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Abstract

Due to the ongoing efforts in transplanting p-cell mass there is also a great medical
interest in specific B-cell imaging agents to quantify the acceptance of transplanted islets
in humans in vivo. Additionally, in the context of type 1 diabetes mellitus the chronic and
progressive loss of B-cells caused by autoimmune destruction has led to concerted
efforts to prevent further loss of B-cells by autoantigen-specific immunotherapy of pre-
diabetic patients. nateglinide and glibenclamide are SUR1 ligands used to stimulate
insulin secretion in type 2 diabetic patients. They bind to a class of molecules known as
the ATP-sensitive potassium channels, located on the insulin producing B-cells of the
islets of Langerhans and are therefore excellent candidates as p-cell specific tracers. To
obtain a precursor for a direct labelling of nateglinide with ['®F]fluoride, the aromatic
system of the phenylalanine structure element was derivatised to obtain a phenolic OH-
group in 4-position which is capable of further derivatisation. The formed phenylether N-
(trans-4-isopropylcyclohexanecarbonyl)-O-(2-hydroxyethyl)-D-tyrosin  benzylester was
tried to be tosylated according to several literature procedures but none of them was
applicable. The catalytic influence of ytterbium(lil)triflate in the reaction of toluenesulfonic
acid anhydride and the alcohol was investigated. It was found that Yb(lll) facilitates the
tosylation of the alcohol under non-basic conditions and was extended to the tosylation
of a great variety of different alcohols to prove its applicability in general. The radioactive
labelling of N-(trans-4-isopropyl-cyclohexanecarbonyl)-O-(2-["®F]fluoroethyl)-D-tyrosine
with [*®F]F/ Kryptofix® 222/ K,COs-system was achieved in radiochemical yields (RCY)
of 10 % after deprotection with Pd/ C and H,. In addition to the direct labelling approach,
a labelling procedure applying 2['®F]fluoroethyltosylate and N-(trans-4-isopropyl-
cyclohexanecarbonyl)-D-tyrosin was performed in 40 % RCY. Unfortunately the
determination of the Kp value of N-(trans-4-isopropylcyclohexanecarbonyl)-O-(2-
fluoroethyl)-D-tyrosine revealed a significant decrease in affinity compared to original
nateglinide.

The in vivo evaluation of some '®F-labelled glibenclamide derivatives in humans and
animals revealed that longer measuring times are warranted because a high liver uptake
spoiles the data acquisition and the activity washout proceeds very slowly. Therefore
glibenclamide was labelled with a radioisotope with a longer hallf life such as *™Tc (t, =
6 h) to lengthen the possible time frame for image acquisition. The synthesis of a *™Tc
labelled hydrophilic glibenclamide derivative was performed. It is hoped that gliben-
clamide is internalised into the B-cell and there binds to the 95 % of intracellular SUR-1
receptors with eventual metablolisation and thus trapping in the cell. The Kp-value of the
corresponding Re-compound was determined to be 0.5 nM and the insulin secretion
properties were similar to those of original glibenclamide. The labelling precursor N-{4-
[N,N-bis-(carboxy-methyl)-aminoethyl)-5-chlorobenzene-carboxamido]-ethyl}-benzene-
sulfonyl-N'-cyclohexyl urea tris sodium salt was reacted with [*™Tc(1)(OH,)3(CO)s] Cl to
yield the final N-{4-[*"Tc(l)-tricarbonyl-N,N-bis-(carboxymethyl)-aminoethyl)-5-chloro-
benzene-carboxamidoethyl]-benzene-sulfonyl}-N'-cyclo-hexyl-urea sodium salt in 70%
RCY.



1 Einleitung

1.1 Radionuklide in den Lebenswissenschaften

Den meisten Anwendungen von Radionukliden in den Naturwissenschaften liegt das
Tracerkonzept zugrunde, welches auf Erkenntnissen des ungarischen Chemikers
Georg de Hevesy (1885-1966) basiert, der 1943 daflr den Nobelpreis verliehen be-
kam. Er untersuchte u. a. den Metabolismus von Pflanzen mit radioaktivem 2'?Pb, in-
dem er deren Nahrlosung mit dem Radioisotop versetzte. Weitere Versuche wurden
an Hasen mit Blei- und Wismut-Isotopen durchgeflhrt [1].

De Hevesy erkannte als erster die Bedeutung radioaktiver Isotope als Indikatoren fur
die Aufklarung physiologischer Prozesse, welche es ermdglichen, einen chemischen
und biochemischen Vorgang in vivo zu verfolgen, ohne ihn dabei zu beeinflussen.
Auf diesem Tracerkonzept beruhend ist heute der Einsatz kunstlich erzeugter Radio-
nuklide zur Grundlage verschiedener analytischer, diagnostischer und therapeuti-
scher Verfahren geworden.

Auch finden sich Anwendungen in der Organischen Chemie (Aufklarung komplexer
Reaktionsabldufe mit "C- und *H-Markierungen) [2], und speziell in der Biochemie,
wo durch die Markierung endogener oder exogener Substrate eine Aufklarung des
Metabolismus mdglich ist [3].

Mittels verschiedener moderner diagnostischer Verfahren, wie z.B. Einzel-Photonen-
Emissions-Tomographie (SPECT) oder Positronen-Emissions-Tomographie (PET),
konnen durch Einsatz entsprechender radioaktiver Verbindungen komplexe Stoff-

wechselprozesse in vivo verfolgt und quantifiziert werden [4].



1.2 PET

1.2.1 B*-Zerfall/ Detektoren/ Isotope

Die Nuklearmedizin verfugt Uber computergesteuerte bildgebende Verfahren, die auf
der Verwendung von Positronen- und Photonen-emittirenden Radionukliden beru-
hen: die Positronen-Emissions-Tomographie (englisch: positron emission to-
mography, PET) und die Einzel-Photonen-Emissions-Tomographie (englisch: single
photon emission computer tomography, SPECT).

Die PET erlaubt es aufgrund der Verwendung von (kurzlebigen) Positronenstrahlern,
biochemische Prozesse regional in vivo auch quantitativ zu erfassen [5]. Hieraus er-
klart sich die Sonderstellung der PET im Vergleich zu anderen bildgebenden Verfah-
ren in der Medizin (z.B. invasive Audioradiographie, Kernspintomographie (MR),
Rontgen-Computer-Tomographie (CT) oder die bereits erwahnte SPECT). Moglich
wird dies durch die Zerfallscharakteristik eines Positronenstrahlers. Der Zerfallspro-
zess eines Positronenstrahlers und der ortsabhangige Nachweis der Vernichtungs-

strahlung durch y-y-Koinzidenz sind in Abbildung 1 dargestellt [6].

\ Reichweite:
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Detektor 1 511 keV/ b Elektron {e 511 L Detektor 2
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Abbildung 1: Schema der Positronenvernichtung und der y-y-Koinzidenz

Bei Positronenstrahlern zerfallt ein Proton in ein Neutron, wobei gleichzeitig ein Po-
sitron (") und ein Elektronenneutrino (ve) emittiert werden. Das Positron verliert auf
sehr kurzem Wege durch elastische Stdlze mit seiner Umgebung Energie und re-

kombiniert dann mit seinem Antiteilchen, dem Elektron, zu einem Positronium [7].



Hier wird die Ruhemasse der beiden Teilchen in zwei 511 keV y-Quanten umgewan-
delt, welche unter einem Winkel von 180° emittiert werden. Diese Zwei-Quanten-
Vernichtungsstrahlung macht man sich aufgrund ihres festen Emissionswinkels zur
ortsabhangigen Aktivitatsdetektion zu Nutze. Die Detektion erfolgt mittels gegenuiber-
liegender Detektoren, die nur dann ein Zerfallsereignis registrieren, wenn auf beide

Detektoreinheiten wahrend eines Zeitintervalls von ca. 10 ns ein y-Quant trifft (Koin-

zidenzschaltung).

1
b
=
=
G
|
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Abbildung 2: Schema des Messprinzips eines PET

In moderen PET-Kameras sind die Detektoren (LSO, BGO) ringférmig und in mehr-
eren Lagen angeordnet. Diese Detektorensysteme erlauben es, Projektionen der Ak-

tivitatsverteilung unter verschiedenen Winkeln darzustellen.



Durch die rechnergestutzte Datenerfassung und Datenverarbeitung ist es moglich,
Schnittbilder von Organen darzustellen und die regionale Aktivitatsverteilung mit der
Zeit zu bestimmen. So konnen physiologische oder biochemische Prozesse nicht nur
qualitativ, sondern auch quantitativ nicht-invasiv erfasst werden [8].

Um die Strahlendosis flr den Patienten moglichst niedrig halten zu kdnnen, bendtigt
man Isotope, welche zu einem hohen Prozentsatz durch Positronenemission und mit
kurzer Halbwertszeit zerfallen. Bei schweren Kernen existiert neben der Positronen-
emission eine Konkurrenzreaktion, der Elektroneneinfang (englisch: electron capture,
EC). Dieser dominiert mit zunehmender Ordnungszahl, so dass die Zahl der geeigne-
ten Positronenemitter fir PET recht gering ist. In Tabelle 1 werden die wichtigsten

Positronenstrahler fur PET aufgelistet.

Tabelle 1:  Wichtige Positronenemitter fur PET [9]

Nuklid Halbwerts- | Zerfallsart | Eg.. | Reichweite Vor- Nach-
zeit (HWZ) (%) max (H20) Teile teile
11 . B799,8 | 0,96 Isotopentracer,

C 20,3 min EC02 MeV 4,1 mm hoher B*-Anteil kurze HWZ
13 . + 1,19 Isotopentracer, | sehr kurze
N | 9,96 min B7100 | pev | 24MM |y oher B*-Anteil HWZ
15 . B'99,9 (1,70 Isotopentracer, | sehr kurze
O | 203min 1 Ecg'r IMev| &2™MM | hoher B*-Anteil HWZ

niedrige B*- nur selten
+ Energie, Isotopentra-
18 109,7 min B 969 0,63 2,4 mm | hoher B*-Anteil cer,
EC 3,1 MeV . .
ausreichende meist Ana-
HWZ logtracer
B” 20 0,57 niedrige B*- geringer
*Cu 12,7h B 39 I\/ieV 24 mm Energie B*-Anteil
EC 41 g
+ HWZ aufwendige
®Br 16,7 h B 665 13601 455 mm | fir Tiermodelle | Produktion,
EC33,5 | MeV .
geeignet lange HWZ

Fir nuklearmedizinische Anwendungen mussen die Radionuklide in biochemisch re-
levante Molekile eingeflihrt werden, wodurch sogenannte Tracerverbindungen ent-
stehen. Grundsatzlich unterscheidet man zwei Arten von Tracern, Isotopentracer und
Analogtracer.

Physiologisch relevante Moleklle bestehen in der Regel aus C, N, und O, so dass

die entsprechenden Radionuklide "'C, "N und 'O fiir die Synthetisierung sogenann-
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ter Isotopentracer besonders geeignet scheinen, da ihre biochemischen Eigenschaf-
ten identisch mit den nicht-radioaktiven Molekulen sind.

Bei den Analogtracern entstehen durch die Substitution mit Radionukliden wie *®F in
der Regel chemisch nicht-identische Molekiile. Bei dem Einsatz von '®F wird durch
Modifikation des urspringlichen MolekUlls die Verbindung chemisch verandert. Sie
kann somit nur dann nuklearmedizinische Anwendung finden, wenn das biochemi-
sche Verhalten des Radiopharmakons dem des Orginalmolekils weitgehend ent-
spricht (Analogtracer).

FUr die Auswahl eines PET-Radionuklids sind primar verschiedene kernphysikalische
Parameter relevant wie z. B. die Halbwertszeit, die maximale Positronenenergie
(Es'max.) Sowie die eventuelle Zerfallscharakteristik des Tochternuklids. Weitere Krite-
rien fur die zu verwendenden Radionuklide sind Isotopenreinheit, schnelle Verfug-
barkeit und die Wirtschaftlichkeit in Form von Herstellungs- und Transportkosten.
Hervorgehoben werden muss die Bedeutung der Halbwertszeit, da nur solche Stoff-
wechselprozesse mittels eines bestimmten PET-Nuklids untersucht werden konnen,
die in der GrolRenordnung von ca. 4-5 physikalischen Halbwertszeiten ablaufen. Iso-
tope mit sehr kurzer Halbwertszeit konnen nur fur die Untersuchung sehr schneller
Stoffwechselprozesse eingesetzt werden. Deshalb verwendet man beispielsweise
0 und ™N in der Regel nur zur Darstellung leicht synthetisierbarer und zu reinigen-
der Molekiile wie [°OJH,0 oder [**N]NH; [10], welche dann auch eine sehr schnelle
Bioverfugbarkeit erzielen.

Das Kohlenstoffisotop ''C ist das erste Positronen-emittierende Radionuklid, mit dem
komplexe organische Synthesen durchgeflihrt werden kénnen. Der Vorteil der so ra-
dioaktiv markierten Tracer ist, dass sie mit den nicht-radioaktiv markierten Molekulen
absolut identisch sind und somit die gleiche pharmakologischen Parameter besitzten.
Obwohl prinzipiell Analogtracer filhrend sind, bietet '®F insofern gute Vorraussetzun-
gen, da es einen ahnlichen sterischen Raumbedarf wie Wasserstoff bzw. eine
Hydroxylgruppe hat (Fluor besitzt mit einem van-de-Waals-Radius von 1,35 A einen
dem Wasserstoff (1,20 A) ahnlichen Atomradius, aus der sich die sterische Analogie
von F und H erklart). Auf dieser Tatsache beruht die Entwicklung der meisten
®F_markierten aromatischen Verbindungen.

Durch diese F-Substitution werden dennoch die chemischen Eigenschaften der Ver-
bindung verandert, was durch die sehr unterschiedlichen Elektronegativitaten (Ey)
der beiden Atome (fur Fluor En 4,1 und fur Wasserstoff Ey 2,2) bedingt ist.



Ein weiteres Analogieprinzip flr die EinflUhrung von Fluor in ein Molekul besteht in
der Substitution von Hydroxylgruppen. Das Prinzip dieser Methode liegt in der ahnli-
chen Bindungsléange zwischen der C-F-Bindung und der C-OH-Bindung von 1.30 A
begrindet. Auch ahneln sich diese beiden Gruppen in der Ladungsdichte sowie in
der bereits erwahnten Analogie des Bindungsverhaltens, z.B. bildet Fluor eine Was-
serstoffbriickenbindung aus. Dies ist insofern bedeutsam, als in biochemischen Pro-
zessen solche Wechselwirkungen oft eine entscheidende Rolle spielen.

Obwohl es die genannten Gemeinsamkeiten gibt, kann es bei Substitutionen zu Ver-
anderungen im Metabolismus einer Substanz kommen, welche jedoch nicht immer
nachteilig sein missen. Dies wird am Beispiel der 2-['®F]Fluordesoxy-D-glukose
(2-["®F]FDG) deutlich. Hier wird die Hydroxylgruppe in 2-Position gegen Fluor substi-
tuiert (Abbildung 3), was zur Folge hat, dass das Molekul von den Zellen zwar aufge-
nommen und phosphoryliert, aber aufgrund der fehlenden Hydroxylgruppe nicht wei-
ter metabolisiert wird. Da das 2-['®F]JFDG-6-Phosphat die Zelle nicht mehr verlassen
kann, ist das '®F-markierte Molekdil in der Zelle ,getrappt”, es kommt zu einer Aktivi-

tatsakkumulation.

Ac
Ac
A : +
¢ 0 [Kryptofix 2.2.2.]* 18F- Q NaOH  Ac O
Ac > Ac e

Tf
OAc K,CO,4 e OAc AG 18F

OH
AcO AcO

Abbildung 3: Schema der 2-['°FJFDG-Synthese

1.2.2 Produktion von '8F

Die anfangliche Herstellung von ['®F]Fluor an einem Kernreaktor (iber die °Li(n,o)*H
und "O(°*H,n)"®F ist seit 1980 Uberholt und wurde durch die Herstellung am Teil-
chenbeschleuniger abgeldst. Hierbei ist je nach Kernreaktion das [*®F]Fluor in zwei
unterschiedlichen chemischen Formen erhaltlich: in einer nukleophilen ungetragerten
Form, als ["®FFluoridaq, oder als elektrophiles, getragertes ['®F]F,. Von den vielen
verschieden Moglichkeiten '®F darzustellen, sind in Tabelle 2 die heute vier Bedeu-

tendsten aufgefihrt.



Tabelle 2:

Kernreaktionen zur Produktion von [*®F]Fluor im Zyklotron [11]

Kernreaktion

Target

Chemische Form

Spezifische Aktivi-

20 bar

des Fluors tat [GBg/mmol]
80(p,n)'®F H,'%0 ["°FIF aq bis zu 37x10°
'*0O(*He,p)'®F H,0 ["*F1F 4 bis zu 37x10°
Ne(d,a)oF | e 0102k F2) ['8F]F, 37-370
80(p,n)'8F "0z, Kr (1% F), ['8F]F, 37-1850

Die Darstellung des nukleophilen Fluorides erfolgt im Wesentlichen Uber die

80(p,n) "®F-Kernreaktion. Diese Kernreaktion besitzt einen hoheren Wirkungsquer-
schnitt als die "®O(*He,p)'®F-Reaktion [12].

Das hergestellte ["®F]Fluorid wird nach der Bestrahlung an einem Anionenaustau-

scher gebunden und anschliessend mit einer wassrigen Kaliumcarbonatlosung elu-

iert.

Der schematische Aufbau eines Targets fiir die '®0O(p,n)'®F-Reaktion kann aus der

Abbildung 4 entnommen werden. Das ['®0]H,O wird nach der Bestrahlung photo-

chemisch und destillativ gereinigt und zyklisch genutzt werden [13].

Abbildung 4:
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Aufbau eines Wasser-Target-Systems zur Produktion von ["®F]Fluorid



Die Produktion des elektrophilen ['®F]F. verlauft entweder tber die ?°Ne(d,o.)'®F- oder
die "®O(p,n)'®F-Reaktion an Gastargets [14]. Das so gebildete ®F lagert sich leicht an
der Targetwand an, weshalb '®F nur durch F»-Tragerzusatz als ['®F]F, aus dem Tar-
get gewonnen werden kann. Die spezifischen Aktivitaten sind deshalb deutlich gerin-

ger als bei der Herstellung von ['®F]F 4, (siehe Tabelle 2).
1.2.2.1 Kernchemische und kinetische Aspekte von ['®F]Fluorierungen

Kernchemische Aspekte

Im Zusammenhang mit dem Tracerprinzip ist besonders der Begriff der Tragerfreiheit
von Bedeutung. Hierzu ist es erforderlich, den Begriff der spezifischen Aktivitat zu de-
finieren. Die spezifische Aktivitat ist die Radioaktivitat bezogen auf die Gesamtstoff-
menge, die Angabe erfolgt in [GBg/mmol], [Bqg/g] oder [Bg/ml]. Praktisch sind drei

verschiedene Falle zu unterscheiden:

tragerfrei (englisch: carrier-free, c.f.)
ohne zugesetzten Trager (englisch: no-carrier-added, n.c.a.)

getragert (englisch: carrier-added, c.a.)

Dieser Zustand der Tragerfreiheit ist nur bei kinstlichen Elementen wie z.B. Astat-
211 erreichbar, denn aufgrund der Allgegenwartigkeit der natlrlichen Elemente ist
sonst immer eine gewisse Verunreinigung des Radioisotops mit stabilen Isotopen
des selben Elementes gegeben. Wie stark diese Verunreinigung ist, hangt unter
anderem von der Haufigkeit des Elements in der Umwelt ab.

Wahrend die Verunreinigung von radioaktivem Kohlenstoff ''C mit natiirlichem Koh-
lenstoff das 10.000 fache Ubersteigen kann, liegt sie beim ®F etwa nur um das 100
fache [15]. Da eine Aufnahme an isotopem Trager in der Praxis nicht vollig auszu-
schliel3en ist (bei der Synthese oder der Reinigung durch Gefale, Targetmaterialien
oder Luft), wird der Zustand der Tragerfreiheit (englisch: carrier-free, c.f.) hier nicht
erreicht. Der gebrauchliche Begriff fir Markierungssynthesen ist: ,ohne zugesetzten
Trager” (englisch: no-carrier-added, n.c.a.). Bei manchen Reaktionen wird Trager ab-
sichtlich zugesetzt, um bestimmte Reaktionen durchzufuhren oder um Nebenreaktio-
nen zu vermeiden. Hier wird von einem getragerten Zustand (englisch: carrier-added,

c.a.) gesprochen.



Im Allgemeinen ist ein Tragerzusatz nicht erwinscht, da er die spezifische Aktivitat
stark erniedrigt. Einer hohe spezifische Aktivitat ist besonders dann notwendig, wenn
toxische bzw. zentral wirksame Radiopharmaka bearbeitet werden, da diese unter-
halb ihrer wirksamen Dosis-Konzentration eingesetzt werden mussen.

Liegt ein Radiopharmakon in n.c.a.-Mengen vor, ist eine pharmakodynamische Wir-

kung nicht zu erwarten.
Kinetische Aspekte

Die allgemeine Formel fur den Zerfall eines Isotops lautet:

dN N In2

A= E “NxA= T1/2
A: Aktivitat
N: Teilchenanzahl
A Zerfallskonstante

T4: Halbwertszeit

Bei einer radioaktiven Markierung handelt es sich um eine bimolekulare Reaktion, al-

so um eine Reaktion 2. Ordnung:

_dAl
dt

=k-[MV]-[A] mit -d[A] = d[P]
[A]l: Eingesetzte Konzentration des Radionuklids
[P]l: Konzentration des Produktes

[MV]: Konzentration des Markierungsvorlaufers

Bei n.c.a.-Markierungen wird der Markierungsvorldufer im ca. 10'%achen Uberschuss
gegenuber der Konzentration des Radionuklids eingesetzt. Somit kann man die Ver-
anderung der Konzentration des Markierungsvorlaufers vernachlassigen. Dies fuhrt

zu einem Reaktionsgesetz pseudo-erster Ordnung.



—% - K[A] mit k'= k-[MV]

Damit ergibt sich fur die Aktivitat zum Zeitpunkt t:

InM:—k’-t

[Ao]
[Ad = [Ao] x- exp(-k™t)
Mit [Ao] = [P] + [A]
[P] = [Ao] x-(1-exp(-k"t))

Tragt man die radiochemische Ausbeute gegen die Zeit auf, erhalt man folgenden

typischen Kurvenverlauf:

1,2

o
=]

Radiochemische Aubeute
o
(o))

0,4
0,2
0
0 2 4 6 8 10 12
Reaktionszeit
Abbildung 5: Theoretische radiochemische Ausbeutekurve von n.c.a.-Markierungen

k™ bestimmt, wie grol} die Anfangssteigung ist. k™ setzt sich aus der Vorlauferkonzent-
ration und der eigentlichen Geschwindigkeitskonstanten k zusammen. Je reaktiver

der Markierungsvorlaufer ist, um so gréf3er ist die Anfangssteigung.
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1.2.3 Verfahren zur '®F-Markierung organischer Molekiile

Die Radiochemie der '®F-Markierung organischer Verbindungen mit dem Ziel der
Radiopharmakasynthese kennt zwei grundlegende Ansatze: je nach Produk-
tionsprozess des ['®F]Fluors (vergleiche Abschnitt 1.2.2) steht initial entweder c.a.
["®F]F, fiir elekrophile Fluorierungen oder das aus wassriger Lésung isolierte n.c.a.

["8F]Fluoridion fiir nukleophile Substitutionen zur Verfigung.

1.2.3.1  Elektrophile Fluorierung mit '®F

Das Problem der elektrophilen Fluorierung ist, dass aufgrund der '8F-Produktion
(vergleiche Abschnitt 1.2.2) ausschlieBlich getragertes ['°F]F, vorliegt. Diese Tatsa-
che schrankt die Anwendungsmadglichkeiten stark ein, so dass sie nur dann bevor-
zugt wird, wenn keine sinnvolle nukleophile Synthesestrategie vorhanden ist. Selbst
dann bleibt sie auf die Markierung von Verbindungen reduziert, bei denen es nicht
auf eine hohe spezifische Aktivitdat ankommt (wie z.B. bei Fettsduren, Zucker oder
Aminosauren [16]).

Weitere Nachteile der elektrophilen Fluorierung kénnen in der Toxizitat (da getra-
gert), der um 50 % verminderten Markierungs-Ausbeute und in der unter Umstanden
fehlenden spezifischen Regioselektivitdt der radioaktiven Markierung an Aromaten
gesehen werden. Die fehlende Selektivitat fihrt bei solchen Markierungen entweder
zu aufwendigeren Syntheseschritten oder zu unerwlinschten Nebenreaktionen (Bil-

dung von Isomerengemischen bzw. Reaktionen mit dem Losungsmittel).

Historisch betrachtet, war die 2-['®F]FDG das erste erfolgreiche Beispiel der
elektrophilen Strategie, bis eine nukleophile Alternative verfligbar wurde [17]. Die
Hauptanwendungen der elektrophilen Fluorierung beschranken sich heute auf die
Darstellung einiger aromatischer Aminosauren, wie z. B. (2-['®F]Fluor-L-Tyrosin,
["®F]Fluor-L-phenylalanin oder 6-['®F]Fluor-L-Dopa [18].

11



X1 O a) 18F2 X1 O
b) CHsCO,'®F

X5 OH > X5 OH
TFE
NH, NH,
=
Phenylalanin : X4=Xo=H
Tyrosin : X1=H, X, =0H
Dopa : X1=X,=0H

Abbildung 6: Elektrophile 18F—Fluorierung aromatischer Aminosauren

Die Problematik dieser Reaktionsfihrung liegt in der nicht regioselektiven Darstellung
des gewunschten Produktes. Bei der elektrophilen Fluorierung von Aminosauren
kann es zu unerwlnschten Isomerengemischen kommen. Durch die Auswahl geeig-
neter sekundarer Markierungsvorlaufer wie dem ['®F]Acetylhypofluorid, das wesent-
lich milde Fluorierungseigenschaften besitzt, kann dieses Problem partiell umgangen
werden, wie zum Beispiel die Synthese des 2-[18F]Fluor-L-Tyrosin zeigt (Abbildung
7).

Bei dieser Darstellungsmethode wird der Vorlaufer an der phenolischen OH-Gruppe
acetyliert, um die Substitution in meta-Stellung zum Acetylrest, welcher spater ba-
sisch abgespalten wird, zu bevorzugen. Dadurch erhalt man 2-['®F]Fluor-L-Tyrosin in

hohen Ausbeuten.

["®F1ACOF
B — .

[CF3COOH]

AcO
Abbildung 7: Fluorierung von O-Acetyl-L-Tyrosin

Eine Verbesserung der Regioselektivitat von elektrophilen Substitutionen wird in spe-
ziellen Fallen durch Fluordemetallierungsreaktionen (6-['®F]Fluor-L-Dopa-Synthese
heute Uber Destannylierung von 6-(Trimethylstannyl)-L-Dopa) erreicht, jedoch erfor-
dern diese Reaktionen oft weitere Syntheseschritte (z. B. Schutz der reaktiven Grup-

pen im Molekul).
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X 18
a) F
b) CH3CO, °F
CFCls, -78 °C
M(CHs)3

Abbildung 8:
NO,) [19].

1.2.3.2  Nukleophile Fluorierung mit "®F

18

Fluordemetallierungsreaktionen (M= Si, Ge, Sn und X= OCH;, CHs;, H, F, CF;,

Die nukleophile Substitution ist die gebrauchlichste Methode zur Darstellung n.c.a.

'®F_fluormarkierter Radiopharmaka. Bei dieser Art der Reaktionsfiihrung handelt es

sich im Allgemeinen um eine Substitution von nukleofugen Gruppen wie z.B. Haloge-

nen (Brom und lod), verschiedenen Sulfonsaureestern R-SO3 (Tosylate, Triflate und

Mesylate), cyclischen Schwefelsaureestern sowie Sulfamaten. Als Ldsungsmittel
werden Acetonitrii (MeCN), N,N-Dimethylformamid (DMF) oder Dimethylsulfoxid

(DMSO) eingesetzt. Die allgemeine Form der nukleophilen Substition wird in Abbil-

dung 9 dargestellt.

18-
R—X vt o
N R1 18-
R, | >
| Y*
/

X= Br, |, R-SOg, R-OSOg

Ry= NO,, N(CH,);"( TfO", Tos’, Br, I'), Cl, Br, |

R.= CN, NO,, CHO, CRO, COOR

Y'= [K' = 2.2.2],C04%, [K* = 2.2.2],C,0,%, CO5*, RN, Cs*, Rb*

Abbildung 9:

Allgemeine nukleophile aliphatische und aromatische Substitution
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Das bekannteste Beispiel ist die Darstellung von 2-['®F]Fluordesoxy-D-Glukose
(["®FJFDG), des wichtigsten Radiopharmakons fiir die PET-Diagnostik [17].

ACO a) [2.2.2./K]['®F]F", MeCN HO
/WO b) Hydrolyse o
AcO oTf - HO
AcO OAc HO

Abbildung 10: Schematische Darstellung von 2-['*F]FDG

Die Direktfluorierung erfordert bestimmte Reaktionsbedingungen bzw. Vorausset-

zungen. Das verwendete Fluorid besitzt eine hohe Ladungsdichte und eine hohe Af-

finitat

zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen. Deshalb kann es eine

grosse Solvathulle ausbilden, welche die Nukleophilie herabsetzt. Weiter ist Fluorid

eine starke Base, die mit freien Protonen HF bildet und sich aus dem Reaktionsan-

satz verfliichtigt. Deshalb muss bei der '®F-Direktfluorierung auf absolute Wasser-

freiheit sowie auf das Fehlen von aciden Protonen geachtet werden. Auch missen

bei der direkten "®F-Fluorierung noch folgende Bedingungen beriicksichtigt werden:

Losungsmittel: Die Markierungen mussen in dipolar aprotischen Losungsmit-
teln durchgefuhrt werden.

Basensystem: Die Fluorierungen werden unter Zugabe von Basensystemen
durchgeflihrt, um die Konzentration von Protonen weiter herabzusetzen. In der
Regel verwendet man Kaliumcarbonat. Weiterhin dient das zugesetzte Carbo-
nat als sogenannter nicht-isotoper Trager, der eine Adsorption an der Glas-
wand verhindert. Bei Markierungsvorlaufern, welche unter basischen Bedin-
gungen nicht stabil sind, kann auf Kaliumoxalat als Base zurtickgegriffen wer-
den.

Phasentransferkatalyse: Um die Ldslichkeit des Fluorids zu erhéhen, werden
Phasentransferkatalysatoren verwendet. Besonders bewahrt hat sich dabei
der Aminopolyether Kryptofix®222, welcher das Gegenion Kalium komplexiert.
Dadurch wird die Nukleophilie des Fluorids drastisch erhoht, weil es als ,nack-
tes” lon vorliegt [20].

Schutzgruppen: Alle reaktiven Gruppen, besonders solche mit aciden Proto-

nen, missen geschutzt werden.
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1.2.3.3  Fluorierung uber prosthetische Gruppen:

Neben der Direktfluorierung existiert noch die indirekte Methode, die Fluorierung mit-
tels eines sekundaren Markierungsvorlaufers. Ist eine Direktfluorierung nicht moglich
oder nur auf Umwegen zu erreichen, greift man auf sogenannte sekundare Markie-
rungsvorlaufer zurtick. Diese prosthetischen Gruppen sind kleine, gut fluorierbare
Molekiile, welche zuerst mit ['®F]Fluorid umgesetzt und diese anschlieRend an das
zu markierende Molekul gekoppelt werden [21], [22], [23], [24] (bei denen die direkte
nukleophile Fluorierung versagt).

Eine besondere Rolle spielen in diesem Zusammenhang die Fluoralkylierung (Fluor-
methylierung, Fluorethylierung), Fluoracylierung, Fluoramidierung und Fluorbenzylie-
rung [25].

Als relevante sekundare Markierungsvorldufer werden z.B. "®F-markierte Sulfonsau-
rederivate verwendet, wie Toluol-4-sulfonsaure-2-['®F]fluorethylester (['*F]JFETos, 2-
['®F]Fluorethyltosylat) [21], das ®F-markierte Halogenalkan 2-Brom-1-['®F]fluorethan
("®FIBFE) [26], 2-['®F]Fluorpropionsauremethyester [27], 2-['®F]Fluorethylamin [28]
oder die 4-["®F]Fluorbenzylhalogenide [29].

_ _ X(CHyp)n'®F 18
Fluoralkylierung: Hetreo-X Hetero-(CH,), “F
Hetero-H: R'TR?R®N-H X, Br
RO-H OTos, OTf, ONf
RS-H
XC(O)(CH,),,'®F

Fluoracylierung: R'R®N-H R'R*N-C(O)(CH,),"°F

X: aktivierter Ester

18
Fluoramidierung: RCO-X HN(CH), F RCONH,(CH,),,'®F

X: OH
aktivierter Ester
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Fluorbenzylierung:

RCO-X
R'R?N-H
X: Br, Cl, |

XCHy-CgH,-'°F

RCO-CH,-CgH,-"8F
R'R2N-C(O)(CH,),'®F
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1.3 SPECT

1.3.1 y-Emission/ Isotope/ Detektoren

Im Fall der SPECT-Nuklide tritt die y-Emission als Folgeprozess einer vorangegan-
genen radioaktiven Umwandlung auf. Der energetisch angeregte Zustand des Pro-
duktkerns regt sich ab, wobei ein oder mehrere y-Quanten ausgesendet werden. Fur

das wichtige %™ Tc ist das Zerfallsschema in Abbildung 11 dargestellt.

66,02 h

99M°

.
(34%) 78KV | oo 4 eV
¥mre - -~ 602h
v | 140 keV
o 21x10%y
999Tc N

RN

322,4 keV
89,8 keV

99Ru

Y

Abbildung11: vereinfachtes Zerfallsschema von *™Tc [30]

Der Nachweis der radioaktiven y-Strahlung erfolgt mit mit Szintillations (SCD)- und
Halbleiterdetektoren. Obwohl Halbleiterdetektoren wie Ge(Li-)- und reinst-Ge-
Detektoren (HPGe) eine bessere Energieauflosung als die Szintillationsdetektoren
haben, hat sich aufgrund der hdheren Nachweiswahrscheinlichkeit fur nieder-

energetische  y-Quanten der SCD in der SPECT  durchgesetzt.
17



Neben diesem Vorteil ist natlrlich auch der weitaus geringere Preis und die relativ
einfache Handhabbarkeit moderner SCDs zu nennen. Das in SPECT-Scannern wich-
tigste Detektormaterial ist Thallium dotiertes Nal. Ein gro3er Vorteil dieses Materials
ist seine hohe Lichtausbeute sowie die gute Nachweiswahrscheinlichkeit fur y-
Quanten im Bereich zwischen 100-200 keV. Mit einer y-Energie von 140 KeV ist

%MT¢ beziiglich der Lichtausbeute ideal.
1.3.2 Produktion/ Generatorsystem **Mo/ #*™T¢

Das am haufigsten in der radiopharmazeutischen Chemie angewandte Generator-
system ist das *Mo/**™Tc-System. Bei ca. 95 % aller angewendeten Radiopharmaka
handelt es sich um **"Tc-markierte Verbindungen. Dieser Generator existiert in ver-
schiedenen kommerziell erhaltlichen Ausflhrungen, wobei man drei verschiedene
Typen charakterisieren kann, die sich hauptsachlich in ihrer Herstellerspezifikation
unterscheiden. Allen gemeinsam ist die Tatsache, dass **"Tc als Pertechnetat vom
Generator eluiert wird, wobei die Konzentration zwischen 107- 107"° Mol schwankt.
Historisch betrachtet stammen alle heute erhaltlichen Generatoren vom sog. Brook-
haven-Generator ab, dessen prinzipieller Aufbau schon 1958 bzw. 1960 beschrieben
wurde [31]. Der Brookhaven-Generator besteht prinzipiell aus einer mit aktiviertem
Aluminiumoxid gefullten Saule als stationdare Phase, auf die eine saure
[®*Mo]Molybdat-Lésung aufgebracht wird. In leicht saurer Losung polymerisiert das
Molybdat-Anion zu einem stabilen Heteropolymer Al[MogO24]%, das dauerhaft an die
Aluminiumoxidmatrix absorbiert wird [32]. Das auf der stationaren Phase gebundene
*Mo ist das sog. Mutternuklid des **™Tc. Eine denkbare Alternative besteht in der
Neutronenaktivierung von Mo angereicherten Targets in einem Kernreaktor mit
thermischen Neutronen. Der Nachteil dieser Methode ist der geringe Wirkungsquer-
schnitt fur den erforderlichen Neutroneneinfang von 0,13 barn, womit die spezifische
Aktivitat naturgemaf sehr gering bleibt. Diese offensichtlichen Nachteile favorisieren
bis heute die Verwendung von reaktorproduziertem **Mo.

Bei Verwendung von reaktorproduziertem *Mo (iber die Uranspaltung ist die Menge
an ®Mo sehr gering sowie die spezifische Aktivitat relativ hoch: spez. Aktivitat ~10*
Ci/ g (370 TBq/ g). Die tragerfreie Abtrennung von **Mo aus den Spaltprodukten der
233-Spaltung ist sehr aufwendig und erfordert eine Vielzahl an Reinigungsschritten,

um eine absolute Abtrennung von anderen Spaltprodukten zu gewahrleisten.
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Das Mutternuklid ®*Mo zerfallt mit einer Halbwertszeit von 66 h zu *™Tc. Der radioak-
tive Zerfall filhrt zu 87 % zum angeregten Zustand *™Tc und zu 13 % direkt zum
Grundzustand des *°Tc. Etwa 10 % der emittierten Photonen gehen iiber innere
Konversion verloren. Das Mo/ ®™Tc-Generatorsystem kann als klassisches tran-
sientes radiochemisches Gleichgewicht betrachtet werden. Das entstehende **"Tc
bleibt zunachst nach seiner Bildung an der Oberflache des Aluminium-adsorbers in
Form seines Pertechnetats [*"Tc]TcO4 adsorbiert. Im Gegensatz zum Molybdéan
neigt Technetium nicht zur Ausbildung von polymeren Strukturen und kann effizient
mit einer 0,9 %igen NaCl-Lésung eluiert werden. Neben dem *™Tc beinhaltet das
Eluat ®9Tc. Je langer die Zeit zwischen zwei getrennten Elutionen, desto hoher ist
daher der Anteil an "kaltem" [**Tc]TcO,. Der Gehalt an *Tc ist somit nicht ver-
meidbar. Dieser kann Einfluss auf die Synthesechemie haben (geringere spezifische
Aktivitat).

1.3.3 Technetiummarkierungen in der radiopharmazeutischen Chemie

Die Chemie fast aller **™Tc-basierter Radiopharmaka beginnt mit einer wassrigen
Lésung von [P Tc]TcO,, welche bei Verwendung eines kommerziellen Generators
zur Verfugung steht. Das Pertechnetat mit dem Technetium in der Oxidationsstufe +7
ist nicht in der Lage, Komplexe mit geeigneten Donorliganden oder Chelatoren zu
bilden. Dieser Umstand macht eine Reduktion des Tc in niedrigere Oxidationsstufen
erforderlich. (Ausnahmen bilden hierbei das Tc,S;, das flr spezielle Leber, Nieren
und Knochenuntersuchungen verwendet wird und das [*"Tc]TcO, selbst, das fiir die
Schilddrusenszintigraphie eingesetz wird).

Die Reduktion des Pertechnetats kann mit einer Vielzahl an Reduktionsmitteln
durchgefuhrt werden. Hierzu gehort Natriumdithionit, Natriumborhydrid, Ascorbinsau-
re, SnCl,, Hydrazin sowie tertidare Phosphine. Die mdglichen erreichbaren Oxidati-
onsstufen des Tc hangen nicht nur vom verwendeten Reduktionsmittel ab, sondern
ebenso vom anwesenden Liganden- bzw. Chelatorsystem die die intermediare Oxi-
dationsstufen koordinativ stabilisieren. Diese Variationsmoglichkeiten an chemischen
Parametern haben zur Synthese einer grolien Anzahl an Tc-Komplexen gefihrt [33].
Es wurden schon sehr frith *™Tc-Radiopharmaka fiir verschiedene nuklearmedizini-
sche Applikationen entwickelt: **"Tc-DTPA fiir Untersuchungen der Nierentétigkeit

[34], ®™Tc-Pyrophosphat fiir die Knochenszintigraphie [35], *™Tc-markierte rote
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Blutkdrperchen zur Bestimmung des Blutvolumens und der Herzszintigraphie [36],
9MT¢-HIDA zur Untersuchung der Leberfunktion [37] und das sehr bekannte MAGs
fur Untersuchungen bezuglich einer seitengetrennten Beurteilung der Nierendurch-
blutung, der Harnausscheidung und des Harnabflusses (Nierenfunktionsszintigra-
phie) [38]. Einige dieser fruhen Radiopharmaka (. Generation) sind heute noch in
der nuklearmedizinischen Diagnostik in Verwendung und kdnnen so als die Vorreiter
zur Etablierung effizienter ™ Tc-Markierungen betrachtet werden.

Heutzutage ist eine Vielzahl von unterschiedlichen *"Tc-Radiopharmaka in nukle-
armedizinischer Routineanwendung (Il. Generation). Hierzu gehdren Verbindungen
zur Hirnfunktionsuntersuchung, wie z.B. **™Tc-Propylenamin-oxim (PNAO)-Komplexe
als Perfusionstracer [39]. Basierend auf der Beobachtung, dass Tc(V) eine hohe Affi-
nitdt zu Thiolen als Donorliganden hat, wurden weitere tetradentate Chelatoren von
verschiedenen Arbeitsgruppen synthetisiert, was zur Etablierung neuer N,S»-
Liganden fuhrte [40]. Aufgrund dieser Arbeiten wurden die heute kommerziealisierten

Radiopharmaka Neurolit™

, ein mono-Oxotechnetium(V)-Komplex und sein Ethyl-
cystein-Dimer-Derivat (ECD) entwickelt [41]. Der Ligand selbst besitzt zwei chirale
Zentren und existiert sowohl als L,L-ECD oder als D,D-ECD, wobei der L,L-TcO-ECD
Komplex eine hohere Hirnaufnahme zeigt. Weitere Hirnperfusionstracer wie bei-
spielsweise die Tc-Borsaure-Addukte mit Dioximen (Tc-BATO) [42] und insbesonde-
re deren 2-Methylpropylderivate, und der oxo-Tc(V) Komplex MRP-12 finden haufige
Anwendung in der Nuklearmedizin [43].

Wie das Gehirn ist insbesondere das Herz Ziel nuklearmedizinischer Untersuchun-
gen. Fur das myokardiale Perfusionsimaging sind schon 1980 erste kationische Spe-
zies wie Tc(ll)bis-arsin [TcBr(diars)z]” und Tc(ll)bis-phosphin [TcCly(dmpe).]” be-
schrieben worden, die in Hunden und Hasen befriedigende Bilder produzierten, je-
doch im Menschen keine Akkumulation im Myocard zeigten [44]. Der erste Komplex,
der erfolgreich im menschlichen Herzgewebe akkumuliert wurde, war der Hexakis-
tert.-butylisonitril-Technetium-(I)-Komplex ([Tc(TBI)s]", der sich durch eine einfache
Synthese und eine hohe Aufnahme ins Myokardgewebe auszeichnet [45]. Die hohe
Lipophilie des Komplexes, bedingt durch die tert.-Butyl-Gruppen, fihrte jedoch zu ei-
ner aul3erordentlich hohen Radioaktivitatsaufnahme in der Lunge und der Leber, was
wiederum in der Darstellung optimierter Komplexe resultierte. Die Entwicklung von
Hexakis(2-methoxy-isobutylisonitril) Tc(l) [Tc(1)(MIBI)g]* (CardioliteT'\’I bzw. Sestamibi),

einem Komplex mit guten in vivo-Eigenschaften (schnelle Blutclearance und geringe
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Bindung an Serumproteine) kann als Meilenstein in der Entwicklung von Tc-
Radiopharmaka angesehen werden [46] und flhrte zur Synthese neuer Komplexe
wie z.B. dem Tc-Tetrofosmin (MyoviewTM) [47] und dem Schiff-Base Biphosphin-
Komplex Tc-Qqz [48]. *"Tc-Teboroxime (Cardiotec™) war der erste neutrale Tc-
Komplex, der als myokardialer Perfusionstracer evaluiert wurde [49]. Neben diesen
9MTc-markierten Radiotracern ist fiir diverse nuklearmedizinische Anwendungen ei-
ne groRe Anzahl weiterer markierter Verbindungen eingesetzt worden. Hierzu geho-
ren Hypoxietracer wie BMS-181321, BRU-59-2 sowie HL-91 [50] und eine Vielzahl
an Tracern zur Untersuchung von Lunge, Leber, Milz, des Knochenmarks und des
Lymphsystems [51].

Ein neuer Trend in der **™Tc-Chemie ist die Synthese Tc-markierter Liganden fur die
nicht-invasive Untersuchung von Neurorezeptor- und Neurotransportersystemen. Da
die Modifikation von "kleinen" Rezeptorliganden mit den bekannten, sterisch an-
spruchsvollen Chelatoren pharmakologisch betrachtet problematisch sein kann,
muss im jeweiligen Einzelfall auf eine unveranderte Affinitat und die Blut-Hirn-
Schranke-Gangigkeit gepruft werden. Die vielversprechendsten 99MTc-modifizierten
Liganden wie TROTEC, *™Tc-TRODAT, **"Tc-Technepine (0861T bzw. 01505T)
gehoren zur Gruppe der Dopamintransporter-Liganden (DAT) und zeigen vor allem in
vitro eine moderate bis hohe Affinitat [52]. Obwohl fast alle Verbindungen eine nur
geringe Hirngangigkeit aufweisen, sind die Verbindungen **"Tc-TRODAT und **™Tc-
Technepine in der Lage, in vivo die Verteilung von DAT im Primaten- und menschli-
chem Hirn zu visualisieren [53]. Auch fur die Serotonin-5HT5-und SHT,,-Rezeptoren
sind im Zusammenhang mit der Alzheimer Erkrankung Tc-markierte Liganden be-
schrieben worden. Eine Reihe von Derivaten, die von der Grundstruktur des 5HT1a
Rezeptorliganden WAY 000636 abstammen, sind synthetisiert und charakterisiert
worden [54]. Alle bislang validierten Derivate zeigten eine nur geringe Hirnaufnahme.
Einen ebenfalls niedrigen Hirnuptake zeigten die von Johannsen et al. entwickelten
in vitro hochaffinen Ketanserin-Derivate zur Darstellung des 5HT,,-Rezeptorsubtyps
[55].

Einen hohen Stellenwert in der **"Tc-Markierungschemie nimmt die sog. HYNIC-
Methode ein. Urspringlich zur Markierung von polyklonalen Antikorpern entwickelt
[56], wurde die HYNIC-Gruppe (2-Hydrazino-nicotinsaure) auch zur Markierung klei-
nerer Peptide verwendet [57]. Die HYNIC-Gruppe wird Uber die Carbonsaure an die

Aminofunktion des Peptids gekoppelt. Interessanterweise ist eine genaue Bestim-
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mung der Koordination des Tc mit HYNIC bis heute nicht moglich. Obwohl davon
auszugehen ist, dass die Komplexierung des Tc Uber eine Tc=N Bindung erfolgt, lie-
Ren Kristallstrukturbestimmungen von Komplexen keine eindeutige Koordination er-
kennen [58].

1.3.4 *¥™Tc(CO);-Komplexe

Ein neuer, von Alberto et al. entwickelter Markierungsansatz, basiert auf der Synthe-
se von stabilen *™T¢(1)(CO)s-Carbonylkomplexen [59]. Diese Methode beinhaltet die
Verknupfung von drei- bzw. zweizahnigen Liganden mit Biomolekllen zur Markierung
mit dem einfach zu synthetisierenden Vorlaufer fac-[**"Tc(OH,)3(CO)s]*. Dieser Vor-
laufer kann leicht und in hohen Ausbeuten Uber einen kommerziell erhaltlichen Mar-
kierungskit (Isolink®, Mallinckrodt) dargestellt werden. Die Synthese orientiert sich an
der von Alberto et al. entwickelten Methode der in situ-Generierung von Kohlenmo-
noxid mittels K;[H3BCO,], das durch Einleiten von CO in eine auf -78°C gekulhlte
KOH-L6sung dargestellt wird. Dieses Borancarbonat entwickelt im sauren Milieu un-
ter Warmeeinwirkung CO und fungiert gleichzeitig als Reduktionsmittel. Die drei
Wasser-Liganden kénnen durch geeignete mono-, bis- und tridentate Liganden sub-
stituiert werden, die mit dem entsprechenden Biomolekul verknlpft sind (Abbildung
12) [60]. Diese Komplexe zeichnen sich durch eine hohe thermodynamische und
kinetische Stabilitat aus, was sie zur in vivo-Anwendung pradestiniert. Dieses neue
Markierungskonzept hat sich als wertvolle Methode zur **™Tc-Markierung von poten-
tiellen Radiopharmaka bewahrt und eine gro3e Anzahl von Verbindungen konnte in

hohen Ausbeuten dargestellt werden.
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Abbildung 12: Synthese von fac-[*"Tc(OH,);(CO)s]* ausgehend von [*"Tc]TcO, und Um-

setzung mit Chelator-Biomolekulkonjugaten

Ein weiterer Ligand zur Komplexierung des fac-[**"Tc(OH,)s(CO)s]" ist die carbonyl-
aktivierte Cyclopentadienyl-Gruppe. Die Natriumsalze entsprechender Modellverbin-
dungen und Biomolekiile konnten erfolgreich in hohen Ausbeuten mit *™Tc markiert
werden (Abbildung 13) [61].
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Abbildung 13: Synthese von Cg/clopentadlenyl konjugierten Molekilen zur radioaktiven Mar-
kierung mit fac-[*""Tc(OH,)s(CO)s]*

Die Synthese startet ausgehend von Cyclopentadienyl-Natrium, das mit Carbonsau-
reestern unter Spaltung der Ester zu den korrespondierenden Cyclopentadienyl-Keto
Verbindungen reagiert. Diese Art der Darstellung ist nicht unproblematisch und eig-
net sich nicht zur Synthese komplexerer Verbindungen.
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1.4 Diabetes Mellitus (SUR1-Rezeptor, klinische Aspekte und
SUR1-Liganden)

Der Diabetes Mellitus Typ 1 ist eine sich weltweit entwickelnde Erkrankung. So ist es
in den letzten Jahren zu einem starken Anstieg der Inzidenz des Typ 1 Diabetes ge-
kommen, besonders bei Kindern unter 5 Jahren [62]. Der Immun-Prozess beim Typ 1
Diabetes wird direkt nach der Geburt initiiert, wenn nicht sogar pranatal [63]. Spezifi-
sche Autoantikorper, die gegen bestimmte Antigene der Inselzellen gerichtet sind
(IA-2, GAD, Inselzell AK), treten gewohnlicherweise vor dem 5. Lebensjahr auf. Die
Latenz von der ersten Detektion der Antikdrper bis zum Auftreten klinischer Sympto-
me schwankt aber zwischen Jahren bis Dekaden. In der zeitlich stark schwankenden
pradiabetischen Phase nimmt die Insulinsekretionskapazitat der Pankreas ab, ohne
dass erhohte Blutzuckerwerte gemessen werden konnen. Zur Frihdiagnose des Typ
1 Diabetes in der pradiabetischen Phase existiert bislang nur der intravendse orale
Glucosetoleranztest (ivGTT), der eine veranderte Insulinfreisetzungskinetik nach-
weist und selbst bei optimaler Standardisierung eine nur geringe Sensitivitat besitzt
[64]. Zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation besitzt das Pankreas in der Regel nur
noch 10 % seiner ursprunglichen B-Zell-Masse. In der Literatur gibt es gute Evidenz,
dass der Erhalt dieser residualen B-Zell-Masse erhebliche klinische Vorteile mit sich
bringt und den Einsatz unterschiedlicher Interventionsstrategien rechtfertigt [65]. Un-
tersuchungen konnten zeigen, dass Patienten mit einem absoluten Insulinmangel
zusatzlich durch schwere Hypoglykamien im Rahmen der notwendigen Insulinthera-
pie gefahrdet sind [66]. Die “Diabetes Control and Complication“-Studie belegt ein-
deutig, dass eine residuale Insulin-Sekretion mit einer besseren Glukosekontrolle,
weniger Hypoglykamien und weniger Folgeerkrankungen einhergeht [67]. Zusatzlich
zeigen Untersuchungen, dass eine residuale C-Peptid-Sekretion einen positiven Ein-
fluss auf rheologische Parameter der Patienten hat, wie z.B. die Erythrozytenver-
formbarkeit und den mikrovaskularen Blutfluss [68], [69]. Obwohl also eine frihzeitige
Intervention bzw. der Versuch der Toleranzinduktion dringend notwendig erscheinen,
bleibt der Pradiabetes eine diagnostische Grauzone. Wahrend die Bauchspeichel-
drise als Gesamtorgan in bildgebenden Verfahren wie Sonographie, MRT und Spi-
ral-CT dargestellt werden kann, entzieht sich der endokrine Anteil des Pankreas bis-
lang komplett der bildgebenden Diagnostik. Neue Verfahren zur Visualisierung der 3-

Zell-Masse und Erkennung der pradiabetischen Vorlaufphase werden daher dringend

24



bendtigt. Die nicht-invasive Darstellung der B-Zellen ware somit von hoher wissen-
schaftlicher und diagnostisch-klinischer Relevanz und wirde letztendlich fir den Kkli-
nischen Alltag einen erheblichen Beitrag leisten. Unter dem Gesichtspunkt laufender
Interventionsstudien (z.B. European—Canadian Nicotinamide Diabetes Intervention
Trial, DPT-1 oral-insulin trial). Mit diesem Bildgebungsverfahren wirde es erstmals
moglich werden, den Therapieeffekt einer spezifischen Interventionsstrategie direkt
und nicht-invasiv zu quantifizieren. Dieses wichtige Ziel scheiterte bisher an der
Nichtverfugbarkeit eines spezifischen (B-Zell-Tracers fur die molekulare Bildgebung.
Um eine spezifische Markierung der Langerhans’schen Inseln mit einem PET-Tracer
zu erreichen, muss der Tracer ein Molekll sein, das gleichzeitig spezifische Plas-
mamembran-Proteine der B-Zellen mit einer hohen Affinitat erkennt, und das eine
nahezu minimale Bindung an andere Gewebe aufweist.

Tolbutamid, Glibenclamid (1. und 2. Generation) und die neueren Wirkstoffe Repagli-
nid und Nateglinid (3. Generation) sind typische Reprasentanten von Antidiabetika,
die die Insulin-Sekretion stimulieren. Sie binden an eine Klasse von Molekllen, die
als ATP-sensitive Kaliumkanale bekannt sind [70]. Diese Kanale der (-Zelle beste-
hen aus zwei Untereinheiten: eine Kir6.0-Unterfamilie, die ein Mitglied der inwartigen
rektifizierenden Kaliumkanale-Familie ist, und eine Sulfonylharnstoff-Untereinheit
(SUR), die ein Mitglied der ATP-bindenden Protein-Superfamilie ist [71]. In den (-
Zellen spielt dieser ATP-sensitive Kaliumkanal eine bedeutende Rolle bei der Insulin-
sekretion. Das Schliessen dieses Kanals, nachdem die Glukose metabolisiert ist, re-
sultiert in einer Depolarisation der B-Zelle und anschlieender Insulinsekretion [72].
Die B-Zelle exprimiert Kir6.2 und SUR1 (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Schema und Funktion einer B-Zelle hinsichtlich der Insulinsekretion
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Sulfonylharnstoffe wie Glibenclamid, Tolbutamid und Glimepirid, als auch Repaglinid,
Nateglinid und Mitiglinid, die zur Gruppe der Nicht-Sulfonylharnstoffe gehéren, bin-
den an SUR1-Rezeptor und sind so potentielle Leitstrukturen 3-Zell-spezifischer Tra-
cer fur bildgebende Verfahren. Aufgrund seiner hoheren Affinitat zum Sulfonyl-
harnstoff-Rezeptor ist das Glibenclamid dem Tolbutamid allerdings vorzuziehen [73].
Glibenclamid, Repaglinid und Nateglinid sind im klinischen Bereich als orale Antidia-
betika eingesetzte Insulinotropika, die die insulinotrope Wirkung uber die Bindung an
den oben genannten Rezeptor der (3-Zelle entfalten. Ein Vorteil der neuesten oralen
Antidiabetika, insbesondere beim Nateglinid, besteht darin, dass es ein neues
schnell wirksames Insulinotropikum ist, mit einer vom Glibenclamid vollig verschiede-
nen Pharmakokinetik. Aufgrund seiner schnellen Wirksamkeit reduziert es die Gefahr
einer postprandialen Hyperglykamie [74]. Die Verbindung ist in der Lage, den Blut-
glukosespiegel in nicht-diabetischen und diabetischen Ratten zu senken, wobei so-
wohl eine schnellere Wirkungseintritt- als auch eine schnellere Abklingphase der in-
sulinotropen Effekte im Vergleich zu den Sulfonylharnstoffen zu beobachten ist. Die-
ses pharmakologische Profil senkt deutlich das Risiko einer verzégerten Hypoglyka-
mie, wie sie oftmals bei Glibenclamid und Gliclazid auftritt. Es konnte gezeigt werden,
dass es in pankreatischen B-Zellen des Typs AY4166 bei Anwendung von Nateglinid
zu einer Zunahme des cytosolischen Kalziumeinstroms kam, der auf die Regulation
von ATP-sensitiven Kaliumkanalen zurtckzufuhren war [75].

Die Selektivitat von Nateglinid bezlglich einer Bindung zum endokrinen SUR-1 Re-
zeptor im Vergleich zur Koronararterie ist um den Faktor 100 gréler als beim Gli-
benclamid. Besonders dieser Faktor ware ausschlaggebend dafir, Nateglinid mit ei-
nem Positronen-Emitter zu markieren, da im Hinblick auf eine Anwendung am Men-
schen die Radioaktivitatsanreicherung in umliegenden Geweben wie z.B. dem Her-
zen und der Leber minimiert werden muss. Auch zeigt die schnelle Wirkungskinetik,
dass die Bindung des Nateglinids an Plasmaproteine [76], die z.B. beim Glibenclamid
nahezu 100 % betragt, erniedrigt ist. Dieser Umstand wurde auf eine verhaltnismas-
sig schnelle Blutclearance hinweisen, was den generellen Hintergrund an radioakti-
ver Strahlung verringern und somit eine bessere Visualisierung der pankreatischen
Inselzellen ermoéglichen wirde. Neben den B-Zellen des Pankreas besitzen in gerin-
gerer Anzahl auch extrapankreatische Gewebe Sulfonylharnstoffrezeptoren auf ihrer

Zelloberflache (z.B. Cardiomyozyten, Mesangiumzellen) [77].
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Hydrophile Derivate wie z.B geladene (**"Tc-markierte) Glibenclamid-Derivate sind
dabei eventuell winschenswert, da das Pankreas nahe der Leber lokalisiert ist und
Substanzen mit zu hoher Lipophilie vornehmlich in der Leber metabolisiert werden
(siehe Abbildung 15, 16). Dies wurde eine Differenzierung der Pankreas-
Radioaktivitatsaufnahme zur Leber-Radioaktivitdtsaufnahme deutlich verschlechtern.
Ein weiteres wichtiges klinisches Anwendungsgebiet der '®F-markierten Insulinotro-
pika konnte in der Lokalisationsdiagnostik von Inselzelltumoren liegen. Die zur Zeit
verfugbaren bildgebenden Verfahren in Abhangigkeit von der Lokalisation des Insuli-
noms bzw. Inselzellkarzinoms besitzen eine nur eingeschrankte Sensitivitat
(z.B. Magnetresonanztomographie 30-60 %, endoskopische Ultraschalldiagnostik
40-60 %, Octreotid-Szintigraphie um 30 % u.s.w.) [78]. Besonders Insulinome entzie-
hen sich aufgrund ihrer bei klinischer Manifestation geringen GroRe (meist
<1,5 cm) haufig der praoperativen Lokalisationsdiagnostik. Da insulinsezernierende
Tumore einerseits schwere Gesundheitsschaden durch protrahierte Unterzuckerun-
gen nach sich ziehen kdonnen, andererseits in den meisten Fallen mit kurativem An-
satz operiert werden kdnnen, muss durch Kombination verschiedener bildgebender
Verfahren ein grosstmogliches Mass an diagnostischer Sensitivitat angestrebt wer-
den. Im Zuge zunehmender minimal-invasiver Therapieoptionen (z.B. pankreaserhal-
tende Chirurgie mittels laparaskopischer Exstirpation oberflachlich gelegener Insuli-
nome) bedeutet daruber hinaus jede Mdglichkeit einer genaueren praoperativen Lo-
kalisierung der Tumore eine potentielle Verringerung von Morbiditat, Mortalitdt und
Therapiekosten. In zahlreichen tierexperimentellen und molekularbiologischen Stu-
dien seit Ende der 80er Jahre konnte die Existenz von Sulfonylharnstoffrezeptoren
auf Zellmembranen von sowohl malignen als auch benignen Inselzelltumoren gezeigt
werden. Die hohe Bindungsaffinitat von Glibenclamid und die hohe Rezeptordichte
im Tumorzellgewebe sind vielversprechende Voraussetzungen flr die Darstellbarkeit
auch kleinerer Inselzelltumore und hepatischer Filiae [79], [80]. Damit konnte es end-
lich gelingen, bisher okkulte Metastasen zu detektieren um damit die Prognose der

Patienten deutlich zu verbessern.
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Tabelle 3:

'®F_Analoga

Formeln ausgewahlter oraler Antidiabetika

und bereits synthetisierter

Sulfonylharnstoffe

Nicht-Sulfonylharnstoffe
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Wie anhand der Tabelle 3 ersichtlich ist, sind im Arbeitskreis verschiedene Sulfonyl-
harnstoffe der 1. und 2. Generation (1. Generation: Tolbutamid [81], 2.Generation:
Glibenclamid [82]) sowie das Repaglinid der 3. Generation [83] und ihre '®F-Analoga
synthetisiert und evaluiert worden. Trotz sehr positiver Evaluierungsdaten bezlglich
der Affinitat, Insulinsekretion und der Lipophilie fur alle dargestellten Verbindungen
konnte keines der markierten Derivate fur in vivo-Studien verwendet werden. Sogar
die sehr viel versprechenden '®F-Glibenclamid- und '®F—Repaglinidderivate konnten
in den in vivo-Tests am Menschen kein zufriedenstellendes Ergebnis bezuglich der

Visualisierung der 3-Zelle der Pankreas liefern (siehe Abbildung 15, 16).
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Abbildung 15: PET-Bild (transaxialer Schnitt Abbildung 16: PET-Bild (transaxialer Schnitt
in der Lebermitte) eines ge- in der Lebermitte) eines ge-
sunden Probanden mit '°F- sunden Probanden mit '°F-

Glibenclamid-Derivat Repaglinid

Auf beiden Abbildungen ist eindeutig zu erkennen, dass eine Visualisierung der
Pankreas nicht gegeben ist. Die Hauptaktivitat findet sich in beiden Fallen in der Le-
ber wieder. Diese Ergebnisse konnten im Experiment an Mausen bestatigt werden
[84]. Auch erschwert der hohe Leberuptake erheblich die Quantifizierung der
pankreatischen Aktivitatsaufnahme [85].

Neben dem Ansatz, die spezifische Akkumulation der '®F-markierten Liganden in der
Leber zu reduzieren, erscheint es auch sinnvoll durch eventuell langere Messzeiten
den Leberuptake zu senken, da die Anreicherung in der Leber bereits ausgeschie-

den sein kdnnte (langere Halbwertszeit des *™Tc von 6 h).
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2 Problemstellung

Die Insulin-produzierenden Zellen des Pankreas entziehen sich bis heute komplett
der bildgebenden Diagnostik. Der Grund fur die Unfahigkeit, die B-Zellen bildlich
darzustellen, liegt in der Nichtverflgbarkeit eines spezifischen radioaktiv markierten
B-Zell-Tracers. Um eine spezifische Darstellung der Insulin-produzierenden Zellen
mit einem PET- oder einen SPECT-Tracer zu erreichen, muss die markierte
Verbindung ein Molekul sein, das spezifische Membran-Proteine der B-Zellen mit
einer hohen Affinitdt erkennt, aber eine minimale Bindung an andere Gewebe,
speziell aber in der Leber, aufweist.

Zuvor synthetisierte '®F-Derivate der 1. Generation (Tolbutamid) und der
2. Generation (Glibenclamid) haben trotz guter pharmakologischer in vitro-Parameter
nicht den gewlnschten Effekt bezlglich der Visualisierung der B-Zell-Masse er-
bracht. Zu dem war die Bindung an Plasmaproteine hoher [86], die Selektivitat der
Bindung an die Koronararterie unspezifisch, die lange Wirkungszeit und der Leberup-
take zu hoch [87], [88]. Diese genannten Nachteile der oralen Antidiabetika der ers-
ten beiden Generationen veranlasst zu der Uberlegung, ein radioaktiv markiertes '®F-
Derivate des Nateglinids, eines neuen nicht-Sulfonylharnstoff-artigen Liganden der
sog. 3. Generation von Insulinotropika, zu synthetisieren, das eine von den klinisch

verwendeten Sulfonylharnstoffen verschiedene Pharmakokinetik im menschlichen
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Abbildung 17: Struktur des originalen Nateglinids und des "F-Derivats
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Nateglinid ist ein im klinischen Bereich als orales Antidiabetikum eingesetzter nicht-
Sulfonylharnstoff, der seine insulinotrope Wirkung Uber die Bindung an spezifische
Rezeptoren der p-Zelle entfaltet und nur geringe extrapankreatische Angriffspunkte
aufweist. Der Sulfonylharnstoff-Rezeptorsubtyp 1 (SUR-1) ist abgesehen von be-

stimmten Hirnarealen ausschliesslich auf der Oberflache der Plasmamembran und
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innerhalb der B-Zelle zu finden. Weitere Rezeptorsubtypen wie SUR-2A und SUR-2B
finden sich im Herzen und der glatten Skelettmuskulatur. Es ist im Gegensatz zum
Glibenclamid kurz (£ 2 h) wirksam und —im Unterschied zu Glibenclamid wohl
besonders relevant- seine Bindung an Plasmaproteine ist geringer [89], [90].
Weiterhin ist das Nateglinid hinsichtlich seiner Bindung an die Koronararterie um den
Faktor 300 selektiver als z.B. das Glibenclamid. Dieser Umstand konnte eine
selektivere Radioaktivitatsaufnahme in den 3-Zellen und somit ein kontrastreicheres
imaging bedingen.

Nach Bestimmung der pharmakologischen Parameter der makroskopischen
Referenzverbindung  ("F-Nateglinid-Derivat) wie  Bindungsaffinitat,  Insulin-
sezernierende Wirkung und Lipophilie sollen sich in vivo-Experimente mit der
radioaktiv markierten Verbindung an Ratten anschliessen.

Radioaktiv makierte und SUR-1 selektive Nateglinid-Derivate bieten sich deshalb an,
die Insulin-produzierenden Zellen des Pankreas mittels Emissions-Tomographien
darzustellen. Im Falle einer erfolgreichen Anwendung in der PET ware es eventuell
sogar moglich, eine Quantifizierung des B-Zellstatus vorzunehmen und somit die
vorhandene [(-Zell-Masse zur Radioaktivitatsaufnahme in Relation zu setzen. Im
Kontext des Typ 1 Diabetes bestinde somit erstmals die Madglichkeit, die
Rarifizierung der B-Zell-Masse in vivo im Verlauf des Immunprozesses zu
quantifizieren, wohingegen beim Typ 2 Diabetes die sog. ,silent-phase of pre-

diabetes” vor Manifestation erster klinischer Symptome diagnostizierbar wirde.

Parallel zum Nateglinid/ Nateglinid-Derivat ist es Ziel dieser Arbeit, die hochaffinen
Eigenschaften von Glibenclamid-Derivaten auch weiterhin zu nutzen. Es soll ein
neues **"Tc-markiertes, hydrophiles Derivat des Glibenclamids dargestellt werden,
da aus der Literatur bekannt ist, dass z.B. die '®F-markierten aber lipophilen Derivate
des Glibenclamids eine fur die PET zu hohe Akkumulation in der Leber aufweisen.
Dieser hohe Leberuptake verhindert die artefaktfreie Visualisierung der
Aktivitatsaufnahme im Pankreas und somit auch eine Quantifizierung. Das Konzept
besteht darin, bei gleichbleibender hoher Bindungsaffinitat zum SUR-1 eine
niedrigere Lipophilie zu erzeugen, was die Wahrscheinlichkeit einer hepatischen
Verstoffwechslung minimiert. Gleichzeitig ist bekannt, dass die Affinitat substituierter

Glibenclamide zum SUR-1 mit ihrer Lipophilie korreliert.

31



%MTc hat eine Halbwertszeit von 6 h, was eine Messzeit von mehreren Stunden an
einer SPECT-Kamera ermoglicht. Weiterhin ist es denkbar, dass nach Aufnahme des
¥MTc-markierten Glibenclamids in die B-Zelle eine Bindung an die 95 % intrazellula-
ren SUR1-Rezeptoren erfolgt und im glnstigsten Fall ein sog. "Trapping" eintritt.

Der experimentelle Ansatz zur Erzeugung hoher Hydrohphilie besteht darin, einen
anionischen Komplex darzustellen. Dazu eignen sich die Tricarbonylderivate des
[**™Tc]Technetiums bzw. des Rhenium-Analogons, welche (iber ein Linkersysthem
zum gewinschten Komplex reagieren. Da die SPECT nur ein semi-quantitatives
Verfahren ist, muss berucksichtigt werden, dass eine Quantifizierung der
B-Zell-Masse unter Umstanden nur Uber einen Vergleich gesunder Personen

zu B-Zell-defizitaren Patienten bewerkstelligt werden kann.

X: Re / 99MTc

Abbildung 18: Struktur des originalen Glibenclamids und des Re/ **"Tc -Derivats

Neben dem **™Tc-markierten Derivat des Glibenclamids fiir in vivo-Studien soll das
nicht-radioaktive Re-substituierte Analogon fur in vitro-Versuche hinsichtlich seiner
Insulin-sezernierenden Wirkung, seiner Lipophilie sowie seiner Bindungsaffinitat zum
Sulfonylharnstoffrezeptor dargestellt werden. Da in der Natur kein naturliches
Technetium existiert, wird das Rhenium als Analogon zum Technetium
herangezogen. Es weist vergleichbare Daten bezuglich Atomradius, chemischen
Verhaltens und Ladungseigenschaften wie das kunstliche Element Technetium auf.
Falls die Ergebnisse der in vitro-Evaluierung des Re-Analogons positiv ausfallen, soll
im Tierversuch die Pharmakokinetik und Organspezifitdt (Pankreas vs. andere
Organe) mit dem 9MTc-Glibenclamid-Derivat ex vivo bestimmt werden. Hierzu sollen
sowohl diabetische als auch nicht-diabetische Ratten verwendet werden, um einen
direkten Vergleich der Radioaktivitatsaufnahme in Inselzell-defizitaren als auch

normalen Ratten ziehen zu kdnnen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Radioaktive Markierung und Evaluierung eines '®F-markierten

Nateglinid-Derivates

) /////,,," )///'u
H
N [ l N
-
° I\@ I\Q\
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Abbildung 19: Struktur des originalen Nateglinids (1) und des ®F_Derivates (2)

Eine genaue Untersuchung der Struktur des Nateglinids zeigt, dass eine simple '8F-
Fluorierung aufgrund des Fehlens notwendiger Strukturelemente wie z.B. eines akti-
vierten aromatischen Systems, welches essentiell fir eine nukleophile aromatische
Substitution ist, nicht funktioniert. Eine Derivatisierung am substituierten Cyclohexan-
Ring ist ebenfalls schwer zu realisieren, da der Einbau einer sekundaren Hydroxy-
funktion zur nachfolgenden Tosylierung nicht applikabel ist. Weiter ist auch bekannt,
dass gerade sekundare Abgangsgruppen nur mit relativ geringen radiochemischen
Ausbeuten '®F-fluorierbar sind. Somit gibt es zwei Strategien das '®F-Nateglinid-
Derivat zu synthetisieren: zum einen Uuber eine direkte Fluorierung eines
2-Tosylethylsynthons des D-Tyrosins und zum anderen eine '®F-Fluorierung des

D-Tyrosins mit der prosthetischen Gruppe Toluol-4-sulfonséure-2-['®Ffluorethylester.

3.1.2 Synthese des Markierungsvorlaufers 3-(4-Hydroxy-phenyl)-2-[(4-

isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-amino]-propionsaure

Die Synthese des Markierungsvorlaufers 3-(4-Hydroxy-phenyl)-2-[(4-isopropyl-
cyclohexancarbonyl)-amino]-propion-saure startet von kommerziell erhaltlicher
p-Isopropyl-benzoesaure, die in einem ersten Reaktionsschritt mit PtO,/ Hy zur cis-

Isopropyl-cyclohexansaure (3) in einer Ausbeute von 79 % reduziert wird. Das ent-
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standene cis-Produkt wird nach Shinkai et al. [91] zum trans-Isomer (5) Uberfuhrt.
Nachfolgend wird das trans-Isomer mit dem zuvor nach Zervas et al. [92] syntheti-
sierten D-Tyrosin-benzyl-ester-p-toluolsulfonsauresalz (6) zum entsprechenden Sau-
reamid in einer mittleren Ausbeute von 76 % umgesetzt. Die Aktivierung der Carbo-
xylfunktion erfolgt mittels Ethyl-chlorformiat [93].

Im Anschluss wird der Benzylester mittels Pd/ C/ H, zur Carbonsaure reduziert. Die
Reduktion erfolgt mit einer mittleren Ausbeute von 60 %. Dieser Markierungsvorlau-
fer kann nun mit dem 2-["®F]Fluorethyltosylat zum markierten Produkt umgesetzt
werden (Abbildung 26).

) |
a b Ty c,d u,
COOH “/COOH OMe O\
COOH

3) (4) (3)

Oy = O

(8) (@)

Abbildung 20: Synthese des Markierungsvorlaufers (8) zur radioaktiven Markierung mit
2-["®F]Fluorethyltosylat a) PtO,, HAc; b) MeOH, SOCIy; ¢) NaH; d) NaOH 2N,
MeOH; e) p-Toluolsulfonsaure, Benzylalkohol, Benzol; f) Ethylchloformiat,
CH.Cl, ; g) Dioxan, Pd/ C
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3.1.3 Synthese von N-(trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-O-(2-tosyl-
ethyl)-D-tyrosin-benzylester zur direkten radioaktiven Markierung mit
['®F]Fluorid

A’I,

1) ['®FIF 7 K2.2.2/ K,CO3

H H
N N
2) Pd-C/ H,
o} o
o} OBz (0] OH O

O
Toso—) 18F—)

9) 2)

Abbildung 21: Direkte nukleophile ®F-Markierung mittel ['*F]F" und dem tosylierten, Benzy-
lester-geschitzen Markierungsvorlaufer: Radioaktive Markierung und finale
Spaltung des Benzylesters

Um einen Markierungsvorlaufer zu erhalten, der direkt nukleophil '®F_fluoriert werden
kann, muss die Phenylgruppe derivatisiert werden. Die einfachste Mdglichkeit ist
hierbei die Einfuhrung einer phenolischen, substituierbaren Hydroxy-Funktion, an die
eine 2-Hydroxyethyl-Struktureinheit mittels 2-Bromethanol ankondensiert wird. Nach-
folgend kann die primare Hydroxy-Funktion in eine gute Abgangsgruppe, das Tosylat
umgewandelt werden. Da alle sauren Funktionen im Molekul geschutzt werden mus-
sen, wird die Carbonsaure-Funktion als Benzylester geschutzt. Die Verbindung N-
(trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-D-tyrosin-benzylester kann nach einer Vor-
schrift von Takesada et al. synthetisiert [94] und mit 2-Bromethanol in DMF unter
Verwendung von TEA als Base zum korrespondierenden Phenylether N-(Trans-
4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-O-(2-hydroxyethyl)-D-tyrosin-benzylester umge-
setzt werden. Zur Durchfuhrung der nachfolgenden Tosylierung wurden die gangigs-
ten Literaturverfahren [95] angewendet. Uberraschenderweise war keine der unter-
suchten Methoden erfolgreich. Die Ausbeuten an tosyliertem Produkt waren nur ge-
ring und es kam z.B. bei Verwendung des klassischen Systems Toluolsulfonsaurech-
lorid/ Pyridin (10 eq.) zu einer Basen-induzierten Zersetzung. Auch beim DABCO/
Toluolsulfonsaure-System wurde die Bildung des entsprechenden Chlorids zur
Hauptreaktion. Auf der Suche nach einem schonenden Verfahren zur Tosylierung
von Alkoholen unter neutralen Bedingungen wurde der katalytische Einfluss von Yt-
terbium-(l)-trifluormethansulfonat (Yb(ll)(OTf)3) auf die Reaktion von (10) und Tolu-

olsulfonsaureanhydrid untersucht. Bei Verwendung von 1,2 eq. Toluolsulfonsaurean-
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hydrid und 1 eq. (10) in 2 ml Dichlormethan konnte das korrespondierende Tosylat

(9) in Ausbeuten von 80 % erhalten werden.

OY o OY OY
I\Q\ DMF/TEA mo L|teratur m

verfahren

m) @ TOSO

’ T 80%

Yb(Il1)(OTf)3/Tos,0/DCM

Abbildung 22: Synthese von (10) und anschliessende Tosylierung mittels Yb(Il1)(OTf)s

Da diese Methode der Darstellung von Tosylaten aus Alkoholen in der Literatur bis-
her nicht erwahnt war, wurden zur generellen Uberpriifung dieser Methode noch wei-
tere verschiedene Substrate mittels Yb(III)(OTf); und Toluolsulfonsaureanhydrid tosy-
liert.

3.1.3.1  Ytterbium(lll)-katalysierte Tosylierung von ausgewahlten Alkoholen

Die Entwicklung milder und effizienter Methoden zur Tosylierung von Alkoholen ist
von grofRer Bedeutung, da die korrespondierenden Tosylate aliphatischer Alkohole
zu den in der organischen Synthesechemie gebrauchlichsten Abgangsgruppen geho-
ren. Standard-Methoden benutzen Triethylamin oder Pyridin als Base bei der Reakti-
on von Alkoholen mit tosylierenden Agentien wie Toluolsulfonsaurechlorid [96]. An-
dere Methoden zur Tosylierung benutzen wassrige Natriumhydroxid-Losungen [97],
Ringoffnungreaktionen von Dibutylstannylen Acetalen [98], Tetramethylalkyldiamin
als Base [99], Silberoxid [100], DMAP [101], Zinktosylat in einer Mizunobu-artigen
Reaktion [102], 1-(p-Toluolsulfonyl)-3-methylimidazolium-triflat [103], und DABCO
[104]. Klrzlich wurde eine Methode zur chemoselektiven Tosylierung von sekunda-
ren Alkoholen in Gegenwart von primaren Hydroxy-Funktionen unter Verwendung ka-
talytischer Mengen an Co(ll)-Salzen und p-Toluolsulfonsaure beschrieben [105]. Bei
der Tosylierungsreaktion kann es insbesondere dann Probleme geben, wenn die
Kombination Toluolsulfonsaurechlorid/ Pyridin verwendet wird, da Pyridin in einem
Uberschuss von 10 eq. eingesetzt wird. Es kommt zu Zersetzungsreaktionen des Al-

kohols bzw. zur Abspaltung basenlabiler Strukturen im Molekull. Dieses Problem
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kann teilweise durch Verwendung von DABCO als Katalysator minimiert werden, da
hierbei ein nur geringer Uberschuss von 1-2 eq. Pyridin verwendet werden muss. Ei-
ne oft beobachtete Nebenreaktion bei der Verwendung von Toluolsulfonsaurechlorid
ist die direkte Umwandlung des gebildeten Tosylates in das korrespondierende Chlo-
rid aufgrund der Bildung eines Pyridin-HCI Komplexes, der als Quelle des nukleophi-
len Chlorids fungiert. Diese unerwinschte Nebenreaktion konnte sowohl bei der To-
sylierung des Nateglinid-Derivates (10) als auch bei der Tosylierung eines
D,-Rezeptorliganden [106] beobachtet werden. Die Bildung der chlorierten Verbin-
dung wurde in beiden Fallen zur Hauptreaktion und die Ausbeute an gewilnschtem
Tosylat war gering.

Auf der Suche nach neuen Ansatzen zur Bildung des tosylierten Derivates des Na-
teglinids wurde die katalytische Wirkung von Ytterbium(lll)trifluormethansulfonat auf
die Umsetzung von Alkoholen mit Toluolsulfonsaureanhydrid untersucht (Abbildung
23 und Tabelle 4).

Ts,0/
Yb(Il1)(OTf)3

CH,Cly, 1t R-OTs

R-OH = primare und sekundare Alkohole

’—< } u H \/\/—<: :FOUOTS
>__<:>_ ” COOBZ > <:>— —NH COOBz

(19 9

Ts,0/

‘\ N/\O Yb(II1)(OTf)3 N/\?
~  H N CH,Cly, Rt. H N

HO HO-DMFP TsO 85% TosO-DMFP
(A) (B)
Abbildung 23: Yb(lll) katalysierte Tosylierung des Nateglinid-Derivates (10) sowie der

Hydroxyform des D,-Rezeptorliganden (N-(1-Allyl-pyrrolidin-2-ylmethyl)-5-(3-
hydroxy-propyl)-2-methoxy-benzamide) (A) und von primaren und sekundaren
Alkoholen
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Tabelle 4:

Ubersicht einiger im Rahmen dieser Arbeit tosylierter Alkohole

. , Literatur
Ein- Alkohole Tosylierte Zeit  AUSPeUt  sbeuten
gang Produkte [%] [%]°

1 (A) (B) 12 h 85 702

OH OTs 82
2 ©/V ©/\/ 10 min 74.4
o) O
OH OTs
OH OTs
4P \/I \/I 24 h 75 i
OH OTs

5 /(:( /(:( 20 h 76 79

6 N OH N 12 h 83 52,92

7 N N0 124 85 68

H
8 20 h 80 38, 80, 91
OH OTs
9 o >N 0" T 20 h 83 92, 80, 77
10 \(OH \(0“ 24 h 87 66, 94
38, 87, 90,

11 o o 5h 89 o8

12 NP e~ 20 h 88 86, 80
13 Y o Y o 24 h 86 99
T %YV 18 h 79 ]

2 bisherige maximale Ausbeute betrug 50 %
® racemisches Edukt
°Synthese in der Literatur beschrieben, jedoch keine Angaben zur Ausbeute
¢ Literaturausbeute siehe Comagic et al. [107]

38



Dieser wieder verwendbare Lewissaure-Katalysator findet bei einer Vielzahl von Re-
aktionen als katalytische Komponente Verwendung [108]. Der synthetische Nutzen
diese Katalysators konnte weiterhin bei der milden Aminolyse von Epoxiden und
Oxetanen demonstriert werden [109,110]. Diese Applikationen zeigen eindrucksvoll
die polarisierenden Eigenschaften des Yb(lll)-Kations auf Ether, was auf die ausge-
pragte Oxophilie des Yb(lll) zurtickgeflihrt werden kann. Offensichtlich wird die Sau-
erstoff-Schwefel-Bindung im Tosylat stark polarisiert, sodass der nukleophile Angriff
eines Alkohols selbst bei Raumtemperatur effizient erfolgt.

Selbst sterisch anspruchsvollere Alkohole wurden getestet und erfolgreich tosyliert.
In fast jedem Fall konnten Tosylierungsausbeuten von nahezu 80 % erreicht werden
und obwohl die Reaktionszeiten generell als lang bezeichnet werden konnten,
(5-24 h) war im Fall der Verbindung 2 (Eingangsnummer aus der Tabelle 4) die Re-
aktion schon nach 10 min beendet. Eine interessante Beobachtung konnte bei Ver-
wendung von Diphenylmethanol als Edukt gemacht werden. In diesem Fall bildete
sich exklusiv und in hohen Ausbeuten der Bis-(diphenylmethyl)-ether. Der nukleophi-
le Charakter der Hydroxy-Funktion bzw. des intermediar gebildeten hochreaktiven e-
lektrophilen Tosylats konnte fur die selektive Bildung des Ethers verantwortlich sein.
Dunnschichtchromatographisch konnte allerdings nur der Ethers charakterisiert wer-
den, was eine zweite mdglich Erklarung offeriert, namlich eine Yb(lll) katalysierte Bil-
dung von Ethern und Alkenen ausgehend von Alkoholen. Eine ahnliche Reaktion
wurde bei Verwendung von Bismuth-(lll)-halogenen beschrieben [111]. Um im Falle
des Yb(lll) einen analogen Reaktionsverlauf zu validieren, wurde Diphenylmethanol
mit Yb(IIl) in Dichlormethan unter Warmezufuhr 10 h unter Rickfluss erhitzt. Inner-
halb dieser Zeit konnte Uber dinnschichtchromatographiesch keine Bildung des Bis-
(diphenylmethyl)-ethers nachgewiesen werden.

Aminofunktionen missen in Anwesenheit von Alkoholen mit einer Schutzgruppe ver-
sehen werden, da die Amino-Funktion sonst ebenfalls tosyliert wird (z.B. Verbindung
7 (aus der Tabelle 4)). Bei der Tosylierung von Benzylalkohol ergaben sich bei Ver-
wendung von Toluolsulfonsaurechlorid und Pyridin nur geringe Ausbeuten von 38 %.
Unter Co(ll)-Katalyse konnte das Tosylat zwar mit Ausbeuten von 91 % dargestellt
werden, doch die Reaktion fand bei hohen Temperaturen von 80°C statt, was ein
Nachteil bei thermisch labilen Verbindungen sein kann. Die Tosylierung des Benzy-
lalkohols mittels Yb(lIl) Katalyse ergab bei Raumtemperatur Ausbeuten von 80 %.

Abgesehen von einfachen primaren und sekundaren Alkoholen wurde die Yb(lll) ka-
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talysierte Tosylierung auf komplexere Alkohole wie z.B. die saurelabile Verbindung
14 (aus der Tabelle 4) und die Hydroxyform eines D,-Rezeptorliganden (A) (Abbil-
dung 23 und Tabelle 4) ausgedehnt. Die Tosylierung des tert.-Butylesterimins (14
aus Tabelle 4), das zwei saurelabile Gruppen tragt, die tert.-Butylester-Gruppe und
die vom korrespondierenden Pinanon abgeleitete extrem saurelabile Schiff’sche Ba-
se, konnte in Ausbeuten von 79% tosyliert werden. Es wurde weder eine Spaltung
der saueempfindlichen Funktionen, noch eine Tosylierung der sterisch gehinderten
2-Hydroxy-Funktion beobachtet. Die Tosylierung des hydroxyethylierten Nateglinid-
Derivates (10) unter Verwendung von Yb(lll) und Toluolsulfonsaureanhydrid, in Dich-
lormethan als Lésungsmittel, gelang in einer guten Ausbeute von 80 % bei Raum-

temperatur.

3.1.4 Synthese der nicht-radioaktiven Standardverbindung N-(trans-4-
isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-O-(2-fluorethyl)-D-tyrosin zur in vitro-

Evaluierung

N-(trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-D-tyrosin-benzylester  (7) wurde mit
1-Brom-2-fluorethan bei 40°C in DMF/ TEA zur Reaktion gebracht. Der gebildete
N-(trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-O-(2-fluorethyl)-D-tyrosin-benzylester
konnte mit einer Ausbeute von 30 % isoliert werden. Die nachfolgende Spaltung des
Benzyl-esters zu N-(Trans-4-isopropylcyclohexancarbonyl)-O-(2-fluorethyl)-D-tyrosin
erfolgte mit Pd/ C 10 % als Katalysator und Wasserstoff in Dioxan mit einer Ausbeute
von 60 %.

A A
Br~ N\F

. H H
N N PdIC/H, N
I\@\ DMF/TEA 0 o)
Dioxan
(0]
07 0Bz OH o7 OBz JO 0~ "OH JO

(7) ay (12)

F

Abbildung 24: Synthese der nicht-radioaktiven Standardverbindung (12) zur in vitro Evaluie-
rung

Die Reinigung des Produktes und der Zwischenstufen erfolgte Uber Saulenchroma-

tographie an Kieselgel.
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3.1.5 "®F-Fluorierungen

3.1.5.1 Radioaktive ®F-Direktfluorierung des Markierungsvorlaufers (9)

Die radioaktive Direktfluorierung erfolgt laut Abbildung 21 im ["®F]F7/ Kryptofix®222/
K2CO3-System in Acetonitril bei einer Temperatur von 120°C mit einer Ausbeute von
40 % nach finaler Spaltung der Benzylester-Schutzgruppe mit Pd/ H; in Dioxan. Un-
terhalb von 120°C und bei Verwendung von anderen dipolar-aprotischen Losungs-
mitteln wie DMF und DMSO kam es zu einer signifikanten Verschlechterung der
Markierungsausbeute. Die Ergebnisse der radioaktiven '®F-Direktfluorierung bei ver-
schiedenen Lésungsmitteln sind in Abbildung 25 aufgezeigt. In Acetonitril bei 120°C
konnten maximale RCA von 60 % nach 10 min erreicht werden, wobei z.B. die Mar-
kierungsausbeute in DMF bei gleicher Temperatur nur 20 % betrug. Eine Verlange-
rung der Reaktionsdauer fuhrte in allen Fallen zu einer Verringerung der Radioche-
mischen Ausbeute (RCA) aufgrund von Zersetzungsreaktionen sowohl des markier-
ten Produktes als auch des Markierungsvorlaufers. Aufgrund der Verwendung von
Palladium als Katalysator kam es bei der Aufreinigung des radioaktiven Produktes zu
Problemen. Die Isolierung mittels Festphasenextraktion und auch die Abtrennung
Uber HPLC fuhrten zu Komplikationen, sodass das Produkt (2) nur mit sehr geringen

radiochemischen Ausbeuten von 5-10 % isoliert werden konnte.
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Abbildung 25: RCA an [18F] (2) in Abhangigkeit des Losungsmittels bei einer optimierten
Temperatur von 120°C (Lésungsmittel DMF, DMSO, AcCN; Tempera-
tur=120°C; Reaktionszeit=10 min)
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Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Isolierung des Produktes, die auf die Verwen-
dung von Palladium zurlckzufiihren waren, wurde eine in der radiopharmazeutischen
Chemie gebrauchliche alternative Methode der radioaktiven Markierung, namlich die

®F_Fluorethylierung von phenolischen Hydroxy-Gruppen verwendet.

3.1.5.2 Radioaktive Markierung von 3-(4-Hydroxy-phenyl)-2-[(4-isopropyl-
cyclohexan-carbonyl)-amino]-propion-sdure (8) mittels 2-['F]Fluor-

ethyltosylat

Als  Markierungsvorlaufer  diente  hier  3-(4-Hydroxy-phenyl)-2-[(4-isopropyl-
cyclohexancarbonyl)-amino]-propion-saure. Die Markierungsexperimente wurden
ausschlieBlich mit 2-["®F]Fluorethyltosylat durchgefiihrt. Die Darstellung des Markie-
rungsvorlaufers (8) ist im Detail in den Abschnitten 3.1.2 und 4.2.1 beschrieben. Eine
allgemeine Durchfuhrungsvorschrift der Markierungsexperimente findet sich im Ab-
schnitt 4.3.

Zunachst wird der Markierungsvorlaufer mittels einer Hilfsbase (1 N NaOH) deproto-
niet und anschliessend mit dem  sekundaren  Markierungsvorlaufer
2-["®F]Fluorethyltosylat bei bestimmten Reaktionsbedingungen umgesetzt.

Das optimale Medium fir eine hinreichende radiochemische Ausbeute wird experi-
mentell bestimmt. Die Parameter, welche es zu untersuchen gilt, sind die Reaktions-
dauer, Losemittelabhangigkeit, Temperaturabhangigkeit sowie eine Markierungsvor-
lauferabhangigkeit. Eine Variation der Hilfsbase und deren Konzentration kann vor-

genommen werden.

A//,,“ A”/,_
H 1) 1N NaOH H
N OTos N
T T
(0] (0]
(0] OH OH 0 OH

(0]

(8) (2)
Abbildung 26: '®F_Fluorethylierung von (8) mittels 2-['®F]Fluorethyltosylat zu (2)

Bei Untersuchung des Losemitteleinflusses auf die RCA wurden die Losungsmittel-
systeme Acetonitril, DMF und DMSO untersucht. Die Wahl des geeigneten LO-
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sungsmittels ist von grofl3er Bedeutung, da die nukleophile Substitution stark vom L6-
sungsmittel beeinflusst wird [112].

Auch ist die Temperaturauswahl von grof3er Bedeutung, da mit einer steigenden Re-
aktionstemperatur eine schnellere Kinetik zu beobachten ist. Jedoch ist zu beachten,
dass eine zu hohe Temperatur gewisse Zersetzungsreaktionen hervorrufen und da-
durch die RCA niedriger ausfallen kann. Die Auswertung der Reaktionen erfolgt mit
Hilfe der Radiodunnschichtchromatographie. Dabei wurden die in Abbildung 27 dar-

gestellten radiochemischen Ausbeuten erzielt:
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Abbildung 27: Radioaktive Markierung von (8) mit 2-[18F]Fluorethyltosylat: Abhangigkeit der RCA vom

Lésungsmittel und Reaktionstemperatur (Reaktionszeit 1-30 min, Cwmarkierungsvorlaufer 2 Mg/
ml (6,0 ymol/ ml), 1,95 eq. 1 N NaOH)

Die hochsten radiochemischen Ausbeuten (60-65 %, Abbildung 27) lieRen sich im
Medium DMF bei einer Temperatur von 100°C erzielen. Eine Erhéhung der Tempe-
ratur auf 120°C zeigte keine Verbesserung der RCA. Das Lésemittel Acetonitril eig-
net sich nicht fiir eine Markierung mittels 2-['®F]Fluorethyltosylat, da eine gewisse Ak-
tivierung mittels der Temperatur gegeben sein muss, um eine Substitution zu beo-
bachten.

Die Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute in DMSO als Lésungsmittel wird in

der Abbildung 28 aufgezeigt und anschlief3end diskutiert.
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Abbildung 28: Radioaktive Markierung von (8) mit 2-[1SF]FIuorethyItosyIat: Abhangigkeit der

RCA inDMSO von der Temperatur (Reaktionszeit 1-30 Min, Cmarkierungsvorizufer
2 mg/ ml (6,0 ymol/ ml), 1,95 eq. 1 N NaOH)

Die hochsten radiochemischen Ausbeuten von 85-90 % liessen sich im Losungsmit-
tel DMSO bei einer Temperatur von 120°C erzielen. Anhand der Graphik ist eindeutig
ersichtlich, dass mit steigender Temperatur die RCA von 50 % bis auf
85 % zunimmt.

Im Vergleich zu den Lésungsmitteln MeCN und DMF konnte gezeigt werden, dass
DMSO das Ldésemittel der Wahl darstellt, da die RCA (bei 120°C) um bis zu 20 %

hoher ist.

Die Untersuchung der Eduktsattigungskonzentration diente der Ermittlung der opti-
malen Einwaage an Markierungsvorlaufer. Wahrend eine zu geringe Einwaage an
Markierungsvorlaufer eine Erniedrigung der RCA bewirkt, fuhrt eine zu hohe Einwaa-
ge zu praparativen Trennungsproblemen bei der Reinigung des Produktes mittels
Radio-HPLC. Dieser Aspekt ist insbesondere bei der Verwendung von DMSO als Lo-

sungsmittel zu beachten, da es zu einem sogenannten ,Peaktailling“ kommen kann.
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Zur Bestimmung der optimalen Konzentration an Markierungsvorlaufer wurde dieser
Uber einen Konzentrationsbereich von 3,0- 30,0 pmol/ ml variiert und die radiochemi-

schen Ausbeuten in DMSO bei einer Temperatur von 120°C untersucht.

100
80
—— MV 1,0 mg
—O— MV 2,2 mg
— 60 —v— MV 3,1 mg
§ —v— MV 4,6 mg
< —— MV 5,2mg
< —O— MV 6,8 mg
40 1 —e— MV 10,0 mg
20 ~
0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit [min]
Abbildung 29: Radioaktive Markierung von (8) mit 2-[1BF]FIuorethyItosyIat: Abhangigkeit der RCA von

der Markierungsvorlauferkonzentration im L&sungsmittel DMSO bei einer Reaktions-
temperatur von 120°C (Reaktionszeit 1-30 min, 1,95 eq. 1 N NaOH)

Die hdochsten radiochemischen Ausbeuten von 85-90 % lieRen sich oberhalb der
Markierungsvorlauferkonzentration von 2,2 mg (6,6 ymol/ ml) erzielen. Erst ab einer
Verringerung der Markierungsvorlauferkonzentration unterhalb 2,0 mg (6,0 pmol/ ml)

ist eine signifikante Verschlechterung der RCA auf < 20 % zu beobachten.

Daher ist festzustellen, dass eine Reaktionstemperatur von 120°C im Ldsemittel
DMSO bei 1,95 eq. Hilfsbase 1 N NaOH schon nach 5 min Reaktionszeit bei einer
Markierungsvorlauferkonzentration von 2,2 mg (6,6 ymol/ ml) eine Ausbeute von
Uber 85 % an radioaktiv markiertem Produkt (2) liefert.

Fir die praparative Abtrennung wurde eine Konzentration von 2,2 mg/ ml (6,6 pmol/
ml) und 200 MBq 2-['®F]Fluorethyltosylat verwendet. Nach der Reaktionszeit von

10 min wurde das Reaktionsgemisch mit Wasser verdinnt und ohne vorherige Fest-
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phasenextraktion mittels semipraperativer HPLC (RP18-Saule, 80 % Puffer (NaAc/
HAc 0,1 mol/ I, pH 5) 20 % MeCN) aufgereinigt.

Die wiederum in Wasser verdliinnte HPLC-Produktfraktion wurde auf einer Festpha-
senkartusche (Sep-Pak®-Cis, Fa. Waters) fixiert, getrocknet und mit warmem Ethanol
eluiert. Das Produkt konnte in einer radiochemischen Ausbeute von 55 % und einer
radiochemischen Reinheit > 98,5 % isoliert werden (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Chromatogramm der radiochemische Reinheit von N-(trans-4-isopropylcyclo-
hexancarbonyl)-O-(2-['®F]fluorethyl)-D-tyrosin (2) (Reaktionsbedingungen: 2
mg/ml (6,6 umol/ ml) 3-(4-Hydroxy-phenyl)-2-[(4-isopropyl-cyclohexan-
carbonyl)-amino]-propion-saure, 1,95 eq. 1 N NaOH, 120°C, DMSO, Reakti-
onszeit 10 min), Retentionszeit: 12,8 min, RP18-Saule, 80 % Puffer (NaAc/
HAc 0,1 mol /|, pH 5) 20 % MeCN)
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3.2  Markierungen mit *"Tc

3.2.1  N-{4-[*™Tc(l)-tricarbonyl-N,N-bis(carboxymethyl)aminoethyl)-5-
chlorbenzol-carboxamidoethyl]-benzol-sulfonyl}-N'-cyclohexyl-

harnstoff-Natriumsalz (**"Tc-Glibenclamid-Natriumsalz)

(13)
Abbildung 31: Struktur von **"Tc-Glibenclamid-Natriumsalz (13)

Die in vivo-Evaluierung von '®F-markierten Glibenclamid-Derivaten im Menschen
lasst vermuten, dass langere Messzeiten notig sind, um die hohe Radioaktivitatskon-
zentration in der Leber zu reduzieren (Abbildung 15/ 16). Dieser hohe Leberuptake
stort erheblich die Quantifizierung der pankreatischen Aktivitatsaufnahme [113,114].

Die radioaktive Markierung des Glibenclamids mit langerlebigen Radionukliden wie
beispielsweise '?°| (T1,2=13,02 h ) oder *™Tc (T12= 6,02 h) kdnnte die Mdglichkeit
schaffen, langere Messzeiten zu realisieren. Dies hatte den Vorteil, dass die erste
Metabolisierungsphase in der Leber abgewartet werden kdonnte und anschliessend
nur noch das am Rezeptor gebundene Radiomolekiil gemessen wird. Eine '#I-
Markierung des Glibenclamids wirde zu einer weiteren Zunahme der Lipohilie fihren
und daher die spezifische Aufnahme des Glibenclamids in die Leber begunstigen
[115]. Die Markierung des Glibenclamids mit einem anionischen 9MTc-Komplex hin-
gegen sollte zu einer Erhéhung der Hydrophilie und zu einer verstarkten Ausschei-
dung Uber die Niere fihren. Eine Derivatisierung der Glibenclamid-Grundstruktur soll-
te aufgrund der Erfahrungen mit Fluor-alkylierten Glibenclamiden aus sterischen Ge-
sichtspunkten keinen Einfluss auf die Bindungsaffinitat zum SUR1 haben [116]. Eine
Verminderung der Bindungsaffinitat konnte allerdings durch die erniedrigte Lipophilie

eintreten, was in der Literatur postuliert wird. Daher ist neben der Synthese der
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9MTc-markierten Verbindung auch die Darstellung des nicht-radioaktiven Re-
Standards notwendig, um Auswirkungen der doch erheblichen Derivatisierung auf die
SUR1 Affinitat bzw. der physiologischen Insulin-stimulierenden Wirkung zu bestim-

men.

3.2.1.1 Synthese des Chelators N,N-Bis[tert.-butoxycarbonyl)methyl]-2-
bromethylamin (14) zur Konjugation an das Glibenclamid und Komple-

xierung mit #*™Tc(CO);

Die Synthese von N,N-Bis[tert.-butoxycarbonyl)methyl]-2-bromethylamin erfolgt nach
Williams und Rapoport ausgehend von 2-Aminoethanol und Bromessigsaure tert.-
butylester unter Zuhilfenahme von Diisopropylethylamin als Base und nachfolgender
Bromierung mittels NBS (Abbildung 32) [117]. Die Substanz konnte nach saulen-

chromatographischer Reinigung an Kieselgel in Ausbeuten von 90 % erhalten wer-

den.
L X
O
o DIPEA  NBS ﬁ
HO/\/NHZ + Br/ﬁ( >< B~ ;\ X
O
o~ O
(14)
Abbildung 32: Synthese von N,N-Bis[tert.-butoxycarbony)methyl]-2-bromethylamin

3.2.1.2 Synthese des Markierungsvorlaufers N-{4-[N,N-bis-(carboxy-methyl)-
aminoethyl)-5-chlorbenzol carboxamido]-ethyl}-benzol-sulfonyl-N’-

cyclohexylharnstoff-tri-Natriumsalz

Die Synthese des Markierungvorlaufers N-{4-[N,N-bis(carboxymethyl)-aminoethyl)-5-
chlorbenzol carboxamido]-ethyl}-benzolsulfonyl-N'-cyclohexylharnstoff-tri-Natriumsalz
(21) startet von kommerziell erhaltlicher 5-Chlorsalicylsaure, die in einem ersten Re-
aktionsschritt mit Benzylbromid und NaOH zum korrespondierenden Benzylester in
einer Ausbeute von 95 % umgesetzt wird. Nachfolgend kann der zuvor synthetisierte
Chelator N,N-Bis[tert.-butoxycarbonyl)methyl]-2-bromethylamin  (14) im Aceton/
K2CO3-System an die phenolische OH-Funktion angekoppelt und der Benzylester
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mittels Pd/ C/ H, zur Carbonsaure reduziert werden. Die Reduktion erfolgt mit einer
mittleren Ausbeute von 50 %. Das Chelator-konjugierte Salicylsaurederivat wird mit
Methylchloroformiat/ TEA in Aceton zum Aktivester umgesetzt und mit 4-(2-Amino-
ethyl)-benzolsulfonamid zur Reaktion gebracht. Die Bildung des Sulfonylharnstoffs
wird mittels Kopplung von Cyclohexylisocyanat unter Verwendung von Cu(l)CI als
Katalysator erreicht [118]. Die tert.-Butylgruppen des Chelators kénnen mit HCI (6 N)
innerhalb von 20 h bei Raumtemperatur gespalten werden. Die Verwendung von
Trifluoressigsaure, die Ublicherweise zur Entschutzung benutzt wird, fuhrte in diesem
Fall selbst nach Reaktionszeiten von 24 h nicht zur Spaltung der tert.-Butylester. Das
Zwischenprodukt wird lyophilisiert, in Wasser gelost und mit 4 eq. NaOH (1 N) zum
finalen Tri-Natriumsalz des Markierungsvorlaufers (21) umgesetzt. Dieser Markie-
rungsvorldufer kann nun mit dem fac-[>"Tc(OH,)3(CO)s]* zum markierten Produkt

umgesetzt werden (Abbildung 33).
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Abbildung 33. Sg/nthese des Marklerungsvorlaufers (21) zur radioaktiven Markierung mit fac-

"Tc(1)(OH2)3(CO)s]"

)Benzylbromld NaOH, Ruckfluss; b) N,N-Bis [(tert.-butoxycarbonyl)methyl]-
2-bromethyl-amin, K,CO3;, Aceton, Ruckfluss; c) Pd/ C, H,, Methanol; d) Me-
thylchloroformiat, Trimethylamin, Aceton, 4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonamid,
-20°C; e) Cyclohexylisocyanat, Cu(l)Cl, Acetonitril f) HCI, Rt.; g) 4 eq. 1 N
NaOH, Lyophilisation
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3.2.1.3 Synthese des nicht-radioaktiven Re-Analogons N-{4-[Re(l)-tricarbonyl-
N,N-bis(carboxymethyl)-aminoethyl)-5-chlor-benzol-carboxamido-

ethyl]-benzol-sulfonyl}-N'-cyclohexylharnstoff-Na-triumsalz (23)

Da Rhenium und Technetium chemisch sehr ahnlich sind, ist die Synthese des Re-
Analogons zur ®™Tc-markierten Verbindung eine wichtige Voraussetzung zur Etab-
lierung einer effizienten Abtrennung mittels praperativer HPLC (Analytik: DC). Diese
beiden Trennverfahren sind zur Ermittlung der radiochemischen Markierungsausbeu-
te notwendig und speziell die HPLC-Methode ist zur Abtrennung der radioaktiven
Verbindung unverzichtbar. Weiterhin muss naturlich Uberprift werden, ob die doch
erhebliche Derivatisierung der Glibenclamid-Grundstruktur durch die **™Tc-Chelat-
bzw. Re-Chelat-Substitution einen Einfuss auf die Bindungsaffinitat und makroskopi-
sche Insulinsekretion hat. Es ist allgemein ublich, die analogen Re-Verbindungen zur
Evaluierung biologischer Parameter wie z.B. Kp- und ICsp-Werte heranzuziehen. Die
Re-Verbindung kann ausgehend vom Tri-Natriumsalz des Markierungsvorlaufer und
unter Verwendung von [Net4]2[ReCl3(CO)s] [119] in Methanol mit moderaten Ausbeu-
ten von 46 % dargestellt werden. Die Verbindung wurde vollstandig tiber 'H-NMR,
BC-NMR, FD-Massenspektroskopie und IR-Spektroskopie charakterisiert. Es wurden
HPLC- sowie DC-Laufmittelbedingungen erarbeitet, um fiir die analoge *™Tc-
Verbindung eine eindeutige Bestimmung der radiochemischen Ausbeute zu gewahr-

leisten und ihre praparative Abtrennung zu ermadglichen.

o o ] et
C
ONa ,\&C.)fR'e‘\CO
0 N ONa 0. / / "CO
[NEt]4[ReCl3(CO)s] \n/o o
o O O o o
(0] Methanol 0 JL
le} 1 JL (0] I
al S—N HN@ cl S—N HN
& Na o Na
(21) (23)
Abbildung 34: Synthese von N-{4-[Re(l)-tricarbonyl-N,N-bis-(carboxymethyl)-amino-ethyl)-5-

chlorbenzol-carboxamido-ethyl]-benzol-sulfonyl}-N'-cyclohexylharnstoff-Natri-
umsalz zur Bestimmung der Bindungsaffinitat und Insulin-stimulierenden Wir-
kung
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3.2.1.4. Radioaktive Markierung von N-{4-[N,N-bis-(carboxy-methyl)-
aminoethyl)-5-chlorbenzol-carboxamido]ethyl}-benzol-sulfonyl-N'-
cyclohexylharnstoff-tri-Natriumsalz mittels des fac-
[*°*™Tc(1)(OH2)3(CO)s]*-Komplexes

Die radioaktive Markierung des Chelator-konjugierten Glibenclamid-Derivates erfolgt
in hohen Ausbeuten mittels Anwendung des fac-[*"Tc(1)(OH2)3(CO)s]*-Komplexes in
wassriger Losung bei 100°C innerhalb von 35 min. Die drei Wasser-Liganden werden
hierbei durch den Stickstoff und die beiden Carboxyl-Gruppen substituiert und fihren
so zur Ausbildung eines thermodynamisch sehr stabilen Komplexes, der allen Anfor-
derungen einer in vivo-Anwendung genlgt [120]. Die Synthese des fac-
[%°MTc(1)(OH2)3(CO)s]*-Komplexes (24) erfolgt mittels eines kommerziell erhaltlichen
Kits (Isolink® Mallinckrodt), der auf einer Entwicklung von Alberto et al. basiert [121].
Es handelt sich um eine in situ-Bildung von Kohlenmonoxid Uber die thermische Zer-
setzung von Kaliumborancarbonat (K;[H3sBCO]) [122] im sauren Milieu, wobei das
sich bildende Borancarbonyl gleichzeitig als Reduktionsmittel fir das Generator-
produzierte **™Tc-Pertechnetat dient (Abbildung 35).

2_ +
EN H*/100°C CY no ] o, | (24
'C—BHs HCOO™ + CO + H, + [B(OH),J 0c” O o —
o co
o T Na
O\C\:o
0 N8 5
O_TNH o o 1 (one
0 N— ON
o ° s — Y
oH NH O o ﬁ
O o
S-NHN
(13) (21)
Abbildung 35: Synthese von fac-[*"Tc(1)(OH,)3(CO)s]* (24) ausgehend von [*™Tc]TcO4

Uber thermische Zersetzung von K;[H3BCO,] und Umsetzung zu (13)

Auf diesem Prinzip beruht der bereits lyophilisierte Kit, zu dem man lediglich noch die
wassrige [*"Tc]TcO4-Lésung (0,9 % NaCl) zugeben muss und bei 100°C 20 min
lang erhitzt. Der Markierungsvorldufer-Komplex fac-[**"Tc(l)(OH2)3(CO)s]" bildet sich
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stabil in einer mittleren Ausbeute von 95 % und kann nun entweder als neutrale,
saure oder basische Losung dem zu markierenden Edukt zugegeben werden. Die
ursprungliche Losung ist basisch und muss zur Einstellung eines neutralen pH-
Wertes mit 1 N HCI versetzt werden. Saure Markierungsbedingungen konnen durch
Zugabe eines Uberschusses an 1 N HCI erreicht werden. Es hangt von der jeweils zu
markierenden Substanz ab, bei welchem pH-Wert radioaktiv markiert wird. Es wur-
den daher in einem Versuch bei einer Reaktionstemperatur von 100°C, einer Markie-
rungsvorlaufermenge von 2 mg/ ml (2,8 umol/ ml) und einer Reaktionszeit von 30 min
Markierungsversuche bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Es zeigte sich ein-
deutig, dass eine Umsetzung des Markierungsvorlaufers mit fac-
[®°™Tc(1)(OH2)3(CO)s]* ausschlieBlich in neutralisierter Lésung stattfindet. Sowohl in
basischer (pH 10) als auch in leicht saurer (pH 4) Losung kommt es zu keiner Bil-
dung des Zielmolekuls. Ausgehend von diesen ersten grundlegenden Experimenten
wurden sowohl die Reaktionstemperatur, die Menge an eingesetztem Markierungs-
vorlaufer, als auch die Reaktionszeit der erwinschten Komplexbildung eingehender
untersucht. Bei Untersuchung des Temperatureinflusses auf die RCA wurde die
Menge an Markeirungsvorlaufer mit 2 mg/ ml (2,8 ymol/ ml) konstant gehalten und
die Kinetik der Bildung des finalen Produktes im Zeitraum von 5-30 Minuten mittels
DC und HPLC bestimmt (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Radioaktive Markierung von (21) mit fac-[gngc(I)(OH2)3(CO)3]+: Abhangigkeit

der RCA von der Reaktionstemperatur. (Reaktionszeit 1-30 min, Cpracursor
2 mg/ ml (2,8 ymol / ml), pH 7)
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Die Reaktion wurde zunachst bei 100°C durchgeflhrt, da diese Temperatur nach
ersten Experimenten zur Bestimmung der pH-Abhangigkeit schon hohe RCA lieferte.
Schon eine Erniedrigung der Temperatur auf 90°C zeigte eine deutliche Verschlech-
terung der RCA auf 33 % nach 30 min. Eine Erhdhung der Temperatur brachte keine
Vorteile, da nur eine geringflgig schnellere Kinetik beobachtet wurde. Daher ist fest-
zustellen, dass eine Reaktionstemperatur von 100°C als optimale Temperatur zur
Markierung betrachtet werden kann, was einen apparativen Vorteil bietet, da die fer-
tige Losung an fac-[*"Tc(1)(OH.)s(CO)s]* fiir die nachfolgende Markierung weder
abgekuhlt noch aufgeheizt werden muss. Dies ist flr eine schnelle Praparation ein
deutlicher Vorteil. Eine Bestimmung der Markierungsvorlauferabhangigkeit der RCA
zeigte, dass unterhalb einer notwendigen Konzentration von 0,3 mg/ ml (0,4 pymol/
ml) die RCA von 98 % auf unter 80 % sinkt. Fur die praparative Abtrennung wurde
eine Konzentration von 0,6 mg/ ml (0,85 pymol/ ml) und 200-900 MBq [**™Tc]TcO4
verwendet. Zur Aufreinigung und Isolierung des Rohproduktes wurde das Reaktions-
gemisch ohne vorherige Festphasenextraktion direkt Uber eine RP18-HPLC-Saule
unter Verwendung eines Gradientensystems aufgetrennt (65 % Puffer (NHsAc/ HAC
0,25 mol/ |, pH 4,5) 35 % MeCN). Das Produkt wurde aufgefangen, mit Wasser ver-
dinnt und auf einer StrataX-Festphasenextraktionskartusche fixiert. Nach Spulen der
Kartusche mit Wasser konnte das Produkt mit warmem Ethanol eluiert, mit physiolo-
gischer NaCl-Ldsung versetzt und sterilfiltriert werden. Die finale RCA Uber alle Syn-
these- und Trennungsschritte betrug 70 % nach einer Synthesezeit von 80 min. Ab-
schliessend wurde von der injektionsfertigen Losung eine Qualitatskontrolle durchge-

fuhrt, wobei eine radiochemische Reinheit von 99,9 % festgestellt wurde.
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Abbildung 37: HPLC-Chromatogramm der radiochemische Reinheit von N-{4-[*™Tc(l)-

tricarbonyl-N,N-bis(carboxymethyl)-aminoethyl)-5-chlorbenzol-carboxamido-
ethyl]-benzolsulfonyl}-N'-cyclohexyl-harnstoff-Natriumsalz (gngc-GIibencIamid
Natriumsalz) (13) (Reaktionsbedingungen: 0,6 mg/ ml (0,85 pmol/ ml) N-{4-
[N,N-bis-(carboxy-methyl)-aminoethyl)-5-chlorbenzol carboxamido]ethyl}-ben-
zol-sulfonyl-N'-cyclohexylharnstoff-tri-Natriumsalz, 100°C, Reaktionszeit 30
min, Retentionszeit: 15,5 min, RP18-Saule, Gradientensystem 65 % Puffer
(NH4Ac/ HAc 0,25 mol/ |, pH 4,5) 35 % MeCN
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3.3 Evaluierungen

3.3.1 Affinitaten

Um die Bindungsaffinitaten (Kp-Wert) von Nateglinid und Glibenclamid an den
menschlichen SUR1 zu untersuchen, wurden Verdrdngungsstudien mit
[*H]Glibenclamid an COS1-Zellmembranen, die den menschlichen SUR1 exprimie-
ren, durchgeflhrt [123, 124] (flr Details siehe Kapitel 4.4).

Der Kp-Wert des N-(Trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-O-(2-fluorethyl)-D-
tyrosin (12) (27,8 uM, Hill-Koeffizient 1,10) zeigte eine deutliche Verschlechterung
gegenuber dem original Nateglinid (0,55 uM, Hill-Koeffizient 1,10). Der Kp-Wert ver-
schlechterte sich fast um den Faktor 50. Die Modifikation am aromatischen Ring der
Aminosaure hat wahrscheinlich einen wesentlichen Einfluss auf die pharmakophore

Gruppe, deren Modifikation zu der beobachteten Verschlechterung fihrt.

Der Kp-Wert vom N-{4-[Re(l)-tricarbonyl-N,N-bis-(carboxymethyl)-amino-ethyl)-5-
chlorbenzol-carbox-amido-ethyl]-benzol-sulfonyl}-N'-cyclohexylharnstoff-Natriumsalz
(23) (0,50 nM, Hill-Koeffizient 1,10) zeigte trotz der erheblichen Anderung an der
phenolischen Hydroxyfunktion keine Verschlechterung des Kp-Wertes gegenuber
des original Glibenclamids (0,33 nM, Hill-Koeffizient 1,00).

Bemerkenswert ist auch die Tatsache, dass das hydrophile Glibenclamid-Derivat

trotz dieser geringen Lipophilie einen niedrigen Kp-Wert aufweist.
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Tabelle 5:  Affinitaten/ Kp-Werte ausgewahlter SUR1-Liganden im Vergleich

Evaluierungswert

Formelname Formel
(Ko)
(0]
Repaglinid \ o oH 50,3+ 6,2 nM
(@]
['°F]Fluorethoxy- mo
Repaglinid ! 5 &y 134 £ 18,9 nM
(0]
['?C]Fluormethoxy- NH 0
Repaglinid N Q OH 83£64nM
SR
Nateglinid Hp 0,55 + 7,8 uM
['°F]Fluorethoxy- ’ p . 7835 UM
.. N 3 i ] u
Nateglinid (12) 19Fw0©0jOHO
Cl
H
Glibenclamid Ny@ 0,33 £ 0,02 nM
ibenclami HTH g@m Y n
O/ 0O ©
Cl
H
19 ; ;
F]Glibenclamid 0,22 £ 0,07 nM
[F] LRl T
T 1,
o T _Na
Re-Glibenclamid 0.c0
Noge 0,50 + 0,04 nM

(23)
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Anhand der Tabelle 5 ist eindeutig ersichtlich, dass fast alle in unserem Arbeitskreis
hergestellten Ligand-Derivate eine Verschlechterung der Affinitatswerte im Vergleich
zu den original Molekiilen besitzen. Das von uns hergestellte *™Tc-Glibenclamid-
Derivat hat dagegen einen sehr zufrieden stellenden Kp-Wert von
0,50 uM.

Das ['°F]Fluorethoxy-Nateglinid-Derivat hat einen Kp-Wert von 27,8 pM. Dies scheint
fur eine in vivo-Anwendung eindeutig zu gering. Dieser Tatbestand ist aus der Modi-
fikation zum originalen Nateglinid zurlickzufihren. Die Anderung vom Phenylderivat
zum Tyrosinderivat war aber nétig um die gewlnschte Zielverbindung zu synthetisie-
ren. Aufgrund des hohen Affinitatswertes wurden somit keine weiteren Untersuchun-

gen mit dem Nateglinid-Derivat durchgefuhrt.
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3.3.2 Lipophilien

Einer der entscheidenden Faktoren fur die Wirkung einer Substanz ist inre Fahigkeit
an den Zielort zu gelangen. Von wesentlicher Bedeutung ist hierbei die Lipophilie, die
zum einen ein Hinweis auf eventuelle Plasmaproteinbindung ist, und zum anderen
entscheidend ist fur die Fahigkeit der Verbindung die Zellmembran zu passieren. Die
Lipophilie ist deshalb ein wesentlicher Faktor fir die beiden synthetisierten Verbin-
dungen. Daher ist die Kenntnis der Lipophilie eines Molekuls ein wichtiger Hinweis,
um seine Fahigkeit zur Passage abschatzen zu kénnen.

Die experimentelle Bestimmung der Lipophilie einer Verbindung erfolgt durch Be-
stimmung ihres logP-Wertes. Es handelt sich hierbei um den Logarithmus des Vertei-
lungskoeffizienten (engl.: partition coefficient) der Verbindung in einem Octanol/
Wasser-System (fur Details siehe Kapitel 4.5).

Anhand der Tabelle 6 ist eindeutig zu erkennen, dass alle bisher synthetisierten Ver-
bindungen einschliellich des im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
[19F]FIuorethoxy—NategIinid—Derivates alle Lipophiliewerte im positiven Bereich liegen.
Diese Tatsache findet sich auch immer wieder in der Literatur [124, 125]. Die einzige
Verbindung, welche ausserhalb der Tendenz liegt, ist das innerhalb dieser Arbeit
hergestellte *™Tc-Glibenclamidderivat. Es weist einen negativen logD7 4-Wert (siehe
kaptiel 4.5) von -0,21 auf. Diese Tatsache bestatigt das vorgesehene pharmakologi-
sche Konzept. Es ist dadurch die Hoffnung gegeben, dass eine Lebergangigkeit der
Substanz deutlich verringert werden kann. Auch wird es interessant sein, diesen
Wert genauer zu untersuchen, da bisherige Annahmen zur Rezeptorbindung einen
Liganden mit einer hohen Lipophilie vorraussetzten. In der allgemeinen Literatur fin-
det sich der Zusammenhang wieder, dass eine gewisse Lipophilie vorhanden sein
muss, um eine Bindung des Pharmakons an den Rezeptor zu gewahrleisten [124,
125].
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Tabelle 6 : Lipophiliewerte ausgewahlter Verbindungen im Vergleich

Lipohilien Methode
Formelname Formel
(logD7.4) a,b
O
Repaglinid ! ) 2,54 a
O
["°F]Fluorethoxy- T::\QYO
i @ [ 2,39 a
epaglini
o
["'C]Fluormethoxy- WYO
- [ I 1,85 b
epaglini Q o,
Nateglinid Hﬁ 1,60 a
['°F]Fluorethoxy- ., T(OK
N 1,40 a
Nateglinid (12 19
9 (12) F omw
Glibenclamid HoH N 1,74 a
O/NTN@QN
O (0]
1814 :
F]Glibenclamid 1,52 b
[°F) UHTHQQN
(0] [¢]
o ] Na®
¥mTc-Glibenclamid N% 0 Fco
o O/ 'CO '0,21 b
(13) GTOHC;

a: HPLC-Methode
b: Scheidetrichtermethode
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3.3.3 in vitro-Evaluierungen

Um die in vitro-Funktion des Re-Glibenclamidderivates: N-{4-[Re(l)-tricarbonyl-N,N-
bis-(carboxymethyl)-amino-ethyl)-5-chlorbenzol-carbox-amido-ethyl]-benzol-sulfonyl}-
N'-cyclohexylharnstoff-Natriumsalz (23) zu Uberprifen, wurden Insulinsekretionstests
an isolierten Inselzellen von Ratten mit Hilfe von Elisas durchgefiihrt (Details siehe
Kapitel 4.6). Die Insulinsektretion ist ein Mass fur die Stimulanz der Substanz, Insulin
auszuschutten.

Die Insulinsekretion des N-{4-[Re(l)-tricarbonyl-N,N-bis-(carboxymethyl)-amino-
ethyl)-5-chlorbenzol-carbo-xamido-ethyl]-benzol-sulfonyl}-N'-cyclohexylharnstoff-
Natriumsalz (23) (57 %) zeigte trotz der erheblichen Veranderung an der phenoli-
schen Hydroxyfunktion keine Verschlechterung gegenuber dem originalen Glibenc-
lamid (57 %). Auch hier stimuliert das synthetisierte Molekul Insulin und ist somit fur
weitere Untersuchungen geeignet.

Anhand der Tabelle 7 ist eindeutig ersichtlich, dass alle in unserem Arbeitskreis her-
gestellten Verbindungen eine ausreichende insulinsektretion aufweisen. Die Insulin-
sekretion des N-(Trans-4-isopropyl-cyclohexancarbonyl)-O-(2-fluorethyl)-D-tyrosin
(12) wurde aufgrund der schlechten Affinitat nicht bestimmt, da eine Korrelation mit

der Stimulierung der Insulinsekretion gegeben ist.
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Tabelle 7: Insulinsekretionswerte ausgewahlter Verbindungen im Vergleich

Formelname

Formel

Evaluierungswert

(Insulinsekretion%)

) A

Repaglinid 59
(0]
['°F]Fluorethoxy- m\fo
Repaglinid § o >
DT
(0]
["*C]Fluorethoxy- NH o
Repaglinid @ éoH o >
3
Nateglinid Hp r
©OjOHo
["°F]Fluorethoxy- Hp . i
N
Nateglinid (12 19
glinid (12) F omOHO
Cl
n
Glibenclamid Wi 54
LI
U o O
Cl
19 HY@
F]Glibenclamid 56
["°F]Glibenclami HTH(;QN T
O/ o o IF
o T-Na
Re-Glibenclamid 0. %%
N--Recs 57

(23)

* wegen unzureichender Affinitat (Kp) nicht bestimmt
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3.3.4 invivo-Untersuchungen

Das **™Tc-markierte Glibenclamid-Derivat (13) wurde aufgrund seiner positiven in
vitro-Daten sowohl diabetischen als auch nicht-diabetischen Ratten injiziert und die
Bioverteilung der Substanz ex vivo nach 2, 4, 6 (jeweils n=3) und 24 h (n=1) in aus-
gewahlten Organen wie Pankreas, Gehirn, Leber, Milz, Niere, Herz, Lunge und Voll-
blut bestimmt (vergleiche Kapitel 4.7). Der experimentell zu ermittelnde Parameter ist

die Aktivitat pro Organ, normiert als % ID / g.

Biodistributionsvergleich 2h p.i. Biodistributionsvergleich 4h p.i.

0.04 I normale Ratten 0,04 s normale Ratten
! EE diabetische Ratten I diabetische Ratten

0,03
0,03

0,02
0,02

0,01
0,01

0,00 M

Pankreas Gehirn  Leber Milz Niere Herz  Lunge Vollblut Pankreas Gehimn Leber Milz Niere Herz  Lunge Vollblut

EI

%IDIg
%IDIg

Organe Organe

Biodistributionsvergleich 6h p.i. Biodistributionsvergleich 24h p.i.

0,010

0,035

N normale Ratten 0,008 N normale Ratten
0,030 EE diabetische Ratten T EE diabetische Ratten

0,006
0,025
0,004

0,002

0,000 ‘J—I_I—L

Pankreas Gehirn  Leber ~ Milz  Niere  Herz  Lunge Vollblut Pankreas Gehim Leber ~ Miz ~ Niere Herz Lunge Vollblut

Organe Organe

0,020

I—I

%ID/g
%ID/g

0,015

0,010

0,005

0,000

Abbildung 38: Biodistributionsvergleich von verschieden Organen nach 2, 4, 6 und 24 h

Nach 2, 4, 6 und 24 h konnte jeweils nur eine sehr geringe Aktivitat in allen unter-
suchten Organen festgestellt werden. Im Pankreas konnte zu allen drei Zeitpunkten
nur eine Aktivitatsakkumulation von unter 0,01 % ID/ g nachgewiesen werden. Nach

24 h konnte zwar im Pankreas der nicht-diabetischen Ratte im direkten Vergleich zur
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diabetischen Ratte noch eine geringe Akkumulation von 0,000019 % ID/g gemessen
werden, was aber durchaus auch auf eine zu geringe Statistik (n=1 flr den 24 h
Wert) zurtckzufiuhren sein kdnnte. Dass die diabetischen Ratten einen héheren Up-
take aufweisen, liegt darin begrindet, dass wahrscheinlich eine hohere Durchblutung
in den geschadigten Organen vorliegt. In der Leber konnte zu allen Zeitpunkten eine
Aktivitatsakkumulation von unter 0,012 % ID/ g nachgewiesen werden (auch hier
fihrt die héhere Durchblutung bei den diabetischen Ratten zu einem hdheren Up-
take). Damit konnte erreicht werden, dass die Leberaktivitit im Vergleich zum "®F-
markierten Glibenclamid-Derivat (13) nach 2 h auf einen Wert von unter 0,03 % ID/ g
gegenuber fast 10 % ID/ g gesenkt werden konnte.

Die Wiederfindungsrate bezuglich der injizierten Gesamtaktivitat in den untersuchten
Organen lag jeweils unter 1 %, was auf eine schnelle Exkretion und Verstoffwechse-
lung innerhalb der ersten 2 h hinweist. So konnte dann auch 60 % der Gesamtaktivi-
tat im Darm wiedergefunden werden. Diese Tatsache ist ein direkter Hinweis darauf,
dass die Ausscheidung entgegen der ursprunglichen Annahme nicht renal, sondern
hepatobilar verlauft. Dies ist aufgrund des negativen logD74 Wertes von -0,21 be-
merkenswert und unerwartet.

In einem weiteren geplanten Experiment soll der Fokus auf den Zeitraum von 0-2 h
gelegt werden.

Eine in vivo-Evaluierung des "®F-markierten Nateglinids (2) wurde aufgrund der unzu-

reichenden Bindungsaffinitat nicht durchgefuhrt.

0,005 0,04

B normale Ratten I normale Ratten
I diabetische Ratten I gesunde Ratten

0,004
0,03

0,003

%IDIg
%ID/g

0,02

0,002

0,01
0,001

0,000 0,00

2h 4h 6h 24h 2h 4h 6h 24h

Zeit p.i. Zeit p.i.

Abbildung 39: Einzelvergleich der Aktivitdtsakkumulation im Pankreas und der Leber zu verschiede-
nen Zeitpunkten
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4 Experimenteller Teil

4.1 Chemikalien und Gerate

Alle verwendeten Chemikalien konnten kommerziell erworben werden. Soweit nicht
anders in den Versuchsvorschriften vermerkt, wurden diese ohne weitere Aufreini-
gung eingesetzt. Falls erforderlich, erfolgten Reinigung und Trocknung nach stan-
dardisierten Methoden [125, 126].

Die wichtigsten eingesetzten Chemikalien sind in der Tabelle 8 aufgefihrt. Nicht auf-
gefuhrte Losemittel und chemische Substanzen wurden mit dem Reinheitsgrad ,zur
Synthese” von der Firma Merck bezogen.

FUr dunnschichtchromatographische Untersuchungen wurden Kieselgel-beschichtete
Aluminiumfolien des Typs 60 Fzs4 bzw. chemisch modifizierte Schichten RP-18 Fosss
oder Aluminiumoxid-Fertigschichten vom Typ 60 Fys4 neutral der Firma Merck ver-
wendet. Die Detektion der chromatographischen Zonen erfolgte durch Frequenzlo-
schung bei der Wellenlange 254 nm. Saulenchromatographische Trennungen erfolg-
ten mit Kieselgel 60 (Partikellgrosse 0,040-0,063 nm) der Firma Merck.

Die Charakterisierung der dargestellten nicht-radioaktiven Verbindungen erfolgte
ber "H-, *C- und "®F-NMR-Spektroskopie, Elementaranalyse, massenspektroskopi-
sche Untersuchungen (lonisierungsverfahren: FD (Felddesorption), El (Elektronen-
stoRionisation) und ESI (Elektrospray-lonisation) sowie in Einzelféllen tber IR- und
UV/ VIS-Spektroskopie. Von optisch aktiven Substanzen wurde in der Regel der

Drehwert bestimmt. Schmelzpunkte wurden nach der Kapillarmethode bestimmt.

Folgende Gerate wurden flir diese Zwecke verwendet:

NMR-Spektroskopie: 200-MHz FT-NMR Spektrometer AC 200 der Firma Bruker
400-MHz-FT-NMR Spektrometer ARX 200 der Firma Bruker

Massenspektrometer: MAT 90 Spektrometer fur FD Spektren der Firma Finnigan
IR-Spektrometer: FT-IR Spektrometer 1760X der Firma Perkin Elmer
Polarimeter: Polarimeter Model 241 der Firma Perkin Elmer
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Schmelzpunktbestimmung:

Radioaktivitatsdetektion:

HPLC-Systeme: A:

Elektrothermal A 9100 der Firma Kleinfeld GmbH

Instant Imager der Firma Packard Canberra

Pumpe: Sykam Solvent Delivery System S1121
UV: Knauer UV Detektor K-2501
Aktivitdtsdetektor: BertholdLB 506 C-1
Probenaufgabeventil: Rheodyne, Typ 8125

Pumpe: Dionex P 680

UV:Dionex UVD 170U

Aktivitatsdetektor: raytest Gabi Nal
Probenaufgabeventil: Rheodyne, Typ 8125
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Tabelle 8: Reinheitsgrad und Bezugsquelle der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Gehalt/ Qualitat Firma
Aceton puriss. Uber Molsieb Fluka
Acetonitril puriss. iber Molsieb Fluka
Acetonitril-d; 99,8 Atom % Deutero
Ameisensaure zur Synthese Merck
4-(2-Aminoethyl)-
benzolsulfonsdureamid 99 % Merck
Benzylalkohol 99 % Acros
Benzylbromid zur Synthese Merck
Boran-THF-Komplex 1,0 M in THF Aldrich
2-Bromethanol 97 % Lancaster
1-Brom-2-Fluorethan 99 % + Avocado
1-Butanol zur Analyse Merck
C-18 Sep-Pak Light Waters
Chloroform puriss. Uber Molsieb Fluka
Chloroform-d 99,8 Atom % Deutero
5-Chlorsalicylsaure purum = 98 % Fluka
cis-1,2,3,6-Tetrahydrophthalimid 96 % Acros
cis-1,2-Cyclohexan-
dicarbonsaureanhydrid 2ur Synthese Merck
Cyclohexylisocyanat zur Synthese Merck
Dichlormethan puriss. Uber Molsieb Fluka
Diethylether p. A. Riedel de Haén
Diethylsuccinat zur Synthese Merck
Dimethylsulfoxid purris. Uber Molsieb Fluka
Dimethylsulfoxid-dg 100,0 Atom % Aldrich
Dioxan puriss. Uber Molsieb Fluka
D-Tyrosin 99 % Lancaster
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Essigsaure 100 % zur Analyse Merck
Essigsaureethylester puriss. Uber Molsieb Fluka
Ethanol p-A. Merck
Ethanolamin purum = 99 % Fluka
2-Ethoxyethylether, wasserfrei 99,5 % Aldrich
Ethyl-chlorformiat zur Synthese Merck
Ethylen-ditosylat purum/ 98,5 % Fluka
1-Fluorethanol 95,5 % Aldrich
Glykol zur Analyse Merck
Harnstoff zur Analyse Merck
4-Hydroxybenzaldehyd zur Analyse Merck
Isobutanol zur Analyse Merck
Isopropanol p. A. Riedel de Haén
4-1sopropylbenzoesaure 99 % Aldrich
Kaliumcarbonat zur Analyse Merck
Kaliumhydrogencarbonat zur Analyse Merck
Kryptofix®222 zur Synthese Merck
Kupfer(l)chlorid purris. p.a. 297 % Fluka
Lithiumaluminiumhydrid zur Synthese Merck
Methanol puriss. Uber Molsieb Fluka
Methanol p. A. Riedel de Haén
4-Methoxybenzaldehyd zur Synthese Merck
3-(4-Methoxyphenyl)-1-propanol 99 % Aldrich
4-Methylcyclohexanol 99 % Aldrich
2-Methyl-3-hexanol 97 % Lancaster
N,N-Diisopropylethylamin 98+ % Aldrich
N,N-Dimethylformamid puriss. Uber Molsieb Fluka
Nartriumhydroxid zur Analyse Merck
Natriumchlorid zur Analyse Merck
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Natriumethylat pract. = 95 % Fluka
Natriumhydrogencarbonat zur Analyse Merck
Natriumsulfat reinst Merck
N-Bromsuccinamid 99 % Aldrich
n-Hexan zur Analyse Merck
N-Hydroxysuccinimid zur Synthese Merck
n-Octanol reinst Merck
Palladium/ Kohlenstoff 10 % zur Synthese Merck
2-Phenylethanol zur Synthese Merck
(R)-(+)-Phenylethylamin zur Synthese Merck
Platin(1V)oxid 99,5 % Aldrich
Platin/ Kohlenstoff 5 % zur Synthese Merck
p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat zur Analyse Merck
p-Toluolsulfonsaure-anhydrid 97 % Aldrich
Salzsaure 37 % zur Analyse Riedel de Haén
Schwefelsaure 95-97 % zur Analyse Riedel de Haén
tert.-Butylbromacetat purum = 97 % Fluka
Tetrabutylammonium-chlorid purum = 95 % Fluka
Tetrabutylammonium-perrhenat 98 % Aldrich
Tetraethylammonium-chlorid purum = 98 % Fluka
Tetrahydrofuran puriss. Uber Molsieb Fluka
Thionylchlorid zur Synthese Merck
Triethylamin puriss. Uber Molsieb Fluka
Trifluoressigsaure Uvasol Merck
Trimethylsilyldiazomethan 2,0 M Lésung in Hexangemisch Aldrich
Triphenylphosphin purum = 95 % Fluka
WSC*HCI 99 % Lancaster
Ytterbiumtrifluormethan-sulfonat 99,99 % Aldrich
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4.2 Standardverbindungen und Markierungsvorlaufer

Die experimentelle Beschreibung der Herstellungen der Reaktionssynthons, der Re-
ferenzverbindungen und der Markierungsvorlaufer erfolgt in numerischer Erschei-
nungsform der jeweiligen Verbindungen analog den Kapiteln 3.1 und 3.2. Es qilt je-

doch zu beachten, dass nur die relevanten Syntheseschritte dokumentiert werden.
421 Darstellung der inaktiven Fluor-Verbindungen

4.2.1.1 2-[(4-lsopropyl-cyclohexan-carbonyl)-amino]-3-phenyl-propionsaure (1)

)/”m,
H
N
o I\@
HO o)

1,00 g (2,45 mmol) D-Phenylalanin-benzylester werden in 30 ml Dioxan mit 350 mg
10 % Pd/ C und 10 pl Essigsaure versetzt und unter Hy-Strom bei Normaldruck (1
bar) 3 Stunden gerihrt. Nach der Filtration des Katalysators und der Entfernung des
Losungsmittels wurde das gelbliche Rohprodukt saulenchromatographisch in einem

Ldsungsmittelgemisch aus Essigester/ n-Hexan 8,5/ 1,5 (v/v) gereinigt.

Ausbeute:
500 mg weilke Kristalle (64,3 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 1/ 1 (v/v)
R~Wert: 0,68 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens
DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

"H-NMR: 12,5 (s, 1H): 7,89 (d, 2 H, J= 8,22); 7,19 (m, 5 H); 4,35 (m, 1 H); 2,99 (m, 1 H); 2,80
(m, 1 H): 1,97 (m, 1 H); 1,61 (m, 4 H); 0,88 (m, 3 H); 0,79 (s, 3 H); 0,77 (m, 3 H)
BC-NMR 175,4; 173,5; 138,1; 129,4, 128,4; 126,6; 53,3; 44,1; 43,2; 37,0, 32,6, 29,5, 28,8, 19,9

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 317,2 (100,[M+1]")
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4.2.1.2 4-lsopropyl-cyclohexan-carbonsaure (3)

) ',/II/////

OH

", "y (
O

5,0 g (30 mmol) p-Isopropyl-benzoesaure wurden in 30 ml Essigsaure geldst und mit
0,25 mg Platin-IV-oxid versetzt. Die Reduktion wurde bei Normaldruck (1 bar) mit Hx-
Gas, welches durchstromte, flr 24 h gerthrt. Nachdem keine UV-Absorption mehr zu
beobachten war, konnte das Produkt nach der Entfernung der Essigsaure destillativ
(10" bar, 80°C) isoliert werden.

Ausbeute:
4.1 g klares Ol (79,2 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 9/ 1 (v/v)
R~Wert: 0,4 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens
DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

"H-NMR: 11,32 (s, 1 H); 2,44 (m, 1H); 1,92 (m, 2 H); 1,40 (m, 4 H); 1,07 (m, 3 H); 0,77 (m, 3 H);
0,75 (s, 3 H)
BC-NMR 176,3; 43,1; 32,5; 31,5; 29,2; 28,7; 26,8; 26,3 20,0; 19,9

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 171,3 (100,[M+1]")

4.2.1.3 cis-4-Isopropyl-cyclohexan-carbonsaure-methylester (4)

) .,,//////
o
////,1( N
(0]

Zu einer Suspension aus 22,7 g (0,133 mol) Isopropylcyclohexansaure und 170,0 ml
Methanol werden bei -30 °C 30,0 ml (0,410 mmol) Thionylchlorid zugetropft. An-

schliessend wird die Lésung auf Raumtemperatur erwarmt und 24 h unter Rickfluss
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geruhrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der Vorschrift aus dem Organikum, 20. Auf-
lage, Seite 443.

Eine Aufreinigung des isolierten Rohproduktes war nicht erforderlich.

Ausbeute:
22,3 g klares Ol (90,2 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 1/ 1 (v/v)
R~-Wert: 0,4 angeféarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens
DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

"H-NMR: 3,63 (s, 2 H); 3,61 (s, 1H); 2,52 (q, 1 H); 1,99 (m, 2H); 1,74 (m, 1 H); 1,14-1,50 (m, 6
H); 1,00 (m, 1 H); 0,82 (m, 2 H); 0,81 (s, 1 H); 0,80 (m, 2 H); 0,79 (s, 1 H)
BC-NMR 176,5; 51,2: 43,1; 42,8: 39,8; 32,6; 31,2; 29,0; 28,2: 26,7: 26,3

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 185,3 (100,[M+1]")

4.2.1.4 trans-4-Isopropyl-cyclohexan-carbonsaure (5)

)//I/,,,

OH

22,30 g (0,121 mmol) des unter 4.2.1.2 beschriebenen cis-Carbonsauremethylesters
werden mit 0,50 g NaH (60 %) 2 h bei 150°C geruhrt. Das gewunschte Zwischenpro-
dukt wird destillativ (2,0 x 10 bar, 43°C) isoliert.

Die anschliellende Verseifung mit 105 ml 2 N NaOH-L6sung in 105 ml Methanol 12 h
bei 70 °C fuhrt zum gewilnschten Roh-Endprodukt. Die Reinigung erfolgt Gber eine

Umkristallisation aus wassriger Methanolldsung.

Ausbeute:
16,6 g weilles Pulver (91,2 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dinnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 9/ 1 (v/v)
ReWert: 0,4 angefarbt mit lod
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Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens
DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

"H-NMR: 2,20 (m, 1H); 2,0 (d, 2H); 1,76 (d; 2H); 1,40 (m, 3H); 1,00 (m, 3H); 0,83 (s, 3H); 0,82
(s, 3H)
BC-NMR 176,3: 43,1: 32,5; 31,5: 29,2; 28,7; 26,8: 26,3; 20,0: 19,9

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 171,3 (100,[M+1]")

4.21.5 2-Benzoyloxy-1-(4-hydroxy-benzyl)-2-oxo-ethyl-ammonium-toluol-4-
sulfonat (6)

O\\ O¢
S
oL
H3N®
@) OBz OH

5,00 g (27,6 mmol) D-Tyrosin, 5,35 g p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat (28,1 mmol)
werden in einem Losemittelgemisch von 110 ml Benzylalkohol und 55 ml Benzol vor-
gelegt und unter Ruckfluss Uber Nacht gerthrt. Nach 24 h Lagerung in 250 ml Ben-
zol/ 400 ml Diethylether konnten weil3e Kristalle isoliert werden. Die Reinigung erfolg-

te durch eine Umkristallisation aus Ether/ Methanol 1/ 1 (v/v).

Ausbeute:
4,92 g weildes Pulver (40,2 % der Theorie)
Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 9/ 1 (v/v)
R-Wert: 0,52 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens

DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 9,39 (s, 1H); 8,31 (s, 3H); 7,49 (d; 2H, J=7,82); 7,34 (m, 3H); 7,30 (m, 2H); 7,12 (d,
2H, J=7,82); 6,96 (d, 2H, J=8,61); 6,68 (d, 2H, J=8,22); 5,16, (d; 2H, J=3,13); 4,23 (t;
1H, J=6,65); 3,00, (m, 2H); 2,30 (s, 3H);

¥C-NMR 167,1; 154,7; 143,7, 135,2, 132,6; 128,7; 126,1, 123,6, 122,3, 122,2, 113,5, 65,1;
51,2, 33,6, 18,8

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 273,13 (100,[M+1]")
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4.2.1.6 3-(4-Hydroxy-phenyl)-2-[(trans-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-amino]-

propionsaure-benzylester (7)

A///"‘
H
N
O OBz OH

1,5 g (8,81 mmol) Trans-Isopropyl-cyclohexancarbonsaure werden mit 1,56 mi
Triethylamin in 62,5 ml Methylenchlorid vorgelegt und auf 0°C temperiert. Zu dieser
Lésung werden 1,05 ml (11,0 mmol) Ethylchlorformiat) in 20 ml Methylenchlorid (ge-
|6st) zugetropft.

Zu dem gebildeten Mischanhydrid wird ein Gemisch aus 4,0 g (9,01 mmol) 2-
Benzoyloxy-1-(4-hydroxy-benzyl)-2-oxo-ethyl-ammonium-toluol-4-sulfonat, 42,5 ml
Methylenchlorid und 2,88 ml Triethylamin bei 0°C zugegeben. Die Reaktionslésung
wird 90 min weitergeruhrt. Nach dem Entfernen des Losungsmittels und der Ausethe-
rung mit Essigester wird das entstandene Rohprodukt saulenchromatographisch in

einem Losungsmittelgemisch aus Essigester/ n-Hexan 3/ 7 (v/v) aufgereinigt.

Ausbeute:
2,82 g weilles Pulver (75,6 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 3/ 7 (v/v)
R~Wert: 0,40 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens

DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 9,15 (s, 1H); 8,01 (d, 1H, j=7,83); 7,28 (m; 5H); 6,94 (d, 2H, J=8,61); 6,59 (d, 2H,
J=8,61) 5,01 (s, 2H); 4,34 (m, 1H); 2,83 (m, 2H); 1,99 (m, 1H); 1,61, (m; 4H); 1,21 (m;
4H); 0,89, (m, 3H); 0,78 (s, 3H); 0,76 (s, 3 H)

BC-NMR 175,6; 172,0; 156,1; 136,2; 130,5; 128,9; 128,2, 128,1; 127,5; 115,2; 66,1, 54,1, 43,9,
43,1, 32,6, 29,4; 28,7; 19,9

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 424,2 (100,[M+1]")
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4.2.1.7 3-(4-Hydroxy-phenyl)-2-[(4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-amino]-

propionsaure (8)

Y
H
N
L CL
0~ “OH OH

1,50 g (3,5 mmol) D-Tyrosin-benzylester werden in 35 ml Dioxan mit 395 mg 10 %
Pd/ C und 10 ul Essigsaure versetzt und unter Hp-Strom bei Normaldruck (1 bar) 3 h
geruhrt. Nach der Filtration des Katalysators und der Entfernung des Losungsmittels
wurde das gelbliche Rohprodukt saulenchromatographisch in einem Losungsmittel-

gemisch aus Essigester/ n-Hexan 8,5/ 1,5 (v/v) gereinigt.

Ausbeute:
780 mg weil3e Kristalle (66,1 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dinnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 9/ 1 (v/v)
ReWert: 0,67 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens

DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 12,51 (s, 1 H) 9,15 (s, 1H); 7,81 (d, 1H, J=7,82); 6,93 (d, 2H, J=8,61); 6,57 (d, 2H,
J=8,61); 4,24 (m; 1H); 2,87, (m, 1H); 2,68 (m, 1H); 1,99 (m, 1H); 1,62, (m; 4H); 1,231
(m; 4H); 0,89, (m, 3H); 0,78 (s, 3H); 0,76 (s, 3 H)

BC-NMR 175,1;174,7; 138,7, 129,2, 128,6; 126,7;53,3 ; 44,2, 43,6, 37,1; 32,6; 29,5; 28,8; 19,8

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 333,3 (100,[M+1]")
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4.2.1.8 N-(Trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-O-(2-tosylethyl)-D-tyrosin-
benzylester (9)

)///”4
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N
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482 mg (1,0 mmol) 3-[4-(2-Hydroxy-ethoxy)-phenyl]-2-[(4-isopropyl-cyclohexan-
carbonyl)-amino]-propionsaure-benzylester werden zu einer Mischung aus 392 mg
(1,20 mmol) p-Toluolsulfonsdureanhydrid gelést in 2 ml CHyCl, und 10 mg
Yb(l11)(OTf); zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 24 h bei Raumtemperatur ge-
ruhrt und nach Entfernen des Lésungsmittels sdulenchromatographisch in einem Lo6-

sungsmittelgemisch aus Essigester/ n-Hexan 1/ 1 (v/v) gereinigt.

Ausbeute:
509 mg klares Ol (80,6 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 1/ 1 (v/v)
R+Wert: 0,39 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens

DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 9,30 (s, 1H); 8,15 (d, 1H, J=7,82); 7,67 (d, 2 H, J=8,46); 7,41 (d, 2H, J=8,46); 7,31 (m;
5H); 7,10 (d, 2H, J=8,61); 6,82 (d, 2H, J=8,61) 5,10 (s, 2H); 4,42 (m, 1H); 4,10 (t, 2H);
3,95 (t, 2 H); 2,83 (m, 2H); 2,41 (s, 3 H); 1,99 (m, 1H); 1,61, (m; 4H); 1,21 (m; 4H);
0,90, (m, 3H); 0,77 (s, 3H); 0,75 (s, 3H)

BC-NMR 178,6; 172,0; 156,1; 144,6; 140,2; 140,6; 132,2; 130,5; 128,9; 128,2, 128,1; 127,5;
114,2; 72,6; 63,1, 57,1; 40,9; 38,1; 37,6; 25,7; 25,4; 20,9; 19,9

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 636,2 (100,[M+1]")
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4.2.1.9 3-[4-(2-Hydroxy-ethoxy)-phenyl]-2-[(4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-
amino]-propionsaure-benzylester (10)

By
H
N
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875 mg (2 mmol) 3-(4-Hydroxy-phenyl)-2-[(trans-isopropylcyclohexan-carbonyl)-
amino]-propionsaure-benzylester werden in 6 ml DMF gelost und mit 0,585 ml
Triethylamin versetzt. Zu dieser Reaktionsmischung werden 225 mg (1,8 mmol)
Bromethanol zugetropft und die entstandene Losung 20 h bei einer Temperatur von
40°C geruhrt und nach dem Entfernen des Lésungsmittels sdulenchromatographisch

in einem Losungsmittelgemisch aus Essigester/ n-Hexan 7/ 3 (v/v) gereinigt.

Ausbeute:
300 mg klares Ol (62,6 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 7/ 3 (v/v)
R+Wert: 0,60 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens

DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 9,30 (s, 1H); 8,15 (d, 1H, J=7,82); 7,31 (m; 5H); 7,10 (d, 2H, J=8,61); 6,82 (d, 2H,
J=8,61) 5,10 (s, 2H); 4,42 (m, 1H); 4,10 (t, 2H); 3,95 (t, 2 H); 2,83 (m, 2H); 1,99 (m,
1H); 1,61, (m; 4H); 1,21 (m; 4H); 0,90, (m, 3H); 0,77 (s, 3H); 0,75 (s, 3H)

¥C-NMR 178,6; 172,0; 156,1; 140,2; 140,6; 128,1; 127,5; 114,2; 72,6; 63,1, 57,1; 40,9; 38,1;
37,6; 25,7; 25,4; 19,9

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 482,6 (100,[M+1]")
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4.2.1.10 3-[4-(2-Fluor-ethoxy)-phenyl]-2-[(4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-
amino]-propionsaure-benzylester (11)

)///“4
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875 mg (2 mmol) 3-(4-Hydroxy-phenyl)-2-[(trans-isopropylcyclohexan-carbonyl)-
amino]-propionsaure-benzylester werden in 6 ml DMF gelost und mit 0,585 ml
Triethylamin versetzt. Zu dieser Reaktionsmischung werden 229 mg (1,8 mmol)
Bromfluorethanol zugetropft und die entstandene Losung 20 h bei 40 °C geruhrt und
nach dem Entfernen des Ldsungsmittels saulenchromatographisch in einem Lo-

sungsmittelgemisch aus Essigester/ n-Hexan 2/ 1 (v/v) gereinigt.

Ausbeute:
310 mg gelbliche Kristalle (42,3 % der Theorie)
Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 2/ 1 (v/v)
R+Wert: 0,30 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens

DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 8,13 (d, 1H, J=7,72); 7,31 (m; 5H); 7,10 (d, 2H, J=8,61); 6,82 (d, 2H, J=8,61) 5,05 (s,
2H); 4,80 (t, 1H, J=3,68); 4,63 (t, 1 H, J=3,68); 4,42 (m, 1H); 4,22 (t, 1H, J=3,68); 4,12
(t, 1H, J=3,68); 2,90 (m, 2H); 1,99 (m, 1H); 1,61, (m; 4H); 1,21 (m; 4H); 0,90, (m, 3H);
0,77 (s, 3H); 0,75 (s, 3 H)

BC-NMR 178,6; 172,0; 156,1; 140,2; 131,6; 128,1; 127,5; 127,4; 114,2; 84 ,4; 72,6; 57,1; 40,9;
38,1; 37,6; 30,6; 25,7; 25,4; 19,9
YF-NMR: -225,8 (m)

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 471,0 (100,[M+1]")
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4.2.1.11 3-[4-(2-Fluor-ethoxy)-phenyl]-2-[(4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-
amino]-propionsaure (12)

)///“4
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N
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0,23 g (0,5 mmol) 3-[4-(2-Fluor-ethoxy)-phenyl]-2-[(4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-
amino]-propionsaure-benzylester werden in 10 ml Dioxan mit 60 mg 10 % Pd/ C und
10 ul Essigsaure versetzt und unter Hp-Strom bei Normaldruck (1 bar) 3 h gerihrt.
Nach der Filtration des Katalysators und der Entfernung des Losungsmittels wurde
das gelbliche Rohprodukt saulenchromatographisch in einem Lésungsmittelgemisch

aus Essigester/ n-Hexan 8,5/ 1,5 (v/v) gereinigt.

Ausbeute:
110 mg gelbliche Kristalle (60,0 % der Theorie)
Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 8,5/ 1,5 (v/v)
R~-Wert: 0,67 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens

DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 7,10 (d, 2H, J=8,61); 6,83 (d, 2H, J=8,61) 4,71 (i, 1H, J=3,91); ); 4,60 (m, 2H); 4,16 (t,
1 H, J=3,91); 4,10 (t, 1H, J=3,91); 3,12 (m, 1H; 2,86 (m, 1H); 2,07 (m, 1H); 1,72, (m;
4H); 1,31 (m; 4H); 0,97, (m, 3H); 0,83 (s, 3H); 0,82 (s, 3 H)

BC-NMR 178,6; 175,0; 159,1; 131,8; 131,6; 115,1; 84,1; 82,4; 68,1, 57,1; 46,3; 44,9; 37,1; 34.6;
30,7; 30,4; 30,2; 19,9
YF-NMR: -225,4 (m)

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 382,3 (100,[M+1]")
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4.2.2 Darstellung der inaktiven Rhenium-Verbindungen

4.2.2.1 [(2-Brom-ethyl)-tert.-butoxycarbonylmethyl-amino]-essigsaure-tert.-
butylester (14)

13,5 g (69,2 mmol) tert.-Butylbromacetat, 7,68 g KHCO3 (76,8 mmol) und 50 ml DMF
werden vorgelegt und auf 0°C temperiert. Zu dieser Losung werden 1,85 ml (30,7
mmol) Ethanolamin zugegeben und die Reaktionsmischung zuerst noch 30 min bei
0°C und anschlieRend 22 h bei Raumtemperatur gerthrt. Nachdem die rote Ldsung
in einem Gemisch aus 150 ml Diethylether/ 100 ml gesattigter NaHCO3-Losung auf-
genommen und gegen Diethylether ausgeschuttelt wurde, werden nach dem Entfer-
nen des Losungsmittels 6,0 g NBS (33,8 mmol), 8,87 g (33,8 mmol) Triphe-
nylphosphin und 100 ml CH,Cl, zugegeben und bei 0 °C 90 min geruhrt. Anschlies-
send wird die Reaktionslosung in 200 ml Ether aufgenommen, Uber Kieselgel filtriert
und anschlieBend saulenchromatographisch in einem LOsungsmittelgemisch aus

Ether/ n-Hexan 2/ 1 (v/v) gereinigt.

Ausbeute:
8,2 g gelbliches viskoses Ol (75,9 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dinnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 1,5/ 8,5 (v/v)
ReWert: 0,72 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens
DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 3,48 (s, 4H); 3,42 (t, 2H, J=7,71); 3,14 (t, 2H; J=7,71); 1,41 (s; 18H))

BC-NMR 170,1; 80,3; 56,2; 55,8; 29,7; 27,6

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 353,3 (100,[M+1]")
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4.2.2.2 5-Chlor-2-hydroxy-benzoesaure-benzylester (15)

OH
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Cl

17,2 g (0,1 mol) 5-Chlor-Salicylsdure, 150 ml Ethanol 95 %, 100 ml 1 N NaOH und
18,81 g (0,11 mol) Benzylbromid werden vorgelegt und unter Ruckfluss (115°C) 20 h
reagieren gelassen. Die Aufarbeitung erfolgt, indem das Reaktionsgemisch in kaltem
Wasser eingertihrt und dann gegen Ether ausgeschittelt wird. Die Reinigung erfolgt
saulenchromatographisch in einem Ldsungsmittelgemisch aus Ether/ n-Hexan 1/ 9
(V/v)

Ausbeute:
6,3 g klares Ol (24 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dinnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 1/ 9 (v/v)
ReWert: 0,30 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens
DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 10,51 (s, 1H); 7,68 (d, 1H, J=2,94); 7,42 (m, 6H); 7,01 (d, 1H, J=8,82); 5,36 (s, 2H)
BC-NMR 168,6; 156,0; 140,1; 134,8; 131,6; 128,2; 128,1; 127,6; 119,1; 117,5; 72,6
Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 262,3 (100,[M+1]")
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4.2.2.3 2-[2-(Bis-tert.-butoxycarbonylmethyl-amino)-ethoxy]-5-chlor-

e

benzoesaure (17)

ﬁ
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2,2 g (8,38 mmol) 5-Chlor-Salicylsaure-benzylester, 6,3 g (29,4 mmol) K,CO3, 4,2 g
(11,92 mmol) [(2-Brom-ethyl)-tert.-butoxycarbonylmethyl-amino]-essigsaure-tert.-
butylester und 75 ml Aceton werden unter Rlckfluss 15 h erhitzt. Anschlieend wird
das K,COs abfiltriert und das Reaktionsgemisch eingeengt. Der gekoppelte Benzy-
lester wird direkt zur freien Saure umgesetzt. Dazu werden die 4,5 g (8,43 mmol)
Rohprodukt in 65 ml Dioxan geldst mit 700 mg 10 % Pd/C und 30 pl Essigsaure ver-
setzt und unter Hp-Strom bei Normaldruck (1 bar) 4 h gerGhrt. Nach der Filtration des
Katalysators und der Entfernung des Losungsmittels wurde das gelbliche Rohprodukt
saulenchromatographisch in einem Losungsmittelgemisch aus Essigester/ n-Hexan
1,5/ 8,5 (v/v) gereinigt.

Ausbeute:
1,88 g weilde Kristalle (50,5 % der Theorie)
Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 3/ 7 (v/v)
R~Wert: 0,50 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens
DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

"H-NMR: 12,82 (s, 1H); 7,62 (d, 1H, J=2,94); 7,51 (d, 1H, J=2,57); 7,14 (t, 1H, J=8,82); ); 4,10
(t, 2H, J=5,52); 3,48 (s, 4H); 3,02 (t, 2H, J=5,52); 1,41 (s, 18H)
BC-NMR 170,6; 165,0; 154,1; 131,8; 130,6; 123,8; 122,9; 115,1; 80,1; 68,1, 56,1; 52,3; 27,9

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 443,7 (100,[M+1]")
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4.2.2.4 [tert.-Butoxycarbonylmethyl-(2-{4-chlor-2-[2-(4-sulfamoyl-phenyl)-
ethylcarbamoyl]-phenoxy}-ethyl)-amino]-essigsaure-tert.-butyl-ester
(18)

H
0] N
O 0] 0] //O
Pt
& NH
N Cl

o\\()

%0
1,88 g (4,2 mmol) 2-[2-(Bis-tert.-butoxycarbonylmethyl-amino)-ethoxy]-5-chlor-
benzoesaure, 0,822 g (4,2 mmol) 4-(2-Aminoethyl)-benzol-sulfonsaureamid, 14 ml
Aceton, 1,2 ml Triethylamin und 0,411 ml Ethyl-chloroformiat werden bei -20°C
zusammengegeben und anschliefend fur 2 h bei 0°C und 20 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Das entstandene Rohprodukt wird nach dem Entfernen des Ldosungsmittels
mit 50 ml kalter 0,2 N HCI versetzt und gegen Wasser sowie Methylenchlorid

ausgeschittelt. Die Reinigung erfolgt saulenchromatographisch in einem Loésungs-

mittelgemisch aus Ether/ n-Hexan 1/ 1 (v/v).

Ausbeute:
2,09 g weile Kristalle (80,5 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dinnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ n-Hexan 1/ 1 (v/v)
ReWert: 0,30 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens

DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 8,60 (t, 1H); 7,73 (m, 3H); 7,47 (d, 1 H); 7,40 (d, 2H, J=8,09); 7,28 (s, 2H); 7,16 (d, 1H,
J=9,19) 4,16 (t, 2H, J=5,20); 3,54 (m, 2H); 3,45 (s, 4H); 3,04 (t, 2H, J=4,78); 2,90 (t,
2H, J=6,99); 1,40 (s, 18H)

BC-NMR 170,3; 166,5; 155,3; 143,5; 142,2; 131,0; 130,0; 128,7, 125,4; 124,3; 124,1; 115,4;
80,5, 66,9; 55,6; 52,4; 35,1; 27,4, 20,9, 14,2

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 626,9 (100,[M+1]")
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4.2.2.5 [tert.-Butoxycarbonylmethyl-(2-{4-chlor-2-[2-(4-benzolsulfonyl-N'-
cyclohexylharnstoff)-ethylcarbamoyl]-phenoxy}-ethyl)-amino]-

essigsaure-tert.-butylester (19)
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1,5 g (2,4 mmol) [tert.-Butoxycarbonylmethyl-(2-{4-chlor-2-[2-(4-sulfamoyl-phenyl)-
ethylcarbamoyl]-phenoxy}-ethyl)-amino]-essigsaure-tert.-butylester, 24 mg (0,24
mmol) CuCl, 0,36 ml (2,82 mmol) Isocyanat werden in 9 ml DMF gel6st und die gru-
ne Losung 36 h bei Raumtemperatur geruhrt. Da die Umsetzung noch nicht vollstan-
dig war, wurden 20 % Isocyanat und 5 mg Cu(l)Cl zugegeben und die Reaktionszeit
um 24 h verlangert. Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionslosung in Eiswasser einge-
tropft. Das ausgefallene Rohprodukt filtriert, mit kaltem Wasser gewaschen und unter

Vakuum getrocknet. Die Reinigung erfolgt saulenchromatographisch in einem L6-

sungsmittelgemisch aus Essigester/ Chloroform 1/ 10 (v/v).

Ausbeute:
400 mg weile Kristalle (22,2 % der Theorie)
Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: Essigester/ Tetra 1/ 1,75 (v/v)
R~-Wert: 0,70 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens

DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 8,10 (m, 1H); 7,73 (m, 3H); 7,50 (d, 1H); 7,15 (d, 1H, J=9,20); 4,16 (s, 2H); 3,54 (m,
2H); 3,43 (s, 4H); 3,16 (t, 2H, J=4,78); 3,00 (t, 2H, J=4,40); 2,95 (t, 2H, J=7,35); 1,55
(m, 8H); 1,34 (s, 18H)

BC-NMR 170,3; 163,5; 153,3; 155,6; 150,2; 145,5; 138,2; 131,0; 130,0; 129,4; 128,7, 125,4;
124,3; 115,4; 80,5, 66,9; 55,6; 52,4; 48,6; 47,6; 35,1; 33,5; 32,8; 27,8, 25,4; 25,1;
24,9, 24,2

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 752,0 (100,[M+1]")
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4.2.2.6 N-{4-[N,N-bis-(carboxymethyl)-aminoethyl)-5-chlorbenzol-carbox-

amido]ethyl}-benzolsuIfonyl-N'-cyclohexylharnstoff-tri-Natriumsalz (21)
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Der tert.-Butyl-geschutze Sulfonylharnstoff wird in 1,50 ml Methanol gelést und mit
9,50 ml 6 N Salzsaure versetzt. Die Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur
1,5 h geruhrt, anschlielfend werden noch 5 ml der 6 N HCI zugegeben und 22 weite-

re Stunden gerlhrt. Die Aufarbeitung erfolgt durch Entfernen des Losungsmittels.

Ausbeute:
400 mg weilie-gelbe Kristalle 98,3 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: MeCN/ Wasser 970/ 30 (v/v)
R~Wert: 0,20 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens

DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 10,67 (s, 1H); 8,47 (t, 1H, J=5,52); 7,80 (m, 2H, J=8,09); 7,50 (m, 4H); 7,16 (d, 1H,
J=8,82); 6,89 (d, 1H, J=7,72) 4,42 (s, 2H); 4,20 (s, 4H); 3,68 (s, 2H); 3,52 (m, 3H);
3,15 (s, 2H); 2,93 (t, 2H, J=6,62); 1,60 (m, 5H); 1,18 (m, 5H)

BC-NMR 168,3; 164,5; 154,5; 150,3; 145,5; 138,2; 131,0; 129,7; 129,3; 127,7, 126,3; 125,4;
115,4; 66,9; 54,6; 47,4; 34,1; 32,8; 25,4, 24,9, 15,2

Massenspektroskopie (FD): m/z (% rel. Int) 640,1; 354,1 (IM+1]")
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4.2.2.7 N-{4-[Re(l)-tricarbonyl-N,N-bis(carboxymethyl)aminoethyl)-5-chlor-
benzol-carboxamidoethyl]-benzol-sulfonyl}-N'-cyclohexylharnstoff-

Natriumsalz (23)
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33,2 mg (0,047 mmol) N-{4-[N,N-bis(carboxymethyl)-aminoethyl)-5-chlor-benzol-
carbox-amido]-ethyl}-benzolsulfonyl-N'-cyclohexylharnstoff-tri-Natriumsalz (21) wer-
den in 1 ml Methanol gelést und mit 30 mg (0,047 mmol) [Nets]2[ReCl3(CO);] ver-
setzt. Die Reaktionslosung wird 2 h bei Raumtemperatur gerthrt und anschliessend
nach dem Entfernen des Losungsmittels saulenchromatographisch in einem Losemit-

telgemisch aus MeCN/ Wasser 970/ 30 (v/v) gereinigt.

Ausbeute:
20 mg weilles voluminases Kristalle 46 % der Theorie)

Identifizierung des Produktes:

Dinnschichtchromatographie: Kieselgel,
Laufmittel: MeCN/ Wasser 970/ 30 (v/v)
ReWert: 0,66 angefarbt mit lod

Chemische Verschiebung in ppm (Kopplungskonstanten Hz), Messfrequenz 400 MHz, Solvens

DMSO-d6; Aufnahmetemperatur 298 K:

'H-NMR: 10,67 (s, 1H); 8,47 (t, 1H, J=5,52); 7,80 (m, 2H, J=8,09); 7,50 (m, 4H); 7,16 (d, 1H,
J=8,82); 6,89 (d, 1H, J=7,72) 4,42 (s, 2H); 4,20 (s, 4H); 3,68 (s, 2H); 3,52 (m, 3H);
3,15 (s, 2H); 2,93 (t, 2H, J=6,62); 1,60 (m, 5H); 1,18 (m, 5H)

SC-NMR 178,3; 164,5; 154,5; 131,0; 129,7; 127,3; 124,8, 124,7; 115,4; 67,9; 65,8; 63,5; 51,4,
48,1; 35,1; 32,8; 25,4, 24,9, 14,2
IR-Spektroskopie (FT-IR): CO-Banden:  2024,4, 1908,4, 1649,0
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4.3 Radiosynthesen

Die Trennung und Identifizierung der ®F- bzw. **™Tc-markierten Produkte erfolgte mit
Hilfe der Radio-HPLC und der Radio-DC. Um Vergleichbarkeit und Reproduzierbar-
keit zu gewdhrleisten, wurden ®F-Markierungen und die *™Tc-Markierungen mit bei-
den erwahnten Methoden analysiert. Dabei wichen die Messergebnisse beider Ver-
fahren im Mittel 5-9 % voneinander ab, deutlich innerhalb der allgemeinen Fehler-

grenzen.

Zur Analyse der Markierungsausbeuten wurden die in Abschnitt 4.1 beschriebenen
HPLC-Systeme verwendet. Die Auftrennung der Aliquotldsungen erfolgte mit einer
analytischen RP18-Saule (LiChrospher RP18-EC, 5 um, 250x4,6 mm) bei einer
Flussrate von 1-4 ml/ min. Als Eluens wurde das bei den jeweiligen Markierungssyn-
thesen beschriebene Losungsmittelsystem verwendet. Mit den 'F- und Re-
Referenzverbindungen wurden die Retentionszeiten (t;) unter reaktionsidentischen
Bedingungen ermittelt. Die Wiederfindungsrate der Systeme betrug ca. 90 %, so

dass die Verluste innerhalb der Fehlergrenzen lagen.

Die Auswertung der Markierungsausbeuten mittels Radio-DC erfolgte mit dem Instant
Imager der Firma Packard Canberra. Dazu wurden 3 ul des Aliquots auf eine DC-
Alufolie (Kieselgel 60 Fys4, 5x 7,5 cm der Firma Merck) aufgetragen und Uber eine
Laufstrecke von 5,7 cm im entsprechenden Laufmittel entwickelt. Die R-Werte der
gesuchten Produkte wurden mit Hilfe der '°F- und Re-Referenzverbindungen unter

reaktionsidentischen Bedingungen ermittelt.
4.3.1 Herstellung einer [**F]Fluoridlésung

Das fiir die '®F-Markierungen verwendete ['®F]Fluorid wurde von der EURO-PET
GmbH Freiburg oder dem Interdiziplinaren PET-Zentrum der Universitatskliniken TU-
bingen bezogen.

Das ['®F]Fluorid fallt an der (p,n)-Kernreaktion im angereicherten ['®O]Wasser
(= 98 % '80) an. Zur Abtrennung des kostspieligen, angereicherten Wassers wird die
['®F]Fluorid-haltige Lésung auf einer QMA-Kartusche fixiert und das ['®F]Fluorid mit-

tels einer Losung von 15 mg Kryptofix®222, 15 yl 1 M Kaliumcarbonatlosung sowie
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800 plI Acetonitril eluiert. Durch die Zugabe des Kaliumcarbonates wird die Bildung
des fliichtigen ["®F]JHF vermieden, durch die Zugabe des Komplexbildners Krypto-
fix®222 die Loslichkeit des [*®F]Fluorids in dipolar aprotischen Lésemitteln erhéht.

Da nukleophile ®F-Fluorierungen unter wasserfreien Bedingungen durchgefiihrt wer-
den mussen, erfolgt zunachst mehrfach eine azeotrope Trocknung der radioaktiven
Fluoridldsung mittels Acetonitril bei 80°C. Da es bei der Verwendung von Krypto-
fix®222 bei Temperaturen von (iber 90°C zu thermolytischen Zersetzungen kommen

kann, ist diese Trocknungstemperatur verwendet worden.

Zur Trocknung werden 30-100 MBq einer wassrigen n.c.a. [18F]Fluorid—L<'jsung auf
einer zuvor konditionierten QMA-Kartusche fixiert und mit der zuvor beschriebenen
Losung in ein 5 ml Wheaton-Reaktor eluiert. Die Losung wird bei einer Temperatur
von 80°C und einem Vakuum von 700 mbar im schwachen Stickstoffstrom 3 min
eingeengt. Der Ruckstand wird mit 1 ml Acetonitril versetzt und erneut bis zur Trock-
ne eingeengt. Dieser Prozess wird einmal wiederholt. AnschlielRend wird der Stick-
stoffstrom gestoppt und ein Membranpumpenvakuum angelegt, um letzte verbliebe-
ne Feuchtigkeitsspuren zu beseitigen. Das getrocknete ['®F]Fluorid wird mit 500-
1000 pl des fur die jeweilige Synthese bendtigten Lésungsmittel (DMSO, DMF,
MeCN) versetzt und ca. 1 min gerthrt. Die resultierende Lésung wird in einer 1 ml
Spritze aufgenommen und jeweils 200-500 pl in die entsprechenden Reaktionsan-

satze injiziert.
4.3.2 Direktsynthesen mit ['®F]Fluorid

2,0- 10,0 mg/ ml (3,1- 15,7 umol/ ml) N-(Trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-O-
(2-tosylethyl)-D-tyrosin-benzylester (9) wurden im 5 ml Wheaton-Reaktionsgefaf,
welches durch einen Schraubverschluss mit Septum verschlossen wurde, Uberflihrt
und in 800 ul des entsprechenden Losungsmittels (MeCN, DMF, DMSO) geldst. Die
Lésung wurde 3 min bei der gewahlten Temperatur (80°C-140°C) vortemperiert und
durch Injektion von 200 pl der ['®F]Fluorid-Losung gestartet. Zu vorgegeben Zeiten
werden 100 ul der Reaktionsldésung als Aliquot enthommen und in einem Eppendorf-
gefall mit 200 yl Wasser gequencht. Die resultierenden Aliquotlésungen werden an-

schliel3end radioanalytisch untersucht.
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Radio-DC: Rr (Essigester/ n-Hexan 7/ 3 (v/v), Kieselgel 60 Fs4): 0,40
Radio-HPLC: tr (RP18-Saule, 80 % Puffer (NaAc/ HAc 0,1 mol/ |, pH 5) 20 %
MeCN, Flussrate 2 ml/ min): 12,3 min

Um die freie Saure und damit das Endprodukt N-(Trans-4-isopropylhexancarbonyl)-
O-(2-["®F]fluorethyl)-D-tyrosin (2) herzustellen, wird die Reaktionsldésung mit einer
Spatelspitze Palladium auf Kohlenstoff (10 %) versetzt und 5 min mit Wasserstoff bei
1 bar durchperlt. Anschliessend wird das Reaktionsgemisch mit 5 ml Wasser ver-
dinnt, durch einen Spritzenfilter der Porengréf’e 1 um (aus PFTE) gegeben und oh-
ne vorherige Festphasenextraktion direkt in ein HPLC-System eingebracht und mit-
tels semipraperativer HPLC (RP18-Saule, 80 % Puffer (NaAc/ HAc 0,1 mol/ I,pH 5)
20 % MeCN) aufgereingt.

Die wiederum in Wasser verduinnte Produktfraktion wird auf einer Festphasenkartu-
sche (Sep-Pak®-C+g, Fa. Waters) fixiert, getrocknet und mit warmem Ethanol eluiert.
Das Produkt konnte in einer radiochemischen Ausbeute von 10 % und einer radio-

chemischen Reinheit > 98,5 % isoliert werden.

Radio-DC: R (Essigester/ n-Hexan 8,5/ 1,5 (v/v), Kieselgel 60 F2s4): 0,47
Radio-HPLC: tr (RP18-Saule, 80 % Puffer (NaAc/ HAc 0,1 mol/ |, pH 5) 20 %
MeCN, Flussrate 2 ml/ min): 12,8 min

4.3.3 Synthese von 2-['®F]Fluorethyltosylat

Zur Herstellung des 2-['®F]Fluorethyltosylats wird die wassrige n.c.a. ['°F]Fluorid-
Losung wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben getrocknet und anschliessend fur 3 min bei
80°C mit Ethylenditosylat umgesetzt. Es wird eine radiochemische Ausbeute von
80-90 % erhalten. Die Reinigung des 2-['®F]Fluorethyltosylats wird mit Hilfe zweier
Verfahren durchgefiihrt: mittels HPLC und mittels Festphasenextraktion. Das Verfah-
ren mit der HPLC hat den Vorteil eines Produktes, dass ein hohere radiochemische
wie chemische Reinheit aufweist, jedoch ist dieses Verfahren zeitintensiver. Die Zeit-
ersparnis ist wiederum der grol3e Vorteil der Festphasenkartuschenextraktion.

Die Herstellung des ['®F]Fluorid erfolgt analog dem beschriebenen Verfahren in Kapi-
tel 4.3.1. Zu dem getrockneten ['®F]Fluorididsung werden 4 mg Ethylen-ditosylat in 1

ml absoluten Acetonitril zugegeben und fur 3 min bei 80°C reagieren gelassen. An-
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schlielend wird das Rohprodukt Gber HPLC- oder Festphasenextrationsverfahren

gereinigt und isoliert.

HPLC-Reinigung:

Die Reaktionslosung wird mit 1 ml Wasser versetzt und das Produkt durch HPLC mit

einer semipraperativen Saule (LiChrospher RP18-EC, 10 pm, 250x10 mm, Flussrate
5ml/min, Acetonitril/WWasser 50/50 (v/v), t;: 8 min) isoliert. Die Produktfraktion wird mit
dem 4-fachen Volumen Wasser verdiinnt, das 2-['®F]Fluorethyltosylat auf einer Fest-
phasenkartusche Sep-Pak®-Cig der Firma Waters fixiert und 7 min im Stickstoffstrom
getrocknet. Die Eluierung erfolgt mit 1,2 ml des flr die anschliessende Reaktion ge-
winschten Lésungsmittels (DMSO, DMF oder MeCN, 60°C vorgewarmt). Es werden
radiochemischen Ausbeuten von 70-90 % erreicht (radiochemische Reinheit > 97 %,

chemische Reinheit > 99 %, Reinigungsgesamtdauer 22 min).

Festphasenexitraktion:

Die Reaktionslosung wird mit 4 ml Wasser versetzt, das 2-[18F]Fluorethyltosylat auf
einer Festphasenkartusche Sep-Pak®-Cqs der Firma Waters fixiert und 7 min im
Stickstoffstrom getrocknet. Die Eluierung erfolgt mit 1,2 ml des fur die anschliessen-
de Reaktion gewlinschten Ldsungsmittels (DMSO, DMF oder MeCN, 60°C vorge-
warmt). Es werden radiochemischen Ausbeuten von 80-90 % erreicht (radiochemi-

sche Reinheit > 90 %, chemische Reinheit > 95 %, Reinigungsgesamtdauer 9 min).
4.3.4 Radiosynthesen mit 2-['®F]Fluorethyltosylat

1,0 - 10,0 mg / ml (3,0 - 30,0 pmol / ml) 3-(4-Hydroxy-phenyl)-2-[(4-isopropyl-cyclo-
hexancarbonyl)-amino]-propionsaure (8) werden in ein 5 ml Wheaton-
Reaktionsgefall, welches durch einen Schraubverschluss mit Septum verschlossen
war, Uberfuhrt und in 800 pl des entsprechenden Lésungsmittels (DMSO, DMF,
MeCN) gelost. Die Losung wird 3 min bei der gewahlten Temperatur (80°C-140°C)
vortemperiert und durch Injektion von 200 pl der 2-['®F]Fluorethyltosylat-Lésung ge-
startet. Zu vorgegebenen Zeiten werden 100 pl der Reaktionslosung als Aliquot ent-
nommen und in einem Eppendorfgefall mit 200 pul Wasser gequencht. Die resultie-
renden Aliquotldsungen werden anschliessend radioanalytisch untersucht.

Radio-DC: R (Essigester/ n-Hexan 8,5/ 1,5 (v/v), Kieselgel 60 F2s4): 0,47
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Radio-HPLC: tr (RP18-Saule, 80 % Puffer (NaAc/ HAc 0,1 mol/ |, pH 5) 20 %
MeCN, Flussrate 2 ml/ min): 12,8 min

FUr die praparative Abtrennung werden eine Konzentration von 2,2 mg/ ml
(6,6 pmol / ml) und 200 MBq 2-['®F]Fluorethyltosylat verwendet. Nach der Reaktions-
zeit von 10 min wird das Reaktionsgemisch mit Wasser verdunnt und ohne vorherige
Festphasenextraktion mittels semipraperativer HPLC (RP18-Saule, 80 % Puffer
(NaAc/ HAc 0,1 mol/ I, pH 5) 20 % MeCN) aufgereinigt.

Die wiederum in Wasser verdinnte Produktfraktion N-(Trans-4-iso-propyl-
hexancarbonyl)-O-(2-['®F]fluorethyl)-D-tyrosin (2) wird auf einer Festphasenkartusche
(Sep—Pak®-C1g, Fa. Waters) fixiert, getrocknet und einmal mit warmem Ethanol elu-
iert. Das Produkt kann in einer radiochemischen Ausbeute von 55 % und einer radio-

chemischen Reinheit > 98,5 % isoliert werden.
4.3.5 Synthese des fac-[**"Tc(l)( CO)3(H.0)s]*-Komplexes

Die Synthese des fac-[**"Tc(l)( CO)3(H20)s]*-Komplexes erfolgt sehr schnell und ein-
fach. Es wird ein Kit-System (Isolink® der Firma Mallinckrodt) bei 100°C temperiert.
Zu dieser Lésung wird anschlieRend 1 ml einer [*™Tc]TcO4-Lésung (0,9 % NaCl,
200-900 MBq) injiziert und 20 min im 100°C warmen Olbad reagieren gelassen.
Nach der Reaktion wird die basische Reaktionslosung mit 1 ml 0,1N HCI-Lésung
neutralisiert. Wenn mehrere Versuch tber den Tag geplant sind, sollte der Komplex
im basischen Medium aufbewahrt werden und nur die entsprechende Menge fir die
Umsetzungen neutralisiert werden. Anschliessend kann das fertige Produkt, der fac-
[*°™Tc(1)( CO)s(H20)s]"-Komplex, als Markierungssynthon fiir radioaktive Umsetzun-
gen verwendet werden. Es werden radiochemischen Ausbeuten von 95 % an fac-
[*°™Tc(1)( CO)3(H20)s]*-Komplex erreicht (radiochemische Reinheit > 97,5 %, chemi-
sche Reinheit > 99 %, Reinigungsgesamtdauer 21 min).

4.3.6 Radiosynthesen mit dem fac*>*™Tc(l)(CO)3(H20)s]*-Komplex

0,3- 2,1 mg/ ml (0,4- 2,1 ymol/ ml) N-{4-[**"Tc(l)-tricarbonyl-N,N-bis(carboxy-methyl)-
aminoethyl)-5-chlor-benzol-carboxamido-ethyl]-benzol-sulfonyl}-N'-cyclohexyl-harn-

stoff-Natriumsalz (21) werden in einem 5 ml Wheaton-Reaktionsgefal3, welches
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durch einen Schraubverschluss mit Septum verschlossen war, Uberfuhrt und in
400 pl des entsprechenden Losungsmittels (DMSO, DMF, MeCN) geldst. Die Losung
wird 3 min bei der gewahlten Temperatur (90°C-100°C) vortemperiert und durch In-
jektion von 200 pl der fac-[*™Tc(l)( CO)3(H20)s]*-Komplexes-Lésung gestartet. Zu
vorgegeben Zeiten werden 3 ul der Reaktionslosung als Aliquot entnommen und ra-

dioanalytisch untersucht.

Radio-DC: R¢ (Wasser/ MeCN 30/ 970 (v/v), Kieselgel 60 F2s4): 0,80
Radio-HPLC: tr ((Lichrospher RP18-Saule 250x10 mm, Gradientensystem 65
% Puffer (NHsAc/ HAc 0,25 mol/ |, pH 4,5) 35 % MeCN, Flussrate

4 ml/ min): 15,5 min

Fir die praperative Abtrennung wird eine Konzentration von 0,6 mg/ ml (0,8 pmol/
ml) und 200 MBq an fac-[*"Tc(l)( CO)s(H20)s]" verwendet. Nach der Reaktionszeit
von 35 min wird das Reaktionsgemisch ohne vorherige Festphasenextraktion direkt
mittels semipraperativer HPLC (Lichrospher RP18-Saule 250x10 mm, Gradienten-
system 65 % Puffer (NH4sAc/ HAc 0,25 mol/ I, pH 4,5) 35 % MeCN, Flussrate 4 ml/
min, t: 15,5 min) aufgereinigt.

Die wiederum in 15 ml Wasser verdiinnte Produktfraktion N-{4-[>**"Tc(l)-tricarbonyl-
N,N-bis(carboxymethyl)-aminoethyl)-5-chlor-benzol-carboxamidoethyl]-benzol-sulfon-
yl}-N'-cyclohexyl-harnstoff-Natriumsalz (13) wird auf einer StrataX-
Festphasenextraktionkartusche fixiert. Nach Spulen der Kartusche mit 5 ml Wasser
wird das Produkt mit 1 ml warmem Ethanol eluiert, mit 0,9 % NaCl-Lésung versetzt
und sterilfiltriert. Das Produkt kann in einer radiochemischen Ausbeute von 70 % und

einer radiochemischen Reinheit > 99,5 % isoliert werden.
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4.4 Affinitaten

Die Kp-Wert-Bestimmungen wurden von Professor M. und C. Schwanstecher, Institut
fur Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Braunschweig fur a) N-(trans-4-
isopropyl-cyclohexancarbonyl)-O-(2-fluorethyl)-D-tyrosin  und b) N-{4-[Re-(I)-tri-
carbonyl-N,N-bis-(carboxymethyl)-amino-ethyl)-5-chlorbenzol-carbox-amido-ethyl]-

benzol-sulfonyl}-N'-cyclo-hexyl-harnstoff-Natriumsalz durchgefihrt.

Um die Bindungsaffinitaten (Kp-Wert) von Nateglinid und Glibenclamid sowie deren
Derivaten (a,b) an den menschlichen SUR1 zu untersuchen, wurden
Verdrangungsstudien mit [°H]Glibenclamid an COS1-Zellmembranen, die den
menschlichen SUR1 exprimieren, durchgefuhrt [124, 125]. Halb-maximale
inhibitorische Substanzkonzentrationen (ICsp-Wert) und Hill-Koeffizienten (n) wurden
bestimmt, indem die Funktion B=1/(1+[Substanz]/ICsp)n] an die Daten jedes
einzelnen Verdrangungsexperimentes angepasst wurde. Die Kp-Werte wurden aus
den ICso-Werten berechnet [124].

4.5 Bestimmung der Lipophilien

Die experimentelle Bestimmung der Lipophilie einer Verbindung erfolgt durch Be-
stimmung ihres logP-Wertes. Es handelt sich hierbei um den Logarithmus des Vertei-
lungskoeffizienten (engl.: partition coefficient) der Verbindung in einem Octanol/
Wasser-System.

Fur die Definition des logP-Wertes qilt:

[MOIekuI]Octanol
[MOleK(il] yoeeer

logP =log
Bei geladen Molekulen wird oft die Bezeichnung logP, fur die Lipophilie des ungela-
denen Molekils und logP; fur die Lipophilie einer geladenen Spezies verwendet. Da
die Lipophilie bei dem physiologischen pH-Wert von 7,4 von hohem Interesse ist, und
die zu untersuchenden Referenzverbindungen in diesem pH-Bereich in mehreren
Ladungszustanden vorliegen kénnen, wurde anstatt des logP der logD bei einem pH-
Wert von 7,4 bestimmt. Der logD (engl.: distribution coefficient) stellt im Gegensatz
zum logP nicht den Logarithmus des Verteilungskoeffizienten Uber eine Molekulspe-

zies dar, sondern uber alle vorkommenden Spezies. Da der logD7 4 bei ionisierbaren
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Molekulen stark vom pH-Wert abhangig ist und das Vorkommen mehrerer Ladungs-
zustande bei einem pH-Wert berucksichtigt, stellt er im Falle der zu untersuchenden

Referenzsubstanzen einen wesentlich aussagekraftigeren Wert dar.

Fur die Definition des logD gilt:

N
D" [Molekiil [ e
logD = log— mit x = Ladung und N = Anzahl der Spezies

z [MOlekﬁl])\(?\/asser
1

Aus der Literatur sind drei Verfahren bekannt, um die Lipophilie zu bestimmen.

HPLC-Methode: Eluiert man Substanzen mittels einer HPLC Uber eine RP-Phase, so

bewegen sich diese durch Verteilung zwischen der mobilen (wassrigen) Phase und

der stationaren Phase entlang der HPLC-Saule. Die Elution der Substanzen erfolgt
dabei in Abhangigkeit von dem Verteilungskoeffizienten Wasser/ RP-Phase, wobei
wasserlosliche Verbindungen zuerst und lipophile Substanzen zuletzt eluiert werden.
Dieser Sachverhalt ermoglicht es, Beziehungen zwischen der Retentionszeit t. auf
einer RP-Saule und dem Octanol/ Wasser-Verteilungskoeffizienten herzustellen. Der
Verteilungskoeffizient lasst sich durch die Bestimmung des Kapazitatsfaktors k ermit-

teln, wobei fur k gilt:

mit t. = Retentionszeit und ty = Totzeit

Scheidetrichtermethode: Bei dieser Methode werden die Testsubstanzen in ein

Zweiphasengemisch aus Octanol und Wasser uberfuhrt und die beiden Phasen aus-
reichend durchmischt, um eine Einstellung des Gleichgewichts zu gewahrleisten. Die
beiden Phasen werden anschliessend getrennt und jeweils auf ihren Gehalt an der

Testsubstanz untersucht.

Titrationsmethode: Die Titrationmethode kam nicht zum Einsatz, soll aber um die

verschiedenen Verfahren zu vervollstandigen, erwahnt werden. Basierend auf den
Arbeiten von Dyrssen et al. [127] und Rydberg [128] wurde ein Verfahren entwickelt,
die Lipophilie ionisierbarer Molekule durch Titration zu bestimmen. Diese Vorge-
hensweise wird durch eine Beziehung zwischen der Lipophilie und dem pK-Wert ei-

ner Substanz ermoglicht, die am Beispiel einer einprotonigen, schwachen Saure auf-
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gezeigt werden soll. Titriert man diese schwache Saure von einem niedrigen zu ei-
nem hohen pH-Wert, gibt dann ein der wassrigen Phase aquivalentes Volumen Oc-
tanol hinzu und titriert dieses Zweiphasensystem wieder auf den niedrigen pH-Wert
zuruck, so unterscheiden sich die beiden Titrationskurven am deutlichsten im Puffer-
bereich der Saure, falls die protonierte Saure in Octanol 16slich ist.

Man erhalt flr beide Titrationen unterschiedliche pKj;-Werte fir die Saure, den pKa-
Wert im wassrigen System und einen ,scheinbaren® pK-Wert, genannt poKa, fur die
Titration im Zweiphasensystem. Die Differenz zwischen beiden Werten ist ein Mal}
fur die Lipophilie der Saure, denn je hoher diese Differenz, desto lipophiler ist die
Verbindung.

Far den Verteilungskoeffizienten dieser Saure gilt:

= [HA] Octanol
[HA] Wasser

Daraus folgt fur die Beziehung zwischen P und den beiden pK-Werten:

Pia mit [HA] = Konzentration der Saure

—_ (PoKy PK,) . __ Volumen organische Phase
PHA - (10 ee 1)/r mit r = Volumen wassrige Phase

Somit Iasst sich durch Titration einer Verbindung im wassrigen und anschlief3end in
einem Zweiphasensystem Octanol/ Wasser die Lipophilie der Verbindung ermitteln.
Analoge Beziehungen gelten auch flr Basen und mehrfach ionisierbare Substanzen.
Dabei gilt, dass der p,Ks-Wert einer Saure stets hoher und der p,K,-Wert einer Base
stets niedriger ist als der pKs-Wert. Es kommt also im Zweiphasensystem zu einer

Verminderung der sauren bzw. basischen Eigenschaften der Verbindung.
4.51 N-(Trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-O-(2-fluorethyl)-D-tyrosin

Die Bestimmung der Lipophilie von N-(Trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-
O-(2-fluorethyl)-D-tyrosin erfolgt nach der HPLC-Methode:

Zur praktischen Durchfuhrung wurden von Substanzen mit bekanntem logP die Re-
tentionszeiten ermittelt und unter Verwendung einer sehr hydrophilen Substanz zur
Bestimmung von t, die Kapazitaten bestimmt. Durch Auftragung des logk gegen logP
und anschliessender linearer Regression lasst sich eine Kalibriergerade erstellen.
Die Untersuchung der Lipophilien der Referenzverbindungen erfolgte mit dem in Ab-
schnitt 4.1 beschriebenen HPLC-System, einer analytischen RP-Saule (LiChrospher
RP18-EC, 5 um, 250x4,6 mm) und Soérensen-Puffer (pH 7,4) als Eluens. Zur Bestim-

mung der Retentionszeiten samtlicher Substanzen wurde ein aus 3 Einzelmessun-
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gen gemittelter Wert verwendet. Da zur Kalibrierung nur Substanzen verwendet wur-
den, die bei pH 7,4 undissoziiert vorlagen, gilt: logP = logD74. Durch Verwendung
von Benzaldehyd, Anisol, Toluol, 4-Bromanisol und 4-lodanisol als Kalibriersubstan-
zen und Ascorbinsaure zur Bestimmung der Totzeit ergaben sich die in Tabelle 9 zu-

sammengefassten Kapazitaten:

Tabelle 9: Verwendete Kalibriersubstanzen zur Bestimmung der Kalibriergerade

Eichsubstanz logP t; [min] logk
Benzaldehyd 1,48 3,35 -0,1264
Anisol 2,11 4,933 0,1968
Toluol 2,73 7,367 0,4538
4-Bromanisol 3,05 7,933 0,4967
4-lodanisol 3,24 9,417 0,5924
Ascorbinsaure (to) -1,67 1,917 —_—

Die lineare Regression ergab: logP = 2,465 log k+ 1,727 r= 0,987. Durch Bestim-
mung der Retentionszeiten der Referenzsubstanzen liessen sich mit Hilfe der Kali-
briergeraden die Lipophilie des Liganden ermitteln. Fir das Nateglinid-Derivat N-
(Trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-O-(2-fluorethyl)-D-tyrosin  (12) wurde ein
logP/logD7 4 von 1,40 ermittelt (tr 3,333, logk -0,1316).
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4.5.2 N-{4-[*"Tc-(l)-tricarbonyl-N,N-bis-(carboxymethyl)-amino-ethyl)-5-
chlorbenzol-carbox-amido-ethyl]-benzol-sulfonyl}-N'-cyclo-hexyl-

harnstoff-Natriumsalz

Die Bestimmung der Lipophilie von  N-{4-[*"Tc-(1)-tricarbonyl-N,N-bis-
(carboxymethyl)-amino-ethyl)-5-chlor-benzol-carbox-amido-ethyl]benzol-sulfonyl}-N'-
cyclohexyl-harnstoff-Natriumsalz erfolgt nach der Scheidetrichtermethode:

Hierzu wurde N-{4-[**"Tc(l)-tricarbonyl-N,N-bis(carboxymethyl)-amino-ethyl)-5-chlor-
benzolcarbox-amido-ethyl]-benzol-sulfonyl}-N'-cyclohexyl-harnstoff-Natriumsalz
durch das in Abschnitt 3.2.1.4 beschriebene Verfahren hergestellt und isoliert. Die
gereinigte Verbindung wurde in ein Zweiphasensysteme aus 500 pl Octanol (mit
Wasser gesattigt) und 500 pl Phosphatpuffer Gberfihrt, wobei der pH-Wert des Puf-
fers 7,4 betrug. Die Lésungen wurden 3 min bei Raumtemperatur durchmischt und
die Phasen durch Zentrifugation voneinander getrennt. AnschlieRend wurde aus je-
der Phase ein Aliquot von 3 ul enthommen und deren Radioaktivitatsverteilung mit-

tels Radio-DC am Instant Imager bestimmt.

4.6 in vitro-Evaluierungen

Die Insulinsekretionstests wurden von Dipl. Biol. P. J. Feilen, 1. Medizinische Klinik,
Abteilung fur Endokrinologie und Stoffwechselerkrankungen der Universitatsklinik
Mainz durchgeflhrt.

4.6.1 N-(Trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-O-(2-fluorethyl)-D-tyrosin
Die Insulinsekretion des N-(Trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-O-(2-fluorethyl)-

D-tyrosin (12) wurde aufgrund der schlechten Affinitat nicht bestimmt, da eine Korre-

lation mit der Stimulierung der Insulinsekretion gegeben ist.
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4.6.2 N-{4-[Re-(l)-tricarbonyl-N,N-bis-(carboxymethyl)-amino-ethyl)-5-
chlorbenzol-carbox-amido-ethyl]-benzol-sulfonyl}-N‘-cyclohexyl-

harnstoff-Natriumsalz

Um die in vitro Funktion des Glibenclamid-Derivates N-{4-[Re(l)-tricarbonyl-N,N-bis-
(carboxymethyl)-amino-ethyl)-5-chlorbenzol-carbox-amido-ethyl]-benzol-sulfonyl}-N'-
cyclohexyl-harnstoff-Natriumsalz (23) zu Uberprifen, wurden Insulinsekretionstests
an isolierten Inselzellen von Ratten mit Hilfe von Elisa durchgefuhrt. Die Isolation und
Aufreinigung von adulten Ratteninselzellen erfolgte nach einem im Labor etablierten
Protokoll [129]. Die Vitalitat der Inselzellen wurde mit der dualen Fluoresceindiace-
tat/Propidiumjodid-Farbemethode bestimmt [130]. Zur Messung der Insulinsekreti-
onskapazitat, d.h. der Funktionalitat der Inseln, wurde ein statischer Glukosestimula-
tionstests durchgefuhrt. Die Proben der Stimulationstests wurden dann mit dem High
Range Rat Insulin Elisa Kit (Firma Mercodia, Uppsala, Schweden) auf ihren Insulin-
gehalt bestimmt. Mit Hilfe der Software des ELISA READERS wurde aus diesen Da-
ten zuerst die Standard-Kurve errechnet, mit deren Hilfe die gemessenen Extink-
tionswerte der Einzelproben automatisch in den Insulingehalt der Proben in
ng/ 600 ul/ 1,5 h umgesetzt wurden. Der Stimulationsindex wird als Quotient aus der
stimulierten Insulinsekretion zur basalen, nicht stimulierten Insulinfreisetzung be-
stimmt ([stimul. Insulinsekretion] / [basale Insulinfreisetzung] = [Stim-Index]).

Dieser Stimulationsindex ist ein Mass der Funktion, d.h. der spezifischen, physio-

logischen Leistungsfahigkeit der untersuchten Inseln [131].

4.7 Tierexperimente

Das **™Tc-markierte Glibenclamid-Derivat (13) wurde aufgrund seiner positiven in
vitro-Daten sowohl diabetischen als auch nicht-diabetischen Ratten injiziert und die
Bioverteilung der Substanz ex vivo nach 2, 4, 6 (jeweils n=3) und 24 h (n=1) in aus-
gewahlten Organen wie Pankreas, Gehirn, Leber, Milz, Niere, Herz, Lunge und Voll-
blut bestimmt.

Die Tierexperimente erfolgten mit zehn nicht-diabetischen und zehn diabetischen
Sprague-Dawley Ratten (Charles River Wiga, Suzfeld, Deutschland, Kérpergewicht
220-340 g, unter Standardbedingungen gehalten).
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Der Diabetes Mellitus wurde durch intravends injiziertes Streptozotocin in die
Schwanzvene induziert (durch Dipl. Biol. P. J. Feilen, 1. Medizinische Klinik, Abtei-
lung fur Endokrinologie und Stoffwechselerkrankungen der Universitatsklinik Mainz).
Alle Experimente wurden unter Aufsicht und in Einklang mit den Richtlinien der Ethik-
kommission fur Tierversuche vorgenommen. Die Tiere wurden mit Phentobarbital (40
mg/kg, Narcoren®, Merial, Hallbergmoos, Deutschland), welches injiziert wurde, a-
nasthetisiert, durch Genickbruch getétet und seziert. Es wurde das Vollblut (0,5 ml)
und verschiedene Organe (Pankreas, Gehirn, Milz, Leber, Niere, Herz und Lunge)
entnommenen und diese (ausgewogenen) Organe in 4,0 ml 4 N KOH) bei 75°C fur
30 min aufgeldst. Die solvatisierten Proben wurden in einem y-Counter der Firma

Wallac 1840 Wizard 3"~ vermessen.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, ein ®F-markiertes Derivat des Nateglinids und ein *™Tc-
markiertes Derivat des Glibenclamids zu synthetisieren und diese Verbindungen auf
ihre Eignung als potentielle Liganden zur Visualisierung und Quantifizierung des
B-Zellstatus des endokrinen Pankreas mittels der Positronen Emissions Tomographie
(PET) und Single Photon Emissions Tomographie (SPECT) zu evaluieren. Hierbei
handelt es sich um bildgebende Verfahren, mit denen die Bioverteilung radioaktiv
markierter Verbindungen im menschlichen Korper nicht-invasiv verfolgt werden kann.
Im Kontext des Typ 1 und Typ 2 Diabetes konnten eine Vielzahl medizinisch relevan-
ter Fragestellungen Uber die Quantifizierung des Sulfonylharnstoff-Rezeptor-Subtyps
1 (SUR-1), einem Plasmamembranprotein der Insulin-sezernierenden p-Zelle, unter
Verwendung spezifisch bindender Liganden geklart werden. Beispielsweise konnte
im Kontext des Typ 2 Diabetes vor Manifestation klinischer Symptome (Hyperglyka-
mie) der schleichende Verlust der f-Zell-Masse erfasst werden. Dartber hinaus wéare
die Moglichkeit einer Therapiekontrolle bei Inselzelltransplantationen und unter Um-
standen auch die Mdglichkeit einer friihzeitigen Erkennung einer malignen Entartung
der spezifischen Zellen des Pankreas gegeben.

Vor der Synthese der radioaktiv markierten Verbindungen des Nateglinids und Gli-
benclamids wurden die nicht-radioaktiven Analoga synthetisiert und in Bindungsstu-
dien hinsichtlich ihrer Affinitat zum SUR-1 evaluiert. Um die physiologische Wirksam-
keit zu Uberprifen, wurde ihre Lipophilie und ihre Insulin-sezernierende Wirkung an
isolierten Inselzellen bestimmt. Im Falle des **™Tc-markierten Glibenclamid-Derivates
wurde eine in vivo-Studie an diabetischen und nicht-diabetischen Ratten durchge-
fuhrt.

Standardverbindungen zur in vitro-Evaluierung

Die Synthese der nicht-radioaktiven Standardverbindung des Nateglinids O-(2-
Fluorethyl)-N-(trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-D-tyrosin (12) konnte durch se-
lektive Fluorethylierung von N-(trans-4-isopropyl-cyclohexan-carbonyl)-D-tyrosin-
benzylester und nachfolgender reduktiver Spaltung des Benzylesters mit Wasserstoff

am Palladium-Katalysator in einer Gesamtausbeute von 24 % realisiert werden.
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Das %*™Tc-analoge Re-substituierte Glibenclamid (23) wurde ausgehend von
5-Chlorsalicylsaure dargestellt. In einem ersten Reaktionsschritt wurde die Carbon-
saure-Funktion mit Benzylbromid verestert und mit der Chelatorkomponente N,N-Bis-
[(tert.-butoxycarbonyl)methyl]-2-bromoethyl-amin zum korrespondierenden 2-[3-(Bis-
tert.butoxycarbonylmethyl-amino)-propoxy]-5-chloro-benzoesaure-benzylester mit ei-
ner Ausbeute von 90 % umgesetzt. Nach Spaltung des Benzylesters mit Wasserstoff
am Palladium-Katalysator wurde mit Ethylchloroformiat der Aktivester gebildet und
mit 4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonamid zum tert.-Butoxycarbonylmethyl-(2-(4-chloro-
2-[4-sulfamoyl-phenyl)-ethylcarbamoyl]-phenoxy)-ethyl)-amino)-essigsauremethyl-
ester umgesetzt. Die nachfolgende Reaktion zum korrespondierenden tert.-butyl-
geschuitzten Sulfonylharnstoff mit Cyclohexylisocyanat am Cu(l)Cl-Katalysator erfolg-
te mit Ausbeuten von 60 %. Um die tert.-Butylester zu spalten war ein Verkochen mit
6 N Salzsaure Uber einen Zeitraum von 20 h notwendig, da eine Behandlung mit
Trifluoressigsaure selbst nach 24 h nicht zur Spaltung des Esters fUhrte. Nach quan-
titativer Isolierung wurde die Verbindung mit drei eq. 1 N Natriumhydroxid zum ent-
sprechenden tri-Natriumsalz umgesetzt und mit [NEt4]o,[ReCl3(CO)s] in Methanol zur
Reaktion gebracht.

Die Isolierung der Standardverbindungen (12), (23) konnte Uber Saulenchroma-

tographie realisiert werden.

Na*

o

(12) (23)

Abbildung 40: Standardverbindungen des Nateglinid-Derivats (12) und des Glibenclamid-Derivats
(23) zur in vitro Evaluierung und zur Bestimmung der Analytikdaten fir die radioaktive
Markierung
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Svynthese der Markierungsvorlaufer

Der Markierungsvorlaufer N-(trans-4-isopropylcyclohexanecarbonyl)-D-tyrosin (8) zur
Umsetzung mit 2-['®F]Fluorethyltosylat konnte gemaR einer publizierten Darstellung
synthetisiert werden (Shinkai et al. [94]).

Hinsichtlich einer direkten '®F-Markierung wurde an die phenolische Hydroxy-
Funktion des Kkorrespondierenden N-(trans-4-isopropylcyclohexanecarbonyl)-D-
tyrosin-benzylester eine 2-Hydroxyethyl-Gruppe mittels 2-Bromethanol ankondensiert
und mittels einer neuen Ubergangsmetall-katalysierten Methode tosyliert. Die Tosy-
lierung verlief in einer Ausbeute von 80 % unter Verwendung von Toluolsulfonsdu-
reanhydrid und Ytterbium (lll)-trifluormethansulfonat unter neutralen Reaktionsbedin-
gungen. Die tosylierte Verbindung kann direkt mit ['®F]Fluorid radioaktiv markiert
werden.

Der Markierungsvorlaufer (21) zur radioaktiven Markierung mit fac-
[%*™Tc(1)(CO)s(OH,)s]* ist ebenso fiir die Darstellung des nicht-radioaktiven analogen

Re-Standards notwendig.

T Ao
cl ‘ ‘ Na
8 (21)

Abbildung 41: Dargestellte Mark|erungsvorlaufer zur radioaktiven Markierung mit 2[ F]
Fluorethyltosylat/ ['*F]F" (8) und fac-[*"Tc(1)(CO)s(OH,)s]* (21)

Radioaktive Markierungen

Die radioaktive '®F-Fluorethylierung des Nateglinids konnte durch Reaktion von N-
(trans-4-isopropylcyclohexanecarbonyl)-D-tyrosin (8) mit 2-['®F]Fluorethyltosylat im
Lésungsmittel DMSO bei einer Reaktionstemperatur von 120°C nach 7 min mit einer
radiochemischen Ausbeute (RCA) von 85 % dargestellt werden. Nach Abtrennung
mittels HPLC konnte das sterilfiltrierte injektionsfertige Produkt mit einer Gesamtaus-

beute von 40 % erhalten werden. Weiter wurde auch die RCA in Abhangigkeit vom
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Lésungsmittel und von der Markierungsvorlaufer-Konzentration bestimmt, wobei sich
eine relativ niedrige Konzentration von 7,6 ymol / ml als optimal erwies.

Die direkten Umsetzung des Markierungsvorlaufers N-(Trans-4-isopropyl-
cyclohexan-carbonyl)-O-(2-tosylethyl)-D-tyrosin-benzylester (9) mit ['®F]Fluorid im
Kryptofix®222/ K,CO3 System konnte nach finaler reduktiver Spaltung des Benzyl-
esters in einer Gesamtausbeute von 10 % erhalten werden. Aufgrund der im Ver-
gleich zur "®F-Fluorethylierung mittels 2-['®F]Fluorethyltosylat von 30 % geringeren
RCA wurde keine sterile injektionsfertige Losung hergestellt. Die Problematik der
deutlich geringeren radiochemischen Ausbeute liegt zum einen in den festgestellten
Zersetzungsreaktionen und in der Schwierigkeit bei der Aufreinigung der mit Kataly-
sator verunreinigten Reaktionslosung.

Die radioaktive Markierung des Glibenclamidvorlaufers (21) mit *™Tc erfolgte unter
Verwendung von N-{4-[N,N-bis-(carboxy-methyl)-aminoethyl)-5-chlorbenzol-carbox-
amido]-ethyl}-benzol-sulfonyl-N'-cyclohexyl-harnstoff-tri-Natriumsalz  (21) und dem
Markierungssynthon  fac-[*"Tc(1)(CO)s(OH.)s]*. Die  Synthese von  fac-
[*°™Tc(1)(CO)3(OHz)s]" ist ausgehend vom Generator-produzierten [*™Tc]TcO4 unter
Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Markierungskits (Isolink®) in hohen ra-
diochemischen Ausbeuten von 98 % realisierbar. Das Markierungssynthon liegt in
basischer, wassriger Losung vor und wurde zur Umsetzung mit dem Markierungsvor-
laufer (21) mit 1 N Salzsaure angesauert. Es wurden 0,3- 1 mg N-{4-[N,N-bis-
(carboxy-methyl)-aminoethyl)-5-chlorbenzol-carbox-amido]-ethyl}-benzol-sulfonyl-N'-

cyclohexylharnstoff-tri-Natriumsalz zur Lésung des **™Tc-Komplexes (100- 350 MBq)
zugegeben und 35 min auf 100°C erhitzt. Die Isolierung des *"Tc-markierten Gli-
benclamids erfolgte mittels HPLC, wobei die Produktfraktion Uber Festphasenextrak-
tion (StrataX-Kartusche) und nachfolgender Sterilfiltration als sterile, injezierbare L6-

sung vorlag. Die Gesamtausbeute nach einer Synthesezeit von 80 min betrug 70 %.

101



Tabelle 10: Synthesedaten der zur Verfligung stehenden Radioliganden

Radioaktive Ver- Markierungs- o )
. ) Synthesezeit [min] RCA" [%]
bindung vorlaufer
['°F1(2) (9)

O\“f% O*m 55 10

['F] (2) (8)
%M T¢ (13) (21)
e 70 70

! bezogen auf die Startaktivitit an '°F bwz. *™Tc

Yb(llI)-katalysierte Umsetzung von Alkoholen mit Toluolsulfonsdureanhydrid

Die Yb(lll)-katalysierte Tosylierung von primaren und sekundaren Alkoholen wurde
initial zur Darstellung des Markierungsvorlaufers N-(Trans-4-isopropyl-cyclohexan-
carbonyl)-O-(2-tosylethyl)-D-tyrosin-benzylester (9) zur Synthese des '®F-markierten
Nateglinid-Derivates verwendet. Um den generellen Nutzen dieser neuen neutralen
Tosylierungsmethode zu evaluieren, wurden 14 weitere Alkohole im System
Yb(Ill)/Tos,O umgesetzt. Die Alkohole waren strukturell verschieden, um insbeson-
dere sterische Einflisse der Tosylierungsreaktion zu untersuchen. Primare sowie se-
kundare Alkohole konnten in mittleren Ausbeuten von 80 % bei 25°C in Dichlor-
methan tosyliert werden. Die Reaktionsdauer variierte in Abhangigkeit vom Alkohol
von 10 min bis zu 20 h. Die Isolierung der korrespondierenden Tosylate erfolgte Uber

eine kurze Saulenchromatogaphie an Kieselgel. Sowohl saure- als auch basenlabile
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Alkohole waren ohne erkennbare Zersetzung tosylierbar. Das Yb(lll)-Kation polari-
siert aufgrund seiner Oxophilie die C-O-Bindung des Toluolsulfonsaureanhydrids und

erleichtert somit einen nukleophilen Angriff des Alkohols.

in vitro-Evaluierung der nicht-radioaktiven Standardverbindungen

Im Falle des "°F-fluorethylierten (12) ergab die Bestimmung der Affinitdt (Kp-Wert) ei-
ne zum originalen Nateglinid deutlich verschlechterte Bindungsaffinitat von 27,8 uM.
Aus diesem Grund wurde keine Bestimmung der Insulinsektretion durchgefihrt. Die
Bestimmung der Lipophilie ergab einen logP-Wert von 1,40 fiir das '°F-fluorethylierte
Nateglinid-Derivat (12).

Das Re-substituierte Glibenclamid-Derivat (23) zeigte eine hohe Bindungsaffinitat
zum humanen SUR-1 Rezeptor. Der ICso-und Kp-Wert der Verbindung wurden an i-
solierten COS-1 Zellen durch Verdrangung von [°H]Glibenclamid bestimmt. Aus dem
ICs0-Wert von (23) ergab sich ein Kp-Wert von 0,50 nM. Der Lipophilie-Wert (logD7 4)
von -0,21 zeigte den hydrophilen Charakter der Verbindung. Zur Bestimmung der
physiologischen Wirkung des Re-Derivates wurde die Insulin-sezernierende Wirkung
mittels einer standardisierten Insulinsekretionsanalyse durchgefuhrt. Der Insulinge-
halt wurde mit Hilfe eines Ratten-Insulin-Elisas bestimmt. Die stimulierte Insulinsekre-

tion des Re-Derivates entsprach der des originalen Glibenclamids (56 %).

ex vivo-Organverteilung

Eine ex vivo-Evaluierung des '®F-markierten Nateglinids (2) wurde aufgrund der ne-
gativen in vitro-Daten nicht durchgefuhrt.

Das *™Tc-markierte Glibenclamid Derivat (13) wurde aufgrund seiner positiven in
vitro-Daten sowohl diabetischen als auch nicht-diabetischen Ratten injiziert und die
Bioverteilung der Substanz ex vivo nach 2, 4, 6 (jeweils n=3) und 24 h (n=1) in aus-
gewahlten Organen wie Pankreas, Gehirn, Leber, Milz, Niere, Herz, Lunge und Voll-
blut bestimmt. Nach 2, 4 und 6 h konnte jeweils nur eine sehr geringe Aktivitat in al-
len untersuchten Organen festgestellt werden. So konnte im Pankreas zu allen drei
Zeitpunkten nur eine Aktivitatsakkumulation von unter 0,001 % ID/ g nachgewiesen
werden. Nach 24 h konnte zwar im Pankreas der nicht-diabetischen Ratte im direkten

Vergleich zur diabetischen Ratte noch eine geringe Radioaktivitat von 0,000019 %
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ID/ g gemessen werden, was aber durchaus auf eine zu geringe Statistik (n=1 flr
den 24 h Wert) zuriickzuflhren sein kdnnte. Die Wiederfindungsrate beziglich der in-
jizierten Gesamtaktivitat in den untersuchten Organe lag jeweils unter 1 % ID/ g, was
auf eine schnelle Exkretion und Verstoffwechselung innerhalb der ersten 2 h hin-
weist. Diese Tatsache ist ein direkter Hinweis darauf, dass die Metabolisierung ent-
gegen der urspringlichen Annahme nicht renal, sonder hepatobilar verlauft. Dies ist
aufgrund des negativen logD7 4-Wertes von -0,21 bemerkenswert und unerwartet. Es
konnte erreicht werden, dass die Leberaktivitdt im Vergleich zum '®F-markierten Gli-
benclamid-Derivat nach 2 h auf einen Wert von unter 0,03 % ID/ g gegenuber fast 10

% ID/ g gesenkt werden konnte.

Zusammenfassend kann man sagen, dass zwei neue Radioliganden fur die potentiel-
le molekulare Bildgebung des SUR1-Status der Inselzellen hergestellt werden konn-
ten. Gleichzeitig konnten die nicht-radioaktiven Testverbindungen zur in vitro-
Evaluierung hergestellt werden. Sowohl die n.c.a. Radioliganden als auch die
makroskopischen Standardverbindungen wurden systematisch in vivo bzw. in vitro
evaluiert.

Leider erwiesen sich die in vitro-Affinitdts-Daten fur das orale Antidiabetikum, das
Natglinid-Derivat, als nicht selektiv genug, um weitere Versuchsreihen, zum Beispiel,
zur Organverteilung des N-(Trans-4-iso-propyl-cyclohexan-carbonyl)-O-
(2-["®F]fluorethyl)-D-tyrosins (2) an Ratten zu verfolgen. Bei dem Technetium-
markierten Glibenclamid-Derivat fuhrten die positiven in vitro-Daten zu ersten Tier-
versuchen, in deren Verlauf aber keine Visualisierung und Quantifizierung Uber
SUR1-Rezeptoren der Pankreas erzielt werden konnte. Ein neuer Ansatz mit Mess-
zeiten zwischen 0 und 120 min ist in Vorbereitung.

Damit zeigt sich, dass neben allen bisher evaluierten SUR1-Radioliganden auch die
beiden neuen Derivate N-(Trans-4-iso-propyl-cyclohexan-carbonyl)-O-(2-
["®Ffluorethyl)-D-tyrosin (2) und N-{4-[*"Tc(l)-tricarbonyl-N,N-bis-(carboxymethyl)-
aminoethyl)-5-chlor-benzol-carbox-amido-ethyl]-benzol-sulfon-yl}-N'-cyclohexyl-
harnstoff-Natriumsalz (13) nicht fir die emissionstomographische Darstellung des
Pankreas geeignet sind. Fur weitere Untersuchungen sind neue pharmakologische
Strategien erforderlich. Diese Ansatze kdnnten sich in ''C-markierten Zuckerderiva-
ten der SUR1-Liganden oder in radioaktiv-markierten monoklonalen Antikérpern fin-

den.
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