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Abstract

Today’s availability of Molecular Imaging opens up miscellaneous possibilities to study func-
tional, metabolic and pathophysiological processes and correlations in vivo. This provides a
significant impact on diagnosis and therapy control for brain diseases e.g. associated to the
GABA -receptor. The visualization and quantification of the ois-subunit of the GABA s-receptor
by PET studies may allow a better understanding of different neurological disorders, e.g. the
Alzheimer’s disease (AD) and the posttraumatic stress disorder (PTSD). as-Subtype-selective
GABA s-receptor ligands also provide an opportunity to give a deeper comprehension of the im-
portant processes of learning and memory.
7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-a]phthalazine seemed to be a promising lead
structure for new '*F-labeled GABA 4/as-subtypeselective ligands for PET. To verify a novel se-
ries of structures as potent tracers, the '’F-derivatives TCO7-TC12 were synthesized.

The reference substances were evaluated in competitive receptor binding assays and autoradio-
graphies of [H]Ro015-4513 binding against increasing concentrations of the synthesized
derivatives. Both receptor binding assays and autoradiographies of ["H]Ro 15-4513 challenged
with the reference compounds showed nanomolar Kj-values and a high GABA s/0is-subunit se-
lectivity for some of the tested compounds. Autoradiographic data and an additional in vivo-
experiment indicated the expected dose dependent selective displacement of the radioligand from
0s-subtype containing GABA s-Receptors. The experiments identified at least some of the tested
substances as potent substrates for the GABA s-0s-subtype.

According to these promising results the corresponding precursors for '°F-labeling reactions of
the most relevant compound TCO7 were synthesized. The subsequent '°F-labeling was achieved
by direct '8E_fluorination via nucleophilic substitution using ['®F]fluoride. The reactions were
optimized in terms of temperature, reaction time, precursor concentration, base-dependency and
different labeling methods. Thereby, ['*F]TC0O7 was obtained in up to 45 % radiochemical yield
and with a over-all radiochemical yield of 15 % for the formulation solution.

Based on the obtained results so far, in vitro, ex vivo and in vivo small-animal-studies using
UWPET were performed. In vitro- and ex vivo-autoradiographies pointed to a homogeneous re-
gional activity distribution and showed an absence of regionally specific uptake at tracer dose.
Similar results were observed in uPET studies. Low radioactivity levels and a homogeneous dis-
tribution of the activity in the brain and no correspondence with the known distribution of the
receptors could be found. The reasons for the disappointing low brain uptake of ['"®FITCO7 when
administered at tracer doses compared to the former studies with the reference compound, are
unknown. The rate of metabolism of [ISF]TCO7 was slow and the biodistribution showed no
atypical accumulation in other organs. From these observations it can be concluded that
[ISF]TC07 1s not a suitable tracer for in vivo visualization of the ois-subunit of the GABAA-

receptor so far.



Zusammenfassung

Die heutige Verfiigbarkeit der molekularen Bildgebung ermdglicht einen signifikanten Einfluss
auf die Diagnostik und die Therapiekontrolle von neurodegenerativen Erkrankungen, die unter
anderem durch Fehlsteuerungen im GABAergen System auftreten konnen. Die Visualisierung
und Quantifizierung des GABA-0s-Subtyps durch PET konnte dabei zu einem besseren Ver-
stindnis von Erkrankungen wie Alzheimer und traumatischen Neurosen (emotionales
Langzeitgedichtnis) beitragen. Ferner eroffnen GABA 4/0is-subtypselektive Liganden die Mog-
lichkeit, wesentliche Grundlagen der elementaren Vorginge von Lernen und Erinnern zu
untersuchen.

7,8,9,10-Tetrahydro-(7,10-ethan)-1,2,4-triazol[3,4-a]phthalazine stellen sich als vielverspre-
chende Leitstrukturen zur Entwicklung neuer '“F-markierter os-subtypselektiver GABA -
Rezeptorliganden fiir die PET dar. Um diese neuartigen Substanzen hinsichtlich ihrer Potenz als
GABA s-0s-subtypselektive Radioliganden zu verifizieren, wurden zunéchst die entsprechenden
PF-Derivate TCO7-TC12 synthetisiert. Diese Referenzverbindungen wurden in Rezeptor-
bindungsassays und in Autoradiographien mit ["H]Ro 15-4513 als zu verdringender Radioligand
evaluiert. In beiden Experimenten als auch in in vivo-Verdringungsexperimenten an Ratten
konnte eine hohe Affinitit im nanomolaren Bereich als auch eine hohe Selektivitit beziiglich der
GABA s/0s-Untereinheit fiir einige der dargestellten Referenzverbindungen nachgewiesen wer-
den. Gemil diesen vielversprechenden Ergebnissen wurden verschiedene Markie-rungsvorldufer
fiir eine 18F—Direktmalrkierung der relevantesten Substanz TCO7 in einer mehrstufigen organi-
schen Synthese dargestellt. Die anschlieBende '*F-Markierung erfolgte iiber eine nukleophile
Substitution mit ['*F]Fluorid. Die Reaktionsparameter wurden hinsichtlich Reaktionstemperatur
und -dauer, Markierungsvorlduferkonzentration, Basenabhéngigkeit und verschiedenen Markie-
rungsmethoden optimiert. Daraus resultierend konnte ['“FJTCO7 mit bis zu 45%
radiochemischer Ausbeute erhalten werden. Die zerfallskorrigierte, gesamtradiochemische Aus-
beute von nca [ *F]TCO7 in isotonischer NaCl-Losung betrug 15 %.

Basierend auf den bisher erhaltenen Ergebnissen wurde der Radioligand in in vitro-, ex vivo- und
in vivo pPET-Experimenten evaluiert. Die zunédchst durchgefiihrten in vitro-Experimente deute-
ten auf eine homogene Verteilung der Aktivitdt hin und zeigten keine spezifische Anreicherung.
Diese Ergebnisse wurden sowohl in ex vivo- als auch in in vivo-uPET-Studien bestétigt. Auch
hier konnte nur eine niedrige Aktivititsanreicherung, eine homogene Verteilung im gesamten
Gehirn und keine Ubereinstimmung mit der bekannten GABA s/0i5-Subtypverteilung gefunden
werden. Eine im Anschluss durchgefiihrte Metabolismusstudie zeigte eine langsame Metaboli-
sierungsrate  des ['®F]TCO7 wund auch eine Organverteilungsstudie zeigte keine
aullergewohnlichen Anreicherungen. Aus den erhaltenen Ergebnissen kann geschlossen werden,
dass der Radioligand ["*FITCO7 kein geeigneter Tracer zur in vivo-Visualisierung der Ols-
Untereinheit des GABA-Rezeptors ist.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Molekulare Bildgebung in den Lebenswissenschaften

Aktuell basiert die Beurteilung zahlreicher Krankheiten meist auf anatomischen oder physiologi-
schen Verdnderungen. Viele Krankheiten existieren jedoch fiir eine betrichtliche Zeitspanne in
einer asymptomatischen Phase. Biochemische Reserven, aber auch herabregelnde und kompen-
satorische Riickmeldungen innerhalb biologischer Prozesse der Organsysteme konnen die
krankheitsauslosenden Fehler bis zu einem bestimmten Punkt so unterdriicken, dass es zu keiner
verdnderten Organfunktion kommt. Obwohl also der Organismus noch keine Symptome ausbil-
det, sind bereits Verianderungen auf molekularer Ebene durch die Krankheit vorhanden. Ein
direkter Nachweis dieser molekularen Veridnderungen wiirde fiir den Patienten eine sehr viel frii-
here Diagnose der Krankheit bedeuten. In einem Stadium, in dem noch keine physiologischen
Veridnderungen erkannt werden konnen, konnte so durch rechtzeitige Behandlungsmallnahmen
der Verlauf der Krankheit positiv beeinflusst werden.

Durch diese Erkenntnisse wurde ein Gesamtkonzept geschaffen, in dem sich die Molekulare
Bildgebung als Verfahren einordnet, um das Verstidndnis des Zusammenspiels von Molekiilen,
Zellen, Organen und des gesamten Organismus zu vertiefen. Das untersuchte System kann bei-
spielsweise ein komplexes Organsystem wie das Gehirn sein, bei dem ein riesiges Kollektiv an
Zellen und deren Funktion ein System ergeben, welches allein durch molekulare Mechanismen
gesteuert wird und daraus intra- und interzelluldre Ereignisse resultieren.

Durch die direkte Visualisierung der durch die Krankheit hervorgerufenen biochemischen Ver-
dnderungen ist man potentiell in der Lage, Erkrankungen schon zu diagnostizieren, bevor sich
erste physiologische Veridnderungen zeigen. In Langzeitstudien konnte so gezeigt werden, dass
durch bildgebende Verfahren wie die PET eine Alzheimer Erkrankung mit einer 93 %igen Si-
cherheit drei Jahre frither erkennbar wird als unter Anwendung konventioneller, klinischer
Diagnostikmethoden'. Ferner ist man durch direkte Visualisierung der durch die Krankheit her-
vorgerufenen Verdnderungen in der Lage, den Effekt einer Therapie direkt zu iiberpriifen.
Daraus folgend kann man den Therapieerfolg schon kurz nach Beginn der Therapie beurteilen,

was auf konventionellem Weg erst Wochen bis Monate spiter ersichtlich ist.

1.2 Bildgebende Verfahren in der medizinischen Diagnostik

Die Technologie der bildgebenden Verfahren basiert auf der Verwendung auflerhalb des Orga-

nismus messbarer Strahlung, die entweder den Organismus durchdringt oder in den Organismus
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eingebracht wird. Daraus resultierend entwickelten sich verschiedene Verfahren zur Visualisie-
rung von Struktur und Funktion von Systemen, wobei jedes Verfahren seine eigenen Stirken und
Schwichen beinhaltet. Als Beispiele seien hier Rontgen, Computertomographie (CT), Magnet-
Resonanztomographie (MRT), Einzelphotonen-Emissions-Computertomographie (SPECT) und

Positronen-Emissions-Tomographie (PET) vorgestellt:

Klassisches Rontgen und Computertomographie (CT):

Das gingigste bildgebende Verfahren in der Medizin ist die Bildgebung durch Rontgenstrahlung.
Dabei wird im einfachsten Fall, dem klassischen Rontgenbild, eine Projektion der Dichtevertei-
lung erzeugt, in dem man das Objekt zwischen eine Rontgenquelle und eine Photoplatte bringt.
Einen Schritt weiter geht man in der Computertomographie (CT), bei der eine rotierende Ront-
genquelle das zu untersuchende Objekt bestrahlt; durch Messung mit geeigneten Detektoren wird
so ein Querschnittsbild generiert. Auch bei dieser Methode wird die Dichteverteilung innerhalb
des Objektes gemessen. Nachteilig ist jedoch sowohl beim Rontgen als auch bei der CT, dass
beide Verfahren durch das breite Energiespektrum der eingestrahlten Rontgenstrahlen keine
Analyse der genauen Dichte zulassen. Fiir diagnostische Zwecke ist dies jedoch vollig ausrei-
chend, da der Dichteunterschied zwischen Knochen und Gewebe und zwischen verschiedenen
Gewebearten ausreicht, um Knochen und Gewebegrenzen deutlich abbilden zu konnen. Kleinere
Unterschiede in Geweben lassen sich jedoch nur schwer bestimmen. Hier kommen Kontrastmit-
tel (Fliissigkeiten mit hoher Dichte und hoher Ordnungszahl, z.B. iodhaltige Kontrastmittel) zum
Einsatz, die die Dichteverteilung und daraus folgend deren Interpretation verdndern konnen. Die
Methoden des Rontgens und der CT sind in ihrer Anwendung aufgrund ihrer diagnostischen
Moglichkeiten sehr limitiert, jedoch aufgrund ihrer einfachen und kostengiinstigen Anwendung
immer noch am héufigsten verbreitet. Ein weiterer zu erwihnender Nachteil der CT ist die sehr
hohe Strahlenexposition des Patienten. Diese ist um bis zu 1000-mal hoher als bei einer klassi-

schen Thorax-Rontgenaufnahme?.

Magnet-Resonanztomographie (MRT):

Die der MRT (auch ,,Kernspintomographie*) zugrunde liegende Kernresonanzspektroskopie
(NMR) beruht auf dem Vorhandensein des Eigendrehimpulses (Spin) eines Atomkerns. Damit
verbunden ist die magnetische Wechselwirkung von Atomkernen mit dufleren Magnetfeldern,
die Wechselwirkung der Kerne untereinander, die Wechselwirkung der Elektronenhiille eines
Atoms und der Elektronen des gesamten Molekiils. Unterschiedliche Kernspin-Relaxationszeiten
in verschiedenen biologischen Geweben bilden die Basis fiir die in der Medizin als bildgebendes
diagnostisches Verfahren genutzte MRT. Hierbei wird ein homogenes magnetisches Feld von 2
Tesla verwendet, in das hochfrequente Wellen eingestrahlt werden. Die Stdrke des erhaltenen
Signals ist proportional zur Verteilung der spin-up und spin-down Zustidnde. Unter normalen
Umstinden ist diese Verteilung bei Raumtemperatur nahezu gleich, woraus sich ergibt, dass die

MRT eigentlich relativ unempfindlich ist. Erfolgreiche Anwendung findet sie jedoch durch den
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hohen Anteil von Wasser im menschlichen Gewebe und der Nutzung von paramagnetischen
Kontrastmitteln wie Gd-DTPA zur Kontrastverstarkung. Limitierte Visualisierung findet sich in
sehr kleinen Strukturen mit Molekiilkonzentration unter 0,1 mM, besonders im Bereich des Ge-
hirns, da Wasser und Fett hier nur in kleinen Konzentrationen vorliegen.

Sowohl die klassische Anwendung des Rontgens, die CT als auch die MRT stellen anatomische
Informationen bereit, die man ohne direkten dufleren Einfluss auf den menschlichen Korper sonst

nicht erhalten konnte.

SPECT und PET:

Einen vielversprechenden neuen Ansatz lieferte ab den 50ern die funktionelle Bildgebung der
SPECT und der PET. Die beiden Verfahren unterscheiden sich durch das eingebrachte Radioiso-
top und das daraus resultierende Messprinzip. In der SPECT kommt es zur Verwendung
einfacher Gammastrahler, hingegen werden in der PET Positronenemitter eingesetzt. Daraus
folgt fiir das Messprinzip, dass bei der SPECT die rdumliche Zuordnung der emittierten Gamma-
strahlung durch mechanische Kollimatoren (Bleisepten) erfolgt. Der Photonen-Registrierung in
der PET geht dagegen voraus, dass die primér emittierten Positronen nach einer ihrer kinetischen
Energie entsprechenden Reichweite im Gewebe mit Elektronen annihilieren. Positron und Elekt-
ron bilden das duBlerst kurzlebige Positronium und wandeln dann ihre Masseenergien in zwei,
sich mit einem Winkel von 180°C auseinander bewegenden Photonen mit einer genau definier-
ten Energie von je 511keV um. Die ridumliche Zuordnung dieser so genannten
Vernichtungsstrahlung erfolgt durch eine Koinzidenzmessung.

Die Stirke von SPECT und PET liegt zum einen in der Moglichkeit, direkte quantitative Aussa-
gen des Transportes und der biologischen Verfiigbarkeit von Biomolekiilen zu treffen
(Pharmakokinetik), zum anderen ihre therapeutischen und toxischen Effekte auf ein biologisches
System zu untersuchen (Pharmakodynamik).

Dabei wird das Radioisotop meist in die Blutbahn des Organismus eingebracht und reichert sich
in spezifischen Regionen an. So werden zur Visualisierung des Knochengeriists typischerweise
die Radioisotope *’Sr** und '®F verwendet. Das Nuklid '*T" wird fiir Untersuchungen an der
Schilddriise genutzt und **'TI* durch seine Ahnlichkeit zu K+ wird iiber eine Natrium/Kalium-
ATPase aktiv in Herzmuskelzellen angereichert. Eine weitere Moglichkeit ist das Verwenden ei-

nes Nuklid-Ligand-Komplexes. Die dominierende Anwendung von oom

Tc-Ligand-Komplexen in
der klinischen Routine ist vor allem auf die kostengiinstigen und leicht zu handhabenden
#MTechnetium-Kits zuriickzufiihren. Klinischen Anwendung finden dabei hiuptsichlich die
PmTe-Komplexe *”™Tc-MIBI (Cardiolite®) und **™Tch-Tetrofosmin (Myoview®) in der Myo-
cardszintigraphie, aber auch weitere Untersuchungen wie Knochen-, Nieren- und

Schilddriisenszintigraphien konnen mit verschiedenen oom

Tc-Ligand-Komplexen durchgefiihrt
werden. Immer weiter in den Mittelpunkt riickt das Prinzip des Einbringens eines geeigneten
Radioisotops in ein aktives Biomolekiil. Durch Injektion dieses Radiopharmakons in den Orga-

nismus, spezifische Anreicherung des radiomarkierten Biomolekiils (Targeting-Vektor) im



1 Einleitung 4

biologischen Ziel und durch gleichzeitigen Zerfall des Radioisotops unter Aussendung auf3erhalb
des Organismus messbarer Strahlung kann durch ein computergestiitztes Detektorsystem eine
Aktivitatsverteilung ermittelt werden. Dadurch kann die Verteilung des Targeting-Vektors im
Organismus sowohl qualitativ, im Fall der PET auch quantitativ, ermittelt werden. Das im dia-
gnostischen Bereich meistverwendete radioaktiv markierte Biomolekiil ist die 2-
['®F]Fluordesoxy-D-glukose (2-[' *FIFDG).

Beide bildgebenden Verfahren werden derzeit zur Diagnostik von onkologischen Erkrankungen,

kardiovaskuldren Erkrankungen und neurologisch auffilligen Krankheitbildern klinisch genutzt.

Die Verwendung von radioaktiv markierten Biomolekiilen birgt den Vorteil, dass diese Molekiile
in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke zu penetrieren. Dadurch ist es moglich funktionale, me-
tabolische und pathophysiologische Prozesse und Korrelationen im Gehirn invivo zu

untersuchen. Dabei sind besonders die folgenden Krankheitsbilder erwidhnenswert:

« Neurodegenerative Erkrankungen, vor allem bei Bewegungsstorungen (Morbus Par-
kinson, Multisystem-Atrophie, Dystonien, hyperkinetischen Syndromen wie
beispielsweise Huntington Chorea, Ataxien und andere neurodegenerative Storungen)
und bei Demenzen (hier vor allem der Alzheimer-Erkrankung, Lewy-Korper-
Demenzen, front-temporalen und vaskuldren Demenzen, aber auch der Creutzfeldt-
Jacob-Erkrankung)

« Zerebrovasuldre Erkrankungen (Ischdmien)

- Epilepsien, speziell beziiglich der Lokalisierung epileptischer Foki, der Beurteilung
der Progression epileptischer Lasionen und deren prid- und post-therapeutischen Cha-

rakterisierung

« Psychiatrische Erkrankungen, vor allem bei schizophrenen und affektiven Stérungen,
bei Alkohol- und anderen Substanzabhingigkeiten oder bei Personlichkeits- bzw. Ver-

haltensstorungen.

Im gréBeren Rahmen klinisch etabliert haben sich Diagnosen von Hirntumoren, von M. Parkin-
son, Epilepsie und der Alzheimer Demenz.

Wegen der schlechten Sensitivitit, der geringen rdumlichen Auflosung und der fehlenden Mog-
lichkeit einer Abschwichungskorrektur ist die SPECT gegeniiber der PET jedoch deutlich im
Nachteil.
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1 1-C-Flumazenil

‘t’f.
sy

Abb. 1: PET-Aufnahme der benzodiazepinrezeptorselektiven Liganden [''C]Flumazenil und
["*FIFEF im Menschen

1.3 Grundlagen der Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Bei den in der PET verwendeten Radionukliden handelt es sich um instabile, neutronenarme
Kerne, die sich durch Positronenemission stabilisieren. Bei der radioaktiven Umwandlung dieses
Kerns wird ein Proton in ein Neutron umgewandelt, wobei zum Ladungsausgleich ein Positron
(B") und zum Erhalt des Spins ein Neutrino (v.) emittiert werden. Bei den meisten in der PET

verwendeten Radioisotope sind die durch B*-Umwandlung entstehenden Nuklide stabil.
1P BTV,

Das Positron verliert auf sehr kurzem Wege durch elastische Sto3e mit seiner Umgebung kineti-
sche Energie und rekombiniert dann mit seinem Antiteilchen (Elektron) eines nahe gelegenen
Atoms. Die zuriickgelegte Distanz des Positrons ist dabei abhingig von seiner Energie.

Kombiniert ein Positron mit dem Elektron eines Atoms, kommt es zur so genannten Annihiliati-
onsreaktion mit einem Positronium als instabilem Zwischenprodukt. Bei der Annihilation des
Partikels wandelt sich dessen Ruhemasse vollstidndig in zwei 511 keV Gammastrahlen um, die in
einem 180°-Winkel voneinander abstrahlen. Diese Photonen kénnen den Korper ohne wesentli-
che Wechselwirkungen mit Materie verlassen und von externen Detektoren registriert werden.
Diese Vernichtungsstrahlung oder Annihilationsstrahlung ist Grundlage der PET: Die beiden

511 keV-Photonen werden in jeweils gegeniiberliegenden Detektoren dann als wahres Ereignis
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registriert, wenn sie innerhalb einer kurzen Zeitspanne von < 10 ns gleichzeitig, d.h. koinzident,
eintreffen.

Koinzidenz-
schaltung &

Y

Positron emittierender

S 511 keV Quant

1y J Elektron <
NP 202
‘j/ Positron Positronium

Digitales

511 keV Quant Schnittbild

Detektorring

Abb. 2: Schema der Positronenvernichtung und der Detektion der Vernichtungsstrahlung

Bei einer PET-Untersuchung wird dem Patienten ein positronenemittierendes Radionuklid appli-
ziert, welches in ionischer Form, als Nuklid-Ligand-Komplex oder als Teil eines Biomolekiils
vorliegen kann. Durch Anreicherung dieses Radiopharmakons an den Zielstrukturen im Orga-
nismus kann in diesen Arealen vermehrt Annihilationsstrahlung detektiert werden. Zur Detektion
werden sogenannte Positronenemissionskameras eingesetzt, die die erhaltenen Impulse an eine
Computereinheit weiterleiten. Die Idee der PET konnte nur realisiert werden, nachdem anorgani-
sche Szintillationsdetektoren zur Detektion der <-Strahlung, elektronische Bauteile zur
Koinzidenzmessung und ausreichende Computerkapazitit zur Bildrekonstruktion verfiigbar wur-
den.

Eine aktuelle Positronenkamera ist ein komplexes Produkt der Strahlungsdetektortechnologie®.
Der Basis-Detektor in einer modernen PET-Kamera ist ein Bismutgermanat-Blockdetektor
(BGO-Blockdetektor) mit einer Unterteilung in 8 x 8 Unterdetektoren, die durch 4 Photomulti-
plierrohren (PMT) ausgelesen werden. Durch Addition und Subtraktion von individuellen
Signalen der PMT’s kann der szintillierende Unterdetektor im BGO-Block identifiziert werden.
Die Detektorenblocke formieren einen Ring, wobei bis zu vier dieser Ringe zusammen ein axia-
les Sichtfeld von ungefidhr 15-16 cm ergeben. Auf diesem Weg konnen bis zu 63 Ebenen
simultan mit einer spatialen Auflosung von 4-5 mm dargestellt werden. Fiir Kleintier-Forschung
wurden speziell MicroPET-Kameras mit einer spatialen Auflésung von 2 mm und kleiner auf
den Markt gebracht.

Ferner miissen vor der Rekonstruktion des Bildes Korrekturrechnungen (Absorptions- und Tot-
zeitkorrektur, sowie Korrektur der Zufallskoinzidenz und der Streustrahlung) durchgefiihrt

werden.
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Voraussetzung fiir eine gute Visualisierung eines biochemischen Prozesses ist das Vorhanden-
sein eines geeigneten Radiopharmakons und die Wahl eines giinstigen Positronenemitters.
Besonders im Hinblick auf die Wahl des Positronenemitters sind in der Regel folgende Kriterien

von belang:

Halbwertszeit

Positronenenergie

« Haufigkeit des Positronenzerfalls

Produktionsweg und Verfiigbarkeit

Markierungsstrategie

Die Bedeutung der Halbwertszeit liegt primér bei der Handhabung des Isotops und der Strahlen-
belastung des Patienten. Hier muss ein Kompromiss zwischen Strahlenbelastung und der
begrenzten Synthesezeit bei kurzlebigen Radioisotopen gefunden werden. Zwar sind prinzipiell
auch °N und O als PET-Isotope handhabbar und kommen auch in Patientenuntersuchungen
zum Einsatz (z.B. Blutfluss-Bestimmung durch >O-Butanol), allerdings sind chemische Synthe-
sen durch die kurze Halbwertszeit nur begrenzt moglich. Ferner konnen nur mit langlebigeren
Radionukliden biochemische Vorginge mit ldngerer biologischer Halbwertszeit untersucht wer-
den. '"'C mit einer Halbwertszeit von 20 Minuten und '°F mit einer Halbwertszeit von 110
Minuten werden hier vermehrt eingesetzt.

Die Positronenenergie steht in enger Beziehung zur Reichweite der Positronenstrahlung, wobei
gilt, dass mit zunehmender kinetischer Energie die Reichweite des Positrons ansteigt. Eine hohe
Positronenenergie fiihrt somit zu einer schlechteren Ortsauflosung und damit zu einer schlechte-
ren Bildqualitét.

Hauptsédchlich kommen in der PET kurzlebige Isotope zum Einsatz (MC mit t;p =20 min, BN
mit t;, = 10 min, 50 mit ti2 =2 min und BE mit ti» = 110 min). Kohlenstoff, Stickstoff und
Sauerstoff sind die Elemente jedes lebenden Organismus und Bausteine nahezu jedes bioche-
misch relevanten Molekiils. Obwohl Fluor im Gegensatz zu den genannten Elementen nur
verhiltnisméBig selten in organischen Molekiilen vorhanden ist, wird es aufgrund seiner guten
Isotopeneigenschaften sehr hdufig in der PET eingesetzt. In der nachfolgenden Tab. 1 sind einige

wichtige Positronenstrahler angefiihrt.
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. Umwandlungsart max. Reichweite

Nuklid Tin [Hiiufigkeit % ] Eprmax (in H;0)

1 . B* 99,8
C 20,30 min EC 02 0,96 MeV 3,8 mm
PN 9,96 min Bt 100 1,19 MeV 5,0 mm

15 ) B* 99,9
O 2,03 min BC 0.1 1,73 MeV 7,6 mm

18 ) B* 96,9
F 109,65 min EC 3.1 0,63 MeV 2,2 mm

68 ) B* 89,1
Ga 67,71 min EC 10.9 1,90 MeV 13,6 mm

7 B* 87,8
As 1,1d EC 122 1,12 MeV 4,8 mm

76 B* 66,5
Br 16,7 h EC 33.5 3,60 MeV 15,5 mm

86 B* 314
Y 14,7 h EC 68.6 1,18 MeV 5,3 mm

124 B* 23,0
1 4,17d EC 67.0 2,14 MeV 9,7 mm

Tab. 1: Wichtige Positronenstrahler*
14 Kernchemische und kinetische Aspekte trigerarmer Radionuklide

Im Zusammenhang mit der PET ist besonders der Begriff der Trigerfreiheit von Bedeutung®.

Praktisch sind drei verschiedene Fille zu unterscheiden:

o tragerfrei (carrier-free; cf)
« ohne zugesetzten Triger (no-carrier-added; nca)

« getrigert (carrier-added; ca)

Der Zustand der absoluten Tréagerfreiheit ist nur bei kiinstlichen Elementen wie zum Beispiel bei
21 Astat erreichbar, da nur hier eine Verunreinigung des Radionuklids mit stabilen Isotopen des
Elements ausgeschlossen werden kann. Das Mal} der Verunreinigung hingt unter anderem von
der Haufigkeit des Elements in der Umwelt ab. Der Zustand der absoluten Triagerfreiheit kann
bei natiirlich vorkommenden Isotopen des entsprechenden Elements nicht erreicht werden, da ei-
ne Aufnahme an isotopem Triger nicht vollig auszuschlieBen ist (durch Synthese, Reinigung,

Targetmaterial, Luft etc.). Wihrend die Verunreinigung von radioaktivem "'C-Kohlenstoff mit
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natiirlichem Kohlenstoff das 100-10.000fache iibersteigen kann, ist sie bei den weniger héufig
vorkommenden Halogenen geringer, kann aber immer noch das 10-1000fache betragen®. Der ge-
brauchliche Begriff fiir Markierungssynthesen ist daher ,,ohne zugesetzten Triger*. Bei manchen
Reaktionen wird Triger jedoch absichtlich zugesetzt, es wird dann von einem getrigerten Zu-
stand gesprochen.

Besondere Bedeutung erfihrt hier auch der Begriff der spezifischen Aktivitit. Dabei handelt es
sich um Aktivitdt bezogen auf die Gesamtstoffmenge. Die Angabe der spezifischen Aktivitit er-
folgt in GBg/umol. Im Allgemeinen ist ein Trigerzusatz nicht erwiinscht, da er die spezifische
Aktivitit stark erniedrigt. Hohe spezifische Aktivitit ist besonders bei Einsatz toxischer, bezie-
hungsweise zentral wirksamer Radiopharmaka zur Unterschreitung der wirksamen
Dosiskonzentration unabdingbar. Liegt ein Radiopharmazeutikum in nca-Mengen vor, kann eine

pharmakodynamische Wirkung zumeist ausgeschlossen werden.

Zum besseren Verstindnis der experimentellen Ergebnisse sollen zuvor einige Betrachtungen der
kinetischen Aspekte bei nca-Markierungen diskutiert werden.

Die allgemeine Formel fiir den Zerfall eines Isotops lautet:

dN N-In2
=——=N". ﬂ, = A: Aktivitit; N: Teilchenanzahl; A: Zerfallskonstante; t;,: Halbwertszeit
dt fy

Aufgrund der gewihlten Reaktionsbedingungen bei nukleophilen Fluorierungen handelt es sich
um eine bimolekulare Reaktion, also um eine Reaktion 2. Ordnung:
dlA .
— % =k- [M V] . [A] , mit — d [A] =d [P ] [A]: Konzentration des Radionuklids; [P]: Konzentration des Produkts;
t
[MV]: Konzentration des Markierungsvorlédufers

Bei nca-Markierungen wird der Markierungsvorliufer in ca. 10'°fachen Uberschuss gegeniiber
der Konzentration des Radionuklids eingesetzt. Somit kann man die Veridnderung der Konzentra-
tion des Markierungsvorldufers vernachldssigen. Dies fiihrt zu einem Reaktionsgesetz pseudo-

erster Ordnung.

—%zk'[A] it k'=k-[MV]
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Damit ergibt sich fiir die Aktivitit zum Zeitpunkt t:

4] =—k't

[4,]
[A]=[A,]-exp(~k't) . mit [A,]=[P]+[A,]
[P]=[A,]- (1—exp(-k'1))

In

Trigt man nun die radiochemische Ausbeute gegen die Zeit auf, erhédlt man einen typischen Kur-
venverlauf (Abb. 3).

1,2

0,8

0,6

0,4

Radiochemische Ausbeute

0,2

0 2 4 6 8 10 12
Reaktionszeit

Abb. 3: Theoretische radiochemische Ausbeutekurve von nca-Markierungen

Die Bildungskonstante k™ des Radionuklids bestimmt die Grée der Anfangssteigung. Da sich
diese Konstante aus der Vorldauferkonzentration und der eigentlichen Geschwindigkeitskonstan-
ten k zusammensetzt, ist daraus direkt ersichtlich, dass die Anfangssteigung der Ausbeutekurve

proportional der Reaktivitit des Markierungsvorldufer ist.

1.4.1 Produktion von '*F-Fluor

Zu Beginn der 80er Jahre wurde die urspriinglich Herstellung von "E_Fluor an einem Kernreak-
tor iiber die 6Li(n,oc)SH— oder die 16O(SH,n)lgF—Reaktion durch die Produktion am Zyklotron
ersetzt. Hierbei ist je nach Kernreaktion das '®F-Fluor in zwei sich voneinander unterscheidenden

chemischen Formen zuginglich: als [ISF]F'aq in einer nukleophilen, ungetrigerten Form oder als
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elektrophiles, getrigertes ['8F]F,. Von den vielen Moglichkeiten 8F_Fluor darzustellen, sind in

Tab. 2 die vier wichtigsten Kernreaktionen aufgefiihrt:

. chem. Form | Spezifische Aktivitit
Kernreaktion Target
des Fluors [GBq/mmol]
®0(p.n)"*F H,'"*0 BF 0 bis zu 37-10°
"®O(CHe,p)'°F H,0 BF bis zu 37-10°
'Ne(d,o)'*F *Ne (0,1-0,2% F>), 18 bar ["*FIF, 37-370
B0(p,n)'"*F 80, Kr (1% F,), 20 bar ["*F|F, 37-1850

Tab. 2: Kernreaktionen zur Produktion von "*F-Fluor im Zyklotron’.

Die Darstellung des nukleophilen Fluorids erfolgt im Wesentlichen iiber die '“O(p,n)"*F-
Kernreaktion. Entstandenes [18F] Fluorid wird nach der Bestrahlung an einen Anionenaustauscher
gebunden und anschlieBend mit einer wéssrigen Kaliumcarbonatlosung eluiert. Der schematische
Aufbau eines Targets fiir die '°O(*He,p)'F -Reaktion kann aus der Abb. 4 entnommen werden.

Die zyklische Nutzung des ["|01H,0 erfolgt durch photochemische und destillative Reinigungg.

He-Kiihlung

L,

Ti-Folie 75 ym <=— __|

T Hz0-Kihlung 17 MeV p
© 21 mm
l Strahl

L

I¢_

Titankdrper

Abb. 4: Aufbau eines Wasser-Target-Systems zur Produktion von [ISF]F'aq9

Die Produktion des elektrophilen [ISF]FZ erfolgt entweder iiber die 20Ne(d,oc)lgl:— oder die
18O(p,n)lgF—Reaktion an einem Gastargetlo. Um die Anlagerung des 8F_Fluors an der Target-
wand auf ein Minimum zu reduzieren, muss das [ISF]FZ durch F,-Tréagerzusatz aus dem Target

gewonnen werden. Die spezifischen Aktivitdten sind somit deutlich geringer als bei der Herstel-
lung von [ISF]F'aq (Tab. 2).
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1.4.2 18F—Markierun,czsstralte,qien organischer Molekiile

Hinsichtlich der Einfiihrung von '®F-Fluor in organischen Verbindungen lassen sich je nach Art

des Produktionsprozesses von 8E_Fluor drei grundlegende Synthesestrategien unterscheiden:

« Elektrophile '*F-Fluorierung mit ca ['*F|F., ['*F]XeE,, ['"*F]AcOF
« Nukleophile "*F-Fluorierung mit nca [ *F]F
. 18F—Fluorierung iber eine prosthetische Gruppe
Bis auf wenige Ausnahmen (z.B. 6-L-['*F]Fluordopa'’) ist man von der elektrophilen '*F-

Fluorierung abgekommen, da durch die hohere spezifische Aktivitit und die einfachere Handha-

bung des [ISF]F'aq die nukleophile der elektrophilen 18F—Fluorierung deutlich iiberlegen ist.

1.4.2.1 Nukleophile IgF—Fluorierun,q

Die nukleophile Substitution ist die zurzeit chemisch gebriduchlichste Methode zur Darstellung
nca '*F-markierter Radiopharmaka. Bei dieser Art der Reaktionsfiihrung handelt es sich im All-
gemeinen um eine Substitutionsreaktion von nukleofugen Gruppen wie z.B. Halogenen,

verschiedenen Sulfonsdureestern sowie cyclischen Schwefelsaureestern (Abb. 5):

18—
R—X —L» r—F
X 8p
lSF-
Ry~ — > Ry-

X : nukleofuge Gruppe
R,: aktivierender Rest

Abb. 5: Allgemeine nukleophile aliphatische und aromatische Substitution mit ["*FIF

Nukleophile Fluorierungen kénnen mechanistisch als Sy2-Reaktion angesehen werden, wobei
Halogene und die Sulfonsdurederivate (Mesylate und Tosylate) aber auch die Nitrogruppe als
bevorzugte Abgangsgruppen dienen. Da aufgrund der hohen metabolischen Stabilitét fluorierte
Aromaten eine wichtige Rolle in der Radiopharmaka-Herstellung spielen, muss die '°F-
Fluorierungsreaktion am Aromaten durch elektronenziehende Substituenten die Abgangsgruppe

aktiviert werden.
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Besonders Reaktionen vom Typ der nukleophilen Sx2-Substitution zeigen eine starke Abhingig-
keit der radiochemischen Ausbeute von der Temperatur und vom Losungsmittel. Ferner ist zu
beachten, dass es wegen der gro3en Ladungsdichte des [ISF]F'aq, die in wissrigem Medium zur
Ausbildung einer volumindsen Solvathiille fiihrt, und bedingt durch die hohe Nukleophilie bei
Anwesenheit acider Protonen zur Entstehung von HF kommen kann. Um diesen Prozess zu un-
terbinden und eine direkte Fluorierung zu ermdglichen, sollte daher besonders auf die Wahl des

Losungsmittels, des Basensystems und des Phasentransferkatalysators geachtet werden:

o Losungsmittel: Die Verwendung dipolarer aprotischer Losungsmittel mit hoher Die-
lektrizitatskonstante erweist sich als giinstigu, da diese auf Salze dissoziierend wirken,
jedoch das Fluoridanion nicht protonieren. Daher sind Losungsmittel wie Acetonitril
(MeCN), N,N-Dimethylformamid (DMF) und Dimethylsulfoxid (DMSO) zu bevorzu-

gen.

» Basensystem: Durch Zugabe nicht-nukleophiler, basischer Anionen (Oxalate, Carbo-
nate) kann die Bildung von HF verhindert werden. Ferner verringert man eine
Adsorption des ['*F]Fluors an der GefiBwand, da die Base als nicht-isotoper Triger
fungiert. In der Regel wird Kaliumcarbonat als Base zugesetzt, aber auch Kalium-

hydrogencarbonat und Césiumcarbonat kommen zur Verwendung.

o Phasentransferkatalysator: Neben einer Steigerung der Loslichkeit des Kaliumfluo-
rids erfahrt das Fluoridanion eine weitere Aktivierung, indem das Kaliumkation durch
den Kryptanden maskiert wird. Hiufige Verwendung findet Kryptofix®2.2.2, welches
das Kaliumkation komplexiert. Das Maskieren des Gegenions zum Fluoridanion fiihrt

zu dessen besonders ausgeprigter Reaktivitit.

o Schutzgruppen: Bis auf die zu fluorierende Funktion miissen alle weiteren reaktiven
Gruppen innerhalb des zu markierenden Molekiils, besonders solche mit aciden Proto-
nen, durch geeignete Schutzgruppen geschiitzt werden, insofern sie in die Reaktion

mit einbezogen werden konnen.

Das bekannteste Beispiel einer nukleophilen Substitution mit ["|F]F ist die Darstellung von
2-["*F]Fluordesoxy-D-glukose (2-['*FIFDG)". Dieser Radioligand ist das klinisch am hiufigsten
eingesetzte Radiopharmakon in der PET-Diagnostik (Abb. 6).



1 Einleitung 14

OAc OH
OTf

_Q Q
AcO — 1 [K222/K1"F/MeCN 0 —

AcO OAc 2. Hydrolyse HO

Bp
OH

Abb. 6: Nukleophile '*F-Fluorierung zur Herstellung von [*F]FDG

1.4.2.2 Fluorierung iiber prosthetische Gruppen

Ist eine Direktfluorierung nicht oder nur auf Umwegen zu erreichen, greift man auf so genannte
sekundire Markierungsvorldufer (prosthetische Gruppen) zuriick. Dies sind kleine, gut fluorier-
bare Molekiile, welche mit BE_Fluor umgesetzt und anschlieBend an das zu markierende
Molekiil gekoppelt werden. Sie werden zur Fluoralkylierung, -acylierung, -amidierung,
-amidinierung, photochemischen Konjugation oder auch einer Oximbildung in der Markierungs-
chemie eingesetzt.

Von den bisher evaluierten Gruppen zur Fluoralkylierung haben sich insbesondere '*F-markierte
Alkyltosylate, -triflate und -bromide zur Fluoralkylierung durchgesetzt. Als wichtigster Vertreter
dieser Markierungsreagenzien ist das 2—[18F]F1uorethyltosylat (["®F]FETos) zu nennen (Abb. 7).

[K2.2.2/K]'®F / MeCN 18

OTos F
Tos0” > 80°C. 3min Tos0” >

Abb. 7: Synthese des 2-['*F]Fluorethyltosylats'

Eine weitere interessante prosthetische Gruppe zur Fluoralkylierung ist das 2-Brom-1-
[ISF]ﬂuorethan ([ISF]BFE), wobei jedoch der hohe Aufwand der destillativen Isolation der Grup-
pe'>!® nach der Synthese ein Problem darstellen kann. Ein alternativer Aufarbeitungsweg kann
iiber eine Kombination von Festphasenkartuschen erfolgen. Dies hat den Vorteil, dass ['*F|BFE

in dhnlich einfacher Weise wie [ISF]FETos erhalten werden kann (Abb. 8).

[K2.2.2/K]"8F / MeCN 18

Br F
B N 80°C, 3min e

Abb. 8: Synthese des 2—Br0m—1—[lglj]ﬂuorethans17
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1.4.2.3 Weitere Fluorierungsmethoden

In einigen Fillen stellt trotz schlechter radiochemischer Ausbeute die direkte nukleophile aroma-
tische Substitution die einzige sinnvolle Moglichkeit dar, ein Molekiill mit [ISF]Fluorid Zu
markieren. Um die chemische Struktur des Liganden nicht zu verdndern ist es daher moglich, in
vorhergehenden, priaparativ-organischen Syntheseschritten bereits eine die Abgangsgruppe akti-
vierende Gruppierung einzufiihren, die direkt im Anschluss an die '*F-Fluorierung wieder
abgespalten werden kann. Im Folgenden sei dies an der Einfiihrung eines Aldehyds als aktivie-
rende Gruppe und anschlieBender Abspaltung unter Verwendung des Wilkinson-Katalysators
(RhCI(PPh3)3) in Abb. 9 erldutert. Der Ligand kann dadurch in hohen chemischen Ausbeuten
markiert werden, ohne dass dabei die chemische Struktur verdndert wird. Diese Moglichkeit der
Radiofluorierung wurde von Kreis et al. (2006)'® und der deutschen Gruppe um H.-J. Machul-

19,20

la"™"" im darauffolgenden Jahr beschrieben.

R

‘ \ N 18F-Markierung‘ ‘ \ N Decarbonylierung ‘ \ N
= X / 18 / 18p
\O \O

X: nukleofuge Gruppe

Abb. 9: Radioaktive Markierung iiber eine aktivierende Gruppe'”

1.5 Das GABAerge System

v-Aminobuttersdure (GABA) ist der primédre Neurotransmitter inhibitorischer Transmission im
zentralen Nervensystem der Sdugetiere und an bis zu 40% aller Synapsen in Gehirn beteiligt21’22.
Die spezifische Bindung des Neurotransmitters GABA findet an Transmembranproteinen in
Nervenzellen der ionotropen Typen A und C Rezeptoren (GABAA- und GABAc-Rezeptoren)
und des metabotropen Typ B Rezeptors (GABAg-Rezeptor) statt. Ferner interagiert GABA au-
Berordentlich komplex mit anderen Neurotransmittersystemen durch diese Rezeptoren und dient
so als Targets fiir viele endogene und exogene Modulatoren®>*>>2¢,

Besonders GABA-Rezeptoren besitzen inhibitorische Eigenschaften gegeniiber Neuronen und

sind daher #ufBerst wichtig zur Kontrolle der Reizreaktionen des Gehirns***’.
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1.5.1 Die GABAx-Rezeptorbindungsstelle

GABA-Rezeptoren sind ligandgesteuerte Ionenkanile. Durch Wechselwirkung von GABA mit
dem Rezeptor 6ffnet sich der als Teil der Proteinstruktur ausgebildete Chloridionenkanal. Der
Ionenkanal bildet sich aus fiinf Proteinuntereinheiten, die jeweils aus ca. 400-450 Aminosduren
bestehen?®. Diese Untereinheiten lagern sich derart zusammen, dass sich in ihrer Mitte eine fiir
Chloridionen durchlédssige Pore bildet. In Abb. 10 ist der Aufbau eines solchen Rezeptors darge-
stellt. Die vorherrschende Lokalisation fiir GABAa-Rezeptoren ist in der postsynaptischen
Membran®.

Benzodiazepine GABA
Diazepam (+) Muscimol (+)
Flumazenil (o) Bicucullin (-]

Loreclezol/ £5
DMCM (+)
Barbiturate

Picrotoxin Aniasthetika
/TBPS

Furosemid

Steroide

J A"‘"

Ethanol

Hevers & Liiddens, 1997

Abb. 10: Schematische Darstellung des GABA s-Rezeptors

GABA-Rezeptoren sind als molekulare Zielstrukturen fiir viele Modulatoren wie Barbiturate,
Benzodiazepine, Steroide, Ethanol****3! und zahlreicher Allgemeinanisthetika von zentraler Be-
deutungzg.

Der GABA s-Rezeptor bildet verschiedene Bindungsstellen aus, wobei besonders drei Bindungs-
stellen zu erwihnen sind. Die namensgebende Bindungsstelle ist die GABA-Bindungsstelle, die
selektiv mit dem Neurotransmitter GABA, aber auch mit Muscimol und dessen Derivaten wech-
selwirkt. Weitere Bindungsstellen befinden sich im Chlorid-Ionophor und kénnen unter anderem
durch Picrotoxinderivate besetzt werden. Die bekannteste und am Besten erforschte Bindungs-
stelle ist die Benzodiazepinbindungsstelle. Mit ihr wechselwirken hauptsédchlich Benzodiazepine,

aber auch andere Molekiile ohne typische Benzodiazepinstruktur.
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1.5.1.1 Aktueller Status der Entwicklung selektiver PET-Liganden fiir die Benzodiazepin-
bindungsstelle des GABA 4-Rezeptors

Die Mehrheit der klinischen Anwendungen im Bereich der Visualisierung der zentralen Benzo-
diazepinbindungsstelle des GABAja-Rezeptors im Menschen wird mit den Antagonisten
[HC]Flumazenil fiir PET- und [1231] Iomazenil fiir SPECT-Untersuchungen durchgefiihrt. Um die
Thematik auf einen {iberschaubaren Rahmen zu begrenzen soll hier der bisherige Status der Ent-

wicklung von selektiven Radioliganden fiir die PET erldutert werden.

KN o)
shll*sh

[ C]Flumazenil [lzzl]lomazeml

Die ersten Studien in denen radioaktiv markierte Benzodiazepine zur Visualisierung verwendet
wurden, reichen zuriick in die frithen achziger Jahre. Zunichst wurden die Benzodiazepine Dia-
zepam und Flunitrazepam ''C-markiert, beide jeweils mittels einer N-Methylierung®. Jedoch
war die Anwendbarkeit aufgrund ihrer fehlenden Selektivitit gegeniiber den zentralen Benzodia-
zepinbindungsstellen des GABA-Rezeptors stark limitiert. Ferner wurde eine verminderte
Benzodiazepinrezeptoraffinitit in vivo als auch eine schnelle Dissoziation vom Rezeptor bei
Korpertemperatur (37 °C) festgestellt. Das daraufhin ebenfalls am Amidstickstoff ''C-markierte

2"-Fluorderivat Fludiazepam® zeigte eine identische Bindung in vivo.

”‘CH3 o ”CH3 “CH3
O N\g \é \é

Cl —N
O O O F
[1 lCJDiazepam [l 1CJFlunitrazepam [l 1CJFludiazepam

Die N-''C-Methylierung des Amidstickstoffs der zuvor genannten Molekiile Diazepam, Flu-
nitrazepam und Fludiazepam basierte jedoch auf der Einfiihrung des Radiolabels an einer
metabolisch instabilen Position und fiihrte dadurch zu Liganden mit einer kurzen biologischen
Halbwertszeit. Mit diesen neuen Erkenntnissen wurden darauf die Benzodiazepinagonisten
Alprazolam und Triazolam an der C;-Position des Triazolringes ''C-markiert. Dadurch gelangte

man zu metabolisch stabileren Molekiillen. Die erhaltenen in vivo-Pharmakokinetiken von
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[”C]Triazolam in Primaten® zeigten eine schnelle Aufnahme des Radioliganden in die benzodi-
azepinrezeptorexprimierenden Hirnregionen, mit einem Maximum der Anreicherung bei
25 Minuten nach der Injektion und eine anschliefende langsame Dissoziation des Radioliganden
vom Rezeptor. Die Aufnahme des Radioliganden konnte durch Gabe des Benzodiazepinrezepto-
rantagonisten Flumazenil blockiert werden. Ebenfalls konnte eine schnelle Abnahme der
Aktivitat im Gehirn nach Gabe verschiedener Benzodiazepine wie Flumazenil, Triazolam oder
Zolpidem gezeigt werden.

Der Ligand [''C]Alprazolam wurde direkt im Menschen getestet®®. Die Aufnahme des Radioli-
ganden im Gehirn zeigte ein charakteristisches Aufnahmeverhalten fiir eine rezeptorvermittelte
Bindung inHirnregionen mit hoher Benzodiazepinrezeptordichte. Auch hier konnte der Radioli-
gand durch nichtmarkierte Benzodiazepine verdriangt werden. Der Ligand zeigte jedoch eine
ungewohnliche Pharmakokinetik welche auf eine starke Wechselwirkung des Radioliganden mit
einer peripheren Bindungsstelle zuriickgefiihrt wurde. Dadurch steht der Radioligand einer Auf-
nahme im Gehirn nur sehr verzégert zur Verfiigung. Weitere Experimente mit diesen beiden

Liganden wurden nicht publiziert.

O ) O
[l lC]Triazolam [l 1C]Alprazolam

Die bei den Radioliganden [“C]Diazepam und [“C]Flunitrazepam auftretenden pharmakologi-
schen Probleme fiihrten zur Radiomarkierung des Antagonisten Flumazenil (Ro 15-1788). Dieser
Ligand war einer neuen Gruppe von Benzodiazepinen zugeordnet, denen der 5-Phenylsubstituent
fehlte und ein Imidazolringsystem enthielt. Die Darstellung des [''C]Flumazenil erfolgte durch
die zuvor schon etablierte N—[“C]Methylierung eines demethylierten Markierungsvorliufers® .
PET-Studien an Primaten zeigten hohe Aufnahmen des Radioliganden in Hirnregionen mit hoher
Benzodiazepinrezeptordichte wie das Cerebellum und die cortikalen Regionen. Nach 10 Minuten
befand sich der Ligand im Gleichgewicht und nach weiteren 10 Minuten konnte eine langsame
Verdringung des Radioliganden beobachtet werden. Aufgenommenes [''C]Flumazenil konnte
durch Gabe von kaltem Flumazenil verdringt werden und wies auf eine spezifische Bindung
> 80 % in vivo hin. Kurze Zeit spiter wurde die Synthese des [''C]Flumazenil automatisiert und
als Routinesynthese fiir klinische Anwendungen zur Verfiigung gestellt. Da [''C]Flumazenil
in vivo sehr schnell metabolisiert wird, forderte jede Form von Analysen der erhaltenen PET-

Daten und der Kinetiken eine genaue Kenntnis iiber die Metabolisierung des [“C]Flumazenils.
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Als Folge davon wurde Flumazenil auch in der 2-Ethylesterkette radiomarkiert. Ausgehend von
der freien Sidure Ro 15-3890 fiihrte eine Markierung mit [''C]Ethyliodid zu
[Ethyl—”C]FlumazenilSS. Der Hauptmetabolit, das Carboxysdurederivat des [HC]Flumazenils

wurde durch eine einfache Esterspaltung des [''C]Flumazenil erhalten.

o o o

[''CIFlumazenil Metabolit des [''C]Flumazenils [Ethyl-''C]Flumazenil

CO,CH,CH, COOH CO,'!CH,CH,

Die hervorragenden pharmakologischen Eigenschaften und die annehmbare Pharmakokinetik
machten [''C]Flumazenil zum am Besten studierten '' C-markierten Benzodiazepinrezeptorligan-
den. Seit seiner Entwicklung vor rund 20 Jahren wurde dieser Ligand intensiv zur Studie des
Benzodiazepinrezeptors verwendet und stellt den sogenannten Gold-Standard fiir PET-Studien
am Benzodiazepinrezeptorsystem dar. Auch heute noch wird dieser Ligand routinemifig zur
Untersuchung der Rolle der Benzodiazepinbindungsstelle des GABAa-Rezeptors in einer Viel-
zahl klinischer Fragestellungen (z.B. Epilepsie) genutzt.

Der schnelle Metabolismus des [''C]Flumazenil fiihrte zur Entwicklung weiterer Benzodiazepin-
rezeptorliganden fiir in vivo-Studien, die vor allem eine bessere Metabolisierungsrate aufweisen
sollten. Einer dieser Ansitze war die Derivatisierung der Esterfunktion um dadurch eine hohere
metabolische Stabilitit zu erreichen. NNC 13-8199 ist ein Imidazobenzodiazepinderivat, welches
eine 5-Cyclopropyl-1,2,4-oxadiazolgruppe anstelle eines Esters trigt®. Dieser Ligand zeigt Ei-
genschaften eines partiellen Agonisten mit hoher Affinitit und Selektivitit zu den zentralen
Benzodiazepinrezeptoren. Hinzu kommt eine hohere Stabilitit der eingefiihrten 5-Cyclopropyl-
1,2,4-oxadiazolgruppe gegeniiber Metabolisierungsprozessen im Vergleich zum Ethylester des
Flumazenil aufweist. Das Vorhandensein des Bromatoms im Molekiil erlaubte ferner neben der
konventionellen ''C-Methylierung auch eine Markierung mit dem langlebigeren PET-Isotop
"*Br-Brom (ti2 = 16 h). Primatenstudien wiesen auf eine hohe Aufnahmerate dieses Radioligan-
den ins Gehirn mit maximalen Aufnahmen nach 50 Minuten nach Injektion mit einer totalen
Aufnahme von 8 % der injizierten Dosis hin. Es konnte gezeigt werden, dass der Ligand an zent-
rale Benzodiazepinrezeptoren bindet und durch Zugabe von kaltem Flumazenil verdriangt werden
kann. Eine HPLC-Analyse der Plasmaaktivitit bestitigte die erhoffte langsamere Metabolisie-
rung wobei kein radioaktiver Metabolit gefunden werden konnte. Allerdings ist die Anwendung
als ''C-markierter Ligand aufgrund der langsamen Aufnahmekinetik nicht praktikabel, so dass
diese Substanz mit dem schon erwihnten '°Br-Brom markiert wurde. PET-Studien am Primaten

zeigten eine kontinuierliche Aufnahme ins Gehirn ohne Einstellung eines Gleichgewichts bis ei-
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ne Verdringung mit kaltem Flumazenil nach 215 Minuten nach Injektion durchgefiihrt wurde.
Die Analyse der Metaboliten zeigte, dass nach 40 Minuten immer noch 98 % des Radioliganden
intakt im Plasma vorliegen. Allerdings sind die langsame Dissoziation von der Bindungsstelle

und die kontinuierliche Aufnahme des Radioliganden problematisch fiir quantitative Analysen.

_N /N\o _N
%%% : g ; r%
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[''CINNC 13-8199 ["SBr]NNC 13-8199 (S)-["°Br]Bretazenil

Schnell wurde erkannt, dass die Struktur Bretazenil (Ro 16-6028), ein hochaffiner Benzodiaze-
pinrezeptoragonist, ebenfalls eine verbesserte metabolische Stabilitdt gewihrleistet und auch hier
eine Radiomarkierung mit °Br-Brom mdglich ist. Zu beachten war jedoch die Chiralitiit des Bre-
tazenils, da lediglich das (S)-Enantiomer in vitro- und in vivo-Aktivitit zeigt. In vivo-Studien in
Nagetieren zeigten ein Verteilungsmuster entsprechend der Benzodiazepinrezeptorverteilung im
Gehirn, ferner konnte sowohl mit Flumazenil als auch mit anderen Benzodiazepinen geblockt
werden. Metabolitenstudien zeigten 60 % intakten Radioligand nach 30 Minuten und nach
150 Minuten konnten immer noch 40 % intakter Ligand nachgewiesen werden*’. Einer hohen
Aufnahmerate von 30-60 min folgte eine Abnahme des Radioliganden nach 2-3 Stunden. Auch
die im Anschluss durchgefiihrten Primatenstudien fiihrten zum Ergebnis, dass [ °Br]Bretazenil
ein identisches Verteilungsmuster wie andere spezifische Benzodiazepinrezeptorliganden auf-

weist und ebenfalls mit Flumazenil verdriangt werden kann.

Nicht nur die Benzodiazepine selbst wechselwirken mit dem Benzodiazepinrezeptor, auch ande-
re Liganden mit ganz verschiedenen chemischen Strukturen sind in der Lage, mit der
Benzodiazepinbindungsstelle des GABAs-Rezeptors zu wechselwirken. Obwohl eine Vielzahl
von Substanzen die eine nicht-benzodiazepinartige Struktur aufweisen auch eine gewisse Affini-
tit fiir den Benzodiazepinrezeptor zeigen, wurden nur wenige radioaktiv markiert und in vivo
evaluiert.

Von all diesen Liganden die mit [“C]Kohlenstoff markiert wurden, ist [“C]Suriclone die auffil-
ligste Substanz ohne 1,4-Benzodiazepin-Geriist. Suriclone ist ein Cyclopyrrolon mit gleichen
pharmakologischen Eigenschaften wie klassische Benzodiazepinagonisten und zeigt eine hohe
Aktivitdt im Tier und im Menschen. Obwohl es sich bei Raumtemperatur und tieferen Tempera-
turen analog zu Flunitrazepam verhilt, zeigt es im Gegensatz dazu bei 37 °C mit einer zehnfach
hoheren Affinitit einen deutlichen Unterschied zu den klassischen 1,4-Benzodiazepinen. PET-

41,42

Studien mit [''C]Suriclone*"*? zeigten eine hohe und persistente Aufnahme in Hirnregionen mit

bekannter Verteilung an Benzodiazepinrezeptoren, wobei die hochste Aufnahme im Cerebellum
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und in den cortikalen Regionen gefunden wurde. Eine vorherige Gabe von Flumazenil verringer-
te die Aufnahme des Radioliganden um das vierfache. Das Verteilungsmuster von [''C]Suriclone
ist im Menschen identisch mit dem von [HC]Flumazenil. Auch hier zeigten sich die hochsten
Aufnahmen im Cerebellum und im cerebralen Cortex, die niedrigsten Aufnahmen konnten im
Striatum nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum [MC]Flumazenil zeigte das [“C]Suriclone
eine nur langsam stattfindende Dissoziation vom Benzodiazepinrezeptor. Obschon
[''C]Suriclone exzellente Eigenschaften zur Visualisierung des GABA s-Benzodiazepinrezeptors

besitzt, wurden keine weiteren Studien damit durchgefiihrt.

.
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[1 lC]Suriclone

Ebenfalls in das Interesse der Wissenschaft riickte der partielle inverse Agonist Ro 15-4513 und
seine Analoga, insbesondere auch durch seine teilweise Selektivitit auf die og-Untereinheit
(,,Diazepam-insensitive* Rezeptoren). Diese inversen Agonisten besitzen einzigartige Eigen-
schaften einschlieBlich einer Steigerung der kognitiven Funktionen, Anxiogenese und die
Fahigkeit, die Effekte von Alkohol aufzuheben. Ro 15-4513 ist ein Azidoderivat des Flumazenils
und wurde mit [“C]Methyliodid markiert. Obwohl sowohl Flumazenil als auch Clonazepam in
autoradiographischen Experiementen eine Aktivitdtsaufnahme in den cerebralen Regionen blo-
cken konnten, wurde keine signifikante Verminderung der Aktivititsaufnahme im Cerebellum
nachgewiesen. Dies wurde auf die Diazepaminsensitivitit dieser Region zuriickgefiihrt. Es wur-
den weitere PET-Studien in Primaten angeschlossen in denen hohe Aufnahmen des
Radioliganden im Gehirn nachgewiesen und mit hohen Dosen des kalten Liganden oder Clona-
zepam verdriangt werden konnte****. Nach diesen Ergebnissen wurden keine weiteren Studien
mit diesem Liganden durchgefiihrt. Allerdings fiihrte die Verfiigbarkeit diverser Benzodiazepin-
derivate des Ro 15-4513 zur Entwicklung einiger neuer SPECT-Liganden in Form von
Halogenderivaten des urspriinglichen Liganden**®.

Fast zehn Jahre spiter wurde erstmals Zolpidem mit ''C-Kohlenstoff an der Acetamidseitenkette
radioaktiv markiert. Zolpidem zeigt eine hohe Affinitit zu Benzodiazepinrezeptoren mit der ;-
Untereinheit und wurde in einer Vielzahl pharmakologischer Studien zur Aufkldrung der Funkti-
on des Benzodiazepinrezeptors in Verdriangungs- und Blocking-Experimenten verwendet. Die

Evaluierung des [''C]Zolpidems zeigte jedoch trotz der klinischen Anwendung von Zolpidem als
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Schlafmittel eine zu niedrige Aufnahme des Radioliganden in das Gehirn von Primaten*’ um

damit praktikable PET-Experimente betreiben zu konnen.
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["'CIRo 15-4513 [''C1Zolpidem

Bis zu dieser Zeit wurden benzodiazepinrezeptorselektive Liganden fast ausschlieBlich mit ''C-
markiert. Trotz der bekannten Vorteile des Radioisotops '*F-Fluor zur Visualisierung mittels
PET wurde mit diesem Radioisotop nur wenig auf dem Gebiet der Benzodiazepinrezeptorfor-
schung unternommen. Einer der Griinde ist die nicht immer einfache Einfiihrung des 8E_Fluors
mittels nukleophilen Substitution in ausreichend hohen spezifischen Aktivititen in
1,4-Benzodiazepinsysteme. Als erster literaturbekannter, '°F-markierter Benzodiazepinrezeptor-
ligand ist der selektiver Agonist Oxoquazepam zu nennen. Dieser wurde in der 2”-Position des
5-Phenylringes iiber eine elektrophile Substitution '8E_fluoriert. Die erhaltene niedrige spezifi-
sche  Aktivitit des 2-['®F]Oxoquazepam ist jedoch fiir eine PET-Studie am

Benzodiazepinrezeptor nicht geeignet*®***°,
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2-[ ! 8F]Oxoquazepam

Auch das bisher als Goldstandard geltende [''C]Flumazenil sollte nun aufgrund seiner guten
pharmakologischen Eigenschaften mit den hervorragenden Isotopeneigenschaften des '*F-Fluors
in Form eines '®F-Derivat des Flumazenils verbunden werden.

Da die Einfithrung von '®E-Fluor in der natiirlichen Position der Flumazenilstruktur zunichst
nicht mdglich schien, wurde eine '*F-Markierung iiber eine Fluoralkylierung angestrebt. Diese
ist zum Einen an der N-Methylposition durchfiihrbar zum Anderen auch durch Ersetzen des Es-
ters der Flumazenilstruktur durch eine ['®F]Fluoralkylester. Die N-Alkylierung mit einem
['®F]Fluorethylsynthon fiihrte zu einem Liganden mit guten Affinititen und Selektivititen als

auch eine ausreichend hohe spezifische Aktivitit zur Untersuchung am Menschen®'. Sowohl das
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N—(3—[ISF]ﬂuorpropyl)—Derivat als auch der 3—[18F]F1uorpropylester von Ro 15-3890 zeigten kei-
ne geeigneten Eigenschaften zur weiteren Untersuchung in Rezeptorbindungsstudien. In vitro-
Studien des im weiteren Verlauf dargestellten N-['*F]Fluorethylflumazenil® wiesen auf eine ho-
he Affinitit im unteren nanomolaren Bereich hin und zeigten eine etwas schlechtere GABAa-
Benzodiazepinrezeptorselektivitit als das urspriingliche Flumazenil. PET-Studien im Menschen
zeigten eine identische Verteilung des Radioliganden in Gebieten mit bekannter Benzodiazepin-
rezeptordichte und eine deutlich verringerte Aufnahme in allen Regionen nach Gabe von kaltem
Flumazenil. Nach bereits 4 Minuten konnte eine maximale Aktivititsaufnahme verzeichnet wer-
den, gefolgt von einer schnellen Abnahme der Aktivitit auf 50 % des Maximums bereits nach
10 Minuten. Nach 20 Minuten konnten nur noch 20 % der maximalen Aufnahme registriert wer-
den. Metabolitenstudien zeigten, dass nach 5 Minuten bereits iiber 50 % des N-
[ISF]Fluorethylﬂumazenils metabolisiert wurden, nach 20 Minuten waren nur noch 10-20 % in-
takter Radioligand im Plasma nachweisbar. In PET-Studien konnte eine prinzipielle Eignung des
Radioliganden nachgewiesen werden, allerdings konnen die guten Isotopeneigenschaften des
E_Fluors aufgrund der kurzen biologischen Halbewertszeit nicht genutzt werden. Daher stellt
dieser Ligand keine wirklichen Alternative zum Goldstandard [1 1C] Flumazenil dar.

Eine [ISF]Fluorethylierung an der Position des 2-Ethylester des Flumazenils fiihrte zum 2-
['®F]Fluorethylflumazenil. Dieses Molekiil zeigt eine groBere strukturelle Ahnlichkeit zum Flu-
mazenil als das N—[ISF]Fluorethylﬂumazenil und hat eine hohere Affinitit zum
Benzodiazepinrezeptor als das N-fluorethylierte Derivat. In den im Anschluss durchgefiihrten
biologischen  Studien = wurden identische metabolische  Eigenschaften zum  N-
['®F]Fluorethlflumazenil nachgewiesen. Auch hier kann aufgrund der kurzen biologischen
Halbwertszeit kein Vorteil aus der lingeren Halbwertszeit des [ISF]Fluors gewonnen werden.
Einziger Vorteil ist ein besseres Untergrund-Verhiltnis, da bei einer Metabolisierung das radio-

aktive Label als hydrophiles 2-['*F]Fluorethanol aus dem Hirn ausgeschleust wird®.

Es gelang erstmals 2004, Flumazenil in seiner natiirlichen Position mit ['®F]Fluorid iiber einen
19F/l8F—Isotopenaustausch darzustellen. Das so erhaltene ['*F]Flumazenil stellte allerdings auf-
grund der schlechten spezifischen Aktivitit keinen Radioliganden zur biologischen Evaluierung
in vivo dar*.

Im darauffolgenden Jahr konnte in der gleichen Gruppe ['®F]Flumazenil iiber eine nukleophile
Substitution in ausreichend hohen spezifischen Aktivititen dargestellt werden. In den zunéchst
durchgefiihrten Primatenstudien zeigte es alle pharmakologischen Eigenschaften des
[''C]Flumazenils. Spiter durchgefiihrte Studien am Menschen konnten diese Ergebnisse bestiiti-

55,56
gen>>™,
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Auch andere, von der Benzodiazepinstruktur abweichende Molekiile wurden weiterhin im Hin-
blick auf ihre mogliche Visualisierung der Benzodiazepin-Bindungsstelle des GABA s-Rezeptors
"F-markiert. So wurde zum Beispiel ['*F]Fluorindiplon aufgrund seiner guten Affinitit zum
Benzodiazepinbindungsstelle des GABAa-Rezeptors synthetisiert. In vitro-Studien konnten zu-
nichst vielversprechende Ergebnisse erzielt werden, die im Anschluss durchgefiihrten ex vivo-
und in vivo-Studien in Méusen zeigten jedoch keine spezifische Bindung und eine hohe Metabo-
lisierungsrate mit einem radioaktiven wund gleichzeitig benzodiazepinrezeptoraffinen

Metaboliten®”.

[IXF]Fluorindiplon

Das Bestreben, neue radioaktiv markierte Liganden fiir das GABAA,-
Benzodiazepinrezeptorsystem zu entwickeln, ging in den letzten Jahren zuriick. Anstelle dessen
werden nun vermehrt Liganden entwickelt und evaluiert, die hohe Selektivititen zu bestimmten
Untereinheiten des Rezeptorsystems aufweisen. Man erhofft sich dadurch einen besseren Ein-
blick in die verschiedenen Funktionen der einzelnen Untereinheiten im Hinblick auf eine
mogliche Verbindung definierter Untereinheiten mit bestimmten Erkrankungen und die Entwick-
lung neuer, nebenwirkungsfreier Medikamente.

Um die Visualisierung des GABAs-Rezeptorsystems voran zu treiben werden des Weiteren im-
mer hdufiger Radioliganden entwickelt, die gute Affinititen auf andere Bindungsstellen des
GABA s-Rezeptors zeigen. Dabei stehen vor allem Muscimol-Derivate mit guten Affinititen zur
GABA-Bindungsstelle®®*®® und  Picrotoxin-Derivate mit Affinitiiten zum Chlorid-

Ionotroph®'6262648> des GABA s-Rezeptors im Vordergrund.
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1.5.1.2 Verschiedene Subtypen der GABAs-Bindungsstelle

GABAerge Transmission operiert iiber eine Vielzahl strukturell deutlich voneinander verschie-
dener GABA-Rezeptoren. Diese Rezeptorheterogenitiit entsteht durch ein Repertoire von 20
zurzeit bestitigten Untereinheiten, die durch ihren Grad an Sequenzhomologie in verschiedene
Gruppierungen gegliedert werden kénnen: 6, B1.4, Y1-3, P13, O, €, T und 6.

Der kombinatorische Aufbau der Untereinheiten in ()2(B).Y, eine pentamere Struktur, fithrt zu
unterschiedlichen Rezeptoruntereinheiten, die sich je nach enthaltener Untereinheit in ihrer
Funktion unterscheiden. Dabei liegt eine Verteilungswahrscheinlichkeit von iiber 80% des Sub-
typs 04, O, 03, und o5 in Kombination mit zwei B- und einer y,-Untereinheit, wobei die
funktionellen Effekte von GABA durch eine zwischen der a- und y-Untereinheit ausgebildete

Benzodiazepin-Bindungsstelle allosterisch moduliert werden®%°.
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Abb. 11: Diversitit des GABAA—Rezeptors67

Nachfolgende Tab. 3 zeigt eine Ubersicht iiber die Funktionen der verschiedenen Untereinheiten
des GABA s-Rezeptors:

Untereinheit Primére Funktion
o Sedative, amnestische und anticonvulsive Effekte der BZ
o Angstlosende, muskelrelaxierende und antikonvulsive Effekte der BZ
o3 muskelrelaxierende und ,,anti-absence® , evtl. auch angstlosende Effekte der BZ
Ols Wahrnehmung, Lern- und Gedéchtnisvorgédnge
B> Beruhigung
B3 Anisthetischer Effekt der Etomidate
Y2 Angste

Tab. 3: GABA-Untereinheiten und ihre vermuteten primiren Funktionen®
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Diese Tabelle fasst den aktuellen Progress der Identifizierung und Abschitzung der GABA-
Rezeptoruntereinheiten im Hinblick auf neue und weiterentwickelte therapeutische Targets zu-
sammen. Dabei wurde das Verhalten von Wildtyp- und genetisch manipulierten Miusen unter

dem Einfluss verschiedener relevanter Modulatoren getestet und bewertet.

1.5.1.3 Die GABAj/as5-Bindungsstelle und ihre Bedeutung fiir die PET

Bei Betrachtung der Verteilungshéufigkeit der GABAA/0is-Bindungsstelle zeichnet sich ab, dass
trotz der geringen Verteilung von maximal 5 % im gesamten Gehirn in bestimmten Hirnregionen
auch hohere GABA/0s-Bindungsstellendichten nachgewiesen werden konnen. Die os-
Untereinheit des GABAa-Rezeptors ist hauptsédchlich im Hippocampus, aber auch im Cortex und
im olfaktorischen System des Sdugetiergehirns exprimiert und macht dort einen Anteil von bis
zu 20 % der GABA s-Bindungsstellen aus® " Die relativ hohe Héufigkeit im Hippocampus lésst
die Vermutung zu, dass die os-Untereinheit einbezogen ist in die Kontrolle von Lern- und Ge-
dichtnisvorgingen’"’*">7"+7

Collinson et al.”® beschrieb os-knockout Miuse, die eine gesteigerte Leistungsfihigkeit des
Gedichtnisses und des Lernprozesses in hippocampusabhingigen Aufgabenstellungen zeigten.
Auch andere Gruppen konnten in der Vergangenheit aufgrund ihrer Ergebnisse belegen, dass ei-
ne Verbindung zwischen der GABA 4/0i5-Untereinheit und Lern- und Gedichtnisprozessen nicht
von der Hand zu weisen ist’”"®,

Diese Erkenntnisse machen die GABA s/0s-Untereinheit besonders interessant im Bezug auf
neue, diagnostisch und therapeutisch verwendbare Erkenntnisse iiber neurodegenerative Prozes-
se, in denen besonders die Gedachtnisfunktion und das Lernvermodgen veridndert vorzufinden
sind (z.B. Alzheimer”’, ischamie-bedingte Folgen eines Hirnschlags, posttrauma-tische Belas-
tungsstorungen und traumatischen Neurosen). Aber auch in anderen Bereichen wie

86,87,88
und

Epilepsie®”®'®*?, dem Einfluss von Alkohol (Ethanol)®****®* | bipolaren Storungen
Autismus® scheint die GABA /ais-Untereinheit maBgeblich beteiligt zu sein.

So konnten durch den Nachweis einer Verianderung des GABA /0is-Rezeptorstatus in vivo mit-
tels PET bei relevanten Krankheitsbildern die Diagnose und die damit verbundene Einleitung

einer geeigneten Therapie sehr viel frither erfolgen.

1.5.1.4 Aktueller Forschungsstand

Eine Vielzahl verschiedener Forschergruppen beschiftigt sich seit langem mit der Suche nach

GABA s-subtypselektiven Ligandstrukturen zur Entwicklung nebenwirkungsfreier Medikamente.
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Aber auch auf dem Sektor der Molekularen Bildgebung ist der Einsatz dieser selektiven Ligan-
den unumginglich. Der seit langem verwendeten ,Goldstandard“ [''C]Flumazenil wird
hauptsichlich zur exakten Lokalisation des epileptischen Fokus bei fokaler Epilepsie’”' ver-
wendet. Zwar zeigt Flumazenil eine selektive Bindung an den GABA-Benzodiazepinrezeptor
allerdings ist die Untereinheitenselektivitdt auf a;, 0p, 03, 0s und B3 in Verbindung mit 7y, fiir
diverse spezifische Fragestellungen nicht ausreichend. Besonders der Einfluss der einzelnen
GABA-Untereinheiten auf neurodegenerative Krankheitsbilder riickt immer mehr in das
Blickfeld der Wissenschaft und die PET ist hier das Mittel der Wahl zur Visualisierung des
GABA s-Benzodiazepinrezeptorstatus der verschiedenen Untereinheiten. Eine amerikanisch-
australische Forschergemeinschaft konnte 2003 erstmals einen solchen, fiir die PET geeigneten
Liganden radioaktiv markieren’”. Das [''C]Zolpidem zeigt eine hohe Priferenz zur oy-
Untereinheit und zugleich eine zehnfach niedrigere Affinitit zu den Untereinheiten o, und os.
Im PET konnte jedoch nachgewiesen werden, dass es zu einer nur sehr geringen Aufnahme im
Gehirn kam und aufgrund der homogenen Verteilung des Radioliganden im Gehirn keine typi-
sche Verteilung der zentralen Benzodiazepinrezeptoren gefunden werden konnte.

Es wurde bisher kein weiterer Radioligand fiir die PET identifiziert, der ausschlieBlich an eine

einzige Untereinheit bindet.



2 Problemstellung 28

2  Problemstellung

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) nimmt einen immer grof3eren Raum in der medi-
zinischen Diagnostik ein. Besonders in der Hirnforschung erdffnet die PET die Moglichkeit,
durch gezieltes Molekiildesign von Radiopharmaka in vivo-Untersuchungen normaler als auch
verdnderter Gehirnaktivititen am Menschen durchzufiihren. Dies hilft bei der Aufkldrung bio-
chemischer Prozesse und Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen und darauf aufbauend bei

Diagnostik und Behandlung verschiedener Krankheitsbilder.

Da der GABA s-Rezeptor sich als Ziel vieler neuroaktiver Medikamente (u.a. Benzodiazepine,
Barbiturate und Steroide) darstellt, ist hier ein hervorragender Angriffspunkt zur Entwicklung
neuer diagnostischer Verfahren. Dadurch besteht die Moglichkeit auf verbesserte therapeutische
Profile neurodegenerativer Krankheiten wie Epilepsie, Alzheimer, Morbus Parkinson, Schizo-
phrenie, Alkoholismus, Depressionen und Manien, Autismus und vieler anderer.

Die Beteiligung der Benzodiazepin-Bindungsstelle an vielen neurodegenerativen Erkrankungen
gilt dabei allgemein als gesichert. Neben Diazepam (Valium) als Beruhigungsmittel zur Behand-
lung diverser Formen von Angststorungen sind etliche Medikamente wie Triazolam
(Schlafmittel) und Oxazepam (Unruhe, Angst, Schlafmittel) im Handel erhiltlich.

N.

‘ X
YN\ _
\ 0 H 0 N
N N N- /
= /N = N _—N
OH / \
—N cl =N a —N N \N =
0.
9 9 o T
N—_
/
Diazepam Oxazepam Triazolam Zolpidem Ocinaplon

Abb. 12: Strukturen mit Affinitdt an Benzodiazepin-Bindungsstellen

Substanzen mit hohen Affinititen zu bestimmten GABAs-Rezeptoruntereinheiten sind von gro-
Ber Bedeutung, da hier unerwiinschte Nebeneffekte (Nebenwirkungen) nahezu ausgeschlossen
werden konnen. Zolpidem und Ocinaplon sind bereits zugelassene Arzneimittel mit sedativer
und anxiolytischer Wirkung, die selektiv auf eine bestimmte o-Untereinheit wirken. So hat Zol-
pidem eine bevorzugte Affinitit an o, zu binden, Ocinaplon ist partieller Agonist fiir die
Untereinheiten o, ;3 und os und wirkt als Agonist an 0(193. Demzufolge sind weitere systemati-
sche Studien zu Struktur-Wirkungs-Korrelationen zwingend erforderlich. Dabei spielen die
nicht-invasive Untersuchung der Pharmakologie und die Pharmakokinetik der neuen Liganden

eine entscheidende Rolle. Jedoch sind fiir diagnostische Zwecke mittels PET nur Liganden ge-
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eignet, die sowohl eine sehr hohe Affinitit als auch eine hohe Selektivitit zu der entsprechenden

Rezeptoruntereinheit aufweisen.

Die as-Untereinheit des GABAs-Rezeptors im Hippocampus macht einen Anteil von 20 % ge-
geniiber allen anderen GABA-Subtypen aus. Diese relativ hohe Haufigkeit im Hippocampus
lasst die Vermutung zu, dass die os-Untereinheit einbezogen ist in die Kontrolle von Lern- und

. . . 76,77
Gedéachtnisvorgédngen'™

. Dies macht sie als Zielstruktur bei der Suche nach neuen, diagnostisch
und therapeutisch verwendbare Erkenntnisse iiber neurodegenerativer Prozesse, in denen beson-
ders die Gedachtnisfunktion und das Lernvermodgen beeintrachtigt werden (Alzheimer,
traumatische Neurosen etc.) besonders interessant. Ferner konnte man tiefe Einblicke in die

Funktionsweise der Lern- und Gedichtnisleistungen des Menschen gewinnen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen neuartige Liganden auf Basis von 6-(6-Fluor-pyridin-2-
yl)methyloxy-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-o]phthalazins als Leitstruktur,

1.** und Pesti et al.” dargestellt werden. Die

angelehnt an Synthesevorschriften von Street et a
Gruppe um Street zeigte dabei, dass die entsprechenden nicht-fluorierten Substanzen hohe Affi-
nitdten sowie Selektivititen zur GABA o/0is-Bindungsstelle besitzen.

Analog zu der Substanzklasse der Benzodiazepine trigt in diesen neuartigen Strukturen das Tria-
zolophtalazin-Geriist offensichlich zur hohen Affinitdt an die Benzodiazepinbindungsstelle bei.
Besonders wichtig erscheint hier auch die Erhaltung des Bicyclosystems, welches im Vergleich
zu anderen, dhnlichen Strukturen zu einer deutlichen Verbesserung der Selektivitit zur
GABA A/0s-Bindungsstelle fiihrt. Der radioaktive Marker BE_Fluor soll anstelle der im Molekiil
vorhandenen Methylgruppe eingebracht werden. Dies sollte die gesamte Struktur und deren bio-

logische Eigenschaften nicht weiter beeinflussen’®””.

Me

Abb. 13: Struktur des 6-(6-Methyl-pyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-

1,2,4-triazolo[3,4-a]phthalazins nach Street et al.**

Es sollen fluorierte, nichtradioaktive Referenzverbindungen synthetisiert werden, die sich in ei-
ner Substitution des an Position 3 des 7,8,9,10-Tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-a]-

phthalazin-Grundgeriist sitzenden Restes unterscheiden.
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Abb. 14: 6-(6-Fluor-pyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo-
[3,4-a]-phthalazin-Derivate

Mit Hilfe dieser Referenzverbindungen soll unter Anderem eine geeignete Radioanalytik fiir die
Radio-DC und Radio-HPLC etabliert werden, um bei den spiteren radioaktiven 8 E_Markie-

rungsreaktionen eine eindeutige Identifizierung und Quantifizierung zu gewéihrleisten.

Im Anschluss an eine erfolgreiche Synthese der Referenzverbindungen und der entsprechenden
Markierungsvorldufer soll deren radioaktive Markierung stattfinden. Dabei sollen Markierungs-
vorldufer mit unterschiedlichen nukleofugen Gruppen eingesetzt werden. Es sollen die Parameter
Reaktionszeit, Temperatur, Losungsmittel, Markierungsvorlduferkonzentration, Basensystem
und Basen-Markierungsvorldufer-Verhiltnis so variiert werden, dass eine moglichst hohe radio-
chemisch Ausbeute erreicht werden kann. Ferner soll der Einfluss verschiedener
Markierungsmethoden (Heizbad und Mikrowelle PT-Modus und STD-Modus) auf die radioche-

mische Ausbeute unter Verwendung verschiedener Markierungsvorldufer verifiziert werden.

Nach Optimierung der Reaktionsparameter und Definition der idealen Markierungsmethode soll
die Evaluierung der Radioliganden erfolgen. Die aufgefiihrten Verbindungen miissen dabei be-
stimmte Bedingungen erfiillen, um die Bindung des Radioliganden an den Rezeptor zu

gew'aihrleistenggz
« die Blut-Hirn-Schranke muss moglichst schnell und vollstiandig {iberwunden werden

« die unspezifische Bindung des Radioliganden sollte moglichst gering sein

« es muss eine hochaffine und themenbezogen eine subtyp-selektive Bindung am Target

stattfinden

« der Metabolismus und daraus resultierende Metaboliten sollten polar sein und nach
Moglichkeit geeignete Eigenschaften zum schnellen Abtransport aus der Hirnregion

besitzen (geringe Affinitét, polare Eigenschaften)
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« die Abstimmung zwischen biologischer Halbwertszeit am Rezeptor und der physikali-

schen Halbwertszeit des eingesetzten Nuklids muss gewéhrleistet sein

Mit Hilfe von Verdringungsversuchen eines bekannten tritiierten Radioliganden durch die Refe-
renzverbindungen in vitro und ex vivo konnen Aussagen iiber die Affinititen und Selektivitidten
erfolgen. Zudem geben ex vivo-Versuche eine erste Aussage iiber die Passierbarkeit der Blut-
Hirn-Schranke. Nach Abtrennung entsprechender '*F-markierter Radioliganden sollen ex vivo-
und in vivo-Evaluierungen weitere Ergebnisse zur Eignung der Visualisierung des GABA A/0ls-

Rezeptorstatus liefern.

Im Erfolgsfall wire es dann erstmals moglich, den Einfluss diverser neurologischer Krankheits-
bilder auf die fiir das Lernen und Erinnern so wichtige os-Untereinheit des GABA-Rezeptors zu
erkennen und dadurch wichtige neue Resultate im Bezug auf Diagnostik und Therapie zu erlan-

gen.
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3 Ergebnisse und Diskussion der organischen
Synthesen

Zunichst wurden die Referenzverbindungen TCO7-TC12 organisch-préparativ aufgebaut. Dabei
wurde wie in Abb. 15 dargestellt als erster Schritt Grundkorper A synthetisiert. Darauf folgend
konnten aus Grundkorper A die einzelnen Ausgangsverbindungen (Grundkorper B7-B12) der
Liganden TCO7-TCI12 iiber einen Ringschluss hergestellt werden. Mittels dieser Grundkorper
B7-B12 wurden nun durch Kopplung an Grundkorper C die kalten Referenzverbindungen TCO7-
TC12 synthetisiert, die im Weiteren auf ihre Affinitdt und Selektivitit beziiglich des GAB A /0i5-
Untereinheit evaluiert werden sollten. Daraus sollte Aufschluss gewonnen werden, welcher der
Liganden TCO7-TC12 die besten biologischen Eigenschaften zu spiteren Evaluierung des ent-
sprechenden '*F-markierten Radioliganden aufweist.

Im Anschluss wurden die Markierungsvorldaufer der ausgewihlten Referenzverbindung durch
Kopplung des entsprechenden Grundkorpers B mit den nukleofuge Gruppen tragenden Struktu-
ren dargestellt. Hierbei sollten letztendlich Chlor-, Brom-, Trimethylammonium- und

. . .. . 18 . ..
Nitromarkierungsvorldufer zur spiateren “F-Markierung zur Verfiigung stehen.
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Abb. 15: Allgemeine Synthesestrategie zur Darstellung der Referenzverbindungen TC07-TC12

sowie entsprechender Markierungsvorlaufer

3.1 Darstellung des Grundkorpers A

Grundkorper A, 3-Chlor-6-hydrazin-4,5-diazatricyclo[5.2.2,7]dodeca-2(7),3,5-trien (3), wurde
nach einer Vorschrift von Street et al.”* ausgehend von Bicyclo[2.2.2]oct-2-en-2,3-
dicarboxysdureanhydrid in drei Schritten zum gewiinschten Hydrazin iiberfiihrt. Dabei wurde
zunéchst das Anhydrid durch Kondensation mit Hydrazinhydrat umgesetzt. Aus der resultieren-
den Diaza-Verbindung (1) entstand durch die Einfithrung von Chlor mittels Phosphorylchlorid
3,6-Dichlor-4,5-diazatricyclo[6.2.2.2,7]dodeca-2(7),3,5-trien (2). Im letzten Schritt wurde durch
Substitution eines der beiden Chloratome gegen eine Hydrazinfunktion der Grundkorper A (3)
gebildet. Alle Stufen konnten problemlos mit sehr hohen Ausbeuten (> 94 %) durchgefiihrt wer-

den.

o al I‘\IHNHZ
a) NH b) X N c) AN N
0o = | e | \ | \
NH N _N
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a): N,HsOH, NaOAc, AcOH, H,O, Riickfluss; b): POCIs, Riickfluss; c¢): N,HsOH, EtOH, Riickfluss

Abb. 16: Synthese des Grundkorpers A
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Abb. 17: Mechanistische Betrachtung der Synthese des Grundkorpers A

3.2 Darstellung der Grundkorper B7 und BS

Zundchst mussten die fiir die weitere Reaktion erforderlichen Sdurechloride der Substanzen B7
(7) und B8 (10) erhalten werden. Furan-2-carbonsdurechlorid konnte als Ausgangsprodukt fiir
die Synthese von TCO7 kéuflich erworben werden. Das fiir TCO8 bendtigte 2-Methoxy-
benzoylchlorid (9) wurde ausgehend von 2-Methoxybenzoesdure durch den Umsatz mit Oxa-

lylchlorid erhalten.

Um die 6-Chlor-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-a]phthalazine zu erhalten
wurde der Grundkorper A (3) mit der Hilfsbase Triethylamin versetzt und dann durch Zugabe
dquimalorer Mengen des entsprechenden Sidurechlorids umgesetzt.

Zur Darstellung des 6-Chloro-3-(2-methoxy-phenyl)-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-
triazolo[3,4-o]phthalazin (10) wurde das frisch synthetisierte Sédurechlorid (9) als Rohprodukt
eingesetzt, da eine Aufreinigung nicht moglich war. Daraus resultieren vermutlich auch Ausbeu-
ten von 61 %, die im Vergleich zu Ausbeuten von iiber 80 % bei Verwendung des gekauften
Saurechlorids zur Darstellung des Grundkorpers B7 (7) als schlecht zu bewerten sind.
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a): Oxalylchlorid, Dichlormethan, 45 °C; b): Grundkorper A (3), Trimethylamin, Xylol, Riickfluss

Abb. 18: Synthese der Grundkorper B7 (7) und B8 (10)

3.3 Darstellung der Grundkorper B9-B12

Diese Grundkorper bestehen im Wesentlichen aus einem 1,3-Oxadiazol mit einem gewdihlten
Rest R in Position 2 und einer funktionellen Gruppe an Position 5 des Oxadiazols, die im letzten

Schritt die Kopplung der Substanzen B an den Grundkorper A ermoglicht.

Ausgehend von den entsprechend substituierten Nitrilen erfolgt deren Umsatz mit zwei Aquiva-
lenten Hydroxylamin-hydrochlorid unter basischen Bedingungen. Dabei entstehen die
entsprechenden Carboxamidoxime (12), (16), (20) und (24), aus denen in spiteren Reaktionen
die Substanzen TC09-12 hervor gehen. Diese Oxime wurden als Rohprodukte direkt weiter ein-
gesetzt, da keine Aussage iiber die Stabilitit der Verbindungen getroffen werden konnte. Die
Analytik beschrinkte sich hier auf massenspektrometrische Methoden (FD), da sich die Wabhl ei-
nes geeigneten deuterierten Losungsmittels zur NMR-Spektroskopie als sehr schwierig erwies.

Die Darstellung der Ethyl-(1,2,4-oxadiazol-5-yl)carboxylate erfolgt durch Deprotonierung der
Oxime (12), (16), (20) und (24) mit Natriumhydrid in DMF unter Schutzgas. Eine anschlieBende
Zugabe von dquimolaren Mengen an Ethylchlorformylformiat fiihrt {iber die in situ entstehenden
Carboxylhydrazine durch Zyklisierung zu den gewiinschten 1,3-Oxadiazolen (13), (17), (21) und
(25) mit entsprechendem Carboxylatrest. Die durchschnittliche Ausbeute lag bei diesen Reaktio-
nen im Bereich von 30 %, dies kann man auf den Einsatz der Oxime als Rohprodukte begriinden.
Die entstandenen 1,3-Oxadiazole (13), (17), (21) und (25) und der zugegebene Grundkorper A
(3) zyklisieren im letzten Schritt zu den gewiinschten Triazolophtalazinen (14), (18), (22) und
(26). Die insgesamt bis hierhin dargestellten Grundkorper B7 — B12 werden im weiteren Verlauf
zum Einen mit einem fluorierten Pyridinmethanol (5) umgesetzt, um die entsprechenden Refe-
renzverbindungen TCO07 — TC12 zu erhalten (Kapitel 3.5), zum Anderen erfolgt die
Kondensation von abgangsgruppentragenden Strukturen speziell an den Grundkorper B7 (Kapi-

tel 3.11) , um geeignete Markierungsvorldufer darzustellen.
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Abb. 19: Darstellung der Grundkorper B9 (14), B10 (18), B11 (22) und B12 (26)
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Abb. 20: Mechanistische Betrachtung der Synthese der Grundkorper B9-12
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3.4 Darstellung des Grundkorpers C

Ausgehend von  6-Fluor-2-methylpyridin ~ sollte  zundchst die Darstellung  von
6-Fluor-2-pyridinmethanol (5) (Grundkorper C) nach Schema I durchgefiihrt werden. Zwar wa-

ren die Ausbeuten der Synthese der Carbonsdure (4) gut (70 %)

, allerdings wurden im darauf
folgenden Schritt, der Reduktion zum Alkohol durch LiAlH4100, nur mifige Ausbeuten von unter
20 % erreicht. Ferner waren sowohl die Oxidation als auch die Reduktion thermisch nur sehr
schwer zu kontrollieren. Aus diesem Grund wurde ein neues Syntheseschema II, basierend auf
Literatur von Pesti et a1.95, erarbeitet.

Es wurde mit N-Chlorsuccinimid und AIBN als Starter radikalisch die Methylgruppe des
6-Fluor-2-methylpyridins in die Zwischenstufe (6) iiberfiihrt. Erhalten wurde neben dem Produkt
stets auch etwas Edukt und ein zweifach chloriertes Nebenprodukte. Die Zwischenstufe (6) wur-
de als Rohprodukt weiter eingesetzt. Bei der darauffolgenden basischen Hydrolyse zum
gewiinschten Produkt (§) liegen aufgrund der im Rohprodukt enthaltenen Nebenprodukte in der
Reaktion nach Abbruch neben dem Produkt auch noch 6-Fluor-2-methylpyridin und das 6-Fluor-
2-pyridincarbaldehyd vor. Durch geeignetes Aufarbeiten des Reaktionsgemisches und sédulen-
chromatographische Aufarbeitung konnte 6-Fluor-2-pyridinmethanol (S) mit geringem Zeitauf-

wand in hohen Ausbeuten (55 % iiber zwei Stufen) dargestellt werden.

X a) A b) X
I: ‘ — ‘ — ‘
= OH
F N N N/Y . N OH
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X 0 X X X d) X
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a): KMnOy, H,O, Phasentransferkatalysator, Riickfluss; b): 1. NEt;, EtOCOCI, Benzol; 2. LiAlH,, THF, -78°C c¢): NCS, AIBN, AcOH, MeCN,
Riickfluss; d): K,CO3, H,O

Abb. 21: Darstellung des Grundkorpers C (5)
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3.5 Darstellung der inaktiven Referenzverbindungen TC07 - TC12

Zur Synthese von 6-Fluor-2-methylpyridin wurde mit NaH deprotoniert und dann die entspre-

chenden Grundkorper B7-12 zugegeben. Dabei wurden Ausbeuten zwischen 3 und 57 %

erreicht.
N—N
/ >\
R
| o 1.NaH/DMF _ | 1\‘]
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\ |
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L o0—N o0—N

Abb. 22: Darstellung der kalten Referenzverbindungen TC07-12

Es entstanden viele Nebenprodukte, die nicht weiter analysiert wurden, allerdings handelt es sich
hierbei vermutlich um Zersetzungsprodukte des Triazolophthalazinsystems.

Aufgrund der hohen Abgangstendenz des Fluors bildete sich nicht nur das einfachsubstituierte
Produkt aus, es konnte des weiteren auch eine Substitution am Fluor des Pyridinringes gegen ein
weiteres Alkoholat gefunden werden. Ob es hierbei allerdings bei der Deprotonierung des Pyri-
dinmethanols zu einer Substitution des Fluors durch eine deprotonierte Hydroxyfunktion eines
zweiten Molekiils kam oder erst nach Kopplung an den Grundkorper das Fluors durch eine wei-
tere Pyridinmethanolateinheit substituiert wurde, wurde nicht weiter untersucht. Die so
entstandenen einfach- und zweifachsubstituierten Produkte konnten sidulenchromatographisch
nicht vollstindig voneinander isoliert werden. Aus diesem Grund wurden alle synthetisierten kal-
ten Referenzverbindungen im Anschluss an eine saulenchromatographische Trennung mittels
HPLC nochmals weiter aufgereinigt. Hierbei wurde das Geritesystem ,HPLC-System I’ ver-
wendet  (LunaSuCI8RP  250x30.00 mm, 10 ml/min). Dadurch konnten die kalten

Referenzverbindungen NMR-rein isoliert werden.
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3.6 Darstellung der Strukturen mit nukleofugen Gruppen

Diese Strukturen zeichnen sich durch eine funktionelle Gruppe aus, die unter bestimmten Reak-
tionsbedingungen nukleophil substituiert werden kann. Dabei sind besonders Halogene, aber
auch bestimmte andere Gruppierungen wie zum Beispiel die Nitrofunktion als typische Ab-
gangsgruppen zu nennen. Die Tendenz nimmt zu, je besser die Abgangsgruppe nach Austritt
stabilisiert werden kann.

Bei Pyridinen sind nukleophile Substitutionsreaktionen relativ leicht moglich. Dies kann begriin-
det werden durch Betrachtung der mesomeren Grenzstrukturen (Abb. 23). Hierbei kann eine
negative Ladung am elektronegativen N-Atom des Pyridins auftreten, was eine Substitution in
ortho- und para-Position erleichtert. Im Allgemeinen ist die ortho-Position wegen der Nihe zum

elektronenziehenden N-Atom bevorzugt.

@ N ZXP 7 x ‘ X
~— Nu Nu Nu
Sy NS Sy F@/< H

Abb. 23: Mesomere Grenzstrukturen von Pyridin bei Angriff eines Nukleophils in ortho-Position

Zunichst werden Strukturen auf 2-Pyridinmethanolbasis synthetisiert, die spéter iiber die alipha-
tische Hydroxyfunktion mit den entsprechenden Grundkorpern B gekoppelt werden sollen. Als
nukleofuge Gruppen wurden in Position 6 die Chlor- und die Brom-Funktion mit eher mittlerer
Tendenz zur Substitution durch ["®*F]Fluorid als auch die beiden sehr guten Abgangsgruppen
-NO, und -N(CH3);" eingefiihrt.

3.7 6-Chlor-2-pyridinmethanol (29)

Ausgehend von 6-Chlor-2-methylpyridin wurde das Amin zum entsprechenden N-Oxid (28)
durch Oxidation mit 3-Chlorperbenzoesiure nahezu vollstindig umgesetzt. Anschlielend wurde
die im spéteren Verlauf zur Kopplung an die Grundkorper B7-12 verwendete Hydroxyfunktion
gebildet.

Hierbei erforderte der erste Schritt aufgrund der geringen Basizitit der N-Oxidgruppe eine starke
Saure, deren konjugierte Base folglich zu schwach ist, um den a-Kohlenstoff zu deprotonieren
und damit eine Allylumlagerung zu ermdoglichen. Deshalb wurde die Reaktionslosung nach be-

endeter Reaktion zum Intermediat zusitzlich mit der Base K,CO; versetzt, um die gewiinschte
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Hydroxyfunktion des 6-Chlor-2-pyridinmethanols (29) zu erhalten. Die Gesamtausbeute iiber
beide Stufen betrug 38 %'°*"1*.

‘ X a) X b) X c) X
% ‘ @~ ‘ ‘ OH
Cl N Cl N cl N
I

\

Cl N

OH
(28) 29)

a): m-CPBA, 50°C, 12 Std.; b): Ac,0, H,SO, 110°C, 3 Std; ¢): K,CO;, MeOH/H,0, RT, 15 min

Abb. 24: Darstellung von 6-Chlor-2-pyridinmethanol

3.8 6-Brom-2-pyridinmethanol (31)

Der giingige, literaturbeschriebene Syntheseweg'” zur Darstellung von 2-Pyridinmethanolderi-
vaten liber eine Oxidation zur Carbonsdure mit starkem Oxidationsmittel und anschlieBender
Reduktion zu Alkohol zeigte sich bereits in dhnlichen Synthesen (siehe Kapitel 3.4) als sehr
aufwendig. Daher wurde eine von Cai et al.'® vorgestellte Syntheseroute modifiziert angewandt.
Hierbei wurde zunichst das 2,6-Dibrompyridin analog einer Gilman-van-Ess-Synthese durch ei-
nen Halogen-Metall-Austausch monolithiiert, in situ zur Carbonsdure umgesetzt und durch
Zugabe von NaBH, zum Alkohol reduziert (Abb. 25).

X a) S b) X
| — | — |
= P Pz OH
Br N Br Br N Li Br N
31

a): BuLi/THF; b): 1.AcOH/Methanol, 2.NaBH,

Abb. 25: Modifizierte Gilman-van-Ess-Synthese zur Darstellung von 6-Brom-2-pyridinmethanol
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Abb. 26: Mechanistische Betrachtung der Synthese von 6-Brom-2-pyridinmethanol

3.9 6-Nitro-2-pyridinmethanol (37)

Zwar kann prinzipiell das entsprechende Carbonsdurederivat oxidativ darstellt werden, allerdings
wiirde durch die anschlieBende Reduktion die funktionelle Nitrogruppe ebenfalls reduziert wer-
den und somit nicht mehr als Abgangsgruppe fungieren konnen. Aus diesem Grund wurde ein
literaturbeschriebener, fiinfstufiger Syntheseweg gewihlt (Schema I, sieche Abb. 27). Zunichst
wurde die Amino-Funktion des 2-Amino-6-methylpyridins  acetylgeschiitzt'”.  2-
Acetamidopyridine konnen in hohen Ausbeuten mit Peressigsdure zu den korrespondierenden
N-Oxiden oxidiert werden'®.

Nach Darstellung des 2-Acetamido-6-methylpyridin-N-oxides (34) wurde dieses zur Bildung der
spateren Abgangsgruppe zum 6-Nitro-2-methylpyridin-N-oxid (35) oxidiert. Als gingiges Oxi-

. : . . 107,108
dationsmittel wurde in der Literatur

zur Bildung einer Nitrofunktion aus einer
Aminofunktion stets Caro’sche Sédure (sog. ,,Piranha-Siure‘) verwendet. Diese Reaktion stellte
sich als extrem problematisch dar, da der Reaktionsverlauf so stark exotherm verlief, dass er nur
sehr schwer zu kontrollieren war.

Fiir den weiteren Syntheseverlauf wurde nach Ashimori et al.'”’

das 6-Nitro-2-methylpyridin-N-oxid (35) durch Zugabe von Acetanhydrid zum 6-Nitro-2-

vorgegangen, wobei zunéchst

acetoxymethylpyridin (36) umgesetzt wurde. Im Anschluss wurde alkalisch hydrolisiert und das
gewiinschte Endprodukt 6-Nitro-2-pyridinmethanol (37) in insgesamt sehr schlechter Ausbeute
erhalten.
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a): Ac,0, Riickfluss; b): AcOOH/AcOH, 70°C; ¢): 1.H,SO,, 80°C; 2.Caro'sche Séure, RT; d): 1. Ac,0, Riickfluss; e): K,CO3;/MeOH, RT

Abb. 27: Darstellung des 6-Nitro-2-pyridinmethanols nach Schema I

Daher wurde der bereits zur Darstellung des 2-Fluor-6-methylpyridins erlduterte Syntheseweg
iber eine radikalische Substitution mit anschlieBender Hydrolyse verwendet (Schema II, siehe
Abb. 28).

Zur Darstellung des dafiir benétigten Ausgangsproduktes 6-Nitro-2-methylpyridin (38) konnte
trotz der schwierigen Reaktionskontrolle und der schlechten Ausbeuten nicht auf eine Oxidation
mit Caro’scher Sdure verzichtet werden. Allerdings konnte diese Reaktion ausgehend von
6-Amino-2-methylpyridin ohne weitere Zwischenstufen durchgefiihrt werden'® und somit auch
ohne vorherigen synthetischen Aufwand 6-Nitro-2-methylpyridin (38) erhalten werden. Dieses
wurde radikalisch mit N-Brom-succinimid an der Methylgruppe einfach bromiert und anschlie-

Bend alkalisch zur Hydroxyfunktion des 6-Nitro-2-pyridinmethanol (37) hydrolysiert.

I X a) X b) X
| g | g |
= = P OH
H,N N O,N N O,N N
(38) (37

a): Caro'sche Séure, 10-20°C, dann RT; b): 1.NBS, AIBN, AcOH, CCly, Riickfluss; 2.K,CO5, H,O

Abb. 28: Darstellung des 6-Nitro-2-pyridinmethanols nach Schema II

3.10 6-Amino-2-pyridinmethanol

Das 6-Amino-2-pyridinmethanol stellt an sich keine nukleofuge Gruppe dar, da die Amino-
funktion fiir eine nukleophile Substitution mit Fluorid nicht zur Verfiigung steht. Allerdings soll
nach Kopplung des 6-Amino-2-pyridinmethanols mit den Grundkorpern B7-12 die Aminofunk-

tion des entstandenen Produktes in eine Trimethylammonium-Funktion umgewandelt werden.
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Damit hitte man einen Markierungsvorldufer mit sehr guten Bedingungen zur nuklophilen Sub-
stitution.

Auch hier sollte durch Oxidation zur Carbonsdure und anschlieBender Reduktion zum Alkohol
das entprechende 2-Pyridinmethanol dargestellt werden. Allerdings kam es bei der Aufarbeitung
der 6-Amino-2-pyridincarbonsédure (40) zu groen Schwierigkeiten. Es war festzustellen, dass
das Produkt durch Extraktion nicht zu isolieren war, da es bei jedem pH-Wert entweder durch
die Carboxy-, die Aminofunktion oder den Pyridinstickstoff protoniert vorlag und sich somit
stets in der verunreinigten wissrigen Phase befand. Auch durch Entfernen des Wassers, Verset-
zen des Riickstandes mit Ethanol und anschlieBender Behandlung im Ultraschallbad war es nicht

moglich, das gewiinschte Produkt zu isolieren.

X a) X
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— _— OH
N NH, H,N N
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(40)

a): KMnO,, H,0, Phasentransferkatalysator, Riickfluss

Abb. 29: Oxidation des 6-Amino-2-methylpyridins zur entsprechenden Carbonséure

Die Moglichkeit, die Polarisierbarkeit des Molekiils einzuschinken, wire die Verwendung einer
zweifach methylierten Aminogruppe, mit der spiter ebenfalls die Synthese zur Trimethylammo-
nium-Abgangsgruppe durchfithrbar wire. Allerdings wiirde der Aufbau des zur spiteren
Kopplung benétigten Alkohols durch radikalische Substitution zu weiteren Bromierungen an den
Methyleinheiten des Aminstickstoffes fiithren. Damit wire spiter die Uberfithrung in die Tri-
methylamingruppe nicht mehr méglich.

Da die Isolierung der Carbonséure nicht erfolgreich war, wurde die Einfithrung der aliphatischen
Hydroxyfunktion auch analog der Vorschrift fiir die Synthese von Grundkorper C (5) durchge-
fihrt. Jedoch kommt es durch Mesomerieeffekte zwischen der Amino-Funktion und dem
Pyridin-Stickstoff zu einer Aktivierung des Ringes. Obwohl Reaktionsbedingungen zur radikali-
schen Bromierung der aliphatischen Seitenkette gewihlt wurden, ist die Aktivierung des Ringes
durch diesen vorherrschenden Mesomerieeffekt so hoch, dass es zu einer zusitzlichen Bromie-

rung des Ringes in meta-Stellung kommt'®.
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3.11 Darstellung verschiedener Markierungsvorliufer von TC07 zur BE.Direktmar-
kierung

Die Darstellung der verschiedenen Markierungsvorliufer basierte primir auf der Deprotonierung
der Struktur mit nukleofuger Gruppe und der nachfolgenden Zugabe des Grundkorpers B7. Die-
ser wurde aufgrund seiner Eigenschaften als idealster Ligand zur '®F-Markierung und
anschlieender Evaluierung ausgewihlt, da sehr gute Affinitdt und Selektivitidt zum GABA A/0is5-
Rezeptor gemessen werden konnte (sieche Anhang C) und es sich gleichzeitig zeigte, dass die Re-
ferenzverbindung TCO7 (8) die stabilste Molekiilstruktur unter den Verbindungen TCO07-12
aufweist. Ferner ist der Grundkorper B7 (7) synthetisch sehr schnell und mit vergleichsweise ho-

hen Ausbeuten zugénglich.

I\
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P OH 2.Grundkorper B (7) N
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-NO, (39)
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Abb. 30: Darstellung verschiedener Markierungsvorliufer zur '*F-Direktmarkierung

Interessanterweise konnte man bei dieser Kopplung bereits die Abgangstendenz der verschiede-
nen funktionellen Gruppen erkennen. So wurde bei dquimolarem Einsatz von deprotoniertem 6-
Chlor-2-pyridinmethanol chromatographisch keine Polimerisierung des Alkohols festgestellt.
Beim Einsatz von dquimolaren Mengen an 6-Brom-2-pyridinmethanol konnte bereits eine zweite
Substitution nachgewiesen werden. Wurden bei der Reaktion des 6-Nitro-2-pyridinmethanols
mit dem Grundkorper B7 (7) dquimolare Mengen des deprotonierten Alkohols verwendet, konn-
ten nach Isolierung einzelner Molekiilstrukturen nach Auftrennung mit HPLC Polimerisierungen
bis n =4 nachgewiesen werden. Dies zeigt die extrem hohe Abgangstendenz der Nitrofunktion
im Gegensatz zu denen der Halogene.

Erst durch Verdopplung der Stoffmenge des Grundkorpers B7 (7) in der Reaktion und sehr kur-
zen Reaktionszeiten konnte verhiltnisméBig viel einfachsubstituiertes Produkt erhalten werden.
Die trotzdem entstandenen geringen Mengen an zweifach substituiertem Produkt wurde mittels
HPLC entfernt und das Produkt konnte NMR-rein isoliert werden.

Da es wie bereits beschrieben nicht moglich war, ein entsprechendes Pyridinmethanol zur Dar-
stellung eines die trimethylammoniumgruppetragenden Markierungsvorldufers zu synthetisieren,

wurde hier ein anderer Weg gewihlt''’. Dabei wurde der bereits zuvor synthetisierte Chlor-
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Markierungsvorlidufer (30) dquimolar mit Trimethylamin in ethanolischer Losung versetzt. Nach
einstiindiger Reaktionszeit wurde ein weiteres Mol der ethanolischen Losung von Trimethylamin
zugesetzt. Trotz der in der Literatur beschriebenen Ausbeuten''' konnte in dieser Reaktion

(Abb. 31) keine Umsetzung zum gewiinschten Produkt nachgewiesen werden.

s N = N

N (30) X @~ (38)
Cl N
\
o
Cl

Abb. 31: Uberfiihrung des Chlor-Markierungsvorliufers (30) in den Trimethylammonium-Mar-

kierungsvorldufer (38)

3.12 Darstellung einer Modellverbindung TC14 zur 18F-Direktmarkierung

Da Markierungsvorldufer des Liganden TCO7 in nur begrenzten Mengen vorhanden und erste
Markierungsversuche nicht erfolgreich waren, wurde eine Modellverbindung TC14 synthetisiert.
Der charakteristische Pyridinring sollte dabei erhalten bleiben, genauso wie die im spiteren Mo-
lekiil vorhandene Etherbriicke. Durch Aufbringen einer Schutzgruppe auf die
Hydroxygruppierung soll der spétere Grundkorper B7 (7) simuliert werden. Dieser sollte gene-
rell die Markierungseigenschaften des Molekiils nicht weiter beeinflussen.

Ausgangssubstanz war hierbei die zuvor synthetisierte Verbindung 6-Chlor-2-pyridinmethanol
(29) zur Darstellung eines geeigneten Markierungsvorldufers. Erste Versuche der Schiitzung mit
aliphatischen Schutzgruppen wie der tert-Butylschutzgruppe (42) oder auch einer einfachen Me-
thylierung (43) schlugen fehl. Allerdings konnte die Hydroxyfunktion erfolgreich und in hohen
Ausbeuten (>80 %) mit Benzylbromid umgesetzt werden, es wurde 6-Chlor-2-
(benzyloxymethyl)pyridin (44) erhalten. Zur Quantifizierung einer erfolgreichen Markierung
durch HPLC-Verfahren musste noch die entsprechende Referenzverbindung 6-Fluor-2-
(benzyloxymethyl)pyridin (45) synthetisiert werden. Auch diese analoge Reaktion konnte in gu-
ten Ausbeuten (65 %) durchgefiihrt werden.
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Abb. 32: Darstellung der Modellverbindung TC14 (45) und ihres Markierungsvorldufers (44)

3.13 Darstellung von geeigneten Markierungsvorliaufern zur [lsF]FETos-Markierung

und deren Referenzverbindungen

Ein weiteres etabliertes Markierungsverfahren neben der Direktmarkierung ist die Markierung
iiber die prosthetische Gruppe ['®F]Fluorethyltosylat (['*F]FETos). ErfahrungsgemiB sind bei
diesem Verfahren sehr hohe radiochemische Ausbeuten zu erwarten. Aus diesem Grund wurde
auch an einem geeigneten Molekiil zur [ISF]FETos—Markierung gearbeitet. Nachteilig hierbei ist
allerdings, dass es durch die strukturelle Verdnderung des Molekiils zu einer Verdnderung der
Affinitdt und Selektivitit kommen kann. Aus diesem Grund war es zwingend erforderlich, eine
entsprechende kalte Referenzverbindung zu synthetisieren. Diese sollte hinsichtlich ihrer Affini-
tiat und Selektivitit auf den GABAa/0is-Rezeptor getestet und des Weiteren zur Bestimmung der
Retentionszeit der spiteren '*F-Verbindung verwendet werden.

Das direkte Analoga zu der bisher synthetisierten Verbindung TCO7 wire das 3-(2-Furyl)-6-(6-
fluorethoxypyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[ 3,4-a]-
phthalazin (FETCO7P). 2-Hydroxypyridine sind jedoch tautomer und liegen in Losung fast aus-

schlieBlich als Pyridone vor''%:
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Abb. 33: Tautomerie des 2-Hydroxypyridins

Eine Markierung der NH-Funktion mit ['"*F]FETos wire als Hauptprodukt jedoch nicht das ge-
wiinschte [18F]FETCO7P. Aus diesem Grund wurde zunichst das Phenol-Derivat (TCO7BOH)

als Markierungsvorldufer synthetisiert.

3.14 TC07BOH und FETC07B: 3-(2-Furyl)-6-(6-hydroxyphen-2-yl)methyloxy-
7.8,9.10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2.4-triazolo[3.4-a]phthalazin und 3-(2-Furyl)-
6-(6-fluor-ethoxyphen-2-yl)methyl-oxy-7.8.9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1.2.4-
triazolo[3.4-a] phthalazin

Ein weiterer Grund zunichst den Phenol-Markierungsvorldufer zu synthetisieren war, dass wie
auch schon zuvor synthetische Probleme aufgrund des Pyridins zu erwarten waren. So wurde die
Syntheseroute ausgehend von einem ,,Phenylmethanol*“-Derivat anstelle des bisher verwendeten
Pyridinmethanolderivats geplant.

Ausgehend von 3-Hydroxybenzylalkohol musste zunéchst selektiv die phenolische Hydroxy-
funktion geschiitzt werden, da die im Anschluss stattfindende Kopplung an den Grundkorper B7
(7) uiber die aliphatische Hydroxyfunktion erfolgen sollte. Diese selektive Schiitzung erfolgte un-
ter Verwendung von dquimolaren Mengen tert-Butyldiphenylsilylchlorid (tert-BDPS). Es kam
wie erwartet ausschlieBlich zur Silylierung der phenolischen Hydroxyfunktion, was ein Ver-
gleich der NMR-Daten von Edukt und Produkt (46) zeigte. Die Kopplung an den Grundkorper
B7 (7) gelang in iiber 95 % Ausbeute, im Vergleich dazu lagen die Ausbeuten der Kopplungen
mit den Pyridinmethanolderivaten zwischen 3,4 und 57,4 %. Offenbar trigt der =n-
elektronenarme Pyridinring zur verminderten Ausbeute bei.

Zur Darstellung des Markierungsvorldufers TCO7BOH (48) mit freier phenolischer Hydroxy-
funktion wurde die Silylschutzgruppe basisch abgespalten. Aufgrund der moglichen
Zersetzungsprodukte war eine thermische, basische Hydrolyse hier ungeeignet. Eine andere
Moglichkeit ist die Abspaltung der Silylschutzgruppe durch Zugabe von Ammoniumfluorid.
Nach einstiindiger Reaktionszeit bei 80°C und anschlieBender sdulenchromatographischer Auf-
reinigung konnte der Markierungsvorlaufer (48) in 65 %iger Ausbeute erhalten werden.

Zur Darstellung der entsprechenden Referenzverbindung (49) wurde die Hydroxyfunktion des

Markierungsvorlidufers (48) zunéchst deprotoniert und mit 1,2-Bromfluorethan versetzt. Dabei
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fungiert das Brom als Abgangsgruppe und es kann fluorethyliertes Produkt als Referenzverbin-
dung FETCO7B (49) erhalten werden.
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a): Imidazol/THF, t.-BDPS, 40°C; b): NaH/DMF, Grundkérper B7 (7), RT; ¢): NH,F/DMF, 80°C; d): NaH/DMF, 1,2-Bromfluorethan, Riickfluss

Abb. 34: Darstellung des Markierungsvorldaufers TCO7BOH (48) und der entsprechenden Refe-
renzverbindung FETCO7B (49)

3.15 TCO07POH und FETCO07P: 3-(2-Furyl)-6-(6-hydroxypyridin-2-yl)methyloxy-
7.8,9.10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2.4-triazolo[3.4-a/]phthalazin und 3-(2-Furyl)-
6-(6-fluor-ethoxypyridin-2-yl)methyloxy-7.8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1.2.4-
triazolo[3.4-0] phthalazin

Zur Darstellung der Verbindungen (56) und (57) wurde von 2,6-Dibrompyridin ausgegangen.
Dabei wurde zunichst der Benzylalkohol aktiviert um dann als Alkoholat nukleophil am 2,6-
Dibrompyridin ein Brom zu substituieren. Aus der dadurch entstandenen Verbindung 2-Brom-6-
benzyloxypyridin (50) wurde dann die spidter an Grundkorper 7 (7) koppelnde aliphatische
Hydroxyfunktion aufgebaut. Zunidchst wurde dafiir das verbliebene Brom zu einem Aldehyd
nach abgewandelter Synthese von Burstein et al.''? umgesetzt. Zur Darstellung des 6-Benzoxy-2-
pyridinmethanol (52) konnte 2007 eine iranische Forschergruppe zeigen, dass durch den Einsatz

von Lithiumbromid und Hydriddonoralkohol in dquimolaren Mengen mit dem Aldehyd unter
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sehr milden Bedingungen dieses in einer Meerwein-Ponndorf-Verley-Reaktion zum entspre-
chenden Alkohol iiberfiihrt werden kann''*.Im nichsten Schritt wurde durch Abspaltung der
Benzylschutzgruppe mittels eines Palladium/Aktivkohle-Katalysators und Wasserstoff das Zwi-
schenprodukt 6-Hydroxy-2-pyridinmethanol (53) dargestellt. Dieses wurde nicht weiter
aufgereinigt, da eine Isolierung aufgrund der starken Polarisation des Molekiils nicht moglich
war. Das Rohprodukt wurde direkt mit zerr-BDPS an der phenolischen Hydroxygruppe geschiitzt
und isoliert. Dabei erhielt man auch nach Aufreinigung immer noch stark verunreinigtes Produkt
(54) in sehr geringen Mengen (Ausbeute <1 %). Die Syntheseroute wurde hier beendet. Zur
Darstellung des entsprechenden Markierungsvorldufers und der dazugehorigen Referenzverbin-
dung wiirde die Kopplung an den Grundkorper B7 (7), die anschlieende Entschiitzung und
Fluorethylierung analog der Verbindungen (47), (48) und (49) erfolgen.

X a) X b) X
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a): Benzylalkohol, NaH/DMF, 90°C; b): N-BuLi/Et,O, DMF, -78°C; c): LiBr, TEA, Isoprop., RT; d): EtOH, C/Pd, H,, RT; e): Imidazol/THF,
t.-BDPS, 40°C; f): NaH/DMF, Grundkorper B7 (7), RT; ¢): NH,F/DME, 80°C; h): NaH/DMF, 1,2-Bromfluorethan, Riickfluss

Abb. 35: Syntheseroute zur Darstellung der geplanten Markierungsvorlidufers TCO7POH (56)
und der entsprechenden Referenzverbindung FETCO7P (57)
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4 Ergebnisse und Diskussion der Radiofluorierungen

4.1 Radioaktive 18F-Markierung der Modellverbindung TC14

[K2.2.2/K]"*F / MeCN
—_—T

= N = N

|
NN Rz{.p @) N g
-Cl (44)

Abb. 36: Synthesestrategie zur Darstellung von ['*F]TC14

Zunichst sollte das benzylgeschiitzte 6-Fluor-2-pyridinmethanol iiber einen '“F/"F-
Isotopenaustausch radioaktiv markiert werden. Der Isotopenaustausch zeigte in fritheren Versu-
chen schon oft hohe Ausbeuten und wurde hier zunichst dazu verwendet, einen ersten Eindruck
tiber die Reaktionsfihigkeit der Modellverbindungen zu bekommen. Die Reaktion wurde bei-
spielhaft bei zwei Temperaturen (120 °C und 160 °C) durchgefiihrt, als Losungsmittel wurde
N,N-Dimethylformamid (DMF) verwendet. Die Markierungsvorlduferkonzentration betrug

24 umol, dies entspricht etwa 5 mg Markierungsvorldufer.
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Abb. 37: Markierung von benzylgeschiitztem 6-Fluor-2-pyridinmethanol (DMF, 24 umol MV,
K,CO03/K222)
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Deutlich zu erkennen ist die massive Ausbeutezunahme bei Erhohung der Temperatur. Dies war
jedoch zu erwarten, da die Reaktionskinetik bei 120 °C nach 20 min Reaktionszeit und knapp
30 % RCA immer noch einen Anstieg dieser Ausbeute zeigt. Bei 160 °C ist eine maximale Aus-
beute von 82 % bereits nach 10 Minuten erreicht.

Es wurden hier keine weiteren Experimente mit dem fluorierten Standard durchgefiihrt. Betrach-
tet man sich im Vergleich zu dem '*F/"’F-Isotopenaustausch die radioaktive Markierung iiber
einen Chlor-Markierungsvorldufer unter den gleichen Parametern, kann man deutliche Unter-
schiede in der radiochemischen Ausbeute verzeichnen. Da die Abgangstendenz von Chlor nur im
mittleren Bereich liegt, sind die niedrigeren Ausbeuten hierauf zuriickzufiihren. Trotzdem kon-
nen wie auch beim Isotopenaustausch bei 120 °C radiochemische Ausbeuten von um die 20 %
erzielt werden. Ebenso konnten bei 140 °C Ausbeuten iiber 40 % erzielt werden. Zu beachten ist
allerdings, dass bei 160 °C Ausbeuten von unter 20 % auftreten. Dies konnte eventuell einen
Hinweis darauf geben, dass das Pyridingeriist und/oder die Etherbriicke im Molekiil bei hoheren
Temperaturen einer Reaktion unterliegen, welche radioaktives Nebenprodukt entstehen ldsst.
Diese Nebenprodukte konnten sowohl in der durchgefiihrten Diinnschichtchromatographie als
auch in der HPLC nachgewiesen werden. Als Beispiel hierfiir sei das in Kapitel 4.2.5.8 abgebil-
dete HPLC-Diagramm erwéhnt.

50

45 A

RCA [%]

Zeit [min]

Abb. 38: Markierung von benzylgeschiitztem 6-Chlor-2-pyridinmethanol (DMF, 24 umol,
K,CO03/K222)
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4.2 Radioaktive 18F-Markierung von TCO7
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Abb. 39: Synthesestrategie zur Darstellung von ['*F]TC07

Ausgehend von den Affinitdten und Selektivititen der getesteten Verbindungen TCO7-TC12 stel-
len sich vor allem die Liganden TCO7 und TCI12 als herausragend dar. Aufgrund der etwas
unkomplizierteren Syntheseroute des Markierungsvorldufers von TCO7 und der praktischen Er-
fahrung, dass TCO7 in Losung bedeutend stabiler ist als TC12, wurde TCO7 als geeignetster
Ligand fiir den weiteren Verlauf gewihlt.

Im Folgenden soll durch Optimierung der '®F-Markierung verschiedener Markierungsvorliufer
das Produkt ["*F]TCO7 in méglichst hoher radiochemischer Ausbeute dargestellt werden, um
spiter in eine injizierbare, fiir Tierversuche geeignete Losung iiberfiihrt zu werden.

Aufgrund der geringen Menge an Markierungsvorldufer wurden sowohl bei dem Chlor- als auch
bei dem Brommarkierungvorlaufer fiir alle Kinetiken mit Markierungsvorlduferkonzentrationen
von 6 -7 umol (dies entspricht jeweils 3 mg fiir jeden Markierungsvorldufer) nach den gingigen
Parametern optimiert. Alle Markierungen wurden, falls nicht anders erwihnt, mit n = 3 durchge-
fiihrt.

4.2.1 BF / YF_Isotopenaustausch an der Referenzverbindung TCO7

Analog zu der zuvor markierten Modellverbindung TC14 wurde vor der eigentlichen nca-
Markierung des Liganden TCO7 ein '*F/"F-Isotopenaustausch an der Referenzverbindung
['"F]TCO7 durchgefiihrt. Dabei zeigte sich sehr schnell, dass nicht mit den gleichen hohen radio-
chemischen Ausbeuten wie bei der Modellverbindung TC14 gerechnet werden kann. Die
Reaktion von 30 umol kalter Referenzverbindung mit ["*F]Fluorid wurde in DMF unter Ver-
wendung des Systems K,CO3/K222 bei den Temperaturen 100, 120, 140 und 160 °C
durchgefiihrt. Es ist ein Anstieg der radiochemischen Ausbeute von 15 % bei 100 °C nach



4 Ergebnisse und Diskussion der Radiofluorierungen 53

15 min, auf 24 % (120 °C, 20 min) und dann auf knapp 29 % bei 140 °C nach bereits 10 min zu
beobachten. Bei einer weiteren Temperaturerhohung auf 160 °C ist eine Ausbeute nahe Null zu
verzeichnen. Offensichtlich kommt es bei diesen hohen Temperaturen zur Zersetzung des Pro-
duktes in mehrere Nebenprodukte. Da diese Nebenprodukte bei der '*F-Markierung der
fluorierten Referenzverbindung TC14 nicht auftrat, muss davon ausgegangen werden, dass es zu

starken Zersetzungsreaktionen im stickstoffreichen Grundgeriist der Verbindung TC07 kommt.

—&=100°C
——120°C
—*=140°C
160°C

2 T T T ’
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Abb. 40: "*F/"F-Isotopenaustausch an ['’F]TC07 (DMF, 30 pmol, K,CO3/K222)

4.2.2 BE_Fluorierung des Chlor-Markierungsvorliufers von TC0O7

Zunachst wurde ein Chlor-Markierungsvorldufer synthetisiert, da dieser noch in guten Ausbeuten
zuginglich war. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass die Abgangstendenz der nukleofu-
gen Gruppen von Chlor zu Brom zu Nitro stark ansteigt. Es konnte hier also nicht mit hohen

radiochemischen Ausbeuten gerechnet werden.

4273  Abhiingigkeit der RCA von ['®FITCO7 von der Reaktionstemperatur

Erste Markierungsversuche bei einer mittleren Reaktionstemperatur von 120 °C zeigten iiber-
haupt keine Ausbeute. Erst nach Steigerung der Temperatur auf 140 °C konnten radiochemische

Ausbeuten im Bereich von unter 2,5 % gefunden werden. Bei einem weiteren Anstieg der Reak-
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tionstemperatur auf 160 °C war wie auch schon im Fall des Isotopenaustauschs ein Abfall der

radiochemischen Ausbeute zu verzeichnen.

RCA [%]

—&— 140°C
—#=160°C
—+—120°C

Zeit [min]

Abb. 41: Abhingigkeit der radiochemische Ausbeute von der Reaktionstemperatur (DMF,
6,6 umol MV, K,CO5/K222)

4.2.3.1 Abhdngigkeit der RCA von [ wa [TCO7 von der Markierungsvorlduferkonzentration

Da im Fall des Isotopenaustausches hohere Konzentrationen verwendet wurden, sollte bei die-
sem Markierungsvorldufer ausgeschlossen werden, dass die geringe Ausbeute von unter 3 % an
der zu geringen Markierungsvorlduferkonzentration begriindet liegt. Eine Verdopplung der Mar-

kierungsvorldauferkonzentration fiihrt nicht zu einer Steigerung der radiochemischen Ausbeute.
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Abb. 42: Einfluss der Markierungsvorlduferkonzentration auf die radiochemische Ausbeute
(DMF, 150°C, K,CO3/K222)

4.2.3.2 Optimierte Reaktionsparameter zur Darstellung von [ a [TCO7 iiber einen Chlor-

Markierungsvorliufer

[ISF]TC07 konnte iiber einen Chlor-Markierungsvorldaufer in maximal 2,5 % radiochemischer
Ausbeute bei 140 °C dargestellt werden. Eine Temperaturverringerung fiihrte zu keiner messba-
ren Ausbeute, eine Erhohung der Reaktionstemperatur bewirkte die Zersetzung des Produktes.

Der Chlor-Markierungsvorliufer ist daher nicht geeignet, um ['*F]TCO7 fiir weitere Evaluie-

rungszwecke darzustellen.

4.2.4 18F—Fluorierun,q des Brom-Markierungsvorlidufers von TCO7

Eine bedeutend bessere Abgangsgruppe bei nca-Reaktionen ist im Vergleich zum Chlor das
Brom. Ein weiterer Vorteil gegeniiber dem Chlor ist die starke Begiinstigung von Mikrowellen-

- 11
reaktionen'"”

. Der Vorteil der Mikrowellenreaktion gegeniiber der klassischen Temperaturzufuhr
iber ein Heizbad ist der hohe Energieeintrag in polare Funktionen des Molekiils in relativ kurzer
Zeit, so dass man hohe Ausbeuten schon nach kurzer Zeit erreichen und Zersetzungsprozessen

zuvor kommen kann.
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4.2.4.1 Abhdngigkeit der RCA von [ Wa [TCO7 von der Reaktionstemperatur

Analog zum Chlor-Markierungsvorlaufer ist in Abb. 43 die ebenfalls schlechte radiochemische
Ausbeute von [ISF]TCO7 zu erkennen. Ein Maximum konnte bei 140 °C nach 1 min Reaktions-
zeit gemessen werden. Bei Temperaturen von 100 °C und 120 °C wurden hier allerdings
Ausbeuten verzeichnet, dies ist auf die bessere Abgangstendenz des Broms gegeniiber dem Chlor
zuriickzufiihren. Eine Erhohung der Reaktionstemperatur um 10 °C auf 150 °C zeigt keine Stei-
gerung der radiochemischen Ausbeute, die etwas hohere Ausbeute von 2,5 % bei 180 °C kann
auf statistische Fehler zuriickgefiihrt werden, da bei dieser Temperatur nur eine Reaktionskinetik
(n = 1) durchgefiihrt wurde.

Sicherlich interessant ist die deutliche Abnahme der radiochemischen Ausbeute bei 140 °C.
Zwar konnte hier nach sehr kurzer Zeit bereits die maximale Ausbeute erreicht werden, aller-
dings fiihrt offensichtlich starke Zersetzung zu einer raschen Abnahme. Hier scheint nicht nur
wie schon beim Isotopenaustausch an ['’F]TCO07 beobachtet die Zersetzung des Grundgeriistes

stattzufinden.

RCA [%]
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Abb. 43: Abhingigkeit der radiochemische Ausbeute von der Reaktionstemperatur (DMF,
6,6 umol MV, K,CO5/K222)

4.2.4.2 Abhdngigkeit der RCA von [ wa [TCO7 vom verwendeten Losungsmittel

Es kann zwar durch Variation des Losungsmittels gezeigt werden, dass DMSO bei hohen Tem-

peraturen etwas spéter zu dhnlichen radiochemischen Ausbeuten wie unter Verwendung von
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DMF fiihren kann, allerdings ist es fraglich, in wie weit es bei diesen geringen Ausbeuten wirk-
lich ausschlaggebend ist. Ferner wurde bei geringeren Temperaturen nahezu keine Ausbeute
erzielt. Mit DMF wurden etwas schlechtere Ausbeuten erzielt (~2,5 %), allerdings war die Aus-

beute iiber den gewdihlten Temperaturbereich stabiler.
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Abb. 44: Einfluss des Losungsmittels auf die radiochemische Ausbeute von ["*F]TC07 (6,6 pmol
MV, K,CO5/K222)

4.2.4.3 Abhdngigkeit der RCA von [ wa [TCO7 von der Markierungsvorlduferkonzentration

Wie bereits im Fall der '’F-Markierung des Chlor-Markierungsvorliufers in unterschiedlichen
Vorlduferkonzentrationen zeigt sich auch hier, dass eine Erhohung der Markierungsvorldufer-
konzentration des Brom-Markierungsvorldufers zu geringeren radiochemischen Ausbeuten fiihrt.
So konnen bei einer Reaktionskonzentration von 6,6 umol/ml DMF radiochemische Ausbeuten
von 2,7 % nachgewiesen werden. Eine Verdopplung senkt die Ausbeute um etwa 1 %. Diese

Tendenz kann jedoch erst bestitigt werden, wenn hohere Ausbeuten erreicht werden kénnen.
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Abb. 45: Einfluss der Markierungsvorlduferkonzentration auf die radiochemische Ausbeute
(DMF, 150 °C, K222/K,CO3)

4.2.4.4 Abhdngigkeit der RCA von [ Wa [TCO7 im Powertest-Modus der Mikrowelle

Wie schon zu Beginn dieses Abschnittes erwihnt, zeigt sich eine Brom-Abgangsgruppe vielver-
sprechend fiir eine mikrowelleninduzierte nukleophile Substitution. Durch Einstrahlen von 50
bzw. 100 W mit unterschiedlicher Strahlungsdauer konnten deutlich hohere Ausbeuten erreicht
werden. Nach vierminiitiger Einstrahldauer von 50 W auf die Reaktionslésung konnte eine ra-
diochemische Ausbeute von iiber 6 % erzielt werden. Eine Leistung von 100 W zeigte einen
schnelleren Anstieg der radiochemischen Ausbeute, allerdings fiihrte das Auftreten von Zerset-
zung bereits nach einer Minute zu einem nur geringen weiteren Anstieg der Ausbeuten bis zu

einer Maximalausbeute von rund 5 % nach 2 min.
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Abb. 46: Markierung im Powertest-Modus der Mikrowelle bei 50 und 100 W (DMF, 6,6 umol
MV, K,CO5/K222)

4.2.4.5 Optimierte Reaktionsparameter zur Darstellung von [ Wa |TCO7 iiber einen Brom-

Markierungsvorliufer

Unter Verwendung eines klassischen Heizbades (Olbad) konnten radiochemische Ausbeuten von
3,9 % nach bereits einer Minute bei 140 °C in DMF erhalten werden. Eine Erhohung der Markie-
rungsvorlduferkonzentration verringerte die radiochemische Ausbeute.

In einer mikrowelleninduzierten '*F-Markierungsreaktion konnte gezeigt werden, dass durch den
Einsatz von Mikrowellenstrahlung eine deutliche Steigerung der radiochemischen Ausbeute er-
zeugt werden kann (iiber 6 % bei 50 W nach 4 min). Die Moglichkeit einer weiteren
Optimierung der Mikrowellen-Markierungsreaktion des Brom-Markierungsvorldufers wurde al-
lerdings nicht in Erwdgung gezogen, da hierfiir die radiochemischen Ausbeuten im Hinblick auf

eine spitere Evaluierungen immer noch zu schlecht sind.

4.2.5 18F—Fluorierung des Nitro-Markierungsvorlidufers von TCO7

Eine der besten Abgangsgruppen fiir nukleophile Substitutionen am Aromaten ist die Nitro-
Gruppe. Jedoch war diese nukleofuge Gruppe als Nitro-Markierungsvorlaufer von TCO7 synthe-
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tisch sehr schwer zuginglich. Aufgrund der resultierenden schlechten Ausbeuten wurden hier
nur 2,6 umol Substanz (entspricht 1 mg) zur Optimierung der Parameter verwendet.

Es wurden neben den Parametern Temperatur und Losungsmittel hier auch der Einfluss ver-
schiedener Basen auf die radiochemische Ausbeute untersucht. Ferner konnte auch die

radiochemische Ausbeute unter mikrowelleninduzierter Strahlung optimiert werden.

4.2.5.1 Abhdngigkeit der RCA von [ Wa [TCO7 von der Reaktionstemperatur

Zunichst ist bei der Untersuchung des Einflusses der Temperatur festzustellen, dass Temperatu-
ren bis 110 °C keine ausreichende Energiemenge in das Markierungssystem einbringen konnen.
Es werden maximale Ausbeuten von 20 % bei 110 °C erhalten. Durch Erhohung der Reaktions-
temperatur auf 120 °C wurde ein sprunghafter Anstieg der radiochemischen Ausbeute
beobachtet, Ausbeuten von iiber 40 % konnen erreicht werden. Analog zu dem bisherigen Trend
ist auch hier zu beobachten, dass bei hoherer Abgangstendenz der nukleofugen Gruppe die Zer-
setzung des Produktes bei niedrigeren Temperaturen einsetzt. Bereits bei 130 °C sind starke
Zersetzungsprozesse zu erkennen, dies zeigt sich in dem starken Abfall der radiochemischen
Ausbeute in Abb. 47.
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Abb. 47: Abhingigkeit der radiochemische Ausbeute von der Reaktionstemperatur (DMF,
2.4 umol MV, K,CO5/K222)
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4.2.5.2 Abhdngigkeit der RCA von [ a [TCO7 vom verwendeten Ldsungsmittel

Betrachtet man den Einfluss des Losungsmittels auf die radiochemische Ausbeute, kann auch bei
diesem Markierungsvorldufer keine nennenswerte Verbesserung der Ausbeute festgestellt wer-
den. Im Vergleich dargestellt (Abb. 48) ist das bisher verwendete Losungsmittel DMF und das
Losungsmittel DMSO. Das héufig verwendete aprotische Losungsmittel Acetonitril kam auf-
grund seines niedrigen Siedepunktes von 85 °C bei diesen Reaktionstemperaturen nicht
verwendet werden.

Es wurden beispielhaft die Temperaturen 110 °C und 130 °C gewdhlt. Beide Losungsmittel zei-
gen bei hoherer Temperatur eine bessere radiochemische Ausbeute, jedoch kann bei einer
Markierung in DMF bis zu 7 % mehr Ausbeute erwartet werden. Diese Kinetiken wurden nur
einmalig (n = 1) durchgefiihrt, da die Tendenz des Losungsmitteleinflusses hinreichend zu er-

kennen war.
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Abb. 48: Einfluss des Losungsmittels bei verschiedenen Temperaturen auf die radiochemische
Ausbeute von ['*F]TCO07 (2,4 pmol MV, K,CO3/K222)

4.2.5.3 Abhdngigkeit der RCA von [ wa [TCO7 von der Markierungsvorlduferkonzentration

Es wurden Markierungsvorliduferkonzentrationen im Bereich von 2,4 umol bis 24 pmol gewdhlt.
Dies entspricht Einwaagen von 1 mg bis 10 mg Markierungsvorldufer. Allgemein konnte festge-
stellt werden, dass sich die radiochemische Ausbeute reziprok zur

Markierungsvorlduferkonzentration verhalt.
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So konnen bei einer Konzentration von 24 pmol gerade 15 % des ['°F]Fluorids zum gewiinsch-
ten ['®F]TCO7 nach 20 min umgesetzt werden. Verringert man die Konzentration auf ein Zehntel,
wird ein Umsatz von fast 40 % zu ['*F]TCO7 erreicht. Diese ungewdhnliche Beobachtung kénnte
sich mit den entstehenden Zersetzungsprodukten erklidren. Falls diese entstehenden Zersetzungs-
produkte die Zersetzung des Produktes fordern oder eine Inaktivierung des [ °F]Fluorids
verursacht, konnte dies eine Erkldarung darstellen. Allerdings ist der korrekte Mechanismus un-
bekannt.
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Abb. 49: Einfluss der Markierungsvorlduferkonzentration auf die radiochemische Ausbeute
(DMF, 120 °C, K,CO5/K222)

4.2.5.4 Abhdingigkeit der RCA von [ Wa J|TCO7 von verschiedenen Basenzusditzen

Zur Betrachtung der Abhingigkeit der radiochemischen Ausbeute von ['*F]TCO7 wurden ver-
schiedene Basensysteme getestet: K,CO3/K222, KHCO5/K222 und Cs,COs;. Bei letzterem ist
kein Zusatz von Komplexbildner nétig, da im Sinne des HSAB-Prinzips dass Cédsiumcarbonat
zum Einen eine vergleichsweise gute Loslichkeit in Acetonitril aufweist, zum Anderen das Cisi-
umkation eine nur schwache Bindung mit dem ['*F]Fluorid eingeht. Ferner wurden je zwei
verschiedene Konzentrationen der Basen gewihlt.

Generell ist zu sehen, dass K,COj; als zugesetzte Base den positivsten Effekt auf die radiochemi-
sche Ausbeute hat, die schwichere Base KHCOj3 jedoch nur geringe Ausbeuten zeigt (um 5 %
RCA). Cs,COj zeigt ebenfalls schlechtere radiochemische Ausbeuten als eine Markierungsreak-
tion mit K,COs. Jedoch ist hier zu erkennen, dass die sechsfache Basenkonzentration im

Verhiltnis zur Markierungsvorlduferkonzentration bedeutend bessere Ausbeuten erzeugt (knapp
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20 % nach 5 min) als ein 3:1-Verhitlnis von Base zu Markierungsvorldufer (11 % nach 5 min).
Auch KHCOs; zeigt vergleichsweise etwas hohere Ausbeuten bei hoherer Basenkonzentration.
Betrachtet man sich die Auswirkung der Basenkonzentration auf die radiochemische Ausbeute
bei K>COjs ist festzustellen, dass die sechsfache Basenkonzentration zwar zunichst ebenfalls et-
was hohere Ausbeuten von 28 % nach einer Minute liefert, allerdings kommt es im weiteren
Verlauf zur Abnahme der radiochemischen Ausbeute. Dies kann an beginnenden Zersetzungsre-
aktionen, bedingt durch die hohe Basenkonzentration liegen, denn im Vergleich dazu zeigt eine
dreifache Basenkonzentration keinerlei Zersetzung im Laufe der Reaktionszeit. Des Weiteren

konnte die zunehmende Basenstirke die radiochemische Ausbeute positiv beeinflussen.
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Abb. 50: Abhingigkeit der radiochemischen Ausbeute von verschiedenen Basen und verschiede-
ner Basenkonzentrationen (DMF, 120 °C, 2,4 umol MV)

Sinnvoll war nun die Uberpriifung der radiochemischen Ausbeuten bei weiteren Basen-
Markierungsvorlduferverhiltnissen. Hierbei wurde beriicksichtigt, dass durch zu hohe Basen-
konzentration Zersetzung eintritt, bei zu niedriger Konzentration die Reaktionskinetik zu stark
verlangsamt wird. Da ein 3:1-Verhiltnis von Base zu Markierungsvorldufer schon einen perma-
nenten Anstieg der radiochemischen Ausbeute auch noch bei 20 min zeigt, sollte die optimale
Basenkonzentration theoretisch iiber dem dreifachen der Markierungsvorlduferkonzentration lie-

gen. Es wurden die Verhiltnisse 1,5:1 und 4,5:1 Base zu Markierungsvorlidufer gewihlt.
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Abb. 51: Abhingigkeit der RCA von dem Verhiltnis von K,CO3/K222 zum Markierungs-

vorldufer

Es zeigt sich wie in Abb. 51 dargestellt, dass die Verringerung des Verhiltnisses K,CO3/K222
zur Markierungsvorlduferkonzentration auf 1,5:1 eine Verringerung der radiochemischen Aus-
beute auf 20 % nach 5 min mit sich bringt. Hier ist keine Zersetzung des Produktes iiber die Zeit
zu erkennen. Bei einem 4,5:1-Verhiltnis ist diese Zersetzung wieder an stark abfallenden radio-
chemischen Ausbeuten mit der Zeit zu erkennen. Allerdings kann hier nach 1 min eine maximale
Ausbeute von 36 % erreicht werden.

Insgesamt resultiert aus der Betrachtung der radiochemischen Ausbeute bei verschiedenen Basen
und Basenverhiltnissen, dass nach einer vorher bestimmten idealen Reaktionsdauer von 5 min
ein Verhiltnis von 3:1 K,CO3/K222 zum Markierungsvorldufer zu den besten radiochemischen
Ausbeuten fiihrt.

4.2.5.5 Abhdngigkeit der RCA von [ Wa [TCO7 im Powertest-Modus der Mikrowelle

Analog zum Brom-Markierungsvorlaufer wurde der Nitro-Markierungsvorlaufer ebenfalls hin-
sichtlich der radiochemischen Ausbeuten in einer mikrowelleninduzierten Reaktion getestet.

Zu beobachten ist hier die extrem schnelle Umsetzung des ['"*F]Fluorids zum ['®*F]TCO7 in nur
30 sec bis 1 min in radiochemischen Ausbeuten von iiber 40°% bei 75 W. Erkennbar ist die pro-
portional langsamere Reaktionskinetik und schlechtere radiochemische Ausbeute bei geringerem
Energieeintrag (25 W und 50 W). Alle durchgefiihrten Reaktionen zeigen bereits nach kurzer

Zeit Zersetzung. Eine weitere Erhohung des Energieeintrags auf 100 W ergab nach 1 min eine
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radiochemische Ausbeute von 25 %, bereits nach zweieinhalb Minuten wurde das Losungsmittel

DMF so stark aufgeheizt, dass die Reaktion abgebrochen werden musste.
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Abb. 52: Markierung im Powertest-Modus der Mikrowelle bei 50 und 100 W (DMF, 2,4 umol
MV, K222/K,COs3)

4.2.5.6 Abhdngigkeit der RCA von [ wa [TCO7 im Standard-Modus der Mikrowelle

Eine weitere Methode der mikrowelleninduzierten '°F-Markierungsreaktion ist der Standardmo-
dus, bei dem der Energieeintrag gerade so groB ist, dass eine gewihlte Maximaltemperatur nicht
tiberschritten wird. Ferner ist es in diesem Programm moglich, die Reaktionslosung iiber Druck-
luft zu kiihlen. Dadurch muss zum Erhalt der programmierten Maximaltemperatur mehr Energie
eingestrahlt werden.

Letztendlich zeigte sich im Rahmen der Fehler ein Einfluss der Kiihlung und der damit verbun-
dene hohere Energieeintrag nur in der 80 °C-Reaktionskinetik. Offenbar liegt in diesem Bereich
gerade die Energieschwelle der Reaktion. Bei der im Heizbad bereits optimierten Temperatur
von 120 °C konnten auch hier die hochsten radiochemischen Ausbeuten von 41 % nach bereits
30 Sekunden analysiert werden. Da bereits nach einer Minute bei diesen Temperaturen ein
Riickgang der radiochemischen Ausbeute zu verzeichnen ist, wurde die Temperatur nicht weiter
erhoht. Die Reaktionskinetik von 100 °C zeigt einen vergleichweise langsameren Anstieg und

nicht ganz so hohe Ausbeuten (39 % nach 2 min).
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Abb. 53: Markierung im Standardmodus der Mikrowelle bei verschiedenen Temperaturen
(DMF, 2,4 umol MV, K,C0O3/K222)

Auch im Standard-Modus der Mikrowelle wurde analog zu den Reaktionen im Heizbad der Ein-
fluss verschiedener Basen und Basenkonzentrationen auf die radiochemische Ausbeute
untersucht. Hierbei wurden die Basensysteme K,CO3/K222 und Cs,COj; in den Verhiltnissen 3:1
und 6:1 zur Markierungsvorlduferkonzentration getestet. Festzustellen ist, dass sich die radio-
chemische Ausbeute unter Verwendung von Cs,CO; im Vergleich zur '*F-Markierung im
Heizbad halbiert hat (von 20% bzw. 10 % nach 5 min auf 10 % bzw. 5 % nach 1 min in der Mik-
rowelle). Allerdings sind die Reaktionskinetiken im System K,CO3/K222 nahezu identisch zu
denen im Heizbad. Auch hier ist zu erkennen, dass ein 6:1-Verhiltnis von Base zu Markierungs-
vorldaufer in nur 30 Sekunden radiochemische Ausbeuten von 40 % erreicht werden, danach
jedoch Zersetzung zu erkennen ist. Wird das Verhiltnis 3:1 betrachtet, zeigt sich die Reaktions-
kinetik deutlich verlangsamt, es konnen jedoch auch hier radiochemischen Ausbeuten von iiber
40 % nach 2 min Reaktionszeit erreicht werden bevor dann auch hier Zersetzungsprozesse die
Ausbeute verringern. Auch hier wurde jede Kinetik mit n = 1 bestimmt, da sich eine eindeutige

Tendenz abzeichnete.
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Abb. 54: Einfluss verschiedener Basen und Basenkonzentrationen auf die radiochemische Aus-
beute im Standardmodus der Mikrowelle (DMF, 2,4 umol MV, 120°C)

4.2.5.7 Optimierte Reaktionsparameter zur Darstellung von [ a [TCO7 iiber einen Nitro-

Markierungsvorliufer

Nach systematischer Untersuchung der Parameter Reaktionszeit, Temperatur, Losungsmittel,
Markierungsvorlduferkonzentration, Basensystem, Basen-Markierungsvorldufer-Verhiltnis und
Untersuchung verschiedener Markierungsmethoden (Heizbad, Mikrowelle PT-Modus und STD-
Modus) kann [18F]TCO7 in optimierter [18F]—Markierungsreaktion in iiber 40°% radiochemischer
Ausbeute dargestellt werden.

Mit allen drei Markierungsmethoden ist die radioaktive '*F-Markierung von TCO7 in guten ra-
diochemische Ausbeuten moglich. Dabei wird bei allen beschriebenen Methoden 2,4 umol
Nitro-Markierungsvorldufer in 1 ml DMF in einem Verhiltnis 3:1
(K2COs/K222)/Markierungsvorldufer eingesetzt. Lediglich die Reaktionszeit und —temperatur

miissen der entsprechenden Markierungsmethode angepasst werden.

Methode RCA Zeit Temperatur bzw. Leistung
Heizbad (Olbad) 42,4 % 5 min 120 °C
Mikrowelle STD 41,4 % 2 min 120 °C
Mikrowelle PT 41,5 % 1 min 75 W

Tab. 4: Radiochemische Ausbeuten bei verschiedenen Markierungsmethoden
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4.2.5.8 Abtrennung und Qualitiitskontrolle von [ a [TCO7

['®F]Fluorid in wissriger Losung wurde auf einer QMA-Kartusche fixiert und anschlieBend in
einen Wheaton-Reaktor mit Riihrfisch mit einer Losung aus 7,5 pmol Kryptofix und 7,5 ul 1M
K,COs3-Losung in 1 ml Acetonitril eluiert. Es wurde azeotrop unter mehrfacher Zugabe von Ace-
tonitril bei einem anliegenden Vakuum von 400 mbar und einen Stickstoffstrom von 300 ml/min
getrocknet. Es wurden 2,4 umol Nitro-Markierungsvorldufer in 1 ml DMF zugegeben und fiir
5 min im Olbad geriihrt. Der Abbruch der Reaktion erfolgte mit 1 ml Acetonitril/Wasser (50:50).
Prinzipiell ist eine Mikrowellenreaktion ebenfalls denkbar, allerdings war dies mit hohen Aktivi-
tatsmengen iiber 100 kBq rdumlich nicht méglich.

Die komplette Reaktionslosung wurde im Anschluss auf eine semipriparative HPLC aufgegeben
und der Produktpeak von ['®*F]TCO7 nach 26 Minuten aufgefangen.
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Abb. 55: HPLC-Abtrennung von ["*F]ITCO7

Diese Produktfraktion wurde mit zwei Teilen Wasser versetzt und auf einer C18-Kartusche fi-
xiert. Das Produkt wurde mit 2 ml Diethylether in einen Rundkolben iiberfiihrt und das
Losungsmittel mittels eines Mini-Rotationsverdampfers im Vakuum entfernt. Der resultierende
Feststoff wurde mit isotonischer Kochsalzlosung versetzt, mit Ultraschall behandelt und in ein
Eppendorffgefil} iiberfiihrt.

Hierbei konnten zerfallskorrigierte Ausbeuten von 14,8 % erhalten werden. Die durchschnittli-
che Synthesezeit betrug 110 min. Es wurden spezifische Ausbeuten von 6,5 GBg/umol erreicht.
Die Wiederauffindungsrate der Aktivitit war mit 91,6 % + 13,4 % in einem guten Bereich. Die

Verteilung der Aktivitit auf die einzelnen Syntheseschritte ist in Tab. 5 wiedergegeben.
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Mittelwert [%] (n = 10) Standardabweichung [%]
Synthesebeginn 100,0 + 0,0
Vial, leer 6,3 + 3,7
HPLC-Spritze leer 4,1 + 0,3
BE_Front 254 + 3.8
"F-Waste 46,5 +12,9
C-18-Kartusche leer 0,9 + 04
C-18-Kartusche Waste 1,9 + 15
['*FITCO7 11,6 + 57
Wiederauffindungsrate 91,6 +134

Tab. 5: Durchschnittliche Aktivititsbilanz der Radiosynthese von ["*F]TCO7

4.2.6 [ISF]FETOS—Markierung des Markierungsvorldufers TCO7BOH
N—N o
To%O/\/F / \
oo\
DMSO, NaOH ‘ \
/ N
0.

Abb. 56: Synthesestrategie zur Darstellung von ['*FIFETC07B

CL))

OH

Da Fluorethylierungen mit der prosthetischen Gruppe ['"®FIFETos in hohen radiochemischen
Ausbeuten durchgefiihrt werden konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit neben der Direktfluo-
rierung zum Erhalt des ['®*F]TCO7 auch eine Fluorethylierung in Erwiigung gezogen, nicht zuletzt
auch aufgrund der sehr aufwendigen Syntheseroute des Nitro-Markierungsvorldufers von TCO7.

Hier soll zunichst die synthetisch einfach zugingliche Substanz als ['*FIFETCO7B aus dem ent-
sprechenden Markierungsvorldufer TCO7BOH dargestellt werden. Die Markierungsstrategie
dieser Modellverbindung sollte dann im Anschluss auf die Darstellung des [ *FJFETCO7P iiber-

tragen werden.
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Analog der bisherigen Markierungen wurden jeweils 2,4 umol dquimolar mit Base versetzt und
mit ["*F]FETos bei Reaktionstemperaturen von 100 °C, 120 °C und 140 °C umgesetzt.

Deutlich zu erkennen ist die hohe radiochemische Ausbeute von 45-50 % nach 5 min bei allen
untersuchten Temperaturen. Neben dem gewiinschten Produkt ['*FJFETCO7B entstand noch ein

weiteres, unpolareres Nebenprodukt. Das ['*F]FETos wurde vollstindig umgesetzt.
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Abb. 57: ["®F]FETos-Markierung von TCO7BOH bei verschiedenen Temperaturen (DMSO,
2,4 umol MV, 2,5 umol NaOH)

Es wiire hier sicherlich interessant, tiefere Reaktionstemperaturen zu untersuchen und durch Op-
timierung weiterer Parameter noch hohere radiochemische Ausbeuten zu erzielen.

Da jedoch diese Verbindung nur als Modellverbindung fiir das spitere Pyridin-Derivat
[18F]FETC07P dienen sollte, sollte hier lediglich gezeigt werden, dass eine [18F]FETos—
Markierung unter den gewihlten Parametern prinzipiell moglich ist. Im Verlauf der organischen
Synthese des Markierungsvorldaufers TCO7POH stellte sich allerdings so grofe praparative Prob-
leme dar, dass kein Markierungsvorliufer zur Darstellung des ['*FIFETCO7P erhalten werden

konnte.



5 Ergebnisse und Diskussion der Evaluierungen 71

S  Ergebnisse und Diskussion der Evaluierungen

Zunichst erfolgte die Evaluierung der kalten Referenzverbindungen. Hierbei wurden die Li-
pophilien, Affinititen und Selektivititen untersucht, um einen ersten Eindruck iiber die
biologischen Eigenschaften der Liganden TCO7-TC12 zu erhalten. Daraus abgeleitet sollte dann
der beste Ligand gewihlt werden, um dessen radioaktive '®F-Markierung zu etablieren und in
weiteren Experimenten zu evaluieren.

Nach erfolgreicher Uberfiihrung des gewihlten Liganden in eine injizierbare Losung sollte dieser
Radioligand in Autoradiographien und in Tier-PET-Experimenten auf seine biologischen Eigen-

schaften untersucht werden.

Die Evaluierung der kalten Referenzverbindungen TC07-TC12 im Hinblick auf ihre Affinititen
und Selektivitdten wurde in Kooperation mit der Psychiatrischen Klinik und Poliklinik der Uni-
versitit Mainz von Herrn Dr. Fabian Debus durchgefiihrt und von ihm 2008 in seiner
Promotionsarbeit''® hinreichend erliutert. Eine Zusammenfassung der relevantesten Ergebnisse

ist in Anhang C einsehbar.

5.1 Bestimmung der Lipophilie

Um eine Wirkung im ZNS entfalten zu konnen, miissen Arzneistoffe in der Lage sein, die Blut-
Hirn-Schranke (BHS) zu iiberwinden. Diese ist eine physiologische Barriere zwischen dem
Blutkreislauf und dem zentralen Nervensystem (ZNS) und dient dazu, das ZNS vor im Blut zir-
kulierenden Krankheitserregern und Toxinen, schwankenden Bedingungen und Botenmolekiilen
des Blutes zu schiitzen. Um dabei eine Aufnahme von notwendigen Substanzen wie Glukose und
Aminosduren zu gewihrleisten, stellen spezifische Transportsysteme eine permanente Versor-
gung des Gehirnes sicher.

Die BHS ist durch ihren speziellen Aufbau in der Lage, ein Durchdringen von polaren Substan-
zen fast vollig zu unterbinden. Lipophile Substanzen konnen bis zu einer gewissen Grof3e passiv
durch die BHS diffundieren. Jedoch bergen zu lipophile Substanzen die Gefahr, vor Durchdrin-
gen der BHS in biologischen Membranen und im Plasmaprotein festgehalten zu werden. Somit
ist die Durchléssigkeit der BHS eine nicht vernachldssigbare Grofle und ein wichtiger Faktor bei

der Entwicklung neuer Radiopharmaka fiir das ZNS.

Im Hinblick auf eine spitere in vivo-Evaluierung der Substanzen TC07-TC12 wurden die Li-

pophilien dieser Referenzverbindungen iiber ein HPLC-Verfahren bestimmt. Durch Ermittlung
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der Retentionszeit kann iiber eine vorher bestimmte Eichgerade direkt die Lipophilie der Verbin-
dung vorhergesagt werden.

Allerdings ist die Lipophilie einer Verbindung stets nur als Richtwert zu verstehen, da es aus-
schlieBlich den Diffusionsprozess durch die BHS widerspiegelt. Andere Transportprozesse wie
zum Beispiel der aktive Transport in die Zelle und aus der Zelle durch Transportersysteme wer-

den hierbei nicht beriicksichtigt.

Testsubstanz Retentionszeit Lipophilie (logP)
TCO7 12,94 2,69 £ 0,01
TCO8 12,67 2,66 £ 0,01
TC09 11,81 2,56 £ 0,01
TC10 12,27 2,62 £ 0,01
TCI11 14,48 2,85 £0,01
TCI12 15,03 2,91 +£0,01

Tab. 6: Retentionszeiten und Lipophilien der Testsubstanzen TCO7-TC12

Die in Tab. 6 aufgefiihrten Lipophilien liegen alle in einem Bereich zwischen 2 und 3 und sollten

daher durch Diffusionsprozesse die BHS durchdringen konnen.

5.2 Evaluierung der BE_markierten Verbindungen [ISF]TC07

Die folgende Evaluierung des Radioliganden ['®*F]TCO7 fand in Kooperation mit der Psychiatri-
schen Klinik und Poliklinik der Universitit Mainz in Zusammenarbeit mit Frau Vanessa
Bockhart statt.

5.2.1 Ereebnisse der Autoradiographien

Nachdem [ISF]TC07 dargestellt werden konnte, sollte zunédchst die Affinitdt und Selektivitit die-
ses Liganden in Autoradiographien bestitigt werden. Dafiir wurden wie auch schon in
vorangegangenen Autoradiographien 14 um dicke, transversale Rattenhirnschnitte verwendet.

Es wurden fiir alle Hirnschnitte jeweils 3 nM ['*F]TCO7 verwendet, die Verdringung des Radio-
liganden erfolgte mit je 10uM der kalten TCO7 und Zolpidem. Tab. 7 gibt eine Ubersicht iiber
die getesteten Inkubationsbedingungen. Die daraus ausgelesenen Daten unterscheiden sich je-

doch in keiner Weise voneinander.
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Puffer Waschzeiten [sec] Inkubationstemperatur
50 mM Tris/Citrat pH 7,4
120 mM NacCl I5+15+10 Raumtemperatur
50 mM Tris/Citrat pH 7,4
120 mM NaCl 60 + 60 + 30 Raumtemperatur
50 mM Tris/Citrat pH 7,4
120 mM NaCl + 0,01 w/v Triton X-100 I5+15+10 Raumtemperatur
50 mM Tris/Citrat pH 7,4
120 mM NacCl + 0,01 w/v Triton X-100 60 + 60 + 30 Raumtemperatur
50 mM Tris/Citrat pH 7,4
120 mM NaCl + 0,01 w/v Triton X-100 60 + 60 + 30 auf Eis
50 mM Tris/Citrat pH 7,4
120 mM NacCl + 100ul/ml BSA I5+15+10 Raumtemperatur
50 mM Tris/Citrat pH 7,4
120 mM NaCl + 100ul/ml BSA 60 + 60 + 30 Raumtemperatu
50 mM Tris/Citrat pH 7,4
120 mM NacCl + 100ul/ml BSA 60 + 60 + 30 auf Eis
10 mM Tris/HCI1 pH 7,4
0 nM NaCl 5+5+5 Raumtemperatur
10 mM Tris/HCI1 pH 7,4
0 nM NaCl I5+15+10 Raumtemperatur
50 mM Tris/HCI1 pH 7,4
120 mM NaCl S+5+5 Raumtemperatur
50 mM Tris/HCI pH 7,4
120 mM NacCl I5+15+10 Raumtemperatur
50 mM Tris/HCI1 pH 7,4
200 mM NacCl 5+5+5 Raumtemperatur
50 mM Tris/HCI pH 7,4
200 mM NaCl I5+15+10 Raumtemperatur

Tab. 7: Ubersicht iiber die getesteten Inkubationsbedingungen der Autoradiographien

Die Resultate dieser Experimente sind hier an einer reprisentativen Abbildung dargestellt, jedes
Experiment wurde mit n > 3 durchgefiihrt. Die erhaltenen Bilder sind in Falschfarbe mit Dunkel-
blau als Hintergrundfarbe und Rot als maximale Signalintensitit abgebildet. Abb. 58 zeigt eine

reprisentative Autoradiographie des Liganden ['*F]TCO7.
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Abb. 58: Transversale Autoradiographien auf 14 um Rattenhirnschnitten mit A: totale Bindung ,

B: spezifische Bindung und C: unspezifische Bindung von je 3nM ['*]TC07; im Ver-
gleich dazu D: totale Bindung von 6 nM [3H]R015—4513 und E: 6 nM [3H]R015—4513
nach Zugabe von 512 nM von kaltem TCO07

Visuell ist hier keine Anreicherung in irgendeiner spezifischen Gehirnregion zu erkennen. Auch
ein Vergleich der Aktivititsmengen in spezifischen Hirnregionen durch Legen von ROIs (Regi-
ons Of Interest) zeigte keine spezifische Anreicherung. Grund hierfiir ist die sehr hohe
unspezifische Bindung des Radioliganden, die eine Auswertung der Daten nahezu unmoglich
macht. Dies war nicht zu erwarten, da die Autoradiographien der Verdriangung des Radioligan-
den [’H]Ro15-4513 mit der kalten Referenzverbindung TCO7 sehr gute Ergebnisse zeigten
(Abb. 58).

Ein Grund hierfiir kann eine Bindung des Liganden TCO7 an weitere Rezeptorsysteme oder im
Gehirn befindliche Proteineinheiten sein. Diese unspezifische Bindung kann in einem Verdrin-
gungsversuch nicht nachgewiesen werden, da man durch den gewihlten Radioliganden nur die
Abnahme dessen selektiver Bindung betrachtet. Das weitere Bindungsverhalten einer kalten
Substanz kann durch Verdringungsversuche an Autoradiographien mit selektiven Radioliganden

nicht nachgewiesen werden.
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5.2.2  FErgebnisse der Tier-PET-Studie

Trotz dieser Ergebnisse in den vorhergegangenen Autoradiographien wurden PET-Scans durch-
gefiihrt.

Dafiir wurden 250 g schwere, 8 Wochen alte Sprague-Dawley Ratten mit Isofluran narkotisiert,
die Applikation des Radiotracers ['"*F]TCO7 erfolgte intravends in einen Katheter. Es wurden dy-
namische Scans iiber einen Zeitraum von 60 min durchgefiihrt.

Deutlich zu erkennen sind die Harderschen Driisen. Im Gehirn ist visuell keine Aktivitdtsanrei-

cherung zu erkennen.

Abb. 59: PET-Bilder von [18F]TCO7; A sagital, B coronal, C transversal, jeweils auf Hohe der

Harderschen Driisen und D transversal auf Hohe des Gehirnes
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Abb. 60: Reprisentative Zeit-Aktivitidt-Kurve der PET-Aufnahme aus Abb. 59

Die Resultate der aufgenommenen Zeit-Aktivitits-Kurve (Abb. 60) zeigen eine maximale Auf-
nahme von 0,5 % der injizierten Aktivitit direkt bei Anfluten der Aktivitdt im Gehirn. Danach
erfolgt ein schnelles Auswaschen und nach etwa 17 min sind lediglich 0,1 % der injizierten Ak-
tivitdt im Gehirn nachweisbar. Dies ist zu gering, um genaue Aussagen iiber die Verteilung des
Liganden ["®F]TCO7 im Gehirn zu treffen. Allerdings konnte bereits in Publikationen nachge-
wiesen werden, dass das bereits erwidhnte o;-selektive [“C]Zolpidem ebenfalls keine spezifische
Anreicherung im Gehirn bei PET-Experimenten zeigte*’. Eine Parallele kann hier also nicht aus-

geschlossen werden.

Aufgrund der sehr guten Autoradiographien in vitro- und der ex vivo-Verdringungsexperimente
der kalten Referenzverbindungen stellt sich hier die Frage, warum der '*F-markierte Ligand kei-
ne bzw. eine nur sehr schwache Bindung im Gehirn aufweist.

Die Autoradiographien von ["®F]TCO7 zeigen zwar sehr hohe unspezifische Bindung, aber sie
zeigen eine Anreicherung von Aktivitit auf den Hirnschnitten. Ferner konnte das in Anhang E
beschriebene ex vivo-Experiment mit der kalten Referenzverbindung TCO7 nachgewiesen wer-

den, dass die Blut-Hirn-Schranke iiberwunden werden kann.
Folgende Griinde der geringen Aufnahmen von ["®FITCO7 im Gehirn kénnen formuliert werden:
« Hohere Konzentrationen im ex vivo-Experiment fiihrten zu hoheren Anflutungskon-

zentrationen im Gehirn, 5 mg/kg [19F]TC07 im ex vivo-Experiment, nca [ISF]TC07 im

nanomolaren Bereich
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« Zu hohe Metabolisierungsraten im Blut, es ist nach sehr kurzer Zeit kein intaktes
[ISF] TCO7 mehr vorhanden

« Zu hohe Aufnahme des Radioliganden in andere Organe (Leber, Niere)

« Interaktion der GABA s-Benzodiazepinbindungsstellen durch das verwendete Betdu-

bungsmittel Isofluran, die Anreicherung von ['*F]TCO7 ist dadurch erniedrigt

« ['"®FITCO7 wird als P-Glykoproteinsubstrat oder durch ein anderes Effluxsystem direkt

wieder aus den Zellen ausgeschleust

Diese aufgefiihrten Uberlegungen sollen in weiteren Experimenten iiberpriift werden.

5.2.3  Metabolismus von ['*F|TC07 im Blut

Um herauszufinden, ob es in vivo zur Ausbildung aktiver Metaboliten wihrend der Aufnahme
von [ISF]TCO7 kommt, wurde dessen Metabolismus untersucht.

Wihrend der Studien zur Organverteilung (Kapitel 5.2.4) wurden nach Dekaptation der Mause
nach 3 min bzw. 10 min Blutproben gesammelt und heparisiert.

Die diinnschichtchromatographische Vermessung des Vollblutes, des isolierten Plasmas und des
aus Plasma gewonnenen Serums aller Proben zeigt eine relativ hohe Stabilitidt des Liganden
[ISF]TC07 im Blut. Wie in Abb. 61 zu erkennen, sind auch nach 10 min im Serum noch iiber
50 % des Liganden intakt.

100 4 ——WT
~8— WT, Isofluran
90 | ——PGP-KO

% Anteil an [18F]TC07

60 1

50

40

Zeit [min]

Abb. 61: Ergebnis der Metabolitenstudie von [18F]TCO7 im Serum; WT: Wildtyp-Maus; WT,
Isofluran: Wildtyp-Maus unter Isofluranbetiubung; PGP-KO: PGP-knockout-Maus
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Es konnten zwei aktive Metaboliten bestimmt werden, ein sehr polarer Metabolit M; (R¢ = 0,0)
und ein Metabolit M2 (R¢ = 0,17) mit etwas polareren Eigenschaften als [ISF]TC07 (R¢=0,40).

5.2.4  Organverteilung

Aufgrund der schlechten Ergebnisse in der PET wurde in diesem Experiment untersucht, ob das
Betiubungsmittel Einfluss auf die Bindung des Liganden ['*F]TCO07 haben konnte oder das
['®F]TCO7 als P-Glykoproteinsubstrat anzusehen ist. Hierzu wurden Wildtyp-Miusen mit und
ohne Betiubung und PGP-knockout-Miusen ['*F]TCO7 i.p. injiziert. Nach definierten Zeitpunk-
ten (3 min und 10 min) wurden die Méause dekaptiert, die zu untersuchenden Organe Blut,
Gehirn, Niere und Leber herauspripariert, homogenisiert und im Gamma-Detektor vermessen.
Abb. 62 zeigt sehr deutlich, dass bei einer Betrachtung der Verteilung der Aktivitidt pro Gramm
Organ die Verteilungsverhiltnisse im Rahmen der statistischen Verteilung bei Méusen liegen.
Die Vermutung, dass eines der Organe eine iiberdurchschnittliche Anreicherung des ['*F]TCO7

zeigt, ist demnach auszuschlielen.

35

B WT, 3 min

30 B WT, 10 min

OWT, Isofluran, 3 min
OWT, Isofluran, 10 min
25 A B PGP-KO, 3 min

B PGP-KO, 10 min

Prozent [%]

1=Blut, 2=Gehirn, 3=Niere, 4=Leber

Abb. 62: Organverteilung von [ISF]TCO7 in 1: Blut, 2: Gehirn, 3: Niere, 4: Leber nach 3 min, re-
spektive 10 min; dabei sind WT: Wildtyp-Maus; WT, Isofluran: Wildtyp-Maus unter
Isofluranbetiubung; PGP-KO: PGP-knockout-Maus
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Um einen Eindruck iiber den Einfluss des Betdubungsmittels und des P-Glykoproteins auf die
Bindung von ['®*F]TCO7 zu erhalten, ist in Abb. 63 graphisch die Verteilung der Aktivitit im Ge-
hirn iiber die Zeit dargestellt:

« Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen der Anreicherung des Radioliganden in
Miusen mit und ohne Betdubung festzustellen.

« Es ist ein Unterschied zwischen den Wildtyp-Miusen und den PGP-knockout-M#usen
festzustellen.

0,6
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0,4

Prozent [%]
o
&

0,2
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—e— WT, Isofluran
PGP-KO

0,0

0 2 4 (‘) 5; 1‘0
Zeit [min]
Abb. 63: Verteilung von [ISF]TCO7 im Gehirn bei 3 min, respektive 10 min; dabei sind WT:

Wildtyp-Maus; WT, Isofluran: Wildtyp-Maus unter Isofluranbetiubung; PGP-KO:
PGP-knockout-Maus

Um die Relevanz dieses Unterschiedes wirklich beurteilen zu kdnnen, muss eine groere Ver-
suchszahl angestrebt werden (in diesem Experiment: n=2). Allerdings ist dies ein erster
Hinweis darauf, dass die Substanz ['*F]TCO7 als mdgliches P-Glykoproteinsubstrat oder als
Substrat fiir ein anderes Effluxsystem dient.

Zur Bestitigungg, dass ['°]TCO7 als mogliches P-Glykoproteinsubstrat in Betracht gezogen wer-
den kann, wurde ein weiteres PET-Experiment durchgefiihrt. Dafiir wurden sowohl
Wildtypmaduse als auch PGP-knockout-Miuse mit Isofluran narkotisiert, die Applikation des
Radiotracers ['*F]TCO7 erfolgte i.p.. Es wurden dynamische Scans iiber einen Zeitraum von
30 min durchgefiihrt.
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Deutlich zu erkennen sind auch hier die Harderschen Driisen. Es kann zunichst visuell bestétigt
werden, dass sich vorhandenes P-Glykoprotein negativ auf eine Radioligandaufnahme im Gehirn

auswirkt.

Gehirn Gehirn

<

Hardersche Driisen Hardersche Drisen
PGP-knockout

Abb. 64: Sagitale PET-Bilder von ['*F]TC07; sagital jeweils auf Hohe der Harderschen Driisen
und des Gehirnes, A Wildtyp-Maus, B: PGP-knockout-Maus
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Abb. 65: Reprisentative Zeit-SUV-Kurve der PET-Aufnahme aus Abb. 64

Die in Abb. 65 dargestellte zeigt eine standardisierten Aufnahmewert (SUV, Standard Uptake
Value), der eine zerfalls- und gewichtsunabhingige Quantifizierung von Regionen mit gesteiger-

ter Aktivitdatsaufnahme ermoglicht.
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Es ist in beiden Kurvenverliufen keine spezifische Anreicherung von ['°F]TC07 im Gehirn zu
erkennen. Ersichtlich ist jedoch eine generell hohere Aktivititsaufnahme im Gehirn der PGP-
knockout-Maus. Damit kann belegt werden, dass [ISF]TCO7 als schwaches P-
Glykoproteinsubstrat anzusehen ist. Die Effekte weiterer Effluxsysteme sind nicht auszuschlie-
Ben.
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6

6.1

Experimenteller Teil

Verwendete Chemikalien und Geriite

Die verwendeten Chemikalien und Gerite wurden groBtenteils von den Firmen Acros Organics,

Aldrich und Merck bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet. Getrocknete Losemittel

wurden iiber Molekularsieb gelagert. Die verwendeten Chemikalien sind nachfolgend aufgelistet.

tert.-

2,6-

Acetonitril, iiber Molensieb
AIBN
Amino-6-methylpyridin
Ammoniaklosung
Ammoniumfluorid

Benzol

Benzonitril

Benzylalkohol
Benzylbromid

Bicyclo[2.2.2]oct-2-en-2,3-dicarboxy-

anhydrid
Brom-2-methylpropan
Bromfluorethan
Bromsuccinimid
Butyldiphenylchlorsilan
Celite 545
Chlor-6-methylpyridin
Chloroform
Chlorperbenzoesiure
DC-Platten, Kieselgel
Dibrompyridin
Dichlormethan
Diethylether
Dimethylformamid, iber Molensieb
Dioxan

Eisessig
Essigsdureanhydrid
Ethanol

Ethylacetat
Ethylchlorformiat

Fluka

Acros Organics
Alpha-Aesar
Riedel-de-Haen
Aldrich

Merck

VWR

Aldrich
Aldrich

Lancaster
Aldrich

ABCR

Acros Organics
Acros Organics
Merck

Acros Organics
Acros Organics
Alpha aesar
Merck

Fluka

Acros Organics

Fischer Scientific

Fluka

Fluka

Merck

Acros Organics
Merck

Acros Organics
Merck

98%

99%

ca. 25%

ACS reagenz, >98.0%
p.a.

>99%, zur Synthese
trocken, 99.8%
reagenz grade, 98,0%

98%

98%

>99%

99%

98%

Korngr. 0.02-0.1 mm
98%

p.a.

tech., ca70-75%
60F(254)
purum, >97%

p.a.
analyt. reagenz grade

>99.5%

p.a.

reinst

p.a.



6 Experimenteller Teil

83

4 A

Ethylchlorformylformiat
Fluor-6-methylpyridine
Furan-2-carbonsdurechlorid
HC1

Hexan
Hydraziniumhydroxid
Hydroxybenzylalkohol
Hydroxylamin-hydrochlorid
Imidazol

Isobutyronitril
Isopropylalkohol
K>(S04)
Kaliumcarbonat
Kaliumpermanganat
LiAlHy4

Lithiumbromid
Magnesiumsulfat
Methanol
Methoxybenzoesidure
Methoxy-benzoylchlorid
Methyliodid

Methyltrioctylammoniumchlorid (Ali-

quat336®)

Molekularsieb

NaSO4

Natriumacetat Trihydrat
Natriumhydrid
Natriumhydrid,

60%ige Dispersion in Mineralol
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
N-Chlorsuccinimid
Oxalylchlorid
Peressigsdure

Petrolether
Phosphorylchlorid
Pyridin-3-carbonitril

Pyridin-4-carbonitril

Acros Organics
Fluorochem
VWR

Fisher Scientific
Acros Organics
VWR

Aldrich

Merck

Merck

VWR

Aldrich

Merck

Fisher Scientific
Acros Organics
Merck

Riedel de Haen
Merck

VWR

Aldrich

Aldrich

Lancaster

VWR

Merck

Acros Organics
VWR

Aldrich

Acros Organics
Fisher Scientific
Acros Organics
Acros Organics
Aldrich

Merck

Merck

VWR

VWR

VWR

>98%, zur Synthese

>98%, zur Synthese
37%

p.a.

zur Synthese

99%

p.a.

zur Synthese
>98%, zur Synthese
99.7%

anhydrous
98%

puriss., >99%

p.a.

p.a.
99%

97%
99%

zur Synthese

Kugeln (1,7-2,4 mm)

anhydrous, 98%
zur Analyse
trocken, 95%

98.5%

98%

reagent grade, 98%
38-40%

Siedebereich 40-80°C

>99%, zur Synthese
>98%, zur Synthese
>98%, zur Synthese
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Schwefelsiure, konz.
Schwefelsiure, rauchend (65% SO3)
Silicagel

Tetrahydrofuran tiber Molensieb
Toluol

Triethylamin, 4.2M in Ethanol
Trimethylamin-Losung
Wasserstoffperoxid

Xylol

Riedel-de-Haen
Fischer Scientific
Acros Organics
Acros Organics
Merck

Fluka

Fluka

Merck

Merck

95-97%

reinst

0.060-0.200 mm, 60A
>99.8%

p.a.

p.a.
31-35% in Ethanol

30%, zur Synthese
p.a.

Die diinnschichtchromatographischen Analysen wurden auf kieselgelbeschichteten Aluminium-
folien 60 F,s4 der Firma Merck durchgefiihrt, die Detektion erfolgte bei 254 nm und 365 nm.
Sédulenchromatographische Trennungen erfolgten mit Kieselgel 60 (Korngrée 0.040-0.063 mm)

der Firma Acros Organics.

Die HPLC-chromatographischen Trennungen erfolgten mit S&dulen der Typen LiCh-

rospher100 RP 18-5u EC und Luna RP 18-5u EC.

Die Charakterisierung der nicht-radioaktiven Verbindungen erfolgte mit Hilfe der 'H-, °C-
NMR-Spektroskopie und Massenspektroskopie. Hierbei wurden DMSO-dg und CDCl; als Lo-

sungsmittel verwendet. Die Analysen der radioaktiven Verbindungen erfolgten mittels Radio-

HPLC und Radio-DC.

'H-NMR-Spektroskopie: 300 MHz-FT-NMR-Spektrometer AC 200 der Firma Brucker

BC-NMR-Spektroskopie:  75.5 MHz-FT-NMR-Spektrometer AC 200 der Firma Brucker

Massenspektrometrie: MATO90-Spektrometer fiir FD-Spektren der Firma Finnigan

Mikrowelle: Discover single-mode Mikrowellen Kavitit der Firma CEM,

Infrarotsensor zur Temperaturkontrolle, Piezo—Druckzelle

HPLC-Systeme: I) HPLC-System der Firma Sykam, Pumpen S 1100, Hochdruck-

injektionsventil S 9010, UV Detektor K-2501 von Knauer

II) HPLC-System der Firma Sykam, Pumpen S 1100, Hochdruck-

injektionsventil S 9010, UV Detektor K-2501 von Knauer,

Aktivitiatsdetektor Berthold Flowstar LB 513
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[II) HPLC-System der Firma Dionex, Pumpe P680, Hochdruck-
injektionsventil S 9010, UV Detektor UVD170U,
Aktivitdtsdetektor Raytest Gabi Star 11/02
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6.2 Svynthese der Referenzverbindungen und Markierungsvorliaufer

6.2.1 Darstellung des Grundkorpers A

6.2.1.1 4,5-Diazatricyclo[6.2.2.2,7]dodeca-2(7)-en-3,6-dion (1)

NH

NH

In einer Losung aus 9,13g (197,0 mmol) Natriumacetat-trihydrat und 3,26 g
(197,0 mmol equiv.) Hydrazinhydrat in 500 ml 50 %iger Essigsdure wurden 10,0 g (56,0 mmol)
Bicyclo[2.2.2]oct-2-ene-2,3-dicarboxysdureanhydrid gelost. Die Reaktionslosung wurde unter
Riickfluss fiir 16 Stunden geriihrt und anschlieend abgekiihlt. Der ausfallende Feststoff wurde

abgesaugt, mit Wasser und Diethylether gewaschen und im Hochvakuum iiber Nacht getrocknet.
Ausbeute: 10,72 g (55,8 mmol, 99,6 % d.Th) weiller, flockiger Feststoff.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg), 8 [ppm]: 11.70 (bs, 1H, OH), 10.80 (bs, 1H, NH), 3.15 (s, 2H),
1.67 (d, 4H, J=7.6 Hz), 1.14 (d, 4H, J=7.2)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 192,2 (100,00 [M]%), 193,3 (7,30 [M]")

6.2.1.2 3,6-Dichlor-4,5-diazatricyclo[6.2.2.2,7 |dodeca-2(7),3,5-trien (2)

Cl

Cl
11,0 g (56 mmol) 4,5-Diazatricyclo[6.2.2.2,7]dodeca-2(7)-en-3,6-dion (1) wurden in 57 ml
Phosphorylchlorid gelost und unter Riickfluss fiir 14 Stunden geriihrt. Anschliefend wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und zweimalig azeotrop mit Toluol getrocknet. Der Riick-
stand wurde in Dichlormethan gelost, vorsichtig durch Zugabe von festem und geldstem
Natriumhydrogencarbonat neutralisiert und nochmals mit Dichlormethan extrahiert. Die organi-
schen Phasen wurden vereint, mit MgSQO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter Va-

kuum entfernt.
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Ausbeute: 12,54 g (55 mmol, 99,0 % d.Th) weiBer Feststoff.
'"H-.NMR (300 MHz, CDCl3), 6 [ppm]: 3.44 (s, 2H), 1.89 (d, 4H, J=8.4 Hz), 1.35 (d, 4H, J=8.4)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 228,2 (100,00 [M]"), 229,2 (9,83 [M]"), 230,2 (60,55 [M]"), 231,2
(5,30 [M]%), 232,2 (10,04 [M])

6.2.1.3 3-Chlor-6-hydrazin-4,5-diazatricyclo[5.2.2,7 ]dodeca-2(7),3,5-trien (3)

NHNH,

Cl

Zu einer Losung von 17,04 g (339,0 mmol) Hydrazinhydrat in 180 ml Ethanol wurden 12,09 g
(53,0 mmol) 3,6-Dichlor-4,5-diazatricyclo[6.2.2.2,7]dodeca-2(7),3,5-trien (2) unter Riihren ein-
gebracht und unter Riickfluss fiir 18 Stunden geriihrt. Die Losung wurde abgekiihlt und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der zuriickbleibende Feststoff wurde mit Wasser versetzt
und mit 5 M HCI auf pH 1-2 angeséduert. AnschlieBend wurde die wissrige Phase mit Dichlor-
methan extrahiert, mit festem K,COj3 alkalisch gestellt und erneut mit Dichlormethan extrahiert.
Die organischen Phasen wurden vereint, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter Vaku-
um entfernt.

Ausbeute: 11,23 g (50,1 mmol, 94,5 % d. Th.) beiger Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 8 [ppm]: 5.27 (s, 1H, NH), 3.36 (s, 1H), 3.14 (s, 1H), 1.81 (d, 4H,
J=8.4 Hz), 1.30 (d, 4H, J=9.0)

PC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 155.5, 146.4, 142.1, 132.5, 29.5, 26.7, 24.5, 24.4

MS (FD) m/z (% rel Int.): 224,3 (100,00 [M]"), 223,3 (5,75 [M]"), 225,3 (23,81 [M]"), 226,3
(30,72 [M]%), 227,3 (6,21 [M]"), 449,3 (6,34 [M]"), 451,3 (3,66 [M]")
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6.2.2  Darstellung der Grundkorper B

6.2.2.1 6-Chlor-3-(2-furyl)-7,8,9, 10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4- o] -
phthalazin (7)

Zu einer Losung aus 2,0 g (8,90 mmol) 3-Chlor-6-hydrazin-4,5-diazatricyclo[5.2.2,7]dodeca-
2(7),3,5-trien (3) in 20 ml Xylol wurden 1,34 g Triethylamin und 1,16 g (8,8 mmol) Furan-2-
carbonsdurechlorid gegeben. Die Reaktionslosung wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur,
anschliefend unter Riickfluss fiir 16 Stunden geriihrt. Nach Abkiihlen der Reaktionslosung wur-
de das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das resultierende Rohprodukt wurde in
Dichlormethan geldst und mit Wasser extrahiert. Die wissrige Phase wurde darauf folgend mit
Dichlormethan extrahiert, die organischen Phasen vereint, getrocknet und das Losungsmittel ent-

fernt. Das Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.

Ausbeute: 2,184 g (7,26 mmol, 82,5 % d.Th) weiller Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), § [ppm]: 7.67 (d, 1H, J=1.8 Hz), 7.51 (d, 1H, J=3.3 Hz) 6.62-6.63
(m, 1H), 4.04 (d, 1H, J=2.1 Hz), 3.55 (d, 1H, J=2.1 Hz), 1.94 (d, 4H, J=7.5 Hz), 1.45 (d, 4H,

J=9.3)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 300,1 (100,00 [M]"), 301,1 (16,74 [M]"), 302,1 (33,63 [M]"), 303,1
(5,04 [M]")

R;= 0,34 (EA/PE 1:1 v/v)
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6.2.2.2 2-Methoxy-benzovylchlorid (9)

\O o
on

1,00 g (6,57 mmol) 2-Methoxybenzoesdure wurden in 50 ml Dichlormethan und 3,33 g
(26,25 mmol) Oxalylchlorid suspendiert und 20 Stunden unter Argonatmosphére bei 45 °C ge-
rithrt bis eine klare Losung entsteht. Durch abwechselndes Evakuieren und Begasen mit Argon

wurde das iiberschiissige Oxalylchlorid und das Dichlormethan entfernt.

Ausbeute: Der verbleibende Riickstand wurde direkt ohne weitere Aufarbeitung eingesetzt.

6.2.2.3 6-Chloro-3-(2-methoxyphenyl)-7,8,9, 10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo/ 3,4 ¢/ -
phthalazin (10)

Cl

Zu einer Losung aus 1,49 g (6,65 mmol) 3-Chlor-6-hydrazin-4,5-diazatricyclo[5.2.2,7]dodeca-
2(7),3,5-trien (3) in 30ml Xylol wurden 1,00g (10,0 mmol) Triethylamin und 0,87 mg
(6,57 mmol) 2-Methoxy-benzoylchlorid (9) gegeben. Die Reaktionslosung wurde fiir eine Stun-
de bei Raumtemperatur und dann unter Riickfluss iiber Nacht geriihrt. Nach Abkiihlen der
Reaktionslosung wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das resultierende Rohprodukt
wurde in Dichlormethan gelost und mit Wasser extrahiert. Die wissrige Phase wurde dann mit
Dichlormethan extrahiert, die organischen Phasen vereint, getrocknet und das Losungsmittel ent-

fernt. Das Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 1,37 g (4,01 mmol, 61,1 % d. Th.) weiller Feststoff.

'"H-NMR (300 MHz, CDCLy), § [ppm]: 7.62 (dd, 1H, J;=1.5 Hz, J,=7.5 Hz), 7.52 (t, 1H, J=8.0
Hz), 7.06-7.13 (m, 2H), 4.06 (s, 1H), 3.84 (s, 1H), 3.52 (s, 1H), 1.89-1.99 (m, 4H), 1.40-1.54 (m,
4H)
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MS (FD) m/z (% rel Int.): 340,4 (100,00 [M]"), 341,4 (19,13 [M]"), 342,4 (45,81 [M]"), 343,4
(4,42 [M]")

R¢=0,57 (EA)

6.2.2.4 Isopropylcarboxamidoxim (12)

HO—N
\ :
HoN

2

Zu einer schlammigen Suspension aus 20,1 g (290 mmol) Hydroxylamin-hydrochlorid und
24,0 g (181 mmol) K,CO3 in 225 ml Ethanol wurde eine Losung aus 10,0 g (145 mmol) Isobuty-
ronitril in 150 ml Ethanol gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde unter Riickfluss fiir 16 Stunden
geriihrt. Nach Abkiihlen wurde die Reaktionslosung durch ein Celite-Bett gefiltert und das Lo-

sungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 11,95 g (117,0 mmol) gelbes Rohprodukt, welches ohne weitere Aufreinigung in der

nichsten Reaktion eingesetzt wurde.

MS (FD) m/z (% rel Int.): 102,1 (100,00 [M]%), 103,1 (5,04 [M]")

6.2.2.5 Ethyl-(3-isopropyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)carboxylat (13)

0—N

11,95 g (117,0 mmol) Isopropylcarboxamidoxim (12) wurden zusammen mit 4 A Molekularsieb
in 600 ml THF bei Raumtemperatur unter N, kriftig geriihrt. 5,11 g (127,65 mmol) einer
60 %igen Natriumhydrid-Suspension in Mineralol wurden zugegeben, die Reaktionsmischung
fiir wenige Minuten geriihrt und darauf folgend 15,9 g (117,0 mmol) Ethylchlorformylformiat
zugesetzt. Es wurde fiir eine Stunde unter Riickfluss geriihrt, abgekiihlt, durch Celite gefiltert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in Dichlormethan gelost, mit
Wasser gewaschen, getrocknet und das Losungsmittel erneut entfernt. Das Rohprodukt wurde

sdaulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
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Ausbeute: 6,59 g (35,78 mmol, 30,6 % d. Th.) hellbrauner Feststoff.

'"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 4.50 (q, 2H, J=7.2 Hz), 3.18 (sept, 1H, J=6.9 Hz) 1.43 (1,
3H, J=7.2 Hz), 1.37 (s, 3H, H2""), 1.35 (s, 3H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 184,1 (100,00 [M]"), 185,1 (42,97 [M]"), 309,2 (3,49 [M])

R; = 0,66 (EA/PE 1:5 v/v)

6.2.2.6 6-Chlor-3-(3-isopropyl-1,2,4-oxadiazol-5-vl)-7.8,9, 10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-
triazolo/3,4- alphthalazin (14)

Zu einer Losung aus 2,36 g (10,5 mmol) 3-Chlor-6-hydrazin-4,5-diazatricyclo[5.2.2,7]dodeca-
2(7),3,5-trien (3) in 55 ml trockenem Dioxan wurden 2,3 g (12,5 mmol) Ethyl-(3-isopropyl-
1,2,4-oxadiazol-5-yl)carboxylat (13) gegeben und die Reaktionsmischung fiir 3 Tage unter
Riickfluss geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand in Dichlor-
methan gelost, mit Wasser gewaschen, die organischen Phasen vereint, getrocknet und das
Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde sidulenchromatographisch iiber Silicagel aufge-

reinigt.
Ausbeute: 1,13 g (3,3 mmol, 31,3 % d. Th.) weiller Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 8 [ppm]: 4.09 (s, 1H), 3.61 (s, 1H) 3.28 (sept, 1H, J=6.9), 1.98 (d,
4H, J=7.2 Hz), 1.43-1.48 (m, 10H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 344,0 (100,00 [M]"), 345,0 (15,40 [M]"), 346,0 (24,14 [M]"), 347,0
(3,90 [M]")

R¢=0,74 (EA/PE 1:1, v/v)
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6.2.2.7 Phenvylcarboxamidoxime (16)

HO—N
W,
H,N

2

Zu einer schlammigen Suspension aus 13,4 g (194 mmol) Hydroxylamin-hydrochlorid und
16,1 g (121 mmol) K,CO3 in 150 ml Ethanol wurde eine Losung aus 10,0 g (97 mmol) Benzo-
nitril in 100 ml Ethanol gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde unter Riickfluss fiir 16 Stunden
geriihrt. Nach Abkiihlen wurde die Reaktionslosung durch ein Celite-Bett gefiltert und das Lo-

sungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 11,65 g (85 mmol) gelbes Rohprodukt, welches ohne weitere Aufreinigung in der

nichsten Reaktion eingesetzt wurde.

MS (FD) m/z (% rel Int.): 136,3 (100,00 [M]"), 135,3 (4,90 [M]"), 137,3 (19,27 [M]"), 84,3
(13,38 [M]%), 118,1 (9,65 [M]"), 120,1 (12,01 [M]"), 121,3 (18,08 [M]"), 290,4 (9,75 [M]")

6.2.2.8 Ethyl-(3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-vl)carboxylat (17)

ST :

0—N

11,65 g (85,6 mmol) Phenylcarboxamidoxime (16) wurden zusammen mit 4 A Molekularsieb in
420 ml THF bei Raumtemperatur unter N, kriftig geriihrt. 3,73 g (93,3 mmol) einer 60 %igen
Natriumhydrid-Suspension in Mineraldl wurden zugegeben und die Reaktionsmischung fiir we-
nige Minuten gerithrt und anschlieBend 11,65 g (85,0 mmol) Ethylchlorformylformiat
zugegeben. Es wurde fiir eine Stunde unter Riickfluss geriihrt, abgekiihlt, durch Celite gefiltert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der resultierende Feststoff wurde in Dichlormethan
gelost, mit Wasser gewaschen, die organische Phase getrocknet und das Losungsmittel erneut

entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 9,08 g (41,61 mmol, 48,6 % d. Th.) farblose Nadeln.

'H-NMR (300 MHz, CDCls), § [ppm]: 8.13 (dd, 2H, J,=1.7 Hz, J,=7.7 Hz), 7.45-7.53 (m, 3H),
4.55 (g, 2H, J=6.9 Hz), 1.47 (t, 3H, J=7.2 Hz)
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MS (FD) m/z (% rel Int.): 218,3 (100,00 [M]%), 219,3 (12,20 [M]"), 83,2 (2,32 [M]"), 118,1 (3,50
[M]), 120,1 (2,89 [M]")

R¢=0,33 (EA/PE 1:4 v/v)

6.2.2.9 6-Chlor-3-(3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-
triazolo/3,4- alphthalazin (18)

Zu einer Losung aus 2,82 g (12,6 mmol) 3-Chlor-6-hydrazin-4,5-diazatricyclo[5.2.2,7]dodeca-
2(7),3,5-trien (3) in 80 ml trockenem Dioxan wurden 3,27 g (15,0 mmol) Ethyl-(3-phenyl-1,2,4-
oxadiazol-5-yl)carboxylat (17) gegeben und die Reaktionsmischung fiir 3 Tage unter Riickfluss
geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Feststoff in Dichlormethan gelGst,
mit Wasser gewaschen, die organischen Phasen vereint, getrocknet und das Losungsmittel ent-

fernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 1,07 g (2,8 mmol, 22,4% d. Th.) farblose Kristalle.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 8.24-8.28 (m, 2H), 7.50-7.55 (m, 3H), 4.12 (s, 1H), 3.63
(s, 1H), 1.99-2.01 (m, 4H), 1.47-1.51 (m, 4H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 378,4 (100,00 [M]"), 379.4 (25,38 [M]"), 380,4 (28,25 [M]"), 381,4
(2,86 [M]")

Rf=0,64 (EA/PE 1:1 v/v)
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6.2.2.10 3-Pyridylcarboxamidoxime (20)

2

Zu einer schlammigen Suspension aus 13,3 g (192 mmol) Hydroxylamin-hydrochlorid und
15,9 g (120 mmol) K»COs3 in 150 ml Ethanol wurde eine Losung aus 10,0 g (96 mmol) Pyridin-
3-carbonitril in 100 ml Ethanol gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde unter Riickfluss fiir
16 Stunden geriihrt. Nach Abkiihlen wurde die Reaktionslosung durch ein Celite-Bett gefiltert

und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 13,41 g (97,7 mmol) gelbes Rohprodukt, welches ohne weitere Aufreinigung in der

nichsten Reaktion eingesetzt wurde.

MS (FD) m/z (% rel Int.): 137,3 (100,00 [M]"), 234,1 (58,08 [M]")

6.2.2.11 Ethyl [3-(pyridin-3-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]carboxylat (21)

13,2 g (96 mmol) 3-Pyridylcarboxamidoxime (20) wurden zusammen mit 4 A Molekularsieb in
500 ml THF bei Raumtemperatur unter N, kriftig geriihrt. 4,22 g (106 mmol) einer 60%igen
Natriumhydrid-Suspension in Mineraldl wurden zugegeben und die Reaktionsmischung fiir we-
nige Minuten geriihrt und darauf folgend 13,9 g (102 mmol) Ethylchlorformylformiat
zugegeben. Es wurde fiir eine Stunde unter Riickfluss geriihrt, abgekiihlt, durch Celite gefiltert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in Dichlormethan gelost, mit
Wasser gewaschen, getrocknet und das Losungsmittel erneut entfernt. Das Rohprodukt wurde

sdaulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 2,91 g (13,28 mmol, 13,8% d. Th.) hellbrauner Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 8 [ppm]: 9.36 (d, 1H, J=1.8 Hz), 8.41 (dd, 1H, J;=1.4 Hz, J,=5.0
Hz), 8.41 (td, 1H, J,=2.1 Hz, J,=8.1 Hz), 7.43-7.47 (m, 1H), 4.56 (q, 2H, J=7.2 Hz), 1.47 (t, 3H)
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MS (FD) m/z (% rel Int.): 219,3 (100,00 [M]"), 220,3 (18,75 [M]")

R¢=0,51 (EA/PE 1:1 v/v)

6.2.2.12 6-Chlor-3-[3-(pyridin-3-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-vl]-7,8,9, 10-tetrahydro-(7,10-ethano)-
1,2.4-triazolo[3,4- a]phthalazin (22)

[ ~NN>\</N i )

Cl

Zu einer Losung aus 2,50 g (11,0 mmol) 3-Chlor-6-hydrazin-4,5-diazatricyclo[5.2.2,7]dodeca-
2(7),3,5-trien (3) in 60 ml trockenem Dioxan wurden 2,91 g (13,3 mmol) Ethyl [3-(pyridin-3-yl)-
1,2,4-oxadiazol-5-yl]carboxylat (21) gegeben und die Reaktionsmischung fiir 3 Tage unter
Riickfluss geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der resultierende Feststoff in
Dichlormethan gelost, mit Wasser gewaschen, die organischen Phasen vereint, getrocknet und
das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel auf-

gereinigt.

Ausbeute: 1,42 g (3,75 mmol, 33,8% d. Th.) weiller Feststoff.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 9.48 (d, 1H, J=2.1 Hz), 8.79 (dd, 1H, J;=1.5 Hz, J,=4,8
Hz), 8.55 (td, 1H, J;=2.1 Hz, J,=7.8 Hz), 7.47-7.51 (m, 1H), 4.12 (s, 1H), 3.64 (s, 1H), 2.01 (d,

4H, J=6.0 Hz), 1.49 (d, 4H, J=9.3 Hz)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 379,3 (100,00 [M]"), 380,3 (20,44 [M]"), 381,3 (30,98 [M]"), 382,3
(6,64 [M]")

R¢=0,68 (EA)
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6.2.2.13 4-Pyridylcarboxamidoxim (24)

HO*N\ —
N
ey

2

Zu einer schlammigen Suspension aus 13,3 g (192 mmol) Hydroxylamin-hydrochlorid und
15,9 g (120 mmol) K»COs3 in 150 ml Ethanol wurde eine Losung aus 10,0 g (96 mmol) Pyridin-
4-carbonitril in 100 ml Ethanol gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde unter Riickfluss fiir
16 Stunden geriihrt. Nach Abkiihlen wurde die Reaktionslosung durch ein Celite-Bett gefiltert

und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 11,2 g (81,5 mmol) gelbes Rohprodukt, welches ohne weitere Aufreinigung in der

nichsten Reaktion eingesetzt wurde.

MS (FD) m/z (% rel Int.): 137,4 (100,00 [M]}), 136,4 (7,14 [M]"), 138,4 (30,91 [M]}), 1223
(31,24 [M]") 123,4 (11,95 [M]"), 181,4 (5,12 [M]*)

6.2.2.14 Ethyl[3-(pyridin-4-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]carboxylat (25)

13,0 g (95,3 mmol) 4-Pyridylcarboxamidoxim (24) wurden zusammen mit 4 A Molekularsieb in
520 ml THF bei Raumtemperatur unter N, kriftig geriihrt. 4,16 g (104 mmol) einer 60%igen
Natriumhydrid-Suspension in Mineralol wurden zugegeben und die Reaktionsmischung fiir
6 min geriihrt und darauf folgend 13,0 g (95,3 mmol) Ethylchlorformylformiat zugegeben. Es
wurde fiir eine Stunde unter Riickfluss geriihrt, abgekiihlt, durch Celite gefiltert und das Lo-
sungsmitte]l im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde in Dichlormethan geldst, mit
Wasser gewaschen, getrocknet und das Losungsmittel erneut entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 5,65 g (25,9 mmol, 27,2 % d. Th.) weiller Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 8.80 (d, 2H, J=6.0 Hz), 8.00 (dd, 2H, J,=1.5 Hz, J,=4.5
Hz), 4.57 (q, 2H, J=7.2 Hz), 1.48 (t, 3H, J=7.2 Hz)
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MS (FD) m/z (% rel Int.): 218,0 (0,32 [M]"), 219,0 (100,00 [M]"), 220,0 (38,70 [M]"), 221,0
(1,24 [M]%), 438,9 (2,23 [M]"), 530,2 (2,22 [M]")

R¢=0,55 (EA/PE 2:1 v/v)

6.2.2.15 6-Chlor-3-[3-(pyridin-4-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-vl]-7,8,9, 10-tetrahydro-(7,10-ethano)-
1,2, 4-triazolo/3,4- a]phthalazin (26)

= N
N—N ,
/ >\</N/ N
s
/N

Cl

Zu einer Losung aus 2,91 g (13,0 mmol) 3-Chlor-6-hydrazin-4,5-diazatricyclo[5.2.2,7]dodeca-
2(7),3,5-trien (3) in 70 ml trockenem Dioxan wurden 3,4 g (15,5 mmol) Ethyl[3-(pyridin-4-yl)-
1,2,4-oxadiazol-5-yl]carboxylat (25) gegeben und die Reaktionsmischung fiir 3 Tage unter
Riickfluss geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Feststoff in Dichlor-
methan gelost, mit Wasser gewaschen,die organischen Phasen vereint, getrocknet und das Lo-
sungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel

aufgereinigt.
Ausbeute: 1,62 g (4,3 mmol, 32,9 % d. Th.) weiler Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 8.82 (dd, 2H, J,=1.5 Hz, J,=4,5 Hz), 8.11 (dd, 2H, J;=1.5
Hz, J,=4.5 Hz), 4.11 (s, 1H, H7), 3.64 (s, 1H), 2.01 (d, 4H, J=6.9 Hz), 1.48 (d, 4H, J=7.5 Hz)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 378,9 (100,00 [M]"), 379,9 (20,14 [M]"), 380,9 (34,08 [M]"), 382,0
(5,17 [M]"), 465,9 (2,88 [M]")

R¢= 0,47 (CHCl3/MeOH 20:1 v/v)
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6.2.3  Darstellung des Grundkorpers C

6.2.3.1 6-Fluorpyridin-2-carbonsdiure (4)

OH

\

Eine Losung aus 10,0 g (90 mmol) 2-Fluor-6-methylpyridin in 3,0 ml Aliquat 336 wurde in
180 ml Wasser 45 min unter Riickfluss erhitzt. Dabei wurden 47,4 g (300 mmol) Kaliumper-
manganat in 30 ml Wasser zugegeben. Es wurde heil3 vom Braunstein abgesaugt und mit wenig
heilem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung eingeengt, mit halbkon-

zentrierter Schwefelsidure angesiuert, gekiihlt und nach beendeter Kristallisation abgesaugt.
Ausbeute: 9,0 g (63,6 mmol, 70,7% d. Th.) farblose Kristalle.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), § [ppm]: 8.12-8.20 (m, 1H), 7.98 (dd, 1H, J;=1.65 Hz, J,=4.2 Hz),
7.43 (dd, 1H, J,=2.55 Hz, J,=8.25), 3.4 (bs, 1H, OH)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 141,1 (100,00 [M]"), 80,2 (6,84 [M]"), 124,1 (11,07 [M]")

6.2.3.2 6-Fluor-2-pyridinmethanol (5), 1

OH

\

Zu einer Suspension aus 10,00 g (71 mmol) 6-Fluorpyridin-2-carbonsédure (4) in 380 ml Benzol
wurden 7,58 g (75 mmol) NEt; bei Raumtemperatur zugegeben. Nach vollstindigem Losen der
Carbonsiure in der Reaktionslosung wurden 8,14 g (75 mmol) Ethylchlorformiat zugegeben und
bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde geriihrt. Ausgefallenes Et;N*HCI wurde abgesaugt und das
Filtrat im Vakuum zur Trockne eingeengt. Das aus der Reaktion resultierende gemischte An-
hydrid wurde direkt in der nidchsten Reaktion weiterverwendet.

Zu einer Suspension von 2,85 g (75 mmol) LiAlH4 in 95 ml THF bei -78°C wurde eine Losung
aus frisch synthetisiertem gemischten Anhydrid in 240 ml THF tropfenweise zugegeben und bei
gleicher Temperatur fiir 30 min geriihrt. Das THF wurde im Vakuum vollstiandig entfernt und ei-
ne pH 9-Losung (aus NaHCO3-Losung/NaOH-Losung) wurde zugesetzt. Das Produkt wurde mit
Ethylacetat extrahiert, die organische Phase mit Wasser (pH 9) gewaschen, die organischen Pha-

sen vereinigt, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
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Ausbeute: 1,94 g (15,3 mmol, 21,5% d. Th.) hellbraunes, viskoses Ol

MS (FD) m/z (% rel Int.): 127,1 (100,00 [M]"), 128,1 (8,10 [M]"), 83,1 (20,36 [M]"), 85,1 (5,00
[M]h), 118,0 (50,60 [M]"), 120,0 (26,19 [M]"), 743,5 (10,83 [M]")

R¢=0,79 (EA/PE 2:1, v/v)

6.2.3.3 6-Fluor-2-pyridinmethanol (5), 11

OH

\

Eine Losung aus 20,0 g (176,4 mmol) 2-Fluor-6-methylpyridin in 100 ml Acetonitril wurde mit
35,36 g (264,0 mmol) N-Chlorsuccinimid, 592 mg (3,6 mmol) AIBN) und 0,6 ml (10,4 mmol)
Essigsidure versetzt. Die Reaktionslosung wurde fiir 90 min unter Riickfluss erhitzt und anschlie-
Bend in Wasser gegossen. Diese Losung wurde mit Essigester extrahiert, die organischen Phasen
vereint, mit 5 %iger Kochsalzlosung gewaschen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Er-
halten wurde ein rotes Ol (6), welches ohne weitere Aufreinigung eingesetzt wurde.

Eine 6lige Suspension des Rohprodukts in Wasser, versetzt mit 1,32 Molidquivalenten Kalium-
carbonat wurde fiir 2 Stunden erhitzt. Die verschiedenen Phasen der abgekiihlten Losung wurden
getrennt und die organische Phase mit Wasser extrahiert. Die vereinigten wissrigen Phasen wur-
den mit Hexan gewaschen und im Anschluss mit Essigester extrahiert. Die Essigester-Phasen
wurden vereint, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde

sdaulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 12,3 g (96,8 mmol, 54,9 % d. Th.) gelbes Ol.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), § [ppm]: 7.68-7.77 (m, 1H), 7.18 (d, 1H, J=7.2 Hz), 6.75 (d, 1H,
J=7,5 Hz), 4.65 (s, 2H), 3.80 (bs, 1H, OH)

PC-NMR (75.5 MHz, CDCls), § [ppm]: 164.7, 161.5, 159.2, 159.1, 141.9, 141.8, 117.7, 117.6,
108.0, 107.5, 64.0

MS (FD) m/z (% rel Int.): 127,2 (100,00 [M]%), 128,2 (9,15 [M]")

R¢=0,8 (EA/PE 2:1, v/v)
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6.2.4  Darstellung der inaktiven Referenzverbindungen

6.2.4.1 3-(2-Furyl)-6-(6-fluorpyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9, 10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-
triazolo[3,4- ol phthalazin (8)

Zu einer Losung aus 127 mg (1,00 mmol) 6-Fluor-2-pyridinmethanol (5) in 15 ml DMF wurden
27 mg (1,10 mmol) NaH gegeben und kurze Zeit bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend
wurden 300 mg (1,00 mmol) 6-Chlor-3-(2-furyl)-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazo-
lo[3,4-a]phthalazin (7) zugegeben und fiir weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Abkiihlen der Reaktionslosung wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das resultierende
Rohprodukt wurde in Ethylacetat gelost und mit Wasser extrahiert. Die wéssrige Phase wurde
mit Dichlormethan extrahiert, die organischen Phasen vereint, getrocknet und das Losungsmittel

entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 120 mg (0,31 mmol, 31,0 % d.Th) weiller Feststoff.

'"H-NMR (300 MHz, CDCL3), & [ppm]: 7.85 (q, 1H, J=7.8 Hz), 7.63 (d, 1H, J=0.6 Hz), 7.40 (dd,
1H, J,=2.3 Hz, J,=7.4 Hz), 7.36 (d, 1H, J=3.6 Hz), 6.90 (dd, 1H, J;=2.7 Hz, J,=8.4 Hz),
6.60-6.61 (m, 1H), 5.54 (s, 2H), 3.96 (s, 1H), 3.55 (s, 1H), 1.91 (d, 4H, J=7.2 Hz), 1.46 (d, 4H,
J=10.8 Hz)

PC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 164.7, 161.5, 156.4, 154.6, 146.8, 142.4, 142.3, 142.0,
141.9, 141.8, 141.3,128.4, 118.4, 118.3, 111.5, 111.4, 109.1, 108.6, 68.9, 28.6, 27.0, 25.7, 24.7

MS (FD) m/z (% rel Int.): 391,1 (100,00 [M]%), 392,2 (25,37 [M]"), 393,1 (2,41 [M]"), 498,2
(4,07 [M]")

R¢=0,34 (EA)
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6.2.4.2 3-(2-Methoxyphenyl)-6-(6-fluorpyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9, 10-tetrahydro-(7,10-
ethano)-1,2,4-triazolo[3,4- o] phthalazin (11)

/
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Zu einer Losung aus 152 mg (1,2 mmol) 6-Fluor-2-pyridinmethanol (5) in 15 ml DMF wurden
50 mg (1,2 mmol) einer 60%igen NaH-Suspension in Mineralol gegeben und fiir 15 min bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden 431 mg (1,00 mmol) 6-Chlor-3-(2-methoxy-
phenyl)-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-a]phthalazin (10) zugegeben, fiir
2 Stunden bei Raumtemperatur und dann fiir weitere 15 Stunden bei 100°C geriihrt. Nach Ab-
kiihlen der Reaktionslosung wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das resultierende
Rohprodukt wurde in Ethylacetat gelost und mit Wasser extrahiert. Die wéssrige Phase wurde
darauf folgend mit Ethylacetat extrahiert, die organischen Phasen vereint, getrocknet und das
Losungsmittel entfernt. Sdaulenchromatographische Aufreinigung iiber Kieselgel und anschlie-

Bende Aufreinigung tiber HPLC fiihrten zu sauberem Produkt.

Ausbeute: 26 mg (0,06 mmol, 6,0% d. Th.) weiller Feststoff.

'"H-NMR (300 MHz, CDCl3), o [ppm]: 7.76 (q, 1H, J=7.9 Hz), 7.41-7.55 (m, 2H), 7.26 (d, 1H,
J=8.7 Hz), 7.03-7.09 (m, 2H), 6.85 (dd, 1H, J;=2.4 Hz, J,=8,4 Hz), 5.30 (s, 2H), 3.99 (s, 1H),

3.78 (s, 3H), 3.50 (s, 1H), 1.84-1.96 (m, 4H), 1.38-1.54 (m, 4H)

PC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 164.6, 158.2, 156.0, 154.7, 154.5, 147.2, 141.8, 141.7,
132.0, 131.8, 120.4, 118.8, 111.3, 109.0, 108.5, 68.6, 55.6, 28.7, 27.0, 25.7, 24.8

MS (FD) m/z (% rel Int.): 431,9 (100,00 [M]%), 432,9 (7,83 [M]"), 647,0 (3,08 [M]")

Rf=0,46 (EA)
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6.2.4.3 3-(3-Isopropyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)-6-(6-fluorpyridin-2-yl)methyloxy-7.8,9, 10-
tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[ 3,4- ol phthalazin (15)

Zu einer Losung aus 160 mg (1,26 mmol) 6-Fluor-2-pyridinmethanol (5) in 15 ml DMF wurden
30 mg (1,25 mmol) NaH gegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend
wurden 230 mg (0,67 mmol) 6-Chlor-3-(3-isopropyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)-7,8,9,10-tetrahydro-
(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-a]phthalazin (14) zugegeben, fiir 2 Stunden bei Raumtempe-
ratur und dann fiir weitere 15 Stunden bei 60 °C geriihrt. Nach Abkiihlen der Reaktionslosung
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das resultierende Rohprodukt wurde in Ethylace-
tat gelost, mit Wasser extrahiert. Die wissrige Phase wurde darauf folgend mit Ethylacetat
extrahiert, die organischen Phasen vereint, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das Roh-

produkt wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.

Ausbeute: 167 mg (0,38 mmol, 57,4 % d. Th.) hellbrauner Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 7.83 (q, 1H, J=7.5 Hz), 7.58 (dd, 1H, J,=2.3 Hz, J,=7,4
Hz), 6.85 (dd, 1H, J,=2.9 Hz, J,=8,3 Hz), 5.56 (s, 2H), 3.99 (s, 1H), 3.58 (s, 1H), 3.25 (sept, 1H,
J=6.9), 1.92 (s, 4H), 1.43-1.46 (m, 10H)

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 175.7, 164.9, 164.8, 161.6, 157.3, 153.9, 153.7, 143.9,
142.3, 141.8, 141.7, 141.8, 137.6, 131.2, 120.3, 109.5, 109.0, 69.3, 28.7, 27.1, 26.9, 25.4, 24.7,
20.5

MS (FD) m/z (% rel Int.): 435,4 (100,00 [M]"), 436,4 (23,08 [M]"), 437,4 (2,69 [M])

R; = 0,45 (EA/PE 2:1 v/v)
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6.2.4.4 3-(3-Phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-vl)-6-(6-fluorpyridin-2-vl)methyloxy-7,8,9, 10-tetrahydro-
(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo/3,4- ol phthalazin (19)
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Zu einer Losung aus 304 mg (2,39 mmol) 6-Fluor-2-pyridinmethanol (5) in 15 ml DMF wurden
192 mg (4,79 mmol) einer 60%igen NaH-Suspension in Mineraldl gegeben und fiir 15 min bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden 379 mg (1,00 mmol) 6-Chlor-3-(3-phenyl-1,2,4-
oxadiazol-5-yl)-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-a]phthalazin (18) zugege-
ben, fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur und dann fiir weitere 15 Stunden bei 60 °C geriihrt. Nach
Abkiihlen der Reaktionslosung wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das resultierende
Rohprodukt wurde in Ethylacetat gelost, mit Wasser extrahiert, die wissrige Phase mit Ethylace-
tat extrahiert, die organischen Phasen vereint, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Im
Anschluss erfolgten sowohl sdulenchromatographische Aufreinigung iiber Kieselgel als auch ei-

ne Aufreinigung iiber HPLC.

Ausbeute: 16 mg (0,034 mmol, 3,4% d. Th.) farblose Nadeln.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), o [ppm]: 8.24 (d, 2H, J=9.3 Hz), 7.81 (q, 1H, J=7.8 Hz), 7.61 (d,
1H, J=7.2 Hz), 7.51-7.59 (m, 3H), 6.89 (dd, 1H, J,=2.4 Hz, J,=8,1 Hz), 5.62 (s, 2H), 4.02 (s,

1H), 3.60 (s, 1H), 1.88-2.00 (m, 4H), 1.39-1.53 (m, 4H)

PC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 169.0, 157.4, 153.7, 142.4, 141.9, 131.6, 129.0, 127.8,
126.2, 120.3, 109.5, 109.0, 69.5, 28.8, 27.1, 25.5, 24.7

MS (FD) m/z (% rel Int.): 470,2 (100,00 [M]%), 471,2 (31,27 [M]"), 472,3 (4,11 [M]")

R = 0,5 (CHCl3/i-Prop 20:1 v/v)
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6.2.4.5 3-[3-(Pyridin-3-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]-6-(6-fluorpyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9, 10-
tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo/ 3,4- ol phthalazin (23)
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Zu einer Losung aus 304 mg (2,39 mmol) 6-Fluor-2-pyridinmethanol (5) in 15 ml DMF wurden
192 mg (4,79 mmol) einer 60%igen NaH-Suspension in Mineraldl gegeben und fiir 15 min bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden 379 mg (1,00 mmol) 6-Chlor-3-[3-(pyridin-3-
yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[ 3,4-a]phthalazin (22)
zugegeben, fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur und dann fiir weitere 15 Stunden bei 60 °C ge-
rithrt. Nach Abkiihlen der Reaktionslosung wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
resultierende Rohprodukt wurde in Ethylacetat gelost, mit Wasser extrahiert, die wissrige Phase
mit Ethylacetat extrahiert, die organischen Phasen vereint, getrocknet und das Losungsmittel ent-
fernt. Sdulenchromatographische Aufreinigung iiber Kieselgel und anschlieende Aufreinigung
iiber HPLC mit Acetonitril/Wasser (75:25 v/v) fithrten zu sauberem Produkt.

Ausbeute: 22 mg (0,047 mmol, 4,7% d. Th.) farblose Nadeln.
'"H-.NMR (300 MHz, CDCl3), 6 [ppm]: 9.47 (bs, 1H), 8.78 (bs, 1H), 8.54 (d, 1H, J=7.8 Hz,), 7.83
(q, 1H, J=7.8 Hz), 7.56 (d, 1H, J=6.9 Hz), 7.24-7.52 (m, 1H), 6.90 (dd, 1H, J,=2.4 Hz, J,=8.4

Hz), 5.61 (s, 2H), 4.02 (s, 1H), 3.61 (s, 1H), 1.91-1.98 (m, 4H), 1.41-1.52 (m, 4H)

PC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 164.8, 161.9, 157.5, 153.7, 151.2, 147.8, 142.5, 141.9,
137.2,136.1, 131.6, 124.3, 120.1, 109.6, 109.1, 69.5, 28.8, 27.1, 25.4, 24.7

MS (FD) m/z (% rel Int.): 470,9 (100,00 [M]"), 471,3 (28,83 [M]"), 472,9 (4,31 [M]")

R = 0,58 (EA/Isoprop 30:1 v/v)
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0.2.4.6 3-[3-(Pyridin-4-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]-6-(6-fluorpyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9, 10-
tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[ 3,4- ol phthalazin (27)

Z N

X
F

Zu einer Losung aus 127 mg (1,00 mmol) 6-Fluor-2-pyridinmethanol (5) in 15 ml DMF wurden
27 mg (1,10 mmol) NaH gegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend
wurden 380 mg (1,00 mmol) 6-Chlor-3-[3-(pyridin-4-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]-7,8,9,10-tetra-
hydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-a]phthalazin (26) zugegeben, fiir 2 Stunden bei Raum-
temperatur und dann fiir weitere 15 Stunden bei 100 °C geriihrt. Nach Abkiihlen der
Reaktionslosung wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das resultierende Rohprodukt
wurde in Ethylacetat gelost und mit Wasser extrahiert. Die wissrige Phase wurde darauf folgend
mit Ethylacetat extrahiert, die organischen Phasen vereint, getrocknet und das Losungsmittel ent-

fernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.

Ausbeute: 152 mg (0,32 mmol, 32,3 % d. Th.) weiBler Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 8.83 (d, 2H, J=5.7 Hz), 8.11 (d, 2H, J=6.0 Hz), 7.83 (q,
1H, J=7.8 Hz), 7.54 (dd, 1H, J,=2.0 Hz, J,=7.4 Hz), 6.91 (dd, 1H, J,=2.6 Hz, J,=8,3 Hz), 5.63 (s,

2H), 4.03 (s, 1H), 3.62 (s, 1H), 1.86-2.10 (m, 4H), 1.38-1.57 (m, 4H)

PC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 167.5, 157.4, 153.8, 150.7, 142.5, 141.8, 133.8, 131.6,
121.5,119.8, 109.8, 109.5, 109.1, 69.4, 28.8, 27.1, 26.9, 25.4, 24.7

MS (FD) m/z (% rel Int.): 470,3 (100,00 [M]"), 471,3 (27,03 [M]*), 472,2 (4,02 [M]")

R¢=0,2 (EA/PE 2:1 v/v)
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6.2.5  Darstellung der Strukturen mit nukleofuger Gruppe

6.2.5.1 6-Chlor-2-picolin-N-oxid (28)

Cl N

Zu einer Losung aus 4,00 g (31,50 mmol) 2-Chlor-6-methylpyridin in 20 ml Chloroform wurden
12,64 g (47,24 mmol) m-CPBA bei Raumtemperatur gegeben und fiir 12 Std bei 50 °C gertihrt.
AnschlieBend wurde die Reaktions durch Zugabe von Wasser abgebrochen und das Losungs-
mittel entfernt. Das Produkt wurde in Wasser aufgenommen, filtriert, das Filtrat eingeengt und

im Hochvakuum getrocknet.
Ausbeute: 4,47 g (31,20 mmol, 99% d. Th.) gelbes OL.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.35 (dd, 1H, J,;=1.4 Hz, J,=8.0 Hz), 7.17 (d, 1H, J=6.3
Hz), 7.09 (t, 1H, J=7.8 Hz), 2.51 (s, 3H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 143,6 (100,00 [M]"), 144,6 (9,44 [M]"), 145,6 (28,79 [M]")

R¢=0,1 (EA/PE 1:1 v/v)

6.2.5.2 6-Chlor-2-pyridinmethanol (29)

OH

\

Cl N

Zu einer Losung aus 4,00 g (27,97 mmol) 6-Chlor-2-picolin-N-oxid (28) in 85 ml Essigsdurean-
hydrid wurden 13 Tropfen konz. Schwefelsidure gegeben. Die Reaktionslosung wurde fiir 3 Std
bei 110 °C anschlieBend bei Raumtemperatur tiber Nacht geriihrt. Das resultierende Rohprodukt
wurde eingeengt, in Ethylacetat aufgenommen und gewaschen mit NaHCOs;-Losung, Wasser
und gesittigter NaCIl-Losung. Die organischen Phasen wurden vereint, getrocknet und aufkon-
zentriert.

Anschlieend wurde mit 85 ml Methanol, 45 ml Wasser und 13,0 g K,CO3 versetzt, fiir 30 min
geriihrt, das Losungsmittel entfernt und der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen. Die or-
ganische Losung wurde iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Die

sdulenchromatographische Aufreinigung erfolgte tiber Silicagel.
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Ausbeute: 1,71 g (11,96 mmol, 42,8% d. Th.) gelbes OL.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), § [ppm]: 7,60 (t, 1H, J=7.5 Hz), 7.23 (d, 1H, J=7.8 Hz), 7.16 (d,
1H, J=7.8 Hz), 4.69 (s, 2H), 3.72 (s, 1H, OH)

BC-NMR (300 MHz, CDCl3), 8 [ppm]: 161.0, 150.6, 139.4, 122.8, 119.0, 64.2

MS (FD) m/z (% rel Int.): 143,9 (100,00 [M]"), 144.,9 (10,85 [M]"), 145,9 (21,60 [M]"), 146,9
(3,00 [M]")

R¢=0,36 (EA/PE 1:2)

6.2.5.3 6-Brom-2-pyridinmethanol (31)

OH
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Zu einer Losung aus 31,25 ml (50 mmol) n-BuLi (1.6 M inHexan) in 30 ml THF wurden bei
-78 °C tropfenweise 11,85 g (50 mmol) 2,6-Dibrompyridin zugegeben (nicht iiber -70 °C). Nach
vollstindigem Zugeben wurde die dunkelgriine Losung fiir weitere 15 Minuten geriihrt, dann
wurden 50 ml Methanol und 3,2 ml Essigsdure und im Anschluss 1,90 g (50 mmol) NaBH, zu-
gegeben. Die Reaktionslosung wurde langsam auf Raumtemperatur erwiarmt und vorsichtig mit
150 ml gesittigter NH4CI-Losung versetzt. Das Produkt wurde mit Ethylacetat extrahiert, die
organischen Phasen vereinigt, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 7,17 g (38,15 mmol, 76,3% d. Th.) hellgelbes Ol

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 8 [ppm]: 7.54 (t, 1H, J=7.5 Hz), 7.36 (d, 1H, J=8.1 Hz), 7.26 (d,
1H, J=7.5 Hz), 4.72 (s, 2H), 3.35 (s, 1H, OH)

C-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 161.5, 141.3, 139.1, 126.6, 119.4, 64.2
MS (FD) m/z (% rel Int.): 186,9 (100,00 [M]"), 187,9 (13,05 [M]"), 188,9 (97,25 [M]"), 189,9
(10,94 [M]%), 616,8 (11,66 [M]"), 618,8 (14,60 [M]"), 620,8 (7,36 [M]")

R¢=0,48 (EA/PE 1:1, v/v)
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6.2.5.4 2-Acetamido-6-methylpyridin (33)

Zu 100 ml (1,0 mol) Essigsdureanhydrid wurden 107,0 g (1,0 mol) 2-Amino-6-methylpyridin
zugegeben und fiir eine Stunde refluxiert. Die Reaktionslosung wurde auf Raumtemperatur ab-
gekiihlt, der dabei entstandene Niederschlag abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Das
Rohprodukt wurde durch Umkristallisation aus Wasser weiter gereinigt.

Ausbeute: 89,6 g (0,9 mol, 89,6% d. Th.) farblose Kristalle.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 8 [ppm]: 10.39 (s, IH, NH), 8.10 (d, 1H, J=8.4 Hz), 7.60 (t, 1H,
J=8.1 Hz), 6.84 (d, 1H, J=7.5 Hz), 2.43 (s, 3H), 2.09 (s, 3H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 150,3 (100,00 [M]"), 151,3 (9,24 [M]")

6.2.5.5 2-Acetamido-6-methylpyridin-N-oxid (34)

Zu einer Losung aus 150 ml Eisessig und 125 ml Peressigsdure (40%) wurden 115,0 g
(0,77 mol) 2-Acetamido-6-methylpyridin (33) zugegeben. Die Reaktionslosung wurde zunichst
im Eisbad gekiihlt und anschlieBend bei 70 °C fiir 3 Stunden geriihrt, dann abgekiihlt und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Durch Umkristallisation aus Toluol konnte das Produkt wei-
ter gereinigt werden.

Ausbeute: 116,1 g (0,70 mol, 90,7% d. Th.) farblose Nadeln.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d¢), 8 [ppm]: 10.54 (s, 1H, NH), 8.15 (d, 1H, J=8.4 Hz), 7.27 (t, 1H,
J=8.1 Hz), 7.15 (d, 1H, J=7.5 Hz), 2.40 (s, 3H), 2.24 (s, 3H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 166,2 (100,00 [M]%), 167,2 (11,96 [M]")
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0.2.5.6 6-Nitro-2-picolin-N-oxid (35)

ON
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23,2 g (140 mmol) 2-Acetamido-6-methylpyridin-N-oxid (35) wurden in 115 ml H,SO4 gelost
und bei 80 °C fiir 2 Stunden geriihrt. Nach Abkiihlen im Eisbad wurde die Reaktionslosung lang-
sam in gekiihlte Caro“sche Sédure getropft. Die Suspension wurde fiir 3 Tage bei Raumtemperatur
geriihrt, dann in Eiswasser gegossen und anschlieBend mit konzentrierter Ammoniaklésung neut-
ralisiert. Die resultierende Losung wurde mit Ethylacetat extrahiert, das Extrakt mit geséttigter
NaCl-Losung gewaschen, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde

sdaulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 2,25 g (14 mmol, 10,4% d. Th.) gelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 8 [ppm]: 7.51 (d, 1H, J;=7.2 Hz), 7.44 (d, 1H, J,=7.2 Hz), 7.27 (d,
1H, J=7.8 Hz), 2.57 (s, 3H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 154,1 (100,00 [M]%), 155,1 (6,21 [M]")

Ry=0.48 (EA)

6.2.5.7 6-Nitro-2-Acetoxymethylpyridin (36)

OAc

\

O,N N

Zu 7 ml vorgeheiztem Essigsdureanhydrid wurden 2,13 g (13,8 mmol) 6-Nitro-2-picolin-N-
oxid (35) zugegeben. Nach weiterem Riihren bei gleicher Temperatur fiir 5 min wurde die Reak-
tionslosung fiir 90 min refluxiert, 7 ml Ethanol zugegeben und weitere 10 min refluxiert. Nach
Abkiihlen im Eisbad wurde die Reaktionslosung in Wasser gegossen und mit NaHCO; neutrali-
siert, dann mit Et,O extrahiert, das Extrakt mit gesittigter Kochsalzlosung gewaschen,
getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch

iber Silicagel aufgereinigt.

Ausbeute: 324 mg (1,65 mmol, 12,0 % d.Th) gelber Feststoff.
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'H-NMR (300 MHz, CDCl3), § [ppm]: 8.17 (d, 1H, J=7.5 Hz), 8.02-8.07 (1H, m), 7.72 (d, 1H,
J=7.2 Hz), 5.31 (s, 2H), 2.18 (s, 3H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 196,1 (100,00 [M]"), 197,2 (12,2 [M]")

6.2.5.8 6-Nitro-2-pyridinmethanol (37), 1

OH

\

Zu einer Losung aus 324 mg (1,65 mmol) 6-Nitro-2-Acetoxymethylpyridin (36) in 1,35 ml Me-
thanol wurde eine katalytische Menge K,COs; zugegeben und fiir 3 Stunden unter
Stickstoffatmosphire geriihrt. Nach Zugabe von Wasser und Neutralisation mit 5 %iger Essig-
saure wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat extrahiert, das Extrakt mit gesittigter
Kochsalzlosung gewaschen, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde

sdaulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 72 mg (0,47 mmol, 28,3% d. Th.) gelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), § [ppm]: 8.14 (dd, 1H, J,=0.8 Hz, J,=8.3 Hz), 8.04 (t, 1H,
J=7.7Hz),7.76 (dd, 1H, J,=1.1 Hz, J,=7.7 Hz), 4.90 (d, 2H, J=3.6 Hz), 3.16 (bs, 1H, -OH)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 154,0 (100,00 [M]"), 155,0 (16,98 [M]")

6.2.5.9 2-Nitro-6-methylpyridin (38)

10,00 g (95,5 mmol) 2-Amino-6-methylpyridin wurden bei 10 °C in 25 ml konzentrierter H,SO4
gelost. Zu dieser Losung wurde tropfenweise ein Gemisch aus 75 ml 30 %iger H>O, und 150 ml
30 %iger rauchender Schwefelsdure (Caro’sche Sédure) bei 10-20 °C zugegeben. Nachdem die
Losung fiir wenige Nach 3 Stunden bei 20 °C wurde fiir weitere 3 Tage bei Raumtemperatur ge-
rithrt. Nach beendeter Reaktion wurde die Losung in 300 ml Eiswasser gegossen und

anschliefend mit NaOH-Losung basisch gestellt. Die resultierende Losung wurde mit Ether ext-
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rahiert, das Extrakt mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen, getrocknet, das Losungsmittel ent-

fernt und das erhaltene Rohprodukt sdulenchromatographisch aufgereinigt.
Ausbeute: 1,33 g (9,6 mmol, 10,0% d. Th.) hellgelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCLy), § [ppm]: 8.04 (d, 1H, J=8.1 Hz), 7.89 (td, 1H, J=7.7 Hz), 7.51 (d,
1H, J=7.2 Hz), 2.67 (s, 3H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 138,1 (100,00 [M]"), 139,1 (4,81 [M]")

Rf = 0,79 (EA)

6.2.5.10 6-Nitro-2-pyridinmethanol (37), 11

OH

\

O,N N

Eine Losung aus 1,00 g (7,24 mmol) 2-Nitro-6-methylpyridin (38) in 25 ml frisch destilliertem
Tetrachlorkohlenstoff wurde mit 1,93 g (10,83 mmol) N-Bromsuccinimid, 25 mg (0,15 mmol)
AIBN und 25 pl Essigsdure versetzt. Die Reaktionssuspension wurde iiber Nacht unter Riick-
fluss erhitzt, anschlieBend der Feststoff abgesaugt und verworfen. Das Filtrat wurde mit
Essigester extrahiert, die organischen Phasen vereint, mit 5 %iger Kochsalzlosung gewaschen
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Erhalten wurde ein rotes Ol, welches ohne weitere
Aufreinigung eingesetzt wurde.

Eine olige Suspension des Rohprodukts in Wasser und 1,32 mol-dquiv Kaliumcarbonat wurde
fiir 2 Stunden erhitzt. Die verschiedenen Phasen der abgekiihlten Losung wurden getrennt, die
untere, organische Phase mit Wasser extrahiert. Die vereinigten wissrigen Phasen wurden mit
Hexan gewaschen und im Anschluss mit Essigester extrahiert. Die Essigester-Phasen wurden
vereint, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde siu-

lenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 157 mg (1,02 mmol, 14,1 % d. Th.) hellgelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3),  [ppm]: 8.14 (d, 1H, J=7.8 Hz), 8.04 (t, 1H, J=7.5 Hz), 7.77 (d,
1H, J=7.8 Hz), 4.90 (s, 2H), 3.08 (bs, 1H, OH)

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), & [ppm]: 160.4, 156.1, 140.3, 129.6, 118.9, 64.3
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MS (FD) m/z (% rel Int.): 153,9 (100,00 [M]"), 152,9 (4,18 [M]"), 154,9 (26,33 [M]")

R¢= 0,58 (EA/PE 1:1, v/v)

6.2.5.11 6-Aminopyridin-2-carbonsdiure (40)

OH

\

Eine Losung aus 9,73 g (90 mmol) 2-Amino-6-methylpyridin in 3,0 ml Aliquat 336 wurde in
180 ml Wasser 45 min unter Riickfluss erhitzt. Dabei wurden 47,41 g (300 mmol) Kaliumper-
manganat in 30 ml Wasser iiber einen Tropftrichter zugegeben. Es wurde hei3 vom Braunstein
abgesaugt und mit wenig heilem Wasser gewaschen. Anschlieend wurde die Reaktionslosung
eingeengt, mit halbkonzentrierter Schwefelsidure angeséuert, gekiihlt und nach beendeter Kristal-

lisation abgesaugt.

Ausbeute: Es konnte analytisch keine Ausbeute nachgewiesen werden.
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6.2.6  Darstellung verschiedener Markierungsvorliufer zur '*F-Fluorierung von TC07

6.2.6.1 3-(2-Furyl)-6-(6-chlorpyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9, 10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-
triazolo/3,4- alphthalazin (30)

Cl

Zu einer Losung aus 144 mg (1,00 mmol) 6-Chlor-2-pyridinmethanol (29) in 15 ml DMF wur-
den 27mg (1,10 mmol) NaH gegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurden 300 mg (1,00 mmol) 6-Chlor-3-(2-furyl)-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-
ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-aphthalazin (7) zugegeben, fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur und
dann fiir weitere 15 Stunden bei 100°C geriihrt. Nach Abkiihlen der Reaktionslosung wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das resultierende Rohprodukt wurde in Ethylacetat gelst,
mit Wasser extrahiert, die wissrige Phase wurde mit Ethylacetat extrahiert, die organischen Pha-
sen vereint, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Die Aufarbeitung erfolgte

saulenchromatographisch iiber Silicagel.

Ausbeute: 89 mg (0,22 mmol, 21,8 % d.Th) weiBer Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.72 (t, 1H, J=7.8 Hz), 7.65 (d, 1H, J=1.8 Hz), 7.45 (d,
1H, J=7.8 Hz), 7.40 (d, 1H, J=3.6 Hz), 7.31 (d, 1H, J=7.8 Hz), 6.63-6.64 (m, 1H), 5.59 (s, 2H),

4.04 (s, 1H), 3.56 (s, 1H), 1.90-1.96 (m, 4H, J=7.2 Hz), 1.41-1.50 (m, 4H, J=10.8 Hz)

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 156.7, 156.4, 151.0, 143.9, 142.4, 141.1, 139.6, 128.8,
123.7,111.6, 69.2, 28.7, 27.0, 25.7, 24.7

MS (FD) m/z (% rel Int.): 407,2 (100,00 [M]"), 408,1 (4,55 [M]"), 409,1 (25,25 [M]")

R¢=0,31 (EA)
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6.2.6.2 3-(2-Furyl)-6-(6-brompyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9, 10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-
triazolo/3,4- a]phthalazin (32)

Br

Zu einer Losung aus 188 mg (1,00 mmol) (6-Brom-pyridin-2-yl)methanol (31) in 15 ml DMF
wurden 27 mg (1,10 mmol) NaH gegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. An-
schlieend wurden 300 mg (1,00 mmol) 6-Chlor-3-(2-furyl)-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-
1,2,4-triazolo[3,4-a]phthalazin (7) zugegeben und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Abkiihlen der Reaktionslosung wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das resul-
tierende Rohprodukt wurde in Ethylacetat gelost, mit Wasser extrahiert, die wéssrige Phase mit
Ethylacetat extrahiert und die organischen Phasen vereint, getrocknet und das Losungsmittel ent-

fernt. Die Aufarbeitung erfolgte sdulenchromatographisch iiber Silicagel.

Ausbeute: 260 mg (0,57 mmol, 57,5 % d.Th) weiller Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 8 [ppm]: 7.69 (d, 1H, J=0.6 Hz), 7.60-7.65 (m, 1H), 7.50 (s, 1H),
7.49 (s, 1H), 7.46 (s, 1H), 6.67-6.69 (m, 1H), 5.62 (s, 2H), 4.27 (s, 1H), 3.61 (s, 1H), 1.91-2.02

(m, 4H), 1.39-1.53 (m, 4H)

PC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 157.2, 156.3, 143.9, 142.4, 142.3, 141.9, 141.6, 141.1,
139.3,128.8, 127.5, 119.9, 111.7, 69.2, 28.7, 27.0, 25.7, 24.7

MS (FD) m/z (% rel Int.): 451,2 (100,00 [M]"), 452,1 (14,49 [M]"), 453,2 (90,14 [M]" 454,2
(21,13 [M]")

R¢=0,41 (EA)
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6.2.6.3 3-(2-Furyl)-6-(6-trimethylaminpyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9, 10-tetrahydro-(7,10-
ethano)-1,2,4-triazolo[3,4- ol phthalazin (38)

AN %/
o™
Cl

Zu einer Losung aus 612 mg (1,5 mmol) 3-(2-Furyl)-6-(6-chlorpyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9,10-
tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-a]phthalazin (30) in 10 ml DMSO wurden 380 ug
(1,5 mmol) Trimethylamin-Losung (4.2 M in Ethanol) zugetropft. Nach einstiindigem Riihren
wurden nochmals 380 pg (1,5 mmol) Trimethylamin-Losung (4.2 M in Ethanol) zugegeben und
die Reaktionslosung 72 Stunden bei Raumtemperatur rithren lassen. Die Reaktion wurde been-
det, der ausgefallene Niederschlag abfiltriert, mit Ethylacetat und Diethylether gewaschen und
im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: Es wurde kein Produkt erhalten.

6.2.6.4 3-(2-Furyl)-6-(6-nitropyridin-2-yl)methvloxy-7,8,9, 10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-
triazolo/3,4- a]phthalazin (39)

NO,

Zu einer Losung aus 154 mg (1,00 mmol) 6-Nitro-2-pyridinmethanol (37) in 25 ml DMF wurden
27 mg (1,10 mmol) NaH gegeben und fiir 5 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend
wurden 600 mg (2,00 mmol) 6-Chlor-3-(2-furyl)-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-
triazolo[3,4-a]phthalazin (7) zugegeben und fiir 1 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach

abkiihlen der Reaktionslosung wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das resultierende
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Rohprodukt wurde in Ethylacetat gelost, mit Wasser extrahiert, die wissrige Phase mit Ethylace-
tat extrahiert, die organischen Phasen vereint, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Die
Aufarbeitung erfolgte sdulenchromatographisch iiber Silicagel.

Ausbeute: 47 mg (0,11 mmol, 11,3% d. Th) hellgelber Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 8.22 (d, 1H, J=8.4 Hz), 8.11 (t, 1H, J=7.5 Hz), 7.91 (d,
1H, J=7.2 Hz), 7.62 (d, 1H, J=1.8 Hz), 7.35 (d, 1H, J=3.0 Hz), 6.60 (q, 1H, J=1.8 Hz), 5.73 (s,
1H), 3.97 (s, 1H), 3.55 (s, 1H), 1.92-1.94 (m, 4H), 1.40-1.44 (m, 4H)

PC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 156.6, 156.2, 144.0, 142.8, 142.6, 141.0, 126.2, 117.2,
111.6, 68.9, 28.7, 27.0, 25.7, 24.7

MS (FD) m/z (% rel Int.): 418,0 (100,00 [M]"), 419,0 (22,42 [M]")

R;=0,16 (EA)

6.2.7  Darstellung einer Modellverbindung TC14 zur '®F-Direktmarkierung

6.2.7.1 6-Chlor-2-[(1,1-dimethylethoxy)methyl[pyridin (42)

X
PP
Cl N

Eine Losung aus 244 mg (1,7 mmol) 6-Chlor-2-pyridinmethanol (29) in 15 ml DMF wurde mit
46 mg (1,8 mmol) NaH versetzt. Nach 15 min wurden 233 mg (1,7 mmol) 2-Brom-methylpropan

zugegeben und fiir 2 Stunden Raumtemperatur und weitere 15 Stunden bei 60°C geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat extrahiert, die organischen Phasen vereint, mit gesattig-
ter Kochsalzlosung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.

Ausbeute: Es wurde kein Produkt erhalten.
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6.2.7.2 6-Chlor-2-(methoxymethyl)pyridin (43)

Cl N

Eine Losung aus 560 mg (3,9 mmol) 6-Chlor-2-pyridinmethanol (29) in 50 ml DMF wurde mit
98,4 mg (4,1 mmol) NaH versetzt. Nach 15 min wurden 567,8 mg (4,0 mmol) Methyliodid zu-
gegeben und fiir 2 Stunden Raumtemperatur und weitere 15 Stunden bei 40 °C geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat extrahiert, die organischen Phasen vereint, mit gesattig-
ter Kochsalzlosung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.

Ausbeute: Es wurde kein Produkt erhalten.

6.2.7.3 6-Chlor-2-(benzyloxymethyl)pyridin (44)

CI N

Eine Losung aus 250 mg (1,75 mmol) 6-Chlor-2-pyridinmethanol in 15 ml Aceton wurde mit
50,4 mg (2,1 mmol) NaH versetzt. Nach 15 min wurden 359 mg (2,1 mmol, 250 pl) Benzylbro-
mid zugegeben und fiir 2 Stunden refluxiert. Die Reaktionslosung wurde in Wasser gegossen
und mit Ethylacetat extrahiert, die organischen Phasen vereint, mit gesittigter Kochsalzlésung
gewaschen, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt

wurde sdulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 342 mg (1,46 mmol, 83,6 % d. Th.) hellgelbes OL

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.64 (t, 1H, J=7,8 Hz), 7.43 (d, 1H, J=7.8 Hz), 7.26-7.38
(m, 5H), 7.21 (d, 1H, J=7.8 Hz), 4.64 (s, 2H), 4.63 (s, 2H)

PC-NMR (75.5 MHz, CDCls), 8 [ppm]: 139.3, 137.6, 128.5, 127.8, 122.8, 119.6, 73.1, 72.3
MS (FD) m/z (% rel Int.): wegen niedrigem Siedepunkt keine FD-Messung moglich

Rf=0,62 (EA/PE 1:4, v/v)



6 Experimenteller Teil 118

6.2.7.4 6-Fluor-2-(benzyloxymethyl)pyridin (45)

Eine Losung aus 1,00 g (7,9 mmol) 6-Fluor-2-pyridinmethanol (37) in 50 ml Aceton wurde mit
0,21 g (8,7 mmol) NaH versetzt. Nach 15 min wurden 1,62 g (9,4 mmol) Benzylbromid zugege-
ben und fiir 2 Stunden refluxiert. Die Reaktionslosung wurde in Wasser gegossen und mit
Ethylacetat extrahiert, die organischen Phasen vereint, mit gesittigter Kochsalzlosung gewa-
schen, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde

sdaulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.
Ausbeute: 1,13 g (5,2 mmol, 65,4 % d. Th.) hellgelbes Ol.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), § [ppm]: 7.77 (q, 1H, J=7,8 Hz), 7.27-7.39 (m, 6H), 6.81 (dd, 1H,
11=2.9 Hz, J,=8,3 Hz), 4.64 (s, 2H, H7"’), 4.60 (s, 2H)

PC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 141.6, 137.7, 128.3, 127.8, 118.3, 108.1, 107.6, 73.0,
72.1

MS (FD) m/z (% rel Int.): wegen niedrigem Siedepunkt keine FD-Messung moglich

R¢=0,75 (EA)

6.2.8  Darstellung von geeigneten Markierungsvorliufern zur ['*FIFETos-Markierung und

dessen Referenzverbindungen

6.2.8.1 3-(tert.-Butyldiphenvlsilyl)oxybenzylalkohol (46)

YoRS
Q’K

Zu einer Losung aus 2,5 g (20 mmol) 3-Hydroxybenzylalkohol in 20 ml trockenem THF wurden
1,36 g (20 mmol) Imidazol gegeben. Anschlieend wurde auf 0°C abgekiihlt, 5,63 g (20 mmol)




6 Experimenteller Teil 119

t.-Butyldiphenylsilylchlorid zugetropft, fiir 40 min bei 0 °C und weitere 20 min bei 40 °C ge-
riihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das resultierende Rohprodukt mit
Wasser, gesittigter NaCl-Losung und Ethylacetat aufgearbeitet. Die organischen Phasen wurden
vereint, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Die Aufarbeitung erfolgte sdulenchroma-
tographisch iiber Kieselgel.

Ausbeute: 6,86 g (18,9 mmol, 94,5 % d. Th.) gelbes Ol
'"H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 7.70 (d, 2H, J=1.2 Hz), 7.67 (d, 2H, J=1.5 Hz), 7.34-7.44
(m, 6H), 7.18 (t, 1H, J=7.8 Hz), 6.86-6.88 (m, 2H), 6.71 (dd, 1H, J,=2.4 Hz, J,=7.8 Hz), 4.99 (s,

1H), 4.72 (s, 2H), 1.09 (s, 9H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 362,3 (100,00 [M]"), 363,3 (32,48 [M]"), 124,0 (15,57 [M]"), 195,9
(8,48 [M]"), 724,9 (79,12 [M]), 725,9 (16,19 [M]")

R¢=0,87 (EA/PE 1:8, v/v)

6.2.8.2 3-(2-Furyl)-6-(6-(tert.-butyldiphenylsilyl)oxybenz-2-yl)methyloxy-7,8,9, 10-tetrahydro-
(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo/3,4- a]phthalazin (47)

N—N

A0
Q T

Zu einer Losung aus 1,088 g (3,0 mmol) 3-(tert.-butyldiphenylsilyl)oxybenzylalkohol (46) in
50 ml DMF wurden 79 mg (3,3 mmol) NaH gegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur ge-
rithrt. AnschlieBend wurden 900 mg (3,0 mmol) 6-Chlor-3-(2-furyl)-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-
ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-a]phthalazin (7) zugegeben und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur ge-
riihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das resultierende Rohprodukt mit

Wasser, gesittigter NaCl-Losung und Ethylacetat aufgearbeitet. Die organischen Phasen wurden
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vereint, getrocknet, das Losungsmittel entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch

aufgereinigt.

Ausbeute: 1,8 g (2,9 mmol, 96,7 % d. Th.) gelbes Ol

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), & [ppm]: 7.63-7.66 (m, 4H), 7.53 (d, 1H, J=1.8 Hz), 7.44 (t, 1H,
J=7.8 Hz), 7.28-7.40 (m, 7H), 7.17 (d, 1H, J=7.8 Hz), 6.76 (d, 1H, J=3.6 Hz), 6.33 (q, 1H, J=1.8
Hz), 4.81 (s, 2H), 4.01 (s, 1H), 3.63 (s, 1H), 1.95 (d, 4H, J=6.6 Hz), 1.51 (d, 4H, J=6.9 Hz), 1.06
(s, 9H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 626,5 (100,00 [M]"), 627,6 (47,46 [M]"), 628,5 (15,22 [M]")

R¢=0,73 (EA)

6.2.8.3 3-(2-Furyl)-6-(6-hydroxypvyridin-2-yl)methvyloxy-7,8,9, 1 0-tetrahydro-(7,10-ethano )-
1,2.4-triazolo[3,4- alphthalazin (48)

SO

O.

Zu einer Losung aus 1,21 g (2 mmol) 3-(2-Furyl)-6-(6-(tert.-butyldiphenylsilyl)oxybenz-2-
yl)methyloxy-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-o]phthalazin (47) in DMF
wurden 0,37 g (10 mmol) Ammoniumfluorid gegeben und fiir eine Stunde bei 80 °C erhitzt. An-
schlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von Wasser beendet und mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden getrocknet und das Losungsmittel im Va-

kuum entfernt.
Ausbeute: 0,50 g (1,29 mmol, 64,5 % d.Th.) hellbrauner Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 8 [ppm]: 7.89-7.90 (m, 1H), 7.47 (t, 1H, J=7.8 Hz), 7.35 (s, 1H),
7.26-7.30 (m, 2H), 6.76 (d, 1H, J=3.3 Hz) , 6.59-6.61 (m, 1H), 4.55 (s, 2H), 3.76 (s, 1H), 3.50 (s,
1H), 1.88-1.94 (m, 4H), 1.42-1.46 (m, 4H)
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PC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 152.8, 143.5, 143.0, 141.0, 129.6, 124.1, 120.3, 119.8,
111.3,111.1, 64.4, 29.7, 28.8, 27.1, 25.7, 24.7

MS (FD) m/z (% rel Int.): 388,2 (100,00 [M]"), 386,2 (13,86 [M]"), 387,2 (4,15 [M]"), 389,2
(27,52 [M]%), 312,3 (17,69 [M]")

R¢=0,50 (EA)

6.2.8.4 3-(2-Furyl)-6-(6-fluorethoxybenz-2-yl)methyloxy-7,8,9, 10-tetrahydro-(7,10-ethano)-
1,2, 4-triazolo/3,4- a]phthalazin (49)

O/\/F

Zu einer Losung aus 100 mg (0,257 mmol) 3-(2-Furyl)-6-(6-hydroxypyridin-2-yl)methyloxy-
7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-o]phthalazin (48) in 15 ml DMF wurden
7 mg (0,28 mmol) NaH gegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend
wurden 39,1 mg (0,308 mmol, 23 pl) 1,2-Bromfluorethan zugegeben und fiir 2 Stunden reflu-
xiert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das resultierende Rohprodukt mit
Wasser, gesittigter NaCl-Losung und Ethylacetat aufgearbeitet. Die organischen Phasen wurden
vereint, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Es erfolgte sdulenchromatographische Auf-

reinigung iiber Silicagel.
Ausbeute: 29 mg (0,07 mmol, 25,9% d. Th.) hellbrauner Feststoff.

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & [ppm]: 7.64 (m, 1H), 7.37 (d, 1H, J=3.6 Hz), 7.32 (t, 1H,
J=7.8 Hz), 7.08-7.10 (m, 2H), 6.91 (dd, 1H, J,;=2.0 Hz, J,=7.7 Hz), 6.60-6.61 (m, 1H), 5.44 (s,
2H), 4.82 (1, 1H, J=4.2 Hz), 4.66 (t, 1H, J=3.9 Hz), 4.25 (t, 1H, J=3.9 Hz), 4.16 (1, 1H, J=3.9 Hz),
3.93 (s, 1H), 3.48 (s, 1H), 1.81-1.93 (m, 4H), 1.34-1.49 (m, 4H)
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PC-NMR (75.5 MHz, CDCl3), § [ppm]: 158.7, 156.9, 143.8, 142.4, 142.0, 141.8, 141.6, 137.2,
129.9, 129.2, 120.8, 114.6, 114.3, 111.4, 111.1, 83.0, 80.7, 69.2, 67.3, 67.0, 28.6, 26.8, 25.6,
24.8

MS (FD) m/z (% rel Int.): 434,5 (100,00 [M]"), 435,5 (37,24 [M]"), 436,5 (5,31 [M]")

R¢=0,15 (EA)

6.2.8.5 2-Brom-6-benzyloxypyridin (50)

=
Br N o/\©

Zu einer Losung aus 2,62 g (24,25 mmol) Benzylalkohol in 150 ml DMF wurden 1,07 g

(26,67 mmol) NaH gegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurden

6,30 g (26,68 mmol) 2,6-Dibrompyridin zugegeben und fiir eine Stunde bei 90 °C geriihrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das resultierende Rohprodukt mit Wasser, gesit-
tigter NaCl-Losung und Diethylether aufgearbeitet. Die organischen Phasen wurden vereint,
getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Die Aufarbeitung erfolgte sdulenchromatographisch

iber Kieselgel.
Ausbeute: 3,77 g (23,0 mmol, 94,8 % d. Th.) gelbes OL
"H-NMR (300 MHz, CDCl3), é [ppm]: 7.27-7.51 (m, 7H), 7.06 (d, 1H, J=7.2 Hz), 5.35 (s, 2H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 262,9 (100,00 [M]%), 263,9 (13,21 [M]"), 264,9 (84,61 [M]"), 265,9
(10,17 [M]%), 291,1 (25,50 [M]%), 292,1 (11,13 [M])

R¢= 0,38 (PE/Aceton 20:1, v/v)
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6.2.8.6 6-Benzyloxy-2-pyridincarbaldehvyd (51)

=
‘ N O
0

1,010 g (3,8 mmol) 2-Brom-6-benzyloxypyridin (50) wurden in 30 ml Diethylether auf -78°C
vorgekiihlt. Es wurden 2,4 ml (6 mmol) N-Butyllithium (2,5 M in Hexan) langsam unter Riihren

zugetropft. AnschlieBend wurden 464 ul (6 mmol) trockenes DMF zugegeben und 30 Minuten
bei -78 °C, anschlieBend 30 Minuten im Eisbad geriihren. Die Reaktion wurde in 5 %ige NaH-
CO; gegossen und weitere 15 Minuten geriithrt. Nach Extraktion wurde das Rohprodukt

saulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.

Ausbeute: 436 mg (2,04 mmol, 68,2% d. Th.) hellgelbes OL

'H-NMR (300 MHz, CDCls), § [ppm]: 9.96 (s, 1H, CHO), 7.73 (t, 1H, J=7.5 Hz), 7.56 (d, 1H,
J=7.2 Hz), 7.47-7.50 (m, 2H), 7.29-7.41 (m, 3H), 7.02 (d, 1H, J=7.8 Hz), 5.47 (s, 2H)

MS (FD) m/z (% rel Int.): 213,4 (100,00 [M]"), 214,4 (19,15 [M]")

Rf=0,42 (PE/EA 16:1, v/v)

6.2.8.7 6-Benzyloxy-2-pyridinmethanol (52)

HO _
N o/\©

1,25 g (5,87 mmol) 6-Benzyloxy-2-pyridincarboxaldehyd (51) wurden mit 510 mg Lithiumbro-
mid (5,87 mmol), 4,09 ml (29,34 mmol) Triethylamin und 350 mg (5,86 mmol) Isopropylalkohol
versetzt und 24 Stunden geriihrt. Danach wurde mit Ethylacetat, Wasser und gesittigter NaCl-

Losung extrahiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Aufarbeitung erfolgte séu-

lenchromatographisch iiber Kieselgel.
Ausbeute: 964 mg (4,78 mmol, 76,3 % d. Th.) hellgelbes Ol.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), § [ppm]: 7.55 (d, 1H, J=8.3 Hz), 7.45-7.26 (m, 5H), 6.80 (d, 1H,
J=9.0 Hz), 6.69 (d, 1H, J=9.0 Hz, H3*’), 5.37 (s, 2H), 4.65 (s, 1H)
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MS (FD) m/z (% rel Int.): 215,0 (100,00 [M]"), 216,1 (27,84 [M]%), 271,1 (9,99 [M]")

R¢= 0,38 (EA/PE 1:4, v/v)

6.2.8.8 6-Hydroxy-2-pyridinmethanol (53)

HO.

\

964 mg (4,78 mmol) 6-Benzyloxy-2-pyridinmethanol (52) wurden in Ethanol gelost, 10 mol %
eines Kohlenstoff/Palladium Katalysators zugegeben und fiir 3 Stunden Wasserstoff in das Reak-
tionsgemisch eingeleitet. Nach beendeter Reaktion wird der Katalysator iiber Celite abgesaugt

und das Losungsmittel wird im Vakuum aus dem Filtrat entfernt.

Ausbeute: 900mg (7,2 mmol) Rohprodukt, welches direkt weiter umgesetzt wurde.

6.2.8.9 6-[(tert.-Butyldiphenvylsilyl)oxy]-2-pyridinmethanol (54)

¥

900 mg (7,2 mmol) Rohprodukt von 6-Hydroxy-2-pyridinmethanol (53) wurden in THF gelost

und 440,5 mg (6,47 mmol) Imidazol zugegeben. Unter Argonatmosphédre wurden 1,77 g (6,47
mmol) tert-Butyldiphenylsilylchlorid bei 0 °C zugetropft. Nach beendeter Reaktion wurde das
Reaktionsgemisch mit Dichlormethan, Wasser und gesittigter Natrimchloridlésung aufgearbeitet

und sdulenchromatographisch iiber Silicagel aufgereinigt.

Ausbeute: 34 mg (0,09 mmol) stark verunreinigtes Produkt, es konnte keine eindeutige Analytik

angefertigt werden.
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0.2.8.10 3-(2-Furyl)-6-(6-(tert.-butyldiphenylsilyl)oxypyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9, 10-
tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[ 3,4- ol phthalazin (55)

N—N

Iy~

@;Z L
A0
Q’K

Zu einer Losung aus 34 mg (0,09 mmol) stark verunreinigtes 6-((tert.-Butyldiphenylsilyl)oxy)-2-
pyridinmethanol (54) in 5 ml DMF wurden 2 mg (0,1 mmol) NaH gegeben und fiir 15 min bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden 31 mg (0,1 mmol) 6-Chlor-3-(2-furyl)-7,8,9,10-
tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo[3,4-a]phthalazin (7) zugegeben und fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmitte] wurde im Vakuum entfernt und das resultierende
Rohprodukt mit Wasser, gesittigter NaCl-Losung und Ethylacetat aufgearbeitet. Die organischen

Phasen wurden vereint, getrocknet und das Losungsmittel entfernt.

Ausbeute: Erhalten wurde Rohprodukt, welches in der Analytik das geringfiigigeVorhandensein
des gewiinschten Produktes zeigt. Allerdings ist die Probe mit anderen, aus der Reaktion stam-

menden Substanzen derart verunreinigt, dass keine weitere Quantifizierung moglich ist.



6 Experimenteller Teil 126

6.3 Radiofluorierungen

6.3.1 Identifizierung der F_fluorierten Verbindungen

Die Identifizierung der '*F-markierten Produkte erfolgte sowohl iiber Radio-HPLC als auch iiber
Radio-DC.

Mit Hilfe der '’F-Referenzverbindungen wurden die jeweiligen Retentionszeiten der Verbindun-
gen bestimmt. Dazu wurde das in Kapitel 6.1 beschriebene HPLC-System II) verwendet. Es
wurde eine analytische Sdule (LiChrospherRP18-EC Sum, 250x4mm) bei einer Flussrate von
1 ml/min eingesetzt, als Eluens wurde ein Laufmittelgemisch aus gleichen Teilen Wasser und
Acetonitril verwendet. Die Auftrennung der Aliquotlésungen der '*F-Markierungsreaktionen er-

folgte im gleichen System.

Die Bestimmung der '*F-Markierungsausbeute durch Radio-DC erfolgte durch Auftragen eines
bestimmten Volumens (2 ul) auf eine ALUGRAM®SIL G/UV;s4 Kieselgel-Platte der Firma
Roth und dessen Entwicklung in Ethylacetat iiber eine Laufstrecke von 60 mm; im Anschluss
wurden die Markierungsausbeuten mit dem Instant Imager der Firma Packard Canberra be-
stimmt. Die entsprechenden Ry-Werte wurden zuvor mit Hilfe der 19F—Referenzverbindungen
unter Verwendung einer UV-Lampe (254 nm/365 nm) ermittelt.

6.3.2  Optimierung der 18F—Fluorierung der Markierungsvorldufer von TCO7

Alle radiochemischen Synthesen im Olbad wurden in 5 mL Wheaton-Reaktoren, die mittels ei-
ner Schraubkappe mit Silikonseptum verschlossen waren, unter Verwendung der Losungsmittel
DMF oder DMSO durchgefiihrt. Zur Aufnahme der Reaktionskinetiken wurden zu den gewihl-
ten Reaktionszeiten (1, 5, 10, 15, 20 min) Aliquots von je 100 uL entnommen, in
Eppendorfgefdafen gefiillt und die Reaktion mit je 100 uL Wasser/Acetonitril (50:50) abgebro-
chen.

Bei Mikrowellenreaktionen wurden alle radiochemischen Synthesen in speziellen Mikrowellen-
vials unter Verwendung der Losungsmittel DMF oder DMSO durchgefiihrt. Zur Aufnahme der
Reaktionskinetiken wurden zu den gewihlten Reaktionszeiten mit gleichen Volumina Wasser
und Acetonitril gequencht.

Im Anschluss wurden die radiochemischen Ausbeuten mittels Radio-DC und/oder Radio-HPLC

bestimmt.
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6.3.3  Abtrennung des radiofluorierten Produkts ['*FITC07

Zur Isolation von ['®*F]TCO7 aus der Reaktionslosung wurde das in Kapitel 6.1 beschriebene
HPLC-System III) verwendet. Es wurde eine semipreparative Sdule (LiChrospherRP18-EC Sum,
250x12mm) bei einer Flussrate von 10 ml/min verwendet. Als Eluens wurde ein Laufmittelge-
misch aus gleichen Teilen Acetonitril und 0,25 M Natriumacetatpuffer mit pH~4 eingesetzt. Der
dem ["®F]TCO7 entsprechende Radiopeak bei 26 min wurde gesammelt und mit der zweifachen
Menge an Milliporewasser verdiinnt. Im Anschluss erfolgte die Kartuschenfixierung der ver-
diinnten Losung auf einer C-18 Kartusche der Firma Waters. Durch Elution des '*F-markierten
Produktes mit 2 ml Diethylether in einen Spitzkolben, der Entfernung des Losungmittels im Va-
kuum und Versetzten des Riickstandes mit 10 % isotonischer Kochsalzlosung wurde das Produkt

['"®FITCO7 in eine injektionsfertige Losung iiberfiihrt.

6.3.4  Bestimmung der spezifischen Aktivitit

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitit wurde zunichst eine Eichgerade erstellt. Hierfiir
wurden Losungen mit definierten Stoffmengen der kalten Referenzverbindung TCO07
(0.026 nmol, 0.256 nmol, 0.511 nmol, 1.278 nmol, 2.555 nmol, 5,110 nmol und 25.550 nmol) in
das HPLC-System II (Kapitel 6.1) injiziert und die entsprechenden Peakfldchen bestimmt. Hier-
bei wurde eine analytische Saule (LiChrospherRP18-EC 5um, 250x4mm) bei einer Flussrate von
I ml/min verwendet, als Eluens wurde ein Laufmittelgemisch aus gleichen Teilen Wasser und
Acetonitril verwendet. Aus den bekannten Stoffmengen und den daraus resultierenden, experi-
mentell bestimmten Peakflichen konnte eine Kalibriergerade durch lineare Regression erstellt
werden. Mit der so erhaltenen Eichgeraden ist man in der Lage, die spezifische Aktivitit in

GBg/umol zu bestimmen.
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Abb. 66: Eichgerade verschiedener Stoffmengen der Referenzverbindung TCO7 (I: 0.026 nmol,

II: 0.256 nmol, III: 0.511 nmol, IV: 1.278 nmol, V: 2.555 nmol, VI: 5,110 nmol. VII:
25.550 nmol)

6.4 Bestimmung der Lipophilie

Zur Bestimmung der Lipophilien wurde das in Kapitel 6.1 beschriebene HPLC-System verwen-
det. Hierbei wurde eine analytische Sdule (LiChrospherRP18-EC Sum, 250x4mm) bei einer
Flussrate von 1 ml/min verwendet, als Eluens wurde ein Laufmittelgemisch aus Wasser:MeOH
25/75, pH=7,3 verwendet.

Es wurden 20 pul einer jeweils 1 mg/ml Losung von TCO7, TCO8, TC09, TC10, TC11, TC12 in-
jiziert, die Retentionszeit bestimmt und mittels einer Eichgeraden der logP der entsprechenden
Substanz ermittelt.

Zur Erstellung der entsprechenden Eichgeraden wurde 20 pl einer jeweils Losung mit 1mg/ml
der Eichsubstanzen Benzaldehyd-, Anisol-, Toluol-, 4-Bromanisol- und 4-lodanisol-Losung in

Methanol mit bekannten logP-Werten verwendet. Dabei wurde auf die bekannte Gleichung

tr: Retentionszeit der Substanz; ty: Totzeit des Systems
t
0

logK = log[

o

zur Berechnung des logK zuriickgegriffen. Nach der Berechnung der logK-Werte und der be-

kannten logP-Werte der Eichsubstanzen wurde eine Kalibriergerade durch lineare Regression
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erstellt wobei fiir die Bestimmung des Kapazititsfaktors K die Retentionszeit der Ascorbinsédure
als Totzeit (tp) zugrunde gelegt wurde. Mit der so erhaltenen Eichgeraden ist man in der Lage,
durch die experimentell bestimmten Retentionszeiten der neuen Substanzen TC07-TC12 die ent-

sprechenden logP-Werte zu bestimmen.
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log P
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Abb. 67: Eichgerade der Standards Benzaldehyd (I: 1.48), Anisol (II: 2.11), Toluol (III: 2.73), 4-
Bromanisol (IV: 3.05), 4-Iodanisol (V: 3.24)

6.5 Evaluierungen

6.5.1 Bestimmung der ICso-Werte

Alle verwendeten Losungen wurden frisch angesetzt. AnschlieBend wurden Stinder mit eisge-
kiihlten Glasreaktionsgefdaen als auch Stdnder mit Szintillationsvials in ausreichender Menge
vorbereitet. Membranpellets wurden in adequaten Mengen an 50 mM Tris/Citrat pH 7,4 Puffer
resuspendiert. Es wurden Proben zur Bestimmung des Proteingehaltes (Bradford Assay) ge-
nommen. Danach wurden alle Losungen und Membranen dem Experiment entsprechend in
folgender Reihenfolge pipettiert: Puffer fiir die totale Bindung, Kompetitor fiir die unspezifische
Bindung, Verdiinnungsreihe der Testsubstanzen, Radioligand und die vorbereiteten Membranen.
Nach Zugabe der Membranen wurde fiir 60 min inkubiert. Die Glasreaktionsgefdaf3e wurden nach
beendeter Inkubationszeit durch einen Glasfaserfilter mit 5 ml 10 mM Tris/HCI pH 7,5 Losung
gefiltert und mit weiteren 5 ml auf einem Brandel cell harvester gewaschen. Die Filterpapiere

wurden in Gefidfe zur Fliissigszintillation transferiert und mit 4 ml Szintillationsfliissigkeit be-
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deckt. Nach 30 min Inkubationszeit wurden alle Gefif3e in einem Beckman LS 6000 SC Fliis-
sigszintillator vermessen. Die Aktivititen der Proben wurden iiber eine zuvor erstellt Eichgerade
ermittelt. Aus diesen Aktivititsmengen ldsst sich zunichst der ICso-Wert des verwendeten Li-

ganden mathematisch bestimmen und daraus direkt der K;-Wert berechnen.

6.5.2  Autoradiographien von [19F]TCO7 und nca [ISF]TC07

Rezeptorautoradiographien fiir [’H]R015-4513 und [*’H]Ro15-1788 wurden auf Eis durchgefiihrt,
fiir das Experiment wurden 14uM dicke Rattenhirnschnitte verwendet. Die Hirnschnitte wurden
mit wasserabweisendem ,,pap-pen‘ umkreist um ein Verlaufen der Reaktionslosung zu vermei-
den. Die Schnitte wurden wihrend der gesamten Inkubationszeit in dampfgesittigten
Kulturschalen autbewahrt. Alle verwendeten Losungen wurden frisch angesetzt und in adequaten
Mengen auf die Hirnschnitte aufgegeben. Nach Inkubation wurde 3 x 10 Sekunden mit eiskaltem
Puffer gewaschen und eventuelle Salzriickstinde durch kurzes Tauchen in eiskaltem Wasser ent-
fernt. Die Hirnschnitte wurden in einem kalten Luftstrom getrocknet, auf einer tritiumsensitiven
Bildplatte (Fujifilm, IP-ST 2040) fiir 3-5 Tagen exponiert, und danach auf einem Fujifilm FLA-

7000 Imager ausgelesen und mit der Programm Multigauge 3.0 bearbeitet.
Fiir Autoradiographien mit dem heien Liganden ['®*F]TC07 wurde nach gleicher Methode ver-

fahren. Die Expositionszeit lag hier bei nur 2,5-3,5 Stunden auf einer Fujifilm IP-SR 2040-
Bildplatte.

6.5.3  Exvivo-Bindungsstudien mit der Referenzverbindung [19F]TC07

Die Experimente wurden mit ausgewachsenen Sprague-Dawley Ratten im Alter von
8-10 Wochen und einem Korpergewicht von 250-310 g durchgefiihrt. Den Ratten wurde entwe-
der nur Losungsmittel (DMSO), 5 mg/kg Flumazenil zur Bestimmung der unspezifischen
Bindung bzw. der Baseline oder 5 mg/kg TCO7 i.p. injiziert. Nach 27 min wurde 8 puCi/kg
[’H]R015-1788 in die Schwanzvene appliziert und nach 3 min die Ratten dekaptiert, die Gehirne
herausprépariert, Vorderhirn und Cerebellum separiert, gewogen und in 15 bzw 25 ml eisgekiihl-
tem 50 mM Tris/Citrat pH 7,4 Puffer homogenisiert.

Es wurden jeweils 6 x 200 ul der Homogenate in Glasrohrchen pipettiert und iiber Glasfiberfilter
mit Brandel cell harvester gefiltert. Die Filterpapiere wurden in Szintillationsgefid3e iiberfiihrt
und mit 4 mL Zinsser Analytics Aquasafe 300 Plus Szintillationsfliissigkeit versetzt. Nach

30 min Inkubationszeit wurden alle Gefdfe in einem Beckman LS 6000 SC Fliissigszintillator
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vermessen. Der Proteingehalt jeder Probe wurde mittels Bradford Assay (BIO-RAD) ausgewer-
tet und wurde letztendlich als dpm/mg Protein ermittelt.

Als totale Bindung wurde der Durchschnittswert der trigersubstanzinjizierten Ratten verwendet,
das durchschnittliche Ergebnis der TCO7-injizierten Ratten wurde als Prozent der totalen Bin-

dung ermittelt.

6.5.4  In vivo-Bindungsstudien mit nca [18F]TCO7 mittels Kleintier-PET

Kleintier- bzw. Micro-Positronenemissionstomographie (MicroPET)-Scans wurden mit einer
Siemens/Concorde Microsystems microPET Focus 120 Kleintier PET (saPET)-Kamera durchge-
fiihrt (Abb. 68).

Abb. 68: Ausriistung fiir die Untersuchung von Ratten bzw. Méusen mittels uPET; A: uPET der
Firma Siemens/Concord, B: Isofluranbetdubung mit einer Konzentration von 1,8 %, C
und D: Versuchstier mit Kathetern, das Tier wurde betdubt und fixiert, um ver-

schwommene Aufnahmen zu verhindern

Es wurden 250 g schwere, 8 Wochen alte Sprague-Dawley Ratten mit Katheter in der Femoral-

vene von Charles River Laboratories, France gekauft. Die Tiere wurden mit Isofluran mit einer
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Konzentration von 1,8 % narkotisiert. Die Applikation des Radiotracers erfolgte intravends in
den Katheter, dieser wurde nach der Applikation mit heparinisierter 0,9 % NaCl-Losung nachge-
spiilt.

Die Ergebnisse wurden als standardisierte Aufnahmewerte (Standardized Uptake Value, SUV)
definiert:

Aktivitdt in ROI [Bq/ ml]-KO‘rpergewicht [g]

SUV =
Injizierte Dosis [Bq]

Die Quantifizierung der PET-Daten erfolgte mit dem PMOD Softwarepaket, indem manuell das
Gehirn bzw. die Harderschen Driisen als ,,Region if Interest” (ROI) definiert wurden. Es wurden

dynamische Scans iiber einen Zeitraum von 60 min durchgefiihrt.

6.5.5  Organverteilung von [ISF]TCO7 in Méusen

Im Experiment wurden sowohl Wildtyp-Méuse als auch PGP-knockout (PGP-KO) Mdiuse
(freundlicherweise von Herrn Dr. Ulrich Schmitt, Mainz, zu Verfiigung gestellt) verwendet. Es
wurde eine definierte Aktivititsmenge an ['°F]TCO7 i.p. injiziert und die Tiere nach 3 bzw.
10 min dekapitert. Zur Untersuchung des Betdubungsmitteleinflusses wurde eine Gruppe von
Mause vor der Injektion mit Isofluran narkotisiert und wihrend der gesamten Inkubationszeit un-
ter Isofluranbetdubung gehalten.

Es wurden jeweils Gehirn, eine Niere und ein Teil Leber herausprépariert als auch etwa 200 ul
heparinisiertes Blut gesammelt und gewogen. Gehirn, Niere und Leber wurden in ein Eppen-
dorfgefal transferiert, mit 300 ul 6M NaOH und jeweils 1-2 NaOH Plitzchen versetzt und im
Ultraschallbad bei ca. 60°C homogenisiert. Das Homogenat als auch das Vollblut wurden in Be-
strahlungsrohrchen iiberfithrt und mit einem Gammacounter (mit Probenwechsler, Eigenbau
Institut fiir Kernchemie) vermessen. Im Anschluss wurde das Vollblut zentrifugiert, 250 pl
Plasma abpipettiert, mit Wasser auf 500 ul aufgefiillt und ebenfalls im Gammacounter gemessen.
Durch Féllung der Plasmaproteine mit 500 ul Acetonitril konnten letztendlich 500ul Serum im
Gammacounter gemessen werden. Die Auswertung erfolgte iiber eine zuvor bestimmte Eichge-
rade (Abb. 69).
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Abb. 69: Eichgerade zur Bestimmung der Aktivitit (I: 23 kBq, II: 11,5 kBq, III: 5,25 kBq, IV:
2,125 kBq, V: 1,0625 kBq, VI: 0,10625 kBq, VII: 0,050313 kBq, VIII: 0,0050313 kBq,
IX: 0,0025156 kBq, X: 0,00025156 kBq)

Die daraus erhaltenen Aktivititen wurden zunédchst auf 1 g Organ bezogen, die Ergebnisse wur-

den als prozentualer Anteil an Aktivitdt pro Gramm der injizierten Aktivitdt berechnet.

6.5.6  Metabolitenstudie von Rattenblut mit nca [ISF]TCO7

Fiir die Metabolitenstudie wurden Blutproben von etwa 200 pl nach Dekaptieren der Miuse zur
Ermittlung der Organverteilung verwendet. Die Zeitpunkte der Tétung betrugen jeweils 3 min
oder 10 min.

Das Blut wurde in heparinisierten Eppendorfgefdlen gesammelt und auf 500 pul mit Wasser auf-
gefiillt. Nach Sammeln der letzten Blutprobe wurde das Blut zentrifugiert und 250 ul Plasma
wurde entnommen. Dieses wurde mit der gleichen Menge an Acetonitril versetzt um die Im
Plasma vorhandenen Proteine zu denaturieren. Diese Plasmaproteine wurden abzentrifugiert und
2 ul des Uberstandes (Serum) wurde auf eine Diinnschichtchromatographieplatte (DC-Platte) ge-
tragen. Ebenso wurden je 2 pl Vollblut und Plasma auf diese DC-Platte aufgetupft. Die Platte
wurde mit Ethylacetat iiber eine Laufstrecke von 6 cm entwickelt und mit dem Packard Bell B*
Imager ausgelesen. Der prozentuale Anteil an noch vorhandenem ['®FITCO7 wurde relativ zur

Menge der gefundenen aktiven Metaboliten angegeben.
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7  Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sechs neue, fluorhaltige und potentielle GABA/0s-
subtypselektive Liganden synthetisiert. Zunichst wurden die Referenzverbindungen TCO7-TC12
organisch-préparativ aufgebaut und im Weiteren auf ihre Affinitdt und Selektivitét beziiglich der
GABA s/0s-Untereinheit evaluiert. Daraus sollte Aufschluss gewonnen werden, welcher der Li-
ganden die besten Parameter zu spiteren '"E-Synthese und Evaluierung des entsprechenden '*F-

markierten Radioliganden aufweist.
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Abb. 70: 6-(6-Fluor-pyridin-2-yl)methyloxy-7,8,9,10-tetrahydro-(7,10-ethano)-1,2,4-triazolo-
[3,4-a]-phthalazin-Derivate TCO7-TC12

Um einen ersten Eindruck iiber die Affinitit und Selektivitét dieser sechs neuen fluorhaltigen Li-
ganden zu erhalten, wurden Experimente mit Rattenhirnmembranen aus drei verschiedenen
Hirnregionen durchgefiihrt. Dabei wurde der Radioligand [’H]Ro15-4513 verwendet. Die Be-
stimmung der Affinititen und Selektivititen als auch die nachfolgend zusammengefassten
Autoradiographien der kalten Referenzverbindungen TCO7-TC12 wurde in Kooperation mit der
Psychiatrischen Klinik und Poliklinik der Universitdt Mainz von Herrn Dr. Fabian Debus durch-

gefiihrt und von ihm 2008 in seiner Promotionsarbeit' 1 yersffentlicht.

Die im Experiment erhaltenen Daten deuteten auf eine Verdrangung des gewihlten Radioligan-
den [3H]R015—4513 durch 512 nM der Substanzen TC07, TCO08, TC11 und TC12 hin. Es
konnten signifikante Unterschiede in ihrer Bindung zu den drei verschiedenen Hirnregionen
nachgewiesen werden, wobei der grofite Effekt im Hippocampus zu erkennen ist. Ein weiteres
Experiment mit identischem Aufbau, jedoch einer hoheren Konzentration von 6 nM [*H]Ro15-
4513 bestitigte das vorhergegangene Experiment mit nahezu identischen Ergebnissen. Diese Er-
gebnisse unterstiitzten das Vorhaben, alle sechs neuen Liganden hinsichtlich ihrer Selektivititen

zu den einzelnen Untereinheiten des GABAs-Rezeptors zu evaluieren.
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Ki[nM] TCO07 TCO08 TC09 TC10 TC11 TC12
ouBsy: >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
o3y 223 £28 >1000 >1000 >1000 106 + 18 2245
03B3Y: 142 +6 >1000 >1000 >1000 >1000 54 +£29
ouPsy: 408,2 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
osBaY: 12+1,2 >1000 >1000 >1000 10,4 £ 1 4+04
osB3y2 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
LogP ‘ 2,69+0,01 2,66+001 256+0,01 2,62+0,01 2,.85+0,01 2,91+0,01

Tab. 8: K;-Werte der sechs getesteten Liganden TCO7-TC12

Die genaue Bestimmung der Affinitidten und damit auch der Selektivititen zu den einzelnen Un-
tereinheiten zeigte, dass die Liganden TCO08, TC09 und TC10 keine geeigneten Liganden fiir
GABA s-subtypselektive Benzodiazepinbindungsstellen darstellen, da die ermittelten Ki-Werte
jenseits 1 uM liegen. Aus diesem Grund wurden diese drei Liganden in der weiteren Testung
nicht mehr beriicksichtigt. Hingegen haben die Liganden TCO7, TC11 und TC12 die gewiinsch-
ten Eigenschaften einer hohen Affinitit auf den GABAa/0is-Rezeptor und zeigen zur gleichen
Zeit eine erhohte Selektivitidt beziiglich der os-Untereinheit. Ferner ist das Verhiltnis o,/0s und
das Verhiltnis ai3/0s in einem akzeptablen Rahmen um eine weitere Evaluierung dieser Liganden
zu rechtfertigen.

Parallel zu den ersten biologischen Experimenten wurden alle sechs Liganden hinsichtlich der
Passierbarkeit der Blut-Hirn-Schranke getestet. Die experimentell mittels HPLC bestimmten
LogP-Werte lagen alle im Bereich zwischen 2 und 3, daher sollten die Liganden TC07-TC12
durch Diffusionsprozesse die BHS durchdringen kénnen.

Erste Autoradiographien mit den '’F-haltigen Verbindungen wurden so gut wie maglich in An-
lehnung an die zuvor durchgefiihrten in vitro-Bindungsexperimente an Rattenhirnmembranen
durchgefiihrt. Dabei wurde eine Konzentration von 6 nM [*H]R015-4513 als Radioligand ver-
wendet. Fiir die Liganden TCO7, TC11 und TC12 konnten signifikante Bindungsunterschiede
zwischen Cerebellum und Hippocampus festgestellt werden. Die Inkubation mit TC12 zeigte da-
bei die grofte Differenz. Zur Bestitigung dieser Experimente wurde als Vergleich auch der
Ligand TCOS8 getestet, die Inkubation mit diesem Liganden fiihrte zu keiner detektierbaren Diffe-
renz. Eine weitere Bestidtigung dieser Ergebnisse wurde in einem weiteren Experiment erhalten.
Die Verdringung der Restbindung von ["H]Ro15-1788 nach Zugabe 10 uM Zolpidem erfolgte
am stirksten durch die Liganden TC07 und TC12. Fiir die Liganden TCO8 und TC11 konnte
keine signifikante Verdringung festgestellt werden. Insgesamt unterstiitzen diese in vitro-
Ergebnisse weitere Experimente mit den Substanzen TCO7 und TC12.

Da der Ligand TCO7 in allen in vitro-Experimenten insgesamt betrachtet die besten Ergebnisse

erzielte, aber auch aufgrund seiner guten Loslichkeit, seiner hohen Stabilitidt in Losung und sei-
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ner guten synthetischen Zuginglichkeit, wurden ex vivo-Experimente mit diesem Liganden
durchgefiihrt. Dabei wurde der Radioligand ["H]R015-4513 im Vorderhirn weitaus stirker ver-
driangt als im Cerebellum. Diese Resultate bestdtigen, dass auch hier eine Verdringung des
Radioliganden durch die getestete Substanz TCO7 stattfand und somit TCO7 in der Lage ist, die
Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden.

All diese experimentell gewonnenen Ergebnisse unterstiitzen das Vorhaben, den neuen
GABA A/0is-subtypselektiven Liganden TCO7 mit ['*F]Fluorid radioaktiv zu markieren und eine

anschliefende in vivo-Evaluierung von [18F]TC07 anzustreben.

Zu diesem Zweck wurden verschiedene, zur '*F-Markierung geeignete Markierungsvorliufer
dargestellt und hinsichtlich ihrer radiochemischen Ausbeuten bei einer Markierung mit
[18F]F1uorid untersucht, um im weiteren Verlauf das Produkt [18F]TC07 in moglichst hoher ra-

diochemischer Ausbeute darzustellen und in eine injizierbare Losung zu iiberfiihren.
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Chlor-Markierungsvorldufer (30) Brom-Markierungsvorldufer (32) Nitro-Markierungsvorldufer (39) Chlor-Markierungsvorldufer (44)
von TCO7 von TCO7 von TCO7 von TC14

Abb. 71: Verschiedene Markierungsvorldufer zur Synthese von [ISF]TC07 und [ISF]TC14

Nach ersten Probemarkierungen einer fiir diesen Zweck hergestellten Modellverbindung TC14
zeigte sich, dass sich die aktivierenden Eigenschaften des Pyridinstickstoffs beziiglich einer Ab-
gangsgruppe in ortho-Position bestdtigen. Ferner ist festzustellen, dass in weiteren
Markierungsreaktionen mit Zersetzungsprodukten gerechnet werden muss.

Analog zu der zuvor markierten Modellverbindung ['®FITC14 wurde vor der eigentlichen nca-
Markierung des Liganden TCO7 ein '*F/"F-Isotopenaustausch an der Referenzverbindung
[""FITCO7 durchgefiihrt, um das allgemeine Reaktionsverhalten und die Stabilitit des Liganden
unter Markierungsbedingungen zu testen. Hier konnten rund 30 % radiochemischen Ausbeute
nachgewiesen werden. Dies deutet auf generell eher schlechtere Markierungseigenschaften der
Verbindung TCO7 hin. Ferner zeigten sich bei diesem '*F/'’F-Isotopenaustausch wie auch bei
den darauffolgenden nca-Markierungen der Verbindung TCO7 iiber einen Chlor-, Brom- oder

Nitromarkierungsvorlidufer bis zu fiinf verschiedene radioaktive Zersetzungsprodukte.
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Erste  Versuche einer nca-Markierung iiber den zundchst dargestellten Chlor-
Markierungsvorldufer bestétigten die zu erwartenden schlechtere Markierungseigenschaften der
Verbindung TCO7. Der Chlor-Markierungsvorldufer ist aufgrund seiner sehr geringen Ausbeuten
von unter 3 % nicht dazu geeignet, [ *F]TC07 zweckmiBig darzustellen.

Aus diesem Grund wurde ein Brom-Markierungsvorlidufer synthetisiert, da Brom als nukleofuge
Gruppe bei Fluorierungen von Elektronenmangelaromaten nahezu immer hohere radiochemische
Ausbeuten aufweist. Unter Verwendung eines klassischen Heizbades (Olbad) konnten radioche-
mische Ausbeuten von 4 % nach bereits einer Minute bei 140°C in DMF erhalten werden. In
einer mikrowelleninduzierten '*F-Markierungsreaktion konnte gezeigt werden, dass durch den
Einsatz von Mikrowellenstrahlung eine Steigerung der radiochemischen Ausbeute auf iiber 6 %
bei 50 W nach 4 min moglich war. Allerdings war diese radiochemische Ausbeute immer noch
in einem Bereich, in dem eine Evaluierung mit vorangehender Separation des Produktes
['®F]TCO7 zu groBen Problemen hinsichtlich der bendtigten Aktivititsmengen im Tierexperiment
fiihren wiirde.

Die Synthese eines besseren Markierungsvorldufers erwies sich synthetisch als duBerst schwie-
rig. Dennoch konnte mit hohem prédparativen Aufwand ein Nitro-Markierungsvorldufer
dargestellt werden. Dieser wurde ausgiebig im Hinblick auf moglichst hohe radiochemische
Ausbeuten unter Variation der Parameter Reaktionszeit, Temperatur, Losungsmittel, Markie-
rungsvorlduferkonzentration,  Basensystem, Basen-Markierungsvorldaufer-Verhiltnis  und
Untersuchung verschiedener Markierungsmethoden (Heizbad, Mikrowelle PT-Modus und STD-
Modus) optimiert. Es konnten dabei Ausbeuten von iiber 40 % [ISF]TCO7 als maximale radio-
chemische Ausbeute erhalten werden. Dabei konnte auch gezeigt werden, dass dieser Nitro-
Markierungsvorldufer sehr gut fiir Reaktionen mit mikrowelleninduzierter Strahlung geeignet ist,
da hier ebenfalls radiochemische Ausbeuten von iiber 40 % erzielt werden konnten. Dabei wurde
bei allen angewandten Markierungsmethoden jeweils 2,4 umol Nitro-Markierungsvorldufer in
I ml DMF in einem Verhiltnis 3:1 (K,CO3/K222)/Markierungsvorldufer eingesetzt. Lediglich
die Reaktionszeit und —temperatur muss der entsprechenden Markierungsmethode angepasst

werden.

Da ein weiteres etabliertes Markierungsverfahren neben der Direktmarkierung die Markierung
iiber die prosthetische Gruppe ['°F]Fluorethyltosylat (['*F][FETos) ist, wurde auch fiir diese Me-
thode ein MarkierungsvorlauferTCO7BOH (48) mit entsprechender kalten Referenzverbindung
FETCO7B (49) synthetisiert. Aufgrund groBer priparativer Probleme bei der Darstellung, wurde
das entsprechende Phenolderivat synthetisiert und markiert. Eine Markierung des zur '°F-
Fluorethylierung synthetisierten TCO7-Derivates erbrachte in ersten Testsynthesen bis zu 50 %
radiochemische Ausbeute. Da jedoch die Direktmarkierung von TCO7 {iiber einen Nitro-
Markierungsvorldaufer zum Zeitpunkt dieser Markierung bereits zu ersten Ergebnissen bei der
Evaluierung fiihrte, wurde diese Markierungsstrategie nicht weiter verfolgt. Ferner hitte durch

die strukturellen Verdnderungen im Molekiil (Fluorethylrest statt Fluor und Phenol-Derivat an-
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stelle des Pyridinderivates) eine komplett neue Evaluierung der Substanz hinsichtlich ihrer Li-
pophilie, Affinitidt und Selektivitidt erfolgen miissen.

N—N

e

OH

Abb. 72: Markierungsvorlidufer zur Synthese von ["*FIFETCO7B

Im Anschluss an die Optimierung der radiochemischen Ausbeute zur Darstellung von ["*F]TC07
erfolgte die Separation des Produktes iiber eine HPLC-Auftrennung mit anschlieBender Kartu-
schenfixierung. Nach Elution der Kartusche wurde das Produkt in iiblicher Weise in eine
injizierbare Losung iiberfiithrt. Es konnten zerfallskorrigierte Ausbeuten von 14,8 % erhalten
werden. Die durchschnittliche Synthesezeit betrug 110 min, es konnten spezifische Ausbeuten
von 6,5 GBg/umol erreicht werden. Die Wiederauffindungsrate der Aktivitit war mit
91,6 % + 13,4 % im guten Bereich.

Nachdem durch Optimierung ['®F]TCO7 in ausreichend groBen Aktivititsmengen und als inji-
zierbare Losung dargestellt werden konnte, sollten zunichst die Affinitdt und Selektivitit dieses
Liganden in Autoradiographien bestitigt werden. Visuell konnte in den angefertigten Autoradio-
graphien mit dem Liganden ['®*F]TCO7 jedoch keine Anreicherung in irgendeiner spezifischen
Gehirnregion erkannt werden. Auch ein Vergleich der Aktivitdtsmengen in verschiedenen Hirn-
regionen wie dem Hippocampus zeigte keine spezifische Anreicherung, da durch die sehr hohe
unspezifische Bindung des Liganden das Hippocampus/Hintergrund-Verhéltnis viel zu klein ist.

Ein im Anschluss an dieses Experiment durchgefiihrter PET-Scan an Ratten zeigte in vivo nur

eine geringe Aktivitidtsanreicherung im Rattenhirn.

Aufgrund der zuvor durch die Evaluierung der Referenzverbindung TCO7 bestimmten hervorra-
genden Eigenschaften als GABAAa/0s-subtypselektiver Ligand und die experimentelle
Bestitigung, dass TCO7 in der Lage sein sollte, die Blut-Hirn-Schranke zu tiberwinden, musste
nach weiteren moglichen Faktoren gesucht werden, die ein ausreichende Aufnahme von
["*F]TCO7 im Gehirn beeintrichtigen. Wie bereits diskutiert, sind generell verschiedene Faktoren

zu beriicksichtigen. Hierbei konnen Metabolisierungsprozesse im Blut und in anderen Organen
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eine Rolle spielen, aber auch der Einfluss des Betdaubungsmittels sowie ein Ausschleusen aus der
Zelle durch das P-Glykoprotein.

Der Ligand [18F]TC07 zeigte eine hohe Stabilitit von tiber 50 % nach 10 min im Blut, des Wei-
teren konnten zwei '°F-Metaboliten nachgewiesen werden, die jedoch aufgrund ihrer
Hydrophilie keinen Einfluss auf die Aktivititsaufnahme im Gehirn haben sollten. Es konnten
keine Auffilligkeiten in der Organverteilung gefunden werden, auch ein negativer Einfluss des
Betidubungsmittels auf den GABA s-Rezeptorstatus konnte ausgeschlossen werden. Jedoch weif3t
ein Unterschied von etwa 0,2 % in der Aktivitdtsanreicherung in Gehirn bei Wildtyp-Miusen
und PGP-knockout-Miusen darauf hin, dass der Radioligand [*F]TCO07 als mdgliches P-
Glykoproteinsubstrat dient und somit relativ schnell wieder aus der Zelle ausgeschleust wird. Ein
anschliefendes PET-Experiment mit PGP-knockout-Miusen im Vergleich zu Wildtyp-Méusen
konnte bestitigen, dass es sich bei [lgF]TCO7 um ein schwaches P-Glykoproteinsubstrat handelt.

Zusammenfassend ist also wiederzugeben, dass die in dieser Arbeit neu synthetisierten fluorhal-
tigen Liganden zum Teil eine hohe GABA s/0is-Subtypselektivitit aufweisen. Auch die '*F-
markierte Verbindung TCO7 ldsst sich iiber einen geeigneten Markierungsvorldaufer direkt mit
[ISF]Fluorid synthetisieren.

Allerdings wurde in weiterfithrenden Experimenten festgestellt, dass die '*F-markierte Verbin-
dung TCO7 in Autoradiographien und Verdringungsexperimenten einen sehr hohen Anteil an
unspezifischer Bindung aufweist. Die durchgefiihrten Kleintierexperimente am puPET zeigten,
dass keine ausreichende Anreicherung des Radioligand ['"*F]TCO7 im Gehirn erreicht werden
kann. Ferner ist keine spezifische Bindung des Radioliganden an Regionen mit hoher
GABA »/0is-Subtypverteilung nachzuweisen. Eine Hypothese war die Eigenschaft des ["*F]TC07
als P-Glykoproteinsubstrat zu fungiert. Dies konnte in einem uPET-Experiment nachgewiesen
werden. Jedoch erklart dies nicht die groe Abweichung von den zuvor erhaltenen Daten der
Evaluierung der kalten Referenzverbindung TCO7. Welche anderen Faktoren noch eine Rolle
spielen konnten (z.B. andere Effluxsysteme) bleibt unklar.

Aus den erhaltenen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass der Radioligand ['*F]TCO7 kein

geeigneter Tracer zur in vivo-Visualisierung der as-Untereinheit des GABA s-Rezeptors ist
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8 Anhang

8.1 Anhang A: Strukturen der inaktiven Referenzverbindungen

Substanzname

TCO7

TCO08

TC09

TC10

TCI11

TC12
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8.2 Anhang B: Hiufig verwendete Abkiirzungen

Abb. Abbildung

Aquiv. Aquivalente

bs breites Singulett

) chemische Verschiebung
d Dublett

dd Dublett vom Dublett

d. Th. der Theorie

DC Diinnschichtchromatographie
DCM Dichlormethan

DMF N,N-Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid

EA Ethylacetat

EtOH Ethanol

["*F]FETos 2-["*F]Fluorethyltosylat
ges. gesittigt

HPLC High Performance Liquid Chromatography
Lit. Literatur

LM Losungsmittel

m Multiplett

Me Methyl

MeCN Acetonitril

MeOH Methanol

min Minuten

MS Massenspektrum

MV Markierungsvorldufer
NMR magnetische Kernresonanz
q Quartett

RT Raumtemperatur

S Singulett

t Triplett

Tab. Tabelle

tert. tertiar
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8.3 Anhang C: Ergebnisse der Evaluierung der kalten Referenzverbindungen TC07-
TC12

8.3.1 Bestimmung der Affinitdten und Selektivititen zu den GABA s-Untereinheiten

Strukturelle Verdnderungen an Biomolekiilen konnen prinzipiell immer zu einer Verdnderung
des Bindungsverhaltens an dem entsprechenden Rezeptor fiihren. Da die Liganden von Street et
al. mit Methylgruppe hohe Affinititen zeigten, soll in einem ersten Vorversuch gezeigt werden,
dass ein Fluor anstelle der Methylgruppe bei den Substanzen TCO7-TC12 keinen wesentlichen
Einfluss auf die Affinitit gegeniiber der GABA s-Benzodiazepinbindungsstelle hat.

In diesem Vorversuch wurden Rattenhirnmembranen aus dem Cortex, dem Cerebellum und dem
Hippocampus pripariert und in Bindungsassays mit Radioliganden verwendet. Dabei wurde
1 nM Radioligand [*H]15-4513 eingesetzt. Dieser wurde mit jeweils 512 nM der sechs Liganden
TCO07, TCO8, TCO9, TC10, TC11 und TC12 verdringt. Die Experimente wurde mindestens drei
Mal (n > 3) durchgefiihrt.
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Abb. 73: Kompetitive Bindung von 512 nM TC07-TC12 gegen 1 nM ["H]Ro15-4513 mit Rat-
tenhirnmembranen aus Cortex, Cerebellum und Hippocampus (*p < 0.05; **p <0.01;
*#*%p < 0.001).
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Die Daten in Abb. 73 deuten auf eine Verdriangung des Radioliganden durch 512 nM der Sub-
stanzen TCO7, TCO8, TC11 und TC12 hin. Bei diesen Konzentrationen weisen diese Substanzen
ferner auch einen statistisch signifikanten Unterschied in ihrer Bindung zu den drei verschiede-
nen Hirnregionen auf. Der grofite Effekt ist im Hippocampus zu erkennen, der grofte
Unterschied in der Verdringung des Radioliganden ist zwischen Hippocampus und Cerebellum
festzustellen. Die getesteten Substanzen TC09 und TC10 hatten eine nur sehr geringe Affinitét
auf die Benzodiazepinbindungsstelle und wurden aus diesem Grund in der weiteren Testung
nicht mehr beriicksichtigt.

Ein weiteres Experiment mit identischem Aufbau, jedoch einer hoheren Konzentration von 6 nM

[’H]R015-4513 bestitigte das vorhergegangene Experiment mit nahezu identischen Ergebnissen.
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Abb. 74: Kompetitive Bindung von 512 nM TC0O7-TC12 gegen 6 nM ["H]Ro15-4513 mit Rat-

tenhirnmembranen aus Cortex, Cerebellum und Hippocampus (*p < 0.05; **p <0.01;).
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Bei Betrachtung der erhaltenen Daten mit entsprechender Literatur''”"'®"'® konnte dieses Expe-
riment einen ersten Hinweis darauf geben, dass durch die Verdringung von ["H]R015-4513 in
verschiedenen Gehirnregionen die getesteten Substanzen TCO7, TCO8, TC11 und TC12 deutlich
verschiedene Affinititen auf die Subtypen a; und os aufweisen. Dies rechtfertigt eine genauere
Betrachtung der Substanzen TC07, TCO08, TC11 und TC12 hinsichtlich ihrer Selektivitit zu den

einzelnen Untereinheiten des GABA s-Rezeptors.

Dazu wurden al-, a2-, o3-, a4-, a5- and a6B3y2 Rezeptoren in HEK293-Zellen transfiziert und
Bindungsstudien von allen sechs potentiellen GABA-0i5-subtypselektiven Liganden TCO7-

TC12 in mindestens sieben verschiedenen Konzentrationen angefertigt.
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Zwei reprisentative Dosis-Wirkungsbeziehungskurven fiir den os-Rezeptor sind in Abb. 75 zu
sehen. Dabei wird die Inhibition der Bindung an osBsy, von 1nM des Radioliganden
[*H]Ro15-4513 gezeigt. Deutlich zu erkennen ist die vollstindige Verdringung des Radioligan-
den durch 1 uM TCO7. Vollstindige Verdriangung durch den Liganden TC12 konnte aufgrund

seiner schlechten Loslichkeit bei diesen Konzentrationen nicht erreicht werden.

[3H]Ro15-4513 Binding [3H]Ro15-4513 Binding
to GABA4R a5p3y2 to GABA,Ra5B3y2
Crude Membranes against TC07 Crude Membranes against TC12

2

1oy

8

8

&

g

% of total 1nM[3H]Ro15-4513 binding
% of total 1nM[3H]Ro15-4513 binding

] 10 100 1000 10000 L 10 100 1000 10000
nM TC Compound nM TC Compound

Abb. 75: Dosis-Wirkungskurve der Liganden TCO7 und TC12; Verdringung von ["HJRo15-4513

Aus diesem Experiment konnten die jeweiligen ICso- und K;-Werte der sechs getesteten Ligan-

den bestimmt werden:

I1Cso [nM] | TCO7 TC08 TC09 TC10 TC11 TC12

ouPsy: >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
o02PsY: 417 >1000 >1000 >1000 252 41
o3PaY: 281 >1000 >1000 >1000 >1000 80
owPsy: 681.,9 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
osB3y: 42,6 >1000 >1000 >1000 36,8 13,9
osB3Y: >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000

Ki[nM] |TC07 TCO08 TC09 TC10 TC11 TC12

ouPsy: >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
sy 223 £28 >1000 >1000 >1000 106 =18 2245
03PsY: 142 +6 >1000 >1000 >1000 >1000 54 £29
owPsy: 408,2 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
osPsy2 12+ 1,2 >1000 >1000 >1000 10,4 +1 4+04
6By >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000

Tab. 9: ICsp- und K;-Werte der sechs getesteten Liganden TCO7-TC12
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Die Liganden TCO7. TC11 und TC12 zeigen dabei sehr gute ois-Affinitaten und —Selektivitdten
wihrend TCOS8, TC09 und TC10 gar keine Affinitdten im unteren pumolaren Bereich zeigen. Die-
se Ergebnisse rechtfertigen die Durchfithrung weiterer in vitro Experimente, die sich in vivo-

Bedingungen durch in situ Rezeptor-Autoradiographien an Rattenhirnschnitten annéhern.

8.3.2  Ergebnisse der Autoradiographien der kalten Referenzverbindungen

Die Resultate dieser Experimente sind hier an repridsentativen Abbildungen dargestellt, jedes
Experiment wurde mit n > 3 durchgefiihrt. Die erhaltenen Bilder sind in Falschfarbe mit Dunkel-

blau als Hintergundfarbe und Rot als maximale Signalintensitit abgebildet.

Die Experimente wurden mit 14 um dicken Rattenhirnschnitten durchgefiihrt. Abb. 76 zeigt die
Resultate der ersten Verdringungsversuche von 6 mM [*H]Ro15-4513 durch 512 nM Tc07,
TCO8, TCI11 und TCI12. Sogar visuell ldsst sich die Verdringung des tritiierten Liganden im
Hippocampus durch TC07, TC11 und TC12 erkennen. Die Inkubation mit TCO8 lésst keine ers-

ten visuellen Riickschliisse auf eine Verdrangung des Radioliganden zu.
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Abb. 76: Transversale Autoradiographie mit 6 nM  [’H]R015-4513 auf 14 um Rattenhirn-
schnitten. A, C, E und G stellen jeweils die totale Bindung dar; B, D, F und H nach Zu-
gabe von 512 nM von TCO7 (B), TC08 (D), TC11 (F) und TC12 (H).

Die quantitative Auswertung dieses Versuches ist in Abb. 77 graphisch dargestellt und kann die

visuelle Vermutung bestitigen.
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Abb. 77: Ergebnisse der Autoradiographien der Abb. 76 ( * p <0.05; ** p <0.01)

Fir TCO7, TC11 und TC12 konnten signifikante Bindungsunterschiede zwischen Cerebellum
und Hippocampus festgestellt werden. Die Inkubation mit TC12 zeigte dabei die grofite Diffe-
renz. Die Inkubation mit dem Ligand TCO8 fiihrte zu keiner detektierbaren Differenz.

Nach diesen vielversprechenden Ergebnissen wurden coronale Rattenhirnschnitte verwendet, um
den Hippocampus in einer anderen Perspektive untersuchen zu konnen. Ferner sollten die zuvor
erlangten Resultate durch einen weiteren Radioligand bestitigt werden. [’H]R015-1788 weist ei-
ne andere Affinitdt zum GABAa-Rezeptor und eine andere Subtypselektivitit auf.

Um einen Eindruck dariiber zu erhalten, wieviel der totalen Bindung sich an den o5-haltigen Re-
zeptoren befindet, wurden dem Radioligand (1 nM) sowohl 512nM der jeweiligen Test-
Substanz (TC07, TCO8, TC11, TC12) als auch 10 uM Zolpidem zugegeben.

Abb. 78 zeigt die erhaltenen Bilder des Experiments. Die Schnitte A zeigen die totale Bindung
des Radioliganden [*H]Ro15-1788, die Schnitte B stellen die unspezifische Bindung dar, es ist
keine unspezifische Bindung zu erkennen. Die Schnitte C resprisentieren die totale Bindung von
[*H]Ro15-1788 in der Anwesenheit von Zolpidem und D bis G zeigen die Bindung nach zusiitz-
licher Zugabe von TCO7, TC08, TC11 und TC12 (von links nach rechts).

Auch hier kann bereits visuell eine erste Vermutung zur Verdringung durch die TC-Substanzen
getroffen werden: TCO7 und TC12 scheinen die grofite Affinitdt an GABA-0s-Rezeptoren zu
haben, TC11 und TCO8 scheinen wenig bis gar keinen Einfluss auf die restliche [’H]Ro15-1788-

Bindung zu haben.
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Abb. 78: Coronale Autoradiographie mit 1 nM [’H]Ro15-1788. A: totale Bindung, B: unspezifi-
sche Bindung, C: 1 nM ["H]R015-1788 + 10 uM Zolpidem, D: 512 nM TCO07 + 10 um
Zolpidem, E: 512 nM TCO8 + 10 um Zolpidem, F: 512 nM TC11 + 10 um Zolpidem,

G: 512nM TCI12 + 10 um Zolpidem
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Abb. 79: Ergebnisse der Autoradiographien aus Abb. 78 als % der totalen [’H]R015-1788-
Bindung mit A: (TCO07), B: (TC08), C: (TC11) und D: (TC12); (*p <0.05, **p <0.01;
*E%p <0.001)

Nach Koinkubation mit 10 uM Zolpidem bleiben vom tritiierten Liganden ["H]R015-1788 etwa
10 % im Cortex und etwa 30 % im Hippocampus iiber. Die Verdringung dieser restlichen Bin-
dung erfolgte am stéirksten durch die Liganden TCO7 und TC12. Fiir die Liganden TC08 und
TC11 konnte keine signifikante Verdringung der restlichen [’H]Ro15-1788-Bindung festgestellt

werden.

Alles in allem unterstiitzen diese in vitro-Ergebnisse weitere Experimente mit den Substanzen
TCO7 und TC12.

8.3.3  Ergebnisse der ex vivo-Experimente der Referenzverbindung TCQ7

Um zu iiberpriifen, ob der bisher aussichtsreichste Ligand TCO7 in der Lage ist, die Blut-Hirn-

Schranke zu iiberwinden, wurde ein in vivo-Experiment durchgefiihrt.
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Dabei wurde 8 Wochen alten, ménnlichen Sprague-Dawley Ratten reine Tridgersubstanz
(DMSO), 5 mg/kg TCO7 oder 5 mg/kg Rol15-4513 (fiir unspezifische Bindung) i.p. injiziert.
Nach 27 min wurde [’H]R015-1788 (Flumazenil) in die Schwanzvene der Ratten appliziert.
3 min spiter wurden die Ratten dekaptiert, Vorderhirn und Cerebellum herausprépariert, homo-
genisiert und gemessen. Der Proteingehalt des Homogenats wurde mittels Bradford Assay
ermittelt und auf dpm/mg Protein normalisiert.

Die Ergebnisse der Graphik A in Abb. 80 zeigen, dass bei den mit TCO7 behandelten Ratten die
Bindung des Radioliganden [’H]Ro15-1788 im Vorderhirn im Vergleich mit den trigersubstanz-
behandelten Ratten um fast die Hilfte reduziert ist. Auch im Cerebellum zeigt sich eine leichte
Verdrangung durch die Substanz TCO7, allerdings ist kein signifikanter Unterschied zur totalen
Bindung festzustellen.

Die Graphik B in Abb. 80 zeigt die mittlere Bindung der mit TCO7 behandelten Ratten prozentu-
al zur mittleren Bindung der mit Trédgersubstanz behandelten Ratten (totale Bindung). Die
Verdrangung im Cerebellum bleibt in einem Bereich unter 20 % wihrend eine Verdrangung von

tiber 40 % des Radioliganden im Vorderhirn erreicht wird.

A In Vivo Binding of [PH]R015-1788 Against
TCO7 in the Rat Brain
210 —
Wl orebrain Vehicle
190 BXRForebrain TCO7
170 2 Cerebelium Vehicle
150 EXCerebellum TCOT

130
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B Displacement of [’H]R015-1788 by TC07
in the Rat Brain

80
“1
50
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Abb. 80: Ex vivo-Ergebnisse der in vivo-Bindungsstudie von [3 H]Ro015-1788, A: in Vivo-
Bindung von [3H]R015 -1788 im Vorderhirn und im Cerebellum nach Behandlung mit
TCO7 oder Tragersubstanz; B: Mittlere Bindung in TCO7-behandelten Ratten in % der

mittleren Bindung der mit reiner Trigersubstanz behandelten Ratten
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Diese Ergebnisse bestitigen die bereits in der Autoradiographie gewonnenen Erkenntnisse iiber
die GABA4-0s5-Subtypselektivitit der Verbindung TCO7 und weisen gleichzeitig darauf hin, das
TCO7 in der Lage ist, die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden.
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