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Kurzzusammenfassung

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ermoglicht die in vivo Visualisierung von physiologischen
und pathologischen Prozessen auf zellularer oder molekularer Ebene und stellt damit ein wichtiges
Instrument der diagnostischen Bildgebung dar. So gehen etwa viele neurologische und onkologische
Erkrankungen mit Verdnderungen in der Expression oder Aktivitdt von bestimmten Rezeptoren,
Transportern oder Enzymen einher, welche sich im Rahmen von PET Untersuchungen darstellen und
quantifizieren lassen. Dazu werden radioaktiv markierte Sonden (Tracer) verwendet, die selektiv mit
einem molekularen Target wechselwirken und deren Verteilung sich mittels PET nicht-invasiv erfassen
lasst. Aufgrund der nahezu idealen Zerfallseigenschaften in Bezug auf Halbwertszeit und Positronen-
Energie wird zur Radiomarkierung bevorzugt auf das Radionuklid Fluor-18 zurilickgegriffen. Um es in
Biomolekile einzufiihren, konnen unterschiedliche Strategien verfolgt werden, wobei in jingster Zeit
vor allem Methoden fiir die Ubergangsmetall-vermittelte Radiofluorierung zur Markierung von
aromatischen Verbindungen an Popularitat gewonnen haben. Sie ermoglichen die einfache Einfihrung
von [*¥F]Fluorid in elektronenreiche, -arme und -neutrale Aromaten. So konnte beispielsweise mit der
Kupfer-vermittelten Radiofluorierung unter Verwendung von Alkohol als Kosolvenz die Radiosynthese
von vielen klinisch relevanten aber zuvor nur schwer zuganglichen PET-Tracern mit hoher Ausbeute

erreicht werden.

Ziel dieser Arbeit war es, mittels Alkohol-unterstitzter Cu-vermittelter Radiofluorierung ®F-markierte
PET-Tracer fir unterschiedliche molekulare Targetstrukturen herzustellen und diese in praklinischen
in vitro und in vivo Versuchen zu evaluieren. Als Targetstrukturen mit pathologischer Relevanz wurden
der Glycintransporter 1 (GlyT1), das synaptische Vesikelglykoprotein 2A (SV2A) und der A; Adenosin-
Rezeptor (A;AR) ausgewadhlt. Fur diese Targets wurden zundchst aromatische Leitstrukturen mit
entsprechend hohen Affinitdten identifiziert und diese anschlieRend mittels Kupfer-vermittelter

Radiofluorierung markiert.

Im ersten Teil der Arbeit sollte der selektive GlyT1 Inhibitor ALX5407 mit 8F markiert und hinsichtlich
seiner Eignung als PET-Tracer untersucht werden. [*¥F]JALX5407 konnte lber die Kupfer-vermittelte
Alkohol-verstarkte Radiofluorierung in einer radiochemischen Ausbeute (RCA) von 55+7% hergestellt
werden. Der experimentelle LogD;4 Wert des Tracers lag mit 2.2 im optimalen Bereich fiir eine
Penetration der Bluthirnschranke (BHS) und Stabilitatsversuche mit Blutplasma ergaben keine
Hinweise auf eine Metabolisierung fir mindestens 60 min. /n vitro Autoradiographien an
Rattenhirnschnitten zeigten zudem eine Akkumulation, die mit dem in friheren Arbeiten
beschriebenen Expressionsmuster von GlyT1 Ubereinstimmte. In in vivo PET-Experimenten in
gesunden Ratten mit [*®F]JALX5407 alleine, [®FJALX5407 und dem Pgp-Inhibitor Elacridar oder

[*8F]ALX5407 und nicht-radioaktivem ALX5407, konnte jedoch nur eine Akkumulation in peripheren



Geweben ohne Aufnahme des Tracers im Gehirn nachgewiesen werden. Bei Verwendung des
zugehoérigen Methylesters [*®F]JALX5406 als Prodrug (LogD;.4 = 2.9) zeigte sich eine hohe Hirnaufnahme,
allerdings spiegelte die beobachtete regionale Verteilung nicht das in der Literatur beschriebene und

in den Autoradiographien beobachtete GlyT1-Verteilungsmuster wider.

Im zweiten Teil der Arbeit lag der Schwerpunkt auf dem chiralen PET-Tracer [*¥F]MNI-1126, welches
das Vesikelprotein SV2A adressiert und sich daher zur Visualisierung der synaptischen Integritat eignet.
Da die Gewinnung des enantiomerenreinen Vorlaufers komplex ist, wurde in dieser Arbeit eine neue
Markierungsvorlaufersynthese unter Verwendung eines chiralen Alkohol-modifizierten Chinidin-
Derivats als Katalysator entwickelt. Dieses Verfahren lieferte den Trimethylstannyl-Vorlaufer fir die
Kupfer-vermittelte Alkohol-unterstitzte Radiofluorierung tiber 7 Stufen mit einer Gesamtausbeute
von 8% und einem Enantiomereniiberschuss (ee) von 98%. Durch diese Methode konnte auf eine
zusatzliche Enantiomerentrennung mittels chiraler HPLC verzichtet werden. Die Ubertragung der
Radiosynthese auf ein automatisiertes Synthesemodul erméglichte die Produktion von [*¥F]MNI-1126
(in RCA von 26+6%) im praparativen MaRstab, sodass auch praklinische Studien durchgefiihrt werden

konnten.

Im dritten Teil der Arbeit wurden schlieBlich radiofluorierte Partialagonisten fiir die Visualisierung der
A;AR-Rezpetordichte mittels PET hergestellt. Vier potentielle Radioliganden 2-Amino-4-(3-
[*8F]fluorphenyl)-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril ([**F]FMPD), 2-Amino-
4-(3-[*8F]fluorphenyl)-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril (iso-[**F]FMPD),
2-Amino-4-(3-(2-[*8F]fluorethoxy)-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril

([*F]FEMPD) und 2-Amino-4-(3-(2-[*®F]fluorethoxy)-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril (iso-[*®F]FEMPD) mit einstellig nanomolaren Affinititen (K= 2.6-5.8 nMm) fiir den A;AR und
idealen LogD;+-Werten (2.6-3.4) wurden dazu ausgewahlt. Die Radiotracer konnten in moderaten bis
guten RCA von 8-77% und ausreichenden molaren Aktivitdten von 3.5-61 GBg/umol (am Ende der
Synthese) iber die Kupfer-vermittelte Alkohol-unterstiitzte ([*¥F]FMPD und iso-[*®F]FMPD) oder eine
klassische Radiofluorierung ([*®FIFEMPD und iso-[*®FJFEMPD) hergestellt werden. In vitro
Autoradiographien an Rattenhirnschnitten zeigten eine relativ  homogene Verteilung des
Radioliganden Uber das gesamte Gehirn und die flir Ratten typische, verstdrkte Anreicherung im
Kleinhirn. Die spezifische Bindung wurde in Verdrangungsexperimenten mit dem A;AR-Antagonisten
DPCPX und dem A;AR-Agonisten NECA ermittelt. Die hochste spezifische Bindung (40% bei
Verdrangung mit DPCPX) wurde fiir [*®F]JFEMPD beobachtet, woraufhin dieser Radioligand mittels in
vivo PET-Messungen an einer gesunden Ratte evaluiert wurde. Dabei konnte neben einer effektiven
Penetration der BHS ein Verteilungsmuster des Tracers beobachtet werden, welches mit der

bekannten A;AR-Verteilung im Gehirn ibereinstimmt. Zudem war [*®F]JFEMPD (ber eine Stunde stabil,



so dass sich dieser neue Radioligand aus der Klasse der Partialagonisten zur Visualisierung der A;AR-

Verteilung fiir weitere Studien eignen sollte.



Abstract

Positron emission tomography (PET) enables to detect physiological and pathophysiological processes
on the cellular or molecular level. Therefore, PET has gained great importance as a diagnostic imaging
technique. Thus, a number of neurological and neoplastic disordes are associated with alterations in
the expression or activity of certain receptors, transporters or enzymes, which can be visualized and
quantified using PET imaging. This is achieved by the application of radiolabeled probes (tracers) that
selectively interact with a molecular target of interest and can be detected non-invasively based on
the emission of positrons. Owing to its favorable half-live and the low energy of emitted positrons,
fluorine-18 is one of the most attractive radionuclides for labeling of PET-tracers. A number of novel
transition metal-mediated, late-stage radiofluorination methods have enabled an easy access to 8F-
labeled aromatic systems regardless of their electronic properties. In particular, Cu-mediated
radiofluorination with alcohols as co-solvents has been shown to afford high radiochemical yields
(RCYs) of several clinically relevant PET tracers that are hardly or not accessible by conventional

methods.

The aim of the present work was to prepare ®F-labeled PET tracers for different molecular targets by
alcohol-enhanced Cu-mediated radiofluorination and to evaluate their properties by preclinical
experiments in vitro and in vivo. The molecular targets were selected based on their pathophysiological
relevance and comprised the glycine transporter 1 (GlyT1), the synaptic vesicle glycoprotein 2A (SV2A)
and the A; adenosine receptor (A1AR). Following identification of suitable high-affinity lead structures,
the corresponding precursor compounds were synthesized and subsequently radiolabeled using

copper-mediated radiofluorination.

In the first part, the potent and selective GlyT1 inhibitor ALX5407 should be labeled with F and
evaluated as a potential PET tracer for imaging of GlyT1. To this end, [*®F]JALX5407 was prepared via
Cu-mediated alcohol-enhanced radiofluorination in RCYs of 55+7%. The experimental logD;4 value of
[*8F]ALX5407 amounted to 2.2, which is in the optimal range for blood brain barrier (BBB) penetration,
and experiments in human blood plasma showed its stability up to 60 min. In addition, in vitro
autoradiography with [*®F]JALX5407 in rat brain slices revealed a distribution of the tracer consistent
with the pattern of previous studies on the expression of GlyT1 in the brain. In vivo PET imaging in
healthy rats injected with [*®F]ALX5407 alone, [*8F]ALX5407 together with the Pgp-inhibitor Elacridar
or [®F]JALX5407 together with non-radioactive ALX5407 revealed accumulation of the tracer in
peripheral tissue. However, no brain uptake was observed. When the corresponding methyl ester

[*8F]ALX5406 (logD;.4 of 2.9) was used as a pro-drug, the corresponding PET studies showed a high



brain uptake, but regional tracer distribution did neither match with the expression pattern of GlyT1

nor with the distribution of [*F]JALX5407 in autoradiographic studies.

The second part of this work focused on the chiral PET tracer [*¥F]MNI-1126, which targets SV2A and
can be used to visualize synaptic integrity. Since the existing method for synthesis and HPLC
purification of the enantiomeric radiolabeling precursor is cumbersome, an optimized synthetic
pathway based on a chiral alcohol-modified quinidine derivative as a catalyst was developed. This
approach afforded the trimethyl stannyl precursor for Cu-mediated alcohol enhanced
radiofluorination over 7 steps with an overall yield of 8% and an enantiomeric excess (ee) of 98%.
Advantageously final chiral purification by HPLC could be omitted. Transfer of the manual
radiosynthesis to an automated synthesis module allowed the production of [*¥F]MNI-1126 (RCY of

261+6%) on a preparative scale and enabled its use for preclinical studies.

Finally, in the third part of this work, radiofluorinated partial agonists for imaging of the A1AR density
via PET were prepared. To this end, four promising radioligands 2-amino-4-(3-[*¥F]fluorophenyl)-6-{[(6-
methylpyridine-2-yl)methyl]thio}pyridine-3,5-dicarbonitrile ([*F]FMPD), 2-amino-4-(3-
[28F]fluorophenyl)-6-{[(5-methylpyridine-3-yl)methyl]thio}pyridine-3,5-dicarbonitrile (iso-[*®F]FMPD),
2-amino-4-(3-(2-[*®F]fluoroethoxy)-6-{[(6-methylpyridine-2-yl)methyl]thio}pyridine-3,5-dicarbonitrile
([*®F]FEMPD) and 2-amino-4-(3-(2-[*®F]fluoroethoxy)-6-{[(5-methylpyridine-3-yl)methyl]thio}pyridine-
3,5-dicarbonitrile (iso-[*®F]FEMPD) with nanomolar affinities (K; = 2.6-5.8 nm) towards A;AR and
suitable logD;.s-values (2.6-3.4) were prepared in moderate RCYs of 8-77% and reasonable molar
activities of 3.5-61 GBg/umol (end of synthesis). For the radiosynthesis either Cu-mediated alcohol
enhanced ([*FJFMPD and iso-[*®F]FMPD) or conventional radiofluorination ([*¥F]JFEMPD and iso-
[*8F]FEMPD) was applied. In vitro autoradiography in rat brain slices revealed a relatively homogenous
brain distribution with higher accumulation in the cerebellum. Specific binding was determined by
competitive displacement experiments with the AR antagonist DPCPX and the AR agonist NECA.
Highest specific binding (40% for displacement with DPCPX) was found for [*®F]FEMPD, which was
subsequently evaluated by in vivo PET imaging in a healthy rat. This experiment showed that
[*8F]FEMPD is stable for at least one hour and displayed a binding pattern matching the binding pattern
of previous A:AR expression studies. Taken together, this F-labeled radioligand as a representative

of a partial agonist shows high potential for the visualization of the A;AR system.
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Einleitung 1

1. Einleitung

In den Lebenswissenschaften spielen nuklearmedizinische Bildgebungsverfahren eine immer
wichtigere Rolle und sind zu einem festen Bestandteil der klinischen Diagnostik und der
Arzneimittelforschung geworden. Wahrend bildgebende Verfahren wie die
Magnetresonanztomographie (MRT), die Computer-Tomographie (CT) oder Sonographie wichtige
Informationen Uber morphologische Verdanderungen im Gewebe des untersuchten Korpers liefern,
ermoglichen die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und die Einzelphotonen-Emissions-
Computer-Tomographie (SPECT; englisch: single-photon-emission-computed-tomography) durch die
Verwendung radioaktiver Sonden die Visualisierung von Stoffwechselprozessen, Protein-Protein-
Wechselwirkungen, Signal-Kaskaden und auch die Genexpression und -regulationen?. Die Idee zur
Verwendung von radioaktiven Indikatoren zum Verstandnis biologischer Prozesse wurde bereits im
Jahr 1932 von George de Hevesy entwickelt, der als Vater der Radiochemie gilt. Im Rahmen seiner
Indikator-Tracer Methode verwendete er radioaktives Blei-212, um dessen Aufnahme und Verteilung
in Pflanzen zu verfolgen?. Das Tracer-Prinzip wurde in spateren Arbeiten auf den Tierorganismus
Ubertragen und lieferte wertvolle Hinweise (iber den Phosphor-Metabolismus mit dem Radionuklid P-
323. Fir seine Arbeiten ber die Verwendung von Radioisotopen als Indikatoren in chemischen
Prozessen wurde de Hevesy im Jahre mit 1943 mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet®. Sie

stellt den Grundbaustein flir die Anwendung von Radiotracern in der modernen Nuklearmedizin dar.

In der PET werden sogenannte PET-Tracer eingesetzt. Diese radioaktiven ,Sonden” werden zum
Verfolgen von physiologischen Prozessen verwendet und sind fiir die Detektion mit einem Positronen-
emittierenden Radionuklid als signalgebendes Element ausgestattet. Ein Radiotracer zeichnet sich vor
allem durch zwei grundlegende Eigenschaften aus. Der Radiotracer ist von aulen mit geeigneten
Methoden gut detektierbar und beeinflusst den zu verfolgenden Prozess nicht durch seine
Anwesenheit (d.h. er greift nicht in die Homodostase des Organismus ein). Das Prinzip der PET basiert
dabei auf der Detektion von Photonenpaaren, die bei der Reaktion emittierter Positronen mit
Elektronen im Gewebe freigesetzt werden. Da das emittierte y-Quantenpaar in der Lage ist, Materie
zu durchdringen, kann es auch auflerhalb des untersuchten Korpers noch detektiert werden. Die Wahl
eines geeigneten PET-Tracers ermoglicht die Darstellung von Stoffwechselvorgangen,
Rezeptorexpressionen und anderen physiologischen Prozessen. Eine Mehrspeicherung des
Radiotracers oder eine Wechselwirkung des Radioliganden mit molekularen Targets hat ein
charakteristisches Anreicherungsmuster des Tracers im K&rper zur Folge. Anderungen dieser
,Normalverteilung” werden daher zur friihen Erkennung von Erkrankungen oder auch zum

Therapiemonitoring herangezogen. Haufig verwendete Target-Systeme fiir Radiotracer sind Glukose-



Einleitung 2

Analoga, Transporter-Substrate, Enzyminhibitoren, Peptide, monoklonale Antikérper und

rekombinante Proteine. Eine spezielle Kategorie von Radiotracern bilden die Rezeptor-Liganden®.

O

Tragermolekdil/
"Adressat"
+
Radionuklid
e — |

Radiopharmakon Biologisches Target
"Adresse"

Abbildung 1. Schematische Darstellung des Target—Radiotracer Prinzips

1.1 Prinzipien der Positronen-Emissions-Tomographie

PET ist ein nicht-invasives Bildgebungsverfahren. Die eingesetzten Radiotracer sind mit p*-
emittierenden Radionukliden markiert. Diese Radionuklide weisen im Vergleich zu stabilen Nukliden
eines Elements einen Protoneniiberschuss im Kern auf. Beim [*-Zerfall wird ein Proton (p) des
Atomkerns in ein Neutron (n) umgewandelt, wobei ein Positron (") und ein Elektron-Neutrino (ve)

emittiert werden.
- n+ B+ v Gleichung 1.

Das emittierte Positron, das Antiteilchen des Elektrons, wird (siehe Tabelle 1) aus dem Atomkern
ausgestoRen. Durch Wechselwirkungsprozesse mit der umgebenden Materie (beispielsweise Gewebe)
verliert es seine kinetische Energie durch unelastische StéRe mit Elektronen der Umgebung. Wenn das
Positron schlieBlich vollstandig abgebremst ist, bildet es mit einem Elektron aus der Umgebung ein
Positronium. Dieses ist instabil und zerfallt sehr schnell, wobei die Massen von Positron und Elektron
in Energie umgewandelt werden. Dieser Prozess der Rekombination eines Elektrons mit einem
Positron wird als Annihilation (,,Vernichtung”) bezeichnet. Beruhend auf dem Energieerhaltungssatz (E
= mc?) werden zwei y-Photonen mit einer Energie von jeweils 511 keV, was der Masse des Elektrons
und des Positrons entspricht, in einem Winkel von nahezu 180° emittiert>. Die Messung dieser
hochenergetischen Photonen erfolgt mit ringformig angeordneten Detektoren (z.B.
Szintillationszahlern) in einem PET-Scanner mit einer Koinzidenzschaltung. Dabei wird ein Zerfall bei
simultaner Registrierung an zwei gegenlberliegenden Detektoren als Annihilation auf einer gedachten

Geraden (englisch: line of response) detektiert. Die Erfassung zahlreicher nahezu simultaner
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Zerfallsereignisse ermdglicht durch die Uberlagerung dieser hypothetischen Koinzidenzlinien eine
genaue Bestimmung des Ortes der Annihilation und einer dreidimensionalen Rekonstruktion der
Radiotracerverteilung im Koérper. Das Auflésungsvermogen der resultierenden PET Bilder ist von
mehreren Faktoren abhangig. Wichtig ist dabei das Auflésungsvermodgen des verwendeten PET
Scanners (aktuell bis zu wenigen Millimetern)’, die Maximalenergie des emittierten Positrons und die
Materie, durch die sich das Positron im Kérper bewegt bevor es zur Annihilation kommt. In Materien
mit hoher Dichte ist die Reichweite der Positronen geringer, in weichem Gewebe wie beispielsweise
den Lungen hingegen kénnen Positronen langere Strecken zurlicklegen, ehe sie thermalisiert werden,
wodurch das Auflésungsvermaogen sinkt. Die Reihenfolge der Starke der Abbremsung in verschiedenen
Umgebungsmedien ist wie folgt: Knochen > Haut > Gehirn > Muskeln > Wasser > Lungen (daraus folgt
die maximale Positronenreichweite am Beispiel von Fluor-18: 1.17 mm < 1.96 mm < 2.08 mm <
2.08 mm < 2.16 mm < 7.20 mm) ®°. Da in PET-Messungen nicht direkt die Position des radioaktiven
Teilchens, sondern der Ort der Annihilation bestimmt wird, beeinflussen Positronen mit einer hoheren
kinetischen Energie, die eine ldangere Strecke bis zur Annihilation zurlicklegen, ebenfalls das
Auflosungsvermogen. Die detektierte Annihilationsstrahlung weist einen gréReren Abstand zum
eigentlichen Zerfallsort auf, demzufolge sind B*-Emitter mit geringen Zerfallsenergien besonders gut

geeignet®?,

@ Positronenemitter

) Stabiles Nuklid
@ Neutrino

e’ Elektron

@ Positron

Abbildung 2. Messprinzip der Positronen-Emissions-Tomographie
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1.1.1 Auswahl geeigneter PET-Nuklide

Eine Besonderheit der PET-Bildgebung ist die Moglichkeit biologische Prozesse in vivo zu visualisieren.
Die Auswahl des geeigneten Radionuklids spielt dabei eine groRe Rolle. Einige der gangigen
Radionuklide sind Elemente geringer Atommasse (zum Beispiel C, N, ®0 und ®F), die in
Biomolekiilen oder Medikamenten vorkommen und auch die ,,Generator Radioisotope” %8Ga und 82Rb.
Die Verwendung eines radiomarkierten organischen Molekiils ermoglicht es, PET-Messungen
durchzufiihren ohne biochemische Gleichgewichte zu beeinflussen. Eine Liste der am haufigsten

verwendeten Radionuklide fiir die PET ist in Tabelle 1 zusammengefasst.

11,12

Tabelle 1. Physikalische Eigenschaften der gdngigsten Standard PET Radionuklide

Radionuklid Halbwertzeit Emax B* B* Anteil Kernreaktion Max. Positronen
[min] [keV] [%] Reichweite in H,0
[mm]

e 20.4 960 99.7 “N(p, @)*'C 3.9

BN 9.97 1198 99.8 %0(p, @) *N 5.1

150 2.04 1732 99.9 15N(d,n)*>0 8.0

18F 109.8 635 96.7 2Ne(d, ) 8F 2.3

0(p,n)’F
%Ga 67.6 1899 88.9 “Ge(p,2n)*Ga 8.9

Neben den optimalen physikalischen Eigenschaften des Radionuklides wie der Halbwertszeit, der
Zerfallsart und der Zerfallsenergie ist auch die Verfligbarkeit ein wichtiges Kriterium bei der Auswahl
des Radionuklids. Allgemein werden Positronen-Emitter in einem Zyklotron durch Beschuss eines
geeigneten Target Materials mit beschleunigten Teilchen (in der Regel Protonen, Deuteronen oder 3H-
Kerne) produziert. Auf Grund der sehr kurzen Halbwertszeiten von N (10 min) und **0 (2 min),
werden diese Radioisotope lediglich fir die Beobachtung von Prozessen verwendet, die in kurzer Zeit
ablaufen. Das O-lsotop findet in Form von [*®0O]H,0, [*®0]CO, oder [*®0]C4HsOH in cerebralen
Blutfluss-Studien Anwendung'**, dhnlich limitiert ist auch die Anwendung von N in Form von

[**N]NHs als Blutflusstracer zur Messung des myokardialen Blutflusses®.
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1.1.2  Anwendung des *'C-Radionuklids in der PET

Organische Molekile, Naturstoffe und Medikamente bestehen zum grofRten Teil aus Kohlenstoff,
deshalb ist besonders das Kohlenstoff-11 ein sehr attraktives Radionuklid zur Markierung von
Verbindungen fiir die Untersuchung von biologischen Fragestellungen. Das chemische und biologische
Verhalten von C unterscheidet sich kaum vom stabilen *C. So sind Verdnderungen auf das zu
analysierende biologische System durch eine ,kiinstliche” Markierung nahezu ausgeschlossen. Die
relativ geringe Halbwertszeit von 20 min erfordert schnell durchzufiihrende Markierungsschritte, so
dass C fiir komplizierte und zeitaufwendige Synthesen ungeeignet ist. Ein Vorteil der kurzen
Halbwertszeit ist die Moglichkeit mehrere PET-Messungen innerhalb eines Tages, ohne die erlaubte
Strahlenexposition des Patienten zu Uberschreiten, durchzufiihren®®. Erzeugt wird 'C am Zyklotron
durch Protonenbeschuss eines N-14 Gastargets Uber die Kernreaktion “N(p,a)!'C. Die beiden am
hiufigsten verwendeten Markierungsvorldufer fiir C-11 markierte Verbindungen sind *CO, und *'CH,,

welche durch Anwesenheit geringer Mengen Sauerstoff oder Wasserstoff im Target gebildet werden.

["'CICH;0H McicHsl  —  ["CICH;0Tf

[carbonyl-""CJRCOOMX [""CHCN

Abbildung 3. Wichtigsten XC-Vorlaufer, synthetisiert aus [*C]CO, und [*C]CH,4 !

Die einfachste und liberwiegend eingesetzte Methode zur Einfiihrung von !C in ein organisches
Molekil ist die Methylierungsreaktion, das allgemein verwendete Alkylierungsmittel ist dabei
[*1C]CHsl. Es wird durch die Reduktion von [*C]CO, mit LiAlHs und anschlieBender Umsetzung mit
lodwasserstoffsdure'” oder durch die Reaktion von [*C]CHs; mit elementarem lod bei erhéhter
Temperatur erhalten!®1°, [11C]CH;OTf ist ein noch stirkeres Methylierungsmittel als Methyliodid und
wird daher ebenfalls hiufig in 1!C-Radiosynthesen, als Agens mit héherer Reaktivitat und Fliichtigkeit,
die mit einer Verkiirzung der Methylierungsreaktion einhergeht, eingesetzt?. Die radioaktive Gruppe
wird allgemein in einer O-, N- oder S-Alkylierung in das Molekil eingeflihrt, demnach sind die
verwendeten Vorlaufer in der Regel Alkohole, Amine oder Thiole. In Abbildung 4 sind einige haufig

eingesetzte C-Radiotracer abgebildet.
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11CH

["'C]Flumazenil "cipIB ["'C]Racloprid
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Abbildung 4. Beispiele fiir einige wichtige *C-markierte Radiotracer?!

Trotz der simplen Markierungsmethoden ist die Anwendung dieser Tracer limitiert, da auf Grund der
kurzen Halbwertszeit ein hauseigenes Zyklotron inklusive Radiochemie vorhanden sein muss, da ein
Transport der Tracer Uber ein Satelliten System in andere Einrichtungen (Kliniken, PET-Zentren,

Radiologen) nicht moglich ist.

1.1.3 Anwendung des *®F-Radionuklids in der PET

Fluor-18 ist aufgrund seiner nahezu idealen Zerfallseigenschaften und seiner umfangreichen
Markierungsmethoden das am haufigste eingesetzte PET Nuklid. In natirlich vorkommenden
organischen Molekiilen ist Fluor selten enthalten, jedoch wird es in der Arzneimittelforschung immer
haufiger eingesetzt, da die Einflihrung eines Fluor-Substituenten die Molekileigenschaften, wie z.B.
Aciditat, Lipophilie und metabolische Stabilitat positiv beeinflusst??. Die Lipophilie der Verbindung wird
durch den Fluor-Substituenten erhéht, pKs-Werte und Dipolmomente kdnnen sich ebenfalls andern.
Im Gegensatz zum Wasserstoff ist Fluor ein Wasserstoffbriicken-Akzeptor. Auf Grund dieser
Eigenschaften ist Fluor in ca. 25% aller Pharmazeutika enthalten (Stand 2014)%. Der geringe Van-der-
Waals-Radius von Fluor 1.47 A (im Vergleich Wasserstoff: 1.2 A, Sauerstoff: 1.52 A)2 erméglicht es,
Fluor in einer Verbindung formal anstelle von einer Hydroxy-Gruppe oder eines Wasserstoffs

einzufiihren, ohne eine grofle sterische Veranderung zu verursachen. Auf Grund seiner hohen
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Elektronegativitat (EN=3.98) werden sehr stabile C—F Bindungen gebildet. Die pharmakologischen
Eigenschaften eines fluorierten Molekils kdnnen sich wegen der oben dargestellten Griinde deutlich
von der nichtfluorierten Verbindung unterscheiden, genau dieser Einfluss (erhohte Lipophilie,
metabolische Stabilitit) wird in der medizinischen Chemie und auch fiir die PET ausgenutzt?*. Fiir die
PET-Bildgebung weist ®F ideale Zerfallseigenschaften auf. Die geringe PB*-Energie (635 KeV) des
emittierten Positrons ist die niedrigste unter den Standard-PET-Radionukliden und liefert die hdchste
Ortsauflésung von PET-Bildern im Vergleich zu Radionukliden mit héheren Zerfallsenergien. Fluor-18
ist ein fast reiner B*-Strahler (97%), so dass keine y-Strahlung emittiert wird, die einen stérenden Effekt
auf die Bildqualitdt hat. Die Halbwertszeit von 109.8 min erlaubt es aufwendigere, mehrstufige
Radiosynthesen durchzufiihren und Messungen von biochemischen Prozessen Uber einen langeren
Zeitraum zu beobachten. Darliber hinaus ist auch die logistische Verbreitung der synthetisierten
radiofluorierten PET-Tracer zu anderen Anwendungsorten moglich??. Viele Méglichkeiten der
Herstellung des '¥F-Radionuklid sind entwickelt worden, die wichtigsten Kernreaktionen sind in Tabelle

2 aufgefiihrt.

Tabelle 2. Herstellungsrouten fiir Fluor-18%

Kernreaktion Target Teilchen Chemische Erwartete Molare
Energie Form Ausbeute Aktivitat
[MeV] [GBq/uAh] [GBg/umol]
Ne(d, )'F Ne 14->0 [*8F]F, 0.4 0.1
(200 umol F3)
80(p,n)*eF [*80]0,, Kr 16 >3 [*8F]F> 1.0 0.6
(50 umol Fy)
80(*He, p)'F H,0 36 >0 B 2a) 0.26 ~ 50
80(p,n)*eF [*®0]H,0 16 >3 B 2a) 2.22 ~ 600

Die Herstellungsmethoden zeigen grofRe Unterschiede in ihren molaren Aktivitdten. Die molare
Aktivitat ist eine wichtige GroBe in der Radiochemie, sie gibt die Aktivitdt eines bestimmten
Radioisotops im Molekil im Verhaltnis zur Stoffmenge des Tragers oder nicht-radioaktiven Isotops im
Molekil an, ihre SI-Einheit ist GBg/umol. Die spezifische Aktivitat gibt die Aktivitit eines Radionuklids,
oder der Mischung vorhandener Radioisotope im Verhaltnis zur Masse (g) der gesamten Verbindung

an?®. Dementsprechend beschreiben diese beiden Werte die Verunreinigung des radioaktiven
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Produkts mit der stabilen (nicht-radioaktiven) isotopen Verbindung. Abhdngig von der
Produktionsmethode des F-18 kann es durch sein stabiles Isotop (F-19) verunreinigt sein. Geringe
molare Aktivitdten, die durch groRe Mengen an Trager (isotope nicht radioaktive Verunreinigung)
auftreten, kénnen die Bildgebung von manchen diagnostischen Tracern, wie Rezeptor Radioliganden
negativ beeinflussen und auch pharmakologische und toxische Effekte auf den lebenden Organismus
haben.?” In der Rezeptorbildgebung sittigen hohe Trigermengen die Bindungsstellen von Rezeptoren
geringer Dichte ab, so dass die Bindungsstellen mit der nicht-radioaktiven Verbindung belegt sind und

der PET-Tracer nicht an den Rezeptor binden kann?’.

Die einzelnen Herstellungsmethoden aus Tabelle 2 werden im Folgenden naher beschrieben,
angefangen von Fluor-18 in Form von [*¥F]F,, welches durch die Bestrahlung eines *°Ne oder 20
Gastargets erhalten wird. Jedoch wird das produzierte Fluor-18 von den Targetwanden adsorbiert. Um
esvon den Wanden abzuldsen, werden geringe Mengen elementares Fluor (F2) hinzugefiigt, woraufhin
Fluor-18 sich an das Fluorgas (Isotopenaustausch) bindet. Dieser Vorgang ist eine Moglichkeit der
Tragerung (englisch: carrier-added, c.a.). Durch den notwendigen Zusatz von Trager wird allerdings die
maximal erreichbare molare Aktivitit deutlich reduziert (0.03 — 0.4 GBg/umol)®. Die maximale
theoretisch erreichbare radiochemische Ausbeute fiir Markierungen mit [®F]F, betrigt 50%, da

statistisch immer nur maximal ein F-Atom des F,-Molekiils radioaktiv sein kann.

Die Anwendung von [*F]F, eignet sich liberwiegend fiir elektrophile Radiofluorierungen von PET-
Tracern, die auch mit einer geringen molaren Aktivitat eingesetzt werden konnen. Hierbei handelt es
sich zumeist um endogene Substrate und Verbindungen fiir die Visualisierung von metabolischen
Prozessen. Dazu gehoren beispielsweise Aminosauren, Zucker oder endogene Fettsduren, die im

Korper in groReren Mengen vorkommen.

Die Herstellung von ¥F durch Bestrahlung von natiirlichem Wasser ist eine eher selten angewendete
Methode, die iberwiegend im Kernreaktor aber auch am Zyklotron? stattfinden kann. Im Reaktor
entsteht ¥F aus einer Folgereaktion von Li(n,a)*H/*0(3H,n)*®F nur mit maximalen Ausbeuten von <

1 GBg®.

Die mit Abstand am h&ufigsten verwendete Produktionsroute von Fluor-18 lduft iber die 0O*¥(p,n)-
Kernreaktion an angereichertem ¥0-Wasser ab. Das auf diese Weise produzierte F liegt hydratisiert
vor. Man kann das '®F-Radioisotop ungetragert (englisch: no-carrier-added, n.c.a.) im Zyklotron in
hohen Ausbeuten und in sehr hohen molaren Aktivititen (bis zu 600 GBg/umol) produzieren®. Die
Herstellung von ¥F-markierten Radiopharmaka mit hohen molaren Aktivititen erfolgt ausgehend von

n.c.a. [®F]F, allgemein liegen die molaren Aktivititen im Bereich von 50 — 500 GBg/umol3t,
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1.2 Radiofluorierungsstrategien

Viele Methoden zur Einflihrung eines Fluor-Atoms in ein organisches Molekiil sind in der klassischen
organisch-praparativen Synthese beschrieben. Isotope eines Elements sind chemisch gesehen nahezu
identisch, deshalb wurden klassische Fluorierungsreaktionen auf die Radiomarkierungen mit
radioaktivem 8F (ibertragen. Die Radiofluorierungsstrategien werden allgemein in die folgenden vier

Methoden unterteilt:

= Elektrophile Substitution
=  Nukleophile Substitution
» 18f_Radiomarkierung iiber eine Aufbausynthese

= 18f_Radiomarkierung iiber prosthetische Gruppen

Die ersten beiden Methoden sind direkte Radiofluorierungsreaktionen, die beiden letzteren
bezeichnet man als indirekte Methoden, wobei das benétigte Synthon oder die prosthetische Gruppe
zuvor Uiber eine direkte Methode radiofluoriert wird. Zusatzlich kann man die Markierung mit *F in die
Bildung von C-'8F Bindungen, die durch elektrophile sowie nukleophile Substitutionsreaktionen
entstehen, und die Bildungen von ®F—Heteroatomen, die tiber nukleophile Substitutionsreaktionen

ablaufen, unterteilen.

1.2.1 Elektrophile Radiofluorierung

Die Radiofluorierung lber eine elektrophile Substitution verlduft mit [*8F]F, als Markierungsreagenz.
Jedoch bringt die Verwendung von [®F]F, aus der 2°Ne(d,o)'®F Radionuklidproduktion zwei
limitierende Nachteile mit sich. Zum einen ist durch den Tragerzusatz die molare Aktivitat gering, zum
anderen ist das Markierungsreagenz sehr reaktiv und bildet viele radiofluorierte Nebenprodukte.
Weniger reaktive und selektivere Markierungsreagenzien wurden entwickelt, wie zum Beispiel [*3F]-N-
Fluorbenzolsulfonimid®?, [*8F]Acetylhypofluorit3*34, [*8F]Xenondifluorid3>3® oder N-
[*®F]Fluorsulfonamid®’.  Die  Markierungsreagenzien werden zur Radiofluorierung von
elektronenreichen Substraten in einer direkten elektrophilen Substitution oder einer
Demetallierungsreaktion von organometallischen Verbindungen verwendet. Ein prominentes Beispiel
fur die elektrophile Radiofluorierung an einem Organo-Zinn-Vorldufer ist das 6-[*®F]Fluor-L-3,4-
dihydroxyphenylalanin (6-[*®F]Fluor-L.-DOPA) mit einer radiochemischen Ausbeute von 25%, welches

zur Bildgebung des dopaminergen Systems eingesetzt wird3,
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SnMe, 18
1. ['®FIF,
Boc—0O NHCHO > ) NH,
2. HBr
Boc—O H COOE HO H COOH

Abbildung 5. Synthese von 6-[*®F]Fluor-L-DOPA (iber die elektrophile Radiofluorierung

Um die erreichbaren molaren Aktivititen lber eine elektrophile Radiofluorierung mit [®F]F, zu
steigern, wurde die sogenannte ,post-target“-Methode entwickelt. Dazu wurde zunachst das tber die
80(p,n)*®F Kernreaktion hergestellte n.c.a. [*¥F]F mit Kryptofix®222 (K:) und Kaliumcarbonat
getrocknet und anschlieRend mit Methyliodid zu [*®F]Methylfluorid umgesetzt. Das n.c.a. [*®F]CHsF
wurde mit geringen Mengen des Gasgemisches aus Neon und Fluorgas (F») in eine Entladungskammer
geleitet. Durch elektrische Entladung (englisch: electrical discharge) entsteht [*¥F]F, in hohen molaren

Aktivitaten von bis zu 50 GBg/umol3®%,

['®FIF- F2

CHyl ——= [®FICHF ———— =  ["®FF,
Elektrische
Entladung

Abbildung 6. Herstellung von [*®F]F, nach der post-target-Methode

1.2.2 Nukleophile Radiofluorierung

Die nukleophile Radiofluorierung ist die routinemaRig am meisten eingesetzte und effizienteste
Markierungsmethode. Das uber die 20(p,n)®F Kernreaktion in angereichertem !20-Wasser
hergestellte Fluor-18 liegt zunachst solvatisiert als ®F-Anion in wéssriger Lésung (als H,0—-8F) vor. In
dieser Form ist das [*®F]Fluorid fiir eine nukleophile Reaktion unzuginglich. Um seine Nukleophilie zu
erhéhen muss zunachst die Hydrathille abgetrennt werden. Dazu wurden verschiedene Varianten
untersucht, darunter Variationen in den verwendeten Basen (Hydrogencarbonat, Oxalat), Kryptant
(Kryptofix®222 (K222), 18-Krone-6) oder den Gegenionen (K*, Rb*, Cs*, tBusN*). Ein Kryptant dient dabei
der Erfassung des Metallkations (meistens K*) und separiert es vom [*®F]Fluorid-lon. Haufig wird
K222/K2CO3 eingesetzt und formt, wie in Abbildung 7 dargestellt, einen starken Komplex mit dem
Kaliumkation und legt die ®F-Fluorid-lonen frei. Durch mehrfache azeotrope Destillation mit
Acetonitril wird das Wasser entfernt und man erhilt das sogenannte ,,nackte” *®F-Fluorid. In polaren,
nicht-protischen Ldsungsmittel wie Acetonitril (MeCN), N,N-Dimethylformamid (DMF) oder
Dimethylsulfoxid (DMSO) hat das reaktive [*F]Fluorid nukleophile Eigenschaften und kann dadurch
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aliphatische und aromatische nukleophile Substitutionsreaktionen eingehen*!. Durch Protonierung
verliert das ®F-Anion wieder sehr leicht seinen nukleophilen Charakter, deshalb werden die meisten
Reaktionen mit [*®F]Fluorid unter schwach basischen Bedingungen durchgefiihrt, um die Bildung von

[*8F]HF zu verhindern. Bevorzugt werden gering nukleophile Basen wie COs*, HCOs oder C,0%

=
Q)

53

Abbildung 7. Schematische Darstellung eines [*®F]KF/K222-Komplexes

verwendet.

Zur raumlichen Trennung der Ladungen kann auch ein groBes Kation, wie z.B. Casium (Cs*) oder

Tetraalkylammoniumsalze (EtsN* oder tBusN*), ohne einen Kryptant verwendet werden.

Ebenso werden auch Anionenaustauscher-Kartuschen verwendet, das [*®F]Fluorid wird dann auf der
Kartusche fixiert und das angereicherte Wasser kann zurlickgewonnen werden. Durch Spiilen der
Kartusche mit wasserfreiem Methanol werden Wasserreste entfernt und das reaktive ¥F kann

anschlieend mit einem geeigneten Salz eluiert werden.

1.2.2.1 Aliphatische Radiofluorierung

Aliphatische nukleophile Radiofluorierungen werden zur Einfiihrung von ¥F in eine Vielzahl von
Molekiilen nach dem Sy2-Mechanismus verwendet. Voraussetzung fir die erfolgreiche
Radiomarkierung ist die Anwesenheit einer guten Abgangsgruppe, wie der Triflat-, Tosylat-, Mesylat-,
lod- oder Bromabgangsgruppe. Zu beachten sind dabei potentielle Konkurrenzreaktionen, funktionelle
Gruppen wie Saure-, Alkohol- und Aminogruppen im Molekil mit azidenen Protonen fiihren zur
Verminderung der Nukleophilie des *F durch die Bildung von H-[*8F]. Deswegen miissen funktionelle
Gruppen zuvor durch die Wahl geeigneter Schutzgruppen geschiitzt werden. Einer der wichtigsten PET-
Tracer, die 2-[*¥F]Fluor-2-desoxy-D-glukose ([*F]FDG) wird nach diesem Schema in einer Sy2-Reaktion
hergestellt (siehe Abbildung 8). [¥F]FDG ist der am haufigsten eingesetzte Radiotracer in der

Nuklearmedizin fir die PET-Bildgebung neurologischer, kardiovaskuldarer und onkologischer
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Untersuchungen. Der geschiitzte Mannose-Triflat Vorlaufer geht im Markierungsschritt eine Inversion
der Konfiguration ein (Walden-Umkehr), die anschlieRende Entschiitzung mit Base und Reinigung Giber
ein einfaches Kartuschen-System liefert [ F]FDG in radiochemischen Ausbeuten von bis zu 70% und

molaren Aktivitidten von 300 — 500 GBg/pmol***3,

OAc OAc Hydrolyse OH
0 ["8FIKF/K 222 mit NaOH
AcO -O OAc AcO O OAc HO O OH
AcO AcO HO
18F 18F

Abbildung 8. Synthese von n.c.a. [*®F]FDG (Ac: Acetyl, NaOH: Natronlauge)

Hier wird das Glukoseanalogon [®¥F]FDG, bei dem die Hydroxylgruppe in 2-Position durch ein 8F ersetzt
wurde, durch die Transportproteine GLUT-1 in Tumor und Hirngewebe bzw. GLUT-4 in
Skelettmuskulatur und Herzmuskel aufgenommen. Mit Hilfe des Enzyms Hexokinase wird [*®F]FDG
phosphoryliert. Durch die *F-Substitution am 2-Kohlenstoff wird es im Gegensatz zur Glukose nicht
weiter verstoffwechselt und reichert sich in Form des polaren [*®F]FDG-6-Phosphat in den Zellen an®*.

Dieses Verfahren wird ,,metabolic trapping” genannt und hiufig in der PET eingesetzt®.

Radiomarkierungen mittels nukleophiler Substitutionsreaktionen werden ausschlieRlich in aprotischen
Losungsmittel durchgefiihrt, allerdings wurden in Optimierungen der Markierungsbedingungen mit
verschiedenen basischen Salzen (z.B. KHCO;, KOH, EtzNHCOs) und dem Zusatz protischer
Lésungsmittel, vor allem fiir sterisch anspruchsvolle Alkohole (z. Bsp. t-BuOH, t-Amylalkohol), ein
ausbeutesteigernder Effekt beobachtet*®*”. Sterisch anspruchsvolle Alkohole kdnnen
Wasserstoffbriicken zum 8F formen, dadurch verringert sich seine Basizitdt und Nebenreaktionen wie
Eliminierungen kénnen verhindert werden, wobei die Nukleophilie beibehalten wird*®. Die optimierten
Reaktionsbedingungen konnten in der Radiosynthese von [*®F]Fluorthymidin ([*8F]FLT) erhebliche
Ausbeutesteigerungen (von 15% auf 65%) erzielen®®. Dabei wurde die Elution des F mit
Tetrabutylammoniumhydrogencarbonat®® durchgefihrt, wobei das sehr effektive
Radiofluorierungsreagenz [®F]TBAF gebildet wurde, als protisches Ldsungsmittel wurde tert-Butanol
eingesetzt. [*F]FLT wird in der Onkologie, zur Bildgebung von Tumoren als Proliferationsmarker

genutzt.
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Abbildung 9. Synthese von [*F]FLT (DMTr: Dimethoxytrityl; ONs: Nosyl; Boc: tert-Butyloxycarbonyl)

1.2.2.2 Aromatische Radiofluorierung nach dem SyAr-Mechanismus

Eine direkte Einfllhrung von ¥F in einen Aromaten bzw. Heteroaromaten ist von groRem Interesse, da
viele biologische Substrate, Naturstoffe und Pharmazeutika aromatische Einheiten enthalten. Die
Radiofluorierung Uber eine aromatische nukleophile Substitutionsreaktionen (SxAr) erfordert eine
Aktivierung des aromatischen Systems mit einer hohen Elektronendichte. Elektronen-ziehenden
Gruppen (EZG), wie Nitro- (-NO,), Cyanid- (-CN), Carbonyl- (-C=0) oder Acetylgruppen (-COCHs) in para-
oder ortho-Position zur Abgangsgruppe (AG) verringern tber den —M-Effekt die Elektronendichte des
Aromaten und aktivieren ihn fiir eine nukleophile Substitutionsreaktion. Als Abgangsgruppen sind

Nitro- und Trimethylammoniumgruppen (-N*(CHs)s) oder Halogene gut geeignet®.

18
NG [OFIKF /K2, F
o-lp- EZG— _ —— > o-/p-EZG

AG: Abgangsgruppe (Nitro, N*(CHs)3, Hal)
EZG: Elektronen-ziehende Gruppe
(Nitro, Nitril,Acetyl, Hal)

Abbildung 10. Schematische Darstellung der SyAr-Radiofluorierung

Elektronen-ziehende Gruppen kénnen zur Aktivierung des Aromaten eingebaut werden, um eine
Radiofluorierung zu ermoglichen, im Anschluss missten diese wieder entfernt oder umgewandelt
werden. Dies flihrt zu mehrstufigen Synthesen, die in der Radiochemie wegen zeitabhangigen
Aktivitatsverlusten nicht durchfiihrbar sind. Elektronenreiche und nicht-aktivierte Aromaten kénnen
mit direkten nukleophilen Substitutionen nicht markiert werden. Daher wurde fiir elektronenneutrale
und -reiche aromatische Systeme eine alternative Synthesestrategie unter Verwendung substituierter

Diaryliodoniumsalze und Triarylsulfoniumsalzen als Vorlaufer entwickelt>>%53,
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Die nukleophile ®F-Markierung mit K;2,/K,COs eines Diaryliodoniumsalzes mit unterschiedlichen
Substituenten und Gegenionen in Acetonitril liefert ein Gemisch aus markierten Aren und dem
dazugehorigen lodaren. Die Produktverteilung ist stark von den elektronischen und sterischen
Eigenschaften der Substituenten der jeweiligen Ringe abhidngig. Bei einem unsymmetrischen
Diaryliodoniumsalz wird der elektronendrmere Ring bevorzugt von [*F]Fluorid angegriffen. Des
Weiteren hat auch die Stellung der Substituenten Einfluss auf die Produktverteilung. Vor allem
Verbindungen mit ortho-Substituenten werden bevorzugt fluoriert und erhéhen die Ausbeute, para-
Substituenten hingegen vermindern die Ausbeute in folgender Reihenfolge: Brom > Chlor > Methyl?,
Nachteil dieser Methode ist die Beglinstigung der weniger elektronenreichen Aromaten. Die
Radiofluorierung von heteroaromatischen lodoniumsalzen mit einer elektronenreichen 2-Thienyl-
Einheit ermdglicht die F-Einflihrung in den gewiinschten Aromaten. Die Thiophen-Einheit besitzt eine

hohe Elektronendichte und dirigiert daher ¥F an den Arylrest und wird selbst nicht von *¥F nukleophil

18F
+
R R’

angegriffen®.

X und/oder
+
' ["8FIKF/Kp, 18¢ | X: Cl, Br, I, TsO, ClO4, CF3S0,4
—_— R/R": H, Cl, Br, I, NO,, CH,, OCH,
R R +
R
TfO"

©\s+© ['8FIKF/K 32, "°F °F
Lo /©/ N ©/ R: H, Br, I, CHs, OCHs
R
18F
it s (OFIKF Ko @ S,  X:Br I, TsO, CF;S0;
Q/\D - . + U RH/CLBL I CHy, OCH; OCH,Cot
R

Abbildung 11. Prinzip der nukleophilen ®F-Radiomarkierung uber Diaryliodoniumsalze (oben),
Triarylsulfoniumsalze (Mitte)>® und Aryl(thienyl)iodoniumsalze (unten)®
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Die Anwendung von Aryl(thienyl)iodoniumsalzen ist Uberwiegend auf kleinere Molekiile wie
[*8F]Fluoranisol oder [*®F]Fluorphenol begrenzt, da die entsprechenden Thienyl-Verbindungen

schwierig herzustellen sind und eine zu geringe Stabilitat aufweisen.

Alternative Abgangsgruppen fiir die nukleophile aromatische Radiofluorierung von nicht-aktivierten
aromatischen Systemen wurden intensiv erforscht. Sulfoniumsalze®**®, Sulfoxide*® und hypervalente
lod-Komplexe®? erwiesen sich als praktikable Vorldufer fiir die Markierung von nicht-aktivierten und
deaktivierten Arylringen, jedoch verlauft die Synthese oft nicht regioselektiv und radiofluorierte

Nebenprodukte dhnlicher Struktur miissen miihsam abgetrennt werden.

Aryliodonium-Ylid Vorlaufer hingegen besitzen einen carbanionischen Charakter, durch die Verteilung
der Ladungsdichte, kann der nukleophile Angriff bevorzugt an dem aromatischen Ring der Arylgruppe
stattfinden®”>8, Des Weiteren sind lodoniumylide relativ stabil. Im Vergleich zu den lodoniumsalzen
haben diese Verbindungen kein Gegenion und keinen unterstiitzenden Arylrest, wodurch keine
radiofluorierten Nebenprodukte entstehen konnen. Die Entwicklung von spirozyklischen
hypervalenten lodoniumyliden ermaoglichte die regioselektive Radiofluorierung von nicht-aktivierten

(Hetero)Arenen in hohen radiochemischen Ausbeuten®%,

(0]
18 - 18
I\ o ['°F]F", TEAB F
R . R
o O/b DMF,.120 C
10 min

R: Alkyl, OCH3, OCH(CHj),, Br, NHAC,
CF3, COZCH3, NOZ, C=0Ph

Abbildung 12. Aromatische Radiofluorierung eines spirozyklischen lodoniumylid-Vorlaufers

Mit Spiroiod(lll)-basierten Vorldufern konnte ein breites Spektrum von nicht-aktivierten, sterisch
gehinderten Arenen mit verschiedenen ortho-Funktionalitdten, wie Ester, Carbamate, Halide, Amide,

Nitrogruppen, Trifluoromehtylgruppen, Ketone und Heterozyklen regioselektiv radiofluoriert werden.

Im Folgenden wurden fiir nukleophile Substitutionen mit [*F]Fluorid noch effizientere und
zeitsparendere Markierungsstrategien von Diaryliodonium- und Triarylsulfoniumsalzen und
quaterndarem Anilinium entwickelt. Ein leistungsstarkes Konzept stellt hierbei die “minimalistische

Methode” da®’. Hierbei wird BF auf eine Anionenaustauschersdule (QMA, Quaternires
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Methylammonium) fixiert und mit Methanol gewaschen, um Wasserreste zu entfernen. Das ¥F auf
der Kartusche wird anschlieBend mit einem Onium-Salz-Vorlaufer in einer alkoholischen Lésung (meist
Methanol) direkt in das Reaktionsgefal eluiert. Unter vermindertem Druck wird der Alkohol entfernt
und das eigentliche Losungsmittel (i.d.R. DMF, DMA, MeCN) fiir die Reaktion hinzugefiigt. Mit dieser
Methode kann ganzlich auf die zeitintensive azeotrope Trocknung, den Zusatz von Base und weiteren

Additiven, verzichtet werden. Somit kdnnen auch basenempfindliche Vorlaufer radiofluoriert werden.

1. Elution "8F-
CHO 2. Entfernung von MeOH CHO X: I, Br, CIO,, TfO", HCOy
X" 3.Losungsmittel, A, t AG: Me3N*, Phi*, (4-MeOHPh)I*

AG 18

Abbildung 13. Radiofluorierung nach dem ,minimalistischen” Ansatz am Beispiel von
[*®F]Fluorbenzaldehyld ([®F]FBA)

1.2.3  Ubergangsmetall-vermittelte Radiofluorierung von Aromaten

Die nukleophile aromatische Radiofluorierung von elektronenreichen Aromaten in hohen Ausbeuten
und molaren Aktivitdten erwies sich als eine grolle Herausforderung, obgleich es eine Vielzahl von
unterschiedlichen Methoden und verfligbaren unterschiedlichen Markierungsvorlaufer gibt.
SchlieRlich wurde die erste Ubergangsmetall-katalysierte Radiofluorierung fiir die Bildung einer
aromatischen C—¥F Bindungen von Lee et al. entwickelt. Als Ubergangsmetall wurde Pd eingesetzt, der
Reaktionsmechanismus verlief (ber einen Pd(ll)/(IV)-Katalyse Zyklus®?. Dazu wurde erst aus
nukleophilem 8F und einem speziell entwickelten dikationischen Pd(IV)-Komplex ein elektrophiler 8F-
Pd(IV)-Komplex als Markierungsreagenz in einer Umpolungs-dhnlichen Reaktion hergestellt. Im
zweiten Schritt folgte die Reaktion des markierten ¥F-Pd(IV)-Markierungsvorldufers mit dem
Nukleophil, einem Pd(Il)-Arylkomplex, wobei ein Elektronentransfer vom Pd(ll)Arylkomplex zum Pd(1V)
stattfand und zwei Pd(Ill)-Spezies generiert wurden. AnschlieRender Transfer von ®F und einem
weiteren Elektronentransfer lieferte einen Pd(IV)(aryl)—*8F-Komplex. Im letzten Schritt bildete sich
unter reduktiver Eliminierung der radiofluorierte Aromat (siehe Abbildung 14). Die Anwendung der
luft- und feuchtigkeitsempfindlichen Palladiumkomplexe war nur unter Schutzgasatmosphare moglich

und setzte sich daher nicht in der Praxis durch.
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Es folgte von derselben Arbeitsgruppe die Entwicklung einer einstufigen aromatischen
Radiofluorierungsmethode {iber Ni-Komplexe®®. Dabei wurde in Anwesenheit eines Oxidationsmittels
der zu markierende Aromat an ein Ni-Komplex koordiniert. Als Oxidationsmittel diente eine
hypervalente lodverbindung. Uber eine Ni(IV)-Spezies erhielt man nach reduktiver Eliminierung den
18F_markierten Aromaten. Im Gegensatz zu den Pd-Komplexen sind Ni-Komplexe stabil. Allerdings war
in dieser Synthese die Hydrolyse-Empfindlichkeit des hypervalenten lod-Oxidationsmittels ein stark
limitierender Faktor, so dass sich auch dieser Ansatz fir eine automatisierte Anwendung in der PET-

Tracerherstellung nicht durchsetzen konnte.
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Abbildung 14. Zweistufige Pd-vermittelte aromatische Radiofluorierung (oben); einstufige Ni-
vermittelte aromatische Radiofluorierung (unten)

1.2.3.1 Kupfer-vermittelte aromatische Radiofluorierung
Die mit Abstand wichtigste Ubergangsmetall-vermittelte Radiofluorierungsmethode fiir die Bildung
von aromatischen C—'8F Bindungen ist die Kupfer-vermittelte Methode®.

Ichiishi et al. veroffentlichte erstmals im Jahr 2014 die Kupfer-vermittelte Radiofluorierung von

Arylmesityliodoniumsalzen®. Mit dieser Methode konnte eine Vielzahl von radiofluorierten
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(Hetero)aromaten in hohen RCA hergestellt werden, indem als Cu-Quelle Cu(OTf), mit [*®F]KF/18-

Krone-6 in DMF bei 60 °C verwendet wurde.

BF,

[N 18 18
['°F]KF, 18-Krone-6
R > R Ichiishi et al., 2014
(MeCN)4Cu(l)OTf

Abbildung 15. Cu-vermittelte Radiofluorierung von Arylmesityliodoniumsalzen

Im von Ichiishi postulierten Reaktionsmechanismus® (siehe Abbildung 16) wird zunichst aus Cu(OTf),
die aktive Spezies, [CuF(OTf)]” oder [CuF(DMF)], gebildet. Die anschlieRende Oxidation des
Diaryliodoniumsalzes liefert ein Cu(lll)-F-Aryl Intermediat. Nach reduktiver Eliminierung Gber den =-
Komplex erhdlt man das gewinschte Fluoraren. In diesem Fall wird die oxidative Addition und die
Fluorierung von der Mesityl-Gruppe zum weniger sterisch gehinderten Aryl des lodoniumsalzes
dirigiert. Hingegen wird in einer Fluorierung ohne Cu die Addition des Fluorids durch die ortho-
Substituenten zum sterisch anspruchsvolleren Ring dirigiert’. Mit dieser Methode konnten

elektronenreiche Aromaten in hohen Ausbeuten und guter Selektivitat fluoriert werden.

cu''X,
F l

1

V Cu
F o
XnCU XCu'-F

® Mes

% A

Mesl
X = OTf oder F~

Abbildung 16. Postulierter Mechanismus des Cu”" Zyklus der Fluorierung von Aromaten von Ichiishi et

a| 66
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Auf Grund der hohen Hygroskopie des Cu(OTf),, war die Anwendung dieser Radiosynthese in der
Routineproduktion zunachst begrenzt. Dieses Problem konnte durch die Verwendung von kommerziell
erhéltlichen nicht-hygroskopischen (MeCN),CuOTf als Cu-Quelle fir die Cu-vermittelte

Radiofluorierung von Mesitylaryliodoniumsalzen gelést werden®.

Die Cu-vermittelte Radiofluorierung von Arylboronaten und Arylboronsaurepinakolester (ArylBpin)
wurde von Tredwell et al.** und Ye et al.%® (2014) beschrieben. Die Radiosynthese wurde mit einem
Arylboronsiurepinakolester-Markierungsvorldufer in Gegenwart von [*F]KF/K222 und Cu(OTf), als Cu-
Quelle durchgefihrt. In weiteren Untersuchungen wurde der positive Effekt von Pyridin als Co-Ligand
des Kupferkomplexes in der Produktbildung festgestellt. In weiteren Arbeiten wurde der an Luft stabile
Kupferkomplex Cu(OTf),(py)s eingesetzt. Die Markierungsmethode lieR sich in vielen Arbeiten mit
kleinen Aliquoten von [¥F]F effizient durchfiihren. Dazu wurde zundchst *¥F mit K,CO3/Kz2, getrocknet
und von dieser Lésung Aliquote fiir die Radiosynthese entnommen. Die Ubertragung auf eine
Eintopfsynthese mit hohen Aktivitditsmengen zeigte aber deutliche Ausbeuteverluste. So wurden bei
der 6-[*8F]JFDOPA-Synthese von Tredwell et al.% bei kleinen Ansitzen mit Aliquoten RCA von 55% und
in einem groRen Ansatz nur 12% erhalten. Dieser Effekt konnte auf die Instabilitdat der verwendeten
Kupferkomplexe (Cu(OTf);, (MeCN)Cu(OTf) und Cu(OTf)s(py)s) unter basischen Bedingungen
zuriickgefiihrt werden. Die zu groRRe Basenmenge in einer Eintopfsynthese flihrte dazu, dass die

Kupfer-vermittelte Radiofluorierung in der Praxis nicht effizient durchgefiihrt werden konnte’.

Des Weiteren wurden Arylboronsiurepinakolester® , Arylboronsduren’* und Arylstannane’? als
Markierungsvorlaufer fur die Cu-vermittelte Radiomarkierung untersucht, da sie 1) stabil und Il) auch
oft leicht zugdnglich oder gar kommerziell erhiltlich sind. Eine Vielzahl von Verbindungen und auch
einige PET-Tracer konnten mit diesen Methoden hergestellt werden. Allerdings sind diese
Markierungsvorschriften in der Umsetzung mit einigen limitierenden Faktoren behaftet. Die bendétigte
azeotrope Trocknung des [*8F]Fluorid ist zeitaufwendig, die bendétigte Base und weitere Zusitze wie

Pyridin, K222, KOTf und K,C;04 flihrten zu groRen Aktivitats- und Ausbeuteverlusten.
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Abbildung 17. Kupfer-vermittelte Radiofluorierungen von Aromaten mit n.c.a.[*®F]Fluorid

1.2.3.2 Optimierungen der Kupfer-vermittelten aromatischen Radiofluorierung nach dem
,minimalistischen” Protokoll

Fir die Synthese klinisch relevanter PET-Tracer im Routinemalistab wurden ,Up-scaling” Ansatze
durchgefihrt, jedoch wurden die verminderten Ausbeuten mit der hdheren Basenmenge erklart. Eine
Modifizierung des Syntheseprotokolls nach der minimalistischen Methode ermdglichte es 8F-
Arylverbindungen lber die Cu-vermittelte Radiofluorierung von lodoniumsalzen und
Boronsiurepinakolestern in hohen Ausbeuten herzustellen’®. Dazu wurde [*®F]F erst auf eine
Anionenaustauscher-Saule fixiert, mit Luft getrocknet und anschlieBend mit einer alkoholischen
lodoniumsalz-Vorlauferlosung eluiert. Als Cu-Quelle wurde (MeCN),Cu(OTf), eingesetzt. Der Alkohol
wurde unter vermindertem Druck entfernt und nach Zugabe des entsprechenden Lsungsmittels die
Radiofluorierung  durchgefiihrt. Diese milden Reaktionsbedingungen ermoglichten die
Radiofluorierung von aromatischen Systemen unabhangig von ihren elektronischen Eigenschaften

(elektronenneutral, -arm, -reich) in hohen Ausbeuten mit einer deutlichen Zeitersparnis.
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BF," 1. Elution des "8F-
2. Verdampfung des MeOH

% 3. (CH3CN),CuOTf 18F
00 -
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Abbildung 18. Cu-vermittelte Radiofluorierung nach dem minimalistischen Protokoll

Dieses Markierungsprotokoll konnte auf die automatisierte Radiosynthese der klinisch relevanten PET-

Tracer [**F]|DAA1106 und 4-[*¥F]FPhe mit hohen RCA und RCR iibertragen werden’.

1.2.3.3 Optimierung der Kupfer-vermittelten aromatischen Radiofluorierung nach der Alkohol-
verstdrkten Methode

Die Kupfer-vermittelte aromatische Radiofluorierung nach dem , minimalistischen“-Protokoll
ermoglichte den Zugang zu einem breiten Spektrum von markierten (Hetero)arenen. Dennoch war die
Anwendung in der Praxis, auf Grund der oft sehr komplizierten Vorlaufersynthesen und auch der
limitierenden Aufbewahrungsmoglichkeiten der Diaryliodoniumsalze begrenzt. Deswegen wurden
weitere Optimierungen fir eine effiziente Cu-vermittelte Radiofluorierung an Arylboronsauren,
Arylboronsaurepinakolestern und Arylstannanen untersucht. Ein wichtiger Aspekt des
minimalistischen Protokolls war die zeiteffiziente Herstellung von [®F]Fluorid mittels
Anionenaustauscher-Saulen, die einen Verzicht auf azeotrope Trocknung ermoglichte. Darauf
basierend wurden verschiedene Méglichkeiten der Elution des [*¥F]Fluorids getestet. Besonders der
positive Einfluss von primdren und sekundidren Alkoholen als Co-Lésungsmittel auf die
Radiofluorierung wurde intensiv untersucht”. Die Verwendung des primaren Alkohols n-Butanol (n-
BuOH) zeigte in der Radiosynthese mit Cu(OTf),(py)s als Cu-Quelle sehr hohe radiochemische Umsétze
(RCU) von 80-99% fur die Markierung elektronenreicher Aromaten, Phenole und Indole. Hierzu wurde
zunichst F auf eine Anionenaustauscherkartusche fixiert und diese anschlieBend mit wasserfreiem
Methanol gespiilt. Die Elution des ¥F von der Anionenaustauscherkartusche erfolgte dann mit einer
alkoholischen Losung aus Tetraethylammoniumbicarbonat (EtsaNHCOs) in n-BuOH direkt in das zuvor
mit einer Lésung aus Vorldufer und der Cu-Quelle in Dimethylacetamid (DMA) befiillte ReaktionsgefaR.
Hohe Umsatze wurden bei Reaktionslésungen, die aus 20-60% n-BuOH in DMA zusammengesetzt
waren, erzielt. Da auf Trocknungsschritte ganzlich verzichtet wurde, verkiirzte sich die Synthesezeit

und héhere Ausbeuten konnten erzielt werden.
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1. Elution "8F~ mit Et,;NHCO,
in n-BuOH
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DMA, 110 °C, 20 min

Abbildung 19. Cu-vermittelte aromatische Radiofluorierung nach dem minimalistischen Protokoll
(oben) und nach der Alkohol-verstarkten Methode (unten)

Dieser positive Effekt von Alkohol bei der Radiofluorierung von Boronatvorlaufern wurde mit der
Solvatisierung des [*®F]Fluorids mit Alkohol, was zu einer Verringerung der Basizitat fihren kdnnte,
begriindet. Dabei ist diese Wechselwirkung aber nicht groR genug, um die Nukleophilie des
[*8F]Fluorids zu verdndern’®. Unter Beriicksichtigung dieser Hypothese kann der Mechanismus einer
Cu-vermittelten Alkohol-verstarkten Radiofluorierung von Boronat- und Stannylvorldaufer
folgendermalen postuliert werden: im ersten Schritt wird {iber eine Anionenmetathese, gefolgt von
der Oxidation des Cu(ll) an der Luft, der Cu(lll)-Komplex gebildet und mit Pyridin- und Alkoholat-
Liganden stabilisiert’””. Danach erhalt man durch Transmetallierung F—Aryl(lll)cuprat’® mit RO~ und
Pyridin-Liganden. Im letzten Schritt wird der katalytische Zyklus beendet und man erhalt unter
reduktiver Eliminierung das gewiinschte [*¥F]ArF oder ArOR als Nebenprodukt der Ulmann Reaktion.
Zusatzlich wird angenommen, dass Alkohole den Ubergangszustand bei der B/Cu(lll)-
Transmetallierung Giber die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Wasserstoffen
des Alkohols und dem Sauerstoff des B(OH), oder Bpins stabilisieren. Dieser positive Effekt sollte in der
Radiofluorierung von B(OH),- und Bpin-Markierungsvorlaufern beobachtet werden, aber nicht bei der
Markierung von Aryltrialkylstannanen, die keine Wasserstoffbriicken bilden kdnnen. Tatsachlich
konnte dies bestatigt werden. In der Cu-vermittelten Radiosynthese mit Stannylmarkierungsvorlaufern

konnte in alkoholischem Reaktionsmedium keine erhéhte RCA beobachtet werden.
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Abbildung 20. Postulierter Reaktionsmechanismus der Cu-vermittelten Radiofluorierung von
Arylboronsaurepinakolestern, -boronsauren und -stannanen.

Diese Optimierungen ermdoglichten es ein breites Spektrum von klinisch relevanten PET-Tracern in
vollautomatisierten Modulen zuverlassig und in hohen Ausbeuten fir die klinische und praklinische
neurologische und onkologische Bildgebung in der Routineproduktion herzustellen. In Abbildung 21
sind Beispiele von klinisch relevanten PET-Tracern, die (iber eine Kupfer-vermittelte Radiofluorierung

hergestellt wurden, dargestellt.
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Abbildung 21. Verschiedene PET-Tracer, die durch Kupfer-vermittelter Radiofluorierung hergestellt
wurden®
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1.2.4 Indirekte Radiofluorierungsmethoden

In der Radiotracer-Herstellung ist es wiinschenswert die Markierung im letzten Schritt (,late-stage”)
durchzufiihren, um hohe radiochemische Ausbeuten zu erzielen und den Automatisierungsprozess zu
vereinfachen. Allerdings ist dies im Fall von komplexeren Molekiilen mit multiplen Funktionalitaten
oder von Biomolekiilen (Proteine und Peptide) haufig nicht moglich. Hier missen dann indirekte
Radiofluorierungsmethoden  eingesetzt werden. Dabei unterscheidet man  zwischen
Radiofluorierungen Uber Aufbausynthesen oder (iber prosthetische Gruppen. Bei ersterem wird
zunachst ein kleiner, bifunktionaler Baustein, auch Synthon genannt, direkt radiofluoriert und
anschlieBend durch geeignete Reaktionen, wie zum Beispiel einer N-Alkylierung, O-Alkylierung,

Amidbildung, Acylierung oder Thiolkupplung mit dem gewiinschten Zielmolekil konjugiert.

Vielseitig eingesetzte Synthons fiir die Radiofluorierung Uber eine Aufbausynthese sind 4-
[*8F]Fluorbenzaldehyd?®!, 4-[*8F]Fluoranilin®?, 4-[*%F]Fluorbrombenzol®® oder ['®F]Fluorethyltosylat®.
Ein bekanntes Beispiel einer Aufbausynthese ist die automatisierte Herstellung von [*®F]FDOPA
(Abbildung 22), welches ausgehend von einem Trimethylammoniumvorlaufer mit einer funktionellen

Aldehydgruppe (ber fiinf Stufen in einer RCA von 23% aufgebaut wird.
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Abbildung 22. Beispielreaktionen fiir die Synthons [*®F]Fluorbenzaldehyd und [*®F]Fluorethyltosylat
(oben); fuinfstufige Aufbausynthese von [*®F]JFDOPA (unten)
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Die Radiofluorierung von Proteinen, Peptiden und Oligonukleotiden erfordert besonders milde
Reaktionsbedingungen, da bei den sonst harschen Reaktionsbedingungen (hohe Temperaturen, hohe
bzw. niedrige pH-Werte und organische Reaktionsmedien) sich die Biopolymere zersetzen®. Die
Einflhrung von F-18 in ein Biomolekil kann lber eine prosthetische Gruppe erfolgen. Dabei handelt
es sich um ein Synthon, welches zuvor radiofluoriert und anschliefend Giber Kupplungsreaktionen mit
der Zielstruktur konjugiert wird. Als Amino-reaktive prosthetische Gruppe haben sich 4-
[*8F]Fluorbenzoesiure ([*®F]FBA) und N-Succinimidyl-4-[*3F]fluorbenzoat ([*®F]SFB)®® bewé&hrt. Ein
wichtiges Beispiel flir eine Thiol-reaktive prosthetische Gruppe ist das N-[6-(4-

[*8F]Fluorbenzyliden)aminooxyhexyl]maleimid ([*8F]FBAM)&7-88,
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Abbildung 23. Konjugation von verschiedenen prosthetischen Gruppen an Biopolymere

Da die Radiofluorierung eines Biomolekiils in zwei separaten Schritten verlauft, der Radiofluorierung
des Synthons und der nachfolgenden Kupplung an das Biomolekiil, kénnen auch harsche
Markierungsbedingungen bei der Herstellung des Synthons eingesetzt werden, da erst bei der

Konjugation an das Biopolymer milde Reaktionsbedingungen verwendet werden missen.
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1.3 Entwicklung von PET-Liganden flr die Neurobildgebung

Die Entwicklung von neuen PET Radiotracern fir die molekulare Bildgebung des Gehirns ist ein
multidisziplindrer Prozess, bei dem viele komplexe Schritte durchlaufen werden miussen. Der
Ausgangspunkt ist eine spezifische biomedizinische Fragestellung, die von Medizinern,
Naturwissenschaftlern oder von Pharmaunternehmen gestellt wird. Die Problemstellung ergibt sich
oft aus der Aufklarung klinischer Fragestellungen in der Diagnostik und der Behandlung von Patienten,
oder haufig auch aus der Grundlagenforschung, die prinzipiell die Funktion und Struktur des Gehirns
untersucht®®. Nach Auswahl der biomedizinischen Fragestellung, wird nach einem geeigneten
molekularen Target-Liganden System gesucht. Klassische Targets in der molekularen Neurobildgebung
umfassen Rezeptoren®®®' und Neurotransmitter-Transporter®®®3, Enzyme®® oder pathologische
Proteinstrukturen, wie Amyloid Plaques und Tau-Ablagerungen®>°®. Wichtige Kriterien sind zudem die
biochemische Funktion und die Lokalisation des Targets. Ein Ansatz um das ausgewahlte molekulare
Target gezielt mit Radiotracern zu adressieren, ist die Suche nach geeigneten potentiellen
Leitstrukturen, die mit diesem Target interagieren. Haufig dienen korpereigene Substanzen oder
etablierte Medikamente als Startpunkt bei der Auswahl der Leitstruktur. Nach der Wahl einer
geeigneten Leitstruktur, wird diese auf ihre physikalischen Eigenschaften (z. B. Loslichkeit, Lipophilie,
lonisationskonstante, Hirngangigkeit), ihre Affinitat und Selektivitat zum molekularen Target und ihre
in vitro metabolische Stabilitait untersucht. Fir potentielle Kandidaten werden dann
Radiomarkierungsmethoden entwickelt, welche die geeignete Wahl und Einflihrung des gewtlinschten
Radionuklids ins Molekiil, die Vorlaufersynthese, die Aufbereitung und Formulierung des Radiotracers

und abschlieRend die Qualitatskontrolle beinhaltet.

Neue Radioliganden werden anschlieBend umfangreich hinsichtlich ihrer Target-Bindungs-
eigenschaften und pharmakokinetischen Eigenschaften charakterisiert. Dazu werden in vitro und in
vivo Studien durchgefiihrt. Beginnend mit Bindungsassays wird die Affinitdt (Kp oder K) des neuen
Radioliganden bestimmt. Dem koénnen in vitro Studien folgen, welche auf autoradiographische
Evaluierungen des Radiotracers an Hirnschnitten zur Abbildung der erwarteten Strukturen und zur
Ermittlung der unspezifischen Bindung zum Beispiel an zerebralen Proteinen oder Fetten basieren, um
somit die Spezifitdat einer Verbindung aufzukldren. In vivo Studien werden mittels PET-Bildgebung
Ublicherweise an Nagetieren durchgefiihrt. Dazu wird die Permeabilitdt der Bluthirnschranke, die
Verteilung und die Kinetik des Tracers im Gehirn und die Bildung von Metaboliten untersucht. Wenn
eine praklinische Studie positive Ergebnisse liefert, werden weiterfiihrende Studien geplant. Der letzte
Schritt in der PET-Tracer-Entwicklung beinhaltet die Evaluierung des neuen Tracers im Menschen,

jedoch missen zuvor die Einhaltung entsprechender Regularien (z. Bsp. toxikologische Sicherheit,
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Strahlenschutz, gute Herstellungspraxis fir Arzneimittel (GMP, englisch: good manufacturing practice)

sichergestellt werden®”%8,

Biomedizinische
Anforderung

- Grundlagenforschung
- Diagnose von Erkrankungen
- ZNS Medikamententwicklung

'

Target Auswahl

- Molekulare Funktion
- Targetlokalisierung
- Targetdichte/Exprimierung

'

Identifikation der Leitstrukturl

- Endogene Substrate

- Naturstoffe

- Etablierte Phamazeutika

- Screening Verbindungs-
bibliothek

Optimierung der
Leitstruktur

- Physikochemische Eigenschaften
- Affinitat K| (|C50)

- in vitro Selektivitat K,

- unspezifisches Bindungspotential
- in vitro Metabolismusstudien

bidirektionale
Translation

Neuer Radiotrace

Klinische Anwendung

- Regulatorische Rahmenbedingungen
- Sicherheitsvorkehrungen

- GMP Anforderungen

- Humane Studien

Radiochemie

L

- Radionuklidproduktion

- Markierungsvorlaufersynthese
- Radiomarkierungsstrategie

- Radiotracer Herstellung

Praklinische Evaluierung

’

In vitro Experimente:

- Rezeptorbindungsstudien

- Messungen des Kp

- Autoradiographie

- Plasmaproteinbindung und
Stabilitat

In vivo PET Bildgebung:

- BHS Penetration

- Gehirn-Kinetik

- Spezifische Bindung zum Target
- Pharmakokinetik & Metabolismus
- Metaboliten Identifikation

Abbildung 24. Schematische Darstellung des Radioliganden-Entwicklungsprozesses®
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1.3.1 Wichtige Parameter fir die Etablierung neuer Radioliganden

Fir den Erfolg eines neuen Radioliganden zur Darstellung von molekularen Targets im Gehirn missen

viele Anforderungen erfiillt sein. Folgende Eigenschaften sollten die Kandidaten aufweisen®:

= Hohe Affinitat (iiblicherweise im nM Bereich fiir die Dissoziationskonstante Kp oder K))

= Spezifitdt und Selektivitat fur das Target

=  Gute Hirngangigkeit

= Kein Substrat fur Efflux-Transporter

= Metabolische Stabilitdt des Tracers, keine Radiometaboliten im Gehirn

= Markierbarkeit mit 'C oder '8F mit hohen molaren Aktivititen fiir die Rezeptorbildgebung

=  Geringe unspezifische Bindung

1.3.1.1 Bindungsassays

Die Bindung eines Liganden an sein molekulares Target, z. B. einen Rezeptor, kann lber verschiedene
Methoden bestimmt werden. Eine der gangigsten Methoden ist die Verwendung von Radioliganden.
Die Bindung eines Radioliganden (L) an einem bestimmten Rezeptor (R) unter
Gleichgewichtsbedingungen liefert Auskiinfte tiber die Affinitat und Selektivitit des Radioliganden®,
Dazu kénnen zwei Arten von Bindungsexperimenten durchgefiihrt werden, die direkte Bestimmung
der Ligandenbindung am Rezeptor liber Sattigungsexperimente und die indirekte Bestimmung liber

Kompetitionsexperimente.

In einem Sattigungsexperiment wird die spezifische Bindung eines Radioliganden zu seinem Rezeptor
im chemischen Gleichgewicht mit einer konstant gehaltenen Konzentration des Rezeptors (R)
(enthalten in Gewebehomogenaten, Membransuspensionen oder Gewebeschnitten) bei konstanter
Temperatur durch Inkubation mit zunehmender Radioligand-Konzentrationen (L) bestimmt. Wenn das
Bindungsgleichgewicht erreicht ist, werden verbleibende freie Liganden z.B. Giber Zentrifugation oder

Filtration vom Liganden-Rezeptor Komplex (RL) abgetrennt und letztere quantifiziert!®®,

kBindung

[R] + [L] [RL]

kDissoziation

KBindung = Geschwindigkeitskonstante Bindung

Kpissoziation = Geschwindigkeitskonstante Dissoziation Gleichung 2.
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Eckige Klammern stehen fiir molare Konzentrationen. Die Geschwindigkeit mit der, der freie Ligand

reversibel an freiem Rezeptor bindet, kann mit folgender Gleichung beschrieben werden:

Bindungsgeschwindigkeit = Kgjngung [L] [R] Gleichung 3.

Die Geschwindigkeit mit der, der Liganden-Rezeptor-Komplex dissoziiert als:

Dissoziationsgeschwindigkeit = Kpjssoziation [RL] Gleichung 4

Im Gleichgewicht sind diese beiden Geschwindigkeiten gleich, somit beschreibt der Quotient aus den
Geschwindigkeitskonstanten Kgingung ZU Kpissoziation die Dissoziationskonstante Kp. Diese ist invers
proportional zur Assoziationskonstante.

kBindung [L] X [R]

KD = =
kDissoziation [RL]

Gleichung 5.

Der Kp ist ein Mal flr die Bindungsaffinitat und fiur jedes Liganden-Rezeptorsystem charakteristisch.

Die Affinitat des Liganden steigt mit kleiner werdenden Kp-Werten!®?,

Die Bindung des Radioliganden zu seinem Target wird als spezifische Bindung bezeichnet, die Bindung
zu anderen Verbindungen des verwendeten Gewebes oder dem Assay-Medium wird als unspezifische
Bindung bezeichnet. Um fir die unspezifische Bindung zu ermitteln, sind zuséatzliche Messungen
erforderlich. Dazu wird die unspezifische Bindung allgemein in Gegenwart hoher Konzentrationen
(100-1000-facher Uberschuss im Verhiltnis zum erwarteten Kp-Wert) eines bereits charakterisierten
nicht markierten Kompetitors bestimmt. Die spezifische Bindung wird Uber die Differenz der
Totalbindung und der unspezifischen Bindung berechnet (dargestellt in Abbildung 25). Radioliganden
mit einer geringen unspezifischen Bindung zeigen ein hohes Signal-Rauschverhéltnis, welches ein

erster Hinweis auf eine mogliche Eignung als PET-Ligand ist.
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Abbildung 25. Schematische Darstellung eines Sattigungsexperiments. Rezeptor-enthaltendes
Gewebe/Homogenat wird mit verschiedenen Konzentrationen des Radioliganden, entweder in
Abwesenheit (Totalbindung) oder in Anwesenheit (unspezifische Bindung) eines Kompetitors
inkubiert. Die Konzentration von gebundenem Radioligand wird gegen die Konzentration des freien
Radioliganden aufgetragen. Die spezifische Bindung wird aus der Differenz der Totalbindung der nicht-
spezifischen Bindung berechnet®,

Die Sattigung der Rezeptorbindungsstellen (siehe Plateau der Sattigungskurve in Abbildung 21) bei
hohen Radioligandenkonzentrationen (bei L = 10 x Kp liegen 99% der Rezeptoren als Rezeptor-Ligand-
Komplex vor) bestimmt die Gesamtzahl der spezifischen Bindungsstellen Bmax (in Gleichung 6
beschrieben). Im Gleichgewicht stellt Kp (siehe Gleichung 4) die Konzentration des Liganden dar, die

50% der Bindungsstellen besetzen ([L] = Kp).

[L] X Brmax

R = 0 ko

Gleichung 6.

Bmax Wird haufig auf das im Assay vorhandene Gesamtprotein angegeben, z.B. in pmol/mg Protein.

Kompetitions-Rezeptorbindungsassays basieren auf der Kompetition zwischen einem nicht-

markierten konkurrierenden Liganden (haufig Inhibitoren) (l) und einem markierten Liganden (L) um
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die Bindung zum Rezeptor!®. Die Einfiihrung des konkurrierenden Liganden fiihrt zur Bildung von zwei
Ligand-Rezeptorkomplexen. Der Inhibitor wird dabei in Abhangigkeit zur Konzentration und zur

Affinitat des Inhibitors zum Rezeptor, einen gewissen Anteil des Radioliganden verdrangen.

[R] +[L] +[1] [RL] + [RI]

Gleichung 7.

Dabei wird die Konzentration des Rezeptors und des Radioliganden (mit bekanntem Kp fiir die
spezifische Bindungsstelle) konstant gehalten, wahrend die Konzentration des Inhibitors variiert. Aus
diesen Experimenten kann eine Inhibitionskurve erstellt werden, indem die ermittelte Konzentration
von spezifisch gebundenem Radioligand gegen die Konzentration des Kompetitors aufgetragen wird.
Daraus lasst sich der ICso-Wert bestimmten. Dieser gibt die Inhibitorkonzentration an, bei dem 50%
des gebundenen Radioliganden verdrangt werden. Der ICso-Wert steht in Verbindung zur
Inhibitionskonstante K, des Inhibitors und wird oft mittels der Cheng-Prusoff-Ndherung (8)

berechnet!0®107,

Gleichung 8.

Die Cheng-Prusoff-Gleichung ist umso zutreffender unter der Voraussetzung, dass die

Rezeptorkonzentration viel kleiner ist als Kp und K| (Bmax << Kp, K;)1’.

Liganden werden nach den Effekten, die sie an ihren entsprechenden Rezeptoren bewirken,
klassifiziert. So werden Liganden, die durch ihre Bindung eine Aktivierung des Rezeptors verursachen,
als Agonisten bezeichnet. Ein voller Agonist kann einen Rezeptor maximal aktivieren, wahrend
Partialagonisten nur eine Teilaktivierung bewirken und inverse Agonisten die Aktivitdt des Rezeptors
sogar verringern. Liganden, die an einen Rezeptor binden und so dessen Aktivierung durch einen
Agonisten verhindern, werden Antagonisten genannt. Antagonisten kdnnen nach ihrer Wirkungsweise
weiter unterteilt werden in i) kompetitive Antagonisten, welche die Substratbindungsstelle besetzen
und durch hoéhere Konzentrationen eines Agonisten entsprechend dem Massenwirkungsgesetzt
wieder vom Rezeptor verdriangt werden konnen und ii) allosterische Antagonisten, welche eine
separate Bindungsstelle besetzen und die Affinitdt des Rezeptors fiir seinen Liganden indirekt (z.B.
durch Konformationsdanderungen) reduzieren. AuRerdem kdnnen Antagonisten gemall der
Reversibilitat ihrer Bindung zum Rezeptor in reversible und irreversible Antagonisten unterteilt

werden'®,
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1.3.1.2 Bluthirnschranke und Lipophilie

Ein neu entwickelter Neuroradioligand muss neben seiner hohen Selektivitdit und Affinitdt zum
Targetprotein auch im Stande sein, dieses Target in vivo zu erreichen. Dieser Schritt stellt hdufig eine
grofRe Herausforderung dar. Die Bluthirnschranke ist eine selektiv durchldssige Barriere, die den
Austausch von Substanzen zwischen dem Zentralnervensystem und dem Blutkreislauf, kontrolliert'®,
Sie ist mit einer Vielzahl spezifischer Transporter und spezieller Kandle in der Zellmembran
ausgestattet, welche die Aufnahme von Hormonen und Nahrstoffen ins Gehirn (Influx) kontrollieren
und die Ausscheidung von Fremdkdrpern und Metaboliten aus dem Gehirn (Efflux) vermitteln®, Zu
den wichtigsten aktiven Efflux-Transportern zdhlen P-Glykoproteine (P-gp) und Multidrug-Resistance
Proteine (MRP1), die zur Klasse der ABC Transporter gehéren!!. Aktive Efflux-Transporter werden
auch in der Arzneimittelforschung intensiv untersucht, da sie den passiven Eintritt eines potentiellen
Medikaments ins Gehirn oder die Ausscheidung lber Efflux-Pumpen beeinflussen!!?. Dasselbe
Hindernis muss auch in der Entwicklung von Radioliganden, die mit Strukturen im Gehirn
wechselwirken sollen, berticksichtigt werden. Wenn der Radiotracer nicht aktiv {iber einen Carrier ins
Gehirn transportiert wird, kann er durch passiven Transport (auch als freie Diffusion bekannt) ins
Gehirn gelangen. Besonders kleine, nicht-geladene Molekiile mit geringem Molekulargewicht (< 500
Da), kleiner Querschnittsflache (< 80 A2) und wenigen Wasserstoffbriicken-Bindungen werden fiir den
passiven Transport begiinstigt!'®. Zugleich ist die Lipophilie der Substanz eine wichtige GréRe fiir die
Uberwindung der Bluthirnschranke. Das haufigste verwendete MaR fiir das Verhéltnis zwischen
Lipophilie und Hydrophilie nicht-ionisierter Molekdle ist der Logarithmus des n-Octanol/Wasser-
Verteilungskoeffizient (LogP). Der Verteilungskoeffizient bei physiologischem pH (pH = 7.4) wird als
LogD;.4 (Logarithmus des Verteilungskoeffizienten n-Octanol/Puffer) bezeichnet. Radiotracer mit einer
optimalen freien Diffusion (iber die Bluthirnschranke weisen LogD;s-Werte im Bereich zwischen 2.0—
3.5 auf'’®, Viele potentielle Radioliganden sind jedoch Substrate fiir Efflux-Transporter und werden
daher am Passieren der Bluthirnschranke gehindert. Insbesondere P-gp ist sehr stark an der
Aufrechterhaltung der BHS beteiligt und verhindert den Ubertritt von Substraten mit hoher Lipophilie,
positiver Ladung (bei pH 7.4) und vielen aromatischen Gruppen!®. Eine Méglichkeit dem
entgegenzuwirken ist die Verabreichung von P-gp-Inhibitoren. So konnte in einigen Fallen gezeigt
werden, dass durch Inhibition des P-gp — insbesondere bei Nagetieren — die Hirngangigkeit mancher

Radioliganden erhéht wird?®,
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1.4 PET-Bildgebung neurologischer Target Modelle

Die Neurobildgebung mittels PET liefert viele Erkenntnisse zum Verstandnis von Gehirnfunktionen
unter normalen Bedingungen und bei neurologischen Stérungen. Die Auswahl spezifischer
Radioliganden ermdglicht dabei genaue Einsichten in den zu untersuchenden Bereich des Gehirns.
Angewendete Radiotracer sollten eine hohe molare Aktivitat (Verhaltnis radioaktiver zu nicht-
radioaktiver Substanz) aufweisen und somit die applizierten Stoffmengen des Radiotracers gering sein,
um keinen, oder 3uBerst geringen Effekt auf das biologische System auszuiben.! Da die
Informationsiibertragung zwischen den Zellen des Zentralnervensystems (iberwiegend chemisch
durch die prasynaptische Freilassung von Neurotransmittern, tGber die Diffusion durch die Synapsen
und die Aktivierung von Rezeptoren an den postsynaptischen Zellen stattfindet, eignen sich genau
solche Systeme wie Neurorezeptoren, Neurotransmitter-Transporter oder Enzyme als Zielmodelle fiir

die Bildgebung mit geeigneten Radioliganden'®11°,

1.4.1 Der Glycintransporter 1

Der transmembrandse Transport von Neurotransmittern spielt eine fundamentale Rolle in der
Signallbertragung zwischen Neuronen. Der Transportprozess wird dabei durch verschiedene Klassen
von Transportproteinen vermittelt, welche die Konzentration der Neurotransmitter im synaptischen
Spalt regulieren. Neben intrazelluldren, vesikuldren Transportern, die die Transmitter vom Zytoplasma
in synaptischen Vesikel sequestrieren, existieren spezielle Plasmamembran Transporter, welche die
Rickaufnahme freigesetzter Neurotransmitter aus dem synaptischen Spalt in prasynaptische Neurone
vermitteln. Die intrazelluldren Transporter lassen sich in drei Subklassen unterteilen, die vesikuldren
Amintransporter, die vesikuldaren inhibitorischen Aminosauretransporter und die vesikuldren
Glutamattransporter. Die Plasmamembrantransporter kénnen in die zwei Hauptunterklassen, die
hoch-affinen Glutamat-Transporter und die Na*-Cl-gekoppelten Transporter der solute carrier 6
(SLC6)-Familie, welche die groRte Unterklasse dieser Transporter darstellt, unterteilen. Zu ihnen zahlen

die Dopamin-, 5-HT-, Norepinephrin-, y-Aminobuttersiure (GABA) - und Glycintransporter'?°,

Die hoch-affinen Glycintransporter (GlyT) in Neuronen und Gliazellen sorgen in erster Linie fir die
Terminierung glycinerger Signale durch Wiederaufnahme von synaptischem Glycin. Sie werden in zwei
Typen, Glycintransporter Typ 1 (GlyT-1a—e) und Glycintransporter Typ 2 (GlyT-2a—c) unterteilt, wobei
GlyT1 in hohen Konzentrationen im Rickenmark, Hirnstamm und Kleinhirn und in moderaten
Konzentrationen in Regionen des Vorderhirns, wie dem Kortex und Hippocampus zu finden ist. Die

Expression von GlyT2 hingegen ist auf Riickenmark, Hirnstamm und Kleinhirn begrenzt!?!. Die
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Aminosaure Glycin ist ein wichtiger Neurotransmitter der sowohl hemmende, als auch erregende
Funktionen haben kann. Nach der Ausschittung durch inhibitorische prasynaptische Nervenenden in
Rickenmark, Hirnstamm und Kleinhirn bindet Glycin an Strychnin-sensitive Glycin-Rezeptoren (GlyR),
welche dichtgepackt in der Membran postsynaptischer Neuronen lokalisiert sind. Dadurch wird der
GlyR-Anionenkanal gedffnet und Chlorid-lonen stromen ins postsynaptische Zytoplasma. Die
resultierende Hyperpolarisation hebt das Schwellenpotential fiir die neuronale Erregung und hemmt

durch das postsynaptische Neuron.

Zusatzlich zu seiner Funktion als inhibitorischer Neurotransmitter ist Glycin in die erregende, N-
Methyl-D-Aspartat Rezeptor (NMDAR)-vermittelte glutamaterge Neurotransmission im Vorderhirn
involviert. Hierbei fungiert es als einer der sogenannten Co-Agonisten, welche neben Glutamat zur
Aktivierung von NMDARs bendtigt werden®?2, Die anschlieBende Wiederaufnahme von Glycin wird im
Vorderhirn durch den stark mit NMDA-Rezeptoren Co-lokalisierten Glycintransporter GlyT1

vermittelt.'?

1.4.1.1 Der NMDA-Rezeptor

Der NMDA-Rezeptor ist ein Liganden- und spannungsgesteuerter ionotroper Glutamatrezeptor (iGIuR),
der an der erregenden Neurotransmission beteiligt ist'?*. Er spielt eine wichtige Rolle in vielen
physiologischen Prozessen, wie beispielsweise dem Lernen, der Gedachtnisfunktion, der Langzeit-
Potenzierung (englisch: long-term potentiation, LTP), der Langzeit-Depression (englisch: long-term
depression, LTD) und der synaptischen Plastizitdt'?>. Der Rezeptor weist eine heterotetramere
Anordnung bestehend aus zwei GluN1 und zwei GIuN2 Untereinheiten auf, die zusammen einen
Kationen-Kanal formen. Jede Untereinheit enthélt eine extrazelluldare Amino-terminale Doméane (ATP),
eine Liganden-bindende Doméne (LTD), eine transmembrandse Domane (TMD) und eine intrazellulare
Carboxy-terminale Doméne (CTD)!?. Neben der Bindung von prasynaptisch freigesetztem Glutamat an
die GIuN2 Untereinheit erfordert die Aktivierung von NMDARs die Bindung eines obligatorischen Co-
Agonisten (Glycin oder D-Serin) an die sogenannte Glycing-Bindungsstelle der GIuN1 Untereinheit. Da
NMDARs bei Ruhemembranpotentialen eine spannungsabhangige Blockade des lonenkanals durch
Mg?* lonen aufweisen, ist zudem eine postsynaptische Membrandepolarisation erforderlich, um den
Mg?*-induzierten Block der Kanal-Pore aufzuheben. Entsprechend kommt es nur bei gleichzeitiger
Aktivierung von pra- und post-synaptischen Neuronen zu einem NMDAR-vermittelten Calcium-
Einstrom in post-synaptische Neurone, wodurch eine Signalkaskade ausgeldst wird (siehe Abbildung
26). Diese Art der Koinzidenzdetektion durch NMDARs spielt eine wichtige Rolle flir neuronale

Plastizitatsprozesse wie LTP und LTD. Eine NMDAR Hypofunktion scheint dagegen bei verschiedenen
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127,128,129,130’ Vorzuliegen .

psychiatrischen Erkrankungen, wie beispielsweise der Schizophrenie
Pharmakologische Ansdtze zur Verstarkung der NMDAR Funktion kdnnten in diesen Fallen einen
attraktiven Therapieansatz darstellen. Die Verwendung von Glutamatrezeptor Agonisten wird jedoch
durch deren iiber nicht-NMDA Glutamatrezeptor-vermittelten Nebenwirkungen wie Ubererregung

und Exzitotoxizitat eingeschrankt.

' Glutamat

‘ Glycin oder D-Serin

Abbildung 26. Schematische Darstellung der Funktionsweise des NMDA-Rezeptors?3!

1.4.1.2 Glycintransporter-1 Inhibitoren

Einen alternativen Ansatz zur selektiven Steigerung der NMDAR Aktivitat stellt die Beeinflussung der
Glycin-Konzentration im synaptischen Spalt durch Verwendung von Glycintransporter-1 Inhibitoren
dar. Durch die ,Hemmung”“ des Transporters soll verhindert werden, dass ausgeschiittetes Glycin aus
dem synaptischen Spalt entfernt wird, wodurch die lokale Glycin-Konzentration steigt’3>133, Erste
Studien wurden mit Sarkosin (N-Methylglycin), einem schwachen aber selektiven GlyT1 Inhibitor,
durchgefiihrt.’®* Die Weiterentwicklung von potenten und selektiven GlyT1 Inhibitoren basierte
zunachst auf der Sarkosin-Struktur. Ein wichtiges Beispiel dieser Klasse ist der potente und selektive
Inhibitor N-[3-(4'-Fluorphenyl)-3-(4'-phenylphenoxy)propyl]sarkosin (NFPS), mit einer Affinitat von K,
=5 nm fir GlyT1 (Rattenhirn) und keinem Effekt auf die Aktivitat von GlyT213>13¢_ Ebenso wurde kein
messbarer Einfluss von NFPS auf die Aminosduretransporter von Prolin, Glutamat oder y-
Aminobuttersiure (GABA) beobachtet!. Ein weiterer selektiver Sarkosin-basierter GlyT1 Inhibitor ist
LY2365109, jedoch wurden fiir beide Inhibitoren Nebeneffekte, wie eine beeintrachtigte Atmung und

krampfhaftes Verhalten an Nagetieren festgestellt, welche vermutlich auf verstarkte Aktivierung von
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Strychnin-sensitiven Glycin-Rezeptoren in kaudalen Hirnregionen zuriickzufiihren sind*3%13°, Die zweite
Generation von nicht-Sarkosin-basierten GlyT1 Inhibitoren besteht aus einem breiten Spektrum
verschiedenster Strukturen, von denen sich einige schon in der klinischen Erprobungsphase
befinden*!. Die Erforschung von GlyT1 Inhibitoren hat auch die Aufmerksamkeit der
pharmazeutischen Industrie geweckt. Dennoch sind weiterhin signifikante Fortschritte zum
Verstandnis der Ablaufe im Gehirn und ihre Auswirkungen auf neuropsychiatrische Krankheitsbilder
erforderlich. Das therapeutische Potential von Verbindungen die GlyT1 adressieren, ist auBerdem
interessant fir die PET-Bildgebung, da bislang nur wenige Studien mit GlyT1 Inhibitoren durchgefiihrt

wurdent014!

1.4.2 Das synaptische Vesikelprotein 2 (SV2)

Neurotransmitter werden in kleinen Vesikeln in der Synapse konzentriert und gelagert (Abbildung 27,
(1)). Die neuronale Kommunikation wird durch die Ausschittung von Neurotransmittern von diesen
Vesikeln durch Vesikelfusion mit der Plasmamembran vermittelt. Dieser Prozess kann in vier Stufen
eingeteilt werden. Zuerst werden Neurotransmitter in die synaptischen Vesikel transportiert
(Abbildung 27, Schritt 2), anschlieBend docken diese Vesikel an die aktive Zone (docking), und bereiten
die Plasmamembran vor (,priming”) (Abbildung 27, Schritt 3). AbschlieRend wird die
Neurotransmitterausschiittung durch Ca**-abhingige Exozytose der vorbereiteten Vesikel ausgelést
(Abbildung 27, Schritt 4)*2. Nach der Vesikel Exozytose folgt die Endozytose und das Recycling
(Abbildung 27, Schritt 5)'. Durch die molekulare Charakterisierung von synaptischen Vesikel
Komponenten wurden Proteine identifiziert, die an wichtigen Aspekten der Funktionsweise von
Vesikeln, wie der Wechselwirkung mit Cytoskelettelementen und dem Docken an die aktiven Bereiche
entlang der Plasmamembran, mitwirken!*. Eines der ersten identifizierten Proteine sind die
synaptischen Vesikel Proteine 2 (SV2). Dabei handelt es sich um eine Familie von 12-Transmembranen
Glykoproteinen in den synaptischen Vesikeln neuronaler und endokriner Zellen. Unter den drei
bekannten Isoformen (SV2A, SV2B, SV2C) ist das synaptische Vesikel Glykoprotein 2A (SV2A) mit
Abstand am stirksten in allen Gehirnregionen exprimiert!*>14, SV2A ist in erregenden und
inhibitorischen Synapsen enthalten und in Regionen wie dem Hippocampus, Kleinhirn und Kortex,
sowie besonders reichlich auch in subkortikalen Bereichen, wie dem Thalamus und den Basalganglien
vorhanden?#, SV2B ist ebenfalls hirnspezifisch und teilweise in variierenden Konzentrationen mit SV2A
coexpremiert, SV2C ist die am geringsten exprimierte Isoform im Gehirn. Ihre Verteilung begrenzt sich

auf die Basalganglien und den Hirnstamm?#1%8 |n einer Studie an SV2A-defizienten Mausen wurde
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gezeigt, dass SV2A eine kritische Rolle fir die ordnungsgemaRe Funktion des Nervensystems hat. Die
Tiere erlitten an Tag 7 nach der Geburt Anfille und verstarben ca. 15 Tage nach der Geburt!*, SV2A
Proteine sind auch das molekulare Target von therapeutischen Wirkstoffen fiir die Behandlung von
Epilepsie. Das Antiepileptikum Levetiracetam (LEV) bindet zum Beispiel an die spezifische
Bindungsstelle des SV2A%151152 Eine Reduzierung der SV2A Dichte in der Zone des Anfallsausbruchs

wurde in Patienten mit Temporallappenepilepsie beobachtet!>3,

Prasynaptisches
Terminal
Synapse

Y Rezeptorprotein
Postsynaptisches O Neurotransmitter
Neuron

Abbildung 27. Schematische Darstellung der chemischen, synaptischen Transmission

1.4.2.1 SV2A spezifische PET-Bildgebung

Strukturelle Stérungen und Verdanderungen von Synapsen gehen mit vielen neurodegenerativen
Erkrankungen wie der Alzheimer Krankheit (englisch: Alzheimer’s disease; AD)*1>, Epilepsie?®®1>7,

der Parkinson’schen Krankheit (englisch: Parkinson’s disease; PD)**® und der Autismus Spektrum

159 160

Storung®® sowie psychiatrischen Krankheiten wie Depression?®® und Schizophrenie'®1%2 einher.
Traditionell basierten alle Ansatze zur Quantifizierung humaner Synapsen auf der Untersuchung von
Gehirngewebe nach einer Autopsie oder einer chirurgischen Entfernung des Gewebes. Die
Quantifizierung der Synapsendichte im Hirngewebe wurde typischerweise immunhistochemisch oder
elektronenmikroskopisch durchgefiihrt. Dabei werden in der immunhistochemischen Detektion von

synaptischen Elementen Antikorper verwendet, welche Schlisselproteine in pra- und
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postsynaptischen Neuronen, wie beispielsweise Synaptophysin (SYN) in synaptischen
Vesikelmembranen, adressieren'®®. Diese invasiven Methoden schlieRen eine friihzeitige Diagnose

oder das Monitoring von Krankheitsverldufen aus!®.

Die in vivo Quantifizierung der Synapsendichte im gesamten Gehirn mittels PET ist ein wichtiges Tool
in der Forschung, der klinischen Diagnose und der Therapiekontrolle von neurologischen und
psychiatrischen Erkrankungen. PET-Radioliganden die SV2A als Target anvisieren, haben folglich ein

grolRes Potential als Biomarker in der klinischen Anwendung.

Die Entwicklung von SV2A-spezifischen Radioliganden erfolgte zunachst ausgehend von der
molekularen Struktur des Antiepileptikums Levetiracetam, welches literaturbekannt spezifisch an
SV2A bindet. Jedoch erwies sich [*!C]Levetiracetam mit einer relativ geringen Bindungsaffinitit von K,
= 1.74 uM selbst als ungeeignet, da keine kontrastreichen PET Bilder erhalten werden konnten®,
Durch Derivatisierungen dieser Ausgangsverbindung wurden SV2A-spezifische Liganden mit
verbesserten Bindungsaffinitditen im nanomolaren Bereich und guten pharmakokinetischen und
bildgebenden Eigenschaften erzeugt. In Abbildung 28 sind die wichtigsten Kandidaten von C- und *8F-

markierten SV2A PET Tracern aufgefiihrt®e®,

["C]Levetiracetam
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Abbildung 28. Strukturen von SV2A PET-Liganden?67.168169,170,171,172
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1.4.3 Der Adenosin A; Rezeptor

In den molekularen Neurowissenschaften sind postsynaptische transmembranése Neurotransmitter-
Rezeptoren (Neurorezeptoren) eine wichtige Klasse und werden intensiv erforscht. Die
Neurorezeptoren werden in zwei Klassen unterteilt, zum einen die Liganden-gesteuerten ionotropen
Rezeptoren, die einen lonenkanal in ihrer Struktur enthalten, welcher durch die Bindung eines
Liganden ge6ffnet wird, und den G-Protein-gekoppelten metabotropen Rezeptoren (GPCR)
andererseits. Diese aktivieren nach der Bindung von Agonisten eine intrazelluldre Signalkaskade”.
Mitglieder der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sind auch die Adenosin Rezeptoren (AR), welche die
physiologischen Wirkungen des endogenen Purinnukleosids Adenosin vermitteln. Es sind vier
Untergruppen der AR bekannt (A1, Asa, Azs und As) wobei A;AR und A;,AR die am zahlreichsten
vorhandenen Subtypen darstellen'’. Der Rezeptor mit der héchsten Dichte iiber das gesamte Gehirn
verteilt ist der A;AR, von dem in Nagetieren hohe Konzentrationen im zerebralen Kortex, Kleinhirn,
Hippocampus, Striatum und Thalamus vorhanden sind*”>176, Im Menschen sind hohe A;AR-Dichten im
Hippocampus, Striatum, Thalamus und dem zerebralen Kortex zu finden, jedoch ist die Rezeptordichte
im Kleinhirn gering'’”1’8, Ebenso ist der A;AR stark in peripheren Organen, wie dem Auge, den
Nebennieren, dem Herzen und der Aorta exprimiert’®. Er ist an der Aktivierung von K*-Kanélen® und

der Inhibition von Ca?*-Kanilen'®!

beteiligt und kann somit die neuronale Aktivitdt reduzieren. Der
A2,AR hingegen ist in einigen Regionen des Gehirns, wie dem Striatum und dem Bulbus Olfactorius (bei
Nagern), besonders stark konzentriert und primar mit der Aktivierung der Adenylylcyclase verbunden,
einem molekilspaltenden Enzym, welches intrazellular den sekunddren Botenstoff cyclisches
Adenosinmonophosphat (cCAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP) bildet. Adenosin hat zwei bedeutende
Funktionen im Zentralnervensystem, es wirkt als Neuromodulator und als homdostatischer
Modulator'®2. Neuromodulatoren, auch als Co-Transmitter bezeichnet, binden an der
postsynaptischen Membran an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, wodurch Signalkaskaden ausgelost
werden. Sie beeinflussen auch die Wirkung von Neurotransmittern auf die Neuronen.
Neurotransmitter hingegen fungieren als Ubertriger von Nervenimpulsen, indem sie auf ein Signal hin
in den synaptischen Spalt freigesetzt werden. Der Neuromodulator ist in die Regulierung vieler

183,184 ;

physiologischer Prozesse, wie Schlafen und Erwachen involviert. Eine verdanderte Rezeptordichte

der A:-Adenosinrezeptoren ist korreliert mit vielen pathologischen Veranderungen des Gehirns. Zu

187 und

diesen zdhlen die Alzheimer Krankheit!®, die Parkinson’sche Krankheit'®, Schizophrenie
Epilepsy'®, folglich weist die Untersuchung der AR ein interessantes Ziel mit therapeutischem

Potential auf.

Bisher wurde eine Vielzahl von Subtyp-selektiven Liganden fir die in vitro und in vivo Analyse der AR

beschrieben. Ausgehend von Koffein, einem Xanthin-Derivat und natirlich vorkommenden
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Antagonisten fiir den A;AR, wurden viele AR Antagonisten entwickelt, welche durch strukturelle
Modifikationen im Gegensatz zu Koffein hohe Selektivitdten und Affinitdten zu A;AR und A;AAR
besitzen. Zwei wichtige Beispiele dieser Klasse von A;AR Antagonisten sind 8-Cyclopentyl-1,3-
dipropylxanthin (DPCPX)*®° und sein ®F-markiertes Analogon 8-Cyclopentyl-3-(3-[*3F]fluorpropyl)-1-
propylxanthin ([*F]CPFPX)!%. Zusétzlich zu den Xanthin-Derivaten wurden viele nicht-Xanthin-basierte

AR Antagonisten entwickelt, wie zum Beispiel das Triazol-Geriist von Preladenant®?.
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Abbildung 29. Antagonisten und Radioliganden des Adenosin A; Rezeptor

Die Entwicklung von Agonisten flr den AR basierte zunichst auf der Struktur des endogenen
Adenosins. Durch strukturelle Modifikationen an der Ribose-Einheit und dem Purin-Heterozyklus
wurden zahlreiche Agonisten mit hohen Selektivitaten und Affinitdten zu A1AR und A2AAR synthetisiert,
bekannte Beispiele sind N®-Cyclopentyladenosin (CPA)®?2 und 5'-(N-Ethylcaboxamido)adenosin
(NECA)'3. Eine Ausnahme von AR Agonisten bildet die Klasse der 2-Aminopyridin-3,5-dicarbonitril-

Derivate, welche auch hohe Subtyp-Selektivititen aufweisen¥1%,
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Abbildung 30. Agonisten fiir den Adenosin A; Rezeptor

Eine ausfiihrliche Zusammenfassung (iber die therapeutische Anwendung von AR Agonisten und

196,197

Antagonisten kann in folgenden Reviews gefunden werden.

Relevante Radiotracer fiir die Bildgebung des A;AR mittels PET sind Giberwiegend Antagonisten (siehe
Abbildung 29), die prominentesten Beispiele sind die Xanthin-Derivate [*®F]CPFPX'®® und [**C]MDPX
(und ihre Methyl- bzw. Ethyl-Derivate)'®®%°, und der nicht-Xanthin basierte Radiotracer
[*1C]FR194921%%, Vor kurzem wurde erstmals ein A;AR Agonist radiomarkiert, [**CIMMPD?%, wodurch
neben der Detektierbarkeit pathologischer Verdanderungen der A;AR Dichte, auch grundsatzliche

Informationen liber den endogenen Adenosinspiegel gewonnen werden kdnnten?022%3,

Die vielen unterschiedlichen Anwendungen von PET Radioliganden fiir die Visualisierung von

Adenosinrezeptoren in verschiedenen Krankheitsbildern lassen sich in folgender Literaturstelle

finden2%,
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2. Zielsetzung

Die Entwicklung von Radiotracern fiir die PET ist ein hochkomplexer Prozess, der von der Identifikation
geeigneter Leitstrukturen fir ein molekulares Target Uber die Auswahl eines geeigneten PET-
Radionuklids sowie die Synthese von Referenz- und Vorlauferverbindungen, bis hin zur praklinischen
und klinischen Evaluation des Tracers reicht. '8F ist aufgrund seiner giinstigen Zerfallseigenschaften
heute das meistgenutzte Radionuklid in der klinischen Diagnostik. Zudem kénnen ®F-Radiopharmaka
aufgrund der langeren Halbwertszeit von 8F im Vergleich zu C (109 vs. 20 min) Uber ein
Satellitensystem auch an Kliniken und Praxen ohne eigene Produktionsmoglichkeit ausgeliefert
werden, was ihre routinemaRige klinische Anwendung deutlich vereinfacht. Neben den
Zerfallseigenschaften haben aber in den letzten Jahren Fortschritte in der 8F-Markierungschemie dazu
beigetragen, dass 8F in der Forschung und der klinischen Diagnostik weit verbreitet ist. So hat die
Einfihrung von Ubergangsmetall-vermittelten Radiofluorierungsmethoden die Herstellung von
Radioliganden erméglicht, die vor Jahren noch schwer oder gar nicht zuganglich waren. Vor allem Cu-
vermittelte Radiofluorierungsmethoden, die in den letzten Jahren in Bezug auf ihre praktische
Anwendung stetig verbessert werden konnten, werden in der aktuellen #F-Chemie vielfiltig

eingesetzt.

Daher war das Ziel dieser Arbeit, fir bereits in der Literatur beschriebene, *C-markierte Leitstrukturen
mit Hilfe der Cu-vermittelten Radiofluorierung entsprechende ®F-Analoga herzustellen, und diese

praklinisch auf ihre Eignung als PET-Tracer zu evaluieren.

Als Leitstrukturen wurden fir die ersten beiden Tracer Verbindungen gewahlt, die bereits einen Fluor-
Substituenten im Aromaten tragen. Nach der Synthese geeigneter Markierungsvorlaufer sollte 8F tiber
die Kupfer-vermittelte Alkohol-verstarkte Radiofluorierung an den entsprechenden Positionen in die
Molekiile eingefiihrt werden, um ¥F-Radiopharmaka mit identischen chemischen und biologischen

Eigenschaften zu erhalten.
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Bei der ersten Leitstruktur handelte es sich um den GlyT1 Inhibitor ALX5407, der im Tierversuch anti-

205 ynd in einer fritheren Arbeit bereits mit 1*C markiert wurde?®. Der durch

psychotische Effekte zeigte
Alkohol-verstirkte Kupfer-vermittelte Radiofluorierung erhaltene Radioligand [*®F]ALX5407 sollte
anschlielend zundchst mittels in vitro Autoradiographien an Rattenhirnschnitten und anschlielend
mittels PET-Bildgebung im Nagermodell hinsichtlich seiner Eignung als Neurotracer charakterisiert

werden.

Im zweiten Fall sollte fiir den SV2A-selektiven Tracer [1!C]UCB-J ein F-Atom im Aromaten gegen ein 8F-
Atom ausgetauscht werden, um eine entsprechende ®F-markierte Verbindung mit den oben
genannten Vorteilen zu erhalten. Im Zuge des Vorhabens wurde jedoch durch Constantinescu et al.
mit [*F]MNI-1126 bereits ein ®F-Analogon mit guten pharmakokinetischen Eigenschaften fir die
SV2A-Bildgebung beschrieben®’. Bei diesem Tracer handelt es sich allerdings um eine
enantiomerenreine Verbindung, die durch zeitintensive HPLC-Trennung gewonnen werden muss.
Entsprechend sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine vereinfachte Synthese des chiralen
Markierungsvorldaufers im Grofmalistab entwickelt werden, die es ermoglicht auf die
Enantiomerentrennung mittels HPLC zu verzichten. AnschlieRend sollte der chirale Vorlaufer tGber die
Alkohol-unterstitzte Kupfer-vermittelte Radiofluorierung markiert und das Produkt auf seinen
Enantiomereniiberschuss hin analysiert werden. Da SV2A-selektive Tracer zur Erfassung der
synaptischen Dichte von hohem klinischem Interesse sind, sollte die Radiosynthese zudem auf ein
automatisiertes Synthesemodul Gbertragen werden, um die Eigenschaften des Radioliganden mittels

PET-Bildgebung im Nagermodell zu evaluieren.

Im dritten Teil der Arbeit sollte schlief3lich, basierend auf dem kiirzlich beschriebenen A;AR-selektiven
Tracer [M'CIMMPD?®, erstmals auch ein ®F-markierter Partialagonist fir die A:AR Bildgebung

entwickelt werden.
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Dazu sollten zunachst verschiedene fluorhaltige Referenzverbindungen synthetisiert und mittels
Bindungsassays auf ihre Affinitdt zu A;AR untersucht werden. Anschliefend sollten geeignete
Markierungsvorlaufer entwickelt und entweder Uber die Alkohol-verstarkte Kupfer-vermittelte
Radiofluorierung oder auf konventionellem Wege mit F markiert werden. Basierend auf einer ersten
biologischen Evaluierung mittels in vitro Autoradiographien an Rattenhirnschnitten sollte schlieflich

der geeignetste Kandidat ausgewahlt und schlieBlich im Nagermodell evaluiert werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1  Herstellung von [*¥F]ALX5407

(R)-N-[3-(4'-Fluorphenyl)-3-(4'-phenylphenoxy)propyl]sarkosin (ALX5407) ist ein sehr potenter und
selektiver Glycintransporter-1-Antagonist'®®, In der Vergangenheit wurde die Herstellung des C-11-
markierten ALX5407 beschrieben?®, jedoch wurden keine weiterfiihrenden biologischen Evaluationen
des Tracers veroffentlicht. Da ALX5407 bereits ein Fluor-Atom in para-Position des Phenylrings enthalt,
eignete sich dieses Molekil fiir die Einfilhrung von 8F mittels der Kupfer-vermittelten Alkohol-

verstarkten Radiofluorierung.

3.1.1 Synthese des Markierungsvorlaufers und der Referenzverbindung von [*8F]ALX5407

Fir die Kupfer-vermittelte Radiofluorierung sind Boronsdurepinakolester-Abgangsgruppen (Bpin)
besonders gut geeignet. Aus diesem Grund wurde der Bpin-Markierungsvorlaufer in 4 Stufen
ausgehend von 4'-Brom-3-chlorpropiophenon synthetisiert. Da ALX5407 eine enantiomerenreine
Verbindung ist, war es von Interesse, bereits in der ersten Stufe das gewiinschte Enantiomer
herzustellen. Dazu wurde zundchst die Keto-Gruppe Uber eine Cu(ll)-katalysierte enantioselektive

208 zum (S)-1-(4-Bromphenyl)-3-chlorpropan-1-ol 1 reduziert, als Cu-Quelle diente

Hydrosilylierung
Cu(OAC)2'H,0 und als Ligand (S)-P-Phos. Der Alkohol 1 konnte mit einer Ausbeute von 60% und einem
Enantiomereniiberschuss von 96% (ee, englisch: enantiomeric excess) hergestellt werden. Der ee
wurde Uber eine chirale HPLC bestimmt, die Peaks wurden mit der racemischen Verbindung und der

Literatur?®

verglichen. AnschliefRend wurde die 1-1'-Biphenyleinheit tiber eine Mitsunobu Reaktion in
Anwesenheit von Diisopropylazodicarboxylat (DIAD) und Triphenylphosphin im Ultraschallbad
eingefiihrt. Durch die vollstandige Inversion des chiralen Zentrums erhielt am man das gewiinschte
Enantiomer (R)-4-[1-(4-Bromphenyl)-3-chlorpropoxy]-1,1'-biphenyl 2 in 77% Ausbeute und 96% ee.
Danach folgte die Erweiterung der Propyl-Kette um die Sarkosinmethylester-Einheit tber eine N-
Alkylierung und lieferte  Methyl-(R)-N-{3-[(1,1'-biphenyl)-4-yloxy]-3-(4-bromphenyl)propyl}-N-
methylglycinat 3 mit einer Ausbeute von 55%. Schlieflich wurde die Boronsdurepinakolester-
Abgangsgruppe liber eine Pd-katalysierte Miyaura-Borylierung mit Ausbeuten von 84% eingefiihrt. Der
Markierungsvorlaufer Methyl(R)-N-{3-[(1,1'-biphenyl)-4-yloxy]-3-[4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)phenyl]propyl}-N-methylglycinat 4 konnte in einer Gesamtausbeute von 21%

hergestellt werden. Wichtig fur die folgende Radiosynthese war es, den Markierungsvorlaufer zuvor

nochmals sdulenchromatographisch tiber eine C18-Phase (RP, englisch: reversed phase) zu reinigen.
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Abbildung 31. Synthese des Markierungsvorldufers 4. Reaktionsbedingungen: a) Cu(OAc);H-0, (S)-P-
Phos, PhSiHs, Toluol, -20 °C, 48h; b) DIAD, PPh;, 1,1'-Biphenylphenol, THF, RT, 1h (Ultraschall); c)
Sarkosin-methylester, K,COs, KI, MeCN, Riickfluss, 24h; d) PdCl,(dppf), Bis(pinacolato)diboron, KOAc,
DMF, 80 °C, 4h.

Br

Die Referenzsubstanz ALX5407 Hydrochlorid wurde von Sigma-Aldrich erworben. Die Methylester-
geschiitzte Zwischenstufe ALX5406 wurde als Racemat ausgehend von 4'-Fluor-3-chlorpropiophenon

Uber 3 Stufen nach der Literatur?® in einer Gesamtausbeute von 47% synthetisiert.
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Abbildung 32. Synthese der geschiitzten Referenzsubstanz ALX5406. Reaktionsbedingungen: a) NaBHa,
MeOH, 0 °C, 1h; b) DIAD, PPhs, 1,1'-Biphenylphenol, THF, RT, 1h, Ultraschall; c) Sarkosin-methylester,
K,COs, KI, MeCN, Riickfluss, 24h.
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3.1.2 Radiosynthese von [*®F]ALX5407

Der Markierungsvorlaufer 4 wurde nach der Anleitung der Kupfer-vermittelten Alkohol-unterstiitzen
Radiofluorierung®® umgesetzt. Dazu wurde [*¥F]Fluorid, welches tiber die ®0(p,n)*®F Kernreaktion
durch Beschuss von angereichertem [®0]Wasser erzeugt wurde, auf eine Anionen-Austauscher
Kartusche (QMA) fixiert. Die Kartusche wurde dann mit Methanol gespillt um Wasserreste zu
eliminieren und mit Luft getrocknet um Methanol Reste zu entfernen. Wahrenddessen wurde
Vorladufer 4 (30 umol) und der Kupfermodulator Cu(OTf)2(py)s (30 umol) geldst in Dimethylacetamid
(DMA) im ReaktionsgefiB vorgelegt. Das ,nackte” [*®¥F]FF wurde mit einer Ldsung von
Tetraethylammoniumhydrogencarbonat (Et4yNHCOs) (5.2 umol) in n-Butanol (nBuOH) ins befillte V-
Vial eluiert. Die Elutionsraten waren dabei nahezu quantitativ (> 99%). Die Radiosynthese wurde bei
110 °C flr 10 min durchgefihrt. AnschlieRend wurde ein Aliquot aus der Rektionsldsung entnommen,
mit Wasser verdiinnt und auf den Radiochemischen Umsatz (RCU) der Zwischenstufe [*8F]7 mittels
HPLC untersucht. Die Methylester-Schutzgruppe wurde dann durch Zugabe von Natronlauge (NaOH)
verseift. Bevor die Reaktionslosung auf die semi-praparative HPLC appliziert werden konnte, wurde sie
mit Salzsdure neutralisiert, wobei ein Feststoff ausfiel. Durch die Zugabe geringer Mengen Wasser

wurde schlief3lich eine klare, applizierbare Reaktionslosung bereitgestellt.
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Abbildung 33. Radiosynthese von [*¥F]ALX5407. Reaktionsbedingungen: a) Elution des F mit
EtsNHCOs in nBuOH, Cu(OTf)2(py)s, DMA, 110 °C, 10 min; b) 6 N NaOH, 110 °C, 10 min.

[*8F]ALX5407 konnte in hohen radiochemischen Ausbeuten (RCA) von 55+7% und hoher
radiochemischer Reinheit (RCR) > 99% isoliert werden. Die Identifizierung des Produkts wurde durch
Co-Injektion mit der Referenzsubstanz bestimmt. HPLC-Chromatogramme sind unter dem Kapitel 4

(Experimental Teil) zu finden.

Der Einfluss der Liganden des Kupfer-Komplexes wurde untersucht, indem zwei weitere Kupfer-

Komplexe, Cu(OTf),(4-phenylpyridin)s und Cu(OTf),(imidazo-[1,2-b]pyradizin), fiir die Radiosynthese
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eingesetzt wurden. Die Reaktionsbedingungen wurden fir die Testsynthesen halbiert (15 umol
Vorlaufer, 15 umol Cu-Komplex, 2.5 pmol EtsNHCOs), das Reaktionsvolumen wurde beibehalten. Der
Austausch der Liganden fiihrte zu erheblichen Steigerungen der radiochemischen Ausbeute (n=1)

(siehe Tabelle3).

Tabelle 3. Radiosynthese [*¥F]8 nach dem Kupfer-vermittelten Alkoholverstirkten Protokoll mit
variierenden Kupfer-Komplexen.

AN =N
Cu(OT), @ Cu(OT) Cu(oTY) (\V
) | X 1O

N
|

RCA [*®F]8 37% 57% 46%

Die Veranderung des Losungsmittels bei gleichbleibenden Reaktionsbedingungen von DMA zu 1,3-
Dimethyl-3,4,5,6-tetrahydro-2(1H)-pyrimidinon (DMPU) hatte kaum Einfluss auf die radiochemische
Ausbeute (50% = 51%). Da die Radiosynthese in moderaten Ausbeuten realisiert werden konnte,

wurden keine weiteren Optimierungen durchgefihrt.

Die Formulierung des isolierten Tracers ['8F]8 wurde mittels Festphasen-Extraktion (SPE, englisch: solid
phase extraction) auf einer Polymer-basierten Kartusche und nahezu quantitativer Elution mit Ethanol
durchgefiihrt. Fiir eine praklinische Anwendung des Radiotracers [*¥F]8 durfte der Ethanol-Gehalt
hochstens 10% in der zu applizierenden L6sung sein, deswegen wurde Ethanol soweit moglich unter
reduziertem Druck abgedampft. Die verbleibende Losung wurde mit phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS, englisch: phosphate-buffered saline) versetzt, dabei konnte nur 60% der Aktivitat in Loésung
gebracht werden. Um diesen Anteil zu steigern, war die Verwendung eines Vermittlers nétig. Mit der
Zugabe von 1% des Polysorbats Tween 60 zur PBS-Losung war es moglich [*®F]8 vollstidndig in Losung

zu bringen.

Eine wichtige GréRe fiir PET-Studien ist die molare Aktivitit, diese betrug fir [*®F]8 am Ende der
Synthese 32-40 GBqg/umol bei Startaktivititen zwischen 1.7 GBg—3.4 GBg. Die molaren Aktivitaten
waren noch im ausreichenden Bereich, mit héheren Startaktivitdten (in automatisierten Modulen)

hatten diese moglicherweise gesteigert werden kdnnen.
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Hinsichtlich der praklinischen Anwendung von [*®F]ALX5407 wurde die Cu- und Pd-Konzentration im
Endprodukt Uber die Massenspektrometrie mit induktiv-gekoppeltem Plasma (ICP-MS, englisch:
inductively coupled plasma mass spectrometry) gemessen. Die Vergleichsprobe aus dem HPLC-
Losungsmittel enthielt eine Kupferkonzentration von 66 pg/L (n=3), hochgerechnet auf das
Gesamtvolumen entspricht dies einem unbedenklichen Kupfergehalt von 0.5 pug/Batch. Der Wert fir
die taglich parenterale Zufuhr von Kupfer wurde gemdR der ICH-Richtlinie fir elementare
Verunreinigungen (2019) auf 340 ug festgelegt.?!! Die Pd-Konzentration konnte mit <0.2 pg/L ebenfalls

vernachladssigt werden.

3.1.3 Invitro- und in vivo- Beurteilung von [*¥F]ALX5407

Ein wichtiger Aspekt fir die Anwendung eines Radiotracers ist die Stabilitdt im Blut und die mogliche
Bildung von Metaboliten. Dazu wurde die Stabilitdt des Tracers in humanem Blut {iber eine Stunde
untersucht. Daflir wurde humanes Vollblut zunéchst zentrifugiert und das Serum separiert. Das Plasma
wurde dann mit formuliertem ['8F]8 versetzt und bei 37 °C inkubiert. Die Analyse zu den gegebenen
Zeitpunkten (5, 10, 20, 30, 45 und 60 min nach Inkubation) in dreifacher Bestimmung erfolgte tiber
Radio-DC (Abbildung 34). Im Plasma wurde (ber einen Zeitraum von einer Stunde keine Abnahme der
radiochemischen Reinheit beobachtet. Die Wiederfindungsrate nach der Proteinfdllung mit Acetonitril
lag stets hoch bei etwa 70-95%. Das Verhaltnis von der inkubierten Tracerldsung vor und nach der
Proteinfallung konnte auf der Radio-DC korrekt wiedergefunden werden. Die Bildung von Metaboliten

wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 34. Radio-DC des Stabilititstests von [*®F]ALX5407 nach 60 min Inkubation bei 37 °C in
Blutplasma mit Proteinfallung zur Bestimmung der Wiederfindungsrate.
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Diagramm 1. Stabilitit von [*¥F]ALX5407 in humanem Blut

Zusatzlich wurde die Tracerlésung vom ausgefallten Pellet getrennt, die Aktivitdten in Losung und an
den Proteinen wurden separat auf einem Gamma-Counter gemessen. Das Ergebnis war in
Ubereinstimmung mit der Auswertung der Radio-DC und zeigte, dass nur 0.02% der Aktivitit ans Pellet

gebunden war.
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Als nichstes wurde die Lipophilie des Neurotracers ['®F]8, welche eine wichtige GréRe fiir die
Penetration der BHS ist, iberpriift. Dazu wurde der Verteilungskoeffizient LogD;.4von [*8F]8 liber die
Schiuttelmethode?*? in einem n-Octanol/Puffer-Gemisch bestimmt, wobei ein fiir die Penetration der

BHS optimaler von 2.7910.17 erhalten wurde.

Die Akkumulation von [*F]JALX5407 im Gehirn wurde zunichst in in vitro Autoradiographien an
Rattenhirnschnitten untersucht (Abbildung 35). Zu diesem Zweck wurden Verdrangungs- und Blocking-
Experimenten mit den Kompetitoren Glycin, Sarkosin, sowie den Glycintransporter 1 Inhibitoren NFPS
(rac-ALX5407) wund LY2365109 durchgefiihrt. Die Konditionen der Experimente (Puffer,
Inkubationszeit, Stoffmenge) wurden in Anlehnung an die Literatur®® gewihlt. Eine Anreicherung des
Radiotracers war im gesamten Gehirn zu sehen und war in Ubereinstimmung mit der
literaturbekannten GlyT1-Verteilung, besonders hoch war sie im Kleinhirn, im Hirnstamm sowie in der
Capsula externa und dem Corpus callosum. Eine mittlere Anreicherung wurde im Hippocampus und im
Striatum beobachtet. Die Verdrangung mit Glycin und Sarkosin erfolgte nur im geringen AusmafR von
5.9 und 10.6%. Die selektiven GlyT1 Inhibitoren hingegen zeigten eine deutlichere Verdrangung von
[*8F]ALX5407 mit einer spezifischen Bindung von 24.1% fiir NFPS und 33 % fiir LY2365109, wodurch

man von einer Selektivitat von [*¥F]ALX5407 ausgehen werden kann.

Das Blocking zeigte dhnliche Verteilungen auf, die Hirnschnitte wurden in diesem Fall erst mit den
Kompetitoren inkubiert, um die Bindungsstellen vor der Inkubation mit Tracerlésung zu blocken. Das
Blocken mit Glycin und Sarkosin zeigte dasselbe Anreicherungsmuster wie aus dem
Verdrangungsexperiment auf. Beim Blocking mit den GlyT1l-Inhibitoren konnte kaum eine
Akkumulation des Tracers beobachtet werden. In der Literatur werden NFPS und LY23651009 als nicht-
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kompetitiv und irreversibel bindend beschrieben**, somit wiirden sich diese Beobachtungen mit der

Literatur decken.

In vitro Autoradiogramme von [*F]ALX5407 wurden an Rattenhirnschnitten ausgefiihrt. Dazu wurde
jeweils 5 kBg/mL des Radiotracers eingesetzt. Fiir Verdrangungsexperimente wurden das Substrat des
untersuchten Transporters Glycin und die Inhibitoren Sarkosin (schwach), NFPS (rac-ALX5407) und
LY2365109 benutzt.
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Abbildung 35. In vitro Autoradiographie mit [*®F]ALX5407 an Rattenhirnschnitten. Von links nach
rechts: Totalbindung, kompetitive Verdrangungen mit jeweils 5umM Glycin, Sarkosin, NFPS oder
LY2365109. Regionen mit hoher Tracerbindung sind in rot und gelb, Regionen mit geringer bis keine
Bindung sind in griin und blau ersichtlich. Abkilirzungen: C, Kortex; CC, Corpus callosum; Cer,
Zerebellum; EC, duRere Kapsel; H, Hippocampus; IC, Colliculi inferiores; Str, Striatum; T, Thalamus.

[*8F]ALX5407 wurde schlieBlich fir in vivo-Untersuchungen an gesunden Ratten dem Institut fir
Radiochemie und Experimentelle Molekulare Bildgebung (Uniklinik KéIn) zur Verfigung gestellt. Wie
in Abbildung 36 zu sehen ist, verblieb der Tracer ausschlieRlich in den peripheren Geweben und es
konnte keine Aufnahme ins Gehirn beobachtet werden. Dies flihrte zur Annahme, dass der Radiotracer
als mogliches Substrat von Pgp-Transportern fungiert und die BHS daher nicht passieren kann. Um
diese Vermutung zu Uberpriifen, wurde ein weiteres in vivo Experiment unter Verwendung des Pgp-
Inhibitors Elacridar durchgefiihrt. Auch dieses Experiment zeigte keinen Unterschied in der
Tracerverteilung. Eine weitere Annahme fiir das Fehlen der Akkumulation im Gehirn war, dass die
Penetration der BHS durch [*®F]ALX5407 ein kinetisch langsamer Prozess ist. So wurde im Rahmen
einer friheren Arbeit mit dem Racemat NFPS in Ratten die maximale Hirnkonzentration erst 6 Stunden
nach subkutaner Injektion erreicht?'®, und von einer Konzentrationsabhangigkeit der Inhibitionskinetik
von GlyTlb durch NFPS in vitro wurde ebenfalls berichtet?®. Zudem wurde in fritheren in vivo
Versuchen mit ALX5407 eine deutliche, dosisabhdngige Verschiebung der Latenzzeit zwischen
Injektion in Ratten je nach Dosis erste Effekte erst nach 2.75 h (30 mg/kg), 4.25 h (10 mg/kg) oder 7 h
(6 mg/kg) beobachtet werden, bei einer Dosis von 3 mg/kg bleiben die Effekte sogar vollstandig aus.?*”
Unter Berticksichtigung dieser Aspekte wurde eine weitere PET-Untersuchung mit [*®F]ALX5407
durchgefiihrt, bei der mit der Injektion des Radiotracers eine zusatzliche Dosis ALX5407 verabreicht
wurde. Das Ergebnis blieb jedoch unverdandert, es wurde keine Anreicherung des Tracers im Gehirn

beobachtet.
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3.1.4 Anwendung von [*8F]ALX5406 als Prodrug

Eine neue Strategie zur Beurteilung dieses Tracers zur Bildgebung des GlyT1 wurde verfolgt. Im
Rahmen der Prodrug-Strategie werden Substanzen verwendet, die nicht direkt wirksam sind, sondern
zunachst durch einen enzymatischen oder nicht-enzymatischen Schritt in den aktiven Wirkstoff
umgewandelt werden miissen. Hier wurde, unter der Annahme einer schnelleren Penetration der BHS
mit anschlieRender Demethylierung durch endogene Esterasen, der Methylester-geschiitzte Vorlaufer

[*8F]ALX5406 ([*®F]7) als Prodrug verwendet.

Firr die praklinische Anwendung von [*®F]7, musste dieser zunichst isoliert, formuliert, seine molare
Aktivitat bestimmt und auf seine Lipophilie untersucht werden. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 4

zusammengefasst.

Tabelle 4. Zusammengefasste Ergebnisse der Radiosynthese von [¥F]ALX5406

[*8F]7
Radiochemische Ausbeute 62+5% (n=4)
Radiochemische Reinheit >95%
Molare Aktivitat 82-319 GBqg/umol (n=4)
LogD7.4 2.99+0.16

[*8F]7 wurde in vivo an gesunden Ratten, alleine, mit dem Pgp-Inhibitor Elacridar und zusétzlich mit
nicht-radioaktivem ALX5407 untersucht. Es wurde eine hohe Akkumulation im Gehirn beobachtet, das
Verteilungsmuster war aber nicht im Einklang mit der in der Literatur bekannten Lokalisierung von

G|y-|—1213,218,121.
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Abbildung 36. PET-Studie von [*®F]ALX5407 und ['®F]ALX5406 an gesunden Ratten. uPET Bilder (60
min Messungen), Injektion von [*8F]8 (A-D) oder [*®F]7 (E-G), nur Tracer (A+E), nach Vorbehandlung mit
Pgp Inhibitor Elacridar (B+F), zusammen mit nicht-radioaktivem ALX5407 (C+D) oder nach
Vorbehandlung mit nicht-radioaktivem ALX5407 (G). Abbildung zur Verfligung gestellt von Prof. Dr.
Heike Endepols, Institut flir Radiochemie und Experimentelle Molekulare Bildgebung, Uniklinik K&In.

Zusammenfassend konnte der als potent und selektiv bekannte GlyT1 Inhibitor [*F]ALX5407 in guten
radiochemischen Ausbeuten und einer sehr guten radiochemischen Reinheit hergestellt werden. In in
vitro Autoradiographien an Rattenhirnschnitten konnte das erwartete Verteilungsmuster von GlyT1
mit [8F]ALX5407 gezeigt werden. Der Neurotracer war bis zu mindestens einer Stunde im Blut stabil,
eine Bildung von Metaboliten wurde nicht beobachtet. Doch in in vivo PET Experimenten an Ratten
zeigte sich, dass [*®F]JALX5407 nicht zur Visualisierung des GlyT1 im Gehirn geeignet ist, da er die BHS
nicht passieren kann. Die Verfolgung der Prodrug-Strategie hat sich hier nicht als niitzlich erwiesen, da
zwar eine hohe Aufnahme im Gehirn zu sehen war, aber das Anreicherungsmuster nicht mit der
erwarteten GlyT1 Verteilung ibereinstimmt. Dennoch kdnnten weitere strukturelle Modifikationen
zur Entwicklung eines hirngangigen Tracers zur Visualisierung des GlyT1 auf die Ergebnisse dieser

Arbeit folgen.
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3.2  Herstellung von [*®FIMNI-1126

Der SV2A-selektive Radiotracer [*CJUCB-J wird zur Bildgebung von diversen Krankheitsbildern
verwendet, vor allem fiir die Bestimmung der Synapsen-Integritdt in Patienten mit der Alzheimer
Erkrankung. Basierend auf der 4-Phenylpyrrolidin-2-on Leitstruktur mit 1-3 Fluorsubstituenten am
Phenylring wurden mehrere Derivate verdffentlicht’2. [*®F]MNI-1126 ist das radiofluorierte Derivat
mit den besten Eigenschaften fiir die PET-Bildgebung. Dieser Radiotracer ist eine enantiomerenreine
Verbindung, um der zeitaufwendigen chiralen Trennung mittels HPLC zu entgehen, wurde versucht,

den Markierungsvorlaufer in einer chiralen Synthese im GroBRmalRstab herzustellen.

3.2.1 Synthese des Markierungsvorldufers und der Referenzverbindung von [*8F]MNI-1126

Fir den chiralen Aufbau der Vorlaufersynthese wurde durch Literaturrecherche eine
chemoenzymatische Synthese gefunden, die mit Hilfe des Enzyms o-Chymotrypsin verlduft.?° Dazu
wurde zuerst ausgehend von 3-Brom-5-fluorbenzaldehyd in einer Wittig-Reaktion mit
Carbomethoxymethylentriphenylphosphoran (E)-Methyl-3-(3-brom-5-fluorphenyl)acrylat  (9) in
guantitativen Ausbeuten gebildet. AnschlieRende Micheal-Addition von Nitromethan lieferte das
racemische Methyl-3-(3-brom-5-fluorphenyl)-4-nitrobutanoat (10) in 69% Ausbeute. Auf dieser Stufe
sollten beide Enantiomere durch die Hydrolyse mit a.-Chymotrypsin in einer Pufferlésung (pH = 7.4)
getrennt werden kdnnen, indem das (S)-Enantiomer zur Carbonsdure hydrolysiert und das (R)-
Enantiomer nicht umgesetzt in einem Enantiomeren-Uberschuss von bis zu 99% zuriickgewonnen
wird. Die Reaktion wurde mittels HPLC auf die chirale Trennung Uberpriift. Jedoch konnte fiir diese

Verbindung diese Versuchsanleitung nicht Gibertragen werden, es wurde keine Umsetzung beobachtet.

NO, CO,H
M
COzMe NOz CO-Me (S)-Saure
O\ A
(a) (b) (c) F Br
000 69% T
0,
E Br 100% F Br ° F Br [T]Oz COzMe

9 10

(R)-Ester

F Br
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Abbildung 37. Synthese von Methyl-3-(3-bromo-5-fluorphenyl)-4-nitrobutanoat (10) und Hydrolyse
mit a-Chymotrypsin. Reaktionsbedingungen: a) Carbomethoxymethylen-triphenylphosphoran in
DCM, THF, 0°C - RT, 24h; b) CHsNO,, DBU, MeCN, 0°C > RT, 24h; c) a-Chymotrypsin,
Phosphatpuffer, RT.

Der ndchste Ansatz fir eine enantioselektive Synthese war die Verwendung eines bifunktionellen
organischen Katalysators basierend auf einem modifizierten Chinolin Alkaloid.??° Diese chiralen
Organokatalysatoren werden typischerweise zur Bildung von asymmetrischen C—C Bindungen
eingesetzt. Ausgehend von Chinidin (QD) wurde durch Etherspaltung der Alkohol-modifizierte (QD-OH)
Katalysator 11 in 78% Ausbeute hergestellt.

QD-OH
1"

Abbildung 38. Herstellung von 4-((S)-Hydroxy((1S,2R,4S,5R)-5-vinylquinuclidin-2-yl)quinolin-6-ol (QD-
OH). Reaktionsbedingungen: a) NaSEt, DMF, 110 °C, 6h.

Die Vorlaufersynthese wurde wieder ausgehend von 3-Brom-5-fluorbenzaldehyd gestartet, in einer
Henry-Reaktion wurde es mit Nitromethan zu (E)-1-Brom-3-fluor-5-(2-nitrovinyl)benzol (12) mit einer
Ausbeute von 57% umgesetzt. Anschliefend folgte die asymmetrische 1,4-Michael-Addition von
Malonsaurediethylester in Anwesenheit des QD-OH Katalysators und lieferte das gewlinschte (R)-
Enantiomer (R)-2-(1-(3-Brom-5-fluorphenyl)-2-nitroethyl)malonsaurediethylester 13 in 70% Ausbeute
mit einem Enantiomereniberschuss von 92%. Durch Umkristallisation konnte der ee auf 98% erhoht

werden. Das HPLC Chromatogramm der Enantiomere befindet sich im Anhang (Kapitel 6).



Ergebnisse und Diskussion 56

(@)
NO o
i 2 °
NH
F a) F b) o) F
— — —
Br Br Br
12 13 14
OH
O O 0]
(0]
F NH F NH F N
d) e) f)
— — — 74 \
Br Br Br N
15 16 17
O
E N
g9)
— %\f
=N
/Sln\
18

Abbildung 39. Synthese des Trimethylzinn-Markierungsvorlaufers 18. Reaktionsbedingungen: a)
CH3NO,, NaOH, MeOH/H,0, 5 °C, 1h; b) QD-OH, Malonsaurediethylester, THF, - 20 °C, 24h; c) Zn,
HClonz, MeOH, RT, 2h; d) 1 m NaOH, EtOH, RT, 1h; e) Toluol, Rickfluss, 4h; f) 4-(Chlormethyl)-3-
methylpyridin Hydrochlorid, NaH, BusNI, THF, RT, 24h; g) Pd(PPhs)s, Sn,Meg, LiCl, Toluol, 100 °C, 3h.

Nach erfolgreicher Bildung des (R)-Enantiomers 13 folgte die Reduktion der Nitrogruppe, wobei auch
eine in-situ Zyklisierung stattfinden sollte. Dieser Reduktionsschritt erwies sich als eine
Herausforderung die Uberwunden werden musste. Durchgefiihrte Reduktionsprotokolle sind in

Tabelle 5 zusammengefasst.
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Tabelle 5. Ergebnisse verschiedener Ansatze fir die Reduktion der Nitrogruppe.

Metall Reduktionsmittel Losungsmittel Reaktions- Ausbeute [%]
bedingungen
Ni(l1)Cl,*6H20 NaBH,4 MeOH RT / 6h Debromierung
Ni(l)OAc-4H,0 NaBH,4 MeOH RT /18h Debromierung
Ni(l)OAc-4H,0 NaBH, MeCN/H,0 RT/2h Keine Umsetzung
Raney-Ni HCOOH MeOH RT/1h Debromierung
Raney-Ni H» MeOH RT / 24h Debromierung
Fe-Pulver HCI EtOH RT / 24h 12
Fe-Pulver NH,4CI EtOH/H.0 RT / 48h Keine Umsetzung
Sn-Pulver NH4CI EtOH RT/3d Nebenprodukte
Zn-Staub NH4CI EtOH/EtOAC RT /0.5h Nebenprodukte
Zn-Staub NH4Cl/TPGS 750M Emulsion RT / 24h Keine Umsetzung
SiHCl3 DIPEA DCM RT/ 18h Keine Umsetzung
Zn-Pulver HCI MeOH RT/1h 40

Die Verwendung von Ni-haltigen Reduktionsmitteln, wie NiCl,/NaBH4??!, Ni(OAc),/NaBH,???, Raney-
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Nickel mit Ameisensdure®?® und Raney-Nickel mit H,?%* fiihrten zur Debromierung des Phenylrings. Die

Reduktion der Nitrogruppe mit Eisen und Ammoniumchlorid??® zeigte keinen Umsatz, mit Salzsdure?®
konnte zwar Produkt in geringer Ausbeute von 12% erzeugt werden, jedoch begleitet von vielen
Nebenprodukten. Die Verwendung von Zinn mit Ammoniumchlorid??’ und Zink mit
Ammoniumchlorid?? fiihrte zur Bildung einer Vielzahl von Nebenprodukten. Eine weitere Méglichkeit
war die Reduktion mit Zink und Ammoniumchlorid in Anwesenheit von TPGS-750 M??°, einer
oberflachenaktiven Substanz in einer Emulsion, jedoch wurde auch hier keine Umsetzung zum Produkt
beobachtet. Die Anwendung von Trichlorsilan und Hiinig-Base?* (Diisopropylethylamin, DIPEA) lieferte
ebenfalls kein Amin. Das beste Ergebnis mit akzeptabler Ausbeute wurde durch die Reduktion der
Nitroverbindung mit Zink in einer 1:1 Mischung von Methanol und konzentrierter Salzsiure erreicht?!,
Ethyl-(4R)-4-(3-Brom-5-fluorphenyl)pyrrolidin-3-carboxylat 14 konnte mit einer Ausbeute von 40%
hergestellt werden. Als nachstes wurde der Ethylester am neu geformten Pyrrolidin-Ring zur
entsprechenden (4R)-4-(3-Brom-5-fluorphenyl)-2-oxopyrrolidin-3-carbonsadure 15 mit Natronlauge in
einer Ausbeute von 72% hydrolysiert. Die Carbonsaure-Einheit wurde durch thermische
lieferte

Decarboxylierung entfernt und (R)-4-(3-Brom-5-fluorphenyl)pyrrolidin-2-on  (16) in
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guantitativer Ausbeute. Fir die N-Alkylierung wurde die zu alkylierende Verbindung nach Literatur
hergestellt, dazu wurde zunachst 3-Methylisonicotinmethylester mit NaBH,4 reduziert, anschlieRend
mit Thionylchlorid zum 4-(Chlormethyl)-3-methylpyridin Hydrochlorid umgesetzt?*2. Die Einfiihrung
der Pyridin-Einheit Gber eine N-Alkylierung ergab (R)-4-(3-Brom-5-fluorphenyl)-1-[(3-methylpyridin-4-
yl)methyllpyrrolidin-2-on 17 in 88% Ausbeute. AbschlieBend wurde die Trimethylstannyl-
Abgangsgruppe flr die Radiofluorierung Gber eine Pd-katalysierte Stannylierung in den Phenylring mit
einer Ausbeute von 80% installiert. Insgesamt konnte der Markierungsvorldufer (R)-4-[3-Fluor-5-
(trimethylstannyl)phenyl]-1-[(3-methylpyridin-4-yl)methyl]pyrrolidin-2-on 18 lber 7 Stufen in einer

Gesamtausbeute von 8% hergestellt werden.

Die Referenzverbindung wurde in Anlehnung an die Literatur ausgehend von 3,5-Difluorbenzaldehyd

als Racemat synthetisiert??°,

3.2.2 Herstellung von [*®F]MNI-1126

Markierungsvorlaufer mit einer Trimethylstannyl-Abgangsgruppe sind fir die Kupfer-vermittelte
Radiofluorierung gut geeignet.?** Nach dieser Methode wurde [*®F]MNI-1126 bereits markiert, jedoch
betrug die radiochemische Ausbeute nur 9%2%. Um die radiochemische Ausbeute zu steigern wurde
der Vorlaufer 18 nach dem , Alcohol-enhanced” Protokoll”> markiert. Der positive Effekt von Alkohol
auf die Radiosynthese konnte hier nicht bestatigt werden, es konnte nur ein geringer Umsatz (RCU

<1%) registriert werden (Tabelle 6, Eintrag 1).

In dem erst kirzlich erschienenen Protokoll von Antuganov et al.?** fiir die nucleophile
Radiofluorierung mit n.c.a. [*8F]F von Boronsdurepinakolestern wurde zum Fixieren des [*¥F]Fluorids
die schwache Anionenaustauscherkartusche WAX (weak anion-exchange resin) verwendet.
AnschlieRend wurde [®F]F mit einer Lésung von Pyridiniumsulfonat in DMA eluiert. Das
Pyridiniumsulfonat diente als Base und als Phasentransfer-Katalysator bei der Elution. AuBerdem
wurde in dieser Radiosynthese DMA als einziges Losungsmittel eingesetzt. Zeitintensive azeotrope
Trocknungsschritte waren nicht nétigt. Die Ubertragung dieses Radiofluorierungprotokolls auf die
Radiosynthese von [*®F]MNI-1126 zeigte keinen Erfolg, es konnte kein Produkt hergestellt werden
(Tabelle 6, Eintrag 2—4).

Das Radiofluordestannylierungs-Protokoll von Zarrad et al.”® wurde fiir verschiedene Trimethylstannyl-
Vorldufer untersucht und optimiert. Ausgehend von diesem Markierungsprotokoll wurde [*®F]F in

[*8O]Wasser auf einer Chromafix-HCOs Kartusche fixiert und mit Methanol gespiilt, um Wasserreste zu
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entfernen. AnschlieBend wurde 8F mit einer Lésung von Ets;NHCOs in Methanol in ein leeres V-Vial
eluiert. Die Elutionsraten waren nahezu quantitativ (>99%). Das Methanol wurde unter vermindertem
Druck innerhalb weniger Minuten abgedampft, sodass im V-Vial nur das ,,nackte” *¥F blieb. Vorldufer
18 und der Kupfermediator Cu(OTf)z(py)sa wurden in DMA gel6st und ins V-Vial Gberfiihrt. Die
Radiosynthese verlief bei 110 °C, da bei hoheren Temperaturen eine Racemisierung beobachtet
wurde.?”® Nach 20 min Reaktionszeit wurde die abgekiihlte Reaktionslésung auf die semi-praparative
HPLC injiziert und [*®F]MNI-1126 mit einer radiochemischen Ausbeute von 21% isoliert (Tabelle 6,
Eintrag 5). Mit weiteren Optimierungen (siehe Tabelle 6, Eintrag 6), wie der Verwendung einer QMA
Kartusche und des Kupfer-Mediators Cu(OTf),(4-phpy)s konnten die radiochemischen Ausbeuten auf
31-35 % erhoht werden.

R R
) 18- ; @)
_— ['°F]F~ / Cu-Mediator . ZN
N | o N |
N DMA, 110 °C N
—Sn 18F
/ N\
18 ['8F]MNI-1126
['®F119
Abbildung 40. Radiosynthese von [**F]MNI-1126.
Tabelle 6. Reaktionsbedingungen fiir die Radiofluorierung von [*®F]MNI-1126.
Eintrag Methode Kartusche Elution/Solvent Cu-Mediator Ausbeute
[%]
1 Alcohol- QMA Et,NHCO; / n-BuOH Cu(OTf)2(py)s <1
enhanced 1 mg/ 0.4 mL
2 Antuganov et al. = Chromafix DMAP-OTf/ MeOH Cu(OTf)2(py)a <1
PS-HCO3 25 umol/0.5 mL
3 Antuganov etal. Chromafix = 4-Methoxypyridinium- Cu(OTf)2(py)a <1
PS-HCO3 Triflat/MeOH
25 umol/0.5 mL
4 Antuganov etal.  Oasis Wax DMAP-OTf /DMA Cu(OTf)2(py)a -
cC
5 Zarrad et al. Chromafix EtsNHCOs3 / MeOH Cu(OTf)2(py)a 21
PS-HCO3 1mg/1mL
6 Zarrad et al. QMA EtsNHCOs3 / MeOH Cu(OTf),(4- 31.2

1mg/0.5mLM phpy)s
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Ebenso wurde die Radiosynthese von [*F]19 in unterschiedlichen Lésungsmitteln und mit
unterschiedlichen Kupfer-Komplexen auf den radiochemischen Umsatz hin untersucht. Zusatzlich zu
DMA wurde 1-3-Dimethyl-2-Imidazolidinon (DMI) und der Kohlensaure-Propylenglykol Ester
Propylencarbonat (PC) eingesetzt. Der Einfluss verschiedener Liganden des Kupfer-Komplexes auf die
Radiosynthese und dadurch auch auf die radiochemische Ausbeute wurde schon in der Radiosynthese
von [YF]JALX5407 registriert. Zu diesem Zweck wurde Cu(OTf)y(Pyridin)s [1], Cu(ClO4),(4-
Phenylpyridin)s [4], Cu(OTf)y(Lutidin)s [19] und Cu(ClO4)2(Lutidin), [20] getestet (Abbildung 41). Die
Reaktionsbedingungen der Radiofluorierung waren wie folgt: 5 umol Vorlaufer 18, 5 umol Cu-
Modulator, 3.8 umol TEAOTf in 0.5 mL MeOH (Elution von der Kartusche), das Reaktionsvolumen
betrug 0.8 mL. Der radiochemische Umsatz wurde mittels HPLC bestimmt, die verwendete HPLC-Saure
Chromolith® SpeedROD C18 gibt den [*®F]Fluorid-Anteil nahezu quantitativ wieder. Zur Bestimmung

des RCU wurde das Verhiltnis von radiofluoriertem Produkt zu nicht umgesetztem 8F gebildet.

X X
Cu(OTf), O Cu(CIOg), [ cu©oTh, || Cu(Ciog, |
N~ 14 L N 4 N 4 N 4

1] [4] [19] [20]

Abbildung 41. Eingesetzte Kupfer-modulatoren
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Diagramm 2. RCU von [*®F]19 mit verschiedenen Cu-Komplexen/Lésungsmitteln (n = 3)
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Wie in Diagramm 1 dargestellt, wurde der hochste RCU fiir die Radiofluorierung mit dem Kupfer-
Komplex [19] in DMI erzielt (RCU = 47.5+5.4%). Bevor [*®F]19 mittels HPLC isoliert werden konnte,
musste das Losungsmittel DMI erst Giber eine SPE abgetrennt werden. Der Tracer wurde mit Acetonitril

eluiert und konnte dann injiziert werden.

Die Formulierung des isolierten Tracers [*¥F]19 wurde mittels Festphasenextraktion durchgefiihrt.
Dazu wurde erst eine ,reversed phase” polymere StrataX Kartusche verwendet, jedoch konnte nur
32% des Produkts fixiert werden. Mit einer Silica-basierten C18 Kartusche konnte tiber 90% des Tracers
auf der Kartusche fixiert werden, durch anschliefende Elution mit 500 uL Ethanol (ber einen
Sterilfilter, konnte [*¥F]19 nahezu vollstdndig (99.97%) ins EndgefaR Gberfiihrt werden. Durch Zugabe
von 4.5mL isotonischer NaCl-Lésung (0.9%) wurde eine 10% Ethanol-haltige Injektionslosung

hergestellt.

Die Automatisierung der Radiosynthese von [*F]MNI-1126 basierte auf der Methode (Tabelle 6,
Eintrag 6), die in der manuellen Radiofluorierung erarbeitet und optimiert wurde. Trotz hoherer
Umsatze mit dem Cu-Modulator [19] in DMI wurde auf Grund des zusatzlichen Schrittes zur Entfernung
des Losungsmittels diese Methode nicht fiir die Automatisierung verwendet. Die einstufige
Radiosynthese nach Eintrag 6 konnte auf ein selbst konstruiertes Synthesemodul des INM-5 des
Forschungszentrums Jilich tGbertragen werden. In Abbildung 42 ist der Aufbau der Syntheseapparatur
schematisch dargestellt. Die Verschlauchungen an den Ventilen 2, 3 und 4 erméglichten es, die QMA-
Kartusche von der erforderlichen Seite zu verwenden. Das [*®F]F in [*®O]H,O wurde von der
mannlichen Seite (Ventil 2 2 Ventil 4) beladen. Spilen mit Methanol zur Entfernung von Wasserresten
erfolgte Uber dasselbe Ventil ebenfalls vom mannlichen Anschluss aus. Die Elution des ¥F von der
Kartusche ins Reaktionsgefall verlief von der weiblichen Seite der Kartusche tiber das Ventil 3, wodurch
Wiederfindungsraten des [®F]F <94% bestimmt wurden. Die weiteren Reaktionsschritte
(Radiosynthese, Isolierung mittels HPLC, Formulierung) der Radiosynthese konnten problemlos auf das
Synthesemodul ibertragen werden. Die HPLC-Bedingungen benétigten besondere Beachtung, da im
UV-Kanal (220 nm) mit geringem Zeitunterschied (ca. 10 Sekunden) eine Verunreinigung lief,
deswegen wurde der Produkt-Peak mit leichter Verzogerung und geringen Aktivitatsverlusten
geschnitten. Dennoch konnte [®F]MNI-1126 in moderaten Ausbeuten isoliert werden. Die
injektionsfahige Tracerldsung wurde von der Qualitdtskontrolle der Radiopharmaka-Produktion des
INM-5 (Forschungszentrum Jilich) untersucht und fir praklinische Anwendungen an gesunden
Mausen im Institut fir Radiochemie und Experimentelle Molekulare Bildgebung (Uniklinik Koln)

freigegeben.
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Abbildung 42. Schematische Darstellung des Synthesemoduls fiir die Radiofluorierung von [*3F]19

Die Ergebnisse der Qualitatskontrolle sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7. Zusammenfassung der Qualititskontrolle von [*¥F]MNI-1126 (n=5)

[**FIMNI-1126

Radiochemische Ausbeute (zerfallskorrigiert) 2616%
Radiochemische Reinheit 99.8%
Molare Aktivitat 21-79 GBg/umol

Enantiomeren Uberschuss 98%
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3.2.3 Invivo Beurteilung von [*F]MNI-1126

Das in vivo Verhalten von [*®FJMNI-1126 wurde in gesunden Mé&usen untersucht. Dazu wurde
denselben Tieren in separaten Experimenten entweder [*®F]MNI-1126 oder der bekannte Tracer
[*8F]JUCB-H injiziert, die Aufnahme und Verteilung im Gehirn und in anderen Organen wurde

miteinander und mit der Literatur verglichen??62%,

[*8F]19 zeigte eine hohe Aufnahme ins Gehirn und eine heterogene Verteilung in Ubereinstimmung mit
der ubiquitdren Verteilung von SV2A im Gehirn. Beide Tracer, [**F]MNI-1126 und [*¥F]JUCB-H wiesen
ein sehr dhnliche Anreicherungsmuster im Gehirn auf. Die Aufnahme von [*¥F]MNI-1126 hingegen war

doppelt so hoch.

[**FJUCB-H B #FimnI-1126

[8F]UCB-H

[8F]MNI-1126
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Abbildung 43. PET-Studie von [**F]MNI-1126 und [*¥FJUCB-H an gesunden Mausen. uPET Bilder
(Summe von 60 Minuten Messungen) (A) des Gehirns in der horizontalen Ebene, (B) des Gehirns und
anderer Organe in der vertikalen Ebene und der quantitativen Aufnahme von [*¥F]MNI-1126 und
[*8FJUCB-H (unten). Abkiirzungen: B: brain (Gehirn), Bg: background (Hintergrund), Ctx: cortex
(Kortex), Kpa: kidney parenchyma (Nierenparenchym), Kpe: kidney pelvis (Nierenbecken), L: liver
(Leber), Th: thalamus (Thalamus). Abbildung zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Heike Endepols,
Institut flir Radiochemie und Experimentelle Molekulare Bildgebung, Uniklinik K&In.



Ergebnisse und Diskussion 64

Zusammenfassend kann man sagen, dass Vorldufer 18 mit der hier entwickelten Methode im
GroBmalistab hergestellt werden konnte. Der verwendete Chinidin-basierte Katalysator ermoglichte
eine kosten- und zeiteffiziente Produktion und lieferte die Zwischenstufe 13 mit einem
Enantiomereniiberschuss von 98%. Durch die optimierte Radiofluorierung und anschlieRende
Automatisierung in einem Synthesemodul des INM-5 (Forschungszentrum Jilich) konnte dieser Tracer

flr praklinische PET-Experimente zur Verfligung gestellt werden.
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3.3 Herstellung radiofluorierter Adenosin A1 Partialagonisten

Zur Visualisierung des A1AR wurde erst kiirzlich ein C-11 markierter Adenosin A; Partialagonist
verdffentlich?®?. Ausgehend von dessen Leitstruktur, einem 3,5-Dicarbonitril-4-phenylpyridin-Geriist,
wurden eine direkte Radiofluorierung in meta-Position des Phenylrings und die Einfihrung des
Radiolabels in einer Fluorethoxy-Einheit ebenfalls in Position 3 des Phenylrings in Betracht gezogen.
Zusatzlich wurde die Bandbreite neuer Derivate Uber verschiedene Heterozyklen, die lber den

Thioether-Linker eingefliihrt wurden, erweitert.

3.3.1 Synthese potentieller Referenzverbindungen

In Anlehnung an die Literatur?3¢2°! wurden funf fluorierte Referenzsubstanzen basierend auf einer 3,5-
Dicarbonitril-4-phenylpyridin-Leitstruktur synthetisiert. Im ersten Schritt wurde das entsprechende
Aldehyd, 3-(2-Fluorethoxy)benzaldehyd 20 hergestellt. Dazu wurde 3-Hydroxybenzaldehyd mit 1-
Brom-2-fluorethanol unter Zugabe von Cadsiumcarbonat in einer Ausbeute von 90% verethert. 3-
Fluorbenzaldehyd wurde kauflich erworben. Die Dicarbonitril-Funktion wurde in einer Knoevenagel
Kondensation mit Malonsduredinitril in Gegenwart katalytischer Mengen Piperidin in Ausbeuten von
59% fur (2)-3-(3-Fluorphenyl)-2-methylacrylnitril 21 und 58% fiir (2)-3-[3-(2-Fluorethoxy)phenyl]-2-
methylacrylnitril 22 eingefiihrt. Anschliefend wurde der Pyridin-Ring in einer Multi-Komponenten-
Reaktion aufgebaut, indem die Dicarbonitril-Verbindung mit Malonsauredinitril und Thiophenol unter
basischen Bedingungen (Triethylamin) reagierten. 2-Amino-4-(3-fluorphenyl)-6-(phenylthio)pyridin-
3,5-dicarbonitril 23 konnte in 29%, 2-Amino-4-[3-(2-fluorethoxy)phenyl]-6-(phenylthio)pyridin-3,5-
dicarbonitrile 24 in 37% Ausbeute hergestellt werden. Im nachsten Syntheseschritt konnte der
Thioether mit Hilfe von Natriumsulfid quantitativ gespalten werden und lieferte die beiden
Zwischenprodukte 2-Amino-4-(3-fluorphenyl-6-mercaptopyridin-3,5-dicarbonitril 25 und 2-Amino-4-
[3-(2-fluorethoxy)phenyl]-6-mercaptopyridin-3,5-dicarbonitril 26.
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Abbildung 44. Aufbau des 3,5-Dicarbonitril-4-phenylpyridin Gersts fir die Referenzverbindungen.
Reaktionsbedingungen: a) Malonsauredinitril, Piperidin, EtOH, RT, 2h, b) Malonsauredinitril,
Thiophenol, TEA, EtOH, Riickfluss, 5h, C) Na,S, DMF, 80 °C

Die Derivatisierung mit isomeren Pyridin-Einheiten erfolgte Uber eine S-Alkylierung mit
Natriumhydrogencarbonat als Hilfsbase. Als Alkylierungsmittel wurden 3-(Brommethyl)-5-
methylpyridin Hydrobromid, 2-(Brommethyl)-6-methylpyridin Hydrobromid und 4-(Chlormethyl)-3-
methylpyridin Hydrochlorid verwendet, ihre Strukturen sind in Abbildung 40 dargestellt.
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Abbildung 45. Zur Derivatisierung verwendete Pyridin-Salze

Die synthetisierten Referenzverbindungen wurden auf ihre Bindungsaffinitdt zu A;AR im INM-5
(Radiotracer-Entwicklung, Forschungszentrum Jilich) Giberprift. Die Kompetitionsstudien wurden an
transfizierten CHO Zellhomogenaten mit [*H]DPCPX in Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Die
hergestellten Referenzverbindungen und ihre K-Werte sind in Abbildung 46 dargestellt. Verbindung
29, 2-Amino-4-(3-fluorphenyl)-6-{[(3-methylpyridin-4-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril, wurde
wegen seiner schlechten Affinitdt als potentieller Partialagonist ausgeschlossen. Die Ubrigen

Verbindungen zeigten alle einstellig-nanomolare Affinitaten zum A;AR.
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Abbildung 46. Potenzielle A;AR Partialagonisten und ihre Bindungsaffinitaten

Die potenziellen A;AR Partialagonisten wurden nach Abkirzungen ihrer Struktur benannt; Verbindung
27 als FMPD (2-Amino-4-(3-fluorphenyl)-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril), 28 mit der isomeren Pyridin-Einheit als iso-FMPD, Verbindung 30 als FEMPD (2-Amino-
4-[3-(fluorethoxy)phenyl]-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril) und
Verbindung 31 als iso-FEMPD.

3.3.2 Markierungsvorlaufersynthese

Fir die EinfUhrung des Fluor-18 in den Phenylring tber eine Kupfer-vermittelte Radiofluorierung sind
Abgangsgruppen wie die Trimethylstannylfunktion oder Boronsaurepinakolester sehr gut geeignet. Zu
diesem Zweck wurden die Vorlaufer fir Verbindung 27 und 28 ausgehend von 3-Brombenzaldehyd
synthetisiert. Die konventionelle Radiofluorierung nach dem Sy2-Mechanismus mit Kj2,/K2COs
bendtigt Nukleofuge wie Toluolsulfonat (Tosylat)- oder Methansulfonat (Mesyl) Abgangsgruppen, die
Uber die Veresterung von Alkoholen eingefiihrt werden kénnen. Die Synthese der Vorlaufer fir

Verbindungen 30 und 31 begann mit der Veretherung von 3-Hydroxybenzaldehyd mit 2-Bromethanol
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und Casiumcarbonat und lieferte 3-(2-Hydroxyethoxy)benzaldehyd 32 in guter Ausbeute. Die
folgenden Schritte erfolgten analog zur Synthese der Referenzverbindungen. Die Einfihrung der
Dicarbonitril-Einheit erfolgte (Uber eine Knoevenagel-Kondensation und lieferte 2-(3-
Brombenzyliden)malonsauredintril 33 in 96%, 2-[3-(2-Hydroxyethoxy)benzylidene]malonsauredintril
34 in 30% Ausbeute. Die Verbindungen 21, 22 und 33 fielen wahrend der Synthese als Feststoff aus
und konnten nach der Filtration fiir die Folgereaktion eingesetzt werden, Verbindung 34 jedoch konnte
nicht direkt als Feststoff isoliert werden. Vermutlich verdanderte die Hydroxygruppe die Loslichkeit,
deswegen wurden verschiedene Ansdtze mit unterschiedlichen Losungsmitteln (MeOH/H,0, EtOH)
bzw. Temperaturen (Raumtemperatur, Rickfluss, Kihlschrank) evaluiert, Versuche das Produkt
auszukristallisieren blieben erfolglos. Durch saulenchromatographische Trennung wurde schlieRlich
das Produkt isoliert. Der Aufbau des Pyridinrings Uber eine Multi-Komponenten-Reaktion mit
Malonsduredintril und Thiophenol in Gegenwart von Triethylamin lieferte die Zwischenprodukte 2-
Amino-4-(3-bromphenyl)-6-(phenylthio)pyridin-3,5-dicarbonitril 35 und 2-Amino-4-[3-(2-
hydroxyethoxy)phenyl]-6-(phenylthio)pyridin-3,5-dicarbonitril 36 in Ausbeuten von 32% und 68%. Die
Thioetherspaltung mit Natriumsulfid konnte quantitativ durchgefiihrt werden und lieferte 2-Amino-4-
(3-bromphenyl)-6-mercaptopyridin-3,5-dicarbonitril 37 und 2-Amino-4-[3-(2-hydroxyethoxy)phenyl]-

6-mercaptopyridin-3,5-dicarbonitril 38.
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Abbildung 47. Aufbau des 3,5-Dicarbonitril-4-phenylpyridin Gerists der Markierungsvorlaufer.
Reaktionsbedingungen: a) Malonsauredinitril, Piperidin, EtOH, RT, 2h, b) Malonsauredinitril,
Thiophenol, TEA, EtOH, Riickfluss, 5h, C) Na,S, DMF, 80 °C

Mit einer S-Alkylierungsreaktion wurden die isomeren (2,6- und 3,5-substituierten) Pyridin-Einheiten
eingefiihrt. Vor der Einfihrung der Trimethylstannylfunktion in 2-Amino-4-(3-bromphenyl)-6-{[(6-
methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril 39 und 2-Amino-4-(3-bromphenyl)-6-{[(5-
methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril 40, wurde zunachst die Aminogruppe mit

einer Formamidin-Schutzgruppe geschiitzt. Dazu wurde Dimethylformamid-Dimethylacetal in DMF
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verwendet, was eine vollstandige Umsetzung zum N,N-Dimethylformamidin-Derivat ergab. Die
nachfolgende Stannylierung wurde mit Hexamethyldizinn, Tetrakis(triphenylphosphin)Palladium und
katalytischen Mengen Lithiumchlorid durchgefiihrt und lieferte den Vorlaufer (E)-N'-(3,5-Dicyano-6-
{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}-4-[3-(trimethylstannyl)phenyl]pyridin-2-yl)-N,N-
dimethylformimidamid 43 in 60% und den Vorlaufer (E)-N'-(3,5-Dicyano-6-{[(5-methylpyridin-3-
yl)methyllthio}-4-[3-(trimethylstannyl)phenyl}pyridin-2-yl)-N,N-dimethylformimidamid 44 in 51%
Ausbeute. Die Alkohole 2-Amino-4-[3-(2-hydroxyethoxy)phenyl]-6-{[(6-methylpyridin-2-
yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitrii 41 und 2-Amino-4-[3-(2-hydroxyethoxy)phenyl]-6-{[(5-
methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril 42 wurden ohne vorherige Schiitzung der
Aminogruppe umgesetzt. Die Mesyl-Abgangsgruppe wurde Uber die Reaktion von
Methansulfonylchlorid und Triethylamin eingefiihrt und lieferte die Vorlaufer 2-[3-(2-Amino-3,5-
dicyano-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-4-yl)phenoxy}ethyl methansulfonat 45 und 2-
[3-(2-Amino-3,5-dicyano-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-4-yl)phenoxy]ethyl

methansulfonat 46 in quantitativen Ausbeuten.

X X
(e), (f)
(d) oder (g)
- > NC _ CN s NC _ CN

39) X = Br, R =/<&N/I 43) X = Sn(CHaly, ¥ = =CHN(CH), R =/INI

40) X = Br, R =f’{(N\,Y 44) X = Sn(CHg)s, Y = =CHN(CHy),, R = f%N\Y
41) X = OCH,CH,0H, R #ﬁ”y{ 45) X = CH,CH,OMes, Y = H,, R = f’<me
42) X = OCH,CH,0H, R "”’%Y 46) X = CH,CH,OMes, Y = H,, R = f‘{hr

N* N

Abbildung 48. Vorlaufersynthese fiir Radiofluorierung von  A:AR  Partialagonisten.
Reaktionsbedingungen: d) NaHCOs, 3,5-Substituiertes Pyridin oder 2,6-substituiertes Pyridin, DMF, RT,
5h, e) DMF-DMA in DMF, 50 °C, 2h, f) Sn,Mes, (PPh3)Pd, LiCl, Toluol, 90 °C, 2h, g) Ms-Cl, TEA, DCM,
0°C, 3h
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3.3.3 Radiosynthese von [®F]FMPD und iso-[*8F]FMPD

Die Radiomarkierung der geschiitzten Trimethylstannylvorldufer 43 und 44 wurde nach einem
modifizierten  Protokoll der Alkohol-verstirkten Kupfer-vermittelten Radiofluorierung’>”?
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde [*¥F]Fluorid in angereichertem !0-Wasser auf einer
Anionenaustauscher Kartusche (QMA) fixiert und mit Methanol zur Entfernung von Wasserresten
gewaschen. AnschlieRend wurde die Kartusche mit Luft getrocknet. F wurde schlieBlich mit einer
Losung aus Tetraethylammoniumtriflat in Methanol in ein leeres ReaktionsgefaR (V-Vial) eluiert. Die
Elutionsraten waren stets hoch (>98%). Methanol wurde unter vermindertem Druck entfernt und eine
Losung aus Vorlaufer (43 oder 44) und Kupfermediator Cu(4-Phenylpyridin)s(ClO4), in DMA wurde
hinzugefiigt. Die Reaktionslésung wurde 10 Minuten bei 110 °C gerihrt, anschlieRend wurde die
Formamidin-Schutzgruppe durch Zugabe von Ammoniumhydroxid bei 110°C und weiteren 10 Minuten
abgespalten. Bevor die abgekiihlte Reaktionslosung tber die semi-prdparative HPLC gereinigt wurde,

musste sie mit Salzsdure neutralisiert werden.

Sni 18F 18F
18F-/ TEAOTS /
Cu(4-phpy)4(ClOy4), NH4OHzg0,
NC CN > NC CN S NC CN
= | DMA, 110 °C, = | RT, 10 min = |
~ 10 min N N
SNTSINTNT SR SNTSINTNTSTOR HN" N7 s7OR
I I
43 oder 44 ['8F127 oder ['®F]28

Abbildung 49. Herstellung von [*F]FMPD und iso-[*®F]FMPD

[8F]27 konnte mit einer radiochemischen Ausbeute von 1943 (n=3) und einer radiochemischen
Reinheit von >99% hergestellt werden. Die radiochemische Ausbeute von [®F]28 betrug 8+1%, die
radiochemische Reinheit 97% (n=2). Die erzielten molaren Aktivititen betrugen fir ['®F]27 30+9%
GBg/umol (24-112 MBg, Ende der Synthese) und fiir [*¥F]28 1.2—-4 GBg/umol (5-20 MBq, Ende der
Synthese). Die ldentifikation der Produkte erfolgte mittels HPLC und Co-Injektion der nicht-

radioaktiven Referenzsubstanzen 27 und 28, die Chromatogramme sind in Kapitel 4 zu finden.
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3.3.4 Radiosynthese von [®F]FEMPD und iso-[*®F]FEMPD

Die Methansulfonylvorlaufer 45 und 46 wurden nach dem konventionellen Radiomarkierungsprotokoll
fir die Herstellung von [*F]CPFPX' markiert. Dafiir wurde in einem Reaktor Kryptofixx und
Kaliumcarbonat vorgelegt, welches dann mit [*®F]Fluorid in angereichertem ¥0-Wasser versetzt
wurde. Nach mehrmaliger azeotroper Trocknung mittels Acetonitrils unter vermindertem Druck
konnten Wasserreste vollstandig entfernt werden. Durch die Zugabe des Markierungsvorlaufers 45
oder 46 in Acetonitril wurde die Radiosynthese bei 90 °C fir 20 Minuten ausgefiihrt. Die
Radiosynthesebindungen wurden umfangreich auf Vorlaufermenge, Losungsmittel, Temperatur,

Reaktionszeit und der zugefiigten Base optimiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengestellt.

Tabelle 8. Optimierung der Radiosynthese von [*F]JFEMPD

Eintrag Vorlaufermenge LOsungsmittel Base Temperatur Zeit [min] RCU [%]*
[umol] [1000 pL] [24 umol/ [°C]
12 umol]
1 6.8 MeCN K2.2.2/K>CO3 100 10 47
2 6.8 DMSO K2.2.2./K2CO3 100 10 <1
3 6.8 DMA K2.2.2./K:CO3 100 10 <1
4 34 MeCN K2.2.2./K2CO3 100 10 39
5 1.7 MeCN K2.22./K2CO3 100 10 30
6 0.85 MeCN K2.2.2./K2CO3 100 5 12
7 0.85 MeCN K2.2.2./K2CO3 100 10 40
8 0.85 MeCN K2.2.2./K2CO3 100 15 33
9 0.85 MeCN K2.2.2./K2COs 100 20 10
10 0.85 MeCN K2.22./K2CO;3 120 5 40
11 0.85 MeCN K2.2.2./K2CO3 120 10 36
12 0.85 MeCN K2.22./K2CO;3 120 15 17
13 0.85 MeCN K2.2.2./K2COs 90 5 20
14 0.85 MeCN K2.22./K2CO;3 90 10 32
15 0.85 MeCN K2.2.2./K2COs 90 15 38
16 0.85 MeCN K2.2.2./K2CO3 90 20 43
17 0.85 MeCN EtsNHCO3® 100 10 14

*In Tabelle 8 angegebenen radiochemischen Umsatze wurden liber die zweimalige Injektion jeweils
derselben Reaktionslésungsmenge vor und hinter der Sdule bestimmt.
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Fir die Radiofluorierung wurde kiinftig eine Vorlaufermenge von 0.85 umol, in Acetonitril bei 90 °C fir

20 min verwendet (Tabelle 8, Eintrag 16).

(0]
I
O\/\O/ﬁ\ O\/18F
(0]
18- )
F /Kryptofix, 5 5, KoCO3
NC.__~ | CN -~ NC._~ | CN
MeCN, 90 °C
NS ’ ’ NS
H.N" N7 87 OR 20 min H,N" N7 >s7OR
45 oder 46 [18F]3o oder [18F]31

Abbildung 50. Herstellung von [*®F]FEMPD und iso-[**F]FEMPD

Nach Beendigung der Radiosynthese wurde die abgekiihlte Reaktionslosung liber die semi-praparative
HPLC gereinigt. [*®F]30 konnte mit einer radiochemischen Ausbeute von 56 + 22% und einer
radiochemischen Reinheit >99% hergestellt werden (n=3). Der isoforme Radiotracer [*¥F]31 wurde in
radiochemischen Ausbeuten von 28+ 1% und einer radiochemischen Reinheit >99% synthetisiert
(n=2). Die molaren Aktivitaten betrugen dabei 60+12 GBg/umol (106-944 MBq, Ende der Synthese)
und 14.6 GBg/umol (64 MBq, Ende der Synthese). Die Identifikation der Produkte erfolgte mittels HPLC
und Co-Injektion der nicht-radioaktiven Referenzsubstanzen 30 und 31, die Chromatogramme sind in

Kapitel 4 zu finden.

3.3.5 Herstellung von [**CIMMPD

Zusatzlich zu den potentiellen, radiofluorierten Partialagonisten wurde auch die Verbindung MMPD?%!

hergestellt, da bisher keine in vitro Autoradiographien dieser Verbindung veroffentlicht wurden. Dazu
wurde zundchst die Referenzverbindung und der Vorlaufer beginnend mit 3-Methoxybenzaldehyd in

Anlehnung an die Literatur®?! synthetisiert.



Ergebnisse und Diskussion 73

o) o)
(@] ~ ~
~N
O\
(a) (b) (c)
—_— D . —_—
g «_ _CN NC._~_CN NC._~~_<CN
@] ~ | _Ph > |
CN H,N” °N” s H,N~ "N~ “SH
47 48 49
O OH
(e)
(d)
— NC._ | cN T NC._ | CN
NS NS
HNT N7 >s7 R YNT N7 sTOR
50, R = AN 52, R = AN
51, R = A~ 53,R= Ay
P »

Abbildung 51. Synthese der Referenzsubstanz und des Markierungsvorlaufers fiir die Herstellung von
[*ICIMMPD. Reaktionsbedingungen: a) Malonsduredinitril, Piperidin, EtOH, RT, 2h, b)
Malonsauredinitril, Thiophenol, TEA, EtOH, Rickfluss, 5h, C) NasS, DMF, 80 °C d) NaHCOs, 3,5-
substituiertes Pyridin oder 2,6-substituiertes Pyridin, DMF, RT, 5h, e) BBr;, DCM, 0 °C -> RT, 24h.

Die Einfihrung der Dicarbonitrilgruppe erfolgte mit 95% Ausbeute und ergab 2-(3-
Methoxybenzyliden)malonsauredinitril 47. AnschlieBende Multi-Komponenten-Reaktion lieferte 2-
Amino-4-(3-methoxyphenyl)-6-(phenylthio)pyridin-3,5-dicarbonitril 48 mit 34% Ausbeute. Der
Thioether liel sich quantitative abspalten und lieferte Verbindung 49. S-Alkylierung mit den 2,6- und
3,5-substituierten Pyridinen lieferte die Referenzverbindungen 2-Amino-4-(3-methoxyphenyl)-6-{[(6-
methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril 50 und 2-Amino-4-(3-methoxyphenyl)-6-{[(5-
methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril 51 in 83% und 80% Ausbeute. Die
Markierungsvorlaufer  2-Amino-4-(3-hydroxyphenyl)-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-
3,5-dicarbonitril 52 und 2-Amino-4-(3-hydroxyphenyl)-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-
3,5-dicarbonitril 53 erhielt man durch Etherspaltung mit Bortribromid in 60% und 55% Ausbeute.

Vorldufer 52 wurde im INM-4 (Forschungszentrum, Jiilich) 1!C-methyliert.

Die Referenzsubstanzen 50 und 51 wurden auf ihre Bindungsaffinitat im INM-5 (Nuklearchemie,

Radiotracer-Entwicklung, Forschungszentrum Jilich) untersucht.



Ergebnisse und Diskussion 74

O\ O\
N N
NS ~ N N ~ Z
= N =
~
Z N
50, MMPD 51, iso-MMPD
K, =2.310.4 nM K;=1.610.4 nM

Abbildung 52. Bindungsaffinitaten der Verbindungen 50 und 51 zu A;AR, bestimmt mittels
Kompetitionsassays an transfizierten CHO-Zellhomogenaten mit [*H]DPCPX in Vierfachbestimmung.

Die Herstellung von [)CIMMPD erfolgte im INM-4 (Forschungszentrum Jilich) und wurde in Anlehnung
an die Literatur?® durchgefiihrt. Der C-11 markierte Radiotracer konnte in einer radiochemischen
Ausbeute von 201+5% und einer radiochemischen Reinheit von >95% hergestellt werden (n=2). Die
Radiotracers wurde in der Qualitdtskontrolle des INM-5

Identitdt und Reinheit des

(Radiopharmakaservice, Forschungszentrum Jilich) bestimmt. Die erzielten molaren Aktivitdten lagen

bei 28+6 GBg/umol (Ende der Synthese, n=2).

11
OH 0~ CHs

["C]CH3l, TEA-OH

NC CN NC CN
= | DMF, RT, 3 min = |
S NS

N N

Y

/
/

H,N ST H,N ST
52 ["c]50
Abbildung 53. Radiomarkierung von [**C]MMPD

Die Ergebnisse der Radiosynthesen, wie die erzielten radiochemischen Ausbeuten, die
radiochemischen Reinheiten und die ermittelten molaren Aktivitdaten sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9. Ergebnisse der Radiosynthesen

Radioligand Radiochemische Radiochemische Molare Aktivitat
Ausbeute [%] Reinheit [%] [GBg/umol]
[*8F]FMPD 19.3 + 2.6 (n=3) >99 19-40
iso-[**F]FMPD 7.9 £ 0.9 (n=2) 97 1.2-4.0
[*®F]FEMPD 56 + 22 (n=3) >99 24 - 64
iso-[**F]FEMPD 279+ 1.3 (n=2) >99 14.6
[*'CIMMPD 20 + 5 (n=2) 95 22-33
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3.3.6 Invitro Beurteilung der radiomarkierten Partialagonisten

Die Lipophilie ist vor allem fiir Neurotracer eine wichtige GréRe. Wenn der Tracer nicht lGber einen
Transporter ins Gehirn gelangt, muss er eine gewisse Lipophilie besitzen, um (iber freie Diffusion die

BHS passieren zu kénnen. Ideale LogP Werte liegen im Bereich zwischen 2—414,

Der LogD;.4 Wert wurde fiir die neuen, radiofluorierten Partialagonisten tiber die Schiittelmethode?*”

mit n-Octanol/PBS-Puffer-Gemischen (pH = 7.4) bestimmt. Die erhaltenen LogD;4 Werte fiir [*8F]27,
[*8F]28, [*®F]30 und [*®F]31 lagen alle im optimalen Bereich fiir die Penetration der BHS und sind in

Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10. Ermittelte LogD;.+- und berechnete cLogP-Werte fur [F]47—[*¥F]50

LogD;.4 cLogP*
[**F127 3.38+0.08 3.31
[*F]28 2.5940.06 3.31
[**F130 3.1440.07 3.43
[**F]31 3.0440.05 3.43

*Berechnet iber ChemDraw-Software

Die markierten Radioliganden [*¥F]27—[*¥F]31 und [*'C]50 wurden mittels in vitro Autoradiographien
an Rattenhirnschnitten auf ihr Verteilungsmuster untersucht. Daflir wurden in den Experimenten
5 kBg/mL Radioligand zur Bestimmung der Totalbindung, und jeweils 5 kBg/mL Radioligand und nicht-
radioaktiver Kompetitor eingesetzt. Als Kompetitoren in Verdrangungsexperimenten dienten die
Referenzverbindungen 27, 28, 30 ,31 und 50 [1 um], der AR Antagonist DPCPX [1 uM] und der AR
Agonist NECA [10 um]. Die Autoradiographien sind in einer Tabelle (Kapitel 6, Anhang)

zusammengestellt.

Es wurde fir alle hergestellten radiomarkierten Partialagonisten eine nahezu ubiquitare Totalbindung
beobachtet. Dieses Muster stimmt prinzipiell mit der Verteilung von A;AR im Gehirn Uberein. Eine
erhohte Anreicherung im Kleinhirn, die auch schon in Autoradiogrammen mit A;AR-Antagonisten zu

sehen war und typisch fiir die A;AR Verteilung bei Ratten ist, war ersichtlich’.
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Die Verdrdangungsstudien zeigten eine homogene Abnahme der Radioliganden-Konzentration im
gesamten Gehirn auf. Mit DPCPX konnte eine erhebliche Menge der Bindung des Radioliganden
verdrangt werden. Die spezifischen Bindungen wurden fiir das gesamte Gehirn bestimmt, wobei
[*8F]JFEMPD die héchste spezifische Bindung von 40.7% fiir die Verdriangung mit DPCPX und 33% fiir
die Verdrangung mit NECA aufwies und aus diesem Grund fir weitere praklinische Experimente
ausgewahlt wurde. Die berechneten spezifischen Bindungen sind in einer Tabelle im Anhang (siehe

Kapitel 6) zusammengefasst.

3.3.7 Invivo Beurteilung von [*F]FEMPD

Die Formulierung der Radiotracer-Lésung wurde mittels Festphasenextraktion durchgefiihrt. Der Peak-
Schnitt in HPLC-Elutionsmittel wurde mit 50 mL dest. Wasser verdiinnt. AnschlieRend wurde diese
Losung Uber eine Sep-Pak® C18 Plus Light Kartusche eluiert, wobei >99% der Aktivitat fixiert werden
konnte. Die Elution des fixierten Tracers in ein leeres ReaktionsgefaR erfolgte mit 500 pL Ethanol.
Dieses wurde im folgenden Schritt unter vermindertem Druck, bei 40 °C fast vollstandig entfernt. Beim
Versuch, [*¥FJFEMPD in 500 pL PBS-Puffer aufzunehmen blieben 88% der Aktivitit im ReaktionsgefaR
zurtick. Durch die Verwendung des Polysorbats Tween 60 (1% in PBS-Losung) konnte der Radiotracer
jedoch vollstindig in Lésung gebracht werden. [*®FJFEMPD konnte dem INM-4 (Institut fir
Neurowissenschaften und Medizin, Physik der Medizinischen Bildgebung, Forschungszentrum Jilich)

flr praklinische Studien an Ratten zur Verfliigung gestellt werden.

Im in vivo PET Experiment an einer gesunden Ratte wurde die Penetration der Bluthirnschranke
beobachtet. Die Akkumulation von [*¥F]FEMPD ist in Ubereinstimmung mit dem bekannten
Verteilungsmuster von A;AR im Gehirn'’®. Erhdhte Konzentrationen wurden im Thalamus,
Hippocampus und Kleinhirn ermittelt. Der Radioligand zeigte eine Stabilitdt von bis zu 1 Stunde (siehe

Diagramm 2).
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Thalamus Hippocampus

50 N 105 Sy,

Abbildung 54. PET-Studie mit [*®F]JFEMPD an der gesunden Ratte. uPET Bilder (Summe von 15-60
Minuten Messungen) (A) des Gehirns in der coronalen Ebene, (B) des Gehirns in der horizontalen
Ebene und (C) des Gehirns in der sagittalen Ebene. PET-Bilder bearbeitet und zur Verfiigung gestellt
von Prof. Dr. Heike Endepols, Institut fiir Radiochemie und Molekulare Bildgebung,

Universitatsklinikum Koln.

['®FJFEMPD
200
— Cer
150 — Thalamus
3 — Hippocampus
g 100 — Midbrain
7] — Bone
50
0
0 50 100 150
min

Diagramm 3. Quantitative Aufnahme von [*®F]JFEMPD iiber den Zeitraum 0-180 Minuten nach
Injektion in verschiedenen Geweben. Abkiirzungen: Cer: Zerebellum/Kleinhirn; Bone (englisch:

Knochen). Auswertung zur Verfligung gestellt von Prof. Endepols, Molekulare Bildgebung, UK KolIn.

Zusammenfassend konnten vier radiofluorierte Partialagonisten mit einer nanomolaren Affinitat zum
A1AR hergestellt werden. Die ermittelten Lipophilien der Radioliganden von 2.6-3.4 (LogD;.4) bei
physiologischen pH-Wert befinden sich im optimalen Bereich zur Penetration der BHS. Die
Radiomarkierungen mittels Kupfer-vermittelter Alkohol-unterstitzter oder der konventioneller

Radiofluorierung ermoglichten die Herstellung dieser Radioliganden in guten radiochemischen
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Ausbeuten, sehr guten radiochemischen Reinheiten und angemessenen molaren Aktivitaten.
Ergebnisse der in vitro Autoradiographien an Rattenhirnschnitten und der kompetitiven
Verdrangungsexperimente mit einem Agonisten (NECA) und einem Antagonisten (CPFPX) zeigten, dass
die Radioliganden eine spezifische Bindung zum A;AR aufweisen. Abschliefend wurde der Kandidat
mit der besten spezifischen Bindung, [*¥F]FEMPD, ausgewéhlt und in vivo evaluiert. Das PET-
Experiment wurde an einer gesunden Ratte durchgefiihrt und zeigte, dass mit diesem Radioliganden
das gewdlinschte Verteilungsmuster des A:AR visualisiert werden konnte und der Radioligand fir
mindestens eine Stunde stabil war. Eine neue vielversprechende Klasse an Radioliganden,
radiofluorierte Partialagonisten zur Bildgebung des A;AR mittels PET, wurde entwickelt und erfolgreich

in vitro und in vivo evaluiert.
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4. Materialien und Methoden

4.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen

Alle Reaktionen wurden, soweit nicht anders angegeben, unter magnetischem Riihren und unter

Argonatmosphare durchgefihrt.

4.1.1 Chemikalien und Losungsmittel

Die verwendeten Chemikalien wurden von den folgenden Firmen erworben: Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Deutschland), Merck (Taufkirchen, Deutschland), Activate Scientific (Prien, Deutschland),
ABCR (Karlsruhe, Deutschland) und Tocris (Bristol, Vereinigtes Konigreich) und wurden ohne weitere

Reinigung eingesetzt.

Losungsmittel in ausreichender Reinheit wurden von VWR (Langenfeld, Deutschland) oder Sigma
Aldrich bezogen. Wasserfreie Losungsmittel fiir Radiosynthesen wurden bei Acros oder Sigma Aldrich

(Darmstadt, Deutschland) erworben.

4.1.2 Reinigung

Die Reinigung der synthetisierten Verbindungen erfolgte mittels Flash Chromatographie an einem
Grace Reveleris® iES Flash Chromatographie System, ausgestattet mit einer RevealX™ Detektion,
welches durch Multisignaldetektion (UV/ELSD) die Sammlung der Fraktionen ermdglicht. Als stationare
Phasen wurden Reveleris® Flash Silica Kartuschen unterschiedlicher PartikelgroRen verwendet
(verschiedene GroRen; 12 um, 24 um, 40 um oder 80 um). Die mobilen Phasen sind fir die jeweiligen

Verbindungen in den Synthesevorschriften angegeben.

4.1.3 Charakterisierung

Dinnschichtchromatographische Analysen (DC) wurden bei allen Reaktionen fiir die Verfolgung des
Reaktionsverlaufs und zur Uberpriifung der Reinheit erhaltener Produkte eingesetzt. Als stationire
Phase wurden Silica beschichtete DC Aluminium Platten mit einem Fluoreszenzindikator (SILALUGRAM
G/UV254, Macherey-Nagel GmbH, Diren, Deutschland) oder Reversed-Phase DC Platten (Kieselgel 60
RP-18 F;s4, Merck, Deutschland) eingesetzt. Das Laufmittel wurde so gewahlt, dass der R-Wert der
Verbindungen im Bereich von 0.2 bis 0.8 lag. Die Auswertung wurde mittels einer UV-Lampe (256 nm)

oder durch Anfarbung mit einer Permanganat- oder Ninhydrin-Losung durchgefiihrt.
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Schmelzpunkte (Smp.) wurden an einem vollautomatischen Melting Point B-540 Instrument (Bichi

Labortechnik GmbH, Essen, Deutschland) in offenen Glaskapillaren gemessen und sind unkorrigiert.

NMR Spektroskopie: *H, 3C und °F NMR Spektren wurden bei 400.13, 100.61 und 376.49 MHz an
einem Bruker Avance Neo 400 Gerét (Bruker Bio Spin GmbH, Rheinstetten, Deutschland) in 5% Losung
bei 299 K aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen (6) sind in parts per million (ppm)
angegeben. Als interne Referenz dienten die residualen. 'H NMR Spektren werden folgendermaRen
angegeben: 6/ ppm (Anzahl der Protonen, Multiplizitdt, Kopplungskonstante J in Hertz (Hz)). Folgende
Abktirzungen und ihre Kombination werden fir die Beschreibung der NMR Daten verwendet: s =
Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett, br s = breites Singulett (,broad” singlet).

Alle 3C- und *F-NMR-Spektren wurden unter 1H-Breitbandentkopplung (CPD) aufgenommen.

Die Benennung der Verbindungen erfolgte tiber ChemBioDraw™ (CambridgeSoft) und folgt der IUPAC

Nomenklatur.

Massenspektren mit niedriger Auflésung wurden durch Elektrosprayionisation (ESI) mit einem Thermo
Finnigan Surveyor Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland)

erhalten und werden in m/z-Werten des Pseudo-lons [M + H]* angegeben.

Hochaufgeléste Massenspektren wurden mit einer LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific Inc.,

Bremen, Deutschland) in der Universitat zu K6ln gemessen.

Die Bestimmung der Enantiomerenreinheit chiraler Substanzen mittels analytischer HPLC erfolgte mit
einem Dionex Ultimate® 3000 HPLC System, bestehend aus einem DAD UV-Detektor in Serie geschaltet
mit einem Berthold Nal Radioaktivitatsdetektor zur Verfolgung der Absorption bei 254 nm und der

Radioaktivitat. Folgende chirale analytische HPLC Saulen wurden eingesetzt:

- Lux Cellulose-1 column (4,6 x 250 mm, 5 um, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)

- Chiralpak-AD column (4,6 x 250 mm, 10 um, Daicelchiral, Tokyo, Japan)
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4.2 Organische Synthesen

Synthese von (S)-1-(4-Bromphenyl)-3-chlorpropan-1-ol>% (1)
OH

ol Eine Suspension von Cu(OAc);'H20 (90 mg, 0.45 mmol) und (S)-P-Phos

Br (95 mg, 0.15mmol) in Toluol (10 mL) wurde 20 Minuten geriihrt.
AnschlieBend wurde eine Lésung aus Phenylsilan (2.22 mL, 1.9 g, 18 mmol)
in Toluol (1 mL) hinzugefligt und die Reaktionslésung auf —20 °C gekihlt. Eine Lésung aus 4'-Brom-3-
chloropropiophenon (3.72 g, 15 mmol) in Toluol (5 mL) wurde unter kraftigem Rihren hinzugefiigt und
das Reaktionsgemisch wurde bei —20 °C fiir 24 h geriihrt. Nach Beendigung der Reduktion (DC
Kontrolle) wurde das Reaktionsgemisch mit 10% HCl in H,0 (20 mL) verdiinnt und mit Et,0 (3x30 mL)
extrahiert. Die organische Fraktion wurde lGber Na,SO, getrocknet, (iber Silica Gel filtriert und vom
Losungsmittel unter vermindertem Druck befreit. Das Rohprodukt wurde mittels Flash
Chromatographie (PE/EtOAc 9:1) gereinigt, um die Titelverbindung als farblosen Feststoff zu erhalten
(2.22 g Ausbeute, 60%, Lit. 95%). Der Enantiomereniiberschuss (ee) des Produkts wurde {iber chirale
HPLC bestimmt und betrug 96%.
Re= 0.34 (PE/EtOAc 9:1). *H NMR (400 MH, CDCls): 8= 2,03 —2.11 (m, 2H), 2.18 — 2.26 (m, 1H), 3.57
(dt,J=11.1,5.8 Hz, 1H), 3.76 (ddd, /= 11.1, 8.4, 4.9 Hz, 1H), 4.95 (dd, J = 8.4, 4.9 Hz, 1H), 7.26-7.29 (m,
2H), 7.49 — 7.53 (m, 2H). *C NMR (100 MHz, CDCl3): § = 41.50, 41.64, 70.81, 121.81, 127.63, 131.89,
142.85. Chirale HPLC: Lux’ 5 um Cellulose-1, 4.6x250 mm (Phenomenex); Eluens: iPrOH:Hexan 2:98;
Flussrate: 1.0 mL/min; Detektion: UV, A=254 nm; tr [(S)-1] = 25.4 min, tr [(R)-1] = 29.9 min.

Synthese von (R)-4-[1-(4-Bromphenyl)-3-chlorpropoxyl]-1,1'-biphenyl?® (2)

O Azodicarbonsaurediisopropylester (DIAD) (1.77 mL, 1.82 g, 9 mmol)
O wurde langsam zu einer eiskalten Losung von 1 (2.22 g, 9 mmol), PhsP
(?) (2.42 g, 9 mmol) und 4-Phenylphenol (1.53 g, 9 mmol) in trockenem THF
/©/\/\CI (25 mL) hinzugefiigt und die Reaktionsmischung wurde 1 h bei 30 °C im
Br Ultraschallbad behandelt. Nach Beendigung der Reaktion (DC Kontrolle),
wurden alle Flussigkeiten unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand wurde mittels Flash
Chromatographie gereinigt (1-5% EtOAc in PE). Die Titelverbindung wurde als farbloser Feststoff
isoliert (2.78 g Ausbeute, 77%). Die Enantiomerenreinheit des Produkts wurde tber chirale HPLC (96%
ee) bestimmt.
Rr= 0.73 (PE/EtOAc 9:1). H NMR (400 MHz, CDCls): § = 2.19 (dddd, J = 14.3, 8.7, 5.7, 4.3 Hz, 1H), 2.46
(ddt, J = 14.3, 8.7, 5.3 Hz, 1H), 3.62 (dt, J = 11.1, 5.7 Hz, 1H), 3.82 (ddd, J = 11.1, 8.7, 5.3 Hz, 1H), 5.39
(dd, J = 8.7, 4.3 Hz, 1H), 6.96 — 6.83 (m, 2H), 7.32 — 7.26 (m, 3H), 7.46 — 7.34 (m, 4H), 7.53 — 7.46 (m,
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4H). 3C-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 41.24, 41.38, 76.39, 116.33, 121.93, 126.86, 127.82, 128.28,
128.83, 132.14, 134.55, 140.05, 140.74, 149.06, 157.30. Chirale HPLC: Lux” 5 um Cellulose-1,
4.6x250 mm (Phenomenex); Eluens: iPrOH:Hexan 2:98; Flussrate: 1.0 mL/min; Detektion: UV,
A=254 nm; tr [(R)-2] = 7.0 min, t& [(S)-2] = 8.5 min.

Synthese von (R)-N-{3-[(1,1'-Biphenyl)-4-yloxy]-3-(4-bromphenyl)propyl}sarkosinmethylester (3)

O Eine Losung von 2 (2.78 g, 6.9 mmol), Sarkosinmethylester
O Hydrochlorid (1.75 g, 12.5 mmol), K,CO3 (2.76 g, 20 mmol) und
(?) Kl (330 mg, 3 mmol) in MeCN (40 mL) wurde fiir 48 h refluxiert.
N O~ . . .
| 5 Anschliefend wurde das Reaktionsgemisch auf
Br Raumtemperatur abgekiihlt, der ausgefallene Feststoff wurde
durch Filtration abgetrennt und mit Acetonitril gewaschen. Das Filtrat wurde in vacuo vom
Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde mit Flash Chromatographie (CH,Cl,/Aceton 9:1) gereinigt
und lieferte Verbindung 3 als leicht gelbliches Ol (1.77 g Ausbeute, 55%).
Ri= 0.36 (PE/EtOAC 5:1). 'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.95 (dddd, J = 14.0, 8.0, 6.0, 4.8 Hz, 1H), 2.17
(dtd, J = 14.0, 8.0, 6.0 Hz, 1H), 2.39 (s, 3H), 2.59 — 2.75 (m, 2H), 3.27 (s, 2H), 3.67 (s, 3H), 5.26 (dd, J =
8.0, 4.8 Hz, 1H), 6.84 —6.93 (m, 2H), 7.26 — 7.31 (m, 3H), 7.34 — 7.43 (m, 4H), 7.44 — 7.53 (m, 4H). 3C
NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 36.78, 42.46, 51.67, 53.26, 58.75, 77.59, 116.29, 121.53, 126.80, 126.83,
127.91, 128.19, 128.81, 131.94, 134.16, 140.84, 141.07, 157.62, 171.51. HRMS berechnet fir
CasH26BrNOs ([M+H*]) 468.1168; gefunden 468.1174.

Synthese von (R)-N-(3-{[(1,1'-Biphenyl)-4-yloxy]-3-(4-pinakolester)phenyl}propyl)-

sarkosinemethylester (4)

O Die Feststoffe Bis(pinakolato)diboran (1.158 g, 4.56 mmol),
O [1,1'-Bis(diphenylphosphino)ferrocen]palladium(ll)dichlorid

(?) o (83.4mg, 0.114 mmol, 3%mol) und KOAc (1.12g,

o /©/\A'T/\(g( h 11.4 mmol) wurden im Vakuum getrocknet. Unter Argon

\g’ wurde eine Losung von 3 (1.77 g, 3.8 mmol) in trockenem
1,4-Dioxan (30 mL) hinzugefligt und das Reaktionsgemisch

wurde fir 4h auf 110 °C erwadrmt. Nach vollstandiger Umsetzung (DC Kontrolle) wurde das
Reaktionsgemisch mit 20 mL Wasser verdiinnt und mit DCM extrahiert (3 x 30 mL). Die organische
Fraktion wurde Uber Na,SO, getrocknet und in vacuo vom Losungsmittel befreit. Der resultierende

Rickstand wurde mittels Flash Chromatographie an Silicagel (DCM/Aceton 9:1) und danach mittels RP
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Flash Chromatographie (MeCN/H,0 40/60) gereinigt und als hellgelbes Ol erhalten wurde (1.65 g, 84%
Ausbeute).

Ri= 0.8 (DCM/Aceton). 'H NMR (400 MHz, Methanol-Ds): & = 1.34 (s, 12H), 1.98 — 2.08 (m, 1H), 2.12 —
2.23 (m, 1H), 2.34 (s, 3H), 2.70 (dd, J = 8.1, 6.6 Hz, 2H), 3.31 (s, 2H), 3.67 (s, 3H), 5.38 (dd, J = 8.1, 4.0
Hz, 1H), 6.88 — 6.97 (m, 2H), 7.21 — 7.28 (m, 2H), 7.32 = 7.39 (m, 2H), 7.48 (dd, J = 8.1, 4.0 Hz, 4H), 7.47
—7.54 (m, 2H), 7.70 = 7.76 (m, 2H). **C NMR (100 MHz, Methanol-D4): 5= 25.18, 37.12, 42.69, 52.02,
54.45, 58.93, 79.17, 85.07, 117.35, 126.57, 127.54, 128.84, 129.68, 135.13, 136.05, 142.01, 146.49,
158.97, 172.55. HRMS berechnet fiir C3;H39BNOs ([M+H*]) 516.2916; gefunden 516.2917.

Synthese von 3-Chlor-1-(4-fluorphenyl)propan-1-01232% (5)
OH

Cl Zueiner Losung von 3-Chlor-4'-fluorpropiophenon (1.86 g, 10 mmol) in 20 mL
F MeOH in einer Argon-Atmosphare wurde unter Eiskiihlung NaBH,4 (454 mg,
12 mmol) hinzugefiigt. Die Reaktionslosung wurde auf RT erwdrmt und nach Beendigung der
Reduktion (DC Kontrolle) unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde
mit Wasser versetzt und mit Ether extrahiert (3 x 20 mL). Die organische Fraktion wurde iber Na;SO4
getrocknet und in vacuo vom Lésungsmittel befreit. Man erhielt die Titelverbindung ohne weitere
Reinigung als farbloses Ol (1.9 g Ausbeute, quantitativ, Lit. 82%).
Rf = 0.44 (PE/EtOAc 9:1). 'H NMR (400 MH, CDCls): 8= 7.37 — 7.30 (m, 2H), 7.09 — 7.00 (m, 2H), 4.94
(dd, J=8.5,4.7 Hz, 1H), 3.73 (ddd, J = 10.9, 8.2, 5.4 Hz, 1H), 3.54 (dt, J = 10.9, 5.9 Hz, 1H), 2.21 (ddt, J
= 14.3, 8.5, 5.7 Hz, 1H), 2.10 — 2.00 (m, 1H). 3C NMR (100 MHz, CDCls): § = 163.71, 161.26, 139.58,
127.63, 127.55, 115.74, 115.53, 70.82, 41.61.

Synthese von 4-(3-Chlor-1-(4-fluorphenyl)propoxy)-1,1'-biphenyl*®” (6)

O Azodicarbonsaurediisopropylester (DIAD) (1.97 mL, 2.02 g, 10 mmol)

O o wurde langsam zu einer eiskalten Losung von 5 (1.9 g, 10 mmol), PhsP

cl (2.69 g, 10 mmol) und 4-Phenylphenol (1.7 g, 10 mmol) in trockenem

THF (20 mL) hinzugefiigt und die Reaktionsmischung wurde 1 h bei 30 °C

im Ultraschallbad behandelt. Nach Beendigung der Reaktion (DC

Kontrolle), wurden alle fllichtigen Verbindungen unter vermindertem Druck entfernt und der

Riickstand mittels Flash Chromatographie gereinigt (1-5% EtOAc in PE). Die Titelverbindung wurde als
farbloser Feststoff isoliert (2.8 g Ausbeute, 82%).

R¢=0.79 (PE/EtOAC 9:1). *H NMR (400 MH, CDCls): 6 = 7.53 — 7.45 (m, 2H), 7.47 —7.34 (m, 6H), 7.31 —

7.27 (m, 1H), 7.10 - 7.01 (m, 2H), 6.94 — 6.88 (m, 2H), 5.41 (dd, J = 8.6, 4.5 Hz, 1H), 3.82 (ddd, J = 11.0,
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8.4,5.2 Hz, 1H), 3.61 (dt, J = 11.2, 5.7 Hz, 1H), 2.53 —2.42 (m, 1H), 2.20 (dddd, J = 14.4, 8.4, 5.7, 4.5 Hz,
1H). 33C NMR (100 MHz, CDCls): & = 163.69, 157.40, 140.78, 136.71, 134.46, 128.83, 128.26, 127.83,
127.74, 126.86, 116.37, 116.04, 115.83, 76.41, 60.54, 41.54, 41.34, 21.20, 14.35.

Synthese von Methyl N-(3-([1,1'-Biphenyl]-4-yloxy)-3-(4-fluorphenyl)propyl)-N-methylglycinat®®® (7)

O Eine Losung von 6 (2.8 g, 8.2 mmol), Sarkosinmethylester

O o Hydrochlorid (2.23 g, 16 mmol), K2CO3 (5.53 g, 40 mmol) und

N/\H/O\ KI (664 mg, 4 mmol) in MeCN (50 mL) wurde fiir 48 h refluxiert.

| o) Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der ausgefallene

Feststoff durch Filtration abgetrennt und mit Acetonitril

gewaschen. Das Filtrat wurde in vacuo vom Losungsmittel befreit und der Riickstand mittels Flash

Chromatographie (PE/EtOAc 3:1) gereinigt. Verbindung 7 wurde als leicht gelbliches Ol (1.95¢g

Ausbeute, 58%).

R¢ = 0.25 (PE/EtOAc 9:1). *H NMR (400 MH, CDCl5): § =7.52 — 7.43 (m, 2H), 7.45 — 7.33 (m, 6H), 7.30 —

7.27 (m, 1H), 7.08 — 6.98 (m, 2H), 6.94 — 6.85 (m, 2H), 5.30 (dd, J = 8.3, 4.7 Hz, 1H), 3.69 (s, 2H), 3.34

(s, 2H), 2.76 (g, J = 6.9 Hz, 2H), 2.46 (s, 3H), 2.21 (dtd, J = 14.0, 8.1, 5.8 Hz, 1H), 2.02 (dt, J = 19.4, 6.6

Hz, 1H). 3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6= 163.53,161.09, 157.57, 140.82, 137.44, 134.15, 128.81, 128.18,
127.82,127.74, 126.82, 116.31, 115.86, 115.64, 53.27, 51.88, 42.27, 36.50.

Synthese von (E)-3-(3-Brom-5-fluorphenyl)acrylsduremethylester?322¢ (9)

Ox O
A Zu einer Losung von 3-Brom-5-fluorbenzaldehyd (5 g, 24.6 mmol) in trockenem THF
(120 mL) wurde unter Eiskiihlung eine Lésung von
. 5 Carbomethoxymethylentriphenylphosphoran (9.06 g, 27.1 mmol) in trockenem DCM
r

(50 mL) hinzugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 24 h bei RT gerihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mit
einem Gemisch aus Hexan / EtOAc (4:1) versetzt. Der nicht l6sliche Feststoff wurde durch Filtration
abgetrennt und das Filtrat in vacuo vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde mittels Flash
Chromatographie (PE/EtOAc 9:1) gereinigt. Man erhielt die Titelverbindung als farblosen Feststoff
(4.11 g Ausbeute, 64%).
Rr = 0.64 (PE/EtOAc 9:1). 'H NMR (400 MH, CDCls): §= 7.56 (dd, J = 16.0, 0.7 Hz, 1H), 7.47 — 7.42 (m,
1H), 7.30— 7.23 (m, 2H), 7.15 (dddd, J = 9.1, 2.2, 1.5, 0.5 Hz, 1H), 6.42 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H).
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13C NMR (100 MHz, CDCls): & = 164.02, 142.03, 127.16, 120.79, 120.57, 113.67, 113.45, 52.01. F NMR

(376 MHz, CDCl3): 6=-110.32.

Synthese von Methyl-3-(3-brom-5-fluorphenyl)-4-nitrobutanoat??® (10)

O,N BN
@) Zu einer Losung von 9 (4.11 g, 15.8 mmol) und Nitromethan (4.23 mL, 4.82 g,
F Br 79 mmol) in MeCN (250 mL) wurde unter Eiskiihlung Diazabicycloundecen
(DBU) (2.36 mL, 2.4 g, 15.8 mmol) hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde
bei RT flr 24 h gerihrt, anschlieRend mit Wasser verdiinnt und mit EtOAc (3 x 100 mL) extrahiert. Die
organische Fraktion wurde Uber Na,SO, getrocknet und in vacuo vom Lésungsmittel befreit. Das
Rohprodukt wurde mittels Flash Chromatographie (PE/EtOAc 9:1) gereinigt und lieferte die

Titelverbindung als hellgelbes Ol (3.5 g Ausbeute, 69%).

Rf = 0.24 (PE/EtOAc 9:1). *H NMR (400 MH, CDCls): 8= 7.22 — 7.15 (m, 2H), 6.95 — 6.89 (m, 1H), 4.73
(dd, J = 13.0, 6.6 Hz, 1H), 4.62 (dd, J = 13.0, 8.1 Hz, 1H), 3.96 (dd, J = 7.9, 6.8 Hz, 1H), 3.67 (s, 3H), 2.75
(dd, J = 7.3, 2.1 Hz, 2H). 3C NMR (100 MHz, CDCls): 5= 170.63, 164.13, 161.62, 142.52, 142.35, 126.60,
123.46, 123.39, 119.21, 119.02, 113.93, 113.71, 78.72, 52.34, 39.63, 37.23. °F NMR (376 MHz, CDCls):
5=-109.10.

Synthese von {(S)-Hydroxy[(1S,2R,4S,5R)-5-vinylchinuclidin-2-yl]methyl}chinolin-6-01?%° (11)

OH =

Zu einer Losung von Chinidin (2.59 g, 8 mmol) in trockenem DMF (50 mL)

wurde Natriumethanthiolat (2.69 g, 32 mmol) hinzugefligt und die

Reaktionslosung wurde fir 16 h bei 110 °C geriihrt. Nach vollstandiger
Umsetzung (DC Kontrolle) wurde die Reaktionsldsung auf RT gekiihlt und mit einem Gemisch aus
gesattigter NH4Cl-Losung (40 mL) und Wasser (50 mL) verdiinnt. Das Reaktionsgemisch wurde mit
EtOAc (3 x50 mL) extrahiert. Die organische Fraktion wurde mit gesattigter Kochsalzl6sung gewaschen,
Uber Na,SO, getrocknet und in vacuo vom Lésungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde mittels Flash
Chromatographie (DCM/MeOH 0-10%) gereinigt und lieferte die Titelverbindung als gelben Feststoff
(6.24 g Ausbeute, 78%, Lit.: 92%).

R = 0.6 (EtOAc). 'H NMR (400 MHz, CDCls): 5= 8.69 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.58 (d, J = 4.4 Hz,
1H), 7.42 (s, 1H), 7.32 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 6.16-6.07 (m, 1H), 6.06 (s, 1H), 5.07 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.04
(s, 1H), 3.82 (d, J = 13.7 Hz, 1H), 3.75 (dd, J = 13.7, 7.8 Hz, 1H), 3.02 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 2.93-2.82 (m,
1H), 2.55 (s, 1H), 2.36-2.23 (m, 2H), 2.20-2.10 (m, 1H), 1.70 (s, 1H), 1.41-1.28 (m, 2H), 0.96-0.79 (m,
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2H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3): & = 157.00, 150.90, 146.79, 143.31, 131.80, 126.66, 122.89, 118.05,
116.40, 104.01, 60.40, 59.59, 49.32, 48.99, 39.45, 27.76, 24.38, 18.25, 7.58. MS (ESI) berechnet fir
C19H2:N20; ([M+H]*): 310.17, gefunden: 311.19.

Synthese von (E)-1-Brom-3-fluor-5-(2-nitrovinyl)benzol?*! (12)

NO,
N Zu einer Lésung von 2.5 M NaOH (32.4 mL, 81 mmol) in Methanol (72 mL) und Wasser
(36 mL) wurde eine Losung von 3-Brom-5-fluorbenzaldehyd (14.3 g, 70.4 mmol) und
F Br Nitromethan (4.36 mL, 81 mmol) in Methanol (12 mL) bei 5 °C innerhalb von 30 min

hinzugefiigt. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch bei 5-10 °C fiir weitere 30 min gerlhrt. Eine
Losung von HClion; (1.73 mL, 141 mmol) in Wasser (36 mL) wurde unter Eiskiihlung in einer Portion
hinzugefligt. Die ausgefallenen Kristalle wurden durch Filtration abgetrennt und mit eiskaltem Wasser
gewaschen. Nach dem Trocknen erhielt man die Titelverbindung in Form eines hellgelben Pulvers (10 g

Ausbeute, 57%).

R = 0.64 (PE/EtOAc 9:1). *H NMR (400 MHz, CDCl3): 5= 7.88 (d, J = 13.7 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 13.7 Hz,
1H), 7.49 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 7.38 (ddd, J = 8.3, 2.3, 1.7 Hz, 1H), 7.20 (dt, J = 8.3, 1.7 Hz, 1H). 3C NMR
(100 MHz, CDCl3): 5= 114.44, 114.64, 122.35, 122.59, 123.83, 128.04, 133.61, 136.25, 139.13, 161.61,
164.13. *°F (376 MHz, CDCls): 5= - 108.67.

Synthese von (R)-Diethyl-2-[1-(3-brom-5-fluorphenyl)-2-nitroethyl]malonat?* (13)

~

0.0
O.N ,I(Ov Zu einer Lésung von 12 (4.92 g, 20 mmol) in trockenem THF (35 mL) wurde
2
E)O
F Br

11 (310 mg, 1 mmol) und Diethylmalonat (4.31 mL, 28.35 mmol) bei RT
hinzugefiigt. Die Reaktionslésung wurde bei —20 °C fiir 24 h geriihrt. Nach
vollstandiger Umsetzung (DC Kontrolle) wurde das L&sungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt, der Rickstand wurde mit DCM (50 mL) verdiinnt und mit 1 m HCl und
gesattigter Kochsalzlésung gewaschen. Nach dem Trocknen lber Na,SO, wurde das Losungsmittel in
vacuo entfernt und der Riickstand wurde mittels Flash Chromatographie (PE/EtOAc 9:1) gereinigt. Man
erhielt die Titelverbindung als weiles Pulver (5.6 g Ausbeute, 70%). Umkristallisation aus n-

Hexan/MeOH lieferte Verbindung 13 mit einem ee von 98%.

Chirale HPLC: Lux” 5 um Cellulose-1, 4.6x250 mm (Phenomenex); Eluens: iPrOH:Hexan 2:8; Flussrate:
0.9 mL/min; Detektion: UV, A=254 nm; tg [(S)-13] = 7.9 min, t [(R)-13] = 8.8 min.
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R¢= 0.39 (PE/EtOAc 9:1). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6=7.23-7.14 (m, 2H), 6.95 (dt, J = 9.2, 2.0 Hz, 1H),
4.92 (dd, J = 13.6, 4.7 Hz, 1H), 4.84 (dd, J = 13.6, 9.2 Hz, 1H), 4.28-4.16 (m, 3H), 4.09 (g, J = 7.1 Hz, 2H),
3.75(d, J =9.2 Hz, 1H), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.14 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) 5=
167.14, 166.56, 163.97, 161.46, 140.58, 140.50, 127.35, 127.32, 119.54, 119.30, 114.63, 114.4, 76.96,
62.59, 62.42,54.67,42.37,14.11, 13.97. 5F NMR (376 MHz, CDCl3) 5=-109.10. MS (ESI) berechnet fir
CisH17BrFNOg ([M+H]*): 406.20, gefunden: 406.06.

Synthese von (4R)-Ethyl-4-(3-brom-5-fluorphenyl)-2-oxopyrrolidin-3-carboxylat®! (14)

o)
HU\KO\/ - .
y Eine Losung von 13 (2.03 g, 5 mmol) in MeOH (5 mL) und Zn-Pulver (4 g, 60
: 0 mmol) wurde tropfenweise bzw. portionsweise gleichzeitig unter Eiskiihlung zu
F©\Br einer Mischung aus HClion, (10 mL) und MeOH (10 mL) innerhalb von 30 min

hinzugefligt. Das Reaktionsgemisch wurde nach beendeter Zugabe weitere
20 min bei RT geriihrt. Nach vollstdndiger Umsetzung (DC Kontrolle) wurde das MeOH unter
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand mit EtOAc (2 x 10 mL) extrahiert. Die organische
Fraktion wurde mit gesattigter Na,COs-Losung versetzt, wobei Zn-Salze ausfielen. Der ausgefallene
Feststoff wurde abfiltriert und die Phasen erneut getrennt. Die organische Fraktion wurde tiber Na,SO4
getrocknet und in vacuo vom Losungsmittel befreit. Der Rickstand wurde mittels Flash
Chromatographie (PE/EtOAc 7:3) gereinigt und lieferte die Titelverbindung als weiRen Feststoff (660
mg Ausbeute, 40%).

Rf = 0.46 (DCM/Aceton 9:1). 'H NMR (400 MHz, CDCls): 8= 7.22-7.15 (m, 2H), 6.92 (dt, J = 1.5 Hz, 1H),
6.75 (brs, 1H), 4.26 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.12—-4.04 (m, 1H), 3.82 (ddd, J = 9.6, 8.2, 1.5 Hz, 1H), 3.48 (d, J
=9.6, 1H), 3.39 (dd, J = 9.6, 8.2 Hz, 1H), 1.6 (s, 1H), 1.3 (t, J = 7.1 Hz, 3H). **C NMR (100 MHz, CDCl3): &
=171.95, 168.73, 164.22, 161.72, 144.02, 126.31, 123.44, 118.75, 113.45, 62.31, 54.94, 47.22, 43.76,
14.28. °F NMR (376 MHz, CDCl3): 6= - 109.353. MS (ESI) berechnet fiir C13H13BrFNOs ([M+H]*): 330.15,
gefunden: 330.13.
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Synthese von (4R)-4-(3-Brom-5-fluorphenyl)-2-oxopyrrolidin-3-carbonsiure?! (15)

0
HN
OH  Zu einer Lésung von 14 (600 mg, 1.8 mmol) in EtOH (5 mL) wurde bei RT 1 m NaOH

o) (2 mL, 2 mmol) hinzugefiigt und das Reaktionsgemisch wurde fiir 1 h gertihrt. Nach

/©\ vollstandiger Umsetzung (DC Kontrolle) wurde das Losungsmittel unter
F B vermindertem Druck entfernt, der Riickstand wurde in Wasser (10 mL) gel6st und
mit 6 M HCl,q versetzt, wobei das Produkt als Feststoff ausfiel. Die ausgefallenen Kristalle wurden durch
Filtration abgetrennt, mit eiskaltem Wasser gewaschen und getrocknet. Man erhielt die

Titelverbindung in Form eines weien Pulvers (400 mg Ausbeute, 72%).

Rf = 0.12 (DCM/Aceton 9:1). 'H NMR (400 MHz, CDCls): 5= 7.08 (dd, J = 9.0, 1.9 Hz, 1H), 7.00 (dd, J =
8.3, 1.9 Hz, 1H), 6.81 (dd, J = 9.3, 1.9 Hz, 1H), 3.86 (q, J = 8.3 Hz, 1H), 3.61 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 3.27 (dd, J
=9.3, 1.9 Hz, 1H), 3.24-3.15 (m, 1H). *C NMR (100 MHz, CDCls, DMSO-dg): 6= 171.45, 169.79, 163.40,
160.91, 144.10, 144.02, 125.70, 125.67, 122.43, 122.33, 117.63, 117.39, 112.90, 112.68, 54.23, 46.45,
42.96. F NMR (376 MHz, CDCl3) 6= - 109.925. MS (ESI) berechnet fiir C11HsBrFNOs ([M+H]*): 302.10,
gefunden: 304.11.

Synthese von (4R)-4-(3-Brom-5-fluorphenyl)pyrrodlidin-2-on?2%-226 (16)

0]

HN
d Eine Losung von 15 (400 mg, 1.3 mmol) in Toluol (15 mL) wurde fiir 3 h refluxiert.

AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und

lieferte das Produkt als beiges Pulver (340 mg Ausbeute, 96%).
F Br
R¢ = 0.30 (DCM/Aceton 9:1). *H NMR (400 MHz, CDCls): 6= 7.23-7.17 (m, 1H), 7.16 (ddd, J = 8.3, 2.4,

1.6 Hz, 1H), 6.92 (dddd, J = 9.5, 2.4, 1.6, 0.7 Hz, 1H), 5.95 (s, 1H), 3.79 (ddd, J = 9.5, 8.3, 0.7 Hz, 1H),
3.67 (qd, J = 8.3, 6.8 Hz, 1H), 3.39 (dd, J = 9.5, 6.8 Hz, 1H), 2.75 (dd, J = 16.9, 9.5 Hz, 1H), 2.44 (dd, J =
16.9, 8.3 Hz, 1H). **C NMR (100 MHz, CDCl3): & = 176.71, 164.23, 161.69, 146.41, 126.05, 126.02,
123.16, 118.24, 117.99, 113.11, 112.89, 48.98, 39.86, 37.55. F NMR (376 MHz, CDCl3): 5= - 109.77.
MS (ESI) berechnet fiir C1o0HsBrFNO ([M+H]*): 258.09, gefunden: 258.11.
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Synthese von (4R)-4-(3-Brom-5-fluorphenyl)-1-[(3-methylpyridin-4-yl)methyl]pyrrolidin-2-on?2%172
(17)

N

— 5 Zu einer Losung von 16 (800 mg, 3.1 mmol) in trockenem THF (15 mL) wurde
unter Eiskihlung NaH (248 mg, 6.2 mmol) hinzugefligt und das
/©\ Reaktionsgemisch  wurde 30 min geriihrt. AnschlieBend wurden
F Tetrabutylammoniumiodid (48 mg, 0.15 mmol) und 4-(Chlormethyl)-3-
methylpyridin Hydrochlorid (600 mg, 3.1 mmol) hinzugefligt und das Reaktionsgemisch 16 h bei RT
gerihrt. Nach vollstandiger Umsetzung wurde die Reaktionslosung mit gesattigter NaHCOs-L6sung
verdiinnt und mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert. Die organische Fraktion wurde iber Na,SO, getrocknet
und in vacuo vom Losungsmittel befreit. Der Rickstand wurde mittels Flash Chromatographie
(EtOAC/EtOH, 0-10%) gereinigt und lieferte die Titelverbindung in Form eines weiBen Feststoffs (1 g

Ausbeute, 82%, Lit.: 62%).

Rf = 0.25 (DCM/Aceton 9:1). *H NMR (400 MHz, CDCls): 5= 8.45-8.38 (1H, m), 7.14 (ddd, J = 7.9, 2.4,
1.7 Hz, 1H), 7.11 (t, J = 1.7 Hz, 2H), 7.04 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 6.84 (dt, ) = 9.2, 1.7 Hz, 1H), 4.59 (d, J = 15.4
Hz, 1H), 4.43 (d, J= 15.4, 1H), 3.65-3.51 (m, 2H), 3.23 (dd, /= 9.2, 5.6 Hz, 1H), 2.91 (dd, /= 17.1, 9.2 Hz,
1H), 2.59 (dd, J = 17.1, 7.9 Hz, 1H), 2.31 (s, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCl5): 6= 173.03, 151.53, 148.16,
142.79, 131.77, 125.90, 125.88, 122.59, 118.34, 118.10, 113.08, 112.86, 53.52, 43.75, 38.21, 36.86,
16.09. **F NMR (376 MHz, CDCl;): 6= - 109.58. MS (ESI) berechnet fiir C17H16BrFN,O ([M+H]"): 363.23,
gefunden: 363.13.

Synthese von (4R)-4-[3-Fluor-5-(trimethylstannyl)phenyl]-1-[(3-methylpyridin-4-yI]
methylpyrrolidin-2-on??%172 (18)

/
N Y 0
Zu einer Losung von 17 (150 mg, 0.41 mmol) in trockenem Toluol (2 mL)

wurde in einer Argon-Atmosphdre LiCl (90 mg, 2.05 mmol),
@\ P Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) (70 mg, 0.06 mmol) und

F S|n\ Hexamethyldizinn (130 uL, 0.63 mmol) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch

wurde fiir 3h bei 100 °C geriuhrt. Nach vollstandiger Umsetzung (DC Kontrolle) wurde die
Reaktionslosung auf RT gekiihlt und mit EtOAc verdiinnt. Die Reaktionslosung wurde Uber Celite
filtriert und der Filterkuchen wurde mit EtOAc (3 x 10 mL) gewaschen. Das Filtrat wurde unter

vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit, das Rohprodukt mittels Flash Chromatographie
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(EtOAC/EtOH, 0-10%) gereinigt und lieferte die Titelverbindung als gelbes Ol (180 mg Ausbeute, 98%,
Lit.: 60%).

R¢ = 0.56 (EtOAC/EtOH 1%). *H NMR (400 MHz, CDCls): &= 8.43-8.40 (m, 2H), 7.10-7.03 (m, 2H), 6.82
(dt,/=9.4,2.2 Hz, 1H), 4.63 (d, /= 15.5 H, 1H), 4.41 (d, / = 15.5 Hz, 1H), 3.66 — 3.55 (m, 2H), 3.27 (d, J
=2.2 Hz, 1H), 2.92 (dd, J = 15.5, 9.4 Hz, 1H), 2.69-2.61 (m, 1H), 2.32 (s, 3H), 0.30 (s, 9H). *C NMR (100
MHz, CDCl3): ¢ = 173.78, 151.44, 148.14, 143.03, 131.75, 129.74, 122.45, 121.16, 120.98, 113.55,
113.33, 54.10, 43.76, 38.52, 37.10, 16.10, 9.25. **F NMR (376 MHz, CDCl3): § = - 113.14. MS (ESI)
berechnet flr CyoH2sFN,0OSn ([M+H]*): 448.09, gefunden: 449.15.

Synthese von 2-(3-Fluorbenzyliden)malonséduredinitril?3%2%° (21)

Zu einer Lésung von Fluorbenzaldehyd (1.06 mL, 1.24 g10 mmol) und Malonsauredinitril

N-CON (693 mg, 10.5 mmol, 1.05 equiv.) in 20 mL 70% MeOH.q, wurde Piperidin (2 Tropfen)

CN hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde 15 min bei RT gerihrt und anschlieBend fiir 2
h stehen gelassen, wobei sich ein gelber Feststoff bildete. Der Feststoff wurde durch Filtration
abgetrennt und mit eiskaltem Methanol gewaschen. Nach dem Trocknen erhielt man die

Titelverbindung als gelben Feststoff (1.02 g Ausbeute, 59%).

Smp.: 93 °C dec. Ry = 0.33 (PE/EtOAC 9:1). *H NMR (400 MHz, CDCls): 5= 7.75 (s, 1H), 7.68 (ddt, J = 7.8,
1.6, 0.9 Hz, 1H 7.64 (dt, J = 9.1, 2.4 Hz, 1H), 7.54 (td, J = 8.2, 5.6 Hz, 1H), 7.34 (tdd, J = 8.2, 2.4, 0.9 Hz,
1H). 3C NMR (100 MHz, CDCls): & = 161.66, 158.46, 131.50, 126.85, 121.89, 121.69, 117.16, 116.93,
113.35. *°F NMR (376 MHz, CDCl5): 5= - 109.39.

Synthese von 2-Amino-4-(3-fluorphenyl)-6-(phenylthio)pyridin-3,5-dicarbonitril?*® (23)

F
Zu einer Lésung von 21 (5 mmol), Malons&uredinitril (330 mg, 5 mmol) and
NC = | Ci@ Thiophenol (515 pL, 551 mg, 5 mmol) in EtOH (10 mL) wurde Triethylamin
H,N \N s (1 Tropfen) hinzugefiigt. Die gelbe Reaktionslésung wurde 4 h refluxiert.

Nach vollstandiger Umsetzung (DC Kontrolle) wurde die Reaktionslosung auf RT abgekihlt. Der
ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt, mit EtOH gewaschen und getrocknet. Man

erhielt die Titelverbindung in Form von gelben Kristallen (500 mg Ausbeute, 29%).
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Smp.: 242 °C dec. R¢ = 0.86 (PE/EtOAc 9:1). *H NMR (400 MHz, CDCl3): 8= 7.58-7.44 (m, 6H), 7.32-7.29
(m, 1H), 7.29-7.26 (m, 1H), 7.25-7.21 (m, 1H), 5.48 (s, 2H). 3C NMR (100 MHz, CDCls): & = 135.96,
131.19, 131.10, 130.20, 129.53, 118.33, 118.12, 116.09, 115.84, 115.00, 114.55. °F NMR (376 MHz,
CDCls): §=- 110.50.

Synthese von 2-Amino-4-(3-fluorphenyl)-6-mercaptopyridin-3,5-dicarbonitril>>® (25)

Zu einer Losung von 23 (500 mg, 1.44 mmol) in DMF (5 mL) wurde wasserfreies

NC =z CN NayS (360 mg, 4.6 mmol) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 2 h bei 80 °C

H,N \N gH furgerlhrt. Nach Abkihlen der Reaktionslésung auf RT wurde unter Eiskiihlung 1IN
HCI (12 mL, 12 mmol) hinzugefiigt, wobei sich ein gelber Feststoff bildete. Der Feststoff wurde durch
Filtration abgetrennt und getrocknet. Man erhielt die Titelverbindung in Form eines gelben Feststoffs

(390 mg Ausbeute, quantitativ).

Smp.: 176 °C dec. Rs: 0.22 (PE/EtOAc 3:1). *H NMR (400 MHz, MeOD-d4): 6= 7.63-7.56 (m, 1H), 7.38-
7.30 (m, 3H). *C NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 179.23, 162.87, 162.32, 160.43, 157.13, 154.80,
136.56, 136.47, 131.05, 130.96, 129.49, 127.60, 127.19, 124.27, 117.09, 116.41, 115.07, 114.46,
102.29, 81.46. ®F NMR (376 MHz, MeOD-d,4): & = - 113.80. HRMS berechnet fiir C14H100NsNa$S
(IM+Na*]) 293.02676; gefunden 293.02695.

Synthese von 2-Amino-4-(3-fluorphenyl)-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril (27)

F
Zu einer Lésung von 25 (100 mg, 0.37 mmol) und NaHCOs (126.2 mg,
NC = | CN 1.5mmol) in DMF (5mL) wurde 2-(Brommethyl)-6-mehylpyridin
H,N \N s | N\ Hydrobromid (69 mg, 0.37 mmol) hinzugefligt. Das Reaktionsgemisch

= wurde 4 h bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde es auf Eiswasser
(100 mL) gegossen und 16 h bei 4 °C belassen. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration
abgetrennt und mittels Flash Chromatographie (EtOAc/MeOH 0-1%) gereinigt. Man erhielt die

Titelverbindung in Form von orangen Kristallen (31 mg, 22% Ausbeute).

Smp.: 176 °C dec. R¢ = 0.60 (EtOAc). 'H NMR (400 MHz, CDCls): 8= 7.59-7.54 (m, 1H), 7.53-7.48 (m,
1H), 7.30-7.26 (m, 1H), 7.25-7.18 (m, 3H), 7.07 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 5.79 (s, 2H), 4.58 (s, 2H), 2.57 (s,
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3H). 3C NMR (100 MHz, CDCl3): 5 = 168.48, 163.90, 161.43, 159.38, 156.81, 155.32, 137.81, 135.19,
135.11,131.12,131.04,124.41,122.60, 120.49, 118.24, 118.03, 116.01, 115.78, 115.05, 114.50, 96.26,
86.89, 36.44, 29.82, 24.19. **F NMR (376 MHz, CDCl3): 6= - 110.56. MS (ESI) berechnet fiir CooH14FNsS
(IM+H]*): 375.42 gefunden: 376.19. Elementaranalyse berechnet fiir Co0H14FNsS: C: 63.99%, H: 3.76%,
F:5.06%, N: 18.65%, S: 8.54%; gefunden: C: 63.32%, H: 4.06% + 0.005%, N: 17.55% + 0.045%, S: 8.38%
+ 0.04%.

Synthese von 2-Amino-4-(3-fluorphenyl)-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril (28)

F
Zu einer Lésung von 25 (100 mg, 0.37 mmol) und NaHCOs (126.2 mg,
NC ~ | CN 1.5 mmol) in DMF (5mL) wurde 3-(Brommethyl)-5-mehylpyridin
H,N \N s | A Hydrobromid (69 mg, 0.37 mmol) hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch
N/ wurde 4 h bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde es auf Eiswasser

(100 mL) gegossen und 16 h bei 4 °C belassen. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration
abgetrennt und mittels Flash Chromatographie (EtOAc/MeOH 0-1%) gereinigt. Man erhielt die

Titelverbindung in Form von gelben Kristallen (65 mg, 47% Ausbeute).

Smp.: 180 °C dec. R¢ = 0.34 (EtOAc). *H NMR (400 MHz, DMSO-de): 5= 8.43 (d, J = 56.4 Hz, 2H), 7.55 (s,
1H), 7.54-7.49 (m, 1H), 7.31-7.26 (m, 1H), 7.25-7.24 (m, 1H), 7.26=7.17 (m, 1H), 5.79 (s, 2H), 4.40 (s,
2H), 2.35 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-de): 167.79, 163.93, 161.46, 159.41, 156.93, 138.42,
135.02, 131.18, 131.09, 124.39, 118.34, 118.13, 116.02, 115.78, 114.95, 114.44, 31.84, 18.54. >F NMR
(376 MHz, DMSO-dg): 6 = - 110.45. MS (ESI) berechnet flir CyoH14FNsS ([M+H]*): 375.42 gefunden:
376.26. Elementaranalyse berechnet fir CyH14FNsS: C: 63.99%, H: 3.76%, F: 5.06%, N: 18.65%, S:
8.54%; gefunden: C: 64.13% + 0.035%, H: 3.79% + 0.075%, N: 17.75% =+ 0.015%, S: 8.27% =+ 0.025%.
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Synthese von 2-Amino-4-(3-fluorphenyl)-6-{[(4-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril (29)

F
Zu einer Loésung von 25 (100 mg, 0.37 mmol) und NaHCO; (126.2 mg,
NC = | CN 1.5mmol) in DMF (5mL) wurde 4-(Chlormethyl)-3-mehylpyridin
H,N \N s Xy, Hydrochlorid (66 mg, 0.37 mmol) hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch

=N wurde 4 h bei RT geriihrt. AnschlieRend wurde es auf Eiswasser (100 mL)
gegossen und 16 h bei 4 °C belassen. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt und
mittels Flash Chromatographie (EtOAc/MeOH 0-1%) gereinigt. Man erhielt die Titelverbindung in Form
von gelben Kristallen (121 mg, 87% Ausbeute).

R¢ = 0.24 (EtOAc). *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 8.43 (d, J = 56.4 Hz, 2H), 7.55 (s, 1H), 7.54-7.49 (m,
1H), 7.31-7.26 (m, 1H), 7.25-7.24 (m, 1H), 7.26-7.17 (m, 1H), 5.79 (s, 2H), 4.40 (s, 2H), 2.35 (s, 3H). 13C
NMR (100 MHz, DMSO-dg): 167.79, 163.93, 161.46, 159.41, 156.93, 138.42, 135.02, 131.18, 131.09,
124.39,118.34, 118.13, 116.02, 115.78, 114.95, 114.44, 31.84, 18.54. °F NMR (376 MHz, DMSO-de): &
=-110.45. MS (ESI) berechnet flr C;o0H14FNsS ([M+H]*): 375.42 gefunden: 376.26.

Verbindungen 20, 22, 24, 26, 30 und 31 wurden freundlicherweise von Dr. Marcus Holschbach

synthetisiert und fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

Synthese von 3-(2-Hydroxyethoxy)benzaldehyd?*! (32)

On"on
Eine Losung von 3-Hydroxybenzaldehyd (2.4 g, 19.0 mmol), 2-Bromethanol
\O (2.38 g, 8 mmol) und Cs,COs (1.35mL, 9.9g, 19 mmol) in trockenem DMF
(80 mL) wurde 24 h bei 60°C geriihrt. Nach Abkiihlen auf RT wurde die Reaktionslosung mit Wasser
(100 mL) verdiinnt und mit EtOAc (3 x 100 mL) extrahiert. Die organische Fraktion wurde (iber Na,SO4
getrocknet und in vacuo vom Losungsmittel befreit. Der Rickstand wurde mittels Flash

Chromatographie (PE/EtOAc 3:1) gereinigt. Man erhielt die Titelverbindung als farbloses Ol (2.78 g
Ausbeute, 88%, Lit.: 98%).

R = 0.29 (EtOAc). *H NMR (400 MHz, CDCls): 5=9.90 (s, 1H), 7.39 (m, 2H), 7.35 (m, 1H), 7.15 (ddd, J =
7.1,2.7, 2.0 Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 5.2, 4.1 Hz, 2H), 3.94 (q, J = 5.2 Hz, 2H), 3.05 (t, J = 6.0 Hz, 1H). 1*C
NMR (100 MHz, CDCls): 5= 192.19, 159.35, 137.94, 130.29, 124.05, 122.05, 112.92, 69.67, 61,40.
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Synthese von 2-(3-Brombenzyliden)malonsauredinitril>*® (33)
Br

Zu einer Loésung von Brombenzaldehyd (11.66mL, 18.5g, 100 mmol) und

X CN Malonsauredinitril (6.93 g, 105 mmol) in 70% MeOH,4 (100 mL) wurde Piperidin (1 mL)

CN hinzugegeben. Die Reaktionsldsung wurde 15 min bei RT geriihrt und anschlieRend fir
2 h stehen gelassen, wobei sich ein gelber Feststoff bildete. Der Feststoff wurde durch Filtration
abgetrennt und mit eiskaltem Methanol gewaschen. Nach dem Trocknen erhielt man die

Titelverbindung als gelben Feststoff (22.4 g Ausbeute, 96%).

Smp.: 104 °C dec. Ry = 0.27 (PE/EtOAc 9:1). 'H NMR (400 MHz, CDCls): 5= 7.96 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 7.89
(ddt, J = 8.0, 1.9, 0.9 Hz, 1H), 7.75 (ddd, J = 8.0, 1.9, 0.9 Hz, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.43 (t, J = 8.0 Hz, 1H),
4.82 (s, 1H). 3C NMR (100 MHz, CDCl3): & = 158.23, 137.39, 133.59, 132.69, 131.20, 128.74, 113.29,
112.12, 50.97.

Synthese von 2-[3-(2-Hydroxyethoxy)benzyliden]malonsiuredinitril?*%23¢ (34)

o)
" 0H
Zu einer Losung von 32 (1.46 g, 9 mmol) und Malonsauredinitril (625 mg, 9.45
N-CON mmol) in 70% MeOH,q (10 mL) wurde Piperidin (1 Tropfen) hinzugegeben. Die
CN

Reaktionslésung wurde bei RT fir 1 h gerlihrt und anschlieRend in vacuo vom
Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde mittels Flash Chromatographie (PE/EtOAc 3:1) gereinigt.

Man erhielt das Produkt in Form eines gelben Feststoffs (638 mg Ausbeute, 30%).

Rr = 0.83 (PE/EtOAC 3:1). 'H NMR (400 MHz, CDCls): 8= 7.74 (s, 1H), 7.51 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 7.46-7.37
(m, 2H), 7.19 (ddd, J = 7.8, 2.5, 1.5 Hz, 1H), 4.12 (dd, J = 5.2, 3.9 Hz, 2H), 3.98 (dd, J = 5.2, 3.9 Hz, 2H).
13C NMR (100 MHz, CDCls): & = 106.00, 159.32, 132.14, 130.79, 124.44, 121.176, 114.84, 113.70,
112.69, 83.02, 69.72, 61.17.

Synthese von 2-Amino-4-(3-Bromphenyl)-6-(phenylthiopyridin)-3,5-dicarbonitril>** (35)

Br
Zu einer Losung von 33 (22.3 g, 96 mmol), Malonsauredinitril (6.34 g,
NC _— CN 96 mmol) and Thiophenol (9.8 mL, 10.58 g, 96 mmol) in EtOH (150 mL)
HoN \N | S/© wurde Triethylamin (0.2 mL) hinzugefilgt. Die gelbe Reaktionslosung wurde

4 h refluxiert. Nach vollstandiger Umsetzung (DC Kontrolle) wurde die
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Reaktionslosung auf RT abgekilhlt. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt, mit
EtOH gewaschen und getrocknet. Man erhielt die Titelverbindung in Form von gelben Kristallen (8.9 g

Ausbeute, 32%).

Smp.: 246 °C dec. R = 0.46 (PE/EtOAc 3:1). *H NMR (400 MHz, CDCls): 5= 7.69 (dt, J = 6.7, 2.1 Hz, 1H),
7.67-7.64 (m, 1H), 7.58-7.53 (m, 2H), 7.50-7.42 (m, 5H). 3C NMR (100 MHz, CDCls): 5= 169.51, 159.29,
156.76, 135.92, 135.21, 134.15, 131.42, 130.78, 130.19, 129.52, 127.23, 127.08, 123.18, 114.94,
114.51.

Synthese von 2-Amino-4-[3-(2-Hydroxyethoxy)phenyl]-6-(phenylthiopyridin)-3,5-dicarbonitril (36)

O~ on
Zu einer Lésung von 34 (630 mg, 3 mmol), Malonsauredinitril (198 mg,
NG = | Cb 3 mmol) and Thiophenol (308 pL, 330 mg, 3 mmol) in EtOH (10 mL) wurde
H,N \N s Triethylamin (1 Tropfen) hinzugefiigt. Die gelbe Reaktionslosung wurde

4 h refluxiert. Nach vollstdndiger Umsetzung (DC Kontrolle) wurde die Reaktionslosung auf RT
abgekiihlt. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt, mit EtOH gewaschen und

getrocknet. Man erhielt die Titelverbindung in Form von gelben Kristallen (800 mg Ausbeute, 68%).

Smp.: 212 °C dec. R¢ = 0.78 (EtOAc). *H NMR (400 MHz, DMSO-de): 5= 7.50 (dtt, J = 6.7, 2.8, 1.4 Hz, 2H),
7.44-7.35 (m, 4H), 7.15 (s, 2H), 7.05 (ddt, J = 8.3, 2.8, 1.4 Hz, 1H), 7.01-6.95 (m, 2H), 4.81-4.72 (m,
1H), 4.04 (dt, J = 5.0, 3.6 Hz, 2H), 3.84-3.75 (m, 2H). 23C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 5= 166.97,159.56,
158.54, 157.78, 134.86, 134.64, 129.65, 129.28, 128.95, 127.12, 120.26, 116.54, 114.80, 114.06, 93.57,
86.80, 69.56, 59.74.

Synthese von 2-Amino-4-(3-bromphenyl)-6-mercaptopyridin-3,5-dicarbonitril (37)

Br
Zu einer Lésung von 35 (8 g, 19.6 mmol) in DMF (50 mL) wurde wasserfreies Na,S
NC _— CN (4.9 g, 62.72 mmol) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei 80 °C fiir 2 h
HN \N | SH erwarmt. Nach Abkihlen der Reaktionsldosung auf RT wurde unter Eiskiihlung 1N
2

HCI (125 mL, 125 mmol) hinzugefiigt, wobei sich ein gelber Feststoff bildete. Der
Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt und getrocknet. Man erhielt die Titelverbindung in Form

eines gelben Feststoffs (6.46 g Ausbeute, quantitativ).
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Smp.: 262 °C dec. Re: 0.9 (EtOAc). 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 = 13.20 (s, 1H), 7.76 (m, 2H), 7.52
(m, 2H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8= 179.32, 157.02, 154.54, 136.57, 133.14, 130.51, 129.47,
127.12, 121.60, 116.39, 114.46, 102.42, 81.59.

Synthese von 2-Amino-4-[3-(2-hydroxyethoxy)phenyl]-6-mercaptopyridin-3,5-dicarbonitril (38)

O~ on
Zu einer Losung von 36 (800 mg, 2 mmol) in DMF (5mL) wurde
NC = | CN wasserfreies Na,S (468 mg, 6 mmol) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
H,N SN SH wurde bei 80 °C fiir 2 h erwdrmt. Nach Abkiihlen der Reaktionslésung auf

RT wurde unter Eiskithlung 1N HCI (12.8 mL, 12.8 mmol) hinzugefiigt und mit Wasser verdiinnt. Die
Reaktionslosung wurde mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert. Die organische Fraktion wurde mit gesattigter
Kochsalzlésung gewaschen, iber Na;SO, getrocknet und in vacuo vom Losungsmittel befreit. Nach
Waschen des Riickstands mit Hexan erhielt man die Titelverbindung in Form eines gelben Feststoffs

(600 mg Ausbeute, quantitativ).

Smp.: 170 °C dec. R¢ = 0.34 (EtOAc). 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5= 12.90 (s, 1H), 7.91 (d, J = 4.8 Hz,
1H), 7.59 (dd, J = 4.8, 3.7 Hz, 1H), 7.33 (tt, J = 8.1, 3.7 Hz, 1H), 7.06-6.86 (m, 3H), 4.50 (s, 1H), 4.02 (t, J
= 4.8 Hz, 2H), 3.81(q, J = 4.8 Hz, 2H). *C NMR (100 MHz, MeOD-d,): & = 181.76, 160.48, 156.27, 136.92,
131.11, 121.45, 118.17, 117.53, 115.22, 115.17, 104.56, 70.90, 61.59.

Synthese von 2-Amino-4-(3-bromphenyl)-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril (39)

Br
Zu einer Losung von 37 (1 g, 3.7 mmol) und NaHCOs (1.26 g, 15 mmol)
¢ | - in DMF (30 mL) wurde 2-(Brommethyl)-6-methylpyridin Hydrobromid
HaNT N7 s | NS (690 mg, 3.7 mmol) hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei

= RT gerihrt, anschliefend auf Eiswasser (100 mL) gegossen und 16 h bei
4 °C belassen. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt und mittels Flash
Chromatographie (EtOAc/MeOH 0-1%) gereinigt. Man erhielt die Titelverbindung in Form von

hellbraunen Kristallen (588 mg Ausbeute, 37%).

Smp.: 290 °C dec. Re: 0.69 (EtOAc). *H NMR (400 MHz, CDCl3): 5= 7.71-7.64 (m, 1H), 7.62 (q, J = 1.3 Hz,
1H), 7.54 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.44-7.37 (m, 2H), 7.21 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 5.88 (s,
2H), 4.56 (s, 2H), 2.56 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCl3): 5 = 166.39, 159.63, 158.04, 156.99, 155.93,
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137.27,136.36, 133.34,131.22,131.09, 129.68, 127.80, 127.39, 122.10, 121.90, 120.95, 115.23, 93.38,
86.24, 35.55, 24.15. HRMS berechnet fir CoH1sNsBrS ([M+H*]) 436.02261; gefunden 436.02302.

Synthese von 2-Amino-4-(3-bromphenyl) -6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril (40)

Br
Zu einer Losung von 37 (1 g, 3.7 mmol) und NaHCO; (1.26 g, 15 mmol)
NC _ CN in DMF (30 mL) wurde 3-(Brommethyl)-5-methylpyridin Hydrobromid
X | (690 mg, 3.7 mmol) hinzugefligt. Das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei
H,N” N7 s X
| _ RT gerihrt, anschlieBend auf Eiswasser (100 mL) gegossen und 16 h bei
N

4 °C belassen. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration
abgetrennt und mittels Flash Chromatographie (EtOAc/MeOH 0-1%) gereinigt. Man erhielt die

Titelverbindung in Form von hellgelben Kristallen (594 mg Ausbeute, 37%).

Smp.: 202 °C dec. R¢: 0.55 (EtOAc). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5= 8.63-8.54 (m, 1H), 8.33-8.24 (m,
1H), 7.83-7.71 (m, 3H), 7.58-7.46 (m, 2H), 4.46 (s, 2H), 2.28 (s, 3H). **C NMR (100 MHz, DMSO-ds): &=
165.74, 159.39, 156.80, 148.70, 147.55, 137.24, 136.12, 133.25, 133.12, 132.66, 131.02, 130.86,
127.58, 121.68, 115.06, 115.00, 93.27, 86.17, 30.21, 17.74. HRMS berechnet fiir CyoH1sNsBrS ([M+H*])
436.02261; gefunden 436.02301.

Synthese von 2-Amino-4-[3-(2-Hydroxyethoxy)phenyl]-6-{[(6-methylpyridin-2-
yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril (41)

O~on
Zu einer Loésung von 36 (600 mg, 2 mmol) und NaHCO; (672 mg,
NC _ CN 8 mmol) in DMF (5mL) wurde 2-(Brommethyl)-6-mehylpyridin
HoN \N | S N Hydrobromid (350 mg, 1.9 mmol) hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch
| _ wurde 4 h bei RT gerihrt, anschlieRend auf Eiswasser (100 mL)

gegossen und 16 h bei 4 °C belassen. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt und
mittels Flash Chromatographie (EtOAc/MeOH 0-1%) gereinigt. Man erhielt die Titelverbindung in Form

von hellbraunen Kristallen (460 mg Ausbeute, 55%).

Smp.: 180 °C dec. Rr: 0.60 (EtOAc). 'H NMR (400 MHz, DMSO-de): 5= 7.64-7.59 (m, 2H), 7.48 (t,J = 7.7
Hz, 1H), 7.34 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.26 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.04-6.97 (m, 2H), 6.97-6.91 (m, 2H), 4.54 (t, J
= 5.3 Hz, 1H), 4.49 (s, 2H), 4.02 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.84-3.77 (m, 2H), 2.45 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz,
DMSO-ds): 5= 166.14, 159.55, 158.50, 158.24, 157.83, 155.80, 137.07, 135.17, 129.98, 121.89, 120.75,
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120.44, 116.55, 115.27, 93.22, 86.00, 69.78, 59.43, 35.34, 23.95. MS (ESI) berechnet fiir C;2H19Ns0,S
(IM+H]*): 417.48, gefunden: 418.26. HRMS berechnet fir C;;H2002NsS; ([M+H']) 418.13322; gefunden
418.13351.

Synthese von 2-Amino-4-[3-(2-Hydroxyethoxy)phenyl]-6-{[(5-methylpyridin-3-
yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril (42)

O~"on
Zu einer Loésung von 36 (100 mg, 0.35 mmol) und NaHCO; (118 mg,
NC _ CN 1.4 mmol) in DMF (5mL) wurde 3-(Brommethyl)-5-mehylpyridin
HN \N | S N Hydrobromid (94 mg, 0.35 mmol) hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch
2 | N/ wurde 4 h bei RT gerihrt, anschlieRend auf Eiswasser (100 mL)

gegossen und 16 h bei 4 °C belassen. Der ausgefallene Feststoff wurde
durch Filtration abgetrennt und mittels Flash Chromatographie (EtOAc/MeOH 0-1%) gereinigt. Man

erhielt die Titelverbindung in Form von farblosen Kristallen (100 mg Ausbeute, 68%).

Smp.: 235 °C dec. Rs: 0.25 (EtOAc). *H NMR (400 MHz, DMSO-de): 5= 8.57 (s, 1H), 8.29 (s, 1H), 7.76 (s,
1H), 7.4 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.15-7.05 (m, 2H), 7.04 (dt, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H), 4.46 (s, 2H), 4.02 (t, J = 5.0
Hz, 2H), 3.72 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 2.28 (s, 3H). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6= 165.84, 159.55, 159.49,
158.60, 158.36, 148.76, 147.62, 137.37,135.24, 130.04, 120.53, 116.67, 115.28,115.22, 114.39, 93.44,
86.12, 69.83, 59.42, 30.29, 17.78. MS (ESI) berechnet fiir C;;H1sNsO,S ([M+H]*): 417.48, gefunden:
418.30. HRMS berechnet flr Cy;H200,NsS; ([M+H']) 418.13322; gefunden 418.13329.

Synthese von (E)-N'-(3,5-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}-4-[3-
(trimethylstannyl)phenyl]pyridin-2-yl)-N,N-dimethylformimidamid (43)

| Zu einer Lésung von 39 (0.45 mmol, 200 mg) in 3 mL DMF wurde

Sns DMF-DMA (232.5 uL, 208.5 mg, 1.75 mmol) hinzugefiigt. Die

Reaktionslésung wurde 2 h bei 50 °C gertihrt. Nach vollstandiger

NC = | CN Schitzung (DC Kontrolle) wurde das Losungsmittel unter
SNTIN \N S | N\ vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels

= Flash Chromatographie (DCM/MeOH 0-10%) gereinigt und

lieferte das Formamidin-geschiitzte Zwischenprodukt in quantitativer Ausbeute.

AnschliefRend wurden das geschiitzte Zwischenprodukt (140 mg, 0.29 mmol), LiCl (64 mg, 1.45 mmol)

und Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (50 mg, 0.04 mmol) im Vakuum getrocknet und die
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Feststoffe wurden in trockenem Toluol (15 mL) geldst. AnschlieRend wurde Hexamethyldizinn (60 L,
0.45 mmol) zum Reaktionsgemisch hinzugefiigt. Die Reaktionslésung wurde 3 h bei 90 °C geriihrt, nach
vollstandiger Umsetzung (DC Kontrolle) auf RT gekihlt und mit EtOAc (10 mL) verdinnt. Die
Suspension wurde (ber Celite filtriert und das Filtrat in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
mittels Flash Chromatographie (EtOAc/MeOH 0-5%) gereinigt. Man erhielt die Titelverbindung in Form

eines farblosen Feststoffs (100 mg Ausbeute, 60%).

Smp.: 81 °C dec. Ry: 0.35 (EtOAc). *H NMR (400 MHz, CDCls): 8= 8.70 (s, 1H), 7.71-7.64 (m, 1H), 7.61
(dd, J = 4.8, 1.4 Hz, 1H), 7.55 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.49-7.42 (m, 2H), 7.30 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.05 (d, J =
7.7 Hz, 1H), 4.58 (s, 2H), 3.21 (d, J = 9.1 Hz, 6H), 2.55 (s, 3H), 0.32 (s, 9H). **C NMR (100 MHz, CDCl3): &
= 159.04, 157.90, 156.13, 143.44, 138.08, 135.95, 133.27, 132.29, 128.70, 128.58, 128.45, 128.19,
120.28, 116.07, 115.44, 102.66, 98.96, 97.11, 96.42, 41.72, 35.67, 29.84, 9.31. HRMS berechnet fiir
Ca6H29N6SSN ([M+H*]) 577.11908; gefunden 577.11962. Elementaranalyse berechnet fiir C26H2sNsSSn:
C: 54.28%, H: 4.91%, N: 14.61%, S: 5.57%, Sn: 20.63%; gefunden: C: 60.05% + 0.075%, H: 5.54% +
0.02%, N: 10.08% + 0.05%, S: 3.86% =+ 0.02%.

Synthese von (E)-N'-(3,5-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}-4-[3-
(trimethylstannyl)phenyl]pyridin-2-yl)-N,N-dimethylformimidamid (44)

Sni
Zu einer Lésung von 40 (0.45 mmol, 200 mg) in 2 mL DMF wurde
NC.__cN DMF-DMA (152 uL, 135.8mg, 1.14 mmol) hinzugefiigt. Die
NN - | \ Reaktionslosung wurde 3 h bei 50 °C erwarmt. Nach vollstandiger

Schitzung (DC Kontrolle) wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels
Flash Chromatographie (DCM/MeOH 3:1) gereinigt und lieferte das Formamidin-geschitzte

Zwischenprodukt in quantitativer Ausbeute.

AnschlieBend wurde das geschitzte Zwischenprodukt (230 mg, 0.45 mmol), LiCl (74 mg, 1.74 mmol)
und Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (60 mg, 0.05 mmol) im Vakuum getrocknet und die
Feststoffe in trockenem Toluol (15 mL) gel6st. AnschlieBRend wurde Hexamethyldizinn (140 pL, 147 mg,
0.45 mmol) zum Reaktionsgemisch hinzugefiigt. Die Reaktionsldsung wurde 3 h bei 90 °C geriihrt, nach
vollstandiger Umsetzung (DC Kontrolle) auf RT gekihlt und mit EtOAc (10 mL) verdinnt. Die
Suspension wurde (iber Celite filtriert und das Filtrat in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde
mittels Flash Chromatographie (EtOAc/MeOH 0-5%) gereinigt. Man erhielt die Titelverbindung in Form

eines gelben Feststoffs (140 mg Ausbeute, 51%).



Materialien und Methoden 100

Smp.: 88 °C dec. R¢: 0.4 (EtOAc/MeOH 95/5). 'H NMR (400 MHz, CDCl3): 5= 8.51-8.47 (m, 1H), 8.46 (d,
J=1.5Hz, 1H), 8.34 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.68-7.55 (m, 3H), 7.50-7.43 (m, 2H), 4.42 (s, 2H), 3.23 (s, 6H),
2.34 (s, 3H), 0.46—0.19 (m, 9H). **C NMR (100 MHz, CDCls): 5= 165.23, 163.95, 159.07, 157.13, 148.69,
146.34, 143.52, 138.16, 137.30, 135.93, 133.15, 128.43, 128.21, 115.96, 115.35, 99.05, 98.41, 41.71,
35.73, 31.87, 18.56, 9.31. HRMS berechnet fiir C;6H29NeSSn ([M+H*]) 577.11908; gefunden 577.11959.
Elementaranalyse berechnet flr C;sH2sNeSSn: C: 54.28%, H: 4.91%, N: 14.61%, S: 5.57%, Sn: 20.63%;
gefunden: C: 54.46% £ 0.08%, H: 5.34% + 0.045%, N: 13.11% 4 0.015%, S: 5.08% + 0.04%.

Synthese von 2-Amino-4-[3-(2-phenoxyethyl)methansulfonat]-6-{[(6-methylpyridin-2-
yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril (45)

0] .S
~"0 5\ Zu einer Lésung von 41 (208.75 mg, 0.5 mmol) in trockenem DCM
(5mL) wurde bei 0 °C Triethylamin (104.5 uL, 0.75 mmol) und

NC = | CN Methansulfonylchlorid (51 uL, 0.65 mmol) hinzugegeben. Die
H,N SN s |N\ Reaktionslésung wurde bei RT 4 h gerlhrt. Nach vollstandiger
= Umsetzung (DC Kontrolle) wurde die Reaktionslésung mit DCM

verdinnt und mit gesattigter NaHCOs-Losung und gesattigter Kochsalzlosung gewaschen. Die
organische Fraktion wurde Uber Na,SO, getrocknet und in vacuo vom Losungsmittel befreit. Der
Rickstand wurde mittels Flash Chromatographie (PE/EtOAc 1:1) gereinigt. Die Titelverbindung wurde

in Form eines gelben Feststoffs (240 mg Ausbeute, 99%) erhalten.

Smp.: 74 °C dec. R¢: 0.65 (EtOAc). 'H NMR (400 MHz, DMSO-de): 5= 7.64 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.52-7.41
(m, 2H), 7.21-7.13 (m, 3H), 7.10 (dt, J = 7.6, 1.2 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 6.0 Hz, 4H), 4.35-4.25 (m, 2H), 3.23
(s, 3H), 2.46 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-de): 5= 166.12, 159.51, 158.08, 157.81, 157.71, 155.78,
137.11, 135.29, 130.13, 121.92, 121.04, 120.76, 116.49, 115.17, 114.57, 93.23, 86.00, 68.52, 65.99,
36.85, 35.30, 23.93. HRMS berechnet fir Cy3H2204NsS; ([M+H*]) 496.11077; gefunden 496.11072.
Elementaranalyse berechnet fiir C;3H2204NsS,: C: 55.74%, H: 4.27%, N: 14.13%, S: 12.94%; gefunden:
C: 55.50% + 0.065%, H: 4.68% + 0.035%, N: 13.18% + 0.005%, S: 12.05% + 0.04%.
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2-Amino-4-[3-(2-phenoxyethyl)methansulfonat]-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril (46)

0]

I
@) .S
~"0 6\ Zu einer Losung von 42 (41.75 mg, 0.1 mmol) in trockenem DCM (2 mL)

wurde bei 0 °C Triethylamin (21 ulL, 0.15mmol) und
= Methansulfonylchlorid (10 uL, 0.13 mmol) hinzugegeben. Die
Reaktionslosung wurde bei RT 3 h gerihrt. Nach vollstindiger
Umsetzung (DC Kontrolle) wurde mit DCM verdinnt und mit
gesattigter NaHCOs-Losung und gesattigter Kochsalzlosung gewaschen. Die organische Fraktion wurde
Giber Na,SO, getrocknet und in vacuo vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde mittels Flash
Chromatographie (EtOAc/MeOH 0-1%) gereinigt. Die Titelverbindung wurde in Form eines farblosen
Feststoffs (39.4 mg Ausbeute, 81 %) erhalten.

Smp.: 90 °C dec. R¢: 0.65 (EtOAc). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 8.68 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.95 (s,
1H), 7.56-7.42 (m, 1H), 7.16 (dq, J = 5.2, 1.4 Hz, 2H), 7.09 (dt, J = 7.7, 1.4 Hz, 1H), 4.60-4.51 (m, 2H),
4.48 (s, 2H), 4.35-4.25 (m, 2H), 3.23 (s, 3H), 2.32 (s, 3H). *C NMR (100 MHz, DMSO-d¢): § = 165.55,
159.48, 158.10, 157.69, 146.96, 145.91, 139.20, 135.22, 130.11, 121.01, 116.50, 115.17, 115.12,
114.55, 93.28, 86.17, 68.51, 65.98, 36.84, 30,08, 17.73. HRMS berechnet fiir C3H2,04NsS; ([M+H'])
496.11077; gefunden 496.11095.

Synthese von 3-Methoxybenzylidenmalonsiuredinitril’®>°> (47)

O
Zu einer Lésung von 3-Methoxybenzaldehyd (5.44 g, 40 mmol) und Malonsauredinitril
X-CN (2.77 g, 42 mmol, 1.05 equiv.) in 70% MeOH,q (70 mL) wurde Piperidin (2 Tropfen)
CN

hinzugefiigt. Die Reaktionslésung wurde 10 min bei RT gerihrt und anschlieBend 2 h
stehen gelassen, wobei sich ein gelber Feststoff bildete. Der Feststoff wurde durch Filtration
abgetrennt, mit eiskaltem MeOH gewaschen und getrocknet. Man erhielt die Titelverbindung in Form

eines orangen Feststoffs (6.99 g Ausbeute, 95%, Lit.: 95%).

Smp.: 108 °C dec. R¢ = 0.27 (PE/EtOAc 9:1). *H NMR (400 MHz, CDCls): 5= 7.74 (s, 1H), 7.51-7.38 (m,
3H), 7.17 (ddd, J = 7.5, 2.5, 1.9 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCls): & = 160.25, 160.04,
132.16, 130.70, 124.00, 121.43, 114.26, 113.79, 112.73, 83.02, 55.64.
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Synthese von 2-Amino-4-(3-methoxy)-6-(phenylthiopyridin)-3,5-dicarbonitril?°1°>(48)

~

Zu einer Loésung von 47 (6.77 g, 37 mmol), Malonsauredinitril (2.44 g,

NC _ CN 37 mmol) and Thiophenol (3.8 mL, 4.07 g, 37 mmol) in EtOH (70 mL) wurde

HAN \N | S/© Triethylamin (1 Tropfen) hinzugefiigt. Die gelbe Reaktionslésung wurde 4 h
2

refluxiert. Nach vollstandiger Umsetzung (DC Kontrolle) wurde die
Reaktionslosung auf RT abgekihlt, der ausgefallene Feststoff durch Filtration abgetrennt, mit EtOH
gewaschen und getrocknet. Man erhielt die Titelverbindung in Form von gelben Kristallen (4.47 g

Ausbeute, 34%).

Smp.: 254 °C dec. Ry = 0.29 (EtOAc). 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5= 7.81 (brs, 1H), 7.64—7.58 (m, 2H),
7.53-7.46 (m, 4H), 7.1-7.12 (m, 2H), 7.10 (ddd, J = 7.6, 1.6, 1.0 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz,
DMSO-dg): 5= 166.10, 159.65, 159.08, 158.40, 135.17, 134.84, 130.03, 129.69, 129.47, 127.15, 120.51,
115.86, 115.28, 114.99, 114.10, 93.38, 87.12, 55.36.

Synthese von 2-Amino-4-(3-methoxyphenyl)-6-mercaptopyridin-3,5-dicarbonitril**>2°! (49)

SN
Zu einer Losung von 48 (4.3 g, 12 mmol) in DMF (30 mL) wurde wasserfreies Na,S
NC _ CN (2.6 g, 33.3 mmol) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei 80 °C fiir 2 h
HoN \N | SH erwdrmt. Nach Abklhlen der Reaktionslosung auf RT wurde unter Eiskiihlung 2 N

HCI (33 mL, 66 mmol) hinzugefiigt, wobei sich ein gelber Feststoff bildete. Der
Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt und getrocknet. Man erhielt die Titelverbindung in Form

eines gelben Feststoffs (3.38 g Ausbeute, quantitativ).

Smp.: 235 °C dec. R: 0.76 (EtOAc/MeOH 95/5). *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 13.04 (s, 1H), 7.46
(dd, J=8.3,7.5 Hz, 1H), 7.11 (ddd, J = 8.3, 2.6, 0.9 Hz, 1H), 7.08 (dd, J = 2.6, 1.6 Hz, 1H), 7.05 (ddd, J =
7.5, 1.6, 0.9 Hz, 1H), 3.80 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-d): & = 179.43, 158.99, 158.50, 154.52,
135.57, 129.95, 120.04, 116.48, 115.80, 114.57, 113.63, 102.44, 81.59, 55.34. HRMS berechnet fir
C14H100N4NaS ([M+Na*]) 305.04675; gefunden 305.04684.
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Synthese von 2-Amino-4-(3-methoxyphenyl)-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril?*? (50)

N

Zu einer Losung von 49 (1 g, 3.5 mmol) und NaHCO; (1.17 g, 14 mmol)

NC = CN in DMF (20 mL) wurde 2-(Brommethyl)-6-methylpyridin Hydrobromid

H,N \N S/\ENj/ (652 mg, 3.5 mmol) hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei
a RT gerihrt, anschlieRend auf Eiswasser (100 mL) gegossen und 16 h bei
4 °C belassen. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt und getrocknet. Man

erhielt die Titelverbindung in Form von farblosen Kristallen (1.13 g Ausbeute, 83%, Lit.: 62%).

Smp.: 176 °C dec. Rs: 0.85 (EtOAc/MeOH 95/5). *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5= 7.63 (t, J = 7.6 Hz,
1H), 7.45 (ddt, J = 7.6, 6.3, 1.1 Hz, 2H), 7.16-7.09 (m, 3H), 7.06 (dt, J = 7.6, 1.1 Hz, 1H), 4.56 (s, 2H), 3.80
(s, 3H), 2.45 (s, 3H).3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 5= 166.15, 159.53, 159.04, 158.17, 157.80, 155.78,
137.03, 135.15, 129.96, 129.44, 127.55, 127.18, 121.85, 120.70, 120.46, 115.81, 115.22, 115.16,
114.05, 93.22, 85.98, 55.32, 35.34, 23.93.

Synthese von 2-Amino-4-(3-methoxyphenyl)-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril?*? (51)

O
Zu einer Losung von 49 (56 mg, 0.2 mmol) und NaHCOs; (67 mg,
NC = | CN 0.8 mmol) in DMF (3 mL) wurde 3-(Brommethyl)-5-mehylpyridin
H,N \N s | A Hydrobromid (53.4 mg, 0.2 mmol) hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch
N/ wurde 4 h bei RT geriihrt, anschlieBend auf Eiswasser (50 mL) gegossen

und 16 h bei 4 °C belassen. Der ausgefallene Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt und

getrocknet. Man erhielt die Titelverbindung in Form von farblosen Kristallen (62 mg Ausbeute, 80%).

Smp.: 210 °C dec. Ry: 0.45 (EtOAc). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): &= 8.65-8.51 (m, 1H), 8.29 (s, 1H),
7.76 (s, 1H), 7.59-7.25 (m, 2H), 7.23-6.95 (m, 3H), 4.46 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 2.28 (s, 3H). 3C NMR
(100 MHz, DMSO-de): 6 = 165.68, 159.48, 159.03, 158.22, 148.69, 147.55, 137.23, 135.13, 133.30,
132.65, 129.95, 120.45, 115.84, 115.19, 115.15, 114.03, 93.29, 86.10, 55.32, 30.18, 17.73. MS (ESI)
berechnet flir C;1H17NsOS ([M+H]*): 387.12, gefunden: 388.28.
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Synthese von 2-Amino-4-(3-hydroxyphenyl)-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril®®! (52)

OH
BBr; (20.6 mL, 20.6 mmol, 1 m in DCM) wurde tropfenweise zu einer
NC _— CN eisgekihlten Losung von 50 (800 mg, 2 mmol) in trockenem DCM
~ | N (20 mL) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fir 16 h bei RT
H,N” N7 s X
| _ gerihrt. Das braun gefdrbte Reaktionsgemisch wurde mit DCM

verdinnt (20 mL) und mit iPrOH (0.5 mL) und geséttigter NaHCOs (30 mL) versetzt Die wassrige
Fraktion wurde mit DCM (3 x 30 mL) extrahiert, die organische Fraktion Gber Na,SO,4 getrocknet und in
vacuo vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde mittels Flash Chromatographie (EtOAc/MeOH
0-10%) gereinigt. Man erhielt das Produkt in Form von orangen Kristallen (450 mg Ausbeute, 60%, Lit.:
62%).

Rf: 0.88 (EtOAc/MEOH 95/5). *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6=9.87 (s, 1H), 7.63 (t,J = 7.6 Hz, 1H), 7.44
(d,J=7.7Hz, 1H), 7.34 (t, /= 7.9 Hz, 1H), 7.14 (d, / = 7.6 Hz, 1H), 6.94 (dd, J = 8.1, 2.3 Hz, 1H), 6.89 (dt,
J=7.7,1.2 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.55 (s, 2H), 2.45 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-de): 5=
166.19, 159.58, 158.45, 157.83, 157.34, 155.79, 137.09, 135.08, 129.95, 121.90, 120.74, 118.88,
117.25, 115.26, 115.03, 93.08, 85.86, 35.36, 23.96. MS (ESI) berechnet fir CyoHisNsOS ([M+H]*):
373.10, gefunden: 374.14.

Synthese von 2-Amino-4-(3-hydroxyphenyl)-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril (53)

OH
BBrs; (1.6 mL, 1.6 mmol, 1 M in DCM) wurde tropfenweise zu einer
NC = | CN eisgekihlten Losung von 51 (60 mg, 0.15 mmol) in trockenem DCM
H,N \N s AN (3 mL) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fir 16 h bei RT

N/ gerihrt. Das braun gefdrbte Reaktionsgemisch wurde mit DCM
verdinnt (20 mL) und mit iPrOH (0.5 mL) und geséttigter NaHCOs (30 mL) versetzt Die wassrige
Fraktion wurde mit DCM (3 x 30 mL) extrahiert, die organische Fraktion Giber Na,SO, getrocknet und in
vacuo vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde mittels Flash Chromatographie (EtOAc/MeOH

0-10%) gereinigt. Man erhielt das Produkt in Form eines gelben QOls (30 mg Ausbeute, 58%).

Re: 0.62 (DCM/MeOH 9:1). *H NMR (400 MHz, DMSO): 5= 9.85 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.29 (s, 1H), 7.76
(s, 1H), 7.32 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 6.93 (ddd, J = 8.1, 2.4, 0.9 Hz, 1H), 6.89-6.85 (m, 1H), 6.85-6.82 (m, 1H),
4.45 (s, 2H), 2.28 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, DMSO): & = 165.73, 159.52, 158.43, 157.31, 148.63,
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147.49, 137.28, 135.03, 133.28, 132.68, 129.89, 118.83, 117.22, 115.14, 115.01, 93.12, 85.96, 30.19,
17.74. MS (ESI) berechnet fiir C;0H1sNsOS ([M+H]*): 373.10, gefunden: 374.26.

4.3 Radiochemie

4.3.1 Allgemeines

No-carrier-added (n.c.a.) [*®F]Fluorid wurde lber die 0(p,n)*®F Kernreaktion durch Beschuss von
angereichertem [*®0]Wasser in einem Ti-Target mit 16.5 MeV Protonen am JSW BC1710 Zyklotron

oder in einem Silbertarget des GE PETtrace des INM-5 (Forschungszentrum Jilich) produziert.

Die Radiofluorierungen wurden allgemein in Wheaton V-Vials durchgefiihrt, diese waren mit PTFE-
Magnetriihrfischen ausgestattet und mit Silikonsepten verschlossen. Reaktionen unter inerten
Bedingungen wurden in Argon ausgeflihrt. Die Radiosynthesen wurden in einem Aluminiumblock, die
mit zu den ReaktionsgefaBen passenden Bohrldchern versehen waren, auf einem Magnetrihrer

durchgefihrt.

4.3.2 Kartuschen und Losungsmittel

Zum Fixieren des 8F aus der Targetlésung wurden Anionenaustauscher Kartuschen verwendet. Die
Sep-Pak® Accell Plus QMA Carbonate Plus Light Kartuschen (130 mg Sorbent) der Firma Waters GmbH
(Eschborn, Deutschland) wurden vor Gebrauch mit 1 mL H,O vorkonditioniert. Chromafix™ PS-H*
Kartuschen wurden von Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland) erworben, diese wurden mit NaHCOs-
Lésung (5 mL, 0.5 M) und DI Wasser (10 mL) vorkonditioniert. Oasis WAX 1 cc Vac Kartusche (30 mg)
ebenfalls von der Firma Waters GmbH wurden mit NaHCOs-Lésung (5 mL, 0.5 M) und DI Wasser (10 mL)
vorkonditioniert. Fir Festphasenextraktionen (SPE) wurden Sep-Pak® C18 Plus Light Kartuschen
(130 mg Sorbent) (Waters GmbH, Eschborn, Deutschland) oder Polymer-basierte Strata™X Kartuschen
(30 mg) (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) verwendet, diese wurden mit Ethanol (2mL) und

Wasser (10 mL) vorkonditioniert.

Trockene Losungsmittel fiir Radiomarkierungen wurden von Sigma-Aldrich Merck (Taufkirchen,

Deutschland) erworben.
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4.3.3 Charakterisierung und Isolierung radiomarkierter Produkte

Radio-Dinnschicht-Chromatographische (Radio-DC) Analysen von radioaktiven Verbindungen wurden
durch Auftragen von 2—3 uL einer gequenchten Reaktionslosung auf DC-Platten (Silica gel on TLC Al
foils, Sigma Aldrich, Taufkirchen) durchgefiihrt. Die Platte wurde zunachst getrocknet und dann mit
dem entsprechenden Laufmittel entwickelt, sodass das ®F-markierte Produkte einen R-Wert von ca.
0.5 aufwiesen. Die chromatographische Verteilung der Aktivitat auf der DC-Platte wurde auf einem

Phosphor-Imager (Cyclone Plus, PerkinElmer) gemessen.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographische (HPLC) Analysen von radioaktiven Verbindungen
wurden an einem Dionex Ultimate 3000 System mit einer Ultimate 3000 Diode Array-Detektor (UV) in
Serie gekoppelt mit einem Berthold Nal Detektor durchgefiihrt. Die Identifikation der ¥F-markierten
Verbindung erfolgte (ber die Co-Injektion der entsprechenden nicht-radioaktiven *°F-
Referenzverbindung. Die in Serie gekoppelten UV- und Radioaktivitdtsdetektoren zeigen eine
Zeitverschiebung von 0.2-0.5 min abhangig von der Flussrate. Folgende analytische RP Sdulen wurden

verwendet:

Luna C18(2) Saule (4,6 x 250 mm, 4 um, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)
- Synergi Hydro RP C18 Saule (4,6 x 250 mm, 4 um, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)
Luna PFP(2) S&ule (4,6 x 250 mm, 4 um, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)

Chromolith® SpeedRod RP-18 (4,6 x 50 mm, Supelco, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Fur die Reinigung und Isolierung des F-markierten Produkts aus der Reaktionslésung wurde ein HPLC
System bestehend aus einer Merck Hitachi L-6000 Pumpe, einem Knauer K-2500 Detektor, einem
Rheodyne 6-Wegeventil und einem Geiger-Miiller Zdhlrohr verwendet. Folgende semi-praparative RP

Saulen wurden eingesetzt:

- Gemini C18 Saule (10 X 250 mm, 10 um, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)
- Synergi Hydro RP Saue (10 x 250 mm, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)

Fir die genaue ldentifizierung einer radioaktiven Verbindung wird die Retentionszeit tg (bzw. der k-
Wert) mit den verwendeten HPLC Bedingungen angegeben. Um den k-Wert zu berechnen, muss zuvor
die Totzeit (to) des HPLC-Systems bestimmt werden, dabei handelt es sich um die Zeit, die die
Flussigkeit von der Injektion bis zur Detektion bendtig. To kann mit Hilfe von Thioharnstoff ermittelt

werden. Der k-Wert wird dann nach folgender Gleichung berechnet:

tr-to

to Gleichung 9
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Tabelle 12. HPLC-Bedingungen der synthetisierten Referenzverbindungen und ihre k-Werte

Verbindung k Saule Laufmittel
ALX5406 8.9 Hydro RP 4 um 80 A (4.6 x 250 mm) MeCN/0.2% TFA, 45/55,
1.5 mL/min
ALX5407 10.8 Hydro RP 4 um 80 A (4.6 x 250 mm) MeCN/0.2% CH3COOH, 4/6,
1.5 mL/min

MNI-1126 5.5 Luna C18 5 um 100 A (4.6 x 250 mm) MeCN/0.1 M NH4HCO, + 0.5%
CH3COOH, 3/7, 1.5 mL/min

MNI-1126 10.7 Chiralpak AD-H 5 um (4.6 x 250 mm) Hexan/iPrOH, 85/15,
1 mL/min
FMPD 4.1 Luna C18 5 um 100 A (4.6 x 250 mm) MeCN/0.1% TFA 35/65
1.5 mL/min
iso-FMPD 2.6 Luna C18 5 um 100 A (4.6 x 250 mm) MeCN/0.2% TFA 35/65
1.5 mL/min
FEMPD 5.2 Hydro RP 4 um 80 A (4.6 x 250 mm) MeCN/0.1% CHsCOOH, 45/55,
1.5 mL/min

iso-FEMPD 4.8 Hydro RP 4 um 80 A (4.6 x 250 mm) MeCN/0.1% CH3COOH, 45/55,
1.5 mL/min

4.3.4 Wichtige Grollen fur die Beschreibung radiomarkierte Substanzen

Die radiochemische Ausbeute (RCA):

Das Verhaltnis der Ausbeute der isolierten, radioaktiven Verbindung (zerfallskorrigiert) bezogen auf

die Gesamtaktivitit zu Beginn der Synthese.?®

Um eine moglichst genaue Bestimmung der RCA zu realisieren, wurde die Reaktionsldsung mit DI
Wasser (und/oder HPLC-Eluent) verdiinnt, die klare Lésung moglichst vollstandig aus dem V-Vial
aufgenommen und ins HPLC System injiziert. Das leere ReaktionsgefaR wurde anschliefend zur

Korrektur nochmals ausgemessen.
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Radiochemische Reinheit (RCR):

Die radiochemische Reinheit einer radiomarkierten Verbindung beschreibt das Verhaltnis der

Radioaktivitat dieses Molekiils bezogen auf die gesamte Radioaktivitit in der Probe.?®

Radiochemischer Umsatz (RCU):

Der radiochemische Umsatz wurde bestimmt, indem ein Aliquot aus der radioaktiven Reaktionslosung
entnommen wurde, und dieses mittels HPLC auf die Aktivitat des Produktpeaks im Verhaltnis zur
Gesamtaktivitat der Reaktionslosung Uberprift wurde. Dies wurde entweder durch ein HPLC-System
mit zwei Injektionsventilen bestimmt, indem das gleiche Volumen der aktiven Reaktionslésung vor und
hinter die Saule injiziert wurde. Dabei ist es wichtig, dass die verwendeten Probenschleifen die exakt
gleichen Abmessungen besitzen. Alternativ wurde eine Chromolith Sdule verwendet, die nicht-
umgesetztes ®F nahezu quantitativ angibt. Das Verhiltnis von nicht-umgesetzten ¥F zu *®F-

markiertem Produkt kann als RCU angegeben werden.

Bestimmung der molaren Aktivitat (Am):

Zur Ermittlung der molaren Aktivitdt wurde zunachst eine Verdiinnungsreihe der Referenzverbindung
mittels HPLC aufgenommen. Durch die lineare Korrelation der Peakfliche zur Konzentration der
Referenzverbindung konnte die Konzentration des Tragers (nmol/mL) im Produkt bestimmt werden.
Dazu wurde von der Produktldsung ein definiertes Volumen entnommen, die Aktivitdt dieser Menge
bestimmt und auf die HPLC injiziert. Mittels HPLC konnte die Peakflache des Tragers bestimmt werden.
Mit der Konzentration des Tragers und der Aktivitdtskonzentration konnte die molare Aktivitat

berechnet werden (EOS, ,end of synthesis“, Zeitpunkt des Syntheseendes).
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Diagramm 4. VerdlUinnungsreihe am Beispiel von ALX5407
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4.4 Radiofluorierungsvorschriften

4.4.1 Radiosynthese von [*®F]ALX5407 nach dem ,Alkohol-verstarkten Kupfer-vermittelten”
Protokoll

Das produzierte [*F]Fluorid (30 MBg—3 GBgq) im angereichertem Targetwasser wurde auf einer QMA
Kartusche von der mannlichen Seite (unten) beladen. AnschlieBend wurde die Kartusche ebenfalls von
der mannlichen Seite mit 1 mL MeOH gespiilt, um Wasserreste zu entfernen. Die Kartusche wurde
dann mit Luft von der weiblichen Seite getrocknet um MeOH-Spuren zu entfernen. Eine
Reaktionslosung bestehend aus Methylester-geschiitztem Bpin-Vorldufer 4 (30 umol ,15 mg) und
Cu(OTf)2(py)s (30 umol, 20 mg) in trockenem DMA (800 pL) wurde in einen V-Vial mit Magnetriihrer
vorgelegt. [®F]Fluorid wurde von der QMA Kartusche ins ReaktionsgefiR mit einer Lésung EtsNHCOs
(1 mg, 3.5 umol) in n-BuOH (400 L) eluiert. Das Reaktionsgemisch wurde 10 min bei 110 °C erwarmt,
wobei sich das Methylester-geschiitze Zwischenprodukt [*¥F]JALX5406 bildete. SchlieBlich wurde die
Schutzgruppe durch Verseifung mit NaOH (250 uL, 6 M) fiir 10 min bei 110 °C entfernt. Nach dem die
Reaktionslosung auf RT abgekihlt war, wurde sie zunachst mit wassriger HCI (200 ul, 6 M) neutralisiert
und mit HPLC-Eluent verdiinnt (Gesamtvolumen max. 2 mL). Die klare Losung wurde mittels semi-
praparativer HPLC (Synergi Hydro RP; MeCN/0.2% CHsCOOH in DI Wasser (4/6); 7 mL/min; 254 nm,
2000 pL Probenschleife) gereinigt.

Die radiochemische Ausbeute wurde bestimmt, indem das Verhaltnis vom isolierten Peak-Schnitt zur
Startaktivitat gebildet wurde. Die Aktivitat des Peak-Schnitts wurde entsprechend der abgelaufenen

Zeit zerfallskorrigiert.

Abbildung 55. Beispielchromatogramm der Isolierung von [*¥F]ALX5407. Das Produkt eluierte bei ca.
tr = 11 min.
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Der isolierte Peak-Schnitt wurde auf seine Identitdt und auf seine radiochemische Reinheit mittels
analytischer HPLC Uberpriift. Dazu wurde eine Probe des isolierten aktiven Produkts mit der
Referenzverbindung ALX5407 (Sigma-Aldrich) auf die HPLC co-injiziert (Synergi Hydro RP; MeCN/0.2%
CH3COOH in DI Wasser (4/6); 7 mL/min; 254 nm, 20 pL Probenschleife).

100+ N O
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L e A e e e e e e I AL A e e e e e B
0,0 25 50 75 10,0 12,5 15,0 175

Retemionézeit [min]
Nr. Retentionszeit Intensitét Integral
min mAU %
1 11,90 91,020 100.00
Total: 91,020 100,00

Abbildung 56. Analytisches HPLC Profil von [*F]ALX5407 co-injiziert mit nicht-radioaktivem ALX5407.
(Blau: UV-Chromatogramm 254 nm, schwarz: Radio Chromatogramm).

Formulierung von [¥F]ALX5407

Das Uber die semi-praparative HPLC isolierte Produkt wurde in einem mit 50 mL DI-Wasser befillten
Kolben gesammelt, von dort wurde es iiber eine Verschlauchung durch Uberdruck (Argon-Strom) auf
eine StrataX Kartusche (C18, 30 mg) Uberfihrt. Der entleerte Kolben wurde mit weiteren 10 mL DI-
Wasser befiillt, um die StrataX nachzuspiilen. Die Kartusche wurde im Argon-Strom getrocknet.
AnschlieRend wurde [*F]JALX5407 von der Kartusche mit EtOH (500 pL) in ein leeres V-Vial eluiert.
EtOH wurde bei vermindertem Druck und 40 °C nahezu vollsténdig entfernt. Die verbliebene Aktivitat
wurde mit einer Losung aus PBS-Puffer/1%PEG-tween®80 (500 uL) aufgenommen und Uber einen

Sterilfilter (0.22 um, Merck Millipore) in ein steriles ProbengefaR tberfihrt.
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4.4.2 Radiosynthese von [*¥F]ALX5406

Die Radiomarkierung wurde analog zur in 4.4.1 beschriebenen Alkohol-verstarkten Kupfer-
vermittelten Radiofluorierung bis zum Schritt der Verseifung durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde
mittels semi-praparativer HPLC (Synergi HydroRP MeCN/0.1% TFA in DI-Wasser 45/55, 5.4 mL/min,
254 nm, 2000 pL Probenschleife) gereinigt, dafiir wurde nach Beendigung der Reaktionszeit (10 min)
die Reaktionslosung auf RT gekiihlt und mit HPLC-Eluent (ca. 800 ul) verdiinnt. Die klare
Reaktionslosung wurde vollstandig in die HPLC-Spritze aufgezogen und in das HPLC System injiziert.

[*8F]ALX5406 eluierte bei ca. 25 min.
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Abbildung 57. Beispielchromatogramm der Isolierung von [*F]ALX5406. Das Produkt eluierte bei ca.
tr = 25 min. Oben: UV-Chromatogramm bei 254 nm, unten: Radio Chromatogramm.

Der isolierte Peak-Schnitt wurde auf seine Identitdt und auf seine radiochemische Reinheit mittels
analytischer HPLC Uberpriift. Dazu wurde eine Probe des isolierten aktiven Produkts mit der
Referenzverbindung 7 auf die HPLC co-injiziert (Synergi Hydro RP; MeCN/0.1% TFA in DI Wasser
(45/55); 1.5 mL/min; 254 nm, 20 pL Probenschleife). Die radiochemische Ausbeute wurde durch das

Verhaltnis der zerfallskorrigierten Aktivitdtsmenge des isolierten Peakschnitts zur Startaktivitat

berechnet.
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Abbildung 58. Analytisches HPLC Profil von [%¥F]JALX5406 co-injiziert mit nicht-radioaktiver
Referenzverbindung 7. (Blau: UV-Chromatogramm 254 nm, schwarz: Radio Chromatogramm).

Die Formulierung von [*F]ALX5406 wurde analog wie oben (4.4.1) beschrieben durchgefiihrt.

4.4.3 Radiosynthese von [*®¥F]MNI-1126 im LabormalRstab nach dem modifizierten Protokoll
der Alkohol-verstarkten Kupfer-vermittelten Radiofluorierung

Das [*®F]F (30-300 MBq) in O-Wasser vom Zyklotron wurde zunichst auf eine vorkonditionierte
QMA-Kartusche von der mannlichen Seite beladen. AnschlieBend wurde die Kartusche mit MeOH
(1 mL) ebenfalls von der méannlichen Seite gespiilt, um mogliche Wasserreste zu entfernen, dann
wurde sie mit Luft von der weiblichen Seite getrocknet. Die Elution des [®F]F erfolgte mit einer Lésung
von TEAOTf (1 mg, 3.5 umol) in MeOH (500 pL) von der weiblichen Seite in ein leeres V-Vial. Nach der
Elution wurde die Kartusche mit Luft nachgetrocknet, damit die Aktivitat vollstdndig ins Reaktionsgefald
gelangt. Die Reaktionslésung wurde unter vermindertem Druck bei 80 °C von MeOH befreit. Parallel
wurde eine Losung aus dem Vorldufer 18 (7 mg, 20 umol) und (4-Phenylpyridin)sCu(ClO4); (21 mg,
20 pumol) in trockenem DMA (800 uL) vorbereitet. Nach vollstéandiger Entfernung des MeOH wurde die
Reaktionslosung aus Vorlaufer und Cu-Mediator hinzugefiigt und das Reaktionsgemisch bei 110 °C fir

20 min erwarmt. Nach Abkihlung der Reaktionslosung auf RT wurde sie mit 1 mL HPLC-Eluent
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verdliinnt und mittels semi-praparativer HPLC (Gemini C18, MeCN/NH4HCO; (0.1 m) 3/7, mit 0.5%
CH3COOH, pH =4.2, 5.4 mL/min, 220 nm, 2000 pL Probenschleife) gereinigt.
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Abbildung 59. Beispielchromatogramm fiir die Isolierung von [*¥F]MNI-1126, das Produkt eluierte bei
ca. 20 min. Oben: UV-Chromatogramm 220 nm, unten: Radioaktiv Chromatogramm.

Die radiochemische Ausbeute von [*¥F]19 wurde bestimmt, indem das Verhiltnis aus dem isolierten
Radiotracer (zerfallskorrigiert) und der Startaktivitdt gebildet wurde. Identitdt und radiochemische
Reinheit wurden lber die analytische HPLC (Luna C18, MeCN/NH4HCO, (0.1 m) 3/7, mit 0.5% CH3COOH,

pH = 4.2, 1.5 mL/min, 220 nm, 20 uL Probenschleife) durch Co-Injektion der nicht-radioaktiven
Referenzsubstanz bestimmt.
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Abbildung 60. Analytisches HPLC Profil von [*®F]JMNI-1126 co-injiziert mit nicht-radioaktiver
Referenzsubstanz. (Blau: UV-Chromatogramm 220 nm, schwarz: Radiochromatogramm).

Formulierung von [*¥F]MNI-1126

Die mittels semi-praparativer HPLC isolierte Tracer-Fraktion wurde mit 50 mL DI-Wasser verdiinnt und
im Argon-Strom Uber eine SPE Kartusche (C18 Sep-pack) geleitet. Die Kartusche wurde mit Wasser
(10 mL) nachgespiilt. Von der C18-Kartusche wurde der Tracer langsam mit EtOH (500 uL) eluiert und
mit NaCl-Lésung (0.1 M, 4.5 mL) verdiinnt. Die Tracerlésung wurde Uber einen Sterilfilter (0.22 um,

Merck Millipore) in das finale Probengefal’ befillt.

4.4.4 Radiosynthese von [*®F]FMPD und iso-[*®F]FMPD

Allgemein wurde die Radiofluorierung der Trimethylstannyl-Vorlaufer 43 und 44 nach der in 4.4.3
beschriebenen modifizierten Version des Alkohol-verstarkten Kupfer-vermittelten Protokolls
durchgefiihrt. ¥F (30300 MBq) in angereichertem Wasser wurde zunachst auf eine QMA Kartusche
von der mannlichen Seite beladen. Die QMA Kartusche wurde daraufhin mit MeOH (1 mL) gespult und
mit Luft getrocknet. ®F wurde langsam mit einer Lésung von TEAOTf (1 mg, 3.5 umol) in wasserfreiem

MeOH (500 pL) von der weiblichen Seite in ein leeres V-Vial eluiert. AnschlieBend wurde MeOH im
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Argon-Strom unter vermindertem Druck bei 80 °C abgedampft. Nach dem das Reaktionsgefald
vollstandig trocken war, wurde eine Losung aus Vorlaufer 43 oder 44 (5.7 mg, 10 umol) und Cu(4-
Phenylpyridin)s(OTf), (10.1 mg, 10 umol) in trockenem DMA (800 pL) hinzugefiigt. Das
Reaktionsgemisch wurde 10 min bei 110°C erwdrmt. Die anschlieBende Entschitzung der
Formamidin-Schutzgruppe erfolgte durch Zugabe von NH4OH (30%.4, 100 ulL) fir weitere 10 min bei
110 °C. Nachdem die Reaktionslosung auf RT abgekiihlt war, wurde sie mit 2n HCI (100 uL) neutralisiert,
mit HPLC-Eluent verdiinnt (Gesamtvolumen max. 2 mL) und mittels semi-praparativer HPLC (Gemini,

MeCN/0.2% TFA in DI-Wasser 35/65, 7.4 mL/min, 254 nm, 2000 uL Probenschleife) gereinigt.

—uv

3000 —
A | \
2500 |
‘ | 1
|
2000 [ ‘ |
3 | \
< 1500 [ — i
=3 "-" '\ N \
= 1000 I VN
“‘ “ ‘ \ N ™
500 AT I\ I\
| "N\ Y N [ N T
0 L — L I I
0 1 3 4 6 7 9 10 12 13 1 16 18 19 21 2
— Counter
1200
“l‘t
1000 |
1
—~ 800 |
@
a L
T 600 ‘
||
S 00 ‘ \
\
\
i f
200 N A #iy
A TR
0 [ b “, 4 LA
5

Abbildung 61. Beispielchromatogramm fiir die Isolierung von [*¥F]FMPD. Das Produkt eluierte bei
18 min. Oben: UV-Kanal bei 254 nm, unten: Radioaktiv-Kanal.
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Abbildung 62. Beispielchromatogramm fur die Isolierung von iso-[*¥F]FMPD (oben: UV-
Chromatogramm 254 nm, unten: Radioaktiv-Kanal). Das Produkt eluierte bei 11 min.

Die radiochemische Ausbeute wurde Uber das Verhaltnis der zerfallskorrigierten, isolierten Tracer-
Aktivitat zu der jeweiligen Startaktivitat bestimmt. Die Charakterisierung des Produkts erfolgte durch
Co-Injektion der nicht-radioaktiven Referenzverbindung auf der analytischen HPLC (Luna C18,
MeCN/0.2% TFA in DI-Wasser 35/65, 1.5 mL/min, 254 nm, 20 puL Probenschleife). Die Bestimmung der
radiochemischen Reinheit wurde ebenfalls durch die Analyse des isolierten Peaktschnitts (20 pL) an

der analytischen HPLC ausgefihrt.
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1 8.14 9.087 100,00
Total: 9,087 100,00

Abbildung 63. Analytisches HPLC Profil von [*®F]JFMPD, co-injiziert mit nicht-radioaktiver
Referenzsubstanz 27 (Blau: UV-Chromatogramm 254 nm, schwarz: Radio-Chromatogramm).
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Abbildung 64. Analytisches HPLC Profil von iso-[*®F]FMPD, co-injiziert mit nicht-radioaktiver
Referenzsubstanz 28 (Blau: UV-Chromatogramm 254 nm, schwarz: Radio-Chromatogramm).

4.4.5 Radiosynthese von [*F]JFEMPD und iso-[*®F]FEMPD

Die Radiofluorierung der Methansulfonylvorldufer 45 und 46 erfolgte nach der konventionellen
Radiomarkierung. [*®F]F in #0-H,O0 (30 MBg—1 GBq) wurde zu einem mit Kryptofix,,,® (9 mg,
24 umol) und wassrigem K;COs; (12 uL, 12 mmol, 1 M) befillten V-Vial hinzugegeben. Die
Reaktionslosung wurde daraufhin durch Zugabe von MeCN (1 mL) unter vermindertem Druck bei 90 °C
azeotrop getrocknet (3 x). Nach dem das Reaktionsgemisch vollstéandig getrocknet war, wurde eine
Losung des Vorlaufers 45 oder 46 (0.8 mg, 1.7 umol) in trockenem MeCN (1 mL) hinzugefiigt. Die
Radiomarkierung wurde bei 90 °C fir 20 min durchgefiihrt. Nach Beendigung der Reaktionszeit wurde
das Reaktionsgemisch auf RT gekiihlt, mit DI-Wasser (1 mL) versetzt und mittels semi-praparativer
HPLC (Synergi Hydro RP, MeCN/0.2% CHsCOOH in H,0, 45/55, 5.4 mL/min, 254 nm, 2000 uL

Probenschleife) gereinigt.
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Abbildung 65. Beispielchromatogramm der Isolierung von [*¥F]30. Das Produkt eluierte bei ca.
15 min. (Oben: UV-Chromatogramm bei 254 nm, unten: Radio-Chromatogramm).

Die radiochemische Ausbeute von [*®F]30 und [*¥F]31 wurde iiber das Verhéltnis der Aktivitit der
isolierten Fraktionen (zerfallskorrigiert) zur Ausgangsaktivitat bestimmt. Die ldentitdt der isolierten
Produkte wurde mittels analytischer HPLC (Synergi Hydro RP, MeCN/0.2% CH3COOH in DI-Wasser,
45/55, 1.5 mL, 254 nm, 20 pL Probenschleife) durch Injektion einer Probe des Peakschnitts und Co-
Injektion der Referenzverbindungen 30 oder 31 bestimmt. Die radiochemische Reinheit wurde auch

mittels analytischer HPLC (gleiche Bedingungen) ermittelt.
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Abbildung 66. Analytisches HPLC Profil von [*®FJFEMPD co-injiziert mit nicht-radioaktiver
Referenzverbindung 30 (Blau: UV-Chromatogramm 254 nm, schwarz: Radio-Chromatogramm).
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Abbildung 67. Analytisches HPLC Profil von iso-[*F]JFEMPD co-injiziert mit nicht-radioaktiver
Referenzverbindung 31 (Blau: UV-Chromatogramm 254 nm, schwarz: Radio-Chromatogramm).
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Formulierung von [*¥F]JFEMPD

Der mittels semi-prdparativer HPLC isolierte Peak-Schnitt wurde mit DI-Wasser (20 mL) verdiinnt und
Uber eine C18 Kartusche (Sep-pak) geleitet. Die Kartusche wurde mit weiterem DI-Wasser (10 mL)
gewaschen und mit Luft getrocknet. Das fixierte Produkt wurde langsam mit EtOH (500 L) in ein leeres
V-Vial eluiert. Das Ethanol wurde bei 40 °C im Argon-Strom vollstindig abgedampft. [®F]30 wurde
dann mit einer Losung von PBS-Puffer und 1% Polysorbat Tween®80 (500 pL) aufgenommen und lber

einen Sterilfilter (0.22 um, Merck, Millipore) in ein steriles Probengefal iberfihrt.

4.4.6 Automatisierung von [*®FIMNI-1126

MeOH+TEAB

Prec.+ Cu-Kat.
HPLC-Eluens

®

Kuhifalle
7

Endgefdl

Abbildung 68. Schematische Darstellung des automatischen Synthesemoduls

Tabelle 13. Befiillung der GefdlRe der Syntheseapparatur (Abb. 68)

GefaR Befiillung
30 1 mL Methanol
31 1 mL Et4NHCO3 in Methanol (1 mg/mL)
32 20 umol Vorlaufer + 20 pL (4-

phpy)aCu(ClO4), in 800 pL DMA

34 3 mL HPLC-Eluens
47 10 mL H,0
48 500 pL EtOH

49 4.5 mL NaCl-Lésung (0.9%)
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Der Aufbau des Synthesemoduls ist in Abb. 68 dargestellt. An den entsprechenden Positionen wurden
die verwendeten vorkonditionierten Kartuschen (QMA, Sep-Pak Accell Plus QMA Carbonate Plus Light
Cartridge, 46 mg, und C18, Sep-Pak Accell Plus Light Cartridge 33 mg, Waters) eingebaut. Die
entsprechenden GefdaRe wurden mit den in Tabelle 13 aufgefiihrten Substanzen befillt. Eine Gemini
HPLC Saule wurde eingebaut und mit dem Eluens (MeCN/0.1 M NH4HCO,, 3/7, + 0.5% CH3COOH,

5.4 mL/min, 220 nm, 5000 pL Probenschleife) eingelaufen.

Das Synthesemodul wurde vollautomatisch nach einem programmierten Ablauf gesteuert. Zunachst
wurde [®F]F in Targetwasser vom Zyklotron ins entsprechende AuffanggefiaR Ubergeleitet, diese
Losung wurde im nachsten Schritt Gber die QMA-Kartusche beférdert. Die QMA-Kartusche wurde dann
mit 1 mL Methanol aus GefdR 30 gespiilt. AnschlieBend wurde F mit der Lésung aus GefaR 31
langsam in den Reaktor eluiert. Um die Elution moglichst langsam durchzufiihren, wurde manuell der
Helium-Strom uber ein Druckventil reduziert. Das Methanol wurde dann bei 80 °C im Helium-Strom
abgedampft. Nach der Trocknung folgte die Einleitung des Vorlaufers und des Kupfer-Modulators aus

Gefald 32 in den Reaktor. Die Radiosynthese wurde bei 110 °C flr 20 min durchgefihrt.

Nach dem die Reaktionszeit beendet war, wurde der Reaktor auf 40 °C gekiihlt und anschlielend mit
3 mL HPLC-Eluens versetzt. Diese Losung wurde zundchst ins Spritzengefald geleitet und von dort aus
in die Probenschleife der HPLC Uberfiihrt. Der Radiotracer wurde mittels semi-praparativer HPLC
gereinigt, wobei der aktive Peak manuell geschnitten wurde. Der Peakschnitt wurde in einen mit 50 mL
H,O befillten Rundkolben gesammelt, die gesamte Losung wurde im Helium-Strom Uber die C18-
Kartusche geleitet. Daraufhin wurde die mit dem Tracer beladene Kartusche mit weiteren 10 mL
Wasser aus GefaR 47 gesplilt. Der Radiotracer wurde dann mit 500 pL EtOH aus Gefald 48 langsam ins
Endgefal eluiert. AbschlieRend wurde die Kartusche mit 4.5 mL NaCl-Losung aus Gefal3 49 nachgesplilt
und ins Endgefal geleitet. Das Gesamtvolumen der Tracerlésung betrug ca. 5 mL, wobei der EtOH-
Anteil max. 10% betrug. Der Tracer wurde aus der Bleizelle ausgeschleust und fiir praklinische Studien

verwendet.

4.5 Bestimmung von elementaren Verunreinigungen

Die Kupferkonzentration der Tracer-Injektionslosungen wurde mittels Massenspektrometrie mit
induktiv  gekoppelter Plasmaionenquelle (ICP-MS) in der Zentralanalytik (ZEA-3) des

Forschungszentrum Jilichs bestimmt.
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4.6 Bestimmung des LogD7.4-Wertes

Die Lipophilie wurde bestimmt, indem ein Gemisch aus n-Octanol (1 mL) und Phosphatpuffer (1 mL,
0.1 M, pH = 7.4) mit ca. 1-2 MBqg mittels SPE formuliertem [*®F]-markiertem Radiotracer versetzt
wurde. Das Gemisch wurde fir 2 min mit einem Vortexmischer griindlich durchmischt. AnschlieRend
wurde das Eppendorf-Reaktionsgefald mit der Reaktionslosung fiir 2 min bei 7000 rpm zentrifugiert,
wobei eine vollstandige Trennung der beiden Phasen erfolgte. Von beiden Phasen wurden Aliquoten
(10 pL) entnommen. Die Entnahme einer Probe aus der wassrigen Phase wurde durch Durchstechen
des Eppendorf-ReaktionsgefaR mit einer Kanile realisiert, wobei darauf zu achten war, dass keine
Durchmischung der Phasen stattfand. Die enthommenen Proben wurden dann auf einem Gamma-
Counter (Hidex, Automatic Gamma Counter) fiir eine Minute gemessen. Mit den bestimmten Zahlraten
wurde der Verteilungskoeffizient P (n-Octanol/Wasser bzw. Puffer) gebildet, der Logarithmus dieses
Wertes ergibt den LogD;s-Wert. Diese Prozedur wurde mindestens 9-mal wiederholt und die

Ergebnisse gemittelt um einen reproduzierbaren Wert zu erhalten.

4.7 In vitro Stabilitdtstest des Tracers

Zur Bestimmung der Stabilitat eines Tracers, wurde dieser zunachst isoliert und mittels SPE mit EtOH
formuliert. EtOH wurde dann zum gréBten Teil unter vermindertem Druck bei 40 °C im Argon-Strom

abgedampft, bis eine hochkonzentrierte Losung Gbrigblieb.

Humanes Vollblut wurde zentrifugiert, sodass das Plasma verwendet werden konnte. Von dem
Inkubationsmedium (Plasma) wurde 1 mL in ein 2 mL Eppendorf-Vial Gberfihrt und bei 37 °C im
Thermoshaker bei 400 rpm vorinkubiert. Ein Aliquot des formulierten Tracers (1-2 pL) wurde nun
hinzugefiigt und die Mischung weiter bei 37 °C geschiittelt. Zu den entsprechenden Zeitpunkten
(5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 45 min und 60 min nach Inkubation) wurden jeweils 100 uL des
Mediums entnommen, davon erst 2.5 pL mit einer Eppendorf Pipette auf den oberen Bereich der DC
Platte (oberhalb der spateren Laufmittelfront) als Referenz getlipfelt (3 x). Die restliche
Inkubationslosung wurde zur Proteinfallung mit 240 uL MeCN versetzt, intensiv mittels einem Vortex
Schuttler durchmischt und fiir 2 min zentrifugiert (20000 rcf). Der Niederschlag setzte sich ab, von dem
Uberstand wurden erneut jeweils 2.5 plL auf den Startfleck der DC Platte (3 x) getiipfelt. Nach dem die
Inkubationszeit beendet war, wurde die DC Platte mit dem zuvor ermittelten Laufmittel entwickelt.
Die radiochemische Reinheit wurde uUber das Verhdltnis der Produktaktivitdt einer Bahn zur

Gesamtaktivitat der Bahn bestimmt. Der Referenzfleck diente zur Bilanzierung der Aktivitat, dabei
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wurde die Wiederfindungsrate als der Quotient der Gesamtaktivitat einer Bahn und des Referenzflecks

multipliziert mit dem Verdinnungsfaktor (hier: 3.6) berechnet.

Wiederfindungs-
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Abbildung 69. Radio-DC der Serumstabilitat von [*¥F]ALX5407. Von links nach rechts: 5 min, 10 min,
20 min, 30 min, 45 min und 60 min, in Dreifachbestimmung pro Zeitpunkt.
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5. Zusammenfassung

Die Positronen-Emissions-Tomographie ist ein wichtiges diagnostisches Bildgebungsverfahren und
ermoglicht die Visualisierung von physiologischen und pathophysiologischen Prozessen auf
molekularer Ebene. Fir dieses Verfahren sind PET-Tracer als molekulare Sonden notwendig.
Radiotracer, die als Positronenstrahler Fluor-18 enthalten, werden aufgrund ihrer glinstigen
Zerfallseigenschaften besonders haufig in der klinischen Diagnostik eingesetzt. Das Fluor-18 kann
entweder in Form von [*®F]F, als getrigertes Elektrophil oder in wissriger Form als [¥F]F als
ungetragertes Nukleophil am Zyklotron produziert werden. Bei letzterem erfolgt die Einflihrung von F-
18 vorzugsweise als nukleophile aliphatische oder aromatische Substitutionsreaktionen. Die auf diese
Weise hergestellten Radiotracer sind aufgrund ihrer sehr hohen molaren Aktivitdten und der damit
einhergehenden sehr geringen Konzentrationen fir in vivo Untersuchungen in idealer Weise geeignet,
da sie gemall dem Tracerprinzip das zu untersuchende System nicht stéren, sondern aufgrund ihrer
radioaktiven ~ Markierung nur ihr  pharmakokinetisches Verhalten verfolgen  lasst.
Radiofluorierungsmethoden fur die Markierung von aromatischen Systemen sind in den letzten Jahren
fundamental weiterentwickelt worden. Vor allem Ubergangsmetall-vermittelte Radiofluorierungen
erlauben die F-Markierung eines breiten Spektrums an aromatischen Verbindungen unabhingig von
ihren elektronischen Eigenschaften. Als Ubergangsmetall hat sich Kupfer besonders bewahrt und viele
weitere Optimierungen im Hinblick auf Abgangsgruppen, Co-Solventien und Cu-Quellen wurden
eingefiihrt, die die Durchfiihrung von effizienten und praktikablen Radiosynthesen ermdoglichen und
die auch in dieser Arbeit zum Einsatz kamen. Die Entwicklung neuer radiofluorierter Tracer erfolgt liber
einen mehrstufigen Prozess, indem viele fur die PET-Bildgebung erforderlichen Eigenschaften
angepasst und optimiert werden mussen. Neurotracer, die im Mittelpunkt dieser Arbeit standen,
missen besonderen Anforderungen geniligen. Radiotracer dieser Klasse missen fiir ihr Targetsystem

spezifisch und zudem in der Lage sein, die Bluthirnschranke zu Giberwinden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, drei unterschiedliche molekulare Targets zu adressieren. Dazu gehorte
der Glycintransporter 1 (GlyT1) mit dem radiofluorierten Inhibitor [*®F]JALX5407, das synaptische
Vesikelprotein 2A mit dem enantiomerenreinen [*F]MNI-1126 und der Adenosin A; Rezeptor mit
einem radiofluorierten Partialagonisten mit der 4-Phenylpyridin-3,5-dicarbonitril-Leitstruktur. Diese
Tracer sollten mittels geeigneter Radiosynthesen in ausreichenden Aktivitatsmengen synthetisiert

werden, um in vitro und in vivo in praklinischen Studien zu erméglichen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Herstellung und die praklinische Evaluierung des GlyT1 Inhibitors
[8F]ALX5407 durchgefiihrt. Dazu wurde zunachst der Methylester-geschiitzte
Boronsaurepinakolester-Vorlaufer Methyl-(R)-N-(3-([1,1'-Biphenyl]-4-yloxy)-3-(4-(4,4,5,5-
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tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)propyl)-N-methylglycinat (4) Gber vier Stufen ausgehend
von 1-(4-Bromphenyl)-3-chlorpropan-1-on in einer Gesamtausbeute von 16% synthetisiert. Die chirale
Information wurde bereits in der ersten Stufe Uber eine Cu-katalysierte Hydrosilylierung bei der
Reduktion des Ketons zum Alkohol in einem Enantiomereniiberschuss (ee) von 96% eingefihrt. Die
Radiosynthese wurde (iber die Alkohol-verstarkte Kupfer-vermittelte Radiofluorierung durchgefiihrt,
in der durch Verwendung von Anionenaustauscherphasen zeitaufwendige azeotrope Trocknungen
nicht erforderlich waren. Das [*F]F wurde hierbei erst auf einer Anionenaustauscher-Kartusche fixiert
und anschlieRend mit einer Lésung aus Tetraethylammoniumbicarbonat in n-BuOH in ein mit Kupfer-
Mediator und Vorldaufer 4 befllltes Reaktionsgefda eluiert. Durch anschlieRendes Erhitzen der
Reaktionslosung auf 110 °C fir 10 Minuten erfolgte die nukleophile aromatische Substitution. Im
nachsten Schritt folgte die Entschiitzung des Methylesters mit Natronlauge und man erhielt
[*8F]ALX5407 in radiochemischen Ausbeuten (RCA) von bis zu 58% und molaren Aktivitdten von bis zu
40 GBg/umol (bezogen auf eine Aktivitdtsmenge von 620 MBq) innerhalb von 90 min. Die Stabilitat
von [*F]8 wurde in humanem Blut tiber einen Zeitraum von 60 min bestimmt, wobei keine Zersetzung
und keine Bildung von Radiometaboliten beobachtet wurde. Der LogD;4sWert von [*®F]8 wurde
anschlieRend mittels der Verteilung in einem n-Octanol/PBS-Puffer (pH=7.4) Gemisch bestimmt, wobei
ein Wert von 2.8, der fir die Penetration der Bluthirnschranke geeignet ist, ermittelt wurde. In in vitro
Autoradiographien konnte an Rattenhirnschnitten eine Bindung von [*®F]JALX5407 gefunden werden,
die der Verteilung des GlyT1, die aus der Literatur bekannt war, entsprach. Des Weiteren wurden
Kompetitionsexperimente mit den Substraten Glycin und Sarkosin und den GlyT1-Inhibitoren NFPS
(rac-ALX5407) und LY2365109 durchgefiihrt, wobei spezifische Bindungen von [*F]8 durch
Verdrangung mit den GlyT1-Inhibitoren von bis zu 33% bestimmt wurden. Als nachstes folgte das PET-
Experiment von [*®F]8 in einer gesunden Ratte. Allerdings konnte kein Ubertritt ins Gehirn beobachtet
werden und der Tracer konnte nur in peripheren Geweben nachgewiesen werden. Um auszuschlief3en,
dass die Aufnahme von [*¥F]8 durch die Efflux-Transporter in der BHS verhindert wurde, wurde in
einem weiteren Versuch die zu untersuchende Ratte zuvor mit dem Pgp-Inhibitor Elacridar behandelt.
Das Ergebnis blieb jedoch unverandert, auch hier zeigte sich keine Hirn-Aufnahme. In einem weiteren
PET-Experiment wurde der Ratte zusammen mit dem Tracer [*¥F]8 nicht radioaktives ALX5407 (in
Konzentrationen von 1.5 mg/kg und 3 mg/kg) appliziert, um eine ggf. konzentrationsbedingte
Aufnahme des Tracers und die Bindungskinetik zu tGiberpriifen. Jedoch wurde auch hier kein Ubertritt
des Tracers ins Gehirn beobachtet. Zur Visualisierung des GlyT1 mittels PET wurde schlieBlich auch
noch eine Prodrug-Strategie verfolgt. Dazu wurde auf die Entschiitzung des Methylesters [*¥F]ALX5406
verzichtet, wobei die Prodrug in radiochemischen Ausbeuten von bis zu 64% und molaren Aktivitdten
bis zu 320 GBg/umol (bezogen auf eine Aktivitaitsmenge von 320 MBq) aus dem Vorliufer 4 erhalten

wurde. Der LogD;s-Wert von [*8F]7 lag bei 2.9, der somit auch eine Penetration der BHS erméglichen
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sollte. In darauffolgenden PET-Experimenten ([*®F]7 allein, [*®F]7 + Elacridar, [*®F]7 + ALX5407) in
gesunden Ratten konnte mit [*®F]7 eine hohe Akkumulation im Gehirn festgestellt werden, wobei das
Verteilungsmuster nur partiell die Ergebnisse aus den in vitro Autoradiographien und der Literatur

widerspiegelte.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde eine Vorldufersynthese fiir den PET-Tracer [*¥F]MNI-1126, einem
Tracer zur Adressierung des synaptischen Vesikelprotein 2A, ausgearbeitet. Dieses neue Verfahren
ermoglichte die enantiomerenreine Synthese des chiralen Vorlaufers (4R)-4-[3-Fluor-5-
(trimethylstannyl)phenyl]-1-[(3-methylpyridin-4-yllmethylpyrrolidin-2-on  (18) im GrofmaRstab
ausgehend von 3-Fluor-5-brombenzaldehyd in 7 Stufen und einer Gesamtausbeute von 8%. Diese
Methode ermdoglichte es zudem auf eine aufwendige Trennung der Enantiomere mittels HPLC zu
verzichten. Zu diesem Zweck wurde ein Alkohol-modifiziertes Chinidin-Derivat {(S)-
Hydroxy[(1S,2R,4S,5R)-5-vinylquinuclidin-2-yllmethyl}quinolin-6-ol (11) als Katalysator in der zweiten
Stufe der Markierungsvorlaufersynthese verwendet und lieferte Verbindung 13 in einem
Enantiomereniiberschuss (ee) von 98%. Als Abgangsgruppe fir die Radiosynthese wurde eine
Trimethylstannyl-Funktion verwendet. Die Radiomarkierung erfolgte liber eine Modifizierung des
Alkohol-unterstiitzten Kupfer-vermittelten Radiofluorierungsprotokolls. Dazu wurde zundchst
[*8F]Fluorid aus angereichertem 80-Wasser auf einer Anionenaustauscher-Kartusche fixiert und mit
einer Losung von Tetraethylammoniumtriflat in Methanol nahezu quantitativ in ein leeres
Reaktionsgefal eluiert. Auch hier konnte auf eine zeitaufwendige azeotrope Destillation verzichtet
werden. Das Methanol wurde anschlieRend abgedampft und eine Losung aus Kupfer-Mediator (Cu(4-
Phenylpyridin)a(ClO4)2) und Vorldufer 18 in Dimethylacetamid hinzugefiigt. Nach Erhitzen der
Reaktionsldsung auf 110 °C fiir 20 min wurde [*¥F]MNI-1126 mittels semi-préparativer HPLC isoliert,
formuliert, und in radiochemischen Ausbeuten von 26 + 6% und molaren Aktivitdten bis zu
79 GBg/umol (bei einer Aktivitdtsmenge von 3.2 GBqg) innerhalb von 70 min hergestellt. Die
Radiosynthese wurde auf ein automatisiertes Synthesemodul tibertragen, wodurch [*FJMNI-1126 in

GBg-Mengen produziert und in praklinischen Evaluierungen untersucht werden konnte.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde die PET-Bildgebung des Adenosin A; Rezeptors mittels 8F-
markierten Partialagonisten behandelt. Dazu wurden zunachst vier Fluor-substituierte Derivate der 2-
Amino-4-phenylpyridin-3,5-dicarbonitril-Leitstruktur synthetisiert: 2-Amino-4-(3-fluorphenyl)-6-{[(6-
methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril (26), 2-Amino-4-(3-fluorphenyl)-6-{[(5-
methylpyridin-3-yl)methyllthio}pyridin-3,5-dicarbonitril (27) mit einem Fluoratom direkt am
Phenylring und  2-Amino-4-(3-(2-fluorethoxy)-6-{[(6-methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril  und  2-Amino-4-(3-(2-fluorethoxy)-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-
dicarbonitril  mit einer Fluorethoxy-Einheit in meta-Position des Phenylrings. Alle

Referenzverbindungen zeigten eine nanomolare Affinitdt zum A;AR an transferzierten CHO-
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Zellhomogenaten. Die Synthese der entsprechenden Markierungsvorlaufer (E)-N'-(3,5-6-{[(6-
methylpyridin-2-yl)methyl]thio}-4-[3-(trimethylstannyl)phenyl]pyridin-2-yl)-N,N

dimethylformimidamid (43) und (E)-N'-(3,5-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}-4-[3-
(trimethylstannyl)phenyl]pyridin-2-yl)-N,N-dimethylformimidamid (44) wurde Uber 5 Stufen
ausgehend von  3-Brombenzaldehyd, 2-Amino-4-[3-(2-phenoxyethyl)methansulfonat]-6-{[(6-
methylpyridin-2-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril (45) und 2-Amino-4-[3-(2-
phenoxyethyl)methansulfonat]-6-{[(5-methylpyridin-3-yl)methyl]thio}pyridin-3,5-dicarbonitril  (46)
Uiber 6 Stufen ausgehend von 3-Hydroxybenzaldehyd synthetisiert. Die Einfiihrung des [*8F]Fluorids in
einer aromatischen Radiofluorierung erfolgte Uber eine Alkohol-unterstiitzte Kupfer-vermittelte
Radiofluorierung. Dazu wurde zunichst ®F auf einer Anionenaustauscher-Kartusche fixiert und mit
einer Losung aus Tetraethylammoniumbicarbonat in Methanol in ein leeres Reaktionsgefal eluiert.
Methanol wurde unter vermindertem Druck entfernt und anschlieBend eine Losung aus geschiitztem
Vorldufer 43 oder 44 und Cu(4-Phenylpyridin)4(ClOs), in DMA hinzugefiigt. Nach basischer
Entschitzung der Formamid-Schutzgruppe wurde ['®F]27 und [*®F]28 isoliert, formuliert und in
radiochemischen Ausbeuten von bis zu 24% und 14% und molaren Aktivitdten von 40 GBg/umol und
3.5 GBg/umol in einer gesamten Synthesedauer von 60 min produziert. Die Methansulfonylvorlaufer
45 und 46 wurden konventionell radiofluoriert. Dazu wurde zunichst [®F]F in ®O-Wasser in einem
Reaktionsgefa® mit Kryptofix®,2; und Kaliumcarbonat vorgelegt. Dieses Reaktionsgemisch wurde
mehrmals azeotrop getrocknet. AnschliefRend wurde die Radiofluorierung nach den optimierten
Bedingungen (0.85 umol 43 oder 44, Acetonitril, 90 °C, 20 min) durchgefihrt. Die Partialagonisten
[*8F130 und [*®F]31 konnten in radiochemischen Ausbeuten von bis zu 77% und 28%, exzellenten
radiochemischen Reinheiten (>99%) und hohen molaren Aktivitdten bis zu 61 GBg/umol (bei einer
Aktivititsmenge von 940 MBq) und 14 GBg/umol (bezogen auf eine Aktivitdtsmenge von 65 MBq)
hergestellt werden. Der LogD;4-Wert liegt fir alle vier Partialagonisten [*8F]27, [*F]28, [*¥F]30 und
[*8F]31 im Bereich zwischen 2.3-3.3. Als nichstes wurde das Anreicherungsmuster der radiofluorierten
Partialagonisten an Rattenhirnschnitten mittels in vitro Autoradiographien bestimmt, wobei ein
dhnliches Muster fir alle Radioliganden beobachtet wurde. Durch Kompetitionsexperimente mit dem
AR Antagonisten DPCPX und dem AR Agonisten NECA lieRen sich die spezifischen Bindungen der
einzelnen Radioliganden bestimmen, die héchste spezifische Bindung wurde dabei fiir [*¥F]FEMPD (30)
mit 40% ermittelt. Dieser Radioligand wurde schlieflich in vivo in der gesunden Ratte evaluiert.
[*8F]FEMPD konnte die BHS (berwinden und zeigte im Zeitfenster bis zu einer Stunde eine hohe
Stabilitdt ohne Defluorierung (keine Anreicherung in den Knochen). Das Verteilungsmuster von
[*8F]FEMPD ist im Einklang mit der literaturbekannten A;AR-Verteilung im Gehirn. Erhéhte

Akkumulationen wurden im Zerebellum, Hippocampus und Thalamus detektiert. Diese hergestellten
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neuartigen Partialagonisten fur die Bildgebung des A;AR stellen eine neue Klasse an Radioliganden mit

grolRem Potential dar.
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6. Abklrzungen

[*CINMSP
[C]PIB
[**clPMP
[8F]CPFPX
[*8F]FBA
[*8F]FBA
[F]FBAM
[*F]FDG
[FIFLT
[*SF]FPEB
[5F]SFB
6-[**F]Fluor-L.-DOPA
A

A

As

Aoa

Az

Ac
AD
AG
An
Aq.
AR
ATP
ATP

B
B,pin;
BBB
Bg
BHS
Bmax
Boc
Bpin
Bqg
bzw.

c.a.
CPA
cT
CTD

ctx

N-[*'C]Mehtylspiperon

Pittsburg Verbindung B
N-[*C]Methylpiperidin-4-yl propionat
8-Cyclopentyl-3-(3-[*8F]fluorpropyl)-1-propylxanthin
[*®F]Fluorbenzaldehyld

4-[*®F]Fluorbenzoesiure
N-[6-(4-[*8F]Fluorbenzyliden)aminooxyhexyl]maleimid
2-[*®F]Fluor-2-desoxy-D-glukose
[*8F]Fluorthymidin
[*8F]-3-Fluor-5-[(pyridin-3-yl)ethylnyl]benzonitril
N-Succinimidyl-4-[*F]Fluorbenzoat
6-[*8F]Fluor-L-3,4-dihydroxyphenylalanin

Analyt

Angstrom

Adenosin A; Rezeptor

Adenosin Ay Rezeptor

Adenosin Az Rezeptor

Adenosin As; Rezeptor

Acetyl

Alzheimer Krankheit (engl. Alzheimer’s disease)
Abgangsgruppe

molare Aktivitat

Aquivalente

Adenosinrezeptor

Amino-terminale Domane
Adenosintriphosphat

Brain

Positron

Bis(pinakolato)diboran

blood brain barrier

Background

Bluthirnschranke

maximale Bindungskapazitat
tert-Butyloxycarbonyl

Boronpinakolester

Bequerel

beziehungsweise
Lichtgeschwindigkeit
carrier added, getragert
Né-Cyclopentyladenosin
Computer-Tomographie
Carboxy-terminale Domane
cortex

Deuteron
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d Duplet

Da Dalton

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en

DC Diinnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

DIAD Diisopropylazodicarboxylat

DIPEA Diisopropylethylamin

DMAP 4-(Dimethylamino)pyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMI 1-3-Dimethyl-2-Imidazolidinon

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

DMSO Dimethylsulfoxid

DMTr Dimethoxytrityl

DPCPX 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin

E Energie

E=mc? Energieerhaltungssatz

ee Enantiomereniberschuss, engl. enantiomeric excess

Emax maximale Energie

EN Elektronegativitat

engl. Englisch

ESI Elektrosprayionisation

EtOH Ethanol

EZG Elektronen-ziehende Gruppe

g Gram

GABA y-Aminobuttersdure

GlyR Glycinrezeptor

GlyT Glycintransporter

GMP good manufactoring practice

GPCR G-Protein-gekoppelter metabotroper Rezeptor
high-performance-liquid-chromatography; engl.

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Hz Hertz

i.v. intravends

ICso Halbmaximale Inhibitorkonzentration
Massenspetrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (engl. inductively coupled

ICP-MS plasma mass spectrometry)

iGIuR ionotroper Glutamatrezeptor

J Kopplungskonstante

k Retentionsfaktor

K222 Kryptofix®222

Kgindung Geschwindigkeitskonstante Bindung

Ko Dissoziationskonstante

Kpissoziation Geschwindigkeitskonstante Dissoziation

keV Kiloelektronenvolt

Ki Inhibitionskonstante

konz. konzentriert

Kpa Nierenparenchyma; Kidney parenchyma

Kpe Nierenbecken; kidney pelvis
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max
MeCN
MeOH
mes
mGIuR5
min
min
mm
MRP1
MRT

n

n.c.a.
NaOH
n-BuOH
NECA
NFPS
NMDAR
NMR
Ns

Otf

PARP
PBS
PC
PD
Pd(dppf)Cl,
PET
P-gp
pKs
ppm
q

Qb
(0]¢

R

rac
RCA
RCR
RCU
Rt

Radioligand

Leber

Levetiracetam

Logarithmus

Verteilungskoeffizient
Octanol-Wasser Verteilungskoeffizient
long-term potentiation

Masse

Multiplet

Maximum

Acetonitril

Methanol

Mesityl; 2,4,6-Trimethylphenyl
metabotroper Glutamatrezeptor Typ 5
Minute

Minimum

Milimeter

Multidrug-Resistance Proteine
Magnetresonanztomographie
Neutron

non carrier added, ohne Tragerzusatz
Natronlauge

n-Butanol
5'-(N-Ethylcaboxamido)adenosin
N-[3-(4'-Fluorphenyl)-3-(4'-phenylphenoxy)propyl]sarkosin
N-Methyl-d-Aspartat Rezeptor
Nuclear magnetic resonance

Nosyl

Triflat; Trifluormethansulfonsaure
Verteilungskoeffizient

Proton

Poly(ADP-Ribose)polymerase
Phosphat-gepufferte Kochsalz-Losung
Propylencarbonat

Parkinson’s disease; Parkinson’sche Krankheit
[1,1'-Bis(diphenylphosphino)ferrocen]dichlorpalladium(ll)
Positronen-Emissions-Tomographie
P-Glykoprotein

negativ dekadischer Logarithmus der Sdurekonstante Ks
parts per million

Quartet

Chinidin

Qualitatskontrolle

Rezeptor

Racemat

Radiochemische Ausbeute
Radiochemische Reinheit
Radiochemischer Umsatz
Retentionsfaktor
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RL
ROI
RP
RT

S
SLC6
Smp.
Sn
Sn2
SNAF
SPE

SPECT
SV2
SV2A
SYN

to

ti2
TBAF
TEA
TFA
Th
THF
TMD
TSPO
uv
Ve
WAX
ZNS

Rezeptorkomplex
Region of interest
Umkehrphase; engl. reversed phase
Raumtemperatur

Singulet

solute carrier 6

Schmelzpunkt

nukleophile Substitution

nukleophile Substitution 2. Ordnung
aromatische nukleophile Substitution

solid phase extraction; Festphasenextraktion

single-photon-emission-computer-tomography; Einzelphotonen-Emissions-

Computer-Tomographie
synaptisches Versikelglykoprotein 2
synaptisches Vesikelglykoprotein 2A
Synaptophysin

Triplet
Totzeit
Halbwertszeit

Tetrabutylammoniumfluorid

Triethylamin

Trifluoressigsaure

Thalamus

Tetrahydrofuran
Transmembrane Domane
translocator protein 18 kDA

Ultraviolet

Elektron-Neutrino
weak anion-exchange resin
Zentralnervensystem
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8. Anhang

8.2 In vitro Evaluierungen der radiofluorierten Partialagonisten

In vitro Autoradiogramme von den Radioliganden [®F]27-['¥F]31 und ['!C]50 wurden an
Rattenhirnschnitten ausgefiihrt. Dazu wurde jeweils 5kBg/mL Radioligand verwendet. Als
Kompetitoren dienten die Referenzverbindungen [1 um], der Adenosin Rezeptor Antagonist DPCPX

[1 uM] und der Adenosin Rezeptor Agonist NECA [10 pum].

[*8F]FMPD iso- [‘8F]FEMPD iso- [1'CJMMPD
[**FIFMPD [*8F]JFEMPD

e

Totalbindung

Kompetitive
Verdrangung
mit DPCPX
(1 uMm]

Kompetitive
Verdrangung
mit NECA
(10 pm]

Kompetitive
Verdrangung
mit
entsprechenden
Referenz-
verbindungen
(1 uMm]
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Die spezifischen Bindungen wurden {iber den Quotienten der nach der Verdrangung auf den Schnitten

verbliebenen Aktivitat zur Aktivitat der Totalbindung bestimmt.

Spezifische Bindung [%]

Verdrangung mit Verdrangung mit

Spezifische Bindung [%]

Spezifische Bindung [%]

Verdrangung mit

27, 28, 30, 31 oder 50 DPCPX [1 pM] NECA [10 pM]
[1uMm]
Zerebellum total Zerebellum total Zerebellum total
[**F]FMPD 30.6+8.2 25.6+0.7 288+3.0 145+13 26019 222421
iso-[**F]FMPD 245+35 16.0+3.6 295+16 21.4+39 286+1.7 7.4+23
[**F]FEMPD 423+2.2 41.4+4.6 38.7+5.7 40.7+1.2 248+5.1 329+3.7
iso-[**F]FEMPD 29.0+3.6 26.2+2.8 25.5+3.7 20.1+3.8 19.7+2.2 251+13
[**C]MMPD - - - 23+1.1 - 26.0+0.6

8.3 HPLC Chromatogramme chiraler Verbindungen

Die verwendete HPLC Saule und die Bedingungen sind in Kapitel 4 beschrieben.

B,.@I’\“

Absorbance (mAU]
ecnaly csb A

1 VAt

Nr. Retentionszeit Intensitat Integral Nr. Retentionszeit Intensitat Integral
min mAU % min mAU %.

1 2427 666,541 50.21 1 25,38 1158,827 97.64

2 26.87 §23,982 49.79 2 29,89 25511 2,36

Total: 1290,523 100,00

Verbindung 1 als Racemat (links) und als (S)-Enantiomer (rechts).

1184337

100,00



Anhang 153
A
400 & ,@%
A -
N
(‘O - “O
a
¢ g )
300+ P ] 0
300
Br Br
200+
200H
100+
50 T T T T -50 . . T T
0.0 10,0 20,0 300 40,0 0,0 50 10,0 15,0 200
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]
Nr. Retentionszeit Intensitat Integral Nr. Retentionszeit Intensitit Integral
min mAU % min mAU i3
1 7,07 355 047 51,25 1 6,99 430,292 97,25
2 864 276,487 48.75 2 350 10.001 275
Total: 631,533 100,00 Total: 440,293 100,00
Verbindung 2 als Racemat (links) und als (R)-Enantiomer (rechts).
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] |1 ‘ 03M .
] I o
] | 0¥ ™
750
: F Br
500,
I B o a racemate
4 HzN .
] 0
2502 0P
+4%C: 80,0 %
126B: 20,0 %
- Flow: 0,900 ml/min
22—
0,0 1,3 25 3,8 5,0 6,3 7.5 8,8 10,0 11,3 1.
Retentionszeit [min]
Nr. Retentionszeit Intensitat Integral
min mAU %
1 7,93 99,985 3,95
2 8,81 1623516 96.05
Total: 1723,501 100,00

Verbindung 13 als Racemat (schwarz), (R)-Enantiomer (blau

) und (S)-Enantiomer (rosa).
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UAmM

4.0

Verbindung [*¥F]MNI-1126 ([*®F]19) (schwarz) und die Referenzverbindung (blau).

8.4 NMR-Spektren
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1H-NMR Verbindung 44
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1H-NMR Verbindung 45
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1H-NMR Verbindung 46
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