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Zusammenfassung

Das MCH (melanin concentrating hormone) ist ein hypotalamisches Neuropeptid, das bei der
Regulation des Korpergewichts und Krankheiten wie Depression, Angststorungen und
Diabetes eine wichtige Rolle spielt. Um den Zusammenhang des MCH-Systems mit diesen
physiologischen und pathophysiologischen Vorgangen besser verdeutlichen zu kdnnen bzw.
die Wirksamkeit einer antiadipdsen, antidepressiven oder anxiolytischen Therapie beurteilen
zu konnen, ist es fir die nuklearmedizinische Forschung von groBem Interesse, den MCH-
Rezeptor 1 sichtbar zu machen.

Hierzu wird an der Synthese neuer PET-Radiopharmaka gearbeitet. Derzeit kommen zwei
Verbindungen in Betracht und zwar das [*'C]SNAP-7941 und das fluorethylierte Analogon
['*FIFE@SNAP (3).

Das Ziel dieser Diplomarbeit war einen Syntheseweg fiir das [**FJFE@SNAP zu etablieren. Es
wurde nach einer moglichst einfachen Methode zur Herstellung dieser Verbindung gesucht,
um deren Anwendung in den praklinischen Studien und spater auch ihre Routine-Produktion
in der klinischen Anwendung zu ermdéglichen. Hierflir war auch eine ausreichend hohe
radiochemische Ausbeute notwendig (>150 MBq). AulRerdem wurde das Produkt letztendlich
wie jedes Arzneimittel einer Qualitatskontrolle unterzogen.

Die Synthesen wurden ausgehend von zwei Prakursoren durchgefiihrt —von der freien SNAP-
Saure (1) und dem Tos@SNAP (2).

N
- H |
= o
| / e
P

o i i
Hsc@—!/o\/\D/ | N)LNH/\/\\IO\
— |c|) N/Ko g N0
o] § @/ ‘l’H3

2

>~
HiC

Durch die Umsetzung von Tos@SNAP mit dem unmittelbar vorher im Zyklotron hergestellten
und azeotrop getrockneten [*®F]Fluorid im Advion NanoTek Synthesizer, einem
Mikrofluidsystem, und anschliefende Reinigung und Formulierung im Synthesemodul
Nuclear Interface hat man letztendlich zufriedenstellende Ergebnisse bekommen. Die
Ausbeute betrug <662 MBq und alle Giberpriiften Qualitatsanforderungen wurden erfullt.

Ausgehend von der SNAP-Saure liel$ sich das [ FIFE@SNAP hingegen nicht herstellen.



Summary

MCH (melanine concentrating hormone) is a hypotalamic neuropeptide which plays an
important role in controlling body weight and diseases like depression, anxiety disorders and
diabetes. In order to better explain the interdependence of the MCH-system with these
physical and patho-physical processes respectively to judge the effectiveness of anti-
adiposity, anti depressive or anxiolytical therapies, it is of major interest for nuclear medical
research to make the MCH-receptor 1 visible.

For this purpose the syntheses of new PET-radio-pharmaceuticals is being tested. There are
currently two connections in focus, namely the ["'CISNAP-7941 and the fluoride-ethylized
analogon ["*FIFE@SNAP (3).

This thesis aims at establishing a mode of synthesis for the [‘*FJFE@SNAP. The simplest
possible method for creating this connection has been researched, in order to enable its
application in pre-clinical studies and later on for its routine production in clinical application
as well. It was therefore necessary to achieve a sufficiently high radio-chemical yield (>150
MBq). Moreover the product was finally subject to quality control like any other drug.

The syntheses have been carried out based on two precursors — the free SNAP-acid (1) and
the Tos@SNAP (2).
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Finally, satisfactory results have been achieved by means of converting Tos@SNAP with the
previously cyclotron generated and azeotrop dried [‘®F]fluoride in the Advion NanoTek
synthesizer, a micro-fluid system and final cleansing and formulating in the synthesis module
Nuclear Interface. The yield was <662 MBq and all tested quality requirements were met.

As opposed to that, the [**FJFE@SNAP could not be created based on SNAP acid.



1. Einleitung
1.1. Das melaninkonzentrierende Hormon

Melanin concentrating hormone (melaninkonzentrierendes Hormon, MCH) ist ein orexigenes
hypothalamisches Neuropeptid, das beim Energiehaushalt und der Regulation des
Korpergewichts eine wichtige Rolle spielt. Des Weiteren wurde in Tierversuchen gezeigt,
dass Anderungen in der Expression des MCH-R; (Melanin concentrating hormone rezeptor
1) auch mit Krankheiten wie Depression oder Angststérungen im Zusammenhang stehen.
MCH setzt sich aus 19 Aminosduren zusammen und weist eine zyklische Struktur auf.? Der
Arginin-Rest in Position 11 scheint fiir die Wirkung des MCH eine wichtige Rolle zu haben. In
Experimenten fihrte der Umtausch von Arg' gegen Ala zu fast komplettem
Aktivitatsverlust, wihrend der Umtausch von Arg' keine signifikanten Verdnderungen zur
Folge hatte.?

Intrazerebrovaskuldare Applikation des MCH fihrt bei Mausen zu Hyperphagie und
Gewichtszunahme, wahrend Entfernung des MCH-exprimierenden Gens in einem mageren
Phanotyp resultiert.” Weiters wurde in Tiermodellen festgestellt, dass Blockade des MCH-R;
eine dhnliche Wirkung hat wie klinisch eingesetzte Anxiolytika und Antidepressiva.'

Das melaninkonzentrierende Hormon wurde urspriinglich aus der Hypophyse des
Knochenfisches isoliert. Von dort aus wird es in den Kreislauf abgegeben und bewirkt
die Aggregation des Hautfarbstoffes Melanin, was zur Aufhellung der Haut fihrt.
Dadurch wird der melaninverteilende Effekt von a-MSH (a-Melanocytenstimulierendes
Hormon) antagonisiert. Die Farbanderung tritt als Reaktion auf den jeweiligen
Hintergrund auf.’

1.2. Der MCH-Rezeptor

MCH entfaltet seine Wirkung (iber den MCH-Rezeptor, der zur Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehc’jrt.2 Der MCH-Rezeptor wurde aufgrund seiner groRen
strukturellen Ahnlichkeit zu den Somatostatin-Rezeptoren erstmalig unter dem Namen
Somatostatin-like Rezeptor (SLC-1) beschrieben.®

Man unterscheidet zwischen 2 Typen von MCH-Rezeptoren: MCH-Rezeptor 1 (MCH-R;)
und MCH-Rezeptor 2 (MCH-R;). Der MCH-R; kommt in diversen Spezies vor (Mensch,
Affe, Maus, Ratte, Hund), wahrend MCH-R; in Nagetieren nicht nachgewiesen werden
konnte.” Die beiden Rezeptoren weisen eine Ahnlichkeit von 38% der
Aminosduresequenz auf.®

Der MCH-Rezeptor beinhaltet 353 Aminosiuren.’ Er besteht aus 7 a-helikalen
transmembranaren Doméanen, welche einen intrazelluldren C- und einen extrazellularen N-
Terminus besitzen.'® Diese transmembraniren Doménen sind durch intra- bzw.
extrazelluldre Schleifen verbunden und bilden im Rezeptormolekiil einen zentalen Kern.'



Signaltransduktion des MCH-R;: Die Ligandenbindung fihrt zu einer
Konformationsanderung des Rezeptors, welche die Bindung und Aktivierung der G-
Proteine ermoglicht. Ein Asparagin-Rest in der Position 123 der TM3 scheint fiir die
Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung eine wichtige Rolle zu spielen. Dieses Asp*®
geht mit dem Arg'! des MCH eine direkte Interaktion ein.*

Die G-Proteine werden in vier Klassen eingeteilt: Gs, Gijo, Gq und Gi/13. Gs-Proteine
aktivieren Adenylatcyclase und bewirken dadurch eine Erhéhung des cAMP-Spiegels,
wahrend inhibitorische Gj,-Proteine entgegengesetzt wirken. Sie hemmen
Adenylatcyclase, aktivieren PLC-B, GIRK-Kanale und Phosphatidylinositol-3-Kinase. Die
Signaltransduktion von Gj/,-Proteinen wird durch Pertussistoxin (PTX) gehemmt. Gg-
Proteine aktivieren Phospholipase C (PLC). Diese spaltet Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) zu Inositoltrisphosphat (IP3s) und DAG (Diacylglycerin) und fihrt
dadurch zur Freisetzung von intrazellulirem Ca®* und Aktivierung der Proteinkinase C
(PKC). G12/13-Proteine sind fiir die Regulation der Na*/H*-Austauscher wichtig.13

Die Bindung des MCH an den MCH-R; fiihrt zur Aktivierung der PLC, Produktion von IP3 und
damit zur Erhéhung des intrazelluldren CazJ'—SpiegeIs.2

cAMP | Gio
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Abbildung 1: Signaltransduktion des MCH-R;**

Der MCH-R; koppelt an G4- und Gjjo-Proteine. Gq4-Proteine aktivieren PLC-B3, die PIP; in IP3
und DAG spaltet. IP; fiihrt zum Anstieg des intrazelluldren Ca®*, wihrend DAG PKC und MAPK
(MAP-Kinase) aktiviert. Gj,-Proteine kdnnen ebenfalls PLC-B8 und MAPK aktivieren, AC
hemmen oder GIRK-Kaliumkanale aktivieren. Der Ca2+—Anstieg Uber Gjjo-Proteine kann durch
PTX gehemmt werden."*



1.3. SNAP-7941

SNAP-7941 ist ein selektiver, nicht-peptidischer Antagonist am MCH-Rezeptor 1. In
Tiermodellen wurde gezeigt, dass diese Substanz antidepressive, anxiolytische und
anorektische Wirkung besitzt.!

In Versuchstieren verursacht das intraperitoneal verabreichte SNAP-7941 eine Hemmung
der durch die intracerebrale Verabreichung von MCH induzierten verstarkten
Nahrungsaufnahme.!

Borowsky et al. haben den appetithemmenden Effekt von SNAP-7941 im Vergleich mit
Fenfluramin, einem serotoninerg wirkenden Appetitzligler, in Ratten untersucht. Die
Ergebnisse haben gezeigt, dass die Wirkung von Fenfluramin kurzfristig und die Rezidivrate
relativ hoch ist, wahrend SNAP-7941 kontinuierlich und langdauernd wirkt.!

In einer Studie von Millan et al.”> wurden das anxyolitische und antidepressive Potential von
SNAP-7941 in Nagetieren untersucht und auch bestétigt. AuRerdem sind sie zu dem Schluss
gekommen, dass dieser MCH-R;-Rezeptor-Antagonist, die Konzentration von Dopamin,
Noradrenalin und Serotonin im synaptischen Spalt nicht beeinflusst. D.h. es entfaltet seine
Wirkung unabhangig von Monoaminen.

Eine spatere Studie von Basso et al. konnte die Wirksamkeit von SNAP-7941 als Anxiolytikum
und Antidepressivum hingegen nicht bestatigen.®

Heute wird SNAP-7941 nicht klinisch eingesetzt, sondern als Leitstruktur zur Entwicklung
potenterer MCH-R;-Antagonisten und Radiopharmaka.

Das SNAP-7941 ist mittlerweile patentiert und wird von der Firma Synaptic Pharmaceutical

hergestellt."”

Abbildung 2: SNAP-7941

Um die Zusammenhange des MCH-Systems mit den o.g. Krankheiten und Stérungen besser
verdeutlichen zu kénnen bzw. um den Erfolg einer antidepressiven oder antiadiposen



Therapie beurteilen zu konnen, ist es fir die Wissenschaft von groBem Interesse, den MCH-
Rezeptor 1 sichtbar zu machen. Hierfiir ist die Entwicklung neuer PET-Tracer, die an den
MCH-R; andocken, notwendig. Derzeit kommen 2 Verbindungen in Betracht, die
Abwandlungen von SNAP-7941 darstellen, und zwar [*'C]SNAP-7941 (1) und [**F]FE@SNAP
(2). Die Synthese von [*'C]SNAP-7941 wurde schon etabliert — man geht von der freien

SNAP-Sdure (siehe Abbildung auf der Seite 5 bzw. 30) aus und versetzt diese mit
[11C]Methyltriflat. Was die Darstellung von [**FJFE@SNAP betrifft, wird diese im Rahmen
dieser Diplomarbeit naher erlautert.

Beim [*'CISNAP-7941 wird die urspringliche Struktur des Molekiils nicht verdndert, da nur
ein Kohlenstoff-Atom durch das radioaktive Isotop ''C ausgetauscht wird. Damit bleiben
pharmakokinetische Eigenschaften des Arzneimittels unbeeinflusst. Im Falle von
[|FIFE@SNAP hat man anstatt des Methylesters einen '®F-markierten Fluorethylester
vorliegen, d.h. die pharmakokinetischen Eigenschaften werden geringfligig beeinflusst, aber
das dirfte keinen groBen Unterschied ausmachen. Man vermutet sogar, dass die
Durchgéangigkeit der Blut-Hirn-Schranke und die Bindungsaffinitat zum MCH-R; aufgrund der
Erhohung der Lipophilie verbessert werden kénnten.
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1.4. Kontrolle der Nahrungsaufnahme durch das ZNS

Die Nahrungsaufnahme und der Energieverbrauch werden durch zahlreiche im
Hypothalamus exprimierte Neuropeptide reguliert. Diese Neuropeptide werden in zwei
Gruppen unterteilt und zwar in orexigene (appetitanregende) und anorexigene
(appetithemmende). Die wichtigsten Vertreter der orexigenen Neuropeptide sind das
melaninkonzentrierende Hormon (MCH), das Neuropeptid Y (NPY), die Orexine A und B, das
Ghrelin und das Agouti related peptide (AGRP). Zu den anorexigenen Neuropeptiden zahlen
u.a. das Thyreotropin-releasing Hormon (TRH), das Corticotropin-releasing Hormon (CRH),
das a-Melanocyten stimulierende Hormon (a-MSH), das Cocain- und Amphetamin-regulierte
Transcript (CART) und das Cholecystokinin (CCK).Die Nahrungsaufnahme wird auch durch
Signalstoffe aus peripheren Organen, v.a. durch das Leptin, das im weillen Fettgewebe
exprimiert wird und appetithemmend wirkt, reguliert.’® *°
Abbildung 3: Kontrolle der Energiehoméostase durch den Hypothalamus *°: Im arkuaten
Kerngebiet des Hypothalamus

existieren zwei Arten von Neuronen
— orexigene  AGRP/NPY-  und
anorexigene POMC/CART-Neuronen.

Second-order |
and downstream _
neurons

Diese werden durch Hormone aus
peripheren Organen reguliert. Insulin
und Leptin sind in Proportion zum
Fettanteil im Korper vorhanden. Sie

i | ® hemmen die AGRP/NPY-Neuronen
und aktivieren die POMC/CART-
. - Neuronen. In niedrigen

__ Pancreas

Konzentrationen wirken diese

|
\(‘\
| @
/Q\/\
1
gé
- D

Hormone genau umgekehrt. Ghrelin

Insulin

] wird vom Magen sezerniert und wirkt
stimulierend auf die AGRP/NPY-

Leptin

Adpose Neuronen und steigert dadurch den

i
tissue \’\(_}-—/ Appetit.

Nature Reviews | Genetics

1.4.1. Adipositas

Unter Adipositas versteht man ein krankhaftes Ubergewicht, das zu gesundheitlichen
Beeintrachtigungen fiihrt.”® Etwa 20-40% der Bevélkerung der westlichen Lander leiden als
Folge einer erhdhten Kalorienzufuhr an Ubergewicht.?

Schweregrad der Adipositas kann anhand folgender Messgréf3en bestimmt werden: Broca-
Index, BMI (Body-Mass-Index), waist-hip-ratio und Hautfaltendicke.??
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Der Body-Mass-Index, der am meisten verwendet wird, wird folgendermalien berechnet:
BMI = Korpergewicht (kg)/KérpergroRe? (m2) 2

Ubergewicht ist definiert als BMI 25 kg/m?, Adipositas als BMBO kg/m?2. 23
Die Einteilung in Gewichtsklassen ist aber ohne Bericksichtigung des Alters und der
geschlechtsspezifischen und kulturellen Unterschiede wenig sinvoll.**

Kategorie BMI Risiko fir
Begleiterkrankungen

Untergewicht <18,5 kg/m? niedrig

Normalgewicht 18,5 - 24,9 kg/m? durchschnittlich

Ubergewicht > 25 kg/m?

Praadipositas 25 - 29,9 kg/m? gering erhoht

Adipositas Grad | 30 - 34,9 kg/m? erhoht

Adipositas Grad Il 35-39,9 kg/m? hoch

Adipositas Grad IlI > 40 kg/m? sehr hoch

Tabelle 1: Gewichtsklassifikation bei Erwachsenen anhand des BMI (nach WHO, 2000) %

Das Risiko einer Gesundheitsgefahrdung durch Ubergewicht steigt bei einem BMI von 25
kg/m? leicht, ab einem BMI von 30 kg/m? stark bzw. ab 40 kg/m? deutlich an.”?

Als haufigste Folgeerkrankungen sind insbesondere Diabetes mellitus Typ Il, Hypertonie und
kardiovaskuldre Erkrankungen zu nennen.
Das Korpergewicht kann als ein komplexer multifaktorieller Phanotyp, der durch das
Zusammenspiel von genetischen Faktoren und Umwelteinflissen determiniert wird,
aufgefasst werden. Zu den Umwelteinfliissen zdhlen u.a. Verhaltensweisen, Gewohnheiten,
kulturelle und sozioskonomische Faktoren.?*

Nur bei etwa 5 % der Patienten ist das krankhaft erhdhte Korpergewicht auf
Stoffwechselerkrankungen, Stérungen im Hormonhaushalt oder andere korperliche
Gegebenheiten zuriickzufiihren. Bei den restlichen 95 % der an Adipositas Erkrankten beruht
der erhohte Fettanteil auf einem falschen Lebensstil - Bewegungsinaktivitdt, Zunahme der
Autonutzung im Alltag, Zunahme bewegungsarmer Freizeitsbeschaftigungen (Fernsehen,
PC), Konsum zu stRer und zu fetter Nahrungsmittel, Fastfood, hohe psychische Belastung im
Alltag usw.”

Hinsichtlich einer Einteilung der Adipositas nach zugrunde liegenden Ursachen wurde eine
Reihe von Versuchen gemacht. Ein Beispiel hierfiir ware die Einteilung nach Bray (1992):*°

1) Genetische Syndrome (unvollstandig):

e Prader-Willi-Syndrom,
e Bardet-Biedl-Syndrom,

e Ahlstrom-Syndrom;
12



2) Neuroendokrine Adipositas

e Hypothyreose,

e Morbus Cushing,

e hypothalamischer Symptomenkomplex,
e Steil-Leventhal-Syndrom,

e Wachstumshormonmangel,

e Insulinom und Hyperinsulindmie;
3) latrogene Adipositas

e Pharmaka(Antidepressiva, Neuroleptika, Betablocker, Sulfonylharnstoffe,
Antiepileptika, Corticosteroide usw.)?,
e hypothalamische Operationen;

4) Uberernahrung;
5) Bewegungsmangel.

In einer Studie von Lenz et al.?’ wurden Morbiditit und Mortalitit bei Ubergewicht und
Adipositas untersucht. Dabei wurden 27 Metaanalysen und 15 Kohortenanalysen
ausgewertet. Den Ergebnissen zufolge ist die Gesamtmortalitidt bei Ubergewicht (BMI: 25 —
29,9 kg/m?) im Vergleich zu Normalgewicht (BMI: 18,5 — 24,9 kg/m?) nicht erhéht. Sowohl
bei Adipositas als auch bei Ubergewicht ist das Risiko fiir einzelne Erkrankungen hingegen
erhoht, fur andere unverandert oder sogar vermindert, wobei bei Adipositas das Risiko
insgesamt groRer ist. Die Gesamtmortalitat ist bei Adipdosen etwa 20 % hoher als bei
Normalgewichtigen. Bei hochgradiger Adipositas kann sie sogar um mehr als 200 % steigen.
Es ist aber zu beachten, dass Morbiditat und Mortalitat auch wesentlich durch Geschlecht,
Alter und Sozialstatus mitbestimmt werden.

Das Europaparlament in Brissel forderte im Januar 2007, Fettleibigkeit als chronische
Krankheit anzuerkennen — mit der Konsequenz, deren Behandlung durch die Krankenkassen
erstatten zu lassen. Grundlage des Beschlusses war die erschreckende Erkenntnis, dass jedes
vierte Kind in der Europdischen Union Gbergewichtig ist. Europa hat damals die Fettsucht als
Wohlstandskrankheit anerkannt.

Leider bezahlen die meisten Krankenversicherungen therapeutische MaRRnahmen erst dann,
wenn die Patienten schon massiv tibergewichtig sind.*

1.4.1.1. Therapie der Adipositas

Die langfristig erfolgreiche Therapie des Ubergewichts erfordert ein sehr hohes MaR an
Konsequenz, Selbstdisziplin und Durchhaltevermégen.

Die Therapie besteht grundsatzlich aus:

e Erndhrungsumstellung,
e Anderung des Essverhaltens,
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e Steigerung der korperlichen Aktivitat,
e Verhaltenstraining,

e Pharmakotherapie,

e Operation (selten).?®

1.4.1.1.1. Diatetische MalRhahmen

Die einzige anhaltend wirksame Therapie bei Ubergewicht ist eine Kombination aus
Steigerung der korperlichen Aktivitat und Verringerung der Kalorienzufuhr.?® Fir die
Durchfiihrung einer Erndhrungstherapie ist die Mitarbeit des Patienten und eine Anderung
des Lebensstils unentbehrlich. Dies macht die Umsetzung dieser Methode in der Praxis sehr
schwierig.

Durch die Reduktion der Energiezufuhr lasst sich, je nach Energiegehalt der aufgenommenen
Nahrung, eine negative Energiebilanz erreichen. Sobald ein Energiedefizit entsteht, greift der
Korper auf eigene Energiereserven zurilick und somit werden die Fettdepots abgebaut.
Derzeit gibt es eine Vielzahl von unterschiedlichen Diaten, wie beispielsweise Nulldidt
(totales Fasten), extrem niedrigkalorische Diaten (,very low calory diet” = VLCD), deutllich
niedrigkalorische Diaten, hypokalorische Mischkost (,low calory diet” = LCD) sowie eine
ganze Palette von Sonderdiaten.?

1.4.1.1.2. Pharmakotherapie

Pharmakotherapie kommt bei Adipositas nur unterstiitztend und zeitlich begrenzt in
Betracht.” Antiadiposita  (Schlankheitsmittel) sind Arzneistoffe, mit denen das
Koérpergewicht reduziert oder gehalten und das Risiko fiir Begleiterkrankungen reduziert
werden soll. Sie unterscheiden sich deutlich in ihren Wirkungen — sie hemmen den Appetit,
hemmen die Aufnahme von Nahrungsbestandteilen im GIT, steigern das Sattigungsgefihl
oder erhéhen den Energieumsatz und abbauende Stoffwechselprozesse.

Es gibt relativ viele Arzneistoffe, deren Zulassung fiir die Indikation , Adipositas” beantragt
wurde. Diese wurde aber aufgrund der unzureichender Wirksamkeit bzw. schwerwiegenden
Nebenwirkungen entweder gar nicht erteilt oder nach einiger Zeit zurlickgezogen. Einige
Beispiele dafiir waren: Rimonabant (Cannabinoid-Rezeptor 1-Antagonist), 5-HT-Reuptake-
Hemmer (Fenfluramin und Dexfenfluramin), NA/5-HT-Reuptake-Hemmer (Sibutramin),
Sympathomimetika (Aminorex, Ephedrin, Phenylpropanolamin) usw.?

Der einzige in Osterreich als Antiadipositum registrierte Arzneistoff ist Orlistat
(Tetrahydrolipstatin), ein Pankreaslipasehemmer. Durch die Blockade der Pankreaslipase
hemmt diese Substanz die Verdauung und damit auch die Resorption von Fetten im Darm.?

Orlistat ist in Osterreich unter dem Namen Xenical (rezeptpflichtig) oder Alli (rezeptfrei)
erhaltlich.”®
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1.5. Grundlagen der Nuklearmedizin und nuklearmedizinische Anwendung von
Radionukliden

Die Fachrichtung, die sich mit dem Einsatz radioaktiver Stoffe zu medizinischen Zwecken
beschaftigt, wird als Nuklearmedizin bezeichnet. Im Unterschied zu Radiologie, wo die
Bestrahlung des menschlichen Kérpers von einer dufleren Strahlengelle ausgeht, wird in der
Nuklearmedizin das Radiopharmakon in den Korper verabreicht. Dabei wird die austretende
Strahlung zu diagnostischen Zwecken oder deren Wirkung auf die bestrahlten Korperzellen
zur Therapie verwendet.

Nuklearmedizin ist ein relativ neues Gebiet der Medizin. Die Grundlage der Anwendung
radioaktiver Substanzen am Menschen stellen die Untersuchungen von G. v. Hevesy, einen
ungarischen Chemiker, aus dem Jahre 1923 dar. Er untersuchte die Bleiaufnahme von
Pflanzen durch die Messung radioaktiver Bleianreicherung.?’

Die nuklearmedizinischen Untersuchungsmethoden waren am Anfang sehr begrenzt, da
zuerst nur die naturlich vorkommenden Radioisotope zur Verfligung standen. Erst seitdem
die  kinstliche Herstellung von Radionukliden moglich ist, erreichen die
nuklearmedizinischen Techniken einen immer héheren Stand.

Radiopharmaka kénnen etweder als Radiodiagnostika oder als Radiotherapeutika eingesetzt
werden. Beide Anwendungen stellen vollig unterschiedliche Anforderungen an die
Eigenschaften des radioaktiven Isotops und des radioaktiven Arzneimittels.

Radiopharmaka werden deutlich haufiger zur Diagnostik als zur Therapie eingesetzt. Der
diagnostische Einsatz dient der Beurteilung der Funktion von Korperorganen oder
Organsystemen. Das Grundprinzip aller nuklearmedizinischen Untersuchungen besteht
darin, die Bioverteilung des in den menschlischen Korper applizierten Radiopharmakons
sichtbar zu machen.”® Die Applikation erfolgt meist intravends, teilweise aber auch peroral

81m

oder inhalativ, wie beispielsweise im Falle von Kr-Gas zur Untersuchung der

Lungenventilation oder —perfusion.*

Da jedes chemische Molekil und somit auch Radiopharmaka unterschiedliche Affinitdten zu
verschiedenen Korpergeweben aufweist, kommt es kurz nach der Applikation zu einer
inhomogenen Umverteilung des Radiopharmakons und damit auch der radioaktiven
Strahlung im Korper. Die Messung der radioaktiven Strahlung und somit die
Sichtbarmachung der Verteilung der entsprechenden radioaktiven Substanz im
menschlichen Koérper ermoglicht Rickschlisse Uber den Funktionszustand der zu
untersuchenden Organe.

Fir die Auswahl eines geeigneten Radiopharmakons spielen zwei Komponenten eine
wichtige Rolle — das Radioisotop und der Triger des Radioisotops.”’ Radionuklide zur
Anwendung in der nuklearmedizinischen Diagnostik besitzen meist eine Halbwertszeit im
Bereich von Minuten und Stunden um die Strahlenbelastung von Patienten moglichst gering

zu halten, sind entweder R*-Strahler oder reine y-Strahler® und bestimmen die
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physikalischen Eigenschaften des Radiopharmakons. Die Struktur des Tragers bestimmt
hingegen das Verteilungsverhalten des Radiopharmakons.29

Einige Beispiele fir die diagnostisch eingesetzten Radiopharmaka wiren: 2-[*®F]Fluor-2-
deoxy-glucose (Tumorsuche; Abbildung 10), [18F]Fluoroflumazenil (ein GABA,-Rezeptor-
Antagonist, 1), [“™Tc]-MAG3 (dynamische Nierendiagnostik), [*™Tc]-Sestamibi
(Herzszintigraphie, Tumorsuche), [*™Tc]-Tetrofosmin (Herzszintigraphie, Tumorsuche),
[11C]PIB (2-(4-N-[11C]Methylaminophenyl)-6-hydroxybenzothiazol, Morbus Alzheimer, 2),

[*'C]Methionin (Hirntumoren) usw.*
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Fir die nuklearmedizinische Therapie steht die biologische Wirkung der ionisierenden
Strahlen im Vordergrund. D.h. das Ziel ist in diesem Fall nicht die Verteilung des
Radiopharmakons im Organismus abzubilden, sondern das erkrankte Gewebe durch
radioaktive Strahlung zu zerstéren. Dabei missen sowohl die physikalische als auch die
biologische Halbwertszeit ausreichend lang sein, damit eine geniigend hohe Strahlendosis an
den Zielort gebracht werden kann. Unter der physikalischen Halbwertszeit versteht man die
Zeitdauer, innerhalb derer die Aktivitdt des Nuklids auf die Halfte des Wertes zu Beginn
dieses Zeitintervals abgesunken ist. Biologische Halbwertszeit ist hingegen die Zeitdauer,
innerhalb derer in einem lebenden Organismus die Halfte des urspriinglich vorhandenen
radioaktiven Materials aus einem Verteilungsvolumen (Blut, Organ) verschwunden ist. Die
biologische Halbwertszeit ist aufgrund der metabolischen Abbauprozesse, die im Organismus
stattfinden und der Ausscheidung liber Urin, Stuhl und Atemluft in der Regel deutlich kiirzer
als die physikalische. Aus dem Zusammenwirken von physikalischer und biologischer
Halbwertszeit ergibt sich die effektive Halbwertszeit. Diese wird folgendermalien berechnet:

1/Teff = 1/Tphys + 1/Tbiol

Tesr — effektive Halbwertszeit; Tonys — physikalische Halbwertszeit; Tyio — biologische
Halbwertszeit *°

Radionuklide, die in der nuklearmedizinischen Therapie eingesetzt werden, sind
Teilchenstrahler (v.a. §-Strahler) und weisen eine physikalische Halbwertszeit von mehreren
Stunden bis einigen Tagen auf.’® Einige Therapienuklide sind in der nachfolgenden Tabelle
angefiihrt.
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Nuklid Strahlenart E(rr::z:)g(l;e t, Re(i:;m/site Produktion
67Ga Auger <0.1 MeV 3.3d <10 nm Zyklotron
2t a, EC 6.8 MeV 7.2h 65um | Zyklotron
177Lu B,y 0.5MeV 6.7 d 1.5 mm Reaktor
67Cu B,y 0.6 MeV 26d 2.2mm Zyklotron
131| R,y 0.8 MeV 8.0d 2.4 mm Reaktor
e R,y 0.8 MeV 1.9d 3.0mm | Reaktor
e R, v, EC 1.1 MeV 3.7d 50mm | Reaktor
188Re B,y 2.1 MeV 17.0h 11.0 mm Generator

9OY R 2.3 MeV 2.7d 12.0 mm Generator

Tabelle 2°°: In der nuklearmedizinischen Therapie verwendete Radionuklide

Das Hauptanliegen der Radiotherapie ist die moglichst selektive Wechselwirkung der
ionisierenden Strahlung mit dem zu behandelnden Gewebe bei weitgehender Schonung der
gesunden Umgebung. Dies ist durch die lokale Applikation des Radiopharmakons oder durch
systemische Applikation unter Voraussetzung einer gezielten Anreicherung im
Krankheitsherd moglich. Fir die spezifische Anreicherung des radioaktiv markierten
Arzneimittels ist v.a. seine chemische Struktur verantwortlich.?

Einige Beispiele fir die Radiotherapeutika waren: OY-lbritumomab-Tiuxetan (Zevalin®, wird
bei Lymphomen eingesetzt), %y_.DOTATOC (bei neuroendokrinen Tumoren), [***]Nal (bei
Schilddriisenkarzinomen oder Hypertrophie), 18Re-HEDP (**°Re-
Hydroxyethylendiphosphonat, zur Schmerztherapie bei Skelettmetastasen) usw.*
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Abbildung 4: Struktur von DOTA (1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigséiure)
- ®°Y_-DOTATOC besteht aus dem Chelatbildner DOTA, der das Yttrium-90 komplexiert und
Tyr’-Octreotid, einem Somatostatinanalogon. Durch den Biocarrier Tyr*-Octreotid wird eine
selektive Anreicherung in den Somatostatin-Rezeptor-exprimierenden neuroendokrinen
Tumoren erzielt.*

1.6. Positronenemissionstomographie

Positronenemissionstomographie ist ein bildgebendes Verfahren der Nuklearmedizin, das
Bilder von lebenden Organismen erzeugt, indem es die Verteilung eines Radiopharmakons
im Organismus sichtbar macht. Sie dient v.a. zur funktionellen Bildgebung (Sichtbarmachung
physiologischer und biochemischer Prozesse).

Die Erfindung der PET wird den amerikanischen Physikern Michel Ter-Pogossian und Michael
E. Phelps zugesprochen.a1

Die wichtigsten Komponenten der PET sind:

e die Erzeugung der Radionuklide

e die radioaktive Markierung organischer Molekle

e die Messung der lokalen Radioaktivitatskonzentration mit dem Tomographen

e und letztendlich die Verkniipfung der gemessenen Radioaktivitatskonzentrationen
mit physiologischen Parametern mit Hilfe matematischer Modelle.?

Fir PET-Untersuchungen werden Radionuklide eingesetzt, die Positronen emittieren (R*-
Strahler). Im Rahmen eines R*-Zerfalls wandelt sich im Kern ein Proton in ein Neutron und
ein Positron um, wobei das Positron aus dem Kern geschleudert wird. Aus Griinden der
Symmetrie-, Impuls- und Massenerhaltung wird dabei auch ein Neutrino erzeugt.*° Die
Kernladungszahl nimmt um 1 ab und die Massenzahl bleibt unverédndert.

18


http://de.wikipedia.org/wiki/Michel_Ter-Pogossian�
http://de.wikipedia.org/wiki/Michael_E._Phelps�
http://de.wikipedia.org/wiki/Michael_E._Phelps�

A
)

+

' 18 o+ L=
E O -
' Positron

Abbildung 5: Schema des 8*-Zerfalls am Beispiel von **F *

Bei der Wechselwirkung eines Positrons mit einem Elektron kommt es zur Annihilation
(Vernichtung). Dabei werden zwei y-Quanten von je 511 keV mit dem Winkel 180°
zueinander freigesetzt. Diese y-Quanten werden dann von Detektoren erfasst.

v 511 keV

180°+0,3°

« 3 mm

T 51ikev
Abbildung 6: Schema des Positronenzerfalls *°

Dabei kénnen sie nur in Koinzidenz detektiert werden.
Man unterscheidet zwischen drei Arten von Koinzidenzen:
1) Echte Koinzidenzen sind Photonen, die tatsdchlich Folge einer Paarvernichtung sind.
Der Erreignisort liegt auf der sog. Line of Response (LOR).
2) Wenn Photonen zwar koinzident registriert werden, aber von zwei unterschiedlichen
Ereignissen herriihren, spricht man von zufalliger Koinzidenz.
3) Wenn Photonen gestreut, aber innerhalb des Koinzidenzfensters registriert werden,
handelt es sich um gestreute Koinzidenz.
Die Abtrennung gestreuter und zufdlliger Koinzidenzen ist nur Uber mathematische
Korrekturverfahren moglich.*
Das PET-Gerat beinhaltet mehrere ringférmig um den Patienten angeordnete Detektoren fiir
Photonen und das Prinzip der Messung besteht darin, Koinzidenzen zwischen je zwei
gegeniberliegenden Detektoren aufzuzeichnen.
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Abbildung 7: Koinzidenzarten 30
1.6.1. PET-Radiopharmaka

Ein Radiopharmakon besteht aus einem Radionuklid mit geeigneten physikalischen
Eigenschaften fir externe Messung und einem Biocarrier, der daflir sorgt, dass das Ziel
selektiv und spezifisch angesteuert werden kann.*

Radionuklide werden grundsatzlich in zwei Gruppen eingeteilt: Therapienuklide, die
Teilchenstrahler sind (v.a. §') und eine Halbwerzszeit von mehreren Stunden bis einigen
Tagen aufweisen und Nuklide fiir diagnostische Zwecke, die R*-Strahler (PET) oder reine y-
Strahler (SPECT) sind. Fir diagnostische Untersuchungen werden Halbwertszeiten im Bereich
von Minuten und Stunden angestrebt, damit die Strahlenbelastung des Patienten méglichst
gering bleibt. Dies wurde im Kapitel 1.5. ndher erldutert.

Nuklid Herstellung Target- Produkt Halbwertszeit
Materiall

F-18 80 (p,n) *F [*O]H,0 [FIF 110 min

F-18 Ne (d,a) ®F | Ne+F, [**F]F, 110 min

C-11 YN (p,a) 'c | N,+0,5%0, |["C]CO, 20 min

N-13 %0 (p,a) ®N | H,0 [**N]NH; 10 min

0-15 YN (d,n) PO [N, +1% 0, [*°0]0, 2 min

0-15 YN (d,n) O | N,+2%CO, [°0]CO, 2 min

Tabelle 3: Kernreaktionen zur Erzeugung von wichtigsten PET-Nukliden im Zyklotron®>*°

1.7. Radionuklidherstellung

Die Produktion der Radionuklide erfolgt unter Nutzung der Teilchenbeschleuniger
(Zyklotrone), Kernreaktoren oder Generatoren. Die PET-Radionuklide werden v.a. im
Zyklotron erzeugt, da dadurch neutronenarme Nuklide entstehen, die R*-Strahlung
emittieren.

Zur Zeit gibt es weltweit ca. 250 Zyklotrone, von denen viele ausschlieRlich in groRen
Kliniken regelmé&Rig zur Herstellung von Radionukliden dienen.*
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1.7.1. Prinzip eines lonenbeschleunigers

Bei lonenbeschleunigern handelt es sich um Vorrichtungen, die mit Hilfe elektrischer
und/oder magnetischer Felder geladenen Teilchen eine hohe kinetische Energie verleihen.
Sie bestehen zundchst aus einer lonenquelle, die die zu beschleunigenden lonen produziert.
Weitere wichtige Komponenten sind ein elektrisches Feld, das die Teilchen beschleunigt
sowie eventuell ein Magnetfeld, das zur Umlenkung der Teilchen auf eine spiralférmige oder
kreisformige Strecke dient. Die Beschleunigungsstrecke muss unter Hochvakuum stehen,
damit die Teilchen nicht durch StolRprozesse mit Gasmolekiilen ihre kinetische Energie
verlieren. Die Beschleunigung im elektrischen Feld erfolgt durch einmaliges oder
mehrmaliges Durchlaufen einer Spannung.
Nach Erreichen der entsprechenden Energie werden die lonen durch einen Deflektor von der
Beschleunigungsbahn ausgelenkt und auf das Target geschossen.
Aufgrund des Auftretens der hochenergetischen ionisierenden Bremsstrahlung wahrend des
Betriebs, die beim Auftreffen der lonen auf das Target entsteht, sind umfangreiche
MaBnahmen zum Strahlenschutz notwendig.
Man unterscheidet zwischen Linearbeschleunigern, Kreisbeschleunigern (Synchrotrone) und
Spiralbeschleunigern (Zyklotrone).
Zur Herstellung der PET-Nuklide ist die Beschleunigung von Protonen bzw. Deuteronen
notwendig, die aus Wasserstoffgas (H,) oder Deuteriumgas (D,) gebildet werden. Bei
manchen Zyklotronen werden aber auch Elektronen beschleunigt, welche nachher in
Protonen umgewandelt werden.
Die lonen werden von der lonenquelle erzeugt, die zentral angeordnet ist und der
lonenstrom wird nun im elektrischen Feld zwischen zwei D-formigen Elektroden zu der
entgegengesetzt geladenen Elektrode hin beschleunigt. Sobald der lonenstrom auf eine
Elektrode auftrifft, wechselt diese ihre Polung. Dies setzt sich vielfach fort, sodass die lonen
zwischen zwei Elektroden stdndig wechselnder Polung auf einer kreisformigen Bahn
beschleunigt werden. Mit jeder Kreisbahn steigt die kinetische Energie der lonen, weshalb
der Umfang der Umkreisungen aufgrund der wirkenden Zentrifungalkraft standig zunimmt.
Es entsteht also eine Spiralbahn.
Der lonenstrom wird letztendlich durch einen Deflektor aus dem Zyklotron ausgelenkt und
auf ein Target geschossen. In diesem Prozess erfahren Protonen eine Energie von 18 MeV,
wahrend die doppelt so schweren Deuteronen nur die Halfte davon erhalten.
Je nach Art des zu produzierenden Nuklids variiert das im Target befindliche
Ausgangsmaterial. Vor dem Beginn der Bestrahlung muss zuerst die lonenquelle auf die
Erzeugung der bendtigten lonen eingestellt werden und anschlieend das entsprechende
Targen ausgewahlt und befllt werden.
In der Tabelle 3 sind die Bildungsreaktionen fiir die wichtigsten PET-Nuklide angegeben.”
Bei der Radionuklidherstellung ist es wichtig, folgende drei Begriffe zu unterscheiden:

v’ carrier-added (getragert)

v" no-carrier-added (getragert)

v’ carrier-free (tragerfrei)
Bei carrier-added-Radionukliden wird dem Target ein anderes Isotop wissentlich zugesetzt.
Dies ist der Fall, wenn die Herstellung des Radionuklids in der entsprechenden Form anders
nicht maglich ist (z.B. *°F als [*®F]F,).
Bei no-carrier-added-Radionukliden wird der Trager nicht absichtlich zugesetzt, ist aber
vorhanden (Isotopenverunreinigung).
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Isotopenreine Radionuklide werden als carrier-free bezeichnet. Dies ist aber sehr selten der
30
Fall.

1.7.2.Produktion von [18F]Fluorid

Targetmaterial fur [*®F]Fluorid ist das mit 0 angereicherte Wasser. Die radionukleare
Reinheit des Produktes ist umso héher, je hoher die Anreicherung des Wassers mit 20, bzw.
je geringer der Gehalt an ['°O]H,0 ist. Die vorhandenen Reste an [*°O]H,0 reagieren namlich
unter Protonenbeschuss nach Freisetzung von o-Teilchen zu Stickstoff-Isotop >N.?° Dies ist
aber kein groRes Problem, da >N wesentlich kurzlebiger ist als *°F.

Das hochangereicherte [**0]H,0 ist sehr teuer, da es mit sehr aufwandigen Verfahren und
an nur wenigen Produktionsstitten weltweit hergestellt wird. Ubliche Anreicherungsgrade
betragen in der Regel >97 %.

Ausschlaggebend fiir die Radionuklidproduktion sind auch organische Verunreinigungen.
Durch Radiolyse koénnen aus diesen Verbindungen Wasserstoff- und Sauerstoffatome
entstehen, deren Rekombination zum Platzen des Targets fihren kann. Daher ist eine
Destillation des *®0-angereicherten Wassers tiber Kaliumhydroxid oder Kaliumpermanganat
erforderlich, um letzte Reste organischer Verunreigungen zu entfernen.”

Wie aus dem nachfolgenden Schema ersichtlich (Abbildung 8), entsteht durch
Protonenbestrahlung des *®0-angereicherten Wassers aus dem 20 *®F, indem von 20 ein
Proton aufgenommen und ein Neutron freigesetzt wird. Dabei bleibt die Massenzahl
unverandert, wahrend die Kernladungszahl um 1 zunimmt.

E\ Ol (-

Abbildung 8: Kernreaktion zur Erzeugung von [*F]Fluorid *

1.7.3. Radionuklidgenerator

Generatorsysteme ermoglichen die Herstellung der Radionuklide vor Ort und ohne groRen
Platzbedarf. Sie sind billig und kénnen mehrmals verwendet werden. Voraussetzung fir
einen Radionuklidgenerator ist das laufende radiochemische Gleichgewicht — die
Halbwertszeit des Mutternuklids soll gréRer sein als jene des Tochternuklids (z.B. *’Mo/*™Tc
(66,6 h/6 h)). Als Mutternuklid wird also das langerlebige Nuklid und als Tochternuklid das
daraus entstehende kirzerlebige Folgeprodukt bezeichnet.
Im Prinzip besteht ein Generatorsystem aus einer Glassaule, die mit einem lonenaustauscher
(Matrix) gefiillt ist. An dieser Matrix ist das Mutternuklid adsorbiert. Die Glassaule befindet
sich in einer Bleiabschirmung und besitzt an ihren beiden Enden pordse Plattchen, die dazu
dienen, die Schwebstoffe fernzuhalten. Die Elution beruht auf dem Prinzip des
lonenaustausches und erfolgt meistens durch Aufsetzen eines evakuierten, sterilen
Injektionsflaschens.
Das Mutternuklid bildet aufgrund seines radioaktiven Zerfalls standig das neue
Tochternuklid, dessen Aktivitdt zundchst ansteigt bis zur Einstellung des Gleichgewichts.
Danach zerfallen beide Nuklide scheinbar mit der Halbwertszeit des Mutternuklids.
Die Lebenszeit eines Generators wird durch die Halbwertszeit des Mutternuklids bestimmt.
Der am meisten verwendete Radionuklidgenerator ist das Molybdan-Technetium-Generator
(**Mo/*™Tc), der zur Herstellung des fiir die Szintigrafie am haufigsten eingesetzten Nuklids
PMTe dient. ™ Tc ist ein reiner y-Strahler und zerfallt mit einer Halbwertszeit von 6 Stunden.
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99mTcO4') hergestellt. Die Halbwertszeit der

Im Generator wird es in Form von Pertechnetat (
Muttersubstanz betragt 66,6 Stunden.*

In der Tabelle 4 sind die wichtigsten Generatorsysteme angefiihrt.

Mutternuklid t/; Tochternuklid ty/,

Mo (R’,y) 66,6 h PMTc (141 KeV) 6,02 h
sy (EC,y) 115d 13M, (393 KeV) 1,66 h
Rb  (EC,R") 4,7 h 8MKr (190 KeV) 13,3 s
85y (EC) 25d 8Rb  (EC,RY) 1,3m
®Ge (EC) 288d ®%Ga (B*,y) 68,3 m
W (R, y) 69,4d %%Re (R,y) 16.9h

Tabelle 4: Generatorsysteme 30
1.7.4. Produktion im Reaktor

In Reaktoren werden Radionuklide aus stabilen Vorstufen durch Bestrahlung des
Tragermaterials mit thermischen Neutronen hergestellt.

Hohe Neutronenfliisse werden durch Kernreaktionen generiert, mit diesen wird das
Tragermaterial beschossen und die bestrahlten Platten werden letztendlich zur Trennung
verschiedener Nuklide aufgearbeitet. Dieser Prozess ist sehr aufwandig und weltweit gibt es
nur wenige Reaktoren, die fir die Nuklidherstellung fiir Radiopharmaka zugelassen sind.
Bestrahlung von natiirlichem Material liefert viele verschiedene Isotope, wodurch die
radionukleare Reinheit des Produktes verringert wird, wahrend Bestrahlung von isotopisch
angereichertem Material sehr teuer ist.*°

Beispiele flir die am Reaktor hergestellten Radionuklide waren: PMo, 3H, ¢, 3%p, 1**

| usw.?
1.8. *8F zur Markierung pharmazeutischer Wirkstoffe

Eines der in der Positronenemissionstomographie am meisten eingesetzten Radionuklide ist
das Fluor-Isotop ‘®F. Dieses besitzt den Vorteil einer sehr giinstigen Halbwertszeit von 110
min, wodurch ausreichend Zeit fir Radiosynthesen gewdhrleistet wird, wahrend die
Strahlenbelastung der Patienten gering bleibt. Das Atom hat einen kleinen Radius und geht
kovalente Bindungen ein. Daher fiihrt die Markierung mit *F zu nur geringen Verianderungen
der physiologischen Eigenschaften des urspriinglichen Arzneistoffes.?® In manchen Fillen
kann Fluorierung die Lipophilie und biologische Aktivitat sogar positiv beeinflussen.**

8E zerfillt zu 97% unter Positronenemission bzw. zu 3% under Elektroneneinfang (EC) zum
Sauerstoff-Isotop 0. Die mittlere Energie der emittierten Positronen betragt 239,3 keV, das
Maximum liegt bei 385,5 kev.*

Die Herstellungsweise von 8 als [*F]Fluorid wurde im Kapitel 1.7.2. genauer beschrieben.
Das in dieser Form hergestellte Radionuklid eignet sich fiir nukleophile Substitutionen. Wie
in der Tabelle 3 ersichtlich, kann man *®F auch in Form von Florgas (F,) herstellen, welches
dann fir elektrophile Additionen eingesetzt wird.

Andere, selten eingesetzte Moglichkeiten zur Herstellung dieses Radionuklids waren
folgende Kernreaktionen: *O(*He,p)®F, °0(*He,d)'®F, *°Ne(p,2d)*®F, *°Ne(*He,*He p)*?F.*®
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Mit '®F kann man direkte (elektrophile/nukleophile Fluorierungen) und indirekte
(Fluoralkylierungen, Fluoracylierungen, Fluorarylierungen, Peptid-/Protein-Markierungen
Uber Linker) Radiomarkierungen durchfiihren.

Unter direkten Fluorierungen verstet man Radiosynthesen, die aus nur einem
Reaktionsschritt bestehen — dabei wird der Prakursor direkt mit [18F]F' versetzt und eine
Abgangsgruppe wird gegen das [*®F]F ausgetauscht (z.B. ['*F]FE@SNAP (iber Tos@SNAP).
Indirekte Fluorierungen bestehen aus mindestens zwei Reaktionsschritten. Zunachst erfolgt
die Herstellung eines '®F-fluorierten Synthons, das dann mit dem Prakursor reagiert (z.B.
["*F]JFE@SNAP iiber SNAP-Siure mittels [**F]BFE).

1.8.1. Elektrophile Fluorierungen

Als einfachste Moglichkeit zur Fluorierung Uber elektrophilen Angriff bietet sich das
[*®F]Fluorgas an. Allerdings kann dieses nur in getrigerter Form (carrier-added) hergestellt
werden, was eine geringe spezifische Aktivitat des erzeugten Radionuklids bedingt. Aufgrund
dessen wird diese Methode relativ selten eingesetzt.

F, ist ein sehr potentes chemisches Reagenz, da das Fluor das reaktivste Element (iberhaupt
ist.>

Um das ®F in elektrophiler Form vorliegen zu haben, ist es notwendig, es an eine méglichst
stark elektronenziehende Gruppierung zu binden. Beispiele hierfiir waren Trifluormethyl-
[*®F]Hypofluorit (CF;0®F)*” und Acetyl-[*®F]Hypolfluorit®.

Elektrophiles *®F eignet sich v.a. fiir die Synthese von Fluoraryl-Bausteien ([*®F]Ar-F).**
Beispiele fir auf diese Weise hergestellte Radiopharmaka wiren: [*®F]Fluoroatipamezol (1),
[*®F]Oxoquazepam (2) und 6- [**F]JFDOPA (3).3*

F
F
0
N
CHs OH
Cl HO
—N NH,
18, N

N
H 1 ) 18 HO 3

1.8.2. Nukleophile Fluorierungen

Das Fluor-Isotop 8E wird fur nukleophile Reaktionen in Form vom Fluor-Anion ([18F]F')
verwendet. 3%

Um eine ausreichende Reaktivitat fur den nukleophilen Angriff zu gewadhrleisten, muss das
[*®F]Fluorid von der wéssrigen Phase abgetrennt werden. Der Grund fiir die verminderte
Reaktivitat in Anwesenheit von Wasser ist die Ausbildung einer groRen Hydrathiille.

Die Abtrennung der wéssrigen Phase wird durch direkte Uberfiihrung in organische Phase
(beispielsweise  MeCN) unter Zugabe eines Phasentransferkatalysators  (z.B.
Kryptofix;.,.2/K,CO3) erzielt.30>>3° Kryptofix,,, oder [2.2.2]Kryptand ist ein zyklischer Ether,
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der sich aus 6 Ethylenoxyeinheiten (-CH,-CH,-O-) und 2 Stickstoffatomen zusammensetzt. Er
bildet einen stark lipophilen Komplex mit K*- und ¥t lonen, der die Uberfiihrung des
Fluorids in die organische Phase ermdoglicht. Allerdings weist Kryptofix,,, eine hohe Toxizitat
auf (LDsg beitragt bei Ratten 35 mg/kg)40 und muss nach der Synthese entfernt werden.

Auch azeotrope Trocknung und Elution des Fluorids (iber einen lonenaustauscher sind
erforderlich.

/\
GRR

N O@O N
N
/ Abbildung 9°°: Komplex aus Kryptofixs ., K" und **F

Das Fluor-Isotop *®F kann fiir nukleophile Substitutionen auch in Form von [**F]HF eingesetzt
werden.

Die Herstellung erfolgt durch Bestrahlung von *°Ne mit Deuteronen bzw. von *0-
angereichertem O, mit Protonen. AnschlieBend wird das Target unter Erhitzen mit H,-Gas
gespiilt (ungetragertes [*®F]HF). Die Bestrahlung kann auch in Anwesenheit von HF erfolgen,
wodurch das getrigerte [*®F]HF entsteht.>>*!

Das am meisten verwendete PET-Tracer - [**F]FDG (Abbildung 10) wird durch nukleophile
Substitution mit [*®F]F hergestellt.?’o’39

OH

HO F

Abbildung 10: [**FIFDG
1.8.3. Fluoralkylierungen

Viele organische Molekiile tragen Alkylreste, die als Angriffspunkt flir Radiomarkierungen
dienen kdnnen. Mittlerweile wurden zahlreichre Flyoralkylierungsreagenzien etabliert, wie
[18F]FIuoriodmethan“,1-Brom-2-[18F]fIuorethan43,2-[18F]FIuorethyltosylat43’44(1), 2-
[18F]FIuorethylmesylatM,Z-[18F]FIuorethyItrifIat“‘q”45 (2), 1-Brom-3-[18F]FIuorpropanZS, 1-lod-3-
[18F]Fluorpropan43 usw.
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Es werden meistens kurzkettige Alkylrerste (Methyl- oder Ethyl-Reste) eingefiihrt, damit die
Unterschiede zum Prdakursor-Molekil und damit die Verdanderung physiologischer
Eigenschaften gering bleiben.

Bevorzugte Angriffspunkte fir Fluoralkylierungen sind Carboxyl-, Amino-, Amid-, Hydroxy-
und Mercapto-Gruppen.*?

1.9. Anwendung der Mikrofluidtechnologie zur Radiomarkierung pharmazeutischer
Wirkstoffe - Advion NanoTek Synthesiser

Das Synthesemodul Advion NanoTek ist ein vollautomatisch computergesteuertes
Mikrofluidsystem, das fur Radiomarkierungen mit *®F vorgesehen ist.

D.h. das System setzt sich aus Schlduchen mit sehr geringem Durchmesser, wo ein extrem
hoher Druck herrscht, zusammen.

Im Vergleich zu konventionellen Syntheseverfahren bringt dieses System viele Vorteile mit
sich wie hohere Reaktionsgeschwindigkeit, hohere Ausbeute, Unterdrickung der
Nebenreaktionen und ermdglicht Arbeiten bei sehr hohen Temperaturen. Aufgrund dessen
kann man die Reaktionsbedingungen fir eine Synthese innerhalb von nur wenigen Stunden
optimieren. Da im System ein hoher Druck herrscht, konnen die Synthesen bei
Temperaturen, die Uber dem Siedepunkt des Lésungsmittels hinausgehen, durchgefiihrt
werden.

Ein weiterer Vorteil ware, dass Mikrofluidsysteme Synthesen von Verbindungen zulassen, die
unter konventionellen Bedingungungen (berhaupt nicht durchfiihrbar sind. Dies betrifft
auch die Herstellung von ["*FJFE@SNAP, was das Thema dieser Diplomarbeit ist.
Mikroreaktoren werden in der organischen Chemie schon seit Anfang der neunziger Jahre
verwendet und neulich wird auch ihr Einsatz auf dem Gebiet der Arzneistoffsynthese in
Betracht gezogen.*

Ihre Anwendung fiir Radiosynthesen ist ebenfalls relativ neueren Datums und da werden
sie derzeit v.a. fir Forschungszwecke eingesetzt. Bisher haben sie sich flr zahlreiche
Radiomarkierungen als sehr gut geeignet gezeigt, wie beispielsweise fir 2-[**F]FDG-
Synthese®®, Synthese von ortho-substituierten [*®F]Fluorarenen uber Diaryliodoniumsalze®,
c-Methylierungen und '®F-Fluorethylierungen von Carbonsiuren®’, Synthese von *°F-
Fallyprid® (einem Dopaminrezeptorliganden) usw.

Dennoch sind zurzeit kaum Studien vorhanden, die konventionelle Methoden mit
Mikrofluidsystemen auf dem Gebiet der Radiochemie direkt vergleichen. Ein gutes Beispiel
dafiir wiare die Publikation von Ungersbéck et al.*®

46,47
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Abbildung 11: Skizze des Advion-Systems
1.10. Radiopharmaka als Arzneimittel

Werden radioaktive Stoffe zu pharmazeutischen oder medizinischen Zwecken eingesetzt, so
unterliegen sie den Bestimmungen des Arzneimittelrechts. Gemall dem § 1 des
Arzneimittelgesetzes (AMG) sind Arzneimittel folgendermaRen definiert:

JArzneimittel sind Stoffe oder Zubereitungen aus Stoffen, die nach der allgemeinen
Verkehrsauffassung dazu dienen oder nach Art und Form des Inverkehrbringens dazu
bestimmt sind, bei Anwendung am oder im menschlichen oder tierischen Kérper

1. Krankheiten, Leiden, Kérperschidden oder krankhafte Beschwerden zu heilen, zu
lindern, zu verhiiten oder zu erkennen,

2. die Beschaffenheit, den Zustand oder die Funktionen des Kérpers oder seelische
Zustéinde erkennen zu lassen,

3. vom menschlichen oder tierischen Kbrper erzeugte Wirkstoffe oder
Kérperfliissigkeiten zu ersetzen,

4. Krankheitserreger, Parasiten oder kérperfremde Stoffe abzuwehren, zu beseitigen
oder unschddlich zu machen oder

5. die Beschaffenheit, den Zustand oder die Funktionen des Kérpers oder seelische

. . 1
Zusténde zu beeinflussen. >

Nach dieser Definition handelt es sich sowohl bei Radiotherapeutika als auch bei
Radiodiagnostika eindeutig um Arzneimittel im Sinne des Arzneimittelgesetzes. Da der
Stoffbegriff nicht mengenmaRig beschriankt ist, kann auch das Argument, dass
Radiopharmaka in der Regel eine vernachldssigbar geringe Stoffmenge der radioaktiven
Substanz beinhalten, nicht am Arzneimittelbegriff vorbeifiihren.
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Laut dem AMG sind radioaktive Arzneimittel folgendermaBen definiert: ,Arzneimittel, die
radioaktive Stoffe sind oder enthalten und ionisierende Strahlen spontan aussenden und die
dazu bestimmt sind, wegen dieser Eigenschaft angewendet zu werden; als radioaktive
Arzneimittel gelten auch fiir die Radiomarkierung anderer Stoffe vor der Verabreichung
hergestellte Radionuklide (Vorstufen) sowie die zur Herstellung von radioaktiven
Arzneimitteln bestimmten Systeme mit einem fixierten Mutterradionuklid, das ein
Tochternuklid bildet (Generatoren).” *

Da Radiopharmaka also zu den Arzneimitteln gehoren, unterstehen sie allen Anforderungen
des AMG. Dennoch existieren in manchen Berreichen besondere Vorschriften fir radioaktive
Arzneimittel, die auf ihre speziellen Eigenschaften, v.a. auf ihre teilweise sehr kurze
Halbwertszeit, zurlickzufiihren sind.

So missen Radiopharmaka vor der Applikation an den Patienten ebenfalls einer
Qualitatskontrolle unterzogen werden. Aufgrund der relativ kurzen Halbwertszeit, die bei
manchen PET-Nukliden sogar im Bereich von nur wenigen Minuten liegt, unterscheidet sich
diese Qualitatskontrolle betrachtlich von der Qualitatskontrolle eines nicht radioaktiven
Arzneimittels. Besonders zeitaufwandige Prifungen wie z.B. Sterilitatstests von Parenteralia
werden zwar durchgefiihrt, aber das Ergebnis kann nicht fur die Applikation abgewartet
werden.

Anforderungen an radioaktive Arzneimittel im Bezug auf ihre Herstellung, Eigenschaften und
Qualitatsprifungen sind in der Monographie ,Radioaktive Arzneimittel” des Europaischen
Arzneibuchs 1997 und in dessen Nachtrag 2000 zu finden.

Nach § 13 AMG braucht ,,wer Arzneimittel ... gewerbs- oder berufsmdfig zum Zwecke der
Abgabe an andere herstellen will ... einer Erlaubnis der zusténdigen Behdrde.” Dies gilt
natirlich auch fur Radiopharmaka. Entsprechend § 13 AMG ist auch die Herstellung von
Radiopharmaka innerhalb einer Klinik zur ausschlieflichen Anwendung an Patienten dieser
Klinik eindeutig erlaubnispflichtig.?

Unter dem Begriff ,,Herstellen” versteht man gemalk dem Arzneimittelgesetz ,, das Gewinnen,
das Anfertigen, das Zubereiten, das Be- oder Verarbeiten, das Umfiillen einschliefSlich des
Abfiillens und das Abpacken von Arzneimitteln sowie das Kennzeichnen von
Arzneispezialititen und Priifprdparaten”.>' Diese Tatigkeiten machen eine Erlaubnis nach §
13 AMG erforderlich. Die Herstellungsgenehmigung wird in der Regel bei der zustindigen

Bezirksverwaltungsbehorde beantragt.

Gemall dem Arzneimittelgesetz sind zur Erteilung der Herstellungsgenehmigung bestimmte
personelle und rdumliche Voraussetzungen zu erfiillen. In Herstellungsbetrieben miissen ein
Herstellungsleiter, ein Kontrollleiter und ein Vertriebsleiter, die Uber erforderliche
Sachkenntnisse verfligen, vorhanden sein. Herstellungsleiter und Kontrollleiter missen ein
Hochschulstudium der Pharmazie, der Chemie, der Biologie, der Human- oder
Veterinarmedizin abgeschlossen haben sowie eine mindestens zweijdhrige praktische
Tatigkeit in der Arzneimittelherstellung oder —prifung bzw. eine mindestens dreijahrige
Tatigkeit auf dem Gebiet der Nuklearmedizin oder der radiopharmazeutischen Chemie
nachweisen.
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Des Weiteren missen geeignete Rdume und Einrichtungen fiir die Herstellung,
Qualitatskontrolle und Lagerung der Arzneimittel vorhanden sein und der Hersteller muss
gewabhrleisten, dass die Herstellung und Priifung nach dem Stand der Wissenschaft und
Technik durchgefihrt werden.?

GemaR § 7 AMG dirfen Arzneispezialitdten nur in Verkehr gebracht werden, wenn sie durch
die zustdndige Bundesbehdrde zugelassen sind. In Osterreich ist die zustindige Behorde fiir
das nationale Zulassungsverfahren seit Janner 2006 das Bundesamt fiir Sicherheit im
Gesundheitswesen (vorher war das Bundesministerium fiir Gesundheit und Frauen
zustindig).”? Radioaktive Arzneimittel sind zulassungspflichtig, sofern es sich um
Arzneispezialititen handelt.”® Dieser Begriff ist im AMG folgendermaRen definiert:
JArzneispezialititen sind Arzneimittel, die im Voraus stets in gleicher Zusammensetzung
hergestellt und unter der gleichen Bezeichnung in einer zur Abgabe an den Verbraucher oder
Anwender bestimmten Form in Verkehr gebracht werden sowie Arzneimittel zur Abgabe an
den Verbraucher oder Anwender, bei deren Herstellung sonst ein industrielles Verfahren zur

Anwendung kommt oder die gewerbsmdfig hergestellt werden.”>*

Demzufolge handelt es sich bei den konventionellen Kits, die mit Radionukliden wie
beispielsweise °™Tc markiert werden eindeutig um Arzneispezialititen, die somit
zulassungspflichtig sind. Dies gilt ebenfalls fir die unmarkierte Trockensubstanz. Die
Sachlage bei den sehr kurzlebigen PET-Radiopharmaka ist hingegen nicht ganz so eindeutig.
Hier handelt es sich oft um fir bestimmte Patienten durchgefiihrte Einzelherstellungen,
weswegen der Zustand der Herstellung ,im Voraus” keine Anwendung findet. Somit handelt
es sich nicht um Arzneispezialitdten und es besteht grundsatzlich keine Zulassungspflicht.

Sobald aber etwas lingerlebige Radpharmaka, wie z.B. 2-[*®F]FDG fiir mehrere Patienten
hergestellt werden, handelt es sich um eine Herstellung ,,im Voraus“ und diese Arzneimittel
sind somit zulassungspflichtig.

Da die Zulassungspflicht fiir Arzneimittel, die zur klinischen Prifung beim Menschen
bestimmt sind, nicht gilt, kdnnen neue PET-Tracer in Rahmen einer klinischen Prifung

durchaus ohne Zulassung angewendet werden. **°!
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2. Eigene Untersuchungen
2.1. Zielsetzung

Das Ziel dieser Diplomarbeit war, einen Syntheseweg fiir den neuen PET-Tracer
[18F]FluorethyI@SNAP ([*®F]FE@SNAP, 3) zu etablieren. Dabei wurde von zwei Prikursoren
ausgegangen — von der freien SNAP-Saure (1) und vom Tosyloxyethyl @SNAP (Tos@SNAP, 2).

2.2. Produktion von *®F als [*®F]Fluorid — Bedienung des Zyklotrons, Herstellung und
Delivery der Aktivitat

Die Bedienung des Zyklotrons erfolgt zentral von einer Steuerungseinheit aus. Die
mechanische Befdrderung von Flissigkeiten und Gasen (im Fall von [*'C]CO,) durch die
Leitungswege wird mittels He-Gas-Druck erreicht.

Wie bereits im Kapitel 1.7.2. beschrieben, erfolgt die Produktion von [**F]F durch
Bestrahlung von 18O—angereichertem Wasser mit Protonen in - in diesem Fall - einem Silber-
Target. Als Protonenquelle dient das ['H]H,-Gas, aus dem durch Anlegen einer
Hochspannung Hydridionen entstehen und beschleunigt werden. Diese Hydridionen werden
durch einen komplexen physikalischen Prozess in Protonen umgewandelt, mit denen
letztendlich das Target beschossen wird.

Flir Probeversuche reichen relativ geringe Aktivitatsmengen (1-2 GBq). In solchen Fillen
kann die in den Leitungen verbliebene Aktivitat aus einer kurz zuvor stattgefundenen
Bestrahlung einfach mit Wasser ausgespilt werden.

SchlielRlich gelangt die Targetaktivitdt bzw. das Spllwasser in ein Vial in eine speziell
eingerichteten heiRe Zelle.
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2.3. Fluorethylierungsversuche ausgehend von der SNAP-Saure

2.3.1. [18F]FE@SNAP ausgehend von SNAP-S3ure und 1-Brom—2-[18F]quorethan

F
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Schema der [18F]FE@SNAP-Synthese Uber 1—Brom—2-[18F]quorethan

H\fO

CHj,
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Verwendete Gerate und Materialien

Module e Advion NanoTek Synthesizer, Ithaca, NY,

USA
e Synthesizer TRACERIab FxFN (General

Electric Company)

HPLC Agilent technologies 1200 Series, Santa Clara,

CA, USA

HPLC-Saule Cromolith performance, RP-18e, 100-4,6 mm

Flow 1 ml/min

Laufmittel (HPLC) Acetatpuffer'/MeCN (70/30)

DC-Platten TLC Silica Gel 60 RP-18 F;54S, Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland

Laufmittel (DC)

MeCN/Wasser (95/5)

Kartusche F-18 Cartridge, Chromafix, Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland

Vials Approx, Wheaton, Millville, NJ, USA

MeCN Acetonitril, Chromasolv® Plus, for HPLC >99,9%,
Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

Bromethyltriflat Department fiir Arznei- und Naturstoffsynthese,

Universitdt Wien, Osterreich

[FIFE@SNAP (HPLC-Standard)

Department fiir Arznei- und Naturstoffsynthese,
Universitdt Wien, Osterreich

o-Dichlorbenzol

For synthesis, Merck Schuchardt OHG,
Deutschland

Dimethylformamid

Fluka Chemie GmbH, Buchs AG, Schweiz

Aqua bidest B.Braun, Melsungen, Deutschland

Kryptofix®222 For synthesis, Merck Schuchardt OHG,
Deutschland

K,CO3 Kaliumcarbonat, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

SNAP-Saure Department flr Arznei- und Naturstoffsynthese,

Universitat Wien, Osterreich

Tetrabutylammoniumhydroxid

Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

MeOH

Methanol, Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

Einwegspritzen

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Pipetten

Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Reaktionsgefalle

Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Heizblock

RCT basic, IKA-Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Tabelle 5

197,5% Wasser; 2,5% Essigsaure

(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland);

Ammoniumacetat/l (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
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Ablauf der Synthese

Das im Zyklotron durch Bestrahlung von mit ®0-angereichertem Wasser hergestellte
[*®F]Fluorid muss vor dem Synthesebeginn wasserfrei gemacht werden. Dies wurde
erreicht durch Komplexierung mit Kryptofix,.,,/K,CO3 und azeotrope Trocknung, die
im Advion Nano Tek Synthesizer stattgefunden haben. Dabei wurde das [*®F]F -haltige
Wasser mit Hilfe einer speziellen Elutionslosung (20 mg Kryptofix,,,/4,5 mg
K,CO3/700 pl MeCN/300 pl H,0) tiber eine Kartusche eluiert. Die azeotope Trocknung
erfolgte bei 110°C durch protionsweise Zugabe von MeCN (3 x 300ul).

Herstellung und Reinigung von ['®F]BFE: Dieser Schritt wurde im GeTracerlLab
durchgefihrt. Der [18F]FIuorid’-Kryptofixz,z,z-KompIex wurde mit einer Losung,
bestehend aus Bromethyltriflat und o-Dichlorbenzol (30 pl/500ul), versetzt. Die
Reaktion hat bei 100°C stattgefunden und 10 Minuten gedauert. Danach wurde das
[*®F]BFE bei 130°C unter Heliumstrom in DMF destilliert. Das Produkt wurde mittels
HPLC analysiert. Die Bedingungen (Laufmittel, Flow) waren die gleichen wie bei der
Analytik von [*|FJFE@SNAP (siche Tabelle 5). Herstellung von [*®F]BFE war
erfolgreich.
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Schema der [*®F]BFE-Synthese
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Abbildung 12: TRACERIab FxFN

Herstellung von [**FJFE@SNAP: Zuerst wurde der Prikursor — freie SNAP-Siure -
folgendermaRen vorbereitet:
1) Eine Losung von SNAP-Saure in DMF (Losung 1) wurde hergestellt (14 mg/ml).
2) Eine Losung von TBAH in MeOH (Losung 2) wurde hergestellt (132 mg/500
ul).
3) Diese zwei Losungen wurden vermischt und zwar in folgendem Verhaltnis: 5,5
ul Losung 2/ 1 mg SNAP-Sdure - Losung 3
AnschlieBend wurde die Losung 3 auf dem Heizblock mit [*®F]BFE im Verhiltnis 1:1
versetzt.
Die Reaktion wurde mehrere Male bei 100, 120 und 140°C durchgefiihrt, die
Reaktionszeit wurde ebenfalls variiert — 15, 20, 25, 30 min.

Die Produktlosung wurde mittels HPLC und DC analysiert. Die genauen Daten zu den
Laufmitteln, HPLC und DC sind in der Tabelle 5 angefiihrt. Leider konnte mann auf
diesem Weg das ["®FIFE@SNAP nicht herstellen. AuRerdem wurde, wie in der
nachfolgenden Tabelle ersichtlich, nach der [*®F]BFE-Synthese oft ein groRer
Aktivitatsverlust beobachtet.
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Trageraktivitat 10,91 GBq (9:55 Uhr) | 17,17 GBq (9:11 Uhr) | 13,88 GBq (10:50

([*°FIF) Uhr)

Aktivitit nach 9,175 GBq (10:20 Uhr) | 15,16 GBq (9:50 Uhr) | 11,1 GBq (11:27

Fixierung und Uhr)

Trocknung ([*®F]F)

Trap ([*°F]BFE) 6,024 GBq (11 Uhr) 81 MBq (10:30 Uhr) | 53 MBq (12:04
Uhr)

Tabelle 6: Aktivitdtsdaten von einigen Versuchen
2.3.2.[**FIFE@SNAP ausgehend von SNAP-S3ure und [18F]Fluorethyltriflat

2.3.2.1. Synthese von Ethylenbistriflat

45
l.

Die Synthese wurde entsprechend der Publikation von Kiesewetter et al.”> am Department

fiir Arznei- und Naturstoffsynthese, Universitat Wien, durchgefihrt.

Es wurden folgende Substanzmengen eingesetzt:
10 g Triflatanhydrid (in 30 ml CH,Cl,)

2,87 ml Pyridin

0,97 ml Ethylenglykol (in 10 ml CH,Cl,)

Ausbeute: 3,27 g (71%)

Das 'H-Spektrum wurde auf einem Bruker Avance DPX-200 Spectrometer bei 27°C (200.13
MHz fur 'H, 50.32 MHz fur *C) aufgenommen. Das Lsungsmittelsignal wurde als interner
Standard verwendet und auf TMS bezogen mit & = 7.26 ppm (*H in CDCl5) und & = 77.0

ppm (*3C in CDCl5).

Die Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich) und Fisher
Scientific (Schwerte, Deutschland) bezogen.
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2.3.2.2. Synthese von [18F]FE@SNAP Uber [18F]Fluorethyltriflat

Verwendete Gerate und Materialien

HPLC Agilent technologies 1200 Series, Santa Clara, CA,
USA

HPLC-Saule Cromolith performance, RP-18e, 100-4,6 mm

Laufmittel (HPLC) Acetatpuffer'/MeCN (70/30)

Flow 1 ml/min

[**FIFE@SNAP (HPLC- Department fiir Arznei- und Naturstoffsynthese,

Standard) Universitat Wien, Osterreich

DC-Platten fiir [*°F]JFE@SNAP

TLC Silica Gel 60 RP-18 F,54S, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Laufmittel (DC) fur
[*°*FIFE@SNAP

MeCN/Wasser (95/5)

DC-Platten fiir [*°F]FETf

TLC Silica Gel 60 RP-18 F,54S und KG, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Laufmittel (DC) fur [*°F]FETf

MeCN/Wasser (95/5, 80/20, 70/30)

Vials

Approx, Wheaton, Millville, NJ, USA

Kartusche F-18 Cartridge, Chromafix, Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland
Filter Sep-Pak Cartridges, Light Alumina N, Waters

Corporation, Milford, MS, USA

Einwegspritzen

B.Braun, Melsungen, Deutschland

SNAP-Saure

Department fiir Arznei- und Naturstoffsynthese,
Universitdt Wien, Osterreich

Ethylenbistriflat

Department fiir Arznei- und Naturstoffsynthese,
Universitat Wien, Osterreich

Triflatanhydrid Sigma-Aldrich

MeCN Acetonitril, Chromasolv® Plus, for HPLC >99,9%,
Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

Aqua bidest B.Braun Melsungen AG, Deutschland

Kryptofix®222 For synthesis, Merck Schuchardt OHG,
Deutschland

K,CO3 Kaliumcarbonat, Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

Tetrabutylammoniumhydroxyd

Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

MeOH

Methanol, Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

Pipetten Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Heizblock RCT basic, IKA-Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Tabelle 7

'97 5% Wasser; 2,5% Essigsaure (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland);

Ammoniumacetat/l (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

2,5
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Ablauf der Synthese

N\ O
Y7
S/

Azeotrope Trocknung und Komlexierung mit Kryptofix,,,/K,CO3 wurden diesmal
manuell vorgenommen — wie in der Publikation von Kiesewetter et al.* beschrieben.
Zur Druckerzeugung hat man eine groRe Spritze und Plastikschlauche verwendet.

Die Synthese von ['®F]Fluorethyltriflat erfolgte ebenfalls entsprechend der
Publikation von Kiesewetter et al.**: In den Fluorid-Kryptofix, , ,-Komlex wurden 100
ul Ethylenbistriflat-Losung (1 mg/100 ul in MeCN) zugegeben, das Vial wurde
aufgemacht und 1 min lang bei 125°C erhitzt. Anschlielend wurde das Vial ins Eisbad
gelegt und man hat 5 pl Triflatanhydrid zugegeben. Danach wurde die Produktlosung
Uber Light Alumina N eluiert. Die Analytik erfolgte mittels DC. Genaue Daten sind in
der Tabelle 7 angefiihrt. Die Synthese von [®F]Fluorethyltriflat war erfolgreich.

[K222] 1 8F_

V7 e} O
0~ \o/\/ = —> 18 /\/ \S%O

\S/O
oF \KF MeCN
LF

Schema der [*®F]FETf-Synthese

Herstellung von ["®*FJFE@SNAP: Zuerst wurde der Prikursor — freie SNAP-Siure -
folgendermaRen vorbereitet:
1) Eine Losung von SNAP-Sdure in MeCN (Losung 1) wurde hergestellt (2
mg/ml).
2) Eine Losung von TBAH in MeOH (L6sung 2) wurde hergestellt (132 mg/500
ul).
3) Diese zwei Losungen wurden vermischt und zwar in folgendem Verhaltnis:
5,5 ul Losung 2/ 1 mg SNAP-Saure - Lésung 3
AnschlieBend wurde die Losung 3 auf dem Heizblock mit [*®F]FETf im Verhaltnis 1:1
versetzt.
Die Reaktion hat bei 75°C stattgefunden. Die Reaktionszeiten waren unterschiedlich,
da man mehrere Anséatze vorgenommen hat (10, 20 und 30 min).

Die Produktlosung wurde mittels HPLC und DC analysiert. Die genauen Daten zu den

Laufmitteln, HPLC und DC sind in der Tabelle 7 angefiihrt. Leider blieb dieser Versuch
ohne Erfolg.
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Spulwasseraktivitat (I*®FIF) | 2,9 GBq (8:50 Uhr)

840 MBq (8:48 Uhr)

Nach dem Eluieren ([*®F]F) | 1,69 GBq (9:16 Uhr)

491 MBq (9:08 Uhr)

Nach der azeotropen
Trocknung ([**F]F)

1,42 GBq (9:45 Uhr)

387 MBq (9:44 Uhr)

[*®F)FETS

0,52 GBq (10:05 Uhr)

5,24 MBq (10:00 Uhr)

Tabelle 8: Aktivitéitsdaten von einigen Versuchen

2.3.3.[**FIFE@SNAP ausgehend von SNAP-S3ure und [18F]Fluorethyltosylat

Verwendete Gerate und Materialien

Modul Advion NanoTek Synthesizer, Ithaca, NY, USA
HPLC Agilent technologies 1200 Series, France
HPLC-Saule Cromolith performance, RP-18e, 100-4,6 mm
Laufmittel (HPLC) Acetatpuffer'/MeCN (70/30)

Flow (HPLC) 1 ml/min

[*°FIFE@SNAP (HPLC- Department flr Arznei- und

Standard) Naturstoffsynthese, Universitat Wien,

Osterreich

DC-Platten fiir [*®F][FE@SNAP

TLC Silica Gel 60 RP-18 F;54S, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Laufmittel (DC) fur
[**F]FE@SNAP

MeCN/Wasser (95/5)

DC-Platten fiir [*®F]FETos

KG F,54S, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Laufmittel (DC) fir [*®F]FETos

MeCN/Wasser (50/50)

Vials

Approx, Wheaton, Millville, NJ, USA

Kartusche F-18 Cartridge, Chromafix, Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diren, Deutschland
SNAP-Saure Department fiir Arznei- und

Naturstoffsynthese, Universitat Wien,
Osterreich

Ethylenditosylat

Ethylen glycol di-p-tosylate, Aldrich Chemical
Company, Inc., USA

MeCN Acetonitril, Chromasolv® Plus, for HPLC
>99,9%, Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

Aqgua bidest B.Braun, Melsungen, Deutschland

Kryptofix®222 For synthesis, Merck Schuchardt OHG,
Deutschland

K,CO3 Kaliumcarbonat, Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

Tetrabutylammoniumhydroxid

Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

MeOH

Methanol, Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

Heizblock RCT basic, IKA-Labortechnik, Staufen,
Deutschland
Pipetten Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich
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Reaktionsgefilie Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Einwegspritzen B.Braun, Melsungen, Deutschland

Tabelle 9
197 5% Wasser; 2,5% Essigsdure (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland); 2,5 g
Ammoniumacetat/l (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Ablauf der Synthese

Komplexierung mit Kryptofix,,, /K,COs und azeotrope Trocknung des im Zyklotron
hergestellten [**F]Fluorids wurden im Advion Nano Tek Synthesizer vorgenommen.
Dabei wurde das [*®F]F-haltige Wasser mit Hilfe einer speziellen Elutionslésung (20
mg Kryptofix,,./4,5 mg K,CO3/700 pl MeCN/300 pl H,0) liber eine Kartusche eluiert.
Die azeotopeTrocknung erfolgte bei 110°C durch protionsweise Zugabe von MeCN (3
x 300ul). Nach der azeotropen Trocknung wurden 500 pul MeCN in das EndgefaR
zugesetzt.

Synthese von [18F]Fluorethyltosylat: Versuche der Darstellung von [*®F]FETos wurden
sowohl im Advion Nano Tek Synthesizer als auch konventionell vorgenommen. Dabei
wurde eine Losung von Ethylenditosylat in Acetonitril (18,5 mg/ml) mit dem
unmittelbar vorher azeotrop getrockneten und mit MeCN verdinnten [“*F]Fim
Verhaltnis 1:1 versetzt. Konventionelle Synthese dauerte 15 min und wurde bei 85 °C
durchgefiihrt. Auf diesem Wege lieR sich [*®F]FETos nicht herstellen. AuBerdem hat
man nach der Reaktion oft eine gelbe Farbung beobachtet. Der Versuch im
Mikroreaktor war hingegen erfolgreich. Das Produkt hat man mittels DC analysiert.
Die genauen Daten zu der DC sind aus der Tabelle 9 zu entnehmen.

//O

S o //O . o //O
S0 NN [Kyy,] P ., N
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Schema der [*®F]FETos-Synthese

Advion NanoTek Konventionelle Methode
Synthesizer
Spulwasseraktivitat 1,1 GBqg (12:05 Uhr) | 134 MBq (12:28) |1,87 GBq
(8:50 Uhr)
Aktivitat nach der 250 MBq (12:37 54 MBq (13 Uhr) | 1,07 GBq
azeotropen Trocknung Uhr) (9:15 Uhr)
Aktivitat nach der Synthese |40, 56 MBq (13 12 MBq (13:26) |337 MBq
von [**F]FETos Uhr) (9:40 Uhr)

Tabelle 10: Synthese von [F |Fluorethyltosylat — genaue Aktivititsdaten
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e Herstellung von [**FJFE@SNAP: Zuerst wurde der Prikursor — freie SNAP-Siure -
folgendermaRen vorbereitet:

1) Eine Losung von SNAP-Saure in MeCN (Lésung 1) wurde hergestellt (2
mg/ml).

2) Eine Losung von TBAH in MeOH (Losung 2) wurde hergestellt (132
mg/500 pl).

3) Diese zwei Losungen wurden vermischt und zwar in folgendem
Verhaltnis: 5,5 pl Losung 2/1 mg SNAP-Sdure - Losung 3

AnschlieBend wurden 100 ul Lésung 3 mit 100 ul [*®F]FETos versetzt und 15 min bei
75°C auf dem Heizblock erhitzt. Die Produktlosung wurde mittels HPLC und DC
analysiert. Die genauen Daten zu den Laufmitteln, HPLC und DC sind in der Tabelle 9
angefiihrt. Leider blieb dieser Versuch ohne Erfolg.

2.3.4. ['"|*FIFE@SNAP ausgehend von SNAP-Siure und 2-[*®F]Fluorethanol
2.3.4.1. Steglich-Veresterung

Da bei der Herstellung des kalten Standards, [’FIFE@SNAP, die sog. Steglich-Veresterung
zum Erfolg gefiihrt hat,’” wollte man den Versuch vornehmen, auch das ['*F][FE@SNAP auf
diesem Wege zu synthetisieren.

Die Veresterung nach Steglich ist eine milde Reaktion, welche die Umsetzung von
saurelabilen und sterisch gehinderten Produkten ermdglicht. Wie jede Veresterung, geht sie
von der freien Sdure und dem entsprechenden Alkohol — in diesem Fall von 2-
[*®F]Fluorethanol - aus. Als Kopplungsreagenz bzw. Katalysator  werden
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) verwendet und die
Reaktion findet bei Raumtemperatur statt.

Der Reaktionsmechanismus beruht auf der Bildung eines O-Acylisoharnstoffderivats aus der
Carbonsdure und DCC, wodurch die Saure aktiviert wird und der Alkolol leichter angreifen
kann. Dimethylaminopyridin bewirkt eine Beschleunigung der Reaktion durch Verhinderung
der Bildung intramolekularer Nebenprodukte.’*?

F

jk 1BF\/\ /lk /\/\
Ho | N NH/\/\N o | N~ ONH N
DCC/DMAP /g
/K NH__O X NH_0
E (¢] \f 18F H
! " ~ Non o CH,

o

Schema der Steglich-Veresterung von [*®F][FE@SNAP
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2.3.4.2. Versuche zur Darstellung von 2—[18F]Fluorethanol
2.3.4.2.1. Synthese von 2—[18F]Fluorethanol Uber 2-Bromethanol

Verwendete Gerate und Materialien

Modul Advion NanoTek Synthesizer, Ithaca, NY, USA

HPLC Merck Hitachi LaChrom, L-7350, Berthold
technologies, Bad Wildbach, Deutschland

HPLC-Saule Hamilton PRP-1

Laufmittel (HPLC) Saures Gemisch®

2-Bromethanol For synthesis, Merck Schuchardt OHG, Deutschland

2-[*°F]Fluorethanol (Standard) Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

MeCN Acetonitril, Chromasolv® Plus, for HPLC >99,9%,
Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

Kryptofix®222 For synthesis, Merck Schuchardt OHG, Deutschland

K,CO3 Kaliumcarbonat, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

DC-Platten TLC Silica Gel 60 RP-18 F,54S und KG, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Laufmittel (DC) MeCN/Wasser (95/5, 80/20)

Aqgua bidest B.Braun,Melsungen, Deutschland

Kartusche F-18 Cartridge, Chromafix, Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG, Diren, Deutschland

Einwegspritzen B.Braun Melsungen AG, Deutschland

Heizblock RCT basic, IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland

Vials Approx, Wheaton, Millville, NJ, USA

HCl Hydrochloric acid, 37 %, Merck Merck KgaA,
Darmstadt, Deutschland

Pipetten Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Reaktionsgefalie Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Tabelle 11

1HZO/EtOH/Essigséiure/10 mM Ammoniumacetat (87,5/10/2,25/0,25 (v/v/v/v))
Ablauf der Synthese

e Komplexierung mit Kryptofix,,, /K,COs; und azeotrope Trocknung des im Zyklotron
hergestellten [*®F]Fluorids wurden im Advion Nano Tek Synthesizer vorgenommen.
Dabei wurde das [*®F]F-haltige Wasser mit Hilfe einer speziellen Elutionslésung (20
mg Kryptofix,.,,/4,5 mg K,CO3/700 pl MeCN/300 pul H,0) liber eine Kartusche eluiert.
Die azeotopeTrocknung erfolgte bei 110°C durch protionsweise Zugabe von MeCN (3
x 300ul). Nach der azeotropen Trocknung wurden 500 pl MeCN in das Endgefald
zugesetzt.

e AnschlieBend wurde das [*®F]Fmit 2-BrEtOH im Verhiltins 1:1 auf dem Heizblock
versetzt. Es wurden mehrere Ansatze vorgenommen, wobei man die Temperatur und
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Reaktionszeit variert hat. Genaue Daten sind aus der nachfolgenden Tabelle zu

entnehmen.
Temperatur(°C)/ Spulwasseraktivitat Aktivitat nach der
Reaktionszeit (GBq) azeotropen Trocknung
(min) (GBq)
60/15 2,32(9:14 | 11 1,87 1,49 (9:30 | 0,66 1,07 (9:32
Uhr) (13:17 | (8:50 Uhr) (13:50 Uhr)
Uhr) Uhr) Uhr)
60/30 2,32(9:14 | 11 1,87 1,49 (9:30 | 0,66 1,07 (9:32
Uhr) (13:17 | (8:50 Uhr) (13:50 Uhr)
Uhr) Uhr) Uhr)
60/60 2,32(9:14 | 11 1,87 1,49 (9:30 | 0,66 1,07 (9:32
Uhr) (13:17 | (8:50 Uhr) (13:50 Uhr)
Uhr) Uhr) Uhr)
80/15 2,32(9:14 | 11 1,87 1,49 (9:30 | 0,66 1,07 (9:32
Uhr) (13:17 | (8:50 Uhr) (13:50 Uhr)
Uhr) Uhr) Uhr)
80/30 2,32(9:14 | 11 1,87 1,49 (9:30 | 0,66 1,07 (9:32
Uhr) (13:17 | (8:50 Uhr) (13:50 Uhr)
Uhr) Uhr) Uhr)
80/60 2,32(9:14 | 11 1,87 1,49 (9:30 | 0,66 1,07 (9:32
Uhr) (13:17 | (8:50 Uhr) (13:50 Uhr)
Uhr) Uhr) Uhr)

Tabelle 12: Reaktionsbedingungen und Aktivitéitsdaten bei Synthese von 2-["°F]JFEtOH iiber

2-BrEtOH

e Die Produktlosung wurde mittels HPLC und DC analysiert. Man hat fiir die DC sowohl
RP- als auch KG-Platten und als Laufmittel Mischungen aus MeCN und Wasser im
Verhaltnis 95/5 bzw. 80/20 verwendet.
Leider lieR sich das [*®F]FEtOH auf diesem Wege nicht herstellen.

Schema der 2-[18F]FEtOH-Synthese Uiber 2-BrEtOH

(K] °F /\/OH
% 18F
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2.3.4.2.2. Synthese von 2—[18F]Fluorethanol Uber [18F]Fluorethyltosylat

Verwendete Gerate und Materialien

Modul Advion NanoTek Synthesizer, Ithaca, NY, USA

HPLC Merck Hitachi LaChrom, L-7350, Berthold
technologies, Bad Wildbach, Deutschland

HPLC-Saule Hamilton PRP-1

Laufmittel (HPLC) Saures Gemisch®

DC-Platten KG F354S, Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

Laufmittel (DC)

MeCN/Wasser (50/50)

Vials

Approx, Wheaton, Millville, NJ, USA

Kartusche

F-18 Cartridge, Chromafix, Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland

Ethylenditosylat

Ethylen glycol di-p-tosylate, Aldrich Chemical
Company, Inc., USA

2-[**F]Fluorethanol (Standard)

Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

MeCN

Acetonitril, Chromasolv® Plus, for HPLC
>99,9%, Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

Aqgua bidest B.Braun, Melsungen, Deutschland

Kryptofix®222 For synthesis, Merck Schuchardt OHG,
Deutschland

K,CO3 Kaliumcarbonat, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Heizblock RCT basic, IKA-Labortechnik, Staufen,

Deutschland

Einwegspritzen

B.Braun Melsungen AG, Deutschland

HCl Hydrochloric acid, 37 %, Merck Merck KgaA,
Darmstadt, Deutschland
Pipetten Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Reaktionsgefalle

Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Tabelle 13

1HZO/EtOH/Essigséiure/10 mM Ammoniumacetat (87,5/10/2,25/0,25 (v/v/v/v))

Ablauf der Synthese

e Die Herstellung von [*®F]Fluorethyltosylat erfolgte wie im Kapitel 2.3.3. beschrieben
(die ersten zwei Reaktionsschritte). Nach Beendigung der Reaktion wurde einige
Male eine gelbe Firbung beobachtet. [*®F]FETos wurde mittels DC analysiert. Die
genauen Daten dazu sind aus der Tabelle 13 zu entnehmen.

e Synthese von 2-["*F]FEtOH: In 300 pl Losung von [*®*F]FETos in MeCN wurden beim
ersten Versuch 100 pl HCI conc. zugegeben. Die Losung wurde vor der Zugabe von
HCI nicht abgekihlt. Beim nachsten Versuch hat man 150 pl [*®F]FETos in MeCN
abkihlen lassen und anschlieBend mit 20 ul HCl conc. versetzt. Das Produkt wurde
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mittels HPLC analysiert (siehe Tabelle 12). Auch dieser Versuch der Herstellung von
[**F]FEtOH blieb ohne Erfolg.

18F/\/ \//s ;v» 1SF/\/

o)

Schema der [*®F]FEtOH-Synthese tber [*®F]FETos
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2.3.4.2.3. Synthese von 2—[18F]Fluorethanol Uber [18F]Fluorethyltriflat

Verwendete Gerate und Materialien

DC-Platten

TLC Silica Gel 60 RP-18 F;54S und KG, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Laufmittel (DC)

MeCN/Wasser (95/5, 80/20, 70/30)

HPLC

Merck Hitachi LaChrom, L-7350, Berthold
technologies, Bad Wildbach, Deutschland

HPLC-Saule

Hamilton PRP-1

Laufmittel (HPLC)

Saures Gemisch®

Vials

Approx, Wheaton, Millville, NJ, USA

Kartusche F-18 Cartrige, Chromafix, Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG, D-52355 Diiren
Filter Sep-Pak Cartridges, Light Alumina N, Waters

Corporation, Milford, MS, USA

Einwegspritzen

B.Braun, Melsungen, Deutschland

2-[**F]Fluorethanol
(Standard)

Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

Ethylenbistriflat

Department flir Arznei- und Naturstoffsynthese,
Universitat Wien, Osterreich

Triflatanhydrid Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

MeCN Acetonitril, Chromasolv® Plus, for HPLC >99,9%,
Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

Aqgua bidest B.Braun, Melsungen, Deutschland

Kryptofix®222 For synthesis, Merck Schuchardt OHG,
Deutschland

K,CO3 Kaliumcarbonat, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Heizblock RCT basic, IKA-Labortechnik, Staufen,
Deutschland

HCI Hydrochloric acid, 37 %, Merck Merck KgaA,
Darmstadt, Deutschland

Pipetten Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Reaktionsgefalle

Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Tabelle 14

'H,0/EtOH/Essigsdure/10 mM Ammoniumacetat (87,5/10/2,25/0,25 (v/v/v/v))

Ablauf der Synthese

e Die Herstellung von [*®F]Fluorethyltriflat erfolgte wie im Kapitel 2.3.2.2 beschrieben
(die ersten zwei Reaktionsschritte). [*3F]FETf wurde mittels DC analysiert. Genaue
Daten sind in der Tabelle 14 angefiihrt.

e Man hat versucht 2-['*®F]JFEtOH durch Abspaltung der Triflatgruppe mittels HCl aus
[*®F]FETf herzustellen. Hierfur wurden 200 pl [*®F]FETf in MeCN mit 10 pl HCl (37 %)
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bei RT versetzt. Das Produkt wurde mittels HPLC analysiert (siehe Tabelle 14). Auch
dieser Versuch der Herstellung von [*®F]FEtOH blieb ohne Erfolg.

) /\/O\S Vi HCI /\/O“
F O/ 18

’
E
F
E

F

Schema der [18F]FEtOH-Synthese iber [*®F]FETf

Schlussfolgerung: Da keiner der Versuche zur Darstellung von 2-[*®F]Fluorethanol erfolgeich
war, konnte die Steglich-Veresterung nicht durchgefiihrt werden.

2.4. Synthese von [**FIFE@SNAP ausgehend von Tos@SNAP und [*®F]Fluorid
2.4.1. Synthese von Tos@SNAP

Die Synthese wurde entsprechend der Dissertation von Dr. Eva Schirmer 7 am Department
fiir Arznei- und Naturstoffsynthese, Universitat Wien, durchgefihrt.
Als  Ausgangsverbindung hat man den  Alkohol, 2-Hydroxyethyl-3-(3-(4-(3-
acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-
2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester, verwendet.

F
F

[o}

o
)k /\/\ o ° /U\ /\/\
LM T B N N T
o NH_O Tosylehlorid I | /K w o
H o N 0 \f
o CHy N 4

/ o
HyC s

HO.

Schema der Tos@SNAP-Synthese

Es wurden folgende Substanzmengen verwendet:
365 mg (0,453 mmol) Alkohol

S5ml CH2C|2

208,3 mg (0,899 mmol) Ag,0

171,76 mg (0,899 mmol) Tosylchlorid

149,1 mg (0,899 mmol) KI

Ausbeute: 102 mg (22,57 %)
Die Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich), Acros (Wien,
Osterreich) und VWR (Wien, Osterreich) bezogen. Fiir die Diinnschichtchromatographie

wurden DC-Aluminiumfolien der Firma Merck (Kieselgel 60 F254, Nr. 1.05554.0001,
0.2 mm x 20 cm x 20 cm) benutzt.
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2.4.2. Synthese von [18F]FE@SNAP Uber Tos@SNAP

Der gesamte Prozess bestand aus zwei Schritten — aus der Synthese und der Reinung und
Formulierung des Produktes. Die Synthese von [*|FIFE@SNAP hat im Advion NanoTek
Synthesizer stattgefunden, wahrend Reinung und Formulierung im Modul Nuclear Interface
durchgefiihrt wurden. Die Funktionsweise des Moduls Advion NanoTek wurde bereits im
Kapitel 1.9. genauer beschrieben.

2.4.2.1. Optimierung der Reaktionsbedingungen (Advion NanoTek Synthesizer)

Nachdem man festgestellt hat, dass das Produkt Uber einen bestimmten Syntheseweg
zuganglich ist, werden Reaktionsbedingungen optimiert, um eine moglichst hohe Ausbeute
zu erzielen.

In einem vollautomatisierten Synthesemodul ist dies innerhalb von nur wenigen Stunden
moglich.

Im Rahmen der Syntheseversuche von ["*FIFE@SNAP im Advion NanoTek Synthesizer hat
man festgestellt, dass bei einer Temperatur von 170 °C und einem overall flow von 150
ul/min die besten Ergebnisse erzielt werden.

Schon bei 100 °C wurden zufriedenstellende Aubeuten erreicht und keine Bildung von
Nebenprodukten konnte beobachtet werden. Bei 140 °C wurde die Ausbeute weiter erhoht,
aber es kam zur Bildung eines Nebenprodukts. Durch Erhéhung der Temperatur auf 170 °C
wurde die Bildung des Nebenprodunkts gesteigert und gleichzeitig konnte man eine
Zersetzung des Prakursors beobachten. Die radiochemische Ausbeute stieg hingegen weiter.
Die Zersetzung des Prakursors konnte aber durch Erhohung des overall flows verringert
werden. Die Aufenthaltsdauer im beheizten Mikroreaktor betrung nur 6,24 s und war damit
kurz genug, um eine signifikante Zersetzung von Tos@SNAP zu vermeiden.

Bei 170 °C stieg RCIY mit steigender Durchflussrate. Bei 140 °C konnte man einen
umgekehrten Trend beobachten.

Als weiterer Reaktionsparameter wurde das Reaktionsvolumen herangezogen. Doch, man
hat beobachtet, dass sowohl bei kleinen (20 ul) als auch bei groRen Ansatzen (300 ul), die
radiochemische Ausbeute dhnlich war.

Was die Prakursor-Konzentration betrifft, hat man festgestellt, dass bei 4 mg/ml RCIY am
hochsten war (siehe Abbildung 14).

Genaue Daten zu den Versuchen sind in der nachfolgenden Tabelle ersichtlich.
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Precursor Vol.

Konz. P Ratio Flow P % Ausbeute

[mg/ml] | T[°C] |[w] |[P1/P3] | [wl/min] | ([**FIFE@SNAP)
7,5 140 5 1 30 33,4
7,5 140 5 1 30 35,1
7,5 140 5 1 30 30,1
7,5 170 5 1 30 48,7
7,5 170 5 1 30 28,2
7,5 170 5 1 30 40,1
7,5 170 5 1 10 24,7
7,5 170 5 1 10 23,5
7,5 170 5 1 10 27,2
7,5 170 10 1 50 43,9
7,5 170 10 1 50 45,5
7,5 170 10 1 50 44,7
7,5 170 10 1 75 47,9
7,5 170 10 1 75 42,9
7,5 170 10 1 75 42
7,5 100 10 1 30 34,8
7,5 100 10 1 30 32
7,5 100 10 1 30 33,9
7,5 140 5 1 10 48,9
7,5 140 5 1 10 50,3
7,5 140 5 1 10 23,6
7,5 140 10 1 50 24,6
7,5 140 10 1 50 24,7
7,5 140 | 10 1 50 22,9
7,5 140 | 15 1 75 21
7,5 140 | 15 1 75 19,4
7,5 140 15 1 75 21,5

Tabelle 15
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Abbildung 13: Anderung der radiochemischen Ausbeute in Abhingigkeit von der Temperatur
und der Durchflussrate - Aus dieser Grafik ist ersichtlich, dass bei 170 °C und einem overall
flow von 150 pl/min die hochste radiochemische Ausbeute (RCIY = radiochemical
incorporation yield) erzielt wird.
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Abbildung 14: Anderung der radiochemischen Ausbeute in Abhingigkeit von der Temperatur
und Konzentration des Prakursors
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2.4.2.2. Ablauf der Synthese

e Vorbereitung des Synthesemoduls: Vor dem Beginn jeder Synthese muss das System

gereinigt werden. Dabei mussten Master Clean und Concentrator Clean durchgefiihrt
werden, was vollautomatisch ablauft.
Nach der Reinigung wurden 500 pl Precursorlésung (Tos@SNAP in MeCN, 6 mg/ml)
und 500 pl Elutionslosung (20 mg Kryptofix,.,2/4,5 mg K,CO3/700 pl MeCN/300 ul
H,0) in jeweils ein Eppendorfgefall gegeben und die Gefdlle an das System
angeschlossen. Vorher wurde die Pecursorlésung ungefahr 10 min im Ultraschallbad
entgast, weil keine Luft ins System gelangen darf.

e Die Precursorlésung wurde dann aufgezogen und anschlielend erfolgte die
azeotrope Trocknung. Dabei wurde das [*®F]F-haltige Wasser mit Hilfe einer
speziellen Elutionslosung (20 mg Kryptofix,,.,/4,5 mg K,CO3/700 pl MeCN/300 pl
H,0) Uber eine Kartusche eluiert. Die azeotope Trocknung erfolgte bei 110°C durch
protionsweise Zugabe von MeCN (3 x 300ul).

e Danach erfolgte die Radiomarkierung von Tos@SNAP mit ['®F]F". Die Reaktion hat bei
170 °C und einem overall flow von 150 pl/min stattgefunden.

e Nach Beendigung der Reaktion, die zwischen 1 und 3 min gedauert hat, je nachdem
wie grolR der Ansatz war, wurde das produkthaltige Vial an das Nuclear Interface
Modul angeschlossen.

(o}
@H/ \/\O /LXNH/\/\N
NH {0}

HaC

Schema der Synthese von ["®*FIFE@SNAP iiber Tos@SNAP
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Abbildung 15: Screenshot des Advion-Systems wéihrend einer Synthese
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Abbildung 16: Radio-DC-Chromatogramm — Der Ri-Wert von [**FJFE@SNAP betrug 0,69 —
0,75; der R-Wert von [*®F]F lag bei 0,000 — 0,060

2.4.2.3. Nuclear Interface

Nuclear Interface Syntesizer ist ein komplexes vollautomatisch computergesteuertes System,
das Synthese der entsprechenden radioaktiv markierten Verbindung, Abtrennung der
Nebenprodukte und des lberschissigen Radionuklids mittels praparativer HPLC, Einstellung
des pH-Werts und der Isotonie und letztendlich Sterilfiltration des Endproduktes ermoglicht.
Da die Radiomarkierung von Tos@SNAP, wie bereits oben erklart, im Advion NanoTek
Synthesizer stattgefunden hat, hat man in unserem Fall nur einen Teil dieses Systhems
verwendet.

Das Schema des Systems ist in folgender Grafik ersichtlich.
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Abbildung 17: Nuclear Interface Synthesizer

2.4.2.3.1. Vorgangsweise

Vorbereitung des Synthesemoduls:

Der Teil des Moduls vor der semipraparativen HPLC (Reaktor, Injektor und Leitungen)
wurde mit Wasser und Aceton gewaschen und durch Heliumstrom getrocknet.

Die Teile nach der semiprdparativen HPLC wurden mit Wasser, Ethanol und
physiologischer Kochsalzlosung gereinigt. Dabei wurde jedes GefaR zuletzt damit
gereinigt, womit es dann fur die nachfolgende Reinigung und Formulierung von
[®F]FE@SNAP befiillt wurde.

Die Voratsgefalle, der ,bulb”, das Produktsammelgefall und das EndgefdaR wurden
folgendermaRen befiillt:

V3:1 ml Wasser

V4:5 ml NaCl 0,9%

V5: 1,5 ml Ethanol abs.

V6: 10 ml Wasser

bulb: 100 ml Wasser

PSG: 4 ml NaCl 0.9%, 1ml NaCl 3%, 1 ml Phosphatpuffer 125mM

EndgefaR: 5 ml NaCl 0.9%

Das unmmitelbar vorher im Advion NanoTek Synthesizer hergestellte [**F]JFE@SNAP
wurde in den Reaktor 2 gegeben.

Der Inhalt des Reaktors wurde anschlieRend mittels He-Gas-Drucks in die
semipraparative HPLC befordert , wo man den entsprechenden Peak geschnitten hat.
Dadurch wurde das [**FJFE@SNAP von Nebenprodukten bzw. von tiberschiissigem
['®F]F getrennt. In diesem Fall gab es nur ein Nebenprodukt. Die vorher
durchgefiihrten Experimente haben gezeit, dass die Retentionszeit von [®FIFE@SNAP
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bei der semiprdaparativen HPLC bei ca. 13,16 min liegt und diejenige des
Nebenprodukts bei ungefdhr 7,3 min. Die Flussrate betrug 8 ml/min, wurde aber,
nachdem der Nebenproduktpeak erschienen war, manuell auf 10 ml/min umgestellt.

e AnschlieRend ist die Produktlosung in den ,bulb” gekommen, wo sie mit Wasser
verdiinnt wurde, damit die lipophile Fraktion geldst wird.

e Danach wurde sie Gber die Kartusche (C-18) eluiert und ist ins ProduktsammelgefaR
gelangt. Zunachst wurden die eventuell vorhandenen Verunreinigungsreste
abgetrennt und im SPE-Waste gesammelt. Wasser aus dem V6 dient dazu, die
Kartusche zu waschen und EtOH aus dem V5, das Produkt zu eluieren. Durch die
0,9%-ige NaCl-Losung im V4 wurde die Kartusche nachgewaschen. Die 3%-ige
Kochsalzlésung und der 125 mM Phosphatpuffer im PSG dienen der Einstellung des
pH-Werts und der Isotonie.

e Letztendlich wurde die Produktlosung sterilfiltriert und ist ins Endgefdall gelangt,
welches dann der Qualitatskontrolle unterzogen wurde.

mAU UV
200
100
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00"00 05'00 10700 15700 20700 min
kPa Prs
95
o4 AWWWWWMWWMWMWWW
oo"oo  'o0s'00 "10'00 ' "15'00  20'00  min
0,40 |CBa Pro
0,20
oo"00 ' 'o0s'c0 ' "10'00 ' "15'00 " 2000 ' min
1,5 VG q Re2
1,0
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00"00 05'00 10'00 15'00 20100 min

Abbildung 18: Chromatographische Spektren von [“*FIFE@SNAP auf der
semipréparativen HPLC, der griin angefarbte Peak entspricht dem [*®F]FE@SNAP
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2.4.2.4. Qualitatskontrolle

Da es sich bei Radiopharmaka um Arzneimittel im Sinne des Arzneimittelgesetzes
handelt, miissen diese auch wie jedes andere Arzneimittel bestimmte
Qualitatsanforderungen erfiillen.

Der wesentliche Unterschied zu den nicht radioaktiven Arzneimitteln, der gleichzeitig die
Qualitatskontrolle erschwert, ist die durch den physikalischen Zerfall der Radionuklide
bedingte beschrankte Haltbarkeit. Daher ist eine zeitaufwandige Qualitatskontrolle nicht
moglich.

Im Arzneibuch gibt es eine allgemeine Monographie, die alle radioaktive Arzneimittel
betrifft. Ensprechend dieser Monographie, miissen folgende Prifungen durchgefiihrt
werden:

1) Prifung auf Identitat:
Messung der Halbwertszeit,
Bestimmung von Art und Energie der Strahlung,
Messung der Radioaktivitat,
spezifische Radioaktivitat,

2) Prifung auf Reinheit:
radionukleare Reinheit,
radiochemische Reinheit,
chemische Reinheit,
stereochemische Reinheit,

3) Sonstige Prifungen:
physiologische Verteilung,
Sterilitat,

Endotoxin- und Pyrogenfreiheit.

Bei den Radiopharmaka, die eine eigene Monographie im Arzneibuch besitzen, sind die
vorgeschriebenen Priifungen in der jeweiligen Monographie durchzufihren.

Bei allen anderen Radiopharmaka, die nicht mit einer Monographie im Arzneibuch vertreten
sind, hat der Hersteller selbst die entsprechenden Qualitatspriifungen auszuwahlen, die eine
einwandfreie Qualitit des Produktes gewahrleisten.”

Im Rahmen dieser Diplomarbeit hat man die Qualitit vom hergestellten [“*FJFE@SNAP
anhand folgender Parameter Uberpriift:

e Radiochemische Reinheit
Unter radiochemischer Reinheit versteht man laut Arzneibuch ,fiir ein bestimmtes
Radionuklid das in Prozent ausgedriickte Verhdltnis der Radioaktivitat des
Radionuklids in der angegebenen chemischen Form, bezogen auf die Gesamtaktivitat
des Radionuklids im radioaktiven Arzneimittel.” Sie erfasst also nur die
Verunreinigungen mit anderen radioaktiven Stoffen, die dasselbe Radionuklid
enthalten. %
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Radiochemische Reinheit wurde mittels HPLC (Radioaktivitatsdetektor) geprift, der
Anteil an [18F]FE@SNAP musste mind. 95 % betragen und keine der eventuell
vorhandenen Verunreinigungen durfte mehr als 2 % ausmachen.

Chemische Reinheit

Die chemische Reinheit betrifft Verunreinigungen durch nicht radioaktive
Substanzen. Bei der Prifung hinsichtlich dieses Parameters wird die spezifische
Aktivitdat gemessen. Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde bestimmt, in welchem
Ausmal das kalte [19F]FE@SNAP anwesend ist.

Dies wurde mittels HPLC (UV-Detektor) geprift.

pH-Wert und Osmolalitit missen annahernd den physiologischen Werten
entsprechen, damit die Applikation fir den Patienten nicht qualvoll wird.

In diesem Fall musste der pH-Wert im Bereich zwischen 5 und 8,5 liegen und wurde
mittels Glaselektrode gemessen.

Osmolalitdt hat man mit Hilfe eines Osmometers Uberpriift. Der Referenzberech war

190 — 370 mosm/kg.

Verwendete Gerate und Materialien

Module e Advion NanoTek Synthesizer, Ithaca,
NY, USA
e Nuclear Interface, Minster,
Deutschland
pH-Meter WTW Inolab 740, Weilheim, Deutschland
Osmometer Vapro 5600, Wescor, Logan, Utah, USA

Ultraschallbad

VWR, Ultrasonic cleaner

Analytische HPLC

Agilent technologies 1200 Series, France

HPLC-Saule (analytische HPLC)

Cromolith performance, RP-18e, 100-4,6
mm

Laufmittel (analytische HPLC)

Acetatpuffer'/MeCN (70/30)

Semipraparative HPLC

Nuclear Interface, Minster, Deutschland

HPLC-Saule (semipraparative HPLC)

Chromolith® SemiPrep RP-18 e, 100-10 mm

Vorsdule (semipraparative HPLC)

Chromolith® Guard Cartridge RP-18 e

Laufmittel (semipraparative HPLC)

Acetatpuffer'/MeCN (75/25)

DC-Platten

TLC Silica Gel 60 RP-18 F,54S, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Laufmittel (DC)

MeCN/Wasser (95/5)

Vials

Approx, Wheaton, Millville, NJ, USA

Endgefal

Techne Vial, 25 ml, steriles, evakuiertes
Flaschchen, Mallinckrodt, Wollerau, CH

Kartusche (Advion)

F-18 Cartridge, Chromafix, Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland

Kartusche (Nuclear Interface)

C-18 Sep-Pak plus Cartridge, Waters
Corporation, Milford, MA, USA

Sterilfilter

0,22 um, gelb, Millex®,Millipore, Bedford,
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MA, USA

Sterilluftfilter

Millex®,Millipore, Bedford, MA, USA

Aceton SAV LP GmbH, Flintsbach, Deutschland

Tos@SNAP Department fiir Arznei- und
Naturstoffsynthese, Universitat Wien,
Osterreich

MeCN Acetonitril, Chromasolv® Plus, for HPLC
>99,9%, Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

Aqgua bidest B.Braun, Melsungen, Deutschland

Kryptofix®222 For synthesis, Merck Schuchardt OHG,

Deutschland

Einwegspritzen

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Ethanol abs., Merck, Darmstadt, Deutschland

NaCl 0,9% B.Braun, Melsungen, Deutschland

NaCl 3% Landesapotheke Salzburg, Salzburg,
Osterreich

Phosphatpuffer 125 mM?

Pipetten Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Reaktionsgefalle

Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Tabelle 16

'97,5% Wasser; 2,5%

Essigsaure

(Merck KGaA, Darmstadt,

Ammoniumacetat/l (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
20.224 g Natriumdihydrogenphosphat-monohydrat + 1.935 g Dinatriumhydrogenphosphate-
dihydrat (Merck, Darmstadt, Deutschland) + 100 ml Aqua bidest

Deutschland); 2,5 g

Nummer 1 2 3

T(°C) 170 170 170

Volumen P3 (ul) 250 150 200

Ratio (P1/P3) 1 1 1

Flow P3 (ul/min) 75 75 75

Overall flow 150 150 150
Targentaktivitat (GBq) 25 (9 Uhr) 26,23 (9 Uhr) 24 (14:35 Uhr)

Aktivitat nach der Synthese
(GBq)

2,34 (9:55 Uhr)

2,36 (10:15)

3 (15:50 Uhr)

Aktivitat nach Reinigung und
Formulierung (GBq)

0,662 (10:30 Uhr)

0,528 (10:42 Uhr)

0,16 (16:10 Uhr)

Produkt ["*F][FE@SNAP % 100 100 100
(Radioaktivitatsdetektor)

Retentionszeit (min) 5,52 5,86 5,56
[FIFE@SNAP % (UV- 0 0 0
Detektor)

pH-Wert 7,6 7,5 7,2
Osmolalitat 220 253 229

Tabelle 17: Genaue Daten zu einigen Versuchen samt Qualitéitskontrolle
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Es ist wichtig anzumerken, dass nicht die gesamte Targetaktivitat fiir eine Synthese
verbraucht wurde, sondern man hat immer 2-4 Ansatze im Advion NanoTek Synthesizer
vorgenommen und derjenige mit der hochsten radiochemischen Ausbeute wurde dann
weiter bearbeitet.

0,20{mAU UV_B
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-0, 24
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 min
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Abbildung 19: Chromatographische Spektren von [ FIFE@SNAP auf der analytischen HPLC,
nachdem der entsprechende Peak geschnitten wurde (inj. Volumen: 5 ul, LM: 70
Acetatpuffer (ph=3,5) / 30 MeCN, Flow: 1ml/min, Wellenlange: 254 nm, Retentionszeit: 5,56
min)
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2.5. Kalibrationsgerade

Verwendete Gerate und Materialien

HPLC Agilent technologies 1200 Series, France

HPLC-Saule Cromolith performance, RP-18e, 100-4,6 mm

Laufmittel Acetatpuffer'/MeCN (70/30)

Flow 1 ml/min

MeOH Methanol, Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich

[**FIFE@SNAP Department fiir Arznei- und
Naturstoffsynthese, Universitat Wien,
Osterreich

Pipetten Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Reaktionsgefilie Eppendorf GmbH, Wien, Osterreich

Tabelle 18

197 5%Wasser; 2,5% Essigsdure (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland); 2,5 g
Ammoniumacetat/l (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Zur Konzentrationsbestimmung von [**FIFE@SNAP im hergestellten ["*FIFE@SNAP wurde
eine Kalibrationsgerade erstellt. Dabei ist man folgendermalen vorgegangen:

Es wurde eine Stammlésung mit der Konzentration von 1 mg/ml [**FIFE@SNAP in MeOH
hergestellt. Ausgehend von dieser Losung wurde eine Verdiinnungsreihe mit folgenden
Konzentrationen hergestellt:

100 pg/ml - 10 pg/ml = 5 pg/ml > 2,5 pg/ml - 1 ug/ml - 0,5 pg/ml - 0,1 pg/ml

Jede dieser Losungen wurde jeweils derimal in die HPLC eingespritzt, die Peakflachen
wurden berechnet und die Daten ins Microsoft Excel Ubertragen, womit letztendlich die
Kalibrationsgerade erstellt wurde.

) esses FE@SNAP

R?=0,9965
50
45
40
35
30
25
20
15

10 >

ug/mi

Abbildung 20: Kalibrationsgerade - [’ FJFE@SNAP
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3. Diskussion

Das Ziel dieser Diplomarbeit war, einen moglichst einfachen Syntheseweg fir das
["*FJFE@SNAP zu finden, der am Schluss ausreichend hohe Aktivititsmengen fir weitere

Untersuchungen liefert.

Alle Versuche der indirekten Radiomarkierung — ausgehend von der freien SNAP-Saure -
waren erfolglos. Direkte Fluorierung von Tos@SNAP hat hingegen zum gewlinschten Produkt
gefiihrt. Eine mogliche Erklarung dafiir ware die geringere Reaktionsbereitschaft der freien
Saure im Vgl. zum Tosyloxyethylester — im Fall des Esters musste man das Tosylat durch das
['®F]F estetzen und Tosylat ist eine sehr gute Abgangsgruppe, was die Reaktion deutlich
erleichtert.

Alle Versuche zur Herstellung von Fluorethylierungsreagenzien bis auf das [**F]JFEtOH waren
ebenfalls erfolgreich. Dies war auch zu erwarten, denn laut Literatur®®*** ist die Synthese
dieser Verbindungen schon langst etabliert. Um zu [*®F)FETS, [*®F]FETos und [*®F]BFE zu
kommen, musste das Triflat bzw. das Tosylat durch das [18F]F' ersetzt werden. Das hat
meistens keine grofRen Probleme bereitet, u.a. weil die beiden sehr gute Abgangsgruppen
sind. Im Fall von [*®F]FEtOH hat man drei Synthesemdglichkeiten in Betracht gezogen:
Hydrolyse einer Triflat- bzw. einer Tosylatgruppe ausgehend von ["®FIFETf bzw. [‘®F]FETos
und Austausch von Br” gegen [*®F]F ausgehend von BrEtOH. Die Giite der Abgangsgruppen
Tosylat, Triflat und Bromid nimmt folgendermalen ab Tf > Tos > Br. Dies ware eine mogliche

Erklarung dafiir, warum die Synthese von [*®F]FEtOH Giber BrEtOH erfolglos war.

AuRerdem hat keiner der Versuche, das [18F]FE@SNAP mit konventionellen Methoden
herzustellen, zum Erfolg gefiihrt. Durch die Anwendung von Advion NanoTek Synthesizer,
einem Mikrofluidsystem, konnte man hingegen das gewiinschte Produkt bekommen. Das
ware noch ein Beweis der Vorteile von Mikroreaktoren und moglicherweise werden sie in
naherer Zukunft mehr Einsatz auf dem Gebiet der Radiochemie finden.

Die Herstellung von [*®F]FE@SNAP (iber Tos@SNAP war in der Hinsicht erfolgreich, dass der
ganze Prozess relativ schnell ablauft, zum Schluss ausreichende Aktivitdtsmengen vorhanden
waren und alle Anforderungen der Qualitatskontrolle erfiillt wurden.

Es gab aber einige wenige Probleme, die bei der Synthese, Reinigung und Formulierung
afgetreten waren und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse verringert haben. Es kann
namlich oft vorkommen, dass Luft in das Advion Modul gelangt oder dass der Mikroreakror
verstopft. In beiden Fallen ist ein weiteres Arbeiten nicht moglich und die Behebung dieser
Probleme kann manchmal relativ viel Zeit in Anspruch nehmen.

Selten ist auch vorgekommen, dass auf der semipraparativen HPLC keine ausreichende
Trennung erziehlt wurde. In diesem Fall waren Reinigung und Formulierung des Produktes
nicht moglich.

60



Es ist aufgrund dessen notwendig die Hersellungsmethode weiter zu entwickeln und zu
optimieren, sollte das ["|FIFE@SNAP in der Zukunft tatsichlich fur klinische Anwendung
zugelassen werden.
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4. Conclusio

Der neue PET-Tracer, ['®FIFE@SNAP, wurde zum ersten Mal erfolgreich synthetisiert.

[18F]FE@SNAP stellt den zweiten PET-Tracer fir den MCH-R; dar, der erste war das
[*'C]SNAP-7941, sein strukturelles Analogon.

Die Synthese von ["*FIFE@SNAP war nur unter Anwendung der Mikrofluidtechnologie
moglich, keine der konventionellen Methoden zur Radiomarkierung hat zum Erfolg gefihrt.

Das [*®F]JFE@SNAP konnte nur ausgehend von Tos@SNAP (=direkte Fluorierung) hergestellt
werden, keiner der Versuche zur Fluorethylierung der SNAP-Sdure (=indirekte Fluorierung)
war erfolgreich.
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6. Abklrzungsverzeichnis

Ag,0 - Silber(l)-oxid

AGRP - Agouti related peptide

Ala - Alanin

AMG — Arzneimittelgesetz

Aqua bidest — Aqua bidestillata

Arg - Arginin

BMI - Body-Mass-Index

BrETf — 2-Bromethyltriflat

BrEtOH — 2-Bromethanol

cAMP — cyclisches Adenosinmonophosphat
CART - Cocain- und Amphetamin-reguliertes Transcript
CCK — Cholecystokinin

[*'C]CO, - [*'CIKohlenstoffdioxid

CF30®F - Trifluormethyl-[*®F]Hypofluorit
CH,Cl, — Dichlormethan

CRH - Corticotropin-releasing Hormon

6 - chemische Verschiebung

DAG — Diacylglycerin

DC- Dunnschichtchromatographie

DCC - Dicyclohexylcarbodiimid

DMAP - 4-Dimethylaminopyridin

DMF — Dimethylformamid

DOTA - 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure
EC - electron capture

EtOH — Ethanol
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FDG - 2-[*®F]Fluor-2-deoxy-glucose

[**F1F - [**F]Fluorid

[*®°F]F, - [*®F]Fluorgas

['®F]BFE - 1-Brom-2-[*®F]fluorethan
[**FIFETf - 2-[**F]Fluorethyltriflat
[*®F]FEtOH - 2-[*®F]Fluorethanol
[*®F]FETos - 2-[18F]Fluorethyltosylat
["|FIFE@SNAP -[*®F]Fluorethyl @SNAP
[*°FIFE@SNAP -[*°F]Fluorethyl @SNAP
[*®F]HF - [*®F]Fluorwasserstoff

g—Gramm

GABA — Gammaaminobuttersaure

GBqg — Gigabecquerel

GIRK - G protein activated inwardly rectifying K" channel
GIT — Gastrointestinaltrakt

h —hour(s)

H,0 — Wasser

HCI — Salzsaure

HCl conc. — konzentrierte Salzsdure (37 %)
H, - Wasserstoff

He — Helium

HEDP — Hydroxyethylendiphosphonat

HF - Fluorwasserstoff

HPLC - high performance liquid chromatography
5-HT — 5-Hydroxytriptamin

inj. —injected
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IP; — Inositoltrisphosphat

K57, - Kryptofix®222

K,CO3 — Kaliumcarbonat

kg - Kilogramm

keV — Kiloelektronenvolt

KI — Kaliumiodid

LCD - low calory diet

LOR - line of response

MAG — Mercaptoacetylglycylglycylglycin

MAPK - mitogen-activated protein Kinase

MBg - Megabecquerel

MCH —melanin concentrating hormone
MCH-R;— melanin concentrating hormone rezeptor 1
MCH-R; — melanin concentrating hormone rezeptor 2
MeCN — Acetonitril

MeOH — Methanol

MeV — Megaelektronenvolt

mg — Miligramm

MIBI — Methoxyisobutylisonitril

min — Minute(n)

ml — Mililiter

ul - Mikroliter

mM — milimolar

mosm — Miliosmol

o-MSH -a-Melanocyten stimulierendes Hormon

N, — Stickstoff
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NA — Noradrenalin

NaCl — Natriumchlorid

Ne - Neon

NMR — Kernresonanzspektroskopie

NPY - Neuropeptid Y

o-Dichlorbenzol — ortho-Dichlorbenzol
P-Pumpe

PC — personal computer

PET — Positronenemissionstomographie
PIP, - Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PKC — Proteinkinase C

PLC- Phospholipase C

POMC - Proopiomelanocortin

PSG — Produktsammelgefald

PTX — Pertussistoxin

RCIY - radiochemical incorporation yield
RT —Raumtemperatur

s — Sekunde(n)

SLC - Somatostatin-like Rezeptor

SPECT - single photon emission computed tomography
T—Temperatur

TBAH — Tetrabutylammoniumhydroxid
PMTc0, - [P™Tc JTechnetium(VI)-pertechnetat
TM3 —Transmembrandomane 3
Tos@SNAP - Tosyloxyethyl @SNAP

TRH - Thyreotropin-releasing Hormon



Tyr - Tyrosin

UV — Ultraviolett

V - Vial

VLCD - very low calory diet

Vol. — Volumen
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8. NMR-Spektrum
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9. Herstellungsprotokolle

["®FIFE@SNAP iiber [“FIFETf

FE@SNAP: Datum:

Aktivitat:

Uhrzeit:
HPLC-System Pumpe ein; UV-Detektor (254 nm) ein O
Aufheizen auf 100 °C O
Eisbad vorbereiten O
DCs vorbereiten O

Fluorethyltriflat

2011
GBq

Verwendete Reagentien / Verbrauchsmittel Menge Charge laut Liste
F-18 Cartridge 1 O
2 groRRe GefalRe mit Doppelsepten, ein groRes mit durchstochenem Septum, 0
ein mittleres mit durchstochenem Septum

1 Spritze fiir das Gas (50 ml) 0
Schlduche 2 o
Elution: das groRe Gefall mit Doppelseptum + Entliftungsnadel, eluiert wird O
mit 1ml Elutionslésung (20 mg Kryptofix/4,5mg K,CO; in 70/30 AcN/Wasser)

Bei 100-125°C erhitzen bis die ELU-Lsg. verdampft ist 0
Light Aluminia N mit MeCN konditionieren 1-2 ml 0
Zugabe von 2 Portionen MeCN 2x1ml (@)
Ethylenbistriflat-Zugabe (1mg/100pl) 100ul (0]
Das GefalR aufmachen, fir 1 min bei 125°C erhitzen O
Ins Eisbad legen 0
Triflatanhydrid-Zugabe Sul O
Zugabe von MeCN 1-2 ml O
Filtration mit light Aluminia N (ins mittlere GefaR) (0]
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Trap Lsgmittel/Volumen

Aktivitdt GBqg

Uhrzeit

Nach dem

Eluieren

Nach MeCN-
Zugabe

Nach der
Filtration von

FETriflat

Kartusche

Bemerkungen:

FE@SNAP:

Vorbereitung des Precursors:

Einwaage: mg bzw: Konz des Stock:

Aufgenommen in und

mg/ml in

Saure-Charge:

Fluorethylierung:

Datum:

ul TBAH (0.132g in 500l MeOH)

2011

Bemerkungen:
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[*FIFE@SNAP iiber Tos@SNAP

Herstellung
[*F]JFE@SNAP: Datum:
Zyklotron run: Targetaktivitat GBq Uhr
Spliilwasser: GBq Uhr
ADVION:
Tos@SNAP: mg/ml  (Stockldsung: mg/ml)
Nummer  Temperatur  Volumen P3 ul Ratio (P1/P3) FlowP3 Overall flow Aktivitat
°C pl/min pl/min (Zeit)
Modul:
SNAP-Ausbeute: GBq ( : Uhr) %

Aktivitatskonzentration: __MBg/ml

Bemerkungen:
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[*FIFE@SNAP: Datum:
Verwendete Reagentien / Verbrauchsmittel Menge
ADVION:
Tos@SNAP in Acetonitril
PS-HCO3 Katusche 1
Kryptofix/K,CO5-Losung 1ml
MODUL:
VorratsgefaR 3: Wasser 1ml
VorratsgefaR 4: NaCl 0,9% 5ml
Vorratsgefal} 5: Ethanol abs. 1,5ml
VorratsgefaR 6: Wasser 10ml
Produktsammelgefal3: NaCl 0.9% 4ml|
NaCl 3% 1ml
Phosphatpuffer 125mM iml
,bulb”: Wasser 100ml
C-18 sep pak plus, konditioniert 1
Produktvial beschriftet mit Sterilfiltern assembliert 1
+ NaCl 0.9%, sterilfiltriert 5ml
Sterilfilter GV 0,22um (Millex; gelb) 1
Sterilluftfilter (Millex) 1
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Qualitatskontrolle

[**FIFE@SNAP: Datum:
Entspricht
Entspricht .prlc Wert
nicht
RCR (HPLC - Radioaktivitatsdetektor)
Produkt ['*FJFE@SNAP >95% S T % th=.ueereenn. min
sonstige Verunreinigung 2% S % tR=.ccoennen. min
sonstige Verunreinigung 2% S % tR=.cooenen. min
Chemische Reinheit (HPLC-UVDet) | | |tR=weeee. min
Spezifische Aktivitat (a;) o o | ug/ml
[“FIFE@SNAP = GBg/pmol
Radionuklidische Reinheit 1)..
2)..
HWZ (ty) 109,77 £ 2min @) $ = .. ...min
Physikalische Parameter
pH-Wert: 5.0-8.5 N
Osmolalitat: 190 — 370 mosm/kg N U mosmol/kg
, JA NEIN

Freigabe der Charge

© ¢

Anmerkung: n.d. nicht detektierbar

Formel zur Berechnung der spez. Aktivitdt:
Volumen [ml]/645,67 [g/mol])

a; [GBg/umol]= Ausbeute [GBq]/(a; [ug/ml] x
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