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Abstract

Two complementary methods, '°F-fluoroacylation and '°F-fluoroamidation, were
studied for n.c.a. labeling of peptides and proteins.

Nucleophilic "®F-fluorination of suitable protected carboxylic acids such as small
aliphatic o-bromo acetic- or propionic acid esters or p-trimethylammonium ftriflate
substituted benzoic acid esters was the common first step in the fluoroacylation
methods. Following deprotection, formation of imidazolides, succinimide esters or
p-nitrophenyl esters as reactive intermediates was investigated. In view of an
automated synthesis for the production of '°F-fluoroacylation agents as key
intermediates, a route to p-nitrophenylesters via the corresponding '®F-fluorinated
acid chloride was also developed.

The reactivity of the '°F-labeled acylation agents towards a wide range of amines
with different sterical hindrance and basicities was compared. Even with low reactive
aniline derivatives almost quantitative formation of the corresponding "*F-fluorinated
amides was observed.

For pharmacolgical studies using positron emission tomography (PET), the
somatostatin analog octreotide was selectively '®F-fluoroacylated at the N-terminus
of the cyclic octapeptide using the e-Lys-Boc protected precursor. Binding studies
with the non radioactive fluoropropionylated standard compound and rat cortex
membranes revealed high affinity (pKi=8.6) to the somatostatin receptor and almost
unchanged biological activity compared to the native octreotide.

As alternative to '°F-fluoroacylation the inverse reaction, using '°F-fluorinated
amines and unlabeled acylation agents, was investigated. For this purpose
halogenated, Boc-protected amines were used as precursors in the n.c.a.
nucleophilic fluorination step. 3-['*F]Fluoropropylamine proved to be optimal for
'8F-fluoroamidation with respect to radiochemical yield and reactivity towards
acylation agents. Thus suitable derivatives of the vitamin Biotin could be labeled with
high radiochemical yields using '°F-fluoroacylation as well as '°F-fluoroamidation.
Both methods ied to labeled compounds with full biological activity as shown by their
binding ability to the protein avidin. Avidin itself could be labeled using the "°F-
fluoroacylation method. In this case affinity chromatography revealed preservation of

the biological activity of the "®F-labeled compound.
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1.  Einleitung
1.1 Kurzlebige Positronenstrahler fiir Medizin und Pharmakologie

Unter den bildgebenden Verfahren der modernen Nuklearmedizin haben die
Methoden SPET (Single-Photon-Emission-Tomography) und PET (Positron-
Emission-Tomography) hervorragende Bedeutung erlangt [1-3]. Die Moéglichkeit der
exakten Quantifizierung raumt der PET jedoch eine gewisse Sonderstellung ein. Der
Grund hierfur ist in der Natur der Positronenstrahlung zu suchen.

Es existieren zwei Mdoglichkeiten fur die Stabilisierung neutronenarmer
Radionuklide. Ein Proton unter Einfang eines Hullenelektrons in ein Neutron
umzuwandeln, ist unter dem Begriff Elektroneneinfang (engl. Electron-capture, kurz
EC) bekannt. Bei diesem Proze3 wird jedoch keine fur die PET verwertbare
Strahlung emittiert. Die zweite Méglichkeit besteht in der Umwandlung eines Protons
in ein Neutron unter gleichzeitiger Aussendung eines Positrons und eines Anti-
neutrinos. Diese ist fur die PET verwertbar. Nach Abgabe seiner zunéchst hohen
kinetischen Energie durch Wechselwirkung mit der umgebenden Materie kombiniert
das thermalisierte Positron (B*) mit seinem Antiteilchen, einem Elektron, unter
gegenseitiger Vernichtung. Dabei werden zwei y-Quanten gebildet, die jeweils die
Energie der Ruhemasse eines Elektrons davontragen. Diese Art von y-Strahlung
wird deshalb auch Vernichtungsstrahlung genannt. Sie tritt als charakteristische
Strahlung mit einer Energie von 511 keV bei allen Positronenstrahlern auf. Die Rolle
der Positronenstrahler in Medizin und Pharmakologie beruht nun auf der Eigenschaft
die beiden y-Quanten der Vernichtungsstrahlung unter einem Winkel von nahezu
180° auszusenden.

Damit wird es bei diametraler Anordnung von Detektoren um eine
Strahlenquelie méglich, die Strahlung ortsabhangig genau zu detektieren. Dies wird
unter Zuhilfenahme einer Koinzidenzschaltung erreicht. Hierbei werden nur soiche
Impulse zweier gegenuberliegender Detektoren registriert, die innerhalb eines
extrem kurzen Zeitintervalls von einigen Nanosekunden auftreten. Durch diese
elektronische Kollimation erfal3t man nur solche Zerfallsereignisse, die auf der
Verbindungslinie der Detektoren geschehen und erreicht damit eine hohe
Ortsauflésung, die u.a. durch die notwendige GréRe der Detektoren und die p*-
Reichweite bestimmt wird. Unabhé&ngig vom Ort des Positronenzerfalls mussen die y
-Quanten stets die gesamte Strecke zwischen den Detektoren durchlaufen. Das
bedeutet, dal? die Summe der Absorptions- und Streuverluste konstant ist und einer
externen Durchstrahlung des Objektes entspricht. Bestimmt man nun diese Verluste
mittels einer zweiten Transmissionsmessung, kann damit die Emissionsmessung
exakt korrigiert und somit quantifiziert werden.




Moderne PET-Gerate erlauben heute die quantitative Messung der
Aktivitdtskonzentration von physiologisch aktiven, mit Positronenstrahiern markierten
Substanzen in nano- bis mikromolaren Konzentrationen. Die Auflésung betragt
dabei je nach mittlerer Energie des Positrons nur wenige Millimeter [zur Ubersicht
siehe 2,4]. Die hohe Empfindlichkeit und das hohe Auflésungsvermégen machen die
PET zu einem attraktiven Forschungsinstrument besonders flr in-vivo Studien in
den Lebenswissenschaften. Durch dynamische Messungen und entsprechendes
bio-mathematisches Modelling kénnen physiologische Parameter bestimmt werden.
Die Messung regionaler, biochemischer Funktionen oder metabolischer Prozesse
mit Hilfe der PET oder auch SPET gehért daher zu den Haupteinsatzgebieten dieser
Verfahren. Dies erfordert markierte endogene bzw. exogene Substrate, die an einem
solchen Prozess in geeigneter Weise teilnehmen. Dies ist somit eine der
grundlegenden Bedingung, die an entsprechende Tracer gestellt werden. Die
Entwicklung bzw. das Design neuer Tracer ist also an physiologische Konzepte
geknupft [5]. Solche sind beispielsweise die Bestimmung von Stoffwechselraten,
Enzymkonzentrationen und -aktivitdt, Rezeptordichten und Besetzungsgrad, die
Biochemie von Neurotransmittern oder die Untersuchung von Immunreaktionen.
Neben Anwendungen in der Grundlagenforschung hat sich die PET mittlerweile
auch in der routinemaBigen klinischen Diagnostik etabliert und zu einer stetig
steigenden Zahl von PET-Zentren in der Welt gefuhrt [6].

Die Verfugbarkeit von positronenemittierenden Radionukliden ist die
Vorraussetzung der oben genannten Verfahren. Eine ganze Reihe von Isotopen
sogenannten "bio-organischer" Elemente wie Kohienstoff-11, Stickstoff-13 und
Sauerstoff-15 gehért in diese Gruppe: Zur Untersuchung physiologischer Prozesse
sind diese naturgemal bestens geeignet. Eine Auswahl der wichtigsten zur Zeit
gebrauchlichen Positronenstrahler ist in Tabelle 1 gezeigt.




Tabelle 1:  Nukleare Daten einiger kurzlebiger medizinisch relevanter
Positronenstrahler [6]

Nuklid t1/2 Zerfallsart EB max Hauptlinie
% Héaufigkeit [keV] [keV]
(% Haufigkeit)
11¢c 20,3 min B*(99,8) 960 511 (199,6)
EC (0,2)
13N 9,96 min B* (100) 1190 511 (200)
150 2,03 min Bt (99,9) 1723 511 (200)
EC (0,1)
18 109,7 min B+ (96,9) 635 511 (193,8)
EC (3,1)
62¢y 9,7 pt (98) 2930 511 (196)
EC (2)
68Ga 68,3 min Bt (90) 1900 511 (180)
EC (10) 1077 (3)
73se 7.1h Bt (65) 1320 511 (130)
EC (35)
75pr 98 min Bt (75,5) 1740 511 (151)
EC (24,5) 287 (92)
76pr 16,1 h p* (57) 3900 511 (114)
EC (43) 559 (74)
82Rb 1,3 min B+ (96) 3350 511 (192)
EC (4)
86y 14,7 h Bt (34) 1300 511 (68)
EC (66)
9471c 49h Bt (11) 820 511(22)
EC (89)
124 415d Bt (25) 2140 511 (50)
| EC (75)

Die fur die Markierung von PET-Radiopharmaka am haufigsten angewandten
Nuklide sind Kohlenstoff-11, Stickstoff-13, Sauerstoff-15 und, wegen seiner ausge-
zeichneten Zerfallseigenschaften (s. Tabelle 1), Fluor-18. Seltener werden Brom-
und Selen-Isotope eingesetzt. Eine Besonderheit zeichnet die Isotope Kupfer-62,
Gallium-68 und Rubidium-82 aus, welche im Gegensatz zu den anderen oben
aufgefuhrten Isotopen nicht direkt am Zyklotron, sondern Uber ihre Matter produziert
werden. Sie fallen als sogenannte Generatornuklide an und erlauben damit




prinzipiell zyklotronunabhangige Forschung mit PET-Nukliden [7]. Gallium-68
stammt vom Mutternuklid Germanium-68 ab welches eine Halbwertszeit von 271
Tagen aufweist. Die Kupfer- und Rubidium-Generatoren mit Halbwertszeiten der
Mutternuklide Zink-62 und Strontium-82 von nur 9,1 Stunden bzw. 25,56 Tagen
haben bis jetzt nur geringe Verbreitung erlangt.

Bei Synthesen mit "organischen", kurzlebigen Positronenstrahlern kann also
auf Grund der Verfugbarkeit verschiedener Nuklide eine Markierung z.B von kérper-
eigenen Substanzen unter voélligem Erhalt der Biochemie der betrachteten Verbin-
dung erfolgen. Bei Fremdmarkierungen hingegen erhait man sogenannte Analog-
tracer, die bei Bertcksichtigung von Struktur-Analogien wie z.B. Ersatz von Fluor fur
das ahnlich groRe Wasserstoffatom, oder Brom flr eine Methyigruppe, oder Selen
fur Schwefel in vielen Fallen sehr nutzliche Tracer liefern.

Ein fir den medizinisch, pharmakologischen Bereich duflerst wichtiger Aspekt
beim Zerfall kurzlebiger Positronenstrahler ergibt sich aus der Tatsache, dal} die
Masse der radioaktiven Substanz, trotz hoher Strahlung, extrem niedrig gehaiten
werden kann (nano-subnanomolar). Dadurch wird es zum Beispiel méglich, selbst
hochtoxische oder pharmakologisch sehr wirksame Verbindungen in vivo zu
untersuchen. Tabelle 2 gibt neben den spezifischen Aktivitdten der entsprechenden
Markierungsvorlédufer noch die Kernreaktion und das am haufigsten verwendete
Targetmaterial sowie die theoretische Targetausbeute wieder:

Tabelle 2: Herstellung und spezifische Aktivitdten kurziebiger "tragerfreier"
Markierungsvolaufer [nach 1,6]

Vorlaufer Kernreaktion Target- | theoret. Spezifische Aktivitét
material | Target- [GBg/mmol]
ausbeute
[MBq/uAh] | theoretisch praktisch
[11ci1cOr | 14N@p,0)11C No(O9) 3820 3,4-108 104-109
[11CIHCN |  14N(p,)11C No(H>) s.0. s.0. 104-10°
[18F)F- 180(p,n)18F H180 2960 6,4-107 109-106
[18FIF5 | 20Ne(d,)’8F | Ne(F») 1110 s.0 101-102
[13NINO2-|  160(p,a)) 13N H,0 1665 6,9-108
[75BrBr- | 76Se(p,2n)’5Br | 76Se0> | 3700 7,2:107 104

Herausragende Positionen unter den verschiedenen PET-Nukliden kommen
den Isotopen Kohlenstoff-11 und Fluor-18 zu. Insbesondere fir die Herstellung
organischer Biomolekule und Pharmaka stellt die Méglichkeit des Einsatzes von
Kohlenstoff-11 einen nicht abzuschatzenden Vorteil gegentber anderen Nukliden




dar. Jedoch ist durch die kurze Halbwertszeit von 20 Minuten eine starke zeitliche
Limitation gegeben. Mit einer Halbwertszeit von ca. zwei Stunden stellt Fluor-18
bezlglich der Zeitlimitierung von Synthese, Reinigung und Qualitdtskontrolle und
der Kinetik vieler Radiopharmaka, sowie der Strahlenbelastung der Patienten ein
Optimum dar. Ein weiterer Vorteil besteht in der niedrigen p¥-Energie, die zu der
besten méglichen Ortsauflésung unter den in Tabelie 1 aufgeflihrten Nukliden fuhrt.
Weiterhin ist die praktisch erzielbare spezifische Aktivitdt am héchsten (Tabelle 2).
Dies kann z.B. bei rezeptorbindenden Radiopharmaka von ausschlaggebender
Bedeutung sein.

Mit den genannten Vorteilen kurzlebiger Positronenstrahler gehen jedoch
auch signifikante Probleme bei Herstellung, Qualitatskontrolle und Vertrieb solcher
Radiopharmaka einher. Insbesondere sind der hohe strahlenschutztechnische
Aufwand zu nennen. Wegen der hohen Anfangsaktivitdten bei der Markierung mit
kurzlebigen Isotopen mussen die Synthesen automatisiert in Bleizellen durchgefuhrt
werden. Langere Zeit beanspruchende Qualitatskontrolien kénnen héufig erst nach
Verabreichung des Radiopharmakons durchgefuhrt werden. Die Kurzlebigkeit
einiger Nuklide erfordert zwingend den Betrieb eines "in-house" Zyklotrons, wahrend
far vergleichsweise langerlebige Nuklide wie Fluor-18 eine Einbindung in ein
regionales Satelittensystem, d. h. Versorgung von PET-Geraten ohne eigenes
Zyklotron, maéglich ist [5].

1.2 Produktion von [18F]Fluor Markierungsvorldufern

Die Kenntnis von nuklearen Daten und Anregungsfunktionen bildet die
Vorraussetzung zur Produktion von Radionukliden. Die verschiedenen Produktions-
methoden zur Gewinnung von Fluor-18 unterscheiden sich zum Teil erheblich und
entscheiden Uber die chemische Form, die spezifische Aktivitat und die absolut
produzierbare Aktivitat. Von den zahlreichen bekannten Produktionsmethoden sind
die heute wichtigsten in Tabelle 3 aufgefuhrt.




Tabelle 3: Wichtige Prozesse zur Erzeugung von 18F-Fluor an Zyklotronen [nach 9]

Kernreaktion | 180(p,n)18F [160(3He,p)18F | 20Ne(d,a)18F | 180(p,n)18F

Target H>180 Ho0 Ne (0.1-0.2% | 1805 (20 bar)
F-, 18 bar)

Teilchen- 160 360 11.2-0 10—0

energie [MeV]

chemische 18F-5q 18F-5q [18FIF5 [18FJF5

Form des F-18

Ausbeute 2220 420 370-444 ~370

[MBg/uAh]

spez. Aktivitat <3,7-106 <3,7-106 37-370 37-1850

[GBg/mmol]

Fluor-18 kann tragerarm (engl.: no-carrier-added; n.c.a), als solvatisiertes
Anion durch Bestrahlung von Wassertargets erhalten werden. Das angereicherte
180-Wassertarget wird auf Grund des hohen Wirkungsquerschnittes der
18O(p,n)18F-Kernreaktion [9] bevorzugt zur 18F-Fluoridproduktion eingesetzt. Die
hohen Targetausbeuten dieser Reaktion gestatten die Produktion von Fluor-18 in
GBg-Mengen mittels Zyklotronen, die 10 MeV Protonen als GeschofRteilchen [8]
verwenden. Da die Méglichkeit besteht, das Fluoridion an Anionenaustauscher zu
binden, kann das relativ teure angereicherte Wasser zurickgewonnen werden und
erneut zu Bestrahlungszwecken genutzt werden. Dieses Verfahren fuhrt gleichzeitig
zu einer Reinigung von stérenden Metallkationen, die in der folgenden nukieophilen
Markierungssynthese zu Ausbeuteverminderung fuhren. Deshalb wird dieses
Verfahren bei der Routineproduktion von Fluorradiopharmaka, wie z.B. [18F]Fluor-
deoxyglucose [10], eingesetzt. Die Produktion von anionischem [18F]Fluorid an
angereicherten Wassertargets stellt heute eindeutig die am haufigsten angewandte
Methode zur Erzeugung dieses Radionuklides dar.

Fur elektrophile Synthesen, als [18F]F2 vorliegendes Fluor kann nur mit Hilfe
von Gastargets erzeugt werden. Dies geschieht unter Zugabe von kleinen Mengen
elementaren Fluors als Tragergas, sodall die spezifischen Aktivitaten um ein
vielfaches gegenuber der anionischen Spezies niedriger liegen (vgl. Tabelle 3). Die
gebrauchlichste Variante ist hier der 20Ne(d,o))18F-Prozess. Die Bestrahlung wird
an Hochdruck-Neontargets mit Deuteronen einer Energie von vorzugsweise mehr
als 10 MeV durchgefuhrt [11]. Mit kleinen Zyklotronen, die nur Protonen als
GeschoR verwenden, kann der 180(p,n)18F-Prozess Verwendung finden, jedoch
mul} hier die Bestrahlung in zwei Schritten erfolgen: Zunachst wird O-18 ange-
reicherter Sauerstoff bestrahit. AnschlieRend wird in einer Folgebestrahlung mit 1%




Fluor in Krypton das an der GefalRwand anhaftende Fluor-18 in die Gasphase
gebracht [12].

Eine weniger oft eingesetzte Variante besteht in der Reaktorproduktion von
Fluor-18. Hier wird das Fluor-18 tber die Reaktionskette 6Li(n,0)3H—160(3H,n)18F
an LiOH oder LioCO3 erzeugt. Die erhéltliche Fluoraktivitat ist jedoch mit 1-4 GBq
relativ niedrig einzustufen, aulRerdem ist eine aufwendige Reinigung zur Abtrennung
von Tritium und anderen Beiprodukten erforderlich [zur Ubersicht s. 13].

1.3  Einige chemische und kinetische Aspekte der Chemie praktisch
tragerfreier Radionuklide

Beim Umgang mit radioaktiv markierten Verbindungen hat man es oft mit sehr
kleinen Substanzmengen oder mit sehr niedrigen Konzentrationen zu tun (zur
Ubersicht s. 14). Das gilt insbesondere fur Radionukide mit kurzer bis sehr kurzer
Halbwertszeit, die wegen der angestrebten relativ kleinen Strahiendosis bei
medizinscher Applikation in vivo besonders relevant sind. Die Masse (Zah! der

Atome, Molekulle N) ist Uber die Beziehung
T,

N=4-2
in2

mit der Aktivitdt A verkntpft. Damit ist auch die maximal erreichbare spezifische
Aktivitat eines Tracers mit der Halbwertszeit des zur Markierung benutzten
Radionuklides gegeben.

1,0 mg Uran-238 (t1/0=4,6-10%) entspricht z.B einer Aktivitat von 1,24 104
Bq (ca. 0,3 uCi) wahrend 1,0 mg tragerfreiem Fluor-18 eine Aktivitat von 3,5-1015Bq
(ca. 100000 Ci) zukommt. Fir radiochemisch relevante Arbeiten mit einer Aktivitats-
menge von Beispielsweise 370 MBqg (10 mCi) entspricht dies 128 gA Uran-238 was
einer Masse von ca. 30 kg des Stoffes entspricht. Im Falle von Fluor-18 entspricht
die gleiche Aktivitat nur 5,839-10-12 gA mit einer Masse von 0,105 ng. Unter
Bertcksichtigung von Verdinnungen der spezifischen Aktivitat durch ubiquitar in
Spuren vorhandenem stabilem 19F-Fluor entspricht dies einer tatsachlich
vorliegenden Stoffmenge von ca. 0,06-0,6 ngA. Zwangslaufig werden solch niedrige
Stoffmengen nicht in fester Form, sondern in L6sung gehandhabt, d.h. man arbeitet
mit sehr verdiunnten Ldsungen. Die Probleme sind dann durch die Absorption an
Gefalwanden und durch Radiokolloidbildung gegeben. Sobald Konzentrations-
bereiche von etwa 10-4 mol/l unterschritten werden, mull mit der Méglichkeit einer
merklichen Absorption GefdalBwanden gerechnet werden. Der Umfang einer solchen
héngt von den chemischen Eigenschaften der Verbindung ab, in der das betreffende
Radionuklid vorliegt und von den chemischen Eigenschaften der Gefallwand und
inrer Reinheit. An Glasoberflachen finden z.B. lonenaustauschprozesse statt, die




haufig in neutralen Lésungen besonders hervortreten. Hier kann es zu einem
Eindiffundieren von lonen kommen, so daR die einmal absorbierten lonen nur noch
durch Abatzen mit FluRsaure von der Glasoberflache entfernt werden kénnen. In
Gegenwart von z.B. organischen Komplexbildnern, wie sie auch bei nukleophilen
Synthesefthrungen mit [18F]Fluorid angewandt werden, sind solche Sorptionen im
allgemeinen geringer. Auch die Verwendung von speziellen Geféalen mit hydro-
phoben Oberflachen wie z.B. Polyethylen oder Glaskohlenstoff kann zu erheblichen
Verbesserungen gegentber herkémmlichem Glas fuhren. Daruber hinaus kann auch
der Zusatz eines nichtisotopen Tragers die Adsorptionsverluste weitgehend
verhindern.

Ein weiteres Problem in stark verdinnten Lésungen kann die Bildung von
Radiokolloiden sein. Dabei kann es sich um Eigenkolloide oder um Fremdkolloide
handeln. Beim Umgang mit kurziebigen Nukliden von hoher spezifischer Aktivitét ist
die Bildung von Fremdkolloiden schon auf Grund der Stofwahrscheinlichkeiten
wesentlich ausgepragter. Von Eigenkolloiden spricht man, wenn die Substanz selbst
ein Kolloid bildet, z.B. durch Polykondensation eines Hydroxids zu einer
hochmolekularen Verbindung. Solche Zusammenlagerungen kénnen haufig durch
Zugabe geeigneter Komplexbildner verhindert werden. Fremdkolloide entstehen
durch Anlagerung der radioaktiven Substanz an bereits vorhandene Kolloide. Solche
sind z.B. als Staubpartikel praktisch in jeder Losung enthalten. Diese Fremdpartikel
sind haufig in der Lage, Kationen und Anionen durch lonenaustausch zu binden,
oder aber durch Komlexbildung zu einer Chemisorption zu fihren. Der Umfang der
Bildung von Fremdkolloiden hangt von der Konzentration an kolloidalen Fremd-
partikeln, ihrer chemischen und physikalischen Beschaffenheit sowie vom
chemischen Zustand und der Konzentration der gelésten Radionuklide ab.

Das Arbeiten in stark verdinnten Lésungen kann jedoch auch von Vorteil
sein. So fuhrt trégerfreies Arbeiten praktisch zur idealen Erfullung des Nernst'schen
Verteilungssatzes, was in der klassischen Chemie oft nur ndherungsweise erfillt
wird. Vom reaktionskinetischen Standpunkt aus betrachtet liegen zumeist Reak-
tionen pseudo erster Ordnung vor, da die Konzentration eines nicht radioaktiven
Reaktionspartners in der Regel gro gegeniber der radioaktiven Verbindung ist.
Dadurch kann die Konzentration der nicht radioaktiven Komponente wéahrend der
Reaktion als konstant betrachtet werden.

Fur die Zunahme eines Produktes bei einer Reaktion erster Ordnung der
allgemeinen Form 4 — P gilt das Zeitgesetz erster Ordnung:

B4
dt

durch Integration erhait man:
A=Ae™




mit P=4,- 4 gilt:

[P]=[4]-[4]e™

[P)=[4]0-¢*)

und umgeformt:

wobei [ P] die Konzentration des Produktes, [4,] die Ausgangskonzentration, k die
Geschwindigkeitskonstante und ¢ die Reaktionszeit darstellen.

Far bimolekulare Reaktionen der allgemeinen Form A+ B — P, die wegen
praktisch konstanter Konzentration von B einer Kinetik pseudo erster Ordnung
gehorchen, gilt dann analog:

[P]=[4]1-¢™
mit k=k [B]

Die Konstante k°, die als apparente Geschwindigkeitskonstante bezeichnet wird,
stellt das Produkt der wahren Geschwindigkeitskonstanten k und der Konzentration
des Reaktionspartners [B] dar. Bei konstanten Reaktionszeiten und variierenden
Konzentrationen des Reaktionspartners B kann die Zeit in die
Geschwindigkeitskonstante einbezogen werden. In diesem Fall erhalt man bei
entsprechendem Ansatz:
[P]=[4J1-")
mit k"’=k t

Die Abhéangigkeit der Produktausbeute von der Konzentration eines Reaktions-
partners B, der mit einer tragerfreien Menge eines Stoffes A reagiert, nimmt also
einen der Zeitabhangigkeit analogen, exponentiellen Verlauf bis zu einem
Sattigungs- oder Maximalwert [ 4, ].

Die auf den Anfang der Synthese zerfallskorigierte radiochemische Ausbeute
nimmt also exponentiell mit der Reaktionszeit zu und erreicht einen Sattigungswert,
der jedoch meist wegen Nebenreaktionen, Adsorptionsverlusten etc. von Ap
verschieden ist. Die Steigung der Kurve ist dabei abhangig von der wahren
Geschwindigkeitskonstanten k und der Konzentration des Reaktionspartners B.

Far den Fall, da keine Zerfallskorrektur durchgefuhrt wurde, gilt for die tat-
sachliche Produktaktivitat folgende Gleichung:

[P]= [AO](I —e ™ )e™

Diese Kurve weist ein Maximum auf, dessen Lage sowohl von der Geschwindigkeits-
konstanten der betrachteten Reaktion als auch von der Zerfallskonstanten des
beteiligten Radionuklides abhangig ist. Die folgende Graphik (Abb. 1) zeigt typische
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Kurvenverlaufe solcher pseudo erster Ordnung verlaufender Reaktionen fur den
korrigierten und den nicht zerfaliskorrigierten Fall. Wegen des radioaktiven Zerfalls
spielt die Zeitabhangigkeit von chemischen Reaktionen beim Umgang mit
kurzlebigen Radionukliden eine besondere Rolle, so dal haufig radiochemische
Ausbeuten als Funktion der Zeit bestimmt werden:

zerfallskorrigierte, radiochemische Ausbeute

nicht korrigierte Ausbeute

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Zeit [t 1/2)

Abbildung 1: Nicht korrigierte und radiochemische Ausbeuten als Funktion der
Reaktionszeit

Abbildung 1 verdeutlicht, dal} es glnstig ist, die Reaktion zu einem bestimmten
optimalen Zeitpunkt, vor Erreichen der chemischen Sattigungsaktivitat abzubrechen.
Daruber hinaus spielen jedoch weitere Kriterien wie Aufarbeitung, radiochemische
Reinheit, chemische Reinheit etc. eine mitentscheidende Rolle, zu welchem Zeit-
punkt eine Reaktion beendet wird.
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1.4 Grundlegende Verfahren zur Markierung organischer Molekiile mit
[18F]Fluor

Die Markierungschemie zur Einfihrung von Fluor-18 in organische Molekule
1aft sich in zwei Hauptgruppen einteilen:

1. Direkte Markierungsmethoden
Nukleophile Fluorierung
Elektrophile Substitutionen

2. Markierungen mit Hilfe prosthetischer Gruppen
Fluoralkylierung
Fluoracylierung
Fluoramidierung

Direkte Fluorierungen

' Die nukleophile Fluorierung, ausgehend von anionischem [18F]Fluorid, ist zur
Zeit die wichtigste Methode zur Synthese fluorierter Radiopharmaka, da nur auf
diesem Wege tragerfreie Produkte erhalten werden kénnen (siehe Tabelle 2). Das
kleine Fluorid-ion wird aufgrund seiner hohen Ladungsdichte in Anwesenheit von
aciden Protonen leicht protoniert. In wassriger Losung ist es von einer starken
Hydrathulle umgeben (Athd = 506 KJ/mol) (15) und damit sehr unreaktiv. Die
Beachtung folgender Punkte wurden fur erfolgreiches Arbeiten mit Fluor-18 hervor-
gehoben (16,17). Sie gelten sinngeman auch auf andere Radionuklide:

. Aktivierung des Fluoridions zur Steigerung der Nukleophilie und
Léslichkeit

. Verwendung von dipolar aprotischen Lésungsmitteln

. Vermeiden von Substraten mit aciden Protonen

. Minimierung von Adsorptions- und Abdampfverlusten durch Erhéhung
der Reaktivitat, Einsatz von nichtisotopem Trager und geeigneten
Gefallen

. Vermeidung von Nebenreaktionen durch Einsatz hochreiner

Chemikalien und Lésungsmittel

Die Reaktivitat des Fluoridions wird also entscheidend dadurch beeinflult, wie gut
es gelingt, seine prinzipiell hohe Nukleophilie tatséchlich wirksam werden zu lassen.
Dabei werden nukleophile Substitutionen nach einem Sn2-Mechanismus ange-
strebt, da S\1 Reaktionen auf Grund der niedrigen Stolwahrscheinlichkeit eines
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Carbokations mit einer tragerfreien Menge Fluorids extrem benachteiligt sind.
AuBerdem nimmt durch die hohe Reaktivitét von Carbokationen naturgemafR auch
deren Selektivitat gegendber Nukleophilen ab. Dadurch kénnen andere, neben dem
tragerfreien Fluorid in viel héherer Konzentration in der Reaktionslésung vor-
liegende Nukleophile, eine effektive Fluorierung verhindern. Welcher Reaktions-
mechanismus zum tragen kommt, wird mitentscheidend vom jeweiligen Medium
gepragt. SN2-Reaktionen werden vorzugsweise in dipolar aprotischen Medien
durchgefihrt. Sie besitzen jedoch nur begrenzte Lslichkeiten fur ionische Spezies.
Aus diesem Grund werden tragerfreie 18F-Fluorierungen fast immer in Gegenwart
von weichen (Gegen-) Kationen durchgefuhrt. Hierzu eignen sich auch Kryptanden,
die neben ihren l6slichkeitsférdernden Eigenschaften zudem noch die Reaktivitat
des Anions (Fluorid) durch eine groe raumliche Ladungstrennung erhéhen, so dafl}
&uRerst reaktive, sogenannte "nackte Anionen" vorliegen.

Tetraalkylammoniumsalze R4N*t (R = methyl, ethyl, butyl) [18] kommen
deswegen haufig bei nukleophilen 18F-Fluorierungen [19] als positive Gegenionen
des Fluorids in Frage. Aber auch polymergebundene Ammoniumsalze [20,21] oder
Kronenether [22] eignen sich hervorragend fur diesen Anwendungsbereich. Im
speziellen haben sich die Systeme Tetraethylammoniumhydroxid in Acetonitril [23]
als Beispiel fur quaterndre Ammoniumsalze und das System Kryptofix 2.2.2 /
Kaliumcarbonat in Acetonitril [24,25] als Beispiel fur Polyether gestitzte 18F.
Fluorierungen besonders bewéhrt.

Als bevorzugte Lésungsmittel dienen Acetonitril, Dimetylformamid (DMF) und
Dimetylsulfoxid (DMSQO) sowie in neuerer Zeit auch Dimethylacetamid [26]. Dipolar
aprotische Loésungsmittel mit niedrigeren Dielektrizitdtskonstanten wie Aceton,
Tetrahydrofuran, Dichlormethan etc. finden hingegen nur vereinzelt Anwendung. In
den Medien Acetonitril, DMF und DMSO werden bei stereochemisch relevanten
Syntheseprodukten wie z.B. 2-[18F]F|uordeoxyglucose (FDG) (10), welche durch
nukleophile Substitution an einem entsprechenden Mannosevorlédufer dargestellt
wird, praktisch immer nur die reinen Walden-Umkehrprodukte gefunden. Dies spricht
far das Vorliegen einer mechanistisch reinen Sp2-Reaktion in diesen Medien [16].
Die Darstellung von FDG, dem wohl nach wie vor wichtigsten PET-Tracer
Uberhaupt, stellt auch ein kiassisches Beispiel fur die nukleophile aliphatische
Substitution dar. Als Abgangsgruppen haben sich hier die in der klassischen
organischen Chemie beschriebenen Systeme bewédhrt. Es werden vorwiegend
schwere Halogene und Sulfonsdureester eingesetzt. Fur die FDG-Synthese wird
z.B. das Triflat der vollstandig acetylierten Mannose eingesetzt. Die Acetylierung
des Vorlaufers dient dabei der Vermeidung acider Protonen.

Die nukleophile aromatische Fluorierung besitzt ebenfalls sehr grofe
Bedeutung in der Herstellung von Fluor-18 markierten Radiopharmaka. Besonders
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geeignet sind Aromaten mit mesomer-elektronenziehenden Substituenten in Ortho-
oder Parastellung zur Abgangsgruppe. Diese Reaktion ist schematisch in Abbildung
2 dargestelit.

1
X 7\ Y M8F>18F Y

X = NO2, Halogen, (CH3)3N*, (CH3)2S*
Y =NO2, CN, CRO, CHO, COOR
M =Cs*, Rb*, RqN* s [KI222]*

Abbildung 2: Nukleophile aromatische 18F-Fluorierung

Als aromatische Abgangsgruppen eignen sich besonders Fluor (was aber zu
getragerten Produkten fuhrt und deswegen nur selten Anwendung findet), sonstige
Halogene, die Nitrogruppe, sowie erschépfend methylierte Ammoniumverbindungen
[27,28,29]. Unter den aktivierenden Gruppen Y finden sich besonders die Carbonyl-,
Cyano- und Nitrogruppen. Aber auch schwere Halogene wie Brom und lod kénnen
eingesetzt werden [zur Ubersicht s. 17]. Die radiochemischen Ausbeuten bei der-
artigen aromatischen Fluorierungen sind fur einfache Modellverbindungen oft
anndhernd quantitativ. Bei zunehmend komplexeren Molekulen gibt es jedoch haufig
drastische Ausbeuteverluste, da aufgrund der notwendigen relativ hohen Tempe-
raturen Zersetzungen eine effiziente Fluorierung verhindern. Auch durch die Basen-
empfindlichkeit der zu fluorierenden Substrate kénnen Probleme auftreten. Daher
wurde nach Alternativen zu den relativ stark basischen Fluorierungssystemen wie
Tetraalkylammonioumhydroxid oder Kryptofix-Kaliumcarbonat in DMSO gesucht. Als
gunstig erwiesen sich dabei der Ersatz von Kaliumcarbonat durch Oxalat [30] oder
auch Hydrogencarbonat [31]. Mit diesen milderen, nicht-isotopen Tragersalzen
konnten z.B. diverse Fluor-Butyrophenon-Neuroleptika mit befriedigenden radio-
chemischen Ausbeuten von bis zu 45 % dargestellt werden [32].

Dediazonierungsreaktionen finden bei der Synthese tragerfreier Fluor-18
Verbindungen nur selten Anwendung [33,34]. Obwoh! in der praparativen
organischen Chemie Balz-Schiemann oder Wallach Reaktionen zur EinfUhrung des
Fluors in Aromaten als Methode der Wahl beschrieben werden, kommt es bei diesen
Reaktionstypen bei tragerfreien Synthesen oft nur zu geringen radiochemischen
Ausbeuten von wenigen Prozent. Dies ist zum einen auf die Verwendung von
Tetrafluoroboratanionen als Gegenion zum Diazoniumion zurtckzufihren, was die
maximale radiochemische Ausbeute auf 25 % limitiert und zudem zu getragerten
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Produkten fuhrt, zum anderen jedoch ist auch hier der Mechanismus als solcher fur
tragerfreie Synthesen ungeeignet. Auch hier liegen wie beim Sn1- Mechanismus der
aliphatischen Substitution reaktive Kationen vor, die relativ unselektiv mit diversen
Nukleophilen abreagieren, und somit nur makroskopische Mengen Fluors zu
befriedigenden Ausbeuten fuhren [16,17].

Ausgehend von nukleophilem [18F]Fluorid werden auch komplexere,
mehrstufige Synthesen durchgefuhrt. Sie dienen dem Aufbau von nicht durch direkte
nukleophile Substitution erhaltlichen Molekilen. Als Beispiele seien hier die
Synthesen der Tracer L-2-[18F]Fluortyrosin [35] und L-6-[18F]Fluordopa [36] auf
nukleophilem Wege kurz beschrieben. L-2—[18F]Fluortyrosin erhédlt man ausgehend
von 4-Methoxy-2-nitrobenzaldehyd, dessen nukleophile Fluorierung den entsprech-
enden Fluoraldehyd in guter Ausbeute liefert. Hieran schlielen sich weitere drei
Synthesestufen, die letztlich das gewlnschte Produkt liefern. Ahnlich verlauft die
enantioselektive Synthese von L-6-[18F]Fluordopa. Durch nukleophile aromatische
Substitution am 2-Trimethylammonium-triflat des 3,4-Dimethoxy-benzaldehyds wird
der korrespondierende 18F-Aldehyd erhalten. Die verbleibenden Syntheseschritte
beinhalten die Umwandlung des Aldehyds in das entsprechende Benzyliodid, was
zur Alkylierung des chiralen Auxiliars S-(-)-1-Boc-2-t-butyl-3-methyl-4-imidazolidinon
(S-Boc-BMI) eingesetzt wird. Hydrolyse und anschlieRende HPLC-Reinigung liefern
das gewunschte Produkt in guter Reinheit. Die radiochemische Ausbeute ist
aufgrund der vielen Synthesestufen jedoch mit 23 + 6 % relativ gering. Die
synthetischen Méglichkeiten solcher Aufbaureaktionen sind jedoch naturgeman
durch die kurze Halbwertszeit und durch den hohen apparativen Aufwand, den der
Strahlenschutz erfordert, begrenzt. Die Synthesezeiten sollten dabei eine Halbwerts-
zeit nach Méglichkeit nicht Uberschreiten.

Demgegenuber besitzen elektrophile Substitutionen eine wesenlich géfliere
Bedeutung, da hier zumindest aus theoretischer Sicht hohe Ausbeuten erwartet
werden koénnen. Leider ist jedoch die Darstellung elektrophiler Fluorspezies
problematisch und tragerarme (no-carrier-added) Fluor-18 Reagenzien sind nach
wie vor nicht bekannt. Die spezifischen Aktivitdten der bekanntesten Verbindungen
[18F]Fluor, [18F]Acetyihypofiuorit und [18F]Xenondifluorid liegen in einer GréRen-
ordnung von 370-3700 MBg/mmol (10-100 mCi/mmol). Damit ist jedoch ihre
Anwendung auf solche physiologische Systeme beschrénkt, die nur geringe
spezifische Aktivitaten erfordern. Dies ist z.B. fur die sogenannten "Metabolic-
Tracers" wie [18F]Fluordeoxyglukose, Fettsduren und DNA-Vorlaufern der Fall, da
schon wegen der hohen Konzentration endogener Analoga die spezifische Aktivitat
eine untergeordnete Rolle spielt.

Obwohl dieser Anwendungsbereich betrachtliche Mdglichkeiten zum Einsatz
fluorierter Verbindungen liefert, stellt die elektrophile Substitution auf Grund der
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Verfugbarkeit und der ausgereiften Chemie des nukleophilen Fluorids keine grof3e
Konkurrenz dar. Ein signifikanter Nachteil ist auch die fehlende Regioselektivitat der
elektrophilen Fluorierungen. Bei aromatischen Systemen finden sich haufig alle
moglichen Isomeren, wenn man nicht durch den Einsatz metallorganischer Vorlaufer
die Selektivitat verbessert. Der Einsatz von Zinnverbindungen hat hier zu den
vielversprechendsten Ergebnissen gefthrt [37]). Diese erfordern jedoch relativ
aufwendige Synthesen und sind haufig (Uber langere Zeit) instabil. Auch die Wahl
der L6sungsmittel ist eingeschrénkt, da nur Fluor inerte Lésungsmittel wie Freon,
Tetrachlorkohlenstoff, Trifluoressigsaure oder Fluorwasserstoff verwendet werden
kénnen [8]. Die weiteste Verbreitung findet die elektrophile 18F-Fluorierung in der
Markierung von aromatischen Aminosauren, da eine nukleophile Einfihrung des
Fluors in desaktivierte Aromaten erheblichen synthetischen Aufwand erfordert. Hier
sind als Beispiele die Markierung von L-6-[18F]Fluordopa [38] und L-2-
[‘I 8F]FIuortyrosin [39] zu nennen.

Fluormarkierung iiber prosthetische Gruppen

Die Einfuihrung von Fluor-18 mit Hilfe kleiner, gut fluorierbarer prosthetischer
Gruppen wird zur Methode der Wahl, wenn die prinzipiell einfacheren Direkt-
methoden versagen.

Aufgrund ihrer vielseitigen Anwendbarkeit wurden 18F-Fluoralkylierungs— und
18F-FIuoracylierungsagenzien entwickelt. Als Fluoralkylierungsmittel konnten durch
nukleophile Substitution an bifunktionellen Alkanen potente Reagenzien wie 2-
[18F]Fluorethyltosylat [40] oder 2-[18F]Fluorethyltriﬂat [41] erhalten werden. Diese
wurden in einem nachfolgenden Schritt mit H-aciden Zielsubstanzen umgesetzt (Vgl.
Abbildung 3).

X 18- x  RYH v
X/\/ —> BN —> 1N

X=Brl, OTos, OTf
Y=N,0,S

R = Aryl, Alky!

Abbildung 3: Fluoralkylierung H-acider Verbindungen
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Fluoralkylierungsmittel kénnen insbesondere als langerlebige Alternative zu
C-11 Methylierungen via [11C]Methyliodid [42] oder [11C]Methyltriflat [43,44] aufge-
fallt werden. Sie kommen besonders haufig bei Markierungen H-acider Verbin-
dungen in Betracht, die genau deswegen einer direkten nukleophilen Fluorierung
schwer zuganglich sind. Anwendung findet diese Methode z.B. bei der Markierung
von dopaminergen und serotonergen [45,46] Rezeptorliganden, sowie bei der
Markierung von Benzodiazepinen [47].

FIuoracyIierUngsmitteI [48,49] und die bisher kaum untersuchten Fluor-
amidierungsmittel [50] eigenen sich im Gegensatz zu Fluoralkylierungsreagenzien
auch fur Konjugationen in wassrigen Systemen und damit insbesondere zur
Markierung von Peptiden und Proteinen. Die bisher bekannten Reagenzien sollen
jedoch wegen des starken Bezugs zur vorliegenden Arbeit ausfthrlich im Fluorteil
des Folgekapitels besprochen werden.

1.5 Radiohalogenierung von Peptiden und Proteinen; die Sondersteliung
des [18F]Fluors

Die Markierung von Peptiden und Proteinen hat in der nuklearmedizinischen
Routine und Forschung einen hohen Stellenwert. Besonders die Markierung von
monoklonalen Antikérpern findet klinische Anwendungen in der Radioimmun-
detektion (RAID) und in der Radioimmuntherapie (RAIT) [zur Ubersicht s. 51]. In
jungerer Zeit gewinnen jedoch radioaktiv markierte Peptide zunehmend an Bedeu-
tung, da sie ebenfalls hoch spezifische Bindungseigenschaften aufweisen (rezeptor-
bindende Peptide) und gegeniber Proteinen unter pharmakokinetischer Hinsicht
Vorteile aufweisen [zur Ubersicht s. 52]. In der klinischen Routineanwendung wird
daher vermehrt das In-111 markierte Somatostatin-Analogon Pentetreotid™ zur
Tumordiagnostik eingesetzt. In der pharmakologischen Forschung werden zur Zeit
eine Vielzahl weiterer interessanter Peptide wie Endotheline, Interleukine,
Enkephaline und chemotaktische Peptide untersucht. Sie kénnten bei einer Vielzahl
von Erkrankungen wie Entzindungen, Thrombosen, Arteriosklerose diagnostische
oder auch therapeutischen Anwendung finden.

Eine Art Zwischenstellung kommt dem Biotin-Avidin System zu. Aufgrund der
enorm hohen Affinitat dieser Molekulle zueinader ist dieses System auch fur einige
Anwendungen in der Nuklearmedizin geeignet [53,54]. Biotin ist ein relativ kleines
peptidahniiches Molekul, welches radioaktiv markiert immer noch hohe Affinitat zu
Avidin besitzt. Umgekehrt kann auch Avidin, ein 60 kD Protein, ohne seine Affinitat
zu Biotin zu verlieren, radioaktiv markiert werden. FUr nuklearmedizinische Zwecke
mussen jedoch immer beide Komponenten eingesetzt werden, wobei entweder
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Biotin oder Avidin in der Regel an tumoraffine Antikdrper gekoppelt und injiziert
werden (Pre-Targeting). Im letzten Schritt wird dann das radioaktive Molekdl
verabreicht.

Zur Markierung von Peptiden und Proteinen werden neben den metallischen
Radionukliden Technetium-99m und Indium-111 [zur Ubersicht: 55,56] hauptséachlich
die schweren Radiohalogene [zur Ubersicht s. 57], Nuklide des lods und des Broms
und in begrenztem Umfang auch des Astats [58] eingesetzt. Chlormarkierungen
werden hingegen nur selten durchgefuhrt, da es hier keine geeigneten Radioisotope

gibt.

Astat

Fur die Markierung mit dem far radiotherapeutische Anwendungen
interessanten Astat-211 [59] kann die direkte oxidative Einfuhrung z.B in
monoklonale Antikérper zwar einfach durchgefuhrt werden, jedoch sind die Astat-
Antikérper Bindungen zu labil, um therapeutisch verwertbare Markierungsprodukte
zu erhalten [60]. Eine Ubersicht Uber die Stabilitaten verschiedener Kohlenstoff-
Halogen Bindungen inklusive Astat ist in Tabelle 4 wiedergegeben:

Tabelle 4: Bindungsenergien von Phenyl-, Vinyl- und Alkylhalogeniden [kJ / mol]

[aus 57]

X Phenyl-X Vinyl-X Alkyl-X
At 197 - 163

I 268 297 222
Br 335 343 285
Cl 398 381 339

F 523 492 444
H 460 452 398

Wie Tabelle 4 zeigt, ist die Bindungsstarke des Astats selbst in aromatischen
Verbindungen deutlich schwéacher als bei Alkyliodiden, die bekanntermafien potente
Alkylierungsmittel darstellen. Diese Labilitat verdeutlicht die Problematik astatierter

Radiopharmaka.

lod

Die Radionuklide des lods, speziell lod-123, lod-125 (in vitro) und lod-131,
gehéren zu den wichtigsten radiopharmazeutisch angewandten Isotopen. Das fur
PET-Messungen geeignete Nuklid lod-124 steht nur wenigen Zentren in stark
begrenztem Umfang zur Verfugung. Ferner ist die Zerfallscharakteristik mit nur 25 %
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B*, einer Halbwertszeit von 4,2 Tagen und einer Energie von 2,14 MeV im Vergleich
zu anderen Positronenstrahiern, bezlglich der Dosimetrie ungunstig. Historisch
leitet sich die weitverbreitete Anwendung des lods zur Markierung von Peptiden und
Proteinen aus der einfach und unter milden Bedingungen, in hohen Ausbeuten
durchfihrbaren Radioiodierung aktivierter Aromaten ab. Solche finden sich in vielen
Peptiden und fast allen Proteinen in Form der Aminos&uren Tyrosin und Histidin.

*I7/ Ox
D —» D

D= Elektronendonétor
Ox = H202; Chloramin-T, lodogen™, ICI u.a.

Abbildung 4. Direkte oxidative Radioiodierung aktivierter Aromaten

Fur die Markierung von Peptiden und besonders von Proteinen hat sich die
direkte, oxidative lodierung als Standardreaktion etabliert. Als nachteilig erwies sich
jedoch die relativ hohe in-vivo Deiodierungsrate solcher Tyrosiniodierungen [61,62],
so dall auch hier prosthetische Gruppen eingesetzt werden, deren Dehalo-
genierungsrate wesentlich niedriger liegt als bei direkten lodierungen [63,64].

Indirekte lodierungen via prosthetischer Gruppen

In Ergdnzung zu den direkten, oxidativen Methoden haben sich einige
Methoden der indirekten Markierung via lodprosthetischer Gruppen etabliert. Diese
Methodik wird h&ufig auch als "conjugate-labelling" bezeichnet.

Der Einsatz prosthetischer Gruppen wird z.B. in solchen Fallen obligatorisch,
in denen keine reaktiven Aminosauren im Peptid bzw. Protein vorliegen, oder aber
die biologische Aktivitdt des direkt markierten Produktes nicht den Erwartungen
entspricht. Dies kann z.B. durch oxidative Nebenreaktionen oder durch sterisch zu
starke Beanspruchung der pharmakophoren Gruppe bei der EinfUhrung des
volumindsen lodatoms bedingt sein.

Bei der EinfUhrung einer relativ kleinen prosthetischen Gruppe in ein Protein
wird die Gesamtstruktur in der Regel nur wenig veradndert, so dal? auch hier die
biologische Aktivitadt des Proteins erhalten bleibt. Bei relativ kleinen Peptiden
hingegen kann die Einfuhrung prosthetischer Gruppen die Struktur und die
Eigenschaften, wie z.B Lipophilie, Ladung, Sterik etc., erheblich verandern. Es muR
daher auf jeden Fall die Markierung der pharmakophoren Sequenz vermieden
werden, also derjenige strukturelle Anteil des Peptids, der fur die biologische
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Aktivitat bzw. fur die Rezeptorbindung ("'recognition specific site) essentiell ist. Mit
Hilfe von Bindungsstudien kénnen die markierten Peptide dann mit ihren Stamm-
verbindungen verglichen werden.

Als wohl bekanntestes Reagenz dieser Art ist das von Bolten und Hunter
entwickelte Reagenz Desaminoiodtyrosinsuccinimidylester zu nennen [65], welches
als langlebige, lod-125 markierte Variante fur in-vitro-Anwendungen kommerziell
erhaltlich ist (Abbildung 5).

125

| O O
HO O—N
o

Abbildung 5:; Bolten-Hunter Reagenz zur Proteinmarkierung

Kurzlebige, z.B. zu diagnostischen Zwecken genutzte lod-123 markierte
Bolten-Hunter Konjugate mussen jedoch im radiochemischen Labor nach Bedarf
synthetisiert werden.

Um dem Problem der in-vivo Deiodierung zu begegnen, die nach Bolten-
Hunter Markierungen ebenso wie bei direkt markierten Proteinen auftraten, werden
heute proteinreaktive Acylierungsreagenzien bevorzugt, die unter Zuhilfenahme
metallierter Vorlaufer die direkte oxidative Einfihrung des lods auch in desaktivierte
aromatische Verbindungen gestatten [63,64].

Als Beispiel solcher "stabiler" lodverbindungen ist in Abbildung 6 die lod-
Markierung von Proteinen mittels eines Trialkylzinn-Vorlaufers gezeigt:

rRR\ o o
\ISnO—/( \ “1/ Ox o O
R 0—N — ] G—/( \\
i — O—N
° 7
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Protein :: :: /O,
_— > * I
NH-Protein

Abbildung 6: "Stabile" lod-Markierung von Proteinen
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Die Einfihrung einer leicht zu markierenden prosthetischen Gruppe vor der
eigentlichen Radiomarkierung ist ebenfalls sehr attraktiv. Die eigentliche Radio-
synthese kann dann in nur einem Reaktionsschritt erfolgen. Haufiger als bei
lodmarkierungen findet dieses "post-conjugate-labelling” Konzept bei der Mar-
kierung von Peptiden und Proteinen mit metallischen Radionukliden Anwendung.
Hier werden chelatisierende Gruppen zumeist mit interessierenden Antikérpern
(aber auch andere Pharmaka) konjugiert, mit dem Ziel, einstufige, in der nuklear-
medizinischen Routinediagostik zu verwendende Markierungsbestecke zu ent-
wickeln [zur Ubersicht 51,52].

Neben Acylierungsreagenzien haben sich auch Alkylierungstechniken zur
Modifizierung bzw. Markierung von Proteinen etabliert. Besonders haufig werden
Alkylhalogenide zur Markierung von Thiolfunktionen eingesetzt, da diese auf Grund
der hohen Nukleophilie des Schwefels auch in wassriger Lésung unter schonenden
Bedingungen reagieren kénnen. a-Carbonylhalogenide wie a-Halogencarbonsauren
oder o-Halogenamide reagieren dabei teilweise schon unter pH-neutralen
Bedingungen zu stabilen Thioethern. Gewdhnlich werden o-Brom- oder o-lod-
carbonsdureamide verwendet, wobei letztere aufgrund ihrer héheren Reaktivitét die
besseren Ausbeuten liefern (Abbildung 7).

HS——Protein
) [ 0
125I < > > -HI 125| < > >
N [ N S—Protein
H H
Abbildung 7: Kopplung eines Proteins mit einem lod-125 markierten

a-lodcarbonsaureamid

Wie bei den Acylierungsreagenzien werden auch hier héufig metallierte Vorlaufer,
die "stabile" Radioiodverbindungen ergeben, eingesetzt [66].

Brom

_ Brommarkierungen sind ebenfalls durch direkte elektrophile Substitution
mdéglich und stellen prinzipiell eine gute Methode zur Markierung von Peptiden und
Proteinen mit Positronenemittern (s. Tabelle 1) dar. Die zum lod und Astat relativ
hohe Bindungsstéarke und die im Vergleich zum lod nicht vorhandene enzymatische
in-vivo Dehalogenierung unterstitzen den Einsatz von Bromnukliden. Die geringe
Verfugbarkeit, die Labilitdt der Alkylbromverbindungen und die deutlich ungun-
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stigeren Zerfaliseigenschaften wie p*-Energien und p*-Haufigkeiten z.B. bei Brom-
75 und -76 geben jedoch dem Fluor-18 den Vorzug unter den Positronenemittern.

Chlor

Chlormarkierungen finden in der Radiopharmaka orientierten Forschung
keine Anwendung, da die Radionuklideigenschaften des positronenemittiernden
Nuklides Chlor-34m sehr unguinstig sind [67]. Auch die direkte oxidative Einfuhrung
des Chiors ist auf Grund des Redoxpotentiales wesentlich erschwert und a3t auch
in dieser Hinsicht kaum Vorteile gegenlber dem Fluor erkennen. Tabelle 5 zeigt die
Redoxpotentiale der Halogene, die ein Hauptkriterium bei einer direkten oxidativen
EinfGhrung des Radiohalogens in organische Verbindungen darstellen.

Tabelle 5: Redoxpotentiale der Halogene [aus 68]

Halogen Oxidationspotential [E°/V]
Xo(aq) + 2e"— 2X-
At ~0,3
| 0,615
Br 1,087
Cl 1,395
F 2,866

Wie Tabelle § zeigt, mussen zur Oxidation der leichten Halogene sehr starke
Oxidationsmittel eingesetzt werden, die leicht zur Denaturierung empfindlicher Bio-
moleklle fuhren kénnen.

Fluor

Die Fluormarkierung von Peptiden und Proteinen durch direkte, oxidative
EinfUhrung ist im Gegensatz zu den anderen Halogenen aus den oben diskutierten
Grunden nicht méglich. Als Alternative kénnen jedoch prinzipiell elektrophile Fluor-
spezies wie [18F]F> eingesetzt werden, jedoch fiihrt dies wegen der hohen
Reaktivitat elektrophiler Fluorspezies zu Produktgemischen und oft zu schlechten
Ausbeuten. Tragerarme elektrophile 18F-Fluorspezies sind zudem bis heute nicht
bekannt, was ihren Einsatz fur rezeptorbindende Radiopharmaka unméglich macht.
Der Grund hierfur liegt in den extrem hohen Anforderungen der Darstellung von
Rezeptorliganden an die spezifische Aktivitdt, um erfolgreich in der Diagnostik
eingesetzt werden zu kénnen. Falls jedoch auf eine hohe spezifische Aktivitéat
verzichtet werden kann, erscheint der Umweg uUber "gez&hmte" elektrophile
Fluorspezies mdéglich. Dies wurde zum Beispiel in getragerter Form, bei einer mit
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Acetylhypofluorit durchgefihrten Fluorierung eines tyrosinhaltigen
Endorphinanalogons gezeigt [69). Im Vergleich zu den schweren Halogenen
erfordert die elektrophile Fluorierung also einen erheblich erhéhten
Syntheseaufwand.

Von nukleophilem [18F]Fiuorid ausgehende Peptid- und Proteinmarkierungen
Uber prosthetische Gruppen erscheinen deshalb als einzige rationale Lésung,
weshalb die weitere Entwicklung dieser Methoden dringend notwendig ist.

Prosthetische Gruppen, die fir die Einfuhrung von [18F]Fluorid in
Biomolekule geeignet sind, muissen prinzipiell bifunktioneller Natur sein. Beide
Funktionen, sowohl die Abgangsgruppe zur Einfihrung des nukleophilen Fluorids,
als auch die Kopplungsfunktion der prosthetischen Gruppe zum Peptid (Linker),
mUssen dabei elektrophiler Natur sein. Der Grund hierfur ist, da? Peptide und
Proteine hauptsachlich nukleophile Funktionen wie Amino-, Alkohol- und Thiol-
gruppen aufweisen. Einige Vorlaufer und die entsprechenden 18F fluormarkierten
Reagenzien sind bereits in der Literatur beschrieben. Bifunktionelle Alkane (s.
Kapitel 1.4) eignen sich jedoch nur sehr beschrankt, da ihre Reaktivitat oft nur bei
erhéhten Temperaturen und in organischen Solventien wie DMF oder DMSO
ausreichend ist. Eine Alternative wurde von Shiue et al. [70] mit der Synthese eines
thiolreaktiven 18F-fluorierten Maleinimids aufgezeigt (Abbildung 10):
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Abbildung 8: 18F-markiertes Maleinimidderivat zur Markierung von Thiolen
(MSA=Maleinsaureanhydrid)]

Die veréffentlichten Ergebnisse mit diesem Reagenz, welches mit einer radio-
chemischen Ausbeuten von 10% erhalten wurde, blieben jedoch préliminarer Natur.
Da zudem die prosthetische Gruppe sterisch relativ aufwendig erscheint, durfte
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selbst unter optimierten Synthesebedingungen die allgemeine Anwendbarkeit
zweifelhaft sein.

Vielseitiger als Thiolreagenzien sind aktivierte Acylverbindungen wie z.B.
Aktivester, die ebenfalls im wassrigen Milieu eingesetzt werden kénnen. Muller-Platz
et al. [71] versuchten die die Kopplung von [18F]Fluoracetat an Urokinase in
walriger Lésung mittels wasserléslicher Carbodiimide. Tada et al. nutzten ebenfalls
ein Carbodiimid um [18F]Fluoracetat an 5-Hydroxytryptamin zu koppeln [72]. Die
erzielte radiochemische Ausbeute von 13% zeigt jedoch die Schwierigkeiten dieser
Methodik, selbst bei der Markierung relativ kleiner Amine. Kilbourn et al. schlugen
das in einer dreistufigen Synthese erhéltliche Reagenz 3-[18F]Fluor-5-nitrobenz—
imidat zur Fluor-18 Markierung von Proteinen vor [48]. Dieses erwies sich jedoch als
zu unreaktiv, um breitere Anwendung zu finden. Block et al. [49] schlugen als
Acylierungsreagenz den in einer Stufe durch direkte nukleophile Substitution
erhéaltlichen 2-[18F]FIuorpropionséuremethylester als Resultat einer systematischen
Untersuchung zur direkten nukleophilen Substitution an Estern steigender
Reaktivitat vor. Der Vorteil der einstufigen Darstellung eines Acylierungsreagenz
wurde jedoch durch eine viel zu geringe Reaktivitdt dieses Esters gegentber
anspruchsvolieren Aminen, wie sie z.B als N-terminus in Peptiden vorliegen,
relativiert [73,74]. Eine ebenfalls einstufige Synthese eines 18F-Fiuoracylierungs-
reagenz wurde von Herman et al. [75] mit der Darstellung von 4-[18F]Pentaf|uor-
benzoesauretetrafluorphenylester beschrieben. Die nukleophile Einfuhrung des
[18F]Fluorids mit 32% radiochemischer Ausbeute wurde hier jedoch durch
Isotopenaustausch am entprechenden stabilen Fluorvorléufer erreicht. Das Reagenz
ist daher getrdgert und deshalb zur Markierung rezeptorbindender Pharmaka
ungeeignet. Im Verlauf der vorliegenden Arbeit veréffentlichten Vaidyanathan und
Zalutsky [76] eine neue, von 4—[18F]Fluorbezaldehyd ausgehende Strategie zur
Synthese des N-Hydroxysuccinimidylesters der 4-[18F]Fluorbenzoesaure (Abbildung
9). Die radiochemische Ausbeute bei diesem Verfahren blieb jedoch mit ca. 25%
ebenfalls beschrankt. Dennoch gelang die Markierung monoklonaler Antikérper mit
diesem Reagenz unter Erhalt ihrer biologischen Aktivitat [77]. Die Anwendung dieser
Methode zur Markierung von kieineren Peptiden ist bislang nicht beschrieben.
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Abbildung 9: Synthese von 4-[18F]Fluorbenzoesaure-NHS-Ester

Die bisher wenig untersuchte Methode der Fluoramidierung ist zur
Anwendung auf Proteine nicht geeignet, da sie acylaktivierte Zielmolekule erfordert.
Ein Beispiel fur eine Peptidmarkierung via Fluoramidierung findet sich jedoch mit der
tragerfreien Markierung des Insulins [78]. Bei dieser Markierungssynthese wurde
selektiv geschiitztes Insulin acylaktiviert und schlieRlich mit 1-[18F][[4-(Fluormethyi)-
benzoyl]lamino]butan-4-amin (Abbildung 10) umgesetzt.

NH,

1
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N
Abbildung 10: 1-[18F][[4-(F luormethyi)-benzoyllamino]butan-4-amin zur
Fluoramidierung

Radiochemische Ausbeuten wurden jedoch nicht publiziert. Vermutlich war
insbesondere die Synthese des aktivierten Insulins schwierig und schwer
reproduzierbar. Ebenso war die Wahl des relativ kompliziert aufgebauten fluorierten
Amins nicht erklart. Dennoch zeigt das Beispiel die potentielle Anwendbarkeit einer
derartigen Markierungsstrategie auf.
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1.6 Problemstellung

18F-markierte Peptide und Proteine gewinnen in der nuklearmedizinischen
Diagnostik mittels PET zunehmend an Bedeutung. Tragerfreies [18F]Fluor kann
jedoch nicht durch direkte nukleophile oder elektrophile Substitution in Peptide und
Proteine eingefuhrt werden. Fur nukleophile Substitutionen stehen keine geeigneten
Vorlaufer zur Verfugung. AuBerdem wirken alle bisher bekannten Reaktions-
bedingungen, die zur Einfihrung von tragerfreiem [18F]Fluorid in organische
Molekule angewandt werden, auf Proteine denaturierend. Viele Peptide sind
ebenfalls zu empfindlich gegenuber einer direkten nukleophilen Substitution, die nur
in polar, aprotischen Lésungsmitteln unter Anionenaktivierung und erhéhten Tempe-
raturen nennenswerte radiochemische Ausbeuten liefert.

In einigen friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dal? durch Zuhilfenahme
prosthetischer Gruppen das Spektrum der nicht durch direkte nukleophile
Substitution erhaltlichen 18F-PET-Radiopharmaka erheblich erweitert werden kann.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die bereits friher eingefuhrte 18F.-
Fluoracylierung mittels 2-[18F]FIuorpropionséuremethylester hinsichtlich ihrer
Anwendungsmoglichkeiten und Limitationen zu evaluieren und neuen, verbesserten
Methoden gegenuberzustelien.

Diese neuen, tragerarmen 18F-Reagenzien sollten unter Beachtung
spezieller Aspekte der Substanzklassen Peptide und Proteine entwickelt werden.
Hier galt es besonders das Ldslichkeitverhalten, die Reaktivitat im wassrigen und
organischen Milieu, die Basizitdt der Aminfunktionen und die sterischen Effekte der
Zielmolekule zu ber(cksichtigen. Insbesondere sollten die prosthetischen Gruppen
die Bindungseigenschaften pharmakologisch relevanter Zielmoleklle nicht oder
kaum beeintrachtigen.

Zur Darstellung solcher Reagenzien sollten vor allem n.c.a. 18F-Aktivester
als Reagenzien zur 18F-Fluoracylierung und n.c.a 18F-Amine als Reagenzien zur
18F -Fluoramidierung untersucht werden. Dazu solite die 18F-Fluorierung geeigneter
Vorlaufer, die gegebenenfalls zu synthetisieren waren, optimiert und hinsichtlich
ihrer Eignung fur schnelle, eventuell automatisierte Synthesen untersucht werden.

Die neuen Methoden sollten schliel3lich unter den geeigneten Reaktions-
bedingungen auf die Markierung des fir die Radiopharmazie interessanten Biotins
und des Somatostatinanalogons Octreotid® angewandt werden.
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2, Ergebnisse und Diskussion

21 18F-Fluoracylierung von Peptiden und Proteinen ohne Tragerzusatz
2.1.1  18F-Fluoracylierung via n.c.a. 2{[18F]Fluorpropionsiuremethylester

Um ein mdglichst direktes Verfahren zu entwickeln, wurde schon friher
versucht, 18F-Fluorcarbonsaureester nukleophil zu fluorieren und diese sofort in
einem zweiten Schritt umzusetzen [73, 49]. Dazu erwies sich 2-[18F]Fluorpropion-
sauremethylester [49] (Abbildung 11) als geeignete Verbindung. Daher wurden
weitergehende Untersuchungen zur Validierung der Reaktivitat dieses Acylierungs-
reagenz durchgefihrt. Aus den vorhergegangenen Studien war bereits Kklar
geworden, dald dieser Ester eine beachtenswerte Reaktivitdt gegentber primaren
Aminen wie n-Butylamin, aber auch gegentber hydrolytischen Bedingungen
aufweist. Diese Reaktivitat konnte insbesondere durch den starken induktiven Effekt
des Fluors auf die benachbarte Carbonylposition zurtickgefthrt werden.
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Abbildung 11: 2—[18F]F|uorpropionséuremethylester

2.1.1.1 EinfluB der Nukleophilie des Amins auf die Reaktion mit 2-[18F]Fluor
propionsduremethylester

Als starke Limitierung fir den aligemeinen Gebrauch des 2-[18F]Fluor-
propionsauremethylester hatte sich die Reaktionstragheit dieses Esters gegenuber
sekundaren Aminen wie Dibutylamin und auch primaren Aminen mit sterischer
Hinderung, wie z.B. beim 2-Butylamin, erwiesen. Ebenso lag die erforderliche
Aminkonzentration in molarer GréRenordnung, um bei kurzen Reaktionszeiten
befriedigende radiochemische Ausbeuten zu erzielen [74]. Quantitativ unbekannt
war nun der EinfluR der Basizitdt der zu markierenden Amine auf die
Acylierungsausbeute. Um dies zu untersuchen, wurde eine Reihe von sterisch
vergleichbaren primaren Aminen ausgewahlt, die nur aufgrund induktiver Effekte von
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verschiedenen Substituenten eine unterschiedliche Nukleophilie aufweisen. Als MaR
far ihre Reaktivitat kann die Basizitat der Amine, die als pKg-Werte in der Literatur
[79] beschrieben sind, herangezogen werden. Als L&sungsmittel fur diese
Untersuchung wurde absolutiertes Methanol gewahlt, da hier ein hydrolytischer
Verlust des Methylesters nicht zu beflrchten war. Die Resultate dieser
Untersuchung sind in der Art eines Brénsted-Plots in Abbildung 12 graphisch
dargestelit.
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Abbildung 12: Brénstedplot der radiochemischen Ausbeute der Fluoracylierung mit
2-[18FFluorpropionsauremethylester als Funktion der pKg-Werte
der korrespondierenden Amine
(Reaktionsbedingungen: 64°C, MeOH, C(Amin): 2,0 M, 20 Minuten)

Die beobachtete, gute lineare Korrelation der logarithmierten Acylierungsausbeuten
mit den pKg-Werten der eingesetzten Amine zeigt eindrucksvoll die Korrelation von
Basizitat und nukleophiler Reaktivitdt von Aminen. Die Basizitat bestimmt also bei
Aminen mit vergleichbarer sterischer Hinderung direkt die radiochemische Ausbeute
und damit die Reaktionsgeschwindigkeit fur eine gegebene Reaktionsmischung.
Dies ist von groRer Wichtigkeit, wenn z.B. Peptide mit unterschiedlichen N-
terminalen Aminosauren und damit unterschiedlichen pKg-Werten markiert werden
sollen. Jedoch muf} betont werden, dal diese Ergebnisse nur mit relativ hohen
Aminkonzentrationen (hier 2.0 M) erzielt werden konnten [49,74], was fur viele
Amine, die von pharmakologischer Relevanz fur PET-Untersuchungen sein kénnten,
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aufgrund ihrer Léslichkeit nicht realisierbar ist. Beim Ubergang zu wassrigen
Lésungen wird jedoch die Konkurrenz der hydrolytischen Zersetzung des trager-
armen Acylierungsreagenz ermdéglicht, was die radiochemische Ausbeute schmaélert
und nun wiederum durch eine deutliche Erhéhung der Aminkonzentration
kompensiert werden mufte.

ZusammengefalBt kann festgestellt werden, daR der Einsatz von 2-
[18F]Fluorpropionséuremethylester als Acylierungsreagenz nur in Spezialféllen,
namlich der Markierung von Aminen hoher Léslichkeit, geringer sterischer
Hinderung und sehr hoher Basizitat (pK5 gréRer 9), ein gangbarer Weg ist.

2.1.2 Konzept fiir reaktive n.c.a. 18F-Fluoracylierungsreagenzien

Auf der Grundlage der fraheren Experimente zur direkten nukleophilen
Substitution mit 18F-Fluorid an bifunktionellen Aktivestern [49] und Carbodiimiden
[71, 74] war bekannt, dal} diese Methoden entweder nur zu marginalen Ausbeuten
(im Falle der Substitution an Aktivestern) oder zu einem hohen Anteil von
Nebenprodukten (N-Acylharnstoffbildung bei Carbodiimiden) fuhrten. Als
schwerwiegender Nachteil erwies sich auch, daf} die primaren Reaktionsprodukte
der 18F-Fluorcarbonsaure mit dem Carbodiimid (die acylierungsaktive Spezies)
nicht isoliert werden kénnen. Somit mulssen zum eingesetzten Carbodiimid
aquivalente Mengen an Amin eingesetzt werden, da diese selbst mit den
Carbodiimiden reagieren kénnen. Wegen dieser Nachteile wurde eine in Abbildung
13 skizzierte vierstufige Synthesestrategie Uber aktivierte Ester entwickelt.
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Abbildung 13: Konzept der Darstellung von Fluoracylierungsreagenzien auf der
Basis kleiner Carbonsauren
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Die EinfUhrung des 18F-Fluorids erfolgt danach in eine geschitzte
Carbonsédure mit anschlieBender Abspaltung der Schutzguppe und Aktivierung der
freien 18F-Fluorcarbonsaure. Dabei soll das Fluoracylierungsagens auf der einen
Seite reaktiv genug sein, um mit Peptiden und Proteinen in niedrigen
Konzentrationen und kurzen Reaktionszeiten in guter Ausbeute zu reagieren, auf
der anderen Seite aber auch stabil genug, um das Reagenz in tragerfreiem Zustand,
nach einer Isolierung mittels HPLC handhaben zu kénnen. Ein Teil des Konzeptes
war es auch, kleine, sterisch relativ anspruchslose, prosthetische Gruppen zu
bevorzugen. Diese sollten auch zur Modifizierung von kieineren Biomolekulen als
Peptiden und Poteinen geeignet sein. Als Basis wurde daher die Einfihrung von
18F-Fluor in Essigsaure- oder Propionsaurederivate angestrebt.

2.1.3 Carboxygeschiitzte Carbonsduren zur n.c.a. 18F-Fluorierung

Wegen der Nachteile der bisher bekannten Methoden (18F-Methylester,
18F-Carbonsaure / DCC etc.) in Bezug auf Reaktivitat oder Praktikabilitat, wurde
entsprechend dem Konzept aus Abbildung 13 zunéchst der erste Schritt, der
nukleophilen 18F-Fluorierung carboxy-geschutzter Carbonsauren, naher untersucht.
Dies sollte zu einer breiteren Palette als den bisher zur Verfugung stehenden
Priméarvorlaufern, namlich Methyl- bzw Ethylester, fuhren. Der Schutz der
Carbonsaurefunktion bei der EinfUhrung tragerfreien [18F]Fluorids ist wegen der
hohen Affinitat des Fluorids zu Protonen dringend erforderlich. Auch der Versuch,
entsprechend substituierte Carbonsauren in Form ihrer Salze unter tragerfreien
Bedingungen zu fluorieren, war bereits mehrfach am eigenen [80] und anderen
Instituten [81] erfolglos durchgefuihrt worden. So werden beispielsweise alle fur die
PET-Untersuchungen am Herzen eingesetzten 18F-fluorierten Fettsauren zunachst
als carboxy-geschutzte Derivate dargestellt. Ziel der Untersuchung war es, einen
Grundstock an verschiedenen Schutzgruppen zur Verfugung zu stellen, um eine
spatere Optimierung der gesamten Synthesesequenz zur Fluoracylierung zu
erméglichen. Als Sekundéreffekt ermdglicht diese Untersuchung evtl. neue
Produktionsverfahren fur die Routineproduktion von 18F fluorierten Radiopharmaka
mit Carbonsaurefunktionen wie z.B den schon erwahnten Fettsauren, aber auch
Aminosauren etc. Von den zahlreichen in der Literatur bekannten Carboxy-
schutzgruppen [zur Ubersicht: 82] wurden daher einige Gruppen ausgewahlt, die fur
unterschiedliche Abspaltungsbedingungen charakteristisch sind, und als Derivate
der 2-Brompropionsaure bzw. der Bromessigsaure der nukieophilen Substitution mit
18F-Fluorid ohne Tragerzusatz unterworfen (s. Tabelle 6).
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Tabelle 6: Nukieophile 18F-Substitution (n.c.a.) an verschiedenen Essig- und
Propionsaureestern unter Variation der Carboxyschutzgruppen

18F.carbonsiurederivat Schmelz- oder | Radiochem Bemerkung
Siedepunkt | Ausbeute
'F bp.: 108°C >90% |Verwendung als
" C/Kﬂ/o\ [83] Acylierungs-
3 0 reagenz méglich
F bp.: 123°C  |>90 %
H o0 [83]
3
0]
= P
>90 % wenig Aktivitats-
H C)Yo\/\/ verluste bei Ein-
3 0 engen von Lés.
0]
bp*.: 50°C >90 % saure Hydrolyse
1
%:\/U\A (10 mm) méglich
15 o bp.: 79°C >90 % schonende
\)J\ (5mm) Hydrolyse
[84] moglich
>90 % radiochem

Ausbeute schon
bei 20°C hoch

*. Schmelz- bzw. Siedepunkte der entsprechenden Bromderivate
(90°C; 5 min; 30umol Br-Vorlaufer in 250 yl MeCN; 10 umol Kryptofix / KoCO3)
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Fortsetzung Tabelle 6:

18F_Carbonsiurederivat Schmelz- oder| Radiochem| Bemerkung
Siedepunkt | Ausbeute
mp.*:101°C >90 % Einengen von
15 ‘ radioaktiven
‘ : Lésungen ohne
Hac/Kﬂ/ ° ‘ Aktivitatsverlust
(o) moglich

mp.*: 113°C >60-80 % |photochemische

Schutzguppenab
C)\[( spaltung mdéglich

o] / *EQO ) P
bp.*56°C <1% Si-F Affinitat ver

P P S Y
o (20mm) hindert Ausbeute

*. Schmelz- bzw. Siedepunkte der entsprechenden Bromderivate
(90°C; 5 min; 30umol Br-Vorlaufer in 250 pl MeCN; 10 umol Kryptofix / KoCO3)

Tabelle 6 gibt eine Zusammenfassung der Ergebnisse zur trégerfreien
EinfUhrung von [18F]Fluorid in geschutzte Derivate der Bromessigsaure oder der
homologen 2-Brompropionséure. Als alkalisch leicht hydrolysierbare Schutzgruppen
wurden einfache Alkylester wie Methyl- oder Ethylester verwandt. Als unter sauren
Bedingungen abspaltbare Gruppe wurde der tert.-Butylester eingesetzt. Unter
hydrogenolytischen, aber auch alkalisch leicht hydrolysierbaren Bedingungen lassen
sich Benzyl- bzw. Naphtylmethylester in die entsprechenden freien Carbonséauren
umwandeln. Speziellere Abspaltungsmdglichkeiten liefern die Anthrylmethylgruppe
und die Methylanthrachinongruppe (MAQ). Erstere 1aRt sich sowoh! unter sauren,
als auch unter basisch hydrolytischen Bedingungen entfernen [85], wahrend die
MAQ-Gruppe unter photochemischen, nukieophilen und basisch hydrolytischen
Bedingungen abgetrennt werden kann [86]. Bemerkenswert sind auch die fur
analytische Zwecke brauchbaren stark chromophoren Eigenschaften dieser
Schutzgruppen. Die Trimethylsilylgruppe kann schlieRlich hydrolytisch unter sehr
milden Bedingungen entfernt werden.

Die Radiofluorierungen wurden unter identischen Reaktionsbedingungen
(siehe Tabelle) durchgefuhrt. Nicht ganz unerwartet war die Erfolglosigkeit der 18F-
Fiuorierung des Bromessigsaure-Trimethylsilylesters. Als Erklarung ist hier
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sicherlich die hohe Affinitat des Siliciums zum Fluor heranzuziehen. Versuche zur
Fluorierung wurden jedoch trotzdem unternommen, da eine mégliche kinetische
Bevorzugung der Bromsubstitution in Betracht gezogen wurde, vor allem weil die
Reaktivitat des Broms durch die Carbonylgruppe in a-Position erheblich gesteigert
ist.

Eine deutlich geringere Ausbeute als 90 % war auch bei der Fluorierung des
MAQ-Esters festzustellen. Die Grunde hierfur sind nicht bekannt, jedoch liegt
wahrscheinlich eine Reaktion des tragerfreien [18F]Fluorids mit Zersetzungs-
produkten des Esters wahrend der nukleophilen Substitutionsreaktion vor. Auf eine
genauere Abklarung dieses Sachverhaltes wurde jedoch verzichtet, da mit
radiochemischen Ausbeuten von 60-80 % zunachst gezeigt werden konnte, daR
prinzipiell eine Fluorierung derartiger Ester méglich ist.

Alle anderen in Tabelle 6 aufgelisteten Derivate der Bromessig- bzw.
Brompropionsdure konnten mit nahezu quantitativen radiochemischen Ausbeuten
bei den Substitutionen mit n.c.a. [18F]Fluorid erhalten werden. Diese Vielfalt an
méglichen Vorlaufern und entspechenden 18F-Carbonsaureestern mit sehr
unterschiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften erlaubt eine hohe
Flexibilitat far die folgenden Syntheseschritte, die zu reaktiven Fluoracylierungs-
reagenzien fuhren.

Fur die der Schutzgruppenabspaltung nachfolgende Aktivierung der freien
Carbonséure war es z.B von ausschlaggebender Bedeutung, in wasserfreiem Milieu
zu arbeiten. Beim Einsatz der kieinen Carbonséuren, [18F]Fluoressig- oder 2-
[18F]Fluorpropionséuren, erwies sich die Verwendung der "grof3en" Schutzgruppen
als &uBerst hilfreich, da nach erfolgter chromatographischer Aufreinigung der
fluorierten Ester organische Lésungsmittel wie Acetoniitril ohne Verlust von Aktivitat
abgedampft werden konnten. Wahrend Methyl- und Ethylester beim Abdampfen
dieses Ldsungsmittels fast vollstdndig mit abdestillieren, bleiben Benzylester und
Naphtylmethylester bereits weitgehend im GefaR zurtick. Erst der Ubergang zu den
noch héhermolekularen MAQ- bzw Anthrylmethylestern erméglichte ein Aktivitats-
verlust freies Abdestillieren organischer Lésungsmittel von den n.c.a 18F-Estern.

Der konkrete Vorteil der wenig flichtigen Ester besteht nun darin, daf3 bei
dem folgenden notwendigen Hydrolyseschritt mit einem Minimum an Wasser
gearbeitet werden kann, was wiederum zu Zeitvorteilen bei der anschlieRenden
azeotropen Trocknung des 18F-Carboxylates fahrt.
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2.1.4 Verfahrensoptimierung fiir die Routinesynthese von
2-[18F]Fluorcarbonsiureestern

Die speziellen Bedingungen bei Radiosynthesen erfordern Synthese-
methoden, die in Bleiboxen fernbedienbar oder vollautomatisch durchfuhrbar sind.
Deshalb kénnen nur solche Verfahren fur die Routineproduktion von PET-
Radiopharmaka eingesetzt werden, die schnell, mit hohen Ausbeuten und
unkompliziert verlaufen. Die Durchfihrung einer dreistufigen Radiosynthese ohne
Tragerzusatz fur die Darstellung reaktiver 18F—Fluoracy|ierungsreagenzien (vgl.
Abb. 13) mit anschlieBender HPLC-Reinigung des Produktes, stellt deshalb eine
chemische und technische Herausforderung dar. FUr die automatisierbare
Herstellung von Fluoracylierungsreagenzien mufte deshalb nach Methoden zur
Vereinfachung der Reaktionsflihrung gesucht werden.

Eine Erleichterung fir prinzipiell alle von nukleophilem [18F]Fluorid aus-
gehenden Synthesen ist die Abtrennung des in makroskopischen Mengen nétigen
Vorlaufers ohne relativ aufwendige HPLC-Trennungen. Der Ersatz von HPLC durch
einfachere Festphasenextraktionsmethoden stellt fur Radiosynthesen fast immer
eine bedeutende Vereinfachung dar, die eine hohe Reproduzierbarkeit
gewahrleistet. Aber auch im Hinblick auf Sterilitit und Pyrogenfreiheit bei
Radiopharmakasynthesen sowie hinsichtlich Kontaminationsprobiemen und nicht
zuletzt Kosten stellen sie oft eine ideale Lésung dar.

2.1.4.1 Untersuchung von quaternaren Ammoniumsalzen als leicht abtrennbare
Vorladufer zur nukleophilen Radiofluorierung

Die Vorlaufer zu aliphatischen Fluorverbindungen sind in aller Regel potente
Alkylierungsmittel, die eine mit hohen radiochemischen Ausbeuten verlaufende
nukleophile Substitution mit n.c.a. 18F-Fluorid gestatten. FUr die aromatische
nukleophile Substitution ist z.B. die von Haka et al. [28] in die Fluor-18 Chemie
eingefuhrte Verwendung von Trimethylammonium-Triflat als Abgangsgruppe
auferordentlich gut geeignet, da zum einen sehr gute Ausbeuten erzielt werden,
zum anderen aber auch die korrespondierende Fluorverbindung wesentlich
veranderte physikalisch-chemische Eigenschaften aufweist. Dies auRert sich in
einem deutlichen Zugewinn des Produktes an Lipophilie, bedingt durch den Verlust
des ionischen Charakters. Prinzipiell kénnen z.B. [18F]Fluorbenzolderivate von den
entsprechenden Trimethylamoniumsalzen durch RP-Festphasen oder durch
Festphasen auf lonenaustauschbasis getrennt werden. Deshalb haben in den
letzten Jahren diese Vorlaufer bei der aromatischen nukleophilen Substitution die
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fraher Ublichen Nitrovorlaufer weitgehend abgelést. Es wurde daher hier versucht,
analoge Abgangsgruppen bei der tragerfreien, aliphatischen 18F-Fluorierung
einzusetzen. Ausgehend von Essigsaureethylester wurden deshalb verschiedene
Ammonium-Verbindungen als Vorlaufer synthetisiert, die prinzipiell zu Fluoressig-
s&urederivaten reagieren kénnten. In der Literatur [87-89] finden sich zwar einige
Beispiele fur nukleophile Substitutionen an quaterndren aliphatischen Ammonium-
verbindungen, jedoch haben sie insgesamt wenig Bedeutung unter den Methoden
der nukleophilen Substitutionen. Innerhalb der Literatur zur Fluor-18 Chemie finden
sich keine Beispiele fur Reaktionen dieser Art. Abbildung 14 zeigt die diesbezuglich
untersuchten Substanzen:

\\N+ < > qo 90 % 18 < > //o
“OTF
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Abbildung 14: Vergleich aliphatischer und aromatischer Ammoniumsalze zur
nukleophilen Substitution mit [18F]Fluorid

Alle in Abbildung 14 gezeigten Verbindungen zur angestrebten Synthese
aliphatisch gebundenen [18F]Fluors uber die nukleophile Substitution an
Ammoniumsalzen waren nicht dazu geeignet, [18F]Fluorid unter Bildung von
[18F]FIuoressigs'a‘ureethylester zu inkorporieren. Auch der Zusatz von geringen
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Mengen an Trager sowie Temperatur und Solvensvariation anderte nichts an diesem
Verhalten, weshalb auf weitere Untersuchungen in dieser Richtung verzichtet wurde.

2.1.4.2 Bewertung von Betylaten als Vorldufer zur nukleophilen
Radiofluorierung

Als Alternative zu den Ammoniumverbindungen wurde versucht, spezielie
Sufonsaureester zur nukleophilen Reaktion heranzuziehen. Hier wurden an Stelle
der Oblichen Mesylate oder Tosylate etc. solche Verbindungen eingesetzt, die im
Sulfonsaurerest protonierbare, tertidare Stickstoffatome aufweisen. Solche Verbin-
dungen werden in Anlehnung an die Begriffe Tosylat, Brosylat etc. mit dem Begriff
Betylat belegt. Betylate kénnen z.B. durch die Anzahl der Kohlenstoffatome
zwischen Sulfonsdurefunktionalitdt und tertidrer Aminogruppe charakterisiert
werden. Wahrend O-Betylate nur in Ausnahmeféllen [90] stabile Verbindungen
ergeben, gehéren die 2- und héheren Betylate &hnlich den "normalen"” Sulfonaten
[91] zur Gruppe der starken Alkylierungsmittel und damit zu guten Substraten fur die
nukleophile Substitution. Ein einfacher Syntheseweg zu Betylaten der hier
interessierenden Essigsdure bzw. o-Propionséureester besteht in der Umsetzung
der entsprechenden Alkohole mit speziellen Derivatisierungsreagenzien zur Fluores-
zenzmarkierung. So wurden auf Basis des kommerziell erhéltlichen Dansylchlorids
durch Umsetzung mit Milchséure- oder Glykolsdureestern die entsprechenden
"Naphtylbetylate" dargestellt und die ersten Versuche zur Substitution von n.c.a.
[18F]Fluorid an Betylaten durchgefihrt;

NMe,
0\
OH 0~ \ -
/KH/O\ Dans-Cl \ o\
90 %
o o)

Abbildung 15: Dansylester als Abgangsgruppe zur n.c.a. Einflihrung von [18F]
Fluorid in Essigséuremethylester.
Reaktionsbedingungen: MeCN, 90°C, 5 Min; (Kryptofix / KoCOg3)
C(Dansylester): 5 mg /250
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Diese Verbindungen lieferten zwar ebenso hohe radiochemische Ausbeuten,
wie die bei den analogen nukleophilen Substitutionen an Tosylaten oder bromierten
Verbindungen, jedoch erflllen sie den Zweck einer gunstigen Abtrennbarkeit dieser
speziellen Vorlaufer nicht, da sich die Ausgangsverbindungen in hohem Mal3e unter
den erhéhten Temperaturen und den basischen Bedingungen zersetzten (Abbildung
16):

mVX1000 UV

4.00
Zersetzungsprodukte

3.007
2.00] ' Dansylester
1.009

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 min
5.00|CPS X1000 18F]

4.001

2-[18F]JFluorpropionsauremethylester

3.00]

2.00q
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Abbildung 16: Chromatographie zur Synthese von 2-[18F]Fluorpropionsaureester
via Dansylester (RP-18, isokratisch, Eluens 70/30=MeOH/H20)

Eine Reinigungsprozedur, die auf den Eigenschaften des unzersetzten Vor-
laufermolekuls basiert, wird bei einem solch starken Auftreten von Zersetzungs-
produkten natirlich ad-absurdum gefihrt. Da auBerdem in Vorversuchen festgestellt
worden war, dal die unzersetzte Verbindung, vermutlich aufgrund der schwachen
Basizitat des Anilinstickstoffs, an den getesteten Kationentauschern (Sep-Pak;
Waters) unvollstandige adsorbiert wird, wurde dieses spezielle Betylat nicht weiter
untersucht. Dennoch kénnten andere Betylate, vor allem solche, die aliphatisch
gebundenen und damit wesentlich starker basischen Stickstoff enthalten, diesen
Zweck besser erfullen und damit ginstige Abgangsgruppen fur die nukleophile
Substitution am aliphatischen Kohlenstoff mit n.c.a [18F]Fluorid darstellen.
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2.1.4.3 Abtrennung des Vorlaufers durch Quaternisierung nach der Markierung

Eine weitere Moglichkeit der Abtrennung des nicht-umgesetzten
Uberschusses von Bromvorldufern nach erfolgter nukleophiler Radiofiuorierung (und
der anderen Hilfssubstanzen wie Kryptofix 2.2.2 etc), besteht in seiner Umwandiung
zu quaternaren Ammoniumverbindungen wie in Abbildung 17 schematisch gezeigt:

Br
1) 18

Br .
2) RN Ra N
)ﬁ(O\R )\H/ + )ﬁ}/O\
o (o]
Abbildung 17: Abtrennung des Vorlaufers nach erfolgter Markierung

Dies hat den Vorteil, dalR die relativ stabilen, aber trotzdem mit hohen radio-
chemischen Ausbeuten fluorierbaren a-Bromester eingesetzt werden kénnen. Als
Quaternisierungsagentien wurde eine Reihe von tertidren Stickstoffbasen untersucht
und sowohi auf Bromessigsaure-, wie auf o-Brompropionsédureester angewandt. In
Tabelle 7 sind die Ergebnisse dieser Untersuchung zusammengefalt:

Tabelle 7: Vergleich von tertidren Stickstoffbasen zur Quaternisierung von
o-Bromestern
Base pKg Quaternisierungs- Quaternisierungs-
ausbeute mit ausbeute mit
o-Bromessigester o-Brompropionester
EtaN 9,25 > 95 % <20 %
Pyridin 5,25 > 95 % 20 %
4-Dimethylamino- 9,70 >95% >95 %
pyridin (DMAP)

Bedingungen: MeCN; 90°C; 10 min; ¢(Base): 1M; c(a-Bromester): 0.12M

Die verschiedenen untersuchten Amine sind erwartungsgeman alle in der
Lage, die eingesetzten Bromderivate nukleophil anzugreifen. Der Angriff auf das
primére Kohlenstoffatom der Bromessigsaure ist dabei erleichtert, weshalb unter den
gegebenen Reaktionsbedingungen praktisch fur alle drei Basen quantitative Aus-
beuten erzielt wurden. Unterschiede werden jedoch beim Ubergang zum sekundéren
Kohlenstoffatom deutlich. Triethylamin wies trotz der héchsten Basizitat unter den
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getesteten Basen die geringste Reaktionsgeschwindigkeit auf, enstprechend seiner
relativ. geringen Nukleophilie. Der Stickstoff innerhalb des aromatischen
Pyridinringes weist eine erhéhte Nukleophilie auf und somit eine gesteigerte
Reaktionsgeschwindigkeit. Eine Dimethylaminogruppe in der 4-Position des Pyridins
erhoéht die Nukleophilie und die Basizitdt durch den +M-Effekt betrachtlich, so dal
hier die héchste Reaktionsgeschwindigkeit erzielt wird. DMAP wird deshalb auch als
hochwirksamer Acylierungskatalysator eingesetzt und Ubertrifft die katalytische
Wirkung des Pyridins um mehrere Zehnerpotenzen [92]. 4-Dimethylaminopyridin
erweist sich somit sowohl fur Bromessigsdure- als auch fir Brompropionsaure-
derivate als das geeignete Quaternisierungsreagenz, weshalb hier zur Optimierung
die Konzentrationsabhéngigkeiten der Quaternisierung fur beide Bromverbindungs-
typen untersucht wurden (Abb. 18):

Quaternisierungsausbeute [%]

100 — — =N
—[1— Brompropionséureester
80 + —@— Bromessigsaureester
60 -
N
40 N
i Br R
a oMAP || BF
20 - EC > N
o)
_ R)\H,O\Et
0 - 0
T T T v T T T T T T T
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

DMAP - Konzentration [M]

Abbildung 18: Quaternisierung von Bromalkylestern mit Dimethylaminopyridin
(DMAP); Reaktionsbedingungen: MeCN; 90°C; ¢(Ester): 0,12M

Aus Abbildung 35 wird klar ersichtlich, dal sowoh! fur primare als auch
sekundéare a-Bromcarbonsduren ca. 0,5-1,0 molare Lésungen an DMAP zu quan-
titativer Umsetzung des Vorlaufers fihren. Natlrlich mu zusatzlich gewahrleistet
sein, daR die vorher erzeugte 18F-Fluorverbindung unter den Reaktions-
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bedingungen stabil bleibt. Bei den hierzu durchgefUhrten Untersuchungen erwies
sich diese Forderung als zutreffend. Ein nukleophiler Angriff des DMAP auf die 18F-
fluorierte Verbindung unter Substitution von freiem [18F]Fluorid war nicht zu
beobachten. Ebenso war auch kein Angriff des DMAP auf die Carbonylfunktion zu
beobachten, die eine Verseifung des Esters zur Folge hétte.

Somit kann der 18F-Ester nach Verdiinnen mit 0.1M Salzsaure bequem auf
einer reversed-Phase Kartusche fixiert werden, wahrend die quaternisierte
Verbindung, die noch eine zuséatzliche Ladung am Anilinstickstoff durch die
Protonierung erhalt, zusammen mit DMAP und dem Anionenaktivator (Kryptofix 2.2.2
oder Tetraalkylammoniumsalzen) eluiert wird. Die Abtrennung von protoniertem
Kryptofix 2.2.2 von 18F_Produkten mittels C-18 Sep-Pak Kartuschen durch Spulen
mit angesduertem Wasser ist dabei bereits seit langerer Zeit bekannt [10]. Zur
tatséchlich quantitativen Abtrennung letzter Reste von DMAP und Quaternisierungs-
produkt wird der 18F_Ester zusétzlich durch eine nachgeschaltete Silikagel
Kartusche eluiert. Gleichzeitig wird dabei der Vorteil des Umkehrens der
Elutionsreihenfolge ausgenutzt.

Die grofie Effektivitat dieser Derivatisierung des Substitutionsvorlaufers sei
an den folgenden Chromatogrammen demonstriert, die Trennungen von
Reaktionsgemischen vor (a) und nach (b) der Derivatisierung zeigen (Abb. 19):
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Abbildung 19: Chromatogramme von 2-[1 8F]FIuorpropionsé’nureethylester vor und

nach Quaternisierung des Bromvorlaufers durch DMAP;
Chromatograpiebedingungen: RP-18; 7u; 250 X 4mm; 1ml / min;
H2>O /MeOH=30/70
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Wahrend Abbildung 19 (a) ein Chromatogramm des Rohproduktes zeigt, indem im
UV-Bereich neben einem typischen Injektionspeak, nur der bromierte Vorldufer mit
einer Retentionszeit von ca. 16 Minuten detektiert wird, zeigt Abb. 19 (b) ein
Chromatogramm der die in oben beschriebener Weise derivatisierten und tber Sep-
Pak Kartuschen aufgearbeiteten Lésung des radiofluorieten Esters. Da bei
Chromatogramm (b) wegen des Verdunnungseffektes nur etwa ein Siebentel der
Radioaktivitat zur Trennung aufgegeben wurde, ist zum Zweck der Vergleichbarkeit
die Empfindlichkeit des UV-Kanals in (b) um den Faktor 10 erhéht. Deutlich
erkennbar ist nach der Reinigung keine UV-aktive Spezies detektierbar, obwohl das
zur Derivatisierung eingesetzte DMAP mit einem molaren Extinktionskoeffizienten
von logE = 4,25 bei 259 nm [92] extrem gut nachweisbar ist und bequem in
nanomolaren Mengen detektiert werden kann. Die Methode erwies sich als sehr
zuverlassig und wurde deshalb auch in der im experimentellen Teil beschriebenen
Syntheseapparatur zur Produktion von 2-[18F]FIuorpropionséure-4-nitrophenylester
eingesetzt.

2.1.5 Hydrolyse von 2-[18F]Fluorcarbonséureestern

Die basisch katalysierte Hydrolyse einfacher Alkylester und komplexerer
Ester wie Anthrylmethylester oder MAQ-Ester der 18F-Carbonsauren gelingt bei
erhdéhten Temperaturen in sehr kurzen Reaktionszeiten (10 min). Man erhéalt dabei
quantitative Ausbeuten der freien Carboxylate. Eine genauere Untersuchung zur
Kinetik der Hydrolyse des Anthrylmethylesters ergab eine Geschwindigkeits-
konstante dieser Reaktion (ko) von (5,5 +0,2)-103 | mol-1 s-1 {93].

Aus verschiedenen Grlinden ist es von Vorteil, die Hydrolyse in einem
Gemisch von Wasser und einem damit mischbaren Lésungsmittel durchzufuhren.
Bei der Verwendung mittel- bis schwerflichtiger Ester, wie z.B. Butyl- oder
Benzylester, kann auf das Eindampfen der in organischem L&sungsmittel
anfallenden Verbindungen bis zur Trockene verzichtet werden, da der gré3te Verlust
an Aktivitat erst gegen Ende der Destillation auftritt. Anders bei der Verwendung der
MAQ- oder Anthrylmethylester. Hier kann zwar problemlos zur Trockene abdestilliert
werden, jedoch sind die Ester so schwer wasserldslich, dal? die Hydrolyse in rein
wassriger Lésung milingt.

Deshalb wurde die Menge des zugesetzten Wassers optimiert, indem die
radiochemische Ausbeute an freier Carbonsaure in Abhéangigkeit des Verhaltnisses
von Wasser zu Acetonitril bestimmt wurde. Die Ergebnisse sind in Abbidung 20
graphisch dargestellt.
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Abbildung 20: Abhangigkeit der Hydrolyse von 2-[18F]FIuorpropionséureethylester
vom Verhéltnis Wasser zu Acetonitril;
Reaktionsbedingungen: 10 min; 90°C; 35 mM NMe3

Abbildung 20 zeigt den ausgepragten EinfluR vom Wassergehalt des
Reaktionsgemisches bei der Hydrolyse am Beispiel des 2-[18F]F|uorpropions'a'ure-
ethylesters. Geringe Wasseranteile reichen fur quantitative Hydrolysen bei kurzen
Reaktionszeiten nicht aus. Ab Mischungsverhaltnissen von ca. 1:1 wird die
Hydrolyse jedoch immer starker, und der Ester ist bereits nach 10-minutiger
Reaktionszeit bei 90°C nicht mehr nachweisbar.

Es erwies sich als gunstig fur die spatere Aktivierung des Carboxylates, bei
dem Verseifungsschritt nichtfiichtige Basen (wie NaOH etc.), durch das sehr
fluchtige Trimethylamin zu ersetzen. Dieses wird beim azeotropen Trocknungs-
prozess des 18F-Fluorcarboxylates vollstandig und leicht entfernt und tragt damit
zur Minimierung und erleichterten Abtrennung des basenempfidlichen Aktivierungs-
reagenzes im folgenden Schritt bei. Dennoch wurde festgestellt, da® ein Minimum
an nichtflichtiger Base (z. B. Kaliumcarbonat oder Tetramethyl-ammoniumhydroxid)
notwendig ist, um bei der Trocknung des Carboxylates eine Zersetzung des
Trimethylammoniumsalzes in flichtiges Trimethylamin und fluchtige freie Carbon-
saure zu vermeiden. (Bei spateren Synthesen wurden deshalb stets ca 100 ug
dieser Basen zugesetzt, was fir eine vollstandige Bildung des nichtflichtigen
Carbonsauresalzes reicht.). Die notwendige Konzentration an Trimethylamin zur
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Hydrolyse des Esters wurde in 70 % wassriger Lésung bestimmt. Die Ergebnisse
sind graphisch in Abbildung 21 dargestelit
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Abbildung 21: Verseifung von 2—[18F]FIuorpropionséureethylester als Funktion der
Trimethylaminkonzentration.
Reaktionsbedingungen: 90°C; 10 min; Wasser / MeCN =70/ 30

Die Ergebnisse der Untersuchung =zeigen klar, dall quantitative
Umsetzungen des fluorierten Ethylesters schon bei geringen Basenkonzentrationen
von weit unter 1mM erzielt werden kénnen. Diese enorme Leichtigkeit der
Verseifung ist sicher auf den starken induktiven Effekt des Fluoratoms
zurlckzufuhren. Bei der Verseifung des analogen Anthrylmethylesters werden
héhere Konzentrationen an Trimethylamin bendtigt, da sich hier der sterische
Einflul? der groRen Schutzgruppe merklich auswirkt. Die Hydrolysen wurden mit 100
mM Trimethylamin-Konzentration bei 1:1-Gemischen von Methanol und Wasser
durchgefuhrt. Diese Reaktionsbedingungen fuhrten stets zu quantitativen Ausbeuten
an freiem 18F-Fluorcarboxylat.
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2.1.6 Darstellung reaktiver 18F-Fluoracylierungsreagenzien

2.1.6.1 Darstellung von n.c.a. 18F-Carbonsiureimidazoliden
als reaktive Fluoracylierungsagentien

Carbonséaureimidazolide finden grofRe Beliebtheit zur Herstellung von Estern
und Amiden, seit systematische Untersuchungen zu dieser Verbindungsklasse
durchgefuhrt wurden [94]. Sie gehéren zur Klasse reaktionsfahiger, heterocyclischer
Amide, deren Amid-Stickstoff Glied eines quasi-aromatischen FUnfringes mit
mindestens zwei Stickstoffatomen im Ring ist. Wahrend "normale" Amide durch eine
besondere Stabilitdt gekennzeichnet sind, findet man bei Imidazoliden oder
aligemeiner den Azoliden eine auf den ersten Blick Uberraschende Reaktions-
fahigkeit, die denen von Saurehalogeniden durchaus nahekommt [95]. Dies steht in
Zusammenhang mit der Einbeziehung des freien Elektronenpaares des Amidstick-
stoffs in den aromatischen Ring. Dadurch kommt es zu einer Positivierung des
Stickstoffatoms und nicht zu dem Ublicherweise partiellen Doppelbindungscharkter
der Amidbindung und damit letztlich zu einem stark positiv polarisierten und
reaktionsfahigen Carbonyl-Kohlenstoff.

Zum Mechanismus der Reaktion von Carbonséduren mit Carbonyldiimidazol
N,N’-Carbonyldiimidazol reagiert mit Carbonsduren bereits bei Raum-
temperatur in indifferenten Lésungsmitteln praktisch quantitativ zu den Imidazoliden
(Abbildung 22). Dabei wird die Bildung eines gemischten Anhydrids als
Zwischenprodukt des Angriffs der Carbonsaure auf das Diimidazol angenommen.
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Abbidung 22: Reaktion von Carbonsauren mit Carbonyldiimidazol zu
Carbonséureimidazoliden
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Dieses gemischte Anhydrid kann prinzipiell entweder intramolekular unter
CO9-Abspaltung, oder intermolekular, durch Angriff des freigewordenen Imidazois
auf das Zwischenprodukt, zum Carbonséureimidazolid weiterreagieren. Welche
dieser beiden mdglichen Alternativen tatsachlich vonstatten geht, ist fur die
praparative Synthesechemie im allgemeinen unbedeutend, solange das gewunschte
Produkt ensteht. Fur das Arbeiten mit tragerfreien, radioaktiven Carbonsauren ist
dies jedoch von entscheidender Bedeutung, da der intermolekulare Reaktionsweg
die Reaktion von zwei Teilchen in tragerfreien Konzentrationen zur Bedingung héatte
und somit sehr unwahrscheinlich wird.

Aus der Literatur [96] war bekannt, dal} ein intermolekularer Reaktionsweg
anzunehmen ist. Dazu waren Experimente mit C-14 markiertem Imidazol in
Gegenwart einer Carbonsaure und unmarkierten Carbonyldiimidazol durchgefihrt
worden. Da das Molverhéltnis von [14C]Imidazol zu Carbonyldiimidazol nur 1:100
betrug und trotzdem 86% der 14c-Aktivitat im Carbonsaureimidazolid gefunden
worden waren, kamen die Autoren zu dem Schlu®, dal es sich um einen inter-
molekularen Reaktionsweg handeln musse. Zunachst war sichergestellt worden, daB
es bei den relevanten Reaktionszeiten nur zu einem vernachlassigbaren Austausch
von [14C]Imidazol in Carbonyldiimidazol bzw. in das Carbonsaureimidazolid kam.

Ubertragen auf eine Reaktion mit n.c.a 18F_-Carbonsauren war, wie zunachst
erwartet, die Ausbeute an 18F-markiertem Carbosaureimidazolid vernachlassigbar
klein. Dies wurde anhand der Umsetzung von n.c.a 2-[18F]F|uorpropionat mit
Carbonyldiimidazol festgestellt und steht im Einklang mit dem oben diskutierten
Mechanismus. Jedoch ware eine merkliche Umsetzung zu erwarten, wirde man dem
System zusétzlich freies Imidazol zusetzen, welches dann in der Lage sein wurde,
mit dem gemischtem Anhydrid zu reagieren. Diese Hoffnung wurde jedoch nicht
erfullt und zwar unabhangig, in welchem Verhéltnis (1:10, 1:1 und 10:1) Imidazol zu
Carbonyldiimidazol zugesetzt wurde. Daher wurde gefolgert, dall auch freie
Protonen zur Vérfi]gung stehen mussen, um das Zwischenprodukt (gemischtes
Anhydrid) Uberhaupt erst bilden zu kénnen. Die radiochemischen Ausbeute an 2-
[18F]Fluorpropionséureimidazolid wurde daher in Abhangigkeit des Zusatzes einer
nichtisotopen Trégersédure (Phenylessigsdure) bestimmt und in Abbildung 23
graphisch dargestellt:
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Abbildung 23: Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute vom Verhaltnis der
nichtisotopen Tragersdure Phenylessigsaure zu Carbonyldiimidazol
Reaktionsbedingungen: 200 ul MeCN, 20°C, 5 min, 5,0 mg
Carbonyldiimidazol, variable Mengen an Phenylessigsaure

Abbildung 23 zeigt deutlich das Ansteigen der radiochemischen Ausbeute in
Abhangigkeit des Verhaltnisses von Carbonsdure zu Carbonyldiimidazol bis zu
einem Verhéltnis von ca. 1:1. Noch weiterer Zusatz an Carbonséure fuhrt dann auf-
grund des molaren Uberschusses von Carbonsédure gegenuber dem Aktivierungs-
reagenz zu einem erneuten Absinken der radiochemischen Ausbeute. Die Wahl
einer nichtisotopen Tragersaure anstelle eines Zusatzes von stabiler 2-Fluor-
propionséure erfolgt deshalb, weil nur so die Méglichkeit besteht, Produkte mit
hohen spezifischen Aktivitaten zu erhalten. Zunachst wurde Phenylessigsaure aus-
gewahlt, da hiermit sowohl gut UV-detektierbare Produkte und Edukte vorliegen, als
auch durch ihren aliphatischen Charakter die Tragerfunktion am besten
gewahrleistet wird. AuRerdem kénnen die Produkte wegen der wesentlich héheren
Lipophilie der Phenylessigsaure sehr gut vom 18F-markierten Produkt getrennt
werden. Wie sich spater in stichprobenartigen Experimenten herausstellte, ist jedoch
auch der Einsatz von aromatischen S&uren, wie Benzoesdure, ohne weiteres
mdglich und empfehlenswert, da Phenylessigsaure geruchsbelastigend ist.

Die chromatograpische Reinigung von [18F]Fluoressig- oder -propionsaure-
imidazoliden kann jedoch nicht, wie haufig Ublich, auf reversed-phase Sé&ulen
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erfolgen, da ihre Polaritat so hoch ist, dal sie keinerlei Retention erfahren und im
Totvolumen eluieren. Zudem ist ihre Hydrolyseempfindlichkeit selbst in sauren
wassrigen Lésungen sehr hoch, so daBd als Eluenten nur organische Lésungsmittel
eingesetzt werden kénnen. Deshalb wurde eine Isolierung der 18F-Imidazolide auf
Normalphasen (Si60) versucht, die jedoch ebenfalls zu Zersetzung der Produkte
fuhrten. Die einzige Moglichkeit, die fluorierten Imidazolide chromatographisch zu
handhaben, wurde mittels Cyanophasen erzielt. Jedoch mullten hier die kalten
Standardverbindungen koinjiziert werden, um eine Zersetzung weitgehend zu
verhindern.

~ Wegen dieser Schwierigkeiten bei der Chromatographie kénnen die n.c.a 2-
18F-Imidazolide nur in Gegenwart des nicht isotopen Tragers mit Aminen zur
Reaktion gebracht werden. Dies erfordert somit zum nicht isotopen Trager
aquimolare Konzentrationen, was hinsichtlich der Markierung teurer Peptide eine
Limitation darstellt.

Als Ergebnis dieser Untersuchung kann also festgehalten werden, dafR die
Darstellung von Imidazoliden zwar unter n.c.a-Bedingungen méglich, jedoch der
Zusatz von nichtisotopem Trager notwendig ist. Der Reaktionsmechanismus ist nach
diesen Untersuchungen ebenfalls ein intermolekularer, wie von Staab et al. [96]
beschrieben, jedoch scheint der Bildung des intermediéren gemischten Anhydrids
eine Protonierung des Diimidazols vorauszugehen. Die Anwesenheit von freiem
Imidazol allein im Reaktionsgemisch genulgt nicht, um so kleine Mengen von
Carbonséduren, wie sie bei tragerfreien Arbeiten mit kurzlebigen Radioisotopen
voliegen, mit einem Uberschuss von Carbonyldiimidazol zu Imidazoliden umzu-
setzen. Deswegen erzielt man die héchsten Ausbeuten bei einem Verhaltnis von ca.
1:1 Carbonsaure zu Diimidazol. Die Notwendigkeit einer Protonierung wird auch
klar, wenn man sich vergegenwartigt, da3 ein Angriff von Carboxylat-ionen auf
unprotoniertes Diimidazol eine Substitution von vergleichsweise viel starker
nukleophilen Imidazolanionen bedeuten wuirde. Dies erscheint schon aus
thermodynamischen Griinden sehr ungunstig.
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2.1.6.2 Darstellung von n.c.a 18F-Carbonsiureaktivestern

Um die Nachteile der bislang untersuchten Fluoracylierungsmethoden wie
der Methylestermethode (zu unreaktiv), der Dicyclohexylcarbodiimidmethode (DCC;
zu geringe Ausbeuten), und der Imidazolidmethode (schwer isolierbar; nichtisotope
Tragersauren notwendig) zu umgehen, wurden Aktivester als eine weitere Substanz-
gruppe klassischer Acylierungsreagenzien hinsichtlich ihrer Eignung fur tragerarme
Fluoracylierungen untersucht. Einige der am haufigsten gebrauchten Aktivester in
der praparativen organischen Chemie sind p-Nitrophenylester und N-Hydroxy-
succinimidylester (s. auch Kap. 1.5). Diese Ester sollten insbesondere hinsichtlich
einer alternativen Darstellung zu der oft Ublichen Kombination von DCC und Phenol
bzw. N-Hydroxykomponente untersucht werden, da schon von friheren Unter-
suchungen bekannt war, daR bei der DCC-Methode im Falle der Umsetzung von
tragerfreien Carbonsauren, ahnlich wie bei der oben beschriebenen Imidazolid-
methode, zumindest nichtisotope Tragersauren eingesetzt werden mussen. Auch
hatte sich die DCC-Methode nicht fur die Aufarbeitung von 18F_markierten
Produkten via HPLC bewahrt [74].

Als Alternative zu DCC sind heute weitgehend zwei Methoden zur Dar-
stellung von Aktivestern tblich. Diese bestehen im Einsatz von Uroniumsalzen [zur
Ubersicht s. 97] oder Phosphoniumsalzen [zur Ubersicht s. 98] oder aber in der
Anwendung entsprechender Carbonatreagenzien [zur Ubersicht s. 99]. Diese
Reagenzien sind in Abbildung 24 gezeigt:
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Abbildung 24: Ubliche Reagenzien zur Darstellung von Aktivestern aus Carbon-
sauren (R = Alkoholkomponente der korrespondierenden Aktivester)

Die ionischen Reagenzien (Uronium- bzw Phosphoniumsalze) wurden in
dieser Studie auf Grund des Reaktionsmechanismus dieser Aktivierungsreagenzien
[100] nicht ndher untersucht. Es entsteht zunachst ein Zwischenprodukt aus Kation
und markiertem Carboxylat unter Substitution der Alkoholkomponente. Die
freigewordene Alkoholkomponente reagiert dann unter Angriff auf die nun hoch
aktivierte Carbonylposition der Carbonsaure unter Bildung des Aktivesters. Dieser
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Mechanismus, Ubertragen auf tagerfreie Systeme, fuhrt wieder zu der ungunstigen
Konstellation, da? zwei Teilchen in extrem niedrigen Konzentrationen miteinander
reagieren mufiten, was aus statistischen Grinden nur zu sehr schlechten Ausbeuten
fuhren kann. Dies wurde auch in einigen stichprobenartigen Versuchen mit
Hydroxybenzotriazolreagenzien dieser Art und n.c.a. 2-{18F]Fluorpropionséure
bestatigt. Leider fuhrte auch der Zusatz der Alkiloholkomponente nicht zu den
gewunschten hohen Ausbeuten. Es konnte zwar n.c.a 18F-FIuorpropionséureester
detektiert werden, jedoch waren die Ergebnisse nicht konsistent. (Dies erinnert z.B.
an das Verhalten trégerfreier, nukleophiler Teilchen bei Substitutionsreaktionen:
SN1-Reaktionen gelingen nicht, Sn2-Reaktionen hingegen flhren prinzipiell zu
guten Ausbeuten. Bei Reaktionen nach Sn1 mussen kleine Konzentrationen von
z.B. Carbokationen mit n.c.a Konzentrationen von Nukleophilen zur Reaktion
zusammentreffen, wéhrend nach SN2 kleine Konzentrationen mit einem grofien
Uberschuf? des Reaktionspartners abreagieren kénnen). Aus diesen Griinden wurde
auf eine weitere Untersuchung dieser Reagenzien verzichtet.

Bei den Carbonatreagenzien hingegen war laut Literatur [101] die Wahr-
scheinlichkeit fur einen intramolekularen Reaktionsweg, d. h. also die spontane
Eliminierung von CO2 aus dem gemischten Anhydrid von Carbonsaure und Kohlen-
saurehalbester gegeben (Abbildung 25):
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Abbildung 25: Angenommener Reaktionsmechanismus von tagerfreien 18F-
Carbonsauren mit Carbonatreagenzien am Beispiel des
Bis-(4-nitrophenyl)-carbonat
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Trafe dieser Mechanismus tatsachlich zu, wirde dies bedeuten, dal die
Umsetzung von trdgerarm markierten Carboxylaten wie z.B n.c.a. [18F]Fluoracetat
oder 2—[18F]Fluorpropionat einzig eine Funktion der zugesetzten Menge an
Carbonatreagenz wére, und somit zu guten Ausbeuten dieser Reaktion fuhren solite.
Die Reaktion von Bis-(4-nitrophenyl)-carbonat mit 2-[18F]Fluorpropionat wurde
diesbezuglich naher untersucht und optimiert (Abbildung 26):
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Abbildung 26: Konzentrationsabhangigkeit der radiochemischen Ausbeute bei der
Veresterung von 2-[18F]Fluorpropionat mit Bis-(4-Nitrophenyl)-
Carbonat; Reaktionsbedingungen: 5 min; 90°C; MeCN

Abbildung 26 zeigt die typische Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute
von der Konzentration des Reaktionspartners (Carbonatreagenz), wie sie bei
Reaktionen pseudo-erster Ordnung auftreten (siehe Kapitel 1.3).' Diese
Beobachtung stutzt den oben diskutierten Mechanismus der intramolekularen
Weiterreaktion des anhydridischen Zwischenproduktes zum Aktivester unter CO2-
Elimination. Somit ist mit den Carbonaten eine Stoffklasse gefunden, die es
gestattet, praktisch tragerfreie Konzentrationen von Carbonsauren ohne Zusatz
weiterer Hilfsstoffe in die korrespondierenden Aktivester umzuwandeln. Mehr als 90
% radiochemische Ausbeute kénnen bereits bei ca. 40 mM Konzentration des
Carbonates innerhalb von 5 Minuten erhalten werden. Dies entspricht bei einem
Reaktionsvolumen von 250 ul dem Zusatz von nur ca. 3 mg des Aktivierungs-
reagenz. Somit kénnen in einer weiteren Eintopfreaktion ohne Abtrennung des
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Carbonates, Amine zur Reaktion mit dem Fluoracylierungsreagenz gebracht werden,
solange ihre Konzentration nur ca. das doppelte der Konzentration des Carbonates
entspricht, da ein Aquivalent des Carbonates prinzipiell in der Lage ist, 2
Aquivalente des Amins unter Bildung von Harnstoffen zu binden. Tatséchlich sind
jedoch die zuerst entstehenden Urethane so stabil, dalR die hohe Reaktivitdt der
fluorierten Ester (unterstitzt durch die elektronenziehende Wirkung des Fluors in o-
Position) ausreicht, um schon bei ca. &quimolaren Verhéitnissen (Amin / Carbonat)
quantitative Umsetzungen zu fluoracylierten Amiden zu erméglichen.

In analoger Weise wurde neben 2—[18F]Fluorpropionséure auch
[18F]Fluoressigséure mit Carbonatreagenzien quantitativ zu Nitrophenylestern oder
auch Succinimidylestern umgesetzt. Die Palette so hergestellter aliphatischer Aktiv-
ester, ausgehend von den kleinst méglichen fluorierten Carbonséuren Fluoracetat
bzw. Fluorpropionat ist in Abbildung 27 gezeigt:
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Abbildung 27: Aliphatische Aktivester durch Umsetzung von Carbonatreagenzien
mit [18F]Fluoracetat bzw. 2—[18F]Fluorpropionat; (Np = Nitrophenyl;
NHS = N-Hydroxysuccinimidy!)
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Neben diesen aliphatischen Aktivestern ist es jedoch auch mdglich,
aromatische Aktivester durch Umsetzung mit Biscarbonaten zu erhalten. Dies wurde
am Beispiel des N-Hydroxysuccinimidylesters der 4-[18F]F|uorbenzoeséure
demonstriert. Die tragerfreie Herstellung dieses Esters gelingt véllig analog zu den
aliphatischen Estern durch Umsetzung des 18F_Benzoates mit dem entsprechenden
Biscarbonatreagenz. Die Darstellung des 4-[18F]Fluorbenzoates nach diesem
Verfahren unterscheidet sich jedoch erheblich von der von Vaidyanathan et al. [76]
beschriebenen Synthese (vgl. Abbildung 9) und ist deshalb in Abbildung 28
skizziert:
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Abbildung 28: Synthese von 4-[18F|Fluorbenzoeséure-N-hydroxysuccinimidylester

Die bisher in der Literatur beschriecbene Methode via nukleophiler
Substitution an p-Nitrobenzaldehyd (RCA: 40-80 %), gefolgt von einer Oxidation zur
entsprechenden Benzoesaure (RCA: 55-80 %) und anschlielBender Veresterung mit
Hilfe von DCC in Gegenwart von N-Hydroxysuccinimid (RCA 60-80 %) fuhrte zu
einer Gesamtausbeute von 25% [76]. Die hier vorgestellte Methode beginnt hin-
gegen mit einer nukleophilen Substitution am p-Trimethylammoniumtriflat des
Benzoesaure-ethylesters, die mit fast quantitativen Ausbeuten von 85-90% veriauft.
Die Hydrolyse des Ethylesters ist quantitativ, und die folgende Veresterung veriauft
ebenfalls mit anndhernd quantitativen radiochemischen Ausbeuten, so daR die
Gesamtausbeute ca. 80% erreicht. Eine Aufarbeitung der Verbindung via HPLC am
Ende der Synthese ist nétig, da vermutlich durch teilweise Desmethylierung des Tri-
methylammoniumtriflat Vorlaufers die korrespondierende Dimethylaminoverbindung
parallel zur aktiven Fluorverbindung gebildet wird. Diese wird bei den folgenden
Schritten analog verseift und aktiviert und muld somit als Verunreinigung am Ende
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am Ende der Synthese abgetrennt werden, wenn man eine hohe effektive
spezifische Aktivitat erreichen will. Trotz der dabei auftretenden Verluste bedeutet
diese neue Synthesestrategie eine ca. 3-fache Steigerung der radiochemischen
Ausbeute im Vergleich zu der in Abbildung 9 skizzierten Synthese. Es Uberrascht
daher nicht, dal® karzlich von Vaidyanathan et. al [102] diese teilveréffentlichte
Methode zur Markierung von monoklonalen Antikérpern ibernommen wurde.

2.1.6.3 Darstellung von n.c.a. 2-[13F]Fluorpropionséiurechlorid

Zur Darstellung von Saurechloriden aus Carbonsauren kommen eine Reihe
von Reagenzien in Betracht. Die Bekanntesten sind wohl die klassischen
anorganischen Chlorierungsmittel wie Thionyichlorid und Phosphor(-lll-oder-V)-
chiorid. Aber auch organische Chlorierungsmittel werden gerne zu ihrer Darstellung
’ eingesetzt, z.B. Oxalylchlorid, Benzotrichlorid und einige Phosphorreagenzien {zur
Ubersicht s. 103]. Unter den hier genannten wurden Thionylchlorid, Benzotrichlorid
und Triphenylphosphin in Verbindung mit Tetrachlormethan und Hexachlorethan zur
Darstellung des 18F-Saurechlorids herangezogen. Alle Reagenzien waren zumin-
dest teilweise in der Lage, n.c.a 2-[18F]Fluorpropionat in das Saurechlorid zu tber-
fuhren. Die besten Ergebnisse wurden jedoch mit Thionylchlorid und Triphenyl-
phosphin-dichlorid erzielt. Diese flhrten tatsachlich zu annndhernd quantitativer
Umsetzung. Nur relativ geringe Ausbeuten wurden dagegen mit Benzotrichlorid und
Triphenylphosphin in Tetrachlormethan erzielt, was vermutlich auf die schlechte
Léslichkeit des Kalium 2-[18F]Fluorpropionates in diesen Stoffen zurtickzufihren ist.
In Acetonitril hingegen konnten mit dem System Triphenylphosphin / Hexachlorethan
sowie mit Triphenylphosphin-dichlorid quantitative Umsetzungen erzielt werden. Da
jedoch in der Zugabe von zwei Substanzen kein Vorteil besteht, wurde Triphenyl-
phosphindichlorid als Reagenz der Wahl betrachtet. Im Gegensatz zu Thionylchlorid
kann das 2-[18F]FIuorpropionséurechlorid leicht vom Triphenylphosphin-dichlorid
aufgrund seiner hohen Fllchtigkeit abdestilliert werden, wahrend das Phosphoran
als Feststoff zurlickbleibt.

In dem Bestreben eine eventuell méglichen Eintopfreaktion zu realisieren,
wurde zunachst untersucht, in weichen Mengen das Chlorierungsreagenz fur hohe
Saurechloridausbeuten zugegeben werden muR. In Abbildung 29 ist deshalb die
Abhangigkeit der Bildung des Saurechlorids in Acetonitril von der Konzentration des
Phosphorreagenz gezeigt: ’
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Abbildung 29: Abhangigkeit der Bildung von 2—[18F]F luorpropionsaurechlorid von
der Konzentration an Triphenylphosphin-dichlorid
Reaktionsbedingungen: MeCN; 20°C; 5 min.

Abbildung 30 verdeutlicht, dal® die radiochemische Ausbeute nach einer
gewissen Minimalkonzentration, die vermutlich durch den Restwassergehait des
Lésungsmittels bedingt ist, den typischen Verlauf einer Kinetik pseudo erster
Ordnung annimmt. Bei etwa 0,2 molaren Konzentrationen an Phosphorreagenz wird
die Séattigungsausbeute von nahezu 100 % erreicht. Diese relativ hohen
Konzentrationen bedingen, dal eine Eintopfreaktion nur mit relativ hohen Mengen
an Aminen durchzufuhren ist, da das Phosphoran selbstverstandlich selbst in der
Lage ist, mit Aminen und anderen Nukleophilen (insbesondere Sauerstoff-
nukleophilen) zu reagieren. Praktisch gesehen kommt eine Eintopfsynthese daher
nicht in Betracht.

Zu bemerken ist ferner, dal® die obigen radiochemischen Ausbeuten durch
Derivatisierung von Aliquots der Reaktionslésung mit einfachen Aminen wie n-
Butylamin etc. bestimmt wurden. Eine direkte Messung des Saurechlorids ist auf
Grund seiner aul3erordentlich hohen Reaktivitdt duBerst schwierig. Daher besteht
theoretisch die Méglichkeit, dal ein Teil der in den gemessenen Amiden
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befindlichen Aktivitdt nicht als freies Saurechlorid, sondern als Phosphorreagenz-
adukt mit den Aminen zur Reaktion kommt:

cl  cH,CH'8Fcok cl
) T (O
ci oa/gg

%

Abbildung 29: Hypothetisches Primaradukt von 2-[18F]Fluorpropionséure und
Triphenylphosphindichlorid

Diese These wird z.B. dadurch gesttzt, dall es nie méglich war mehr als
80% der Radioaktivitdt aus dem Reaktionsgefal? herauszudestillieren. Auch durch
gleichzeitiges Erhitzen konnte dies nicht weiter verbessert werden.

2.1.6.4 Synthese von 2-[18F]FIuorpropionséure-p-nitrophenylester via
2-[18F]Fluorpropionsiurechlorid

Aufgrund der extremen Reaktivitat des tragerfreien 2-[18F]Fluorpropion-
sdurechlorids, die eine Handhabung fast nur in-situ zulaft, kommen praktisch nur
zwei Methoden seiner Ausnutzung in Betracht. Zum einen die sofortige Umsetzung
mit Aminen, die in einer Kihlfalle vorgelegt werden, zum anderen die Uberfihrung in
einen weniger empfindlichen Aktivester. Die sofortige Umsetzung mit Aminen
erscheint zunachst als die einfachere, direktere Methode. Jedoch wird die
Umsetzung durch gasférmiges HCI gestdrt, das zusammen mit dem Sé&urechlorid
abdestilliert wird. Somit kommt es zu einer Maskierung der Amine, die nur durch
Zugabe von Hilfsbasen oder einer relativ hohen Menge an zu acylierendem Amin
verhindert werden kann. Hilfsbasen reagieren jedoch selbst mit dem empfindlichen
Saurechlorid und fuhren zu dessen Zersetzung. Desweiteren ist die Anwendung des
Séaurechlorids auf inerte, rein organische Lésungsmittel eingeschrankt, sodafl z. B.
relativ schwer 16sliche Peptide und Proteine nicht eingesetzt werden kénnen.

Als praktikabler und vielseitiger hat sich deshalb die Umsetzung des Sé&urechlorids
zu einem Aktivester herausgestellt. Da das Saurechlorid ohnehin aus dem
Reaktionsgefall abdestilliert wird, bot sich die Méglichkeit an, den Gasstrom durch
eine Saule zu leiten, die Salze von Aktivester bildenden Alkoholen enthalten
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[104,105]. Dies wurde an Hand des Kaliumsalzes von p-Nitrophenol erprobt. Hierbei
entstand der relativ lipophile 2-18F]Fluorpropionsaure-p-nitrophenylester, der durch
inerte Lésungsmittel wie Ather oder Methylenchlorid eluiert werden konnte, wahrend
die Salze ungel6st blieben. Der apparative Aufbau einer sich hieraus ergebenden
18F-FIuoracylierungsapparatur ist in Abbildung 30 skizziert.

Methylenchiorid
RP-18 Si-60 Phenolat | Si-60
Vakuum
Nukleophile Abfall gg'r’:;ngd' Acylierung

Substitution

Abbildung 30: Schema einer 18F-Fluoracylierungsapparatur mit Verwendung von
2—[1 8F]FIuorpropionséiurechlorid als reaktiver Zwischenstufe

Die Synthese des 18F-Fluorpropionates welches der Saurechlorid-
darstellung vorausgeht, folgt zunédchst der in 2.1.4 beschriebenen Methodik. Das
18F-Saurechlorid wird dann mittels Triphenylphosphin-dichlorid erzeugt und durch
Anlegen von Vakuum Uber eine direkt Uber dem Reaktionsgefald aufgebrachte Saule
geleitet. Die Ubergehende Aktivitat verbleibt dabei quantitativ auf der Saule. Ein
signifikanter Anteil von 35 + 15% verbleibt jedoch im Reaktionsgefal3. Ein weiterer
Teil wird auf der S&ule zersetzt und nicht wie der Aktivester mit Methylenchlorid
eluiert. Gegenuber der direkten Umsetzung des Saurechlorids mit Aminen stellt dies
einen Nachteil dar. Die radiochemischen Ausbeuten der gesamten
Synthesesequenz sind zur Ubersicht in Tabelle 8 zusammengefalt.
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Tabelle 8: Radiochemische Ausbeuten der Syntheseschritte bei der
18F-Fluoracylierung via Fluorpropionsaurechlorid

Syntheseschritt radiochemische Ausbeute [%]
Nukleophile Substitution 92+5
DMAP-Derivatisierung und Verseifung 905
Saurechloridaktivierung 100
Destillation des S&urechlorids 65+ 15
Umsetzung zum Aktivester 70+ 10
Acylierung produktabhangig (meist >90)
Uber alle Schritte ca. 33

Obwohl die Gesamtausbeute mit etwa 33% den oben diskutierten Methoden zur
Darstellung von Aktivestern (vgl. 2.1.6.1) unterlegen ist, hat dieses Verfahren den
Vorteil, dal auf aufwendigere HPLC-Trennungen zur Darstellung des Fluor-
acylierungsreagenz verzichtet werden kann. Daher erscheint dieses Verfahren fur
automatisierte Synthesen sehr attraktiv. Die HPLC muf hier nur in der letzten Reini-
gungsstufe eingesetzt werden. Unter gunstigen Umstanden kénnte sogar ganzlich
auf HPLC-Trennungen verzichtet werden. Falls die zur Markierung vorgesehenen
Molektle z.B nur eine Aminofunktion tragen, geht die potentielle Ladung des
Molekuls durch die Acylierung verloren. Eine Trennung auf der Basis von
Kationenaustausch erscheint dann leicht méglich.
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2.1.7 Reaktionen der aktivierten n.c.a 18F-Fluoracylierungreagenzien mit
Aminverbindungen

2.1.7.1 Reaktionen der 18F-Aktivester mit Modellaminen und -peptiden

Um die Eignung der verschiedenen Aktivestertypen (Nitrophenyl, N-
Hydroxysuccinimidyl und Imidazolid) hinsichtlich ihres Potentials zur Acylierung von
Aminen zu Uberprifen, wurden eine Reihe von Modellaminen untersucht. Einen
vergleichenden Uberblick vermittelt Tabelle 9:

Tabelle 9: Vergleich der n.c.a. 18F-Fluoracylierung von Aminen via aktivierter
2-[1 8FFluorpropionséaurederivate (% radiochemische Ausbeute)

Acylierungsreagenz
2-/18F]Fluorpropionsaure-
Amin p-Nitrophenyl- | Hydroxysuccin- Imidazolid Methylester**
ester imidylester
n-Butylamin 92+2 92 +3 - 88+4
2-Butylamin 93+3 90+3 - 7+2
Homoveratryl- 93+2 - - 70+ 2
amin
Benzoyl- 80+3 - 88+3 -
hydrazid
Toluidin* 91+3 - - 0
Phenylalanin- 90+3 92+3 91+£3 0]
ethylester

Reaktionsbedingungen: Acetonitril, 22°C, c(amin): 0,1 M; *DMF, 90°C, ¢(Amin):
1,0 M; **MeOH, 64°C, ¢ Amin: 4.0 M

Die in Tabelle 9 aufgefuUhrten Amine zeichnen sich durch charakteristische
Reaktivitatsunterschiede aus, die entweder durch elektronische oder sterische
Unterschiede verursacht werden. Sie umspannen eine weite Palette von
aromatischen (Toluidin) zu aliphatischen, von priméren zu sekundaren Aminen, von
Aminen von niedrigem (PheOEt) zu hohem (n-Butylamin) pKg sowie von Aminen mit
und ohne a-Effekt (Hydrazid). Wie man der Tabelle entnehmen kann, sind die
aktivierten Ester sowie das Imidazolid bei 25°C in organischem Ld&sungsmitteln
ahnlich reaktiv, und die entsprechenden Amide kénnen mit sehr hohen Ausbeuten
erhalten werden. Im Unterschied dazu ist der zu Vergleichszwecken aufgefuhrte
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Methylester sehr unreaktiv, obwohl die Reaktionen bei erhéhten Temperaturen,
erhéhten Konzentrationen und im fir diesen Ester besten Lésungsmittel Methanol
durchgefuhrt wurden. Dieser drastische Unterschied wird besonders bei den weniger
reaktiven Aminen, wie Toluidin oder Phenylalaninethylester offenbar, wo
buchstablich 0 % RCA anndhernd 100 % RCA gegeniber stehen.
Phenylalaninethylester kann hier als Peptidmodell angesehen werden, z.B fur solche
Falle, in denen Peptide in organischer Lésung ausreichend I8slich sind und stark
basische Aminosduren wie Lysin nicht enthalten sind. Der pKg; von
Phenylalaninethylester betragt nur 7,0 wahrend die e-Aminogruppe des Lysins auch
in Peptiden einen pKg von Uber 10 aufweist und damit ahnliche Reaktivitdten
aufweist wie n-Butylamin.

Als Peptidmodelie fur Acylierungen in wassriger Lésung wurden L-Phenyi-
alaninethylester und das Dipeptid D,L-Alanyl-D,L-alanin eingesetzt. Das Schema
letzterer Reaktion ist in Abbildung 31 dargestelit.

18F O
o)
NH _
o)
NO, ©
- HOQNOZ Q o
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> \V/LLNH \HJ\O
“F o)

Abbildung 31: Markierung von D,L-Alanyl-D,L-alanin in Wasser (pH 8,2)
mit D, L-2-[18F]Fluorpropionsaure-p-nitrophenylester;
Reaktionsbedingungen: 20°C, 10 min, C(a|aala):0,1M
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2.1.7.2 Abhingigkeit der 18F-Fluoracylierungsausbeute von Konzentration und
Nukleophilie der Amine

Ein quantitative Untersuchung zur Reaktivitdt der o-Fluoraktivester ist in
Abbildung 32 gezeigt. Hier sind exemplarisch die Konzentrationsabhangigkeiten der
radiochemischen Ausbeute fur die Fluoracylierung von n-Butylamin, 2-Butylamin und
Dibutylamin in Acetonitril bei einer sehr kurzen Reaktionszeit von nur 7 Minuten und
Zimmertemperatur dargestellt.
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Abbildung 32: Fluoracylierung von n-Butylamin, 2-Butylamin und Dibutylamin mit 2-
[1 8F]Fluorpropionséiure-p-nitrophenylester als Funktion der
Aminkonzentration; Reaktionsbedingungen: 20°C; 7 min; MeCN

Aus Abbildung 32 geht hervor, dal® primére Amine unter den gegebenen
milden Reaktionsbedingungen schon im mM Konzentrationsbereich sehr hohe radio-
chemische Ausbeuten liefern. Sekundéare Amine reagieren wesentlich langsamer.
Die erhaltenen Abhangigkeiten der radiochemischen Ausbeuten von den Amin-
konzentrationen deuten dabei erneut auf das Vorliegen einer Kinetik pseudo-erster-
Ordnung hin. Fir beide primére Amine kénnen ab ca. 5 mM Konzentration
annahernd quantitative Ausbeuten erzielt werden. Diese Konzentration entspricht
einer effektiven Menge von nur 0,5 mg des Amins pro ml Acetonitril. Da viele
Reaktionen durchaus auch in 100 ul oder noch weniger ausgefuhrt werden kénnen,
reichen also Aminmengen von ca. 100 pg in der Regel aus, um gute Ausbeuten zu
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erhalten. DarlUber hinaus besteht noch viel Spielraum durch Erhitzen oder
Verlangerung der Reaktionszeit. Die nétigen Aminmengen kénnen also noch weiter
reduziert werden.

Interessant ist ein Vergleich der Konzentrationen an n-Butylamin, die zu
quantitativen radiochemischen Ausbeuten fur die Umsetzung mit 2-[18F]Fluor-
propionsaure-p-nitrophenylester bzw. mit dem einfachen -Methylester (vgl. Tabelle
9) fihren. Man stellt fest, daR der Ersatz der Methyl- durch die p-Nitrophenylgruppe
eine mindestens tausend-fache Reaktivitatserhéhung bewirkt. Tatsachlich durfte
sogar ein Faktor von ca. 104105 wahrscheinlicher sein, da im Falle des
Methylesters zuséatzlich bei erhéhter Temperatur gearbeitet werden musste.

Wie fur den Methylester (vgl. 2.1.1.1) wurde auch fur den Nitrophenylester
die Reaktivitat in Abhangigkeit der Nukleophilie verschiedener Amine gepraft. Auch
hier bot sich eine Untersuchung im Sinne eines Brénstedplots an, bei der Amine mit
bekannten pKg-Werten unter identischen Reaktionsbedingungen zur Reaktion
gebracht werden. Vorraussetzung, dal solche Untersuchungen zu einer annahernd
linearen Abhangigkeit fuhren, ist die gute sterische Vergleichbarkeit der Modelle.
Deshalb wurde diese Untersuchung mit den gleichen Modellverbindungen wie in
2.1.1.1 durchgefuhrt.
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Abbildung 33: Brénstedplot fir die Fluoracylierung von Aminen mit 2-[18F]Fluor
propionséaure-p-nitrophenylester; Reaktionsbedingungen: 20°C,
MeCN, ¢ (Amin):0.5 mM, 7 min
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Abbildung 33 zeigt erneut (vgl. Abb. 12) eine annahernd linerare
Abhangigkeit des Logarithmus der radiochemischen Ausbeute von den pKg-Werten
der untersuchten Amine, was die sterische Vergleichbarkeit dieser Amine
unterstreicht. Es wird eindeutig klar, da3 der Basizitat der zu markierenden Amine
gréfite Aufmerksamkeit gewidmet werden mul3, wenn man die Menge eines Amins
fur eine Markierung abschéatzen méchte.

Fur die Markierung von Peptiden kommen in der Regel zwei mdgliche
Angriffspunkte in Betracht:

Zum einen die N-terminale Aminofunktion der Peptide. Die géangigen

Aminosauren weisen hier pKg-Werte zwischen 7 und 9 auf. Aus sterischer Sicht
kann dabei 2-Butylamin als Modell herangezogen werden.
Zum anderen kommt eine Markierung von basischen Seitenketten in Betracht. Dies
liegt z.B. in lysinhaltigen Peptiden vor. Hier liegen die pKg-Werte (>10) betrachtlich
héher, und die Reaktivitat solcher Peptide kann recht gut mit der von n-Butylamin
verglichen werden.

2.1.7.3 Direkte Reaktionen des n.c.a. 2-[1 8]FIuopropionséiurechlorids mit
Aminen

Dieses Saurechiorid weist im Vergleich zu den Aktivestern eine nochmals
erheblich gesteigerte Reaktivitat auf. Es unterscheidet sich diesbezlglich sogar
noch deutlich von praparativen Mengen an Acetylchlorid. Bedingt durch die
Tragerarmut des n.c.a. 18F-Saurechlorids ist es bereits in der Lage, mit Spuren von
Nukleophilen quantitativ abzureagieren. Bei so hochreaktiven Molekulen wie
Saurechloriden ist dies selbstverstandlich deutlich ausgepragt. Weiterhin ist die
Reaktivitat durch die Fluorsubstitution in a-Stellung des Acylkohlenstoffs nochmals
erhéht. Setzt man die pKg-Werte der Essigsaure (4,75) bzw. der Fluoressigsaure
(2,72) in erster Naherung als Maf fir ihre Reaktivitdt an, ergibt sich ein etwa
einhundertfacher Reaktivitatsunterschied. Dies gilt auch fur den Vergleich von 2-
Fluorpropionsaureestern mit den entsprechenden unsubstituierten Verbindungen,
wie die Geschwindigkeitskonstanten fur die basischen Hydrolysereaktionen [93]
zeigen [log koH (Fluorverb.) = 3,74 ; log kgH (unsubst.) = 1,20]. Eine tragerarme
Substanz mit einer etwa einhundertfachen Reaktivitat von Acetyichlorid ist daher,
wie leicht vorstellbar, auflerst sensibel in ihrer Handhabung.

Beispielsweise filhrt die Aufbewahrung des 18F-Saurechlorids in trockenem
Acetonitril zu dessen volistandiger Zersetzung. Selbst in Chloroform bei Raum-
temperatur tritt schon eine Zersetzung des Produktes ein. Die einzige gefundene
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Maoglichkeit, das Reagenz Uberhaupt zu stabilisieren, war das Einfrieren bei -78°C in
einer Acetonitrilmatrix.

Umsetzungen des Saurechlorids konnten daher nur in Anwesenheit des
Triphenylphosphin-dichlorids durchgefihrt werden, oder aber durch unmittelbare
Umsetzung des Saurchlorids nach seiner Destillation in eine Vorlage, die das
gewunschte Nukleophil bereits enthielt.

Diese Schwierigkeiten in der Handhabung der Verbindung zeugen naturlich
auch im positiven Sinne von einer extremen Reaktivitdt. So fuhren aromatische
Amine wie Toluidin bereits bei Raumtemperatur innerhalb von Sekunden zur
quantitativen Umsetzung des 18F-Saurechlorids unter Bildung des Anilids. Ebenso
kénnen saure Phenole, wie p-Nitrophenol oder Pentafluorphenol, zu den jeweiligen
Aktivestern umgesetzt werden (vgl. 2.1.6.4).

Eindrucksvolle Unterschiede zeigten sich auch bei der Acylierung des
sterisch gehinderten Dibutylamins. Bei einer 10 mM Lésung des Amins war die
Umsetzung bereits nach Sekunden quantitativ, wahrend die Umsetzung mit dem p-
Nitrophenylester wesentlich langsamer war (vgl. 2.1.7.2). Zudem lieferte die
Umsetzung des Nitrophenylesters im Gegensatz zum Saurechlorid stets einige %
des n-Butylamids, da n-Butylamin als Verunreinigung im kommerziell erhaltlichen
Dibutylamin vorhanden war. Offenbar nimmt durch die erhéhte Reaktivitat die
Selektivitdt so stark ab, dal es hier nicht zu einer Bevorzugung des prinzipiell
wesentlich reaktiveren n-Butylamins kam.
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2.1.7.4 Einige stereochemische Aspekte bei Acylierungen mit aktivierten n.c.a
2-[18F]FIuorpropionséiurederivaten

Die Fluoracylierung mit optisch aktiven Aminen und Peptiden weist unter
stereochemischen Gesichtspunkten interessante Eigenschaften auf. So ergeben
sich z.B. durch die Reaktion der chiralen Aktivester mit dem optisch aktiven Dipeptid
D,L-D,L-Alanyl-alanin insgesamt 8 verschiedene Enantiomere, die als 4 Diastereo-
merenpaare auftreten. Diese kénnen prinzipiell mittels reversed-phase HPLC
getrennt werden.

4.001 \
Diastereomere
3.00 / \
2.001
1.00 Fluorpr;pionséure
IIT T T T T L — T T T m T 1 T L} T T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 min

Abbildung 34: Umsetzung von D,L-Alanyl-D,L-alanin mit D,L-2-Fluorpropionséaure-
p-nitrophenylester; Chromatographiebedingungen: RP-18; 7y;
250 X 4mm; Flow = 1 ml/ min; HoO: MeOH: HOAc = 95:5:1

Das Chromatogramm zeigt, dal tatsachlich drei der vier mdglichen
Diastereomerenpaare unter den gegebenen Bedingungen aufgeltst werden kénnen.
Zwei Paare werden vermutlich gemeinsam unter dem gréRten Peak detektiert, wie
es das Integrationsverhaltnis andeutet. Ahnliches Verhalten wurde auch bei einer
Reihe weiterer optisch aktiver Amine gefunden, die im Rahmen dieser Arbeit
markiert wurden (Octreotid, 2-Butylamin, L-Phenylalanin etc.).

Die optische Aktivitdt des Fluoracylierungsreagenz ermoglicht somit auch
die Untersuchung einzelner Enantiomere optisch aktiver Zielverbindungen, da die
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Konjugate leicht als Diastereomere getrennt werden kénnen {vgl. dazu 106]. Auf der
anderen Seite wird bei Einsatz des Acylierungsreagenz in racemischer Form aus
enantiomerreinen Aminen ein Diastereomerenpaar erzeugt. Deshalb wurden auch
optisch reine Acylierungsreagenzien dargestellt. Dazu wurden anstelle von o-
Bromestern tosylierte Milchsédureester oder auch Dansylester (vgl. 2.1.4.2) als
Ausgangssubstanzen zur nukleophilen Einfihrung des Fluorids eingesetzt.
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Abbildung 35: Schema der Darstellung von optisch reinen n.c.a. (R)-2-
[18F]Fiuorpropionsaurederivaten via SN2-Reaktion an (S)-2-
Tosylpropionsaureethylester (Reaktionsbedingungen analog
Tabelle 6)

Durch Einsatz dieser Vorlaufer kénnen leicht optisch reine n.c.a. 18F_Fluor-
acylierungsreagenzien erhalten werden. Die glatte Spn2-Reaktion in  dipolar
aprotischen L&sungsmitteln wie Acetonitrii oder DMSO ermdéglichten dies. So
wurden bei Einsatz von optisch reinen Acylierungsreagenzien, die mit diesen
Vorldufern hergestellt wurden, bei der Markierung optisch aktiver Substrate wie
Octreotid (s. u.) oder L-Phenylalaninethylester anstelle von zwei Peaks der
Diastereomeren nur noch ein einziger Peak bei der HPLC-Analyse beobachtet.
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2.1.8 18F-Markierung des Somatostatin-Rezeptorliganden Octreotid
via n.c.a. 2-[18F]FIuorpropionséiure-p-nitrophenylester

Mit den vorangegangenen Untersuchungen und Optimierungen wichtiger
Reaktionsparameter der n.c.a. Fluoracylierung war es nun méglich, auch
komplexere Peptide effizient zu markieren. Als Beispiel fur solche Anwendungen
wurde das fur pharmakologische Untersuchungen interessante zyclische Octapeptid
Octreotid® (s. Abbildung 36) ausgewahit.

D
Phe—Cys
¥ ~Phe

Thr
Thr(ol)—Cys—
Abbildung 36: Schematische Struktur des Somatostatin-Rezeptorliganden Octreotid

Natlrliches Somatostatin (SRIF-14) ist ein zyklisches Tetradecapeptid des
endokrin sekretorischen Systems. Es regelt die Freisetzung der Wachstumshormone
Somatotropin und Thyreotropin und wirkt Gber Rezeptoren der Zellmembranen.
SRIF-14 wird innerhalb weniger Minuten von Peptidasen abgebaut.

Interessanterweise werden SRIF-Rezeptoren von vielen Tumortypen
Uberexprimiert. Deshalb bieten synthetische Analoga mit l&ngerer in-vivo Halbwerts-
zeit Méglichkeiten zur Therapie solcher Tumore. Ein solches Analogon stellt das
oben abgebildete Octapeptid Octreotid dar. Die biologische Halbwertszeit ist mit 45-
120 Minuten wesentlich erhéht, bei gleichzeitig 2000-facher Steigerung der
biologischen Aktivitat des Peptids [107]. Durch die radioaktive Markierung mit den
Isotopen lod-123 oder Indium-111 wurde die szintigraphische Friherkennung von
Tumoren und Metatasen erméglicht [108-110].

Die Markierung des Octreotids durch die 18F-Fluoracylierung sollte an der
Aminogruppe des terminalen Phenylalanins erfolgen, da die unverénderte Amino-
gruppe des Lysins als essentiell fur die biologische Aktivitat des Peptids gilt [111].
Dies stellt eine bedeutende Erschwerung der Synthese dar, da die Aminogruppe des
Lysins bedeutend reaktiver ist, als die des N-Terminus DPhe (vgl. 2.1.7.2). Jedoch
ist hier der Erhalt der biologischen Aktivitdt des Peptids von auschlaggebender
Bedeutung. Damit ergibt sich das Problem einer regioselektiven Markierung von
multifunktionellen Peptiden. Die pH-kontrollierte, regioselektive Markierung von
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Peptiden mit 2-{18F]Fluorpropionsaure-p-nitrophenylester ist zwar méglich, wie in
einer anderen Arbeit kurzlich gezeigt wurde [112], jedoch sind relativ hohe Peptid-
konzentrationen erforderlich, um in wassrigem Milieu ausreichend hohe
radiochemische Ausbeuten zu erzielen. Die Markierungssynthese wird daher besser
mit einem Lysin-geschutzten Derivat durchgefuhrt. Ein solches wurde freundlicher
Weise von der Sandoz AG zur Verfugung gestellt. Die Acylierung dieser Boc-
geschuitzten Verbindung (s-Boc-Lys5-Octreotid) konnte daher unter Verwendung
rein organischer Ld&sungsmittel optimiert werden. Die Zeitabhangigkeit der
Acylierung ist in Abbildung [37] fur die Reaktion mit bzw. ohne Zusatz des
katalytisch wirkenden Hydroxybenzotriazols [113, 93] gezeigt.

100 =

mit Katalysator (KOBt)

ohne Katalysator

0 10 20 30
Reaktionszeit [min]

Abbildung 37: 2-[18F]Fluorpropionylierung von (s-Boc-Lys®-Octreotid):

Reaktionsbedingungen: 0,5 mg e—Boc—Lys5-Octreotid;1,5 mg KOBt;

in 50 pl DMF, 20°C; ohne Kat: 2,5 pl Di-t.-butyl-pyridin in ; 50 pi

MeCN; 70°C

Die radiochemische Ausbeute in Acetonitril bei 70 °C erreicht nach 30 min ca. 70%.
Dies reflektiert die geringe Reaktivitat der terminalen Aminoséure. Um die Reaktion
zu beschleunigen, wurde die in wassriger Lésung mit Erfolg eingesetzte HOBt-
Katalyse [112] angewandt. Dazu wurden 1,5 mg des Kaliumsalzes der
Benzotriazoiverbindung zu einer Lésung des Octreotids in Gegenwart des n.c.a. 2-
[18F]Fluorpropionséure—p-nitrophenylester gegeben. Dies fuhrte bereits nach 5
Minuten bei Zimmertemperatur zu radiochemischen Ausbeuten von Uber 90 %.
Ahnliche Verbesserungen konnten auch in Acetonitril bei Anwendung von HOBt in
Gegenwart einer Pyridinbase erzielt werden. Jedoch waren erhéhte Temperaturen
(70 °C) erforderlich. Die gesamte Reaktionsfolge ist in Abbildung 38 skizziert.
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Abbildung 38: Synthese von (i)-2-[1 8F]Fluorpropionyi-(D-phe1)-octreotid

Die radiochemische Ausbeute dieser Synthese betragt 65 + 5 % bezogen
auf das eingesetzte Acylierungreagenz. Die maximal erreichte spezifische Akfivitat
war 40,7 GBq / ymol. Von der Sandoz AG durchgefiihrte Rezeptorstudien mit der
inaktiven Referenzverbindung, die ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit dargestellt
wurde, zeigten hohe Rezeptoraffinitdten mit einem pKj-Wert von 8,7 + 0,2. Dieser
Wert entspricht einem IC5g im niedrig nanomolaren Bereich (ca. 3 X 10-° M).
GleichermaRen war die biologische Aktivitat, die anhand der Wachstumshormon-
inhibierung bestimmt wurde, sehr hoch (pICs0: 8,75 + 0,02) und nur unwesentlich
von der Stammverbindung (8,88) verschieden. Diese Ergebnisse zeigen, dal® die
Modifizierung von rezeptorbindenden Peptiden mittels 2-[18F]Fluorpropionséure-p-
nitrophenylester eine geeignete Methode darstellt.




69

2.2. Alternative Methoden zur n.c.a. 18F-Fluormarkierung von
Peptiden und Proteinen

2.21 N.c. a. 18F-Fluoramidierung von aktivierten Acylverbindungen

Obwohl! die 18F-Fluoracylierung eine aulerst vielseitige Methode zur
Markierung von Molekllen mit basischen funktionellen Gruppen darstellt, gibt es
dennoch eine Reihe von Grinden, auch alternativen Methoden Beachtung zu
schenken. Ansatzpunkte sind z.B. die Einfachheit der Reagenzdarstellung, die
Stabiltat des Reagenz, die Gesamtausbeute sowie Synthesedauer oder Handhab-
barkeit in fernbedienbaren Apparaturen.

Eine in der Fluor-18 Markierungschemie bisher wenig bericksichtigte
Methode besteht z.B. in einer Umkehrung der 18F-Fluoracylierungsreaktion.
Anstelle der 18F-FIuoracylkomponente wird dabei ein Amin als Trager der
Radioaktivitadt eingesetzt. Diese beiden Prinzipien sind in Abbildung 39 gegentber-
gestellt.

18F-Fluoracylierung
O O
+ HN-R —
Of (s

18F-Fluoramidierun9
o o
R)J\X 2 R)LHN

Abbildung 39: Prinzipien der 18F-Fluoracylierung und der 18F-Fluoramidierung

Es besteht kein Zweifel, dal der Fluoramidierung im Vergleich zur
Fluoracylierung eine nur limitiertere Anwendungsbreite bei der Markierung von
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Peptiden und Proteinen zukommt. Ursache hierfur ist, da® Peptide oder Proteine mit
aktivierten Acylgruppen nur schwer zu erhalten sind. Dies wiurde namlich die Ein-
fuhrung einer reaktiven, elektrophilen funktionelien Gruppe in Molekule mit sonst
Uberwiegend nukleophilen Eigenschaften erfordern. Solche bifunktioneilen Molekule
unterliegen einer hohen Gefahr von intramolekularen Ringschlissen oder der
Polymerisation. Dennoch laf3t der Trend zu immer kleineren und dennoch
hochwirksamen Peptiden die Synthese von acylaktiven Spezies in Einzelféllen zu,
vor allem wenn partiell geschutzte Peptide zur Verflgung stehen. Die Einfuhrung
einer Aktivesterfunktion in Boc-geschutztes Octreotid stellt ein relevantes Beispiel
hierfur dar. Die Aktivierung des Peptids wird dabei durch Derivatisierung mit
bifunktionellen Reagenzien wie z.B. Disuccinimidyl-Glutarat erreicht [114,115].

Ein Beispiel fur eine solche Peptidmarkierung via 18F-Fluoramidierung
findet sich in der erwahnten 18F-Markierung des selektiv geschutzten und
acylaktivierten Insulins [78] (vgi. Abschnitt 1.5).

Eine weitere, fur die Fluoramidierung interessante Variante besteht auch
darin, bereits etablierte Radiopharmaka fur die Markierung von Peptiden
auszunutzen. Dies kdénnten z.B Aminosduren wie 2-[18F]Fluor1yrosin oder
[18F]F|uordopa sein. Voraussetzung ist jedoch eine trdgerarme Synthese, aus-
gehend von nukleophilem [18F]Fluorid, um die hohen Anforderungen hinsichtlich der
spezifischen Aktivitat rezeptorbindender Peptide zu erfullen.

Unter rein reaktionskinetischer Sicht sollten jedoch besser solche Amine fur
die Fluoramidierung eingesetzt werden, die moglichst hohe pKg-Werte und
moglichst geringe sterische Hinderung aufweisen. Deshalb wurden zunachst die
Grundiagen dieser Methode anhand des einfachen, stark basischen und zudem
sterisch anspruchslosen 3-[18F]Fluorpropylamin untersucht.

2.2.1.1 Nukleophile n.c.a. 18F-Fluorierung geschiitzter Amine

Die tragerfreie Darstellung von 18F-fluorierten Aminen ist nicht trivial, da
auch hier das Problem acider Protonen auftritt. Dies verhindert deren effiziente,
direkte nukleophile 18F—FIuorierung. Deshalb wurde als Ausgangspunkt fur die 18F-
Fluoramidierung die nukleophile Substitution an dazu prinzipiell besser geeigneten,
geschutzten Aminen untersucht.

Unter den zahlreichen mdglichen Aminoschutzgruppen hat sich in der
praparativen organischen Chemie die leicht entfernbare t-Butyloxycarbonyligruppe
(Boc) bestens bewahrt (zur Ubersicht s. 82). Aufgrund ihrer hohen Basenstabilitét
sollte sie auch fur die Bedingungen der tragerarmen, anionen-aktivierten
Substitution mit [18F]Fluorid geeignet sein. Einige, Brom als Abgangsgruppe
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enthaltende, Boc-geschutzte Amine wurden deshalb synthetisiert, und auf ihre
Fluorierbarkeit unter n.c.a. Bedingungen getestet. Die erhaltenen Ergebnisse sind in
Tabelle 10 zusammengefalit:

Tabelle 10: Radiochemische Ausbeute der [18F]Fiuor fiirr Brom Substitution an
Boc-geschutzten Aminen

Boc-Amin radiochemische Ausbeute [%] des
[13F]F|uor fir Brom Austausches

38+9
Bl'/\/NHT]/o
(o]

93 +4
Br\/\/NH (0}
o /é 93+ 2
r N lo)
)YN% g

Reaktionsbedingungen: 90°C; 10 min; 100 pmol Br-Vorlaufer; 250 ul MeCN;
10 pmol Kryptofix / KoCO3

Tabelle 10 zeigt, dall mit Ausnahme des Boc-geschuitzten Bromethylamins
sehr hohe radiochemische Ausbeuten bei der n.c.a. 18F—Fluorierung von Boc-
geschutzten Aminen erhalten werden kénnen. Eine Verlangerung der Reaktionszeit
fahrt im Falle der Bromethylaminverbindung nicht zu einer weiteren Verbesserung
der radiochemischen Ausbeute. Ein méglicher Grund hierfur kénnte z.B. die erhéhte
Aciditat des Amidprotons der in 2-Position bromierten Verbindung sein.
3-[18F]Fluorpropylamin und 2-[18F]FIuorpropionyIpiperazin hingegen zeichnen sich
neben hohen radiochemischen Ausbeuten auch durch eine hdhere Basizitat aus.
Das Propylamin unterscheidet sich hier trotz des starken induktiven Effektes des
Fluors nur noch wenig von der unsubstituierten Stammverbindung. Aus aligemein
sterischen Gesichtspunkten erscheint es der Piperazinverbindung tberlegen. Daher
wurde 3-Fluorpropylamin fur die weiterfilhrenden Untersuchungen eingesetzt.
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2.2.1.2 Syntheseablauf der 18F_Fluoramidierung

Der Syntheseablauf der 18F-Fluoramidierung ausgehend von N-Boc-
Brompropylamin ist zur Ubersicht im FlieRschema (Abbildung 40) gezeigt.

Br NH O
\/\/L]/

1)nukleophile Substitution
2)DMAP-Derivatiesierung des Bromvorldufers
3)Sep-Pak-Reinigung

18
ok
T

l4)Schutzgruppenabspaltung (2,5 M HCI od. TFA)

18F\/\/NH;

l 5)Amidierung

18,
Fa ~_H T]/R
(o)
Abbildung 40: FlieRschema der n.c.a. 18F-Fluoramidierung

Die tragerarme, nukleophile Substitution und die anschlieRende Isolierung
des 18F-Boc-Amins durch DMAP-Derivatisierung des Bromvorlaufers und
Festphasenextraktion (vgl. 2.1.4.3), sowie die Abspaltung der Schutzgruppe durch
Trifluoressigsaure oder 2,5 M Salzsdure verlaufen durchweg mit sehr hohen
radiochemischen Ausbeuten. Die Gesamtausbeute bis zum Ammoniumsalz des 3-
[18F]Fiuorpropylamins betragt deshalb 86 + 7 %. Die Stabilitat des n.c.a 18F-Fiuor-
amidierungsreagenz ist unter normalen Bedingungen gegenuber Einflussen wie
Wasser, Sauren, Laugen oder Temperatur sehr hoch. Deshalb kann die
Handhabung des n.c.a. 3—[18F]Fluorpropylamins als sehr unproblematisch eingestuft
werden. Hier zeigt sich ein Vorteil gegenuber den hydrolyseempfindlichen,
hochreaktiven 18F-Fluoracylierungsreagenzien.
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2.2.1.3 Abhingigkeit der n.c.a. 18F-Fluoramidierungsausbeute von der
Konzentration des Acylierungsreagenz

Als entscheidende Parameter der Reaktion von tragerfreien, markierten
Aminen mit aktivierten Acylverbindungen kénnen der pH-Wert (falls in wassriger
Lésung gearbeitet wird) und die Konzentration des nicht radioaktiven Acylierungs-
mittels angenommen werden.

Die Temperatur spielt bei der Reaktion in wassriger Lésung eine

untergeordnete Rolle, da erhoéhte Temperaturen haufig nur zu schnellerer
Zersetzung von Aktivestern fuhren. Der potentielle Gewinn an Reaktionsgeschwin-
digkeit wird dann durch Abnahme der effektiven Konzentration kompensiert.
Gute radiochemische Ausbeuten kénnen im allgemeinen bei einem pH in der Nahe
des pKg-Wertes der Aminkomponente erwartet werden. Dieser pH ist oft ein guter
Kompromif? zwischen der Nukleophilie eines Amins und der Hydrolyse des
Acylierungsreagenz. Die Konzentrationsabhéngigkeit der Reaktion von Essigséure-
N-hydroxysuccinimidyl-ester (Ac-NHS) mit 3-[18F]Fluorpropylamin wurde deshalb
bei einem pH von 9,0 durchgefuhrt (abgeschatzter pKg des 3-Fluorpropylamins: 9-
10). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 41 graphisch
dargestellt.

10 |- -~ -

80 |- -

Radiochemische Ausbeute [%]

40 | 4
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Ac-NHS Konzentration [mM]

Abbildung 41: Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute der 3-[18F]Fluorpropyi
amidierung von Essigsaure-N-hydroxy-succinimidylester (Ac-NHS)
in Wasser; Reaktionsbedingungen: pH 9; 10 min; 20°C
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Aus der gezeigten Auftragung der radiochemischen Ausbeute in Abhangig-
keit der Aktivesterkonzentration geht hervor, dal bereits bei ca 0,5 millimolarer
Konzentration des Acylierungsreagenz, das 3-[18F]Fluorpropylamin praktisch
quantitativ in acetylierter Form vorliegt. Dies entspricht einer absolut notwendigen
Menge von nur ca. 75 ug des Esters (MW(ac-NHS): 157,1) pro ml Reaktionsldsung.
Da die Volumina der Reaktionslésung leicht auf etwa 100 ul begrenzt werden
kénnen, mussen in der Praxis nur etwa 10 ug des Aktivesters zum Erreichen dieser

Ausbeute eingesetzt werden.
Unter der Annahme, daf® bei komplexeren Molekllen die Reaktivitat um

einen Faktor von etwa 10 zurlickgeht und gleichzeitig das Molekulargewicht 10-fach
héher ist (Peptide), entsprache dies einer nétigen Menge von etwa 1 mg zu
markierender Substanz pro Ansatz.

2.2.1.4 pH-Abhiangigkeit der n.c.a. 18F-Fluoramidierungsausbeute

Um den gunstigsten pH-Bereich fur die Fluoramidierung mit n.c.a 3-
[18F]Fluorpropylamin in wassriger Losung auch praktisch zu bestimmen, wurde die
Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute der betrachteten Reaktion in
verschiedenen Pufferlésungen untersucht (Abbildung 42). Die Zugabe des in DMF
gelésten Aktivesters erfolgte als letzte Komponente. (Der DMF-Anteil des
resultierenden Gemisches wurde dabei stets unter 10% gehalten).
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Abbildung 42: pH-Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute bei der
3-[18F]Fluorpropylamidierung von Essigsaure-N-hydroxy-
succinimidylester (Ac-NHS);

Reaktionsbedingungen: c(ac-NHS) = 0,4 mM; 10 min; 20°C

Da nur freie deprotonierte Aminogruppen in der Lage sind, einen
nukleophilen Angriff auf die Carbonylfunktion durchzufthren, ist der Kurvenverlauf
zum einen durch einen Anstieg des Anteils an freiem Amin mit steigendem pH
gepréagt. Gleichzeitig nimmt jedoch die Hydrolyse der Acylkomponente immer starker
zu, da Hydroxidionen verstérkt in Konkurrenz treten. Daher ist bei einem bestimmten
pH-Wert (hier etwa 9) ein Maximum der radiochemischen Ausbeute zu erwarten. Ab
pH-Werten von ca. 10-11 wird die Hydrolyse zur bevorzugten Reaktion. In der
Summe fuhrt dies zu dem in Abbildung 42 erhaltenen glockenférmigen Kurven-
verlauf und entspricht somit den theoretischen Erwartungen.

Die 18F-Fluoramidierung kann also sehr hohe radiochemische Ausbeuten
liefern und selbst in wassriger Lésung mit Erfolg eingesetzt werden. Zudem ist die
Synthese des Reagenz schnell und einfach durchzufihren. Ein Anwendungsbeispiel
dieses Verfahrens wird im Folgekapitel mit der Markierung des pharmakologisch
interessanten Biotins gegeben.
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2.2.2 Das [18F]Fluor-Biotin-Avidin System

Avidin, ein 67 kD Protein, und Biotin (Vitamin H; s. Abb. 50) bilden einen der
starksten bekannten Komplexe rein organischer Verbindungen Uberhaupt
(Bindungskonstante Kq = 10-19 M). Diese hohe Affinitat ist die Grundlage der
aullerst nutzlichen und vielseitigen Anwendbarkeit des Biotin-Avidin Systems in
biologischen Systemen [zur Ubersicht s. 116]. Die oft nur geringflgig verénderte
biologische Aktivitat von modifiziertem Biotin oder auch Avidin bietet dabei die
Méglichkeit, Konjugate der beiden Partner einzusetzen und schafft somit die
Voraussetzung, dieses System auch zu Radiodetektionszwecken einzusetzen.

NH

o= s

NH OH

Abbildung 42: Biotin

Radioaktiv markierte Varianten des Avidins [117] oder haufiger des Biotins
[118] kénnen also dazu dienen, Radionuklide gezielt, mit hoher Affinitat an
Konjugate des jeweiligen Komplexpartners zu binden. In nuklearmedizinischen
Ansétzen wird z.B. versucht, das System in der onkologischen Diagnostik
einzusetzen. Zu diesem Zweck wird insbesondere In-111 oder Tc-99M markiertes
Biotin [119,120] eingesetzt. In jungeren Veréffentlichungen wurde jedoch auch
berichtet, daf® radiomarkiertes Biotin zur Diagnose von Infektionsherden eingesetzt
werden kann [121].

Auch am Institut fur Nuklearchemie wurde Biotin bereits mit 18F-Fluor
markiert [122]. Diese Markierungen wurden entweder durch Kondensation von n.c.a.
18F-Fluorpropionséure und Biotinhydrazid via Carbodiimiden [74] oder durch
Reaktion von [18F]Fluorbenzaldehyden mit Biotinhydrazid [123] erreicht. Eine
weitere Variante besteht in der Alkylierung von Biotinhydrazid durch
[18F]Fluorbenzylbromid [124]. Es wurden jedoch auch Methoden zur Markierung von
Biotin durch direkte nukleophile Substitution verdffentlicht [125]). Dabei wurden
jedoch nur maRige radiochemische Ausbeuten von 10-20 % erzielt. Die Einfihrung
nukleophilen [18F]Fluorids in ein kommerziell erhaltliches iodacyliertes Biotin war
nicht erfolgreich [76].

Im Verlauf dieser Arbeit wurde ebenfalls an der direkten nukleophilen
Substitution geeigneter Biotinderivate gearbeitet. Parallel dazu wurden die ent-
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wickelten Methoden zur 18F-Fluoracylierung und 18F-Fluoramidierung auf ent-
sprechende Biotinderivate angewandt.

2.2.2.1 Synthese von n.c.a. 18Ffluorierten Biotinderivaten

Folgende Tabelle gibt einen vergleichenden Uberblick der Synthese-
methoden und radiochemischen Ausbeuten in der Literatur beschriebener und in
dieser Arbeit erhaltener 18F-Fluorbiotinderivate.

Tabelle 11: Radiochemische Ausbeuten von n.c.a. 18F-fluorierten
Biotinderivaten nach verschiedenen Darstellungsmethoden

Biotinderivat Radiosyntheseweg | Lit. | Ausb.
[%]

1 NH direkte nukleophile | [74] <1
O:<NH]:\<S 0 Substitution an

18 .
(CH2)4-CONH-(CH2)6_NHJ'J\/F lodacetylderivat

2 NH durch Kondensation | [76, | 24-36
o= H]:<\s o von Biotinhydrazid | 123]
N o |und 2{18FFluor-
(CH,), NH F ) .
\n/ ‘NH propions. ( via DCC)

OCH; | durch Hydrazon- [123] | 42-56

o
NH
o:( S bildung von Biotin-
NH cHy » hydrazid und 2-
7 4\n/NH_ ~ F 18
N ['°®F]Fluor-4-
o]

methoxy-
benzaldehyd

4 " | durch Alkylierung
NH . . )
von Biotinhydrazid
O:( S 4 y rA
NH : mit 4-
(CH)~ NH [18F]Fluorbenzyl-
o _

bromid

[124]| 10-20
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Tabelle 11: Fortsetzung

Biotinderivat Radiosyntheseweg| Lit. | Ausb.
[%]
5 NH durch direkte nukl. | diese | 50-70
°:<NH S 0 Substitution am Arbeit
(CH,) /U\O/\}F entspr. Bromderivat
2/4
6 NH durch direkte nukl. [125] | 12-21
°:<NH S Substitution am
(CH,) \H/NH \/\/mF entspr. Mesylat
274
o
7 NH durch Kopplung von | diese | 78-93
o=<NH S Biotinaktivestern Arbeit
18 und 3-
(CH,) NH F
? 4\[]/ ~ N [18FFluorpropyl-
o amin
8 NH durch Kopplung von | diese | 45-55
°:<NH]:\<S o 5-(Biotinamido)- | Arbeit
18
e .
(CH,),-CONH-(CH,)- NH pentylamin und
[18FJFPONp

Tabelle 11 zeigt verschiedene, 18F fluorierte Biotinderivate, die in chrono-
logischer Reihenfolge ihrer Erstmarkierung aufgefthrt sind.

Die einstufige, direkte nukleophile Substitution ausgehend von [18F]F|uorid
ist die prinzipiell einfachste Méglichkeit zur Darstellung von 18F-Fluorbiotin-
derivaten. Leider mi3lingt die Markierung des kauflichen lodacetylderivates (Derivat
1). Die neueren in der Literatur veréffentlichten Direktmarkierungen gehen daher
von anderen, nicht kauflichen Vorladufern aus. Zum Beispiel gelingt die Substitution
an einem in 3-Stellung mesylierten Amid mit maRigen Ausbeuten von 12 - 21 %
(Derivat 6).

Als mdgliche Ursache fur die méfdigen Ausbeuten kann in erster Linie die Aciditat
der Amidprotonen der untersuchten Biotinderivate angefihrt werden. Als Ansatz zur
Klarung dieses Problems wurde Biotin daher so modifiziert, daR es an Stelle der
tblichen Kopplung Uber Amidbindungen eine Esterfunktion enthalt. Dies eliminiert
den mdglichen EinfluR derjenigen Amidprotonen, die nicht zum Harnstoffteil des
Molekuls gehéren. Die Amidprotonen des Harnstoffs sind nur von geringer Aciditat
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(pKa =26,5 in DMSO nach [126]) und sollten keine Stérungen verursachen. Mit dem
Ester als Vorlaufer wurden dann auch die besten Ausbeuten bei der direkten
nukleophilen Substitution erzielt (Derivat 5). Der stérende EinfluR von Amidprotonen
wird auch an Hand von Ergebnissen der n.c.a. 18F-Fluorierung zweier einfacher
Modellverbindungen sichtbar (s. Tabelle 12). Die héhere radiochemische Ausbeute
wird sogar trotz der gréReren sterischen Hinderung mit dem tertiaren Piperidinamid
erzielt.

Tabelle 12:  Vergleich der radiochemischen Ausbeute des [18F]Fluor- fur-Brom
Austausches an primaren und tertidren Amiden
Amid Radiochemische Ausbeute [%] des
[18F]Fluor-fiir-Brom Austausches

B,/\ﬂ/”“z 73+5

o)
Br
90+ 2
/I\[(N%
(9]

Reaktionsbedingungen: 90°C; 10 min; 100 pmol Br-Vorlaufer; 250 pl MeCN,;
10 pmol Kryptofix / KoCO3

- Der direkt fluorierbare Biotinester kann jedoch nicht in-vivo eingesetzt
werden, da im Serum vorhandene Esterasen sehr schnell zu einer Spaltung des
Molekulls unter Bildung von freiem [18F]Fluorethanol fuhren. Dies konnte durch
chromatographischen Vergleich von stabilem, nichtradioaktiven Fluorethanol und
dem radioaktiven Spaltprodukt des serumbehandelten Biotinderivates gezeigt
werden.

Alle weiteren in Tabelle 11 aufgeflihrten Biotinderivate werden in mehr-
stufigen Verfahren mittels verschiedener prosthetischer Gruppen dargestelit. Die
neuen Verbindungen (7) und (8) zeichnen sich dabei wie das frihere, durch Carbo-
diimidkondensation dargestellte Biotinderivat (2), durch eine stabile Amidbindung
zwischen Biotin und der 18F-fluorierten prosthetischen Gruppe aus.

Die in-vivo Stabilitdt der Hydrazonverbindung (3) ist bislang nicht untersucht
worden. Jedoch kann angenommen werden, dal die Verbindung nicht ganzlich
stabil bleibt, da Hydrazone des &fteren als "Prodrugs" eingesetzt werden, die sich
dann im Organismus in Amin und Aldehyd aufspaiten [127]. Unter den reinen
Amiden besteht der Vorteil der neuen Verbindungen (7) und (8) in der durch die
neuen Techniken der 18F-Fluoracy|ierung und 18F-Fluoramidierung nun wesentlich
einfacheren und effektiveren Kopplungsreaktion. Ein zuséatzlicher Vorteil der
Fluoracylierung (Verbindung 8) besteht auch darin, da® die Kopplung nun an dem
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seit kurzem kommerziell erhéltlichen Pentylaminderivat des Biotins durchgefuhrt
werden kann. Dies zeichnet sich gegenlUber dem fruher eingesetzten Biotinhydrazid
durch eine deutlich héhere Reaktivitat gegentber Acylierungsreagenzien aus.

Die Variante der Fluoramidierung fuhrt jedoch unter allen Synthese-
methoden klar zu den héchsten radiochemischen Ausbeuten und ist der direkten
nukleophilen Substitution nach Shoup et al. [125], die zu dem gleichen Produkt fahrt,
in dieser Hinsicht weit Gberiegen. Dies gilt auch im Vergleich zur Fluoracylierung, da
die radiochemische Ausbeute der Darstellung von 3—[18F]Fluorpropylamin héher ist,
als die der 18F-fluorierten Aktivester.

Die 18F-Fluoramidierung von Biotinaktivestern kann einfach in wassriger
Lésung durchgeftihrt werden, wobei nur der pH der Lésung kontrolliert werden mul3.
Bereits bei Raumtemperatur werden annaherd quantitative Ausbeuten bei niedrigen
Konzentrationen des Biotinsuccinimidylesters erzielt. In den hierzu durchgefihrten
Versuchen wurde mit einer Konzentration von 0,5 mg des Succinimidylesters in 250
HI Lésung bei einem pH von 9 gearbeitet (5,8 mM).

Verwendet man hingegen die gleiche Konzentration Biotin-p-nitrophenyl-
ester und arbeitet statt in wassriger Losung (die Ldslichkeit des Nitrophenylesters in
Wasser ist sehr gering) in Acetonitril und Triethylamin als Hilfsbase, werden bei
gleicher Reaktionszeit geringere Ausbeuten erzielt. Dies kann jedoch durch
Verlangerung der Reaktionszeit oder Erhitzen der Lésung ausgeglichen werden. Die
Zeitabhangigkeit der radiochemischen Ausbeute fur diese 18F_Fluoramidierungs-
reaktion ist in Abbildung 43 gezeigt:
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Abbildung 43: Zeitabhangigkeit der radiochemischen Ausbeute fur die
3-[‘I 8F]Fluoramidierung von Biotin-p-nitrophenylester
Reaktionsbedingungen: Acetonitril, 20°C, c(Bjotinester): 5.5

mM; ¢(Triethylamin): 10 mM

Aus dem zeitlichen Verlauf der 3-18F]Fluoramidierung von Biotin-p-
nitrophenylester kann entnommen werden, daf® bei der gewahiten niedrigen
Konzentration des Biotinesters und Raumtemperatur etwa eine Stunde Reaktionszeit
erforderlich ist, um anndhernd quantitativen Umsatz zu erzielen. Die im Vergleich
zur Umsetzung mit Biotinsuccinimidylester in wassriger Losung langsame Reaktion
zeigt sowohl den EinfluR des Lésungsmittels als auch der Aktivesterkomponente auf
die betrachtete Reaktion. Zum einen sind Nitrophenylester als weniger reaktiv
bekannt [128], zum anderen weist Acetonitril eine niedrigere Dielektrizitdtskonstante
als Wasser auf und wirkt daher verlangsamend auf die Amidierung des Esters [129].

Biotin kann also mit einer ganzen Reihe von Markierungsverfahren als 18F-
Analogon dargestellt werden, und nur ein sorgfaltig durchgefuhrter Vergleich von in-
vivo und in-vitro Daten kann entscheiden, welches Derivat mégliche in-vivo
Anwendung finden kann.
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2.2.2.2 Bestimmung der effektiven spezifischen Aktivitit 18F-fluorierter
Biotinderivate

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitat 18F-fluormarkierter Molekule
erfolgt Ublicherweise durch Bestimmung der Masse, die der radioaktiven Substanz
zugeordnet werden kann. Die Bestimmung der spezifischen Aktivitat des 18F-
markierten Produktes allein ist jedoch nicht immer ausreichend. Es kénnen z.B
weitere Substanzen in der Praparation vorhanden sein, die ahnliche Bindungs-
eigenschaften wie die radioaktive Substanz besitzen. Dies fuhrt zu einer Vermin-
derung der effektiven spezifischen Aktivitdt. Es mull also peinlichst genau auf eine
gute Abtrennung der Markierungsvorlaufer und eventueller Nebenprodukte geachtet
werden. Dies gilt besonders fur Rezeptorliganden, die neben einer hohen spezi-
fischen Aktivitat unbedingt auch eine hohe effektive spezifische Aktivitat erfordern.

Die Bindung des Biotins an Avidin kann durchaus mit der Situation einer
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung verglichen werden. Sowoh! die Markierungsvor-
laufer als auch die markierten Biotinderivate binden an Avidin. Da Biotin selbst und
einige der untersuchten Fluorderivate nur geringe Absorbtion im UV-Bereich
aufweisen, ist die quantitative Bestimmung der spezifischen Aktivitdt dieser
Verbindung durch herkémmliche UV-Detektionsverfahren nur schwer méglich. Eine
elegante Mdglichkeit besteht jedoch in der Bildung eines schwachen Komplexes von
Avidin mit dem Azofarbstoff HABA (Hydroxybenzol-azo-benzoic-acid; KD=1O'6M
[130] ). Dieser Komplex weist einen hohen Extinktionskoeffizienten bei einer
Welleniange von 500 nm auf. Bei Substitution von HABA durch den viel starken
Komplexiiganden Biotin (Kg = 10-15 M) andert sich diese Absorption in streng
konzentrationsabhangiger Weise. Somit kann die Konzentration des Biotins bis
hinab zu subnano-molaren Konzentrationen photometrisch bestimmt werden. Dieses
Verfahren hat den Vorteil, da® praktisch alle Biotinderivate erfal3t werden, und somit
die Messung der effektiven spezifischen Aktivitat des Tracers ermdglicht wird. Das
Prinzip dieses Verfahrens ist in Abbildung 44 skizziert.
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HABA
HO N=—N
CO,H
Avidin(0) + HABA(480) ——» [Avidin/HABA] (35500)
(Kp =108 M)

[Avidin/HABA](35500) + Biotin(0)— [Avidin/Biotin}(0) + HABA (480)
(Kp =~101%m)

Aabs. ~ [Biotin]

Abbildung 44: Photometrische Bestimmung der Biotinkonzentration [nach 130];
(Die Zahlenwerte in Klammern geben die Extinktionskoeffizienten
bei einer Wellenlange von 500 nm an.)

Nach diesem Verfahren wurden die Biotingehalte verschiedener 18F-
Biotinpraparationen bestimmt. Die ermitteiten Biotinmengen unterschieden sich
dabei in Abhéangigkeit der jeweils untersuchten Prdparate. So wurden flr
fluoracyliertes Biotinhydrazid 11,8 + 3,8 nmol Biotin in der Gesamtpraparation
bestimmt, wahrend fur das durch direkte nukleophile Substitution am Biotin-2'-
bromethylester erhaltene Praparat nur 7,8 + 2,5 nmol ermittelt wurden. Dieser
Unterschied wird vermutlich durch Elutionsreihenfolge der Substanzen bei der
Chromatographie verursacht. Wahrend im Falle des Hydrazidderivates der Vorlaufer
zuerst eluiert wird und durch Tailing in die Produktfraktion geraten kann, ist dies im
Falle des Bromvorlaufers umgekehrt und beginstigt damit die chemische Reinheit
des Praparates.

Daraus resultiert, daR z.B bei einer geforderten spezifischen Aktivitat von ca.
37 TBq / mmol (1000 Ci / mmol), etwa 370 MBq (10 mCi) 18F fluorierter Verbindung
‘produziert werden muB3. Weil diese Aktivitatsmengen weit Uberschritten werden
kénnen, stelit die geforderte hohe spezifische Aktivitdt keine Limitierung in der
Anwendung 18F-fluorierten Biotins dar.
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2.2.2.3 18F-Fluormarkierung des Proteins Avidin durch Fluoracylierung

Parallel zur Entwicklung 18F fluorierter Biotinderivate wurde auch die 18F-
Markierung des Proteins Avidin durch Fluoracylierung durchgefuhrt. Aufgrund der
leicht durchfihrbaren Bindungstests stellt dieses Protein ein gutes Modell fur die
Anwendbarkeit der Fluoracylierung auf Proteine dar. Daneben erweitert es die
Maglichkeiten bei der Nutzung des 18F-Fluor-Biotin-Avidin Systems, da entweder
das kleine Biotin, oder das Makromolekull Avidin nach Bedarf als Tracer eingesetzt
werden kénnen.

18F-fluorpropionyliertes Avidin kann z.B. durch Umsetzung des 2-[18F]-
Fluorpropionséurenitrophenylesters in wassriger Lésung des Proteins erhalten
werden. Die Bindung des 18F-Fluorpropionylrestes an das Protein erfolgt dabei mit
sehr hoher Wahrscheinlichkeit tber Lysinreste des Proteins unter Ausbildung einer
stabilen Amidbindung.

Die Bestimmung der radiochemischen Ausbeute kann durch Auftrennung
des Reaktionsgemisches Uber eine Gel-chromatographieséule erfolgen. Eine solche
Trennung ist in Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45: 18F-Fluoracylierung von Avidin; Gel-chromatogramm (Sephadex
G-25) der Reaktionslésung; Reaktionsbedingungen: pH: 9; 20°C;
10 min; 0,1M HOBt (Hydroxybenzotriazol); cayidin: 1Tmg/ 100 pl
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Bei Gel-chromatographischen Verfahren (Size exclusion chromatography)
erfolgt die Trennung der Molekule auf Grund eines Siebeffektes nach ihrer Gréfe.
GroRe Moleklle kénnen nicht in die Poren des Materials der stationdren Phase
eindringen, so dall sie im Vergleich zu kleineren Molekllen eine kirzere Weg-
strecke zurucklegen. Die proteingebundene 18F_Fiuoraktivitat eluiert deshalb vor
kleinen Molekulen. Man erhélt also ein typisches 2-Peak-Chromatogramm wie in
Abbildung 45. Die Integration der Peakflachen des gezeigten Chromatogrammes
ergibt eine radiochemische Ausbeute fur das markierten Avidins von ca. 60 %.

Die 18F-Fluoracylierung des Avidins wird am besten in Anwesenheit von
Hydroxybenzotriazol (HOBT) durchgefthrt. Dies fuhrt zu einer erheblichen Stei-
gerung der radiochemischen Ausbeute. Ohne den Zusatz von HOBt wird fur die
gleiche Reaktion eine Ausbeute von nur 10 £ 2 % erzielt. Dieses Ergebnis deckt sich
mit Versuchen zur 18F-Fluoracylierung von kleinen Modellpeptiden [93, 112] in
wassriger Lésung, die zu &hnlichen Ausbeutesteigerungen fuhrten. Wahrscheinlich
kommt es dabei intermedidr zu einer Bildung des entspechenden Hydroxy-
benzotriazolesters der 2-[18F]Fluorpropionséure. Dieser weist ein gunstigeres
Aminolyse zu Hydrolyseverhéltnis auf, als der p-Nitrophenylester selbst und wirkt
zudem reaktionsbeschieunigend (vgl. 2.1.8).

Im Gegensatz zu Biotin kann 18F-markiertes Avidin nicht vom eingesetzten
Substrat isoliert werden. Die Einfihrung der kleinen Fluorpropionyigruppe bedeutet
eine viel zu geringe Veranderung des Proteins, um flr eine Trennung auszureichen.
Daher liegt neben dem 18F-fluoracylierten Avidin immer unmarkiertes Avidin vor.

Die spezifische Aktivitat markierter Proteine ist jedoch auch ohne Trennung
wegen des hohen Molekulargewichtes relativ gro. Markiert man z.B 1 mg eines
Proteins (bei einem Molekulargewicht von 100 kD sind dies nur 10 nMol) mit einer
Aktivitat von 370 MBq (10 mCi), erhélt man eine spezifische Aktvitat von 37000 GBq
/ mmol (1000 Ci / mmol) ohne jegliche Trennung.

2.2.2.4 Nachweis der Bindungsfihigkeit 18F-fluormarkierten Biotins und
Avidins

Der Erhalt der Bindungsfahigkeit der Markierungsprodukte kann fur
Biotinderivate durch Inkubation mit Avidin und anschlieRender Priufung des
Verhétnisses von proteingebundener zu freier Aktivitat bestimmt werden. Dies kann
erneut durch Gel-chromatographie erfolgen. Fur alle in dieser Arbeit markierten
Biotinderivate konnte so ein praktisch vollstandiger Erhalt der Bindungsfahigkeit zu
Avidin gezeigt werden.
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Far den Fall des durch 18F-Fluoracylierung markierten Avidins wurde dies
durch Bindung an immobilisiertes Biotin nachgewiesen (Entsprechende Affinitats-
Chromatographiematerialien sind im Handel erhaitlich).

Der Test beruht darauf, dal? Avidin im leicht sauren bis leicht alkalischen
pH-Bereich fest an Biotin bindet, wahrend 6 M Guanidin-HCI bei pH 1,5 zu einer
Dissoziation des Komplexes fuhrt [131]. In Abbildung 46 ist ein Beispiel fur diesen
Test auf Bindungsaffinitat dargestelit:
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Abbildung 46: Affinitatschromatographie zum Test der Bindung von 18F.-
fluoracyliertem Avidin an Biotin (O - 11,5 ml: Elution mit pH 8,7
Pufferlédsung, ab 11,5 ml: Elution mit pH 1,5 /6 M Guanidin

Unter den Komplex schonenden Elutionsbedingungen bei pH 8,7, wird eine
praktisch quantitative Bindung des markierten Avidins an das festphasenfixierte
Biotin festgestellt. Die so an Biotin gebundene Radioaktivitdt kann unter den
neutralen pH-Bedingungen nicht eluiert werden. Erst unter dissoziativen
Bedingungen (hier ab 11,5 mi) eluiert die Aktivitat volistandig von der Saule und
bestatigt das in der Literatur [131] beschriebene Verhalten vollsténdig.

Dieses Ergebnis zeigt, da die hier entwickelte Methode der 18F-
Fluoracylierung eine Markierung von Proteinen mit hoher radiochemischer Ausbeute
unter Erhait ihrer biologischen Aktivitat gestattet.
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2.3  Vergleich der 18F-Fluorierungsreagenzien

Die Radiofluorierung nicht-aktivierter Ester ist der erste gemeinsame Schritt
aller Methoden zur Darstellung von 18F—Fluoracylierungreagenzien ohne Trager-
zusatz. Die Radiofluorierung aliphatischer bromierter bzw. tosylierter Vorlaufer ge-
stattet im Falle der 2-Halopropionsaurederivate die Synthese optisch aktiver
Acylierungsreagenzien. Diese kénnen nach Bedarf als racemisches Gemisch oder
enantiomerrein erhalten werden.

Ein Vorteil der aliphatischen Ester gegeniber dem aromatischen 4-[18F]-
Fluorbenzoesdureester liegt in ihrer héheren Reaktivitat. Dies ist dem induktiven
Effekt des Fluors in direkter Nachbarschaft zur aktivierten Esterfunktion zu
verdanken. Unter den aliphatischen 18F-Fluoracylierungreagenzien ist der p-
Nitrophenylester das beste Reagenz. Es wird vorteilhaft in organischen Lésungs-
mitteln eingesetzt. In speziellen Féallen der Acylierung von sehr schwachen
Nukleophilen kann auf das extrem reaktive 2-[18F]Fluorpropionséurechlorid zuruck-
gegriffen werden.

Fur die Acylierungen von Peptiden in wassriger Lésung ist die fluor-
aromatische Verbindung wegen des sehr gunstigen Aminolyse zu Hydrolyse
Verhéltnisses am besten geeignet.

Die Methode der 1‘3F-Fluoramidierung kann mit Vorteil eingesetzt werden,
falls acylaktivierte Zielmolekule erhéltlich sind. Wegen der kirzeren nur zwei Stufen
erfordernden Synthese sind hier héhere Ausbeuten als bei der Fluoracylierung
erzielbar.

Nicht vollstdndig geklart ist die in-vivo Anwendung der aus den
unterschiedlichen Methoden resultierenden Amide. Dies muR in weiterfihrenden
Studien abgeklart werden. Als Anhaltspunkt bezuglich einer enzymatischen in-vivo
Defluorierung kann jedoch der Vergleich der in Knochen gefundenen Aktivitat von
Versuchstieren dienen. Bei 18F-fluoracyliertem Biotinhydrazid wurden 60 Minuten
nach Injektion 0,54 + 0,12 % ID / g in den Knochen von Ratten festgestelit, wahrend
fur das durch Fluoramidierung erhaltliche 3-[18F]FIuorpropylamid-Derivat des
Biotins ein Wert von 2,94 % ID /g angegeben wird [125].




88

3. Experimentelles

3.1 Chemikalien, Gerate und analytische Verfahren

3.1.1 Chemikalien

Die Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien und sonstiger Materialien
werden bei den einzelnen Synthesen bzw. Verfahren genannt. Standardchemikalien
wie Losungsmittel, anorganische Salze etc. wurden von der Firma Merck in p.a-
Qualitdt bezogen. Sonstige Feinchemikalien wurden, falls nicht anders vermerkt,
Uber die Firmen Aldrich, Fluka, Pierce und Sigma bezogen.

Unter den Vorlaufern die zur nukleophilen Substitution mit n.c.a.
[18F]Fluorid eingesetzt wurden, waren die Methyl- und Ethylester der
Bromessigsdure bzw. der 2-Brompropionsaure kommerziell erhaltlich (Aldrich).
Ebenfalls kauflich zu erwerben waren Benzylester (Fluka) und Trimethylsilylester
(Fluka) der Bromessigsdure sowie Bromacetamid (Fluka). Alle anderen
Vorldufersubstanzen wurden entsprechend Abschnitt 3.2 selbst dargestelit.

3.1.2 TH-NMR- IR-, Massen-Spektroskopie, Schmelzpunktbestimmung und
Elementaranalyse

Die selbst dargestellten nicht-radioaktiven Verbindungen (3.2) wurden durch
IR- und 1H-NMR-Spektroskopie charakterisiert. In vielen Fallen wurde dies durch
Schmelzpunktbestimmung, Massenspektroskopie und / oder Eiementaranalyse
erganzt. ’

1TH-NMR-Spektren wurden mit einem 80 MHz Gerat der Firma Bruker
(Bruker WP-80) aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen zu tiefem Feld sind
in ppm (8) gegen Tetramethylsilan (TMS) als internem Standard angegeben.
Infrarotspektren wurden mit einem Geradt der Firma Shimadzu (IR-440)
aufgenommen. Die Substanzen wurden entweder in Losung oder als KBr-Pressling
gemessen. Massenspektren wurden mit einem Finnigan (5100 SP) Spektrometer
nach Elektronenstoflionisation aufgenommen. Der Probeneinlal® erfolgte direkt. Die
Schmelzpunkte wurden mit einem Mettler FP-61 Gerat ermittelt. Die Werte wurden
nicht korrigiert. Elementaranalysen wurden von der Zentralabteilung fur chemische
Analysen der KFA-Julich durchgefuhrt.
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3.1.3 HPLC und Radio-HPLC

Die HochdruckfiUssigkeitschromatographie (HPLC) wurde mit einem System
bestehend aus einer Merck-Hitachi Pumpe (L-6000) und einem Merck-Hitachi UV-
Detektor (L-4000) durchgefuhrt. Zur Probenapplikation wurde ein Rheodyne Injektor
(7125) benutzt. Zur Detektion der Radioaktivitat wurde der Probenausgang des UV-
Detektors direkt mit dem Probeneingang eines Nal(Tl)-Bohrloch Szintillations-
detektor verbunden. Zur Bestimmung radiochemischer Ausbeuten Uber die HPLC
wurden 2 Aliquots der Proben uber einen zweiten Injektor, der hinter der Trennséule
angeordnet war, injiziert. Die Integrale der Substanz- bzw. Aliquotpeaks wurden
dann zueinander in Beziehung gesetzt. Die MeRdaten wurden mit einer Software
(Ramona) der Firma Nuclear Interface (Datentechnik far Strahlungsmefgerate
GmbH) erfallt und bearbeitet. Zur Kontrolle wurden die Fraktionen der Substanz-
peaks auch gesammelt und je nach Aktivitat im y-Counter oder in der lonisations-
kammer gemessen (s. u.).

Zur Identifikation der Standards und zur Trennung bzw. Reinigung der
radioaktiven Produkte wurden folgende Saulentypen der Firma CS-Chromatographie
(Langerwehe) eingesetzt:

Lichrosorb RP-18, 7, 250 X 4 mm
Lichrosorb RP-18, 10p, 250 X 10 mm
Lichrosorb SI-60, 5u, 250 X 4 mm
Nucleosil 5CN, 200 X 4mm

Die FluBraten betrugen 1,0 mi / min bei Verwendung analytischer S&ulen
bzw. 7,0 ml / min bei Verwendung von semipraparativen S&ulen. Die Zusammen-
setzung der Eluentien und Retentionszeiten der fluorierten Verbindungen sind in
Tabelle 13 aufgelistet.
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Tabelle 13: HPLC-Bedingungen und k’-Werte der behandelten Fluorver-

bindungen an RP-18 S&ulen

Verbindung Eluens* k'-Wert
2-Fluorpropionsauremethylester MeOH/H>0O=10/90 3,5
2-Fluorpropionséureethylester MeOH/H>0=20/80 6,2
2-Fluorpropionsaure-9°-
anthrylmethylester MeCN/H2>0=40/60 5,6
2-Fluorpropionsdurebenzylester MeOH/H>0=60/40 1,8
2-Fluorpropionséure-n-butylester MeOH/H20=65/35 29
2-Fluorpropionséure-2°-
methylnaphtylester MeOH/H>0=60/40 5,8
2-Fluorpropionsaure-2°-
methylanthrachinonester MeOH/H>0=60/40 7.1
Fluoressigséureethylester MeOH/H>0=15/85 2,6
Fluoressigsaurebenzylester MeOH/H>0=50/50 2,6
Fluoressigsaure-t-butylester MeOH/H>0=50/50 3,0
2-Fluorpropionsaure-4-nitrophenylester MeCN/H>0=50/50 46
Fluoressigsaure-4-nitrophenylester MeOH/H>0=40/60 2,6
2-Fluorpropionsé&ure-N-
hydroxysuccinimidylester Hexane/Dioxane=70/30 2,8**
2-Fluorpropionsaure-imidazolid Hexane/Dioxane=80/20 2,2***
4-Fluorobenzoesaureethylester MeCN/H>0=50/50 3,5
4-Fluorobenzoeséure-N-
hydroxysuccinimidylester MeOH/H>0=50/50 21
N-(+)-2-Fluorpropionyl-(L)-
phenylalaninethylester MeOH/H>0=60/40 2,0%***
N-(2)-2-Fluorpropionyl-R-alaninethyl ester MeOH/H>0=30/70 2,6
N-(z)-2-Fluorpropionyl-glycinmethylester MeOH/H>0=10/90 24
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N-(z)-2-Fluorpropionyl-(z)-alanyl-(+)-

alanin MeOH/H»0=10/90 1,8***
N-(1)-2-Fluoropionyl-benzoylhydrazin MeOH/H>0=10/90 4,0
2-Fluorpropionsauredibutylamid MeCN/H»>0=65/35 1,8
2-Fluorpropionséure-n-butylamid MeOH/H»0=30/70 6,0

(+)-2-Fluorpropionséure-2’-butylamid MeOH/H>0O=30/70 4,0%**
2-Fluorpropionséure-homoveratrylamid MeQOH/H>0=55/45 2,4
2-Fluorpropionséure-benzylamid MeOH/H»>0=40/60 3,4
2-Fluorpropionsaure-2°-fluorethylamid MeOH/H»0=10/90 1,9
2-Fluorpropionsédure-2’-trifluorethylamid MeOH/H>0=10/90 5,4
2-Fluorpropionséure-toluidid MeOH/H>0=50/50 2,5

(+)-2-Fluorpropionyl-(D)phe1-(e-Boc-

LysO)-octreotid MeOH/H>0=80/20 2,5
(2)-2-Fluorpropionyl-(D)phe1-octreotid MeOH/H>0=60/40 45
N-t-Butoxycarbony|-3-Fluorpropylamin MeQOH/H>0=50/50 2,3
N-t-Butoxycarbonyl-2-Fluorethylamin MeOH/H»>0=50/50 1,5

N-Acetyl-3-Fluorpropylamin MeOH/H>0=10/90 1,4
N-t-Butoxycarbonyl-N"-
2 fluorpropionylpiperazin MeOH/H>0=60/40 1,1
N-t-Butoxycarbonyl-4-fluorpiperidin MeOH/H»0=60/40 3,0
2-Fluorpropionylpiperidin MeOH/H>0=40/60 2,3
Fluoracetamid MeOH/H»0=5/95 0,3
2-Fluorpropionylamid MeOH/H>0=10/30 0,6
Biotin-2 -fluorethylester MeOH/H»0=30/70 9,0
Biotin-3 -fluorpropylamid MeOH/H>0=30/70 3,0
N-2-(R)-Fluorpropionyl-N"-Biotinyl-
pentandiamin MeOH/H>0=40/60 2,2

*Alle Eluenten enthielten 0.1% HOAC; ** Si60 Siule; *** 5CN Saule; **** Zentrum

der Diastereomeren
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3.1.4 Radio-DC

Zur Trennung radioaktiver Substanzgemische mittels Dunnschicht-
chromatographie wurden 0,5-3,0 pl Proben auf das Dunnschichtmaterial (Merck Si-
60-F254 auf Aluminiumfolie) aufgetragen und entsprechend den Angaben bei den
einzelnen Verbindungen (vgl. Radiosynthesen, Abschnitt 3.4) entwickelt. Die
Chromatographiestreifen wurden dann je nach Untersuchungszweck in Abschnitte
geteilt und die Radioaktivitat der Einzelstiicke im Gammacounter (Packard-Cobra)
bestimmt.

Die haufigste Anwendung der DC bestand in der schnellen Untersuchung
der organisch gebundenen Fluoraktivitét bei nukieophilen Substitutionen mit n.c.a.
[18F]F luorid. Zu diesem Zweck wurde eine Probe des Fluorierungsansatzes auf die
Dunnschichtplatte aufgetragen und mit Acetonitril als mobiler Phase entwickelt. Das
[18F]F|uorid bleibt an der Startzone liegen, wéhrend die meisten der untersuchten,
organischen Fluorverbindungen unter diesen Bedingungen mit der Solvensfront
wandern.

3.1.5 Sonstige Radioaktivititsmessungen

Bei Radioaktivititsmessungen, die nicht mittels chromatographischer
Verfahren (s.0) erfoigten (z.B die Messung von Aktivitdt in Spritzen, Sep-Pak-
Kartuschen, Reaktionsgeféllen etc.), wurden je nach Geometrie und / oder Aktivitat
unterschiedlich verfahren.

Zur Bestimmung radioaktiver Proben héherer Aktivitat (> 37 kBq) wurden die
Messungen in einer lonisationskammer der Firma Capintec durchgefthrt. Im Falle
niedriger Radioaktivitdt (< 37 kBq) wurden die Messungen in einem Bohrloch
Gamma-Probenwechsler der Firma Packard (Typ Cobra) durchgefuhrt. Da in beiden
Fallen nur Relativmessungen bei gleicher MelR3geometrie durchgefihrt wurden, war
eine jeweilige Bestimmung der Detektorzéhlausbeuten nicht notwendig.
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3.2 Darstellung von Vorlduferverbindungen zur nukleophilen Substitution
mit [18F]Fluorid

3.2.1 Allgemeines Herstellungsverfahren von (+)-2-Brompropionsédureestern

Diese Verbindungen wurden zur Untersuchung geeigneter
Esterkomponenten als Ausgangsverbindung zur Darstellung von [18F]Fluoressig-
bzw. 2-[18F]Fluorpropionséure benétigt (vgl. 2.1.3.1). Die Darstellung von (+)-2-
Brompropionsaure-9°-anthrylmethylester ist als ein typisches Beipiel zur Darstellung
dieser bromierten Vorlaufer ausfuhrlich beschrieben.

(£)-2-Brompropionsidure-9°-anthrylmethylester

wurde durch langsames Zutropfen von 1,2 ml (11,5 mmol) (+)-2-Brom-
propionyibromid (Fluka) in 10 m! Dichlormethan (Merck) zu einer Lésung von 1,75 g
(8,4 mmol) 9-Anthryimethanol (Aldrich) und 1,2 mi (8,6 mmol) Triethylamin (Aldrich)
in 100 ml Dichlormethan gebildet. Nach dem Ende des Zutropfens wurde die Lésung
eine Stunde bei Raumtemperatur gerthrt. Nach mehrmaligem Waschen mit
Natriumhydrogencarbonatiésung und 0,01 N Salzsaure in einem Scheidetrichter,
wurde die organische Phase mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und filtriert.
Nach dem Abdampfen des Lésungsmittels unter Vakuum wurde das Rohprodukt aus
Methanol / Wasser umkristallisiert. Es wurden 2,0 g (70%) des Esters in Form
orangeroter Kristalle erhalten:

Schmp.: 101°C; TH-NMR (CDClg). 1,78 (d, 3H, methyl), 4,37 (q, 1H,
methin), 6,20 (s, 2H, methylen), 7,35-8,48 (m ,9H ,aromatisch); IR (CCly) [cm=T):
1729(C=0); Elementaranalyse: C1gH15BrO2 (343,22 g/mol); berechnet: C 62,99%,
H 4,41%, Br 23,28% gefunden: C 62,63%, H 4,19%, Br 23,55%

(4)-2-Brompropionsdurebenzylester

Farbloses Ol; NMR (CDCI3): 1,81 (d., 3H, methyl), 4,39 (q., 1H, methin),
5,18 (s., 2H, methylen), 7,35 (s., 5H, aromatisch); Elementaranalyse: CqgH11BrO>
(243,10 g/mol); berechnet: C 49,40%, H 4,56%, Br 32,87% gefunden: C 51,26%, H
5,03%, Br 29,60%
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(#)-2-Brompropionséure-n-butylester
Farbloses Ol; NMR (CDCI3): 0,93 (t., 3H, methyl), 1,0-2,0 (m., 4H,
methylen), 1,81 (d., 3H, methyl), 4,14 (t., 2H, methylen), 4,34 (q., 1H, methin)

(#)-2-Brompropionsdure-2°-methylnaphtylester
Farbloses Ol: NMR (CDCI3):1,80 (d., 3H, methyl), 4,42 (q., 1H, methin), 5,33
(s., 2H, methylen), 7,35-7,95 (m., 7H, aromatisch)

(#)-2-Brompropionsédure-2 -methylanthrachinonester

Farbloses Ol; NMR (CDCI3):1,88 (d., 3H, methyl), 4,48 (q., 1H, methin),
5,38 (s., 2H, methylen), 7,45-8,43 (m., 7H, aromatisch); IR (KBr) [cm'1]: 1735(C=0);
1677(C=0) '

Als Vorlaufer zur Synthese des 18F-fluoraromatischen Acylierungsreagenz
(vgl. 2.1.6.2) wurde 4-(Trimethylammonium-trifluormethansulfonat)-benzoe-
sdureethylester dargestelit. Die Darstellung erfolgte analog der Vorschrift von Haka
et al. [28]. 1.9 g (10 mmol) 4-Dimethylaminobenzoesaureethylester wurde in 20 mi
Ether geldst gefolgt von 0.8 ml (7 mmol) Methyltriflat. Nach 2 Stunden wurden die
ausgefallenen Kristalle abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet. Es wurden
2.2 g (88%) des Produktes erhalten

Schmp: 122°C (Lit.: 112-114°C); NMR (DMSO-dg): 1,35 (t., 3H, methyl),
3,65 (s., 9H, methyl), 4.38 (q., 2H, methylen), 8.13 (s., 4H, aromatisch).

(S)-2-Tosyloxypropionséure-ethylester

Dieses Tosylat wurde ausgehend von (S)-2-Hydroxypropionsaureethylester
(Aldrich) nach der Methode von Chan et al. [132] synthetisiert und als Vorlaufer zu
enantiomer reinen 18F-Fluoramiden eingesetzt (vgl. 2.1.7.4). Die Ausbeute betrug
3,4 g (80 %):

Schmp: 31°C (Lit.(Chan): 31,5-32,5°); NMR (CDCI3): 1,18 (t, 3H, methyl),
1,49 (d, 3H, methyl), 2,43 (s, 3H, methyl), 4,10 (q ,2H, methylen), 4,93 (q, 1H,
methin), 7,18-7,93 (m, 4H, aromatisch); IR (CCly) [cm'1]: 1760, 1736 (C=0), 1378,
1187 (SO9).
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(S)-2-Dansyloxypropionsduremethylester

Dieses Sulfonsaureester, (vgl. 2.1.4.2) wurde analog dem oben
beschriebenen Tosylat hergestellt und aus Methanol / Wasser umkristallisiert. Die
Ausbeute der gran-fluoreszierenden, kristallinen Verbindung betrug 40%.

Schmp: 74°C; NMR (CDCI3): 1,48 (d., 3H, methyl), 2,90 (s., 6H, methyl),
3,51 (s., 3H, methyl), 4,94 (q.,1H, methin), 7,13-8,70 (m., 6H, aromatisch); IR (KBr)
[cm-1]: 1767, 1757 (C=0), 1360, 1210, 1179 (SO>); C16H1gNSO5 (337,38 g/mol);
MS: m/z (relative Intensitat) 373 (M+,78), 251 (100), 234 (7), 170 (42), 154 (21), 127
(19).

3.2.2 Darstellung von quaterndren Ammoniumsalzen

Die folgenden Trimethylammonium- und Pyridiniumsalze wurden zur
Untersuchung der Fluorierung an Vorlaufern mit ionischen Abgangsgruppen (vgl.
2.1.4.1) eingesetzt:
N-(Trimethylammonium-trifluormethansulfonat)-glycinethylester

Diese Verbindung wurde durch Lésen von 0,2 ml des Dimethylamino-
glycinethylesters (Aldrich) in Dichlormethan und anschlie3ender Zugabe von 0,3 mi
Methyltriflat (Aldrich) hergestellt. Nach 2-stindigem RuUhren bei Raumtemperatur
wurden die entstandenen Kristalle abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet.

Schmp: 76°C; NMR (DMSO-dg): 1,25 (t., 3H, methyl), 3,20 (s., 9H, methyl),
4,21 (q., 2H, methylen), 4,38 (s.,2H, methylen); IR (KBr) [cm-1]: 1750 (C=0), 1258
(SO2)

(Pyridinium-bromid)-essigsédureethylester

Diese Verbindung wurde durch Alkylierung von Pyridin (Merck) mit
Bromessigsaureethylester (Aldrich) erhalten. Je 1 ml der Edukte wurden ohne
Lésungsmittel zusammengegeben und 30 Minuten gerthrt. Die entstandene
sirup6se Mischung wurde dann mit Diethylether versetzt. Die ausgefallenen Kristalle
wurden abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und getrocknet.

Schmp: 134°C; NMR (DMSO-dg): 1,25 (t, 3H, methyl), 4,23 (q., 2H,
methylen), 5,80 (s., 2H, methylen), 8,13-9,30 (m.,5H, aromatisch); IR (KBr) [cm‘1]:
1738 (C=0)
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(2 -Brompyridinium-bromid)-essigsédureethylester

Diese Verbindung wurde durch Alkylierung von 2-Brompyridin (Merck) mit
Bromessigsaureethylester (Aldrich) erhaiten. Je 1 ml der Edukte wurden erneut ohne
Lésungsmittel gerthrt und 30 Minuten bei 90°C erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurde
mit Diethylether versetzt. Die ausgefallenen Kristalle wurden abfiltriert, mit Diethyi-
ether gewaschen und getrockhet.

NMR (DMSO-dg): 1,25 (t., 3H, methyl), 4,30 (q., 2H, methylen), 5,90 (s., 2H,
methylen), 7,35-8,75 (m.,4H, aromatisch)

3.2.3 Darstellung Boc-geschiitzter Amine

Die folgenden bromierten bzw. dansylierten, Boc-geschiutzten Amine wurden
zur Untersuchung geeigneter Vorlaufer zur 18F-Fluoramidierung (vgl. 2.2.1.1)
eingesetzt

Die Darstellung der Boc-geschitzten Bromalkylamine erfolgte nach einer
allgemeinen Vorschrift zur Einflhrung der Schutzgruppe von Einhorn et al. [133] in
Aminhydrochloride durch Ultraschallbehandlung einer methanolischen Suspension
des Hydrochlorids und Natriumhydrogencarbonat.

N-t-Butoxycarbonyl-3 "-brompropylamin
farbloses Ol; NMR (CDClI3): 1,45 (s., 9H, methyl), 2,05 (t. v. t, 2H, methylen),
3,29 (d. v. t, 2H, methylen), 3,45 (t., 2H, methylen), 4,65 (breit, 1H, N-H)

N-t-Butoxycarbonyl-2 "-bromethylamin

farbloses Ol; NMR (CDCI3): 1,48 (s., 9H, methyl), 3,48 (d. v. t, 2H,
methylen), 3,50 (t., 2H, methylen), 5,00 (breit, 1H, N-H) IR (CHCI3) [cm-1]: 1707
(C=0)

N-t-Butoxycarbonyi-4-dansyloxypiperidin

Die Synthese erfolgte analog (S)-2-Dansyloxypropionsduremethylester.
NMR (CDCl3): 1,40 (s., 9H, methyl), 1,63 (m., 4H, methylen), 2,90 (s., 6H, methyl),
3,38 (m., 4H, methylen), 4,70 (m.,1H, methin), 7,15-8,70 (m., 6H, aromatisch); IR
(CHCI3) [cm-1]: 1678 (C=0);
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3.24 Darstellung von Brompropionylamiden

Die folgenden Verbindungen wurden zur Untersuchung der direkten
nukleophilen n.c.a [18F)-Fluorierung von Amiden in Zusammenhang mit der
nukleophilen Substitution an Biotindervaten dargestellt (vgl 2.2.2.1)

2-Brompropionylpiperidin

Wurde durch Umsetzung von Piperidin mit 2-Brompropionyibromid in
wassriger Kaliumcarbonatlésung erhalten. Nach dem Ausschitteln mit Essigester
und Waschen der organischen Phase mit Hydrogencarbonat und verdinnter
Salzsaure wurde das Ldsungsmittel mit Natriumsuifat getrocknet, abrotiert und die
Verbindung als farbloses Ol erhalten.

NMR (CDClg): 1,38-2,0 (m,breit, 6H, Piperidin-H); 1,83 (d., 3H, methyl),
3,13-3,9 (m,breit, 4H, Piperidin-H), 4,60 (q., 1H, methin); IR (CHCI3) [cm'1]: 1637
(C=0)

Bis-2-brompropionylpiperazin

Diese Verbindung wurde durch Zugabe eines 10-fach molaren Uber-
schusses von 2-Brompropionylbromid Uber Piperazin (Fluka) in einer wéssrigen
Kaliumcarbonatlésung erhalten. Das Produkt fiel sofort aus und konnte nach einigen
Minuten abfiltriert werden.

Schmp.: 162°C; TH-NMR (CDCl3): 1.84 (d, 6H, methyl), 3,0-4,3 (m, breit,
8H, Piperazin-H) 4,56 (q, 2H, methin), IR (KBr) [cm-1]: 1648 (C=0);

2-Brompropionséure-n-butylamid

Die korrespondierende 18F-Fluorverbindung wurde als Modellverbindung
zur Serumstabilitatskontrolie von 18F-f|uoracy|ierten Aminen eingesetzt (vgl. Serum-
instabilitdt des fluorierten Biotinesters in Kap. 2.2.2.1). Die Darsteliung erfolgte
analog einer Vorschrift von Weaver und Whaley [134]. Zu einer 0,1molaren Lésung
des Amins in Dichlormethan wurde unter Kuhlung (Eisbad) 0,05 Mol 2-
Brompropionylbromid eingetropft. Die ausfallenden Hydrobromide wurden abfiltriert
und das Filtrat mit verdunnter Salzsaure und Hydrogencarbonatlésung gewaschen.
Die organische Phase wurde getrocknet und das Lésungsmittel entfernt. Der
Ruckstand wurde destilliert und 46 % der theoretischen Ausbeute erhalten:
farbioses OI;: TH-NMR (CDCI3): 1,00 (t., 3H, methyl), 1,13-1,75 (m., 4H, methylen),
1,91 (d., 3H, methyl), 3,33 (d. v. t, 2H, methylen), 4,90 (q., 1H, methin), 6,13-6,75
(1H, amid)
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Essigsédure-3°-brompropylamid

Diese Verbindung wurde sowohi zu nukleophilen Substitutionszwecken mit
[18F]Fluorid als auch zur Darstellung des analogen Fluorstandards benétigt. Die
analoge  Fluorverbindung wurde als Produkt der Optimierung der
Reaktionsbedingung zur 18F-Fluoramidierung (s. 2.2.1.3) untersucht. Die Dar-
stellung erfolgte durch Acetylierung des Bromamins in wassriger Lésung mit
Essigsaureanhydrid bei pH 9.

farbloses OI, TH-NMR (CDClI3): 1,98 (s., 3H, methyl), 2,08 (t. v. t, 2H,
methylen), 3,39 (d. v. t, 2H, methylen), 3,45 (t., 2H, methylen), 6,43 (breit, 1H, N-H)

3.2.5 Biotin-2-bromethylester

Die Darstellung erfolgte durch Ruhren einer Lésung von 325 mg (1,5 mmol)
Biotin (Merck) mit 700 ul (8 mmol) Dibromethan (Aldrich) in 10 ml trockenem DMF
(Fluka) in Gegenwart von 230 pl (1,5 mmol) Diazabicycloundecen (DBU) als Base.
Nach 24 Stunden wurde das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt und der
Ruckstand mit Ether digeriert. Das Rohprodukt enthielt noch freies Biotin. Daher
wurde der Brombiotinester mit Acetonitril extrahiert und nach Entfernen des
Lésungsmittels mit Hydrogencarbonatlésung digeriert. Der Ruckstand wurde erneut
mit Ether gewaschen und getrocknet. Es wurden 126 mg des Esters erhalten.

TH-NMR (DMSO-dg): 1.1-1,8 (m., 6H, methylen), 2,30 (t., 2H, methylen),
2,65 (s.,breit, 1H, methylen), 2,79 (d, 1H, methylen), 3,13 (m, 1H, methin), 3,68 (t.,
2H, metylen), 4,0-4,4 (m., 2H, methin), 4,35 (t., 2H, methylen), 6,38 (breit, 2H, N-H)
IR (KBr) [cm'1]: 1730 (C=0, Ester), 1700 (C=0, Harnstoff); Elementaranalyse:
C12H19BrN2O3S (351,26 g/mol); berechnet. C 41,03%, H 5,45%, Br 22,75%
gefunden: C 40,13%, H 5,91%, Br 21,63%
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3.3 Synthese inaktiver Referenzverbindungen (Chromatographie-
standards)

(£)-2-Fluorpropionsduremethylester

wurde analog der von Block et al. [43] beschriebenen Methode dargestelit.
Farblose Flussigkeit: TH-NMR (CDClg): 1,55 (d. v. d, J = 24 Hz, 3H, methyl), 3,75
(s., 3H, methyl), 4,98 (d. v. d., J = 49 Hz, 1H, methin); IR (CClg) [cm-11: 1761, 1737
(C=0).

(1)-2-Fluorpropionséureethylester

wurde in leicht modifizierter Form einer Methode dagestellt, die flr
Fluoressigsaureethylester von Bergmann und Blank [135] beschrieben wurde. Eine
Mischung von 166 g KF (getrocknet bei 150°C fur 2,5 Stunden), 150 g getrocknetem
(durch eiwdchiges Aufbewahren in einem Exsiccator Uber P2Og) Acetamid (Merck)
und 100 g (%)-2-Brompropionséureethylester (Fluka) wurde bei 100°C Uber eine
Dauer von 3 Stunden gerthrt. Die Acetamidschmelze wurde dann mit Ether
extrahiert und fraktioniert destilliert. Die Destillation ergab 24 g des reinen Esters als
farblose Flussigkeit.

TH-NMR (CDCl3): 1,28 (t., 3H, methyl), 1,55 (d. v. d.,J = 24 Hz, 3H, methyl),
4,26 (9., 2H, methylen), 5,00 (d. v. q., J = 49 Hz, 1H, methin); IR (CCly) [cm'1]:
1765, 1737 (C=0).

(#)-2-Fluorpropionsédure-9'-anthrylmethylester

wurde analog der unter 3.2.1 beschriebenen Bromverbindung unter
Benutzung Von Fluorpropionsaurechlorid dargestelit.

TH-NMR (CDClIg): 1,52 (d. v. d., J=23 Hz, 3H, methyl), 5,00 (d. v. q., J = 48
Hz, 1H, methin), 6,25 (s., 2H, methylen), 7,30-8,562 (m, 9H, aromatisch); IR (CCly)
[cm‘1]: 1764(C=0), 1739(C=0); MS: m/z (relative Intensitat) 282 (M+,32), 207 (4),
191 (100).

(#)-2-Fluorpropionsédurechlorid

Die Darstellung dieses Saurechiorids (vgl. Dolbier et al., [136]) wurde durch
Verseifung von 23,7 g (%)-2-Fluorpropionsdureethylester mit 7,9 g NaOH in 70 mi
einer Wasser-Methanol Mischung eingeleitet. Nach dem Entfernen des
Lésungsmittelgemisches wurden 22,5 g des Natriumsalzes der Fiuorpropionsaure
erhalten. Das trockene Salz wurde mit 140 g PClg (Aldrich) vermischt und unter
Ruhren und vorsichtigem Erhitzen das leicht flichtige Fluorpropionsaurechlorid
abdestilliert. Auf diese Weise konnten 15 ml dieses Saurechiorids als farblose
Flussigkeit erhalten werden:
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TH-NMR (CDCI3): 1,71 (d. v. d., J = 23 Hz, 3H, methyl), 5,18 (d. v. q., J =
48Hz, 1H, methin); IR (CClg) [cm‘1]: 1830, 1792 (C=0).

(#)-2-Fluorpropionséure-p-nitrophenylester

Dieser Aktivester wurde ausgehend von 2-Fluorpropionat dargestelit,
welches durch Hydrolyse von 514 mg (4.1 mmol) 2-Fluorpropionsdureethylester mit
5 ml einer 20 %-igen Tetrabutylammoniumhydroxidlésung (Merck) erhalten wurde.
Nach azeotroper Trocknung mit mehreren Portionen Acetonitril wurden 632 mg (3.1
mmol) Chlorameisensaure-p-nitrophenylester (Aldrich) in 5 ml trockenem Acetonitril
(Merck) zugegeben. Nach 30 Minuten Ruhren bei Raumtemperatur wurde das
Lésungsmittel entfernt und der Rickstand mit 10 ml wasserfreiem Ether extrahiert
und filtriert. Der Lésung wurden weitere 50 ml Ether zugefugt und in einem
Scheidetrichter mit verdinnter HC| gewaschen. Die organische Phase wurde mit
Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration und Entfernen des Lésungsmittels wurden
196 mg (30%) des Produktes erhalten:

Schmp: 81.1°C; TH-NMR (CDCl3): 1,80 (d. v. d., J = 23 Hz, 3H, methyl),
5,30 (d. v. q., J = 48 Hz, 1H, methin), 7,25-8,37 (m, 4H, aromatisch); IR (KBr) [cm‘1]:
1771, 1751 (C=0),; Elementaranalyse: CgHgFNO4 (213,16 g/mol), berechnet: C
50.71%, H 3.78%, F 8.91%, N 6.57%, gefunden: C 50.55%, H 3.77%, F 9.02%, N
6.71%.

Fluoressigsédure-p-nitrophenylester

wurde durch Zugabe von 500 mg (2.45 mmol) Chlorameisensdure-p-
nitrophenylester in 3 ml trockenem Acetonitrii zu 193 mg (2,45 mmol)
Fluoressigséaure (Merck) und einer Lésung von 0,35 ml (2,45 mmol) Triethylamin in 3
ml Acetonitril gegeben. Die Mischung wurde 1,5 Stunden bei Raumtemperatur
gerthrt. Das gebildete Triethylaminhydrochlorid wurde abfiltriet und das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Dann wurden 20 ml Ether zugegeben und im
Scheidetrichter mit verdinnter HCI gewaschen. Nach Trocknen mit Natriumsuifat
wurde abfiltriert und der Ether abgedampft, wobei 430 mg (87%) des Rohproduktes
erhalten wurden. Umkristallisation aus Petrolether (60/80) ergab weif3e Kristalle:

Schmp: 96°C; TH-NMR (CDCl3): 5,18 (d., J = 46 Hz, 2H, methylen), 7,35-
8,43 (m, 4H, aromatisch), IR (KBr) [cm‘1]: 1774 (C=0); Elementaranalyse:
CgHeFNO4 (199.13 g/mol); berechnet: C 48,25%, H 3,04%, F 9,54%, N 7,03%,
gefunden: C 48,77%, H 3,04%, F 9,68%, N 7,10%.
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(#)-2-Fluorpropionséure-N-hydroxysuccinimidylester

wurde durch Zugabe von 200 mg (0.97 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid
(Fluka) zu einer Lésung von 92 mg (1,0 mmol) 2-Fluorpropionsaure und 115 mg (1
mmol) N-hydroxysuccinimid in 10 ml Dichlormethan erhalten. Die Mischung wurde 3
Stunden gerthrt und der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Die Zugabe
von 2 mi Ether fuhrte zur vollstédnigen Abscheidung des Harnstoffs. Nach dem
Entfernen des Ldsungsmittels wurde ein Produkt erhalten, welches wegen der
auBerordenlich hohen Hydrolyseneigung dieses Aktivesters (wie im NMR-Spektrum
ersichtlich) mit freiem N-Hydroxysuccinimid kontaminiert war.

TH-NMR (CDCI3): 1,77 (d. v. d, J = 23 Hz, 3H, methyl), 2,75 (s., freies NHS),
2,88 (s., 4H, NHS), 5,38 (d. v. q., J=48 Hz, 1H, methin); IR (KBr) [cm-1]: 1818, 1787,
1736 (C=0).

(#)-2-Fluoropropionsédureimidazolid

wurde durch Zugabe von 22 mg (0,2 mmol) (+)-2-Fluorpropionséurechlorid
zu einer Suspension von 13,6 mg (0,2 mmol) Imidazol (Merck) und 14 mg KoCO3 in
1 ml CDClI3 erhalten. Die Mischung wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt.
Der Uberstand wurde dann direkt spektroskopiert, da alle Versuche das Imidazolid
2u isolieren zu dessen Zersetzung fuhrten:

TH-NMR (CDCl3): 1,78 (d. v. d., J = 24 Hz, 3H, methyl), 5,58 (d. v. q., J = 48
Hz, 1H, methin), 7,19 (q., 1H, C4-Imi.), 7,61(q., 1H, C5-Imi.), 8,36 (br.s, 1H, C2-Imi.);
IR (CDCI3) [cm-1]: 1745 (C=0).

4-Fluorbenzoesédure-N-hydroxysuccinimidylester

wurde analog Vaidyanathan et al. [76] durch Zugabe von 1,2 ml (8,6 mmol)
Triethylamin zu einer L6sung von 1,0 g (7,13 mmol) 4-Fluorbenzoeséure (Fluka) and
2,74 g (10,7 mmol) di-(N-Succinimidyl)-carbonat (Fluka) in 30 m! trockenem
Acetonitril bei 50°C erhalten. Die Lésung wurde weitere 2 Stunden geruhrt. Das
Lésungsmittel wurde unter Vakuum abdestilliert und der Ruckstand in Dichlormethan
aufgenommen. Nach mehrmaligem Waschen mit NaHCO3-Lésung und 0,01 N HCI
in einem Scheidetrichter, wurde die organische Phase getrocknet, filtriert und nach
Entfernen des Lésungsmttels 0.9 g (51 %) des Produktes erhalten.

TH-NMR (CDCI3): 2,90 (s., 4H, NHS); 7,07-7,35 (m, 2H, aromatisch); 8,07 -
8,35 (m, 2H, aromatisch).

Allgemeines Herstellungsverfahren von (+)-2-Fluorpropionsédureamiden

Diese Verbindungen wurden als chromatographische Standards zur
Identifizierung der radioaktiven Produkte der n.c.a. 18F-Fluorpropionylierungs-
reaktionen benétigt. Sie wurden analog einer Methode, die von Sawicki [137] zur
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Darstellung von Fluoracetylamiden beschrieben wurde dargestellt. Die Préaparation
von N-(4)-2-Fluorpropionyl-(L)-phenylalaninethyl ester ist als ein typisches
Beispiel ausfuhrlich beschrieben:

120 mg (1.1 mmol) (+)-2-Fluoropropionsaurechlorid wurde tropfenweise zu
einer Lésung von 230 mg (1,0 mmol) L-Phenylalaninethylester (Sigma) in Form des
Hydrochlorids und 150 mg (2.2 mmol) Imidazol in 5 ml Dichlormethan gegeben. Die
Mischung wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt. Die organische Phase
wurde mit verdinnter Salzsaure und Hydrogencarbonatiésung gewaschen, mit
NasSO4 getrocknet und abfiltriert. Nach Entfernen des Lésungsmittels wurden 80
mg (32%) des Amids als Diastereomerenpaar erhalten. Die unten beschriebenen
Amide wurden analog dargestellt, wobei Ausbeuten zwischen 10 und 70% erhalten
wurden.

N-(3)-2-Fluorpropionyl-(L)-phenylalaninethylester:

Schmp.: 52°C; TH-NMR (CDCl3): 1,25 (t., 3H, methyl), 1,50 (d., v. d., J = 24
Hz, 1,5H, methyl), 1,58 (d. v. d., J = 24 Hz, 1,5H, methyl), 3,16 (d., 2H, benzyl), 4,21
(9., 2H, methyien), 4,88 (m., 1H, methin), 4,98 (d. v. q., J = 48Hz, methin), 6,5-7,0 (b,
1H, Amid), 7,0-7,45 (m, 5H, aromatisch); IR (KBr) [cm'1]: 1735, 1658 (C=0);
Elementaranalyse: C14H18FNO3 (267.30 g/mol); berechnet: C 62,91%, H 6,79%, N
5,24%, gefunden: C 62,78%, H 6,69%, N 5,31%.

N-(£)-2-Fluorpropionyl-$-alaninethylester

farbloses OI; TH-NMR (CDCI3): 1,25 (t., 3H, methyl), 1,55 (d. v. d., J = 25
Hz, 3H, methyl), 2,56 (t., 2H, methylen), 3,60 (d. v. t., 2H, methylen), 4,20 (q., 2H,
methylen), 5,00 (d. v. q., J = 50 Hz, 1H, methin), 6,90 (1H, amid); IR (CDCl3) [cm‘1]:
1714, 1688 (C=0); MS, m/z: (relative Intensitat) 191(M+,54), 146(80), 116(88),
98(100), 74(70), 70(79), 55(81).

N-(2)-2-Fluorpropionyl-glycinmethylester

farbloses Ol; TH-NMR (CDCl3): 1,57 (d. v. d., J = 24 Hz, 3H, methyl), 3,78
(s., 3H, methyl), 4,09 (d., 2H, methylen), 5,03 (d. v. q., J = 48 Hz, 1H, methin), 6,82
(s.(br), 1H, amid); IR (Film auf KBr) [cm'1]: 1745, 1669 (C=0); MS, m/z: (relative
Intensitat) 163(M+,58), 132(51), 116(75), 104(78), 88(78), 56(81), 47(100).
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N-(+)-2-Fluorpropionyl-(+)-alanyl-(+)-alanin

farbloses Ol TH-NMR (CDCI3):NMR (CD3CN): 1,25-1,88 (m., SH, methyl),
4.4 (m., 2H, methin), 5,05 (d. v. q., J = 48 Hz, 1H, methin), 7,0 ((br.), 2H, amid); IR
(CDClI3) [cm‘1]: 1716, 1650 (C=0); MS, m/z: (relative Intensitat) 234(M+,2), 207(8),
169(10), 141(45), 118(100), 99(50), 90(31), 70(79), 55(67).

N-(%)-2-Fluorpropionyl-N"-benzoylhydrazin

Schmp.:148°C; TH-NMR (CDCI3): 1,48 (d. v. d., J = 25 Hz, 3H, methyl), 5,02
(d. v. q., J = 49 Hz, methin), 6,7-8,3 (m, 7H, aromatisch und amid); IR (KBr) [cm'1]:
1696, 1648 (C=0); Elementaranalyse: C1gH11FN202 (210,20 g/mol); berechnet: C
57,14%, H 5,27%, N 13,33%, F 9.03%, gefunden: C 57,23% , H 5,27%, N 13,35%, F
9,13%.

(#)-2-Fluorpropionséure-n-butylamid

farbloses Ol; TH-NMR (CDCI3): 1,00 (t., 3H, methyl), 1,15-1,62 (m., 4H,
methylen), 1,58 (d. v. d., J = 25 Hz, 3H, methyl), 3,30 (d. v. t, 2H, methylen), 4,90 (d.
v. q., J = 49 Hz, methin), 6,0-6,5 (1H, amid); IR (CClg) [cm'1]: 1678 (C=0);
Elementaranalyse: C7H14FNO (147,19 g/mol); berechnet: C 57,12%, H 9,59%, N
9,52%, gefunden: C 56,76%, H 9,75%, N 9,71%.

(4)-2-Fluoropropionséure-2'-butylamid

farbloses OI; TH-NMR (CDCIg): 0,90 (t., 3H, methyl), 1,15 (d., 3H, methyl),
1,48 (d. v. q., 2H, methylen), 1,55 (d. v. d., J = 25 Hz, 3H, methyl), 3,95 (m, 1H,
methin), 4,98 (d. v. q., J = 49 Hz, methin), 6,05 (1H, amid); IR (CClg) [cm'1]: 1686
(C=0); Elementaranalyse C7H14FNO (147,193 g/mol); berechnet: C 57,12%, H
9,59%, N 9,52%, found: C 56,90%, H 9,71%, N 9,57% .

(4)-2-Fluorpropionsdure-homoveratrylamid

TH-NMR (CDCl3): 1,62 (d. of d., J = 25 Hz, 3H, methyl), 2,79 (t., 2H,
methylen), 3,56 (d. v. t., 2H, methylen), 3,88 (s., 6H, methoxy), 5,08 (d. v. q., J =49
Hz, 1H, methin), 6,38 (br, 1H, amid), 6,6-7,0 (m., 3H, aromatisch); IR (CDClIg) [cm‘1]:
1666 (C=0); MS, m/z: (relative Intensitat) 255(M+,15), 164(100), 151(74), 135(7),
107(10), 91(7), 77(10).

(4)-2-Fluorpropionséure-benzylamid

TH-NMR (CDCI3): 1,60 (d. of d., J = 25 Hz, 3H, methyl), 4,52 (d.(br.), 2H,
methylen), 5,08 (d. v. q., J=49 Hz, 1H, methin), 6,7 (br., 1H, amid), 7,08-7,55 (m.,
5H, aromatisch); IR (CCly) [cm‘1]: 1684 (C=0); MS, m/z: (relative Intensitat)
181(M+,32), 106(16), 91(100), 77(10), 65(10)
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(#)-2-Fluorpropionséure-2'-fluorethylamid

farbloses O, TH-NMR (DMSO-dg): 1,38 (d. v. d., J = 25 Hz, 3H, methyl),
3,38 (d. v. d. of t, J = 26 Hz, 2H, methylen), 4,45 (d. v. t., J = 49 Hz, 2H, methylen),
5,00 (d. v. q., J = 48 Hz, 1H, methin), 8,28 (br., 1H, amid); IR (CClg) [cm-1]: 1676
(C=0); MS, m/z: (relative Intensitat) 137(M+,20), 117(8), 104(15), 90(62), 76(100),
70(18), 62(15), 56(38).

(1)-2-Fluorpropionséure-2'-trifluorethylamid

Schmp.:55,5°C; TH-NMR (DMSO-dg): 1,40 (d. v. d., J = 25 Hz, 3H, methyl),
3,38-4,25 (m., 2H, methylen), 5,10 (d. v. q., J = 49 Hz, 1H, methin), 8,80 (br., 1H,
amid); IR (KBr) [cm-1] 1675 (C=0); MS, m/z: (relative Intensitat) 173(M+,61),
154(34), 126(80), 106(97), 89(100), 83(33), 76(38), 69(34), 56(53).

(2)-2-Fluorpropionsaure-toluidid

Schmp.:38,2°C; TH-NMR (CDCIg3): 1,60 (d. v. d., J = 25 Hz, 3H, methyl),
2,28 (s., 3H, methyl), 5,12 (d. v. q., J = 50Hz, methin), 7,0-7,6 (m., 4H, aromatisch),
7,95 (1H, amid); IR (CHCI3) [cm~1]: 1673 (C=0); Elementaranalyse C10H12FNO
(181,12 g/mol); berechnet: C 66,28%, H 6,67%, N 7,73%, F 10,48% gefunden: C
66,41%, H 6,60%, N 7,80%, F 10,60%.

Essigsédure-3-fluorpropylamid

Diese Standardverbindung wurde durch nukleophilen Fluor-fur-Brom Aus-
tausch an der analogen Bromverbindung erhalten. Dazu wurde mit azeotrop
getrocknetem Tetramethylammoniumfluorid in Acetonitril gearbeitet.

farbloses O} TH-NMR (CDCI3): 1,5-2,2 (m., 2H, methylen), 2,07 (s. 3H,
methyl), 3,40 (d. v. t, 2H, methylen), 3,93 (d. v t., 2H, methylen), 6,0 (breit, N-H)

(()-2-Fluorpropionyi-(D)phe)-octreotid ([19F]SDZ 223-228)

Die Synthese dieser Standardverbindung wurde durch tropfenweise Zugabe
von 3 pl 2-Fluorpropionsaurechiorid zu einer Lésung von 25 mg Boc-Lys9-Octreotid
und 16,8 pl 2,6-di-t-Butylpyridin in 2,5 ml Acetonitril eingeleitet. Die Mischung wurde
30 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Dann wurde das L&sungsmittel unter
Vakuum entfernt und zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe 1,5 ml
Trifluoressigséure zugegeben. Nach 5 Minuten wurde die Saure wieder abgezogen
und der Rickstand in 1 ml Acetonitril aufgenommen. Durch Zusatz von 1 mi Ether
wurde das Rohprodukt prazipitiert. Zur weiteren Reinigung wurde das Peptid mittels
HPLC (LiChrosorb RP18, 10um, 60 MeOH/ 40 H,O mit 3.6g NaCl und 0.1%
Essigsaure; 7mi/min) gereinigt. Nach dem Entfernen des Lésungsmittels wurde das
Peptid in Butanol aufgenommen, mit Wasser gewaschen und das Ldsungsmittel




105

entfernt. Es wurden 8,1 mg des Produktes erhalten.

Die Struktur wurde durch FAB-Massenspekiroskopie (Sandoz, Basel) und
TH-NMR-Spektroskopie bestatigt. Das TH-NMR-Spektrum in DMSO-dg zeigte die
Signale des Octreotids (Wynants et al. [138]) mit den zuséatzlichen Signalen der
Fluorpropionylgruppe bei 1,44 ppm (d. v. d) und 4,9 ppm (d. v. q). MS, m/z: (relative
Intensitat) 1093(100, M), 963(6), 565(7), 303(11), 338(35), 275(43)

3.4 Darstellung sonstiger Verbindungen

Die quaternaren 4-Dimethylaminopyridiniumverbindungen wurden zum
Nachweis der Derivatisierung von 2-Bromessig- bzw. 2-Brompropionsaurealkyl-
estern mit DMAP dargestellt. Dies diente zur Abtrennung der Bromvorlédufer von den
analogen 18F-Estern unter Vermeidung einer HPLC-Trennung (vgl. 2.1.4.3). Sie
wurden durch 6sungsmitteifreie Umsetzung von DMAP mit den 2-Bromcarbonséure-
estern und Waschen der ausgefallenen Pyridiniumsalze mit Diethylether erhalten.
(4-Dimethylaminopyridinium-bromid)-essigséureethylester

TH-NMR (DMSO-dg): 1,23 (t., 3H, methyi), 3,23 (s., 6H, methyl), 4,21 (q,,
2H, methylen), 5,22 (s., 2H, methylen), 7,10 (d., 2H, aromatisch); 8,25 (d., 2H,
aromatisch)

2-(4°-Dimethylaminopyridinium-bromid)-propionsédureethylester

TH-NMR (DMSO-dg): 1,20 (t., 3H, methyl), 1,73 (d., 3H, methyl) 3,23 (s., 6H,
methyl), 4,19 (q., 2H, methylen), 5,48 (s., 1H, methin), 7,08 (d., 2H, aromatisch),
8,35 (d., 2H, aromatisch)

Kalium-p-nitrophenolat

Wurde zur Umsetzung von 2-[18F]Fluorpropionsaurechlorid  zum
entsprechenden Nitrophenylester benétigt (vgl. 2.1.6.4).

Das Kaliumsalz wurde durch Ausféllen aus methanolischer Ldsung mit
Diethylether erhalten. Die methanoclische Lésung enthielt einen 1,5-fachen Uber-
schul? von Nitrophenol Gber KOH, um ein Mitfallen von Kaliumhydroxid zu ver-
meiden.

Hydroxybenzotriazol Kaliumsalz

wurde analog dem oben beschriebenen Kalium-p-nitrophenolat dargestellt.
Es wurde in Versuchen zur Acylierung von Boc geschitztem Octreotid eingesetzt
(val. 2.1.8).
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3.5 Radiosynthesen

3.5.1 Produktion von n.c.a [18F]Fluorid
N.c.a. [18F]Fluorid wurde wurde tber die 180(p,n)18F Kernreaktion am

Babyzyklotron BC 1710 (JSW) des Instituts fir Nuklearchemie der KFA-Jilich
produziert. Das verwendete Target ist in Abbildung 48 dargestelit.
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Abbildung 48: Schnittbild des HoO-Targets zur Produktion von [18F]Fluorid tiber
die Kernreaktion 180(p,n)18F [aus 6].

Die Targetzelle besteht aus einem Titankérper. Zwei Titanfolien bilden die
Targetfenster. Der Innendurchmesser des Targets betragt 21 mm. Die Dicke der
eingeschiossenen Wasserschicht betragt 3,5 mm. Damit ist das Volumen des

Targets zu 1,2 ml bestimmt.
Wahrend der Bestrahlung wird das Eintrittsfenster mit Helium auf -7°C, das

Austrittsfenster auf +8 bis 10°C gekiihlt. Das bestrahlte Wasser ist zu 98 % mit
[180]Sauerstoff angereichert. Die Bestrahlung erfolgt mit 17 MeV Protonen bei
einem Strahlstrom von zumeist 25 pA. Wahrend der Bestrahlung steigt der Druck im

Target auf 5,5 bis 6,8 bar an.
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In Abbildung 48 ist die Ausbeute der 18F-Fluoraktivitat in Abhangigkeit von
Strahlstrom und Strahlzeit graphisch dargestellt

1500 -1

;

Ausbeute [mCi]

]

Strom [uA]

Abbildung 48: Produktion von [18F]Fluorid in Abhangigkeit von Strahlstrom und
Strahlzeit [nach 139].

Die Abbildung zeigt, daR im untersuchten Bereich eine lineare Abhangigkeit
der 18F-Aktivitatsausbeute von Strahistrom und Strahizeit vorliegt. Innerhalb einer
Stunde kénnen somit Aktivitaten von Gber 50 GBq (1,5 Curie) erzeugt werden.

Nach dem Ende der Bestrahlung wird der Inhalt des Targets mit Hilfe eines
Heliumgasstromes von 1,3 bar aus dem Target in die Synthesebox geleitet. Hier
kann das teure, angereicherte Wasser durch Fixierung des [18F]Fluorids auf einem
Anionentauscher (z.B. BioRad AG 1X8 in Carbonatform) zuriickgewonnen werden.
SchiieRlich wird das [18F]Fluorid je nach Bedarf mit Kaliumcarbonat, -hydro-
gencarbonat oder -hydroxid eluiert und dann zu Synthesezwecken eingesetzt.
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3.5.2 Nukleophile Substitutionsreaktionen mit n.c.a. [18F]Fluorid

Allgemeine Vorschrift zur nukleophilen Substitution mit n.c.a
[ 18F]Fluorid an substituierten Essig- oder Propionsédurederivaten

Die wassrige 18F-Fluoridlf:)sung (10-100 ui, 75-750 MBq) wurde in ein
konisch zulaufendes Reaktionsgefall (Reactivial;, 2,5 ml) gegebén, dal} bereits 0,5
ml trockenes Acetonitril (Merck, <0.003% H20), 5.0 mg Kryptofix 222 (Merck) und 5
ul einer 1,0 M Kaliumcarbonatlésung (Merck, Suprapur) enthielt. Das Lésungsmittel
wurde unter Zuhilfenahme eines Inertgasstromes bei einer Badtemperatur von 90°C
abdestilliert. Dieser azeotrope Trocknungsschritt wurde mit 300 ul Portionen von
Acetonitrii solange (je nach Volumen der eingesetzten 18F-Fluoridlf:)sung)
wiederholt, bis ein trockener Ruckstand erhalten wurde. Dieser Rickstand wurde mit
250 pl einer Lésung der jeweils zur nukleophilen Substitution vorgesehenen
Vorlaufer (zumeist 5-10 mg eines bromierten Esters) wieder in Lésung gebracht. Das
Reaktionsgefall wurde geschlossen und fur definierte Zeiten (meist 5-15 min) bei
90°C erhitzt.

3.5.3 N.c.a 18F-Fluoracylierung via 2-[18F]Fluorpropionsiuremethylester

Die Acylierung von Aminen via 2—[18F]FIuorpropionséuremethylester (vgl.
2.1.1) wurde in Zweihalskolben (5ml) mit RulckfluRkihler durchgefthrt. Die
gewunschte Menge der Amine wurde in 1,0 ml Methanol geldst. In Fallen, in denen
das Hydochiorid der Amine vorlag, wurde zusatzlich eine &quimolare Menge
Triethylamin zugegeben. Zu dieser Lésung wurden 50 pl des 2-[18F]Fluor-
propionsduremethylester Ansatzes in Acetonitrol pipettiert. Die Acylierungs-
reaktionen wurden 20 Minuten bei der RuckfluRtemperatur des L&sungsmittels
durchgefihrt.

3.5.4 N.c.a 18F-Fluoracylierung via 2-[18F]Fluorpropionsiureaktivestern

Nach der in 3.5.2 beschriebenen nukleophilen Substitution, wegen der
geringen Fluchtigkeit bevorzugt am 2-Brompropionsdure-9'-anthrylmethylester,
wurde der Ester mittels HPLC [semipraparative RP-18 S&ule; CH3CN / HoO (0.2%
HOAc) = 60 / 40, v/v] isoliert. Die Produktfraktion wurde aufgefangen und das
organische Ld&sungsmittel weitgehend abrotiert. Der lipophile Ester wurde
anschlieBend auf einer aktivierten Sep-Pak C-18 Kartusche (Waters, 360 mg) fixiert
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und mit 5 ml HoO gewaschen. Die Aktivitdt wurde mit 2,5 ml Diethylether in ein
zweites Reaktionsgefdl eluiert und der Ether vertrieben. Alternativ wurde die
Reinigung des 18F-fluorierten Esters durch DMAP-Derivatisierung des Vorlaufers
vorgenommen (s. Kap. 2.1.4.3). Bei dieser Variante wurde bevorzugt der rein
aliphatische n-Butylester eingesetzt.

Zur Hydrolyse des Esters wurden 250 pl Methanol und 250 pl einer
"Verseifungslosung” (10,0 mg Tetramethylammoniumhydroxid-Pentahydrat (Aldrich)
sowie 0,5 mi 45% Trimethylamin (Aldrich) in 9,5 mi HoO) zugegeben und erneut bei
geschlossenem Gefal fur 5 Minuten bei 90°C erhitzt. Im Anschluf} daran, wurde das
Wasser zusammen mit dem flichtigen Trimethylamin durch azeotrope Destillation
entfernt (3 X 1 ml Acetonitril). Der Ruckstand enthielt das Tetramethylammoniumsalz
der 2-[18F]Fiuorpropionsaure.

Zur Bildung des Aktivesters wurde eine Losung von 5 mg des gewlinschten
Aktivierungsreagenz (Bis-p-nitrophenyl- oder Bis-N-succinimidylcarbonat) in 250 ul
Acetonitril zugegeben. Bei der Herstellung von Imidazoliden wurde zunéchst 125 pl
einer Lésung von Benzoesaure (6,0 mg) in Acetonitril und danach 125 ul einer
Lésung des Carbonyldiimidazols (8,0 mg) in Acetonitril zugegeben, und erneut bei
90°C fur 5 Minuten erhitzt.

Fur einige Acylierungsexperimente (vgl. Tabelle 9) wurden 50 pl der nicht
aufgetrennten Reaktionslésung zu 1,0 ml einer 0.1 M Lésung der Amine in
Acetonitril (also hohem Uberschuss von Amin zu Aktivierungsreagenz) gegeben und
Aliquots hinsichtlich der Produktverteilung via HPLC analysiert.

Fur Experimente mit chromatographisch gereinigten [18F]Fluorpropion-
saure-p-nitrophenylestern wurde das Reaktionsgemisch Uber eine semipraparative
C-18 Saule aufgetrennt. Die Fraktion, die den 18F-p-Nitrophenylester enthielt, wurde
gesammelt, das Acetonitril unter Vakuum abdestilliert und der 18F-Aktivester in der
zurtickbleibenden sauren, wassrigen Lésung auf C-18 Sep-Pak Kartusche fixiert.
Das Restwasser auf der C-18 Kartusche wurde mit Hilfe von Stickstoff weitgehend
entfernt. SchlieRlich wurde der 18F-Aktivester mit Ether oder Dichlormethan Gber ein
System von Silicagel- und MgSO4-Trockenkartuschen eluiert.

Unmittelbar vor der Acylierung eines Amins wurde zunéachst das leicht
flichtige Lésungsmittel entfernt, und das Amins in Wasser oder organischer Lésung
(je nach Untersuchung) zugegeben.
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3.5.5 Darstellung von n.c.a. 4-[18F]fluorobenzoeséure
-N-hydroxysuccinimidylester

Die Radiosynthese dieses n.c.a 18Fluoroacylierungsreagenzes (vgl. 2.1.6.2)
beginnt mit der Herstellung von 4-[18F]Fluorobenzoesaureethylester analog der
Vorschrift von Haka et al. [27]. Die wassrige [1 8FJFluoridlésung (10-50 pl, 75-370
MBq) wurde in ein 2,5 ml Reaktionsgefal tberfuhrt, dald bereits eine Lésung von 0,5
ml trockenem Acetonitril (Merck, <0.003% H20), 5.0mg Kryptofix-222 (Merck) und 5
ul einer 1,0 M Kaliumcarbonatlésung (Merck, Suprapur) enthielt. Zu Vergleichs-
zwecken wurde alternativ mit 10 ul einer 1 M Kaliumhydrogencarbonatlésung (Merck
p.a.) oder 10 ul einer 1,0 M Tetramethylammonium-hydrogencarbonatiésung
gearbeitet. Das Wasser wurde durch azeotrope Destillation entfernt (s.0.), mit einer
Lésung von 10 mg des Aryltrimethylammoniumtriflatvorldufers in 250 pl wasser-
freiem Dimethylacetamid (Aldrich) versetzt, und bei 95°C fur 10 Minuten erhitzt.

Zur Hydrolyse des gebildeten Ethylesters wurden 0,5 ml einer 1,0 M NaOH-
Lésung zugegeben und weitere 8-10 Minuten bei 95°C erhitzt. Nach dem Ansauern
mit 0,65 ml 1 M HCI wurde die Lésung auf 2,5 ml mit Wasser verdinnt und die 4-
[18F]F|uorbenzoeséure auf einer aktivierten C-18 Sep-Pak-Kartusche (Waters, 360
mgq) fixiert. Die Kartusche wurde mit 2,0 ml 0,01 M HCI gespuilt und mittels eines
Stickstoffstromes weitgehend getrocknet. Nach der Elution der Aktivitat mit 2,5 mi
Acetonitril in ein zweites Reaktionsgefall wurden 10 pl einer 20%igen Tetrabutyl-
ammoniumhydroxidiésung (Merck) zugegeben und erneut azeotrop getrocknet.
Zuletzt wurde eine Lésung von 15 mg Bis-N-hydroxysuccinimidylcarbonat in 300 pl
Acetonitril zugegeben und erneut 5-10 Minuten bei 95°C erhitzt.

Die radiochemischen Ausbeuten wurden durch Messen der Gesamtaktivitat
vor und nach den einzelnen Reaktionsschritten sowie durch HPLC-Analysen von
Aliquots ermittelt.

3.5.6 Abtrennung von Bromvorldufern durch Quaternisierung mit

4-Dimethylaminopyridin

Nach beendeter nukleophiler Substitution, wie unter 3.5.2 beschrieben,
wurde den Anséatzen 4-Dimethylaminopyridin (20 mg / 250 ul) zugesetzt und erneut
10 Minuten bei 100°C gerthrt. Danach wurde mit 0,1 M Salzsaure verdinnt und der
18Ffluorierte Ester, der vom DMAP nicht angegriffen wird, auf einer aktivierten C-18
Sep-Pak Kartusche (Waters 360 mg) fixiert. Durch die Kartusche wurde nochmals 10
ml 0,01M Salzsaure und schlieBlich 5 ml Wasser gespult. Die 18F-Ester wurden mit
Diethylether oder einem Diethylether/Acetonitril Gemisch Uber eine nachgeschaltete
Si-60 Kartusche eluiert.
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3.5.7 N.c.a 18F-Fluoracylierung via 2-[18F]Fluorpropionséiurechlorid

Bei diesen Untersuchungen wurde bevorzugt 2-[18F]Fluorpropionséure-
butylester eingesetzt, der nach der oben beschriebenen DMAP-Derivatisierung des
Bromvoriaufers isoliert wurde. Die Elution des Butylesters erfogte mit einem
Gemisch (1/1, viv) von Ether und Acetonitril. Der erste ml des Eluates wurde
verworfen, wahrend in den folgenden 2 ml etwa 95 % der auf der C-18 Kartusche
fixierten Aktivitat eluiert wurden. Das Lésungsmittelgemisch wurde abgedampft, bis
ein Volumen von ca. 300 ul unterschritten wurde. Nach der Verseifung analog 3.5.4
wurde azeotrop getrocknet. Der Ruckstand, der das 2-[18F]Fluorpropionat enthielt,
wurde mit 250 pl einer Lésung des Dichlortriphenylphosphorans 5-10 Minuten bei
Raumtemperatur gerthrt. (Die Bildung des Saurechlorids wurde durch Pipettieren
eines Aliquots in eine Butylaminiésung und anschlieBender HPLC-Analyse des
Amids kontrolliert).

Die Acylierungen erfolgten durch Vakuumdestillation des 2-[18F]Fluor-
propionsaurechlorids zusammen mit dem L&sungsmittel in eine Kuohlfalle (-78°C;
Aceton-Trockeneis), die ein in Acetonitril geléstes Amin als Vorlage enthielt.

Alternativ. wurde das Séaurechlorid mittels Vakuum durch eine mit
Kaliumnitrophenolat geflllte Kartusche destilliert, und von dieser als 2-[18F]Fluor-
propionsaure-p-nitrophenylester mit 2 ml Dichlormethan eluiert (vgl. 2.1.6.4).
Weitere Reaktionen mit diesem Eluat wurden analog 3.5.4 durchgefuhrt.
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3.5.8 Produktionsversuche von 2-[1 8F]FIuorpropionséiure-p-nitrophenylester
(fernbediente Synthese in einer "heillen Zelle")

Abbildung 49 zeigt schematisch die Synthesemethode des 2-[18F]Fluor-
propionsaure-p-nitrophenylesters, die bei Arbeiten mit hohen Aktivitaten (> 3,7 GBq)
angewandt wurde.

Br
/S]/o\/\/
o
1) nukleophile Substitution
2) DMAP-Derivatiesierung des Vorlaufers
3) Abtrennung iiber Sep-Pak
1BF
Ao
o
4) Esterhydrolyse
5) azeotrope Trocknung
1BF
/H]/O_
o
6) Aktivierung
7) HPLC-Reinigung
8) Fixierung auf Sep-Pak-C18
8

Abbildung 49: Reaktionssequenz zur fernbedienten Darstellung von
2-[18F)Fluorpropionsaurenitrophenylester mit hoher
Radioaktivitat in einer Bleizelle
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Abbildung 51: Schema der Apparatur zur Herstellung von
N-: m_u__u_co_ﬁ_,ovmo:mmc_d::.dn:m:ﬁmmﬁmq analog

Reaktionssequenz der Abb. 50
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Die verwendete Vorrichtung stellt eine Modifikation des fur die Produktion
von [18FJFDG entwickelten Automaten dar [140]. Nach der Zyklotronbestrahlung zur
Produktion des [18F]Fluorids gelangt das 18F-Targetwasser tber eine Druckleitung
vom Target in die Synthesebox. Zunachst wird zur Ruckgewinnung des teuren,
angereicherten [180]H20 Targetwassers das [18F]Fluorid auf dem lonentauscher
(A) fixiert und anschlieRend mit Kaliumcarbonatlésung eluiert. Nach der Mischung
mit dem Anionenaktivator (Kryptofix 2.2.2) gelangt die Fluoraktivitédt in den Reaktor
(B) und unterliegt dort zunéchst einer azeotropen Trocknung. Schlief3lich wird der in
trockenem Acetonitril geléste, bromierte Vorlaufer zugegeben und 10 min bei 90°C
erhitzt. Danach erfolgt die Derivatisierung des Bromvorldufers durch Zugabe von
DMAP. Das Gemisch mit dem 18F-Butylester wird mit Salzsaure verdinnt und auf
einer Sep-Pak-C18 Kartusche (C) fixiert und schliellich uber eine Silica-Kartusche
(D) in den Reaktor (B) zurtckgespuit. Dort wird die Lésung eingedampft und der
Ester durch Zugabe einer Trimethylamin-Lésung verseift. Der Lésung wird eine Spur
Kaliumcarbonat zugesetzt, um die Bildung des Kaliumsalzes der Fluorpropionséure
zu erreichen. Das Trimethylammoniumsalz allein hétte bei dem sich anschlieRenden
Trocknungsprozess zur Folge, da sich das Salz thermisch in die jewels flachtigen
Komponenten Trimethylamin und [18F]Fluorpropionséure zersetzt und aus dem
Reaktor entweichen wirde. Zur Bildung des aktivierten p-Nitrophenylesters wird
schliefllich eine Lésung von Bis-4-nitrophenylcarbonat in Acetonitril zugesetzt. Die
Praparation des Aktivesters wird durch einen Reinigungsprozess via HPLC (E)
abgeschlossen. Das Eluat der Aktivesterfraktion wird eingeengt und schiieRlich auf
einer C-18 Sep-Pak Kartusche (F) zur weiteren Nutzung fixiert.

Ein typisches Radiochromatogramm eines Produktionsversuches ist in
Abbildung 51 gezeigt:

cPs u 3H
66.64 >
40.6|
20.6]
8. opanmbn M M A S Mot /L \M 111111 S e e ==
0.00 2.00 4.60 6.09 8.00 10.60 12.60 14.00 16.00 18.60 nin

Abbildung 51: Radiochromatogramm eines Produktionsversuches von
21 8F]Fluorpropions'a'ure—p-nitrophenylester; Chromatographie-
bedingungen: RP-18 250 X 20 mm 10 ml / min
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Die Chromatographie macht deutlich, daR nur ein sehr kleiner Teil der
Aktivitdt in Form von Nebenprodukten auftritt. Wahrend im Totvolumen nicht
umgesetztes Fluorpropionat (2,5 min) eluiert, findet sich die Hauptaktivitat des 18F-
Aktivesters bei ca. 8 Minuten Retentionszeit. Eine vergleichsweise kleine
Aktivitatsmenge findet wird noch bei 11 Minuten detektiert, wobei es sich um nicht
vollstandig verseiften Butylester handelt. Dennoch liegt der Anteil des Aktivesters
bei ca. 90 %, was die Eignung des Syntheseprozesses deutlich macht.

3.5.9 Bestimmung der spezifischen Aktivitit von 2-[18F]Fluorpropionsiure-4-
nitrophenylester

Zur  Bestimmung der  spezifischen  Aktivitat  dieses  18F-
Fluoracylierungsreagenzes wurde eine Eichkurve zur Massendetektion dieser
Verbindung via HPLC ermittelt. Dazu wurde zunéachst die optimale Wellenlange zur
Detektions durch Aufnahme eines UV-Spektrums des Esters zu 266 nm bestimmt.
Eine definierte Menge der Standardverbindung wurde auf einer Analysenwaage
abgewogen und in trockenem Acetonitril gelést. Unterschiedliche Konzentrationen
wurden durch Verdinnen mit Acetonitrii hergestellt. Schliefllich wurden die
Peakflachen des UV-Signals gegen die jeweils injizierte Masse aufgetragen.

40007

12000 +

Peakflache

0 T T B T T T T T T T T T T T 1
00 02 04 06 08 10 12 14 16

nmol

Abbildung 52: Eichgerade zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat von
241 8F]Fluorpropionséure-p-nitrophenylster
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Die Verbindung kann aufgrund der stark chromophoren Nitrogruppe im
nanomolaren Bereich leicht nachgewiesen werden kann. Zur Ermittlung der
spezifischen Aktivitdt wurden an verschiedenen Tagen hergestellte Praparationen
verwandt. Von diesen Praparaten wurde jeweils 1/30 des Gesamtvolumens
aufgetrennt und somit die zugehérige Masse des Aktivesters bestimmt. Aus den
ermittelten Peakflachen ergab sich ein Gesamtgehalt von 27+3 nmol der
Fluorverbindung in den Praparaten.

Bei einer maximal erzieiten Ausbeute von 1,7 GBq entspricht dies einer
bislang erreichten spezifischen Aktivitat von 63 MBqg / nmol (1700 Ci / mmol). Dieses
18F-F luoracylierungsreagenz erfullt somit die hohen Anforderungen zur Markierung
von Rezeptorliganden mit hoher spezifischer Aktivitat.

3.5.10 N.c.a. 18F-Fluoracylierung von Octreotid
((®)-2- 13F]fluoropropion yl-(D)phe 1)-(g-Boc-Lys5)-Octreotid

Zur 18F-Fluoracylierung wurden 0,5 mg (s-Boc-Lys®)-Octreotid, 1,0 mg 1-
Hydroxybenzotriazol und 4 pul 2,6-Di-tert.-butylpyridin zu einer Lésung von (t)-2-
[18F]FIuorpropionséure-4-nitropheny|ester in ca. 1,5 ml CHoClo gegeben. Nach dem
Abdampfen des Lésungsmittels wurde 1,0 mg 2,6-Di-tert.butyi-4-methyl-pyridin in 50
ul Acetonitril zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fur 5 Minuten bei 70°C
erhitzt. Die Ausbeute wurde mittels DC kontrolliert. Auf Si-60 Platten (Merck,
Si60F 254) und einem Chloroform/ Methanol/ 50% HOAc (7/3/1) Gemisch als mobiler
Phase wies das acylierte Produkt einen Rf von 0,95 auf (e-Boc-LysO-octreotide:
R=0,4).

(¢)-2-[18F]FIluorpropionyl-(D)phel-octreotid ([18F]SDZ 223-228)

Durch Zugabe von 50 ul eines Acetonitril / 10 M HCI Gemisches (50/50; v/v)
wurde die Boc-Schutzgruppe innerhalb von 3 min bei 20°C abgespalten. Die
Reinigung des fluoracylierten, entschitzten Peptids wurde mittels semipraparativer
HPLC und einem Gradientensystem durchgefihrt. [Eluens A: Wasser/ Acetonitril/
Phospohorséure (900/100/6; viviv), pH zu 2,9 mit Triethylamin eingestelit.; Eluens B:
Wasser/ Acetonitril (300/700; v/v); Gradient: 5-95% B in 20 Minuten, Flow: 7ml/min]

Die Produktfraktion von ca. 10 ml wurde gesammelt und die organische
Phase am Rotationsverdapmfer weitgehend entfernt. Die wéassrige Lésung wurde
durch eine Sep-Pak C-18 Kartusche (Waters, 360mg) gespult und mit 2 mi Wasser
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gewaschen. Das markierte Peptid wurde mit 5 ml Methanol eluiert. Zu Injektions-
zwecken in Mausen wurde der Alkohol entfernt, mit physiologischer Kochsalzlésung
aufgenommen und Uber 0,22 um Filter steril filtriert.

3.5.11 Allgemeine Darstellungsmethode von n.c.a 18F_Fluor-Aminen

18F-markierte Amine wurden zur Amidierung von aktivierten Carbonséuren
eingesetzt (vgl. 2.2.1).

Zu diesem Zweck wurden bromierte bzw. dansylierte, Boc-geschutzte Amine
zur nukleophilen Substitution eingesetzt (analog 3.5.2). Die Abtrennung der Markie-
rungsvorlaufer von der 18Ffluorierten Verbindung wurde entweder durch HPLC
oder durch Anwendung der DMAP-Methode (analog 3.5.6) vorgenommen. Die
anschliefende Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde durch Zusatz eines
gleichen Volumens 5,0 molarer HCI erzielt. Das Wasser und HCI wurden durch
azeotrope Destillation mit Acetonitril entfernt. Der Ruckstand enthielt das Hydro-
chlorid des 18F-Fluoramins welches dann je nach Untersuchung in Wasser oder
organischen Lésungsmitteln zur Reaktion mit aktivierten Acylverbindungen gebracht
wurde.

3.5.12 N.c.a. 18F-Fluoramidierung aktivierter Carbonszuren

Zur Optimierung der Fluoramidierung an aktivierten Carbonsauren wurde
Essigsaure-N-hydroxysuccinimidylester eingesetzt. Das 18F-Amin (s. 3.5.11) wurde
in Puffer gelést und eine Lésung des Aktivesters in DMF zugesetzt. Das Verhéltnis
von Wasser zu DMF war mindestens 10/ 1.

Bei Verwendung organischer Solventien wurden Fluoramidierungen in
Acetonitril und DMF durchgefuhrt. In solchen Fallen, z.B der Fluoramidierung von
Biotin-p-nitrophenylester (vgl. 2.2.2.1) wurde der Reaktionsiésung Triethylamin als
Hilfsbase zugesetzt.

3.5.13 Direkte n.c.a. 18F-Fluorierung des Biotin-2 -bromethylesters

Diese direkte 18F-Fluorierungsreaktion wurde analog der allgemeinen
Vorschrift in 3.5.2 durchgefuht. Die Aufarbeitung des fluorierten Produktes erfolgte

mittels HPLC (vgl Tab. 13).
Zur Aufarbeitung des Produktes fur Tierversuche wurde der organische
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Ldsungsmittelanteil der HPLC-Fraktion am Rotationsverdampfer entfernt, das
Produkt auf einer Sep-Pak C-18 Kartusche fixiert und mit 4 mi Wasser gewaschen.
Die Elution erfolgte mit 2 ml Ethanol. Fur Tierversuchszwecke wurde nach erneutem
Entfernen des Lo&sungsmittels unter Vakuum, in physiologischer Kochsalzlésung
aufgenommen und Uber 0,22 um Filter steril filtriert.
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4. Zusammenfassung

Im Rahmen der Entwicklung von Methoden zur n.c.a.18F-Fluormarkierung
von Radiopharmaka flur die Positronenemissionstomographie (PET) wurde die
tragerarme Einflhrung von Fluor-18 in Peptide und Proteine unter Erhalt ihrer
biologischen Aktivitat untersucht.

N.c.a [18F]Fluorid wurde am Babyzyklotron des Instituts fir Nuklearchemie
der KFA-Jilich erzeugt. Die Einfiihrung des [18F]Fluorids ohne Tragerzusatz wurde
zunachst unter Verwendung von Brompropionsauremethylester durchgefiihrt, da
dies in nur einem Schritt den als Acylierungsreagenz verwendbaren 2-
[18F]FIuorpropionséuremethylester liefert. Zur Evaluierung seiner Einsatz-
méglichkeiten wurde die Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute von der
Basizitat der zu markierenden Amine in Form eines Bronstedplots quantifiziert. Dies
ergab eine zu geringe Reaktivitat fur eine effiziente Markierung von a-Aminogruppen
von Peptiden oder Proteinen. Die Einsatzmdéglichkeiten dieses Reagenz bleiben
daher auf spezielle Félle der Markierung von Aminen sehr hoher Léslichkeit und
hoher Basizitat beschrankt.

Zur Darstellung reaktiverer Acylierungsreagenzien wurde daher eine
dreistufige Syntheseroute via nukleophiler Fluorierung geschutzter Carbonséauren,
anschlie3ender Schutzgruppenabspaltung und Aktivierung der freien Carbonséaure
entwickelt. Zur EinfUhrung des n.c.a [18F]Fluorids im ersten Schritt wurde die
Markierung von Bromalkylestern hinsichtlich einer Carboxyschutzgruppe optimiert.
Als gunstigste Ester erwiesen sich die wenig flichtigen Butyl- bzw.
Anthrylmethylester. Zur Optimierung ihrer Isolierung wurde die Verwendung
ionischer Abgangsgruppen untersucht. Die Einfihrung des Fluorids gelingt dabei mit
hohen Ausbeuten an Dansylestern. Als weitere Alternative wurde auch die
Quaternisierung von bromierten Markierungsvoridufern nach der 18F-Fluorierung
der Ester untersucht. Dies gelang mittels 4-Dimethylaminopyridin quantitativ. Eine
einfache Festphasenextraktionsmethode erlaubt so die Abtrennung der 18F-Fluor-
carbonséurealkylester von den Vorlaufern unter Vermeidung aufwendigerer HPLC-
Trennungen.

Die Hydrolyse der Ester unter Verwendung des flichtigen Trimethylamins
und Spuren von Tetramethylammoniumhydroxyd wurde ebenfalls optimiert. Die
Aktivierung der gebildeten 18F-Fluorcarboxylate wurde unter Bildung von Aktiv-
estern, Imidazoliden und S&urechloriden eingehend untersucht. Im Falle der kieinen
aliphatischen 18F-Fluorcarboxylate erwies sich deren quantitative Reaktion mit Bis-
4-nitrophenylcarbonat ais optimal zur Darstellung der p-Nitrophenylester. Im Hinblick
auf automatisierte Syntheseflihrungen empfahl sich auch die Darstellung dieses
Aktivesters durch Umsetzung von Nitrophenolat mit dem 18F-Saurechlorid. Dies
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fuhrte zwar zu geringeren radiochemischen Ausbeuten, erméglichte jedoch die
Darstellung des Acylierungsreagenz ganzlich ohne HPLC und mit Vorteilen bei der
Synthesedauer. Es ist auch zur 18F-Fluoracylierung von sehr schwachen Nukleo-
philen geeignet. Die direkte Umsetzung des S&urechlorids mit Aminen war jedoch
auf Grund der extrem hohen Hydrolysetendenz des n.c.a. 2-[18F]Fluorpropionséure—
chlorids weniger geeignet als die Aktivester, die deshalb als 18F-Fluoracylierungs-
reagenzien der Wahl anzusehen sind.

Die Umsetzung des n.c.a. 2-[18F]FIuopropions'a'ure-4-nitropheny|esters mit
einer Vielzahl von Aminen unterschiedlicher Basizitdt und sterischer Hinderung
zeigte die hohe Anwendungsbreite dieses Reagenz auf. In organischen Lésungs-
mitteln wie Acetonitril oder DMF konnten in den meisten Fallen anndhernd quan-
titative Umsetzungen zu Amiden erzielt werden. Bei erhéhten Temperaturen waren
sogar schwach basische Anilinderivate mit hohen Ausbeuten acylierbar.

Im Falle des aromatischen Acylierungsmittels 4-[18F]F|uorbenzoeséure-N-
hydroxysuccinimidylester konnte die in der Literatur beschriebene radiochemische
Ausbeute von 25 % durch die Anwendung der neuen Synthesemethoden auf 75 %
gesteigert werden.

Far pharmakologische Untersuchungen mit Hilfe der PET wurde das
Somatostatinanalogon Octreotid 18F-fluoracyliert. Die 18F-Fluoracylierung konnte
mit e-Boc-Lys5-Octreotid als Vorlaufer selektiv  am N-Terminus des Peptids
durchgefuhrt werden. Das entschitzte Peptid wurde mit 65 % radiochemischer
Ausbeute, bezogen auf das Acylierungsreagenz, erhalten. Bindungsstudien an
Rattencortexmembranen zeigten die die fast unverdndert hohe Affinitdt des
fluoracylierten Produktes zum Somatostatinrezeptor mit einem pKj von 8,6 + 0,2 und
eine praktisch unveréndert hohe biologische Aktivitét.

Als Alternative zur 18F-Fluoracylierung wurde auch die inverse Reaktion,
d.h. die Kopplung eines 18F-markierten Amins mit aktivierten Acylverbindungen
untersucht. Zu diesem Zweck wurde die nukleophile 18F-FIuorierung an Boc-
geschitzten Aminen durchgefuhrt. Das kleine 3-Fluorpropylamin wurde als
gunstigstes Amin ausgewahlt, da es hohe radiochemische Ausbeuten (> 90 %) bei
seiner Synthese und hohe Reaktivitdt mit acylaktiven Verbindungen vereinigt. Die
Untersuchung der pH-Abhangigkeit der Reaktion von 3-[18F]Fluorpropylamin mit
Essigsaure-N-hydroxysuccinimidylester ergab optimale Ausbeuten bei ~ pH 9. Bei
diesem pH konnten anndhernd quantitative radiochemische Ausbeuten bei sehr
niedrigen Konzentrationen des Aktivesters (ca. 0,5 mM) erzielt werden.

So konnte das Vitamin Biotin sowoh! durch 18F-FIuoracyIierung an einem
Pentylaminderviat des Biotins als auch durch 18F-Fluoramidierung von Biotin-
aktivestern markiert werden. Die radiochemischen Ausbeuten im Kopplungsschritt
konnten jeweils quantitativ gestaltet werden. Am Beispiel der direkten nukieophilen
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18F-FIuorierung von Biotin-2 -bromethylester mit radiochemischen Ausbeuten von
bis zu 70 % konnte gezeigt werden, dal® auch direkte nukleophile Substitutionen mit
18F-Fluorid an geeigneten Biotinvorlaufern méglich sind. Das untersuchte 18F.-
Fluorderivat wurde jedoch in-vivo schnell von Esterasen gespalten, so dal die 18F.
Fluoramidierung die bislang geeignetere Methode zur Darstellung von 18F-Biotin
darstellt. Komplementar zu 18F-Biotinderivaten wurde auch das Biotin bindende
Protein Avidin markiert. Das Protein konnte durch 18F-FIuorpropionyIierung in
wassriger Lésung mit ca. 50 % radiochemischer Ausbeute markiert werden. Sowohl
an 18F-fluoracyliertem Avidin als auch an 18F-fluoracyliertem oder 18F-
fluoramidiertem Biotin konnte der Erhalt der Bindungsfahigkeit affinitats-
chromatographisch validiert werden.

Durch diese neu entwickelten Markierungsmethoden wird es mdglich,
Substanzklassen wie Amine, Peptide und Proteine mit dem Positronemitter Fluor-18
zu markieren. Diese waren bislang einer effizienten Markierung nicht zuganglich.
Das Spektrum Fluor-18 markierter Radiopharmaka kann damit bedeutend erweitert
werden.
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