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1 Einleitung

1 Einleitung

Die ersten Untersuchungen mit radioaktivem Material erfolgten 1896 durch Henry
Becquerel, der durch einen Zufall feststellte, dass photographische Platten durch
Uransalze geschwarzt werden." Durch diese Entdeckung von Henry Becquerel wurde zum
ersten Mal der nattrliche radioaktive Zerfall beschrieben.

Die Anfange der Nutzung von radioaktiven Stoffen auf dem Gebiet der
,Lebenswissenschaften* sind von ihrer Uberlieferung her kriminalistischer Natur. Der
ungarische Chemiker Georg de Hevesy, zu dieser Zeit in England wohnhaft, soll seine
Vermieterin durch Kontamination mit einem radioaktiven Stoff Uberflhrt haben, die Reste
vom sonntaglichen Essen in der Woche, als ,Meatpudding® weiterverarbeitet, serviert zu
haben.? 1923 beschrieb er die Verteilung von radioaktivem Blei in Pflanzen und setzte
somit als Erster Radiotracer zur Untersuchung von Stoffwechselvorgingen ein.® Fiir diese
Untersuchungen wurde das radioaktive Blei Uber das GieBwasser den zu untersuchenden
Pflanzen zugegeben. Wenige Jahre spater veroffentlichte de Hevesy eine Studie Uber den
Phosphormetabolismus in Ratten. Fir die ex vivo Untersuchungen nutzte er das instabile
Isotop Phosphor-32 in Form von Phosphat als Ersatz fir das natlrliche Isotop
Phosphor-31.*

&
Georg de Hevesy (1885-1966)°
Das auf Untersuchungen von de Hevesy basierende Tracerprinzip (Kapitel 1.2) bildet

heute noch die Grundlagen in der Aufklarung von (bio-)chemischen und
pharmakologischen Prozessen in der Forschung und in der nuklearmedizinischen
Therapie und Diagnostik.> Auf Grund seiner Forschungen und den grundsétzlichen
Erkenntnissen auf dem Gebiet der Radiotracer gilt er auch als ,Vater der Nuklearmedizin®
und bekam 1943 den Nobelpreis fiir Chemie, als Anerkennung fir seine Arbeit auf dem
Gebiet der ,Anwendung von Isotopen als Indikator bei der Erforschung chemischer

Prozesse®, verliechen.®
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1.1 Emissions Tomographie

Die Einzel Photonen Emissions Computertomographie (Single Photon Emission
Computertomography, SPECT) ist ein funktionelles und bildgebendes Verfahren, mit dem
unter anderem Stoffwechselablaufe im Kérper dargestellt werden kénnen. Eine Aussage
Uber die Morphologie ist mit dieser Methode aber nicht méglich. Deshalb wird in modernen
Systemen haufig eine kombinierte SPECT/CT Messung durchgefihrt. Bei der
gleichzeitigen Aufnahme einer Computertomographie (CT) und SPECT-Messung sind
zusatzliche morphologische Aussagen durch Bildfusion méglich.

In der SPECT werden hauptsachlich Nuklide mit einer y-Strahlung im Energiebereich
von 100-300 keV eingesetzt, da diese energetische Strahlung durch die in der Gamma
Kamera enthaltenen Nal-Kristalle gut detektiert werden und in Kombination mit
Kollimatoren die Richtung des urspringlichen Zerfalls bestimmt werden kann. Ein nahezu
idealer, reiner y-Strahler mit einer dominanten 140 keV Hauptlinie ist das Technetium-99m
(Tc-99m) (t,=6,0 h, E,(IT) =140 keV). Die physikalische Eigenschaft von Tc-99m,
y-Quanten nur einer Energie zu emittieren, ermdéglicht eine nahezu ideale Messung durch
die eingesetzten Nal-Detektoren. Zusatzlich ist durch den Einsatz von
Mo-99/Tc-99m-Generatoren eine groBe Verfugbarkeit des Nuklids gegeben. Der Generator
enthdlt das im Vergleich zu Tc-99m langerlebige Mutternuklid Molybdan-99 (Mo-99,
t.= 66 h, B = 1,357 MeV), welches auf einer sauren Aluminiumoxid Matrix im Generator
fest gebunden wird. Das Mo-99 zerfallt zu Tc-99m (88,6 %) und Tc-99 (11,4 %), und kann
als Pertechnetat (TcO4) bei Bedarf leicht von der Matrix eluiert werden.

Tc-99m wird auf Grund der guten Verfligbarkeit, seiner idealen y-Quantenenergie und
seiner guten Komplexbildungseigenschaften in vielen Radiopharmaka, wie z.B.
9MTc-SESTAMIBI® und *™Tc-DMSA?, in der Nuklearmedizin eingesetzt. Auf Grund dieser
Eigenschaften hat es sich zum Hauptnuklid in der nuklearmedizinischen Diagnostik und
speziell im SPECT-Bereich entwickelt.

Die Positronen Emissions Tomographie (Positron Emission Tomography, PET)’
ermoglicht es, Aussagen Uber Transport- und Umsatzrate von Radiopharmaka und der
beteiligten Stoffwechselmetaboliten zu treffen, welche mit anderen bildgebenden
Verfahren, wie der Réntgen-Computer-Tomographie (CT) oder dem ,MR-imaging“ (iMRT)
nicht erreichbar sind. Diese ,klassischen® bildgebenden Verfahren kdnnen nur die



1 Einleitung

Morphologie wiedergeben, wahrend fir die Darstellung einer Anderung im biologischen
System neben PET (und SPECT) noch die funktionelle Magnet-Resonanz-Tomographie
(fMRT) zur Verfligung steht.'%""

Eine Kombination aus PET und CT, dem sogenannten PET-CT, ermdglicht es durch
computergestitzte Auswertung der Fusionsdaten den genauen Ort der Anreicherung der
Strahlung im Kdérper noch leichter zu bestimmen. Die in den letzten Jahren entwickelte
Kombination von PET mit MRT (PET-MRT) soll insbesondere im Bereich der
Hirnuntersuchungen eingesetzt werden. 21314

Fir die PET werden Radiopharmaka eingesetzt, die mit kurzlebigen, neutronenarmen
Radionukliden markiert sind (Tabelle 1.2, S.16). Die in der PET genutzten Nuklide
gelangen durch einen Positronenzerfall (8*) in ihren stabileren Zustand, der aber nur dann
maoglich ist, wenn die Zerfallsenergie mindestens so hoch ist wie die Summe der
Ruheenergie eines Elektrons und eines Positrons (1022 keV). Bei weniger energiereichen
Zerfallen wird der stabile Zustand des Kerns meist durch einen Elektronen-Einfang (EC,
Electron Capture) erreicht. In einigen wenigen Fallen, wenn die Nuklide besonders
neutronenarm sind, kann auch eine direkte Entsendung eines Protons erfolgen. Ein
neutronenarmes Nuklid mit héherer Zerfallsenergie (>> 511 keV) besitzt meist einen
héheren prozentualen Anteil an B*-Zerféllen im Vergleich zum EC (SPECT-Nuklid) und ist
deshalb gut fir die Positronen-Emissions-Tomographie geeignet.

B*-Zerfall : pr—=n+B +v (PET)
EC-Zerfall : p+e—n+v (SPECT)

Das beim B*-Zerfall entstandene Positron gibt zuerst seine kinetische Energie durch
St6Be z.B. im Gewebe ab und legt dabei eine Strecke proportional zu seiner kinetischen
Energie (1-8 mm) zurtck. Wenn die kinetische Energie des Positrons unterhalb von 10 eV
abgesunken ist, kann das Positron mit einem Elektron zu einem Positronium (Wasserstoff
ahnlichem Teilchen) rekombinieren. Der Spin des so entstandene Positronium kann im
Singulettzustand (antiparalleler Spin, Drehimpuls Null, mittlere Lebensdauer 1,25-107'%5s)
oder im Triplettzustand (paralleler Spin, Drehimpuls h=h/21m, mittlere Lebensdauer
1,39-107s) vorliegen,'® wobei der Singulettzustand in Wasser mit einer Wahrscheinlichkeit
von 96,4 % bevorzugt auftritt. Nach dieser Rekombination von Teilchen (Elektron) und
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Antiteilchen (Positron) kommt es zur Annihilation mit der Aussendung der daflr
charakteristischen Strahlung. Bei einer Rekombination aus dem Singulett-Zustand
entstehen zwei y-Quanten mit einer Energie von jeweils 511 keV (Ruheenergie eines
Elektron-Positron-Paares), die in einem Winkel von 180° ausgesendet werden (Abbildung
1.1)."® Dabei kann eine Winkelungenauigkeit von einigen milli-Radiant, bedingt durch die
restliche kinetische Energie des Positroniums, entstehen. Aus dem Triplett-Zustand
werden drei y-Quanten mit nicht festgelegten Winkelabstanden entsendet.

et positron

e~ electron

“; v neutrino
7 gamma/photon

(511keV)

Abbildung 1.1: B*-Zerfall, Abnahme der Energie (Exi, < 10eV) durch StéBe und anschlieBende Annihilation in
zwei y-Quanten (511 keV).'

Die dem B*-Zerfall folgende Aussendung zweier simultaner und kolinearer y-Quanten
ermoglicht es, eine Linie des Zerfalls durch eine yy-Koinzidenzmessung zu bestimmen.
Bei der PET erfolgt die Detektion mittels ringférmig angeordneter Detektoren. Diese
Detektoren bestanden zu Beginn der Technik aus Nal(T| dotiert) (1940)"” oder den u.a.
von Réntgen und Rutherford genutzten CaWOs- und ZnS-Szintillatoren (1900-30).'® Heute
werden aber meist BGO (BisGezO1z), LutetiumYitriumoxoorthosilicate (LYSO, LuYSiOs,
Ce** dotiert) oder Lutetiumoxyorthosilicat (LSO, LuoSiOs, Ce** dotiert) als
Szintillatorkristalle eingesetzt, da diese eine deutlich geringere Abklingzeit besitzen.'® Die
Gamma-Detektoren sind so miteinander elektronisch verschaltet, dass nur Ereignisse
ausgewertet werden, die innerhalb von wenigen Nanosekunden auf zwei
gegenlberliegenden Detektoren gemessen werden. Gleichzeitig wird noch zwischen
tatsachlicher Koinzidenz und zufalliger oder gestreuter Koinzidenz unterschieden. Streu-
und Adsorptionsverluste im Koérper/Gewebe kdnnen durch eine Transmissionsmessung

korrigiert werden. Durch diese Korrektur ist eine genauere Lokalisierung und bessere
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Quantifizierung der Radioaktivitdt im Gewebe mdglich und damit auch die genauere
Bestimmung von Ort und Menge (nano- bis picomolaren Bereich) des radioaktiven Tracers
und seiner Metaboliten. Bei der Positronen-Emissions-Tomographie kann eine gute
zeitliche Auflésung der Zerfalle wahrend der Messung von dynamischen Prozessen
erreicht werden. Die so erhaltenen Messwerte muissen anschlieBend durch Zerfalls-,
Streu- und Absorptionskorrekturen gefiltert werden und kénnen dann, durch Einsatz
entsprechender Modelle, zur Berechnung von physiologischen und pharmakologischen
Parametern genutzt werden. Die beste Auflésung (unter 2 mm FWHM (Eull Width at Half
Maximum)) wird zurzeit von hochauflésenden (Klein)Tier-PET-Geréten erreicht.?%222 |m
Human Bereich werden Auflésung von bis zu 4 mm FWHM erhalten.

In den dreiBiger Jahren des 20 Jahrhunderts wurde in ersten Versuche damit begonnen,
biologische und biochemische Prozesse mit Hilfe der PET zu untersuchen, aber erst 1983
wurde von Wagner et al. die erste PET Messung zur Darstellung von neuronalen
Rezeptoren in vivo durchgefiihrt.?® Seit Mitte der 90er Jahre wird die PET als funktionelles,
bildgebendes und non invasives Verfahren in der Nuklearmedizin standardmaBig

gen utzt 24,25,26,27

1.2 Radiotracer und Radiopharmaka

Als Radiotracer werden alle radioaktive Atome oder radioaktiv markierte Molekile
bezeichnet, die Verwendung im Bereich der Aufklarung von biologischen und chemischen
Prozessen finden.?® Radiopharmaka sind Radiotracer, die als Arzneimittel Verwendung
finden und in der Medizin als Strahlungsquelle zur Radiotherapie oder in der in vivo
Diagnostik eingesetzt werden, wobei die emittierte radioaktive Strahlung mittels eines
geeigneten Detektorsystems verfolgt und aufgezeichnet werden kann.®

Die Tracermethode basiert auf der Mdéglichkeit, eine kleine Menge einer radioaktiv
markierten Verbindung in den menschlichen Kérper einzubringen und dessen Verteilung
im Kdrper anhand der radioaktiven Strahlung, durch Messung von auBen, zu verfolgen.?
Bei der Markierung von Tracern und Pharmaka zum Erhalt eines optimalen
Radiopharmakons/Radiotracers ist die Auswahl eines geeigneten Isotops eine der
Hauptaufgaben. Zum einen kann mit einem endogenen Isotop (Ersatz von Atomen durch
ein Isotop des gleichen Elements z.B. Kohlenstoff-11, Stickstoff-13, Sauerstoff-15)

chemisch identisch markiert werden oder zum anderen, wenn eine endogene Markierung
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nicht praktikabel ist, die zu untersuchende Substanz geringfligig derivatisiert werden, so
dass noch eine hinreichende chemische und biologische Ahnlichkeit zur
Ausgangsverbindung besteht und eine Markierung mit einem anderen radioaktiven Nuklid
ermdglicht wird. Solche Analogtracer missen vor dem Einsatz als Radiopharmakon erneut
im Bezug auf die Pharmakodynamik, Pharmakokinetik, Toxizitdt und sonstige in vivo
Eigenschaften in préklinischen und klinischen Studien gepriift werden. Das Design eines
Radiopharmakons hangt auch von der jeweilige Fragestellung ab, z.B. wie lange der zu
untersuchende Prozess dauert oder wie oft eine Untersuchung in einem bestimmten
Zeitraum durchfihrbar sein soll. Fir diagnostische Untersuchungen sind nur Strahler mit
vy-Quanten geeignet, wobei diese y-Quanten direkt (SPECT) oder indirekt beim B*-Zerfall
(PET, 511 keV) emittiert werden kdnnen. a- und auch B-Teilchen gehen mit dem Gewebe
starke Wechselwirkungen ein und sind deshalb auBerhalb des Kérpers nur messbar, wenn
das Nuklid eine begleitende y-Strahlung enthalt. Durch die geforderte hohe Affinitat der
Radiotracer zu einem Zielbereich, die n.c.a. Verfligbarkeit des radioaktiven Nuklids und die
hohe Sensitivitdt der Radioaktivitdtsdetektoren in der PET kdnnen schon geringe
Stoffmengen des Radiopharmakons im Kérper eingesetzt und nachgewiesen werden.
Durch diese niedrige Stoffmenge des Radiopharmakons kann eine Messung ohne
pharmakologische Beeinflussung des physiologischen Systems und somit eine
Darstellung des Ist-Zustandes einzelner endogener Funktionen erfolgen. Zusatzlich
kénnen angesichts der geringen Stoffmenge auch als toxikologisch oder zentral wirksam
bekannte Substanzen in der Diagnostik eingesetzt werden (Kapitel 1.3.2).

Schon heute kénnen in der Diagnostik etliche physiologische Prozesse im Kérper mit
Radiotracern dargestellt werden, wie z.B. der Transport von Glucose und Aminosauren im
Kérper, der Blutfluss, Immunreaktionen oder auch Rezeptordichten in neuronalen
Bereichen.?® Der in der Nuklearmedizin wichtigste Radiotracer fiir die PET ist die
2-['®F]-Fluor-2-deoxy-D-glucose (['®F]-FDG), die unter anderem zur Aufklarung des
Zuckerstoffwechsels im Koérper eingesetzt wird. Insbesondere kann durch die Eigenschaft
eines erhdhten Zuckerstoffwechsels in einigen Tumorzellen mit ['®F]-FDG potentielles

Tumorgewebe im Kérper identifiziert werden.*°
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1.3 Grundlegende chemische und kinetische Gegebenheiten in
der Radiochemie

1.3.1 Definitionen

Radioaktive Nuklide und Verbindungen werden in drei verschiedene Gruppen eingeteilt:

e tragerfreie Nuklide (carrier-free; c.f.)
e tragerarme Nuklide (no-carrier-added; n.c.a.)
e getragerte Nuklide (carrier-added, c.a.)

Radionuklide, die keine natlrlichen Verunreinigungen eines stabilen Isotops enthalten
und ohne nachtraglichen Zusatz des eigenen stabilen Isotops eingesetzt werden, heiB3en
tragerfrei (c.f. = carrier free). Dies ist der ,deale Fall®, der jedoch nur fir kinstliche
Elemente ohne natirliche stabile Isotope, wie z.B. dem Technetium-99m (Tc-99m),
realisierbar ist.

Radioaktiven Nuklide, die ohne bewusste Zugabe des entsprechenden stabilen Isotops
hergestellt und eingesetzt werden, jedoch geringflgige Verunreinigungen an stabilem
Isotop durch Kontamination aus der Umgebung und Apparaturen enthalten, werden als
tragerarm (n.c.a. = no carrier added) bezeichnet.

Wird ein oder mehrere stabile Isotope des Radionuklids schon bewusst wahrend der
Produktion des Nuklids oder der Synthese des Radiotracers zugegeben, um z.B. eine
Stabilisierung der radioaktiv markierten Verbindung zu erhalten, wird dies als getragert
(c.a. = carrier added) bezeichnet. Diese Verunreinigung mit dem stabilen Isotop flhrt
automatisch zu einer geringeren spezifischen Aktivitat (s.u.) des entsprechenden Nuklids,
im Vergleich zu n.c.a. oder c.f. Nukliden.

Die Gruppenzugehdrigkeit hdngt unter anderem davon ab, Uber welche Kernreaktion
das jeweilige Nuklid hergestellt wird und der chemischen Beschaffenheit des Zielnuklids.
Der Grad der Verunreinigung hangt ins besondere von der natirlichen Haufigkeit des
Elements, seiner chemischen Form und der Arbeitsumgebung ab. Fir Elemente mit hoher
Elementhaufigkeit, wie z.B. Kohlenstoff, kann die Verdiinnung mit stabilem C-12 (z.B. CO5)
im B*-Strahler C-11 das 10-10000fache betragen.?® Bei seltener vorkommenden
Elementen, wie z.B. dem Fluor liegt die Verunreinigung des ['®F]-Fluorids typischerweise

7
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nur beim 10-100fachen. Dieser groBe Unterschied zwischen Fluor und Kohlenstoff wird
aber nicht nur, wie oben genannt, von der relativen nattrlichen Haufigkeit auf der Erde
hervorgerufen, sondern auch durch den Aggregatzustand des Elementes bzw. der
Elementverbindung beeinflusst. Fluor liegt auf der Erde meist in gebundener Form (z.B.

FluBspat CaF,) vor, Kohlenstoff aber auch in groBen Mengen gasférmig (z.B. COy).

Die spezifische Aktivitat (As) ist die MaBeinheit des Tragergehalts, die als Menge an
Radioaktivitdt pro Gesamtstoffmenge aller Atome des entsprechenden Elementes (aktiv
und inaktiv) angegeben wird.

A = Radioaktivitat [GBq oder Ci]
5 7 gesamte Stof fmenge [mol oder g]

Noch aussagekréftiger ist die Angabe der effektiven spezifischen Aktivitat (Asen).
Denn diese bezieht sich auf die gesamte Masse der in der entsprechenden chemischen
Form vorliegenden Substanz und nicht nur auf die Menge aller Atome des jeweiligen
Elementes.

Die maximal erreichbare theoretische spezifische Aktivitat (Asmax) kann aus der
Definition des radiochemischen Zerfalls abgeleitet werden. Die Aktivitdt A wird durch die
Zerfallskonstante A und die Anzahl der radioaktiven Atome N, ausgehend vom
Zerfallsgesetz, bestimmt.

—dN N
= = N -A[Bq] mitn = N (n = Molzahl und N, = Avogadrokonstante)
A
folgt:
Bq
= AN [—%
n A[mol]

auf ein Mol berechnet flr Ag max:

Bq
AS,max =A1-Ny [@]
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Die mit dieser Formel berechneten maximalen spezifischen Aktivitaten fir einige der
meist genutzten Positronenstrahler sind in Tabelle 1.1 dargestellt.

Tabelle 1.1: Theoretische maximale spezifische Aktivitat fir einige endogene Radionuklide, deren

Halbwertszeiten und die Haufigkeit auf der Erdhdille.

Isotop Theoretische maximale Praktische HWZ Haufigkeit auf Vorkommen
As As [min] der Erdhiille
[GBg/umol] [ppm]™
[TBg/pmol] [Ci/mol]
%0 3400 9,2:10™ 1-10 2,03 4,94-10° u.a. gasformig
N 480 1,9-10° 10-100 9,96 3-10° u.a. gasformig
c 340 9,2:107 10-100 20,3 8,73-10° u.a. gasformig
"8F 63 1,7-10° 100-1000 109,7 2,8:10° meist fest

Dieser Tabelle ist unter anderem zu entnehmen, dass die Halbwertszeit (HWZ) die

theoretische, maximale spezifische Aktivitat umgekehrt proportional beeinflusst:
L
ty,

Die theoretischen maximalen spezifischen Aktivitaten kénnen in der Praxis nicht fir
Radioisotope mit natlrlichen stabilen Isotopen erreicht werden. Durch diese Begebenheit
wird die Stoffmenge der Radioisotope um die Stoffmenge an nattirlichen stabilen Nukliden
in einer Reaktion erhéht, doch geschieht diese Erhéhung (meist pmol-nmol) im Vergleich
zu der Stoffmenge des Reaktionspartners (mmol) in so geringem MaBe, dass die
Stoffmengenéanderung bei kurzlebigen Nukliden meistens vernachlassigbar ist. Auf Grund
des dadurch meist gegebenen sehr groBen Unterschied bei den Stoffmengen der beiden
Reaktionspartner kann die Konzentration des stabilen Reaktanden (bis zu 10°fach héher)
im Geschwindigkeitsgesetz als konstant angesehen werden. Zuséatzlich gilt fiir Reaktionen
in groBer Verdinnung nahezu der ideale Fall des Nernst'schen Verteilungssatzes. Wenn
diese beiden Bedingungen erflllt sind, folgen die Reaktionen meist dem

Geschwindigkeitsgesetz pseudo-erster Ordnung.



1 Einleitung

Fir eine Reaktion erster Ordnung der allgemeinen Form R — P gilt das

Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung:

[R] _
d—= =~k [R]

durch Integration von R Uber die gesamte Reaktionszeit wird mit
R=Rye ™und P =R,—R
folgende Formel erhalten
[P] = [Ro] — [Ro]e™
und kann umgeformt werden zu
[P] = [Ro](1 — ™)

Hier steht [P] flr die Konzentration des Produktes, [Ry] flr die Ausgangskonzentration
des Reaktanden, [R] fir die Konzentration des Reaktanden, k flr die
Geschwindigkeitskonstante und t fiir die Reaktionszeit.>®

Bei einer bimolekularen Reaktion der allgemeinen Form R +V — P qilt das
Geschwindigkeitsgesetz 2. Ordnung.

dB_ kR
dt

Wenn nun die Konzentration [V] des Vorlaufers wesentlich gréBer ist, als die
Konzentration [R] des Reaktanden (mit [V] >> [R]), kann die Konzentration des Vorlaufer
[V] als konstant Uber den gesamten Reaktionsverlauf angesehen werden. Und es folgt das
Geschwindigkeitsgesetz pseudo erster Ordnung.*®

[R] o
d—==—k'-[R] mitk'=k[V]
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1 Einleitung

Entsprechend zu dem Reaktionszeitgesetz 1. Ordnung wird durch Integration Gber die
gesamte Reaktionszeit folgende Beziehung erhalten.

[P] = [Rol(1 — e™'")

Die apparente Geschwindigkeitskonstante k' ist das Produkt der wahren
Geschwindigkeitskonstanten k und der Konzentration des zweiten Reaktanden [V]. Wenn
die Konzentration [V] bei konstanter Reaktionszeit variiert wird, so kann in gleicher Weise
die Reaktionszeit in die Geschwindigkeitskonstante k einbezogen werden.

[P] =[Rol(1 — e™*"V1) mitk" = kt

Die radiochemischen Reaktionen mit nukleophilem n.c.a. ['®F]-Fluorid folgen dem
Mechanismus einer Sy2-Reaktion und unterliegt erst mal dem Reaktionszeitgesetz
2. Ordnung. In den Sy2-Reaktion mit n.c.a. ['®F]-Fluorid gilt ['®F] << [V] und so kann die
Konzentration des Vorlaufers als konstant angesehen werden und unterliegt deshalb dem
Geschwindigkeitsgesetz pseudo-erster Ordnung.

FUr die nicht zerfallskorrigierte Angabe der Produktaktivitdt muss zusatzlich noch der
radioaktive Zerfall des Nuklides im Laufe der Zeit beriicksichtigt werden.

Es gilt daher:
[P] = [Rol(1 — e™¥"%)e %
Die Ausbeute in dieser Gleichung weist ein Maximum auf, das sowohl von der
Geschwindigkeitskonstanten der jeweiligen Reaktion als auch von der Zerfallskonstanten

des Radionuklides abhangig ist. Abbildung 1.2 zeigt die Ausbeuten flir die beiden
Kurvenverlaufe einer Reaktion pseudo erster Ordnung mit und ohne Zerfallskorrektur.
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Nicht zerfallskorrigierte Ausbeute: Die Ausbeute an radioaktiv markiertem
Produkt bezogen auf die anfanglich eingesetzte Aktivitdt zu Beginn der Synthese.*

Radiochemische Ausbeute (rcy): Die Ausbeute an radioaktiv markiertem Produkt
bezogen auf die Gesamtaktivitdt am Ende der Synthese (zerfallskorrigierte
Ausbeute). Wenn nicht anders angemerkt, wird die Ausbeute immer als
radiochemische Ausbeute (Radiochemical Yield = rcy) angegeben.

4
(@]
o
/

radiochemische Ausbeute [%)]

50
J./' —+—Zerfall t, ;=110 min
;’ — = — nicht zerfallskorrigierte rcy
zerfallskorrigierte rcy
0 I |
0 ] . . 110
Zeit [min]

Abbildung 1.2: Zerfallskorrigierte und nicht zerfallskorrigierte radiochemische Ausbeute (t,, = 110 min).

Die Problematik des radioaktiven Zerfalls spielt bei Reaktionen mit kurzlebigen
Nukliden, wie ['®F]-Fluorid, im Bezug auf die Ausbeuten eine sehr groBe Rolle. Um
den Verlauf einer solchen Reaktion wiederzugeben, wird deshalb oft eine
zeitabhangige Darstellung gewahlt. In der Abbildung 1.2 ist zu erkennen, wie

unterschiedlich die Ausbeuten je nach Betrachtungsweise ausfallen kénnen.
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1.3.2 Herstellung von Radiotracern und Radiopharmaka

Bei der Routineherstellung von Radiopharmaka werden Aktivitatsmengen von bis
zu mehreren 100 GBg eingesetzt, auf Grund dessen eine automatisierte
Durchfiihrung der Synthese in einer Bleizelle zur Minimierung der Strahlenbelastung
des Personals notwendig ist. Die radiochemische Synthese selber wird bevorzugt mit
einfachen und schnellen chemischen Synthesestrategien durchgefihrt, da
zeitaufwendige Synthesen und Reinigungen mit Blick auf die kurzen Halbwertszeiten
(t. = 2-120 min), oft nicht praktikabel oder nicht mdéglich sind. Eine sehr elegante und
einfache Aufreinigung kann Uber eine Solide-Phase-Extraction SPE (Festphasen-
Extraktion) erfolgen. AuBerdem sollte der radioaktive Markierungsschritt, wenn
maoglich, im letzten Teil der Synthese durchgefihrt werden. So kénnen auch
strukturell aufwendigere radioaktiv markierte Molekile mit hohen Ausbeuten erhalten
werden.

Die hergestellte Stoffmenge (Zahl der Atome, Molekiile: N) steht dabei in folgender

Beziehung mit der Aktivitat A und der Halbwertszeit t:

by
In2

N=A

Bei einer fur die PET-Diagnostik in der Nuklearmedizin typischen applizierten
Menge von Aktivitit (370 MBq) wird dem Patienten z.B. eine Masse an ['®F]-Fluorid
(t, = 109,7 min) von ungefahr 0,105ng (1,05107°g) injiziert. Fir die gleiche
Aktivititsmenge von Uran (t,, = 4,6-10° a) wiirden etwa 30 kg Stoffmenge benétigt.
Dieser Massenunterschied wird gréBtenteils durch die Halbwertszeit und die molare
Masse des jeweiligen Nuklides bewirkt. Wenn fiir ['®F]-Fluorid noch die Absenkung
der spezifischen Aktivitat (siehe Kapitel 1.3) durch natlrlich allgegenwartiges
Fluor-19 hinzugerechnet wird, so entspricht dies einer realen Stoffmenge an Fluor-
Atomen von 0,06-0,6 nmol (1,14 ng). Durch diese geringe Stoffmenge kénnen schon
allgemein vorliegende Phanomene, wie Absorptionen an GefaBwanden und die
Bildung von Kolloiden, die Synthese beeinflussen. Die Wandabsorption erfolgt durch
lonenaustauschprozesse und Diffusion von z.B. Fluorid-lonen in das Reaktionsglas,
so dass fiir die Synthese nur ein Teil der '8F-Aktivitat zur Verfligung steht. Durch
Nutzung anderer ReaktionsgefaBe mit hydrophoben Oberflachen wie z.B.
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Glaskohlenstoffe (z.B. SIGRADUR® Glaser) oder Polyethylen, kann ein
Herabsetzung der Wandabsorption erreicht werden.

Ein anderes Phanomen, welches in stark verdiinnten Lésungen auftritt, ist die
Bildung von Radiokolloiden, die in Eigenkolloid und Fremdkolloid unterteilt werden.
Da in stark verdiinnten Lésungen die StoBwahrscheinlichkeit von zwei Radioatomen
sehr viel geringer ist als die StoBwahrscheinlichkeit von einem Radioatom und einem
Fremdkolloid, ist die Bildung von Fremdkolloiden wahrscheinlicher. Bei niedriger As
oder bei Anwesenheit eines nicht isotopen Tragers kdnnen sich Eigenkolloide, z.B.
durch Polykondensation eines Hydroxids zu einer héher molekularen Verbindung,
bilden und Fremdkolloide durch Anlagerung der radioaktiven Verbindung an ein
schon bestehendes Kolloid.

Diese beiden Effekte, die Glasabsorption und die Kolloidbildung kénnen in einigen
Fallen durch Zugabe geeigneter Komplexbildner verhindert oder gemildert werden.
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1.4 Radionuklide fiir die PET

Die fur die PET relevanten Positronenstrahler kénnen durch Beschuss von
stabilen Atomen mit kleinen geladenen Teilchen (Protonen, Deuteronen,
Heliumkernen) in Teilchenbeschleunigern (Zyklotron, Linearbeschleuniger) erzeugt

oder Uber Generatoren (z.B. Gallium-68) erhalten werden.

In Tabelle 1.2 sind einige PET-Nuklide aufgelistet, wobei das fur die PET
wichtigste Nuklid Fluor-18 (F-18) in Kapitel 1.5 genauer behandelt wird. Im oberen
Teil der Tabelle sind die als endogene Nuklide bezeichneten Isotope von Kohlenstoff,
Stickstoff, Sauerstoff und Phosphor aufgefiihrt. Wobei das C-11 in der Forschung die
gréBte Bedeutung von den vier Nukliden besitzt, da es auf Grund der im Vergleich
langeren Halbwertszeit besser zu handhaben ist. Die Halbwertszeiten dieser Nuklide
sind aber meist zu kurz far die tagliche Anwendung (Routine) in der Nuklearmedizin.
Die Isotope der Halogene von Brom und Jod sind langerlebige Alternativen zu F-18
und kénnen bei Bedarf fur langere Untersuchungsprotokolle und zur Markierung von
Molekilen herangezogen werden, die nicht mit F-18 markiert werden kdénnen.
Metallischen PET-Nuklide (B*-Strahler) werden in der Diagnostik meist als
Komplement fir ein jeweiliges Therapienuklid eingesetzt. Dabei kann das
Generatornuklid Gallium-68 z.B. als Ersatz fir 3-wertige metallische Therapie-
Isotope, wie Lutetium-177 (t%2=6,7 d, B’) und Yttrium-90 (t'2= 6,7 d, B’) aufgefasst
werden und ist auf Grund seiner Halbwertszeit von 68 min und der guten
Verfugbarkeit als Generatornuklid ein haufig eingesetztes Diagnostik-Nuklid. Ein
anderes Beispiel ist Yitrium-86, welches ebenfalls als Diagnostik-Nuklid fir das
Therapienuklid Yttrium-90 herangezogen wird.

Im idealen Fall kann das Pharmakon mit einem Therapie und einem Diagnostik
Strahler markiert werden und so die Planung und/oder der Verlauf einer Therapie

besser verfolgt werden.
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Tabelle 1.2: Liste der wichtigsten PET-Nuklide.*'

Nuklid Halbwertszeit Zerfallsart (%) Eg.,max [keV]
'c 20,4 min B*(99,8); EC (0,2) 960
X
=z N 9,96 min B*(100) 1190
%4 °0 2,03 min B*(99,9); EC (0,1) 1720
T
(0
¥p 2,5 min B*(99,8); EC (0,2) 3250
8¢ 109,6 min B*(97); EC (3) 635
>y 98 min B*(75,5); EC (24,5) 1740
()
o
> ®By 16,1 h B*(57); EC (43) 3900
©
I 120 + .
| 1,35h B*(64); EC (36) 4100
124) 4,18 d B*(25); EC (75) 2140
8K 7,6 min B*(100) 2680
2cu* 9,7 min B*(98); EC (2) 2930
Q
% #Cu 12,7 h B*(18); B (37); EC (45) 655
5
= BGa 68,3 min B*(90); EC (10) 1900
T
T
S ®se 7,1h B*(65); EC (35) 1320
Q
£ 82Rp* 1,3 min B*(96): EC (4) 3350
=
8y 14,7 h B*(34); EC (66) 1300
TG 52 min B*(72); EC (28) 2470

Mit * gekennzeichnete Nuklide sind Generatornuklide.
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1.5 Fluor-18

Die Produktion von Fluor-18 wurde zum ersten Mal 1937 von Snell et al. publiziert
und schon wenige Jahre spater in der medizinischen Forschung Uber Knochen- und
Zahnabsorption von Fluorid eingesetzt.3>¢

Die herausragende Bedeutung des F-18 in der PET beruht zum einen auf der
gunstigen Halbwertszeit von 109,7 min und zum anderen auf der sehr niedrigen
Positronen-Energie. Die im Vergleich zu den endogenen Nukliden Iangere
Halbwertszeit ermdglicht es sowohl aufwendigere Synthesen zu verfolgen und die
F-18-Radiopharmaka an umliegende PET-Einrichtungen (PET-Satellitenzentren)
ohne eigene Herstellungseinrichtung zu verteilen, als auch langer andauernde
Patienten-Untersuchungsprotokolle durchzufiihren. Die im Vergleich mit anderen
PET-Nukliden (zusammen mit Kupfer-64, 3"=0,655 MeV) sehr niedrige B*-Energie
von 0,64 MeV ermdglicht eine hdhere Ortsaufldésung des radioaktiv markierten
Tracers im Korper (theoretisch bis zu 1-2 mm, z.Zt. nur erreicht von (Klein)Tier-PET-
Geraten) und eine geringere Strahlenbelastung des Patienten. Zusatzlich zu diesen
radionuklidischen Eigenschaften kann F-18 ohne groBen Aufwand und in hohen
Ausbeuten an kleinen Zyklotronen hergestellt werden. Darlber hinaus sind noch die
chemischen Eigenschaften von Fluorid bzw. Fluor zu erwdhnen, welche oft zu sehr
stabilen, kovalenten (Ver-)Bindungen fiithren.%’:38:3

In den letzten Jahren wurden Fluor-18 markierte Radiotracer flr immer mehr
Anwendungsgebiete in der PET entwickelt. Die bisher am besten untersuchte
Verbindung und gleichzeitig der meist eingesetzte Tracer ist
2-["®F]-Fluor-2-deoxy-D-glucose (['®F]-FDG), die gleichzeitig der ,Goldstandard“ in
der PET ist.*>*" Andere weiter verbreitete Tracer sind die analogen Aminosduren
2-['®F]-L-Fluorethyltyrosin  (['®F]-FET), 6-['®F]-Fluor-3,4-dihydroxy-L-phenylalanine
(['®F]-FDOPA) sowie das Nukleosid ['®F]-Fluor-L-Tymidin (['®F]-FLT) und der
Aminoalkohol 2-[®F]-Fluorethylcholin (['®F]-FEC).*#4344
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1.5.1 Produktion von Fluor-18

Fluor-18 kann Uber verschiedene Wege an einem Zyklotron hergestellt werden. Die
vier wichtigsten Kernreaktionen zur Darstellung von F-18 sind in Tabelle 1.3
wiedergegeben.

Tabelle 1.3: Die wichtigsten Fluor-18 Produktionsprozesse am Zyklotron.*'

Theoretische ,thick . ... Energie der
. Spez. Aktivitat .
Target Kernreaktion Produkt target” Ausbeute Teilchen
[GBg/mmol]
[MBqg/pAh] [MeV]
H,'®0 ®0(p,n)"°F ['8FIF 2960 <3.7-10° 16 —> 3
H,O °OCHe,p)'’F  ["®FIF 481 <3.7:10° 41 - 14
20
Ne,(0,1-
( ®Ne(d,a)'®F  ["®F]F. 1110 37-370 14 -0
0,2 % F5,) 18 bar
B0 Kr(1%Fa) 4 5 5
O(p,n) °F [“FIF, 2960 37-1850 16 — 3

20 bar

Bei der ersten Methode (1) wird ein mit '®0O angereichertes Wassertarget mit
Protonen bestrahlt und so ein solvatisiertes, trdgerarmes (no carrier added, n.c.a.)
['®F]-Fluorid  erhalten. Diese Methode wird auf Grund des hohen
Wirkungsquerschnittes der '®0(p,n)'®F-Kernreaktion und der hohen resultierenden Ag
bevorzugt zur Radiosynthese von ['®F]-Fluorid-Radiopharmaka angewendet. Je nach
Hoéhe der Anreicherung von '®0-Wasser (bis 98 %) TargetgroBe und Strahlstrom
kénnen leicht hohe Aktivitdten von > 150 GBq erzeugt werden. Die beiden Methoden
mit Wasser als Targetmaterial, liefern ['°F]-Fq, welches in nukleophilen
Fluorierungen eingesetzt werden kann.

Methoden 3 und 4 liefern ein fiir elektrophile Substitutionen geeignetes ['®F]F,. Es
kann zum einen durch Deuteronenbestrahlung von nattirlichem Neon (*°Ne(d,a)'®F)
oder zum anderen durch Protonenbestrahlung von '®0-Sauerstoff (*®O(p,n)'®F)
erhalten werden. Damit das Fluor-18 als Fluorradikal nicht an der Targetwand
irreversibel gebunden wird, ist jedoch ein Zusatz von ,kaltem* '°F, notwendig. Das
erhaltene elektrophile c.a. ['®F]-F2 besitzt eine deutlich geringere spezifische Aktivitat

als das wassrige n.c.a. ['®F]-Fluorid.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Untersuchungen ausschlieBlich mit n.c.a.
['8F]-Fluorid durchgefiihrt, welches iiber die ®O(p,n)'®F-Kernreaktion erzeugt wurde.

1.6 Auswahl des Radionuklides

Durch die vielen verschiedenen Mdéglichkeiten flr den Einsatz von Radionukliden
ist es wichtig geworden, bei der Entwicklung von Radiotracern die Wahl des
jeweiligen Nuklides prazise auf die Anforderungen abzustimmen. Mit den endogenen
Nukliden C-11, N-13, O-15 und P-30 kénnen, durch einen formalen Isotopentausch,
Atome im Molekdl durch den jeweiligen Positronenstrahler ersetzt werden. Da diese
B*-Strahler nur eine kurze physikalische Halbwertszeit haben (2-20 min siehe Tabelle
1.2, Kapitel 1.3), sind diese Nuklide aber nur begrenzt einsetzbar, da Synthese und
der zu untersuchende in vivo Prozess dadurch zeitlich stark eingeschrankt wird.
Beispiele fur Radiopharmaka mit endogenen Nukliden sind fur Sauerstoff-15
(. = 2,03 min) [°0]-O,, [°0]-CO und ['°O]-H.0,* fiir Stickstoff-13 (t,, = 9,96 min)
[>N]-NH3.*® Das etwas langlebigere Kohlenstoff-11 (t, = 20,3 min) erlaubt schon
aufwendigere Synthesen die Uber [''C]-CO,, [''C]-CHsl und andere Zwischenstufen
zu einer Vielzahl von "C-markierten Radiotracern wie z.B. [''C-Methyl]-Methionin
und [''C]-Raclopride fiihren.*’

FUr Untersuchungen kinetisch langsamer biochemischer Prozesse oder bei langer
andauernden Synthesen muissen andere PET-Nuklide, die eine langere
Halbwertszeit aufweisen, eingesetzt werden wie F-18, Br-75, Br-76, 1-120, |-124,
Se-73, Cu-64 und Ga-68 (HWZ siehe Tabelle 1.2, Seite 16). Diese Nuklide kdnnen
sterisch oder chemisch analoge Gruppen im zu markierenden Pharmakon ersetzten.
Dabei entspricht z.B. das Brom-76 und das lod-124 sterisch einer Methylgruppe,*®
und Selen-73 ist chemisch &hnlich zu seinem niederen Homologen Schwefel und
wird z.B. in der ["®Se]-Seleno-Methionin Synthese eingesetzt.***° Bei Fluor-18 nutzt
man zum einen die Ahnlichkeit des van-der-Waals-Radius (vdW) zu Wasserstoff aus
(Fluor = 1,35 A und Wasserstoff = 1,20 A), zum anderen ist Fluor isoelektronisch zu
der funktionellen Hydroxygruppe. Auf diesen beiden Prinzipien basieren die meisten
formalen Ersetzungen in Pharmaka mit Fluor-18. Da Fluor aber eine vielfach héhere
Elektronegativitat besitzt (EN = 4) hat es oft einen starken Einfluss auf benachbarte
Gruppen und beeinflusst sowohl die Bindungsstarken, als auch die Aciditat dieser
Verbindungen. Dies kann zu starken Veranderungen der Toxizitat, des Metabolismus
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und der allgemeinen biochemischen Eigenschaften, wie Affinitdten des Radiotracers,
fihren. Vorteil dabei ist, dass die F-C Bindung mit 440 kJ/mol sehr stark ist, so dass
keine frihzeitige Dehalogenierung des Radiotracers zu erwarten ist. Dies muss
jedoch in jedem einzelnen Fall Gberprift werden. Dabei gilt, dass jeder neu
entwickelte (Analog-)Tracer, wie jedes andere Pharmakon, unter anderem auf sein
physiologische Verhalten, Toxizitat, Affinitat, Metabolismus untersucht werden muss
(Préklinische und klinische Prifung).

Zwei interessante Beispiele fir den Einsatz einfacher Analoga eines natirlichen
Liganden als PET-Tracer sind das 6-['®F]-Fluor-L-3,4-Dihydroxyphenylalanin
(['®F]-Fluor-DOPA) und die 2-['®F]-Fluor-2-deoxy-D-glucose. 6-['®F]-Fluor-L-DOPA
(Substitution F gegen H) wird im physiologischen Metabolismus als Substrat fir
L-DOPA in der Praesynapse der dopaminergen Neurone erkannt und ebenso in den
Neuronen zu ['®F]-F-Dopamin abgebaut.’’ Ein Beispiel fiir eine einfache OH — F
Substitution ist die 2-['®F]-Fluor-2-deoxy-D-glucose.'®' Das ['®F]-FDG wird analog zur
Glucose zuerst durch die Glucosetransporter aus dem Blut in die Zelle aufgenommen
und dort von der Hexokinase enzymatisch phosphoryliert. Phosphoryliertes
['®F]-FDG wird aber zum Unterschied zu Glucose nicht mehr weiter verstoffwechselt
und deshalb weder weiter als Glykogen gespeichert noch zu CO, abgebaut. Die
Kinetik der Dephosphorylierung ist im Vergleich der Phosphorylierung so langsam,
dass nur geringe Mengen des ['®F]-FDG schnell aus den Zellen gewaschen wird und
somit eine Anreicherung der Aktivitat in den Zellen erfolgt. Durch dieses ,metabolic
trapping“ wird das ['®F]-FDG in den zuckerverbrauchenden Zellen angereichert und
kann, auf Grund der radioaktiven Strahlung, auBerhalb des Kérpers nachgewiesen
werden.®® Mit dem PET Tracer ['®F]-FDG ist eine quantitative Bestimmung des
Glucoseverbrauchs in den Zellen méglich.*
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1.7 Markierungen mit ['®F]-F» und ['®F]-Fluorid

Zur Markierung stehen mit dem nukleophilen n.c.a. ['®F]-Fluorid und dem elektrophilen
c.a. ['®F]F, zwei verschiedene chemische Spezies fiir die Radiofluorierung zur Verfiigung.
Mdoglich sind mit den beiden Fluorverbindungen theoretisch alle aus der klassischen
Chemie bekannten Fluorierungsmethoden, obwohl zu beachten ist, dass beim Einsatz von
['®F]-Fluorid auf Grund der hohen spezifischen Aktivitat (As) dieses immer als
Reaktionspartner in einem groBen Unterschuss vorhanden ist. Mit getrdgertem
elektrophilen ['®F]F» kdnnen maximal radiochemische Ausbeuten von 50 % auf Grund der
gleichen Reaktionswahrscheinlichkeit von Fluor-19 und radioaktivem Fluor-18 in einem
['8F]-F2-Molekdil erreicht werden kann.

Im Folgenden sollen die verschiedenen Markierungsmethoden vorgestellt werden.
Direkte Markierungsmethoden

Elektrophile Substitution mit ['®F]-F-
Nukleophile Substitution mit ['®F]-Fluorid

Indirekte Markierungsmethoden (Markierung tber prosthetischen Gruppen)

'®F_Fluoralkylierung (siehe Kapitel 1.8)
8F_Fluoracylierung
®F_Fluoramidierung
'®F_Fluorarylierung

,Click-Chemie*
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1.7.1  Markierung mit elektrophilem ['®F]F,

Elektrophile Substitutionen mit ['®F]F, sind immer getragerte (c.a.) Reaktionen
(As = 370-3700 MBg/mmol), wobei als elektrophiler Substituent entweder das aus dem
Target gewonnenem ['F]F, direkt umgesetzt wird oder ['®F]F» zuerst in alternative
elektrophile  Fluorierungsreagenzien wie Acetylhypofluorit  (['®F]-CHsCOO-F) oder
Edelgasfluorid (z.B. ['®F]-Xe-F2) Gberfilhrt wird. Wegen der relativ niedrigen spezifischen

8F+ auf Molekile beschrankt, die mit

Aktivitat ist die praktische Anwendung von ,
['®F]-Fluorid in nicht befriedigender Ausbeute synthetisiert werden kénnen. Gleichzeitig
muss das zu untersuchende physiologische System hdhere Konzentrationen des
~Wirkstoffes® tolerieren. Dies ist z.B. bei Fettsduren, Kohlenhydrate und Aminosauren der
Fall, da deren endogene Analoga haufig in relativ hohen Konzentrationen im Korper
vorliegen.

Bei der elektrophilen aliphatischen Synthese werden meist Olefine zu a-substituierte
['8F]-Fluoralkanen umgesetzt. Zwei Beispiele fir diese Art der '®F-Fluorierung sind zum
einen die Halofluorierung von Doppelbindungen und die urspriingliche Synthese von

['®F]-FDG (Schema 1.1).>*

['8F]FX X
R ——~ R R
X= Halogen 18F
OAc OAc
Q ['®F]F, o
AcO B A
AcO — COA o
H+* c 18|: OH

Schema 1.1: Halofluorierung von Doppelbindungen und elektrophile Additionsreaktion von [18F]-FDG mit
["®F]F..

Obwohl aus der klassischen Chemie eine Vielzahl von Reaktionstypen zur elektrophilen
aromatischen Substitution bekannt sind, werden diese auf Grund der geringen
spezifischen Aktivitat des ['®F]-F» seltener genutzt. Durch den Einsatz von
metallorganischen Vorlaufern fir die elektrophile Substitution, wie z.B. Organo-
Zinnverbindungen (Schema 1.2) kann die elektrophile Synthese regiospezifischer gestaltet

werden.*®

22



1 Einleitung

M(CHj3)3 18F

CH5CO['8F]F oder ['®F]F,

Y

CFCl; -78°C
X X

M = Sn, Ge oder Si

X = OCHs, CHgz, H, F, CF3, NO,
Schema 1.2: Elektrophile Sg-Reaktion von ['®F]F, am Aromaten mit aktivierter Abgangsgruppe.

Ein weiteres Problem bei Fluorierungen mit ['®F]F, ist die Wahl des geeigneten
Lésungsmittels, denn es sollten nur Fluor-inerte Lésungsmittel verwendet werden, wie
Freon (Handelsname flir Fluor-Chlor-Kohlenwasserstoffe z.B. CF.Cl;), CDCI3,
Tetrachlorkohlenstoff, Trifluoressigsdure oder Fluorwasserstoff.® Problematisch bei
Lésungsmittel wie Freon sind die klimaschadlichen und meist toxischen Eigenschaften, auf
Grund derer diese Art von Lésungsmitteln nicht Gberall verfigbar sind.

Die haufigste Anwendung findet die elektrophile Substitution bei der Markierung von
aromatischen Aminoséauren, wie 6-['®F]-FDOPA, welches ein fiir die Nuklearmedizin
wichtiger diagnostischer PET-Tracer ist und bis heute noch mittels Fluor-Destannilierung
hergestellt wird.>” Die radiochemische Ausbeute betragt ca. 30 % mit einer relativ
niedrigen spezifischen Aktivitdt (max. 7,4 GBg/mmol). Nukleophile Reaktionswege mit
n.c.a. ["®F]-Fluorid Ober ein chirales Auxiliar und mehrstufige Synthesen filhrten fiir
['®F]-FDOPA bisher nur zu geringeren radiochemischen Ausbeuten®® oder auf Grund einer
zu hohen Komplexitat der Synthese noch zu keiner ausgereiften Automatisierung.>
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172 Markierungen mit nukleophilem ['®F]-Fluorid

Die meist verwendete Methode zur Herstellung '®F-fluorierter Radiotracer ist die
nukleophile Fluorierung mit anionischem ['®F]-Fluorid. Diese Sn2-Synthesestrategie ist
auch derzeit der einzige Weg ein nahezu tragerfreies bzw. tragerarmes Produkt
herzustellen. Das sehr elektronegative und kleine Fluorid-lon liegt nach der Kernreaktion
im Zyklotron in wassriger Lésung vor (AHuygrat = 506 kd/mol) und ist auf Grund seiner
groBen Hydrathiille sehr unreaktiv.®® Nukleophile '®F-Fluorierungen kénnen jedoch in
trockenen (di)polar aprotischen Lésungsmitteln, wie Acetonitril (MeCN), Dimethylsulfoxid
(DMSOQO), Dimethylformamid (DMF) und seltener auch in o-Dichlorbenzol (o-DCB), sehr
effektiv sein. Diese aus der klassischen Chemie fir Sn2-Reaktion bekannten
Lésungsmittel unterstitzen den Sy2-Mechanismus gegentber dem Sy1-Mechanismus

oder der Eliminierung.

Um n.ca. [*®F]-Fluorid fir die nukleophile Substitutionen zu aktivieren, werden
kationische (Metall-)lonen in Phasentransferkatalysatoren (PTK) wie Kronenether
(z.B. 18-Krone-6/K*),°"  polymergebundene Ammoniumsalze,** Tetraalkylammonium-
Derivate®® und am haufigsten die Aminopolyether (z.B. Kryptofix 2.2.2.°/K*)®* als
lonenpartner des Fluorids eingesetzt. Als nicht isotope Tréager werden meist schwach
nukleophile Anionen wie Carbonat, Hydrogencarbonat oder das noch schwéacher basische
Oxalat zugegeben, so dass durch die geringere Basizitdit sowie Nukleophilie
Konkurrenzreaktionen verringert oder vermieden werden. Die so erhaltenen groBen
Kationen bewirken, dass ein fast ,nacktes* ['®F]-Fluorid-lon nach einer Trockenprozedur
ohne Solvathillle mit sehr starker Nukleophilie in einer organisch wasserfreien Lésung
vorliegt.5>%¢¢” |n Schema 1.3 ist ein solcher Komplex am Beispiel des Kryptofix 2.2.2.°
(K 2.2.2.) dargestellt. Sobald Wasser in der Reaktionslésung vorliegt, wird das Fluorid

solvatisiert und deaktiviert.
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18F-

)

e

/

Schema 1.3: Kryptofix 222° Kaliumkomplex als groBes Gegenion zum ['®F]-Fluorid. Durch das groBere

Kation liegt die Ladung stérker separiert und ein quasi ,nacktes” Fluorid-lon vor.

Bei den Phasentransferkryptanden ist die unterschiedliche KafiggroBe bei der Wahl des
Kations zu beachten. Der Kryptofix 2.2.2.®-Kalium-Kation Komplex besitzt eine héhere
Komplexbildungskonstante, als der Kryptofix 2.2.2.%-Natrium-Komplex und  der

18-Krone-6-ether-Kalium-Kation Komplex.®®

Tabelle 1.4: Komplexbildungskonstanten (log k) fur Kryptofix 2.2.2%und 18-Krone-6 fir die Erdalkalimetalle
Natrium und Kalium.*

log k-Wert
Natrium Kalium
Kryptofix 2.2.2.° 7,98 10,41
18-Krone-6 4,36 6,05

Diese  zwei  Kryptanden sind die zwei ~am  haufigsten  genutzten
Phasentransferkatalysatoren ihrer Klasse und wurden deshalb an dieser Stelle kurz
beschrieben. Es sind natirlich auch andere PTK/Kation Systeme mdglich und kénnen bei
Bedarf untersucht und genutzt werden.
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Die nukleophile aliphatische Substitution von n.c.a. ['®F]-Fluorid ist eine
Sn2-Reaktion und wurde in verschiedene Synthesen nachgewiesen, bei denen im Produkt
stereochemische Unterschiede gegeben sind (Schema 1.4).

R ['8F]F / PTK R
RS/" X » 18F4k|\R3
Rg» A Rz

X = Cl, Br, I, OMe, OTf, OTs (Abgangsgruppe)
PTK z.B. Kronenether oder K 2.2.2 mit K*, Cs* oder NR,*

Schema 1.4: Aliphatische Sy2-Reaktion mit ['°F]-Fluorid. Dargestellt fir eine Auswahl an Abgangsgruppen
und Phasentransferkatalysatoren. X = CI, Br. I, OMe, OTf, OTs. PTK: K. 2.2.2. oder Kronenether mit
Metallkationen, wie K*, Cs* oder nur R,N".

Die verwendeten Abgangsgruppen sind der klassischen Chemie entnommen, wobei
hauptsachlich die schweren Halogene (Br und ) und Sulfonsaureester (z.B. OTf und OTs)
eingesetzt werden.

Ein Beispiel fir die nukleophile aliphatische Substitution ist die Darstellung von
2-["®F]-Fluor-2-deoxy-D-glucose (['®F]-FDG), die durch klassische Waldenumkehr aus dem
entsprechenden Mannosevorlaufer synthetisiert wird (Schema 1.5).°° Die vollstandige
Acetylierung des Mannose-Vorlaufers ist notwendig, um stérende acide Protonen in der
Reaktionslésung zu vermeiden. Der erste Schritt ist eine Sy2-Reaktion, wahrend der das
Triflat als Abgangsgruppe fungiert und gegen ['®F]-Fluorid ausgetauscht wird. Die
anschlieBende saure oder basische Hydrolyse setzt das Produkt ['®F]-FDG frei.®® In der
Routineproduktion von ['®F]-FDG werden Ausbeuten von bis zu 70 % (rcy 85 %) erreicht.

OAc 1.[K2.2.2]/K*"18F OH
AcO e —— HO
AcO OAc —> HO OH
18|:

2. HCl oder NaOH

Schema 1.5: Aliphatische Sy2-Reaktion von Mannosetriflat zu ['®F]-FDG. Sy2-Reaktion mit K 2.2.2./K* in
MeCN und anschlieBende saure oder alkalische Hydrolyse.
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In vielen Pharmaka sind aromatische Ringe enthalten, so dass auch der nukleophilen
aromatische Fluorierung eine wichtige Rolle zukommt, da hierbei Tracer entstehen, die
meistens eine sehr hohe metabolische Stabilitdt aufweisen. Fiir hohe Ausbeuten wahrend
der nukleophilen aromatischen '®F-Fluorierung werden Aromaten bendtigt, die mit
mesomer-elektronenziehenden Substituenten in ortho- oder para-Position zur jeweiligen

Abgangsgruppe substituiert sind (Schema 1.6).

: ['®F]F / PTK
R Y - R _< > 18|:
3 A 3

R4 R,
Y = NO,, N(CH3)3*OTf (Abgangsgruppe)

Rs und R4 = CHO, COR, CO5R, CN (Aktivierungsgruppe)
PTK: z.B. Kronenether oder K 2.2.2 mit K*, Cs* oder NR,*

Schema 1.6: Aromatische Sy2-Reaktion mit '®F-Fluorid. Dargestellt fir eine Auswahl an Abgangsgruppen
und Phasentransferkatalysatoren. X= CI, Br. |, OMe, OTf, OTs. PTK: K. 2.2.2.,, Kronenether mit
Metallkationen, wie K*, Cs* oder nur R4N™.

Gute Abgangsgruppen (Y) fir eine aromatische nukleophile Substitution sind
vorzugsweise Halogene, die Nitrogruppe und die Trimethylammoniumgruppe.’®’""? Bei
den Halogenen kann auch Fluor verwendet werden, das aber zu einem getragerten
Produkt fihrt und damit die spezifische Aktivitat deutlich verringern wirde.

Als aktivierende Gruppen (Rs; und R4) sind besonders die Carbonyl-, Cyano- und
Nitrogruppen zu nennen.? Die radiochemischen Ausbeuten sind fiir stark aktivierte
Modellverbindungen nahezu quantitativ. Bei komplexeren Molekilen kann dagegen eine
'8F_Fluorierung meist nur mit geringeren Ausbeuten realisiert werden, da unter anderem
durch eine komplexere sterische und chemische Umgebung der Effekt von den
Aktivierungsgruppen abgemildert oder sogar negativ beeinflusst wird. Ein anderer Grund
ist, dass grdoBere Vorlaufermolekile potentiell eine héhere Basenlabilitdt oder
Temperaturempfindlichkeit aufweisen und diese dann zur Zersetzung des markierten
Produktes oder des Vorlaufers fihren kdénnen. Alternativ zu dem stark basischen Anion

Carbonat kdnnen z.B Hydrogencarbonate und Oxalate eingesetzt werden.”® Mit diesen

27
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milden, nicht-isotopen Tragersalzen konnten z.B. diverse ['®F]-Fluor-Butyrophenon-
Neuroleptika mit radiochemischen Ausbeuten bis zu 45 % hergestellt werden.”

N
Nt ['®FIBFy 18
NHo pprsper, N LT "

NaNOz

A

Schema 1.7: Aromatische Sy2-Reaktion mit '°F-Fluorid am speziellen Beispiel der Balz-Schiemann

Reaktion.

Die in der praparativen Chemie oft und mit guten Ausbeuten eingesetzten Reaktionen
wie Balz-Schiemann (Schema 1.7) oder Wallach Reaktionen flhren in der tragerfreien
Variante der Radiochemie oft nur zu sehr geringen Ausbeuten.”>’® Dieses ist unter
anderem darauf zuriickzufiihren, dass ['®F]-Tetrafluoroboratanionen als Gegenionen zum
Diazoniumion verwendet werden und deshalb die maximale radiochemische Ausbeute
nach dem Isotopenaustausch eines der vier vorhandenen Fluor-19 Atome auf Grund der
chemischen Identitat auf 25 % limitiert ist. Ein anderes Problem ist das vorliegende
reaktive Kation, welches aus statistischen Griinden seltener mit n.c.a. ['®F]-Fluorid reagiert
und deshalb haufiger unselektiv mit anderen Nukleophilen in Lésung zu Nebenprodukten
fihrt. Nur die Anwesenheit von makroskopischen Mengen an ['°F]-Fluorid fiihrt zu héheren
Ausbeuten.>®

Méglichkeiten deaktivierte Aromaten mit ['®F]-Fluorid zu substituieren sind zum einen
eine Synthese Uber mehrere Stufen (Schema 1.8), in der in einem ersten Schritt ein
aktivierter Aromat mit n.c.a. ['®F]-Fluorid umgesetzt wird und anschlieBend der
aktivierende Substituent zum gewiinschten eigentlich deaktivierenden Zielsubstituenten
umgewandelt wird.”’

NO, 18F 18F
['*FIF/PTK Reduktion

—_—

NO, NO, NH,

Schema 1.8: Aromatische Sy-Reaktion mit 'F-Fluorid. Markierung eines symmetrisch substituierten
Aromaten mit "®F-Fluorid und anschlieBende Reduktion des Substituenten zur eigentlich deaktivierenden

Gruppe.
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Ein anderer Weg flihrt Gber substituierte Diphenyliodonium-Salze (Schema 1.9), welche
mit ['®F]-Fluorid umgesetzt werden und so Aromaten mit deaktivierenden Gruppen direkt
markiert.”®’® Die Produktverteilung vom gewlinschten substituierten Aromaten zum

Fluorbenzol ist stark von der Art des Substituenten R abhangig.

. [18F]F_ 18F 18F
)0 — T T
X R

X = Br, Cl, Tos, TfO
R = CHag, CI, Br, I, OCH4

Schema 1.9: Aromatische Sy-Reaktion mit '®F-Fluorid mit Diphenyliodonium-Salzen.

Mit Halogenen und Methylgruppen substituierte Diphenyliodonium-Salze liefern gute
radiochemische Ausbeuten der gewiinschten substituierten ['°F]-Fluorarene. Wenn
mehrere Methylsubstituenten enthalten sind, wird das Gleichgewicht auf die Seite der
hdhersubstituierten Fluorarene verschoben. Wenn der desaktivierte Aromat eine
Trifluormethansulfonsaure-Gruppe enthéalt, kann die radiochemischen Ausbeuten des
desaktivierten Arens bei Uber 51 % liegen, bei elektronenschiebenden Substituenten im
Diphenyliodoniumsalz wird das Gleichgewicht ausschlieBlich auf die Seite des

['®F]-Fluorbenzens verschoben.”®
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1.7.3  Markierungen mit nukleophilem ['®F]-Fluorid mittels
prosthetischer Gruppen

Die indirekte Markierung uber eine prosthetische Gruppe bietet die Mdglichkeit
Molekile mit ['®F]-Fluorid zu markieren, die mit der direkten nukleophilen
Substitutionsmethode nicht zuganglich sind. Hierbei wird zuerst ein kleines, meist
bi-funktionelles Molekil mit n.c.a. ['®F]-Fluorid zu einer prosthetischen Gruppe und in
einem Folgeschritt an das eigentliche Zielmolekll gekoppelt. Beispiele sind sterisch
anspruchsvolle und/oder H-acide Verbindungen, wie Peptide und Proteine. Zusatzlich
bietet die Markierung Uber eine prosthetische Gruppe einen schnellen Zugang zu
unterschiedlich substituierten Radiotracern im Rahmen der Evaluierung von neuen

Radiopharmaka.

Die '8F-Fluoralkylierung wird in Kapitel 1.8 umfassender besprochen.

8081 und die '®F-Fluoramidierung® eignen sich sehr gut fiir die

Die '®F-Fluoracylierung
®F_Fluorierung von Proteinen und Peptiden, insbesondere da mit diesen Methoden
Kopplungen selbst in wassrigen Systemen mdglich sind (Schema 1.10 und Schema 1.11).

Fur die "®F-Fluoracylierung koénnen als prosthetische Gruppe sowohl Saurechloride als
auch Aktivester eingesetzt werden. Ein Beispiel fir diese Art der Markierung ist die
®F_Fluoracylierung von Octreotid.®® Ein haufig verwendetes '8F-Fluoracylierungsreagenz
ist das N-Succinimidyl-4-['®F]-fluorbenzoat (['®F]-FSB),®* welches aber nur (ber eine
dreistufige Synthese herzustellen ist. Ein etwas Neueres und einfacher herzustellendes
['®F]-Reagenz ist das ['®F]-Fluorbenzaldehyd.®> Ein Nachteil hierbei ist aber, dass nicht
direkt an dem N-Terminus gekoppelt werden kann, sondern das Peptid mittels Hydrazin
funktionalisiert sein muss (Schema 1.10).

O
18
F
YJ\W”

H

R1\N’
R>

@)

Ris M "
1 /N n
Ro

Y: Aktivester oder Saurechlorid

Schema 1.10: 18F-Fluoracylierung und als indirekter Weg zu "®F-markierten Verbindungen.
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Die '8F-Fluoramidierung fiihrt Ober ein markiertes Amin, das anschlieBend an
Aktivsaureester oder Saurechloride gekoppelt werden kann (Schema 1.11). Beispiel dafir

ist die '8F-Fluoramidierung eines Oxytocin-Derivats.®

H.N. ,'8F
j\ 2M/” o R HV}SF

R™ X

X: Aktivester oder Saurehalogenid
Schema 1.11: 18F-Fluoramidierung und als indirekter Weg zu "®F-markierten Verbindungen.

Eine neuere Art der '®F-Fluor-Markierung ist die '®F-Fluorarylierung. Bei dieser
indirekten Art der '®F-Fluorierung kommen die schon in dem Abschnitt Giber nukleophile
Substitution genannten Diphenyliodonium Salze zum Einsatz. Aus den daraus
gewonnenen 4-["®F]-Fluor-1-halobenzolderivate kénnen unter anderem
'8F_Fluorarylierungsreagenzien wie 4-['®F]-Fluorphenyllithium®’ oder

4-['®F]-Fluorphenylmagnesiumbromid® gewonnen werden (Schema 1.12).

. ['eFIF °F nBull °F
X Br Li

X =1,Br, Cl, Tos, TfO

Schema 1.12: Beispiel fir die Herstellung eines [18F]-FIuoraryIierungreagenz.87

Von Vorteil dabei ist, dass die Synthese des 1-Brom-4-['®F]-fluorbenzens aus
symmetrischen Diphenyliodonium Salzen erfolgt und so eine radiochemische Ausbeute
von >50-60 % méglich ist.®*® Einige Modellverbindungen® und auch bisher schwer
zugangliche Verbindungen® konnten mit dieser Methode erfolgreich '®F-fluoraryliert

werden.
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Die sogenannte ,click chemistry“ nutzt bei der Markierung z.B. von Peptiden die

Huisgen’s 1,3 dipolare Zykloaddition, bei der terminale Azide mit einem w-Alkin gekoppelt

werden.
5 O
[1°FF, K2.2.2 o N
KHCO? CuSO0s, NaAscorbat N N pentig
1 A Ng T 18 A~ Ns ; —_— — ept
TsO MeCN F é Peptid
e NaPhosphat Puffer |
pH=6 F
['8FF, K2.2.2 N. o
__ KHco? L Cul, NaAscorbat _ NMpepﬁd
2) TsO ~F T sp >+ d — ™
F N; Peptid
MeCN DIEA 18F

Schema 1.13: Peptidmarkierung mittels Huisgen's 1,3-dipolarer Zykloaddition.

Dabei kénnen prinzipiell zwei unterschiedliche Wege genutzt werden. Zum einen kann
von einem Azid ausgegangen werden (1), dass am anderen Ende mit einer
Abgangsgruppe derivatisiert wurde und in einem ersten Schritt mit ['®F]-Fluorid markiert
werden kann (Schema 1.13). Dieses ['®F]-Fluorazid wird in einer Cu () katalysierten
Zykloaddition mit dem entsprechenden Alkinylpeptid gekoppelt. Bei dieser Zyklisierung
bildet sich ein Pyridinylring mit bis zu 92 % radiochemischer Ausbeute. Der andere Weg
(2) geht von der umgekehrten Kombination der Derivatisierungen aus. Dabei wird zuerst
das Alkin mit ['®F]-Fluorid markiert und anschlieBend mit einem Peptid zyklisiert, dass eine
terminale Azidgruppe enthalt. Die radiochemischen Ausbeuten fir diesen Weg liegen bei
bis zu 92 %.°%192:93.94

32



1 Einleitung

1.8 '®F-Fluoralkylierung

Die '8F-Fluoralkylierung ist ein potentes Mittel zur Darstellung sowohl von komplexeren
als auch einfacheren Radiopharmaka mit H-Aciden Gruppen, wie z.B. Alkohol-, Thiol-,
Amino- und Saurefunktionen (Schema 1.14).

Z-H + X\QﬁF — ZF

Z = RyR,N-H, ROH, RSH
X = Cl, Br, I, OMe, OTf, OTs

Lésungsmittel: dipolar, aprotisch (X = Halogen)
z.B. CH3;CN, DMSO, DMF
nonpolar, inert (X = OTf, NF)
DCM, 1,2-DCE

Schema 1.14: 18F-Fluoralkylierung von Aminen, Amide, Alkoholen und Thiolen. Als Abgangsgruppe sind
Halogene, Methoxy, Triflate und Tosylate geeignet.

Zusatzlich kann mit der "®F-Fluoralkylierung wahrend der Tracerevaluierung schnell und
einfach verschiedene substituierte Tracer aus dem gleichen Vorlaufer (Precursor)
hergestellt werden, um z.B. wichtige Informationen Uber Unterschiede in der Bioverteilung
und Metabolisierung zu erhalten. Die Synthese durch nukleophile Substitution von n.c.a.
['®F]-Fluorid an bifunktionalen Alkanen (Schema 1.15) fiihrt zu interessanten
'®F_Fluoralkylierungsreagenzien.

0 \Q 0
F:C /7 %
S kg

~ S<
O// o' ho. 0O O// o' oL S//O Br\M,Br
i cF 4 "
O 3 O
A B C

Schema 1.15: Vorlaufer fiir die '®F-Markierung von prosthetischen Gruppen zur '°F-Fluoralkylierung. Methyl-,

Ethyl- und Propyl-Derivate der jeweiligen bifunktionalisierten Alkane. Bistriflat (A), Bistosylat (B) und Dibrom
(C).

Eine kurze zeitliche Abfolge der Verdéffentlichung ausgewahlter di-substituierter Tracer
soll im folgenden Abschnitt gegeben werden.
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1982 erschienen die ersten Publikationen Uber '®F-fluorierte Halogenmethane, die zur
®F_Fluormethylierung eingesetzt wurden. Diese Untersuchungen verfolgten das Ziel
®F.Analoga zum Ersatz des [''C]-Methyliodids®® als prosthetische Gruppe zu
entwickelt.®®*” Das erste bi-funktionale Methan das effektiv mit verldsslichen Ausbeuten
genutzt werden konnte, war 1985 das 1,2-Dibrommethan (DBrM) aus dem das
1-Brom-2-['®F]-fluormethan dargestellt werden konnte.?®?%'% Ein Jahr spater wurde eine
Studie (ber diverse 1,n-['®F]-Fluoralkane verdffentlicht, in der Bistosylate- und
Bismesylate-(CHz), (mit n=1-83) sowie das Dibromethan und Dibrompropan mit

['®F]-Fluorid umgesetzt wurden.'"

Gleichzeitig wurden H-Acide Verbindungen, wie
Phenole, Spiperone, Nitromethane, Phthalimide, Benzylalkohole und Benzamide, mit den
oben genannten Tosyl, Mesyl und Brom substituierten '®F-Fluoralkylierungsreagenzien
alkyliert."® Die pKi,-Werte der H-Aciden Verbindungen steigen in der oben genannten
Reihenfolge und mit hdheren pKa-Werten sinkt die Ausbeute an '®F-fluoralkyliertem
Produkt. Dabei stellte sich an dem Beispiel des Phenols heraus, dass die jeweiligen
Alkantosylate (TosO-(CH2),-OTos mit n =1-3, t=10-15 min, rcy ~ 22-56 %) die hdchsten
Ausbeuten lieferten. Auch '®F-fluorierte 1-Brom-2-['®F]-Fluor-ethan/-propan Derivate sowie

deren lod-Analoga wurden synthetisiert und untersucht.'®

Wobei die lodanaloga zur
Markierung von Lorazepam (t =50-60 min, rcy ~30-50%) und Spiroperidolen
(t=10-15 min, rcy ~ 30-50 %) genutzt wurden. In den folgenden Jahren wurden neben
oben erwahnten (A-C, Schema 1.15) weitere prosthetischen Gruppen untersucht.'?*19>:1%
Die Analog zum ["'C]-Methyltriflat'®” entwickelten Synthesen von 2-['®F]-Fluorethyltriflat
(['®F]-FEtOTf, ohne Angaben von Ausbeuten)'® wurden 1999 publiziert. Dabei wurde
ausgehend von einem zyklischem Sulfat ein 2-['®F]-Fluorethylsulfat gebildet, welches
durch anschlieBenden Brom-Sulfat-Austausch das ['®F]-FEtBr bildete. Das ['®F]-FEtOTf
konnte dann Analog zum [''C]-Methyltriflat durch Destillation tber eine 300°C heiBe
Silbertriflat-Kartusche dargestellt werden. Auch das Analogon ['®F]-Fluormethyltriflat
(['®F]-FMeOT)'® wurde Uber das ['®F]-FMeBr hergestellt. Mit diesen prosthetischen
Gruppen konnten verschiedenen Substrate mit Amino, Phenol und Amid Funktionen
alkyliert und die Ergebnisse mit dem Brom-Homologen verglichen werden. Wahrend
dieses Vergleiches konnte ein deutlich héheres '®F-Alkylierungspotential dieser reaktiven

funktionellen OTf-Gruppe nachgewiesen werden.' %'
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Tabelle 1.5: Tabelle der Ausbeuten der '®F-Fluor-Markierungen flir ausgewahlte Vorlaufer.

Vorlaufer

Di-Brom-Methan

Di-Tosyl-Methan
Di-Mesyl-Methan

Di-Brom-Ethan

Di-lod-Ethan

Di-Tosyl-Ethan

Di-Mesyl-Ethan

Di-Brom-Propan

Di-lod-Propan
Di-Tosyl-Propan

Di-Mesyl-Propan

Quelle
102
98
98
102
102
102
103
106
103
102
106
102
102
103
103
102

102

1 Einleitung

rcy
0,1
40
62
0,9
1,1
16,4
30-40
60-70
30-40
82
50
77
55,7
30-40
30-40
89

79
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Zeit

10

10

30

10

10

10

10-15

10

10-15

10

20

10

10

10-15

10-15

10

10

Aufreinigung
HPLC/Dest.
HPLC/Dest.
HPLC/Dest.

HPLC
HPLC
HPLC
HPLC
SPE
HPLC
HPLC
HPLC
HPLC
HPLC
HPLC
HPLC
HPLC

HPLC



1 Einleitung

In der folgenden Zeit wurde die allgemeine Anwendung dieser Alkylierungsreagenzien
als ['®F](CH2).-Ersatz fir die [''C]-CHs-Markierung unter anderem auch fiir das Cholin

untersucht.
HO HO
j\+ e I’L -
/N\ H311C/N\
Cholin [''C]-Cholin
(CH)

Schema 1.16: Cholin und [''C]-Cholin.

Zur  Alkylierung  wurden  verschiedene  Fluoralkylspezies  verwendet und
['8F]-Fluormethyl-dimethyl-2-hydroxyethyl-ammonium (FCH, Fluorcholin, rcy = 30-40 %),
['8F]-Fluorethyl-dimethyl-2-hydroxyethyl-ammonium (FEC, Fluorethylcholin, rcy = 3 %) und

['8F]-Fluorpropyl-dimethyl-2-hydroxyethyl-ammonium (FPC, Fluorpropylcholin, rcy = 3 %)

als Cholin Analoga synthetisiert (Schema 1.15).""2

+
187 gy > 18|:/\/N\/\/OH ~  ¥F _OTf

['8F]-Fluorcholin (FCH)

18 +
18F/\/Br _— F\/\/N\/\/OH

[18F]-Fluorethylcholin (FEC)

+ OH
18" g, . 18F/\/\/N\/\/
['8F]-Fluorpropylcholin (FPC)

Schema 1.17: Verschiedenen prostethische Gruppen zur 18F-Fluoralkylierung eines Precursors zu
[18F]-Fluormethyl-,[1sF]-FIuorethyI-, [18F]-Fluorpropyl-Derivaten am Beispiel des Cholins.
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1 Einleitung

Die '®F-Fluoralkylierung wurde in der folgenden Zeit mit den oben genannten
prostethischen Gruppen immer weiter verfeinert. Heute wird zum Beispiel bei den
Radiosynthesen von Aminosduren wie O-(2-['®F]-Fluorethyl)-(L)-tyrosin (['®F]-FET)'"®,
Cocain-Analoga'"™, und Benzodiazepinen''® der Weg iiber eine '®F-Fluoralkylierung

116

beschritten. Auch andere Rezeptorligand-Synthesen fiir die serotonoergen und

dopaminergen''” Rezeptoren wurden mit '®F-Fluoralkylierung markiert.
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1 Einleitung

1.9 2-Fluorethanol und 2-Fluorethyltriflat

Fluorethanol ist ebenfalls ein mdgliches Fluoralkylierungs-Synthon und ist potentiell eine
prosthetische Gruppe, die zur Markierung komplexerer Verbindungen verwendet werden
kann.

Die erste Synthese von 2-Fluorethanol (FEtOH),'"® dessen toxikologische Wirkung zu
diesem Zeitpunkt noch nicht bekannt war, wurde von Swarts et al. (1914) durchgefiihrt.'™®
Erst 1935 wurde die Toxizitdt von Schrader et al. erkannt und das 2-Fluorethanol als

120121 Die Toxizitdt des Fluorethanols ist

Mausegift patentiert (LDso (Maus)= 1 mg/kg).
ungefahr um das 10fach geringer als die Wirkung von 2-Fluoracetat
(LDsp (Maus)= 0,1 mg/kg). Auf Grund dieses trotzdem hohen Giftpotentials wird
2-Fluorethanol auch als Blutkampfstoff gefihrt und ihm wird ein LCtso Inhalation von
1,5-4 g'min/m® zugeordnet.'?* Die Toxizitat wird dadurch erklart, dass 2-Fluorethanol
zuerst in der Leber zu 2-Fluoracetaldehyd und dann weiter zu 2-Fluoracetat von der

Leber-Aldehyd-Dehydrogenase oxidiert wird.'??

Acetyl-CoA oder 2-Fluoracetyl-CoA

Oxalat Citrat / 2-Fluorcitrat

2-Fluor-cis-aconitat wird nicht
zu 2-Fluorisocitrat umgewandelt!!!

cisAconitat /
2-Fluor-cis-aconitat

Isocitrat

4-Hydroxy-trans-aconitat

Schema 1.18: Acetyl-CoA und 2-Fluoracetyl-CoA als Substrat des Zitronensaurezyklus. Umwandlung ist
schematisch dargestellte und gibt das Produkt des jeweiligen Zyklusabschnittes an. Hemmung des Zyklus

durch 4-Hydroxy-trans-aconitat, das tber 2-Fluor-cis-aconitat gebildet wird.
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1 Einleitung

Das in der Leber zu 2-Fluoracetat oxidierte 2-Fluorethanol wird, nach der Aktivierung mit
Coenzym-A, als 2-Fluoracetyl-CoA im Zitronensaurezyklus (Schema 1.18) zu 2-Fluorcitrat
und anschlieBend zum 2-Fluor-cis-aconitat umgewandelt. Bis zur Stufe des cis-Aconitats
sind die Umwandlungen im Zitronensaurezyklus fur Acetyl-CoA und 2-Fluoracetyl-CoA
gleich. Der nachste Schritt fihrt im normalen Zyklus zu lIsocitrat. Im Fall von
2-Fluor-cis-aconitat addiert sich aber ein Hydroxid-lon an die Doppelbindung unter
gleichzeitiger Abspaltung des Fluorid-Anions (Schema 1.17). Das aus dieser Addition
resultierende 4-Hydroxy-trans-aconitat bindet stark an die Aconitase und blockiert das
Enzym, dass die Umwandlung von cis-Aconitat zu Isocitrat steuert (kompetitive
Hemmung).'®® Diese Hemmung filhrt zu einem Ausfall der Atmungskette, da die Reduktion
von NAD" und FAD zu NADH und FADH, im Zitronensaurezyklus ausféllt und deshalb

nicht genug Reduktionsmittel zur Sauerstoffverarbeitung zur Verfiigung steht.'®

‘00Cc OH 00C ‘00G, H
| coo 1 coo
COO COO
—_— H -~ S —
H——COO- COO H——COO
H COO OH
Citrat cis-Aconitat Isocitrat
) H
‘'O0C OH O0C L ‘0O0C H
F)._—tooo- p S e COO
B “coo COO H —COO
COO OH
2-Fluorcitrat 2-Fluor-cis-aconitat \ 2-Fluorisocitrat
H
‘00C
N COO
H .
COO
HO

4-Hydroxy-trans-aconitat

Schema 1.19: Acetyl-CoA und 2-Fluoracetyl-CoA als Substrat des Zitronens&urezyklus. Analoge Umwandlung

Uber Citrat und cis-Aconitat. Im ungestérten Zitronensaurezyklus erfolgt eine Addition von Wasser an die

Doppelbindung, mit dem Fluoratom benachbart zur Saurefunktion erfolgt eine Abspaltung des Fluoridions und

gleichzeitige Addition eines Hydroxidions. Das 4-Hydroxy-trans-aconitat hemmt die Aconitase und blockiert das

Enzym vollstandig.
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1 Einleitung

2-['®F]-Fluorethanol (['®F]-FEtOH) wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen
untersucht. Eine zufriedenstellende Ausbeute an ['®F]-FEtOH konnte jedoch bisher nicht
erreicht werden. Eine Syntheseroute, die 1980 publiziert wurde, fihrte Uber eine
['®F]-Fluorierung von a-(p-Toluolsulfonyl)-ethylglycolat und anschlieBender Reduktion des
Glycolats zu 2-['®F]-Fluorethanol.’®* Der Reaktionsweg ist in Schema 1.20 dargestellt. Der
Austausch der Tosylgruppe mit ['®F]-Fluorid wird mit Hilfe einer durch Silberwolle
katalysierten, |6sungsmittelfreien Oberflachenreaktion erreicht. Dabei wird zuerst das
n.c.a. ['®F]-Fluorid als ,H'®F“ lber Silberwolle mit Caesiumhydroxid geleitet und
Caesium-['®F]-fluorid erzeugt. Zu dem so praparierten ['®F]-Fluorid wurde das in Ether
gelbéste Glycoltosylat gegeben und erhitzt. Im nachsten Schritt wird das Reduktionsmittel
Natrium-dihydro-bis-(2-methoxyethoxy)-aluminat in Benzol zuzugeben. Abschliessend
konnte nach Destillation und weiteren Reinigungsschritten etwa 4 % ['®F]-FEtOH erhalten

werden.'?®

18F 0
a) TosO/ﬁ(Ov Cs 18F/ﬁ( ~
O @)

. o Na(CHzOCH,CH,0),AIH,
) 18,:/\[( ~ 18 ~~OH
@)

Schema 1.20: Darstellung von Fluorethanol lber a-(p-Toluolsulfonyl)-ethylglycolat. a) Markierung mit Cs'®F,
Silberwolle (Reaktionsoberflache), ohne Lésungsmittel, 30 min, 160°C, Ausbeute: ~ 40 %. b) Reduktion zu
Fluorethanol, Benzol, Natrium-dihydro-bis-(2-methoxyethoxy)-aluminate, 30 min, 0°C, Ausbeute
['®F]-FEtOH: ~ 4 %.
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1 Einleitung

Ein weiterer Syntheseweg zum ['®F]-Fluorethanol fiihrt Gber ein zyklisches Glykolsulfit
(Schema 1.21). Dieses Sulfit wird auf gleiche Weise wie das oben genannte
a-(p-Toluolsulfonyl)-ethylglycolat mit ['®F]-Fluorid umgesetzt.”*' Die radiochemische

Ausbeute wurde mit etwa 40 % bezogen auf die Menge an ['®F]-Fluorid auf der Silberwolle

angegeben.
('s? Cs'®F NaOH
SN > (@) - OH
(@) O 18F/\/ \SO CS+ 18F/\/
\_/ a) 2 b)

Schema 1.21: Darstellung von Fluorethanol tiber Glykolsulfit. a) Cs'®F, Silberwolle (Reaktionsoberflache),
ohne Lésungsmittel, 30 min, 160°C. b) 1 N NaOH, RT.

Ein anderer Weg 2-['®F]-Fluorethanol zu erhalten ist die Synthese (ber ein
Diethylaminosulfur Trifluorid (DAST)."?® Ziel der Arbeiten dieser Publikation war eigentlich
['®F]-Fluorethan und nicht ['®F]-FEtOH herzustellen. Diese Synthese startet mit einem '°F
zu '®F Austausch von DAST und im néchsten Schritt wird das ['®F]-DAST mit Ethanol
umgesetzt und es entsteht unter anderem das 2-['®F]-Fluorethanol als Nebenprodukt mit
12 % radiochemischer Ausbeute (Schema 1.22). Interessant bei dieser Reaktion ist, dass
ein héherer Nuklidanteil von ['®F]-Fluorid in den Produkten vertreten ist. Aus statistischer
Sicht sollte nur eine radiochemische Ausbeute von insgesamt 33 % erreicht werden.

Tatsachlich gefunden wurden aber 53 % der Aktivitat in den verschiedenen Produkten.

H'8F
' |
SFs SF,'8F
Ethanol OH CH
b) 187 N + BTN 4 1gp-”s
SF,'8F 12% 22,1 20,0

Schema 1.22: Darstellung von ['®F]-2-Fluorethanol (ber das F gegen OH Austauschreagenz
Diethylaminosulfur Trifluorid. a) ['®F]-Diethylaminosulfur Trifluorid tber ['®F]-Fluorwasserstoff; rcy: 70% b)

Sn2-Reaktion zum ['®F]-Ethan mit Nebenprodukt ['®F]-2-Fluorethanol; rcy: bezogen auf H'®F: 8,4 %.
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1 Einleitung

Ein weiterer Nachteil dieser Methode besteht darin, dass die Produkte getragert sind
und keine hohen spezifischen Aktivitaten erreicht werden kdnnen. Die bis dato
unzufriedenen radiochemischen Ausbeuten und teilweise recht aufwendigen
Syntheserouten zur Darstellung von 2-['®F]-Fluorethanol, welches fiir weitere Schritte noch
aktiviert werden musste, sind somit nicht fir eine Automatisierung und die tagliche Routine
geeignet.

2-Fluorethyltriflat

Die Synthese von 2-['®F]-Fluorethyltriflat (['®F]-FEtOTf) und der Einsatz als
8. Alkylierungsreagenz wurde das erste Mal von Mulholland et al. beschrieben.'?” Fiir die
Synthese wurde das 1-Brom-2-['®F]-fluorethan aus 1-Brom-2-ethyl-trifluormethansulfonat
hergestellt und destillativ zum Reinigen und Trocknen Uber Ascarit und Phosphorpentoxid
geleitet (Schema 1.21).

18

o) K™F AgOT{-Saule 18p
F.C—8—0" > Br I 18F/\/Br 2 - FsC—g—O/\/
3 (”) a) b) 1

Schema 1.23: Darstellung von 2-["®F]-Fluorethyltriflat. a) Standardmarkierung, Destillation, rcy: 60-70 %.
b) AgOTf-Saule, 300°C, rcy: 70 % bezogen auf 1-Brom-2-['®F]-fluorethan.®

Das so erhaltene reine ['®F]-FEtBr kann durch eine nachgeschaltete Silbertriflatsdule zu
['8F]-Fluorethyltriflat umgesetzt werden und das Produkt schlieBlich bei -20°C in einem
geeigneten Lésungsmittel aufgefangen (getrappt) werden (rcy = 42-47 %). Dieser
Syntheseweg zur Darstellung von ['®F]-Fluorethyltriflat nach Mulholland et al. wurde
danach in einer mehr oder weniger abgewandelten Form zur Darstellung des
Fluorethyltriflats genutzt.'?®'®! Nachteile dieser Synthesestrategie ist die aufwendige
Destillation Uber die Silbertriflatsaule, die bis auf 300°C erhitzt werden muss und die
Reproduzierbarkeit der Herstellung.
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2 Problemstellung

2 Problemstellung

Tragerfreie '®F-fluormarkierte Verbindungen sind die am haufigsten eingesetzten
Tracer in der nuklearmedizinischen Diagnostik mittels Positronen Emissions Tomographie
(PET). Die Entwicklung neuer und die Optimierung der Synthese schon untersuchter
PET-Tracer ist hierbei von groBer Bedeutung flr die Anwendung und Weiterentwicklung
dieser diagnostischen Methode.

Einige Tracer wie ['®F]-FDG sind hinsichtlich Ausbeute und Synthesedauer sehr gut
optimiert, so dass hier z.B. in einer ,Zwei-Schritt-Eintopf-Synthese” und ,,online“-Reinigung
das Radiopharmakon gebrauchsfertig erhalten werden kann. Viele Tracer jedoch, die
entweder strukturell aufwendiger gestaltet sind, stérende funktionelle Gruppen aufweisen
oder aus anderen Grinden nur schwer zu markieren sind, bedlirfen einer

Weiterentwicklung.

N.c.a. N/O/S-'®F]-Fluoralkylverbindungen kénnen, wie schon in frilheren Arbeiten
gezeigt wurde, auf verschiedenen Wegen erzeugt werden. Als kurzes Beispiel soll hier die
direkte Markierung von R-N-Alkyl-Br (A), die direkte Markierung eines Derivates wie R-
Amid-Br mit anschlieBender Reduktion zum R-N-Alkyl-'8F(B) oder die indirekte Markierung
von R-NH; mit einer n.c.a. ['®F]-Fluorid markierten prosthetische Gruppen z.B.
['8F]-Fluor-Alkyl-Br (N/O/S-['®F]-Fluoralkylierung) (C), genannt werden.

Der Vorteil von A liegt darin, dass nach der Markierung im idealen Fall direkt oder
nach Entschitzung das Zielmolekil erhalten werden kann. Oft ist das
Markierungsvorlaufermolekil aber nur schwer herzustellen oder eine Markierung auf
Grund héherer Komplexitat oder stérender funktioneller Gruppen nur schwer zuganglich.
Weg B kann zu einer besseren Aktivierung der Abgangsgruppe fihren, aber auf Grund
von oft zu drastischen Reduktionsbedingungen nur bedingt einsetzbar. Von den drei
genannten Méglichkeiten ist die ['®F]-Fluoralkylierung (C), ein eleganter wenn auch
zweistufiger Weg um effektiv ['®F]-Fluoralkylverbindung darzustellen. Ein prominentes
Beispiel dieser Art prosthetischer Gruppen ist 1-Brom-2-['8F]-fluorethan. Ziel dieser Arbeit
ist es das 1-Brom-2-['®F]-fluorethan Uber eine neue Syntheseroute herzustellen, so dass
es mit einfachen Methoden gereinigt (z.B. Festphasenextraktion) und somit zur einfachen

Herstellung einer Vielzahl von PET-Radiopharmaka genutzt werden kann.
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2 Problemstellung

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist 2-['®F]-Fluorethanol auf einem einfachen
Syntheseweg herzustellen und daraus das hochpotente  Alkylierungsmittel
2-['8F]-Fluorethyltrifluormethansulfonat  herzuleiten. Auch hierzu sollten méglichst
SPE-Methoden zur Reinigung eingesetzt werden.

AbschlieBend soll das n.c.a. 2-['®F]-Fluorethyltrifluormethansulfonat  mit
1-Brom-2-['®F]-fluorethan an Hand verschieden reaktiver Verbindungen verglichen werden.
Zu diesem Zweck sollen die ®F-Fluorethylierung von

e {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)-silyllhexyl}-[3-(1,8-
naphthalimido)propylJamin

e L-Tyrosin
e Dimethylaminoethanol

e Anilin

untersucht werden und somit eine Evaluierung der jeweils geeignetesten Merhodik
erfolgen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3 Ergebnisse und Diskussion

Uber "®F-Fluormarkierungen zur Herstellung von PET-Tracern gibt es eine Vielzahl von
Verdffentlichungen, um auf unterschiedlichsten Wegen zu '®F-Radiopharmaka zu
gelangen. Darunter widmen sich auch viele Arbeiten dem Thema 8F-Fluormarkierung von
Aminen, Anilinen und Aminopyridinen, da diese oft als Baustein in pharmakologisch
wirksamen Verbindungen vorhanden sind.

Die indirekte Markierung von aromatischen Aminen, wie Anilinen und Aminopyridinen
mittels '8F-Fluoralkylierung ist, auf Grund der schwachen Nukleophilie dieser
Substanzklassen, oft nur mit geringen radiochemischen Ausbeute méglich.'?®'*° Eine
Steigerung der Ausbeuten kann meist nur durch Alkylierungsreagenzien mit hoch reaktiven
Abgangsgruppen wie z.B. Triflluormethansulfonsaureester (siehe Kapitel 3.2) erhalten
werden.

Zum Studium derartiger Reaktionswege wurde N-(2-['®F]-Fluorethyl)anilin als
Musterverbindung fiir die aromatische N-{'®F]-Fluoralkylierung gew&hlt und zum Vergleich,

die direkte Markierung des 2-Brom-N-phenylacetamid herangezogen.

3.1 N-(2-['®F]-Fluorethyl)anilin {iber 2-Brom-N-phenylacetamid

Ein Reaktionsweg zur Darstellung von N-(2-['®F]-Fluorethyl)anilin, der nicht (iber eine
N-Alkylierung erfolgt, nutzt das 2-(Fluoracyl)anilin (auch 2-Fluor-N-phenylacetamid) als
Zwischenstufe und wurde von Briard et al. untersucht (Schema 3.1)."*' Das
2-Brom-N-phenylacetamid (BrPA) wurde von Briard et al. mit n.c.a. ['®F]-Fluorid zum
2-['8F]-Fluor-N-phenylacetamid (['®F]-FPA) umgesetzt und anschlieBend mit einem
Reduktionsmittel (Boran in THF) in das N-(2-['®F]-Fluorethyl)anilin tberfiihrt (rcy ~ 60 %).
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3 Ergebnisse und Diskussion

@)

L

NH, 0 o o
+ Br\)J\O)J\/ Br HO)J\/ Br +

@)

18
F
HN™ > 18
HNJ\/F .
f Red. ['8F]F

Schema 3.1: Acylierung von Anilin mit Bromessigs&ureanhydrid, [18F]-Fluormarkierung von 2-Brom-N-

phenylacetamid und Reduktion zu N-(2-['°F]-Fluorethyl)anilin.

3.1.1 Optimierung der Synthese von 2-['®F]-Fluor-N-phenylacetamid

Die Optimierung der Radiomarkierung von 2-Brom-N-phenylacetamid ausgehend von
n.c.a. ['®F]-Fluorid unter Erhalt von 2-['®F]-Fluor-N-phenylacetamid (['®F]-FPA) wurde mit
verschiedenen Kombinationen von PTK/Basen und verschiedenen L&sungsmitteln

durchgefihrt. In Abbildung 3.1 sind die radiochemischen Ausbeuten der untersuchten

Systeme mit 18-Krone-6-ether angegeben.

20 —

—m—K,CO, inMeCN
~® KHCO, inMeCN
15+ KHCO , in DMSO
—v—K,CO, inDMSO

10

rcy [°FJ-FPA [%]

0 I T I T I T I T I T I
90 100 110 120 130 140
Temperatur [°C]

Abbildung 3.1: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute von [18F]-FPA, (bezogen auf das eingesetzte
[18F]-Fluorid) als Funktion der Temperatur im Kronenether-System (15 min, 70 umol BrPA, 1 ml
MeCN/DMSO, 10-50 MBqg n.c.a. [18F]-Fluorid, 40 umol 18-Krone-6-ether, 38 umol KHCO; oder 19 pmol

KZCO35 n25)
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3 Ergebnisse und Diskussion

Es ist ein deutlicher Anstieg der rcy mit hdheren Temperaturen zu erkennen, wobei die
beiden Basen K,COs; und KHCOj; in den untersuchten L&ésungsmitteln nicht zu
signifikanten Anderungen der rcy fiihrten. In DMSO kann im Vergleich zu Acetonitril
tendenziell eine etwas hdhere Ausbeute erhalten werden und eine maximale rcy von
17,5 % 2-["®F]-Fluor-N-phenylacetamid mit KHCOs erreicht werden. Wenn diese Werte mit
der Léslichkeit von ['®F]-Fluorid verglichen werden (Abbildung 3.2), so ist der Anstieg der
rcy bei hdheren Temperaturen durch den Anstieg der Léslichkeit von ['®F]-Fluorid zu
erklaren oder umgekehrt.

80

_ || = KCO, inMeCN

2704 | KHCO3 in MeCN .
T KHCO, in DMSO 7
£ 60 | ~v—K,CO, inDMSO /

s

=3 _

5 50 -

§ 4

T 40+
I
"= 30

20 ! ' ! ' 1 i 1 i T i T
90 100 110 120 130 140
Temperatur [°C]

Abbildung 3.2: Abhangigkeit der L&slichkeit von [18F]-Fluorid als Funktion der Temperatur im
Kronenethersystem (15 min, 70 pmol BrPA, 1 ml MeCN/DMSO, 10-50 MBq n.c.a. [®F]-Fluorid, 40 pmol 18-
Krone-6-ether, 38 umol KHCO3; oder 19 pmol K,CO3, n=5).

Wahrend die Léslichkeit des ['®F]-Fluorid in MeCN nur sehr langsam ansteigt, ist in
DMSO oberhalb von 100°C ein sprunghafter Anstieg auf 75 % (dem 2,5 fachen) bei 140°C
zu beobachten. Dieser Wert ist im Vergleich zu anderen Reaktionen (L&slichkeit von
['®F]-Fluorid >90 %) aber gering.

47



3 Ergebnisse und Diskussion

Im Vergleich dazu wurde im System mit Kryptofix 2.2.2.% als PTK folgende Ergebnisse
fOr die rcy erhalten (Abbildung 3.3).

60 —
| | -m—K,CO,in MeCN
%07 | e KHCO,in MeCN
| K,CO, in DMSO
%07 | —v—KHCO, in DMSO
30

rey ['FI-FPA [%]

0] .
.

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
90 100 110 120 130 140
Temperatur [°C]

Abbildung 3.3: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute von [18F]-FPA, (bezogen auf das eingesetzte
[18F]-Fluorid) als Funktion der Temperatur im Kryptofix-System (15 min, 70 umol BrPA, 1 ml MeCN/DMSO,
10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, 40 pmol K.2.2.2, 38 pmol KHCOj3 oder 19 umol K,COj, n25).

Es ist zu erkennen, dass in dem System mit Kryptofix2.22.® als
Phasentransferkatalysator bei niedrigen Temperaturen ahnlich niedrige radiochemische
Ausbeuten wie im 18-Krone-6-System erhalten wurden. Fir fast alle Kombinationen
konnte bei héheren Reaktionstemperaturen nur eine geringe Steigerung der Ausbeute
erreicht werden. Einen deutlich anderen Verlauf nimmt nur das System K>CO3/DMSO bei
140 °C, in dem ein deutlicher Anstieg der Ausbeute zu erkennen ist und eine maximale rcy
von 60 % erreicht wird (Eine erhéhte Léslichkeit von ['®F]-Fluorid liegt in diesem System
vor (Abbildung 3.4)). Zusatzlich scheint die héhere Basizitdt des Carbonats gegeniber

dem Hydrogencarbonat die Ausbeute positiv zu beeinflussen.

48
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Abbildung 3.4: Abhangigkeit der Ldéslichkeit von [18F]-Fluorid als Funktion der Temperatur im Kryptofix-
System (15 min, 70 umol BrPA, 1 ml MeCN/DMSO, 10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, 40 pmol K 2.2.2., 38 umol
KHCO; oder 19 pumol K,CO3, n25).

Wird nur die Léslichkeit von ['®F]-Fluorid in den verschiedenen Systemen betrachtet, so
fallt auf, dass im Acetonitril-System die Léslichkeit auf einem sehr niedrigen Niveau liegt
und so mitverantwortlich fur die radiochemische Ausbeute von nur 5-10 % ist. Anders
dagegen verhalten sich die beiden Basen in DMSO. Hier steigt mit hdheren Temperaturen
die radiochemische Ausbeute deutlich an und verdoppelt sich flr die sehr viel starkere
Base K.COj; nahezu und erreicht einen Spitzenwert von Uber 95 %. Diese sehr gute
Léslichkeit fihrt dann auch zu der guten radiochemischen Ausbeuten von etwa 60 %.
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Tabelle 3.1: Vergleich der rcy von ['®F]-FPA und der Léslichkeit von ['®F]-Fluorid. 1) DMF und o-DCB mit
Kronenether. 2) DMF und o-DCB mit Kryptofix 3) DMF und o-DCB mit TBAHCO; (1 ml Lésungsmittel,
70 umol BrPA, 15 min, 130°C, 10-15 MBq n.c.a. ['°F]-Fluorid, 0,9 Molaquivalente K* zu K 2.2.2., n23).

Loslichkeit

Lésungsmittel Base  rcy ['°F]-FPA [%
g VUFRFPALEL foey Fuorid %]

DMF K,CO4 15,2+ 3,4 31,157
3
? DMF KHCO; 6,45+ 1,1 435+6,2
({e]
g
3 0-DCB K,CO4 535+25 35,4+ 9,1
®
o0-DCB KHCO4 9,12+1,2 31,9+5.3
DMF K,CO4 14,1 £2,0 32,5+4,5
@ -
N
:: DMF KHCO; 12,1+0,8 282+1,5
X
2 0-DCB K,CO4 8,7 +1,1 38,2+4.2
>
>
o0-DCB KHCO4 9,5+0,4 31,5+1,7
DMF TBAHCO;, 2,31+0,8 65,5+ 5,4
S 0-DCB TBAHCO; 1,5+0,2 55,4 +5,9
@ DMF TBAHCO;, 0,8+0,4 57,5+ 4,9
0-DCB TBAHCO; 1,3+0,2 489+72

Mit den Ldsungsmitteln DMF und o-Dichlorbenzol (Tabelle 3.1) konnten keine
Steigerung der Ausbeute erzielt werden und die maximale radiochemische Ausbeute lag
bei 15,2 %, welches mit einer niedrigen Ldslichkeit des ['®F]-Fluorids einher ging. Nur mit
TBAHCO; als Base konnte eine Léslichkeit von ['®F]-Fluorid (iber 50 % erreicht werden,
trotzdem resultierten aber nur geringe Ausbeuten an 2-['®F]-Fluor-N-phenylacetamid.

Die nach Briad et al. positive Auswirkung von kleinen Spuren Wasser in der
Reaktionslésung wurde far die verschiedenen PTKs in Acetonitril untersucht (Tabelle 3.2).
Ein positiver Effekt ist bei den radiochemischen Ausbeuten zu erkennen, ohne dabei eine
Veranderung der Léslichkeit von ['®F]-Fluorid beobachten zu kénnen (rcy =62 %
['8F]-FPA).
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Tabelle 3.2: Verédnderung in den Systemen durch Zugabe von H>O (1 ml MeCN, 70 pmol BrPA, 15 min,
10-15 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, 0,9 Molaquivalente K* zu K 2.2.2., n23).

PTK Base Wasser [PFLFPA[%] Léslichl-(eit
[ui] [ “F]-Fluorid [%]
18-Krone-6 K.COs 6 16,5+ 1,4 39,2432
18-Krone-6 KHCO, 6 16,29 + 3,2 421 + 3,4
18-Krone-6 K.COs 0 8,7 +2,1 452+25
18-Krone-6 KHCO, 0 11,1414 415+6,5
Kryptofix 2.2.2° K.CO4 6 18,5+ 5,1 41,23 +5.4
Kryptofix 2.2.2°  KHCO; 6 20,7 +1,2 452 +2 1
Kryptofix 2.2.2° K.CO4 0 3,94 + 21 352+24
Kryptofix 2.2.2°  KHCO; 0 7,26+1,8 36,1420

Fir das nun optimierte System zur '®F-Markierung von BrPA wurde schlieBlich noch die
Konzentrationsabhangigkeit untersucht (Tabelle 3.3). Die radiochemische Ausbeute steigt
mit héheren Konzentrationen an, bis bei einer Konzentration von 40 umol/ml BrPA ein

Plateau erreicht wird.

Tabelle 3.3: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute von 2-['®F]-Fluor-N-phenylacetamid von der
Vorlaufer Konzentration 2-Brom-N-phenylacetamid. (DMSO/Kryptofix 2.2.2.®/K2003, 130°C, 15 min,
10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, n=3)

BrPA [umol] ['®F]-FPA [%]
20 212+42
30 54,6 +2,4
40 64,0 £ 1,1
50 62,1 + 3,1
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3 Ergebnisse und Diskussion

Das hier optimierte System in DMSO lieferte verlassliche und zu Briard et al.
vergleichbare radiochemische Ausbeuten von ['®F]-FPA von 60-62 % ohne weitere
radiochemische Nebenprodukte. Die sehr geringen Ausbeuten in Acetonitril sind
wahrscheinlich bedingt durch eine niedrige Léslichkeit des Vorlaufers, eine Erhéhung der
Ausbeuten konnten aber durch den Wechsel zu DMSO und K,COg3 als Base erreicht

werden.

3.1.2 Reinigung des 2-['®F]-Fluor-N-phenylacetamid

@ @ﬁé&

Schema 3.2: Derivatisierung von BrPA mit Dimethylaminopyridin unter Bildung eines Kations.

Die beiden Verbindungen BrPA und ['®F]-FPA unterscheiden sich nach der
'®F_Fluorierung chemisch und physikalisch nur wenig voneinander und kénnen deshalb
mittels ,klassischen®* SPE-Phasen nur ungenligend voneinander getrennt werden, so dass
eine HPLC Trennung nétig ware. Da die SPE basierende Reinigung jedoch in der
Radiopharmazie bevorzugt wird, sollte eine Trennung durch Derivatisierung des Vorlaufers
(BrPA) ermdglicht werden (Schema 3.2) und durch Reaktion mit 4-Dimethylaminopyridins
(DMAP) zu einem Pyridinium-lon realisiert werden. Das '®F-fluorierte Produkt kann nicht
mit dem DMAP reagieren und sollte daher von dem kationischen Vorlaufer-Derivat und
dem DMAP selbst lber einen Kationentauscher (SPE) abgetrennt werden kénnen.

Die Derivatisierung wurde bei verschiedenen Temperaturen und mit unterschiedlichen
Mengen an DMAP durchgefiihrt (Tabelle 3.4), um zu gewahrleisten, dass samtliches BrPA

abreagiert ist.
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Tabelle 3.4: Bestimmung des Verhaltnisses von BrPA (40 umol) zu DMAP fir eine vollstandige
Derivatisierung zu 4-Dimethylamino-1-phenylcarbamoylmethyl-pyridinium. Bestimmung der restlichen
Konzentration an BrPA (ber UV-Absorption im HPLC-Chromatorgramm und der Kalibrierkurve fir BrPA-
Konzentration (Abbildung 4.1, n = 3).

DMAP [umol] Temperatur [°C] Zeit [min] restl. BrPA [%]
80 130 20 20 %
160 130 20 5%
240 130 20 <1%
240 100 20 10 %
240 130 15 <1%

Tabelle 3.4 zeigt, dass ein 4 bis 6facher Uberschuss an DMAP im Bezug auf die
eingesetzte Menge des Precursors zugegen sein muss, damit eine vollstandige
Umsetzung in annehmbarer Zeit zum Pyridiniumsalz erreicht werden kann.

Nach der Derivatisierung des BrPA wurde die Reaktionslésung mit Wasser verdinnt und
Uber eine IC-H Kartusche (stark saurer Kationentauscher in H*-Form, Schema 3.3)
geleitet. Das Precursor-Derivat und der Uberschuss von DMAP wird auf der Matrix der
IC-H quantitativ gebunden, wéhrend das nicht ionisierte Produkt [®F]-FPA die IC-H
passiert und auf einer nachgeschalteten C18 Kartusche als lipophile Substanz fixiert
werden kann. AnschlieBend wird mit Wasser gewaschen und das Produkt mit einem
organischen Lésungsmittel wie z.B. THF fir den nachsten Reaktionsschritt eluiert. Durch
die Abtrennung kdnnen 95% der Aktivitit bezogen auf ['®F]-FPA mit einer
radiochemischen Reinheit von > 98 % erhalten werden.

18[F]-FPA
———— | IC-H Kartusche 18[F]-FPA
DMAP/BrPA-Kation
Schema 3.3: Reinigung von ['®F]-FPA mittels Kationenaustauscher IC-H (stark sau er). ['®F]-FPA,

BrPA-Kation (derivatisierte Precursor) und DMAP werden durch eine IC-H Kartusche gespilt wobei nur das
DMAP und das BrPA-Kation auf der IC-H fixiert werden. Das [18F]-FPA passiert die IC-H und kann auf einer

nachfolgenden C18 Kartusche fixiert werden und nach Bedarf reeluiert werden.
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3.1.3 Reduktion des 2-['®F]-Fluor-N-phenylacetamid

@)

N
@ Redukltion

Schema 3.4: Reduktion des 2-["®F]-Fluor-N-phenylacetamid zu N-(2-['®F]-Fluorethyl)anilin.

Die Reduktion des Amids zum N-(2-['®F]-Fluorethyl)anilin (['®F]-FEtA) mit BzHg ist fiir
n.c.a. Mengen an ['®F]-FPA quantitativ, so dass eine radiochemischen Ausbeute von 50-
55 % im Bezug auf das eingesetzte ['®F]-Fluorid in 80 min und einer radiochemischen
Reinheit von >98 % erhalten werden kann. Briard et al. erhielt radiochemische Ausbeuten
von ~40 % in 40 min wobei das Produkt jedoch nicht wie hier vom Precursor abgetrennt
wurde. Es kann daher vermutet werden, dass auf Grund der makroskopischen Menge an
BrPA bei Briard et al. die Reduktion von ['®F]-FPA zu ['®F]-FEtA nicht quantitativ
abgelaufen ist.

Die 2-Stufen n.c.a. ['®F]-Fluorierung (ber das acetylierte Anilin  zum
N-(2-['®F]-Fluorethyl)anilin konnte durch die Derivatisierung frei von Precursor und in guten
radiochemischen Ausbeuten erhalten werden. Durch die Derivatisierung kann eine
zeitaufwendige Reinigung Uber HPLC nach der Reduktion vermieden und schnell ein
sauberes Produkt erhalten werden. Dieser Reaktionsweg ('®F-Fluorierung —mit
anschlieBender Reduktion) steht somit flr solche Verbindungen zur Verfligung, die nicht
durch das eingesetzte Reduktionsmittel angegriffen werden. Diese Gegebenheiten engen
den Einsatzbereich dieser Art von Synthese ein, da Pharmaka haufig weiter diverse
funktionelle Gruppen (z.B. -CHO, COOR) enthalten. Zusatzlich muss fir jedes
Fluormethyl-, Fluorethyl- und Fluorpropyl-Derivat ein Vorlaufer hergestellt werden, bevor
die biologischen Eigenschaften miteinander verglichen werden kénnen. Durch ein neues,
potentes '8F-Fluoralkylierungsreagenz sollen diese Probleme umgangen werden und
schwerpunktmaBig am Beispiel einer '®F-Fluorethylierung untersucht werden.
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3.2 Prosthetische Gruppen zur '®F-Fluoralkylierung von N/O/S
funktionalisierten Pharmaka

FOr die indirekte Markierung von N/O/S funktionalisierten Pharmaka wurden

verschiedene '®F-Fluoralkylierungssynthons untersucht.

32.1 1-Brom-2-['®F]-fluorethan

2-(Bromethyl)-4-nitrobenzensulfonat (BrEtNos) wurde als Precursor zur Herstellung von
1-Brom-2-["®F]-fluorethan  (['®F]-FEtBr) gewédhlt, da die beiden unterschiedlichen
Abgangsgruppen deutlich unterschiedliche Reaktivitidten aufweisen und daher zu einem
eindeutigen Produkt bei der '®F-Fluorierung fiihren sollten. Desweiteren besitzt das
'8F_markierte Produkt eine vom Precursor sehr stark abweichende Lipophilie, so dass eine
Abtrennung des Precursors vom Produkt Uber eine SEP-PAK-Kartuschen Trennung gut
mdglich erscheint (Schema 3.5).

O,N
O n.c.a. ['8F]-Fluorid -
@) 0] Br/\/

N7

Schema 3.5: Reaktionsschema zur Darstellung von 1-Brom-2-['®F]-fluorethan ber 2-Bromethyl-4-
nitrobenzensulfonat

3.2.1.1 Optimierung der Synthese von 1-Brom-2-['®F]-fluorethan

Abbildung 3.5 zeigt die radiochemischen Ausbeuten der '®F-Fluormarkierung in Bezug
auf die Temperatur. Es ist zu erkennen, dass sich die radiochemischen Ausbeuten
bezlglich der Basen Carbonat bzw. Bicarbonat nicht signifikant unterscheiden und
demzufolge gleichwertig einsetzbar sind. Mit Tetrabutylammoniumhydrogencarbonat
hingegen werden (Uber den gesamten Temperaturbereich deutlich geringere
radiochemische Ausbeuten (maximal 30 %) erhalten.
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Abbildung 3.5: Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeuten von ["®F]-FEtBr als Funktion der Temperatur
(10 min, 45 pmol/ml BrEtNos, 1 ml MeCN, 10-50 MBq n.c.a. ['°F]-Fluorid, 40 pmol K 2.2.2., 38 umol KHCO,

und TBAHCO3, 19 pmol K,COj3 n=9).
Der Abfall der Kurven bei héheren Temperaturen liegt innerhalb der statistischen
Schwankungen und deutet zumindest auf eine relativ hohe Temperaturstabilitdt des

Vorlaufers und des Produktes hin.
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Abbildung 3.6:Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute von ['®F]-FEtBr als Funktion der Zeit (90°C,
45 pmol/ml BrEtNos, 1 ml MeCN, 10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, 40 pmol K 2.2.2., 38 pmol KHCO;, 19 umol
K,COs, n211, k = 1,7-10°s™, P < 0,001).
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In Abbildung 3.6 wird die zeitliche Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute
betrachtet. Auch in diesem Fall unterscheiden sich die beiden Carbonatsysteme nicht
voneinander und liefern ahnliche Ergebnisse (rcy ~ 73 %). Die Kinetik dieser Reaktion
folgt dem Reaktionszeitgesetz pseudo-erster Ordnung und erreicht nach zehn Minuten
den Sattigungsbereich. Langere Reaktionszeiten kénnen zum einen zu einer Zersetzung
des Precursors oder zum anderen zur Zersetzung des Produktes und dadurch bedingte

niedrigere Ausbeuten fihren.

100
g & @
80 - S . .
60
X
40 - —m— [*F}-FEtBr in Lésung
] —®— Loslichkeit [*F}-Fluorid
20 - rey [°F]-FEtBr
T I T I T I T I
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Abbildung 3.7: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute von ['®F]-FEtBr als Funktion der Precursormenge
(90°C, 10 min, 1 ml MeCN, 10-50 MBq n.c.a. ["®F]-Fluorid, 40 pmol K 2.2.2., 38 umol KHCO;, n>11), der
Loslichkeit und der Ausbeute ['°F]-FEtBr in Losung (n = 3).

Abbildung 3.7 gibt die radiochemische Ausbeute an 1-Brom-2-['®F]-fluorethan, die
Ausbeute von ['®F]-FEtBr in Lésung und die Léslichkeit von ['®F]-Fluorid in der
Reaktionslésung im Bezug auf die Precursormenge wieder. Bemerkenswert ist, dass auch
hier die L&slichkeit von ['®F]-Fluorid stark mit den Ausbeuten korreliert. Eine niedrige
Ausbeute lasst eine schlechte Léslichkeit erkennen und vice versa. In diesem Beispiel wird
die héchste Ausbeute ab einer Stoffmenge von 25-30 umol des Precursors erreicht. Eine
weitere Anhebung der Konzentration fUhrte zu keiner Steigerung der radiochemischen
Ausbeute. Zusétzlich zu der Auswirkung der Precursormenge ist auch noch die

Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute von der Stoffmenge an K 2.2.2 untersucht
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worden, aber keine Auswirkungen festgestellt worden (Tabelle 3.5). Die minimale Menge
von 20 umol an Kryptofix wird bendtigt, um das ['®F]-Fluorid gut in Lésung zu bringen.

Tabelle 3.5: Auswirkung von der Stoffmenge an Kryptofix auf die radiochemische Ausbeute von ['®F]-FEtBr.
(1 mI MeCN, 25 pumol BrEtNos, 10 min, 90°C, 90 % Molaquivalente KHCO3, 10-50 MBq n.c.a. [18F]-Fluorid,
n=3)

Ausbeute Loslichkeit

K 2.2.2 rcy [‘®F]-FEtBr
['°F]-FEtBr in ['®F]-Fluorid yI'Hl
[umol/ml] ) [%]

Lésung [%] [%]

10 25+ 2,1 11 45,0 2,75+ 4,1

15 45+1,5 52 + 4,1 234 +24

20 85+1,2 90 +2,5 76,5+ 1,9

30 83+0,7 91 +3,0 75,5 +1,8

Ein Wechsel des Lésungsmittels (DMSO, o-DCB) ergab keine hdheren Ausbeuten
(Tabelle 3.6). Die Léslichkeit von ['®F]-Fluorid ist zwar in DMSO und o-DCB héher, als in
Acetonitril, jedoch geht dies nicht mit einer hdheren radiochemische Ausbeute fr
['®F]-FEtBr einher. Bei Léslichkeiten von iber 90 % und radiochemischen Ausbeuten von
Uber 70 % kann die Auswahl des Lésungsmittels von der Art der Reinigung oder von dem
nachsten Reaktionsschritt der Synthese abhangig gemacht werden.

Tabelle 3.6: Radiochemische Ausbeute in Abhéngig zu verschiedenen Losungsmitteln. (1 ml LM, 25 umol
BrEtNos, 10 min, 90°C, 20 umol K 2.2.2., 19 pmol KHCO;, 10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, n=4).

) _ Ausbeute [°F]-FEtBr  Loslichkeit  rcy ['®F]-FEtBr
Lésungsmittel

in Losung [%)] ['®F]-Fluorid [%)] [%]
DMSO 72+2,1 95 + 2,1 68,4 + 2,1
DMF 63+1,5 93 +0,1 58,5+0,8
0-DCB 75+1,2 98+1,5 735+13
MeCN 85+1,2 90+25 765+1,9
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3.2.1.2 Reinigung des 1-Brom-2-['®F]-fluorethan

Ein erheblicher Vorteil bei der Markierung von 2-Bromethyl-nitrobenzensulfonat mit
n.c.a. ['®F]-Fluorid zum '®F-Ethylierungsreagenz ['®F]-FEtBr besteht darin, dass sich die
chemischen Eigenschaften des Produktes, insbesondere die Lipophilie, und des
Vorlaufers deutlich voneinander unterscheiden und somit eine leichte Trennung
ermdglichen  sollte. Die  Abtrennung sowohl des Vorlaufers 2-Bromethyl-
nitrobenzensulfonat als auch des durch mdégliche Hydrolyse entstehende 2-Bromethanol
ist, auf Grund der Vermeidung mdoglicher Nebenprodukte bei der nachfolgend
anstehenden '®F-Alkylierung, erforderlich. Die recht hohe Lipophilie des 2-Bromethyl-
nitrobenzensulfonats fihrt dazu, dass der nicht umgesetzte Vorlaufer auf einer lipophilen
Phase wie z.B. C18 stark retardiert wird, wahrend das deutlich hydrophilere Produkt
['8F]-FEtBr kaum merklich wechselwirkt und erst auf einer sehr viel starkeren lipophilen
Phase wie z.B. HRP fixiert werden kann. Das auf der HRP fixierte Produkt kann mit
organischen Ldsungsmitteln wie z.B. Acetonitrii oder DMSO von der Kartusche eluiert
werden und far einen weiteren Reaktionsschritt zur Verfigung gestellt werden. Diese recht
einfache Art der Reinigung sollte es ermdglichen, schnell und effektiv das Produkt von
Edukten, Nebenprodukten und Lésungsmitteln zu befreien.

Zur Evaluierung der Reinigung von ['®F]-FEtBr sind verschiedene Verdiinnungen der
Reaktionslésung mit Wasser untersucht worden, die sowohl die Fixierung des Edukts auf
der C18 als auch des Produktes auf der HRP sicherstellen sollten (Tabelle 3.7). Dabei
konnte das ['®F]-FEtBr mit einer radiochemischen Reinheit von >99 % und einer
radiochemischen Ausbeute von 70-75 % im Bezug auf das eingesetzte ['®F]-Fluorid
erhalten werden.

Tabelle 3.7: Verschiedene Wassermengen zur Reinigung der Reaktionsldsung Gber C18 und HRP. (Volumen

1 ml MeCN, vor Elution mit 2 ml MeCN wurde die C18 und HRP mit 20 ml H,O gewaschen)

H.O Zugabe [18F]-FEtBr auf C18 [18F]-FEtBr auf HRP Bromethanol/BrEtNos im Eluat

[mi] [%] [%] der HRP

5 5 55 ja

10 5 92 Spuren

15 4 94 nicht nachweisbar
20 2 94 nicht nachweisbar
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Die Synthese von ['®F]-FEtBr Uber das BrEtNos liefert im Vergleich zu anderen
Synthesen leicht bis deutlich bessere Ausbeuten und ermdglicht durch die Fixierung auf
einer HRP-Kartusche einen variablen Einsatz von  L&sungsmitteln  und
Einsatzbedingungen im '8F-Fluroalkylierungsschritt (rcy 75%). Alle bisherigen Vorlaufer
bendtigen entweder eine Reinigung Uber HPLC oder Destillation und sind somit
zeitaufwendiger und/oder apparativ aufwendiger, als eine Kartuschenreinigung. Diese viel
versprechende Methodik wurde daher als geeignet fir Routinesynthesen im hdheren
Aktivitatslevel angesehen und daher in Zusammenarbeit mit der Firma raytest
IsotopenmeBgerate GmbH automatisiert und zu '®F-Fluorethylierung von verschiedenen
Tracern angewendet.”**'* Eine weitere Betrachtung und Vergleich der Ergebnisse erfolgt
auf Seite 123f.

Das via BrEtNos erhaltene '®F-Fluorethylierungsmittel ['®F]-FEtBr wurde im Rahmen
dieser Arbeit mit zwei potentiellen Radiopharmakavorlaufern umgesetzt. Diese waren zum
einen der potentielle muskarinische Acetyl-Cholin-Rezeptor-Liganden (mAChR)
{6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)silyllhexyl}-[3-(1,8-naphthalimido)-propyl]amin
(Kapitel 3.2.4.1.1) und zum anderen Tyrosin (Kapitel 3.2.4.3.1).
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3.2.2  2-[**F]-Fluorethanol

Als ein deutlich weniger untersuchtes ['®F]-Fluoralkylierungssynthon wurde das
2-Fluorethanol fur weitere Untersuchungen ausgewahlt. Mit dieser Verbindung scheint es
mdglich, nach Aktivierung mit z.B. Triflatanhydrid, ein potentes Fluorethylierungsreagenz
zu erhalten.

3.2.2.1 Ubersicht iiber Wege zur Herstellung von ['®F]-Fluorethanol

Folgende Vorlaufermoleklile wurden ausgewahlt, um das Zwischenprodukt
2-['®F]-Fluorethanol mit dem Ziel der Herstellung des Alkylierungsmittels Fluorethyltriflat zu
erhalten.

2-Bromethanol (Kapitel 3.2.2.2)

2-Hydroxyethyltosylat (Kapitel 3.2.2.3)

1,2-Dibromethan (Kapitel 3.2.2.4)
1,2-Bis(4-methylbenzensulfonyloxy)ethan (Kapitel 3.2.2.5)
1,2-Bis-(4-trifluormethylbenzensulfonoxy)ethan (Kapitel 3.2.2.6)
2-Bromethylbenzoat (Kapitel 3.2.2.7)
(2-Bromethoxy)methyltribenzen (Kapitel 3.2.2.8)

N o o &~ 0D~

1+2 sind prinzipiell die einfachsten Ansitze, um ['®F]-FEtOH durch nukleophile
Substitution herzustellen. 3-5 sollten durch eine nukleophile Substitution und
anschlieBende Hydrolyse zu dem Zielmolekdl fihren und mit Verbindung 6 sollte nach
nukleophiler Substitution mit ['®F]-Fluorid entweder ['®F]-FEtOH oder direkt ['®F]-FEtOTf
erhalten werden. Ebenso sollte Verbindung 7 nach erfolgreicher Markierung und
Abspaltung der Tritylschutzgruppe zu ['®F]-FEtOH und zu ['®F]-FEtOTf fiihren.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.2.2.2 2-Bromethanol als Vorlaufer

o, [°FIFuorid y
HO P ———  po T

Schema 3.6: [18F]-Fluorierung von 2-Bromethanol mit n.c.a. [18F]-Fluorid.

2-Bromethanol (BrEtOH) wurde als einer der einfacheren Vorlaufer zur Darstellung der
prosthetischen Gruppe n.c.a. 2-['®F]-Fluorethanol ausgewahlt und untersucht. Diese
Mdoglichkeit, schnell und ohne weitere Schritte zu dem gewilnschten Zielmolekil zu
gelangen, wurde genutzt, obwohl die aciden Protonen der Alkoholgruppe eine Markierung
mit n.c.a. ['®F]-Fluorid der Theorie nach be-/ bzw. verhindern. Auf Grund erfolgreicher
Ergebnisse mit den Analoga 3-Brompropanol (Kapitel 3.2.3.1) und 8-Bromoktanol (nicht
publizierte Ergebnisse von Khezami et al.) wurde hier auch die direkte Markierung des
BrEtOH durch ['®F]-Fluorid untersucht.’®*

Die Ergebnisse dieser Markierungsversuche werden in folgender Tabelle 3.8
wiedergegeben.

Tabelle 3.8: Radiochemische Ausbeuten von [18F]-FEtOH aus BrEtOH fiir verschiedenen Lésungsmittel (LM),
Basen, Temperaturen, Zeit und Precursormengen. Zusatzlich wird die Loslichkeit von ['®F]-Fluorid
(15-50 MBq n.c.a. [18F]-Fluorid, 1 ml LM) angegeben. Mit * gekennzeichete Versuche wurden mit 1,2
Aquivalenten Base im Bezug auf K 2.2.2. durchgefiihrt. ** tert. Amylalkohol (n=3).

BrEtOH Temperatur ['®F]-FEtOH Léslichkeit
Zeit [min] Base LM
[umol] [C] [%] ['®F]-Fluorid [%)]
280 90 15 K>CO3 MeCN 1,0 +£0,1 26,4 +1,2
280 110 15 K>CO3 MeCN 25+04 30,0+ 0,5
280 130 15 K>CO3 MeCN 22+1,1 23,4+1,8
280 90 30 K>CO3 MeCN 0,8+0,3 21,1 +20
280 110 30 K>CO3 MeCN 1,5+1,3 254 +41
280 130 30 K>CO3 MeCN 0,8+24 31,2+3,2
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Fortsetzung Tabelle 3.8 Radiochemische Ausbeuten von [18F]-FEtOH aus BrEtOH

BrEtOH Temperatur ["°F]-FEtOH Léslichkeit
Zeit [min] Base LM

[umol] [°C] [%] ['®F]-Fluorid [%)]
700 110 30 K:CO;  MeCN 2,1£05 31,215
280 130 30 KHCO; ~ MeCN 59+24 32,6 +2,1
*280 130 30 KHCO; ~ MeCN 51+1,4 29,4+ 1,1
700 130 30 KHCO; ~ MeCN 6,1£0,5 335+24
420 130 20 K:COs  Amylalk** 3,9+ 195+1,9
420 130 20 KHCO;  Amylalk** 42+ 17,4£25
420 130 20 K.CO; ~ DMSO 41+1,4 62,5+3,38
420 130 20 KHCO; ~ DMSO 3,9£0,7 652 +2,4
*420 130 20 KHCO; ~ DMSO 3,7+06 63,1+ 1,9

Durch Variation von Ldsungsmittel, Temperatur, Zeit und der Stoffmenge des
eingesetzten BrEtOH wurde versucht, die Reaktionsausbeute zu optimieren. Akzeptable
['®F]-FEtOH Ausbeuten konnten jedoch mit keinen der gewéhlten Reaktionsbedingungen
erreicht werden. Auch eine Erhéhung der Basenmenge analog zu 2-Brompropanol (Kapitel
3.2.3.1) auf 1,2 Mol-Aquivalente war nicht erfolgreich.

Der Hauptgrund far die niedrigen Ausbeuten wird sicherlich die ungeschitzte
OH-Gruppe sein, da H-Acide funktionelle Gruppen die n.c.a. '®F-Fluormarkierung stéren
(siehe Kapitel 1.7.3). Werden die Ergebnissen mit der Markierung von 3-Brompropanol
verglichen, bei der dieses Phanomen weniger stark ausgepragt auftritt, muss noch eine
andere Wechselwirkung hinter diesem Effekt vermutet werden. Die unterschiedlichen
Kohlenstoffkettenlange der beiden Verbindungen BrEtOH (pKa = 14,3)"*®> und BrPrOH

(pKa = 14,96) bewirken leicht unterschiedliche pKa-Werte, die wiederum unterschiedliche

Auswirkungen auf den Brom-Substituenten hervorrufen kdnnen. Diese leicht

*

Berechneter Wert
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3 Ergebnisse und Diskussion

unterschiedlichen Aciditdten scheinen schon ausreichend, um die unterschiedlichen
Ausbeuten bei der 'F-Fluorierung des Ethan- bzw. Propanderivats zu erklaren.
Anscheinend sind beide Reaktionen Grenzfélle, wobei die freien Protonen des Ethanols
die nukleophile Substitution stéren und im Falle des Propanols die Protonen starker an
den Alkoholsauerstoff binden. Deshalb wurde von weitere Untersuchungen mit dem
2-Bromethanol abgesehen und ein neuer ahnlicher Vorlaufer gesucht, mit dem das

Zielmolekl 2-['®F]-Fluorethanol synthetisiert werden kann.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.2.2.3 2-Hydroxyethyl-p-tosylat als Vorlaufer

O n.c.a. ['8F]-Fluorid
HO //S 18|:
> HO™ >

Schema 3.7: [18F]-Fluorierung von 2-Hydroxyethyl-p-tosylat mit n.c.a. [18F]-Fluorid.

Obwohl die Ergebnisse der '®F-Markierung von Bromethanol keine hohen Ausbeuten bei
der Markierung von 2-Hydroxyethyl-p-tosylat (TosEtOH) erwarten lieBen, wurde zusatzlich
dessen Eigenschaften als potentieller Vorlaufer bei der n.c.a. '8F-Fluormarkierung
untersucht. Die Versuche =zur Markierung wurden unter &hnlichen Bedingungen
durchgefiihrt und die Ergebnisse in Tabelle 3.9 zusammengefasst.

Tabelle 3.9: Radiochemische Ausbeuten von [18F]-FEtOH aus TosEtOH fiur verschiedenen Lésungsmittel
(LM), Basen, Temperaturen, Zeit und Precursormengen. Zuséatzlich noch angegeben wurde die L&slichkeit
von ['®F]-Fluorid (15-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, 1 ml LM, n 2 5).

TosEtOH [umol] LM Base Temperatur Zeit [min] [18F]-FEtOH Loslichket
[C] [%] ["®F]-Fluorid [%]
100 MeCN K>COj3 90 15 7,1 +2,1 451 +29
100 MeCN K>COs3 110 15 86+12 442 + 31
100 MeCN K>COj3; 130 15 8,0+£3,2 51,2+21
100 MeCN KHCO3 90 15 89+1,5 48,3 £5,2
100 MeCN KHCO; 110 15 9,7+2,8 51,56+25
100 MeCN KHCO; 130 15 7,9+42 492 +42
100 DMSO K>COj3 130 15 144 +1.2 652+4,8
100 DMSO KHCO3 130 15 14,8 £ 0,5 63,4 +1,2
100 tert. Amylalk K>COj3 130 15 6,8 +4,2 452+1,0
100 tert. Amylalk ~ KHCOs; 130 15 8,7+ 1,1 43,2 + 3,6
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Die Basen Carbonat und Hydrogencarbonat unterscheiden sich nicht in den
unterschiedlichen Systemen voneinander und es liegt eine Léslichkeit von n.c.a.
['®F]-Fluorid zwischen 40 und 65 % vor. Dies ist eine wesentliche Steigerung gegeniiber
der Verwendung von Bromethanol als Precursor und spiegelt sich auch in etwas héheren
Ausbeuten wieder. In DMSO werden mit EtOTos die héchsten Ausbeuten erreicht, jedoch
nur maximal 15 %. Auf Grund von Ergebnissen von Kim et al. wurde tertidr-Amylalkohol
als Lésungsmittel eingesetzt, da dieser Alkohol zu wesentlich héheren Ausbeuten von
1-['®F]-Fluor-3-(2-nitroimidazol-1-yl)propan-2-ol ~ und  N-2-["®F]-Fluorpropyl-23-carbo-
methoxypropyl-3B-(4-iodophenyl)nortropane  gefiihrt  hatte.*® Die Markierung von
2-Hydroxyethyl-p-tosylat mit ['®F]-Fluorid wird hier jedoch nicht durch den Wechsel zu
tertidr-Amylalkohol positiv beeinflusst. Auch in diesem Fall scheint die freie Hydroxy-

Gruppe eine effektive '®F-Markierung zu stéren.
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3.2.2.4 1,2-Di-Bromethan als Vorlaufer

n.c.a. ['®F]-Fluorid
B B - B

Schema 3.8: Markierung von 1,2-Dibromethan mit n.c.a. '®F-Fluorid.

Die Darstellung des 2-['®F]-Fluor-1-bromethan (FEtBr) (iber das 1,2-Dibromethan
(DBrEt), eine gut untersuchte Reaktion, wird im folgendem Abschnitt insbesondere unter
dem Aspekt der folgenden Hydrolyse beschrieben.

Der Vergleich der beiden Basen K,CO; und KHCOj3; zeigt in dem jeweiligen
Lésungsmittel keine groBen Unterschiede bei den radiochemischen Ausbeuten (Abbildung
3.8), in den verschiedenen L&sungsmitteln unterscheiden sich die radiochemischen

Ausbeuten aber deutlich voneinander.

100
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Abbildung 3.8: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute von 2-['®F]-Fluor-1-bromethan als Funktion der
Zeit (90°C, 60 umol/ml DBrEt, 10-50 MBq n.c.a. [18F]-Fluorid, 40 umol K 2.2.2., 38 pmol KHCOg3, 19 umol
K>COj3, MeCN, 0-DCB/DMSO, n = 7).
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Acetonitril als Losungsmittel liefert wesentlich h6here radiochemische Ausbeuten bei der
Synthese von n.c.a. ['®F]-FEtBr als DMSO oder o-DCB. Die Kinetik der Reaktion folgt dem
Reaktionszeitgesetz pseudo-erster Ordnung (n=5), k=3,7-103s"; P =0,0093). Die
Optimierung der Precursormenge wird in Tabelle 3.10 dargestellt.

Tabelle 3.10: Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute von ['®F]-FEtBr von der Precursormenge DBrEt.
(1 ml MeCN, 90°C, 10 min, 10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid).

DBrEt [umol] Base Ausbeute [%]
50 KoCO3 452 +54
100 K>CO3 75515
150 K>CO3 88,9+21
200 KoCO3 879+1,9
50 KHCO; 48,2+25
100 KHCO; 734 +12
150 KHCO; 87,9+0,8
200 KHCO, 87,4+1,2

Die Schwelle, von der an genug Precursor fiir eine gute Umsetzung zum ['®F]-FEtBr
vorliegt, liegt im Falle von Dibromethan bei etwa 150 pmol/ml.

In der Literatur sind viele Wege zur Synthese von ['®F]-FEtBr beschrieben worden (siehe
Kapitel 1.8). 1,2-Dibromethan wurde schon sehr friih als Vorlaufer fir ['®F]-FEtBr
eingesetzt und fihrt zu radiochemische Ausbeuten von 80-90 %, bietet aber Probleme bei
der Reinigung, da eine reproduzierbare Reinigungsprozedur nur mittels HPLC oder
Destillation durchfithrbar scheint.’® 101192193 Eine Synthese von Baumann et al. erfolgte
Uber das 1,2-Dibromethan zu [®F]-FEtBr und wurde (ber ein Kartuschensystem
(LiChrolut® EN-Kartusche und Alumina® B-Kartusche) gereinigt und soll eine
radiochemische Ausbeute von 60-70 % ermdglichen.’ Dies konnte in unserem Labor
jedoch nicht reproduziert werden. Ein anderer Weg zu ['®F]-FEtBr fiihrt zum Beispiel Uber
2-Brom-ethyltriflat, das im Vergleich zur Brom- und Nosylatabgangsgruppe wesentlich
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reaktiver ist. Verschiedene Publikationen berichten Gber diese Reaktion und es wird eine
maximale rcy von 65-71 % nach einer destillativen Reinigung erhalten.'®13%140 Nicht
verodffentlichte interne Ergebnisse von Karwath et al. ergaben radiochemische Ausbeuten
flr diese Reaktion von bis zu 90 %.

Im Vergleich zu ['®F]-FEtBr iber BrEtNos wurden im Vergleich zur Literatur hnlich gute
Ausbeuten erhalten und dieser Vorlaufer ist deshalb zur Markierung gleichwertig
einsetzbar. Der groBe Unterschied ist aber, dass im Fall des Vorlaufers DBrEt keine
Reinigung Uber SPE mdglich ist und so die Reinigung zeitlich, als auch apparativ
aufwendiger ist, als die Abtrennung des BrEtNos. Diese Ergebnisse werden auf Seite 123f
erneut aufgegriffen.

3.2.2.4.1 Hydrolyse von 2-['®F]-Fluor-1-bromethan

Prinzipiell ist die Abtrennung des Vorlaufers vom Markierungsprodukt vor der Hydrolyse
sinnvoll. Eine effektive Abtrennung von ['®F]-FEtBr und DBrEt durch SPE ist, auf Grund
der sehr ahnlichen physikalischen Eigenschaften, nicht méglich. Eine destillative Trennung
der beiden Stoffe kann durch den geringen Unterschied der Siedepunkte von nur 5°C
ebenfalls nicht einfach und effektiv durchgefihrt werden. Deshalb wurde direkt die
Verseifung des ['®F]-FEtBr zu ['®F]-FEtOH in Gegenwart des DBE untersucht und die
Ergebnisse in Tabelle 3.11 zusammengefasst.

Tabelle 3.11: Radiochemische Ausbeute von ['®F]-Fluorethanol durch Hydrolyse von [*®F]-FEtBr. Fehlende

Aktivitat ist freies ['®F]-Fluorid (15 min, 1 ml Wasser zugegeben, n = 3).

Base Temperatur [°C]  ["®F]-FEtOH[%] ['®F]-FEtBr [%]
80 pl NaOH 110 2,4+12 542+15
120 pl NaOH 110 42+24 7,32+29
80 ul NaOH 90 35+1,7 8,3+3,4
120 pl NaOH 90 2,4+0,8 4,01+22
80 ul K,CO;4 90 0 80,2 +4,5
120 pl K,CO4 90 0 782+ 1,4
80 pl TBACH 90 31+15 54+1,2
120 pl TBAOH 90 4,2+0,9 72423
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Auf Grund &hnlicher Ergebnisse mit 2-Fluorethyltosylat in Kapitel 3.2.2.5.1 (Seite 73f),

wird die Diskussion dort wieder aufgenommen.

3.2.2.5 Ethyl-di-(p-toluenesulfonat) als Vorlaufer

In Schema 3.9 wird die im Folgenden untersuchte ['®F]-Markierung und die
anschlieBende Hydrolyse kurz dargestellt. Die Herstellung von 2-['®F]-Fluorethyl-
p-toluensulfonat (['®F]-FEtOTos) Uber das Ethyl-di-(p-toluenesulfonat) ist seit langem

bekannt und wurde zum Vergleich zur Synthese mit BrEtNos und zur FEtOH Synthese

herangezogen.'*" 42
a) \©\ )
187 - O
/S//\ ~_O. 0O n.c.a. [ °F]-Fluorid X 18F/\/O\S//
d (@) //S > %
J \©\ J
b) 18 ~_O~ Base OH
F S 187N

N
§ O
Y

Schema 3.9: Schematische Darstellung der Synthese von  2-['°F]-Fluorethanol  (iber
Ethyl-di-(p-toluoensulfonat). a) Synthese von 2-['®F]-Fluorethylsulfonat b) Basische Verseifung der Tosylat-
gruppe zu ['®F]-FEtOH.
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In Abbildung 3.9 sind die radiochemischen Ausbeuten von 2-["®F]-Fluorethyl-
p-toluensulfonat in Lédsung gegen die Temperatur bei Verwendung verschiedener
Lésungsmittel dargestellt. Die radiochemischen Ausbeuten unterscheiden sich generell
kaum voneinander und erreichen bei einer Reaktionstemperatur zwischen 90 und 100°C
einen Héchstwert von etwa 92 % rcy (Reaktion pseudo-erster Ordnung k' = 3,8:10°s™,
P <0,001;n2=5).
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Abbildung 3.9: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute von [18F]-Fluorethyltosylat als Funktion der
Temperatur (15 min, 60 pmol/ml EDT. 10-50 MBq n.c.a. ['°F]-Fluorid, 40 pmol K 2.2.2., 19 umol K,COs,,
38 umol KHCO3, Lésungsmittel je 1 ml MeCN, DMSO oder o-DCB, n 2 5).

Die Auswirkung der Vorlauferkonzentration auf die rcy wird in Tabelle 3.12
wiedergegeben.

Tabelle 3.12: Abhangigkeit der rcy von ['®F]-FEtOTos im Bezug auf die Konzentration von EDT (90°C,
t = 10 min, MeCN, 10-50 MBq n.c.a. ["®F]-Fluorid, n = 5).

EDT [umol/ml] ['®F]-FEtOTos [%)]
65 96+ 1,6
50 95+ 1,0
40 95+ 1,2
30 88+ 1,9
15 52+ 24
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Die Ausbeuten fir 2-['®F]-Fluorethyltosylat steigen mit hdheren Konzentrationen von
EDT wie erwartet an. Fir eine Konzentration von 15 umol/ml EDT wird nur etwa 50 % des
n.c.a. ['®F]-Fluorid zu 2-['®F]-Fluorethyltosylat umgesetzt. Durch die Verdopplung der
Konzentration von EDT kann eine Ausbeute von bis zu 88 % erreicht werden. Das beste
Ergebnis wurde fir eine Konzentration von =240 pmol/ml EDT (rcy = 95 %).

Der Vorlaufer Ethyl-di-(p-toluenesulfonat) ist stabil im Bezug auf Temperatur und Base
und lasst sich deshalb leicht handhaben. Die Verbindung lasst sich mit guten Ausbeuten
'®F_fluorieren und ergibt auch hier auf Grund der extrem niedrigeren Konzentration des
n.c.a. ['®F]-Fluorid nur das einfach fluorierte Produkt.

Die '®F-Markierung von Ethyl-(di(p-toluensulfonat) konnte im Labor etabliert werden und
im Vergleich zu den publizierten Ergebnissen &hnlichen radiochemische Ausbeuten

erreicht (z.B. Block et al. 82 % rcy) werden. %1%
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3.2.2.5.1 Hydrolyse von 2-['®F]-Fluorethyltosylat

Zur Darstellung von [®F]-FEtOH aus ['®F]-FEtOTos wurde der Einfluss von
verschiedenen Basensysteme (TBAOH, NaOH, KHCOj; KyCQOj3), Temperatur und
Lésungsmitteln auf die Hydrolyse untersucht.

Die Versuche, mit Natriumhydroxid (NaOH) eine Verseifung des Sulfonsaureesters zu
erreichen, sind in Tabelle 3.13 dargestellt.

Tabelle 3.13: Auswirkungen von 1 M Natriumhydroxid-Losung auf die Verseifung von [®F]-FEtOTos (t = 15

min, n = 3).
Base Temperatur " ['°F]-FEtOH  ['°F]-Fluorid ['®F]-FEtOTos Bemerkung
[*C] [%] [%] [%]

80 pl NaOH 95 MeCN 3,1 50,2 46,7 +1 ml H,0
80 pl NaOH 80 MeCN 3,4 28,3 68,3 +1 ml H,0
80 ul NaOH 120 MeCN 0 100 0 +1 ml H,O
80 ul NaOH 95 MeCN 2,7 35,5 61,8 ohne H,O
20 pl NaOH 95 MeCN 3,3 28,4 68,3 +1 ml H,0
80 pl NaOH 95 DMSO 5,1 39,8 55,1 +1 ml H,0
80 pl NaOH 120 DMSO 0 100 0 +1 ml H,0
20 pl NaOH 95 DMSO 4,2 55,4 40,4 +1 ml H,0
20 pl NaOH 95 DMSO 3,1 24,6 72,3 ohne H,0

Bei dieser Hydrolyse wurde, wie bei [®F]-FEtBr, nur sehr wenig 2-['®F]-Fluorethanol
erhalten. Es konnten nur geringe Mengen ['®F]-FEtOH nachgewiesen werden, da der
Hauptanteil an Aktivitit entweder noch als ['®F]-FEtOTos oder als freigesetztes
['8F]-Fluorid nach der Reaktion vorlag.

Die starke Base NaOH (pKg =-0,56) wurde in den weitere Untersuchungen durch die
schwacheren Basen NaHCO; und KyCOs; (pKgs (HCOg) =6,4; pKg (COs?) = 3,75)
ersetzt.Die Basizitdten des Carbonats und Hydrogencarbonats scheinen aber zu niedrig
zu sein, um das Tosylat zu hydrolysieren. Es konnte weder ein Zerfall des ['®F]-FEtOTos
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noch eine Verseifung festgestellt werden. Auch die Zugabe von Wasser flhrte nicht zu den

gewlnschten Ergebnissen (nicht dargestellt).

Der Einsatz von TBAOH als Base lieferte ebenfalls geringe Ausbeuten an ['®F]-FEtOH
und wird in der Tabelle 3.14 aufgefthrt.

Tabelle 3.14: Auswirkungen von Tetrabutylammoniumhydroxid auf die Verseifung von [18F]-FEtOTos (n=3).

Temperatur  ['®F]-FEtOH  ['®F]-Fluorid ['®F]-FEtOTos

Base [°C] (%] (%] (%] Bemerkung
250 ul TBAOH 95 7,4 92,6 0 ohne Zusatz
250 pul TBAOH 80 9,5 45 45,5 ohne Zusatz
100 pl TBAOH 95 10,3 82,1 7,6 ohne Zusatz
250 yl TBAOH 95 13,2 33,4 53,4 mit 10 pl FEtOH-Zusatz
250 ul TBAOH 95 14,8 8,1 61,1 mit 10 ul BrEtOH-Zusatz
1. Reinigung: SEP-PAK
250 yl TBAOH 95 14,6 9,2 29,4

2. 10 pl BrEtOH-Zusatz

Zu erkennen ist, dass weder verschiedenen Temperaturen und Reaktionszeiten noch
unterschiedliche Stoffmengen an Base zu einer héheren Ausbeute an ['®F]-FEtOH fiihrten,
sondern oft nur eine Zersetzung zu ['®F]-Fluorid stattgefunden hat.

Um der Zersetzung des ['®F]-FEtOH entgegenzuwirken wurde vor der Hydrolyse stabiles
2-Fluorethanol als Trager zur Reaktionslésung gegeben, um das radioaktive Produkt durch
die makroskopische Menge an inaktivem 2-Fluorethanol zu stabilisieren. Das
2-['°F]-Fluorethanol fiihrt auch, wie beabsichtigt, zur Stabilisierung des n.c.a. ['®F]-FEtOH,
doch lagen die radiochemische Ausbeuten von ['®F]-FEtOH trotzdem nur bei maximal
15 %. Zusétzlich wurde mit 10-20 % noch ein weiteres, nicht identifiziertes Nebenprodukt
gebildet.

Der Zusatz des nicht-isotopen Tragers 2-Bromethanol flihrte ebenfalls zu einer
geringfiigigen Stabilisierung des ['®F]-FEtOH (15% rcy), aber auch hier bildete sich ein

weiteres unbekanntes Nebenprodukt. Diese im Vergleich zu FEtOH lipophilere Verbindung
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konnte nicht identifiziert werden. Auffallig war jedoch, dass sie nur in Anwesenheit von
stabilem ['°F]-FEtOH und von BrEtOH entstand. Eine mégliche Erklarung ist, dass sie
durch eine Reaktion mit dem Stabilisator im 2-Bromethanol bzw. 2-Fluorethanol entsteht.

Die Ergebnisse der Hydrolyseversuche von ['®F]-FEtBr und ['®F]-FEtOTos lassen
vermuten, dass eine Zersetzung des Produktes oder einer Zwischenstufe wahrend der
Synthese im basischen Milieu erfolgt. Eine gewisse Stabilisierung erfolgt bei der Hydrolyse
durch Zugabe von einer Tragersubstanz, die aber zum einen nicht gentigte um hdéhere
radiochemische Ausbeuten zu erhalten und zum anderen eine folgende n.c.a. Synthese
verhindern wirde. Diese Ergebnisse kénnten die geringe Anzahl an Publikationen Gber
['8F]-FEtOH erklaren.

3.2.2.6 Bis-1,2-(Trifluormethansulfonsaure)ethan als Vorlaufer

FsC. g/ 0 18E1El i 0
’/S\O/\/O\Sf/\ n.c.a. ['°F]-Fluorid N 18F/\/O\S//
O O// CFS o ()// \CF3

Schema 3.10: a) [18F]-Fluorierung von 2-Bromethylbenzoat, b) Saure oder basische Esterspaltung des

2-Bromethylbenzoats zu ['®F]-FEtOH und Benzoesaure.

Die bisher untersuchten bis-substituierten Vorldufer konnten alle mit hohen Ausbeuten
markiert werden, waren aber einer effizienten Hydrolyse nicht zuganglich. Aus diesem
Grund wurde nach einem Precursor mit dem Potential gesucht, der sowohl mit hohen
Ausbeuten markierbar als auch einer Hydrolyse zugénglich ist. Von den
Trifluormethansulfonsaure-Gruppen (TFMS) kann dies erwartet werden. Deshalb wurde
als dritte bis-substituierte Verbindung das Bis-1,2-(trifluormethan-sulfonsaure)ethan
(BTSE) im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Dieser Vorlaufer sollte die Méglichkeit
erdffnen, direkt das gewiinschte ['®F]-FEtOTf zu erhalten und somit elegant die
problematische Hydrolyse umgehen. Falls die Markierungsbedingungen eine sofortige
Verseifung zum Alkohol bzw. Glykol bewirken, so erlibrigt sich ebenfalls die Hydrolyse zum
2-["®F]-Fluorethanol.
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3 Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 3.10 wird die Temperaturabhéngigkeit der Reaktion zu ['®F]-FEtOH und
['®F]-FEtOTf dargestellt.
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Abbildung 3.10: Abhangigkeit der radiochemische Gesamtausbeute von ['®F]-FEtOH und ['®F]-FEtOTf als
Funktion der Temperatur (10 min, 60 umol BTSE, 1ml MeCN, 10-50MBq n.c.a.["®F]-Fluorid,
40 umol K 2.2.2., 38 umol KHCO3, 19 pmol K,CO3, 6 pl H,0, n=7)

Basenunabhangig betrug die Ausbeute der nukleophilen Substitution nur maximal 20 %.
Eine deutliche Steigerung konnte erst durch Zugabe geringer Wassermengen erreicht
(6pl H-0) und eine maximale radiochemische Ausbeute von 2-['®F]-Fluorethanol und
2-["®F]-Fluorethyltriflat von etwa 72 % (Tabelle 3.15 und Abbildung 3.10) erhalten werden.
Der deutliche Anstieg der Ausbeuten, bedingt durch die Zugabe von Wasser, geht einher
mit einer erhdhten Léslichkeit von ['®F]-Fluorid im Reaktionsvial.

Tabelle 3.15: Loslichkeit von [18F]-Fluorid in Abhangigkeit der Wasserzugabe. (90°C, 10 min, 1 ml MeCN,
60 pmol BTSE, 10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, n = 5)

Base Wasser  rcy ['°F] (FEtOH + FEtOTf) [%] Léslichkeit ['®F]-Fluorid [%)]
KHCO; 0 23,84+ 1,5 53 +3,2
KHCO;4 6l 82,68 + 1,8 86+2,8
KoCOs 0 17,5+1,7 49+1,8
KoCOjs 6l 68,1+1,9 86 + 2,1
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die Kinetik der Reaktion (Abbildung 3.11) folgt wieder dem Reaktionszeitgesetz pseudo
1. Ordnung (k (K2COs) = 3,2:103s™, P = 0,0073; k (KHCO3) = 7,7-10s™, P < 0,0001).
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Abbildung 3.11: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute von ['®F]-FEtOH und ["®F]-FEtOTf als Funktion
der Zeit (90°C , 60 umol BTSE, 1 ml MeCN, 6 pl Wasser, 10-50 MBq n.c.a. [18F]-Fluorid, 40 umol K 2.2.2.,
38 pmol KHCO;, 19 pmol K,COs. (n27)

Nach 10 min Reaktionszeit wird im K,COs3-System die maximale radiochemische
Ausbeute erreicht, wohingegen im KHCO3-System ein stetiger Anstieg Gber 30 min hinaus

Zu beobachten ist.
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Abbildung 3.12: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute in Lésung von ['®F]-FEtOH und ['®F]-FEtOTf als
Funktion der Precursormenge (90°C, 1ml MeCN, 6pul Wasser, 10-50 MBgq n.c.a. [18F]-Fluorid,
40 umol K 2.2.2., 10 min Reaktionszeit, 38 umol KHCO3, 10 min 19 umol K,COg3, n = 4).

rcy ["®F]-FEtTf und ["°*F]-FEtOH [%]
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die Optimierung der Ausbeuten im Bezug auf die Menge an eingesetztem Precursor
wird in Abbildung 3.12 wiedergegeben.

Schon mit sehr niedrigen Konzentrationen von etwa 25 pmol/ml Vorldufer wird die
maximal erreichbare radiochemische Ausbeute erhalten, entsprechend der hohen
Reaktivitat der Trifluormethansulfonyl-Abgangsgruppe.

Wird die rcy fur die beiden Produkte 2-['®F]-Fluorethanol und 2-['®F]-Fluorethyltriflat
getrennt betrachtet, ist eine maximale Verschiebung zu einer Seite von 2:3 innerhalb der
gewahlten Basen, Zeit, Temperatur und Vorlaufermenge zu beobachten. Es war nicht
moglich die Reaktionsausbeute deutlich auf die Seite eines der beiden Produkte zu
verschieben. Deshalb wurde eine Verseifung mit gleichzeitiger Destillation des
2-["®F]-Fluorethanols untersucht.

Die Reinigung der Reaktionslésung Uber eine Destillation wurde bei einer Temperatur
von 100°C gestartet. Diese Temperatur liegt etwas unter dem Siedepunkt von
2-Fluorethanol (Siedepunkt: 104°C) und sollte eine Abtrennung des Produktes von den
anderen Stoffen ermdglichen (Tabelle 3.16). Eine effektive Destillation war aber erst nach
Erhdhung auf 110°C méglich. Bei einer Temperatur ab 110°C scheint sich aber das
['®F]-Fluorethanol und das ['®F]-Fluorethyltriflat wieder zu ['®F]-Fluorid zu zersetzen,
gleichzeitig kann der Vorlaufer durch die Destillation quantitativ vom Produkt abgetrennt

werden.

Tabelle 3.16: Destillationsausbeute von 2-[*®F]-Fluorethanol und 2-['®F]-Fluorethyltrifiat. (15 min, ohne

vorherige Reinigung, n = 3)

Temperatur [°C] ['°F]-FEtOH [%] ['°F]-FEtOTf[%] ['®F]-Fluorid im Destillat [%]

100 20 15 5
105 32 21 15
110 43 33 25

Es konnte somit gezeigt werden, dass die Darstellung von ['®F]-FEtOH uber den
Vorlaufer Bis-1,2-(trifluormethansulfonsaure)ethan maéglich ist, aber die geringe chemische
Stabilitdt des Vorlaufers erschwert eine effektive und reproduzierbare Handhabung und

flihrte zu nicht konstanten Ausbeuten an 2-['®F]-Fluorethanol.

78



3 Ergebnisse und Diskussion

3.2.2.7 2-Bromethylbenzoat als Vorlaufer

Ein anderer Precursor, der fiir die Synthese von 2-['®F]-Fluorethanol ausgewahlt wurde,
ist das 2-Bromethylbenzoat (BrEtBS). Dieser Benzoesaureester ist in der Hinsicht
interessant, da Ester sowohl im sauren Milieu, als auch im basischen hydrolysiert werden
kénnen. Bei der Spaltung sollte sich zum einen Benzoesdure und zum anderen das
gew(inschte ['®F]-FEtOH bilden (Schema 3.11). Uber den Weg der sauren Abspaltung soll
einer Zersetzung des ['®F]-FEtOH vorgebeugt werden, da die bisherigen Versuche der
basischen Hydrolyse nicht zum Erfolg fihrten. Deshalb wurde das BrEtBS ausgewahlt und
zunachst die nukleophile Substitution unter Bildung von 2-['®F]-Fluorethylbenzoat

untersucht.

o o)

a) Br_~~ n.c.a. ['8F]-Fluorid 18
Ok@ o . ~"0

0 @)
18
b) F\/\OJKO Base/Saure 18p ~_OH + O)J\OH

Schema 3.11: a) ['°F]-Fluorierung von 2-Bromethylbenzoat, b) Saure oder basische Esterspaltung des

2-Bromethylbenzoats zu ['®F]-FEtOH und Benzoeséaure.

In Abbildung 3.13 wird die Zeitabh&ngigkeit der Reaktion wiedergegeben und es ist der
typische Reaktionsverlauf fiir eine Reaktion pseudo-erster Ordnung (k' =2,4-103s™;
P = 0,0078) zu erkennen. Die Kurvenverlaufe fir das Cabonat bzw. Hydrogencarbonat als
Base sind sehr ahnlich und beide Systeme erreichen nach 15 min ein Maximum der

radiochemischen Ausbeute (89 %).
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3 Ergebnisse und Diskussion

Das TBAHCO3; als Base fiihrt bei dieser Reaktion innerhalb von 30 min nur zu einer
maximalen Ausbeute von 30 %. Da sich die beiden carbonathaltigen Basen nicht
voneinander unterscheiden, wurde zum Schutz des Vorlaufers die schwachere Base flr

die weiteren Untersuchungen ausgewahlt.
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Abbildung 3.13: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute von ['°F]-Fluorethylbenzoat als Funktion der Zeit
(90°C, 60 umol/ml BrEtBS, 10-50 MBq n.c.a. [18F]-Fluorid, 40 pmol K 2.2.2., 38 umol KHCO3 und TBAHCO;,,
19 pmol K>CO3, MeCN, n = 5).

In Abbildung 3.14 ist die Temperaturabhangigkeit der Reaktion bei Verwendung
verschiedener Loésungsmittel dargestellt.
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Abbildung 3.14: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute von ['®F]-Fluorethylbenzoat als Funktion der
Temperatur (10 min, 60 umol/ml BrEtBS, 10-50 MBq n.c.a. ['°F]-Fluorid, 40 umol K 2.2.2., 38 pmol KHCOs,,

n = 5). Die Daten wurden fiir die Losungsmittel MeCN, DMSO und o-DCB dargestellt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Bei Temperaturen Uber 100°C sind die drei untersuchten Lésungsmittel gleichermaBen
gut geeignet (rcy ~ 89 %). Wird Acetonitril verwendet kann die maximale Ausbeute jedoch
bereits bei deutlich niedrigeren Temperaturen von 80°C erreicht werden. In den drei
untersuchten Lésungsmitteln konnte flr den Vorlaufer keine unterschiedliche Stabilitat
erkannt werden. Somit kann die '®F-Fluormarkierungsreaktion je nach Bedarf fiir den
nachsten Reaktionsschritt oder Reinigung in einem dieser Lésungsmittel durchgefihrt
werden.

Der Einfluss der Precursormenge auf die radiochemische Ausbeute wurde ebenfalls
untersucht und ergab die in Tabelle 3.17 aufgelisteten Ergebnisse. Die radiochemischen
Ausbeuten von (2-['®F]-Fluorethyl)benzoat liegen ab einer Konzentration von 45 umol/ml

bei ihrem Maximalwert fiir die radiochemische Ausbeute von Uiber 90 %.

Tabelle 3.17: Abhangigkeit der rey fur ['®F]-FEtBS von der Konzentration von 2-Bromethylbenzoat. Die
Ergebnisse fiir rcy in Losung, Léslichkeit von ['®F]-Fluorid und die rcy wurden in den letzten drei Spalten

angegeben (n = 3).

BrEtBS i ) ['®F]-FEtBS in Loslichkeit rcy ['°F]-FEtBS
Base Losungsmittel 18 .
[umol/mli] Lsg. [%] [ “F]-Fluorid [%] [%]
30 KHCO; MeCN 75 + 3,1 92+1,2 69+ 1,9
45 KHCO; MeCN 92+29 93+1,0 86+ 1,7
60 KHCO; MeCN 93+25 93+0,4 86 + 1,1
90 KHCO; MeCN 91 + 4,1 93+0,8 84 + 2,1

Das 2-['®F]-(Fluorethyl)benzoat Iasst sich leicht liber das 2-Bromethylbenzoat mit hohen

radiochemischen Ausbeuten herstellen.
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3.2.2.7.1 Esterspaltung des ['®F]-2-Fluorethylbenzoesaureester

Im Folgenden wurde versucht 2-['®F]-Fluorethanol (iber eine Esterspaltung des
(2-['®F]-Fluorethyl)benzoes&ureester zu erhalten und sowohl die saure, als auch die
basische Esterspaltung untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der
Tabelle 3.18 aufgefihrt.

Tabelle 3.18: Esterspaltung von 2-['°F]-Fluroethylbenzoesaureester zu 2-['°F]-Fluorethanol und
Benzoesaure. (100°C, 15min, 500pul 1M Salzsaure, Essigsaure /Natriumhydroxid, Tetrabutyl-
ammoniumhydroxid, n > 4) In den drei Lésungsmitteln Acetonitril, Dimethylsulfoxid und o-Dichlorbenzol. Rcy
bezieht sich auf die eingesetzte Aktivitat an ['®F]-FEtBS.

Losungsmittel Saure/Base 2-['°F]-FEtOH [%] 2-["®F]-FEtBS [%] % Nebenprodukt/['*F]-F

MeCN CH;COOH 0+0 92,4 +2,3 6,1 1,4
DMSO CH;COOH 0+0 92,7+4,9 6,3 +1,3

E o-DCB CH;COOH 0+0 98,1+04 1,5 +0,3

5

:c<rt) MeCN HCI 0,5+0,2 15,9 + 5,1 83,2 +4,3
o-DCB HCI 3,56+0,8 3,4+0,4 93,2+2,0
DMSO HCI 41+1,2 7,8+17 88,2 0,9
MeCN NaOH 1,2+0,5 122+24 17,2 2,5
o0-DCB NaOH 1,8+£0,7 28+0,8 95,5 0,8

= DMSO NaOH 45+1,2 55145 90,2 +3,3

0]

5 DMSO TBAOH 1,8 +0,9 87,1+3,5 11,4 +1,7
MeCN TBAOH 25+04 83,3+1,0 14,2 3,3
o-DCB TBAOH 2,8+0,1 89,1 £1,5 8,7 +1,6

Zur Vermeidung einer basischen Umgebung wahrend der Entstehung von n.c.a.
['®F]-Fluorethanol wurde zuerst die saure Esterspaltung untersucht. Fir die Spaltung
wurden Salzsaure (HCI) und Essigsdure (CH3COOH) ausgewahlt, um Vertreter starker
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3 Ergebnisse und Diskussion

und schwacher Sauren zu haben. Eine Hydrolyse zum 2-['®F]-FEtOH konnte jedoch mit
beiden Sauren nicht erreicht werden. Mit HCI wurde der Ester zwar gespalten, aber als
Hauptprodukt lag nicht ['®F]-FEtOH, sondern ['®F]-Fluorid vor. Wahrend Spaltungen mit
Essigsaure nicht zu einer Hydrolyse des Benzoates flhrten und der Ester nahezu
unhydrolysiert wiedergefunden wurde.

In basischer Lésung konnten &hnlich Ergebnisse erhalten werden. Mit den schwacheren
Basen K>CO; und KHCO; konnte keine Spaltung des ['®F]-FEtBS erreicht werden und
sind deshalb nicht in Tabelle 2.18 aufgefuhrt worden. Mit TBAOH konnte etwa 10 % des
Esters gespalten werden, filhrte aber wiederum nur zu 1-3 % ['®F]-FEtOH. Der Einsatz von
NaOH fiahrte nahezu komplett zu einer Esterspaltung, aber auch in diesem Fallwurde
kaum ['®F]-FEtOH erhalten. In beiden Féallen war ['®F]-Fluorid das hauptséachliche
Hydrolyseprodukt.

Alle Versuche ausgehend vom (2-['®F]-Fluorethyl)benzoat zum 2-['®F]-Fluorethanol zu
gelangen filhrten somit zu nicht zufriedenstellenden Ausbeuten. Das 2-['®F]-Fluorethanol
scheint bei der Hydrolyse/ Esterspaltung zu einer sehr schnellen Eliminierungs- oder einer
ahnlichen Abspaltungsreaktion zu neigen, so dass dieser Weg nicht geeignet ist,
2-['®F]-FEtOH in héherer Ausbeute herzustellen.

Diese Ergebnisse und die Ergebnisse der Verseifung von ['®F]-FEtTos bzw. ['®F]-FEtBr
haben die Probleme bei der tragerfreien Synthese von ['®F]-FEtOH gezeigt. Die Verseifung
zu ['®F]-FEtOH scheint tragerfrei zugunsten einer thermodynamisch oder kinetisch
bevorzugeten Nebenreaktion unter Freisetzung von ['®F]-Fluorid verhindert bzw. als
Zwischenprodukt nicht fassbar zu sein. Bei dieser Nebenreaktion kénnte es sich um eine

Eleminierung handeln.
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3.2.2.8 (2-Bromethoxy)-methyltribenzen als Vorlaufer

Q n.c.a. ["®F]-Fluorid O

Br/\/o » 18F/\/O

Schema 3.12: [18F]-Fluorierung von (2-Bromethoxy)methyltribenzen mit n.c.a. [18F]-Fluorid.

(2-Bromethoxy)methyltribenzen (BrEtOTr) wurde als Vorlaufer zur '®F-Fluorierung
ausgewahlt, um ['®F]-FEtOH mit befriedigenden Ausbeuten herstellen zu kénnen. Die
Trityl-Schutzgruppe ist im alkalischen stabil, so dass wéahrend der Sy2-Reaktion keine
Abspaltung der Schutzgruppe zu erwarten ist. Die Abspaltung der Schutzgruppe kann
entweder hydrogenolytisch (Hz) oder in einem stark sauren Milieu (auch Lewis-Sauren)
erfolgen.

Mit dieser Schutzgruppe sollte zum einen das Problem der freien aciden Protonen
wahrend der radioaktiven Markierung geldést, zum anderen ein basisches Milieu wahrend

der Schutzgruppenabspaltung umgangen werden.
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Abbildung 3.15: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute von ['®F]-FEtOTr als Funktion der Temperatur
(15 min, 55 pmol/ml BEtOTr, 1 ml MeCN, 10-50 MBq n.c.a. [18F]-Fluorid, 40 umol K 2.2.2., 38 pmol KHCO;,
TBAHCO3;, 19 umol K,COg, n = 4).
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Die Optimierung der Synthese von (2-['®F]-Fluorethoxy)methyltribenzen (['®F]-FEtOTr)
wurde zuerst im Bezug auf KHCO; und K>COs; und TBAHCO; bei verschiedenen
Temperaturen durchgefihrt (Abbildung 3.15).

Hier ist deutlich zu erkennen, dass gute radiochemische Ausbeuten mit den beiden
Basen K>,CO3 und KHCO3 nicht aber mit TBAHCO; erhalten werden kénnen. Ab einer
Reaktionstemperatur Uber 90°C wird die héchste radiochemische Ausbeute erreicht. Der
Vorlaufer BrEtOTr ist bezogen auf die beiden Carbonat-Basen gleichermaBen stabil und
eine Verseifung des Precursors wahrend der nukleophilen Substitutionsreaktion wurde erst
bei héheren Temperaturen (> 130°C) und langeren Reaktionszeit unter Bildung des
analogen Alkohols BrEtOH beobachtet.

In  Abbildung 3.16 ist die zeitliche Abhangigkeit der '8F-Fluorierungsreaktion
wiedergegeben (k = 3,5-10%s™", P = 7,2:10%). Nach 10 min Reaktionszeit wird die héchste
radiochemische Ausbeute (90 %) an 2-['®F]-FEtOTr erhalten. Kiirzere Reaktionszeiten, wie
z.B. 5 min, liefern deutlich geringere radiochemische Ausbeuten des Produktes (56 %).
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Abbildung 3.16: Abhingigkeit der radiochemische Ausbeute an ['®F]-FEtOTr als Funktion der Zeit (90°C,
55 pmol/ml BEtOTr, 1 ml MeCN, 10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, 40 pmol K 2.2.2., 38 umol KHCO; oder
19 umol K>CO3, n = 4).

Die Auswirkungen der verschiedenen Precursorkonzentrationen auf die radiochemische
Ausbeute von ['®F]-FEtOTr wird in folgender Abbildung 3.17 wiedergegeben. Mit 10 umol
BrEtOTr wird nur eine radiochemische Ausbeute von 45 % erreicht, wogegen ab einer
Stoffmenge = 30 umol BrEtOTr ein Maximum von ca. 90 % rcy erreicht wird.
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Abbildung 3.17: Abhangigkeit der radiochemische Ausbeute an ['°F]-FEtOTr vonder Precursormenge (90°C,
10 min, 1 ml MeCN, 10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, 40 umol K 2.2.2., 19 umol K,COj, n 2 3).

Der Einfluss des Base/K 2.2.2. Verhaltnisses und von geringen Mengen Wasser auf die
®F_Fluorierungsreaktion wird in Tabelle 3.19 wiedergegeben. Bei einem Verhdltnis von
K2COs zu Kryptofix von 1,1:1,0 fallen die Ausbeuten stark ab, d.h. eine Anderung des
Basen zu PTK-Verhaltnis flihrt zu keinem besseren Ergebnis der radiochemischen
Ausbeuten und zu einer sehr niedrigen Léslichkeit von ['®F]-Fluorid. Auch die Zugabe von
Wasser senkte die Ausbeuten an ['®F]-FEtOTT.

Tabelle 3.19: Auswirkungen des K,CO4/K 2.2.2. Quotienten auf die rcy an ['®F]-FEtOTr und Auswirkung von
Wasser auf die Sy2-Reaktion. (90°C, 10 min, 30 pmol BEtOTr, 1 ml MeCN, 10-50 MBq n.c.a. [18F]-Fluorid,
40 uymol K 2.2.2., n 2 3)

K»CO; [umol] Quotient ['®F]-FEtOTr [%]  Léslichkeit ['°F]-Fluorid [%]  H,O [pl]
18 0,9 93,4 3,4 96,2 £2,4 -
20 1,1 452+48 345+ 4,8 -
18 0,9 35,2 + 3,4 782+18 6

86



3 Ergebnisse und Diskussion

3.2.2.8.1 Reinigung von (2-['®F]-Fluorethoxy)methyltribenzen

Zur Vorbereitung fiir eine SPE Abtrennung des Vorlaufers vom ['®F]-FEtOTr wurde eine
Derivatisierung des (2-Bromethoxy)methyl-Tribenzens mit N,N-Dimethylaminopyridin
(DMAP) zu einem Pyridinium-(2-ethyltrityl)-lon (PyTr) untersucht (Schema 2.12).

= LY
O O
BI’/\/O \ \ \[\r/\/o
O O ~C
) 7 )
\

Schema 3.13: Derivatisierung von BrEtOTr mit DMAP.

Die Bildung des Pyridiniumions wurde bei verschiedenen Temperaturen und
verschiedenen Verhéltnissen von Precursor zu DMAP durchgefihrt und ist in Tabelle 3.20
dargestellt.

Tabelle 3.20: Derivatisierungsversuche von BrEtOTr mit DMAP.

DMAP BrEtOTr Solvent Zeit Temperatur nicht derivatisierter
[umol] [umol] [min] [c] Precursor

1 200 25 MeCN 30 130 10%

2 200 25 MeCN 45 130 5%

3 100 25 DMSO 30 130 5-10%

4 150 25 DMSO 30 130 ~5%

5 200 25 DMSO 30 130 < 0,3%

6 200 25 DMSO 15 130 ~3%

7 200 25 DMSO 30 110 5%

8 180 25 DMSO 25 130 <0,3%

Endgiiltiger Reaktionsansatz

9 180 25 +400p! DMSO 25 130 0-0,3%
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Die Versuche in Acetonitril (1,2) flahrten jedoch nicht zu einer quantitativen
Derivatisierung des Precursors BrEtOTr. Daher wurde in Anlehnung an die Anilid-
Derivatisierung (Kapitel 3.1.2) zum L&sungsmittel DMSO gewechselt (Tabelle 3.20
Nr. 3-9).

In den Ansatzen 3-5 wurde die Stoffmenge an DMAP sukzessive erhéht, um mit
erhdéhten Stoffmengen eine bessere und schnellere BrEtOTr-Derivatisierung zu erreichen.
Mit einem 8-fachen Uberschuss bei 130°C nach 30 min konnte der Vorlaufer quantitativ
derivatisiert werden (5). Kurzere Reaktionszeiten (6) oder niedrigere Temperaturen (7)
reichen nicht aus, um eine vollstdndige Derivatisierung zu erhalten. Die optimalen
Bedingungen flr die Derivatisierung von BrEtOTr in DMSO sind 130 °C, 180 umol DMAP,
25 min (8).

Die der Derivatisierung vorgelagerte '®F-Fluorierung wurde im folgendem ebenfalls in
DMSO durchgefiihrt und gute radiochemische Ausbeute an 2-['®F]-FEtOTr erzielt. Es stelle
sich jedoch wahrend der Untersuchung heraus, dass der Vorlaufer wahrend der
®F_Fluormarkierung in DMSO nicht stabil war und sich groBere Mengen an
(Hydroxyethyl)oxymethyl)tribenzen gebildet hatte.

Weil eine Derivatisierung dieses Hydroxy-Nebenproduktes nicht mdglich ist, wurde die
®F_Fluormarkierung weiterhin in Acetonitril durchgefiihrt und anschlieBend fiir die
Derivatisierung das DMAP in DMSO zugegeben (9, Tabelle 3.20), so dass ein
Mischungsverhéltnis von 40/60 (MeCN/DMSOQO) entstand.
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Die verschiedenen Kombinationen von kartuschen zur Abtrennung des 2-['®F]-FEtOTr

von den restlichen Bestandteilen der Reaktionslésung via SPE ist in Tabelle 3.21

aufgeflhrt.

Tabelle 3.21: Kartuschenkombinationen zur Reinigung des 2-['®F]-FEtOTr von den begleitenden Reagenzien

und Lésungsmitteln. Verdiinnung mit Wasser und/oder Aceton (n = 3).

) _ fixiertes ['°F]-FEtOTr PyTrim
Kartuschen Ldsungsmittel Waschen Elution .
['®F]-FEtOTr [%)] eluiert [%)] Eluat
I-CH (H")
1 20 ml H,O 100 % I-CH 20 ml H,O Aceton 0 -
C18
CM (Na") MeCN fir .
2 20 ml H,O 15 % CM, 50 % C18, 20 ml H,O 24,2 ja
C18 C18
CM (H)
3 c 20 ml H,O 50 % CM, 40 % C18 20 ml H,O MeCN beide 20,5 ja
18
4 HRP 20 ml H,O 40 % HRP - - - -
5 C18 20 ml H,O 44 % C18 - - - -
6 Filter 20 ml H,O 18 % im Filter 20 ml H,O MeCN 5,2 ja
I-CH (H) 10 ml Aceton/
7 10 % I-CH, 0 % C18 - - - -
C18 10 ml H,O
CM (H+) 10 ml Aceton/
8 5% CM, 0% C18 - - - -
Cc18 10 ml H,O
9 Si60 10 ml Ether 19 % Si60 - - 80,4 ja
. 10 ml
10 Si60 15 ml Hexan 72 % Si60 Diethylether 69,1 Wenig
Hexan

Mit dem Kationentauscher I-CH (H*) konnte samtliches Produkt auf der Matrix fixiert

werden, aber eine Elution des Produktes war mit gangigen Methoden nicht mdglich (1).
Auch die schwach saure CM in Na* oder H*-Form (2+3) war flir die Trennung nicht

89



3 Ergebnisse und Diskussion

geeignet, da das 2-['®F]-PyTr nicht quantitativ fixiert werden konnte. Auch auf einer HRP
oder C18 konnte das Produkt nicht fixiert oder durch Filtration abgetrennt werden (4-6).
Durch Verdinnung der Reaktionslésung mit Aceton (7+8) wurde versucht, Gber Normal-
Phase (Si60) das Produkt 2-['®F]-FEtOTr abzutrennen. Hier konnte das Produkt gut fixiert

werden, aber es wurden immer noch héhere Mengen an PTr-lon im Eluat gefunden.

Tabelle 3.22: Kartuschenkombination zur Abtrennung des 2-['®F]-FEtOTr von den anderen Reagenzien.
Lésungsmittel: 0,1 M HCI (n = 3).

. . fixiertes . ['®F]-FEtOTr PyTrim
Kartuschen LoOsungsmittel o Waschen Elution .
[ "F]-FEtOTr [%] eluiert [%] Eluat
1.10 ml
0,1 M HCI
20 ml 10 ml
1 C18 100 2.20 ml 95 2-5%
0,1 M HCI Hexan
20% MeCN
in 0,1 M HCI
1.10 ml
0,1 M HCI
20 ml 10 ml
2 C18 100 2.20 ml 96 1-3 %
0,1 M HCI Hexan
30% MeCN
in 0,1 M HCI
1.10 ml
0,1 M HCI
20 ml 10 ml
3 C18 100 2.20 ml 94 <0,2%
0,1 M HCI Hexan
42% MeCN
in 0,1 M HCI
C18 (Rest)
CM
10 ml Hexan .
4 Na,SO, 10 ml Hexan 3 ml MeCN 95 % nein
Eluat C18
Si60 67,2
Si60 26,1
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Deshalb wurde die groBe Menge an DMAP (180 umol), die mdglicherweise die
Kartuschenkapazitat Gberlastet, durch Zugabe von 0,1 M HCI zur Reaktionslésung
protoniert und erst anschlieBende eine SPE durchgefihrt (Tabelle 3.22,
Trityl-Schutzgruppe in 0,1 M HCI stabil).

Durch das Ansauern (0,1 M HCI) konnte fast 100 % der Produktaktivitat auf einer C18
Matrix fixiert werden. Durch die Zugabe von HCI und die Protonierung des DMAP scheint
es moglich, dass das DMAP als Kation die Saule passiert und so zusammen mit einem
GroBteil des PyTr-lons abgetrennt werden kann. Durch einen zusétzlichen Waschschritt
mit einem Acetonitril/Saure-Gemisches konnte nahezu samtliches DMAP und PyTr-lon von
der C18 gewaschen werden (1+3). Das 2-['®F]-FEtOTr wurde anschlieBend mit 10 ml
Hexan Ober eine CM (Na+, fangt restliches PyTr-lon ab), Na,SO4 (Trocknen) zum
Lésungsmittelwechsel auf zwei Si60 Kartuschen Uberfihrt. Mit 3 ml MeCN war es mdglich
2-['®F]-FEtOTr von den Si60 Kartuschen wieder zu eluieren. Mit dem optimierten SPE-
Verfahren (4) konnte das 2-['®F]-FEtOTr mit 99 % radiochemischer Reinheit sowie frei von
Precursor, DMAP und PyTr-lon erhalten werden. Der Aktivitatsverlust durch die

Kartuschen betrug etwa 10%-15%.
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3.2.2.8.2 Aktivierung zum 2-['®F]-Fluorethyltrifluormethansulfonat

-

- ~_0O Triflatanhydrid 9 ;
0-S-0-CFy %%

s °

Schema 3.14: Entschiitzung von ['°F]-FEtOTr mit TFMSA mit Angabe beider méglichen Produkte.

18F/\/OH

Die Abspaltung der Trityl-Schutzgruppe und die anschlieBende Aktivierung zu dem
entsprechenden Triflat sollte idealerweise in einem Schritt mit Trifluoressigsaureanhydrid
(TFMSA) durchzufihren sein. In Tabelle 3.23 sind die Auswirkungen der Stoffmenge an
TFMSA auf die Abspaltung der Schutzgruppe und Aktivierung angegeben.

Tabelle 3.23: Abhangigkeit der Bildung von 2-['°F]-FEtOTf von der Stoffmenge TFMSA. (100-200 ul Aliquot,
Raumtemperatur, 10 min, n = 3)

TFMSA [umol] ['°F1-FEtOTf [%]
550 99
225 99
100 99
50 98
25 55

Wie erhofft, entstand ausschlieBlich das aktivierte  (2-['®F]-Fluorethyl)-
trifluormethansulfonat (FEtOTf) und (fast) kein 2-['®F]-Fluorethanol. Durch diese
gleichzeitige Entschitzung und Aktivierung kann der Umweg Uber das zur Zersetzung
neigende n.c.a. 2-['®F]-Fluorethanol vermieden werden. In einer konzertierten Reaktion,
die nach dem Schema 2.14 ablaufen kénnte, wird das 2-['®F]-FEtOH gar nicht erst als
Zwischenprodukt gebildet (Schema 2.14).
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7
O=S=0
N\~

\S\(‘ 0
AN O

18F/\/8

Schema 3.15: Méglicher Mechanismus der Entschiitzung und Aktivierung von 2-[®F]-FEtOH.

Diese elegante Methode ermdglichte es, im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal
reines mit TFMSA aktiviertes 2-['®F]-FEtOTf zu erhalten.

3.2.2.8.3 Reinigung des 2- ['®F]-Fluorethyltrifluormethansulfonat

Die Kombinationen von Festphasen-Kartuschen mit dem eine Abtrennung der freien
Sulfonsaure und des nicht abreagierten Anhydrids untersucht wurde, wird in Tabelle 3.24
wiedergegeben. Diese beiden Verbindungen wirden im folgenden Alkylierungsschritt zu
unerwinschten Nebenprodukten mit der zu alkylierenden Substanz flhren. Eine
vollstandige Abtrennung des Anhydrids sollte indirekt dadurch nachgewiesen werden,
indem sich bei nachfolgender Umsetzung mit Anilin als Nebenprodukt kein Acylanilid
bildet, welches sehr gut mittels UV-Detektion bei der HPLC-Analyse nachgewiesen

werden kann.
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Tabelle 3.24: Kartuschenabtrennung von TFMSA.

Kartusche Lésungsmittel Acylanilin Bemerkung
1 CM MeCN v
2 IC-H MeCN v
3 IC-OH MeCN \
4 QMA MeCN v
5 Cc18 H,O v Zersetzung des Produktes
6 HRP H,O v Zersetzung des Produktes
7 Si60 Hexan Spuren
8 NH, MeCN Spuren
9 Alu-N MeCN - Aktivitat nicht eluierbar
10 Alu-B MeCN - Aktivitat nicht eluierbar
11 Alu-A MeCN - Aktivitat nicht eluierbar
12 ci18 0,1 M HCI <0,1% Bis 20 % Hydrolyse

Die Reaktionslésung wurde auf die jeweilige Kartusche gegeben, gewaschen und
anschlieBend das Produkt mit 2-3 ml Acetonitril eluiert. Unter Verwendung der
lonenaustauscher (1-4) konnte keine Abtrennung des TFMSA aus der Reaktionslésung
erreicht werden. Die reversed Phase Kartuschen C18 und HRP (5+6) ermdglichten
ebenfalls keine quantitative Abtrennung des TFMSA. Nachteilig wirkte sich auch der
Umstand aus, dass hier eine Zersetzung des 2-['®F]-FEtOTf aufgetreten ist. Die
Verdlinnung der Reaktionslésung mit Hexan und die Abtrennung Uber eine Si60 (7) und
NH> (8) fuhrten noch zu Spuren von TFMSA im Eluat. Im Fall der NH, senkt eine mdgliche
Alkylierung der Amin-Matrix die Ausbeute an 2-["®F]-FEtOTf herab. Auf der Alumina A
(acide), B (basisch) und N (neutral) (9-11) konnte das Produkt in hohen Mengen aber
leider nahezu irreversibel fixiert werden, so dass ein Einsatz nicht mdglich ist.

Die bislang beste Mdglichkeit TFMSA abzutrennen, ist eine Verdinnung mit 0,1 M HCI,
in der TEMSA hydrolysiert wird, das weniger reaktive 2-FEtOTf jedoch weitestgehend
geschont wird. AnschlieBend kann das 2-['®F]-FEtOTF auf einer C18 (12) fixiert werden
und schlieBlich zum Trocknen mit 6 ml Diethylether (10 ul TFA) wieder von der C18 eluiert
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und auf einer Si60 abgefangen werden. Von dort ist es méglich, 2-['®F]-FEtOTf mit einem
Lésungsmittel der Wahl fir die Folgereaktion zu eluieren. 2-['®F]-FEtOTf wird mit einer
radiochemischen Reinheit von 95-98 % erhalten. Der Anteil von 2-['®F]-FEtOH betrug etwa

2-5 %. Der Verlust bei dieser Reinigung lag bei 5-10 %.

Durch Zugabe geringer Mengen an TFMSA und einer Spur Wasser war es mdglich
nahezu quantitativ das ['®F]-FEtOTr in ['®F]-FEtOH umzuwandeln. In diesem Fall war aber
keine Zersetzung des ['®F]-FEtOTr oder ['®F]-FEtOH unter Bildung von freiem ['®]-Fluorid
zu beobachten. Diese im Vergleich zu den vorherigen Ergebnissen etwas Uberraschende
Beobachtung lasst vermuten, dass dies durch die Entschitzung in fast wasserfreiem
Medium zu einer Stabilisierung des Fluoralkohols fiihrt bzw. die Abspaltung des
['8F]-Fluorids wahrenddessen unterbindet.

Mit dem (2-Bromethoxy)-methyltribenzen als Precursor flr die nukleophile Substitution
konnte gezeigt werden, dass eine effektive Synthese von 2-['®F]-Fluorethanol und
2-['8F]-Fluorethyltriflat méglich ist. Dieses neue '®F-Fluoralkylierungsreagenz wurde im
Vergleich mit 1-Brom-2-["®F]-fluorethan zur Alkylierung von Biomolekiilen eingesetzt (siehe
Kapitel 3.2.4 Seite 106f).
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323  3-['®F]-Fluorpropanol

3-Fluorpropanol bzw. das durch das Radionuklid ersetzte 3-['®F]-Fluorpropanol
(['®F]-FPrOH) wurde als Synthon zur '®F-Fluorpropylierung ausgewahlt, da es analog zum
2-["®F]-Fluorethanol (['®F]-FEtOH) (Kapitel 3.2.2) ebenfalls zur '®F-Alkylierung von
Radiopharmaka und biologisch aktiven Verbindungen genutzt werden kann. Ein Beispiel
fiir die Reaktion von '®F-Fluorethylierungs- bzw. '®F-Fluorpropylierungsreagenzien ist die
Umsetzung mit Dimethylaminoethanol zu ['®F]-Fluorethylcholin bzw. ['®F]-Fluorpropylcholin
(Kapitel 3.2.4.4). Diese nur durch eine Methylengruppe verschiedene Tracer kdnnen sich
zum Beispiel in der Lipophilie, in ihrer in-vivo Verteilung und in der Art und der Kinetik der
Metabolite  stark  unterscheiden. Der potentielle  Metabolit  3-Fluorpropanol
(LDso (Maus)=46,5 mg/kg) ist zusatzlich wesentlich weniger toxisch als das 2-Fluorethanol
(LDso (Maus)= 10mg/kg)."**

Ziel dieser Untersuchung war daher gereinigtes ['®F]-FPrOH zu erhalten, um
anschlieBend durch Aktivierung mit Trifluormethansulfonsdure Anhydrid (TFMSA) ein
potentes '®F-Fluoralkylierungsreagenz zu erhalten. Auch hier ist im Folgeschritt die
Abtrennung des TFMSA notwendig, um eine parallele Acylierung des zu
'8F_fluoralkylierenden Substrats zu vermeiden.

3.2.3.1 3-Brompropanol als Precursor

n.c.a. ['8F]-Fluorid O, _CF3

a) Br” >""OH 187" 0H M 18|:/\/\o/8\\o

O\\S/CFS " Z-H z.B:

D) 18 N0 bozH —— R~ Z RyRoN-H
RO-H
RS-H

Schema 3.16: a) Radioaktive Markierung von 3-Brompropanol zu 3-['®F]-FPrOH und anschlieBende
Aktivierung, b) "®F-Fluorpropylierung mit 3-['®F]-FPrOTH.

Durch die direkte '®F-Fluorierung von 3-Brompropanol mit n.c.a. ['®F]-Fluorid soll (iber
3-['®F]-FPrOH das sehr reaktive 3-['®F]-FPrOTf erhalten werden. Uber eine zweistufige
Synthesestrategie wird zuerst eine leicht nukleophil zu ' F-fluorierende prosthetische
Gruppe gebildet, die dann an das Zielmolekil gekoppelt wird (Schema 3.16).
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3.2.3.1.1 Optimierung der Synthese von 3-['®F]-Fluorpropanol

Die Optimierung der Synthese von 3-['®F]-Fluorpropanol aus BrPrOH hinsichtlich der
Temperatur wird in Abbildung 3.19 dargestellt.
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Abbildung 3.19: Abhangigkeit der rcy fir ['®F]-FPrOH als Funktion der Temperatur mit verschiedenen Basen
(10 min, 50 pmol BrPrOH, 1 ml MeCN, 10-50 MBq n.c.a. [18F]-Fluorid, 40 umol K 2.2.2., 38 umol KHCO;
oder TBAHCO3, 19 umol K,CO3, n 2 5).

Die maximal erreichte Ausbeute mit TBAHCO3; liegt unter 5 %, héhere radiochemiche
Ausbeuten liefern aber die Systeme mit den Basen K,COz; und KHCOs; und dem
Kryptanden K 2.2.2.. Die bei 80°C niedrigen Ausbeuten steigen steil mit hdéheren
Reaktionstemperaturen an (130°C, rcy 40 % KHCO3-System; rcy 64 % Ko.COs3-System).
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Abbildung 3.18: Abhangigkeit der Loslichkeit von ['°F]-Fluorid als Funktion der Temperatur mit verschiedenen
Basen (10 min, 210 pmol BrPrOH, 1 ml MeCN, 10-50 MBq n.c.a. [18F]-Fluorid, 40 pmol K 2.2.2., 38 umol

KHCO;3; oder TBAHCO3, 19 umol KoCOs3, n 2 5).
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Die geringen radiochemischen Ausbeuten von unter 20 % bei 80-90°C spiegeln sich
auch in der Léslichkeit von ['®F]-Fluorid wieder (< 50 % alle Basen, Abbildung 3.18). Die
Steigerung der Léslichkeit bei héheren Temperaturen korreliert somit direkt mit einer
héheren Ausbeute an 3-['®F]-Fluorpropanol.

Der Einfluss des Kryptofix 2.2.2./Kalium-Kation Quotienten (Tabelle 3.25) und der
verschiedenen Konzentrationen des Precursors BrPrOH (Tabelle 3.26) auf die

radiochemischen Ausbeuten wird im Folgenden wiedergegeben.

Tabelle 3.25: Einfluss von KoCO5 zu K 2.2.2. Verhéltnis auf die radiochemischen Ausbeuten von
3-["®F]-FPrOH. (MeCN, 15 min, T = 130°C, 10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, n = 3)

K,CO; K 2.2.2. BrPrOH rcy ['®F]-FPrOH Loslichkeit ['®F]-Fluorid
Quotient
[umol] [umol] [umol/ml] [%] [%]
19 40 0,9 210 79,2 +1,4 84,8 +5.4
22 40 1,1 210 86,4 +0,9 95,4 +3,7
25 40 1,25 210 71,5+ 3,1 95,2 +4.8

Bei den Ublichen '®F-Fluorierungsreaktion liegt der Quotient von n(K*-lonen) zu
n(Kryptofix) bei 0,75-1, so dass keine freien Kalium-lonen in Lésung vorliegen kdnnen. Bei
der "8F-Fluorierung von BrPrOH zu ['®F]-FPrOH wird mit einem Quotienten von 1,1 bis
1,15 aquivalenten n(K-Kationen) zu n(K2.2.2.) ein Uberschuss an Kalium-Kationen
toleriert und sogar erstaunlicherweise hdhere radiochemische Ausbeuten an
3-["®F]-FPrOH erhalten, als mit einem Verhéltnis von 0,9 mol%.%” Es wird vermutet, dass in
diesem System die funktionelle Alkoholgruppe durch die erhéhte Menge an
Kaliumcarbonat méglicherweise von den Kalium-Kationen maskiert wird und dadurch die

Markierung mit n.c.a. ['®F]-Fluorid unterstitzt wird.
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Tabelle 3.26: Einfluss der Konzentration von 3-Brompropanol auf die rcy von ['®F]-FPrOH.(MeCN, 15 min,
T =130°C, 10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, 22 umol K,COs, 40 pmol K 2.2.2., n = 3)

BrPrOH [pmol/ml]  rcy ['®F]-FPrOH [%] Léslichkeit ['®F]-Fluorid [%]

330 854 +1,5 92,8 £4,2
210 86,429 95,4 £3,7
165 85,9 +2,1 92,4+25
107 49,2+54 91,5+ 3,1

Die Optimierung der Stoffmenge an BrPrOH diente dazu, die Vorlauferkonzentration so
niedrig wie moglich zu halten, so dass eine spatere Abtrennung erleichtert wird. Bei einer
Konzentration von 100 umol/ml von BrPrOH wurden fast 50 % der ['®F]-Fluorid Aktivitat
umgesetzt und oberhalb einer Konzentrationsschwelle von 150-165 pmol/ml wird eine

maximale Ausbeute von 86-89 % erreicht.
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Abbildung 3.20: Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute von 3-['®F]-FPrOH als Funktion der Zeit
(130°C, 165 umol BrPrOH, 1 ml MeCN, 10-50 MBq n.c.a. ["®F]-Fluorid, 40 pmol K 2.2.2., 22 pmol K,COs,

nz3).

Der zeitliche Verlauf in Abbildung 3.20 folgt dem Reaktionszeitgesetz pseudo-erster
Ordnung (k = 2,1-103s™; P = 3,5:10%) und erreicht ein Plateau nach 15 min Reaktionszeit
mit einer radiochemischen Ausbeute von 86-89 %.

Die eigentlich als stérend bekannte funktionelle OH-Gruppe behindert in diesem Fall

nicht die '®F-Markierung. In Kapitel 3.2.2.2 wurde dieses Phanomen schon diskutiert.
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3.2.3.1.2 Reinigung des ['®F]-3-Fluor-1-propanol

Fur den folgenden Alkylierungsschritt muss zunachst das 3-['®F]-FPrOH von allen
anderen Ausgangsstoffen, insbesondere von 3-Brom-1i-propanol, befreit werden, um
unerwiinschte nicht radioaktive Nebenprodukte bei der spater folgenden '®F-Alkylierung zu
vermeiden. Die Reinigung des 3-["®F]-FPrOH wurde auf zwei Wegen untersucht. Zum
einen mittels Destillation des 3-['®F]-Fluorpropanols, bei dem der unterschiedliche
Siedepunkte von 3-Brompropanol und 3-Fluorpropanol (62°C/5mm Hg fir
3-Brom-1-propanol (ca. 185°C) und bei 127,5°C fiir 3-Fluor-1-propanol)*® ausgenutzt

werden sollte und zum anderen eine Festphasen-Trennung mittels SPE.

Tabelle 3.27: Destillation von 3-['®F]-Fluorpropanol nach der '®F-Fluorarkierung von 3-Brompropanol.

(He-Flow = 2 ml/min, n = 3)

Temperatur [°C] Zeit [min] BrPrOH im Detillat Ausbeutepest [%]
160 30 ja 96,2
150 30 ja 95.4
140 30 ja 93,2
130 30 ja 95,4
120 30 weniger 94,3
110 30 Spuren 89,2
90 30 nein 60,6
90/130 10/20 (nein) 95,5

In Tabelle 3.27 sind die verschiedenen Destillationsbedingungen dargestellt, die
untersucht wurden. Bei der Kontrolle der Destillate wurde festgestellt, dass bei héheren
Temperaturen BrPrOH im Destillat enthalten war und somit nur eine unspezifische
Destillation stattgefunden hat. Je niedriger die Destillationstemperaturen gewahlt wurde,
desto weniger Brompropanol war im Destillat nachzuweisen, bei Temperaturen unter
120°C lasst aber auch die Destillationsausbeute merklich nach und fallt bei 90°C auf etwa
60 % 3-['®F]-Fluor-1-propanol ab. Um das ,MitreiBen“ des Bromvorlaufers durch das
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MeCN zu verhindern, wurde aus der zu destillierende Rohlésung zuerst bei 90°C das
Acetonitril entfernt und anschlieBend bei 130°C das 3-['®F]-FPrOH destilliert. Dies fihrte
zu wesentlich besseren Ergebnissen, wobei hier nicht immer konstante
Destillationsausbeuten erreicht wurden. Zudem konnte teilweise 3-Brom-1-propanol in
Spuren noch nachgewiesen werden. Diese Methode war jedoch ein guter Kompromiss
zwischen noch tolerablen BrPrOH Spuren und Destillationsausbeute von bis zu 95 %.

Die zweite Methode der Reinigung des 3-['®F]-FPrOH sollte liber eine SPE-Trennung
erfolgen. Versuche 3-['®F]-FPrOH auf einer HRP oder C18 zu fixieren waren aber nicht
erfolgreich.

Wenn die Reaktionsldsung mit Hexan verdiinnt wird, kann das 3-['®F]-FPrOH auf drei
hintereinander geschalteten Si60 anndhernd quantitativ retardiert werden (Tabelle 3.28).
Auf Grund der geringen Mischbarkeit von Hexan und MeCN wurde das Reaktionsgemisch

zunachst in MeCN auf die Kartuschen gegeben und anschlieBend mit Hexan gewaschen.

Tabelle 3.28: Reinigung von 3-[18F]-Fluorpropanol durch verschiedene Verdinnung und Lésungsmittel. Alle
Kartuschen wurden zuerst mit 20 ml Hexan und dann wie unter ,Abtrennung“ beschrieben gespilt.
AnschlieBend wurde das Produkt mit 3 ml MeCN eluiert (n = 2).

LM [ml] Fixierung Si60 Abtrennung Vorlaufer [%] eluiert BrPrOH in Eluat
10 ml 35 % DCM in
A 10 Hexan 98,70 % 85,2 % 4-8 %
Hexan

10 ml 35 % DCM in
B 20 Hexan 97,8 % 84,5 % 4-8 %
Hexan

14 ml Hexan,
C 1 MeCN 98,1 % 83,5 % 2-5%
10 % Ether in Hexan

Durch Waschen mit DCM wurden bis zu 92-96 % des Vorlaufers 3-Brompropanol
abgetrennt (A+B). Auch nach Produktaufgabe in MeCN, waschen mit Hexan und 10 %iger
Diethylether-Lésung in Hexan und Elution des ['®F]-FPrOH mit 3 ml MeCN konnten immer
noch 1-5% BrPrOH im Eluat bei einem Verlust von 15 % ['®F]-FPrOH nachgewiesen

werden.
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Obwohl  3-['®F]-Fluor-1-propanol mit guten radiochemischen Ausbeuten aus
3-Brom-1-propanol durch Umsetzung mit n.c.a. ['®F]-Fluorid synthetisiert werden konnte,
ist die Synthese auf Grund der Schwierigkeiten bei beiden Reinigungsvarianten nicht

einfach zu handhaben.

3.2.3.2 3-Hydroxypropyltosylat als Vorlaufer

a) \@ o) n.c.a. ['®F]-Fluorid

N -
o O/\/\OH
. Oy CFj
b) 18" 0OH Aktivierung . 18F/\/\O:S\\o

Schema 3.17: Radioaktive Markierung von 3-Hydroxypropyltosylat zu 3-[18F]-FPrOH (a) und
Aktivierung zu 3-['®F]-FPrOTf (b).

Die Probleme bei der destillativen Trennung von BrPrOH und ['®F]-FPrOH sollten durch
einen neuen Vorlaufer, dem 3-Hydroxypropyltosylat (TosPrOH), gelést werden (Schema
3.17). Mit diesem Vorlaufer soll ein hdherer Unterschied der Lipophilie und der
Siedepunkte dazu fuhren, dass eine Reinigung sowohl Uber Destillation, als auch Uber

eine SPE Trennung mdglich ist.
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Abbildung 3.21: Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute von 3-['®F]-FPrOH als Funktion der Temperatur
mit verschiedenen Basen (10 min, 210 umol TosPrOH, 1 ml MeCN/DMSO, 10-50 MBq n.c.a. [18F]-Fluorid,
40 umol K 2.2.2., 38 umol KHCO3, 19 pmol K,CO3, n=6).
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In Abbildung 3.21 wird die Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute von der
Temperatur dargestellt. Die Reaktion ist nicht von den verschiedenen Basen abhangig und
erreicht in beiden Lésungsmitteln bei 110°C sehr gute radiochemische Ausbeuten von
> 90 %. Bei niedrigeren Temperaturen erreicht die Fluorierung in MeCN als Lésungsmittel
eher den maximalen Wert von 92-93 % rcy, als in DMSO. Dies kénnte mdglicherweise in
durch den niedriegeren Siedepunkt von Acetonitirl im Vergleich zu DMSO bewirkt werden.

In Tabelle 3.29 wird die zeitliche Abhangigkeit fir das KHCO3-System in Acetonitril und
die Optimierung der Precursormenge wiedergegeben.

Tabelle 3.29: Zeitliche Abhangigkeit der n.c.a. 18F-Fluorierung von TosPrOH und Optimierung der Vorlaufer
Menge. (90°C, 1 ml MeCN, 10-50 MBq n.c.a. ["®F]-Fluorid, 40 pmol K 2.2.2., 19 pmol K,COs, n 23,
k=4,2-10%s"; P = 0,0025).

HPT [umol/mi] Zeit [min] ['®F]-FPOH [%]
150 5 75,4 + 3,1
150 10 92,4+1,2
150 15 92,0 +0,8
150 20 91,4+1,2
100 10 92,3+0,8
50 10 452 + 51

Die radiochemischen Ausbeuten erreicht nach 10 Minuten ein Maximum von 92 %. Bei
der Reduzierung der Precursormenge konnten bis 100 umol/ml hohe radiochemische
Ausbeuten erzielt werden und erst bei einer Konzentration von 50 pmol/ml nahmen die

radiochemischen Ausbeuten deutlich ab.
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3.2.3.2.1 Reinigung des 3-['®F]-Fluorpropan-1-ol

Die Destillation von 3-['®F]-Fluorpropan-1-ol sollte wie bei dem 3-Brompropanol
Vorlaufer zuerst bei niedrigen Temperaturen (90 °C Acetonitril entfernen) und anschlieBend
bei 120°C, um das Produkt zu destilliert, durchgefihrt werden (siehe Kapitel 3.2.3.1.2).
Durch die vorherige Abtrennung des Acetonitrils konnte eine nicht selektive Destillation
verhindert werden. Verunreinigungen im Destillat konnten nicht nachgewiesen werden. Die
Destillationsausbeute lag nach 25 min bei 95 % ['®F]-FPrOH (Abbildung 3.22).

100
80 E/

60 - /
1 E Destillation
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0 " T " T " T " T
0 10 20 30 40
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Abbildung 3.22: Destillationsverlauf von 3-[18F]-FPrOH (10 min  90°C, danach 130°C, n =4,

He Fluss = 40 ml/min).

3.2.3.3 Aktivierung zum 3-['®F]-Fluorpropyl-1-trifluormethan-sulfonat

Oy CF3

187" 0H Aktivierung 18F/\/\O/S\\

Schema 3.18: Aktivierung von 3-["®F]-Fluorpropanol mit TFMSA.

Das gereinigte  3-['®F]-Fluorpropanol wurde nach der Destillation  mit
Trifluormethansulfonsaureanhydrid zum 3-['®F]-Fluorpropyl-1-trifluormethansulfonat
(FPrOTf) umgesetzt. Der Nachweis des aktivierten 3-['®F]-FPrOTf erfolgte indirekt durch
Umsetzung mit einem Uberschuss Anilin und unter der Annahme, dass sich ['®F]-FPrOTf

quantitativ zu dem N-alkylierten N-(2-['®F]-Fluorpropyl)anilin umsetzten lasst.
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Das iiberschiissige TFMSA aus der Reaktionslésung konnte analog zum 2-['®F]-FEtOTf
(Kapitel 3.2.2.8.2) durch Kartuschen-Trennung (C18) entfernt werden. 90 % des Produktes
wurde nach der Reinigung mit einer radiochemischen Reinheit von > 98 % erhalten.

Analog zum 2-['®F]-FEtOTf konnte ebenfalls mit 3-['®F]-FPrOTf ein Alkylierungsreagenz
hergestellt werde, welches in verschiedenen '®F-Alkylierungen eingesetzt werden kann.
Die Anwendung dieser Alkylierungsreagenz soll unter anderem im folgenden Kapitel

diskutiert werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

324 Vergleich der ['®F]-Fluoralkylierungsreagenzien

32.4.1 '®F-Markierung des muskarinische Acetylcholinrezeptor Liganden
{6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)-silyl]hexyl}-[3-(1,8-naphthalimido)-
propyl]Jamin

Die muskarinische Acetylcholinrezeptoren (MAChR) zahlen zu der Gruppe der
G-Protein gekoppelten Rezeptoren, welche eine der gréBten Rezeptorfamilien ist, und
1951 zum ersten Mal beschrieben wurden.'*

1980 wurden die mAChRs in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt, in die
.M1-Rezeptoren mit hoher Affinitat fir Pirenzepin und M2-Rezeptoren mit geringerer oder
keiner Affinitat zu Pirenzepin“.'*’ Bis heute sind die mAChRs insgesamt in fiinf Subtypen
unterteilt worden und werden mit M1-M5 beziffert.'*®'*® Es handelt sich um ein einzelnes
Glykoprotein mit sieben hydrophoben Transmembrandoménen, einem extrazellularen
Aminoterminus mit verschiedenen Glykosylierungsstellen, einem intrazellularen
Carboxyterminus und einer groBen zytoplasmatischen Doméane zwischen dem flinften und
sechsten Transmembransegment.’® Eine andere Gemeinsamkeit ist die Affinitat zu dem
natdrlichen Liganden Acetylcholin, der zugleich auch namensgebend fir diese
Rezeptorfamilie war. Bis heute konnte jedoch die Acetylcholin-Bindungsstelle nicht
eindeutig identifiziert werden.'' Die intrazelluldre G-Protein-Bindungsstelle wird zwischen
der zweiten und dritten zytoplasmatischen Schleife vermutet.'®2

Die weite Verbreitung der Subtypen des mAChR’s zeigt gleichzeitig auch den Einfluf,
den die Subtypen auf die Regulation der verschiedenen Koérperprozesse haben. Die
MAChRs beeinflussen direkt oder indirekt die Herztatigkeit, die Kontraktion glatter
Muskulatur, die Sekretion exokriner Driisen und spielen eine wichtige Rolle im zentralen
Nervensystem (ZNS) im Bereich der Schmerzwahrnehmung, Gedéachtnisleistung und bei
der Umsetzung von Bewegungsbefehlen.>31%4

Jeder Rezeptor-Subtyp interagiert mit verschiedenen G-Proteinen, welche direkt oder
Uber einen sekundaren Botenstoff unter anderem die Aktivitdt von lonenkanalen
modulieren kénnen. Auf Grund dieser Eigenschaften sind die mAChR's ein interessantes

Zielmolekul fir Radiotracer und Radiopharmaka.
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3.2.4.1.1 {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)-silyllhexyl}(2-['®F]-fluorethyl)[3-
(1,8-naphthalimido)propyl]amin

Von Tacke et al."®® wurde fiir die Silizium enthaltene Verbindung {6-[Dimethyl(3-(1,8-
naphthalimido)propyl)silyllnexyl}(methyl)[3-(1,8-naphthalimido)-propyllamin (MeSi) in vitro
eine  hohe Affinitdt zur allosterischen Bindungsstelle des muskarinischen
Acetylcholinrezeptors (mAChR) des Subtyps M2 festgestellt. Eine analoge Verbindung
sollte mit n.c.a. ['®F]-Fluorid markiert werden und hinsichtlich ihrer Eigenschaften als
potentieller in vivo Tracer untersucht werden. Die Zielverbindung {6-[Dimethyl(3-(1,8-
naphthalimido)-propyl)silyllhexyl}(2-['®F]-fluorethyl)[3-(1,8-naphthalimido)-propyl]amin
(['®F]-FEtSi) wurde ausgewahlt, da auf Grund der geringen Veradnderung im Molekdl
(Austausch von Me < EtF) auch nur eine geringe Verdnderung im in vivo Verhalten
(Affinitat, Verflgbarkeit etc.) zur methylierten Stammverbindung MeSi erwartet wurde
(Schema 3.19).

Q N/\/\Si/\/\/\/N\/\/N O
7N

O LT
@)
s 2

|
N/\/\Si/\/\/\/N\/\/N O
W) o
0 HSi O
: O
7N

O o) FEtSi @)

Schema 3.19: Strukturformeln von {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)silyllhexyl}(methyl)[3-(1,8-
naphthalimido)-propyllamin (MeSi), {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)silyllhexyl}-[3-(1,8-
naphthalimido)-propyllamin (HSi), {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)silyl]hexyl}(2-[18F]-fluorethyl)[3-
(1,8-naphthalimido)propyllamin (FEtSi).
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Daher wurde die '8F-Fluoralkylierung von {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)-
silyllhexyl}[3-(1,8-naphthalimido)propyl]amin (HSi) untersucht und anschlieBend die
Verteilung des Radioligandens in vivo in CD-1 Mausen untersucht. Die desmethylierte
Vorlauferverbindung HSi und die stabile Standardverbindung FEtSi wurden von Tacke et
al. in Wiirzburg hergestellt und fir die radioaktive Markierung mit n.c.a. ['®F]-Fluorid zur
Verfligung gestellt.

o 18 Q
LIRS )
Br” >~ + HSi —» N/\/\S-/\/\/\/N\/\/N
L
O

FEtSi O

Schema 3.20: Angestrebte '®F-Fluorethylierung von HSi mit ["®F]-FEtBr zu ['®F]-FEtSi.

Die '®F-Fluorethylierung des HSi erfolgte mit 1-Brom-2-['®F]-fluorethan (Schema 1.21),

welches via 2-Bromethylnosylat (siehe Kapitel 3.2.1) hergestellt wurde.

3.2.4.1.2 '8F-Fluoralkylierung von HSi mittels 1-Brom-2-['®F]-fluorethan.

Die Optimierung der Reaktionsausbeute wurde hinsichtlich der Precursorkonzentration,
Hilfsbasenkonzentration an 1,2,2,5,5-Pentamethylpiperidin  (PMP), des geeigneten
Lésungsmittels, sowie Temperatur und Zeit durchgefthrt (Tabelle 3.30).

Auf Grund der guten Léslichkeit des Precursors in DMSO wurden bei der Markierung in
diesem Medium die héchsten radiochemischen Ausbeuten erreicht. In MeCN konnten
selbst geringe Mengen von 4 mg/500ul nicht gel6st werden. Durch héhere Temperaturen
und langere Reaktionszeiten konnte die Ausbeute in DMSO maximiert werden und so eine
radiochemische Ausbeute von 14 % bezogen auf die prosthetische Gruppe ['®F]-FEtBr
(5 umol HSi) erzielt werden. Eine deutliche Erhéhung der Ausbeuten bringt die Anhebung
der Precursor Menge von 5 auf 15 umol, so dass die Reaktion in DMSO bei 140°C nach
50 min und 15 umol an Precursor eine akzeptable radiochemische Ausbeute von 31 %
lieferte.
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Tabelle 3.30: Abhangigkeit der Syntheseausbeute an ['®F]-FEtSi von der Precursorkonzentration, Menge an
PMP, Temperatur, Zeit und Ldsungsmittel (500 pl).(10-50 MBq n.c.a. ['®F]-Fluorid, Ausbeute bezogen auf
['®F]-FEtBr Aktivitat, n = 3).

HSi [umol] PMP [pl] Temperatur [°C] Zeit [min] Lésungsmittel rcy [% ]

55 15 140 60 MeCN 1

5 10 140 30 DMSO 3

5 20 140 40 DMSO 18

5 15 140 35 DMSO 3,4
4,5 30 140 35 DMSO 2

5 20 140 90 DMSO 14

5 15 140 50 DMSO 10
15 30 140 50 DMSO 31

3.2.4.2 '®F-Fluoralkylierung von HSi mittels ['®F]-Fluorethyitriflat

Die Alkylierung von HSi mittels 2-['®F]-Fluorethyltriflat (Schema 3.21) lieferte eine
Ausbeute von 65-80 % bezogen auf das eingesetzte ['°F]-FEtOTf. Mit dieser
prosthetischen Gruppe reichten schon 15 umol/ml HSi in DMSO, um bei 100°C in 10 min

diese Ausbeute zu erhalten.

0 18F 0]
. O, CFs 2 O R
F\/\O/S\\O + HSi — » N/\/\Si/\/\/\/N\/\/N O

PN

O FEtSI )

Schema 3.21:['®F]-Alkylierung von HSi mit ['°F]-FEtOH.
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Dies liegt deutlich ber den bisher erreichten 31 % mit dem 1-Brom-2-['®F]-fluorethan
(Kapitel 3.2.4.1.1) und ermdglicht zusatzlich eine schnellere Alkylierung (10 min anstelle
von 50 min) bei niedrigeren Temperaturen (100°C vs. 140°C) (vgl. siehe Tabelle 3.31).

Tabelle  3.31: Vergleich der  '®F-Fluorethylierung zu ['®F]-FEtSi mit  den beiden

18F-FIuorethylierungsreagenzien 2-[1BF]-FIuorethyItrifIat und 1-Brom-2-[18F]-quorethan (n=3).

Alkylierungsreagenz Zeit [min] Temperatur [°C] rcy [%]
['®F]-FEtOTf 10 100 65-80
['®F]-FEtBr 50 140 ~31

Diese hohere Ausbeute zeigt deutlich, dass das ['®F]-FEtOTf ein potentes
Alkylierungsmittel ist und bei Alkylierungen alternativ eingesetzt werden kann, wenn diese

mit ['®F]-FEtBr nicht zufriedenstellend durchgefiihrt werden kann.

3.2.4.2.1 Biodistribution von {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)-silyl]lhexyl}(2-
['®F]-fluorethyl)[3-(1,8-naphthalimido)propyl]Jamin in CD1 Mausen

In Abbildung 3.23 wird die Organverteilung des Tracers ['®F]-FEtSi in CD-1 Mé&usen

wiedergegeben. Ein signifikanter Unterschied zwischen der relativen Aufnahme des

Radiotracers in den untersuchten Organen bei 15 und 60 min konnte nicht nachgewiesen

werden.

40 1 %D/g

] I Mzuse 15 min (n=3)
3’5f I Méuse 60 min (n=3)

Gehirn Herz  Lunge Leber Magen Darm  Niere Milz ~ Knochen Muskel

Abbildung 3.23: Verteilung von ['°F]-FEtSi in CD-1 Mausen. Mittelwerte der Organverteilung als % injected

dose/g im Gewebe flr 15 und 60 min nach Injektion (n jeweils 3).
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Die Aufnahme an Aktivitdt in den jeweiligen Gewebearten ist flir einen potentiellen
mAChR-Liganden niedrig. Besonders aufféllig ist, dass die Aufnahme im Hirn des
Radioligandens konstant und relativ niedrig ist. Typische Aufnahmen im Hirn fir ,gute”
Rezeptorliganden liegen bei Giber 3,5 % ID/g."® Auch die restlichen Organe weisen, mit
Ausnahme der Knochen, einen niedrigen Aufnahmewert zwischen 1,25-2,5 % ID/g auf.
Zusatzlich weist keines der Ausscheidungsorgane nach 60 Minuten einen erhdhten Wert
an Radioaktivitat auf, wobei dieser bei schnell ausgeschiedenen Substanzen bis zu
80 % ID/g betragen kann."™” Insgesamt wurde bei den Mausen, die nach 15 min getdtet
wurden, 20 % der Gesamtaktivitdt in den untersuchten Organen und bei den 60 min
Mausen etwa 25 % wiedergefunden. Auf Grund der niedrigen Wiederfindung in den
Organen wurde die Aktivitat im Blut gemessen, wobei 7-20 % ID/g (n=3) gefunden wurden.
Dieser hohe Wert im Blut und die gleichzeitige nicht vorhandene Anreicherung der Aktivitat
in den Organen lassen auf folgendes schlieBen:

Die sehr lipophile Substanz {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)-silyl]hexyl}(2-['®F]-
fluorethyl)[3-(1,8-naphthalimido)propyllamin bindet zum groBen Teil an Plasmaproteine im
Blut und steht deshalb nicht mehr im Blutpool fir die weitere Bioverteilung zu Verfigung.
Der nicht an Plasmaproteinen gebunden Tracer wird von allen Zellen (= Organe)
gleichmaBig durch Diffusion, ebenfalls auf Grund der hohen Lipophilie, aufgenommen und
verteilt sich statistisch im Kérper der Maus. Aus diesem Grund ist sowohl zwischen den
beiden Zeitpunkten kein Unterschied an Aktivititsmenge in den einzelnen Organen zu
erkennen, als auch keine Ausscheidung mit oder ohne Metabolismus in nennenswertem

AusmalBe zu beobachten.
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3.2.4.3 Herstellung von O-(2-['®F]-Fluorethyl)-L-tyrosin (['®F]-FET)

O-(2-['®F]-Fluorethyl)-L-tyrosin (['®F]-FET) ist ein Tracer, der sich von der Aminosaure
Tyrosin ableitet. Da der Aminoséaurestoffwechsel in niedrig-malignen Prozessen um ein
Mehrfaches héher sein kann als in benignem Gewebe, wird dies in der Nuklearmedizin
diagnostisch ausgenutzt. ['®F]-FET erméglicht gegeniiber dem Glucoseanalogon
['®F]-FDG eine kontrastreichere Darstellung von niedrig malignen Prozessen.”™® In
klinische Studien konnte gezeigt werden, dass durch PET Untersuchungen mit ['®F]-FET
(FET-PET) eine sehr genaue Abgrenzung einiger Tumore erreicht (z.B- Glioblastome und
Neuroblastome), Rezidive erkannt und der Unterschied von Tumorgewebe im Gehirn zu
neoplastischen Lasionen dargestellt werden kdnnen.””'™® ['®F]-FET wurde mit dem
,Goldstandard“ unter den Aminosaure PET-Tracern, dem L-(["'C]-Methyl)methionin (MET),
verglichen und erreicht sowohl eine nahezu gleich hohe Aufnahme in Tumorzellen, als
auch ein &hnliches Verhaltnis der Traceraufnahme im Gehirntumor zu normalem
Gehirngewebe.™™ Eine ['®F]-FET-PET Untersuchung kann kombiniert mit CT oder MRT
z.B. eine Operationplanung unterstitzen oder eine spatere Strahlentherapie genauer
eingrenzen. Durch den Wechsel vom kurzlebigen ['C]-MET zum ['F]-FET steht
auBerdem ausreichend Zeit fiir eine Verteilung des ['®F]-FET zu umliegenden PET-Zentren
zur Verflgung.

18 RP-HPLC o /@/\H‘\QH
['8FFET Feo NH;

“O0OCCF;

Schema 3.22: Synthese von ['®F]-FET nach Hamacher et al. (80 min, rcy 55-60 %).

112



3 Ergebnisse und Diskussion

Neben der Darstellung von ['®F]-FET mittels Fluorethylierung wurde von Hamacher et
al. kdrzlich ein alternativer Weg beschrieben, der von einem neuen Vorlaufer
O-(2-Tosyloxyethyl)-N-trityl-tyrosin ausgeht (Schema 3.22)."%° Dieser Precursor wird
zunachst mit n.c.a. ['®F]-Fluorid umgesetzt und im folgenden Schritt die Schutzgruppen
abgespalten. Nach Reinigung des Produkies mittels RP-HPLC wird ein zu 98 %
radiochemisch reines ['®F]-FET erhalten.

O-(2-["®F]-Fluorethyl)tyrosin diente in dieser Arbeit als Modellverbindung, um die neu
entwickelte Synthese von 1-Brom-['®F]-2-fluorethan ([*®F]-FEtBr) und ['®F]-Fluorethyltriflat
(['®F]-FEtOTf) mit der bekannten Synthese eines etablierten Radiopharmakons
vergleichen zu kdénnen. Zusatzlich sollte neben mdoglichst héheren radiochemischen
Ausbeuten ein Weg gefunden werden, die Synthese von ['®F]-FET ohne HPLC-Reinigung
durchzufiihren, da dies fir eine Automatisierung dieses Prozesses eine groBe

Erleichterung bedeutet und zusatzlich Zeit spart.

3.2.4.3.1 Optimierung der Synthese von O-(2-['®F]-Fluorethyl)tyrosin (iber
2-["®F]-Fluor-1-bromethan

Fir die Alkylierung des Di-Natrium-Salzes des Tyrosins (NaxTyr), wurde die Auswirkung
von verschiedenen Lésungsmitteln, Temperaturen, Reaktionszeiten und Konzentration von
Na,Tyr auf die radiochemische Ausbeute untersucht. Da wahrend der Synthese prinzipiell
eine O-Alkylierung, als auch eine N-Alkylierung auftreten kann, muss zuséatzlich untersucht
werden, bei welchen Reaktionsbedingungen eine nahezu ausschlieBliche O-Alkylierung
erreicht wird.

Die Versuche der O-Alkylierung mittels ['®F]-FEtBr wurden zunichst in Methanol,
Ethanol und MeCN als Lésungsmittel durchgeflihrt. Die Léslichkeit des Precursors NasTyr
war jedoch so gering, dass nur ein geringer Umsatz zu ['®F]-FET (1-5 %) erreicht werden
konnte. Mit DMSO als Lésungsmittel konnten auf Grund der deutlich besseren Léslichkeit

des Precursors wesentlich héhere Ausbeuten des ['®F]-FET erreicht werden.
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Abbildung 3.24 zeigt die Kinetiken der radiochemischen Ausbeute der Reaktion von
['"®F]-FEtBr mit Na,Tyr. Durch lingere Reaktionszeiten (> 15min) und
Reaktionstemperaturen von (ber 90°C konnten deutlich hdhere radiochemische

Ausbeuten an ['®F]-FET erhalten werden, bis zu 87 % bei 100°C in 15min.
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Abbildung 3.24: Abhangigkeit der rcy von ['°F]-FET als Funktion der Zeit zu verschiedenen Temperaturen
(8 mmol/ml Na,Tyr, DMSO, n = 7).

Die Auswirkung der Tyrosin-Konzentration auf die Ausbeute der Reaktion wird in Tabelle

3.32 dargestellt.

Tabelle 3.32: Abhangigkeit der rcy von [18F]-FET von der Stoffmenge des NayTyr (1 ml DMSO, 100°C,
15 min, 40 umol K 2.2.2., 19umol KoCO3, n = 4).

n(Na,Tyr) [umol/ml] [18F]-FET [%] Nebenprodukt[%]

13,5 31+3,2 2,1+0,5
20 79+1.2 50+04
48 91+1,8 6,1+£0,7
83 92 +1,1 48+0,3
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ErwartungsgemaB ist ein Anstieg der Ausbeuten von ['®F]-FET mit hdheren Stoffmengen
an Tyrosin-Salz zu erkennen. Bei 13,5 umol/ml Tyrosin wird etwa 30 % Produkt gebildet
und verdoppelt sich bei einer Stoffmenge von 20 umol/ml. Bei Konzentrationen Uber
48 pmol/ml wird das Maximum von 91 % radiochemische Ausbeute bezogen auf
eingesetztes ['®F]-FEtBr erreicht. Das entstandene Nebenprodukt, mdglicherweise das
N-alkylierte Tyrosin liegt relativ zum Produkt in Mengen von etwa 5 % vor. Dies kdnnte
eventuell durch eine bessere Trocknung des Fluorethylboromids auf der HRP und héhere

Reaktionstemperaturen verbessert werden.

Auf Grund der Herstellung des NaxTyr durch Zugabe von NaOH zu dem L-Tyrosin wurde
im Folgenden die Auswirkung eines Basen-Uberschusses, bzw. Basen-Unterschusses auf
die Reaktion untersucht. Dazu wurde das Tyrosin mit jeweils drei, zwei sowie nur mit 1,5

aquivalenten Base umgesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.33 wiedergegeben.

Tabelle 3.33: Ausbeuten von ['®F]-FET in Abhangigkeit zur Basenmenge (NaOH) im Na,Tyr. (8 mmol/ml
NaoTyr, 15 min, 1 ml DMSO, 40 umol K 2.2.2., 19 umol K,COs, n = 3).

Temperatur [°C] Basenaquivalente rcy ['®F]-FET [%] Nebenprodukt [%]

90 1,5 73,9 6,7
90 2 80,2 5,8
90 3 8,2 0
100 1,5 70,8 6,5
100 2 91 6,1
100 3 7,5 0

Ein Unterschuss an Base fihrt erwartungsgemaB zu niedrigeren Ausbeuten an
['8F]-FET. Die erreichten Ausbeuten liegen etwa 10-15 % unterhalb der Ausbeuten, die in
einem Basen-Tyrosin Verhéltnis von 2:1 erreicht werden. Da der pKs-Wert der
Saurefunktion (pKs =2,2) deutlich unter dem pKs-Wert der phenolischen OH-Gruppe
(pKs = 10,2) liegt, wird beim Basenunterschuss die Saurefunktion zu 100 % deprotoniert,
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die phenolische OH-Protonen durch die restlichen 0,5 Aquivalente Base jedoch nur noch
zu 50 %. Liegt ein Uberschuss an Hydroxid-Anionen in der Reaktionsldsung vor, wird die
Reaktion vermutlich durch Hydrolyse des ['®F]-FEB gestért und verringert die Umsetzung
zu ['®F]-FET.

3.2.43.2 Herstellung von ['®F]-O-(2-Fluoralkyl)tyrosin mit ['®F]-Fluorethyltriflat bzw.
['®F]-Fluorpropyltriflat

Die beiden '8F-Fluoralkylierungsreagenzien wurden analog zum ['®F]-FEtBr mit dem
Na,Tyr umgesetzt (Schema 3.23).

)
)
0o OH
ONa —+ 18F/\/O\S//\ 18F NH
7 CF —_— \/\O 2
NH, o) 3
NaO 0
)
ON O\\S/CFS OH
a O\
NH Tup "0y, —— 180 NH,
NaO 2

Schema 3.23:['®F]-Alkylierung von Na,Tyr mit ['®F]-FEtOTf und ['®F]-FPrOTf.

Die ['®F]-Alkylierung des NaTyr verlief in beiden Fallen nahezu quantitativ unter Bildung
des jeweiligen Alkyl-Derivat des Tyrosins und ist in Tabelle 3.34 dargestellt.

95-98 % des ['®F]-FEtOTf konnte zu ['®F]-FET umgesetzt werden, das im Vergleich zu
['8F]-FEtBr, mit dem maximal 92 % zum ['®F]-FET umgesetzt werden konnte, gleichwertig
ist. Auf Grund der aufwendigeren Synthese ist das ['®F]-FEtBr in diesem Fall dem
['8F]-FEtOTf vorzuziehen. Erste weiterfilhrende Versuche zur Markierung von Tyrosin mit
['8F]-FEtOTf lassen vermuten, dass das bisher auftretende Nebenprodukt deutlich
verringert werden kann und in einigen Fallen nicht mehr nachzuweisen war. Zusatzlich ist
zu erkennen, dass durch die deutlich geringere Reaktionstemperatur eine
['8F]-Fluoralkylierung unter wesentlich milderen Bedingungen und schneller méglich ist.
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Tabelle 3.34: ['®F]-Fluoralkylierung von Na,Tyr mit ['®F]-FEtOTf und ['®F]-FPrOTf. (10 min, RT, MeCN, n = 2)

['°F]-Alkyltriflat Na,Tyr [umol] [°F]-F(CH.).T [%] ['°F]-FAIkylOH [%)]

['®F]-FEtOTf 50 95-98 2-5%
['®F]-FEtOTf 30 95-98 2-5%
['®F]-FEtOTf 10 95-98 2-5%
['®F]-FEtOTf 5 69 2-5%
['®F]-FPrOTf 50 95-98 2-5%
['®F]-FPrOTf 30 95-98 2-5%
['®F]-FPrOTf 10 95-98 2-5%
['®F]-FPrOTf 5 68 2-5%

Auch O-(3-['®F]-Fluorpyopyl)tyrosin konnte mit einer radiochemischen Ausbeute von
90-95 % erhalten werden. Auch als Propyl-Derivat zeigt das ['®F]-F-AlkylOTf seine hohe
Alkylierungspotenz und offenbart keine Schwachen beim Wechsel vom Ethyl zum Propyl-
Derivat. Im Vergleich dazu konnte von Tang et al. das O-(3-["®F]-Fluorpropyl)-L-Tyrosin
Uber das ['®F]-Fluorpropyltosylat mit einer rcy von 25-30 % synthetisiert werden.'! Dieses
Analogon des ['®F]-FET weist &hnliche Eigenschaften in der Biodistribution auf und
['®F]-FPT scheint ein ebenso potenter Aminosauretracer im PET Tumor-lmaging zu sein,
wie das relative haufig eingesetzte ['®F]-FET.®’
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3.2.4.3.3 Reinigung des O-(2-['®F]-Fluroethyl)tyrosin

Im experimentellen Teil unter Abschnitt 6.2.3.4 sind die verschiedenen SPE-Kartuschen
aufgefiihrt, die zur Reinigung von ["®F]-FET untersucht worden sind. Zwei brauchbare
Systeme waren zum einen die Fixierung auf einen Anionentauscher (QMA in OH-Form,
(A)) und zum anderen auf Silica-Kartuschen (B). Mit der zweiten SPE-Variante konnte das
['®F]-FET nahezu quantitativ von den Edukten abgetrennt werden und wieder von den

Kartuschen eluiert werden.

Auszug aus Tabelle 6.4 und Tabelle 6.5. Reinigung des N—(2-[1sF]-FIuroethyI)tyrosin Uber SPE.

['®F]-FET in ['°F]-FET

Kartuschen [18F]-FET [%] . Bemerkung
Waste [%] eluiert [%]
QMA (OH)
A HRP >=85 1,5 78 Eluieren mit H,O oder NaCl
QMA (OH)
Spilen mit 10 ml Aceton, 3 ml
B SiO, 98,5 0 92,4 EtOH, eluieren mit H,O oder

NaCl

Ausgehen von ['®F]-Fluorid konnte ['®F]-FET in etwa 65-75 min mit einer rcy von 60-65%
bezogen auf das eingesetzte n.c.a. ['®F]-Fluorid erhalten werden. Im Vergleich zu einer
veréffentlichten Methode von Hamacher et al.,'® die nach HPLC-Reinigung und 80 min
Synthesezeit eine rcy von 55 -60% erreichen, ist dies eine neue interessante Alternative
und zeigt die gute Eignung des ['®F]-FEtBr als '®F-Fluoralkylierungsmittel. Zusétzlich

| 132

wurde von Schmaljohann et a gezeigt, dass sich das ['®F]-FEtBr auch zur

automatisierten Synthese von Radiotracer, wie dem ['®F]-FEC, genutzt werden kann.
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3.2.4.4 '8F-Fluoralkylierung von Dimethylaminoethanol zu ['®F]-FEC

['®F]-Fluorethylcholin (FEC) ist ein neuerdings haufig eingesetzter Radiotracer, der sich
vom (2-Hydroxyethyl)-trimethylammonium Salz (Cholin, CH) ableitet. Cholin wird nach
dem Transport in die Zellen zuerst durch die Cholinkinase zu Phosphatidylcholin
phosphoriliert und in der Zelle durch ,metabolic trapping“ angereichert. Das phosphorilierte
Cholin wird im Ko&rper normalerweise z.B. als Phosphorsaureester zum Aufbau der
Zellmembran genutzt.'®*'®® Radiomarkierten Cholin-Derivaten kénnen in der bildgebenden
Nuklearmedizin diagnostisch genutzt werden, da in einigen malignen Geweben der Cholin-
Transporter und die Cholinkinase starker als im gesunden Gewebe exprimiert wird und so
eine héhere Aufnahme und Konzentrationen von CH in diesen Zellen vorliegt.'®*'°

Als ersten PET-Tracer zur Untersuchung der Cholin-Transporter und der Cholinkinase
wurde von Hara et al. das endogene [''C]-Cholin synthetisiert und erfolgreich in der
Nuklearmedizin eingefiihrt.'®®'®” Durch die kurze Halbwertszeit von Kohlenstoff-11 und die
dadurch  erschwerte  Handhabung in Bezug auf Anwendungsbreite und
Untersuchungsdauer wurden neue Wege zu analogen ['®F]-Fluorid markierten Cholin-
Tracern gesucht. Unter anderem wurde von DeGrado et al. eine Studie zur Synthese von
verschiedenen '®F-fluoralkylierten Cholin-Derivaten verdffentlicht und deren Eignung als
onkologische  PET-Tracer beschrieben.®  Dabei stellte sich insbesonders
['®F]-Fluormethylcholin (FCH) als potenter in vivo Tracer zur Uptake-Analyse von Cholin in
Krebszellen heraus. Fiir ['®F]-Fluorethylcholin (FEC) wurde wenig spater gezeigt, dass es
analog zu FCH fir das Tumor-Imaging, insbesondere fir das mit FDG nicht so gut
darstellbaren Prostatakarzinom, genutzt werden kann.'®®'"° Ein weitere Studie von Bender
et al. zeigte, dass flir den jeweiligen Patienten keinen signifikanten Unterschied zwischen
['®F]-FEC und ['®F]-FCH als Diagnostikum des Prostatakrebs besteht'’" obwohl der
Uptake von ['®F]-FCH in Metastasen signifikant hdher lag, wurde dieser Vorteil des FCH
zumindest teilweise durch allgemein héheren Uptake im gesunden Gewebe wieder
zunichte gemacht, so dass prinzipiell beide Derivate mit gleichem diagnostischem Erfolg
eingesetzt werden kdnnen. Eine klinische Studie dazu befindet sich in Phase Il und
vergleicht die ['®F]-FEC-PET Daten mit einer endorectalen MRI Untersuchung von
Patienten mit Prostatakrebs.'” Eine andere klinische Studie befindet sich in Phase Il und
beschaftigt sich mit dem Ersatz von Lymphknotendissektion durch ['®F]-FEC-PET in der

Tumordiagostik.'”
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In dieser Arbeit wurden die beiden ['®F]-Fluoralkylierungsreagenzien (['®F]-FEtOTf und
['®F]-FPrOTf) mit Dimethylaminoethanol (DMAE) umgesetzt und die Ausbeute von
['8F]-FEC und ['®F]-FPC mit den bekannten Ausbeuten anderer Synthesewege verglichen,
um die Potenz von ['®F]-FEtOTf und ['®F]-FPrOTf beurteilen zu kénnen.

3.2.4.4.1 Optimierung der ['®F]-Fluoralkylierung des Dimethylaminoethanols

Das Dimethylaminoethanol wurde sowohl mit ['®F]-FEtOTf als auch mit ['®F]-FPrOTf
alkyliert (Schema 3.24).

/ 18F
—N  OH 18 ~NOTF e/
a N/t F N+ OH

/ 18F
b N oH N/
-

+ BETNT0T N+ OH
/ O \_/

Schema 3.24:['®F]-Alkylierung von Dimethylaminoethanol mit [*®F]-FEtOTf und ['®F]-FPrOTH.

Tabelle 3.35: [18F]-Fluoralkylierung von DMAE mit a) [18F]-FEtOTf und b) [18F]-FPrOTf (10 min, RT, MeCN,
20 yl PMP, n = 2).

['®F]-Alkyltriflat  DMAE [pmol] [*®F]-F(CH2).C [%] ['®F]-FAIKyIOH [%]

['®F]-FEtOTf 50 95-98 2-5%
['®F]-FEtOTf 30 95-98 2-5%
['®F]-FEtOTf 10 95-98 2-5%
['®F]-FEtOTf 5 69 2-5%
['®F]-FPrOTf 50 95-98 2-5%
['®F]-FPrOTf 30 95-98 2-5%
['®F]-FPrOTf 10 95-98 2-5%
['®F]-FPrOTf 5 68 2-5%
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Das ['®F]-FEC konnte bezogen auf die eingesetzte Menge an ['®F]-Fluorid mit einer
radiochemischen Ausbeute von 70-75 % in etwa 70-80 min erhalten werden (Tabelle 3.35).
Wird nur der Alkylierungsschritt betrachtet, so werden hier Uber das ['®F]-FEtOTf
radiochemische Ausbeuten an ['®F]-FEC in 10 min bei Raumtemperatur von 95-98 %
erreicht. Im Vergleich dazu kann bei Zhang et al. ['®F]-FEC mit 50 % radiochemische
Ausbeute Uber das ['®F]-FEtBr erhalten werden.'®® DeGrado et al. nutzen ebenfalls das
'8F_Fluorethylierungsreagenz ['®F]-FEtBr, erreichten bei der Synthese von ['®F]-FEC aber
lediglich Ausbeuten von knapp unter 10%.'"? Bei Hara et al. konnte Uber das
1,2-Bistosylethan eine radiochemische Ausbeute an ['®F]-FEC von 40 % erreicht
werden.'* Der groBe Vorteil der Reaktion mit dem ['®F]-FEtOTf ist auch in diesem Fall
wieder die deutlich niedrigere Reaktionstemperatur. In den verglichenen Publikationen
liegen die Reaktionstemperaturen zwischen 90 und 120°C und es werden Reaktionszeiten
zwischen 10 und 20 min angegeben. Im Vergleich zur Alkylierung Uber das 2-Bromethyl-
nitrobenzensulfonat konnten fir den Alkylierungsschritt gleiche Ausbeuten (92-98 %)
erreicht werden.'”® Der Vorteil vom ['®F]-FEtOTf liegt in diesem Falle bei der
Reaktionstemperatur. Wenn aber der Darstellung des Vorlaufers mit einbezogen wird kann
auf Grund der langeren Reaktionszeit zum ['®F]-FEtOTf dieser Vorteil auBer Acht gelassen

werden und sollte ['®F]-FEB sogar bevorzugt werden.

Das ['®F]-FPC konnte bezogen auf die eingesetzte Menge an ['®F]-Fluorid mit einer
radiochemischen Ausbeute von 75-79% in etwa 70 min erhalten werden. Der
Alkylierungsschritt allein betrachtet ergab eine radiochemische Ausbeute an ['®F]-FPC von
95-98 %. DeGrado et al. hatten in ihrer Synthese iiber das 3-['®F]-Fluorpropylbromid nur
sehr geringe Ausbeuten von unter 3 % erzielen kdnnen.'”’” Dies zeigt wiederholt die hohe

Potenz des Alkyltriflats als Alkylierungsmittel.
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3.2.4.5 '8F-Fluoralkylierung von Anilin

Die drei ['®F]-Fluoralkylierungsreagenzien ['°F]-FEB, ['°F]-FEtOTf und ['®F]-FPrOTf
wurden mit Anilin umgesetzt, um zum einen die Ausbeute von ['®F]-FEtA und ['®F]-FPrA
mit den bekannten Ausbeuten Uber anderer Synthesewege zu vergleichen und zum
anderen um gegebenen Falls noch enthaltenes TFMSA nach der Reinigung als
TFMS-Anilid mit hoher Empfindlichkeit im UV-Detektor nachzuweisen. Letzteres sollte als
Kontrolle der Effektivitdt der Reinigungsmethode der Triflate dienen (siehe Kapitel
3.2.2.8.393f und Kapitel 3.2.3.3 Seite 104). Auf Grund der geringen Basizitdt des
Anilin-Stickstoffes (pKa = 27) ist eine N-Alkylierung mit zufriedenstellenden Ausbeuten nur

durch hoch reaktive (['®F]-Fluor)alkylierungsreagenzien maglich.

NH,
18
Br/\/F 18F

SO T

NH,
18
b) F
O e — T -
HN

Schema 3.25: ['®F]-Alkylierung von Anilin mit a) ['®F]-FEtBr, ['®F]-FEtOTf und b) ['°F]-FPrOTH.

Die quantitative Umsetzung der triflatenthaltenen prosthetischen Gruppe ermdglichte
eine radiochemische Ausbeute von N-(2-["®F]-Fluorethyl)anilin und
N-(3-['®F]-Fluorpropyl)anilin von 95-98 %. Bei der direkten '®F-Fluorierung von
3-Brom-N-phenylacetamid und anschlieBender Derivatisierung und Reduktion konnten
hingegen nur 50-55 % radiochemische Ausbeute erhalten werden (siehe Kapitel 3.1.3),
was die Eignung der Alkyltriflate zur Herstellung von N-Alkylfluoriden eindrucksvoll belegt
(Tabelle 3.36).
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Tabelle 3.36: ['®F]-Fluoralkylierung von Anilin mit ['®F]-FEtOTf und ['®F]-FPrOTf. (10 min, RT, MeCN, 20 pl
PMP, n 2 3). [* 100°C, 25 min]

['°F]-Alkyl Anilin [umol]  ['®F]-F-Alkylanilin [%] ['°F]-Fluoralkohol [%]  ['®F]-Alkyl [%]

['®F]-FEtBr* 100 2-5 - 95-98
['®F]-FEtOTf 50 95-98 2-5 0
['®F]-FEtOTf 30 95-98 2-5 0
['®F]-FEtOTf 10 95-98 2-5 0
['®F]-FEtOTf 5 ~53 ~47 0
['®F]-FPrOTf 50 95-98 2-5 0
['®F]-FPrOTf 30 95-98 2-5 0
['®F]-FPrOTf 10 95-98 2-5 0
['®F]-FPrOTf 5 ~51 ~49 0

Mit  1-Brom-2-['®F]-fluorethan  konnte innnerhalb von 25min und 100°C
Reaktionstemperatur keine nennenswerte Ausbeute an N-(2-['®F]-fluorethyl)anilin erhalten
werden. Dies zeigt, dass die durch TFMSA aktivierten '®F-Fluoralkylierungsreagenzien
Alkylierungen ermdglichen, die mit weniger reaktiven Alkylierungsreagenzien nicht méglich
sind.

Wenn die '®F-Fluoralkylierungsreagenzien miteinander verglichen werden, so sind im
Alkylierungsprozess nicht immer groBe Unterschiede erkennbar. Die beiden Triflat-
Derivate liefern hervorragende Ausbeuten bei allen getesteten Substanzen und haben
darlber hinaus den Vorteil, dass die Reaktionszeiten in einigen Fallen drastisch gesenkt
werden konnten und Reaktionstemperaturen bei Raumtemperatur oder leicht héher schon
fiir eine nahezu quantitative Umsetzung ausreichen. ['®F]-FPrOTf ist etwas einfacherer
herzustellen (ein Reinigungsschritt weniger in der Synthese) als das ['®F]-FEtOTf, so dass
mittels ['®F]-FPrOTf hdhere radiochemische Gesamtausbeuten erreicht werden konnten.
Auf Grund der einfacheren Synthese des Triflates im Vergleich zu Mulholland et al.'?,
konnte eine deutliche Erhéhung der Ausbeuten mit diesen potenten aktivierten

Alkylierungsreagenzien erreicht werden (Tabelle 3.37).
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Tabelle 3.37: Vergleich der Synthese der ['®F]-Fluoralkylierungsreagenzien ['®F]-FEtBr, ['®F]-FEtOTf und
['®F]-FPrOTf .

['°F]-FEtBr ['®F]-FEtOTf ['°F]-FPrOTf
rcy [%] 74-75 75-80 89
Zeit [min] 25 50 40

Das von den drei besprochenen Alkylierungsmitteln am leichtesten herzustellende
1-Brom-2-["®F]-fluorethan liefert bei niedrig molekularen und stark basischen Verbindungen
ahnlich gute radiochemische Ausbeuten wie die mit Triflat aktivierten Analoga. Erst bei
aromatischen Aminen und strukturell anspruchsvolleren Verbindungen wird die hdhere
Alkylierungsstarke der Triflat-Analoga erkennbar (Tabelle 3.38).

Tabelle 3.38: Vergleich der ['°F]-Fluoralkylierungsreagenzien ['®F]-FEtBr, ['®F]-FEtOTf und ['®F]-FPrOTf bei
der Markierung von Tyrosin, DMAP, DMAE, Anilin und HSi. * rcy [%] nur fir Alkylierungsschritt.

Tyrosin* [°C], min DMAP* [°C], min DMAE* [°C], min Anilin* [°C], min
['®F]-FEtBr 92 100,15 - - 92-95 95,10 2-5 130,15
['®*F]-FEtOTf 95-98 RT, 10 95-98 RT,10 9598  RT, 10, 95-98 RT, 10

['®F]-FPrOTf  95-98 RT, 10 95-98 RT, 10 95-98 RT, 10 95-98 RT, 10

HSi* [°C],

min

['®F]-FEtBr 31 140°C,
50

['®*F]-FEtOTf 55-65 RT, 10

Die etwas aufwendigere und zeitlich langere Synthese der Triflate kann zum einen mit
den niedrigeren Reaktionstemperaturen, als auch mit héheren Ausbeuten von
komplexeren Tracern zu besseren Ergebnissen flihren. Bei leicht zu markierenden
Verbindungen ist der Weg ausgehend vom FEB den Triflaten gleichwertig und auf Grund
der einfacheren Synthese der prosthetischen Gruppe vorzuziehen.
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen der Entwicklung neuer Methoden zur tragerfreien Herstellung
'8F_fluormerkierter Radiopharmaka fiir die Positronen Emissions Tomographie (PET)
wurde die trdgerarme Synthese von kleinen Molekulen fir den Einsatz als prosthetische

Gruppen untersucht.

Zur Darstellung eines schnell und effektiv zu reinigenden
['®F]-Fluoralkylierungsreagenz wurde das 2-(Bromethyl)-4-nitrobenzensulfonat mit n.c.a.
['®F]-Fluorid markiert und die Synthese hinsichtlich der radiochemischen Ausbeuten
optimiert. Die Reinigung konnte auf Grund der unterschiedlichen Lipophilie von Produkt
und  Vorldufer durch  SPE  Kartuschen realisiet ~werden und n.c.a.
2-['8F]-Fluor-1-bromethan in hoher radiochemischer Ausbeute und Reinheit erhalten
werden. Nach der erfolgreichen Automatisierung fand dieser Prozess unter anderem
Anwendung in der Herstellung von n.c.a. [®F]-Fluorethylcholin und n.c.a.
O-(2-["®F]-Fluroethyl)tyrosin.

N.c.a. 2-[®F]-Fluorethanol konnte erfolgreich (ber das (2-["®F]-Fluorethoxy)-
methyltribenzen mit einer hohen radiochemischen Ausbeute 95 % und Reinheit > 98 %

erzeugt und somit ein wichtiges Ziel dieser Arbeit verwirklicht werden.

Die Synthese  des reaktiven n.c.a. '8F_Fluorethylierungs-Reagenz
(2-["®F]-Fluorethyl)trifluormethansulfonat konnte fast quantitativ mittels direkter Aktivierung
des noch tritylgeschitzten (2-['®F]-Fluorethoxy)-methyltribenzen mit
Trifluormethansulfonsaureanhydrid erreicht werden.

Analog zu dem n.c.aa. 'SF-Fluorethylierungs-Reagenz  (2-['®F]-Fluorethyl)-
trifluormethansulfonat wurde eine Synthese fir das n.c.a. '®F-Fluorpropylierungs-
Reagenzes (2-['®F]-Fluorpropyltrifluormethansulfonat enwickelt, welches ebenfalls durch
Aktivierung 3-['®F]-Fluorpropanols mit Trifluormethansulfonsdureanhydrid erhalten werden

konnte.

Die extrem potenten ['®F]-Fluoralkyl-Triflate wurden zur Markierung verschiedener
Modellverbindungen eingesetzt und im Vergleich zum allgemein oft verwendeten

1-Brom-['®F]-2-fluorethan bewertet. Fiir die leicht mit moderaten Reaktionsbedingungen zu
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alkylierenden Verbindungen L-Tyrosin und Dimethylaminoethanol konnten sowohl fir die
Triflate (mit milderen Reaktionsbedingungen), als auch fir die Bromide vergleichbar gute
Ausbeuten erhalten werden. Fir die anspruchsvollere Verbindung 6-[Dimethyl(3-(1,8-
naphthalimido)propyl)-silyllhexyl}(2-fluorethyl)-[3-(1,8-naphthalimido)propylJamin wurde
eine deutliche Steigerung der radiochemischen Ausbeute mit dem reaktiveren
Alkylierungsreagenz  (2-['®F]-Fluorethyl)trifluormethansulfonat  beobachtet  (55-65%
['8F]FEtOTf vs. 31% ['®F]FEtBr). Auch fiir die sehr schwach basische Modellverbindung
Anilin  konnte  mit  (2-['®F]-Fluorethyl)-trifluormethansulfonat eine  sehr  hohe
Alkylierungs-Ausbeute (95-98 %) erhalten werden, wohingegen 1-Brom-['®F]-2-fluorethan
ohne Basenzusatz Uberhaupt nicht in der Lage ist Anilin zu alkylieren (2-5 %). Der Weg
der direkten n.c.a. Markierung mit ['®F]-Fluorid des 2-Brom-N-phenylacetamids und der
anschlieBenden  Reduktion zum  N-(2-['®F]-Fluorethyl)anilin  fihrte zu  einer

Gesamtausbeute von 60 %.

Das potentiell als Ligand fir den mAChR geeignete 6-[Dimethyl(3-(1,8-
naphthalimido)propyl)-silyllhexyl}(2-fluorethyl)-[3-(1,8-naphthalimido)propyl]amin wurde in
CD 1 Mausen untersucht und die Affinitdt zu den mAChR in vivo untersucht. Die hohe
Affinitat des HSi konnte aber nicht bestéatigt werden, da die Verbindung nicht fahig zu sein
scheint die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden und so zu den Rezeptoren im Gehirn zu

gelangen.

Es lasst sich zusammenfassen, dass stark nukleophile Verbindungen sowohl mit
1-Brom-2-['®F]-fluorethan als auch mit (2-['®F]-Fluorethyl)-trifluormethansulfonat mit sehr
guten Ausbeuten zu markieren sind. Fir Alkylierungen schwach basischer oder sterisch
aufwendiger  Verbindungen kann mit dem reaktiveren  (2-['®F]-Fluorethyl)-
trifluormethansulfonat deutlich héhere Ausbeuten erzielt werden. Somit konnte zum einen
ein neuer Syntheseweg zur Darstellung der hoch potenten Verbindung (2-['®F]-Fluorethyl)-
trifluormethansulfonat Gber das (2-Bromethoxy)-methyltribenzen etabliert werden, zum
anderen konnte eine neue Syntheseroute zum 1-Brom-2-['®F]-fluorethan mit hohen
radiochemischen Ausbeuten aufgezeigt werden, die zusatzlich eine einfache SPE-
Kartuschenreinigung des Produktes ermdglicht und somit sehr gut zur Automatisierung

geeignet ist.
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5.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 5.1 aufgelistet.

Tabelle 5.1: Liste der fiir die Doktorarbeit verwendeten Chemikalien.

Chemikalien

1,2-Dibromethan
1,2,2,5,5-Pentamethylpiperidin
1,3-Propandiol

18-Krone-6, [1,4,7,10,13,16-

Hexaoxacyclooctadecan]
2-Bromethanol
2-Fluorethanol

3-Brom-1-propanol
4-Nitrobenzensulfonylchlorid
Aceton
Acetonitril
Acetonitril
Anilin
Boran-THF-Komplex
2-Bromessigsaureanhydrid
2-Bromethylbenzoat
2-Brompropanol
Dichlormethan
Diethylether

Dimethylaminoethanol

Hersteller

Aldrich
Fluka
Aldrich

SigmaAldrich

Aldrich
Aldrich
Aldrich

Fluka
Merck

PromoChem

Merck
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Fluka
Merck
Merck

Merck
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Qualitat/Gehalt

99 %
purum, 99 %
99,6 %

>97%

95 %
95 %

97 %
purum, 98 %
p.a
HPLC-Grade
DNA-Synthese
A.C.S. Reagent 99,5 %
1 M Lésung
95 %

98 %
purum
wasserfrei

reinst

p.a.



Dimethylaminopyridin
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Eisessig
Ethanol
Ethylenglykol
Kaliumcarbonat
Kryptofix 222°
L-Tyrosin
Lutidin
Methanol
Methylenchlorid/Dichlormethan
Natriumcarbonat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
o-Dichlorbenzol
Octansulfonsédure Natriumsalz
p-Toluolsulfonsaure Anhydrid
Pyridin
Salzsaure
Tetrabutylammoniumhydroxid

Tetrahydrofuran

Trifluormethansulfonsaure Anhydrid

Wasser LiChrosolv
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Aldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich

Merck
Merck
Aldrich
Merck
Merck
Merck
Aldrich
Merck
Aldrich
Merck
Merck
Merck
Aldrich
Merck

Aldrich

SigmaAldrich
Merck
Fluka

Aldrich

SigmaAldrich

Merck
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99+ %
wasserfrei, puriss
wasserfrei, puriss
98 %

98,9 %
wasserfrei, 99,8 %
wasserfrei, p.a.
>99 %
biochem. Zwecke
99+ %

p.a.
wasserfrei, > 99,8%

wasserfrei, p.a.

p.a.

p.a.

wasserfrei, 99,8 %
LiChropur

97 %
wasserfrei, 99,8 %

0,1 M

0,1 M
wasserfrei, 99.9 %

99,00%

HPLC grade
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5.2 Analysemethoden

52.1 'H-NMR, *C-NMR

Die im Labor synthetisierten nicht-radioaktiven Verbindungen (Abschnitt 6.1 Seite 138ff)
wurden mittels "H-NMR und "*C-NMR charakterisiert.

Die 'H-NMR und ®C-NMR-Proben wurden mit einem 500 MHz NMR von Bruker
gemessen. Die Messungen erfolgten im Vergleich zu dem internen Standard
Tetramethylsilan (TMS) und die Verschiebungen zum tieferen Feld sind in ppm
angegeben. Die Messungen wurden im Pharmazeutischen Institut der Universitat Bonn
durchgeflhrt.

5.2.2 Radio-HPLC

Das System fir die Probenanalyse mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie
(HPLC) bestand aus einer Kontron Gradienten Pumpe (322), einem UV-Detektor von
Agilent (1100) und einem Nal(TI)-Bohrloch Szintillationsdetektor (Raytest). Zur
Probenapplikation wurde ein Rheodyne Injektor (7125) mit einer 500 pl Probenschleife
verwendet.

Die Standardsdule, die zur Untersuchung der Proben genommen wurde, war die
.,JUmkehrphasen-Saule“ LiChrospheri1OORP18EC der Firma CS-Chromatographie
(Langerwehe).

Die Trennung erfolgte durch eine mobilen Phase, die entweder aus einem
Acetonitril/0,1 %TFA in Wasser Gemisch oder Acetonitril/lOSAP (Octan-1-sulfonsaure
Natriumsalz, 6.4 g/l und Phosphorsaure etwa 0,7ml/l — pH 2.2) Gemisch bestand. Die
Trennung erfolgte isokratisch, oder mittels eines Gradienten. Die eingesetzten
Lésungsmittel entsprachen HPLC Qualitat und wurden nach Herstellung bzw. vor dem
Einsatz mit Helium entgast.

Zur Analyse der Probe wurden 10-25 ul der Probe Gber den Rheodyne Injektor injiziert
und die Signalintegrale im Ultravioletten-Bereich (UV) und im Radioaktivbereich (Nal)
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kontinuierlich aufgezeichnet. Die erhaltenen Daten der UV- und Nal-Detektoreinheit

wurden mit der Software Gina-Star (raytest Isotopenmessgerate GmbH) ausgewertet.

Die Retentionsfaktor (k) und die chromatographischen Bedingungen fir die

Untersuchungen sind in Tabelle 5.2 dargestellt.

Tabelle 5.2: k-Werte der bei Raumtemperatur mittels HPLC an LiChrospher100RP18EC (mm) getrennten

Verbindungen (flow =1 ml/min)

Verbindung Eluens

1,2-Bromethan MeCN/OSAP
90:10 — 10:90
2-Fluor-1-bromethan MeCN/OSAP
90:10 — 10:90
2-Bromethylnosylat MeCN/OSAP
90:10 — 10:90
Ethyl-di-tosylat MeCN/OSAP
90:10 — 10:90
2-Fluorethyltosylat MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

HSi MeCN/TFA

50:50 — 100:00

FEtSi MeCN/TFA
50:50 — 100:00

FET MeCN/OSAP

90:10 — 10:90

Tyrosin MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

Nebenprodukt FET MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

FAA MeCN/OSAP

90:10 — 10:90

FEtA MeCN/OSAP

90:10 — 10:90
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Zeit

30

30

30

30

30

15

15

30

30

30

30

30

5,72

5,6

7,4

12,9

6,15

6,72

6,8

9,5

5,89

6,28

9,17

6,08



Verbindung

BrAA

FPrOH

BrPropOH

TosPrOH

FEtOH

Bistriflat

Benzoat

Fluorbenzoat

Bromethanol

BrEtOTr

FEtOTr

FEtOTf

FEC

FPC

FPrA

FPrOTf

5 Material und Methoden

Eluens

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90

MeCN/OSAP
90:10 — 10:90
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Zeit

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

10,17

1,83

3,94

6,84

8,72

12,05

10,78

4,05

15,55

13,33

8,13

4,23

4,61

6,89

8,6



5 Material und Methoden

5.2.3 Radiodiunnschichtchromatographie

Die Radiodinnschichtchromatograhie (Radio-TLC) wurde vielfaltig genutzt, um
radioaktive Reaktionsgemische aufzutrennen und insbesondere um den Reaktionsverlauf
bzw. Reaktionsfortschritt schnell bestimmen zu kénnen. Fir die Untersuchung wurden
Kieselgel Platten der Firma Merck (DC-Platten, Kieselgel 60, nicht modifiziert) verwendet
und wenn nicht anders vermerkt die Platten mit MeCN als mobile Phase entwickelt.

Flr die Analyse wurde mit einer Kapilare 0,5-1,5 pl der Probe auf die Dinnschichtplatte
aufgetragen und in eine DC-Entwicklungskammer gestellt. Nach Entwicklung und
Trocknung der jeweiligen Platte wurde diese, je nach Anforderung, in 2-3 Streifen
geschnitten und die Aktivititsmenge fiir die einzelnen Abschnitte im Gammacounter (1480
Wizard™ 3") gemessen. Der Vorteil dieser Messgeometrie ist, dass schon sehr geringe
Mengen an Aktivitat detektiert werden kénnen, und nur wenig Probenmaterial bendtigt
wird.

In dieser Arbeit wurde die Radio-TLC hauptsachlich dazu genutzt, den Umsatz von
['®F]-Fluorid wahrend der nukleophilen Substitution zu bestimmen. Das in der Reaktion
eingesetzte n.c.a. ['®F]-Fluorid verbleibt am Auftragungspunkt, wahrend das an einem
organischen Molekdil gebundene '®F in der Regel mit der Solvensfront nach oben wandert.

5.2.4 Radioaktivitatsmessungen

Die Aktivitatsmengen von den verschiedenen gebrauchten Materialien, wie Sep-Pak-
Kartuschen, Spritzen, ReaktionsgefaBen etc., wurden je nach Geometrie und Aktivitat der
Proben auf zwei verschiedene Arten gemessen. Proben mit héheren Aktivitaten (> 37 kBq)
wurden im Aktivimeter Isomed 501 der Firma Neue Messelektironik Dresden GmbH
vermessen. Proben mit niedrigerer Radioaktivitat (< 37 kBq) wurden in einem Bohrloch
Gammacounter 1480 Wizard von PerkinElmer mit automatischem Probenwechsler
gemessen. Eine Bestimmung der Detektorzéhlausbeute war hierbei nicht notwendig, da
nur Relativmessung durchgefihrt worden sind und keine absoluten Werte benétigt

wurden.
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5.3 Aufbereitung und Reinigung von n.c.a. ['°F]-Fluorid

5.3.1 Aufbereitung und Reinigung fir Reaktionen mit K,CO;

Eine QMA-Kartusche (Sep-Pak, Waters) wird mit 10ml 1M Na,COs-Lésung
konditioniert und anschlieBend mit 20 ml Wasser gewaschen. Wassriges n.c.a.
['®F]-Fluorid (10-150 MBq) wird auf der QMA fixiert. Das n.c.a. ['®F]-Fluorid wird mit einer
Losung aus Kryptofix 2.2.2.° oder Kronenether (40 umol) und wassriger KoCOg-Losung
(19 umol) in Acetonitril/Wasser (7/2; v/v) in ein V-vial (5 ml) Gberfthrt. Durch Zugabe von 3
Portionen von je 1 ml MeCN (DNA-Synthese rein) wird das n.c.a. ['®F]-Fluorid bei 85-95°C
mit Unterstitzung eines Argonstroms (30 ml/min) azeotrop getrocknet.

5.3.2 Aufbereitung und Reinigung fir Reaktionen mit KHCO;

Eine QMA-Kartusche (Sep-Pak, Waters) wird mit 10ml 1M NaHCO;-Lésung
konditioniert und anschlieBend mit 20 ml Wasser gewaschen. Wassriges n.c.a.
['8F]-Fluorid (10-150 MBq) wird auf der QMA fixiert. Das n.c.a. ['®F]-Fluorid wird mit einer
Loésung aus Kryptofix 2.2.2.° oder Kronenether (40 umol) und wassriger KoCOg-L6sung
(19 umol) in Acetonitril/Wasser (7/2; v/v) in ein V-vial (5 ml) Gberflhrt. Durch Zugabe von 3
Portionen von je 1 ml MeCN (DNA-Synthese rein) wird das n.c.a. ['®F]-Fluorid bei 85-95°C
mit Unterstiitzung eines Argonstroms (30 ml/min) azeotrop getrocknet.

5.3.3 Aufarbeitung und Reinigung fiir Reaktionen mit TBAHCO;

Eine QMA-Kartusche (Sep-Pak, Waters) wird mit 10ml 1M NaHCOs-Lésung
konditioniert und anschlieBend mit 20 ml Wasser gewaschen. Wassriges n.c.a.
["®F]-Fluorid (10-150 MBq) wird auf der QMA fixiert. Das n.c.a. ['®F]-Fluorid wird mit einer
Lésung aus wassriger TBAHCO3-Losung (19 pmol) in Acetonitri/Wasser (7/2; v/v) in ein
V-Vial (5 ml) Gberflhrt. Durch Zugabe von 3 Portionen von je 1 ml MeCN (DNA-Synthese
rein) wird das n.c.a. ['®F]-Fluorid bei 85-95°C mit Unterstiitzung eines Argonstroms
(30 ml/min) azeotrop getrocknet.
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5.4 Aufarbeitung und Reinigung der ®F-markierten Produkte
durch Destillation

Im Folgenden soll der allgemeine Aufbau fiir eine Destillation der '®F-markierten
Substanzen erklart werden. Das ReaktionsgefaB (V-Vial), ein innen spitzkonisch
zulaufendes GefaB aus Borosilikat (z.B. von Wheaton, z.B. Volumen 5 ml, 2,5 ml oder
0,5 ml) in dem sich die Reaktionslésung befindet, wird mit einem Septum verschlossen
und mit zwei Kandlen (Braun, Sterican Kandlen 1, gelb @ 0.90mm x 40mm G 20 x 1'%)
durchstochen. Durch die eine Kanille wird das Transportgas (Argon oder Helium)
zugefuhrt, durch die andere Kanile kann mit einem dinnen Teflon oder Peak-Schlauch als
Destillationsbriicke, das Destillat in ein zweite V-Vial Uberflhrt werden. Im zweiten V-Vial
befindet sich ein Lésungsmittel der Wahl, welches je nach Bedarf auch mit einem
Eis/Wasser- oder Trockeneis/Aceton-Bad gekihlt werden kann. Eine etwas langere
(Braun, Sterican Kanllen 1, gelb @ 0.90mm x 70mm G 20 x 1'2) wird zum einleiten
genutzt und eine kirzere Kantle (Braun, Sterican Kandlen 1, gelb @ 0.90mm x 40mm
G 20 x 1%2) dient zur Beliiftung der ProduktauffanggefaBes. Bei dieser Micro-Destillation
muss auf Siedeverziige geachtet werden und der Inertgasstrom so geregelt werden, dass
nicht durch einen zu hohen Gasstrom die Reaktonslésung unspezifisch in das zweite
V-Vial transportiert wird (Gasfluss =40 ml/min). Dieser Standardaufbau fir Destillationen

wurde, wenn nicht anders vermerkt, so verwendet.

5.5 Nachweis von Kryptofix® 2.2.2.

Kryptofix® 2.2.2. wurde auf einer DC-Kieselgelplatte mittels lodkammer nachgewiesen,
nachdem die Kieselgelplatte mit Ammoniak und Methanol (4:1) entwickelt worden ist. Der
Re-Wert von Kryptofix liegt bei 0,4-0,5.
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5.6 Konditionierung der Kartuschen

Der QMA light (Sep-Pak von Waters) Anionentauscher ist kauflich mit Chlorid-lonen
beladen, kann aber durch Konditionierung mit einem anderen Anion modifiziert werden. In
dieser Arbeit wurden vier verschiedene Arten der Konditionierung durchgefuhrt.

1. HCOs-Form: Wenn die ['®F]-Markierungsreaktion mit KHCOs; durchgefiihrt werden
soll, so wird tber die QMA zuerst 10 ml 1 M NaHCOs3-Lésung und anschlieBend
20 ml Wasser gegeben.

2.  COg*-Form: Wenn die ['®F]-Markierungsreaktion mit Na;COg durchgefiihrt werden
soll, so wird Uber die QMA zuerst 10 ml 1 M Na,COs-Lésung und mit 20 ml Wasser
gewaschen.

2. OH-Form: Die QMA wird mit 10 ml 1 M NaOH und anschlieBend mit 20 ml
Wasser gespllt.

3. CI'-Form: Die QMA wird mit 10 ml Wasser gespdlt.

Die reversed Phase Kartusche HRP M (von Macherey-Nagel) und C18 plus/light (Sep-
Pak von Waters) Kartuschen wurden zur Konditionierung zuerst mit 10 ml eines

organischen Losungsmittels (MeCN, Ethanol) und anschlieBend mit 20 ml Wasser gespuilt.

Der Kationentauscher CM plus (Sep-Pak von Waters) wurde auf zwei verschiedene
Weisen konditioniert.
1. Na*-Form: Die CM wird mit 10 ml Wasser gespuilt.
2. H*-Form: Die CM wird mit 10 ml 1 M HCI und anschlieBend mit 20 ml Wasser
gespdlt.

Der Kationentauscher IC-H bzw. Anionentauscher IC-OH (Macherey-Nagel) wurden

jeweils mit 10 ml Wasser gespuilt.
Silica 60 (Si60), NH2 und Alumina A, B und N (light/plus, alle Sep-Pak von Waters)

wurden mit dem jeweiligen organischen Eluens konditioniert, das zur Aufgabe der

Lésungen genutzt wurde.
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5.7 Identifizierung von markierten Verbindungen mittels
stabiler ,kalter“ Standardverbindungen

Zu Identifizierung der '®F-fluormarkierten Verbindung wird die Zielsubstanz mit dem
stabilen 'Fluor-Isotop synthetisiert und durch NMR-Analyse identifiziert. Diese
F-markierte Verbindung wird ,kalte Standard“ genannt und kann zur Identifizierung des
n.c.a. Radiotracer dienen. Zu Identifikation der radioaktiven Substanz wird der ,kalte
Standard“ im HPLC-System injiziert und fir mehrere Gradienten und verschiedene
Eluenten die k-Werte bestimmt. Nach der Synthese des '®F-Radiotracers wird eine co-
Injektion von ,kaltem Standard“ und '8F-Fluorverbindung im HPLC-System durchgefiihrt
und die Retentionszeiten verglichen. Wenn beide Verbindungen gleichzeitig im UV und
Radioaktivitats-Kanal auftreten und dies auch noch fir mehrere verschiedene Gradienten
und Laufmittel bestehen bleibt, kann diese '®F-fluormarkierte Verbindung als identifiziert
gelten.

In Abbildung 5.1 wird dies fiir das Beispiel ['F]-FET gezeigt. Zu erkennen ist, dass die
beiden Verbindungen gleichzeitig im Chromatogramm angezeigt werden, wobei das UV-
Signal leicht vor dem Nal-Signal zu erkennen ist. Der geringe Unterschied in der
Retentionszeit wird dadurch verursacht, dass die Detektoren nicht gleichzeitig messen
kénnen, sondern in Reihe geschaltet sind.
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Abbildung 5.1: Chromatogramm der co-Injektion von O—(2-[19F]-Fluorethyl)tyrosin (UV_A) und
O-(2-["®F]-Fluorethyl)tyrosin (Nal).
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6 Experimenteller Teil

6.1 Vorlaufersynthesen und Synthesen der , kalten Standards*

6.1.1  Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von 2-Bromethyl-4-

nitrobenzensulfonat

NO,
~"oH + CI—SONOZ - 5 + HCI

B )
O 3d, RT NoRy

Bromethanol (25 mmol, 5 eq.) wird mit Pentamethylpiperidin (5.75 mmol, 1.15eq.) in
15 ml DCM vorgelegt und anschlieBend p-Nitrobenzensulfonylchlorid (5 mmol, 1 eq.)
langsam dazugegeben. Die Reaktionslésung wird 3 Tage bei Raumtemperatur gerthrt und
anschlieBend mit 0.1 N HCI, Wasser und 1 M K,COg3-Lsg ausgeschuttelt. Die organische
Phase wird neutralisiert, Gber NaSO, getrocknet und am Ende das L&sungsmittel im
Hochvakuum entfernt.

Ausbeute (Prakt.): 82 %
"H-NMR (CDCl3) 3[ppm]: 3,50 (t, 2H, 6,15 Hz); 4,40 (t, 2H, J= 6,15 Hz); 8,13 (d, 2H,

J=9,14 Hz); 8,40 (d, 2H, 8,83 Hz)
3C-NMR (CDCls) 8[ppm]: 27,0; 69,7; 124,5 (2C), 129,3 (2C); 141,4, 150,9
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6.1.2  Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von 2-Brom-N-
phenylacetamid

@)

NH, 6 o o HNJ\/Br
@ + Br\)J\O)J\/Br - HO)J\/BI’ + ©

3h, RT

Bromessigsaureanhydrid (5.5 mmol, 1,1 eq) wird langsam bei Raumtemperatur zu Anilin
(5 mmol, 1eq) in 6 ml Eisessig zugegeben. Schon nach kurzer Zeit fallt ein weiBer
Feststoff aus, nach 3 h wird der Feststoff abgefiltert und mit HoO gewaschen. Der erneut
aus dem Filtrat ausgefallene Feststoff wird nochmal abgefiltert und der gesamte
Filterriickstand vorsichtig mit kalter 1 M NaOH und anschlieBend solange mit kaltem H,O
gewaschen bis das Filtrat einen neutralen pH-Wert (pH=7) aufweist. Der Feststoff wird in
DCM aufgenommen und in einem Scheidetrichter das Wasser abgetrennt. Die organische

Phase wird iiber NaSO, getrocknet und das Lésungsmittel im Hochvakuum entfernt.'®!

Ausbeute (Prakt.): 75 %
Ausbeute (Lit.) :72 %

"H-NMR (CDCl3) 8[ppm]: 4,01 (s, 2H), 7,15 (t, 1H, J=7,4Hz), 7,36 (t, 2H, J=7,5), 7,52 (d,

2H, J=7,5 Hz), 8,10 (s, 1H, NH)'"
3C-NMR (CDCls) 5[ppm]: 29,48; 120,02 (2C); 125,22; 129,12 (2C); 136,88; 163,27
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6.1.3  Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
N-(2-Fluorethyl)anilin

F C\ // \\ - /\/O\ //
7O W 0] 3
0] 1h, RT
NH, une >

@)
/\/O\ //
F S.
g CF; +
30 min, 90°C

10 mmol 2-Fluorethanol werden mit 10 mmol Trifluormethansulfonsaure Anhydrid fir 1 h
bei Raumtemperatur in 10 ml Dichlormethan umgesetzt. Diese Reaktionsrohlésung wurde
direkt mit 15 mmol Anilin bei 90°C fir 30 min umgesetzt und so das N-(2-Fluorethyl)anilin
erhalten. Die Reaktionslésung wird 2-mal mit 1 M Natrium-Bicarbonatlésung und
anschlieBend mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wird tber MgSO, getrocknet
und das Loésungsmittel im  Hochvakuum entfernt. Das Rohprodukt wird
saulenchromatographisch gereinigt (25 cm, 5 cm O, Kieselgel 60, DCM, Rg= 0,75). Die
Fraktion wird Gber MgSO4 getrocknet und das Lésungsmittel im Hochvakuum entfernt.

Ausbeute (Prakt.): 64 %
Ausbeute (Lit.) :42 %

'H-NMR (CDCls) d[ppm]: 3,40 (dt, 2H, J=26,5 und 4,7 Hz), 3,90 (s, 1H, NH), 4,60 (dt, 2H,
J= 27,4 und 4,7 Hz); 6,63 (d, 2H, J=8,6 Hz), 6,73 (t, 1H, J=7,3 Hz) 7,18 (t, 2H, J=7,4 Hz)
3C-NMR (CDCl3) d[ppm]: 44,2 (d, Jc.r=20,5 Hz); 81,3 (d, Jc.r=167 Hz); 113,16 (2C);
118,1; 129,3 (2C); 147,61

F_NMR (CDCl3) 5[ppm]: -223,8
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6.1.4  Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von 3-Hydroxy-
propyltosylat

S
/\/\ 2N\
2.3h, RT HO OB

/7 \O/ W\

1. 0°C,NEt, o /©/
e O O \
S
3 0

Zu dem auf 0°C abgekihltem 1,3-Propandiol (90 mmol) wird langsam 3,6 mmol
Toluolsulfonsaure Anhydrid hinzu gegeben. Nach etwa 5 min wird 3,8 mmol der Base
Triethylamin vorsichtig zur Reaktionslésung getropft und anschlieBend fir 3h gerthrt. Der
Reaktionsfortschritt kann mit Hilfe von HPLC verfolgt werden. Zur Reaktionslésung werden
20 ml Wasser und 20 ml Diethylether gegeben und die Phasen voneinander getrennt.
Nach mehrfachen ausschitteln der wassrigen Phase mit Diethylether werden die
vereinigten organischen Phasen Uber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel im
Hochvakuum entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch gereinigt (25 cm, 5
cm O, Kieselgel 60, Hexan:DCM 3:1, Rg= 0,75), die Produktfraktion Uber MgSO,
getrocknet und das Lésungsmittel im Hochvakuum entfernt.

Ausbeute (Prakt.): 65 %
Ausbeute (Lit.) :67,5%

"H-NMR (CDCls) 5 [ppm]: 1,86 (it, 2H J=6,07Hz), 2,43 (s, 3H), 3,69 (t, 2H J=5,99Hz), 4,16

(t, 2H, J=6,15Hz), 7,33 (d, 2H, J=7,88Hz), 7,77 (s, 2H, J=8,51Hz)
3G-NMR (CDCls) 8[ppm]: 31,6; 58,3; 67,4; 127,9(2C); 129,9 (2C); 132,9; 144,9
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6.1.5 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von Bis-1,2-
(trifluormethansulfonsaure)ethan

00 O
HO\/\ F3C\ /, \ CF FSC\ // O
OH + S\ /S/ 3 //S\ /\/O\ {
NG \(\) 2h, 0°C 0] O //S\CFS

O

Zu einer eisgekuhlten Lésung von Trifluormethansulfonsdureanhydrid (17,3 mmol) in
15 ml Dichlormethan (anhydr.) unter Argonatmosphéare wird tropfenweise eine Lésung aus
Ethylenglykol (8,5 mmol, wasserfrei) und wasserfreiem Pyridin (2 ml) in 20 ml trockenem
Dichlormethan zugegeben. Die Reaktionslésung wird weitere 2 h gerthrt und
anschlieBend mit Wasser, 1 M NaHCOs;-Lésung und wieder Wasser gewaschen. Die
organische Phase wird Uber MgSO,4 getrocknet und das Ldsungsmittel abgezogen. Es
wurde ein  kristalliner, farblos bis leicht blass gelber Feststoff von

Bis-1,2(trifluormethansulfonsaure)ethan (BTSE) erhalten.
Ausbeute (Prakt.): 81 %
'"H-NMR (CDCls) 8[ppm]: 4,75 (s, 4H)

8C-NMR (CDCls) 8[ppm]: 77,0 (t, 2C, Jc.r=31,91 Hz); 117,21
F_NMR (CDCls) 5[ppm]: -76,2'7
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6.1.6  Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von 2-Hydroxy-
ethyltosylat

1. 0°C, NEt,
HO. _~ O\/©/
on + L po I ot

'S___S 2.3h, RT O 5

g ©

0

Zu dem auf 0°C abgekihltem 1,2-Ethandiol (90 mmol) wird langsam 3,6 mmol
Toluolsulfonsdure Anhydrid hinzu gegeben. Nach etwa 5 min wird 3,8 mmol der Base
Triethylamin vorsichtig zur Reaktionslésung getropft und anschlieBend fur 3h gerthrt. Der
Reaktionsfortschritt kann mit Hilfe von HPLC verfolgt werden. Zur Reaktionslésung werden
anschlieBend 20 ml Wasser und 20 ml Diethylether gegeben und die Phasen voneinander
getrennt. Nach mehrfachem Ausschutteln der wassrigen Phase werden die vereinigten
organischen Phasen lber MgSO, getrocknet und das L&sungsmittel im Hochvakuum
entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch gereinigt (25cm, 5 cm O,
Kieselgel 60, Hexan:DCM 3:1, Re= 0,85), die Produktfraktion tiber MgSO, getrocknet und
das Lésungsmittel im Hochvakuum entfernt.

Ausbeute (Prakt.): 75 %
Ausbeute (Lit.) :77 %

"H-NMR (CDCls) 8[ppm]: 1,88 (s, 1H (OH); 2,43 (s, 3H); 3,8 (1, 2H, J=4,41 Hz); 4,13 (t, 2H,

J= 4,41 Hz); 7,3 (d, 2H, J=8,31 Hz); 7,79 (d, 2H, J= 8,31 Hz)
13C-NMR (CDCls) 8[ppm]: 21,64; 60,77; 71,6; 127,9; 129,9; 132,7; 145,1
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6.1.7 (2-Bromethoxy)-methyltribenzen

® e -
O 2d, T . O

28 mmol 2-Bromethanol werden in 5ml DMF vorgelegt und langsam 2 ml PMP

hizugetropft. AnschlieBend wird 9 mmol (Triphenyl)-methyloromid in 2ml DMF
dazugegeben und die Reaktionslésung 2 d gerthrt. Die Reaktion wird mit 20 ml Wasser
gequenscht und das Produkt mit DCM aus der wassrigen Phase ausgeschuttelt. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit einer 1 M Natrium-Bicarbonatlésung und
Wasser gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und das L&sungsmittel im Hochvakuum
entfernt. Die Rohlésung wird saulenchromatographisch gereinigt (25cm, 5 cm O,
Kieselgel 60, Hexan:DCM 3:1, Rg= 0,45), die gesammelte Fraktion Uber NaSO4

getrocknet und das Lésungsmittel im Hochvakuum entfernt.

Ausbeute (Prakt.): 45 %
'"H-NMR (CDCl3) 8[ppm]: 3,38 (t,2H, J= 6,47 Hz);3,43 (t,2H, J= 6,47 Hz); 7,23 (dd, 3H,
J=7,5und 5,3 Hz); 7,30 (d, 6H, 7,45 Hz); 7,45 (d, 6H,8,3 Hz)

3C-NMR (CDCls) 8[ppm]: 31,1; 63,8; 86,9; 127,1 (3C); 127,9 (6C); 128,6 (6C); 143,77
(3C)
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6.2 ['®F]-Fluorid markierte Verbindungen

6.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
1-Brom-2-['®F]-fluorethan iiber 2-Bromethyl-nitrobenzensulfonat

2-Bromethyl-nitrobenzensulfonat (50 umol) in 1 ml Acetonitril oder o-Dichlorbenzen
(0-DCB) wird zu dem getrockneten Riickstand von ['®F]-Fluorid gegeben (Kapitel 5.3.2)
und anschlieBend erhitzt und gerthrt (110°C, 10 min). Nach AbkUhlung auf
Raumtemperatur wird die Reaktionslésung Uber drei Sep-Pak-Kartuschen aufgereinigt
(QMA, C18, HR-P). Das nicht abreagierte n.c.a. ['®F]-Fluorid verbleibt auf der QMA, nicht
markiertes 2-Bromethyl-nitrobenzensulfonat wird starker durch die C18 retardiert und
verbleibt auf dieser, so dass auf der HR-P nur ['®F]-FEtBr fixiert wird. Die HR-P wird, nach
ausblasen mit 20 ml Luft, mit 1-2 ml des fir den nachsten Reaktionsschritt ndtigen
Lésungsmittels eluiert (z.B. MeCN oder DMSO).

6.2.2 Siliciumverbindung

6.2.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von ['®F]-{6-[Dimethyl-
(3-(1,8-naphthalimido)propyl)-silyllhexyl}(2-fluorethyl)-[3-(1,8-
naphthalimido)propyl]amin

6.2.2.1.1 Alkylierung mit 2-['®F]-Fluor-1-bromethan

Eine Lésung von {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)silyllhexyl}-
[3-(1,8-naphthalimido)-propylJamin (15 umol) in 200 pl DMSO wird zu 1 ml [*®F]-FEtBr in
DMSO gegeben und 50 min bei 140°C gerthrt. Die Reaktionslésung wird auf
Raumtemperatur abgekihlt und das Produkt durch co-Injektion der nicht
radioaktivmarkierten ['°F]-Verbindung durch HPLC (k=6,83, MeCN/OSAP 50/50,
LiChrospher 100RP18EC-5-Saule, flow 1 ml/min) identifiziert. Nach
saulenchromatographischer Reinigung mittels semipraparativen HPLC (k= 4,67,
EtOAc/Hexan: 60/40, v/v, LiChrosorb Si 60-Saule, flow 1 ml/min) wird das Produkt mit
einer radiochemischen Reinheit von >99% und einer radiochemischen Ausbeute von
31 % bezogen auf ['®F]-FEtBr erhalten.
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6.2.2.1.2 Alkylierung mit 2-['®F]-Fluorethyltriflat

Eine Lésung von {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)silyllhexyl}-
[3-(1,8-naphthalimido)-propylJamin (15 pmol) in 200 ul DMSO wird zu 1 ml ['®F]-FEtOTf in
DMSO gegeben und 15 min bei RT gerthrt. Und mittels HPLC (k= 6,83, MeCN/OSAP
50/50, LiChrospher 100RP18EC-5-Saule, flow 1 ml/min) identifiziert.  Nach
saulenchromatographischer Reinigung Mittels semipraparativen HPLC (k=4,67,
EtOAc/Hexan: 60/40, v/v, LiChrosorb Si 60-Saule, flow 1 ml/min) wird das Produkt mit
einer radiochemischen Reinheit von >99% und einer radiochemischen Ausbeute von
61 % bezogen auf ['®F]-FEtOTf erhalten.

6.2.2.2 Weiter Daten 2zu {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)-silyllhexyl}-
(2-['®F]-fluorethyl)-[3-(1,8-naphthalimido)propyl]Jamin

Die Synthese von {6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)-silyllhexyl}-
(2-[18F]-fluorethyl)[3-(1,8-naphthalimido)propyl]lamin wurde zu Beginn durch
Verunreinigungen im Precursor behindert. Die Verunreinigung reagiert schneller mit
2-["®F]-Fluor-1-Bromethan und stérte deshalb die Markierung von HSi.

Tabelle 6.1: Anféngliche Versuche =zur Darstellung von 6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)-
silyllhexyl}(2-['®F]-fluorethyl)[3-(1,8-naphthalimido)propyl]-amin. Das einzige radioaktive Produkt ist die

Markierung einer Verunreinigung im Precursor.

HSi [mg] PMP[ul]  Temperatur [°C] Zeit[min]  L&ésungsmittel [°FI-FELSi
[% HPLC]
2 0,5 110 45 MeCN
29 1 110 75 MeCN
3.2 4 110 50 DMSO
3.4 4 140 75 DMSO 1

Diese Verunreinigung konnte durch ausschitteln der in Dichlormethan gelésten
Substanz mit Wasser in Anwesenheit von PMP entfernt werden. Die zur Unterstlitzung der
Alkylierung hinzugegebene sterisch gehinderte Hilfsbase PMP soll bei der Deprotonierung
des sekundaren Amins helfen, aber selber nicht alkyliert werden.
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6.2.2.3 FEtSi i.v. Injektion in CD-1 Mause.

Das wie unter Kapitel 6.2.2.1 hergestellte 6-[Dimethyl(3-(1,8-naphthalimido)propyl)-
silyllhexyl}(2-['®F]-{fluorethyl)[3-(1,8-naphthalimido)propyllamin ~ wird  fir in  vivo
Experimente in Mausen mit NaCl-Lésung/Ethanol (7,5/1, v/v) aufgenommen und jeweils
275 kBq ['®F]-FEtSi (30 pl Volumen) in die Schwanzvene von CD-1 Mausen injiziert. Diese
Mause werden nach 15 bzw. 60 Minuten narkotisiert, getdtet und seziert. Die jeweiligen
Organe werden gewogen und dann in einem Gamma Counter (Wizard 1480) die
Aktivitdten gemessen. Dabei wird der relative radioaktive Uptake fiir jede Maus und deren
einzelne Organe bestimmt (Tabelle 6.2). Um eine genaue Bestimmung der Verteilung der
Aktivitat im Kérper zu erreichen wurde ein Aliquot der injizierten Dosis des ['®F]-FEtSi mit
jeder Maus-Messung gleichzeitig vermessen.

Tabelle 6.2: Injizierte Dosis/g der Organe von 15 min und 60 min Mausen (n=3).

ID/g [%] ID/g [%]

15 min STABW 60 min STABW
Gehirn 1,31 +0,11 1,33 +0,44
Herz 1,92 +0,13 2,09 + 0,56
Lunge 1,7 + 0,31 1,76 +0,68
Leber 2,02 +0,08 2,13 +0,73
Magen 1,45 +0,59 2,3 +1,67
Darm 1,98 +0,39 2,13 +0,20
Leber 2,3 +0,30 2,27 +0,88
Milz 1,25 +0,31 1,63 +0,74
Knochen 1,2 +1,27 0,97 +0,38
Muskel 1,27 +0,32 1,26 +0,83
Blut 7-20 7-20
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6.2.3 Tyrosin

6.2.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung des Dinatrium-Tyrosin-Salzes

20 mmol NaOH werden in 100 ml warmen Methanol gelést und anschlieBend 10 mmol
L-Tyrosin zugegeben. Die so erhaltene Stammlésung muss kihl und im dunklen gelagert
werden. Langere Aufbewahrungszeiten (> 7 Wochen) und Lichteinfluss sollten vermieden
werden, da sich die Lésung dann dunkel verfarbt und die radiochemischen Ausbeuten der

8F_Fluoralkylierung unter 35 % fallen.
6.2.3.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von ['®F]-Fluorethyltyrosin

6.2.3.2.1 Alkylierung mit 2-['®F]-Fluor-1-bromethan

800 pl des NaxTyr (80 umol), wie unter Kapitel 6.2.3.1 beschrieben hergestellt, werden
in einem V-Reaktionsvial gegeben und das Methanol abgedampft. AnschlieBend wird das
Uber Bromethylnosylat hergestellte ['®F]-FEtBr mit 2 ml DMSO von der HRP Kartusche
eluiert (Kapitel 3.2.1.2), zum NaxTyr hinzugegeben und fir 15 min bei 100 °C gerlhrt. Die
auf Raumtemperatur abgekihlte Lésung wird mit dem doppeltem Volumen an Aceton
versetzt und kurz gerlhrt. AnschlieBend wird das Gemisch in eine Spritze aufgezogen und
mittels SPE gereinigt. Das Aceton/DMSO Gemisch wird auf zwei zuvor mit Aceton
konditionierte Si60-Kartuschen gegeben und das auf der Si60 retardierte ['®F]-FET mit
10 ml Aceton und 3 ml Ethanol gewaschen. Am Ende wird das Produkt von den
Si60-Kartuschen mit isotonischer NaCl-Lésung eluiert. Eine anschlieBende Analyse des
Produktes ergibt eine radiochemische Reinheit von etwa 93-95% und einer
radiochemischen Ausbeute bei 86-94 % bezogen auf ['®F]-FEtBr.""”

Tabelle 6.3 Beispiele fir die am Ende erhaltene radiochemische Reinheit des Produktes.

Reaktionstemperatur  ['®*F]-FET  Nebenprodukt ” radiochemische
[ "F]-FEtBr  Kartusche L
/Reaktionszeit [%] [%] Reinheit [%]
70/5 48 4 38 SiO, 93-95
70/15 78 3 0 SiO, 93-95
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6.2.3.2.2 Alkylierungen mit 2-['®F]-Fluorethyltriflat oder 2-['®F]-Fluorpropyltrifiat

Zum 2-['®F]-Fluoralkyltriflat wird 80 pmol NazTyr hinzu gegeben und fiir 10 min bei RT
geruhrt. Die Lésung kann wie unter Kapite 6.2.3.2.1 beschrieben gereinigt werden und das
Produkt mit einer radiochemische Reinheit von etwa 93-98 % und einer radiochemischen

Ausbeute von 95 % bezogen auf ['®F]-FluorAlkylOTf erhalten werden.

6.2.3.3 Bestimmung der Konzentration von Tyrosin in Losung

Um die genaue Konzentration des Tyrosins in Lésung bestimmen zu kénnen wurde eine
Kalibrierkurve aufgenommen, um die tatsdchliche Konzentration des Tyrosins in Lésung
aus dem Chromatogramm des jeweiligen Reaktionslaufes bestimmen zu kdnnen. Es
wurden drei Verdinnungsreihen des Tyrosins hergestellt und jeweils drei Mal 1:10
verdinnt (Konzentrationen: c(Tyrosin): 20 mmol/ml, 2 mmol/ml, 0,2 mmol/ml; 5 mmol/ml,
0,5 mmol/ml, 0,05 mmol/ml; 1 mmol/ml, 0,1 mmol/ml 0,01 mmol/ml). Mit diesen drei
Reihen wurde ein Messbereich zwischen 20 mmol/ml bis 0,01 mmol/ml abgedeckt und zu
jeder Konzentration durch drei HPLC-Messung die dazugehdérige Intensitat des Signals im
UV-Bereich zugeordnet. Aus den erhaltenen Werten des UV-Chromatogramms wurde eine
Kalibriergerade, die in Abbildung 6.1 wiedergegeben ist, bestimmt. Die lineare Regression

konnte mit einem nur sehr geringen Fehler erhalten werden.
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7]
g 12500
= .
& 10000
"6'- 4
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3 1 von Tyrosin
‘>F 5000 Lineare Regression
S 500 ] y = 768+391,2*x
4 P =0,0007
O # T I T I T I T I
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Abbildung 6.1: Kalibrierkurve zur Bestimmung der Konzentration von Tyrosin in der Ldsung. c(Tyrosin):
20 mmol/ml, 2 mmol/ml, 0,2 mmol/ml; 5 mmol/ml, 0,5 mmol/ml, 0,05 mmol/ml; 1 mmol/ml, 0,1 mmol/ml

0,01 mmol/ml. (n=3)
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6.2.3.4 Kartuschenkombination der Tyrosinreinigung

FOr die Evaluierung wurden verschiedenen Kartuschen-Arten und Kombinationen
herangezogen. Die zuerst ausgewdahlten Kartuschen sollten sich die zwitterionische
Eigenschaft der Aminosdure zu Nutze machen und so eine Abtrennung von
Lésungsmitteln und nicht abreagierten ['®F]-FEtBr ermdglichen (Tabelle 6.4). Deshalb
wurden lonentauscher-Kartuschen mit verschiedenen Sauren/Basen konditioniert, um
einen Austausch des ['®F]-FET (und Tyrosins) mit den Protonen bzw. Hydroxid-lonen zu
erzwingen. Die starken lonenaustauscher IC-H (H*-Form) und IC-OH (‘OH-Form) (1+2)
ermoglichten dabei eine nahezu quantitative Fixierung der Aminosaure, aber es war nicht
méglich das ['®F]-FET anschlieBend wieder unter ,gangigen“ bzw. milden Bedingungen
von den Kartuschen zu eluieren. IC-H und IC-OH als sehr starke lonenaustauscher binden
das ['®F]-FET praktisch irreversibel an ihre Matrix.

Tabelle 6.4: Kartuschensysteme und Ergebnis der Trennung fir [18F]-FET Teil 1 (QMA, CM, C18 und HRP)

s ['®F]-FET in ['°F]-FET
Kartuschen [ °F]-FET [%] . Bemerkung
Waste [%] eluiert [%]
1 IC-H 100 0 0 Lasst sich nicht eluieren
2 IC-OH 100 0 0 Lasst sich nicht eluieren
3 CM(H" 2,2 95,9 - -
4  QMA(CO5%) 12,9 87,1
5 QMA (CI) 12,5 87,5 - -
CM(H") 0
6 ) 76,7 - -
QMA (CO5%) 21,3
7 QMA (OH) 98,5 0,5 72,5 Eluieren mit H,O oder NaCl
QMA (OH) 5
8 HRP (groB) 55 1,5 78 Eluieren mit H,O oder NaCl
QMA (OH)) 25
QMA (CI) 7,7
9 46,8 45,4 Eluieren mit H,O oder NaCl
HRP (groB) 45,5
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Mit dem schwachen Kationenaustauscher CM (H*) konnte das ['®F]-FET genauso wie
mit dem schwachen Anionentauscher QMA (COjs-Form, 4-6) nicht quantitativ fixiert
werden. Hingegen war mit dem schwachen Anionenaustauschern QMA (OH-Form, 7) eine
Fixierung durch eine Kapazitatenerh6hung auf drei QMA-Kartuschen mdéglich, was durch
die Gegenwart makroskopischer Mengen an NayTyr in Lésung bedingt ist. Die Elution des
['®F]-FET von den QMA kann mit isotonischer NaCl-Lésung erfolgen.

Weitere Versuche das Produkt teils mit einer HRP teils mit QMA-Kartuschen (8+9)
abzufangen flhrten ebenfalls nicht zu konstanten Ergebnissen, da die Verteilung der
Aktivitat zu stark variierte.

Ein anderer Ansatz fihrte Uber ein Anionentauscher-Harz (Resin AK-8, BioRad),
welches je nach Konditionierung mit CI" oder OH™-lonen (10+11) beladen wurde (Tabelle
6.5). Auf dem Resin AK-8 ((OH-Form) konnte nahezu die gesamte Aktivitat zurlickgehalten
werden. Es wurde sowohl ['®F]-FEtBr als auch ['®F]-FET irreversible auf dem Harz fixiert.
Die Chlorid-Variante des lonentauscher-Harzes war flr eine Fixierung des Produktes
['8F]-FET ungeeignet. Filtrationsversuche nach Ausféllen des ['®F]-FETs und des NazTyrs
fihrten nicht zum gewlnschten Erfolg (12).

Tabelle 6.5: Kartuschensysteme und Ergebnis der Trennung fir ['®F]-FET Teil 2 (Resin AK-8, SiO,)

['®F]-FET in ['°F]-FET

Kartuschen [18F]-FET [%] . Bemerkung
Waste [%] eluiert [%]
10 Resin AK-8 (OH) 100 0 - Lasst sich nicht eluieren
11 Resin AK-8 (CI) 5 95

Problem beim Filtern, hélt u.a.

12 Filterkartusche 52,1 0,8 83 nicht dicht, eluieren mit H,O
oder NaCl
QMA 512 Spulen mit 10 ml Aceton, 3 ml
13 0 60 EtOH, eluieren mit H,O oder
Si60 48,8
NaCl

Spulen mit 10 ml Aceton, 3 ml
14 Si60 98,5 0 92,4 EtOH, eluieren mit H,O oder
NaCl
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Ein weiterer Versuch der ['®F]-FET-Reinigung fiihrt (iber Si60 Kartuschen, wobei der
Einsatz von zwei Si60 Kartuschen ein zufriedenstellendes Ergebniss liefert (14). Die
['8F]-FET Aktivitat kann fast quantitativ auf den Si60 Kartuschen fixiert werden, wéhrend
nicht umgesetztes ['®F]-FEtBr und andere Verunreinigungen die Si60 passieren. Eine
Elution des ['®F]-FET ist sowohl mit NaCl-Lésung oder Wasser méglich.

Die Analyse der Eluate von QMA (7) und Si60-Kartuschen (14) ergab eine Reinheit von
bis zu 95 %. Die restlichen 5 % wurden durch ein nicht abtrennbares, unbekanntes

Nebenprodukt (vermutlich das N-alkylierte Tyrosin) hervorgerufen.

6.2.4  Anilin

6.2.4.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von [18F]-Fluorethylanilin tber
2-Brom-N-phenylacetamid

@ O

18
HNJ\Br _ HN)K/ F
n.c.a. ['8F]-Fluorid
K2.2.2. DMSO

Zu dem nach Kapitel 5.3.1 getrockneten n.c.a. ['®F]-Fluorid wird 40 umol 2-Brom-N-

phenylacetamid (BrAA) in 1 ml DMSO gegeben und die Reaktionslésung bei 130°C fir
15min  gerihrt. Zu der abgeklhlten Reaktionslésung werden 240 pmol
4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) gegeben und bei 130°C flr 25 min gerGhrt. Die
Reaktionslésung wird wieder abgeklihlt und mit 20 ml Wasser aufgenommen. Die
wassrige Losung wird Uber eine IC-H und C18 gegeben und anschlieBend die C18 mit
20 ml H,O gespiilt. Das Zwischenprodukt 2-['®F]-Fluor-N-phenylacetamid (FAA) kann nun
mit 1,5 ml THF eluiert werden und mit 100 ul eines Boran-THF-Komplexes die Reduktion
zu ['®F]-Fluorethylanilin (FEtA) bei 65°C in 10 min durchgefihrt werden. Die Reaktion wird
durch Zusatz von 20 ml Wasser gequentscht und anschlieBend das Produkt ['®F]-FEtA auf
einer C18 Kartusche abgefangen. Das ['®F]-FEtA kann nach Waschen der C18 mit 20 ml
Wasser von der C18 eluiert werden. Die radiochemischen Reinheit von 98 % wurde mittels
RP-HPLC bestimmt. Die radiochemische Ausbeute betrug 50-55 %.
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6.2.42 Allgemeine  Arbeitsvorschrift zur  Alkylierung von  Anilin  mit
['®F]-Fluorethyltrifiat

" CFg

NH 18
o 2 F\/\NH
18 ~O~ 90°C, 10 min
F S .
0]

MeCN

Das Anilin (220 pmol) wird zu der Lésung des ['®F]-FEtOTf in 1 ml MeCN gegeben und
fir 10 min bei 90°C gerthrt. Die Lésung wird abgekihlt und das Produktgemisch mittels
RP-HPLC untersucht (k= 6,08, Gradient: OSAP/MeCN, 90/10 nach 10/90 Zeit: 30 min,
flow 1ml/min, LiChrospheri00RP18EC). N-(2-['®F]-Fluorethyl)anilin wurde mit einer
radiochemischen Reinheit von 99 % erhalten. Die radiochemische Ausbeute wurde
bezogen auf ['®F]-FEtOTf mit 98 % erhalten.

6.2.5 Fluorpropanol

6.2.5.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von 3-[18F]-Fluorpropan-1-ol

n.c.a. ['®F]-Fluorid
HO_~_Br > HO_A~F
K 2.2.2. MeCN

3-Brom-1-propanol (46,8 mol) wird in 1 ml MeCN zu dem abgekihlten und getrockneten
Rickstand von ['®F]-Fluorid gegeben und anschlieBend unter Rihren erhitzt (130°C,
10 min). Die Reaktionslésung wird auf Raumtemperatur abgekihlt und destillativ gereinigt.
Um Siedeverzlge zu vermeiden wird zuerst das MeCN bei 90°C abdestilliert (10 min) und
anschlieBend das 3-['®F]-Fluor-1-propanol bei 130°C (ca. 20 min). Die Briicke wird nach
Ende der Destillation mit 0,5 ml MeCN gespiilt und das 3-['®F]-Fluor-1-propanol erhalten.
Zeitkorrigierte Ausbeute: 83 %; HPLC: k=3,94, 99% radiochemische Reinheit
(OSAP/MeCN 90/10 nach 10/90 in 30 min, flow 1 ml/min, LiChrospher100RP18EC). Nach
der Destillation kénnen noch geringe Mengen an Brompropanol (0,1-3%) im Destillat

enthalten sein.
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6.2.5.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von 3-['®F]-Fluorpropyl-1-
trifluormethansulfonat

3 ~
S 10 min, RT & CFs

Das 3-['®F]-Fluor-1-propanol wird in MeCN mit Triflourmethansulfonsiureanhydrid
(63 umol) bei Raumtemperatur in 10 min zum 2-['®F]-Fluorpropyl-1-trifluormethansulfonat
umgesetzt. AnschlieBend wird es Uber zwei NH, Sep-Pak Kartuschen gegeben und mit
2ml MeCN komplett eluiert. Das vom Anhydrid befreite 3-['®F]-Fluorpropyl-2-
trifluormethansulfonat kann nun direkt mit dem entsprechenden Amin umgesetzt werden.
Eine schnelle Analyse des mit Triflatanhydrid aktivierten Fluorpropanols war auf Grund der
Instabilitat auf der RP-HPLC nicht méglich.

6.2.5.3 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von ['®F]-N-Fluorpropylanilin

o NH, 18E " NH
18F\/\/0\S// . t 90°C, 10 min

/ ~N
o CFs MeCN

Zu der Lésung aus 3-['®F]-Fluorpropyl-1-trifluormethansulfonat wird Anilin (200 pmol)
zugegeben und fir 10 min bei 90°C gerlhrt. AnschlieBend wird die Reaktionslésung mit
einer RP-HPLC analysiert. Ausbeute: 98 % bezogen auf ['®F]-FPrTf, 75 % unkorrigierte
Ausbeute, HPLC: k= 6,89, 99% radiochemische Reinheit (OSAP/MeCN 90/10 nach 10/90
in 30 min, flow = 1ml/min, LiChrospher100RP18EC).

154



6 Experimenteller Teil

6.2.5.4 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von N-3-['®F]-Fluorpropylcholin

18F o P / RT. 10 min +
~_ " //S\CF + —N OH _ 18F/\/\N/ OH
0] 3 _/ /

Zu der Lésung aus 3-['®F]-Fluorpropyl-1-trifluormethansulfonat wird 200 pmol
Dimethylaminoethanol zugegeben und fur 10 min bei 90°C gerthrt. AnschlieBend wird die
Reaktionslésung mit einer RP-HPLC analysiert. Das N-3-['®F]-Fluorpropylcholin wird in
20 ml Wasser aufgenommen und auf einer CM abgefangen. Die CM-Kartusche wird
anschlieBend mit 8 ml Ethanol und 10 ml Wasser gespult und dann das gereinigte Produkt
mit 5 ml isotonischer NaCl-Lésung (0,9 %) eluiert. Ausbeute: 98 % bezogen auf
['8F]-FPrTf, 74 % unkorrigierte Ausbeute, HPLC: k= 4,61, 99% radiochemische Reinheit
(OSAP:MeCN 90:10 nach 40:60 in 30 min, flow 1 ml/min, LiChrospher100RP18EC).
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6.2.6 Fluorethanol

6.2.6.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von

(2-['®F]-Fluorethoxy)methyl-tribenzen

O n.c.a. ['8F]-Fluorid O
Br/\/o .~ 18F/\/O
O O K?2.2.2. MeCN O O

Zu dem getrocknetem ['®F]-Fluorid wird das in 1000l MeCN geldste
(2-Bromethoxy)methyl-Tribenzen (BMTB) (25 umol) gegeben und fir 10 min bei 90°C
geruhrt. Die radiochemische Ausbeute wird mittels DC und die radiochemische Reinheit
Uber eine RP-HPLC (k= 13,33, Gradient: OSAP/MeCN, 90/10 nach 10/90 Zeit: 30 min,
flow 1 ml/min, LiChrospher100RP18 EC) bestimmt. Dabei wurden Ausbeuten von bis zu

95 % erreicht bei einer radiochemische Reinheit von etwa 97 %.

a =/ S
O
\ / \ + 9)
Br/\/O =N">
® L/ &
) DMSO, 130°C 7 )
\

25 min

Die Abtrennung des hergestellten Produkis vom Bromprecursor erfolgt durch eine
Derivatisierung mit DMAP. Daflr wird zur Rohlésung der Reaktion Dimethylaminopyridin
(120 umol) gegeben und bei 130°C fir 25 min umgesetzt. Fir die Reinigung wird die
Reaktionslésung mit 20 ml 0,1 M HCI aufgenommen und Uber eine C18 Sep-Pak
Kartusche gegeben. Nicht abreagiertes DMAP und das Pyridinium-lon werden gréBten
Teils durch die Kartusche gespilt und das (2-['®F]-Fluorethoxy)methyltribenzene (FMTB)
auf dieser abgefangen. Die C18 Kartusche wird mit 20 ml 42 % MeCN Lésung (0,1 M HCI)
gespiilt und anschlieBend das '®F-markierte Produkt mit 10 ml Hexan Uber je eine CM und
Natriumsulfatkartusche schlieBlich auf zwei Si60 Kartuschen getrappt. Die Si60

Kartuschen werden dann mit 2 ml Hexan gesptlt und fir 1 min mit einem Inertgasstrom
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6 Experimenteller Teil

getrocknet. Das Produkt kann nun mit 2-3 ml MeCN eluiert werden und zum Entfernen von
restlichem Wasser nochmals azeotrop getrocknet werden. Das ['®F]-FMTB wurde mit einer
RP-HPLC (k= 15,01, Gradient: OSAP/MeCN, 90710 nach 10/90 Zeit: 30 min, flow
1 ml/min, LiChrospher1i00RP18EC) analysiert. Die maximale Menge an BMTB betragt
0,1-0,5 % bezogen auf die eingesetzte Precursormenge (ergibt ca. 25-125 nmol) und es
wird eine radiochemische Reinheit von 99 % erreicht.

6.2.6.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Aktivierung von 2-['®F](Fluorethoxy)methyl-
tribenzen zu 2-['®F]-Fluorethyltriflat.

o O 0]
18F/\/O + FSC\/S//\ /\\S/CFS . 18F/\/O\//S//\
O/ @) \(\) 10 min, RT o) CF3

Zu dem 2-['®F]-(Fluorethoxy)methyl-Tribenzen wird zum Entschiitzen und Aktivieren
Trifluormehtansulfonsaureanhydrid (63 umol) gegeben und 10 min bei RT gerthrt. Das
Uberschissige Anhydrid und ein Teil der S&ure werden Uber zwei NH>-Kartuschen (Sep-
Pak) abgetrennt. Dazu wird zuerst die Reaktionslésung auf die Kartuschen gegeben und
dann zlgig mit weiteren 1,5 ml Acetonitril das Produkt durch die Kartuschen gespuilt. Das
umgesetzte ['®F]-Fluorethyltriflat liegt in 98 % radiochemischer Reinheit vor und kann nun
im nachsten Schritt mit Aminen oder Hydroxyverbindungen zur N- bzw. O-Alkylierung

eingesetzt werden.
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6.2.7 Fluorethylcholin

6.2.7.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Alkylierung von Dimethylaminoethanol mit
['®F]-Fluorethyltrifiat

0] .
18F/\/O\//S//\ . —N/ OH RT, 10 min R 18F\/\wl:j/ o
g CFs _/ AN,

Dimethylaminoethanol (200 umol) wird zur Reaktionslésung gegeben und fir 10 min bei
80°C geruhrt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch mit 20 ml Wasser aufgenommen
und das Produkt ['®F]-Fluorethylcholin auf einer CM-Kartusche (Sep-Pak,
Kationentauscher) fixiert. Nach Waschen mit Ethanol und Wasser kann das Produkt mit
einer Natriumchlorid-L6sung (NaCl 0,9%, Braun) eluiert werden. Es wird ein zu 99 %
radiochemisch  reines ['®F]-FEC  erhalten (k=4,23, Gradient: OSAP/MeCN,
90/10 nach 60/40 Zeit: 30 min, flow 1 ml/min, LiChrospheri00RP18EC). Die
radiochemische Ausbeute bezogen auf das ['®F]-FEtOTf betragt 98 %.
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7 Abkurzungsverzeichnis

(v/v)
["C]-MET
%" Tc-DMSA
M Tc-SESTAMIBI
As

BHS

Bq

BrEtBS
BrEtNos
BrEtOH
BrEtOH
BrPA
BrPrOH
BTSE

c.a.

c.f.

CH

Ci

DAST

Volumenanteile

["'C]Methionin

9™ Te-Dimercaptosuccinsaure
99MT¢-Hexakis-2-methoxy-2-isobutylisonitril
Spezifische Aktivitat

Blut-Hirn-Schranke

Bequerel

Bromethylbenzoat
2-(Bromethyl)-4-nitrobenzensulfonat
2-Bromethanol

2-Bromethanol
2-Brom-N-phenylacetamid
3-Brompropanol
Bis-1,2-(trifluormethan-sulfonsaure)ethan
carrier added (getragert)

carrier free (tragerfrei)

Cholin

Curie (1 Ci=3,7-10"° Bq)

Dublett

Diethylaminosulfur Trifluorid
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DBrE

DC

DCM

DMAP

DMF

DMSO

EC

EDT

El

FCH

FDG

FEC

FET

FEtA

FEtBr

FEtBr

FEtBS

FEtOH

FEtOTf

FEtOTos

FMeBr

FPA

1,2-Dibromethan
Dinnschichtchromatographie
Dichlormethan
Dimethylaminopyridin

N, N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

electron capture (Elektronen Einfang)
Ethyl-di-(p-toluenesulfonat)
ElektronenstoBionisation
Fluormethylcholin
2-Fluor-2-deoxy-D-glucose
2-Fluorethylcholin
O-(2-Fluorethyl)tyrosin
N-(2-Fluorethyl)anilin
1-Brom-2-fluorethan
2-Fluor-1-Bromethan
2-Fluorethylbenzoat
2-Fluorethanol
2-Fluorethyltrifluormethansulfonat
Fluorethyltosylat
Fluorbrommethan

2-Fluor-N-phenylacetamid
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FPC 3-Fluorpropylcholin

FPrBr 3-Fluor-1-brompropan

FPrTf 3-Fluor-propyltrifluormethansulfonat
FWHM full-width-half-maximum

HPLC High Pressure Liquid Chromatographie

(Hochdruchfliissigkeitschromatographie)

HV Hochvakuum

ICs0 Inhibitions Konzentration 50 %

ID injizierte Dosis

IT Isomeric Transition (Isomerielibergang)
k' Geschwindigkeitskonstante

K Retentionsfaktor

k= % mit ts=Retentionszeit und to=Totzeit

M molar

M Multiplett

mAChR muskarinische Acetylcholin Rezeptor
n.c.a. no carrier added (tragerarm)

Na,Tyr Tyrosin Di-Na-Salz

Nal Natriumiodid Detektor

NaOH Natriumhydroxid

NMR Magnet-Resonanz-Spektroskopie
o-DCB o-Dichlorbenzol
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PET Positronen-Emissions-Tomographie

PMP 1,2,2,5,5-Pentamethylpiperidin
PTK Phasentransferkatalysator

Rcy zeitkorrigierte Ausbeute

Rf Retentionswert

RP Reversed Phase (Umkehrphase)
RT Raumtemperatur

S Singulett

SPE Solid-Phase-Extraktion

SPECT Einzel-Photonen-Emissions-Computertomographie
T Triplett

TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

TosEtOH 2-Hydroxyethyl-p-tosylat
TosPrOH 3-Hydroxypropyl-1-tosylat

uv Ultraviolett Detektor

vdW van-der-Waals

ZNS Zentrales Nervensystem

A chemische Verschiebung
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