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Abstract
2-Nitroimidazole-derivatives are wideley used for the detection of hypoxic cells in tumors, heart

and brain. With regard to the non-invasive detection of hypoxic tissue with Single Photon Emission
Tomography (SPET) four potential tracers have been synthesized. The following 2-nitroimidazole
/ amino acid conjugates were synthesized, labelled with radioiodine on the no carrier added (n.c.a.)
level and biochemically evaluated:

N-[2-(2-nitroimidazol- 1-yl)}-acetyl]-p-iod-D,L-phenylalanine methylester (I-P2NI-Me),
N-[2-(2-nitreimmdazol- 1-yl)-acetyl]-p-iod-D,L-phenylalanine butylamide (I-P2NI-Ra),
N-[2-(2-nitroimidazol- 1 -yl}-acetyl]-3-iod- c-methyl-D,L ~tyrosine methylester (I-MT2NI)
N-[2-(2-nitroimidazol- 1-yl)-acetyl]-3-iod-O-methyl- a-methyl-D,I ~tyrosine methylester
(I-MMT2NI).

Moreover, the in vivo metabolite of I-P2NI-Me, N-[2-(2-nitroimidazol- 1-yl}-acetyl]-p-iod-D,L-
phenylalanine (I-P2NI-S), was synthesized as a standard and radiciodinated

N.c.a. radioiodination of the phenylalanme derivatives I-P2NE-Me and I-P2NI-Ba was achieved
in >90% radiochemical yield (RCY) via copper(l) assisted radio-iododebromination. The classical
method using copper(Il) in combination with reducing agents such as stannous suifate in aqueous
acidic medium for the in situ formation of copper(I) did not work, because the phenylalanine
derivatives are prone to reduction and hydrolysis. The application of Moerlein’s reductant- and
acid free method (Cu(I)Cl in DMSO) resulted in Jow RCY.

In order to obtam satisfactory RCY a new, milder copper(I)-system was developed. It consisted of
Cu,S0, as the metal salt and DMSO as the preferred reaction solvent. For the optimisation of this
system the most important parameters like solvents, reaction temperature, precursor and couprous
sulfate concentrations were examined. The best results for the radioiodination of the phenylalanine
derivatives I-P2NI-Me and I-P2NI-Ba with the new labelling system were obtained with a
copper(l) concentration of 2 mM and the addition of equimolar amounts of citric acid or 2,5-
dihydroxyterephthalic acid at 140°C. After 3-4h at this temperature a RCY of >90% was obtained.
Thus, compared to known labelling systems using copper(I} the new Cu,SO/DMSO system
represents a mild and efficient system for the labelling of reduction and hydrolysis sensitive

compounds.
The reaction mechanism mvolving a complex-like transition state was also shown for this system.

The tyrosine derivative MT2NI was radioiodinated by the well known direkt electrophilic
todination. First Iabelling of the poorly water soluble precurser in orgamic solvents was
investigated. Various oxidants like chloramin-T, dichloramin-T and iodogen were used for the
formation of the electrophilic radioiodine species. Using organic solvents only modest RCY were
obtained and the product was accompanied by considerable amounts of by-products.

Changing the reaction solvent to an aqueous ethanolic buffer system in combination with the water
soluble oxidant chloramin-B gave rise to considerably better results. Due to the low precurser
concentrations normally required for electrophilic radioiodination i buffer systems, optimal ethanol




concentrations were found to be about 10 %. The main parameters like concentrations of
precursor, oxidant and ethanol and the pH-range were investigated. Under optimized conditions
RCY of 85-90% after 5min reaction time at room temperature were obtained. This labelling
procedure offers a possibility for a kit-preparation of this compound.

Due to the a-methyl group of I-MT2NI both the radiolabel and the methylester function prooved
to be stable irn vivo.

N.c.a. [FPIJI-MMT2NL the methyl ether of I-MT2NIL, was synthesized by the selective
methylaiion of n.c.a [PTJ-MT2NI using trimethylsilyldiazomethane in methanol-hexane-
acetonitrile mixtures. In this reaction the methanol concentration was the most important
parameter. After optimisation a RCY of about 90% was obtained within 20 min at room
temperature. This is the first example for the use of trimethylsilyldiazomethane for a methylation
under n.c.a. conditions.

This simple two step reaction sequence permits the preparation of the desired n.c.a. radioiodinated
product in a 65-75% overall RCY within 60-70 min synthesis time. The RCY is 10-20% higher
than that obtained with the direct trifluoracetic acid mediated radioiodination of the appropriate

anisole derivative.
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1. Einleitung

1.1 Radionuklide zur radioaktfiven Marlkiern

Die Kernchemie ist eine relativ junge Wissenschaft, die erst in den Anféngen unseres Jahrhunderts entstand.
Kurz nach der Entdeckung und Erforschung der Radioaktivitit durch Bequerel, den Curies und Rutherford
wurde der Einsatz von radioaktiven Isotopen in den Lebenswissenschaften von dem Chemiker Georg von
Hevesy erprobt.

Anfangs waren diese Untersuchungen durch die Verfiigbarkeit von ausschlieBlich natitrlichen Isotopen
eingeschrinkt. Erst mit der Entwicklung des Zyklotrons durch Lawrence und Livingston im Jahre 1930
konnten kiinstlich erzeugte Zyklotronradionuklide wie [*Na]Natrium, [**P]Phosphor und [**C]Kohlenstoff
eingesetzt werden.

Ein weiterer Entwicklungsschub setzte dann mit dem Betrieb von Kernreaktoren ein, die durch den hohen
Neutronenflub eine Vielzahl von kiinstlichen Reaktornukliden in groBen Radioaktivititsmengen erzeugen
konnten Zu diesen relativ langlebigen P-Strahlern gehdren die fiir die Lebenswissenschaften besonders
wichtigen Nuklide [**C]Kchlenstoff, Tritium, [?PJPhosphor und [** ' ]lod. Zudem stand mit [*Co]Kobalt
eine intensive, transportable y-Quelle zur Verfligung.

Ab 1960 erfolgte dann eine Riickkehr zu den Zyklotronradionukliden, die den hohen Anspriichen in den
Lebenswissenschaften besser geniigten. Hier sind besonders der Aspekt der Nukdidreinheit und die Forderung
nach hohen spezifischen Aktivitdten zu nennen.

Obwohl dem Kemchemiker heute grundsiétzlich mehr als 1000 kiinstliche Radionuklide zur Verfligung stehen,
sind nur wenige Isotope fiir den Einsatz in der medizinischen Diagnostik oder Therapie geeignet. f-Strahler
mit nur einem geringen oder niederenergetischen y-Anteil lassen nur in vifro Untersuchungen zu, da sie
aufgnund der starken Absorption innerhalb des K&rpergewebes auBerhalb nicht detektiert werden kénnen. Bei
in vive Untersuchungen wird fiir eine gute Auflosung ein y-Strahier mit einer dominanten y-Linie im
Energiebereich von 100 bis 300 keV benétigt, da hier die Ansprechwahrscheinlichkeit der verwendeten
Detektoren am grofiten ist. Weitere Einschrinkungen sind durch die physikalische Halbwertszeit, die
fibertragene Strahlendosis, die chemischen Einsatzmoglichkeiten und nicht zuletzt durch die Verfiigbarkeit des
Radionuklides in geniigender chemischer und radiochemischer Reinheit gegeben.

Heute spielen kurzlebige Zyklotronradionuklide eine immer groBere Rolle i der diagnostischen
Nuklearmedizin. Zum einen erméglichen kurze Halbwertszeiten eine wiederholte Anwendung in relativ kurzen
Intervallen bei geringer Strahlenbelastung des Patienten und eine unproblematische Abfallbeseitigung. Zum
anderen erlaubt die allgemein hohe radiochemische Reinheit der Zyklotronnuklide und die damit verbundenen
hohen spezifischen Aktivititen ein Arbeiten mit praktisch gewichislosen Mengen (n.c.a. = no carrier added),
so daB sogar bei der Applikation von toxischen bzw. zentralwirksamen Radiopharmaka nicht mit (negativen)
pharmakologischen Effekten wie allergischen, toxikologischen oder immunologischen Reaktionen zu rechnen
ist. Auch Stérungen des Fliefigleichgewichts des untersuchten physiologischen Systems kénnen dadurch
ausgeschlossen werden [1-3].

Allerdings ist das Arbeiten mit kurzlebigen Radionukliden in Verbindung mit hohen spezifischen Aktivititen
nicht unproblematisch. Die Darstellung des applizierbaren Radiotracers einschlieBlich Synthese, Abtrennung,
Reinigung und Qualititskontrolle darf maximal drei Halbwertszeiten in Anspruch nehmen. Je groBer der
Zeitbedarf der Synthese ist, desto hoher sind die erforderlichen Anfangsradioaktivititsmengen, die das
Arbeiten durch die zusétzlich notwendigen Abschirmungen erschweren. Hier wird im allgemeinen ein
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automatisiertes Verfahren angestrebt, das in geschlossenen Bleiboxen durchgefithrt werden kann, Weiterhin
kann die Verfiigbarkeit der kurzlebigen Nuklide nur durch deren Produktion in unmittelbarer Nihe zum
Anwendungsort oder {iber geeignete Generatorsysteme garantiert werden. Gleichzeitig ist beim n.c.a.-Arbeiten
mit weiteren Problemen, die durch Adsorptionseffekte und Verunreinigungen verursacht werden, zu rechnen
(s.uw).

Radionuklide koénnen entweder direkt in ihrer anorganischen Form eingesetzt werden oder aber zur
Markierung geeigneter Substanzen dienen. Die Bioverteilung dieser Radiopharmaka wird entweder durch
Perfusion und Diffusion und/oder durch spezifische Bindung an Rezeptoren bzw. durch spezifische
biochemische Wechselwirkungen besttmmt. Bei der Entwicklung von Tracern fiir die medizinische Diagnostik
und Therapie sind Substanzgruppen gefragt, die mit bestimmten Geweben und Organen diese spezifische
Wechselwirkung eingehen. Hier sind im wesentlichen folgende Substanzeruppen von Bedeutung'

- Enzym-Inhibitoren

- Rezeptorbindende Liganden

- Antikérper-Antigen-Systeme

- Stoffwechselsubstrate und deren Analoga

Sie erlauben in Verbindung mit den nicht-invasiven tomographischen Techniken SPET (Single Photon
Emission Tomography) und PET (Positron Emission Tomography) eine qualitative und/oder quantitative in
vivo Bestimmung wichtiger physiologischer Funktionen und Parameter der untersuchten biochemischen
Systeme. So kénnen beispielsweise der Metabolismus in Organent und Geweben, die Aktivitdt von Enzymen
und deren regionale Konzentration und das Bindungsverhalten von Rezeptoren untersucht werden. Dariiber
hinaus sind einige Verbindungen mit speziellen in vivo Wechselwirkungen von Bedeutung. Hierzu gehoren
beispielsweise die Nitroimidazole, die sich iiber einen Redoxmechanismus gezielt in hypoxischem Gewebe
anreichern.

Bei der radioaktiven Markierung solcher Verbindungen ist die Auswahl an geeigneten "typischen organischen”
Radionukliden wie Kohlenstoff, Sanerstoff und Stickstoff, deren Einsatz zu unverdnderten Biomolekiilen fihrt,
durch ihre kurzen Halbwertszeiten begrenzt (s. u. Tab. 1.1-2). Bei der Markierung mit allen anderen
Radionukliden erhélt man durch Fremdmarkierung nur "Analogtracer”. Hier wird bei dem Ersatz von Atomen
bzw. Atomgruppen nach dem Struktur-Analogie-Prinzip vorgegangen, so daB aufgrund des dhnlichen
Raumbedarfs der ausgetauschten Gruppen sterische Unterschiede weitgehend minimal gehalten oder
vernachlissigt werden kénnen (Tab. 1.1-1).

Tab. 1.1-1 Strukturanaloga einiger Radionuklide

Radionuklid Strukturanaloga
F H, OH
Br,1 CH,
Se S (auch chemisch dhnlich)

Dennoch sind infolge der unterschiedlichen Ladungsverteilung hiufig gravierende Verinderungen der
chemischen, physikalischen und physiologischeri Eigenschaften des Zielmolekiils zu beobachten. Dieser
Aspekt muB vor jeder Anwendung von Analogtracern grundsatzlich beriicksichtigt werden. Es koénnen sich
jedoch unter Ausnutzung der veréinderten Eigenschaften des Tracers durchaus experimentelle Vorteile ergeben
(z.B. 2-[*F]Fluordesoxyglucose, FDG).
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Die meisten zur diagnostischen Anwendung geeigneten Radicisotope sind Metalle wie beispielsweise
P Tc]Technetiurm, [*InJindium, [*/%3Ga] Gallium und [*Y]Yttrium. Der erfolgreiche Einsatz dieser Metalle
in der Diagnostik und Therapie erfordert unter anderem eine hohe in vivo Stabilitit der Verbindungen {4]. Da
diese keine stabilen Kohlenstoffbindungen ausbilden, kénnen sie nur dann angewandt werden, wenn innerhalb
der Molekiile Koordinationsméghchkeiten vorhanden sind, die zu hohen Komplexstabilititen fiihren und damit
eine in vivo Freisetzung des metallischen Radionuklides ansschliefen [5].

Weiterhin muB beim Einsatz von Radiotracern neben der in vive Charakteristik des Radiopharmakons auch
dessen Metabolismus und das in vivo Verhalten der Metabolite bestimmt werden, da durch die eingesetzten
diagnostischen Verfahren nicht zwischen den individuellen chemischen Formen des Radiotracers
unterschieden werden kann.

Durch die Markierung von Biomolekiilen mit Radionukliden und den gleichzeitigen Einsatz bildgebender
Verfahren werden nicht nur in der medizinischen Diagnostik neue Wege erdffnet. Anders als bei anderen
tomographischen Verfahren wie der Computertomographie, dem Ulfraschall oder der Kernspintomographie,
die die Morphologie darstellen, erméglichen SPET und PET auch die Untersuchung und damit ein tieferes
Verstandnis von i vivo Vorgingen auf molekularer Ebene.

1.2 Emissions-Tomographie

1.2.1 Positronen-Emissions-Tomographie ( PET)

Ein interessantes Gebiet, das zunehmend an Bedeutung gewinnt, stellt der Einsatz von Positronenstrahlern
(p*-Strahlemn) zur Markierung von Radiotracern dar [1,3] Nachdem das ausgesandte Positron seine hohe
kinetische Energie abgegeben hat, rekombiniert es als Antiteilchen mit einem Elektron unter Aussendung der
entsprechenden Vernichtungsstrahlung. Diese sogenannte Annihilationsstrahlung besteht zum grofSten Teil
aus zwei y-Quanten mit einer Energie von je 511 keV (entsprechend der Ruhemasse eines Eiektrons), die
unter einem Winkel von etwa 180° abgestrahlt werden.

Bei der PET, der wichtigsten Anwendung in den Lebenswissenschaften, wird dieser Effekt durch die
gleichzeitige Messung der Vernichtungsquanten zur Erfassung der zeitlichen und raumlichen Konzentration
von B*-markierten Substanzen in vivo ausgenutzt [6]. Hierbei kann durch die ringformige Anordnung einer
groBen Anzahl von Nal(Tl)- bzw. BGO-Detektoren, von denen je zwei gegenitberliegende in Koinzidenz
geschaltet sind, und durch den Einsatz leistungsfahiger computergestiitzter Tomographen eine Auflésung von
etwa 4x6 mm erreicht werden [2]. Die PET-Technik erlaubt eine nicht-invasive Funktionsdiagnostik durch in
vivo Exfassung biologischer Prozesse mit hoher raumlicher und zeitlicher Auflésung. Damit kénnen durch den
Einsatz geeigneter Tracer Stoffwechselvorginge auch unter physiologischen Gleichgewichtsbedingungen
exakt erfaBit und quantifiziert werden. In Tab. 1.2-1 sind die wichtigsten Positronenstrahler aufgefiihrt.

Bei der Handhabung von Positronenstrahlern, deren Halbwertszeiten im 10-Minutenbereich liegen, gelten die
unter 1.1 genannten Probleme im besonderen MaBe, Deren Verfugbarkeit erfordert den kostspieligen Betrieb
eines "in house"-Zyklotrons, da die erzeugten Aktivititen begrenzt sind, und damit ein Transport aus
Zeitgranden auszuschlieBen ist.
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Tab. 1.2-1 Wichtige Positronenstrahler zur Markierung von PET-Radiopharmaka [7]
Nuklid T Zerfallsart E;max Haupt - y-Linie
{min] l (%) [keV] (rel. %) [keV] (% Haufigkeit)
ug 20,3 5+ (99,8), EC (0,2) 960 (100) 511(1996)
BN 9,96 | B*(100) 1190 (100) 511 (200)
0 2,03 8% (99,9, EC(0,1) 1723 (100) 511 (200}
¥F 109,7 B (96,9),EC (3,1) 635 (100) 511(193,8)
Br 96,0 B*(75,5),EC(24,5) | 1750 (82) 511 (151),286 (91,6)
"Br 16,7h | B*(66,5),EC(33,5) | 3600 (62) 511 (133), 559, 657
PSe 7,1h | B (65),EC(35) 1320 (91,3) 511 (130), 361 (97,1), 67 (71)
sy 147h | p*(34), EC (66) 1200 511 (68), 1077 (82.,5), 628
®Ga 683 B*(88), EC(12) 1900 511 (176), 1077 (3) |

1.2.2 Einzel-Photonen-Emissions-Tomegraphie (SPET)

Bei dieser Technik werden iiblicherweise Radionuklide mit einer dominanten y-Linie im Bereich von 100-
300 keV eingesetzt. Mit der Hilfe von um die Korperachse des Patienten rotierenden y-Kameras werden
Schichtaufnahmen erhalten. Aufgrund der riumbich statistisch emittierfen y-Strahlung miissen die Kameras
mit einem Kollimator ausgestattet sein. Die so ermittelten Mepunkte (Aktivitit in Abhingigkeit von der
Kameraposition) konnen mittels bildgebender Programme und geeigneter Computer zu Bildern verarbeitet
werden, bei denen eine Auflésung von 0,8-2 cm erreicht wird. Die erhaltene Bildqualitit bei SPET ist, wie
auch bei PET, in entscheidendem MaBe von der Leistungsfahigkeit der eingesetzten Computer und

Programme abhiangig. Auch SPET liefert Bilder in rdumlicher und zeitlicher Auflésung, wobei man im
Vergleich zu PET Bilder mit geringerer Qualitét erhélt. Hier kdnnen durch die nur schwer korrigierbare
Schwichung der Strahlung im Kérper nur bedingt quantitative Aussagen gemacht werden. Trotz dieser
Nachteile von SPET gegeniiber PET hat sich dieses Verfahren seinen festen Platz in der Diagnostik erobert.
Dies ist hauptséchlich auf die bessere Verfiigbarkeit geeigneter y-Strahler wie **Tc, 1, 2*T] und ***Xe und
auf die geringeren Kosten einer SPET-MeBstelie zuriickzufithren.

In Tab. 1.2-2 sind einige fiir den diagnostischen Einsatz von SPET relevante Radionuklide aufgefiihrt.
RoutinemaBig werden hiervon zur Markierung von Biomolekiiten hauptsachlich Techretium und die Halogene
eingesetzt, Xenon kann als Fdelgas keine Rindungen eingehen und wird daher wie das Thallium als Flow-
Tracer verwendet. Alle anderen Metalle spielen, von einigen speziellen Anwendungen abgesehen; bis heute
aufgm.nd ihrer Verfiigbarkeit in der Diagnostik nur eine geringe Rolle. Allerdings kann hier in nachster Zeit
infolge der starken Entwicklung in den letzten Jahren mit einigen interessanten Anwendungen gerechnet
werden [8].

Eine herausragende Position nimmi in diesem Zusammenhang das [*™Tc]Technetium ein, das als
" Arbeitspferd" der nuklearmedizinischen Diagnostik angesehen werden kann. Trotz der fir Metalle
auftretenden Probleme bei der Markierung von Biomolekiilen wird bei itber 90 % der diagnostischen
Untersuchungen Technetium eingesetzt. Diese Entwicklung ist hauptséchlich auf die einfache Verfiigbarkeit
des *Tc durch die *Mo/**Tc-Generatoren zuriickzufiihren. Neben der raumlichen Unabhangigkeit von

einem Zyklotron garantiert der Generator auch eine einfache und kostengiinstige Verfiigbarkeit des *™Tc,
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wodurch die Entwicklung von leicht darstelibaren Technetiumtracern, die eine spezifische Anreicherung in

verschiedensten Organen zeigen, stark vorangetrieben wurde.
Im chemischen Verhalten ist Technetium ein typisches Metall, das keine Tendenzen zur Ausbildimg stabiler

Kohlenstoffbindungen aufweist. Daher muB es iiber Komplexbildung an Biomolekiile gebunden werden [11].

Tab. 1.2-2 Diagnostisch relevante SPET-Nuklide [7,9,10]

Nuklid T Zerfallsart Haupt - y-Linie
(% Héiuﬁékeit) [keV] (% Hﬁuﬁgkeit)

*mTe 6,02h IT (>95) 140 (95)

| 13,02k EC 159 (83), 529 (1,05)
201 73,1h EC 167,135

“Ga 78,3 h EC 93 (40), 184 (24), 296 (22)
“Ru 692h EC 216 (86), 325 (10)

Hn 67.9h EC 245(94),171 (91)

1.3 Bedeuiung ven Radioied in der Lebenswissenschaften

Von den mehr als dreiBig radioaktiven Isotopen des Iods eignen sich aufgrund ihrer Zerfallseigenschaften nur
wenige Nuklide zur Markierung von Tracern. Am hanfigsten werden in den Lebenswissenschafien die Isotope
1251, T und '] eingesetzt.

Hierbei ist I am besten fiir i vivo Untersuchungen geeignet. Mit einer Halbwertszeit von 13,2 h und einer
Haupt-y-Linie von 159 keV stelit es ein fast ideales SPET-Nuklid dar Die Halbwertszeit erméglicht die
Durchfithrung auch komplexer, zeitanfwendiger Synthesen, ohne die Vorteile von kurzlebigen Nukliden wie
geringe Strahienbelastung des Patienten, kurze Intervalle der Untersuchung und unproblematische
Abfallentsorgung einzubiifen. Die y-Energie liegt im Bereich der maximalen Ansprechwahrscheinlichkeit der
verwendeten Detektoren und garanfiert so eine gute Bildauflosung auch bei relativ geringen Aktivititsmengen.
Der EC-Zerfall zu 100 % garantiert, daB, abgesehen von den Konversions- und Augerelektronen, keine
weitere gewebsschadigende Partikelstrahlung emittiert wird 112,13]

1257 wird aufgrund der schwachen y-Strahlung (Kee) von 35 keV und der langen Halbwertszeit (60 d)
hauptsichlich fir in vitro Untersuchungen eingesetzt. Hier dient es héiufig als Ersatz der schwerer
detektierbaren, langlebigen Radioisotope C und Trittum, wodurch eine groBere Nachweisempfindlichkeit bei
geringeren Akiivittsmengen erreicht wird.

Eine weit verbreitete medizinische Anwendung ist der Radioimmunoassy (RIA). Diese immunclogische
in vitro Methode dient zur quantitativen Bestimmung von Erreger-Antigenen, Enzymen, Hormonen und
anderen Biomolekiilen im Konzentrationsbereich von pg/ml und beruht auf einer Antigen-Antik&rper-
Reaktion, kombiniert mit dem Prinzip der Isotopenverdiinnungsanalyse. Ein markiertes, in definierter Menge
eingesetztes Tracerantigen konkurriert mit dem zu bestimmenden Antigen um einen UnterschuB an
eingesetzten Antikérpem. Die nach dem Massenwirkungsgesetz gebildeten Antigen-Antikérper-Komplexe
werden vom Antikorper abgetrennt und aus der erhaltenen Aktivititsverteilung der beiden Fraktionen die zu
ermitteinde Antigenmenge bestimmt.

Weiterhin ist die Anwendung des I im therapeutischen Bereich von Bedeutung. Durch den EC-Zerfall
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entstehen eine Vielzahl von niederenergetischen Konversions- und Augerelektronen, die nur eine Reichweite
von wenigen Zelldurchmessern aufweisen. Da der lineare Energietransfer (LET) von Elektronen umgekehrt
proportional zu ihrer Energie ist, wird die gesamte Zerfallsenergie {iber die hohe spezifische Ionisation auf
wenige Zellen verteilt, was zur punktuellen Zerstérung des Gewebes fiihrt,

Durch den Einsatz geeigneter Tracer {13-15], die sich im Zielgewebe (zB. Tumor) stark anreichern, ist eine
Strahlentherapie moglich, deren Erfolg durch die Akkumulation des Tracers und damit durch die
Verfiigharkeit von geeigneten Verbindungen bestimmt wird. Die schon seit langen durchgefithrte
Schilddriisentherapie durch den direkten Einsatz von [*'Tjlodid, die auf der Anreicherung von lodid in der
Schilddriise beruht, isi dafiir das beste Beispiel

Y ist als Reaktornuklid eines der ersten in der Medizin angewandten Radionuklide. In der Medizin spielt es
heute, abgesehen von der Radiciodtherapie der Schilddriise, nur noch eine untergeordnete Rolle und wird in
der Diagnostik weitgehend durch andere Radionuklide wie *™Tc und ™1, die mit einer geringeren
Strahlenbelastung verbunden sind, ersefzt.

Trotzdem ist **Y aus den Lebenswissenschafien im Forschungsbereich nicht wegzudenken Gerade seine nicht
zu kurze Halbwertszeit und seine giinstige y-Energie machen es neben seiner einfachen Verfiigbarkeit zum
" Arbeitspferd” bei nuklearchemischen lodierungsexperimenten. In der vorliegenden Arbeit wurde zur
Radioiodierung ausschlieBlich [*'TJlodid verwendet, das in wiBrig-alkalischer Lésung ohne weitere Zusitze
erhilthich ist.

1.4 Herstellung der Radioiodisotope

Hier soll ein AbriB {iber die kernchemische Darstellung der fiir die Lebenswissenschaften wichtigsten
radioaktiven Jodisotope ("I, 2°[, *'I) gegeben werden. Der Schwerpunkt liegt bei dem fiir diese Arbeit
relevanten [“'T]lodid.

Aus den obigen Ausfithrungen wird deutlich, daB zur Darstellung nur gezelte Kemreaktionen in Frage
kommen, die zu relativ leicht abtrennbaren Produkten mit hohen spezifischen Aktivitdten fithren. Daher wird
beispielsweise die bei 1 grundsétzlich mégliche, aber aufwendige Gewinnung aus dem Spaltmaterial von
Kernreakioren nicht besprochen.

1.4.1 [**I]lod
] hegt als Kern mit NeutronenunterschuB in der Nuklidkarte links vom "Tal der Stabilitat”, weshalb es aus

stabilen Nukliden nur durch Kernreaktionen mit beschleunigten, geladenen Teilchen erzeugt werden kann. Bei
der Produktion ist man damit auf geeignete Teilchenbeschleuniger angewiesen. Grundsitzlich kénnen bei der
Nuklidsynthese zwei Methoden unterschieden werden:

1. dlrekte Methode: Das Nuklid entsteht als unmittelbares Produkt der Kernreaktion
2. indirekte Methode:  Das '*°I wird als Tochternuklid aus dem durch die Reaktion erzeugten instabilen

Mutternukiid gebildet
In Tab. 1.4-1 sind die wichtigsten Kernreaktionen aufgefiihrt.
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Tab. 1.4-1 Kernreaktionen zur Erzeu: von 1 [16,17]
1. Direkte Methode Eﬁ 2. Indirekte Methode
Kemreaktion Teilchenenergie " Kemreaktion T, Mutternuklid | Teifchenenergie

| e |

%Te (p, 2n) [ 25— 20 122Te (*He, 3n) #Xe 208h 43— 34

123Te (p, n) 21 15— 9 " 23Te (*He, 3n) **Xe 208 h 38 — 20

ZTe (d, n) I 14— 6 H 271 (p, 5n) **Xe 2,08h 160~ 20

218b (*He, 2n) =1 28— 9 " 271 (4, 6n) *Xe 2,08h 90 — 45

Qb (*He, xn) I 26— 12 " 24%e (p, 2n) *Cs 5,9 min = *Xe 40— 17

" 29%e (p, pn) **Xe 2,08h 44— 20

1. Direkte Methode

Bei der direkten Methode geht man von verschiedenen Antimon- oder Tellurisotopen aus. Hier ist die vom
4Te ansgehende Kernreaktion am weitesten verbreitet, da Protonen bis 24 MeV schon an einem kleinen
Zyklotron erzengt werden konnen. Fiir diese Reaktion liegen umfangreiche Ergebnisse zu Kernreaktionsdaten,
Targetpraparation und chemischer Aufarbeitung des Targets vor [18] Hier sind zwei Verfahren zu nennen,
die praktische Bedeutung erlangt haben Bei dem ersten wird von einem metallischen Tellurtarget
ausgegangen, wobel das I nafichemisch abgetrennt werden muB. Bei dem zweiten Verfahren dient TeO, als
Targetmaterial, das eine Abtrennung des ] iiber direkte trockene Destillation erlaubt [12]. Alle direkten
Methoden fiihren zu mehr oder weniger groBen radionuklidischen Verunreinigungen, vor allem an relativ
langlebigem I (t,,~4,15 d).

2. Indirekte Methode

Die indirekte Methode bietet die Moglichkeit, entweder von Tellur, Iod oder Xenon auszugehen. In allen
Fillen entsteht dabei **Xe, das durch EC- bzw. B*- Zerfall in das gewinschte I itbergeht. A weitesten
verbreitet sind hier die vom Iod ausgehenden Reaktionen, wobei der I(p, 5n)'*Xe Reaktion die grofte
Bedeutung zukommt. Bei der Produktion wird das gebildete Xenon mittels eines Heliumstroms aus dem
Target entfernt und zum Abklingen ausgefroren. Das Tochternuklid **T kann nach etwa 3 Halbwertszeiten (6
h) des Mutternuklides (87,5 % sind zerfallen) durch Entfernen des Xenons erhalten werden. Bei dieser
Vorgehensweise ist das aus dem Nebenreaktionsprodukt **Xe (t,=~ 16,8 h) gebildete *’] als Verunreinigung
noch zn vernachléssigen. Die indirekten Methoden ermdglichen durch die Nutzung des Generatorprinzips die
Darstellung des I in hoher radiochemischer und chemischer Reinheit. Allerdings werden im allgemeinen
hochenergetische Projektile (E > 60 MeV) und damit groBe Beschieuniger benotigt.

Daher wurde in den letzten Jahren eine weitere Methode entwickelt, bei der von hochangereichertem ?*Xe als
Targetgas ausgegangen wird. Bei einer Protonenenergie von 30 MeV erhilt man neben wenig *Xe
hauptsichlich **Cs, das mit einer Halbwertszeit von 5,9 Minuten in das gewiinschte ***Xe iibergeht. Dieses
Verfahren vereinigt somit giinstige Produktionsbedingungen mit hchster Produktqualitat und wurde daher
bis zur kommerziellen Anwendung weiterentwickelt [17].




1.4.2 [*1]Iod
Zur Darstellung von ™ wird von natiirlichem Xenon ausgegangen, das mit Reaktorneuntronen bestrahlt wird.

Man erhilt unter anderem aus dem **Xe tber eine (n, y)»-Reaktion instabiles *Xe, das mit einer
Halbwertszeit von 16,8 h zu ***I zerfill.

+
EC, B

124 %, 0 125 Xe >
16,8 h

125

L4%e ist im natiirlichem Xenon nur zu 0,1 % vorhanden, hat aber mit 128 barn einen um den Faktor 50 - 1000
hoheren Einfangquerschniit gegeniiber Neutronen als die meisten der anderen natiirlichen Isotope. Zur
Produktion wird das Xenon unter hohem Druck und mit den hohen Neutronenfludichten eines Kernreaktors
bestrahlt. Dabei solite die Bestrahlungsdauer nicht langer als 60 Tage sein, da das gebildete **T aufgrund
seines extrem hohen Einfangquerschnitts von 894 barn zum unerwiinschten Nebenprodukt 1 (t,= 13 d)
weiterreagiert. Entstandene Spuren dieser Verunreinigung kénnen durch Abklingzeiten von einigen Wochen
durch Zerfall verringert werden.

Das entstandene Iod wird durch Vakuumdestillation bei niedrigen Temperaturen vom Xenon befreit und nach
Reduktion iiber einer Ionenaustauschersaule aufgereinigt [11].

1.4.3 [*'TjIod
B od befindet sich in der Nuklidkarte rechts vom "Tal der Stabilitit" und ist damit ein typisches

neutronenreiches Reaktornyklid. Es wird dort sowohl durch Neutroneneinfangreaktionen als auch zu 2.9 %
aus den Spaltprodukten der Kemspaltung gebildet,

Aufgrund des hohen Aufandes ist die Gewinnuag von 1 aus Kernbrennstiben auszuschiiefien. Heute wird
dieses Radionuklid hauptsichlich iiber eine Neutroneneinfangreaktion an *°Te gewonnen. Da bereits das
natiirliche Tellur zu 33,8 % aus **Te besteht und gleichzeitig andere, durch Neutroneneinfang entstehende
Tellurisotope nur zu stabilen oder sehr langlebigen Iodisotopen fiihren, ist eine Isotopenanreicherung nicht
erforderlich. Je nach NeutronenfluBdichte wird das Tellur in Kernreaktoren einige Tage bis Wochen bestrahlt.
Bei der Bestrahlung erhilt man sowohl ®*Te als auch zu etwa 7 % das entsprechende metastabile ®'=Te. P'Te
bildet mit einer Halbwertszeit von 25 min das gewiinschte [ Das metastabile ®*Te zerfallt mit einer
Halbwertszeit von 30 h, wobei zum einen zu 82 % direkt das *'I entsteht, zum anderen zu 18 % der
Grundzustand ("**Te) erhalten wird (s. Zerfallsschema).

§=0,02b
——— P, =30m

w‘

130

T — IT, 18%

e @, ) [ By, ~g034)
s=027b

—— 131 Te (t ,,= 25 min)

Abb. 1.4-1 Schema zur Produktion von [ iiber **Te




Bei der Abtrennung des '] aus dem Targetmaterial kann grundsatalich zwischen 2 Verfahren unterschieden
werden, deren Anwendung vom eingesetzten Targetmaterial und vom Hersteller abhéingt.

1. Das Targetmaterial wird naBchemisch geldst und das Iod aus dieser Losung gewonnen. Hierbei kann das
Tod entweder in seiner elementaren Form abdestilliert werden oder als Iodid durch Adsorption an einer
Platinelekirode, durch Siulenchromatographie oder durch Solventextraktion abgetrennt werden, wobei
Tributylphosphat als Komplexbildner eingesetzt wird.

2. Bei einigen Targetmaterialien wie zB. Tellurdioxid ist auch eine direkte trockene Destillation des
elementaren Iods moglich.
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1.5 Chemische und kinetische Aspekte von Reaktionen frigerfreier (n.c.a.) Radionuklide
Ein wichtiger Aspekt bei der Umsetzung mit Radionukliden ist die spezifische Aktivitdt. Hierbei unterscheidet
man grundsitzlich zwischen drei Begriffen:

- getrdgert (carrier-added)

- tragerfrei (carrier-free)

- n.c.a. (no carrier added)
Unter "getriigerten” Substanzen versieht man Radionuklide, denen inaktive Isotope (isotoper Triger)
zugesetzt werden und die damit nur geringe spezifische Aktivitdten (s. u.) aufweisen. Beim Zusatz von
chemisch &hnlichen Verbindungen wie beispielsweise die Verdiinnung von [*'Ijlod mit Brom spricht man
von nicht-isotopen Triger. Mit "triigerfrei” ist die véllige Nuklidreinheit des entsprechenden Radionuklides
bzw. die Abwesenheit von anderen Isotopen gemeint. Der ftragerfreie Zustand ist aufgrund der
Allgegenwirtigkeit aller natiirlichen Elemente ein Idealzustand, der nur bet rein kiinstlichen Nukliden wie
Technetium oder Astat realisierbar ist. Unter den iiblichen n.e.a.-Laborbedingungen arbeitet man ohne Zusatz
von isotopen Tragern, wobei sich auch bei sauberster Vorgehensweise das Einschleppen entsprechender
Isotope nicht vermeiden Idfit. Als Konsequenz hieraus ergibt sich die Tatsache, dal die theoretischen,
maximalen spezifischen Aktivitédten in der Praxis nicht erreicht werden [3].
Die spezifische Aktivitéit A, ist die auf die Masse m bezogene Aktivitit A einer Verbindung;

A= spezifische Aktivitdt
Ba, A=Radioaktivitit 6L 151

A= [ z
m= Masse

A
m

A hingt mit der Zerfalisrate des radioaktiven Nuklides zusammen und ist somit nur von dessen Anzahl und
Halbwertszeit abhéngig, was aus dem Zeitgesetz hervorgeht, wenn man t, = In2/A beriicksichtigt:

t,,~ Halbwertszeit [s]

dN

I N [Bqi A = Zerfallskonstante [s7] Gl 1.5-2

A=-==Ni-=

N = Anzahl der Atome

Die maximale spezifische Aktivitat A, .., erhalt man, wenn alle Molekiile radioaktiv markiert sind bzw.
ausschlieBlich Radioisotope vorliegen. Mit der Einfithrung von molaren GréBen ergibt sich dann aus den

Gleichungen Gl 1.5-1 und Gl 1 5-2:
A, p= maximale A,
Ape = Nad mol] N,= Avogadrosche Konstante Gl 1.5-3
m= Masse

A, ., ist somit nur von der Halbwertszeit der Verbindung bzw. des Radionuklides abhangig. Sie liegt, je nach
Halbwertszeit, in der GréBenordnung von 10° - 10 {GBg/mol] (0,0027-27 [Ci/mol]).

Im allgemeinen konnen die Produktionsbedingungen am Zyklotron so gewihlt werden, daB man nc.a.-
Radionuklide hoher radiochemischer Reinheit erhalt. Die dadurch bedingten hohen spezifischen Aktivitiiten
erméglichen ein Arbeiten im Subnanomolbereich, so daB grundsatzlich in vivo Untersuchungen an einem
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ungestorten System moglich sind. Gerade bei Rezeptorstudien sind hohe spezifische Aktivitéiten eine wichtige
Voraussetzung.

Mit den extrem geringen Stoffmengen der nca-Radionuklide, in denen diese bei den erhiltlichen
Verdimnungen von 10 - 10* und Aktivititen im mCi-Bereich bei nicht zu langen Halbwertszeiten vorliegen,
sind einige wichtige Nebeneffekte verbunden. In der Regel ist ein direktes Uberiragen der normalen
priparativen, makroskopischen Chemie auf das Arbeiten im n.c.a.-Bereich nur bedingt oder gar nicht moglich.
Zum einen ist hier mit Adsorptions- und katalytischen Oberflicheneffekten zu rechnen. Beispielsweise
verfiigen iibliche Glasoberflichen iiber eine Austauschkapazitit von etwa 107° mol/em’®, was die
Konzentration des Radiotracers bei weitem tibersteigt. Oft kénnen diese Wandverluste durch den Einsatz
anderer GefaBmaterialien wie Quarzglas, Glaskohlensioff, Platin oder Spezialkunststoffen erheblich verringert
werden. Zum anderen kénnen selbst suprareine Chemikalien (99,9 %) Konzentrationen an Verunreinigungen
enthalten, die bedeutend grofer sind als die des Radionuklides. Durch Wechselwirkungen mit diesen
Verunreiniguogen der Edukte kénnen sonst unbemerkte Nebenreaktionen zum Hauptreaktionsweg werden

Dies gilt besonders fiir sehr reaktive Radiotracer oder fir stark aktivierte Reaktanden, die héufig reaktive
Nebenprodukte in geringen Konzentrationen bilden. Weiterhin ist auch mit der Beemntrichtigung der
spezifischen Aktivitit durch Einschleppen isotoper Trager gerade bei den. allgegenwiirtigen Elementen O, N
und C zu rechnen. Neben diesen Verunreinigungen mit isotopen Verbindungen kann es auch zur Bildung
analoger oder chemisch sehr dhnlicher Verbindungen kommen, die chromatographisch nur schwer abtrennbar
sind. Femer verlaufen die unter n.c.a-Bedingungen durchgefiihrten Reaktionen weit entfernt vom chemischen
Gleichgewicht und von stéchiometrischen Bedingungen, was erhebliche Konsequenzen fir den
Reaktionsverlauf haben kaon.

Bei Markierungen oder Reaktionen im n.c.a-Bereich liegen alle Reaktionspartner immer im groBen Uberschu8
vor, so daB deren Konzentration wihrend der Reaktion praktisch als konstant angesehen werden kann. Daher
liegt hier vom reaktionskinetischen Standpunkt aus gesehen immer eine einfache Kinetik "pseudo-erster-
Ordnung” vor. Fiir eine einfache bimolekulare Reaktion der Form E + R - P gilt bei konstanter Konzentration
des Vorlanfers [E] fur die Zunahme des Produktes [P] folgende Gleichung:

[P] = Konzentration Produkt

[P] = [R] (1 -¢*%) [R,] = Anfangskonzentration des Radionuklids Gl 1.5-4
k' = apparente Geschwindigkeitskonstante
t = Reaktionszeit

Die apparente Geschwindigkeitskonstante k' ist das Produkt aus der wahren Geschwindigkeitskonstante k und
der Konzentration von E: k'= k [E].

Wird bei der Untersuchung der Markierung die Reaktionszeit t konstant gehalten und die
Vorlduferkonzentration variiert, so kann t in die Geschwindigkeitskonstante einbezogen werden und man
ethalt einen mit Gl. 1.54 identischen Ausdruck, wobei der Exponent durch - k"[E] mit k"= k t zu ersetzen ist.
Die Produktkonzentration [P] verdndert sich in betden Fillen mit einem exponentiellen Verlauf und strebt mit
zunchmender Reaktionszeit bzw. zunehmender Eduktkonzentration einem Sattigungswert entgegen.
Aufgrund der wihrend der Reaktion aufiretenden geringen Produktkonzentrationen ist im allgemeinen nicht
mit einer Weiterreaktion des Produktes mit dem Radionuklid zu rechnen. So ist beispielsweise sowohi die
Maﬂcierung von Tyrosin ohne das Aufireten des Diiodproduktes als auch die Darstellung von
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[**F]Flucrbromethan aus 1,2 Dibromethan ohne die Bildung des Difluorproduktes problemlos méglich.

Hinsichtlich der Einstellung von Verteilungs- und Austauschgleichgewichten unterscheiden sich
Verbindungen unter n.c.a-Bedingungen nicht von Substanzen in héheren Konzentrationen. Vielmehr sind die
Bedingungen des Nemst'sche Verteilungsgesetzes aufgrund des Vorliegens ideal verdiinnter Losungen gut
erfullt.

Allerdings kénnen zuséatzlich kinetische Gleichgewichts- und spektroskopische Isotopieeffekte aufireten, die
man sich zur Trennung und Anreicherung von Isotopen zunutze macht. Sie spielen jedoch bei den hier
behandelten Nukliden und Reaktionen nur ¢ine untergeordnete Rolle.

Aus den obigen Uberlegungen wird deutlich, daB die speziellen Gegebenheiten im Bereich der Synthese mit
kurzlebigen Radionukliden die Aufgabenstellung der Markierung von Produkten mit hohen spezifischen
Aktivitéten sehr erschweren konnen. Dies kann weitgehend vermieden werden, wenn bei der Syntheseplanung
die folgenden Punkte beachtet werden:

a) Die Gesamisynthesezeit sollte drei Halbwertszeiten nicht itberschreiten Nur schnelle chemische
Reaktionen und Methoden soliten eingesetzt werden. Damit sind auch die Moglichkeiten der
Identifizierung, Isolierung und Qualitidtskontrolle auf schnelle, einfache und empfindliche
Anatysetechniken beschrankt. Hier werden hauptséchlich chromatographische Methoden wie die HPLC
und die GC verwendet. Aber auch die Fesiphasenfixierung auf Reversed-Phase- oder lonenanstauscher-
Kartuschen bat hier Bedeutung erlangt.

b) Verluste durch Adsorption an Oberflachen, Bildung von Niederschlagen und Nebenreaktionen mit
Verunreinigungen miissen moglichst gering gehalten werden. Daher werden die, bezogen auf das
Radionuklid, unstochiometrischen Synthesen im mikromolaren Bereich und mit méglichst kleiner und
wenig aktiver Oberfliche durchgefiihrt. Nur reinste Lésungsmittel und Edukte finden Verwendung,

¢) Unkomplizierte und automatisierbare Verfahren erleichten die Arbeit und verkiirzen damit
Synthesezeiten. Zudem werden sie auch aups Strahlenschutzgriinden angestrebt. Hier sind
"Eintopfreaktionen” klar zu bevorzugen, da das langwierige und haufig 16sungsmittelintensive
Aufarbeiten nach jedem Reaktionsschritt entfiilt. Das bei Volumenmengen von 0,1 ~ 1 ml verlustreiche
Umfillen wird umgangen.

d) Hochreaktive Zwischenprodukte mit uniibersichtlichen Reaktionsmechanismen (z.B. radikalisch)
fithren oft zu storenden, reaktiven Nebenpredukten und sollten bei der Markierung vermieden werden.

) Die Einfithrung des Radioisotops sollte der letzte Schritt der Synthese sein oder zumindest so spat wie
moglich erfolgen. Dadurch wird das kritische n.c.a.-Niveau auf moglichst wenig Reaktionsschritte
begrenzt.
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1.6 Methoden zur Radioiodierung organischer Molekiile

Bei der Darstellung von Radiciodtracern spielt die in vivo Stabilitit der Iod-Kohlenstoffbindung eine wichtige
Rolle. Daher wurden in der Vergangenheit hauptséchlich Radioiodarylverbindungen untersucht, so daf hier
grundsatzlich eine Vielzahl von Markierungsmethoden zur Verfiigung stehen. Bis heute haben sich hier 3

Methoden durchgesetzt, die alle fiir den n.c.a-Einsatz geeignet sind:

A: Direkte elektrophile Radioiodierung
Diese am weitesten verbreitete Methode erfordert akiivierte (elektronenreiche) Aromaten und ist somit nur auf

wenige Molekiile anwendbar. Gleichzeitig konnen durch die oxidativen Markierungsbedingungen Probleme
auftreten

B: Elektrophile Demetallierung
Diese Markierungsmethode erfordert Organometallverbindungen als Voridufer, die hiufig eine komplexe

Synthese erfordern. Man geht hier im allgemeinen von Tributylstannyl- Trimethylsilyl- oder Borsaurederivaten
aus.

C: Nukleophile Substitution mit Cul Katalysator

Der nukleophile "Brom gegen Radiciod"-Austausch ist wie die Demetallierung auf alle Aromaten anwendbar.
Hier werden die einfach zuginglichen Br-Vorldufer eingesetzt. Die héufig erforderlichen drastischen,
reduktiven Markierungsbedingungen beschrinken diese Methode jedoch auf relativ stabile Molekiile [19].
Im folgenden soll neben einem kurzen Uberblick iiber die Radiciodierungsmethoden genauer auf die oben
angedeuteten Punkte eingegangen werden.

1.6.1 Direkte elektrophile Substitution

Die elektrophile Substitution von aromatisch gebundenem Wasserstoff gegen Radioiod ist aufgrund der
einfachen Reaktionsfilhrung in Verbindung mit Ausbeuten von 80-90 % von groBer Bedeutung, Alierdings
ist sie nur bei akfivierten (elektronenreichen) Aromaten durchfithrbar und fiihrt hiufig zu Isomerengemischen,
die oft schwierige Trennungen erfordern. Es wurde eine Vielzahl von speziellen Markienungstechniken
entwickelt, die vom gut handhabbaren Radioiodid ausgehen, und dieses in sifu zu einer reaktiven,
elektrophilen "I*'-Spezies oxidieren. Die Erzeugung von molekularem lod (I,), wie es etwa in der
"makroskopischen" organischen Chemie fiblich ist, ist fiir das Arbeiten im n.c.a.-Bereich sowohl aufgrund des
notwendigen Trigerzusatzes als auch wegen der hohen Fliichtigkeit des elementaren Iods ungeeignet. Zur
einfachen Handhabbarkeit und zur in sifu Oxidation des Iodids wurden verschiedene Reagenzien eingesetzt.

a) Jodmonochlorid [20-22]

Durch Zugabe emner aktiven Natriumiodidlosung zu inaktivem, kommerziell erhiltlichem lodmonochlorid (ICI,
Kp. 97,4°C) wird die reaktive Spezies durch Iod-Radioiod-Austausch gebildet. Im Vergleich zum I, verfiigt
das Tod im ICl aufgrund der héheren Elektronegativitit des Bindungspartners iiber eine ausgeprigtere
Elektrophilie, was sich in ausgezeichneten radiochemischen Ausbeuten niederschlagt. Nachteilig sind das
liohe Oxidatiofispotential des Iodmonochlorids und der mit dem Reagens verbundene Trigerzusatz Eine
tragerfieie Markierung ist hier nur durch den aufwendigeren Einsatz von [ZXe]Xenon (£,~2,08 h) in
Verbindung mit elementarem Chlor méglich, wobei sich das *I-Cl durch eine zerfalisinduzierte Reaktion in
situ bildet.
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b) Iodat (JO3)

Wie unter a} erhilt man auch bei dieser Methode keine hohen spezifischen Aktivitéiten, da iiber das Iodat
inaktiver Trager zugesetzt wird. Allerdings handelt es sich beim fodat um ein relativ sanftes Oxidationsmittel,
das besonders fiir die Markienung empfindlicher Substanzen (z B. Proteine) geeignet ist. Iodat wurde bei der
Darstellung von 3-[P™2I]l-e¢-Methyltyrosin (IMT) eingesetzt. Bei diesem fiir die Diagnostik von
Gehimtumoren verwendeten Radiopharmakon lassen sich so radiochemische Ausbeuten bis zu 85 %
erreichen [23-26] Allerdings ist es in letzier Zeit gelungen, das IMT auch mittels Iodogen™ (s. u.) als
Oxidationsmittel auf dem n.c.a.-Niveau zu erhalten [27].

¢) Chloramin-T (CAT), Chloramin-B (CAB), Dichicramin-T

Bei diesen Verbindungen handelt es sich um N-chlorierte Sulfonsaureamide (CAT: Toluolsulfonsiure, CAB-
Benzolsulfonsaure) die schon 1962 von Hinter und Greenwood [28] als Oxidationsmittel zur Radioiodierung
eingesetzt wurden. Als oxidierende Spezies wird das in wabBriger Losung gebildete Hypochlorit angenommen,
das neben der erwiinschten, relativ starken Oxidationswirkung auch die Eigenschaift zur Bildung von Cl, und
damit von chlorierten Nebenprodukten besitzt. Um die daraus resultierenden Nebenreaktionen besonders bei
empfindlichen Molekiilen gering zu halten, sind niedrige Konzentration des Reagens, kurze Reaktionszeiten
und niedrige Reaktionstemperaturen wiinschenswert [3,20,29].

C]\N\_ Na® C]\W" Na* CKVCI C]\N‘T_ Nat

Todobeads

¢, CE,

Chloramin-B Chloramin-T Dichioramin-T

Zur Vermeidung dieser Nachteile und zur Verbesserung der Aufarbeitung bzw Abtrennung des
Oxidationsmittels wurde eine "Festphasenversion" des CAB entwickelt, die unter dem Handelsnamen
"Iodobeads™" auf dem Markt ist. Hierbei ist das CAB auf einer Polymermatrix gebunden, die als
Polymerkiigeichen zur Reaktionslosung gegeben wird. Dadurch wird sowohl die Freisetzung der oxidierenden
Spezies verlangsamt und damit deren Konzentration geringer gehalten als auch die leichte Entfernung des
Reagens aus dem Reaktionsgemisch durch einfache Filtration ermoglicht.

Bei den Monochlorsulfonamiden handelt es sich um ionische Verbindungen, die in den meisten organischen
Losungsmitteln unldslich sind. Zur homogenen Radioiodierung in organischen Solvenzien wird das
Dichloramin-T (N,N-Dichlor-p-Toluolsulfonamid) eingesetzt, das sich beziiglich der Oxidationsstarke nur
unwesentlich vom CAT unterscheidet.

Die CAT-Methode ist heute dér gelaufigste Weg zur elektrophilen n.c.a.-Radioiodierung, was dus der groBen
Anzahl von Verdffentlichungen deutlich wird [30-33]. Auch bei der n.c.a.-Radicbromierung haben sich die
N-Chlorsulfonamide bewihrt [29,34].
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d) Iodogen

Todogen™ st der Handelsname fiir 1,3,4,6-Tetrachloro-3e, 6¢-

diphenylglycouril, das auch als N-chloriertes Harnstoffderivat 0

bzw. Kohlensaureamid aufgefaBt werden kann. Iodogen ist in Cl_ )‘k _Ch

erster Linie zur direkten, schonenden Markierung von Proteinen N

entwickelt worden. In seiner oxidierenden Wirkung und den Q .
erzielten Markierungsausbeuten ist es mit CAT vergleichbar, _N N

wobei auch hier ohne Trigerzusatz gearbeitet werden kann. a \[( a
Allerdings ist es als nicht jonisches Molekil in Wasser
unloslich, was zur einfachen Abirennung des Oxidationsmittels
ansgenutzt wird. Bei der Reaktionsfiihrung wird das Iodogen zunachst iiber eine Chloroformlésung als dimner
Film auf der Gefiiiwand abgeschieden. Nach der darauffolgenden Zugabe der wiaBrigen Eduktlosung wird die
2-Phasenreaktion ohne Riihren stehengelassen. Nach der Reaktion kann das Reagens durch einfache

Entnahme der Reaktionslosung abgetrénnt werden (Iodogen-Methode) [20,35].

Todogen

&) N-Halogensuccinimide

Neben CTA und seinen Derivaten und Todogen eignen sich noch weitere N-halogenierte organische
Verbindungen fiir die iz situ Oxidation von Radiciodid. Dazu gehéren die N-Halogensuccinimide N-Chior-
tetrafluorsuccinimid (NCTFS), N-Chlorsucciiimid (NCS) und N-Bromsuccinimid (NCS), deren Struktur
einen hnlichen Reaktionsmechanismus wie bel fodogen vermuten 16t. Diese Verbindungen sind wie Iodogen
in organischen Medien laslich uad zur n.c.a-Markierung geeignet. NCTFS und NCS sind im Gegensatz zu
NBS, mit dem nur geringere radiochemische Ausbeuten erzielt werden, in ibrer Handhabung und den
erhaltenen Markierungsansbeuten mit CTA vergleichbar, wobei langere Reaktionszeiten erforderlich sind.

f) Persauren als Oxidationsmittel

Bei entsprechender Vorgehensweise ist der Einsatz von Perséduren eine schonende Methode, die auch zum
Arbeiten unter n.c a-Bedingungen geeignet ist Wichtig ist die in situ Bildung der Persiure aus
Wasserstoffperoxid und der Saure (z. B. Essigsdure), so daB deren Konzentration gering gehalten wird. Der
direkte Zusatz von Persduren fithrt im allgemeinen zur Zerstdrung des Eduktes.

Verglichen mit dem allgemein iiblichen Einsatz von Chloramin-T (s. 0.) und seinen Analoga ist sowohl das
Aufireten chlorierter Nebenprodukte ausgeschlossen als auch die Entstehung oxidativer Nebenprodukte stark
eingeschrinkt. Diese Eigenschaften sind gerade bei empfindlichen Edukten von Bedeutung. Die
radiochemischen Ausbeuten liegen bei der Persdureiodierung im Vergleich zu CAT etwas niedriger. Auch
wenig aktivierte Aromaten wie Anisole kénnen in moderaten Ausbeuten radioiodiert werden (z.B. Anisol:
25 % RCA). Zudem erlaubt diese Methode auch die Radiobromierung, bei der allerdings im Vergleich zur
Radiciodierung etwas geringere RCA erhalten werden [29,36].

g) Enzymatische Methoden

Weiterhin besteht die Méglichkeit, Enzyme bei der Radioiodierung als Oxidationsmittel zu verwenden. Dabei
handelt es sich um eine sehr milde Methode, die nur bei sehr oxidafionsempfindlichen Biomolekiilen
eingesetzt wird. Im allgemeinen werden zur Oxidation Peroxidasen wie z.B. Lactoperoxidase verwendet,
deren Abtrennung bei der Aufarbeitung relativ problematisch sein kann [20,37-39].
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h) Elektrolytische Oxidation

Grundsitzlich besteht die Moglichkeit "I'" durch anodische Oxidation zu erzeugen. Neben milden
Reaktionsbedingungen bringt diese Methode auch eine extrem einfache Aufarbeitung mut sich, da weder
Nebenprodukte noch zusétzliche Oxidationsmittel abgetrennt werden miissen. Jedoch ist zur erfolgreichen
Durchfithrung ein relativ groer apparativer Aufwand in Verbindung mit einem erfahrenen Experimentator
erforderlich [20,40-42].

1.6.2 Elektrophile Demetallierungsreaktionen

Die oben beschriebene elektrophile Substitution ist eine einfach handhabbare Methode, die aufgrund der
kurzen Reaktionszeit und der einfachen Reaktionsfiilhrung hervorragend zur Besteck-Préparation (Kit)
geeignet ist. Um diese Methode anch auf nicht-aktivierte (elektronenarme) Aromaten iibertragen zu kénnen,
werden Organometallderivate eingesetzt, die neben den Vorteilen der direkten elektrophilen Substitution auch
eine regioselektive Radiotodiening erlauben. Neben Bor und Quecksilber finden die Metalle der IV
Hauptgruppe des Periodensystems Verwendung, wobei sich Zinn als besonders ginstig erwiesen hat.
Weiterhin sind iiber die Organometallverbindungen auch Radiopharmaka mit vinylisch gebundenem
Radiociod, die gleichfalls eine hohe in vive Stabilitit aufweisen und iiber die direkte elektrophile Substitution
nicht erhalten werden kénnen, zuganglich. Bei der Darstellung der Vinylradioiodide wird hauptséchlich mit
den entsprechenden Zinn- und Borverbindungen gearbeitet [43-46]. Auch wenn die Markierung durch
Demetallierung der direkten elektrophilen Substitution in vielen Punkten iiberlegen ist, bringt sie doch
aufwendige, oft sehr komplizierte und mehrstufige Voridufersynthesen mit sich [47-49].

Die Radioiodierung der Organometallvoridufer findet im aligemeinen unter den oben beschriebenen
Bedingungen der direkten elektrophilen Substitution statt, wobei aufgrund der hohen Lipophilie der Vorlaufer
eher in organischen Solvenzien gearbeitet wird. Auch hier werden zur Oxidation des Iodids bevorzugt die
N-Halogenverbindungen Chloramin-T und Dichloramin-T eingesetzt [50-52].

Entscheidend fiir die Reaktivitat der Organometallverbindungen ist die Polarisierung der Kohlenstofi-
Metalibindung und die damit verbundene Negativierung des Kohlenstoffs, die, verglichen mit der C-H-
Bindung sowohl zur Aktivierung gegeniiber elektrophilen Angriffen als auch zur Vemingerung der
Bindungsenergie fithrt [29,36,53].

Bei der Betrachtung der Radiohalogenierung durch elektrophile Demetailierung nimmt das auch hiufig
verwendete Bor eine Sonderstellung ein. Die Bor-Kohlenstoffbindung verfiigt einerseits iiber eine hohe
Bindungsenergie (vergleichbar mit der C-C -Bindung) und ist andererseits mit einem ionischen Anteil von
6 % kaum polarisiert. Daher sind Organoborane im allgemeinen lufi- und wasserstabile, kristalline und leicht
handhabbare Verbindungen. Die zudem einfache Radiciodierung ist auf das leere 2p-Orbital des
Borkomplexes zuriickzufiihren, das einen kinetischen Weg zum elektrophilen Angriff eréffnet. Die
Radioiodierung verlauft {iber eine elektrophile Demetallierung und ist daher eine schnelle Reaktion, die hohe
radiochemische Ausbeuten mit regio- und stereospezifischen Produkten Hefert [54,55].

Die Dethallierung und die Demercurierung [56] spielen heute zur Radiohalogenierung nur noch eine
untergeordnete Rolle. Den relativ einfach zuginglichen Vorldufern stehén Produkte mit nur geringen
spezifischen Radioaktivititen und geringer Regioselektivitit gegeniiber. Dariiber hinaus kann Thallium nur
bei oxidationsunempfindlichen Aromaten eingesetzt werden, wobei zur Radioiodierung kein zusitzliches
Oxidationsmittel erforderlich ist [29].
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1.6.3 Nukleophile Substitution und Cu(I)-Katalyse

Nukleophile Substitution chne Katatvse
Diese in der praparativen organischen Chemie weit verbreitete und einfach durchfilhrbare Reaktion wird

ebenfalls zu Markierungen mit Radiotracern angewandt. Hauptsdchlich wird hier von einfach zuganglichen
oder kéanflichen Halogenaliphaten ausgegangen, die analog der Finkelstein-Reaktion umgesetzt werden. Neben
dem einfachen isotopen Austansch (Tod gegen Radiciod) kénnen auch durch nicht-isotopen Austauschn.c.a.-
Produkte erhalten werden. Die Reaktion wird @iblicherweise durch Erhitzen des Halogenvorldufers mit
Radioiodid in Losungsmitteln wie Wasser, Aceton oder Eisessig durchgefilhrt. Zur Erhéhung der
Reaktionsgeschwindigkeit wurden auch andere Systeme eingesetzt, die von besseren organischen
Abgangsgruppen ausgehen und in unpolaren Losungsmitteln unter Zusatz von Phasentransferkatalysatoren
ausgefiihrt werden Die Bedeutung der aliphatischen Radioiodierung ist allerdings gering, da sie im
allgemeinen zu in vive instabilen Produkten fiihrt, die Radioiod freisetzen, das sich dann in der Schilddriise
anreichert {29]

Cu(T)-katalysierte aromatische nukleophile Substitution

Die Synthese von aromatischen Radiotracern ist aufgrund ihrer ir vivo Stabilitit von groBerer Bedeutung. Die
direkte aromatische nukleophile Substtution ist nur in Ausnahmefallen und bei aktivierten (elektronenarmen)
Aromaten unter relativ drastischen Bedingungen méglich [57,58] Sie wird hauptséchlich bei der isotopen
Radioioddeiodierung von ortho-substitwierten Iodaromaten angewandt und filhrt haufig zu geringen
radiochemischen Ausbeuten und vielen schwer abtrennbaren Nebenprodukten [59]. Unter dem Zusatz
geeigneter Katalysatoren kann die nukleophile Substitution auch bei anderen Aromaten unter relativ milden
Bedingungen durchgefiihrt werden. Hierbei hat der Kupfer(I)-katalysierte Halogenaustausch, der in der
priparativen organischen Chemie eine breite Anwendung gefunden hat, die grofte Bedeutung erlangt [60-62).

Bei dieser Reaktion erniedrigt das Cu(l) durch Komplexbildung die Aktivierungsenergie der
Austauschreaktion und erméglicht so die nukleophile Substitution. Die Substitution wird mit der Reihenfolge
I>Br> Cl der Abgangsgruppe und mit der nmgekehrten Reihenfolge Cl > Br > 1 des Nukleophils erschwert,
so daB sich der Austausch vom Jod in Jodaromaten gegen Chlor am leichtesten bewerkstelligen 13Bt. Fiir den
praparativ sinnvolleren Weg des Austausches von Iod gegen Chlor in Chloraromaten zur Gewinnung von
Iodaromaten konnten erst nach lingeren Bemiihungen geeignete Reaktionsbedingungen gefunden werden

[60,62-65].

Im Rahmen der Radiomarkierung wurde diese Reaktion zunéichst nur fiir den isotopen Austausch Iod gegen
Radioiod eingesetzt, wobei natiirlich keine n.c.a.-Produkte erhalten wurden [59,66]. Bei der Ubertragung auf
den nicht-isotopen Austausch nimmt die Austauschgeschwindigkeit in der Reihenfolge I>Br>>CI>>F der
Abgangsgruppe so stark ab, dal in der Praxis die Markierung von Chlor- oder gar Fluoraromaten durch diese
Methode ausgeschlossen werden kann. Wo unter sonst identischen Bedingungen bei der Radicioddeiodierung
um die 90 % radiochemische Ausbeute erhalten werden, werden bei der analogen Radioicddebromierung aur
etwa 50 % erreicht. Die radiochemischen Ausbeuten fiir Radiobromdeiodierung liegen erwartungsgems8 um
10-40 % héher als die der Radicioddebromierung [67,68].

Cu(l) st in seiner Elektronenkonfiguration mit Ag(l) vergleichbar. Wie dieses bildet es schwerlosliche
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Halogen- und Pseudohalogenverbindungen und hat eine entsprechende Tendenz in den metallischen Zustand
iiberzugehen. Cu(I)-Verbindungen sind demnach lichtempfindlich und neigen zur Disproportionierung in
Cu(0) und Cu(ll). Diese Tendenz ist gerade in wiBrigen Losungen besonders ausgeprigt, da die hohe
Hydratationsenthalpie des Cu(Il)-Ions das Gleichgewicht entsprechend verschiebt. Zudem wird hier der relativ
geringe Energicunterschied der ersten Oxidationszahlen Cu(0), Cu(I) und Cu(ll) deutlich, der fiir viele
katalytische Eigenschaften des Kupfers von entscheidender Bedeutung ist. Nach dem HS AB-Konzept [69]
gehért Cu(I) zu den weichen Kationen und bildet somit thermodynamisch stabile Komplexe mit
polarisierbaren und n-Akzeptor-Liganden. Daher sind Komplexe mit Kohlenmonoxid, den schweren
Halogenen, Alkenen, Alkinen und in speziellen Fillen auch mit aromatischen Kernen im allgemeinen stabil.
Mt diesen Liganden werden {iblicherweise tetraederisch koordinierte Komplexe aufgebaut, die normalerweise
keine groBe kinetische Stabilitit aufweisen [60]. Gegeniiber "hirteren" Liganden, die O- und N-
Koordinationen ausbilden, wird allerdings die charakteristische Koordinationszahl 2 angenommen {70].
Mechanistisch verlauft die Reaktion iber einen tetraedrischen Komplex des Cu(I)-lons in ¢inem zweistufigen
Reaktionsablauf Zunéchst wird das Radioiod durch Ligandenaustausch an dem Komplex koordimiert. Bei
einem weiteren Ligandenanstausch wird dann der Halogenaromat tiber das Halogen angelagert, wobei sich in
einem konzertierten ProzeB die Radioiodaromatenbindung und die Cu(I) -Halogenbindung ausbilden. Beide
Prozesse setzen thermodynamisch stabile, aber kinetisch labile Kompiexe voraus [67].

Fiir die Radiohalogenierung wird das Cu(I) entweder in situ aus Cu(Il) und Reduktionsmitteln wie Zinn(IT),
Bisulfit, Ascorbinsiure oder Gentisinssure erzeugt {71] oder direkt als kaufliches Cu(l)}-Halogenid zugesetzt.
Als Solvenzien werden Wasser, Wasser/Ethanol, Wasser/Essigsdure oder DMF bzw, DMSO und deren
wiBrige Mischungen eingesetzt. Da saure Reaktionsbedingungen sowohl den Austausch als auch die Bildung
von Cu(l) unterstiitzen, werden hiufiz organische Siuren wie Zitronensfure zugesetzt. Organische
Verbindungen, die Schwefe] enthalten, sind nur bedingt einsetzbar, da sie als Kupferkomplexe ausfallen
kénnen [72].

Typische mit dieser Methode radiomarkierte Verbindungen sind ortho-lodhippursaure, meta-
Iodbenzylguanidin  (MIBG), para-N-Isopropyliodamphetamin und  15(p-Iodphenyl)-9-methyl-
pentadecansiure, die in der SPET-Diagnostik routineméBig eingesetzt werden [19,73-76].

T* 0o NH /@/\(CH
OH I J’L
}lz /\H/ Nl- NH2 I* H /N YCHS
H O H

CH,
ortho-Todhippursiure meta-Todbenzylguanidin pata-N-Isopropyliodamphetamin

Durch den direkten Zusatz von kéuflichem CuCl kénnen die iblichen sauren, reduktiven
Reaktionsbedingungen vermieden werden. In DMSO als Solvens wurden bei 140°C nach 30 min bei einer
Vielzahl von einfachen Modellaromaten radiochemische Ausbeuten von 50 -70 % erreicht. Hierbei hat sich
gezeigt, daB der Einfluf} von weiteren aromatischen Fuiiktionen auf die radiocheinische Ausbeute nicht sehr
ausgepragt ist. Sowohl elektronegativ als auch elektropositiv aktivierte Bromaromaten liefern héhere
Ausbeuten als die nicht aktivierten Verbindungen [67].

Die Markierung von Halogenaromaten iiber den Cu(l)-katalysierten Austausch ist eine reiativ neue und
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einfache Methode, die es erlaubt, eine regiospezifische n.c.a.-Radioiodierung auch von nicht aktivierten
Aromaten durchzufithren. Anders als bei der elektrophilen Demetallierung geht man hier von einfach
zuginglichen bzw. kauflichen lod- oder Bromaromaten aus und umgeht damit etne oft anfwendige und
schwierige Vorlaufersynthese.

1.6.4 Radiciodierung durch Toddediazenierung

Die gangigste Methode zur regioselektiven Synthese aromatischer Jodverbindungen in der préparativen
organischen Chemie ist die Dediazonierungsreaktion nach Schiemann, bei der ausgehend von Aminen die
Todverbindungen iiber Diazoniumsalzzersetzung gewonnen werden. Bei der n.c.a.-Radioiodierung solite das
Diazoniimion zur Vermeidung von Verlusten durch Nebenreaktionen mit dem Losungsmittel in hohen
Konzentrationen vorliegen. Eine Variante stelit die der Wallachreaktion analoge siurekatalysierte Zersetzung .
von Triazenen dar, die selbst durch die Zugabe von sekundiren Aminen zuv entsprechenden
Diazoniumverbindungen erhalten werden. Triazene sind stabile, isolierbare Feststoffe, durch deren Einsatz als
Vorlaufer die sonst notwendigen, stark oxidierenden Bedingungen bei der eigentlichen Markierung umgangen
werden konnen. Weiterhin kénnen durch die Trennung von Diazotierungs- vnd Markierungsreaktion
Nebenprodukte aus dem ersten Reaktionsschritt unter inaktiven Bedingungen und durch klassisch organische
Methoden abgetrennt werden.

Die Markierungsreaktion selbst verlauft aufgrund des radikalischen bzw. ionischen Reaktionsmechanismus
fiber sehr reaktive Zwischenstufen, die eine Vielzahl von aktiven und inaktiven Nebenprodukten bilden. Die
damit verbundene oft aufwendige Abtrennung des Radioproduktes hat neben den relativ drastischen
Reaktionsbedingungen zur weitgehenden Verdringung dieser Methode durch die -einfacheren
Demetallierungs-oder Cu(T)-katalysierten Austauschreaktionen gefiihrt.

1.7 Entwicklung neuer Radiotracer

Bei der Entwicklung von neuen Radiotracern fiir die medizinische Diagnostik geht man iiblicherweise von
bekannten Pharmaka oder Biomolekiilen aus, fiir die dann ein geeignetes Verfahren zur Markierung entwickelt
werden muB. Dies geschieht im allgemeinen dadurch, daB nach dem Analogprinzip (s o) Atome bzw.
Atomgruppen des Biomolekiils durch ein geeignetes Radioisotop ersetzt werden. Speziell bei der Markierung
mit Radiometallen, insbesondere dem *™Tc, aber auch bei Radioiod als Markierungstracer ist diese
Vorgehensweise hiufig nur sehr schwierig durchzufiihren.

Metalle kénnen ausschlieBlich iiber geeignete Koordinationsstellen stabil an organische Molekiile gebunden
werden. Diese sind oft nur bei groBeren Biomolekiilen wie Peptiden und Proteinen in der Form vorhanden,
daBl ausreichende Komplexbildungskonstanten erreicht werden. Auf die synthetischen und biochemischen
Probleme, die bei der Konjugation von geeigneten Komplexbildnern mit entsprechenden Biomolekiilen oder
bei der Direktmarkierung von Proteinen aufireten, soll hier nicht weiter eingegangen werden.

Bei der Planung der Radiciodmarkierung spielt nicht nur das veranderte in vivo Verhalten des Zielmolekiils
eine groBe Rolle, sondern auch die in vive Stabilitit der Iodbindung ("fate of the label") und die Stabilitst
sowohl des Vorlaufers als anch des Zielmolekiils gegeniber den Markierungsbedingungen bet der
entsprechenden Synthesemethode (s. 0.).
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1.7.1 In Vive Stabilitiit und Synthese von organischen Iodverbindungen

Auf der Suche nach zur Markierung geeigneten Molekilen spielt die in vivo Stabilitit des Tracers,
insbesondere die der lod-Kohlenstofibindung, eine zentrale Rolle. Es hat sich gezeigt, dal nur wenige
Molekiile bzw. Molekiilteile sowohl einfach markierbar sind als auch eine geniigend hohe Stabilitéit gegeniiber
der in vivo Deiodierung aufweisen. Generell gilt [29]

- fast alle aliphatischen Iodverbindungen haben sich als instabil erwiesen

- nur bei vinylisch und aromatisch gebundenem lod kann mit ausreichender Stabilitéit gerechnet werden

- die $-lodethoxy-Gruppe ( I-CH,-CH,-O-) hat sich zumindest in einigen Féllen als stabil erwiesen [77,78]

Die in vivo Stabilitét der Verbindungen steht in gewisser Bezehung zur Bindungsenergie der Kohlenstoff-Tod-
Bindung. Diese filit von 297 [kJ/mol] fiir Vinyliodide iiber 268 [kJ/mol] fir aromatische Iodverbindungen auf
222 [kJ/mol] fiir aliphatische Todverbindungen ab [29]. Zum vollstindigen Verstindnis der Stabilitit miissen
allerdings auch enzymatische Effekte berticksichtigt werden. So haben sich 3-lod-e-methyltyrosin und 6-Iod-
meta-tyrosin als stabil erwiesen, wihrend 3-Iodtyrosin und 4-lod-meta-fyrosin in vivo einer starken
Deiodierung unterliegen [27,30]. Auch bei aliphatischen lodverbindungen sind mit den langkettigen
Todfettsauren und der p-Iodethoxy-Gruppe stabile Vertreter bekannt geworden.

Iodvinylverbindungen werden im allgemeinen durch Demetallierungsreaktionen erhaiten Hierbei geht man
entweder von Tributylstannyl- oder von Borsiurederivaten aus, die unter elektrophiien Bedingungen das
Vinylradiotodid n.c.a. und in hohen Ausbeuten liefern [52,55]. Die erforderlichen Metall-Ethenylvorlsufer
wurden fiir viele Verbindungskiassen wie Kohlenhydrate [79], Steroide [80] und Nitroimidazole [81]
synthetisiert. Fiir sehr oxidationsempfindliche Molekille kénnen Vinylradiciodide anch n.c.a. iiber einen
Cu(l)-katalysierten "Brom gegen Radiciod"-Austausch erhalten werden. Hierbei wurden nach 60 min bet
90°C radiochemische Ausbeuten von 90 % erreicht [82].

Fir die Darstellung von Radioiodaromaten sei auf Abschnitt 1.6 verwiesen.

Die Markierung der p-lodethoxy-Gruppe wurde bisher nur durch nukleophilen, isotopen Austausch
durchgefiihrt. Eine Ubertragung dieser einfachen aliphatischen Markierung auf eine n c.a.-Synthese sollte aber
durch den Einsatz geeigneter Abgangsgruppen unproblematisch sein [77].

1.7.2 Markierungsteile fiir erganische Molekiile

Da nur wenige Molekiile fiir die Radioiodmarkierung in Frage kommen, ist man bei der
Radiopbharmakaentwicklung bestrebt, entweder entsprechende Fragmente in dem Originalmolekil zu
markieren oder aber eine der Strukturen einzubauen bzw. anzuhingen, die fiir die Radioiodierung in Frage
kommen. Man erhélt damit ein Baukastensystem, das die einfache und effektive Markierung vieler
Biomolekiile ertaubt. Die bekannten Figenschaften der eingebauten Strukturen wie Markierungsbedingungen,
in vivo Stabilititen und pharmakologische Einfliisse kénnen oft problemlos auf das neve Konjugat iibertragen
werden.

Als Markderungsteil werden im aligemeinen die unter 1.7.1 aufgefiihrten Struktureinheiten eingesetzt, wobei
die Eignung der B-Iodethoxy-Gruppe noch an anderen Systemen zu priifen ist. In neuerer Zeit sind auch nido-
Carborane erfolgreich angewandt worden, bei denen das elektrophil eingefithrte Tod an Bor gebunden ist.
Allerdings ist bisher nichts iiber die in vivo Stabilitit dieser ionischen und damit sehr hydrophilen Verbindung
bekannt [83].
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Die Weiterentwicklung dieses Gedankens fiihrt zur Einfihrung von kleinen, einfachen und gut zu
markierenden Molekillen, die nach der Radioiodierung iiber weitere, reaktive funktionelle Gruppen an
Biomolekiile gekoppelt werden konnen, Gerade die zunehmende Anzahl an interessanten, verfiigbaren
Peptiden und Proteinen hat hier in neuester Zeit zu einem starken Entwicklungsschub gefiihrt. Als Beispiele
solcher gut markierbarer Kupplungsreagenzien seien das schon lange bekannte Bolton-Hunter Reagens, das
Tributylstannylbenzoat und das Tributylstannylhippurat genannt [84-86]. Einerseits wird durch den Einsatz
dieser Reagenzien eine Trennung zwischen der Radioiodierung und der eigentlichen Markierung des
Biomolekiils erreicht, wobei durch die Auswahl der funktionellen Kupplungsgruppe milde
Markierungsbedingungen gewshit werden konnen. Andererseits sind die Kupplungsreaktionen auf gangige
funktionelle Gruppen von Biomolekiillen ausgerichtet und damit universell einsetzbar.

1.7.3 Markierung von D,L-Aminosiuren

Das Interesse an markierten Aminosauren liegt in der groBen Bedeutung der Aminosauren als essentielle
Bausteine des Lebens. Nicht nur die direkten Stoffwechselwege der Aminosduren kénnen mit Hilfe von
markierten Ammoséuren untersucht werden, sondern sie erméglichen auch Aufschliisse iiber die Funktion und
Konzentration von wichtigen Peptiden wie zB. Enzymen und Antikérpern. Dariiber hinaus werden
Aminosduren hiufig verstirkt in schnell wachsende Tumoren aufgenommen und angereichert, was zur
Diagnostik dieser Tumoren ausgenutzt werden kann Aminosduren kénnen grundsitzlich sowohl
enantiomerenrein als auch als D,I-Enantiomerengemische eingesetzt werden Bei den Enantiomeren-
gemischen mufl mit einem unterschiedlichen in vive Verhalten der enantiomeren Formen gerechnet werden.
Fiir die Markierung mit Radioiod kommen aufgrund ihrer in vivo Stabilitdt nur aromatische Aminosuren in
Frage Daher spielen das einfach zu iodierende Tyrosin und dessen Derivate sowie das nur "indirekt" m
iodierende Phenylalanin eine grofie Rolle.

Tyrosin
Tyrosin kann als p-Phenolderivat durch einfache elektrophile Substitution mit radiochemischen Ausbeuten
von Uber 80 % regioselektiv iodiert werden. Man erhélt das n.c.a-3-Radioiodtyrosin direkt bei
Raumtemperatur in wiaBrigen Pufferlosungen und unter Zusatz entsprechender Oxidationsmittel (s. o).
Praktische Anwendung findet heute das 3-Radiciod-e-methyl-L-tyrosin, das in der Nuklearmedizin zur
Diagnose von Himtumoren eingesetzt wird. Im Gegensatz zum 3-lodtyrosin erweist sich die
o.-Methylverbmdung als bedeutend stabiler gegeniiber der in vivo Deiodierung [24,26,27].

Unter dhniichen Bedingungen ist eine Vielzahl von Tyrosinderivaten markiert worden. Hierzu gehéren der
iodierte Dopaminmetabolit 6-Jod-L-m-tyrosin und eine groBe Anzahl von direkt markierbaren Peptiden und
Proteinen, die Tyrosin als Aminosaurebaustein enthalten [8,33,87.88].

Ebenso konnte das 3-Hydroxytyrosin (Dopa) in der 6-Position radiciodiert worden. Als oxidations-
empfindliches Catecholderivat ist das Dopa unter den iiblichen oxidativen Markierungsbedingungen instabil,
so daB hier das Radioiod iiber einen direkten, ohne Zusatz von Katalysatoren ablaufenden "Brom gegen
Radioiod"-Austausch aus dem 6-Br-Dopavorlaufer erhalten wurde. Fiir L-6-Radiocioddopa wurde eine nicht
signifikante in vivo Deiodierung gefunden [57].

Auch O-methylierte Tyrosinderivate lassen sich, trotz der geringen Aktivitiit gegeniiber Elektrophilen, nach
der obigen Methode radiciodieren. Hier sind aber ohne weitere aktivierend wirkende Gruppen drastischere
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Reaktionsbedingungen notwendig. Wo das Dimethoxybenzedrin noch in wiBriger Pufferlosung markiert
werden kann [89], ist zur Radioiodierung von O-Methyl-e-methyl-L-tyrosin schon der Einsatz von
Trifluoressigsiure bei erhdhten Temperaturen notwendig, um radiochemische Ausbeuten um 50 % zu

erhalten.
~CH, o
| 0H
CH, I
CH,
NH, NH,
‘ 7
o CH,
CH,
Dimethoxyiodbenzedrin 3-Tod-O-methyl-c-methyityrogin

O-methylierte Iodtyrosine zeichnen sich durch eine exzellente in vivo Stabilitit gegeniiber der Deiodierung aus
[27]

Phenylalanin
Auch wenn es sich beim p-Todphenylalanin um eine in vive stabile Verbindung handelt, sind erst in neuerer

Zeit Versuche zur n.c.a-Markierung untemommen worden. Phenylalanin als nicht aktivierter Aromat 148t sich
nicht unter den Reaktionsbedingungen der elektrophilen Radiciodierung markieren. Daher wurden erste
Versuche zur Synthese des p-lodphenylalanins mittels der Ioddediazonierung unternommen, die allerdings nur
getragertes Produkt in RCA von 20 % liefern [90] Eine neuere Arbeit geht vom synihetisch schwer
zuganglichen p-Tributylstannylphenylalanin als Vorlsufer aus und erhdlt unter den iiblichen
Reaktionsbedingungen der Demetaliierung Ausbeuten von mehr ais 80 % [49]. Dariiber hinaus ist
Iodphenylatanin auch iiber den Cu(l)}-katalysierten "Brom gegen Radiciod"- Austausch zuginglich. Hier wird
sowohl mit dern Cu(IDSO,/Sn(ISO, System [91] als auch mit der CuCl/DMSO-Methode [92] gearbeitet,
wobei letztere den Schutz der Aminfunktion erfordert.




1.8 Hypoxische Zellen in der Tumortherapie

Die Sauerstoffunterversorgung einer Zelle hat weitreichende Konsequenzen auf ihren chemischen und
biochemischen Status [93,94]

- stimulierte Glykolyse mit zunehmender Milchsaurekonzentration und instabilen pH-Bedingungen

- verinderte Enzymkonzentrationen mit der Offaung anderer Metabolisierungs- und Stoffwechselpfade

- beeintrichtigte Ca-Homdostase

- beeintrichtigte Na*/K*-ATPase

- vermindertes ATP-Niveau

- verminderte GSH-Synthese (GSH = Glutathion)

- Beeinflussung des Proliferationsstatus

Mit zunehmender Hypoxie wird ein zunehmendes reduktives Milieu mit einem vergroBerten Potential firr
Redoxzyklen und, speziell bei Tumorzellen, ein aggressives Verhalten mit wesentlich gesteigertem Invasions-
und Metastatisierungspotential becbachtet [93], Tumorzellen weisen im allgemeinen auch aufgrund einer
charakteristisch erthdhten Glykolysekapazitit [95] eine bedeutend gréBere Toleranz gegeniiber periodischen
Schwankungen in der Saverstoffversorgung (Hypoxie, Reoxygenierung) auf als normales Gewebe, so dafl
periodische hypoxische Phasen relativ gut iiberstanden werden kénnen [96]. Uberdies zeigen hypoxische
Gewebe eine bis zum Faktor 3 erhohte Strahlenresistenz, die umgekehrt proportional zur
Sauerstoffkonzentration ist (Sauerstoffeffekt). Schon bei einem Anteil von 2-3 % dieser strahlenresistenten
Zeflen muB die Strahlendosis zur effektiven Radiotherapie eines Tumors verdoppelt werden [97]. Gleichfalls
weisen hypoxische Gewebe auch eine ausgeprigte Unempfindlichkeit gegeniiber den géngigen Antitumor-
Chemotherapeutika auf Diese Unempfindlichieit kann sowohl auf die eingeschrinkte Versorgungssituation,
die neben Sauerstoff auch fiir alle anderen Nihrstoffe gilt als auch auf die geanderten hypoxischen
Stoffwechselbedingungen zuriickgefiihrt werden. Zudem wird durch die heterogene Mangelversorgung auch
das charakteristische, schnelle Wachstum der Tumoren lokal unterbrochen, so dafl viele Therapiemethoden,
die stark proliferierende Zellen voraussetzen, keinen Erfoig mehr zeigen.

Genauere Messungen der Sauerstoffverteilung in menschlichen Tumoren zeigten eine im Durchschaitt
grundsitzlich geringere Sauerstoffkonzentration als in normalem Gewebe mit groBen inter- und
intratumoralen Schwankungen. Hierbei war kein Zusammenhang zwischen den iblichen morphologischen
Parametern der Tumordiagnostik und der Konzentration und Verteilung von Sauerstoff zu erkennen. Starke
Unterschiede wurden auch bei Tumoren gleicher GroBe, gleichen Stadiums (staging) und feingeweblichen
Aufbaus (grading) beobachtet. Bei der Untersuchung von Mamma- und Zervixkarzinomen zeigten
beispielsweise etwa 30 % aller Tumoren hypoxische Bereiche, wobei der stark hypoxische Anteil (pO, <2.5
mm Hg}) zwischen 1 % und 82 % schwankte. Enisprechend konnte bei etwa 70 % der Tumoren beziiglich der
Sauerstoffkonzentration nur ein geringer Unterschied zum Normalgewebe festgestellt werden [95,98].

In diesem Zusammenhang konnte trotz der starken Komplexitit der untersuchten Tumoren sowohl auf
anatomischer, makroskopischer und mikroskopischer als auch auf physiologisch-biochemischer Ebene die
immense Bedeutung des pO, fiir die kassische Tumorradiotherapie aufgezeigt werden. Fiir Mamma- und
Zervixkarzinome wurde ein eindeutig negativer Zusammenhang zwischen dem Anteil von hypoxischem
Gewebe (pO, < 10 mm Hg) und der rezidivfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit nach einer Strahlentherapie
nachgewiesen [93,99]. Auch bei Metastasen von squaméosen Karzinomen im Kopf-Hals Bereich korrelierte
der Therapieerfolg mit dem mittleren Tumor-pO,. Lag dieser itber 10 mm Hg, konnten fast 90 % der Patienten
geheilt werden {100]. Ebenso wurden bei Hirntumoren, die allgemein als relativ resistent gegeniiber der
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Radio- und Chemotherapie gelten, hohe Anteile mit einer stark individuellen Verteilung von hypoxischen
Bereichen gefunden [101].

Die Tumorhypoxie gilt heute als der wichtigste Parameter in der Tumortherapie [99,102-106]. Daher wurden
mehrere Alternativinethoden zur speziellen Behandlung von Tumoren mit hypoxischen Zellen entwickelt. Fir
die erfolgreiche Anwendung dieser Methoden ist die Diagnose der Verteilung und des AusmaBes der
hypoxischen Bereiche und die damit verbundene Verfigbarkeit von Hypoxie-Tracemn von entscheidender
Bedeutung [107]. Nur durch ein leistungsfahiges diagnostisches Verfahren kann der individuelle hypoxische
Zustand eines Tumors erkannt und eine entsprechende Therapieform ausgewshlt werden. [93,108] Vorlaufige
Ergebnisse zeigen, daB Nitroimidazolderivate in diesem Zusammenhang als Hypoxietracer nicht nur eine
Therapicprognose ermoglichen, sondermn auch das Ansprechen einer Therapie durch Messung der
Tumorreoxygenierung (Therapiekontrolle} aufzeigen und damit zur Entwicklung effektiver Therapien fir
hypoxische Tumoren beitragen kénnen [106].

1.9 Nitroimidazole
Das Interesse fir Nifroimidazole begann in den 50er Jahren, als deren . ;
antibiotische Wirkung erkannt wurde Die antitrichomonale Wirkung von /:\ :
2-Nitroimidazol (Azomycin) wurde 1956 entdeckt. Erste Syntheseversuche von Na N
Derivaten gingen von natiirlichem, aus Nocardia mesenterica gewonnenem 23 H
2-Nitroimidazol aus, da die Nitrierung von Imidazol nur zu 4 (5)-Derivaten fiihrt. NO,
Erst 1965 konnte das 2-Nitroimidazol synthetisch erhalten werden [109,110].

) Nitroimidazol (Azomycin)

Auch die ersten 5-Nitroimidazolderivate wurden als Antibiotika gegen anaerobe

Mikroorganismen eingesetzt. Metronidazol war das erste 5-Nitroimidazolderivat, das ab 1960 erfolgreich als
Antibiotikum gegen Trichomonalis vaginitis kiinisch angewandt wurde und hier noch heute ais das Mittel der
Wahl gilt [111,112] Es setzte eine starke Entwicklung auf diesem Gebiet ein, die zu einer Vielzahl von
antibiotisch wirkenden Verbindungen fiihrte. Zum Uberblick seien hier Nimorazol, Ornidazol, Tinidazol und
Ronidazol genannt. Die meisten Verbindungen orientierten sich dabei an dem Metronidazol-Grundkdrper 5-
Nitro-2-methylimidazol. Nitroimidazole zeichnen sich durch ein breites Wirkungsspektrum und eine geringe
Resistenzentwicklung ans [111].

NO, NO, NO, NO,
TN S -
N N\A/Cl N. N N o
N\/N\/\N Y \( Y \/\ﬁ/\cﬂ3 N TNH:
\_/ CH, CH, o CH, [e)
Nimorazol Ornidazol Tinidazol Ronidazol

Die Bevorzugung der 5-Nitroithidazole bei dieser Entwickiung ist durch ihre einfache Zuganglichkeit und den
hohen Preis der 2-Nitroimidazole zu erkldren. Zudem weisen 2-Nitroimidazole im allgemeinen eine héhere
systemische Toxizitit auf als die 5-Derivate.

Mit der Intensivierung der Tumorforschung in den sechziger und siebziger Jahren wurden auch Antibiotika
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und damit Nitroimidazole zur Therapie in verschiedensten Kombinationen mit anderen Methoden getestet.
Hierbei wurden die radiosensibilisierenden Eigenschaften dieser Verbindungen entdeckt. Bei der
darauffolgenden ab 1970 einsetzenden Entwicklung wurde auf diesem Gebiet mehr oder weniger erfolgreich
versucht, die radiosensibilisierenden Eigenschaften mit physikalischen und chemischen Parametern wie
Reduktionspotential, Pk,, Verteilungskoeffizient und Hammett-Substitutionskonstante zu korrelieren [113-
116]. Nitroimidazole erschienen hier als besonders geeignet, da sie einerseits nicht von sauerstoffreichem
Normalgewebe metabolisiert werden und andererseits gut in Tumoren und hypoxische Bereiche eindringen,
wobei hier relativ hohe Konzentrationen erreicht werden. Allerdings hat sich die Anwendung der
radiosensibilisierenden Wirkung in der klinischen Tumortherapie durch die systemische Toxizitdt der
Nitroimidazole und den dadurch begrenzten Dosen bisher nicht durchsetzen kénnen [117]

Neben der Entdeckung der ausgeprigten Zytotoxizitit gegeniiber hypoxischen Siugetierzellen und der
mutagenen Wirkung der Nitroimidazole wurde bei der Untersuchung des Mechanismus der
Radiosensibilisation auch die Anreicherung in hypoxischen Tumoren erkannt, was 1979 erstmals zu dem
Vorschlag fithrte, Nitroimidazole als Marker fiir hypoxische Tumorzellen zu verwenden [118-120]. Zu diesem
Zeitpunkt wurde aufgrund der Problematik der hypoxischen Strahlenresistenz vieler Tumoren [104] die
therapeutische Notwendigkeit immer deutlicher, den Anteil der hypoxischen Bereiche eines Tumors zu
quantifizieren. Zunichst wurden hier Trittum und [*C]Kohlenstoff als Radiotracer fiir in vitro und in vivo
Experimente eingesetzt, die eine autoradiographische Auswertung erfordern [121-123] Mit zunehmender
Verfugbarkeit von SPET und PET konnten dann auch ab Mitte der 80er Jahre entsprechend markierte
Radiotracer zur Verfiigung gestellt werden, wodurch grundsitzlich eine nicht-invasive Diagnostik von
hypoxischen und deren Abgrenzung zu nekrotischen Arealen erméglicht wurde. Lag der Schwerpunkt der
hypoxischen Diagnostik anfangs bet den Tumoren, so wurden spéter auch hypoxische Bereiche in anderen
Organen wie Herz und Himn zur Untersuchung und Fritherkennung von Herz- bzw. Himinfarkten mit
einbezogen [124,125]. Heute wird hierbei ganz allgemein ein diagnostisches Verfahren zur in vive Messung
von Sauerstoffparfiaidriicken (pO,) angesirebt, da in diesem Bereich bisher nur schwierig anwendbare und
unzureichend einsetzbare Verfahren zur Verfiigung stehen [126]. Allerdings konnten diese Ansétze bis heute
nicht erfolgreich vom experimentelien Stadium bis zur kiinischen Routineanwendung gebracht werden.
Gerade in den "luxusperfundierten” Organen Herz und Hirn ist der Sauerstoffpartialdruck auch bei kleinen
Defekten offensichtiich noch so hoch, daB ein fiir die Anreicherung der heutigen Hypoxietracer notwendiger
Sauerstoffimterschuf nicht entsteht, so daf geringe Schadigungen nicht erkannt werden kénnen [127]. Neben
dem zur Anreicherung notwendigen relativ niedrigen pQ, wird der Einsatz der Nitroimidazoltracer auch durch
deren ansgepragte Akkumulation im Magen-Darm-Trakt und der Leber und den dadurch erhaltenen, fiir die
Messung siorenden Untergrund, eingeschrénkt.

Neuere Entwicklungen beziiglich der Nitroimidazole im Bereich der Tumortherapie stellen die bioreduktiven
Drogen dar. Die ausgepragte Toxizitét vieler Nitroimidazole gegeniiber hypoxischen Zellen, die anfangs bei
der Untersuchung der Radiosensibilisatoren als Sekundireffekt angesehen wurde, ist hier zu einer der
wichtigsten Eigenschaften im Hinblick auf die Entwicklung neuer Antitumormittel geworden Durch die
Konjugation von Nitroimidazolen mit alkylierenden Funktionen wie beispielsweise Azridin zu
"bifunktionalen" Verbindungen kann die selektive hypoxische Toxizitit stark erhdht werden [128-130].
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1.9.1 Reduktion und Anreicherungsmechanismus

Alle pharmakologischen Eigenschaften der Nitroimidazole wie selektive hypoxische Zytotoxizitat, hypoxische
Radiosensibilisation, Anreicherung in hypoxischen Zellen und die antibiotische Wirkung gegeniiber
anaeroben Bakterien werden mechanistisch grundsatzlich mit der Bildung von reaktiven Intermediaten {iber
die Reduktion der Nitrofunktion erklart [zum Uberblick s. 131}. Damit gehoren die Nitroimidazole zur Gruppe
der bioreduktiv aktivierbaren Medikamente, die auch Verbindungen wie Anthracycline, Quinone und
Belomycin beinhalten [132]. Die vollstindige Reduktion der Nitroverbindungen erfordert 6 Elektronen und
fihrt bei 2-Elektronen-Reduktionsschritten iiber die Nitroso- und Hydroxylaminverbindung zu den
entsprechenden Aminen (s. Abb. 1 9-1){111].

"Reduktasen”  DNA(-T) ox-DNA+T "Reduktasen”
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Abb. 1.9-1 Reduktion der Niiroimidazole

Der wichtigste Schrtt fiur die selektive Toxizift in der stufenweise aufiretenden Reduktion der
Nitroverbindungen ist die Ubertragung eines Elektrons (R Ia) auf die reduktionsempfindiiche Nitrofinktion,
die damit in ein reaktionsfihiges Radikalanion iibergeht. Fiir dieses Zwischenprodukt erdfinen sich nun
mehrere Reakﬁonswege, die vom jeweiligem Medium abhingig sind. In der Gegenwart von Sauerstoff als
bestem biologischen Elektronenakzeptor erfolgt eine sofortige Riickoxidation (R /b) zuom Ausgangsprodukt,
so daB eine Art "Leerlaufzykius” (futile cycle) entsteht. Diese Reaktionssequenz filhrt im Endeffekt zur
vermehrien Bildung von Wasserstofiperoxid, das durch allgegenwartige Peroxidasen schnell abgebaut wird.
Bei geringen Konzentrationen von Gewebesauerstoff tritt eine Konkurrenzsituation zwischen der
Riickoxidation durch Sauerstoff, der nochmaligen Reduktion des Zwischenproduktes zum 2-Elektronen-
Reduktionsprodukt und der Wechselwirkung mit zelluliren Makromolekilen auf. Durch die Reaktion mit
Biomolekiilen, die auch fiir einige weitere Zwischen- und Folgeprodukte der Nitroimidazole angenommen
wird, kann sich deren Wirkung in der Zelle entfalten. Grundsétzlich kénnen sich auch alle Intermediate durch
Fragmentierung oder Umlagerung stabilisieren, was besonders bet 5-Nitroimidazolderivaten beobachtet wird
[133]. So hat beispielsweise das 4-Elektronen-Reduktionsprodukt Hydroxylaminimidazol (R III} unter
physiologischen Bedingungen nur eine Halbwertszeit von wenigen Minuten {134]. Die daraus erhaltenen
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Folgeprodukte scheinen allerdings fur die biologische Wirkung der Nitroimidazole, insbesondere der
Anreicherung in hypoxischen Zellen, nur eine geringe Rolle zu spielen [131].
An dieser Stelle erscheint eine grobe Einteilung des Wirkmechanismus in zwei Phasen sinnvoll:

1. Phase-R (Ph-R): Reduktionsphase: soll die Reduktion, insbesondere die 1-Elektronen-Aktivierung,
beinhalten
2. Phase-W (Ph-W): Wechselwirkungsphase: soll die Wechselwirkung des aktiven Intermediates beinhalten

Weder die Frage nach dem wichtigsten, reaktiven Intermediat (Ph-R), noch die Frage nach dessen Reaktion
mit "sensiblen" Biomolekiilen (Ph-W) konnte bis heute eindeutig geklért werden [133].

Das in Ph-R gebildete Intermediat wurde zwischen dem 1-Elektronen- (Nitroradikatanion, Rla) und dem 4-
Elektronen-Reduktionsprodukt (Hydroxylamin RII]) angeordnet, da der Zusatz des Hydroxylamins im
Gegensatz zur Nitrosoverbindung (2-Elektronen Reduktionsprodukt RI7) keine toxische Wirkung zeigte
[135] Jedoch konnte auch gezeigt werden, daBl Hydroxylamine in neutralem, waBrigem Medium instabil sind
und durchaus Addukte mit Nukleophilen bilden konnen [136]. Demnach ist hier auch die Beteiligung
mehrerer Intermediate denkbar, die je nach Nitroimidazolverbindung wiahrend der Ph-W in unterschiedlichen
Kouvzentrationen gebiidet werden und fiir die unterschzedlichen Wirkungen von verschiedener Bedeutung sind.

Mechanismus der Toxiztit

Bei der toxischen Wirkung der Nitroimudazole kann zumindest beziiglich deren antibiotischer Wirkung
gegeniiber Mikroorganismen die Wechselwirkung eines Intermediates mit der DNA. als der entscheidende
Mechanismus in der Ph-W angesehen werden [137]; auch eine Inhibition der DNA-Synthese wird hier
beobachtet [138]. Bei Nitroimidazolen wird ganz aligemein eine Degradierung der DNA gefunden, die auf
ausgeloste Einzel- und Doppelstrangbriiche zuriickgefiihrt werden kann und zu einer Destabilisierung der
Helixstruktur filhrt. Daher wird auch beziiglich der anderen Wirkungen die DNA als wichtigstes Zielmolekiil
der Nitraimidazole angesehen. In diesem Zusammenhang spielen Kreuzverbindungen und Einlagerungen bzw.
Anlagerungen als Schadigungsmechanismwous wihrend der Ph-W keine Rolle. Der Grad der Schidigung der
DNA kann in erster Linie mit ihrem Anteil an Thymidinnukleotiden und mit der gleichzeitigen Freisetzung
von Thymin bzw Thymidin korreliert werden [111,133,139,140]. Ein Zusammenhang zwischen der Bindung
bzw Anlagerung von Nitroimidazol-Intermediaten an die DNA und deren Schidigung bzw. der Zytotoxizitit
konnte nicht aufgezeigt werden. Dzher wird als Mechanismus der Schidigung von einer einfachen
radikalischen Oxidation der DNA durch ein Intermediat wie z.B. das protonierte Nitroradikalanion
ausgegangen, das dabei selbst in das Nitrosoderivat (R II) iibergeht [141].

Dariiber hinaus werden noch weitere Mechanismen zur hypoxischen Toxizitat diskutiert. So ist die Kapazitat
des DNA-Reparatursystems und die intrazellulire Konzentration von SH-Funktionen (z. B. Glutathion) fiir
die Zellschadigung von Bedeutung, Nitroimidazole kdnnen unter hypoxischen Bedingungen wihrend der Ph-
W iiber zelluliren SH-Funktionen inaktiviert und damit entgifiet werden, was wiederum zu einer Abnahme
der Glutathionkonzentration und damit zur Sensibilisierung der Zelle gegeniiber anderen Einfliissen fiihrt, In
diesem Zysammenhang kann eine Korrelation der hypoxischen Toxizitdt der Nitroimidazole mit der
Glutathionkonzentration beobachtet werden (Glutathion ist ein Tripeptid, das neben der Beeinflussung vieler
physidlogischer Prozesse auch eine wichtige Rolle sowohl zur Entgiftung als auch im Redoxgleichgewicht der

Zelle spieit) [111,137].
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In Verbindung mit Bindungsstudien an Siugetierzellen werden nur etwa 20 % des Nitroimidazoles im
Zellkern gefunden, so daB hier neben der Wechselwirkung mit DNA auch die Reaktion mit wichtigen
Enzymen bzw. Proteinen und deren toxischen Inaktivierung denkbar ist [142].

Zudem wird bei héheren Nitroimidazolkonzentrationen eine Zunahme der intrazelluliren Ca**-Konzentration
bis in einen letalen Bereich beobachtet. Auch die Auslésung des programmierten Zelltodes (Apoptosis) wird
heute in zunehmendem MaBe diskutiert [135].

Oxidische Toxizitit

Die selektive Wirkung der Nitroimidazole gegeniiber hypoxischen Zellen wird durch die Reduktionsphase
(Ph-R) und hter ausschhieBlich durch die Reversibilitit des 1-Elekironen-Reduktionsschrittes bestimmt. Die
Bildung des 2-Elektronen-Reduktionsproduktes ist sowohl vom Edukt als auch vom I-Elektronen
Reduktionsprodukt aus irreversibel. Folglich wiirde eine direkte Ubertragung von 2 Elektronen im ersten
Reduktionsschritt, die fiir einige Reduktasen wie der NAD(P)H-Dehydrogenase beobachtet wird {143], zu
einer entsprechenden oxidischen Wirkung fithren und damit zur Verningerung der hypoxischen Selektivitit
beitragen. Zudem ist auch in Konkumenz zur Sauerstoffregenerierung bzw. Inaktivierung eine weitere
Aktivierung des Nitroradikalanions durch Redoxenzyme zum irreversibel gebildetem 2-Elektronen-
Reduktionsprodukt denkbar [144]. Diese Mechanismen sollien gerade fiir Gewebe mit hohen
Reduktasekonzentrationen von Bedeutung sein. Die starke Anreicherung von Hypoxietracern in der
enzymreichen Leber, die sich nur unzureichend durch die Sauerstoffinaktivierung erkliren 14Bt, deutet auf
einen solchen enzymatischen Zusammenhang hin [145]. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden,
daB die Nitroimidazolanreicherung auch in normoxischen Geweben wie der Luftréhre und der
Ohrspeicheldriise stattfindet, wobei sie hier mit der Reduktaseaktivitit des Gewebes korreliert werden kann
[144]. Ebenfalls wird auch fiir das Nierengewebe der Maus eine erhohte oxidische Bindungsrate beobachtet
[146]. Grundsatzich wetsen alle Gewebe, die Nitroimidazolanreicherung zeigen, auch hohe Konzentrationen
an Reduktasen auf [143,144147]. Dieser Zusammenhang macht die prinzipieile Bedeutung der
Enzymreaktionen firr die oxidische Aktivierung deutlich. Auch die Zunahme der systemischen Toxizitéit der
Nitroimidazole mit zunehmendem Reduktionspotential [116,131], die fir die Entwicklung der
Radiosensibilisatoren von entscheidender Bedeutung ist, 148t sich entsprechend erklren.

Im Rahmen dieser Uberlegungen soll die Sonderstellung der hypoxischen Anreicherung beziiglich des
mechanistischen Vergleichs, insbesondere wiahrend der Ph-W, zu den anderen Eigenschaften der
Nitroimidazole hervorgehoben werden. Schon aus den obigen Uberlegungen wird deutlich, daB eine
"mechanistische Optimierung” der auf Toxizitét beruhenden Eigenschaften nur mit Vorsicht und bedingt auf
die hypoxische Anreicherung iibertragen werden kann. So ist im Hinblick anf die DNA als Zielstrukfur deren
Guanin/Cytostn-Anteil fiir die hypoxische Anreicherung von Bedeutung. Hierbei kommt es wihrend der
Wechselwirkung, im Gegensatz zu den toxischen Untersuchungen, nicht zur Degradierung der DNA. Auch
wird die Bindung in deutlich geringerer Quantitiit beobachtet als die toxische Thymidinfreisetzung [137,142].
Fiir die irreversible Bfndung von Nitroimidazolen im Rahmen der Markierung hypoxischer Zellen spielt somit
die Bindung an die DNA nur eine untergeordnete Rolle [123]. Auch dies deutet auf unterschiedliche
Reaktionspfade innerhalb der Ph-W bei der hypoxischen Anreicherung im Vergleich zu den toxischen
Wirkungen hin; eine Korrelation dieser Eigenschaften sollte daher héchstens beziiglich der Ph-R zu
beobachten sein {s. u.) [148].
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1.9.2 Neuere Entwicklung von Hypoxietracern
Bei der Diskussion der unterschiedlichen biologischen Eigenschaften der Nitroimidazole liegt der

Schwerpunkt zum einen auf der Ph-R und damit beim ersten Reduktionsschritt und dem Redoxpartner, zum
anderen auf der Ph-W und damit bei den Mechanismen und Produkten der Wechselwirkung. Dies soll im
folgenden fiir die einzelnen Bereiche unter Beriicksichtigung der Sonderstellung der selektiven Anreicherung
in hypoxischen Zellen kurz aufgezeigt werden.

Bei der Radiosensibilisierung erfolgt die Aktivierung der Nitrofunktion durch fieie, mittels Strahlung
(Radiolyse) erzengter Elektronen, die als solvatisierte Elektronen im wibBrigen Zellmilieu vorliegen. Die Ph-W
wird durch die effektive Zerstorung von wichtigen Zellstrukturen wie z.B. DNA bestimmt. Der Verbleib der
Verbindung in den Zellen nach der Ph-W und damit eine Bindung an Zellstrukturen ist hier von
untergeordneter Bedeutung,

Sowohl die bioreduktive als auch die antibiotische als auch die chemosensibilisatorische Wirkung der
Nitroimidazole sind beziiglich der Ph-R und der PH-W vergleichbar. Im Unterschied zur Radiosensibilisation
werden die zur Reduktion und Aktivierung notwendigen Elektronen von Enzymen bzw. biologischen
Redoxsystemen der Zelle zur Verfligung gestellt und auf die Nitrofunktion iibertragen. Aufgrund der damit
verbundenen Wechselwirkung mit Enzymen wiahrend der Ph-R ist bei diesen biologischen Eigenschaften mit
einer ausgeprigten Abhingigkeit der Wirkung von der Struktur und weniger vom Reduktionspotential zu
rechnen [149]. Die Ph-W tnnerhalb der Betrachtung dieser Eigenschaften ist analog zur Radiosensibilisation.

Anreicherung in hypoxischen Zellen (Hypoxietracer)

Beziiglich des Reaktionsmechanismus wird auch bei den Hypoxietracer von der reduktiven Aktivierung der
Nitroimidazole durch Redoxenzyme ansgegangen. In diesem Zusammenhang wurden bisher eine Vielzahl von
Redoxenzymen wie Cytochrom P-450, Cytochrom P-450 Reduktase, Xanthin Oxidase, NADH-
Dehydrogenase, DT-Diaphorase, Aldehyd Oxidase und verschiedene Nitroreduktasen diskutiert, die mehr oder
weniger im gesamten Organismus gefimden werden [132,149,150-152] In anaeroben Mikroorganismen wird
beziglich der antibiotischen Eigenschaften die Pyruvat-Ferredoxin Oxidoreduktase als wichtigster
Elektroneniibertriger angesehen [100]. Neben dem Leerlaufzvklus scheint die ausgeprigte hypoxische
Toxiztit in diesem Bereich auch auf dem verdnderten Reduktionsvermégen der sauerstoffarmen Zellen zu
beruhen, In diesen wnrde eine hohere Konzentration und Aktivitat von Redoxenzymen gefunden [147,153].
Demmnach ist die Aktivierung zum reaktiven Intermediat auch durch die Beteiligung von verschiedenen
Redoxenzymen denkbar, die das zunéchst reversibel gebildete Nitroradikalanion (R 7a) weiter zum reaktiven
Intermediat (zB. R fI) reduzieren. Auf die Bedeutung dieser enzymatischen Reaktionen fiir die oxidische
Toxizitat wurde hingewiesen (s. 0.). Folglich ist hier, anders als bei der Radiosensibilisation, die Konkurrenz
der Weiterreaktion durch Enzyme gegeniiber der Inaktivierung durch Saunerstoff zur Erklarung der selektiven
hypoxischen Toxiztét bzw. Aareicherung von Bedeuvtung.

Bei der Diskussion um die Entwicklung neuer effektiver Hypoxietracer wird im allgemeinen auf die
vielfiltigen FErgebnisse der Untersuchung von Radiosensibilisatoren, Chemosensibilisatoren, etc.
zuriickgegriffen. Gerade die Entwicklung auf der Giundlage mégliéhst hohér Reduktionspotentiale (E; =
Reduktionspotential des ersten Elektrons bei pH 7) ist von vielen Autoren aus dem Bereich der
Radiosensibilisatoren iibernommen worden [115,116], wobei implizit vorausgesetzt wurde, daB auch die
selektive, irreversible Anreicherung der Nitroimidazolverbindungen in hypoxischen Geweben mit dem
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Reduktionspotential korreliert. Aus Tab. 1.9-1 wird deutlich, daB schon nach dem einfachen obigen Modell
prinzipiell nur ein bedingter Vergleich beziiglich der reduktiven Aktivierung der Verbindungen méglich ist,
wobei Radiosensibilisatoren keine und Antibiotika aufgrund der unterschiedlichen Zelltypen nur bedingte

Aussagen zulassen.

Tab.19-1 Ubertragbarkeit einiger biologischer Eigenschaften der Nitroimidazole auf deren Anreicherung

Eigenschaft Ph-R Ph-W
Radiosensibilisation - -
Bioreduktion ++ -
Chemosensibilisation ++ -
Antibiotika + -

Pb-R: Reduktionsphase, Ph-W: Wechselwirkungsphase; ++: gut tibertragbar; -; nicht {ibertragbar

Aus keiner der betrachteten Eigenschaften konnen jedoch Riickschliisse auf die irreversible Anreicherung

gezogen werden. Offensichtlich sind unterschiedliche metabolische Pfade mit andersartigen, reaktiven

Intermediaten an den verschiedenen Effekten beteiligt [107]. In der weiteren Diskussion soll diese Differenz

in der Ph-W anhand einzelner Untersuchungsergebnisse verdeutlicht werden.

Im Rahmen von mechanistischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, daB die irreversible Bindung von

Nitroimidazolen an DNA, die im Bereich von 20 % lag, fiir die Toxizitit nicht ausschlaggebend ist und

folglich fiir die Anreicherung ein anderer Mechanismus vorliegen solite {111]. Auch fiir 5-Nitroimidazole

wurde bei *C-markierten Edukten beobachtet, daB sich der gréBte irreversibel gebundene Anteil in Proteinen
und nicht an der DNA befindet [154]. Dagegen ist sowohl die Zytotoxizitst als auch die Radiosensibilisation
der Nitroimidazole auf DNA- Einzel- und Doppelstrangbriiche zuriickzufithren. Diese werden nicht durch

Anjagerungen, sondern durch eine einfache Radikaliiberiragung der Nitroimidazolintermediate ausgeidst (s.

0.). Dariiber hinaus konnte fir Misonidazol eine Abhangigkeit der Zytotoxizitit von der intrazeluliren

Glutathionkonzentration beobachtet werden. Beziiglich der Anreicherung besteht kein solcher Zusammenhang

[158). Zudem wurden fiir die Zytotoxizitit und die Bindung unterschiedliche Abhingigkeiten von der

Sauerstoffkonzentration gefunden. Zeigten Nitroimidazole bei in vitro Versuchen ab Sauerstoff-

konzentrationen von 300 - 400 ppm (~ 0,3 mm Hg) kaum noch zytotoxische und chemosensibilisierende

Eigenschaften, wurde eine Beeinflussung der Bindung erst ab 2000 - 4000 ppm ( ~ 3 mm Hg) beobachtet

[107].

Auch aufgrund der mif ihmen verbundenen diagnosiischen Anwendung nehmen die Hypoxietracer eine

Sonderstellung ein:

1. Der Einsatz von Hypoxietracern erfolgt im allgemeinen auf dem n.c.a-Niveaw. Dadurch fallen alle
Wechselwirkungen weg, die auf der Einwirkung groBerer Konzentrationen bzw. Stoffmengen beruhen, was
speziell bei den Nitroimidazolen von Bedeutung ist. Beziiglich der Zytotoxizitit wurde z.B. ein
nichtlinearer Zusammenhang zwischen Witkung und Konzentration (doppelte Konzentration fithrt zu mehr
als doppelter Wirkung) beobachtet [135], was auf zusitzliche konzentrationsabhingige Mechanismen
hindeutet. Toxische Effekte werden bedeutungslos, so daB im Gegensatz zu den Radiosensibilisatoren die
Uberschreitung der Blut-Hirn-Schranke erwiinscht ist und die Verbindungen eher lipophilen Charakter
aufweisen sollen.
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GréBere Substanzmengen kdnnen zur Aktivierung oder Blockade von metabolischen Pfaden fithren und
damit eine grundiegende Veranderung des Zellmilieus und der Zellbiochemie bewirken. Daher sind viele
Effekte, die fitr die Chemosensibilisation verantwortlich gemacht werden, ohne Bedeutung. Sowohl mit der
zusitzlichen Induktion von Hypoxie [131] als auch mit der Induktion oder Hemmung von Enzymen ist
nicht zu rechnen.

‘Weiterhin kénnen solche Zellstrulduren bzw. Biomolekiile zu einem GrofBiteil zur irreversiblen Bindung der
Tracer beitragen, die nur in geringen Konzentrationen vorliegen. Bei geringeren Nitroimidazol-
konzentrationen wurde eine Zunahme der selektiv hypoxischen gegeniiber der aerobischen Anreicherung
gefunden [121]. Zudem ist die Absittigung von aktiven Transportmechanismen ohne Bedeutung. Dies
kann sowohl fiir die Aufnahme des Tracers in die Zellen als auch fiir mit dem Tracer verbundene
Biomolekiile, die aus der Zelle transportiert werden, eine Rolle spielen. Uberdies sollten intermolekulare
Radikaliibertragimgsreaktionen und die damit zusammenhéngenden zusitzichen Aktivierungen irrelevant

" sein.

2. Bei der Betrachtung der Hypoxietracer steht, im Unterschied zu allen anderen untersuchten biologischen
Eigenschaften, der Verbleib des reaktiven Intermediats nach der Ph-W und damit die irreversible Bindung
des Tracers an Biomolekiile im Mittelpunkt. Daher darf weder eine Metabolisierung, die zur Abspaltung
des Radionuklides oder zur Inaktivierung des Nitroimidazoles fiihrt, auftreten noch eine Fragmentierung
des reaktiven Intermediats stattfinden. Zudem mubB eine irreversible Bindung an solche Biostrukturen
erfolgen, die in der Zelle fixiert sind bzw. die Zellmembran nicht éiberwinden kénnen.

3. Die irreversible Bindung an Biomolekiile soll ausschlieBlich iiber die Nitrofunktion erfolgen, wodurch
sowohl die selektiv hypoxische Anreicherung als auch die Quantifizierung der Messung gewihrleistet sind.
Dariiber hinaus sind aktive Transportmechanismen zur Erhohung der intrazelluldren Konzentration

natiirlich erwiinscht.

Entwicklung von Hypoxietracern

Stand bei fritheren Untersuchungen der Nitroimidazole das Reduktionspotential (E2) der Verbindungen im
Mittelpunkt [156,157], so wird heute die Rolle von Redoxenzymen immer deutlicher [153] (s. 0.). Auch im
Bereich der antibiotischen Wirkung wird die Art und Aktivitét der Nitroreduktasen eines Mikroorganisious
als entscheidend fiir die Wirksamkeit angesehen [158]. Uber die Erhohung des Reduktionspotentials konnten
zwar bei in vitro Experimenten deutliche Verbesserungen, besonders der radiosensibilisierenden
Eigenschaften, erzielt werden, die allerdings aufgrund der auch stark zunehmenden oxidischen in vivo
Toxizitit keine klinische Bedeutung erlangen konnten. Mit zunehmendem E} nimmt die metabolische
Reaktivitdt und damit die Wahrscheiniichkeit der Reaktion mit anderen biochemischen Verbindungen als
Sauerstoff (Leerlaufzyklus) zu, so dab gleichzeitig die selektive hypoxische Anreicherung verringert und die
oxidische Toxiztét erhoht werden. Weiterhin fithrt die zunehmende Reaktivitit der Intermediate zu geringeren
in vivo Stabilititen und erhGhten Metabolisierungsraten [159]. Entsprechende Struktur-Aktivitits-
Bezichungen zeigen mit ansteigendem E; eine Zunahme der Radiosensibilisation, der aeroben und anaeroben
Zytotoxizitit und der Mutagenitit. Bei anaeroben Mikroorganismen wurde sogar eine Abnahme der
antibiotischen Effektivitit mit zunchmendem E} beobachtet [160]. Entweder wird hier durch die zusétzliche
Aktivierung ein anderer Reaktionspfad mit weniger toxischen Intermediaten beschritten oder aber die
Intermediate sind so reaktiv, daB sie schon von "unwichtigen” Zellstrukturen abgefangen werden kénnen. Der
Verbesserung der Ph-R steht offensichtlich eine erhebliche Verschlechterung der Ph-W gegeniiber. Daher hat
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sich im Bereich der Hypoxietracer in erster Naherung das Reduktionspotential des 2-Nitroimidazolderivates
Misonidazol mit -398 mV als praktische Grenze erwiesen [159,161], obwohl erst ab einem E; von etwa
-300 mV eine¢ stark reduzierte in vivo Aktivitst beziiglich der Radiosensibilisation und der bioreduktiven
Eigenschaften gefunden wurde. Trotzdem erscheint einigen Autoren die Variation des Reduktionspotentials
durch die 4-Substitution von 2-Nitroimidazolen als geeignet, um zu besseren Hypoxietracern zumindest fiar
bestimmte Anwendungsbereiche zu gelangen [127,162].

Im allgemeinen scheint jedoch bei der weiteren Entwicklung sowohl fiir die optimale, selektiv reduktive
Aktivierung der Verbindungen (Ph-R) als auch fiir die Reaktion der Intermediate mit Zellstrukturen (Ph-W)
die schwierigere sterische und elektronische Abstimmung auf entsprechende Enzyme und Zielmolekiile am
erfolgversprechendsten zu sein [150]. In diesem Zusammenhang sollte die Bevorzugung bestimmter, fiir die
Wirkung verantwortlicher Reaktions- und Stoffwechselpfade tiber gezielte strukturelle Veranderungen
moglich sein. Fir diese Entwicklung ist das Wissen itber Art, Vorkommen und Konzentration der
entsprechenden Redoxenzyme in hypoxischen Tumoren und anderen Geweben und deren Bedeutung fiir die
Aktivierung der jeweiligen Nitroverbindung einerseits, und das Wissen iiber die Anteile der verschiedenen
reaktiven Intermediate und deren Bindungsmechanismen an Zellstrukturen andererseits von entscheidender
Bedeutung [143,149,153,163]. Abgeschen vom Vergleich der 2- und 5-Nitroimidazole liegen hier in der
Literatur kaum Daten vor. Weiterhin darf natiirlich die Pharmakokinetik, die maBgeblich iiber Parameter wie
den Verteilungskoeffizienten und den pKa bestimmt wird, nicht unberiicksichtigt bleiben [161].

1.9.3 Nitroimidazole als Hypoxietracer in der nuklearmedizinischen Diagnostik [164]

Die Sauerstoffversorgung von Zellen ist fiir die meisten menschlichen Gewebe von entscheidender Bedeutung.
Die Verminderung der Sanersioffkonzentration kann, je nach AusmaB und Dauer, vor der Verminderung der
Zellfunktionen, ber eine grundlegende Umstellung des Zellstoffwechsels (Hypoxie), bis hin zum Zelitod
(Nekrosis) fithren. Folglich spielt die Kenntnis des Sauerstoffpartialdrucks (pO,) der Gewebe in vielen
Bereichen der Medizin eine entscheidende Rolle. Neben der oben ausfiihrlich dargestellten Problematik der
Tumortherapie ¢s. 1.8) sind hier fiir den diagnostischen Bedarf die Bereiche Herz und Him zu nennen.
Allgemein ist in diesem Zusammenhang sowohl die akute Diagnose mit der Lokalisation des hypoxischen
Zeptrums und der Unterscheidung von nekrotischen und lebensfahigen Bereichen als auch die Fritherkennung
solcher Bereiche mit der Moglichkeit, die Organfunktion durch fiithzeitige Intervention zu erhalten, von
groBer Bedeutung, Fiir einige Hypoxietracer konnte im vorklinischen Stadium sowohl bei i vitro als auch bei
in vivo Experimenten ein grundsitzliches diagnostisches Potential unter definierten Bedingungen aufgezeigt
werden Trotzdem muB der Nutzen und die Aussagefshigkeit dieser Methode noch unter weniger genau
definierten klinischen Bedingungen demonstriert werden [164,165].

Herz

Gerade beim akuten Herzinfarkt spielt die schnelle Unterscheidung von hypoxischem bzw. ischamischem und
nekrotischem Gewebe klinisch eine wichtige Rolle. Die heutigen Hypoxietracer erlanben allerdings erst eine
Messung nach frithestens 2 h, so daB nicht ein Bild der momentanen Situation, sondern nur eine integrale
Messung méglich ist [164]. Da sowoh! die Anreicherung in hypoxischen und normoxischen Zellen als auch
die Plasmahalbwertszeit eines Tracers mit zunehmender Lipophilie ansteigt, kénnen bessere Auflésungen nur
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mit lipophilen Hypoxietracern in Verbindung mit lingeren Inkubationszeiten erreicht werden [200]. Dariiber
hinaus 1st die starke Leberanreicherung gerade bet Herzmessungen als storender Untergrund besonders

problematisch.

Him

Fiir die Himdiagnostik sind zwei Situationen von Bedeutung, die mit Flowtracern nicht zugénglich sind. Zum
einen soll, wie beim Herzen, hypoxisches, aber lebensfahiges und nekrotisches Gewebe unterschieden werden;
zum anderen soll der Grenzfall der "ischemic penumbra" diagnostiziert werden kénnen. Bei der "ischemic
penumbra" handelt es sich um eine Versorgungssituation nach einem Schlaganfall, bei der zwar die
Funktionalitit des Gewebes aufrecht erhalten werden kann, langfristig aber irreversible Schiden zu erwarten
sind [164). Bei der Konzeption von Himtracern muB die Biut-Himn-Schranke beriicksichtigt werden.

Die Tragweite eines allgemein anwendbaren, diagnostischen Verfahrens zur quantitativen Bestimmung von
Gewebe-pO, kann nicht iiberschitzt werden Trotzdem ist die klinische in vivo Besttimmung von pO, bis
heute problematisch [105,126,164].

Zur klinischen Routineanwendung sind in diesem Bereich Verfahren zu bevorzugen, die eine einfache,
schnelle und nicht-invasive Anwendung erlanben und damit zu Reihenuntersuchungen geeignet sind. Daher
bietet sich der Einsatz der tomographischen Verfahren SPET und PET an. Spezell bei der Tumortherapie
werden diesbeziiglich die folgenden klinischen Anforderungen an die Diagnostik gestellt:

- Detektion von radiobiologisch resistenten Regionen in Tumoren (radiobiologische Hypoxie)

- Quantifizierung dieser Regionen vor und nach einer Therapie (Therapiekontrolle)

- Prognosemoglichkeit éiber den Erfolg einer Therapieform

Bei der allgemeinen Bestimmung von Gewebe-pO, gilt filr den Hypoxietracer, daB hohe differenticlle

Bindungsraten in Verbindung mit moderaten Clearanceraten und einer schnellen Gewebevertetlung eine

kurzfristige Messung bei geringem Untergrund und damit guten Auflosungen erméglichen. Kurzfristige

Messungen sind sowohl beim Einsatz kurzlebiger Radionuklide (PET) als auch bei der Diagnose akuter

Zustande wichtig [164]. Ein ideater Hypoxietracer sollte zusammenfassend folgende Eigenschaften aufweisen

[123,230]:

- schnelle Kinetik der irreversiblen Bindung mit hohen absoluten Bindungsraten

- hohe Differenzierung der Bindungsraten in vivo zwischen hypoxischem und oxidischem Gewebe

- imreversible Bindung an Biomolekiile zu Verbindungen, die die Zelimembran nicht passieren kénnen

- ausschiieBiiche und quantifizierbare Abhangigkeit der Bindungsrate von der Sauerstoffkonzentration
wihrend der Inkubation (speziell zur Tumordiagnostik: Bindungsrate proportional zur radiobiologischen
Resistenz des Gewebes)

- mittlere Verteflungskoeffizienten, die sowohl die schnelle Verteilung innerhalb aller Gewebe als auch eine
adéquate Clearancerate zur entsprechenden Verminderung des Untergrundes ermoglichen

- einfache Markierung mit SPET- bzw. PET- Radionukliden mit hohen spezifischen Aktivititen

Hypoxietracer
1979 wurden die bis dahin als Radiosensibilisatoren eingesetzten Nitroimidazole erstmals von Chapman zur
Anwendung als Hypoxie-Marker vorgeschlagen und 1981 mittels [**CjKohlenstoff markiertem Misonidazol
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erfolgreich getestet [107,120] Misonidazol wurde als Leitsubstanz dieser Verbindungsklasse ausgiebig
untersucht und erfiillte dabei im groBen und ganzen die oben gesteliten Anforderungen. Es wird mit zeltulédren
Makrostrukturen konjugiert, wobei diese Konjugate mit einer Halbwertszeit von etwa 50 h ausgewaschen
werden, Da Misonidazol selbst mit einer Halbwertszeit von 0,7 h aus dem Organismus eliminiert wird, kann
nach etwa 7 - 12 h eine maximale Auflésung erreicht werden. Die Bindung ist umgekehrt proportional zur
lokalen Sauerstoffkonzentration [146,167] und unabhéngig von der Konzentration anderer Biometaboliten
und Nihrstoffe, so daB grundsitzlich quantitative Messungen moglich sind [107]. Die Bindung setzt bei
einem pO, von < 10 mm Hg ein [98] und erreicht ihren Halbmaximalwert (K,) je nach Gewebe bei
Sauerstoffkonzentrationen von 1 - 5 mm Hg (1000 - 6000 ppm) [164]. Zum Vergleich liegen in gesunden
Geweben iibliche pO, von 15 - 70 mm Hg vor, wobet auch in geringem MaBe extreme Werte von 1,5 oder 50
mm Hg erreicht werden konnen [168] Dagegen erreicht der radiobiologische Sauerstoff-Effekt, bei dem
Sauerstoff als Radiosensibilisator angesehen wird, mit zunehmendem pO, bei etwa 4 mm Hg seinen
Halbmaximalwert, um nach steilem Anstieg bei etwa 20 - 25 mm Hg in ein Platean iberzugehen
[93,105,164]. Daher scllte der pQ, durch Misonidazolderivate grundsatzlich im strahlenbiologisch relevanten
Bereich bestimmbar sein. Mit [*H]- und [“C]Misonidazol konnte sowohl ir vitro als auch ir vivo gezeigt
werden, daB die quantitative Bestimmung von Gewebe pO, grundsétzlich méglich ist, wobei die hypoxische
Anreicherung eine starke Abhingigkeit vom jeweils betrachteten Gewebe aufweist [146,167]. Mit
Fluormisonidazol als Hypoxietracer konnte eine fir die Strahlentherapie relevante Bestimmung der
Tumorhypoxie in vive durchgefithrt werden [106]

Diese vielversprechenden Ergebnisse haben dazu gefiihrt, daB bisher, abgesehen vom Fluormetronidazol
[169], einigen Technetium-4-Nitroimidazolkomplexen [170] und einigen Kohlenhydratderivaten [171],
ausschlieBlich dem Misonidazol analoge 2-Nitroimidazolderivate als Radiohypoxietracer eingesetzt worden
sind [126,164]. Alle 4- und 5-Nitroimidazolderivate scheinen als Hypoxietracer ungeeignet zu sein.

SPET-Hvpoxietracer
Zur Markierung von Hypoxietracern wurden neben dem [*™ Tc]Technetium auch Radioiod und Radiobrom

verwendet. Zum Verstindnis der biochemischen Eigenschaften sind die Verteilungskoeffizienten P der Tracer
von Bedeutung. Daher findet sich in Tab. 1.9-2 eine Zusammenfassung der P der wichtigsten Verbindungen

Tab. 1.9-2 Verteilungskoeffizienten P Octanol/Wasser einiger Nitroimidazolhypoxietracer

Verbindung P Literatur |
Misonmidazol 0,41 81
Todvinylmisonidazol 2,52 81
Fluormisonidazol 04 81
4-Brommisonidazol 2,87 172
IPENI 694 173
5-TIAZR , 21 174
S-TIAZA 498 175
IAZP 0,9 164
FIAZP 6,3 176

IPENL: 1-}2-(2-Todphenoxy)-ethyl]-2-nitroimidazol, 53'-IAZR: 1-(5-Iod-5-deoxy-B-D-ribofuranosyl)-2-nitroimidazol,
5'-TAZA: 1-(5-lod-5-deoxy-B-D-arabinofuranosyl}-2-vitroimidazol, IAZP: 1-(4-lod-4-deoxy-B-L-xylopyranosyl)-2-
nitroimidazol, FIAZP: 1-(2-Fluor-4-ied-2,4-deoxy- B-L-xylopyranosyl)-2-nitroimidazol
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Alle Hypoxietracer weisen mehr oder weniger die fitr Misonidazol charakteristische Anreicherung in der
Leber, den Nieren, dem Gastrointestinaltrakt und der Lunge auf Ebenfalls wird im allgemeinen eine
zweiphasige in vivo Clearancerate mit einer kurzen Halbwertszeit im Minutenbereich und einer langen
Halbwertszeit im Stundenbereich beobachtet.

- Radiobrom
In diesem Zusammenhang wurde Misonidazol direkt am Imidazolkern radiobromiert. Das erhaltene

4-Radiobrom-Misonidazol ist aber aufgrund der in vivo instabilen Radiobrombindung, die zu einem hohen
Untergrund fithrt, als Hypoxietracer ungeeignet [172].

- Radioiod
Die Radioiodverbindungen kénnen grob in zwei Gruppen unterteilt werden. Zum einen die relativ groBe
Gruppe der Kohlenhydratanaloga, zum anderen die mit einem "Markierungsteil" versehenen

Misonidazolanaloga,

Misonidazolanaloga

Das Iodvinylmisonidazol ist das in diesem Zusammenhang am
meisten getestete Misonidazolanalogon. Es weist eine hohere
Lipophilie als Misonidazol (s. Tab 1.9-2) auf und ist /T 0H
erwartungsgemal gegeniiber der in vivo Radiodeiodierung stabil. |N N N
Der Tracer wird iiber eine elektrophile Demetallierung aus dem \‘l’/
Tributylstannylvorldufer in guten RCA und mit hoher
radiochemischer Reinheit erhalten. In verschiedenen Zelltypen,
insbesondere im Tumor- und Herzgewebe, konnte die hypoxische
in vitro Anreicherung nachgewiesen werden, wobei diese etwas niedriger ausfalit als beim Fluormisonidazol
[81]. Bei Tierexperimenten (Hund) zeigte sich die ibliche Anreicherung in Leber-, Nieren- und
Lungengewebe. Dariiber hinaus konnte in diesem in vivo Modell gezeigt werden, dafl Iodvinylmisonidazol
grundsétzlich zur Myocarddiagnostik geeignet ist. Allerdings wird nur eine qualitative Beziehung zwischen
dem BlutfluB und der Iodvinylmisonidazolanreicherung mit einer starken Abhangigkeit von der Gewebeart
gefunden. Ansonsten sind die erhaltenen Ergebnisse in guter Ubereinstimmung mit analogen
Fluormisonidazoluntersuchungen [177].

Als weitere Misonidazolanaloga sind das 1[2-(2-Iodphenoxy)-ethyl]-2-nitroimidazol (IPENI) und das 2-(2-
Nitroimidazoi- 1-yi)-1-(3,5-diiod-4-hydroxyphenyl)ethanol (Diiodhydroxyphenyi-Misonidazol) zu nennen.

— OH r—\
U N I NN O
D )4 Y
No, 1 NoO,
IPENI

N 02 Todvinylmisonidazol

OH NO,

I JIAZACN

Diiodhydroxyphenyl-Misonidazol

Auch wenn beide Molekiile gut markierbar und gegeniiber der in vivo Deiodierung stabil sind, wird bei ihnen
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beziiglich der in vivo Anreicherung nur ein Tumor/Blut Quotient < 1 beobachtet [173,178]. Zudem wird eine
hohe Plasmaproteinbindung und eine geringe Abhdngigkeit der zelluliren Bindung von der
Sanerstoffkonzentration gefunden [175].

Dariiber hinaus wurde ein 2-Jodethoxyderivat des Azomycins (IAzAcN) als Hypoxietracer vorgestellt. In einer
direkten "Radioiod gegen Iod"- Austauschreaktion konnte die Verbindung in RCA von 80 % mit [“*IJlod
markiert werden. Bei in vivo Untersuchungen im Mausmodell werden sowoh! eine iiberraschend geringe
Deiodierung (0,6 % ID) als auch eine signifikante Aufnahme im Tumorgewebe gefinden [78].

Kohlenhydratanaloga

Aunfgrund der schlechten Hypoxietracereigenschaften des IPENI wurden Nitroimidazole mit Kohlenhydraten
konjugiert. Dadurch sollte dem Hypoxietracer die Anreicherung im Tumor durch aktiven Transport erleichtert
und gleichzeitig eine geringere Lipophilie erreicht werden. Ein zentrales Problem dieser Konjugate ist die
Markierung zu in vivo stabilen Radiciodverbindungen. So weist das schon 1986 vorgestellte Radioiod-
azomycintibosid IAZR zwar eine hohe Affinitit zu Nukleosid-Membran-Transportern und eine bedeutend
héhere Bindungsrate in hypoxischen Geweben auf als Misonidazol, zeigt aber auforund der einfachen
Radioiod-Kohlenstoffbindung Deiodierung in vivo [164,174]. Allerdings wurde angenommen, dafl die
Deiodierung nicht direkt am IAZR, sondemn erst nach einer enzymatischen Spaltung der Glykosidbindung
ablauft. Folglich sollten gegeniiber der Glykosidspaltung stabilere Kohlenhydratanaloga auch eine hohere
Stabilitit beziiglich der in vive Deiodierung aufweisen. Das entsprechende p-Anomer IAZA zeigt jedoch bei
sonst dhnfichem Tumorbindungsverhalten nur eine etwas geringere Deiodierung [175]. Bel
Humanuntersuchungen konnte grundsatzlich die Méglichkeit zur Bestimmung der Tumorhypoxie mit [AZA
als Hypoxietracer demonstriert werden. Bei einer Eiminationshalbwertszeit von 9,8 h wurden nach etwa 20 h
Tumorbilder erhalten [174). In einer in vitro Studie wurden, abgesehen von einem unvorteilhaften Anstieg der
Schilddritsenaktivitit, dhnliche Bindungsmuster und Sauerstoffabhingigkeiten gefunden wie beim
Misonidazol [179].

IAZR IAZA IAZP =\ HAZP =\
I BN
I o N_ N 1 N_ N
CH, o. N N TCH, o N N 0
Y HO Y HO F
NO, NoO, NO, NO,
HO OH HO HO HO

Weitere Verbesserungen der in vivo Stabilititen konnten durch die direkte Einfiihrung des Radioiods in einen
Pyranosering beim IAZP erreicht werden. Die gleichzeitige Fluorierung der 2-Position der Pyranose beim
FIAZP fithrt im Vergleich zum IAZP zwar nicht zur erhofften verbesserten in vivo Stabilitét, ermoglicht aber
grundsitzlich bei entsprechender Markierung einen Vergleich von PET- und SPET-Studien. Die hohere
Lipophilie von FIAZP, verglichen mit IAZP (Tab. 1.9-2), bedingt bei gleicher Anreicherung eine lidngere
Eliminationshalbwertszeit und damit eine schlechtere Aufldsung. Auffillig ist die relativ hohe
Leberanreicherung des FIAZP im Verglich zu anderen Tracern. Grundsatzlich wird jedoch fiir beide
Verbindungen eine gute hypoxische Tumoranreicherung in vive und in vitro beobachtet [176,180].
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PET-Hypoxietracer

Fiir [**F]Flucrmisonidazol ([**F}-Miso) als PET-Hypoxietracer sind bisher die meisten Untersuchungen
durchgefiibrt worden. Trotz vergleichbarer in vivo Charakteristiken von F-Azomycin und F-Metro mit F-Miso
konnte mit diesen Tracern keine ausreichende Anreicherung in hypoxischem Gewebe erreicht werden [169].

NO,
=\ = =
NYN \/\F NYN\/\F NYN

' F-Metro F-Miso

N 02 F-Acomycin CHs N 02

¥

Abgesehen von der um den Faktor 2 - 3 starkeren Anreicherung in den Nieren und der Leber zeigt F-Miso ein
ghnliches in vivo Verhalten wie das Misonidazol. Bei gleichen Plasmahalbwertszeiten wird fur F-Miso
allerdings eine etwas geringere Tumoraufnahme gefunden [172,181]. Das Bindungsverhaiten von F-Miso,
insbesondere die Abhéngigkeit von der Sauerstoffkonzentration und der Zelillinie, stimmt mit dem von
Misonidazol iiberein [182].

[**F]-Miso konnte erst nach grofien anfénglichen Schwierigkeiten [184] sowohl durch eine 2-Stufenreaktion
iiber das [®F]Epiflucrhvdrin innerhalb von 45 min mit 40 % RCA [185] als auch durch eine direkte
Radiofluorierung des Toluolsulfonsaure- bzw. des Methansulfons#urederivates in einer Eintopfreaktion
innerhalb von 50 min mit 55-80 % RCA [186] dargestellt werden. Die Eignung von [**F]-Miso als
Hypoxietracer konnte im Bereich der Herz- und Tumordiagnostik an in vitre und in vivo Modellen
demonstriert werden [106,187,188] Am Herzen wurde allerdings eine geringe Bindung an nekrotischem
Gewebe beobachtet [106,188]. Trotzdem konnte gezeigt werden, daB [**F]-Miso grundsitzlich geeignet ist,
nach einem Infarkt soiche hypoxischen Herzbereiche aufzuzeigen, die lebensfahig sind und deren Funktion
durch Reperfusion wieder hergestellt werden kann [189]. Bei der PET-Tumordiagnostik konnte gezeigt
werden, daB mit [*F]-Miso eine Therapiekontrolle beziiglich der konventionellen Radiotherapie beim
Menschen moglich ist. Zur Quantifizierung der PET-Messungen wurden Bereiche, die nach einer
zweistiindigen Inkubationszeit einen Tumor/Plasma Quotienten > 1,4 aufwiesen, als hypoxisch definiert. Eine
Korrelation des Anteils dieser Bereiche mit der Strahlenresistenz und damit mit der Hypoxie konnte aufgezeigt
werden, so daB das Verschwinden dieser Bereiche wihrend einer fraktionierten Strahlentherapie die
Reoxygenierung des Tumors und damit das Ansprechen der Therapie anzeigen konnte [106,190,191].

Neuerdings wird das [**F]JFMeRSU-1069 in Anlehnung an F
die bifunktionelien bioreduktiven Verbindungen als PET- /':\ on {
Hypoxietracer vorgesch.lagen. Die Verbindung kann mit |N A N \/I\\/N

einer RCA von 16 % erhalten werden. Weiterfilhrende \"/

Studien liegen allerdings noch nicht vor {192]. NO FMe-RSU-1069

Die physiologischen Eigenschaften der Misonidazol- 2
analoga, insbesondere die Plasmahalbwertszeiten im
Stundenbereich, erfordemn entsprechende Wartezeiten bis zur Einstellung verninftiger Tumor/Blut-

Quotienten. Die zur Inkubationszeit proportionale Auflésung der Messung ist somit bei PET-Messungen mit
[*¥F}-Miso durch die Halbwertszeit des [**F]Fluors begrenzt. In neueren Ansétzen soil dieses Problem durch
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die Verinderung des Reduktionspotentials und der Lipophilie des Tracers angegangen werden [162,193].

Radiometallkomplexe der Nitroimidazole als Hypoxietracer

Im Hinblick auf die Markierung von Nitroimidazolen zu SPET-Tracern ist die Bildung von Metallkomplexen
mit Radiometallen von Interesse. Diese sind im allgemeinen unter den sauren, reduktiven Bedingungen der
hypoxischen Zellen instabil, so daf die Metalle zu ihrer elementaren Form reduziert werden sollten. Fur die
hypoxische Anreicherung kénnte demnach durch den Einsatz von Nitroimidazol-Metall-Komplexen ein
weiterer Anreicherungsmechanismus ausgenutzt werden. Allerdings wurden Metallkomplexe mit direkter
Nitroimidazol-Bindung bisher nur als Radiosensibilisatoren eingesetzt [194].

Bet den Metaliradionukliden kommt dem [***Tc¢]Technetium eine besondere Bedeutung zu. Technetium kann
zwar grundsitzlich direkt mit Imidazolen koordiniert werden, wobei aber nur relativ instabile Verbindungen
entstehen, die in wiBrigen Lésungen einer schnellen Hydrolyse unterliegen. Nitroimidazolkomplexe mit
direkter Te-Nitroimidazolbindung sind nicht bekannt, so daB dieser Weg fiir Nitroimidazol-Tc-Komplexe
weniger geeignet zu sein scheint [195]. Beim Ru konnten durch die Erginzung von zusitzlichen
komplexierenden Gruppen am Nitroimidazolkern stabile Verbindungen erhalten werden [196].

Einige indirekte Nitroimidazol-Metallkomplexe, bei demen das Nitroimidazol mit komplexbildenden
Molekiilen konjugiert wird, sind als Hypoxietracer vorgeschlagen und getestet worden. So konnten Komplexe
mit Ga und In erhalten werden, die allerdings kaum eine Anreicherung in hypoxischen Geweben bzw.
Tumoren zeigten [197].

Vom Technetium sind in diesem Zusammenhang bisher 3 mit [**Tc]Tc markierte Komplextypen bekannt
geworden:

a) Te-BATO-Nitroimidazolkomplexe

b) Te-PnAQ bzw. Amido-Tc-PnAQO-Nitroimidazolkomplexe

¢) Tc-Schiff"sche Base-Nitroimidazolkomplexe

Anfangs wurde eine Reihe von 7fach koordinierten [**Tc]Bato Nitroimidazolkomplexen (Boronic Acid
adducts of Technetium diOximes) dargestellt. Diese weisen jedoch deutlich geringere enzymatische und
elektrochemische Reduktionsraten auf als das Misonidazol
und sind somit als Hypoxietracer ungeeignet [111,198].

Auch die To-Schiff'sche Base-Nitroimidazolkomplexe sind | BMS-181321

aufgrund ihrer geringen Permeabilitit durch Zellmembranen H O\N =
als Hypoxietracer nur wenig geeignet. Sowochl in \ \ //O
O V/AE

Bessere Ergebnisse konnten mit Komplexkernen des Tc (V) [N ™ N\&N
oxo propylenamin oxim -Typs ([*Tc]TcO(PnAQ) erhalten Y

werden [199]. Als besonders vielversprechend hat sich hier

das BMS-181321 erwiesen, fir das die hypoxische NO,

Anreicherung im Myocard [200], im Himn und in Tumoren

gezeigt werden konnte. Im Gegensatz zu den Misonidazolderivaten scheint die Anreicherung durch die

Bildung kleiner hydrophiler Mblekﬁlﬁ'agmente bedingt zu sein, die die Zellmembran nur noch schwer
berschreiten konmnen [164201]. Dariiber hinaus wird von Amersham International ein Amido-

normoxischen als auch in hypoxischen Zellen wird dieser N TN
Tracer hauptsachlich in der Zellmembran gefanden [164]. | /= N \ \J
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[#=*Tc]TcOPnAO)-Nitroimidazolkomplex angeboten [164].

Marker fiir hypoxische Zellen in Verbindung mit anderen Verfahren

AuBer PET und SPET, denen radicaktiv markierte Verbindungen zugrunde liegen, finden sich in der Literatur
hauptsichlich noch drei weitere Verfahren zur Abbildung hypoxischer Zellen, die von entsprechenden
nitroaromatischen Verbindungen ausgehen. Die in diesem Zusammenhang wichtigsten Verbindungen sind die
unten aufgefiihrien Nitroimidazolderivate. Dabei sind KU-2285 und seine Derivate nur von theoretischem
Interesse, da diese Verbindungen bisher nur als Radiosensibilisatoren getestet worden sind [202,203].

/A AT /T g

x Na F, X

No, CCI-103F NO, TF-Miso NO, O xu-2ss

Bei der “F-NMR-Spektroskopie wurden die 2-Nitroimidazolderivate Bis-trifluormethyimisonidazol
(CC1-103F), Fluormisonidazol und das Trifluormethylmisonidazol (TF-Miso) erfolgreich eingesetzt. Nach
24 hist die gesamte ungebundene Substanz ausgewaschen, so daB die hypoxischen Bereiche dann detektiert
werden koénnen Die Anreicherung der fluorierten Verbindungen stimmt mit der vom radiomarkierten
Misonidazol gut tiberein. Das Verfahren ist allerdings durch die Toxizitit und der damit verbundenen
Maximalkonzentration der Nitroimidazoltracer begrenzt. Uberdies wird eine Defluorierung des CCI-103F
beobachtet [117,204,205].

Bei der zweiten Alternative handelt es sich um die Fluoreszenzanalyse. Hier werden unter definierten
Bedingungen flucreszierende Tracer eingesetzt, die man durch Konjugation der Wirkstoffe mit entsprechend
fluoreszierenden Molekiilen erhilt. Als Fluoreszenzmarker fiir hypoxische Zellen wurden neben vielen
aromatischen Nitroverbindungen mit FEigenfluoreszenz [206] auch entsprechende Konjugate des
2-Nitroimidazoles eingesetzt [207,208]. Hierbei ist die Anderung der definierten Fluoreszenz des Tracers nach
der Reduktion unter in vivo Bedingungen problematisch. In diesem Zusammenhang wurde auch eine
reduktive in vivo Fluoreszenzaktivierung der Tracer untersucht. Hier wire ein stérender Untergrund der
Muttersubstanz ausgeschlossen, so dafBf eine hohe Auflosung schon nach kurzen Inkubationszeiten erreicht
werden konnte. Die Fluoreszenzanalyse ist zwar grundsitzlich fiir in vive Untersuchungen geeignet, wird aber
durch die Verfiigbarkeit geeigneter Frequenzen des Anregungslasers eingeschrankt [209].

Dariiber hinaus wurde eine Detektion von hypoxischen Zellen auf der Basis von moneklonalen Antikérpern
[210,211]} und durch immunohistochemische Verfahren in Verbindung mit einer Auswertung sowohl durch
Autoradiographie [212] als auch durch Fluoreszenz [213] vorgestellt. Auch ein entsprechender ELISA
{Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) wurde entwickelt [214]. All diese Verfahren wurden ausgehend vom
Bis-trifluormethylmisonidazol {CCI-103F} erarbeitet,




2. Problemstellung

Im Rahmen der nukiearmedizinischen Diagnostik stefit mit den Nitroimidazolen (NI) eine Verbindungsklasse
zur Verfligung, die als Hypoxietracer prinzipiell eine nicht-invasive Diagnostik von hypoxischen Geweben
und deren Unterscheidung von nekrotischen Bereichen erlaubt. Mit Misonidazol als Leitsubstanz konnte
mittels autoradiographischer Studien grundsitzlich die Eignung dieser Verbindungsklasse zur Entwicklung
eines MeBverfahrens zur quantitativen Bestimmung des Sauerstoffpartialdrucks (pO,) in Tumoren, Herz und
Hirn aufgezeipt werden. Auch fiir die Emissionstomographie (PET und SPET) wurden Hypoxietracer fir
diesen Zweck vorgeschlagen und getestet. Fine diagnostische Routineanwendung zur Auswahl einer
gecigneten Therapieform in diesen Bereichen steht jedoch bis heute nicht zur Verfiigung,

Im Rahmen dieser Arbeit sollten neue **I-markierte Hypoxietracer auf der Basis von NI, insbesondere dem
2-Nitroimidazol (2-NI) fir SPET-Untersuchungen entwickelt werden. Hierbei war vor allem die Konjugation
dieser Basisverbindungen mit Aminosauren vorgesehen, die mit Radioiod zu in vive stabilen Verbindungen
markierbar sind. Als Radioisotop fiir die Synthese und Optimierung sollte zunzchst anstelle des ["*I}Tod das
[*'T]Iod verwendet werden, da es eine giinstige Halbwertszeit in Verbindung mit einer meBtechnisch
vorteilbaften Strahlenemission aufweist und kommerzell kostengiinstig erhaltlich ist.

Fir die einzelnen Hypoxietracer sollten geeignete Markierungsvorldufer und entsprechende
Standardverbindungen synthetisiert werden. Es war die Ausarbeitung einer praktisch trigerfreie (n.c.a.)
Markierung und die Optimierung deren Reaktionsparameter geplant. Hierzu sollten eine leistungsfihige
Reinigung und Trennung der Markierungsprodukte unter Einsatz der HPLC erarbeitet und optimiert werden
Schlieflich war die Uberfithrung der Tracer in eine applizierbare Form vorgesehen, um pharmakokinetische
Organverteilungsstudien am Tiermodell vornehmen zu kénnen.

Zunichst  sollte der  N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yi)-acetyl]-p-[***IJiod-D,L-Phenylalaninmethylester
(®1-P2NI-Me), ein Konjugat von 2NI mit Phenylalanin synthetisiert werden. Hierbei waren prinzpiell zwei
Radiosynthesewege moglich. Zum einen war eine Markierung ausgehend vom synthetisch leicht zuganglichen
N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]-p-brom-D L-Phenylalaninmethylester (Br-P2NI-Me) durch Cu(l)-
katalysierfen "Brom gegen Radioiod"-Austausch denkbar, Zum anderen konnte altemnativ die
Toddemetallierung ausgehend von der Tributylstannylverbindung versucht werden, bei der durch die
elektrophile Destannylierung eine einfache regioselektive Radioiodierung moglich ist. Nach der erfolgreichen
Durchfilhnung einer Markieningsmethode sollten die Markierungsparameter optimiert und schlieBlich anhand
der ermittélten Pharmakokinetik und der in vivo Stabilitit der Verbindung gegeniiber der Deiodierung eine
Optimierung der pharmakologischen Eigenschaften durch entsprechende funktionale Verdnderungen erreicht
werden. Auch die durch diese Uberlegungen erhaltenen neuen Verbindungen sollten markiert und ihre
pharmakokinetischen Daten bestimumt werden.

Als weiterer Ansaiz war die Radioiodierung des Tyrosinanalogen e-Methyl-N-[2-(2-Nitroimidazol-1-y1)-
acetyl]-3-["Tliod-L-tyrosinmethylesters durch direkte elektrophile Substitution geplant. Auch hier war nach
der Syntheseoptimierung und Aufarbeitung die Bestimmung der Pharmakokinetik und der in vivo Stabilitit
der Verbindung gegeniiber der Deiodierung vorgesehen. Aufgrund der pharmakokinetischen Daten sollte
gegebenenfalls eine Variation der Struktur vorgenommen werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Theoretischer Ansatz zur Syntheseplanung der Nitroimidazolfracer

In dieser Arbeit bestand die Aufgabe darin, neue Nitroimidazolderivate zu synthetisieren, die sich aufgrund
ihrer physikalischen, chemischen und biochemischen Eigenschaften zur Radiodiagnostik von hypoxischem
Gewebe eignen sollten. Zur Konstruktion solcher Verbindungen wurden die geforderten Eigenschaften jeweils
auf verschiedene molekulare Strukturen itbertragen, wobei sich ein zusammengesetztes Zielmolekiil ergibt.
Hierans 148t sich das in Abb. 3.1-1 aufgefithrte, allgemeine modelihafte Bild eines Zielmolekiils ableiten.

- N
i o1 Modifikator
Markierungsteil Akkumulationsteil
(spezifische biochemische (Lipophilie, Pharmakokinetik)
Reaktion)
_ J

Abb. 3.1-1 Modell eines Radiotracers

Folglich kann man sich das Zielmolekiil aus folgenden Elementen zusammengesetzt denken:

A: Aklcumutationsteil

Diese Struktureinheit ist der eigentliche Wirkstoff, von dem bei der Konstruktion ausgegangen wird und
dessen biochemische Eigenschaften bekannt sind. Es sollte eine méglichst spezifische biochemische Reaktion
bzw. Akkumulation innerhalb bestimmter Gewebe aufireten. Weiterhin sind chemische Funktionen
erforderlich, die das Verkniipfen mit den anderen Komponenten, ohne eine Einschrankung der erwiinschten
biochemischen Reaktionen, erlauben |
Im Fall der Hypoxiemarker handeli es sich hier um Nitroaromaten, wobei sich Nitroimidazole als besonders
geeignet herausgestellt haben. In dieser Arbeit wird das 2-Nitroimidazol als Akkumulationsteil verwendet.

B: Markierungsteil
Der Markierungsteil stelit die zur Detektion des Tracers erforderliche Struktureinheit dar. Je nach

Detektionsverfahren werden an diesen Teil verschiedene Anforderungen gestellt. So kann es sich hier

beispielsweise

- um ein radioaktives Isotop oder einen einfachen markierbaren Molekiilteil fir PET- und SPET-
Untersuchungen,

- um "F tragende Molekiile fiir die *F-Kemnspintomographie

- oder aber um fluoreszierende Molekitie fiir die Fluoreszenzdetektion handeln.

Der Markierungsteil sollte eine hohe ir vive Stabilitat sowohl gegeniiber dem metabolischen Abbau als auch
beziiglich der Bindung an das Wirkstoffinolekil anfweisen. Weiterhin darf natiitlich die spezfische
biochemische Reaktion des Zielmolekiils nicht besintrichtigt werden.
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Speziell fiir die Einfithrung von Radioiod als SPET-Nuklid sind die unter 1.6 diskutierten Parameter von
Bedeutung. Neben den Stabilititsanforderungen ist hier auch eine einfache Markierbarkeit dieser
Struktureinheit zu beriicksichtigen.

C: Modifikator

Fiir die Brauchbarkeit eines Diagnostikums ist nicht nur das spezeile, durch Tefl A reprasentierte
biochemische Verhalten, sondem auch das allgemeine in vivo Verhalten wie Pharmakokinetik, Metabolismus
und Verteilung innerhalb des Organismus von groBer Wichtigkeit. Diese Eigenschaften kénnen durch
geeignete Wahl des Modifikators gesteuert werden. So kann durch die Einfilhrung von Strukturelementen,
deren Metabolismus bekannt ist, die Pharmakokinetik des Tracers vorherbestimmt werden Hier ist
beispielsweise der Einbau einer "metabolischen Sollbruchstelle” vorstellbar (z.B. Heroin-Trapping [183]).
Auch das Ankoppeln von "Carriern", die unter Ausnutzung von Transportsystemen die Uberschreitung von
Diffusionsbarrieren (Blut-Hirn-Schranke [183]) oder aber eine erththte Diffusion ins Zielgebiet erlauben, ist
hier denkbar. Weiterhin kann durch den Modifikator die Lipophilie und mittels der Einfilhrung bestinmter
Funktionen, wie z.B. saurer oder basischer Gruppen [215,216], die Gesamtverteilung des Zielmolekiils im
Organismus stark beeinfluBt werden [217,218]. Grundsitzlich ist fiir die Modifikation des Zielmolekiils ein
breites Wissen {iber Struktur-Wirkungsbeziehungen notwendig. Dariiber hinaus diirfen natiirlich die in vivo
Stabilitat und die Wirksamkeit des Zielmolekiils nicht negativ beeinfluBt werden.

Diese theoretische Aufteilung des Zielmolekills ist nicht zwingend. So kénnen die Funktionalititen auch in
einem Molekiil vereinigt vorliegen oder aber durch die Emnfiihrung funktioneller Gruppen in das
"Basismolekill" gewihrleistet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden aromatische Aminosiuren zur
Ankopplung eingesetzt, die sowohl als Modifikator als anch als Markierungsteil dienten.

3.2 Aminosiurekonjugate des 2-Nitroimidazols

Zur Markierung wurden innerhalb der Themenstellung Konjugate des s s 0,

2-Nitroimidazols mit Aminosiuren ins Auge gefaBt. 2-Nitroimidazole —

wurden sowohl als Radiosensibilisatoren als auch bei der Diagrostik von D A N~ NoH
2

hypoxischen Geweben erfolgreich eingesetzt. Anders als bei den zum
Metronidazol analogen 5-Nitroimidazolen sind sie chemisch einfacher
handhabbar, da das 4,5-Tantomerieproblem hier micht beriicksichtigt . \

werdep muB. Die haufig bei der Synthese von 5-Nitroimidazolen als —\ . oH
Nebenprodukt anfallenden 4-Nitroimidazole weisen mit ihren niedrigen | N
Redukiionspotentialen auch eine bedeutend geringere pharmakologische
Aktivitadt auf

CH, Metronidazo]

CH,
NO, Misonidazol

Durch den Einsatz der Aminosiuren als wichtige Stoffwechselprodukte sollte in folgender Hinsicht eine
Modifikation bewirkt werden:

- Erleichterung der Diffusion durch Zellmembranen durch aktiven Beitrag von Transportsystemen

- Beitrag zur Uberschreitung der Blut-Hirn-Schranke durch Nutzung der Aminoséure-Carrier

- Anreicherung in schnell wachsenden Tumoren aufgrund des erhdhten Nahrstoffbedarfs
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- Realisterung von brauchbaren Auswaschraten des Tracers iiber die Ausnutzung eines geeigneten
Metabolisrus

Die natiirlichen Aminossuren konnen durch kiinstliche Derivate ersetzt werden, deren biochemische
Eigenschaften durch einfache Modifikationen gezielt verindert worden sind. Als Beispiele seien hier der
Einsatz der enantiomeren D-Formen und die Modifikation durch die Einfiihrung von «-Methyl- oder
e-Trifluormethylgruppen genannt. Die Auswirkungen reichen vom  Aufireten verinderter
Metabolisierungsraten iiber die Verénderungen der Metabolisierungspfade bis hin zur vélligen Biockade
entsprechender Enzyme [27, 219,220].

Mit dem Einsatz der aromatischen Aminosauren Phenylalanin und Tyrosin kénnen im Fall der Markierung mit
Radiciod der Markierungsteil und der Modifikator in einem Molekiil vereimigt werden (s 1.7.3)
Nitroimidazolderivate dieser Aminoséduren sind zwar in der Literatur bekannt {221,222], wurden aber bisher
nicht markiert und fiir die Diagnostik hypoxischer Gewebe getestet. Die Aminosduren wurden in dieser Arbeit
als Enantiomerengemische (D,L-Aminoséuren) eingesetzt.

Phenylalanin
Beim Phenylalanin wurde durch den Einsatz des Methylesters eine metabolische "Sollbruchstelle” eingebaut.

Der lipophile Ester sollte in vivo hydrolysiert und damit in eine iiber den Sauretransporter der Niere schnelt
ausscheidbare hydrophile Form verwandelt werden. Bei nicht zu hohen Hydrolyseraten kénnte so sowohl eine
Himanreicherung, als auch eine zur schnellen Diagnostik notwendige moderate Clearancerate erreicht werden
Radiciodphenylalanin sollte zudem eine hervorragende Stabilitit gegeniiber der in vivo Deiodierung
aufweisen.

Tyrosin

Tyrosin zeichnet sich durch die Moglichkeit der einfachen elektrophilen Radiciodierung aus, so daf
entsprechiende Derivate grundsdiziich zur Besteck-Priparaiion (Kit) geeignet sind. Durch die aromatische
Hydroxyfunktion sollte die Hydrophilie zur moderaten Ausscheidung geniigend groB3 sein. Zur in vive
Stabilisterung sowoh! des Radioiods als auch des Methylesters wurde in dieser Arbeit das «-D,L-
Methyltyrosin eingesetz.
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3.3 N-(2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl)-p-iod-D,L-phenylalaninmethylester (I-P2NI-Me¢)

3.3.1 Synthesestrategien zur Radioiodierung

Zur n.ca-Darstellung des P'I-P2NI-Me boten sich 2 Methoden an. Zum einen kann die Markierung
ausgehend vom p-Bromphenylalanin-Derivat iber den Cu(T)-katalysierten "Brom gegen Radiociod"-Austausch
erfolgen, zum anderen kann ausgehend vom p-Tributylstannylphenylalanin-Vorlidufer durch elektrophile
Substifution mit Radioiodid markiert werden.

O
COOH
OCH,
Br NH, Br N,
o ‘/
OCH,
HN
Br Y\Cl
/ i
O
e [ 17 %
e HN /TN N HN /7 \
Br W/\N N nBusSn N_ N
I Y ! Y
NO, NO,
Methode 1 Methode 2
Markierung durch nukieophilen Markierung durch elektrophile
Cu(Pr-katalysierten Austausch Destannylierung
O
OCH,
HN /7
131
I Y\W N
A Y
NO
131} paNI-Me :

Abb. 3.3-1 Syntheserouten zur Darstellung von N-(2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyD)-p-[**I]iod-
D,L-phenylalaninmethylester
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Der bedeutend einfacheren Vorldufersynthese der 1. Methode standen die relativ milden
Markierungsbedingungen der 2. Methode gegeniiber (5. 3.9). Zum Zeitpunkt dieser Uberlegungen war die
Cu(T)-katalysierte Radioiodierung des Phenylalanins in der Literatur bekannt [91}, wohingegen die
Tributylstannylierang erst spiter verdffentlicht worden ist [49]. Daher wurde zur Darstellung des *'I-P2NI-
Me Methode 1 gewahlt. Zur Ubersicht sind in Abb. 3.3-1 die Syntheserouten der beiden Methoden aufgefiihrt.

3.3.2 Synthese von Br-P2NI-Me und I-P2NI-Me

Ausgehend vom kauflichen p-Brom-D,L-Phenylalanin bzw p-lod-D,L-Phenylalanin wurde der zur
Markierung notwendige Brom-~Vorlzufer und die entsprechende Iod-Standardverbindung in einer dreistufigen
Synthese erhalten. Hierbei wurde der von Garg et al. vorgeschlagene, aber nicht beschriebene Syntheseweg

beschritten [222]:

COOH COOCH,
HCL
+ CH,O0H »
NEH, 151 Rcdis NE, el
x X

— coocs, ° COOCH,
Ne,CO,, CH,CL \
+ a —_— + MNaCl
NH, HCl o 15h BT BN
x X Y\cx
o

Die Veresterung der Aminosaure konnte in absolutem Methanol unter Zusatz von Chiorwasserstoff mit
Ausbeuten von 95 % durchgefiibrt werden. Auch bei der nachfolgenden Acylierung der Aminofunktion mit
Chloracetylchlorid wurden Ausbeuten von 76 % erzelt. Die erhaltenen Verbindungen konnten durch
Umbkistallisation gereinigt werden. Als Schliisselstelle der Reaktionssequenz erwies sich die Ankopplung von
2-Nitroimidazol. Das gewiinschte Nitroimidazolderivat konnte weder mit Natrivmethanolat noch mit K,CO,
oder Na,CO, als Base durch einfaches Erhitzen in verschiedenen organischen Lésungsmitteln erhalten
werden. Das Arbeiten in alkalisch-wiBrigen Systemen war aufgrund der dann aufiretenden Hydrolyse des
Aminosdureesters nicht mdghch. SchlieBlich gelang die Darstellung mut dem System
"Kaliumimidazolid/Kryptofix/Acetonitril" in Ausbeuten von 70-80 % [223]. Die Verbindungen wurden nach
der sdulenchromatographischen Remigung in hoher Reinbeit erhalten.
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3.4 Cu(I)-katalysierte Radioioddebromierung von Br-PINI-Me

Durch die Waht der Markierung mittels des Kupfer(T)-katalysierten nukleophilen, aromatischen "Brom gegen
Radioiod"-Austausches konnte im Vergleich zur elektrophilen Demetallierung ein zusétzlicher, schwieriger
Reaktionsschritt bei der Vorléufersynthese vermieden werden.

Zur Auswahl eines geeigneten Markierungssystems wurden die in der Literatur verwendeten Cu(T)-Methoden
gepriift. Fin kurzer Uberblick wird in den folgenden Tabellen gegeben. Da die Cu()-Methode erst relativ spit
auf die schwierigere Radioioddebromierung (s. 1.6.3) angewandt wurde, wird bei der Darstellung zwischen

n.c.a.- und isotopem Austausch unterschieden.

Tab. 3.4-1"Radioiod fiir Brom"-Austausch (n.c.a.)
Lit. Solvens Cu Reduktion

Sonst. | T[°C] | tm] | RCA[%)

[67] DMSO Cu(D)Cl - - 120-200 | 0,5-1 50-80 _
[71] | H,0/AcOH2:8 | Cu(I)SO, | SnSO,DHB | ZS 100 05 | 7580
224] | B,0/ac0H1:9 | Cu@DsO, | SnSO,DHB | ZS 100 | 051 75
[225] H,0 Cu@@SO, | SnSO,DHB | ZS 120 1 80-85
[226] H,0 Cu(DSO, | SnSO, ASC | H,S0, | 100 05 97
[227] H,O/EtOH Cu(DSO, ACS HpPO, | 160 1 | 80-90
[74] H,0/AcOH | Cu(INO, ; . 150 2 20-35
Tab. 3.4-2 "Radioiod fiir Iod"-Austausch (Isotopenaustausch)
Lit. Solvens Cu-Spezies Reduktion Sonst. | T[°C] t [h] RCA [%]
[66] H,0 Cu(IDSO, ACS, SnSO, Kit 100 0,5 90-99
DHB, SnS0,
229] | H,0/AcOH1:1 | Cu(DSO, NaS,0,, Kit 160 | 05-1 | 9098
[751 EtOH/H,0 | Cu(SO, DHB ZS 100 1 75
[76] AcOH Cu(INO, SnCl, / Sn - 175 0,5 95
[59] H,O/EtOH, cu@Cl | - - | 120130 | 13 80-90
DMF, DMSO
[76] EtOH/CH,CN | Cu()l - - RT 7 40
CHC1,/IpOH 8
[231] | CHCL/EOH | Cu(®Cl - - l100170 | 4 40
[232] | DMF/H,04:1 | Cu@SO, R - 110 | 12-18 -

Lit.: Literatur, Sonst.: weitere Zusitze, T: Reaktionstemperatur, t: Reaktionszeit, RCA: radiochemische Ausbeute,
AcOH: FEssigsfure, ACS: Ascorbinsiure, DHR: 2,5-Dihydroxyvbenzoesiure; DMF: Dimethylformamid; DMSO:
Dimethylsulfoxid, EtOH: Ethanol, IpOH: Isopropancl; Z8: Zitronensiure;

Dain der Auflishing nicht zwischen den verschieden aktivierten Vorlauferverbindungen unterschieden wird,
konnen die angegebenen Ausbeuten nur als grobe Richtwerte dienen. Allerdings gelten die meisten Angaben
fur wenig akiivierte, mit dem Phenylalanin vergleichbare aromatische Systeme. Der gegebene
Literaturiiberblick der Markierungsmethoden zeigt, daB die Markierung nur beim Arbeiten in saurem,
reduktivem Medium mit guten RCA innerhalb annehmbarer Zeiten durchfiihrbar ist [s. auch 73,233].
Grundsitzlich kann zwischen 2 Methoden unterschieden werden. Bei der 1. Methode geht man von direkt
emgesetzten Cu(l)-Salzen wie CuCl oder CuBr in organischen Losungsmitteln aus. Bei der 2. Methode wird
das Cu(l)-Ion in situ aus Cu(lI)}-Saizen durch den Zusatz geeigneter Reduktionsmittel erzeugt Als
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Reduktionsmittel dienen Dihydroxybenzoesdure (Gentisinsdure), Ascorbinsiure und besonders fiir die
schwierige n.c.a.-Radicioddebromierung das Zinnsulfat. Hier scheint das Zinn(I) gerade in wéBrigen
Systemen das gegeniiber der Disproportionierung instabile Cu(I) zu stabilisieren und damit eine fir die
Markierung giinstige Situation zu schaffen [76]. Die notwendige Anséuerung des Reaktionsmediums erfolgt
im allgemeinen durch Zitronensdure oder Essigsdure, aber auch Mineralsiuren wie Schwefel- oder
Phosphorsaure wurden eingesetzt. Fir die n.c.a.-Markierung wird vornehmlich nach der 2. Methode in
wirigen, essigsauren Systemen gearbeitet, da diese einerseits ein hoheres Markierungspotential aufweisen
und sich andererseits am besten zur Kit-Praparation eignen. Hier kann die Reaktionslosung nach
entsprechender Abpufferung analog zu den Tc-Kits direkt zur medizinischen Anwendung eingesetzt werden

Dementsprechend ist die 1. Methode eher zur isotopen Markierung verwendet worden.

Nitroimidazole sind gegeniiber reduktiven Bedingungen nur wenig stabil Ebenso ist das Arbeiten mit
Methylestern in sauren, wébBrigen Losungsmitteln bei hohen Temperaturen problematisch Dazher galt es ber
der Auswahl des Markierungssystems den Zusatz von Reduktionsmitteln zu umgehen und in organischen
Solvenzien zu arbeiten. Innerhalb der n.c.a-Markierungen fand sich in der Literatur nur das System
"DMSO/CuCl", das den Erfordernissen geniigte. Zudem schien diese Methode auch aufgrund der wenigen
variablen Parameter am besten fiir eine systematische Untersuchung geeignet zu sein.

3.4.1 Radiciodierung von Br-P2NI-Me mit Ca(l

Aufgrond der obigen Uberlegungen wurde firr die Markierung des Br-P2NI-Me zunachst die CuCl/DMSO-
Standardmethode in Anlehnung an S. M. Moerlein [67] eingesetzt, die bisher nur auf einfache aromatische
Modellsysteme in Verbindung mit hohen Vorlauferkonzentrationen und ohne Zusétze angewandt wurde. Es
konnten hier weder durch die Variation der Reaktionsparameter noch durch den Einsatz diverser Zusitze wie
Sauren und Reduktionsmittel befriedigende Ergebmisse erzielt werden. Die Ausbeuten dieser Cu(I)
katalysierten Markierungsreaktion sind in erster Linmie von der Temperatur, der Voriduferkonzentration und
der Cu(T)-Konzentration abhingig [67]. Durch eine Temperaturerththung wurden zwar etwas bessere RCA
erhalten, wobei allerdings auch eine starke Zunahme von aktiven und inaktiven Nebenprodukten beobachtet
wurde Die Vorlauferkonzentration konnte in diesem Zusammenhang nicht beliebig erhéht werden, da der
Vorldnfer zum etnen nur in begrenzten Mengen zur Verfiigung stand und sich zum anderen die Abtrennung
des Radioproduktes vom chemisch und chromaiographisch sehr dhnlichen Vorlgufer als problematisch erwies.
Hohere Katalysatorkonzentrationen waren in diesem System einerseits durch: die schlechte Loslichkeit der
Cu(D)-Halogenide und andererseits durch ihre Eigenschaft, in héheren Konzentrationen katalytisch inaktive
Oligomere zu bilden, begrenzt [67,72]. Durch den sonst ibiichen Zusatz von komplexbildenden,
chelatisierenden Sauren konnte die Katalysatoraktivitat nicht positiv beeinfluit werden.

Auch der Einsatz anderer kauflicher Cu(I)-Salze wie CuBr und CuCN und die zusitzliche Reinigung der
Katalysatoren fithrten nicht zu verbesserten RCA.

Bei der Markierung von Br-P2NI-Me mit dem CuCl/DMSO-System in Anlehnung an die Literatur [67] wurde
bei deutlich geringeren Vorlduferkonzentrationen gearbeitet. Durch Reinigung konnte aus dem kauflichen,
leicht griinlichen CuCl eine weiBe Verbindung erhalten werden, die sich unter Luft und Licht langsam wieder
verfarbte. Alle Reakfionen wurden unter AusschiuB von Sauerstoffin einer Argonatmosphére durchgefiihrt.
Trotzdem konnten fiar das Konjugat unter diesen Bedingungen die in der Literatur angegebenen
Markierungsausbeuten von mehr als 80 % auch bei Iédngeren Reaktionszeiten und hoheren




Reaktionstemperaturen nicht erreicht werden.

Bei Kontrolluntersuchungen mit CuCl, als Katalysator wurde bei 160°C nach 180 min eine RCA von weniger
als 8 % erhalten

Die Abhsngigkeit der RCA von der Vorlduferkonzentration wurde nur stichpunktartig tiberpriift, da gréfere
Vorliufermengen aus trenntechnischen Griinden nicht in Frage kamen. Hier wurde eine Erhohung der RCA
um etwa 10 % bei der Verdopplung der Vorlauferkonzentration im Bereich von 10 - 50 mM beobachtet.
Weitere Optimierungsversuche der RCA blieben ohne Erfolg Sowohi der Zusatz von Sauren (Essigsaure,
Zitronensaure) als auch die Zugabe von Reduktionsmitteln wie Ascorbinsdure, Gentisinsaure, Na,SO; und
SnSOQ, fithrten zu einer Emiedrigung der RCA.

Auch die altemative Aktivierung der Reaktion durch Mikrowellenstrahlung wurde ergebnislos versucht.

3.4.1.1 Temperaturabhingigkeit
In Abb. 3.4-1 wird die Temperaturabhingigkeit der CuCl-katalysierten Radioioddebromuerung des

Br-P2NI-Me gezeigt. Schon bei einer Reaktionszeit von 60 min wurde bei Temperaturen itber 170°C eine
zunehmende Zerseizung sowohl des Vorlaufers als auch des Radioiodproduktes beobachtet, was sich im
Absinken der RCA in diesem Bereich niederschlug. Mit der Verlingerung der Reaktionszeit bei hdheren
Temperaturen konnten somit die Ausbeuten nicht verbessert werden. Im Unterschied zur Literatur [67] wurde
unterhalb von 130°C keine RCA erhalten

= ap Reaktionszeit: 180 mi /
S \
= 20-
10 .
o s
0 =™ w0 w
Temperatur [°C]

Abb. 3.4-1 Kinetik der CuCl-katalysierten Radioi.oddebromierung von Br-P2NI-Me.
CuCl: 1,5 mM, Br-P2NI-Me: 14 mM, DMSO
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3.4.1.2 Kinetik der Reaktion
Die Zeitabhingigkeit der Radioioddebromierung zeigte den erwarteter Verlauf einer Reaktion pseudo-erster-

Ordnung, Bei einer Reaktionstemperatur von 140 °C konnte auch nach 180 min noch keine Sattigung erreicht
werden. Allerdings betrug hier die RCA trotz hoher Katalysator- und Vorlauferkonzentrationen nur etwa 30 %

(Abb. 3.4-2).

| Resktionstemperatur: 140 °C

1

RCA [%]
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Abb. 3.4-2 Reaktionskinetik der CuCl-katalysierten Radioioddebromierung von
Br-P2NI-Me. CuCl: 15 mM, Br-P2NI-Me: 25 mM, T=140°C, DMSO
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Abb. 3.4-3 Reaktionskinetik der Cu(l)-katalysierten Radioioddebronﬁerung voR
Br-P2NI-Me: CuCl: 1,5 mM, Br-P2NI-Me: 14 mM, DMSO

In Abb. 3.4-3 ist die Reaktionskinetik fiir hohere Temperaturen und geringere Katalysator- und Vorlaufer-

konzentrationen dargestellt. Bei einer Reaktionstemperatur von 170 °C wurde schon nach 120 min ein Platean
bei etwa 55 % RCA erreicht. Mit zunchmender Reaktionszeit machte sich hier der ZersetzungsprozeB bei
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hoéheren Temperaturen durch das leichte Absinken der RCA bemerkbar. Dieser Effekt trat bei einer
Reaktionstemperatur von 200°C in den Vordergrund. Hier wurden nach 30 min maximale RCA von 50 %
erhalten, die dann mit zunchmender Reaktionszeit erst in ein Plateau iibergingen, um danach stark
abzusinken. Gleichzeitig wurde hier eine starke Zersetzung des Vorlaufers beobachtet.

Obwohl bei 190 °C innerhalb von 60 min RCA von etwa 60 % erzielt werden konnten, waren hier schon etwa
15 % des eingesetzten Vorlaufers zersetzt. Ein verniinfliger Mittelweg zwischen der Reaktionszeit, den RCA
und der Zersetzung stelite bei dieser Methode eine Reaktionstemperatur von 170 °C dar. Hier wurden nach
2 h immerhin noch 55 % RCA erreicht, wobei nur geringe Mengen an Zersetzungsprodukten beobachtet

werden konnten.

3.4.1.3 RCA in Abhiingigkeit von der CuCl Konzentration

Beziglich der Abhingigkeit der RCA von der CuCl Konzentration wurden nur vereinzelte Messungen
durchgefiihrt, die sich an den Literaturangaben fiir die Modeliverbindung Brombenzol orientierten [67]. Trotz
der unterschiedlichen Reaktionsbedingungen (s. Tab. 3.4-3) konnte die in der Literatur angegebene
Abhangjgkeit, die einen Maximalverlauf zeigt, im groBen und ganzen bestitigt werden. Allerdings wiesen die
eigenen Untersuchungen am Br-P2NI-Me engere Maximalbereiche und einen schnelleren Abfall der RCA mit
steigender CuCl Konzentration auf. In Abb. 3.4-4 sind die Maximalbereiche der Messungen dargestellt. Hier
sind auch die Ergebnisse fiir CuBr als Katalysator aufgefiihrt, bei dem ein zum CuCl shnlicher Verlaunf, bei
allerdings geringeren RCAn beobachtet wurde.

°r
[ - Brombenzo], CuCl, Literatur
m -
50 —H Br-P2NI-Me, CuCl
o
5 L
4
30 - H Br-P2NI-Me, Cubx
20 |-
10 1 ] 1 1 1 - L
0 10 20 30
Cu(T)-Kenzentration

Abb. 3.44 Radioioddebromierung mit dem CuCl/DMSO System. Cu(l)-
Konzentrationsbereiche der maximalen RCA fiir verschiedene Systeme.
Vergleich mit den Literaturergebnissen filr Brombenzol.
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Tabh. 3.4-3 Radicioddebromierung mit dem CuCl/DMSO System. Vergleich der Reaktionsbedingungen von

Br-P2NI-Me und Brombenzol.
Eigene Messung Literatur [67]
Verbindung Br-P2NI-Me Brombenzol
Vorlduferkonzentration 14 mM 595 mM
Reaktionstemperatur 160°C 140°C
Reaktionszeit 120 min 30 min

3.4.2 Markierung mit CuBr und CuCN als Katalysator

CuBr und CuCN waren wie CuCl kommerziell erhiltlich. Daher wurden in diesem Zusammenhang auch die
FEigenschaften dieser Katalysatoren beziiglich der aromatischen n.c a.-Radioroddebromierung iiberpriift. Nach
dem weiter unten ausgefithrten Modell (Abb 3.4-8) des Reaktionsmechanismus iiber einen komplexartigen
Ubergangszustand sollten diese Katalysatoren gegeniiber dem CuCl keine Vorteile bringen, da nach dem
HSAB-Konzept und in Analogie zu den Ag(I)-Verbindungen die Stabilitit der Komplexe in der Reihenfolge
Cl<Br<I<CN zunimmt, so dafl die Verbindungen zum einen eine immer schiechtere Loslichkeit und zum
anderen eine immer geringere Tendenz zu Ligandenaustauschreaktionen beziiglich des Bromaromaten
aufweisen sollten. Dementsprechend war CaCN nur sehr schlecht in DMSO 16slich und fithrte nur zu geringen
Markienngsausbeuten. Daher wurden hier, von einigen Vorversuchen abgesehen, keine weiteren Messungen
unternommen.

Auch beim CuBr konnte das Modefl bestétigt werden, Beziiglich der Radioioddebromierung wurden mit CuBr
als Katalysator im Vergleich zum CuCl sowohl geringere RCA als auch eine etwas stérkere Bildung von
Zersetzungsprodukten, insbesondere bei hoheren Katalysatorkonzentrationen, beobachtet.

Ebenso wie das CuCl wurde auch das kommerzell erhiltliche CuBr vor der Reaktion einer Reinigung

unterzogen. Im folgenden wird das CuBr/DMSO-System anhand einiger wichtiger Parameter genauer

untersucht.
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3.4.2.1 Temperaturabhingigkeit
Die Abhingigkeit der RCA von der Reaktionstemperatur wurde fiir die CuBr-katalysierte Austauschreaktion

nur bei héheren Temperaturen und kitrzeren Reaktionszeiten untersucht, da hier die héchsten RCA gefunden
wurden. Wie aus Abb. 3.4-5 ersichtlich ist, nahm die Zersetzungstendenz mit zunehmenden Reaktionszeiten
zu. Hier wurde ab einer Reaktionszeit von 60 min ein Maximum bei 180-190°C beobachtet. Die vorliegenden
Daten stimmten cqualitativ gut mit den entsprechenden Beobachtungen beim CuCl iiberein.

RCA [ %]

Temperatr [ °C]

Abb. 3.4-5 Abhiingigkeit der CuBr-katalysierten Radioioddebromierung von Br-P2NI-Me
von der Reaktionstemperatur. CuBr: 1,5 mM, Br-P2NI-Me: 14 mM, DMSO

3.4.2.2 Kinetik der Reaktion
In Abb. 3 4-6 ist die Abhangigkeit der RCA von der Reaktionszeit fiir zwei verschiedene Temperaturen

dargestellt. Auch hier zeigte CuBr ein dem CuCl #hnliches Verhalten, wobei die geringeren
Reaktionsgeschwindigkeiten zu um etwa 20 % niedrigere RCAn fithrten Ebenso wurde die bei hdheren
Reaktionstemperaturen ausgeprigtere Zersetzungstendenz deutlich. So wurde bei einer Reaktionstemperatur
von 200 °C analog zim CuCl nach etwa 30 min eine maximale RCA von 40 % erreicht. Allerdings wurde im
weiteren Verlauf kein Plateau, sondern ein soforfiger starker Abfall der RCA infolge von Zersetzung
becbachtet.

In Abb. 3.4-7 werden die Reaktionskinetiken der beiden Katalysatoren im Vergleich gezeigt. Hier wird die fiir
CuBr erwartete Tendenz zu geringeren RCAn besonders deutlich. Der fiir CuBr bei einer Reaktionstemperatur
von 160°C erhaltene Kurvenverlanf kann beziiglich der RCA mit der Kinetik von CuCl bei 140°C verglichen
werden (Abb. 34-2). Demnach entspricht der Ubergang vom Bromid zum Chlorid in der
Kupferkoordinationssphére einer TemperaturerhGhung von etwa 20 °C.

Aus den gezeigten Daten wird deutlich, daB der Einsatz von CuBr gegeniiber CuCl innerhalb dieses Rahmens

keine Vorteile bringt.
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Abb. 3.4-6

Reaktionskinetik der CuBr-katalysierten Radioioddebromierung von

Br-P2NI-Me: CuBr: 1,5 mM, Br-P2NI-Me: 14 mM, DMSO
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Abb. 3.4-7

Reaktionskinetiken der Cu(l)-katalysierten Radicioddebromierung von
Br-P2NI-Me. Vergleich CuBr/CuCl: CuBr, CuCl: 1,5 mM, Br-P2NI-Me:

14 mM, DMSO




3.4.3 Markierung mit Cu,SO,

Auferund der unbefriedigenden RCA bei der Radiosynthese des **'I-P2NI-Me mit dem CuCl/DMSO System
wurde eine Wetterentwicklung zur Optimierung dieses Markierungssystems vorgenommen. Hierzu wurde von
einem einfachen Modell des Reaktionsmechanismus ausgegangen [60,67]:

Da Cu(J) im allgemeinen tetraedrische Komplexe bildet, wird bei der Austauschreaktion im Ubergangszustand
von einem tetraedrischen Ubergangskomplex ausgegangen. Die Reaktion kann in vier Reaktionsschritte
aufoeteilt werden. Dies soll in Abb. 3.4-8 verdeutlicht werden, wobei mit X ein Halogen (Cl, Br, I) und mit L
ein weiterer Ligand wie z.B. das Losungsmittel angedeutet wird:

1 Ligandenaustausch von L oder X gegen Radioiod

2. Ligandenaustausch von L oder X gegen aromatisch gebundenes Halogen
3. Konstatierte Bindungsumbildung im Ubergangszustand

4. Ligandenaustausch unter Freisetzung des Radioiodaromaten

#
X L
Br N S I*
Cu
. L {7 +L -

L i

Abb. 3.4-§ Hypothetischer Reaktionsmechanismus der Cu(D-katalysierten Austauschreaktion

Fiir alle Reaktionsschritte sollte die mit X und L angedeutete Koordinationssphare eine entscheidende Rolle
sowohl fiir die Reaktivitit als auch fiir die Reaktionsgeschwindigkeit spielen. Da Cu(I) analog zum Ag(I)
bevorzugt mit Halogenen stabile, schwerl@sliche Komplexe bildet, sollte der Halogenanteil X im katalytisch
wirksamen Komplex und damit die Halogenkonzentration in der Reaktionslosung fiir diese Austauschreaktion
moglichst gering sein Zudem diirfie sich ein zunehmender Halogenanteil sowohl fiir die Koordination von
Radiciod als auch fiir die Anlagerung des Halogenaromaten stérend answirken (Reaktionsschritt 1 und 2). Auf
die Bedeuthung der Halogenkonzentration fiir die Austauschreaktion wurde hingewiesen [72]. Auch durch die
Zugabe anderer, weniger stark bindender Liganden im UberschuB diirfte aufgrund der relativ stabilen
Halogenkomplexe keine Verdrangung von X und damit keine Aktivierung des reaktiven Komplexes erreicht
werden,

Aus diesem Modell wird der Vorteil der in situ Darstellung der Cu(I) Komplexe durch die Zugabe von
halogenfreien Reduktionsmitteln deutlich. Hierbei wird sowohl die Konzentration an aktivem Kupferkomplex
als auch die Austauschfhigkeit dieses Komplexes verbessert. Daher fiihrt das Cu(Il)/Reduktions- System im
allgemeinen zu besseren RCA bei milderen Reaktionsbedingungen und kiirzeren Reaktionszeiten (s.
Tab. 3.4-1,-2).

Um die Vorteile des Cu(Il)/Reduktions-Systems auch fiir reduktions- und wasserempfindliche Verbindungen
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nutzen zu kdnnen, sollte wie beim CuCl/DMSO-System eine Cu(l)-Verbindung direkt eingesetzt werden.
Diese sollte eine bessere Loslichkeit aufweisen und weniger stark komplexierende Liganden enthalten. Hier
bot sich das schon bei dem Cu(Il)/Reduktions-System verwendete, aber in situ erzeugte Cu,S0, an. Cu,SO,
ist zwar nicht kommerziell erhiltlich, kann aber durch eine einfache Reaktion von Kupferoxid mit
Dimethylsuifat synthetisiert werden [234]. Andere in der Literatur beschriebene Cu(I)-Verbindungen sind
entweder schwer zuganglich oder enthalten stark komplexierende Chelatliganden [235,236].

Entsprechend dem obigen Modell konnten in dieser Arbeit bei der Radioioddebromierung mit dem Cu,SO,
deutlich bessere Ergebnisse erzielt werden. Da iiber diese Reaktion in der Literatur keine Daten vorlagen,
wurden weitere Untersuchungen und Optimierungen an diesem Markierungssystem vorgenommen. Aufgrund
der schwachen Komplexierung des Cu(T} konnten die RCA durch den Zusatz verschiedener Reagenzien wie
Séuren, schwache Komplexbildner und schwache Reduktionsmittel auch in geringen Konzentrationen
beeinfluBt werden, Auffallig war die starke Empfindlichkeit der Reaktion gegeniiber Lufisanerstoff. Trotz
dieser hoheren Empfindlichkeit des Cu,SO, im Vergleich zum CuCl gegeniiber Luft und Feuchtigkeit war die
Markierungsreaktion mit dem in Anlehnung an der Literatur oben eingesetzten CuCl- katalysierten Austausch
vergleichbar, wobei mit Cu,SO, bedeutend bessere Ausbeuten erzielt werden konnten. Wie in der Literatur
wurde der Zusatz von Wasser (bis 15 %) problemlos toleriert. Zudem wies das Cu,SO, eine bedeutend bessere

Léskichkeit in DMSO auf,

3.4.3.1 Kinetik der Reaktion
In Abb. 3.4-9 ist die Abhingigkeit der RCA von der Konzentration fir die Cu,SO,-katalysierte

Radicioddebromierung am Beispiel von Br-P2NI-Me aufgefiihrt.

RCA [%]

©c m 0 w20 150 180
Reaktionszeit {min ]

Abb. 3.4-9 Reaktionskinetik der Cu,SOkatalysierten Radioioddebromierung von
Br-P2NI-Me: Cu,SO;: 2 mM, Br-P2NI-Me: 25 mM, DMSO

Bet nicht zu langen Reaktionszeiten und niedrigeren Temperaturen ist deutlich der erwartete Verlauf pseudo-
erster-Ordnung zu erkennen. Wihrend bei einer Reaktionstemperatur von 140 °C auch nach 180 min noch
keine Sattigung der RCA vorlag, ist bei 160°C oberhalb einer Reaktionszeit von 120 min ein leichter Abfall




der RCA zu erkennen.

3.4.3.2 Temperaturabhiingigkeit
Schon aus der Kinetik (Abb 3.4-9) dieser Reaktion ist ersichtlich, daB bei Reaktionstemperaturen iiber

160°C, &hnlich dem Verhalten des CuCl bei hoheren Temperaturen, mit einer zunehmenden
Zersetzungstendenz zu rechnen ist. Mit Cu,SO, konnten schon bei 160 °C um die 70 % RCA erhalten
werden, so daB bei der weiteren Optimierung der obere Temperaturbereich nicht mehr betrachtet wurde.
Unterhalb von 120 °C wurden keine RCA erhalten, wihrend ab dieser Temperatur eine stetige Zunahme der
RCA bis 160 °C beobachtet wurde. Weiterhin ist ersichtlich, daB hohere Temperaturen gerade in Verbindung
mit langen Reaktionszeiten aufgrund der Zersetzung vermieden werden sollten.

RCA [%]

100 ' 120 140 180
Temperatur [°C1

Abb. 3.4-10 Abhiingigkeit der Cu,SO katalysierfen Radioioddebromierung von
Br-P2NI-Me von der Reaktionstemperatur. Cu,SO,: 2 mM, Br-P2ZNI-Me:
25 mM, DMSO

Im Vergleich zur CuCl-katalysierten Austauschreaktion wurde eine Verschicbung z: mniedrigeren
Reaktionstemperaturen beobachtet. Schon bei deutlich geringeren Reaktionstemperaturen konnten gute RCA
erzielt werden. Die "Starttemperatur” der Reaktion lag mit 120°C um etwa 20°C niedriger; auch die Tendenz
zur Bildung von Zersetzungsprodukten war um etwa 20°C verschoben.

3.4.3.3 RCA in Abhiingigkeit von der Vorliduferkonzentration

In der Literatur wird die Vorliuferkonzentration als der wichtigste Parameter zur Steigerung der RCA der
Cu{l)-katalysierten Austauschreaktion dargestellt [72]. Andererseits ist gerade bei der n.c.a-
Radioioddebromierung die Abtrentiung groBer Vorldufermengen problematisch, da sich Edukt und Produkt
chemisch und chromatographisch nur wenig unterscheiden. Daber wurde wihrend der Optimierung der
EinfluB} der Vorlauferkonzentration auf die RCA genauer untersucht.
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Abb. 3.4-11  Abhingigkeit der Cu,SOkatalysierten Radioioddebromierung von der
Vorliduferkonzentration Cu,50,: 2 mM, Reaktionstemperatur: 160°C, DMSO

In Abb. 34-11 ist die Abhingigkeit der RCA von der Vorlduferkonzentration bei verschiedenen
Reaktionszeiten dargestellt. Hier wurde mit zunehmender Vorlduferkonzentration eine deutliche Sattigung der
RCA erreicht. Mit kiirzeren Reaktionszeiten gewann die Vorlauferkonzentration immer mehr an Bedeutung
Dieses Verhalten ist nach dem obigen Modell zu erwarten, wenn davon ausgegangen wird, daB die
Bildungsgeschwindigkeit (k,) des Radiciod-Kupferkomplexes ([XCuL, T = RIK") und dessen Abreaktion mit
dem Bromaromaten (k;) in der gleichen GréBenordnung liegen:

k

Rk-Gl. 1 XCuly, + *T —1> [XCuLZ*I]-
Rk-GL 2 l:XCuLz*I:I- + R-Br i R-¥ &+ [XCuLZBﬂ-

X= 802, CI, Br; L= Ligand (z.B. LOsungsmittel)

Fiir die Konzentration vom RIK" ergibt sich dann aus den Reaktionsgleichungen Rk-Gl. 1 und Rk-G1.2:

_ k [XCuL,] [*I]
RIK]  RoBr] GL 3.4-1

Da beim Arbeiten im n.c.a-Bereich die Konzentrationen des Kupferkomplexes und des Vorldufers als
konstant angesehen werden konnen, faBt man diese mit der Geschwindigkeitskonstanten zusammen und

erhilt aus G1. 3 4-1:

L K _
[RIK] = ?1 [*] k' = apparente Geschwindigkeitskonstante Gl 3.4-2
2

Demmach steht im Gleichgewicht nur eine begrenzte Menge an RIK™ zur Verfligung, dessen
Gleichgewichtskonzentration mit der Vorlauferkonzentration abnimmt (GL. 3.4-1). Auch mit zunehmender
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Reaktionszeit ist nach Gl 3 .4-2 infolge der abnehmenden Radioiodidkonzentration ein geringerer Effekt bei
zunehmenden Vorlauferkonzentrationen zu erwarten, Daher ist die optimale Vorlduferkonzentration so zu
wihlen, daB die Bildungs- und die Reaktionsgeschwindigkeit des RIK" etwa in der gleichen GrofSenordnung
Hegen. Hinsichtlich der Aufarbeitung stellen Vorliuferkonzentrationen von 50 mM in Verbindung mit
langeren Reaktionszeiten den besten KompromiB dar.

3.4.3.4 RCA in Abhiingigkeit von der Cu,SO, Konzentration

Die Abhéangigkeit der Austauschreaktion von der Katalysatorkonzentration ist in Abb. 3.4-12 dargestellt. Hier
wird bet einer Cu(I)-Konzentration von 4 mM ein Maximum etreicht. Der Maximalbereich stimmt mit der fiir
die Markierung von Br-P2NI-Me gefundenen optimalen CuCl Konzentration (3.4.1.3) gut {iberein.

| Reaktionstemperatur: 140 °C

RCA [ %]

=

Cu, S0, Konzentration [ mM]

Abb. 3.4-12  Abhiingigkeit der Cu,SC katalysierten Radioioddebromierung von
Br-P2NI-Me von der Cu,SOKonzentration: T= 140 °C, Br-P2NI-Me: 25
mM, DMSO

Verglichen mit dem in der Literatur firr CuCl bei der Markierung einfacher Modellaromaten angegebenen
Verhalten [67], wurde auch beim Cu,SO, eine Ausdehnung des Maximalbereichs iiber einen kleineren
Konzentrationsbereich gefunden. In der nicht logarithmischen linearen Skala ist ein starker Anstieg der RCA
bei Klemen Konzentrationen zu erkennen, der nach dem Maximum in einen maBigen Abfall iibergeht. Dieser
Kurvenverlanf gilt fiir die vollige Abwesenheit von Sauerstoff (s. 3.4.3.5). Fiir hohe Cu(I)-Konzentrationen
wird auch bei 140°C eine leichte Zersetzung des Vorldufers beobachtet.

Fir das Absinken der katalytischen Aktivitat bei héheren Cu(I)-Konzentrationen werden beim CuCl
hauptsichlich 2 Effekte verantwortlich gemacht. Zum einen bilden die Kupferhalogene bei héheren
Konzertrationen oligomere Strukturen, die keine katalytische Aktivitdt aufweisen, zim anderen wird die
Wahrscheinlichkeit der Kupfer—DiSproportionierung nach 2 Cu" = Cu® + Cu* mit zunehmender
Kupferkonzentration immer groBer. Ferner wird die Bildung anorganischer Kupfer-Radioiod-Spezies
postuliert, die keine Austauscheigenschaften mebr aufweisen {67].
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Beim Einsatz von Cu,S0, sollte die Bildung von Oligomeren keine Rolle spielen. Auch die Begrenzung der
katalytischen Aktivitit des CuCl aufgrund der eingeschrinkten Loslichkeit in DMSO ist hier ohne Bedeutung,
Trotzdem wwide fir Cu,SO, ein vergleichbarer Verlauf der RCA in Abhingigkeit von der
Katalysatorkonzentration gefunden. Demnach scheinen die mit der Kupferkonzentration zunehmende
Disproportionierungsreaktion oder/und die Bildung inaktiver Kupfer-Radioiod-Spezies die wichtigsien
begrenzenden Faktoren der Radicioddebromierung zu sein Ausgehend von diesen Uberlegungen sollte die
hohere Aktivitit des Cu,SO K atalysators, verglichen mit der des CuCl, nicht auf die bessere Loslichkeit und
den damit verbundenen hoheren Cu(I}-Konzentrationen, sondern auf eine erthdhte Austauschakiivitat des
halogenfreien Kupferkomplexes zuriickzufiihren sein.

Aufgrund der vorliegenden Daten beziiglich der Radioioddebromierung kann in diesem Zusammenhang die
folgende Reihenfolge in der Aktivitét der Cu(T)-Komplexe aufgestelit werden:

o L L L L
ol-g—o-—(i:u-l; > Ci"'(i:u"L > Br""(ifn"L > X""(ilu"'Br
o 1 : : :

L= Lasungsmittel

ErwartungsgemaB ist die Aktivitdt umgekehrt proportional zur Komplexbildungsstéirke (s 0.). Reagiert ein
Kupferkomplex nach dem obigen Modell (s. 3.4.3), so wird prinzipiell ein Ligand gegen Brom ausgetauscht
und ein negativ geladener Komplex erhaiten, der nur noch geringe Austauschaktivitit aufweisen dirfle. Nach
dieser Umkomplexierung diirfte das relativ stark gebundene Bromid im Komplex verbleiben, so daB dieser
Kupferkomplex nur noch im geringem MaBe zur Austauschreaktion beitragen diirfte. Demnach kann im
strengen Sinn nicht mehr von einer katalytischen Reaktion gesprochen werden, was fiir n.c.a.-Reaktionen
allerdings ohne Bedeutung sein sollte.

Auffallig beziiglich der "katalytischen" Wirkung sind die fiir die Austauschreaktion relativ hohen Cu(l)-
Konzentrationen. Diese konnen iiber die relativ geringe Gleichgewichtskonzentration oder einer geringen
Bildungsrate des Radiciodkomplexes RIK in Rk-G1.1 erklart werden.

3.4.3.5 Luft- und Wasserempfindlichkeit

Luftempfindiichkeit

Axf die ausgepriagte Empfindlichkeit der Reaktion gegeniiber Luftsauerstoff wurde hingewiesen. Sowohl die
RCA der Radicioddebromierung als auch deren Abhingigkeit von der Katalysatorkonzentration &nderten sich
beim Arbeiten in Anwesenheit von Sauerstoff. In Tab. 3.4-4 ist zur Verdeutlichung dieses Effekts ein direkter
Vergleich aufgefiihrt. In Gegenwart von Sauerstoff mufl mit AusbeuteeinbuBien von mehr als 50 % gerechnet
werden. Gleichzeitig wurde fiir die Abhingigkeit der RCA von der Katalysatorkonzentration unter
Anwesenheit von Sauerstoffspuren im Cu(I)-Konzentrationsbereich von 1-8 mM kein Maximum wie in
Abb. 3.4-12, sondem ein stetiger Anstieg gefunden. Dieses Phanomen wurde bei anfanglichen Messungen
beobachtet und verschwand mit der Einfithrung weiterer MaBnahmen zum konsequenten AusschluB von
Luftsaverstoff. Auch hier wurde die starke Sauerstoffempfindlichkeit der Markierungsreaktion deutlich.
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Offensichtlich wird durch Sauerstoffspuren der sich relativ langsam bildende "aktive" Radiokomplex RIK"
schnell oxidiert und abgefangen, so dab die tatsichliche RIK-Konzentration die des Maximalbereiches nicht

iiberschretten kann.

Tab. 3.4-4 Zur Luftempfindlichkeit der Reaktion

Reaktion RCA [%]

Reaktion unter Argonatmesphire 48
Vergleichsreaktion unter Luftatmosphiire 23
Reaktionsbedingungen: T= 140°C, Br-P2NI-Me: 25mM, Cu,S0,: 2 mM, Reaktionszeit: 180 min

Wasserempfindlichkeit

Die Wasserempfindlichkeit von Radiciodierungsreaktionen ist insofern von Bedeutung, als das zur
Markierung eingesetzte Radiociod als Jodid in alkalisch wiBrigen Lésungen vorliegt. Werden
wasserempfindliche Vorlanfer oder Reaktionsbedingungen verwendet, ist ein zusétzlicher Trocknungsschritt
bei der Radiosynthese erforderlich. Mit dem Markierungssystem CuCL/DMSO konnte in der Literatur bei der
Radiocioddebromierung einfacher Modellaromaten auch in Anwesenheit von 25 % Wasser keine negative
Beeinflussung der RCA beobachtet werden [67].

Auch bei Untersuchungen des Cu,SO,/DMSO Sysiems hinsichtlich der Wasserempfindlichkeit wurde
innerhalb des untersuchten Bereiches bis zu einem Wasseranteil von 15 % keine Beeintrichtigung der RCA

gefunden (Tab. 3 4-5),

Tab. 3.4-5 EinfluB von Wasser auf die RCA des Cu,SO,/DMSO Systems

Wassergehalt [Volumen %] RCA [%] Woassergehalt [Volumen %] RCA .[%]
0 86,50 % 8.3 5 83,75+95
1 84,00+ 8.5 7 80,33 £89
2 7850£42 8 89.50 +4 4
3 73,5098 10 83,00+29
4 86,00+ 5.7 15 81,0075

Reaktionsbedingungen: T= 140°C; Br-P2NI-Me: 50mM; Cu,80,: 2 mM; Reaktionszeit: 180 min

3.4.3.6 EinfluB} des Losungsmittels

Nach dem obigen Modell hingt die Reaktion in entscheidendem MaBe vom Losungsmitte! ab, da dieses den
aktiven Komplex ([L,CuXI*]") maBgeblich in der Koordinationssphére und damit in seinen elektronischen
und chemischen Eigenschaften beeinflussen solite. Als weitere Reaktionsmedien bei der
Radioioddebromierung mit dem Cu,SO,/DMSO-System wurden die Lésungsmittel Acetonitril,
Dimethylformamid (DMF), Hexamethylphosphorsauretriamid (HMPT), Dimethyltetrahydropyrimidinon
(DMPU) und Eisessig, allein oder im Gemisch mit DMSO, getestet,

WiBrige Systeme wurden aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit des Methylesters nicht untersucht. Die
Losungsmittel wurden vor der Reaktion durch Trocknung und Destillation unter Argon gereinigt und vom
Luftsauerstoff befreit. Eine Ubersicht der Ergebnisse dieser Untersuchung wird in Tab. 3.4-6 gegeben.
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Tab. 3.4-6 N.c.a-Radicioddebromierung mit Cu,SO, in verschiedenen Losungsmitteln und Losungsmittel-

gemischen
Losungsmittel DMSO-Anteil [%6] RCA [%] Kommentar

DMSO 100 58,2 | zum Vergleich

Acetonitril 50 57.6 Verdampfungsveriuste

DMF 0 45,5 Lésungsmittelreinheit
50 47

HMPT (frisch) 0 3R Loésungsmittelreinheit

HMPT (7 Tage) ¢ 14

DMPU 0 5,6 ungeeignet
75 48

Reaktionsbedingungen: T= 140°C; Br-P2NI-Me.: 25 mM; Cu,S0,: 2 mM, Reaktionszeit: 180 min

- Acetonitril

Mit Acetonitril als Losungsmittel wurden dhnliche Ausbeuten wie mit DMSO erhalten, so daB Acetonitril in
diesem Zusammenhang grundsitzlich als Reaktionsmedium geeignet ist. Allerdings wurden unter den
Reaktionsbedingungen gréBere Verdampfungsverluste beobachtet, so daB hier eine Aussage iiber die
Konzentrationsverhiltnisse problematisch war In Gemischen mit 50 % DMSOQ, bei denen das
Verdampfimgsproblem nicht anfirat, konnten mit reinem DMSO vergleichbare RCA erhalten werden (s Tab.

3.4-6).

- Dimethylformamid (DMF)

Bei DMF wurden sowohi mit dem reinen Losungsmittel als auch in Gemischen mit 50 % DMSO geringere
RCA erhalten als mut dem DMSO-Standardsystem. Hierbei zeigte sich eine starke Abhangigkeit der RCA vom
Alter des DMF. Offensichtlich wurde die Reaktion schon von Spuren der in diesem Losungsmittel gebildeten
von stabilen Aminkomplexen ist vem Cu(J) bekannt [234].
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- Hexamethylphosphorsiuretriamid (HMPT)

Die Untersuchung von HIMPT brachte zum DMF vergleichbare Ergebnisse. Die RCA war deutlich niedriger
als bei den vorher eingesetzten Systemen. Aus Tab. 3 4-6 wird die starke Abhingigkeit der RCA von der
Losungsmittelqualitit deutlich. Auch hier scheint, wie beim DMF, der EinfluB von freten Aminen eine Rolle
zu spielen.

- Dimethyltetrahvdrepyrimidinen (DMPT))

DMPU ist als Losungsmitte] in diesem Zusammenhang ungeeignet. Nur im Gemisch mit DMSO wurden bei
einemn DMPU-Anteil von 25 % noch RCA von 48 % erreicht, was mit DMF als Losungsmittel vergleichbar
war. Bei reinern DMPU konnte auch nach 180 min nur eine RCA von 5,6 % erhalten werden.

- Eisessig

In Abb. 3.4-13 ist die RCA der Reaktion in der Abhangigksit vom Essigsiurezusatz dargestellt. In reinem
Eisessig konnte keine Radioiodierung erreicht werden. Vielmehr wurde eine starke Zersetzung des
Br-P2NI-Me beobachitet, die vermutlich auf eine Hydrolyse des Methylésters zuriickgefithrt werden kann. Die
Zersetzung wurde auch bei kleineren Essigsfurekonzentrationen in DMSOQ, allerdings in bedeutend




-62-

geringerem Ausmal, beobachtet. Selbst bei einem 0,5 %igem Zusatz (87,3 mM) wurden noch geringere RCA
als bet der essigsaurefreien Reaktion gefunden.

Eisessigassatz [ Volumen - % ]

Abb. 3.4-13  Cu,SO katalysierte Radioloddebromierung von Br-P2NI-Me. Zusatz von
Eisessig. T= 160 °C, Br-P2NI-Me: 25 mM, Cu(l): 4 mM, DMSO, t= 60 min

3.4.4 Untersuchung des Cu,SO,/DMSO Systems mit weiteren Zusitzen
Zusammenfassend konnen aus den Untersuchungen des Cu,SO,/DMSO Systems zum aromatischen n.c.a.-
"Brom gegen Radioiod"-Austausch am Br-P2NI-Me folgende wichtige Punkte festgehalten werden:

1
2.

Die RCA kann durch Erhéhung der Cu(I)-Konzentration nicht verbessert werden.

Die RCA kann zwar mit einer hoheren Reaktionstemperatur gesteigert werden, wobei aber eine
zunehmende Bildung von Nebenprodukten in Kauf genommen werden muB.

Die RCA kann durch den Einsatz hoherer Vorliduferkonzentrationen verbessert werden, wobei auch hier
eine Sattigung erreicht wird. Uberdies wird die problematische Abtrennung des Vorlaufers relevant.
Die Reaktion ist extrem sauerstoffempfindlich.

Die Reaktion verlduft iiber einen komplexartigen Ubergangszustand.

Zudem wurde fiir das Cu(I)SO,/Reduktions-System in waBrigen Reaktionsmedien die groBe Bedeutung von
sauren pH-Werten aufgezeigt [72].
Zur weiteren Optimierung der Reaktion boten sich demnach drei Punkte an:

A:

B:
C:

Zusatz von Sauren zur Neutralisation sowohl von eventuell gebildeten basischen Kupferoxiden als anch
der eingesetzten alkalischen RadioiodidlGsung.

Zusatz von geeigneten Komiplexbildnern, die zur Stabilisierung des Ubérgangszustandes beitragen.
Zusatz von geringen Mengen an schwachen Reduktionsmitteln zur Verminderung der Empfindlichkeit
gegeniiber Luftsauerstoff.
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3.4.4.1 Zusatz von Carbonsiiuren und Komplexbildnern

Carbonsiuren
Die Vorversuche mit Essigsiure hatten gezeigt, daB ein S#urezusatz in groferen Mengen die RCA der

Reaktion nicht analog den waBrigen Systemen steigern konnte. Neben der héheren Zersetzung des Vorlaufers
bei hohen Saurekonzentrationen wurden auch bei geringeren SAurekonzentrationen von 90 mM schlechtere
Ergebnisse erzelt als ohne Essigsaurezusatz (3 4.3.6).

Ublicherweise werden in der Literatur bei den wiBrigen Systemen neben Essigsaure auch Zitronensaure oder
die zusitzich reduzierend wirkende Gentisinsdure eingesetzt (s. 3.4), wobei hier keine klare Differenzierung
daritber zu treffen ist, ob die Schaffung eines sauren Reaktionsmediums oder die zusétzliche Komplexierung
des Cu'-Ions ausschlaggebend fiir die besseren Markierungsausbeuten ist. Aufgrund des gleichzeitigen
Einsatzes der Reagenzien neben Essigséure soflten eher die komplexierenden Eigenschaften der Verbindungen
im Mittelpunkt stehen. Daher kann dies nach dem obigen Modell des kompiexartigen Ubergangszustandes -
zumindest als ein Hinweis zur positiven Beeinflussung der Koordinationssphire des Kupfers durch
chelatisierend wirkende Carbonsiuren angesehen werden. Cu(I)-Komplexe von Monocarbonsauren sind in
der Literatur bekannt und werden, abgesehen von der charakteristischen Lufi- und
Feuchtigkeitsempfindlichkeit, als relativ stabile Verbindungen beschrieben [235,236]. Deshalb wurden trotz
der Erfahrungen mit Essigséure und trotz der problematischen Uberiragung von den beschriebenen wiBrigen
Systemen auf das DMSO, zur AnsZuerung neben Zitronensaure auch die chelatisierend wirkenden Sauren
Weinsaure und Oxalsaure getestet. Die Untersuchungsergebnisse sind in Tab 3.4-7 zusammengefaft.

Tab. 3.4-7 N.c.a-Radioioddebromierung von Br-P2NI-Me mit Cu,SO, unter Zusatz chelatisierender

Carbonsiuren
Saure RCA [%] mit Br-P2NI-Me Kommentar
25 mM 50 mM

ohne Zusatz (3.4.3) 582+94 828+42 zum Vergleich
Zitronensiure 6679 90 +35 gut geeignet
Weinsiure 63+83 78+135 gut geeignet
Oxalsure 445+72 - Zersetzungstendenz
Reaktionsbedingungen: T= 140°C; Cu,S0,: 2 mM; Siure: 2 mM; Reaktionszeit: 180 min

Die RCA konnten durch den Zusatz von chelafisierenden Sauren in einem zum Cu(l) analogen
Konzentrationsbereich grundsétzlich verbessert werden. Das dieser Effekt bei der Oxalsaure nicht beobachtet
wurde, kann bedingt auf deren Wirkung als schwaches Reduktionsmittel zuriickgefithrt werden. Beim Einsatz
von Oxalsédure in hoheren Konzentrationen wurde auch eine dementsprechend hohere Zersetzungstendenz
gefinden. Wein- und Zitronensaure zeigten in diesem Zusammenhang ein dhnliches Verhalten.

In Abb. 3.4-14 sind die kinetischen Daten der Radioioddebromierung beim Zusatz von Sauren im Vergleich
zur Standardreaktion gezeigt. Hierbei ist das Verhalten der Reaktion mit Weinsiure- und Zitronensiurezusatz
anndhemd identisch, so daB auf die Darstellung beider Kurven verzichtet wurde. Durch den Einsatz der
Sauren wird die Zeitabhingigkeit der Markierungsreaktion so gedndert, daf3 die Kurven mit zunehmender
Reaktionszeit divergieren. Dies deutet auf eine Veranderung der apparenten Geschwindigkeitskonstanten k'
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in Gl 1,54 und damit auf eine Aktivierung bzw. Deaktivierung des reaktiven Komplexes hin. Da im Fall der
Oxalsdure unter den gewdhiten Reaktionsbedingungen nur eine relativ geringe Menge an
Zersetzungsprodukten aufirat, sollte in diesem Fall eher von einer Inaktivierung durch Komplexierung des
Kupfers ausgegangen werden.

m-: Reaktionstentperatur: 140 °C

RCA [%]

Vergleich (ohne Zusatz)

0 7 4 T * T 4 7 " T
30 80 80 120 150 180

Reaktionszegt [min ]

Abb. 3.4-14  Cu,SO katalysierte Radioioddebromierung. von Br-P2NI-Me. Zusatz von
Siuren. T= 140 °C, Br-P2NI-Me: 25 mM, Cu(I): 4 mM, DMSO

Der EinfluBl der Sauren auf die RCA, auch in relativ genngen Konzentrationen, konnte damit nicht auf die
Saureeigenschaft zuriickgefihrt werden. Vielmehr wurde gerade die Zitronensdure als Reagens mit
komplexierender Stabilisierung des Ubergangszustandes auch in DMSQ als Reaktionsmedium bestétigt.
Folglich sollte sowohl in waBrigen als auch in organischen L&ésungen vom gleichen Reaktionsmechanismus

ausgegangen werden kénnen,

Konzentration der zugesetzten organischen Siiure
Im Hinblick auf den Riickgang der RCA durch Essigsiure stellte sich die Frage nach dem Verhalten der

Reaktion bei héheren Konzentrationen der untersuchten organischen Carbonséuren,

Oxalsdure:
Auch wenn Oxalsiure als Zugatz bei der Cu(I)-katalysierten Radioioddebromierung grundsitzlich geringere

Ausbeuten licferte, konnte mit zunehmender Konzentration {bis 40 mM) nur eine geringe Abnahme der RCA
beobachtet werden. Die Zersetzungstendenz des Vorlaufers wurde erwartungsgemaB groBer, so dafl die RCA
nach 120 min ein Maximum aufwiesen, um dann wieder langsam abzufallen.

Weinssure:

Wie bei der Oxalséure wurde auch fiir Weinsaure oberhalb einer Konzentration von 10 mM eine zunehmende
Zersetzungstendenz des Vorlaufers beobachtet. Zudem wurde das Absinken der RCA mit steigenden
Konzentrationen in stirkerem MaBe beobachtet als bei der Oxalséure, so daB bei Weinsiurekoizentrationen
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von 30 mM nur noch 60 % der RCA des niedrigen Konzentrationsbereiches gefunden wurden. Dariiber
hinaus wurde auch bei hoheren Konzentrationen in der Reaktionskinetik bei einer Reaktionszeit von 120 min
ein Maximum beobachtet.

Zitronensiure

Bis zu Konzentrationen von 30 mM wurde mit Zitronensiure keine Verschlechterung der RCA beobachtet.
Im Unterschied zu den anderen Sauren konnte hier weder die typische Zersetzungstendenz noch ein
Maximalverhalten der RCA in Abhingigkeit von der Reaktionszeit festgestellt werden.

Komplexbildner 0
Die Untersuchung des Einflusses von N-haltigen Ny o

Komplexbildnern galt mehr dem mechanistischen Aspekt als \f Hj\ 0 Na
N/\/

der Optimierung der Markierungsreaktion, da die starke Cu{l)-

Komplexierung mit N-Funktionen bekannt war [234]. Mit J\
Harnstoff wurde eine Art deaktiviertes Amin bezilglich der HO\)

Komplexbildungstendenz untersucht. Sowohl bei dem EDTA-
Derivat Titriplex VII als auch beim Harnstoff wurden geringere
RCA gefunden. In Abb. 3.4-15 ist der Einflub von Titriplex VI auf die "Brom gegen Radiciod"-
Austauschreaktion aufgefiihrt. Die hohe Komplexbildungstendenz des Titriplex VII schiagt sich in einem
ausgeprégten Effekt nieder. Schon bei einem Titriplex VI/Cu(I}-Verhéltnis von 0,5 (2 mM) wurden weniger
als 1,5 % RCA beobachtet.

Titriplex VII

T T T
2 4

Titriplex VII - Konzentration [ mM]

o -
-

Abb. 3.4-15  Cu,SO katalysierte Radioioddebromierung von Br-P2NI-Me. Zusatz von
Titriplex VII. Reaktionstemperatur: 140 °C, Br-P2NI-Me: 25 mM, Cu(l): 4
mM, DMSO

Der Effekt von Harnstoff war bedeutend geringer ausgeprigt. Hier wurden bei einem 10fachen Uberschul
zum eingesetzten Cu(I) immerhin noch eine RCA von 9 % gefunden.
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Auch diese Experimente stehen in Ubereinstimmung mit dem obigen Modell eines komplexartigen
Ubergangszustandes, da offensichtlich eine Inhibition des Ubergangskomplexes durch den Komplexbildner

erfolgt.

3.4.4.2 Zusatz von Reduktionsmitteln

Reduktionsmittel soliten bei der Cu(I)-katalysierten Radioioddebromierung nicht nur fiir die Erzeugung einer
geeigneten Konzentration von Cu(T) aus Cu(l) und der Riickoxidation von gebildetem Cu(Il) sorgen, sondern
auch zur Elimination von storendem Sauerstoff beitragen. Daher spielt die Sauerstoffempfindlichkeit dieser
Reaktion bei den Cu(Il)/Reduktions-Systemen keine Rolle. Hier wird im allgemeinen nicht unter
Inertgasbedingungen gearbeitet. Gleichfalls sollte der Zusatz von Reduktionsmitteln auch die Sauerstoff-
empfindlichkeit der betrachteten Reaktion herabsetzen und dadurch deren Handhabbarkeit verbessern.

Die ansgepragte Reduktionsempfindlichkeit der Nitroimidazole erlaubt in diesem Zusammenhang nur den
Einsatz schwacher Reduktionsmittel. ErwartungsgemiB fithrte der Zusatz von Na,SO,; auch in geringen
Konzentrationen von 2 mM bei dem reduktionsempfindlichen Vorlaufer nach Reaktionszeiten von mehr als
90 min zur starken Abnahme der RCA und zur zunchmenden Bildung von radicaktiven und inaktiven
Zersetzungsprodukten. Auf die Untersuchung von Ascorbinséure wurde in diesem Zusammenhang verzichtet,
da bei ihrem Einsatz innerhalb des Cu(I)yDMSO-Systems schon nach 10 Minuten eine Punkelbraunfarbung
in Verbindung mit vielen inaktiven Zersetzungsprodukien aufirat. Dabei wurde das Br-P2NI-Me nicht
angegriffen,

Als schwaches Reduktionsmittel bot sich zunéchst das Chinonderivat 2,5-Dihydroxybenzoesiure (DHB) an.
Die DHB wurde bei der Cu{I)-katalysierten Radicioddebromierung als reduzierender Zusatz eingesetzt (s.
3.4). Diese Verbindung zeigte allerdings keine Vorteile gegeniiber dem einfachen Cu,SO,/DMSO-System und
lieferte schlechtere RCA als die Markierungsreaktion unter Zitronensaurezusatz. Jedoch wurde mit DHB-
Konzentrationen bis zu 35 mM unter den iiblichen Reaktionsbedingungen nur eine geringe Zersetzung des
Vorlaufers beobachtet, so daB Chinone als Reduktionsmittel grundsétzlich geeignet zu sein schienen.

2,5-Dihydroxyterephthalsiiure

Da sich die 1,5-Dicarbonséure Zitronensiure bewahrt hatte, lag O OH

der Gedanke nshe, die dret Optimierungsprinzipien Siure,

Komplexierung und schwache Reduktion in einem Molekiil zu HO =

vereinen. Hierzu wurde die kaufliche 2,5-Dihydroxy- |
terephthalsaure (DHT) ausgewahlt. NS oH
Mit DHT als Zusatz zur Cu,SO,katalysierten Radioiod- \[/\”/
debromierung konnten RCA erhalten werden, die mit OH (8]
Zitronenséure als Zusatz vergleichbar waren. Bis zu einer DHT-

Konzentration von 10 mM wurde keine negative 2,5 Dihydroxyterephthalsaure

Beeintrichtigung der Ausbeute bzw. keine Bildung von

Nebenprodukten beobachtet. Allerdings lagen die RCA bei héheren Konzentrationen (30 mM) deutlich
niedriger. In Abb. 3.4-16 werden die Kinetiken des Cu,SO,/DMSO-Systems bei der Markierung von
Br-P2NI-Me mit und ohne DHT verglichen. Der Kurvenverlauf der Markierungsreaktion mit DHT siellt eine
Parallelverschiebung zur Y-Achse gegeniiber der zusatzfreien Reaktion dar.
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Abb. 3.4-16  2,5-Dihydroxyterephthalsiure in der Cu,SOkatalysierten Radioiod-

debromierung von Br-P2ZNI-Me: Br-P2NI-Me: 25 mM, Cu{I): 4 mM, DMSO,
DHT: 2 mM

Auch wenn mit DHT gleich gute Resultate wie mit Zitronenséure erzielt werden, deutet der unterschiedliche
Kurvenverlauf im Vergleich zur zusatzfreien Reaktionsfithrung auf einen unterschiedlichen
Reaktionsmechanismus oder zumindest einen zusitzlichen Effekt hin. Kann der Kurvenverlauf bei der
Zitronenssure durch eine Anderung der Geschwindigkeitskonstante k' in Gl 154 und der dem
zugrundeliegenden Reaktivititsanderung des Cu(I}-Komplexes hinreichend erkldri werden, so weist der
Parallelverlauf der Kurven in Abb. 3.4-16 auf ¢ine Zunahme der Cu(l)-Konzentration bei annihernd
unverdnderier Geschwindigkeliskonstante hin. Zum Vergleich der reduktiven Zusaize sind die Ergebnisse in

Tab. 3.4-8 zusammengefalt.

Tab. 3.4-8 N.c.a-Radicioddebromierung von Br-P2NI-Me mit Cu,S0, unter Zusatz von

Reduktionsmitteln
Saure RCA [%] mit Br-P2NI-Me Kommentar
g mM 50 mM

ohne Zusatz (3.4.4) 582+94 828+ 4.,2 zum Vergleich
Zitronenséure 66+79 90+35
Na,S0, 38£74 - ungeeignet
Dihydroxybenzoesiure 48572 83+6,5 leichte Zersetzungstendenz
Dihydroxyterephthalsdure 69,3+83 90+43 gut geeignet
Reaktionsbedingungen: T= 140°C; Cu,SO,: 2 mM: Reduktionsmittel: 2 mM; Reaktionszeit: 180 min
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3.4.4.3 Weitere Cu(I)}-Xomplexe zur Radioioddebromierung

Grundsitzlich sollten nach den bisherigen Erfahrungen alle nicht zu schwer Ioslichen Cu(I)-Komplexe zur
aromatischen Radioioddebromierung geeignet sein. Da in der Literatur stabile Komplexe mit aromatischen
Carbonszuren bekannt sind [235,236], sollte die Kombination von Cu(l) mit einer reduzierenden Verbindung
durch die Darsteliung eines Cu(I)-DHB- oder Cu(T)}-DHT-Komplexes moglich sein. Durch die Komplexierung
koénnten eventuell weniger Iuft- und wasserempfindliche Cu([)-Katalysatoren erhalten werden, die ebenso gute
oder bessere RCAn ermbglichen.

Durch das Einbringen von Cu,SO, in eine Losung von DHB bzw DHT in Acetonitril konnten entsprechende
Verbindungen erhalten werden. Diese konnten in Acetonitril umkrigtallisiert werden, waren bedeutend besser
in organischen Lésungsmitteln loslich und ergaben eine relativ stabile Losung. Allerdings wiesen diese
Verbindungen die gleiche Luftempfindlichkeit und damit eine dhnlich schlechte Handhabbarkeit wie Cu,SO,
auf. Dariiber hinaus wurden in Vorversuchen zur Markienung des Br-P2NI-Me zwar eine
Markierungsaktivitit gefunden, aber kaum die RCA des Cu,SO,/DMSO-Systems erreicht. Daher wurde auf
eine Charaktenisierung und weitere Untersuchung dieser Verbindungen verzichtet.

3.4.5 Zusammenfassender Vergleich der Cu(I)-Markierungssysteme

Zum Uberblick sind in Tab. 3.4-9 die RCAn der verschiedenen Markierungssysteme beziiglich der
nukleophilen aromatischen Radicioddebromierung am p-Bromphenylalaninderivat Br-P2NI-Me
zusammengefalt. Soweit vorhanden sind auch die RCAn unter Synthesebedingungen im semipriparativen
MaBstab bei einer Vorlduferkonzentration von 50 mM aufgefithrt. Alle Messungen wurden bei 140°C
durchgefiihrt.

Tab. 34-9 N.c.a-Radicioddebromierung von Br-P2NI-Me mit Cu,SO,. Vergleich der unterschiedlichen

rvose

fa # : . rivdarvs
Cu{@)-Markicrungssysteme

Markierungssystem RCA [%0] mit Br-P2ZNI-Me
25 mM 50 mM
CuCN/DMSO 9,5 -
CuBr/DMSO 31+53 -
CuCI/DMSO 36,1+3 -
Cu,SO,/HMPT 38 -
Cu,S0,/DMF 455+22 -
Cu,S0,/DMSO 582+54 28+42
Cu,SO,/DMSO/ZS 66+ 7.9 90435
Cu,SO,/DMSC/DHT 693+83 90+43

Reaktionsbedmgungen: T= 140°C; Cu(l)*: 4 uM; Reduktionsmittel: 2 mM; Reaktionszeit: 180 min. ZS: Zitronensaure;
DHT: 2,5-Dihydroxyterephthalsiure, DMSO: Dimethylsulfoxid, DMF: Dimethylformamid; HMPT:
Hexamethylphosphorsanretriamid

Die Systeme der Wahl sind offensichtlich das Cu,SO,/DMSO/ZS-System und das Cu,SO,/DMSO/DHT-
System, mit denen die besten Ergebnisse erhalten wurden.

Die Entscheidung itber die Verwendung eines Markierungssystems héngt in erster Linie von den chemischen
Eigenschaften des eingesetzten Vorldufers und des erhaltenen Radioiodproduktes 2b. Bei sebr
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reduktionsempfindlichen Verbindungen empfiehlt sich eher der Einsatz der Zitronensiure, wohingegen
saureempfindliche Substanzen besser ohne Zusatze markiert werden sollten.

Bei den Cu-Halogenid/DMSO Systemen hat sich das CuCl als die beste Cu(f)-Verbindung erwiesen. Im
Vergleich zur Cu,SO,-Variante werden hier zwar schlechtere RCAn erhalten, wobei sich aber die
Handhabbarkeit des Katalysators leichter gestaltet. CuCl ist im Unterschied zu Cu,SO, kiuflich und kann an
Luftatmosphire abgewogen und umgefiillt werden. Andererseits weist CuCl eine relativ schlechte Loslichkeit
in DMSO auf. DMSO ist in diesem Zusammenhang als das Losungsmittel der Wahl anzusehen.

3.5 Optimierte Darstellung und Reinigung von 'I-P2NI-Me

Die optimalen Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 1-P2NI-Me iiber die Cu(f)-katalysierte
nukieophile aromatische Radicioddebromierung am Br-P2NI-Me wurden in Abschnitt 3.4 erarbeitet. Fiir die
Synthese wurden hauptsichlich zwei Systeme eingesetzt:

A: Cu,S0,/DMSQ/Zitronensiure

B: Cu,SO,/DMSO/Dihydroxyterephthalsiure

Dabei wurde dem reduktionsmittelfreien System A der Vorzug gegeben.

Ein spezelles Problem der n.c.a-Radioioddebromierungen ist die Abtrennung des chemisch und
chromatographisch sehr dhnlichen Radiciodproduktes vom Vorldufer. Dementsprechend wurde die Reinigung
mittels einer HPLC durchgefiihrt,

Nach der Aufarbeitung und Reinigung konnten 70-75 % der eingesetzten Radioaktivitit in der
applikationsfertigen Losung erhalten werden. Das Radioiodprodukt lag in einer radiochemischen Reinheit von
99,0 % vor. Die spezifische Aktivitdt wurde zu 6,2-7, 4 TBg/mmol (170 - 200 Ci/mmol) bestimmt.

3.5.1 Synthese der Radioiodverbindung: *'I-P2NI-Me

Anders als bei den Vorversuchen sollen bei der "Produktion” einer Radioverbindung hohe Aktivititsmengen
eingesetzt werden, so daB es sich hier um eine Art "Upscaling” in einen semipriparativen MaBstab handelt.
Da dic Wasserempfindlichkeit des Reaktionssystems nur gering war und héherer Alkalimengen durch die
Zitronensaure abgefangen werden konnten, war der Einsatz groferer Aktivititsmengen durch die Erh6hung
der Menge der Radiciodidiésung unproblematisch. Dariiber hinaus war es im Hinblick auf die Vereinfachung
der nachfolgenden Aufarbeitung angebracht, mit méglichst geringen Substanz- und Lésungsmittelmengen zu
arbeiten.

In diesem Zusammenhang konnten die optimalen Reaktionsbedingungen zur Markierung des Br-P2NIE-Me,
die sich aus der vorangegangenen Optimierung des Cu,SO,/DMSO/ZS-Systems ergaben, weitestgehend
fibernommen werden. Die optimalen Reaktionsbedingungen der Produktion sind in Tab. 3.5-1
zusammengefalit. Ansonsten wurde eine zu den Optimierungsreaktionen analoge Reaktionsfithrung

verwendet.
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Tab. 3.5-1 Optimale Parameter der Cu(T)-katalysierten Synthesereaktion von *'I-P2NI-Me

Parameter Einstellung _Ergebnis
DMSO 100 nl RCA: 85-95%
Cu,SO,- Konzentrationen 2-4mM
Br-P2NI-Me- Konzentration 40 - 50 mM spezifische Aktivitat: 6,2 - 7,4 TBg/mmol
Zitronensaure- Konzentration 2-4mM
Reaktionstemperatur 140 °C radiochemische Reinheit: 99,0 %
Reaktionszeit 150 - 180 min
eingesetzte Aktivitit 30- 100 MBq

3.5.2 Aufarbeitung und Formulierung von *'I-P2NI-Me

Die Aufarbeitung der Realdion umfabt die Abtrennung des Reaktionsproduktes bis hin zur Formulierung einer
applikationsfertigen Losung. Diese kann in 3 Abschnitte unterteilt werden:

1. Aufirennung des Reaktionsgemisches, Abirennung des Radioiodproduktes von den Zusétzen

2. Abtrennung des Radioiodproduktes vom Vorlaufer

3. Formulierung einer applikationsfertigen Lésung

Dabei ist der problematische Schritt in der Abtrennung vom Vorlaufer zu sehen.

1. Aufirennung des Reaktionsgemisches
Zur Aufirennung des Reaktionsgemisches mufiten hauptséachlich hydrophile Verbindungen aus der DMSO-

Lasung entfernt werden. Eine direkte Aufirennung durch den Einsatz der HPLC konnte aufgrund des Cu(l),
das in Verbindung mit Wasser sofort einen unléslichen Niederschlag ergab, nicht durchgefithrt werden. Hier
erwies sich der Einsatz von Sep-Pack-Kartuschen (RP-18 Material) als besonders giinstig. Durch die
Verdinnung des Reaktionsgemisches mit Wasser und die nachfolgende Fixierung der organischen Produkte
auf der Kartusche konnten sowohl der Kupferkatalysator als auch die Zitronenséure sowie das DMSO und
nicht abreagiertes Radioiod vollstindig abgetrennt werden. Durch Elution mit Acetonitril wurde das
Radioiodprodukt/Edukt-Gemisch in sauberer Form erhalten.

2. Abtrennung des Radioproduktes vom Vorlaufer
Aufgrund der chemischen und chromatographischen Ahnlichkeit des Radioproduktes und des Eduktes war die

HPLC- Abtrennung problematisch. Im allgemeinen wurde eine mehr oder weniger starke Uberlagerung der
Peaks beobachtet. Ferner fiihrte eine Verlangerung der Retentionszeiten durch eine geeignete Anderung der
Trennbedingungen gleichzeitig zu einer Peakverbreiterung, so dal zwar der Unterschied der Retentionszeiten
vergroBert, aber dig Trennung nur wenig verbessert werden konnte.

Die Trennung mit Si-60-Material bot zwar den Vorteil, daB hier die lipophilere Radioiodverbindung zuerst
eluiert wurde und demmach nicht im unvermeidlichen Backtailing des Vorlauferpeaks auftrat, konnte aber
nicht bis zu einem ausreichenden Unterschied der Retentionszeiten der Peaks weiterentwickelt werden. Zudem
wurde bei geringen Spuren von Wasser eine Zersetzung der Radioiodverbindung auf der Saule beobachtet.
Auf RP-Material (reversed phase) wurde andererseits zwar eine bessere Auftrennung der Peaks erreicht,
wobel diese fur die vollstiandige Auftrennung nicht ausreichte, da das Edukt zuerst ehmert wurde und somit das
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Radioprodukt innerhalb dessen Backtailings aufirat. Die besten Trennergebnisse wurden mit einer RP-Phase
erreicht, die mit "Nitroaromaten" (Saule S3, s. Abschnitt 5.5.1) beladen war. Allerdings waren auch hier zwei
Durchlgufe zur vollstindigen Abtrennung des Vorlédufers notwendig. Daher wurde die erste Trennung auf
einer RP-18 Siule (Saule S2, s. Abschnitt 5.5.1) und die Endreinigung anf der Nitroaromatensaule (S3)
durchgefiihrt. Beziiglich des eingesetzten Vorlaufers (Br-P2NI-Me) konnte nach der ersten Trennung eine
apparente spezifische Aktivitit von etwa 1 Ci/mmol erhalten werden. Nach der 2. Trennung lag diese bei mehr
als 400 Ci/mmol. Damit betrug die Br-P2NI-Me-Masse etwa die Hilfte des I-P2NI-Me-Trigers.

3. Formulierung einer applikationsfertigen Losung

Bei den zur Anwendung an Lebewesen eingesetzten Tracerlésungen miissen folgende Punkte beachtet
werden:

- Es diirfen keine giftigen oder stark reizenden Verbindungen enthalten sein.

- Es muB fir ausreichende Sterilitit gesorgt werden.

- WibBrige Systeme miissen isotonisch zum Blutplasma sein,

- Speaell fir Tierversuche an Miusen diirfen nicht zu groBie Volumina eingesetzt werden.

- Ublicherweise werden wiBrige Kochsalzlsungen verwendet, die maximal 10 % Ethanol enthalten diirfen
Das saubere Radioprodukt konnte nach dem Abdampfen des Acetonitrils trotz der hohen Lipophilie der
Verbindung problemlos in 5 %iger Ethanol/isotonischer-Kochsalzldsung aufgenommen werden. Das
Radioprodukt konnte so mit einer radiochemischen Reinheit von 99 % und einer Gesamt-RCA nach der
Reinigung von 70-75 % erhalten werden.

3.6 N-(2-(2-Nitroimid azol-1-y1)-acetyl}-p-[*'Tfiod-D,L-phenyl alanin (***I-P2NI-S)

Im Tierexperiment trat beim **'I-P2NI-Me innerhalb kurzer Zeit ein einziger hydrophiler Metabolit auf, der
schiell tiber die Nieren ausgeschieden wurde (Abschnitt 4.2). Die in vivo Hydrolyse des Ethylesters eines
Nitroimidazol-Phenylalaninderivates ist bekannt [222] Daher wurde auch hier eine Hydrolyse des
Methylesters zur freien Siure angenommen. Eine Uberpriifung dieser These sollte durch die Identifizierung
des Metaboliten bzw. iiber die kinetische Untersuchung der Entstehung des 'I-P2NI-S am Mausmodell
erfolgen. Dazu wurde sowohl der kalte Standard als auch die Radioiodverbindung synthetisiert.

3.6.1 Synthese der Radiciodverbindung: *'I-P2NI-S

Die Martaerung des Bi-P2NI-S sollie nach den Erfahvungen mii dem Cu,3G,/DMSO/ZS-System probiemios
moglch sein, da Saurefunktionen in diesem Zusammenhang wenig storen. Trotzdem wurde fiir die
Darstellung des *[-P2NI-S der Weg iiber die alkalische n.c.a.-Hydrolyse des radiciodierten Methylesters
eingeschlagen. Hierbei muBten zwar die Probleme des Arbeitens auf dem n.c.a.-Niveau (Abschnitt 1.5) in
Kauf genommen werden, dafiir entfiel aber die Erarbeftung einer zusitzlichen Abtrennung vom ahnlichen
Vorléufer.

Zyméchst wurde der pH-Wert als der wichtigste Parameter der alkalischen Hydrolyse zur Optimierung dieser
Synthesereaktion genauer untersucht. Dann wurde eine effektive Aufarbeitung und Reinigung des
Radioproduktes entwickelt.

In Abb. 3.6-1 ist die Abhéngigkeit der RCA der alkalischen n.c.a.-Hydrolyse von der Reaktionszeit bei
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verschiedenen pH-Werten aufgefithrt. Aus Abb. 3.6-2 kann die Abhingigkeit der Hydrolysereaktion vom pH-
Wert ersehen werden. Aus den dargestellten Kurven wird die hohe Empfindlichkeit des ®'I-P2NI-Me
gegeniiber alkalischen L.osungen deutlich. Die Verseifung wurde bei Raumtemperatur und verschiedenen pH-
Werten durchgefiihrt. Schon bei pH 9 war eine allmahliche Zersetzung zu erkennen, wobei nach 20 h noch
30 % der Ausgangsverbindung vorhanden waren. Auffallig war der sprunghafte Anstieg der
Hydrolysegeschwindigkeit zwischen pH 10 und pH 11. Bei pH 12 wurde schon nach 5 Minuten eine
100 %ige Hydrolyse beobachtet.

RCA [%]

8
Zeit [min]

o0
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5]

Abb. 3.6-1 Kinetik der alkalischen Hydrolyse von n.c.a.-"'I-P2NI-Me bei verschiedenen
pH-Werten. T= 21°C
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Abb.3.62  Alkalische Hydrolyse von n.c.a “'I-P2NI-Me. Abhiingigkeit der RCA vom
pH-Wert, T= 21°C
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3.6.2 Aufarbeitung und Formulierung von **'I-P2NI-S
Zur Darstellung des **'I-P2NI-S wurde der Methylester **'I-P2NI-Me wie oben beschrieben dargestelit und

gereinigt. Die anschlieBende Hydrolyse wurde mit 10 N Natronlauge durchgefithrt. Bei 50° C wurde die
Lésung auf die Hilfte reduziert. Nach 5 min Reaktionszeit war die Hydrolyse volistindig abgelaufen. Ein
dabei mit einem Anteil von 4 % entstandenes Nebenprodukt mufte durch den Einsatz der Radio-HPLC
abgetrennt werden. Das aufgefangene !I-P2NI-S konnte iiber den Einsatz von RP18-Kartuschen
aufkonzentriert und vom Eluens befreit werden. Eine applikationsfertige Losung wurde durch die Elution mit
Ethanol mit anschlieBendem Einengen bzw Verdiinnen des Eluats erhalten. Dabei wurde eine radiochemische
Reinheit von mehr als 99,5 % erhalten.
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3.7 N-(2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl)}-p-iod-D,L-phenylalaninbutylamid (I-P2NI-Ba)

Auferund der hohen Hydrolyseempfindlichkeit und der schnellen Ausscheidung des *'I-P2NI-Me bei der
Maus (s. 4.2) wurde die Synthese eines Tracers ins Auge gefaBt, der chemisch eine hohere Stabilitit und
biochemisch eine geringere Elimination aufweisen sollte. Durch den Austausch der Methylesterfunktion mit
einer Amidfunktion sollte die beobachtete in vive Hydrolyse des **'I-P2NI-Me verlangsamt bzw. unterdriickt
werden und sich dadurch eine geringere Clearancerate ergeben. Der Einsatz eines sekundéren bzw.
langkettigen Amids sollte zudem durch die Erhéhung der Lipophilie eine bessere Himaufnahme zeigen.
Andererseits sollte sich ein Amid chemisch und chromatographisch in dhnlicher Weise verhalten wie der
Methylester, so dafBl die ausgearbeitete Markierung und Aufarbeitung mit leichten Abdnderungen iibernommen
werden konnte, Hierbei sollten sowohl die Standardverbindung als auch der Markierungsvorlaufer durch die
Aminolyse der entsprechenden Methylester zugénglich sein.

Zunichst wurde das Dimethyiamid als geeignetes Analogon ins Auge gefait, das aber aufgrund der sterisch
anspruchsvollen Situation des I-P2NI-Me nicht durch einfache Aminolyse mit Dimethylamin erhalten werden
konnte. Mit dem primdren Amin Butylamin konnte dann das gewiinschte Butylamid problemlos synthetisiert

werden:

HN. [ —> HN
Y\NYN CH)CL,20°C \[(\N\KN

X=Br,1

Die Markierung des Br-P2NI-Ba konnte mit dem Cu,SO,/DMSO/ZS-System in Analogie zur Synthese des
Radiomethylesters erfolgreich durchgefiihrt werden. Allerdings mufiten die Bedingungen fiir die Aufarbeitung,
insbesondere die problematische Abtrennung des Vorliufers vom *'I-P2NI-Ba, modifiziert werden.

3.7.1 Radioiodierung von Br-P2NI-Ba

Die Markierung des Butylamidderivates zum n.c.a-""I-P2NI-Ba wurde mit dem fiir den Methylester
erfolgreichen Cu,SO,/DMSO/ZS-System durchgefuhrt. Die direkte Ubertragung der Reaktionsparameter
fiihrte zu etwas niedrigeren RCA. Dies konnte aufgrund der Markierungsversuche mit Hamstoffzusatz
(3.44.1) erwartet werden, da sich hier die Eigenschaft des Cu(T), mit Stickstoff unter Bildung weniger aktiver
Komplexe zu koordinieren, bemerkbar machen sollte. Allerdings war einerseits der Einflul des doch sterisch
recht anspruchsvollen Butylamids, verglichen mit Harnstoff, relativ gering und andererseits die Stabilitit des
1*11.p2NI-Ba unter den Markierungsbedingungen etwas grofer, so daB hier nach Reaktionszeiten von 4
Stunden auch RCA von 85 % erreicht werden konnten.

In weiteren Untersuchungen sollte eine kurze Optimierung der Radioiodierung von Br-P2NI-Ba mit dem
neuen Cu,S0,/DMSO/ZS-Markierungssystems und ein Vergleich mit dem Methylester durchgefiihrt werden,
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3.7.1.1 Kinetik und Vorlduferkonzentration

In Abb. 3.7-1 ist die Abhangigkeit der Cu(D)-katalysierten Radicioddebromierung des Br-P2NI-Ba von der
Reaktionszeit bei verschiedenen Vorlduferkonzentrationen aufgezeigt. Grundsétzlich war bei der Markierung
das gleiche Verhalten wie bet Br-P2NI-Me als Vorlgufer zu erkennen. Die RCA konnte mit der Erhohung der
Vorlauferkonzentration deutlich verbessert werden.

RCA [ %]
i

L
ézm-m 15mM

-

1] <] o) = 0 %0 210 20
Reaktionszeit | min ]

Abb. 3.7-1 Cu,S50-katalysierte Radioioddebromierung von Br-P2NI-Ba.
Reaktionskinetik bei verschiedenen Vorliuferkonzentrationen
Cu,80,: 2 mM; Zitronensiure: 3 mM; Br-P2ZNI-Ba: s.0.; DMSQ; T= 140°C

3.7.1.2 Gegeniiberstellung der Markierung von Br-P2NI-Me und Br-P2NI-Ba

In Abb. 3.7-2 sind die RCA der Radicioddebromierung mit dem Cu,SO,/DMSO/ZS-System von Br-P2NI-Ba
und Br-P2NI-Me in Form der Reaktionskinetiken bei 140°C gegeniibergestellt. Hier wird die hohere
Reaktivitit des Methylesters deutlich, dessen Kurve zu der des Butylamides annzhernd um 10 % RCA
parallelverschoben ist. Bei héheren Vorlauferkonzentrationen (50 mM) wird der Abstand der Kurven geringer,
so daB die schlechtere Reaktivitit des Butylamides hier durch die Verlangerung der Reaktionszeit anndhernd
ausgeglichen werden kann.

Die Paralieiverschiebung der RCA mit der Reaktionszeit bei den deiden Sysiemen deutet eine unterschiedliche
Reaktivitat des Cu(l)-Komplexes mit dem jeweiligem Edukt an, wobeir der Unterschied in der Reaktivitit
entweder auf eine Verdnderung des Kupferkomplexes oder aber auf die Verdnderung des Eduktes
zuriickgefihrt werden konnte.
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RCA [ %]
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Abb. 3.7-2 Cu,SOkatalysierte Radicioddebromierung. Reaktionskinetik:
Vergleich von Br-P2NI-Ba/Br-P2NI-Me, Cu,SO,: 2 mM; Zitronensiure: 2- 3 mM;
Br-P2NI-Ba/Me: 25 mM; DMSO; T= 140°C

Eduktanderun
Die Verinderung des Eduktes besteht in dem Austausch der Methylesterfunktion durch ein Iingerkettiges

Amid. Dieser Austausch findet relativ weit entfernt vom Reaktionszentrum der Radioioddebromierung statt,
so daB sterische Effekte keine Rolle spielen sollten. Auch die elektronischen Anderungen des aromatischen
Systems diirften vernachlassigbar sein, zumal die Cu(I)}-katalysierte Austauschreaktion in DMSO auf
elektronische Anderungen nur wenig reagiert [67]. Daher sollte die Andenung des Eduktes fiir den Unterschied
in den RCA nicht ausschlaggebend sein.

Komplexanderungen
Bei den Untersuchungen zur Cu(T)-katalysierten Radioioddebromierung wurde der starke Effekt von

komplexbildenden Verbindungen auf die Reaktivitdt des Kupferkomplexes deutlich. Besonders mit Stickstoff
scheint eine hohe Affinitét zur Komplexierung zu bestehen, die sich auf die Markierungsreaktion negativ
auswirkt. So wurde sogar mit Harnstoff als Zusatz eine geringere RCA beobachtet. Demnach sollte die
Verringerung der RCA bei der Markierung des Butylamidderivates durch eine deaktivierende Komplexierung
des aktiven Kupferkomplexes verursacht werden.
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3.7.2 Aufarbeitung und Formulierung von “'I-P2NI-Ba

Die Markierung von Br-P2NI-Ba konnte in Analogie zum Br-P2NI-Me (Abschnitt 3.3.2) mit dem System
Cu,SO,/DMSQ/ZS durchgefithrt werden. Aufgrund der hoheren Stabilitit des '*'I-P2NI-Ba gegeniiber den
Markierungsbedingungen und der damit verbundenen geringeren Tendenz zur Bildung wvon
Radionebenprodukten konnte die Reaktionszeit auf 4 h verlangert werden, wobei RCAn von 85-90 % erhalten
wurden. Bei der Erarbeitung der Isolierung und Reinigung des *'I-P2NI-Ba zeigte sich, daf} die fiir das
13 P2NI-Me aufgestellten Reinigungsbedingungen nicht direkt auf das bedeutend lipophilere Amidderivat
iibertragen werden konnten. Jedoch konnte das beim Methylesterderivat durchgefiihrie Aufarbeitungsschema
auch hier erfolgreich eingesetzt werden. Nach der Abtrennung aus dem Reaktionsgemisch iiber eine Sep-Pack-
Kartusche (RP-18-Phase) konnte die Radiciodverbindung durch einen verénderten Radio-HPLC-Trennschritt
erhalten werden Auch hier waren zwei HPLC-Trennungen erforderlich, wobei analog zur Abtrennung des
Methylesterderivates erst eine RP-18-Phase und dann eine Cosmosilséule (Nitroaromatenséule) eingesetzt
wurden. Hierbei konnten fiir die Butylamidverbindung bessere Ergebnisse erzielt werden; nach dem zweiten
Trennschritt konnte kein Edukt mehr nachgewiesen werden. Das *'I-P2NI-Ba wurde aus dem aufgefangenem
Eluat durch das Kartuschenverfahren aufkonzentriert. Zur Applikation wurde die aus der Aufkonzentration
erhaltene Losung eingedampft und der "Riickstand” in Ethanol aufgenommen. Die erhaltene Radiolésung
wurde dann mit isotonischer Kochsalzlosung auf eine 7 %ige ethanolische Losung verdinnt.

Obwohl bei der Radiogynthese des 'I-P2NI-Ba vergleichsweise schlechtere Ergebnisse erzielt wurden, lagen
die RCA des gesamten Verfahrens bis zur applikationsfertigen Losung auch bei 70-75 %. Wie die etwas
héhere radiochemische Reinheit von 99,9 % wurde dieses Ergebnis auf die groBere Stabilitit des
Butylanmdderivates zurickgefiihrt. Die spezifische Aktivitit wurde mit 6,6-7,7 TBg/mmol (180-210 Ci/mmol)
bestimmit,
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3.8 N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]-3-iod-c -methyl-D,L -tyrosinmethylester (I-MT2NI)

Als weitere Aminosdure zur Konjugation mit 2-Nitroimidazo! und zur einfachen Radiciodierung wurde
Tyrosin gewihlt. Das entsprechende a-Methyltyrosin hatte sich als stabil gegeniiber der in vive Deiodierung
erwiesen [27], ohne die Eigenschaft der einfachen elektrophilen Radioiodierung einzubiiBen. Dariiber hinaus
solite aufgrund der enzyminhibitorischen Wirkung der e-Methylfunktion moglicherweise eine groBere in vivo
Stabilitdt des Methylesters vorliegen als bei dem Phenylalaninderivat.

Der chemische und chromatographische Unterschied vom Vorldufer zum Radioiodderivat sollte ausreichen,
um eine einfache Trennung durchfithren zu kénnen. Dadurch ist dieser Tracer grundsitzlich zum Einsatz in
der Kit-Priparation (Markiemungsbesteck) geeignet. Weiterhin sollten die Synthesen der Standard- und
Vorlduferverbindungen einfach, in Anlehnung an die Synthese der entsprechenden Phenylalaninderivate
méglich sein, zumal geplant war, das 3-lod-Derivat als Standardverbindung durch direkte elektrophile
Todierung aus dem Vorldufer zu erhalten.

3.8.1 Synthese des Vorldufers MT2NI und der Standardverbindung I-MT2NI

MTINI

Bei der Synthese des. &-Methyl-D.L-tyrosin-2-nitroimidazolderivates in Analogie zum Phenylalaninderivat
ergab sich das Problem der selektiven Einfithrung einer Schutzgruppe fiir die OH-Funktion, die unter den
Reaktionsbedingungen der Acylierung auch reagiert, und die beim Schritt der nukleophilen Substitution
storend wirkt. In Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, daBl die OH-Funktion in Konkurrenz zur
Aminfunktion bevorzugt mit dem Acylierungsreagens Chloressigsaurechlorid reagiert. Der entstehende
Phenylester war zwar als "Aktivester" relativ reaktiv, blieb aber unter den Bedingungen der
Substitutionsreaktion stabil. Daher wurde auf die Blockierung der Phenolfiinktion durch die Einfithrung einer
Schutzgruppe verzichtet, was allerdings durch eine schwierige Aufarbeitung des reaktiven Phenylesters und
durch den Einsatz der doppeiten ienge an relativ teurem Kaliumniiroimidazolid erkauft werden muBie.
Uberdies fand auch bei dem nukleophilen Substitutionsschritt durch 2NI ein bevorzugter Angriff an der
Chloracylphenolester-Funktion statt, so daB ein relativ komplexes Produktgemisch erhalten wurde. Jedoch
konnte diese "Schutzgruppe" in einfacher Weise bei der Aufarbeitung entfernt werden, so daB hier kein
weiterer Reaktionsschritt zur Abspaltung einer Schutzgruppe anfiei. In Abb. 3 8-1 ist die Reaktionssequenz
der Reaktion dargestellt.

Bei der Umsetzung mit Chloressigsaurechlorid im ersten Reaktionsschritt konnte das Di-chloracyl-Produkt
glatt mit 60 %iger Ausbeute erhalten werden. Diese Reaktion konnte durch einen hohen UberschuBl des
biliigen Chicressigsaurechlorids an beiden Funktionen nahezu volisidndig durchgefiihrt werden. Allerdings
mubBte aufgrund des Aktivesters bei der Aufarbeitung vorsichtig vorgegangen werden. Durch einfaches
Umkristallisieren konnte die Verbindung in geniigend grofier Reinheit erhalten werden. Die
Substitutionsreaktion mit Kaltum-2-nitroimidazolid gestaltete sich schwieriger. Hier konnte die bevorzugte
Reaktion mit der phenolischen Chloracylesterfunktion nicht durch einen Uberschuf des teuren Nitroimidazols
ausgeglichen werden. Héhere Reaktionstemperaturen fiihrten zur zunehmenden Bildung von Nebenprodukten,
so daf} nur {iber lange Reaktionszeiten maximale Ausbeuten erhalten werden konnten. Bei den angewandten
Reaktionstemperaturen wurde ein relativ komplexes Produktgemisch erhalten, das eine chromatographische
Auftrennung erforderte. Daher wurde hier nur eine Ausbeute von etwa 40 % erhalten.




-79 .-

5°C, 78

HO
(4]
CH 5 CN, Eaypiofix 2.2.2. /7N .

o o
O/CH; _ o O/CH.:
HC — - B,C —
HN / \ T Ny N HN / \
HO jf/\N /N o Y ° W’(\NYN
MT2MI o Y NO, o
N(:D2 Noz
L,, Amonisk 33 %ig
RT, 15min o
I o/cns
C —
% BN / \
— W]/\N P
FMITNT ] H/N
NO

Abb. 3.8-1 Reaktionssequenz zur Darstellung von MT2NI und I-MT2NI

IMT2NI

Bei der Syntheseplanung der lodverbindung kamen grundsétziich 2 Wege in Frage:

A: Eine mehrstufige Aufbaureaktion analog zur Synthese des MT2NI.

B: Die direkte elektrophile Iodierung des MT2NL

Der Weg B beinhaltet zwar nur eine Synthesestufe, erfordert aber zur selektiven Iodierung des reaktiven
Phenolderivates konzentrierte Ammoniakldsung, die wiederum zur schnellen Hydrolyse des Methylesters
fiihren sollte. Die selektive Iodierung wiirde bei Weg A an den Anfang der Synthese gestellt. Die weiteren
Syntheseschrifte konuten schon fir das empfindliche Methylesterderivat des Phenylalanins erfolgreich
eingesetzt werden. In Vorversuchen wurde jedoch ein stark stabilisierender EinfluB der e-Methylfunktion auf
den Methylester festgestellt, der wohl hauptsdchiich auf sterische Effekte zuriickgefiibrt werden kann. So
wurde bei pH 13 auch nach 20 min bei Raumtempératur keine Hydrolyse beobachtet. Daher wurde der
einfache Reaktionsweg B néher untersucht. Bei der direkten Iodierung in reinen organischen Solvenzien wie
Methanol bzw. Ethanol konnten unter Einsatz von NaHCO, als Base nur Gemische des Eduktes und der
Mono- und Diiodverbindung erhalten werden. Erst durch Anwendung konzentrierter Ammoniaklésung wurde
die Bildung des Diiodproduktes weitgehend unterdriickt. Erstaunlicherweise wurde auch unter diesen
Bedingungen keine Hydrolyse des Methylesters beobachtet. Die Abtrennung des gewiinschten I-MT2NI vom
Diiodprodukt erwies sich als besonders schwierig und erforderte den Einsatz einer praparativen HPLC.
Trotzdem konnte hier eine Ausbeute von 70 % erreicht werden.
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3.8.2 Direkte elektrophile n.c.a.-Radiociodierung von MT2NI
Die Radioiodierung von Phenolen und Anilinen, insbesondere Tyrosin und seinen Derivaten, wird

iiblicherweise in wabrigen Pufferlésungen durchgefithrt. Zur Oxidation des Radiociodids werden im
allgemeinen N-Halogenverbindungen eingesetzt (Abschmitt 1.6.1). Hierbei wird eine ausgeprigte
Abhingigkeit der RCA vom pH der Losung beobachtet [29,34]. Demgegeniiber wird die elektrophile
Demetallierung, bei der auch N-Halogenverbindungen als Oxidationsmittel verwendet werden, aufgrund des
lipophilen Charakters der Verbindungen in organischen Solvenzien wie CHCl,, CCl,, Methanol, Ethanol und
Eisessig durchgefiihrt [52,237].

Bei dem vorliegenden MT2NI handelt es sich um eine nur wenig wasserlésliche Verbindung, so daB der
Finsatz wiiBriger Puffersysteme aufgrund der erreichbaren Konzentration begrenzt war Als Oxidationsmittel
waren einfach handhabbare und kiufliche N-Halogenamide vorgesehen. Hier wurden Dichloramin-T (DCAT)
und Iodogen als organisch 18sliche Verbindungen und Chloramin-T (CAT) und Chloramin-B (CAB) als
wiBrig 15sliche Verbindungen untersucht. In diesem Zusammenhang stelite sich die Frage nach dem optimalen
Markierungssystem beziiglich der Variation des Losungs- und Oxidationsmittels.

Die Untersuchungen zur Markierung des MT2NI zeigten, daB organische Solvenzien grundsétzlich weniger
fiir die elektrophile n.c.a-Radioiodierung geeignet sind als wabrige Systeme. Zudem treten aufgrund der
geringen erforderlichen Konzentrationen von Edukt und Oxidationsmittel wiahrend der elektrophilen
Markienung Loslichkeitseffekte in den Hintergrund. Da der Zusatz mischbarer organischer Losungsmittel von
den waBrigen Systemen problemlos toleriert wird, kénnen optimale Ergebnisse mit 10-30 %oigen ethanolischen
Pufferlésungen erzielt werden. Hier werden bei einfacher Handhabbarkeit, geringer Empfindlichkeit gegentiber
anderen Emfliissen wie zB. dem pH der Radiciodidlosung und geringstméglichen Konzentrationen von Edukt
und Oxidationsmittel innerhalb von 5 Minuten RCA von 80-90% erreicht.

3.8.2.1 Markierung in organischen Lésungsmittein

Als organische Losungsmittel wurden Ethanol, Acetonitril, Tetrahydrofuran, Essigsiureethylester,
Dichlormethan, Chloroform und die Siuren Eisessig und Trifluoressigsiure untersucht. Den Solvenzien
wurden zur Reaktion 5-10 % Ethanol zur Zufihrung des Eduktes und des Oxidationsmittels zugesetzt. Fiir
organische Losungsmittel kam das sehr gut wasserlosiiche Chloramin-B als Oxidationsmittel nicht in Frage.
Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tab. 3.8-1 zusamimengefalit.

Die Ubersicht zeigt, da8 CH,Cl,, CHCl, und Ethanol in Kombination mit allen Oxidationsmitteln
grnundsétdich zur Markierung geeignet sind, wobei Chloroform die besten Ergebnisse liefert. Auffillig ist die
mehr oder weniger starke Biidung von Radionebenprodukten bei der Verwendung von Acetonitril bzw.
Tetrahydrofuran als Reaktionsmedium. In allen organischen Solvenzien wird allgemein die Bildung eines
hydrophilen Radionebenproduktes (N1) beobachtet, dessen Menge vom Oxidationsmiftel und vom
Losungsmittel abhingig ist. In Ethanol und ethanolischen Pufferlésungen wird sowohl mit steigendem
Ethanolanteil als auch mit zunehmenden Oxidationsmittelkonzentrationen ein groBerer Anteil des
Radionebenproduktes gefunden. Dieser Effekt ist bei CAT besonders ausgeprigt (bis zu 30 %) und wird beim
Todogen kaum festgestellt (5-10 %), wohingegen DCAT mit 10-20 % eine Mittelstellung einnimmt. Generell
zeigte sich bei den Untersuchungen, daB fiir dipolare aprotische Losungsmittel (CH,CN) Iodogen, fiir nicht
chlorierte unpolare Losungsmitte]l (Essigsdureethylester) Chloramin-T und fir "saure" Losungsmittel
Dichloramin-T am besten geeignet sind. Dagegen wurde bei den unpolaren chiorierten Lésungsmitteln
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(CHCl;, CH,CL,) und Ethanol, als Vertreter der protischen polaren Lésungsmittel, nur ein geringer
Unterschied festgestellt. Eine Ausnahme bei dieser Betrachtung ist das Tetrahydrofuran. Hier wurde in
Verbindung mit DCAT ein zweites lipophiltes Radioprodukt (N2) als Hauptprodukt in einer RCA von iiber
65 % gebildet. Mit CAT in THF konnten beide Nebenprodukte (N1+N2) mit einer Gesamt-RCA von 60 %
beobachtet werden, wihrend mit Iodogen Giberhaupt keine Reaktion stattfand.

Tab. 3.8-1 Elektrophile n.c.a-Radiciodierung von MT2NI in organischen Ldsungsmitteln
Zusammenfassung der Ergebnisse.

Lésungsmittel DCAT, RCA [%] CAT, RCA [%] Todogen, RCA [%]
CH,CL, 60 70 60
CHCL 80 80 70
EtOH 50-60 60-70 50-60
CH,CN 5 35 40
THF 0 10 0
" EE 4 50-60 25
CH,COOH 477+ 144 2,5 8.8
CF,CO0H 488+116 16 96433

Zusammenfassend lagen bei der elektrophilen Radiciodierung des MT2NI mit den N-Halogen-Oxidations-
mitteln die RCA grundsatzlich niedriger als bel der gleichen Reaktion in wéaBrigen Puffersystemen
Gleichzeitig waren hohere Konzentrationen an Oxidationsmittel und Edukt notwendig, und es wurden
geringere Reaktionsgeschwindigkeiten gefunden. Dariiber hinaus haben sich die Markierungen im

organischen Medium als stark abhingie von der eingesetzten Radiciodidldsung erwiesen. Dies wird

Swillndl LVATAILMIL & S aULAll

verstandlich, wenn man beriicksichiigt, da sowohl der pH-Wert als auch die eingesetzte Menge der
gelieferten [“*TJlodidlosung schwankt und somit die wichtige "pH-Kontrolle" (Abschnitt 3.8.2.3) verloren
geht.

Durch Voruntersuchungen-konnte die hohe Stabilitét des **'I-MT2NI, insbesondere gegeniiber alkalischen
wifrigen Reaktionsmedien, aufgezeigt werden, so daB die Markierungsreaktion unter den iblichen,
vorteilhaften Bedingungen der wiBrigen Puffersysteme durchfiihrbar ist. Aufgrund der begrenzten Loslichkeit
des Vorlanfers in Wasser wurden die Pufferiosungen mit Ethanol versetzt. Ethanol zeigte als einziges
untersuchtes | Ssungemitiel gute Markiernimosanchenten fiir alle Oxidationemitts]l und neben der unbegrenzten

Mischbarkeit mit Wasser ein zufriedenstellendes Losungsverhalten fiir MT2NL

3.8.2.2 Reaktionskinetik

Die elektrophile Markierung von MT2NI in wéiBn'gen Puffersystemen ist eine sehr schnelle Reaktion. Mit den
iiblichen Konzentrationen der Oxidationsmittel (0,01-0,1 mM) konnten fiir alle Oxidationsmittel nach 30 s
nur noch geringe Zunahmen der RCA festgestellt werden. Daher wurden die kinetischen Untersuchungen bei
um den Faltor 10 geringeren Konzenfrationen durchgefithrt. Auch unter diesen Bedingungen wurde noch eine
schnelle Kinetik pseundo-erster-Ordnung beobachtet. Hier wurden etwa nach 10 Minuten die maximalen RCA
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erreicht. Die Ergebnisse sind reprisentativ in Abb. 3.8-2 dargestelit.
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Abb. 3.8-2 [Elektrophile Radioiodierung wvon MT2NL. Reaktionskinetik unter
verschiedenen Bedingungen. MT2NI: 0,5 mM, EtOH: 10 %, T= 21°C. Fiir
fodogen und DCAT ist der Kurvenverlauf annihernd identisch.

Als Vergleich zum Verhalten der Markierungsreaktion in organischen Solvenzien ist die Kinetik der
Markierung von MT2NI in Trifluoressigsiure mit aufgefithit. Hier wurden erst nach 25 - 40 min
Sattigungsausbeuten erreicht.

3.8.2.3 Abhiingigkeit vom pH-Wert

Die RCA der Markierungsreaktionen in wifrigem Reaktionsmedium wurden fiir die Oxidationsmittel
Iodogen, Dichloramin-T (DCAT) und Chloramin-T (CAT) untersucht. Die Reaktionen wurden in 60 %igen
ethanolischen Pufferlésungen bei Raumtemperatur durchgefiihrt Bei allen Oxidationsmitteln wurde eine
ghnlich ausgeprigte Abhéngigkeit der RCA vom pH-Wert der Losung beobachtet. Auvffallig waren die 2
Maxima, jeweils bei niedrigen und hohen pH-Werten, und ein Minimum bei pH 6, bei dem keine RCA
erhalten werden konnte. In fritheren Arbeiten dieses Institutes wurde fiir die Radiciodierung von Tyrosin mit
CAT eine abweichende pH-Abhsingigkeit gefunden, bei der das Minimum bei einem pH von 6 und ein
ausgeprigtes Maximum etwa bei einem pH von 8 aufiraten. Hier wurde kein Maximum bei niedrigen pH-
Werten und damit kein Abfall der RCA bei pH 1 gefunden [34]. Jedoch trat bei der Radiotodierung von «-
Methyltyrosin mit Jodogen ein sehr dhnlicher Verlauf auf, wobei beim Minimum bei pH6 noch RCAn von 35-

40 % erhalten wurden [27]

Chloramin-T (CAT)

Mit Chlorarnin-T als Oxidationsmittel wurden fiir die RCA in Abhingigkeit vom pH-Wert Maximalbereiche
zwischen pH 4 und 5 und bei pH 7 gefunden (Abb. 3.8-3). Das Minimum bei pH 4,5 konnte durch
Mehrfachmessungen bestétigt werden; auch bei den anderen pH-Kurven wurden entsprechende Phinomene
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bei anderen pH-Werten gefanden, so daB diese Feinstrukturen nicht auf eine fehlerhafte Pufferlosung
zuriickgefithrt werden kénnen, Der relativ zu den anderen Oxidationsmitteln auffallige Abfall der RCA
unterhalb eines pH von 3,5 war auf die starke Bildung eines Radionebenproduktes zuriickzufithren, die bei
pH 3 ihren Maximalwert von 20-25 % erreichte.
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Abb. 3.8-3 Elektrophile n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI. Abhéngigkeit der RCA vom
pH-Wert. T= 21°C, t= 15 min, CAT: 0,12 mM, MT2NI: 1 mM, EtCH: 60 %

Der Markierungsvorlaufer war unter denm Reaktionsbedingungen stabil Die Bildung des
Radionebenproduktes, bei dem es sich um chloriertes oder oxidiertes **'I-MT2NI handeln soflte, wurde durch
niedrige pH-Werte, hohe Oxidationsmittelkonzentrationen und einen hohen Ethanolanteil der
Reaktionslésung begiinstigt. Bei héheren pH-Werten wurde das Nebenprodukt maximal zu 5 % und bei pH
6 iiberhaupt nicht gebildet. Bei den anderen Oxidationsmitteln, insbesondere anch bei Chloramin-B (CAB),
wurde das Radionebenprodukt auch bei miedrigen pH-Werten nur bis maximal 5 % RCA beobachtet.
Demmnach ist das Markierungsverhalten von CAB bei niedrigen pH-Werten eher mit dem des Dichloramin-T's

2u vergleichen.

Dichloramin-T (DCAT)

In Abb. 3.8-4 ist das Verhalten von Dichloramin-T bei verschiedenen pH-Werten fiir die Markierung von
MT2NI dargestellt. Es weist bei niedrigen pH-Werten einen ausgedehnten Maximalbereich zwischen den pH-
Werten 3 und 5 auf. In diesem pH-Bereich wurden erheblich bessere RCA gefunden als bei hoheren pH-
Werten, wo bei pH 8 ebenfalls ein Maximum erreicht wurde. Demnach war DCAT in besonderer Weise zur
Markierung im sauren Bereich geeignet. Hier konnten hohe RCA auch bei Schwankungen des pH-Wertes
erreicht werden. Wie bei CAT so fand sich auch bei DCAT ein drastischer Abfall der RCA anf 0 bei einem pH
von 6,
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Abb. 3.8-4 Elektrophile n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI mit DCAT. Abhiingigkeit der
RCA vom pH-Wert, MT2NI: 0,5 mM, t= 15 min, DCAT: 0,07 mM, EtQOH: 60
%, T=21°C

Todogen
Todogen wurde bei der Untersuchung der pH-Abhingigkeit der Markierungsreaktion in homogener Losung

eingesetzt, so daB die erhaltenen Abhéingigkeiten direkt miteinander verglichen werden kénnen. Fiir Iodogen
wurden bei der Markierungsreaktion sowohl im sauren als auch im alkalischen Bereich sehr gute RCA
gefunden. Jodogen war bei dieser Reaktionsfithrung hervorragend zur Markierung bei hohen pH-Werten
geeignet. Anders als bei CAT und DCAT, bei denen ab pH 10 kaum noch eine Markierung beobachtet wurde,
konnten mit Iodogen noch bei einem pH von 11 gute Resultate erhalten werden. Folglich zeigte Iodogen bei
den Untersuchungen die genngste Empfindlichkeit gegeniiber pH-Wert-Schwankungen der Reaktionsiosung,
zumal die Unterschiede der Maximalausbeuten bei niedrigen und hohen pH-Werten vergleichsweise gering
ausfielen. In diesem Experiment wurde anch die hohe Stabilitit des Vorlaufers gegeniiber der alkalischen
Hydrolyse deutlich. Bex der Radiciodienimg von a-Methyl-L-tyrosin mit Jodogen wurde iibrigens ein dhnlicher
Verlauf gefunden (s. o). Fiir alle Oxidationsmitte] hatte sich gezeigt, daff die Markierungsausbeuten mit
zunehmenden Anteil an Ethanol zuriickgehen. Ethanol muBte aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit des
Vorlaufers zugesetzt werden. In Abb. 3.8-5 wird zur Verdeutlichung dieses Effekts die pH-Abhéngigkeit der
RCA bei verschiedenen Ethanolanteilen gezeigt.




-85-

100 -
o] Todogen . Ethanol: 10 %
. V. ﬁ‘ N
7 A/ ——
70_ » \./
&0 4
g ] Ethanol: 60 %
< 40+
2 =
z,_
10-
0 r T T T T * T 1 d T Y T T 1
e 2 4 ] 8 10 12 14
pH

Abb. 3.8-5 Elektrophile n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI mit Iodogen. Abhiingigkeit der
RCA vom pH-Wert. MT2NI: 1 mM, t= 15 min, Iodogen: 0,01 mM, EtOH: 60
%, T=21°C

Ein shnliches Bild ergab sich auch fiir die anderen Oxidationsmittel. Bis zu einem Ethanolanteil von 30 %
wurden die RCA kaum beeinflufit und die Bildung von Nebenprodukten nicht beobachtet. Bis zu 60 % wirkte
sich Ethanol leicht negativ auf die Markierungsausbeuten ans, wobei das Nebenprodukt, insbesondere mit
CAT, deutlich zunahm. Bei mehr als 60 % wurde eine starke Abnahme der Markierungsausbeuten gefunden.
Daher wurde bei der Markierung ublicherweise mit einem Ethanolanteil von 10-20 % gearbeitet.

3.8.2.4 Oxidationsmittelkonzentration

Die Untersuchungen der RCA in Abhangigkeit von der Konzentration des Oxidationsmittels wurden in
wiBrigem Reaktionsmedium durchgefiikrt. Hierbei zeigt sich in der logarithmischen Darstellung fiir alle
Oxidationsmitiel ein dhnlicher Verlauf. Es handelt sich um eine "entartetes” pseudo-erster-Ordnung Verhalten
der n.c.a-Reaktionen. Bei hoheren Konzentrationen werden allerdings weitere Reaktionspfade gedffnet, was
die beobachtete Zunahme von Nebenprodukten zur Folge hat.

In den Abb. 3.8-6 bis -8 und der Tab. 3.8-2 sind die Kurvenverliufe fiir die untersuchten Oxidationsmifte]
dargestellt. Anders als bei der pH-Abhéangigkeit waren CAT und CAB unter den Versuchsbedingen durchaus
vergleichbar. Auch wenn ein weiterfilhrender Vergleich der Oxidationsmittel untereinander aufgrund der
unterschiediichen Versuchsbedingungen nur bedingt méglich ist, fallt doch die relativ groBe Ahnlichkeit des

Konzentrationsverhaltens ins Auge.
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Abb. 3.8-6 Elektrophile n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI mit CAT. Abhiingigkeit der

RCA von der CAT-Konzentration.
t= 15 min, T= 21°C, MT2NI: 1 mM, Puffer pH4, EtOH: 10 %
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Abb. 3.8-7 Elektrophile n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI mit CAB. Abhﬁngigkeit der
RCA von der CAB-Konzentration. MT2NI: 1 mM, t= 15 min, T= 21°C, pH
4, EtOH: 10%
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Abb. 3.8-8 Elektrophile n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI mit DCAT. Abhiingigkeit der
RCA von der DCAT-Konzentration. H,O/EtOH: 2:3 (v/v) (EtOH 60 %), T=
21°C, MT2NI: 4,5 mM, t= 15 min

Der Einflu3 der Iodogenkonzentration auf die RCA wurde nur innerhalb eines kleinen
Konzentrationsbereiches untersucht (Tab. 3.8-2). Die gemessenen Werte befanden sich innerhalb des fiir die
anderen Oxidationsmittel (Abb. 3.8-6 bis -8) dargesteliten linearen Bereichs, wobei mit einer
Todogenkonzentration von 0,14 mM der abfallende Teil dieser Kurve im oberen Bereich erreicht scheint. Im
Fall des Jodogens wurde weder fiir den untersuchten pH-Bereich noch fiir Ethanolanteile bis zu 60 % noch bei
den beobachteten Iodogenkonzentrationen bis zu 0,14 mM eine verinderte Tendenz zur Bildung des
Radionebenproduktes gefunden. Dieses trat im gesamten Bereich mit einer RCA von 2-5 % auf,

Tab 3.8-2 Elektrophile n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI mit Jodogen. Untersuchung der RCA in
Abhéngigkeit von der Jodogenkonzentration

Todogenkonzentration [mM] RCA [%]
0,003 } 76,5
0,007 73
0,01 73
0,03 86,3
0,07 90,6£55
014 _ 865

t=15 min, MT2NI: 1mM, pH 4, EtOH: 60%




3.8.2.5 Vorliuferkonzentration
In Abb. 3.8-9 ist am Beispiel von CAB die Abhangigkeit der RCA von der Eduktkonzentration auf einer

Iogalithnliséhen Skala dargestellt. Ahnlich wie bei der Abhéngigkeit vom Oxidationsmittel fand sich auch hier
eine anndhernde Abhéngigkeit pseudo-erster-Ordnung. Bereits bei Vorlauferkonzentrationen von etwa
0,5-1 mM wurde emne Séttigungsansbeute erreicht,
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Abb. 3.8-9 Elektrophile Markierung von MT2NI mit CAB. Abhingigkeit der RCA von
der Eduktkonzentration. T= 21°C, t= 15 min, CAB= 0,08 mM, Puffer 4;
EtOH: 10 %

Der in Abb. 3,8-9 dargestelite Kurvenveriauf konnte auch fiir die anderen Oxidationsmittel und fiir andere
Reaktionsbedingungen bestitigt werden. Bei hoheren Ethanolkonzentrationen ist der Sattigungsbereich
allerdings zu héheren Eduktkonzentrationen (2-5 mM) hin verschoben.

3.8.3 Zusammenfassender Vergleich der Oxidationsmitiel

Obwohl es sich bei den eingesetzten Oxidationsmitteln um dieselbe Verbindungsklasse der Chloramide
handelt, war doch ein sehr unterschiedliches Verhalten bei der elekirophilen Radiomarkierung des
Tyrosindertvates MT2NI zu erkennen. Sowohl das Verhaiten in organischen Ldsungsmittein ais auch
gegeniiber der Markierung in waBrigen Puffersystemen unterschied sich teilweise stark. Wurde bei den
chlorierten Losungsmitteln Dichlormethan und Chloroform und beim hydrophilen Ethanol noch ein shnliches
Verhalten beobachtet, so waren bei den anderen Losungsmitteln doch deutliche Unierschiede zu erkennen.
Hierbei schien das Reaktionsmedium jeweils die Bildung von zwei weiteren, nicht identifizierten
Radioprodukten stark zu beeinflussen.

Auch bei der Markierung in wiBrigen Puffersystemen war fur alle Oxidationsmittel ein stark unterschiedliches
Verhalten zu erkepmen. Dies galt sogar fiir die doch sehr dhnlichen Verbindungen CAT und CAB. Die
Tendenz des CAT, in ethanolischen Pufferfésungen bei niedrigen pH-Werten und hohen Ethanol-
konzentrationen das hydrophile Radionebenprodukt zu bilden, wurde bei CAB zwar auch, aber in geringerem
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MaBe gefunden. Als das universellste, fiir fast alle pH-Werte geeignete Oxidationsmittel erwies sich Iodogen.
Seine schiechte Loslichkeit in wifitigen Systemen wird bei der "Todogen-Methode" [238] zur Abtrennung des
Oxidationsmittels nach der Reaktion ausgenutzt. Grundsétzlich lieB sich diese Technik auch anf ethanolisch
wilirige Systeme tibertragen, wobei hier der Anteil des Iodogens in der Losung schon erheblich héher ausfiel
Beziiglich der Konzentration von Vorlaufer und Oxidafionsmittel war bei den untersuchten Oxidationsmitteln
eine gute Ubereinstimmung zu erkennen. In Tab. 3.8-3 sind die fiir das jeweilige Oxidationsmittel die
optimalen Markierungsparameter fiir die Darstellung von “'I-MT2NI aufgefiihrt.

Tab. 3.8-3 Optimale Markierungsbedingungen bei der Radiosynthese von n.c.a.-**[-MT2NL

Oxidans Konzentration® [mM] pH-Bereich organisches Solvens
CAB 0,03-0,1 pH 4-5; pH 7 -
CAT 0,01-0,1 pH7 AcOH, TFA
DCAT 0,05-03 pH 3-5 EE, CH,CN
Iodogen 0,03-90.1 pH 3-5; pH 7-12 CH.CN
fiir alle: Edukt: 0,5-1 mM; Puffer/EtOH 9:1; t= 5 min®

1) Gilt fiir wiBrige Systeme. 2) Fiir organische Iésungsmittel 15 - 25 min, AcOH: Essigsaure; TFA: Trifluoressigsiure;
EE: Essigsiureethylester

Die Ergebnisse diirften auch als Richtlinie fiir die Auswahl eines geeigneten Markierungssystems bei anderen
Vorldufern gelten. In diesem Znsammenhang stellt Jodogen das interessanteste Oxidationsmittel dar, wobei
allerdings gerade bei organischen Reaktionsmedien, die relativ hohe Konzentrationen des lipophilen Iodogens
erfordern, Trennprobleme auftreten kénnen. Generell ist der Einsatz wabBriger Puffersysteme gegeniiber den

organischen Losungsmitteln zu bevorzugen.

3.8.4 Optimierte Radiosynthese und Aufarbeitung von ' I-MT2NI

Die Radiosynthese zur Produktion von *'I-MT2NI wurde in wiBriger Pufferlosung mit einem Volumenanteil
von 10-20 % Ethanol bet pH 4 durchgefiihrt. Dadurch konnte der in Wasser schlecht 16sliche Vorliufer als
Ethanollosung zugegeben werden, ohne mit einer Nebenproduktbildung aufgrund des organischen
Losungsmittelanteils rechnen zu miissen. Zudem war eine direkte Zugabe der alkalischen Radiciodidlésung
moglich, Als Oxidationsmittel wurde im allgemeinen das gut wasserlosliche Chloramin-B oder Iodogen
gewahlt, wobei sich das wasserlésliche CAB bei der Aufarbeitung als vorteilhaft erwies.

Zur Aufarbeitung wurde das Reaktionsgemisch mit einer Natriumsulfit-Pufferlosung (pH 9) gequencht, um
zum einen das Oxidationsmittel zu inaktivieren und zum anderen eventuelle Todspezies zum gut {iber Radio-
HPLC quantitativ nachweisbaren und abtrennbaren Iodid zu reduzieren. Aus dieser L&sung konnte dann das
Radioprodukt durch einen HPLC-Trennschritt in etner radiochemischen Reinheit von 99,9 % erhalten werden.
Die applikationsfertige Losung wurde durch eine "Kartuschenaufkonzentration" mit anschlieBender Elution
durch Ethanol und der Einstellung des Eluates mit isotonischer Kochsalzlosung auf eine 5 %ige ethanclische
Lasung erhalten. Die RCA des gesamten Synthese- und Reinigungsverfahrens betrugen 80-85 % mit einem
Zeitbedarf von 30 Minuten. Die spezifische Aktivitat wurde zu 6,6-7,4 TBg/mmol (180-200 uCi/mmol)

bestimmt.
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3.9 Vergleich der Markierungsmethoden: Elektrophil/Cu(T)-Nukleophil

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei grundsétzlichen Methoden zur n.c.a.-Radioiodierung von aromatischen
Systemen eingesetzt. Es soll eine kurze Gegeniiberstellung dieser Methoden unter Beriicksichtigung der hier
nicht verwendeten elektrophilen Demetallieningsreaktionen gegeben werden. In Tab. 3.9-1 sind die Methoden
stichpunktartig zusammengestellt. Alie Methoden liefern prinzipiell gute Markierungsausbeuten und sind zur
n.c.a-Radiosynthese geeignet; allerdings héngt die Auswahl wesentlich vom zu markierenden Edukt ab.

In Tab. 3.9-1 Gegeniiberstellung der Radioiodierungsmethoden fiir Aromaten

Parameter Elektrophil Nukieophil
_| Direkt | Demetallierung [50-52] Cu(1/DMSO
Edukt nur aktivierte Aromaten aufwendige kéufliche
Eduktsynthese Bromaromaten
Reaktionsbedingungen mild mild gemaBigt
Reaktionsmediuvm oxidativ oxidativ schwach reduktiv
Zusatz Oxidans (0,1 mM) Cu(I): 1-8 mM
Temperatur Raumtemperatur Raumtemperatuf 100-180°C
Losungsmittel ' wiBrige Puifer organische DMSO
Nebenbedingungen pH-Einstellung wasserfrei sauerstofffrei
Vorliufermenge gering: 0,1 - 0,01 mg mind. 2 - 10 mg
Zeit kurz, im Minutenbereich 2-3 Stunden
Kit-Eignung gut bedingt
Substitution Isomerengemische regioselektiv regioselektiv
Edukt - Abtrennung gut sehr gut problematisch
n.c.a-RCA gut - sehr gut sehr gut out - befriedigend

FElektrophiie Substitution

Die elektrophilen Substitutionsmethoden beinhalten sehr schnelle Markierungsreaktionen, die bei
Ranmtemperatur ablaufen. Hier werden nur geringste Mengen an Vorldufer und Oxidationsmittel benétigt,
wodurch eine unkomplizieite Aufarbeitung und Produktisolierung ermdglicht wird. Daher sind diese
Methoden im Prinzip fiir die Verwendung von Synthese-Kits zum klinischen Routineeinsatz geeignet. Am
einfachsten ist in diesem Zusammenhang die direkte elektrophile Radioiodierung von aktivierten Aromaten
wie Phenol- und Anilinderivaten. Diese Edukte sind héaufig kduflich oder aber synthetisch einfach zuggnglich.
Hier konnen allerdings schwer zu trennende Isomerengemische von Radioprodukten entstehen. Dariiber
hinaus weisen die Radiciodverbindungen haufig nur begrenzte in vivo Stabilititen gegeniiber der
enzymatischen Deiodierung auf.

Eine aligemein anwendbare Methode zur Radiciodierung aromatischer Molekiile stellen die
Radioioddemetallierungsreakﬁonen dar (Abschnitt 1.6.2). Diese Methode ist praktisch nur durch die
synthetische Zuganglichkeit der Vorldufer begrenzt. Neben den Vorteilen der elektrophilen Substitution wird
hierbei ausschlieBlich ein regioselektives Produkt gebildet. Zudem ist auch eine hervorragende Abtrennung
der Vorliufer gegeben. Die stark lipophilen metallorganischen Verbindungen werden auf RP-Systermen
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normalerweise weit hinter den Produkten eluiert, so daB auch bei hohen Vorldufermengen sehr gute
Trennungen erzielt werden koénnen. Bei der Markierung muB die eventuelle Empfindlichkeit der
Organometallverbindungen gegeniiber alkalisch-wiBrigen Losungen beriicksichtigt werden.

Cu(I)-katalysierte nukleophile Substitution

In diesem Zusammenhang soll hauptséichlich auf die Markierung mit dem Cu{T)YDMSO-System eingegangen
werden. Die entsprechenden wilrigen Systeme bendtigen stark saure, reduktive und damit drastische
Reaktionsbedingungen, wodurch deren Anwendbarkeit auf wenige Molekiile beschrinkt bleibt. Die Cu(I)-
katalysierte Radioioddebromierung in organischen Solvenzien, wie sie in dieser Arbeit durchgefiihrt und
weiterentwickelt wurde, ist demgegeniiber eine milde Methode, die sogar bei hydrolyse- und
reduktionsempfindlichen Molekiilen erfolgreich angewendet werden kann Diese Methode ist demnach
grundsitzlich fiir alle Bromaromaten geeignet. Sie liefert regioselektive Produkte in guten Ausbeuten.
Meistens kann sowohl bei der Markierung als auch bei der Synthese von kiuflichen Bromaromaten
ausgegangen werden. Gerade fir komplizierte, multifunktionale Biomolekile wird hierdurch die
Vorlaufersynthese entschieden vereinfacht.

Nichtsdestoweniger erfordert diese Methode relativ hohe Reaktionstemperaturen und lange Reaktionszeiten.
Die notwendigen hohen Vorlaufer- und Cu(I}-Konzentrationen wirken sich zusatzlich erschwerend auf die
Abtrennung des Radioproduktes aus. Dariiber hinaus muB die Markierung unter Inertgasbedingungen
durchgefiihrt werden (gilt nicht fiir die waBrigen Systeme mit Zusatz von Reduktionsmitteln)

Die Cu(I)-Markierung ist zwar grundsitzlich universell einsetzbar, wird aber aufgrund ihrer relativ
problematischen Handhabung eher eine Rolle in der Forschung oder aber bei der Markierung von spezielien
Verbindungen spielen (zB. bei oxidationsempfindlichen Tracern). Sie ist nur bedingt zur Verwendung bei
Synthese-Kits geeignet.
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3.10 N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]-3-iod-0-methyl-x-methyl-D,] ~tyrosinmethylester
(I-MMT2NI)

Bei der Uberpriiffung der Pharmakokinetik des “'I-MT2NI am Mausmodell wurde eine schnelie

Metabolisierung und eine geringe Aufnahme des Metaboliten ins Gehirn gefunden. Demnach galt es, den

Tracer so zu verindern, dab eine hohere Lipophilie und eine geringere Metabolisierungsrate erreicht werden.

Hier bot sich die Methylierung der Phenolfunktion an. Hierdurch sollte sowohl die Lipophilie vergroBert als

auch die metabolische Stabilitit der Verbindung verbessert werden.

Zur Darstellung des *'I-MMT2NI waren grundsétzlich 2 Synthesewege praktikabel:

A:  Die direkie n.c.a.-Radioiodierung des MMT2NI-Vorldufers in Trifluoressigsaure (TFA) bei erhohten
Temperaturen. Bei dem entsprechenden O-methylierten L-e-Methyl-L-tyrosin konnten bei 60°C
innerhalb von 45 min RCA von 50-55 % erhalten werden [27].

B:  Die Methylierung von n.c.a-"*'I-MT2NL

In Vorversuchen zum Weg A wurde eine geniigend hohe Stabilitat zumindest von ®*I-MT2NI und MT2NI in
TFA auch bei Temperaturen von 60 °C aufgezeigt, so daB auch von einer ausreichend hohen Stabilitit der
radiotodierten Verbindung unter den Reaktionsbedingungen ausgegangen werden konnte. Allerdings wiirde
dieser Syntheseweg die Darstellung von 2 neuen Standardverbindungen und die Entwicklung eines Radio-
HPLC-Verfahrens zur Abtrennung des neuen Vorlanfers erfordem. Gleichzeitig miilte bei der
Markierungsreaktion mit relativ geringen Ausbeuten von 30-55 % und, aufgrund der erhohten
Reaktionstemperaturen, mit der Zunahme von schwer abtrennbaren Nebenprodukten gerechnet werden.
Daher erschien die unter B aufgefithrte Variante interessanter. Die Synthese der dafiir notwendigen Vorldufer-
Radioiodverbindung (*'I-MT2NI), insbesondere die Abtrennung des MT2NI-Vorlaufers, waren erarbeitet und
konnten schnell und einfach durchgefiihrt werden (3.8.4). Neben der problemlosen chromatographischen
n.c.a.-Trennung der sehr verschiedenen Radioiodverbindungen (C-H und O-Methyl) wiirde dieser Weg nur
die Synthese einer Standardverbindung erfordemn.
Hier stellte sich allerdings die Frage nach einem geeigneten Methylierungsagens, das eine einfache, selektive
Methylierung der phenolischer OH-Funktion der n.c.a-Verbindung innerhalb kurzer Zeit und mit hohen RCA
ermoglichen sollte. Schnelle Reaktionen erfordern im aligemeinen starke Methylierungsagenzien wie 2B
Methyltriflat, das in der n.c a.-Radiomethylierung erfolgreich eingesetzt worden ist [239]. Diese Reagenzien
sind allerdings im allgemeinen schwer handhabbar und wenig selektiv. Beim MT2NI hiitte in einem solchen
Fall mit einer Konkurrenzmethylierung des Nitroimidazolkerns und der damit verbundenen Zerstérung der
Verbindung gerechnet werden miissen. Anders liegt der Fall beim Diazomethan, bei dem die Methylierung
nicht fiber einen nukleophilen Substitutionsmechanismus sondern iiber die Insertion in X-H- Funktionen (X=
O, N, S) ablguft. Eine Konkurrenzmethylierung sollte daher im Fall des
BILMT2NI ausgeschlossen werden konnen. Allerdings ist Diazomethan
schwierig handhabbar. Hier bot sich ein kanfliches Diazomethanderivat, das \ /
Si

Trimethylsilyldiazomethan (TMS-DA), an. Diese Verbindung wurde als 2 M ~c= =N
Hexanlosung angeliefert und konnte im Kihlschrank gelagert werden. Unter H/

eeignéten Reéaktionsbedingungen wird iell eine Methylierung v
Seelgn g speae thy & von Trimethylsityldiazomethan

Phenolen und Enolen erreicht [240]. Die Methylierung des n.c.a.-Eduktes
wurde zunéchst analog zur Literatur in Acetonitril/Methanol Gemischen unter
Zusatz einer sterisch stark gehinderten Base durchgefithrt. Als wichtigster Parameter der
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Reaktionsgeschwindigkeit erwies sich dabei die Methanolkonzentration der Reaktionslosung. Alle Zusatze der
Reaktion konnten nach der sauren Hydrolyse leicht als ionische Verbindungen entfernt werden. Unter den
Reaktionsbedingungen wurde ein hydrophiles Radionebenprodukt mit einer RCA von 1-3 % erhalten, das gut
tiber die Radio-HPLC abgetrennt werden konnte. Grundsitzlich diirfle hier aber auch eine einfache
Abtrennung iiber eine Sep-Pack-Kartusche mit einem geeigneten Eluens moglich sein. Unter optimalen
Reaktionsbedingungen konnten innerhalb von 20 min RCA von iiber 90 % erhalten werden.

Folglich konnte mit der Einfiihrung von Trimethylsilyldiazomethan eine Alternative zur Synthese von n.c.a.-
O-Methyltyrosin-Derivaten iiber die Markierung in TFA entwickelt werden. Am Betspiel der Radiosynthese
von *'I-MMT2NI konnte gezeigt werden, daB mittels einer zweistufigen Synthese unter Umgehung der
Triflucressigséure innerhalb von 60 - 70 min das O-Methyltyrosin-Derivat mit einer Gesamt-RCA nach allen
Trennschritten von 65 - 75 % und einer radiochemischen Reinheit von mehr als 99,9 % darstellbar ist. Die
Methylierungsreaktion selbst konnte bei Raumtemperatur innerhalb von 20 min durchgefiihrt werden

3.10.1 Methylierung von n.c.a.-**I-MT2NI mit Trimethylsilyldiazomethan (TMS-DA)

Zur Optimierung der Methylierung des n.c.a.-"*'I-MT2NI wurden die Parameter dieser Reaktion genauer
untersucht. Die in der Literatur angegebenen Regktionsbedingungen, die fiir synthetische Bereiche ermittelt
worden sind, erwiesen sich bei der Methylierung des n ¢ .a.-Radiciodproduktes als unbrauchbar. Jedoch gelang
es durch das Arbeiten in Methanol, die Methylierung auch fiir das n.c.a.-Arbeiten zu erméglichen und
innerhalb von verniinftigen Reaktionszeiten bei Raumtemperatur zu guten RCA zu gelangen Fiir die
eingesetzten sterisch gehinderten Basen DIPA und TMP wurde kein Unterschied in den RCA beobachtet.

3.10.1.1 Kinetik der Reaktion

In Abb. 3.10-1 ist die Abhéngigkeit der Methylierung von n.c.a-***I-MT2NI mit TMS-DA bei verschiedenen
Methanolkonzentrationen gezeigt. Die Methylierung erreichte bei einer Methanolkonzentration von 20 % nach
etwa 30 min die maximale RCA. Bei héheren Methanolkonzentrationen wurde der Sattigungsbereich nach
kiirzeren Reaktionszeiten erreicht und lag um 10-15 % héher. Eine Zersetzung des Produktes nach ldngeren
Reaktionszeiten, die sich in der Abnahme der RCA sullern wiirde, wurde nicht beobachtet. Daher kann von
einer hochselektiven Reaktion des Trimethyisilyldiazomethans mit der phenolischen OH-Funktion

ausgegangen werden.
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Abb. 3.10-1 Methylierung von n.c.a.-“I-MT2NI mit TMS-DA. Abhiingigkeit der RCA
von der Reaktionszeit. TMS-DA: 0,66 M, DIPA: 0,67 M, T= 21°C, CH,CN,
Hexan: 33 %

3.10.1.2 Trimethylsilyldiazomethan-Konzentration
Die Abhangigkeit der Methylierungsreaktion von der Konzentration des Methylierungsreagens soll anhand
von Abb. 3.10-2 und 3.10-3 verdeutlicht werden. Hier sind die Kinetiken der Reaktion bei verschiedenen

TMS-DA-Konzentrationen aufgefiihrt.
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Abb. 3.10-2 Methylierung von n.c.a.-P'I-MT2NI mit TMS-DA. Abhiingigkeit der RCA
von der Reaktionszeit bei verschiedenen TMS-DA Konzentrationen. DIPA:
0,67 M, T= 21°C, CH,CN, MeOH, Hexan: 33 %
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Abb. 3.10-3 Methylierung von n.c.a.-*I-MT2NI mit TMS-DA. Abhingigkeit der RCA
von der Reaktionszeit bei verschiedenen TMS-DA Konzentrationen. DIPA:
0,67M, T= 21 °C, MeOH, Hexan: 33 %

Bei Methanol-Konzentrationen von 40 % machte sich der Effekt der Veranderung der TMS-DA-
Konzentration stark bemerkbar. Die Reaktion wurde langsamer, und es wurden geringere RCA bei niedrigen
TMS-DA-Konzentrationen erhalten (Abb.3.10-2). Bei hoheren Methanol-Konzentrationen war der Effekt
geringer ausgeprigt (Abb 3.10-3). Hier wurden mit sinkender TMS-DA-Konzentration etwas geringere
Reaktionsgeschwindigkeiten bei jedoch gleichbleibenden radiochemischen Séttigungsausbeuten beobachtet.
Bei der Radiosynthese des PU-MMT2NI wurde @iblicherweise mit hohen Methanol-Konzentrationen
gearbeitet und eine TMS-DA-Konzentration von 666 mM eingesetzt.

3.10.1.3 Methanol Konzentration

Als wichtigster Parameter dieser Reaktion erwies sich die Methanol-Konzentration. Bei den in der Literatur
der "kalten" Methylierung angegebenen Methanol-Konzentrationen von 10 % und weniger wurden
Reaktionszeiten im Stundenbereich und geringe RCA gefunden. Schon aus den vorhergehenden Abbildungen
wird der starke EinfluB des Methanols auf die Methylierung deutlich. Ahnlich der Abhéngigkeit der RCA von
der TMS-DA-Konzentration wurden bei niedrigen Methanol-Konzentrationen geringere radiochemische
Sattigungsansbeuten und geringere Reakﬁonsgeschvﬁndigkéiten beobachtet. In Abb. 3.104 ist die
Abhingigkeit der RCA von der eingesetzten Methanolmenge fiir zwei verschiedene Reaktionszeiten

aufgezeigt.
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Abb. 3.10-4 Methylierung von n.c.a.-P1-MT2NI mit TMS-DA. Abhingigkeit der RCA
von der Methanolmenge bei verschiedenen Reaktionszeiten DIPA: 0,67 M,
TMS-DA: 0,66 M, T= 21°C, CH,CN, MeOH, Hexan: 33 %

Mit mmnehmender Reaktionszeit und zunehmenden Methanolkonzentrationen wurde eine Sattigung der RCA
erreicht. Das Satfigungsverhalten fiir hohe Methanolanteile war bei kiirzeren Reaktionszeiten weniger
ausgeprigt. Der Unterschied in den RCA fiir unterschiedliche Reaktionszeiten wurde mit zunehmenden
Methanol-Konzentrationen geringer.

Die starke Abh#ngigkeit der RCA von der Methanol-Konzentration bestitigt den in der Literatur diskutierten
Reaktionsmechanismus des TMS-DA [241]. Danach verlzuft die Reaktion nicht iiber die iz situ Bildung von
Diazomethan, sondern tiber die Methanolyse eines TMS-DA-Eduktkomplexes.

Fiir die Methylierungsreaktion von n.c.a-Verbindungen wurden die besten Ergebnisse in reinem Methanol als

Losungsmittel erzelt.

3.10.1.4 Wasserempfindlichkeit

Das fiir P!I-MT2NI erarbeitete Abtrennverfahren iiber RP-HPLC und Sep-Pack-Kartuschen erfordert den
Einsatz von wibBrigen Losungen. Daher war es von Interesse, die Empfindlichkeit dieser
Methylienngsreaktion gegeniiber Wasser zu ermitteln. Bei der Untersuchung zeigte sich, dal Wasserzusitze
bis zu 10 % unproblematisch sind. Es wurde eine leichte Beschleunigung der Reaktion becbachtet.
Demnach ist eine zusétzliche und aufivendige Trocknung der zur Methylierung eingesetzten methanolischen
Radiolosung nicht erforderlich Auch auf das Arbeiten mit getrockneten Losungsmitteln und unter
Inertgasatmosphare kann verzichtet werden.
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3.10.2 Optimale Radiosynthese und Aufarbeitung von *'I-MMT2NI

Die n.c.a-Methylierung konnte erfolgreich mit Trimethylsilyldiazomethan (TMS-DA) unter Zusatz einer
sterisch gehinderten Base durchgefilhrt werden. Hier wurden Diisopropylamin (DIPA) und 2.2,6,6-
Tetramethylpiperidin (TMP) gleichermaBen erfolgreich verwendet. Bei einer relativ hohen Konzentration von
jeweils 0,6 M an TMS-DA und Base konnte in Methanol/Hexan-Gemischen nach einer Reaktionszeit von 20
Minuten bei Raumtemperatur eine RCA von mehr als 90 % erhalten werden. Auch die Aufirennung des
Produktgemisches mittels Radio-HPLC erwies sich erwartungsgemaB als unproblematisch. Zur Anfertigung
der applikationsfertigen Losung wurde analog zum *'I-MT2NI (3.8.4) vorgegangen. Die Gesamt-RCA iiber
die beiden Reaktionsschritte betrug nach 60-70 min 65-75 %. Das Produkt wurde in einer radiochemischen
Reinheit von mehr als 99,5 % erhalten.
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4. Pharmakokinetik und Metabolitenanalyvse

Fir die Pharmakokinetik einer Verbindung ist unter anderem deren Lipophilie von grofer Bedeutung,. Eine
hohe Lipophilie ist im allgemeinen die Voraussetzung fiir eine Himaufnahme (vgl. 1.9). Daher wurde vor den
Tierversuchen der Verteilungskoeffizient zwischen Octanol/Wasser als MaB fur die Lipophilie der Tracer
bestimmt. Der Verteilungskoeffizient wurde zweckmiBigerweise fiber eine Tracermethode gemessen. Die
Werte sind in Tab. 4.-1 zusammengestellt. Entsprechend der Zielsetzung fithrten die vorgenommenen
chemischen Veranderungen der Ausgangsverbindungen zur erwiinschten Steigerung der Lipophilie,

Tab. 4.-1 Verteilungskoeffizienten der untersuchten Nitroimidazoltracer

Verbindung | Verteilungkoeffizient P Octanol /X

X= Wasser isotonische NaCl Puffer pH 7
I-P2NI-Me 29,8 30,3 35,8
I-P2NI-Ba 588 - -
I-MT2NI 0,0352 0,0383 0,0245
L-MMT2NI 1626 170,9 169,7

Anders als erwartet, zeigten alle untersuchten Radiotracer eine schnelie Biokinetik in der Maus. Sie wurden
hauptsichlich itber die Nieren in den Urin ausgeschieden. Trotzdem wurde die fiir Nitroimidazole typische
zwelphasige Bioelimination beobachtet {242,243]. Zudem wurde die fur diese Verbindungsklasse bekannte
Anreicherung in verschiedenen Organen wie Leber, Magen-Darm-Trakt und den Nieren gefunden. Dabei war

die Anrsicherung im Masen Darm-Trakt wahrend des Beobachtungszeitraumes irreversibel, wihrend die
Leber- und Nierenradioaktivitit langsam abnahm. Auch wenn bei einigen Tracern ein relativ geringe
Anreicherung in der Schilddriise aufirat, kénnen die Verbindungen als stabil gegeniiber der in vive
Deiodierung angesehen werden. Eine angestrebte Aufnahme ins Gehirn wurde bei keinem der
Nitroimidazoltracer gefunden

Bei der Untersuchung der Pharmakokinetik kann beziiglich der GroBenordnung der Traceranreicherung
grundsatzlich zwischen zwei Organgruppen unterschieden werden. Hier sind zum einen Blut, Herz,
Schilddriise, Pankreas und Hirn mit einer geringem Aufhahme und zum anderen Nieren, Gesamtdarm und
Leber mit einer erhShten Aufnghme zu nennen Im Urin, der den Hauptansscheidungsweg der Verbindungen

ausmachte, wurden mit Abstand die hochsten Radioaktivititswerte gefunden. Die gesamten
Untersuchungsergebnisse sind im Anhang tabellarisch aufgefiihrt.
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4.1 Vergleich der pharmakokinetischen Eigenschafien

Um einen Uberblick @iber die pharmakokinetischen Eigenschaften der Verbindungen zu bekommen, wird im
folgenden anhand von einigen wichtigen Organen eine vergleichende Darstellung vorgenommen Hierzu
wurden die Organe Blut, Schilddriise, Leber, Herz und Him ansgewdhit.

Blut

Die vergleichende Pharmakokinetik beziiglich des Blutes zeigt, daB bei den Phenylalaninderivaten,
insbesondere dem Methylester, hdhere Blutwerte erreicht werden als bei den Tyrosinderivaten. Die hohe
Blutaktivitit des Phenylalaninmethylesters **'I-MT2NI kénnte in diesem Zusammenhang als relativ starke
Plasma-EiweiB-Bindung der entsprechenden Saure interpretiert werden.

Fiir alle Tracer wird eine relativ hohe Clearancerate beobachtet, die entweder durch die Bildung hydrophiler
Metabolite, oder durch die Nutzung von biochemischen Transportmechanismen erklart werden kann
Besonders beim sehr lipophilen *'I-P2NI-Ba scheinen Transportmechanismen im Vordergrund zu stehen (s.

Abschnitt 4.2)

249 B poNI-Me Blut
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[+11] p
b
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A | PUP2NI-Ba
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Abb. 4.-1 Vergleichende Pharmakokinetik in der Maus. Blut

Schilddriise

Bei radioiodierten Verbindungen ist die Schilddriisenradioaktivitit ein wichtiger Indikator fir die in vive
Stabilitit der Verbindungen gegeniiber der Deiodierung. Die Nitroimidazoltracer dieser Verbindungsreihe
zeigen teilweise eine Aufnahme in die Schilddriise, die allerdings innerhalb des untersuchten Bereiches
deutlich niedriger ansfallt, als bei typischen Deiodierungen. Die vergleichende Phanmakokinetik beziiglich der
Schilddriise istin Abb. 4.-2 fiir die untersuchten Nitroimidazoltracer aufgefiihrt. Abgesehen vom **[-MT2NI
wird fiir alle Verbindungen ein ungewdhnliches Verhalten beobachtet,

Die anfingliche Anreicherung des **'I-P2NI-Me in der Schilddriise, gefolgt von einem allméhlichen fiir Todid
untypischem Auswaschen der Radioaktivitéit, deutet auf eine direkte biochemische Wechselwirkung der
Verbindung mit der Schilddriise und nicht auf eine vorangehende Deiodierung hin. Zudem werden die
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eingesetzten iodaromatischen Verbindungen im iibrigen gegeniiber der in vive Deiodierung als stabil
angesehen [27,29]. Daher kénnte eine solche direkte biochemische Wechselwirkung auch bei den anderen
Nitroimidazoltracern angenommen werden. Auffallig ist in diesem Zusammenhang die relativ zu den anderen
Tracem starke itreversible Anreicherung des *'I-P2NJ-Ba und des “*'I-MMT2NI in der Schilddriise. Nach der
obigen Argumentation sollte es sich bei der Anreicherung eher um etnen Metaboliten dieser Verbindung als

um freies Todid handeln

#7 Schilddriise

31 poNI-Me

%-Dosis / g
8
i 1
d
s
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Abb. 4.-2  Vergleichende Pharmakokinetik in der Maus. Schilddriise

Leber
Die Wechselwirkung mit der Leber ist fiir die Nitroimidazoltracer in zweifacher Hinsicht von Bedeutung, Zum

einen wird allgemein ein relativ hoher Leberuntergrund erreicht, der sich stGrend anf die Messungen,

£ o
| . BU-P2NI-Ba Leber

%-Dosis / g

Zeit p.i [min]

Abb. 4.-3  Vergieichende Pharmakokinetik in &er Maus. Leber




-101 -

insbesondere beim Herzen, auswirken wirde. Zum anderen kann die Leberanreicherung unter der
Voraussetzung, daB diese durch eine erhhte Aktivitit von Redoxenzymen hervorgerufen wird, auch als
grobes MabB fiir die reduktive biochemische Aktivitit der Nitroimidazole angeseben werden [150]. Daher ist
in Abb. 4 -3 eine vergleichende Darstellung beziiglich der Pharmakokinetik in der Leber aufgefiihrt.

Fiir alle Tracer wird eine mehr oder weniger starke reversible Anreicherung beobachtet, die erwartungsgemaB
grob mit der Lipophilie der Radiciodverbindungen korreliert. Auffillig ist die fiir Nitroimidazolderivate
untypische, besonders geringe Aufnahme von *!I-P2NI-Me in der Leber, die mit der schnellen Bildung des
sehr hydrophilen Metaboliten '*'I-P2NI-S erklirt werden kann. Fiir die Tyrosin-Nitroimidazolkonjugate wird
¢ine anfiinglich relativ starke Leberanfitahme gefunden, die aber durch einen nachfolgenden starken Abfall der
Radioaktivitat in der Leber gekennzeichnet ist, so daB hier nach 2 h etwa die Blutwerte erreicht werden. Ein
dhnliches Verhalten wird beziiglich der Niere beobachtet. Daher soliten bei diesen Tracem der sonst beziglich
dieser Organe auftretende Untergrund unbedeutend sein,

Herz
Einer der wichtigsten Bereiche zur Diagnose von hypoxischen Zellen ist das Herz. In Abb. 4.-4 ist die

vergleichende Pharmakokinetik der untersuchten Nitroimidazoltracer beziiglich des Herzens aufgefiihrt.
Abgesehen vom *'I-P2NI-Me zeigen hier alle Tracer ein giinstiges Verhalten. Ahnlich wie beim Blut wird
nach relativ hohen Anfangswerten ein schnelles Auswaschen der Tracer beobachtet. Im Hinblick auf die
anderen biochemischen Eigenschaften sollte das I-MI2NI vergleichsweise am besten fir

Herzuntersuchungen geeignet sein.
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Abb. 4.4 Vergleichende Pharmakokinetik in der Maus. Herz
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Hirn
Eine Zielsetzung der Tracerentwicklung war die Uberschreitung der Blut-Hirn-Schranke und damit die

Moglichkeit, auch Messungen im Gehimn vornehmen zu konnen. Alierdings wird mit keinem der Tracer eine
erwiinschte Anreicherung erzelt. Zum Vergleich sind in Abb. 4.-5 die entsprechenden Daten der Tracer

zusammengestellt.
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Abb. 4.-5  Vergleichende Pharmakokinetik in der Maus. Hirn

Demnach sollte das Phenylalaninmethylester-Derivat, das ir vivo schnell zur freien Saure *'I-P2NI-Me
hydrolysiert, fir Hirnuntersuchungen am besten geeignet sein. Hier scheint die Amino-Séurefunktion fiir eine
erhdhte Anreicherung iiber aktive Transportmechanismen zu sorgen.

Alle zur Steigerung der Hirnaufhahme eingesetzten pharmakologischen Konzepte blieben chne Erfolg. Sowoh!
die starke Steigerung der Lipophilie durch gezielte chemische Verdnderungen als auch ein ins Auge gefaBter
"trapping"-Mechanismus {iber die Methylester- bzw. Butylammdfunktion als biochemische "Sollbruchsteile”
fithrten wider erwarten nicht zu einer erhéhten Aufnahme ins Gehirn. Aber auch mit einer Aufnahme von
0,8 %-Dosis/g sollte in Verbindung mit den erhaltenen Auswaschraten und bet guter hypoxischer

Anreicherung ein "positiv imaging" des Gehirns moglich sein.
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4.2 Blut- und Urinuntersuchungen
Die Blut- und Urinuntersuchungen wurden in Analogie zur Literatur [244] mit Hilfe der Radic-HPLC

durchgefiibit. Das Verfahren wurde anhand von Humanblut erarbeitet und dann auf Mausblut tibertragen. Zur
besseren Kontrolle der Analyse wurden dem Blut und Urin vor der Aufarbeitung die entsprechenden
Standardverbindungen als Triger zugesetzt. Das erarbeitete Analyseverfahren erlaubte nur bedingt eine
quantitative Aussage, da etwa 20-30 % der Radioaktivitit nicht aus dem Blutriickstand extrahiert werden
konnten Fir die Urinuntersuchungen wurde das gleiche Verfahiren wie bei den Blutuntersuchungen
verwendet, wobei hier 100 % der Radioaktivitit fiir die Untersuchung zuginglich waren.

Dariiber hinaus wurde vor den Tierversuchen ein Stabilititstest der Verbindungen in Humanblut durchgefiihrt.
Hierbei wurde das Blut 2 h bei 37 °C inkubiert und eine Blutanalyse beziiglich der Verbindungen
vorgenommen. Abgesehen von dem Phenylalaninmethylester-Derivat *'I-P2NI-Me, bei dem nach 2 h etwa
10 % des Hydrolyseproduktes (®'I-P2NI-S) gefunden wurden, konnte bei diesen Versuchen nur eine
vernachldssigbare in vitro Metabolisierung der Verbindungen festgestellt werden

In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse der Blut- und Urinuntersuchungen fiir die einzelnen
Verbindungen aufgefithrt. Alle Angaben verstehen sich als grobe Richtwerte des in vive Verhaltens der
Verbindungen und nur bedingt als quantitative Aussagen.

Fiir alle Verbindungen zeigte sich in der Maus schon nach kurzen Inkubationszeiten eine mehr oder weniger
stark ausgepragte Metabolisierung. Es wurden ausschliefilich hydrophile Metaboliten gebildet. Abgesehen
vom O-Methyl-e-methyltyrosin-Derivat (I-MMT2NI) wurden die Tracer selbst kaum direkt, sondern nur als
Metabolite iiber die Nieren ausgeschieden.

I-P2NI-Me und I-P2NI-S

Das Phenylalaninmethylesterderivat (**']-P2NI-Me) zeigte das einfachste Metabolisierungsverhalten der
untersuchten Tracer. Es wurde praktisch vollstindig in einen Metaboliten, nimlich die freie Saure
(®-P2NI-S), umgewandelt. Schon nach 2 Minuten Inkubationszeit konnte in vivo sowohi im Blut als auch

1m Urin kein Edukt mehr nachgewiesen werden.

Tab. 4.1-1 Metabolitenanalyse von Blut und Urin fir I-P2ZNI-Me im Mausmodell

1I-P2NI-Me Blut 5 min [%] || Urin 5 min [%]
BI-P2NI-Me ~ nn ﬂ 0,9
SLPINLS | 9 JL 95,4

P1 Hydrophil _ 3 I 2

In Tab. 4 1-1 sind die Ergebnisse der Metabolitenanalyse aufgefihrt. Demnach entspricht die erhaltene iz vivo
Pharmakokinetik der Maus nicht dem **I-P2NI-Me, sondern dessen Hydrolyseprodukt, das heiBit der freien
Saure PH1-P2NI-S, so daB zur Bestimmung von deren Bioverteilung keine Tierversuche durchgefithrt wurden.
Diese wird als ionische Verbindung, wahrscheinlich iiber den Sauretransporter der Niere, schnell
ausgeschieden.

Auch zur Untersuchung und Abtrennung des B!I-P2NI-S aus dem Blut wurden Vorversuche unternommen.
Hier konnte gezeigt werden, daB die Saure und der Methylester gleichermaBen mit Methanol extrahiert werden
konnten. Daher erlaubt das Verfahren beziiglich der Mengenverhiltnisse dieser Verbindungen eine
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quantitative Aussage.
Unter der Annahme einer langsameren in vive Hydrolyse im Menschen sollte das *'I-P2NI-Me aufgrund des

einfachen definierten Metabolismus und der guten Ausscheidungsrate des Metaboliten zumindest beziiglich
des pharmakokinetischen Verhaltens optimal als Tracer geeignet sein. Die hohen Auswaschraten in
Verbindung mit einer relativ geringen Leberaufhahme konnten bet vorhandener hypoxischer Anreicherung
einen groBen Vorteil beziiglich des Strahlungsuntergrundes und des Zeitbedarfs einer Messung darstellen.
Insbesondere bei der Untersuchung von Hypoxien im Herzen und in Tumoren ist dieses Verhalten relevant.

1-P2NI-BA
Beim Phenylalaninbutylamid-Derivat sollte mit der Amidfunktion zwar eine "Sollbruchstelle” fiir die

Metabolisierung zu einem schnell ausscheidbaren hydrophilen Metaboliten eingebaut werden, von der
allerdings geringere Umsatzraten erwartet wurden als bei der Methylesterfunktion. Fiir die freie Siure hatte
sich zumindest im Mausmodell eine definierte und schnelle Ausscheidungsrate ergeben, so daB eine stabilere
Amidfunktion als Sollbruchstelle geeignet schien. Wie die Metabolitenanalyse zeigt, konnte dieses Konzept
nur teilweise verwirklicht werden (Tab 4.1-2).

Tab. 4.1-2 Metabolitenanalyse von Blut und Urin fiir I-P2NI-BA im Mausmodell

I-P2NI-BA Blut Urin
5 min [%] 120 min [%] 5 min [%] 120 min [%]

SI_PINI-BA 70 15 5 0

ILPINI-S 15 25 85 70

Andere 15 60 10 30

Die Analyse von Blut und Urin der Maus ergab die Bildung eines Metabolitengemisches. Neben der
erwarteten freien Séaure wurden noch 3 weitere, nicht identifizierte, hydrophile Metabolite gefunden, die in der
Tabelle zusammengefaBt aufgefithrt sind. Die freie Saure war nach 5 Minuten zu 15 % an der
Gesamtradioaktivitit und zu 50 % an der Metabolitenbildung beteiligt. Der Anteil der nicht identifizierten
Metabolite im Blut nahm nach 120 Minuten auf 60% zu. Zur gleichen Zeit bestand die Radioaktivitit des
Urins zu 70 % aus der freien Séure. Folglich wurden die "anderen” Metabolite deutlich langsamer tiber die
Nieren ausgeschieden als das ®*I-P2NI-S. Anders als beim Methylester bestand die Radioaktivitit des Blutes
nach 5 Minuten noch zu 70 % aus unveranderter Ausgangsverbindung. Trotzdem wurde auch hier eine relativ
hohe mit dem Methylester vergleichbare Clearancerate gefunden. Erstaunlicherweise konnte die sehr lipophile
Ausgangsverbindung auch zu 35 % im Urin nachgewiesen werden, was auf einen aktiven
Transportmechanismus der Niere hinweist.

Durch die Blutanatyse konnte eine verglichen mit dem Methylester hdhere in vive Stabilitit des B*I-P2NI-Ba
bestitigt werden. Hauptmetabolit war wie beim Methylester die vorgesehene freie Saure, die
erwartungsgemaf langsamer gebildet wurde. Allerdings traten noch weitere relativ schlecht ausscheidbare
Metabolite auf Diese sollten sich stérend auf eine moderate Ciearancerate und damit anf eine schnelle Bildung
eines geringen Untergrundes auswirken. Gleichzeitig konnte die irreversible Aufnahme in der Schilddriise
(Abb. 4.-2) auf einen der gebildeten Metabolite zuriickgefithrt werden. Aufgrund dieser zusitzlichen
metabolischen Pfade konnte das Konzept der "Sollbriuchstelle” in diesem Fall nur bedingt umgesetzt werden.
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I-MT2NI

Auch fiir das e-Methyltyrosin-Derivat (I-MT2NI) wurde eine relativ schnelle Metabolisierung gefunden.
Schon nach 2 min waren nur noch 26 % der Ausgangsverbindung vorhanden. Es entstanden hauptsichlich
zwel weitere hydrophile Metabolite, die {iber die Niere ausgeschieden wurden. Aufgrund der hohen Stabilitit
des Methylesters der e-Methylaminosaure solite die enzymatische Hydrolyse zur freien Saure ausgeschiossen
werden koéonen. Hier wird vermutlich der fiir Phenole bekannte Stoffwechselweg der metabolischen
Phase-II-Reaktion beschritten, bei dem durch die Anlagerung von hydrophilen Gruppen wie Glucuronssure
oder Schwefelsaure ansscheidungsfahige Produkte gebildet werden. Im Urin trat die Verbindung selbst nur in
geringen Mengen auf (s. Tab. 4.1-3).

Tab. 4.1-3 Metabolitenanalyse von Blut und Urin fiir **I-MT2N] im Mausmodeil

I-MT2NI Blut Ukin
omin[%] | Smin[%] || 2min[%] | Smin[%] | 120 min[%]
S MTINT 2% 20,3 0 16 0
M1 65 51 95 776 64
M2 9 m - 4 20 17
1-MMT2NI

Beim O-Methyl-«-methyltyrosin-Derivat sollte unter der Voraussetzung der obigen Metabolisierungsthese
des [-MT2NI durch die Einfiilhrung der O-Methylgruppe eine zusitzliche biochemische Stabilisierung
erfolgen. Zur Anlagerung einer hydrophilen Gruppe miifite erst eine Demethylierung innerhalb der
metabolischen Phase-I erfolgen, wodurch sich die Clearancerate erhdhen sollte. Sowohl die Pharmakokinetik
als auch die Metabolitenanalyse zeigten, daB dies nicht der Fall ist. Die Verbindung wies ein zum -MT2NI
dhnoliches in vive Verhalten auf. Nach 5 Minuten wurden noch 24 % der Radioaktivitit des Blutes in der
Ausgangsverbindung gefunden. Neben wenig a-Methyltyrosin-Derivat (*'I-MT2NI) wurden noch zwei
weitere hydrophile Metabolite gebildet. Ein Vergleich der Metabolite P1 und P2 mit denen des *'I-MT2NI,
M1 und M2 wurde nicht vorgenommen. **I-MMT2NI wurde erstaunlicherweise zu 8,5 % im Urin gefunden.
Sowohl aus der Metabolitenanalyse als auch aus der Pharmakokinetik wurde deutlich, daf die Einfiihrung der
O-Methylgruppe in das “'I-MT2NI keinerlei Vorteile bringt. Im Vergleich zur Ausgangsverbindung
BIL-MT2NI wurde ein anndhernd analoges biochemisches Verhalten gefunden, wobei eine zusitzliche
nachteilige irreversible Anreicherung in der Schilddriise aufirat.

Tab. 4.1-4 Metabolitenanalyse von Blut und Urin fiir **I-MMT2NI im Mausmodell

I-MMT2NI Blut | Urin
| 2 min [%] 5 min [%] | 120 min [%] 5 min [%]
Edukt: “"-MMT2NI 24 25 2,5 8,5
BLMT2NI 0 11 23 33
Pl 15 15 | 125 24
P2 50 31 80 58




5. Experimenteller Teil

5.1 Chemikalien und Geriite
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Tab. 5.1-1 Fingesetzte Reagenzien und Solvenzien

Verbindung Hersteller Qualitat
Acetonitril Merck pro analysi
Argon Messer Griesheim 9999 %
Ascorbinsiure Fluka puriss. >99,5 %
p-Brom-D,L-phenylalanin Bachem -
Bromwasserstofisaure Merck 47 %, reinst
Butylamin Fluka puriss.
Chloramin-T Merck zur Synthese
Chloramin-B Fluka purum, 28% chlornine
Chlorwasserstoffsaure Merck 37 %, p.a
Chloressigsaurechlorid Aldrich 99 %
Chloroform Merck p-a
Chloroform, deuteriert Fluka purum, 99,5 %
DC-Platten, Si-60, F,s; Merck auf Aluminium
Dichloramin-T TCI, Japan -
Dichlormethan Merck z A
2,5-Dihydroxybenzoeséure Fluka puriss.; 99 %
2,5 Dihydroxyterephthalséure Aldrich 98%
Diisopropylamin Merck-Schuchardt 99 %
Dimethylsulfat Fluka puriss., 99 %
Diethylether Merck pa
Dimethylformamid Fiuka p.a
Dimethylsulfoxid Merck Uvasdl, 99,8 %
Dimethylsufoxid-d6, deuteriert Fluka puriss., >99,95 %
DMPU Fiuka puriss., absolut
Essigsaureethylester Riedel-de Hagén z A
Ethanol Riedel-de Haén absolut
HMPT Fluka purum, 97 %
Iod Aldnich p.a, 99,99 %
Iodogen Pierce -
p-lod-D,L-phenylalanin Bachem -
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Tab. 5.1-1 Fortsetzung: Eingesetzte Reagenzien und Solvenzien

Verbindung Hersteller Qualitit
Kaliumhydroxid Fluka p.a, H,0<14%
Kalinmcarbonat Merck pa
Kryptofix 222 Merck-Suchardt 99%, zur Synthese
Kupfer(Dbromid (CuBr) Fluka purum, 99 %
Kupfer(T)chiorid (CuCi) Fluka punm, 97 %
Kupfer(T)cyanid (CuCN) Fluka p.a.>99 %
Kupfer(Doxid Fluka purum, 97 %
Kaliumhydroxid (Platzchen) Merck pro analysi
Magnesiumsulfat Fluka wasserfrei, purum, 99%
Methanol Riedel-de Haén fiir Analyse
o-Methyl-D,L-tyrosinmethylester Fluka -
Natrium (Metall) Fluka -
Natriumborhydrid Riedel-de Haén 95%
Natriumhydrogencarbonat Merck pro analysi
Natriumecarbonat Merck pro analysi
2-Nitroimidazol { Azomycin) Merck-Schuchardt >99%
Natriumsulfit (Na,SO,) Merck p.a.
L(+)Weinssure Merck p.a;99,5%
ortho-Phosphorsaure Merck 85%
Radioiodidlosung ([***I]Nal) Amersham-Buchler 1IBS30
Tetrahydrofuran Merck p.a
Trimethylsilyldiazomethan in Hexan Aldrich 2 M Losung
2,2 4 4 Tetramethylpiperidin Merck-Schuchardt 97 %
Zitronensaure-Monohydrat Fluka puriss.; 99,5 %

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien direkt und ohne weitere Vorbehandlung eingesetzt.

Radigiodidsung
Radioiod (IBS 30) wurde von Amersham Buchler bezogen. Das Radioiod wurde als Radioiodid in alkalischer

NaOH-Lasung mit einer spezifischen Volumenradioaktivitit von 3,7 10°[Bq]/ul angeliefert und sofort unter
Inertgas gesetzt Diese Losung wurde direkt zur Markierung eingesetzt. Die speziﬁsclie Aktivitit dieser
Lésung wurde am 09.08.1993 nut 11,1 TBg/mmo! (300 Ci/mmol) bestummt.

Trocknung und Reini der Losungsmittel

Dne Losungsmitte]l wurden, soweit nicht anders angegeben, nach den Standardmethoden der Organischen
Chemie getrocknet und gereinigt [245] Abweichend von diesem Verfahren wurden alle Losungsmittel fiit die
Cu(I)-katalysierten Markierungsreaktionen unter Argon destilliert.
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Weitere Materialien
- isotonische Kochsalzlosung
Zur Herstellung der Losung werden 0,88g NaCl in 100 ml destilliertem Wasser gelost.

Zur Charakterisierung der Vorliufer und Standardverbindunsen wurden folgende Geriite bzw.
Serviceabteilungen verwendet:

'"H-NMR-Spektroskopie
Bruker Typ WP-80; Signale wurden gegen TMS als internen Standard gemessen; zalle Werte werden

8 [ppm] angegeben.

Infrarot-Spektroskopie
Shimadzu [R-460; die Verbindungen wurden als KBr-PreBling gemessen.

UV-Spektroskopie
Shimadzu UV 160 A_ Alle Verbindungen wurden in Methanol vermessen.

Schmelzpunktbestimmun
Mettler FP 61; Proben wurden in Schmelzpunkibestimmungsrohrchen vermessen. Die angegebenen

Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

Elementaranalvse
Zentralabteilung filr Chermsche Analyse (ZCH) der KFA Jilich

Massenspektroskopie
Institut fiir Erdél- und Organische Chemie (FCG4) der KFA Jilich; U. Disko

_Ciammacgungr
Von Packard; Typ: Minaxi y, Auto-Gamma 5000 Series

Hochdmckfliissigkeitschromatographie
S. Abschnitt 5.4.1

Als Inertgas wurde Argon verwendet, das zur vollstindigen Trocknung iiber Phosphorpentoxid geleitet wurde.
Die hohe Luft- und Feuchtigkeitsempfindiichkeit der eingesetzten Kupferverbindungen, insbesondere des
Cu,S0,, erforderte das Arbeiten unter Inertgasatmosphire. Daher wurden diese Verbindungen in einem
Plexiglas-Handschuhkasten unter Argon in mit Septum verschlieBbare 2 ml Glasampullen iiberfiihrt. Die
mittels Bérdelkappe verschlossenen Glasampullen wurden {iber Phosphorpentoxid und unter AusschluB von
Licht gelagert.
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5.2 Synthese von Standardverbindungen und Markierungsverliufern

5,2.1 Nitroimidazolderivate des Phenylalaning
5.2.1.1 Darstellung von /Br-P2NI-Me
Die Synthesen der Brom- und Iodverbindung wurden in gleicher Weise durchgefiihrt und werden daher

zusammen beschrieben.

a) p-I/Br-D,L-Phenylalaninmethylester-hydrochlorid [246]

400 ml Methanol

4,0133 g (13,7 mmol) p-I-Phenylalanin

bzw. 4,15 g (17 mmol) p-Br-Phenylalanin

HCI-Gas: unbestimmt, wird iiber Gasflasche eingeleitet.

Die Halogenaminoséure wird in das trockene Methanol gegeben und durch Einleiten von HCI-Gas aufgeldst.
Man kocht das Reaktionsgemisch 15 h unter RiickfluB und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Der
gelbliche Riickstand wird zur Kristallisation mit absolutern Diethylether vernieben, abfiltriert und mit 10 ml
Diethylether gewaschen. Das Robprodukt wird zur vollstindigen Entfernung -der HCl iiber NaOH gelagert und
aus Methanol unter Zugabe von Diethylether umkristallisiert.

Brom-Verbindung (Hydrochlorid): 4,9 g (16,6 mmol) 98 %, Fp. 183,3°C

Iod-Verbindung (Hydrochlorid): 4,5 g (13,1 mmol) 95 %, Fp. 196,8°C, zer.

b) N-(2-Chloracetyl)-p-I/Br-D,L-phenylalaninmethylester [247]

50 ml trockenes Dichlormethan

1,964 g (5,73 mmol) p-I-Phenylalaninmethylester-hydrochlorid

3,01 g (10,17 mmol) p-Br-Phenylalanin-methylester-hydrochiorid

0,79 g (7 mol, 557ul)/ 1,38 g (12,2 mmol) Chloracetylchlorid

1,1 g (10,3 mmol)/1,3 g (12,2 mmol) Na,CO, (wasserfrei)

Das Na,CO, wird fein gepulvert und mit dem Halogenphenylalaninmethyiester in 100 ml trockenem CH,Cl,
aufgeschwemmt. Zu der weiBen Suspension gibt man das Chloracetylchlorid und rihrt 24 h be:
Raumtemperatur. Nach dem Filtrieren wascht man die organische Phase 1mal mit 20 ml Ammoniumacetat-
Lésung und 3mal mit je 20 ml Wasser. Man trocknet iiber MgSO, und befreit im Vakuum vom
Losungsmittel. Es wird ein 6liger Riickstand erhalten, den man aus Ethanol/Petrolether umkristallisiert.
Brom-Verbindung: 3.1 g (7,3 mmol) 72 %, Fp. 73,5°C. *H-NMR: (CDCl,) 7,46 ppm, d, (2H); 7,02 ppm, d,
(2H); 4,89, m, (1H); 4,06 ppm, s, (2H); 3,73ppm, s, (3H); 3,12 ppm, d, (2H). UV: Maxima: 230 nm, 205 nm
Iod-Verbindung: 1,6 g (2,1 mmol) 74 %, Fp. 110,9°C. "H-NMR: (CD{L,) 7,61 ppm, d, 2H); 6,85 ppm, d,
(2H); 4,85, m, (1H); 4,04 ppm, s, (2H); 3,75 ppm, 5, 3H); 3,1 ppm, d, 2H).

¢) N-Acetyl-2-(2-nitroimidazol-1-yl}-p-I-D,L-phenylalaninmethylester (I-P2NI-Me) [223]

70 ml Acetonitril _

2,23 g (6,6 mmol) N-Chloracetyl-I-D,L-Phenylalaninmethylester

1 g (6,6 mmol) Kalium-2-Nitroimidazolid (s. e)

295 mg (0,78 mmol) Kryptofix 2.2.2

Die Substanzen werden zusammengegeben, wobei man eine orangegelbe Suspension erhilt. Nach 48 h
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Rishren bei 70°C erhalt man eine gelbe Lésung mit orangebraunem Niederschiag. Man dampft bis zur Trockne
ein und nimmt den Riickstand in 100 ml Chloroform auf Es wird filtriert und erst mit 20 ml gesattigter
NH,CI-Losung, dann 3mal mit 20 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase trocknet man iiber MgSO,.
Nach dem Entfernen des Lésungsmittels wird in trockenem Ethanol umkristallisiert und die erhaltene
Verbindung mit Diethylether gewaschen. Man erhiilt 2,14 g (5,2 mmol, 79 %) einer leicht gelblichen
Verbindung, Nach einer Siulenchromatographie (8i-60, Essigséureethylester) erhilt man eine weille
Verbindung, die in Ethanol umkristallisiert wird. 1,5 g (3,27 mmol) 49 %, Fp. 178°C, zer. "H-NMR: (d6-
DMSO0) 8,88 ppm, d, (1H); 7,7 ppm, s, (1H); 7,58 ppm, s, (2H); 7,15 ppm, d, (1H); 7,08, 6,95 ppm, (2H);
5,15 ppm, s, (2H); 4,55 ppm, m, (1H); 3,65 ppm, s, (3H); 3,05-2,75 ppm, m, (2H). IR(KBr) NH-Banden'
3300, 1529 em™, C=0-Banden: 1736, 1657cm™, NO,-Banden: 1481, 1398 cm™ UV: Maxima: 232 nm, 313
nm. Massenspektrum (70 eV, EI) M= 458 M*-70, M*-193, M™-241, M*-169. C,HN,I: ber./gef.
C:39,32/39,9; H: 3,30/4,0; N: 12,23/12.4; I: 27,70/29; O: 17,64/17.6

d) N-Acetyl-2-(2-nitroimidazol-1-yl)-p-Br-D,L-phenylalaninmethylester (Br-P2NI-Me)

70 ml Acetonitril

2,27 g (6,76 mmol) N-Chloracetyl-p-Br-Phenylalaninmethylester

1 g (6,6 mmol) Kalium-2-Nitroimidazolid

1,5 g (4 mmol) Kryptofix 2.2 2

Die Reaktion wird wie bei der entsprechenden Iodverbindung durchgefuhrt. 1,5 g (3,64 mmol) 54 %. Fp:
175.9°C zer. "H-NMR: (d6-DMSO0) 8,84 ppm, d, (1H); 7,63-7,0 ppm, m, (6H); 5,11 ppm, s, (2H); 4,53
ppm, m, (1H); 3,63 ppm, s, (3H); 3,13-2,85 ppm, m, (2H). IR(KBr) NH-Banden- 3300, 1532 ¢m™, C=0-
Banden: 1740, 1662 ¢cm™, NO,-Banden: 1483, 1374 em?, UV: Maxima: 218 nm, 313 nm. Massenspektrum
(70 eV, EI): M™= 411, M*-170, M*-202, M*-242. C,HLN,Br: ber./gef. C: 43,81/43,85; H: 3,68/4,1; N:
13,62/14,01; Br- 19,43/19,9; O: 19,45/19,75

¢) Kalium-2-nitroimidazolid

2-Nitroimidazol 1,015 g (8,98 mmol)

89,2 ml 0,1007 M KOH (8,98 mmot)

Das 2-Nitroimidazol wird in Wasser aufgeschwemmt und mit der KOH-Losung versetzt, wobei eine tiefe
Gelbfirbung aufiritt. Nach 2 h Rithren bei 80°C wird das Wasser eingeengt und heiB vom festen Riickstand
filtriert. Man wiascht mit heiBem Wasser und dampft das Filtrat zur Trockne ein. Der orange-gelbe Feststoff
wird 12 h bei 100°C dber CaCl, im Vakuum getrocknet. 1,2 g (8 mmol) 90%.

5.2.1.2 Darstellung von I-P2NI-S

I-P2NI-Me: 100 mg (0,218 mmol)

0,01 N NaOH Lésung: 10 ml

Das I-P2NI-Me wird in 4 ml CH,CN aufgelost. Zu dieser Losung gibt man unter Rithren bei Raumtemperatur
die Natronlauge. Nach 30 min Rithren wird mit 10 m! Wasser verdiinnt und die Losung 3mal mit je 3 ml
CH,Cl, ausgeschiittelt. Die waBrige Phase wird mit 0,1 N Salzsdure angesauert und der weiBe Niederschiag
abfiltriert. Man wischt den Riickstand mit wenig kaltem Wasser und trocknet im Exsikkator iiber P,O,,. Es
werden 78 mg (80%) einer leicht gelblichen Verbindung erhalten. Fp. 185,3°C, zers. "H-NMR: (d6-DMSOQ)
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8,68 ppm, d, (1H); 7.68 ppm, d, (1H); 7,58 ppm, s, (2H); 7,13 ppm, d, (1H); 7,08, 6,98 ppm (2H); 5,13 ppm,
s, (2H); 4,63-4,25 ppm, m, (1H), 2,98 ppm, m, (2H). IR(KBr) NH-Bande: 3300, 1543 cm™, C=0-Banden-
1711, 1661 cm, NO,-Banden: 1508, 1395 cmrl.

5.2.1.3 Darstellung von Br/I-P2NI-Ba
N-f2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]-p-brom-D,L-phenylalaninbutylamid [248].

Br-P2NIE-Ba: 320 mg (0,779 mmol)

Butylarin: 1 ml (10 mmol)

Das eingesetzte Butylamin wird zuvor iiber KOH destilliert. Man 16st das Br-P2NI-Me in 3 ml CH,Cl, unter
leichtem Erwirmen auf und tropft unter Riihren eine Lésung des Butylamins im 5 ml CH,Cl, hinzu Die
Losung wird 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Es wird mit Eisessig neutralisiert und 2mal mit 2 ml Wasser
gewaschen Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert und mit Wasser gewaschen Die organische Phase
wird iiber MgSO, getrocknet und eingeengt. Beide Riickstiinde werden vereimigt und durch eine nachfolgende
Sanlenchromatographie auf Si-60 (Essigsdurecthylester/Hexan 9:1) gereinigt. Die erhaltene Verbindung wird
in Ethanol umkristallisiert. Man erhalt 200 mg (56 %) Verbindung, Fp. 218 °C, zer, IR(KBr) NH-Banden:
3275, 1561 cm™, C=0-Banden: 1642, 1669 cm™®, NO,-Banden: 1489, 1365 cm™, Massenspektrum (70 eV,
ED): M*=451, M"-30, M*-46, M*-98, M*-145, M*-168, M*-210, M*-212. C,H.N,Br: ber /gef. C: 47,8/473;
H:4,9/5,3; N: 15,48/15,7, Br: 17,67/16,5

N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]-p-iod-D,L-phenylalaninbutylamid

Die Iod-Standardverbindung wird analog zur oben beschriebenen Synthese des Brom-Vorldufers erhalten.
Aufgrund der Lichtempfindlichkeit des I-P2NI-Ba wird im Dunkeln gearbeitet. Nach der Chromatographie
wird in Acetonitril umkristallisiert. Ausbeute: 45 %. Fp. 195°C, zer. "H-NMR: (d6-DMSO) 8,63 ppm, s,
(1H); 7,88 ppm, s, (1H); 7,65 ppm, d, (1H); 7,55 ppm, s, (2H); 7,15 ppm, d, (1H); 7,05, 6,95 ppm, (2H); 5,1
ppm, s, (ZH); 4,5 ppm, m, (4H); 3,05-2,75 ppm, m, (ZH); 1,5-0,63 ppm, m, (9H) IR(KBr) NH-Banden:
3280, 1555 em™, C=0-Banden: 1642, 1667 ¢m™’, NO,-Banden: 1484, 1362 cm™. CHNI: ber./gef. C:
43,3/43,0; H: 4, 44/4.6, N: 14,03/14,3; I. 25,42/23,2 Massenspektrum (70 eV, EI): M*=498.9, M*47, M*-
100, M*-147, M*-169, M*-212.

5.2.2 Darstellung und Reinigung der Kupferkatalysatoren

Reinigung von CuCl [249]

5 g griines kiufliches CuCl werden zusammen mit 2 g Na,SO, gemérseri und zu 500 ml verdiinnter Salzsaure
(500 ml Wasser + 1 ml konz. Salzsdure) gegeben. Es wird bei Raumtemperatur 20 min kraftig geriihrt. Man
148t absitzen und dekantiert die klare tiirkisfarbene Losung. Der graue Niederschlag wird mit 200 mi
verdiinnter Schwefelsdure (5 mi H,SO, auf 200 ml Wasser) in eine Fritte gespiilt und gewaschen. Dann
wiischt man 4mal mit je 10 ml Eisessig, 3mal mit je 10 ml absolutem Ethanol und schiieBlich mit 50 mi
Diethylether. Das weiBie Pulver wird im Exsikkator unter Vakuum und iiber P,O,, getrocknet und unter Argon
gelagert. Es werden 4,2 g (84 %)) erhalten.

Reinigung von CuBr

CuBr wird analog dem CuCl gereinigt. Anstelle von Salzsaure wird Bromwasserstoffsure eingesetzt.
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Darstellung von Cn,S0, [234]

2,45 g(17,12 mmol) Cu,0

20 ml (211,3 mmol) (CH,),SO, (frisch destiliert).

Man gibt die Substanzen zusammen und rithrt die rote Suspension ber 160°C, bis keine weitere
Gasentwicklung mehr zi1 erkennen ist. Nach 3 h hat sich die rétliche Suspension grau-weil verfarbt. Man 148t
erkalten, filtriert und wascht den Riickstand mit 100 ml trockenem Diethylether. Die grau-weiBe Substanz
wird im Vakuum getrocknet und unter Ar gelagert. Man erhilt 3,75 g (98%) der Verbindung. Diese wird chne

weitere Reinigung zur Radiomarkierung eingesetzt.

Darstellimg von Cu-DHB bzw, Cu-DHT

(DHB=2 5-Dihydroxybenzoesdure, DHT= 2,5-Dihydroxyterephthalsiure)

1g (6,5 mmol DHB, 5 mmol DHT) DHB bzw. DHT

1g (4,5 mmol) Cu,SO,

10 mt CH,CN

Zu der Losung des Chinons in CH,CN wird unter Rithren das Cu,SO, gegeben. Eg wird 90 min bei 80°C
unter Argon gerihrt, bis eine tiefgriine Losung entstanden ist. Man 146t erkalten, filtriert vom festen
Riickstand und fallt das Produkt durch Zugabe von 10 ml Diethylether aus. Der hellgriine Niederschlag wird
mit Diethylether gewaschen und im Exsikkator im Vakuum getrocknet.

Die so erhaltenen Verbindungen werden unter Argon gelagert und direkt zur Radiomarkierung eingesetzt.

Eine weitere Charakterisierang wurde nicht vorgenommen.

5.2.3 Darstellung der Tyrosinderivate

N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yI)-acetyl]-o. -methyl-D,L-tyrosinmethylester (MT2NI), Vorliufer

a) O, N-Di-(chloracetvi)- e-methyl-L-tyrosinmethylester

2 g(8,14 mmol) e-Methyl-D, L-tyrosinmethylester-Hydrochlorid

2,5 g(22,1 mmol) Chloressigséurechlorid

3,5 g (33 mmol) Natriumcarbonat

Das Tyrosinderivat wird zusamnmen mit dem Natriumcarbonat in 60 ml trockenem Dichlormethan suspendiert.
Unter Rihren wird das Chloressigsdurechlorid in 10 ml Dichlormethan zugetropft Dann wird bei
Raumtemperatur 48 h geriihrt. Man filtriert vom festen Riickstand und wischt die Dichlormethanphase erst
2mai mit je 20 ml geséittigter Ammoniumchlorid-Lésung, dann 2mal mit je 10 ml Wasser. Nach dem Trocknen
iiber Magnesiumsulfat wird das Lésungsmittel entfernt und der Riickstand in Diethylether umkristallisiert.
Man erhélt 1,8 g (61%) der Substanz. Fp. 138,7°C.

'H-NMR: (d6-DMSO) 8.4 ppm, s, (1H); 7,13 ppm, s, (4H); (4H); 4,68 ppm, s, (2H); 4,1 ppm, s, (2H); 3,63
ppm, s, (3H); 3.48-2,88 ppm, q, (2H); 1,25 ppm, s, 3H);
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b) MT2NI

1 g (2,8 mmol) O, N-Di-(chloracetyl)-&-methyl-D,L-tyrosinmethylester

890 mg (5,9 mmol) Kaliumimidazolid

650 mg (1,72 mmol) Kryptofix (2.2.2)

Das Diacyltyrosinderivat wird in 60 ml Acetonitril aufgeldst. Nun gibt man das Kaliumimidazolid und das
Kryptofix hinzu und rithrt das Reaktionsgemisch 7 Tage bei 50 °C. Es wird filtriert und das Acetonitril
abgedampft, Dann versetzt man mit 50 ml Essigséureethylester und wischt 2mal mit je 10 ml Pufferlosung
(pH=9), dann 3mal mit je 10 ml Wasser. Die organische Phase wird iber Magnestumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel entfernt. Der Riickstand wird durch eine Saulenchromatographie gereinigt (Si-60, 1
Diethylether, 2. Diethylether/Ethanol 8:2) und in Ethanol umkristallisiert. Man erhalt 410 mg (40 %) der
sauberen Verbindung. Fp. 106 °C, zer. "H-NMR: (d6-DMSOQ) 8.4 ppm, s, (1H), 7,13 ppm, s, (4H); (4H);
4,68 ppm, s, (2H); 4.1 ppm, s, (2H); 3,63 ppm, s, (3H); 3,48-2,88 ppm, q, (2H); 1,25 ppm, 5, (3H); CH,N:
ber./gef C: 53,04/52.9; H: 5,01/5,2; N: 15,46/15,9. UV: Maxima: 225 nm, 314 nm, 303 nm. IR (KBr) NH-
Banden: 3290,1610 cm™, C=0-Banden: 1740, 1689 cm!, NO,-Banden: 1512, 1369 cm™, Massenspektrum
(70 eV, EI): M=362,1, M*-17, M*-59, M*-106, M*-123, M*-170, M*-255,

N-[2-(2-Nitroimidazel-1-yl)-acetyl]-3-iod-¢-methyl-D,L-tyrosinmethylester(I-MT2NI),
Standardverbindung [250]

180 mg (0,5 mmol) MT2NI

2050 pl (0,513 mmol) methanolische Iodldsung (0,25 M)

20 ml wiBrige Ammoniaklésung (33 %i1g)

Das MT2NI wird in der Ammoniaklésung aufgelést. Dann tropft man langsam unter starkem Riihren bei
Raumtemperatur die Iodlésung hinzu. Nach dem Zutropfen wird 30 min gertihrt. Dann dampft man die
Losung im Vakuum ein, wobei sich ein gelber Niederschlag bildet. Dieser wird 2mal mit je 5 ml Puffer (pH=
4), dann mit Wasser gewaschen. Der Niederschlag wird in Wasser umkristallisiert und mit einer priparativen
HPLC aufgetrennt. (Saule: Cosmosil SNPE 150 x 20 mm; Eluens: CH,CN/H,0 40:60; Volumendurchfluf:
9 ml/min; k'=6,53 min) Das aufgefangene Eluat wird im Vakuum entfernt. Man erhalt nach dem Trocknen
169 mg (70 %). Fp. 120°C. 'TH-NMR: (d6-DMSO) 8,55 ppm, s, (1H); 7,63 ppm, d, (1H); 7,43 ppm, d, (1H),
7.2 ppm, d, (1H); 7,0-6,7 ppm, m, (2H); 5,1 ppm, s, (2H); 3,53 ppm, s, (3H); 2,95 ppm, d, (2H); 1,23 ppm,
s, (B3H); UV: Maxima: 225 nm, 314 nm, 303 nm. UV: Maxima: 207 nm, 314 nm, Schulter: 230 nm.
Massenspektrum (70 eV, ET): M= 487,9, M*-17, M"-59, M"-170, M"-255.

N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]-3-I-c; -methyl-O-methyl-D,] ~tyrosinmethylester (I-MMT2NI),
Standardverbindung [240]

84,3 mg (172 pmol) I-MT2NI

140 pl (280 umol) Trimethylsilyldiazomethan in Hexan (2 M)

60 pl (426 wmol) Diisopropylamin

5 ml CH,CN/MeOH 8:2 (v/v)

Das I-MT2NI wird unter Argon im getrockneten Losungsmittel geldst. Man gibt unter Riibren bei
Raumtemperatur erst das Diisopropylamin und dann das Trimethylsilyldiazomethan hinzu. Dann wird 3 Tage
bei Raumtemperatur bis zur Entfirbung der gelben Reaktionsiosung geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit
50 ul Eisessig versetzt. Man befreit vom Losungsmittel und nimmt den Rickstand in 10 ml
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Essigsidureethylester auf. Es wird mit Wasser gewaschen und das Losungsmittel entfernt. Man nimmt die
Verbindung in Ethanol auf und reinigt durch HPLC (Saule: Cosmosil SNPE 150 x 20 mm; Eluens:
CH,CN/H,0 40-60; VolumendurchfluB: 9 ml/min; k'= 12,6 min). Das anfgefangene Eluat wird eingedampft
und der Riickstand in Ethanol umkristallisiert. Man erhalt 54 mg (61 %) der Verbindung. "H-NMR: (d6-
DMSO) 8,6 ppm, s, (1H); 7,6 ppm, d, (1H); 7,53 ppm, d, (1H), 7,15 ppm, d, (1H); 7,1-6,75 ppm, m, 2H);
5,13 ppm, s, 2H); 3,83 ppm, s, (3H); 3,53 ppm, s, (3H); 3,0 ppm, d, 2H); 1,25 ppm, s, (31D,
Massenspektrum (70 eV, EI): M*= 502, M*-18, M'-60, M"-170, M*-225, M'-255

5.3 Radiosynthesen

Alle Radiosynthesen wurden in durch Isogewinde (GL14) verschlieBbaren QuarzglasgefiBen durchgefiihst,
die mit einem teflonbeschichteten Magnetriithrstdbchen versehen werden konnten. Die GefaBe hatten einen
Innendurchmesser von 11 mm und eine Hoéhe von 60 bzw. 30 mm. Als Verschlu8 wurden Silikon- oder
teflonbeschichtete Septen verwendet Die Reaktionstemperatur wurde durch ein Kontaktthermometer
gesteuertes Olbad eingestellt. Als Inertgas wurde Argon verwendet, das iiber eine Kaniile zugefiihrt werden
konnte. Die Proben wurden iiber das Septum durch eine Hamiltonspritze entnommen und mittels Radio-
HPLC bzw. Radiodiinnschichtchromatographie untersucht.

5.3.1 Radiosynthesen mit Cu(I)-Verbindungen als Katalysator

Die hier eingesetzten Losungsmittel wurden zuvor nach den fiblichen Verfahren getrocknet und unter
Argonatmosphére destilliert und aufbewahrt. Die Reaktion wurde unter Inertgasbedingungen durchgefiihrt.
Dazu wurde das Reaktionsgefifl vor Reaktionsbeginn mit dem Vorldufer beschickt und 5 min mit Argon
durchspiilt. Dann wurden der unter Inertgas im Reaktionsmedium geléste Katalysator, die im
Reaktionsmedium geldsten Zusatze und die wéBrige Radioiodidldsung durch eine Hamiltonspritze
nacheinander zugegeben. Das ReaktionsgefaB wurde anschliefend in das auf Reaktionstemperatur erhitzte
Olbad gebracht. Zur Bestimmung der RCA wurden 20 ul Proben entnommen, mit 100 p! einer Quenchlosung
(CH,CN:H,O 1:1 (v/v), Na,SO;: 0,1 M, Titriplex VII: 0,1 M) verdiinnt und mittels HPLC analysiert.
Ublicherweise wurde mit folgenden Mengen gearbeitet:

111, Radioiodidldsung; 1-10 pl (36-100 MBq)

Brom-Vorlaufer; 2-4 mg

Kupfer-K atalysator: 50-100 pg

Losungsmitielvolumen: 200 - 300 ul

5.3.2 Radiosynthese von *'I-P2NI-Me

Marlderungssynthese

Die Markierung von Br-P2NI-Me erfolgte bei 140°C mit dem Cu,SO,/DMSO-System mit Zitronenséure oder
Dihydroxyterepﬁtha]séure als Zusatz. Hier wurde ansonsten wie unter 5.3.1 beschrieben verfahren. Wihrend
der Reaktion wurden 20 pl Proben entnommen, in 100 pl Quenchlésung eingebracht und mittels HPLC
analysiert.

HPLC Analvsebedingungen:
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Saule: S1; Eluens; Methanol/Wasser 60:40; VolumendurchfluB: 1 mi/min; k'=151

Aufarbeitung zur applikationsfertigen Lisung

Die wie oben angesetzte Reaktion 148t man 3 h bei 140°C rithren. Nach dem Abkiihlen wird mit 4 ml Wasser
versetzt und das Reaktionsgemisch diber eine Sep-Pack-Kartusche (100 mg RP-18) gegeben. Die Kartusche
wird mit 20 ml Wasser gewaschen und anschlieBend durch einen leichten Luftstrom trocken geblasen. Man
eluiert mit 2 ml Acetoniiril, engt bei 50°C im Argonstrom auf 100 pl ein und gibt die Losung zur Abtrennung
des Vorlaufers auf die HPLC. Zur vollstindigen Abtrennung des Vorléufers sind zwei Reinigungsschritte
erforderlich, bei denen unterschiedliche Trennsysteme eingesetzt werden. Die aus der HPLC-Trennung
aufgefangene Fraktion des Radioproduktes wird zur Abtrennung des Eluens mit Wasser auf das doppelte
Volumen verdiinnt und nochmals dber eine Sep-Pack-Kartusche gegeben. Das Radioprodukt wird nach
obigem Verfahren elutert und zur 2. Trennung auf die HPLC gegeben. Die aufgefangene Produktlsung wird
wieder iber eine Sep-Pack-Kartusche aufkonzeniriert. Die erhaltene Radioproduktlosung wird wie oben
eingeengt und in 1-2 ml 5 %iger ethanolischer isotonischer NaCl-Losung aufgenommen. Nach der
Sterilfiltration wird die so erhaltene applikationsfertige Losung direkt fiir die Tierversuche eingesetzt.
HPLC Trennbedingungen der Aufarbeitung

A Saule 82 (s. 5.4); Eluens: MeOH/HLO 55:45; Volumendurchfluf: 1,4 ml/min, k=128

B: Siule S3 (5. 5.4): Eluens: CH,CN/H,0 40: 60; VolumendurchfluB: 1,4 ml/min, k'=12,1

5.3.3 Radiosynthese von '*'I-P2NI.S

Die unter 5.3.2 erhaltene Acetonitril-Radioldsung des PWN-P2NI-Me wird im Argonstrom bei 50°C
eingedampft. Man versetzt mit 200 pl 10 N Natronlauge und engt die Losung bei 50°C im Argonstrom auf
die Hilfte ein. Das Reaktionsgemisch wird nach 5 min mit 10 ul Essigsdure (98 %) angesduert und zur
Reinigung direkt auf die HPLC gegeben. Die aufgefangene *'I-P2NI-S Fraktion wird mit der gleichen Menge
an Wasser verdiiont und das Radioprodukt auf einer Sep-Pack Kartusche (RP-18, 100 mg) fixiert. Man
wascht mit 5 ml Wasser und eluiert mit 3 mi Ethanol. Die Lésung wird bei 50°C im Argonstrom entfernt und
mit 5 %iger ethanolischer isotonischer Kochsalzlésung versetzt.

HPLC Trepnbedingungen:
A: Saule S3 (5. 5.4); Eluens: MeOH/H, 0 60:40 pH 4,5; VolumendurchfluB: 1,4 ml/min k'=24

5.3.4 Radiosynthese von *'I-P2NI-Ba

Die Radiosynthese von **'I-P2NI-Ba wird in gleicher Weise wie die des *'I-P2NI-Me nach Abschniit 5.3.1
durchgefithrt. Zur Markierung wird das Cu,S0,/DMSQ/ZS-System verwendet. Die Markierung wird bei
140°C und einer Reaktionszeit von 240 min durchgefithrt. Mit Eduktkonzentrationen von 50 mM kénnen
RCA von 85-90 % erzielt werden.

Zur Analyse wihrend der Reaktion werden mit einer Hamiltonspritze 20 pl Proben entnommen und in 100
pl einer Quenchldsung (s. 0.) gebracht. Die Losung wird auf dem HPLC-System untersucht. Radio-DC-
Untersuchungen werden direkt mit der Reaktionslosung durchgefiihrt.

HPLC Trepnbedingungen der Analyse:
Saule S1 (5. 5.4); Eluens: CH;CN/H,0 50:50; Volumendurchfluf: 1 mi/min, k=42
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Aufarbeitung zur applikationsfertigen Lisung

Die Aufarbeitung der Reaktionslésung zur Abtrennung des *'I-P2NI-Ba erfolgt nach dem gleichen Schema
wie die des Radiomethylesters. Zur vollstindigen Abtrennung des Vorlaufers sind auch hier zwei Radio-
HPL.C-Reinigungsschritte erforderlich. Zur Applikation wird nach dem Eindampfen des CH,CN-
Kartuscheneluates in Ethanol aufgenommen und mit isotonischer Kochsalzlosung auf eine 7 %ige Losung

verdiinnt,

HPLC Trennbedingungen der Aufarbeitung:
A: Saule S2 (s. 5.4): Eluens: CH,CN/H,O 40:60; VolumendurchfluB: 1.4 mi/min, k'=13,7

B: Saule S3 (s. 5.4): Eluens: CH,CN/H,O 30: 70; VolumendurchfluB: 1,4 ml/min, k'=12,6

5.3.5 Radiosynthese von “'I-MT2NI

In ein mit Septum verschlieBbares Reaktionsgefa mit Magnetrithrstdbchen werden 60 pl Pufferlosung
(pH 4), 10 pl einer wiBrigen frisch angesetzten Chloramin-B Losung (0,2 g/1) und 25 pl einer ethanolischen
MT2NI-Vorlaufer-Losung (2 mM) gegeben. Nun werden 5 - 20 pl der Radiciodidiésung zugegeben und bei
Raumtemperatur gerithrt. Zur Untersuchung der Reaktion werden zu enisprechenden Zeiten 20 pl aus dem
Reaktionsgemisch entnommen und in 100 pl einer Quenchlésung (0,5 M Na,SO; Puffer, pH 9) gegeben.
Diese Losung wird direkt zur Analyse auf die HPLC gegeben.

Zur praparativen Synthese wird das Reaktionsgemisch mit 200 pi der Quenchlésung versetzt und auf die
HPLC gegeben. Das Radioprodukt wird mittels einer Sep-Pack-Kartusche (RP-18, 100 mg) aus dem
aufgefangenen HPLC-Eluat abgetrennt und mit 3 ml Ethanol eluiert. Die Losung wird bei 50°C im
Argonstrom eingedampft. Man nimmt zur Praparation der applikationsfertigen Losung in 50 pl Ethanol auf
und verdinnt mit 1 ml isotonischer Kochsalzlésung.

Analytische HPLC-Bedingungen:
Séule S1 (s. 5.4); Eluens: MeQH/Puffer pH 7 55:45, VolumendurchfluB: 1,2 ml/min; k=32

Priparative HPL.C-Bedingungen-
Séule S3 (s. 5.4), Eluens: CH,CN/Puffer pH 7: 30:70; VolumendurchfluB: 1,4 ml/min; k=82

5.3.6 Radiosynthese von ' I-MMT2ZNI

Das unter 5.3.5 erhaltene 'I-MT2NI wird nach dem Radio-HPLC-Trennschritt mittels einer Sep-Pack-
Kartusche (RP-18, 100 mg) aufkonzentriert. Man eluiert mit 2 ml trockenem Methanol und engt die Losung
in einem verschliefbaren ReaktionsgefaB auf 200 - 300 pl ein. Das ReaktionsgefaB wird mit einem Septum
verschlossen und zu der Losung werden 100 - 150 pl der 2 M Trimethylsilyldiazomethanlsung gegeben.
Dann gibt man unter Rithren 30 - 35 ul Diisopropylamin hinzu und rithrt bei Raumtemperatur. Bei der
Analyse der Reaktion werden 20 ul Proben entnommen und in 100 pi 50 %ige Essigséure gegeben. Diese
Losung wird dann mittels der HPLC untersucht.

Im Fall der Radiosynthese zur Abtrennung des **I-MMT2NI wird das Reaktionsgemisch nach 20 min Rithren
be1 Raumtemperatur mit 200 pl 50 Y%iger Essigsiure versetzt. Die so erhaltene Losung wird zur Trennung auf
die HPLC gegeben und das Radioprodukt aufgefangen. Dann wird mittels einer Sep-Pack-Kartusche
aufkonzentriert (s. 0.). Als Eluens wird Ethanol verwendet. Man engt das Eluat bei 50°C im Argonstrom ein
und verdiinnt mit isotonischer Kochsalzlosung auf eine 5 %ige ethanolische Losung. In Bezug auf der
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eingesetzten Radioaktivitit des *'I-MT2NI wird eine RCA von 85-90 % und in Bezug auf der eingesetzten
Radiciodid- Akfivitét wird iiber alle Schritte eine RCA von 65-75 % erhalten. Die radiochemische Reinheit ist
grofer als 52,9 %.

Analvtische und praparative HPLC-Bedingungen:

Saule S1 (s. 5 4); Eluens: MeOH/Puffer pH 6, 60:40, VolumendurchfluB: 1 ml/min; k'= 5,2

5.4 Analytische Verfahren

5.4.1 Radio-HPL.C und Produktidentifizierung

Die Reaktionsgemische wurden mit Hilfe der Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC = High
Performance Liquid Chromatography) analysiert und aufgetrennt. Die Identifizierung der n.c.a. markierten
Verbindungen wurde durch den Vergleich der Retentionszeiten des radioaktiven Peaks und des UV-Peaks des
inaktiven Standards auf zwei verschiedenen Trennsystemen erreicht. Die HPLC-Anlage bestand aus einer
Merck-Hitachi HPLC Pumpe 1-6000, einem Merck-Hitachi UV-Detektor L-4000 mit variabler Wellenlénge
und einem Nal(Tl)-Bohrlochkristalldetektor (EG&G Ortec) mit entsprechendem Photomultiplier (EG&G
Ortec, Model 276 Photomultiplier Base) und Verstarker (EG&G ACE Mate™ Model 925-Scint Amplifier and
Bias Supply). Sowohl die Probenaufgabe der aufzutrennenden Probe als auch der Vergleichsprobe (Aliquot)
erfolgten iiber je ein Injektionsventil (Rheodyne, Typ 7125) mit einer 500 pl Probenschieife. Die MeBdaten
der Detektoren wurden durch das MeBwerterfassungs- und Auswerteprogramm Nina, Version 1 3 der Firma
Nuclear Interface, gespeichert und analysiert. Zur Analyse wurde ein Computer der Firma Roda Soft (486,
33 MHZ, 4 MB Ram, 14" Targa-Monitor) verwendet. Alle Messungen wurden bei einer Detektions-
wellenldnge von 230 nm des UV-Detektors durchgefiihit. Die Messung der Radioaktivitit erfolgte
kontinuierlich durch den nachgeschalteten Strahlendetektor.

Alile Messungen wurden bei konstanter VolumendurchfluBgeschwindigkeit und bei Raumtemperatur
durchgefiihrt.

Dain der Literatur keine Angaben iiber die chromatographische Trennung gefunden werden konnten, wurden
fiir alle Verbindungen sowoht fiir die Analyse als auch fiir die priparative Abtrennung entsprechende HPLC-
Bedingungen erarbeitet. Die zur Trennung verwendeten Sdulen sind in Tab. 5.4-1 zusammengestellt.

Tab. 5.4-1 Zusammenstellung der zur Radio-HPLC-Trennung verwendeten Saulen

Nr. | YGroBe [mm] Material TFlow [mlmin] | Hersteller

S 250% 4 Lichrosorb RPi8-7 i CS-Chromatographieservice, Diiren
s2 | 300x 4.6 Lichrosorb RP18-7 14 CS-Chromatographieservice, Diiren
S3 150x4,6 | Cosmosil 5 NPE 14 Waters

1) GroBenangaben: Lange x Innendurchmesser; 2) gebrauchliche Einstellung

Zur Trennung der Verbindungen wurden Acetonitril/Wasser- bzw. Methanol/Wasser-Gemische als Eluens
verwendet. Als Puffer wurde entweder Phosphat- oder Acetatpuffer eingesetzt. Bei allen Treninsystemer lag
die Retentionszeit des Radiciodids im Bereich von k= 0,3-0,6.

In Tab. 5.4-2 sind die relevanten k'-Werte der Verbindungen mit den entsprechenden Trennbedingungen
zusammengefaBt. Hier wird zwischen der analytischen und der semipréparativen Auftrennung bei der
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Aufarbeitung der Produkte unterschieden.

Tab. 54-2 k'-Werte und Radio-HPLC-Trennbedingungen der Vorlaufer und Radiorodverbindungen
Anwendung Verbindung Saule Eluens (v/v) Flow? kK
analytisch SILP2NI-Me S1 MeOH/H,O 1 43

Br-P2NI-Me 60:40 38

[“'jlodid 0,5

semipriparativ PILP2NI-Me S2 MeOH/H,0 14 128
Br-P2NI-Me 55:45 9.6

BIL_P2NI-Me S3 CH,CN/H,0O 14 12,1

Br-P2NI-Me 40:60 7.8

analytisch BILP2NI-Ba 51 CH,CN/H,0 1 42
Br-P2NI-Ba - 50:50 _ 3,6

semiptiparativ B PINI-Ba. S2 CH,CN/H,0 14 13,7
Br-P2NI-Ba 40:60 112

131 P2NI-Ba 83 CH,CN/H,O 14 126

Br-P2NI-Ba _ 3070 8.4

{ analytisch SILPINIS | S3 MeOH/Puffer pH4,5 1,4 24
131 PINT-Me 60:40 8,0

analytisch BIL.MT2NI S1 MeQH/Puffer pH 7 12 32
MT2NI 55:45 1,7

semipriparativ BIL.MT2NI 83 CH,CN/Puffer pH 7 1.4 82
MT2NI 30:70 2.0

analytisch BIL.MMT2NI Sl MeGH/Puffer pH 6 i 5,2
B MT2NI 60:40 2,1

1} VolumendurchfluBgeschwindigkeit in [ml/min]

5.4,2 Blut- und Urinuntersuchungen
Untersuchung der Blutproben

Die Blutproben werden zur Unterdriickung der Gerinnung mit 20 % einer 3 %igen Natnumcitratlosung
versetzt. Dann wird die entsprechende Standardverbindung zugegeben und das Blut mit dem Zusatz von
organischem Losungsmittel zur Gerinnung gebracht. Die Proben werden zentrifugiert und der Uberstand
entnommen. Der Ritckstand wird ein zweites Mal eluiert. Die vereinigten Eluate werden filtriert. Man engt die
erhaltene Losung am Rotationsverdampfer ein, filtriert iber einen Sterilfilter und gibt die Losung zur Analyse
auf die Radio-HPLC. Das HPLC-Eluat wird fraktioniert gesammelt und am Gammacounter ausgemessen.

Untersuchung der Urinproben
Die Aufarbeitung des Urins erfolgt in gleicher Weise wie beim Blut. Hier wird aflerdings ohne Citratlosung

gearbeitet.
Zur Extraktion der Blut- und Urinproben wird je nach Verbindung Methanol bzw. Acetonitril verwendet. Die
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Analyse- und Extraktionsbedingungen sind in Tab. 5.4-3 zusammengefait. Mit dem Extraktionsverfahren
kénnen durch 2 Extraktionen je nach Verbindung 75-90 % der Gesamtradioaktivitit des Blutes extrahiert

werden.
Tab 5.4-3 Extraktions- und Analysebedingungen der untersuchten Radiotracer
Extraktionsmittel Extraktion” HPLC
135 PONI-Me MeOH 75 % AC/W 40:60 pH 5
B PINI-Ba CH,CN 90 % AC/W 50:50 pH 5
IUMT2NI CH,CN 78 % AC/W 35:65 pH 5
B MMT2NI MeOH 86 % AC/W 40:60 pH 5

1) nach zweimaliger Extraktion

5.4.3 Radiodiinnschichtchromatographie

Dieses Verfahren wurde zum einen zur groben Bestimmung von organisch gebundenern lod in Vorversuchen
und zum anderen zur Bestimmung der RCA eingesetzt. RCA wurden nur dann mit I3C bestimmt, wenn
aufgrund der Radio-HPLC Untersuchung des Markierungssystems das Aufireten von Radionebenprodukten
ausgeschlossen werden konnte. Folglich ging es bei den Radio-DC Messungen in erster Linie um die
Abtrennung der anorganischen Radioiodidaktivitat. Die Bestimmungen der RCA miitels Radio-HPLC und
Radio-DC Iagen bei den verwendeten Systemen in zufiiedenstellender Ubereinstimmung.

Fir die Messung werden etwa 1-2 pl des Reaktionsgemisches auf eine Silicagelplatte Si-60 (Merck)
aufgetragen und die DC-Platte anschliefend in Essigsaurecthylester/Hexan 9:1 (v/v) entwickelt. Die DC-Platte
wird zur Fixierung der Radioaktivitit mit einer selbstklebenden Folie beklebt und entsprechend den Rf-Werten
der inaktiven Referenzsubstanzen in mehrere Teile zerschnitten. Die Radioaktivitit der Teile wird am
Gammacounter bestimmt, um daraus die RCA zu berechnen. Zur Bestimmung des Aliquots wird sowohl die
Gesamtaktivitit der DC-Platte ermittelt, als auch eine entsprechende Volumenmenge der Reaktionslésung
ansgemessen. Unter der eingesetzten Tremnbedingung bleibt die anorganische Radiciodidaktivitit
weitestgehend am Startpunkt. Fiir die Phenylalanin-2-Nitroimidazolderivate unterscheiden sich die Rf-Werte
der Iod- und Brom-Verbindungen kaum voneinander, so daB} der Spot der im UV sichtbaren Bromverbindung
als Kontrolle der jeweiligen Messung und als Richtwert fiir den Produktbereich angenommen werden kann.
In Tab. 5.4-4 sind die Rf-Werte der Verbindungen aufgefiihrt.

Tab. 5.4-4 Rf-Werte der Verbindungen unter der eingesetzten Trennbedingung

Verbindung Rf-Wert Trennbedil_lgung_en:
Br-P2NI-Ba 04 Si-60 DC-Platten
I-P2NI-Ba 0,42 L tel .
Essigsiureethylester/Hexan 9:1 (v/v)
Iodid 0-0,1
I-MT2NI 0,5

MT2NI 04
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5.4.4 Bestimmung der spezifischen Aktivititen der Radioprodukte

Zur Ermittlung der spezifischen Aktivitit wurde die Masse an Verbindung in der Radioldsung (Trager) und
die absolute Aktivitdt der Losung bestimmt. Aus beiden Werten konnte dann die spezifische Aktivitit
berechnet werden (Abschnitt 1.5).

Die Menge an isotopem und nicht-isotopem Trager wird durch die HPLC bestimmt. Hierzu wird iiber eine
Verdinnungsreihe der entsprechenden Verbindung eine Eichgerade bis zur Nachweisgrenze des UV-
Detektors aufgenomrnen, so daf iiber die Fliche eines Peaks die Substanzmasse bestimmt werden kann. Alle
Messungen werden bei einer Wellenlénge des UV-Detektors von 230 am durchgefihirt.

Die absolute Aktivitit der Losung wurde mit einem Curiemeter der Firma CAPINTEC (Radioisotop
Calibrator CRC-10) gemessen, dessen Eichfaktor mit einem Ge(Li)-Detektor bestimmt wurde [251] Die
ermittelten spezifischen Aktivititen beziiglich des isotopen Trigers lagen in der GréBenordnung von 6 -
8 TBg/mmol (170 - 220 Ci/mmol). Im folgenden sind die zur Bestimmung der spezifischen Aktivitit
verwendeten Eichgeraden aufgefiihrt Die spezifischen Akftvitdten werden bei den entsprechenden

Verbindungen avfgefithrt.

W Fiching firr Natriumiodididsung
UV=230 ni, Bhens=MeOHH,0 55:45

Todid { pmol |

T T T ¥ T T ¥ T T T

2m 000 20

Integrationseinheit [mV s]

Abb. 5.4-1 Eichgerade zur Bestimmung der spezifischen Akfivitit des eingesetzten
[®I[lodids. Trennbedingungen: S1; VolumenfluB: 1 ml/min

Da iiber die spezifische Akfivitdt der Radioiodidlosung von der Lieferfirma (Amersham) keine Auskiinfte
erhalten werden konnten, wurde anuch die spezifische Aktivitat dieser Losung bestimmt. Die dazu verwendete
Eichgerade ist in Abb.5.4-1 dargestellt. ZweckmaBigerweise wurde der Iodidanteil der Losung erst nach 3
Wochen bestimmt und die Radioaktivitit auf das Lieferdatum zuriickgerechnet. Die Messung wurde am
09.08.1993 durchgefiibrt, wobei die spezifische Aktivitit zu 11,1 TBg/mmol (300 Ci/mmol) bestimmt wurde.
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Abb.5.4-2 Eichgerade zur Bestimmung der spezifischen Aktivitit von **[-P2NI-Me
Trennbedingungen: S1; Volumenfluf: T ml/min
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Abb.5.4-3 Eichgerade zur Bestimmung der spezifischen Aktivitit von *'I-P2NI-Ba

Trennbedingungen: S3; Volumenfluf: 1,4 mi/min




30007 Ehens: CH,CNH,0 30:70; pH=5
1 ©Uv=230mm

Integrationseinheit [mV s ]

I-MT2NI [pmol]

Abb.5.4-4 Eichgerade zur Bestimmung der spezifischen Aktivitit von *'[.MT2NI
Trennbedingungen: S1; VolumenfluB: I mil/min

5.4.5 Bestimmung der radiochemischen Reinheit

Die radiochemische Reinheit ist ein wichtiges Qualitétskriterium bei der Darstellung und Anwendung von
Markierungsprodukten. Sie gibt den Anteil der Gesamtaktivitat in der Produktlésung an, der im Radioprodukt
selbst gefunden wird. Auch diese GréBe wird iiber eine HPLC Messung bestimmt. Zur Untersuchung der
radiochemischen Reinheit wird die chromatographisch isolierte Fraktion des Radioproduktes einer weiteren
HPL.C-Trennung unterzogen, wobei die eingesetzten HPLC-Systeme unterschiedliche Trenneigenschaften
aufweisen sollten. Hier wurden die Cosmosilséule (S3) und die RP-18-Séule (S1) als unterschiedliche

Trennsysteme verwendet.

5.4.6 Bestimmung der Verteilungskoeffizienten
In einem 2 ml Glasrdhrchen mit SchraubverschluB werden jeweils 500 pl Octanol und 500 pl der waBrigen

Phase eingefiillt. Als wéBrige Phase werden isotonische Kochsalzlosung, Phosphatpuffer pH 7 und
bidestilliertes Wasser eingesetzt. Die Glasrohrchen werden jeweils mif wenigen pl (74-185 MBq) der
Radiolosung der zu untersuchenden Verbindung versetzt. Man verschlieBt die GefaBe, schiittelt kraftig durch
und 1468t 24 h stehen. Nun werden vorsichtig 3mal jeweils etwa 100 pul von jeder Phase abgenommen und
deren Aktivitit am Gammacounter bestimmt. Die Phasen werden durch ein geeignetes Radio-HPLC-
Verfahren auf eventuelle Zersetzungsprodukte untersucht. Aus den erhaltenen Akﬁvitéitsmengen wird der
Verteilungskoeffizient des entsprechenden Systems berechnet.
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5.4.7 Tierexperimente
Die Tierversuche wurden im INC der KFA-Jilich von Herr W. Wutz durchgefiihrt (Genehmigungs Nr.:

23.203.2 KFA 4/92). Pro MeBpunkt werden 3 Tiere untersucht. Es werden 1 - 2 pCi in 100 pl Losung pro
Maus in die Schwanzvene injiziert. Die Maus wird nach der entsprechenden Inkubationszeit getétet und die
Organe zur Ermittlung der jeweiligen Aktivititsmenge herauspripariert. Das Gewicht und die
Radioaktivitdtsdosis der Organe werden bestimmt. Die Werte werden als %Dosis/g Organ angegeben Die
einzelnen Ergebnisse der Tierversuche sind tabellarisch im Anhang aufgefiihrt,




6. Zusammenfassung

Fiir die nicht-invasive Detektion von hypoxischen Zelibereichen mittels der Single-Photonen-Emissions-
Tomographie (SPET) wurden die folgenden vier neuen Aminosdurekonmgate des 2-Nitroimidazols
synthetisiert, praktisch tragerfrei (n.c.a.) mit Radiciod markiert und radiobiochemisch evaluiert:
N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]-p-Iod-D,L-phenylalaninmethylester (I-P2NI-Me),
N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl}-p-Iod-D,L-phenylalaninbutylamid (I-P2NI-Ba),
N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]l-3-Tod-a-methyl-D,L-tyrosinmethylester (I-MT2NI) und
N-[2-(2-Nitroimidazol-1-y1)-acetyl]-3-Iod-O-methyl- x-methyl-D,L-tyrosinmethylester (I-MMT2NI).
Dartiber hinans wurde auch das N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)}-acetyll-p-lod-D,L-phenylalanin (1-P2NL-S), ein
Metabolit des J-P2NI-Me, als Radiciodverbindung synthetisiert. Zur Markierung der Nitroimidazoltracer und
zu ihrer Identifizierung wurden sowohl die Markierungsvorldufer als auch die inaktiven
Standardverbindungen dargestellt und charakterisiert.

Zur Aufarbeitung und Abtrennung der Reaktionsprodukte mittels der Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC) konnten firr alle Verbindungen sowohl im analytischen als auch im semipriparativen MaBstab
effiziente Trennverfahren entwickelt werden. Dabei wurde eine radiochemische Reinheit von iiber 99 %
erreicht.

Das phammakokinetische Verhalten, die Organverteilung und Metabolisierung der Radiciodverbindungen
wurden am Mausmodell untersucht. Hierzu wurde eine applikationsferige Losung hergestellt und auf HPLC-
Basis ein Verfahren zur Analyse von Blut und Urin entwickelt.

Die Markiening des p-Bromphenylalaninderivates Br-P2NI-Me erfolgte iiber die Cu(l)-katalysierte
nukleophile aromatische Radioioddebromierung. Zunéchst wurde hierzu das CuCl/DMSO-System verwendet,
das bisher nur zur Markierung einfacher Modellaromaten eingesetzt worden ist. Alle anderen aus der Literatur
bekannten Systeme konnten wegen des reduktions- und hydrolyseempfindlichen Vorlanfers nicht verwendet
werden.

Aufgrund der unbefriedigenden Markierungsausbeuten wurde eine Weiterentwicklung dieser Methode
vorgenommen. Sie fithrte zur Verwendung des Cu,SO,/DMSO-Systems, das durch den Zusatz von
Zitronensaure (ZS) oder 2,4-Dihydroxyterephthalsiure (DHT) noch weiter verbessert werden konnte. Zur
Optimierung der radiochemischen Ausbeuten (RCA) wurde dieses nene Markierungssysiem genauer
untersucht. Hier wurden die Abhangigkeiten hinsichtlich der Parameter Losungsmittel, Temperatur,
Reaktionszeit, Vorlauferkonzentration, Cu,SO,-Konzentration, Zusatz von Sauren und Reduktionsmitteln
bestimmi. Im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Cu(I)-Markierungssystemen, insbesondere dem
CuCl/DMSO-System, konnte mit der neuen Cu,SO,/DMSO-Methode ein mildes, hochst effizientes, fur
reduktions- und hydrolyseempfindliche Verbindungen geeignetes Markierungsverfahren zur Herstellung von
Radiciodverbindungen entwickelt werden. Der fiar die Cu(T)-katalysierte aromatische Radioioddebromierung
in der Literatur angegebene Reaktionsmechanismus eines komplexartigen Ubergangszustandes konnte auch
fur dieses System bestatigt werden.

Die Synthese des Phenylalaninmethylesterkonjugates *'[-P2NI-Me mit Hilfs des Cu,SO,/[DMSO/ZS-Systems
fithrte innerhalb von 3 h zu einer RCA von iiber 90 %. Auch das analoge Phenylalaninbutylamidderivat
13'1.P2NI-Ba konnte so nach 4 h mit einer RCA von 85-90 % erhalten werden. Die spezifische Aktivitit
betrug fiir beide Verbindungen 6-8 TBg/mmol.
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Im Hinblick auf die pharmakokinetischen Eigenschaften der Tracer wurde ein einfaches Modell zur
Optimierung entwickelt. Hierbei standen Uberlegungen sowohl zur Steigerung der Hirnaufnahme als auch zur
Beeinflussung der Clearanceraten der Hypoxietracer i Vordergrund. Allerdings erwiesen sich die chemischen
Modifikationen als wenig erfolgreich. In diesem Zusammenhang wurden u. a. die Verteilungskoeffizienten
(Octanol/Wasser) der Hypoxietracer und die Bioverteilung im Mansmodell bestimmt.

]
Das a-Methyltyrosinkonjugat (T-MT2NI) des 2-NT konnte durch direkte elektrophile Radiciodierung markiert
werden. Zunichst wurde die Markierung des schwer wasserloslichen Vorlaufers in organischen
Losungsmitteln untersucht, wobei die gingigen Oxidationsmitte! Chloramin-T, Dichloramin-T und Iodogen
verwendet wurden. Es zeigte sich, daB Ethanol und chlorierte Lésungsmittel wie Chloroform und
Dichlormethan hierfiir am besten geeignet sind.
In waBrigen, ethanolischen Puffersystemen konnten jedoch deutlich bessere Ergebnisse erzielt werden. Durch
die zur elektrophilen Radiciodierung notwendigen geringen Vorlauferkonzentrationen fithrten schon 10 %ige
wabrige-ethanolische Losungen zu optimalen RCA In diesem Zusammenhang wurde anBerdem das
Chloramin-B als Oxidationsmitte] eingesetzt. Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden der Einflu®
des pH-Wertes, der Ethanolkonzentration sowie der Vorldufer- und Oxidationsmittelkonzentration untersucht.
Mit zinehmenden Ethanolkonzentrationen wurden schlechtere RCA und die Bildung von
Radionebenprodukten beobachtet. Mit Chloramin-B und Iodogen als Oxidationsmitte]l konnten die besten
Ergebnisse erzielt werden. Fur die Abhingigkeit der RCA vom pH-Wert wurde fiir alle Oxidationsmittel ein
dhnliches Verhalten gefunden. Sowochl im sauren als auch im alkalischen Bereich trat jeweils ein Maximum
auf. fodogen zeigte die beste Eignung, da es bei beiden Maxima zu einer etwa gleich guten RCA von 85-90 %
fuhrte, und die Markierung bis zu einem pH-Wert von 12 moglich war

Das a-Methyltyrosinkonjugat MT2NI konnte mit Chloramin-B in 20 %iger ethanolischer Pufferlésung bei
emem pH-Wert von 4 innerhalb von 5 min mit einer RCA von iiber 90 % radioiodiert werden, Hier bietet sich
die Mglichkeit einer einfachen Besteck-Markierung (Kit). Durch die Einfihrung der «-Methylgruppe wurde
sowohl die bereits von den wa-Methylaminosiuren bekannte, mit den Radiciodphenylalanin-Derivaten
vergleichbare Stabilitit gegeniiber der in vivo Deiodierung als auch eine erstaunfiche chemische und
biochemische Stabilitit des Methylesters erhalten.

Zur Darstellung des n.c.a.-O-Methyl-¢-methylderivates *'I-MMT2NI aus dem zuvor markierten **'I-MT2NI
konnte eine selektive Methylierungsmethode durch die Verwendung von Trimethyisilyldiazomethan
entwickelt werden. Dieses Reagens konnte damit erstmals erfolgreich fiir die Methylierung einer trigerfreien
(n.c.a) Verbindung eingesetzt werden. Nach der Optimierung der Reaktionsparameter wurde innerhalb von
20 min eine RCA von 85-90 % erhalten. |

Damit konnte ein alternativer Weg iiber eine einfache 2-stufige Synthesereaktion zur direkten Radioiodierung
von O-methylierten Aromaten unter Umgehung der iiblichen Trifluoressigsaure als Reaktionsmedium
anfgezeigt werden, wobei die RCA des Gesamtprozesses um 10-20 % héher lag,

Die Auswertung der pharmakokinetischen Eigenschaften ergab, daB “Y-P2NI-Me und "Y-MT2NI
hinsichtlich ihrer Eignung als Hypoxietracer die besten Voraussetzungen besitzen. Beide Tracer waren
gegeniiber der in vivo Deiodierung stabil und zeigten nur eine geringe Tendenz zur Leberanreicherung, die
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iiblicherweise fiir Nitroimidazolderivate gefinden wird. Insbesondere das Phenylalaninmethylesterkonjugat
(PU-P2NI-Me) zeichnete sich durch einen emfachen Metabolismus und eine damit verbundene schnelie renale
Ausscheidung aus.
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Abkiirzungsverzeichnis

2NI

abs.

AcOH
BMS-181321

Br-P2NL-Ba
Br-P2NI-Me
DC

DHB

DHT

DIPA

DMF
DMPU
DMSO
EtOH
F-Azomycin
FIAZP
FMeRSU-1069
F-Metro

F-Miso
HOR

Lilaw

HMPT
"H-.NMR
HPLC

S-IAZA
IAZP
5-JAZR
I-MMT2NI
-MT2NI
[-P2NI-Ba
I-P2NI-Me
IPENI
IpOH

IR

Kryptofix®2.2.2.

MOH
MT2NI

n.c.a.
PET

2-Nitroimidazol

absolutiert

Essigsﬁure

TcOPnAQ) =  Oxo[[3,3,9,9-tetramethyl-1-(2-nitro-1H-imidazol-1-y1)-4,8-
diazaundecan-2,10-dione dioximato] (3-}N,N',N" N"technetium
N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]-p-Br-D,L-phenylalaninbutylamid
N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]-p-Br-D,L-phenylalaninmethylester
Diinnschicht-Chromatographie

2.5-Dibydroxybenzoesiure

2,5-Dihydroxyterephthalséure

Diisopropylamin

Dimethylformamid

1,3-Dimethyl-3 4,5,6-tetrahydro-2(1H)-pyrimidinon (Dimethylpropylenharnstoff)
Dimethylsulfoxid

Ethanol

1-(2-Fluorethyl)-2-nitroimidazol
1-(2-Fluor-4-iod-2,4-deoxy-p-L-xylopyranosyl)}-2-nitrotmidazol
1-(2-Nitroimidazol-1-y1)-3-(2-fluormethyl-1-aziridinyl)-2-propanol
1-(2-Fluorethyl)-2-methyl-5-nitroimidazol

Fluormisonidazo! = 1-(2-Nitroimidazol-1-yl)-3-fluor-2-hydroxypropan

Huneveie call Didedenciecity Batisy 7ir Rawartms dar hioradhl-tivan Rioancahaftan
ALY PUAIU LR Y IURUARLUALY DuGidQ, Jal DUV UL Ly Ut ViV SLRLLIVED kARSI CALULE

Hexamethylphosphorsauretriamid

MeBwert der Protonenresonanz-Spektroskopie
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (High Performance Liquid
Chromatographie)

1-(5-Iod-5-deoxy- B -D-arabinofuranosyl)}-2-nitroimidazol

1-(4-lod-4-deoxy-p -L-xylopyranosyl)-2-nitroimidazol

1-(5-1od-5-deoxy-§ -D-ribofuranosyl)-2-nitroimidazol
N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)}-acetyl]-3-I-O-methy!- & -methyl-D,L-tyrosinmethylester
N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl}-3-I-&-methyl-D.] -tyrosinmethylester
N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]-p-I-D,L-phenylalaninbutylamid
N-[2-(2-Nitroimidazol-1-y1)-acetyl}-p-I-D,L-phenylalaninmethylester
1-[2-(2-Todphenoxy )-ethyl]-2-nitroimidazol

Isopropancl

MeBwert der Infrarot-Spektroskopie
4.7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-diazabicyclo[8.8.8]hexacosan

Methanol

N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl]- e-methyl-D,L-tyrosinmethylester

no carrier added

Positronen-Emissionstomographie




PO,
RCA

SER
s. 0.
SPET
s. 1

Titriplex VI

TMS-DA

Pharmakokinetiken der Organverteilung der untersuchten Radiotracer in der Maus
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Sauerstoffpartialdruck

radiochemische Ausbeute (Angaben in [%])

siehe

Sensitizer Enhancement Ratio; zur Bewertung der radiosensibilisierenden
Eigenschaften

siche oben

Einzel-Photonen-Emissionstomographie

siehe unten

N-(2-Hydroxyethyl)-ethylendiamin-N,N'N',-triessigsaure- trinatrium-Salz
2,2.6,6 Tetramethylpiperidin
Trimethylsilyldiazomethan

Zersetzung
Zitronensiure Monohydrat

Tab A-1  Ergebnisse der Pharmakokinetik und Verteilung von ®'I-P2NI-Me in der Maus
Smin | 10min | 15min | 20min | 60min | 120 min
B3I P2NI-Me Angaben in [%-Gesamtdosis/g-Organ]
Hirn 0,76 0,49 0,29 0,26 0,13 0,06
| Leber 78 4,51 415 3,33 1,47 0,62
Blut 11,03 10,86 923 7,52 3,58 1,57
Herz 272 3,50 2,63 2,32 1,09 0,48
Schilddriise 821 12,93 10,88 7,82 825 444
Nieren 264 11,79 7.9 10,09 2,99 1,51
Urin 203,05 2048.67 653,67 565 218.69 106,88
Tab. A2  Ergebnisse der Pharmakokinetik und Verteilung von **']-P2N]-Ba
Smin | 10min | 20min | 60min | 120min
51 PINI-Ba Angaben in [%-Gesamtdosis/g-Organ]
Him 0,18 022 0,24 0,30 025
Pankreas 4,87 26 1,33 1,01 0,93
Leber 32,42 21,48 11,97 787 6,37
Blut 2,93 173 1,25 0,81 0,81
Herz 3,75 1,92 1,03 0,47 0,39
Schilddriise 3,86 3,94 5,11 8,63 2222
Ges.Darm 20,58 21,96 2623 40,47 32,98
Nieren 17,52 10,99 4,96 1,84 1,33
Urin 178,13 355,9 536,99 236,75 157,65
Fett 118 0,82 0,54 0,19 0,11




Tab. A-3

Tab. A4
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Ergebnisse der Pharmakokinetik und Verteilung von ®I-MMT2NI in der Maus
2min_|  Smin | 20min | 120 min
B MT2NI Angaben in [%-Gesamtdosis/g-Organ]
Him 0,13 0,13 0,04 0,07
Pankreas 729 477 1,28 0,07
Leber 21,6 11,43 6.43 025
Blut 2,66 1,68 0,24 0,05
Herz 5,53 2,89 0,29 0,04
Schilddriise 3,59 2,56 2,56 0,84
Ges.Darm 5,99 1015 204 23,92
Nieren 23,94 14,11 1,58 0,31
Urin 237,14 250,38 22595 30,97
Fett - 0,65 - 0,02
Hypophyse 3,9 - 16,9 -
Nebennieren 5.56 - 1,75 -
Ergebnisse der Pharmakokinetik und Verteilung von ¥'I-MMT2NI in der Maus
2min |  S5Smin |  10min | 120min

B MMT2NI Angaben in [%-Gesamtdosis/g-Organ]
Him 0,52 0,38 0,14 0,01
Pankreas 7,55 429 147 041
Leber 17,69 19,64 6,67 23
Blut 273 144 0.74 0,07
Herz 47 2.7 0,75 0,11

| Schilddriise 322 1,77 1,19 13,83
Ges.Darm 747 10,32 27,69 36,72
Nieren 13,49 924 3,69 0,26
Urin 3732 53,17 71,31 52,39
Hypophyse 6,38 5,55 9,14 16,29
Nebennieren 6,79 3.3 2,03 128
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