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Abstract

2-Nitroimidazole-derivatives are wideley used for the detection ofhypoxic cells in tumors, heart

and brain. Wrth regard to the non-invasive detection ofhypoxic 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-I-yl)-acetyl]-p-iod-D,L-phenylalanine methylester (I-1'2NI-Me),

N-[2-(2-nitroimidazol-I-yl)-acetyl]-p-iod-D,L-pheny1a1anin.e buty1ami.de (!-P2NI-Ba),

N-[2-(2-nitroimidazol-I-yl)-acetyl]-3-iod-es-methyl-D,L-tyrosine methylester (I-MTINI)

N-[Z-(2-nitroimidazol-I-yl)-acetyl]-3-iod-0-methyl-o:-methyl-D,L-tyrosine methylester

(I-MMT2NI).

Moreover, the in vivo metabolite ofI-P2N1-Me, N-[Z-(Z-nitroimidazol-l-yl)-acetyl]-p-iod-D,L­

phenylalanine (I-1'2NI-S), was synthesized as a standard and radioiodinated

N.c.a. radioiodination ofthe phenylalanine derivatives I-1'2NI-Me and I-1'2NI-Ba was achieved

in >90% radiochemical yield (RCY) via copper(I) assisted radio-iododebromination. The classical

method using copper(II) in combination with reducing agents such as stannous sulfate 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 ofMoerlein's reductant- and

acid free method (Cu(I)CI in DMSO) resulted in low RCY.

In order to obtain satisfactory RCY a new, milder copper(I)-system was developed. It consisted of

CuzSO. as the metal salt andDMSO as the preferred reaction solvent. For the optimisation ofthis

systemthe most important parameters like solvents, reaction temperature, precursor and couprous

sulfute concentrations were examined. The best results for the radioiodination ofthe phenylalanine

derivatives I-P2NI-Me and I-P2NI-Ba with the new labelling system were obtained with a

copper(I) concentration of Z 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,SOJDMSO system

represents a mild and efficient system for the labelling of reduction and hydrolysis sensitive

compounds.

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

The tyrosine derivative MT2NI was radioiodinated by the well known direkt electrophilic

iodination. First labelling of the poorly water soluble precursor in organic solvents was

investigated. Various oxidants like chloramin-T, dichloramin-T and iodogen were used for the

formation ofthe electrophilic radioiodine species. Using organic solvents only modest RCY were

obtained and the product was accompanied by considerable amounts ofby-products.

Changing the reaction solvent to an aqueous ethanolic buffer system in combination with the water

soluble oxidant chIoramin-B gave rise to considerably better results. Due to the low precurser

concentrations normally required for electrophilic radioiodination in 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 ofthis compound.

Due to the a:-metb.yl group ofI-MT2NI both the radiolabel and the methylester function prooved

to be stable in vivo.

N.c.a. [131I]I-MMT2NI, the methyl ether of I-MT2NI, was synthesized by the selective

methylation of n.c.a. [131I]I-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 oftrimetb.ylsilyldiazometh.ane for a methylation

under n.c.a. conditions.

This simpletwo step reaction sequence permits the preparation ofthe 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 ofthe appropriate

anisole derivative.
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1. Einleitung

1.1 Radieneklide zur radioa..ldiven l\'f...arkierung

DieKemchemie ist eine relativjunge Wissenschaft,die erst in den Anfangen unseres Jahrhunderts entstand.

Kurz nach der Entdeckung und Erforschung der Radioaktivitiit 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 Verfugbarkeit von ausschlieBlich natiirlichen Isotopen

eingeschrankt, Erst mit der Entwicklung des Zyklotrons durch Lawrence und Livingston im Jahre 1930

konnten kiinstJich erzeugte Zyklotronradionuklide wie f4Na]Nalrium, ["'P]Phosphor und ["C]Kohlenstoff

eingesetztwerden.

Ein weiterer Entwicklungsschub setzte dann mit dem Betrieb von Kernreaktorenein, die durch den hohen

NeutronenfluB eine Vielzahl von kiinstJichen Reaktomukliden in groBen Radioaktivitatsmengen erzeugen

konnten Zu diesen relativ langlebigen p-Strahlem gehOren die fur die Lebenswissenschaften besonders

wichtigen Nuklide [14C]Kohlensto:fl:; Tritium, r"P]Phosphor und [125, l3lI]Iod. Zudemstand mit rOCo]Kobalt

eine intensive, transportable v-QueUe zur Verfugung.

Ab 1960 erfolgte dann eine Ruckkehr zu den Zyklotronradionukliden, die den hohen Anspruchen in den

Lebenswissenschaften bessergeniigten. Hier sind besonders der Aspekt der Nuklidreinheitund dieForderung

nach hohen spezifischenAktivitaten zu nennen.

Obwohldem Kemchemiker heutegnmdsiitzlich mehrals 1000 kiinstJiche Radionuklidezur Verfugung stehen,

sindnur wenigeIsotope fur den Einsatz in der medizinischen Diagnostik oder Therapiegeeignet P-Strahler

mit nur einem geringen oder niederenergetischen V-Anteillassen nur in vitro Untersuchungen zu, da sie

aufgrund derstarkenAbsorption innerhalb des Korpergewebes auBerhalb nicht detektiertwerden konnen. Bei

in vivo Untersuchungen wird fur eine gnte Auflosung ein v-Strahler mit einer dominanten v-Linie im

Energiebereich von 100 bis 300 keV benotigt, da hier die Ansprechwahrscheinlichkeit der verwendeten

Detektoren am groBten ist. Weitere Einschrankungen sind durch die physikalische Halbwertszeit, die

iibertragene Strahlendosis, diechemischen Einsatzmoglichkeiten und nicht zuletzt durch die Verfugbarkeitdes

Radionuklides in genugender chemischerund radiochemischerReinheit gegeben.

Heute spielen kurzlebige Zyklotronradionuklide eine immer groBere Rolle in der diagnostischen

Nuklearmedizin. Zumeinenermoglichen kurzeHalbwertszeiten eine wiederholteAnwendungin relativ kurzen

Intervallenbei geringer Strahlenbelastungdes Patienten und eine unproblematische Abfallbeseitigung.. Zum

anderen erlaubtdieallgemein hohe radiochemischeReinheit der Zyklotronnuklide und die damit verbundenen

hohenspezifischen Aktivitiiten ein Arbeiten mit praktischgewichtslosen Mengen (n.c.a.=no carrier added),

so daB sogarbei der Applikation von toxischen bzw. zentralwirksamen Radiopharmakanicht mit (negativen)

pharmakologischenEffekten wie aIlergischen, toxikologischen oderimmunologischen Reaktionen zu rechnen

ist, Auch Storungen des FlieBgleichgewichts des untersuchten physiologischen Systems konnen dadurch

ausgeschlossen werden [1-3].

Allerdings ist das Arbeitenmit kurzlebigenRadionuklidenin Verbindungmit hohen spezifischenAktivitiiten

nichtunproblematisch. DieDarsteUung des applizierbaren RadiotracerseinschlieBlich Synthese, Abtrennung,

Reinigung und QualitiitskontroUe darfmaximal drei Halbwertszeiten in Anspruch nehmen. Je groBer der

Zeitbedarf der Synthese ist, desto hOher sind die erforderlichen Anfangsradioaktivitetsmengen, die das

Arbeiten durch die zusiitzlich notwendigen Abschirmungen erschweren. Hier wird im aIlgemeinen ein
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automatisiertes Verfahren angestrebt, das in geschlossenen Bleiboxendurchgefiibrtwerden kann. Weiterhin

kann die Verfiigbarkeit der kurzlebigen Nuklide nur durch deren Produktion in unmittelbarer Niihe zum

Anwendungsort oder tibergeeignete Generatorsysteme garantiert werden Gleichzeitig ist beim n.c.a-Arbeiten

mitweiteren Problemen, die durch Adsorptionseffekte und Verunreinigungen verursacht werden, zu rechnen

(s. u.).

Radionuklide konnen entweder direkt in ihrer anorganischen Form eingesetzt werden oder aber zur

Markierung geeigneter Substanzen dienen. Die Bioverteilungdieser Radiophannaka wird entweder durch

Perfusion und Diffusion undloder durch spezifische Bindung an Rezeptoren bzw durch spezifische

biochemische Wechselwirkungen hestimmt BeiderEntwicklungvon TracemfUr die medizinischeDiagnostik

und Therapie sind Substanzgruppen gefragt, die mit bestimmten Geweben und Organen diese spezifische

Wechselwirknngeingehen. Hier sind im wesentlichenfolgende Substanzgruppen von Bedeutung:

- Enzym-lnhibitoren

- RezeptorbindendeLiganden

- AntikOrper-Antigen-Systeme

- Stoffwechselsubstrate und deren Analoga

Sie erlauben in Verbindung mit den nicht-invasiven tornographischen Techniken SPET (Single Photon

Emission Tomography) und PET (positron Emission Tomography) eine qualitativeundloder quantitative in

vivo Bestimmung wichtiger physiologischer Funktionen und Parameter der untersuchten biochemischen

Systeme. So konnen beispielsweiseder Metabolismusin Organen und Geweben,die Aktivitat von Enzymen

und deren regionaleKonzentration und das Bindungsverhalten von Rezeptorenuntersucht werden. Dariiber

hinaus sind einige Verbindungenmit speziellen in vivo Wechselwirkungen von Bedeutung. Hierzu gehoren

beispielsweise die Nitroimidazole,die sich tiber einen Redoxmechanismus gezielt in hypoxischem Gewebe

anreichem.

Bei derradioaktiven Mmkierung solcher Verbindungen ist dieAuswahl an geeigneten "typischen organischen"

Radionukliden wieKohlenstoff SauerstaffundStickstoff; derenEinsatz zn unveranderten Biomolekiilen fiihrt,

durch ihre kurzen Halbwertszeiten begrenzt (s. u. Tab. 11-2). Bei der Markierung mit allen anderen

Radionukliden erhiilt man durchFremdmarkierung nur "Analogtracer". Hier wird bei demErsatz von Atomen

bzw Atomgruppen nach dem Struktur-Analogie-Prinzip vorgegangen, so daB aufgrund des iihn1ichen

RaullJ.bedarfs der ausgetauschten Gruppen sterische Unterschiede weitgehend minimal gehalten oder

vernachlassigtwerden konnen (Tab. 1.1-1).

I
Tab 11-1 StrukturanalogaeinigerRadionuklide. .

I
Radionuk1id

I I
Strukturanaloga

F H,OH

Br,I eli,

Se S (auch chemisch iihn1ich)

Dennoch sind infolge der unterschiedlichen Ladungsverteilung hanfig gravierende Veranderungen der

chemischen, physikalischen und physiologischen Eigenschaftet1 des Ziehnolekiils zu beobachten. Dieser

Aspekt muB vor jeder Anwendung von Analogtracern grundsiitzlich beriicksichtigtwerden. Es konnen sich

jedochunterAusnutzungderveriindertenEigenschaften des Tracers durchaus experimentelleVorteileergeben

(z.B. 2-['''F]Fluordesoxyglucose,FOG).
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Die meisten zur diagnostischen Anwendung geeigneten Radioisotope sind Metalle wie beispielsweise

l""'Tc]Technetium, [lllIn]Indium, [6716'Ga]GaI1ium und FYJyttrium. Der erfolgreiche Einsatz dieserMetalle

in derDiagnostik und Therapie erfordertunter anderemeinehohe in vivo Stabilitatder Verbindungen [4].Da

diese keinestabilen Kohlenstoftbindungen ausbilden, konnen sie nur dann angewandtwerden,wenn innerhalb

derMolekiile Koordinationsmoglichkeiten vorhanden sind,diezu hohen Kornplexstabilitiiten fiihrenund damit

eine in vivo Freisetzung des metal1ischen Radionuklides ausschlieBen [5].

Weiterhin muB beimEinsatz von Radiotracemneben der in vivo Charakteristik des Radiopharmakons auch

dessen Metabolismus und das in vivo Verhaltender Metabolitebestimmtwerden, de 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 g1eichzeitigen Einsatz bildgebender

Verfahren werden nicht nur in der medizinischen Diagnostik neue Wege eroffnet Anders a1s bei anderen

tornographischen Verfahrenwie der Computertomographie, dem U1traschall oder der Kemspintomographie,

die die Morphologie darstellen, ermoglichen SPET und PET auch die Untersuchung und demit ein tieferes

Verstandnisvon in vivo Vorgangen aufmolekularer Ebene.

1.2 Emissions-Tomographie

1.2.1 Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Ein interessantes Gebiet, das zunehmend an Bedeutunggewinnt, stellt der Einsatz von Positronenstrahlem

(~+-Strahlem) zur Markierung von Radiotracem dar [1,3J Nachdemdas ausgesandte Positron seine hohe

kinetischeEnergie abgegebenhat, rekombiniertes a1s Antiteilchen mit einemElektron unter Aussendungder

entsprechenden Vernichtungsstrahlung. Diese sogenannteAnnibiIationsstrahlung besteht zum groBten Teil

aus zwei y-Quanten mit einer Energie von je 511 keY (entsprechendder Ruhemasse eines Eiektrons), die

unter einemWmkel von etwa 1800 abgestrahltwerden.

Bei der PET, der wichtigsten Anwendung in den Lebenswissenschaften, wird dieser Efl'ekt durch die

gleichzeitige Messung der Vernichtungsquantenzur Erfassung der zeitlichenund raumlichenKonzentration

von ~+-markierten Substanzen in vivo ausgenutzt [6]. Hierbeikann durch die ringformigeAnordnungeiner

groBen AnzahI von NaI(TI)-bzw. BGO-Detektoren, von denen je zwei gegeniiberliegende in Koinzidenz

geschaltet sind,und durchdenEinsatz Ieistungsfahiger computergestiitzter Tomographen eine Auflosungvon

etwa4x6 romerreicht werden[2]. Die PET-Technikerlaubt eine nicht-invasiveFunktionsdiagnostikdurch in

vivoErfassungbioiogischerProzessemithoherriiumiicher und zeitlicherAuflosung. Damit konnen durch den

Elinsatz geeigneter Tracer Stoffwechselvorgange auch unter physiolClgischen GlelchgeWlchtsbeclingiingen

exakt erfaBtund quantifiziertwerden. In Tab. 1.2-1 sind die wichtigstenPositronenstrahleraufgefiihrt.

BeiderHandhabung vonPositronenstrahlem, derenHalbwertszeiten im 10-Minutenbereich Iiegen, gelten die

unter1.. 1genanntenProblemeim besonderenMaBe. Deren Verfugbarkeit erfordertden kostspieligen Betrieb

eines "in house"-Zyklotrons, de die erzeugten Aktivitaten begrenzt sind, und demit ein Transport aus

Zeitgriinden auszuschlieBen ist.
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Tab. 1.2-1 Wichtiae Positronenstrahler zur Markierune: von PET-ROOic hannaka f7l

Nuklid TlIl ZerfaIIsart E.max Haupt - v-Linie
[min] (%) [keY] (rel.%) [keY] (% Haufigkeit)

"c 20,3 B+ (99,8), EC (0,1) 960 (100) 511 (199,6)

13N 9,96 B+ (100) 1190 (100) 511 (200)

"0 2,03 B+ (99,9), EC (0,1) 1723 (100) 511 (200)

18F 109,7 a+ (96,9), EC (3,1) 635 (100) 511 (193,8)

"Br 96,0 a+ (75,5), EC (24,5) 1750 (82) 511 (151),286 (91,6)

76Br 16,7h B+ (66,5), EC (33,5) 3600 ( 62) 511 (133),559,657

"Se 7,1 h B+ (65), EC (35) 1320 ( 91,3) 511 (130),361 (97,1),67 (71)

86y 14,7h p+(34), EC (66) 1200 511 (68),1077 (82,5), 628

6803 68,3 p+(88), EC (12) 1900 511 (176), 1077 (3)

1.2.2 Einzel-l'hotonen-Emissions-Tomographie (Sl'ET)

Bei dieser Technik werdentiblieherweise Radionuklide mit einer dominanten v-Linie im Bereiehvon 100­

300 keY eingesetzt. Mit der Hilfe von um die Korperachsedes Patienten rotierenden v-Kameras werden

Schiehtaufuahmen erhalten Aufgrundder riiumlieh statistischemittierten V-Strahlung mussen dieKameras

mit einem Kollimator ausgestattet sein. Die so ermittelten MeBpunkte (Aktivitiit in Abhangigkeit von der

Kameraposition) konnen mittels bildgebender Programme und geeigneter Computerzu Bildernverarbeitet

werden, bei denen eine Auflosung von 0,8-2 em erreichtwird. Die erhalteneBildqualitiit bei SPETist, wie

aueh bei PET, in entscheidendem MaBe von der Leistungsfiihigkeit der eingesetzten Computer und

Programme abhangig. Auch SPET liefert Bilder in ranmlicher und zeitlicher AufloSDn& wobei man im.

Vergleich zu PET Bilder mit geringerer Qua1itiit erhiilt. Bier konnen dureh die nur schwer korrigierbare

Schwachung der Strahlung im Kerper nur bedingt quantitative Aussagengemacht werden. Trotz dieser

Nachteile von SPET gegentiber PET hat sich diesesVerfahren seinenfestenPlatz in der Diagnostikerobert.

Diesist hauptsiichlich auf die bessere Verftigbarkeit geeigneter v-Strahlerwie '""'Te, l23J, 20'11 und 133Xe und

aufdiegeringerenKosten einer SPET-MeBstelle zurUekzufuhren

In Tab. 1.2-2 sind einige fur den diagnostisehen Einsatz von SPET relevante Radionuklide aufgefuhrt.

RoutinemiiBig werden hiervon zurMarkierung vonBiomo1ekii1en hauptsachlich Technetium und dieHalogene

eingesetzt, Xenon kann als Edelgas keine Bindnngen eingehen nnd wird daher wie dasThallium alsFlow­

Tracerverwendet. Alleanderen Metallespielen, voneinigen speziellen Anwendungenabgesehen, bis heute

aufgrundihrer Verftigbarkeit in der Diagnostiknur einegeringeRolle. Allerdings kann bier in nachster Zeit

infolge der starken Entwicklung in den letzten Jahren mit einigen interessanten Anwendungen gerechnet

werden[8].

Eine herausragende Position nimmt in diesem Zusammenhang das ["""Tc]Technetium ein, das als

"Arbeitspferd" der nuklearmedizinisehen Diagnostik angesehen werden kann. Trotz der fur MetaIIe

auftretenden Probleme bei der Markierung von Biomolekiilen wird bei tiber 90 % der diagnostischen

Untersuchungen Technetium eingesetzt. DieseEntwieklungist hanptsachlichaufdie einfache Verfiigbarkeit

des "mTe durch die "MoJ'""'Te-Generatoren zurUckzufuhren. Neben der riiumlichen Unabhengigkeit von

einem Zyklotrongarantiert der Generator aueh eine einfache und kostengiinstige Verftigbarkeit des ""'Tc,
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wodurch die Entwicklung von Ieicht darstellbaren Technetiumtracem, die eine spezifische Anreicherung in

verschiedensten Organen zeigen, stark vorangetrieben wurde.

Jmchemischen Verhalten ist Technetium ein typisches Metall, das keine Tendenzen zur Ausbildung stabiler

Kohlenstoffbindungen aufWeist Daher muB es tiber KompIexbildung an BiomoIekii1egebunden werden [11].

SPET Nuklid [7910]. h I2 lagtlOStISC re evante - e , ,

Nuklid Tla Zerfallsart Haupt - y-Linie
(% Haufigkeit) [keY] (% Haufigkeit)

"""Tc 6,02h IT (>95) 140 (95)

1231 13,02h EC 159 (83), 529 (1,05)

2·'n 73,1 h EC 167,135

6'Ga 78,3 h EC 93 (40), 184 (24), 296 (22)

·'Ru 69,2h EC 216 (86),325 (10)

111In 67,9h EC 245 (94), 171 (91)

Tab.1.2- Di

1.3 Bedeutung von Radioiod in den Lebenswissenschaften

Von den mehr alsdreiBigradioaktiven Isotopen des lods eignen sich aufgrund ihrer Zerfallseigenschaften nur

wenige Nuklide zur Markierung von Tracern. Amhiiufigsten werden in den Lebenswissenschaften die Isotope

1231, illI und 1311 eingesetzt.

Bierbei ist l23J am besten fur in vivo Untersuchungen geeignet Mit einer Haibwertszeit von 13,2 h und einer

Haupt-y-Linie von 159 keY stellt es ein fast ideales SPET-Nuklid dar Die Haibwertszeit ermoglicht die

Durchfiihnmg auch kompIexer, zeitaufwendiger Synthesen, oboe die Vorteile von kurzIebigen Nukliden wie

geringe StrahlenbeIastung des Patienten, kurze Intervalle der Untersuchung und unprobIematische

Abfallentsorgung einzubiiBen.Die y-Energie Iiegt im Bereich der maximalen AnsprechwahrscheinIichkeit der

verwendeten Detektoren und garantiert so eine gute Bildauflosung auch bei reIativ geringen Aktivitiitsmengen

Der EC-Zerfall zu 100 % garantiert, daB, abgesehen von den Konversions- und AugereIektronen, keine

weitere gewebsschadigende PartikeIstrahlung emittiert wird [12,13]
1251 wird aufgrund der schwachen y-Strahlung (K«) von 35 keY und der Iangen Haibwertszeit (60 d)

hauptsachlich fur in vitro Untersuchungen eingesetzt. Bier dient es hiiufig aIs Ersatz der schwerer

detektierbaren,IanglebigenRadioisotope '''(; und Tritium, wodurch eine groBere Nachweisempfindlichkeit bei

geringeren Aktivitatsmengen erreicht wird.

Eine weit verbreitete medizinische Anwendung ist der Radioimmunoassy (RIA).. Diese immunoIogische

in vitro Methode dient zur quantitativen Bestimmung von Erreger-Antigenen, Enzymen, Hormonen und

anderen BiomoIekii1en im Konzentrationsbereich von pg/ml und beruht auf einer Antigen-AntikOrper­

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 Antikorpem. Die nach dem Massenwirkungsgestitz gebildeten Antigen-Antikorper-Komplexe

werden vom Antikorper abgetrennt und aus der erhaltenen Aktivitiitsverteilung der beiden Fraktionen die zu

ermitteinde Antigenmenge bestimmt

Weiterhin ist die Anwendung des "'I im therapeutischen Bereich von Bedeutung. Dorch den EC-Zerfall
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entstehen eine Vielzah1 von niederenergetischen Konversions- und Augerelektronen, die nur eine Reichweite

von wenigen Zelldurchmessem aufweisen. Da der lineare Energietransfer (LET) von Elektronen umgekehrt

proportional zu ihrer Energie ist, wird die gesamte Zerfallsenergie fiber die hohe spezifische Ionisation auf

wenige Zellen verteilt, was zur punktuellen Zerstorung des Gewebes fuhrt.

Durch den Einsatz geeigneter Tracer [13-15], die sich im Zielgewebe (z.B Tumor) stark anreichern, ist eine

Strahlentherapie moglich, deren Erfolg durch die Akkumulation des Tracers und darnit durch die

Verfiigbarkeit von geeigneten Verbindungen bestimmt wird. Die schon seit langen durchgefuhrte

SchilddrUsentherapie durch den direkten Einsatz von [131I]IOOd, die auf der Anreicherung von IOOd in der

Schilddriise beruht, ist dafur das beste Beispiel
1311ist als Reaktomuklid eines der ersten in der Medizin angewandten Radionuklide. In der Medizin spielt es

heute, abgesehen von der Radioiodtherapie der Schilddriise, nur noch eine untergeordnete Rolle und wird in

der Diagnostik weitgehend durch andere Radionuklide wie """'Tc und 1231, die mit einer geringeren

Strahlenbelastung verbunden sind, ersetzt.

Trotzdemist "'I aus den Lebenswissenschaften im Forschungsbereich nicht wegzudenken Gerade seine nicht

zu kurze Halbwertszeit und seine gunstige y-Energie machen es neben seiner einfachen Verfiigbarkeit zum

"Arbeitspferd" bei nuklearchemischen Iodierungsexperimenten. In der vorliegenden Arbeit wurde zur

Radioiodierung ausschlieBlich [131I]IOOd verwendet, das in wiiBrig-alkalischer Losung ohne weitere Zusiitze

erhiiltlich ist.

1.4 Herstellung der Radioiodisotope

Bier soIl ein AbriB fiber die kemchemische Darstellung der fUr die Lebenswissenschaften wichtigsten

radioaktiven Iodisotope (,231, 1251, l3lI) gegeben werden .. Der Schwerpunkt liegt bei dem fur diese Arbeit

relevanten [131I]IOOd.

Aus den obigen Ausfuhrungen wird deutlich, daB zur Darstellung nur gezielte Kernreaktionen in Frage

konnnen, die zu relativ leicht abtrennbaren Produkten mit hohen spezifischen Aktivitsten fiihren Daber wird

beispielsweise die bei 1311 grundsiitzlich mogliche, aber aufwendige Gewinnung aus dem Spaltmaterial von

Kernreaktoren nicht besprochen

1.4.1 FI]Iod

l23j liegt als Kern mit NeutronenunterschuB in der Nuklidkarte links vom "Tal der Stabilitiit", weshalb es aus

stabilen Nu1diden nur dnrch Kemreaktionen mit beschleunigten, geladenen Teilchen erzeugt werden kann. Bei

derProduktion ist man damit aufgeeignete Teilehenbeschleuniger angewiesen. Grnndsiitzlich konnen bei der

Nuklidsynthese zwei Methoden unterschieden werden:

1. direkte Methode: Das Nuklid entsteht als umnittelbares Produkt der Kernreaktion

2. indirekte Methode: Das 1231 wird als Tochtemuklid aus dem. dutch die Resktion erzeugten instabilen

Muttemuklid gebildet

In Tab. 1.4-1 sind die wichtigsten Kernreaktionen aufgefiihrt.
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Tab. 1.4-1 Kemreaktionen zur Erzeuzunz von 1231 rI6,I71

1. DirekteMethode 2. IndirekteMethode

Kemreaktion Teilchenenergie Kemreaktion T;;.-Mutternu..ldid Teilehenenergie
!MeVl !MeVl

''''Te (p, 2n) 1231 25-+ 20 122Te (4He, 3n) mxe 2,08h 43 -+ 34

123Te (p, n) 1231 15-+ 9 mre ('He, 3n) 123Xe 2,08h 38-+ 20

122Te (d, n) 1231 14-> 6 1271(p, 5n) 123Xe 2,08h 160 -+ 20

12ISb eHe, 2n) 1231 28-+ 9 1271 (d, 6n) 123Xe 2,08h 90-+45

""Sb ('He, xn) 1231 26-+ 12 124Xe (p, 2n) 123Cs 5,9 min -+ 123Xe 40-+ 17

124Xe (p, pn) 123Xe 2,08h 44-+20

I. Direkte Methode

Bei der direkten Methode geht man von verschiedenen Antimon- oder Tellurisotopen aus. Hier ist die vom

124Te ausgehende Kernreaktion am weitesten verbreitet, da Protonen bis 24 MeV schon an einem kleinen

Zyklotron erzeugt werden k6nnen. FiirdieseReaktion Iiegenumfangreiche Ergebnisse zu Kemreaktionsdaten,

Targetpriiparation und chemischerAufarbeitung des Targets vor [18J Hier sind zwei Verfahrenzu nennen,

die praktische Bedeutung erlangt haben Bei dem ersten wird von einem meta1lischen Tellurtarget

ausgegangen, wobeidas 9:naBchemisch abgetrennt werden muB. Bei dem zweiten Verfahren dient Te02als

Targetmaterial, das eine Abtrennung des 1231 iiber direkte trockene Destillation erlaubt [12]. Alle direkten

Methoden fuhren zu mehr oder weniger groBen radionuklidischen Verunreinigungen,vor allem an relativ

langlebigem 1241(t,,=4,15 d).

2. IndirekteMethode

Die indirekte Methode bietet die Moglichkeit, entweder von Tellur, Iod oder Xenon auszugehen.. In allen

Fiillen entsteht dabei 123Xe, das durch EC- bzw.. Il+- Zerfall in das gewiinschte 1231iibergeht. Amweitesten

verbreitet sind hier die vom Iod ausgehenden Reaktionen, wobei der 127I(p, 5n)123Xe Reaktion die groBte

Bedeutung zukommt. Bei der Produktion wird das gebildete Xenon mittels eines Heliumstrorns aus dem

Target entfemtund zum Abklingen ausgefroren. Das Tochternuklid1231kann nach etwa 3 Halbwertszeiten(6

h) des Muttemuklides (87,5 % sind zerfallen) durch Entfemen des Xenons erhalten werden. Bei dieser

Vorgehensweise ist das aus demNebenreaktionsproduktl2SXe (ty,= 16,8 h) gebildete l2S1 als Verunreinigung

nochzu vernachliissigen. Die indirekten Methoden ermoglichendurch die Nutzung des Generatorprinzipsdie

Darstellung des mr in hoher radiochemischer und chemischerReinheit. Allerdings werden im allgemeinen

hochenergetische Projektile (E > 60 MeV) und damitgroBe Besch1euniger benotigt,

Daherwurde in denIetzten JahreneineweitereMethode entwickelt, bei der von hochangereichertem 124Xe als

Targetgas ausgegangen wird. Bei einer Protonenenergie von 30 MeV erhiilt man neben wenig 123Xe

hauptsiichlich 123Cs, das mit einer Halbwertszeitvon 5,9 Minuten in das gewiinschte mxe iibergeht.Dieses

Verfahrenvereinigtsomit gunstige Produktionsbedingungenmit hochster Produktqualitiitund wurde daber

bis zur kommerziellen Anwendung weiterentwickelt[17].

[
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1.4.2 [12SJ]lod

ZurDarstellung von 12>[ wirdvon natiirlichemXenon ausgegangen, das mit Reaktorneuttonen bestrahlt wird.

Man erhiilt unter anderem aus dem l24){e tiber eine (n, y)-Reaktion instabiles 12'Xe, das mit einer

Halbwertszeitvon 16,8 h zu 1251zerfallt,

124 X ( V)125 Xe U,. I" e
EC, p+

16,8h

12"Xe ist imnatiirlichem Xenonnur zu 0,1 % vorhanden, hat abermit 128 barn einen urn den Faktor 50 - 1000

hoheren Einfangquerschnitt gegenuber Neutronen als die meisten der anderen natiirlichen Isotope. Zur

Produktion wird das Xenonunter hohem Druck und mit den hohen Neutronen:fluBdichten eines Kernreaktors

bestrahlt. Dabei sollte die Bestrahlungsdauer nicht liingerals 60 Tage sein, da das gebildete 12>1 aufgrund

seines extrem hohen Einfangquerschnitts von 894 barn zum unerwiinschten Nebenprodukt 1261(ty,= 13 d)

weiterreagiert. Entstandene Spuren dieserVerunreinigungkiinnen durch Abklingzeiten von einigenWochen

durch Zerfall verringert werden.

Dasentstandeoe Iodwirddurch Vakuumdesti1lation bei niedrigenTemperaturen vomXenon befreit und nach

Reduktion tiber einer Ionenaustauschersaele aufgereinigt [11].

1.4.3 ['31I]lod

131Iod befindet sich in der Nuklidkarte rechts vom "Tal der Stabilitiit" und ist damit ein typisches

neutronenreichesReaktomuklid. Es wird dort sowohl durch Neutroneneinfangreaktionen als auch zu 2,9 %

aus den Spaltprodukten der Kemspaltung gebildet.

Aufgrund deshohenAufwandes ist dieGewinnungvon 1311aus Kembrennstaben auszuscblieBen. Heute wird

dieses Radionuklid hauptsachlich tiber eine Neutroneneinfangreaktion an 130Te gewonnen. Da bereits das

naturliche Tellur zu 33,8 % aus 13"Te besteht und gleichzeitigandere,durch Neutroneneinfangentstehende

Tellurisotope nur zu stabilen oder sehr langlebigenIodisotopenfiihren, ist eine Isotopenanreicherungnicht

etforderIich. JenachNeutronen:fluBdichte wird das Tellurin KernreaktoreneinigeTage bis Wochen bestrahlt.

BeiderBestrablung erhiilt mansowobl P'Te als auch zu etwa 7 % das entsprechendemetastabile13""Te 131Te

bildet mit einer Halbwertszeit von 25 min das gewiinschte 1311. Das metastabile 13""Te zerfallt mit einer

Halbwertszeit von 30 h, wobei zum einen zu 82 % direkt das 1311 entsteht, zum anderen zu 18 % der

Grundzustand (I31Te) erhaltenwird (s. Zerfallsschema).

130 Te(n, y)

s=O,02b

s=0,27b

131m Te(t*=30h)

rr.iass L_--f..-.----"----1I'-. 131 1 (t*=8,03d)

131 Te (t = 25 min)

*
Abb. 1.4-1 Schema zur Produktion von 1311 fiber 13"Te
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Bei der Abtrennung des 1311ans clem TargetmateriaI kann grundsatzlichzwischen2 Verfahrenunterschieden

werden, deren Anwendung vom eingesetztenTargetmateriaI und vornHerstellerabhangt

1. Das TargetmateriaI wird naBchemisch gelost und das Iod aus dieserLosung gewonnen.. Hierbei kann das

Iod entweder in seiner elementaren Form abdestilliertwerden oder aIs Iodid durch Adsorption an einer

Platinelektrode, durch Siinlenchromatographie oder durch Solventextraktion abgetrenntwerden, wobei

Tributylphosphat aIsKomplexbildnereingesetztwird.

2. Bei einigen Targetmaterialien wie z.B. Tellurdioxid ist auch eine direkte trockene Destillation des

elernentaren Iods moglich.
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1.5 Chemische und kinetische Aspekte von Reaktionen triigerfreier (n.c.a.) Radionuklide

Binwichtiger AspektbeiderUmsetzung mitRadionukliden ist die spezifischeAktivitat.. Hierbei unterscheidet

man grnndsiitzIich zwischen drei Begriffen:

- getragert (carrier-added)

- tragerfrei (carrier-free)

- n.c.a (no carrier added)

Unter "getragerten" Substanzen versteht man Radionuklide, denen inaktive Isotope (isotoper Trager)

zugesetzt werden und die damit nur geringe spezifische Aktivitsten (s. u..) aufweisen. Beim Zusatz von

chemisch ahnlichenVerbindungenwie beispielsweisedie Verdimnung von [l31I]Iod mit Brom spricht man

von nicht-isotopen Trager Mit "trligerfrei" ist dievolligeNuklidreinheitdes entsprechendenRadionuklides

bzw. die Abwesenheit von anderen Isotopen gemeint. Der tragerfreie Zustand ist aufgrund der

AIIgegenwiirtigkeit aIIer naturlichen Elemente ein Idealzustancl, der nur bei rein kiinstlichen Nukliden wie

Technetium oder Astatrealisierbar ist.Unter den iiblichenn.c.a.-Laborbedingungenarbeitet man ohne Zusatz

von isotopen Tragern, wobei sich auch bei sauberster Vorgehensweise das Einschleppen entsprechender

Isotope nicht vermeiden liillt. A1s Konsequenz hieraus ergibt sich die Tatsache, daB die theoretischen,

maximalenspezifischenAktivitaten in der Praxis nicht erreichtwerden [3]

Die spezifischeAktivitat A,. ist die auf die Masse m bezogeneAktivitiit A einer Verbindung:

A,.= A [Bq]
m g

A,.= spezifischeAktivitat

A=Radioaktivitiit

m=Masse

G1.1.5-1

A hiingt mit derZetfallsratedes radioaktivenNuklideszusammen und ist somitnur von dessen Anzahl und

Halbwertszeit abhangig, was aus dem Zeitgesetzhervorgeht,wenn man t:" = 1n2/1 beriicksichtigt:

A = - dN = m. = 1n2 N [Bq]
d t tIS

t,,=Halbwertszeit [s]

1 = Zerfallskonstante [s"]

N = Anzahl der Atome

G1.1.5-2

Die maximale spezifische Aktivitiit A",..,. erhiilt man, wenn aile Molekiile radioaktiv markiert sind bzw.

ausschlieBlich Radioisotope vorliegen. Mit der Einfiihrung von molaren GroBen ergibt sich dann aus den

Gleichungen GL 1,,5-1 undGl.l.5-2:

'" =NAl [Bq]".",.., mol

A",..,.= maximale A,.

NA= AvogadroscheKonstante

m=Masse

G1.1.5-3

A",..,. ist somitnur von derHalbwertszeit der Verbindung bzw.. des Radionuklidesabhiingig.. Sie liegt,je nach

Halbwertszeit, in derGrofienordnung von 108
- 1012 [OBqlmol](Q,0027-27 [Ci/mgl]).

Im aIIgemeinen konnen die Produktionsbedingungen am Zyklotron so gewiihlt werden, daB man n.c.a­

Radionuklide hoher radiochemischer Reinheit erhiilt. Die dadurch bedingtenhohen spezifischen Aktivitaten

ermoglichen ein Arbeiten im Subnanomolbereich, so daB grnndsiitzIich in vivo Untersuchungen an einem
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ungestOrten System moglich sind Gerade bei Rezeptorstudien sind hohe spezifischeAktivitiiten eine wichtige

Voraussetzung.

Mit den extrem geringen Stoffinengen der n c.a-Radionuklide, in denen diese bei den erhiiltlichen

Verdiinnungen von 10' - 10" und Aktivitiiten im mCi-Bereich bei nicht zu laugenHaIbwertszeitenvorliegen,

sind einige wichtige Nebeneffekte verbunden. In der Regel ist ein direktes Ubertragen der normalen

priiparativen, makroskopischen Chemie aufdas Arbeiten im n.c.a-Bereichnur bedingt oder gar nicht moglich

Zum einen ist hier mit Adsorptions- und katalytischen Oberflacheneffekten zu rechnen. Beispielsweise

verfiigen iibliche Glasoberflachen iiber eine Austauschkapazitiit von etwa 10-10 mol/em", was die

Konzentration des Radiotracers bei weitem iibersteigt. Oftkonnen diese Wandverluste durch den Einsatz

andererGeflillmaterialien wie QuarzgIas, G1askohiensto:lI; Platin oder Spezialkunststoffen erheblichverringert

werden. Zumanderen konnenselbstsuprareine Chemikalien (99,9 %) Konzentrationen an Verunreinigungen

enthalten, die bedeutend greBer sind als die des Radionuklides.. Durch Wechselwirkungen mit diesen

Verunreinigungender Edukte konnen sonst unbemerkteNebenreaktionen zum Hauptreaktionsweg werden

Dies gilt besonders fur sehr reaktive Radiotracer oder fur stark aktivierte Reaktanden, die haufig reaktive

Nebenprodukte in geringen Konzentrationen bilden. Weiterhin ist auch mit der Beeintrachtigung der

spezifischen Aktivitat durch Einschleppenisotoper Tragergeradebei den aIlgegenwiirtigen EIementen 0, N

und C zu rechnen. Neben diesen Verunreinigungen mit isotopen Verbindungen kann es auch zur Bildung

analoger oderchemisch sehr iihnlicher Verbindungen kommen,die chromatographischnur schwer abtrennbar

sind Fernerverlaufen dieuntern.c.a-Bedingungen durchgefiihrten Reaktionenweit entfernt vom chemischen

GIeichgewicht und von stochiometrischen Bedingungen, was erhebliche Konsequenzen fur den

Reaktionsverlaufhaben kann

BeiMarkierungen oderReaktionen im n..c.a-Bereich liegen aileReaktionspartnerimmer im groBen Uberschuf

vor,so daB deren Konzentration wiihrendder Reaktion praktisch als konstant angesehenwerden kann. Daher

liegt hier vom reaktionskinetischen Standpunkt aus gesehen immer eine einfache Kinetik "pseudo-erster­

Ordnung" vor FUr eineeinfache bimoiekuiare Reaktionder Form E + R - P gilt bei konstanter Konzentration

des Vorliiufers IE] fur dieZunahme des Produktes [P] folgende Gleichung:

[P]= KonzentrationProdukt

[R.] = Anfangskonzentration des Radionuklids

k' = apparente Geschwindigkeitskonstante

t = Reaktionszeit

G1.1.5-4

Dieapparente Geschwindigkeitskonstante k'ist dasProdnkt aus der wabren Geschwindigkeitskonstante k und

der Konzentration von B: k' = k IE].
Wird bei der Untersuchung der Markierung die Reaktionszeit t konstant gehalten und die

Vorliiuferkonzentration variiert, so kann t in die Geschwindigkeitskonstante einbezogen werden und man

erhiilt einenmit 01. 1.5-4identischen Ausdruck, wobei der Exponent durch - k''[E] mit k"= k t zu ersetzen ist.

DieProduktkonzentration [P] veriindert sich in beidenFiillen mit einemexponentiellen Verlaufund strebt mit

zunehmenderReaktionszeit bzw, zunehmenderBduktkonzentration einem Siitligungswertentgegen.

Aufgrund 00 wiihrendder Reaktion auftretendengeringenProduktkonzentrationen ist im aIlgemeinen nicht

mit einer Weiterreaktion des Produktes mit demRadionuklidzu rechnen. So ist beispielsweise sowohl die

Markierung von Tyrosin ohne das Auftreten des Diiodproduktes als auch die Darstellung von

I
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[l'F]F1uorbromethan aus 1;2 Dibromethan ohne die Bildung des Difluorproduktesproblemlosmoglich.

Hinsichtlich der Einstellung von Verteilungs- und Austauschgleichgewichten unterscheiden sich

Verbindungen untern.c.a-Bedingungen nichtvon Substauzen in hoheren Konzentrationeu Viehnehr sind die

Bedingungen des Nernst'sche Verteilungsgesetzesaufgrund des Vorliegensideal verdiiunter Losungen gut

erfiillt.

Allerdings konnen zusiitzlich kinetische Gleichgewichts-und spektroskopischeIsotopieeffekteauftreten, die

man sich zur Trennung und Aureicherung von Isotopen zunutze macht. Sie spielen jedoch bei den hier

behandeltenNukliden und Reaktionen nur eine untergeordneteRolle.

Aus denobigen Uberlegungenwird deutlich, daB die speziellenGegebenheiten im Bereich der Synthese mit

kurzlebigen Radionukliden die Aufgabenstellung der Markierung von Produkten mit hohen spezifischen

Aktivitiilen sehr erschweren kOnnen. Dies kannweitgehendvermiedenwerden, wenn bei der Syntheseplanung

die folgendenPunkte beachtet werden:

a) Die Gesamtsynthesezeit sollte drei Halbwertszeiten nicht iiberschreiten Nur schnelle chemische

Reaktionen und Methoden sollten eingesetzt werden. Damit sind auch die Moglichkeiten der

Identifizierung, Isolierung und Qualitatskontrolle auf schnelle, einfache und empfindliche

Analysetecbniken beschrankt. Hierwerdenhauptslichlich chromatographischeMethoden wie die HPLC

und dieGCverwendet. AberauchdieFestphasenJixierung aufReversed-Phase- oder Ionenaustauscher­

Kartuschen hat hier Bedeutung erlangt

b) Verluste durch Adsorption an Oberflachen, Bildung von Niederschlagen und Nebenreaktionen mit

Veruureinigungen miissen moglichst gering gehalten werden. Daher werden die, bezogen auf des

Radionuklid, unstochiometrischenSynthesen im mikromolarenBereich und mit moglichst kleiner und

wenig aktiver Oberflachedurchgefuhrt.Nur reinste LOsungsmittel und Edukte finden Verwendung.

c) Unkomplizierte und automatisierbare Verfahren erleichtern die Arbeit und verkurzen damit

Synthesezeiten Zudem werden sie auch aus Strahlenschutzgriinden angestrebt. Hier sind

"Eintopfreaktionen" klar zu bevorzugen, da des langwierige und haufig losuagsmittelintensive

AufarbeitennachjedemReaktionsschrittentfiil1t. Das bei Volumenmengenvon 0,1 - I ml verlustreiche

Umfullenwird umgangen..

d) Hochreaktive Zwischenprodukte mit uniibersichtlichen Reaktionsmechanismen (z.B. radikalisch)

fiihren oftzu storenden, reaktiven Nebenprodukten und sollten bei der Markierung vermiedenwerden.

e) DieEinfiihrungdesRadioisotops sollte der letzte Schritt der Synthese sein oder zumindest so spat wie

moglich erfolgen. Dadurch wird des kritische n.c.a-Niveau auf moglichst wenig Reaktionsschritte

begrenzt.
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1.6 Methoden zur Radioiodierung orgaoischer Molekiile

Bei derDarstellung von Radioiodtracem spieltdie in vivo Stabilitat der Iod-Kohlenstoffbindung cine wichtige

Rolle. Daher wurden in der Vergangenheithauptsiichlich Radioiodarylverbindungen untersncht, so daB hier

grundsatzlich eine Vielzahlvon Markierungsmethodenzur Verfiigung stehen Bis hente haben sich hier 3

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

A: DirekteelektrophileRadioiodierung

Dieseam weitesten verbreitete Methodeerfardert aktivierte(elektronenreiche) Aromaten und ist somit nur auf

weoigeMolekiUe anwendbar. Gleichzeitigkonnen durch die oxidativenMarkierungsbeclingungen Probleme

auftreten

B: Elektrophile Demetallierung

Diese Markierungsmethode erfordert OrganometalIverbindungen aIs Vorlaufer, die haufig eine komplexe

Synthese erfordern. Mangehthierim a1Igemcinen vonTributylstannyl- Trimethylsilyl- oder Borsaurederiveten

aus

C: Nukleoohile Substitution mit cum aIsKatalysator

Der nukIeophiIe "BromgegenRadioiOO"-Austausch ist wie die DemetalIierung auf aile Aromaten anwendbar

Hier werden die einfach zuganglichen Br-Vorliiufer eingesetzt.. Die hiiufig erforderlichen drastischen,

reduktivenMarkierungsbedingungen beschrankendiese Methodejedoch auf relativ stabile MolekiUe [19].

Im folgenden soIl neben einem kurzen Uberblickiiber die RadioiodierungsmethOOen genauer auf die oben

angedeuteten Punkte eingegangen werden.

1.6.1 Direkte eIektrophiIe Substitution

Die elektrophiIe Substitution von aromatisch gebundenem Wasserstoff gegen Radioiod ist aufgrund der

einfachenReaktionsfuhrungin Verbindung mit Ausbeuten von 80-90 % von groBerBedeutung.. Allerdings

ist sienur beiaktivierten (elektronenreichen) Aromatendurchfiihrbarund fiihrt Moog zu Isomerengemischen,

die oft schwierige Trennungen erfordem. Es wurde cine Vielzahl von speziellen Markierungstechniken

entwickelt, die vom gnt handhabbaren Radioiodid ausgehen, und dieses in situ zu einer reaktiven,

elektrophiIen "r-"-Spezies oxidieren. Die Erzeugung von molekularem 100 (I2), wie es etwa in der

"makroskopischen" organischen Chemieiiblich ist, ist fUr das Arbeitenim n.c.a -Bereich sowohl aufgrund des

notwendigen Tragerzusatzes aIs auch wegen der hohen FIiichtigkeit des elementarenIods ungeeignet. Zur

einfachen Handhabbarkeitund zur in situ Oxidation des Iodids wurden verschiedeneReagenzien eingesetzt.

a) Iodrnonochlorid [20-22]

DurchZugabeeineraktiven Natriumiodidlosung zu inaktivem,kommerziell erhiiltlichem Iodrnonochlorid (ICI,

Kp.. 97,4°C) wird die reaktive Spezies durch Iod-Radioiod-Austausch gehiIdet. ImVergleichzum 12 verfugt

das 100 im ICI aufgrund der hoheren Elektronegativitiit des Bindungspartners iiber cine ausgepragtere

Elektrophilie, was sich in ausgezeichneten radiochemischen Ausbeuten niederschlagt. Nachteilig sind das

hohe Oxidationspotential des Iodmonochlorids und der mit dem Reagens verbundene Trsgerzusatz.. Eine

tragerfreie Markierung ist hier nur durch den aufwendigeren Einsatz von [123Xe]Xenon (ty,=2,08 h) in

Verbindung mit elementaremChlor moglich,wobei sich das 123I_CI durch cine zerfallsinduzierte Reaktion in

situ hiIdet.
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b) Iodat (10;)

Wie unter a) erhalt man auch bei dieser Methode keine hohen spezifischen Aktivitaten, da iiber das Iodat

inaktiver Trager zugesetzt wird. AIlerdings handelt es sich beim Iodat urn ein relativ sanftes Oxidationsmittel,

das besonders fur die Markierung empfindlicher Substanzen (z.B. Proteine) geeignet ist, Iodat wurde bei der

Darstellung von 3-[131.123I]I-tt-Methyltyrosin (IMT) eingesetzt. Bei diesem fur die Diagnostik von

Gehimtumoren verwendeten Radiopharmakon lassen sich so radiochemische Ausbeuten bis zu 85 %

erreichen [23-26] Allerdings ist es in letzter Zeit gelungen, das IMT auch mittels Iodogen™ (s u) als

Oxidationsmittel auf dem n.c.a-Niveau zu erhalten [27].

c) Chloramin-T (CAT), Chloramin-B (CAB), Dichloramin-T

Bei diesen Verbindungenhandelt es sich urnN-cWorierte Sulfonsaureamide (CAT: Toluolsulfonsaure, CAB'

Benzoisulfunsiiure) die schon 1962 von Hunter und Greenwood [28] als Oxidationsmittel zur Radioiodierung

eingesetzt wurden. AIs oxidierende Spe.zi.es wird das in wiiJ3riger Losung gebildete Hypochlorit angenommen,

das neben der erwiinschten, relativ starken Oxidationswirkung auch die Eigenschaft zur Bildung von CI2 und

damit von cWoriertenNebenprodukten besitzt. Um die daraus resultierenden Nebemeaktionen besonders bei

ernpfindlichen Molekiilen gering zu halten, sind niedrige Konzentration des Reagens, kurze Reaktionszeiten

und niedrige Reaktionstemperaturen wiinschenswert [3,20,29].

Cl _ +
1il1 Na

C~I

Chloramin-B

~ ~ ~

~ ~
h-

6I. ~
Iodobeads

eChloramin-T Dichloramin-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

PoIymerl<iigeichen zur Resktionslosung gegeben wird. Dadurch wird sowoW die Freisetzung der oxidierenden

Spezies verlangsamt und damit deren Konzentration geringer gehalten a1s auch die leichte Entfernung des

Reagens aus dem Reaktionsgemisch durch einfache Filtration ermoglicht,

Bei den MonocWorsulfonamiden handelt es sich urn ionische Verbindungen, die in den meisten organischen

LOsungsmitteln unloslich sind. Zur homogenen Radioiodierung in organischen Solvenzien wird das

Dichloramin-T (N,N-DicWor-p-Toluoisulfonamid) eingesetzt, das sich beziiglich der Oxidationsstiirke nur

unwesentlich vom CAT unterscheidet.

The CAT~MetliClde ist heute dergeliiirligste Weg zur elektrophilen n.c.a-Radioiodierung, Was aus der grofen

Anzahl von Veroffentlichungen dentlich wird [30-33]. Auch bei dern.c.a-Radiobromierunghaben sich die

N-CWorsulfonamide bewiihrt [29,34].
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lodogen

.....-N N-......
CI Y CI

o

o

CL.... )l ........Cl
N N

~ l'

d) Iodogen

IodogenlMist der Handelsnamefur 1,3,4,6-TetracWoro-30:, 60:­

diphenylglycouri1, das auch als N-cWoriertes Hamstoffclerivat

bzw. Kohlensanreamid aufgefaBt werden kann. Iodogen ist in

ersterLiniezur direkten, schonendenMarkierung von Proteinen

entwickelt worden. In seiner oxidierenden Wirkung und den

erzielten Markierungsausbeuten ist es mit CAT vergleichbar,

wobei auch hier ohne Tragerzusatz gearbeitet werden kann.

Allerdings ist es als nicht ionisches Molekii1 in Wasser

unloslich, was zur einfachenAbtrennung des Oxidationsmittels

ausgenutzt wird.Bei derReaktionsfiihrung wirddasIodogenzunachst iiber eine Chloroformlosung als diinner

FilmaufderGefli1lwand abgeschieden. Nach der darauffolgenden Zugabe der wiiBrigen Eduktlosung wird die

2-Phasenreaktion ohne Riihren stehengelassen Nach der Reaktion kann das Reagens durch einfache

Entnalnne der Reaktionslosung abgetrennt werden (Iodogen-Methode) [20,35].

e) N-Halogensuccinimide

Neben CTA und seinen Derivaten und Iodogen eignen sich noch weitere N-halogenierte organische

Verbindungen fur die in situ Oxidation von Radioiodid. Dazu gehoren die N-Halogensuccinimide N-CWor­

tetrafluorsuccinimid (NCTFS), N-CWorsuccinimid (NCS) und N-Bromsuccinimid (NCS), deren Struktur

eineniihnlichen R.eaktionsmecbanismus wiebeiIodogen vennuten liiBt. Diese Verbindungensind wie Iodogen

in organischen Medien loslich und zur n.c.a-Markierung geeignet,NCTFS und NCS sind im Gegensatzzu

NBS, mit dem nur geringere radiochemische Ausbeuten erzielt werden, in ihrer Handhabung und den

erhaltenenMarkierungsausbeuten mit CTA vergleichbar, wobei langereR.eaktionszeiten erforderlich sind.

f) Persauren als Oxidationsmittel

Bei entsprechender Vorgehensweiseist der Einsatz von Persiinreneine schonendeMethode, die auch zum

Arbeiten unter n.c.a-Bedingungen geeignet ist. Wichtig ist die in situ Bildung der Persiinre aus

Wasserstoffperoxid und der Saure (z. B. Essigsiinre), so daB derenKonzentrationgering gehalten wird. Der

direkteZusatz von Persauren fiihrt im allgemeinen zur Zerstorung des Eduktes.

Verglichenmit dem allgemein iiblichenEinsatz von Chloramin-T (s. 0.) und seinen Analogaist sowoW das

Auftreten chlorierterNebenprodukte ausgescWossen als auch die Entstehung oxidativerNebenproduktestark

eingeschriinkt. Diese Eigenschaften sind gerade bei empfindlichen Edukten von Bedeutung. Die

radiochemischen Ausbeuten liegen bei der Persiinreiodierung im Vergleich zu CAT etwas niedriger. Auch

wenig aktivierte Aromaten wie Anisole konnen in moderaten Ansbeuten radioiodiert werden (z.B. Anisol:

25 % RCA). Zudem erlaubt diese Methode auch die Radiobromierung, bei der allerdings im Vergleich zur

Radioiodierungetwas geringereRCA erhalten werden [29,36].

g) EnzymatischeMethoden

Weiierhin bestehtdieMOg1ichkeit, Enzyme bei der Radioiodierungals' Oxidationsmittelzu verwenden.Dabei

handelt es sich urn eine sehr milde Methode, die nur bei sehr oxidationsempfindlichen Biomolekii1en

eingesetzt wird. Im allgemeinen werden zur Oxidation Peroxidasen wie z.B. Lactoperoxidase verwendet,

deren Abtrennung bei der Aufarbeitungrelativproblematischsein kann [20,37-39].
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h) Elektrolytische Oxidation

Grundsatzlich besteht die Moglicbkeit "1+" durch anodische Oxidation zu erzeugen. Neben milden

Reaktionsbedingungen bringt diese Methode auch eine extrem einfache Aufarbeitung mit sich, da wooer

Nebenprodukte noch zusiitzliche Oxidationsmittel abgetrennt werden miissen. Jedoch ist zur erfolgreichen

Durchfiihrnng ein relativ groBer apparativer Aufwand in Verbindnng mit einem erfabrenen Experimentator

erforderlich [20,40-42].

1.6.2 Elektrophile Demetallierungsreaktionen

Die oben beschriebene elektrophile Substitution ist eine einfach handhabbare Methode, die aufgrnnd der

kurzen Reaktionszeit nnd der einfachen Reaktionsfiihrnng hervorragend zur Besteck-Priiparation (Kit)

geeignet ist. Um diese Methode auch aufnicht-aktivierte (elektronenarme) Aromaten iibertragen zu konnen,

werden Organometallderivate eingesetzt, die neben den Vorteilen der direkten elektrophilen Substitution auch

eine regioselektive Radioiodiernng erlauben. Neben Bor nnd Quecksilber finden die Metalle der IV

Hauptgruppe des Periodensystems Verwendnng, wobei sich Zinn als besonders gunstig erwiesen hat..

Weiterhin sind iiber die Organometallverbindungen auch Radiopharmaka mit vinylisch gebnndenem

Radioiod, die gleichfalls eine hohe in vivo Stabilitiit aufweisen nnd iiber die direkte elektrophile Substitution

nicht erhalten werden konnen, zugaaglich. Bei der Darstellnng der Vinylradioiodide wird hauptsachlich mit

den entsprechenden Zinn- nnd Borverbindnngen gearbeitet [43-46]. Auch wenn die Markierung durch

Demetalliernng der direkten elektrophilen Substitution in vielen Punkten iiberlegen ist, bringt sie doch

aufwendige, oft sehr komplizierte nndmehrstnfige Vorliinfersyotbesen mit sich [47-49]

Die Radioiodierung der Organometallvorliiufer findet im allgemeinen nnter den oben beschriebenen

Bedingnngen der direkten elektrophilenSubstitution statt, wobei aufgrnnd der hohen Lipophilie der Vorlaufer

eher in organischen Solvenzien gearbeitet wird .. Auch hier werden zur Oxidation des lodids bevorzugt die

N-Halogenverbindungen Chloraroin-T nnd Dichloraroin-T eingesetzt [50-52]

Entscheidend fur die Reaktivitat der Organometallverbindungen ist die Polarisiernng der Kohlenstoff­

Metallbindung nnd die damit verbundene Negativiernng des Kohlenstoffs, die, verglichen mit der C-H-

Bindung sowohl zur Aktiviernng gegenuber elektrophilen Angriffen als auch zur Verringernng der II

Bindnngsenergie fuhrt [29,36,53]

Bei der Betrachtnng der Radiohalogenierung durch elektrophile Demetalliernng nimmt das auch haufig

verwendete Bor eine Sonderstellnng ein. Die Bor-Kohlenstoflbindung verfugt einerseits iiber eine hohe

Bindungsenergie (vergleichbar mit der C-C -Bindnng) nnd ist andererseits mit einem ionischen Anteil von

6 % kanm poiarisiert.Daher sind Organoborane im allgemeinen loft- nnd wasserstabile, krist.allineund leicht

handhabbare Verbindungen Die zudem einfache Radioiodierung ist auf das leere 2p-Orbital des

Borkomplexes zuriickzufuhren, das einen kinetischen Weg zum elektrophilen Angriff eroffnet, Die

Radioiodierung verliiuft iiber eine elektrophile Demetallierung nnd ist daber eine schnelle Reaktion, die hohe

radiochemische Ausbeuten mit regio- nnd stereospezifischen Produkten liefert [54,55].

Die Dethallierung nnd die Demercuriernng [56] spielen heute zur Radiohalogenierung nur noch eine

untergeordnete R.olte. Den relativ einfach zugangiichen Vciliiufern stehen Produkte mit nur geringen

spezifischen Radioaktivit.aten nnd geringer Regioselektivitat gegeniiber. Dariiber hinaus kann Thallium nur

bei oxidationsnnempfindlichen Aromaten eingesetzt werden, wobei zur Radioiodierung kein zusiitzliches

Oxidationsmittel erforderlich ist [29].
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1.6.3 Nuldeophile Substitution undCu(l)-Katalyse

Nukleopbile Substitution ohne Katalyse

Diese in der priiparativen organischen Chemie weit verbreitete und einfach durchfiihrbare Reaktion wird

ebenfalls zu Markierungen mit Radiotracern angewandt. Hauptsiichlich wird bier von einfach zuganglichen

oderkiiuflichen Halogenaliphatenausgegangen,die analog der Finkelstein-Reaktion urngesetzt werden. Neben

dem einfachenisotopen Austausch (lod gegen Radioiod) konnen auch durch nicht-isotopen Austausch n.c.a­

Produkte erhalten werden. Die Reaktion wird iiblicherweise durch Erhitzen des Halogenvorliiufers mit

Radioiodid in Losungsmitteln wie Wasser, Aceton oder Eisessig durchgefuhrt. Zur Erhohung der

Reaktionsgeschwindigkeit wurden auch andere Systeme eingesetzt, die von besseren organischen

Abgangsgruppen ausgehen und in unpolaren Losungsmitteln unter Zusatz von Phasentransferkatalysatoren

ausgefuhrt werden Die Bedeutung der aliphatischen Radioiodierung ist allerdings gering, da sie im

allgemeinen zu in vivo instabilen Produkten fiihrt, die Radioiod freisetzen, das sich dann in der Schilddriise

anreichert [29]

Cu<D-katalysierte aromatische nukleopbile Substitution

Die Synthese von aromatischenRadiotraeem ist aufgrund ihrer in vivo Stabilitat von groBerer Bedeutung. Die

direkte aromatischenukleophile Substitution ist nur in Ausnalunefiillen und bei aktivierten (elektronenarmen)

Aromaten unter relativ drastischen Bedingungen moglich [57,58] Sie wird hauptsachlich bei der isotopen

Radioioddeiodierung von ortho-substituierten Iodaromaten angewandt und fiihrt 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

priiparativenorganischen Chemieeine breite Auwendung gefunden hat, die groBte Bedeutung erlangt [60-62].

Bei dieser Reaktion erniedrigt das Cu(I) durch Komplexbildung die Aktivierungsenergie der

Austauschreaktionund ermoglichtso die nukleophile Substitution.. Die Substitution wird mit der Reihenfolge

1>Br> Cl der Abgangsgruppe und mit der urngekehrten Reihenfolge CI > Br > 1 des Nukleophils erschwert,

so daB sich der Austausch vom lod in lodaromaten gegen Chlor am leichtesten bewerkstelligen liiBt Fiir den

praparativ sinnvolleren Weg des Austausches von Iod gegen Chlor in Chloraromaten zur Gewinnung von

Iodaromaten konnten erst nach langeren Bemiihungen geeignete Reaktionsbedingungen gefunden werden

[60,62-65].

ImRalunen der Radiomarkierung wurde diese Reaktion zunachst nur fur 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 00, daB in der Praxis die Markierung von Chlor- oder gar Fluoratomaten durch diese

:Methode ausgeschlossenwerden kann.. Wo unter sonst identischen Bedingungen bei der Radioioddeiodierung

urn die 90 % radioehemischeAusbeute erhalten werden, werden bei dec anelogen Radioioddebromierung nur

etwa 50 % erreicht, Die radiochemischen Ausbeuten fur Radiobromdeiodierung liegen erwattungsgemiiJ3urn

10-40 % hoher als die der Radioioddebromierung [67,68].

Cu(l) ist in seiner Elektronenkonfiguration mit Ag(I) vergleichbar. Wie dieses bildet es schwerlosliche
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Halogen- undPseudohalogenverbindungen und hat eine entspreehendeTendenz in den metallisehen Zustand

uberzugehen. Cu(I)-Verbindungen sind demnach liehtempfindlieh und neigen zur Disproportionierung in

Cu(O) und Cu(lI). Diese Tendenz ist gerade in wiiBrigen Losungen besonders ausgepriigt:, da die hohe

Hydratationsenthalpie desCu(Il)-Ions das G1eiehgewieht entsprechendversebiebt. Zudem wird bier der relativ

geringe Energieuntersebied der ersten Oxidationszahlen Cu(O), Cu(I) und Cu(ll) deutlieh, der fur viele

katalytisehe Eigensehaften des Kupfers von entseheidenderBedeutung ist. Nach dem HSAB-Konzept [69]

gehort Cu(I) zu den weiehen Kationen und bildet somit thermodynamiseh stabile Komplexe mit

polarisierbaren und 1t-Akzeptor-Liganden. Daher sind Komplexe mit Kohlenmonoxid, den sehweren

Halogenen, Alkenen, Alkinenund in speziellenFallen aueh mit aromatisehenKernen im allgemeinen stabil.

Mit diesen Liganden werden iiblieherweise tetraederiseh koordinierteKomplexe aufgebaut,die normalerweise

keine groBe kinetisehe Stabilitat aufweisen [60]. Gegeniiber "harteren" Liganden, die 0- und N­

Koordinationenausbilden,wird allerdings die eharakteristiseheKoordinationszahl2 angenommen [70].

Mechanistisch verliiuft dieReaktion iiber einen tetraedrisehenKomplexdes Cu(I)-Ions in einem zweistufigen

Reaktionsahlauf Zunachst wird das Radioiod dureh Ligandenaustauseh an dem Komplex koordiniert, Bei

einem weiteren Ligandenaustausch wird dann der Halogenaromatiiber das Halogen angelagert,wobei sieh in

einemkonzertiertenProzeB die Radioiodaromatenbindung und die Cu(I) -Halogenbindungausbilden.Beide

Prozesse setzen thermodynamisehstabile, aber kinetiseh labileKomplexevoraus [67].

FiirdieRadiohalogenierung wird das Cu(I) entweder in situ aus Cu(ll) und Reduktionsmitteluwie Zinn(ll),

Bisulfit, Ascorbinsaure oder Gentisinsaureerzeugt [71] oder direkt als kiiufliehes Cu(I)-Halogenidzugesetzt,

Als Solvenzien werden Wasser, Wasser/Ethanol, Wasser/Essigsaure oder DMF bzw. DMSO und deren

wiiBrige Mischungen eingesetzt Dasaure Reaktionsbedingungen sowohl den Austauseh als aueh dieBildung

von Cu(I) unterstiitzen, werden haufig organisehe Sauren wie Zitronensaure zugesetzt, Organisehe

Verbindungen, die Sehwefel enthalten, sind nur bedingt einsetzbar, da sie als Kupferkomplexe ausfallen

konnen [72]

Typisehe mit dieser Methode radiomarkierte Verbindungen sind ortho-Iodhippursaure, meta­

Iodbenzylguanidin (MlBG), para-N-Isopropyliodamphetamin und 15(p-Iodphenyl)-9-methyl­

pentadecansaure,die in der SPET-DiaguostikroutinemiiBig eingesetztwerden [19,73-76].

ortho-Jodhippursiiure meta-Iodbenzylguanidin

~
CH,

'0.. I ....NyCH,
IO H

CH,

para-N-Isopropyliodamphetamin

Dureh den direkten Zusatz von kiiufliehem CuCl konnen die iibliehen sauren, reduktiven

Reaktionsbedingungen vermiedenwerden. In DMSO als Solvenswurden bei 140°C nach 30 min bei einer

Vielzah1 von einfachen Modellaromaten radiochemiseheAusbeuten von 50 -70 % erreieht.Hierbei hat sieh

gezeigt,daB der EinfluBvon weiteren aromatischenFunktionen auf die radiochemiseheAnsbeutenicht sehr

ausgepriigt ist. Sowohl elektronegativ als aueh elektropositiv aktivierte Bromaromaten liefem hohere

Ausbeutenals die nieht aktivierten Verbindungen [67].

Die Markierung von Halogenaromaten iiber den Cu(I)-katalysierten Austauseh ist eine relativ neue und
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einfache Methode, die es erlaubt, eine regiospezifische n.c.a-Radioiodierung auch von nicht aktivierten

Aromaten durchzufuhren Anders als bei der elektrophilen Demetallierung geht mau hier von einfach

zuganglichen bzw kauflichen Iod- oder Bromaromaten aus und umgeht damit eine oft aufwendige und

schwierigeVorlaufersynthese

1.6.4 Radioiodierung durchIoddediazonierung

Die giingigste Methode zur regioselektiven Synthese aromatischer Iodverbindungen in der praparativen

organischen Chernieist die Dediazonierungsreaktion nach Schiemann, bei der ausgehend von Aminen die

Iodverbindungen iiber Diazoniumsalzzersetzung gewonnen werden. Bei der n.c.a-Radioiodierungsollte das

Diazoniomion zur Vermeidung von Verlusten durch Nebenreaktionen mit dem Losungsmittel in hohen

Konzentrationen vodiegen.. Eine Variante stelltdie der Wallachreaktion analogesaurekatalysierteZersetzung ..

von Triazenen dar, die selbst durch die Zugabe von sekundiiren Aminen zu entsprechenden

Diazoniumverbindungen erhalten werden. Triazene sind stabile,isolierbareFeststoffe,durch derenEinsatz als

Vorliiufer diesonstnotwendigeo, starkoxidierenden Bedingnngenbei der eigentlichenMarkierung umgangen

werden konnen. Weiterhin konnen durch die Trennung von Diazotierungs- und Markierungsreaktion

Nebenprodukte aus dem erstenReaktionsschritt unter inaktivenBedingnngenund durch klassisch organische

Methoden abgetrenntwerden.

Die Markierungsreaktion selbst verliiuftaufgrunddes radikalischen bzw. ionischen Reaktionsmechanismus

iibersehr reaktiveZwischenstufen,die eine Vielzabl von aktivenund inaktivenNebenprodukten bilden: Die

demit verbundene oft aufwendige Abtrennung des Radioproduktes hat neben den relativ drastischen

Reaktionsbedingnngen zur weitgehenden Verdrangung dieser Methode durch die einfacheren

Demetallierungs-oder Cu(I)-katalysierten Austauschreaktionen gefiihrt.

1.7 Entwicklung neuerRadiotracer

Bei der Entwicklung von neuen Radiotracernfur die medizinische Diagnostik geht man iiblicherweisevon

bekannten PharmakaoderBiomolekiiIen aus, furdiedannein geeignetes Verfahrenzur Markierung entwickelt

werden moB Dies geschieht im alIgemeinen dadurch, daJ3 nach dem Analogprinzip (s 0.) Atome bzw

Atomgruppen desBiomolekiils durch ein geeignetesRadioisotopersetzt werden.. Speziellbei der Markierung

mit Radiometallen, insbesondere dem """fc, aber auch bei Radioiod als Markierungstracer ist diese

Vorgehensweisehiiufignur sehr schwierig durchzufuhren.

Metalle konnen ausschlieBlich iiber geeigneteKoordinationsstellen stabil an organischeMolekiilegebunden

werden. Diese sind oft nur bei groBeren Biomolekiilen wie Peptiden und Proteinen in der Form vorhanden,

daJ3 ausreichende Komplexbildungskonstauten erreicht werden. Auf die synthetischen und biochernischen

Probleme, die bei der Konjugation von geeignetenKomplexbildnern mit entsprechendenBiomolekiilen oder

bei der Direktmarkierungvon Proteinen auftreten, soli hier nicht weiter eingegangenwerden.

Bei der Planung der Radioiodmarkierungspieltnicht nur das veranderte in vivo Verhalten des Ziehnolekiils

eine groBe Rolle, sondem auch die in vivo Stabilitat der Iodbindung ("fate of the label") und die Stabilitat

sowohI des Vorliiufers als auch des Ziehnolekiils gegeniiber den Markierungsbedingnngen bei der

entsprechendenSynthesemethode(s. 0.).
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1.7.1 In Vwo Stabilitlit und Syntbese von organiseben Iodverbindungen

Auf der Suche nach zur Markierung geeigneten Molekillen spielt die in vivo Stabilitiit des Tracers,

insbesondere die der lod-Kohlenstofibindung, eine zentrale Rolle. Es hat sich gezeigt, daB nur wenige

Molekiilebzw.MolekiUteile sowohleinfach markierbarsind als auch eine genugend hohe Stabilitiitgegenuber

der in vivo Deiodierung aufweisen. Generell gilt [29]'

- fast ailealiphatischenlodverbindungen haben sich als instabil erwiesen

- nur bei vinylisch und aromatischgebundenemlod kann mit ausreichenderStabilitiitgerechnetwerden

- die 13-1odethOJ(y-Gruppe (1-CH2-CH2-O-) hat sich zurnindest in einigenFallenals stabil erwiesen [77,78]

Die in vivo Stabilitiit derVerbindungen stehtin gewisserBeziehungzur Bindungsenergieder Kohlenstoff-Iod­

Bindung. Diesefiillt von297 [kJimol] fur Vinyliodide tiber 268 [kJ/mol] fur aromatischelodverbindungenauf

222 [kJ/mol] fur aliphatische lodverbindungen ab [29]. Zum vollstiindigen Verstandnis der Stabilitiitmussen

aIIerdings auchenzymatischeEffekte berucksichtigtwerden. So haben sich 3.1od-a:-methyltyrosin und 6-1od­

meta-tyrosin als stabil erwiesen, wahrend 3"lodtyrosin und 4-1od-meta-tyrosin in vivo einer starken

Deiodierung unterliegen [27,30]. Auch bei aliphatischen lodverhindungen sind mit den langkettigen

Iodfettsauren und der 13-1odethoxy-Gruppe stabile Vertreter bekannt geworden.

lodvinylverbindungen werden im allgemeinen durch Demetallierungsreaktionen erhalten Hierbeigeht man

entweder von Tributylstannyl- oder von Borsaurederivaten aus, die unter elektrophilenBedingungen das

Vinylradioiodid n.c.a, und in hohen Ausbeuten liefem [52,55]. Die erforderlichen Metall-Ethenylvorliiufer

wurden fur viele Verbindungsklassen wie Kohlenhydrate [79], Steroide [80] und Nitroimidazole [81]

synthetisiert FUr sehr oxidationsempfindliche Molekille konnen Vinylradioiodide auch n.c.a tiber einen

Cu(I)-katalysierten "Brom gegen Radioiod"-Austausch erhalten werden. Hierbei wurden nach 60 min bei

90°C radiochemische Ausbeuten von 90 % erreicht [82].

FUrdieDarstellung von Radioiodaromaten sei auf Abschnitt 1.6 verwiesen

Die Markierung der 13-1odethoxy-Gruppe wurde bisher nur durch nukleophilen, isotopen Austausch

durchgefuhrt. Eine Ubertragung diesereinfachen aliphatischen Markierung aufeine n.c.a,-Synthese sollte aber

durch den Einsatz geeigneterAbgangsgruppenunproblematischsein [77]..

1.7.2 Markierungsteile fiir organische Molekiile

Da nur wenige Molekille fur die Radioiodmarkierung in Frage kommen, ist man bei der

Radiopharmakaentwicklung bestrebt, entweder entsprechende Fragmente in dem Originalmolekill zu

markieren oder aber eine der Strukturen einzubauen bzw.. anzuhangen, die fur die Radioiodienmgin Frage

kommen. Man erhalt damit ein Baukastensystem, das die einfache und effektive Markierung vieler

Biomolekiile erlaubt DiebekanntenEigenschafl:en der eingebauten Strukturen wie Markierungsbedingungen,

in vivo Stabilitiiten und pharmakologische Einflusse konnen oft problemlosaufdas neue Konjugat ubertragen

werden.

AlsMarkierungsteil werden im allgemeinen die unter 1.7.1 aufgefiihrten Struktureinheiteneingesetzt,wobei

dieEignungder 13-1odethoxy-Gruppe nochan anderen Systemenzu prilfenist, In neuerer Zeit sind auch nido­

Carborane erfolgreich angewandt worden, bei denen das elektrophil eingefiihrtelod an Bor gebunden ist,

Allerdings ist bishernichtsfiber diein vivo Stabilitiit dieser ionischen und damit sehr hydrophilenVerbindung

bekannt [83].
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Die Weiterentwicklung dieses Gedankens fuhrt zur Einfiihrung von k1einen, einfachen und gut zu

markierenden Molekii1en, die nach der Radioiodierung iiber weitere, reaktive funktionelle Gruppen an

Biomolekii1e gekoppelt werden konnen, Gerade die zunebmende Anzah1 an interessanten, verfugbaren

Peptiden und Proteinen hat hier in neuester Zeit zu einem starken Entwicklungsschub gefulut. Als Beispiele

solchergut 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

Biomolekii1s erreicht, wobei durch die Auswahl der funktionellen Kupplungsgruppe milde

Markierungsbedingungen gewahlt werden konnen, Andererseits sind die Kupplungsreaktionen aufgangige

funktionelle Gruppen von Biomolekii1en ausgerichtet und damit universell einsetzbar.

1.7.3 Markierung von D,L-Aminosliuren

Das Interesse an markierten Aminosauren liegt in der groBen Bedeutung der Aminosauren als essentielle

Bausteine des Lebens .. Nicht nur die direkten Stoffivechselwege der Aminosauren konnen mit Hilfe von

markierlen Aminosiinrenuntersucht werden, sondern sie ermoglichen auch Aufschliisse iiber die Funktion und

Konzentration von wichtigen Peptiden wie z.B. Enzymen und Antikorpern Dariiber hinaus werden

Aminosauren haufig verstarkt in schnell wachsende Tumoren aufgenommen und angereichert, was zur

Diagnostik dieser Tumoren ausgenutzt werden kann. Aminosauren konnen grundsiitzlich sowohl

enantiomerenrein als auch als D,L-Enantiomerengemische eingesetzt werden. Bei den Enantiomeren­

gemischen muf mit einem unterschiedlichen in vivo Verhalten der enantiomeren Formen gerechnet werden

Fiir dieMarlcierungmit Radioiod kommen aufgrund ihrer in vivo Stabilitat nur aromatische Aminosauren in

Frage. Daher spielen das einfach zu iodierende Tyrosin und dessen Derivate sowie das nur "indirekt" zu

iodierende Phenylalanin eine groBe Rolle

Tyrosin

Tyrosin kann als p-Phenolderivat durch einfache elektrophile Substitution mit radiochemischen Ausbeuten

von iiber 80 % regioselektiv iodiert werden. Man erhiilt das n..c..a-3-Radioiodtyrosin direkt bei

Raumtemperatur in waBrigen Pufferlosungen und unter Zusatz entsprechender Oxidationsmittel (s. 0.)

Praktische Anwendung findet heute das 3-Radioiod-a-methyl-L-tyrosin, das in der Nuklearmedizin zur

Diagnose von Hirntumoren eingesetzt wird. Im Gegensatz zum 3-Iodtyrosin erweist sich die

a-Methylverbindung als bedeutend stabiler gegeniiber der in vivo Deiodierung [24,26,27].

Unter ahnlichen Bedingungen ist eine Vielzahl vonTyrosinderivaten markiert worden. Hierzu gehoren der

iodierteDopamimnetabolit 6-Iod-L-m-tyrosin und eine groBe Anzah1 von direkt markierharen Peptiden und

Proteinen, die Tyrosin als Aminosiiurebaustein enthalten [8,33,87,88].

Ebenso konnte das 3-Hydroxytyrosin (Dopa) in der 6-Position radioiodiert 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 dem6-Br-Dopavorliiufer erhalten wurde. Fiir L-6-Radioioddopa wurde eine nicht

signifikante in vivo Deiodierung gefimden [57].

Anch O-methylierte Tyrosinderivate lassen sich, trotz der geringen Aktivitat gegeniiber ElektrophiIen, nach

der obigen Methode radioiodieren.. Hier sind aber ohne weitere aktivierend wirkende Gruppen drastischere
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Reaktionsbedingungen notwendig. Wo das Dimethoxybenzedrin noch in waBriger Pufferlosung markiert

werden kann [89], ist zur Radioiodierung von 0-Methyl-a-methyl-L-tyrosin schon der Einsatz von

Trifluoressigsaure bei erhohten Temperaturen notwendig, urn radiochemische Ausbeuten urn 50 % zu

erhalten.

......01, 0
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I OH
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NH,
CH,
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I
0 ...... CH,
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DimeIho~dbemedrin 3-~,,-methyltyrosin

0-methylierte Iodtyrosine zeichnen sich <lurch eine exzellente in vivo Stabilitiit gegeniiber der Deiodierung aus

[27]

Phenylalanin

Auch wenn es sich beim p-Iodphenylalanin um eine in vivo stabile Verbindung handelt, sind erst in neuerer

Zeit Versuchezur n.e.a-Markierung untemommen worden. Phenylalanin als nicht aktivierter Aromat laBt sich

nicht unter den Reaktionsbedingungen der elektrophilen Radioiodierung markieren. Daher wurden erste

Versuche zur Synthese desp-Iodphenylalaninsmittels der Ioddediazonierung untemommen, die aIlerdings nur

getragertes Produkt in RCA von 20 % Iiefern [90] Eine neuere Arbeit geht vom synthetisch schwer

zuganglichen p-Tributylstannylphenylalanin als Vorlaufer aus und erhalt unter den iiblichen

Reaktionsbedingungen der Demetallierung Ausbeuten von mehr als 80 % [49]. Dariiber hinaus ist

Iodphenylalaninauch iiber den Cu(I)-katalysierten "Brom gegen Radioiod"- Austausch zuganglich Hier wird

sowohl mit dern Cu(lI)SO';Sn(lI)S04 System [91] als auch mit der CuCIIDMS0-Methode [92] gearbeitet,

wobei letztere den Schutz der Aminfunktion erfordert,
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1.8 Hypoxische Zellen in der Tumortherapie

Die Sauerstoffimterversorgung einer Zelle hat weitreiehende Konsequenzen auf ihren chernisehen und

biochemischenStatus [93,94]-

- stimulierte Glykolyse mit zunehmenderMilchsaurekonzentration und instabilenpH-Bedingungen

- veranderteEnzyrnkonzentrationen mit der OOung andererMetabolisierungs- und Stoffwechselpfade

- beeintriichtigte Ca-Homoostase

- beeintriichtigte Na+JK+-ATPase

- vermindertesATP-Niveau

- verminderte GSH-Synthese(GSH = Glutathion)

- Beeinflussungdes Proliferationsstatus

Mit zunehmender Hypoxie wird ein zunehmendes reduktives Milieu mit einem vergrofierten Potential fur

Redoxzyklen und,speziell beiTumorzellen, ein aggressives Verhaltenmit wesentliehgesteigertemInvasions­

und Metastatisierungspotential beobachtet [93]. Tumorzellen weisen im aIIgemeinen auch aufgrund einer

charakteristiseherhohten Glykolysekapazitiit [95] eine bedeutendgroBere Toleranzgegeniiberperiodischen

Sehwankungen in der Sauerstoffversorgung (Hypoxie, Reoxygenierung) auf als normales Gewebe, so daB

periodische hypoxische Phasen relativ gut iiberstanden werden konnen [96]. Uberdies zeigen hypoxische

Gewebe eine bis zum Faktor 3 erhohte Strahlenresistenz, die umgekehrt proportional zur

Sauerstoffkonzentrationist (Sauerstoffeffekt). Schon bei einem Anteilvon 2-3 % dieser strahlenresistenten

Zellen muf die Strahlendosiszur effektiven Radiotherapieeines Tumorsverdoppeltwerden [97]. Gleiehfalls

weisen hypoxisehe Gewebe auch eine ausgepriigte Unempfindliehkeit gegeniiberden gangigen Antitumor­

Chemotherapeutikaauf Diese Unempflndliehkeit kann sowohl aufdie eingeschrankteVersorgungssituation,

die neben Sauerstoff auch fur aile anderen Niihrstoffe gilt als aueh auf die geanderten hypoxisehen

Stoffwechselbedingungen zuriiekgefiihrt werden Zudemwird dureh die heterogeneMangelversorgungaueh

das charakteristisehe, schnelleWachstum der Tumorenlokal unterbrochen,so daB vieleTherapiemethoden,

die stark proliferierende Zeilen voraussetzen, keinen Erfolgmehr zeigen.

Genauere Messungen der Sauerstoffverteilung in mensehlichen Tumoren zeigten eine im Durehschnitt

grundsatzlich geringere Sauerstoffkonzentration als in normalem Gewebe mit groBen inter- und

intratumoralen Sehwankungen.. Hierbei war kein Zusammenhangzwischen den iibliehenmorphologischen

Parametem der Tumordiagnostikund der Konzentration und Verteilungvon Sauerstoffzu erkennen. Starke

Unterschiede wurden auch bei Tumorengleicher GroBe, gleichen Stadiums (staging) und feingeweblichen

Aufbaus (grading) beobachtet. Bei der Untersuchung von Mamma- und Zervixkarzinomen zeigten

beispielsweise etwa 30 % aIIer TumorenhypoxiseheBereiche,wobei der stark hypoxische Anteil (P02 < 2,5

mmHg) zwischen 1 % und 82 % sehwankte. Entsprechend konnte bei etwa 70 % der Tumorenbezuglichder

Sauerstoffkonzentration nur ein geringer Untersehiedzum Normalgewebe festgestelltwerden [95,98].

In diesem Zusammenhang konnte trotz der starken Komplexitat der untersuehten Tumoren sowohl auf

anatomischer, makroskopiseherund mikroskopiseherals aueh auf physiologisch-biochemiseher Ebene die

immense Bedeutung des p02 fur die k1assische Tumorradiotherapie aufgezeigtwerden. FUrMamma- und

Zervixkarzinome wurde ein eindeutig negativer Zusammenhang zwischen dem Anteil von hypoxisehem

Gewebe (P02 < 10 romHg) und der rezidivfreien Uberlebenswahrseheinlichkeit nach einer Strahlentherapie

nachgewiesen [93,99]. Auch bei Metastasen von squamosen Karzinomen im Kopf-HalsBereich korrelierte

derTherapieerfolg mit dem mittleren Tumor-pD,. Lag dieser iiber 10 romHg, konnten fast 90 % der Patienten

geheilt werden [100). Ebenso worden bei Hirntumoren, die allgemein als relativ resistent gegeniiber der
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Radio- und Chemotherapiegelten, hohe Anteilemit einer stark individuellen Verteilung von hypoxischen

Bereichengefunden [101].

DieTumorhypoxie giltheute a1s der wichtigsteParameter in der Tumortherapie[99,102-106]. Daher wurden

mehrere A1temativmethoden zur spezie1len Behandlungvon Tumorenmit hypoxischen Zellenentwicke1tFur

die erfolgreiche Anwendung dieser Methoden ist die Diagnose der Verteilung und des AusmaBes der

hypoxischen Bereiche und die damit verbundene Verfiigbarkeit von Hypoxie-Tracernvon entscheidender

Bedeutung [107]. Nur durch ein leistungsfahiges diagnostischesVerfahrenkann der individuellehypoxische

ZustandeinesTumors erkanntundeineentsprechende Therapieform ausgewiihltwerden.. [93,108] Vorlaufige

Ergebnisse zeigen, daB Nitroimidazolderivate in diesem Zusammenhang als Hypoxietracer nicht nur eine

Therapieprognose ermoglichen, sondem auch das Ansprechen einer Therapie durch Messung der

Tumorreoxygenierung (Therapiekontrolle) aufzeigen und damit zur Entwicklung effektiver Therapien fur

hypoxische Tumoren beitragenkonnen [106].

1.9 Nitroimidazole

Das Interesse fur Nitroimidazole begann in den 50er Jahren, als deren

antibiotische Wirkung erkannt wurde. Die antitrichomonale Wirkung von

2-Nitroimidazol (Azomycin)wurde 1956 entdeckt. Erste Syntheseversuchevon

Derivaten gingen von naturlichem, aus Nocardia mesenterica gewonnenem

2-Nitroimidazol aus, dadieNitrierungvon lmidazolnur zu 4 (5)-Derivatenfiihrt

Erst 1965 konnte das 2-Nitroimidazolsynthetischerhaltenwerden [109,110].
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Auchdieersten5-Nitroimidazolderivate wurden als Antibiotikagegen anaerobe

Mikroorganismen eingesetzt. Metronidazolwar das erste 5-Nitroimidazolderivat, das ab 1960 erfolgreich als

Antibiotikumgegen Trichomonalis vaginitisklinischangewandt wurde und bier noch heute als das Mittel der

Wahl gilt [111,112]. Es setzte eine starke Entwicklung auf diesem Gebiet ein, die zu einer Vie1zabl von

antibiotisch wirl<enden Verbindungenfiihrte. Zum Uberblickseien hier Nimorazol,Ornidazol,Tinidazolund

Ronidazol genannt Die meisten Verbindungenorientiertensich dabei an dem Metronidazol-Grundkorper5­

Nitro-2-methylimidazol Nitroimidazole zeichnensich durch ein breites Wrrkungsspektrumund einegeringe

Resisten.zentwicklung aus [Ill]

Nimorazol Ornidazol

r=<NO'
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DieBevorzugung der5cNitroimidazole bei dieserEntwicklungist durch ihre einfacheZuganglichkeitund den

hohen Preis der 2--Nitroimidazole zu erkliiren. Zudemweisen 2·Nitroimidazole im allgemeinen eine hohere

systemischeToxizitat aufals die 5-Derivate.

Mit der Intensivierung der Tumorforschungin den sechzigerund siebziger Jabren wurden auch Antibiotika

I



-25 -

und damit Nitroimidazole zur Therapie in verscbiedensten 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

Reduktionspotentia1, Pk., Verteilungskoe:ffizient und Hammett-Substitutionskonstante zu korrelieren [113­

116] .. Nitroimidazole erscbienen bier als besonders geeignet, cia sie einerseits nicht von sauerstoffreichem

Nonnalgewebe metabolisiert werden und andererseits gut in Tumoren und hypoxische Bereiche eindringen,

wobei bier relativ hohe Konzentrationen erreicht werden. Allerdings hat sich die Anwendung der

radiosensibilisierenden Wirkung in der klinischen Tumortherapie durch die systemische Toxizitat der

Nitroimidazole und den dadurch begrenzten Dosen bisher nicht durchsetzen konnen [117]

Neben der Entdeckung der ausgepriigten Zytotoxizitat gegeniiber hypoxischen Saugetierzellen und der

mutagenen Wirkung der Nitroimidazole wurde bei der Untersuchung des Mechanismus der

Radiosensibilisation auch die Anreicherung in hypoxischen Tumoren erkannt, was 1979 erstrnals zu dem

Vorschlag fiihrte, Nitroimidazole alsMarker fur 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 Zuniichst wurden bier Tritium und [14C]Kohlenstoff als Radiotracer fur in vitro und in vivo

Experimente eingesetzt, die eine autoradiographische Auswertung erfordem [121-123] Mit zunehmender

Verfiigbarkeit von SPET und PET konnten dann auch ab Mitte der 80er Jahre entsprechend markierte

Radiotracer zur Verfiigung gestellt werden, wodurch grundsiitzlich eine nicht-invasive Diagnostik von

hypoxischen und deren Abgrenzung zu nekrotischen Arealen ermoglicht wurde.. Lag der Schwerpunkt der

hypoxischen Diagnostik anfangs bei den Tumoren, so wurden spater auch hypoxische Bereiche in anderen

Organen wie Herz und Him zur Untersuchung und Friiherkennung von Herz- bzw. Himinfarkten mit

einbezogen [124,125]. Heute wird bierbei ganz allgemein ein diagnostisches Verfabren zur in vivo Messung

von Sauerstoffpartialdrucken (P02)angestrebt, dain diesem Bereich bisher nor schwierig anwendbare und

unzureichend einsetzbare Verfabren zur Verfiigung stehen [126]. Allerdings konnten diese Ansiitze bis heute

nicht erfolgreich vom experimentellen Stadium bis zur klinischen Routineanwendung gebracht werden,

Gerade in den "luxusperfundierten" Organen Herz und Him ist der SauerstoflPartiaidruck auch bei kleinen

Defekten offensichtlich noch so hoch, daB ein fur die Anreicherung der heutigen Hypoxietracer notwendiger

SauerstoffimterschuB nicht entsteht, so daB geringe Schiidigungen nicht erkannt werden konnen [127]. Neben

dem zur Anreicherung notwendigen relativ niedrigen p02 wird der Einsatz der Nitroimidazoltracer auch durch

deren ausgepragre Akkumulation im Magen-Darm-Trakt und der Leber und den dadurch erhaltenen, fur die

Messung storenden Untergrund, eingeschrankt.

NeuereEntwicklungen beziiglich der Nitroimidazole im Bereich der Tumortherapie stellen die bioreduktiven

Orogen dar. Die ausgepragte Toxizitat vieler Nitroimidazole gegeniiber hypoxischen Zellen, die anfangs bei

der Untersuchung der Radiosensibilisatoren als Sekuudiireffekt augesehen wurde, ist bier zu einer der

wichtigsten Eigenschaften im Hinblick auf die Entwicklung neuer Antitumormittel geworden.. Durch die

Konjugation von Nitroimidazolen mit alkylierenden Funktionen wie beispielsweise Aziridin zu

"bifunktionalen" Verbindungen kann die selektive hypoxische Toxizitiit stark erhoht werden [128-130].
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1.9.1 Reduktion nnd Anreicherungsmechanismus

AllephannakologischenEigenschaften derNitroimidazole wie selektive hypoxische Zytotoxizitiil, hypoxische

Radiosensibilisation, Anreicherung in hypoxischen Zellen und die antibiotische Wirkung gegenuber

anaeroben Bakterien werden mechanistisch grundsiitzlich mit der Bildung von reaktiven Intermediaten uber

die Reduktion der Nitrofunktion erkIiirt [21IDl Uberblicks .. 131]. Damit gehoren die Nitroimidazole zur Gruppe

der bioreduktiv aktivierbaren Medikamente, die auch Verbindungen wie Anthracycline, Quinone und

Belomycin beinhalten [132]. Die vollstiindige Reduktion der Nitroverbindungen erfordert 6 Elektronen und

fiihrt bei 2-Elektronen-Recluktionsschritten uber die Nitroso- und Hydroxylaminverbindung zu den

entsprechendenAminen(s. Abb.19-1)[111].

"Reduktasen"

F\NyN--'R
NH,

Oxidischer Leerlaufzyklns

Abb. 1.9-1 Reduktion der Nitroirnidazole

Der wichtigste Schritt fur die selektive Toxizitat in der stufenweise auftretenden Reduktion der

Nitroverbindungen ist die Ubertragung cines Elektrons (R fa) aufdie reduktionsempfindliche Nitrofunktion,

die damit in ein reaktionsfiihiges Radikalanion ubergeht. Fiir dieses Zwischenprodukt eroffnen sich nun

mehrere Reaktionswege, die vom jeweiligem Medium abhangig sind. In der Gegenwart von Sauerstoff als

bestem biologischen Elektronenakzeptor erfoIgt eine sofortige Ruckoxidation (R Ib) 21IDl Ausgangsprodukt,

so daB cine Art "Leerlaufzyklus" (futile cycle) entsteht. Diese Reaktionssequenz fiihrt im Endeffekt zur

vermehrten Bildung von Wasserstoffperoxid, das durch aIlgegenwiirtigePeroxidasen schnell abgebaut wird.

Bei geringen Konzentrationen von Gewebesauerstoff tritt cine Konkurrenzsituation zwischen der

Riickoxidation durch Sauerstoff der nochmaligen Reduktion des Zwischenproduktes zum 2-Elektronen­

Reduktionsprodukt und der Wechselwirkung mit zelluliiren Makromolekiilen auf Durch die Reaktion mit

Biomolekiilen, die auch fur einige weitere Zwischen- und FoIgeprodukte der Nitroimidazole angenommen

wird, kannsich derenWukung in der Zelle entfalten. Grundsiitzlich konnen sich auch aIle Intermediate durch

Fragmentierung oderUmIagerung stabilisieren, was besonders bei 5-Nitroimidazolderivaten beobachtet wird

[133]. So hat beispieIsweise das 4-Elektronen-Reduktionsprodukt Hydroxylaminimidazol (R III) unter

physiologischen Bedingungen nur eine Haibwertszeit von wenigen Minuten [134]. Die daraus erhaltenen
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Folgeprodukte scheinen allerdings fUr die biologische Wirkung der Nitroimidazole, insbesondere der

Anreicherung in hypoxischenZellen,nur einegeringe Rollezu spielen [131].

An dieser Stelleerscheint eine grobe Einteilung des Wrrkmechanismus in zwei Phasen sinnvoll:

1. Phase-R (Ph-R): Reduktionsphase: soli die Reduktion, insbesondere die I-Elektronen-Aktivierung,

beinhalten

2. Phase-W(ph-W): Wechselwirkungsphase: soli die Wechselwirkungdes aktivenIntermediatesbeinhalten

Weder dieFrage nach demwichtigsten, reaktivenIntermediat(Ph-R), noch die Frage nach dessen Reaktion

mit "sensiblen" Biomolekiilen (Ph-W) konnte bis heute eindeutiggeklart werden [133].

Das in Ph-R gebildeteIntermediatwurde zwischen dem 1-Elektronen-(Nitroradikalanion, Ria) und dem4­

Elektronen-Reduktionsprodukt (Hydroxylamin R1II) angeordnet, cia der Zusatz des Hydroxylamins im

Gegensatz zur Nitrosoverbindung (2-Elektronen Reduktionsprodukt R1I) keine toxische Wirkung zeigte

[135] Jedoch konnteauchgezeigt werden,daB Hydroxylaminein neutralem,wiiBrigem Medium instabil sind

und durchaus Addukte mit Nukleophilen bilden konnen [136].. Demnach ist hier auch die Beteiligung

mehrerer Intermediate denkbar, dieje nach Nitroimidazolverbindung wiihrendder Ph-Win unterschiedlichen

Konzentrationen gebildet werden und fur dieunterschiedlichen Wirkungen von verschiedenerBedeutungsind.

Mechanismusder Toxizitiit

Bei der toxischen Wirkung der Nitroimidazole kann zumindest beziiglich deren antibiotischer Wirkung

gegeniiberMikroorganismen die Wechselwirkung eines Intermediates mit der DNA als der entscheidende

Mechanismus in der Ph-W angesehen werden [137]; auch eine Inhihition der DNA-Synthese wird hier

beobachtet [138].. Bei Nitroimidazolenwird ganz allgemein eine Degradierung der DNA gefunden, die auf

ausgelosteEinzel- und Doppelstraugbriichezuruckgefuhrt werden kann und zu einer Destabilisierung der

Helixstruktur fuint.Daher wird auch bezuglichder anderen Wirkungen die DNA ais wichtigstes Ziehnoiekiii

derNitroimidazole angesehen.In diesem Zusammenhang spielenKreuzverbindungen und Einlagerungenbzw.

AnIagerungen als Schiidigungsmechanismus wiihrendder Ph-W keine Rolle. Der Grad der Schiidigung der

DNA kann in erster Linie mit ihrem Anteil an Thymidinnukleotiden und mit der gleichzeitigenFreisetzung

von Thymin bzw Thymidinkorreliertwerden [111,133,139,140]. Ein Zusammenhangzwischen der Bindung

bzw AnIagerung vonNitroimidazol-Intermediaten an die DNA und deren Schadigungbzw. der Zytotoxizitiit

konnte nicht aufgezeigt werden. Daher wird als Mechanismus der Schadigung von einer einfachen

radikalischen Oxidation der DNA durch ein Intermediat wie z.B. das protonierte Nitroradikalanion

ausgegangen, das dabei seibst in das Nitrosoderivat(RII) iibergeht [141].

Dariiberhinauswerden nochweitere Mechanismenzur hypoxischen Toxizitiitdiskutiert, So ist dieKapazitat

des DNA-Reparatursystemsund die intrazelluliire Konzentration von SH-Funktionen(z. B. Glutathion)fur

dieZellschadigungvonBedeutung. Nitroimidazole konnen unter hypoxischenBedingungen wiihrendder Ph­

W iiber zelluliiren SH-Funktioneninaktiviert und damit entgiftetwerden, was wiederum zu einer Abnahme

derGlutathionkonzentration und damit zur Sensibilisierungder Zellegegeniiber anderenEinflussenfiihrt. In

diesem Zusammenhang kann eine Korrelation der hypoxischen Toxizitat der Nitroimidazole mit der

Glutathionkonzentration beobachtetwerden (Glutathion ist ein Tripeptid,des neben der Beeinflussungvieler

physiologischerProzesseaucheinewichtigeRolle sowohl zur Entgiftung als auch im Redoxgleichgewicht der

Zellespielt) [111,137].
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In Verbindung mit Bindungsstudien an Saugetierzellen werdeu nUT etwa 20 % des Nitroimidazoles im

Zellkem 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 wire! bei hoheren Nitroimidazolkonzentrationen eine Zunahme der intrazellularen Ca'-Konzentretion

bis in einenletalen Bereich beobachtet. Auch die Auslosung des progrannnierten Zelltodes (Apoptosis) wird

heute in zunehmendem MaJ3e diskutiert [135].

Oxidische Toxizitiit

Die selektive Wirkungder Nitroimidazole gegenuber hypoxischen Zellen wird dUTCh die Reduktionsphase

(Ph-R) und hier ausschlieJ3lich dUTCh die Reversibilitiit des I-Elektronen-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 fur einige Reduktasen wie der NAD(P)H-Dehydrogenase beobachtet wird [143], zu

einer entsprechenden oxidischen Wirkung fiihren und damit zur Verringerung der hypoxischen Selektivitat

beitragen. Zudem ist auch in Konkurrenz zur SauerstoflTegenerierung bzw. Inaktivierung eine weitere

Aktivierung des Nitroradikalanions dUTCh Redoxenzyme zurn irreversibel gebildetem 2-Elektronen­

Reduktionsprodukt deukbar [144]. Diese Mechanismen sollten gerade fur Gewebe mit hohen

Reduktasekonzentrationen von Bedeutung sein. Die starke Anreicherung von Hypoxietracern in der

enzymreichen Leber, die sich nUT unzureichend dUTCh die Sauerstoffinaktivierung erklaren 1aJ3t, deutet auf

einen solchen enzymatischen Zusammenhang hin [145]. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden,

daB die Nitroimidazolanreicherung auch in normoxischen Geweben wie der Luftrohre und der

Ohrspeicheldriise stattfindet, wobei sie hier mit der Reduktaseaktivitiit des Gewebes korreliert werden kann

[144]. Ebenfalls wird auch fur das Nierengewebe der Maus eine erhohte oxidische Bindungsrate beobachtet

[146]. Grundsiitzlich weisen alle Gewebe, die Nitroimidazolanreicherung zeigen, auch hohe Konzentrationen

an Reduktasen auf [143,144,147]. Dieser Zusammenhang macht die prinzipielle Bedeutung der

Enzymreaktionen fur die oxidische Aktivierung deutlich. Auch die Zunahme der systemischen Toxizitat der

Nitroimidazole mit zunehmendem Reduktionspotential [116,131], die fur die Entwicklung der

Radiosensibilisatoren von entscheidender Bedeutung ist, laJ3t sich entsprechend erklaren.

Im Rahmen dieser Uberlegungen soli die Sonderstellung der hypoxischen Anreicherung beziiglich des

mechanistischen Vergleichs, insbesondere wahrend der Ph-W, zu den anderen Eigenschaften der

Nitroimidazole hervorgehoben werden. Schon aus den obigen Uberlegungen wird deutlich, daB eine

"mechanistischeOptimierung" der aufToxizitiit bernhenden Eigenschaften nUT mit Vorsicht und bedingt auf

die hypoxische Anreicherung iibertragen werden kann. So ist im Hinblick auf die DNA als Zielstruktur deren '

Guanin/Cytosin-Anteil fur die hypoxische Anreicherung von Bedeutung. Hierbei kommt es wahrend der II
Wechselwirkung, im Gegensatz zu den toxischen Untersuchungen, nicht zur Degradierung der DNA Auch

wird dieBindung in deutlichgeringerer Quantitiit beobachtet als die toxische Thymidinfreisetzung [137,142].

FUrdie irreversibleBindung von Nitroimidazolen im Rahmen der Markierung hypoxischer Zellen spielt somit

die Bindung an die DNA nUT 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 hochstens bezuglich der Ph-R zu

beobachten sein (s u.) [148].
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1.9.2 Neuere Entwicldung von Hypoxietracem

Bei der Diskussion der nnterscbiedlichen biologischen Eigenschaften der Nitroimidazole liegt der

Schwerpunkt zum einen anf der Ph-R nnd damitbeim ersten Reduktionsschrittnnd demRedoxpartner, zum

anderen auf der Ph-W nnd damit bei den Mechanismen nnd Produkten der Wechselwirkung. Dies soli im

folgenden fur dieeinzeluenBereichennter Beriicksichtigung der Sonderstellnng der selektiven Anreicherung

in hypoxischen Zellenkurz anfgezeigtwerden

Bei der Radiosensibilisierung erfolgt die Aktivierung der Nitrofuuktion durch freie, mittels Strahlung

(Radiolyse) erzeugterElektronen, dieals solvatisierte Elektronenim wiillrigen Zel1milieu vorliegen. Die Ph-W

wirddurch die effektive Zerstorung von wichtigenZellstrukturen wie z.B. DNA bestimmt. Der Verbleib der

Verbindung in den Zellen nach der Ph-W nnd darnit eine Bindnng an Zellstrukturen ist bier von

untergeordneterBedeutung.

Sowohl die bioreduktive als auch die antibiotische als auch die chemosensibilisatorische Wirkung der

Nitroimidazole sindbeziiglich der Ph-R nnd derPH-W vergleichbar Im Unterscbiedzur Radiosensibilisation

werden die zur Reduktion und Aktiviernng notwendigen Elektronen von Enzymen bzw. biologischen

Redoxsystemen der Zellezur Verfiigung gestelltund auf die Nitrofuuktioniibertragen. Aufgrundder damit

verbundenen WechselwiIkung mitEnzymen wiihrendder Ph-R ist bei diesenbiologischen Eigenschaften mit

einer ausgepriigten Abhangigkeitder Wirkung von der Struktur nnd weniger vom Reduktionspotential zu

rechnen [149].. DiePh-W innerbalb der Betrachtung dieserEigenschaften ist analogzur Radiosensibilisation

Anreicherungin hvooxischenZellenQIxpoxietracer)

Bezuglichdes Reaktionsmechanismus wird auch bei denHypoxietracervon der reduktivenAktiviernngder

Nitroimidazole durchRedoxenzyme ausgegangen. In diesemZusammenhangwurden bisher eine Vielzahlvon

Redoxenzymen wie Cytochrom P-450, Cytochrom P-450 Reduktase, Xanthin Oxidase, NADH­

Dehydrogenase, Dr-Diaphorase, Aldehyd Oxidase undverschiedene Nitroreduktasen diskutiert,die mehr oder

weniger imgesamten Organismus gefunden werden [132,149,150-152] In anaerobenMikroorganismen wird

beziiglich der antibiotischen Eigenschaften die Pyruvat-Ferredoxin Oxidoreduktase als wichtigster

Elektroneniibertriiger angesehen [100].. Neben dem Leerlanfzyklus scheint die ausgepriigte hypoxische

Toxizitiit in diesem Bereich auch auf dem veranderten Reduktionsvermogen der sauerstoffarmen Zellenzu

beruhen. Indiesen wurde eine hohereKonzentrationund Aktivitiit von Redoxenzymen gefunden [147,153].

Demnach ist die Aktivierung zum reaktiven Intermediat auch durch die Beteiligung von verscbiedenen

Redoxenzymen denkbar, die das zuniichstreversibel gebildeteNitroradikalanion (R fa) weiter zum reaktiven

Intermediat (z.B. R ll) reduzieren. Auf die Bedeutung dieser enzymatischen Reaktionen fur die oxidische

Toxizitiit wurdehingewiesen (s. 0.). Folglichist bier, anders als bei der Radiosensibilisation, die Konkurrenz

der Weiterreaktion dutch Enzymegegeniiberder Inaktivierungdurch Sauerstoffzur Erklarung der selektiven

hypoxischenToxizitiitbzw.. Anreichernngvon Bedeutung.

Bei der Diskussion urn die Entwicklung neuer effektiver Hypoxietracer wird im allgemeinen anf die

vielfaltigen Ergebnisse der Untersuchung von Radiosensibilisatoren, Chemosensibilisatoren, etc.

zuruckgegriffen. Gerade die Entwicklnng anf der Grundlage moglichst hoher Reduktionspotentiale~ =

Reduktionspotential des ersten Elektrons bei pH 7) ist von vielen Autoren aus dem Bereich der

Radiosensibilisatoren iibemommen worden [115,116], wobei implizit vorausgesetzt wurde, daB auch die

selektive, irreversible Anreichernng der Nitroimidazolverbindungen in hypoxischen Geweben mit dem
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Reduktionspotentialkorreliert. Ans Tab. 1.9-1 wird dentlich, daB schon nach dem einfachenobigen Modell

prinzipiellnur ein bedingter Vergleich beziiglich der reduktiven Aktivierungder Verbindnngen moglich ist,

wobei Radiosensibilisatoren keine nnd Antibiotika aufgrnnd der nnterscbiedlichen Zelltypen nnr bedingte

Anssagen zulassen

Tab. 1.9-1 Ubertragbarkeit einigerbiologischerEigenschaftender Nitroimiclazole aufderen Anreichernng

Eizenschaft Ph-R Ph-W

Radiosensibilisation - -
Bioreduktion ++ -
Chemosensibilisation ++ -
Antibiotika + -

- -Ph-R: Reduktionsphase, Ph-W: Wechselwrrkungsphase; ++. gut iibertragbar, -: nicht ubertragbar

Aus keiner der betrachteten Eigenschaftenkonnen jedoch Riickschliisse auf die irreversible Anreichernng

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

Intermediaten an den verscbiedenenEffektenbeteiligt [107]. In der weiteren Diskussion soli diese Differenz

in der Ph-W anhand einzelnerUntersuchnngsergebnisse verdeutlichtwerden

ImRahmen von mechanistischenUntersuchnngenkonnte gezeigt werden, daB die irreversibleBindung von

Nitroimiclazolen an DNA, die im Bereich von 20 % lag, fur die Toxizitat nicht ausschlaggebend ist nnd

folglich fur die Anreicherung ein anderer Mechanismus vorliegen sollte [111]. Auch fur 5-Nitroirniclazole

wurdebei 14C-markiertenEdukten beobachtet,daB sich der greBteirreversibelgebnndene Anteil in Proteinen

nnd nichtan derDNAbefindet [154]. Dagegenist sowohl die Zytotoxizitiitals auch die Radiosensibilisation

der Nitroirniclazole auf DNA- Einzel- nnd Doppelstrangbriiche zuriickzufiihren Diese werden nicht dnrch

Anlagernngen, sondem durch eine einfacheRadikaiiibertragnng der Nitroimidazoiintennediateausgelost (s.

0.). Dariiber hinaus konnte fur Misoniclazol eine Abhangigkeit der Zytotoxizitiit von der intrazelluliiren

G1utathionkonzentration beobachtet werden. Beziiglich der Anreichernngbesteht kein solcherZusammenhang

[158]. Zudem wurden fur die Zytotoxizitat nnd die Bindnng nnterschiedliche Abhangigkeiten von der

Sauerstoflkonzentration gefunden. Zeigten Nitroimiclazole bei in vitro Versuchen ab Sauerstoff­

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

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

[107].

Auch aufgrund der mit ihnen verbnndenen diagnostischen Anwendnng nehmen die Hypoxietracer cine

Sonderstellnngein:

1. Der Einsatz von Hypoxietracern erfolgt im aIIgemeinen auf dem n.c.a-Niveau. Dadnrch fallen aile

Wechselwirkungen wag,dieaufderEinwirkung gr6BererKonzentrationenbzw. Stoffinengen beruhen, was

speziell bei den Nitroimiclazolen von Bedeutung ist, Beziiglich der Zytotoxizitiit wurde z.B. ein

nichtlinearerZusammenhang zwischen Wrrkung nndKonzentration(doppelte Konzentration fiihrt zu mehr

aIs doppelter Wrrkung) beobachtet [135], was auf zusiitzliche konzentrationsabhangige Mechanismen

hindeutet. Toxische Effekte werden bedeutungslos,so daB im Gegensatz zu den Radiosensibilisatorendie

Uberschreitung der Blut-Hirn-Schranke erwiinscht ist nnd die Verbindungen eher lipophilen Charakter

aufWeisen sollen.
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GraBere Substanzmengenkonnen zur Aktivierungoder Blockadevon metaboJischen Pfadenfiihren und

darnit eine grundlegendeVeranderung des Zel1milieus und der Zellbiochemie bewirken Daher sind viele

Effukte, die fiir dieChemosensibilisation verantwortJich gemachtwerden, obne Bedeutung. Sowohl mit der

zusiitzlichen Induktion von Hypoxie [131] als auch mit der Induktion oder Hemmung von Enzymen ist

nicht zu recbnen

Weitelhin konnensolcheZellstrukturen bzw.Biomolekiile zu einem GroBteil zur irreversiblenBindung der

Tracer beitragen, die nur in geringen Konzentrationen vorJiegen. Bei geringeren Nitroimidazol­

konzentrationen wurde eine Zunahme dec selektivhypoxischengegeniiberder aerobischenAnreicherung

gefunden [121]. Zudem ist die Absattigung von aktiven Transportmechanismen obne Bedeutung. Dies

kann sowohl flrr die Aufuahme des Tracers in die Zellen als auch fur mit dem Tracer verbundene

Biomolekiile, die aus der Zelle transportiert werden, eine Rolle spielen. Uberdies sollten intermolekulare

Radika1iibertragungsreaktionen und die darnitzusammenhangenden zusiitzlichen Aktivierungenirrelevant

sem.

2 Bei der Betrachtung der Hypoxietracersteht, im Unterscbiedzu allenanderen untersuchten biologischen

Eigenschaften, dec Verbleib des reaktivenIntermediatsnach der Ph-W und darnitdie irreversibleBindung

des Tracers an Biomolekiile im :Mittelpunkt. Daher darf weder eine MetaboJisierung, die zur Abspaltung

des RadionukJides oder zur Inaktivierung des Nitroimidazoles :fiihrt, auftretennoch eine Fragmentierung

des reaktiven Intermediats stattfinden. Zudem muB eine irreversibleBindung an solche Biostrukturen

erfolgen, die in der Zellefixiert sind bzw. die Zellmembran nicht iiberwindenkonnen,

3 Die irreversible Bindung an Biomolekiile soli ausschIieBIich iiber die Nitrofunktion erfolgen, wodurch

sowohl dieselektiv hypoxische Anreicherung alsauch die Quantifizierungder Messung gewiihrleistet sind.

Dariiber hinaus sind aktive Transportmechanismen zur Erhohung der intrazelluliiren Konzentration

natiirJich erwiinscht

Entwicklung von Hll20xietracern

Stand bei friiheren Untersuchungen der Nitroimidazole das Reduktionspotential (E.J) der Verbindungen im

:Mittelpunkt [156,157], so wird heute die Rollevon Redoxenzymenimmer deutJicher [153] (s. 0.) Auch im

Bereich der antibiotischen Wirkung wird die Artund Aktivitiitder Nitroreduktaseneines :Mikroorganismus

alsentscheidend fnrdieWtrksamkeit angesehen [158]. Oller die Erhohung des Reduktionspotentialskonnten

zwar bei in vitro Experimenten deutJiche Verbesserungen, besonders der radiosensibilisierenden

Eigenschaften, erzielt werden, die allerdings aufgrund der anch stark zunehmenden oxidischen in vivo

Toxizitat keine klinische Bedeutung erlangen konnten. Mit zunehmendem~ nimmt die metaboJische

Reaktivitiit und damit die Wahrscheinlichkeit der Reaktion mit anderen biochemischen Verbindungen als

Sauerstoff(Leerlaufzyklus) zu, so daB gleichzeitigdie selektivehypoxische Anreicherungverringert und die

oxidische Toxizitiit erhohtwerden. Weiterhin fiihrt diezunehmende Reaktivitiitder Intermediatezu geringeren

in vivo Stabilitiiten und erhOhten MetaboJisierungsraten [159]. Entsprechende Struktur-Aktivitiits­

Beziehungen zeigen mit ansteigendem~ eine Zunahmeder RadiosensibiJisation, dec aerobenund anaeroben

Zytotoxizitiit und der Mntagenitiit. Bei anaeroben :Mikroorganismen wurde sogar eine Abnahme der

antibiotischen Effuktivitiit mit zunehmendem~ beobachtet [160]. Entweder wird bier durch die zusiitzliche

Aktivierung ein anderer Reaktionspfad mit weniger toxischen Intermediaten beschritten oder aber die

1ntennediatesind so reaktiv, daB sieschonvon "unwichtigen" Zellstrukturen ahgefangenwerden konnen, Dec

Verbesserung decPh-R stehtoffensichtJich eine erheblicheVerschlechterungder Ph-W gegeniiber.Daher hat
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sich im Bereichder Hypoxietracer in erster Nsherung das Reduktionspotentialdes 2-Nitroimidazolderivates

Misonidazol mit -398 mV als praktische Grenze erwiesen [159,161], obwohl erst ab einem Ej von etwa

-300 mV eine stark reduzierte in vivo Aktivitiit beziiglichder Radiosensibilisation und der bioreduktiven

Eigenschaften gefunden wurde. Trotzdemerscheint einigen Autoren die Variation des Reduktionspotentials

durch die 4-Substitution von 2-Nitroimidazolen als geeignet,um Zll besseren Hypoxietracem zumindest fur

bestimmte Auwendungsbereichezu gelangen [127,162]..

1m allgemeinen scheint jedoch bei der weiteren Entwicklung sowohl fur die optimale, selektiv reduktive

Aktivierung der Verbindungen (ph-R) als auch fur die Reaktion der Intermediatemit Zellstrukturen(Ph-W)

die schwierigere sterische und elektronischeAbstimmung auf entsprechendeEnzyme und Zielmolekiile am

etfolgversprechendsten Zll sein [150].. In diesemZusammenhangsollte die Bevorzugung bestimmter,fur die

Wirkung verantwort1icher Reaktions- und Stoffwechselpfade iiber gezielte strukturelle Veranderungen

moglich sein. Fur diese Entwicklung ist das Wissen iiber Art, Vorkommen und Konzentration der

entsprechenden Redoxenzymein hypoxischen Tumorenund anderen Geweben und derenBedeutung fur die

Aktivierung der jeweiligen Nitroverbindung einerseits,und das Wissen iiber die Auteile der versehiedenen

reaktiven Intermediateund deren Bindungsmechanismenan Zellstrukturenandererseits von entscheidender

Bedeutung [143,149,153,163].. Abgesehen vom Vergleich der 2- und 5-Nitroimidazoleliegen bier in der

LiteraturkaumDatenvor. Weiterhin darfnaturlich die Pharmakokinetik,die maBgeblich iiber Parameterwie

den Verteilungskoeffizienten und den pKa bestimmt wird, nicht unberucksichtigt bleiben [161].

1.9.3 Nitroimidazo1e als Hypoxietracer in der nuklearmedizinischen Diagnostik [164]

Die Sauerstoffversorgung vonZellen ist fUr diemeistenmenschlichen Gewebe von entscheidenderBedeutung.

Die Verminderung der Sauerstofikonzentration kann, je nach AusmaB und Dauer, von der Verminderungder

Zellfunktionen, iiber eine grundlegende Umstellungdes Zellstoffwechsels (Hypoxie), bis bin zum Zelltod

(Nekrosis) fiihren. Folglich spie1t die Kenntnis des SauerstoflPartialdrucks (pO,) der Gewebe in vielen

Bereichen der Medizin eine entscheidendeRolle.. Neben der oben ausfiihrlich dargestelltenProblematikder

Tumortherapie (s. 1.8) sind bier fur den diagnostischen Bedarf die Bereiche Herz und Him Zll nennen

Allgemeinist in diesem Zusammenhang sowohl die akute Diagnose mit der Lokalisation des hypoxischen

Zentrums undderUnterscheidung von nekrotischen und lebensfahigen Bereichen als auch dieFriiherkennung

solcher Bereiche mit der Moglichkeit, die Organfunktion durch friihzeitige Intervention zu erhalten, von

groBer Bedeutung. Fur einige Hypoxietracer konnteim vork1inischen Stadium sowohl bei in vitro als auch bei

in vivo Experimenten ein grundsatzliehes diagnostischesPotential unter definiertenBedingungen aufgezeigt

werden Trotzdem muB der Nutzen und die Aussagefiihigkeit dieser Methode noch unter weniger genau

definiertenk1inischen Bedingungen demonstriertwerden [164,165].

Herz

Gerade beimakutenHerzinfarl<t spie1t dieschnelleUnterscheidungvon hypoxischem bzw. ischiimischem und

nekrotischem Gewebe k1inisch eine wichtige Rolle. Die heutigenHypoxietracer er1auben aIlerdings erst eine

Messung nach friihestens 2 h, so daB nicht ein Bild der momentanen Situation, sondem nur eine integrale

:Messung moglichist [164]. Da sowohl die Anreicherungin hypoxischen und normoxischen Zellenals auch

diePlasmaha1bwertszeit einesTracers mit zunehmenderLipophilie ansteigt, konnen bessere Auflosungennur
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mit lipophilen Hypoxietracem in Verbindung mit Iangeren Inkubationszeiten erreicht werden [200]. Dariiber

hinaus ist die starke Leberanreicherung gerade bei Herzmessungen als storender Untergrund besonders

problematisch.

Him

Fiir die Himdiagnostik sind zwei Situationen von Bedeutung, die mit FIowtracem nicht zuganglich sind. Zum

einen soli,wie beim Herzen, hypoxisches, aberlebensfiiliigesund nekrotisches Gewebe unterschieden werden;

zum anderen soll der Grenzfall der "ischemic penumbra" diagnostiziert werden konnen. Bei der "ischemic

penumbra" handelt es sich um eine Versorgungssituation nach einem Schlaganfall, bei der zwar die

Funktionalitiit des Gewebes anfrecht erhalten werden kann, langfiistig aber irreversible Schaden zu erwarten

sind [164]. Bei der Konzeption von Himtracem muB die Blut-Him-Schranke beriicksichtigt werden

Die Tragweite eines allgemein anwendbaren, diagnostischen Vetfahrens zur quantitativen Bestimmung von

Gewebe-pfz, kann nicht iiberschiitzt werden Trotzdem ist die klinische in vivo Bestimmung von paz bis

heute problematisch [105,126,164].

Zur klinischen Routineanwendung sind in diesern Bereich Verfahren zu bevorzugen, die eine einfache,

schnelleund nicht-invasive Anwendung eriauben und damit zu Reihenuntersuchungen geeigoet sind Daher

bietet sich der Einsatz der tomographischen Vetfahren SPET und PET an. Speziell 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 iiber den Erfolg einer Therapieform

Bei der allgemeinen Bestimmung von Gewebe-po, gilt fUr den Hypoxietracer, daB hohe difl'erentielle

Bindungsraten in Verbindung mit moderaten Clearanceraten und einer schnellen Gewebeverteiiung eine

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

Messungen sind sowohl beirn Einsatz kurzIebiger Radionuklide (PET) als auch bei der Diagnose akuter

Zustiinde wichtig [164]. Ein idealer 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

- irreversible Bindung an Biomolekiile zu Verbindungen, die die Zellmembran nicht passieren k:<lnnen

- ausschlieBliche und quantifizierbare Abhiingigkeit der Bindungsrate von der Sauerstoffkonzentration

wiibrend der Inkubation (speziell zur Tumordiagnostik: Bindungsrate proportional zur radiobiologischen

Resistenz des Gewebes)

- mitdere Verteilungskoeffizienten, die sowohl die schnelle Verteilung innerhalb aller Gewebe als auch eine

adiiquate Clearancerate zur entsprechenden Verminderung des Untergrundes ermoglichen

- einfache Markierung mit SPET- bzw PET- Radionukliden mit hohen spezifischen Aktivitiiten

Hypoxietracer

1979 wurden die bis dahin als Radiosensibilisatoren eingesetzten Nitroimidazole erstmals von Chapman zur

Anwendung als Hypoxie-Marker vorgeschlagen und 1981 mittels [14C]Kohienstoffmarkiertem Misonidazoi
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erfolgreich getestet [107,120] Misonidazol wurde als Leitsubstanz dieser Verbindungsldasse ausgiebig

untersucht und erfiillte dabeiim grollen und ganzeu die oben gestelltenAnforderungen, Es wird mit zellularen

Makrostrukturen konjugiert, wobei diese Konjugatemit einer Halbwertszeitvon etwa 50 h ausgewaschen

werdeu. DaMisonidazol selbst mit einerHalbwertszeitvon 0,7 h aus dem Organismuseliminiertwird, kann

nach etwa 7 - 12 heine maximaleAuflosung erreichtwerden Die Bindung ist umgekehrt proportionalzur

lokalen Sauerstoffkonzentration [146,167] und unabhangig von der Konzentration andererBiometaboliten

und Nahrstoffe, so daB grundsatzlich quantitative Messungen moglich sind [107]. Die Bindung setzt bei

einem p02 von < 10 mm Hg ein [98] und erreicht ihren Halbmaximalwert (K,.) je nach Gewebe bei

Sauerstofikonzentrationen von 1 - 5 mm Hg (1000 - 6000 ppm) [164]. Zum Vergleich liegen in gesunden

Gewebeu iiblichep02von 15-70mmHg vor, wobei auch in geringemMane extremeWerte von 1,5 oder 90

mm Hg erreicht werden konnen [168] Dagegen erreicht der radiobiologische Sauerstoff-Effekt, bei dem

Sauerstoff als Radiosensibilisator angesehen wird, mit zunehmendem p02 bei etwa 4 mm Hg seinen

Halbmaximalwert, um nach steilem Anstieg bei etwa 20 - 25 mm Hg in ein Plateau uberzugehen

[93,105,164]. Dahersollte derp02 durchMisonidazolderivate grundsiitzlich im strahlenbiologisch relevanten

Bereich bestimmbar sein. Mit pH]- und [14C]Misonidazol konnte sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt

werden, daB die quantitativeBestimmungvon Gewebep02 grundsiitzlich moglich ist, wobei die hypoxische

Anreicherung eine starke Abhangigkeit vom jeweils betrachteten Gewebe aufweist [146,167]. Mit

Fluormisonidazol als Hypoxietracer konnte eine fur die Strahlentherapie relevante Bestimmung der

Tumorhypoxie in vivo durchgefiihrt werden [106]

Diese vielversprechenden Ergebnisse haben dazu gefiihrt, daB bisher, aogesehen vom Fluormetronidazol

[169], einigen Technetium-4-Nitroimidazolkomplexoo [170] und einigen Kohleuhydratderivaten [171],

ausschlieBlich dem Misonidazolanaloge2-Nitroimidazolderivate als Radiohypoxietracer eingesetztworden

sind [126,164].. Alle4- und 5-Nitroimidazolderivate scheinenals Hypoxietracer ungeeignetzu sein.

SPET-Hvnoxietracer

Zur Markierungvon Hypoxietracern wurden neben dem ["""'Tc]Technetium auch Radioiod und Radiobrom

verwendet, ZumVerstandnis derbioehemischen Eigenschaften sind die Verteilungskoeffizienten P der Tracer

vonBedeutung. Daherfindetsich in Tab. 1.9-2 eineZusanunenfassung der P der wichtigsten Verbindungen

etracerNi . idazolhPOzienten ctano asser eimaer ItrOlJDl ~vnOXI

Verbindung P Literatur

Misonidazol 0,41 81

Iodvinylmisonidazol 2,52 81

Fluormisonidazol 0,4 81

4-Bronnnisonidazol 2,87 172

IPENI 694 173

5'-IAZR. 2,1 174

5'-lAZA 4,98 175

IAZP 0,9 164

FIAZP 6,3 176

Tab. 19-2 Verteilungskoeffi .

IPEN!: 1-[2-(2-Iodphenoxy)-ethyl]-2-nitroimidazol, 5'-IAZR: 1-(5-Iod-5-deoxy-p-D-nbofuranosyl)-2-nitroimidazol,
~-IAZA: 1-(5-Iod-5-deox-y-p-D-arabinofuranosyl)-2-nitroimidazol, IAZP: 1-(4-Iod-4-deoxy-P-L-xylopyranosyl)-2­
nitroimidazol, FIAZP: 1-(2-Fluor-4-iod-2,4-deoxy-p-L-xylopyranosyl)-2-nitroimidazol
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AIle Hypoxietracer weisen mehr oder weniger die fur MisonidazoI 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 Haibwertszeit im Minutenbereich und einer Iangen

HaIbwertszeit im Stundenbereich beobachtet.

-Radiobrom

In diesem Zusarnmenhang wurde MisonidazoI direkt am Imidazoikem radiobromiert. Das erhaltene

4-Radiobrom-MisonidazoI ist aber aufgrund der in vivo instabilen Radiobrombindung, die zu einem hohen

Untergrund fiihrt, aIs Hypoxietracer ungeeignet [172].

-Radioiod

Die Radioiodverbindungen konnen grob in zwei Gruppen unterteilt werden Zum einen die relativ groBe

Gruppe der Kohlenhydratanaloga, zum anderen die mit einem "MarkierungsteiI" verseheuen

Misonidazolanaloga

I
OR

JodvinyJmjsonidazol

Misonidazolanaloga

Das IodvinyImisonidazoI ist das in diesem Zusarnmenhang am

meisten getestete Misonidazolanalogon.. Es weist eine hohere

Lipophilie aIs MisonidazoI (s. Tab 1.9-2) auf und ist

erwartullgsgemii13 gegeniiber derin vivo Radiodeiodierung stabil.

Der Tracer wird iiber eine elektrophile Demetallierung aus dem

TributyIstaunylvorIiiufer in gnten 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 ausfiillt als beim F1uormisonidazoI

[81]. Bei Tierexperimenten (Hund) zeigte sich die iibliche Anreicherung in Leber-, Nieren- und

Lungengewebe. Dariiber hinaus konnte in diesem in vivo Modell gezeigt werden, daB IodvinylmisonidazoI

grundsiitzlich zur Myocarddiagnostik geeignet ist. AIIerdings wird nur eine qualitative Beziehung zwischen

dem BluttluB und derIodvinylmisonidazolanreicherung mit einer starken Abhangigkeit von derGewebeart

gefunden. Ansonsten sind die erhaltenen Ergebnisse in gnter Obereinstinnnung mit analogen

FIuormisonidazoluntersuchungen [177].

A1s weitere Misonidazolanaloga sind das 1[2-(2-Iodphenoxy)-ethyI]-2-nitroimidazoI (IPENI)und das 2-(2­

Nitroimidazol-l-yi)-I -(3,5-diiod-4-hydroxyphenyI)ethanoI (DiindhydroxyphenyI-Misonidazol) zu nennen

I
Diiodhydroxyphenyl-Misonidazol

IAzAcN

I

OR

OR

Auch wenn beide MolekiiIegnt markierbar und gegeniiber der in vivo Deiodierung stabil sind, wird bei ilmen
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beziiglich der in vivo Anreicherung nur ein TumorfBlutQuotient < 1 beobachtet [173,178]. Zudem wird eine

hohe Plasmaproteinbindung und eine geringe Abhiingigkeit der zellularen Bindung von der

Sauerstoftkonzentrationgefunden [175]..

Dariiberhinaus wurdeein2-Iodethoxyderivat des Azomycins (IAzAcN) als Hypoxietracervorgestellt In einer

direkten "Radioiod gegen Iod"-Austauschreaktion konnte die Verbindung in RCA von 80 % mit [125IJIOO

markiert werden. Bei in vivo Untersuchungen im Mausmodell werden sowohl eine iiberraschend geringe

Deiodierung (0,6 % ID) als auch eine signifikanteAufualune im Tumorgewebegefunden [78].

Kohlenhydratanaloga

Aufgrund der schlechtenHypoxietracereigenschaften des IPENI wurden Nitroimidazolemit Kohlenhydraten

konjugiert DadurchsolltedemHypoxietracer die Anreicherung im Tumor durch aktiven Transport erleichtert

und gleichzeitig eine geringere Lipophilie erreicht werden. Bin zentraIes Problem dieser Konjugate ist die

Markierung Zll in vivo stabilen Radioiodverbindungen. So weist das schon 1986 vorgestellte Radioiod­

azomycinribosid IAZR zwar eine hohe Affinitiit Zll Nukleosid-Membran-Transportern und eine bedeutend

hohere Bindungsrate in hypoxischen Geweben auf als Misonidazol, zeigt aber aufgrund der einfachen

Radioiod-Kohlenstoffbindung Deiodierung in vivo [164,174]. Allerdings wurde angenommen, daB die

Deiodierung nicht direkt am IAZR, sondern erst nach einer enzymatischen Spaltung der Glykosidbindung

ablauft. Folglich sollten gegeniiber der Glykosidspaltungstabilere Kohlenhydratanaloga auch eine h6here

Stabilitiitbeziiglich der in vivo Deiodierung aufweisen Das entsprechende P-Anomer IAZA zeigt jedoch bei

sonst iihn1ichem Tumorhindungsverhalten nur eine etwas geringere Deiodierung [175] Bei

Hwnanuntersuchungen konnte grundsiitzlich die MOglichkeit zur Bestinnnung der Tumorhypoxiemit IAZA

alsHypoxietracer demonstriert werden. BeieinerEliminationshalbwertszeitvon 9,8 h wurden nach etwa 20 h

Tumorbilder erhalten[174]. In einerin vitro Studiewurden, abgesehen von einem unvorteilhaften Anstieg der

Schilddriisenaktivitiit, ahnliche Bindungsmuster und Sauerstoffabhiingigkeiten gefunden wie beim

Misonidazol [179].

I

IAZA
I, -- / \

eli, 0 NvN
~~~ I
'r---Y NOz

HO

IAZPF\

v-:~~yN
"j---V NOz

HO

FIAZP F\

V-;"YyN
"j---V NOz

HO

WeitereVerbesserungen der in vivo Stabilitatenkonnten durch die direkteEinfiihrung des Radioiods in einen

Pyranosering beim lAZP erreicht werden. Die gleichzeitigeFluorierung der 2-Position der Pyranose beim

FIAZPfiihrt im Vergleich zum IAZP zwar nicht zur erholRenverbesserten in vivo Stabilitiit,ermoglicht aber

grundsiitzlich bei entsprechender Markierung einen Vergleich von PET- und SPET-Studien. Die hohere

Lipophilie von FlAZP, verglichen mit IAZP (Tab. 1.9-2), bedingt bei gleicher Anreicherung eine langere

Eliminationshalbwertszeit und damit eine schlechtere Auflosung, Auff"allig ist die relativ hohe

Leberanreicherung des FlAZP im Verglich Zll anderen Tracern. Grundsiitzlich wird jedoch fur beide

Verbindungen eine gute hypoxische Tumoranreicherungin vivo und in vitro beobachtet [176,180]..
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PET-Hypo:xietracer

Fur [l8F]Fluonnisonidazol (['"F]-Miso) als PET-Hypoxietracer sind bisher die meisten Untersuchungen

durchgefiihrtworden. Trotz vergleichbarer in vivo Charakteristiken von F-Azomycin und F-Metro mit F-Miso

konnte mit diesen Tracem keine ausreichende Anreicherung in hypoxischem Gewebe erreicht werden [169].

F\
N~ N~F'1: F-Acomycin

2

F\ OR

NY~'
NO F-Miso

2

d
F

/ \ OR

N:::::-",N~N'1: FMe-RSU-1069
2

Abgesehen von der um den Faktor 2 - 3 stiirkeren Anreicherung in den Nieren und der Leber zeigt F-Miso ein

ahnliches in vivo Verhalten wie das Misonidazol. Bei gleichen Plasmahalbwertszeiten wird fur F-Miso

allerdings eine etwas geringere Tumoraufnahme gefunden [172,181]. Das Bindungsverhalten von F-Miso,

insbesondere die Abhangigkeit von der Sauerstofikonzentration und der Zelllinie, stinnnt mit dem von

Misonidazol iiberein [182].

['"F)-Miso konnte erst nach groBen anflinglichen Schwierigkeiten [184] sowoW durch eine 2-Stnfeureaktion

iiber das ['"F]Epifluorhydrin innerhalb von 45 min mit 40 % RCA [185] als auch durch eine direkte

Radiofluorierung des Toluolsulfonsaure- bzw. des Methansulfonsaurederivates 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 vitro 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 [l8F]-Miso grundsatzlich geeignet ist,

nach einem Infarkt solche hypoxischen Herzbereiche aufzuzeigen, die lebensfiihig 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 Inkubatiooszeit einen TumorlPlasma Quotienten > 1,4 aufwiesen, als hypoxisch definiert. Eine

Korrelation des Anteils dieser Bereiche mit der Strahlenresistenz und darnit mit der Hypoxie konnte aufgezeigt

werden, so daB das Verschwinden dieser Bereiche wiihrend einer fraktionierten Strahlentherapie die

Reoxygenierung des Tumors und darnitdas Ansprechen der Therapie anzeigen konnte [106,190,191]

Neuerdings wird das ['"F]FMeRSU-I069 in Anlehnung an

die bifunktionellen bioreduktiven Verbindungen als PET­

Hypoxietracer vorgescWagen. Die Verbindung kann mit

einer RCA von 16 % erhalten werden. Weitediihrende

Studien Iiegen allerdings noch nicht vor [192].

Die physiologischen Eigenschaften der Misonidazol­

analoga, insbesondere die Plasmahalbwertszeiten im

Stundenbereich, eIfordern entsprechende Wartezeiten bis zur Einstellung verniinftiger TumorlBlut­

Quotienten. Die zur Inkubationszeit proportionale Auflosung der Messung ist somit bei PET-Messungen mit

['"F)-Miso durch die Halbwertszeit des ['"F]Fluors begrenzt. In neueren Ansatzen soll dieses Problem durch
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die Veranderungdes Reduktionspotentials und der Lipophiliedes Tracers angegangenwerden [162,193].

RadiometaBkomplexe der Nitroimidazole aIsHypoxietracer

JmHinblick auf dieMarkierung von Nitroimidazolen zu SPET-Tracem ist die Bildung von Metallkomplexen

mit Radiometallen von lnteresse. Diese sind im allgemeinen unter den sauren, reduktivenBedingungen der

hypoxischen Zelleninstabil, so daB die Metalle zu ihrer elementaren Form reduziert werden sollten. Fiir die

hypoxische Anreicherung konnte demnach durch den Einsatz von Nitroimidazol-Metall-Komplexen ein

weiterer Anreicherungsmechanismus ausgenutzt werden. A1Jerdings wurden Metallkomplexe mit direkter

Nitroimidazol-Bindung bisher nur als Radiosensibilisatoren eingesetzt [194].

Bei den:Metallradionukliden kommt dem r""'Tc]Technetium eine besondereBedeutung zu. Technetiumkann

zwargrundsiitzlich direkt mit lmidazolen koordiniertwerden, wobei aber nur relativ instabile Verbindungen

entstehen, die in wiiBrigen Losungen einer schnellen Hydrolyse unterliegen. Nitroimidazolkomplexe mit

direkter Tc-Nitroimidazolbindung sind nicht bekannt, so daB dieser Weg fur Nitroimidazol-Tc-Komplexe

weniger geeignet zu sein scheint [195]. Beim Ru konnten durch die Ergiinzung von zusiitzlichen

komplexierenden Gruppen am Nitroimidazolkernstabile Verbindungenerhalten werden [196].

Einige indirekte Nitroimidazol-:Metallkomplexe, bei denen das Nitroimidazol mit komplexbildenden

MolektUenkonjugiert wird, sind als Hypoxietracer vorgeschlagen und getestet worden. So konnten Komplexe

mit 67Ga und 111ln erhalten werden, die allerdingskaurn eine Anreicherung in hypoxischen Geweben bzw

Tumorenzeigten [197].

Yom Technetiumsind in diesem Zusanunenhang bisher 3 mit r""'Tc]Tcmarkierte Komplextypen bekannt

geworden:

a) Tc-BATO-Nitroimidazolkomplexe

b) Tc-PnAObzw. Amido-Tc-PnAO-Nitroimidazolkomplexe

c) Tc-Schiff'scheBase-Nitroimidazolkomplexe
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r""Tc]TcO(PnAO)-Nitroimidazolkomplex angeboten[164].

Marker fiir hypoxische Zellen in Verbindung mit anderen Verfahren

AuBer PETund SPET, denen radioaktiv markierte Verbindungen zugrundeliegen,finden sich in der Literatur

hauptsachlich noch drei weitere Verfahren zur Abbildung hypoxischer Zellen, die von entsprechenden

nitroaromatiseben Verbindungen ansgehen, Diein diesem Zusammenhang wichtigstenVerbindungen sind die

unten aufgefiihrten Nitroimidazolderivate Dabei sind KU-2285 und seine Derivate nur von theoretischem

Interesse, da dieseVerbindungen bisher nur als Radiosensibilisatoren getestet worden sind [202,203].

NO,

H F, F\
N~

CF,

CCI-103F NO,

H

TF-Mso
% H

F, ~ ~

F
NO, ° KU-2285

Bei der "'F-NMR-Spektroskopie wurden die 2-Nitroimidazolderivate Bis-trifluormethyhnisonidazol

(CCl-I03F), Fluormisonidazol und das Trifluormethyhnisonidazol (TF-Miso)erfolgreich eingesetzt. Nach

24 h ist diegesamte ungebundene Substanz ausgewaschen, so daB die hypoxischen Bereichedann detektiert

werden konnen Die Anreicherung der fluorlerten Verbindungen stimmt mit der vom radiomarkierten

Misonidazol gut uberein Das Verfahren ist allerdings durch die Toxizitat und der damit verbundenen

Maximalkonzentration der Nitroimidazoltracer begrenzt. Uberdieswird eine Defluorierung des CCI-I03F

beobachtet[117,204,205].

Bei der zweiten Alternative handelt es sich urn die F1noreszenzanalyse. Hier werden unter definierten

Bedingungen fluoreszierende Tracereingesetzt,die man durch Konjugation der Wirkstoffe mit entsprechend

fluoreszierenden Molekiilen erhiilt Als Fluoreszenzmarker fur hypoxische Zellen wurden neben vielen

aromatischen Nitroverbindungen mit Eigenfluoreszenz [206] auch entsprechende Konjugate des

2-Nitroimidazoles eingesetzt [207,208]. Hierbei ist die Anderungder definierten Fluoreszenz des Tracers nach

der Reduktion unter in vivo Bedingungen problematisch. In diesem Zusammenhang wurde auch eine

reduktive in vivo FIuoreszenzaktivierung der Tracer untersucht Hier ware ein st6render Untergrund der

Muttersubstanzausgeschlossen, so daB eine hohe Auflosung schon nach kurzen lnkubationszeiten erreicht

werden konnte DieFIuores:zenzanaiyse ist zwargrundsiitzlich fur in vivo Untersuchungen geeiguet, wird aber

durch die Verfugbarkeit geeigueterFrequenzendes Anregungslasers eingeschrankt [209].

Dariiber hinaus wurdeeineDetektion vonhypoxischen Zellenauf der Basis von monoklonalen Antikiirpem

[210,211] und dureb immunobistochemischeVerfahren in Verbindungmit einerAuswertungsowohldurch

Autoradiographie [212] ais auch durch Fluoreszenz [213] vorgestellt. Auch ein entsprechender ELISA

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) wurdeentwickelt [214]. AlldieseVerfahrenwurden ausgehendvom

Bis-trifluormethyhnisonidazol (CCI-I03F) erarbeitet
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2. Problemstellung

JmRahmen dernuklearmedizinischen Diagnostik steht mit den Nitroimidazolen (Nl) eine Verbindungsklasse

zur Verfiigung, die als Hypoxietracer prinzipiell eine nicht-invasive Diagnostik von hypoxischen Geweben

und deren Unterscheidung von nekrotischen Bereichen erlanbt. Mit Misonidazol als Leitsubstanz konnte

mittels antoradiographischer Studien grundsatzlich die Eignung dieser Verbindungsklasse zur Entwicklung

eines MeBverfahrens zur quantitativen Bestimmung des Sauerstoffpartialdrucks (P0z) in Turnoren, Herz und

Him aufgezeigt werden Auch fUr die Emissionstomographie (pET und SPED wurden Hypoxietracer fnr

diesen Zweck vorgeschlagen und getestet. Eine diagnostische Routineanwendung zur Auswahl einer

geeigneten Therapieform in diesen Bereichen steht jedoch bis heute nicht zur Verfugung,

JmRahmen dieser Arbeit sol1tenneue 123I-markierte Hypoxietracer auf der Basis von NI, insbesondere dem

2-Nitroimidazol (2-Nl) fur SPET-Untersuchungen entwickelt werden Hierbei war vor allem die Konjugation

dieser Basisverbindungen mit Arninosiiuren vorgesehen, die mit Radioiod zu in vivo stabilen Verbindungen

markierbar sind. Als Radioisotop fUr die Synthese und Optimierung sol1tezuniichst anste11e des [123I]Iod das

[l31I]Iod verwendet werden, da es eine giinstige Halbwertszeit in Verbindung mit einer meBtechnisch

vorteilhaften Strahlenemission anfweist und kommerzie11 kostengiinstig erhaltlich ist.

Fiir die einzelnen Hypoxietracer sol1ten geeignete Markierungsvorliiufer und entsprechende

Standardverbindungen synthetisiert werden. Es war die Ausarbeitung einer praktisch triigerfreie (n.c.a.)

Markierung und die Optimierung deren Reaktionsparameter geplant. Hierzu sol1ten eine leistungsfahige

Reioigung und Trennung derMarkierungsprodukte unter Einsatz der HPLC erarbeitet und optimiert werden

SchlieBlichwar die Uberfuhrung der Tracer in eine applizierbare Form vorgesehen, urn pharmakokinetische

Organverteilungsstudien am Tiermode11 vornehmen zu konnen.

Zunachst sol1te der N-[2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl]-p-p31I]iod-D,L-Phenylalaninmethylester

(
13lI-P2Nl-Me), ein Konjugat von 2NI mit Phenylalanin synthetisiert werden .. Hierbei waren prinzipie11 zwei

Radiosynthesewege moglich, Zumeinen war cine Markierung ansgehend Yom synthetisch leicht zuganglichen

N-[2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl]-p-brom-D,L-Phenylalaninmethylester (Br-P2NI-Me) durch Cu(I)­

katalysierten "Brom gegen Radioiod"-Austansch denkbar. Zurn anderen konnte altemativ die

Ioddemetallierung ausgehend von der Tributylstannylverbindung versucht werden, bei der durch die

elektrophileDestannylierung cine einfache regioselektive Radioiodierung moglich ist. Nach der erfolgreichen

Durchfiihrung einer Marlcierungsmethodesol1tendie Markierungsparameter optimiert und schlieBlich aoband

der ermittelten Pharmakokinetik und der in vivo Stabilitiit der Verbindung gegeniiber der Deiodierung eine

Optimierung derphatmakologischen Eigenschaften durch entsprechende funktionale Veriinderungen erreicht

werden. Auch die durch diese Uberlegungen erhaltenen neuen Verbindungen sol1ten markiert und ihre

pharmakokinetischen Daten bestimmt werden.

Als weiterer Ansatz war die Radioiodierungdes Tyrosinanalogen a;-Methyl-N-[2-(2-Nitroimidazol-l-yl)­

acetyl]-3-[131I]iod-L-tyrosinmethylesters durch direkte elektrophile Substitution geplant. Auch hier war nach

der Syntheseoptimierung und Aufarbeitung die Bestimmung der Pharmakokinetik und derin vivo Stabilitiit

der Verbindung gegeniiber der Deiodierung vorgesehen. Aufgrund der pharmakokinetischen Daten sol1te

gegebenenfalls cine Variation der Struktur vorgenommen werden.
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3. Ergebnisse nod Diskussioo

3.1 Theeretisehe.. "'--"Sat< zur Syntheseplanung der Nitroimidazo!trace..

In clieser Arbeit bestand clie Aufgabe darin, neueNitroimidazolderivate zu synthetisieren, clie sich aufgrund

ihrer physikalischen, chemischen und biochemischen Eigenschaften zur Radiodiagnostik von hypoxischem

Gewebe eignen sollten. ZurKonstruktion soIcher Verbindungen wurdenclie geforderten Eigenschaften jeweils

auf verschiedene molekulare Struktureniibertragen, wobei sich ein zusarnmengesetztes ZieImolekiil ergibt.

HierausliiJlt sich des in Abb. 3.. 1-1 aufgefiihrte, allgemeine modellhafte Bild einesZieImolekiils ableiten.

(spezifische biochemische
Reaklion)

Akkmnulationsteil
Markierungsteill------+ 1------+

(Radionuklid)

Modifikator

(Lipopbilie, Phannakokinetik)

Abb.3.1-1 Modell eines Radiotracers

FoIglich kann man sich des ZieImolekiil aus foIgenden Elernenten zusarnmengesetzt denken:

A: AkkumulationsteiI

Diese Strnktureinheitist der eigentliche Wirkstoff, von dem bei der Konstruktion ausgegangen wird und

dessen hiochemischeEigenschaften hekanntsind.Es sollteeinemoglichstspezifische biochemische Reaktion

bzw. Akkumulation innerhalb bestimmter Gewebe aufueten. Weiterhin sind chemische Funktionen

erforderIich, die des Verkuiipfen mit den anderen Komponenten, oImeeineEinschriinkung der erwunschten

biochemischen Reaktionen, eriauben.

ImFall der Hypoxiemarker handelt es sich hierurnNitroaromaten, wobei sichNitroimidazole aIsbesonders

geeignetherausgestellt haben. In clieser Arbeitwird des 2-NitroimidazoI aIs Akkumulationsteil verwendet.

B: MarkierungsteiI

Der Markierungsteil stellt clie zur Detektion des Tracers erforderliche Strnktureinheit dar.. Je nach

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

beispieIsweise

- urn ein radioaktives Isotop oder einen einfachen marlcierbaren Molekiilteil fUr PET- und SPET­

Untersuchungen,

- urn "'F tragendeMolekiile fUr clie I"F-Kernspintomographie

- oder aber urn fluoreszierende Molekiile fUr clie FIuoreszenzdetektion handeln.

DerMarlcierungsteil sollteeine hohe in vivo Stabilitatsowohlgegeniiber demmetabolischen Abbau aIs auch

beziiglich der Bindung an des Wrrkstoflinolekiil aufweisen. Weiterhin darf natiirlich clie spezifische

biochemische Reaktion desZieimolekiils nicht beeintrachtigtwerden.
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SpeziellfUr die Einfiihrung von Radioiod als SPET-Nuklid sind die unter 1.6 diskutierten Parameter von

Bedeutung. Neben den Stabilitatsanforderungen ist bier auch eine einfache Markierbarkeit dieser

Struktureinheitzu beriicksichtigen

C: Modifik"tor

Fur die Brauchbarkeit eines Diagnostikums ist nicht nur das spezielle, durch Tei! A reprasentierte

biochemische Verhalten, sondern auch des allgemeine in vivo Verhaltenwie Pharmakokinetik,Metabolismus

und Verteilung innerhalb des Organismus von groBer Wichtigkeit. Diese Eigenschaften konnen durch

geeignete Wahl des Modifikators gesteuert werden. So kann durch die Einfiihrung von Strukturelementen,

deren Metabolismus bekannt ist, die Pharmakokinetik des Tracers vorherbestimmt werden Flier ist

beispielsweise der Einbau einer "metabolischen Sollbruchstelle" vorstellbar (z.B. Heroin-Trapping [183]).

Auchdes Ankoppeln von "Carriero",die unter Ausnutzung von Transportsystemendie Uberschreitung von

Diffusionsbarrieren (Blut-Hirn-Schranke[183]) oder aber eine erhOhte Diffusionins Zielgebieterlauben, ist

bier denkbar. Weiterhin kann durch den Modifikatordie Lipophilie und mittels der Einfiihrung bestimmter

Funktionen, wie z.B. saurer oder basischer Gruppen [215,216], die Gesamtverteilungdes Zielmolekiils im

Organismus stark beein:fluBt werden [217,218]. Grundsiitzlich ist fnr die Modifikationdes Zielmolekiils ein

breites Wissenuber Strnktur-Wirkungsbeziehungennotwendig. Dariiber hinaus diirfennaturlich die in vivo

Stabilitiitund die Wirksamkeitdes Zielmolekiils nicht negativ beein:fluBt werden.

Diese theoretische Aufteilungdes Zielmolekiils ist nicht zwingend. So kennen die Funktionalitiiten auch in

einem Molekiil vereinigt vorliegen oder aber dnrch die Einfuhrung funktioneller Gruppen in des

"Basismolekul" gewahrleistet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden aromatische Aminosiiuren zur

Ankopplungeingesetzt, die sowohl als Modifikatorals auch als Markierungsteildienten.

3.2 Aminosliurekonjugate des 2-Nitroimidazols

Zur Markierung wurden innerhalb der Themenstellung Konjugate des

2-Nitroimidazols mit Aminosiiuren ins Auge gefaBt. 2-Nitroimidazole

wurden sowohl alsRadiosensibilisatoren als auch bei der Diagnostik von

hypoxischen Geweben erfolgreich eingesetzt. Anders als bei den zum

Metronidazol analogen 5-Nitroimidazolen sind sie chemisch einfacher

handhabbar, da des 4,5-Tautomerieproblem bier nicht beriicksichtigt

werden muB. Die hiiufig bei der Synthese von 5-Nitroimidazolen als

Nebenproduktanfallenden 4-Nitroimidazoleweisen mit ihren niedrigen

Reduktionspotentialen auch eine bedeutendgeringerepharma1<ologische

Aktivitiit auf

Durch den Einsatz der Aminosiiuren als wichtige Stoffwechselprodnkte sollte in folgender Hinsicht eine

Modifikation bewirkt werden:

- Erleichterungder Diffusiondurch Zellmembranen dnrch aktiven Beitrag von Transportsystemen

- Beitragzur Uberschreitung der Blut-Hirn-Schrankedurch Nutzung der Aminosiiure-Carrier

- Anreic:herung in schnellwachsenden Tumoren aufgrund des erhOhten Nahrstoffbedarfs
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- Realisierung von brauchbaren Auswaschraten des Tracers iiber die Ausnutzung eines geeigneten

Metabolismus

Die natiirlichen Aminosiiuren konnen durch kiinstliche Derivate ersetzt werden, deren biochemische

Eigenschaften durch einfache Modifikationen gezielt veriindert worden sind. Als Beispiele seien mer der

Einsatz der enantiomeren D-Formen und die Modifikation durch die Einfuhrung von It-Methyl- oder

It-Trifluormethylgruppen genannt. Die Auswirkungen reichen vom Auftreten veranderter

Metabolisierungsraten iiber die Veranderungen der Metabolisierungspfade bis hin zur volligen Blockade

entsprechender Enzyme [27,219,220].

Mit dem Einsatz der aromatischen Aminosanren Phenylalanin und Tyrosin konnen im Fall der Markierung mit

Radioiod der Markierungsteil und der Modifikator in einem Molekiil vereinigt werden (s 1.73)

Nitroimidazolderivate dieser Aminosiiuren sind zwar in der Literatur bekannt [221,222], wurden aber bisher

nicht markiert und fnr die Diagnostik hypoxischer Gewebe getestet. Die Aminosiiuren wurden in dieser Arbeit

als Enantiomerengemische (D,L-Aminosiiuren) 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 Siiuretransporter der Niere schnell

ausscheidbare hydrophile Form verwandelt werden. Bei nicht zu hohen Hydrolyseraten konnte so sowohl eine

Himanreicherung, als ancheine zur schnellen Diagnostik notwendige moderate Clearancerate erreicht werden

Radioiodphenylalanin sollte zudem eine hervorragende Stabilitiit gegeniiber der in vivo Deiodierung

aufweisen.

Tyrosin

Tyrosin zeichnet sich durch die Moglichkeit der einfachen elektrophilen Radioiodierung 80S, so daB

entsprechende Derivate grundsiitzlich zur Besteck-Priiparation (Kit) geeignet sind. Durch die aromatische

Hydroxyfunktion sollte die Hydrophilie zur moderaten Ausscheidung genugend groB sein. Zur in vivo

Stabilisierung sowohl des Radioiods als auch des Methylesters wurde in dieser Arbeit das It-D,L­

Methyltyrosin eingesetzt.
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3.3 N-(2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl)-p-iod-D,L-phenylalaninmethyleste.. (l-P2N1-Me)

3.3.1 Synthesestrategien ZUl' Radioiodiel'UJlg

Zur n.c.a-Darstellung des 131I_P2NI_Me boten sich 2 Methoden an. Zum einen kann die Markierung

ausgehend vomp-Bromphenylalanin-Derivat iiber denCu(l)-katalysierten"Bromgegen Raclioiod"-Austausch

erfolgen, zum anderen kann ausgehend vom p-Tributylstaunylphenylalanin-Vorliiufer durch elektrophile

Substitution mit Raclioioclid markiert werden.

o

Br

COOR

o

Br

/

OC~

Br

/

Methode 1 "'"
Markierung durch nukleopbil.en"\.
Cu(l)-katalysierten Austausch

OC~

HNY'CI
o

/ Methode 2
/ Markienmg durch elektropbile

Destannylierung
O

131I_P2NI_Me

I

Abb. 3.3-1 Syntheserouten ZUl" DarsteUung von N-(2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl)-p_["'l]iod­
D,L-phenylalaninmethyleste..
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Der bedeutend einfacheren Vorliiufersynthese der 1. Methode standen die relativ milden

Markierungsbedingungen der 2. Methode gegenuber (s. 39). Zum Zeitpunkt dieser Uberlegungen war die

Cu(l)-katalysierte Radioiodierung des Phenylalanins in dar Literatur bekannt [91], wohingegen die

Tributylstannylierung erst spiiter veroffentlicht worden ist [49]. Daher wurde zur Darstellung des l3lI-P2NI­

Me Methode 1gewiih1t. ZurUbersicht 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-Iod-D,L-Phenylalanin wurde der zur

Markienmg notwendigeBrom-Vorliiufer und die entsprechende Iod-Standardverbindung in einer dreistnfigen

Synthese erhalten. Hierbei wurde der von Garg et aI. vorgeschlagene, aber nicht beschriebene Syntheseweg

beschritten [222]:

~
COOH

I +
'" HR,

X

CRsOR
Bel

15hR1lddlD1l

~COOCB,

~ ~2HCl
X

~
- coacH,

I +
z-; NH 2HClx

°
C1~

C1 ~
COOCHS

--,N::.:a,,,,C:..:O-,,,,..:.C=B,,,,C21,. z-: I
-.. +

1ShllT '" BN~
X II C1

°

2 NaC!

F\NyN_K
NO,

~
CCCCH,

CB,CN,KI>ptofil<2.2.2. ~ I
----=.----...,~~ f'='\ + Itel

ISh R1lddID1I '" BN~ \X ~ ~~yN

X=Br:JIr.P2N[.Me, X=~I.P2NI-Me NO,

Die Veresterung der Aminosaure konnte in absolutem Methanol unter Zusatz von Chlorwasserstoff mit

Ausbeuten von 95 % durchgefiihrt werden. Auch bei der nachfolgenden Acylierung der Aminofunktion mit

Chloracetylchlorid wurden Ausbeuten von 76 % erzielt. Die erhaltenen Verbindungen konnten durch

Umkrista1lisation gereinigt werden AIs Sehlusselstelle dar Reaktionssequenz erwies sich die Ankopplung von

2-Nitroimidazo1.. Das gewtinschte Nitroimidazolderivat konnte wooer mit Natriumetbanolat noch mit K2CO,

oder NllzCO, als Base durch einfaches Erhitzen in verschiedenen organischen Losungsmitteln erhalten

werden.. Das Arbeiten in alkaiisch-wiiBrigen Systemen war aufgrund der dann aufuetenden Hydrolyse des

Aminosiiureesters nicht moglich. SchlieBlich gelang die Darstellung mit dem System

"KaliumimidazolidlKtyptofixlAcetonitriI" in Ausbeuten von 70-80 % [223]. Die Verbindungen wurden nach

der siiuienchrontatographischen Reinigung in hoher Reinheit erhalten.



-46 -

3.4 Cu(l)-katalysierte Radioioddebromierung von Br-P2NI-Me

Dorch die Wahl derMarkierung mittels des Kupfer(l)-katalysierten nukleophilen, aromatischen "Brom gegen

Radioiod"-Austausches konnte im Vergleich zur elektrophilen Demetallierung ein zusiitzlicher, schwieriger

Reaktionsschritt bei derVorliiufersynthese vermieden werden

Zur Auswahl eines geeigneten Markierungssystems wurden die in der Literatur verwendeten Cu(I)-Methoden

gepriift. Ein kurzerUberblick wird in den folgenden Tabellen gegeben. Da die Cu(I)-Methode erst relativ spat

auf die schwierigere Radioioddebromierung (s. 1.6.3) angewandt wurde, wird bei der Darstellung zwischen

n.c.a- und isotopem Austansch unterschieden.

[67] DMSO Cu(\)CI - - 120-200 0,5-1 50-80

[71] HzO/AcOH2:8 ceonso, SnSO.,DHB ZS 100 0,5 75-80

[224] HzO/AcOH 1:9 Cu(ll)SO. SnSO.,DHB ZS 100 0,5-1 75

[225] H,O ecorse, SnSO.,DHB ZS 120 1 80-85

[226] H,O Cu(ll)SO. SnSO.,ASC HzSO. 100 0,5 97

[227] H,OlEtOH Cu(ll)SO. ACS H,PO. 160 1 80-90

[74] HP/AcOH Cu(ll)NO, - - 150 2 20-35

Tab. 3.4-1"Radioiodfur Brom"-Austausch (n.c.a)
I Lit I Solvens I Cu I=Red=-ukti-·o-n--rl-s-on-st-"-T-r--oCU t [Ii] ] RCA [%] I

Tab. 3.4-2 "Radioiod fur Iod"-Austausch (Isotopenaustausch)

Lit Solvens Cu-Spezies Reduktion

[66]

[229]

HzO

HzO/AcOH 1:1

ceonso,

cennso,

ACS,SnSO.
DHB,SnSO.

NaS,°s,

Sonst,

Kit

Kit

100

160

t [h]

0,5

0,5-1

RCA[%]

90-99

90-98

[75] EtOHlHzO cennso, DHB ZS 100' 1 75

[76] AcOH Cu(ll)NO, SnClz/ Sn 175 0,5 95

[59] HplEtOH,
DMF,DMSO

Cu(\)CI 120-130 1-3 80-90

[76] EtOHlCH,CN
CHCl,lIpOH

Cu(\)CI RT 72 40
8

[231] CHCI,lEtOH Cu(\)CI 100-170 4 40

[232] DMFlHz04:1 Cu(ll)SO. 110 12-18

LIt.. Literatur, Sonst. weitere Zusatze, T.. Reaktionstemperatur, t.. Reaktionszeit, RCA: radiochemische Ausbeute,
AoOH: Essigsaure; ACS: Ascorbinsaure; DRB: 2,5-n;~ydtoxybenzoesliure;DMF: Dimetbylfonnamid; DMSO:
Dimethylsulfoxid; EtOH: Ethanol; IpOH: Isopropanol; ZS: Zitronensiure;

Dain der Auflistung nicht zwischen den verschieden aktivierten Vorliiuferverbindungen unterschieden wirel,

kOnnen die angegebenen Ausbeuten nur a1sgrobe Richtwerte dienen. Allerdings gelten die meisten Angaben

fur wenig aktivierte, mit dem Phenylalanin vergleichbare aromatische Systeme. Der gegebene

LiteraturuberbJick der Markierungsmethoden zeigt, daB die Markierung nur beim Arbeiten in saurem,

reduktivem Medium mit guten RCA innerhalb annebmbarer Zeiten durchfuhrbar ist [so auch 73,233].

Grundsatzlich kann zwischen 2 Methoden unterschieden werden. Bei der1. Methode geht man von direkt

eingesetzten Cu(I)-Saizen wie CuCI oder CuBr in organischen Losungsmitteln aus. Bei der2. Methode wird

das Cu(\)-Ion in situ aus Cu(1I)-Sa!zen durch den Zusatz geeigneter Reduktionsmittel erzeugt. Als
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ReduktionsmitteI dienen Dihydroxybenzoesiiure (Gentisinsaure), Ascorbinsaure und besonders fur die

schwierige n.c.a-Radioioddebromierung das Zinnsulfat. Hier scheint das Zinn(ll) gerade in wiiBrigen

Systernen das gegeniiber der Disproportionierung instabile Cu(I) zu stabiIisieren und damit eine fur die

Markierung giinstige Situation zu schaffen [76].Die notwendigeAnsiiuerung desReaktionsmediums erfolgt

im aIIgemeinen durch Zitronensaure oder Essigsaure, aber auch Mineralsauren wie SchwefeI- oder

Phosphorsaure wurden eingesetzt, Fiir die n.c..a-Markierung wird vomehmlich nach der 2. Methode in

wiiBrigen, essigsauren Systernen gearbeitet, da dieseeinerseits ein hoheresMarkierungspotential aufweisen

und sich andererseits am besten zur Kit-Priiparation eignen. Hier kann die Reaktionslosung nach

entsprechender Abpufferung analogzu den Tc-Kitsdirektzur medizinischen Anwendungeingesetztwerden

Dementsprechend ist die I. Methodeeher zur isotopen Markierungverwendetworden.

Nitroimidazole sind gegeniiber reduktiven Bedingungen nur wenig stabil Ebenso ist das Arbeiten mit

Methylestem in sauren, wiiBrigen LOsungsmitteln bei hohen Ternperaturen problernatisch Daher galt es bei

der Auswahl des Markierungssysterns den Zusatz von Reduktionsmitteln zu umgehen und in organischen

SoIvenzien zu arbeiten. Innerhalb der n.c.a-Markierungen fand sich in der Literatur nur das System

"DMSO/CuCl", das den Erfordernissengenugte Zudemschien diese Methode auch aufgrundder wenigen

variablenParameter am besten fur eine systematischeUntersuchunggeeignetzu sein

3.4.1 Radioiodierung von Br-P2NI-Me mit CuO

Aufgrundder obigenUberlegungen wurde fur die Markierungdes Br-P2NI-Mezuniichstdie CuCI/DMSO­

Standardmethode in AnIehnungan S. M Moerlein [67] eingesetzt,die bisher nur auf einfachearomatische

Mode1Isysteme in Verbindungmit hohen Vorliiuferkonzentrationen und ohne Zusiitzeangewandtwurde.Es

konnten hierwederdurch dieVariationder Reaktionsparameter noch durch den Einsatz diverserZusiitzewie

Sauren und ReduktionsmitteI befriedigende Ergebnisse erzielt werden. Die Ausbeuten dieser Cu(I)­

katalysierten Markierungsreaktion sind in erster Linie von derTernperatur, der Voriiiuferkonzentration und

der Cu(I)-Konzentration abhiiugig [67]. Durch eine TemperaturerhOhung wurden zwar etwas bessereRCA

erhalten, wobei aIIerdings auch eine starke Zunahmevon aktivenund inaktivenNebenprodukten beobachtet

wurde. Die Vorliiuferkonzentration konnte in diesemZusammenhang nicht beliebig erh6ht werden, da der

Vorliiufer zum einennur in begrenztenMengenzur Verfiigung stand und sich zum anderendie Abtrennung

desRadioproduktes vomchemisch und chromatographisch sehr ahnlichenVorlauferals problernatisch erwies

Hohere Katalysatorkonzentrationen waren in diesern Systemeinerseitsdurch die schlechteLoslichkeitder

Cu(I)-Halogenide und andererseits durch ihre Eigenschaft, in hoheren Konzentrationenkatalytischinaktive

Oligomere zu bilden, begrenzt [67,72]. Durch den sonst ublichen Zusatz von komplexbildenden,

chelatisierenden Saurenkonnte dieKatalysatoraktivitiit nicht positiv beeinfluBt werden.

Auch der Einsatz anderer kiiuflicher Cu(I)-Salzewie CuBr und CuCN und die zusiitzliche Reinigung der

Katalysatorenfiihrtennicht zu verbessertenRCA

BeiderMarlcierung vonBr-P2NI-Me mit dern CuCI/DMSO-System in AnIehnungan die Literatur [67] wurde

bei deutlichgeringeren Vorliiuferkonzentrationen gearbeitet. Durch Reinigung konnte aus dem kiiuflichen,

leichtgriinlichen CuCleineweiJ3e Verbindungerhaltenwerden,die sichunter Luft und Licht langsamwieder

vedlirbte.. AIle Reaktionenwurden unter AusschIuB von Sauerstoffin einer Argonatmosphiire durchgefiihrt.

Trotzdem konnten fur das Konjugat unter diesen Bedingungen die in der Literatur angegebenen

Markierungsausbeuten von mehr als 80 % auch bei liiugeren Reaktionszeiten und hoheren
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Reaktionstemperaturennicht erreichtwerden..

Bei Kontrolluntersuchungen mit CuCI, alsKatalysator wurde bei 160°C nach 180 mineine RCA von weniger

als 8 % erhalten

Die Abhangigkeit der RCA von der Vorliiuferkonzentration wurde nur stichpunktartig iiberpriift,da groBere

Vorliiuferrnengen aus trenntechnischenGrunden nicht in Frage kamen.Bier wurde eine ErhOhungder RCA

urn etwa 10 % bei derVerdopplungder Vorliiuferkonzentration im Bereich von 10 - 50 roM beobachtet,

Weitere Optirnierungsversuche der RCA blieben ohne Erfolg, Sowohl der Zusatz von Sanren (Essigsaure,

Zitronenssure) als auch die Zugabe von Reduktionsmitteln wie Ascorbinssure, Gentisinsaure, Na,S03 und

SnS04 fiihrten zu einer Erniedrignngder RCA

Auch die alternative Aktivierungder Reaktion durch Mikrowellenstrahlung wurde ergebnislosversucht

3.4.1.1 Temperaturabhlingigkeit

In Abb.. 3.4-1 wird die Temperaturabhangigkeit der CuCI-katalysierten Radioioddebromierung des

Br-P2Nl-Me gezeigt Schon bei einer Reaktionszeit von 60 min wurde bei Temperaturen iiber l70°C eine

zunehmende Zersetzung sowohl des Vorliiufers als auch des Radioiodproduktes beobachtet, was sich im

Absinken der RCA in diesem Bereich niederschlug. Mit der Verlangerung der Reaktionszeit bei hoheren

Temperaturen konntensomitdieAusbeuten nichtverbessertwerden. Im Unterschied zur Literatur [67] wurde

unterhalb von BO°C keine RCA erhalten
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Abb.3.4-1 Kinetik der CuCI-katalysierten Radioioddebromierung von Br-P2NI-Me.
CuC!: 1,5 mM, Br-P2NI-Me: 14 mM, DMSO



- 49-

3.4.1.2 Kinetik der Reaktion

DieZeitabhiingigkeit derRadioioddebromierung zeigte den etwarteten Verlauf einer Reaktion pseudo-erster­

Ordnung. Bei einerReaktionstemperaturvon 140°C konnte auch nach 180 min noeh keine Siittigungerreicht

werden. Allerdings betmg bierdieRCAtrotzhoherKatelysator- und Vorliinferkonzentrationen nur etwa 30 %

(Abb 34-2)
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Abb.3.4-3

Reaktionskinetik der CuCI-katalysierten Radioioddebrornierung von
Br-P2NI-Me. CuCl: 15 roM, Br-P2NI-Me: 25 roM, T=140°C, DMSO
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Reaktionskinetik der Cu(l)-katalysierten Radioioddebrornierung von
Br-P2NI-Me: CuCl: 1,5 roM, Br-P2NI-Me: 14 roM, DMSO

In Abb. 3.4-3 ist die Reaktionskinetik fUrhohere Temperaturenund geringere KataIysator- und Vorliinfer­

konzentrationen dargestelIt BeieinerReaktionstemperatur von 170°C wurde schon nach ]20 min einPlateau

bei etwa 55 % RCA erreicht. Mit zunehmenderReaktionszeitmachte sich bier der ZersetzungsprozeJ3 bei
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hoheren 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 maximaleRCA von 50 %

erhalten, die dann mit zunehmender Reakticnszeit erst in ein Plateau iibergingen, urn danach stark

abzusinken. Gleichzeitigwurde hier eine starkeZersetzung des Vorlaufersbeobachtet.

Obwohl bei 190 °C innerhalb von 60 minRCAvonetwa60 % erzieltwerdenkonnten, waren hier schon etwa

15 % deseingesetzten Vorliiufers zersetzt. Ein verniinfligerMittelwegzwischen der Reaktionszeit, den RCA

und der Zersetzung stellte bei dieser Methode eine Reaktionstemperaturvon 170°C dar. Hier wurden nach

2 h immerhin noch 55 % RCA erreicht, wobei nur geringe Mengen an Zersetzungsprodukten beobachtet

werdenkonnten.

3.4.1.3 RCA in Abhlingigkeit von der Cuo Konzentration

Beziiglich der Abhangigkeit der RCA von der CuCI Konzentration wurden nur vereinzelte Messungen

durchgefiihrt, diesich an denLiteraturangaben fur die Modellverbindung Brombenzolorientierten [67]. Trotz

der unterschiedlichen Reaktionsbedingungen (s. Tab. 3.4-3) konnte die in der Literatur angegebene

Abhangigkeit, dieeinenMaximalverlaufzeigt, im groBen und ganzen bestiitigtwerden. Allerdingswiesen die

eigenen untersuchungenamBr-P2NI-Me engereMaximalbereicheund einen schnelleren Abfallder RCA mit

steigender CuCIKonzentrationauf In Abb. 3.4-4 sind die Maximalbereiche der Messungen dargestellt. Hier

sind auch die Ergebnisse fur CuBr als Katalysator aufgefiihrt, bei dem ein zum CuC!ahnlicherVerlauf,bei

allerdings geringeren RCAn beobachtet wurde.

Br-P2NI-Me, CuCl

7Or•
f Brembenzel, CUC~ Lileratur601------I

50 I--I

Br-P2NI-Me, CuBr

Cu(I)-KonzentratKm I
,

30

, ,
10 20

10.':-1__~_-+:__~_-+:__~~-+:_~
o

Radioioddebromierung mit dem CuCllDMSO System. Cu(l)­
Konzentrationsbereiche der maximalen RCA fUr verschiedene Systeme.
Vergleich mit den Literaturergebnissen ffir Brombenzol.

Abb.3.4-4
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- -
EigeneMessung Literatur [67]

Verbindung Br-P2NI-Me Brombenzol

Vorliiuferkonzentration 14mM 595mM

Reaktionstemperatur 160°C 140°C

Reaktionszeit 120 min 30 min

Tab.3.4-3 Radioioddebromierungmit dem CuCIIDMSO System. Vergleich der Reaktionsbedinguugen von
Br P2NI Me und Brombenzol

3.4.2 Markienmg mit CuBrund CuCN a1s Katalysator

CuBrundCuCNwaren wie CuCIkommerziell erhiiltlich. Daher wurdenin diesemZusarnmenhang auch die

Eigenschafum dieser Katalysatoren beziiglich der aromatischen n.c. a -Radioioddebromierung iiberprUft. Nach

demweiterunten ausgefiihrten Modell (Abb 3.4-8) desReaktionsmechanismus iiber einen komplexartigen

Obergangszustand sollten diese Katalysatoren gegeniiberdem CuCI keine Vorteile bringen, da nach dem

HSAB-Konzept und in Analogie zu den Ag(l)-Verbindungen die Stabilitatder Komplexe in derReihenfolge

CI<Br<I<CNzunimmt, so daB die Verbindungen zum einen eine inuner scWechtere Loslichkeit und zum

anderen eine immer geringere Tendenz zu Ligandenaustanschreaktionen beziiglich des Bromaromaten

anfweisen sollten. Dementsprechend war CuCNnur sehrschlecht in DMSO loslichund fiihrte nur zu geringen

Mmkierungsausbeuten. Daherwurden bier,von einigen Vorversuchen abgesehen, keineweiterenMessungen

untemommen.

AnchbeimCuBrkonntedas Modell bestiitigtwerden. Beziiglich der Radioioddebromierung wurden mit CuBr

a1s Katalysator im Vergleich zum CuCI sowoW geringereRCA a1s auch eine etwas stiirkere Bildung von

Zersetzungsprodukten, insbesondere bei hoherenKatalysatorkonzentrationen, beobachtet.

Ebenso wie das CuCI wurde auch das kommerziell erhiiltliche CuBr vor der Reaktion einer Reiniguug

unterzogen .. Im folgenden wird rl~~ en BrfDM.BO-System anhand einiger wichtiger Parameter gemroer

untersucht.
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3.4.2.1 Temperaturabhlingigkeit

DieAbhangigkeit derRCAvon der Reaktionstemperatur wurdefUr die CuBr-kata1ysierte Austauschreaktion

nur bei h6heren Temperaluren und kiirzeren Reaktionszeiten untersucht, da hier die hochstenRCA gefunden

wurden. WieausAbb. 3.4-5 ersichtlich ist, nahm dieZersetzungstendenz mit zunehmenden Reaktionszeiten

21L Bierwurde ab einerReaktionszeit von60 min ein Maximumbei 180-190°Cbeobachtet. Die vorliegenden

Daten stimmten qualitativgut mit den entsprechenden Beobachtungen beim CuCIiiberein.

,CDSZlit: 90min

•..
•

o-l-----.--~--____,r_--~--..,__--~
160

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 ReaktioD

In Abb. 3 4-6 ist die Abhangigkeit der RCA von der Reaktionszeit fnr zwei verschiedene Temperaturen

dargestellt. Auch hier zeigte CuBr ein dem CuCI iihnliches Verhalten, wobei die geringeren

Reaktionsgeschwindigkeiten zu urn etwa 20 % niedrigere RCAn fiihrten. Ebenso wurde die bei hoheren

Reaktionstemperaluren ausgepriigtere Zersetzungstendenz deutlich. So wurde bei einerReaktionstemperatur

von200°Cana10gzumCuCi nachetwa 30 min eine maximaIe RCA von 40 % erreicht. AIlerdings wurde im

weiteren Verlauf kein Plateau, sondem ein sofortiger starker Abfall der RCA infolge von Zersetzung

beobachtet.

ill Abb. 3.4-7werdendieReaktionskinetiken der beidenKata1ysatoren im Vergieich gezeigt. Bier wird die flrr

CuBrerwartete Tendenz zugeringeren RCAnbesonders deutlich. Der fUr CuBrbei einerReaktionstemperatur

von 160°C erhaltene KurvenverIaufkarm bezuglich derRCAmit derKinetikvon CuClbei 140°Cverglichen

werden (Abb. 3.4-2). Demnach entspricht der Ubergang vom Bromid zum Chlorid in der

Kupferkoordinationssphiire einerTemperaturerhohung von etwa 20°C.

Aus dengezeigten Daten wird deutlich, daB derEinsatz von CuBrgegeniiber CuCIinnerhalbdiesesRahmens

keineVorteile 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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3.4.3 Markierung mit Cu,804

Anfgrund der unbefriedigenden RCA bei der Radiosynthese des l3lI-P2NI-Me mit dem CuCIJDMSO System

wurde eineWeiterentwicklung zur Optimierung dieses Markierungssystems vorgenommen. Hierzu wurde von

einem einfacben Modell des Reaktionsmecbanismus ausgegangen [60,67]:

Da Cu(l) im aIlgemeinentetraedrische Komplexe bildet, wird bei der Austauschreaktion im Ubergangszustand

von einem tetraedrischen Ubergangskomplex ausgegangen.. Die Reaktion kann in vier Reaktionsschritte

aufgeteiltwerden.. Dies soil in Abb. 3.4-8 verdeutlicht werden, wobei mit X ein Halogen (CI, 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" /Cn

I ""

~
Abb.3.4-8 Hypotbetischer Reaktionsmechanismus der Cu(l)-katalysierten Austauscbreaktion

Fiir aile Reaktionsschritte sollte die mit X und L angedeutete Koordinationsspbiire eine entscheidende Rolle

sowohl fur die Reaktivitat als auch fur die Reaktionsgeschwindigkeit spielen. Da Cu(I) analog zum Ag(I)

bevorzugt mit Halogenen stabile, schwerlosliche Komplexe bildet, sollte der Halogenanteil X im katalytisch

wirksamen Komplex und damit die Halogenkonzentration in der Reaktionslosung fur diese Austauschreaktion

moglichst gering sein Zudem diiIfte sich ein zunehmender Halogenanteil sowohl fur die Koordination von

Radioiod als auch fur die AnIagerung des Halogenaromatenstorend auswirken (Reaktionsschritt 1 und 2). Auf

die Bedeutung der Halogenkonzentration fur die Austauschreaktion wurde hingewiesen [72]. Auch durch die

Zugabe anderer, weniger stark bindender Liganden im UberschuB diiIfte 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(l) Komplexe durch die Zugabe von

halogenfreienReduktionsmitteln deutlich. Hierbei wird sowohl die Konzentration an aktivem Kupferkomplex

als auch die Austauschfiihigkeit dieses Komplexes verbessert. Daher fiihrt das Cu(II)lReduktiOllS-System im

allgemeinen zu besseren RCA bei milderen Reaktionsbedingungen und kiirzeren Reaktionszeiten (s.

Tab. 3.4-1,-2).

Urn die Vorteile des Cu(1I)/Reduktions-Systems auch fur reduktions- und wasserempfindliche Verbindungen
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nutzen zu konnen, sollte wie beim CuCIIDMSO-System eine Cu(I)-Verbindungdirekt eingesetztwerden.

Diese sollteeine bessereLoslichkeitanfweisen und wenigerstark komplexierende Ligandenenthalten Hier

bot sichdas schon bei dern Cu(Il)lR.eduktions-System verwendete, aber in situ erzeugteCu,SO. an. Cu,SO4

ist zwar nicht kommerziell erhiiltlich, kann aber durch eine einfache Reaktion von Kupferoxid mit

Dimethylsu1fat syntbetisiertwerden [234]. Anderein der Literatur beschriebene Cu(I)-Verbindungen sind

entwederschwerzuganglich oderentbalten stark komplexierende Chelatliganden [235,236].

Entsprecbenddem obigenModell kountenin dieserArbeitbei der Radioioddebromierung mit dem Cu,SO4

deutlich bessere Ergebnisse erzieltwerden. Da iiber diese Reaktion in der Literatur keine Daten vorlagen,

wurden weitere Untersuchungen undOptimierungen an diesemMarkierungssystem vorgenommen. Aufgrund

derscbwachen Komplexierung des Cu(I)kountendieRCA durch den Zusatzverschiedener Reagenzien wie

Sauren, schwache Komplexbildner und schwache Reduktionsmittel auch in geringen Konzentrationen

beeinfluBt werden. Auffallig war die starke Empfindlicbkeit der ReaktiongegeniiberLuftsauerstoff. Trotz

dieser hOheren Empfindlichkeit desCu,SO. im Vergleich zum CuCIgegeniiber Luft und Feuchtigkeitwar die

Markierungsreaktion mitdern in Anlehnung anderLiteraturoben eingesetzten CuCI- katalysierten Austausch

vergleichbar, wobei mit Cu,SO. bedeutend bessere Ansbeutenerzieltwerdenkonnten. Wie in der Literatur

wurdederZusatzvonWasser(his15%) problemlos toleriert Zudemwies das Cu,SO. eine bedeutendbessere

Loslichkeitin DMSO auf

3.4.3.1 Kinetik der Reaklion

In Abb. 3.4-9 ist die Abhangigkeit der RCA von der Konzentration fur die Cu,SO.-katalysierte

Radioioddebromierung amBeispielvon Br-P2NI-Me aufgefiihrt.
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Abb. 3.4-9 Reaktionskinetik der CUzS04-katalysierten Radioioddebromierung von
Br-P2NI-Me: CU,S04: 2 mM, Br-P2NI-Me: 25 mM, DMSO

Beinichtzn langen Reaktionszeiten und niedrigeren Temperaturen ist deutlichder erwarteteVerlaufpseudo­

erster-Ordnungzu erkennen. Wiihrend bei einer Reaktionstemperatur von 140°C auch nach 180 min noch

keineSiittigungder RCA vorlag,ist bei 160°Coberhalb einerReaktionszeitvon 120 min ein leichterAbfall
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der RCA zu erkennen.

3.4.3.2 Temperaturabhiingigkeit

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

160°C, iihnIich dem Verhalten des CuCI bei hoheren Temperaturen, mit einer zunehmenden

Zersetzungstendenz zu rechnen ist. Mit CU,S04 konnten schon bei 160°C urn die 70 % RCA erhalten

werden, so daB bei der weiteren Optimierung der obere Temperaturbereich nicht mehr betrachtet wurde

Unterhalbvon 120°C wurden keine RCA erhalten, wahrend ab dieser Temperatur cine stetige Zunahme der

RCA bis 160 °C beobachtetwurde. Weiterhin ist ersichtlich, daB hohere Temperaturen gerade in Verbindung

mit langen Reaktionszeiten aufgrund der Zersetzung vermieden werden sollten.
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Abb.3.4-10 Abhiingigkeit der CU,S04-katalysierten Radioioddebromierung von
Br-P2NI-Me von der Reaktionstemperatur. CU,S04: 2 mM, Br-P2NI-Me:
25mM,DMSO

Im Vergleich zur CuCI-katalysierten Austauschreaktion wurde cine Verscbiebung zu niedrigeren

Reaktionstemperaturen beobachtet. Schon bei deutlich geringeren Reaktionstemperaturen konnten gute RCA

erzieltwerden. Die "Starttemperatur" der Reaktion lag mit l20°C urn etwa 20°C niedriger; auch die Tendenz

zur Bildung von Zersetzungsprodukten war urn etwa zo-e verschoben.

3.4.3.3 RCA in Abhiingigkeit von der Vorliiuferkonzentration

In der Literatur wird die Vorliiuferkonzentration als der wichtigste Parameter zur Steigerung der RCA der

Cu(I)-katalysierten Austauschreaktion dargestellt [72]. Audererseits ist gerade bei der n.c.a­

Radioioddebromierung die Abtrennung groJler Vorlaufermengen problematisch, da sich Edukt und Produkt

chemisch und chromatograpbisch nur wenig unterscheiden. Daber wurde wiihrend der Optimierung der

EinfluB der Vorliiuferkonzentration auf die RCA genauer untersucht.
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Abb.3.4-11 Abhlingigkeit der CuzSO.-katalysierten Radioioddebromierung von der
Vorliiuferkonzentration CUzSO.: 2 mM, Reaktionstemperatur: 160°C, DMSO

In Abb. 34-11 ist die Abhiingigkeit der RCA von der Vorliiuferkonzentration bei verschiedenen

Reaktionszeitendargestellt Bier wurde mit zunehmender Vorliiuferkonzentration eine deutliche Sattigung der

RCA erreicht Mit kiirzeren Reaktionszeiten gewann die Vorlauferkonzentration innner mehr an Bedeutung.

Dieses Verhalten ist nach dem obigen Modell ZlI erwarten, wenn davon ausgegangen wird, daB die

Bildungsgeschwindigkeit(kJ des Radioiod-Kupferkomplexes ([XCuL,1]- = RIK) und dessen Abreaktion mit

dem Bromaromaten (k,) in der gieichen Gro6enordnung liegen:

Rk-Gl.l XCuL3 *r
k1

~CuL2*!r+ ~

Rk-G12 ~CuL2*!J- R-Br
k2

R-*I ~CuL2B~-+ ~ +

X= SO.2-, CI, Br-; L= Ligand (z.B, LOsungsmittel)

Fiir die Konzentration vom RIK- ergibt sich dann aus den Reaktionsgieichungen Rk-GI. 1 und Rk-Gl 2'

[RIK"] = k1 [XCuL,] [*I"]
k2 [R-Br]

GI. 3.4-1

Da beim Arbeiten im n.c.a-Bereich die Konzentrationen des Kupferkomplexes und des Vorlaufers als

konstant angesehen werden konnen, faBt man diese mit derGeschwindigkeitskonstanten zusammen und

erhait aus Gl 34-1:

k'[R[K-] = _1 [*1"]
k'2

k' = apparente Geschwindigkeitskonstante G1.3.4-2

Demnach steht im Gleichgewicht nur eine begrenzte Menge an RIK- zur Vediigung, dessen

Gleichgewichtskonzentration mit derVorliiuferkonzentration abnimmt (Gl. 3.4-1). Auch mit zunehmender
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Reaktionszeit ist nach Gl 3..4-2 infolge der abnehmenden RadioiodidkonzeIltration ein geringerer Effekt bei

zunehmenden Vorliiuferkonzentrationen zu erwarten. Daher ist die optimale Vorliiuferkonzentration so zu

wahlen, daB die Bildungs- und die Reaktionsgeschwindigkeit des RIK- etwa in der gleichen GroBenordnung

liegen, Hinsichtlich der Aufarbeitung stellen Vorliiuferkonzentrationen von 50 mM in Verbindung mit

langeren Reaktionszeiten den besten Kompr0miJ3 dar.

3.4.3.4 RCA in Ahhlingigkeit von der CUzS04 Konzentration

Die Abhiingigkeit der Austauschreaktion von der Katalysatorkonzentration ist in Abb. 3.4-12 dargestellt Hier

wird bei einer Cu(I)-Konzentration von 4 mM ein Maximum erreicht. Der Maximalbereich stinunt mit der fur

die Markierung von Br-P2NI-Me gefundenen optimalen CuCI Konzentration (3.4 ..13) gut iiberein

ill
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Abb. 3.4-12 Abhiingigkeit der CUzS04-katalysierten Radioioddebromierung von
Br-P2NI-Me von der CUzS04-Konzentration: T= 140°C, Br-P2NI-Me: 25
mM,DMSO

Verglichen mit dem in der Literatur fUr CuCI bei der Markierung einfacher Modellaromaten angegebenen

Verhalten [67], wurde auch beim CU,S04 eine Ausdehnung des Maximalbereichs iiber einen kleineren

Konzentrationsbereich gefunden. In der nicht logarithmischen linearen Skala ist ein starker Anstieg der RCA

bei kleinen Konzentrationen zu erkennen, der nach dem Maximum in einen maBigen Abfall ilbergeht. Dieser

Kurvenverlaufgilt fUrdie vollige Abwesenheit von Sauerstoff(s. 3.4.3.5). Fiir hohe Cu(l)-Konzentrationen

wird auch bei 140°C eine leichte Zersetzung des Vorliiufers beobachtet,

Fiir das Absinken der katalytischen Aktivitiit bei hoheren Cu(l)-Konzentrationen werden beim CuCI

hauptsachlich 2 Effekte verantwortlich gemacht. Zum einen bilden die Kupferhalogene bei hoheren

Konzentrationen oligomere S1rukturen, die keine katalytische Aktivitiit aufWeisen, ZUIl1 enderenwird die

Wahrscheinlichkeit der Kupfer-Disproportionierung nach 2 Cu" .. Cu· + Cu" mit zunehmender

Kupferkonzentration inuner groBer. Ferner wird die Bildung anorganischer Kupfer-Radioiod-Spezies

postuliert, die keine Austauscheigenschaften mehr aufweisen [67].
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Beim Einsatz von CU,S04solltedie Bildung von OligomerenkeineRolle spielen. Aueh die Begrenzung der

katalytischen Aktivitiit des CuCI aufgrund der eingesehriinkten LOsliehkeit in DMSO ist hier ohne Bedeutung.

Trotzdem wurde fur CU,S04 ein vergleiehbarer Verlauf der RCA in Abhangigkeit von der

Katalysatorkonzentration gefunden. Demnach seheinen die mit der Kupferkonzentration zunehmende

Disproportionierungsreaktion oder/und die Bildung inaktiver Kupfer-Radioiod-Spezies die wichtigsten

begrenzenden Faktoren der Radioioddebromietung zu sein Ausgehend von diesen Uberlegungensollte die

hohereAktivitiit des Cu,So.,..Katalysators, vergliehenmit der des CuCl, nicht auf die bessere Loslichkeit und

den damit verbundenen hoheren Cu(I)-Konzentrationen, sondem auf eine erhohte Austausehaktivitiitdes

halogenfreien Kupferkomplexes zuriiekzufuhrensein.

Aufgrund der vorliegendenDaten beziigliehder Radioioddebromierungkann in diesem Zusanunenhang die

folgendeReiheufolgein derAktivitiitderCu(I)-Komplexeaufgestelltwerden:

L

Lo
- II

O-S-O-Cu"'L
II ~
o

L L L

> - > > -
a-~"'L Br-~"'L X-<;u"'Br

L L L

ErwartungsgemaB ist die Aktivitiitumgekehrt proportional zur Komplexbildungsstiirke (s. 0.). Reagiert ein

Kupferkomplex nach dem obigen Modell (s. 34.3), so wird prinzipiell ein Ligand gegen Brom ausgetauseht

und einnegativgeladenerKomplex erhalten, der nur noeh geringe Austauschaktivitat aufweisen diirfte Nach

dieser Umkomplexierung diirfte das relativ stark gebundene Bromid im Komplex verbleiben, so daB dieser

Kupferkomplex nur noeh im geringem MaBe zur Austausehreaktion beitragen diirfte. Demnach kann im

strengen Sinn nicht mehr von einer kataiytisehen Reaktion gesprochen werden, was fur n.c.a-Reaktionen

allerdingsohne Bedeutung sein sollte.

Auffallig beziiglieh der "katalytisehen" Wirkung sind die fur die Austausehreaktion relativ hohen Cu(I)­

Konzentrationen. Diese konnen iiber die relativ geringe Gleiehgewiehtskonzentration oder einer geringen

Bildungsrate des Radioiodkomplexes RIK-in Rk-Gl.l erkliirtwerden.

3.4.3.5 Luft- und Wasserempfindlicbkeit

Luftempiindliehkeit

Aufdie ausgepriigte Empfindliehkeitder Reaktion gegeniiberLuftsauerstoff wurde hingewiesen. Sowohl die

RCA derRadioioddebromierung alsauch derenAbhangigkeit von der Katalysatorkonzentration anderten sich

beimArbeiten in Auwesenheit von Sauerstoff. In Tal>. 3.4-4 ist zur Verdeutlichungdieses Effekts ein direkter

Vergleieh aufgefiihrt. In Gegenwart von SauerstoffmuJl mit AusbeuteeinbuJlen von mehr als 50 % gerechnet

werden. Gleiehzeitig wurde fur die Abhangigkeit der RCA von der Katalysatorkonzentration unter

Auwesenheit von Sauerstofl'spuren im Cu(I)-Konzentrationsbereieh von 1-8 roM kein Maximum wie in

Abb. 3.4-12, sondem ein stetiger Austieg gefunden. Dieses Phanomen wurde bei anfiingliehen Messungen

beobachtet und versehwand mit der Einfiihrung weiterer MaBnahmen zum konsequenten AusschluJl von

Luftsauerstoff. Auch hier wurde die starke Sauerstoffempfindliehkeit derMarkierungsreaktion deutlieh.
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Offensichtlich wird durch Sauerstoffspuren der sich relativ langsam bildende "aktive" Radiokomplex RIK"

schuell oxidiertund abgefangen, so daB die tatsiichliche RIK"-Konzentration die des Maximalbereiches nicht

iiberschreiten kann..

Tab. 3.4-4 Zur Luftempfindlichkeit der Reaktion

Reaktion I RCA [%]

Reaktion unter ArgonatmospbJire 48

Vergleichsreaktion unter Lnftatmosphlire 23

Reaktionsbedingungen: T= 140"C,Br-P2NI-Me: 25mM,CU,S04: 2 mM, Reaktionszeit: 180min

Wasserempfindlichkeit

Die Wasserempfindlichkeit von Radioiodierungsreaktionen ist insofem von Bedeutung, als das zur

Markierung eingesetzte Radioiod als Iodid in alkalisch wiiJ3rigen Losungen vorliegt. Werden

wasserempfindlicheVorlaufer oder Reaktionsbedingungen verwendet, ist ein zusatzlicher Trocknungsschritt

bei derRadiosynthese erforderlich Mit dem Marlcierungssystem CuCIIDMSO konnte in der Literatur bei der

Radioioddebromierung einfacher Modellaromaten auch in Anwesenheit von 25 % Wasser keine negative

Beeinf1ussung der RCA beobachtet werden [67].

Auch bei Untersuchungen des C~SOiDMSO Systems hinsichtlich der Wasserempfindlichkeit wurde

innerha1b des untersuchten Bereiches bis zu einem WasseranteiI von 15 % keine Beeintriichtigung der RCA

gefunden (Tab. 34-5).

Tab. 3.4-5 Einf1uB von Wasser auf die RCA des C~SOiDMSO Systems

Wassergehalt [Volumen %] RCA [%] Wassergehalt [Volumen %] RCA [%]

0 86,50 ± 8,3 5 83,75 ±9,5

I 84,00± 8,5 7 80,33 ±8,9

2 78,50±4,2 8 89,50 ± 4,4

3 73,50± 9,8 10 83,00±2,9

4 86,OO± 5,7 15 81,00 ± 7,5

Reaktionsbedingungen: T= 140°C;Br-P2NI-Me: 50mM;CU,S04: 2 mM; Reaktionszeit: 180min

3.4.3.6 Einflu6 des Liisungsmittels

Nach dem obigen Modell hiingt die Reaktion in entscheidendem MaBe vom Losungsmittel ab, de dieses den

aktiven Komplex ([L,CuXI*l) maBgeblich in der Koordinationssphare und demit in seinen elektronischen

und chemischen Eigenschaften beeinflussen sollte. Als weitere Reaktionsmedien bei der

Radioioddebromierung mit dem C~SOiDMSO-System wurden die Losungsmittel Acetonitril,

Dimethylformamid (DMF), Hexamethylphosphorsanretriamid (HMPT), Dimethyltetrahydropyrimidinon

(DMPU) und Eisessig, allein oder im Gemisch mit DMSO, getestet.

WiiJlrige Systeme wurden aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit des Methylesters nicht untersucht. Die

Losungsmittel wurden vor derReaktion durch Trocknung und Destillation unter Argon gereinigt und vom

Luftsauerstoffbefreit. Eine Ubersicht der Ergebnisse dieser Untersuchung wird in Tab.. 3.4-6 gegeben.
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Tab. 3.4-6 N.c.a-Radioioddebromierung mitCu,S04 in verschiedenen Losungsmittelnund Losungsmittel-
zemischen

Losunzsmittel DMS0-Anteil ["10] RCAf%l Kommentar

DMSO iDO 58,2 zum Vergleich

Acetonitril 50 57,6 Verdampfungsverluste

DMF 0 45,5 Losungsmittelreinheit
50 47

HMPT (frisch) 0 38 Losungsmittelreinheit
HMPT (7 Tage) 0 14

DMPU 0 5,6 ungeeignet
75 48

Reaktionsbedingungen: T= 140°C; Br-P2NI-Me.: 25mM;CU,S04: 2 roM; Reaktionszeit 180 min

- Acetonitril

Mit Acetonitril als Losungsmittel wurden ahnlicheAusbeutenwie mit DMSO erhalten, so daB Acetonitril in

diesem Zusammenhang grundsatzlich als Reaktionsmedium geeignet ist. AIlerdings wurden unter den

Reaktionsbedingungen grotiere Verdampfungsverluste beobachtet, so daB hier eine Aussage iiber die

Konzentrationsverhiiltnisse problematisch war. In Gemischen mit 50 % DMSO, bei denen das

Verdampfungsproblem nicht aufuat, konnten mit reinemDMSO vergieichbare RCA erhalten werden (s Tab

3.4-6).

- Dimethylformamid (DMF)

Bei DMF wurden sowoW mit dem reinen Uisungsmittel als auch in Gemischenmit 50 % DMSO geringere

RCA erha1ten als mitdemDMS0-Standardsystem Hierbei zeigtesich eine starke Abhangigkeitder RCA vom

AlterdesDMF.Offensichtlich wurde die Reaktionschon von Spuren derin diesemLosungsmittelgebildeten

..Amine stark negativ beeinfluiit.Die Bildungvon stabilen Aminkomplexen ist vom Cu(I) bekannt [234].

- Hexamethylphosphorsauretriamid (HMPT)

DieUntersuchung von HMPT brachte zum DMF vergieichbare Ergebnisse.. Die RCA war deutlichniedriger

als bei den vorher eingesetzten Systemen. Aus Tab. 3 4-6 wird die starke Abhiingigkeit der RCA von der

Losungsmittelqualitiit deutlich. Auch hier scheint,wie beim DMF, der EinfluB von freien Aminen eine Rolle

zuspielen

- n-..mefJ.y!tetrahydropyr.midinon (D~.1PU)

DMPUist als Losungsmittelin diesemZusammenhangungeeignet. Nur im Gemischmit DMSO wurden bei

einemDMPU-Anteil von 25 % noch RCA von 48 % erreicht,was mit DMF als Losungsmittelvergieichbar

war. Bei reinemDMPUkonnte 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 Abhangigkeitvom Essigsaurezusatz dargestellt. In reinem

Eisessig konnte keine Radioiodierung erreicht werden. Viehnehr wurde eine starke Zersetzung des

Br-P2NI-Me beobachtet, dievermutlich aufeineHydrolysedes Methylesterszuriickgeflihrt werden kann. Die

Zersetzung wurde auch bei kleineren Essigsaurekonzentrationen in DMSO, allerdings in bedeutend
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geringerem AusmaB, beobaehtet, Selbst bei einem 0,5 %igem Zusatz (87,3 roM) wurden noch geringere RCA

als bei der essigsauretreien Reaktion gefunden.

4J

10 100%

25%
5%

0,5%

olme

Eisessigasatz [VoIumen. - % ]

Abb.3.4-13 Cu.SO.-katalysierte Radioioddebromierung 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.SOJDMSO Systems mit weiteren Zusitzen

Zusarnmenfassend konnen aus den Untersuchungen des Cu.S04/DMSO Systems zum aromatischen n.c.a­

"Brom gegen Radioiod"-Austausch am Br-P2NI-Me folgende wichtige Punkte festgehalten werden:

1. Die RCA kann durch ErhOhung derCu(l)-Konzentration nicht verbessert werden.

2. Die RCA kann zwar mit einer hOheren Reaktionstemperatur gesteigert werden, wobei aber eine

zunehmende Bildung von Nebenprodukten in Kaufgenommen werden muB.

3. Die RCA kanndurch den Einsatz hoherer Vorliiuferkonzentrationen verbessert werden, wobei auch hier

eine Sattigung erreicht wird. Uberdies wird die problematische Abtreunung des Vorliiufers relevant

4. Die Reaktion ist extrem sauerstoffempfindlich.

5. Die Reaktion verliiuft tiber einen komplexartigen Ubergangszustaud.

Zudemwurde fur das CU(TI)SOiReduktions-System in waBrigen Reaktionsmedien die groBe Bedeutung von

sauren pH-Werten aufgezeigt [72]

Zur weiteren Optimierung derReaktion boten sich demnach drei Punkte an:

A Zusatzvon Ssuren zur Neutralisation sowohl von eventuell gebildeten basischen Kupferoxiden als auch

der eingesetzten aIkaiischen Radioiodidlosung,

B: Zusatz von geeigneten Komplexbildnern, die zur Stabilisierung des Ubergangszustendes beitragen,

C: Zusatz von geringen Mengen an schwachen Reduktionsmitteln zur Verminderung der Empfindlichkeit

gegentiber Luftsauerstoff

I
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3.4.4.1Zusaiz von Carbonsiiuren undKomplexbildnern

Carbonsiiuren

Die Vorversuche mit Essigsaure hatten gezeigt, daB em Siiurezusatz in groBeren Mengen die RCA der

Reak1ion nichtanalog denwiiBrigen Systemensteigem konnte.. Neben der hOheren Zersetzung des Voriaufers

bei hohen Siiurekonzentrationen wurden auch bei geringeren Saurekonzentrationenvon 90 mM schlechtere

Ergebnisse erzielt als ohne Essigsiiurezusatz(3 4.3.6).

Dblicherweise werden in derLiteraturbei den wiiBrigen Systemenneben Essigsaure auch Zitronensiiure oder

diezusiitzlich reduzierendwirkende Gentisinsaure eingesetzt(s. 3.4), wobei hier keine klare Differeuzierung

dariiber zu treffen ist, ob die Schaffimg eines sauren Reaktionsmediums oder die zusiitzliche Komplexierung

des Cut-Ions ausschlaggebend fur die besseren Markierungsausbeuten ist Aufgrund des gleichzeitigen

Einsatzes derReagenzien nebenEssigsaure sollten eherdie komplexierenden Eigenschaftender Verbindungen

im Mittelpunkt stehen.. Daher kann dies nach dem obigenModelldes komplexartigenDbergangszustandes .

zumindest als ein Hinweis zur positiven Beeinflussung der Koordinationssphiire des Kupfers durch

chelatisierend wirkende Carbonsiiuren angesehen werden. Cu(I)-Komplexe von Monocarbonsiiuren sind in

der Literatur bekannt und werden, abgesehen von der charakteristischen Luft- und

Feuchtigkeitsempfindlichkeit, als relativ stahile Verbindungenbeschrieben [235,236].Deshalb wurden trotz

derErfaarungen mitEssigsaure und trotz der problematischen Dbertragung von den beschriebenen wiiBrigen

Systemen auf des DMSO, zur Ansiiuerungneben Zitronensaure auch die chelatisierendwirkenden Sauren

Weinsaureund Oxalsauregetestet. Die Untersuchungsergebnisse sind in Tah 3.4-7 zusammengefaBt

Tab.3.4-7 N.c.a-Radioioddebromierung von Br-P2NI-Me mit CU,S04 unter Zusatz chelatisierender
Carbonsiiuren

KommentarRCA [%]mit Br-P2NI-Me

25mM I 50mM

Saure

ohne Zusatz (3.4.3) 58,2± 9,4 82,8 ± 4,2 zum Vergleich

Zitronensiiure 66±7,9 90± 3,5 gut geeignet

Weinsaure 63 ±8,3 78± 13,5 gut geeignet

Oxalsaure 44,5±7,2 - Zersetzungstendenz

Reaktionsbedingungen: T= 140°C; Cu,SO,: 2 mM; Saure: 2 mM; Reaktionszeit: 180 min

Die RCA konnten durch den Zusatz von chelatisierenden Siiuren in einem zum Cu(I) analogen

Konzentrationsbereicb grundsiitziicb verbessertwerden, Das dieserEffektbei derOxalsaurenicht beobachtet

wnrde, kann bedingtaufderenWrrkung als schwachesReduktionsmittel zurUckgefiibrt werden. Beim Einsatz

von Oxalsaure in hoheren Konzentrationen wurde auch eine dementsprechendhohere Zersetzungstendenz

gefunden. Wein-und Zitronensiiurezeigten in diesemZusannnenbang em iihnliches Verhalten.

In Abb.3.4-14 sind die kinetischenDaten der Radioioddebromierung beim Zusatz von Siiurenim Vergleich

zur Standardreaktion gezeigt Hierbei ist des Verhaltender Reaktionmit Weinsaure- und Zitronensiiurezusatz

annahemd identisch, so daB auf die Darstellung beider Kurven verzichtet wurde. Durch denEinsatz der

Sauren wird die Zeitabhangigkeitder Markierungsreaktion so geiindert, daB die Kurven mit zunehmender

Reaktionszeitdivergieren. Dies deutet aufeine Veriinderung der apparenten Geschwindigkeitskonstanten k'
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in G1. 1.5-4und damitaufeine Aktivierungbzw. Deaktivierungdes reaktivenKomplexesbin Da im Fall der

Oxalsaure unter den gewshlten Reaktionsbedingungen nur eine relativ geringe Menge an

Zersetzungsprodukten aufuat, sollte in diesem Fall eher von einer Inaktivierung durch Komplexierungdes

Kupfers ausgegangenwerden.

80 Reakli<>astempemr: 1400C
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Abb.3.4-14 CUzS04-katalysierte Radioioddebromierung. von Br-P2NI-Me. Zusatz von
Sauren, T= 140°C, Br-P2NI-Me: 25 mM, Cu(l): 4 mM, DMSO

Der EinfluB der Sauren auf die RCA, auch in relativ geringen Konzentrationen,konnte damit nicht auf die

Saureeigenschaft zuriickgefiihrt werden. Vielmehr wurde gerade die Zitronensaure als Reagens mit

komplexierender Stabilisierung des Dbergangszustandes auch in DMSO als Reaktionsmedium bestatigt

Foiglichsollte sowohl in waBrigen als auch in organischenLosungen vom gleichenReaktionsmechanismus

ausgegangenwerden konnen,

Konzentration der zugesetzten organischen Siiure

In! Hinblick auf den Riickgang der RCA durch Essigsaure sOOllOO sich die Frage nach dem Verhalten der

Reaktion bei hoheren Konzentrationen der untersuchten organischen Carbonsauren.

Oxalsallre'

Auchwenn Oxalsaure als Zusatz bei der Cu(I)-katalysiertenRadioioddebromierung grundsiitzlichgeringere

Ausbeuten lieferte, konntemit zunehmenderKonzentration (bis 40 roM) nur eine geringe Abnalune der RCA

beobachtetwerden. DieZersetzungstendenzdes VorliiUfers wurde erwartungsgemaB groBer,so daB die RCA

nach 120 minein Maximum aufwiesen, urn dann wieder langsam abzufallen.

Weinsmtre"

WiebeiderOxalsiiure wurde auchfUr Weinsiiure oberhalb einer Konzentrationvon 10 roM eine zunehmende

Zersetzungstendenz des Vorliiufers beobaehtet, Zudem wurde das Absinken der RCA mit steigenden

Konzentrationen in starkerem MaBebeobachtet als bei derOxalsaure,so daB bei Weinsiiurekonzentrationen



Titriplex vn

Na+o

1
- 0 1 - +

( ~O Na

~N'I

HO~ A-+° 0 Na

- 65-

von 30 mM nur noch 60 % der RCA des niedrigen Konzentrationsbereiches gefunden wurden.. Dariiber

hinaus wurde auch bei hOherenKonzentrationen in der Reaktionskinetik bei einer Reaktionszeit von 120 min

ein Maximum beobachtet.

Zitronensiiure

Bis zu Konzentrationen von 30 mMwurde mit Zitronensaure keine Verschlechterung der RCA beobachtet

Im Unterschied zu den anderen Sauren konnte hier weder die typische Zersetzungstendenz noch ein

Maximalverhalten der RCA in Abhiiugigkeit von der Reaktionszeit festgestellt werden.

KomplexbiIdner

Die Untersuchung des Einflusses von N-haltigen

Komplexbildnem galt mehr dem mechanistischen Aspekt als

derOptimierung derMarlcierungsreaktion, da die starke Cu(l)­

Komplexierung mit N-Funktionen bekannt war [234].. Mit

Hamstoff wurde eine Art deaktiviertes Amin beziiglich der

Komplexbildungstendenz untersucht SowoWbei dem EDTA­

Derivat TitriplexVll aIs auch beim Harnstoffwurden geringere

RCA gefunden. In Abb. 3.4-15 ist der Einflu13 von Titriplex Vll auf die "Brom gegen Radioiod"­

Austauschreaktion aufgefiihrt. Die hohe Komplexbildungstendenz des Titriplex Vll schlagt sich in einem

ausgepriigtenEffektnieder Schon bei einem Titriplex VlI/Cu(l)-VerhiUtuis von 0,5 (2 mM) wurden weniger

a1s 1,5 % RCA beobachtet

1tI
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TitripJex VII - Konm1lIa1ion [mM]

Abb.3.4-15 CuzSO.-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 ausgepriigt. Bier wurden bei einem IOfachen Uberschuf

zum eingesetzten Cu(I) immerhin noch eine RCA von 9 % gefunden.
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Auch diese Experimente stehen in Ubereinstinunung 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 sollten bei der Cu(l)-katalysiertenRadioioddebromierung nicht nur fur die Erzeugung einer

geeigneten Konzentration von Cu(l)aus Cu(II) und der Riickoxidation von gebildetemCu(II) sorgen, sondern

auch zur Elimination von storendem Sauerstoffbeitragen. Daher spielt die Sauerstoffempfindlichkeit dieser

Reaktion bei den Cu(II)/Reduktions-Systemen keine Rolle Hier wird im allgemeinen nicht unter

Inertgasbedingungen gearbeitet, Gleichfalls sollte der Zusatz von Reduktionsmitteln auch die Sauerstoff­

empfindlichkeit der betrachtetenReaktion herabsetzen und dadurch derenHandhabbarkeit verbessern.

Die ausgepragteReduktionsempfindlichkeit der Nitroimidazole erlaubt in diesem Zusarnmenhangnur den

Einsatz schwacher Rednktionsmittel. ErwartungsgemiiB fiihrte der Zusatz von Na,S03 auch in geringen

Konzentrationen von 2 mMbei dem reduktionsempfindlichen Vorliiufer nach Reaktionszeitenvon mehr als

90 min zur starken Abnahme der RCA und zur zunehmenden Bildung von radioaktiven und inaktiven

Zersetzungsprodukten. AufdieUntersuchung von Ascorbinsaurewurde in diesemZusarnmenhangverzichtet,

da bei ihremEinsatz innerhalb des Cu(l)!DMSO-SysOOms schon nach 10 Minuten eine Dunkelbraunfiirbung

in Verbindung mit vielen inaktiven Zersetzungsprodukten auftrat. DOOei wurde das Br-P2N1-Me nicht

angegriffen..

Als schwaches Reduktionsmittel bot sich zuniichstdas Chinonderivat2,5-Dihydroxybenzoesiiure (DHB) an

Die DHB wurde bei der Cu(l)-katalysierten Radioioddebromierung als reduzierenderZusatz eingesetzt (s

3.4).DieseVerbindung zeigteallerdings keineVortei1e gegenuber dem einfachenCu,SO4!DMSQ-System und

lieferte schlechtereRCA als die Markierungsreaktion unter Zitronensiiurezusatz. Jedoch wurde mit DHB­

Konzentrationen bis zu 35 mMunter den iiblichenReaktionsbedingungen nur eine geringe Zersetzung des

Vorlaufersbeobachtet, so daB Chinone als Reduktionsmittelgrundsiitzlich geeignet zu sein schienen,

2,5 Dihydroxyterepb1halsiiure

OR

OH

o
2,5-Dihydroxyterephthalsanre

Da sich die 1,5-Dicarbonsiiure Zitronensiiurebewiihrthatte, lag

der Gedanke nahe, die drei Optimierungsprinzipien Saure,

Komplexierung und schwache Reduktion in einem Molekiil zu HO

vereinen. Hierzu wurde die kiiufliche 2,5-Dihydroxy­

terephthalsaure (DHT) ausgewiihlt.

Mit DHT als Zusatz zur CU,S04-katalysierten Radioiod­

debromierung konnten RCA erhalten werden, die mit

Zitronensiiureals Zusatz vergleichbarwaren. Bis zu einer DHT­

Konzentration von 10 mM wurde keine negative

Beeintriichtigung der Ausbeute bzw. keine Bildung von

Nebenprodukten beobachtet. Allerdings lagen die RCA bei hOheren Konzentratiollen (30 mM) deutlich

niedriger, In Abb. 3.4-16 werden die Kinetiken des Cu,S04!DMSQ-Systems hei der Markierung von

Br-P2N1-Me mit und ohne DHT verglichen. Der Kurvenverlaufder Marlcierungsreaktion mit DHT stellt eine

Parallelverschiebung zur Y-Achse gegeniiberder zusatzfreienReaktion dar.
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Abb.3.4-16 2,S-Dihydroxyterephthalsiiure in der Cu,SO.-katalysierten Radioiod­
debromierung von Br-P2NI-Me: Br-P2NI-Me: 25 mM, Cu(l): 4 mM, DMSO,
DHT:2mM

Anchwenn mit DHT gleich gute Resultatewie mit Zitronensiiure erzielt werden, deutet der unterschiedliche

Kurvenverlauf im Vergleich zur zusatzfreien Reaktionsfiihrung auf einen unterschiedlichen

Reaktionsmechanismus oder zumindest einen zusatzlichen Effekt bin Kann der Kurvenverlauf bei der

Zitronensiiure durch eine Anderung der Geschwindigkeitskonstante k' in GI. 1.5-4 und der dem

zugrundeliegenden Reaktivitiitsiinderung des Cu(!)-Komplexes hinreichend erklart werden, so weist der

Parallelverlauf der Kurven in Ahb. 3.4-16 auf eine Zunahme der Cu(!)-Konzentration bei annahernd

Ufiverai1derter Geschwindigkeitskonstante bin. Zum Vergleich der reduktiven Zusatze sinddieErgebnisse in

Tab.. 3.4-8 zusammengefalit,

Tab.3.4-8 N.c.a-Radioioddebromierung von Br-P2NI-Me mit Cu,SO. unter Zusatz von
Reduktionsmitteln

Siiure RCA [%] mit Br-P2NI-Me Kommentar

25mM 50mM

ohne Zusatz (3.4.4) 58,2 ± 9,4 82,8 ± 4,2 zum Vergleich

Zitronensiiure 66 ± 7,9 90 ± 3,5

NazS03 38±7,4 - ungeeiguet

Dihydroxybenzoesiiure 48,5 ± 7,2 83 ± 6,5 leichte Zersetzungstendenz

Dihydroxyterephthalsiiure 69,3 ±8,3 90±4,3 gut geeignet

Reaktionsbedingungen: T= 140°C; Cu,SO.: 2 mM; Reduktionsmittel: 2 mM; Reaktionszeit; 180 min

I
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3.4.4.3 Weitere Cu(l)-Komplexe zur Radioioddebromierung

Grundsatzlich sol1ten nach den bisherigen Erfahrungen alle nicht ZlI schwer loslichen Cu(I)-Komplexe zur

aromatischen Radioioddebromierunggeeignet sein. Da in der Literatur stabile Komplexe mit aromatischen

Carbonsauren bekanntsind [235,236], sol1te die Kombinationvon Cu(I) mit einer reduzierendenVerbindung

durchdieDarste11ungeines Cu(I)-DHB- oderCu(I)-DHT-Komplexes moglichsein: Durch die Komplexierung

konnteneventue11 wenigerluft-und wasserempfindliche Cu(I)-Katalysatoren erhalten werden, die ebenso gnte

oder bessereRCAn ermoglichen,

Durch dasEinbringen von CU,S04in eine Losung von DRB bzw DHT in Acetonitrilkonnten entsprechende

Verbindungen erhalten werden. Diesekonnten in Acetonitril umkristallisiertwerden, waren bedeutend besser

in organischen Losungsmitteln loslich und ergaben eine relativ stabile Losung. Allerdings wiesen diese

Verbindungen diegleiche Luftempfindlichkeit und damiteine ahnlich schlechteHandhabbarkeit wie Cu,SO4

auf Dariiber hinaus wurden in Vorversuchen zur Markierung des Br-P2NI-Me zwar eine

Markierungsaktivitiit gefunden, aber kaum die RCA des CU,S04IDMSQ-Systerns erreicht, Daber wurde auf

eine Charakterisierungund weitere Untersuchung dieserVerbindungenverzichtet,

3.4.5 Zusammenfassender Vergleich der Cu(l)-Markierungssysteme

Zum Uberblick sind in Tab. 3.4-9 die RCAn der verschiedenen Markierungssysteme beziiglich der

nukleophilen aromatischen Radioioddebromierung am p-Bromphenylalaninderivat Br-P2NI-Me

zusammengefaBt Soweit vorhanden sind auch die RCAn unter Synthesebedingungenim semipraparativen

MaBstab bei einer Vorliiufurlronzentration von 50 mM auigefuhrt. Alle Messungen wurden bei 140°C

durchgefiihrt.

Al'l;:ilu.tiJ;;i:ii:)yi:)"~~

Markierungssystem RCA [%] mit Br-P2NI-Me

25mM 50mM

CuCNIDMSO 9,5 -
CuBrlDMSO 31 ± 5,3 -
CuCIIDMSO 36,1 ± 3 -
Cu,SOiHMPT 38 -
Cu,SOiDMF 45,5 ±2,2 -
CU,S04/u MSO 58,2 ± 9,4 82,8 ± 4,2

CU,S04IDMSO/ZS 66± 7,9 90±3,5

Cu,S04IDMSOIDHT 69,3 ± 8,3 90±4,3
+.

Tab. 3.4-9 N.c.a-Radioioddebromierung von Br-P2NI-Me mit CU,S04.. Vergleich der unterschiedlichen
Cu(1)-l'v!arL:..-·.............. ·....f-_""

Reaktionsbedingungen: T= 14O"C, Cu(I) . 4 mM; Reduktionsmittel: 2 mM; Reaktionszeit: 180 mm. ZS: Zitronensllure;
DHT: 2,5-Dibydroxyterephthalsaure, DMSO: Dimethylsulfoxid; DMF: Dimetbylfonnamid; HMPT:
Hexametbylphosphorsauretriamid

Die Systeme der Wahl sind offensichilich das Cu,S04IDMSO/ZS-System und das Cu,S04IDMSOIDHT­

System,mit denen die besten Ergebnisse erhaltenwurden.

DieEntscheidung tiberdieVerwendungeinesMarkierungssystemshiingtin erster Linie von den chemischen

Eigenschaften des eingesetzten Vorlaufers und des erhaltenen Radioiodproduktes ab. Bei sehr
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reduktionsempfindlichen Verbindungen empfiehlt sich eher der Einsatz der Zitronensaure, wohingegen

saureempfindliche Substanzen besser ohne Zusiitzemarkiertwerden sollten.

Bei den Cu-HalogenidIDMSO Systemen hat sich das CuCI als die beste Cu(l)-Verbindung erwiesen.. Im

Vergieich zur Cu,SO.-Variante werden hier zwar schlechtere RCAn erhalten, wobei sich aber die

Handhabbarkeit desKata1ysators leichtergestaltet. CuCIist im UnterschiedZIl Cu,SO. kiiuflichund kann an

Luftatmosphiire abgewogen und umgefii11t werden. Andererseitsweist CuCIeine relativ schlechteLoslichkeit

in DMSO auf. DMSO ist in diesemZusammenhangals das Losungsmittelder Wahl anzusehen.

3.5 Optimierte Darstellung undReinigung von I31I-P2NI-Me

Die optimalen Reaktionsbedingungen zur Darstellung von l3lI-P2NI-Me uber die Cu(l)-katalysierte

nukleophile aromatische Radioioddebromierung am Br-P2NI-Mewurden in Abschnitt 3.4 erarbeitet,FUrdie

Synthese wurden hauptsiichlich zwei Systemeeingesetzt:

A: Cu,SOiDMSO/Zitronensaure

B: Cu,SOiDMSO/Dihydroxyterephthaisaure

Dabei wurde dem reduktionsmittelfreien SystemA der Vorzug gegeben.

Ein spezielles Problem der nca.-Radioioddebromierungen ist die Abtrennung des chemisch und

chromatographisch sehr iihn1ichen Radioiodproduktes vomVorliiufer. Dementsprechendwurde die Reinigung

mittels einerHPLC durchgefiihrt.

Nach der Aufarbeitung und Reinigung konnten 70-75 % der eingesetzten Radioaktivitat in der

appJikationsfertigen Losungerhalten werden. DasRadioiodprodukt lag in einer radiochemischenReinheit von

99,0 % vor. Die spezifischeAktivitatwurde ZIl 6,2-7,4 TBq/mttlol (170 - 200 Ci/mmol)bestimmt.

3.5.1 Synthese der Radioiodverbindung: I31I-P2NI-Me

Andersa1s beiden Vorversuchensollenbei der "Produktion" einerRadioverbindung hohe Aktivitatsmengen

eingesetzt werden, so daB es sich hier urn eine Art "Upsca1ing" in einen semiprsparativen MaBstabhandelt,

Da die Wasserempfindlichkeit des Reaktionssystems nur gering war und hOherer Alkalimengen durch die

Zitronensaure abgefangenwerdenkonnten, war der Einsatz groJ3erer Aktivitatsmengendurch dieErhOhung

derMengederRadioiodidlosung unproblematisch. Dariiberhinans war es im Hinblickaufdie Vereinfachung

dernacbfolgenden Aufarbei1lmg angebracht,mit moglichstgeringen Substanz- und Losungsmittelmengenzu

arbeiten.

In diesemZusammenhangkonnten die optima1en Reaktionsbedingungen zur Markierung des Br-P2NI-Me,

die sich aus der vorangegangenen Optimierung des Cu,SO.tDMSO/ZS-Systems ergaben, weitestgehend

ubernommen werden. Die optimalen Reaktionsbedingungen der Produktion sind in Tab.. 3.5-1

zusammengefalit, Ansonsten wurde eine ZIl den Optimierungsreaktionen analoge Reaktionsfiihrung

verwendet
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Tab. 3.5-1 OotimaleParameter der Cuffi-kata1vsierten Svnthesereaktionvon l3lI-P2NI-Me

Parameter EinstellU112 E.....ebnis

DMSO 100~ RCA: 85-95%

Cu,SO.- Konzentrationen 2-4mM

Br-P2NI-Me-Konzentration 40-50mM spezifiseheAktivitiit 6,2 - 7,4 TBq/mmol

Zitronensanre-Konzentration 2-4mM

Reaktionstemperatur 140°C radiochemisehe Reinheit: 99,0%

Reaktionszeit 150-180 min

eingesetzteAktivitat 30-100MBq

3.5.2 Aufarbeitung undFormulierung von l3lI-P2NI-Me

DieAufarbeitung dec Reaktion umfaBt dieAbtrennung des Reaktionsproduktes bis bin zur Fonnulierung einer

applikationsfertigen Losung, Diese kann in 3 Absehnitte unterteiltwerden:

1 Auftrennungdes Reaktionsgemisehes, Abtrennung des Radioiodproduktes von den Zusiitzen

2. Abtrennung des Radioiodproduktes vom Vorlaufer

3. Fonnulierung einer applikationsfertigen Losung

Dabei ist der problematisehe Sehritt in der Abtrennung vom Vorlauferzu sehen

1. Auftrennung des Reaktionsgemjsehes

Zur Auftrennungdes Reaktionsgemisehes muBten hauptsiichlieh hydrophileVerbindungen aus der DMSO­

Losungentfemt werden. Eine direkte Auftrennungdureh den Einsatz der HPLC konnte aufgrunddes Cu(I),

dasin Verbindung mit Wasser sofort einen unloslichenNiedersehlagergab, nieht durehgefiihrtwerden. Hier

erwies sieh der Einsatz von Sep-Pack-Kartuschen (RP-18 Material) als besonders gunstig, Dureh die

Verdiinnung des Reaktionsgemisehesmit Wasser und die nachfolgende Fixierung der organisehenProdukte

auf der Kartusehe konnten sowohl der Kupferkata1ysator als aueh die Zitronensaure sowie das DMSO und

nieht abreagiertes Radioiod vollstiindig abgetrennt werden. Dureh Elution mit Acetonitril wurde das

RadioiodproduktlEdukt-Gemiseh in sauberer Fonn erhalten.

2. Abtrennung des Radigproduktes vom Vorlaufer

Anfgrund decchemischen und ebromatographisehen AhnIiehkeit des Radioproduktesund des Eduktes war die

HPLC-Abtrennung problematiseh. Im allgemeinen wurde eine mehr oder weniger starke Uberlagerungdec

Peaks beobachtet. Ferner fiihrte eine Verlangerungder Retentionszeitendurch eine geeignete Anderung der

Trennbedingnngen gleichzeitig 211einerPeakverbreiterung,so daB zwar der UnterschieddecRetentionszeiten

vergrofsert, aber di~ Trennung nur wenig verbessert werden konnte.

Die Trennung mit Si-60-Materialbot zwar den Vorteil, daB hier die lipophilereRadioiodverbindungzuerst

elniert wurde und demnach nicht im unvenneidliehen Backtailing des Vorlauferpeaks auftrat, konnte aber

niehtbis 211 einernausreiehenden UiJ.terschied decRetentionszeiten decPeaks weiterentwiekeltwerden. Zudem

wurde bei geringen Spuren von Wasser eine Zersetzung der Radioiodverhindungaufder Saule beobachtet.

Auf RP-Material (reversed phase) wurde andererseits zwar eine bessere Auftrennung der Peaks erreieht,

wobeidiesefur dievollstiindige Auftrennung nieht ausreichte, da das Edukt zuerst elniertwurde und somit das
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Radioproduktinnerhalb dessen Backtailingsauftrat. Die besten Trennergebnissewurden mit einerRP-Phase

erreicht, diemit ''Nitroaromaten" (Siiule S3, s. Abschnitt 5.5.1) beladenwar. Allerdingswaren auch hier zwei

Durchl!lufe zur vollstiiudigen Abtrennung des Voriiiufers notwendig Daher wurde die erste Trennung auf

einer RP-18 Siiule (Siiule S2, s. Abschnitt 5.5..1) und die Endreinigung auf dar Nitroaromatensiiule (S3)

durchgefuhrt, Bezuglich des eingesetzten Vorliiufers (Br-P2NI-Me) konnte nach der ersten Trennung eine

apparente speziJische Aktivitiit vonetwa1 Cilmmol erhalten werden. Nach dar 2. Trennung lag diesebei mebr

als 400 Cilmmol. Demit betrug die Br-P2NI-Me-Masseelwadie Halfte des I-P2NI-Me-Tragers.

3. Formulierung einer aqplikatjonsfertigen Uisung

Bei den zur Anwendung an Lebewesen eingesetzten Tracerlosungen miissen folgende Punkte beachtet

werden:

Es durfen keine giftigen oder stark reizendenVerbindungenenthalten sein

Es muB fur ausreichende Sterilitiit gesorgt werden.

WiiBrige Systememussen isotonischzum Blutplasma sein.

Speziell fur Tierversuchean Miiusendurfen nicht zu groBe Voluminaeingesetzt werden

Ublicherweise werden wiiBrige Kochsalzl6sungen verwendet, die maximal 10 % Ethanol enthalten durfen

Das saubere Radioprodukt konnte nach dem Abdarnpfen des Acetonitrils trotz der hohen Lipophilie der

Verbindung problemlos in 5 %iger Ethanollisotonischer-Kochsalzlosung aufgenommen werden Das

Radioprodukt konnte so mit einer radiochemischen Reinheit von 99 % und einer Gesamt-RCA nach der

Reinigungvon 70-75 % erhalten werden.

3.6 N-(2-(2-Nitroimidazol-l-y1)-acetyl)-p-["'I]iod-D,L-phenylalanin ("'I-P2N1-S)

Im Tierexperimenttrat beim 13lI-P2NI-Me innerhalb kurzer Zeit ein einzigerhydrophilerMetabolit auf;der

schnell fiber dieNieren ausgeschieden wurde (Abschnitt 4.2). Die in vivo Hydroiysedes Ethylesters eines

Nitroimidazol-Phenylalaninderivates ist bekannt [222].. Daher wurde auch hier eine Hydrolyse des

Methylesterszur freien Siiureangenommen. Eine Uberpriifungdieser These sollte durch die ldentifizierung

des Metaboliten bzw iiber die kinetische Untersuchung dar Entstehung des 13lI-P2NI-S am Mausmodell

erfolgen. Dazu wurde sowohl der kalte Standard als auch die Radioiodverbindungsynthetisiert.

3.6.1 Synthese der Radioiodverbindung: 131I_P2N1_S

DieMarkierung des Br-P2t~1J:-S solltenach den Erfahrungen mitdemCUzS04,DlYfSOIZS-System probiemlos

moglich sein, da Siiurefunktionen in diesem Zusarnmenhang wenig storen Trotzdem wurde fur die

Darstellung des 131I-P2NI_S der Weg iiber die alkalischen.c.a-Hydrolyse des radioiodierten Methylesters

eingeschlagen.. Hierbei muBten zwar die Problema des Arbeitens aufdem n.c.a-Niveau (Abschnitt 1.5) in

Kauf genommen werden, dafurentfiel aber die Erarbeitung einer zuslitzlichen Abtrennung vom ahnlichen

Vorl!lufer.

Zuniichstwurde darpH-Wert als der wichtigsteParameter der alkalischen Hydrolysezur Optimierungdieser

Synthesereaktion genauer untersucht. Dann wurde eine effektive Aufarbeitung und Reinigung des

Radioproduktesentwickelt.

In Abb. 3.6-1 ist die Abhiiugigkeit der RCA der alkalischen n.c.a-Hydrolyse von dar Reaktionszeit bei
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verschiedenen pH-Wertenaufgefiihrt. AusAbb. 3.6-2 kann die Abhangigkeit der Hydrolysereaktion vom pH­

Wert ersehen werden. Aus den dargestellten Kurven wird die hohe Empfindlichkeit des l31I-P2NI-Me

gegeniiberalkaJischen LOsungen deutlich. Die Verseifung wurde bei Raumtemperatur und verschiedenen pH­

Werten durchgefiihrt. Schon bei pH 9 war eine allmahlicheZersetzung zu erkennen, wobei nach 20 h noch

30 % der Ausgangsverbindung vorhanden waren. Auffiillig 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.
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Abb.3.6-1 Kinetik der aIkalischen Hydrolyse von n.c.a.-I3lI-P2NI-Me bei verschiedenen
pH-Werten. T= 21°C
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pH-Wert. T= 21°C
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3.6.2 Aufarbeitung undFormulienmgvon 13lI-P2NI-S

Zur Darstellung des 13lI-P2NI-S wurde der Methylester l31I-P2NI-Me wie oben beschrieben dargestellt und

gereinigt. Die anschlieBende Hydrolyse wurde mit 10-3 N Natronlauge durchgefiihrt. Bei 500 C wurde die

Losung auf die Halfte reduziert. Nach 5 min Reaktionszeit war die Hydrolyse vollstiindig abgelaufen. Ein

dabei mit einem Anteil von 4 % entstandenes Nebenprodukt muBte durch den Einsatz der Radio-HPLC

abgetrennt werden. Das aufgefangene l31I-P2NI-S konnte iiber den Einsatz von RP18-Kartuschen

aufkonzentriertund vom Eluens befreit werden .. Eine applikationsfertige Losung wurde durch die Elution mit

Ethanol mit anschlieBendem Einengen bzw Verdiinnendes 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)

Aufgrund der hohen Hydrolyseempfindlichkeit und der schnellen Ausscheidung des 131I_P2NI_Me bei der

Maus (s. 4.2) wurde die Synthese eines Tracers ins Auge gefaBt, der chemisch eine hohere Stabilitat und

biochemisch eine geringere Elimination aufweisen sollte. Durch den Austausch der Methylesterfunktion mit

einer Amidfunktion sollte die beobachtete in vivo Hydrolyse des l3lI-P2NI-Me verlangsamt bzw. unterdriickt

werden und sich dadurch eine geringere Clearancerate ergeben. Der Einsatz eines sekundiiren bzw

Iangkettigen Amids sollte zudem durch die Erhohung der Lipophilie eine bessere Himaufuahme zeigen.

Andererseits sollte sich ein Amid chemisch und chromatograpbisch in ahnlicher Weise verhalten wie der

Metbylester, so daB die ansgearbeiteteMarkierung und Aufarbeitung mit leichten Abiinderungen iibernommen

werden konnte. Hierbei sollten sowohl die Staudardverbindung aIs auch der Markierungsvorliiufer durch die

Aminolyse der entsprechenden Methylester zuganglich sein,

Zuniichst wurde das Dimethylamid als geeignetes Analogon ins Auge gefaBt, das aber anfgrund der sterisch

anspruchsvollen Situation des I-P2NI-Me nicht durch einfache Aminolyse mit Dimethylamio erhalten werden

konnte. Mit demprim3ren Amin Butylamio konnte dann das gewiioschte BntyIamid problemios synthetisiert

werden:

0 0

/'
-",cll,
~

/' NH~0

F\ • F\"" ImryN "" ImrNyNx
CHzCI2, 20°C

X=Br,I NOz NOz

Die Markiernng des Br-P2NI-Ba konnte mit dem Cn,SO.,IDMSO/ZS-System in Analogie zur Synthese des

Radiomethylesters erfolgreichdurchgefiihrtwerden. Allerdings muJ3tendie Bedingnogen fitr die Anfarbeitung,

insbesondere die problematische Abtrennung des Vorliiufers vom l3lI-P2NI-Ba, modifiziert werden.

3.7.1 Radioiodierung von Br-P2NI-Ba

Die Markierung des Bntylamidderivates zum n.c.a-l3lI-P2NI-Ba wurde mit dem fUr den Methylester

erfoIgreichen Cn,SO/DMSO/ZS-System durchgefiihrt. Die direkte Ubertragung der Reaktionsparameter

fiihrte zu etwas niedrigeren RCA Dies konnte anfgrund der Markierungsversuche mit Hamstoffzusatz

(3.4.4.1) erwartetwerden, da sich bier die Eigeoschaft des Cu(I), mit Stickstoffunter Bildung weniger aktiver

Komplexe zu koordinieren, bemerkbar machen sollte. Allerdings war einerseits der EinfluJ3 des doch sterisch

recht anspruchsvoIIen Butylamids, verglichen mit Harnstoff relativ gering und andererseits die Stabilitat des

l3lI-P2NI-Ba unter den Markierungsbedingnngeo etwas groBer, so daB bier nach Reaktionszeiten von 4

Stunden anch RCA von 85 %erreicht werden konnten.

In weiteren Untersuchungen sollte eine kurze Optimiernng der Radioiodiernng von Br-P2NI-Ba mit dem

neuen Cn,SOjDMSO/2S-Markierungssystems und ein Vergleich mit dem Methylester durchgefiihrt werden:
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3.7.1.1 Kinetik undVorliuferkonzentration

In Abb. 3. .7-1 ist die Abhangigkeit der Cu(l)-katalysierten Radioioddebromierung des Br-P2NI-Ba von der

Reaktionszeit beiverschiedenen Vorliiuferkonzentrationen aufgezeigt. Grundsiitzlich war bei der Markierung

das gleiche Verhalten wiebei Br-P2NI-Meals Vorliiufer zu erkennen. Die RCA konnte mit der Erhohung der

Vorliiuferkonzentration deutlichverbessertwerden.
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Abb, 3.7-1 C~SO.-katalysierte Radioioddebromierung von Br-P2NI-Ba.
Reak.tionskinetik bei verschiedenen VorIiiuferkonzentrationen
CIlzSO.: 2 DIM; Zitronensaure: 3. DIM; Br-P2NI-Ba: 8.0.; DMSO; T= 140°C

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

In Abb.3.7-2sinddieRCA der Radioioddebromierung mit dem CIlzSOiDMSO/ZS-Systemvon Br-P2NI-Ba

und Br-P2NI-Me in Form der Reaktionskinetiken bei 140°C gegenubergestellt, Hier wird die hohere

Reaktivitat des Methylesters deutlich, dessen Kurve zu der des Butylamides anniihernd urn 10 % RCA

paralIelverschoben ist.Bei bOheren VorliiuferkonzentratiOllen (50 roM) wird der Abstand der Kurven geringer,

so daB dieschlechtere Reaktivitat des Butylamideshier durch die Verlangerungder Reaktionszeit anniihemd

ausgeglichenwerden kann.

DieParalieiverschiebung derRCAmitderReaktionszeit bei den beiden Systemendeutet eine unterschiedliche

Reaktivitat des Cu(I)-Komplexes mit dem jeweiligemEdukt an, wobei der Unterschied in der Reaktivitat

entweder auf eine Veranderung des Kupferkomplexes oder aber auf die Veranderung des Eduktes

zurUckgefiihrt werden konnte,
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Abb. 3.7-2 Cu,S04-katalysierte Radioioddebromierung. Reaktionskinetik:
Vergleichvon Br-P2NI-BalBr-P2NI-Me. CUzS0.: 2 roM; Zitronensiiure: 2- 3 roM;
Br-P2NI-BalMe: 25 roM; DMSO; T= 140°C

Eduktiinderung

Die Veranderung des Eduktes besteht in dem Austausch der Methylesterfunktion durch ein langerkettiges

Amid DieserAustausch findet relativ weit entfemt vom ReaktionszentrumderRadioioddebromierung statt,

so daB sterischeEffektekeine Rolle spielen soUten. Auch die elektronischenAnderungen des aromatischen

Systems diirften vernachlassigbar sein, zumal die Cu(I)-katalysierte Austauschreaktion in DMSO auf

e1ektronische Anderungen nur wenigreagiert[67]. Dahersollte die Anderung des Eduktes fur den Unterschied

in den RCA nicht ausschlaggebendsein.

Komplexanderungen

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

komplexbildenden Verbindungen auf die Reaktivitiit des Kupferkomplexes deutlich. Besonders mit Stickstoff

scheint eine hohe Affinitiit zur Komplexierungzu bestehen, die sich auf die Markierungsreaktionnegativ

auswirkt. So wurde sagar mit Hamstoff als Zusatz eine geringere RCA beobachtet. Demnach sollte die

Verringerung derRCAbei derMarkierungdes Butylamidderivates durch eine deaktivierende Komplexierung

des aktivenKupferkomplexes verursacht werden.
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3.7.2 Aufarbeitung undFormulierung von 131I-:P2NI_Ba

Die Markierung von Br-P2NI-Ba konnte in AnalogiezornBr-P2NI-Me (Abschnitt 3.3.2) mit dem System

Cu,SOJDMSO/ZS durchgefiihrtwerden.. Aufgrund der hoheren Stabilitiitdes l3lI-P2NI-Bagegenuber den

Markieruogsbedingungen und der damit verbundenen geringeren Tendenz zur Bildung von

Radionebenprodukten konntedieReaktionszeit auf4 h verlangertwerden, wobei RCAn von 85-90 % erhalten

worden. Bei der Erarbeitung der Isolieruog und Reinigung des l3lI-P2NI-Ba zeigte sich, daB die fur des

131I_P2NI_Me aufgestellten Reinigungsbedingungen nicht direkt auf des bedeutend lipophilereArnidderivat

iibertragen werden konnten Jedochkonnte des beim MethylesterderivatdurchgefiihrteAufarbeitungsschema

auchbiererfolgreich eingesetzt werden. Nachder Abtreonung aus demReaktionsgemisch uber eine Sep-Pack­

Kartusche (RP-l8-Phase)konntedieRadioiodverbindung durch einen verandertenRadio-HPLC-Trennscbritt

erhalten werden Anch bier waren zwei HPLC-Trennungen erforderlich, wobei analog zur Abtrennung des

Methylesterderivates erst eine RP-18-Phase und dano eine Cosmosilsiiule (Nitroaromatensiiule) eingesetzt

wurden. Hierbei konnten fur die Butylamidverbindungbessere Ergebnisse erzieltwerden; nach demzweiten

Treonschritt konntekeinEduktmehrnachgewiesen werden. Das l3lI-P2NI-Ba wurde aus dem aufgefangenem

Eluat durch des Kartuschenverfahrenaufkonzentriert. ZurApplikationwurde die aus der Aufkonzentration

erhaltene Losung eingedampftund der "Riickstand" in Ethanol aufgenonnnen. Die erhaltene Radiolosung

wurde dano mit isotonischer Kochsalzlosungaufeine 7 %ige ethanolischeLosung verdiinnt

Obwohl beiderRadiosynthese desl3lI-P2NI-Ba vergleichsweise schlechtereErgebnisse erzieltwurden, lagen

die RCA des gesamten Verfahrens bis zur applikationsfertigen Losung auch bei 70-75 %. Wie die etwas

hohere radiochemische Reinheit von 99,9 % wurde dieses Ergebnis auf die groBere Stabilitat des

Butylamidderivates zurUckgefiihrt. Diespezifische Aktivitiit wurde mit 6,6-7,7 TBq/mmol(180-210 Cilmmol)

bestimmt,

r
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3.8 N-[2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl]-3-iod-o:-methyl-D,L-tyrosinmethylester (I-MT2N1)

A1s weitere Aminosaure zur Konjugation mit 2-Nitroimidazol und zur einfachen Radioiodierung wurde

Tyrosin gewiiblt Das entspreehende o:-Methyltyrosin hatte sieh als stabil gegeniiber der in vivo Deiodierung

erwiesen [27], ohne die Eigensehaft dereinfachen elektrophilen Radioiodierung einzubiiben. Dariiber hinaus

sollte aufgrund der enzyminhibitorischen Wirkungder o:-Methylfunktion moglicherweise eine groJ3erein vivo

Stabilitiit des Methylesters vorliegen als bei demPhenylalaninderivat.

Der ehemisehe und ehromatographisehe Untersehied vom Vorliiufer zum Radioiodderivat sollte ausreiehen,

urn eine einfache Trennung durehfiihren zu konnen, Dadurch ist dieser Tracer grundsiitzlieh zum Einsatz in

der Kit-Priiparation (Markierungsbesteck) geeignet. Weiterhin sollten die Synthesen der Standard- und

Vorliiuferverbindungen einfach, in Anlehnung an die Synthese der entsprechenden Phenylalaninderivate

moglich sein, zumal geplant war, das 3-Iod-Derivat als Standardverbindung dureh direkte elektrophile

Iodierung aus dem Vorliiufer zu erhalten.

3.8.1 Synthese des VorlJiufers MT2NI und der Standardverbindung I-MT2NI

MT2NI

Bei der Synthese des o:-Methyl-D,L-tyrosin-2-nitroimidazolderivates in Analogie zum Phenylalaninderivat

ergab sieh das Problem der selektiven Einflihrung einer Sehutzgruppe fur die OH-Funktion, die unter den

Reaktionsbedingungen der Acylierung auch reagiert, und die beim Sehritt der nukleophilen Substitution

storend wirkt. In Voruntersuehungen konnte gezeigt werden, daJ3 die OH-Funktion in Konkurrenz zur

Aminfunktion bevorzugt mit dem Acylierungsreagens Chloressigsacrechlorid reagiert Der entstehende

Phenylester war zwar als "Aktivester" relativ reaktiv, blieb aber unter den Bedingungen der

Substitutionsreaktion stabi1. Daherwurde aufdie Blockierung der Phenolfunktion dureh die Einfiihrung einer

Sehutzgruppe verziehtet, was allerdings dureh eine sehwierige Aufarbeitung des reaktiven Phenylesters und

dureh den Einsatz der doppelten Menge an reiativ teurem Kehumnitroimidazolid erkauft werden mubte,

Uberdies fand aueh bei dem nukleophilen Substitutionssehritt dureh 2NI ein bevorzugter Angriff an der

Chloracylphenolester-Funktion statt, so daJ3 ein relativ komplexes Produktgemiseh erhalten wurde.. Jedoch

konnte diese "Sehutzgruppe" in einfacher Weise bei der Aufarbeitung entfemt werden, so daB hier kein

weiterer Reaktionssehritt zur Abspaltung einer Schutzgruppe anfiei. In Abb. 3.8- i ist die Reaktionssequenz

derReaktion dargestellt.

Bei der Urnsetzung mit Chloressigsaurechlorid im ersten Reaktionssehritt konnte das Di-ch1oracyl-Produkt

glatt mit 60 o/oiger Ausbeute erhalten werden. Diese Reaktion konnte durch einen hohen UbersehuJ3 des

billigen Chloressigsaurechlorids anbeiden Funktionen nahezu vollstandig durchgefiihrt werden, Allerdings

muJ3te aufgrund des Aktivesters bei der Aufarbeitung vorsiehtig vorgegangen werden. Dureh einfaches

Umkristallisieren konnte die Verhindung in geniigend groJ3er Reinheit erhalten werden. Die

Substitutionsreaktion mit KaIium-2-nitroimidazolid gestaitete sich sehwieriger. Hier konnte die bevorzugte

Reaktion mit derphenolisehen Chloracylesterfunktion nieht dureh einen UbersehuJ3 des teuren Nitroimidazols

ausgeglichen werden. Hohere Reaktionstemperaturen fiiluten zur zunehmenden Bildung von Nebenprodukten,

so daJ3 nur iiber lange Reaktionszeiten maximale Ansbeuten erhalten werden konnten. Bei den angewandten

Reaktionstemperaturen wurde ein relativ komplexes Produktgemiseh erhalten, das eine ehromatographisehe

Auftrennung erforderte. Daher wurde hier nur eine Ausbeute von etwa40 % erhalten.
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Abb.3.8-1 Reaktionssequenz zur Darstellung von MT2NI und I-MT2NI

I-MT2NI

Bei der Syntheseplanung der IodverbindungKamen grundsiitziich 2 Wegein Frage:

A: Eine mehrstufigeAufbaureaktion analog zur Synthesedes MT2NI..

B: Die direktee1ektropbile Iodierung des MT2NI.

Der Weg B beinhaltet zwar nur eine Synthesestufe, erfordert aber zur se1ektiven Iodierung des reaktiven

Phenolderivates konzentrierte Ammoniaklosung, die wiederum zur schnellen Hydrolyse des Methy1esters

fuhren sollte. Die selektiveIodierung wiirde bei Weg A an den Anfang der Synthese gestellt Die weiteren

Syntheseschritte konnten schon fUr <las empfindliche Methy1esterderivat des Phenylalanins erfolgreich

eingesetzt werden. ill Vorversuchen wurdejedoch einstark stabilisierenderEinfluB der a:-Methylfunktion auf

den Methylester festgestellt, der wohl hauptsachlich auf sterische Eifekte zuriickgefuhrtwerden kann. So

wurde bei pH 13 auch nach 20 min bei Raumtemperatur keine Hydrolyse beobachtet Daber wurde der

einfacheReaktionswegB naher untersucht. Bei der direktenIodierungin reinen organischen So1venzien wie

Methanol bzw. Ethanol konnten unter Einsatz von NaHCO, als Base nur Gemische des Eduktes und der

Mono- undDiiodverbindung erha1ten werden. Erst durch AnwendungkonzentrierterAmmoniaklosungwurde

die Bi1dung des Diiodproduktes weitgehend unterdriickt Erstaunlicherweise wurde auch unterdiesen

Bedingungen keine Hydrolyse desMethy1esters benbachtet Die Abtrennung des gewiinschten I·MT2NI vom

Diiodprodukt erwies sich als besonders schwierig und erforderte den Einsatz einer priiparativen HPLC

Trotzdemkonnte bier eine Ausbeute von 70 % erreichtwerden.
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3.8.2 Direkte elektropbiIe n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI

Die Radioiodierung von Phenolen und Anilinen, insbesondere Tyrosin und seinen Derivaten, wird

iiblieherweise in wiiJ3rigen Pufferlosungen durehgefiihrt. Zur Oxidation des Radioiodids werden im

allgemeinen N-Halogenverbindungen eingesetzt (Absebnitt 1.6.1). Hierbei wird eine aasgepragte

Abhangigkeit der RCA vom pH der Losung beobachtet [29,34]. Demgegeniiber wird die elektrophile

Demetallierung, bei der auehN-Halogenverbindungen als Oxidationsmittel verwendetwerden, aufgrunddes

lipophilen Charakters derVerbindungen in organischen Solvenzien wie CHCI" CCI4, Methanol,Ethanol und

Eisessigdurehgefiihrt [52,237].

Bei dem vorliegenden MT2Nl handelt es sieh urn eine nur wenig wasserlosliche Verbindung, so daJ3 der

EinsatzwiiJ3riger Puffersysteme aufgrundder erreiehbaren Konzentration begrenztwar. AIsOxidationsmittel

wareneinfach handhahbare undkiiu1liche N-Halogenamide vorgesehen. Hier wurdenDichloramin-T (DCAT)

und Iodogen als organiseh losliche Verbindungen und Chloramin-T (CAT) und Chloramin-B (CAB) als

wiiJ3rig lasliehe Verbindungen untersueht. In diesem Zusammenhang stelltesieh dieFragenach dem optimalen

Markierungssystem beziiglieh der Variationdes Losungs- und Oxidationsmittels.

DieUntersuchungen zur Markierungdes MT2Nl zeigten,daJ3 organisehe Solvenzien grundsatzlichweniger

fiir die elektrophile n.e.a-Radioiodierung geeiguet sind als wiiJ3rige Systeme. Zudem treten anfgrund der

geringen erforderliehen Konzentrationen von Edukt und Oxidationsmittel wiihrend der elektrophilen

MarkierungL6sliehkeitseffekte in denHintergrund. Da der Zusatzmisehbarerorganischer Losungsmittelvon

denwiiJ3rigen Systemen problemIos toleriert wird,konnen optimale Ergebnissemit 10-30 %igen ethanolisehen

Pufferlosungen erzielt werden. Hierwerden bei einfacher Handhabbarkeit, geringerEmpfindliehkeit gegeniiber

anderenEinfiiissen wiez.B. dempH derRadioiodidlosung und geringstmoglichen Konzentrationen von Edukt

und Oxidationsmittel innerhalbvon 5 Minuten RCA von 80-90%erreicht,

3.8.2.1 Markierung in organischen Liisungsmittein

AIs organische LOsungsmittel wurden Ethanol, Acetonitril, Tetrahydrofuran, Essigsaureethylester,

Dichlormethan, Chloroform und die Sauren Eisessig und Trifluoressigsanre untersucht. Den Solvenzien

wurden zur Reaktion5-10 % Ethanol zur Zufiihrung des Eduktes und des Oxidationsmittels zugesetzt. Fiir

orgaoischeLOsungsmittel kam das sehr gut wasserlosliche Chloramin-B als Oxidationsmittel nicht in Frage.

Die Ergebnisseder Untersuchungen sind in Tab. 3.8-1 zusammengefaJ3t.

Die Ubersicht zeigt, daJ3 C~Cl" CHCI, und Ethanol in Kombination mit allen Oxidationsmitteln

grundsiit2lich zurMarkierunggeeiguetsind, wobei Chloroform die bestenErgebnisseliefert. Anffiillig ist die

mehr oder weniger starke Biidung von Radionebenprodukten bei der Verwendung von Acetonitrii bzw. I
Tetrahydrofuran als Reaktionsmediurn. In allen organischen Solvenzien wird allgemein die Bildung eines '

hydrophilen Radionebenproduktes (Nl) beobachtet, dessen Menge vom Oxidationsmittel und vom II
Losungsmittel abhangig ist. In Ethanol und ethanolisehen Pufferlcsungen wird sowohl mit steigendem

Ethanolanteil als anch mit zunehmenden Oxidationsmittelkonzentrationen ein groJ3erer Antell des

Radionebenproduktes gefunden DieserEffekt ist bei CATbesondersausgepragt (his zu 30 %) und wird beim

lodogen kaumfestgestellt (5-'10 %), wohingegen DCATmit 1~20% eine Mittelstellung einnimmt, Generell

zeigte sich bei den Untersuchungen, daJ3 fUr dipolare aprotiseheLosungsmittel(CH,CN)Iodogen,fUr nicht

chlorierte unpolare LOsungsmittel (Essigsaureethyiester) Chloramin-T und fUr "saure" LOsungsmittel

Diehloramin-T am besten geeiguet sind Dagegen wurde bei den unpolaren ehlorierten LOsungsmitteln
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(CHCI" CH2CI,) und Ethanol, als Vertreter der protischen polaren Losungsmittel, nur ein geringer

Unterschied festgestellt. Eine Ausnahme bei dieser Betrachtung ist das Tetrahydrofuran. Hier wurde in

Verbindungmit DCAT ein zweites lipophilesRadioprodukt (N2) als Hauptprodukt in einer RCA von uber

65 % gebildet. Mit CAT in THF konnten beide Nebenprodukte (N1+N2) mit einer Gesamt-RCAvon 60 %

beobachtetwerden, wiihrendmit Iodogenuberhauptkeine Reaktion stattfand.

Tab.. 3.8-1 Elektrophile n.c.a.-Radioiodierung von MTINI in organischen Losungsmitteln

Zusammenfassungder Ergebnisse.

Losungsmittel DCAT,RCA ["/0) CAT,RCA [%) Iodogen,RCA [%)

CH2Cl2 60 70 60

CHCI, 80 80 70

EtOH 50-60 60-70 50-60

CH,CN 5 35 40

THF 0 10 0

BE 4 50-60 25

CH,COOH 47,7 ± 14,4 2,5 8,8

CF,COOH 48,8± 11,6 16 9,6±3,3

Zusammenfassend lagen bei der elektrophilen Radioiodierungdes MTINI mit den N-Halogen-Oxidations­

mitteln die RCA grundsiitzlich niedriger als bei der gleichen Reaktion in wiillrigen Puffersystemen

Gleichzeitig waren hohere Konzentrationen an Oxidationsmittel und Edukt notwendig, und es worden

geringere Reaktionsgeschwindigkeiten gefunden. Daruber hinaus hahen sich die Markierungen im

organischen Medium als stark abhangig von de! eingesetzten Fadioiodidlosung erwiesen, Dies wird

verstiindlich, wenn man beriicksichtigt, daB sowohl der pH-Wert als auch die eingesetzte Menge der

gelieferten [13lI]Iodidlosung schwankt und somit die wichtige "pH-Kontrolle" (Abschnitt 3.8.23) verloren

geht.

Durch Voruntersuchungen-konnte die hohe Stabilitat des 13lI-MTINI, insbesondere gegenuber alkalischen

wiillrigen Reaktionsmedien, anfgezeigt werden, so daB die Markierungsreaktion unter den iiblichen,

vorteilhaflen Bedingungen derwiillrigenPuffersysteme durchflihrbarist. Anfgrundder begrenztenLOslichkeit

des Vorlanfers in Wasser worden die Pufferlosungen mit Ethanol versetzt. Ethanol zeigte als einziges

untersuchtes Losungsmittel guteMarkierungsausbeuten flu- alle Oxidationsmittel und neben Aprunbegrenzten

Mischbarkeitmit Wasser ein zufriedenstellendes Losungsverhalten fUrMTINI.

3.8.2.2 ReaktionskineDk

Diee1ektrophile Markierung vonMI'2NIin wiillrigen Puffersystemenist eine sehr schnelleReaktion. Mit den

iiblichenKonzentrationen der Oxidationsmittel (0,01-0,1 mM) konnten fUr alleOxidationsmittelnach 30 s

nur nochgeringe Zunahmen der RCA festgestelltwerden. Daher worden die kinetischen Untersuchungenbei

urndenFaktor10geringeren Konzentrationen durchgefiihrt. Auch unter diesenBedingungenwurde noch eine

schnelle Kinetik pseudo-erster-Ordnungbeobachtet. Hier wurden etwa nach 10 Minuten die maximalenRCA
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erreicht Die Ergebnisse sind reprasentativin Abb. 3.8-2 dargestellt
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Abb.3.8-2 Elektrophile Radioiodierung von MT2NI. Reaktionskinetlk unter
verschiedenen Bedingungen. MTINI: 0,5 mM, EtOH: 10 %, T= 21°C. Fiir
lodogen und DCAT ist der Kurvenverlauf annahernd identisch.

Als Vergleich ZUlU Verhalten der Markierungsreaktion in organischen Solvenzien ist die Kinetik der

Markierung von MT2NI in Trifluoressigsaure mit aufgefiihrt. Hier wurden erst nach 25 - 40 min

Siittigungsausbeuten erreicht

3.8.2.3 Abhangigkeitvom pH-Wert

Die RCA der Markierungsreaktionen in wiiBrigem Reaktionsmedium worden fur die Oxidationsmitte1

Iodogen,Dichloramin-T (DCAn und Chloramin-T (CAn untersucht Die Reaktionenwurden in 60 %igen

ethanolischen Pufferlosungen bei Raumtemperatur durchgefiihrt Bei allen Oxidationsmitteln wurde eine

ahnlich ausgepragte Abhiingigkeit der RCA vom pH-Wert der Losung beobachtet, AuffiiIlig waren die 2

Maxima, jeweils bei niedrigen und hohen pH-Werten, und ein Minimum bei pH 6, bei dem keine RCA

erha1ten werden konnte. In friiheren Arbeitendieses Institutes wurde fur dieRadioiodierung von Tyrosinmit

CAT eine abweichende pH-Abhiingigkeit gefunden, bei der das M1nimum bei einem pH von 6 und ein

ausgepragtes Maximumetwa bei einempH von 8 aufuaten. Hierwurde kein Maximum bei niedrigenpH­

Werten und damitkein Ahfall der RCA bei pH 1 gefunden [34]. Jedochtrat bei derRadioiodierung von 0:­

Methyltyrosin mitIodogen einSeM iihnIicher Verlaufauf;wobei beimMinimumbei pH6 noch RCAn von 35­

40 % erhaltenwurden [27]

ChIoramin-T (CAT)

Mit ChIoramin-T alsOxidationsmitte1 wurden fur dieRCA in Abhiingigkeit vompH-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 bestiitigtwerden; auch bei den anderenpH-Kurven wurden entsprechende Phiinomene
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bei anderen pH-Werten gefunden, so daB diese Feinstrukturen nicht auf eine fehlerhafte Pufferlosung

zurUckgefiihrt werden konnen. Der relativ zu den anderen Oxidationsmitteln auffiillige Abfa1l der RCA

unterhalb eines pH von 3,5 war aufdie starke Bildung eines Radionebenproduktes zurUckzufiihren, die bei

pH 3 ihren Maximalwert von 20-25 % erreichte.
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Abb. 3.8-3 Elektrophile n.c.a.-Radioiodierung von Mf2NI. Abhiingigkeit der RCA vom
pH-Wert. T= 21°C, t= 15 min, CAT: 0,12 mM, MTINI: I mM, EtOH: 60 %

Der Markierungsvorliiufer war unter den Reaktionsbedingungen stabil Die Bildung des

Radionebenproduktes,bei dem es sich um chloriertes oder oxidiertes l3lI_:M.T2NI handeln sollte, wurde durch

niedrige pH-Werte, hohe Oxidationsmittelkonzentrationen und einen hohen Ethanolanteil der

Reaktionslosung begunstigt. Bei hoheren pH-Werten wurde das Nebenprodukt maximal zu 5 % und bei pH

6 iiberhanpt nicht gebildet. Bei den anderen Oxidationsmitteln, insbesondere auch bei Chloramin-B (CAB),

wurde das Radionebenprodukt anch bei niedrigen pH-Werten nur bis maximal 5 % RCA beobachtet

Demnach ist das Markierungsverhaltenvon CAB bei niedrigen pH-Werten eher mit dem des Dichloramin-T's

zu vergleichen.

Dichloramin-T (DCAT)

In Abb. 3.8-4 ist das Verhalten von Dichloramin-T bei verschiedenen pH-Werten fUr die Markierung von

MT2NI dargestellt Es weist bei niedrigenpH-Werten einen ansgedehnten 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 ebenfa1lsein Maximum erreicht wurde. Demnach war DCAT in besonderer Weise zur

Markierung im sanren Bereich geeignet. Hier konnten hohe RCA auch bei Schwankungen des pH-Wertes

erreichtwerden. Wie bei CAT so fand sich anch bei DCAT ein drastischer Abfall der RCA auf 0 bei einem pH

von 6.
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Abb.3.8-4 EIektrophile n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI mit DCAT. Abhiingigkeit der
RCA vom pH-Wert. MTINI: 0,5 roM, t= 15 min, DCAT: 0,07 roM, EtOH: 60
%, T= 21°C

Iodogen

Iodogen wurde bei der Untersuchung derpH-Abhiingigkeit der Markierungsreaktion in homogenerLosung

eingesetzt, so daB die erhaltenen Abhiingigkeiten direkt miteinanderverglichen werden konnen. FUr Iodogen

wurden bei der Markierungsreaktion sowohl im sauren als auch im alka1ischen Bereich sehr gute RCA

gefunden. Iodogen war bei dieser Reaktionsfiihrung hervorragend ZUI Markierung bei hohen pH-Werten

geeignet, Anders a1s bei CATund DCAT,bei denen ab pH 10 kaum noch eineMarkierung beobachtetwurde,

konnten mit Iodogen noch bei einem pH von II gute Resultate erhaltenwerden. Folglichzeigte Iodogenbei

denUntersuchungen diegeringste Empfindlichkeit gegeniiberpH-Wert-Schwankungender Reaktionslosung,

zumal die UnterschiedederMaximalausbeuten bei niedrigenund hohen pH-Werten vergleichsweise gering

ausfielen. In diesem Experiment wurde auch die hohe Stabilitiit des Vorliiufers gegeniiber der alkalischen

Hydrolyse deutlich.. BeiderRadioiodierung von o:-Methyl-L-tyrosin mit Iodogenwurde ubrigens ein ahnlicher

Verlauf gefunden (s. 0) FUr alle Oxidationsmittel hatte sich gezeigt, daB die Markierungsausbeuten mit

zunehmenden Anteil an Ethanol zuriickgehen. Ethanol muBte aufgrund derschlechtenWasserleslichkeitdes r
Vorliiufers zugesetztwerden.. In Abb. 3.8-5 wird ZUI VerdeutlichungdiesesEffektsdie pH-Abhiingigkeit der

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

Ein ahnliches Bild ergab sich auch fUrdie anderen OxidationsmitteL Bis zu einem Ethanolanteil von 30 %

wurden dieRCAkaum beein1luBt und die Bildungvon Nebenproduktennicht beobachtet Bis zu 60 % wirkte

sich Ethanolleicht negativ auf die Markierungsausbeuten aus, wobei das Nebenprodukt, insbesondere mit

CAT,deutlich zunahm. Beimehr als 60 % wurde eine starke Abnabmeder Markierungsausbeuten gefunden

Daher wurde bei der Markierung iiblicherweisemit einemEthanolanteilvon 10-20 % gearbeitet

3.8.2.4 Oxidationsmittelkonzentration

Die Untersuchungen dar RCA in Abhangigkeit von der Konzentration des Oxidationsmittels wurden in

wliJ3rigem Reaktionsmediurn durchgefuhrt. Hierbei zeigt sich in dar logarithmischen Darstellung fur aIle

Oxidationsmittel ein iihnlicher Verlauf: Es handeltsich urn eine "entartetes" pseudo-erster-OrdnungVerhalten

darn..c.a -Reaktionen. Bei hiiheren Konzentrationenwerden aIlerdings weitereReaktionspfadegeoffnet,was

die beobachteteZunabme von Nebenproduktenzur Folgehat.

In den Abb. 3.8-6 bis -8 und dar Tab. 3.8-2 sind die Kurvenverlliufe fUrdie untersuchten Oxidationsmittel

dargestellt Anders als bei derpfl-Abhangigkeit waren CAT und CAB unter den Versuchsbedingendurchaus

vergleichbar. Auch wenn ein weiterfiihrendarVergleich dar Oxidationsmittel untereinander aufgrund der

unterschiedlichen Versuchsbedingungennur bedingt miiglichist, flil1t doch die relativgreBeAhniichkeitdes

Konzentrationsverhaltensins Auge.

I
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Abb.3.8-6 Elektrophile n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI mit CAT. Abhlingigkeit der
RCA von der CAT-Konzentration.
t= 15 min, T= 21°C, MTINI: 1 mM, Puffer pH4, EtOH: 10 %
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Abb.3.8-7 Elektrophile n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI mit CAB. Abhlingigkeit der
RCA von der CAB-Konzentration. MTINI: 1 mM, t= 15 min, T= 21°C, pH
4, EtOH: 10%
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Abb.3.8-8 Elektrophlle n.c.a.-Radioiodierung von MT2NI mit nCAT. Abhlingigkeit der
RCA von der nCAT-Konzentration. H,OlEtOH: 2:3 (v/v) (EtOH 60 %), T=
21°C, MTINI: 4,5 mM, t= 15 min

Der EinfluB der Iodogenkonzentration auf die RCA wurde nur innerhalb emes k1einen

Konzentrationsbereiches untersucht (Tab. 3.8-2).. Die gemessenen Werte befanden sich innerhalb des fur die

anderen Oxidationsmittel (Abb 3.8-6 bis -8) dargestellten linearen Bereichs, wobei mit einer

Iodogenkonzentration von 0,14 mM der abfallende Teil dieser Kurve im oberen Bereich erreicht scheint Im

Falldes Iodogenswurde weder fUrden untersuchtenpH-Bereich noch fur Ethanolanteile bis zu 60 % noch bei

den beobachteten Iodogenkonzentrationen his zu 0,14 mM eine veriinderte Tendenz zur Bildung des

Radionebenprodnktes 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 Iodogen. Untersuchung der RCA in
Abhangigkeit von der Iodogenkonzentration

Iodogenkonzentration [mM] RCA[%]

0,003 76,5

0,007 ~~
,~

0,01 73

0,03 86,3

0,07 90,6± 5,5

0,14 86,5

t=15 min, MTINI: 1InM, pH4,EtOH: 60%
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3.8.2.5 Vorliiuferkonzentration

In Abb. 3.8-9 ist am Beispiel von CAB die Abhangigkeit der RCA von der Eduktkon.zentration auf einer

logarithmischen Skala dargestellt Ahnlich wie bei der Abhangigkeit vom Oxidationsmittel fand sieh auch hier

eine anniihernde Abhangigkeit pseudo-erster-Ordoung. Bereits bei Vorliiuferkonzentrationen von etwa

0,5-1 mMwurde eine Sattigungsausbeute erreicht,

100
Mui<ienmgmit CAB
Rf8d:i<llSZfit~ 15min

~OI ~1

Mf2NI Konzentration [mM1

Abb. 3.8-9 Elektrophile Markierung von MT2NI mit CAB. Abhangigkeit 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 dargestellte Kurvenverlaufkonnte aueh fur die anderen Oxidationsmittei und fur andere

Reaktionsbedingungen bestiitigt werden. Bei hoheren Ethanolkonzentrationen ist der Sattigungsbereich

aIlerdings Zll hoheren Eduktkonzentrationen (2-5 mM) bin versehoben

3.8.3 Znsammeufassender Vergleich der Oxidationsmittel

ObwoW es sich bei den eingesetzten Oxidationsmitteln urn dieselbe Verbindungsklasse der Chloramide

handelt, war doch ein sehr untersehiedliehes Verhalten bei der elektrophilen Radiomarkierung des

Tyrosinderivates MTINI Zll erkennen. SowoW das Verhalten in organisehen Losungsmitteln ais aueh

gegenuber der Markierung in wiiBrigen Puffersystemen untersehied sieh teilweise stark Wurde bei den

eWoriertenUisungsmitteln DicWormethan und Chloroform und beim hydrophilen Ethanol noch ein iihnliehes

Verhalten beobachtet, so waren bei den anderen LOsungsmitteln doch deutliehe Untersehiede Zll erkennen.

Hierbei sehien das Reaktionsmedium jeweils die Bildung von zwei weiteren, nieht identifizierten

Radioprodukten stark Zll beeinflnssen.

Aueh beider Markieruog in wiiBrigen Pufi'ersystemen war fUr aIle Oxidationsmittel ein stark untersehiedliehes

Verhalten Zll erkennen. Dies galt sogar fUr die doch sehr iihnliehen Verbindungen CAT und CAB. Die

Tendenz des CAT, in ethanolischen Pufferlcsungen bei niedrigen pH-Werten und hohen Ethanol­

konzentrationen das hydrophile Radionebenprodukt Zll bilden, wurde bei CAB zwar aueh, aber in geringerem
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MaBe gefunden. Alsdasuniversellste, fur fast allepH-WertegeeigneteOxiclationsmittel erwiessich Iodogen.

Seine schlechte Losliehkeit in waBrigen Systemen wird bei der "Iodogen-Methode" [238]zur Abtrennungdes

Oxidafionsmittels nach der Reaktionausgenutzt. Grundsiitzlich lieB sich dieseTechnik auch auf ethanolisch

waBrige Systeme iibertragen, wobeibier der Anteil des Iodogensin der Losung schonerheblich hoher ausfiel

Beziiglich derKonzentration vonVorliiufer und Oxiclationsmittel war bei den untersuchtenOxiclationsmitteln

eine gnte Ubereinstimmung zu erkennen. In Tab. 3.8-3 sind die fur das jeweilige Oxidationsmittel die

optimalen Markierungspararneter fur dieDarstellungvon l3l1-MT2NI aufgefiihrt.

Tab.3.8-3 Optimale Markierungsbedingungen bei der Radiosynthese von n.c.a-l3l1-MT2NI.

Oxidans Konzentration" [mM] oH-Bereich oraanisches Solvens

CAB 0,03 - 0,1 pH4-5;pH7 -
CAT 0,01 - 0,1 pH7 AcOR,TFA

DeAT 0,05 - 0,3 pH 3-5 EE,CH,CN

Iodozen 0,03 - 0,1 oH3-5; oH7-12 CH.CN

fur alle: Edukt: 0,5-1 mM; PufferlEtOH 9:1; t= 5 min"
- - -1) GiltfUrwiillngeSysteme. 2) FUrorgamsche Uisungsnntte115 - 25 mm; AcOH: Essigsaure; TFA: Trifluoressigsaure;

EE: Essigsiiureethylester

DieErgebnisse diirften auchals Richtlinie fur die Auswahleines geeigneten Markierungssystems bei anderen

Vorliiufern gelten.. In diesemZusammenhang stellt Iodogen das interessantesteOxidationsmittel dar,wobei

allerdings gerade bei organischen Reaktionsmedien, die relativhoheKonzentrationen des lipophilen Iodogens

erfordem, Trennprobleme auftretenkonnen. Generell ist derEinsatz waBriger Puffersysteme gegenuberden

organischen Losungsmitteln zu bevorzugen.

3.8.4 Optimierte Radiosynthese undAufarbeitung von 131I_MT2NI

DieRadiosynthese zurProduktion von l3l1-MT2NI wurde in waBriger Pufferlosung mit einemVolurnenanteil

von 10-20 % Ethanol bei pH 4 durchgefiihrt. Dadurch konnte der in Wasser schlechtloslicheVorlaufer als

Ethanollosung zugegeben werden, ohne mit einer Nebenproduktbildung aufgrund des organischen

Uisungsmittelanteils rechnen zu miissen. Zudemwar eine direkteZugabeder alkalischen Radioiodidlosung

moglich. Als Oxiclationsmittel wurde im allgemeinen das gut wasserlosliche Chloramin-B oder Iodogen

gewiihlt, wobei sich das wasserlosliche CAB bei der Aufarbeitung als vorteilhaft erwies.

Zur Aufarbeitung wurde das Reaktionsgemisch mit einerNatriumsulfit-Pufferlosung (pH 9) gequencht,urn

zumeinendasOxiclationsmittel zu inaktivierenund zornandereneventuelle Iodspezieszorngnt tiberRadio­

HPLC quantitativnachweisbaren und abtrennbarenIodidzu reduzieren. Aus dieserLosung konnte dann das

Radioprodukt dorch einenHPLC-Trennschritt in einerradiochemischen Reinheitvon 99,9 % erhaltenwerden.

Dieapplikationsfertige Losung wurde durch eine "Kartuschenaufkonzentration" mit anschlieBender Elution

durch Ethanol undderEinstellungdesEluates mit isotonischerKochsalzlosung auf eine 5 %igeethanolische

Losungerhalten. Die RCA des gesamtenSynthese-und Reinigungsverfabrens betrugen80-85 % mit einem

Zeitbedarfvon 30 Minuten. Die spezifische Aktivitiit wurde zu 6,6-7,4 TBqlmmol (180-200 I1Cilmmol)

bestimmt,
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3.9 Vergleich der Markierungsmethoden: Elektropbil/Cn(l)-Nukleophil

ImRahmen dieserArbeitwurdenzwei grundsiitzlichen Methodenzur n.c.a-Radioiodierung von aromatischen

Systemen eingesetzt. Es soil eine kurze Gegeniiberstellung dieserMethodenunter Beriicksichtigungder hier

nicht verweodeteo elektrophilen Demetallierungsreaktionen gegebenwerden. In Tab. 3.9-1 sind die Methoden

stichpunktartig zusammengestellt AIleMethoden liefemprinzipiellgute Markierungsausbeuten und sind zur

n.c.a-Radiosynthese geeigoet; allerdingshiingtdie Auswahl wesentlichvom zu markierendenEdukt ab

thoden fUr Ar atub tell de Radi .odiIn Tab 391 G- egenu ers ung r 01 erungsme om en

Parameter Elektrophil Nukleophil

Direkt Demetallierunz [50-52] CuffilDMSO

Edukt nur aktivierteAromaten aufwendige kaufliche
Eduktsynthese Bromaromaten

Reaktionsbedingungen mild mild gemaBigt

Reaktionsmedium oxidativ oxidativ schwach reduktiv

Zusatz Oxidans (0,1 roM) Cu(1): 1-8 roM

Temperatur Raumtemperatur Raumtemperatur 100-180aC

Losungsmittel waBrige Puffer organische DMSO

Nebenbedingungen pH-Einstellung wasserfrei sauerstofffi:ei

Vorlaufermenge gering: 0,1 - 0,oI mg mind. 2 -10 mg

Zeit kurz, im Minutenbereich 2-3 Stunden

Kit-Eigoung got bedingt

Substitution Isomerengemische regioselektiv regioselektiv

Edukt - Abtrennung got sehrgot problematisch

n.c.a-RC...A", ant _ ~phr ant sehr gut gut - befriedigend"'-- --"'--

Elektrophile Substitution I
Die elektrophilen Substitutionsmethoden beinhalten sehr schnelle Markierungsreaktionen, die bei )

Raumtemperatur ablaufen. Hier werden nur geringsteMengen an Vorlauferund Oxidationsmittelbenotigt,

wodurch eine unkomplizierte Aufarbeitung und Produktisolierung ermoglicht wird. Daher sind diese

Methoden im Prinzip fUr die Verwendung von Synthese-Kitszum kJinischen Routineeinsatz geeigoet. Am

einfachsteo ist in diesem Zusammenhang die direkteelektrophile Radioiodierungvon aktiviertenAromaten

wiePhenol- und Anilinderivaten. DieseEdukte sind hiiufigkiiuflich oder aber synthetisch eiufach zugiinglich.

Hier konnen allerdings schwer zu trennende Isomerengemische von Radioprodukten entstehen. Dariiber

hinaus weisen die Radioiodverbindungen hiiufig nur begrenzte in vivo St.abilitaten gegeniiber der

enzymatischen Deiodierung auf

Eine allgemein anwendbare Methode zur Radioiodierung arontatischer Molekiile stellen die

Radioioddemetallierungsreaktionen dar (Abschnitt 1.6.2). Diese Methode ist praktisch nur durch die

synthetische Zugiinglichkeit der Vorliiufer begrenzt. Neben den VorteilenderelektrophilenSubstitution wird

hierbei ausschlieBlich ein regioselektives Produkt gebildet. Zudem ist auch eine hervorragendeAbtrermung

der Vorlaufer gegeben. Die stark lipophilen metallorganischen Verbindungen werden auf RP-Systemen I
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normalerweise weit hinter den Produkten eluiert, so daB aueh bei hohen Vorlaufermengen sehr gute

Trennungen erzielt werden konnen. Bei der Markierung muB die eventuelle Empfindliehkeit der

Organometal1verbindungen gegeniiber alkaliseh-wiiBrigen Losungen beriieksiehtigt werden.

Cu(l)-katalysierte nukleopbiIe Substitulion

In diesemZusammenhang soll hauptsachlich aufdie Markierung mit dem Cu(l)/DMSO-System eingegangen

werden. Die entsprechenden wiiBrigen Systeme benotigen stark saure, reduktive und damit drastisehe

Reaktionsbedingungen, wodureh deren Anwendbarkeit aufweuige Molekiile besehriinkt bleibt. Die Cu(I)­

katalysierte Radioioddebromierung in organisehen Solvenzien, wie sie in dieser Arbeit durehgefiihrt und

weiterentwiekelt wurde, ist demgegeniiber eine milde Methode, die sogar bei hydrolyse- und

reduktionsempfindliehen Molekiilen erfolgreieh angewendet werden kann Diese Methode ist demnach

grundsatzlich fiir alle Bromaromaten geeignet, Sie liefert regioselektive Produkte in guten Ausbeuten

Meistens kann sowohl bei der Markierung als aueh bei der Synthese von kiiuf1iehen Bromaromaten

ausgegangen werden, Gerade fiir komplizierte, multifunktionale Biomolekiile wird hierdurch die

Vorlaufersynthese entsehieden vereinfacht.

Nichtsdestoweuiger erfordert diese Methode relativ hohe Reaktionstemperaturen und lange Reaktionszeiten

Die notwendigen hohen Vorliiufer- und Cu(I)-Konzentrationen wirken sieh zusiitz1ieh ersehwerend auf die

Abtrennung des Radioproduktes aus. Dariiber hinaus muB die Markierung unter Inertgasbedingungen

durehgefiihrt werden (gilt DiehlfUr die wiiBrigenSysteme mit Zusatz von Reduktionsmitteln)

Die Cu(I)-Markierung ist zwar grundsiitz1ieh uuiversell einsetzbar, wird aber aufgrund ihrer relativ

problematisehen Handhabung eher eine Rolle in der Forsehung oder aber bei der Markierung von speziellen

Verbindungen spielen (z,B bei oxidationsempfindliehen Tracern). Sie ist nur bedingt zur Verwendung bei

Synthese-Kits geeignet,

I
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3.10 N-[2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl]-3-iod-O-methyl-a;-methyl-D,L-tyrosiomethylester

(I-MMT2NI)

Bei der Dberpriifung der Phannakokinetik des l3lI-MT2NI am Mausmodell wurde eine schnelle

Metabolisierung und eine geringe Aufuahme des Metaboliten ins Gehim gefunden. Demnach galt es, den

Tracer so zu veriindern,daB eine hohere Lipophilie und eine geringere Metabolisierungsrate erreicht werden.

Flier bot sich die Methylierung derPhenolfunktion an. Flierdurch sollte sowohl die Lipophilie vergrofsert a1s

auch die metabolische Stabilitiit der Verbindung verbessert werden.

Zur Darstellung des l3lI_MMT2NIwaren grundsiitzlich 2 Synthesewege praktikabel:

A: Die direkte n.c.a-Radioiodierung des MMT2NI-Vorliiufers in Trifluoressigsiinre (TFA) bei erhohten

Temperaturen. Bei dem entsprechenden o-methylierten L-a;-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-l3lI-MT2NI.

In Vorversuchenzum Weg A wurde eine genugend hohe Stabilitiit zumindest von l3lI-MT2NIund MT2NI in

TFA auch bei Temperaturen von 60°C aufgezeigt, so daB auch von einer ausreichend hohen Stabilitiit der

radioiodierten Verbindung unter den Reaktionsbedingungen ausgegangen werden konnte. Allerdings wiirde

dieser Syntheseweg die Darstellung von 2 neuen Standardverbindungen und die Entwicklung cines Radio­

HPLC-Verfahrens zur Abtrennung des neuen Vorliiufers erfordern.. Gleichzeitig miiJ3te 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 erschiendie unter B allfge6ihrteVariante interessanter. Die Synthese der dafiirnotwendigen Vorlaufer­

Radioiodverhindung(13lI-MT2NI), insbesonderedie Abtreonung des MT2NI-Vorliiufers, waren erarbeitet und

konnten schnell und einfach durchgefiihrt werden (3.8.4). Neben der problemlosen chromatographischen

n.c.a-Treonung der sehr verschiedenen Radioiodverbindungen (O-H und O-Methyl) wiirde dieser Weg nur

die Synthese einer Standardverbindung erfordem

Flier stelltesich allerdings die Frage nach einem geeigneten Methylierungsagens, das eine einfache, selektive

Methylierungder phenolischenOH-Funktion der n..c..a -Verbindung innerhalb kurzer Zeit und mit hohen RCA

ermoglichen sollte. Schnelle Reaktionen erfordern im allgemeinen starke Methylierungsagenzien wie z.B

Methyltriflat, das in der n.ca-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 Zerstorung der

Verbindung gerechnet werden miissen. Auders liegt der Fall beim Diazomethan, bei dem die Methylierung

nicht iibereinennukleophilenSubstitutionsmechanismus sondern iiber die Insertion in X-H- Funktionen (X=

0, N, S) abliinft. Eine Konkurrenzmethylierung sollte daher im Fall des

l3lI_MT2NI ausgeschlossen werden konnen, AlIerdings ist Diazomethan

schwierig handhabbar. Flier bot sich ein kiiuf1iches Diazomethanderivat, das

Trimethylsilyldiazomethan (TMS-DA), an. Diese Verbindung wurde als 2 M

Hexanlosung ange1iefertund konnte im Kiihlschrank gelagert werden. Unter

geeigneten Reaktiollsbedingungen wird speziell eine Methylierung von
Trimethylsilyldiazomethan

Phenolen und Enolen erreicht [240]. Die Methylierung des nc.a-Eduktes

wurde zuniichstanalogzur Literatur in AcetonitrilJMethanol Gemischen unter

Zusatz einer sterisch stark gebinderten Base durchgefiihrt. Als wichtigster Parameter der
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Reaktionsgeschwindigkeit erwies sichdabei dieMethanolkonzentration derReaktionslosung, AlleZusatzeder

Reaktion konnten nach der sauren Hydrolyse leicht als ionischeVerbindungen entferntwerden Unter den

Reaktionsbedingungen wurdeeinhydrophiles Radionebenprodukt mit einerRCA von 1-3 % erhalten,das gut

iiber die Radio-HPLC ahgetrennt werden konnte. Grundsiitzlich diirfte hier aber auch eine einfache

Abtrennung iiber eine Sep-Pack-Kartusche mit einem geeigueten Eluens moglich sein Unter optimalen

Reaktionsbedingungen konnteninnerhalbvon 20 min RCA von iiber 90 % erhaltenwerden.

Folglich konnte mit der Einfuhrungvon Trimethylsilyldiazomethan eine Alternative zur Synthesevon n..ca.­

O-Methyltyrosin-Derivaten iiber dieMarkierungin TFA entwickelt werden.AmBeispielder Radiosynthese

von 13lI·MMT2NI konnte gezeigt werden, daB mittels einer zweistufigen Synthese unter Umgehung der

Trifiuoressigsiiure innerhalb von 60 - 70 min das O-Methyltyrosin-Derivat mit einer Gesamt-RCA nach allen

Trennschrittenvon 65 - 75 % und einer radiochemischen Reinheit von mehr als 99,9 % darstellbarist Die

Methylierungsreaktion selbst konnte bei Raumtemperatur innerhalb von 20 min durchgefiihrt werden

3.10.1 Methylierung von n.c.a.-131I-MT2NI mit Trimetbylsilyldiazometban (TMS-DA)

Zur Optimierung der Methylierung des n.c.a-131I_MT2NI wurden die Parameter dieser Reaktion genauer

untersucht. Die in der Literatur angegebenen Reaktionsbedingungen, die fUr synthetischeBereicheermittelt

wordensind, erwiesen sichbeiderMethylierung desn.c. a -Radioiodproduktes als unbrauchbar. Jedochgelang

es durch das Arbeiten in Methanol, die Methylierung auch fur das n.c.a.-Arbeiten zu ermoglichen und

innerhalb von verniinfligen Reaktionszeiten bei Raurntemperatur zu guten RCA zu gelangen. Fiir die

eingesetzten sterischgehinderten Basen DIPA und TMP wurdekeinUnterschiedin den RCA beobachtet

3.10.1.1 Kinetik der Reaktion

In Abb.3.10-1 ist dieAbhaegigkeit der Methylierung von n.c.a-131I_MT2NI mit TMS-DAbei verschiedenen

Methanolkonzentrationen gezeigt DieMethylierung erreichte bei einerMethanolkonzentration von 20 % nach

etwa 30 min die maximaleRCA Bei hoherenMethanolkonzentrationen wurde der Sattigungsbereich nach

kiirzeren Reaktionszeiten erreichtund lag urn 10-15 % hoher,Eine Zersetzungdes Produktes nach langeren

Reaktionszeiten, die sich in der Abnaluneder RCA iiuBern wiirde,wurdenicht beobachtet. Daher kann von

einer hochselektiven Reaktion des Trimet.hylsilyldiazomethans mit der phenolischen OH-Funktion

ausgegangen werden..

I
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Abb. 3.10-1 Methylierung von n.c.a.-I31I-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 Abhangigkeitder Methylierungsreaktion von der Konzentration des MethylierungsreagenssoIlaohand

von Abb. 3.10-2 und 3.10-3 verdeutlichtwerden.. Hier sind die Kinetiken der Reaktion bei verschiedenen

TMS-DA-Kon.zentrationen aufgefUhrt.

90 Methanok 40% TMS-DA: 666 mM •

n I •
80

10 •
~ eo TMS-DA: 333 mM
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Abb.3.10-2 Methylierung von n.c.a.-I31I-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 Methyllerung von n.c.a.-l3lI-MTINI mit TMS-DA. Abhiingigkeit der RCA
von der Reaktionszeit bei verschiedenen TMS-DA Konzentrationen. DIPA:
0,67 M, T= 21°C, MeOH, Hexan: 33 %

Bei :Methanol-Konzentrationen von 40 % machte sich der Effekt der Veriinderung der TMS-DA­

Konzentration stark bemerkbar. Die Reaktion wnrde langsamer, und es wurden geringere RCA bei niedrigen

TMS-DA-Konzentrationen erhalten (Abb 310-2). Bei hoheren Methanol-Konzentrationen war der Effekt

geringer ausgepragt (Abb 3.10-3). Hier wnrden mit sinkender TMS-DA-Konzentration etwas geringere

Reaktionsgeschwindigkeiten bei jedoch g1eichbleibenden radiochemischen Siittigungsausbeuten beobachtet.

Bei der Radiosynthese des l31I-MMT2NI wnrde iiblicherweise mit hohen Methanol-Konzentrationen

gearbeitet und eine TMS-DA-Konzentration von 666 mM eingesetzt.

3.1o.L3 Methanol Koozentranoo

AIs wichtigster Parameter dieser Reaktion erwies sich die Methanol-Konzentration Bei den in der Literatur

der "kalten" Methylierung angegebeneo Methanol-Konzentrationen von 10 % und weniger wnrden

Reaktionszeitenim Stundenbereichund geringe RCA gefuoden. Schon aus den vorhergehenden Abbildungen

wird der starke EinlIuB des:Methanols auf die :Methylierung deutlich. Ahnlich der Abhiingigkeit der RCA von

der TMS-DA-Konzentration wnrden bei niedrigen :Methanol-Konzeotrationen geringere radiochemische

Sattigungsausbeuten und geringere Reaktionsgeschwindigkeiten beobachtet. In Abb. 3.10-4 ist die

Abhangigkeit der RCA von der eingesetzten Methanolmenge fur zwei verschiedene Reaktionszeiten

aufgezeigt. I
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Abb. 3.10-4 Methylierung von n.c.a.-131I_MT2NI mit TMS-DA. Abhiingigkeit 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 zunebmenderReak1ionszeitund zunehmenden Methanolkonzentrationen wurde eine Sattigung der RCA

erreicht. Das Sattigungsverhalten fur hohe Methanolanteile war bei kiirzeren Reaktionszeiten weniger

ausgepragt, Der Unterschied in den RCA fur unterschiedliche Reaktionszeiten wurde mit zunehmenden

Methanol-Konzentrationen geringer.

Die starlreAbhangigkeit der RCA von der Methanol-Konzentration bestiitigt den in der Literatur diskutierten

Reak1ionsmechanismus desTMS-DA [241] Danach verliiuft die Reaktion nicht fiber die in situ Bildung von I
Diazomethan, sondem fiber die Methanolyse eines TMS-DA-Eduktkomplexes. I

Fiir die Methylierungsreaktionvon n.c.a-Veibindungen wurden die besten Ergebnisse in reinem Methanol als )1

Losungsmittel erzielt.

3.10.1.4Wasserempfindllchkeit

Das fur l3lI-MTINI erarbeitete Abtrennverfahren fiber RP-HPLC und Sep-Pack-Kartuschen erfordert den

Einsatz von waBrigen Losungen, Daher war es von Interesse, die Empfindlichkeit dieser

Methylierungsreaktiongegenuber Wasser zu ermitteln, Bei der Untersuchung zeigte sich, daB Wasserzusatze

bis zu 10 % unproblematisch sind. Es wurde eine leichte Beschlettnigung der Reaktion beobachtet.

Demnach ist eine zusiitzliche und aufwendige Trocknung der zur Methylierung eingesetzten methanolischen

Radiolosung nicht erforderlich, Auch auf des Arbeiten mit getrockneten Losungsmitteln und unter

Inertgasatmosphiire kann verzichtet werden.
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3.10.2 OptimaleRadiosynthese undAufarbeitung von 131I_MMT2NI

Die n.c.a-Methylierung konnte erfolgreich mit Trimethylsilyldiazomethan (TMS-DA) unter Zusatz einer

sterisch gehinderten Base durchgefuhrt 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-DAund Base konnte in Methanol/Hexan-Gemischen nach einer Reaktionszeit von 20

Minuten bei Raumtemperatur eine RCA von mehr a1s 90 % erhalten werden. Auch die Anftrennung des

Produktgemisches mittels Radio-HPLC erwies sich erwartungsgemaJ3 a1s unproblematisch.. Zur Anfertigung

derapplikationsfertigen Losung wurde analog zum 131I-MT2NI (3.8.4) vorgegangen. Die Gesamt-RCA tiber

die beiden Reaktionsschritte betrug nach 60-70 min 65-75 %. Das Produkt wurde in einer radiochemischen

Reinheit von mehr a1s 99,5 % erhalten.
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4. Pharmakokinetik find Metabolitenanalyse

Fiir die Pharmakokinetik einer Verbindung ist unter anderem deren Lipophilie von groBer Bedeutung. Eine

hohe Lipophilieist im al1gemeinen die Voraussetzung fiir eine Himaufuahme (vgl. 1.9). Daher wurde vor den

Tierversuchen der Verteilungskoeffizient zwischen OctanoJJWasser als MaB fur die Lipophilie der Tracer

bestimmt. Der Verteilungskoeffizient wurde zweckmiifligerweise iiber eine Tracerrnethode gemessen. Die

Werle sind in Tab. 4.-1 zusammengestellt. Entsprechend der Zielsetzung fuhrten die vorgenonunenen

chemischen Veranderungen der Ausgangsverbindungen zur erwiinschten Steigerung der Lipophilie

Tab .. 4 ..-1 Verteilungskoeffizienten der untersuchten Nitroimidazoltracer

Verbindung Verteilungkoeffizient P Octanol / X

X= Wasser isotonische NaCI Puffer pH 7

I-P2Nl-Me 29,8 30,3 35,8

I-P2Nl-Ba 588 - -

I-MT2Nl 0,0352 0,0383 0,0245

I-MMT2Nl 162,6 170,9 169,7

Anders als erwartet, zeigten alle untersuchten Radiotracer eine schnelle Biokinetik in der Mans. Sie wurden

hauptsachlich iiber die Nieren in den Urin ausgeschieden. Trotzdem wurde die flir Nitroimidazole typische

zweiphasige Bioelimination beobachtet [242,243]. Zudem wurde die fUrdiese Verbindungsklasse bekannte

Anreicherungin verschiedenenOrganen wie Leber, Magen-Darm-Trakt und den Nieren gefunden. Dabei war

die Anreicherung im Magen-Darm-Trakt w~hrend des Beobachtungszeitraumes irreversibel;. wahrend die

Leber- und Nierenradioaktivitat langsam abnahm. Auch wenn bei einigen Tracem ein relativ geringe

Anreicherung in der SchiIddriise auftrat, konnen die Verbindungen als stabiI gegeniiber der in vivo

Deiodierung angesehen werden. Eine angestrebte Aufuahme ins Gehim wurde bei keinem der

Nitroimidazoltracer gefunden

Bei der Untersuchung der Pharmakokinetik kann beziiglich der GroBenordnung der Traceranreicherung

grundsiitzlich zwischen zwei Organgruppen unterschieden werden.. Hier sind ZUlU einen Blut, Herz,

Schilddriise, Pankreas und Him mit einer geringem Aufuahme und ZUlU anderen Nieren, Gesamtdarm und

Leber miteiner erhohten Aufnahme zu nennen. Tin Urin, der den H~mptausscheidungsweg der Verbindungen

ausmachte, wurden mit Abstand die hochsten Radioaktivitatswerte gefunden. Die gesamten

Untersuchungsergebnisse sind im Anhang tabellarisch aufgefiihrt.
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4.1Vergleich derphannakokinetischen Eigenschaften

Umeinen Uberblickiiber die pharmakokinetischenEigenschaftender Verbindungenzu bekommen,wird im

folgenden anhand von einigen wichtigen Organen eine vergleichende DarsteIIung vorgenommen. Hierzu

wurden die Organe Blut, Schilddriise, Leber, Herz und Him ausgewiihlt

Blnt

Die vergleichende Pharmakokinetik beziiglich des Blutes zeigt, daB bei den Phenylalaninderivaten,

iusbesondere dem Methylester, hohere Blutwerte erreicht werden aIs bei den Tyrosinderivaten. Die hohe

B1utaktivitiit des Phenyialanimnethyiesters l3lI-MT2NI konnte in diesemZusammeuhang aIs relativ starke

Plasma-EiweiJ3-Bindung der entsprechenden Saure interpretiertwerden

Fiir aIleTracer wird eine relativhohe Clearanceratebeobachtet,dieentwederdurch die Bildung hydrophiler

Metabolite, oder durch die Nutzung von biochemischen Transportmechanismen erkIiirt werden kann

Besouders beim sehrlipophileu 131I_P2NI_Ba scheinenTransportmechanismen im Vordergrundzu stehen (s.

Abschnitt 42)

12
1372NI-Me Dlut

10 "-"\:
• \

CO-.f/l 6
~q l31I_P2NI_Ba

'#. 4 /

J~
r 131I_MMT2NI -----------

21 13
ZMf2NI

----------"
o i I.: il';o ~ ~ ~ ~ ~ ~

Zeitp.i, [min]

Abb. 4.-1 Vergleichende Pharmakokinetik in der Maus. Blut

Schilddriise

Bei radioiodierten Verbindungeu ist die Schilddriisenradioaktivitiit ein wichtiger Iudikator fur die in vivo

Stabilitiit der Verbindungen gegeniiber der Deiodierung. Die Nitroimidazoltracer dieser Verbindungsreihe

zeigen teilweise eine Aufuahme in die Schilddriise, die aIlerdings innerhalb des untersuchten Bereiches

deutlich niedriger ausfliIIt, aIs bei typischen Deiodierungen. Die vergleichende Pharmakokinetikbeziiglichder

Schilddriise istin Abb.4.-2 fur die untersuchten Nitroimidazoltracer aufgefiihrt. Abgesehenvom l31I_MT2NI

wird fur aIleVerbindungen ein ungewohnliches VerhaIten beobachtet,

DieanfOngliche Anreicherungdes 131I-P2NI_Me in der Schilddriise, gefolgtvon einem aIImiihlichen fur Iodid

untypischem Auswaschen der Radioaktivitiit, deutet auf eine direkte biochemische Wechselwirkung der

Verbindung mit der Schilddriise und nicht auf eine voraugehende Deiodierung bin. Zudem werden die
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eingesetzten iodarornatischen Verbindungen im ubrigen gegeniiber der in vivo Deiodierung a1s stabiI

angesehen [27,29] Daher konnte eine soIche direktebiochemische WechseIwirkung auch bei den anderen

Nitroimidazoitracern angenommen werden. Auffallig ist in diesem Zusammenhang die reIativzu den anderen

Tracem starke irreversible Anreicherung des l3lI-P2NI-Ba und des l3lI-MMT2NI in der Schilddrnse. Nach der

obigenArgumentation solltees sich bei der Anreicherung eher um einen Metaboliten dieser Verbindung a1s

urn freies Iodidhandeln

25 Schilddriise

l3lr_P2NI_Ba
2ll I

Oll 1S
~

.~
~

0
0 10• l3lr_MMT2NI..,

s l3lr_MT2NI

~ <, ..
0

0 2ll 40 60 '" 100 12ll

Zeit p.i [min]

Abb, 4.-2 Vergleichende Pharmakokinetik in der Mans. Schilddriise

Leber

DieWechseIwirlrungmitcIer Leberist fUrdieNitroimidazoItracer in zweifacher Hinsichtvon Bedeutung.. Zum

einen wird a1Igemein ein reIativ hoher Leberuntergrund erreicht, der sich storend auf die Messungen,

25

"Oll2ll
~

.~
~ 1S0
0•..,
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o 2ll 40 60
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Abb.4.-3 Vergleichende Pharmakokinetik in der Maus. Leber
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insbesondere beim Herzen, auswirken wiirde. Zum anderen kann die Leberanreieherung unter der

Voraussetzung, daB diese durch eine erhohte Aktivitat von Redoxenzymen hervorgerufen wird, aueh als

grobes MaB fur die reduktive biochemisehe Aktivitiit der Nitroimidazole angesehen werden [150]. Daher ist

in Abb. 4.-3 eine vergleiehende Darstellung beziiglieh der Pharmakokinetik in der Leber aufgefiihrt.

Fiir aIleTracer wird eine mehr oder weniger starke reversible Anreieherung beobachtet, die erwartnngsgemiiB

grob mit der Lipophilie der Radioiodverbindungen korreliert. Aufflillig ist die fur Nitroimidazolderivate

untypisehe, besonders geringe Aufnahme von l31I-P2NI-Mein der Leber, die mit der sehnellen Bildung des

sehr hydrophilen Metaboliten 131I_P2NI_S erklart werden kann. Fur die Tyrosin-Nitroimidazolkonjugate wird

eine anfiinglieh relativ starke Leberaufuahme gefunden, die aber dureh einen nachfolgenden starken Abfall der

Radioaktivitiit in der Leber gekennzeiehnet ist, so daB hier nach 2 h etwa die Blutwerte erreieht werden. Ein

iihnlichesVerhaltenwird beziigliehder Niere beobachtet, Daher sollten bei diesen Tracern der sonst beziiglieh

dieser Organe auftretende Untergrund unbedeutend sein.

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

vergleiehende Pharmakokinetik der untersuehten Nitroimidazoltracer beziiglieh des Herzens aufgefiihrt.

Abgesehen vom l31I-P2NI-Mezeigen hier aIle Tracer ein giinstiges Verhalten. Ahniieh wie beim Blut wird

nach relativ hohen Anfangswerten ein sehnelles Auswasehen der Tracer beobachtet. Im Hinbliek auf die

anderen biochemisehen Eigensehaften sollte das l31I-MT2NI vergleiehsweise am besten fur

Herzuntersuehungen geeignet sein.

l31I_MT2NI6

4

5

3

2

Zeit p.i [min]

Abb. 4.-4 Vergleiehende Phannakokinetik in der Mans. Herz
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Him

Eine Zielsetzung der Tracerentwicklung war die Uberschreitung der Blut-Hirn-Schranke und darnit die

MOglicbkeit, auch Messungen im Gehirn vomehmen zu konnen. AIIerdings wird mit keinemderTracereine

erwiinschte Anreicherung erzielt. Zum Vergleich sind in Abb. 4.-5 die entsprechenden Daten der Tracer

zusammengestellt.
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Abb. 4.-5 VergleichendePharmakokinetikin der Mans. Him

Demnach sollte das Phenylalanimnethylester-Derivat, das in vivo schnell zur freien Saure 131I-P2NI-Me

hydrolysiert, fiir Himuntersuchungen ambesten geeignet sein.. Hier scheint die Anrino-Siiurefunktion fiir eine

erhohte Anreicherungtiber aktive Transportmechanismen zu sorgen.

AIle zur Steigerung der Himanfuahme eingesetzten phannakologischen Konzeptebliebenohne Erfolg.. Sowohl

diestarke SteigerungderLipophiliedurch gezieltechemischeVeriinderungen a1s auch ein ins AugegefaJ3ter

"trapping"-Mechanismus tiber die Methylester-bzw. Butylamidfunktion a1s biochemische"Sollbruchstelle"

fuhrten wider erwarten nicht zu einer erhohten Aufuahmeins Gehim. Aber auch mit einer Aufuahmevon

0,8 %-Dosis/g sollte in Verbindung mit den erhaltenen Auswaschraten und bei gnter hypoxischer

Anreicherungein "positivimaging"des Gehirns moglichsein.
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4.2 Blot- und Urinuntersuchungen

Die Blut- und Urinuntersuchungen wurden in Analogie zur Literatur [244] mit Hilfe der RadiC}-HPLC

durchgefiihrt. DasVerfabren wurdeanhandvonHumanbluterarbeitetund dann aufMausblut ubertragen. Zur

besseren Kontrolle der Analyse wurden dem Blut und Urin vor der Aufarbeitung die entsprechenden

Standardverbindungen als Trager zugesetzt. Das erarbeitete Analyseverfahren erlaubte nur beclingt eine

quantitative Aussage, da etwa 20-30 % der Radioaktivitiit nicht aus demBlutriickstandextrabiert werden

konnten. Fur die Urinuntersuchungen wurde das gleiche Verfahren wie bei den Blutuntersuchungen

verwendet, wobei hier 100 % der Radioaktivitiit fur die Untersuchungzuganglichwaren

Dariiber hinauswurde vor denTierversuchen ein Stabilitatstest der Verbindungen in Humanblutdurchgefuhrt,

Hierbei wurde das Blut 2 h bei 37°C inkubiert und cine Blutanalyse bezuglich der Verbindungen

vorgenorumen. Abgesehenvon dem Phenylalaninmethylester-Derivat l3lI-P2NI-Me, bei dem nach 2 h etwa

10 % des Hydrolyseproduktes (131I-P2NI-S) gefunden wurden, konnte bei diesen Versuchen nur eine

vernachlassigbare in vitro MetabolisierungderVerbindungenfestgestellt werden.

In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse der Blut- und Urinuntersuchungen fur die einzelnen

Verbindungen aufgetUhrt. AIle Angaben verstehen sich als grobe Richtwerte des in vivo Verhaltens der

Verbindungenund nur bedingt a1s quantitativeAussagen.

Fur aile Verbindungen zeigte sich in der Maus schon nach kurzenInkubationszeiten einemehr oder weniger

stark ausgepragteMetabolisierung.Es wurden ausschlieBlich hydrophileMetaboliten gebildet, Abgesehen

vomO-Methyl-a:-methyltyrosin-Derivat (l-MMT2NI)wurden die Tracerselbst kaum direkt, sondem nur a1s

MetabolitefiberdieNieren ausgeschieden.

I-P2NI-Me und I-P2NI-S

Das Phenylalaninmethylesterderivat (131I-P2NI-Me) zeigte das eiufachste Metabolisierungsverhalten der

untersuchten Tracer. Es wurde praktisch vollstiindig in einen Metaboliten, namlich die freie Saare

(
I3lI-P2NI-S), umgewandelt Schon nach 2 Minuten Inkubationszeitkonnte in vivo sowohl im Blut als auch

im Urin keinEdukt mehr nachgewiesenwerden.

Tab. 41-1 Metabolitenanalysevon Blut und Urin fur I-P2NI-Meim Mausmodell

I-P2NI-Me Blut 5 min f%1 Urin 5 min f%1

l3lI-P2NI-Me n.n 0,9

l3lI-P2NI-S 96 95,4

23~,-~ U'---~__--JI PI Hydrophil

In Tab. 4 1-1 sinddieErgebnisse derMetabolitenanalyse aufgetUhrt.. Demnachentspricht die erhaltenein vivo

Pharmakokinetikder Maus nicht dem 131I_P2NI_Me, sondern dessenHydrolyseprodukt, das heillt der freien

Saare13'I-P2NI-s, sodaB zur Bestinunungvon deren Biovertei1ung keine Tierversuche durchgefuhrtwurden.

Diese wird a1s ionische Verbindung, wabrscheinlich fiber den Sauretransporter der Niere, schnell

ausgeschieden.

AuchznrUntersuchungund Abtrennung des l3lI-P2NI-S aus demBlut wurden Vorversuche untemommen.

Hierkonntegezeigtwerden, daB die Siiure und derMethylester gleichermaBen mit Methanolextrahiert werden

konnten. Daher erlaubt das Verfaltren beziiglich der Mengenverhiiltnisse dieser Verbindungen eine
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quantitative Aussage.

UnterderAnnabmeeinerlangsamerenin vivo Hydrolyse im Menschen sollte das l3lI-P2NI-Me aufgrund des

einfachen definiertenMetabolismusund der guten Ansscheidungsrate des Metaboliten zumindest beziiglich

des pharmakokinetischen Verhaltens optimal als Tracer geeignet sein. Die hohen Answaschraten in

Verbindung mit einer relativ geringen Leberaufuabme konnten bei vorhandener hypoxischer Anreicherung

einen groBenVorteil beziiglich des Strahlungsuntergrundes und des Zeitbedarfs einer Messung darstellen

Insbesondere bei der Untersuchung von Hypoxienim Herzen und in Tumoren ist dieses Verhaltenrelevant.

I-P2NI-BA
Beim Phenylalaninbutylamid-Derivat sollte mit der Amidfunktion zwar eine "Sollbruchstelle" fur die

Metabolisierung zu einem schnell ausscheidbaren hydrophilen Metaboliten eingebaut werden, von der

allerdings geringere Umsatzraten erwartet wurden als bei der Methylesterfunktion. FUrdie freie Saure hatte

sich zumindest imMausmodelleine definierteund schnelleAusscheidungsrateergeben, so daB eine stabilere

Amidfunktion a1s Sollbruchstelle geeignet schien.Wie die Metabolitenanalyse zeigt, konnte dieses Konzept

nur teilweiseverwirklichtwerden (Tab 4.1-2).

Tab. 4.1-2 Metabolitenanalysevon Blut und Urin fur I-P2N1-BA im Mausmodell

I-P2NI-BA Blut Urin

5 min [%1 120min [%1 5 min [%1 120 min [%1

l3lI-P2N1-BA 70 15 5 0

l3lI-P2N1-S 15 25 85 70

Andere 15 60 10 30

Die Analyse von Blut und Urin der Mans ergab die Bildung eines Metabolitengemisches.. Neben der

erwarteten freien Saarewurdennoch3 weitere, nicht identifizierte, hydrophileMetabolitegefunden, die in der

Tabelle zusammengefaBt aufgefiihrt sind. Die freie Saure war nach 5 Minuten zu 15 % an der

Gesamtradioaktivitat und zu 50 % an der Metabolitenhildung beteiligt. Der Anteil der nicht identifizierten

Metabolite im Blut nabm nach 120 Minuten auf60% zu Zur g1eichen Zeit bestand die Radioaktivitat des

Urins zu 70 % aus der freien Saure, Foiglichwurden die "anderen" Metabolite deutlich langsamer tiber die

Nierenausgeschieden aIs das l3lI-P2N1-S. Anders a1s beim Methylesterbestand die Radioaktivitat des Blutes

nach 5 Minutennochzu 70 % ausunveriinderter Ausgangsverbindung. Trotzdemwurde auch hier eine relativ

hohemitdemMethylestervergleichbare Clearancerate gefunden.. Erstann1icherweise konnte die sehr lipophile

Ausgangsverbindung auch zu 5 % im Urin nachgewiesen werden, was auf einen aktiven

Transportmechanismus der Niere hinweist.

DurchdieBlutanalyse koonteeine verglichenmit dem Methylesterhohere in vivo Stabilitat des l3lI-P2NI-Ba

bestatigt werden. Hauptmetabolit war wie beim Methylester die vorgesehene freie Saure, die

erwartungsgemiiB langsamer gebildet wurde. Allerdingstraten noch weitere relativ schlecht ausscheidbare

Metabolite auf Diesesollten sichstorendaufeinemoderateClearancerate und damit aufeine schnelleBildung

eines geringen Untergrundes auswirken. Gleichzeitig konnte die irreversibleAufuabme in der Schilddriise

(Abb: 4.-2) auf einen der gebildeten Metabolite zuriickgefuhrt werden. Aufgrund dieser zusatzlichen

metabolischen Pfade konnte das Konzept der "Sollbruchstelle" in diesemFall nur bedingt umgesetzt werden,
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I-MT2N1

Auch fur das a:-Methyltyrosin-Derivat (I-MT2Nl) wurde eine relativ schnelle Metabolisierung gefunden

Schon nach 2 min waren nur noch 26 % der Ausgangsverhindung vorhanden.Es entstanden hauptsachlich

zweiweitere hydrophile Metabolite, die tiber dieNiere ausgeschieden wurden. Aufgrundder hohen Stabilitiit

desMetby!esters der a:-Methylaminosiiure solltedie enzymatischeHydrolysezur freien Saure ausgeschlossen

werden konnen. Hier wird vennutlich der fur Phenole bekannte Stoffwechselweg der metabolischen

Phase-II-Reaktionbesehritten, bei dem dureh die AnIagerung von hydrophilenGruppen wie Glueuronsiiure

oder Sehwefelsiiure ausscheidungsfiihige Produkte gebildetwerden. ImUrin trat die Verbindung selbst nur in

geringen Mengen auf(s. Tab. 4.1-3).

Tab. 4.1-3 Metabolitenanalysevon Blut und Urin fur l3lI-MT2NI im Mausmodell

I-MT2N1 Blut Urin

2 min [%1 5 min [%] 2 min [%1 5 min [%1 120 min [%]

131I_MT2NI 26 20,3 0 1,6 0

Ml 65 51 95 77,6 64

M2 9 11 4 20 17

I-MMT2N1

Beim C-Methyl-a:-methyltyrosin-Derivat sollteunter der Voraussetzung der obigen Metabolisierungsthese

des I-MT2NI durch die Einfiihrung der C-Methylgruppe eine zusiitzliche biochemische Stabilisierung

erfolgen. Zur AnIagerung einer hydrophilen Grnppe mW3te erst eine Demethylierung innerhalb der

metabolischen Phase-Ierfolgen, wodureh sich die Clearaneerate erhOhen sollte. Sowohl die Pharmakokinetik

alsauchdieMetabolitenanalyse zeigten, daB dies nieht der Fall ist. Die Verhindungwies ein zum 13lI-MT2NI

ahnliches in vivo Verhalten auf. Naeh 5 Minuten wurden noch 24 % der Radioaktivitiit des Blutes in der

Ausgangsverbindung gefunden. Neben wenig a:-Methyltyrosin-Derivat (131I-MT2Nl) wurden noch zwei

weitere hydrophile Metabolitegebildet. Ein Vergleich der MetabolitePI und P2 mit denen des l3lI-MT2NI,

Ml undM2 wurdeniehtvorgenonnnen. l3lI_MMT2NI wurde erstaunlieherweise zu 8,5 % im Urin gefunden

Sowohl ausder MetabolitenanaiYse alsauch aus der Pharmakokinetikwurde deutlich, daB dieEiufiihrung der

O-Methylgruppe in das l3lI-MT2NI keinerlei Vorteile bringt. Im Vergleieh zur Ausgangsverbindung

l3lI-MT2NI wurde ein anniihemd analoges biochemisches Verhalten gefunden, wobei eine zusatzliche

nachteiligeirreversibleAnreicherungin der Sehilddriise auflrat.

Tab. 4.1-4 Metabolitenanalysevon Blut und Urin fur l3lI-MMT2NI im Mausmodell

I-MMT2N1 Blnt Urin

2 min 1"101 5 min [%1 120 min [%1 5 min [%]

Edukt: l3lI-MMT2NI 24 25 2,5 8,5

l3lI-MT2NI 0 11 2,3 3,3

PI 15 15 12,5 24

P2 50 31 80 58

I
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5. Experimenteller Tell

5.1 Chemikalien und Gerite

Tab. 5.1-1Eingesetzt..e Reagenzien und So!venzien

Verbindung Hersteller Qualitiit

Acetonitril Merck pro analysi

Argon Messer Griesheim 99,99%

Ascorbinsaure F1uka puriss. >99,5 %

p-Brom-D,L-phenylalanin Bachem

Bromwasserstoffsaure Merck 47 %, reinst

Butylamin F1uka punss.

Chloramin-T Merck zur Synthese

Chloramin-B F1uka purum, 28% chlorine

Chlorwasserstoffsaure Merck 37%,p.a

Chloressigsaurechlorid Aldrich 99%

Chloroform Merck p.a

Chloroform, deuteriert F1uka purum, 99,5 %

DC-Platten,Si-60, F"". Merck auf Aluminium

Dichloramin-T TCl, Japan

Dichlormethan Merck zA

2,5-Dihydroxybenzoesiiure F1uka puriss.; 99 %

2,5 Dihydroxyterephthalsaure Aldrich 98%

Diisopropylamin Merck-Schuchardt 99%

Dimethylsulfat F1uka puriss., 99 %

Diethylether Merck p.a

Dimethylformamid F1uka p.a,

Dimethylsulfoxid Merck Uvasol, 99,8 %

Dimethylsufoxid-d6, deuteriert F1uka puriss., >99,95 %

DMPU F1uka puriss., absolut

Essigsaareethylester Riedel-deHaen z.A

Ethanol Riedel-de Haen absolut

HMPT F1uka purum,97%

Iod Aldrich p.a., 99,99 %

Iodogen Pierce

p-Iod-D,L-phenylalanin Bachem

f
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Tab. 5.1-1Fortsetzung: Eingesetzte Reagenzien undSolvenzien

Verbindung I !Iersteller

Kaliumhydroxid Fluka

Kaliumcarbonat Merck

Kryptofix 2.2.2

Knpfer(I)bromid(CuBr)

Kupfer(I)chlorid(CuCi)

Kupfer(I)cyanid(CuCN)

Kupfur(I)oxid

Kaliumhydroxid(Platzchen)

Magnesiumsulfat

Methanol

a:-Methyl-D,L-tyrosinmethylester

Natrium (Metall)

Natriumborhydrid

Natriumhydrogencarbonat

Natriumcarbonat

2-Nitroimidazol(Azomycin)

Natriurnsn1fit (Na,SO,)

L(+)Weinsaure

ortho-Phosphorsaure

Radioiodidlosung ([131I]NaI)

Tetrahydrofuran

Trimethylsilyldiazomethan in Hexan

2,2,4,4 Tetramethylpiperidin

Zitronensaure-Monohydrat

Merck-Suchardt

Fluka

Fluka

Fluka

Fluka

Merck

Fluka

Riedel-deHaen

Fluka

Fluka

Riedel-deHaen

Merck

Merck

Merck-Schuchardt

Merck

Merck

Merck

Amersham-Buchler

Merck

Aldrich

Merck-Schuchardt

Fluka

Qualitat

p.a,H20<14%

p.a

99%, zur Synthese

purum, 99%

puruIn,97%

p.a, >99 %

purum, 97%

proanalysi

wasserfrei, purum, 99%

fUr Analyse

95%

pro analysi

pro analysi

>99%

p.a

p.a.; 99,5 %

85%

mS30

p.a

2MLosung

97%

puriss.; 99,5 %

I
Wenn nicht anders angegeben, wurden die Chemikaliendirekt und ohue weitere Vorbehandlung eingesetzt

Radioiodlosung

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

NaOH-LOsung mit einer spezifischenVolumenradioaktivitat von 3,7 106[Bq]/~1 angeliefertund sofort unter

Inertgas gesetzt Diese Losung wurde direkt zur Markierung eingesetzt. Die spezifische Aktivitat dieser

Losung wurde am 09.08..1993 mit 11,1 TBqlmmol(300 Cilmmol)bestinunt

Trocknung und Reinigung der LOsungsmittel

Die LOsungsmittel wurden, soweit nicht anders angegeben, nach den Standardmethoden der Organischen

Chernie getrocknet undgereinigt(245]. Abweichendvon diesemVerfahrenwurden aileLosungsmittel fUr die

Cu(l)-kata1ysierten Markierungsreaktionen unter Argon destilliert.
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WeitereMaterialien

- isotonischeKochsalzlosung

Zur HerstellungderLosung werden 0,88g NaCIin 100 m1 destilliertem Wasser gelost,

Zur Cbarakterisienmg der Vorlaufer und Staudardverbindungen worden folgende Gerate bzw.

Serviceabteihmgen yenvendet;

IH-NMR-Sl'ektroskQl1ie

Broker Typ WP-80; Signale wurden gegen TMS als intemen Standard gemessen; aile Werte werden in

a [ppm] angegeben.

Infrar'?t-Sl'ektroskol'ie

ShimadzuIR-460; die Verbindungenwurden als KBr-PreBling gemessen.

UV-Sl'ektroskQl1ie

ShimadzuUV 160 A AIleVerbindungen wurden in Methanol vennessen.

Schmelzpunktbestimmun!>l

Mettler FP 61; Proben wurden in Schmelzpunktbestimmungsrohrchen vermessen. Die angegebenen

Schmelzpunktesind unkorrigiert.

Elementaranalyse

Zentralabteilung fiir ChemischeAnalyse(ZCH) der KFA Jiilich

Massensl'ektroskQl1ie

Institut fiirErdol- und Organische Chernie(ICG4) derKFA Jiilich;U Disko

Gammacounter

Von Packard; Typ: Minaxi y, Auto-Gamma5000 Series

HochdruckfltissigkeitschromatoW!l'hie

S. Abschnitt 5.4.1

AIsInertgas wurdeArgonverwendet, deszur vollstiindigen Trocknung tiber Phosphorpentoxid geleitetwurde.

Die hohe Luft- und Feuchtigkeitsempfindlichkeit der eingesetzten Kupferverbindungen, insbesondere des

COzSO., erforderte des Arbeiten unter Inertgasetmosphare. Daber wurden diese Verbindungen in einem

Plexiglas-Handschuhkasten unter Argon in mit Septum verschlieBbare 2 m1 Glasampullen uberfuhrt. Die

mittels Bordelkappe verschlossenenGlasampullen wurden tiber Phosphorpentoxid und unter AusschlnB von

LiCht gelagert.

I
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5.2 Synthese von Standardverbindungen undMarkierungsvorlliufem

5.2.1 Nitroimidazolderivate des Phenylalanins

5.2.1.1 DarsteUung von IIBr-P2NI-Me

Die Synthesen der Brom- und Iodverbindung worden in gleicher Weise durchgefiihrt und werden daher

zusammenbeschrieben.

a) p-IIBr-D,L-Phenylalaninmethylester-hydrocblorid [246]

400 mIMethanol

4,0133 g (13,7 mmo1) p-I-Pheny1alanin

bzw 4,15 g (17 mmo1) p-Br-Pheny1alanin

HC1-Gas: unbestirnmt, wird iiber Gasflascheeingeleitet,

DieHalogenaminosiiure wird in das trockeneMethanolgegebenund durchEinleitenvon HC1-Gas aufgelost

Man kocht das Reaktionsgemisch 15 hunter RiickfluJ3 und entfemt das Losungsmittel im Vakuum, Der

ge1bliche Riickstandwird zur Kristallisationmit absclutemDiethy1ether verrieben, abfiltriertund mit 10 mI

Diethylether gewaschen. Das Rohprodukt wird zurvollstiindigen Entfemung der HC1 iiber NaOH ge1agert und

aus Methanolunter Zugabe von Diethy1ether umkristallisiert,

Brom-Verbindung (Hydrocblorid): 4,9 g (16,6 mmo1) 98 %,Fp.. 183,3°C

Iod-Verbindung (Hydrochlorid): 4,5 g (13,1 mmo1) 95 %, Fp. 196,8°C, zero

b) N-(2-ChIoracetyl)-p-IfBr-D,L-phenylalaninmethylester [247]

50 mI trockenes Dichlormethan

1,964g (5,73 mmo1) p-I-Pheny1alaninmethy1esOOr-hydrochlorid

3,01 g (10,17 mmo1) p-Br-Pheny1alanin-methy1ester-hydrochlorid

0,79 g (7 mol,557,,1)/1,38 g (12,2 mmo1) Chloracety1chlorid

1,1 g (10,3 mmo1)/1,3 g (12,2 mmo1) Na,CO, (wasserfrei)

DasNa,CO,wird fein gepu1vert und mit dem Halogenpheny1alaninmethy1ester in 100 mI trockenem CH2C12

aufgeschwemmt. Zu der weillen Suspension gibt man das Cbloracety1cblorid und riihrt 24 h bei

Raumtemperatur. Nach dem Filtrierenwascht man die organische Phase Imal mit 20 mI Ammoniumacetat­

Losung und 3mal mit je 20 mI Wasser. Man trocknet tiber MgSO. und befreit im Vakuum vom

Losungsmittel, Es wird ein oligerRiickstand erhalten,den man aus EthanollPetro1ether umkristallisiert.

Brom-Verbindung: 3.1g (7,3 mmo1) 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 mmo1) 74 %, Fp. 110,9°c.. 'H-NMR: (CDO,) 7,61 ppm, d, (2H); 6,85 ppm, d,

(2H); 4,85, m, (1H); 4,04 ppm, 50 (2H); 3,75 ppm, s, (3H); 3,1 ppm, d, (2H).

c) N-Acetyl-2-(2-nitroimidazol-l-y1)-p-I-D,L-phenylalaninmethylester (I-P2Nl-Me) [223]

70 mI Acetonitril

2,23 g (6,6 mmo1) N-Chloracety1-I-D,L-Phenylalaninmethy1esoor

1 g (6,6 mmo1) Kalium-2-Nitroimidazolid (s. e)

295 mg (0,78 mmo1) Kryptofix2.2.2

Die Substanzen werden zusammengegeben, wobei man eine orangege1be Suspension erhiilt. Nach 48 h

I



-110 -

Riibren bei 70°C erl1iilt man eine ge1be Losungmit orangebraunem Niedersehlag. Man dampft bis zur Trockne

ein und nimmt den Riiekstand in 100 ml Chloroform auf Es wird filtriert nnd erst mit 20 ml gesiittigter

NH.,CI-LOsnng,dann 3mal mit 20 mI Wasser gewasehen. Die organisehe Phase trocknet man iiber MgS04'

Nach dem Entfemen des LOsnngsmittels wird in trockenem Ethanol umkristallisiert nnd die erhaltene

Verbindung mit Diethylether gewasehen.. Man erhiilt 2,14 g (5,2 mmol, 79 %) einer leieht gelbliehen

Verbindnng. Nach einer Siiulenehromatographie (Si-60, Essigsiiureethylester) erhiilt man eine weille

Verbindnng, die in Ethanol umkristallisiert wird 1,5 g (3,27 mmol) 49 %, Fp. 178°C, zer 'H-NMR: (d6­

DMSO) 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).lR(KBr) Nlf-Banden

3300,1529 em", C=O-Banden: 1736, 1657em-', N02-Banden: 1481, 1398 em" UV: Maxima: 232 urn, 313

urn .. Massenspektrum (70 eV, EI)' M+= 458, M+-70, M+-193, M"-241, M+-169. C,H,N,I: ber./gef.

C: 39,32/39,9; H: 3,30/4,0; N: 12,23/12,4; I: 27,70/29; 0: 17,64/17,6

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

70 ml Acetonitril

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

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

1,5 g (4 mmol) Kryptofix 2,2,2

Die Reaktioo wird wie bei der entsprechenden Iodverbindnng durehgefuhrt. 1,5 g (3,64 mmol) 54 % Fp:

175.9°C zero 'H-NMR: (d6-DMSO) 8,84 ppm, d, (1H); 7,63-7,0 ppm, m, (6H); 5,11 ppm, s, (2H); 4,53

ppm, m, (lH); 3,63 ppm, s, (3H); 3,13-2,85 ppm, m, (2H). IR(KBr) Nll-Banderr 3300, 1532 em", C=O­

Banden: 1740, 1662 em", NQ,-Banden: 1483, 1374 em", UV: Maxima: 218 urn, 313 urn. Massenspektrum

(70 eV, EI): M"= 411, M"-170, M"-202, M"-242. C,H,N,Br: berJgef. C: 43,81/43,85; H: 3,68/4,1; N:

13,62/14,01;Br 19,43/19,9; 0: 19,45/19,75

e) Kalium-2-nitroimidazolid

2-Nitroimidazoll,015 g (8,98 mmol)

89,2 ml 0,1007 MKOH (8,98 mmol)

Das 2-Nitroimidazol wird in Wasser aufgesehwemmt und mit derKOH-LOsnng versetzt, wobei eine tiefe

Gelbfarbung aufuitt Naco 2 h Riihren bei 80°C wird dasWasser eingeengt nnd heiJ3 vom festen Ruckstand

filtriert. Man wascht mit heil3emWasser nnd dampft dasFiltrat zur Trockne ein. Der orange-gelbe Feststoff

wird 12 h bei lOO°C iiber CaCI2 im Vaknum getrocknet. 1,2 g (8 mmol) 90%.

5.2.L2 Darstellung von I-P2NI-S

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

0,01 NNaOHLOsnng: 10m!

Das I-P2NI-Me wird in 4 mICH3CN aufgelost Zu dieser Losung gibt man nnter Riihren bei Raumtemperatur

die Natronlauge. Nach 30 min Riibren wird mit 10 ml Wasser verdiiont nnd die Losung 3mal mitje 3 mI

CH2CI2 ausgesehiittelt. Die wiiBrigePhase wird mit 0,1 N Salzsiiure angesauert nnd der weiJ3e Niedersehlag

abfiltriert Man wascht den Riickstand mit wenig kaltem Wasser nnd trocknet im Exsikkator iiber P4°'0' Es

werden 78 mg (80%) einerleichtgelblichen Verbindungerhalten. Fp.185,3°C, zers. 'H-NMR: (d6-DMSO)
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8,68 ppm, d, (lfI); 7,68 ppm, d, (lH); 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, (lH); 2,98 ppm, m, (2H). IR(KBr) NH-Bande: 3300, 1543 em", C=O-Banden'

1711,1661 crr,-I,N02-Banden: 1508, 1395 em".

5.2.1.3 DarsteUung von BrlI-P2N1-Ba

N-[2-(2-Nitroimidazol-1-yl)-acetyl)-p-brom-D,L-pbenylalaninbntylamid [248].

Br-P2NI-Ba: 320 mg (0,779 mmol)

Butylamin: 1 m1 (10 mmol)

DaseingesetzteButylamin wird zuvor iiber KOH destilliert. Man lost das Br-P2NI-Me in 3 m1 CH2Cl2 unter

leichtem Erwarmen auf und tropft unter Riihren eine Losung des Butylamins im 5 m1 CH2CI2 hinzu Die

Losung wird 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt.Es wird mit Eisessig neutralisiert und 2ma1mit 2 m1 Wasser

gewasehen Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Die orgaoische Phase

wird iiber MgS04 getrocknet undeingeengt. Beide Ruckstande werden vereinigt und durch eine nachfolgende

SauIenchromatographieaufSi-60 (Essigsaureethylester/Hexan 9:1) gereinigt. Die erhaltene Verhindung wird

in Ethanol umkrista1lisiert. Man erhiilt 200 mg (56 %) Verbindung. Fp. 218°C, zer.lR(KBr) NH-Banden:

3275,1561 em", C=O-Banden: 1642, 1669 cm-I,N0
2-Banden: 1489, 1365 em", Massenspektrum (70eV,

EI): M'=451,M'-30, M+-46, M+-98, M+-145, M+-168, M+-210, M+-212. C,H,N,Br: ber.zgef C: 47,8/47,3;

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-pbenylalaninbntylamid

Die Iod-Standardverhindung wird analog zur oben beschriebenen Synthese des Brom-Vorliiufers erhalten.

Aufgrund dar Lichtempfindlicbkeit des I-P2NI-Ba wird im Dunkeln gearbeitet. Nach der Chromatographie

wird in Acetonitril umkrista1lisiert. Ausbeute: 45 %. Fp. 195°C, zero 'H-NMR: (d6-DMSO) 8,63 ppm, s,

(lH); 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, (2H); 4,5 ppm, m, (4H); 3,05-2,75 ppm, m, (2H); 1,5-0,63 ppm, m, (9H) IR(KBr) NH-Banden.:

3280, 1555 em", C=O-Banden: 1642, 1667 em", N02-Banden: 1484, 1362 em", C,H,N,I: ber./gef. C­

43,3/43,0; H: 4,44/4,6;N: 14,03/14,3; I: 25,42/23,2 MassellSpektrum(70eV, EI)' M'=498.9, M'-47, M+­

100,M'-147,M+-169,M'-212.

5.2.2 Darstellung nod Reinigung der Kupferkatalysatoren

Reinigung von CoO [249)

5 g griines kiiufliches CuCI werden zusannuen mit 2 g Na,S03 gemorsert und zu 500 m1 verdiinnter Salzsaure

(500 m1 Wasser + 1 m1 konz. Salzsiiure) gegeben. Es wird bei Ranmtemperatur 20 minkriiftig geriibrt. Man

liiBt absitzen und dekantiert die klare tiirkisfarbene Losung. Der graue Niederschlag wird mit 200 m1

verdiinnter Schwefelsaure (5 m1 H2S04 auf 200 m1 Wasser) in eine Fritte gespiilt und gewaschen Dann

wascht man 4mal mit je 10 m1 Eisessig, 3mal mit je 10 m1 absolutem Ethanol und schlie6lich mit 50 m1

Die1hylether. Daswei6e Pulver wird imExsikkator unter Vakuum und iiber P.0'0 getrocknet und unter Argon

gelagert. Es werden 4,2 g (84 %)erhalten_

Reinigung von CuBr

CuBr wird analog demCuCI gereinigt. Austelle von Salzsaure wird Bromwasserstoffsaure eingesetzt.
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Darstellung von Cn,SO. [234]

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

20 ml (211,3 mmol) (CH31S0. (frisch destilliert).

Man gibt die Substanzen zusammen und riihrt die rote Suspension bei 160°C, bis keine weitere

Gasentwicklungmehrzu erkennen ist.Nach 3 h hat sich die rotliche Suspension grau-weill verfiirbt. Man laBt

erkalten, filtriert und wascht den Ruckstand mit 100 ml trockenemDiethylether.. Die grau-weille Substanz

wird im Vakuumgetrocknet und unterAr gelagert. Man erhiilt3,75 g (98%) der Verbindung. Diese wird ohne

weitere Reinigung zur Radiomarkierungeingesetzt.

Darstellung von Co-DHB bzw. Cu-DHT

(DHB= 2,5-Dihydroxybenzoesaure, DHT= 2,5-Dihydroxyterephthalsaure)

Ig (6,5 mmolDHB, 5 mmol DHT)DHB bzw. DHT

Ig (4,5 mmol)Cu,SO.

10mlCH3CN

Zu der Losung des Chinons in CH3CN wird unter RUhren das Cu,SO. gegeben. Es wird 90 min bei 80°C

unter Argon gertihrt, bis eine tiefgriine Losung entstanden ist. Man laBt erkalten, filtriert vom festen

Ruckstand und fiillt das Produkt durch Zugabe von 10 ml Diethyletheraus. Der hellgruneNiederschlagwird

mit Diethylethergewaschen und im Exsikkator im Vakuum getrocknet.

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

Eine weitere Charakterisierungwurde nicht vorgenommen.

5.2.3 Darstellung der Tyrosinderivate

N-[2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl]-a:-methyl-D,L-tyrosinmethylester (MT2N1), VorHiufer

a) 0 N-Di-fchloracetvl}a:-methyl.L-tvrosinmethylester

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

2,5 g (22,1 mmol)Chloressigsaurechlorid

3,5 g (33 mmol)Natriumcarbonat

DasTyrosinderivat wirdzusammen mit dem Natriumcarbonat in 60 ml trockenemDichlormethan suspendiert.

Unter Ruhren wird das Chloressigsacrechlorid in 10 ml Dichlormethan zugetropft.. Dann wird bei

Raumtemperatur48 h geruhrt, Manfiltriert vom festenRUckstand und wascht die Dichlormethanphaseerst

2ma1 mitje 20 mlgesiittigter Ammoniumch1orid-Uisung, dann 2mal mitje 10 ml Wasser. Nach dem Trocknen

iiber Magnesiumsulfat wird das Uisungsmittel entfemt und der Riickstand in Diethylether umkrista11isiert.

Man erhiilt1,8 g (61%) der Substanz. Fp. 138,7°C.

'H-NMR: (d6-DMSO) 8,4 ppm,s, (lH); 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)MI2NI

1 g (2,8 mmol) 0, N-Di-(cbloracetyl)-«-methyl-D,L-tyrosinmetbylester

890 mg (5,9 mmol) Kaliumimidazolid

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

Das Diacyltyrosinderivat wird in 60 ml Acetonitril aufgelost, Nun gibt man das Kaliumimidazolid und das

Kryptofix hinzu und riihrt das Reaktionsgemisch 7 Tage bei 50°C. Es wird filtriert und das Acetonitril

abgedampft. Dann versetzt man mit 50 ml Essigsaureethylester und wascht 2mal mit je 10 ml Pufferlosung

(pH= 9), dann 3mal mit je 10 ml Wasser. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und

das LOsungsmittel entfernt Der Riickstand wird durch eine Siiulenchromatographie gereinigt (Si-60, 1

Diethylether, 2. DiethyletherlEthanoI8:2) und in Ethanol umkristallisiert. Man erhiilt 410 mg (40 %) der

sauberen Verbindung. Fp. 106°C, zer 'H-NMR: (d6-DMSO) 8,4 ppm, s, (lH); 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); C,H,N:

ber.fgef C: 53,04/52,9; H: 5,01/5,2; N: 15,46/15,9. UV: Maxima: 225 urn, 314 urn, 303 run.. m (KBr) NH­

Banden: 3290,1610 em", C=O-Banden: 1740, 1689 em", N02-Banden: 1512, 1369 em", Massenspektrum

(70 eV, El): M+= 362,1, M+-17, M+-59, M+-106, M+-123, M+-170, M+-255.

N-[2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl]-3-iod-«-methyl-D,L-tyrosinmethylester(I-MT2NI),

Standardverbindung [250]

180 mg (0,5 mmol) MTINI

20501'1 (0,513 mmol) methanolische Iodlosung (0,25 M)

20 ml waBrige Ammonieklosung (33 %ig)

Das MT2NI wird in der Ammoniaklosung autgelost. Dann tropft man langsam unter starkem Riihren bei

Raumtemperatur die Iodlosung hinzu Nach dem Zutropfen wird 30 min gernhrt, Dann dampft man die

Losung im Vaknum ein, wobei sich ein gelber Niederschlag bildet. Dieser wird 2mal mit je 5 ml Puffer (pH=

4), dannmit Wasser gewaschen. Der Niederscblag wird in Wasser umkristallisiert und mit einer praparativen

HPLC aufgetrennt (Siiule: CosmosilSNPE 150 x 20 mm; Eluens: CH,CNIH20 40:60; Volumeadurchflub:

9 ml/min; k'= 6,53 min). Das aufgefangene Eluat wird im Vaknum entfemt. Man erhiilt nach dem Trocknen

169 mg(70 %). Fp. 120°C. 'H-NMR: (d6-DMSO) 8,55 ppm, s, (1H); 7,63 ppm, d, (lH); 1,43 ppm, d, (lH),

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, (3H); UV: Maxima: 225 urn, 314 urn, 303 run. UV: Maxima: 207 urn, 314 urn, Schulter: 230 run.

Massenspektrum (70 eV, El): 11'= 487,9,11'-17,11'-59,11'-170,11'-255.

N-[2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl]-3-I-«-methyl-O-methyl-D,I..-tyrosinmethylester (I-MMT2Nl),

Standardverbindung [240]

84,3 mg (172 "mol) I-MTINI

140 "I (280 umol) Trimethylsilyldiazomethan in Hexan (2 M)

60 III(426 umol) Diisopropylamin

5 ml CH,CNIMeOH 8:2 (v/v)

Das I-MT2NI wird unter Argon im getrockneten Losungsmittel gelost, Man gibt unter Riihren bei

Raumtemperatur erst das Diisopropylamin nod dann das Trimethylsilyldiazomethan hinzu, Dann wird 3 Tage

bei Raumtemperatur his zur Entflirbung der gelben Reaktionslosung geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit

50 1'1 Eisessig versetzt Man befreit vom LOsungsmittel nod nimmt den Riickstand in 10 ml
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Essigsaureethylester auf Es wird mit Wasser gewaschen und das LOsungsmittel entfemt. Man nimmt die

Verbindung in Ethanol auf und reinigt durch HPLC (Saule: Cosmosil 5NPE 150 x 20 mm; Eluens:

CH3CN!H20 40.·60; VolumendurchfluJ3· 9 mlhnin; k'= 12,6 min). Das aufgefangene Eluat wird eingedampft

und der Riickstand in Ethanol umkristallisiert. Man erhiilt 54 mg (61 %) der Verbindung. 'H_NMR: (d6­

DMSO) 8,6 ppm, s, (lH); 7,6 ppm, d, (lH); 7,53 ppm, d, (lH), 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, (3H);

Massenspektrum (70 eV,EI): M'"= 502, M'"-18, M'"-60, M'"-170, M'"-225, M'"-255

5.3 Radiosynthesen

AIleRadiosyothesenwurden in durch Isogewinde (GLl4) verschlieBbaten Quarzglasgefalien durchgefuhrt,

die mit einem teflonbeschichteten Magnetriihrstiibchen versehen werdenkonnten. Die GefaBe hatten einen

lnnendurchmesser von 11 mm und eine Hohe von 60 bzw. 30 mm. Als VerschluJ3 wurden Silikon- oder

teflonbeschichtete Septen verwendet, Die Reaktionstemperatur wurde durch ein Kontaktthermometer

gesteuertes Olbadeingestellt, Als Inertgas wurde Argon verwendet,das iiber eine Kaniilezugefiihrtwerden

konnte. Die Proben wurden iiber das Septum durch eine Hamiltonspritze entoonunen und mittels Radio­

HPLC bzw.. Radiodiinnschichtchromatographie untersucht.

5.3.1 Radiosynthesen mit Cu(l)-Verbindungen als Katalysator

Die hier eingesetzten Losungsmittel wurden zuvor nach den iiblichen Verfahren getrocknet und unter

Argonatmosphiire destilliert und aufbewahrt. Die Reaktion wurde unter Inertgasbedingungendurchgefiihrt.

Dazu wurde das ReaktionsgefiiB vor Reaktionsbeginn mit dem Vorliiufer beschickt und 5 min mit Argon

durchspiilt Dann wurden der unter Inertgas im Reaktionsmedium geloste Katalysator, die im

Reaktionsmedium gelosten Zusiitze und die wiiBrige Radioiodidlosung durch eine Hamiltonspritze

nacheinander zugegeben, Das ReaktionsgefiiB wurde anschlieBend in das aufReaktionstemperatur erhitzte

Olbadgebracht. ZurBestimmung derRCA wurden20 J1l Proben entoommen,mit 100 IIIeiner Quenchlosung

(CH3CNH20 U (v/v), NazS03: 0,1 M, Titriplex Vll: 0,1 M) verdiinnt und mittels HPLC analysiert

Ublicherweisewurde mit folgendenMengen gearbeitet:
1311"_Radioiodidlosung: 1-10 III (30-100 MBq)

Brom-Vorliiufer: 2-4 mg

Kupfer-Katalysator: 50-100 ug

LOsungsmittelvolumen: 200 - 300 III

5.3.2 Radiosynthese von 131I_P2NI_Me

Markierungssynthese

Die Marl<ierung vonBr-P2NI-Me erfoIgle bei 140°C mit dem Cu,SOiDMSO-System mit Zitronensaure oder

Dihydroxyterephthalsaure alsZusatz. Hier wurde ansonsten wie unter 5.3.1 beschriebenverfahren.Wiihrend

der Reaktion wurden 20 III Proben entoonunen, in 100 III Quenchlosung eingebracht und mittels HPLC

analysiert.

HPLC Aoalysebedingungen:

[
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Saule: SI; Eluens: MethanollWasser 60:40; VolumendurchfluB: 1 ml/min; k'= 5,1

Aufarbeitung :0ur applikationsfertigen Llisung

Diewieobenangesetzte Reaktion liiIlt man 3 h bei 140°Criihren. Nach demAbkiihlen wird mit 4 ml Wasser

versetzt und das Reaktionsgemisch uber eine Sep-Pack-Kartusche (100 mg RP-18) gegeben Die Kartusche

wird mit 20 ml Wasser gewaschenund anschlieBend durch einen leichten Luftstromtrockengeblasen. Man

eluiert~it 2 ml Acetonitril, engtbei 50°C im Argonstrom auf 100 III ein und gibt die Losung zur Abtreunung

des Vorliiufers auf die HPLC. Zur vollstiindigen Abtrennung des Vorlaufers sind zwei Reinigungsschritte

erforderlich, bei denen unterschiedliche Treunsysteme eingesetzt werden. Die aus der HPLC-Trennung

aufgefangene Fraktion des Radioproduktes wird zur Abtrennungdes Eluens mit Wasser auf das doppelte

Volumen verdiinnt und nochmals uber eine Sep-Pack-Kartusche gegeben. Das Radioprodukt wird nach

obigem Verfahren eluiert und zur 2 Trennung auf dieHPLC gegeben, Die aufgefangene Produktlosungwird

wieder iiber eine Sep-Pack-Kartusche aufkonzentriert Die erhalteneRadioproduktlosung wird wie oben

eingeengt und in 1-2 ml 5 %iger ethanolischer isotouischer NaCl-Uisung anfgenommen. Nach der

Sterilfiltration wird die so erhalteneapplikationsfertige Losung direktfur dieTierversuche eingesetzt.

HPLC Trennbedingungen der Aufarbeitung

A: SauleS2 (s. 5.4); Eluens:MeOHlH20 55:45; VolumendurchfluB: 1,4 ml/min, k'= 12,8

B: SauleS3 (s. 5.4):Eluens: CH,CNIH,O40: 60; VolumendurchfluB: 1,4 ml/min, k'= 12,1

5.3.3 Radiosynthese von 13'I-P2NI_S

Die unter 5.32 erhaltene Acetonitril-Radiolosung des 13'I-P2N1-Me wird im Argonstrom bei 50°C

eingedampft. Man versetztmit 200 "I 10·' N Natronlaugeund engt dieLosung bei 50°C im Argonstrom auf

die Halfte ein. Das Reaktionsgemisch wird nach 5 min mit 10 III Bssigsaure (98 %) angesauert und zur

Reinigung direkt aufdieHPLCgegeben. Die aufgefangene l3lI-P2N1-S Fraktionwird mit der gleichen Menge

an Wasser verdiinnt und das Radioprodukt auf einer Sep-Pack Kartusche (RP-18, 100 mg) fixiert, Man

waschtmit5 ml Wasserundeluiertmit 3 ml Ethanol.Die Losung wird bei 50°C im Argonstromentfemt und

mit 5 %igerethanolischer isotonischerKochsalzlosung versetzt..

HPLCTrennbedingungen:

A: Siiule S3 (s. 5.4);Eluens: MeOHlH,O 60:40 pH 4,5; VolumendurchfluB: 1,4 ml/min,k'= 2,4

5.3,4 Radiosynthese von 13'I-P2NI-Ba

Die Radiosynthese von l3lI-P2N1-Ba wird in gleicherWeisewie die des 13'I-P2N1-Me nach Abschuitt5.3.1

durchgefiihrt. Zur Markierung wird das Cu,SOiOMSO/2S-System verwendet. Die Markierung wird bei

140°C und einer Reaktionszeitvon 240 min durchgefiihrt. Mit Eduktkonzentrationen von 50 roM konnen

RCA von 85-90 % erzieltwerden.

Zur Analyse wahrend der Reaktionwerden mit einerHamiltonspritze 20 III Proben entnommenund in 100

1'1 einer Quenchlosung (s. 0.) gebracht. Die Losung wird auf dem HPLC-Systemuntersucht. Radio-DC­

Untersuchungen werdendirektmit derReaktionslosungdurchgefiihrt.

HPLCTrennbedingungen der Analyse:

Siiule SI (s. S.4);Eluens: CH,CNIH,O50:50; VolumendurchfluB: 1 ml/min,k'=4,2
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Aufarbeitung zur appIikationsfertigen LOsnng

Die Aufarbeitnngder Reaktionslosung zur Abtrennung des 131I_P2NI_Ba erfolgtnach demgleichen Schema

wie die des Radiomethylesters Zur vollstiindigen Abtrennung des Vorliiufers sind auch bier zwei Radio­

HPLC-Reinigungsschritte erforderlich Zur Applikation wird nach dem Eindampfen des CH3CN­

Kartuscheneluates in Ethanol aufgenommen und mit isotonischer Kochsalzlosungauf eine 7 %ige Losung

verdiinnt.

HPLC Trennbedingungen der Aufarbeitnng:

A: Saule 82 (s. 5.4): Eluens: CH3CNIH20 40:60; VolumendurchfluB: 1,4 ml/min, k'= 13,7

B: Saule 83 (s. 5.4): Eluens: CH3CNt'H",O 30: 70; VolumendurchfluB: 1,4 mlImin, k'= 12,6

5.3.5 Radiosynthese von 13lI_MT2NI

In ein mit Septum verschlieBbares ReaktionsgefaB mit Magnetriihrstabchen werden 60 III Pufferlosung

(pH4), 10 III einer wiiBrigen frisch angesetzten Chloramin-BLosung (0,2 gil) und 25 III einer ethanolischen

MT2NI-Vorliiufer-Losung (2 mM) gegeben. Nun werden 5 - 20 III der Radioiodidlosungzugegebenund bei

Raumtemperaturgerithrt. Zur Untersuchung der Reaktion werden zu entsprechendenZeiten 20 III aus dem

Reaktionsgemisch entnommen und in 100 III einer Quenchlosung (0,5 M Na,S03 Puffer, pH 9) gegeben.

Diese Losung wird direkt zur Analyse auf die HPLC gegeben.

Zur praparativen Synthese wird das Reaktionsgemisch mit 200 III der Quenchlosung versetzt und auf die

HPLC gegeben. Das Radioprodukt wird mittels einer Sep-Pack-Kartnsche (RP-18, 100 mg) aus dem

aufgefangenen HPLC-Eluat abgetrennt und mit 3 ml Ethanol eluiert. Die Losung wird bei 50°C im

Argonstromeingedarnpft. Mannimmt zur Priiparationder applikationsfertigen Losung in 50 III Ethanol auf

und verdiinntmit 1 ml isotonischer Koehsalzlosung.

AnalytischeHPLC-Bedingun,gen'

Saule SI (s. 5.4); Eluens: MeOHlPufferpH 755:45, VolumendurchfluB: 1,2 ml/min; k'= 3,2 I
Praparative HPLC-Bedingun,gen' I
S,"" " (s 5"1llo=, CH;CNIl'offi><pH" ",10, V_WI, 1,4ml/min; """ I
5.3.6 Radiosynthese von 13lI-MMT2NI

Das unter 5.3.5 erhaltene 13lI_MT2NI wird nach dem Radio-HPLC-Trennschritt mittels einer Sep-Pack­

Kartnsche (RP-18, 100 mg) aufkonzentriert. Man eluiertmit 2 ml trockenemMethanol und engt die Losung

in einem verschlieBbaren ReaktionsgefliB auf 200 - 300 III ein.. Das ReaktionsgefliB wird mit einem Septum

verschlossen und zu der Losung werden 100 - 150 III der 2 M Trimethylsilyldiazomethanlosung gegeben

Dann gibt man unter Riihren 30 - 35 III Diisopropylamin hinzu und riihrt bei Raumtemperatnr. Bei der

Analyse der Reaktion werden 20 III Proben entnommenund in 100 III 50 %ige Essigsaure gegeben. Diese

Losung wird dann mittels der HPLC untersucht.

1mFallderRadiosynthese 21If Abtrennung des 13'I-MMT2NI wird das Reaktionsgemisch nach 20 min Riihren

beiRlOI,1l1tenlperatnr mit 200 III 50 %igerEssigsaure versetzt. Die so erhaltene Losung wire! zur Trennung auf

die HPLC gegeben und das Radioprodukt aufgefangen. Dann wird mittels einer Sep-Pack-Kartnsche

aufkonzentriert (s. 0.). AlsEluens wird Ethanol verwendet.Manengt dasEluat bei 50°C im Argonstromein

und verdiinnt mit isotonischer Kochsalzlosung auf eine 5 %ige ethanolische Losung. In Bezug auf der
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eingesetzten Radioaktivitiitdes 1311_MT2NI wird eine RCA von 85-90 % nod in Bezug auf der eingesetzten

Radioiodid-Aktivitiit wird tiber alleScbritte eineRCA von 65-75 %erhalten Die radiochemischeReinheit ist

graBer als 99,9 %.

Analytischenod prjjparativeHPLC-Bedingungen:

SiiuleSl (s. 5 4); Eluens: MeOHlPuffer pH 6, 60:40, Vo1umendurchfluB: 1 mlImin; k'= 5,2

5.4 AnaIytische Verfahren

5.4.1 Radio-HPLC und Produktidentifizierung

Die Reaktionsgemische wurden mit Hilfe der Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC = High

Performance Liquid Chromatography) analysiert nod aufgetrenot Die Identifizierungder n.c.a markierten

Verbindungen wurdedurchdenVerg\eich derRetentionszeitendes radioaktivenPeaks nod des UV-Peaks des

inaktiven Standards auf zwei verschiedenen Trennsysternenerreicht.Die HPLC-Aolage bestand aus einer

Merck-Hitachi HPLC Pumpe L-6000, einem Merck-HitachiUV-DetektorL-4000 mit variabler Wellenlange

und einem Nal(Tl)-Bohrlochkrista11detektor (EG&G Ortec) mit entsprechendem Photomultiplier (EG&G

Ortec, Model 276 PhotomultiplierBase) nodVerstarker (EG&G ACEMatelM Model 925-Scint Amplifierand

Bias Supply). Sowohl die Probenaufgabe der aufzutrenoendenProbe als auch der Vergleichsprobe(Aliquot)

erfolgten iiber je ein Injektionsventil (Rheodyne, Typ 7125) mit einer 500 1'1 Probenschleife. Die MeBdaten

derDetektoren wurden durch das MeBwerterfassnogs- nod AuswerteprogrammNina, Version 1 3 der Firma

Nuclear Interface, gespeichert nod analysiert. Zur Analyse wurde ein Computer der Firma Roda Soft (486,

33 MHZ, 4 MB Ram, 14" Targa-Mouitor) verwendet. Aile Messnogen wurden bei einer Detektions­

wellenliinge von 230 urn des UV-Detektors durchgefiihrt. Die Messung der Radioaktivitiit erfolgte

kontinuierlich durch den nachgeschalteten Strahlendetektor.

Aile Messnogen wurden bei konstanter VolumendurchfluBgeschwindigkeit nod bei Raumternperatur

durchgefiihrt.

Da in derLiteraturkeineAngabeniiberdie chromatographischeTrennunggefunden werden konoten, wurden

fUraileVerl>indungen sowohlfUrdie Analyse als auch fUrdie priiparativeAbtrennnog entsprechendeHPLC­

Bedingrmgenerarbeitet, Die zur Trennnog verwendeten Siiulen sind in Tab. 5.4-1 zusammengestellt

Tab. 5.4-1 Zusammenstellnogder zur Radio-HPLC-Trennungverwendeten Siiulen

1) Grofienangaben: Lange x Inoendurchrnesser;2) gebrauchlicheEinstellung

Nr. 1)GraBe [rom] Material 2lF1ow fmllminl Hersteller

Sl 250x4 Lichrosorb RPi 8-7
,

C~hro.matographieservice, Duren,

S2 300 x 4,6
. ..

1,4 CS-Chroinatographieservice, DiirenLichrosorb RP18-7

S3 150 x 4,6 Cosmosil 5 NPE 1,4 Waters
- - ..

Zur Trennnog der Verbindnogen wurden AcetouitriVWasser- bzw. MethanolJWasser-Gemische als E1uens

verwendet. Als Puffer wurde entweder Phosphat- oderAcetatpuJtereingesetzt. Bei allenTrennsystemenlag

die Retentionszeit des Radioiodids im Bereich von k'= 0,3-0,6.

In Tab. 5.4-2 sind die relevanten k'-Werte der Verbindungen mit den entsprechenden Trennbedingrmgen

zusammengefaBt. Hier wird zwischen der analytischen nod der semipraparativen Auftrennung bei der
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Aufarbeitung dar Produkte unterschieden.

Tab. 54-2 k'-Welte und Radio-HPLC-Trennbedingungen derVorlauferund Radioiodverbindungen

I

Anwendung Verbindung 8iiu1e Eluens (v/v) Flow') k'

aualytisch 13'I-P2NI-Me 81 MeOHlH2O 1 4,3

Br-P2NI-Me 60:40 3,8

p31I]Iodid 0,5

semipraparativ l3lI-P2NI-Me 82 MeOHJH,O 1,4 12,8

Br-P2NI-Me 55:45 9,6

l3lI-P2NI-Me 83 CH,CNIH2O 1,4 12,1

Br-P2NI-Me 40:60 7,8

aualytisch 13'I-P2NI-Ba 81 CH,CNIH2O 1 4,2

Br-P2N1-Ba 50:50 3,6

semipraparativ l3lI-P2NI-Ba 82 CH,CNIH2O 1,4 13,7

Br-P2NI-Ba 40:60 11,2

l3lI-P2NI-Ba 83 CH,CNIH2O 1,4 12,6

Br-P2NI-Ba 30:70 8,4

aualytisch l3lI-P2NI-S 83 MeOHlPuffer pH 4,5 1,4 2,4

13'I-P2NI-Me 60:40 8,0

aualytisch 13'I-MT2NI 81 MeOHlPuffer pH 7 1,2 3,2

MT2NI 55:45 1,7

semipraparativ l3lI_MT2NI 83 CH,CNlPuffer pH 7 1,4 8,2

MT2NT 30:70 2,9

aualytisch 13'I-MMT2NI 81 MeOHIPuffer pH 6 1 5,2

l3lI-MT2NI 60:40 2,1
..

1) Volumendurchflubgeschwindigkeit in [ml/min]

5.4.2 Blnt- und Urinuntersuchungen

UntersuchungdarBlutproben

Die Blutproben werden zur Unterdriickung dar Gerinnung mit 20 % einer 3 %igen Natriumcitratlosung

versetzt. Dann wird die entsprechende 8taudardverbindung zugegebenund das Blut mit dem Zusatz von

organischem Losungsmittel zur Gerinnung gebracht. Die Proben werden zentrifugiertund der Uberstand

entnommen. DerRiickstaud wird einzweites Mal eluiert. Die vereinigten Eluate werdenfiltriert. Manengt die

erhaltene Losung amRotationsverdampfer ein, filtriert iiber einen 8terilfilter und gibt dieLosung zur Analyse

aufdieRadio-HPLC. Das HPLC-Eluatwird fraktiouiert gesammelt und am Gammacounter ausgemessen.

Untersuchungdar Urinproben

Die Aufarbeitung des Urins erfolgtin gleicherWeisewie beimBlut.Hier wird allerdings ohne Citratlosung

gearbeitet.

ZurExtraktion darBlut-undUrinproben wirdje nach Verbindung Methanolbzw. Acetouitril verwendet. Die
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Analyse- und Extraktionsbedingungensind in Tab. 54-3 zusammengefaBt. Mit dem Extraktionsverfabren

konnen durch 2 Extraktionen je nach Verbindung 75-90 % der Gesamtradioaktivitatdes BIutes extrabiert

werden

Tab 5.4-3 Extraktions- und Analysebedingungen der untersuchtenRadiotracer

Extraktiousmittel Extraktion1) HPLC

l3l1-P2NI-Me MeOH 75% ACfW 40:60 pH 5

l3l1-P2NI-Ba CH3CN 90% ACfW 50:50 pH 5

l3l1-MT2NI CH3CN 78% ACfW 35:65 pH 5

1311_MMT2NI MeOH 86% ACfW 40:60 pH 5
1) I1lWh zweuna1iger Extraktion

5.4.3 Radiodiinnscbichtchromatograpbie

Dieses VeIfahren wurdezumeinenzur groben Bestimmungvou organischgebundenem10din Vorversuchen

und zum anderen zur Bestimmung der RCA eingesetzt. RCA wurden nur dann mit DC bestimmt, wenn

aufgrund derRadio-HPLCUntersuchung des Markierungssystems des Aufueten von Radionebenprodukten

ausgeschlossen werden konnte.. Folglich ging es bei den Radio-DC Messungen in erster Linie um die

Abtrennung der anorganischenRadioiodidaktivitat. Die Bestimmungender RCA mittels Radio-HPLC und

Radio-DC!agenbei den verwendeten Systemenin zufriedenstellender Ubereinstimmung

FUr die Messung werden etwa 1-2 Il1 des Reaktionsgemisches auf eine Silicagelplatte Si-60 (Merck)

aufgetragen und dieDC-Platte anschlieBend in EssigsiiureethylesterlHexan 9:1 (v/v) entwickelt. Die DC-Platte

wird2I1f FixierungderRadioaktivitiit miteinerselbstklebenden Folie beklebt und entsprechend den Rf-Werten

der inaktiven Referenzsubstanzen in mehrere Teile zerschnitten. Die Radioaktivitat der Teile wird am

Gammacounterbestimmt, urn daraus die RCA zu berechnen.Zur Bestimmungdes Aliquots wird sowohldie

Gesamtaktivitat der DC-Platte ermittelt, als auch eine entsprechendeVolumenmenge der Reaktionslosung

ausgemessen. Unter der eingesetzten Trennbedingung bleibt die anorganische Radioiodidaktivitat

weitestgehend am Star1puukt. FUr die Phenylalanin-2-Nitroimidazolderivate unterscheiden sich die Rf-Werte

derIod-undBrom-Verbindungen kaum voneinander, so daB der Spot der im UV sichtbaren Bromverbindung

als Kontrolleder jeweiligenMessung und als Richtwert fiir den Produktbereichangenommenwerdenkann

In Tab. 5..4-4 sind die Rf-Werteder Verbindungenaufgefiihrt.

Tab. 5.4-4 Rf-Werteder Verbindungen unter der eingesetztenTrennbedingung

Verbinduug I Rf-Wert Trennbedinguugen:

Br-P2NI-Ba 0,4 Si-60DC·Platten

I-P2NI-Ba 0,42
Laufinittel:

Essigsiiureethy1esterIHexan 9:1 (v/v)
Iodid 0-0,1

I-MT2NI 0,5

MT2NI 0,4

I



-120 -

5.4.4 Bestimmung der spezifischen Aktivitiiten der Radioprodnkte

Zur Ennittlung dar spezifischen Aktivitiit wurde die Masse an Verbindung in der Radiolosung (Trager) und

die absolute Aktivitiit darLosung bestimmt. Aus beiden Werten konnte dann die spezifische Aktivitiit

berechnet werden (Abschnitt 1.5).

Die Menge an isotopem und nicht-isotopem Trager wird durch die HPLC bestimmt. Hierzu wird tiber eine

Verdiinnungsreihe dar entsprechenden Verbindung eine Eichgerade his zur Nachweisgrenze des UV­

Detektors aufgenommen, so daB tiber die Bache eines Peaks die Substanzmasse bestimmt werden kann AIle

Messungen werden bei einer Wellenlange des UV-Detektors von 230 nm durchgefiihrt.

Die absolute Aktivitiit der Losung wurde mit einem Curiemeter der Firma CAPINTEC (Radioisotop

Calibrator CRC-lO) gemessen, dessen Eichfaktor mit einem Ge(Li)-Detektor bestimmt wurde [251] Die

ennittelten spezifischen Aktivitiiten beziiglich des isotopen Tragers lagen in der GroBenordnung von 6 ­

8 TBq/mmol (170 - 220 Ci/mmol). 1m folgenden sind die zur Bestimmung der spezifischen Aktivitiit

verwendeten Eichgeraden aufgefiihrt. Die spezifischen Aktivitiiten werden bei den entsprechenden

Verbindungen aufgefiihrt.

Eichmgfur Natriumiodidl6smg
UV=230 DlI1, Fl1EIls=MCH'H,O 55:45

, j ii' i I

am

JntegratiCllSeinheit [mV s]

iii

4IIl

Abb.5.4-1 Eichgerade zur Bestimmung der spezifischen Aktivitlit des eingesetzten
["'I]Iodids. Trennbedingungen: 81; VolumenfluB: 1 ml/min

Da tiber die spezifische Aktivitiit dar Radioiodidlosung von der Lieferfirma (Amersham) keine Auskiinfte ft

erbaltenwerden konnten, wurde anch die spezifische Aktivitiit 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 Radioaktivitiit auf das Lieferdatum zuriickgerechnet. Die Messung wurde am

09.08.1993 dnrchgefiihrt,wobei die spezifische Aktivitiit zu 11,1 TBq/mmol (300 Cilmmol) bestimmt wurde.
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Abb.5.4-2 Eichgerade zur Bestimmung der spezirlschen Aktivitiit von l31I-P2NI-Me
Trennbedingungen: 81; Vo1umenflu6: 1 ml/min
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Abb.5.4-3 Eichgerade zur Bestimmung der spezfflsehen Aktivitiit von J31I-P2NI-Ba:
Trennbedingungen: 83; Vo1umenflu6: 1,4 ml/min
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Abb.5.4-4 Eichgerade zur Besttmmung der spezlflsehenAktivitiit von l31I_MT2NI
Trennbedingungen: 51; Volumenflu6: 1 m1/min

5.4.5 Bestimmung der radiochemiscben Reinbeit

Die radiochernischeReinheit ist ein wichtigesQualitiitskriterium bei der DarsteUung und Anwendung von

Marl<:ierungsprodukten.. Siegibtden Anteil derGesamtaktivitat in der Produktlosungan, der im Radioprodukt

selbst gefunden wird. Anch diese GroBe wird iiber eine HPLC Messung bestimmt Zur Untersuchung der

radiochemischen Reinheit wird die chromatograpbisch isolierteFraktion des Radioproduktes einerweiteren

HPLC-Trennung unterzogen, wobei die eingesetzten HPLC-Systeme unterscbiedliche Trenneigenschaften

aufweisen soUten. Bier worden die Cosmosilsiiule (S3) und die RP-18-Siiule (SI) als unterscbiedliche

Trennsysteme verwendet

5.4.6 Bestimmung der Verteilungskoeffizienten

In einem 2 mI Glasrohrchenmit Schraubverschlu6 werdenjeweils 500 J!I Octanolund 500 J!I der wiil3rigen

Phase eingefiillt. Als wiil3rige Phase werden isotonische Kochsalzlosung, Phosphatpuffer pH 7 und

bidestilliertes Wasser eingesetzt. Die Glasrohrchen werden jeweils mit wenigen ul (74-185 MBq) der t
Radiol6suog derzu untersuchenden Verbindungversetzt.ManverschlieBt die Gefiil3e, schiitteltkraftigdurch II
und liiI3t 24 h stehen. Nun werden vorsichtig 3ma1 jeweils etwa 100 J!l von jeder Phase abgenommen und

deren Aktivitat am Gammacounter bestimmt. Die Phasen werden durch ein geeignetes Radio-HPLC-

Verfahren auf eventueUe Zersetzungsprodukte untersucht. Aus den erhaltenen Aktivitiitsmengen wird der

Verteilungskoeffizient des entsprechendenSystemsberechnet
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5.4.7 Tierexperimente

Die Tierversuche wurden im INC der KFA-Jiilich von Herr W. Wutz durchgefiihrt (Genehrnigungs Nr.:

23.203.2 KFA 4/92). Pro MeBpunkt werden 3 Tiere untersucht Es werden 1 - 2 IlCi in 100 III Losung pro

Maus in die Schwanzvene injiziert, Die Maus wird nach der entsprechenden Inkubationszeit getotet und die

Organe zur Ermittiung der jeweiligen Aktivitatsmenge herauspriipariert. Das Gewicht und die

Radioaktivitatsdosis der Organe werden bestimmt Die Werte werden aIs %Dosis/g Organ angegeben Die

einzelnen Ergebnisse der Tierversuche sind tabellarisch im Anhang aufgefiihrt.

t
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6. Zusammenfassung
Fur die nieht-invasive Detektion von hypoxisehen Zellbereiehen mittels der Single-Photonen-Emissions­

Tomographie (SPET) wurden die folgenden vier neuen Aminosaurekonjugate des 2-Nitroimidazo!s

synthetisiert, praktiseh triigerfrei (n.c..a) mit Radioiodmarkiertnnd radiobiochemiseh evalniert

N-[2-(2-Nitroimidazol-I -yl)-acetyl]-p-Iod-D,L-phenylalaninmethylester (I-P2NI-Me),

N-[2-(2-Nitroimidazol-I-yl)-acetyl]-p-Iod-D,L-phenylalaninbutylamid (I-P2NI-Ba),

N-[2-(2-Nitroi.rnidazol-I-y!)-acety!]-3-Iod-rt-methyl-D,L-tyrosinmethylester (I-MT2NI)und

N-[2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl]-3-Iod-O-methyl-a;-methyl-D,L-tyrosinmethylester (I-MMT2NI).

Dariiberhinauswurde aueh das N-[2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl]-p-Iod-D,L-phenylalanin (I-P2NI-S), ein

Metabolit desI-P2N1-Me, alsRadioiodverbindnng synthetisiert. Zur Markiernng der Nitroimidazoltracer und

zu ihrer Identifizierung wurden sowohl die Markierungsvorlaufer als aueh die inaktiven

Standardverbindungendargestelltund eharakterisiert.

Zur Aufarbeitung und Abtrennung der Reaktionsprodukte mittelsder Hochdruekflussigkeitsehromatographie

(HPLC) konnten fiir aile Verbindungen sowohl im analytisehen als auch im semipraparativen MaBstab

efliziente Trermverfahren entwiekelt werden. Dabei wurde eine radiochemisehe Reinheit von uber 99 %

erreieht

Das pharmakokinetische Verhalten, die Organverteilung und Metabolisierung derRadioiodverbindungen

wurden amMausmodell unt.ersucht Hierzuwurde eine applikationsfertige Losung hergestelltnnd aufHPLC­

Basis ein Verfahren zur Analysevon Blut nnd Urin entwickelt.

Die Markierung des p-Bromphenylalaninderivates Br-P2NI-Me erfolgte uber die Cu(I)-katalysierte

nukleophile aromatisehe Radioioddebromierung. Zuniichstwurde hierzu das CuCIJDMSO-System verwendet,

dasbishernur zur Markierung einfacherModeDaromaten eingesetztworden ist. Alle anderen aus der Literatur

bekannten Systeme konnten wegen des reduktions-nnd hydroIyseempfindliehen Vorlaufersnieht verwendet

werden.

Aufgrund der nnbefriedigenden Markiernngsausbeuten wurde eine Weiterentwieklnng dieser Methode I

vorgenommen. Sie fiihrte zur Verwendnng des Cu,SO4IDMSO-Systerns, das durch den Zusatz von I
Zitronensaure (ZS) oder 2,4-Dihydroxyterephthalsaure (DHT) noch weiter verbessert werden konnte. Zur

Optimierung der radiochemischen Ausbeuten (RCA) wurde diesesneue Markiernngssystem genauer

untersueht. Bier wurden die Abhangigkeiten hinsiehtlieh der Parameter Losungsmittel, Temperatur,

Reaktionszeit, Vorliiuferkonzentration, Cu,S04-Konzentration, Zusatz von Saurennnd Reduktionsmitteln

bestimmt JmVergleieh zu denin derLiteraturbesehriebenenCu(I)-Markiernngssystemen, insbesondere dem

CuCIIDMSO-System, konnte mit der neuen Cu,S04IDMSO-Methode ein miJdes, hochst effizientes, fUr

reduktions- nnd hydrolyseempfindliehe Verhindungen geeignetesMarkiernngsverfahren zur Herstellnngvon

Radioiodverbindungen entwiekeltwerden.Der fUr die Cu(I)-katalysierte aromatiseheRadioioddebromiernng

in derLiteratur angegebeneReaktionsmeehanismus eines komplexartigen Ubergangszustandes konnte aueh

fur dieses System bestiitigtwerden.

Die Synthese desPhenylalaniumethylesterkonjugates l3lI-P2NI-Me mit Hilfedes Cu,S04IDMSO/2S-Systems

fiihrte innerhalb von 3 h zu einer RCA von uber 90 %. Aueh das analoge Phenylalaninbutylamidderivat

l3lI-P2NI-Ba konnte so nach 4 h mit einer RCA von 85-90 % erhalten werden. Die spezifisehe Aktivitiit

betrug fUr beide Verbindnngen 6-8 TBq/mmol.
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Im Hinblick auf die pharmakokinetischen Eigenschatren der Tracer wurde ein einfaches Modell zur

Optimierung entwickeltHierbei standen Uberlegungen sowohl zur SteigerungderHirnaufnabme als auch zur

Beeinfiussung derCiearanceraten derHypoxietraeer in; Vordergrund.. Allerdings erwiesen sich die chemischen

Modifikationen als wenig erfolgreich.. In diesemZusammenhangwurden u. a die Verteilungskoeffizienten

(OctanoIIWasser) der Hypoxietracerund die Bioverteilungim Mausmodellbestimmt

Das o:-V..ethyltyTOSinkonjugat ('I-MI'2~TI) des2-NIkonntedurch direkteelektrophileRadioiodierungmarkiert

werden, Zunachst wurde die Markierung des schwer wasserloslichen Vorlaufers in organischen

LOsungsmitteln untersucht, wobei die gangigen Oxidationsmittel Chloramin-T, Dichloramin-T und Iodogen

verwendet wurden, Es zeigte sich, daB Ethanol und chlorierte Losungsmittel wie Chloroform und

Dichlormethanhierfiir am besten geeignet sind.

In wiillrigen, ethanolischen Puffersystemen konntenjedoch deutlichbessereErgebnisse erzielt werden.Durch

diezur elektrophilen Radioiodierung notwendigengeringen Vorlauferkonzentrationen fuhrten schon 10 %ige

wiiBrige-ethanolische Losungen zu optimalen RCA In diesem Zusammenhang wurde auBerdem das

Chloramin-B alsOxidalionsmittel eingesetzt:. ZurOptimierungder Reaktionsbedingnngen wurden der EinfluB

despH-Wertes, derEthanolkonzentration sowiederVorliinfer- und Oxidalionsmittelkonzentration untersucht.

Mit zunelnnenden Ethanolkonzentrationen wurden schlechtere RCA und die Bildung von

Radionebenproduktenbeobachtet Mit Chloramin-B und Iodogen als Oxidationsmittelkonnten die besten

Ergebnisse erzieltwerden. FUrdie Abhangigkeitder RCA vompH-Wert wurde fiiraile Oxidationsmittelein

iihnliches Verhaltengefunden. Sowohl im sauren als auch im alkalischenBereich trat jeweils ein Maximum

auf Iodogen zeigtediebesteEignung, da es bei beidenMaxima zu einer etwa gleichgnten RCA von 85-90 %

fiihrte, und die Markierungbis zu einem pH-Wert von 12 moglichwar

Pas o:-Methyltyrosinkonjngat MT2NI konnte mit Chloramin-Bin 20 %iger ethanolischerPufferlosungbei

einem pH-Wertvon4 innethalbvon5 min miteinerRCA von tiber 90 % radioiodiertwerden. Bier bietet sich

dieM6glichkeit einer einfachen Besteck-Markierung (Kit). Durch dieEinfiihrung der o:-Methylgruppe wurde

sowohl die bereits von den e-Methylaminoseuren bekannte, mit den Radioiodphenylalanin-Derivaten

vergleichbare Stabilitat gegenuber der in vivo Deiodierung als auch eine erstaunliche chemische und

biochemischeStabilitat des Methylesters erhalten

ZurDarstellung desn..c.a-0-Methyl-o:-methylderivates l3lI-MMT2NI aus dem zuvor markierten l3l1-MT2NI

konnte eine selektive Methylierungsmethode dnrch die Verwendnng von Trimethylsilyldiazomethan

entwickeltwerden. Dieses Reagens konnte damit erstmals erfolgreich fiir die Methylierungeiner triigerfreien

(n.c.a) Verbindung eingesetzt werden. Nach der Optimierungder Reaktionsparameterwurde innerhalb von

20 min eine RCA von 85-90 % erhalten.

Damitkonnteein alternativerWegtiber eine einfache2-stufige Synthesereaktionzur direkten Radioiodierung

von ().methylierten Aromaten unter Umgebung der iiblichen Trifluoressigsaure als Reaktionsmediurn

anfgezeigtwerden, wobei die RCA des Gesamtprozesses urn 10-20 % hoher lag.

Die Auswertung der pharmakokinetischen Eigenschaflen ergab, daB 13'I-P2NI-Me und l3lI-MT2NI

hinsichtlich ihrer Eignung als Hypoxietracer die besten Voraussetzungen besitzen. Beide Tracer waren

gegenuber der in vivo Deiodierungstabil und zeigten nur eine geringe Tendenz zur Leberanreicherung,die
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iiblicherweise fur Nitroimidazolderivate gefunden wird Insbesondere das Phenylalaainmethylesterkonjugar

(
131I-P2NI-Me) zeichnete sich<lurch eineneinfachen Metabolismus und eine damitverbundeneschnelle renale

Ausscheidung aus.
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Anhang:

Abkiirzungsverzeichnis

2NI

abs.

AcOH

BMS-181321

Br-P2NI-Ba

Br-P2NI-Me

DC

DHB
DHT

DlPA

DMF

DMPU

DMSO

EtOH

F-Azomycin

FIAZP

FMeRSU-1069

F-Metro

F-Miso

HeR
HMPT

'H-NMR

HPLC

5'-lAZA

lAZP

5'-lAZR

1-:MM.T2NI

I-MT2NI

I-P2NI-Ba

I-P2NI-Me

lPENI

IpOH

1R.

Kryptofix"'222

MOH

MT2NI

n.c.a

PET

2-Nitroimidarol

absolutiert

Essigsiiure

TcO(PnAO) Oxo[[3,3,9,9-tetramethyl-1-(2-nitro-lH-imidarol-1-yl)-4,8-

diazaundecan-2,10-dione dioximato] (3-)-N,N',N",N"1technetium

N-[2-(2-Nitroimidazol-I-yl)-acetyl]-p-Br-D,L-phenylaianinbutylamid

N-[2-(2-Nitroimidarol-1-yl)-acetyl]-p-Br-D,L-phenylaianinmethylester

Diinnschicht-Chromatographie

2,5-Dihydroxybenzoesiiure

2,5-Dihydroxyterephthaisiiure

Diisopropylamin

Dimethylformamid

1,3-Dimethyl-3,4,5,6-tetrabydro-2(lH)-pyrimidinon (Dimethylpropylenhamstoff)

Dimethylsulfoxid

Ethanol

1-(2-FIuorethyl)-2-nitroimidarol

1-(2-FIuor-4-iod-2,4-deoxy-P-L-xylopyranosyl)-2-nitroimidarol

1-(2-Nitroimidarol-1-yl)-3-(2-fluonnethyl-1-aziridinyl)-2-propanol

1-(2-FIuorethyl)-2-methyl-5-nitroimidarol

Fluormisonidazol = 1-(2-Nitroimidarol-1-yl)-3-fluor-2-hydroxyprOPan

Hexamethylphosphorsiiuretriamid

MeBwertder Protonenresonanz-Spektroskopie

Hochdruckfliissigkeitschromatographie (High Performance Liquid

Chromatographie)

1-(5-Iod-5-deoxy-p-D-arabinofuranosyl)-2-nitroimidarol

1-(4-Iod-4-deoxy-P-L-xylopyranosyl)-2-nitroimidarol

1-(5-Iod-5-deoxy-p-D-ribofuranosyl)-2-nitroimidazol

N-[2-(2-Nitroimidazoi-1-yi)-ace1¥I]-3-I-O-methyl-a.-methyl-D,L-tyrosinmethylester

N-[2-(2-Nitroimidarol-1-yl)-acetyl]-3-I-a.-methyl-D,L-tyrosinmethylester

N-[2-(2-Nitroimidazol-l-yl)-acetyl]-p-I-D,L-phenyla!aninbutylamid

N-[2-(2-Nitroimidarol-l-yl)-acety1]-p-I-D,L-phenylaianinmethylester

1-[2-(2-Iodphenoxy)-ethyl]-2-nitroimidarol

Isopropanol

MeBwertder Infrarot-Spektroskopie

4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-diazahicyc1o[8..8..8]hexacosan

Methanol

N-[2-(2-Nitroimidarol-1-yl)-acetyl]-a.-methyl-D,L-tyrosinmethylester

no carrier added

Positronen-Emissionstomographie

f
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pOz
RCA
s.
SER

s. o.

SPET

s. u

Titriplex VII

TMP
TMS-DA

zer

zs

Sauerstaffpartialdruck

radiochemische Ausbeute (Angaben in [%])

siehe

Sensitizer Enhancement Ratio; zur Bewertung der radiosensibilisierenden

Eigenschaften

sieheoben

Einzel-Photonen-Emissionstomographie

sieheunten

N-(2-Hydroxyethyl)-ethylendiamin-N,N',N',-triessigsaure- trinatriurn-Salz

2,2,6,6 Tetramethylpiperidin

Trimethylsilyldiazomethan

Zersetzung

Zitronensaure Monohydrat

PbarmakokineDken der Organverteiluog der untersucbten Radiotracer in derMans

1311 P2NI M . derMansTab AlE bni d Ph ak kinetik d Verteil- r e msse er arm 0 un unz von - - em

5 min 10 min 15 min 20 min 60 min 120 min

1311-P2NI-Me Anzaben in fo/o-Gesamtdosis/o:-Oro:an1

Him 0,76 0,49 0,29 0,26 0,13 0,06

Leber 7,8 4,51 4,15 3,33 1,47 0,62

Blut 11,03 10,86 9,23 7,52 3,58 1,57

Herz 2,72 3,59 2,63 2,32 1,09 0,48

Schilddriise 8,21 12,93 10,88 7,82 8,25 4,44

Nieren 26,4 11,79 7,9 10,09 ~ nn , '"~;;I';:f .1,-'.1

Urin 20305 204867 65367 565 21869 10688

1311P2N1 B- rge msse r 0 e un ung von - - a

5 min 10 min 20 min 60 min 120 min

1311-P2N1-Ba Anaaben in fo/o-Gesamtdosis/it-Oro:anl

Him 0,18 0,22 0,24 0,30 0,25

Pankreas 4,87 2,6 1,33 1,01 0,93

Leber 32,42 21,48 11,97 7,87 6,87

Blut 2,93 1,73 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 22,22

Ges.Darm 20,58 21,96 26,23 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 118 082 054 019 011

Tab A 2 E bni de Pharmak kin tik d Verteil
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1311 MMT2NI· d Manrge msse er 0 un una von - mer s

2 min I 5 min I 20 min I 120 min
13lI_MT2NI Anaaben in r%-Gesamtdosis/g-Organl

Him 0,13 0,13 0,04 0,07

Pankreas 7).9 4,77 1).8 0,07

Leber 21,6 11,43 6,43 0).5

Blut 2,66 1,68 0).4 0,05

Herz 5,53 2,89 0).9 0,04

Schilddtiise 3,59 2,56 2,56 0,84

Ges.Darm 5,99 1015 29,4 23,92

Nieren 23,94 14,11 1,58 0,31

Urin 237,14 250,38 225,95 30,97

Fett - 0,65 - 0,02

Hypophyse 3,9 - 16,9 -
Nebennieren 556 - 175 -

Tab. A-3 E bni d Pharmak kinetik d Verteil

I
I'll MMT2NI· derMarge msse r arm 0 e un erte ungvon - in us

2 min 5 min I 10 min I 120 min
l'II_MMT2NI Anaaben in f'Yo-Gesamtdosis/g-Org ml

Him 0,52 0,38 0,14 0,01

Pankreas 7,55 4).9 1,47 0,41

Leber 17,69 19,64 6,67 2,3

Blut 2,73 1,44 0,74 0,07
Herz 4,7 2,7 0,75 0,11

Schilddtiise 3).2 1,77 1,19 13,83

Ges.Darm 7,47 10,32 27,69 36,72

Nieren 13,49 9).4 3,69 0).6

Urin 37,32 53,17 71,31 52,39

Hypophyse 6,38 5,55 9,14 16).9

Nebennieren 679 55 203 1.28

Tab. A-4 E bni de Ph ak kin tile d V iI

I
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