht durch weitere
Teilchenemission erfolgen, sondern geschieht durch die Aussendung von

elektromagnetischer Strahlung (y-Quanten, Photonen). Dauert der Ubergang vom



angeregten Zustand des Kerns in den Grundzustand an, konnen sogenannte

metastabile Zustinde entstehen, die chemisch abgetrennt als reine Gamma-Strahler

genutzt werden kénnen (z.B. *™Tc, ti2 = 6 Stunden). & 10- 1D

Letztendlich ist der radioaktive Zerfall ein sehr vielschichtiger Vorgang. Oftmals treten
mehrere Strahlungsarten gleichzeitig auf. Durch jeden Zerfall entstehen angeregte Zustinde,
die wiederum durch Aussenden von y-Quanten in einen energetisch giinstigeren
Grundzustand iibergehen. Allerdings kann bei diesem Ubergang die freiwerdende Energie
nicht nur auf y-Quanten, sondern auch vollstindig auf Elektronen des Nuklids iibertragen
werden, welche dann als Konversionselektronen die FElektronenhiille verlassen
(Beta-Strahlung). Die Liicken in der Elektronenhiille werden anschlieBend von Elektronen
duBerer Schalen aufgefiillt, was zur Aussendung von Rontgenstrahlung fiihrt. (1> 11

Zuséatzlich miissen die Wechselwirkungen der Strahlung mit Materie beriicksichtigt werden.
Unterschieden werden dabei die Wechselwirkungen von Teilchenstrahlung (a-Strahlung,
B-Strahlung) und elektromagnetischer Strahlung (y-Strahlung, Vernichtungsstrahlung) mit
Materie. Im Falle der Teilchenstrahlung ist die Reichweite sehr gering und der lineare
Energietransfer (LET) hoch, das heift, die Energie der Teilchen wird stark lokalisiert durch

StoBe mit der Materie abgegeben. Damit ist eine ,hohe Strahlungsexposition im
Zielgewebe“(19) fiir eine therapeutische Wirkung (Zerstéorung von Krebszellen, Tumoren)

moglich. Elektromagnetische Strahlung hat eine wesentlich groflere Reichweite, das heil3t die
Energie kann weiter entfernt vom Zerfallsort gemessen werden. Damit sind die Gamma- und
die Vernichtungsstrahlung geeignet fiir die diagnostische Nuklearmedizin.> & 1%

Wichtige Wechselwirkungen der vy-Strahlung (Photonen) mit Materie sind der
Compton-Effekt und der Photoeffekt. Beim Photoeffekt wird die Energie des y-Quants
komplett auf ein Elektron iibertragen und der y-Quant damit absorbiert, beim Compton-Effekt
findet nur eine partielle Energieiibertragung statt. In beiden Fillen wird das Elektron aus der
Hiille herausgelost und verldsst das Atom mit der iibertragenen kinetischen Energie. Der
Compton-Effekt wird allerdings auch als Sekundéirstrahlung betrachtet, die in der
diagnostischen Bildgebung beachtet werden muss, da sowohl der y-Quant mit verminderter
Energie als auch das herausgeloste Elektron mit der tiibertragenen Energie weiter in

unterschiedlicher Art mit Materie in Wechselwirkung treten.> & 11)
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1.3 Radioaktivitiit in der heutigen Medizin — Die Nuklearmedizin

,Um ein ideales Medikament gegen Krebs zu entwerfen, musste man ein spezifisches
molekulares Ziel in einer Krebszelle identifizieren und eine chemische Verbindung erzeugen,
die speziell dieses Ziel angreift.“(l) Dieses Zitat aus dem Buch von S. Mukherjee gibt
sinngemél} das Grundprinzip der Nuklearmedizin wieder. Auch wenn Mukherjee hier nur den
therapeutischen Aspekt der Krebszellenbekdmpfung anspricht, so ist das ,,molekulare Ziel*,
das sogenannte Target, auch in der Diagnostik ein entscheidender Faktor.

Fir die Identifizierung eines Targets bzw. einer Zielsubstanz im Organismus sind
grundlegende Kenntnisse tiiber die Stoffwechselprozesse und die auftretenden
Krankheitsbilder entscheidend. Das Target muss eine wichtige Funktion in dem zu
untersuchenden Stoffwechselprozess repréisentieren bzw. eine signifikante Bedeutung im
Krankheitsverlauf oder bei Storungen des Stoffwechsels haben. Wichtige Targets sind
beispielsweise Enzyme, Peptide oder Rezeptoren.(M) Oftmals sind diese Zielstrukturen im
Krankheitsfall abnorm aktiv oder in libermifBiger Zahl vorhanden. Um das Verhalten eines
solchen Molekiils in biologischen Prozessen in vivo durch bildgebende Diagnostik (z.B. PET)
untersuchen zu konnen, muss es spezifisch mit einem sogenannten Radiopharmakon
wechselwirken. Ein Radiopharmakon ist eine radioaktiv markierte Substanz, die aus einem
Pharmakon und einem Radionuklid besteht (siche Abbildung 1.5). Das Pharmakon ist ein
Tracermolekiil mit einer spezifischen Bindungsaffinitidt zum Target, welches das gekoppelte
Radionuklid in den Stoffwechselprozess einschleust. Gemél der Tracermethode nach
George de Hevesy ist durch das Verhalten des biologischen Tracers in vivo und die externe
Messbarkeit der Strahlung des Nuklids eine Untersuchung von biochemischen Prozessen

méglich.(5 +6,10,22)

Adresse/Target Adressant/Trager Linker/Spacer signalgebender Teil

® Zellmembran ® hiologischer Tracer e kovalente Bindung nichtmetallisches
© Antigen ® Molekiil mit geeigneter ~ ® Komplexbildner Radionuklid
® Rezeptor Pharmakokinetik usw. ® metallisches
© Transportsystem ® Pharmakon Radionuklid
usw.
(AS)

Abbildung 1.5: Genereller Aufbau und Funktionsprinzip von Radiopharmaka
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Die so in den Organismus implementierte Radioaktivitidt kann neben dieser diagnostischen

Anwendung auch therapeutisch wirken.

1.3.1 Radionuklide in Therapie und Diagnostik

Die Eigenschaften von Radionukliden fiir die Therapie und fiir die Diagnostik sind wegen der
Zielsetzungen grundsitzlich verschieden. Bei beiden Anwendungen von Radioaktivitét ist
jedoch gemidB der Strahlenschutzverordnung das Gebot der Dosisreduzierung, das
ALARA-Prinzip (As Low As Reasonably Achievable), zu befolgen. Es soll eine unnétig

hohe Strahlenwirkung bei diagnostischen Untersuchungen oder therapeutischen Mafinahmen

vermieden und nur die zwingend notwendige Dosis eingesetzt werden.®

In der Therapie werden Teilchenstrahler eingesetzt (a- oder B-Strahler), die eine hohe
Energiedosis lokal begrenzt abgeben. Dadurch soll ein moglichst hoher therapeutischer Effekt
am Targetorgan, z.B. die Zerstorung von Tumorgewebe, erreicht werden, ohne gesundes
Gewebe in Mitleidenschaft zu ziehen. Dazu muss die Strahlung der Radionuklide eine geringe
Reichweite im Gewebe (a-Strahler < 100 pm, B-Strahler wenige mm), also einen hohen
energetischen Energietransfer (LET) haben, und das Tracermolekiil sollte das Radionuklid

selektiv und spezifisch zum Target transportieren.(6’ 11,22)

Bei Therapienukliden ist eine ldngere Halbwertszeit zwischen mehreren Stunden und bis zu
10 Tagen gewiinscht, um beispielsweise in der Schmerztherapie einen Langzeiteffekt zu
erzeugen. Gleichzeitig muss aber beachtet werden, dass das resultierende Isotop des
stattfindenden Zerfalls kein langlebiger Teilchenstrahler, sondern moglichst stabil ist, um eine
hohere Strahlenwirkung als beabsichtigt auszuschlieBen. Falls nicht vermieden werden kann,
dass langlebige Tochternuklide entstehen, miissen diese radioaktiven Folgenuklide in die

Dosisberechnung mit einflieBen.(!!> 122)

Therapienuklide konnen auf verschiedene Weise in den Organismus eingebracht werden. Der
einfachste Weg ist die orale Gabe der radioaktiven ionischen Form des Nuklids. Der
Organismus verarbeitet jedes Isotop eines Elements gleichermallen, der Stoffwechsel und das
biologische Verhalten verdndern sich nicht. Daher nimmt z.B. die Schilddriise das radioaktive
Iod-131 aus dem Blut genauso auf wie das stabile Iod-127.®) In Form von ["*'I]Natriumiodid
wird dies zur Therapie von Schilddriisenerkrankungen genutzt. Eine weitere Moglichkeit ist
die Markierung von Molekiilen, die in den Stoffwechsel durch spezifische Rezeptoraffinitét

eingebracht werden konnen. Ein Beispiel hierfiir ist meta-lodbenzylguanidin (MIBG), das
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dem Botenstoff Noradrenalin dhnelt und daher an den gleichen Rezeptoren gekoppelt wird.
Mittels Isotopenaustausch wird MIBG (siehe Abbildung 1.6 rechts) mit lod-13 Imarkiert und
in vivo durch Rezeptoren in die Zellen der Nebenniere transportiert. Dort wird dieses

Radiopharmakon zur Behandlung von Tumoren (Neuroblastom, Phdochromocytom) genutzt.

. NH

NH,

(1
Y
R
(A
Iz

(Y ()

OH OH OH OH

Abbildung 1.6: P,S;-Ligand fiir die Komplexierung von Rhenium-188 (links)
MIBG fiir den Isotopenaustausch von Iod-131 (rechts)(A6)

Viele Nuklide in der Therapie sind Metalle, die mit Ligandensystemen Komplexe bilden und
so mit einem biologischen Triger verbunden werden. Rhenium-188 kann im
Oxidationszustand +5 durch knochensubstanzihnliche Bisphosphonate (z.B. P2S;-Ligand,
siche Abbildung 1.6 links) chelatisiert und in dieser Form in der Schmerztherapie bei

Knochenmetastasen eingesetzt werden.( 19:22)

In der Diagnostik werden Positronenstrahler (p*-Strahler) bzw. Gamma-Strahler
(y-Strahlung) genutzt. Bei diesen Untersuchungen ist die Strahlenbelastung durch den
radioaktiven Zerfall eine unerwiinschte Nebenwirkung und soll so gering wie moglich
ausfallen. Daher haben diagnostische Radionuklide eine geringe Halbwertszeit von wenigen
Minuten bzw. wenigen Stunden, gerade ausreichend fiir den Transport des Radionuklids zum
Einsatzort, die Synthese des Radiopharmakons und fiir die Dauer der diagnostischen
Untersuchung. Das radioaktiv markierte Tracermolekiil soll sich in vivo verteilen bzw.
anreichern, indem es an einem biochemischen Stoffwechselprozess teilnimmt, ohne diesen
Prozess jedoch zu storen, zu verdndern oder einen toxischen Effekt zu verursachen. Daher
miissen relevante Biomolekiile mit dem Radionuklid markiert werden, ohne dass sich das
biologische Verhalten und die Targetaffinitit des Molekiils dndern. Idealerweise ist das

Radiopharmakon trigerfrei bzw. mindestens trigerarm und hat eine hohe molare

Aktivitit.0 6 101D
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molare Aktivitit
Die molare Aktivitdt ist die Menge der Radioaktivitit des Tracermolekiils bezogen auf
die vorliegende Gesamtstoffmenge (stabil oder radioaktiv) der Substanz

(GBg/mol).©& 1D

ASubstanz ) MSubstanz
AS ==

Mgybstanz

Um eine hohe molare Aktivitit zu erreichen, muss das radioaktive Nuklid an einer mdglichst

geringen Menge des Tracermolekiils gebunden werden. Da das Target sowohl die unmarkierte

Verbindung als auch die radioaktiv markierte Verbindung gleichermaflen bindet, soll so

sichergestellt werden, dass eine moglichst hohe Menge der radioaktiven Substanz am Target

gekoppelt wird. AuBlerdem wiirde eine zu hohe Menge des von auflen eingebrachten

Pharmakons die empfindlichen Gleichgewichte in vivo beeinflussen und damit keine

reprasentativen Ergebnisse mehr fiir den Stoffwechselvorgang wiedergeben. Aus diesen

Griinden ist es ein hohes Ziel in der Radiochemie die Menge des Precursors, also die Masse

des Tracermolekiils, zu minimieren.

(14,19)

tragerfrei (carrier-free, c.f.)

Das Nuklid liegt ausschlieBlich in der radioaktiven Form vor und ist nicht verunreinigt
durch stabile Isotope. Dieser Idealfall tritt allerdings nur bei chemisch abtrennbaren,
kiinstlichen Nukliden ohne stabiles Isotop auf (z.B. *™Tc, frisches Eluat). Allenfalls
wird es bei den im Zyklotron hergestellten Radionukliden angenommen, da
Targetmaterial und entstehendes Radionuklid unterschiedliche Elementzugehdrigkeit

besitzen.( 11

trigerarm (no-carrier-added, n.c.a.)
In der Regel werden radioaktive Nuklide, die nicht gezielt mit stabilen Isotopen
versetzt wurden, als trdgerarm bezeichnet. Verunreinigungen, die dennoch vorliegen

konnen, ist beispielsweise das stabile Isotop Kohlenstoff-12 bei der Herstellung des

Positronenstrahlers Kohlenstoff-11.(!D

getrigert (carrier-added, c.a.)
Enthdlt das Radionuklid bewusst zugefligte Mengen an stabilem Isotop, liegt ein
getriagertes bzw. nicht tragerfreies Nuklid vor. Diese Maflnahme dient beispielsweise

dazu, die radiochemische Synthese im Anschluss zu erleichtern oder wenn es fiir die
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Isolierung des Radionuklids vom Targetmaterial des Zyklotrons notwendig ist (z.B.

['F]F,-Gas wird mit stabilen [°F]F»-Gas getréigert).(6’ 1

Getrdgerte Radionuklide bedeuten schlussfolgernd eine geringere molare Aktivitit als
tragerfreie oder tragerarme Radionuklide.

Um das biologische Verhalten der Pharmaka in Stoffwechselprozessen fiir die diagnostische
Untersuchung zu optimieren, sollten diese strukturell nach der Einbringung des Radionuklids
den natiirlichen biologischen Substanzen mdglichst dhnlich sein. Hauptelemente von
Biomolekiilen sind Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff, weshalb viele Radiopharmaka auf
Basis der radioaktiven Isotope dieser Elemente beruhen.® 29 Auf diese Art werden vor allem
authentische Radiopharmaka, also strukturell unverinderte Radiopharmaka (z.B. ['°O]H-0,

[*'I]Nal, [''C]Methionin) hergestellt.(®

Eine Auswahl von Radionukliden fiir die PET zeigt Tabelle 1.1. Problematisch bei der
Anwendung der Radionuklide Kohlenstoff-11, Sauerstoff-15 und Stickstoff-13 ist deren kurze
Halbwertszeit, weshalb sie in Ndhe zum Untersuchungsort produziert werden miissen.
Fluor-18 nimmt aufgrund seiner deutlich langeren Halbwertszeit eine Sonderstellung ein und
kann zentral fiir mehrere PET-Standorte hergestellt werden. Gallium-68 ist ein Nuklid,

welches im Generator produziert wird, was den Vorteil hat, dass der Transport wegfillt, da

der Generator vor Ort im Labor zur Verfiigung steht.® & 20)

Nuklid Halbwertszeit Herstellung B Energie Reichweite in
(gerundet) Kernreaktion 0 (max.) Materie @ (max.)
Zyklotron 385 keV 0.3 mm
e 20 min
“N(p,a)!'C (960 keV) (5.0 mm)
Zyklotron 735 keV 1.5 mm
150 2 min
N(d,n)"*0O (1731 keV) (8.2 mm)
Zyklotron 492 keV 1.4 mm
BN 10 min
1%0(p,a) N (1198 keV) (5.4 mm)
Zyklotron
249 keV 0.2 mm
18F 110 min 30(p,n)'F
(633 keV) (2.4 mm)
20Ne(d,0)'8F
Generator 1904 keV 1.9 mm
%Ga 68 min .
Mutternuklid **Ge (4153 keV) (9.1 mm)

Tabelle 1.1: Radionuklide fiir die Positronenemissionstomographie (PET)(6’ 11,20, 21)
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Mit Gallium-68 und Fluor-18 werden analoge Radiopharmaka synthetisiert, da sie als
Fremdatome in die Tracermolekiile eingebracht werden und damit strukturell von den
biologischen Substanzen abweichen. Vor allem bei analogen Radiopharmaka muss
sichergestellt werden, dass sich das biologische Verhalten (Transport, Verteilung,

Metabolismus) nicht dndert und kein toxischer Effekt resultiert (klinische Priifungen).(5 6)

Die Funktionsweise der PET basiert auf dem B*-Zerfall und der daran anschlieBenden
Vernichtungsstrahlung (siche Kapitel 1.2). Das Radiopharmakon reichert sich in vivo am
entsprechenden Target an, wobei das gekoppelte Radionuklid unter Emission von Positronen
zerfillt. Je nach GroBe der kinetischen Energie der Positronen haben sie im Gewebe eine
bestimmte Reichweite ausgehend vom Zerfallsort. Dabei gilt, je hoher die kinetische Energie
ist, desto groBer ist die Reichweite des Positrons im Gewebe. Die Reichweite ist bedeutend
fiir die Bildauflosung des PET-Scanners. Je geringer die Reichweite, desto besser ist die
Auflésung. Anhand der Werte aus Tabelle 1.1 wird ersichtlich, dass Fluor-18 und
Kohlenstoff-11 die geringsten Positronenreichweiten und damit die besten Ortsauflosungen
aufweisen. Am Ende der Strecke wird das Positron zusammen mit einem Elektron vernichtet
(Annihilation), wobei 2 Photonen (y-Quanten) mit einer Energie von 0.511 MeV entstehen

und im Winkelabstand von ca. 180° voneinander entsendet werden und auf die

PET-Detektoren treffen (siche Abbildung 1.7).(10’ 20,21,27)

Electron

\
1
1
1
'
1
1

- -

Abbildung 1.7: Messprinzip der Positronenemissionstomographie (PET)(A7)

Die PET-Detektoren sind ringformig angeordnete Blockdetektoren und bestehen aus
Natriumiodid-Kristallen (Nal) mit Spuren von Thallium (Tl) bzw. aus Bismutgermanat-
Kristallen (BGO) oder Lutetiumoxyorthosilicat-Kristallen (LSO). BGO- und LSO-Kristalle
haben eine hohere Dichte als Nal-Kristalle und damit eine hohere Empfindlichkeit gegeniiber
den einfallenden Photonen. Treffen die beiden y-Quanten einer Annihilation (,,Trues™) auf

gegentiberliegende Detektorkristalle, die durch einen Koinzidenzschaltkreis verbunden sind,
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werden im Kristall Elektronen durch den Photoeffekt herausgelost. Durch weitere
Wechselwirkung des Elektrons mit Materie werden wieder Photonen ausgeldst, die auf den
Photomultiplier treffen. Die Photonen werden von der Photokathode absorbiert und in
Elektronen umgewandelt, welche durch Anlegen einer steigenden Spannung von Dynode zu
Dynode beschleunigt und vervielfacht werden (Sekundérelektronenvervielfacher, SEV). Die
Signale werden verstarkt und anschlieBend im Diskriminator nach der Hohe ihrer Amplitude
sortiert und hinsichtlich festgelegter Energiewerte gefiltert. Auf diese Weise konnen
unerwiinschte Messereignisse durch niederenergetische Photonen eliminiert werden. Diese
Energieverluste entstehen beispielsweise durch Streuung im Patienten oder durch einen
auftretenden Compton-Effekt. Da jeder Kristall des Detektors einem bestimmten
Photomultiplier zugeordnet ist, kann jede Annihilation rdumlich dem Ort des Zerfalls im

Patienten zugeordnet werden und am Ende ein dreidimensionales PET-Bild liefern. (- 20-2D

Die PET kann damit den Verlauf und die Anreicherung von Radiopharmaka in vivo sichtbar
machen und ist ein wichtiges Tool bei der Aufkldrung von Krankheiten. Vor allem in der
Onkologie hat sie bei der Untersuchung von bdsartigen Tumorzellen an Bedeutung
gewonnen. Charakteristisch fiir Tumorzellen bzw. krankhaft verdnderte Zellen sind ein
erhohter Glucoseverbrauch sowie ein schnelleres, unkontrolliertes Zellwachstum (Stérungen
im Zellzyklus).(ls) Radiopharmaka, die zur Diagnostik dieser Stoffwechselprozesse
entwickelt wurden, sind ['F]JFDG (Glucose Metabolismus), ['*F]JFEC und [!'C]Acetat
(Biosynthese von Phospholipiden der Zellmembranen) sowie ['*F]FLT und ['!C]Thymidin
(Zellwachstum). Krebserkrankungen kdnnen mittels PET diagnostiziert und das Fortschreiten
bzw. die Therapieverldufe iberwacht werden. Aber auch in anderen medizinischen Bereichen,
wie der Neurologie (Storungen, wie zum Beispiel Alzheimer) oder der Kardiologie

(Herzerkrankungen) wird die PET eingesetzt.(l6’ 17, 20,24, 25)

1.3.2 Herstellung von Radionukliden und Radiopharmaka fiir die PET

Die Synthese der Positronenstrahler erfolgt in einem Zyklotron (Kohlenstoff-11,
Sauerstoff-15, Stickstoff-13, Fluor-18) oder in einem Generator (Gallium-68).

Ein Generator basiert auf dem Prinzip eines sogenannten Mutter-Tochter-Nuklid-Systems.
Auf einer chromatografischen Sdule ist das langlebigere Mutternuklid fixiert, welches
kontinuierlich in das radioaktive Tochternuklid zerfallt. Das Tochternuklid wird mit einem

geeigneten Eluenten von der Séule abgetrennt und das Mutternuklid bildet im Rahmen seiner
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Halbwertszeit erneut das Tochternuklid. Der Generator kann also bis zur Erschopfung des
Mutternuklids wiederholt eluiert werden.®> 1% 11 Alg Beispiel soll hier der Generator fiir die

Gewinnung von Gallium-68 aus Germanium-68 kurz erldutert werden.

Gallium-68

e Synthese: Das Mutternuklid Germanium-68 mit einer Halbwertszeit von etwa 271
Tagen ist in Form von [®Ge]Ge*" auf einer Siule bestehend aus einem Pyrogallol-
Polymerharz oder einem anorganischen Oxid (z.B. Titanoxid) fixiert. Das
Tochternuklid Gallium-68 wird mit salzsaurer Losung in Form von [*Ga]Ga**-Ionen
eluiert. Um die Hydrolyse zu Hydroxid Verbindungen, z.B. Ga(OH)3, zu vermeiden,
wird die Losung mit einem entsprechenden Puffer (z.B. Citrat Puffer oder HEPES) auf
einen pH-Wert von 4 gebracht und mit einem stark komplexierenden Liganden (z.B.
DOTA-Molekiil in DOTA-Tyr*-octreotid = DOTATOC) umgesetzt.

e Anwendung: Die Verbindung DOTATOC besteht aus dem Liganden DOTA, welcher
das Gallium-68 komplexiert und dem Molekiil Tyr*-octreotid, welches eine hohe
Affinitdt zum Somatostatin-Rezeptor hat. DOTATOC wird in der PET zur

Untersuchung von neuroendokrinen Tumoren genutzt.(lo’ 28,31)

Das Zyklotron besteht aus einem Elektromagnet mit zwei halbkreisformigen
Kupferelektroden (Duanten oder ,,Dees*) an den Polen des Magneten. Von einer Ionenquelle
aus werden Ionen (Protonen, Deuteronen, zweifach geladene Heliumkerne) zwischen den
Duanten in das elektromagnetische Feld gebracht. Durch eine angelegte Wechselspannung
andern die Duanten abwechselnd ihre Ausrichtung (positiv/negativ), wodurch die Ionen in
Bewegung gebracht werden. Das zusitzliche Magnetfeld bewirkt, dass die lonen auf einer
Kreisbahn beschleunigt werden und ihre Energie zunimmt. Die beschleunigten, mit einer
hohen kinetischen Energie ausgestatteten lonen werden dann auf das Target umgelenkt.
Durch diesen Beschuss entsteht ein angeregter Kern, der wiederum durch Aussendung von
Teilchen in das radioaktive Produktnuklid zerfallt. Nach Abtrennung vom Target steht es fiir
die Radiosynthese zur Verﬁjgung.(lo’ 1

Vor allem die Nuklide Sauerstoff-15 (HWZ =2 min) und Stickstoff-13 (HWZ = 10 min)
haben sehr kurze Halbwertszeiten, weshalb aufwendige Synthesen von Radiopharmaka

unmoglich sind. Sie miissen daher in unveridnderter Form aus dem Zyklotron eingesetzt oder

in  schnellen, einfachen  Syntheseschritten = weiterverarbeitet =~ werden.  Die
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Anwendungsmoglichkeiten sind ebenfalls begrenzt, zumal die Untersuchung des

Stoffwechselprozesses innerhalb einer Halbwertszeit des Isotops realisierbar sein sollte.

(14, 20)

Sauerstoff-15

Synthese: Das Target besteht aus Stickstoffgas mit einem geringen Zusatz von
Sauerstoff. Die Stickstoffatome werden mit Deuteronen beschossen. Der angeregte
Kern zerfillt durch Aussendung von Neutronen, wobei [°O]O; entsteht (Kernreaktion
“N(d,n)'30). [°0]0, kann leicht in [*O]CO», [*O]CO oder ['*OJH20 iiberfiihrt
werden. ['°O]H20 kann auch direkt hergestellt werden, wenn ['®*O]H,O als Target im
Zyklotron gewihlt und mit Protonen bestrahlt wird (Kernreaktion '*O(p,pn)'°0).

Anwendung: [°0]O2 kann fiir die Untersuchung des zerebralen regionalen
Sauerstoffverbrauchs direkt inhaliert werden. Wenn dagegen ['SO]CO: eingeatmet
wird, erfolgt eine enzymatische Umwandlung in ['SO]H20 in der Lunge. ['°O]H,0O
dient der Messung des zerebralen Blutstroms bzw. der Durchblutung. Mit ['SO]CO
konnen Erythrozyten im Blut markiert (Bildung von Carboxyhdmoglobin) und das

Blutvolumen bestimmt werden.®> !> 29

Stickstoff-13

Synthese: Das Target besteht aus Sauerstoffgas oder Wasser. Die Sauerstoffatome
werden mit Protonen beschossen. Der angeregte Kern zerfallt durch Aussendung von
a-Teilchen, wobei im Wasser Nitrite ['*’NJNO>™ oder Nitrate ['*°N]NO;" entstehen
(Kernreaktion '®O(p,a)'*N). Durch Reduktion wird ['*°N]NH; gebildet.

Anwendung: [BN]NHs kann direkt zur Messung des myokardialen Blutstroms
eingesetzt werden. Im Blut liegt das Ion ['*NJNH4" vor, welches durch seine
Ahnlichkeit zum Kalium-Kation aktiv iiber die roten Blutkdrperchen zum Herzmuskel
transportiert und dort getrappt wird. Alternativ kann Stickstoff-13 in Aminosduren

eingebracht werden, um den Aminosdurestoffwechsel zu Verfolgen.(5 > 11,20)

Kohlenstoff-11

Synthese: Das Target besteht aus inertem Stickstoffgas. Die Stickstoffatome werden
mit Protonen beschossen. Der angeregte Kern zerfillt durch Aussendung von
o-Teilchen in Kohlenstoff-11 (Kernreaktion '“N(p,a)''C). Werden Spuren von
Sauerstoff zum Targetgas hinzugefiigt, entsteht [''C]CO2, welches heruntergekiihlt

und anschlieBend durch langsames Erwdrmen ausgetrieben und umgesetzt wird.
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Werden Spuren von Wasserstoff zum Targetgas hinzugefiigt, entsteht [''C]CHa.
[''C]CO; und [''C]JCH4 sind die Grundbausteine fiir die Synthese Kohlenstoff-11-
markierter Radiopharmaka.

Anwendung: Wichtige Radiopharmaka mit Kohlenstoff-11 sind: [''C]Acetat

23), Untersuchungen des myokardialen

(Untersuchungen bei  Prostatakrebs
Sauerstoffstoffwechsels), [''C]Cholin (Untersuchungen des Cholin Metabolismus,
Untersuchungen bei Prostatakrebs)(23) und [''C]Methionin (Untersuchungen des

Aminoséiures‘[offwechsels).(5 > 11,20)

Fluor-18

Synthese: Im Zyklotron kann auf jeweils zweierlei Wegen entweder elektrophiles,
gasformiges ['®F]F. oder nukleophiles, fliissiges ['®F]Fluorid hergestellt werden.
Elektrophiles ['®F]F.-Gas entsteht entweder durch die Kernreaktionen 2°Ne(d,o)'®F
(Deuteronenbeschuss von Neongas) oder '30(p,n)!®F (Protonenbeschuss von
Sauerstoff). Die Herstellung von Fluor-18 durch die Kernreaktion **Ne(d,0)'*F wurde
erstmalig auf einem Meeting in Pasadena 1936 durch Snell und Lawrence erwihnt.(”)

Fiir die Abtrennung vom Target ist bei elektrophilen ['*F]F, jedoch die Zugabe der
stabilen Isotopenform notwendig, wodurch das Nuklid nur getrdgert erhalten werden
kann. Fiir Synthesen bedeutet dies eine geringere spezifische Aktivitit. Synthesen mit

elektrophilen ['®F]F, sind beispielsweise die Synthesen von ['*F]Fluor-L-Dopa oder

O-(2-[18F]Fluorethyl)-L-tyrosin(zo) oder eine frithere, elektrophile Variante der

[ISF]FDG-Synthese.(zg) Das nukleophile ['®F]Fluorid wird hauptsichlich durch die
Kernreaktion '0(p,n)'®F (Protonenbestrahlung von mit Sauerstoff angereichertem
Wasser) hergestellt, selten wird auch die Variante 'O(*He,p)'*F angewendet.

Anwendung: Fluor-18 ist das wichtigste Radionuklid in der PET. Es gibt zahlreiche
8F_Radiopharmaka, die zur Untersuchung verschiedenster Stoffwechselprozesse
eingesetzt werden: 2-['F]Fluordesoxyglucose ([!°F]JFDG, Glucose Metabolismus),
2-['8F]Fluorethylcholin (['*F]JFEC, Cholin Metabolismus), ['F]Fluor-L-thymidin
(["®*F]FLT, Untersuchung des Zellwachstums), O-(2-['*F]Fluorethyl)-L-tyrosin
(Aminoséaurestoffwechsel), ['8F]Acetat (Prostatakrebs Untersuchungen),
['®F]Fluor-L-Dopa (Untersuchungen zum Neurotransmitter Dopamin) und viele

weitere. Einige Beispiele werden in spiteren Kapiteln néher besprochen.(5 > 11,20, 26)
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Der Syntheseprozess eines Radiopharmakons umfasst im Allgemeinen folgende Schritte:
Nach Erhalt des Radionuklids aus einem Zyklotron muss dieses in einem fiir die weitere
Reaktion geeigneten organischen Losungsmittel konzentriert werden. Hier schliefit sich die
eigentliche Synthese, der Einbau des Radionuklids in das Zielmolekiil, an. Aufgrund der
Kurzlebigkeit der Isotope sollte die gesamte Synthese, beginnend mit der Herstellung des
Nuklids im Zyklotron und anschlieender Radiomarkierung des Tracermolekiils inklusive der
Reinigung und Analyse (Qualitdtskontrolle), moglichst nicht mehr als 3 Halbwertszeiten in
Anspruch nehmen.®? Die Qualititskontrolle schlieBt die Bestimmung der chemischen und

radiochemischen Reinheit des Produktes ein.

e Die radiochemische Reinheit gibt prozentual an, inwieweit die Radioaktivitit in
einem Arzneimittel in Form des gebundenen Nuklids an der gewiinschten Substanz
vorliegt. Verunreinigungen sind ungebundenes Nuklid, Nebenprodukte oder
Hydrolyseprodukte. Die radiochemische Reinheit wird meist chromatografisch

bestimmt (HPLC, DC).5- 619

e Die radiochemische Ausbeute ist die zeitkorrigierte Ausbeute. Sie gibt an, wie viel
Radioaktivitit im Produkt gebunden ist, bezogen auf die eingesetzte Radioaktivitit,
wobei diese auf den Zeitpunkt der Fertigstellung mittels der Halbwertszeit des Nuklids

korrigiert wurde.?)

Da  Fluor-18 neben anderen Vorziigen (geringe Positronenenergie, geringe
Positronenreichweite im Gewebe, trdgerarme Nuklidproduktion in hoher spezifischer
Aktivitéit)(24), eine Halbwertszeit von 110 Minuten aufweist, ist es das am héufigsten
verwendete Radionuklid in der PET, denn Synthese und Transport sind in dieser Zeit
realisierbar.

Auf die Synthese und Anwendung von '8F-Radiopharmaka soll in den nachfolgenden

Kapiteln niher eingegangen werden.
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1.4 Markierungsreaktionen mit Fluor-18

Nachfolgende Ubersicht gibt eine allgemeine Zusammenfassung iiber die existierenden

Markierungsmethoden mit Fluor-18:

direkt indirekt

i elektrophil | Alkylierung
mit ['¥F]F,
] nukleophil | Anlierung
mit ['8F]Fluorid g -

B Acylierung

Amidierung

Klick-Reaktion

Siliciumbausteine

1.4.1 Direkte Fluorierungen

Bei direkten Fluorierungen wird das !SF-Fluorierungsreagenz unmittelbar mit dem
entsprechenden Precursormolekiill umgesetzt. Dabei werden elektrophile und nukleophile

Markierungen unterschieden.

Elektrophile Markierungsmethoden werden mit dem aus dem Zyklotron gewonnenen
["®F]F2-Gas vorgenommen. Da dieses nur getriigert erhalten werden kann, sind elektrophile
Markierungsprodukte nur von geringer spezifischer Aktivitit. Zudem ist die radiochemische
Ausbeute bei den Umsetzungen auf maximal 50 % begrenzt, da ['®F]F, nur ein Fluor-18
Atom besitzt, wihrend das zweite Atom stabiles Fluor-19 ist. Zusitzlich ist ['®F]F, sehr
reaktiv und wenig regioselektiv, was zu unspezifischen Produktmischungen fiihren kann. Aus
diesen genannten Griinden haben elektrophile Markierungsmethoden wenig Bedeutung und
werden nur dann gebraucht, wenn nukleophile Reaktionen nicht anwendbar sind, wie bei der

Fluorierung von elektronenreichen C-C-Doppelbindungen in Alkenen oder Arylen (siche

Abbildung 1.8).(% 24 26,30, 110)

22



-
—C_—C +18F-F2 > —C—C—
18F  F

Abbildung 1.8: Fluorierung von Alkenen mit '*[F]F,*®)

Um die Reaktivitit des elektrophilen ['®F]F, herabzusetzen und die Selektivitit zu erhdhen,
wird es oftmals in mildere Fluorierungsreagenzien iiberfithrt. Dazu gehoren beispielsweise
Acetylhypofluorit (['*F]JCH3COOF) oder Xenondifluorid ([!*F]XeF,). EHRENKAUFER et al.
synthetisierten im Jahr 1984 unter Zuhilfenahme von elektrophilem Acetylhypofluorit das

Radiopharmakon ["®F]JFDG mit einer radiochemischen Ausbeute von etwa 40 % (siche

Abbildung 1.9).2% 2% 110)
OH S5H

1 ['BF]CH:;COOF
HO/& H,0 HO 0O
HO > HO OH

2. HCI 18¢

Abbildung 1.9: Synthese von '*[F][FDG mit Acetylhypofluorit*”)

Eine weitere Moglichkeit fiir eine hohere Regioselektivitit bei elektrophilen Markierungen
mit ['8F]F, ist die Verwendung von Organometallverbindungen als Precursormolekiile, wie

zum Beispiel bei der Synthese von ['*F]Fluor-L-Dopa (siche Abbildung 1.10).

Sn Me; 18

1) [°FIF
Boc-O NHCHO HO NH;

ey 2) H' *te,
Boc-O H COOEt HO H COOH

Abbildung 1.10: Synthese von 3[F]Fluor-L-Dopa aus Organozinnvorstufe(Alo)

Der Precursor besitzt eine Trimethylzinn-Gruppe, die durch Fluor-18 ausgetauscht wird.
Verwendet werden kann ['®F]F»-Gas oder Acetylhypofluorit. Zusitzliche Hydroxyl- oder
Carboxylfunktionen werden durch Schutzgruppen geschiitzt und nach der Synthese
abgespalten. Diese Synthese von [!®F]Fluor-L-Dopa fiihrt allerdings nur zu radiochemischen

Ausbeuten von ca. 30 %.20-24.26)

23



Nukleophile Markierungsmethoden werden mit ['*F]Fluorid vorgenommen. Das zunichst
nach der Produktion im Zyklotron in wissriger Losung vorliegende ['®F]Fluorid ist allerdings
aufgrund der Solvathiille des Wassers ein sehr schwaches Nukleophil. Um das ['*F]Fluorid zu

aktivieren, muss es in ein fiir die Synthese geeignetes Losungsmittel iiberfiihrt werden und als
starkes Nukleophil moglichst ,,nackt™ vorliegen. Die Arbeitsgruppen BLOCK et al.®% und

COENEN et al.®® untersuchten im Jahr 1986 eine Methode zur Bereitstellung von
['®F]Fluorid in einem polaren, aprotischen Losungsmittel (Acetonitril) unter Bildung eines
Komplexes aus einem Metallkation und einem Kronenether fiir den Phasentransfer des
['®F]Fluorids. Thre Analysen ergaben, dass der monocyclische Polyether (18-Krone-6) das
Kation nicht ausreichend komplexiert, wodurch die Nukleophilie des ['®F]Fluorids durch eine
stirkere Anziehung zum Kation gesenkt wird. Der bicyclische Aminopolyether
Kryptofix 2.2.2. lieferte bessere Ergebnisse. AuBlerdem erwiesen sich auch das Metallkation
und das Anion des eingesetzten Salzes als entscheidend. So bildet das weiche Kaliumkation
mit einem groferen lonenradius mit Kryptofix 2.2.2. einen stabileren Komplex, als das harte
Natriumkation mit einem kleineren Ionenradius. Das gewdhlte Anion sollte moglichst wenig
nukleophil bzw. basisch sein (z.B. Carbonat COs%), um nicht als Konkurrent fiir das
vorid in Erscheinung zu treten. Basierend auf diesen Erkenntnissen hat sich diese
BF]Fluorid in Erscheinung Basierend auf di Erk i hat sich di
Methode der '®F-Fluoridvorbereitung fiir nukleophile Markierungen etabliert: Die wissrige
BE_Fluoridlésung wird auf einem Anionenaustauscher fixiert und das ['®F]Fluorid mit einer
Mischung aus Kaliumcarbonat und Kryptofix 2.2.2. in Acetonitril eluiert. Die Kaliumkationen
werden durch Kryptofix 2.2.2. komplexiert und tragen dadurch zum Phasentransfer der
uorid-lonen 1 Acetonitril bei (siehe 1ldung 1.11).
F]Fluorid-I in A itril bei (siche Abbildung 1.11

gy ] 3

N N — N -3
NS U
(0] O
N/
Abbildung 1.11: Aktivierung von "*[F]Fluorid durch Kryptofix 2.2.2. und K,CO;!D

Gleichzeitig verhindert der Kryptand eine starke Wechselwirkung zwischen Kaliumkationen
und ['®F]Fluorid-Ionen. Nach einer mehrfachen azeotropen Trocknung mit Acetonitril, um

das Restwasser zu entfernen, liegt das ['*F]Fluorid als starkes Nukleophil ohne Solvathiille in
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einem trockenen Losungsmittel vor und kann fiir die Synthese von 'SF-Radiopharmaka
eingesetzt werden. (2% 27,34, 35, 110)
Da fiir den Kryptanden Kryptofix 2.2.2. allerdings auch Untersuchungsergebnisse vorliegen,

(39

die auf eine toxische Wirkung hinweisen””’, wurde bereits sehr friih versucht, andere

Phasentransferkatalysatoren fiir ['®F]Fluorid zu finden. Als Alternative erwiesen sich

Tetrabutylammonium-Kationen, die aufgrund der langen Alkylketten ebenfalls die

Wechselwirkung zwischen den Ionen BusN" und F~ herabsetzen. BRODACK et al.®% %) und

JEWETT et al.*? erforschten diese quaterndren Ammoniumverbindungen in Bezug auf die
Abtrennung des ['®F]Fluorids vom Target und die Synthese einiger Radiopharmaka
(["*F]FDG, 16a-['®F]Fluorestradiol-17p). Es wurde festgestellt, dass die Synthese von
['5FIFDG sowohl mit ["F]JTBAF als auch mit ["®F]KFK.» vergleichbare
Markierungsausbeuten liefert.®)

2001 konnten HAMACHER und COENEN erfolgreich einen Precursor fiir die Synthese von
O-(2-['®F]Fluorethyl)-L-tyrosin unter Verwendung von ['*F]TBAF mit einer radiochemischen
Ausbeute von iiber 80 % markieren.*!

Im Jahr 2007 verodffentlichten SUN et al. Ergebnisse, die einen direkten Vergleich der
Reaktivitdt bei der Fluorierung aromatischer Verbindungen mit den ,kalten”, wasserfreien

Reagenzien KF K> und TBAF anstellten. Dabei stellte sich heraus, dass TBAF wesentlich

reaktiver ist und hohere Markierungsausbeuten liefert (Beispiel siche Abbildung 1.12).(27’ 42)

CO,Me
CO,Me 2
\ 2 TBAFQ | \
\ 2
¥
Cl N cl DMSO, r.t. 10 min. F N F
yield>95%
CO,Me
W KF, kryptofix 222 | N
| ~ ~
Cl N Cl DMSO, reflux, 10 min. F N F
yield~5%

Abbildung 1.12: Vergleich der kalten Fluorierung mit [’F]KFK»2 und [*F[TBAFA!%)

Auf weitere Untersuchungen zur '8F-Fluoridvorbereitung fiir nukleophile Fluorierungen wird
im spéteren Kapitel 1.5 noch detaillierter eingegangen.
Bei nukleophilen Fluorierungen wird zwischen aliphatischen und aromatischen

I8F_Substitutionen unterschieden.
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e Aliphatische Fluorierungen
Die wohl bekannteste direkte, nukleophile, aliphatische Fluorierung ist die Synthese von
['8F]FDG aus Tetraacetyl-Mannosetriflat mithilfe von ['*F]KFK22, (siche Abbildung 1.13).
Sie wurde 1986 von HAMACHER et al. erstmalig in dieser Form publiziert (20 mg Precursor,

80 °C, 5 min, Markierungsausbeute von acetylgeschiitztem Produkt = 95 %).(36)

QAc OTS OAc
-0 ["®F]KF-Kaz2 O
AcO - ACO
AcQ OAc AcQ OAc
1B|:
Entschitzung
OH
HO O
HO OH
"IBF

Abbildung 1.13: Synthese von [*F|[FDGA!)

Der Austausch einer Abgangsgruppe gegen nukleophiles ['®F]Fluorid an aliphatischen
Kohlenstoffatomen verlduft nach einem Sn2-Mechanismus unter Walden-Umkehr. Gut
geeignete Abgangsgruppen sind Halogene (Cl, Br, I) oder Estergruppen der Sulfonséure
(Mesylat, Tosylat, Nosylat, Triflat). Bei der Synthese von ['SF]JFDG wird Triflat als
Abgangsgruppe verwendet. Fiir die anderen Hydroxylgruppen miissen Acetyl-Schutzgruppen
eingesetzt werden, damit der nukleophile Angriff des ['®F]Fluorids selektiv am
Kohlenstoffatom C-2 stattfindet. Die Entschiitzung erfolgt im letzten Syntheseschritt durch

saure oder basische Hydrolyse. 2% 2627

Ein weiteres Beispiel fiir eine direkte, aliphatische Fluorierung ist die Synthese von ['*F]FEB
(2-['"*F]Fluorethylbromid, sieche Abbildung 1.14) aus 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat.
Die Abgangsgruppe ist hier Nosylat. ['"*FJFEB dient als Precursor fiir die Synthese von
['8FIFEC (2-['®F]Fluorethylcholin).

NO,

K*/K222/18F P
e =
Br 08, CHensoc B
Abbildung 1.14: Synthese von [*F|[FEB*!4)
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e Aromatische Fluorierungen

Fiir den nukleophilen Angriff von ['®F]Fluorid an aromatischen Verbindungen sind
aktivierende, elektronenziehende Substituenten, vorzugsweise in para- oder ortho-Stellung
zur Abgangsgruppe, notwendig. Zu den aktivierenden Substituenten gehoren die
Cyano-Gruppe (CN), die Nitro-Gruppe (NO2) oder Carbonyl-Gruppen (z.B. COOR).
Geeignete Abgangsgruppen sind Halogene (Cl, Br) aber vor allem NO; oder
Trialkylammoniumsalze (z.B. N(Me); " mit Gegenion Triflat CF3803').(20’ 26,27)
p-(Ethoxycarbonyl)-N, N, N-trimethylbenzenaminiumtriflat, auch FB-Precursor genannt, wird
beispielsweise verwendet, um p-['8F]Fluorbenzoesiure, eine wichtige Vorstufe fiir die
Herstellung des '®F-Acylierungsreagenzes p-['8F]SFB (N-Succinimidyl-p-['*F]Fluorbenzoat),
zu synthetisieren (siche Abbildung 1.15).(46’ 47

o 1.K'8F/K2.2.2 O

| %AoEt 2. NaOH/H,0 LYL i
e 18 -

(A15)

T
A
TIO"

Abbildung 1.15: Synthese von p-['"*F]Fluorbenzoesiure

Bei der Verwendung von Trialkylammoniumsalzen als Abgangsgruppe muss beachtet
werden, dass der Aromat ausreichend aktiviert ist. Ist der aktivierende Substituent schwécher
elektronenziehend (z.B. 1, Br), kann konkurrierend eine aliphatische '*F-Markierung an der
Tetraalkylammoniumgruppe stattfinden, die zu '*F-Fluoralkanen fiihrt.(2627)

Eine ausfiihrliche Versuchsreihe zum Thema der Trimethylammoniumsalze N(Me)s;" CF3SO3°
als Abgangsgruppe erarbeiteten HAKA et al. im Jahr 1988.®) Sie verglichen die
Trimethylammoniumgruppe mit anderen Abgangsgruppen (z.B. NOz) und verschiedenen
aktivierenden Substituenten in para-Stellung. Anhand ihrer Ergebnisse lieen sich zwei
Schlussfolgerungen ziehen. Erstens: Die Abgangsgruppe N(Me)s® CF3SO;  erzielt bei
gleichen Substituenten in para-Stellung hohere Ausbeuten (COPh = 80 %, CN = 83 %) als die
Abgangsgruppe NO, (COPh =63 %, CN =62 %). Zweitens: Die Ausbeute der aromatischen
Fluorierung mit der Abgangsgruppe N(Me)s;" CF3SOs™ sinkt mit abnehmender
elektronenziehender Wirkung des para-Substituenten (COPh =280 %, CHO =70 %,

H=20%).“® Dieses Resultat weist auf die bereits oben erwiihnte Nebenreaktion der
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aliphatischen Fluorierung an der N(Me)s"-Gruppe aufgrund der ungeniigenden Aktivierung

des Aromaten hin.

Fiir die '"*F-Markierung von elektronenreichen Aromaten mit schwach elektronenziehenden
oder elektronenschiebenden Substituenten hat sich die Anwendung von Diaryliodonium

Salzen bewihrt (siche Abbildung 1.16).

18F

+ X | | 8p
i % | By 18 K222 B = S RS
Ry | R | + |l and/or || + |
— / /. / ,\’ /. / /\’
R’ R? R R®

Diaryliodonium salts

Abbildung 1.16: '*F-Markierung von Diaryliodonium Salzen*'®)

PIKE et al. untersuchten verschiedene Substituenten R' und R? hinsichtlich der resultierenden
Markierungsprodukte.*”) Es hat sich gezeigt, dass die Wahl der Substituenten entscheidend
fiir den bevorzugten Angriff des [!®F]Fluorids ist. Generell findet die '*F-Fluorierung an
elektroneniirmeren Aromaten statt. Durch einen elektronenreichen Substituenten R? (z.B.
OMe, NOy, 2-Thienylring) wird der Aromat mit elektronenirmeren Substituenten R! (z.B. H,
Me) fiir die Markierung mit Fluor-18 aktiviert. Je weniger elektronenreich ein Aromat ist und
je schwicher elektronenschiebend seine Substituenten sind, desto selektiver findet eine
8F_Fluorierung an diesem Aromaten statt. Einen besonderen Effekt haben Substituenten in
ortho-Stellung (ortho-Effekt). Ortho-Substituenten (z.B. Methylgruppen) bewirken eine
bevorzugte '*F-Fluorierung des betreffenden Aromaten, obwohl seine Elektronendichte durch

diese elektronenschiebenden Gruppen zunimmt. Ein Beispiel, welches diesen Effekt

verdeutlichen soll, zeigt Abbildung 1.17.%26:27)

OMe Br 18
¢ ["8FIKF K222

1I<__S MeO IS
- +
\L/) DMF, 130°C, 30 min U

(A7)

Abbildung 1.17: Diaryliodonium Salz mit 2-Thienylring und ortho-Substituen

Da sowohl der 2-Thienylring als auch die Methoxygruppe elektronenreiche Substituenten

sind, wire ein eher unselektiver nukleophiler Angriff des ['*F]Fluorids zu erwarten. Die
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besondere ortho-Stellung der Methoxygruppe jedoch bewirkt, dass das 2-['*F]Fluoranisol in

guten Ausbeuten (61 %) markiert wird. (2% 26-27)

1.4.2 Indirekte Fluorierungen

Bei indirekten Fluorierungen werden sogenannte prosthetische Gruppen eingesetzt. Dies ist
fiir Molekiile notwendig, bei denen eine direkte Fluorierungen aufgrund der Sensibilitét nicht
moglich ist (zum Beispiel Peptide). Vorldufermolekiile mit reaktiven, funktionellen Gruppen
werden mit Fluor-18 direkt markiert und im Anschluss in das gewiinschte Tracermolekiil
eingebracht (pre-labeling-Variante). Es gibt auch die Moglichkeit, die prosthetische Gruppe
vorab in das Tracermolekiil einzubauen und erst anschlieBend mit Fluor-18 zu markieren

(post-labeling-Variante).
e Alkylierung

Bei der Alkylierung werden einfache '8F-Fluoralkylgruppen als Vorstufe hergestellt. Dies
gelingt nach BLOCK et al.*¥ und COENEN et al.*) durch nukleophile "*F-Markierung von
bifunktionalen Alkylverbindungen mit zwei Abgangsgruppen (siche Abbildung 1.18). Die
Abgangsgruppen konnen identisch (symmetrische Dihalogene oder Disulfonate) oder
verschieden (z.B. 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat) sein. Auf diesem Wege werden

beispielsweise 2-[\*F]Fluorethyltosylat und 2-['*F]Fluorethylbromid synthetisiert.

18
x  [FIKF-Ka2 X Nu~ N

—_ = 18 —_— - u

X(/\)n\:O-Z F (/\);:0-2 BF1 02

X = Br, | oder Tosylat

Abbildung 1.18: Darstellung von "*F-Fluoralkylgruppen und "*F-Fluoralkylierung*'®

Im Anschluss erfolgt die Reaktion des '*F-Fluoralkylderivates mit einer nukleophilen
funktionellen Gruppe im Tracermolekiil (Amine R-NH, Alkohole R-OH, Thiole R-SH) zu

cinem '8F-Radiopharmakon.?% 2627

Als Beispiel soll hier die Synthese von [|F]JFET (O-(2-['*F]Fluorethyl)-L-tyrosin) aus
['®F]FETos (2-['®F]Fluorethyltosylat) als Precursor genannt werden (siche Abbildung 1.19).
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Abbildung 1.19: Synthese von [*F|FET aus ['*F|Fluorethyltosylat ["*F]FETos*!")

Zunichst wird das Ditosylat mit Fluor-18 zum 2-['*F]Fluorethyltosylat markiert und danach
mit dem Dinatrium-Salz des Tyrosins umgesetzt. Die Synthese gelingt mit einer Ausbeute um
75 % an ['"F]FET.C?

Ein  weiteres Beispiel ist die Synthese von 2-['"®F]Fluorethylcholin  aus

2-['8F]Fluorethylbromid, welche im Kapitel 1.6.2 niher beschrieben wird.
e Arylierung

Fiir die '®F-Fluorarylierung steht eine Vielfalt an aromatischen Vorlduferverbindungen zur
Verfligung. Drei wichtige Beispiele sind in Abbildung 1.20 abgebildet. Die allgemeine
Synthese von '®F-Fluorarenen wurde bereits bei den direkten aromatischen Fluorierungen
beschrieben. Es besteht die Mdglichkeit im anschlieBenden Syntheseschritt die funktionelle
Gruppe des Aromaten durch Reduktion oder Oxidation in eine andere umzuwandeln.

Beispielsweise kann p-['3F|Fluornitrobenzol zum entsprechenden Anilin-Derivat reduziert

und weiter zum reaktiven Diazonium-Salz verarbeitet werden, 2% 26:27)
0
NOs X
I
16 18 8g

X =Br
X=|

Abbildung 1.20: p-['®F]|Fluorbenzaldehyd, p-['*F]Fluornitrobenzol, p-['*F]Fluoriodbenzol,
p-[‘SF]Fluorbrombenzol(Azo)

p-1"®F|Fluorbenzaldehyd (['®F]FB-CHO) kann durch die direkte '®F-Fluorierung des
Trimethylammoniumtriflat-Derivates synthetisiert werden. Im Anschluss ist eine reduktive

Uberfiihrung in die entsprechenden Benzylalkohole sowie eine Umwandlung in die

entsprechenden halogenierten Derivate mt')glich.(zo’ 26,27) ['®F]FB-CHO kann auch direkt an
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Peptide gekoppelt werden. POETHKO et al. verwendeten aminooxy-funktionalisierte Peptide
und verkniipften diese mit ['*F]JFB-CHO durch die Bildung eines Oxims. (2632

Als letztes Beispiel soll hier kurz die Anwendung von p-['3F]Fluoriodbenzol bei der
8F_Markierung des o2-Rezeptorliganden Siramesine (Lu 28-179) genannt werden.
o2-Rezeptorliganden binden spezifisch an o2-Rezeptorproteine, die in vielen Organen und
Gewebestrukturen des menschlichen Korpers vertreten sind. Bei Krebserkrankungen sind
diese Proteine iiberméBig in schnell wachsenden Tumorzellen vorhanden und damit fiir die
PET-Diagnostik interessant. In dem Protein Siramesine ist bereits strukturell ein Indolmolekiil
mit einer Fluorphenylgruppe enthalten, allerdings kommt eine direkte '*F-Fluorierung durch
Isotopenaustausch nicht in Betracht, da der aromatische Ring nicht hinreichend aktiviert ist.
WUST et al. konnten die Verbindung Indol erfolgreich mit p-['®F]Fluoriodbenzol durch
palladiumvermittelte N-Arylierung umsetzen. Darauthin synthetisierten WUST et al. einen

Precursor, der durch die analoge Umsetzung mit p-['*F]Fluoriodbenzol das '|F-markierten

Protein Siramesine mit einer Ausbeute von 91 % lieferte (siche Abbildung 1.2 1).(5 D

cr
‘IﬁF

.""__\‘_ﬂ__\ -“\_——_\
/‘x@l,»% o Catalyst system T%{ 3 N,\
NN Kf-f—-@ NaOBuU!', toluene SN KI_I.L- /N
H O 20 min, 100°C %_%_\ o
91% -~ \}
18

Abbildung 1.21: Synthese des "*F-markierten c,-Rezeptorliganden Lu 28-179 mithilfe von
p-|'8F|Fluoriodbenzol*?"

e Acylierung und Amidierung

Bei der '3F-Fluoramidierung wird eine 'SF-markierte Aminvorstufe an einen Aktivester
gekoppelt. Die 8F-Fluoracylierung ist das Gegenstiick dazu. Hier werden aktivierte Ester als
prosthetische Gruppen mit Fluor-18 markiert und im Anschluss mit einer Aminogruppe an
einem Peptid Verkniipft.(26’ 7)) GUHLKE et al. synthetisierten verbesserte Aktivester mit einer
Imidazol-, p-Nitrophenyl- und Succinimidgruppe (p-['"*F]SFB), die den zum Vergleich
herangezogenen Methylestern an Reaktivitit vor allem bei sterisch gehinderten Aminen
iiberlegen sind (siche Abbildung 1.22). Die '®F-Fluoracylierung der gewihlten Amine lieferte

nahezu konstante Ausbeuten um 90 %.*7)
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Abbildung 1.22: F-Fluoracylierung*??

Mit dem '®F-markierten Nitrophenylester gelang GUHLKE et al. die '8F-Fluoracylierung des

Somatostatin Analogons Octreotid.>
e Kilick-Reaktion

2006 und 2007 berichteten die Arbeitsgruppen MARIK et al.®% und GLASER et al.®% iiber
die Synthese von '*F-markierten Peptiden mithilfe der Klick-Reaktion. Sie beschrieben es als
eine milde und effektive Variante mit hohen radiochemischen Ausbeuten, bei der kein
zusitzlicher Schutz fiir funktionelle Gruppen innerhalb der Peptidsequenz notwendig ist. Die
Klick-Reaktion ist eine 1,3-dipolare Cycloaddition nach Huisgen, bei der aus einem
terminalen Alkin und einem Azid ein Triazolring gebildet wird.?%2”)

MARIK et al. gingen von 'F-markierten Alkin aus. Sie synthetisierten dazu aus der
entsprechenden Tosylatvorstufe das ['*F]Fluoralkin (siche Abbildung 1.23 oben, n=1, 2, 3)
mit Ausbeuten zwischen 36-81 %. Im Anschluss setzten sie es mit einem Azid um, welches
an verschiedene Peptide gekoppelt wurde (siche Abbildung 1.24 oben). Die Cycloaddition
konnte auf eine Reaktionszeit von 10 min durch Einsatz von Cu (I) als Katalysator, DIEA als

Base und Natriumascorbat zum Schutz des Katalysators vor Oxidation heruntergesetzt

werden. Ausbeuten zwischen 54 % und 99 % wurden erreicht.>®
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Abbildung 1.23: Synthese von ["*F]Fluoralkinen und [*F]Fluoraziden“?>)

O

o] N"N‘N/\)J\peptide
1BF/\H,1/{/ + N3/\)J\peptide - 'BF/\H%,_/

0]
N
O _ N* ‘N)J\peptide

"’F/\/NS + ///I‘Lpeptide “’F/\):/

Abbildung 1.24: 1,3-dipolare Cycloaddition von Alkinen und Aziden'*%¥

GLASER et al. wihlten die entgegengesetzte Methode und starteten mit ['®F]Fluorethylazid
(siche Abbildung 1.23 unten). Das Peptid wurde an verschiedene terminale Alkine gekoppelt

und mit '®F-markierten Azid umgesetzt (siche Abbildung 1.24 unten, Ausbeute = 92 %).(5 )

e Siliciumbausteine

Da die indirekte Fluorierung mit Siliciumbausteinen relevant ist fiir die Ergebnisse dieser

Arbeit, wird diese im nachfolgenden Kapitel separat ndher erlautert.

1.4.3 Siliciumbausteine als prosthetische Gruppen

Fiir Fluorierungen von Biomolekiilen sind Siliciumverbindungen als prosthetische Gruppen
aufgrund der hohen Bindungsenergie von ca. 570 kJ mol! zwischen Silicium und Fluor
interessant. Die Bindungsenergie zwischen Kohlenstoff und Fluor ist vergleichsweise
niedriger und betrigt nur etwa 480 kJ mol™!. %7 Allerdings sind sterisch einfach aufgebaute
Organofluorsilane oftmals instabiler und empfindlicher gegeniiber Hydrolyse als die

entsprechenden analogen Fluorkohlenstoffverbindungen.(5 7.38)
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Als Ursache wird die hohere Polarisierung der Silicium-Fluor-Bindung gegeniiber der

Kohlenstoff-Fluor-Bindung und die damit verbundene gesteigerte FElektrophilie und
Lewis-Aciditét des Siliciums angegeben.(71)

0 &

Si—F
ROSENTHAL et al. synthetisierten 1985 ein strukturell einfaches, 'SF-markiertes
Organofluorsilan und untersuchten erstmals dessen in vivo Stabilitdt. Durch Umsatz des
entsprechenden Organochlorsilans mit n.c.a. ['*F]Tetramethylammoniumfluorid (['*F]TMAF)
als Markierungsreagenz in wissrigem Acetonitril konnte gasformiges ['®F]Fluortrimethylsilan

([ISF]FTMS) mit einer zerfallskorrigierten Ausbeute von 80 % hergestellt werden (siehe
Abbildung 1.25).632:36.5%, 61,71

Cl 18 18
I Me [°F]-TMAF

Si,
Me”" ‘Me K 0/CH,CN  Me~~'"Me

Abbildung 1.25: Synthese von [*F|[FTMS nach Rosenthal et al. (A2>)

Das Verhalten und die Verteilung dieser Verbindung in vivo wurde an Ratten durch die
Inhalation des radioaktiven Gases gepriift. Bei der Vermessung der Organe wurde die
Radioaktivitdt tiberwiegend in den Knochen der Ratten nachgewiesen. Dieses Ergebnis fiihrte
zu der Schlussfolgerung, dass ['*FJFTMS sich in vivo sehr schnell zersetzt bzw. hydrolysiert
und das freie ['®F]Fluorid dann in den Knochen angelagert wird. Fiir die Synthese einer
geeigneten prosthetischen Gruppe fiir ein Radiopharmakon fiir die PET empfahlen
ROSENTHAL et al., sterisch mehr gehinderte Siliciumverbindungen, um die Hydrolyse der

Silicium-Fluor-Bindung herabzusetzen.®2 36 3% 61. 71

Die Arbeitsgruppen PILCHER et al.®¥ (1995) und WALSH et al.®® (1999) stellten sterisch
anspruchsvollere Organofluorsilane mit drei Phenylgruppen bzw. zwei Phenylgruppen und
einer tertidren Butylgruppe her (Struktur siche Abbildung 1.26, links und Mitte). Sie gingen
von den entsprechenden Silanolen aus und setzten diese mit nicht radioaktiven
["F]Fluorwasserstoff in wissriger Losung um. Die Fluorierung gelang in hohen Ausbeuten
und damit wurde erneut gezeigt, dass die Bildung der Silicium-Fluor-Bindung auch in
wassriger Losung moglich ist. WALSH et al. untersuchten zusitzlich die

Hydrolyseanfilligkeit des nicht radioaktiven ['°F]tert-Butylfluordiphenylsilans in einer
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Pufferlosung (pH = 7.4) bei Raumtemperatur und stellten fest, dass nach 45 Stunden noch

95 % des Silans stabil Vorlagen.(61’ 63, 64)

Abbildung 1.26: Organofluorsilane mit 3 Phenylgruppen nach Pilcher et al. (links), mit
2 Phenylgruppen und einer zert-Butylgruppe nach Walsh et al. (Mitte) und 1 Phenylgruppe
und 2 tert-Butylgruppen nach Schirrmacher et al. (rechts)(A26)

SCHIRRMACHER et al. vertieften diese Untersuchungen nochmals. Die Arbeitsgruppe
stellte die drei in Abbildung 1.26 gezeigten Verbindungen ['*F]Fluortriphenylsilan,
['8F]tert-Butylfluordiphenylsilan ~ und  ['®F]Di-tert-Butylfluorphenylsilan ~ aus  den
Organochlorsilanen mit azeotrop getrocknetem Kryptofix-['*F]Fluorid her und iiberpriifte das
Verhalten in humanem Serum (pH = 7.4-7.6). Wihrend sich [!®F]PhsSiF sehr schnell zersetzte
und nach 10 Minuten nur noch etwa 20 % der Verbindung intakt waren (ti2 = 5 min), wirkte
sich das Vorhandensein von tertidiren Butylgruppen positiv auf die Stabilitit aus. Sowohl
['8F]#BuPh,SiF als auch ['"®*F]fBuxPhSiF lagen nach 60 Minuten noch nahezu quantitativ vor.
Daraufthin wurden ['®F]/BuPh,SiF und ['®F]/Bu.PhSiF in physiologischer Kochsalzlosung
Ratten injiziert und PET Scans {iber 50 Minuten angefertigt. Alle 5 Minuten wurden die
Bilder ausgewertet und die Anreicherung von freiem [!®F]Fluorid in den Knochen als Maf fiir
die Stabilitdt in vivo herangezogen. Der Siliciumbaustein mit zwei tertiiren Butylgruppen
zeigte ein wesentlich resistenteres Verhalten und nur eine geringe Anlagerung von freiem

['8F]Fluorid am Skelett im Verlauf der PET Untersuchung.¢!>71

Fiir die Synthese des vielversprechend stabilen Siliciumbausteins ['*F]/Bu,PhSiF wihlten
SCHIRRMACHER et al. als alternative Strategie zum Einsatz von Organochlorsilanen den
YF-I8F_Isotopenaustausch. Der strukturell identische Precursor ['°F]¢Bu.PhSiF konnte in
Acetonitril mit azeotrop getrocknetem Kryptofix-[!®F]Fluorid bei Raumtemperatur in
15 Minuten zum radioaktiven ['®F]/Bu,PhSiF mit einer Ausbeute von bis zu 95 % umgesetzt
werden (Abbildung 1.27, oben). Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dass der
Siliciumbaustein mit stabilem Nuklid Fluor-19 getrigert ist und die rein radioaktive
BF_Fluorverbindung im Anschluss an die Reaktion nicht vom iiberschiissigen '°F-Precursor

isolierbar ist. Da aber das '"F-Fluorsilan fiir gute Ausbeuten in nur sehr geringer Menge
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eingesetzt werden muss (pug bzw. nmol Bereich), sind trotzdem ausreichend hohe spezifische
Aktivititen erreichbar, die in Grofenordnungen von klinisch bereits eingesetzten
Radiopharmaka liegen. AuBerdem verlduft der Isotopenaustausch sehr schnell und es wurden
keine radioaktiven Nebenprodukte gefunden. Die milden Reaktionsbedingungen bei

Raumtemperatur sind vor allem fiir empfindliche Biomolekiile von Vorteil. (3% 366171

t—Bu 19 t—Bu !SP

L 18 — + p—
Si F ]/Kryptofix 2.2.2/K Si
1\r—Bu [ ey 5 “t-Bu
CH;CN; rt; 15min
80-95% RCY
CHO
CHO 1 F~/Kryptofix 2.2.2/K*
t-Bu s t-Bu
\ CH;CN; rt; 10 min 3
194, Si 18p. Si
F-\ \
t-Bu 97% RCY t-Bu

Abbildung 1.27: Synthese von ['*F]Di-zert-butylfluorphenylsilan (oben) und
['8F]-p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd (unten) nach SCHIRRMACHER et al.*?”)
Um die Kopplung '8F-markierter Siliciumbausteine an medizinisch interessante Peptide zu
ermoglichen, wurde eine Reihe von funktionellen Gruppen bzw. Gruppierungen am
Phenylring des Siliciumbausteins eingefiihrt und die entsprechenden Verbindungen durch
Isotopenaustausch mit Fluor-18 markiert (siche Abbildung 1.28).% 66 67) Beispielsweise
konnte das Benzaldehyd erfolgreich mit einer Ausbeute von 97 % erhalten werden

(Abbildung 1.27, unten).(6!- 637D

Yo

Abbildung 1.28: Siliciumbausteine mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen
X = CHO (97%), X = SH (83%), X = NH; (97%), X = CH0H (96 %), X = NCS (95 %)A%®
Die Siliciumbausteine werden in der Literatur als ,,Silicon-based Fluoride Acceptors®
bezeichnet (Abkiirzung: SIFAs, dt.: Fluoridakzeptor auf Siliciumbasis). Die Markierung
solcher Bausteine mit Fluor-18 wird allgemein als SIFA-Methode beschrieben, die Variante
des in der Abbildung 1.27 gezeigten Isotopenaustausches als SIFA-IE (IE = Isotope
Exchange).
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SCHIRRMACHER et al. gelang es den '®F-markierten SIFA-Baustein mit der funktionellen
Aldehydgruppe (Abkiirzung: SIFA-A oder SIFA-CHOQO) mit einem Aminoxy-Derivat des
Peptids Tyr’-Octreotat durch chemoselektive Oxim-Bildung zum [SF|SIFA-TATE zu
verkniipfen (sieche Abbildung 1.29).

R=NH

N C@\—@—\skw e o

- + i- —_——

R \ﬂ/\? H 10 min N
O  NH,

R = Tyr-octrectate

2

Abbildung 1.29: Kopplung von SIFA-CHO an Peptidderivat Tyr3-0ctre0tat(A29)

Sowohl bei der post-labeling Methode (Siliciumbaustein wird an Peptid gekoppelt und das
Peptidprodukt anschlieBend radioaktiv markiert) als auch bei der pre-labeling Methode
(Silictumbaustein wird zuerst radioaktiv markiert und dann an das Peptid gekoppelt) verlief

der Isotopenaustausch mit Ausbeuten von bis zu 95 %.(61,65)

Des Weiteren konnte dieselbe Arbeitsgruppe auch den '8F-markierten SIFA-Baustein mit
einer Isothiocyanat-Gruppe (Abkiirzung: SIFA-ITC oder SIFA-NCS) an das Bluteiweif3

Albumin bei Ratten (Ausbeute 80 %) und an das FEisentransportprotein Apotransferrin

(Ausbeute 45 %), kniipfen.(67)

Der SIFA-Baustein N-Succinimidyl-3-(di-tert-butylfluorsilyl)benzoat (SiFB) soll hier als
letztes Beispiel genannt werden. Der Isotopenaustausch wurde 2014 durch KOUDIH et al. mit
einer automatisierten Syntheseapparatur erfolgreich durchgefiihrt. Nach 15 Minuten
Synthesezeit verlief die '®F-Radiomarkierung bei RT mit ca. 30 % und bei 60 °C mit ca. 50 %
radiochemischer Ausbeute. Die anschlieBende Kopplung des vormarkierten Bausteins an das
Peptid Albumin bei Ratten bei RT in 30 Minuten im Vial konnte mit Ausbeuten zwischen

80-90 % umgesetzt werden. (%3 7%

Als Alternative zum Isotopenaustausch wird die SIFA-Methode auch unter Einsatz von
Fluchtgruppen, (z.B. Alkoxy-Gruppen) angewendet. TING et al. markierten 2005 erfolgreich
ein Biotinderivat mit Fluor-18 in wéssriger Losung bei RT unter Austausch einer
Ethoxygruppe (siche Abbildung 1.30, oben). Die Fluorierung verlief quantitativ, allerdings

war die Verbindung sehr instabil, was auf die geringe sterische Hinderung der Ethoxygruppen
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am Silicium zuriickgefiihrt werden kann. Aufgrund dessen griffen CHOUDRY et al. 2006

wieder auf sterisch anspruchsvollere Gruppen (Phenyl, tert-Butyl) zuriick (siehe

Abbildung 1.30, unten).% 3% 0. 71

0 o)
EtO 5 EtO
OEt , OEt
HN” “NH H Siog  KHP 18 HNJ\NH H Sit
H\/\/—\‘(N\/\\/ | . — 4l§-_ Z_S\/\/\‘(N\/\J N
S 0 A B s 0

n [
Si: (8 FJHF =R @
@’ OMe —> Si

’

Abbildung 1.30: ®F-Fluorierung durch SIFA-Methode mit Alkoxy-Abgangsgruppen
nach TING et al. (oben) und CHOUDRY et al. (unten)(A3 0)

Eine vertiefende Untersuchung beziiglich des Einflusses von sterischen Gruppen unternahm
die Arbeitsgruppe von MU und HOHNE et al. Modellverbindungen mit sterisch
unterschiedlich anspruchsvollen Gruppen wurden in wéssriger Losung bei pH = 7 hinsichtlich
ithrer Stabilitdt analysiert. Siliciumbausteine mit zwei Methyl- bzw. Phenylgruppen unterlagen
einer raschen Hydrolyse (ti2=5-6 min), wihrend zwei iso-Propylgruppen die
Hydrolysebestindigkeit auf Stunden erhohten. Die hochste Stabilitdt erreichen die
Siliciumbausteine jedoch mit tert-Butylgruppen. Fiir die Radiomarkierung verwendete die
Arbeitsgruppe die SIFA-Fluchtgruppenvariante (SIFA-FG) mit H oder OH als
Abgangsgruppe. Es wurde festgestellt, dass die Bausteine mit ter-Butylgruppen hohere
Temperaturen fiir den Austausch der FG mit ['®F]Fluorid benétigten (90 °C bzw. 110 °C) als
die analogen iso-Propylverbindungen (65°C) und dass H als FG hdohere
Markierungsausbeuten bei den Verbindungen mit fert-Butylgruppen liefert. Auch erwies sich
der Zusatz einer geringen Menge Essigsdure in einigen Féllen bei der Markierung als
hilfreich. So konnte das Silanol mit zwei iso-Propylgruppen ohne Essigsdure nach 15 Minuten
nur zu 3 % umgesetzt werden, wihrend mit Essigsdure ein Umsatz von 90 % gelang. Dieser
Sachverhalt konnte auch bei der Markierung eines Bombesinderivates iiber eine prosthetische
SIFA-Gruppe (zwei tert-Butylgruppen, FG = H) bestdtigt werden. Ohne Essigsdure wurden
nur 15-19 % der Verbindung erfolgreich markiert, mit Essigsdure dagegen bis zu 85 %.(62. 72

73)
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Die Einfiihrung von Fluor-18 mittels SIFA-FG unter Einsatz von Essigsdure konnte durch
SCHULZ et al. auch an Nukleosiden durchgefiihrt werden. Dazu wurde ein SIFA-Baustein
bestehend aus zwei tert-Butylgruppen und einem H-Atom als Fluchtgruppe verwendet und
dieser durch Klick-Chemie an ein Nukleinsdurederivat des Thymidins gekoppelt (sieche

Abbildung 1.31). Die Markierung mit ['*F]Fluorid gelang unter Zusatz von Essigsdure bei
60 °C in 15 Minuten zwischen 34-43 %.1- 79

T T
iBu HSi{fBu HO Q 13F_B{fau HO O
— & N=N —— @ \@\/ N=N ;
HO4 o T N\f)\/ Id\",)\fo
.g.‘\\/o RCY :43%

Abbildung 1.31: Anwendung der ®F-Fluorierung durch SIFA-Methode mit Fluchtgruppen an
Nukleosiden nach SCHULZ et al.A3!)

Nachdem sich die SIFA-Methode, insbesondere der Isotopenaustausch, als geeignete und
milde Variante zur Einfiilhrung von Fluor-18 in Biomolekiile erwiesen hat, sehen sich die
Arbeitsgruppen mit einer anderen Problematik in der medizinischen Anwendung konfrontiert.
Fiir eine ausreichende Hydrolysebestindigkeit der Siliciumbausteine ist die Verwendung
sterisch anspruchsvoller Gruppen (z.B. tert-Butylgruppen) notwendig. Allerdings nimmt mit
zunehmender sterischer Hinderung auch die Lipophilie der synthetisierten Peptidverbindung
zu. Dies fiihrte in ersten PET-Untersuchungen bei Kleintieren zu einer verfilschten
Verteilung und einem verdnderten Metabolismus und Verhalten der SIFA-Peptide in vivo. Die
Verbindungen wurden nur unspezifisch durch Tumore aufgenommen und hauptsichlich in
Organen wie Leber und Magen-Darm-Trakt angereichert.(6l’71’76) Entscheidend fiir die
PET-Diagnostik und fiir den Erhalt qualitativ aussagekréftiger PET-Bilder ist jedoch, dass die
mit einem Radionuklid beladenen Biomolekiile in den Stoffwechselprozess eingebracht
werden, ohne dass sich das in vivo Verhalten und die Targetaffinitit dndern. Um diese
unerwiinschte  Lipophilie zu reduzieren, wurden hydrophile Hilfsbausteine in
Peptidverbindungen eingebracht. Zu diesen Hilfsstoffen gehoren Polyethylenglykol Einheiten
(PEGs), Aminosduren und Substanzen, die partielle Ladungen in das Endmolekiil einbringen
wie beispielsweise Carbonsdure- und Sulfonsdurefunktionen (negative Ladungen) und
quaternire Ammoniumgruppen (positive Ladungen). Auf diese Weise entstanden die

sogenannten  SIFA-Peptide der 2. Generation mit dem Ziel den logp-Wert
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(Verteilungskoeffizient Octanol/Wasser) herabzusetzen. Beispielsweise hat das SIFA-PESIN,
eine mit PEG-Einheiten versehene Variante des Peptids Bombesin, einen logp-Wert von
+2.29. Werden zusitzlich Cysteinsdurebausteine in das Peptid eingebracht, kann der
logp-Wert weiter herabgesetzt werden: logp-Wert (SIFA-Cya-PESIN) = +1.41 und logp-Wert
(SIFA-Cya,-PESIN) = -0.41. Durch diese MaBnahme konnte die Aufnahme des Peptids im
Tumorgewebe zwar verbessert werden, trotzdem blieb die Qualitit der PET-Bilder schlecht,

da die Aufnahme der Verbindung in der Leber weiterhin zu hoch war.©% 71 78)

Ein Durchbruch gelang der Arbeitsgruppe Niedermoser et al. 2015 mit der Erarbeitung eines
SIFA-Peptids der sogenannten 3. Generation, indem der SIFA-Baustein selbst derart
modifiziert wurde, dass er eine positive Ladung enthilt (SIFAlin, siche Abbildung 1.32). Das
SIFAlin wurde an das Peptid Tyr’-Octreotat gekoppelt und mit verschiedenen, hydrophilen
Hilfsstoffen versehen: Das resultierende ['8F|SIFAlin-Gle-Asp2-PEG1-TATE wies durch die
Asparaginsdureinheiten (Asp) einen logp-Wert von -1.21 auf und erreichte durch den
SIFAlin-Baustein eine sehr gute und spezifische Verteilung der Verbindung im Tumorgewebe

und nur wenig Akkumulation im umliegenden, unbelasteten Organgewebe.(77)

\+/F
Br Si
y I
Pre S W

Abbildung 1.32: SIFA-Baustein der 3. Generation: SIFA/in nach Niedermoser et al.(A32)

Durch die schnelle und milde Synthese, die guten Markierungsausbeuten (bis zu 90 %) und
radiochemischen Ausbeuten (52 %), die gute Qualitit der PET-Bilder und die vorteilhaften
Eigenschaften des Radionuklids Fluor-18 ist das [®F]SIFA/in-TATE mit dem
,,Goldstandard“ der Nuklearmedizin [®*Ga]Ga-DOTATATE in Bezug auf die Somatostatin

Rezeptor Diagnostik Vergleichbar.(77)
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1.5 Bereitstellung von nukleophilen ['*F]Fluorid

Fiir die Vorbereitung von ['®F]Fluorid fiir nukleophile Substitutionen hat sich die im Kapitel
1.4.1 bereits beschriebene Vorgehensweise etabliert. In wissriger Losung vorliegendes
["®F]Fluorid ist durch die umgebene Solvathiille inert und fiir nukleophile Reaktionen nicht
verfiigbar. Die Uberfiihrung in eine reaktive (,,nackte) Form in einem organischen
Losungsmittel  gelingt iiber  Anionenaustauscher-Kartuschen, den Einsatz  von
Phasentransferkatalysatoren (Kryptofix 2.2.2, Tetraalkylammoniumsalze) und die mehrfache

azeotrope Trocknung zur Entfernung von Restwasser. (33 8384

Vor allem der Schritt der azeotropen Trocknung ist zeitaufwendig (5-15 min) und fiihrt zu
einem Verlust an Radioaktivitét (30-50 %) durch den radioaktiven Zerfall und die Adsorption
des ['®F]Fluorids an GlasgefiBen, in denen das Restwasser azeotrop abgedampft wird. Dies
fiihrt zu einem Absinken der radiochemischen Ausbeuten um bis zu 6 %. Des Weiteren ist
dieser Trocknungsschritt sehr komplex und vor allem in Hinblick auf die angestrebte
Miniaturisierung von Reaktoren fiir PET-Radiopharmaka (Mikroreaktoren, mikrofluide
Synthesemodule) ungeeignet und schwierig zu automatisieren. (83 88- 89,92, 96)

Aus diesem Grund haben viele Arbeitsgruppen nach Alternativen fiir die Bereitstellung von

nukleophilem ["®F]Fluorid gesucht, mit dem Ziel, die azeotrope Trocknung zu minimieren

bzw. génzlich zu vermeiden.

Die Tabelle 1.2 auf Seite 42 zeigt einige Beispiele im Uberblick. Weitere Varianten der

letzten Jahre werden im folgendem Text etwas detaillierter dargestellt.

Einer der frilhesten Versuche, ['®F]Fluorid vereinfacht einzusetzen, war die sogenannte
»Multiphasen Extraktion® durch JEWETT, MULHOLLAND und TOORONGIAN et al. Es
gelang ihnen erstmals noch vorhandenes Restwasser der '®F-Fluoridlésung und die bis dahin
notwendige grole Menge an organischem Losungsmittel bei der azeotropen Entfernung stark
zu reduzieren (3 x 1 ml). Sie verwendeten eine Sdule gepackt mit Mikropartikelpolymeren,
die oberflachlich mit quaterndren Ammoniumsalzen bzw. Kryptanden besetzt waren. Die
wiissrige '*F-Fluoridlosung wurde iiber die Siule gegeben, wobei das ['®F]Fluorid durch

[onenpaarbildung auf dem Polymer zuriickblieb und vom Wasser abgetrennt wurde.

AnschlieBend erfolgte die Elution des Ionenpaares mit trockenem Acetonitril. 7>
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Arbeits-

Jahr Methode Resultate
gruppe
Elution des ['®F]Fluorids von QMA Kartusche mit 50 ul Elution
KIM 40 % TBAHCOs3 in 500 ul MeCN 96,5 %
2004 ot al 9 Umsatz 25 mg Triflat bei 100 °C, 5 min in 300 pl Acetylgeschiitzte
ionischer Fliissigkeit BMI, 1000 pul MeCN ohne azeotrope | [*F]IFDG
Trocknung des Eluates 74,6 £ 7,4 %
Konditionierung PS-HCO; Kartusche mit Ko;HPO4 Elution
»011 SEO Elution des ['*F]Fluorids mit 10 mg TBAOMs in 600 ul quantitativ
et al.3%°9 | Methanol (azeotropes Trocknen 1 min) Markierung
Umsatz mit 6 mg Mesylat Precursor in 500 pl fert-Butanol | Mesylat 97 %
Elution des ['®F]Fluorids von QMA Kartusche mit Acetylgeschiitzte
STEWART | K,COs/Kryptofix 2.2.2 in H,O : EtOH = 15% : 85% ['*FIFDG
2012 etal.®” Direkter Umsatz von 500 pl Eluat mit Triflat in 500 pl 58%+5%
H>0 : EtOH = 15% : 85% (100°C, 30 min)
Elution des ['®F]Fluorids nach Waschen mit MeOH von ["*F]FB-CHO aus
RICHARZ QMA Kartusche direkt mit aromatischen Precursor in X-FB-CHO
2014 ot a0 MeOH, Abdampfen von MeOH bei 80 °C (2 min) (X =MesN")
Aufnahme des Precursors mit ['*F]Fluorid in LM (DMSO, | 80 °C, 10 min,
DMF, MeCN), Erhitzen auf Temperatur 87 %
Elution des ['*F]Fluorids nach Waschen mit 5 ml Hexan Elution > 97 %
2014 BRICHARD | yon QMA Kartusche mit 15 mg Et4NHCO; in 1000 pl Acetylgeschiitzte
et al.83 89 | MeCN mit max. 0.5 % Wasseranteil [®*FIFDG
100 pl Eluat + 100 pl Triflat (8 mg), 115 °C, 10 min 76 % +5,3 %
Precursor mit Katalysator Titandioxid (TiO,) vorgemischt, | Synthese von
MeCN-Hexanol-Gemisch 1:1 ['®F]Fallypride
Sola SERGEEV | (jeweils 15 ul) und Zusatz von 10 ul H,O 68 +2 %
et al.®3°D | [8F]Fluorid/BusN* HCO5 als Phasentransferkatalyst ohne | Nur fiir Tosylate
azeotrope Trocknung, eingesetzt Kein Umsatz mit
110 °C, 7 min Nosylat/Triflat
KWON Elution von QMA (588 ul MeCN + 12 pl H>0) Elution 86 %
2018 ——c Direkter Umsatz in gemischten organischen LM (70 % Mesyl-Precursor

DMSO/MECN bzw. 70 % DMA/MeCN)

73-76 %

Tabelle 1.2: Alternative Methoden zur *F-Fluoridvorbereitung
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Bei der weiteren Optimierung ihrer Versuche setzten sie 4-Aminopyridinharze in Hydroxid-
bzw. Carbonat-Form auf der Siule ein, um das ['*F]Fluorid zu trappen. Das ['*F]Fluorid
wurde nicht eluiert, anstelle der azeotropen Trocknung erfolgte eine mehrfache Spiilung der
Sdule mit trockenem Acetonitril. Nach der Erwdrmung des Harzes auf 100 °C wurde der
Precursor Mannosetriflat in Acetonitril (20 mg in 2 ml) iiber die Sdule vor und zuriick
gepumpt. Die entstehende acetylgeschiitzte ['F]JFDG l6ste sich vom Harz und konnte in
guten Markierungsausbeuten (ca. 84 %) erhalten werden.

Die radiochemischen Ausbeuten schwankten allerdings stark. Es wurde vermutet, dass sich

das Harz bei Temperaturen um 100 °C irreversibel chemisch verdnderte und ein Teil des
['8F]Fluorids dadurch blockiert wurde (bis zu 30 %).(7% 9
Weitere Versuche mit alternativen Sdulenmaterial basierend auf Kohlenstoff (z.B. Dowex®)

wurden durch JEWETT und SCHLYER et al. durchgefiihrt und optimiert.(gl’ 82)

LEMAIRE und AERTS et al. verwendeten 2009 zur Konzentration des ['®F]Fluorids
Anionenaustauschermaterial bestehend aus wasserbenetzbaren Copolymeren bestiickt mit
quaterniren Ammoniumcarbonaten mit langen Alkylketten (z.B. Cio, C14). Das ['*F]Fluorid
wurde quantitativ getrappt, durch einen Stickstoffgasstrom getrocknet, mit MeCN in Form
des langkettigen Alkylammoniumfluorids eluiert (85-90 %) und in nukleophilen Reaktionen
direkt eingesetzt. Beispielsweise konnte Mannosetriflat erfolgreich markiert werden (95 °C,
10 min, MeCN, 89 %), wobei die erhdhte Reaktivitit des ['®F]Fluorids, mit der selbst bei
Raumtemperatur eine Umsetzung stattfand (25 °C, 20 min, MeCN, 66 %), hervorzuheben ist.

Allerdings waren fiir diese Ergebnisse 40 mg Precursor und Zusétze an Basen nt')tig.(83 > 87,96)

Dieselbe Arbeitsgruppe verfolgte 2010 einen weiteren Ansatz, um die azeotrope Trocknung
zu vermeiden. Nach dem Fixieren des ['®F]Fluorids auf einer QMA-Kartusche und dem
mehrfachen Spiilen mit Acetonitril verwendeten sie fiir die Elution starke organische Basen
(pKa = 20-40, z.B. BTMG, P2Et, P4Bu) anstelle der sonst iiblichen anorganischen Vertreter
(z.B. K2CO3). Vorhandenes Restwasser sowohl auf der QMA-Kartusche als auch im
Losungsmittel Acetonitril (20-25000 ppm) sorgt flir eine Protonierung der Stickstoffatome in
der Basenstruktur und somit fiir eine in sifu Generierung von Hydroxid-Ionen (siehe
Abbildung 1.33). Diese fungieren dann als Austausch-lonen fiir das ['®F]Fluorid auf der
QMA. Fiir die quantitative Elution des ['®F]Fluorids (97 %) ist ein Wasseranteil von
wenigstens 3100 ppm und ein pKa.-Wert von etwa 30 (P2Et) notwendig. Die Radiomarkierung

von Mannosetriflat (20 mg) erfolgte mit 1000 pl '*F-Fluoridldsung, der organischen Base
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BTMG (49 pmol, pKa = 23,5) bei 100 °C und lieferte nach 5 min 91 % Ausbeute. Trotz der
erfolgreichen Resultate mit dieser Methode wird das stark basische Milieu als kritisch fiir

viele Precursor angesehen. Zudem gelten Basen wie BTMG und P;Et als toxisch, so dass eine

klinische Zulassung dieser Methode aufwendig und schwierig erscheint.(83 88,96, 97, 104, 105)
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Abbildung 1.33: In situ Generierung von Hydroxid-Ionen durch Protonierung der organischen

Base P4Bu durch Wasser nach LEMAIRE et al.(A3 3)

MATHIESSEN et al. griffen 2013 den vorgeschlagenen Einsatz organischer Basen nach
LEMAIRE et al.®® nochmals auf und kombinierten ihn mit der Methode der
Radiomarkierung von Mannosetriflat direkt auf einer Anionenaustauscher S&dule nach
TOORONGIAN et al.7% 39 Sie verwendeten eine Polystyrol Siule mit Pa/Bu Ketten
(PS-P2®Y), welche bei Kontakt mit Wasser Hydroxid-Ionen generieren (PS-P,®B"H*OH"). Die
Hydroxid-Ionen ~werden durch ['8F]Fluorid-Ionen auf der Siule ausgetauscht
(['*F]PS-P.®"H'F) und die Festphase anschlieBend mehrmals mit Acetonitril und einem
Heliumstrom getrocknet. Das Trappen des ['®F]Fluorids gelang mit einer Effizienz von
95-100%. Nach Optimierung aller Parameter (Flussrate, Losungsmittel, Temperatur) fiihrte
die Arbeitsgruppe eine erfolgreiche automatisierte Synthese von ['|FJFDG auf der
Festphasensdule durch (25 mg Triflat, MeCN, 85 °C, 0.55 ml/min), deren Resultate die
Anforderungen der Europdischen Pharmakopde erfiillte (radiochemische Reinheit von 97 %).

Die radiochemische Ausbeute betrug dabei etwa 40 %.0Y

2012 erarbeiteten WESSMANN und WESTER et al. die sogenannte ,,Munich-Method* fiir
die Vorbereitung von nukleophilem ['*F]Fluorid. Die Arbeitsgruppe kehrte wieder zu bereits
medizinisch akzeptierten Hilfsstoffen zuriick. Das FElutionsmittel bestehend aus

Kaliumhydroxid und Kryptofix 2.2.2. wurde azeotrop mit MeCN vorgetrocknet und das
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['®F]Fluorid von einer QMA-Kartusche (105 mg) mit 500 ul dieser vorbereiteten Ldsung
[K'Kryptofix 2.2.2]J0H" in MeCN eluiert (92+5%). Der Einsatz von 10% des
Eluatvolumens (50 pl) bei der Synthese von ['®F]JFDG (20 mg Precursor, 10 min, 90 °C)
erzielte Markierungsausbeuten von 87 + 1 %. Allerdings verursachte die direkte Verwendung
des gesamten Eluates bei der Synthese verschiedener Radiopharmaka (z.B. ['*F]FET) ein
Herabsinken der Ausbeuten um 10-20 %, vermutlich durch iiberschiissige Hydroxid-lonen.
Nur durch ein Anheben der Precursorkonzentration konnte die Ausbeute wieder gesteigert
werden. Trotzdem bewihrt sich diese Methode bei der '*F-Fluoridvorbereitung beziiglich der
Zeitersparnis  (Dauer: 3 min) und der moglichen langerfristigen Vorbereitung des
Elutionsmittels (Lagerungszeit: 2 Monate). Ein weiterer Vorteil der ,,Munich-Method* stellte
sich bei der Radiomarkierung des SIFA-Bausteins ['®F]SiFB heraus. Die nach der Elution
vorhandene Base im Reaktionsmedium (K>COs) stort die Markierungsreaktion durch Bildung
eines Nebenproduktes. Im Gegensatz zur azeotropen Trocknung des ['®F]Fluorids, bei der
eine unbekannte Menge der Base zusammen mit dem ['®F]Fluorid an der Glaswand absorbiert
wird, ist die genaue Menge der zugesetzten Base bei der ,Munich-Method* unveridndert
bekannt. Dies ermdglicht einen definierten Zusatz von Oxalsdure zur Neutralisation und

Stabilisierung der Markierungsausbeute. % 77> 78, 83,92, 96, )

Fiir die Implementierung der '*F-Fluoridvorbereitung in automatisierte Synthesemodule ist es
erstrebenswert, das gesamte Eluatvolumen direkt fiir die Synthese verwenden zu koénnen. Die
»~Munich-Method” ermoglichte gute Markierungsausbeuten allerdings nur bei der
Verwendung von 10 % des nicht azeotrop getrockneten Eluatvolumens.®” Mehrere
Arbeitsgruppen konzentrierten sich daher auf die Auswahl milderer Basen und anderer
Losungsmittel, um die Ergebnisse fiir die Elution des ['*F]Fluorids und die anschlieBende

Radiomarkierung mit dem gesamten Eluatvolumen zu optimieren.

LINDNER et al. stellten 2015 eine weitere Kartuschen-basierte Vorbereitung von ['*F]Fluorid
vor, die den Einsatz des vollstindigen 500 pl Eluates bei der Synthese von acetylgeschiitzter
["®F]FDG beschreibt. Die Methode ist in Abbildung 1.34 dargestellt.

Die wissrige !'|F-Fluoridlosung wird auf eine mit Wasser konditionierte QMA
Carbonat-Kartusche (46 mg Packungsmaterial) fixiert. Die Trocknung erfolgt mit Luft,
Acetonitril und wieder mit Luft. Fir die Elution erwies sich eine Mischung aus
Kryptofix 2.2.2 und Kaliumdihydrogenphosphat ([K'Kryptofix 2.2.2]H2POy’) in tert-Butanol
mit 1% Wasser als geeignet (500 ul, Elutionsausbeute =86 =5 %). Die Markierung von
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Mannosetriflat (20 mg, 90 °C, 10 min) konnte mit dem vollstindigen Eluat mit einer
Ausbeute von 83+8%  durchgefiihrt werden. Sowohl Elutions- als auch

Markierungsausbeute sind auf einem vergleichsweise hohen Niveau.®”)

18p-
H,0 H,%50 gas MeCN gas Eluent
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Abbildung 1.34: Kartuschen-basierte Vorbereitung und Trocknung der wissrigen

BF-Fluoridlosung aus dem Zyklotron fiir nukleophile Reaktionen nach LINDNER et al.(A3%)

Die Arbeitsgruppe tibertrug ihre Trocknungsmethode auch auf eine mikrofluide
Syntheseplattform. Das ['®F]Fluorid wurde erfolgreich von einer eingebauten 10 mg

Kartusche in 300 pl zu 90 % fiir die direkte Synthese eluiert.®”

Auch die Arbeitsgruppen KNIESS et al. und BASULI et al. erarbeiteten in den letzten zwei
Jahren vereinfachte Methoden zur 'F-Fluorierung. In beiden Fillen ist es gelungen, die

azeotrope Trocknung zu umgehen und damit sehr kurze Gesamtsynthesezeiten zu erreichen.

KNIESS et al. beschrieben die nach ihnen benannte ,,Hydrous !'3F-Fluoroethylation“ am
Beispiel von ['8F]Fluorethyltosylat (['®F]FETos). Sie verwendeten eine QMA
Carbonat-Kartusche (46 mg) und eluierten das ['*F]Fluorid mit Kryptofix 2.2.2 und wissriger
K>COs-Losung (2-3 % Wasser) in Acetonitril (700 ul, Elutionsausbeute = 95-98 %). Das
Fluat wurde direkt in das Reaktionsvial mit dem Precursor (7 mg) gegeben und bei 100 °C
15 min erhitzt. Die Markierungsausbeuten lagen zwischen 76-96 %. Das ['*F]FETos wurde

direkt der 2.Synthesestufe zur '*F-Fluorethylierung verschiedener Hydroxyl-Precursor von
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COX-2 Inhibitoren zugefiihrt. Nach 30 min konnten Ausbeuten zwischen 72-88 % erhalten

werden.(10D

BASULI et al. entwickelten eine Methode zur direkten Radiomarkierung auf einer SEP-PAK
Kartusche (,,Radiofluorination on the SEP-PAK®). Sie konnten auf diese Weise eine
wichtige  prosthetische Gruppe fliir die Radiomarkierung von Biomolekiilen,
Fluornikotinsdure-2,3,5,6-tetrafluorphenylester, mit bis zu 78 % Markierungsausbeute bei
Raumtemperatur in nur 1 min Reaktionszeit synthetisieren. Dazu wurde das ['*F]Fluorid auf
einer PS-HCO; Chromafix-Kartusche mit trockenem Acetonitril gespiilt. Anschlielend wurde
die Precursor-Losung (10 mg des quaterndren Ammoniumtriflats in MeCN oder
MeCN/tert Butanol (2:8), 1 ml, 1 min) langsam tiiber die Kartusche gegeben und das
Markierungsprodukt dabei gleichzeitig direkt eluiert.(10%

Dieser erfolgreich synthetisierte Baustein wurde nach einer kurzen Aufreinigung (98 %
Reinheit) bei der Markierung von Peptiden eingesetzt. Beispielsweise konnte das PSMA
(Prostata Spezifisches Membran Antigen) ansprechende Peptid DCFPyL mit ["*F]Fluorid zu
25-32 % radiochemische Ausbeute in einer Gesamtsynthesezeit von 45 min markiert werden
(["*F]DCFPyL, 50 °C, 10 min).(!*%

2018 gelang es der Arbeitsgruppe, das Prinzip der SEP-PAK Radiomarkierung auch auf
prosthetische Gruppen mit funktionellen Aldehydgruppen zu iibertragen. Fluorbenzaldehyde
konnten mit ca. 88 % Ausbeute erhalten werden, die Fluornikotinaldehyde mit etwa 85 %

Ausbeute.(192)

Zusammenfassend hat sich auf vielerlei verschiedenen Wegen gezeigt, dass eine Vorbereitung
von [®FJFluorid fiir nukleophile Reaktionen ohne den aufwendigen azeotropen
Trocknungsschritt moglich ist. Je nach Empfindlichkeit des Precursors und

Reaktionsparametern ist abzuwigen, welche Methode geeignet ist.
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1.6 '3F-Radiopharmaka fiir die Diagnostik

Fiir eine diagnostische Untersuchung in der PET muss ein fiir den Stoffwechselprozess oder
Krankheitsverlauf relevantes Target identifiziert werden, welches durch seine
Wechselwirkung mit einem Radiopharmakon in vivo dargestellt und analysiert werden

kann.(3- 619

e Anforderungen an das Target(l4):

- Spezifischer, moglichst signifikanter Aussagegehalt fiir Krankheit bzw.
Stoffwechselprozess (Targetempfindlichkeit)

- Spezifische Verkniipfung mit einem Radiopharmakon (Traceraufnahme)

e Anforderungen an das Radiopharmakon(14):

- Hohe Bindungsspezifitit und Affinitit zu einem relevanten Target, auch in
niedrigen Konzentrationen (Targetselektion)

- Durchfiihrbare, praxistaugliche Radionuklidproduktion und Radiomarkierung des
Tracers, erfiillbare Regularien (Tracerverfiigbarkeit)

- Ubereinstimmung von Halbwertszeit des Radionuklids und in vivo Verhalten des
Tracers, zweckmaBige in vivo Stabilitit und in vivo Verteilung entsprechend des

biologischen Stoffwechselprozesses (in vivo Verhalten)

Sehr hdufig wird die PET in der Onkologie zur Diagnose von Krebserkrankungen, zur
Lokalisierung von Tumoren und zur Untersuchung des Therapieerfolgs angewendet.
Krankhaft verdnderte Tumorzellen zeichnen sich durch ein unkontrolliertes Zellwachstum und
eine erhdhte bzw. gestorte Aktivitit und Anzahl von betroffenen Targets aus (z.B.
Rezeptoren, Peptide, Enzyme). Normalerweise ist der Zellzyklus stabil in Phasen
(Synthese S, Mitose M, Zwischenphasen G1/G2) geregelt und wird durch sogenannte
,,Checkpoints“ an den Ubergingen G1/S und G2/M kontrolliert. Diese Checkpoints
tiberwachen die Intaktheit der Zellen und sorgen im Bedarfsfall fiir eine Reparatur oder den
Zelltod bevor diese in die Haupthasen S (Verdopplung DNS) und M (Zellteilung) tibergehen.
Mallgeblich an der Steuerung des Zyklus beteiligt sind Proteinkinasen (CDKs = Cyclin
dependent kinases), die gekoppelt an ihre Partnerproteine (Cycline) eine spezifische Wirkung
haben. Fine Krebserkrankung verursacht beispielsweise durch Hemmung von
Tumorsuppressorproteinen einen Verlust regulierender Signale, die Checkpoints versagen und

die krankhaft verdnderten Zellen verdoppeln sich weiter. Erwdhnt werden soll hier kurz der

48



CDK-Inhibitor p53. Im Falle einer geschéddigten Zellinformation leitet p53 die Aktivierung
eines weiteren Inhibitors p21 ein, welcher dafiir sorgt, dass das Tumorsuppressorprotein Rb
nicht mehr phosphoryliert wird. Infolgedessen bleibt der Transkriptionsfaktor E2F weiter
an Rb gebunden und die Zellteilung wird gestoppt. Bei vielen Tumorerkrankungen ist die
Funktion von p53 gestort und dies fiihrt letztendlich dazu, dass Rb trotz geschidigter
Zellinformation phosphoryliert und E2F freigesetzt wird. Die Zellteilung setzt sich
unkontrolliert fort und wachstumsfordernde Faktoren bleiben erhoht aktiv. Zu den
wachstumsfordernden Faktoren gehdrt unter anderem Thymidin Kinase I (TK I), ein Enzym,
das in Tumorzellen dauerhaft tibermifBig aktiv ist und deswegen als Target in der PET genutzt
wird. Ein entsprechendes Radiopharmakon, das zur Messung der TK I Aktivitit herangezogen
wird, ist ['"8F]Fluorthymidin (["*F]FLT). ['"®*F]FLT wird durch TK I phosphoryliert und
reichert sich im Gewebe entsprechend der Zellwachstumsrate an. Interessant ist ['*F]FLT bei
der Untersuchung von Gehirntumoren, da dieses Radiopharmakon nur geringfiigig vom
gesunden Gehirn aufgenommen wird, wodurch sich das Kontrastverhiltnis von Zielgewebe
(Tumor) und gesundem Gewebe in der diagnostischen Bildgebung im Vergleich zu ["*F]FDG
verbessert. Weitere Beispiele fiir geeignete Targets zur Untersuchung des Tumorwachstums
sind Enzyme fiir den erhdhten Transport von Aminosduren fiir die Proteinsynthese. Tyrosin
Kinase dient als Target fiir das Radiopharmakon ['®F]|Fluorethyl-L-tyrosin (['*F]FET) und

wird ebenfalls bei der Untersuchung von Gehirntumoren eingesetzt.(5 > 11,14, 15, 16, 17, 18, 20, 50)

Tabelle 1.3 zeigt die Targets der fiir diese Arbeit relevanten '*F-Radiopharmaka, die in den

nachfolgenden Kapiteln naher beschrieben werden.

Target Eigenschaft Radiopharmakon

Erhohte Aktivitat durch vermehrten

Enzym Hexokinase ["®*F]FDG
Glucoseverbrauch von Tumorzellen! - 14 17:20.24)
Enzym Cholin Erhohte Aktivitdt durch verstirkte Produktion von
. 11, 14,106 ["FIFEC
Kinase Phospholipiden fiir Zellmembranen 1> 14 106)
Gastrin )
bitend 8F-markierte
ausschiittender .
] Uberexpression in Tumoren!!4 107> 113) Derivate von
Peptidrezeptor ]
(GRP) Bombesin

Tabelle 1.3: '8F-markierte Radiopharmaka dieser Arbeit und ihre Targets
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1.6.1 2-['8F]Fluordesoxyglucose (['*F]FDG)

e Synthese
Die verschiedenen Moglichkeiten der Synthese des Radiopharmakons [*F]FDG wurden in
den vorherigen Kapiteln bereits ausfiihrlich dargelegt. Die wenig regioselektive, elektrophile
Synthese mit ['*F]F> bzw. [18F]CH3COOF(29) wurde 1986 durch die Methode der
nukleophilen Substitution nach HAMACHER et al. mit acetylgeschiitztem Mannosetriflat als
Precursor ersetzt.*®) Nach Abspaltung der Acetyl-Schutzgruppen durch saure Hydrolyse und
einer abschlieBenden Kartuschenaufreinigung muss das Radiopharmakon ['*F]JFDG eine
bestimmte Qualitit aufweisen, die in der Europidischen Pharmakopée festgelegt ist.
Gefordert sind dort beispielsweise eine radiochemische Reinheit des ['*FJFDG von
mindestens 95 %, eine maximale Verunreinigung durch ['*F]JFDM von 10 % und durch freies
['®F]Fluorid von 5% sowie eine Radionuklidreinheit von mindestens 99 %. Fiir das
Injektionsvolumen des Radiopharmakons wird eine maximale Menge an ['*F]FDG von 10 mg
angegeben, (5 6 11:21,.94)
e Metabolismus und medizinische Anwendungen

['F]JFDG ist ein Derivat der Glucose, einem wichtigen Energielieferanten fiir den
menschlichen Organismus. Glucose wird durch den Stoffwechselprozess Glycolyse abgebaut.
Der erste Schritt besteht in der Phosphorylierung zu Glucose-6-phosphat durch das Enzym
Hexokinase. Im Jahr 1954 veroffentlichten SOLS und CRANE ausfiihrliche
Untersuchungsergebnisse beziiglich des Einflusses der OH-Gruppen der Glucose an dieser
Enzymreaktion. Sie stellten fest, dass die OH-Gruppe am C-2-Atom keine Bedeutung fiir die
Umsetzung mit Hexokinase hat und 2-Desoxyglucose-6-phosphat gleichermal3en entsteht.®
Diese Erkenntnis fiihrte letztendlich zur Entwicklung des Radiopharmakons
2-["®*F]Fluordesoxyglucose, indem die OH-Gruppe am C-2-Atom durch Fluor-18 ausgetauscht
wurde. Nach Transport von ['F]JFDG in die Zellen findet die Phosphorylierung durch
Hexokinase zu '|[FJFDG-6-phosphat statt. Durch die chemische Modifizierung mit Fluor
kann '8[F]JFDG-6-phosphat allerdings im Gegensatz zu Glucose-6-phosphat nicht weiter
abgebaut werden und reichert sich in den Zellen an. Das Radionuklid Fluor-18 zerfillt dort
unter B'-Zerfall und die Strahlung wird mittels PET-Detektoren vermessen (siche
Kapitel 1.3.1). Da Krebszellen im Gegensatz zu gesunden Zellen durch den abnormen

Stoffwechsel verstirkt Glucose benotigen, ldsst eine erhohte Aktivitdt des Targets Hexokinase
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Riickschliisse  auf  verschiedene  Erkrankungen zu und unterstiitzt bei der
Tumorlokalisierung.(1 1,17, 20,21, 24, 109)

Bei der Anwendung von ['®F]FDG in der PET Diagnostik muss allerdings beachtet werden,
dass dieses Radiopharmakon nicht spezifisch fiir bosartige Tumorerkrankungen ist und eine
erhohte Aufnahme von ['®F]FDG in den Zellen auch andere, gutartige Ursachen haben kann.
Zu diesen falsch-positiven Diagnosen gehoren beispielsweise Entziindungen, Infektionen oder
Wundheilungen.(24) Auch bei der PET-Untersuchung von Brustkrebs mit ['*F]FDG besteht
ein hoheres Risiko von falsch-positiven Diagnosen. Zusitzlich sind auch falsch-negative
Diagnosen durch eine niedrigere Aufnahme an ['*F]JFDG bei Tumoren mdglich, wenn diese
eine hohe Differenzierung aufweisen (z.B. hoch differenzierter Schilddriisenkrebs,
neuroendokrine Tumore) oder nur langsam wachsen (z.B. anfingliche, hepatologische
Krebserkrankungen).(109) Auch bei der Lokalisierung von Gehirntumoren ist die Anwendung
von ['®F]FDG wenig geeignet, da bereits das gesunde Gehirn eine hohe Aufnahmerate hat.
Hier ist das Radiopharmakon ['8F]JFLT deutlich spezifischer und sensibler in der
Diagnose.ml) Trotz dieser Einschrinkungen und obwohl in den letzten Jahren viele neue
Radiopharmaka entwickelt wurden, bleibt der Einsatz von ['®F]JFDG mit einem Anteil von
90 % bedeutend fiir die PET. Zum Beispiel wird ['*F]JFDG unterstiitzend vor Biopsien
angewendet, um bei inhomogenen Tumoren die geeignetste Stelle fiir eine Probenentnahme
zu identifizieren. Auch bei der Radiotherapieplanung wird die PET Diagnostik mit ['*F]JFDG
hinzugezogen, um das therapeutische Radiopharmakon moglichst gezielt im Tumorgewebes
zu platzieren und gleichzeitig gesundes Gewebe weitestgehend zu verschonen. Zusétzlich
kann der Therapieerfolg mit ["FJFDG iiberwacht und analysiert werden. Bei
neurodegenerativen Erkrankungen des Gehirns, die durch eine reduzierte Aufnahme von
['®F]FDG charakterisiert sind (z.B. Alzheimer, Parkinson, Epilepsie), wird die
PET-Diagnostik mit ['*F]FDG ebenfalls erfolgreich angewendet.(!%% 112)
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1.6.2  2-['F|Fluorethylcholin (|'SF]FEC)

e Synthese
Die Synthese von ['®F]FEC erfolgt iiber eine '*F-Fluorethylierung (indirekte Fluorierung) von
Dimethylaminoethanol (DMAE). Ausgehend von einer Alkylverbindung mit zwei
Abgangsgruppen wird zunichst im ersten Syntheseschritt das '*F-Fluorethylierungsreagenz
durch den direkten, nukleophilen Austausch einer Abgangsgruppe gegen ['®F]Fluorid
hergestellt. Die zweite Abgangsgruppe wird im zweiten Syntheseschritt durch das DMAE
ersetzt (siche Abbildung 1.35).

XX+ ["8FIKF-Kgoz

MeCN

~ -"\__,.OH 18 )+
X =Br, OTos;

Abbildung 1.35: Synthese von 2-['*F]Fluorethylcholin*>)

HARA et al. stellten 2-['®F]Fluorethyltosylat (['*F]FETos) aus einer Alkylverbindung mit
zwel Tosylatgruppen (X = OTos, OTos) her und setzten es fiir eine automatisierte Synthese
von ["®F]JFEC ein. Der gesamte Syntheseprozess bendtigte 65 Minuten und erbrachte
kontinuierliche radiochemische Ausbeuten von etwa 40 % an [ISF]FEC.(I%)

PIEL et al. verglichen den Einsatz von ["*F]FETos und 2-['®F]Fluorethylbromid (['*F]FEB,
Synthese aus Alkylverbindung mit X=Br, Br oder X=Br, OTos) fiir die
8F_Fluorethylierung von DMAE. Sie erhielten unter gleichen Bedingungen mit ['*F]FEB
héhere Ausbeuten an ['*F]FEC als mit ['®F]FETos (54 % vs. 12 %) und konnten auBerdem die
Ausbeuten durch katalytischen Zusatz von Lithiumiodid deutlich erhohen (['*F]FEB/LIl,
85°C, 95%bzw. ['|F]FETos/Lil, 120 °C,97 %). Die Synthese wurde mit einem
Synthesemodul (GE Medical Systems) automatisiert durchgefiihrt und erbrachte 30 +£6 %
['8F]FEC in 50 Minuten Synthesezeit. Das Produkt wurde mittels HPLC gereinigt.!!>)
SCHMALJOHANN et al. fiihrten 2011 eine Verbesserung des Syntheseprozesses durch
integrierte Kartuschenaufreinigung ein. Sie wihlten 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat
(X =Br, Nosylat, siche Abbildung 1.14) als Precursor und erhielten fiir die manuelle
Synthese nach Aufreinigung mit Kartuschen (ICH, SepPak C18 plus, Chromabond HRP,
SepPak Silica) 63 + 7 % an ['®F]FEB (korrigiert, HRP Kartuschen Vermessung) und 46 + 4 %
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an ['F]JFEC (CM plus Kartuschen, korrigiert). Die automatisierten Synthesen mit einem
Modul von Raytest ergaben etwas geringe Ausbeuten, was auf den Radioaktivititsverlust in
den Reaktoren zuriickgefiihrt wurde. Allerdings war die radiochemische Reinheit mit
98 + 2 % sehr gut und ['®F]FEC wurde in einer Gesamtsynthesezeit von 55 Minuten ohne eine
notwendige HPLC Reinigung mit einer radiochemischen Ausbeute von 37+5%
hergestellt.(l 16)

Auch PASCALI et al. fiihrten eine automatisierte Synthese von ['®F]JFEC ausgehend von
['8F]FETos durch. Sie verwendeten zwei Kapillarreaktoren (2 m x 100 um fiir die Synthese
von ["®F]JFETos und 4 mx 100 pm fiir die Synthese von ['®F]FEC). Sie wihlten eine
Durchflussgeschwindigkeit von 20 pl/min bei 150 °C und erhielten nach insgesamt

15 Minuten Synthesezeit Ausbeuten um 36 + 5 % (nicht zerfallskorrigiert).(l14)

e Metabolismus und medizinische Anwendungen
Cholin ist ein quaternires Ammoniumsalz bestehend aus drei Methylgruppen und einer
Ethylalkoholgruppe und wird fiir die Biosynthese von Phospholipiden fiir Zellmembranen
bendtigt. Nach Transport des Cholins in die Zellen findet im ersten Schritt des
Stoffwechselprozesses eine Phosphorylierung durch Cholin Kinase zu Phosphorylcholin statt
(siche Abbildung 1.36 unten). Durch das erhohte Zellwachstum in Tumorzellen im
Vergleich zu gesundem Gewebe entsteht ein vermehrter Bedarf an Phospholipiden fiir
Zellmembranen. Eine erhohte Aktivitit der Cholin Kinase und eine erhdhte Konzentration
von Phosphorylcholin lassen daher Riickschliisse auf krankhaft verdnderte Zellen zu. Zu

diesem Zweck wurden Radiopharmaka fiir die PET-Diagnostik basierend auf der Struktur des

Cholins entwickelt.(!- 24 115 117)

Das einfachste radioaktive Derivat ist das ['!CH3]Cholin, bei dem ein Kohlenstoff-12 einer
Methylgruppe durch Kohlenstoff-11 ausgetauscht ist (siche Abbildung 1.36 oben).
FRIEDLAND et al.'?® und HARA et al.!'” beschiftigten sich erstmals mit [!!CH3]Cholin
fiir die Diagnostik von Gehirntumoren. Aufgrund der fiir klinische Zwecke ungiinstigen,
geringen Halbwertszeit von Kohlenstoff-11 (ti2 =20 min), wurde frithzeitig versucht, Cholin-
Derivate mit Fluor-18 (ti2 = 110 min), wie ['*F]Fluormethylcholin (['*F]JFMC, DEGRADO
et al.'!®) und ['"8F]FEC (siche Abbildung 1.36 oben), herzustellen.
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\ 18 \ + \ +
HyleNCoH  N_oH "*FN-N"_oH

Lipid

\ﬁ/\/OH Phosphorylation \ﬁ/\/OPOSZ' Incorporation
Hy'te” - > Ha''c” -
1C-Choline Phosphocholine
\,T./\cozn Excretion
Hy''c”
betaine

Abbildung 1.36: Derivate des Cholins (oben) und Metabolismus von [''CH;|Cholin (unten)*3®

Untersuchungen zum Verhalten der fluorierten Analoga ergaben, dass nur zwei der drei
Methylgruppen und die Ethylalkoholgruppe fiir die Substratspezifitit des Cholins zum
Enzyme Cholin Kinase notwendig sind und die dritte Methylgruppe mit Fluor-18 modifiziert
werden kann. In der Diagnostik von Prostatakrebs zeigten ['*F]JFMC und ['*F]FEC eine
bessere Aufldsung und ein besseres Tumor-Background-Verhiltnis als [''CH3]Cholin
aufgrund der geringeren Positronenreichweite des Fluor-18. Nachteilig beim Einsatz von
['F]FEC in der PET-Diagnostik ist die, im Gegensatz zum [''CH3]Cholin, schnellere
Anreicherung des Radiopharmakons in der Blase, so dass die Radioaktivitit durch eine
kontinuierliche Blasenspiilung wéhrend der Untersuchung entfernt werden muss, um das
Zielgewebe deutlich analysieren zu konnen. Des Weiteren gibt es eine weitere,
konkurrierende Enzymreaktion der Cholin Oxidase, die Cholin zum Betaine oxidiert,
welches nicht mehr phosphoryliert werden kann (sieche Abbildung 1.36 unten). Dieser
unerwiinschte Metabolismus der Oxidation kann nach SMITH et al. durch den Austausch von
Wasserstoffatomen durch Deuteriumatome reduziert werden.!!'”) Zusitzlich scheint auch die
Differenzierung und Sauerstoffversorgung des Tumorgewebes eine Rolle bei der PET-
Diagnostik mit ["*F]FEC zu spielen. Ist das Tumorgewebe gut mit Sauerstoff versorgt, findet
eine hohe Aufnahme von ['®F]FEC statt, liegt dagegen eine sogenannte Hypoxie
(Sauerstoffarmut) vor, zeigt die PET mit dem Radiopharmakon ["®FJFDG bessere

Ergebnisse (11, 23, 24, 106, 115, 116, 117)
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1.6.3 Peptide (Bombesin)

Biomolekiile aus Aminosduren (Proteine, Peptide) spielen eine wichtige Rolle fiir die
molekulare Signalgebung bei Transmittern, Hormonen und Wachstumsfaktoren. Sie besitzen
eine spezifische Affinitdt zu Rezeptoren an der Zelloberfldche, die bei Tumorerkrankungen in
hoherer Konzentration und Dichte vorhanden sind. Somit kommen Proteine und Peptide als
Tracermolekiile fiir Rezeptoren (Targets) infrage. Anfanglich zu diesem Zweck erforschte
Antikorper (Proteine) hatten zwar eine hohe spezifische Affinitdt zu den Rezeptoren, zeigten
jedoch viele Nachteile. Aufgrund der GroBe der Molekiile erfolgte die Aufnahme und
Anreicherung des Tracers im Tumorgewebe nur sehr langsam, was eine lingere Wartezeit
zwischen Injektion des Radiopharmakons und der eigentlichen PET Diagnostik notwendig
machte (z.B. 5 Tage, ['''In]ProstaScint).'*” Fiir kurzlebige Radionuklide wire diese
Methode nicht anwendbar. Die hohe molekulare Masse der Antikdrper verursacht aullerdem
eine langsame Blutauswaschung, was zu qualitativ schlechteren PET Bildern aufgrund des
ungiinstigen Background-Target-Verhiltnisses fiihrt. Hinzu kommen die hohen Kosten fiir die

Herstellung dieser Radiopharmaka und das Potential der Antigenitit, d.h. der mdglichen

Reaktion des Immunsystems auf den Antikdrper. (108> 122,123, 127, 145, 146)

Im Gegensatz zu Antikorpern sind Peptide kleinere Molekiile aus bis zu 50 Aminosduren.
Sind sind preiswerter und einfacher in der Produktion und kdnnen leicht chemisch modifiziert
und radiomarkiert werden. Peptide zeichnen sich durch eine gute Pharmakokinetik aus: gute
in vivo Verteilung, schnelle und klare Auswaschung, schnelle Aufnahme in den Zielzellen,

hohe Bindungsaffinitit zu Rezeptoren und gutes Background-Target-Verhiltnis.(197> 108 113,

121, 122, 123, 124, 126, 127, 128, 136, 137, 145, 146)

Das Potential fiir die Anwendung von Peptiden in der Tumor Diagnostik wurde 1984 durch
REUBI et al. entdeckt. Bei der Untersuchung von Tumorgewebe der Hirnanhangsdriisen von
5 Patienten stellte er eine wesentlich hohere Dichte von Somatostatin Rezeptoren im
Vergleich zu normalen Rattengewebe fest.13®)

Somatostatin (SRIF, Somatostatin Release Inhibiting Factor) ist ein Peptidhormon bestehend
aus 14 Aminosduren mit einer sehr kurzen HWZ im Blut von 2-4 min. Ein auf 8 Aminosduren
verkiirztes und mit Indium-111 markiertes Derivat wurde in den 90er Jahren als erstes
radiochemisches Peptid Radiopharmazeutikum ['''In]In-DTPA-Octreoscan® durch die

amerikanische Behorde FDA zugelassen. Durch die vorgenommen Modifikationen
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(Verkiirzung, Austausch einiger Aminosduren, Chelator DTPA fiir Markierung) konnte die

Verweilzeit des Peptids im Tumor auf tiber 700h erhoht werden.(!27

KRENNING et al. fiihrte 1989 eine erste radiochemische diagnostische Studie am Menschen
mit einem mit lod-123 markierten Somatostatin Derivat bei endokrinen Tumoren durch.
Neben der bestitigten Rezeptoraffinitit des Peptids konnten auBerdem Metastasen, die bis

dahin noch nicht bekannt waren, diagnostiziert werden.13%)

Das Grundprinzip der PET Diagnostik mit Peptiden besteht darin, Zellrezeptoren zu
lokalisieren, die bei Krebserkrankungen tiberexprimiert und im Idealfall im gesunden Gewebe
nicht oder nur sehr gering vorhanden sind. Dazu werden die Peptide derart modifiziert, dass
sie mit hoher Spezifitidt und Affinitdt als Agonisten oder Antagonisten an diese Rezeptoren
binden. Bei Agonisten erfolgt eine Aktivierung des Rezeptors und eine Einbringung des
Radiopeptids in die Zelle tiber eine rezeptorinduzierte Endozytose. Diese Peptide haben eine
langere Verweilzeit in den Zellen und 16sen durch die Rezeptoraktivierung eine entsprechende
Wirkung, z.B. die Freisetzung von Hormonen, aus. Dies kann zu unerwiinschten
Nebenwirkungen fithren. Um dies zu umgehen, besteht die Moglichkeit, die fiir die
biologische Aktivitit des Peptids notwendige Sequenz am C-terminalen Ende derart zu
modifizieren, dass eine Rezeptorbindung zwar noch mdglich ist, allerdings keine Endozytose
und Aktivierung mehr stattfindet. Diese Antagonisten werden in der Literatur oftmals als

vorteilhafter hinsichtlich ihrer Pharmakokinetik und Anreicherung an Tumorzellen
diskutiert, (107 108, 113, 121,122,123, 124, 126, 127, 128, 130, 135, 136, 137, 142, 145, 146)

Bombesin ist ein aus 14 Aminosduren bestehendes Neuropeptid, welches durch ANASTASI
und ERSPAMER 1970 aus der Froschhaut Bombina bombina isoliert wurde.(12%> 149

Pyr-Gln-Arg-Leu-Gly-Asp-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH;

Das C-terminale Ende des Peptids (blau) ist fiir die biologische Aktivitit und
Bindungsaffinitit des Peptids notwendig, der N-Terminus (rot) steht fiir die Radiomarkierung
des Peptids zur Verfligung, beispielsweise durch Verkniipfung mit einer prosthetischen
Gruppe. Bombesin ist strukturell dem Gastrin ausschiittenden Peptid GRP (Gastrin Releasing
Peptid, 27 Aminosduren, menschlicher Ursprung) dhnlich. Beide Peptide haben eine hohe
Bindungsaffinitit zum GRP-Rezeptor (GRPR, BB2-R), der fiir die PET interessant ist.
Weitere Bombesin Rezeptoren sind der Neuromedin B Rezeptor (BB1-R), Bombesin

56



Rezeptor Subtyp 3 (BB3-R) und der Amphibien Rezeptor (BB4-R). Die biologische Funktion
des GRPR besteht in der Stimulation der Ausschiittung des Hormons Gastrin und der daraus
resultierenden Steigerung der Salzsdureproduktion im Magen sowie der Sekretion eines
Bauchspeicheldriisenenzyms. Als Wachstumsfaktor fiir Zellen ist der GRPR {iberexprimiert in
vielen Krebsarten (Brust, Prostata, Bauchspeicheldriise, Magen, Eierstock, Dickdarm,
kleinzelliger Lungenkrebs). Bei der Synthese von radiomarkierten Bombesin Derivaten fiir
die Diagnostik besteht die Mdglichkeit die volle Aminosduresequenz des natiirlichen Peptids

beizubehalten (Typ B) oder diese zu verkiirzen (Typ A).(107, 113, 121, 126, 127, 128, 130, 133, 140, 142,

143, 145)

Natiirliches Bombesin hat, wie die meisten Peptide aufgrund der raschen enzymatischen
Zersetzung, nur eine sehr kurze in vivo Stabilitdt von etwa 2-3 Minuten.
Fiir die PET Diagnostik muss das Peptid Radiopharmakon allerdings eine ausreichende
Stabilitdt vorweisen, um eine hohe Anreicherung und Retention im Zielgewebe zu erzielen.
Durch folgende Modifikationen in der Peptidstruktur ist es moglich, die Stabilitdt und die
Biodistribution zu beeinflussen:
=» Verkiirzung der Aminosduresequenz auf die fiir die Bindungsaffinitdt zum Rezeptor
notwendige Lénge (C-terminales Ende, BBN (6-14) bzw. BBN (7-14)).
=>» Austausch und Verdnderung von Aminosduren zum Schutz gegen den enzymatischen
Abbau, z.B. kiinstliche Aminosduren, Cyclisierungen, zusitzliche Seitenketten,

(Zucker, Phosphate, PEG), Alkylierungen, Amidierungen (C-terminales Met-CONH»
anstelle von Met-COOH erhoht die GRP-Rezeptoraffinitit um das 10fache).(12>179)

Folgende Modifikationen erhielt der fiir diese Arbeit relevante Bombesin Antagonist
[D-Phe6,Leu-NHEt13,des-Met14]-BBN(6-14):

1) Verkiirzung der Aminosduresequenz auf C-terminales Ende BBN (6-14)

2) Entfernung des C-terminalen Methionins (des-Met14)

3) Amidierung der C-terminalen NH>-Gruppe (Leu-NHEt13)

4) Austausch der Asparaginsdure (Asp6) gegen D-Phenylalanin (D-Phe6)

Zu berlicksichtigen ist, dass trotz der Verdnderungen an der Peptidstruktur die grundsitzliche
Bioaktivitdt und Bindungsaffinitit des Peptids erhalten bleiben muss. AuBerdem ist fiir ein
gutes Background-Target-Verhéltnis und eine minimale Schidigung von gesundem Gewebe

durch Radioaktivitét eine schnelle Auswaschung der Peptidverbindung aus dem umliegenden
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Nicht-Zielgewebe, vorzugsweise liber den Urin (renaler Ausscheidungsweg), gewiinscht.
Das heil3t, es muss bei der Erhéhung der in vivo Stabilitdt darauf geachtet werden, dass die
Verbindung in einem gewissen Malle hydrophil ist und die molare Masse mdglichst klein
bleibt. Je lipophiler die Peptidverbindung ist, desto hoher ist die Anreicherung in Leber,
Magen-Darm-Trakt und Galle (hepatobiliirer Ausscheidungsweg) und die Stoérung der
natiirlichen in vivo Verteilung. Negativ in Erscheinung getreten ist dieser Sachverhalt bereits
bei den SIFA-Peptiden mit sterischen tert-Butylgruppen (siche Kapitel 1.4.3). Um die
Hydrophilie wieder zu verbessern, werden beispielsweise Polyethylenglykol Einheiten
(PEGs) oder negativ geladene Strukturen wie Carbonsdure- oder Cysteinsdurebausteine in die

Peptidstruktur eingeﬁigt (107,113, 121, 122, 123, 124, 125, 127, 128, 130, 141, 145, 146)

Die beiden hauptsdchlichen Ziele maximal hohe Tumor Akkumulation (hohe in vivo
Stabilitdt, hohe Rezeptoraffinitit und Tumordurchdringung) und minimal niedrige
Background Aktivitit (Auswaschungsprofil, metabolisches Verhalten, Lipophilie,
Anreicherung im Nicht-Zielgewebe) wurden in den letzten Jahren von einigen Arbeitsgruppen

anhand verschiedener synthetisierter Bombesin Derivate verfolgt und untersucht.

Eine Moglichkeit Peptide radioaktiv zu markieren, besteht darin, metallische Nuklide mit
Chelatoren am Peptidmolekiil zu verkniipfen.

NOCK et al. synthetisierten 2003 das Radiopeptid [**™T¢]Tc-Demobesin 1, ausgehend vom
verkiirzten Bombesin Derivat [D—Phe6,Leu—NHEt13,des—Met14]—BBN(6—14).(128’ 134)

LAU et al. stellten 2019 das Derivat [®*Ga]Ga-ProBOMBI1 ebenfalls aus dem verkiirztem
BBN(6-14) Derivat her.(!4?

Die Ergebnisse beider genannter Verbindungen in der Prostatakrebs Diagnostik bei Méusen
waren vielversprechend: PET Bilder des Tumors mit hohem Kontrast, vorrangig renale

Exkretion, schnelle Blutauswaschung, niedriger Background.

Zum Schutz von Radiopeptiden gegen die enzymatische Spaltung schlugen NOCK et al. 2014
die Co-Injektion von Enzym Inhibitoren vor, da strukturelle Anderungen an den Peptiden zu
diesem Zweck oftmals die Rezeptoraffinitét beeintridchtigen. Es zeigte sich, dass die Injektion
des Bombesin Derivats ['"'In]In-PanSB1 (['!'In]In-DOTA-PEG;-pTyr-Gln-Trp-Ala-Val-
SAla-His-Phe-Nle-NH») zusammen mit dem Inhibitor Phosphoramidon (PA) fiir die Neutrale
Endopeptidase (NEP) die metabolische Stabilitit des Radiopeptids von 12 % (ohne Inhibitor

Co-Injektion) auf 80 % erhdhte. (136 137)
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VALL-SAGARRA/WANGLER/SCHIRRMACHER et al. stellten 2018 zur Verbesserung der
Tumor Bildgebung das Konzept der Heterobivalenten Peptidliganden (HBPLs) vor. HBPLs
besitzen eine Bindungsaffinitit zu zwei verschiedenen Rezeptortypen, die beide je nach
Krankheitsstadium in bestimmten Krebsarten potentiell iiberexprimiert sein konnen.
Beispielsweise ist bei Brustkrebs der GRPR (75 % der Fille) und/oder der Neuropeptid Y
Rezeptor Subtyp 1 (NPY(YI1)R, 66-85% der Fille) in erhdhter Dichte vorhanden. HBPLs
steigern die Bindungsrate an die Rezeptoren und verbessern dadurch die PET-Bilder des
Tumors. AuBBerdem werden falsch-negative Diagnosen minimiert. Erste Untersuchungen der
Arbeitsgruppe mit einem selbstentwickelten [*®Ga]Ga-HBPL an T-47D Brustkrebszellen
ergaben eine gute Tumor Akkumulation und ein gutes Background-Target-Verhiltnis,

allerdings auch eine ungiinstig hohe Leber Akkumulation.!4%

Die Radiomarkierung von Peptiden mit Fluor-18 kann iiber zwei Wege erfolgen. Die erste
Variante besteht darin, das ['®F]Fluorid zunichst in eine prosthetische Gruppe wie ['*F]SFB
oder ['8F]JFB-CHO einzufiihren, welche im Anschluss an das Peptid gekoppelt wird.
Alternativ kann das Peptid selbst mit einer prosthetischen Gruppe aktiviert werden, welche
leicht mit ['®F]Fluorid markiert werden kann (z.B. SIFA-Baustein).(197- 123, 137, 146)

ZANG et al. verwendeten 2005 ['®F]SFB, um sowohl ein verkiirztes als auch ein ungekiirztes
Bombesin  Derivat ['®F|FB-Aca-BBN(7-14) bzw. ["®F]FB-[Lys’|BBN  (30-40%,
150 + 20min) mit Fluor-18 zu markieren. Beim Vergleich beider Radiopeptide schnitt das
ungekiirzte Derivat hinsichtlich Tumor Akkumulation, Rezeptoraffinitit und renaler

Exkretion besser ab. Allerdings zeigte ['*F]FB-[Lys’]BBN nur eine geringe metabolische

Stabilitit.(13?)

Die Arbeitsgruppe HONER und MU et al. stellten 2010 verschiedene gekiirzte Bombesin
Derivate auf Basis der BBN (7-14) Peptidsequenz her. Zur Stabilisierung gegen Enzyme wie
Aminopeptidase und Endopeptidase entfernten sie Metl4 und ersetzten Leul3 gegen
kiinstliche Aminoséduren (z.B. FA01010). An der eingefiihrten Markierungseinheit 3-Cyano-
4-trimethylaminobenzoesdure erfolgte die aromatische, nukleophile Substitution von
"N(CHs); gegen ['|F]Fluorid. Zwischen der Markierungseinheit und der eigentlichen
Peptidsequenz wurden verschiedene negativ geladene (z.B. Ala(SOs3H)-Ava) oder positiv
geladene (z.B. Ava-Arg) Linkermolekiile eingesetzt. Das Peptid in Verbindung mit dem
negativ geladenen Linkermolekiil Ala(SOs3H)-Ava zeigte die hochste Bindungsaffinitit zum
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GRPR. In einer weiteren Untersuchung wurde in dieses Derivat ein weiteres
Cysteinsduremolekiil zur Erhéhung der Hydrophilie in den Linker eingebaut. Die Verbindung
['8F]F-BAY 86-4367 wurde mit einer radiochemischen Ausbeute von 15 % (90 °C, DMSO,
10 min, RCP >95 %) hergestellt und zeigte in einer Untersuchung von Prostatakrebs bei
Miusen im Vergleich zu ['®F]JFDG und ["*F]JFEC sowohl eine schnellere und spezifischere
GRPR Affinitit als auch eine geringere Aufnahme im Nicht-Zielgewebe. Weitere Vorteile

waren die iiberwiegend renale Exkretion (70%) und die gute in vivo Stabilitit. (131 133

Die Moglichkeit der Einfiihrung von Fluor-18 iiber Siliciumbausteine wurde im Kapitel 1.4.3
bereits ausfiihrlich beschrieben. Als weiteres Beispiel der Fluor-Akzeptor-Chemie soll hier
kurz der Einsatz von Aluminium erwéhnt werden. CARLUCCI et al. synthetisierten 2015 die
Agonisten ["8F]AIF-NOTA-4,7-lanthionine-BBN und ['3F]AIF-NOTA-2,6-lanthionine-
BBN. Zur Stabilisierung gegen den schnellen Abbau durch Peptidase wurden Aminoséduren
iiber Thioether Briicken vernetzt. Als Resultat konnten die Radiopeptide nach 1 Stunde noch

zu 88 % im Tumor nachgewiesen werden und wurden renal ausgeschieden.(!4!

1.7 Automatisierte Synthesen und Mikroreaktoren

Die Synthese eines '*F-Radiopharmakons umfasst zunichst die Produktion von ['*F]Fluorid
im Zyklotron und die anschlieBende Kopplung an ein Tracermolekiil in einem Labor, wobei
bei standardisierten Pharmaka, z.B. ['®F]FDG, automatisierte Module (Automated Module
Synthesizer = AMS) zum Einsatz kommen. Die AMS sind oft fiir die Synthese eines
Radiopharmakons optimiert. In der Regel wird das '®F-Radiopharmakon an einer zentralen
Stelle hergestellt (Zyklotron und AMS) und dann zu den einzelnen PET Zentren transportiert.
Dieses Modell der zentralen Bereitstellung von Radiopharmaka rechnet sich allerdings nur fiir
hdufig und in groBen Mengen eingesetzte und etablierte Pharmaka, da wenige
Produktionsstitten den Bedarf von vielen Krankenhdusern abdecken miissen (Multi-Dose-
Produktionen). Fiir spezielle und neuartige Radiopharmaka, die in geringeren Mengen
benotigt werden (Bedarf an Einzeldosen), sind die Kosten fiir die Bereitstellung auf diesem
Wege zu hoch. Zudem miisste der AMS aufgrund abweichender Syntheseanforderungen

wesentlich modifiziert werden,(14%: 155

Im Idealfall soll jeder Patient in der PET ein fiir ihn medizinisch notwendiges
Radiopharmakon in entsprechender Dosis zum erforderlichen Zeitpunkt erhalten. Um dies zu

ermdglichen, muss die Bereitstellung der Radiopharmaka dezentralisiert werden. Das heil3t,
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dass das Radionuklid nach der Produktion im Zyklotron direkt an die PET Zentren
transportiert wird, wo eine sogenannte ,in-house®“ Produktion der erforderlichen
Radiopharmakon Einzeldosis auf Abruf nach dem Dose on Demand (DOD) Prinzip
stattfindet. So wird die Flexibilitit der PET Zentren hinsichtlich ihrer Patientenplanung und
thres Radiopharmaka Bedarfs erhoht. Fiir die Synthese einer DOD ist es zudem
erstrebenswert das Synthesemodul derart zu verkleinern, dass der Verbrauch an Chemikalien
auf das notwendige Minimum reduziert und die Effektivitdt der Synthese hinsichtlich der

spezifischen Aktivitdt des Radiopharmakons optimiert werden kann, (149 134,155

Schlussfolgernd ergeben sich folgende Zielsetzungen fiir die Radiochemie; (149 130: 166, 167)

- Automatisierung: Bereitstellung einer automatisierten Syntheseeinheit mit
geringfiigig modifizierbaren Programmen fiir die schnelle und reproduzierbare
Synthese eines breiten Spektrums an verschiedenen Radiopharmaka in hohen
Ausbeuten und hoher Reinheit nach GMP (Good Manufacturing Practice)

- Miniaturisierung: Verkleinerung der Syntheseeinheit auf ein minimal mogliches
Niveau fiir den Okonomisch reduzierten Einsatz von Chemikalien und
Radioaktivitit (Kosten- und Platzersparnis, erhohte Sicherheit, vereinfachte
Abschirmung) und fiir die Erhohung der spezifischen Aktivitit des
Radiopharmakons fiir die Synthese entsprechend DOD

AMS arbeiten mit einer grofleren Menge an Precursor und Losungsmittel. Dies hat zur Folge,
dass das Radionuklid in verdiinnter Molaritdt in der Reaktionsmischung vorliegt. Um die
Reaktionseffizienz zu erhéhen und das Konzept DOD zu ermdglichen, gibt es in der Literatur
verschiedenste Ansdtze durch automatisierte und miniaturisierte Synthesemodule, die Mengen
an Precursor und Losungsmitteln zu minimieren. Das Verkleinern des Reaktors und das
Herabsetzen der Mengen an Chemikalien und Radioaktivitit erhoht die Reaktionskontrolle,
Produktselektivitit und -reinheit werden verbessert und die Reaktionszeit und der
Materialverbrauch werden reduziert. Aulerdem ist ein schnelleres, gleichméfBigeres Mixen
und ein effektiveres Erwédrmen bzw. Abkiihlen moglich. Zudem wird das Oberflachen-
Volumen-Verhiltnis (Surface-Volume-Ratio, SVR) optimiert und damit die Kontaktfliche

der Reaktanden, was zu hoheren Umsetzungen und Ausbeuten fiihrt. (148 151, 152, 154, 135, 163,

164, 166, 167, 174)

Allgemein werden Mikroreaktoren in Micro-Vessel-Systeme (MVS) und Micro-Channel-
Systeme (MCS) unterschieden.
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e Micro-Vessel-Systeme (MVS)

MYVS basieren in ithrem Aufbau auf konventionellen Reaktionsgefdaflen, wobei diese auf ein
Volumen im Nanoliter (nl) bis Mikroliter (ul) Bereich verkleinert und oftmals in ihrer Hohe
abgeflacht werden. Wihrend MCS unter gewissen Bedingungen zu verstopften Kanilen
neigen, haben MVS dieses Problem nicht. Ein weiterer Vorteil der MVS ist, dass sich die
Schritte wie die '®F-Fluoridvorbereitung, das Abdampfen von Losungsmitteln und die
Produktreinigung leichter implementieren lassen, was sich bei MCS oftmals schwieriger
gestaltet. Nachfolgend werden einige Beispiele der MVS kurz erlautert.

LEE et al. synthetisierten 2005 das Radiopharmakon [ F]FDG mit einem entwickelten
chemischen Reaktionskreislauf (CRC; chemical reaction circuit). Der Reaktor mit einem
Volumen von wenigen nl hatte die Form einer Miinze. Nach einer lonenaustauscher Siule
wurde das wissrige ['®F]Fluorid fiir die azeotrope Trocknung in die erste beheizte
Reaktionsschleife iiberfilhrt und anschlieBend in die zweite Reaktionsschleife fiir die
Radiomarkierung. Das Material der Schleife bestand aus einem PDMS (Polydimethylsiloxan)
Elastomer, welches das Abdampfen von Losungsmitteln moglich macht. Allerdings hat sich
herausgestellt, dass PDMS gegen viele organische Losungsmittel chemisch nicht resistent ist
und etwa 90% der Radioaktivitit verloren geht. Deshalb erhielten LEE et al. zwar eine hohe
radiochemische Reinheit des ["*FJFDG (97,6 %) in nur 14 min Reaktionszeit, aber
letztendlich war die Ausbeute (38 %) nicht ausreichend fiir eine Patientendosis.
ELIZAROV et al. gelang es 2010 durch VergroBerung des Reaktorvolumens auf 5ul, die
Ausbeute der Synthese auf 96 % zu verbessern. Die '®F-Fluoridvorbereitung und die
abschliefende Reinigung des Produktes fanden allerdings hier auBBerhalb des Systems statt.

Eine spitere erweiterte Form dieses Reaktors wurde 2013 fiir die Synthese von

['8F]Fallypride fiir klinische Studien verwendet. (133 135 167, 173, 174, 176)

GILLES et al. verwendeten 2006 einen Mikroreaktor der Firma Epigem Ltd. UK, um
['®F]FDG herzustellen. Zwei Reaktoren (16 pl, 15x 15 x 1 mm) aus jeweils drei flachen
Polycarbonat Schichten, verbunden mit PEEK Schliuchen fiir das Zufiihren und Abfiihren der
Reaktanden, wurden in Reihe geschaltet. Im Reaktor 1 fand die Radiomarkierung statt und im
Reaktor 2 die Entschiitzung des Produktes. Aufgrund des Materials des Reaktors musste DMF

als Losungsmittel gewdhlt werden. Die eigentliche Radiomarkierung dauerte 6 s und ergab

['*F]FDG mit einer Reinheit von 95 % und einer Ausbeute von 50 %.(131> 136, 157, 166, 167, 174)
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Weiterhin finden sich in der Literatur Arbeiten zur Optimierung von Radiosynthesen
verschiedenster '8F-Radiopharmaka und prosthetischer Gruppen mittels automatisierter
Module basierend auf konventionellen Reaktionsvorlagen. Die Firma Siemens vertreibt
beispielsweise ein Chemistry Process Control Unit (CPCU) und GE Healthcare bietet
Synthesemodule des Typs TRACERIlab Fx oder FASTlab an, die bereits vielfach
hinsichtlich ihrer Vorteile getestet wurden. Fiir die Synthese der prosthetischen Gruppe
['®F]SFB (N-Succinimidyl-4-['®F]fluorbenzoat) sind die in der nachfolgenden Tabelle 1.4

aufgefiihrten Ergebnisse in der Literatur zu finden.

Das Modul FASTIab ist eine verfiigbare ,,Multi-Tracer-Platform*, welche durch Einsetzen
entsprechender Tracer Kassetten ohne weitere Modifikationen fiir die Synthese einer Reihe
verschiedener Pharmaka angewendet werden kann und sich damit dem DOD Prinzip
anndhert. Die Arbeitsgruppe THONON et al. stellte allerdings bei der Umsetzung einen
Verlust der eingesetzten Radioaktivitit von 10 % durch unvollstindiges Trappen auf
Kartuschen und unvollstindige Elution von Produkt fest. Weitere 10-15 % Radioaktivitt
gingen in den Schlduchen und Ventilen des Moduls verloren. Aulerdem war es notwendig bei
der weiteren Umsetzung von ["®F]SFB mit dem Peptid PRGD2 zum Radiopharmakon
['®F]JFPRGD2, das Peptid manuell in den Reaktor zu geben, da sonst durch ein Totvolumen in

der Vorlage und der Spritze etwa 60-90 % des Precursors verloren gingen.(15 9

Jahr | Arbeitsgruppe Synthesemodul Resultat fiir ['*F|SFB

MADING TRACERIab Fx radiochemische Ausbeute: 34-38%
2005 et al.(147) (GE Healthcare) Zeit: 68 min

MARIK CPCU radiochemische Ausbeute: 46 £ 5 %

2006 et a]. (40 (Siemens) Zeit: 78 min

THONON FASTlab radiochemische Ausbeute: 42 %
201 et al.(159) (GE Healthcare) Zeit: 57 min

RICHTER TRACERIab Fx radiochemische Ausbeute: 71 + 20 %
2014 et al.(137) (GE Healthcare) Zeit: 63 min

Tabelle 1.4: Vergleich der Synthese von ['*F|SFB mit kommerziellen Synthesemodulen
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e Micro-Channel-Systeme (MCS)
MCS bestehen aus Kanédlen mit einem max. Durchmesser von 300 um. Dariiber hinaus spricht
man von Flow-Reaktoren. Allerdings ist dieser Parameter in der Literatur nicht klar
abgegrenzt und auch Kapillardurchmesser von 500-1000 pm werden oftmals als MCS

beschrieben. (130 157, 174)

Die Reaktanden reagieren wéhrend sie im kontinuierlichen Fluss durch einen Mikrokanal
gefiihrt werden. Die Schnelligkeit des Flusses wird durch Pumpen bestimmt. Das Vermischen
der Reaktanden erfolgt aufgrund der laminaren Stroms und des geringen Kanaldurchmessers
schnell und gleichméBig durch kurze Diffusionswege. Lokale Konzentrationsgradienten und
Turbulenzen, wie sie im Reaktionsvial auftreten konnen, werden vermieden. Aullerdem ist
das Oberflichen-Volumen-Verhéltnis (SVR) sehr hoch, wodurch ein effizienter Masse- und
Energietransport ~ stattfinden kann. In konventionellen Reaktionsgefdlen ist das
Temperaturprofil oft breiter verteilt als in Mikrokanélen (siche Abbildung 1.37), was zu
unerwiinschten Nebenreaktionen und Nebenprodukten fithren kann. In MCS liegen
konstantere =~ Temperaturbedingungen vor, wodurch die Reaktionskinetik (hohe
Reaktionsraten, Reproduzierbarkeit, Produktausbeuten) und die Produktselektivitit positiv

beeinflusst werden (151, 155,157, 161, 162, 165, 174)

Beispielsweise stellten RICHTER et al. bei der Radiomarkierung von Phosphopeptiden mit
['8F]SFB fest, dass im Vial eine Reaktionsmischung aus Kopplungsprodukten mit den Lysin
als auch den Arginin Resten des Peptids erhalten wird. Fiihrt man die Umsetzung allerdings
mit der mikrofluiden Synthesetechnik durch, erhdlt man vorrangig das N-terminale
Kopplungsprodukt. Zudem konnte die Markierungsausbeute von 2 % auf 26 % erhoht

werden, (149

Ein Nachteil der MCS ist allerdings die Schwierigkeit sogenannte ,,macro-scale* Operationen
wie die '8F-Fluoridvorbereitung und die Aufreinigung der Produkte zu implementieren,
weshalb es vor allem in dieser Hinsicht von Bedeutung ist, die '*F-Fluoridvorbereitung ohne
die azeotrope Trocknung zu vereinfachen.'®”? Weiterhin neigen die engen Kanéle dazu, unter
bestimmten Bedingungen zu verstopfen. Beispielsweise gelang LINDNER et al. die
Ubertragung einer automatisierten mikrofluiden Synthese von [®F]FDG auf einem

sogenannten ,,lab-on-the-chip®. Die Markierungsausbeute betrug allerdings nur 59 %, da das
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eingesetzte ['*F]Fluorid mit [K 'Kryptofix 2.2.2]JH,PO4 in fert-Butanol zu viskos war und die

Kanile der Syntheseeinheit verstopfen lieR.®?

Abbildung 1.37: Temperaturprofile fiir Mikrofluidik-Reaktoren (MR) und konventionelle

Vorlagen (batch) im Vergleich zur idealen Verteilung(A37)

BRADY et al. meldeten 2005 ein Patent fiir die Synthese von ['®F]FDG auf einem Chip
durch einen kontinuierlichen Flow Prozess an. Sie beschrieben einen PEEK Mikrokanal, der
auf einem Basis Heizelement angebracht wird und mit Inlet Ports fiir die Reaktanden und
Outlet Ports fiir die abzufiihrende Reaktionsmischung verbunden ist. Ein zweiter analoger
Chip sollte fiir die anschlieBende Entschiitzung der acetylgeschiitzten ['*F]JFDG in Reihe
geschaltet werden. Sie fiihrten die Radiomarkierung mit 10 mg Precursor bei 75 °C durch und
erhielten eine Markierungsausbeute von ca. 40 % nach einer Reaktionszeit von 2 min. Die
Entschiitzung fand allerdings auf konventionellem Wege statt und erbrachte 24 %
[SFJFDG. (155 164, 174)

WESTER et al. fithrten 2009 eine fortgeschrittene mikrofluide Synthese von ['®F]FDG durch.
Auch sie wihlten einen beheizten PEEK Kanal Flow Reaktor (d =300 um, 1= 700 cm,
T =105 °C) und benétigten nur 1 mg Precursor fiir eine Markierungsausbeute von 88 =4 %
in 7min. Zum Vergleich wurde die Reaktion unter gleichen Bedingungen im Vial
durchgefiihrt und erbrachte eine wesentlich geringere Markierungsausbeute von 42 £+ 5 %.
AuBerdem integrierten sie eine SPE Kartusche, auf der die acetylgeschiitzte ['*F]FDG

erfolgreich getrappt und hydrolysiert werden konnte.(15?

LU et al. verwendeten 2004 einen mikrofluiden Reaktor mit T-formigem Aufbau (V =0.2 pl)
fiir die Radiomarkierung verschiedener Carbonsiuren mit [''C]CH;3 bzw. ['®F]FETos. Die
Edukte wurden zu beiden Seiten des T-Reaktors zugefiihrt und passierten mit einer

Flussgeschwindigkeit von 1 pl/min bei einer Temperatur von 80 °C den Hauptkanal. Die

Umsetzung mit ['*F]JFETos ergab 10 % Produkt und mit [''C]CH; 65 %.(3% 163, 174
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Ein kommerziell erhéltlicher kontinuierlicher mikrofluider Reaktor ist das NanoTek
Synthesemodul der Firma Advion. Es besteht aus einem Konzentrationsmodul (CM, mit 3 ml
Vial, Thermostatgehiuse) fiir die Vorbereitung des ['®F]Fluorids durch azeotrope Trocknung
mit Kryptofix und einem Basismodul (BM), welches den Reaktor (verschmolzene Silica
Schlduche befestigt auf Silikon Polymer, d = 100 pm, 1 =2 m gerollt) und ein Pumpensystem
beinhaltet. Mit einer Software konnen Parameter wie Flussrate, Injektionsvolumen und

Temperatur eingestellt werden. (149 134, 138, 160)

PASCALI et al. verwendeten dieses System fiir die !'3F-Fluoralkylierung von 2
verschiedenen Tosylat Verbindungen, um die Flexibilitdit des Moduls in Hinblick auf die
DOD Anforderungen zu testen. Sie verwendeten dieselbe '®F-Fluoridldsung und wechselten
den Precursor durch nahtloses Entleeren und Befiillen der Reaktionsschleifen. Es gelang, die
verschiedenen Tracer hintereinander in ausreichend hoher Ausbeute und Reinheit

herzustellen.(>%

SELIVANOVA et al. nutzten das NanoTek System fiir die '*F-Fluorierung von Bombesin
Derivaten mit prosthetischen Gruppen. Es gelang, das Peptid mit einer Ausbeute von iiber
60 % zu markieren. Durchgefiihrte Synthesen im Vial erbrachten dagegen nur 5-20 %
Markierungsausbeuten.(l60)

LU et al. synthetisierten ebenfalls mit dem NanoTek Modul das Radiopharmakon
['®F|Fallypride. Sie gingen vom Tosylat Precursor aus und verglichen ihre Ergebnisse mit
den konventionellen Vial Synthesen. Sie stellten fest, dass wesentlich weniger Precursor in
der mikrofluiden Synthese eingesetzt werden musste als im Vial (20 pg vs. 2 mg), um

Markierungsausbeuten von 88 % zu erreichen.(17% 17D

Die Arbeitsgruppe UNGERSBOECK et al. stellte 2011 einen weiteren Vergleich zwischen
Synthesen mit konventionellen Reaktionsvorlagen (V-Vial bzw. automatisiertes Modul
GE TRACERIab Fx) und mit dem mikrofluiden System NanoTek (Advion) an. Fiir die
Synthese eines Adenosin As-Rezeptor Radiopharmakons (["SFJFE@SUPPY:2) aus dem
entsprechenden  Tosylat  Precursor und ['®F]JKFKx»  wurden bei  gleicher
Precursorkonzentration (20 mg/ml) mit dem mikrofluiden NanoTek System hohere
Markierungsausbeuten erhalten (99,5 + 0,7 %) als mit den konventionellen Vorlagen
(45,6 £ 32,0 %). Fortfilhrende Untersuchungen ergaben aulerdem Vorteile hinsichtlich
weiterer Parametern. Mit dem NanoTek Modul konnte die Verweildauer der Reaktanden im

Reaktor von 20 min (konventionell) auf 0.5 min und die totale Synthesezeit von 65 min
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(konventionell) auf 52 min verkiirzt werden. Die eingesetzte Precursormenge lie3 sich von
10 mg (konventionell) auf 1 mg minimieren. Neben den bereits erlduterten Vorteilen der
fluiden Synthesetechnik konnen diese Ergebnisse auch mit der hoher -einstellbaren
Temperatur von 80 °C (konventionell) auf 180 °C erkldrt werden. Dies ist durch den Einsatz
von BPRs (Back Pressure Regulators) moglich. Allerdings wurde sowohl mit dem
mikrofluiden System als auch mit den konventionellen Vorlagen ein Verlust der eingesetzten
Radioaktivitdt von 20-30 % wihrend der Synthese festgestellt.(168)

Dieselbe Arbeitsgruppe untersuchte 2012 die Synthese eines weiteren '*F-Radiopharmakons
mit dem NanoTek System. ['8F]Altanserin konnte mit einer Ausbeute von etwa 54 %

markiert werden bei einem FEinsatz von 2 mg Precursor. Bis dahin beschriebene

konventionelle Methoden erforderten wenigstens 10 mg Precursor fiir die erfolgreiche

Umsetzung.(169)

Auch die Arbeitsgruppe BOUVET et al. konnte anhand verschiedener Beispiele nachweisen,
dass mit dem mikrofluiden Synthesemodul weniger Precursor fiir gute Ausbeuten eingesetzt

werden muss als in konventionellen Synthesen:(15 2, 158)

e ['8F]FET: 2 mg (NanoTek) vs. 20 mg (konventionell)

e Peptidmarkierung mit ['"*FIFDG:  0.25 mg (NanoTek) vs. 5 mg (konventionell)
Fiir hohe spezifische Aktivititen von Radiopharmaka (true tracer concept) sind moglichst
geringe Mengen an Precursor essentiell. Anhand der oben beschriebenen Beispiele wird
deutlich, dass die Mikrofluidik hinsichtlich dieser Anforderung einen enormen Vorteil

bietet.(!7?)
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2. Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit sollen die radiochemischen Synthesen verschiedener '|F-Radiopharmaka
beginnend bei der Bereitstellung des ['*F]Fluorids bis hin zur Aufreinigung des Produktes
untersucht werden. Fiir die Synthesen wurde von der Firma Elysia-raytest GmbH ein Prototyp
eines fluiden Durchflussreaktors bereitgestellt. Im Rahmen eines ZIM-Kooperationsprojektes

wurden folgende Hauptziele definiert:

1. Standardisierung einer Methode zur Radionuklidbereitstellung von ['®F]Fluorid

2. Automatisierte Synthese von ['®F]FDG als ,,Proof of Principle* auf einem fluiden
Durchflussreaktor der Firma Elysia-raytest GmbH (Erstellung und Optimierung eines
geeigneten Syntheseprogrammes inklusive Aufreinigung)

3. Automatisierte zweistufige Synthese von ['®F]FEB und ['®F]FEC auf einem fluiden
Durchflussreaktor der Firma Elysia-raytest GmbH (Erstellung und Optimierung eines
geeigneten Syntheseprogrammes inklusive Aufreinigung der beiden Syntheseschritte)

4. Synthese eines neuartigen 'SF-PET-Tracers mithilfe von Siliciumbausteinen als

prosthetische Gruppen

Fiir die Bereitstellung des ['®F]Fluorids sind in der Literatur bereits verschiedene Varianten
neben der hdufig genutzten Methode der azeotropen Trocknung mit Kryptofix 222

beschrieben worden. (88 89 92,100, 101)

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, eine geeignete und effiziente Methode fiir die Vorbereitung des
['®F]Fluorids fiir die nachfolgenden Synthesen auf dem fluiden Durchflussreaktor zu
erarbeiten. Die so erarbeitete Methode soll mit der etablierten Methode der azeotropen
Trocknung des ['®F]Fluorids mit Kryptofix hinsichtlich der moglichen Ausbeuten der

Syntheseprodukte verglichen werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Ubertragung der einstufigen Synthesen von ['*F]FDG
und ["®F]JFEB sowie der zweistufigen Synthese zum ['®F]JFEC auf den fluiden
Durchflussreaktor der Firma Elysia-raytest GmbH. Dabei miissen ein funktionierendes
Syntheseprogramm mithilfe der Software erstellt und geeignete Syntheseparameter
(Temperatur, Durchflussgeschwindigkeit, Precursorkonzentration, etc.) ermittelt und

optimiert werden.
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Weiterhin sollen die in der Literatur genannten Vorteile eines fluiden Durchflussreaktors

gegeniiber dem Reaktionsvial nachgewiesen werden. (131> 133, 157 167, 174)

Ein entscheidender Parameter ist hierbei der minimal mdgliche Precursor-Einsatz (fiir eine
hohe spezifische Molare Aktivitdt des Produktes) fiir die maximal mogliche Ausbeute flir

beide Synthesevorlagen (Vial vs. Reaktor).

Das vierte Ziel dieser Arbeit ist die Synthese einer neuartigen '®F-markierten Verbindung fiir
die PET-Diagnostik. Dabei sollen prosthetische Gruppen in Form von Siliciumbausteinen

zum Einsatz kommen, die eine milde Radiomarkierung erméglichen.(61’ 62,65, 71)

Eine geeignete Syntheseroute fiir eine Verbindung bestehend aus einem Siliciumbaustein und
einem Peptid, welches spezifisch an einen in bestimmten Tumorzellarten iiber-exprimierten
Zielrezeptor bindet, soll erarbeitet werden. Beim Gastrin ausschiittenden Peptidrezeptor
(GRP) tritt diese vermehrte H&ufigkeit in Tumoren in Brust, Prostata, Lunge und
Bauchspeicheldriise auf. Der GRP ist ein Zielrezeptor fiir das Peptid Bombesin. Wird dieses
Peptid mit einem Radionuklid wie ['®F]Fluorid gekoppelt, so ist eine Diagnostik mittels PET
beziiglich der genannten Tumore méoglich, wenn das '*F-markierte Peptid an den GRP im
Tumor bindet.(121 142)

Da natiirliches Bombesin allerdings nur eine Plasmahalbwertszeit von 2-3 min hat, wurde in

dieser Arbeit ein stabileres und verkiirztes Derivat fiir die Synthese des neuartigen

BE_PET-Tracers gewihlt: (D-Phe6,Leu-NHEt13,des-Met14)-Bombesin(6-1 4).(12 1,123, 125, 128)

Die Radiomarkierung dieser Verbindung soll ebenfalls auf den fluiden Durchflussreaktor
iibertragen und mit verschiedenen '|F-Fluoridvorbereitungsmethoden durchgefiihrt und

ausgewertet werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Présentation der Ergebnisse und die Diskussion dieser erfolgt in 4 Abschnitten. Der erste
Abschnitt befasst sich mit der Radionuklidvorbereitung von ['*F]Fluorid fiir die Synthese.
Wie es bereits von mehreren Forschungsgruppen nachgewiesen wurde, ist eine azeotrope
Trocknung des ['®F]Fluorids mit Kryptofix 222 oder d#hnlichen Phasen-Transfer-

Katalysatoren fiir Radiomarkierungen nicht zwingend erforderlich.(83: 8% 92,93,94)

In dieser Arbeit wird die Entwicklung einer weiteren, schnellen und effizienten Methode zur
Bereitstellung des [!®F]Fluorids ohne azeotrope Trocknung anhand der Synthesen von
acetylgeschiitzter ['*F]JFDG und ['®F]FEB untersucht.

Im zweiten Abschnitt wird diese neu entwickelte Methode mit der etablierten
Vorgehensweise, der azeotropen Trocknung mit Kryptofix 222, verglichen. Auflerdem sollen
die Vorteile der Verwendung eines fluiden Durchflussreaktors gegeniiber dem Reaktionsvial
verdeutlicht werden. Neben den Synthesen von acetylgeschiitzter ['*F]FDG und ['*F]FEB
wurden auBerdem die Synthese von [®F]JFB und die Radiomarkierungen der
Siliciumbausteine  p-(Di-fert-butylfluorsilyl)benzaldehyd ~ (Abkiirzung  F-Si)  und
p-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd (Abkiirzung H-Si) durchgefiihrt und verglichen, inwieweit
eine Minimierung der Precursor Konzentration im Vial und im Durchflussreaktor mit den
verschiedenen Methoden der Vorbereitung des ['*F]Fluorids méglich ist.

Der dritte Abschnitt beschreibt die Entwicklung eines kompletten Syntheseprogramms im
fluiden Durchflussreaktor inklusive der Aufreinigung und Elution des Endproduktes anhand
der einstufigen Synthesen von ['®F]FDG und ['®F]FEB und der zweistufigen Synthese von
['*F]FEC.

Im letzten Abschnitt erfolgt die Beschreibung der Synthese eines neuen '®F-PET-Tracers aus
den  Siliciumbausteinen H-Si  bzw. F-Si, L-Cysteinsdure und dem  Peptid

(D-Phe6,Leu-NHELt13,des-Met14)-Bombesin (6-14).

Wihrend der Diskussion der Ergebnisse werden verschiedene Parameter der durchgefiihrten

Synthesen miteinander verglichen. Nachfolgend werden die verwendeten Begriffe definiert.

Bei der Radionuklidvorbereitung verwendete Begriffe:

e Radioaktivititsverlust nach Fixierung (%)
Die wissrige 'SF-Fluoridlosung wird auf eine Kartusche, bestehend aus einer

silicabasierten Anionenaustauscher-Matrix, gegeben. Der Radioaktivititsverlust gibt
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an, wieviel ['8F]Fluorid nicht auf der Kartusche getrappt werden konnte. Diese
Angabe ist vor allem bei den selbstgebauten Anionenaustauscher-Kartuschen von

Bedeutung.

e Radioaktivititsverlust nach Waschen (%)
Nachdem die '8F-Fluoridldsung auf der Kartusche fixiert wurde, wird die Kartusche
mit Wasser und Acetonitril bzw. nur Acetonitril gewaschen. Der
Radioaktivititsverlust gibt an, wieviel ['®F]Fluorid bei diesem Waschvorgang nicht
auf der Kartusche verblieben ist. Diese Angabe ist vor allem bei den selbstgebauten

Anionenaustauscher-Kartuschen von Bedeutung.

¢ Elutionsausbeute (%)
Die Elutionsausbeute gibt an, wieviel des auf einer Anionenaustauscher-Kartusche
fixierten ['®F]Fluorids mit dem gewihlten Elutionsmittel wieder eluiert werden

konnte.

Bei den Radiosynthesen verwendete Begriffe:

e Ausbeute in Losung (%)
Die Ausbeute in Losung gibt das Verhiltnis an Endprodukt gegeniiber freiem
['8F]Fluorid in der vorhandenen Radioaktivitit der Reaktionsldsung an. Dazu wird
eine Probe der Reaktionslosung nach abgeschlossener Reaktionszeit ohne weitere
Aufreinigung durch Diinnschichtchromatographie in ungebundenes ['*F]Fluorid und
im Endprodukt gebundenes ['®F]Fluorid aufgetrennt und das Verhiltnis der

Radioaktivitiaten im Gammacounter vermessen.

e Radiochemische Ausbeute (%)
Die radiochemische Ausbeute gibt prozentual das Verhéltnis von der im Endprodukt
gebundenen, zeitkorrigierten Radioaktivitdt zur anfangs eingesetzten Radioaktivitét
an. Dazu wird die gefundene Radioaktivitit in der Reaktionslosung auf den
Anfangszeitpunkt korrigiert, die gebundene Radioaktivitit im Endprodukt mittels der
Ausbeute in Losung bestimmt und dann prozentual auf die anfangs eingesetzte

Radioaktivitdt bezogen.

e Radioaktivititsverlust (%)
Der Radioaktivitdtsverlust gibt an, welcher Anteil der eingesetzten Radioaktivitit

nicht im Endprodukt oder im Abfall wiedergefunden wurde und im Reaktionsvial

71



oder auf dem fluiden Durchflussreaktor in den Kapillaren oder Gefallen verblieben

ist.
3.1 Standardisierung der Radionuklidbereitstellung von ['*F]Fluorid

3.1.1 Optimale Temperaturen fiir die Synthesen

Um geeignete Syntheseparameter fiir die Synthesen von ['®F]JFDG und ["*F]FEB auf dem
fluiden Durchflussreaktor-System zu finden, wurden die Synthesen zundchst im Reaktionsvial
bei verschiedenen Temperaturen untersucht. Die Radionuklidvorbereitung erfolgte durch
azeotrope Trocknung mit Kryptofix 222 und Kaliumcarbonat.

Das nach der Produktion im Zyklotron in wissriger Losung vorliegende ['®F]Fluorid ist ein
schwaches Nukleophil und muss fiir die Reaktion in einem aprotischen Losungsmittel
aktiviert und getrocknet werden. Dazu wird das ['®F]Fluorid auf einem QMA Plus Light
Anionenaustauscher konzentriert, welcher zuvor mit Hydrogencarbonat konditioniert wurde.
Die ['®F]Fluorid-Ionen verbleiben durch Ionenaustausch gegen die Hydrogencarbonat-lonen
auf der Kartusche und konnen nachfolgend mit einem geeigneten Losungsmittel eluiert
werden. Dazu wird eine Losung aus Acetonitril, Kryptofix 222 und Kaliumcarbonat
verwendet (siche Experimenteller Teil, Kapitel 5.5, Methode B). Nach dem Eluieren folgt
eine mehrfache azeotrope Trocknung unter Zugabe von Acetonitril unter einem Argonstrom.
Nach dem Trocknen wird das ['®F]Fluorid in 500 pl Acetonitril aufgenommen und steht fiir
weitere Reaktion zur Verfiigung. Kryptofix 222 fungiert hier als Phasen-Transfer-Katalysator,
da Kaliumfluorid schwer 16slich und auch, aufgrund der geringen Nukleophilie, wenig reaktiv
im Reaktionsmedium Acetonitril ist. Die Kaliumkationen werden durch Kryptofix
komplexiert und tragen dadurch zum Phasentransfer der ['*F]Fluorid-Ionen in Acetonitril bei.
AuBerdem wird die Reaktivitit der [!*F]Fluorid-Ionen wegen des erhdhten Abstandes zu den
Kaliumkationen durch die Komplexbildung erhoht.

Der  Precursor fiir die Synthese von  acetylgeschiitzter — ["*F]JFDG ist
Tetraacetyl-Mannosetriflat, welches durch direkte nukleophile Substitution unter

Walden-Inversion nach einem Sn2-Mechanismus mit ['®F]Fluorid markiert wird:
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Abbildung 3.1: Markierung von Tetraacetyl-Mannosetriflat mit ['*F]Fluorid

Im Reaktionsvial wurden 500 ul '"®F-Fluoridldsung mit 10 mg Tetraacetyl-Mannosetriflat in

500 pl Acetonitril 15 Minuten bei verschiedenen Temperaturen erhitzt:

Temperatur | Ausbeute in Losung ['*F]FDG
(§(®) (%)
80 52
85 69
90 84
100 91

Tabelle 3.1: Synthese von acetylgeschiitzter ['*F]FDG im Reaktionsvial, 10 mg Precursor, 15 min

Eine Temperaturabhidngigkeit der Reaktion wird deutlich. Die ideale Temperatur fiir die
Synthese von acetylgeschiitzter ['*F]FDG liegt bei 95-100 °C. Unter diesen Bedingungen sind

Ausbeuten in Losung von iiber 90 % moglich, was gut mit Ergebnissen aus der Literatur

{ibereinstimmt, (36 89 92.94)

Der Precursor fiir die Synthese von ['®F]FEB ist 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat. Es wird
bei Raumtemperatur aus Bromethanol, p-Nitrobenzensulfonylchlorid und der Hilfsbase

1,2,2,6,6-Pentamethylpiperidin (PMP) hergestellt:

- o)
\ . I HO _PMP
N s—cl  + \_\
/ I 5d bei RT
0 o)

Br

@)
(/):O
O

©)

Abbildung 3.2: Synthese von 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat

Abgangsgruppe in diesem Molekiil ist das Nosylat, welches bei der anschlieBenden

nukleophilen Substitution durch ['*F]Fluorid ausgetauscht wird:
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Abbildung 3.3: Markierung von 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat mit ['*F]Fluorid

Nachfolgende Tabelle 3.2 fasst die ersten Ergebnisse zur Synthese von ['®F]FEB zusammen:

Temperatur | Ausbeute in Losung ['*F]FEB
(W9 (%)
88-90 66
88-90 65
100-105 73
115-120 83
115-120 85

Tabelle 3.2: Synthese von ['"*F|FEB im Reaktionsvial, 6 mg Precursor, 15 min

Die hochsten Ausbeuten in Losung bei der Synthese von [!®F]JFEB wurden bei einer
Reaktionstemperatur von 115-120 °C erhalten. Ahnliche Ergebnisse sind in der Literatur zu

finden.(4>> 116)-

Der nichste Schritt bestand darin, die Synthesen von acetylgeschiitzter ["*F]JFDG und
['®F]FEB auf das fluide Durchflussreaktor-System zu iibertragen. Eine einfache Version des
Reaktors bestand zunéchst aus nur 2 Pumpen und einer PEEK-Kapillare (Reaktor 1), welches
durch ein beheiztes Glykolbad auf die gewiinschte Temperatur gebracht wird (Abbildung
34).

Die PEEK-Kapillare hat einen Durchmesser von 0.75 mm bzw. 0.5 mm und eine maximalen
Linge von 10 m. Die vorbereitete '*F-Fluoridldsung in 500 pl Acetonitril wurde iiber Pumpe
1 (blaue Linie) aufgezogen und der Precursor in 500 pl Acetonitril iber Pumpe 2 (griine
Linie). Nach beendeter Zufilhrung der Edukte zum Reaktor wird mit Acetonitril
kontinuierlich aus den Vorratsgefilen 2 und 5 nachgespiilt (rote Linie). Die
Reaktionsmischung wurde am Ende der Kapillare aufgefangen (gelbe Linie) und mittels

Diinnschichtchromatographie vermessen.
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Abbildung 3.4: Aufbau des einfachen Durchflussreaktors bestehend aus 2 Pumpen und einer

PEEK-Kapillare
3.1.2  Untersuchungen zur Radioaktivitiitsverteilung

Neben der Temperatur mussten weitere Parameter wie ein geeigneter Gegendruck gefunden
werden. In ersten Versuchen auf dem fluiden Durchflussreaktor wurde zunichst ohne
Gegendruck mit verschiedenen Durchflussgeschwindigkeiten gearbeitet. Es stellte sich jedoch
heraus, dass der grofite Anteil der Radioaktivitdt gleich in den ersten Fraktionen den Reaktor
verliel und die Ausbeute in Losung nur gering war. Spdtere Fraktionen enthielten nur noch
geringe Mengen Radioaktivitidt, wiesen jedoch einen hoheren Produktanteil auf. Ein
Gegendruckventil ist also notwendig, da sonst vermutlich durch Sieden der Mischung
Dampfphasen entstehen und das ['*F]Fluorid die Kapillare unabhiingig von der eingestellten
Durchflussgeschwindigkeit zu schnell passiert, wiahrend der Precursor, aufgrund seiner
MolekiilgroBe  und  seiner  besseren  Loslichkeit in  Acetonitril  mit  der
Durchflussgeschwindigkeit die Kapillare wesentlich langsamer durchlduft. Precursor und

['®F]Fluorid haben somit nur eine geringe Kontaktzeit, was zu geringen Ausbeuten fiihrt.

Die Radioaktivititsverteilung von rein wissriger '*F-Fluoridlosung wurde auf der Anlage mit

einem Gegendruckventil von 2.8 bar (40 psi) und einer PEEK-Kapillare mit einen
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Durchmesser von 0.75 mm bei 3 verschiedenen Temperaturen (30 °C, 90 °C, 120 °C)
untersucht. Bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 450 pl/min wurden Fraktionen mit einer
Zeitdifferenz von 2 Minuten (0,8-0,9 ml) gesammelt und die enthaltene Radioaktivitit
gemessen. Daraus ergaben sich die in Abbildung 3.5 dargestellten Verteilungen.

Bei Temperaturen bis zu 90 °C ist das Gegendruckventil von 2.8 bar ausreichend. Die
Radioaktivitit kommt in einem Bereich von 4 bis 8 ml. Wird die Temperatur jedoch weiter
auf bis zu 120 °C erhoht, so muss der Gegendruck angepasst werden, da sonst, wie bereits in
Reaktionsversuchen ohne Gegendruckventil festgestellt, die Radioaktivitidt nicht mit der
vorgegebenen Durchflussgeschwindigkeit die Kapillare passiert, sondern mit sehr hoher

Geschwindigkeit unkontrolliert durch die Kapillare stromt.

Radioaktivitatsverteilung bei verschiedenen Temperaturen
70
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Abbildung 3.5: Radioaktivitiitsverteilung von wissrigem ['®F|Fluorid bei einem Gegendruck von

2.8 bar, PEEK-Kapillare ID = 0.75 mm

Die Messung der Radioaktivitdtsverteilung wurde bei 120 °C mit einem Gegendruckventil
von 5.2 bar (75 psi) wiederholt und ergab dann einen identischen Kurvenverlauf zur
Radioaktivitatsverteilung zwischen 30-90 °C. Die so ermittelte Hauptfraktion der

Radioaktivitat wurde in nachfolgenden Versuchen zur Ausbeutebestimmung herangezogen.
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Radioaktivitatsverteilung bei 120°C
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Abbildung 3.6: Radioaktivititsverteilung von wissrigem ['*F|Fluorid bei 120°C,
PEEK-Kapillare ID = 0.75 mm

Um das Reaktionsvolumen im Reaktor weiter zu minimieren, wurde eine weitere
PEEK-Kapillare mit einem Kapillardurchmesser von 0.5 mm und einer gleicher Linge von
10 m im fluiden Durchflussreaktor zum Einsatz gebrachte. Es wurden analog Untersuchungen
zur Radioaktivitdtsverteilung mit einem Gegendruckventil von 5.2 bar durchgefiihrt, um die
Hauptfraktion der Radioaktivitit zu bestimmen. Die Radioaktivitit kommt dann in einem

Bereich von 1.5-6.5 ml.

Radioaktivitatsverteilung mit PEEK-Kapillare ID = 0.5mm
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Abbildung 3.7: Radioaktivitiitsverteilung von wiissrigem ['*F]Fluorid mit Gegendruck von 5.2 bar
und PEEK-Kapillare ID = 0.5 mm
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Um  Sicherzustellen, dass das ['®F]Fluorid immer mit der vorgegebenen
Durchflussgeschwindigkeit die Kapillare passiert und auch im Hinblick auf die hohe
Reaktionstemperatur wihrend der Synthese von ['®F]FEB, wurde das Gegendruckventil von
5.2 bar fiir weitere Versuche beibehalten und auch bei niedrigeren Temperaturen nicht mehr

gegen 2.8 bar ausgetauscht.

Im Anschluss wurde die Radioaktivititsverteilung von gebundenen ['*F]Fluorid in
Abhidngigkeit vom eingesetzten Phasentransferpartner, Kryptofix oder TBAOH untersucht

und es ergab sich ein Vorteil der Tetraalkylammonium-Verbindung:

Radioaktivitatsverteilung gebundenes ['8F]Fluorid
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Abbildung 3.8: Radioaktivititsverteilung von ['®F]Fluorid mit verschiedenen Ionenpaaren

Sowohl das Ionenpaar Kalium/Kryptofix als auch TBAOH zeigen mit ['*F]Fluorid eine
dhnliche Verteilung, die sich mit den Messungen der wissrigen '*F-Fluoridlosung decken.
Jedoch ist zu erkennen, dass sich die '®F-Fluoridlosung mit Kryptofix breiter verteilt, als mit
TBAOH. Durch eine schmalere Verteilung wird der Kontakt mit dem Precursor im

Durchflussreaktor verbessert.
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3.1.3  Die Durchflussgeschwindigkeit im Reaktor

Die Durchflussgeschwindigkeit ist entscheidend fiir die Reaktionsdauer. Es wurden
verschiedene Durchflussgeschwindigkeiten im fluiden Durchflussreaktor eingestellt, wobei
sich 450 pul/min als geeignet erwiesen, wie nachfolgende Ergebnisse der Synthese von

acetylgeschiitzter ['’F]JFDG zeigen:

Flow PEEK-Kapillare Durchmesser | Temperatur | Ausbeute in Lésung ['*F]FDG
(nl/min) (mm) O (%)
2000 0.75 95 22
900 0.75 95 20
450 0.75 95 71
180 0.50 95 83

Tabelle 3.3: Synthese von acetylgeschiitzter ['*F]FDG im Durchflussreaktor bei verschiedenen

Flussgeschwindigkeiten
Die niedrigen Ausbeuten bei Durchflussgeschwindigkeiten von 900 bzw. 2000 pl/min kdnnen
durch die zu hoch gewihlte Durchflussgeschwindigkeit erkldrt werden. Erst bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 450 pl/min ist die Verweildauer der Reaktanden im Reaktor
ausreichend, um gute Ausbeuten in Losung zu erhalten. Eine geringere
Durchflussgeschwindigkeit als 450 pul/min wurde bei einer PEEK-Kapillare mit einem
Durchmesser von 0.75 mm im einfachen Durchflussreaktor (siche Abbildung 3.4) nicht
gewdhlt, damit die angestrebte Reaktionszeit von 15 Minuten im Durchflussreaktor nicht
iiberschritten wird. Im spéter verwendeten komplexeren Durchflussreaktor-System mit
eingebauten Kartuschen flir die Aufreinigung der Produkte wurde eine diinnere PEEK-
Kapillare mit einem Durchmesser von 0.5 mm gewihlt (siche Abbildungen 3.19 bzw. 3.24).
In diesem System wurde die Durchflussgeschwindigkeit noch weiter auf 180 pl/min (im
Syntheseprogramm = 3ul/s) herabgesetzt, um die Produkte vollstindig auf den Kartuschen
fixieren zu konnen. Um unter diesen Bedingungen die Reaktionszeit von 15 Minuten
einhalten zu konnen, wurde die Linge der PEEK-Kapillare auf die Halfte gekiirzt. Die
Ausbeuten in Losung von ['®F]FDG lagen dann iiber 80 % (siehe dazu auch Tabelle 3.20 im
Kapitel 3.2.1).
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3.1.4  Alternative Phasen-Transfer-Katalysatoren zum Kryptofix

Im Jahr 1976 fanden BAUDOT, JACQUE und ROBIN durch Untersuchungen an Ratten
heraus, dass Kryptofix 222 eine akute toxische Wirkung hat, die nach Injektion einer Losung
bei Ratten innerhalb kurzer Zeit durch Krimpfe und Atemstillstand zum Tod fiihrt.C%)
Schlussfolgernd daraus muss das Kryptofix 222 nach erfolgter Synthese von ['*F]FDG
moglichst restlos entfernt werden. Fiir die Anwendung automatisierter Syntheseapparaturen
ist diese Notwendigkeit eher nachteilig, da es mehrere Aufreinigungsstufen erfordert, die den
automatisierten fluiden Syntheseprozess verkomplizieren und schwieriger machen. Als

Alternative bieten sich Tetraalkylammonium-Verbindungen, wie TBAOH oder TPAOH an.

Die '8F-Fluoridvorbereitung wurde im weiteren Verlauf der Untersuchungen variiert, indem
zundchst das Kryptofix 222 gegen TBAOH ausgetauscht wurde. Dazu wurden 20 pl einer
IM TBAOH-LG6sung in 100 pul Wasser in gleicher Vorgehensweise mit Acetonitril azeotrop
getrocknet und anschliefend in wasserfreiem Acetonitril aufgenommen. Diese azeotrop
getrocknete '®F-Fluoridldsung mit TBAOH wurde zur Synthese von acetylgeschiitzter

["*F]FDG verwendet und ergab die in Tabelle 3.4 gelisteten Ergebnisse:

Temperatur Ausbeute in Lésung ['*F]FDG
°C) (%)
100 89
100 91

Tabelle 3.4: Synthese von acetylgeschiitzter ['*F]FDG im Durchflussreaktor mit TBAOH

Damit konnte gezeigt werden, dass TBAOH ebenfalls fiir die Synthese von acetylgeschiitzter
["®F]JFDG geeignet ist.

3.1.5  Vorbereitung von ['3F]Fluorid ohne azeotrope Trocknung

Aufgrund der Kurzlebigkeit von ['®F]Fluorid (HWZ = 110 Minuten) muss die Synthese von
8F_Radiopharmaka mdoglichst ziigig durchgefiihrt werden. Dabei spielt auch die Vorbereitung
des Radionuklids fiir die Synthese eine wichtige Rolle. Das azeotrope Trocknen der
BE_Fluoridldsung ist zeitaufwendig und bedeutet sowohl einen Verlust an Radioaktivitit
durch die Aufreinigungsschritte als auch durch den radioaktiven Zerfall. Alternative

Methoden wurden bereits in vielfdltiger Weise untersucht, beispielsweise durch Verwendung
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(88)

organischer Basen'"™ oder durch die vorherige Herstellung und azeotrope Trocknung des

Elutionsmittels,®?

Bei der Vorbereitung der '8F-Fluoridldsung sind verschiedene Faktoren entscheidend. Eine

alternative Methode ist nur dann geeignet, wenn folgende Zielsetzungen erfiillt werden:

e Zeitersparnis im Gegensatz zur Methode der azeotropen Trocknung

e Wenig Radioaktivititsverlust nach Fixierung des ['®F]Fluorids auf dem
Anionenaustauscher

e Wenig Radioaktivititsverlust nach Waschen des Anionenaustauschers mit
trockenem Losungsmittel

e Hohe Elutionsausbeute, das hei3t moglichst quantitative Elution des ['8F]Fluorids
vom Anionenaustauscher

e Hohe Ausbeuten an Produkt in einer nachfolgenden Reaktion

e Keine =zusitzlichen Aufreinigungsschritte gegeniiber der Verwendung von

Kryptofix 222

Fiir eine hohe Elutionsausbeute sind zum einen eine bestimmte Konzentration an Phasen-
Transfer-lonen und zum anderen auch ein spezifischer Wasseranteil notwendig. Beide
Faktoren sollten wiederum aber so geringgehalten werden, um Ausbeuteverluste am
gewlinschten Produkt durch die Konkurrenzreaktionen der moglichen nukleophilen

Substitutionen von Wasser oder auch von Hydroxid-Ionen zu vermeiden.

Werden die bisherigen Elutionsausbeuten an ['*F]Fluorid mit den azeotrop getrockneten
Elutionsmitteln Kryptofix 222 und TBAOH verglichen, die
Elutionsausbeuten mit TBAOH konstanter und hoher liegen (96 + 3 %), wihrend mit

wird deutlich, dass

Kryptofix tendenziell schwankende und eher geringere Elutionsausbeuten zu erwarten sind

(80 + 7 %):

Eluent Elutionsausbeute | Elutionsausbeute | Elutionsausbeute | Elutionsausbeute | Elutionsausbeute
(“o) (%) (“o) () (%)
Kryptofix 83 79 86 90 63
TBAOH 97 90 96 99 99

Tabelle 3.5: Elutionsausbeuten von ['3F]Fluorid
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Um einen Zeitgewinn bei der Vorbereitung des ['®F]Fluorids zu erhalten, ist ein Weg zum
Ziel, auf die azeotrope Trocknung zu verzichten. In nachfolgenden Untersuchungen wurden
verschiedene Parameter, die bei der Vorbereitung des ['®F]Fluorids zum Einsatz kommen,
niher untersucht, um das auf der Anionenaustauscher-Kartusche fixierte ['®F]Fluorid

moglichst schnell und trocken sowie in einem moglichst kleinen Volumen zu eluieren.
3.1.5.1 Minimierung des Volumens der "®F-Fluoridlésung vor der Synthese

Fiir die nachfolgenden Versuche wurde eine 40 % TPAOH-L6sung verwendet. Nach Bedarf
wurde liber Anionenaustauscher eine TPAHCOs- bzw. eine (TPA).CO3-Losung hergestellt.
Im weiteren Text werden bei der Beschreibung der Ergebnisse zur Vereinfachung die
Volumina angegeben. In nachfolgender Tabelle 3.6 sind die Volumina fiir die entsprechenden

Stoffmengen zusammengefasst.

Eluent Volumen Stoffmenge
pl pmol

TPAOH 10 19,7

TPAOH 20 39,4
TPAHCO;3 10 16,2
TPAHCO;3 20 32,4
(TPA),CO; 10 9,3
(TPA)CO; 20 18,6

Tabelle 3.6: Stoffmengen der TPA-Komponenten

Nach der Fixierung des ['®F]Fluorids auf der Anionenaustauscher-Kartusche, wurde mit
trockenem Acetonitril gewaschen und anschlieBend mit einer 40%igen TPAOH-Ldsung
(20 pl in 500 ul Acetonitril) eluiert. Tabelle 3.7 zeigt, dass das ['®F]Fluorid mit dieser
Methode nahezu quantitativ mit Ausbeuten zwischen 94-99 % eluiert werden kann. Das Eluat
wurde dann mit 2 ml Acetonitril verdiinnt. Ziel war es, die azeotrope Trocknung auszulassen
und dafiir den storenden Wasseranteil bzw. die stérenden OH-lonen durch die ausreichende
Verdiinnung mit Acetonitril zu minimieren. Fiir die Synthese wurden 500 pl dieser

Vorratslosung entnommen.

Im fluiden Durchflussreaktor wurden durch Einsatz dieser '8F-Fluoridlosung die Synthesen
von acetylgeschiitzter ['*F]JFDG und ['*F]FEB untersucht. Fiir die Synthese von ['*F]FEB

wurde zum Vergleich die Synthese im Reaktionsvial durchgefiihrt.
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Die Ergebnisse in den Tabellen 3.7 und 3.8 zeigen, dass mit TPAOH sehr hohe Ausbeuten in
Losung als auch hohe radiochemische Ausbeuten ohne die zeitaufwendige azeotrope

Trocknung erhalten werden konnen:

Elutionsausbeute | Ausbeute in Losung ['*F]FDG | Radiochemische Ausbeute ['*F|FDG
(%) (%) (%)
88 66
94
94 71
79 62
98
97 90
99 92 85
97 87 80

Tabelle 3.7: Synthese von acetylgeschiitzter ['*F]FDG, Durchflussreaktor, 10 mg Precursor,
95-100 °C, 500 ul 'F-Fluoridvorratslosung (20 ul TPAOH/2500 pl Acetonitril), ohne azeotrope

Trocknung
Precursor Ausbeute in Losung ['*F]FEB
Reaktionsvorlage
(mg) (o)
3.2 Durchflussreaktor 80+3
3.2 Vial 55+17
1.6 Durchflussreaktor 78 +6

Tabelle 3.8: Synthese von ['®F]-FEB, 1.6-3.2 mg Precursor, 120 °C,
500 pl '8F-Fluoridvorratslosung (20 unl TPAOH/2500 ul Acetonitril), ohne azeotrope Trocknung

Der Vergleich der Reaktionen im fluiden Durchflussreaktor und in einem herkdmmlichen
Reaktionsgefdl zeigt, dass die Ausbeuten im fluiden Durchflussreaktor meist deutlich hoher
liegen und reproduzierbarer sind, wihrend sie im Reaktionsgefd3 stirkeren Schwankungen
unterliegen. Die Minimierung der Precursormenge und ein detaillierterer Vergleich zwischen

Reaktionsvial und fluiden Durchflussreaktor werden im spéteren Kapitel 3.2 erfolgen.

Mit der bisher verwendeten Methode zur Vorbereitung von ['®F]Fluorid konnten
acetylgeschiitzte ['F]JFDG mit einer Ausbeute in Losung von 90 + 5 % und ["*F]FEB mit
einer Ausbeute in Losung von 80 + 3 % im fluiden Durchflussreaktor hergestellt werden. Fiir
diese Synthesen wurde TPAOH als Phasentransferverbindung verwendet und die
8F_Fluoridldsung ohne weitere Trocknung aber mit ausreichender Verdiinnung in Acetonitril
eingesetzt. Die Verdiinnung ist notwendig, um die Konzentration an Wasser und auch an

storenden Hydroxid-Ionen in der Losung weitgehend herabzusetzen, jedoch ist das so
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entstehende Gesamtvolumen von 2 ml recht grof3, da das angestrebte Ausgangsvolumen fiir

die fluide Synthese mit ['*F]Fluorid maximal 500 ul betragen soll.

Das Verdiinnungsvolumen der *F-Fluoridvorratslosung kann nur verringert werden, wenn ein
weniger basisches Elutionsmittel (TPAHCO3;/ TBAHCO;3; bzw. (TPA)>CO3/(TBA).CO3))
anstelle von TPAOH/TBAOH oder eine geringere Menge des Phasen-Transfer-Katalysators
(TBA/TPA) im Elutionsmittels verwendet wird.

Zunichst wurde das TPAOH gegen TPAHCOs3 als Phasentransfer-Katalysator ausgetauscht
und in einem Volumen von 10 pl bzw. 20 pl in 500 pl Acetonitril zur Elution eingesetzt. Die
eluierte '8F-Fluoridlosung wurde nicht azeotrop getrocknet und mit 1-2 ml Acetonitril

verdiinnt. Fiir die Synthese von ["*F]FEB (5 mg/500 pl) wurden 500 pl entnommen.

Die Auswirkung der Menge des Elutionsmittels TPAHCO; auf die Ausbeute in Lésung fiir
['®F]FEB ist in Tabelle 3.9 zusammengefasst. Es wird deutlich, dass eine Erhdhung der
Menge von 10 pl/500 ul TPAHCO; auf 20 pl/500 ul TPAHCOs bei gleicher vorheriger
Verdiinnung der eluierten '*F-Fluoridlésung mit 2 ml Acetonitril eine Reduktion der Ausbeute
in Losung von 82 + 4 9% auf 73 £ 4 % zur Folge hat. Bei einer Menge von 10 pl/500 pl
TPAHCO; liegt die Ausbeute in Losung weiter stabil bei 85+4 % auch wenn die
Verdiinnung der eluierten '®F-Fluoridldsung auf nur 1 ml Acetonitril reduziert wird. Eine
Reduzierung der Verdiinnung des nicht azeotrop getrockneten Eluats auf 1 ml anstatt 2 ml
Acetonitril ist also moglich, ohne dass sich die Ausbeute in der nachfolgenden Synthese von
['®F]FEB nennenswert verindert.

Auch (TPA)CO3 wurde als Phasentransfer-Katalysator bei der Vorbereitung des
['®F]Fluorids eingesetzt. Die Synthese von ['®F]FEB ergab nach Verdiinnung des Eluats mit
1 ml Acetonitril Ausbeuten in Losung um 83 + 4 % (Tabelle 3.10).
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TPAHCO3 Verdiinnung des Eluats mit Acetonitril | Ausbeute in Losung ['*F|FEB
(n1/500p1 Acetonitril) V (ml) (%)
10 2 87
10 2 78
10 2 84
10 2 83
10 2 78
20 2 69
20 2 77
10 1 91
10 1 89
10 1 79
10 1 80

Tabelle 3.9: Auswirkung der Menge von TPAHCO; im Elutionsmittel bei der Synthese von ['*F|FEB,

5 mg Precursor, 120 °C, 500 pl '8F-Fluoridvorratslosung, ohne azeotrope Trocknung

(TPA):CO; Verdiinnung des Eluats mit Acetonitril | Ausbeute in Losung ['*F|FEB
(nl/500ul Acetonitril) V (ml) (%)
10 1 77
10 1 86
10 1 85

Tabelle 3.10: Synthese von ['*F]FEB, 2 mg Precursor, 120 °C,
500 pl '8F-Fluoridvorratslosung (10 pl (TPA)CO;3 /1500 pl Acetonitril), ohne azeotrope Trocknung,

TPAHCO3 Verdiinnung des Eluats mit Acetonitril | Ausbeute in Losung ['*F]FDG
(11/500p1 Acetonitril) V (ml) (%)
10 1 97
10 1 94
10 1 98
10 1 96
10 1 99
10 1 97

Tabelle 3.11: Synthese von acetylgeschiitzter ['*F]FDG, 5 mg Precursor, 95-100 °C
500 pl ¥F-Fluoridvorratslésung (10 ul TPAHCO3 /1500 pl Acetonitril), ohne azeotrope Trocknung
Diese Methode konnte auch problemlos auf die Synthese von acetylgeschiitzter ['*F]-FDG
iibertragen werden. Es wurden mit dem gleichen Verdiinnungsvolumen von 1 ml sehr gute

Ausbeuten in Losung mit TPAHCOj erhalten (sieche Tabelle 3.11).
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In weiteren Versuchen, das Verdiinnungsvolumen weiter zu minimieren, wurde das
TPA-Kation durch das TBA-Kation ersetzt. Zur Verfiigung stand eine 54%ige TBAOH-
Losung, die nach Bedarf iiber Anionenaustauscher in eine TBAHCO3- bzw.
(TBA)2CO3-Losung umgewandelt wurde. Im weiteren Text werden bei der Beschreibung der
Ergebnisse zur Vereinfachung die Volumina angegeben. In nachfolgender Tabelle sind die

Volumina fiir die entsprechenden Stoffmengen zusammengefasst.

Eluent Volumen Menge

pl pmol

TBAOH 10 20,7
TBAOH 20 41,4
TBAHCO; 10 17,7
TBAHCO; 20 35,4
(TBA),CO3 10 9,86
(TBA),COs3 20 19,7

Tabelle 3.12: Stoffmengen der TBA-Komponenten

Der néchste Schritt bestand darin, zu untersuchen, ob die Verdiinnung des Eluats mit

Acetonitril weggelassen werden kann.

Menge TBA Verdiinnung Ausbeute in Losung ['*F|FDG
(in 500ul Acetonitril) (nb) (%)
10ul TBAOH 500 30
10ul TBAHCO; 500 98
10pl TBAHCO; 0 92
20ul TBAHCO: 0 86
10l (TBA),CO; 0 95
1501 (TBA).CO3 0 90

Tabelle 3.13: Untersuchung unterschiedlicher TBA-Eluenten und des Verdiinnungsvolumens bei der

Synthese von acetylgeschiitzter ['*F]FDG, Precursor 5 mg, 95-100 °C

Werden die Ausbeuten von acetylgeschiitzter ['*F]JFDG verglichen (sieche Tabelle 3.13), so
erbringt der Ansatz mit TBAOH trotz Verdiinnung nur eine geringe Ausbeute von 30 %.
Beim Umsatz mit TBAHCO;3; dagegen werden sehr gute 98 % erhalten. Auch weitere
Versuche, bei denen das Eluat ohne weitere Verdiinnung direkt eingesetzt wurde, lieferten mit

TBAHCO; gute Ergebnisse von 92 % Ausbeute und mit (TBA)>CO3 sind 95 % moglich.
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Zusammenfassung:

Auf eine Verdiinnung der eluierten, nicht azeotrop getrockneten '*F-Fluoridldsung kann bei
Verwendung von TBAHCO; oder (TBA),CO; als Phasen-Transfer-Katalysator verzichtet
werden. Somit ist es mdglich, die '®F-Fluoridlosung direkt, ohne die aufwendige azeotrope

Trocknung fiir die Synthesen einzusetzen.

3.1.5.2 Minimierung des QMA-Materials des Anionenaustauschers

Die Materialmenge der Anionenaustauscher-Kartusche hat einen gro3en Einfluss darauf, wie
stark die Elutionskraft eines Elutionsmittels und wie konzentriert die darin vorliegenden lonen
sein missen. In weiteren Versuchen wurde daher die Materialmenge der Anionenaustauscher-
Kartusche hinsichtlich der minimal notwendigen Menge untersucht, mit den Zielen, das
['®F]Fluorid mdglichst quantitativ zu fixieren und hohe Elutionsausbeuten an ['*F]Fluorid mit

geringen Mengen an Elutionsmittel zu erhalten.

Eine kaufliche QMA Light Kartusche beinhaltet Packungsmaterial von 130 mg. Selbst
gebaute Kartuschen (siche Experimenteller Teil, Kapitel 5.2, Ubersicht Kartuschen) mit
unterschiedlicher Menge an Packungsmaterial (7 mg, 17 mg, 31 mg) wurden mit ['®F]Fluorid
beladen und hinsichtlich ihrer Fixierungskapazitét tiberpriift. Gleichzeitig wurde ein weniger
basisches Elutionsmittel, 40%ige TPAHCOs3-Losung mit Mengen von 10 pul bzw. 20 pl in
500 pl Acetonitril, verwendet.

Der Radioaktivititsverlust nach Fixierung gibt an, wieviel ["*F]Fluorid nicht auf der
Kartusche verblieben ist. Der Radioaktivititsverlust nach Waschen gibt an, wieviel
['®F]Fluorid nach Spiilen mit Wasser (1 ml) und Acetonitril (2 ml) zusitzlich von der QMA
heruntergewaschen wurde. Die Elutionsausbeute wurde einmal mit 250 pl und danach mit
weiteren 250 ul des Elutionsmittels untersucht. Die Ergebnisse des Radioaktivitétsverlustes
nach Fixierung zeigen, dass deutlich weniger QMA-Packungsmaterial notwendig ist, um das

['®F]Fluorid auf der Oberfliche zu konzentrieren.
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Radioaktivitits- | Radioaktivitits- TPAHCO;3
QMA- Elutionsausbeute | Elutionsausbeute
verlust nach verlust nach (nl/500pl1
Material in 250ul in 500ul
Fixierung Waschen Acetonitril)
(mg) (%0) (%0)
(%) (%) ()
31 0,5 0,1 10 67 82
31 0,2 0,2 20 84 94
17 0,3 0,2 10 67 85
17 2,1 10 20 78 94
7 6,6 3 10 68 83
7 16,4 75 20 *nicht vermessen *nicht vermessen
7 3,5 2,1 10 70 87
7 8,6 2,4 10 77 90
7 10,7 9,0 10 65 87
7 16,1 73,6 10 *nicht vermessen *nicht vermessen
7 4,7 2,8 10 57 82
7 8,0 35,0 10 *nicht vermessen *nicht vermessen
7 3,1 67,9 10 *nicht vermessen *nicht vermessen
7 11 14 10 70 89

Tabelle 3.14: Untersuchungen zum QMA-Packungsmaterial, Elution mit TPAHCO;

(* nicht vermessen, da Fixierung zu gering)

Der Verlust beschrinkt sich bei einem QMA-Packungsmaterial von 17-31mg auf 0,2-2,1 %.
Beim Waschen ergibt sich bei gleicher Materialmenge ein Radioaktivititsverlust von
0,1-0,2 % und maximal 10 %. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass der hohere Verlust vor
allem beim Waschen mit Wasser auftritt und weniger beim Waschen mit Acetonitril. Bei
einer PackungsgroBe von 7 mg ist verschlechtert sich die Fixierung des ['®*F]Fluorids deutlich
mit hoheren Verlusten. Es kommt bei dieser Materialmenge vor, dass das ['*F]Fluorid beim
Waschen ,,durchbricht und mit einem Verlust von 75 % nur wenig auf der Kartusche
verbleibt. Die Elutionsausbeuten mit 250 pl der TPAHCOs3-Losung (20 ul/500 pl) liegen bet
einem QMA-Material von 17 mg bei 78 % und bei einem QMA-Material von 31 mg bei
84 %. Wird die Menge von TPAHCO3 auf 10 pl/500 ul reduziert, so verringert sich die
Elutionsausbeute auf 67-68 %. Werden weitere 250 pl des Elutionsmittels eingesetzt, erhoht
sich die Elutionsausbeute bei einer Menge von 20 pl/500 ul TPAHCO; auf 94 % und bei
einer Menge von 10 ul/500 ul TPAHCO3 auf 82-85 %.
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Da 7mg QMA-Material fiir die Fixierung des ['®F]Fluorids nicht geniigen, wurde die
Materialmenge auf mindestens 12 mg festgesetzt. Diese Materialmenge ist ausreichend fiir die
Fixierung des ['®F]Fluorids auf der Anionenaustauscher-Matrix. Die Radioaktivititsverluste

nach Trappen und Waschen belaufen sich auf 3-7 % (siehe Tabelle 3.15 und 3.16).

Tabelle 3.15 vergleicht die Elutionskraft der TPA-Eluenten (TPAOH, TPAHCO; bzw.
(TPA)2,CO3) und Tabelle 3.16 die Elutionskraft der TBA-Eluenten (TBAOH, TBAHCO;
bzw. (TBA).CO3).

Mit TBAOH bzw. TPAOH und (TPA),CO;3) bzw. (TBA)CO;3) konnen gute
Elutionsausbeuten erreicht werden. Mit TPAHCO3 bzw. TBAHCO; sinkt die
Elutionsausbeute, was vermutlich auf die schwichere Basizitit zuriickzufiihren ist.
QMA- Radioaktivititsverlust | Elutionsausbeute | Elutionsausbeute
TPA-Eluent
Material Fixierung und Waschen in 250pul in 500pl
(nl/500pl1 Acetonitril)
(mg) (%) (%) (%)
12 10ul TPAOH 4,0 93 95
12 10 ul (TPA),COs 3,0 85 94
12 10 ul (TPA),COs 6,0 93 97
12 10 ul TPAHCO; 7.0 43 64
12 10 ul TPAHCO3 3,0 51 79
12 10 ul TPAHCO:s Wert nicht vorhanden 70 89

Tabelle 3.15: Untersuchungen zur Eluatausbeute mit TPAOH bzw. (TPA),CO3 bzw. TPAHCO3

QMA- Radioaktivititsverlust Elutionsausbeute
TBA-Eluent
Material Fixierung und Waschen in 500ul
(nl/500ul Acetonitril)
(mg) (%) (%)
12 10ul TBAOH 3,1 95
12 10ul TBAHCO3 14 67
15 20ul TBAHCO3 2,5 93
15 10ul (TBA)CO3 0,8 70
15 10ul (TBA)CO3 Wert nicht vorhanden 68
12 15ul (TBA)CO; 1,4 88
12 15ul (TBA)>CO3 Wert nicht vorhanden 86
12 20ul (TBA)>CO3 Wert nicht vorhanden 96
12 20ul (TBA)>CO3 Wert nicht vorhanden 92

Tabelle 3.16: Untersuchungen zur Eluatausbeute mit TBAOH bzw. (TBA),CO3 bzw. TBAHCO3
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Zusammenfassung:

Es ist moglich, das QMA Packungsmaterial von 130 mg auf 12 bzw. 15 mg zu begrenzen. Der
Radioaktivititsverlust beim Fixieren und Waschen des ['®F]Fluorids liegt dann bei Werten um
4,5 £2,7 %. Diese Begrenzung des QMA-Materials ermdglicht die Minimierung der Eluenten
und die Wahl eines weniger basischen Phasen-Transfer-Katalysators. Beim Waschen wurde
auf Wasser verzichtet und nur mit 3 ml trockenem Acetonitril gewaschen, um restliches

Wasser moglichst vollstindig zu entfernen.

3.1.5.3 Auswirkungen der Art des Elutionsmittels auf die Elutions- und

Reaktionsausbeute

Werden unterschiedliche Phasen-Transfer-Katalysators in derselben Menge eingesetzt (10 ul
in 500 ul Acetonitril) und hinsichtlich ihrer Elutionskraft (QMA =12-15 mg) und ihrer
Auswirkung auf die nachfolgende Reaktion (keine Verdiinnung der '|F-Fluoridldsung)

untersucht, wird folgendes deutlich (Tabellen 3.17 und 3.18):

Elutionsausbeute | Elutionsausbeute | Ausbeute in Losung ['*F|FEB
Eluent in 250pl in 500ul (%)
(%) (%)
TPAOH 93 95 70
TPAHCO; 70 89 80
TPA,CO; 85 94 86

Tabelle 3.17: Untersuchung der Elutionskraft verschiedener TPA-Phasentransfer-lonen und ihre

Auswirkung auf die Ausbeute bei der Synthese von ['*F]FEB, Precursor 2 mg

Elutionsausbeute
Ausbeute in Losung ['*FIFDG

Eluent in 500ul

(%)
(%)

TBAOH 95 30
TBAHCO; 67 98
(TBA),COs 70 95

Tabelle 3.18: Untersuchung der Elutionskraft verschiedener TBA-Phasentransfer-Ionen und ihre

Auswirkung auf die Ausbeute bei der Synthese von acetylgeschiitzter ['*F|FDG, Precursor 5 mg
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- TPAOH bzw. TBAOH eluieren den groBten Anteil an ['*F]Fluorid (93-95 %).

- TPAHCO; bzw. TBAHCO:s eluieren den geringsten Anteil an ['*F]Fluorid (67-89 %).

- Die Elutionskraft von 250 ul TPAOH-Losung (93 %) kann mit 500 pl
(TPA)2CO3-Losung (94 %) erreicht werden. Wird (TPA),CO; allerdings nur mit
250 pl Elutionsvolumen eingesetzt, ist die Elutionskraft wieder geringer (85 %) und
der von TPAHCOs3 édhnlich (500 pl, 89 %).

- Werden die Ausbeuten an Reaktionsprodukt ['®F]JFEB bzw. acetylgeschiitzter
['®F]FDG betrachtet, so sind TBAOH und TPAOH ungeeignet. Die Ausbeuten
schwanken stark und sinken drastisch auf bis zu 30 %.

- Beim Umsatz mit TBAHCO; bzw. TPAHCO3 dagegen konnen sehr gute Ausbeuten
von 98 % an acetylgeschiitzter ['*F]JFDG und 80 % an ['*F]FEB erhalten werden.

- Auch der Einsatz von mit (TBA);CO3 bzw. (TPA),CO; ergibt gute Ausbeuten an
Produkt (acetylgeschiitzte ['* F]FDG 95 % und ['*F]FEB 86 %).

Zusammenfassung:

Bei einem Elutionsvolumen von 250 ul besitzt TBAOH die hochste Elutionskraft (93 %), fiir
die Synthese ist TBAOH aufgrund der geringen Ausbeuten im Markierungsschritt (30 %)
allerdings ungeeignet.

TBAHCOs3 und (TBA)2COs liefern hohere Markierungsausbeuten (95-98 %), allerdings sind
die Elutionsausbeuten in 250 pl nur moderat (70-85 %).

Um die verschiedenen Vorteile (hohe Elutionsausbeute und hohe Reaktionsausbeute) der
verschiedenen Phasen-Transfer-Katalysatoren zu vereinen, wurde eine neue Methode

entwickelt, die eine Kombination aus zwei Ionen beinhaltet (Abbildung 3.9).

Nach bisherigen Ergebnissen eluiert TBAOH auch in geringen Mengen sehr gut. Tabelle 3.19
zeigt, dass selbst mit nur 5 ul TBAOH Elutionsausbeuten von bis zu 98 % erreicht werden
konnen, bei einem geringen Volumen von 200 ul. Die Hydroxid-Ionen miissen jedoch
neutralisiert werden, da diese sonst in der anschliefenden Markierungsreaktion storen und
keine guten Ausbeuten erhalten werden konnen. Dies geschieht durch den Zusatz von 5-6 pl
TBAHCOs in 300 pl Acetonitril. Die so bereitgestellte '8F-Fluoridldsung enthélt nun
Carbonat-lonen, die weniger basisch sind und die Markierungsreaktion nicht stdren. Mit
dieser Kombination konnen in der folgenden Synthese gute Ergebnisse wie mit reinem

TBAHCO:s, von bis zu 87 % (['*F]FEB), erreicht werden.
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Abbildung 3.9: Methode zur Vorbereitung von ['*F]Fluorid

ul TBAOH Zugabe
in 500p1 Elutionsausbeute TBAHCO;3 TBAHCO: Ausbeute in Losung
in 200pl in 500ul Acetonitril [SF|FEB
Acetonitril %) ) Losung )
(Eluent) (ul)
10 96 10 250 76
> 92 5 250 35
3 85 3 250 85
> 95 5 250 76
> 70 > 200 76
> 20 6 300 81
> % 7 300 79
> ?5 > 300 88
> ’° > 300 83
> o8 > 300 84
> o8 > 300 87
> o7 > 300 83
> o8 > 300 82
> %0 > 300 85
° i > 300 81

Tabelle 3.19: Einsatz einer Mischung aus TBAOH und TBAHCQO:; fiir die Vorbereitung des

['®F]Fluorids und fiir die Synthese von ['*F]FEB, Precursor 2 mg, ohne Trocknung und Verdiinnung
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Somit ist es gelungen, das Elutionsvolumen auf 500 pl zu reduzieren und es ist moglich,
dieses ohne weitere Verdiinnung und ohne vorherige Trocknung direkt im néchsten
Markierungsschritt einzusetzen. Sowohl die Elutionsausbeuten als auch die Produktausbeuten
von ['®F]FEB sind bei diesem Verfahren gut. Die so erarbeitete Methode zur Vorbereitung
des ['®F]Fluorids fiir die Synthese wird in folgenden Ausfilhrungen immer als Methode A
bezeichnet.

Im nachfolgenden Kapitel wird die neue Methode A mit der bewéhrten azeotropen
Trocknung mit Kryptofix (Methode B) anhand der Synthesen von ['®F]FDG, ['*F]FEB,
['®F]FB und den Radiomarkierungen der Siliciumbausteine H-Si und F-Si verglichen. Bei den
Siliciumbausteinen wird zusitzlich eine rein wissrige '*F-Fluoridlosung getestet (Methode
C). Die Ausbeuten bei allen Methoden im Reaktionsvial sollen mit denen im fluiden

Durchflussreaktor verglichen werden.

3.2 Vergleich der Synthesen im Vial und im fluiden Durchflussreaktor

Nachdem eine geeignete Methode zur Radionuklidbereitstellung von ['®F]Fluorid erarbeitet
werden konnte, wurden Messreihen beziiglich der notwendigen Precursormenge fiir die
Synthesen von acetylgeschiitzter ['*F]FDG, ["®F]FEB und ["*F]FB durchgefiihrt. Fiir die
Synthesen wurde das ['*F]Fluorid nach Methode A bzw. Methode B vorbereitet und die
erhaltenen Ausbeuten miteinander verglichen. Zusétzlich erfolgt eine Gegeniiberstellung der
Synthesen in einem Reaktionsvial und in dem von der Firma Elysia-raytest GmbH zur
Verfiigung gestellten fluiden Durchflussreaktor.

Die fluide Synthesetechnik verspricht einige Vorteile(!31> 153 157, 167, 174).

- Herabsetzen des Verbrauchs an nicht radioaktiven Reaktanden (Precursor), was zu
einer besseren Reaktionskontrolle fiihrt.

- Schnelleres Abkiihlen und Erwérmen sowie schnelleres und gleichmiBiges Mixen der
Komponenten und geringere Reaktionszeiten.

- Erhohung der Reinheit der Produkte und sinkende Anzahl der Nebenprodukte.

Das Hauptziel ist die Minimierung der notwendigen Precursormengen fiir die einzelnen
Produkte fiir moglichst hohe molare Radioaktivititen (MBg/umol) bzw. spezifische
Radioaktivititen (MBg/mg).

Anhand der Ergebnisse sollten folgende Thesen untersucht und nachgewiesen werden:

93



1. Die erhaltenen Ausbeuten der Produkte, die mit Methode A vorbereitetem
["*F]Fluorid erhalten werden, sollen unabhiingig von der eingesetzten
Precursormenge mindestens in vergleichbaren Gréfenordnungen liegen wie die
Ausbeuten, die mit Methode B vorbereitetem ['*F]Fluorid erreicht werden.

2. Die erhaltenen Ausbeuten der Produkte sollen bei gleichen Precursormengen im
fluiden Durchflussreaktor in héheren Bereichen liegen als im Reaktionsvial und
stabilere Werte zeigen.

3. Die Precursormengen fiir die Synthesen sollen im fluiden Durchflussreaktor weiter

minimiert werden konnen als im Reaktionsvial.

Fiir die einstufigen Radiosynthesen von ['®F]FEB, ['®F]FB und acetylgeschiitzter ['"*F][FDG
wird der jeweilige Precursor in 100 pl Acetonitril vorgelegt. Im Vial werden anschlieBend
100 pl der vorbereiteten '8F-Fluoridldsung nach Methode A oder Methode B hinzugefiigt
und die Reaktionslosung nach 15 min bei entsprechender Temperatur mittels
Diinnschichtchromatographie analysiert.

Im fluiden Durchflussreaktor erfolgt die Synthese wieder nach Abbildung 3.4. Die
entsprechende Masse an Precursor in 100 pl Acetonitril wird iber Pumpe 1 (blaue Linie) und
100 pl ®F-Fluoridlosung werden iiber Pumpe 2 (griine Linie) mit einer Geschwindigkeit von
3 ul/s in den Reaktor 1 gepumpt. Der Reaktor 1 besteht aus einer PEEK-Kapillare mit einem
Durchmesser von 0.5 mm und einer Linge von 5m und wird durch ein auf eine
entsprechende Temperatur eingestelltes Glykolbad beheizt. Nach beendeter Zufiihrung der
Edukte zum Reaktor wird mit Acetonitril kontinuierlich aus den Vorratsgefdlen 2 und 5 mit
einer Geschwindigkeit von 3 pl/s nachgespiilt (rote Linie). Die Produktlosung verldsst den
Reaktor und wird iiber das Ventil A4 zum Auffanggefal geleitet (gelbe Linie). Die Analyse
der aufgefangenen  Produktlosung erfolgt auch hier nach 15min  durch

Diinnschichtchromatographie.
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3.2.1 Synthese von acetylgeschiitzter ['*F[FDG

Fir die Markierung von Mannosetriflat wird das Glykolbad auf eine Temperatur von
95-100 °C eingestellt. Bei Verwendung von nach Methode A hergestelltem ['*F]Fluorid
ergeben sich die in Tabelle 3.20 dargestellten Ergebnisse.

Precursor Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
im Reaktionsvial im fluiden Durchflussreaktor
(mg) ) o
8 9243
7 89+ 1
5 86 +2
2 84 =4 87+ 1
: 49+5 89+ 1
0.5 14+5 84 +4
04 57+6
0.3 49+ 10
0.1 23+£2

Tabelle 3.20: Synthese von acetylgeschiitzter ['*F|FDG (Methode A, 95-100°C, 15 min)

Zunichst wurden die Ausbeuten fiir das Reaktionsvial bestimmt. AnschlieBend wurde der
fluide Durchflussreaktor bei Precursorkonzentrationen eingesetzt, bei denen im Reaktionsvial
ein Riickgang der Ausbeuten erkennbar ist. Ziel war es, nachzuweisen, dass der fluide
Durchflussreaktor bei Precursorminimierung ldnger stabile Ergebnisse liefert (siehe Thesen 2
und 3 zu Beginn des Kapitels 3.2). Bis zu einer Masse von 2 mg Mannosetriflat in 200 ul
Acetonitril werden fiir das Reaktionsvial und den fluiden Durchflussreaktor vergleichbare
Markierungsausbeuten erhalten.

Ab 1mg Mannosetriflat ergeben sich jedoch deutliche Unterschiede. Wéahrend im fluiden
Durchflussreaktor die Ausbeuten stabil bleiben (89 + 1 %), sinken die Ausbeuten im
Reaktionsvial deutlich und unterliegen starken Schwankungen (49 + 5 %). Ab einer Masse
von 0.5 mg Triflat werden im Reaktionsvial nur noch Ausbeuten von 14 + 5 % erreicht,
wihrend die Ausbeuten im fluiden Durchflussreaktor weiterhin stabil bleiben (84 + 4 %). Erst
bei weiterer Verringerung der Precursormenge fallen auch im fluiden Durchflussreaktor die

Ausbeuten. Fiir gute Ausbeuten an acetylgeschiitzter ['SFJFDG (> 80 %) ist im Reaktionsvial
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bei Verwendung von Methode A zur Vorbereitung von ['®F]Fluorid eine Precursormenge von
2 mg notwendig, im fluiden Durchflussreaktor miissen dafiir nur 0.5 mg eingesetzt werden.

Zum Vergleich wurde Mannosetriflat auch mit azeotrop getrockneter 'SF-Fluoridlsung
(Methode B) markiert (Tabelle 3.21). Da Methode A bevorzugt zur Vorbereitung von
['®F]Fluorid eingesetzt werden soll, wurden die Ausbeuten fiir Methode B erst ab den
Precursorkonzentrationen bestimmt, bei denen sich bei Methode A Unterschiede im Vial und

Durchflussreaktor ergeben und die Ausbeuten beginnen zu sinken.

Precursor Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
im Reaktionsvial | im fluiden Durchflussreaktor
(mg) ) .
: 82+2 80 + 4
0-5 62+ 10 7742
o 181 69 =8
ol 60+ 4
00 6147
o 4642

Tabelle 3.21: Synthese von acetylgeschiitzter ['*F]JFDG (Methode B, 95-100°C, 15 min)

Bei 1 mg Precursor in 200 pl Acetonitril sind die Werte fiir die Ausbeuten im Vial und den
Durchflussreaktor in identischen GroBenordnungen. Fiir das Vial ist eine deutliche
Verbesserung gegeniiber Methode A feststellbar. Sind bei Methode A bei 1 mg Precursor im
Vial nur 49 =5 % erreichbar, sind es bei Methode B stabile 82 +2 %. Erst bei 0.5 mg
beginnen die Schwankungen im Vial und auch hier liegen die Ausbeuten deutlich hoher als
bei 0.5 mg unter Anwendung von Methode A. Die Ausbeuten fiir den Durchflussreaktor
andern sich dagegen bei Verwendung Methode B nicht wesentlich. Bis 0.5 mg Mannosetriflat
in 200 pl Acetonitril sind die Werte fiir beide Methoden vergleichbar, mit Methode A liegen
sie etwas hoher. Der einzige Vorteil bei Verwendung von Methode B besteht darin, dass
moderate Markierungsausbeuten um 50 % bis zu einer Konzentration von 0.03 mg/200 pl
erreicht werden konnen, mit Methode A ist dies nur bis zu einer Konzentration von

0.3 mg/200 pl moglich.

In der Tabelle 3.22 sind die geringsten Precursormengen fiir beide Methoden
zusammengefasst, mit denen die besten Ausbeuten (> 80 %) an acetylgeschiitzter ['*F]FDG

erhalten werden konnten.
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Precursor | Ausbeute
Produkt | Methode ['®*F]Fluorid | Reaktionsvorlage
(mg) (%)
['!F]FDG A Reaktor 0.5 84 +4
['!F]FDG B Reaktor 1.0 80 + 4
['|F]FDG A Vial 2.0 84 +4
['|F]FDG B Vial 1.0 82+2

Tabelle 3.22: Zusammenfassung der Ausbeuten von [3F|[FDG

Der fluide Durchflussreaktor erzielt, unabhingig von der eingesetzten Methode, bessere
Resultate bei niedrigen Konzentrationen. Die Ausbeuten bleiben bei Minimierung der
Precursormenge langer konstant und hoher als im Vial. Im Reaktionsvial treten oftmals auch
schon bei hoheren Precursormengen deutliche Schwankungen auf. Beispielsweise werden mit
1 mg Precursor im Vial nach Methode A Ausbeuten in Losung von 49 + 5% erhalten,
wiéhrend im Durchflussreaktor unter gleichen Bedingungen Ausbeuten von 89 + 1 %
auftreten. Wird die Precursormenge noch weiter verringert (0.5 mg), werden im Vial fiir
acetylgeschiitzte ['*F]FDG nur noch 14 + 5 % erhalten, wihrend im Reaktor 84 = 4 % erreicht
werden.

Werden die Umsétze nach Methode B verglichen, so wird ersichtlich, dass im Vial auch bei
1 mg Precursor im Gegensatz zur Methode A noch konstante Ausbeuten 82 + 2 % moglich
sind. Wird die Precursormenge noch weiter verringert (0.5 mg), werden im Vial fir
acetylgeschiitzte ['®F]JFDG, Ausbeuten um 62 % erhalten, allerdings mit deutlichen
Schwankungen. Im Durchflussreaktor sind bis 0.3 mg Precursor noch Ausbeuten > 70 %

moglich.

In Abbildung 3.10 sind die durchschnittlich erhaltenen Ausbeuten in Losung bei
Precursormengen von 0.3 mg, 0.5 mg und 1 mg im Vial und im Reaktor mit Methode A und

Methode B (siche Tabelle 3.21) graphisch dargestellt.

Anhand der Graphik wird ebenfalls deutlich, dass die Ausbeuten im Vial bei Verwendung von
Methode B zur '8F-Fluoridvorbereitung ab einer Precursormenge von 0.5 mg stark abfallen,
wihrend sie im fluiden Durchflussreaktor auch bei weiterer Precursorminimierung noch stabil
iiber 60 % liegen. Die Anwendung von Methode A zur '3F-Fluoridvorbereitung ist fiir das

Vial bei kleinen Konzentrationen nicht geeignet.
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Synthese von '8F[FDG]
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Abbildung 3.10: Vergleich der durchschnittlichen Ausbeuten in Losung fiir acetylgeschiitzte
IBF[FDG] im Vial und Flow-Reaktor nach Methode A und Methode B bei 0.3mg, 0.5mg und 1 mg

Precursor

Sowohl die Ergebnisse im Vial als auch im Reaktor zeigen, dass mit Methode B in der
gleichen Reaktionsvorlage hohere Ausbeuten erzielt werden als mit Methode A. Allerdings
kann mit Methode A im fluiden Durchflussreaktor die Precursormenge um ein Vierfaches
weiter minimiert werden (0.5 mg) als im Vial (2 mg), um gute Ausbeuten < 80 % zu erreichen

(siehe Tabelle 3.22).
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3.2.2  Synthese von ["*F|FEB

Fiir die Radiosynthese von 2-['®F]Fluorethylbromid wird das Glykolbad auf 115-120 °C
eingestellt. Die Durchfilhrung der Synthesen im Reaktionsvial und im fluiden
Durchflussreaktor erfolgte analog zur Markierung des Mannosetriflates. Die Ergebnisse fiir
die Verwendung von ['8F]Fluorid nach Methode A sind in Tabelle 3.23 dargestellt. Auch
hier wurde der fluide Durchflussreaktor erst bei Precursorkonzentrationen eingesetzt, bei

denen im Reaktionsvial ein Riickgang der Ausbeuten erkennbar ist.

Precursor Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
im Reaktionsvial | im fluiden Durchflussreaktor
(mg) ) .

8 82+3
7 84 +2
5 83 +2
’ 821 82+ 1
: 8142 811

0.5 59+ 17 78+ 2

0.2 24+6 64 +4

0.1 41 +4

Tabelle 3.23: Synthese von ['SF]FEB (Methode A, 115-120°C, 15 min)

Bis zu einer Precursormenge von | mg 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat in 200 pl
Acetonitril sind die Ausbeuten im Reaktionsvial und im fluiden Durchflussreaktor identisch.
Erst ab 0.5 mg Precursor in 200 pl Acetonitril unterscheiden sich die Ausbeuten im fluiden
Durchflussreaktor und Reaktionsvial. Wihrend im Vial wieder ein deutlicher Riickgang der
Ausbeute und starke charakteristische Schwankungen auftreten (59 + 17 %), bleiben die
Ausbeuten im fluiden Durchflussreaktor konstant (78 + 2 %). Im fluiden Durchflussreaktor
sind selbst bei 0.2 mg Precursor noch Ausbeuten um 64 % moglich sind, im Vial findet dann

nur noch ein Umsatz von bis zu 24 % statt.

Fiir die Verwendung des nach Methode B vorbereiteten ['*F]Fluorids sind die Ergebnisse in
Tabelle 3.24 zusammengestellt. Auch hier wurden die Ausbeuten fiir Methode B erst ab den
Precursorkonzentrationen bestimmt, bei denen sich bei Methode A Unterschiede im Vial und

Durchflussreaktor ergeben.
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Precursor Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
im Reaktionsvial im fluiden Durchflussreaktor
(mg) ) o
: 63+9 70+ 5
0.5 65+ 8 66 £4
0.2 13£2 67+1
0.1 671
0.05 515
0.02 40+ 1

Tabelle 3.24: Synthese von ['*F]FEB (Methode B, 115-120°C, 15 min)

Die Ausbeuten fiir ['F]JFEB sind mit Methode B im Vergleich zur Methode A etwas
geringer. Die Ausbeuten fiir ['*F]FEB sinken im Vial ab einer bestimmten Konzentration
signifikant ab, wihrend im fluiden Durchflussreaktor die Ausbeuten linger stabil bleiben und

stetig absinken.

In den Tabelle 3.25 sind die geringsten Precursormengen fiir beide Methoden

zusammengefasst, bevor die Ausbeuten an ['®F]FEB deutlich absinken.

Precursor | Ausbeute
Produkt | Methode ['®F]Fluorid | Reaktionsvorlage
(mg) (%)
[*FIFEB A Reaktor 0.5 78 +2
[*FIFEB B Reaktor 0.1 67+1
[*FIFEB A Vial 1.0 81+2
[*FIFEB B Vial 0.5 65+ 8

Tabelle 3.25: Zusammenfassung der Ausbeuten von ['*F|FEB

Fiir die Synthese von ['®F]FEB ist bei Verwendung von Methode A die Grenze der
Precursorminimierung im Vial bei 1 mg (81 + 2 %). Im fluiden Durchflussreaktor ist diese
Grenze erst bei 0.5 mg Precursor (78 + 2 %) erreicht. Die Precursormenge kann mit Methode
A im fluiden Durchflussreaktor um die Hilfte minimiert werden (0.5 mg) im Gegensatz zum
Vial (1 mg), um gute Ausbeuten >80 % zu erreichen. Mit Methode B kann die
Precursormenge analog zur Synthese von acetylgeschiitzter ['*F]JFDG noch etwas mehr
verringert werden. Im Vial wird dann die Grenze bei 0.5 mg mit (65 + 8 %) erreicht. Im
fluiden Durchflussreaktor kann die Precursormenge um ein Fiinffaches weiter minimiert

werden (0.1 mg) und Ausbeuten um 67 + 1 % sind moglich.
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Synthese von "8F[FEB]
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Abbildung 3.11: Vergleich der maximalen Ausbeuten in Losung fiir *F[FEB] im Vial und Flow-
Reaktor nach Methode A und Methode B bei 0.2mg, 0.5mg und 1mg Precursor

Auch die graphische Darstellung der durchschnittlich erhaltenen Ausbeuten (Abbildung 3.11)
zeigt dhnliche Tendenzen wie bei ['®F]JFDG. Ab einer Precursormenge von 0.5 mg nehmen
die Ausbeuten im Vial deutlich ab. Bei niedrigeren Konzentrationen sind die Ausbeuten im
fluiden Durchflussreaktor sowohl bei Methode A als auch bei Methode B stabil um 70 %

wihrend im Vial nur Umsétze zwischen 10-25 % erhalten werden konnen.
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3.2.3  Synthese von p-['®F]Fluorbenzoesiureethylester (['*F]FB)

Als dritter Precursor wurde fiir den Vergleich der Radionuklidbereitstellungsmethoden der
FB-Precursor (p-(Ethoxycarbonyl)-N,N,N-trimethylbenzenaminiumtriflat) herangezogen. Es
soll gezeigt werden, dass die erarbeiteten Methoden auf beliebig weitere Precursor {ibertragen

werden konnen.

TfO 0 0
+

OEt OEt

Fiir die Synthese von ['®F]FB wurde das Glykolbad auf 110-115°C eingestellt. Die

Ergebnisse unter Anwendung von Methode A sind in Tabelle 3.26, die Ergebnisse fiir
Methode B in Tabelle 3.27 dargestellt.

Precursor Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
im Reaktionsvial | im fluiden Durchflussreaktor
(mg) ) o
8 98+ 1
5 94+ 5
’ 91+8 95+ 1
: 89+7 93+1
0.5 79+9 88+2
0.2 13+£2 68+2

Tabelle 3.26: Synthese von ['3F]FB (Methode A, 110-115°C, 15 min)

Precursor Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
im Reaktionsvial im fluiden Durchflussreaktor

(mg) %) o

0.5 94+4 84 +3

02 64+9 79+4

o1 622 73412

0.05 28+6 63+6

0.02 0LS

Tabelle 3.27: Synthese von ['®F]FB (Methode B, 110-115°C, 15 min)

Methode A liefert bis zu einer Precursorkonzentration von 1 mg/200 ul gleichwertige

Ausbeuten im Reaktionsvial und im fluiden Durchflussreaktor. Allerdings sind die
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Schwankungen in den Ausbeuten im Vial deutlicher. Ab 0.5 mg/200 ul beginnen die
Ausbeuten fiir das Reaktionsvial stirker abzunehmen, wihrend die Werte fiir den fluiden
Durchflussreaktor konstant bleiben. Ab 0.2 mg/200 pl wird der Vorteil des fluiden Reaktors
mit einem Umsatz von 68 + 2 % am deutlichsten. Im Vial konnen unter diesen Bedingungen
nur etwa 13 + 2 % Ausbeute erreicht werden. Mit Methode B werden die Ausbeuten im Vial
im Vergleich zu Methode A ab 0.5 mg/200 pul deutlich besser, im Durchflussreaktor erst ab
0.2 mg/200 pl. Erkennbar ist jedoch auch, dass mit azeotrop getrockneter '8F-Fluoridlosung
(Methode B) die Precursormenge fiir Synthesen von ['®F]FB im Vial weiter minimiert

werden konnen als mit der nach Methode A vorbereiteten '*F-Fluoridldsung.

In den Tabelle 3.28 sind die geringsten Precursormengen fiir beide Methoden

zusammengefasst, fiir maximale Ausbeuten an ['*F]FB.

Precursor | Ausbeute
Produkt | Methode ['®F|Fluorid | Reaktionsvorlage
(mg) (%)
[“FIFB A Reaktor 0.5 88 =2
[“FIFB B Reaktor 0.5 84+ 3
[“F]FB A Vial 1.0 89+ 7
[“F]FB B Vial 0.5 9444

Tabelle 3.28: Zusammenfassung Ausbeuten ['*F]FB

Fiir die Synthese des dritten Produktes ['®F]FB ist bei Verwendung von Methode A die
Grenze der Precursorminimierung fiir maximale Ausbeuten im fluiden Durchflussreaktor bei
0.5 mg. Im Vial liegt sie etwas hoher bei 1 mg. Mit Methode B dagegen liegt die Grenze der

Precursormenge in beiden Reaktionsvorlagen bei 0.5 mg (siche Tabelle 3.28).

Auch hier ist der Durchflussreaktor wieder deutlich vorteilhafter. Im Vial betragen die
erhaltenen Ausbeuten nach Methode A bei 0.2mg nur 13 £ 2 %, wihrend im

Durchflussreaktor immer noch 68 + 2 % mdglich sind.

Die graphische Auswertung der durchschnittlichen Ausbeuten fiir Vial und Reaktor bei
Precursormengen von 0.2 mg und 0.5 mg (Abbildung 3.12) zeigt den Vorteil des fluiden
Durchflussreaktors bei geringeren Konzentrationen. Es ist auch erkennbar, dass die Synthese
mit nach Methode A vorbereitetem ['*F]Fluorid im Vial nicht gut iibertragbar ist. Der fluide
Durchflussreaktor mit nach Methode B vorbereitetem ['®F]Fluorid liefert die stabilsten

Ausbeuten.
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Synthese von '8F[FB]
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Abbildung 3.12: Vergleich der durchschnittlichen Ausbeuten in Losung fiir '*F[FB] im Vial und
Flow-Reaktor nach Methode A und Methode B bei 0.2mg und 0.5Smg Precursor
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3.24 Zusammenfassung der Ergebnisse

In nachfolgender Tabelle 3.29 sind die besten Werte fiir alle 3 Produkte fiir jede Methode

nochmals zusammengefasst:

Methode Minimale Masse Maximale Ausbeute
[*F|Fluorid Produkt Reaktionsvorlage Precursor Produkt
(mg) (%)
A [¥F]FDG Vial 2.0 84+4
A ['*F]FEB Vial 1.0 81+2
A ['*F]FB Vial 1.0 89+7
A [®F]FDG Reaktor 0.5 84 +4
A ['*F]FEB Reaktor 0.5 78 £2
A ['*F]FB Reaktor 0.5 88+2
B [®F]FDG Vial 1.0 82+2
B ['*F]FEB Vial 0.5 65+8
B ['*F]FB Vial 0.5 94 +4
B [®F]FDG Reaktor 1.0 80+4
B ['8F]FEB Reaktor 0.1 671
B ['*F]FB Reaktor 0.5 84+3

Tabelle 3.29: Zusammenfassung Ausbeuten ['*F]FDG, ['*F|FEB, ['*F]FB

Die Messreihen haben gezeigt, dass der fluide Durchflussreaktor einen deutlichen Vorteil
gegeniiber dem Reaktionsvial besitzt. Die zu Beginn des Kapitels formulierten Thesen
konnten groBtenteils bestitigt werden. Die Thesen 2 und 3 konnten ausnahmslos

nachgewiesen werden:

- Im fluiden Durchflussreaktor konnten die Precursormengen fiir gleichwertige
Ausbeuten weiter minimiert werden als im Reaktionsvial (These 3).
- Die Ausbeuten waren bei gleichen Precursormengen und  gleichen

Reaktionsbedingungen im Durchflussreaktor hoher als im Reaktionsvial (These 2).

Bei These 1 muss allerdings eine Einschrinkung formuliert werden: Die erhaltenen
Ausbeuten der Produkte, die mit Methode A vorbereitetem ['®F]Fluorid erhalten werden,
erreichen nicht immer die gleiche Groenordnung wie die Ausbeuten, die mit Methode B
vorbereitetem ['®F]Fluorid erzielt werden kénnen. Mit Methode B kann die Precursormenge

meist weiter minimiert werden, als mit Methode A (siche Tabellen 3.22, 3.25, 3.28).
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Trotzdem hat sich Methode A als eine geeignete Variante zur 'F-Fluoridvorbereitung
erwiesen. Im individuellen Fall jeder Synthese muss analysiert werden, ob eine geringere
Precursormenge gewiinscht ist oder ob die Zeitersparnis eine groflere Rolle spielt und eine

etwas hohere Precursormenge gewéhlt werden kann.

Die optimalsten Syntheseparameter fiir alle Produkte sind:
e [BF]FDG: ['®F]Fluorid nach Methode A, 0.5 mg, Reaktor
['®F]Fluorid nach Methode B, 1.0 mg, Reaktor oder Vial

e [BFJFEB:  [['8F]Fluorid nach Methode A, 0.5 mg, Reaktor
['®F]Fluorid nach Methode B, 0.1 mg, Reaktor
['®F]Fluorid nach Methode B, 0.5 mg, Vial

e ['®F]FB: ['®F]Fluorid nach Methode A, 0.5 mg, fluider Durchflussreaktor
['®F]Fluorid nach Methode B, 0.5 mg, Vial

Bei einer gewiinschten Precursormenge bis 0.5 mg ist Methode A bei Verwendung des
fluiden Durchflussreaktors geeignet. Fiir Synthesen im Vial muss entweder Methode B

gewdhlt oder hohere Precursormengen eingesetzt werden.
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3.2.5 BF-Radiomarkierung der Siliciumbausteine

Fir die Synthese eines 8F_PET-Tracers mit dem Peptid
(D-Phe6,Leu-NHELt13,des-Met14)-Bombesin(6-14) (siche dazu Kapitel 3.4) sind geeignete
F_markierte prosthetische Gruppen notwendig. Fiir die Radiomarkierung von Peptiden sind
die gingigen Markierungsmethoden mit ['®*F]Fluorid aufgrund der hohen Temperaturen
oftmals ungeeignet. Dieses Problem kann mit Hilfe von Siliciumbausteinen als prosthetische
Gruppen umgangen werden, denn diese konnen unter sehr milden Bedingungen
beispielsweise durch Isotopenaustausch mit ['*F]Fluorid markiert werden. (61 62,6571

Fiir die Markierung von Molekiilen existieren generell zwei Moglichkeiten. Zum einen kann
die prosthetische Gruppe zuerst mit dem Radionuklid markiert und erst dann an das
Zielmolekiil gekoppelt werden (pre-labeling) oder es wird nach der post-labeling Variante
vorgegangen, indem die Kopplung der prosthetischen Gruppe zuerst vorgenommen und dann

das Endprodukt radioaktiv markiert wird.

Nachfolgende  Ergebnisse  beschreiben  die  vorgestellte = Radiomarkierung  der
Siliciumbausteine  [!°F]-p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd ~ (Abkiirzung F-Si) und
p-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd (Abkiirzung H-Si), wie sie bei der pre-labeling Variante
eingesetzt werden wiirde. Die Synthese der unmarkierten Siliciumbausteine wird hier nicht

néher erldutert, diese ist im Experimentellen Teil im Kapitel 5.9 beschrieben.

3.2.5.1 '3F-Radiomarkierung von [*F]-p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd

Abbildung 3.13: Markierung von ['°F]- p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd

Fiir den Isotopenaustausch wird ['°F]-p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd (Abkiirzung
F-Si) in 50 pl Acetonitril gelost. Im Reaktionsvial folgte die Zugabe von 50 pl der nach
Methode A  hergestellten '®F-Fluoridlosung bei Raumtemperatur. Im  fluiden
Durchflussreaktor wurde der Precursor in 50 pl Acetonitril iiber Pumpe 1 und 50 ul der
BE_Fluoridlsung iiber Pumpe 2 durch die Kapillare mit einem Flow von 3 ul/s gefiihrt. In

beiden Methoden wurde das markierte Endprodukt nach 15 min Reaktionszeit analysiert.
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Zunichst wurden die Ausbeuten fiir das Reaktionsvial bestimmt. AnschlieBend wurde der
fluide Durchflussreaktor bei Precursorkonzentrationen eingesetzt, bei denen im Reaktionsvial

ein Riickgang der Ausbeuten erkennbar ist.

Precursor Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
im Reaktionsvial im fluiden Durchflussreaktor
(mg) ) .
3 89+ 1

0.8 64+5 95+ 1
0.16 11+1 87+ 1
0.08 79 +£3
0.04 72+3
0.02 66+5
0.01 S

Tabelle 3.30: Radiomarkierung von F-Si (Methode A, RT, ohne Essigsidure, mg Precursor/100 pl)

Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
Precursor
(mg) im Reaktionsvial im fluiden Durchflussreaktor
mg
(%) (%)
0.8 35+£2 90 £ 1
0.08 83+2
0.01 74 +£3

Tabelle 3.31: Radiomarkierung von F-Si (Methode A, 95 °C, ohne Essigsiure, mg Precursor/100 pl)

Der Vergleich der Radiomarkierungen von F-Si in einem Reaktionsvial und im fluiden
Durchflussreaktor bei Raumtemperatur mit nach Methode A vorbereiteten ['*F]Fluorid
(Tabelle 3.30) zeigt, dass bei Anwendung der fluiden Reaktionstechnik wesentlich hohere
Ausbeuten bei niedrigen Konzentrationen erreichbar sind. Besonders deutlich wird dies bei
einer Konzentration von 0.16 mg/100 ul. Unter diesen Bedingungen werden im
Durchflussreaktor 87 + 1% Markierungsausbeuten erreicht, wihrend im Vial nur etwa
11+£19% des F-Si markiert werden. Dariiber hinaus ist es moglich, die Konzentration im
fluiden Reaktor noch um ein Zehnfaches auf 0.01 mg/100 pl zu verdiinnen, um moderate
Ausbeuten um 62 + 4 % zu erhalten, die im Reaktionsvial nur bei bis 0.8 mg/100 pl Precursor
moglich sind. Eine Erhohung der Reaktionstemperatur auf 95 °C unter sonst identischen
Bedingungen erbrachte kaum Vorteile. Lediglich im fluiden Durchflussreaktor konnten bei

dieser Temperatur bei einer Konzentration von 0.01 mg F-Si der Umsatz von 62 + 4 % auf
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74 £ 3 % erhoht werden. Diese Methode wurde allerdings nicht weiterverfolgt, da das finale
Peptidprodukt vermutlich empfindlich gegeniiber hoheren Temperaturen ist.

Die Markierungsausbeuten im Vial koénnen durch Zusatz von 2 pl Essigsdure positiv
beeinflusst werden (Tabelle 3.32), wie es schon durch MU, HOHNE et al.(62 72 gezeigt
wurde. Bei Raumtemperatur sind die Ausbeuten im Vial mit Essigsdure mit denen im
Durchflussreaktor bei Raumtemperatur ohne Essigsdure vergleichbar. Im Vial kénnen dann
bis 0.08 mg/100 ul Markierungsausbeuten bis 98 + 1 % erreicht werden. Auffillig ist aber,
dass die Ausbeuten im Vial ab einer Konzentration von 0.04 mg/100 ul deutlichen
Schwankungen unterliegen, im Durchflussreaktor dagegen sind diese Ausbeuten wesentlich
stabiler. Bei Erhohung der Temperatur auf 95 °C im Vial mit Essigsdure werden sehr gute

Ausbeuten bis zu einer Konzentration von 0.005 mg/100 pl (87 + 2 %) erreicht.

Precursor Ausbeute in Losung | Ausbeute in Losung
bei RT bei 95°C
(mg) o) o,
08 % =
0.08 98 + 1 99
0.04 84+ 10
0.02 62+ 16
0.01 39+ 10 08+ 1
0.005 710
0.001 5716

Tabelle 3.32: Radiomarkierung von F-Si (Vial, Methode A, 2 pl Essigsidure, mg Precursor/100 pl)

Der Einsatz von Essigsdure in der fluiden Reaktionstechnik zeigte jedoch entweder keinen
Effekt oder der Zusatz wirkte sich in einigen Féllen nachteilig aus (siche Tabelle 3.33). Zum
Beispiel konnen bei RT, 0.04 mg, ohne Essigsdure 72 + 3 % F-Si markiert werden, mit

Essigsdure allerdings nur 35 + 8 %).
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Tabelle 3.33: Radiomarkierung von F-Si (Reaktor, Methode A, 2 pl Essigsidure, mg Precursor/100 pl)

Precursor Ausbeute in Losung | Ausbeute in Losung
bei RT bei 95°C

(mg) o o

0.8 96 96 +1
0.08 53 91+3
0.04 35+8 75+ 2
0.02 T
0.01 54£9

Die optimalsten Syntheseparameter fiir die Markierung von F-Si sind:

Methode A, RT, 0.16 mg, ohne Essigsiure, fluider Durchflussreaktor (~ 87 %)
Methode A, 95 °C, 0.01 mg, ohne Essigséure, fluider Durchflussreaktor (~ 74 %)
Methode A, RT, 3.0 mg, ohne Essigsédure, Vial (~ 89 %)

Methode A, RT, 0.08 mg, 2 ul Essigséaure, Vial (~ 98 %)

Methode A, 95 °C, 0.01 mg, 2 ul Essigsdure, Vial (~ 98 %)

In den Abbildungen 3.14 und 3.15 sind die Ergebnisse bei RT und 95 °C und den giinstigsten

Parametern fiir Vial und Reaktor dargestellt.

Ausbeute in Lésung in %

100

90

80

70

60

50

40

30

20

Markierung F-Si im Vial und Reaktor bei RT

~

™~

‘\

\o Vial, mit Essigsaure

—— Reaktor, ohne Essigsaure

0.8 0.08 0.04 0.01
Masse Precursor in mg

Abbildung 3.14: Vergleich der maximalen Ausbeuten in Losung fiir F-Si im Vial und Flow-Reaktor

nach Methode A bei RT
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Markierung F-Si im Vial und Reaktor bei 95°C
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Abbildung 3.15: Vergleich der maximalen Ausbeuten in Losung fiir F-Si im Vial und Flow-Reaktor
nach Methode A bei 95°C

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei Raumtemperatur der Durchflussreaktor zu
bevorzugen ist. Hier konnen Ausbeuten um 87 % bei einer Konzentration von 0.16 mg/100 pl
erreicht werden. Vergleichbare Ausbeuten werden im Vial nur unter Erhéhung der
Konzentration auf 3.0 mg/100 pul oder durch Zusatz von Essigsdure erhalten. Wird die
Temperatur auf 95 °C erhoht, so ist es moglich, die Masse an Precursor im fluiden
Durchflussreaktor flir eine Ausbeute um 83 + 2 % auf 0.08 mg zu reduzieren. Eine weitere
Minimierung der Precursormenge auf 0.01 mg fiir Ausbeuten bis zu 74 + 3 % ist bei 95 °C
moglich. Die Erh6hung der Temperatur auf 95 °C im Reaktionsvial ist nur bei Zusatz von
Essigsédure sinnvoll.

Generell sollte im Reaktor ohne Essigsdure gearbeitet werden und im Vial zur Verbesserung

der Ausbeuten mit Essigséure.

Die Ergebnisse der Radiomarkierungen unter Verwendung von azeotrop getrockneter
BE_Fluoridlésung mit Kryptofix (Methode B), werden in nachfolgenden Tabellen
zusammengefasst. Bei Raumtemperatur ohne Zusatz von Essigsdure (siche Tabelle 3.34)
ergeben sich fiir das Reaktionsvial deutlich bessere Ausbeuten als mit Methode A. Bis zu
einer Konzentration von 0.005 mg/100 pl wird der Precursor konstant zu 88 + 1 % markiert.

Erst bei weiterer Verdiinnung auf 0.001 mg/100 pl unterliegen die Ausbeuten deutlichen
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Schwankungen. Im Durchflussreaktor sind die Ausbeuten bei Methode B ebenfalls hoher
gegeniiber Methode A. Bei 0.01 mg/100 pl erhoht sich die Ausbeute auf 83 +2 %. Aullerdem
kann die Konzentration weiter verkleinert werden und es werden auch bei 0.0005 mg/100 pl
noch Ausbeuten bis zu 74 + 5 % erreicht. In beiden Methoden erweist sich bei niedrigeren
Konzentrationen der Durchflussreaktor als stabiler. Bei Methode A wird dieser Vorteil schon
ab einer Konzentration von 0.8 mg/100 ul deutlich, bei Methode B erst ab einer

Konzentration von 0.0005 mg/100 ul.

Precursor Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
im Reaktionsvial | im fluiden Durchflussreaktor
(mg) ) .
0.8 91+1
0.04 88 + 1 5513
0.02 86+ 1
0.01 92 + 1 12
0.005 88 + |
0.001 77+ 10 78+5
0.0005 53+£12 74+5

Tabelle 3.34: Radiomarkierung von F-Si (Methode B, RT, ohne Essigsiure, mg Precursor/100 pl)

Der Zusatz von Essigsdure bei Raumtemperatur erweist sich bei Methode B als ungeeignet.
Die Ausbeuten sinken drastisch sowohl im Vial (siche Tabelle 3.35) als auch im
Durchflussreaktor (siche Tabelle 3.36). Beispielsweise werden im Vial bei einer
Precursormenge von 0.01 mg nur noch 57 + 3 % erhalten (ohne Essigsdure sind es 92 £ 1 %).
Bei 0.005 mg werden sogar nur noch 25 + 3 % erhalten (ohne Essigsdure sind es 88 + 1 %).
Auch im fluiden Durchflussreaktor bewirkt der Zusatz von Essigsdure genau wie bei
Methode A einen negativen Effekt. Im Bereich von 0.0005-0.001 mg Precursor werden nur
noch Ausbeuten um 5-6 % erhalten (ohne Essigsdure sind es 74 = 5 %). Auch die Erhéhung
der Temperatur auf 95°C erbrachte weder im Reaktionsvial noch im fluiden
Durchflussreaktor eine Verbesserung der Ausbeuten gegeniiber der Synthese bei

Raumtemperatur.
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Ausbeute, RT, | Ausbeute, RT,
Precursor
ohne Essigsiure | mit Essigsiure
(mg)
(%) (%0)
0.8 91 +1
0.16
0.08
0.04 88 £ 1
0.02 86+ 1
0.01 92 +1 57+3
0.005 88 £ 1 25+3
0.001 77+ 10
0.0005 53+12

Tabelle 3.35: Radiomarkierung von F-Si (Methode B, Vial, mg Precursor/100 pl)

Ausbeute, RT, | Ausbeute, RT,
Precursor
ohne Essigsiure | mit Essigsiure
(mg)
(%) (%)
0.04 85+3
0.01 83+2
0.001 78 +5 6+1
0.0005 74 £5 5+1

Tabelle 3.36: Radiomarkierung von F-Si (Methode B, Reaktor, mg Precursor/100 pl)

Der Zusatz von Essigsdure wirkt sich sowohl im fluiden Durchflussreaktor als auch im
Reaktionsvial negativ aus.

Eine Erhohung der Temperatur auf 95 °C wirkt sich im Reaktionsvial negativ aus und im
fluiden Durchflussreaktor hat sie keinen Effekt.

Bei Raumtemperatur ohne Essigsdure ist die beste Umsetzung moglich. Im Reaktionsvial
ergeben sich bei kleineren Konzentrationen grofere Schwankungen, im Durchflussreaktor

bleiben die Ausbeuten linger stabil.

Die optimalsten Syntheseparameter fiir die Markierung von F-Si sind:
e Methode B, 0.005 mg, ohne Essigsédure, Vial (~ 88 %)
e Methode B, 0.01 mg, ohne Essigsdure, fluider Durchflussreaktor (~ 83 %)
e Methode B, 0.0005 mg, ohne Essigsdure, fluider Durchflussreaktor (~ 74 %)
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In Abbildung 3.16 sind die maximal moglichen Ausbeuten fiir Vial und Reaktor nach

Methode B bei Raumtemperatur ohne Essigsdure dargestellt:

Markierung F-Si mit Methode B bei RT
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Abbildung 3.16: Vergleich der maximalen Ausbeuten in Losung fiir F-Si im Vial und Flow-Reaktor
nach Methode B bei RT ohne Essigsiure

Als nichstes wurde versucht, F-Si mit ['"*F]Fluorid in wissriger Losung ohne jede weitere
Vorbereitung zu markieren (Methode C). Dazu wurden im Reaktionsvial zu dem in 50 pl

Acetonitril vorgelegten Precursor 50 pl ['®F]Fluorid in wissriger Losung zugegeben.

Die Radiomarkierungen wurden bei RT und 95 °C untersucht (siche Tabellen 3.37 und 3.38).
Bei RT im Vial schwanken die Ausbeuten bis 0.8 mg F-Si ohne den Zusatz von Essigsédure
stark um 60 %. Setzt man 2 pl Essigsdure und 5 pl TBAHCOj3 hinzu, kann die Ausbeute auf
85 + 2 % erhoht werden. Der alleinige Zusatz von Essigsdure hat sowohl bei RT als auch bei
95 °C eine negative Auswirkung. Setzt man jedoch zusétzlich TBAHCO; hinzu, steigt die
Ausbeute wieder. Der Zusatz von TBAHCOj hat dagegen keinen Einfluss auf die Ausbeute,
wenn keine Essigsdure im Reaktionsmedium vorliegt. Vermutlich wirkt sich der entstehende

Essigsdure-Acetat-Puffers positiv auf die Markierung von F-Si aus.
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Bei einer Temperatur von 95 °C, sind die erzielten Ausbeuten wesentlich stabiler auch ohne

den Zusatz von Essigsdure/TBAHCO; und bis zu einer Konzentration von 0.02 mg/100 ul

konnen sehr gute Ausbeuten um 92 + 2 % erreicht werden.

Ausbeute, RT, Ausbeute, RT, Ausbeute, RT, | Ausbeute, RT,
Precursor | ohne Essigsiiure | ohne Essigsiiure | mit Essigsdure | mit Essigsidure
(mg) ohne TBAHCO3 | mit TBAHCO3 | ohne TBAHCO3 | mit TBAHCO3
(%) (%) (%) (“o)
4 66+ 18
2 48 £12
0.8 64+ 6 63 +38 18+1 85+2
0.16 6+1 42+£2

Tabelle 3.37: Radiomarkierung von F-Si (Vial, Methode C, RT, Zusatz Essigsiure und TBAHCO3)

Ausbeute, 95°C, Ausbeute, 95°C, Ausbeute, 95°C,
Precursor ohne Essigsiure mit Essigsiure mit Essigsiure
(mg) ohne TBAHCO3 ohne TBAHCO3 mit TBAHCO3
(%) (“o) (“o)
0.16 95+1 88 +2
0.08 96 £ 1 59+1 98 + 1
0.04 92+1 97+ 1
0.02 82+3 92+2
0.01 67+5 74+ 10
51+2

Tabelle 3.38: Radiomarkierung von F-Si (Vial, Methode C, 95 °C, Zusatz Essigsiure und TBAHCO3)

Fir das Reaktionsvial sind die optimalsten Syntheseparameter mit rein wéssriger

I8F_Fluoridlosung:

e Methode C, 0.8 mg, RT, mit Essigsdure/TBAHCO3, Vial (~ 85 %)
e Methode C, 0.02 mg, 95 °C, mit Essigsdaure/TBAHCO3, Vial (~ 92 %)
e Methode C, 0.04 mg, 95 °C, ohne Essigsdure/ TBAHCO3, Vial (~ 92 %)

Im fluiden Durchflussreaktor konnten mit Methode C weder bei Raumtemperatur noch bei
95 °C gute Umsitze erzielt werden. Diese Ergebnisse konnten mit der schlechten Loslichkeit
des p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyds in Wasser erklart werden. Bei Zugabe von Wasser
zu einer Losung von p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd in Acetonitril fallt das Silan aus.
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So konnten sowohl die niedrigen Ausbeuten als auch die Schwankungen entstehen. Mit
Erhohung der Temperatur verbessert sich auch die Loslichkeit des Precursors, was sich in den
hoheren und stabileren Ausbeuten widerspiegelt (siche Ergebnisse im Vial, Tabelle 3.38). Die
geringen Ausbeuten im Durchflussreaktor konnen damit begriindet werden, dass mit grof3eren
Volumina an Wasser nachgespiilt werden muss, was im Vial nicht notwendig ist und
zusitzlich kénnen die Kapillaren durch die Ausfillung des Eduktes im Reaktor verstopfen.
Auf dem Durchflussreaktor wurde versucht durch eine Vormischung von Wasser und
Acetonitril in verschiedenen Verhiltnissen die Synthesebedingungen zu verbessern, dies hatte
jedoch keinen Erfolg. Auch ein Austausch des Acetonitrils durch beispielsweise DMF konnte
die Ausbeuten nicht wesentlich erhéhen. Ausbeuten um 25 % bei 0.8 mg Precursor waren nur
méglich, wenn die '®F-Fluoridlésung und der Precursor zusammen iiber eine Pumpe in den
Reaktor gegeben wurden. Fiir den fluiden Durchflussreaktor eignen sich bei der
Radiomarkierung von F-Si nur die Methoden A und B fiir die '*F-Fluoridvorbereitung. Fiir
Methode C ist das Reaktionsvial zu bevorzugen, da die schlechte Loslichkeit von F-Si in
Wasser fiir die diinnen PEEK-Kapillaren im Reaktor ungiinstig ist. Es besteht allerdings die
Moglichkeit, dass die Markierung mit Methode C fiir das Endprodukt aus Siliciumbaustein
F-Si und dem Peptid (D-Phe6,Leu-NHEt13,des-Metl14)-Bombesin(6-14) auf dem fluiden
Durchflussreaktor aufgrund der besseren Loslichkeit in Wasser wieder hohere Ausbeuten

liefert.

3.2.5.2 '83F-Radiomarkierung von p-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd

—\Si( 4 — 18F—\Si( 4
T4 — =104

Abbildung 3.17: Markierung von p-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd

Bei der Markierung des zweiten Siliciumbausteins p-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd
(Abkiirzung H-Si, Abbildung 3.17) mit ['®F]Fluorid handelt es sich um eine nukleophile
Substitution. Die Synthese wurde fiir 3 verschiedene Temperaturen, RT, 65 °C, 98 °C,
untersucht. Mit Methode C (rein wissrige '®F-Fluoridlosung) findet erwartungsgemiB kein
Umsatz statt, da mit Wasser eine Konkurrenzreaktion aufgrund der Nukleophilie ablauft.

Die Ergebnisse mit nach Methode A vorbereiteten [!®F]Fluorid sind in den Tabellen 3.39 bis

3.42 zusammengefasst.
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Precursor | Ausbeute in Losung ohne Essigsiure | Ausbeute in Losung mit Essigsidure
(mg) (%) (%)
5 90 +3
2.5 88+1
1 80+ 7 59+9
0.5 30+5 47+8
0.1 14+7

Tabelle 3.39: Radiomarkierung von H-Si (Vial, RT, Methode A, ohne und mit Essigsiiure)

Precursor | Ausbeute in Losung ohne Essigsiure Ausbeute in Losung mit Essigsiure
(mg) (%) (%)
5 57+9 87 £2
2.5 23+12 81 +2
1 76 +£5
0.5 67+4
0.1 32+3

Tabelle 3.40: Radiomarkierung von H-Si (Vial, 65 °C, Methode A, ohne und mit Essigsiure)

Precursor | Ausbeute in Losung ohne Essigsiure Ausbeute in Losung mit Essigsiure
(mg) (%) ()
5 95+2 88+3
2.5 79+ 12
1 50 +27
0.5 2212 82+2
0.1 59+£2
0.05 30+£2

Tabelle 3.41: Radiomarkierung von H-Si (Vial, 98 °C, Methode A, ohne und mit Essigsiure)

Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
Precursor
RT 65°C 98°C
(mg)

(%) (%) (%)
5 80+2 81 +1 82+1
2.5 81 +1 7343 75 +1
1 67+3 73+£2 74 +4
0.5 66+5 68 £1 80+ 1
0.1 32+8 366 67 +1
0.05 42 +£2

Tabelle 3.42: Radiomarkierung von H-Si (Reaktor, Methode A, ohne Essigsiure)
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Ersichtlich ist, dass eine Temperaturerhohung im fluiden Durchflussreaktor bei hdéheren
Precursormengen (bis 1 mg) keinen nennenswerten Effekt hat, denn die Ausbeuten bleiben
bei allen Temperaturen in vergleichbaren Grof3enordnungen (Tabelle 3.42). Erst bei kleineren
Konzentrationen (0.5 mg, 0.1 mg) scheint eine Temperaturerh6hung auf 98 °C die Ausbeute
zu steigern. Bei Raumtemperatur wird ab einer Konzentration von 0.5 mg/100 pl der Vorteil
des fluiden Durchflussreaktors deutlich, da mit niedrigeren Massen Precursor noch moderate
Ausbeuten erreichbar sind (66 + 5 %), die im Vial nicht mehr umgesetzt werden kdnnen
(30+5 %). Der Zusatz von Essigsdure im fluiden Durchflussreaktor wirkt sich wieder

ungiinstig auf die Ausbeuten aus.

Im Vial ist eine Erhhung der Temperatur von RT auf 65 °C ohne Essigsdure negativ flir die
Umsetzung. Erst bei weiterer Erhohung der Temperatur auf 98 °C stabilisieren sich die
Ausbeuten wieder. Wie beim F-Si hat der Zusatz von Essigséure einen positiven Effekt auf
die Ausbeuten im Vial, jedoch nur fiir die hoheren Temperaturen 65 °C oder 98 °C. So
konnen die Ausbeuten der Radiomarkierungen fiir 65 °C deutlich gesteigert werden und auch
fiir 98 °C sind unter Anwendung von Essigsdure Ausbeuten moglich, die mit denen im fluiden

Durchflussreaktor vergleichbar sind.

Markierung H-Si, Methode A, Vial
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Abbildung 3.18: Vergleich der durchschnittlichen Ausbeuten in Losung fiir die Markierung von H-Si
im Vial nach Methode A bei RT, 65°C und 98°C ohne und mit Essigsiiure
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Abbildung 3.19: Vergleich der durchschnittlichen Ausbeuten in Losung fiir die Markierung von H-Si
im Reaktor nach Methode A bei RT, 65°C und 98°C ohne Essigsiure

Die optimalsten Syntheseparameter fiir die Markierung von H-Si sind:

Methode A: Vial, RT, 1-2 mg, ohne Essigsdure (~ 80 %)
Methode A: Vial, 98 °C, 0.5 mg, mit Essigsdure (~82 %)
Methode A: Reaktor, RT, 2.5 mg, ohne Essigsdure (~81 %)
Methode A: Reaktor, 98 °C, 0.5 mg, ohne Essigsdure (~80 %)

Wird Methode B zur Radionuklidbereitstellung verwendet, ergeben sich die in den Tabellen

3.43 und 3.44 dargestellten Ergebnisse.

Precursor Ausbeute in Losung RT Ausbeute in Losung 98°C
(mg) (%) (%)
1 69 +1 42 1
0.5 42+3 13+1

Tabelle 3.43: Radiomarkierung von H-Si (Vial, Methode B, ohne Essigsiure)
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Precursor | Ausbeute in Losung RT Ausbeute in Losung 65°C Ausbeute in Losung 98°C
(mg) (%) (%) (%)
2.5 602 79 £4 84 +1
0.1 44 £ 4 66 +3
0.05 56+ 8 64+4
0.02 58+4

Tabelle 3.44: Radiomarkierung von H-Si (Reaktor, Methode B, ohne Essigsiure)

Um zu iberpriifen, ob sich bei der Verwendung von Methode B bessere Ausbeuten
gegeniiber Methode A ergeben, sind vor allem die Konzentrationen untersucht worden, bei
denen sich mit Methode A ein Absinken der Ausbeuten bemerkbar macht. Im Vial konnten

keine Unterschiede in den Ausbeuten festgestellt werden. Es sind keine Vorteile des azeotrop

getrockneten ['®F]Fluorids erkennbar (Vergleich Tabellen 3.39-3.41 mit Tabelle 3.43).

Nur bei hoheren Temperaturen konnen mit Methode B leichte Steigerungen der Ausbeuten
im fluiden Durchflussreaktor bei noch geringeren Precursormengen erreicht werden (98 °C,
0.02 mg/100 pl, 58 + 4 %), was unter Anwendung von Methode A nicht mehr realisiert
werden konnte (siche Abbildung 3.19).

Durch den Zusatz von Essigsdure konnten die Ausbeuten nicht verbessert werden. Dies

stimmt mit den Ergebnissen von F-Si bei Verwendung von Methode B iiberein.

Die optimalsten Syntheseparameter fiir die Markierung von H-Si sind:
e Methode B: Reaktor, 98 °C, 2.5 mg, ohne Essigsdure (~84 %)
e Methode B: Reaktor, 98 °C, 0.02 mg, ohne Essigsédure (~58 %)
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3.3 Komplette Synthesen mit Aufreinigung im fluiden Durchflussreaktor

Nach den ausfiihrlichen Untersuchungen der notwendigen Precursormengen im Reaktor fiir
die Synthesen von ['®*F]FEB und acetylgeschiitzter ['*F]JFDG bestand der niichste Schritt
darin, die Aufreinigung der Produkte in den Syntheseprozess des fluiden Durchflussreaktors
zu integrieren. Dazu wurden die nach der Radiomarkierung erhaltenen Produkte auf einem

geeignetem Kartuschensystem konzentriert.

Abbildung 3.20: Aufbau des Syntheseprogramms im Durchflussreaktor mit Kartuschenaufreinigung

Die Reaktionsmischung, die den Reaktor 1 verldsst, muss mit ausreichend Wasser verdiinnt
werden, bevor diese iiber die Kartuschen geleitet wird. Vorversuche ergaben, dass mindestens
eine Verdiinnung mit Wasser in 10facher Menge iiber Pumpe 3 fiir die erfolgreiche Fixierung
des Produktes auf der Kartusche notwendig ist. Aulerdem wurde nach Zugabe der Edukte

zum Reaktor auch iiber die Pumpen 1 und 2 mit Wasser nachgespiilt. Nach Abschluss der
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Synthese wurde ein vollstindiges Reinigungsprogramm durchgefiihrt, welches eine
abschlieende Spiilung mit Acetonitril beinhaltete, damit der Reaktor fiir die néchste Synthese
wieder wasserfrei zur Verfiigung stand.

Fiir die Synthese von ['®F]FDG wird eine Sep-Pak C18 Plus Light Kartusche eingesetzt, die
zuvor mit Ethanol und Wasser gespiilt wurde. Fiir die Synthese von ['F]FEB werden eine
Sep-Pak C18 Plus Light Kartusche (Konditionierung mit Ethanol und Wasser), eine
CHROMAFIX® HR-P Kartusche (Konditionierung mit Acetonitril und Wasser) und eine
Sep-Pak Silica Plus Light Kartusche (unkonditioniert) in das System eingesetzt. Die Synthese
erfolgte wie in Abbildung 3.20 dargestellt. Die entsprechende Masse an Precursor in 100 pl
Acetonitril wird iiber Pumpe 1 (rote Linie) und 100 pl '"*F-Fluoridlésung werden iiber Pumpe
2 (griine Linie) mit einer Geschwindigkeit von 3 ul/s in den Reaktor 1 gepumpt. Nach
beendeter Zufithrung der Edukte zum Reaktor wird mit Acetonitril und Wasser kontinuierlich
aus den Vorratsgefdlen 2 und 5 mit einer Geschwindigkeit von 3 pl/s nachgespiilt (braune
Linie). Nachdem die Reaktionslosung den Reaktor 1 verldsst (gelbe Linie), wird sie durch
Umschalten von Ventil A4 zu den Kartuschen geleitet. Vor Erreichen der Kartuschen wird die
Losung in 10facher Menge mit Wasser verdiinnt, welches durch Pumpe 3 kontinuierlich mit

24 nl/s zugefiihrt wird (blaue Linie).

3.3.1  Synthese von [*F]FDG

Die Radiomarkierung wird mit 1 mg Mannosetriflat bei 95-100 °C durchgefiihrt. Das
['®F]Fluorid wurde nach Methode A vorbereitet. Im Anschluss an das Syntheseprogramm
wird iiber das Vorratsgefdll A (sieche Abbildung 3.20) Luft iiber die Sep-Pak C18 Plus Light
Kartusche geblasen, um das Wasser moglichst quantitativ von der Kartusche zu entfernen.
Zur Kontrolle werden die Radioaktivitdt auf der Sep-Pak C18 Plus Light Kartusche und in der
durchgelaufenen Losung (Abfall- und Spiilldsung) vermessen. Ubereinstimmend mit den
zuvor festgestellten Ausbeuten in Losung bei 1 mg Mannosetriflat (89 = 1 %, siche Tabelle
3.20) werden auf der Sep-Pak C18 Plus Light Kartusche Radioaktivitidtswerte von 84 + 9 %
wiedergefunden (siche Tabelle 3.45). Die etwas niedrigeren Ausbeuten der ersten beiden
Versuche kamen wahrscheinlich durch nicht mehr trockenes Losungsmittel zustande. Nach
Austausch des Losungsmittels ergaben sich die besseren Ergebnisse 3 und 4. AnschlieBend
wurden iiber Vorratsgefil B 150 ul 1M Natronlauge auf die Sep-Pak C18 Plus Light
Kartusche gegeben und eine Verweilzeit von mindestens 5-10 min abgewartet. Zuletzt wurde

die entschiitzte ['*F]JFDG mit 2 ml Wasser ebenfalls iiber Vorratsgefil B von der Kartusche
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eluiert. Es hat sich gezeigt, dass eine ldngere Verweilzeit der Natronlauge auf der Kartusche

zu einer besseren Elution des Endproduktes gefiihrt hat. Bei 5 min Entschiitzungszeit konnten

80 % eluiert werden, bei 8 min Entschiitzungszeit waren es dagegen iiber 90 %.

Die Tabelle 3.45 gibt folgende Parameter der Synthese von ['*F]FDG an:

Eingesetzte Radioaktivitiat: Diese Radioaktivitdt wurde zu Beginn der Synthese auf
den Reaktor gegeben.

Zeitkorrigierte Radioaktivitit C18: Diese Radioaktivitit wurde auf der CI18
wiedergefunden. Sie wurde auf den Anfangszeitpunkt der Reaktion korrigiert.

Abfall: Radioaktivitit der

durchgelaufenen Spiillosung wiedergefunden. Sie wurde auf den Anfangszeitpunkt der

Zeitkorrigierte Radioaktivitat Diese wurde in
Reaktion korrigiert.

Die Ausbeute gibt das Verhiltnis von der Radioaktivitit, welche auf der C18 fixiert
worden ist (Produkt) zur Radioaktivitét in der Spiilldsung an.

Die radiochemische Ausbeute gibt an, wieviel der anfangs eingesetzten Radioaktivitét
im Produkt wiedergefunden wurde.

Der Radioaktivititsverlust gibt an, wieviel der anfangs eingesetzten Radioaktivitét
nicht wiedergefunden werden konnte und innerhalb des Reaktors (in den Kapillaren,

den Ventile und Gefdflen) verblieben ist.

Ausbeute
Zeitkorrigierte | Zeitkorrigierte (Anteil Radiochemische
Eingesetzte Radioaktivitits-
Radioaktivitit | Radioaktivitit Radioaktivitit Ausbeute
Radioaktivitit verlust
C18 Abfall auf C18 zu [¥FIFDG
Abfall)
30,9 MBq 16,4 MBq 5,7 MBq 74% 53% 8,8 MBq (28%)
16,9 MBq 8,3 MBq 2,8 MBq 75% 49% 5,8 MBq (34%)
73,8 MBq 89% 25,8 MBq
42,7 MBq 5,3 MBq 58%
(35%)
31,2 MBq 23,6 MBq 0,9 MBq 96% 75% 6,7 MBq (21%)

Tabelle 3.45: Automatisierte Synthese von ['*F]FDG mit 1mg Mannosetriflat und [*F]Fluorid
nach Methode A
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3.3.2  Einstufige Synthese von ['*F|FEB

Fiir die Synthese von ["FJFEB wurde ebenfalls 1 mg Precursor verwendet. Die
Reaktionstemperatur betrigt 115-120 °C. Das ['®F]Fluorid wurde nach Methode A

vorbereitet.

Nachdem die Reaktionsmischung den Reaktor 1 verlédsst, durchlduft sie eine vorreinigende
Sep-Pak C18 Plus Light Kartusche und das Produkt ['*F]FEB wird auf der nachgeschalteten
CHROMAFIX® HR-P Kartusche fixiert. Die Kartuschen werden dann {iber das Vorratsgefal3
A mit Luft getrocknet.

Das Vermessen der Radioaktivitit auf den Kartuschen sowie in der Abfall- und Spiillosung
zeigt, dass ebenfalls libereinstimmend mit den zuvor festgestellten Ausbeuten in Losung bei
1 mg Nosylat (81 £ 1 %, siche Tabelle 3.23) auf der CHROMAFIX® HR-P Kartusche
Radioaktivititswerte von 81 +£7 % wieder gefunden werden (siche Tabelle 3.46). Bis zu
diesem Syntheseschritt ist mit einem Radioaktivititsverlust von etwa 21 % zu rechnen. Die

radiochemischen Ausbeuten von ['®F]FEB bewegen sich im Bereich von 64 + 7 %).

Ausbeute
(Anteil
Zeitkorrigierte | Zeitkorrigierte Radiochemische
Eingesetzte Radioaktivitit Radioaktivitits-
Radioaktivitit | Radioaktivitiit Ausbeute
Radioaktivitit auf HRP zu verlust
HRP Abfall und C18 ['*F|FEB
Abfall und
C18)
23,3 MBq 15,5 MBq 2,3 MBq 87% 66% 5,5 MBq (24%)
11,4 MBq 8,9 MBq 1,4 MBq 86% 78% 1,1 MBq (10%)
56,7 MBq 41,0 MBq 3,8 MBq 91% 72% 11,9 MBq (21%)
28,0 MBq 19,6 MBq 2,2 MBq 90% 70% 6,2 MBq (22%)
42,7 MB 31,7 MB 3,3 MB 91% 74% 7,7 MBq (18%)
q q q
33,9 MBq 22,4 MBq 4,4 MBq 84% 66% 7,1 MBq (21%)
76,9 MBq 43,1 MBq 17,9 MBq 71% 56% 15,9 MBq (21%)
35,0 MBq 20,2 MBq 6,6 MBq 75% 58% 8,2 MBq (23%)
81,4 MBq 44,9 MBq 13,0 MBq 77% 55% 23,5 MBq (29%)
58,5 MBq 29,7 MBq 14,6 MBq 67% 51% 14,2 MBq (24%)
33,1 MBq 19,4 MBq 5,2 MBq 79% 59% 8,5 MBq (26%)
48,4 MBq 29,4 MBq 10,5 MBq 74% 61% 8,5 MBq (18%)

Tabelle 3.46: Automatisierte Synthese von ['*F]FEB mit 1mg Nosylat und ['*F|Fluorid
nach Methode A
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Die Tabelle 3.46 gibt folgende Parameter der Synthese von ['*F]FEB an:

- Eingesetzte Radioaktivitit: Diese Radioaktivitit wurde zu Beginn der Synthese auf
den Reaktor gegeben.

- Zeitkorrigierte Radioaktivitit HRP: Diese Radioaktivitdit wurde auf der HRP
wiedergefunden. Sie wurde auf den Anfangszeitpunkt der Reaktion korrigiert.

- Zeitkorrigierte Radioaktivitit C18 und Abfall: Diese Radioaktivitit wurde in der
durchgelaufenen Spiillosung und der C18 wiedergefunden. Sie wurde auf den
Anfangszeitpunkt der Reaktion korrigiert.

- Die Ausbeute gibt das Verhéltnis von der Radioaktivitdt, welche auf der HRP fixiert
worden ist (Produkt) zur Radioaktivitit in der Spiillésung und auf der C18 an.

- Die radiochemische Ausbeute gibt an, wieviel der anfangs eingesetzten Radioaktivitét
im Produkt wiedergefunden wurde.

- Der Radioaktivititsverlust gibt an, wieviel der anfangs eingesetzten Radioaktivitét
nicht wiedergefunden werden konnte und innerhalb des Reaktors (in den Kapillaren,

den Ventile und Gefdllen) verblieben ist.

Das Produkt wird iiber das Vorratsgefil B mit 2 ml DMSO oder Acetonitril unter
Zuhilfenahme eines leichten Argonstroms von der CHROMAFIX® HR-P Kartusche eluiert.
Durch Umschalten von Ventil C5 kann das Eluat iiber die Sep-Pak Silica Plus Light
Kartusche geleitet, getrocknet und in das Auffanggefal 9 {iberfiihrt werden und steht dort fiir
die zweite Synthesestufe zur Verfiigung. Die automatisierte Elution des ['*F]FEB von der
CHROMAFIX® HR-P Kartusche iiber die Sep-Pak Silica Plus Light Kartusche sollte etwa

2 min dauern und gelingt dann mit 91-97 % Produktgewinnung.
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3.3.3  Einstufige Synthese von ["*F|FEC

Die Synthese von 2-['®F]Fluorethylcholin erfolgt durch Umsatz von 2-[!®F]Fluorethylbromid
mit Dimethylaminoethanol (DMAE).

| o~ Ne g, I
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DMSO, 105°C

Abbildung 3.21: Synthese von ['*F|FEC
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Abbildung 3.22: Aufbau des Syntheseprogramms im Durchflussreaktors zur einstufigen Synthese
von [¥F]FEC im Reaktor 2

Zuniachst wurde auch diese Synthesestufe ohne jegliche Kartuschen-Fixierung untersucht.
Dazu wurde ein Syntheseprogramm nach Abbildung 3.22 durchgefiihrt. Die optimale Menge
an DMAE und die Reaktionstemperatur wurden durch Vorversuche ermittelt. Dabei wurden
500 pl des im vorherigen Schritt hergestellten ['*F]FEB in DMSO iiber Pumpe 4 (blaue Linie)
und eine Losung aus DMAE in verschiedenen Konzentrationen (100-500 pl) in DMSO in
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einem Gesamtvolumen von ebenfalls 500 pl tiber Pumpe 5 (griine Linie) in den Reaktor 2
geflihrt. Reaktor 2 besteht wie Reaktor 1 aus einer PEEK-Kapillare mit 5 m Linge und einem
Durchmesser von 0.5 mm und wird durch ein Glykolbad auf 3 verschiedene Temperaturen
(95 °C, 105 °C, 115 °C) geheizt. Die Geschwindigkeit der beiden Reaktionspumpen betrigt
genau wie in der ersten Synthesestufe jeweils 3 pl/s. Nach erfolgter Zugabe der Edukte zum
Reaktor wird mit DMSO aus den Vorratsgefdlen 10 und 13 (rote Linie) nachgespiilt. Die
Reaktionslosung wird nach Verlassen des Reaktors liber Ventil D4 (gelbe Linie) in ein
Auffanggefil} geleitet und dort analysiert.

Die Ausbeute an ['*F]FEC wurde ermittelt, indem die Reaktionsldsung mit Wasser verdiinnt
und iiber 2 Sep-Pak Accell Plus CM Plus Short Kartuschen gegeben und das Verhéltnis der
Radioaktivitit auf den Kartuschen zur durchgelaufenen Losung (Abfall) bestimmt wurde
(Tabelle 3.47). Stellt man diese Messreihe graphisch dar (Abbildung 3.23), ergibt sich, dass
die optimale Reaktionstemperatur bei 105 °C und die optimale DMAE-Konzentration bei

400 pl in 500 pl Losungsmittel liegen.

Temperatur | Menge DMAE | Ausbeute ['*F|[FEC
0 (1D (%)
95 100 41
95 200 62
95 300 65
95 400 68
95 500 65
105 100 65
105 200 72
105 300 72
105 400 80
105 500 70
115 100 66
115 200 68
115 300 69
115 400 65
115 500 54

Tabelle 3.47: Synthese von ['®F]FEC mit unterschiedlichen DMAE-Konzentrationen und bei

verschiedenen Temperaturen
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[*8F]Fluorethylcholin Synthese bei verschiedenen Temperaturen
und Mengen an DMAE
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Abbildung 3.23: Synthese von ['*F]FEC mit unterschiedlichen DMAE-Konzentrationen und bei

verschiedenen Temperaturen in DMSO

Zwar konnte die hochste Ausbeute von 80 % (T = 105 °C, 400 ul DMAE) bei spéteren
Synthesen nicht wiederholt erhalten werden, aber die Kurve bei 105 °C verlduft dennoch
tendenziell hoher als die der anderen Temperaturwerte. Fiir die Synthese wurde ebenfalls die
Eignung von Acetonitril untersucht. Die Versuche wurden analog zu DMSO durchgefiihrt.
Die Ausbeuten in Acetonitril liegen jedoch wesentlich niedriger als in DMSO. Mehr als 53 %

Umsetzung konnte in Acetonitril nicht erreicht werden.

Die automatisierte Synthese mit Fixierung von ['®F]FEC auf den 2 Sep-Pak Accell Plus CM
Plus Short Kartuschen erfolgte nach Abbildung 3.24.
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Abbildung 3.24: Aufbau des Syntheseprogramms im Durchflussreaktors zur einstufigen Synthese

Si-60

Product

von [¥F]FEC mit Kartuschenaufreinigung im Reaktor 2

Hierfiir wird die Reaktionslosung, die den Reaktor verldsst, durch kontinuierliche
Wasserzugabe in 10facher Menge iiber Pumpe 3 verdiinnt und durch Umschalten von Ventil
D4 tiber die Kartuschen geleitet.

Uber das Vorratsgefil C werden die Sep-Pak Accell Plus CM Plus Short Kartuschen mit Luft
getrocknet und {iber Vorratsgefil D wird das Endprodukt mit 2 ml Natriumchloridlésung
durch Umschalten von Ventil E1 in ein Produktgefal3 eluiert.
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3.3.4  Zweistufige Synthese von ['*F]FEB und ['*F]FEC

Im Anschluss an diese Voruntersuchungen konnte der komplette Zweistufen-Syntheseprozess
durchgefiihrt werden (Abbildung 3.25).

Dieser komplette Prozess nimmt bis zur vollstindigen Elution von ["*F]FEC von den Sep-Pak
Accell Plus CM Plus Short Kartuschen etwa 1 Stunde in Anspruch. Wahrend der Synthese
gehen im Reaktorsystem 1 im Durchschnitt etwa 22 % der eingesetzten Radioaktivitét
verloren (siche Tabellen 3.47 und 3.48), im Reaktorsystem 2 sind es im Durchschnitt 15 %.
Die wiedergefundene Radioaktivitdt auf den Kartuschen ergibt fiir die erste Synthesestufe
Ausbeuten an ['®F]JFEB von 79 + 7 % und fiir die zweite Synthesestufe ['*F]JFEC Ausbeuten
von 58 + 2 %. Die radiochemischen Ausbeuten, das heifit die im Produkt wiedergefundene
anfangs eingesetzte Radioaktivitdt liegen aufgrund des Radioaktivititsverlustes im Reaktor
bei der ersten Synthesestufe bei 61+ 6 % und bei der zweiten Synthesestufe bei 48 + 3 %.

Die Elution des ['*FJFEC von den Sep-Pak Accell Plus CM Plus Short Kartuschen mit 2 ml
NaCl wird durch einen leichten Argonstrom in etwa 2 min durchgefiihrt und ergibt

Elutionsausbeuten tiber 90 %.

Ausbeute Ausbeute
[*FIFEB Radiochemische Radio- [SFIFEC Radiochemische Radio-
Ausbeute aktivitits- Ausbeute aktivitits-
(Anteil Radio- (Anteil Radio-
['*F|FEB verlust ['®F]FEC verlust
aktivitit auf aktivitit auf
HRP) (%) (%) M) (%) (%)
90% 70% 22% 56% 42% 12%
91% 74% 18% 56% 50% 11%
84% 66% 21% 62% 54% 13%
71% 56% 21% 56% 48% 14%
75% 58% 23% 58% 51% 12%
T7% 55% 29% 63% 46% 27%
67% 51% 24% 55% 45% 19%
T74% 61% 18% 57% 50% 12%

Tabelle 3.48: Automatisierter zweistufiger Syntheseprozess von ['*F|FEB und ["*F]FEC
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Abbildung 3.25: Aufbau des Syntheseprogramms im Durchflussreaktors fiir die komplette zweistufige Synthese von
["*F]FEC mit Kartuschenaufreinigung




Die Tabelle 3.48 gibt folgende Parameter der Synthese von ['*F]FEB und ['*F]FEC an:

- Ausbeute ['®F]FEB: Verhiltnis von der Radioaktivitit, welche auf der HRP Kartusche
fixiert worden ist zur Radioaktivitét in der Spiillosung und auf der C18.

- Ausbeute ['"®F]FEC: Verhiltnis von der Radioaktivitit, welche auf den CM Kartuschen
fixiert worden ist zur Radioaktivitdt in der Spiillosung.

- Radiochemische Ausbeuten ['®F]FEB und ['®F]FEC: Anteil der anfangs eingesetzten
Radioaktivititen im jeweiligen Produkt.
Der Radioaktivitédtsverlust gibt an, wieviel der anfangs eingesetzten Radioaktivitit
nicht wiedergefunden werden konnte und innerhalb des jeweiligen Reaktors 1 und 2

(in den Kapillaren, den Ventile und Gefid3en) verblieben ist.

3.4 Synthese eines neuen "*F-PET-Tracers

Das folgende Kapitel beschreibt die Synthese eines neuen '*F-Tracers bestehend aus einem
Siliciumbaustein als prosthetische Gruppe und dem Peptid
(D-Phe6,Leu-NHEt13,des-Met14)-Bombesin(6-14).

Das gewiinschte Endmolekiil dieser Arbeit, welches aus dem oben genannten stabilen
Bombesin-Derivat und aus einem der Siliciumbausteine H-Si oder F-Si bestehen soll, wird
dann in der post-labeling Variante mit '8F-Fluoridldsung iiber die prosthetische Gruppe
markiert. Verwendet wurde bevorzugt der Siliciumbaustein F-Si, da die Radiomarkierung
dieser Verbindung unter sehr milden Bedingungen bei Raumtemperatur durch
Isotopenaustausch mit [!®F]Fluorid mdglich ist.

Eine zentrale Rolle bei dieser Synthese spielt die L-Cysteinsédure (Abbildung 3.26).
SO3H
OH
HQNLW
O
Abbildung 3.26: L-Cysteinsiure
Uber die Aminogruppe soll iiber mehrere Syntheseschritte der Siliciumbaustein eingefiihrt
werden. Die Carbonsdurefunktion des Molekiils wird mit dem Peptid gekoppelt. Zuséatzlich

wird durch die Sulfonsduregruppe der L-Cysteinsdure eine hydrophile Gruppe in das

Endprodukt eingefiihrt.
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Die Verwendung von L-Cysteinsdure als Linkermolekiil hat sich aulerdem bereits vorteilhaft
in Untersuchungen hinsichtlich Rezeptorbindungsaffinitit erwiesen. So wurde bei einem
Bombesin-Derivat mit Cysteinséure eine konstante Anreicherung im Tumor von 5 % ID/g
nach 30 min erreicht und dieser Wert dnderte sich auch innerhalb der nédchsten 4 Stunden
nicht. Das Derivat ohne Cysteinsdure dagegen ergab nur eine erste Anreicherung von ca.
2.36 % ID/g nach 30 min, welche auflerdem innerhalb von 4 Stunden auf 1.61 % ID/g
absank.(*%)

Der gesamte Syntheseweg umfasst 6 Reaktionsschritte zum Endprodukt 6 (siche Abbildung
3.41) und schlieBt ab mit der Radiomarkierung des Endproduktes 6 mit ['®F]Fluorid. Die
einzelnen Zwischenstufen wurden fiir den weiteren Einsatz soweit notwendig gereinigt und
durch Messungen in der HPLC {iberpriift bzw. zusitzlich durch NMR- und MS-Analysen

nachgewiesen.

3.4.1 Syntheseroute zum Zielmolekiil

Der erste Schritt der Synthese besteht darin, aus Boc-Aminoessigsdure und
1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) einen Ester herzustellen (HOBt-Ester, Produkt 1, siehe
Abbildung 3.27), der in einem anschlieBenden Schritt mit L-Cysteinsdure gekoppelt (siche
Abbildung 3.29) wird.

O)LH,OQKOH _a ., OJKN,OQKO,N\Q

Abbildung 3.27: Synthese des HOBt-Esters (Produkt 1)
1.2 eq HoBt, 0.95 eq DCC in Dichlormethan, RT, mind. 4h

Das 1-Hydroxybenzotriazol wurde im leichten Uberschuss hinzugegeben, da es zum einen
Edukt ist und zum anderen eine Konkurrenzreaktion des N,N’-Dicyclohexylcarbodiimids
(DCC) zum ,,N-Acylurea® Intermediate verhindern soll. Aus dem gleichen Grund wurde das
DCC nur im leichten Unterschuss zugesetzt.

Nachdem die ,,0-Acylurea” Form des DCCs mit Boc-Aminoessigsiure gebildet wurde, wird
das Intermediate durch HOBt protoniert und verhindert so die Bildung des ,,N-Acylurea®
Intermediates. AnschlieBend reagiert das HOBt mit dem ,,0-Acylurea® Intermediat zum
HOBt-Ester. In der HPLC kénnen HOBt (Reg #1, ca. 6 min) und HOBt-Ester (Reg #2, ca. 14

min) unterschieden werden:
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Abbildung 3.28: HPLC von HOBt und HOBt-Ester, C18 Siule, 0-90% Acetonitril in 30 min

Nach Abschluss der Reaktionszeit wird der entstandene Feststoff abfiltriert, nochmals mit
Dichlormethan gewaschen und die Losung eingeengt. Der HOBt-Ester wurde durch HPLC-
und NMR-Analyse bestétigt und direkt weiter im Syntheseschritt 2 eingesetzt:

SO3H
>L o) 0 I/\I:N >L o) 0
b
OJKH,OQKO,N\Q _b O)LH,OQLH OH
0

Abbildung 3.29: Kopplung des HOBt-Esters mit L-Cysteinsdure
0.9 eq L-Cysteinsiure, 3.0 eq Triethylamin, 1.0 eq HOBt-Ester in Acetonitril, RT, mind. 3h

Die Kopplung des HOBt-Esters mit L-Cysteinsdure wurde in Acetonitril mit einem
Uberschuss an Base bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die L-Cysteinsdure wurde im leichten
Unterschuss eingesetzt, um eine restlose Umsetzung zu erreichen. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel entfernt und die Mischung durch Sdulenchromatographie vom iiberschiissigen
HBOt gereinigt. Dabei wurde der Farbstoff Bromcresol griin zur Produktidentifizierung
verwendet. HOBt wird ebenso wie das Kopplungsprodukt gelb angeférbt, jedoch ist nur HOBt
zusitzlich im UV-Licht zu sehen, was eine Unterscheidung moglich macht. Die iiberschiissige
Base Triethylamin wird durch das Farbemittel blau gefarbt. Das Laufmittel war eine

Mischung aus Ethanol, Wasser, Ethylacetat und Aceton im Verhéltnis 1:1:4:1. Nach
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Sammlung der Produktfraktionen wurde durch mehrfaches Destillieren mit Acetonitril das
Wasser entfernt und ein farbloser Feststoff erhalten, der durch MS-Analyse als das

gewiinschte Produkt 2 identifiziert werden konnte.

Im dritten Syntheseschritt erfolgte die Aktivierung der L-Cysteinsdurefunktion durch die
Synthese eines TFP-Esters (Produkt 3) aus dem Produkt 2 und Tetrafluorphenol (TFP)
mithilfe des Kopplungsreagenz 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC):

>L o o SO >L o o SOH _
Ay O A oH D oA O O:©/F
H H H H
0 0
F

F

Abbildung 3.30: Synthese des TFP-Esters (Produkt 3)
0.95 eq EDC, 1.1 eq TFP in Acetonitril, RT, mind. 24h

Der TFP-Ester wurde in situ hergestellt und direkt weiter mit dem Bombesinderivat
umgesetzt. Die TFP-Ester-Mischung, Tetrafluorphenol (TFP) und das Bombesinderivat
wurden zuvor in HPLC Chromatogrammen analysiert, um die Umsetzung des néchsten
Syntheseschrittes verfolgen zu kdnnen:

In Abbildung 3.31 ist das Chromatogramm des TFP-Esters auf einer C18-Sédule und einem
Gradienten von 0-50% Acetonitril in 30 min gezeigt. Durch eine Einzelmessung von
Tetrafluorphenol (TFP) konnte der Peak bei 22.5 min als TFP-Ester identifiziert werden,
wihrend der Peak bei 28 min TFP darstellt.

In Abbildung 3.32 ist das Chromatogramm des Bombesinderivates bei 23 min auf einer
C18-Séule und einem Gradienten von 0-50% Acetonitril in 30 min gezeigt.

Abbildung 3.33 zeigt die Kopplung von (D-Phe6,Leu-NHEt13,des-Met14)-Bombesin(6-14)
an das Produkt 3 zum Produkt 4. Die Abbildung 3.34 zeigt die Analyse der
Reaktionsmischung in der HPLC nach 15 min Reaktionszeit. Es hat sich neben den
Reaktanden 1 neuer Peak bei 27 min gebildet. Lisst man die Reaktion iiber 2 Tage stehen und
analysiert die Mischung erneut, sind die Peaks der Edukte (Bombesinderivat bei 23 min und
TFP-Ester bei 22.5 min) verschwunden (Abbildung 3.35). Es ist nur noch das Produkt 4 bei
27 min und das Nebenprodukt TFP bei 28 min vorhanden.
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Abbildung 3.31: Chromatogramm der TFP-Ester-Losung (Produkt 3), C18-Siaule mit 0-50%
Acetonitril in 30 min, TFP (28 min), TFP-Ester (22.5 min)
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Abbildung 3.32: Chromatogramm von (D-Phe6, Leu-NHEt13, Des-Met14)-Bombesin (6-14) bei
23 min, C18-Saule mit 0-50% Acetonitril in 30 min
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Abbildung 3.33: Kopplung TFP-Ester und Bombesinderivat zu Produkt 4

0.2 eq (D-Phe6, Leu-NHEt13, Des-Met14)-Bombesin (6-14)in Dimethylformamid (DMF), RT, 48h
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Abbildung 3.34: Chromatogramm von Kopplung Bombesinderivat mit TFP-Ester-Mischung nach

min

15 min Reaktionszeit, C18-Siule mit 0-50% Acetonitril in 30 min
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Abbildung 3.35: Chromatogramm von Kopplung Bombesinderivat mit TFP-Ester-Mischung nach
48 h Reaktionszeit, C18-Saule mit 0-50% Acetonitril in 30 min

Die Reaktionsmischung wird 10fach mit Wasser verdiinnt und iiber eine Sep-Pak C18 Plus
Light Kartusche gegeben. Die Kartusche wird nacheinander mit
Natriumhydrogencarbonatlosung (pH =9), 10 % Acetonitril in Wasser und Diethylether
gewaschen. Das Produkt 4 wurde mit 80% Acetonitril in Wasser von der Kartusche eluiert.
Die Aufarbeitung wurde chromatographisch kontrolliert. Dabei wurde festgestellt, dass das
Produkt 4 beim Trappen nicht restlos auf der Kartusche fixiert wird und das TFP nicht
komplett entfernt aber deutlich reduziert werden kann. Das Ldsungsmittel wird durch
azeotrope Trocknung im warmen Wasserbad entfernt und Produkt 4 isoliert.

Im nédchsten Syntheseschritt (Abbildung 3.36) wird die Boc-Schutzgruppe mit
Trifluoressigdure (10%ig in Dichlormethan) abgespaltet.

In der HPLC konnte der Erfolg der Entschiitzung durch Fehlen des Peaks des geschiitzten
Produktes 4 (27 min) und einem neuen Peak fiir das entschiitzte Produkt S5 bei 23 min
iiberpriift werden. Die Trifluoressigsdure muss nach 10 min Entschiitzungszeit sofort durch
Aufnehmen der Losung in Dichlormethan, in Acetonitril und Trocknen der Mischung entfernt
werden. Produkt 5 wurde nur in sifu hergestellt und direkt in der letzten Synthesestufe

eingesetzt.
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Abbildung 3.36: Entfernen der Boc-Schutzgruppe zum Produkt 5

Die letzte Synthesestufe bestand in der Kopplung des Siliciumbausteines F-Si an das
entschiitzte Produkt 5 zum Endprodukt 6 (Abbildung 3.37). Dazu wurde Produkt 5 in 700 pl
einer Citratpufferlosung (pH =3) vorgelegt und der Siliciumbaustein F-Si in 300 pl
Acetonitril dazugegeben. Die Reaktionsmischung wird 30 min auf 50°C erhitzt und dann mit
weiterem Acetonitril versetzt, bis sich der gebildete Niederschlag wieder gelost hat. Zur
Entfernung des iiberschiissigen F-Si wird die Mischung mit Wasser verdiinnt und auf 2
Sep-Pak C18 Plus Light Kartuschen gegeben. Nach Waschen der Kartuschen mit Wasser und
Diethylether wird das Endprodukt 6 mit 90% Ethanollésung eluiert. Die Entfernung von F-Si
kann wieder chromatographisch in der HPLC beobachtet werden. Das F-Si ist als Peak bei
43 min identifiziert worden (Reg #4). Vor der Aufarbeitung ist dieser Peak deutlich erkennbar
(Abbildung 3.38) und nach der Aufarbeitung nicht mehr vorhanden (Abbildung 3.39).

Bei den verbliebenden Peaks des Chromatogramms handelt es sich bei Reg #2 (38 min) um
das Endprodukt 6. Die weiteren Peaks bei 31 min und 39 min ergaben bei dem Versuch, die
Mischung mit ['®F]Fluorid zu markieren, ebenfalls radioaktive Peaks in der HPLC. Auch bei
der Aufarbeitung mit einer Sep-Pak C18 Plus Light Kartusche konnten diese beiden Peaks
nicht von dem '®F-markierten Bombesin-F-Si-Produkt abgetrennt werden. Daher musste das
Endprodukt 6 fiir die reprisentative Radiomarkierung mit ['*F]Fluorid moglichst rein isoliert

werden.
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Abbildung 3.37: Kopplung des Silicinumbausteins an das entschiitzte Produkt zum Endprodukt 6
1.1 eq F-Si, Citratpufferlosung pH = 3, 50°C, 30 min
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Abbildung 3.38: Reaktionsmischung fiir Endprodukt 6 vor Aufarbeitung mit Kartuschen
Reg #2 (38 min) ist Endprodukt 6, Reg #4 (43 min) ist F-Si, Reg #1 und #3 nicht identifiziert
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Abbildung 3.39: Reaktionsmischung fiir Endprodukt 6 nach Aufarbeitung mit Kartuschen
Reg #2 (38 min) ist Endprodukt 6, Reg #1 und #3 nicht identifiziert

Eine weitere Isolierung des Endproduktes 6 (Reg #3, 38 min) war nur durch eine préaparative

HPLC mdglich. Ein Chromatogramm des reinen Endproduktes 6 bei 38 min zeigt Abbildung
3.40.
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Abbildung 3.40: Priparativ gereingtes Endprodukt 6, Reg #1 (38 min)

Das Endprodukt 6 konnte durch MS-Analyse bestétigt werden. Die Abbildung 3.41 auf der

folgenden Seite zeigt noch einmal den gesamten Syntheseprozess bis zum Endprodukt 6.
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Abbildung 3.41: Syntheseroute zum '®F-PET-Tracers
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3.4.2 Radiomarkierung des neuen *F-PET-Tracers

Nach erfolgreicher Synthese sollte das Zielmolekiil 6 nun analog zum einfachen
Siliciumbaustein F-Si durch Isotopenaustausch mit ['®F]Fluorid markiert werden. Dabei

wurden die Methoden A, B und C zur '8F-Fluoridvorbereitung angewendet.

O~ NH:
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Leider wurde festgestellt, dass die Radiomarkierung mit ['*F]Fluorid nach Methode A kein
BF_markiertes Produkt geliefert hat. Die HPLC Messung zeigte keinen Produktpeak.
Vermutlich ist die '8F-Fluoridldsung nach Methode A zu basisch fiir das Peptidprodukt.

Mit '¥F-Fluoridldsung nach Methode B (azeotrop getrocknetes [!®F]Fluorid) und Methode C
(rein wiissriges ['®F]Fluorid) konnte die Verbindung markiert werden.

Die Ausbeuten wurden anhand von zwei verschiedenen Methoden bestimmt. Zum einen
wurde die Reaktionsmischung durch Diinnschichtchromatographie aufgetrennt. Das Produkt
lauft in reinem Ethanol mit einem RsWert=0.6 und das freie ['*F]Fluorid verbleibt im
unteren Bereich der Platte. Die Kieselgelplatte wurde entsprechend geteilt und die Teile im
Gammacounter zur Ausbeutebestimmung vermessen. Als zweite Methode wurde nach
SCHIRRMACHER et.al®? eine Aufreinigung mit einer Sep-Pak C18 Plus Light Kartusche
durchgefiihrt. Dazu wurde die Reaktionsmischung mit 10 ml einer
Natriumdihydrogenphosphatlosung (¢ =0.25 mol/l, pH =4.5) verdiinnt und iiber die
Kartusche gegeben. Dann wurde mit Wasser gewaschen und das Produkt mit 1 ml Ethanol
eluiert. Das Verhéltnis der Radioaktivitit von auf der C18 Kartusche zuriickgehaltenem
Produkt zur durchgelaufenen Losung wurde zur Ausbeutebestimmung herangezogen. Als
Referenz wurde in einigen Fillen die Messung auf der HPLC herangezogen und der
Produktpeak durch Flachenintegration ausgewertet. Die HPLC Messung sollte als
Uberpriifung dienen, falls sich bei der Ausbeutebestimmung bei den anderen beiden

Methoden zu grof3e Diskrepanzen (>10 %) ergaben (siche Tabelle 3.49, Vial 0.2 mg)
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In Tabelle 3.49 sind die Ergebnisse der Radiomarkierung des Endproduktes 6 mit

8F_Fluoridldsung nach Methode B (azeotrop getrocknetes ['*F]Fluorid) zusammengefasst.

Masse
Ausbeute nach DC Ausbeute nach C18
Endprodukt 6 | Reaktionsvorlage

(%) (%)

(mg)
0.2 Vial 66% (mit HPLC bestétigt) 48%
0.2 Reaktor 72% 67%
0.1 Vial 58% 53%
0.1 Reaktor 71% 70%
0.04 Vial 51% 54%
0.04 Reaktor 72% 66%
0.02 Vial 45% 49%
0.02 Reaktor 75% 63%

Tabelle 3.49: Radiomarkierung von 50 pl Endprodukte 6 in DMF mit 50 pl ['®F]Fluoridlosung
nach Methode B, 15 min, RT

50 ul 'F-Fluoridldsung wurden im Vial zu einer Lésung aus Endprodukt 6 in 50 ul DMF
gegeben. Die Mischung wurde 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann wie
oben beschrieben analysiert. Im Reaktor wurden die 50 ul '®F-Fluoridlésung iiber Pumpe 1
und die 50 pl Peptidproduktlosung tiber Pumpe 2 bei Raumtemperatur in die PEEK-Kapillare
gefiihrt. Die Flussgeschwindigkeit wurde so eingestellt, dass die Reaktionsmischung nach

15 min aufgefangen und analysiert werden konnte.

Markierung Produkt 6
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70 — ——

60
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40
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30
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Abbildung 3.42: Vergleich Markierung Produkt 6 nach Methode B im Vial und Reaktor

144



Aus den ermittelten Ausbeuten nach DC und C18 aus Tabelle 3.49 wurde ein Mittelwert
berechnet und in Abbildung 3.42 graphisch dargestellt. Erkennbar ist, dass mit abnehmender
Masse an Produkt 6 die Ausbeute im Vial stetig abnimmt, wihrend im Reaktor eine konstante
Ausbeute um 70 % erreicht wird.

Auffillig bei den Umsetzungen mit '8F-Fluoridlésung nach Methode B war, dass sich in den

HPLC Chromatogrammen zusitzliche Peaks zeigten (Abbildung 3.43).
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Reg #3 38.20 DD(M) 54975.38 67,9

Abbildung 3.43: HPLC Analyse der Umsetzung Produkt A mit ['®F|Fluoridlésung nach Methode B

Im radioaktiven Bereich konnte ein weiterer Peak detektiert werden (Reg #2, 37 min). Im
Rahmen dieser Arbeit konnten die zusétzlichen Peaks im Radio- und UV-Bereich nicht mehr
weiter untersucht werden. Denkbar wéren eine Konkurrenzreaktion (Markierung mit
['®F]Fluorid an anderer Stelle des Endproduktes 6) oder eine Bildung von Isomeren wihrend

der Radiomarkierung.
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Allerdings verschwinden diese zusétzlichen Peaks, wenn bei den Umsetzungen mit
BF_Fluoridldsung nach Methode B Essigsiure hinzugefiigt wird. In der HPLC zeigte sich ein
sauberes Markierungsprodukt (siche Abbildung 3.44).
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Abbildung 3.44: HPLC Analyse der Umsetzung Produkt 6 mit '®*F-Fluoridlosung nach Methode B

mit Essigsiure

Es wurden auBerdem noch zwei Umsetzungen mit '*F-Fluoridldsung nach Methode C
durchgefiihrt. Auch hier wurde ein sauberes Markierungsprodukt wie in Abbildung 3.44

erhalten.

Somit konnte gezeigt werden, dass das synthetisierte Endmolekiil 6 mit ['®F]Fluorid in reiner
Form markiert werden kann. Nach bisherigen Ergebnissen ist dabei Methode B zur
BF_Fluoridvorbereitung am geeignetsten und die Markierung sollte unter Zusatz von

Essigsdure erfolgen, um Nebenprodukte nach Abbildung 3.43 zu vermeiden.
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Fiir die Zielrealisierung dieser Arbeit wurden zunédchst die optimalen Syntheseparameter auf
dem fluiden Durchflussreaktor der Firma Elysia-raytest GmbH untersucht und festgelegt. Die
adidquaten Synthesetemperaturen wurden mit 95-100 °C (['®F]JFDG) bzw. mit 115-120 °C
(["*F]JFEB) und mit 105 °C (['®F]FEC) bestimmt. Es hat sich auBerdem herausgestellt, dass
ein Gegendruckventil von 5.2 bar bei Synthesetemperaturen iiber 90 °C notwendig ist, damit
das ['®F]Fluorid mit der eingestellten Durchflussgeschwindigkeit durch die PEEK-Kapillare
stromt. Fiir eine Reaktionszeit von etwa 15 Minuten pro Synthesestufe wurde eine optimale
Durchflussgeschwindigkeit von 3 ul/s (180 pl/min) bei einer PEEK-Kapillarldinge von 5 m

und einem PEEK-Kapillardurchmesser von 0.5 mm ermittelt.

Bei der Suche nach einer geeigneten standardisierten Methode zur Radionuklidbereitstellung
von ['8F]Fluorid wurden verschiedene Phasen-Transfer-Katalysatoren untersucht. Neben
Kryptofix 222 wurden dazu Tetraalkylammonium-Verbindungen wie TPAOH und TBAOH
bzw. die jeweiligen Hydrogencarbonat- und Carbonat-Verbindungen herangezogen. Der
Austausch von azeotrop getrocknetem Kryptofix 222 gegen azeotrop getrocknete
Tetraalkylammonium-Verbindungen war problemlos bei gleichbleibenden Ausbeuten der
Syntheseprodukte moglich. Es ist im Rahmen dieser Arbeit auBerdem gelungen, eine nicht
azeotrop getrocknete '*F-Fluoridlosung in den radiochemischen Synthesen einzusetzen, ohne
Ausbeuteverluste gegeniiber der azeotrop getrockneten Methode hinnehmen zu miissen.
Durch die Einsparung der azeotropen Trocknung sind eine hohe Zeitersparnis und eine
Minimierung des Radioaktivititsverlustes des ['®F]Fluorids bei der Vorbereitung moglich.
Um diese Methode der Radionuklidbereitstellung zu realisieren wurden verschiedene
Parameter optimiert:

- Die Materialmenge des Anionenaustauschers wurde von 130 mg auf 12-15mg
minimiert. Die Fixierung der 'F-Fluoridldsung ist mit minimalen Verlusten von
45+2.7% optimal. Aullerdem sind hohe Eluatausbeuten der aufgearbeiteten
BBE_Fluoridlésung mit niedrigen Eluentkonzentrationen, niedrigem Elutionsvolumen
und weniger basischen Phasen-Transfer-Katalysatoren (TBAHCO; anstelle von
TBAOH) moglich.

- Die Wahl eines weniger basischen Phasen-Transfer-Katalysators (TBAHCO; oder
(TBA)COs anstelle von TBAOH) erméglicht den direkten Einsatz des ['*F]Fluorids in
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der Synthese ohne azeotrope Trocknung und ohne weitere Verdiinnung mit trockenem
Losungsmittel.
Wihrend der weiteren Optimierung wurde Methode A zur 'SF-Fluoridvorbereitung
entwickelt. Dabei wird mit 200 pl einer TBAOH Losung (5 pl/500 pl Acetonitril) eluiert und
anschlieend werden die storenden Hydroxid-lonen durch Zusatz von 300 pl einer TBAHCO3
Losung (5-6 ul/500 pl Acetonitril) neutralisiert. Es liegen dann Carbonat-lonen vor, welche

die Markierungsreaktion weniger storen.

Diese neu entwickelte Methode A wurde mit der Methode der azeotropen Trocknung mit
Kryptofix 222 (Methode B) verglichen. Dazu wurden die Synthesen von ['*F]FDG, ['*F]FEB
und ['*F]FB hinsichtlich der Auswirkungen auf die maximal mdgliche Reaktionsausbeute bei
minimal mdglichem Precursor Einsatz untersucht. Aulerdem wurde iiberpriift, inwieweit der
fluide Durchflussreaktor gegeniiber dem Reaktionsvial einen Vorteil bei der

Precursorminimierung hat.

Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
Precursor Methode zur
Produkt im Reaktionsvial im fluiden Durchflussreaktor
(mg) BF_Fluoridvorbereitung
(%) (%)
0.5 A [ISF]FDG 14+£5 84 +4
0.5 B ['8F]FDG 62+ 10 77 +2
0.2 B [ISF]FEB 13+£2 67+1
0.2 A [ISF]FB 13+£2 68+2
0.2 B [ISF]FB 64 +9 79+ 4

Tabelle 4.1: Syntheseergebnisse fiir acetylgeschiitzte ['*F]FDG, ['*F|FEB und ['*F|FB

Nachgewiesen werde konnte, dass der fluide Durchflussreaktor unabhingig von der
eingesetzten ~Methode zur '8F-Fluoridvorbereitung vor allem bei niedrigeren
Precursorkonzentrationen stabilere und hohere Ausbeuten liefert als das Reaktionsvial.
Besonders deutlich wird dies an den in Tabelle 4.1 dargestellten Ergebnissen. Beispielsweise
kann acetylgeschiitzte ['*F]JFDG mit nach Methode A vorbereitetem ['*F]Fluorid im fluiden
Durchflussreaktor mit einer Ausbeute von 84 + 4 % hergestellt werden, im Reaktionsvial sind
bei gleichen Bedingungen nur noch 14 +5 % moglich. Verwendet man fiir die gleiche
Synthese nach Methode B vorbereitetes ['*F]Fluorid hat dies im fluiden Durchflussreaktor
keinen Vorteil flir die Ausbeute, im Reaktionsvial kann sie dagegen auf 62 £+ 10 % angehoben

werden. Fiir die Synthesen von ['*F]FEB und ['*F]FB wiirde man bei einer Precursormenge

148




von 0.2 mg ebenfalls den fluiden Durchflussreaktor wéhlen, da er stabile Ausbeuten iiber
60 % liefert, wihrend sich im Reaktionsvial meist deutlich niedrigere Werte ergeben.

Der direkte Vergleich der Methoden zur '8F-Fluoridvorbereitung zeigt, dass Methode A eine
gute, zeitsparende Alternative zu Methode B ist (siche Tabelle 4.2).

Ausbeute in Losung Ausbeute in Losung
Precursor
Produkt mit Methode A mit Methode B
(mg)
(%) (%)
1 [ISF]FDG 890+ 1 80+4
05 | ["FIFDG 84+4 7742
0.1 ['*F]FDG 23+ 1 60+ 4
1 [ISF]FEB 81+1 70£5
0.5 [ISF]FEB 78 +2 66 +4
0.1 [ISF]FEB 41 +4 67+1

Tabelle 4.2: Syntheseergebnisse fiir acetylgeschiitzte ['*F]FDG und ['"*F]FEB im fluiden

Durchflussreaktor

Bei Precursormengen bis 0.5 mg sind keine Verluste an Ausbeute erkennbar, wenn man
Methode A zur '®F-Fluoridvorbereitung wihlt. Erst bei weiterer Minimierung (siche Tabelle
4.2, Precursor 0.1 mg) féllt der Vorteil der azeotropen Trocknung nach Methode B wieder ins

Gewicht.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Durchfiihrung der vollstindig automatisierten
Synthese von ['*F]FDG und der zweistufigen Synthese von ['*F]FEB und ['*F]FEC auf dem
fluiden Durchflussreaktor. Es ist gelungen, alle genannten Syntheseprozesse auf den fluiden
Durchflussreaktor zu {iibertragen, inklusive der Aufreinigung der Syntheseprodukte durch
Kartuschen und Elution der finalen Endprodukte. Dazu wurden Programme sowohl fiir die
einstufigen Syntheseprozesse von ['®F]JFDG, ['®F]FEB (siche Abbildung 5.5 in Kapitel 5)
und ["®FJFEC (siche Abbildung 5.8 in Kapitel 5) als auch fiir den zweistufigen
Syntheseprozess aus ['*F]JFEB und ['®F]FEC (siehe Abbildung 5.9 in Kapitel 5) erstellt. In
Tabelle 4.3 sind die durchschnittlichen Ergebnisse fiir die einstufigen Synthesen von
["*F]FDG und ['"*F]FEB zusammengefasst. Die Elution der Endprodukte von den Kartuschen

konnte mit iiber 90 % realisiert werden.
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Ausbeute (Anteil Radioaktivitit auf Radiochemische Ausbeute
Radioaktivititsverlust
Synthese Kartuschen vor Elution) an Produkt %)
(\}
(“o) (%)
[®F]IFDG 84+9 % 59+8 % 30+£5%
['®F]FEB 81+7 % 64+7 % 21+3 %

Tabelle 4.3: Ergebnisse fiir die automatisierten, einstufigen Synthesen von ['*F|FDG und ['*F]FEB

im fluiden Durchflussreaktor (Precursor 1 mg)

Der automatisierte zweistufige Syntheseprozess von ['*F]FEB und ["®F]FEC dauert bis zur
Elution von ['®F]FEC etwa 1 Stunde.

Ausbeute (Anteil Radioaktivitiit auf Radiochemische Ausbeute
Synthese- Radioaktivititsverlust
Kartuschen vor Elution) an Produkt
stufe (%)
(%) (%)
['*F]FEB 79 +7 % 61 £6% (22 £3 %)
['*F]FEC 58+2% 48 +3 % (15+4 %)

Tabelle 4.4: Ergebnisse fiir die automatisierte, zweistufige Synthese von ['*F]FEC im fluiden

Durchflussreaktor (1. Stufe: Precursor 1 mg, 2. Stufe: 400 ul DMAE)

Die wiedergefundene Aktivitdt auf den Kartuschen ergibt fiir die erste Synthesestufe
Ausbeuten an ['*F]FEB von 79 + 7 % und fiir die zweite Synthesestufe ['F]JFEC Ausbeuten
von 58 + 2 %. Die radiochemischen Ausbeuten betragen unter Beriicksichtigung des
Radioaktivititsverlustes in den Reaktorsystemen fiir ['*F]FEB 61 + 6 % und fiir ['*F]FEC
48 £ 3 %.

Die Synthese eines neuartigen 'SF-PET-Tracers mithilfe des Siliciumbausteins F-Si als
prosthetische Gruppe konnte ebenfalls realisiert werden. In 6 Synthesestufen (siche
Abbildung 3.41) wurden ein Bombesin-Derivat und der Siliciumbaustein F-Si an die
Ausgangsverbindung L-Cysteinsdure gekoppelt und das finale Endprodukt 6 durch
praparative Chromatographie isoliert. Die Radiomarkierung des Endproduktes 6 wurde in
der post-labeling Variante durch Isotopenaustausch an der prosthetischen Gruppe F-Si
vorgenommen.

Die Radiomarkierung von F-Si wurde vorab im Einzelnen untersucht. Dabei war vor allem
die milde Radiomarkierung bei Raumtemperatur im Hinblick auf die spitere Markierung des
Endproduktes 6 interessant. Es konnte wieder bestitigt werden, dass der fluide

Durchflussreaktor bei Precursorminimierung linger stabile und hohere Ausbeuten liefert. Die
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Ausbeuten im Reaktionsvial konnten allerdings teilweise durch Zusatz von Essigsdure
angehoben werden, wogegen sich der Zusatz von Essigsdure im fluiden Durchflussreaktor
ungiinstig auswirkt. Die Markierung von F-Si mit rein wissriger '®F-Fluoridlésung (Methode
C) konnte im fluiden Durchflussreaktor nicht realisiert werden. Ursache dafiir ist die
schlechte Loslichkeit des Siliciumbausteins in wéssriger Losung, was zu Verstopfung der
diinnen Kapillaren fiihrt. Im Reaktionsvial dagegen war eine Umsetzung moglich, wobei sich
hier eine Kombination aus Essigsdure und TBAHCO;3 (Bildung eines Essigsdure-Acetat-
Puffers) positiv auswirkt.

Basierend auf den Erkenntnissen bei der Markierung des einzelnen Siliciumbausteins F-Si
wurde auch das Endprodukt 6 bei Raumtemperatur markiert. Leider konnte diese
Verbindung mit der in dieser Arbeit entwickelten Methode A nicht erfolgreich markiert
werden. Mit Methode B dagegen war es mdglich, das markierte Endprodukt 6 herzustellen.
Abbildung 4.1 zeigt den direkten Vergleich der Markierungen im Reaktionsvial und im
fluiden Durchflussreaktor. Analog zu bisherigen Ergebnissen sind auch hier die Ausbeuten im

Reaktor linger konstant als im Vial.

Markierung Produkt 6
80
0 +—e—— . —
60
50
40
30
20
10

Vial

—— Reaktor

Ausbeute in %

0,2 01 0,04 0,02

Menge Produkt 6 in mg

Abbildung 4.1: Ergebnisse fiir die Radiomarkierung von Endprodukt 6 (RT, Methode B, 15 min)

Allerdings sind bei dieser Umsetzung in der HPLC zusitzliche, nicht identifizierte,
Nebenprodukte erkennbar. Die Bildung dieser Nebenprodukte wird vermieden, wenn
Essigsdure zur Reaktionsmischung hinzugefiigt wird. Die Essigsdure verhindert
moglicherweise die Markierung des Produktes an anderen Stellen oder begiinstigt die

Markierung des Produktes durch pH-Einfluss.
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Alle gestellten Ziele fiir diese Arbeit konnten erreicht werden. Es wurde eine neue Methode
zur Radionuklidbereitstellung von ['®F]Fluorid ohne azeotrope Trocknung entwickelt und
erfolgreich bei radiochemischen Synthesen angewandt. Die kompletten automatisierten
Synthesen von ['®F]FDG, ['®F]FEB und ['®*F]FEC konnten erfolgreich auf einem fluiden
Durchflussreaktor realisiert werden. Die Darstellung eines neuartigen 'SF-PET-Tracers
mithilfe des Siliciumbausteins F-Si konnte in Form des Endproduktes 6 erzielt und mit

['®F]Fluorid erfolgreich markiert werden.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Chemikalien

Alle Chemikalien, die in dieser Doktorarbeit verwendet und kduflich erworben wurden, sind

in Tabelle 5.1 aufgelistet.

Name Lieferant Reinheit/Gehalt
Aceton Merck zur Analyse
. fiir die HPLC,
Acetonitril Promochem max. 0,02% Wasser
0
Acetonitril Merck trocken, max. 0,005%
Wasser
Acetonitril Merck fur DNA-Synthese,
max. 10ppm Wasser
Boc-aminooxyessigsiure Sigma Aldrich >98%
(D-Phe6,Leu-NHELt13,des-Met14)- American Peptide 9729,
Bombesin (6-14) Company 70
4-Brombenzalkohol Sigma Aldrich 99%
Bromcresol griin Sigma Aldrich ACS Reagenz

Bromethanol Fluka-Chemie reinst, >95%
2-Bromethylnosylat ABX >95%
2-(4-Bromphenyl)-1,3-dioxolan ABCR 95%
tert-Butyldimethylsilylchlorid Sigma Aldrich 97%
tert-Butyllithium Sigma Aldrich 1.7 M in Pentan
n-Butyllithium Sigma Aldrich 1.6 M in Hexan
Citronensaure-Monohydrat KMF Laborchemie zur Analyse
L-Cysteinsdure Monohydrat Sigma Aldrich >99%
Dichlormethan Merck zur Analyse
N,N-Dicyclohexylcarbodiimid Fluka-Chemie 99%
99%

Diethylenglykol

Sigma Aldrich
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Diethylether Merck zur Analyse
N_(3£\]I)'-i;?}?;}11<}:/;?‘tr>r(l) i;?glri(()ipyn_ Sigma Aldrich purum, 98%
N,N-Dimethylethanolamin Sigma Aldrich 99,5%
N,N-Dimethylformamid Sigma Aldrich wasserfrei, 99,8%
Dimethylsulfoxid Sigma Aldrich wasserfrei, 99,9%
Di-tert-butyldifluorsilan ABCR 97%
Di-iso-propylchlorsilan Sigma Aldrich 99%
Essigsdure Merck konz.
Essigsédureethylester Acros Organics reinst, >99%
Ethanol Merck zur Analyse
FB-Precursor ABX >95%

Hexan Acros Organics reinst, >95%
1-Hydroxybenzotriazol Fluka-Chemie >98%
Imidazol Merck 99%
Kaliumcarbonat Sigma Aldrich wasserfrei, 99%
Kryptofix 222 Merck zur Synthese
Mannosetriflat ABX ultra pure
Methanol Merck zur Analyse
Natriumcarbonat Merck wasserfrei, 99,9%
Natriumchlorid Sigma Aldrich reinst, >99,5%
Natriumhydrogencarbonat Merck zur Analyse
Natriumsulfat Sigma Aldrich wasserfrei, >99%
Natronlauge Merck 1.0M
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p-Nitrobenzensulfonylchlorid Fluka-Chemie reinst, >95%

1,2,2,6,6-Pentamethylpiperidin Sigma Aldrich 97%
iso-Propylmagnesiumchlorid Sigma Aldrich 2.0 M in THF
Pyridin Sigma Aldrich wasserfrei, 99,8%
Pyridiniumchlorchromat Sigma Aldrich 98%
Salzsdure Merck 1.0M
Salzsdure Merck zur Analyse, 37%
Tetrabutylammoniumhydroxid Sigma Aldrich 54% Losung in Wasser
2,3,5,6-Tetrafluorphenol Sigma Aldrich 97%
Tetrahydrofuran Sigma Aldrich wasserfrei, >99,9%
Tetrapropylammoniumhydroxid Merck 2t Syr&?ae::e,fo% in
Toluol-4-sulfonsdure-Monohydrat Merck zur Analyse, >99%
Triethylamin Merck zur Synthese, >99%
Trifluoressigsdure Merck zur Synthese, >99%
tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck zur Analyse, min. 99%

Tabelle 5.1: Verwendete Chemikalien

5.2 Ubersicht der verwendeten Kartuschen und ihre Konditionierung

Selbstgebaute OMA-Kartusche
Der Filter und das Pulvermaterial einer CHROMABOND® PS-HCOs-Kartusche werden

entfernt und die leere Kartusche mit einem Luftstrom von verbliebenen, feinen
Partikelteilchen gesdubert. 10-15 mg Packungsmaterial einer Sep-Pak Accell Plus QMA Plus
Light Kartusche werden abgewogen und in die leere PS-Kartusche gefiillt. Der Filter wird
wiedereingesetzt und die fertige Kartusche mit 18 ml einer

1 M Natriumhydrogencarbonatlésung und anschliefend mit 20 ml Wasser konditioniert.
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Weitere verwendete Kartuschen sowie deren Konditionierung sind in einer Ubersicht in

Tabelle 5.2 gelistet.
Name Lieferant Konditionierung
Sep-Pak C18 Plus Light Cartndge 5 ml Ethanol
130mg Sorbent per Cartridge
. . Waters GmbH 10 ml Wasser
53-105um Particle Size Im Luftstrom trocknen
(WATO023501)
Sep-Pak C18 Plus Short Ca.rtrldge 5 ml Ethanol
360mg Sorbent per Cartridge
: . Waters GmbH 10 ml Wasser
53-105um Particle Size Im Luftstrom trocknen
(WATO020515)
Sep-Pak Silica Plus Light Cartridge
120mg Sorbent per Cartridge . e .
55-105m Particle Size Waters GmbH Keine Konditionierung
(WATO023537)
Sep-Pak Silica Plus Long Cartridge
690mg Sorbent per Cartridge . o
55-105um Particle Size Waters GmbH Keine Konditionierung
(WATO020520)
Sep-Pak Accell Plus QMA Plus
Light Cartridge 18 ml NaHCO3 Losung
130mg Sorbent per Cartridge Waters GmbH (1mol/1)
37-55um Particle Size 20 ml Wasser
(WATO023525)
Sep-Pak Accell Plus CM Plus Short
Cartridge
360mg Sorbent per Cartridge Waters GmbH 20 ml Wasser
37-55um Particle Size
(WATO020550)
® . . .
QHROMAFIX HR-I" Cartridge MACHEREY-NAGEL GmbH 20 ml Acetonitril
Size L, Adsorbent weight 680mg & Co. KG 10 ml Wasser
(731841) ’ Im Luftstrom trocknen
® R
CHROMABOND™ PS-HCO3 MACHEREY-NAGEL GmbH | Keine Konditionierung
Cartridge & Co. KG
(730691) ’

Tabelle 5.2: Verwendete Kartuschen
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5.3 Materialien fiir den fluiden Durchflussreaktor

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit wurden mit einem Prototyp eines fluiden
Durchflussreaktors der Firma Elysia-raytest GmbH (vor 2015-10 raytest) erstellt. Dieser ist
in Abbildung 5.1 abgebildet:

Abbildung 5.1: Prototyp des fluiden Durchflussreaktors

Die schematische Darstellung der Prozessfiihrung im fluiden Durchflussreaktor ist auf der
folgenden Seite in Abbildung 5.2 zu sehen.

Weitere Zubehorteile des fluide Durchflussreaktors sind in Tabelle 5.3 zusammengefasst.

Name Lieferant

Cavro® XCalibur Modular Digital Pump Tecan Systems, Inc.

Back Pressure Regulator (BPR)

40 psi = 2,8 bar cartridge (griin)

Back Pressure Regulator (BPR)

75 psi = 5,2 bar cartridge (gelb)
PEEK-Kapillarrohr, griin-gestreift
ID =0.75 mm, Liange = 10 m Chromatographie Handel Miiller
Art-Nr. 701143

IDEX Health & Science GmbH

IDEX Health & Science GmbH

BPR Holder Chromatographie Handel Miiller

PEEK-Kapillarrohr, orange-gestreift

ID =0.5 mm, Lange = 10 m Chromatographie Handel Miiller
Art-Nr. 701141

Tabelle 5.3: Zubehor fiir den fluiden Durchflussreaktor
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Abbildung 5.2: Prozessschema im fluiden Durchflussreaktor



5.4 Analysemethoden

Radioaktivititsmessungen

Die Radioaktivititsmengen auf Kartuschen, in Reaktionsvials und Reaktorkapillaren sowie
auf Diinnschichtchromatographie Kieselgel Platten wurden mit folgenden Geréten vermessen:
e Aktivimeter Isomed 501 (Neue Messelektronik Dresden GmbH)
e Bohrloch Gammacounter 1480 Wizard (Perkin Elmer)

Radiodiinnschichtchromatographie

Fir die Dinnschichtchromatographie wurden Kieselgel Platten der Firma Merck
(Kieselgel 60) eingesetzt. Nach Abschluss der Radiomarkierung wurde eine Probe der
Reaktionsmischung mit einer Kapillare auf die Kieselgel Platte gebracht und in eine
Entwicklungskammer mit Acetonitril (['*F]FDG, ['®F]FEB) oder Ethanol (Peptid Endprodukt
6) als mobile Phase gestellt. Freies ['*F]Fluorid verbleibt im unteren Bereich der Platte,
wihrend sich das !®F-markierte Produkt mit der mobilen Phase in den oberen Bereich der
Platte bewegt. Die Platte wird entsprechend geschnitten und die Teile zur

Ausbeutebestimmung mit einem Radioaktivitdtsmessgerit (z. B. Gammacounter) vermessen.

HPLC

Die verwendete Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) Messstation besteht aus einer
Kontron Gradienten Pumpe (322) mit einem UV-Detektor von Agilent (1100) und einem
Nal(TI)-Bohrloch Szintillationsdetektor fiir die Radioaktivitdtsdetektion. Die Auswertung
erfolgt mit der Software Gina-Star der Firma Elysia-raytest GmbH. Eine 10-20 pl Probe wird
iiber einen Rheodyne Injektor (7125) in die 500 pl Probenschleife gespritzt und weiter zu
einer Festphasensdule LiChrospher|0O0RP18EC der Firma Langerwehe transportiert.

Die mobile Phase besteht zunichst aus Wasser (mit 0,1 % TFA Zusatz) und wird mit einem
bestimmten Gardienten zunehmend mit Acetonitril versetzt. Nachfolgende Tabelle 5.4 zeigt
die Gradienten und Retentionszeiten der wichtigsten Verbindungen fiir die Synthese des

Silan-Bombesin-Derivates aus Kapitel 5.10.
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Verbindung Gradient Retentionszeit
1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) 0-90 % MeCN in 30 min 6 min
HOBt-Ester, Produkt 1 (Abbildung 5.19) | 0-90 % MeCN in 30 min 14 min
Tetrafluorphenol (TFP) 0-50 % MeCN in 30 min 28 min
TFP-Ester, Produkt 3 (Abbildung 5.19) | 0-50 % MeCN in 30 min 22.5 min
Bombesin 0-50 % MeCN in 30 min 23 min
Produkt 4 (Abbildung 5.19) 0-50 % MeCN in 30 min 27 min
Produkt 5 (Abbildung 5.19) 0-50 % MeCN in 30 min 23 min
F-Si 0-50 % MeCN in 30 min 43 min

50-90% in 15 min
Produkt 6 (Abbildung 5.19) 0-50 % MeCN in 30 min 38 min
50-90% in 15 min

Tabelle 5.4: Zubehor fiir den fluiden Durchflussreaktor

'H-NMR, F-NMR

Folgende Gerite wurden fiir die Messung der 'H-NMR und '"F-NMR Spektren verwendet:

I9F_NMR:

'H-NMR:

Losungsmittel: CDCls
Massenspektrometrie

Bruker Advance (Luna 300 MHz)
Bruker Advance (Terra 400 MHz)

Folgende Gerite wurden fiir die Messung der ESI (+/-) und EI Massenspektren verwendet:

ESI (+/-):
El:

Die NMR-Spektren und Massespektren der synthetisierten Verbindungen sind im Kapitel 5.10

MAT9S5 Sektorfeldgerdt (Firma Thermo Finnigan)

aufgefiihrt.
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5.5 Bereitstellung von ['®F]Fluorid fiir die Synthese

Fir die Radionuklidbereitstellung von ['®F]Fluorid wurden 3 verschiedene Methoden
angewandt und miteinander verglichen. Sie werden an dieser Stelle beschrieben und in der

Doktorarbeit als Methode A, Methode B oder Methode C bezeichnet.

Methode A

Die wissrige '*F-Fluoridldsung wird auf einer selbstgebauten QMA-Kartusche konzentriert
und das Restwasser durch Spiilen mit 3 ml trockenem Acetonitril (max. 10 ppm Wasser)
moglichst vollstindig entfernt. Das ['*F]Fluorid wird dann mit einer Losung aus 5 ul TBAOH
(54 % in Wasser) in 200 pl Acetonitril eluiert. AnschlieBend werden 6 ul TBAHCO3 (54 % in
Wasser) in 300 pl Acetonitril zum Eluat hinzugefiigt, um die Hydroxid-lonen in Carbonat-
Ionen umzuwandeln. Die so erhaltene 500 ul '8F-Fluoridldsung wird direkt fiir die

Radiomarkierungen eingesetzt.

Methode B

Die wissrige '®F-Fluoridlosung wird auf einer selbstgebauten QMA-Kartusche konzentriert
und anschlieBend mit einer Losung aus 8.5 mg Kryptofix und 100 pl KoCOs3-Losung (0.1 M)
in 900 pl Acetonitril eluiert. Es folgt eine azeotrope Trocknung unter Argonstrom bei 95 °C.
Die azeotrope Trocknung wird 2x mit jeweils 1 ml Acetonitril wiederholt. Das
getrocknete ['*F]Fluorid wird in 500 pl trockenem Acetonitril (max. 5 ppm Wasser)

aufgenommen und steht dann fiir Radiomarkierungen zur Verfiigung.

Methode C

Die wissrige ®F-Fluoridldsung wird mit der gewiinschten Menge Wasser verdiinnt und direkt
ohne weitere Vorbereitung verwendet. Diese Methode kommt bei den Radiomarkierungen der
Siliciumbausteine und des Endproduktes aus Siliciumbaustein und (D-Phe6,Leu-NHEt13,des-
Met14)-Bombesin (6-14) zum Einsatz.
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5.6 Synthese von 2-['*F]Fluordeoxyglucose

Fiir die Synthese von 2-['®F]Fluordeoxyglucose wird acetylgeschiitztes Mannosetriflat in
Acetonitril als Precursor verwendet. Die '*F-Fluoridbereitstellung erfolgt durch Methode A
oder Methode B. Das Triflat wird durch nucleophile Substitution unter Walden-Inversion mit

[18F JFluorid markiert:

1 EF-

Walden-Invers 0?1

Abbildung 5.3: Markierung von Tetraacetyl-Mannosetriflat mit ['*F]Fluorid

Svnthesevorschrift fiir das Vial

100 ul '*F-Fluoridldsung (Vorbereitung nach Methode A oder Methode B) werden zu einer
Losung aus Mannosetriflat in 100 pl Acetonitril in einem Vial gegeben. Es wird 15 Minuten
bei 95-100 °C erhitzt. Im Anschluss erfolgen eine Analyse der Ausbeute mittels
Diinnschichtchromatographie und Gammacounter und eine Aufreinigung des Produktes durch
eine Sep-Pak C18 Plus Short Kartusche. Dazu wird die Reaktionslosung 10fach mit Wasser
verdinnt und tber die Kartusche gegeben. Die auf der Kartusche verbleibende
2-['"®F]Fluordeoxyglucose wird durch langsames Auftragen von 150-200 ul Natronlauge

(1 mol/l) auf der Kartusche entschiitzt und anschlieBend mit 2 ml Wasser eluiert.

Svnthesevorschrift fiir den fluiden Durchflussreaktor ohne Aufreinicung

Im fluiden Durchflussreaktor erfolgt die Synthese nach Abbildung 5.4. Die entsprechende
Menge an Mannosetriflat in 100 pl Acetonitril wird iiber Pumpe 1 (blaue Linie) und 100 pl
I8F_Fluoridlosung werden iiber Pumpe 2 (griine Linie) mit einer Geschwindigkeit von 3 ul/s
in den Reaktor 1 gepumpt. Der Reaktor 1 besteht aus einer PEEK-Kapillare mit einem
Durchmesser von 0.5 mm und einer Linge von 1.0 m und wird durch Eintauchen in ein auf

95-100 °C eingestelltes Glykolbad beheizt.

162



A2

H-RP

Cc-18

Abbildung 5.4: Einstufige Synthesen von ['*F]FEB und
acetylgeschiitzter ["*F|[FDG ohne Aufreinigung

Nach beendeter Zufiihrung der Edukte zum Reaktor wird mit Acetonitril kontinuierlich aus
den Vorratsgefialen 2 und 5 mit einer Geschwindigkeit von 3 pl/s nachgespiilt (rote Linie).
Die Produktlésung verldsst den Reaktor und wird iiber das Ventil A4 zum Auffanggefil3
geleitet (gelbe Linie). Die Analyse der aufgefangenen Produktlosung erfolgt nach 15 min

analog zur Synthesevorschrift im Vial.

Svnthesevorschrift fiir den fluiden Durchflussreaktor mit Aufreinigung

Nachdem analog zu Abbildung 5.4 die Reaktionslosung den Reaktor 1 verlésst (gelbe Linie),
wird sie durch Umschalten von Ventil A4 zu den Kartuschen geleitet (Abbildung 5.5). Vor
Erreichen der Kartuschen wird die Reaktionslosung in 10facher Menge mit Wasser verdiinnt,

welches durch Pumpe 3 kontinuierlich mit 24 pl/s zugefiihrt wird (blaue Linie).
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Fiir die Synthese von acetylgeschiitzter ['*FIFDG wird eine Sep-Pak C18 Plus Short
Kartusche eingesetzt, auf der die acetylgeschiitzte ['*F]JFDG aufgefangen und konzentriert
wird.

Im Anschluss wird iiber das Vorratsgefdl A Luft iiber die Kartusche geblasen, um das Wasser
moglichst quantitativ von der Sep-Pak C18 Plus Short Kartusche zu entfernen und die
acetylgeschiitzte ['*F]FDG zu trocknen. Zur Kontrolle werden die Aktivititsmengen auf der
Sep-Pak C18 Plus Short Kartusche und in der durchgelaufenen Lésung (waste) durch ein
Aktivitdtsmessgerdt vermessen.

Die Sep-Pak C18 Plus Short Kartusche wird mit einer Natronlauge (1 mol/l) etwa 5-10 min
behandelt, um die Schutzgruppen abzuspalten. Das entschiitzte Produkt wird abschlieBend mit
2 ml Wasser aus Vorratsgefal B von der Kartusche eluiert. Dies wird durch einen Argon

Uberdruck auf Vorratsgefi B ermdglicht.
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Abbildung 5.5: Einstufige Synthese von ["*F]FEB und
acetylgeschiitzter ['*F]FDG mit Kartuschen-Fixierung
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5.7 Synthese von 2-['8F|Fluorethylcholin

5.7.1  Synthese von 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat

Fiir die Synthese der ersten Stufe 2-[!®F]Fluorethylbromid wurde zunichst der Precursor
2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat aus 2-Bromethanol und p-Nitrobenzensulfonylchlorid und

1,2,2,6,6-Pentamethylpiperidin als Base hergestellt:

o O
\ 4 I HO \ . I
N s—cl  + \_\ S— o
// [l 5dbe1 RT I
(@) 0] (0]

Br

Abbildung 5.6: Synthese von 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat

Zu einer Losung aus 1,2,2,6,6-Pentamethylpiperidin (1.15 eq, 5.75 mmol, 1.04 ml) und
2-Bromethanol (5.0eq, 25.0mmol, 1.77ml) in 15ml Dichlormethan  wird
p-Nitrobenzensulfonylchlorid (1.0 eq, 5.0 mmol, 1.11 g) langsam zugetropft und die
Mischung fiir weitere 3-5 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Bei der nachfolgenden
Aufarbeitung wird die organische Phase jeweils 2x mit 0.1 N Salzsdure, Wasser und
1 M Kaliumcarbonat-Losung ausgeschiittelt. Nach Trocknen der organischen Phase iiber
Natriumsulfat wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und
2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat als gelb-oranger Feststoff mit einer Ausbeute von 82 %

erhalten.

5.7.2  Synthese von 2-['®F]Fluorethylbromid

Die Synthese des 2-['®F]Fluorethylbromids erfolgt durch die Zugabe von '*F-Fluoridlésung

zu einer Losung aus 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat in Acetonitril bei 115-120 °C:

181:*-
- 18
=N |c|) 120°C F
+ -
N S—O > \—\
// Il MeCN
0] (0] \_\ Br

Abbildung 5.7: Synthese von 2-['*F|Fluorethylbromid
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Svnthesevorschrift fiir das Vial

100 pl 'F-Fluoridldsung (Vorbereitung nach Methode A oder Methode B) werden zu einer
Losung aus 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat in 100 pl Acetonitril in einem Vial gegeben.
Es wird 15 min bei 115-120 °C erhitzt. Im Anschluss erfolgen eine Analyse der Ausbeute
mittels Diinnschichtchromatographie und Gammacounter und eine Aufreinigung des
Produktes durch eine Sep-Pak C18 Plus Short Kartusche, eine CHROMAFIX® HR-P
Kartusche und eine Sep-Pak Silica Plus Long Kartusche. Dazu wird die Reaktionslésung
10fach mit Wasser verdiinnt und {iber die Sep-Pak C18 Plus Short Kartusche und die
CHROMAFIX® HR-P Kartusche gegeben. Zur Kontrolle der Reaktion werden die
Aktivitaitsmengen auf den Kartuschen und in der durchgelaufenen Losung (waste) durch ein
Aktivititsmessgerit vermessen. Nach Fixierung des 2-['8F]Fluorethylbromids auf der
CHROMAFIX® HR-P Kartusche wird diese mit Luft getrocknet und das Produkt mit 2 ml
Dimethylsulfoxid tiber eine Sep-Pak Silica Plus Long Kartusche eluiert.

Svnthesevorschrift fiir den fluiden Durchflussreaktor ohne Aufreinigung

Im fluiden Durchflussreaktor erfolgt die Synthese von 2-['®F]Fluorethylbromid analog zur
Synthese von 2-['8F]Fluordeoxyglucose nach Abbildung 2. Die entsprechende Menge an
2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat in 100 ul Acetonitril wird {iber Pumpe 1 (blaue Linie)
und 100 ul ['®F]-Fluoridldsung werden iiber Pumpe 2 (griine Linie) mit einer
Geschwindigkeit von 3 pl/s in den Reaktor 1 gepumpt. Der Reaktor 1 besteht aus einer
PEEK-Kapillare mit einem Durchmesser von 0.5 mm und einer Lange von 1.0 m und wird
durch Eintauchen in ein auf 115-120 °C eingestelltes Glykolbad beheizt.

Nach beendeter Zufiihrung der Edukte zum fluiden Durchflussreaktor wird mit Acetonitril
kontinuierlich aus den VorratsgefiBen 2 und 5 mit einer Geschwindigkeit von 3 pl/s
nachgespiilt (rote Linie). Die Produktlosung verlédsst den Reaktor und wird iiber das Ventil A4
zum Auffanggefall geleitet (gelbe Linie). Die Analyse der aufgefangenen Produktlosung

erfolgt hier nach 15 min analog zur Synthesevorschrift im Vial.

Svnthesevorschrift fiir den fluiden Durchflussreaktor mit Aufreinigcung

Nachdem analog zu Abbildung 5.4 die Reaktionslosung den Reaktor 1 verlésst (gelbe Linie),
wird sie durch Umschalten von Ventil A4 zu den Kartuschen geleitet (Abbildung 5.5). Vor
Erreichen der Kartuschen wird die Losung in 10facher Menge mit Wasser verdiinnt, welches

durch Pumpe 3 kontinuierlich mit 24 pl/s zugefiihrt wird (blaue Linie).
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Fiir die Synthese von 2-[!8F]Fluorethylbromid wird eine vorreinigende Sep-Pak C18 Plus
Short Kartusche und eine CHROMAFIX® HR-P Kartusche eingesetzt, welche das Produkt
auffiangt und konzentriert.

Nach Ablauf des Syntheseprozesses wird die CHROMAFIX® HR-P Kartusche iiber
Vorratsgefal A mit Luft getrocknet und das Produkt iiber Vorratsgefil B mit 2 ml DMSO
eluiert. Durch Umschalten von Ventil C5 kann das Eluat {iber die Sep-Pak Silica Plus Long
Kartusche getrocknet und in das Auffanggefal3 9 liberfiihrt werden (rosa Linie) und steht dort

fiir die zweite Synthesestufe zur Verfiigung.

5.7.3  Synthese von 2-['*F]Fluorethylcholin

Die zweite Synthesestufe wurde im fluiden Durchflussreaktor ohne wund mit

Kartuschenaufreinigung untersucht.

Svynthesevorschrift fiir den fluiden Durchflussreaktor ohne Aufreinigcung

Dazu wurde ein Syntheseprogramm nach Abbildung 5.8 links durchgefiihrt.

L g g

Abbildung 5.8: Synthese von 2-['"*F]Fluorethylcholin ohne (links)

und mit (rechts) Kartuschen-Fixierung

2 ml 2-['8F]Fluorethylbromid in DMSO werden iiber Pumpe 4 (blaue Linie) und eine Losung
aus 1.6 ml Dimethylaminoethanol und 0.4 ml DMSO iiber Pumpe 5 (griine Linie) in den
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Reaktor 2 gefiihrt. Reaktor 2 besteht wie Reaktor 1 aus einer PEEK-Kapillare mit 1 m Linge
und einem Durchmesser von 0.5 mm und wird durch ein Glykolbad auf eine Temperatur von
105 °C geheizt. Die Geschwindigkeit der beiden Reaktionspumpen betrégt genau wie in der
ersten Synthesestufe jeweils 3 ul/s. Nach erfolgter Zugabe der Edukte zum Reaktor wird mit
DMSO aus den Vorratsgefdllen 10 und 13 (rote Linie) nachgespiilt. Die Reaktionslosung wird
nach Verlassen des Reaktors iiber Ventil D4 (gelbe Linie) in ein Auffanggefal3 geleitet.

Die Losung wird manuell mit einer 10fachen Menge an Wasser verdiinnt und iiber 2 Sep-Pak
Accell Plus CM Plus Short Kartuschen gegeben. Die Aktivititsmengen auf den Kartuschen
und in der durchgelaufenen Losung werden mittels Aktivititsmessgerdt bestimmt. Die

Kartuschen werden getrocknet und das Produkt mit 2 ml Natriumchloridlésung eluiert.

Svnthesevorschrift fiir den fluiden Durchflussreaktor mit Aufreinicung

Zur automatischen Fixierung von 2-['®F]Fluorethylcholin auf den Sep-Pak Accell Plus CM
Plus Short Kartuschen wurde ein Syntheseprozess nach Abbildung 5.8 rechts durchgefiihrt.

Hierfiir wird die Reaktionslosung, die den Reaktor verldsst, durch kontinuierliche
Wasserzugabe iiber Pumpe 3 verdiinnt und durch Umschalten von Ventil D4 iiber die
Kartuschen geleitet. Uber VorratsgefiB C werden die Sep-Pak Accell Plus CM Plus Short
Kartuschen mit Luft getrocknet und iiber VorratsgefiB D wird das Produkt mit 2 ml

Natriumchloridlosung durch Umschalten von Ventil E1 in ein Gefdl3 eluiert.

5.7.4  Zweistufiger Syntheseprozess im fluiden Durchflussreaktor

Der  komplette  Zweistufen-Syntheseprozess ~ von  2-['8F]Fluorethylbromid  und
2-['®F]Fluorethylcholin ist in Abbildung 5.9 dargestellt.

Die entsprechende Menge an 2-Bromethyl-4-nitrobenzensulfonat in 100 ul Acetonitril wird
iiber Pumpe 1 (griine Linie) und 100 pl ®F-Fluoridlosung werden iiber Pumpe 2 (rote Linie)
mit einer Geschwindigkeit von 3 pl/s in den Reaktor 1 gepumpt. Der Reaktor 1 besteht aus
einer PEEK-Kapillare mit einem Durchmesser von 0.5 mm und einer Linge von 1.0 m und
wird durch Eintauchen in ein auf 115-120 °C eingestelltes Glykolbad beheizt.

Nach beendeter Zufiihrung der Edukte zum Reaktor wird mit Acetonitril kontinuierlich aus
den VorratsgefdBBen 2 und 5 mit einer Geschwindigkeit von 3 pl/s nachgespiilt (orange Linie).

Die Produktlosung verldsst den Reaktor und wird durch Umschalten von Ventil A4 zu den
Kartuschen, eine Sep-Pak C18 Plus Short Kartusche und eine CHROMAFIX® HR-P
Kartusche geleitet (gelbe Linie). Vor Erreichen der Kartuschen wird die Losung in 10facher
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Menge mit Wasser verdiinnt, welches durch Pumpe 3 kontinuierlich mit 24 ul/s zugefiihrt
wird (blaue Linie). Nach Ablauf des Syntheseprozesses wird die CHROMAFIX® HR-P
Kartusche tiber Vorratsgefdl A mit Luft getrocknet und das Produkt iiber Vorratsgefal B mit
2 ml DMSO eluiert. Durch Umschalten von Ventil C5 kann das Eluat {iber die Sep-Pak Silica
Plus Long Kartusche getrocknet und in das Auffanggefal3 9 liberfiihrt werden (rosa Linie) und
steht dort fiir die zweite Synthesestufe zur Verfligung.

2 ml 2-['®F]Fluorethylbromid in DMSO werden iiber Pumpe 4 (rosa Linie) und eine Losung
aus 1.6 ml Dimethylaminoethanol und 0.4 ml DMSO iiber Pumpe 5 (rote Linie) in den
Reaktor 2 gefiihrt. Reaktor 2 besteht wie Reaktor 1 aus einer PEEK-Kapillare mit 1.0 m
Linge und einem Durchmesser von 0.5 mm und wird durch ein Glykolbad auf eine
Temperatur von 105 °C geheizt. Die Geschwindigkeit der beiden Reaktionspumpen betrigt
genau wie in der ersten Synthesestufe jeweils 3 pl/s. Nach erfolgter Zugabe der Edukte zum
Reaktor wird mit DMSO aus den VorratsgefdaBen 10 und 13 (hellgriine Linie) nachgespiilt.
Die Reaktionsldsung, die den Reaktor verldsst, wird durch kontinuierliche Wasserzugabe iiber
Pumpe 3 verdiinnt (blaue Linie) und durch Umschalten von Ventil D4 iiber die Kartuschen
geleitet (gelbe Linie). Uber VorratsgefdB C werden die Sep-Pak Accell Plus CM Plus Short
Kartuschen mit Luft getrocknet und tiiber Vorratsgefil D wird das Produkt mit 2 ml
Natriumchloridlosung durch Umschalten von Ventil E1 in ein Gefal3 eluiert.

Dieser komplette Prozess nimmt bis zur vollstindigen Elution von 2-['®F]Fluorethylcholin
1 Stunde in Anspruch. Wéhrend der Synthese gehen im Reaktorsystem 1 etwa 22 % der

eingesetzten Aktivitdt verloren, im Reaktorsystem 2 sind es ca. 14 %.
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Abbildung 5.9: Komplette zweistufige Synthese von 2-['®F|Fluorethylcholin




5.8 Synthese von p-['*F|Fluorbenzoesiureethylester (['*F]FB)
Die Synthese des p-['®F]Fluorbenzoesiureethylesters erfolgt durch die Zugabe von
I8F_Fluoridlosung zu einer Losung aus p-(Ethoxycarbonyl)-N, N, N-

trimethylbenzenaminiumtriflat (FB-Precursor) in Acetonitril bei 110-115 °C:

TFO 0
+

0
OEt OEt

Abbildung 5.10: Synthese von p-['F|Fluorbenzoesiureethylester

Svnthesevorschrift fiir das Vial

100 pl 'F-Fluoridldsung (Vorbereitung nach Methode A oder Methode B) werden zu einer
Losung aus FB-Precursor in 100 pl Acetonitril in einem Vial gegeben. Es wird 15 min bei
110-115°C erhitzt. Im Anschluss erfolgen eine Analyse der Ausbeute mittels

Diinnschichtchromatographie und Gammacounter.

Svnthesevorschrift fiir den fluiden Durchflussreaktor ohne Aufreinigung

Im fluiden Durchflussreaktor wird die entsprechende Menge an FB-Precursor in 100 pl
Acetonitril {iber Pumpe 1 und 100 pl '8F-Fluoridlésung werden iiber Pumpe 2 mit einer
Geschwindigkeit von 3 pl/s in den Reaktor 1 gepumpt. Der Reaktor 1 besteht aus einer
PEEK-Kapillare mit einem Durchmesser von 0.5 mm und einer Linge von 1.0 m und wird
durch Eintauchen in ein auf 110-115 °C eingestelltes Glykolbad beheizt.

Nach beendeter Zuflihrung der Edukte zum fluiden Durchflussreaktor wird mit Acetonitril
kontinuierlich aus den VorratsgefiBen 2 und 5 mit einer Geschwindigkeit von 3 pl/s
nachgespiilt. Die Produktlosung verldsst den Reaktor und wird iiber das Ventil A4 zum
Auffanggefdll geleitet. Die Analyse der aufgefangenen Produktlosung erfolgt hier nach

15 min analog zur Synthesevorschrift im Vial.
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5.9 Synthese und Radiomarkierung der Siliciumbausteine

5.9.1  Synthese von p-(Di-fert-butylfluorsilyl)benzaldehyd

p-(Brombenzyl)oxy(tert-butyl)dimethylsilan (1)

O e - 6 — L
1

Abbildung 5.11: Synthese von p-(Brombenzyl)oxy(zert-butyl)dimethylsilan

Zu einer Losung von p-Brombenzylalkohol (1.0 eq, 5.34 mmol, 1.0 g) in 4 ml DMF werden
nacheinander Imidazol (2.5eq, 13.37 mmol, 0.91 g) und tert-Butyldimethylsilylchlorid
(1.25 eq, 6.68 mmol, 1.0 g) langsam dazu gegeben und die Reaktionslosung iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Fiir die Aufarbeitung wird mit 30ml Wasser gequencht und 3x mit
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden nochmals mit Wasser
gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach einer weiteren Aufreinigung durch Sdulenchromatographie in reinem Hexan
(Rf=0.5, Anfirben mit KMnOs), wird p-(Brombenzyl)oxy(fert-butyl)dimethylsilan als
farblose Fliissigkeit (1.43 g, 89 %) erhalten.¢!- 177

"H NMR (400 MHz, CDCl5): & = 7.44 (d, °J = 8.46 Hz, 2H), 7.19 (d, >J = 8.47 Hz, 2H), 4.67
(s, 2H), 0.93 (s, 9H), 0.09 (s, 6H) ppm.

Di-tert-butyl(p-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-phenyl)fluorsilan (2)

Br@—/ |+ T ¥ 2

Abbildung 5.12: Synthese von Di-tert-butyl(p-(((fert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-
phenyl)fluorsilan

p-(Brombenzyl)oxy(zert-butyl)dimethylsilan (1.0 eq, 3.32 mmol, 1 g) wird in 4 ml trockenem
Diethylether vorgelegt und auf -78 °C gekiihlt. Es folgt die langsame Zugabe von
tert-Butyllithium in Pentan (1.7M, 2.1eq, 4.1ml). Nach etwa 15min wird
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Di-tert-butyldifluorsilan (1. eq, 3.98 mmol, 0.72 g) in 1 ml Diethylether zugefiigt. Die
Reaktionslosung ldsst man {iber Nacht auf Raumtemperatur erwidrmen. Nach Zugabe von
20 ml geséttigter Natriumchloridlosung wird das Produkt 3 x mit Diethylether extrahiert und
die organischen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum wird die zweite Synthesestufe
Di-tert-butyl(p-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-phenyl)fluorsilan als gelbliche
Fliissigkeit (1.25 g, 98 %) erhalten, die ohne weitere Aufreinigung in der nichsten Stufe

eingesetzt werden kann. (¢! 177

P-(Di-tert-butylfluorsilyl) phenyl)methanol (3)

Abbildung 5.13: Synthese von p-(Di-tert-butylfluorsilyl)phenyl)methanol

Di-tert-butyl(p-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-phenyl)fluorsilan (1.0 eq, 3.27 mmol,
1.25 g) wird in 10 ml Methanol vorgelegt und 0.1 ml 37 %ige Salzsdure langsam zugetropft.
Es wird iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels im
Vakuum wird das Rohprodukt in 20 ml Diethylether aufgenommen und die Losung mit einer
gesittigten Natriumcarbonatlosung gewaschen. Die wissrige Phase wird nochmals mit
Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Wasser gewaschen, iiber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Eine weitere
Aufreinigung erfolgt mittels Saulenchromatographie in Hexan/Essigsdureethylester = 9:1
(Rr=0.2). Es wurde p-(Di-tert-butylfluorsilyl)phenyl)methanol als weiler Feststoff (650 mg,
74 %) isoliert.(¢1- 177

"H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 =7.60 (d, *J=7.98 Hz, 2H), 7.37 (d, 3J = 7.83 Hz, 2H), 4.70
(s, 2H), 1.05 (d, >J = 1.11 Hz, 19H) ppm. '°F NMR (300 MHz, CDCls): § =-189.12 ppm.
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p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd (4)

1O — 0L

Abbildung 5.14: Synthese von p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd
Pyridiniumchlorchromat (2.5 eq, 5.33 mmol, 1.15 g) wird in 60 ml Dichlormethan vorgelegt
und auf 0 °C gekiihlt. p-(Di-tert-butylfluorsilyl)phenyl)methanol (1 eq, 2.13 mmol, 572 mg)
wird in 12 ml Dichlormethan gelost und anschliefend langsam zugetropft. Nach 30 min
Reaktionszeit bei 0 °C wird die Losung weitere 3 h auf Raumtemperatur erwdrmt. Nach
Verdiinnen mit 200 ml Diethylether wird der Niederschlag abfiltriert. Das Prézipitat wird
nochmals mit Diethylether gewaschen, die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach weiterer Aufreinigung durch
Sdulenchromatographie in Hexan/Essigsdureethylester = 19:1 (R¢=0.3) wird
p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd als weiBer Feststoft (400 mg, 70 %) erhalten.®!> 177
'THNMR (300 MHz, CDCl3): §=10.03 (s, 1H), 7.87 (d, *J=8.08 Hz, 2H), 7.78 (d,
3J=8.08 Hz, 2H), 1.06 (d, J=1.18Hz, 18H)ppm. "F NMR (300 MHz, CDCI):
8 =-188.65 ppm. MS (EI) =266 (M"*), 251 (M-CH3)", 209 (M-C4Ho)", 105 (M-FSiBuy)".

5.9.2  Radiomarkierung von p-(Di-fert-butylfluorsilyl)benzaldehyd

TOL — =0

Abbildung 5.15: Markierung von p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd

Svnthesevorschrift fiir das Vial

Fiir den Fluor-19/Fluor-18 Isotopenaustausch wurde p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd in
50 ul Acetonitril geldst. Es folgte die Zugabe von 50 ul der nach Methode A, B oder C
hergestellten '8F-Fluoridlésung bei Raumtemperatur. Bei einer Reihe von Versuchen erfolgte

zudem ein katalytischer Zusatz von 2 pl konzentrierter Essigsaure.©! 72)
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Svnthesevorschrift fiir den fluiden Durchflussreaktor

Im fluiden Durchflussreaktor wurde der Precursor in 50 pl Acetonitril iiber Pumpe 1 und
50 ul der '8F-Fluoridldsung nach Methode A, B oder C iiber Pumpe 2 durch die Kapillare
mit einem Flow von 3 ul/s gefiihrt. Bei einer Reithe von Versuchen erfolgte zudem ein

katalytischer Zusatz von 2 ul konzentrierter Essigsédure.

In beiden Methoden wurde das markierte Endprodukt nach 15 min Reaktionszeit analysiert.

5.9.3  Synthese von p-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd

2-(p-Di-iso-propylsilyl)-1,3-dioxolan

° liCI — Hr 7
Br4©_<oj )\ )\©_<oj

Abbildung 5.16: Synthese von 2-(p-Di-iso-propylsilyl)-1,3-dioxolan

Iso-Propylmagnesiumchlorid (2.0 M in THF, 2.0 eq, 13.0 mmol, 6.55 ml) wird in 65 ml
Tetrahydrofuran vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Anschlieend wird n-Butyllithium (1.6 M in
Hexan, 4.0 eq, 26.1 mmol, 16.4 ml) langsam hinzugefiigt und weitere 30 min bei 0 °C
gertihrt.  2-(p-Bromphenyl)-1,3-dioxolan (1.0 eq, 6.54 mmol, 1.5g) wird in 6.5ml
Tetrahydrofuran geldst und langsam in die Reaktionsmischung getropft. Nach weiteren 2 h
bei 0 °C, wird Diisopropylchlorsilan (6.0 eq, 39.2 mmol, 5.92 g, 6.7 ml) dazu gegeben, das
Eisbad entfernt und weitere 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Fiir die Aufarbeitung wird die
Reaktionslosung in 1 M Natriumhydrogencarbonatlosung gegeben und das Produkt mit
Essigsdureethylester  extrahiert. Die  organische Phase wird mit  gesattigter
Natriumchloridlésung gewaschenen und anschliefend iiber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und 2-(p-Di-iso-propylsilyl)-1,3-dioxolan ohne

weitere Reinigung fiir Synthesestufe 2 verwendet.(’?)
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Pp-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd

YO8 YO
TO< — 04

Abbildung 5.17: Synthese von p-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd

2-(p-Di-iso-propylsilyl)-1,3-dioxolan (1.0 eq, 4.91 mmol, 1.3 g) wird in 50 ml Aceton und
10 ml Wasser geldst. Pyridinium-p-toluensulfonat (0.3 eq, 1.47 mmol) wird aus Pyridin
(1.47 mmol, 116 mg, 119 ul) und Toluensulfonsdure (1.2 eq, 1.76 mmol, 335 mg) hergestellt,
in wenig Aceton/Wasser gelost und zur Reaktionslosung gegeben. Die Mischung wird 3 h
unter Riickfluss gekocht. Nach Abkiihlen wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der
Riickstand mit Diethylether aufgenommen und mit 1 M Natriumhydrogencarbonatlésung und
gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Weitere Aufreinigung erfolgt
sdulenchromatographisch ~ in ~ Hexan/Diethylether = 20:1 (RFr=0.4) und  ergibt
p-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd als gelbe, 6lige Flissigkeit (650 mg, 60 %).(17®

"HNMR (400 MHz, CDCI3): § = 10.02 (s, 1H, COH), 7.83 (d, °J=8.13 Hz, 2H, ArH), 7.68
(d, °*J=17.95 Hz, 2H, ArH), 3.98 (s, 1H, SiH), 1.31 - 1.21 (m, 2H, SiCH), 1.08 - 1.05 (m, 6H,
CH3), 1.00-0.97 (m, 6H, CHs). MS (EI)=220 (M™), 219 (M-H)", 177 (M-CsHy)",
149 (M-H-CO-C3Hs)", 135 (M-H-(C3Hg)2)"

5.9.4  Radiomarkierung von p-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd

I 4 — 18F—\Si/ 7
O — ~FO4

Abbildung 5.18: Markierung von p-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd

Svnthesevorschrift fiir das Vial

Die nukleophile Substitution von p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd wurde fiir 3
verschiedene Temperaturen, RT, 65 °C, 98 °C, untersucht. 50 ul '8F-Fluoridldsung nach
Methode A, B oder C und p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd in 50 pl Acetonitril wurden

in einem Vial bei entsprechender Temperatur zusammengegeben.
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Bei einer Reihe von Versuchen erfolgte zudem ein katalytischer Zusatz von konzentrierter

Essigséiure.(61’ 72)

Svnthesevorschrift fiir den fluiden Durchflussreaktor

Im fluiden Durchflussreaktor wurde der Precursor in 50 pl Acetonitril iiber Pumpe 1 und
50 ul der '8F-Fluoridldsung nach Methode A, B oder C iiber Pumpe 2 durch die Kapillare
mit einem Flow von 3 ul/s gefiihrt. Der Reaktor wurde dabei iiber ein beheiztes Glykolbad
temperiert.

In beiden Methoden wurde das markierte Endprodukt nach 15 min Reaktionszeit analysiert.

5.10 Synthese und Radiomarkierung eines Silan-Bombesin-Derivates

In Abbildung 5.19 ist die vollstindige Syntheseroute zum neuen '8F-Tracer bestehend aus
einem Siliciumbaustein, (D-Phe6,Leu-NHEt13,des-Met14)-Bombesin(6-14) und

L-Cysteinsdure als Linkermolekiil dargestellt.
Syntheseroute des neuen '3F-Tracers

a) Umsetzung von Boc-aminoessigsdure zum HOBt-Ester

Boc-aminoessigsdure (1.0 eq, 3.93 mmol, 750 mg) und 1-Hydroxybenzotriazol (1.2 eq,
4.7 mmol, 640 mg) werden in 20 ml trockenem Dichlormethan vorgelegt und anschlieBend
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (0.95eq, 3.72mmol, 769 mg) dazu gegeben. Die
Reaktionslosung wird iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das entstandene Prizipitat
wird abfiltriert und mit Dichlormethan gewaschen. Das Eluat wird im Vakuum eingeengt und

der Ester 1 ohne weitere Aufreinigung in der nachsten Synthesestufe eingesetzt.(179)

b) Kopplung von HOBt-Ester mit L-Cysteinsdure

L-Cysteinsdure Monohydrat (0.9 eq, 0.83 mmol, 156 mg) und Hydroxybenzotriazolester
(1.0 eq, 0.93 mmol, 285 mg) werden in 7 ml Acetonitril gelost und Triethylamin (3.0 eq,
2.79 mmol, 387 pl) hinzugefiigt. Nach 3 Stunden Reaktionszeit bei Raumtemperatur wird das
Losungsmittel entfernt und nach Aufreinigung durch Saulenchromatographie in
Ethanol/Wasser/Essigsdureethylester/Aceton = 1:1:4:1 (R¢=0.18, Anfirben mit Bromcresol
griin) wird 2 als farbloser Feststoff erhalten (172 mg, 60 %).117%> 180 181)

ESI (-) = 363.0 (M-2H+Na), 341.1 (M-H)", 170.0 (M-2H)*

Gemessen = 341.0653.
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Berechnet fiir C1oH17N209S™ = 341.0660.

c¢) Aktivierung von L-Cysteinsdure zum TFP-Ester

2 (1.0 eq, 0.026 mmol, 9 mg) wird in 900 pl wasserfreiem Acetonitril gelost. Nacheinander
werden 2,3,5,6-Tetrafluorphenol (1.1 eq, 0.029 mmol, 4.77 mg) in 900 ul Acetonitril und
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (0.95 eq, 0.025 mmol, 4.77 mg) in 900 pl
Acetonitril dazu gegeben und die Reaktionslosung iiber Nacht stehen gelassen. Die

Darstellung des Esters erfolgt in situ, wird mittels HPLC iiberpriift und nicht weiter
aufgearbeitet. (179, 180)

d) Kopplung von TFP-Ester an Bombesinderivat

Zu der hergestellten Esterlosung 3 wird (D-Phe6,Leu-NHEt13,des-Met14)-Bombesin (6-14)

(0.2 eq, 0.005 mmol, 5mg) in 500 ul trockenem Dimethylformamid hinzugefiigt. Nach
48 Stunden Reaktionszeit wird die Losung mit 40 ml Wasser verdiinnt und iiber eine C18 Plus
Kartusche gegeben. Die Kartusche wird anschlieBend nacheinander jeweils mit 3 ml einer
Natriumhydrogencarbonatlosung (pH=9), 10 % Acetonitril in Wasser und Diethylether
gespiilt. Nach Eluieren des Produktes mit einer Losung aus 80 % Acetonitril in Wasser wird
das Losungsmittel durch azeotrope Trocknung in einem 35-40 °C warmen Wasserbad entfernt
und 4 als weiler Feststoff (6.3 mg, 95 %) erhalten.(¢!-7%)

ESI (-) = 1328.7 (M-2H+Na)", 1306.7 (M-H).

Gemessen = 1306.5888.

Berechnet fiir CsoHg4N15017S™ = 1306.5896

e) Entschiitzung der Boc-Schutzgruppe

4 wird in 500 pl Dichlormethan und 50 pl Trifluoressigsdure 10 min bei Raumtemperatur
entschiitzt. Die Trifluoressigsdure wird durch Aufnehmen in Dichlormethan (2 x 500 ul) und
anschlieBend in Acetonitril (2 x 500 ul) und Trocknen mit einem 35-40°C warmen

Wasserbad entfernt. Das entschiitzte Produkt 5 wird direkt in der nichsten Synthesestufe

eingesetzt'(73’ 134)

f) Kopplung der Siliciumbausteine

Produkt § wird in 700 pl einer Citratpufferlosung (pH = 3) aufgenommen und eine Losung
aus p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd (1.1 eq, 0.0053 mmol, 1.4 g) bzw. p-(Di-iso-
propylsilyl)benzaldehyd (1.1 eq, 0.0053 mmol, g) in 300 pl Acetonitril dazu gegeben. Nach

30 min bei 50 °C werden weitere 300 pl Acetonitril hinzugefiigt, bis sich der ausgefallene
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Niederschlag aufgelost hat. Das iiberschiissige Silan wird durch folgende Aufarbeitung
entfernt: Nach Verdiinnen mit 15 ml Wasser wird die Losung iiber 2 C18 Plus Kartuschen
gegeben und nacheinander mit 2 ml Wasser und 2 ml Diethylether gespiilt. Das Produkt 6
wird mit einer 90 %igen Ethanollosung eluiert und nach Entfernung des Losungsmittels als
weiBer Feststoff erhalten.®!)

ESI (+) = 1479.8 (M+Na)", 750.9 (M+2Na)*".

Gemessen = 1478.6701; 750.8315. Berechnet fiir CgoHosFNi5015SSiNa" = 1478.6733.
Berechnet fiir CoHosFN15015SSiNa®" = 750.8313.

LC-ESI (-) = 1455 (M-H), 726 (M-2H)*

LC-ESI (+) = 1456 (M+H)", 729 (M+2H)**
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Abbildung 5.19: Synthese eines Silan-Bombesin-Derivates
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Radiomarkierung des neuen PET-Tracers mit Fluor-18

Synthesevorschrift zur Markierung des PET-Tracers fiir das Vial
50 pl '8F-Fluoridldsung nach Methode A, B oder C und das Peptidprodukt 6 in 50 ul DMF

wurden in einem Vial bei Raumtemperatur zusammengegeben. Nach 15 Minuten
Reaktionszeit erfolgte eine Analyse der Umsetzung mit der HPLC. Die Ausbeute wurde durch
Diinnschichtchromatographie (R-Wert Produkt=0.6 in Ethanol) und Vermessung der
Kieselgel Platten im Gammacounter bestimmt. Die Reaktionsmischung wurde anschlieBend
mit 10 ml einer Natriumdihydrogenphosphatlosung (¢ = 0.25 mol/l, pH = 4.5) verdiinnt und
iiber eine Sep-Pak C18 Plus Light Kartusche gegeben. Nach Waschen mit Wasser wurde das
Produkt mit 1 ml Ethanol eluiert. Durch Bestimmung der Radioaktivititsmengen auf der C18

Kartusche und der durchgelaufenen Losung wurde die Ausbeute nochmals gepriift.

Svynthesevorschrift zur Markierung des PET-Tracers fir den fluiden Durchflussreaktor

50 ul '8F-Fluoridlésung nach Methode A, B oder C wurden iiber Pumpe 1 und das
Peptidprodukt 6 in 50 ul DMF wurden iiber Pumpe 2 bei Raumtemperatur durch die PEEK-
Kapillare mit einem Flow von 3 pl/s gefiihrt. Die Reaktionsmischung aus dem Reaktor wurde

analog zur Synthesevorschrift im Vial analysiert.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Bombesin (D-Phe6,Leu-NHEt13,des-Met14)-Bombesin (6-14)
DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

DMAE Dimethylaminoethanol

DC Diinnschichtchromatographie

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
FB-Precursor p-(Ethoxycarbonyl)-N, N, N-trimethylbenzenaminiumtriflat
['*F]FB p-['8F]Fluorbenzoesiureethylester

["*FIFDG 2-['"®F]Fluordesoxyglucose

['*F]FEB 2-['"®F]Fluorethylbromid

["*F]FEC 2-['"®F]Fluorethylcholin

F-Si ['F]-p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzaldehyd

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HPLC High Performance Liquid Chromatography

H-Si p-(Di-iso-propylsilyl)benzaldehyd

HWZ Halbwertszeit

MeCN Acetonitril

MS Massenspektrometrie

NaCl Natriumchlorid

NMR Kernspinresonanzspektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance)
PET Positronenemissionstomographie

PMP 1,2,2,6,6-Pentamethylpiperidin

RT Raumtemperatur

SPE Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction)
SPECT Single-Photonen-Emissions-Computer-Tomographie
TBA Tetrabutylammonium

TFA Trifluoressigsdure

TFP Tetrafluorphenol

TPA Tetrapropylammonium
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