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Synthesis of 8F.labelled uridine diphosphoglucose as a coenzyme for
BE_glycosylation of glycoproteins
The chemo-enzymatic radiosynthesis of no carrier added (n.c.a.) uridine diphospho-2-deoxy-
2-["®Fifluoro-o-D-glucose (UDP-['®F]FGic) was developed. In order to overcome the problem
of poor regioselectivity when using the commonly strategy to label proteins via '*F-labelled
prosthetic groups, the use of enzyme systems in addition to the corresponding '®F-labelled
coenzymes was shown to be a reliable, regioselective and mild labelling method.

With regard to the comparison and evaluation of the stereoselectivity of the phosphorylating
agents used in the chemical synthesis of cold uridine diphospho-2-deoxy-2-fluoro-o-D-
glucose, 'P-decoupled and 'H-NMR-studies were successfully realized. Uridine diphospho-
2-deoxy-2-fluoro-o-D-glucose was obtained in a 7 step synthesis. Tetrabenzylpyrophosphate
was shown to be a highly stereoselective phosphorylating agent for FDG (o/B=3:1).
Moreover, a multienzymatic pathway for the synthesis of uridine diphospho-2-deoxy-2-fluoro-
o-D-glucose was adopted starting from FDG and four commercially available enzymes. This
strategy was adjustec_j to a mg-scale synthesis providing 35% chemical yield. Within the
scope of this procedure, a comparison of the natural substrate o-D-glucose-1-phosphate with
2-fluoro-2-deoxy-a-D-glucose-1-phosphate indicated that the enzyme activity of UDP-
glucose pyrophosphorylase (UDP-Glc PPase) was decreased by a factor of 30.

With regard to the adaptability of the multiple enzyme system for the radiosynthesis of n.c.a.
uridine diphospho-2-deoxy-2-['®Flfluoro-o-D-glucose a rapid hexokinase-mediated phospho-
rylation of ['®F]JFDG utilizing ATP or UTP as phosphate donor was performed. A further
enzymatic isomerization of n.c.a ['°F]FDG-6-phosphate to n.c.a. ['®F]FDG-1-phosphate was
limited due to the formation of ['®F]FDG-1.6-diphosphate as main product. Experiments using
a multiple enzyme system to develop a fully enzymatic synthetic route to UDP-["*F]FGic
turned out to be less efficient due to the necessity of carrier added conditions.

Thus, a chemo-enzymatic synthesis of n.c.a. UDP-[®F]FGic has been developed, starting
from 1.3.4.6-tetra-O-acetyl-2-['®F]fluoro-2-deoxy-D-glucose, which occurs as an intermediate
in the ['®F]JFDG synthesis. The chemical phosphorylation via MacDonald reaction and subse-
quent deprotection led to a radiochemical yield of 55% of ['°F]FDG-1-phosphate. UDP-
['®F]FGlc was synthesized enzymatically by condensation of [*F]FDG-1-phosphate with UTP
in presence of UDP-Glc PPase. In order to overcome the problem of decreased enzyme
acitivty the reaction was performed in a minimized reaction volume and optimized UTP-con-
centration of 0.5 mmol/l leading to an overall radiochemical yield of 20% of UDP-["*F]FGic
within 110 min. The 'F-labelled coenzyme UDP-["®F]FGlc was used as a tool for '°F-
glycosylation of N-acetylglucosamine mediated by B-1.4-galactosyliransferase. The '°F-
glycosylated product was obtained in a radiochemical yield of 56% and was easily isolated
by solid phase extraction. In addition to the general availability of ["®F]FDG worldwide, this
new strategy for enzymatic transfer of “activated ['®F]FDG” has demonstrated its potential as
a highly selective and mild BF_|abelling method of glycosylated biopolymers to study their
pharmacokinetics using positron-emission-tomography.



Kurzzusammenfassung
Die chemoenzymatische Radiosynthese von no-carrier-added (n.c.a.) Uridindiphosphat-2-desoxy-2-
["®FIfluor-o-D-glucose (UDP-["®F]FGic) wurde entwickelt. Mit dem Ziel, die Problematik der niedrigen
Regioselektivitat von herkémmlichen Markierungsmethoden flr Proteine unter Verwendung von
prosthetischen Gruppen zu bewéltigen, wurde unter Verwendung von Enzymsystemen und eines
korrespondierenden '®F-markierten Coenzyms der Weg einer zuverldssigen, regioselektiven und
milden Markierungsmethode gezeigt.
Im Hinblick auf den Vergleich und die Bewertung der Stereoselektivitdt von Phosphorylierungsmitteln
im Rahmen der Synthese von kaltem Uridindiphosphat-2-desoxy-2-fluor-a-D-glucose wurden *'P-
entkoppelte und 'H-NMR-Studien erfolgreich abgeschlossen. Uridindiphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-D-
glucose wurde nach einer 7-stufigen Synthese erhalten. Als hochselektives Phosphorylierungsmittel
fir FDG diente hierbei Tetrabenzylpyrophosphat (o/$=3:1). Ferner wurde eine multienzymatische
Synthese von Uridindiphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-D-glucose ausgehend von FDG und vier
kommerziell erhéltlichen Enzymen durchgefuhrt. Diese Strategie wurde fiir eine Synthese im mg-
MaBstab ausgerichtet und lieferte eine chemische Ausbeute von 35% fiir das Produkt. Im Rahmen
dieser Prozedur lieferte der Vergleich von dem natirlichen Substrat a-D-Glucose-1-phosphat mit 2-
Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1-phosphat eine Herabsetzung der Enzymaktivitdt von UDP-glucose
Pyrophosphorylase (UDP-Glc PPase) um den Faktor 30. Im Hinblick auf die Anwendbarkeit eines
Multienzymsystems auf die Radiosynthese von n.c.a. Uridindiphosphat-2-desoxy-2-[*°Flfluor-a~-D-
glucose wurde eine schnelle, hexokinase-katalysierte Phosphorylierung von ["®FIFDG mit Hilfe von
ATP oder UTP als Phosphatdonor durchgefihrt. Eine anschlieBende enzymatische Isomerisierung
von n.c.a. ['®F]FDG-6-phosphat zu n.c.a. [**FJFDG-1-phosphat war limitiert aufgrund der bevorzugten
Bildung von ['®F]JFDG-1,6-diphosphat. Demzufolge erwies sich ein Multienzymsystem fir die
Entwickiung einer rein-enzymatischen Synthese von UDP-[®F]FGic wenig effizient aufgrund der
Notwendigkeit von getragerten Reaktionsbedingungen.
Daher wurde eine chemoenzymatische Synthese von n.c.a. UDP-['®F]FGlc entwickelt, die von 1.3.4.6-
Tetra-O-acetyl-2-{"°Flfluor-2-desoxy-D-glucose ausgeht, welches als Zwischenprodukt in der
['®FJFDG-Synthese aufiritt. Die chemische Phosphorylierung nach MacDonald und die anschlieBende
Entschiitzung fiihrte zu einer radiochemischen Ausbeute von 55% fr ["®FJFDG-1-phosphat. UDP-
['®F]FGlc wurde enzymatisch durch Kondensation von ["°F]FDG-1-phosphat mit UTP unter
Anwesenheit von UDP-Glc PPase synthetisiert. Mit dem Ziel, das Problem der erniedrigten
Enzymaktivitat zu tiberwinden, wurde die Synthese in einem minimierten Reaktionsvolumen und mit
optimierter UTP-Konzentration von 0,5 mmol/l realisiert und fiihrte zu einer radiochemischen Ausbeute
von 20% fiir UDP-['®F]FGlc innerhalb von 110 min. Das "®F-markierte Coenzym UDP-["*F]FGlc wurde
in der B-1,4-galactosyltransferase-katalysierten 8E_Glykosylierung von N-Acetylglucosamin ver-
wendet. Das '®F-glykosylierte Produkt wurde in einer radiochemischen Ausbeute von 56% erhalten
und konnte mittels Festphasenextraktion isoliert werden. In Ergénzung zu der allgemeinen
Verfligbarkeit von ['®F]FDG weltweit hat diese neue Strategie fir den enzymatischen Transfer von
“aktiviertem [®FJFDG” das Potential einer hochselektiven und milden *°F-Markierungsmethode fiir
glykosylierte Biopolymere aufgezeigt, die verwendet werden kann, um deren Biokinetik mit Hilfe der
Positronen-Emissions-Tomographie zu ermitteln.



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung kurzlebiger Positronenstrahler in der Nuklearchemie und
Nuklearmedizin

1.2 Produktion von Fluor-18

1.3 Chemische Methoden zur '®F-Markierung organischer Molekiile

1.3.1
1.3.2
1.3.3

Elektrophile Fluorierung
Nukleophile Fluorierung

Fluorierung von Proteinen und Peptiden mit Hilfe prosthetischer Gruppen

1.4 Enzymatische und chemische Methoden zur Synthese von Glycokonjugaten

1.4.1
1.4.2
1.4.3
1.4.4

Bedeutung von Glycokonjugaten

Aufbau und Biosynthese von Glycoproteinen

Chemische Methoden fiir die Synthese von Nucleotidzuckern
Enzymatische Synthese von Nuceotidzuckern und ihre Anwendung

1.5 Anwendungsmdglichkeiten von enzymatischen Methoden in der Radiochemie

2 Problemstellung

3 Ergebnisse und Diskussion

8.1 Chemische Synthese von Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-a-D-glucose
(UDP-FGilc)

3.2 Multienzymatische makroskopische Synthese von Uridin-5'-diphosphat-2-
desoxy-2-fluor-o-D-glucose (UDP-FGic)

3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24

3.2.5

Enzymatische Phosphorylierung mittels Hexokinase
Isomerisierung mittels Phosphoglucomutase

Das UDP-Glc Pyrophosphorylase System

EinfluB der Cofaktoren auf die Enzymaktivitét von UDP-Glc Pyro-
phosphorylase

Isolierung und Reinigung von UDP-FGlc

13

13
16
19
21

24

26

28

28

32

33
34
34

35
40



3.3 Getragerte multienzymatische Radiosynthese von Uridin-5'-diphosphat-2-
desoxy-2-]'8Ffluor-o-D-glucose (UDP-['*FIFGic)

3.3.1
3.3.1.1
3.3.1.2
3.3.1.3
3.3.1.4
3.3.2

3.3.3

Enzymatische n.c.a. Phosphorylierung von 2-Desoxy-2-[18F]fluor-a-
D-glucose

ATP als Phosphatdonor

UTP als Phosphatdonor

EinfluR der Tragerkonzentration

Reaktionsbedingungen der n.c.a. Phosphorylierung im Hinblick auf die
Anwendung des Multienzymsystems fiir die Synthese von UDP-["°FJFGlc
Abhéngigkeit der radiochemischen Ausbeute von n.c.a. UDP-["®FIFGlc
vom Cofakfor des PGM-Systems

Abhéngigkeit der radiochemischen Ausbeute von UDP-["®F]JFGlc von der
Tréagerkonzentration

3.4 Chemoenzymatische n.c.a. Synthese von Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-
['®Flfluor-o-D-glucose (UDP-{"®FIFGic)

3.4.1

3.4.2

3.4.2.1
3.4.2.2

3.4.2.3

3.4.3
3.4.3.1
3.4.3.2
3.4.4

Versuche zur Phosphorylierung von 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-
["®FJfluor-D-glucose mittels Tetrabenzylpyrophosphat
MacDonald-Phosphorylierung von 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-
["®FJfluor-B-D-glucose

Einflu8 der HsPO4-Masse auf die radiochemische Ausbeute
Abhéngigkeit der radiochemischen Ausbeute von der Reaktionszeit und
Temperatur

Vergleich des EinfluBes des Geféd3materials Borosilikatglas (Duran) sowie
Glaskohlenstoff (Sigradur G) auf die Phosphorylierung

Enzymatische n.c.a. Synthese von UDP-["*FIFGlc

Abhéngigkeit von der UTP-Konzentration

Abhéngigkeit von der Pyrophosphorylase-Konzentration

Optimierung der Reaktionsfiihrung

3.5 Studie zur enzymatischen 18F-Glycosylierung von N-Acetylglucosamin mit
B-(1,4)-Galactosyltransferase

4 Experimenteller Teil

4.1 Verwendete Chemikalien

4.2 Geréate

4.3 Darstellung der inaktiven Standardverbindungen

4.3.1

Chemische Synthese von Uridin-5"-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-

43

44
44
46
47
49
50

55

58

60

62
63

65

66
67
67
68
70

73

76

76

75

79



D-glucose

4.3.2 Durchfiihrung der MacDonald-Phosphorylierung

4.3.3 Multienzymatische Synthese von Uridin-5"-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-
o-D-glucose

4.4 Radiosynthesen

4.4.1 1,3,4, 6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-["®F]fluorglucose

4.4.2  2-Desoxy-2-["®F]fluorglucose-1-phosphat

4.4.3  2-Desoxy-2-['®F]fluorglucose-6-phosphat

4.4.4  34,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-['°Flfluorglucose

4.4.5 3 4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-[ Flfluor-o-D-glucose-1-dibenzylphosphat

4.4.6 Versuche zur multienzymatischen Synthese von Uridin-5-diphosphat-2-
desoxy-2-["®F]fluor-o-D-glucose

4.4.7 Chemoenzymatische Synthese von Uridin-5-diphosphat-2-desoxy-2-
["®FJfluor-o-D-glucose im Zwischenkornvolumen der festen Phase

4.4.8  "®F-Glycosylierung von N-Acetyl-glucosamin

4.5 Analytische Verfahren

4.5.1 Anionenaustauscherchromatographie
4.5.2 Radio-HPLC
4.5.3 Radio-Dtinnschichtchromatographie

4.6 Bestimmung der molaren Aktivitat von n.c.a. Uridin-5'-diphosphat-2- desoxy-2-
['®F]fluor-o-D-glucose

5 Zusammenfassung
6 Literatur

Verzeichnis der verwendeten Abkilirzungen und Symbole

79
83

84

85

856
86
86
87
87

88

88
89

20

90
90
92

94

95

98

107



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung kurziebiger Positronenstrahler in der Nuklearchemie
und Nuklearmedizin

In den Lebenswissenschaften stellt das Tracerkonzept, welches auf den Arbeiten von
G. von Hevesy (Chemiker, 1885-1966) beruht, eine Grundlage fiir den Einsatz natrli-
cher und kinstlich erzeugter Radionuklide dar. Das Tracerkonzept definiert einen
Radiotracer als Verbindung, die es erlaubt, aufgrund der chemischen Nichtunter-
scheidbarkeit der Isotope einen biochemischen Vorgang in vivo zu studieren, ohne ihn
dabei zu beeinflussen.

Heute existieren sehr viele Teildisziplinen im Bereich der Lebenswissenschaften, in
denen dieses Konzept in analytischen Verfahren, diagnostischen und therapeutischen
Methoden etabliert ist und in der Routine angewendet wird. So werden in der organi-
schen Chemie radioaktiv-markierte Verbindungen verwendet, um Reaktionsmecha-
nismen aufzukldren, in der Biochemie wird die Markierung exogener und endogener
Substrate fur die Aufkldrung des Metabolismus genutzt, und wichtige analytische Ver-
fahren wie die Autoradiographie und insbesondere der Radioimmunoassay finden in
der medizinischen Forschung ihre Anwendung [1,2].

Einen besonderen Stellenwert fiir die Anwendung von Radionukliden in der Nuklear-
medizin nehmen zwei seit den siebziger Jahren stetig weiterentwickelte, bildgebende
und computergestltzte Verfahren ein: die Positronen-Emissions-Tomographie (PET)
und die Einzel-Photonen-Emissions-Tomographie (SPET). Mit Hilfe dieser Verfahren
kdnnen physiologische Prozesse nicht-invasiv diagnostiziert und (mittels PET) quanti-
fiziert werden. Zudem ist es mdglich, biochemische Folgereaktionen in vivo zu studie-
ren [3-5]. Diese leistungsféahigen Methoden dienen ebenfalls der Pharmakologie, mit
dem Ziel, Informationen zur Optimierung der Verteilungscharakteristik neuer pharma-
kologisch wirksamer Praparate zu erhalten.

Die PET erlaubt es, aufgrund der Charakieristik des Positronenzerfalls, biochemische
Prozesse regional in vivo auch quantitativ zu erfassen, was den besonderen Stellen-
wert der PET hervorhebt. Positronenstrahler zerfallen unter Umwandiung eines Pro-
tons in ein Neutron, wobei gleichzeitig ein Positron (%) und ein Neutrino (v) frei wer-
den [6]. Das emittierte Positron verliert seine hohe kinetische Energie durch Abbrems-
vorgange im umgebenden Gewebe, wobei dessen Bremsweg nur einige Millimeter
betrégt. AnschlieBend wird das Positron vernichtet, wenn es mit seinem Antiteilchen,
dem Eiekiron, rekombiniert. Hierbei werden die Ruhemassen der beiden Teilchen
bevorzugt in Form von zwei 511 keV y-Quanten frei, die unter einem Winkel von 180°
emittiert werden (Vernichtungsstrahlung). Die y-Strahlung durchdringt das Kérperge-
webe leicht und kann von auBen mittels zwei gegentiberliegender, in Koinzidenz ge-
schalteten Detekioren extern nachgewiesen werden. Dadurch ist ein orisabhéngiger
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Einleitung

Nachweis moglich, denn die zwei gegeniiberliegenden Detektoren registrieren nur
dann ein Zerfallsereignis, wenn sie gleichzeitig, d.h. innerhalb der Koinzidenzauflo-
sungszeit von wenigen Nanosekunden, getroffen werden. In Abbildung 1.1 ist sche-
matisch das MeBprinzip einer PET-Kamera dargestellt.

Detektoren Tahier
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Abbildung 1.1: Schematische Darsteliung des MeBprinzips einer PET-Kamera

Die heutigen PET-Kameras bestehen im wesentlichen aus einer Vielzahl von ringfor-
mig angeordneten Detektoren. Mehrere solcher Detektorsysteme, in denen jeder D-
tektor mit gegentiberliegenden Detektoren im gleichen und im benachbarten Ring in
Koinzidenz geschaltet ist, erlauben es, Projektionen der Aktivitdtsverteilung aufzu-
nehmen. Unter Zuhilfenahme von mathematischen Modellen der zu beobachtenden
biochemischen Prozesse und einer computergestiitzten Datenerfassung ist es so
mdglich, Schnittbilder von Organen wie Herz oder Gehirn zu erfassen und die Kon-
zentrationen markierter Verbindungen im piko- bis nanomolaren Bereich in sehr klei-
nen Volumenelementen von weniger als einem Kubikzentimeter zu bestimmen [7]. Die
tiefenunabhéngige Detekiorausbeute aufgrund des 180° Winkels der Vernich-
tungsstrahlung und die Mdglichkeit der Bestimmung von Streu- und Absorptionsverlu-
sten mit Hilfe eines Transmissionsexperimentes ermoglicht die Quantifizierung der
Aktivitatskonzentrationen in einer PET-Studie. So werden z.B. Stoffwechselfunktionen
wie der Sauerstoff- oder Glucoseumsatz sowie physiologische Funktionen wie der
BlutfluB regional quantitativ erfaBt [8,9]. Zudem ist, bedingt durch die kurze Halbwerts-
zeit der verwendeten Positronenstrahler, eine kurzzeitige Wiederholung der computer-
gestiitzten Messung und somit die statistische Absicherung der ermittelten Aktivitats-
konzentrationen maglich. Die hohe Ortsauflosung der Kameras und insbesondere die
quantitative Erfassung der Aktivitatskonzentrationen begriinden den hohen Stellenwert
der PET in der modernen nuklearmedizinischen Diagnostik.

Die PET ist jedoch sehr teuer und steht demzufolge auch nur limitiert zur Verfligung,
daher werden anstelle eines PET-Tracers alternative Radiotracer fiir die SPET zur

Anwendung gebracht, die Informationen mit zeitlicher Aufldsung liefern, allerdings mit
geringerer raumlicher Auflésung und keiner Quantifizierung.
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Die Grundlagen fir die Anwendung der PET in der Nuklearmedizin ist die Produktion
des Positronenstrahlers (siche Absch. 1.2) und die Bereitstellung der markierten
Verbindung (siehe Absch. 1.3). In diesem Zusammenhang zahlt insbesondere das
,pDesign“ neuer Radiopharmaka zum Aufgabenbereich des Radiochemikers. Der
Radiochemiker setzt flir synthetische Zwecke Positronenstrahler ein, die mit Hilfe
eines Zyklotrons hergestellt werden. Dies setzt eine Arbeitstechnik flir chemische
Reaktionen im subnanomolaren Bereich voraus, d.h. der Positronenstrahler liegt im
allgemeinen in hoher molarer Aktivitdt vor. Zum Versténdnis des Begriffs ,molare
Aktivitat" ist die Bezeichnung ,tragerfrei” von Wichtigkeit. Der tréagerfreie Zustand eines
Radiotracers ist unter Bedingungen der vollkommenen Nuklidreinheit erreicht, wobei
keinerlei isotope Verunreinigung erlaubt ist. Liegen isotope Beimischungen vor, z.B.
aus dem ProduktionsprozeB (siehe Absch. 1.3), so bezeichnet man diesen Zustand
als ,getragert”. Im allgemeinen unterscheidet man:

- ,getragert” (carrier-added, c.a.)
- firagerarm” (no-carrier-added, n.c.a.)
- Jfragerfrei (carrier-free)

Die Abschétzung der maximalen theoretischen molaren Aktivitdt As kann Uber das
Gesetz des radioaktiven Zerfalls erfolgen. Die molare Aktivitdt As ist Uber folgende
Beziehung mit der Halbwertszeit Ty, und der Anzahl radioaktiver Atome N verbunden
(Ty,: Halbwertszeit [s], A: Zerfallskonstante [s'], N: Anzahi der radioaktiven Atome) :

dN In2
Ag=—=N-A=—=-N
ST at Tia

Die theoretisch erzielbare molare Aktivitat in (Bg/mol) hédngt somit ausschlieBlich von
der Halbwertszeit des Nuklides ab. Im Fall von Fluor-18 mit T1,=6582 s ergibt sich so-
mit eine theoretische molare Aktivitit von 6:10'° GBg/mol.

Der tragerfreie Zustand ist allerdings grundsétzlich nur bei kinstlichen Elementen wie
z.B. Astat erreichbar, denn aufgrund der Allgegenwartigkeit der natlirlichen Elemente
ist immer eine gewisse Verdiinnung des erzeugten Radionuklids mit isotopem Trager
gegeben. Auch bei den mit geringer Haufigkeit vorhandenen Halogenen ist es nicht
moglich, eine Verdiinnung um den Faktor 10-1000 zu vermeiden [9]. Man verwendet
deshalb fur Markierungssynthesen nicht den Ausdruck tragerfrei“, sondern ,ohne Tra-
gerzusatz“ bzw. tragerarm (engl.: no carrier added = n.c.a.). In der Praxis spielt die
maximal erreichbare molare Ausbeute insbesondere bei toxischen und bei rezeptor-
bindenden Radiopharmaka eine Rolle, da diese hdufig nur im nanomolaren bzw.
subnanomolaren Bereich eingesetzt werden kdnnen. Einige interessante Radiophar-
maka wurden bis vor kurzem nur mit groBeren Mengen inaktiver Verunreinigung her-
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gestellt, so daB deren Einsatz am Menschen wegen zu erwartenden toxischen Dosen
bisher nicht mdglich war [10]. Die Entwicklung neuer Markierungsmethoden fiir diese
Zielverbindungen kann dann den Zugang zu einem Radiopharmakon in n.c.a. Mengen
erdffnen, dessen pharmakodynamische Wirkung bei einer Applikation zu ver-
nachlassigen ist.

Relevante Kriterien fiir die Wahl eines geeigneten Radionuklids zur Synthese des Tra-
cers fiir nuklearmedizinische Zwecke sind neben der molaren Aktivitét die Zerfallsart,
die Zerfallsenergie des Radionuklids, die physikalische Halbwertszeit des Nuklids, die
mit der biochemischen Halbwertszeit des Tracers abgestimmt sein muf3, sowie logisti-
sche Gesichtspunkie wie Verfiigbarkeit eines Zyklotrons oder die Produktionskosten

[8]. In Tabelle 1.1 sind wichtige Positronenstrahler fiir die Positron-Emissions-Tomo-
graphie aufgefihrt.

Tabelle 1.1: Wichtige Positronenstrahler fiir die PET [aus 5, 11, 17]

Zerfall P
Nuklid Halbwertszeit erfallsart (Haufigkett in %)

Emax (B*) [keV]
organische
C-11 20,4 min B* (99,8) ; 960
N-13 10 min B* (100) ; 1190
O-15 2 min B*(99,9); 1723
analoge
F-18 109,6 min B* (97) ;635
Br-75 97 min B* (75,5) ; 1740
Br-76 16 h B* (57) ; 3900
Se-73 7h B* (65) ; 1320
I-124 42d B* (25) ; 2140
metallische
Cu-62 9,7 min B* (98) ; 2930
Ga-68 68,3 min B* (90) ; 1900
Rb-82 1,3 min B* (96) ; 3350
Y-86 14,7 h B* (34) ; 1300
Tc-94m 52 min B* (72) ; 2470

C-11-, N-13- und O-15-Markierungen erscheinen besonders interessant, da isotop

markierte Verbindungen resultieren, deren biochemische Eigenschaften mit denen der
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Stammverbindung identisch sind. Allerdings sollte die Synthese und Qualitaiskontrolie
eines Radiopharmakons innerhalb von drei Halbwertszeiten abgeschlossen sein,
deshalb ist fur die Anwendung dieser Positronenstrahler ein ,in-house“-Zyklotron not-
wendig, und die Messungen bleiben beschrankt auf schnelle Stoffwechselprozesse.
Fur mehrstufige Markierungssynthesen sind N-13 und O-15 ungeeignet, sie finden nur
in einfachen und schnell zuginglichen Verbindungen wie ['°OJH.0, ['°0]COx,
['°0]C4HgOH und [**NJNHz Anwendung [12].

Die langerlebigen radioaktiven Halogene sind hingegen als Analogtracer interessant
(siehe Tab. 1.1). Eine Fremdmarkierung mit diesen lIsotopen fiihrt zu einer chemi-
schen Modifizierung und somit zu einer Anderung der physiologischen Eigenschaften
der Verbindung. Auf der Grundlage von Strukiur-Analogie-Beziehungen versucht man,
diese Anderungen méglichst auszuschliessen. So nutzt man z.B. den &hnlichen steri-
schen Raumbedarf des Fremdatoms (z.B. Br-75 fiir Methyl oder F-18 fiir Wasserstoff)
oder eine Analogie der chemischen Bindung (z.B. Se-73 fur Schwefel). Die sterische
Analogie von F und H wird sehr oft ausgenutzt, da der Van-der-Waals-Radius von
Fluor (1,35 A) dem Atomradius von Wasserstoff (1,20 A) sehr dhnlich ist. Auf diesem
Struktur-Analogie-Prinzip beruht z.B. die Anwendung von 2-['®F]Fluortyrosin zur Be-
stimmung der regionalen Proteinsyntheserate im Gehirn [13]. Andererseits zeigt das
Beispiel der weliweit routinemédssig als Radiopharmakon eingesetzten 2-
['®F]Fluordesoxyglucose (FDG) eindrucksvoll, daB die Einfilhrung eines Fremdatoms
auch zu einer erwiinschten Anderung des Metabolismus des Radiopharmakons in vivo
fihren kann. FDG wird im Korper phosphoryliert und anschlieBend nicht weiter meta-
bolisiert, wodurch das Radiopharmakon im Zielorgan ,gefangen” ist. Erst dieses meta-
bolische ,trapping® erlaubt die Messung seiner raumlichen und zeitlichen Verteilung
[14]. Ein weiteres Beispiel fiir metabolisches ,trapping* stellt die 14-['®F]Fluor-6-thia-
heptadecanséure dar, die fir die Untersuchung des Herzstoffwechsels mittels PET
eine Rolle spielt [15].

Wie aus den genannten nuklearen Eigenschaiten hervorgeht (siehe Tab. 1.1), hat
Fluor-18 eine bedeutende und herausragende Position unter den PET-Radionukliden
eingenommen. Dies liegt insbesondere an der glinstigen Halbwertszeit von 109,7 min,
der niedrigen B*-Energie von 635 keV, die eine niedrige Strahlenbelastung des Pati-
enten bedingt, und ebenso an der Stabilitdt der C-F-Bindung mit einer mittleren Bin-
dungsenergie von 444 kJ/mol, die eine sehr gute Voraussetzung flr die Stabilitat von
®F_markierten Radiopharmaka darstellt. Zudem stehen fiir die Produktion von Fluor-
18 Kernreaktionen zur Verfligung, die eine hohe molare Akiivitat ermdglichen, so daB
es insbesondere als PET-Nuklid fiir Rezeptordichtebestimmungen eine ausschlagge-
bende Rolle spielt [16].
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1.2 Produktion von Fluor-18

Die Produktion von Positronenstrahlern setzt die Ermittlung einer Anregungsfunktion
einer mdglichen Kernreaktion voraus, die in einem optimalen Energiebereich einen
hohen Wirkungsquerschnitt aufweist. Fluor-18 wird an einem kleinen stromstarken
Teilchenbeschleuniger, einem sogenannten Minizyklotron oder ,Baby“-Zyklotron, her-
gestellt. In Tabelle 1.2 sind die vier bedeutendsten Kernreaktionen fir die Produktion
von Fluor-18 zusammengestellt.

Tabelle 1.2: Wichtige Fluor-18-Produktionsprozesse am Zyklotron [aus 17]
Kerreaktion  '®O(p,n)'®F 160(3HFe’p)18 2Ne(d,a)®F  '%O(p,n)'eF
Target H,'®0 H.O Ne (0,1-02% F2) 1205, Kr (1% Fa)
Energie [MeV] 16 -0 36—0 11,2—-0 10—-0
Tammetan  “Fm Fw R PR
T 60 7 10-12 10
MOngifmAn‘ggIV]“éf bis zu 10°  Bis zu 10° 1-10 1-50

1 . \ . .
(M es handelt sich hierbei um eine zweistufige Bestrahlungsmethode

Aufgrund des hohen Wirkungsquerschnittes der '®O(p,n)'®F-Kernreaktion hat sich
heute der ProduktionsprozeB von tragerarmem (n.c.a.) Fluor-18 (als solvatisiertes
Anion) mittels Bestrahlung von '®0-angereichertem Wasser bei relativ geringen Pro-
tonenenergien (11 MeV) durchgesetzt [18]. Damit erhélt man hohe Targetausbeuten
und kann so die erforderliche Menge an Targetmaterial minimieren. Dies ist insbeson-
dere im Hinblick auf die hohen Kosten fiir des '®0-angereicherte Wasser sehr guinstig,
zudem wird das erzeugte "8F-Fluorid nach der Bestrahlung an einem Annionenaustau-
scher fixiert, was die einfache Riickgewinnung des '®0-angereicherten Wassers er-
maoglicht, so daB es nach photochemischer und destillativer Reinigung erneut als Tar-
getmaterial genutzt werden kann [19].

Die Darstellung von Fluor-18 in Form von elektrophilem ['8F]F, gelingt Uber die Deute-
ronenbestrahlung von Neon (**Ne(d,a)'®F) oder die Protonenbestrahlung von Sauer-
stoff-18 (**O(p,n)'®F). Allerdings erhélt man, aufgrund des notwendigen Zusatzes von
F2 bei der Extraktion von Fluor-18 aus dem Gastarget, weit geringere molare Aktivi-
taten (siehe Tab. 1.2). Fluorierungsreaktionen mit elekirophilem Fluor-18 resultieren

6
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daher in tragerhaltigen '®F-markierten Zielverbindungen mit deutlich verminderter
molarer Aktivitat [20].

1.3 Chemische Methoden zur "®F-Markierung organischer Molekiile

Die chemische Form des Fluor-18, in der es nach dem Produktionsprozess vorliegt
(vgl. Tab. 1.2), bestimmt den Reaktionstyp, der fiir eine gezielte '8F-Markierung orga-
nischer Zielverbindungen zur Anwendung kommt. Molekulares c.a. ['®F]F. steht als
elektrophiles Agens zur Verfiigung, dagegen eignet sich das ['®F]Fluorid-lon, isoliert
aus wassriger Lésung, unter bestimmten Reaktionsbedingungen als gutes Nukieophil
fiir n.c.a. '8F-Markierungen. Des weiteren findet die '®F-Fluorierung tiber prosthetische
Gruppen in einer mehrstufigen Reaktion insbesondere bei der Markierung von
Proteinen und Peptiden ihre Anwendung.

1.3.1 Elektrophile Fluorierung

Die elektrophile Fluorierung ist mit dem Agens ['®F]F, , das direkt aus dem Gastarget
gewonnen wird, mdglich oder mit dessen Folgeprodukten, wie ['®F]XeFs, oder dem
milden Fluorierungsreagens ['®F]Acetylhypofluorit. Wie in Kapitel 1.2 bereits erldutert,
sind diese Fluorierungsmittel nicht ohne Tréagerzusatz darstellbar, des weiteren betragt
die radiochemische Ausbeute im Falle von ['®F]F2 maximal 50%, da im '8F-'°F-Molekiil
jedes Fluoratom gleichwertig reagiert. Alle elektrophile Fluorierungsreaktionen
zeichnen sich durch ihre hohe Reaktivitdt und fehlende Selektivitat aus, somit kommt
es generell zu unerwlinschten Nebenreaktionen, Reaktionen mit dem Ldsungsmittel
und zur Bildung von mehreren Produktisomeren. Daher ist es notwendig, die
Reaktionsbedingungen gezielt auszuwahlen, so dafB die Bildung von Nebenprodukten
limitiert wird und gleichzeitig eine mdglichst hohe Regioselektivitat erreicht wird. Dies
ist beispielsweise flir die direkte Radiofluorierung von Phenylalanin, Tyrosin und L-
DOPA mittels ['®F]F2 und ["®F]Acetylhypofiuorit (['®F]CHsCOOF) durchgefiihrt worden
[21]. ['®F]CH3COOF erwies sich als das mildere, selektivere Fluorierungsmittel und
erzeugt weniger Nebenprodukte. Dennoch gelingt die gezielte Synthese nur eines
Produktisomers nicht, z.B. ergibt die elektrophile aromatische Substitution von L-Phe-
nylalanin mit [18F]CH3000F in Trifluoressigsaure ein Isomerengemisch aus 2-, 3- und
4-["®F]Fluorphenylalanin mit der Verteilung 82:11:7 [21]. Somit ist es notwendig, ins-
besondere im Hinblick auf das unterschiedliche physiologische Verhalten der Isomere,
eine Abtrennung des gewiinschten Produkis vorzunehmen. Im Falle von
['8F]Fluortyrosin besteht die Mdglichkeit die Regioselektivitat der Reaktion durch Ver-
wendung eines O-acetylierten  Markierungsvorlaufers zugunsten des 2-
["®F]Fluortyrosins wesentlich zu verbessern [13].
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Eine nahezu vollstindige Regioselektivitét fiir elektrophile aromatische ®F_Fluorierun-
gen l&Bt sich in besonderen Féllen durch Demetallierungsreaktionen erzielen [23]. Als
Markierungsvorldufer eignen sich Organoquecksilber-, Organozinn-, Organogerma-
nium- und Organosiliciumverbindungen. Die Markierungssynthesen finden mit ['8F]F2)
oder dem milderen Fluorierungsmittel CHsCOOF bei -78°C bzw. 0°C statt und bein-
halten fiir komplexe Molekiile, bei denen reaktive funktionelle Gruppen geschutzt wer-
den miissen, weitere Hydrolyseschritte, die der elekirophilen Markierung nachge-
schaltet sind. Im Vergleich mit der direkten elektrophilen aromatischen Substitution
eines Zielmolekiills muB man den Syntheseaufwand des Organometallvorldufers dem
Aufwand der Isomerentrennung gegeniiberstellen. Eine Beispiel fiir eine Demetallie-
rungsreaktion ist die Darstellung von 6-[*®F]Fluormetaraminol iiber die Demerkurierung
des entsprechenden Vorlaufermolekils [24]. Insbesondere an diesem Beispiel ist das
Problem aller elektrophilen '®F-Fluorierungen unverkennbar: lhre Anwendung ist
limitiert auf Zielverbindungen, die nicht toxisch sind und deren Tracereigenschaften
nicht an eine hohe molare Aktivitdt gebunden sind. Im Falle von 6-
['°F]Fluormetaraminol  verlduft die Synthese via Fluordemerkurierung —mit
['®F]CHsCOOF zwar regiospexzifisch, allerdings ergibt sie eine geringe molare Aktivitét
von 18-44 GBg/mmol (0,5-1,2 Ci/mmol) [24]. Die dem Patienten applizierten Stoff-
mengen der toxischen Substanz wéren in diesem Falle einer elekirophilen Markierung
pharmakologisch wirksam und aufgrund dessen war die Anwendung fiir PET-Studien
am Menschen bisher nicht vertretbar. Erst vor kurzem wurde durch eine nukleophile
n.c.a. '®F-Markierung eines geeigneten Vorliufers ["®F]Fluormetaraminol mit einer
molaren Aktivitat von 2000 Ci/mmol dargestellt und steht der klinischen Bewertung in
der kardiologischen PET-Diagnostik routineméssig zur Verfligung [25].

1.3.2 Nukleophile Fluorierung

Die gebréuchlichste Methode zur Darstellung von *®F-markierten Radiopharmaka stellt
die nukleophile Markierung mittels n.c.a. ["®F]Fluorid dar, bei der das Radionuklid theo-
retisch zu 100% umgesetzt werden kann. Nach dem Produktionsprozess liegt
[18F]Fluorid in wéBriger Losung stark solvatisiert vor und es neigt dazu, in Gegenwart
v?n Protonen leicht protoniert zu werden. Daher ist eine Aktivierung von ['®F]Fluorid zu
einem geeigneten Nukleophil notwendig, die durch die Zugabe von [2.2.2]Kryptand1,
der als Phasentransferkatalysator die Loslichkeitssteigerung der lonenpaare in dipolar
aprotischen Ldsungsmitteln bewirkt, und von nicht nukleophilen basischen Anionen
(Carbonat, Oxalat) realisiert wird. Insbesondere die Kombination Kryptofix®
2.2.2/K2CO03 hat sich fiir die Anionenaktivierung bewahrt. Hierbei fiihrt die Komplexie-
rung der Kalium-lonen durch den Aminopolyether ([2.2.2]Kryptand) in einem dipolar

1
Nomenklatur nach J.M. Lehn [26]: Die Ziffern geben di [
Ethyleneinheiten getrennt sind, pro Etherercke? an. @ Anzahl der Sauerstoffatome, die durch
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aprotischen Ldsungsmittel (z.B. Acetonitril, Dimethylsulfoxid, N,N-Dimethylformamid
oder N,N-Dimethylacetamid) zu einem Fluorid-lon hoher Nukieophilie. Als Abgangs-
gruppen fir die nukleophile aliphatische Substitution dienen die in der klassischen or-
ganischen Chemie bewdhrten Substituenten wie Br, |, Mesylat, Tosylat, Triflat,
cyclische Schwefelsdureester sowie cyclische Sulfamate. Neben der aliphatischen
nukleophilen Substitution gelingt ebenso die aromatische Substitution mit Hilfe der
Kryptat-gestiitzten Markierungsmethode. Neben einer geeigneten Abgangsgruppe
(z.B. NO,, N(CH3)s, F, Br, CI) ist in diesem Fall eine Aktivierung des Aromaten durch
elektronenziehende Substituenten (z.B.NO2, CN, CHO oder CH3CO) in ortho- oder
para-Position zur Abgangsgruppe notwendig [zur Ubersicht: 40, 27]. Die nukleophile
aliphatische Fluorierung mit Hilfe des Kryptofix/Carbonat-Systems in einem dipolar
aprotischen Ldsungsmittel verlduft nach einem Sy2-Reaktionsmechanismus. Daher
kann durch Wahl der korrespondierenden Markierungsvorlaufermolekiile eine stereo-
spezifische '®F-Markierung realisiert werden.

OH
OAC o1 1) [Ke2.2.2]*18F", CHgCN o
-Q 2) Hydrolyse H
A &
%o OAc ——— Fo oMok

Abbildung 1.2: Reaktionsschema zur Darstellung von 2-["®F]Fluor-2-desoxy-D-glucose (FDG)

So gelingt z.B. die Darstellung von 2-[*®F]Fluor-2-desoxy-D-glucose (FDG), des wich-
tigsten PET-Radiopharmakons tiberhaupt, durch ®F-Markierung von 1,3,4,5-Tetra-O-
acetyl-2-O-trifluormethansulfonyl-g-D-mannose (siehe Abb. 1.2) [28] und z.B. die
enantiomerenreine Synthese von (1R,2S)-1-['®F]Fluor-1-desoxyephedrin (FDE) aus-
gehend von dem cyclischen Sulfamat des (1S,2S)-Pseudoephedrin [29]. Allerdings ist
die Anwendbarkeit des Kryptofix/Carbonat-Systems beschrénkt auf Edukte, die unter
den basischen Bedingungen eine ausreichende Stabilitét besitzen. Ist dies nicht der
Fall, so kann eine nukleophile '®F-Fluorierung im weniger basischen Oxalat-Carbonat-
System erfolgreich sein. Ein wesentliches Beispiel dafiir ist die Darstellung der Re-
zeptorliganden fir das dopaminerge System, die Butyrophenon-Neuroleptika 3-N-
['®F]Methylspiperon, [*®F]Haloperidol oder [®F]Benperidol, durch eine einstufige F-fiir-
NO, Substitution in einer radiochemischen Ausbeuten von bis zu 45% [30,31].

Das in Kapitel 1.3.1 bereits erwéhnte [®F]Fluortyrosin oder ['®F]Fluor-DOPA wurde
ebenfalls in n.c.a.-Form dargestellt, allerdings beinhalten diese Synthesen eine sehr
aufwendige chemische Aktivierung des Aromaten sowie eine mehrstufige nachfol-
gende Radiosynthese [32]. Der Vorteil auf diesem Wege zu einer hfheren absoluten
Produktaktivitat der '®F-Tracer zu gelangen, ist neben dem allgemeinen Vorteil einer
JIrégerfreien“ Synthese dennoch nicht zu unterschétzen.
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Als ein weiteres Beispiel sei ['®F]Fluorprolin als einzige aliphatische '®F-markierte
Aminoséure genannt, die nicht schnell im Korper metabolisiert. Die Darstellung erfoigt
via '8F-fiir-Tos Substitution an (2S,4S)-N-BOC-4-O-tosyl-hydroxyprolinmethylester und
einer nachgeschalteten sauren Schutzgruppenabspaltung innerhalb von ca. 80 min mit
einer radiochemischen Ausbeute von etwa 35% [22]. Cis-4-['®F]Fluorprolin eignet sich
als Tracer der Synthese von Strukturproteinen zur Diagnose von peripheren Tumoren
[33].

1.3.3 Fluorierung von Proteinen und Peptiden mit Hilfe prosthetischer Gruppen

Falls die direkte nukleophile kryptatgestiitzte '®F-Fluorierung aufgrund der stark basi-
schen Reaktionsbedingungen oder einer thermischen Instabilitdt der Edukie bzw. der
"8F-markierten Produkte nicht méglich ist, bietet sich alternativ die '®F-Markierung
kleiner, in guten radiochemischen Ausbeuten fluorierbarer Gruppen an. Eine sich
anschlieBende '®F-Fluoralkylierungs-, '®F-Fluoracylierungs- oder ‘®F-Fluoramidie-
rungsreaktion mit dem entsprechenden Vorlaufer resultiert dann zu einem der direkten
nukleophilen Fluorierung nicht zugéanglichem ®F-Tracer. Einfache Synthesebeispiele
fir dieses Vorgehen sind die zweistufigen ,Eintopfsynthesen* von ['"®F]Fluor-
ethylspiperon [34,35], ["®F]Fluorethyltyrosin [36] oder [*®F]Flucrethylmetaraminol [37]
und einigen '®F-markierten Benzodiazepinanaloga [38]. Die Fluoracylierungs- und
Fluoramidierungsreagenzien sind von Vorteil fiir die '®F-Markierung von Proteinen und
Peptiden, da sie auch fiir eine Konjugationsreaktion in wassriger Lésung geeignet
sind. Grundsétzlich unterscheidet man zwischen zwei Synthesestrategien fir die
Markierung tber '®F-markierte prosthetische Gruppen:

A) 18F-Markierung von kleinen homo- oder heterobifunktionellen Molekiilen und in

einem zweiten Reaktionsschritt die Kondensationsreaktion mit einer funktionel-
len Gruppe des Proteins:

18

F\/\
(Br, I, OTos, OT) +  (HO ,HS HoN ,RHN)" " Riproter fiir die *8F-Fluoralkylierung
0
18
F
\)J\OR * (HO HoNY R i die 18
yHaN) (Protein) fir die "°F-Fluoracyllerung
18F\/\ O
NH o
2 + RO™ “Riprotein) fur die '8F-Fluoramidierung

Abbildung 1.3: 1l;ieaktior}spartner der Kondensationsreaktion fiir die Synthesestrategie der
F-Markierung tber prosthetische Gruppen
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B)  '®F-Markierung eines heterobifunktionellen Molekiils, welches als Nukleophil in
einem zweiten Reaktionsschritt an eine prékonjugierte Seitenkette des Zielpro-
teins gekoppelt wird.

Fur die Markierungsstrategie A kommen als zu markierende Seitenketten des Proteins
Amino-, Thiol- sowie Hydroxylfunktionen in Frage, das heiBt die Seitenketten der
Aminosauren Lysin (NHy), Cystein (SH), Tyrosin (OHaom.), Serin (OH) oder Threonin
(OH), die "®F-fluoralkyliert oder "®F-fluoracyliert werden. Exemplarische Anwendungen
fir diese Strategie sind die Darstellung von ['8F]fluorbenzoylierten Immunoglobulinen
(IgG) [39] und die Synthese von 2-["®F]Fluorpropionyl-Octreotid [41] und 2-
['®F]Fluorpropionyl-(Phe')-(SMS 210-995), einem synthetischen Analogon des endo-
genen “Somatotropin-Release-Inhibiting-Factor” (SRIF) [42]. Die 8F_Fluoramidierung
von Carboxylesterfunktionen eines Proteins findet bei der Darstellung von kleineren
Peptiden Anwendung [43]. In neuerer Zeit wurde die ®F_Fluoramidierung von
Oxytocin, ein auf die Muskulatur des Uterus wirkendes Peptidhormon, lber eine in-situ
Aktivierung von Oxytocinsaure realisiert [44].

Die Markierungsstrategie B erlaubt eine einfache Synthese der F_markierten
prosthetischen Gruppe, erfordert allerdings eine vergleichsweise aufwendige Schutz-
gruppenchemie fiir das Protein. Daher besitzt diese Strategie insbesondere fiir kleine
Peptide oder Proteine einen Vorteil, die nur Uber eine vorherige Prékonjugation, die
den ,Linker* zu der eigentlichen '®F-markierten Gruppe darstellt, zu markieren sind.
Ein Nachteil dieser Methode ist neben der notwendigen Synthese eines geschiitzten
Proteinvorlaufers die strukturelle Veranderung des Proteins, die auch zu einer Ande-
rung des pharmakokinetischen Verhaltens fiihren kann. Ein Beispiel fir diese Markie-
rungsstrategie ist die 8E_Markierung von Insulin, die die selektive Einflihrung von zwei
BOC-Schutzgruppen fiir die insgesamt drei Aminofunktionen des aus zwei Peptidket-
ten aufgebauten bicyclischen Peptidhormons voraussetzt. Die ungeschiitzte N-termi-
nale Aminosdure der B-Kette (Phenyalanin) wird im Prakonjugationsschritt mit
Disuccinimidylsuberat aktiviert und anschlieBend in der eigentlichen "®F-Fluoramidie-
rungsreaktion mit N-[4-(['®F]Fluormethyl)benzoyl]-1,4-diaminobutan umgesetzt und
mittels Trifluoressigséure entschiitzt [45].

Es gibt auch Beispiele, in denen auf eine ,hohe molare Aktivitat“ verzichtet wurde, und
als Alternative auf die elektrophile Fluorierung mittels Acetylhypofluorit zurlickgegriffen
wurde, wie im Falle der Darstellung eines tyrosinhaltigen Endorphinanalogons [46].
Die Anwendbarkeit dieser Methode ist begrenzt, zudem ist der Begriff ,molare Aktivi-
tat* im Falle von Peptid- und Proteinmarkierungen neu zu definieren.

Da der molare Massenunterschied der markierten Proteine zu den nicht-markierten
Analoga flir durchschnittliche Molmassen weniger als 1 % ausmacht, lassen sich Vor-
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laufer und markierte Verbindung nur sehr schwer chromatographisch trennen. Daher
bezieht man die molare Aktivitat auf die Eduktstoffmenge des Proteins und nicht auf
die Produktstoffmenge der ,kalten* Fluorverbindung und definiert somit die molare Ak-
tivitat als eine Funktion der Stoffmenge des eingesetzten Eduktes, die unabhéngig ist
von der molaren Aktivitat der *®F-markierten prosthetischen Gruppe:

Aktivitat des Produktes [Ci]
Stoffmenge von Edukt und Produkt [mmol]

molare Aktivitat [Ci/ mmol] =

Zudem kommt es im Falle von Mehrfachmarkierungen, die in Abhéngigkeit von der
molaren Aktivitat des '®F-Markierungsagens und der Stoffmenge des Eduktes durch-
aus statistisch wahrscheinlich sind, zu einer hohen molaren Aktivitat und zu der stei-
genden Wahrscheinlichkeit des Verlustes der biologischen Aktivitit des '®F-markierten
Proteins. Die Mehrfachmarkierungen lassen sich zwar durch Einsatz grdBerer
Edukistoffmengen vermeiden, jedoch handelt es sich nicht selten um teure Substan-
zen, und die Applikation der pharmakologisch wirksamen Substanzen ist ebenfalls in
ihrer Menge begrenzt. Es erscheint demnach sinnvoll, in diesem Fall die molare Akti-
vitat als das Verhélinis von molarer Aktivitat des Proteins pro Zahl der prosthetischen
Gruppen anzugeben, um die Qualitét der Markierungsreaktion beurteilen zu kénnen.

Sehr vorteilhaft ist es demnach, wenn man mit einem "®F-Markierungsreagens hoher
molarer Aktivitdt arbeitet, um die statistische Wahrscheinlichkeit fiir Mehrfachmarkie-
rungen vernachlassigen zu kénnen. In diesem Zusammenhang stehen insbesondere
die  ®F-Fluoracylierung  mittels  ["®F]Fluorpropionsauremethylester  [47],
['*F]Fluorpropionséurenitrophenylester [48] oder ["®F]Fiuorbenzoesiuresuccinimidyl-

ester [49] mit guten radiochemischen Ausbeuten und annehmbaren Reaktionszeiten
(15-90 min) im Vordergrund.

Der Syntheseaufwand, der besonders am Beispiel des *®F-Insulins deutlich wird, und
die fehlende Regioselektivitat der 18F-Markierung von Proteinen (iber prosthetische
Gruppen sind jedoch deutliche Nachteile dieser Methode und limitieren ihr Anwendung
erheblich.

Im Hinblick auf die Themenstellung dieser Arbeit werden im nichsten Kapitel chemi-
sche und enzymatische Methoden zur Synthese von Glykokonjugaten vorgestellt, die

die Grundvoraussetzung fir die Entwickiung einer neuen '8F-Markierungsmethode
darstellen.
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1.4 Enzymatische und chemische Methoden zur Synthese von Glyco-
konjugaten

1.4.1 Bedeutung von Glycokonjugaten

Die groBe Gruppe der Glycokonjugate besteht aus den Glycopeptiden und Glyco-
proteinen, sowie Proteoglycanan (Glycosylaminoglycane), Glycolipiden und Oligo-
sacchariden.

Der Begriff ,Glycokonjugat wurde 1973 erstmals von Montreuil eingefiihrt und be-
schreibt eine Klasse von Verbindungen, deren Polysaccharidketten als biologische
Informationstrager fungieren [50]. Es erscheint sinnvoll, Glycoproteine und Oligo-
saccharide als bedeutendste Vertreter der Glycokonjugate besonders hervorzuheben.

Glycoproteine sind in allen Lebensformen weit verbreitet und finden sich in allen euka-
ryontischen Zellen sowohl in I6slicher als auch membrangebundener Form mit einem
kovalent gebundenem Polysaccharidanteil, der von weniger als 1% bis 70% variiert.
Dieser Kohlenhydratanteil hat eine entscheidende Bedeutung fiir wichtige inter- und
intrazelluldare Kommunikationsprozesse (Zell-Zell-Erkennung, Zelladh&sion, Akzep-
toreigenschaften von Viren und Antikérpern usw.). Es konnte gezeigt werden, daB sie
auf der Zelloberflache maBgeblich in Prozesse wie Zellwachstum und Zelldifferenzie-
rung, Immunaniwort oder Metastasierung involviert sind [51,52]. Diese multifunktio-
nelle Eigenschaft der informationsiragenden Kohlenhydratstrukturen beruht auf der
ungewohnlich hohen Anzahl komplexer Strukiuren, die man unter Berlicksichtigung
von Verzweigungen, Stereochemie der glycosidischen Bindung sowie Modifikation der
Hydroxyl- und Aminogruppen aus den sieben oder acht in Saugetieren vorkommenden
Monosacchariden aufbauen kann. So kénnen beispielsweise mehrere Millionen
unterschiedlicher Tetrasaccharide aus dieser begrenzten Anzahl von Monosacchari-
den entstehen, die effizient die riesige Datenmenge fiir die biologischen Erkennungs-
prozesse kodieren. Daher ist es nicht verwunderlich, wenn man Kohlenhydratstrukiu-
ren neben Nukleinsauren und Proteinen als die dritte Dimension der molekularen Bio-
logie bezeichnet [50].

Solche Verbindungen kommen nur in sehr kleinen Konzentrationen im Kérper vor und
sind schwierig zu isolieren, weil sie oft membrangebunden vorliegen. Die Synthese
von ausreichenden Substanzmengen flr biologische Untersuchungen, mit dem Ziel,
ihren medizinischen Nutzen zu ermitteln, ist sehr milhsam. Aufgrund der Komplexitat
und Polyfunktionalitét bleibt die Synthese von Verbindungen dieser Substanzklasse
und deren Mimetika eine Herausforderung, die insbesondere fur die Pharmaforschung
einen wichtigen Ansatzpunkt flir die Entwicklung neuartiger Wirkstoffe auf
Saccharidbasis bieten kann.
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In diesem Zusammenhang ist ein durch Kohlenhydratstrukturen vermittelter Zelladhé-
sionsprozeB von groBer Bedeutung, der durch Infektion oder GeféBverletzung initiiert
wird und ebenso am Vorgang der Metastase bete'iligt ist [52,53]. Dieser erst in neue-
ster Zeit entdeckte Adh&sionsprozeB ist die Wechselwirkung zwischen dem Glyco-
protein E-Selectin (ein alter Name ist ELAM-1, engl.: Endothelial Leucocyte Adhesion
Molecule), das z.B. wahrend einer Entziindung auf der Oberflache von Endothelzellen
exprimiert wird, und dem Tetrasaccharid Sialyl-Lexis* (SLe*, sieche Abbildung 1.4), das
sich am Terminus von Glycolipiden an der Oberflache von Neutrophilzellen befindet

[54,55].
OH
HQ
AN
oH "3y NHAc
Q o O
HO.C.__o o) 4

OH
HO
OH . X
AcHN 4 Sialyl-Le

Abbildung 1.4: Chemische Strukiur des Tetrasaccharids Sialyl-Lewis™ (Sialyl-Le)

Dieser Adhésionsproze8 bildet die Grundlage fiir weitere interzellulire Wechselwir-
kungen, an denen das Protein ICAM-1 (engl.: Intercellular Adhesion Molecule) auf der
Oberflache der Endothelzellen beteiligt ist, und fiihrt zu einem Transportmechanismus
der Leukocyten durch Offnungen zwischen den Endothelzellen in das dahinterliegende
Gewebe, wo sie zur Reparatur der Verletzung beitragen. Ein iberhthter Transport von
zu vielen Leukocyten fiihrt jedoch zu einer Zerstbrung gesunder Zellen, wie es bei
chronischen Entziindungen (z.B. Schuppenflechte), rheumatischer Arthritis sowie bei
der Reperfusionsverletzung nach einem Herzinfarkt der Fall ist [52]. Ein hoher Anteil
an Sialyl-Lewis* befindet sich ebenfalls auf der Oberfléche von einigen Tumorzellen
(z.B. Darm- und Lungenkrebs) und legt somit die Vermutung nahe, daB Krebszellen
d.en beschriebenen Adhésionsprozess fiir ihre Metastase oder die Verbreitung Ober
die Blutbahn nutzen [52,53]. Aufgrund der Tatsache, daB Sialyl-Lewis* in Losung mit
den "L<.aukocyten um die Bindung von E-Selectin konkurriert, ist es in der Lage, den
AdhasionsprozeB der Leukocyten zu blockieren. Sialyl-Lewis* und geeignete Mimetika
gelten daher als potentielle  Antitumormittel, und es sind beachtliche
Forschungsanstrengungen auf die chemische Synthese von Sialyl-Lewis* verwendet
worden [56,57]. Die rein enzymatische Synthese von Sialyl-Lewis* mit Hilfe von
G_chosyltransferasen hat sich durchgesetzt [58], und heute wird Sialyl-Lewis* in
Kilogrammengen von der Firma Cytel Co. (San Diego, USA) in Hinblick auf die
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Anwendung als Arzneimittel flir Reperfusionsverletzungen produziert, obwohl die
Untersuchungen (ber die Ligandenerkennung z.B. mitiels NMR [59,60] noch lange
nicht alle Fragestellungen geklart haben.

o & OH
SXOH HaCA\—O
O OH OH OH oh 0., CHs
H 0480
OH OH PNI CO,Et

Inhibitor der P-Selectin-Adhasion in 8-Position sulfatiertes Le*-Mimeticum

SLe*B-0

OH
HO
HO. OH
T OH HeCA—=0
X OH NHAc
SLeXp-0” "~ NOEt m o OH
OH “045S0 0] 0
bivalenter Sialyl-LeX-Ligand OH OH

Le*-3-Sulfat

Abbildung 1.5:  Einige chemische Strukturen von Sialyl-Lewis*-Mimetica

Fur die Ligandenbindung ist in erster Linie die Galactose- und Fucoseeinheit sowie die
Carboxylatgruppe der N-Acetylneuraminsaure verantwortlich (siehe Abb. 1.4)., aller-
dings ist mittels ELISA (engl.: Enzyme-linked Immunosorbant Assay) fir ein synthe-
tisch bivalentes Sialyl-Lewis*-Analogon (siehe Abb. 1.5) eine flinfmal bessere Inhibie-
rung der Zelladhésion (ICsp=0,4 mM) im Vergleich zu dem monovalenten Sialyl-Lewis™
bestimmt worden [61], was auf eine polyvalente Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung
schlieBen I4Bt. Ebenso ist die Rolle von Ca?*-lonen, die mit Lewis* assoziiert sind, un-
geklart.

In jlingerer Zeit sind insbesondere durch den Fortschritt der Technik der DNA-Rekom-
bination zur Klonierung und Uberexpression von Enzymen mehrere synthetische Sia-
lyl-Lewis*-Mimetika entwickelt worden, die &hnliche und oft hthere Inhibitor-Aktivitaten
aufweisen als das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis® selbst [60,62]. Vor allem die Ar-
beitsgruppe um C.H. Wong hat sich aufgrund ihrer Arbeiten auf dem Gebiet der enzy-
matischen Synthese von Glycopeptidpartialstrukturen, in denen die Erfordernisse der
Peptidsynthese effizient mit den Methoden der Kohlenhydratchemie verbunden sind,
einen Namen gemacht [63].
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1.4.2 Aufbau und Biosynthese von Glycoproteinen

Die kovalente Bindung von komplexen Kohlenhydratstrukturen an Glycokonjugate
variiert trotz der groBen Vielfalt der Strukturen nur wenig. Grundsétzlich unterscheidet
man zwischen N-Glycanen und O-Glycanen in Glycoproteinen, wobei an einem Pro-
tein in der Regel mehrere potentielle Bindungsstellen glycosyliert vorliegen.

0O

0 H

an—N

Ser(Thr)~ .

~ Xy~ CHs(H

OH ) o 5 3(H)

c

H Q (0] HO

ﬂo NH o)
NHAc

OH “oH
Abbildung 1.6:  Verkniipfungsstellen von N- und O-Glycanan in Glycoproteinen

ZT

Im Falle der Biosynthese von N-Glycanen wird ein N-Acetylglucosaminrest (GlcNAc)
rpit dem Amidstickstoffatom eines Asparaginrestes B-N-glycosidisch verknlpft [zur
Ubersicht: 64]. In der C-terminalen Richtung von Asparagin folgt der Aminoséure X
(X#Pro, Asp) stets Serin oder Threonin (vgl. Abb. 1.6). In den weniger verbreiteten O-
Glycanen findet man die a-glycosidische Bindung von N-Acetylgalactosamin (GalNAc)
mit Serin oder Threonin. Die Biosynthese von N- und O-glycosidischen Bindungen
erfolgt enzymatisch im endoplasmatischen Reticulum (ER) und im Golgi-Apparat. Hier
sind maBgeblich Enzyme des Leloir-Weges' beteiligt, wobei im Falle der Biosynthese
von N-Glycoproteinen zunichst ein Dolicholpyrophosphoryloligosaccharid im ER
mittels  GlcNAc-Transferasen  und Mannosyltransferasen gebildet wird. Der
Oligosaccharidteil wird nach weiterer Glycosylierung anschlieBend durch die Oligosac-
cha'lryltransferase auf den Asn-Rest tibertragen [66]. Der nachste Schritt stellt das sog.
»Trimming” dar und besteht aus der enzymatischen Entfernung von Glucose- und eini-
gen Mannoseeinheiten vor dem Transport in den Golgi-Apparat. Der resultierende
Pentasaccharidkern wird als »core-region” bezeichnet (sieche Abb. 1.7) und im Golgi-
A'pparat durch Glycosyltransferasen zu vier Gruppen von N-Glycanen modifiziert:
einem ,komplexen Typ* groBer struktureller Vielfalt, einem ,Oligomannose-Typ*, der
zusatzlich o-Mannosylgruppen tragt, dem ,Hybrid-Typ*, der die Strukturelemente’ bei-
d<.ar vorher genannter Typen vereint und einem ,,Poly-N-acetyIIactosamin-Typ“ der sich
wiederholendes N-Acetyilactosamin (LacNAc) enthélt. In allen vier Typen fi;ldet sich

Luis F. Leloir erhielt 1970 fiir die Aufklarung der O-Glycosid-Biosynthese den Nobelpreis fiir Chemie
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die an Asparagin gebundene Grundstruktur, die ,core-region” als eindeutiges Erken-
nungsmerkmal wieder [64].

OH Man
Ho TR
HO OH AGHN 0
0O O Ho ¢ NJk/Protein
Homao O%H
0 OH NHAc OH \on
HO Man GlecNAc
HO ~0 GlcNAc
OH OH
Man

Abbildung 1.7:  Die Grundstruktur (,core-region®) von N-Glycanen (ManzGlcNAC;)

Alle vier N-Glycan-Typen zeigen eine auBerordentliche strukturelle Vielfalt und biologi-
sche Aktivitdt. Ein N-Glycoprotein wird vollstandig nicht allein durch seine Aminosau-
resequenz beschrieben, sondern es ist eine vollstdndige Charakterisierung seiner
Polysaccharidstruktur notwendig, die ebenfalls einen signifikanten EinfluB auf die bio-
logische Halbwertszeit des Glycoproteins hat. So verkiirzt sich die Halbwertszeit des
nativen Coeruloplasmins von 54 h auf 5 min durch enzymatischen Abbau des end-
standigen N-Acetylneuraminséurerestes durch Neuramidase und einen damit verbun-
denen schnelleren Abbau des Peptids in der Leber [67].

Die Komplexitat der N-Glycan-Strukturen und ihre enorme Bedeutung wird ebenso am
Beispiel des Acquired Immunodeficient Syndrome (AIDS) deutlich. Auf der Oberflache
des human immunodefiency virus (HIV) befindet sich das stark glycosylierte Protein
gp120, von dem bisher 29 N-glycosidisch gebundene Oligosaccharide identifiziert
wurden. Es konnte gezeigt werden, daB diese Oligosaccharidstrukturen fir die Adha-
sion an CD4-Akzeptoren auf der Oberflache von humanen T-Lymphozyten verant-
wortlich sind und somit die Infektion initiieren, die durch deglycosylierte Strukturen
nicht erfolgt. Daraus ergibt sich der Ansatz fiir eine Entwicklung eines pharmakologi-
schen Wirkstoffes, der entweder die CD4-Rezeptoren blockiert oder die Glycosylie-
rung von gp120 inhibiert [68].

Generell verlduft die Biosynthese der O-Glycoproteine im Golgi-Apparat andersartig
und zwar tiber die sukzessive Kettenverlangerung mittels Leloir-Glycosyltransferasen,
die als Glycosyldonoren nucleotid-aktivierte Monosaccharide umsetzen. Im wesentli-
chen beschranken sich die Leloir-Glycosyliransferasen auf acht Zuckernucleotide:
UDP-Gle, UDP-GIcNAc, UDP-Gal, UDP-GalNAc, GDP-Man, GDP-Fuc, UDP-GIcUA
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und CMP-NeuAc, deren in-vitro Synthese groBes Interesse gefunden hat (siehe

Tab. 1.3).

Tabelle 1.3: Zusammenfassung der Nucleotidzucker

(Die angegebene Syntheseprozedur bezieht sich auf chemische Ausbeuten von mindestens 1g)

Ausgangsverbindung der

Nucleotidzucker Kurzform (ESanlmaetzgpcr:oﬁggnggh Lit.
CE: chemoenzymatisch )

Uridin-5'-diphosphat-o-D-glucose UDP-Glc Glc oder Glc-6-phosphat (E) [71,72]
Uridin-5'-diphosphat-o-D-galactose UDP-Gal UDP-Gic (E) [72]
Gal oder Gal-1-phosphat (E) [74]
Uridin-5'-diphosphat-o-D-mannose UDP-Man Man oder Man-1-phosphat (CE) [73]
Guanosin-5'-diphosphat-B-L-fucose GDP-Fuc Fucose (C) [70]

Uridin-5*-diphosphat-N-acetyl-o-D-glucosamin UDP-GIcNAc GlcN oder GlcN-6-phosphat (CE)

GlcNAc oder GlcNAc-1-phosphat (CE) 169]
Uridin-5‘-diphosphat-N-acetyl-a-D-glucosamin UDP-GalNAc GalN oder GalN-1-phosphat (CE) [74]
Uridin-5"-diphosphat-c-D-glucuronsdure UDP-GIcUA UDP-Glc (E) [75]
Cytidin-5'-monophosphat-N-acetylneuraminsiure ~ CMP-NeuAc NeuAc (E) [76]

Diese werden in vivo aus den entsprechenden Monosacchariden aufgebaut, wobei der
erste Schritt eine Phosphorylierung zum Glycosylphosphat darstellt, die durch eine
Kinase katalysiert wird. AnschlieBend wird das Glycosylphosphat durch eine Pyro-

phosphorylase katalysiert mit einem Nucleosidtriphosphat (NTP) zum Zuckernucleo-
siddiphosphat umgesetzt (siche Abb. 1.8).

Zucker-1-phosphat + NTP

NeuAc + CTP

Abbildung 1.8:  Biosynthese von Nucleotidzuckern, die

Pyrophosphorylase

Glycosyltransferasen des Leloir-Weges dienen

(NTP = Nucleosidtriphosphat, N = Uridin, Guanosin, NeuAg = N-Acetylneuramins&ure, PP, =

NDP-Zucker + PP,

CMP-NeuAc-Synthetase

CMP-NeuAc + PP

Pyrophosphat)

als Glycosyldonorsubstrate fur

Im F.a.llfe von GDP-Fuc odgr UDP-GIcUA erfolgt zusatzlich eine weitere enzymatische
Modifizierung des nucleotid-aktivierten Monosaccharids. Ebenso stellt CMP-N-Acetyl-
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neuraminsiure eine Ausnahme dar, da es direkt aus NeuAc und CTP gebildet wird
(siehe Abb. 1.8). Die Enzyme, die an diesem in-vivo-ProzeB beteiligt sind, zeichnen
sich durch ihre Spezifitat fur das jeweilige aktivierte Kohlenhydrat, die Art der Glyco-
sidbindung, den Glycosyldonor und eine bestimmte Hydroxygruppe im Glycosylak-
zeptor aus. Die sich daraus ergebende Vorstellung, daB3 jeweils genau ein Enzym fir
die Ausbildung einer bestimmten Glycosidbindung verantwortlich ist (,one enzyme —
one linkage concept® [78]), erscheint allerdings veraltet und insbesondere fiir in-vitro
Synthesen nicht anwendbar, da die Substratkonzentrationen in-vivo um GrdBenord-
nungen kleiner sind.

In den letzten Jahren sind chemische und insbesondere enzymatische Methoden fir
die Synthese von Nucleotidzuckern als wertvolle Substrate fir Glycosylierungsreak-
tionen stetig weiterentwickelt worden [77]. Die Verfugbarkeit geeigneter Enzyme
wurde aufgrund der Fortschritte der DNA-Rekombinationstechnik erweitert und bietet
dem Chemiker ein sehr wertvolies Spektrum von Katalysatoren fuir die Synthese oder
Manipulation an der Oligosaccharidstruktur von Glycoproteinen.

1.4.3 Chemische Methoden fiir die Synthese von Nucleotidzuckern

Die organisch-chemischen Methoden, die im Hinblick auf die Synthese von Nucleo-
tidzuckern eine Rolie spielen, sind die Phosphorylierung von Monosacchariden und
die Kondensation der Glycosyl-1-phosphate mit geeigneten 5'-aktivierten Nucleosid-
monophosphaten. Fiir eine effiziente Nutzung von Glycosyliransferasen ist die Syn-
these dieser Verbindungen Grundvoraussetzung. Im folgenden Schema ist das Prinzip
der chemischen Synthese von Nucleotidzuckern am Beispiel von UDP-Gic dargestellit.

19



Einleitung

0
4
0“ N
0
q NP-0— o
/!
OAc oH o
Q HPO, () Q wR OH OH
Ao one — "ol NS
OAc g
~P~OH
HN*(CgHi7)s ¢ i (Moffatt et al.,, 1961)
Pyridin,
wasserirei, 5 Tage,
0 65 %
OH 0
™ ]jl\)] A Q HN)ﬁ
MeO. DMF, MS 4
H /&’ = Q@ 9 O N 3'Stunden, 66% "o o o P
RO\ T HORohrom o o Fo-P-ofo_ TN
N OH OH (Hanessian et al., 1998) s
O 0 o
OH OH
OH OH
o Pyridin, wasserfrei
/9 (Uracil) LY {Uracil) 2Tage, 91%
QN0 o N0 o (Wong et al., 1997)
o- - o- oH
OH OH OH OH
HANE, HANY, Ho? 9
ol
N O-P-OH
R /N N-CgHyy HN*(CgHi7)s
HNS, = Q. N
(AP FT

Abbildung 1.9:  Reaktionswege fiir die chemische Synthese von Uridin-5*-diphosphat-o-D-
glucose (UDP-Glc) [70, 79, 80]

Die gebrauchlichste Methode fiir die Darstellung von nucleotid-aktivierten Zuckern ist
die Synthese nach Moffatt und Khorana unter Verwendung von Nucleosid-5‘-mono-
phosphoamidaten, insbesondere von Nucleosid-5'-monophosphomorpholidat, unter
wasserfreien Bedingungen und Pyridin als Losungsmitte! (vgl. Abb. 1.9) [79]. Diese
Reaktion ist sehr langsam und die Reaktionszeit betragt 5 Tage, zudem liegen die
Ausbeuten héchstens bei 70%. Kiirzlich wurden verbesserte Methoden fiir die Syn-
these von UDP-Glc von Wong et al. [70] und Hanessian et al. [80] verdifentlicht.

Nach Wong fiihrt die Morpholidat-Methode nach Moffatt unter Verwendung von 1H-
Tetrazol zu einer Protonierung des Morpholins am Stickstoffatom und der Bildung ei-
ner reaktiveren Zwischenstufe, was sowohl zu einer Erhéhung der Ausbeute der Re-
aktion als auch zu einer signifikanten Verkiirzung der Reaktionszeit von 5 Tagen auf 2
Tage fihrt [70]. Hanessian et al. stellten kiirzlich UDPGic mit guter Ausbeute (iber die

Reaktion des Methoxypyridinglycosids von Glucose mit Uridin-5'-diphosphorsaure in
DMF her und verkiirzten den Zeitbedarf der Reaktion auf 3 Stunden [80].
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1.4.4 Enzymatische Synthese von Nucleotidzuckern und ihre Anwendung

Die enzymatischen Synthesen von Nucleotidzuckern bieten den groBen Vorteil, daB3
sie unter milden Bedingungen in wassriger Losung ablaufen, so daB eine Glycosylie-
rungsreaktion mit Hilfe von geeigneten Glycosyltransferasen in einer Eintopfreaktion
méglich ist, ohne den Nucleotidzucker vorher isolieren zu miissen. Die enzym-kataly-
sierten Synthesen von UDP-Glc oder UDP-Gal (siehe Tab. 1.3) verlaufen mit Hilfe ei-
nes Multienzymsystems, deren Enzymkomponenten kauflich erhéltlich und relativ
stabil zu lagern sind. Diese Systeme nutzen insgesamt flinf Enzyme oder mehr. In der
Regel! tritt bei hohen Substratkonzentrationen fiir eine Synthese im gréBeren MaBstab
(,large-scale“-Synthese) eine Inhibierung der Enzyme ein, die jedoch durch geeignete,
an den Reaktionscyclus gekoppelte, enzymatische in-situ Regenerierungen einzelner
Substrate effizient vermieden werden kann. Eine solche in-situ Regenerierung wurde
erstmal 1982 von Whitesides et al. fiir UDP-Glc ver6ffentlicht [72] (siehe Abb. 1.10)
und ist mittlerweile fir sieben der acht in Saugetierzellen vorkommenden Nucleotid-
zucker beschrieben worden [58, 81-83].

Mit Hilfe dieses Multienzymsystems lassen sich unter Verwendung von nur drei kauf-
lich erhaltlichen Enzymen (Hexokinase (HK), Phosphoglucomutase (PGM) und UDP-
Glucose Pyrophosphorylase (UDPGic PP)) bis zu 40 mmol UDP-Glc in einer ,large-
scale® Eintopfreaktion synthetisieren. Abbildung 1.10 zeigt den vollstandigen enzyma-
tischen Reaktionscyclus unter Beriicksichtigung der ,nachgeschalieten® Glycosylie-
rung von N-Acetylglucosamin (GIcNAc) zu N-Acetyllactosamin mittels B-(1,4)-Galacto-
syltransferase (GalT), bei dem in situ UDP-Glc gebildet wird. Ausgehend von Glucose-
6-phosphat, das man mittels einer Hexokinase-katalysierten Reaktion aus Glucose
und ATP in einer vorgeschalteten Reaktion gewinnt [84] (in Abb. 1.10 nicht
dargestellt), erreicht man durch Phosphoglucomutase die Einstellung eines Gleich-
gewichtes zwischen Glucose-6- und Glucose-1-phosphat. In Gegenwart von UTP und
UDP-Glucose-pyrophosphorylase (UDPGIcPP) entsteht UDP-Glc und Pyrophosphat
(PP)), welches durch anorganische Pyrophosphatase (iPP) zu Phosphat hydrolysiert
und somit dem Reaktionscyclus entzogen wird. UDP-Glc wird durch UDP-Glucose-4'-
Epimerase (UDPGE) zu UDP-Gal epimerisiert und steht fur die Galactosylierung von
N-Acetylglucosamin (GlcNAc) mittels GalT zur Verfligung.
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Abbildung 1.10: Enzymatische Synthese von N-Acetyllactosamin  (B-Gal(1,4)-GIcNAc)
mittels B-(1,4)-Galactosyltransferase (GalT) ausgehend von Glucose-6-phosphat unter

Regenerierung  von  Uridintriphosphat  (UTP)  mittels Pyruvatkinase (PK) und
Phosphoenolpyruvat (PEP) [72]

Das dabei freiwerdende UDP wird in Gegenwart von Phosphoenolpyruvat durch

Pyruvatkinase in UTP umgewandelt und steht der Pyrophosphorylase-katalysierten
Kondensationsreaktion zu UDP-Glc wieder zur Verflugung.

Neben der rein chemischen Glycosylierung [85-87] hat in der synthetischen organi-
schen Chemie die Anwendung von enzymatischen Glycosylierungsreaktionen mit Hilfe
von Glycosyltransferasen im Hinblick auf die Oligosaccharidsynthese einen wichtigen
Platz eingenommen. Enzymatische Methoden sind stereo- und regioselektiv und eine
kompilizierte Schutzgruppenchemie, wie sie bej chemischen Glycosylierungsverfahren
ublich ist, entfallt vollkommen. Allerdings sind nicht alle Glycosyltransferasen leicht zu
isolieren, weil sie nur in sehr geringer Konzentration und membrangebunden vor-
k.ommen. Eine Moglichkeit zur Uberwindung dieses Nachteils ist die Klonierung und
Uberexpression der Transferasen in Gastorganismen, was fir B-(1,4

)-Galactosyl- und
o~(2,6)-Sialyltransferasen berejts realisiert ist. Ein weiterer Nachteil

bei der Verwen-
dung von Glycosyliransferasen fiir Synthesen im gréBeren MaBstab ist die Verfligbar-

keit der Nuceotidzucker, deren chemische oder enzymatische Synthese, die in den
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vorherigen Abschnitten erldutert wurde, relativ aufwendig ist. Daher sind Nucleotid-
zucker teuer und es bietet sich an, auch hier auf die oben erwahnten in-situ Regene-
rierungsverfahren flr Nucleotidzucker zurlickzugreifen, die den Einsatz katalytischer
Mengen an Nucleotidzucker erlauben [83].

Tabelle 1.4: Wichtige Glycosyltransferasen und ihre resultierende glycosidische
Bindung (oo oder B ist die Konfiguration am anomeren Zentrum, ausgehend vom
urspriinglichen Glycosyldonor in der neu gekniipften glycosidischen Bindung)

Glycosyltransferse Art der Verknipfung

Galactosyl B (1—4)

Sialyl o (2-56), o (2—3), o (2—8)
Fucosyl o (1-38), a(1—-4)
Mannosyl o (1-2)

Glycosyltransferasen (siehe Tab. 1.4) stellen insbesondere sehr wertvolle Hilfsmittel
fur ein gezieltes ,Glycopeptidmodeling* dar, d.h. dem selektiven Abspalten und Hin-
zufiigen von Kohlenhydrateinheiten. Viele Proteine, die als pharmazeutische Wirk-
stoffe interessant sind, wie der Gewebeplasminogenaktivator, das juvenile menschli-
che Wachstumshormon oder CD4-Akzeptoren, sind Glycoproteine. Durch Modifizie-
rung der Oligosaccharidstrukturen erhofft man sich eine Verbesserung der Halbwerts-
zeit im Serum, der Hydrophilie des Proteins und insbesondere der Aufnahme im Ziel-
gewebe [88].

Das am haufigsten in der Synthese genutzte und am besten untersuchte Enzym aus
der Klasse der Glycosyltransferasen ist aufgrund ihrer relativ einfachen Zuganglichkeit
die B-(1,4)-Galactosyltransferase (GalT), die entweder aus Kuhmilch isoliert oder
gentechnologisch in Escherichia coli produziert wird. Das natiirliche Akzeptorsubstrat
des Enzyms fiir die Reaktion mit UDP-Gal ist N-Acetylglucosamin (GIcNAc) (vgl.
Abb.1.10).

Hinsichtlich der Akzeptor- und Donorspezifitdt des Enzyms wurden zahlreiche Unter-
suchungen durchgefiihrt. So sind z.B. 3- oder 6-Position modifizierte GlcNAc-Derivate,
B-Glucoside, 2-Desoxyglucose, Xylose, 5-Thioglucose oder Myoinositol ebenfalls
Akzeptorsubstrate, auf die das Enzym Galactosyleinheiten Ubertragt [91-94]. Als
Donorsubstrate (Nucleotidzucker) akzeptiert GalT auBer UDP-Gal beispielsweise auch
die UDP-Derivate von Glucose, Arabinose, Glucosamin, N-Acetylgalactosamin, 5-
Thiogalactose oder 2-Desoxygalactose [89,90]. Anhand dieser Beispiele erkennt man
die erstaunliche Flexibilitit des Enzyms, die es fiir synthetische Fragestellungen in der
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Oligosaccharidchemie von Glycokonjugaten interessant macht. Die Geschwindigkeit
der enzym-katalysierten Umsetzung der nicht-natlirlichen Substrate ist allerdings
teilweise sehr gering und fir préparative Zwecke ungeeignet. Andere
Glycosyltransferasen sind hinsichtfich ihrer Donor- und Akzeptorspezifitdt erst sehr
wenig untersucht, so daB auf diesem Gebiet in der Zukunft neue Erkenntnisse zu er-
warten sind.

1.5 Anwendungsmaoglichkeiten von enzymatischen Methoden in der
®F.Markierungschemie

Der Vorieil einer stereo- und regioselektiven Reaktion ist fur die 8F_Markierungs-
chemie besonders interessant. Durch den Einsatz von Enzymen in der ,trégerfreien”
Chemie kann eine schwierige Schutzgruppenchemie fiir die Synthese der Markie-
rungsvorlaufermolekiile volistandig vermieden werden. Auf der anderen Seite kdnnen
Enzymreaktionen, wie z.B. die regioselektive Lipase-katalysierte Esterhydrolyse von
Saccharoseoctaacetat, in Kombination mit der klassischen organischen Chemie, eine
elegante Methode fiir die Einfihrung von Abgangsgruppen im Hinblick auf eine
nukleophile '®F-Fluorierung darstellen [95].

Mit dem Ziel der Synthese von '®F-markierten pharmakologisch interessanten Oligo-
saccharidstrukturen, wie die Sialyl-Lewis*-Struktur (siche Abb. 1.4), gelang erst kiirz-
lich die Darstellung von N-Acetyl-3-['®F]fluorneuraminssure mittels aldolase-kataly-
sierter Additjon von [*®F]Fluorpyruvat an N-Acetyl-mannosamin [96]. N-Acetylneura-
minsaure kommt haufig in Glycolipiden von Krebszellen vor, so daB grundsétzlich
auch die Hoffnung einer spezifischen Anreicherung von  N-Acetyl-3-
["®Flfluorneuraminsure besteht, die auf eine Anwendung in der PET-Tumordiagnostik
abzielt.

Ein weiteres Ziel ist die Aktivierung der "®F-markierten Monosaccharide zu Nucleo-
tidzuckern, die sie als potentielle Substrate fiir Glycosyltransferasen interessant ma-
chen. Fiir die Synthese eines '®F-markierten Sialyl-Lewis*-Liganden ist aus radio-
chemischer Sicht die Entwicklung einer schnellen Methode fiir die enzymatische
Nucleotidaktivierung von N-Acetyl-3-["®FJfluorneuraminséure mit hoher radiochemi-

scher Ausbeute mittels CTP in Gegenwart von CMP-NeuAc-Synthetase die Grundvor-
aussetzung.

Die'Oligoiaalccharidstruktur eines Gilycoproteins bietet prinzipiell die Mdglichkeit einer
geztelter? F-Glycosylierung, ohne dabei eine signifikante Anderung der physiologi-
schen Eigenschaften des Proteins oder Oligosaccharids zu verursachen.
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Diesbeziiglich und im Zusammenhang der Themenstellung dieser Arbeit ist die Ver-
fiigbarkeit der ®F-markierten Nucleotidzucker von besonderem Interesse, denn sie
stellen als potentielle Substrate fiir geeignete Transferasen die Schilisselverbindungen
fiir die Ausarbeitung einer alternativen, regiospezifischen, enzymatischen '®F-Markie-
rungsmethode fiir Glycoproteine dar (vgl. Absch. 1.3.3).

Allerdings ist das Substratspektrum vieler Glycosyltransferasen noch lange nicht voll-
sténdig bekannt, so daB auch die Enzymkinetik der Glycosylierung mit den fluorierten
Substraten ungewiB ist. Aus radiochemischer Sicht ist es kein Nachteil, daB viele
nicht-natirliche Substrate der GalT nur sehr langsam umgesetzt werden, denn die
Umsetzung von '®F-markierten Verbindungen im submikromolaren Bereich und die
Anwendung hoher Enzymkonzentrationen erdffnet die Moglichkeit, die Reaktionsge-
schwindigkeit hinreichend zu erhdhen.
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2 Problemsteliung

Die Entwicklung '®F-markierter Radiopharmaka auf der Basis von Peptiden und
Proteinen ist fiir die nuklearmedizinische Funktionsdiagnostik von stetig wachsender
Bedeutung. So hat das Interesse, die pharmakokinetischen Eigenschaften von
Biopolymeren nicht-invasiv mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET) zu
untersuchen, auf dem Gebiet der Nuklearchemie zur Ausarbeitung verschiedener
Markierungsmethoden fiir diese Verbindungsklasse gefiihrt. Die wichtigste Methode
der Proteinmarkierung ausgehend von n.c.a. nukleophilem ['®F]Fluorid ist die
Markierung Uber prosthetische Gruppen.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist eine Erweiterung des Spekirums der
selektiven '®F-Markierungsmethoden. Mit Hilfe von Glycosyliransferasen sollte das
Prinzip einer enzymatischen n.c.a. '®F-Glycosylierung zur regioselektiven Markierung
glycosylierter Peptide und Proteine oder Oligosaccharidstrukturen verifiziert werden.

Als '®F-Glycosylierungsreagens bietet sich, insbesondere im Hinblick auf die weit
verbreitete Verfliigbarkeit von ['®F]FDG, eine Nucleotid-aktivierte ['®F]FDG an, die ein
potentielles Substrat flir geeignete Glycosyltransferasen darstellt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte unter Zuhilfenahme enzymatischer sowie
chemischer Methoden eine tragerfreie, effiziente Synthese des Coenzyms Uridin-5'
diphosphat-2-desoxy-2-["®Flfluor-o-D-glucose (UDP-["®F]FGIc) als potentielles 'éF-
Glycosylierungsreagens entwickelt werden.

Die grundséatzliche Anwendbarkeit eines Multienzymsystems fiir die tragerfreie,
enzymatische Nucleotidaktivierung von [*®*F]FDG solite gepruft werden und in einer

vergleichenden Studie insbesondere im Hinblick auf Trégerefiekte einer chemo-
enzymatischen Reaktionsfiihrung gegentibergestellt werden.

In diesem Zusammenhang ist die Ausarbeitung einer schnellen, tragerfreien
Phosphorylierung von FDG Grundvoraussetzung. Hierfiir sollte eine chemische,
stereoselektive Phosphorylierungsmethode entwickelt werden und mit der Hexo-
kinase-katalysierten Phosphorylierung von FDG verglichen werden.

' 18
Fur n.c.a. ["FIFDG-1-phosphat sollte in einem nachgeschalteten zweiten Reaktions-

schritt eine Pyrophosphorylase-katalysierte Aktivierung zu UDP-['®FIFGlc realisiert

werden u.nd die.erforderliche UTP-Cofaktorkonzentration hinsichtlich einer maxi-
malen radiochemischen Ausbeute optimiert werden.
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Darliber hinaus sollte die Enzymkinetik von UDP-Glc Pyrophosphorylase flr das
nicht-natiirliche Substrat 2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose hinsichtlich ~ Substrat-
konzentration und Cofaktorkonzentration untersucht werden, um diese Ergebnisse
auf die tragerfreie Synthese von UDP-['®F]FGilc zu adaptieren.

Die Kombination von enzymatischen und chemischen Synthesestrategien soll zu
einer optimierten Reaktionsflihrung der trégerfreien Synthese des Glycosylierungs-
reagens UDP-['®F]FGIc filhren.

In einer abschlieBenden Studie soll die B-(1,4)-Galactosyltransferase-katalysierte 18,
Glycosylierung von geeigneten Akzeptorsubstraten mittels UDP-['®F]FGlc gezeigt
werden.

['®FIFDG-6-P

OH (o]
HV \NGM o N
OH HﬂO )\ ]
18 ) o [0} N
19 EDG o Q UDP-Glc PP Fo b oo
] 0 18p % o o o
O-pP-0 PP; ~ PPase
(0} \y OH OH

chemische Synthese UTP 2P
! UDP[*®FIFGIc

Abbildung 2.1: Enzymatische und chemische Synthesestrategie zur Synthese von UDP-
["*F]FGlc
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Chemische Synthese von Uridin-5‘-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-
D-glucose (UDP-FGIc)

Fur die rein chemische Synthese von UDP-FGlc ist es notwendig, geeignete
Vorldufermolekiile zu finden, die eine stereoselektive Phosphorylierung von FDG
ermdglichen, da bekannt ist, daB Glycosyltransferasen wie B-(1,4)-
Galactosyltransferase ausschlieBlich o-glycosidisch gebundene Nucleotidzucker
erkennen und unter Inversion der Konfiguration am anomeren Zentrum die Hexose
stereospezifisch lbertragen [97].

Die Einflihrung von Fluor in die 2-Position der Glucoseeinheit des Nucleotidzuckers
erfolgte mit Hilfe einer schonenden F-fir-OH Substitution mit Hilfe von
Diethylaminosulfurtrifluorid  (DAST) und der Anwendung einer vorteilhaften
Schutzgruppenchemie, wie sie fir die Synthese des ["®F]FDG-Vorlaufers 1,3,4,6-

Tetra-O-acetyl-2-O-trifluormethansulfonyl-B-D-mannose bereits bekannt war [98] (vgl.
Abb. 3.1).

1. AcgO, H*, PBr3 OH
2. NaOAc, 10 °C -0 DAST
%0 OAc -——> Ac ;O\co

OAc
) 1.LDA
NHoNH,*HOAC Ao o) 2, TBPP HCOONH
-*_> .
AcO AcO —
F "™“OH 73 °C 0 MeOH, 60°C

Il
4 O—-P-—-OBn

a/f=31 OBn

AO NaOMe UMP- morpholldat
AcO
DMF 2 Tage

(2]

OPO3
6 OPO3
OH o
o)
HO HN
it 7 9 )\ |

F Il [l

0—F—0—P—0 o
(o) (o] 0o
UDP-FGI¢

OH OH

Abbildung 3.1: Chemische Synthese von Uridin-5°

-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-oc-D-
glucose (UDP-FGic)
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im AnschluB an die Entschiitzung des in 1-Position stereoselektiv phosphorylierten
FDG erfolgt im letzten Reaktionsschritt der Synthese die Kopplungsreaktion mit
Uridinmonophosphat zum nucleotid-aktivierten FDG unter wasserfreien Bedingungen
nach Moffatt und Khorona [79].

Zunachst muBte jedoch die Phosphorylierung von 2 bzw. 3 realisiert werden. Nach
MacDonald sollte der vollstandig acetylierte Zucker 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-
2-fluor-B-D-Glucose (2) durch Umsetzung in einer Phosphorsédureschmelze unter
wasserfreien Reaktionsbedingungen das 1-Phosphat von FDG in einem
Reaktionschritt liefern [vgl. 99]. Die MacDonald-Phosphorylierung von 2 wurde unter
extrem wasserarmen Bedingungen und Hochvakuum durchgefiihrt.

OAc 1. H3POy (s) OH
Q 2. LiOH Q
- . H
Ao OAc Bo ~ 0o
T
2 6 o—g_—o

Abbildung 3.2:  Schema der Phosphorylierungsmethode nach MacDonald [nach 99]

Die Anwendung dieser Phosphorylierungsmethode (siche Abb. 3.2) Dbei
Temperaturen von 60°C bis 100°C fiihrte jedoch nur in geringen bis moderaten
Ausbeuten von maximal 20 % und in nicht reprozuzierbarer Stereoselektivitat zu 2-
Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1-phosphat.

In der Literatur ist die Methode von MacDonald vor allem im Falle von in 2-Position
substituierten oder modifizierten, acetylierten Zuckerderivaten durch andere
alternative  Phosphorylierungsmethoden  ersetzt worden. So  eignet sich
beispielsweise die MacDonald-Phosphorylierung  von tetraacetyliertem  N-
Acetylglucosamin ebenfalls nicht flr die stereospezifische Synthese des
entsprechenden o-Glycosylphosphates [69] oder die Methode fihrt zu einem
Produkt, das unter den sauren Reaktionsbedingungen nicht hydrolysestabil ist, wie
im Falle von 2-Desoxygalactose-1-phosphat [100].

In Tabelle 3.1 sind die Reaktionsbedingungen der hier durchgefiinrten Umsetzungen
von 2 mit trockener kristalliner Phosphorsdure und deren Ergebnisse

zusammengefaBt.
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Tabelle 3.1: Reaktionsbedingungen der MacDonald-Phosphorylierung nach Abb. 3.2

Stoffmengenverhalinis  Temperatur Ausbeute Produktverhéltnis

(HsPOa(s) : 2) (o/B)
3:1 50°C 5 % 2:5
4:1 70-80°C 17 % 1:1
4:1 100°C 10 % 1:3

Das o/B-Anomerenverhilinis wurde mittels NMR-Spekiroskopie ermittelt (siehe
Kap.4). Allerdings hangt dieses Ergebnis nicht maBgeblich von den
Reaktionsbedingungen wie Reaktionstemperatur oder dem Eduktstoffmengen-
verhéltnis ab, sondern vielmehr von duBeren Bedingungen, die das Kristallisations-
verhalten des Produkigemisches im Verlauf der Kristallisation beeinflussen kénnen.
Zudem wurden Nebenprodukte der Synthese beobachtet, die jedoch nicht durch eine
Hydrolyseempfindlichkeit von 2-Desoxy-2-fluor-glucose-1-phosphat zu erkléaren sind,
da ein elekironegativer Substituent in 2-Position eine Hydrolyse, die Uber ein
Oxoniumkation verlauft, erschwert.

Somit eignet sich die Phosphorylierung von FDG nach der MacDonald-Methode nicht
als Teilschritt in einer stereoselektiven mehrstufigen Synthese des a-glycosidisch
aktivierten Nucleotidzuckers UDP-FGic.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher nach einem alternativen stereospezifischen
Phosphorylierungsschritt unter milden, basischen Reaktionsbedingungen gesucht.

Eine erfolgreiche Phosphorylierung mit hinreichender Stereoselektivitat wurde Gber
eine regioselektive Deacetylierung am anomeren Kohlenstoff von 1,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-2-desoxy-2-fluor-B-D-glucose (2) mit Hilfe von Hydrazinacetat realisiert (siehe
Abb. 3.1). Diese Methode der selektiven Entschiitzung verlauft nahezu quantitativ
unter milden Reaktionsbedingungen (Raumtemperatur) [101]. Die anschlieBende
Phosphorylierung mit Hilfe von Tetrabenzyldiphosphorséureester (Tetrabenzyl-
pyrophosphat, TBPP) unter basischen Reaktionsbedingungen verlauft in hohem
MaBe stereoselektiv unter bevorzugter Bildung des o-lsomers und stellt den
Schltisselschritt in der insgesamt 7 Reaktionsschritte umfassenden makroskopischen

Synthese von Uridin-S‘-diphosphat-2-desoxy-2-ﬂuor-oc-D-gIucose (UDP-FGic) dar
(siehe Abb. 3.1).

Die Stereoselektivitit dieser Phosphorylierung wurde eindrucksvoll durch 'H-NMR-
Spektroskopie gezeigt (a/B=3:1). Dabei ist zu beachten, daB das Produkt der
Phosphorylierungsreaktion eine Sesselkonformation einnimmt, die mit dem ,Verlust®

30



Ergebnisse und Diskussion

der beobachteten 3J(H-1, F)-Kopplung im Spektrum verbunden ist, welche mit einem
Diederwinkel von nahezu 90° zwischen dem anomeren Proton und dem Fluoratom in
2-Position des Rings erklart werden kann (siehe Abb. 3.3) [nach 102].

OAc 3J (H4,F) <0,5 Hz

o ~90°
AcO 2q e i W
C
AcO H1 R F
F g OPO(OBn)
1]
% P-OBn
3J (Hy,Ho) = 8,6 Hz OBn
3J (Hy,P) =6,7 Hz

Abbildung 3.3:  Struktur von 3,4,6-O-Triacetyl-2-desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1-dibenzyl-
phosphat (4) mit 'H-NMR-Kopplungskonstanten und einer Projektion entlang der Co-Cs-
Bindungsachse (rechts)

Dieses Ergebnis wurde durch 'P-entkoppelte 'H-NMR-Spekiren und spezielle NMR-
Einstrahlexperimente bestatigt. Das Anomerenverhéltnis im Produktgemisch konnte
zu o/p = 3:1 bestimmt werden und die in Abb. 3.3 angegeben Kopplungskonstanten
des anomeren Protons konnten eindeutig dem o-Isomer zugeordnet werden.

Die anschlieBende Entschiitzung des Phosphorylierungsproduktes (4) verlauft in
zwei Schritten quantitativ (siehe Abb. 3.1). An die katalytische Hydrogenolyse mittels
Ammoniumformiat als Wasserstoffdonor [nach 103] schlieBt sich die basische
Verseifung der Acetylschutzgruppen an.

Die Gesamtausbeute der Synthese von UDP-FGlc betrdgt 10% und wird im
wesentlichen vom letzten Reaktionsschritt bestimmt, der die Kopplungsreaktion des
freien Zuckerphosphates (6) mit UMP-morpholidat unter wasserfreien Bedingungen
nach Moffatt und Khorana darstellt (sieche Abb. 3.1) [79].
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3.2 Multienzymatische makroskopische Synthese von Uridin-5°-
diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-D-glucose (UDP-FGic)

Die Voraussetzung flr den Einsatz eines Multienzymsystems fiir die Synthese von
UDP-FGlc ist die Verflgbarkeit der einzelnen Enzymkomponenten. Das hier
verwendete Multienzymsystem wurde in Anlehnung an die bekannte enzymatische
Synthese von UDP-Glc ausgewéhlt [71, 104]. Die bendtigten Enzyme sind kauflich
zu erwerben und teilweise ist ihre Anwendbarkeit auf die in 2-Position fluorierte
Desoxyglucose in der Literatur beschrieben [105, 106]. Die folgende Abbildung (Abb.
3.4) zeigt die enzymatische Reaktionskette fiir die Synthese von UDP-FGlc unter
Beteiligung der vier Enzyme Hexokinase (HK), Phosphoglucomutase (PGM),
Uridindiphosphatglucose Pyrophosphorylase (UDP-Glc PP) und anorganischer
Pyrophosphatase (iPP). Die Anwendung von UDP-Glc PP auf das nicht-natiirliche
Substrat 2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1-phosphat  (FGlc-1-P) ist bisher nicht
beschrieben und wurde im Rahmen dieser Arbeit explizit untersucht.

OH ATP ADP 1 OPOZ? 2 OH
HO Q Mg2* 0 PGM o
HO HO HO
F Hexokinase HO HO
F Mg?*, Gle-1,6-P, F

OH
1 z OH [ OPOSZ-
UTP
PPase Ma2*
2P, <«———1 PP 9
Mg? ! UDP-Glc PP
3

OH

0]

0}

”"m ”NH
0} o}
F I Il O)\N
O=P—0—p—0
o o 0

UDP-FGlc

OH OH

Abbildung 3.4:  Reaktionsschema der multienzymatischen Synthese von UDP-FGlc

32



Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden die in Abbildung 3.4 gekennzeichneten Reaktionschritte 1-3
diskutiert.

3.2.1 Enzymatische Phosphorylierung mittels Hexokinase

Die Ausgangsverbindung der Synthese ist 2-Desoxy-2-fluor-D-glucopyranose (FDG),
die in Reaktionsschritt 1 mittels Hexokinase in 6-Position phosphoryliert wird (vgl.
Abb. 3.4). Die Substratspezifitdt der Hexokinase ist sehr gut untersucht [84, 107].
Zudem ist bekannt, daB FDG ein gutes Substrat fiir die Hexokinase-katalysierte
Phosphorylierung darstellt (Kn(FDG)=0,19 mM, Vmaxre.=0,5; Km(Glc)=0,17 mM) [105].
Es ist mdglich, als Phosphatdonor das natlirliche Substrat ATP oder das nicht-
natiiriche Substrat UTP einzusetzen. Im Hinblick auf eine Reaktionsfiihrung als
Eintopfsynthese war der Einsatz von UTP interessant, da UTP ebenfalls fiir die UDP-
Glc Pyrophosphorylase in Reaktionsschritt 3 als Substrat dient (siehe Abb. 3.4).
Jedoch war unter den angegebenen Reaktionsbedingungen keine Eintopfsynthese
von UDP-FGic méglich. In Gegenwart aller Enzyme und aller notwendigen
Cofaktoren erfolgte ausschlieBlich die hexokinase-katalysierte Umsetzung von FDG
zu FDG-6-phosphat.

Dies ist wahrscheinlich auf inhibitorische Effekte zuriickzufihren, da ATP, UTP, ADP
und UDP, die als Substrate oder Produkte in der Reaktionskette auftreten, Inhibitoren
der Phosphoglucomutase (PGM) sind. Zudem sind Sulfat-lonen' und entstehendes
Pyrophosphat sowie wahrscheinlich UDP-FGic Inhibitoren der UDP-Glc PP [104,
108].

Aus diesem Grund wurde fiir die Synthese von UDP-FGlc als Ausgangsverbindung
2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-6-phosphat  (7) gewdhlt, welches in einem
vorgeschalteten Reaktionsschritt durch enzymatische Phosphorylierung mit in-situ
Regenerierung von ATP synthetisiert wurde (siehe Abb. 3.4). AnschlieBend wurden
die folgenden Schritte als Eintopfsynthese durchgefiihrt. Eine vollstdndige Isolierung
der Ausgangssubstanz (7) war nicht notwendig. Vielmehr war eine Denaturierung der
Enzyme und anschlieBendes Zentrifugieren vor Zugabe weiterer Reaktionspartner

und Enzyme vollkommen ausreichend.

Mit dem Ziel, die Konzentration des Nucleosidtriphosphats, welches den
Phosphatdonor in der Hexokinasereaktion darstellt, zu limitieren, wurde ein
enzymatisches in-situ Regenerierungsverfahren angewendet. ATP wurde in
Reaktionsschritt 1 (siche Abb. 3.4) nur in katalytischen Mengen eingesetzt und

! Phosphoglucomutase (PGM) ist kommerziell in einer Ammoniumsulfatsuspension erhaltlich (Sigma-Aldrich).
Eine Erhdhung der PGM-Konzentration und somit der Sulfat-Konzentration fiihrt zu einer Inhibierung der UDP-Clc
PP [108].
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verbrauchtes ATP wurde mittels Pyruvatkinase (PK) und Phosphoenolpyruvat (PEP)
in-situ wieder zurtickgewonnen. Daher ist fir eine quantitative Phosphorylierung von
FDG eine &aquimolare Menge PEP notwendig. Die Anwendung der in-situ
Regenerierung von ATP in Reaktionsschritt 1 vermindert die effektiven
Konzentrationen von ATP und ADP vor Zugabe des Enzyms UDPGlc PP und wirkt
somit einer Inhibierung entgegen.

3.2.2 Isomerisierung mittels Phosphoglucomutase

Die anschlieBende Isomerisierung von 2-Desoxy-2-fluor-g-D-glucose-6-phosphat
(FGIc-6-P, 7) zu 2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1-phosphat (FGlc-1-P, 6) wird mittels
Phosphoglucomutase (PGM) katalysiert (Reaktionsschritt 2 in Abb 3.4), wobei das
Gleichgewicht der Reaktion stark auf Seiten von 6 liegt. Erst in neuerer Zeit sind
ausfiihrliche Untersuchungen (ber den Mechanismus der Phosphoglucomutase-
katalysierten Isomerisierung durchgefiihrt worden [106]. Diese Studien zeigen den
EinfluB wichtiger Strukiurmerkmale der Substrate von PGM. Als signifikantes
Strukturmerkmal hat sich die Hydroxy-Gruppe in 3-Position des Zuckers erwiesen, da
der Einsatz eines entsprechenden 3-Desoxyzuckers mit einem nahezu 100fachen
Verlust der Bindungsaffinitdt zum Enzym verbunden war [106]. Somit erscheint z.B.
fur die Synthese einer Nucleotid-aktivierten 3-Desoxy-3-fluorglucose die Anwendung
eines Multienzymsystems unter Beteiligung von PGM sehr unglinstig. Dagegen fiihrt
eine strukiurelle Manipulation in 2-Position des Zuckers zu keiner wesentlichen
Anderung der Bindungsaffinitat [106].

Als Cofaktor benétigt das Enzym katalytische Mengen von Glucose-1,6-diphophat
(Glc-1,6-P2). Dessen Aufgabe ist es, bestimmte Zentren des Enzyms wahrend der
Reaktion zu phosphorylieren und das isomerisierte Produkt aus dem Enzym-
Substrat-Komplex zu verdrangen. Hohere Konzentrationen von Gic-1,6-Ps (> 5 uM)

wirken inhibitorisch, daher wurden im Rahmen dieser Arbeit nur Konzentrationen
< 5 pM eingesetzt.

3.2.3 Das UDP-Glc Pyrophosphorylase System

Die zentrale Reaktion der multienzymatischen Synthese von UDP-FGlc stellt die
Kopplungsreaktion von UTP und FGlc-1-P (6) dar, die durch UDP-Glc PP katalysiert
wird (Reaktionsschritt 3 in Abb. 3.4). Das Enzym Ubertragt aus UTP eine UMP-
Einheit auf 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1-phosphat (Z), wobei Pyrophosphat frei
wird. In einer Folgereaktion wird Pyrophosphat durch anorganische Phosphatase
(iPP) hydrolytisch zu Phosphat (P)) gespalten. Somit wird das Gleichgewicht der
PGM-katalysierten Isomerisierung von 6 und 7 auf die Seite von 7 und die
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enzymatische Reaktionskette vollstandig auf die Seite des Endproduktes UDP-FGIc
verschoben [nach 109].

Die durch UDP-Glc PP katalysierte Enzymreaktion benétigt die Anwesenheit von
Magnesiumionen, die von UTP komplexiert werden. Dieser Komplex stellt das
eigentliche Substrat dar, das an das aktive Zentrum der UDP-Glc PP binden kann.
Freies, nicht-komplexiertes UTP ist ein kompetetiver Inhibitor der UDP-Glc PP, so
daB die Enzymaktivitat von der Mg?*-Konzentration und dem Verhaltnis UTP/Mg>*
abhangig ist [110].

Im Hinblick auf die Substratspezifitit von UDP-Glc PP aus einer pflanzlichen Quelle
(Gerste) fiir verschiedene Zucker-1-phosphate wurden beispielsweise Gal-1-P,
GalNH2-1-P, GlcNH2-1-P, GlcNAc-1-P und GalNAc-1-P getestet [110]. Dabei erwies
sich das Enzym aus pflanzlicher Quelle als hoch-spezifisch fiir Glc-1-P, dagegen ist
das Substratspektrum des Enzyms aus tierischen Quellen (Rinderleber, Hefe) breiter
und nicht vollstandig untersucht [110].

Aus diesem Grunde wurde eine Charakierisierung der Kinetik der UDP-Glc
Pyrophosphorylase aus Rinderieber fiir die enzymatische Kopplungsreaktion von 2-
Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1-phosphat (6) und UTP vorgenommen. Dabei standen
insbesondere der EinfluB der Mg?*-Konzentration und der UTP-Konzentration auf die
Enzymaktivitat im Mittelpunkt, da die Optimierung dieser Parameter ebenfalls fiir die
Anwendung einer enzymatischen Nucleotidaktivierung von n.c.a. ['®F]JFDG von
Interesse ist.

3.2.4 EinfluR der Cofaktoren auf die Enzymaktivitédt von UDP-Glc Pyro-
phosphorylase

Zunéchst wurde die Eignung eines IP-HPLC-Assays zur Messung der Kinetik der
UDP-Glc PP erprobt. Mit Hilfe einer Gradientenelution gelang eine vollstandige
Trennung der FDG-phosphate, UDP-FGIc und der Nucleosidphosphate (ATP, UTP,
ADP und UDP) in Anlehnung an die Literatur [111]. Fir die Messung wurde das aus
der chemischen Sythese gewonnene 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1-phosphat (6)
(siehe Absch. 3.1) und UDP-Gic PP aus Rinderleber (Sigma-Aldrich) verwendet. Die
Enzymkonzentration wurde so gewahit, daB die Umsétze unterhalb 5% lagen. Aus
der gebildeten Menge UDP-FGIc 148t sich so die Enzymaktivitat durch Division der
UDP-FGlc-Konzentration mit der Reaktionszeit bestimmen. Abbildung 3.5 zeigt, daB
die mit Hilfe des HPLC-Assays gemessene UDP-FGlc-Konzentration proportional zur
eingesetzten Enzymkonzentration ist.

Die lineare Regression der sich ergebenden Geraden ergibt durch Division der
Steigung der Geraden durch die Reaktionszeit die auf das Volumen bezogene
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spezifische Enzymaktivitat Ay, die in [U/ml] angegeben wird. Per Definition gilt fir den
Umsatz einer enzymatisch-katalysierten Reaktion:

1 U (1unit)=1pmol/min

Die lineare Abhéangigkeit der HPLchromatographisch ermittelten UDP-FGlc-
Konzentration von der Enzymkonzentration zeigt die Zuverlassigkeit des Assays. Die
Reaktion wurde jeweils durch Hitzedenaturierung der einzeinen Proben
abgebrochen. Ein nicht-linearer Verlauf wére beispielsweise ein Hinweis auf eine
vermehrte Produktbildung oder -zersetzung wahrend der Denaturierung des Enzyms
in der Hitze. Dies konnte ausgeschlossen werden und somit mit Hilfe des HPLC-
Assays der EinfluB der Mg®*-Cofaktorkonzentration bzw. des Verhiltnisses
Mg?*/UTP auf die Enzymaktivitat von UDP-Glc PP in Anwesenheit von 2-Desoxy-2-
fluor-a-D-glucose-1-phosphat (6, FDG-1-P) bestimmt werden.

0,06 T T

0,05
0,04 4
0,03 1
0,02 -

A =
001 - y =94 U/ml

Produkikonzentration (UDP-FGIc) [mM]

0,00

i i I ! I i | ! i ' I ! | !
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Enzymkonzentration [pl/mi]

Abbildung 3.5: Lineare Abhéngigkeit der mittels HPLC bestimmten UDP-FGilc-
Konzentration von der UDP-Gic PP-Enzymkonzentration in Lésung (R = 0,99886; 1 mM FGlc-1-P,

imM UTP, 5mM MgClz, 50 mM Tris-Puffer, pH = 8, T = 25°C, t = 40 min., die Reaktion wurde jeweils durch
Erhitzen auf 100°C (5min.) gestoppt )

Es wurde flir zwei verschiedene Mg?*-Konzentrationen jeweils die Konzentration von

UTP variiert und mittels HPLC die Enzymaktivitdt bestimmt. Dabei wurde die
eingesetzte FDG-1-P-Konzentration konstant gehalten (c(FDG-1-P) = ¢(UTP) ). In
Abbildung 3.6 sind die Ergebnisse der ermittelten Enzymaktivitaten
von der UTP-Konzentration und der Cofaktorkonzentration dargestellt
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Aus Abbildung 3.6 wird deutlich, daB freies, nicht durch Mg®* komplexiertes UTP
eindeutig zu einer SubstratiiberschuBinhibierung des Enzyms fiihrt. Bei einer Mg?*-
Konzentration von 10mM steigt die Enzymakitivitdt zundchst steil an, bis sie ein
Maximum erreicht, um daraufhin wieder zu sinken. Das Maximum der Enzymaktivitét
ist bei einem Mg?/UTP-Verhaltnis von ca. 2 bis 7 erreicht (siehe Abb. 3.6b). Im
Vergleich mit Abbildung 3.6a erkennt man, daB dieser Kurvenverlauf stark von der
Mg?*-Konzentration abhéngig ist. Fiir eine Magnesiumkonzentration von 2 mM ist
das Maximum der Enzymaktivitét weniger breit ausgepragt und entspricht einem
Mg®*/UTP-Verhltnis von ca. 2,5 bis 4 (siche Abb. 3.6a).

Die héchste Enzymaktivitét fir UDP-Glc PP beobachtet man bei Verwendung einer
Mg?*-Konzentration von 10 mM und einer UTP-Konzentration zwischen 1,4 mM und
3,5mM. Vergleicht man die Lage der Maxima, so erscheint fiir hohere
Magnesiumkonzentrationen das Maximum der Enzymaktivitat zu héheren UTP-
Konzentrationen verschoben. Des weiteren erkennt man Uber den gesamten UTP-
Konzentrationsbereich fiir c(Mg®) = 2 mM kleinere Enzymaktivititen von UDP-Glc
PP als fiir c(Mg?*) = 10 mM.

16 T T T T T T T T ’ 1

14+ -

¢ (Mg®) =2 mM

A, [U/mi]

0 7 T T T T T T T — )
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

¢ (UTP) [mM]
Abbildung 3.6a: Abhangigkeit der UDP-Glc PP-Enzymaktivitat von der UTP-Konzentration

fiir c(Mg?) = 2 mM
Reaktionsbedingungen: 1 mM FGlc-1-P; 50 mM Tris-Puffer; pH = 8; T=25°C
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Abbildung 3.6b: Abhéangigkeit der UDP-Glc PP-Enzymaktivitit von der UTP-
Konzentration fiir ¢(Mg?) = 10 mM
Reaktionsbedingungen: 1 mM FGlc-1-P; 50 mM Tris-Puffer: pH = 8; T=25°C

Dies zeigt, daB je hoher das Verhiltnis von Mg?*-komplexiertem UTP zu freiem UTP
in L8sung ist, desto weniger Inhibierung des Enzyms UDP-Glc PP ist zu beobachten.
Es liegt die Vermutung nahe, daB ahnlich wie im Falle der UDP-Gic PP aus Gerste
[110] freies UTP mit dem eigentlichen Substrat des Enzyms (Mg2+-UTP-KompIex) um
die gleiche Bindungsstelle am Enzym in Konkurrenz tritt. Die experimentellen Daten
lifern weiterhin die wichtige Erkenntnis, daB ein solcher Inhibierungseffekt bereits
bei einem &quimolaren Stoffmengenverhaltnis von Mg?* und UTP auftritt.

Wie gezeigt, kann dieser Inhibierungseffekt aufgrund von freiem UTP jedoch durch
die Wahl eines ausreichend hohen Mg®/UTP-Verhaltnisses von 2 bis 7 (fr
c(Mg®) = 10 mM, siehe Abb. 3.6b) vermieden werden. Insbesondere fiir die
Anwendung der UDP-Glc Pyrophosphorylase in  einer enzymatischen
Kopplungsreaktion von UTP mit n.c.a. 2—Desoxy-2-[18F]ﬂuor-oc-D-g|ucose-1-phosphat,
das ohnehin in einem submikromolaren Stoffmengenbereich vorliegt, spielt die
Optimierung der Enzymaktivitat eine wichtige Rolle. Es liegt nahe, daB die radio-

chemische Ausbeute einer solchen enzymatischen Umsetzung im wesentlichen eine
Funktion der Enzymaktivitat A, sein sollte.
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Mit dem Ziel einen Vergleich der ermittelten Enzymaktivititen bezuglich der
Umsetzung mit 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1-phosphat (FGlc-1-P) zu ziehen,
wurde der HPLC-Assay auch fiir die Standardsubstanz o-D-Glucose-1-
phosphatdurchgefiihrt. Es wurden die gleichen Enzymkonzentrationen und
Substratkonzentrationen verwendet, und der Umsatz wurde durch Variation der
Reaktionszeit auf unter 10% beschrénkt. Die Enzymaktivitét in jeder Probe wurde auf
das Probenvolumen bezogen und HPLchromatographisch durch Bestimmung der
UDP-Glc-Konzentration bestimmt. Ein Vergleich der ermittelten Enzymaktivititen mit
denen im Falle einer Umsetzung von FGlc-1-P kann dann unter Berlicksichtigung der
unterschiedlichen Reaktionszeiten pro Probe erfolgen. In Abbildung 3.7 erkennt man,
daB 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1-phosphat ein deutlich schlechteres Substrat fr
die UDP-Glc PP als a-D-Glucose-1-phosphat darstellt.

1,4x10°
1,2x10° -
1,0x10° -
8,0x10™ -

6,0x10™ -

A, (FGlc-1-P) [U/ml]

4,0x10™

2,0x10*

0.0 T T T T | ' T T T T T T 7 T T
00 50x10° 1,0x10% 1,5x10% 2,0x10? 2,5x107 3,0x10% 3,5x107 4,0x10” 4,5x107

A, (Glc-1-P) [U/ml]
Abbildung 3.7:  Vergleich der Enzymaktivitaten fir FGlc-1-P mit dem Standard Glc-1-P;
aus linearer Regression ergibt sich: A,(FGlc-1-P) = 0,0318 A,(Glc-1-P); R=0,9985
Reaktionsbedingungen: siehe Abb. 3.5

Zusammenfassend |&Bt sich feststellen, daB im Rahmen dieser Arbeit sichergestellt
wurde, daB 2-Desoxy-2-f|uor-oc—D-qucose—1-phosphat ein Substrat der UDP-Glc
Pyrophosphorylase ist. Allerdings ist die Enzymaktivitat fur 2-Desoxy-2-fluor-o-D-
glucose-1-phosphat im Vergleich zu a-D-Glucose-1-phosphat als Standardsubstrat
unter den Bedingungen des HPLC-Assays um den Faktor 30 erniedrigt.
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3.2.5 Isolierung und Reinigung von UDP-FGlc

Die Aufarbeitung und Isolierung von UDP-FGlc ist aufwendig, da nach der
multienzymatischen Synthese ein komplexes Reaktionsgemisch vorliegt, das neben
dem Produkt UDP-FGlc die Mono-, Di- und Triphosphate der Nucleoside Adenosin
und Uridin, die Zuckerphosphate (FDG-phosphate), die Komponenten des in-situ
Regenerierungssystems (Pyruvat als Produkt) und die bendtigten Cofaktoren (z.B.
Glc-1,6-Py) in einer proteinhaltigen Pufferidsung beinhaltet (vgl. Abb. 3.4). Im Folgen-
den sollen einige Besonderheiten und Vereinfachungen im Hinblick auf eine
effiziente Aufarbeitung und Isolierung von UDP-FGIc aus dem komplexen
Reaktionsgemisch diskutiert und erldutert werden.

Das Verfahren zur Isolierung von UDP-FGic beinhaltet eine enzymatische
Aufbereitung des Reaktionsgemisches mittels einer Phosphatase aus Kélberdarm,
die Abtrennung der Enzymfraktion, eine Gradienten-Anionenaustauscher-
chromatographie und eine Gelpermeationschromatographie mit anschlieBender
Lyophilisation zur Reinigung des Produktes. Diese Strategie fiir die Isolierung und

Reinigung von UDP-FGlc im mg-MaBstab ist in Tabelle 3.2 zusammengefaBt
dargestellt.

Tabelle 3.2 : Strategie fur die effiziente Isolierung von UDP-FGlc

Methode Hilfsmittel Abtrennung von ...
1 Hydrolyse der Nucleotide alkalische Phosphatase  UTP, UDP, UMP
2 Ultrafiltration Membran (Amicon) Enzyme
3 Anionenaustauscherchromatographie DEAE-Sephadex  Uridin, Salze, Zucker
4 Gelpermeationschromatographie Biogel-P2 (Bio-Rad) NH4HCO;3
5 Lyophilisation Hochvakuum Wasser

Vor allem die Anwendung von alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm (CIAP, EC
3.1.3.1) stellte eine elegante Vereinfachung des Trennproblems dar. Dieses Enzym
katalysiert, im Gegensatz zu anderen Phosphatasen, selektiv die Hydrolyse von
terminalen Phosphorséureestern, so daB UTP, UDP und UMP zu Uridin
dephosphoryliert werden. Die Methode der enzymatischen Hydrolyse mittels CIAP
wird ebenfalls zur Vermeidung von Inhibierungseffekten, die auf hohen

Konzentrationen von Nucleotiden beruhen, im Rahmen von Sialyltransferase-
Reaktionen verwendet [112)].
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UDP-FGlc ist kein Substrat der alkalischen Phosphatase (CIAP), so daB sich aus
einem nicht trivialen Trennproblem aufgrund &hnlicher TeilchengréBe und Ladung
von UDP-FGlc und den anderen Nucleotiden eine wesentlich einfachere
anionenchromatographische Trennung von UDP-FGlc und Uridin bzw. Adenosin
ergibt. Die Stabilitdt von UDP-FGlc in Gegenwart von CIAP konnte mit Hilfe der
HPLC nachgewiesen werden. Dabei ergeben sich deutlich vereinfachte
Chromatogramme, so daB der Einsatz von CIAP auch fiir die analytische Kontrolle
der enzymatischen Eintopfsynthese von Bedeutung ist. Die selektive Hydrolyse der
Nucleotide erfolgte unter den Reaktionsbedingungen der multienzymatischen
Synthese von UDP-FGic und war in wenigen Stunden quantitativ. Die Enzyme
wurden anschlieBend mit Hilfe von Amicon-Membranen mittels Ultrafiltration
abgetrennt.

Fir die Anionenaustauscherchromatographie von Nucleosidzuckern eignen sich
prinzipiell Dowex-Harze, die mit Trimethylammonium-Gruppen funktionalisiert sind.
Allerdings fungieren diese als stark basische Anionenaustauscher, so daB die
Elutionen mit Lithiumchloridldsungen erfolgen und die Produkifraktion anschlieBend
noch entsalzt werden muB. Das hier angewendete Verfahren der
Anionenaustauscherchromatographie macht Gebrauch von einem schwach
basischen Anionenaustauscher (DEAE-Sephadex), der mit Diethylaminoethyl-
Gruppen funktionalisiert ist. Dies bietet prinzipiell den Vortelil, mit einem Puffer
eluieren zu koénnen, der im Vakuum vollstandig flichtig ist, wie z.B.
Ammoniumformiat oder Ammoniumhydrogencarbonat. Die Optimierung der
Gradienten- Anionenaustauscherchromatographie an DEAE-Sephadex erfoigte mit
den Substanzen Uridindiphosphatglucose (UDP-Gc) und Glucose-6-phosphat. Die
besten Ergebnisse wurden mit NH,HCOs-Lésung als Eluens und einem
Konzentrationsgradienten von 30 mM bis 200 mM erzielt (siehe Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8: Optimierte anionenchromatographische Trennung von UDP-Glucose und
Glucose-6-phosphat an DEAE-Sephadex unter Verwendung eines NHHCO;-Gradienten
(30 mM — 200 mM)

Die Intensitdten der UV-Absorptionen der Fraktionen in Abbildung 3.8 wurden den
Intensitdten aus dem HPL-Chromatogramm nach der Endpunktbestimmung der
Synthese zugeordnet. Dabei wurde der Produkt-Fraktion mit maximaler Absorption
bei A=262nm die Intensitdt 1 zugeordnet. Die optimierten Chomatographie-

bedingungen wurden fiir die Abtrennung von UDP-FGlc iibernommen (siehe Abb.
3.9).
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Abbildung 3.9: Anionenchromatographische Trennung von UDP-FGlc an DEAE-Sephadex
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Man erkennt in Abbildung 3.9, daB zunichst die Hydrolyseprodukte (Uridin,
Adenosin) der enzymatischen Aufarbeitung eluieren, gefolgt von einer
Zuckerphosphat-Fraktion und dem Produki UDP-FGic, das bei einer NH4HCO;-
Konzentration von ca. 60 mM eluiert. Das Auftreten der Zuckerphosphat-Fraktion
(FDG-phosphat) in Abbildung 3.9 ist prinzipiell nach der Phosphatase-katalysierten
Hydrolyse nicht zu erwarten, es I&Bt sich jedoch vermuten, daB 2-Desoxy-2-fluor-a-
D-glucose-6-phosphat nur ein schlechtes Substrat der verwendeten Phosphatase
darstelit. Allerdings kdnnte auch wéahrend der Probenvorbereitung eine partielle
Hydrolyse von UDP-FGIc erfolgt sein. Die Substratstabilitét von 2-Desoxy-2-fluor-o-
D-glucose-6-phosphat gegeniiber CIAP wurde nicht untersucht. Die UDP-FGlc-
Fraktion der Anionenaustauscherchromatographie kann durch mehrmalige
Lyophilisation vom fliichtigen Salz (NHsHCO3) befreit werden.

Fir eine effiziente Reinigung von UDP-FGIc im mg-Bereich wurde die
Gelpermeationschromatographie an Biogel-P2 eingesetzt (Trennbereich bis zu 1000
Da). Die Isolierung und Reinigung von UDP-FGic mit Hilfe dieser fiinf Schritte (vgl.
Tab. 3.2) lieferte UDP-FGIc in 90%iger Reinheit (HPLC) und einer chemischen
Ausbeute von ca. 35 % beziiglich eingesetzter 2-Desoxy-2-fluor-glucose (siehe Abb.
3.4).

3.3 Getrigerte multienzymatische Radiosynthese von Uridin-5°-
diphosphat-2-desoxy-2-["*Flfluor-a-D-glucose (UDP-['®F]FGic)

In Kapitel 3.2 wurde das Multienzymsystem fir die Synthese von UDP-FGlc
ausgetestet. Es stellt sich aus radiochemischer Sicht die Frage, ob tragerarme
Substratkonzentrationen von FDG mit Hilfe dieses Enzymsystems unter geeigneten
Reaktionsbedingungen umgesetzt werden konnen und zu einer hinreichenden
radiochemischen Ausbeute fihren. Unter besonderer Beriicksichtigung des
Einflusses der Tragerkonzentration und der Enzymaktivitat wird im Folgenden die
Méglichkeit einer multienzymatischen n.c.a. Radiosynthese von UDP-["®FIFGlc

untersucht.
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3.3.1 Enzymatische n.c.a. Phosphorylierung von 2-Desoxy-2-[18F]fIuor-oc-D-
glucose (['°F]FDG)

3.3.1.1 ATP als Phosphatdonor

Die Hexokinase-katalysierte Phosphorylierung wurde in der kalten Synthese mit ATP
und FDG in aquimoleren Mengen durchgefiihrt bzw. mittels in-situ-Regenerierung
von ATP (vgl. Absch. 3.2.1).

Fiir die Radiosynthese von 2-Desoxy-2-["®Flfluor-a-D-glucose-6-phosphat (['°FIFDG-
6-P, 9) nach Abbildung 3.10 wurde der EinfluB der ATP-Konzentration untersucht
sowie die Eignung von UTP als Phosphatdonor getestet.

OH ATP  ADP H OPOs
0 2+ Q
o~ Mo HO
18 Hexokinase HO 18
OH OH

8

Abbildung 3.10: Schema der enzymatischen Phosphorylierung von ['°F]FDG (8) mittels
ATP in Gegenwart von Hexokinase

[ie]

Die Konzeniration von ATP wurde mit dem Ziel variiert, die minimal notwendige ATP-
Konzentration zu bestimmen, die fir eine maximale radiochemische Ausbeute
notwendig ist. Die Anwendung des ATP-Regenerierungsverfahren mittels PEP und
PK (vgl. Absch. 3.2.1) ist zwar mdglich, aber nicht sinnvoll, da ATP im Verhéltnis zu
den submikromolaren Mengen des Substrates ["*FIFDG ohnehin in einem groBen
UberschuB vorliegt.

Durch Eriedrigung der ATP-Konzentration in einen Bereich zwischen 0,5 bis 5 mM
(ATP/Mg = 1:1) erhélt man eine radiochemische Ausbeute von nahezu 100 % nach
bereits weniger als einer Minute Reaktionszeit unter den angegebenen
Reaktionsbedingungen. Dieses Ergebnis ist in Abbildung 3.11 dargestelit.
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Abbildung 3.11: EinfluB der ATP-Konzentration auf die radiochemische Ausbeute der

enzymatischen Phosphorylierung von ["®*F]FDG zu ["*F]FDG-6-phosphat
Reaktionsbedingungen: 50mM Tris Puffer, pH = 7.12, T = 87 °C, ATP:Mg = 1:1, 10 units Hexokinase

Desweiteren ergeben hohere Konzentrationen von ATP nur sehr geringe
radiochemische Ausbeuten fiir ['®F]JFDG-6-phosphat von ungeféhr 15 %. Dieser
Effekt ist auf eine SubstratiberschuBinhibierung zuriickzufiihren [113]. Das
eigentliche Substrat der Hexokinase-katalysierten Phosphorylierung ist der
Magnesium-ATP-Komplex, der im ersten Schritt des Phosphorylierungsmechanismus
an das Enzym gebunden wird. Der Cofaktor Mg?* ist essentiell fir die Reaktion und
maskiert die negative Ladung des Nucleosids und aktiviert somit das Phosphoratom
der terminalen Phosphatgruppe von ATP flr einen nukleophilen Angriff der primaren
Hydroxy-Funktion in 6-Position des Zuckers. Im Falle einer hohen ATP-Konzentration
fungiert der Mg-ATP-Komplex als kompetetiver Inhibitor und die aktiven Zentren der
Hexokinase werden vollstandig besetzt [114], so daB n.c.a. [°*FIFDG nur mit einer
geringen Wahrscheinlichkeit umgesetzt wird. Dieser Effekt ist durch Erhéhung der

Enzymkonzentration umkehrbar, wie Abbildung 3.12 zeigt.
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Abbildung 3.12: Radiochemische Ausbeute fiir die enzymatische Phosphorylierung von
['®F]FDG in Abhéngigkeit von der Enzymkonzentration
Reaktionsbedingungen: 50mM Tris-Puffer; pH 7,12; ¢(ATP)=17 mM; ATP/Mg?* 1:1; Vges=230 pi; t=25 min

Fir eine ATP-Konzentration von 15mM erhélt man erst nach Erhéhung der
Hexokinasekonzentration auf das 6-fache im Vergleich zu einer optimierten
Phosphorylierung (siehe Abb. 3.11) die zu erwartende radiochemische Ausbeute von
nahezu 100 %. Der EinfluB von geringen Trégerkonzentrationen an FDG kann in
Abbildung 3.12 vernachlassigt werden. Hohe Tragerkonzentrationen von FDG im

millimolaren Bereich lassen den Inhibierungseffekt (kompetetive Inhibierung)
definitionsgem&B nicht erkennen.

3.3.1.2 UTP als Phosphatdonor

Uridintriphosphat (UTP) wurde ebenfalls als Phosphatdonor in der Hexokinase-
katalysierten Phosphorylierung von n.c.a. ["®*FJFDG eingesetzt. In diesem Fall
beobachtet man allerdings unter den angegebenen Reaktionsbedingungen einen

sehr deutlichen Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit der Phosphorylierung bei
Erhdhung der UTP-Konzentration (siehe Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: EinfluB der UTP-Konzentration auf die radiochemische Ausbeute der

enzymatischen Phosphorylierung von ['®FIFDG
Reaktionsbedingungen: 50mM Tris Puffer; pH 7,12; UTP:Mg=1:1; 10 units Hexokinase; 37°C

Dieser Effekt ist dagegen fir den Fall von ATP als Phosphatdonor im
Konzentrationsbereich von 0,5 mM bis 5 mM nicht zu erkennen (vgl. Abb. 3.11 und
3.13). Die Phosphorylierung mittels ATP ist innerhalb von weniger als einer Minute
quantitativ, wahrend unter Verwendung von UTP-Konzentrationen von 2,5 mM bis
7.5 mM eine nahezu quantitative radiochemische Ausbeute erst nach ca. 15 Minuten
erhalten wird. Eine weitere Erhdhung der UTP-Konzentration mit dem Ziel, die
Reaktionszeit zu minimieren, fihrte auch hier zu einer SubstratiiberschuBinhibierung

fiir o(UTP) > 10 mM (in Abb. 3.13 nicht dargestellt).

3.3.1.3 EinfluB der Trédgerkonzentration

Der EinfluB der Tragerkonzentration von FDG auf die radiochemische Ausbeute
wurde fiir ein Konzentrationsverhélinis c(FDG)/c(UTP) < 1, sowie fiir Uberschiissiges

FDG ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.14 dargestellt.
Die radiochemische Ausbeute zeigt unter der Variation der Tragerkonzentration fur

c(FDG)/c(UTP) <1 nur eine geringe Tragerabhéngigkeit, die im Bereich des
MeBfehlers liegt. Bei Erhdhung der FDG-Konzentration in einen Bereich fur den
c(FDG)/c(UTP) > 1 gilt befindet sich der Phosphatdonor im UnterschuB, so daB
kaltes* FDG nicht quantitativ phosphoryliert werden kann. Bei der in Abbildung 3.14
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Abbildung 3.14: EinfluB der Tragerkonzentration auf die radiochemische Ausbeute von
["®F]FDG-6-phosphat in der enzymatischen Phosphorylierung von ['®F]JFDG
Reaktionsbedingungen: 50 mM Tris Puffer; 3,5 mM UTP; UTP:Mg=1:1; 10 units Hexokinase; pH 7,12; 37°C

dargestellten Abnahme der radiochemischen Ausbeute mit der Konzentration von
FDG handelt es sich somit nicht um einen echten Trigereffekt; d.h. bei mehr als

aquimolarer Konzentration an FDG kann diese aus statistischen Griinden nicht mehr
umgesetzt werden.

Anhand dieser Untersuchungen wurde gezeigt, daB die radiochemische Ausbeute
der enzymatischen Phosphorylierung von n.c.a. ['®F]FDG, die den ersten Teilschritt
der multienzymatischen Reaktionskette (siche Abb. 3.4) darstellt, im wesentlichen
eine  Funktion der Enzymaktivitdit ist und somit die Kinetik der

Phosphorylierungsreaktion insbesondere von der UTP- bzw. ATP-Konzentration
abhéngig ist (siehe Abb. 3.11 und 3.13).
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3.3.1.4 Reaktionsbedingungen der n.c.a. Phosphorylierung im Hinblick auf die
Anwendung des Multienzymsystems fiir die Synthese von UDP-[®FIFGIc

Die Synthesestrategie fiir die multienzymatische Synthese von UDP-["®F]FGlc ist zur
Ubersichtlichkeit in Abbildung 3.15 nochmals im Detail dargestellt (vgl. Abb. 2.1 und
3.4).

ATP ADP
OH (UTP)  (UDP) H OPOSZ OH

0 Mg2+ 0 PGM o
HO™ HO "0
18 Hexokinase HO 18 Mg?*, Gle-1,6-P; 18

OH OH OPOs*

uTp

PPase
2P, -4——nuu PP
M92+

Mg?*
UDP-Clc PP

OH 0

Q
0 0
18 I I 0~ °N
o—-rIJ—o—-T—o
o o 0
UDP-['8FIFGIc

OH OH

Abbildung 3.15: Synthesestrategie fiir die multienzymatische Synthese von UDP-[*®F]FGlc
unter Beteiligung der Enzyme Hexokinase (HK), Phosphoglucomutase (PGM),
Uridindiphosphatglucose ~ Pyrophosphorylase  (UDP-Glc  PP) und  anorganischer
Pyrophosphatase (PPase)

Aus den Ergebnissen der Phosphorylierungsstudien mittels Hexokinase (Absch.
3.3.1) ergaben sich fiir die multienzymatische Radiosynthese von n.c.a. UDP-
[18F]FG|C grundsétzlich zwei Mdglichkeiten der Reaktionsfuhrung:

1. Einsatz von 0,5 mM ATP in der vorgeschalteten Hexokinasereaktion mit einer
radiochemischen Aubeute von nahezu 100 % (siehe Abb. 3.11), Abbruch der
Reaktion nach weniger als einer Minute durch Denaturierung des Enzyms und
anschlieBende  Zugabe weiterer Enzyme und Cofaktoren  unter
Berlicksichtigung der Bedingung c(Mg?")/c(UTP) = 4:1 fir eine optimierte UDP-
Glc PP-Enzymaktivitét (vgl. Abb. 3.6b).
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2. Einsatz von 3,5 mM UTP in der vorgeschalteten Hexokinasereaktion mit einer
radiochemischen Aubeute von nahezu 100 % nach 15 Minuten (siehe Abb.
3.13), Abbruch der Reaktion durch Denaturierung und Zusatz weiterer Enzyme
unter Berlicksichtigung einer Erhdhung der Mg?*-Konzentration auf ca. 10-
12 mM.

Die erste Méglichkeit zeichnet sich besonders durch die kurze Reaktionszeit und die
hohe radiochemische Ausbeute im ersten Teilschritt der Reaktionskette aus. Zudem
besteht durch Verwendung von ATP die Moglichkeit, die erforderliche Konzentration
fir die nachgeschaltete Pyrophosphorylase-katalysierte Kopplungsreaktion im
Bereich <3 mM zu variieren. Somit besteht ebenfalls die Moglichkeit, eine Mg?*-
Konzentration im Bereich < 10 mM einzusetzen. Da Mg?®* in hohen Konzentrationen
als Inhibitor der Phosphoglucomutase (PGM) bekannt ist [116], aber auf der anderen
Seite die Bedingung c(Mg®)/c(UTP)=4:1 (sieche Abb. 3.6b) flir eine gute
Enzymaktivitdt von UDP-Glc PP vorteilhaft ist, gilt es, durch Variation der UTP-
Konzentration bzw. der Magnesiumkonzentration oder der Enzymkonzentration

Reaktionsbedingungen im Hinblick auf eine Optimierung der radiochemischen
Ausbeute an UDP-['®F]FGIc auszuarbeiten.

Die zweite Moglichkeit limitiert die Mgz*-Konzentration auf den Bereich > 3,5 mM.
Eine Mg?*-Konzentration von 10-12 mM wére somit fur UDP-Gic PP optimal. In
diesem Fall miBte man insbesondere durch Erhéhung der Phosphoglucomutase-
Konzentration die Einstellung des Isomerengleichgewichtes zwischen ['®F]FDG-6-
phosphat und ['*F]FDG-1-phosphat beschleunigen (vgl. Abb. 3.15).

Im Folgenden wird das Phosphoglucomutase-System und insbesondere der EinfluB
von Glucose-1,6-diphosphat als Cofaktor der Phosphoglucomutase auf die

Radiosynthese von UDP-["®F]FGic unter n.c.a.-Bedingungen sowie unter getrégerten
Bedingungen diskutiert.

3.3.2 Abhéngigkeit der radiochemischen Ausbeute von n.c.a. UDP[*®F]FGIc
vom Cofaktor des PGM-Systems

Der erste Teilschritt der in Abbildung 3.15 angegeben enzymatischen Reaktionskette
wurde mit UTP als Phosphatdonor durchgefiihrt und die Reaktion nach 15 Minuten
durch Denaturierung des Enzyms in der Hitze abgebrochen (sieche Abb. 3.16).
AnschlieBend solite nach Zugabe von PGM das Isomerisierungsgleichgewicht
zwischen ["®FJFDG-6-phosphat und ['®FIFDG-1-phosphat erfolgen, daB die
Anwesenheit von Glucose-1 ,6-diphosphat (Glc-1,6-Py) als Cofaktor benétigt.
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Unter n.c.a. Bedingungen und Variation der UTP- bzw. der Mg?*-Konzentration und
Zugabe der UDP-Glc PP konnte jedoch keine Folgereaktion zu dem gewiinschten
Produkt UDP-['®F]FGlc beobachtet werden.

Es wurde vielmehr festgestellt, daB unter trAgerarmen Bedingungen die ['®*FIFDG-
phosphate wahrend der Isomerisierung mittels Phosphoglucomutase zu einem uner-
wiinschten Aktivprodukt abreagieren. Die HPLC-Analyse zeigt fir das Aktivprodukt
eine Retentionszeit, die annihernd im Bereich von Glucose-1,6-diphosphat liegt. Die
Reaktionsbedingungen flir diese Umsetzung sind in Abbildung 3.16 angegeben.
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Abbildung 3.16: Radiochemische Ausbeute (RCA) filr die Umsetzung von n.c.a. ["®F]FDG

in einem Multienzymsystem in Abhangigkeit von der Reaktionszeit
Reaktionsbedingungen: 50 mM Tris-Puffer, n.c.a. ['*FIFDG; 5 mM Mg; 3,5 mM UTP, 5u HK; 0,1mM Glc-1,6-Pz;

30 u PGM:; 10 u UDPGIcPP; 10 u iPP; T=25°C; pH=7,7

Die Ursache fiir diese unerwiinschte Reaktion ist wahrscheinlich im
Reaktionsmechanismus ~ der Phosphoglucomutase-katalysierten Isomerisierung
begriindet. Fiir die Reaktion eines Zuckerderivates wie 2-Desoxy-2-fluor-o-D-

glucose-1-phosphat in Anwesenheit des Cofaktors Glucose-1,6-diphosphat gilt nach

[106] folgender Reaktionsmechanismus:
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Abbildung 3.17: Reaktionsmechanismus der Phosphoglucomutase fiir 2-Desoxy-2-fluor-o-
D-glucose-1-phosphat (FGlc-1-P) in Gegenwart von Glucose-1,6-diphosphat (Glc-1,6-P)
[106] (Ep, Eq: (de)phosphorylierte Form des Enzyms, FGlc-6-P: 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-6-phosphat, FGlc-
1,6-P2: 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1,6-diphosphat, Glc-6-P: o-D-Glucose-6-phosphat)

Im ersten Schritt bindet FGlc-6-P an das Phosphoenzym (Ep) und wird in 1-Position
phosphoryliert. Es entsteht ein Komplex aus dephosphoryliertem Enzym und FGlc-
1,6-P2, das durch den Cofaktor Gilc-1,6-P, verdrédngt wird, so daB sich die
Konzentration von freiem FGilc-1,6-Ps in Lésung erhoht. Gle-1,6-P, phosphoryliert
das Enzym und reagiert zu Glc-6-P. Dieser Schritt ist sehr schnell und nicht
geschwindigkeitsbestimmend fiir die Gesamtreaktion [115]. Somit folgt die Reaktion

zundchst den Schritten 8, 6, 10 und 11, die in Abbildung 3.17 gekennzeichnet sind.
Somit resultiert folgende Reaktionsgleichung:

FGlc-6-P + Glc-1,6-Py —0 FGlc-1,6-P, 4+  Glc-6-P

Diese Reaktion wird bis zur Erflllung folgender zwei Bedingungen im Sinne der
Reaktionsgleichung verlaufen:

1. Gilc-1,6-P; ist vollsténdig verbraucht.

Die Konzentration von FGlc-1,6-P2 erreicht einen Wert, bei der sie mit der
Konzentration von Glc-1 ,6-P2 konkurrieren kann.

Ist eine dieser Bedingungen erflillt, stellt sich das Gleichgewicht gemaB der Schritte
8, 6, 4 und 1 ein (sieche Abb. 3.17).

Fir den tragerarmen Fall der Umsetzung mit ["®FIFDG-6-P kann keine dieser Bedin-
gungen erfiillt werden, da Gle-1,6-P, immer im UberschuB zu ['*FIFGilc-1,6-P2
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vorliegen wird. Die Anwesenheit des Cofaktors Gilc-1,6-P, katalysiert somit aus-
schlieBlich den Reaktionskanal liber die Schritte 8, 6, 10 und 11 (siehe Abb. 3.17).
Daher handelt es sich sehr wahrscheinlich bei dem beobachteten Aktivprodukt in
Abbildung 3.16 um ["®F]FGlc-1,6-P.. Die Bildung von [®FJFGlc-1-P ist im
tragerarmen Konzentrationsbereich nicht méglich, da das Isomerengleichgewicht der
in 8- und 1-Position phosphorylierten Zucker (Schritte 3-6) deutlich auf Seiten des 6-
Phosphates liegt [115] und die Produktbildung (Schritt 10) durch die schnelle
Phosphorylierung des Enzyms durch den zugegebenen Cofaktor Glc-1,6-Ps
bestimmt wird (Schritt 11) [106].

Entsprechend kann die Bildung von ["®F]FGic-1,6-P, durch Trigerzusatz jedoch
vollsténdig unterdriickt werden und zeigt dann eine Abhéngigkeit von der
Konzentration des Cofaktors Glc-1,6-P,. In Abbildung 3.18 ist der EinfluB der
Trégerkonzentration von 2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-6-phosphat auf die Bildung
von ['®F]FGlc-1,6-P; dargestellt.
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Abbildung 3.18: EinfluB der Trégerkonzentration von 2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-6-
: 8

phosphat (FGlc-6-phosphat) auf die radiochemische Ausbeute von ["®F]FGlc-1,6-P,

Reaktionsbedingungen: 50 mM Tris-Puffer; n.c.a. ['®F]FGlc-6-phosphat; 5 mM Mg; 3,5 mM UTP; 5 u HK; 0,1 mM

Glc-1,6-P2; 30 u PGM: 10 u UDPGIGPP; 10 u iPP; T=25°C; pH=8

Fur Tragerkonzentrationen von 1 mM ist die Bildung von [18E]FG‘C’1:6‘P2 unter den
angegebenen Reaktionsbedingungen auf unter 10 % zurlickgedrangt. Bei einer
konstanten Trégerkonzentration von 2-Desoxy—2—ﬂuor-oc.-D-glucose-6-phosphat
besteht eine Abhingigkeit der radiochemischen Ausbeute flr ['°F]FGlc-1,6-P2 von
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der Glc-1,6-P>-Konzentration. Im Falle von sehr hohen Konzentrationen von Gic-1,6-
P, im Bereich von 0,2mM tritt das unerwiinschte Aktivprodukt ["®F]FGlc-1,6-P;
merklich auf. Dieses Ergebnis ist in Abbildung 3.19 flir eine Tragerkonzentration von
3,5 mM FGlc-6-phosphat dargestellt.
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Abbildung 3.19: EinfluB der Cofaktorkonzentration von o-D-Glucose-1,6-diphosphat (Glc-

1,6-P2) bei konstanter Konzentration von FGlc-6-phosphat (3,5 mM) auf die radiochemische
Ausbeute von [**FIFGlc-1,6-P,

Reaktionsbedingungen: 50 mM Tris-Puffer; [wF]FGIc-G—phosphat; 5mM Mg; 3,6 mM UTP; 5u HK; 30 u PGM;
10 u UDPGiIc PP; 10 u iPP; T=25 °C; pH=8; Reaktionszeit: 30 min

Im Fall der ,kalten* Synthese von UDP-FGIc (vgl. Absch. 3.2) wurde ein dhnliches

Verhalten nicht gefunden, da hier die Konzentration von Glc-1,6-P, im Bereich von
5 UM gewahit wurde.

Erfolgt die multienzymatische Synthese jedoch unter n.c.a. Bedingungen, so kann
durch Variation der Cofaktorkonzentration die hier diskutierte Nebenreaktion zu
['®FIFGlc-1,6-P2 nicht unterdriickt werden und aus den genannten Griinden keine
Umsetzung von n.c.a. ["®FFGlc-6-phosphat zu UDP-["®F]FGic erfolgen. Daher wurde

die  multienzymatische Synthese von UDP-["F]FGIc notwendigerweise  mit
Trégerzusatz durchgefiihrt.
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3.3.3 Abhingigkeit der radiochemischen Ausbeute von UDP-['®F]FGic von der
Tragerkonzentration

Als Tragersubstanzen fir die multienzymatische Reaktionskette - ausgehend von
['®FIFDG - (siche Abb. 3.15) kommen der isotope Triger 2-Desoxy-2-fluor-o-D-
glucose sowie nicht-isotope Trager in Frage, die Substrate der beteiligten Enzyme
sind. Hier bietet sich 2-Desoxy-o-D-glucose als nicht isotoper Trager an, die
beziiglich Hexokinase [113] und Phosphoglucomutase [106] den gleichen
Reaktionsmechanismus zeigt wie 2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose (vgl. Absch. 3.3.2),
ebenso wie o-D-Glucose, die ein sehr gutes Substrat aller beteiligten Enzyme
darstelit [72].

Die getrigerte Synthese wurde als zweistufige Eintopfsynthese durchgefiihrt (vgl.
Abb. 3.15). 2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose, o-D-Glucose bzw. 2-Desoxy-a-D-glucose
wurden jeweils zusammen mit ['®F]IFDG in einem ersten Schritt durch die
Hexokinase-katalysierte ~ Phosphorylierung  mittels ATP  quantitativ. =~ zum
entsprechenden Zucker-6-phosphat umgesetzt. Die Reaktion wurde mittels HPLC bis
zum vollstandigen Umsatz verfolgt, bevor die Zugabe der weiteren Enzyme und

Cofaktoren erfolgte.
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Abbildung 3.20: Abhéngigkeit der radiochemischen Ausbeute fur UDP-["®F]FGlc von der
Tragerkonzentration des isotopen Tragers 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-6-phosphat (FGlc-

6-P) in der multienzymatischen Synthese
Reaktionsbedingungen: 50 mM Tris-Puifer; ['®FIJFGlc-6-P; 15 mM Mg; ¢ (UTP) = 1,5 ¢ (FGlc-6-P); 5 mM Glc-6-P;

5 M Glc-1,6-P2: 30 u PGM; 10 u UDPGIGPP; 10 u iPP; T=25°C; pH=8, Vges = 400 pl; Reaktionszeit: 120 min

55



Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 3.20 ist die Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute von UDP-
['®F]FGIc von der eingesetzten Konzentration des isotopen Trégers FGilc-6-P in
Gegenwart von 5 mM Glc-6-P nicht-isotopem Tréger nach einer Reaktionszeit von 2
Stunden dargestelit. Mit Hilfe der HPLC-Analyse des Reaktionsgemisches wurde
eine radiochemische Ausbeute fiir die istotop-getrédgerte Synthese von UDP-
['®F]FGIc nach einer Reaktionszeit von 2 Stunden von ungefahr 4 % bestimmt. Die
Konzentration des isotopen Trégers betrug dabei 3-5 mM. Die Konzentration des
nicht-isotopen Trégers Glucose wurde fiir alle MeBpunkte in Abbildung 3.20 konstant
gehalten (5 mM). Im Falle der Verwendung von ausschlieBlich nicht-isotopem Trager
Glucose, d.h. ohne Zusatz des isotopen Tragers FDG, wurde keine radiochemische
Ausbeute von UDP-['®F]FGlc erhalten (siche Abb. 3.20). Der nichi-isotope Trager
selbst wurde unabhangig von eingesetztem ['®F]FGlc-6-phosphat umgesetzt, wie am
Beispiel von a-D-Glucose-6-phosphat in einem integrierten Diagramm (siehe Abb.
3.20) ebenfalls dargestellt ist. So erhielt man fiir den Fall von 5 mM a-D-Glucose-6-
phosphat als Tragersubstanz bereits nach 60 Minuten eine Umsetzung zu UDP-
Glucose von etwa 50 % unter den angegeben Reaktionsbedingungen. Die Zugabe
von nicht-isotopem Trager beeinfluBt die radiochemische Ausbeute der
enzymatischen Synthese von UDP-["®FIFGlc offensichtlich nicht; sie eignet sich nur
flr die Anzeige der vorhandenen Enzymaktivitét in Losung (siehe Abb. 3.20).

Dieses Ergebnis zeigt, daB es prinzipiell mdglich ist, den Nucleotidzucker UDP-
['"®F]FGlc mit Hilfe des Multienzymsystems isotop-getrégert zu generieren. Allerdings
ist es von Nachteil, daB die ungiinstige Einstellung des Phosphoglucomutase-
katalysierten Isomerengleichgewichtes zwischen ["®F]FGlc-6-phosphat und [*®FIFGlc-

1-phosphat die radiochemische Ausbeute von UDP-[18F]FGIC innerhalb einer
akzeptablen Reaktionszeit erheblich limitiert.

Mit dem Ziel, den enzymatischen Isomerisierungsschritt von [18F]FGIC-6-phosphat im
Rahmen der Synthese von UDP-{'®F]FGIc zu umgehen, wurde eine kalte®
enzymatische Synthese von UDP-FGlc ausgehend von FGlc-1-phosphat unter
ahnlichen Reaktionsbedingungen wie in der getragerten multienzymatischen
Synthese von UDP-[®F|FGic (siehe Abb. 3.20) durchgefiihrt. Es wurde FGlc-1-
phosphat mit &quimolaren Mengen UTP in Gegenwart von Uridindiphosphatglucose
Pyrophosphorylase zu UDP-FGIc im analytischen MaBstab umgesetzt. Die zeitliche
Abhéngigkeit dieser enzymatischen Umsetzung ist in Abbildung 3.21 dargestelli.

Unter diesen Reaktionsbedingungen erfolgt ein merklicher Umsatz von 2-Desoxy-2-
qu_or-oc-D-qucose-1-phosphat (FGic-1-phosphat) zu UDP-FGIc bereits nach 10
Minuten (20 %). Nach 2 Stunden erreicht die Konzentration von UDP-FGic in Lésung

nahezu den Wert 4,7 mM, was einer chemischen Ausbeute von 62 % entspricht, bis
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fur ¢ (UDP-FGic) =5,5mM (72 %) die Sattigungskonzentration erreicht ist. Im
Gegensatz dazu konnten unter Verwendung des Multienzymsystems ausgehend von
2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-6-phosphat lediglich 4 % Ausbeute erreicht werden
(vgl. Abb. 3.20).
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Abbildung 3.21: Umsetzung von FGlc-1-phosphat mit aquimolaren Mengen UTP in

Gegenwart von Uridindiphosphatglucose Pyrophosphorylase zu UDP-FGlc
Reaktionbedingungen: 50 mM Tris-Puffer; 15 mM Mg; 7,6 mM FGic-1-phosphat; 7,6 mM UTP; 10 u UDP-Glc PP;

10 u PPase; T=25°C; pH=8

Daher ist das Isomerisierungsgleichgewicht des PGM-Systems zwischen 2-Desoxy-
2-fluor-o-D-glucose-1-phosphat  und 2-Desoxy-2-f|uor-oc-D—glucose-6—phosphat
offensichtlich der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der getrégerten Synthese
von UDP-['®F]FGlc. Durch die Zugabe von isotopem Trager (FGlc-6-phosphat) oder
nicht-isotopem Trager (Glc-6-phosphat) wird die unerwiinschte Umsetzung vo.n 2-
Desoxy-2-['®F]fluor-a-D-glucose-6-phosphat  zu ['®F]FGlc-1,6-diphosphat " (siehe
Absch. 3.3.2) zwar volistandig unterdrickt, die radiochemische Ausbeute fiir UDP-
["®F]FGic ist jedoch auf ca. 4 % nach 2 Stunden limitiert (siehe Abb. 3.20).

Wie Abbildung 3.21 zeigt, bietet sich die Pyrophosphorylase—katalysierte Umsetzung
von FGlc-1-phosphat mit UTP besser fir eine getragerte Synthese von.UDP-
[18F]FGIC an, da der Isomerisierungsschritt im Gegensatz zur multienzymatischen

Synthese in diesem Fall entféllt.
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Zudem stimuliert dieses Ergebnis, die Zuganglichkeit von n.c.a. UDP-["*F]FGlc mit
Hilfe einer n.c.a. Synthese von ['®F]FGlc-1-phosphat mittels klassisch-chemischer
Methoden und einer nachfolgenden Pyrophosphorylase-katalysierten Umsetzung mit
UTP in einer chemoenzymatischen Synthesestrategie auszutesten. Die
Reaktionsbedingungen dieser chemoenzymatischen Synthese von n.c.a. UDP-
['®F]FGlc werden im Folgenden diskutiert. '

3.4 Chemoenzymatische n.c.a. Synthese von Uridin-5‘-diphosphat-2-
desoxy-2-['®F]fluor-a-D-glucose (UDP-["®F]FGIc)

Das Konzept der chemoenzymatischen Synthese von UDP-['®F]FGlc, die den
Nucleotidzucker im tréigerarmen Zustand liefert, ist in Abbildung 3.22 dargestelit.
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Abbildung 3.22: Chemoenzymatische Synthesestrategie fir die Synthese von n.c.a. UDP-
['*FIFGlc

Aufgrund der Tatsache, daB im nachgeschalteten pyrophosphorylase-katalysierten
Reaktionsschritt stereospezifisch das o-Anomer des Zuckerphosphates umgesetzt
wird, ist die maximale radiochemische Ausbeute fir n.c.a. UDP-{"®F]FGlc wesentlich
durch die Stereoselektivitat der chemischen Phosphorylierungsmethode bestimmt.

Fir eine Optimierung der chemoenzymatischen Synthese von UDP-[18F]FG|C war es
somit erforderlich, eine effiziente Phosphorylierungsmethode zu finden, die eine hohe
ra%diochemische Ausbeute fiir 2-Desoxy-2-{"®*Flfluor-o-D-glucose liefert und die die
Bildung des  B-Anomers weitgehend  ausschlieBt.  Eine enzymatische
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Phosphorylierung in 1-Position von ['8FJFDG ist nicht moglich, da die einzige
bekannte Kinase (Galactokinase), die den Phosphat-Transfer auf die 1-Position des
Zuckerakzeptors katalysiert, spezifisch fir  o-Anomere von D-
Galactopyranosederivate ist [117]. Aus den Erfahrungen der chemischen Synthese
von UDP-FGlc (siehe Absch. 3.1.1) standen grundsétzlich zwei chemische
Phosphorylierungsmethoden zur Auswahl.
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Abbildung 3.23: Schemata der chemischen Phosphorylierung von ['®FIFDG

a) MacDonald-Phosphorylierung mittels kristalliner Phosphorséure
b)  Phosphorylierung mittels Tetrabenzylpyrophosphat (TBPP)

Beide Phosphorylierungsmethoden gehen von dem Edukt 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-
desoxy-2-["®F]fluor-p-D-glucose (TAFG) aus, das als Intermediat der ['*F]FDG-
Synthese auftritt [28] und somit gut verfugbar ist. |

Die Phosphorylierungsmethode mittels TBPP zeichnet sich insbesondere durch die
relativ hohe Stereoselektivitit aus, wobei das bevorzugte Produkt das gewiinschte o-
Anomer darstellt (vgl. Absch. 3.1). Allerdings setzt die Methode die selektive
Deacetylierung von 1,3,4,6-Tetra-O-acetyI—2-desoxy-2-[‘8F]f|uor—[3-D—glucose voraus.
Einen weiteren Nachteil der Methode fir ihre Anwendung in dgr schngllen
Phosphorylierung von n.c.a. [°FIFDG stellen die zwei verschiedenartigen
Schutzgruppen des phosphorylierten Produkies dar (Acetyl- und EienzyI—Gruppen),
die nicht unter identischen Reaktionsbedingungen entfernt werden kénnen [vgl. 118].
Dem Vorteil, daB die Reaktion in hohem MaBe stereosele

Nachteil einer komplexen Reaktionsfolge gegeniiber.

Die MacDonald-Phosphorylierung hat sich im Rahmen der kalten Synthese von
_Sie bietet jedoch den Vorteil, daB man

UDP-2-EGIc nicht bewahrt (siehe Absch. 3.1)

ktiv ablauft, steht somit der
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nach einer einfachen basischen Hydrolyse in wé&Briger L&sung direkt zum
ungeschiitzien 2-Desoxy-2-['®Flfluor-D-glucose-1-phosphat gelangt. Allerdings ist
eine Vorhersage der Stereoselektivitat der MacDonald-Phosphorylierung in vielen
Fallen erschwert [69] und zudem abhingig vom Eduktstoffmengenverhéltnis [99].
Daher ist eine qualitative Vorhersage der Anwendbarkeit der Phosphorylierung nach
MacDonald unter trégerarmen Bedingungen nicht ohne weiteres mdglich.

Der enzymatische Teilschritt der Synthese von n.c.a. UDP-['®F]FGIc (siche Abb.
3.22) sollte im Hinblick auf eine optimierte radiochemische Ausbeute mit einer hohen
Enzymkonzentration durchgefiihrt werden. Daher war der EinfluB der UTP- bzw.
Mg®*-Konzentration zu klaren. Im Folgenden wird die Optimierung der
Reaktionsbedingungen fir die einzelnen Teilschritte der chemoenzymatische
Synthese von n.c.a. UDP-['®F]FGlc dargestellt.

3.4.1 Versuche zur Phosphorylierung von n.c.a. 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-
["®Flfluor-D-glucose mittels Tetrabenzylpyrophosphat

Die Phosphorylierung von 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-["®Flfluor-B-D-glucose (TAFG)
mittels Tetrabenzylpyrophosphat (TBPP) setzt eine vorherige Entschiitzung der anomeren
Acetatfunktion mit Hilfe von Hydrazinacetat voraus. Diese Methode der regioselektiven Ent-
schiitzung wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die anschlieBende Veresterung mittels

TBPP erfordert tiefe Temperaturen und den Einsatz von Lithiumdiisopropylamid (LDA) als
Base (siehe Abb. 3.24).

OAc OAc OAc
AcO AcO 2. TBDP
AcO OAc AcO — A0S
18F RT 18F OH -78°C 18

Il
F O-—IT—OBn
OBn

Abbildung 3.24: Phosphorylierungsmethode mittels TBPP ausgehend von n.c.a. 1,3,4,6-
Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-[‘8F]fluor-[3-D-gIucose (TAFG)

Im Folgenden werden die Reaktionsbedingungen fiir die regioselektive Entschiitzung von

TAFG skizziert und die Ergebnisse der nachfolgenden Veresterung mittels TBPP unter
n.c.a.-Bedingungen diskutiert.
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Abbildung 3.25: Radiochemische Ausbeute der regioselektiven Entschiitzung von 1,3,4,6-
Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-["®Flfluor-B-D-glucose (TAFG) zu 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-
[®Flfluor-D-glucose mit Hilfe von Hydrazinacetat in DMF bei Raumtemperatur in
Abhéngigkeit von der Reaktionszeit (vgl. Abb. 3.24, die Hydrazin-Konzentration ist in den
Graphen angegeben)

Die regioselektive Entschiitzung von TAFG mittels 0,05 M Hydrazinacetat in DMF
wurde innerhalb von 20 Minuten bei Raumtemperatur mit einer radiochemischen
Ausbeute von (iber 90 % realisiert. Eine Erhéhung der Reaktionstemperatur flhrt
ebenso wie Erhéhung der Hydrazinkonzentration zu einer unerwiinschten
Nebenreaktion (siehe Abb. 3.25 rechts). So erhdlt man z.B. flr eine
Hydrazinkonzentration von 0,1 M nach 10 Minuten 35% Nebenprodukt (hier nicht
abgebildet). Bei dem Nebenprodukt kénnte es sich um ["®F)Fluorid handeln. Die
Bildung des Nebenproduktes ist bei Verwendung einer 0,05 M Hydrazinldsung
vollstandig vermeidbar. DMF als L&sungsmittel ist unbedingt erforderlich, da eine
hinreichende L&slichkeit von Hydrazinacetat gegeben sein muB. So erzielt man z.B.
in Acetonitril unter identischen Reaktionsbedingungen eine radiochemische

Ausbeute von weniger als 5 %.

Fiir die nachfolgende Phosphorylierung (siehe Abb. 3.24) missen wasserfreie
Reaktionsbedingungen eingehalten werden, die die Umsetzung mit LDA und TBPP
erlauben. Es zeigte sich jedoch, daB in der Regel keine hinreichenden
radiochemischen Ausbeuten reproduzierbar erreicht werden konnten, die eine
weitere Umsetzung des geschiitzten FDG-1-phosphats sinnvoll erscheinen lassen.
Es konnte lediglich in einem Versuch eine erfolgreiche Phosphorylierung von 3,4,6-
Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-["®Ffluor-D-glucose mit einer radiochemischen Ausbeute
von ca. 22 % durchgefiihrt werden. Versuche, dieses Ergebnis zu reproduzieren und
die radiochemischen Ausbeuten zu verbessern, verliefen erfolgios, da wahrend der
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Temperaturerhdhung nach Beendigung der Reaktion eine Zersetzung des Produktes
unter den basischen Reaktionsbedingungen beobachtet wurde.

Aus diesem Grunde wurde die MacDonald-Phosphorylierung der oben

beschriebenen Methode vorgezogen.

3.4.2 MacDonald-Phosphorylierung von n.c.a. 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-
2["8F]fluor-p-D-glucose

OAc 1. HgPOy, (s) OH
Q 2. LiOH Q
AcO o OAc ?IO S O—Ilf"—-O'
&

Abbildung 3.26: Reaktionsschema der MacDonald-Phosphorylierung von 1,3,4,6-Tetra-O-

acetyl-2-desoxy-2-['®FJfluor-D-B-glucose (TAFG) mit anschlieBender basischer Deacety-
lierung

Die MacDonald-Phosphorylierung nach dem in Abbildung 3.26 angegebenen
Schema verlduft in Gegenwart von getrockneter kristalliner Phosphorsaure unter
absolut trockenen Reaktionsbedingungen im Hochvakuum. Wie bereits erwahnt,
erhdlt man_ein Anomerengemisch von triacetyliertem ["®*F]FDG-1-phosphat als
Zwischenprodukt, das mit Hilfe von waBriger Lithiumhydroxidldsung deacetyliert wird.
Dadurch wird der S&ureliberschuB neutralisiert und nicht umgesetzie TAFG zu
['*FIFDG hydrolysiert. Da die Aufarbeitung der Hochvakuumschmelze in wapriger
Losung méglich ist und die Verwendung von organischen L&sungsmitteln nicht
notwendig ist, bietet diese Vorgehensweise gute Voraussetzungen fiir eine
nachfolgende enzymatische Umsetzung (vgl. Abb. 3.22)
wéBriges System voraussetzt.

Die Reaktionsbedingungen fiir die n.c.a. Phosphorylierung von ['®FJFDG zu 2-
Desoxy-2-[18F]f|uorg|ucose-1-phosphat ausgehend von 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-

desoxy-2-[‘SF]quor-B-D-qucose wurden durch gezielte Verénderung folgender
Parameter und Randbedingungen optimiert:

, die ein gepufferies

Art und Weise der HaPO4(s)-Zugabe (kristallin oder geldst in THF)
Stoffmenge der eingesetzten Phosphorséure
Reaktionszeit und Reaktionstemperatur

Material und Volumen des ReaktionsgefiBes
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Die Experimente zeigten, daB die radiochemische Ausbeute von 2-Desoxy-2-
['®F]fluor-D-glucose-1-phosphat nicht durch die Art und Weise der HsPO4-Zugabe
beeinfluBt wird. Jedoch hat die Qualitét der getrockneten kristallinen Phosphorsaure
einen groBen EinfluB auf der radiochemische Ausbeute von 2-Desoxy-2-['®F]fiuor-D-
glucose-1-phosphat. Die Phosphorsédure kann in getrockneter kristalliner Form im
ReaktionsgeféaB vorgelegt werden oder in absolutem THF geldst zu 1,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-2-desoxy-2-['®F]fluor-B-D-glucose gegeben werden. Die Zugabe von HzPOy in
Form einer THF-Lésung eignet sich insbesondere im Hinblick auf eine
Automatisierung der Synthese.

3.4.2.1 EinfluB der H;PO4+Masse auf die radiochemische Ausbeute

In der préparativen Anwendung der MacDonald-Phosphorylierung in der organischen
Chemie kann durch Variation des Verhéltnisses HsPO,/ acetylierter Zucker die
Stereoselektivitit der Reaktion beeinfluBt werden [99]. Die verwendete
Phosphorséure wird in einem hohen molaren UberschuB eingesetzt. Am Beispiel von
pentaacetylierter Glucose konnte durch Verwendung eines Eduktstoffmengen-
verhiltnisses zwischen 4:1 bis 7:1 gezeigt werden, daB durch einen hohen
PhosphorsaureiiberschuB die Ausbeute der Reaktion steigt und die Stereoselektivitat
verbessert wird [119].

Fir die Umsetzung von submikromolaren Stoffmengen von 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-
desoxy-2-[*®F]fluor-p-D-glucose sollte der EinfluB einer Variation der Phosphorsaure-
Stoffmenge eher gering sein, allerdings sollte ein hinreichendes Reaktionsvolumen
der Schmelze sichergestellt sein und das Einbringen von Feuchtigkeit durch
Verwendung von zu hohen Mengen der hygroskopischen kristallinen Phosphorséure
vermieden werden.

Die folgende Abbildung (Abb. 3.27) zeigt den EinfluB der Variation der HsPO4-Masse
auf die radiochemische Ausbeute von 2-Desoxy-2-['®Flfluor-D-glucose-1-phosphat
nach Aufarbeitung der Hochvakuumschmelze. Eine Differenzierung zwischen o~ und
B-Anomer konnte nicht vorgenommen werden, da mit den verwendeten analytischen
Methoden keine Trennung der Anomere mdglich war (vgl. Absch. 4.5.2). Dies ist nur
Uber die Folgereaktion der enzymatischen Umsetzung maoglich, wobeii Qeren
Ausbeute jedoch unabhéngig zu bestimmen ist, um das Anomerenverhaltnis zu

berechnen.
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Abbildung 3.27: EinfluB der HsPO,-Masse auf die radiochemische Ausbeute von ['®F]FDG-

1-phosphat nach der Hochvakkumschmelze von HsPO, mit 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-
2-["®FJfluor-D-B-glucose
Reaktionsbedingungen: T=70°C; t = 30 min; Glas-Vial

Wie Abbildung 3.27 zeigt, ist die radiochemische Ausbeute fiir ['®F]FDG-1-phosphat
bei Verwendung von mehr als 100 mg HsPO4(s) auf unter 20% erniedrigt. Dies kann
damit zusammenhangen, daB das Einbringen von Wasser unter den experimentellen
Bedingungen dann nicht mehr hinreichend vermieden werden kann. Die verwendete
Phosphorsauremenge sollte auf 20 bis 30 mg beschrénkt sein, um die eingebrachte
Wasserkonzentration in  der Schmelze zu limitieren. Ein Zusatz von
Phosphorpentaoxid im Reaktionsgefi war nicht vorteilhaft, da er die Schmelz-
eigenschaften der Phosphorsdure negativ beeinfluBte.

Die Schmelzreaktion von ca. 10 bis 30 mg kristalliner Phosphorsdure mit trégerarmer
1,3,4,6-Tetra—O-acetyI-2-desoxy-2-[‘BF]ﬂuor—B-D-qucose verlauft unter wasserfreien

Bedingungen und im Hochvakuum mit einer guten radiochemischen Ausbeute fiir
['®F]FDG-1-phosphat von etwa 46 % nach 30 Minuten.
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3.4.2.2 Abhéngigkeit der radiochemischen Ausbeute von der Reaktionszeit und
Temperatur

Die Reaktionstemperatur der Umesterung von TAFG mit Phosphorsaure wurde im
Bereich von 50°C bis 90°C variiert. Die Reaktion in der Hochvakuumschmelze wurde
nach verschiedenen Reaktionszeiten durch Abkihlung und Zugabe von
Lithiumhydroxid abgebrochen. Das Ergebnis fiir die Abhédngigkeit der radio-
chemischen Ausbeute von diesen Reaktionsbedingungen ist in Abbildung 3.28
dargestellt.
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Abbildung 3.28: Abhéangigkeit der radiochemischen Ausbeute fiir ['®F]FDG-1-phosphat von
der Reaktionstemperatur und Reaktionszeit nach der MacDonald-Phosphorylierung von
1,3,4,6-Tetra—0-acetyI-2-desoxy-2-[‘SF]fluor-B-D-glucose (die angegebene Reaktionstempe-
ratur bezieht sich auf die Temperatur des Olbades)
Reaktionsbedingungen: 30 mg HsPOs, Vial aus Borosilikatglas

Bei einer Temperatur von 50°C wurden deutlich niedrigere radiochemische
Ausbeuten erreicht als fir hdhere Temperaturen, da unterhalb einer Reaktions-
temperatur von 70 °C (Olbad) die Schmelze sehr viskos und schiecht zu dl:ll'Ch-
mischen ist. Eine Erhdhung der Reaktionstemperatur von 70 °C auf 90 °C fihrte
nicht zur einer héheren radiochemischen Ausbeute. Im allgemeinen wurde
festgestellt, daB die radiochemische Ausbeute von ['®F]FDG-1-phosphat in. <Eier
Hochvakuumschmelze wenig reproduzierbar erhalten wurde. Dies ist wahrscheinlich
vor allem auf die Qualitat der eingesetzien Phosphorsaure zuriickzufihren, die unter
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den experimentellen Bedingungen nicht immer vollkommen wasserfrei in das Reakti-
onsgefaB Uberflihrt werden konnte.

3.4.2.3 Vergleich des EinfluRes des GefdRmaterials Borosilikatglas (Duran) sowie
Glaskohlenstoff (Sigradur G) auf die Phosphorylierung

Ein signifikanter Unterschied der radiochemischen Ausbeute ist unter identischen
Reaktionsbedingungen bei einem Vergleich verschiedener Reaktionsgefas-
materialien zu beobachten (siehe Abb. 3.29).
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Abbildung 3.29: EinfluB unterschiedlicher ReaktionsgefaBmaterialien auf die radio-

chemische Ausbeute von ["®F]JFDG-1-phosphat bei der MacDonald-Phosphorylierung von
1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-['®F]fluor-B-D-glucose
Reaktionsbedingungen: 10-30 mg HaPOq4; T = 70°C; t = 30 min

Bei Verwendung des Sigradur-Materials erhélt man einerseits eine héhere
radiochemische Ausbeute (55 +5 %, n=10) im Vergleich zu einem Glas-Material (46
£10 %, n=10) und andererseits auch eine héhere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.
Abbildung 3.29 zeigt die Auswertung von je 10 Hochvakuumschmelzen in den
verschiedenen Reakioren. Die Standardabweichung betragt fiir das Sigradur-
Material nur 5 %, wahrend unter Verwendung eines Glas-Vials die radiochemische
Ausbeute vom Mittelwert um 10 % abweichen kann.

Das Sigradur-Material ist sehr gut geeignet fiir die MacDonald-Reaktion. Das

M.aterial ist inert gegentiber der Phosphorsiureschmelze und hat einen glinstigen
EinfluB auf die FlieBeigenschaften der Schmelze.
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Unter den optimierten Reaktionsbedingungen (10-30 mg HsPO4, T = 70 °C, Sigradur-
Vial) lieferte die MacDonald-Phosphorylierung nach Abb. 3.26 eine radiochemische
Ausbeute von 50-680 % nach ca. 15-20 Minuten. Das Produkt ['®F]FDG-1-phosphat
wurde anschlieBend durch Festphasenextraktion gereinigt und auf der festen Phase
(Accell QMA, Waters®) fixiert, wobei es sich bei den Verunreinigungen im
wesentlichen um nicht umgesetzte 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-['®Flfluor-B-D-
glucose handelt, die aufgrund der Aufarbeitung mit waBriger Lithiumhydroxidiésung
zu ['®FIFDG hydrolysiert wurde.

3.4.3 Enzymatische n.c.a. Synthese von UDP-["*FIFGlc

Im AnschluB an die Phosphorylierung nach MacDonald wurde das Produkigemisch
von n.c.a. B- und o-['®F]FDG-1-phosphat als Substrat fiir die Pyrophosphorylase-
katalysierte Umsetzung mit UTP eingesetzt (siehe Abb. 3.30).

0
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H UDP-GIc PP HPo o 0 5 )\N
Ho o M 2\ 0—1?—0—;1D o
Fo- 'F|'> o / ° & & :o: l
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" UDP-['®FFGIc  OH OH
1 PPase

2P
Abbildung 3.30: Reaktionsschema der Pyrophosphorylase-katalysierten Aktivierung von
n.c.a. ['®FJFDG

Von besonderem Interesse im Hinblick auf eine Optimierung der radiochemischen
Ausbeute der tragerarmen enzymatischen Umsetzung war der EinfluB der UTP-
Konzentration und die Frage, inwiefern die Moglichkeit besteht, die
Reaktionsgeschwindigkeit durch Erhohung der Enzymkonzentration zu beeinflussen.

3.4.3.1 Abhéngigkeit von der UTP-Konzentration

Zu diesem Zweck wurde ein Aliquot aus der ['®F]FDG-1-phosphat Fraktion nach der
Festphasenelution entnommen und unter definierten Reaktionbedingungen als

trégerarmes Substrat flr UDP-Glc PP verwendet.
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Abbildung 3.31: EinfluB der UTP-Konzentration auf die radiochemische Ausbeute von UDP-

['®FIFGIc in der n.c.a. UDP-Glc PP-katalysierten Umsetzung von ["*F]FDG-1-phosphat mit
UTP

Reaktionsbedingungen: 0,1 M Tris-Puffer; c(Mg?)=4-c(UTP); 10 u UDP-Glc PP, 10 u PPase; Vges=200 pl;
T=37,5°C; pH 8; t = 60 min

Bei konstanter Enzymkonzentration wurde die Abhéngigkeit der radiochemischen
Ausbeute von UDP-[*®F]FGic von der UTP-Konzentration bestimmt. Es zeigt sich,
daB fiir einen Konzentrationsbereich fir UTP zwischen 0,5 und 0,8 mM eine
maximale radiochemische Ausbeute von ca. 60 % erreicht wird. Fir eine UTP-
Konzentration > 0,8 mM, wurde eine Hemmung der Reaktion unter den verwendeten
Reaktionsbedingungen beobachtet. Die Mg?*-Konzentration wurde so gewéhlt, daB
kein freies (nicht-komplexiertes) UTP in Lésung vorlag (vgl. Absch. 3.2.4). Der
Einsatz von n.c.a ['®F]JFDG-1-phosphat im submikromolaren Konzentrationsbereich
bedingt jedoch eine deutliche Verminderung der Enzymaktivitat von UDP-Glc PP fir
eine UTP-Konzentraton >0,8mM unter den in Abb. 3.31 angegebenen
Reaktionsbedingungen. Dieser Effekt kann im Falle einer getragerten Synthese erst
fir hohe UTP-Konzentrationen beobachtet werden (vgl. Abb. 3.21).

3.4.3.2 Abhéangigkeit von der Pyrophosphorylase-Konzentration

Wie bereits in Kapitel 3.2.3 gezeigt wurde, ist 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1-
phosphat ein Substrat der Uridindiphosphatglucose Pyrophosphorylase. Allerdings ist
die Enzymakiivitdt im Vergleich zu a-D-Glucose-1-phosphat um den Faktor 30
erniedrigt. Daher ist es insbesondere fir eine tragerarme Umsetzung erforderlich, die
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enzymatische Umsetzung mit Hilfe hoher Enzymkonzentrationen zu beschleunigen.
Da es sich zudem im Falle vieler Enzyme um recht teure Substanzen handelt, ist ene
hohe  Enzymkonzentration am  einfachsten durch  Minimierung  des
Reaktionsvolumens zu realisieren. Es wurde flir drei verschiedene Enzym-
konzentrationen die Abhéngigkeit der radiochemischen Ausbeute von der
Reaktionszeit ermittelt (siehe Abb. 3.32).

80 —r——————————— ]

707 --a-- 10 piml .
—e—50 pi/m|
—o—100 pl/m|

60 -
50
40-
30-:
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Radiochemische Ausbeute [%)]
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Abbildung 3.32: Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute fir UDP-['®F]FGIc von der

Reaktionszeit unter Variation der Enzymkonzentration an UDP-Glc PP

Reaktionsbedingungen:100 mM Tris-Puffer; c(Mg®)=2,5 mM; c(UTP)=0,6 mM; 10 u Ppase; pH=8,0; T =37,5°C;

Vges = 100 pl

Eine Erhdhung der Enzymkonzentration fihrt zu einer Beschleunigung der Reaktion,
die sich vor allem unmittelbar nach Zugabe des Enzyms bemerkbar macht. Allerdings
ist eine Verdoppelung der Enzymkonzentration notwendig, um eine wesentliche
Verkiirzung der Reaktionszeit zum Erreichen der maximalen radiochemischen
Ausbeute zu bewirken. Die unter den angegebenen Reaktionsbedingungen (siehe
Abb. 3.32) erreichbare maximale radiochemische Ausbeute betragt ca. .60 % u.nd
wird fir eine Enzymkonzentration von 50 pl/ml nach 60 Minuten errewhf:. Emfa
Verdoppelung der Enzymkonzentration filhrt zu einer Verkiirzung der Reaktionszeit
um ca. 15 Minuten. o

Diese Voruntersuchungen wurden im Hinblick auf eine Optlmlerung | der
Gesamtsynthese von n.c.a. UDP-['®F]FGIc durchgefiihrt, bei der 1 ;n einem
minimierten Reaktionsvolumen die Gesamtaktivitdt des Produktes [ F]FD.G'-?.-
phosphat aus der chemischen Phosphorylierung mit Hilfe einer hohen Enzymaktivitat

von UDP-Glc PP in Gegenwart von UTP umgesetzt wurde.
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3.4.4 Optimierung der Reaktionsfiihrung

Im Folgenden wird das Verfahren zur Herstellung des tragerarm ®F_markierten
Nucleotidzuckers  Uridin-5-diphosphat-2-desoxy-2-['°Flfluor-a-D-glucose ~ be-
schrieben, das als Anwendungsbeispiel fiir eine allgemeine chemoenzymatische
Synthese von nucleotid-aktivierten ['®F]Fluordesoxy-hexosen angesehen werden
kann. Das hier beschriebene Verfahren wurde zum Patent angemeldet [120].

Den ersten Reaktionsschritt stellt die MacDonald-Phosphorylierung ausgehend von
1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-['®F]fluor-B-D-glucose gem&B Abbildung 3.26 dar.
In diesem Reaktionsschritt kann unter Verwendung von 10 bis 30 mg kristalliner
Phosphorséure und obligat wasserfreien Reaktionsbedingungen (vgl. Absch. 3.4.1)
in einem Sigradur®-GefaB eine radiochemische Ausbeute von 50-60 % fiir 3,4,6-Tri-
O-acetyl-]'®F]JFDG-1-phosphat nach etwa 15 Minuten erreicht werden.

AnschlieBend erfolgt die basische Hydrolse nach Aufnahme der Schmelze in
Tetrahyrofuran mit Hilfe von wéaBriger Lithiumhydroxididsung unter gleichzeitiger
Prazipitation lberschiissiger Phosphorséure in Form von LizsPO..

Das Produkt ["®FIFDG-1-phosphat wird auf einem Anionenaustauscher (Accell QMA,
Firma Waters®) fixiert.

Die anschlieBende enzymatische Umsetzung mit Hilfe von Uridindiphosphatglucose
Pyrophosphorylase (UDP-Glc PP) und anorganischer Pyrophosphatase (PPase) im
Sinne von Abbildung 3.30 wurde im Zwischenkornvolumen der Polymermatrix des
Anionenaustauschers durchgefiihrt, auf dem [18F]FDG-1-phosphat fixiert wurde.
Dabei wurde eine UTP-Konzeniration von 0,5 mM gewahlt (vgl. Abb. 3.31) und die
bendtigte Enzymaktivitat mit Hilfe des minimierten Reaktionsvolumens sichergestellit.
Die enzymatische Umsetzung auf der festen Phase vereinfacht die praktische

Durchfiihrbarkeit der Synthese erheblich und ist insbesondere im Hinblick auf eine
Automatisierung des Verfahrens sehr vorteilhaft.

Die trdgerarme enzymatische Festphasenreaktion lieferte nach einer Reaktionszeit
von 60 Minuten unter den angegebenen Reaktionsbedingungen eine radiochemische

Ausbeute von ca. 60 % an UDP-['®F]FGlc ausgehend von ['®F]FDG-1-phosphat.
Dieses Ergebnis ist in Abbildung 3.33 dargestelit.

Nach Beendigung der Reaktion kann der "F-markierte Nucleotidzucker UDP-
['®FIFGlc eluiert werden und durch die Anwendung der Festphasenextraktionstechnik
auf einer Sep-Pak™ C-18 Plus Kartusche gereinigt werden [nach 121]. Allerdings ist
dies nicht notwendig, falls unter Einsatz entsprechender Glycosyliransferasen eine
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®F_Glycosylierung von Akzeptorsubstraten als Folgereaktion ebenfalls direkt auf der
festen Phase durchgeflihrt werden kann.
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Abbildung 3.33: Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute an UDP-[*F]FGlc von der
Reaktionszeit fir die enzymatische Umsetzung von [*®FJFDG-1-phosphat und UTP im
Zwischenkornvolumen einer Festphase

Reaktionsbedingungen: n.c.a. ['®F]FDG-1-phosphat auf 50 mg Accel QMA (Waters®); 100 mM Tris-Putfer;
0,5 mM UTP; 4 mM Mg; 10 u UDP-Glc PP; 10 u Ppase; T = 40 °C; pH = 8,0; Vges = 120

In Abbildung 3.34 ist das Reaktionsschema der tragerarmen chemoenzymatischen
Synthese von UDP-['F]FGIc unter Beriicksichtigung des Zeitoedarfs sowie der
radiochemischen Ausbeuten ausgehend von ["®F]Fluorid dargestellt. Da der erste
Reaktionsschritt die kryptatgestiitzte nukleophile 18E_Markierung der ['°FIFDG-
Synthese darstellt, besteht die Moglichkeit, das vorgestellte Herstellungsverfahren
von UDP-['®F]FGlc an die automatisierte Synthese von ['®F]FDG zu koppeln (S|ehe
Abb. 3.34). Die Anwendung der pyrophosphorylase-katalysierten Umset.zurll'g n'n
Zwischenkornvolumen der festen Phase des Anionenaustauschers bietet hierflr die

besten Voraussetzungen.

Die radiochemische Ausbeute fir das tragerarme 18F-Glycosylierungsreage.ans UDP-
['®F]FGic betragt 20 % nach einer Gesamtsynthesezeit von 110 Minuten (sieche Abb.

3.34).
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Abbildung 3.34: Reaktionsschema der an die FDG-Synthese [28] gekoppelten chemo-
enzymatischen Synthese von n.c.a. UDP-['®F]FGlc
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3.5 Studie zur enzymatischen "®F-Glycosylierung von N-Acetylglucos-
amin mit 3-(1,4)-Galactosyltransferase

Zundchst wurde eine saubere Abtrennung des trigerarmen  ®F-
Glycosylierungsreagens UDP-['®F]FGIlc nach der Bildung im Zwischenkornvolumen
der Anionenaustauschermatrix (siche Absch. 3.4.4) durchgefiihri, um eine
enzymatische '®F-Glycosylierung durchfiihren zu kénnen. Die Abtrennung von nicht-
umgesetztem ['®F]FDG-1-phosphat gelingt  durch Anwendung der
Festphasenextraktionstechnik mit Hilfe einer Sep-Pak-Plus-Kartusche (RP-18) und
der Elution mit einem Triethylammoniumhydrogencarbonat/Methanol-Gemisch. Die
Produktfraktion wurde auf ihre radiochemische Reinheit
diinnschichtchromatographisch gepriift (siehe Abb. 3.35) und in Pufferldsung fir eine
8F_Glycosylierung verwendet.
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338+

Abbildung 3.35:
\ DC-Chromatogramm von UDP-["*F]FGlc

%00 ] 200 400 so.oI 80.0 (Silicagel, Laufmittel: Acetonitril/ 9,5 mM
Tetrabutylammoniumhydroxid, 8:2 (v/v) )

Distance (mm)

Fur die '8F-Glycosylierung wurde als Modellverbindung das Azeptorsubstrat
N-Acetylglucosamin gewéhlt. N-Acetylglucosamin ist ein haufiger Bestandteil von
Partialstrukturen vieler N-Glycoproteine (siehe Absch. 1.4) und stellt fir B-(1,4)-
Galactosyltransferase ein bekanntes Akzeptorsubstrat dar [72, 127]. | )

Die als Transferase eingesetzte B-(1 ,4)-Galactosyltransferase ist kommer?lell erhalt-
lich (Sigma) und besitzt nach bisherigen Untersuchungen eine hohe
Substratflexibilitt (siehe Absch. 1.4.4, [131]). Zudem wurde das Enzym UDP-
Glucose-4'-Epimerase, das die Epimerisierung von UDP-Glc zu UDP-Gal katalysiert,

eingesetzt [nach 72].
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Die folgende Abbildung zeigt das Reaktionsschema der n.c.a. '®F-Glycosylierung von
N-Acetylglucosamin.

OH
OH 0
HO Q
Q HN o oH
HO I NHAC
AT o o A
Flooo 0Z N
O—f=0-f—0 OH OH OH
> HO HO o
OH OH B-(1,4)-GalT, UDPGE 18p NHAG

Abbildung 3.36: Reaktionsschema der n.c.a. "®F-Glycosylierung von N-Acetylglucosamin

Nach einem Test der Umsetzung in wéBriger Losung wurde die Reaktion in die
beschriebene Festphasenreaktion (siche Absch. 3.4.3) als Folgereaktion integriert.
Die Analyse des Reaktionsgemisches nach 20 Minuten Reaktionszeit zeigte die
nahezu vollstandige Umsetzung des "®F-Glycosylierungsreagens UDP-['®F]FGlc. Es
wurde ein radioaktives Produkt detektiert, welches in der DC-Analyse das gleiches
Retentionsverhalten wie die Vergleichssubstanz N-Acetyllactosamin zeigte (siehe
Abb. 3.37) und es sich somit mit hoher Wahrscheinlichkeit um N-Acetyl-2‘-desoxy-2'-
["*Flfluorlactosamin handelt. Auf einer Sep-Pak-Plus Kartusche lieB sich das '°F-

glycosylierte Produkt zusammen mit N-Acetyllactosamin eluieren (sieche Absch.
4.4.8).
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3 Wf Abbildung 3.37:
J‘]WI k DC-Chromatogramm des Reaktionsproduktes
0 ,:\m,\/w/ . YT der 18F-Glycosylierung von N-Acetylglucosamin
0.0 0.1 0.2 60.4 i ws  (Silicagel, Laufmittel: n-Propanol/ Essigséure/
Distance (mm) F Wasser 85:12:3 (v/v) )
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Die radiochemische Ausbeute von N-Acetyl-2-desoxy-2'-['®F]fluorlactosamin betrug
nach einer Reaktionszeit von 20 Minuten 56 % bezliglich eingesetztem [*®F]FDG-1-
phosphat aus der vorgeschalteten MacDonald-Phosphorylierung.

Diese erstmals durchgefiihrten Studien zum enzymatischen Transfer von n.c.a.
['®F]FDG auf ein Akzeptorsubstrat zeigt, daB das trigerarm '®F-markierte Coenzym
Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-['®F]fluor-o-D-glucose ein Donorsubstrat der B-(1,4)-
Galactosyltransferase darstellt.

Aufgrund der bekannten Akzeptorsubstratflexibilitit der p-(1,4)-Galactosyltransferase
[91-94, 131] und der noch unzureichend untersuchten Spezifitdt anderer
Glycosyliransferasen wie z.B. Fucosyliransferasen (FucT) [128, 129] oder N-Acetyl-
glucosaminyltransferasen (GIcNACT) [88, 130] bietet die in dieser Arbeit entwickelte
regioselektive, enzymatische '®F-Markierungsmethode fir die Zukunft eine variable
Einsatzmdglichkeit im Bereich der Entwicklung neuartiger '°F-markierter
Glycoproteine oder Oligosaccharide, die fiir die in vivo pharmakokinetische
Bewertung wie auch fiir diagnostische Zwecke in der Nuklearmedizin von groBem
Interesse sind.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Verwendete Chemikalien
Tabelle 4.1: Verwendete Chemikalien
Hersteller Qualitat
2-Desoxy-2-fluor-D-glucose Sigma > 90 %
Aceton Riedel-de Haen p.a.
Acetonitril Fluka absolut
Acetonitril Riedel-de Haen fir die HPLC
Acetonitril Merck fir die DNA-Analyse
ADP Sigma 95-99 %
Alkalische Phosphatase Roche Quelle: Kalberdarm
(EC 3.1.3.1)
Ammoniumformiat Fluka p.a.
Ammoniumhydrogencarbonat Fluka p.a.
Ammoniummolybdat k.A. p.a.
AMP Sigma > 99 %
Anorganische Pyrophosphatase  Sigma Quelle: Backerhefe
(EC 3.6.1.1) (lyophilisiertes Pulver, 85 %
Puffersalze, 500-1000 units pro
mg Protein)
ATP Sigma > 99 %
Biogel P-2 Bio-Rad Lab.  45-90 pm
Celite®-Filter Fluka K.A.
DEAE-Sephadex A-25 Pharmacia Fine 40-120 pm, 3,5 meq/g
Chemicals
Dichlormethan Fluka absolut
Diethylaminosulfurtrifluorid Aldrich > 90 %
(DAST)
Diethylether Merck p.a.
Dikaliumhydrogenphosphat Merck p.a.
D-Mannose (Anomerengemisch) Sigma 99%
Dowex 50W-X8 (H*-Form) Fluka 50-100 mesh
Essigséureanhydrid Merck p.a.
Essigsaureethylester Riedel-de Haen p.a.
Ethanol Riedel-de Haen absolut

B-(1,4)-Galactosyltransferase
(E.C.2.4.1.22)

D-Glucose

Sigma

Sigma
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Hersteller Qualitat
o-D-Glucose-1-phosphat Sigma 98-99 %
o-D-Glucose-6-phosphat Sigma 98-100 %
o-D-Glucose-1,6-diphosphat Sigma 95-100 %

Hexokinase (EC 2.7.1.1) Sigma Quelle: Béckerhefe (Lyophilisat,
15 % Protein, > 350 units pro
mg Protein)

Hydrazinacetat Aldrich 99 %

Isopropanol Fluka p.a.

Kaliumdihydrogenphosphat Merck p.a.

Lithiumdiisopropylamid Fluka > 90 % ( Losung in Cyclohexan)

Lithiumhydroxid Merck p.a.

Magnesiumchlorid Sigma >99 %

Manganchlorid Sigma >99 %

Methanol Riedel-de Haen p.a.

N,N-Dimethylformamid (DMF) Fluka > 99,5 %

Natriumacetat Merck p.a.

Natriumchlorid Merck p.a.

Natriumhydrogencarbonat Merck p.a.

Natriummethanolat Fluka p.a.

Natriumsulfat Merck p.a.

n-Hexan Merck p.a.

ortho-Phosphorséaure (kristallin) Fluka 99 %

Palladium auf Aktivkohle Aldrich 10% Pd

Perchlorsdure Merck p.a.

Phosphoenolpyruvat Sigma > 90 %

Phosphoglucomutase Sigma Quelle: Hihnermuskel

(EC 5.4.2.2) (Ammoniumsulfatsuspension,
0,01 % EDTA, <0,01 % PK)

Phosphortribromid Aldrich zur Synthese -

Pyruvatkinase Sigma Quelle: Kaninchenleber (lyophili-
siertes Pulver, 10-20 units pro
mg Protein)

Pyridin Fluka > 99 % '

Silicagel Fluka fir die Flash-Chromatographie

Tetrabenzylpyrophosphat Fluka > 99'% ) .

Tetrabutylammoniumhydroxid Merck 20%ige Losung in Wasser

Tetrabutylamoniumhydrogensulfat Aldrich > 99 %

Tetrahydrofuran (THF) Fluka >99 %

Toluol Merck p-a.

Tris-Puffer Fluka >95 %
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Hersteller Qualitat
UDP Sigma 95-100 %
UDP-Glucose Pyrophosphorylase Sigma sulfat-frei, < 0,1 % anorganische
(EC 2.7.7.9) Pyrophosphatase
UMP Sigma 98-100 %

Hersteller Qualitat
Uridin Sigma > 99 %
Uridin-5-monophosphormorpholi  Sigma 90-95 %
dat
Uridin-5'-diphosphatglucose Sigma 98 %
Uridin-5'diphosphogalactose 4-  Sigma 10-20 units pro mg Protein, ca.
Epimerase (EC 5.1.3.2) 40 % Puffersalze
UTP Sigma 97 %
Zinkpulver Merck p.a.
4.2 Gerite

NMR-Spektroskopie:

Die "H-, "°F, ®'P und '*C-NMR-Spektroskopie erfolgte mit

Hilfe eines 200 MHz Gerétes der Firma Bruker (Avance-200). Einige 'H-NMR-
Spekiren wurden mit einem 300 MHz Ger#t der Firma Bruker an den organisch-
chemischen Instituten der Universitét zu Kéin aufgenommen.

Massenspekirometrie:

Automass Il mit Dual ESI / APCl-Interface, Elektrospray-

lonisation (ESI) mit Negativionendetektion, Cone-Spannung:

+50 V
IR-Spektroskopie:

Ultrafiltration:

Shimadzu IR-440 (Firma Shimadzu Europa GmbH)

Ultrafiltrationsmembran Microcon-3 (MWCO 3000) (Amicon

GmbH, Witten), Eppendorf-Zentrifuge 5417 R (Eppendorf-

Netheler-Hinz GmbH)

Autoradiographie:
Lyophilisation:

Schmelzpunkt:
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4.3 Darstellung der inaktiven Standardverbindungen

4.3.1 Chemische Synthese von Uridin-5‘-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-c-D-
glucose

Im Folgenden wird die Synthese nach Abbildung 3.1 beschrieben.

1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-3-D-mannose [nach 122]

In einem 250 ml Dreihalskolben mit Thermometer werden 50 ml Essigséureanhydrid
mit 0,4 ml Perchlorsdure vorgelegt. Unter Kiihlung mit einem Wasserbad werden
langsam unter Rihren 13,2g (73 mmol) D-Mannose zugegeben, so daB die
Temperatur des Reaktionsgemisches nicht Uber 45°C ansteigt. Das Reaktions-
gemisch wird eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend auf ca.
10 °C abgekiihlt. Es werden vorsichtig und langsam zunéchst 15 ml (0,16 mol)
Phosphortribromid und dann 4,6 ml Wasser zugegeben, wobei die Temperatur der
Lésung mittels geeigneter Kiihlung nahe bei 25 °C gehalten wird. Nach P. Kovac stellt
diese Vorgehensweise eine vollstandige Umsetzung des Intermediats 1,2,3,4,6-Penta-
O-acetyl-D-mannose in das korrespondierende Glycosylbromid sicher [123]. Die
weitere Zugabe einer geséttigten Natriumacetatldsung und die waBrige Aufarbeitung
wird wie in [122] beschrieben durchgefiihrt. Die Ausbeute an 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-
D-mannose betragt 3,4 g (14 %). Fp.: 124 °C (Lit.: 164 °C [122]).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & 5.76 (iH, d, Ji2=1.5Hz, H-1), 5.37 (1H, dd,
Jag~Js5=9.9 Hz, H-4), 5.01 (1H, dd, Js2=3.0 Hz, J34=9.9 Hz, H-3), 4.28 (1H, dd,
Jea,5=5.0 HZ, J6a,6b=12-4 Hz, H-6a), 4.18 (1 H, m, J2,3=3.0 Hz, H-2), 4.09 (1H, dd,
J6b,5=2-3 HZ, J6b,6a=12-4 HZ, H-6b), 3.76 (1 H, ddd, J5,4=9.8 HZ, J5,6a=4.8 HZ,
Js,60=2.3 Hz, H-5), 2.30 (1H, d, J2,0n=3.9 Hz, OH), 2.15 (3H, s, OAc), 2.09 (3H, s,
OAc), 2.06 (3H, s, OAc), 2.02 (3H, s, OAc).

1,3,4,6-Tetra-0-acetyl-2-desoxy-2-fluor-B-D-gIucose [nach 124]

3,45 g (10,35 mmol) 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-f-D-mannose werden in 50 m| absolutem
Dichlormethan gelost. Die Losung wird unter Stickstoffatmosphére auf —40°C
abgekiihlt (Isopropanol/Trockeneis). Es werden 5ml (40 mmol) Diethylamino-
sulfurtrifluorid (DAST) langsam zugetropft, und das Reaktionsgemisch wird. nac?h
vollstandiger Zugabe von DAST ca. 30 min in der Kalte gerlhrt. AnschlieBe"nd wird die
Kiihlung entfernt und das Reaktionsgemisch unter Stickstoffatmosphare Uber Nacht
gertihrt. Durch Zugabe von 30 ml Methanol in der Kélte wird vorsichtig der vorhandene
DAST-UberschuB entfernt. Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt an Kieselgel mit Toluol/Aceton (9:1) chromatographiert. Die Fraktionen
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werden dunnschichtchromatographisch (Ether/Hexan 7:3) analysiert. Man erhélt nach
Entfernung des L&sungsmittels 2,2g (6,3 mmol, 61 %) 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-
desoxy-2-fluor-B-D-glucose in Form farbloser nadelférmiger Kristalle. Fp.: 92 °C (Lit.:
91-92 °C [125]).

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 5.81 (1H, dd, J12=8.1 Hz, J1#=3.1 Hz, H-1), 5.40 (1H, dft,
Jar=14.3 Hz, J23=9.1 Hz, J34=9.2 Hz, H-3), 5.10 (1H, t (dd), Js3~J45=9.8 Hz, H-4),
4.46 (1H, ddd, J23=9.1 Hz, Jo =51 Hz, J51=8.2 Hz, H-2), 4.33 (1H, dd, Jeaeb=12.3 Hz,
H-6a), 4.13 (1H, dd, Jgb5=2.3 Hz, H-6b), 3.89 (1H, ddd, J5.=4.5 Hz, Js5e=2.2 Hz, H-
5), 2.22 (3H, s, OAc), 2.13 (3H, s, OAc), 2.11 (3H, s, OAc), 2.07 (3H, s, OAc).
'F-NMR (188 MHz, CDCl3): & -201.3 (ddd, Jr2=51 Hz, Jr1=3.0 Hz, Jr3=15 Hz).

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-D-glucose [nach 101]

0,159 (0,43 mmol) 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-B-D-glucose werden in
5-10 ml N,N-Dimethylformamid gelést. Unter Stickstoffatmosphire werden 50 mg
(0,52 mmol) Hydrazinacetat in wenig N,N-Dimethylformamid gelést und bei
Raumtemperatur zugetropft. Die Reaktion wird per DC (Essigester/Hexan 7:3)
kontrolliert. Nach 30 min wird durch Zugabe einer zusétzlichen geringen Menge (0,1-
0,2 mmol) Hydrazinacetat der volistindige Umsatz des Eduktes erreicht. Das
Reaktionsgemisch wird in 20 ml Essigester aufgenommen und zweimal mit 20 ml
gesattigter Natriumchloridiosung extrahiert. Die organische Phase wird mit Wasser
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird im Vakuum
entfernt, und man erhélt 0,13 g (0,41 mmol, 96 %) 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-

D-glucose als farbloses Ol, das in dieser Form fir weitere Umsetzungen eingesetzt
werden kann.

IR (KBr, cm'1): 3300 (OH), 1780, 1245.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 5.70 (1H, m, J12=8.1 Hz, H-1), 5.46 (1H, dt,
J3r=14.3 Hz, J34=9.2 Hz, H-3), 5.05 (1H, t (dd), J4,32d45=9.6 Hz, H-4), 4.78 (1H, ddd,
J23=9.1 Hz, Jor=51 Hz, H-2), 4.33 (1H, dd, Jea,eb=12.1 Hz, H-6a), 4.24 (1H, dd,

Joog=2.2 Hz, H-6b), 4.21 (1H, ddd, Jsea=4.6 Hz, H-5), 2.14 (3H, s, OAc), 2.11 (3H, s,
OAc), 2.08 (3H, s, OAG).

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-oc-D-qucose-1 -dibenzylphosphat [nach 118]

0,13 g (0,41 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetyl—2-desoxy-2-f|uor-D-qucose werden in 10 ml
absolutem Tetrahydrofuran gelést und unter Stickstoffatmosphare auf —40 °C geknhlt.
Es werden 0,4 ml einer 1,5M Lésung (0,6 mmol) von Lithiumdiisopropylamid in
Tetrahydrofuran langsam zugetropft. Nach 15 min Ruhren wird eine Ldésung von
0,29¢g (0,54 mmol) Tetrabenzylpyrophosphat (TBPP) in 6ml absolutem THF
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird langsam auf 0 °C gebracht und bei dieser
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Temperatur etwa 40 min gehalten. AnschlieBend wird durch Zugabe von 40 mi
Diethylether die Reaktionslosung verdinnt. Die organische Phase mit 20 ml
gesattigter Natriumhydrogencarbonatiésung und 20 ml geséttigter Natriumchlorid-
I6sung extrahiert und Ober Natriumsulfat getrocknet. Das L&sungsmittel wird unter
Vakuum entfernt und das Rohprodukt auf Kieselgel flash-chromatographiert
(Essigester/Hexan 1:1). Die Identifizierung der einzelnen Fraktionen gelingt Uber
Dinnschichtchromatographie an Kieselgel (Essigester/Hexan 7:3). Nach Entfernung
des organischen Lésungsmittels im Vakuum erhalt man 0,17 g (0,3 mmol, 72 %) 3,4,6-
Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-D-glucose-1-dibenzylphosphat in analytisch reiner Form.
Das Anomerenverhlinis /B konnte mittels 'H-NMR-Spektroskopie ermittelt werden
(o/ = 3:1). Ein 3'P-entkoppeltes 'H-NMR-Spekirum erlaubt zudem die Zuordnung der
Kopplungskonstanten und 4Bt eine ,long range“-Kopplung zwischen Phosphor und
Fluor erkennen (*J-Kopplung).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & 7.34-7.24 (m, ArH), 5.94 (1H, dd, J1p=6.7 Hz,
J12=3.6 Hz, J;<0.5Hz, H-1(a)), 5.50 (1H, dt, J3r=12.0 Hz, J32=J34=9.6 Hz, H-3),
5.40 (ddd, H-1(B)), 5.11-5.05 (m, Jup=8.4 Hz, ArCH.OP), 5.02 (1H, t (dd),
Jia=J15=9.9 Hz, H-4), 455 (1H, dddd, J2r=48.5Hz, J23=9.5Hz, J1=3.6 Hz,
“Jop=2.9 Hz, H-2), 4.18 (1H, dd, Jeas=4.1 Hz , H-6a), 3.99 (1H, ddd, Jsa=4.3 Hz,
Jsep=2.2 Hz, H-5), 3.84 (1H, dd, Jebea=12.5, Jens5=2.2 Hz, H-6b), 2.04 (3H, s, OAc),
1.99 (3H, s, OAc), 1.95 (3H, s, OAc).

"H-NMR (300 MHz, CDCls, 3'P-entkoppelt) : u.a. 8 5.94 (d, J1,2=3.6 Hz, J1,7<0.5 Hz, H-
1(a)), 5.40 (dd, J12=7.7 Hz, J1,7=3.0 Hz, H-1(B)).

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1-phosphat [nach 103]

0,17 g (0,3 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1-dibenzylphosphat
werden in einem L&sungsmittelgemisch von absolutem Methanol und Essigester (3:1)
(10 ml) geldst. Nach der Zugabe von 0,6 g Palladium (10 %) auf Aktivkohle und 0,1 g
(1,5 mmol) Ammoniumformiat wird das Reaktionsgemisch unter RickfluB gerihrt.
Nach 60 min wird in 10 m! Methano! aufgenommen und der Katalysator abfiltriert. Man
wischt mit kaltem Methanol nach und entfernt das Losungsmittel unter reduziertem
Druck. Man erhalt 0,12 g (0,28 mmol, 94 %) 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-o-D-
glucose-1-phosphat in der Form des Ammoniumsalzes als weiBen Feststoff. Fp.: 155-
160 °C.

'H-NMR (200 MHz, D;0): § 5.44 (1H, dd, J1,p=8.8 Hz, J12=3.6 Hz, J1#<0.5 Hz, H-1),
4.92 (1H, m, H-3), 4.23 (1H, dddd, J2F=49.6 Hz, J23=9.8 Hz, J2,1=8.6 Hz, 4o p=1.9 Hz,
H-2), 3.91-3.70 (1H, m, H-6a), 3.71-3.65 (1H, m, H-5), 3.61-3.52 (1H, m, H-6b), 2.05
(3H, s, OAc), 2.01 (8H, s, OAc), 1.97 (3H, s, OAc).

'SF-NMR (188 MHz, D20): & -199.7 (dd, Jr2=49 Hz, Jrs=14 Hz).
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2-Desoxy-2-fluor-oi-D-glucose-1-phosphat

0,12¢g (0,28 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1-phosphat
werden in 10 ml absolutem Methanol suspendiert. Man gibt 53 mg (1 mmol)
Natriummethanolat hinzu und riihrt die Losung bei Raumtemperatur. Nach einer
Stunde Reaktionszeit wird durch Zugabe von lonenaustauschermaterial (Dowex 50W-
X8, H*-Form) ein pH-Wert von 6,5-7 eingestellt. Die Lésung wird filtriert und das
Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Man erhélt einen weiBen Feststoff,
der in wenig 30 mM Ammoniumhydrogencarbonatlésung aufgenommen und mittels
Anionenaustauscherchromatographie an DEAE-Sephadex gereinigt wird (Gradienten-
elution: 30-200 mM NH4HCOs). Die Fraktionen werden tber die UV-Absorption bei
830 nm nach Zugabe einer Mo(V)-Mo(VI)-Reagenzlésung identifiziert, und die
Produkifraktionen werden vereinigt und lyophilisiert. Nach wiederholter Lyophilisation
erhalt man 0,1 g (0,25 mmol, 95 %) 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1-phosphat als
weiBen Feststoff. Fp.: 135 °C.

'H-NMR (200 MHz, D20): 8 5.43 (1H, dd, J1p=8.2 Hz, J12=3.6 Hz, J1,r<0.5 Hz, H-1),
423 (1H, dddd, J2r=51.8Hz, Jp3=9.9Hz, “Jpp=1.7Hz, H-2), 3.88 (1H, dd,
Joa,6o=9.4 Hz, Jea5=3.8 Hz, H-6a), 3.78 (1H, ddd, H-5), 3.72 (1H, dd, Jep5=2.3 Hz, H-
6b).

C-NMR (50 MHz, D20): § 91.3 (C-1, Jo.1r=26 Hz), 90.3 (C-2, Joor=181Hz, Jc
2p=10Hz), 72,1 (C-4), 71.5 (C-3, Jcs, r=17.7 Hz), 69.7 (C-5), 60.9 (C-86).

"*F-NMR (188 MHz, D;0): & -199.72 (dd, Jr2=53 Hz, Jr3=14 Hz).
*'P-NMR (81 MHz, D,0): §3.48 (d (br.), J1,p=8.1 Hz).

$P-NMR (81 MHz, D0, "H-entkoppelt) : & 3.48 (s, COPOs%).

Uridin-5‘-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-oc-D-gIucose [nach 79]

0,2 g (0,5 mmol) 2-Desoxy-z-ﬂuor-oc-D-glucose-1-phosphat werden in 20 m! absolutem
N,N-Dimethylformamid gel6st. Unter Stickstoffatmosphire werden 0,34 g (0,5 mmol)
Uridin-5'-monophosphomorpholidat zugegeben und das Reaktionsgemisch bei
Raumtemperatur 7 Tage gertihrt. AnschlieBend wird das Lésungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt und der Rickstand in 5ml 30 mM Ammonium-
hydrogencarbonatidsung aufgenommen. Die Isolierung des Produktes erfolgt mittels
Gradienten-Anionenaustauscherchromatographie an DEAE-Sephadex (Gradienten-
elution: 30-200 mM NHsHCO;). Die Produktfraktionen eluieren bei einer Puf-
ferkonzentration von etwa 60 mM und werden durch die Messung der UV-Absorption
bei 260 nm identifiziert. Die vereinten Fraktionen werden wiederholt lyophilisiert oder
durch Gelpermationschromatographie an Biogel-P2 mit bidestilliertem Wasser als
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Eluens einer vollsténdigen Entsalzung unterzogen. Nach Lyophilisation erh&lt man
0,12 g (0,2 mmol) des Ammoniumsalzes von Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o:-
D-glucose als weiBen Feststoff.

'H-NMR (200 MHz, D20): 8 7.85 (1H, d, Js6=8.1 Hz, U:H-6), 5.90-5.81 (2H, s,d,
J5,6=8.1 Hz, U:H-5, rib-H-1¢), 5.67 (1H, dd, J1,p=7.7 Hz, J12=3.5 Hz, J;£<0.6 Hz, H-1),
4.30-4.0 (5H, m, H-3, H-4, H-5, rib-H-2", rib-H-3¢), 3.97-3.65 (6H, m, rib-H-4°, rib-H,-5¢,
H2-6).

"F-NMR (188 MHz, D20): 8 -200.73 (dd, Jr2=49 Hz, Jgz=11 Hz).

*'P-NMR (81 MHz, D;0): § -12.2 (dm, Jpp=19.4 Hz), -10.4 (dm, Jpp=19.4 Hz).

ESI-MS: m/z 566,8 [M]>

4.3.2 Durchfiihrung der MacDonald-Phosphorylierung

2-Desoxy-2-fluor-(c,B)-D-glucose-1-phosphat [nach 99]

0,3 g (0,82 mmol) 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-B-D-glucose werden unter
Hochvakuum zusammen mit 320 mg (3,26 mmol) trockener kristalliner Phosphorséure
langsam unter starkem Rilhren bei 50 °C (Olbadtemperatur) zur Reaktion gebracht.
Die Schmelze férbt sich braun und wird unter Rithren und Hochvakuum (102 mbar)
2 Stunden bei 50 °C gehalten. AnschlieBend wird die Olbadtemperatur auf 70-80 °C
erhdht und die Schmelze weitere 48 Stunden auf dieser Temperatur gehalten. Unter
Inertgas (Stickstoff) wird die Schmelze im Eisbad gekihlt und unter Riihren langsam
mit ca. 6,7 ml einer 2 M Lithiumhydroxidiésung (13,4 mmol LiOH) versetzt. Man 1883t
den entstandenen Lithiumphosphat-Niederschlag sedimentieren und die waBrige
L&sung 16 Stunden bei Raumtemperatur stehen. Der Niederschlag wird durch Celite®-
Filter abfiltriert und mit 0,2 M Lithiumhydroxididsung gewaschen. Das Filtrat wird durch
Zugabe von lonenaustauschermaterial (Dowex 50W-X8, H*-Form) auf eir?en pH—YVeﬁ
von 7 eingestellt. Die Lésung wird filtriert und lyophilisiert. Man erhalt einen w"elBen
Feststoff als Rohprodukt, der in wenig 30 mM Ammoniumhydrogepcarbonat.losung
aufgenommen wird und an DEAE-Sephadex chromatographiert wird (Gradlentc.an-
elution: 30-200 mM NHsHCO3). Die Produktfraktionen werden lber die UV-Absor;:?n?n
bei 830 nm nach Zugabe einer Mo(V)-Mo(VI)-Reagenzldsung identifiziert, vereinigt
und lyophilisiert. Nach wiederholter Lyophilisation erhélt man 0,06 g (0,14 mmol, 1 7 %)
des Ammoniumsalzes von 2-Desoxy-2-fluor-D-glucose-1-phosphat als weiBen
Feststoff. o _

Die Ergebnisse der NMR-spekiroskopischen Untersuchungen sind in K"apltel 3.1
(Tabelle 3.1) zusammengefaBt. Die Temperatur der Schmelze wurde gemaB Tabelle
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3.1 variiert. Das Produkt stellt ein Anomerengemisch dar, dessen Verhéltnis (o:p) 'H-
sowie '°F-NMR-spekiroskopisch ermittelt werden kann.

'H-NMR (200 MHz, D,0): & 5.43 (dd, J1,p=8.2 Hz, J12=3.6 Hz, J1r<0.5 Hz, H-1(a)),
4.94 (ddd (q), J1,p=J1,2=7.8 Hz, J1F =2.7 Hz, H-1(B)).

19F.NMR (188 MHz, D;0): § -199.7 (dd, Jr2=54 Hz, Jza=14 Hz, F (a-Anomer)), -199.4
(ddd, Jr2=51 Hz, Je3=15 Hz, Jr,1=2.8 Hz, F (B-Anomer)).

4.3.3 Multienzymatische Synthese von Uridin-5‘-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-
D-glucose

Es werden insgesamt 10 ReaktionsgefédBe (Eppendorf 1,5 ml) mit jeweils 2,2 mg
(12,1 ymol) 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose, 7mg (12,6 umol) ATP und 3,9 mg
(18,9 pmol) Magnesiumchiorid in einem Gesamtvolumen von 0,48 ml (50 mM Tris-
Puffer, pH 7,2) in einem Thermostat (Eppendorf-Thermomixer 5436) auf 25 °C
vortemperiert und entgast. AnschlieBend erfolgt die Zugabe von jeweils 20 pl einer
frischen Pufferldsung der Hexokinase (10-15 units in 20 pl Tris-Puffer (pH 7,2)). Die
ReaktionsgeféBe werden (ber Nacht auf 25 °C gehalten und der Verlauf der Reaktion
wird mittels HPLC-Analyse kontrolliert. Die Hexokinase-katalysierte Phosphorylierung
gilt als beendet, wenn der ADP-Peak im HPL-Chromatogramm sein Maximun erreicht
hat. Die ReaktionsgefaBe werden dann 2 min im Olbad bei 90-100 °C erhitzt und das
denaturierte Enzym anschlieBend abzentrifugiert. Bei einer Reaktionstemperatur von
25 °C werden in jedes Reaktionsgefa B folgende Losungen pipettiert: 1,2 mg (2,1 pmol)
UTP in 20 pl Tris-Puffer, 10 pl einer frischen Tris-Pufferlésung (pH 8) von Phospho-
glucomutase (15 units in 10 pl), 10 pl einer Tris-Pufferldsung (pH 8) von Glucose-1,6-
diphosphat (20 nmol in 100 pl), 20 pl anorganische Pyrophosphorylase-Pufferldsung
(10units in 20pl) und 20l einer Tris-Pufferldsung (pH8) von  Uridin-
diphosphatglucose Pyrophosphorylase (10 units in 20 pl). In einer vorgeschalteten
Ultrafilirationspozedur wird die Ammoniumsulfatsuspension, in der die Phosphogluco-
mutase (Sigma) geliefert wird, ausgetauscht gegen Tris-Puffer, indem man die
gewiinschte Enzymaktivitét aus dem Originalbehélter entnimmt, mit 100 pl Tris-Puffer
verdiinnt und bei 8300 min™ durch die Microcon-3 Ulrafiltrationsmembran zentrifugiert
und zweimal mit 50 pl bzw. 30 pl Tris-Puffer nachwéscht bevor man das Enzym in
frischem Tris-Puffer (pH 8) aufnimmt. Nach Zugabe aller Enzyme wird der pH-Wert in
jedem ReaktionsgefédB auf 7,8 eingestellt.

Nach 6 Tagen wird mittels HPLC eine Ausbeute fiir Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-
fluor-o-D-glucose von ca. 60 % ermittelt. Die Reaktion wird durch Hitzedenaturierung
(2-3 min bei 95 °C) abgebrochen und die denaturierten Enzyme abzentrifugiert. Die
endstandigen Phosphatester wie ATP, ADP, UTP oder UDP bzw. Spuren der
entsprechenden Monophosphate werden durch Zugabe von 5-10 units alkalischer
Phosphatase (aus Kalberdarm, Roche) tiber Nacht hydrolytisch gespalten, wobei
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ortho-Phosphat entsteht. Nach Hitzedenaturierung, Zentrifugieren und HPLC-Kontrolie
der enzymatischen Hydrolyse wird das Volumen der einzelnen Reaktionsgeféfe
vereint und mittels Schlauchpumpe auf die Chromatographie-Séule (DEAE-Sephadex,
1,0 x 30 cm) gegeben. Die Elution erfolgt mit Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer, wie
bereits in Abschnitt 4.3.1 beschrieben. Die Produkifraktionen werden lyophilisiert und
mittels Gelpermationschromatographie an Biogel-P2 (1,6 x 13 cm) mit bidestilliertem
Wasser als Eluens einer vollstédndigen Entsalzung unterzogen. Man erhélt 4,8 umol
des Ammoniumsalzes von Uridin-5-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-D-glucose als
weiBen Feststoff. Die NMR-spekiroskopischen Daten und die massen-
spektrometrische Analyse (ESI-MS) sind deckungsgleich mit den in Abschnitt 4.3.1
aufgefihrten.

4.4 Radiosynthesen

['®FIFDG wurde nach Standardverfahren hergestelit [28] und Uber das Labor fir
Qualitatskontrolle der Radiopharmaka-Servicegruppe am Babyzyklotron des Instituts
flir Nuklearchemie bezogen.

4.41 1,3,4,6-Tetra-0-acetyl-2-desoxy-2-[1sF]quorqucose

Als Ausgangsverbindung fiir die Synthese von 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-
[1BF]ﬂuorqucose wurde zunéchst 1,3,4,6-Tetra-O—acetyl-2-O-trifluormethylsuIfonyI-B-D—
mannose [98] gewahlt und die nukleophile **F-Markierung nach [28] durchgefihrt.

Fiir laborexperimentelle Studien bot sich vor allem im Hinblick auf die nachfolgenden
Reaktionsschritte (MacDonald-Phosphorylierung) folgende Synthese ausgehend von
['|F]FDG an. Eine Probe einer gepufferten wéssrigen Losung von ['®F]FDG wird durch
portionsweise Zugabe von Acetonitril im Stickstoffstrom azeotrop bei 80 °C getrocknet.
Man nimmt mit 0,3 ml wasserfreiem Pyridin auf und gibt 0,2 ml Essigséureanhydrid zu.
Die Acetylierung kann diinnschichtchromatographisch an Silicagel (Essig.;ester/l-lnexa%n:
7:3) kontrolliert werden. Die Reaktion ist bei Raumtemperatur nach 30 min Yollstandlg.
Bei einer Reaktionstemperatur von 80 °C laBt sich die vollstandige Acetylierung von
[18F]FDG bereits innerhalb von 5 min erreichen. 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-Z.-de.sc?xy-z-
['®Ffluorglucose 148t sich auf einer Sep-Pak-Kartusche (RP-18.) vollstandig f|x1eren-.
Man wischt mit 0,1 N Salzsdure und 10 ml Wasser und eluiert das Produkt mit

Acetonitril.
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4.4.2 2-Desoxy-2-'*F]fluorglucose-1-phosphat

Eine Ldsung von 1,3,4,6—Tetra~O-acetyI-2—desoxy—2—[1SF]quorqucose in Acetonitril wird
im Sigradur-Vial unter Vakuum getrocknet. AnschlieBend trocknet man 10 min im
Hochvakuum (10 mbar) bei 50 °C und laBt den Reaktor unter Schutzgas abkihlen.
Es werden 20 mg kristalline Phosphorsdure, die vorher {iber Phosphorpentaoxid im
Vakuum griindlich getrocknet wurde, unter Schutzgas zugegeben. Der Reaktor wird
dicht verschlossen und im Hochvakuum langsam auf ca. 70 °C im Olbad erhitzt. Eine
Variante der Reaktionsfiihrung ist durch Zugabe einer Lésung von 1,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-2-desoxy-2-["®F]fluorglucose in absolutem Tetrahydrofuran in einen Reaktor,
der trockene kristalline Phosphorséure enthalt, moglich. Nach ca. 30 min Reaktions-
zeit wird die Schmelze in 0,4 ml Tetrahydrofuran aufgenommen. Es ist mdglich an
dieser Stelle die radiochemische Ausbeute der MacDonald-Phosphorylierung von
1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-["®F]fluorglucose chromatographisch zu bestimmen.
Die dlnnschichtchromatographische Analyse auf Silicagel (Essigester/Hexan 7:3)
zeigt neben 2-Desoxy-2-['®Flfluorglucose-1-phosphat zwei unpolare radioaktive
Produkie (Rs=0,84 und R=0,74), wobei es sich um unumgesetzte 1,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-2-desoxy-2-['®Flfluorglucose und das Hydrolyseprodukt 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-
desoxy-2-["®FJfluorglucose handelt. Es wird in der Kalte mit 0,2ml 1 M Lithium-
hydroxidlésung versetzt und der entstehende Niederschlag abzentrifugiert. Die
iberstehende Ldsung (pH 7 1) wird in einer 10 ml-Einwegspritze mit 4 ml Wasser
verdunnt und auf eine Accell-Plus-Kartusche (Waters) gegeben. Man wéscht mit 6 ml
Wasser nach, um {berschiissiges ['®F]FDG zu entfernen, und kann das Produkt mit
0,1 M Tris-Puffer (pH 8) eluieren. Die Elution erfolgt vollsténdig mit 2 ml Eluens. Die
radiochemische Ausbeute fiir die Synthese von 2-Desoxy-2-['®F]fluorglucose-1-
phosphat betrégt unter den angegebenen Reaktionsbedingungen etwa 55 %. Fir

weitere enzymatische Umsetzungen im analytischen MaBstab wurden Aliquots der
Produktfraktion verwendet.

4.4.3 2-Desoxy-2-[**F]fluorglucose-6-phosphat

Es wird in einem Eppendorf-ReaktionsgefaB eine 0,05 M Tris-Pufferlésung (pH 7,12)
mit ATP (1 mM) und Magnesiumchlorid (1-2 mM) und ["®FIFDG vorgelegt. Das
Gesamtreaktionsvolumen betrégt zwischen 30 und 250 pl. Fiir die im Rahmen von
Kapitel 3.3.1 durchgefiihrten Studien wird ATP durch UTP ersetzt. Die Konzentration
von ATP wurde im Bereich von 0,5 bis 18 mM und die von UTP im Bereich von 0,5 bis
25 mM variiert. Die Tris-Pufferldsung wird auf 37 °C im Eppendorf-Thermomixer
(Model 5436) temperiert. Die Zugabe von 10 units Hexokinase in 20 ul Tris-Puffer (pH
7,2) erfolgt zuletzt, um die Reaktion zu starten. Die Kontrolle der enzymatischen
Umsetzung erfolgt dinnschichtchromatographisch auf Silicagel (Acetonitril/ 9,5 mM
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Tetrabutylammoniumhydroxid 8:2) oder auf Cellulose (Ethanol/ 1 M Ammoniumacetat
3:2). Das Enzym wird durch Hitzedenaturierung oder Ultrafiltration (Microcon-3,
Amicon) abgetrennt. Die hexokinase-katalysierte Phosphorylierung von ['®F]JFDG
verlauft quantitativ. Die erhaltene Pufferlésung wurde fiir weitere Umsetzungen im
analytischen MaBstab verwendet. Eine Variation der Reaktionsfiihrung ist durch den
Einsatz einer erniedrigten ATP-Konzentration (0,01 mM) und dem Enzym
Pyruvatkinase (10 units) unter Anwesenheit von 1 mM Phosphoenolpyruvat (PEP)
ebenso moglich (Regeneration von ATP durch Phosphorylierung des entstehenden
ADP).

4.4.4 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-["®Flfluorglucose

Die Synthese von 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-[®Flfluorglucose  wird wie
beschrieben durchgefiihrt, jedoch findet die Elution von der Sep-Pak-Kartusche mit
N,N-Dimethylformamid statt. Die Produkifraktion (1 ml) wird unter Rihren im Wheaton-
Reaktor mit 6,5 mg (0,07 M) Hydrazinacetat versetzt. Die Suspension wird bei
Raumtemperatur gerilhrt und nach 15 min mit 10 ml Wasser aufgenommen, um die
Hydrazinolyse zu beenden. Die radiochemische Ausbeute der regioselektiven
Entschiitzung betrégt 93 %. Die DC-Analyse auf Silicagel (Essigester/Hexan 7:3) zeigt
einige polare Nebenprodukte (vgl. Abb. 3.25). Man fixiert auf einer Sep-Pak-Kartusche
(RP-18) und wéscht mit 5 ml Wasser nach. Die Kartusche wird getrocknet, und die
Elution mit absolutem Tetrahydrofuran liefert das Produkt in einem Elutionsvolumen
von ca. 1,5 ml und einer radiochemischen Reinheit von >98 % (DC).

4.4.5 3 4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-["*Flfluor-a-D-glucose-1-dibenzylphosphat

Die Losung von 3,4,6-Tri-O-acetyl-2—desoxy-2-[18F]f|uorglucose in Tetrahydrofuran
wird auf -30°C gekihlt und unter Argon mit 10pl (15pmol) einer 1,5M
Lithiumdiisopropylamidlgsung versetzt. Man laBt 5 min rihren und gibt bei —45 °C eine
Lésung von 6 mg (11 pmol) Tetrabenzylpyrophosphat in 0,1 ml Tetrahydrofuran zu.
Fur die Ermittiung der radiochemischen Ausbeute entnimmt man Proben (20 pl) mit
einer Hamilton-Spritze und verdiinnt diese in Diethylether. Die radiochemische
Ausbeute der Phosphorylierung betragt nach 20 min etwa 20-26 % bezuglich
eingesetzter 3,4,6—Tri-O-acetyl-2—desoxy—2-[18F]fluorglucose. Nach Erreichen der
Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch in 0,4 ml Methanol aufgenommen (siehe

Absch. 3.4.1).
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4.4.6 Versuche zur multienzymatischen Synthese von Uridin-5‘-diphosphat-2-
desoxy2-['®F]fluor-a-D-glucose

Ausgehend von der Tris-Pufferlésung von 2-Desoxy-2-[18F]fIuorglucose-6-phosphat
(siehe Absch. 4.4.3) wurde eine Inkubation unter folgenden Reaktionsbedingungen
durchgefiihrt:

5 mM Magnesiumchloridiésung, 3,5mM UTP, 30 units Phosphoglucomutase in
50 mM Tris-Puffer (pH 8, nach Ultrafiliration (Microcon-3)), 10 units Uridindiphosphat-
glucose Pyrophosphorylase in 50 mM Tris-Puffer (pH 8) und 10 units anorganische
Pyrophosphatase in 50 mM Tris-Puffer (pH 8). Es erfolgt vor Zugabe aller Enzyme die
Zugabe des Cofaktors Glucose-1,6-diphosphat in Variation seiner Konzentration von
2 pM bis 0,2 mM. Ebenso erfolgt fiir die Untersuchung der Trégerabhéngigkeit die
Zugabe von 2-Desoxy-2-fluorglucose-6-phosphat in Variation der Konzentration von
0,3 bis 5 mM (vgl. Absch. 3.3.2). Das Gesamivolumen jedes Ansatzes betragt 0,4 ml.
Die Inkubation erfolgt im Eppendorf-Reaktionsgefa bei 25 °C und pH 7,8 im Thermo-
mixer (Eppendorf, Model 5436). Die radiochemische Ausbeute fiir Uridin-5‘-diphos-
phat-2-desoxy—2-[18F]f|uor—oc—D-glucose betragt fiir eine getragerte Synthese (5 mM 2-
Desoxy-2-fluorglucose-6-phosphat) etwa 4 % (HPLC) nach einer Reaktionszeit von 2
Stunden unter den angegebenen Reaktionsbedingungen.

4.4.7 Chemoenzymatische Synthese von Uridin-5‘-diphosphat-2-desoxy-2-

[18F]fluor-oc-D-qucose im Zwischenkornvolumen der festen Phase
[nach 120]

Als  Ausgangsverbindung wird getrocknete 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-
['®FIfluorglucose eingesetzt und die MacDonald-Phosphorylierung gemaB Abschnitt
4.4.2 durchgefihrt. Eine Vereinfachung der Reaktionsfiihrung der Phosphorylierung ist
durch Zugabe einer Lésung von 1,3,4,6—Tetra—O-acetyI-2-desoxy-2-[18F]f|uorg|ucose in
absolutem Tetrahydrofuran in einen Reaktor, der trockene kristalline Phosphorséure
enthalt, mdglich. Die radiochemische Ausbeute der MacDonald-Phosphorylierung ist
vor allem von obligat wasserarmen Reaktionsbedingungen abhangig (siehe Absch.
3.4.2).

Die basische Hydrolyse mit Hilfe von waBriger Lithiumhydroxidldsung nach Aufnahme
der Schmelze in Tetrahydrofuran kann vorsichtig bei Raumtemperatur vorgenommen
werden. Zudem |4Bt sich der entstehende Niederschlag (Lithiumphosphat) wihrend
der Fixierung des Produktes an zwei Glasfilterfritten zurlickhalten. Es sollte
sichergestellt sein, daB vor der Fixierung am Anionenaustauscher ein pH-Wert von 7
eingestellt ist. Die Fixierung des Produktes 2—Desoxy-2-[’8F]quorgIucose-1-phosphat
erfolgt auf einem Anionenaustauschermaterial (50-100 mg, Accell QMA, Waters)
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Nach der Fixierung wird mit héchstens 4 ml Wasser gewaschen und die Kartusche im
Argonstrom getrocknet.

AnschlieBend werden mit Hilfe einer Tuberkulinspritze 120 pl einer 0,1 M Tris-
Pufferlésung (pH 8,0), die UTP (0,5 mM), Magnesiumchlorid (4 mM), 10 units
Uridindiphosphatglucose Pyrophosphorylase (UDP-Glc PP, E.C. 2.7.7.9) und 10 units
anorganische Pyrophosphatase (E.C. 3.6.1.1) in das Zwischenkornvolumen der
Polymermatrix gegeben. Die Kartusche wird im Wasserbad bei 40 °C (Badtemperatur)
eine Stunde erwarmt und anschlieBend mit 1 ml 0,1 M Tris-Puffer eluiert, mit dem Ziel,
die radiochemische Ausbeute zu bestimmen. Die radiochemische Ausbeute fiir Uridin-
5'-diphosphat-2-desoxy-2-[®F]fluor-a-D-glucose (UDP-['®F]FGlc betréagt ausgehend
von ['®F]FDG 20 % nach einer Gesamtsynthesezeit von 110 min.
Uridin-5‘-diphosphat-2—desoxy-2—[18F]fluor—oc—D-qucose kann durch Fixierung auf einer
Sep-Pak-Plus-Kartusche (RP-18) und Elution mit 3 ml 0,1 M Triethylammonium-
hydrogencarbonat-Lésung und anschlieBend 7 ml Methanol /0,1 M Triethylam-
moniumhydrogencarbonat-Lésung (1:1) von unumgesetztem Zuckerphosphat abge-
trennt und gleichzeitig entsalzt werden. Dies ist nicht notwendig, falls unter Einsatz
von Glycosyltransferasen eine '®F-Glykosylierung von Akzeptorsubstraten als Folge-
reaktion ebenfalls auf der festen Phase durchgefiihrt werden soll (siehe Absch. 4.4.8).

4.4.8 "®F-Glycosylierung von N-Acetyl-glucosamin

Die Synthese von 2-Desoxy-2-[®Flfluorglucose-1-phosphat erfolgt wie in Absch. 4.4.2
bzw. 4.4.7 beschrieben. Nach der Fixierung von 2-Desoxy-2-[18F]ﬂuorglucose-1-
phosphat auf einem Anionenaustauschermaterial (50-100 mg, Accell QMA, Waters)
wird die Kartusche im Argonstrom getrocknet. AnschlieBend werden mit Hilfe einer
Tuberkulinspritze 120 pl einer 0,1 M Tris-Pufferlésung (pH 8,0), die UTP (0,5 mM),
Magnesiumchlorid (4 mM), Manganchlorid (8 mM), N-Acetyl-glucosamin (0,18 mM),
10 units Uridindiphosphatglucose Pyrophosphorylase (UDP-Glc PP, E.C.2.7.7.9),
10 units anorganische Pyrophosphatase (E.C.3.6.1.1), 2mU Uridin-5'diphosphat-
galactose 4-Epimerase (EC 5.1.3.2) und 1 unit B-1 4-Galactosyltransferase enthalt, in
das Zwischenkornvolumen der Polymermatrix gegeben. Die Kartusche wird im
Wasserbad bei 40 °C (Badtemperatur) eine Stunde erwarmt und anschlieBend mit
1 ml 0,1 M Tris-Puffer eluiert, mit dem Ziel, die radiochemische Ausbeute fur das "8F-
glykosylierte Produkt zu bestimmen. Dies gelingt diinnschichtchromatographisch aTn
Silicagel (Propanol/Essigséure/Wasser 85:12:3). Nach 60 min Reaktionszeit ist ke!n
'8F.Glykosylierungsreagens (UDP-['®F]FGIc) mehr nachzuweisen. Es entsteh'f ein
Produkt (R¢=0,47), das auf einer Sep-Pak-Plus-Kartusche (RP-18) die Laufeigen-
18F]ﬂuor—ﬁ-D-galactopyranosyl—(1 —4)-2*-N-acetylglucosamin

schaften von 2-Desoxy-2-[
Die Sep-Pak-Reinigung erfolgt durch

besitzt (vgl. N-Acetyllactosamin, Ri=0,51).
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Elution mit 5 ml Wasser und anschlieBend mit 3 m! Methanol. Die ersten 1,5 ml der
Methanol-Fraktion enthalten das '8F-glykosylierte Produkt (R=0,47) in einer radio-
chemischen Reinheit von >95 %.

4.5 Analytische Verfahren

4.5.1 Anionenaustauscherchromatographie

Die in Abschnitt 4.3 beschriebene Anionenaustauscherchromatographie wurde an
DEAE-Sephadex durchgefiihrt. Die Trennung der Zuckerphosphate von Nukleosid-
zuckern ist durch Graduentenelution méglich (siehe Absch. 3.2.4). Als Eluens wurde
der im Vakuum flichtige Puffer Ammoniumhydrogencarbonat gewahlt. Die
Graduentenelution mit einer Schlauchpumpe wurde durch kontinuierliches Zumischen
einer 0,2 M Ammoniumhydrogencarbonatlésung (Reservoir, V= 1 L) in eine Misch-
kammer (V=300 ml), aus der das Eluens mit gleichem VolumenfluB entnommen
wurde, realisiert. Die Fraktionen wurden Uber ihre UV-Absorption bei 260 nm oder
830 nm identifiziert. Die Detektion der Zuckerphosphate bei 830 nm erfolgte nach der
Zugabe einer Mo(V)-Mo(VI)-Reagenzldsung (nach [126]) zu einer verdiinnten Probe
einer Fraktion und anschlieBendem Erhitzen der Lésung auf 95 °C fiir 20 min.
VolumenfluB:0,6 ml/min, Saule:DEAE-Sephadex (1,0x30 cm)
Ausgangskonzentration: 30 mmol Ammoniumhydrogencarbonat / | (Mischkammer)

4.5.2 Radio-HPLC

Die Analyse der Reaktionsgemische wurde mit Hilfe der
Hochdruckflﬂssigkeitschromatographie (HPLC = High Performance Liquid Chromato-
graphy) durchgefiihrt. Die Identifizierung der n.c.a. '®F-markierten Verbindungen
wurde durch den Vergleich der Retentionszeiten des Peaks im Kanal des
Radiodetektors mit dem UV-Peak des inaktiven Standards erreicht. Die verwendete
HPLC-Anlage bestand aus einer Merck-Hitachi HPLC Pumpe L-6000, einem Merck-
Hitachi UV-Detektor L-4000 (variable Welienl&nge) und einem Nal(Tl)-Bohrlochkristall-
detektor der Firma EG&G Ortec mit Photomultiplier (Model 276 Photomultiplier Base)
und Verstarker (EG&G ACE Mate™ Model 925). Die Probenaufgabe erfolgte tiber ein
Rheodyne-Injektionsventil (Typ 7125) mit einer 20 Ml bzw. 100 pl Probenschieife
sowohl vor der Trennsiule als auch hinter der Trennséule zwecks Ermittlung der
Markierungsausbeute (Aliquotinjektion). Die MeBdaten der Detektoren wurden durch
die Auswertesoftware Nina (Version 1.4) der Firma Nuclear Interface auf einem

handelsublichen Rechner (PC) gespeichert und analysiert. Die Detektionswellenlénge
des UV-Detektors betrug bei allen Analysen 266 nm.
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Fir die Anwendung der Radio-HPLC-Analytik wurde eine RP-18-Phase gew&hlt und
mittels Gradientenelution und lonenpaarbildung (8 mM TBHS) eine Trennmethode
realisiert, die universell flr jede analytische Fragestellung im Rahmen dieser Arbeit
anwendbar war. Die Differenzierung zwischen a- und B-Anomeren der in 1-Position
phosphorylierten Zucker gelingt jedoch auch durch Gradientenelution nicht, sondern
nur NMR-spektroskopisch (vgl. Absch. 4.3.1). Eine HPL-chromatographische Analyse
unter isochratischen Bedingungen war nur in Einzelfallen méglich. Insbesondere im
Falle der enzym-katalysierten Umsetzungen mit UDP-Glucose Pyrophosphorylase in
Anwesenheit von UTP war eine eindeutige chromatographische Trennung von UDP
und UDP-["®F]FGlc unter isochratischen Bedingungen nicht mdglich. Die folgende
Tabelle definiert die Bedingungen der Gradienten-lonenpaar-HPLC. Die ermittelten k'-
Werte der Verbindungen sind in Tabelle 4.3 zusammengestellt.

Tabelle 4.2: Bedingungen der Gradienten-IP-HPLC

Zeit Laufmittelgemisch
2,5 min 0%B
14 min 50 % B
15 min 100 % B
23 min 100 % B
24 min 0%B
30 min 0%B

Laufmittel A: 100 mM KHoPO./K-HPO,-Puffer, 8 mM TBHS (pH 6)
Laufmittel B: 100 mM KH.PO./K,HPO,-Puffer, 8 mM TBHS (pH 6), 30 % Methanol (v/v)

HPLC-Saule: RP-18 (7 um) LiChrosorb, 250x4 mm
VolumenfluB: 1 ml/min
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Tabelle 4.3: Retentionszeiten (k'-Werte) in der IP-HPLC
(Trennbedingungen wie in Tabelle 4.2 angegeben)

Verbindung Retentionszeit  k'-Wert
2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose (FDG) 02'41¢ 0,24
2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-6-phosphat 0447* 1,21
o-D-Glucose-1,6-diphosphat (*) 0525 1,50
Uridin-5'-diphosphat-a-D-glucose (UDP-Glc) 1122 4,25
Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-D-glucose (UDP- 1236 4,82
FGilc)

Uridin-5'-diphosphat (UDP) 15'06¢ 5,97
Adenosin-5'-monophosphat (AMP) 18‘30" 7,54
Uridin-5*-triphosphat (UTP) 1936 8,05
Adenosin-5'-diphosphat (ADP) 20'44* 8,57
Adenosin-5'-triphosphat (ATP) 2151 9,09

(*) Die Retentionszeit dieser Verbindung wurde mit Hilfe eines DurchfluB-Refraktometers der Firma

Knauer ermittelt und entspricht nahezu der von 2-Desoxy-2-[18F]fluor-oc-D-glucose-1,6-diphosphat
(t=5'22" k'=1,48) (vgl. Abschnitt 3.3.2).

453 Radio-Diinnschichtchromatographie

Die Radioaktivitaisverteilung der dunnschichtchromatographischen Analysen, die
insbesondere im Bereich der Reaktionskontrolle von enzymatischen Umsetzungen
zum Einsatz kamen, wurden am Autoradiographie-System Instant Imager™ der Firma
Canberra Packard gemessen. Das Gerit erlaubt die quantitative Analyse der 'éF-
Aktivitdt der DC-Platten mit Hilfe einer Datenerfassungssoftware, die die Integration
der Chromatogramme unterstiitzt. Die folgende Tabelle zeigt die R;-Werte der
Standardverbindungen, die durch Entwicklung der DC-Platten mit einer Anisaldehyd-
Losung (2 % Anisaldehyd in Eisessig und 5 % konz. Schwefelsaure) ermittelt wurden.
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Tabelle 4.4: R-Werte in der Radio-Diinnschichtchromatographie

Verbindung Re-Wert (Methode)
1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-fluorglucose 0,84 (B); 0,93 (A)
3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-fluorglucose 0,74 (B)
3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1- 0,63 (B)
dibenzylphosphat

2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose (FDG) 0,75 (A); 0,87 (C)
2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1-phosphat (FGlc-1-P) 0,18..0,26 (A)
2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-6-phosphat (FGlc-6-P) 0.23 (A); 0,43 (C)
o-D-Glucose-1,6-diphosphat 0,07 (C); 0,0 (B)
3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1-phosphat 0,35 (A); 0,0 (B)
Uridin-5‘-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-a-D-glucose (UDP-FGlc) 0,53 (A); 0,0 (D)
Uridin-5*-diphosphat-o-D-glucose (UDP-Gic) 0,54 (C)
B-D-Galactopyranosyl-(1—4)-2'-N-acetylglucosamin 0,51 (D)

(N-Acetyllactosamin)

Methoden:
A: Acetonitril/ 9,5 mM Tetrabutylammoniumhydroxid, 8:2 (v/v) (Silicagel)

B: Essigester/Hexan 7:3 (v/v) (Silicagel)
C: Ethanol/1 M Ammoniumacetat 3:2 (v/v) (Cellulose)
D n-Propanol/Essigsaure/Wasser 85:12:3 (v/v) (Silicagel)
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4.6 Bestimmung der molaren Aktivitdt von n.c.a. Uridin-5‘-diphosphat-2-
desoxy-2-['®F]fluor-a-D-glucose

Die Ermittlung der molaren Aktivitat von Uridin-5‘-diphosphat-2-desoxy-2-[®Flfluor-a-
D-glucose erfolgte mit Hilfe einer Eichgeraden fur die HPLC. Die applizierte
Stoffmenge der inaktiven Standardverbindung ist proportional zum Integral des
erhaltenen HPLC-UV-Signals (siehe Abb. 4.1).

35— ——————
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Peakflache (260 nm)

| o I ' T 4 i T T i t

0 5 10 15 20 25 30
Stoffmenge (Uridin-5"-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-a-D-glucose) [nmol]

Abbildung 4.1: Abhéngigkeit der Flache des HPLC-UV-Signals bei 260 nm von der
Stoffmenge von Uridin-5*-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-D-glucose

Die Auswertung des Flachenintegrals des korrespondierenden UV-Signals nach
Auftrennung einer typischen Préparation von Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-
["®Flfluor-o-D-glucose mit Hilfe der HPLC ergab unter Beriicksichtigung der

Nachweisgrenze des UV-Detektors (1 nmol) eine molare Aktivitit von mindestens
28 TBg/mmol (760 Ci/mmol).
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5 Zusammenfassung

Die nuklearmedizinische Diagnostik mit Hilfe der Positronen-Emissions-Tomographie
(PET) stellt ein Verfahren von stetig wachsender Bedeutung und Verbreitung dar.
Dadurch ist die Notwendigkeit einer Expansion der Markierungsmethoden fir bisher
nicht erschlossene Stoffklassen gegeben. Die multifunktionellen Eigenschaften der
Glycokonjugate machen insbesondere diese Verbindungsklasse fiir die Ausarbeitung
einer regiospezifischen '®F-Markierungsmethode interessant. Eine wesentliche
Grundvoraussetzung flr die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrien Untersuchun-
gen ist die gute Verfligbarkeit des weltweit routineméBig eingesetzten Radiotracers
2-Desoxy-2-['®Flfluorglucose (['®F]FDG). Ziel dieser Arbeit war es daher, auf der Ba-
sis der etablierten FDG-Synthese ein ®F-Glycosylierungsreagens zur Verfiigung zu
stellen, das als Substrat flir geeignete Glycosyltransferasen fungiert und fur die
regioselektive, enzymatische 8F_Glycosylierung glycosylierter Peptide und Proteine
oder Oligosaccharidstrukturen eingesetzt werden kann.

Zunichst wurde die rein chemische Synthese des Nukleotidzuckers Uridin-5*
diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-D-glucose in einer sieben Reaktionsschritte umfas-
senden Synthese erfolgreich durchgefihrt. Im Rahmen dieser Synthese zeigte sich
die hohe Stereoselektivitat (a/f=3:1) der 1-Phosphorylierung von FDG mit Hilfe von
Tetrabenzyldiphosphorsdureester im Gegensatz zu der Phosphorylierung nach
MacDonald. Die Stereoselektivitat wurde durch die Anwendung der $1p-entkoppelten
'H-NMR-Spektroskopie in Verbindung mit NMR-Einstrahlexperimenten ermittelt.

Die multienzymatische Synthese von Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-D-
glucose ausgehend von 2-Desoxy-2-fluorglucose unter Verwendung von vier kom-
merziell erhéltlichen Enzymen lieferte das Produkt im mg-MaBstab mit einer Aus-
beute von 35 %. Durch die Anwendung einer enzymatischen Hydrolyse der Nukleo-
tide mit Hilfe von alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm und anschlieBender Gra-
dienten-Anionenaustauscherchromatographie an DEAE-Sephadex konnte Uridin-5*
diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-D-glucose in 90 %iger Reinheit (HPLC) isoliert wer-
den.

Im Rahmen dieser Studien wurde hier erstmals die Kinetik der Uridindiphosphat-
glucose Pyrophosphorylase aus Rinderleber (E.C. 2.7.7.9) fur das nicht-natiirliche
Substrat 2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1-phosphat gemessen. Es konnte mit Hilfe
eines IP-HPLC-Assays gezeigt werden, daB 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1-phosphat
ein Substrat der Uridindiphosphatglucose Pyrophosphorylase ist und die Enzymakti-
vitat eine Funktion der Cofaktorkonzentrationen darstellt. Im Vergleich zu a-D-Glu-
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cose-1-phosphat ist die Enzymaktivitit flir 2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1-phosphat
um den Fakior 30 erniedrigt.

Im Hinblick auf die Anwendbarkeit des Multienzymsystems fir die trégerarme, enzy-
matische Nukleotidaktivierung von ["®FJFDG wurde die Hexokinase-katalysierte
Phosphorylierung mit ATP sowie UTP als Phosphatdonor hinsichtlich der radioche-
mischen Ausbeute von ['®F]JFDG-6-phosphat optimiert. Dieser erste Teilschritt der
multienzymatischen Reaktionskette verlauft flir eine ATP-Konzentration zwischen 0,5
und 5 mM in weniger als einer Minute mit einer radiochemischen Ausbeute von na-
hezu 100%.

Es wurde gezeigt, daB unter tr&gerarmen Reaktionsbedingungen die Phospho-
glucomutase-katalysierte Isomerisierung von [**F]FDG-6-phosphat zu ['®F]FDG-1-
phosphat nicht stattfindet, sondern die Bildung von [*®F]FDG-1,6-diphosphat bevor-
zugt ist. Der Reaktionsmechanismus der enzymatischen Isomerisierung beschrankt
in diesem Fall die Anwendung des Enzyms auf getrégerte Synthesen in der Radio-
chemie. Durch isotopen Trager kann die Bildung von ['®F]FDG-1 ,6-diphosphat voll-
sténdig unterdriickt werden, die ebenfalls eine Abhéngigkeit von der Konzentration
des Cofaktors Glucose-1,6-diphosphat zeigt.

Daher wurde die multienzymatische Synthese von Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-
[*®F]fluor-o-D-glucose notwendigerweise getragert durchgefiihrt. In einer zweistufigen
Eintopfreaktion konnte gezeigt werden, daB es prinzipiell moglich ist, Uridin-5'-
diphosphat-2-desoxy-2-["°Flfluor-a-D-glucose mit Hilfe des Multienzymsystems mit
einer radiochemischen Ausbeute von 4 % nach 2 Stunden getragert zu generieren.

Alternativ wurde eine chemoenzymatische Synthese von n.c.a. Uridin-5‘-diphosphat-
2-desoxy-2-[1BF]quor-oc-D-glucose erarbeitet. Diese beinhaltet die MacDonald-
Phosphorylierung von n.c.a. 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-['®Flfluorglucose un-
ter obligat wasserarmen Bedingungen in einer Hochvakuumschmelze mit kristalliner
Phosphorséure und die nachfolgende Pyrophosphorylase-katalysierte Nukleotid-
aktivierung von [18F]FDG-1-phosphat in Gegenwart von UTP.

Die Reaktionsparameter der MacDonald-Phosphorylierung wurden hinsichtlich einer
maximalen radiochemischen Ausbeute optimiert. Die Durchfiihrung der Phosphor-
saureschmelze in einem Glaskohlenstoff-Gef4R (Sigradur G) mit 10-30 mg trockener,
kristalliner Phosphorsaure und einer Reaktionstemperatur von 70 °C erlaubt eine
maximale radiochemische Ausbeute von 55 + 5 % nach 30 min Reaktionszeit.

Die radiochemische Ausbeute der Pyrophosphorylase-katalysierten Synthese von
tragerarmer Uridin-5‘-diphosphat-2-desoxy-2-[18F]f|uor-oc—D-g|ucose betrdgt nach
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Zusammenfassung

60 Minuten unter Verwendung einer optimierten UTP-Cofaktorkonzentration
(0,5 mM) 60 % beziiglich eingesetztem ['®F]FDG-1-phosphat.

Mit dem Ziel, die Enzymaktivitdt in der chemoenzymatischen Synthese von n.c.a.
Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-['®F]fluor-a-D-glucose zu maximieren, wurde eine
Minimierung des Reaktionsvolumens erfolgreich durchgefiihrt, indem die Synthese
nach Fixierung von ["®F]JFDG-1-phosphat auf einem Anionenaustauschermaterial
(Accell QMA, Waters) direkt im Zwischenkornvolumen der festen Phase realisiert
wurde.

Unter dieser optimierten Reaktionsfiihrung betrug die radiochemische Gesamtaus-
beute flir das tragerarme '®F-Glycosylierungsreagens Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-
2-["®F]fluor-a-D-glucose ausgehend von ['®F]FDG 20 % nach einer Gesamisynthe-
sedauer von 110 Minuten.

In einer abschlieBenden Studie wurde die Modellverbindung N-Acetylglucosamin als
Akzeptorsubstrat fiir die n.c.a. '®F-Glycosylierung mit Hiife von B-1,4-Galactosyl-
transferase eingesetzt. Die '®F-Glycosylierung wurde als direkte Folgereaktion an
das Verfahrens der Herstellung von Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-[®F]fluor-a-D-
glucose angeschlossen. Das '®F-glycosylierte Produkt wurde mit einer radiochemi-
schen Ausbeute von 56 % beziiglich eingesetztem ['®F]FDG-1-phosphat nach 20
Minuten erhalten und kann mit Hilfe der Festphasenextraktionstechnik (Sep-Pak) in
einer radiochemischen Reinheit von >95 % isoliert werden.

Diese Ergebnisse zeigen, daB n.c.a. Uridin-5*-diphosphat-2-desoxy-2-[ ‘®Flfluor-o:-D-
glucose vor allem aufgrund der guten Verfligbarkeit von ['®F]FDG und des im Rah-
men dieser Arbeit optimierten Herstellungsverfahrens in Verbindung mit B-1,4-
Galactosyltransferase als potentes und regioselektives 8E_Glycosylierungsreagens
fur die tragerarme 18F.Glycosylierung von Saccharidstrukturen, die terminale N-Ace-

tylglucosaminyl-Reste tragen, eingesetzt werden kann.
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen und Symbole

A

Abb.

Ac

ADP

Asn

ATP

Av

Bq

c.a.

Ci

CIAP
CMP-NeuAc
DAST

DC

DEAE
DMF
DNA
DOPA
E.C.

FDG
FDG-1-P
FDG-6-P
['®F]FDG-1-phosphat
FGic-1,6-P2
FGlc-1-P
FGlc-6-P
GalNAc
GalT
GDP-Fuc
GDP-Man
Glc-1 ,6-P2
Glc-1-P
GicNAc
HK

HPLC
iPP
LacNAc
LDA

min

mM

n.c.a.
NeuAc

1A=10"m

Abbildung

Acetyl

Adenosin-5‘-diphosphat

Asparagin

Adenosin-5'-triphosphat

volumenspezifische Enzymaktivitét (U/ml)
Bequerel (Zerfalle/s)

carrier-added

Curie (1 Ci = 3,710 Bq)

calf intestinal alkaline pyrophosphatase (EC 3.1.3.1)
Cytidin-5-monophosphat-N-acetylneuraminsaure
Diethylaminosschwefeltrifluorid
Diinnschichtchromatographie
Diethylaminoethyl

N,N-Dimethylformamid
Desoxyribonukleinsédure
Dihydroxyphenylalanin

Enzyme Comission (International Union of Biochemistry)
2-Desoxy-2-fluor-D-glucopyranose
2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1-phosphat
2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-6-phosphat
2-Desoxy-2-] '®F]fluor-o-D-glucose-1-phosphat
2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1,6-diphosphat
2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-1-phosphat
2-Desoxy-2-fluor-a-D-glucose-6-phosphat
N-Acetylgalactosamin
B-(1,4)-Galactosyltransferase
Guanosin-5*-diphosphat-B-L-fucose
Guanosin-5*-diphosphat-a-D-mannose
2-Desoxy-2-fluor-o-D-glucose-1 ,6-diphosphat
o-D-Glucose-1-phosphat

N-Acetylglucosamin

Hexokinase
Hochleistungsfli]ssigkeitschromatographie
anorganische Pyrophosphatase (EC 3.6.1.1)
N-Acetyllactosamin

Lithiumdiisopropylamid

Minuten

mmol /|

no-carrier-added

N-Acetylneuraminsaure
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NMR

NTP

PEP

PGM

PK

PP;

Pro

RCA

RP

TAFG

Tab.

TBPP

Tris

U

UbDP
UDP-FGic
UDP-Gal
UDP-GalNAc
UDPGE
UDP-Glc PP
UDP-Glc
UDP-GlcNAc
UDP-GIcUA
UMP

UTtpP

Nuclear Magnetic Resonance
Nucleosidtriphosphat

Phosphoenolpyruvat

Phosphoglucomutase (EC 5.4.2.2)
Pyruvatkinase (EC 2.7.1.40)

Pyrophosphat

Prolin

radiochemische Ausbeute

Reversed Phase
1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-['®F]fluor-p-D-glucose
Tabelle

Tetrabenzyldiphosphorséureester
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

1 unit =1 pmol / min

Uridin-5'-diphosphat
Uridin-5'-diphosphat-2-desoxy-2-fluor-o-D-glucose
Uridin-5*-diphosphat-o-D-galactose
Uridin-5'-diphosphat-N-acetyl-a-D-galactose
Uridindiphosphatglucose Epimerase
Uridindiphosphatglucose Pyrophosphorylase
Uridin-5'-diphosphat-a-D-glucose
Uridin-5'-diphosphat-N-acetyl-o-D-glucosamin
Uridin-5'-diphosphat-a-D-glucuronséure
Uridin-5‘-monophosphat

Uridin-5'-triphosphat
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