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1. Einleitung

Gregor von Hevesy (1885-1966) erkannte als erster die Bedeutung radioaktiver Isotope als
Indikatoren fiir die Aufklarung physiologischer Prozesse. Er verwendete erstmals radioaktive
Isotope bzw. ,Radiotracer”, d.h. radioaktiv markierte Verbindungen, die es erlauben, einen
biochemischen Vorgang in vivo zu verfolgen, ohne ihn dabei zu beeinflussen. Dieses Tracerkonzept
hat fundamentale Bedeutung fiir die diagnostische und therapeutische Nuklearmedizin. G. von
Hevesey gilt daher auch als der ,,Vater der Nuklearmedizin* und erhielt 1943 den Nobelpreis.

1.1 Bedeutung kurzlebiger Positronenstrahler in der Nuklearchemie

Eine wesentliche Weiterentwicklung auf dem Gebiet der nuklearmedizinischen Anwendung von
Radionukliden waren in den spéten siebziger Jahren zwei computergestiitzte bildgebende
Verfahren: die ,,Positronen-Emissions-Tomographie*“ (PET) und die ,,Single-Photon-Emission-
Tomographie* (SPET).

Die PET erlaubt es aufgrund der Verwendung von kurzlebigen Positronenstrahlern biochemische
Prozesse regional in vivo auch quantitativ zu erfassen [1]. Daher erkldrt sich eine gewisse
Sonderstellung der PET im Vergleich mit anderen bildgebenden Verfahren in der Medizin (z.B. der
invasiven Autoradiographie, der Rontgen-Computer-Tomographie (CT) oder der schon genannten
SPET). Moglich macht dies die spezielle Zerfallscharakteristik eines Positronenemitters.
Positronenemitter oder B -Strahler sind neutronen-defizitire Radioisotope, die unter Umwandlung
eines Protons in ein Neutron zerfallen, wobei gleichzeitig ein Positron (B) und ein
Elektonenneutrino (v.) frei werden (Abb. 1):
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Abb.1: schematische Darstellung des B"-Zerfalls von Fluor-18



Das emittierte Positron verliert seine hohe kinetische Energie von einigen MeV durch
Abbremsvorgénge im umgebenden Gewebe. Der Bremsweg betrédgt je nach kinetischer Energie des
Positrons nur einige Millimeter betrigt, so beim '*°F 2-3 mm. AnschlieBend wird das Positron
vernichtet, wenn es mit seinem Antiteilchen, dem Elektron, rekombiniert. Hierbei werden die
Ruhemassen der beiden Teilchen bevorzugt in Form von zwei 511 keV y-Quanten frei, die unter
einem Winkel von 180° emittiert werden (Vernichtungsstrahlung, zur Ubersicht siche [2]). Die y-
Strahlung durchdringt das Korpergewebe leicht und kann von au3en durch zwei gegeniiberliegende,
in Koinzidenz geschaltete Detektoren nachgewiesen werden (Abb. 2 ).

Dadurch ist ein ortsabhdngiger Nachweis moglich, denn die zwei gegeniiberliegenden Detektoren
registrieren nur dann ein Zerfallsereignis, wenn sie gleichzeitig, also innerhalb der
Koinzidenzaufldsungszeit von wenigen Nanosekunden, getroffen werden. Die heutigen PET-
Kameras bestehen aus 6 bis 8 ringformig angeordneten Detektorsystemen mit hunderten
Einzeldetektoren. Mehrere solcher Detektorsysteme, in denen jeder Detektor mit
gegeniiberliegenden Detektoren im gleichen und im benachbarten Ring in Koinzidenz geschaltet ist,
erlauben es, Projektionen der Aktivitdtsverteilung aufzunehmen. Durch die computergestiitzte
Datenerfassung ist es so moglich, Schnittbilder von Organen wie Herz oder Gehirn zu erfassen und
die Konzentrationen markierter Verbindungen im pikomolaren bis nanomolaren Bereich in sehr

kleinen Volumenelementen von weniger als einem Kubikzentimeter zu bestimmen.
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Abb. 2: Vereinfachte schematische Darstellung des MeBprinzips von PET-Kameras [3]
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Die PET bietet somit die Moglichkeit, Verteilung und Kinetik eines Positronenemitters bzw. einer
mit einem Positronenemitter markierten, pharmazeutisch interessanten Verbindung am Wirkort zu
untersuchen. So werden z.B. Stoffwechselfunktionen wie der Sauerstoff- oder Glukoseumsatz
sowie physiologische Funktionen wie der BlutfluB3 regional quantitativ erfal3t [1].

In Tabelle 1. sind die wichtigsten Positronenemitter fiir die PET aufgefiihrt.

Tab. 1: Wichtige bislang am hiufigsten beim Menschen eingesetzte Positronenemitter fiir die PET

(Kerndaten nach [4])
Nuklid Halbwertszeit T*s B'-Zerfall Hiufigkeit Emax (B
[min] [%] [keV]
e 20,4 99,8 960
BN 9,96 100 1190
0 2,03 99,9 1723
I8p 110 96,9 635
"°Br 1002 66,5 3600

Physiologisch interessante Verbindungen bestehen im allgemeinen aus Kohlenstoff, Sauerstoff und
Stickstoff. Daher erscheinen die Isotope ''C, *N und 'O dieser Elemente besonders geeignet fiir
nuklearmedizinische Zwecke, zumal dann isotop markierte Verbindungen resultieren, deren
biochemische Eigenschaften mit denen der nicht radioaktiv markierten Molekiile identisch sind.
Wichtige Kriterien fiir die Auswahl eines PET-Radionuklids sind die Emissionsrate der Positronen,
die Halbwertszeit T.. und die Zerfallsenergie Em., Wwie auch gegebenenfalls die
Zerfallscharakteristik des Tochternuklids, wobei bei den in Tab. 1 angegebenen Positronenemittern
stabile Zerfallsprodukte entstehen. SchlieBlich spielt auch die Abstimmung der physikalischen
Halbwertszeit des Positronenemitters auf die biologische Halbwertszeit des verwendeten Tracers
eine wesentliche Rolle.

Fir "N- und '"O-markierte Verbindungen gelten daher aufgrund der kurzen Halbwertszeit der
Isotope (9,96 min bzw. 2,03 min) zwei prinzipielle Einschrinkungen. Zum einen sind mehrstufige,
zeitaufwendige Synthesen von *N- bzw. '*O-Verbindungen kaum méglich, zum anderen sind die
resultierenden "°N- bzw. 15O-Radiopharmaka nur zur Messung sehr schneller physiologischer
Prozesse geeignet. Sauerstoff-15 und Stickstoff-13 finden deshalb nur in leicht und schnell
zuginglichen Verbindungen wie [°OJH,0, [°0]CO,, ['°0]C4HyOH und [*°N]NH; Anwendung [5].
Die Halbwertszeit von ''C (20,4 min) I8t lingere Synthesezeiten von ca. einer Stunde zu und
ermOglicht somit die Synthese komplexerer Radiopharmaka mit anschlieBender Qualitétskontrolle.

Die lingerlebigen Positronenstrahler '®F und "°Br hingegen sind fiir sogenannte Analogtracer
interessant. Hierbei wird iliber geeignete chemische Reaktionen an die inaktive Verbindung ein
»fremdes* Radionuklid oder eine das fremde Radionuklid enthaltende Molekiilgruppe gebunden.
Durch diese Fremdmarkierung wird die Verbindung chemisch geéndert. Sie kann deshalb nur dann
nuklearmedizinische Anwendung finden, wenn das physiologische Verhalten des Radiopharmakons
weitgehend unbeeinflusst geblieben ist. Voraussetzung dafiir sind ein dhnlicher sterischer
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Raumbedarf des Fremdatoms (z.B. "°Br fir CH; oder '*F fiir H) oder eine Homologie der
chemischen Elemente (z.B. "*Se fiir S).

Im Falle von Fluor-18 wird sehr oft die sterische Analogie von F und H ausgenutzt. Der van-der-
Waals-Radius von Fluor (1,35 A) ist dem Atomradius von Wasserstoff (1,20 A) #hnlich. Auf
diesem Struktur-Analogie-Prinzip beruht die Mehrheit der 'SF-markierten Radiopharmaka.
Andererseits zeigt das Beispiel der weltweit routineméBig als Radiopharmakon eingesetzten 2-
['®F]Fluor-2-deoxy-D-glukose (2-FDG) eindrucksvoll, dass die Einfiihrung eines Fremdatoms zu
einer Anderung im Metabolismus einer Verbindung im Ké&rper fiihren kann, die diagnostische
Vorteile mit sich bringt. 2-FDG wird im Kérper iiber das Enzym Hexokinase zu 2-['*F]Fluor-2-
deoxy-D-glucose-6-phosphat umgewandelt, welches iiber das Enzym Glukosephosphatisomerase
nicht weiter metabolisiert wird. Dadurch ist das Radiopharmakon im Zielorgan ,,gefangen*
(,,metabolisches Trapping®) und erlaubt somit die Messung seiner rdumlichen und zeitlichen
Verteilung [6].

Die Bindungsenergie der C-F-Bindung betrdgt 444KJ/mol. Dies ist die thermodynamisch stabilste
C-Hal-Bindung, weshalb '*F-markierte Radiopharmaka eine gute Voraussetzung dafiir besitzen,
ohne Verlust des Radionuklids (z.B. durch Dehydrofluorierung) an den Wirkort zu gelangen.
Grundsitzlich fiihrt die Einfiihrung von Fremdatomen jedoch zu einer Anderung der chemischen
Eigenschaften. Bei einer F- gegen H-Substitution ist allein durch die wesentlichen Unterschiede in
der Elektronegativitit (EN(F)=4,10, EN(H)=2,20) eine Anderung der Polaritit und
Ladungsverteilung im Molekiil zu erwarten. Daher ist es immer notwendig, durch Zell- oder
Tierversuche zu verifizieren, ob die markierte Verbindung tatsdchlich ein analoges
pharmakologisches Verhalten wie die Stammverbindung aufweist.

Die Vorteile der Verwendung eines mit ''C—markierten Radiotracers sind evident: die
Halbwertszeit von 20,4 min erlaubt in gewissen Grenzen auch aufwendigere Synthesen, und da das
pharmakologisch interessierende Molekiil unverdndert bleibt, entfallen langwierige und kostspielige
Evaluierungen, wie sie bei der Verwendung von Analogtracern notwendig sind. Allerdings gibt es
auch gewisse Nachteile bei Kohlenstoff-11: zum einen ist die maximale Positronenenergie mit 960
keV relativ hoch, so dass die Ortsauflosung fiir die PET deutlich schlechter ist als z.B. bei Fluor-18
mit 635 keV. Zum anderen bedingt die Halbwertszeit, dass pharmakologisch interessante Prozesse
mit einer biologischen Halbwertszeit von einigen Stunden nicht mehr dargestellt werden kénnen.

Fluor-18 bietet als PET-Isotop nahezu ideale Voraussetzungen: Die Halbwertszeit von 110 Minuten
bietet einen ausreichenden zeitlichen Rahmen, der die Durchfithrung mehrerer Syntheseschritte, die
Reinigung der Radiopharmaka und die Qualitdtskontrolle ermdglicht. Fiir die Produktion von 18
stehen Kernreaktionen zur Verfiigung, die eine hohe Ausbeute und eine hohe spezifische Aktivitit
ermoglichen. Die niedrige B'-Energie bedingt eine niedrige Strahlenbelastung des Patienten und
ermdglicht eine gute Ortsauflosung fiir die PET. Dariiber hinaus ermoglicht die Halbwertszeit von
'®F {iber eine Art ,,Satelliten-System* Arztpraxen in einem groBeren Umkreis um ein Zyklotron mit
'8F_markierten Radiopharmaka zu versorgen [7].



Neben diesen Vorteilen gibt es allerdings auch einige Nachteile, die der Umgang mit kurzlebigen
Positronenemittern und ihre Anwendung in der PET mit sich bringt:

1. Verfligbarkeit eines Zyklotrons (>11 MeV Protonen) fiir die Produktion der leichten Positron-
nemitter

2. hohe Investitionskosten fiir den PET-Tomographen (,,Scanner*)

3. leistungsfdhige Radiochemie zur Herstellung und Reinigung der markierten Radiopharmaka

4. unmittelbare Nachbarschaft von Herstellung und Anwendung (PET-Zentrum) oder zumindest
die Organisation eines Satellitensystems im Fall von '°F

1.2 Zur Chemie von Reaktionen mit trigerfreien (n.c.a.) Radionukliden

Zum Verstiandnis der Tragerfreiheit ist der Begriff der spezifischen Aktivitit von Wichtigkeit. Die
spezifische Aktivitit ist die Aktivitit bezogen auf die Stoffmenge aller isotoper (inaktiver und
radioaktiver) Molekiile. Thre Angabe erfolgt in [GBg/umol] bzw. [Ci/umol] oder [GBq/g] bzw.
[Ci/g].

Im allgemeinen unterscheidet man:

1. Htragerfrei® (carrier-free)
2. »n.c.a.“ (no-carrier-added)
3. »getriagert™ (carrier-added, c.a)

Der trigerfreie Zustand eines Radionuklids ist erreicht, wenn eine vollkommene Nuklidreinheit
vorliegt, also keinerlei isotope Verunreinigungen vorhanden sind. Liegen isotope Beimischungen
vor, z.B. aus dem ProduktionsprozeB, so nennt man diesen Zustand ,,getrégert®.

Der tragerfreie Zustand ist grundsétzlich nur bei kiinstlichen Elementen wie z.B. Astat erreichbar,
denn aufgrund der Allgegenwirtigkeit der natiirlichen Elemente ist immer eine gewisse
Verdiinnung des erzeugten Radionuklids mit isotopem Triger gegeben. Auch bei den mit geringer
Haufigkeit vorhandenen Halogenen ist es nicht moglich, eine Verdiinnung um den Faktor 10-1000
zu vermeiden [8]. Die Aufnahme des isotopen Trégers erfolgt auf vielfdltigen Wegen wahrend der
Synthese oder Reinigung (GefdBe, Targetmaterialien, Synthesechemikalien, Luft etc.). Man
verwendet deshalb fiir Markierungssynthesen nicht den Ausdruck ,.tragerfrei” (engl.: carrier-free),
sondern ,,ohne Tragerzusatz* (engl.: no-carrier-added: n.c.a.).

In der Praxis spielt die maximal erreichbare spezifische Aktivitét vor allem bei toxischen, zentral
wirksamen und bei rezeptorbindenden Radiopharmaka eine wesentliche Rolle, da diese hiufig nur
in Nanogramm-Mengen eingesetzt werden konnen, ohne eine Pharmakodynamik zu entfalten.
Einige interessante Radiopharmaka wurden bisher nur mit groeren Mengen inaktiver
Verunreinigungen hergestellt, so dass deren Einsatz am Menschen wegen eines moglichen
Erreichens von toxischen Dosen nicht moglich ist [9]. Liegt ein Radiopharmakon jedoch in n.c.a.-
Mengen vor, so ist prinzipiell keinerlei pharmakodynamische Wirkung zu erwarten.
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Die wesentlichen Aspekte und Probleme der Synthese von markierten Verbindungen folgen aus
kinetischen Unterschieden zu makroskopischen Stoffsystemen, den kurzen Halbwertszeiten und den
n.c.a.-Mengen der Produkte:

1. Limitierung des Zeitaufwandes fiir Synthese, Reinigung und Qualitdtskontrolle der
markierten Verbindungen auf unterhalb von 3 Halbwertszeiten. Daher sind schnelle
Syntheseschritte und eine routinemafige automatisierte Prozessfithrung wiinschenswert.

2. Hohe Anforderungen an die Reinheit der Chemikalien und die Beschaffenheit der
Werkstoffe, um Adsorbtionsverluste (z.B. an GefaBwinden oder Niederschligen) und
Nebenreaktionen (z.B. mit Losungsmittelverunreinigungen) zu minimieren.

3. Durchfiihrung der eigentlichen Markierungsreaktion moglichst im letzten Schritt innerhalb
der Synthese mit dem Ziel, hohe radiochemische Ausbeuten zu erhalten.

1.3 Produktion von Fluor-18

Fluor-18 wird heute in der Regel an einem kleinen stromstarken Teilchenbeschleuniger,
sogenannten Minizyklotronen oder ,Baby“-Zyklotronen hergestellt. Solche Zyklotrone
beschleunigen Protonen auf ca. 11-19,5 MeV und Deuteronen auf ca. 10 MeV mit Teilchenstromen
von bis zu 100 pA [10].

In Tabelle 2 sind die vier bedeutendsten Kernreaktionen fiir die Produktion von Fluor-18
zusammengestellt:

Tab. 2: Die vier wichtigsten 18F-Produktionsprozesse am Zyklotron [10]

Kernreaktion Target chemische Form des  Spezifische Aktivitét
18p [GBg/pmol] (Ci/pmol)
B0(p,n)"*F H,"®0 ["*FIF o bis zu 37 - 10% (10%)
*OCHe,p)"*F H,0 ["*FIF o bis zu 37 - 10% (10%)
Ne (0,1-0,2%F
2Ne(d,o)'°F e oF2) ['*F]F, 0,037-0,37 (0,001-0,01)
18 bar
18
0,, Kr (1%F
®0(p,n)"°F > 0 b( oF2) [*FIF, 0,037-1,85 (0,001-0,05)
ar

Je nach Kernreaktion erhidlt man als Produktkern Fluor-18 in zwei verschiedenen chemischen
Formen:

1. in ungetrdgerter nukleophiler Form als [18F]F'aq

2. in getrdgerter elektrophiler Form als elementares ['*F]F,

Zur Darstellung der n.c.a. nukleophilen Form (als Fluorid-Ion in wéssriger Losung, siche Tab. 2)

bedient man sich heute der '*O(p,n)'*F-Kernreaktion. Im Gegensatz zur '°OCHe,p)'*F-Kernreaktion

weist dieser Produktionsproze3 einen hohen Wirkungsquerschnitt bei relativ geringen
6



Protonenenergien (11 MeV) auf [11]. Durch Anreicherung des '*O auf >99,8% im Targetwasser
kann die Ausbeute auf >20 GBq maximiert werden. Aufgrund der hohen Kosten fiir das '*O-
angereicherte Wasser ist seine Riickgewinnung besonders von Bedeutung. Das erzeugte
['®F]Fluorid wird nach der Bestrahlung an einem Anionenaustauscher gebunden und mit wéBriger
Kaliumcarbonatlosung eluiert. Dadurch erlaubt dieses Verfahren die Riickgewinnung des
angereicherten [°*O]Wassers [12], welches nach photochemischer und destillativer Reinigung
erneut als Targetmaterial genutzt werden kann.

Die Darstellung von ['*F]Fluor in Form von elektrophilem ['®F]F, gelingt iiber die
Deuteronenbestrahlung von Neon (*°Ne(d,a)'®F) [13] oder die Protonenbestrahlung von
[ISO]Sauerstoff (ISO(p,n)ISF). Allerdings erhidlt man dann wegen des notwendigen Zusatzes von F,
zum Target weit geringere spezifische Aktivititen (0,037-0,37 bzw. 0,037-1,85 GBqg/umol, siche
Tab. 2). Bei Fluor-ierungsreaktionen mit ['"®F]F, sind also nur tragerhaltige '8E_markierte
Zielverbindungen erhéltlich, wodurch die maximal erreichbare spezifische Aktivitit des markierten
Molekiils deutlich begrenzt wird [14].

1.4  Verfahren zur 18F-Markierung organischer Molekiile

Die grundlegenden Verfahren, die fiir die gezielte radiochemische '‘F-Markierung organischer
Verbindungen zur Verfiigung stehen, richten sich nach der chemischen Form des '°F, in der es nach
dem ProduktionsprozeB vorliegt. Molekulares ['®F]F, steht fiir elektrophile Reaktionen zur
Verfiigung, das aus wéBriger Losung isolierte Fluorid-lon stellt hingegen unter bestimmten
Bedingungen ein gutes Nukleophil fiir '*F-Markierungen dar (siche Abschnitt 1.6). Im folgenden
sollen die elektrophilen und nukleophilen Fluorierungen gegeniibergestellt werden.

1.4.1 Elektrophile Fluorierungen

Da durch den Tréageranteil die radiochemischen Ausbeuten der elektrophilen Fluorierung maximal
50% betragen kénnen (da '*F und "°F im "®F-"F praktisch gleichwertig reagieren und ein Fluor als
HF verlorengeht), findet '8E[F,] zur Zeit nur dann Anwendung, wenn fiir die Darstellung des
gewiinschten Tracers keine geeignete Alternative liber nukleophiles ['*F]Fluorid zur Verfiigung
steht, oder wenn aufgrund der hohen in vivo-Konzentration endogener Analoga die spezifische
Aktivitit der applizierten Tracer keine maBgebliche Rolle spielt. Die elektrophile '*F-Markierung
wird iiber die Reaktion von ['*F]F,, das direkt aus dem Target gewonnen wird, oder iiber die
milderen  Fluorierungsagentien ~ Acetylhypofluorid ['*F]JCH;COOF  bzw. ['*F]XeF, mit
elektronenreichen Reaktanden (Alkenen, Aromaten, Carbanionen) durchgefiihrt. Sieht man von den
erforderlichen VorsichtsmaBlnahmen des experimentellen Umganges mit F, einmal ab, so ist die
elektrophile Fluorierung insofern eine einfache Reaktion, da man ausgehend von einem
Kohlenwasserstoff auf direktem Wege ein analoges '°F-Fluorderivat erhilt. Es treten allerdings
Probleme infolge der hohen Reaktivitit der elektrophilen '*F-Fluorierungsagenzien auf, da sich
durch den ""F-Gehalt Mehrfachfluorierungen, radikalische Seitenreaktionen, Reaktionen mit den
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Losungsmitteln und die Bildung von Isomerengemischen nicht verhindern lassen. Als Beispiel sei
hier die elektrophile aromatische Fluorierung von L-DOPA mit ['*F]F, in fliissigem
Fluorwasserstoff genannt, die zu einem Isomerengemisch von 2- ,5- und 6-['*F]Fluor-L-DOPA im
Verhéltnis 60:5:35 fiihrt [15].

Um die Regioselektivitit von elektrophilen Substitutionen zu erhdhen, werden in speziellen Fillen
Demetallierungsreaktionen zur '*F-Fluorierung herangezogen. Man setzt dabei ['*F]F, bei tiefen
Temperaturen (-78°C) direkt zur Markierung ein oder wandelt dieses in die milderen elektrophilen
Spezies wie Acetylhypofluorid ["*FJCH3COOF oder Xenondifluorid ['*F]XeF, um. Aufgrund der
geringeren Reaktivitit von Acetylhypofluorid im Vergleich zum ['°F]F, kann die Umsetzung
bereits bei 0°C durchgefiihrt werden [16]. Zur Demetallierungsreaktion eignen sich vor allem
Organosilicium-, Organogermanium- und Organozinnverbindungen, wobei die Substituierbarkeit
der Abgangsgruppen in der Reihe M=Si, Ge, Sn zunimmt, so dass man im Fall der
Destannylierungen die hochsten radiochemischen Ausbeuten erhilt. Eine '®F-Fluorierung ist aber
auch iiber eine Demerkurierungsreaktion mdglich, wie die Beispiele der Darstellung von 6-
["*F]Fluormetaraminol [17] und 6-["*F]Fluor-L-DOPA [18] zeigen. Das Hauptproblem bei der
Verwendung der elektrophilen Fluorierung bleibt jedoch die relativ geringe spezifische Aktivitit,
die mit den bekannten Fluorierungsagenzien erreicht wird. Sie liegen bei den bekannten
Verbindungen in Gréenordnungen von 0,01-0,1 mCi/umol (0,37-3,7 MBg/umol). Daher konnen
diese Verbindungen nur auf solche physiologische Systeme angewendet werden, bei denen keine
hohen spezifischen Aktivititen erforderlich sind. Dies trifft z.B. bei 2-['*F]Fluor-2-deoxy-D-
glukose zu, bei der durch die hohe endogene Konzentration eines nichtisotopen Triagers (D-
Glukose) die Tracereigenschaften nicht an eine hohe spezifische Aktivitdt gebunden ist. Zur
Markierung toxischer Verbindungen sind jedoch hohe spezifische Aktivitdten erforderlich, damit
eine pharmakodynamische Wirkung bei einer Applikation an Patienten ausgeschlossen werden
kann. Insofern war eine PET-Anwendung von 6-['*F]Fluormetaraminol an Patienten trotz der
vielversprechenden  tierexperimentellen  Ergebnisse  bis  heute nicht moglich, da
['®F]Fluormetaraminol bisher nur auf elektrophilem Wege zugénglich war [19, 20].

1.4.2 Nukleophile Substitution

Die wichtigste Methode zur Synthese '8E_fluorierter Verbindungen ist die nukleophile Fluorierung
ausgehend von anionischem [ISF]F'aq, da nur auf diesem Wege n.c.a. Produkte erhalten werden
konnen.

Neben der chemischen Struktur der zu markierenden Substanz und der zu substituierenden
Abgangsgruppe spielt die Nukleophilie des n.c.a. ['*F]Fluorids eine entscheidende Rolle. Das kleine
Fluoridion wird wegen seiner hohen Ladungsdichte in Anwesenheit acider Protonen unter Bildung
von ['*F]Fluorwasserstoff leicht protoniert. Zudem ist es in wissriger Losung von einer starken
Hydrathiille [AHyy¢=506 KJ/mol) [21] umgeben und damit sehr unreaktiv.

Zur Anionenaktivierung und zur Fixierung des ['°F]Fluorids eignen sich vor allem
Phasentransferkatalysatoren (PTK) wie Tetraalkylammoniumhydroxid und andere Oniumsalze,
insbesondere Aminopolyether (APE) 2.2.2. in Verbindung mit K,COj als basischer Matrix. Die
PTKs fiihren praktisch zu einem ,nackten Fluoridion hoher Reaktivitit. Einen besonderen
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Stellenwert als Losungsmittel bei '*F-Markierungen haben Acetonitril, Dimethylsulfoxid (DMSO),
N,N-Dimethylformamid (DMF) sowie N,N-Dimethylacetamid (DMAA), wéihrend Losungsmittel
mit geringen Dielektrizititskonstanten wie Tetrahydrofuran, Dichlormethan oder Aceton selten
Anwendung finden.

Die praktische Durchfiihrung der Anionenaktivierung gestaltet sich derart, dass die wissrige
[ISF]Fluorid-Lésung mit dem festen oder in Losung befindlichen Phasentransferkatalysator versetzt
und in Gegenwart von Acetonitril zur Trockene eingedampft wird. Auf diese Weise wird entweder
das Alkalikation mit Hilfe des Aminopoly- oder Kronenethers komplexiert oder ein lonenpaar
zwischen dem Tetraalkylammoniumkation und dem ['®F]Fluorid gebildet. Gleichzeitig wird das
Wasser, das iiber die wiBrige ['*F]Fluorid-Lésung in das Reaktionsgefi$ eingebracht wurde, durch
azeotrope Destillation aus dem Reaktionsansatz entfernt. Solange das Loslichkeitsprodukt des
gebildeten Ilonenpaares nicht iiberschritten wird, bleiben Adsorbtionsverluste an den
Reaktionsgefalen vernachldssigbar klein [22].

Aliphatische nukleophile Substitutionen mit ['*F]Fluorid kénnen in den Medien Acetonitril, DMF,
DMSO oder DMAA mechanistisch als einfache Sy2-Reaktion angesehen werden, wobei Halogene
und Sulfonsdureester (Mesylat, Tosylat, Triflat) als Abgangsgruppen dienen [23]. Von besonderer
Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die Darstellung von 2-[18F]Fluor-2-de0xy-D-glukose [24],
des zur Zeit am meisten verwendeten Radiopharmakons fiir die PET zur Messung des regionalen
Glukosestoffwechsels. 2-FDG wird aus einem vollstindig acetylierten Mannosevorldufer durch
Austausch von Triflat gegen ['*F]Fluorid gewonnen, wobei eine Walden-Umkehr zur Bildung des
Glukosederivates fiihrt.

Die nukleophile aromatische Substitution besitzt ebenfalls eine groBe Bedeutung zur Herstellung
'E_fluorierter Radiopharmaka, was vor allem auf die groBe metabolische Stabilitit fluorierter
aromatischer Verbindungen zuriickzufiihren ist. Bei der nukleophilen aromatischen 18F-Fluorierung
an aktivierten Arenen werden in erster Linie Aromaten mit mesomer-elektronenziehenden
Substituenten in Ortho- oder Parastellung zur Abgangsgruppe verwendet. Dem Austausch liegt
dabei in der Regel folgendes Schema zugrunde (Abb.3):

Y Y

Abb. 3: Nukleophile aromatische Substitution mit n.c.a. ['®F]Fluorid an aktivierten Arenen
Y=NO,, CN, CHO, RCO, COOR, (Cl, Br, I)
X=F, NO,,N(CH;); (TfO", Tos’, ClO4, T'), Br, Cl, I
R'=[K'=2.2.2.1,CO:%; ([K'=2.2.2.1,C,04%, CO5); RyN¥, Cs*, Rb*



Unter den aktivierenden Gruppen Y finden sich besonders die Nitro-, Cyano- und Carbonylgruppe.
Die radiochemischen Ausbeuten bei derartigen kleinen Modellverbindungen liegen meist iiber 80%.
Bei zunehmender Komplexitidt der Molekiile gibt es jedoch oft Ausbeuteverluste bzw. es findet gar
keine '®F-Fluorierung statt, da die meist hohen Temperaturen oder die relativ stark basischen
Reaktionsbedingungen der Tetraalkylammonium- bzw. Kryptofix-Kaliumcarbonat-Systeme zur
Zersetzung der Edukte fiihren. Als giinstig erwies sich in diesem Zusammenhang der Einsatz von
Oxalat oder Hydrogencarbonat anstelle von Kaliumcarbonat [25]. Mit diesen weniger basischen
Tragersalzen  konnten  diverse  Fluor-Butyrophenon-Neuroleptika  mit  befriedigenden
radiochemischen  Ausbeuten von 45% dargestellt werden [26]. Als aromatischer
Abgangssubstituenten eignen sich Fluor (dies fiihrt jedoch zu getrégerten Produkten und hat deshalb
keine praktische Bedeutung zur Synthese von Radiopharmaka), die Nitrogruppe, sonstige Halogene
und die Trimethylammoniumgruppe. Die grofite Nukleofugie unter den Abgangsgruppen besitzt
dabei die Trimethylammoniumgruppe [27]. Als Gegenion zur Trimethylammoniumgruppe eignen
sich lodid, Perchlorat, Tosylat und Triflat, wobei Triflat in der Regel die besten radiochemischen
Ausbeuten liefert [28]. Durch die Verwendung der Trimethylammoniumgruppe als
Abgangssubstituent lassen sich zur Aktivierung eines nukleophilen aromatischen '*F-fiir-N(CHs);
Austauschs auch Halogene wie Chlor, Brom oder Iod heranziehen. Auf diesem Wege ist es
moglich, 1-['*F]Fluor-4-haloarenderivate auf direktem Wege in radiochemischen Ausbeuten von bis
zu 12% und mit hoher spezifischer Aktivitdt zu erhalten [29, 30]. 1-["®F]Fluor-4-haloarenderivate
kénnen wiederum zur Darstellung von 4-['*F]Fluorphenyllithiumverbindungen herangezogen
werden, welche auch eine '*F-Fluorarylierung erméglichen [31].

Ein Nachteil der Trimethylammoniumgruppe ist jedoch, dass es neben einer nukleophilen
aromatischen Substitution auch zur Bildung von n.c.a. ['*F]Fluormethan als Konkurrenzreaktion
kommen kann. Diese Reaktion ist in starkem Male abhéngig von den aktivierenden Substituenten
am aromatischen Ring und deren Position zur Trimethylammoniumgruppe [32]. Tabelle 3 zeigt den
Zusammenhang zwischen der Substituentenkonstante (Hammettkonstante) Gpo und den
radiochemischen Ausbeuten von ['*F]Fluormethan und den 4-['*F]Fluorarenen.

Tab. 3: Radiochemische Ausbeute der 4-['*F]Fluorarene und des ['“F]Fluormethans in

Abhingigkeit von der Hammettkonstante Gpo der para-stindigen Substituenten [32]

X=Substituent Gpo Ausbeute an Ausbeute an ['*F]Fluormethan
4-["*F]Fluoraren [%] [%]
F 0,06 2 85
Br 0,22 12,5 70
CHO 0,43 71
COOC,Hs 0,45 77 2
COCHj3; 0,50 79 1,5
CN 0,66 87 0
NO, 0,78 88 0
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Dass nicht nur die aktivierende Gruppe, sondern auch die Position der Abgangsgruppe die
['®F]Fluormethan-Bildung beeinflussen kann, zeigt das Beispiel der Umsetzung von 2-Acetyl-
N,N,N-phenyltrimethylammonium-Triflat mit n.c.a. ['*F]Fluorid in DMSO, wobei radiochemische
Ausbeuten von bis zu 67% an ['*F]Fluormethan erhalten wurden [33].

Zur Fluorierung von desaktivierten Aromaten bestehen im Prinzip zwei Moglichkeiten. Die erste ist
eine zweistufige Synthese, wobei zundchst eine nukleophile aromatische Substitution mit Hilfe von
aktivierenden Substituenten durchgefiihrt wird, die anschlieBend vom aromatischen Ring
abgespalten werden. Als aktivierende Gruppen dienen z.B. Aldehyde, die nach der '*F-Fluorierung
mit Hilfe des Wailkinson-Katalysators Tris(triphenylphosphin)rhodium[I]-chlorid unter milden
Bedingungen abgespalten werden konnen [34]. Eine Darstellung von [ISF]FluoralkyIarenen
ausgehend von einer halogenaktivierten 'SE_fiir-N(CH3); Substitution kann ebenfalls durchgefiihrt
werden, wobei die Halogene unter Verwendung von Hydrodehalogenierungsagentien wie
Tributylzinnhydrid oder Natriumborhydrid aus dem aromatischen Ringsystem entfernt werden
konnen [30].

Die zweite Mdoglichkeit besteht in der direkten Markierung desaktivierter Aromaten mit Hilfe von
substituierten Diaryliodonium-Salzen und ['®F]Fluorid [35]. Dabei bilden sich im Fall verschieden
substituierter Salze jedoch zwei Produkte, deren Verhéltnis von der Art der Substituenten abhéngig
ist (Abb. 4).

18F 18F
: : : : 18-
R I+ [ °F]F N
<
R A

B

Abb. 4: "*F-Fluorierung von Diphenyliodonium-Salzen

Besonders gute Ergebnisse zur Produktbildung von A werden dabei mit Substituenten erzielt, die
einen geringen elektronischen Einflul oder einen desaktivierenden Charakter besitzen, wie z.B.
Methylgruppen oder die Halogene [36]. Elektronenschiebende Substituenten wie die
Methoxygruppe liefern dagegen ausschlieBlich ['*F]Fluorbenzol B [37]. Als Anionen X eignen sich
Iodid, Bromid, Triflat und Tosylat, wobei mit Triflat und Tosylat die besten radiochemischen
Ausbeuten erzielt werden konnten.

In vielen Fillen ist jedoch eine direkte '*F-Fluorierung aufgrund der thermischen Instabilitit der
Edukte, den stark basischen Bedingungen oder einer nicht ausreichenden Aktivierung des Aromaten
nicht méglich. Oftmals weicht man dann auf die Darstellung eines sekundiren '®F-markierten
Vorldufers aus, der anschlieBend {iber eine mehrstufige Synthese in das eigentliche Produkt
umgewandelt werden kann. Diese Darstellungen sind chemisch zwar interessant, aber in der Praxis
im Hinblick auf eine fernbedienbare und automatisierte Synthese mit kurzlebigen
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Positronenemittern meist ungeeignet, zumal sie bei einem Zeitaufwand von mehr als 2 Stunden oft
nur geringe Ausbeuten liefern.

1.4.3 Fluordiazonierung

In der prédparativen organischen Chemie werden zur Einfiihrung von Fluor in aromatische
Verbindungen héufig die Balz-Schiemann oder die Wallach-Reaktion angewendet, bei denen das
Fluor iiber Dediazonierungsreaktionen in den Aromaten eingebaut wird. N.c.a. Synthesen mit
Fluor-18 fiihren jedoch bei diesen Reaktionstypen meist zu geringen radiochemischen Ausbeuten
[38, 39]. Dies ist im Fall der Balz-Schiemann-Reaktion zum einen auf die Verwendung von
Tetrafluorboratanionen als Gegenion zum Diazonium zuriickzufiihren, wodurch die maximale
radiochemische Ausbeute auf 25% limitiert ist und die spezifische Aktivitdt erniedrigt wird, zum
anderen ist der Mechanismus fiir eine tragerfreie Synthese nicht geeignet. Es liegt bei beiden
Reaktionstypen ein Sy1-Mechanismus vor, bei dem reaktive Kationen entstehen, die relativ
unselektiv mit allen moglichen Nukleophilen abreagieren konnen, so dass die Wahrscheinlichkeit
eines ZusammenstoBes mit einem ['°F]F™ unter triigerarmen Bedingungen sehr gering ist und nur
makroskopische Mengen an Fluor zu befriedigen Ergebnissen fiihren [40].

1.4.4 Fluorierung iiber prosthetische Gruppen

Wenn eine direkte '*F-Fluorierung nicht méglich ist, so kann auf Markierungssynthesen mit
prosthetischen Gruppen zuriickgegriffen werden. Bei diesem Verfahren werden zuerst kleine, gut
fluorierbare Molekiile mit Fluor-18 umgesetzt und diese anschlieBend mit einem Molekiil
gekoppelt, bei dem die direkte nukleophile Fluorierung versagt. Von besonderer Bedeutung sind
hierbei die '*F-Fluoralkylierungen [41], die '*F-Fluoracylierung [42, 43] und die '°F-
Fluoramidierung [44].

Bei der '*F-Fluoralkylierung werden Fluoralkylreste wie X-CH,-CH,-'®F mit H-aciden
Verbindungen wie Amino-, Hydroxy- oder Thiolgruppen zur Reaktion gebracht. Dabei liefert die
Darstellung der ®F_Fluoralkylreste ausgehend von Bistosylalkanen und
Bistrifluormethansulfonylalkanen die besten Ausbeuten. Sowohl die Fluorierung als auch die
anschlieBende nukleophile Substitution des zweiten Tosylrestes durch das zu markierende Edukt
konnen in einer ,,Eintopfreaktion* durchgefiihrt werden (Abb.5).

187 18
/\/X [ FIF o /\/F RYH o /\/F
X X RY

X=Br, I, OTos, OTf
Y=N, O, S
R=Aryl, Alkyl

Abb. 5: "*F-Fluoralkylierung H-acider Verbindungen
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Anwendung findet diese Methode z.B. bei der Markierung von dopaminergen und serotonergen
Rezeptorliganden [45, 46] und Benzodiazepinen [47], sowie bei der '‘F-Fluoralkylierung von
Tyrosin [48].

Im Gegensatz zur '*F-Fluoralkylierung konnen die '*F-Fluoracylierungs- und '*F-
Fluoramidierungsreagentien auch in wéfrigen Systemen eingesetzt werden. Sie eignen sich damit
besonders fiir die Markierung von Peptiden und Proteinen. Es handelt sich dabei um markierte
Aktivester [Ubersicht: 49]. Als Beispiel ist in Abbildung 6 die Aktivestersynthese auf der Basis des
2-["*F]Fluorpropionsduremethylesters dargestellt. Auf diese Weise ist z.B. die Markierung von
Biotin [50] und Octreotid [51] mit Fluor-18 gelungen.

18
Br F

O
[K<2 2.2.]"%F 1.0H /k( RNH,
O
2
X X

.

N

O

R= Amin, Peptid

Abb. 6: N.ca. '"F-Fluoracylierung von Aminen und Peptiden mit Hilfe von 2-
['*F]Fluorpropionsiuremethylester

Anstelle von Aktivestern kann im Fall der '®F-Fluoracylierung von Peptiden auch eine
photochemische Kopplung mit Hilfe von 4-Azidophenacyl-['*F]fluorid durchgefiihrt werden [52].
Diese bietet gegentiber der Aktivesterkopplung den Vorteil einer schnelleren Synthese, da auf eine
aufwendige Aktivesterdarstellung verzichtet werden kann.

1.5 Produktion von Kohlenstoff-11 und seiner priméaren Markierungsvorlaufer

Es liegt auf der Hand, dass sich das Kohlenstoff-Isotop C-11 in idealer Weise zur radioaktiven
Markierung von organischen Verbindungen eignet. Eine Einschriankung ergibt sich aus der
Halbwertszeit von 20,3 Minuten. Da die Synthesezeit eines Radiopharmakons nicht ldnger als drei
Halbwertszeiten betragen sollte, sind dem synthetischen Spielraum enge Grenzen gesetzt. In dieser
kurzen Zeit miissen die Darstellung des gewiinschten ''C-Markierungsvorldufers aus den
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Targetspezies, die Reaktion mit dem Vorldufermolekiil, Aufarbeitung und Reinigung des
Radiopharmakons und dessen Qualitdtskontrolle abgeschlossen sein. Daher ist es fiir die
Darstellung des ''C-Synthesevorldufers wichtig, von allen méoglichen Reaktionen diejenigen zu
selektieren, die mit einer groen Reaktionsgeschwindigkeit ablaufen und reaktionstechnisch einen
geringen Aufwand bedeuten.

Das seit 1934 [53] bekannte Nuklid "C kann durch eine Vielzahl von Kernreaktionen dargestellt
werden. Am héufigsten werden die Kernreaktionen benutzt, bei denen das produzierte ''C-Isotop in
hoher spezifischer Aktivitit vorliegt (s. Tab. 4).

Tab. 4: Kernreaktionen zur Erzeugung von Kohlenstoff-11 [14]

Kernreaktion Energiebereich Maximaler Wirkungs- | integrale Ausbeute
[MeV] querschnitt G, [mb] | [MBg/puAh]

B(d,n)!'C 1050 ~ 200 2479

"Bp,n)''C 10> 0 ~ 360 3400

“N(p,a)''C 1353 ~ 290 3820

Heutzutage wird fast ausschlieBlich die "*N(p,a)''C-Kernreaktion durchgefiihrt [54]. Fiir die
Produktion von ''C ist das Target im allgemeinen so konzipiert, dass bereits mit der
Nukliderzeugung durch hochenergetische und strahlenchemische Prozesse in sifu markierte
Synthesevorldufer entstehen. Grundlage dieser in situ—Produktion primérer Markierungsvorldufer
sind die Reaktionen ,heiller Atome®. Die bei der Kernreaktion entstandenen Kohlenstoffatome
besitzen RiickstoBBenergien bis zu einigen MeV [54]. Nachdem sie ihre sehr hohe Anfangsenergie
durch StoBprozesse bis auf einige eV abgegeben haben, konnen sie chemische Reaktionen eingehen
[14]. Chemische Zusétze bestimmen die chemische Form der im Target wéhrend der Bestrahlung
gebildeten ''C-Verbindungen. So entstehen schon bei Anwesenheit von wenig O, (1-10 ppm) im
Targetgas N; [HC]CO, [UC]COZ und [“C]CN-Radikale durch Reaktionen mit den N,-Molekiilen. Je
nach Bestrahlungsbedingungen wie Strahlstromstirke und Strahlzeit 1468t sich das Verhiltnis
[''cico/n''cico, zugunsten von [''c]Cco, steigern. [''CJHCN kann ebenso direkt in einem Ny/Ha-
Target erzeugt werden, wobei das durch die Radiolyse des [''CJHCN entstehende Hauptprodukt
[''C]CH4 mit NH; bei 1000°C iiber Platin-Katalyse quantitativ zu ["'CJHCN umgesetzt werden
kann [55]. Die in-Targetsynthese von [''C]Methyliodid, dem heute wichtigsten ''C-
Methylierungsagens, kann prinzipiell durch Bestrahlung einer Gasmischung von 85 % Stickstoff
und 15 % lodwasserstoffgas durchgefiihrt werden [56]. Der gro3e Nachteil dieser Methode besteht
in einer sehr starken Dosisabhingigkeit der [''C]Methyliodidausbeute; oberhalb einer Dosis von 0.5
eV/Molekiil geht die radiochemische Ausbeute von 25% [''C]Methyliodid stark zuriick. Die
Methode konnte sich wegen der zu geringen Ausbeute allerdings nicht durchsetzen.

1.5.1. Sekundéire Markierungsvorliufer des C-11

Nur [''C]CO, und ["'C]CH; sind iiber in-Targetsynthesen in ausreichender Menge, Reinheit und
spezifischer Aktivitét herstellbar. Nahezu alle Radiopharmaka-Synthesen gehen von diesen beiden
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priméren ''C-Markierungsvorldufern aus. Insbesondere iiber [''C]CO, ist eine groBe Anzahl von
sekundidren Markierungsvorldufern zugianglich, so dass ein breites Spektrum an Mdglichkeiten zur
effektiven Markierung mit Kohlenstoff-11 zur Verfiigung steht (Abb. 7).

Br11CN X(CHp)n1CN

11COCl, <—— MCCl, T e
[ ] H1CN

11CO 11CH, R;P1CH,

RCH=CHCN

l ) 11CH3N3

R11COC| e . -_— 11CH3OH — 11CH3] — 11CH30Tf

11CH,NO,
CH,CH,C="1CO R1'CH,OH H,11CO MCH,Li
R1CHO R1CH,l

Abb. 7: Uber [''C]CO, zugingliche sekundire Markierungsvorldufer [57]

So lassen sich z.B. durch Umsetzung von o-Lithioisonitrilen mit [''C]CO, '"'C-markierte
Aminoséduren erhalten [58]. Eine gut durchfiihrbare Moglichkeit, um Carbonsduren, Aminosduren,
Aldehyde und Ketone mit einer ''C-markierten Carbonylfunktion zu erhalten, ist die
Carboxylierung metallorganischer Verbindungen [59, 60]. Man erhdlt so z.B. iiber Grignard-
Verbindungen relativ schnell und problemlos ''C-markierte Carbonsduren [61].

"'C-markiertes Kohlenmonoxid selbst wird fiir Markierungsreaktionen kaum eingesetzt. Allerdings
bietet das iiber [''C]JCO zugingliche Phosgen [''C]COCl, die Méglichkeit, zu anderen, sehr
interessanten Synthesevorldufern wie Carbonsdureester, Sdurechloride, Sdureamide oder Isocyanate
zu gelangen [62, 63].

Der wichtigste sekundire ''C-Markierungsvorlaufer ist jedoch das [''C]CHsl, da es eine einfache
Methylierung von Heteroatomen mit freien, nukleophilen Elektronenpaaren erlaubt, wie sie bei
Schwefel, Stickstoff oder Sauerstoff zu finden sind, die in biochemisch und pharmakologisch
relevanten Molekiilen hiufig vorkommen. [''C]Methyliodid ist relativ einfach durch Reduktion von
[''C]CO, mit Lithiumaluminiumhydrid in THF und nachfolgender Umsetzung mit konzentrierter,
wissriger lodwasserstoffsdure zugdnglich [64, 65]. Eine neuere, elegantere Methode zur
Darstellung  von [''C]CH5l st die »on-line“-Umsetzung  von [''C]Methanol  mit
Triphenylphosphindiiodid anstelle von HI [66]. Heutzutage wird [''C]Methyliodid iiberwiegend
durch katalytische Reduktion von ['']CO, mit Wasserstoff an Nickel und nachfolgender Umsetzung
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mit elementarem lod bei 760 °C dargestellt. Fiir diese Synthese stehen automatisierte Apparaturen
zur Verfligung [67].

Uber die Umsetzung von [''CJCH;I mit Silbertrifluormethansulfonat ist das sogenannte
[”C]Methyltriﬂat (Triﬂuormethansulfonséiure-[1IC]methylester) erhéltlich, welches ein um den
Faktor 10.000 stirkeres Methylierungsagens darstellt als Methyliodid [68, 69]. Mit
[“C]Methyltriﬂat sind auch sonst nur schwer methylierbare Funktionalititen markierbar. Man ist
dabei allerdings auf Ldsungsmittel angewiesen, die gegeniiber Methyltriflat inert sind (z.B.
Choroform, 1,2-Dichlorethan) [68].
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1.6  Das B2-adrenerge System

Im Zusammenhang mit einigen hiufig vorkommenden Atemwegserkrankungen wie Asthma und
chronisch obstruktiver Bronchitis wird der EinfluB des [B-Adrenozeptors kontrovers diskutiert.
Deshalb soll im folgenden ndher auf diesen Rezeptortyp eingegangen werden.

1.6.1. Der 2-Adrenozeptor

Das B-adrenerge System gehort ebenso wie das a-adrenerge System zu der Gruppe der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren. Charakteristisch fiir diese Rezeptoren ist das Vorkommen von sieben
Sequenzabschnitten  bestehend aus je 20-25 hydrophoben Aminosduren, die die
Transmembrandoméne bilden und die Membran in Form von alpha-Helices durchspannen. Die
Transmembranelemente sind durch unterschiedlich gro3e Schleifen auf der Aulen- und Innenseite
verbunden. Der Rezeptor kann sich vermutlich in zwei Konformationen befinden, die hdufige
inaktive Konformation und die seltenere aktive Konformation [93]. An einen Rezeptor, der sich in
einem solchen ,high-affinity*“-Zustand befindet, kann ein Agonist binden. Eine an das
Bindungsereignis gekniipfte Konformationsénderung des Rezeptors wird als Signal an die
Innenseite der Membran und an das nachgeschaltete nichste Glied der Signaliibertragung, das G-
Protein, weitergegeben (s. Abb. 8).

1. 2. 2
extrazellular N/ Wirkstoff
\I:lk
| G-Protein Effektor-
| Col Protein 1 B
=4 -_-u F, g = u B e i = 4 =3 '1 h
L S — Gy TV
& GDP Gre: — @DP
A )
intrazellular Rezeptor- x A
protein @ p

Abb. 8: Aufbau eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors: 1. Erregung eines Rezeptorproteins durch
einen Wirkstoff mit nachfolgender Aktivierung des G-Proteins. 2. Die GTP-besetzte o-
Untereinheit des G-Proteins verdndert den Funktionszustand eines Effektorproteins. 3. Die
o-Untereinheit wirkt als GTPase; im GDP-besetzten Zustand ist die a-Untereinheit inaktiv
und verbindet sich wieder mit der By-Untereinheit. [93]

Derzeit sind drei B-adrenerge Rezeptoren beim Menschen bekannt, wobei der B2-Subtyp in der
Lunge tiberwiegt [94]. Der B1-Adrenozeptor kommt iiberwiegend im Herz und in den Blutgefdlen
vor, wo er unter anderem flir die Regulation des Blutdrucks und der Pulsfrequenz mitverantwortlich
ist. Der 3-Adrenozeptor kommt hauptsédchlich im Fettgewebe vor, seine Rolle ist noch weitgehend
ungekldrt. Der f2-Subtyp kommt unter anderem in der Leber und den glatten Muskelzellen der
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Lunge und der Gebarmutter vor, wo es fiir die Kontraktion bzw. die Relaxation der Muskelzellen
verantwortlich ist.

Die p2-Rezeptoren bewirken {iber stimulierende G-Proteine eine Aktivititssteigerung der
Adenylatcyclase und damit eine Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration, was unter
anderem zu einer erhohten Calcium-Aufnahme in die Speicher des endoplasmatischen Reticulums
filhrt. Dies hat zur Folge, dass die cytoplasmatische Calciumkonzentration in der glatten
Muskelzelle sinkt und so eine Verminderung der Myosinkinase-Aktivitit bewirkt.

Ein anderer Effekt beruht darauf, dass die cAMP-abhédngige Proteinkinase die Myosinkinase
phosphoryliert und so deren Affinitit zum Calcium-Calmodulin-Komplex herabsetzt. So werden
deutlich hohere Konzentrationen des Calcium-Calmodulin-Komplexes bendtigt, um die
Myosinkinase zu aktivieren. Dies bedeutet aber, dass unter P2-adrenerger Stimulation nicht
ausreichend nicht-phosphorylierte, aktive Myosinkinase vorhanden ist, um Myosin zu
phosphorylieren, und so eine Kontraktion des Muskels auszuldsen. Dieser Mechanismus liegt der
Verwendung von 2-Agonisten bei obstruktiven Atemwegserkrankungen zugrunde.

Im Hinblick auf die Verteilung der -Rezeptoren in den Atemwegen von Sdugern ist bekannt, dass
sich etwa 70% der Rezeptoren im Bereich der Atemwegsmukosa (Epithelzellen) befinden, wihrend
nur 20-30% der B-Rezeptoren in der Bronchialmuskulatur lokalisiert ist. Uber die physiologische
und pathophysiologische Bedeutung der epithelialen 3-Rezeptoren ist jedoch kaum etwas bekannt,
obwohl diese Fraktion die der muskuldr lokalisierten B-Rezeptoren bei weitem iiberwiegt. In den
letzten Jahren wurden erste Funktionen der epithelialen f-Adrenozeptoren aufgedeckt. Epitheliale
B-Rezeptoren vermitteln neuromodulatorische Funktionen. So stellt die Stimulation von epithelialen
B-Adrenozeptoren einen komplexen neuro-mukosalen Regulationsweg dar, der zur Homdostase des
mukosalen Atemwegssystems  beitrdgt und in die Pathogenese von chronischen
Atemwegserkrankungen involviert sein konnte [95, 96, 97, 98, 99].

1.6.2. Liganden des -adrenergen Systems

Zu den Liganden der G-Protein gekoppelten Rezeptoren gehdren biogene Amine wie Adrenalin und
Noradrenalin sowie Peptide und groBe Glycoproteine. Die Signaliibertragung wird durch
Ligandenbindung an den Rezeptor eingeleitet, wobei kleine Ligand-Molekiile im Innern der
transmembranstindigen Abschnitte wechselwirken. Im Falle des p2-Adrenozeptors ist die
Wechselwirkung des agonistischen Liganden mit dem Rezeptor aufgeklirt [100]. Allen B2-
Agonisten ist eine gewisse Leistruktur eigen, die sich aus zwei Resorcinol-artigen
Hydroxyfuntionen, einer aliphatischen sekunddren Aminofunktion und einer beta-stindigen
aliphatischen Hydroxyfunktion zusammensetzt (s. Abb. 9). In einigen Féllen wird eine der
phenolischen Hydroxyfunktionen durch eine stickstofthaltige Gruppe wie z.B. eine
Methanamidgruppe bei  Formoterol ersetzt, welche ebenfalls in der Lage ist,
Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden.
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Abb. 9: Leitstruktur eines $2-Agonisten

Die beiden resorcinolischen Hydroxyfunktionen wechselwirken {iiber H-Briicken mit den
Aminosduren Ser-204 und Ser-207 des 5. Transmembranabschnittes des B2-Adrenozeptors. Die
protonierte Aminofunktion des Catecholamins bildet ebenfalls eine H-Briicke mit Asp-113 des 3.
Transmembranabschnittes. Andere Aminosdure-Sequenzen, die nicht direkt mit dem Liganden
wechselwirken, sind z.B. iiber Disulfid-Briickenbildung fiir die dreidimensionale Struktur der
Bindungstasche verantwortlich, und bewirken so unter anderem auch eine gewisse sterische
Selektivitét.

1.6.3. Klinische Aspekte zum [-adrenergen System

Es ist seit langem bekannt, dass 2-Agonisten in der Asthma-Therapie zur Prdavention und zur
Linderung von Bronchospasmen eingesetzt werden kénnen [Ubersicht 71]. Sie gehéren heute zu der
am hdufigsten verordneten Medikation flir Asthma-Patienten. Allerdings begannen bereits kurz
nach ihrer Einfilhrung in den sechziger Jahren die Diskussionen iiber Nebenwirkungen und sogar
erhohte Mortalititsraten von Asthmatikern [71]. Obschon der [2-Adrenozeptor als relativ gut
erforscht gilt, bleiben viele Fragestellungen im Zusammenhang mit Asthma unbeantwortet. So ist
z.B. bis heute nicht abschliefend geklart, ob die B2-Adrenozeptordichte und —verteilung bei
Asthmatikern im Vergleich zu gesunden Probanden verdndert ist oder ob es einen Unterschied
diesbeziiglich zwischen Patienten mit Asthma oder einer chronisch obstruktiven Bronchitis gibt
[72]. Es ist auch unklar, ob bei Asthma und chronisch obstruktiver Bronchitis zwischen dem
Ausmal} der bronchialen Hyperreagibilitidt gegeniiber spezifischen (Allergene) oder unspezifischen
Stimuli (z.B. Histamin, Anstrengung) und der Dichte pulmonaler $-Rezeptoren ein Zusammenhang
besteht. Von besonderem Interesse sind auch Unterschiede der pulmonalen -Rezeptordichte bei
Patienten mit intrinsischem im Vergleich zu extrinsischen (allergischem) Asthma. Bei der
saisonalen allergischen Rhinitis 148t sich hdufig eine Zunahme der bronchialen Hyperreagibilitat
gegeniiber unspezifischen Stimuli beobachten [73]. Bislang ist nicht untersucht worden, ob es im
Rahmen der saisonalen allergischen Rhinitis zu einer Beeinflussung der Dichte und Verteilung
pulmonaler B-Rezeptoren kommt, die mdglicherweise die saisonale Zunahme der bronchialen
Hyperreagibilitit bei den Patienten erkliaren konnte.

Es gibt einige Studien, deren Ergebnisse darauf hindeuten, dass bei Asthmatikern in der Tat eine
geringere Dichte an Adrenozeptoren in der Lunge vorliegt [72, 74, 75]. Allerdings konnte auch bei
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diesen Studien nicht geklart werden, ob es sich bei dieser Reduktion um eine Ursache der Krankheit
oder aber um eine Folge der Medikation mit B2-Agonisten handelt. So gibt es beispielsweise
Hinweise darauf, dass unter einer Therapie mit langwirksamen (-Agonisten eine Reduktion der
bronchoprotektiven Effekte auftritt [101], aber eine verminderte Expression des Adrenozeptors wird
noch kontrovers diskutiert [74].

1.6.4. B2-adrenerge Liganden in der PET

Die ersten Untersuchungen mit radioaktiv markierten [B2-Rezeptorliganden fanden 1976 mit
[*H]Dihydroalprenolol an menschlichen Lymphozyten statt [76]. Es folgten weitere Studien an
Lymphozyten [77, 78, 79], die mit der Annahme arbeiteten, dass der Rezeptorstatus der
Lymphozyten den der Lunge widerspiegle. Diese Annahme gilt heute als duBlerst fragwiirdig [80].
Im weiteren Verlauf wurde postmortales Lungengewebe zur Bestimmung des [2-
Adrenozeptorstatus verwendet [81], das allerdings teilweise prdmortal eine Behandlung mit hohen
Dosen Kortikosteroide und PB-Agonisten erfahren hatte, was die Aussagekraft dieser Studien
beeintrachtigt [75].

Mit der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) konnen biochemische Vorgénge nicht-invasiv
und quantitativ dargestellt werden. Die radioaktive Markierung von 3-Agonisten mit PET-Nukliden
stellt eine vielversprechende neue Methode dar, neben der reinen Bildgebung pulmonaler f3-
Rezeptoren im weitesten Sinne auch dynamische Prozesse der Rezeptorphysiologie z.B. im Rahmen
einer therapeutischen Intervention einer Analyse zugénglich zu machen.

Die ersten P-adrenergen Liganden, die 1983 mit Positronen-emittierenden Nukliden markiert
wurden, waren Antagonisten wie Propanolol und Practolol [82]. Sie wurden, ebenso wie der
Antagonist Pindolol 1986 mit Kohlenstoff-11 markiert [83]. Allerdings waren diese Liganden nicht
subtyp-spezifisch, und die spezifische Bindung war so gering, dass keine PET-Aufnahmen gemacht
wurden. 1989 wurden die Synthesen von ''C-markiertem Atenolol, Metoprolol und Propanolol
veroffentlicht [84]. Der Antagonist Metoprolol wurde 1993 von deGroot auch mit Fluor-18 markiert
[85]. Hierbei handelte es sich erstmals um einen P1-subtyp-spezifischen Antagonisten, dessen
Affinitit zum Rezeptor jedoch zu gering war, um PET-Aufnahmen zu gestatten. Elsinga et al.
publizierten 1996 die Synthese von 1-['*F]Fluorcarazolol, einem nicht-subtyp-spezifischen
Antagonisten, dessen Rezeptoraffinitit ausreicht, um eine spezifische Bindung an den Adrenozeptor
zu ermoglichen [86]. Der Nachteil dieses Liganden liegt zum einen in seiner Bindung an alle
Subtypen des P-Adrenozeptors, was aussagekriftige PET-Aufnahmen der Lunge deutlich
erschwert. Zum anderen ist der Ligand sehr lipophil, so dass er durch die Zellmembran
hindurchdiffundieren kann. Dies ist insofern ein Nachteil, als im Innern der Zelle Adrenozeptoren
quasi ,,aufbewahrt werden, die jedoch an Effekten der Bronchodilatation nicht teilnehmen. Mit
CGP-12177 fand man einen Antagonisten, der einerseits hydrophil ist (Log;oP = 1,81) und nicht die
Zellmembran durchdringt, und der andererseits eine hohe Affinitidt zum Adrenozeptor besitzt (Kp =
0.3 nM) [87]. 1986 wurde dieser Ligand erstmals mit Kohlenstoff-11 markiert, allerdings als
Racemat [88]. Da jedoch aus vorherigen Studien bekannt war, dass das S-Enantiomer eine etwa 80-
fach hohere Affinitit zum Adrenozeptor aufweist als das R-Enantiomer [89], und da es zudem
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Hinweise auf Unterschiede im Metabolismus, in der Biodistribution und in pharmakokinetischen
und pharmakologischen Effekten gab [90, 91], publizierten Brady et al. 1991 die Synthese von S-
[''C]CGP-12177 [92]. Mit diesem nunmehr enantiomerenreinen Liganden gelang es auch der
Arbeitsgruppe am Hammersmith-Hospital, die pulmonalen Rezeptordichten bei Patienten mit
pulmonalen Malignomen zu quantifizieren und diese mit in vitro erhobenen Befunden nach einer
Thorakotomie zu validieren [102]. Dariiber hinaus konnte in einer anderen Studie auch die [-
Adrenozeptordichte bei Patienten mit einer hypertrophischen Kardiomyopathie bestimmt werden
[103]. Auch die Fragestellung der Rezeptordichte bei Asthmatikern wurde mit S-[''C]CGP-12177
bereits untersucht, allerdings wiesen die Patienten dieser Studie eine Lungenfunktion auf, die nach
deutscher Klassifizierung als normal zu bezeichnen wére [75].

Eines der Probleme dieses Liganden ist seine biologische Verweildauer am Adrenozeptor. Mit
einigen Stunden ist sie eigentlich fiir einen ''C-markierten Liganden zu hoch. Aus diesem Grund
wurde die Struktur des Liganden dahingehend modifiziert, dass anstelle einer tertidren Butylgruppe
am Stickstoff eine mit Fluor-18 markierte Isopropylfunktion eingefiigt wurde. Allerdings weist der
resultierende Ligand, S-['*F]JCGP-12388, eine deutlich erhohte Lipophilie und eine deutlich
erniedrigte Affinitdt zum Rezeptor auf [104]. Neuere Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass
die Anreicherung in der Lunge, die mit diesem PET-Liganden beobachtet wird, auf eine Bindung an
den Alveolen, und nicht an der Atemwegsmuskulatur zuriickzufiihren ist [148, 149]. Zwei weitere
Probleme dieses Liganden erfordern zusitzliche Aufmerksamkeit: fehlende Subtyp-Spezifitidt und
Antagonisten-Charakter. Dies ist aber erforderlich, da in der menschlichen Lunge nur 80% der
Adrenozeptoren vom B2-Typus sind, und immerhin 20% p1-Rezeptoren, die jedoch in keinem
Zusammenhang mit Asthma gesehen werden. Zum anderen ist dieser Ligand ein Antagonist, der an
jeden Adrenozeptor binden kann, und nicht nur an den ,,high affinity state®, wie es wiinschenswert
ware.

Visser et al. markierten 1998 erstmals einen Agonisten mit Kohlenstoff-11, der subtyp-spezifisch
nur an den 2-Rezeptor bindet, und zusitzlich eine extrem hohe Affinitit aufweist [105]. Allerdings
handelt es sich hierbei um Formoterol, ein langwirksames P-Sympathomimetikum. Mit einer
Verweildauer von ca. 20 Stunden am Rezeptor ist nicht nur C-11, sondern vermutlich auch F-18 als
Positronen-emittierendes Nuklid ungeeigent, um PET-Aufnahmen der Lunge zu ermdglichen.

Die Anforderungen an einen optimalen PET-Liganden zur Visualisierung des [2-adrenergen
Rezeptors in der Lunge sind somit zusammenfassend:

Ein Agonist, der

ein hohes Ausmaf} an Subtyp-Spezifitit,

eine hohe Affinitit zum Adrenozeptor,

eine moglichst hohe Hydrophilie und

eine Verweildauer von nicht mehr als 10 Stunden am Rezeptor
aufweist.
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Tab. 5: Ubersicht iiber bisherige mit PET-Nukliden markierte p-Adrenozeptorliganden

LIGAND FORMEL Kp, SPEZIFITAT | LITERATUR
[''C]Propanolol O o\/TH\/LC / B1, B2, Antagonist
O N LogP=3,65 [82]
Kp=1,1 nM
[''C]Pindolol o
N B1, B2, Antagonist
N\ LogP=1,75 [83]
oM KD=1,3 nM
11
CICGP-12177
el ST u+ Antagonist B1, B2
LogP=1,8 (87, 92]
N Kp=0,3 nM
S\ Antagonist 1, 32 [104]
['"®F]CGP-12388 %FJ\W
HN, NH N AntagOHISt B 1 > B2 [ 104]
[''C]ICI-118551 S
( /_% B Antagonist 32 (145]
Kp=1 nM
[''C]Procaterol . .
" Agonist 2
N LogP=-1,38 [146]
/ KD=3,1 nM
[''C]Practolol o Antagonist B1
)l LogP=0,79 82]
° Kp=110 nM
[''C]Atenolol y
WJV\< Antagonist, B1 [84]
[''C]Metoprolol Antagonist
/0\/\@0\*/ ***** < Bl/Bz = 3077 [845 85]
Kp=0,3 uM
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['"*F]Metoprolol Jv Antagonist
) —~ B1/B2 = 48,6 [85]

KD = 0,3 },LM

['*F]Carazolol %

/_( Antagonist, f2>p1 (86]

O ) LogP=2,2
[''C]Formoterol . Agonist p2 [105]

@bw Kp=1,5 nM
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2. Problemstellung

Mit der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) konnen biochemische Vorginge nicht-invasiv
und quantitativ dargestellt werden. Der Status der B-Adrenozeptor-Funktion, obwohl haufig
Gegenstand der Forschung, wird noch immer kontrovers diskutiert [74]. Die radioaktive
Markierung von B-Agonisten mit PET-Nukliden stellt eine vielversprechende neue Methode dar,
neben der reinen Bildgebung pulmonaler B-Rezeptoren im weitesten Sinne auch dynamische
Prozesse der Rezeptorphysiologie z.B. im Rahmen einer therapeutischen Intervention einer Analyse
zuginglich zu machen. Bisherige Studien, die sich mit der radioaktiven Markierung von f3-
adrenergen Liganden befaten [76-105], fiihrten bislang noch nicht zur endgiiltigen Klidrung der
Rolle von P2-Adrenozeptoren bei Krankheitsbildern wie Asthma oder chronisch obstruktiver
Bronchitis.

Ein optimaler PET-Ligand fiir dieses System sollte ein hydrophiler Agonist sein, um nur die
funktionierenden Rezeptoren an der Zelloberfliche, die sich im high-affinity-Zustand befinden,
abzubilden. Er sollte weiterhin eine moglichst hohe Affinitdit zum Rezeptor aufweisen, um das
Verhiltnis spezifische zu unspezifischer Bindung positiv zu beeinflussen. Dies ist insbesondere
deshalb wichtig, weil f2-Adrenozeptoren auch auf Lymphozyten und im Herzen vorkommen, was
eine qualitativ hochwertige PET-Aufnahme ohnehin erschwert. Der optimale Ligand sollte
aulerdem eine hohe Subtyp-Spezifitit aufweisen, da in der Lunge neben 80% [32-Rezeptoren auch
20% P1-Rezeptoren vorkommen, denen jedoch kein Anteil an den diskutierten Krankheitsbildern
zugesprochen wird. Ein weiteres Augenmerk sollte auf der Verweildauer des Liganden am Rezeptor
liegen: man unterscheidet generell zwischen sogenannten langwirksamen und kurzwirksamen
Liganden. Zu den langwirksamen gehdrt neben Formoterol auch Salmeterol. Beide haben eine
Wirkungsdauer der Bronchodilatation von ca. 20 Stunden. Die kurzwirksamen Liganden
unterscheiden sich lediglich hinsichtlich der Lénge und der Lipophilie des Restes R am sekundiren
Stickstoff. Sie weisen in der Regel eine Verweildauer von 4-5 Stunden auf, was eine Markierung
mit den Nukliden C-11 und F-18 ermoglicht.

Ein in der Medizin sehr hdufig verwendetes Asthma-Therapeutikum ist das Fenoterol (s. Abb. 10),
ein kurzwirksamer, hochaffiner, subtyp-spezifischer Agonist mit einem LogP von 0,74. Aufgrund
dreidimensionaler Computermodelle an geklonten Rezeptoren konnten die pharmakophoren
Gruppen des Liganden aufgeklirt werden [106]. Zum Einsatz in der Medizin kommt ein Gemisch
von 2 Stereoisomeren des Fenoterols [(R,R) und (S,S)], die jedoch unterschiedliche Affinititen zum
Rezeptor aufweisen. Um eine exakte Quantifizierung zu erlauben, sollte jedoch ein
enantiomerenreines radioaktiv markiertes Produkt vorliegen. In der Literatur wird dem
Stereoisomer (R,R)-Fenoterol die grofite Affinitdt zum Rezeptor zugesprochen [106].
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Abb. 10: (R,R)-Fenoterol ((R,R)-1)

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, eine Methode der radioaktiven Fluor-18- bzw. Kohlenstoff-11-
Markierung des Agonisten Fenoterol zu etablieren. Dazu war es zuerst erforderlich, eine effiziente,
enantiomerenreine Markierungsvorldufersynthese, welche eine Voraussetzung fiir eine effektive
finale radioaktive Markierung ist, zu erarbeiten. Die Syntheseplanung zur Vorldufersynthese sollte
so gehalten sein, dass der Pracursor anschlieBend mit einfach zugédnglichen Markierungssynthons
wie ['®F]Fluorid, [“C]Methyliodid oder 2-[18F]Fluorethy1tosylat in einem abschlieBenden
Syntheseschritt radioaktiv markierbar ist. Durch die Struktur des Fenoterols (1) ergibt sich die
Moglichkeit, unter Verwendung von [! 1C]Methyliodid und 2-[18F]Fluorethy1tosylat die phenolische
Hydroxyfunktion zu alkylieren (s. Abb. 11). Hierzu ist es notwendig, die beiden resorcinolischen
Hydroxyfunktionen sowie die sekundire Aminofunktion zu schiitzen, um radioaktive
Nebenprodukte auszuschlieBen. Fiir eine Markierung mit ['*F]Fluorid miissen noch zusitzlich die
aliphatische Hydroxyfunktion geschiitzt, sowie an die phenolische OH-Funktion eine
Abgangsgruppe ankondensiert werden, welche eine aliphatische nukleophile Substitution durch
['*F]F erlaubt.

HO

| i
N OH

: I

Abb. 11: mdglicher Ansatzpunkt fiir eine radioaktive Markierung von (R,R)-Fenoterol ((R,R)-1)

Fiir eine '°F-Fluoralkylierung stellt eine phenolische Hydroxyfunktion ein optimaler Angriffspunkt
dar. Da bei einer '°F-Fluoralkylierung mit einer Hilfsbase gearbeitet wird, um durch die Abstraktion
eines Protons eine erhohte Nukleophilie der OH-Gruppe zu gewéhrleisten, miissen alle Gruppen,
die iiber acide Protonen verfligen und die nicht radioaktiv markiert werden sollen, entsprechend
geschiitzt werden. Deshalb miissen in diesem Fall die beiden catecholischen OH-Gruppen sowie die
sekundire Aminofunktion geschiitzt werden, weil es sonst durch unerwiinschte '*F-Fluoralkylierung
zu radioaktiven Nebenprodukten kommt. Die Schutzgruppen sollten mdglichst in einem Schritt
schnell und quantitativ abgespalten werden konnen, um die radiochemische Ausbeute des finalen
Produktes nicht unndétig zu verringern. Sind diese Voraussetzungen jedoch erfiillt, so sind
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Verbindungen mit phenolischen Hydroxyfunktionen gewohnlich in hohen Ausbeuten radioaktiv
markierbar [106].

Fiir eine ''C-Markierung mit [''C]Methyliodid gilt analog zur '°F-Fluoralkylierung, dass eine
phenolische Hydroxyfunktion ein guter Angriffspunkt fiir eine radioaktive Markierung darstellt.
Allerdings ist es auch hier erforderlich, dass weitere aromatische Hydroxygruppen und
insbesondere auch primire oder sekunddre Aminofunktionen geschiitzt werden miissen, um die
Bildung unerwiinschter ''C-Alkylierungsprodukte zu unterbinden. Daher kann prinzipiell die
gleiche Verbindung als Markierungsvorlaufer sowohl fiir eine ''C-Methylierung als auch fiir eine
"®F_Fluoralkylierung zur Verwendung kommen. Fiir eine '*F-Direktfluorierung muss dagegen ein
Markierungsvorldufer mit einer tosylierten aliphatischen Hydroxyfunktion dargestellt werden.

Mit "F-Direktfluorierungen ausgehend von anionischem ['*F]Fluorid konnen sehr trigerarme
Produkte erhalten werden [8]. Allerdings ist fiir eine 18F-Direktﬂuorierung eine phenolische
Hydroxyfunktion nicht geeignet, da es beim Vorhandensein acider Protonen zur Ausbildung von H-
F-Bindungen kommt, was die Nukleophile des Fluorid-lons herabsetzt und so keine
radiochemischen Ausbeuten an gewiinschtem Produkt mehr erhalten werden kénnen [22]. Aus
diesem Grund ist es notwendig, alle aciden Protonen des Molekiils zu schiitzen. Als
Abgangsgruppen fiir Direktfluorierungen haben sich Funktionen wie Bromid, Chlorid und im
besonderen die 4-Toluolsulfonyl-Gruppe (OTos) mit ihrer sehr hohen Nukleofugie im
Aliphatischen bewidhrt. Abb. 12 zeigt die moglichen Markierungsvorlaufer zur radioaktiven
Markierung mit ['®F]Fluorid, 2-[18F]Flu0rethyltosylat und [“C]Methyliodid.

RO, RO,

OH OR

-NR NR

RO RO

OH O

18 <;OTOS
[ °F]CH,CH,0Tos

[''cicH;l ol

Abb. 12:  Zwei mogliche Markierungsvorldufer zur radioaktiven Markierung mit
2-["*F]Fluorethyltosylat, [''C]Methyliodid und ['*F]Fluorid (R: Schutzgruppe)

Bei der radioaktiven Markierung sollte der Einfluf der verschiedenen Reaktionsparameter wie

Temperatur, Losungsmittel, Pracursorkonzentration und Basensystem untersucht werden.

AufBlerdem war eine effiziente Trennung des finalen, entschiitzten, radioaktiven Produktes mittels

Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC) zu erarbeiten. Die radiochemischen Ausbeuten, die
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bei der Verwendung dieser Markierungsvorldufer erhalten werden, sollten mit den Ausbeuten
verglichen werden, die bei der Verwendung des von Boehringer Ingelheim zur Verfiigung gestellten
Fenoterols selbst erhalten werden konnen. Parallel dazu sollten die entsprechenden nicht-
radioaktiven Standard-Verbindungen synthetisiert und chemisch charakterisiert werden. Diese
sollten zum einen mit Hilfe von in vitro—Evaluierungen auf ihre Affinitdt zum Rezeptor hin
untersucht und zum anderen fiir Trennprozesse zur Aufreinigung bzw. Bestimmungen der
spezifischen Aktivitit als Referenzsubstanzen eingesetzt werden.

Der Arbeitsplan fiir das '*F-fluorierte Fenoterol besteht also aus folgenden in Schema 1 illustrierten
Schritten:

Totalsynthese Fenoterol (Bohringer)

Standard [19F]Fluorethyl-
Fenoterol i

in vitro-Evaluierung

Markierungsvorldufer-
Synthese

(rac.)-['*F]Fluorethyl-
Fenoterol

in vivo-Evaluierung

enantiomerenreines
[18F]F1u0rethy1-Fenoterol

in vivo-Evaluierung

Schema 1: geplanter Arbeitsablauf fiir das '*F-fluorierte Fenoterol
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1  Versuchte Synthese des moglichen Markierungsvorliufers (R,R)-Essigsidure-3-acetoxy-
5-(2-(acetyl-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl]amino)-1-hydroxyethyl)phenylester
(2)

B}a%

Abb. 13: Markierungsvorlaufer (R,R)-Essigsdure-3-acetoxy-5-(2-(acetyl-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-
methylethyl]amino)-1-hydroxyethyl)phenylester (2)

Es wurde die Darstellung eines Markierungsvorldufers angestrebt, der sich einfach und schnell mit
2-[18F]Fluorethyltosylat und [HC]Methyliodid an der phenolischen Hydroxygruppe radioaktiv
markieren ldsst. Als Schutzgruppe wurde die Acetylfunktion ausgewéhlt, die sich unter basischen
Bedingungen im n.c.a. Massstab im allgemeinen schnell und quantitativ abspalten ldsst. Abb. 14
zeigt die Retrosynthese dieser Verbindung.
Ausgehend von 3,5-Bishydroxy-acetophenon sollten zunidchst die beiden resorcinolischen
Hydroxyfunktionen mittels Acetylchlorid geschiitzt werden. AnschlieBende Bromierung des
geschiitzten Acetophenons (3) sollte das Edukt zu einer stereoselektiven Reduktion der
Carbonylverbindung mittels Boran-Dimethylsulfidkomplex und einem chiralen Auxilliar liefern.
N-[2-(4-Hydroxyphenyl)-1-methylethyl]acetamid (8) sollte ausgehend von 4-Hydroxyphenylaceton
(4) aufgebaut werden. Zunéchst miisste dafiir eine reduktive Aminierung mit Benzylamin und
Wasserstoff im Autoklaven durchgefiihrt werden. Anschlieend sollte die Benzylgruppe am Amin
abgespalten werden und das resultierende 4-(2-Aminopropyl)phenol (6) mit Acetylchlorid acetyliert
werden. Nach einer selektiven, unter milden Bedingungen durchgefiihrten Deacetylierung der
phenolischen Hydroxyfunktion [107] konnte dann Baustein 8 mit Essigsdure-3-acetoxy-5-(2-brom-
1-hydroxyethyl)phenylester (7) zum gewiinschten Markierungsvorlaufer 2 gekoppelt werden.
1-(3,5-Bisacetoxy-phenyl)-ethanon (3) konnte ausgehend von 3,5-Bishydroxy-acetophenon durch
Umsetzung mit Essigsdureanhydrid und Natriumacetat mit Ausbeuten von 65% dargestellt werden.
Die anschlieBende Umsetzung mit einem Aquivalent molekularem Brom unter Lichtausschluf
lieferte allerdings nicht das gewilinschte mono-bromierte Produkt Essigsdure-3-acetoxy-5-(2-
bromacetyl)-phenylester (5), da trotz des equimolaren Einsatzes von Brom Mehrfachbromierungen
der anderen Acetylgruppen nicht verhindert werden konnten. Da deshalb die Verwendung von
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Acetyl-Schutzgruppen fiir die resorcinolischen Hydroxyfunktionen nicht realisiert werden konnte,
wurde auch die Synthese des Bausteins 8 nicht durchgefiihrt, da der komplette Syntheseweg auf
eine Acetylschutzgruppe fiir die sekundire Aminofunktion ausgerichtet war, um nach einer
radioaktiven Markierung mittels 2-[18F]Fluorethyltosylat oder [”C]Methyliodid die drei im
Molekiil vorhandenen Schutzgruppen in einem Schritt basisch abspalten zu kdnnen.

Abb. 14: Retrosyntheseschema des Markierungsvorldufers 2
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3.2 Synthese des moglichen  Markierungsvorliaufers (R,R)-4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)phenol ((R,R)-9)

OH

Abb. 15: Markierungsvorlaufer (R,R)-4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]-
amino)propyl)phenol ((R,R)-9)

Da sich die Acetylfunktion als Schutzgruppe als untauglich herausstellte, wurde die Benzylgruppe
als Alternative ausgewihlt. Sie ist unter basischen Bedingungen stabil, und kann auch ein saures
Medium bis pH 2-3 unbeschadet iiberstehen [108, 109]. Stark saure Bedingungen spalten allerdings
vor allem O-Benzyl-Gruppen [110]. Die Abspaltung der Schutzgruppe gelingt jedoch leicht unter
reduktiven Bedingungen mit Wasserstoff am Palladium-Katalysator [110]. Die Retrosynthese in
Abb. 16 zeigt den geplanten Reaktionsweg.

Zunéchst soll ausgehend vom 3,5-Bisbenzyloxy-acetophenon das bromierte Produkt 1-(3,5-
Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanon (11) dargestellt werden, welches dann mittels Boran-
Dimethylsulfid-Komplex und (1R,2S)-Aminoindanol in das enantiomerenreine (R)-1-(3,5-
Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanol ((R,R)-12) {iberfithrt wird. Mittels einer reduktiven
Aminierung mit Wasserstoff und Benzylamin soll ausgehend vom kommerziell erhéltlichen 4-
Hydroxyacetophenon das racemische 4-(2-Benzylaminopropyl)phenol (13) dargestellt werden. Aus
dem Racemat soll dann iiber eine fraktionierte Kristallisation mit (L)-Mandelsdure das reine (R)-
Enantiomer erhalten werden. In einem finalen Kopplungsschritt soll dann der Markierungsvorlaufer
(R,R)-4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethylJamino)propyl)phenol  ((R,R)-9)
erhalten werden.
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Abb. 16: Retrosynthese-Schema des Markierungsvorldufers (R,R)-9



3.2.1 Synthese von 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanon (11)

Brom -

\ / \ Diethylether/
Dioxan (10/1)

Abb. 17: Darstellung von 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanon (11)

T. E. Goodwin et al. beschreiben die Bromierung eines derivatisierten Acetophenons mittels
molekularem Brom in Chloroform mit hohen Ausbeuten von 70% [111]. Eine analoge
Reaktionsfithrung bei der Bromierung des 3,5-Bisbenzyloxy-acetophenons lieferte jedoch nur
geringe Ausbeuten von 40%. Eine massenspektrometrische Bestimmung eines der Nebenprodukte
zeigte, dass es in Teilen zu einem Brom-gegen-Chlor-Austausch aufgrund des Losungsmittels
Chloroform kam. Bei weiteren Nebenprodukten kam es zu einer Bromierung der Benzyl-
Schutzgruppen. Dies diirfte durch das relativ hohe Dipolmoment des Chloroforms und der damit
verbundenen Stabilisierung radikalischer Spezies, die eine solche Kernsubstitution verursachen,
bedingt sein. Y. Rival et al. schlagen fiir die Darstellung von o-Bromketonen ein
Losungsmittelgemisch von Diethylether und Dioxan (2/1) vor [112]. Obschon unter diesen
Reaktionsbedingungen keine Ausbeuteverbesserung erzielt werden konnte, kam es doch nicht zu
einem Brom-gegen-Chlor Austausch. Die hochsten chemischen Ausbeuten von 60-70% konnten
mit einem Lésungsmittelgemisch von Diethylether und Dioxan (10/1) erzielt werden. Der geringe
Dioxananteil von 10% ist notwendig, um die Loslichkeit des Eduktes 3,5-Bisbenzyloxy-
acetophenon zu gewdhrleisten. Diethylether scheint als Losungsmittel am geeignetsten, da es am
wenigsten zur Solvatation des entstehenden HBr geeignet sein diirfte, welches die sdurelabilen
Benzyl-Schutzgruppen  angreifen kann. So wurde bei der Verwendung dieses
Losungsmittelgemisches nur ein nicht identifizierbares Nebenprodukt gebildet. Der Nachteil dieser
Methode ist die schlechte Loslichkeit des Broms im verwendeten Losungsmittelgemisch. Es muss
im Tropftrichter durch stindige Bewegung in Losung gehalten werden, da sich sonst eine Phase aus
reinem Brom absetzt. Dies fiihrt zu einer zu hohen Konzentration an molekularem Brom im
Reaktionsgemisch, was wiederum Kernsubstitutionen zur Folge hat.
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3.2.2 Versuchte Synthese von (R)-1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanol ((R)-12)

In der Literatur wird eine grofe Anzahl von Maoglichkeiten beschrieben, Carbonylfunktionen
stereoselektiv zu reduzieren [Ubersicht: 113]. Eine Einschrinkung in der Wahl des
Reduktionsmittels ergibt sich aus den Benzyl-Schutzgruppen des Substrates, die unter drastischen
reduktiven Bedingungen nicht stabil sind. Als milde Reduktionsmittel werden tiberwiegend Boran-
Komplexe mit chiralen Auxilliaren beschrieben [114]. H. C. Brown et al. schlagen z.B. die
Verwendung von Midland’s Reagenz, B-3-Pinanyl-9-borabicyclo[3.3.1]nonan, zur asymmetrischen
Reduktion von prochiralen a-Halo-Ketonen vor [115]. So reduzierten sie beispielsweise o-
Bromacetophenon in 96 Stunden zu (R)-2-Brom-1-phenylethanol mit einem Enatiomereniiberschull
von 86%. Dieses Ergebnis konnte leider mit 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanon nicht
erreicht werden. Zwar fand in chemischen Ausbeuten von 65% die Reduktion der Carbonylfunktion
zum Alkohol statt, aber das a-Pinen blieb unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen kovalent an
die neu entstandene Hydroxyfunktion gebunden. Erst eine Aufarbeitung im stark sauren Milieu
fiihrte zu einer Abspaltung des a-Pinens, allerdings unter Verlust der Benzyl-Schutzgruppen.

R. Hett et al. beschreiben eine stereoselektive Reduktion eines a-Bromketons mittels Boran und
(1R,2S)-Aminoindanol [116]. Hierbei soll zundchst durch die Zugabe von Boran in THF zu
(1R,2S)-Aminoindanol das chirale Agens 2-Methyl-3,3a,8,8a-tetrahydro-2H-1-oxy-3-aza-2-bora-
cyclopenta[a]indol (s. Abb. 18) gebildet werden.
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Abb. 18: Reaktionsschema der Bildung des chiralen Hilfsauxilliars

Mit der Hilfe dieses chiralen Agens reduzierten R. Hett et al. 1-(4-Benzyloxy-3-nitrophenyl)-2-
bromethanon mit einem Enantiomereniiberschuss von 96% zum entsprechenden (R)-Alkohol.
Allerdings bildete sich der chirale Ubergangszustand von 2-Methyl-3,3a,8,8a-tetrahydro-2H-1-oxy-
3-aza-2-bora-cyclopenta[a]indol mit 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanon (11) nicht aus.
So wurde die Carbonylfunktion zwar mit einer Ausbeute von 15% erhalten, aber das 'H-NMR unter
Zusatz von Pirkle’s Reagenz (Shift-Reagenz) zeigte, dass die Substanz als Racemat vorlag. Um
einen Enantiomereniiberschuss mittels 'H-NMR zu bestimmen, wird versucht, die Signale der
Protonen am Stereozentrum oder der Protonen in a-Stellung zum Stereozentrum durch Zugabe
eines chiralen = Verschiebungsreagens voneinander zu  separieren. Diese chiralen
Verschiebungsreagentien besitzen die Eigenschaft, mit chiralen Verbindungen geloste
diastereomere Komplexe zu bilden, wodurch es zur Aufspaltung der Signale kommt. Um solche
diastereomere Komplexe mit Amino- oder Hydroxyfunktionen zu bilden, wird haufig Pirkle’s
Reagens verwendet. Es handelt sich hierbei um (S)-(+)-2,2,2-Trifluor-1-(9-anthryl)ethanol, das
auch zu Komplexbildungen mit Losungsmittel wie DMSO fahig ist. Aus diesem Grund muss bei
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solchen Verschiebungsexperimenten mit deuteriertem Chloroform als Losungsmittel gearbeitet
werden. Zur Untersuchung wurden 18 mg 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanol (12) in
deuteriertem Chloroform geldst und in Portionen von je 2 mg bis zu einer Gesamtmenge von 28 mg
mit Pirkle’s Reagens versetzt. Nach jeder Zugabe wurde ein 'H-NMR-Spektrum des
Substanzgemisches aufgenommen und mit dem der Reinsubstanz verglichen. Besondere
Augenmerk wurde dabei auf das in Abb 19 rot dargestellte Proton, das bei der Reinsubstanz als
Multiplett bei 4,7 ppm erscheint, gerichtet. Bei diesem Proton wurde auch ein Auseinanderdriften
des Signals beobachtet, allerdings zeigte das Verhéltnis der beiden Peakflichen von 1:1 das
Vorliegen eines Racemates an.

N\ —0, HO

Abb. 19: 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanol ((R)-12)

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde der Versuch der Darstellung von (R)-1-(3,5-Bisbenzyloxy-
phenyl)-2-bromethanol eingestellt und es wurde mit dem Racemat weitergearbeitet. Da bei allen in
der Literatur beschriebenen Verfahren der Enantiomereniiberschuss hochstens 97% betrug, wére
auch bei erfolgreicher Synthese eine abschlieBende Abtrennung der 3-5% des unerwiinschten
Stereoisomers mittels chiraler HPLC oder dhnlicher Methoden notwendig geworden. Da die nicht-
stereoselektive Reduktion dieser Carbonylgruppe billiger und effizienter moglich war, wurde sie
mittels eines Boran-THF-Komplexes durchgefiihrt.

3.2.3 Synthese von 4-(2-Benzylaminopropyl)phenol (13)

In der Literatur werden nur zwei Wege beschrieben, die in Abb. 20 dargestellte Stoftklasse zu
synthetisieren [116].

HN
R2

Abb. 20: Derivate des 4-(2-Benzylaminopropyl)phenols
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Die eine Mdoglichkeit besteht in der reduktiven Benzylierung des entsprechenden Amphetamin-
Derivates [117]. Da hier jedoch R? eine freie phenolische Hydroxyfunktion ist, miisste diese vorher
ge- und nach der Reaktion wieder entschiitzt werden. Eine Alternative wére, sowohl die Amino- als
auch die Hydroxyfunktion zu benzylieren und anschlieBend die phenolische Hydroxyfunktion
selektiv zu debenzylieren. Einfacher ist allerdings die zweite Moglichkeit, die in der Literatur
beschrieben wird, zumal Amphetamin-Derivate nach den Drogenschutzgesetzen speziellen
Schutzbedingungen unterliegen. M. Freifelder et al. beschreibt die reduktive Aminierung eines 4-
substituierten Phenylacetons mittels Benzylamin [118]. Er versuchte die Darstellung von Benzyl-|2-
(4-chlorphenyl)-1-methylethyl]Jamin (R* = Cl) ausgehend von 1-(4-Chlorphenyl)propan-2-on und
Benzylamin mit verschiedenen Katalysatoren wie Palladium, Rhodium, Platinoxid und Platin auf
Kohlenstoff.

In Analogie zu seinen Ergebnissen wurde fiir die Synthese von 4-(2-Benzylaminopropyl)phenol
(13) mit dem Katalysator Platin auf Kohlenstoff (5%) gearbeitet. Die Qualitdt des Katalysators
spielt eine entscheidende Rolle fiir die Ausbeuten dieser Reaktion.

Benzylamin

H, PYC

OH

OH

Abb. 21: Darstellung von 4-(2-Benzylaminopropyl)phenol (13)

Bereits Spuren von Luftfeuchtigkeit am Katalysator fithren zu einer Verringerung der Ausbeuten
von 80% auf unter 50%. Nach R. Hett et al. [116] ist es nicht mdglich, bei dieser Reaktion die
Stereochemie zu kontrollieren. Die einzige Mdglichkeit, (R)- oder (S)-4-(2-Benzylaminopropyl)-
phenol zu erhalten, besteht in einer fraktionierten Kristallisation mit (L)- oder (D)-Mandelsdure in
Methanol. Fithrt man diese Reaktion im Kilogramm-Mallstab durch, so sind nach drei
Kristallisationen Ausbeuten von bis zu 10% moglich bei einem Enantiomereniiberschuss von 99%.
Bei kleineren Mengen reduzieren sich diese allerdings bis auf weniger als 1%. Daher wurde aus
Kostengriinden die fraktionierte Kristallisation nicht durchgefiihrt, und es wurde mit dem Racemat
13 weitergearbeitet.
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3.2.4 Synthese von  4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]-amino)-
propyl)-phenol (9)

QL |RL @
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Abb. 22: Darstellung des Markierungsvorldufers 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-

hydroxyethyl]-amino)-propyl)-phenol (9) tliber die Kopplung von 1-(3,5-Bisbenzyloxy-
phenyl)-2-bromethanol (12) und 4-(2-Benzylaminopropyl)phenol (13)

Die Darstellung von B-Amino-alkoholen aus Aminen und o-Hydroxybrom-Verbindungen verlduft
im allgemeinen gut unter intermedidrer Bildung eines Epoxids, welches dann nukleophil durch das
Amin gedffnet wird. Allerdings kommt es zu Problemen, falls das Amin keine ausreichend hohe
Nukleophilie besitzt, oder aber sterisch gehindert ist. Solche Amine reagieren meistens nur bei
hohen Temperaturen und in niedrigen Ausbeuten [119]. Bei der Epoxid-Offnung durch das Amin
konnen zwei Regioisomere entstehen, je nachdem, ob der Angriff des Amins am C-1- (dem sterisch
gehinderten) oder am C-2- (dem sterisch weniger gehinderten) Kohlenstoff des Epoxides erfolgt
(vgl. Abb. 23). Faktoren, die die Regioselektivitit dieser Reaktion bestimmen, sind der sterische
Anspruch des Amins, seine Nukleophilie und die Lewis-Saurestirke des Kations der verwendeten
Hilfsbase. Wihrend die Eigenschaften des Amins durch das Zielmolekiil vorgegeben sind, kann das
Kation der Base variiert werden. Je schwicher der Lewis-Sdurecharakter des Kations ist (z.B. bei
Na' oder K"), desto ausgeprigter ist der Sx2-Typus des Angriffs, was zum nukleophilen Angriff auf
den sterisch weniger gehinderten Kohlenstoff fiihrt [120].

M
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Abb. 23: Regioselektivitit bei der Aminolyse eines Oxirans
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Y. Gao et al. beschreiben die intermedidre Bildung eines Epoxids aus einem substituierten 1-
Phenyl-2-bromethanol mit Kaliumcarbonat in Methanol [121]. Bei der Anwendung auf die
Kopplung von 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanol (12) und 4-(2-
Benzylaminopropyl)phenol (13) konnte das gewiinschte Regioisomer 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)phenol (9) mit 20% Ausbeute erhalten werden.
Dank der schlechten Lewis-Base K™ kam es nicht zur Bildung des anderen Regioisomeres, 4-(2-
(Benzyl-[1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)phenol ~ (s.  Abb.  24).
Allerdings sind die Ausbeuten mit 20% relativ niedrig. Dies liegt zum einen an der geringen
Nukleophilie des Amins und zum anderen an seinem Raumbedarf, was die Verwendung hoher
Reaktionstemperaturen (130°C) notwendig machte. Wird das Amin im UberschuB verwendet, so
erhéhen sich die Ausbeuten geringfiigig auf 25%, das nicht umgesetzte Amin 13 fdllt nach
Abkiihlen der Reaktionsmischung in Form des Hydrobromids aus und kann so leicht
zuriickgewonnen werden. Eine synthetisch einfachere Reaktionsfiihrung, die zu wesentlich hoheren
Ausbeuten fiihrt, wird in Abschnitt 3.3.3 beschrieben.
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Abb. 24: Epoxiddéffnung durch 4-(2-Benzylaminopropyl)phenol (13)zu 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)phenol (9)

3.3  Alternative Synthesen des Markierungsvorliufers 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-
phenyl)-2-hydroxyethyl]Jamino)propyl)phenol (9)

Eine mogliche Alternative zur oben beschriebenen Darstellung dieses Markierungsvorldufers
besteht darin, die Carbonylverbindung 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanon (11) direkt,
also ohne vorherige Reduktion mit Synthon 14, 4-(2-Benzylaminopropyl)phenol umzusetzen. Nach
erfolgter Kopplung kann dann die resultierende Verbindung, 2-(Benzyl-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-
methylethyl]lamino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanon (15), zum gewlinschten
Markierungsvorlaufer 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)-
phenol (9) reduziert werden.
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3.3.1 Synthese von 2-(Benzyl-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl]amino)-1-(3,5-

bisbenzyloxy-phenyl)ethanon (15)

11 13 15 o
Abb. 25: Darstellung von 2-(Benzyl-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl]amino)-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanon (15)

A. A. Larsen et al. beschreiben bei der Darstellung von Sulfonaniliden die Kopplung von
substituierten 4-(2-Bromacetyl)phenylsulfonamiden mit Aminen unter Verwendung einer Hilfsbase
[122]. Sie verwenden Triethylamin, um die Nukleophilie des Amins durch Abstraktion des Protons
zu erhdhen. Das Amin soll in doppeltmolarem Uberschuss eingesetzt werden, um in Acetonitril als
Losungsmittel moderate Ausbeuten von bis zu 60% zu erzielen. Unter diesen
Reaktionsbedingungen konnte allerdings das gewiinschte Produkt 2-(Benzyl-[2-(4-hydroxyphenyl)-
I-methylethyl]amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanon (15) nur in Ausbeuten von 5% erhalten
werden.

T. E. Goodwin et al. dagegen beschreiben die Kopplung von a-Bromketonen mit Aminen ohne die
Verwendung von Hilfsbasen in Tetrahydrofuran als Losungsmittel [111]. Unter equimolarem
Einsatz der Aminkomponente konnte nach dreistiindiger Reaktionszeit unter Riickflul das
gewiinschte Produkt in Ausbeuten von 38% erhalten werden. Ein groBer Prozentsatz des
eingesetzten Amins 4-(2-Benzylaminopropyl)phenols (13) kann in Form des Hydrobromids nach
Abkiihlen des Reaktionsgemisches auf Raumtemperatur abfiltriert und wiedergewonnen werden.
Eine Verldngerung der Reaktionszeit fiihrt zu einem deutlichen Ausbeuteverlust, was durch das
Erscheinen zahlreicher Neben- bzw. Zersetzungsprodukte auf der Diinnschichtchromatographie-
Platte interpretiert werden kann.
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3.3.2 Synthese von 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)-
propyl)phenol (9)

L L
OO . OO
g . 9

Abb. 26: Darstellung von 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]Jamino)-
propyl)phenol (9) durch Reduktion von 2-(Benzyl-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-
methylethyl]amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanon (15)

A. A. Larsen et al. beschreiben in [122] auch die Reduktion einer Carbonylfunktion in B-Stellung zu
einer Aminofunktion mittels Wasserstoff am Palladium-Katalysator. Dieser Weg wurde hier
allerdings nicht gewaihlt, da sonst die Gefahr der Abspaltung der Benzylschutzgruppen, hier
besonders der Benzylether gegeben wire. T. E. Goodwin et al. dagegen beschreiben die Reduktion
mit Lithiumaluminiumhydrid-Lésung [111]. Eine Kiihlung auf —78°C erwies sich dabei als nicht
hilfreich, da unter diesen Reaktionsbedingungen keine Reduktion erfolgte. Erst beim Erwdrmen auf
Raumtemperatur erfolgt die Reduktion mit einer Ausbeute von iiber 80%.

Dieser Reaktionsweg erdffnete zusétzlich eine weitere Moglichkeit einer stereoselektiven
Reaktionsfithrung. Bereits 1979 niitzt R. Noyori den Gebrauch von komplexen Aluminiumhydrid-
Reagentien zur enantioselektiven Reduktion von Carbonylverbindungen [123]. In einem
Ubersichtsartikel von 1984 beschreibt er vor allem den Gebrauch von BINAL-H als gute
Moglichkeit, B-Hydroxyamine mit definierter Stereochemie zu erhalten [124]. BINAL-H ist ein
Reagens, das aus optisch reinem Binaphtol und Lithiumaluminiumhydrid dargestellt wird (s. Abb.
27). So soll durch eine Reduktion mit (R)-(+)-Binaphtol und Lithiumaluminiumhydrid in THF die
entsprechende (R)-B-Hydroxyamin-Verbindung in guten Ausbeuten und mit einem hohen
Enantiomereniiberschuss erhalten werden.

Eine weitere Verbesserung der optischen Induktion ergibt sich, wenn eines der beiden homotopen
H-Atome von BINAL-H durch eine einfache Alkoxyfunktion wie z.B. eine Methoxy- oder Ethoxy-
Gruppe ersetzt werden [125]. Allerdings gelingt mit diesem Reagens nur dann ein hoher
Enantiomereniiberschuss, wenn bei Temperaturen von —100 bis —78°C gearbeitet wird.
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Abb. 27: BINAL-H (Lithiumaluminiumhydrid-(R)-(+)-10,10°-dihydroxy-9,9‘-biphenantryl-
Komplex)

Bei einer Ubertragung dieser Reaktionsbedingungen auf 2-(Benzyl-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-
methylethyl]amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanon (15) fand jedoch keine Reduktion statt.
Erst bei einer Erhohung der Reaktionstemperatur auf 0°C konnte das Produkt 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)phenol (9) isoliert werden, allerdings ohne
jede Stereoselektivitit.

Der Grund dafiir, dass ausschlieBlich die racemische B-Hydroxyamino-Verbindung erhalten wurde,
konnte 1im sterischen Anspruch der Benzylschutzgruppen an den resorcinolischen
Hydroxyfunktionen und der sekundiren Aminofunktion begriindet sein, welcher das Ausbilden des
Ubergangszustandes von Carbonylfunktion und chiralem Auxilliar unméglich machte. Da jedoch
auch bei Gelingen der Reaktion nur Enantiomereniiberschiisse von maximal 92% zu erwarten
gewesen wiren [123, 124], hitte es auch hier einer finalen Reinigung bedurft, um vollstindig
enantiomerenreine Verbindungen zu erhalten.

Aus diesem Grunde wurde auf die weitere Durchfiihrung von Reaktionen mit dem Ziel der
Stereokontrolle verzichtet und es wurde ausschlieBlich mit racemischen Verbindungen
weitergearbeitet, mit der Strategie, die gewiinschten enantiomerenreinen Verbindungen durch eine
finale Aufreinigung mittels chiraler HPLC zu erhalten.
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Abb. 28: Retrosynthese-Schema zur Darstellung des Markierungsvorlaufers 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)phenol (9)

Eine weitere Alternative, zum Markierungsvorldufer 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethyl]-amino)-propyl)-phenol (9) zu gelangen, wurde bereits in Abschnitt 3.3.4 erwihnt.
Dort wurde die Kopplung der Aminkomponente 13 mit einem intermedidr aus der a-Hydroxy-
Bromverbindung dargestellten Epoxid beschrieben. Ein einfacher und schneller synthetischer Weg
zu einem solchen Epoxid fiihrt {iber ein analog substituertes Benzaldehyd (s. Abb. 29).



3.3.3 Synthese von 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran (14)
d 16 d 14

Abb. 29: Synthese von 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran (14)

H

R. Albrecht et al. beschreiben in ihrem Artikel iiber die Synthese von Isoprenalin- und Terbutalin-
Derivaten auch die Darstellung von 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran (14) aus 3,5-Bisbenzyloxy-
benzaldehyd (16) [126]. Methylierungsagens ist Trimethylsulfoniumiodid, Natriumhydrid dient als
Base.
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Abb. 30: Mechanismus der Epoxid-Bildung mit Trimethylsulfoniumiodid und NaH

Diese Darstellungsmethode stellt einen einfachen und eleganten Zugang zu dieser Klasse von
Epoxiden dar, der ohne den Umweg iiber die Reduktion von oa-Bromketonen auskommt. So
funktioniert diese Reaktion mit Ausbeuten von iiber 70%. Die Aufreinigung kann destillativ unter
reduziertem Druck erfolgen. Bei der intermedidren Darstellung des Epoxids iiber den Umweg der
Bromierung von 3,5-Bisbenzyloxyacetophenon (10) und anschlieBender Reduktion der
Carbonylverbindung kann dagegen nur eine Gesamtausbeute von knapp 30% realisiert werden (s.
Abschnitt 3.3.1 bzw. 3.3.2).
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3.3.4 Synthese von 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)-
propyl)phenol (9) ausgehend vom Oxiran 14
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Abb. 31: Darstellung des Markierungsvorldufers 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethyl]amino)-propyl)phenol (9) ausgehend vom Oxiran 14

Einige prinzipielle Bemerkungen zur Offnung von Epoxiden durch Amine wurden bereits in
Abschnitt 3.3.4 erwihnt. Bei der Verwendung von Kaliumcarbonat als Base kommt es zwar nicht
zum Angriff des Amins auf das sterisch stirker gehinderte C-Atom des Oxirans, aber die Ausbeuten
sind mit 20% nur unbefriedigend. Ein Versuch der Kopplung nach [121], ohne Verwendung einer
Base, aber mit einer erhohten Reaktionstemperatur von 130°C in Toluol als Losungsmittel,
resultierte in 60% Ausbeute.

M. Chini et al. beschreiben verschiedene Metall-Salze als effiziente Katalysatoren fiir eine
Aminolyse von Oxiranen [127]. Unter der Metall-Salz-Katalyse konnen die Reaktionsbedingungen
milder gestaltet werden, die Reaktionszeiten, die sonst bei 24 Stunden oder mehr liegen, werden
erheblich verkiirzt, und das Amin muss nicht mehr im Uberschuss eingesetzt werden.
Lithiumperchlorat wird als der effektivste Katalysator fiir sterisch gehinderte Oxirane und wenig
nukleophile Amine beschrieben, wobei das Anion des Salzes vor allem fiir die Loslichkeit des
Metallsalzes im verwendeten Losungsmittel (Acetonitril, Toluol, Aceton) zu sorgen hat, da
heterogene Metall-Salz-Katalyse nicht zur gewiinschten Epoxid-Offnung fiihrt. Bei der Anwendung
dieser Reaktionsbedingungen auf die Kopplung von 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran (14) und
Benzyl-(1-methyl-2-phenylethyl)amin (13) konnten jedoch nur Ausbeuten von 15% erreicht
werden. Dies lag vermutlich an der Amin-Komponente 13, die nicht nur eine geringe Nukleophilie
aufweist, sondern zusétzlich auch sterisch gehindert ist. Die von M. Chini et al. getesteten Amine
waren sterisch wesentlich anspruchsloser.

J. Augé et al. verwenden Lithiumtrifluormethansulfonat (Lithiumtriflat) als Katalysator, der zum
einen deutlich weniger gefahrlich im Umgang ist als Lithiumperchlorat, und zum anderen bessere
Ausbeuten in kiirzeren Reaktionszeiten liefern soll [128]. Jedoch scheint auch fiir diesen
Katalysator Benzyl-(1-methyl-2-phenylethyl)amin (13) sterisch zu anspruchsvoll zu sein, denn es
konnten nur Ausbeuten von 20% erhalten werden.
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1994 beschreiben M. Chini et al. schliesslich die Verwendung von Lanthanid(III)-Triflaten zur
Aminolyse von Oxiranen [129]. Sie haben den Vorteil, dass sie auch sterisch anspruchsvollen
Aminen von geringer Nukleophilie die Offnung sterisch anspruchsvoller Epoxide erlauben. Je nach
Reaktivitit der Oxiran- bzw. Amin-Komponente kann die Reaktion durch groBere Mengen an
Katalysator beschleunigt werden. So konnten auch 7-Oxa-bicyclo[4.1.0]heptan mit Di-isopropyl-
amin bei Verwendung von 10 Mol-% Ytterbiumtriflat oder Gadoliniumtriflat innerhalb von 18
Stunden in hohen Ausbeuten gekoppelt werden.

Bei der Kopplung von 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran (14) und Benzyl-(1-methyl-2-phenyl-
ethyl)amin (13) in Dichlormethan konnten bei der Verwendung von Gadoliniumtriflat Ausbeuten
von 35% erzielt werden, bei der Verwendung von Ytterbiumtriflat wurden Ausbeuten von iiber 70%
erreicht. Die Reaktionsdauer konnte dabei von 24 Stunden auf 2 bzw. 3 Stunden gesenkt werden. Es
kam nicht zum Angriff des Amins auf das sterisch gehinderte C-Atom des Oxirans. Durch die
Absenkung der Reaktionstemperatur von 130°C auf Raumtemperatur konnte auch die Bildung von
Nebenprodukten verhindert werden. Nicht umgesetztes Epoxid bzw. Amin kann bei der
sdulenchromatographischen =~ Aufarbeitung  wiedergewonnen  werden. Zur  besseren
Reaktionskontrolle wurden die Ausbeuten der Reaktionen mit verschiedenen Katalysatoren mittels
HPLC kontrolliert (s. Abb. 32).
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Abb. 32: Ausbeuten der Kopplung von Benzyl-(1-methyl-2-phenylethyl)amin (13) und 2-(3,5-
Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran (14) mit verschiedenen Katalysatoren

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der effizienteste Weg zum Markierungsvorlaufer 4-(2-
(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl|Jamino)propyl)phenol (9) fiir Markierungen
mit 2-['*F]Fluorethyltosylat und [''C]Methyliodid iiber die Aminolyse von 2-(3,5-Bisbenzyloxy-
phenyl)oxiran (14) mit Gesamtausbeuten von 50% verléuft.
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34 Synthese des moglichen Markierungsvorliufers Essigsiure-2-[benzyl-(1-methyl-2-(4-
[2-toluol-4-sulfonyloxy)ethoxy]phenyl)ethyl)amino]-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethyl-
ester (17)

Direktfluorierungen haben den Vorteil, dass das radioaktive Isotop erst im letzten Schritt in das
Molekiil eingefiihrt wird, ohne zuvor den Umweg {iber einen sekundidren Markierungsvorldufer
gehen zu miissen. Dies kann zum einen die radiochemische Ausbeute aufgrund der Zeitersparnis
erhohen, zum anderen kann durch die Verringerung der durchzufiihrenden Reaktionsschritte im
allgemeinen eine Erhohung der spezifischen Aktivitét erreicht werden. SchlieBlich sollte sich der
apparative Ablauf einfacher gestalten lassen. Als Abgangsgruppe im Aliphatischen hat sich die
Toluolsulfonsduregruppe (Tosylat) bewdéhrt. Das Retrosynthese-Schema dieses
Markierungsvorlaufers zeigt, wie sie in das Molekiil eingefiihrt werden soll (Abb. 33).

Wie aus Abb. 33 ersichtlich, kann der Markierungsvorldufer Essigsdure-2-[benzyl-(1-methyl-2-(4-
[2-toluol-4-sulfonyloxy)ethoxy]phenyl)ethyl)amino]-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester ~ (17)
direkt aus dem Markierungsvorldufer 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]-
amino)propyl)phenol (9) in einer dreistufigen Synthese aufgebaut werden.

Eine frithere Einfiihrung der Tosylatgruppe, noch vor der Aminolyse des Oxirans in Analogie zum
Markierungsvorlaufer 9, scheint wenig aussichtsreich, da es zu Nebenreaktionen mit der sekundéren
Aminofunktion kommen wiirde (s. Abb. 34).

HN Ox
OH
”NY_@;O”
OH
H

o

Abb. 34: mogliche Produkte bei der Umsetzung von Benzyl-(1-methyl-2-phenylethyl)amin (13)
mit 2-Bromethanol
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Abb. 33: Retrosynthese-Schema des Markierungsvorldufers Essigsdure-2-[benzyl-(1-methyl-2-(4-
[2-toluol-4-sulfonyloxy)ethoxy]phenyl)ethyl)amino]-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethyl-
ester (17)
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3.4.1 Synthese von 2-(Benzyl-(2-[4-(2-hydroxyethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (19)

0

d 9 d 19 = N\__on

Abb. 35: Darstellung von 2-(Benzyl-(2-[4-(2-hydroxyethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (19)

Die Alkylierung einer phenolischen Hydroxyfunktion mit 2-Bromethanol unter Verwendung von
Kaliumcarbonat in DMF verlief selektiv in Ausbeuten von 50%. Es kam zu keiner Nebenreaktion,
da die aliphatische Hydroxyfunktion unter diesen Reaktionsbedingungen chemisch inert ist, und die
tertidre Aminofunktion sterisch gehindert ist. Eine Erhohung der Ausbeuten und eine
Beschleunigung des Reaktionsablaufes kann durch Zugabe einer katalytischen Menge Natriumiodid
erzielt werden, welches in einer Art Finkelstein-Reaktion einen Brom-gegen-lod-Austausch
vornimmt. Da Jodid die bessere Abgangsgruppe im Vergleich zu Bromid darstellt, kann man durch
Zugabe von Natriumiodid bei dieser Reaktion Ausbeuten von iiber 60% erhalten [130].

3.4.2 Synthese von Toluol-4-sulfonsiure-2-[4-(2-(benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethyl]amino)propyl)phenoxy]ethylester (18)

Qo @
d 19 o d 18 < \igg

Abb. 36: Synthese von Toluol-4-sulfonsdure-2-[4-(2-(benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethyl]amino)propyl)phenoxy]ethylester (18)
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Zur Tosylierung einer aliphatischen Hydroxyfunktion wird 4-Toluolsulfonsdurechlorid verwendet.
Durch Zusatz von Pyridin als Protonenfianger erhdlt man das gewliinschte Produkt in einer Ausbeute
von 50% im Losungsmittel Chloroform. Aufgrund der sterischen Hinderung der sekundéren
aliphatischen Hydroxyfunktion in p-Position zur benzylierten Aminogruppe kam es zur
ausschlieBlichen Tosylierung der priméren OH-Funktion.

3.4.3 Synthese von Essigsaure-2-|benzyl-(1-methyl-2-(4-|2-toluol-4-sulfonyloxy)ethoxy]-
phenyl)ethyl)amino]-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester (17)

o
d@*% 0 W@ Q

Abb. 37:  Synthese des Markierungsvorldufers Essigsdure-2-[benzyl-(1-methyl-2-(4-[2-toluol-4-
sulfonyloxy)ethoxy]-phenyl)ethyl)amino]-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester (17)

Essigsdure-2-[benzyl-(1-methyl-2-(4-[2-toluol-4-sulfonyloxy)ethoxy]phenyl)ethyl)amino]-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethylester (17) kann durch Acetylierung von Toluol-4-sulfonsiure-2-[4-(2-
(benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)phenoxy]ethyl-ester (18)
dargestellt werden. Ein synthetisch einfacher Weg ist die Acetylierung mit Essigsdureanhydrid, das
gleichzeitig als Losungsmittel fungiert. Um trotz der sterischen Hinderung der aliphatischen
Hydroxyfunktion gute Ausbeuten zu erzielen, wurden Ytterbium(IIl)-salze als Katalysator
zugesetzt. Experimentell besonders einfach ist der Einsatz von polymer-gebundenem
Ytterbiumtoluolsulfonat auf Polystyrolbasis.

3.5  Synthese der "F-Referenzverbindungen zur analytischen Charakterisierung und in
vitro-Evaluierung

Die Synthese der nicht-radioaktiven '’F-Referenzverbindungen erfiillt zum einen den Zweck der
analytischen Charakterisierung. Da mit den radioaktiven '“F-Verbindungen keine herkémmliche
Analytik durch spektroskopische Methoden moglich ist, werden ReWerte fiir die Diinnschicht-
Chromatographie und Retentionszeiten fiir die HPLC zur Identifizierung der '*F-Verbindungen mit
den '"F-analogen inaktiven Standardverbindungen erarbeitet. Andererseits werden die F-
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Referenzverbindungen benétigt, um mittels in vitro-Evaluierungen die Affinitdt der dargestellten
Substanzen zum P2-Adrenozeptor zu bestimmen.

Die Synthese der Standard-Verbindungen erfolgt im Prinzip analog zur Darstellung der
Markierungsvorldufer (s. Abb. 38). Auch hier gibt es drei prinzipielle Mdglichkeiten: zum einen
kann das Amin mit der reduzierten Carbonylverbindung 12 gekoppelt werden. Eine weitere
Moglichkeit besteht in der Kopplung des Amins mit dem a-Bromketon 11 und nachfolgender
Reduktion der Carbonylverbindung zum Alkohol. Die dritte Moglichkeit besteht in der Kopplung
des Amins mit dem entsprechenden Oxiran 14. Fir die angestrebte Optimierung der
Reaktionsparameter fiir die '*F- bzw. ''C-Markierung erscheint es auBerdem sinnvoll, auch den
vollstindig benzylgeschiitzten '°F- bzw. '*C-Standard zu synthetisieren, um dann anschlieBend erst
die Optimierung der Schutzgruppen-Abspaltung mittels der finalen, entschiitzten '*F- bzw. ''C-
Standards durchzufiihren, die auch zur in vitro-Testung verwendet werden sollen.

3.5.1 Synthese von 2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (20)

Entsprechend der ersten Maglichkeit im Retrosynthese-Schema der '°F-Referenzverbindungen
(Abb. 19) kann 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanol (12) aus der Synthese des
Markierungsvorldufers 9 als Baustein iibernommen werden. Die Amin-Komponente Benzyl-(2-[4-
(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amin (21) dagegen muss in einer zweistufigen Synthese
dargestellt werden. Hierzu wird zunéchst 4-Hydroxyphenylaceton (4) mittels 1-Brom-2-Fluorethan
fluorethyliert. C. F. H. Allen et al. schlagen hierfiir die Verwendung von Kaliumcarbonat als
Hilfsbase vor [131]. Dies hat zum einen den Vorteil, dass die Nukleophilie des Phenolat-Anions
deutlich hoher ist als die der Phenolgruppe, zum anderen konnen {iberschiissiges Kaliumcarbonat
sowie abreagiertes Kaliumhydrogencarbonat nach Beendigung der Reaktion einfach abfiltriert
werden, da beide im Losungsmittel Aceton nicht 16slich sind.

F

OH F
- S — J
o Br
(¢]
4 22

Abb. 39: Synthese von 1-[4-(2-Fluorethoxy)phenyl]propan-2-on (22)
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Abb. 38: mégliche Retrosynthesewege des nicht-radioaktiven Markierungsstandards 20 zur "“F-
Alkylierung mit 2-["*F]Fluorethyltosylat oder 1-Brom-2-['*F]fluorethan

Die anschlieBende reduktive Aminierung von 1-[4-(2-Fluorethoxy)phenyl]propan-2-on (22) zu
Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amin (21) erfolgt mit Benzylamin und
Wasserstoff im Autoklaven bei 4 bar am Platin/Kohlenstoff-Katalysator nach [118]. Die
anschlieBende Kopplung von 12 und 21 kann in DMSO bei 160°C erfolgen. Die Ausbeuten sind
allerdings gering, und die Reaktionsdauer mit 48 Stunden relativ lang. Anhand der DC-Kontrolle
der Reaktion ldsst sich die Bildung von thermischen Zersetzungsprodukten verfolgen.
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Abb. 40: Synthese des F-Standards 2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-
methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (20) nach der 1.
Moglichkeit aus Abb. 38

Entsprechend der zweiten Moglichkeit im Retrosynthese-Schema (Abb 38) kann auch die fluor-
ethylierte Amin-Komponente 21 direkt mit dem o-Bromketon 11 gekoppelt werden, wobei
anschliefend die Reduktion der Carbonylfunktion zum Alkohol erfolgen muss. In Analogie zur
Synthese des Markierungsvorldufers 9 erfolgt die Kopplung von 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-
brom-ethanon (11) mit equimolaren = Mengen Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-
methylethyl)amin (21) in THF. Man erhdlt Ausbeuten von 25% unter Riickgewinnung eines
erheblichen Anteils der Amin-Komponente, die in Form des Hydrobromids nach dem Abkiihlen des
Reaktionsgemisches ausfillt. Die anschlieBende Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid wird
ebenfalls in Analogie zur Markierungsvorldufer-Synthese der Verbindung 9 durchgefiihrt. Die
Ausbeuten sind allerdings mit 28% erheblich schlechter. Mittels DC kann eine Spaltung des
Fluorethylethers unter diesen reduktiven Bedingungen nachgewiesen werden.

0} 0} OH

NHR® J\/ > LiAlH /‘\/ 2
Rl J\/BI’ Rl NR 1 4 Rl NR
26% 28%
1 23 20

Abb. 41: Synthese des F-Standards 2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-
methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (20) nach der 2.
Moglichkeit aus Abb. 38

Bei der dritten Moglichkeit der Darstellung der nicht-radioaktiven Standardverbindung 2-(Benzyl-
(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (20)
schliesslich wird 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran (14) mit Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)-
phenyl]-1-methylethyl)amin (21) gekoppelt. In DMSO ohne Katalysator bei erhohten
Reaktionstemperaturen konnen Ausbeuten von bis zu 25% erreicht werden. Wesentlich effektiver
verlauft die Kopplung allerdings unter Verwendung von Ytterbiumtriflat als Katalysator. Hier
konnen bei Raumtemperatur innerhalb von 1 Stunde Ausbeuten von 50% erhalten werden. Bei
langeren Reaktionszeiten nimmt die Ausbeute allerdings stark ab, da es zu einer Zersetzung des
Molekiils kommt.
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Abb. 42: Synthese des F-Standards 2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-
methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (20) nach der 3.
Moglichkeit aus Abb. 38

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass fiir die Synthese des benzylgeschiitzten nicht-
radioaktiven Markierungsstandards 2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-
1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (20) die dritte Moglichkeit tiber die Kopplung des Oxirans 14
mit der fluorethylierten Amin-Komponente 21 die besten Ausbeuten von insgesamt 37% erzielt
werden konnen. Die anderen Moglichkeiten dagegen liefern lediglich Gesamtausbeuten von 5,5
bzw. 3,7%.

3.5.2 Synthese von Essigsiure-2-(benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)-
amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester (24)

QL
2 O
ol

Abb.  43: PF-Markierungsstandard E551 gséiure-2-(benzyl-(2- [4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-
methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester (24)

Fiir die Synthese von Essigsdure-2-(benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-
(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester (24) als Markierungsstandard zur 18F-Direktﬂuorierung geht
man von  2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-
phenyl)ethanol (20) aus, welches mittels Essigsdureanhydrid an der aliphatischen Hydroxyfunktion
acetyliert wird. Um diese sterisch recht gehinderte OH-Gruppe in hohen Ausbeuten zu acetylieren,
wird Ytterbiumtoluolsulfonat als Katalysator verwendet. Besonders einfach in der Handhabung
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wird dies durch den Einsatz von polymer gebundenem Ytterbiumtoluolsulfonat, welches nach
erfolgter Reaktion durch einfaches Abfiltrieren aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden kann.

3.5.3 Synthese von 5-(2-(2-[4-(2-Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-hydroxyethyl)-
benzen-1,3-diol (25)

HO

OH

NH

HO

~

Abb. 44: “F-Standard 5-(2-(2-[4-(2-Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-hydroxyethyl)-
benzen-1,3-diol (25)

Die Synthese des finalen entschiitzten '’F-Standards 5-(2-(2-[4-(2-Fluorethoxy)phenyl]-1-
methylethylamino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol  (25) erfolgt durch Debenzylierung des
benzylgeschiitzen Markierungsstandards 20. Zundchst wurde versucht, die Benzylschutzgruppen
durch Sidurekatalyse abzuspalten [110]. Die O-Benzylgruppen wurden auch bereits bei pH 3
abgespalten, die N-Benzylgruppe erforderte jedoch einen pH von < 1, welches in einer Spaltung des
Fluorethylethers resultierte. Aus diesem Grund wurde eine reduktive Abspaltung mit Palladium auf
Kohlenstoff als Katalysator durchgefiihrt. Hier reicht bereits Wasserstoff bei Normaldruck aus, der
durch die Reaktionslosung in absolutem Methanol geperlt wird, arbeiten unter Druck ist nicht
notwendig.

Eine andere Moglichkeit, den finalen Standard 5-(2-(2-[4-(2-Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl-
amino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (25) zu erhalten, ergibt sich aus der direkten
Fluorethylierung von Fenoterol-Hydrobromid (1-HBr), welches von der Firma Boehringer
Ingelheim zur Verfiigung gestellt wurde (Abb. 45).
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Abb. 45: Synthese des '’F-Standards 5-(2-(2-[4-(2-Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-
hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (25) aus Fenoterol-Hydrobromid

Die Fluoralkylierung gelingt mit einem doppeltmolaren Basenzusatz von Kaliummethanolat, der
zum einen Fenoterol (1) aus seinem Hydrobromid freisetzt und zum andern eine der phenolischen
Hydroxyfunktionen deprotoniert. Interessanterweise entstand das gewiinschte Produkt mit einer
Ausbeute von 44%, wihrend eine Fluorethylierung an einer der resorcinolischen
Hydroxyfunktionen nur zu 20% stattfand. Mit den aus der Literatur abgeschitzten pK,-Werten
(9,15 fiir die erste resorcinolische OH-Funktion und 9,7 fiir die phenolische OH-Funktion) wire die
ausschlieBliche Fluorethylierung einer der beiden resorcinolischen Hydroxyfunktionen zu erwarten
gewesen, da der pK,-Wert der ersten der Resorcinol-Hydroxyfunktionen deutlich unter dem pK,-
Wert der phenolischen OH-Funktion liegen sollte [132].

3.5.4 Bemerkungen zur Stereochemie

HO, HO, HO HO,

HO HO HO

OH

(R,R) (S,S) (R,S) (S,R)

OH

Abb. 46: 4 Stereoisomere des Fenoterols (1)

Das von Boehringer Ingelheim zur Verfiigung gestellte Fenoterol-Hydrobromid ist ein Gemisch aus
2 Enantiomeren, ndmlich (R,R)- und (S,S)-Fenoterol. Diese beiden Enantiomere lassen sich im
NMR nicht unterscheiden. Lediglich bei Aufgabe auf eine chirale HPLC-Saule (z.B. Chirex 3022
der Firma Phenomenex) konnen diese beiden Enantiomere getrennt werden. Bei der Verwendung
von n-Hexan/1,2-Dichlorethan/Methanol/Trifluoressigsidure (230/140/30/1) als Eluens besitzt eines
der beiden Isomere eine Retentionszeit von 22 Minuten, das andere von 24 Minuten. Da die
Fluorethylierung rdumlich weit entfernt von den beiden Stereozentren des Molekiils stattfindet, ist
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eine Verdnderung der Stereozentren durch die Reaktion unwahrscheinlich. So zeigt auch das
Chromatogramm des fluorethylierten Fenoterols [(R,R), (S,S)-25] unter den gleichen Bedingungen
den gleichen Habitus, mit einer Verschiebung der Retentionszeiten auf 14,5 bzw. 17 Minuten
(Chromatogramme siche Anhang B).

Der finale '"F-Standard 25, Fluorethyl-Fenoterol, der nach einer Totalsynthese und anschlieBender
Debenzylierung von 2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol erhalten wird, besteht dagegen aus 4 Stereoisomeren. Diese 4 Isomere
bilden je 2 Enantiomerenpaare, die sich zueinander diastereomer verhalten [(R,R)- und (S,S)-,
sowie (R,S)- und (S,R)-25]. Konsequenterweise zeigen sich im NMR dieser totalsynthetisch
aufgebauten Verbindung charakteristische Doppelpeaks und Aufspaltungen, da sich Diastereomere
im NMR unterscheiden lassen. Diasterotope Protonen sowie Protonen, die den Stereozentren
benachbart sind, erscheinen als Doppelpeaks. Gibt man dieses racemische Gemisch aus 4
Stereoisomeren unter den gleichen Bedingungen wie oben auf die chirale Saule, so ldsst sich im
Chromatogramm kein Unterschied feststellen. Auf einer ,,normalen®, d.h. nicht-chiralen Séule wie
z.B. eine LiChrospher oder eine Luna-Sdule der Firma Phenomenex dagegen lassen sich die
Diastereomerenpaare ebenso trennen wie liber eine konventionelle Kieselgel-Schwerkraftsdule (s.
experimentellen Teil). Gibt man die solchermaflen getrennten Diastereomerenpaare jeweils unter
den gleichen Bedingungen wie oben auf die Chirex 3022-HPLC-Séaule, so erhidlt man zwei absolut
identische Chromatogramme. Wenn das racemische Gemisch aus allen vier Stereoisomeren auf die
chirale Saule gegeben und die beiden Peaks getrennt aufgefangen werden, so zeigt das NMR der
aufgefangenen Peaks noch die charakteristische Aufspaltung eines Diastereomerengemisches.
Daraus lédsst sich schlieBen, dass die Auftrennung der Enantiomeren auf dieser Chirex-Séule auf der
Wechselwirkung der Sdule mit nur einem Stereozentrum beruht und deshalb eine direkte Trennung
des Racemats in die 4 Stereoisomere mit Hilfe dieser Sdule nicht mdglich ist. Da jedoch die
Diastereomerenpaare makroskopisch iiber Kieselgel oder in geringen Mengen iiber konventionelle
HPLC-Sdulen getrennt werden kénnen, gelingt es mit der Chirex 3022-Séule, sowohl die '’F-
Referenzverbindung 25, als auch analog die '*F-Verbindung ['®F]25 enantiomerenrein zu erhalten.
Die Zuordnung der Enantiomeren zu ihrer absoluten Konfiguration ist einwandfrei nur iiber eine
Rontgenstruktur-Analyse moglich. Da es jedoch nicht gelang, Einkristalle von hinreichender Grof3e
zu erhalten, blieb dieser Weg versperrt. Es sollte jedoch mdglich sein, iiber entsprechende
Funktionalitits-Studien der '’F-Verbindungen (25) an isolierten [2-Adrenozeptoren eine
Zuordnung der Enantiomere zu ihrer absoluten Konfiguration zu ermdéglichen, da die Reihenfolge
ihrer Potenz bekannt ist [133]. Ebenfalls moglich wire damit eine Zuordnung iiber die '*F-
Verbindungen (['*F]25), da im Falle des affinsten Liganden (R,R)-Fluorethyl-Fenoterol [(R,R)25]
auch die hochste Anreicherung in der Lunge, oder aber das beste Verhiltnis von spezifischer zu
unspezifischer Bindung in Geweben, die eine hohe 2-Adrenozeptordichte aufweisen, gefunden
werden sollte.

55



3.5.5 Synthese von 3-(2-Fluorethoxy)-5-(1-hydroxy-2-((2-(4-hydroxyphenyl)-
isopropyl)amino)ethyl)phenol (26)

_/_0
F OH

NH

HO

26

OH
Abb. 47: 3-(2-Fluorethoxy)-5-(1-hydroxy-2-((2-(4-hydroxyphenyl)isopropyl)amino)ethyl)-phenol
(26)

Um eine Charakterisierung der wichtigsten potentiellen Nebenprodukte bei der '*F-Fluorethylierung
zu  ermodglichen, wurde auch  3-(2-Fluorethoxy)-5-(1-hydroxy-2-((2-(4-hydroxyphenyl)-
isopropyl)amino)ethyl)phenol (26) dargestellt. Diese Verbindung sollte bei der Reaktion von 2-
['®F]Fluorethyltosylat mit dem von Bochringer Ingelheim zur Verfiigung gestellten Fenoterol
gebildet werden, da die pK,-Werte, die aus der Literatur abgeschitzt werden konnen, nahelegen,
dass aufgrund der hoheren Aciditit von Resorcinol-artigen Hydroxyfunktionen im Vergleich zu
phenolischen OH-Funktionen eine Deprotonierung zundchst an einer der Resorcinol-OH-
Funktionen stattfindet [132]. Die Synthese von 26 erfolgte durch Umsetzung von Fenoterol-
Hydrobromid (1-HBr) mit 1-Brom-2-Fluorethan in DMF unter Katalyse von Natriumiodid mit
Ausbeuten von 10%.

HO, HO,
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Abb. 48: Synthese von 3-(2-Fluorethoxy)-5-(1-hydroxy-2-((2-(4-hydroxyphenyl)-isopropyl)-
amino)ethyl)phenol (26)
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3.5.6 Synthese von 5-(2-((2-Fluorethyl)-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl]amino)-1-
hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (27)

HO,

HO

27

Abb. 49: 5-(2-((2-Fluorethyl)-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl]Jamino)-1-hydroxyethyl)benzen-
1,3-diol (27)

Auch diese Verbindung konnte bei der Umsetzung von 2-['*F]Fluorethyltosylat mit Fenoterol
gebildet werden. Allerdings erfolgt diese Reaktion beim makroskopischen Umsatz von Fenoterol
(1) mit 1-Brom-2-Fluorethan nicht, so dass diese Verbindung in einer mehrstufigen Synthese
aufgebaut werden muss (s. Abb. 50).

Die gewiinschte Verbindung wird durch Debenzylierung von 2-[[2-(4-Benzyloxy-phenyl)-1-
methylethyl]-(2-fluorethyl)amino]-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (28) erhalten. 28 seinerseits
kann durch die Kopplung des bereits bekannten Oxiran-Derivates 14 mit dem entsprechenden
Amin, [2-(4-Benzyloxy-phenyl)-1-methylethyl]-(2-fluorethyl)amin, dargestellt werden. Allerdings
kann die benétigte Amin-Komponente nur iiber eine vierstufige Synthese dargestellt werden (s.
Abb. 51). Die erste Stufe ist eine Synthese, die bereits zur Darstellung des Markierungsvorldufers 9
durchgefiihrt wurde. Die anschlieBende Debenzlierung der Aminofunktion gelingt relativ gut mit
Ausbeuten von 60%.
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Abb. 50: Teilretrosynthese-Schema zur Synthese der Verbindung 5-(2-((2-Fluorethyl)-[2-(4-
hydroxyphenyl)-1-methylethyl]amino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (27)

Die folgende Benzylierung der phenolischen OH-Funktion in Anwesenheit einer priméren
Aminofunktion gelingt mit 40% Ausbeute, falls eine Base verwendet wird. Ohne Basenzusatz stellt
die Aminofunktion die nukleophilere Gruppe dar, und es kommt zu einer Benzylierung, wobei
wieder 4-(2-Benzylaminopropyl)phenol (13) aus der 1. Stufe erhalten wird. Die anschlieende
Fluorethylierung liefert schlieBlich das gewiinschte Amin 29, [2-(4-Benzyloxy-phenyl)-1-
methylethyl]-(2-fluorethyl)amin, in Ausbeuten von 75 %.
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Abb. 51: Retrosynthese-Schema zur Synthese von [2-(4-Benzyloxy-phenyl)-1-methylethyl]-(2-
fluorethyl)amin (29)

Die Oxiran-Offnung durch das Amin gelingt ausschlieBlich bei Verwendung von Ytterbium-Triflat
als Katalysator, alle anderen bei der Synthese des Markierungsvorlaufers 9 getesteten Katalysatoren
fiihren nicht zum gewiinschten Produkt. Aber auch mit Ytterbiumtriflat konnen lediglich Ausbeuten
von 25% realisiert werden. Der Grund hierfiir liegt vermutlich in der duflerst geringen Nukleophilie
des Amins, die durch Ersatz einer Benzylgruppe durch einen Fluorethylrest resultiert. Auch die
finale Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppen der drei aromatischen Hydroxyfunktionen gelingt nur
mit 25% Ausbeute, so dass die Gesamtausbeute fiir die Synthese von 5-(2-((2-Fluorethyl)-[2-(4-
hydroxyphenyl)-1-methylethylJamino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (27) nur bei 1% liegt.
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3.5.7 Synthese von 2-(Benzyl-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethyl]amino-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (32)

\O

Abb. 52: Markierungsvorldufer 2-(Benzyl-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethyl]amino-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (32)

Analog zur Synthese der '’F-Referenzverbindung 2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-
methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (20) kann auch die 2C.
Referenzverbindung zur Synthese der ''C-markierten Verbindung ausgehend vom bereits bekannten
Oxiran-Derivat 14 und dem entsprechenden Amin nach drei Mdéglichkeiten erfolgen (vgl. Abb. 38).
Da jedoch bereits gezeigt wurde, dass die dritte Mdglichkeit mit den weitaus besten Ausbeuten
realisiert werden kann, wurde auf die Durchfiihrung der ersten beiden Moglichkeiten verzichtet
(Abb. 53).

Abb. 53: Darstellung des '“C-Markierungsstandards 2-(Benzyl-[2-(4-methoxyphenyl)-1-
methylethyl]amino-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (32)

O
14 33 /0 32

Im Gegensatz zur Kopplung des Oxirans 14 mit Amin 21 zur Darstellung der P
Referenzverbindung 20, welche wenn auch mit geringen Ausbeuten auch ohne Verwendung eines
Katalysators nur durch eine erhohte Reaktionstemperatur erzwungen werden konnte, gelingt die
Kopplung mit dem Benzyl-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethyl]amin (33) ausschlieBlich bei
Verwendung eines Katalysators. Ytterbiumtriflat als Katalysator ermdglicht bei dieser Reaktion
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Ausbeuten von knapp 60% innerhalb von 30 Minuten. Allerdings fiihren ldngere Reaktionszeiten zu
deutlichen Ausbeute-Einbuflen, da sich das Produkt wieder zersetzt. NMR-Spektroskopie der
Zersetzungsprodukte zeigt deutlich eine Spaltung des Methyl-Arylethers, wahrscheinlich induziert
durch den Katalysator Ytterbiumtriflat und das gleichzeitige Vorhandensein der Aminkomponente
33. Das methylierte Amin Benzyl-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethyl]amin selbst wird analog zu
4-(2-Benzylaminopropyl)phenol (13) durch reduktive Aminierung von kommerziell erhéltlichem 1-
(4-Methoxyphenyl)propan-2-on mit Benzylamin und Wasserstoff im Autoklaven bei 5 bar
dargestellt. Die Gesamtausbeute dieser Synthese belduft sich auf 30%.

3.5.8 Synthese von 5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethylamino]ethylbenzen-
1,3-diol (34)

HO,

OH

NH

HO

34 /0
Abb. 54: '*C-Standard 5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethylamino]ethyl-benzen-
1,3-diol (34)

Der finale, entschiitzte '*C-Standard 5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethylamino]-
ethylbenzen-1,3-diol (34) kann durch Debenzylierung von 2-(Benzyl-[2-(4-methoxyphenyl)-1-
methylethylJamino-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (32) mit Wasserstoff am Palladium-
Katalysator in Ausbeuten von 45% erhalten werden.

Auch fiir diese Verbindung gilt das in Abschnitt 3.5.4 Gesagte zur Stereochemie. Die
Retentionszeiten auf der Chirex 3022-Saule unter identischen Bedingungen wie oben ergeben sich
zu 13 Minuten bzw. 14,5 Minuten fiir die beiden Enantiomere eines jeden Diastereomerenpaares
von 5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethylamino]ethyl-benzen-1,3-diol.
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4 Radioaktive Markierungen

Im Rahmen der 'F- und ''C-Markierungen wurden die radiochemischen Ausbeuten bei der
Umsetzung der Markierungsvorldufer 1, 9 und 17 mit ['®F]Fluorid, 2-['®F]Fluorethyltosylat
([ISF]FETOS), 1-Brom-2-['"*F]Fluorethan ([ISF]BFE) und [“C]Methyliodid untersucht und optimiert.
Bei der Optimierung wurden als Reaktionsparameter die Reaktionstemperatur, Reaktionsdauer,
Losungsmittel, Art der Hilfsbasen, Basenkonzentration und Markierungsvorlduferkonzentration
untersucht.

Bei den Markierungsreaktionen handelt es sich auf Grund der Reaktionsbedingungen stets um
bimolekulare nukleophile Substitutionen (Sx2). Durch die Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen
lassen sich Eliminierungs- und Umlagerungsreaktionen vermeiden, was im Hinblick auf die
mogliche Bildung von leichtfliichtigen radioaktiven Verbindungen von Bedeutung ist.

4.1 Radioaktive Markierung von 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethyl]amino)propyl)phenol (9) mit 2-[18F]Flu0rethylt0sylat zu 2-(Benzyl-(2-[4-
(2-[ISF]ﬂuorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino-l-(3,S-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol
(I"°F120)

BzO, BzO

NBz NBz

1. Base
BzO ’ BzO

2. 2-["*F]Fluorethyltosylat

Abb.  55: F_Fluorethylierung ~ von  4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethylJamino)propyl)phenol (9) mit 2-['*F]Fluorethyltosylat zu ['*F]20

4.1.1 Abhingigkeit der RCA an ['®F]20 vom verwendeten Losungsmittel

Nukleophile Substitutionen 2. Ordnung laufen in polar aprotischen Losungsmitteln haufig
bereitwilliger ab als in protischen Solventien. Dieser Effekt ist dadurch erkldrbar, dass die
Gegenionen der nukleophilen Anionen in Losungsmitteln wie N,N-Dimethylformamid (DMF),
Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Acetonitril stark solvatisiert, und als Folge davon die Anionen von
den Kationen getrennt sind, was ihre Nukleophilie drastisch erhoht. Diese Solventien haben sich
zum einen auf Grund ihrer hohen Dielektrizitidtskonstanten (DMSO: e=47; DMF: €=37; Acetonitril:
£=38) und ihres hohen Dipolmoments (DMSO: p=13,7-10" CM; DMF: p=13-10"" CM), zum
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anderen wegen ihrer hohen Siedepunkte (nukleophile aliphatische Substitutionen laufen zumeist
erst bei hoheren Temperaturen mit guten Ausbeuten ab) bei nukleophilen '*F-Fluorethylierungen
bewihrt. Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass Sn2-Ubergangszustinde in aprotisch polaren
Losungsmitteln besser stabilisiert sind als in protischen Solventien [134]. Bei der 1Sp.
Fluorethylierung von 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethyl]amino)propyl)phenol (9) mit ['"*F]FETos unter Verwendung einer Hilfsbase zur
Deprotonierung der phenolischen Hydroxyfunktion steigt erwartungsgemil3 die radiochemische
Ausbeute (RCA) an 2-(Benzyl-(2-[4-(2-['*F]fluorethoxy)-phenyl]- 1-methylethyl)amino-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (['*F]20) mit zunchmender Polaritit des Losungsmittels an (Abb. 56).
Besonders DMF und DMSO begiinstigen eine Reaktion nach dem Sny2-Mechanismus.

Die Beobachtung, dass DMF und DMSO nahezu gleich hohe, Acetonitril jedoch nur geringe
radiochemische Ausbeuten liefert, 14sst sich nicht durch den Vergleich der Dielektrizitdtskonstanten
erkldren. Diese unterscheiden sich ndmlich erheblich und legen die Vermutung hoherer RCA in den
Solventien DMSO und Acetonitril nahe. Besonders die geringe radiochemische Ausbeute im
Solvens Acetonitril fordert eine alternative theoretische Beschreibung der Ausbeutecharakteristik.
Eine bessere Deutung der experimentellen Befunde gelingt mit Hilfe der Theorie des
Ubergangszustandes und dem Begriff der Donorzahlen [134].

Bei dieser Betrachtung steht die Fahigkeit eines Losungsmittels zur Stabilisierung eines Sn2-
Ubergangszustandes im Vordergrund. Diese durch Donor-Akzeptor-Wechselwirkung von
Elektronenpaar-Donor-Solventien wie DMSO und DMF mit der polaren, molekularen Spezies im
Ubergangszustand der Sy2-Reaktion fiihrt zu einer Absenkung der Aktivierungsenergie und damit

zu einem schnelleren kinetischen Profil.
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Abb. 56: Abhingigkeit der RCA an ['®F]20 vom Solvens bei Verwendung von 2-
['*F]Fluorethyltosylat
(T=80°C, 1 Eqv. NaOH (1 N), Pracursorkonzentration 25 mmol/l)
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Der direkte Vergleich der Donor-Zahlen von DMSO, DMF und Acetonitril (29.8; 23.7 und 11.9)
bestitigt den experimentellen Befund. Letztendlich fiel die Wahl des Losungsmittels im Hinblick
auf eine saubere HPLC-chromatographische Isolierung des radioaktiv markierten Produktes auf
DMEF, da der Effekt des sogenannten Peak-Tailings bei DMF wesentlich geringer ist als bei DMSO.

4.1.2 Abhingigkeit der RCA an ['*F]20 von der verwendeten Hilfbase

Um den Markierungsvorldufer 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethylJamino)-
propyl)phenol (9) an der phenolischen Hydroyfunktion mit ['"*F]FETos zu fluorethylieren, ist die
Verwendung einer Hilfsbase zur Abstraktion des phenolischen Protons notig. Mit der Bildung des
Phenolations éndert sich die Nukleophilie der phenolischen OH-Funktion wesentlich. Das Phenolat-
Anion stellt nunmehr im Vergleich mit der tertidiren Aminofunktion das nukleophilste Zentrum im
Molekiill dar und ermoéglicht eine selektive O-ISF-Fluorethylierung zu ['®F]20. In diesem
Zusammenhang war die Frage wichtig, welche Basen generell fiir eine Deprotonierung geeignet
sind. Daher wurde eine Vielzahl von Basen zur Unterstitzung der O-selektiven '“F-
Fluorethylierung des Pracursors 9 auf ihre Eigenschaften als Deprotonierungsreagenzien untersucht.
Um die direkte Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten, wurden alle Basen equimolar eingesetzt. Es zeigt
sich, dass nur wenige Basen den allgemeinen Verwendungskriterien gentigen.
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Abb. 57: Abhingigkeit der RCA an ['*F]20 von der verwendeten Hilfsbase bei Verwendung
von 2-["*F]Fluorethyltosylat
(T=120°C, 1 Eqiv. Base, DMF, Priacursorkonzentration 25 mmol/1)
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Wie aus Abb. 57 ersichtlich, ergeben sich die hochsten radiochemischen Ausbeuten bei
Verwendung von sehr starken Basen wie Natriumhydroxid oder Lithiumhydroxid. Gerade bei
diesen Basen sollte das Gleichgewicht der Saure-Base-Reaktion vollstindig auf Seiten des
Phenolat-Anions liegen, womit sich die durchweg hohen radiochemischen Ausbeuten von ca. 70%
an ['®F]20 begriinden lassen. Die geringen radiochemischen Ausbeuten bei Verwendung von
Natriumhydrid als Base lassen sich nicht iiber die Basenstérke erkldren, denn hier wiére eigentlich
eine sehr hohe RCA zu erwarten gewesen. Durch die Abstraktion des Protons wird irreversibel
Wasserstoff aus dem Reaktionsgemisch entfernt, so dass das Gleichgewicht eigentlich vollstindig
zu der Seite des Phenolat-Anions verschoben sein miisste. Der Grund fiir die geringe RCA an
['®F]20 bei Verwendung von Natriumhydrid diirfte vielmehr in einer chemischen Zersetzung des
Markierungsvorldufers 9 zu finden sein. Die Diinnschicht-chromatographische Verfolgung der
Reaktion zeigt bereits nach 1 Minute Reaktionszeit mehrere neu entstandene nicht-radioaktive
Spots sowie etliche radioaktive Spots. Eine plausible Erkldrung hierfiir konnte die leichte
Metallierbarkeit des DMF mit Natriumhydrid sein, die zur Bildung eines nukleophilen Carbanions
fiihrt (s. Abb. 58), welches wiederum mit ['®*F]FETos reagieren kann. Eine weitere Schwierigkeit
bei der Verwendung von NaH als Base liegt in den hohen Messungenauigkeiten beim Abwiegen
und daraus resultierenden Uberkonzentrationen dieser Base. Wihrend alle anderen Basen in der
Form ihrer wissrigen LOsungen eingesetzt wurden, die mittels geeigneter Pipetten mit hoher
Genauigkeit dosiert werden konnen, wurde Natriumhydrid als Pulver eingewogen, was speziell bei
den geringen Mengen, die fiir solche Markierungsreaktionen notwendig sind, mit grossen
Messungenauigkeiten behaftet ist.

0 (0)
N\ N\,
! + NaH N/ + 12H,
H,C— s
A \CH3 -

Abb. 58: Bildung des Dimethylformamid-Carbanions aus DMF und NaH

Die Verwendung von Ethyldiisopropylamin (Hiinigsbase) besitzt in der préparativen
Alkylierungschemie grofle Bedeutung, da sie nicht nukleophil genug ist, um selbst alkyliert zu
werden. Allerdings reicht ihre Basenstirke offensichtlich nicht aus, um das phenolische Proton zu
abstrahieren. Auch die zweite organische Base, Pyridin, erwies sich als nicht stark genug. Im
folgenden wurden deshalb nur noch Lithiumhydroxid bzw. Natriumhydroxid in Form ihrer
wissrigen Losungen (1 N) verwendet, da sie die hochsten radiochemischen Ausbeuten liefern.

4.1.3 Abhingigkeit der RCA an ['®F]20 von der Basenkonzentration

Wesentlich fiir eine optimierte Markierungssynthese mit [ *FJFETos ist auch die Frage, in welchem
Konzentrationsbereich der Hilfsbase die hochsten radiochemischen Ausbeuten erzielt werden
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konnen. Die hochsten radiochemischen Ausbeuten von etwa 75% werden bei einem 1,5-fachen bis
doppelten Basenzusatz erzielt. Zu erwarten gewesen wire eine maximale RCA bei einem
equimolaren Basenzusatz. Der experimentelle Befund ldsst sich erkldren, wenn man beriicksichtigt,
dass es sich beim Phenolat-Anion um eine schwache Base handelt, die mit dem gebildeten Wasser
ebenfalls unter einer Sdure-Base-Reaktion zum Phenol abreagieren kann.
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Abb. 59: Abhéngigkeit der RCA an ['®F]20 von der Basenkonzentration bei Verwendung von
2-["*F]Fluorethyltosylat
(T=120°C, DMF, NaOH, Priacursorkonzentration 25 mmol/l)

Bei erhohtem Basenzusatz wird das Gleichgewicht aufgrund der erhohten OH -lonenkonzentration
vollstdndig auf die Seite des Phenolats verschoben. Erst bei einem dreifachen Baseniiberschuss
kommt es zu einer Zersetzung des gebildeten ['®F]20. Zunchst steigt die radiochemische Ausbeute
auf einen Maximalwert von 30% innerhalb einer Minute an, um dann anschliefend wieder auf 10%
zu fallen. Die Radio-DC zeigt auBerdem Zersetzungen des 2-['*F]Fluorethyltosylates an.

4.1.4 Abhingigkeit der RCA an ['®F]20 von der Temperatur in Acetonitril

Wie aus Abbildung 60 ersichtlich, liegen die maximalen radiochemischen Ausbeuten bei der

Verwendung von Acetonitril als Losungsmittel bei 10-12% nach 30 Minuten Reaktionsdauer und

einer Reaktionstemperatur von 80°C. Aufgrund seines Siedepunktes erlaubt Acetonitril keine

hoheren Reaktionstemperaturen, die jedoch nétig wéren, um die in DMF oder DMSO erreichbaren
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wesentlich hoheren RCA zu erzielen. Auch der lineare Verlauf der Kinetik deutet daraufhin, dass in
Acetonitril nicht die zur Erreichung der Aktivierungsenergie notwendige Reaktionstemperatur
erreicht werden kann, denn auch nach 30 Minuten Reaktionsdauer steigt die radiochemische
Ausbeute noch linear an. Acetonitril ist demnach zur Darstellung von ['*F]20 nicht das geeignete
Losungsmittel.
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Abb. 60: Abhéngigkeit der RCA an ['"®F]20 von der Reaktionstemperatur in Acetonitril bei
Verwendung von 2-[*F]Fluorethyltosylat
(2 Eqiv. NaOH, Préicursorkonzentration 25 mmol/l)

4.1.5 Abhingigkeit der RCA an ['®F]20 von der Temperatur in DMSO

Bereits beim Vergleich der radiochemischen Ausbeuten an ['®F]20 in verschiedenen Losungsmitteln
konnte gezeigt werden, dass bei der dort eingehaltenen Reaktionstemperatur von 80°C auch nach 30
Minuten noch nicht das Ausbeutemaximum erhalten wurde. Deshalb wurden in DMSO
ausschlieBlich hohere Temperaturen von 110, 120 und 130°C untersucht. Es konnte bereits bei der
Darstellung der inaktiven '’F-Referenzverbindung gezeigt werden, dass sich diese Verbindung bei
Temperaturen ab 140°C thermisch zersetzt, so dass die maximale Reaktionstemperatur bei 130°C
liegt.

Erwartungsgemal zeigen alle drei Kinetiken einen Verlauf pseudo-erster Ordnung (Abb. 61). Das
Maximum der radiochemischen Ausbeuten an ['*F]20 von 75% wird bereits nach 7 Minuten
Reaktionszeit erreicht, die verschiedenen Reaktionstemperaturen haben im Rahmen der
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Messgenauigkeiten kaum Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit oder die RCA, so lange sie
oberhalb von 100°C liegen.
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Abb. 61: Abhéngigkeit der RCA an ['"®F]20 von der Reaktionstemperatur in DMSO bei
Verwendung von 2-[*F]Fluorethyltosylat
(1,5 Eqiv. NaOH, Préacursorkonzentration 25 mmol/I)

4.1.6 Abhingigkeit der RCA an ['®F]20 von der Temperatur in DMF

Abbildung 62 zeigt zwei zu erwartende Effekte bei der Temperaturabhingigkeit der
radiochemischen Ausbeute an ['®F]20 in DMF. Zum einen erhoht sich die maximale RCA mit
steigender Temperatur von 30% auf 80%. Der deutlichste Anstieg der RCA liegt dabei bei der
Erhohung der Reaktionstemperatur von 80 auf 90°C, welches eine Verdopplung der
radiochemischen Ausbeute von 30% auf 60% bewirkt. Zum anderen zeigen die Kurven einen
signifikanten Unterschied in den ersten 5 Minuten der Reaktionsdauer. Es ist deutlich zu sehen, dass
eine Erhohung der Reaktionstemperatur nicht nur eine Erhéhung der RCA mit sich bringt, sondern
auch deutlich die Reaktionskinetik beeinflusst.

Mit Hilfe der Parameter der gefitteten Kurven aus Abbildung 62 lésst sich liber die Arrhenius-
Gleichung die Aktivierungsenergie dieser Reaktion in DMF berechnen. Die allgemeine

Funktionsgleichung der Ausbeutekurven lautet:
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y=A;-(1-e™)

wobei A; die theoretische radiochemische Ausbeute nach unendlicher Reaktionszeit ist; b ist
definiert als der Kehrwert der apparenten Geschwindigkeitskonstante k*.
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Abb. 62: Abhingigkeit der RCA an ['®F]20 von der Reaktionstemperatur in DMF bei
Verwendung von 2-[*F]Fluorethyltosylat
(1,5 Eqiv. NaOH, Préacursorkonzentration 25 mmol/I)

Diese ist iiber die Eduktkonzentration mit der tatsdchlichen Geschwindigkeitskonstante k verkniipft:
k =k - [Edukt]
Fiir die Temperaturabhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k gilt nach Arrhenius:
Ink=-(E/RT)+1n A

wobei E, die Aktivierungsenergie bezeichnet und A der pridexponentielle Faktor ist, der die
maximal mdgliche Geschwindigkeitskonstante der Reaktion angibt.

Durch Auftragung von In k gegen 1/T (die Reaktionstemperatur in Kelvin) ergibt sich eine Gerade,
deren Geradensteigung nach Multiplikation mit der Gaskonstanten R die Aktivierungsenergie
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liefert. Durch lineare Regression der in Abbildung 63 dargestellten Werte ergibt sich fiir die '*F-
Fluorethylierung von 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl Jamino)propyl)-
phenol (9) in DMF eine Aktivierungsenergie von 147 (+ 5,4) kJ/mol.
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Abb. 63: Arrhenius-Auftragung zur Bestimmung der Aktivierungsenergie der Reaktion von 4-(2-
(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)phenol (9) mit 2-
[18F]Fluorethy1tosylat Zu 2-(Benzyl-(2-[4-(2-[ISF]ﬂuorethoxy)phenyl]-l-methylethyl)-
amino-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (['*F]20)in DMF

70



4.1.7 Abhingigkeit der RCA an ['®F]20 von der Priicursorkonzentration an 9
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Abb. 64: Abhéngigkeit der RCA an ['®F]20 von der Pricursorkonzentration 9 bei Verwendung
von 2-["*F]Fluorethyltosylat
(1,5 Eqiv. NaOH, DMF, T= 130°C)

Die radiochemischen Ausbeutekurven in Abbildung 64 zeigen, dass die maximalen RCA von 60%
unter den gewihlten Bedingungen bereits bei einer Markierungsvorlduferkonzentration von 25
mmol/L in DMF zu erreichen sind, allerdings erst bei Reaktionszeiten von 15 Minuten. Deutlich
schnellere Kinetiken kénnen bei hoheren Eduktkonzentrationen von 30 mmol/Lpymr erzielt werden,
hier erreicht die RCA bereits nach 5 Minuten den Sattigungsbereich.

Abbildung 65 zeigt eine andere Darstellung der Abhingigkeit der RCA an ['*F]20 von der
Markierungsvorlauferkonzentration. Es wird deutlich, dass ab einer Sittigungseduktkonzentration
von 30 umol/mLpyr die radiochemischen Ausbeuten einen konstanten Verlauf zeigen. Deshalb
wurde diese  Eduktkonzentration als  Standardkonzentration bei allen folgenden
Markierungsexperimenten verwendet.
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Abb. 65: Abhéngigkeit der RCA an ['®F]20 von der Eduktkonzentration bei Verwendung von
2-["*F]Fluorethyltosylat
(1,5 Eqiv. NaOH, DMF, T= 120°C, Reaktionszeit 5 min)

4.1.8 Optimierte Reaktionsparameter zur  Darstellung von  2-(Benzyl-(2-[4-(2-
[lsF]ﬂuorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol
(["*F]20) mittels 2-['*F]Fluorethyltosylat

Die optimalen radiochemischen Ausbeuten an ['®F]20 lassen sich erzielen, wenn mit einer
Markierungsvorlduferkonzentration von 30 umol/ml in DMF bei einem 1,5-2fachen Basenzusatz
von Lithium- oder Natriumhydroxid (1 N) gearbeitet wird. Bei einer Reaktionstemperatur von
130°C lassen sich nach 5 Minuten mit nicht aufgereinigtem ['*F]FETos radiochemische Ausbeuten
von 60 bis 70% erhalten. Die Schwankungen ergeben sich aus den schwankenden radiochemischen
Reinheiten des ['*F]FETos, wenn es nicht aufgereinigt wird (85-95% radiochemische Reinheit).
Werden diese optimierten Reaktionsparameter jedoch gemeinsam mit ['*F]JFETos verwendet,
welches mittels einer HPLC-Abtrennung in hoher radiochemischer Reinheit vorliegt (>98%), so
steigen die radiochemischen Ausbeuten an 2-(Benzyl-(2-[4-(2-['*F]fluorethoxy)phenyl]-1-
methylethyl)amino-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol bis auf 99% binnen 5 Minuten.

Da der Markierungsvorldufer 9 ein Racemat ist, entstehen 4 Stereoisomere von 2-(Benzyl-(2-[4-(2-
['®F]fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol. Analog zu der
F-Referenzverbindung konnen die beiden Diastereomerenpaare z.B. iiber eine Luna-HPLC-Siule
der Firma Phenomenex getrennt werden, die Retentionszeiten betragen 10 und 12 Minuten bei
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Methanol/Wasser (93/7) als Eluens. Jedes Diastereomerenpaar kann anschlieBend iiber eine Chirex
3022-HPLC-Séule der Firma Phenomenex in seine beiden Enantiomere aufgespalten werden, die
Retentionszeiten betragen 5,1 und 6,5 Minuten bei der Verwendung von n-Hexan/l1,2-
Dichlorethan/Methanol/Trifluoressigsdure (230/140/30/1) als Eluens (Chromatogramme siche
Anhang B).

4.2 Radioaktive Markierung von 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethyl]amino)propyl)phenol (9) mit 1-Br0m-2-[18F]Flu0rethan zu 2-(Benzyl-(2-
[4-(2-[18F]ﬂuorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-
ethanol (['*F]20)

Als Alternative zum '®F-Fluoralkylierungsagens ['*F]JFETos ist auch eine radioaktive Markierung
von 9 mit dem "*F-Fluoralkylierungsagens ['*F]BFE denkbar.

BzO, BzO

OH OH

NBz <;NBZ

1. Base
BzO Y BzO

2. 1-Brom-2-[18F]Fluorethan

18

JF
OH o]

Abb. 66: '*F-Fluorethylierung von 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]-
amino)propyl)phenol (9) mit 1-Brom-2-["*F]Fluorethan  zu 2-(Benzyl-(2-[4-(2-
['*F]fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino- 1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-ethanol
(["F120)

4.2.1 Abhingigkeit der RCA an ['®F]20 vom verwendeten Losungsmittel

Auch bei der radioaktiven Markierung von 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethyl]Jamino)propyl)phenol (9) mit ['*F]BFE wurden die Losungsmittel DMF, DMSO und
Acetonitril getestet. Zur direkten Vergleichbarkeit wurde die Reaktion bei allen Losungsmitteln bei
einer Reaktionstemperatur von 80°C durchgefiihrt, obwohl schon aus Abschnitt 4.1.1 bekannt war,
dass bei dieser Temperatur die '*F-Fluorethylierung nur mit geringen Ausbeuten gelingt.

Abbildung 67 zeigt, dass die radiochemischen Ausbeuten an ['*F]20 in DMF und DMSO
vergleichbar sind, wihrend auch mit ["*F]BFE die '*F-Fluorethylierung in Acetonitril nur mit
deutlich schlechteren Ausbeuten verlduft. Vergleicht man jedoch die RCA an ['*F]20, die mittels
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['"®F]FETos bzw. ['*F]BFE erhalten werden kénnen (30% bzw. 5%), so ldsst sich bereits hier
feststellen, dass zumindest unter den gewdhlten Reaktionsbedingungen ['®F]FETos als
Fluorethylierungsagens vorzuziehen ist. Auch bei diesen Experimenten wird DMF der Vorzug
gegeniiber DMSO gegeben, um die sich anschlieBende HPLC-chromatographische Aufreinigung
des Produktes zu vereinfachen.
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g I ®  DMF
= DMSO -
o
2
2 6
=
<
(0]
=
2 4r
g
O
=
o
.2
T 27
a4
O -

0 5 10 15 20 25 30 35

Reaktionszeit [min]

Abb. 67: Abhingigkeit der RCA an ['*F]20 vom verwendeten Losungsmittel bei Verwendung
von 1-Brom-2-["*F]Fluorethan
(1,5 Eqiv. NaOH, T= 80°C, Pracursorkonzentration 30 mmol/l)

4.2.2 Abhingigkeit der RCA an ['®F]20 von der Reaktionstemperatur

Da es sich um den gleichen Markierungsvorliufer wie bei der '*F-Fluorethylierung mit ['*F]JFETos
handelt, muss die Abhingigkeit der RCA an ['®F]20 von der Art und der Konzentration der
verwendeten Hilfsbase nicht untersucht werden. So werden fiir alle radioaktiven
Markierungsreaktionen mit ['"*F]BFE 1,5 bis 2 Equivalente Lithium- oder Natriumhydroxid als
Base verwendet. Die Abhédngigkeit der RCA an ['*F]20 von der Reaktionstemperatur in DMF zeigt
den zu erwartenden Verlauf. Eine Erhohung der Reaktionstemperatur von 80°C auf 100°C bringt
eine Verdreifachung der radiochemischen Ausbeute. Oberhalb einer Reaktionstemperatur von
110°C steigt die maximale radiochemische Ausbeute von 15% nicht weiter an, allerdings erfolgt
erwartungsgemill eine raschere Kinetik. Vergleicht man jedoch die maximale radiochemische
Ausbeute bei der Reaktion von 9 mit ['*F]BFE bei einer gegebenen Reaktionstemperatur mit der

maximalen radiochemischen Ausbeute von ['*F]20 mit ['"*F]FETos (Abb. 62 und 68), so sicht man
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die deutliche Uberlegenheit von ['*F]FETos als '*F-Fluorethylierungsagens fiir 9. Die Verwendung
von ['*F]BFE bringt im allgemeinen einen Zeitvorteil mit sich, da die HPLC-chromatographische
Aufreinigung zum Erzielen einer hohen radiochemischen Reinheit, die normalerweise bei
['"®*F]FETos erfolgt, nicht notwendig ist [144]. Da jedoch die maximalen radiochemischen
Ausbeuten an ['®F]20 mit nicht-aufgereinigtem [*F]FETos bei 60-80% liegen, und bei
Verwendung von ['®*F]BFE nur bei 15%, ist ["*F]JFETos bei dieser Reaktion besser geeignet.
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Abb. 68: Abhingigkeit der RCA an ['*F]20 von der Reaktionstemperatur bei Verwendung von
1-Brom-2-['*F]Fluorethan
(1,5 Eqiv. NaOH, DMF, Pracursorkonzentration 30 mmol/l)

Die Tatsache, dass die radiochemischen Ausbeuten an ['*F]20 mit ['*F]BFE deutlich geringer sind
als mit ['*F]JFETos erklirt sich aus der Qualitiit der jeweiligen Abgangsgruppe. Aus der Literatur ist
bekannt, dass die Solvolyse-Geschwindigkeit von 1-Phenylethylestern und —halogeniden sich
deutlich unterscheiden [114]. So ist die Gleichgewichtskonstante fiir die Solvolyse eines p-
Toluolsulfonates im Vergleich zur analogen Bromverbindung um drei Gréfenordnungen hoher.
Dies bedeutet, dass die Reaktionsgeschwindigkeit der p-Toluolsulfonate mit harten Nukleophilen
(HSAB-Konzept) wie RO™ oder auch H,O deutlich gréBer im Vergleich zu den Bromiden ist [136].
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4.3 Radioaktive = Markierung von  Essigsidure-2-[benzyl-(1-methyl-2-(4-[2-toluol-4-
sulfonyloxy)ethoxy]phenyl)ethyl)amino]-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester (17) mit
['F]Fluorid  zu  Essigsiure-2-(benzyl-(2-[4-(2-["*F|fluorethoxy)phenyl]-1-methyl-
ethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester ([lsF]24)

Hauptintention zur Etablierung eines weiteren Syntheseweges zur Darstellung von ['*F]25 ist das

Vermeiden der 2-['®F]Fluorethyltosylat-Synthese. Um diesen zusitzlichen Syntheseschritt zu

umgehen, muss der verwendete Markierungsvorldufer, dessen radioaktive Markierung mit

['"®F]Fluorid nach der Entschiitzung ebenfalls das Produkt ['®F]25 liefern soll, iiber eine am

Phenolat-Anion ankondensierte 2-(4-Toluolsulfonyl)ethoxy-Gruppe verfiigen. Dieser Tosylrest

kann in einer direkten nukleophilen Substitution mit ['"®*F]F substituiert werden und liefert daher in

einem einzigen Reaktionsschritt das erwiinschte radioaktive Reaktionsprodukt. Zusétzlich ist
allerdings die aliphatische Hydroxyfunktion zu schiitzen, da es sonst zur Ausbildung von

Wasserstoffbriicken-Bindungen mit dem ['®F]Fluorid-Ion kommt, und keine radiochemischen

Ausbeuten an [ISF]24 erhalten werden konnen.

BzO e} ﬁ/ BzO 0 ﬁ/

0 [¢]

18-
NBz [ °FIF NBz
—_—
B0 Kryptofix 222 BzO
18

17 ['*F]24

0—\/ 00—
TosO '%F

Abb. 69: Radioaktive Markierung von Essigsdure-2-[benzyl-(1-methyl-2-(4-[2-toluol-4-
sulfonyloxy)ethoxy]phenyl)ethyl)amino]-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester
(17) mit ["*F]Fluorid zu Essigséiure-2-(benzyl-(2-[4-(2-[ISF]ﬂuorethoxy)phenyl]-1-
methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester (["*F124)

4.3.1 Abhingigkeit der RCA an ['*F]24 vom verwendeten Losungsmittel

Die Losungsmittelabhiingigkeit der RCA an ['®F]24 wurde wieder mit den iiblichen dipolar
aprotischen Losungsmitteln DMF, DMSO und Acetonitril durchgefiihrt. Abbildung 70 zeigt die
erhaltenen radiochemischen Ausbeuten. Die Tatsache, dass sich gerade Acetonitril als
Losungsmittel der Wahl zur direkten aliphatischen Substitution von nukleofugen Gruppen wie z.B.
Tosylat eignet, findet sich in der Literatur oft bestdtigt. Es waren maximale radiochemische
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Ausbeuten von 30% nach 12 Minuten im Solvens Acetonitril mdglich, ohne dass eine Bildung von
radioaktiven Nebenprodukten zu beobachten ist.
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Abb. 70: Abhingigkeit der RCA an ['*F]24 vom verwendeten Losungsmittel

(T= 80°C, Pracursorkonzentration 20 mmol/L)

4.3.2 Abhingigkeit der RCA an ['®F]24 von der Reaktionstemperatur

Die experimentell bestimmten Reaktionskinetiken bei 60, 70 und 80°C haben das Profil einer
typischen Reaktion pseudo-erster Ordnung. Die RCA an Markierungsprodukt zeigen somit eine
ausgepragte Temperaturabhdngigkeit, was durch die Tatsache bestitigt wird, dass nukleophile
aliphatische Substitutionen zumeist erst bei hoheren Temperaturen mit moderaten Ausbeuten
ablaufen. Eine weitere Steigerung der Temperatur auf 100°C im geschlossenen Reaktionsgefal3
fithrte jedoch zu einem thermisch induzierten Zerfall an Reaktionsprodukt nach 5 Minuten. Diese
Beobachtung kann unter Berlicksichtigung der starken basischen Eigenschaften des Fluoridions
durch eine baseninduzierte Eliminierungsreaktion am 2-(4-Toluolsulfonyl)ethoxyphenyl-Rest
erklart werden.
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Abb. 71: Abhéngigkeit der RCA an ['*F]24 von der Reaktionstemperatur

(Acetonitril, Pracursorkonzentration 20 mmol/L)

4.3.3 Abhingigkeit der RCA an ['®F]24 von der Eduktkonzentration an 17
Abbildung 72 zeigt die Abhdngigkeit der RCA an ['®F]24 von der Eduktkonzentration. Die
maximale radiochemische Ausbeute von 30% wird ab einer Sittigungskonzentration von 20

mmol/L erreicht.
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Abb. 72: Abhéngigkeit der RCA an ['®F]24 von der Eduktkonzentration an 17
(Acetonitril, T= 80°C, Reaktionszeit 15 min)
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4.3.4 Optimierte Reaktionsparameter zur Synthese von Essigsiure-2-(benzyl-(2-[4-(2-
[ISF]ﬂuorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-l-(3,S-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester
(I"°F124)

Die maximalen radiochemischen Ausbeuten von 30% durch eine Direktfluorierung werden nach

einer Reaktionszeit von 15 Minuten in Acetonitril bei 80°C und einer Pracursorkonzentration von

20 mmol/L erzielt. Berlicksichtigt man allerdings, dass die radioaktive Markierung von 9 mit

["*F]FETos innerhalb von 5 Minuten quantitativ verlduft, und ["*FJFETos selbst durch

Direktfluorierung mit Ausbeuten > 60% dargestellt werden kann, so ergibt sich trotz des

Mehraufwandes an Zeit von 30 Minuten fiir die Synthese von ['"*F]FETos ein Ausbeutegewinn von

30% an radioaktivem Endprodukt. AuBerdem weillt das radioaktiv markierte Produkt ['*F]24 zwei

verschiedene Schutzgruppen auf, die nicht in einem Reaktionsschritt abgespalten werden kénnen,

was einen zuséitzlichen Zeitaufwand bedeutet.

4.4  Synthese von 5-(2-(2-[4-(2-[lsF]Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-l-hydroxy-
ethyl)benzen-1,3-diol (['*F]25) durch Debenzylierung von ['*F]20

5-(2-(2-[4-(2-[ ! 8F]Fluorethoxy)phenyl] -1-methylethylamino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol

(["*F125) kann durch Debenzylierung von 2-(Benzy1—(2-[4-(2-[18F]ﬂuorethoxy)phenyl]-1-

methylethyl)amino-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol ~ mittels Wasserstoff am Palladium-

Aktivkohle-Katalysator dargestellt werden.

BzO, HO,

OH OH

NBz NH
H, Pd/C

BzO HO

18,

['®F]20 O_/_ISF ['8F]25 A

Abb. 73: finale Entschiitzung von 2-(Benzyl-(2-[4-(2-['*F]fluorethoxy)phenyl]-1-methyl-
ethyl)amino-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol ~ (['*F]20) zu  5-(2-(2-[4-(2-
['*F]Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)- 1-hydroxy-ethyl)benzen-1,3-diol
(["°F125)

Hierzu muss ['*F]20 in Ethanol oder Methanol geldst vorliegen. Dies kann erreicht werden, indem
['®F]20 nach erfolgreicher Synthese und HPLC-Reinigung mit Wasser verdiinnt auf einer C-18-
Kartusche von Waters fixiert wird und anschlieBend mit auf 50°C temperiertem Methanol oder
Ethanol eluiert wird. Der Katalysator sollte moglichst konzentriert sein, da es durch Adsorption auf
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die Aktivkohle zu Verlusten bei der radiochemischen Ausbeute kommt. Bei den
Optimierungsversuchen wurde 10% Palladium auf Aktivkohle verwendet. Wird der Katalysator
unter Luftausschluss gelagert, so reichen &duflerst geringe Mengen (1-2 mg) aus, um eine
vollstindige Debenzlyierung innerhalb von 5 Minuten zu erreichen. In diesem Falle betrdgt der
Verlust der radiochemischen Ausbeute durch Adsorption an das Katalysatormaterial etwa 10 bis
15%.

B. EIAmin et al. beschreiben eine milde N-Debenzylierung mit verdiinnter Ameisensdure als
Hydridiibertrager [135]. Aus diesem Grund wurden vergleichende Experimente mit Wasserstoff bei
Normaldruck mit und ohne Zusatz von Ameisensdure durchgefiihrt. Wird ohne Zusatz von
Ameisensdure gearbeitet, verlduft die Schutzgruppenabspaltung innerhalb von 5 Minuten
quantitativ. Bei Zusatz von Ameisensiure ist eine raschere Kinetik der Abspaltung zu beobachten:
bereits nach 2 Minuten ist kein benzylgeschiitzter Vorldufer [®*F]20 mehr vorhanden, allerdings
betragen die radiochemischen Ausbeuten nur noch 98%, und es entsteht ein nicht néher
identifiziertes radioaktives Nebenprodukt. Verldngert man die Reaktionszeit unter
Ameisensiurezusatz, so sinken die radiochemischen Ausbeuten bis auf 60% nach 30 Minuten, in
gleichem Masse steigt die radiochemische Ausbeute des nicht identifizierten Nebenprodukts (s.
Abb. 74).

100

T

80

T

60

T

40

T

e H, PdC
H, Pd/C HCOOH

Radiochemische Ausbeute [%]

20

T

1 1 1 1 1 1 1

0 5 10 15 20 25 30 35

Reaktionszeit [min]

Abb. 74: Abhéngigkeit der RCA an ['®F]25 von der Reaktionszeit durch Debenzylierung von
['*F]20
(2 mg Pd/C, 1 mL Ethanol, 1 bar Wasserstoff, Raumtemperatur)
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4.5 Synthese von 5-(2-(2-[4-(2-[ISF]Fluorethoxy)phenyl]-l-methylethylamino)-l-hydroxy-
ethyl)benzen-1,3-diol (['*F]25) durch Entschiitzung von [*F]24
['®F]25 kann durch Debenzylierung und anschlieBende Deacetylierung von ['*F]24 dargestellt
werden. Die Debenzylierung von ['°F]24 verlduft analog zur Debenzylierung von 2-(Benzyl-(2-[4-
(2-["*F]fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (['*F]20) in
Ethanol oder Methanol mit Wasserstoff am Palladium-Katalysator.
1.H, Pd/C

i;0 O:<
o
io >—© 2. NaOH HO
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Abb. 75: Debenzylierung und Deacetylierung von [F]24 zu  5-(2-(2-[4-(2-
['®F]Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-hydroxy-ethyl)benzen-1,3-diol
(["°F125)

Zur anschlieBenden Deacetylierung von Essigséiure-l-(3,5-dihydroxyphenyl)-2-(2-[4-(2-[18F]-
fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)ethylester wird direkt nach Abspaltung der Benzyl-
Schutzgruppen ohne Aufarbeitung das Reaktionsgemisch mit 1 N NaOH versetzt und bei 60°C 5
Minuten geriihrt. Die Entschiitzung zu ['°F]25 verlduft unter diesen Bedingungen quantitativ,
allerdings kommt es auch hier zu Adsorptionsverlusten an der Aktivkohle des Katalysators in Hohe
von 10-15%.

4.6  Radioaktive Markierung von [(R,R),(S,S)]-5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-
methylethylamino]ethyl)benzen-1,3-diol (Fenoterol, 1) mit 2-[18F]Flu0rethylt0sylat zu
(R,R)- und (S,S)-S-(Z-(Z-[4-(2-[18F]Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamin0)-1-
hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (['*F]25)

Das von Boehringer Ingelheim zur Verfiigung gestellte Fenoterol lag in Form seines
Hydrobromides vor. Bei direkter Verwendung des Hydrobromides unter Verwendung eines
zusitzlichen Basenequivalentes konnten keinerlei radiochemische Ausbeuten an 5-(2-(2-[4-(2-
['*F]Fluorethoxy)-phenyl]-1-methylethylamino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol  erzielt ~werden.
Erst nach vorheriger Freisetzung des Hydrobromides konnte in Experimenten mit der freien Base
das gewiinschte Produkt ['®F]25 dargestellt werden.
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Abb. 76: Darstellung von  5-(2-(2-[4-(2-['*F]Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-
hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (['*F]25) mit 2-['*F]Fluorethyltosylat aus Fenoterol (1)

4.6.1 Abhingigkeit der RCA an ['®F]25 vom verwendeten Losungsmittel

Auch bei der radioaktiven Markierung von Fenoterol mit ["*F]FETos wurden die Losungsmittel
DMF, DMSO und Acetonitril getestet. Zur direkten Vergleichbarkeit wurde die Reaktion bei allen
Losungsmittel bei einer Reaktionstemperatur von 80°C durchgefiihrt.
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Abb. 77: Abhingigkeit der RCA an ['*F]25 aus Fenoterol vom verwendeten Losungsmittel
(1 Eqiv. LiOH, T= 80°C, Priacursorkonzentration 15 mmol/l)

Wie aus Abbildung 77 ersichtlich, zeigt der Verlauf der radiochemischen Ausbeuten in den
verschiedenen Losungsmitteln den bereits bekannten Verlauf. Im Interesse einer einfachen HPLC-
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chromatographischen Reinigung von ['°F]25 wurde in allen weiteren Experimenten DMF als
Losungsmittel verwendet.

4.6.2 Abhingigkeit der RCA an ['®F]25 vom Basenzusatz

Als Hilfsbasen zur Abstraktion des phenolischen Protons wurden LiOH, NaOH und
Kaliumcarbonat getestet. Abbildung 78 zeigt die experimentellen Ergebnisse bei einer
Reaktionstemperatur von 120°C und einem equimolaren Basenzusatz. Lithiumhydroxid und
Natriumhydroxid in Form ihrer wissrigen Losungen (1 N) erreichen maximale radiochemische
Ausbeuten von 25-30%, Kaliumcarbonat als schwéchere Base ermdglicht nur Ausbeuten von knapp
20%.
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Abb. 78: Abhingigkeit der RCA an ['*F]25 aus Fenoterol von der verwendeten Hilfsbase
(1 Eqiv. Base, DMF, T= 120°C, Préacursorkonzentration 15 mmol/l)

Auf das Testen noch schwicherer Basen wurde verzichtet, da es bei der Verwendung von Fenoterol
als Markierungsvorldufer von besonderer Bedeutung ist, dass das phenolische Proton abstrahiert
wird. Im Gegensatz zum anderen getesteten Markierungsvorldaufer 9, bei dem alle anderen aciden
Protonen durch Benzylgruppen geschiitzt waren, existieren beim Markierungsvorldufer 1 noch zwei
weitere '“F-fluoralkylierbare Funktionen, nimlich an der Aminofunktion sowie an einer der
Resorcinol-artigen Hydroxyfunktionen.
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Abb. 79: mogliche Produkte bei der '®F-Fluorethylierung von Fenoterol (1): 5-(2-(2-[4-(2-
['*F]Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)- 1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol
(["°F]25), 5-(2-((2-["*F]Fluorethyl)-[2-(4-hydroxyphenyl)- 1-methylethylJamino)-1-
hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (['*F]27) und 3-(2-[18F]Fluorethoxy)-5-(1-hydroxy-2-
((2-(4-hydroxyphenyl)isopropyl)amino)ethyl)phenol (['*F]26)

Fiir die Optimierung der Reaktionsparameter ist nicht nur die Art der zugesetzten Base, sondern
auch deren Konzentration von Bedeutung. Untersucht wurde der Umsatz der Reaktion bei
Verwendung von 0.5, 1, 1.5 und 2 Equivalenten Base sowie ohne Basenzusatz. Die Ausbeute-
Kurven in Abbildung 80 zeigen den zu erwartenden Verlauf. Die radiochemischen Ausbeuten
steigen von 0 iiber 0.5 auf 1 Equivalent Basenzusatz an, bei einem mehr als equimolaren
Basenzusatz sinken die radiochemischen Ausbeuten nach einem Maximum bei 3 Minuten wieder
ab. Dies deutet auf eine Basenlabilitdt des gebildeten Produktes hin. Interessant ist auch, dass sich
mit hoherer Basenkonzentration auch in zunehmenden Masse ein radioaktives Nebenprodukt bildet,
welches als an der Resorcinolstruktur 18F-ﬂuorethyliertes Fenoterol ['®F]26 identifiziert werden
konnte.

Je hdher der Baseniiberschuss, desto héher auch die radiochemischen Ausbeuten an ['®F]26, welche
bei einem doppelten Uberschuss an Natriumhydroxid bereits 50% betragen. Das an der Amin-
Struktur 18F-ﬂuorethylierte Fenoterol (['*F]27) dagegen bildet sich unabhidngig von der
Basenkonzentration mit radiochemischen Ausbeuten von etwa 30% (vgl. Abb. 79).
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Abb. 80: Abhingigkeit der RCA an ['*F]25 aus Fenoterol von der Basenkonzentration
(NaOH, T= 120°C, DMF, Priacursorkonzentration 15 mmol/L)

4.6.3 Abhingigkeit der RCA an ['*F]25 von der Reaktionstemperatur
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Abb. 81: Abhingigkeit der RCA an ['*F]25 aus Fenoterol von der Reaktionstemperatur
(1 Eqiv. NaOH, DMF, Priacursorkonzentration 15 mmol/l)
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Abbildung 81 zeigt die Reaktionskinetiken fiir die Reaktionstemperaturen von 80 bis 130°C. Wie
erwartet steigt die radiochemische Ausbeute an ['*F]25 mit zunchmender Reaktionstemperatur. Die
maximale radiochemische Ausbeute von 30% wird bei einer Reaktionstemperatur von 120°C nach
10 Minuten erreicht, bei hoheren Temperaturen kommt es zu einer Zersetzung des
Markierungsvorldufers Fenoterol (1) und zu einem Absinken der radiochemischen Ausbeute auf
12%.

4.6.4 Abhingigkeit der RCA an ['*F]25 von der Eduktkonzentration

Abbildung 82 zeigt den Verlauf der radiochemischen Ausbeuten an ['°F]25 von der
Eduktkonzentration nach 10 Minuten Reaktionszeit. Ab einer Sittigungskonzentration von ca. 15
mmol/L am Markierungsvorldufer Fenoterol bleibt die maximale radiochemische Ausbeute
konstant bei 30% (10 Minuten Reaktionszeit). Mit dieser Eduktkonzentration wurden alle weiteren

Experimente durchgefiihrt.
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Abb. 82: Abhingigkeit der RCA an ['*F]25 aus Fenoterol von der Eduktkonzentration
(1 Eqiv. NaOH, DMF, T= 120°C, Reaktionszeit 10 Minuten)
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4.6.5 Optimierte Reaktionsparameter zur Darstellung von [(R,R),(S,S)]-5-(2-(2-[4-(2-
[ISF]Fluorethoxy)phenyl]-l-methylethylamino)-1-hydr0xyethyl)benzen-1,3-diol
(I"°F125)

Die optimalen radiochemischen Ausbeuten an ['®F]25 lassen sich erzielen, wenn mit einer

Markierungsvorlduferkonzentration von 15 mmol/L Fenoterol in DMF bei einem equimolaren

Basenzusatz von Lithium- oder Natriumhydroxid (1 N) gearbeitet wird. Bei einer

Reaktionstemperatur von 120°C lassen sich nach 10 Minuten Reaktionszeit mit [lgF]FETos

radiochemische Ausbeuten von 30% erhalten.

Das von Boehringer Ingelheim zur Verfiigung gestellte Fenoterol ist ein Enantiomeren-Gemisch aus

(R,R)- und (S,S)-Fenoterol. Daher ist auch das '*F-fluorethylierte Fenoterol ['*F]25 ein Gemisch

aus diesen beiden Enantiomeren. Es entfillt die bei der Verwendung von 9 als

Markierungsvorldufer notwendige Trennung der Diastereomerenpaare per HPLC. Das

Reaktionsgemisch kann direkt im Laufmittel n-Hexan/1,2-

Dichlorethan/Methanol/Trifluoressigsdure (230/140/30/1) aufgenommen werden und iiber eine

Chirex 3022-HPLC-Séule der Firma Phenomenex in seine beiden Enantiomere aufgetrennt werden.

Die Retentionszeiten betragen 14,5 und 16,9 Minuten (Chromatogramme sieche Anhang B).

Allerdings liegen die maximal zu erhaltenden radiochemischen Ausbeuten an ['*F]25 bei der

Verwendung von Fenoterol als Markierungsvorldaufer immer noch deutlich unter den Ausbeuten, die

mit dem benzylgeschiitzten Markierungsvorldufer 9 auch nach der Entschiitzung erhalten werden

konnen.

4.7  Radioaktive Markierung von 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethyl]amino)propyl)phenol (9) mit [HC]Methyliodid zu 2-(Benzyl-[2-(4-
[HC]methoxyphenyl)-l-methylethyl]amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol

11
([ CI32)
BzO BzO
OH — OH
NB 1. Base - <\ / B
2. (M clcH;1
BzO BzO
9 "'c132
OH o''cH;,

Abb. 83: Synthese von 2-(Benzyl-[2-(4-[11C]methoxyphenyl)-1-methylethyl]amino)-l-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol ([''C]32) durch Methylierung von 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)phenol (9)
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4.7.1 Abhingigkeit der RCA an [''C]32 vom verwendeten Losungsmittel

Es wurden die bei der radioaktiven Markierung mit ['"*F]FETos bewihrten Losungsmittel DMF und
DMSO verwendet. Bei einer Reaktionszeit von 7 Minuten in den Solventien waren maximale
radiochemische Ausbeuten von 80% sowohl in DMSO als auch in DMF realisierbar. Dieser Wert
entsprach auch der radiochemischen Reinheit des [''C]Methyliodids, so dass eigentlich
radiochemische Ausbeuten von 99% vorlagen. Die Wahl des Losungsmittels fiel auf DMF, da die
Trennwirkung der HPLC-Sdule bei Verwendung von DMSO durch teilweise extreme
Peakverbreiterung der Reaktionskomponenten stark herabgesetzt wurde. Dieser unerwiinschte
Umstand war bei Verwendung von DMF nicht zu beobachten.

4.7.2 Abhingigkeit der RCA an [''C]32 von der verwendeten Hilfsbase

Bei der ''C-Methylierung wurden ausschlieBlich die bei der '*F-Fluorethylierung bewéhrten Basen
Natriumhydroxid und Lithiumhydroxid verwendet, da es sich bei beiden Reaktionen um den selben
Markierungenvorldufer 9 handelt. Abbildung 84 zeigt, dass die radiochemischen Ausbeuten im
Rahmen der Messgenauigkeiten bei der Verwendung dieser beiden Basen identisch sind.
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Abb. 84: Abhingigkeit der RCA an [''C]32 aus 9 von der verwendeten Base
(1 Eqiv. Base 1 N, DMF, T= 130°C, Préacursorkonzentration 18 mmol/L)

Da bei der Verwendung eines Equivalentes Base der Umsatz mit [''C]Methyliodid bereits
quantitativ verlauft, wurde auf Experimente mit anderen Basenkonzentrationen verzichtet.
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4.7.3 Abhingigkeit der RCA an [''C]32 von der Reaktionstemperatur

Abbildung 85 zeigt den Verlauf der radiochemischen Ausbeute an [''C]32 in DMF bei den
Reaktionstemperaturen 100, 120 und 130°C. Die Kurven zeigen erwartungsgeméil eine Kinetik
pseudo-erster Ordnung. Die maximale radiochemische Ausbeute von 80% (bei einer
radiochemischen Reinheit des [''C]Methyliodid von nur 80%!) wird bei Temperaturen oberhalb
von 110°C nach 5 Minuten Reaktionszeit erreicht. Bei niedrigeren Temperaturen verlduft die
Reaktion deutlich langsamer. Hier wird die maximale radiochemische Ausbeute erst nach 12 bis 15

Minuten erreicht.
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Abb. 85: Abhingigkeit der RCA an [''C]32 aus 9 von der Reaktionstemperatur
(1 Eqiv. NaOH, DMF, Priacursorkonzentration 18 mmol/L)

4.7.4 Abhingigkeit der RCA an [''C]32 von der Eduktkonzentration

Wie aus Abbildung 86 ersichtlich, flihrt eine Priacursorkonzentration von 7 mmol/L in DMF zu
maximalen radiochemischen Ausbeuten von 60% nach 8 bis 10 Minuten. Wird die
Markierungsvorlduferkonzentration auf 18 mmol/L erhoht, so erfolgt innerhalb von 5 Minuten ein
quantitativer Umsatz des [''C]Methyliodids zum gewiinschten [''C]32. Aus diesem Grunde wurden
keine weiteren Experimente mit noch héheren Markierungsvorlduferkonzentrationen durchgefiihrt,
auch wenn bei der '°F-Fluorethylierung dieses Markierungsvorlaufers Eduktkonzentrationen von 30
mmol/L. notwendig waren, um maximale radiochemische Ausbeuten zu erzielen (s. Abschnitt
4.1.7).
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Abb. 86: Abhingigkeit der RCA an [''C]32 von der Eduktkonzentration an 9
(1 Eqiv. NaOH, DMF, T= 130°C)

4.8 Synthese von 5-(2-(2-[4-2-[''C]Methoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-hydroxy-
ethyl)benzen-1,3-diol ([''C]34)

BzO HO
OH OH
H, Pd/C
NBz > NH

BzO HO
[''c132 [Mcl34
0''CH, 0''CH,

Abb. 87: Synthese von 5-(2-(2-[4-(2-[''C]Methoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-hydroxy-
ethyl)benzen-1,3-diol ([''C]34) durch Debenzylierung von [''C]32

Die Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppen mit Wasserstoff am Palladium-Aktivkohle-Katalysator
erfolgt analog zur Synthese von ['®F]25 (Abschnitt 4.4). Auch hier erfolgt die Benzylether-Spaltung

90



innerhalb von 5 Minuten quantitativ mit 5 bis 10% Verlust an radiochemischer Ausbeute durch
Adsorptionsverluste an der Aktivkohle.

4.9 Radioaktive Markierung von [(R,R),(S,S)]-5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-
methylethylamino]ethyl)benzen-1,3-diol (Fenoterol, 1) mit [HC]Methyliodid zu 5-(2-(2-
[4-(2-[1lC]Methoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-l-hydroxyethyl)benzen-l,3-diol
("'C1-34)

HQ HO,
OH OH

1. Base
NH —_— NH

2.[M'cicH;1
HO HO

1 [''C134

OH o''cH,

Abb. 88: Darstellung von  5-(2-(2-[4-(2-[''C]Methoxy)phenyl]- 1-methylethylamino)-1-
hydroxyethyl)benzen-1,3-diol ([''C]34) aus Fenoterol (1)

Das von Boehringer Ingelheim zur Verfligung gestellte Fenoterol lag in Form seines
Hydrobromides vor. Bei direkter Verwendung des Hydrobromides unter Verwendung eines
zusitzlichen Basenequivalentes konnten keinerlei radiochemische Ausbeuten an [”C]34 erzielt
werden. Erst nach vorheriger Freisetzung des Hydrobromides konnte mit der freien Base das
gewiinschte Produkt [''C]34 dargestellt werden.

4.9.1 Abhingigkeit der RCA an [''C]34 vom verwendeten Losungsmittel

Es wurden auch beim Markierungsvorldufer Fenoterol die bei der radioaktiven Markierung von 9
mit [''C]Methyliodid bewihrten Losungsmittel DMF und DMSO verwendet. Bei einer
Reaktionszeit von 5 Minuten in den Solventien waren maximale radiochemische Ausbeuten von
80% sowohl in DMSO als auch in DMF realisierbar. Dieser Wert entsprach auch der
radiochemischen Reinheit des [''C]Methyliodids, so dass eigentlich radiochemische Ausbeuten von
>99% vorlagen. Die Wahl des Losungsmittels fiel auf DMF, da die Trennwirkung der HPLC-Saule
bei Verwendung von DMSO stark herabgesetzt wird.
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4.9.2 Abhingigkeit der RCA an [''C]34 von der verwendeten Base

Bei der ''C-Methylierung von Fenoterol wurden ausschlieflich die bei der '*F-Fluorethylierung von
Fenoterol bewéhrten Basen Natriumhydroxid und Lithiumhydroxid verwendet, da es sich bei beiden
Reaktionen um denselben Markierungsvorldaufer 1 handelt. Abbildung 89 =zeigt, dass die
radiochemischen Ausbeuten im Rahmen der Messgenauigkeiten bei der Verwendung dieser beiden
Basen identisch sind.
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Abb. 89: Abhingigkeit der RCA an [''C]34 aus Fenoterol von der verwendeten Base
(1 Eqiv. Base, DMF, T= 125°C, Pracursorkonzentration 13 mmol/L)

Da bei einer radiochemischen Reinheit des eingesetzten [''C]Methyliodids von 80% eine
radiochemische Ausbeute an [''C]34 von 80% ein quantitativer Umsatz bedeutet, wurde auf die
Untersuchung einer Abhingigkeit der RCA an [''C]34 von der Basenkonzentration verzichtet.

4.9.3 Abhingigkeit der RCA an [''C]34 von der Reaktionstemperatur

Abbildung 90 zeigt den Verlauf der radiochemischen Ausbeuten an [''C]34 bei
Reaktionstemperaturen von 100 bis 130°C. Das Maximum an radiochemischer Ausbeute von 80%
(bei einer radiochemischen Reinheit des eingesetzten [''C]Methyliodids von 80%) wird bei
Temperaturen zwischen 110 und 125°C erzielt. Erwartungsgemél verlduft die Reaktionskinetik bei
125°C schneller, so dass hier die Reaktion bereits nach 3 Minuten quantitativ abgelaufen ist,
wihrend bei 110°C das Ausbeutemaximum erst nach 10 Minuten erreicht wird. Dies fiihrt
besonders im Hinblick auf die Halbwertszeit von ''C (20 min) zu einem erheblichen
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Ausbeutegewinn an [''C]34. Bei einer Reaktionstemperatur von 130°C sinkt die maximale RCA auf
60%, da es zu einer thermischen Zersetzung des Markierungsvorldufers Fenoterol kommt (vgl.
Abschnitt 4.5.3).
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Abb. 90: Abhingigkeit der RCA an [''C]34 aus Fenoterol von der Reaktionstemperatur
(1 Eqiv. NaOH, DMF, Priacursorkonzentration 13 mmol/L)

4.9.4 Abhingigkeit der RCA an [''C]34 von der Eduktkonzentration

Wie aus Abbildung 91 ersichtlich, verlduft die Methylierung von Fenoterol (1) mit
[''C]Methyliodid bei einer Markierungsvorliuferkonzentration von 13 mmol/L innerhalb von 3
Minuten quantitativ. Eine Erniedrigung der Eduktkonzentration auf 8 mmol/L fiihrt einerseits zu
einer deutlichen Verlangsamung der Reaktionskinetik, andererseits zu einem Absinken der
radiochemischen Ausbeute auf 65%.
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Abb. 91: Abhéngigkeit der RCA an [''C]34 von der Eduktkonzentration
(1 Eqiv. NaOH, DMF, T= 125°C)

4.9.5 Optimierte Reaktionsparameter zur Synthese von [(R,R),(S,S)]-5-(2-(2-[4-(2-
[''C]Methoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol ([''C]34)
Im Gegensatz zur '‘F-Fluorethylierung von Fenoterol (1) erfolgt bei der Reaktion von
[“C]Methyliodid mit Fenoterol {iberraschenderweise keine Nebenreaktion wie z.B. die
Methylierung der Aminofunktion oder der Resorcinol-Struktur. Dies konnte in der Qualitdt der
Abgangsgruppen von ["*F]FETos und [“C]Methyliodid begriindet sein: das lodid ist in dipolar
aprotischen Losungsmitteln wie DMF die bessere Abgangsgruppe, was jedoch zu einer erhdhten
Selektivitdt fiihrt. Da es bei der Verwendung des benzylgeschiitzen Markierungsvorldufers 9
langerer Reaktionszeiten bedarf, und anschlieBend noch die Schutzgruppen abgespalten werden
miissen, kommt es hierbei zu Nachteilen im Vergleich zum Fenoterol (1) als Markierungsvorldufer.
Einerseits kommt es aufgrund von Adsorptionsverlusten an der Aktivkohle zu radiochemischen
Ausbeuteverlusten bei der Entschiitzung, andererseits erfordert die Synthese, nicht zuletzt aufgrund
der notwendigen zwei HPLC-Aufreinigungen einen erheblich groeren Zeitaufwand, was besonders
bei Arbeiten mit ''C die radiochemischen Ausbeuten erniedrigt. Andererseits entstehen analog zur
"®F_Fluorethylierung bei der Verwendung des benzylgeschiitzten Markierungsvorldufers 9 4
Stereoisomere des gewiinschten Produktes [''C]34, die zwar mittels 2 HPLC-Trennungen
enantiomerenrein aufgetrennt werden konnen, was aber zusdtzlich Zeit erfordert. Bei der
Verwendung von Fenoterol als Markierungsvorldufer dagegen entstehen nur 2 Enantiomere, die
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mittels eines HPLC-Schrittes erheblich rascher getrennt werden koénnen. Aus diesen Griinden
erscheint es im Gegensatz zur Darstellung von ['®F]25 bei der Synthese von [''C]34 sinnvoller, vom
Fenoterol (1) als Markierungsvorldufer auszugehen.
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5 Bestimmung der logD-Werte

Wie in der Einleitung bereits erwéhnt, existieren nicht nur membranstindige p2-Adrenozeptoren,
sondern intakte f2-adrenerge Rezeptoren konnen sich auch im Inneren der Zelle befinden, wo sie
jedoch nicht G-Protein-gekoppelt sind. Deshalb ist es von Interesse, ob ein Ligand des [B2-
adrenergen Systems die Zellmembran durchdringen kann oder nicht. Ein wichtiges Kriterium
hierfiir ist die Lipophilie einer Substanz. Im allgemeinen miissen Substanzen durch passiven
Transport oder Diffusion biologische Lipidmembranen durchqueren. Die Effizienz dieses
Transportprozesses wird wesentlich durch die Lipophilie des zu transportierenden Molekiils
bestimmt. Die experimentelle Bestimmung der Lipophilie einer Verbindung erfolgt durch
Bestimmung ihres logP. Es handelt sich hierbei um den Logarithmus des Verteilungskoeffizienten
(engl.: partition coefficient) der Verbindung in einem Octanol/Wasser-System. Fiir die Definition
des logP gilt:

[Molekiil]octanol
logP = log

[Molekiil |wasser

Bei [Molekiil] handelt es sich im Falle saurer oder basischer Verbindungen um die Konzentration
einer Spezies des Molekiils. Da fiir Aussagen zu biochemischen Prozessen insbesondere die
Lipophilie bei einem pH-Wert von 7,4 von Interesse ist und die zu untersuchenden Verbindungen
25 und 34 in diesem pH-Bereich in mehreren Ladungszustinden vorliegen konnen, wurde anstatt
des logP-Wertes der logD-Wert bei einem pH-Wert von 7,4 bestimmt. Der logD (engl.: distribution
coefficient) stellt im Gegensatz zum logP nicht den Logarithmus des Verteilungskoeffizienten iiber
eine Molekiilspezies dar, sondern iiber alle vorkommenden Spezies. Da der logD bei ionisierbaren
Molekiilen stark vom pH abhéngig ist und das Vorkommen mehrerer Ladungszustinde der zu
untersuchenden Substanzen bei einem pH-Wert berlicksichtigt, bietet er einen wesentlich
aussagekréftigeren Wert. Fiir die Definition des logD gilt:

z [MOlekU—l] XOctanol .
logD = log mit X = Ladung
by [Molekul] XWasser

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der logD der Verbindungen 25 und 34 mit Hilfe der
Titrationsmethode bestimmt werden. Basierend auf den Arbeiten von Dyrssen et al. [137-139] und
Rydberg [140] existiert ein Verfahren, die Lipophilie ionisierbarer Molekiile durch Titration zu
bestimmen. Diese Vorgehensweise wird durch eine Beziehung zwischen der Lipophilie und dem
pK-Wert einer Substanz ermoglicht, die am Beispiel einer einprotonigen schwachen Sdure
aufgezeigt werden soll. Titriert man diese schwache Sédure von einem niedrigen zu einem hohen
pH-Wert, gibt dann ein der wissrigen Phase equivalentes Volumen Octanol dazu und titriert dieses
Zweiphasensystem wieder auf den niedrigen pH-Wert zuriick, so unterscheiden sich die beiden

Titrationskurven am deutlichsten im Pufferbereich der Séiure, falls die protonierte Séure in Octanol
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16slich ist. Abbildung 92 veranschaulicht diesen Sachverhalt, wobei die Anzahl der pro
Sauremolekiil gebundenen Protonen gegen den pH-Wert aufgetragen wurde (Bjerrum-Differenz-

Auftragung).
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Abb. 92: Differenzkurve einer schwachen Sédure in Wasser und in einem Octanol/Wasser-System

Man erhédlt fiir beide Titrationen unterschiedliche pK,-Werte fiir die Sdure, den pK,-Wert im
wissrigen System und einen ,scheinbaren pK-Wert, genannt p,K,, fiir die Titration im
Zweiphasensystem. Die Differenz zwischen diesen beiden Werten ist ein MaB fiir die Lipophilie der
Sdure, denn je hoher diese Differenz, desto lipophiler ist die Verbindung. Fiir den
Verteilungskoeffizient dieser Saure gilt:

[HA] Octanol . .
Pua = mit [HA] = Konzentration Sédure

[HA] Wasser

Daraus folgt fiir die Beziechung zwischen P und den beiden pK-Werten:

lo(poKa -pKa) 1

Pua = mit r = Volumengetanol/ Volumenwagser
r

Somit ldsst sich durch Titration einer Verbindung im wissrigen und anschlieBend im Zweiphasen-
System Octanol/Wasser die Lipophilie der Verbindung ermitteln. Analoge Beziehungen gelten auch
fiir Basen und mehrfach ionisierbare Substanzen. Dabei gilt, dass der p,K,-Wert einer Sdure stets
hoher und der p,K,-Wert einer Base stets niedriger sind als der pK,-Wert. Es kommt also in einem
Zweiphasen-System zu einer Verminderung der sauren bzw. basischen FEigenschaften einer
Verbindung.

Da die beiden untersuchten Substanzen 25 und 34 keine ausreichend hohe Loslichkeit in Wasser
besitzen, musste die Bestimmung ihrer pK,-Werte in einem Dioxan/Wasser-Gemisch durchgefiihrt
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werden. Bei den erhaltenen Werten handelt es sich dann ebenfalls um ,,scheinbare* pK,-Werte,
genannt pK,. Um aus diesen psK,-Werten die pK-Werte der Substanzen zu ermitteln, wurde ein in
der Literatur beschriebenes Verfahren verwendet [141]. Nach Yasuda [142] und Shedlovsky [151]
gilt fiir Losungsmittelsysteme folgende annéhernd lineare Beziehung:

psKa + log[H,O] = A/e + B

wobei ¢ die Dielektrizitidtskonstante des Co-Solvens ist, A die Steigung der Geraden und B der
Ordinatenabschnitt der Geraden im Yasuda-Shedlovsky-Plot.

Bei Kenntnis der psK,-Werte in Losungsmittelgemischen mit verschiedenem Wasseranteil 14sst sich
also durch Auftragung von p:K, + log[H,O] gegen 1/e der pK,-Wert der Substanz in reinem Wasser
extrapolieren.

Die nun folgenden Untersuchungen wurden mit Hilfe der Titrationsapparatur PCA 200 der Firma
Sirius Analytical Instruments Ltd. und des zugehorigen Software-Pakets derselben Firma
durchgefiihrt. Dazu wurde eine ca. 1 mM Losung der Substanzen 25 bzw. 34 bei drei verschiedenen
Konzentrationen an Cosolvens (Dioxan, w ~ 20, 30 und 40%) iiber einen pH-Bereich von 2-13
titriert, um die entsprechenden pK,-Werte zu ermitteln. Mit Hilfe einer Yasuda-Shedlovsky-
Auftragung wurden dann aus den psK,-Werten die entsprechenden pK,-Werte bestimmt. Tabelle 6
listet die erhaltenen pK,-Werte fiir 25 und 34 auf.

Tabelle 6: pK,-Werte der Verbindungen 25 und 34

Verbindung pKal pK.2 pK.3
25 (Fluorethyl-Fenoterol) 11,563 11,139 8,566
34 (Methoxy-Fenoterol) 11,909 11,293 8,880

Tragt man die erhaltenen Titrationskurven in einer Bjerrum-Differenz-Auftragung auf, lassen sich
die Verteilungen der Molekiilspezies in Abhangigkeit vom pH-Wert berechnen. Abbildung 93 zeigt
diese Verteilung fiir die '*F-Referenzverbindung 25. Fiir die Substanz 34 ist der Verlauf der
Molekiilspezies in Abhingigkeit vom pH-Wert identisch, jedoch um 0.3 pH-Einheiten nach rechts
verschoben, wie auch die Differenz der pK,-Werte (Tab. 6) verdeutlicht. Bei einem physiologischen
pH von 7.4 liegt also Fluorethyl-Fenoterol zu 75% in der am Amin protonierten Form vor,
Methoxy-Fenoterol ist nahezu vollstdndig protoniert.

In Analogie zur Ermittlung der pJK,-Werte wurde auch bei der Lipophilieuntersuchung eine ca. 1
mM Losung der Substanzen bei drei verschiedenen Volumina an Octanol iiber einen pH-Bereich
von 2-13 titriert. Damit bei diesem Verfahren korrekte Messergebnisse erzielt werden, sollte die
Testsubstanz in beiden Losungsmitteln, Wasser und Octanol, zumindest eine geringe Ldslichkeit
besitzen. Leider waren sowohl 25 als auch 34 so wenig I6slich in Octanol, dass die titrimetrisch
bestimmten pK,-Wert-Differenzen (s. Abb. 92) zu gering waren, um verldssliche Aussagen
beziiglich der Lipophilie machen zu kénnen. Deshalb wurde zur Bestimmung des logD74 auf die
klassische Scheidetrichtermethode zuriickgegriffen.
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Abb. 93:  Verteilung der Molekiilspezies der Substanz 25 in Abhdngigkeit vom pH-Wert (R =
['”F]Fluorethyl)

Bei dieser Methode werden die Testsubstanzen in ein Zweiphasengemisch aus Octanol und Wasser
iiberfiihrt und die beiden Phasen kréftig durchmischt, um eine Einstellung des Gleichgewichtes zu
gewihrleisten. Die beiden Phasen werden anschlieBend getrennt und jeweils auf ihren Gehalt an
Testsubstanz hin untersucht. Besonders einfach gelingt dies, wenn radioaktiv markierte
Verbindungen zur Verfiigung stehen, da es in diesem Fall geniigt, die Phasen auf ihren
Radioaktivititsgehalt hin zu untersuchen. In diesem Fall wurden n.c.a. ['®F]25 und [''C]34 jeweils
in ein Zweiphasensystem von 500 pL Octanol (mit Wasser gesittigt) und 500 uL Wasser (mit
Phosphatpuffer auf pH 7,4 eingestellt) iiberfiihrt und bei Raumtemperatur drei Minuten in einem
Vortex gut durchmischt. AnschlieBend wurden die Phasen separiert und aus jeder Phase ein Aliquod
von 3 pL entnommen und dessen Radioaktivitdt mittels Radio-DC am Instant Imager bestimmt.
Tabelle 7 zeigt die Ergebnisse der logD-Bestimmung. Der logD fiir Fenoterol wurde nicht
bestimmt, sondern aus [147] tibernommen.
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Tabelle 7: Lipophilie-Werte der Substanzen Fenoterol, Fluorethyl-Fenoterol (25) und Methoxy-
Fenoterol (34)

LogD
Verbindung Bl
Fenoterol (1) 0,74
Fluorethyl-Fenoterol (25) 0,5+0,05
Methoxy-Fenoterol (34) 0,1 £0,05
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6 in vitro-Evaluierung von ["’F]Fluorethyl-Fenoterol (25)

Um zu tiberpriifen, ob die Affinitit von [19F]Fluorethy1-Fenoterol (25) zum B2-Adrenozeptor durch
die Derivatisierung des Phenol-Restes sich im Vergleich zum originalen Fenoterol veréndert hat,
wurden in vitro-Untersuchungen an Meerschweinchen-Tracheen durchgefiihrt. Verwendet wurden
Dunkin-Hartley-Meerschweinchen beiderlei Geschlechts mit einem Lebendgewicht von 400-500 g.
Nach Betdubung durch Genickschlag wurden die Tiere entblutet und die Trachea entfernt.

Es wurden nur Tracheen mit erhaltenem Oberflichenepithel verwendet. Wéhrend der gesamten
Préaparation wurde die Trachea stindig mit begaster physiologischer Kochsalzlosung befeuchtet.
Begast wurde mit Carbogen, einer Mischung aus 5% CO; in O,. Fiir die Messung der tonischen
Kontraktion des Musculus trachealis wurde die Trachea ventral in Langsrichtung aufgeschnitten
und halbiert. Die aufgeschnittene und halbierte Trachea wurde mit Hilfe eines Elektrodenhalters
(unten) und einer feinen Zackenhalterung (oben) horizontal in einem Organbad aufgehidngt und mit
10 mN vorgespannt. Die isometrische Kontraktion des Muskels konnte so durch Verdnderung des
Abstandes zwischen Elektrodenhalter und Zackenhalterung mit einem Dehnungsstreifen gemessen
werden. Geeicht wurde die Versuchsapparatur mit definierten Gewichten. Ein Umlaufthermostat
durchspiilte den Mantel des Organbades mit 37°C warmen Wasser, das Organbad selbst wurde
permanent mit Carbogen durchperlt. Wéahrend eines Versuches wurde im Abstand von 10 min die
auf 37°C vorgewdrmte, oxygenierte physiologische Kochsalzlosung des Organbades gewechselt.
Durch die Zugabe von 100 nM Oxotremorin, einem muscarinischen Acetylcholin-
Rezeptorliganden, der fiir die Kontraktion der glatten Muskelzellen der Bronchien verantwortlich
ist, wurden die Tracheen vorkontrahiert und der Ausgangswert registriert. Diese Prozedur wurde
mehrmals wiederholt. Dieser Ausgangswert wurde als 100% Bezugswert angesehen und alle
spéteren Kontraktionen wurden zu diesem Wert in Relation gesetzt.

Fir die Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden im Abstand von 3 Minuten
Fenoterol (1) bzw. das ['’F]Fluorethyl-Fenoterol (25) in steigenden Konzentrationen kumulativ
appliziert (1 nM — 1000 nM). Abbildung 94 zeigt den relaxierenden Effekt von Fenoterol und
["”F]Fluorethyl-Fenoterol im Vergleich. Im Rahmen der Messgenauigkeiten ergaben sich keine
Unterschiede fiir die beiden Substanzen, was bedeutet, dass durch die Einflihrung einer Fluorethyl-
Gruppe in das Fenoterol die Affinitit zum PB2-Adrenozeptor nicht beeinflusst wurde. Die ICso-
Werte sowohl fiir Fenoterol (1) als auch fiir [19F]Fluorethy1-Fenoterol (25) liegen bei etwa 60 nM.
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Abb. 94: relaxierende Wirkung von Fenoterol (1) und Fluorethyl-Fenoterol (25) auf
vorkontrahierte Meerschweinchen-Tracheen

Fiir die Erstellung der Kurven wurden 5 Meerschweinchen-Tracheen verwendet, von denen drei
zunidchst mit Fenoterol relaxiert und nach Auswaschung und erneuter Vorkontraktion anschlieBend
mit Fluorethyl-Fenoterol relaxiert wurden. Bei zwei der Prdparate wurde der umgekehrte Weg
beschritten, sie wurden zuerst mit Fluorethyl-Fenoterol relaxiert. Dies ist insofern von Bedeutung,
als die Prédparate ,altern”, d.h. sie werden mit zunehmender Zeit und Behandlung zunéchst
unsensibler, bis sie schlieBlich absterben. Daher werden auch die Fehler mit zunehmenden
Konzentrationen an Fenoterol bzw. Fluorethyl-Fenoterol groer. Um diese Fehler zu minimieren,
missten einerseits noch mehr Experimente durchgefiihrt werden, andererseits wire es auch
sinnvoll, einige Pridparate direkt mit relativ hohen Konzentrationen an Fenoterol/Fluorethyl-
Fenoterol zu behandeln. Da jedoch diese Experimente nur einer ersten Orientierung dienten, ob die
Bindung des Fenoterol-Derivates an den 2-Adrenozeptor durch die Fluorethylierung wesentlich

verdndert wird, wurde auf weitere Experimente verzichtet.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Verwendete Chemikalien und Geréte

Die verwendeten Chemikalien und Losungsmittel sind in Tab. 8 aufgefiihrt. Falls erforderlich,
wurden Chemikalien und Losungsmittel nach Standardmethoden gereinigt und getrocknet [130].

Tab. 8: Bezugsquelle und Reinheitsgrad der Chemikalien

CHEMIKALIEN GEHALT/QUALITAT FIRMA
LiChrolutEN 200 mg Merck
AluminaB Sep-Pak Light Waters
Accell Plus QMA Sep-Pak Light Waters
C-18 Sep-Pak Plus Waters
(1R,2S)-Aminoindanol 99 % Aldrich
1,2-Dichlorethan LiChrosolv, >99,8% Merck
1-Brom-2-Fluorethan 99 % + Avocado
3,5-Bisbenzyloxybenzaldehyd 98 % Aldrich
3,5-Bishydroxy-phenylethanon 97 % Aldrich
3,5-Dibenzyloxyacetophenon 98 % Avocado
4-Hydroxyphenylaceton 98 % Avocado
4-Methoxyphenylaceton 98 % Avocado
4-Toluolsulfonsdurechlorid zur Synthese Merck
Aceton puriss. iber Molsieb Fluka
Acetonitril puriss. iber Molsieb Fluka
Benzylamin zur Synthese Avocado
Benzylchlorid puriss. Fluka
Boran-Dimethylsulfid-KomplexIésung 2,0 M in THF Aldrich
Boran-THF-Komplex 1,0 M in THF Aldrich
Brom 99,5 % Aldrich
Chloroform absolut Merck
Dichlormethan puriss. iiber Molsieb Fluka
Diethylether puriss. iiber Molsieb Fluka
Dimethylsulfoxid puriss. iiber Molsieb Fluka
Dioxan puriss. iiber Molsieb Fluka
Essigsdureanhydrid 99 % Merck
Essigsdureethylester purum. Fluka
Ethanol absolut, reinst Merck
Gadoliniumtrifluormethan-sulfonat 98 % Aldrich
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Kaliumcarbonat zur Analyse Merck
Kaliumiodid zur Analyse Merck
Kaliummethanolat zur Synthese Merck
Kryptofix 2.2.2. zur Synthese Merck
Lithiumaluminiumhydridlésung 1,0 M in THF Aldrich
Lithiumperchlorat 99,99 % Aldrich
Lithiumtrifluormethansulfonat 99,995 % Aldrich
Methanol LiChrosolv Fluka
N,N-Dimethylformamid puriss. iber Molsieb Fluka
Natriumhydrid zur Synthese Merck
Natriumsulfat reinst Merck
n-Hexan LiChrosolv Merck
Palladium/Kohlenstoff 10 % zur Synthese Merck
Platin/Kohlenstoff 5 % zur Synthese Merck
Tetrahydrofuran puriss. liber Molsieb Fluka
Toluol wasserfrei 99,8 % Aldrich
Trifluoressigsaure Uvasol Merck
Trimethylsulfoniumiodid 98 % Aldrich
Ytterbiumtoluolsulfonat polymer ICN Biochemicals
Ytterbiumtrifluormethansulfonat 99,99 % Aldrich

Fiir die Diinnschichtchromatographie (DC) wurden die kieselgelbeschichteten Aluminiumfolien 60
Fys4 der Firma Merck benutzt. Die Detektion der Chromatographiezonen erfolgte durch
Frequenzldschung bei 254 nm. Die Flashchromatographie wurde mit Kieselgel 60 der Firma ICN
durchgefiihrt, der verwendete Sand von Riedl-de-Haen bezogen.

Die Charakterisierung der einzelnen synthetisierten Substanzen erfolgte je nach Substanz mit 'H-,
BC- sowie ""F-NMR, Massenspektroskopie und IR-Spektroskopie. Folgende Gerite wurden
verwendet:
NMR-Spektroskopie: 200-MHz-FT-NMR-Spektrometer AC200 der Fa. Bruker
400-MHz-FT-NMR-Spektrometer ARX400 der Fa. Bruker

Massenspektroskopie: MAT 90-Spektrometer fiir FD-Spektren der Fa. Finnigan

IR-Spektrometer: FT-IR Spektrometer 1760X der Fa. Perkin Elmer

Schmelzpunktbest.: Elektrothermal A9100 der Fa. Kleinfeld GmbH

Radioaktivitatsdetektion: Instant Imager der Fa. Packard Canberra
104



Titrationsapparatur:

HPLC-Systeme:

PCA 200 der Fa. Sirius Analytical Instruments Ltd.

A:

Pumpe: Sykam Solvent Delivery System S1121

UV: Knauer UV Detektor K-2501

Aktivititsdetektor: Berthold LB 506 C-1
Probenaufgabeventil: Rheodyne, Typ 8125

Pumpe: Sykam Solvent Delivery System S1121

UV: Linear UVIS 200

Aktivititsdetektor: IsoMed (Nuklearmedizin Technik Dresden)
Probenaufgabeventil: Rheodyne, Typ 8125

Pumpe: Waters 1525 Binary HPLC Pump

UV: Waters 2487 Dual A Absorbance Detector
Probenaufgabeventil: Rheodyne, Typ 8125

Pumpe: Gynkothek Model 480

UV: Gynkothek UVD 1705

Aktivititsdetektor: Nal-Kristall mit Hochspannungsquelle
Probenaufgabeventil: Rheodyne, Typ 8125

Pumpe: Knauer K500

UV: Knauer K2500

Aktivititsdetektor: BGO-Kristall

Probenaufgabeventil: Rheodyne, Typ 8125
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7.2  Darstellung der inaktiven Standardverbindungen und Markierungsvorldufer

5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethylamino]ethyl)benzen-1,3-diol (1)

OH”

1,5 g (3,5 mmol) 5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethylamino]ethyl)benzen-1,3-diol
Hydrobromid (Boehringer Ingelheim) werden in 5 mL Methanol geldst. Nach Zugabe von 1,75 mL
2 N Natronlauge wird 5 Minuten geriihrt. AnschlieBend wird mit Diethylether extrahiert. Die
organische Phase wird mit Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen

des Losungsmittels im Vakuum verbleiben 970 mg der gewiinschten Substanz als farblose Kristalle
(90%).

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 9,0 (s, 3H, 1,17); 6,9 (d, 2H, 15); 6,7 (d, 2H, 14); 6,2 (s,
2H, 4); 6,0 (s, 1H, 2); 5,0 (s, 1H, 7); 4,3 (t, 1H, 6); 3,4 (d, 2H, 12); 2,7 (m, 1H, 10); 2,6 (m, 2H, 8);
2,2 (m, 1H, 9); 0,8 (d, 3H, 71).

BC-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 159,8 (3); 156,3 (16); 147.9 (5); 130,1 (14); 129,7 (13);
116,5 (15); 104,8 (4); 102,3 (2); 71,4 (6); 56,1 (8); 55,8 (10); 48,5 (12); 19,8 (11).

MS (FD): m/z (% rel. Int.) 304,7 (100, [M+1]").

Anal. (C7H21NOy): C, H, N.

'H-"H- sowie 'H-">C-Correlations-NMR-Spektren:

Proton | 'H-Korrelation | *C-Korelation 10 11,12 10
1 11 10 11
2 2 12 10 12
4 14 15 14
6 7,8 6 15 14 15
7 6 17
8 6,9 8
9 8,10
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1-(3.5-Bisacetoxy-phenyl)ethanon (3)

250 mg (1,6 mmol) 3,5-Bishydroxyphenylethanon, Essigsdureanhydrid (5 ml) und 325 mg (4
mmol) wasserfreies Natriumacetat werden drei Stunden unter Riickflul gekocht. Das {iberschiissige
Essigsdureanhydrid wird unter reduziertem Druck weitgehend abdestilliert. Der Riickstand wird mit
Wasser aufgenommen und mit Diethylether extrahiert. Die organische Phase wird {iber
Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel wird unter Vakuum entfernt und der Riickstand
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat/n-Hexan (75/25) aufgereinigt. Man erhélt
245 mg des gewiinschten Produktes (65%, R¢=0,5).

'H-NMR (200MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 7,5 (s, 2H, 3); 7,1 (s, 1H, 2); 2,7 (s, 3H, 4); 2,1 (s, 6H, 1).

4-(2-(Benzyl-[2-(3.5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)phenol (9)

Variante A:

Zu 400 mg (0,7 mmol) 2-(Benzyl-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl]amino)-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanon in 4 ml THF werden 360 pul emner 1 M
Lithiumaluminiumhydridlésung in THF bei Raumtemperatur zugetropft. 10 Minuten nach Ende der
Zugabe wird das Reaktionsgemisch in eine Mischung aus 40 ml Wasser, 40 ml THF und 20 ml
Essigsdure gegeben. Die organische Phase wird mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch mit
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Ethylacetat/n-Hexan (5/9) aufgereinigt. Man erhilt 290 mg eines farblosen, kristallinen Produktes
(83%, R¢=0,45).

Variante B:

300 mg (0,73 mmol) 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanol, 175 mg (0,73 mmol) 4-(2-
Benzylaminopropyl)phenol und 127,5 mg (0,9 mmol) Kaliumcarbonat werden in 1,7 ml THF und
1,7 ml Methanol gelost und bei Raumtemperatur 2 Stunden geriihrt. Nach Entfernen des
Losungsmittelgemisches im Vakuum werden zundchst 3 ml Toluol und anschlieBend 3 ml Wasser
zugegeben. Die organische Phase wird liber Natriumsulfat getrocknet und auf ein Volumen von
etwa 1,5 ml eingeengt. Die Reaktionsmischung wird dann unter Argonatmosphédre 24 Stunden bei
130°C geriihrt. Nach Kiihlung féllt das restliche 4-(2-Benzylaminopropyl)phenol als Hydrobromid
aus und wird abfiltriert. Das restliche Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand
wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Chloroform/n-Hexan (3/1) aufgereinigt. Man erhélt
70 mg farblose Kristalle (20%, R¢=0,1).

Variante C:

366 mg (1,1 mmol) 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran und 531 mg (2,2 mmol) 4-(2-Benzylamino-
propyl)phenol werden in 4 ml Toluol geldst und bei 130°C unter Argon-Atmosphére 24 Stunden
geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird der Riickstand
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat/n-Hexan (5/9) aufgereinigt. Man erhélt 350
mg des farblosen, kristallinen Produktes (60%, R¢=0,45).

Variante D:

332 mg (1 mmol) 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran und 290 mg (1,2 mmol) 4-(2-Benzylamino-
propyl)phenol werden in 2 ml Acetonitril geldst. AnschlieBend werden 104 mg (1 mmol)
Lithiumperchlorat zugegeben und die Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur 72 Stunden
geriihrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat/n-Hexan (5/9) aufgereinigt. Man erhélt 85
mg des farblosen, kristallinen Produktes (15%, R¢=0,45).

Variante E:

332 mg (1 mmol) 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran werden in 1 ml Acetonitril gelost. Es werden
76 mg (0,5 mmol) Lithiumtrifluormethansulfonat zugegeben und 15 min geriihrt. AnschlieBend
werden 290 mg (1,2 mmol) 4-(2-Benzylaminopropyl)phenol zugegeben und die Reaktionsmischung
wird bei Raumtemperatur 8 Stunden geriihrt. Nach Ende der Reaktion werden 0,5 ml einer
gesittigten Ammoniumchlorid-Losung zugegeben und das Reaktionsgemisch mit Ethylacetat
extrahiert. Nach Trocknung der organischen Phase mit Natriumsulfat und Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum wird der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Ethylacetat/n-Hexan (5/9) aufgereinigt. Man erhdlt 115 mg des farblosen, kristallinen Produktes
(20%, R¢=0,45).
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Variante F:

332 mg (1 mmol) 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran und 290 mg (1,2 mmol) 4-(2-Benzylamino-
propyl)phenol werden in 1 ml Dichlormethan gelost. AnschlieBend werden 31 mg (0,1 mmol)
Gadoliniumtrifluormethansulfonséuresalz zugegeben und die Reaktionsmischung wird bei
Raumtemperatur etwa 3 Stunden geriihrt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch mit Wasser
verdiinnt und mit Diethylether extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase {iber
Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat/n-Hexan (5/9) aufgereinigt. Man erhélt 200
mg des farblosen, kristallinen Produktes (35%, R¢=0,45).

Variante G:

332 mg (1 mmol) 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran und 290 mg (1,2 mmol) 4-(2-Benzylamino-
propyl)phenol werden in 1 ml Dichlorethan geldst. AnschlieBend werden 124 mg (0,2 mmol)
Ytterbiumtrifluormethansulfonat zugegeben und die Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur
etwa 2 Stunden geriihrt. AnschlieBend wird das Ytterbiumtriflat abfiltriert, das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat/n-
Hexan (5/9) aufgereinigt. Man erhélt 390 mg des farblosen, kristallinen Produktes (70%, R¢=0,45).

'H-NMR (400MHz, CDCl3) & [ppm]: 9,1 (s, 1H, 26); 7,3 (m, 15H, 1,2,3,16,17,18); 7,1 (s, 2H, 8);
6,9 (s, 1H, 6); 6,7 (d, 2H, 24); 6,5 (d, 2H, 23); 5,1 (s, 4H, 5):4,7 (dd, 1H, 10); 3.9 (s, 2H, 14); 3,2
(m, 2H, 12); 2,8 (m, 2H, 21); 2,6 (m, 1H, 19); 1,0 (m, 3H, 20).

C-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 160,0 (7); 156,4 (25); 141,8 (9): 138,6 (4); 132,0 (15);
131,8 (22); 131,5-127,1 (1,2,3,16,17,18,23); 116,5 (24); 106,9 (8); 100,7 (6); 72,3 (5); 69,6 (10);
58,1 (12); 55,8 (14); 42,3 (19,21); 19,5 (20).

MS (FD): m/z (% rel. Int.) 575,2 (100, [M+1]").

ALal. (C33H39NO4)2 C, H, N.

1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanon (11)
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Variante A:

1 g (3 mmol) 3,5-Dibenzyloxyacetophenon werden in 5 ml Chloroform geldst. AnschlieBend
werden 512 mg (3,2 mmol) Brom in 9 ml Chloroform innerhalb 10 min zugetropft. Nach Beenden
der Zugabe wird 10 min nachgeriihrt und anschlieend 1,7 g Natriumhydrogencarbonat zugegeben.
Nach Abklingen des Aufschdumens wird das iiberschiissige Natriumhydrogencarbonat abfiltriert
und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das zuriickbleibende gelbe Ol wird
sdulenchromatographisch mit Chloroform/n-Hexan (3/1) aufgereinigt. Man erhilt 530 mg eines
farblosen Ols (40%, Rs=0,1).

Variante B:

5 g (15,1 mmol) 3,5-Dibenzyloxyacetophenon werden in 20 ml eines 10/1 Gemisches von
Diethylether und Dioxan geldst. AnschlieBend werden 2,41 g (15,1 mmol) Brom, geldst in 2 ml des
Loungsmittelgemisches, liber einen Zeitraum von 30 min unter Lichtausschlul zugetropft. Nach
Beenden der Zugabe wird noch 30 min weitergeriihrt. Das Reaktionsgemisch wird dreimal mit je 10
ml Wasser gewaschen, die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch mit
Chloroform/n-Hexan (1/1) aufgereinigt. Man erhélt 3 g Produkt in Form farbloser Kristalle (50%,
Rf =0,4).

'H-NMR (200MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 7,5 (m, 10H, 1,2,3); 7.3 (s, 2H, 8); 7,1 (s, 1H, 6); 5,2 (s,
4H, 5); 4,9 (s, 2H, 12).

1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanol (12)

=N

Variante A:

Zu 3 ml einer 1 M Boran—-THF-Losung wird unter Eiskiihlung im Stickstoffgegenstrom eine
Losung von 700 mg (1,7 mmol) 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanon zugetropft. Nach
Beenden der Zugabe wird die Reaktionsmischung fiir 1 Stunde unter Riickfluss erhitzt. Nicht
umgesetztes Boran wird anschlieSend durch die wiederholte Zugabe von HCI in Methanol zerstort,
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bis keine weitere Reaktion mehr eintritt. Das Reaktionsgemisch wird zur Trockene eingeengt, mit
Wasser aufgenommen und anschlieBend mit Diethylether extrahiert. Nach Trocknen der
organischen Phase iiber Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel unter Vakuum entfernt und der
Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Chloroform/n-Hexan (3/1) aufgereinigt. Man
erhilt 380 mg farblose Kristalle (55%, R¢=0,55).

Variante B:

7,14 mg (0,05 mmol) (1R,2S)-Aminoindanol werden unter Argonatmosphire in 0,4 ml THF geldst.
AnschlieBend werden 46 pL einer 2 N Boran-Dimethylsulfid-Komplexldsung zugetropft und fiir 10
min geriihrt. Dann werden gleichzeitig 400 mg (0,98 mmol) 1-(3,5-Bis-benzyloxy-phenyl)-2-brom-
ethanon in 2 ml THF und 687uL der Boran-Dimethylsulfid-Komplexldsung iiber einen Zeitraum
von 3 Stunden zugegeben. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit einem Eisbad gekiihlt,
wiéhrend 700 pL Methanol zugegeben werden. Nach Aufkonzentration des Gemisches unter
Vakuum und Zugabe von 1 ml Toluol werden 300 puL einer Losung von HCI in Ethanol zugegeben
und die Reaktionsmischung gut durchmischt. Die organische Phase wird mit Natriumsulfat
getrocknet, das LoOsungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Chloroform/n-Hexan (3/1) aufgereinigt. Man erhilt 50
mg farblose Kristalle (15%, R¢ =0,55). Das NMR zeigt, dass es sich zwar um die gewiinschte
Verbindung handelt, dass aber kein Einfluss auf die Stereochemie ausgeiibt wurde. Beim isolierten
Produkt handelt es sich um den Racemat.

'H-NMR (200MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 7,4 (m, 10H, ,2,3); 6,7 (d, 2H, 8); 6,5 (d, 1H, 6); 5.5 (d,
1H, 11); 5,1 (s, 4H, 5); 4,7 (m, 1H, 10); 3,5 (m, 2H, 12).

4-(2-Benzylaminopropyl)phenol (13)

10 g (66 mmol) 4-Hydroxyphenylaceton und 7,06 g (66 mmol) Benzylamin werden in 50 ml
absolutem Ethanol geldst und mit 960 mg Platin auf Kohlenstoff (5%) versetzt. Diese Losung wird
im Autoklaven fiir 12 h bei 5 bar hydriert. Nach Abschlul der Reaktion wird der Katalysator
abfiltriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Nach einer sdulenchromatographischen
Auftrennung (Essigsdureethylester/n-Hexan 75/25) erhdlt man 12 g des gewiinschten Produktes als
farblose Kristalle (80%, R¢=0,25).

111



'H-NMR (200MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 9,1 (s, 1H, 26); 7,3 (m, 5H, 16,17,18); 6,9 (d, 2H, 24); 6,7
(d, 2H, 23); 3,8 (d, 2H, 21); 3,4 (s, 2H, 14); 2,7 (m, 1H, 13); 2,3 (m, 1H, 19); 0,9 (d, 3H, 20).

2-(3.5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran (14) [126]

Zu 4,8 g (15 mmol) 3,5-Bisbenzyloxybenzaldehyd und 4,3 g (21 mmol) Trimethylsulfoniumiodid in
25 ml DMF gibt man im Stickstoff-Gegenstrom 840 mg (21 mmol) Natriumhydrid (60% auf
Mineralol). Nachdem 1 Stunde unter Stickstoff-Atmosphire bei Zimmertemperatur geriihrt wurde,
gibt man vorsichtig solange Wasser zu, bis alles {iberschiissige Natriumhydrid abreagiert hat. Die
Reaktionsmischung wird 3 mal mit je 10 ml Diethylether ausgeschiittelt, und die organische Phase
getrocknet. Nach Abdestillation des Losungsmittels im Vakuum verbleibt ein gelber Riickstand, der
destillativ mittels einer Kugelrohrdestille aufgearbeitet wird. Das farblose Produkt wird bei einem
Druck von 107 bar und einer Temperatur von 245°C abdestilliert (74%, 3,7 g).

'H-NMR (400MHz, CDCls) & [ppm]: 7,3 (m, 10H, 7,2,3); 6,6 (s, 2H, 8): 6,5 (s, 1H, 6); 5,0 (s, 4H,
5); 3,8 (4, 1H, 10); 3,1 (t, 1H); 2,7 (t, 1H, 11).

C-NMR (400MHz, CDCL3) & [ppm]: 160,3 (7); 140,8 (4); 137.2 (9); 128,7 (2); 127.9 (I); 126,2
(3); 105,4 (8); 101,8 (6); 70,5 (5); 53,2 (10); 51,6 (11).

2-(Benzyl-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl]Jamino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanon (15)




Variante A:

300 mg (0,7 mmol) 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanon, 341 mg (1,5 mmol) 4-(2-
Benzylaminopropyl)phenol und 151,7 mg (1,5 mmol) Triethylamin werden in 4 mL Acetonitril
gelost und 3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Filtrieren und Evaporieren des
Losungsmittels im Vakuum wird der Riickstand sdulenchromatographisch mit Ethylacetat/n-Hexan
(5/9) aufgereinigt. Man erhilt 18 mg der gewiinschten Substanz als gelbes Ol (5%, R¢=0,5).

Variante B:

642,9 mg (1,56 mmol) 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanon und 377 mg (1,56 mmol) 4-(2-
Benzylaminopropyl)phenol werden in 20 ml THF geldst und 24 Stunden unter Riickfluss erhitzt,
wobei Teile des Amins als Hydrobromid ausfallen. Nach Filtrieren und Evaporieren des
Losungsmittels im Vakuum wird der Riickstand sdulenchromatographisch mit Ethylacetat/n-Hexan
(5/9) aufgereinigt. Man erhilt 290 mg als gelbes Ol (38%, Ry=0,5).

'H-NMR (200MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 9,1 (s, 1H, 26); 7,3 (m, 15H, 1,2,3,16,17,18); 7,1 (s, 2H,
8); 6,9 (s, 1H, 6); 6,7 (d, 2H, 24); 6,5 (d, 2H, 23): 5,1 (s, 4H, 5); 3,9 (s, 2H, 12); 3,8 (s, 2H, 14); 3,2
(m, 1H, 19); 2,8 (d, 2H, 21); 1,0 (d, 3H, 20).

Essigsiure-2-[benzyl-(1-methyl-2-(4-[2-(toluol-4-sulfonyloxy)ethoxy]phenyl)ethyl)amino]-1-(3.5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethylester (17)

5
O_i\ o 29 30
” 2 5 32
7 9 |S|

o 29 30

500 mg (0,65 mmol) Toluol-4-sulfonsdure 2-[4-(2-(benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethyl]amino)propyl)phenoxy]ethylester und 10 Kiigelchen Ytterbiumtoluolsulfonat
(polymer gebunden an Polystyrol) werden in 3 mL Essigsdureanhydrid gelost und 7 Stunden beim
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird der Katalysator abfiltriert, das Reaktionsgemisch mit 3
mL Wasser verdiinnt und mit Ethylacetat ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit gesédttigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen und mit Natriumsulfat
getrocknet. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum wird der Riickstand
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sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat/n-Hexan (5/4) aufgereinigt. Man erhélt 370
mg farblose Kristalle (70%, R¢=0,35).

'H-NMR (400MHz, CDCls) & [ppm]: 7.9 (d, 2H, 29); 7,5 (d, 2H, 30); 7,3 (m, 15H, 1,2,3,16,17,18);
7,1 (s, 2H, 8); 6,9 (s, 1H, 6); 6,7 (d, 2H, 24); 6,5 (d, 2H, 23); 5,1 (s, 4H, 5); 5,0 (dd, 1H, 10):4,1 (t,
2H, 26): 3,9 (s, 2H, 14); 3,7 (t, 2H, 27); 3,2 (m, 2H, 12); 2,8 (m, 2H, 21); 2,6 (m, 1H, 19); 2,4 (s,
3H, 32); 2,0 (s, 3H, 33); 1,0 (m, 3H, 20).

C-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 170,4 (34); 160,0 (7); 156,4 (25); 143,7 (31); 141,8 (9);
138,6 (4); 132,0 (15); 131,8 (22); 131,5-127,1 (1,2,3,16,17,18,23,28,29,30); 116,5 (24); 106,9 (8);
100,7 (6); 79,2 (10); 76,1 (26); 72,3 (5): 63,3 (27); 58,1 (12); 55,8 (14); 42,3 (19,21); 22,1 (32);
19,5 (20); 17,6 (33).

MS (FD): m/z (% rel. Int.) 814,7 (100, [M+1]").

'H-"H- sowie 'H-">C-Correlations-NMR-Spektren:

Proton | 'H-Korrelation | *C-Korelation
1 2 1
2 1,3 2
3 2 3
5 5
6 6
8 8
10 12 10
12 10 12
14 14
16 17 16
17 16, 18 17
18 17 18
19 20, 21 19
20 19 20
21 19 21
23 24 23
24 23 24
26 27 26
27 26 27
29 30 29
30 29 30
32 32

114



Toluol-4-sulfonsiure 2-[4-(2-(benzyl-[2-(3.5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)-

phenoxylethylester (18)

24

7 L \_/
Zu einer Losung von 190 mg (1 mmol) 4-Toluolsulfonsdurechlorid und 620 mg (1,1 mmol) 2-
(Benzyl-(2-[4-(2-hydroxyethoxy)phenyl]-1-methylethyl)Jamino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-
ethanol in 10 mL Chloroform werden bei 0°C absolutes 158 mg (2 mmol) Pyridin (161 pL) unter
Rithren und Ausschluf3 von Luftfeuchtigkeit zugetropft. Man riihrt anschlieBend noch 1 Stunde und
gibt dann eine Mischung aus 5 g Eis und 2 mL konz. Salzséure zu. Die organische Phase wird
abgetrennt, mit Wasser gewaschen und tiiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum erhélt man 380 mg farblose Kristalle (50%).

'H-NMR (400MHz, CDCls) & [ppm]: 7.9 (d, 2H, 29); 7,5 (d, 2H, 30); 7,3 (m, 15H, 1,2,3,16,17,18);
7,1 (s, 2H, 8); 6.9 (s, 1H, 6); 6,7 (d, 2H, 24); 6,5 (d, 2H, 23); 5,1 (s, 4H, 5):4,7 (dd, 1H, 10):4,1 (t,
2H, 26): 3,9 (s, 2H, 14); 3,7 (t, 2H, 27); 3,2 (m, 2H, 12); 2,8 (m, 2H, 21); 2,6 (m, 1H, 19); 2,4 (s,
3H, 32); 1,0 (m, 3H, 20).

C-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 160,0 (7); 156,4 (25); 143,7 (31); 141,8 (9); 138,6 (4);
132,0 (15); 131,8 (22); 131,5-127,1 (1,2,3,16,17,18,23,28,29,30); 116,5 (24); 106,9 (8); 100,7 (6);
76,1 (26); 72,3 (5); 69,6 (10); 63,3 (27); 58,1 (12); 55,8 (14); 42,3 (19,21); 22,1 (32); 19,5 (20).

MS (FD): m/z (% rel. Int.) 772,3 (100, [M+1]").

'H-'H- sowie 1H-13C-C01’relations-NMR-Spektren:

Proton | 'H-Korrelation | *C-Korelation
1 2 1
2 1,3 2
3 2 3
5 5
6 6
8 8
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10 11,12 10
11 10

12 10 12
14 14
16 17 16
17 16, 18 17
18 17 18
19 20, 21 19
20 19 20
21 19 21
23 24 23
24 23 24
26 27 26
27 26 27
29 30 29
30 29 30
32 32

2-(Benzyl-(2-[4-(2-hydroxyethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3.5-bisbenzyloxy-
phenyl)ethanol (19)

Zu einer Losung von 600 mg (1,1 mmol) (4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxy-
ethyl]amino)propyl)phenol in 5 mL DMF und 140 mg (1 mmol) Kaliumcarbonat gibt man eine
Spatelspitze Natriumiodid und 136 mg (1,1 mmol) 2-Bromethanol und ldsst 24 Stunden bei 100°C
rithren. Das Reaktionsgemisch wird mit Wasser aufgenommen und mit Diethylether extrahiert. Die
organische Phase wird liber Natriumsulfat getrocknet und sdulenchromatographisch an Kieselgel
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mit Ethylacetat/n-Hexan (1/2) aufgereinigt. Man erhidlt 410 mg des gewiinschten Produktes als
farblose Kristalle (60%, R¢=0,1).

'H-NMR (400MHz, CDCl3) & [ppm]: 7,3 (m, 15H, 1,2,3,16,17,18); 7,1 (s, 2H, 8); 6,9 (s, 1H, 6); 6,7
(d, 2H, 24); 6,5 (d, 2H, 23); 5,1 (s, 4H, 5);4,7 (dd, 1H, 10):4,1 (t, 2H, 26); 3,9 (s, 2H, 14); 3,7 (t, 2H,
27); 3,2 (m, 2H, 12); 2,8 (m, 2H, 21); 2,6 (m, 1H, 19); 1,0 (m, 3H, 20).

C-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 160,0 (7); 156,4 (25); 141,8 (9); 138,6 (4); 132,0 (15);
131,8 (22); 131,5-127,1 (1,2,3,16,17,18,23); 116,5 (24); 106,9 (8); 100,7 (6); 76,1 (26); 72,3 (5);
69,6 (10); 63,3 (27); 58,1 (12); 55,8 (14); 42,3 (19,21); 19,5 (20).

2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol
(20)

Variante A:

210 mg (0,34 mmol) 2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanon werden in 5 ml THF gelost. Unter Riihren werden 150 pl einer 1 M
Lithiumaluminiumhydridlésung in THF, verdiinnt mit 2 ml THF, bei Raumtemperatur zugetropft.
10 Minuten nach Beenden der Zugabe wird das Reaktionsgemisch in eine Mischung von
Essigsdaure/Wasser/THF (1/1/2) gegeben und anschlieBend ausgeethert. Nach Trocknung mit
Natriumsulfat wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand
sdaulenchromatographisch mit Ethylacetat/n-Hexan (1/1) aufgereinigt. Man erhélt 60 mg farblose
Kristalle (28%, Rr=0,6).

Variante B:

300 mg (0,73 mmol) 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanol, 127 mg Kaliumcarbonat und 210
mg (0,73 mmol) Benzyl-(2-[4-(2-fluoroethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amin werden in 5 mL DMSO
gelost und 4 Tage bei 160°C geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird der
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Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-Hexan/Ethylacetat (7/3) aufgereinigt. Man
erhdlt 90 mg farblose Kristalle (20%, R¢=0,6).

Variante C:

50 mg (0,15 mmol) 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran und 86 mg (0,3 mmol) Benzyl-(2-[4-(2-
fluoroethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amin werden in 2 mL DMSO gel6st und unter Argon fiir 48
Stunden bei 160°C geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird der Riickstand
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-Hexan/Ethylacetat (7/3) aufgereinigt. Man erhélt 23
mg farblose Kristalle (25%, R¢=0,6).

Variante D:

332 mg (1 mmol) 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran und 344 mg (1,2 mmol) Benzyl-(2-[4-(2-
fluoroethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amin werden in 2 ml Dichlormethan gelost. Unter
Argonatmosphédre werden anschlieBend 124 mg (0,2 mmol) Ytterbiumtriflat zugegeben und die
Reaktionsmischung wird 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels
im Vakuum wird der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-Hexan/Ethylacetat
(7/3) aufgereinigt. Man erhilt 300 mg farblose Kristalle (50%, R¢=0,6).

'H-NMR (400MHz, CDCl3) & [ppm]: 7,4 (m, 15H, 1,2,3,16,17,18); 7,2 (d, 2H, 24); 7,1 (d, 2H, 25);
6,9 (s, 1H, 8); 6,8 (s, 2H, 6); 5,1 (s, 4H, 5); 4,8 (dd, 1H, 26); 4,7 (ds, 1H, 10); 4,6 (dd, 1H, 26); 4,3
(dd, 1H, 27); 4,1 (dd, 1H, 27); 3,8 (m, 1H, 14); 3,7 (m, 1H, 21); 3,5 (m, 1H, 14); 3,1 (m,0,5H, 19);
3,0 (M, 1H, 21); 2,7 (m, 1H, 11); 2,5 (m, 2H, 12); 2,3 (m, 0,5H, 19); 1,0 (dt, 3H, 20).

PC-NMR (400MHz, CDCl3) 8 [ppm]: 160,3 (7); 156,4 (25); 145,9 (9); 139,1 (15); 138,6 (4); 132,0
(22); 130,8 (23); 129,5-127,2 (1,2,3,16,17,18); 115,7 (24); 105,4 (8); 100,9 (6); 83,5 (27); 78,1 (5);
72,3 (10); 72,1 (10); 71,8 (26); 60,2 (12); 60,0 (12); 57,4 (14); 56,9 (19); 56,7 (19); 39,2 (21); 18,5
(20); 18,1 (20).

F-NMR (400MHz, CDCl3) & [ppm]: -224.2 (m, F).

'H-'H- sowie 1H-13C-Correlations-NMR-Spektren:

Proton | 'H-Korrelation | *C-Korelation 16 17 16
1 2 1 17 16, 18 17
2 1,3 2 18 17 18
3 2 3 19 20, 21 19
5 5 20 19, 21 20
6 6 21 19, 20 21
8 8 23 24 23
10 11,12 10 24 23 24
11 10 26 27 26
12 10 12 27 26 27
14 14
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Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amin (21)

5 6 7 /
13 10 <
4 14 15

4 g (20,4 mmol) 1-[4-(2-Fluorethoxy)phenyl]propan-2-on, 2,4 g (21 mmol) Benzylamin und 156
mg Platin auf Kohlenstoff (5%) werden in 40 ml abs. Ethanol geldst und im Autoklaven bei 5 bar
fiir 24 Stunden mit Wasserstoff hydriert. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird der
Rest sdulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat (7/3) aufgereinigt. Man erhélt 4,7 g
schwach gelblicher Kristalle (80%, R¢=0,1).

'H-NMR (200MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 7,3 (m, 5H, 10,11,12); 7.1 (d, 2H, 6); 6,9 (d, 2H, 7); 4,8
(dd, 1H, 7); 4,6 (dd, 1H, 7); 4,3 (dd, 1H, 8); 4,1 (dd, 1H, 8); 3,8 (dd, 2H, 9); 2,9 (m, 1H, 2); 2,8 (dd,
2H, 4); 2,3 (m, 1H, 1); 1,0 (d, 3H, 3).

BC-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 156,1 (15); 140,8 (13); 131,9 (14); 130,4 (5); 129,5 (10);
128,9 (11); 128,3 (12); 114,2 (6); 82,0 (8); 81,6 (7); 54,3 (2); 52,1 (9); 43,8 (4); 20,7 (3).

"F-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: -224,2 (m, F)

1-[4-(2-Fluorethoxy)phenyl]propan-2-on (22)

5 g (31,8 mmol) 4-Hydroxyphenylaceton, 4,1 g (31,8 mmol) 1-Brom-2-fluorethan und 4,4 g (31,8
mmol) Kaliumcarbonat werden in 50 ml Aceton gelost und unter Riickfluss fiir 12 Stunden erhitzt.
Anschliefend wird das Reaktionsgemisch filtriert und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.
Der Riickstand wird sdulenchromatographisch mit Chloroform/n-Hexan (3/1) aufgereinigt. Man
erhilt 4 g leicht gelbliche Kristalle (80%, R¢=0,1).

'H-NMR (200MHz, CDCls) & [ppm]: 7.1 (d, 2H, 5); 6,8 (d, 2H, 4); 4,9 (dd, 1H, 6); 4,7 (dd, 1H, 6);
43 (dd, 1H, 7); 4,1 (dd, 1H, 7); 3,6 (s, 2H, 3); 2,1 (s, 3H, ).
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2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenvyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanon
(23)

1

642,9 mg (1,56 mmol) 1-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)-2-bromethanon und 450 mg (1,56 mmol)
Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amin werden in 20 ml THF gelost und 24
Stunden unter Riickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand
sdaulenchromatographisch mit Ethylacetat/n-Hexan (1/1) aufgearbeitet. Man erhélt 250 mg leicht
gelbliche Kristalle (26%, Ry =0,35).

'H-NMR (200MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 7,4 (m, 15H, 1,2,3,16,17,18); 7,2 (d, 2H, 24); 7,1 (d, 2H,
23); 6,9 (s, 1H, 6); 6,8 (s, 2H, 8); 5,1 (s, 6H, 5,14); 4,8 (dd, 1H, 26); 4,6 (dd, 1H, 26); 4,4 (ds, 1H,
10); 4,2 (dd, 1H, 27): 4,1 (dd, 1H, 27); 3,6 (dd, 2H, 12); 2,9 (m, 1H, 19); 2,7 (m, 2H, 21), 1,0 (d,
3H, 20).

Essigsiure-2-(benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-
phenyl)ethylester (24)
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500 mg (0,8 mmol) 2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol werden in 4 mL Essigsdureanhydrid gelost und mit 10 Kiigelchen
Ytterbiumtoluolsulfonat (auf Polystyrol) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur
8 Stunden geriihrt. Anschlieend wird der Katalysator abfiltriert, die Reaktionslosung mit 4 mL
Wasser verdiinnt und mit Ethylacetat ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen werden
mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird der Riickstand sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit Ethylacetat/n-Hexan (4/5) aufgereinigt. Man erhédlt 400 mg farblose Kristalle (75%,
R¢=0,8).

'H-NMR (400MHz, CDCls) & [ppm]: 7,4 (m, 15H, 1,2,3,16,17,18); 7,2 (d, 2H, 24); 7,1 (d, 2H, 25);
6,9 (s, 1H, 8); 6,8 (s, 2H, 6); 5,4 (ds, 1H, 10); 5,1 (s, 4H, 5); 4,8 (dd, 1H, 26); 4,6 (dd, 1H, 26); 4,3
(dd, 1H, 27); 4,1 (dd, 1H, 27); 3,8 (m, 1H, 14); 3,7 (m, 1H, 21); 3,5 (m, 1H, 14); 3,1 (m,0,5H, 19);
3,0 (M, 1H, 21); 2,7 (m, 1H, 11); 2,5 (m, 2H, 12); 2,3 (m, 0,5H, 19); 2,0 (s, 3H, 28) 1,0 (dt, 3H, 20).
BC-NMR (400MHz, CDCls) & [ppm]: 171,2 (29); 160,3 (7); 156,4 (25); 145,9 (9); 139,1 (I15);
138,6 (4); 132,0 (22); 130,8 (23); 129,5-127,2 (1,2,3,16,17,18); 115,7 (24); 105,4 (8); 100,9 (6);
83,5 (27); 79,8 (10); 78,1 (5); 72,1 (10); 71,8 (26); 60,2 (12); 60,0 (12); 57,4 (14); 56,9 (19); 56,7
(19); 39,2 (21); 18,5 (20); 18,1 (20) 17,1 (28).

F-NMR (400MHz, CDCl5) & [ppm]: -224.2 (m, F).

'H-"H- sowie 'H-">C-Correlations-NMR-Spektren:

Proton | 'H-Korrelation | '*C-Korelation 17 16, 18 17
1 2 1 18 17 18
2 1,3 2 19 20, 21 19
3 2 3 20 19, 21 20
5 5 21 19, 20 21
6 6 23 24 23
8 8 24 23 24
10 12 10 26 27 26
12 10 12 27 26 27
14 14
16 17 16
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5-(2-(2-[4-(2-Fluoroethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-hydroxyethyl)-benzen-1,3-diol (25)

'HO

Variante A:

500 mg (1,3 mmol) 5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethylamino]ethyl)benzen-1,3-
diol Hydrobromid (Boehringer Ingelheim) und 182 mg (2,6 mmol) Kaliummethanolat werden in 3
ml Methanol gelost. Nach kurzem Riihren wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wird mit 20 ml DMF aufgenommen, mit 165 mg (1,3 mmol) 1-Brom-2-fluorethan und
einer Spatelspitze Kaliumiodid versetzt und 24 Stunden bei 60°C geriihrt. Das Losungsmittel wird
im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch mit Ethylacetat/n-Hexan (1/1)
aufgearbeitet. Um letzte Reste von DMF zu entfernen, kann das Produkt in Methanol gelost werden
und iiber ein SepPak C-18-Kartusche gereinigt werden. Man erhilt 200 mg eines gelblichen Ols
(44%, R¢ =0,1). Das NMR zeigt Verunreinigungen, die mit den gingigen chromatographischen
Methoden nicht entfernt werden konnen.

Variante B:

2 g (3,2 mmol) 2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-
phenyl)ethanol werden in 20 ml absolutem Methanol gelost. Nach Zugabe von 10 Spatelspitzen
Palladium auf Kohlenstoff (10%) wird fiir 3 Stunden Wasserstoff durch die Reaktionsmischung
geperlt. Anschliefend wird der Katalysator iiber eine Fritte abfiltriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Ethylacetat/Methanol (9/1) gereinigt. Man erhilt das gewiinschte Produkt als farblose Kristalle in
zwei Fraktionen, die aus je zwei Enantiomerenpaaren bestehen, die sich diastereomer zueinander
verhalten (Fraktion 1: 450 mg; Fraktion 2: 440 mg) (80%, R¢ (1) =0,15; R¢(2) = 0,1).

Schmelzpunkt: 107°C

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 9,2 (s, 2H, 1); 6,9 (d, 2H, 15); 6,7 (d, 2H, 14); 6,3 (s, 2H,
4); 6,0 (s, 1H, 2); 4,6 (dd, 1H, 17); 4,5 (dd, 1H, 17); 4,4 (m, 1H, 6); 4,2 (dd, 1H, 18); 4,1 (dd, 1H,
18); 3,3 (m, 1H, 10); 3,0 (m, 2H, 8); 2,7 (m, 1H, 7); 2,5 (d, 2H, 12); 1,1 (d, 3H, 11).

BC-NMR (400MHz, DMSO0-d6) & [ppm]: 159,5 (3); 158,1 (16); 131,7 (5); 130,2 (13); 129,8 (15);
115,4 (14); 104,9 (4); 102,7 (2); 81,6 (18); 72,3 (6); 67,8 (17); 55,3 (8); 55,1 (10); 41,0 (12); 20,4
(11).

YF-NMR (400MHz, CDCl3) & [ppm]: -224,2 (m, F).
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MS (FD): m/z (% rel. Int.) 350,7 (100, [M+1]").

'H-"H- sowie 'H-">C-Correlations-NMR-Spektren:

Proton | 'H-Korrelation | *C-Korelation

1

2 2
4 4
6 7,8 6
7 6

8 6 8
10 11,12 10
11 10 11
12 10 12
14 15 14
15 14 15
17 18 17
18 17 18

3-(2-Fluorethoxy)-5-(1-hydroxy-2-((2-(4-hydroxyphenyl)isopropyl)amino)ethyl)phenol
(26)

on'"

500 mg (1,3 mmol) 5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethylamino]ethyl)benzene-1,3-
diol Hydrobromid (Boehringer Ingelheim) und 182 mg (2,6 mmol) Kaliummethanolat werden in 3
ml Methanol gelost. Nach kurzem Riihren wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wird mit 20 ml DMF aufgenommen, mit 165 mg (1,3 mmol) 1-Brom-2-fluorethan und
einer Spatelspitze Kaliumiodid versetzt und 24 Stunden bei 60°C geriihrt. Das Losungsmittel wird
im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch mit Ethylacetat/n-Hexan (1/1)
aufgearbeitet. Man erhilt 50 mg eines leicht gelblichen Ols (10%, Ry = 0,5).
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'H-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 9,2 (s, 1H, 1); 9,1 (s, 1H, 17); 6,9 (d, 2H, 15); 6,7 (d, 2H,
14); 6,3 (s, 2H, 4); 6,0 (s, 1H, 2); 4,6 (dd, 1H, 19); 4,5 (dd, 1H, 19); 4,4 (m, 1H, 6); 4,2 (dd, 1H,
18); 4,1 (dd, 1H, 18); 3,3 (m, 1H, 10); 3,0 (m, 2H, 8); 2,7 (m, 1H, 7); 2,5 (d, 2H, 12); 1,1 (d, 3H,
11).

BC-NMR (400MHz, DMSO0-d6) & [ppm]: 159,5 (3); 158,1 (16); 131,7 (5); 130,2 (13); 129,8 (15);
115,4 (14); 104,9 (4); 102,7 (2); 81,6 (19); 72,3 (6); 67,8 (18); 55,3 (8); 55,1 (10); 41,0 (12); 20,4
(11).

F-NMR (400MHz, CDCl3) & [ppm]: -224.2 (m, F).

MS (FD): m/z (% rel. Int.) 350,7 (100, [M+179).

'H-'H- sowie 1H-13C-Correlations-NMR-Spektren:

Proton | 'H-Korrelation | *C-Korelation
1
2 2
4 4
6 7,8 6
7 6
8 6 8
10 11,12 10
11 10 11
12 10 12
14 15 14
15 14 15
17
18 19 18
19 18 19

5-(2-((2-Fluorethvyl)-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethyl]amino)-1-hydroxvyethyl)benzen-1.3-diol
(27)




800 mg (1,3 mmol) 2-[[2-(4-Benzyloxy-phenyl)-1-methylethyl]-(2-fluorethyl)amino]-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)-ethanol und 5 Spatelspitzen Palladium auf Kohlenstoff (10%) werden in 10
mL absolutem Methanol gelost. Durch diese Reaktionsmischung ldasst man 3 Stunden Wasserstoff
bei 1 bar durchperlen. AnschlieBend wird der Katalysator abfiltriert, das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat/Methanol (9/1)
aufgereinigt. Man erhilt 110 mg farblose Kristalle (25%, R¢=0,1).

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 9,0 (s, 3H, 1,17); 6,9 (d, 2H, 15); 6,7 (d, 2H, 14); 6,2 (s,
2H, 4); 6,0 (s, 1H, 2); 5,0 (s, 1H, 7); 4,5 (dd, 1H, 19); 4,4 (dd, 1H, 19); 4,3 (t, 1H, 6); 3,4 (d, 2H,
12);2,7 (m, 1H, 10); 2,6 (m, 2H, 8); 2,5 (dd, 1H, 18); 2,4 (dd, 1H, 18); 0,8 (d, 3H, 11).

C-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 159,8 (3); 156,3 (16); 147,9 (5); 130,1 (14); 129,7 (13);
116,5 (15); 104,8 (4); 102,3 (2); 84,2 (19); 71,4 (6); 56,1 (8); 55,8 (10); 52,6 (18); 48,5 (12); 19,8
(11).

MS (FD): m/z (% rel. Int.) 350,2 (100, [M+1]").

ALal. (C19H24FNO4)1 C, H, N.

2-[[2-(4-Benzyloxy-phenyl)-1-methylethyl]-(2-fluorethyl)amino]-1-(3,5-bisbenzyloxy-

phenyl)ethanol (28)

332 mg (1 mmol) 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran, 350 mg (1,2 mmol) [2-(4-Benzyloxy-
phenyl)-1-methylethyl]-2-fluorethylamin und 124 mg (0,2 mmol) Ytterbiumtrifluormethansulfonat
werden in 2 mL Dichlormethan gelost und bei Raumtemperatur 2 Stunden geriihrt. Anschliefend
wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit n-Hexan/Ethylacetat (7/3) aufgereinigt. Man erhlt 150 mg eines leicht gelblichen Ols
(25%, R¢=0,6).

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 7,2 (m, 15H, 1,2,3,28,29,30); 7,0 (dd, 2H, 23); 6,8 (dd,
2H, 24); 6,4 (s, 2H, 8); 6,2 (s, 1H, 6); 5,1 (s, 6H, 5,26); 4,7 (m, 1H, 10); 4,2 (dd, 1H, 14); 4,1 (dd,
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1H, 14); 3,2 (m, 1H, 19); 2.9 (dd, 2H, 12); 2,6 (m, 2H, 21); 2,4 (dd, 1H, 13); 2,3 (dd, 1H, 13); 0,9
(dd, 3H, 20).

BC-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 160,3 (7); 159,7 (25); 142,9 (9); 140,1 (4,27); 128,5-
127.2 (1,2,3,23,28,29,30); 114.6 (24); 105,0 (8); 99.4 (6); 84,3 (14); 77,2 (5,26); 74,8 (10); 61,7
(12); 55,3 (19); 52,6 (13); 41,9 (21); 19,6 (20).

MS (FD): m/z (% rel. Int.) 620,3 (100, [M+1]).

[2-(4-Benzyloxy-phenyl)-1-methylethyl]-2-(fluorethyl)amin (29)

24

)

27

29

27
28

200 mg (0,8 mmol) 2-(4-Benzyloxy-phenyl)-1-methylethylamin, 100 mg (0,8 mmol) 1-Brom-2-
fluorethan, 1 Spatelspitze Kaliumiodid und 110 mg (0,8 mmol) Kaliumcarbonat werden in 7 mL
Aceton geldst und 24 Stunden unter Riickflul gekocht. Anschliefend wird das Kaliumcarbonat
abfiltriert und das Losungsmittel im  Vakuum entfernt. Der Riickstand wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Chloroform/n-Hexan (3/1) aufgereinigt. Man erhilt 172
mg leicht gelbliche Kristalle (75%, R¢=0,4).

'H-NMR (200MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 7,2 (m, 5H, 27,28,29); 7,0 (d, 2H, 24); 6,8 (d, 2H, 23); 5,1

(s, 2H, 26); 4,4 (dd, 1H, 16); 4,3 (dd, 1H, 16); 3,3 (m, 1H, 19); 2,8 (dd, 1H, 17); 2,7 (dd, 1H, 17);
2,6 (d, 2H, 21); 2,3 (s, 1H, 18); 1,0 (d, 3H, 20).

4-(2-Aminopropyl)phenol (30)

H,N

24
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500 mg (1 mmol) 4-(2-Benzylaminopropyl)phenol werden in 5 mL absolutem Ethanol geldst, mit
einer Spatelspitze Palladium auf Kohlenstoff (10%) und 50 pL konz. Ameisensdure versetzt und im
Autoklaven mit Wasserstoff bei 3 bar geriihrt. Nach Abfiltrieren des Katalysators wird das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Essigsdureethylester/n-Hexan (75/25) aufgereinigt. Man erhélt 90 mg farblose Kristalle (60%, Ry
=0,05).

'H-NMR (200MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 6,9 (d, 2H, 23); 6,7 (d, 2H, 24); 6,2 (s, 1H, 26); 3,3 (m,
1H, 19); 2,8 (d, 2H, 21); 2,4 (s, 2H, 18); 1,0 (d, 3H, 20).

2-(4-Benzyloxy-phenyl)-1-methylethylamin (31)

24

27

29

27
28

150 mg (1 mmol) 4-(2-Aminopropyl)phenol, 140 mg (I mmol) Benzylchlorid, 110 pL 50%
Kaliumhydroxid-Losung und 10 mg Natriumiodid werden in 1 mL Wasser und 3 mL Ethanol geldst
und 48 Stunden unter Riickflul gekocht. Das Reaktionsgemisch wird mit 2 N HCI auf pH 7
eingestellt und mit Diethylether extrahiert. Die organische Phase wird {iiber Natriumsulfat
getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand sédulenchromatographisch an
Kieselgel mit Ethylacetat/Methanol (9/1) aufgereinigt. Man erhilt 100 mg farblose Kristalle (40%,
Rf =0,1).

'H-NMR (200MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 7,2 (m, 5H, 27,28,29); 7,0 (d, 2H, 24); 6,8 (d, 2H, 23); 5,1
(s, 2H, 26); 3,2 (m, 1H, 19); 2,8 (d, 2H, 21); 2,4 (s, 2H, 18); 1,0 (d, 3H, 20).
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2-(Benzyl-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethylJamino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (32)

24

0—_ 2
2,3 g (6,9 mmol) 2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran, 1,4 g (8,3 mmol) Benzyl-[2-(4-methoxy-
phenyl)-1-methylethyl]amin und 434 mg (0,7 mmol) Ytterbiumtrifluormethansulfonsduresalz
werden in 7 ml Dichlormethan geldst. Die Reaktionsmischung wird nicht langer als 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird der Katalysator abfiltriert, das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit n-
Hexan/Ethylacetat (7/3) aufgereinigt. Man erhélt 2,3 g des gewiinschten Produktes als farbloses,
viskoses Ol (57%, R¢= 0,65).

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 7,4 (m, 15H, 1,2,3,16,17,18); 7,0 (d, 2H, 24); 6,8 (d, 2H,
23); 6,6 (s, 2H, 8); 6,5 (s, 1H, 6); 5,0 (s, 4H, 5); 4,4 (t, 1H, 10); 3,8 (d, 1H, 14); 3,7 (ds, 3H, 26); 3,6
(d, 1H, 14); 2,8 (m, 2H, 21); 2,7 (m, 1H, 12); 2,6 (m, 1H, 11); 2,5 (m, 1H, 12); 2,3 (dm, 1H, 79); 0,9
(dd, 3H, 20).

BC-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 160.,2 (7); 158,9 (25); 140,1 (14); 138,5 (9); 132,6 (4);
130,3 (22); 129,1-128,5 (1,2,3,16,17,18,23); 113,8 (24); 106,4 (8); 100,9 (6); 71,2 (10); 69,7 (5);
58,8 (12); 58,4 (21); 56,1 (26); 55,4 (19); 17,4 (20); 17,2 (20).

MS (FD): m/z (% rel. Int.) 588,7 (100, [M+1]").

'H-'H- sowie 1H-13C-Correlations-NMR-Spektren:

Proton | 'H-Korrelation | *C-Korelation 14 14
1 2 1 16 17 16
2 1,3 2 17 16, 18 17
3 2 3 18 17 18
5 5 19 20, 21 19
6 6 20 19, 21 20
8 8 21 19, 20 21
10 11,12 10 23 24 23
11 10 24 23 24
12 10 12 26 26




Benzyl-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethyl]amin (33)

7 g (42,6 mmol) 4-Methoxyphenylaceton, 4,56 g (42,6 mmol) Benzylamin und 620 mg Platin auf
Kohlenstoff (5%) werden in 20 ml absolutem Ethanol suspendiert und im Autoklaven mit
Wasserstoff bei 5 bar fiir 24 Stunden hydriert. AnschlieBend wird der Katalysator abfiltriert, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Ethylacetat/n-Hexan (75/25) aufgereinigt. Man erhilt 7,6 g des gewiinschten Produktes als farblose
Kristalle (70%, R¢y=0,2).

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 7,3 (m, 5H, 16,17,18); 7,1 (d, 2H, 24); 6,9 (d, 2H, 23); 3,8
(d, 2H, 14); 3,7 (s, 3H, 26); 3,2 (m, 1H, 19); 2,7 (m, 2H, 21); 2,3 (m, 1H, 13); 0,9 (dd, 3H, 20).
“C-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 158,3 (25); 1354 (I5); 131,6 (22); 129,1-126,8
(23,16,17,18); 112,7 (24); 52,9 (19); 52,4 (14); 43,5 (21); 20,6 (20).

5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethylamino]ethyl)benzen-1,3-diol (34)

O—_ 17
2,3 g (3,9 mmol) 2-(Benzyl-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethyl]amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-
phenyl)ethanol werden mit 10 Spatelspitzen Palladium auf Kohlenstoff (10%) in 25 ml absolutem
Methanol gelost. Hierzu muf3 das Methanol auf 40°C erwarmt werden. AnschlieBend wird fiir 4
Stunden Wasserstoff durch das Reaktionsgemisch geperlt. Nach Abfiltrieren des Katalysators wird
das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand séulenchromatographisch an Kieselgel
mit Ethylacetat/Methanol (9/1) aufgereinigt. Man erhilt 2 Fraktionen, die aus je 2 Enantiomeren
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bestehen, und die sich zueinander diastereomer verhalten. (Fraktion 1: 280 mg, R¢= 0,1; Fraktion 2:
50 mg, R¢= 0,05; Mischfraktion 200 mg) (45%).

Enantiomerenpaar 1:

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 9,2 (s, 2H, 1); 7,1 (d, 2H, 15); 6,8 (d, 2H, 14); 6,3 (s, 2H,
4); 6,2 (s, 1H, 2); 4,7 (m, 1H, 6); 3,6 (s, 3H, 17); 3,2 (m, 1H, 10); 2,9 (m, 2H, §); 2,7 (m, 1H, 7); 2,6
(m, 2H, 12); 1,0 (t, 3H, 11).

Enantiomerenpaar 2:

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 9,2 (s, 2H, 1); 7,1 (d, 2H, 15); 6,8 (d, 2H, 14); 6,3 (s, 2H,
4); 6,2 (s, 1H, 2); 4.4 (m, 1H, 6); 3,6 (s, 3H, 17); 3,2 (m, 1H, 10); 2,9 (m, 2H, §); 2,7 (m, 1H, 7); 2,6
(m, 2H, 12); 0.9 (t, 3H, 11).

BC-NMR (400MHz, DMSO-d6) & [ppm]: 159,6 (3); 145,9 (5); 131,1 (14); 130,5 (13); 114,7 (15);
105,2 (4); 102,4 (2); 70,0 (6); 56,1 (17); 55,8 (10); 53,2 (8), 18,3 (11).

MS (FD): m/z (% rel. Int.) 318,6 (100, [M+1]").

'H-"H- sowie 'H-">C-Correlations-NMR-Spektren:

Proton | 'H-Korrelation | *C-Korelation
1
2 2
4 4
6 7,8 6
7 6
8 6 8
10 11,12 10
11 10 11
12 10 12
14 15 14
15 14 15
17 17
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7.3 Bestimmung der pK, — und logP-Werte

Die pK,—Werte von 5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethylamino]ethyl)benzen-1,3-
diol (34) und 5-(2-(2-[4-(2-Fluoroethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-
diol (25) werden mittels Titration an der Titrationsapparatur PCA 200 der Firma Sirius Analytical
Instruments Ltd. und des zugehdrigen Softwarepakets Refine 200 und Control 200, ebenfalls der Fa.
Sirius, durchgefiihrt. Da beide Substanzen nicht ausreichend wasserldslich sind, werden die
Titrationen mit einem Co-Solvens, hier Dioxan, durchgefiihrt. Dazu wird eine 1 mM Ldsung der
Substanz bei drei verschiedenen Konzentrationen an Co-Solvens (Dioxan, w = 20, 30 und 40 %)
iiber einen pH-Bereich von 2-12 titriert, um die entsprechenden p;K,-Werte zu ermitteln. Mit Hilfe
einer Yasuda-Shedlovsky-Auftragung konnen dann aus den entsprechenden pK,-Werten die
korrespondierenden pK,-Werte bestimmt werden [143].

Fir die Bestimmung der logP-Werte war diese Methode ungeeignet, da die Ldslichkeit der
protonierten bzw. deprotonierten Molekiilspezies beider Verbindungen nicht ausreichend in Octanol
16slich sind. Deshalb wird auf die klassische Scheidetrichter-Methode zuriickgegriffen. Hierfiir
werden die Analoga n.c.a. 5-(2-(2-[4-(2-['*F]Fluoroethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-
hydroxyethyl)-benzen-1,3-diol (['*F]25) und 5-(2-(2-[4-(2-[''C]Methoxy)phenyl]-1-
methylethylamino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol ([''C]34) in jeweils 500 uL Octanol und 500
pL Wasser (mit Phosphatpuffer auf pH 7,4 eingestellt) {iberfithrt und jeweils drei Minuten bei
Raumtemperatur mit Hilfe eines Vortex gut durchmischt. Anschlieend werden die beiden Phasen
getrennt, aus jeder Phase ein Aliquod von 3 pL entnommen und dessen Radioaktivitidt mittels
Radio-DC bestimmt.

7.4 HPLC-Trennung der Enantiomere

Bei  ausreichenden = Mengen an  racemischem  5-(2-(2-[4-(2-Fluoroethoxy)phenyl]-1-
methylethylamino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (25) konnen die beiden Diastereomerenpaare
(R,R)- und (S,S)- sowie (R,S)- und (S,R)-5-(2-(2-[4-(2-Fluoroethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-
1-hydroxyethyl)-benzen-1,3-diol makroskopisch sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Ethylacetat/Methanol (9/1) (R¢ (1) = 0,15; R¢ (2) = 0,1) getrennt werden. Allerdings verlauft die
Trennung nicht vollstdndig, da die Re—Werte sich nur gering voneinander unterscheiden, man erhélt
immer eine Mischfraktion.

Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum bleiben farblose Kristalle. Diese konnen zur
Durchfiihrung von chiraler HPLC in einem Laufmittelgemisch von n-Hexan/1,2-
Dichlorethan/Methanol/Trifluoressigsdure (240/130/30/1) aufgenommen und mittels HPLC in ihre
Enantiomere aufgereinigt werden. Hierzu wurde ein HPLC-System von Waters verwendet (HPLC-
System C, 200uL Loop). Bei einer Fluirate von 4 mL/min und einer Chirex 3022 Séule von
Phenomenex ((S)-ICA and (R)-NEA, 10 x 250 mm) betrugen die Retentionszeiten der Enatiomere
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jeweils 14,6 bzw. 17,2 Minuten. Um eine gute Trennung zu erzielen, sollten nicht mehr als 5 mg
Substanz pro HPLC-Lauf aufgegeben werden.

Analog dazu kann auch das racemische Gemisch von 34 (Methoxy-Fenoterol) in seine 4
Enantiomere aufgetrennt werden. Die RyWerte fiir die makroskopische Trennung mit einer
Kieselgel-Schwerkraftséule sind identisch zu denen fiir Verbindung 25, die Retentionszeiten auf der
Chirex 3022-HPLC-Siule betragen 13 und 14,5 Minuten.

7.5 Radiosynthesen
7.5.1 Radioaktive Markierungssynthesen mit ['*F]Fluorid

7.5.1.1 Herstellung einer [ISF]Fluoridliisung

Das ['*F]Fluorid fillt in angereichertem ['®*O]Wasser an. Um dieses Wasser wiedergewinnen zu
konnen, wird die [lgF]Fluorid-haltige Loung tiber eine QM A-Kartusche, die zuvor mit 5 mL einer 1
M Kaliumcarbonatlosung und 10 mL Wasser konditioniert wurde, gegeben. AnschlieBend wird das
['"®F]Fluorid mittels einer Losung von 15 mg Kryptofix 2.2.2., 15uL 1 M Kaliumcarbonatlésung
und 800 pL Acetonitril eluiert. Da nukleophile '*F-Fluorierungen unter wasserfreien Bedingungen
durchgefiihrt werden miissen, erfolgt zundchst eine mehrfache azeotrope Trocknung mittels
Acetonitril. Durch die Zugabe des Kaliumcarbonats zum Reaktionsgemisch wird die Bildung des
fliichtigen [ISF]HF vermieden. Dieses Trocknungsverfahren dient auBBerdem dazu, die Loslichkeit
des ["F]Fluorids in  dipolar  aprotischen  Losungsmitteln  durch  Zugabe  von
Phasentransferkatalysatoren zu erhdhen. Bei der Verwendung von Kryptofix 2.2.2. ist auf die
Trocknungstemperatur zu achten, da es bei Temperaturen iiber 90°C zur Thermolyse kommt.

Das wasserhaltige Reaktionsgemisch, das etwa 30-100 MBq ['*F]Fluorid enthilt, wird in ein
konisch zulaufendes Reaktionsgefdl der Fa. Wheaton mit Magnetriihrkern gegeben. Diese
Reaktoren werden mit einem Silikonseptum verschlossen, durch das zwei Kaniilen fiir den
Vakuum- und Argonanschluss gestochen werden. Die Ldsung wird bei 80°C unter einem
Argonstrom von 400 ml/min und einem Druck von 700 mbar zur Trockene eingedampft. Durch
erneute Zugabe von 1 mL Acetonitril wird dieser Trocknungsschritt noch zweimal wiederholt,
bevor zur vollstindigen Trocknung der Argonstrom eingestellt und das Vakuum auf 100 mbar
erhoht wird. AnschlieBend wird der Reaktor mit Argon begast, 1-2 mL Losungsmittel (DMF,
DMSO, Acetonitril) hinzugegeben, 250 pL dieser Losung auf eine Spritze aufgezogen und in die
entsprechenden Reaktionsansétze injiziert.
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7.5.1.2 Radioaktive Direktfluorierungen
Essigsiure-2-(benzyl-(2-[4-(2-['*F]fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3.5-bisbenzyloxy-
phenyl)ethylester (['*F]24)

Die '®F-Fluorierungen werden in einem 2,5 mL Wheaton-ReaktionsgefdB, welches durch eine

Schraubkappe mit Silicon-Septum verschlossen wird, durchgefiihrt. 16,5 mg (0,02 mmol)
Essigsdure-2-[benzyl-(1-methyl-2-(4-[2-toluol-4-sulfonyloxy)ethoxy]phenyl)ethyl)amino]-1-(3,5-
bisbenzyl-oxy-phenyl)ethylester werden in 0,75 mL Acetonitril gelost und bei 80°C fiir 2 Minuten
vortemperiert. Die Reaktion erfolgt durch Zugabe von ca. 250 pL einer [lgF]Fluorid/Krytoﬁx-
Komplexldsung. Zu den entsprechenden Reaktionszeiten werden Aliquots von 50 uL entnommen
und in einem Eppendorf-Gefall mit 100 uL Wasser gequencht. Die Losungen werden mittels Radio-
HPLC und Radio-DC analysiert. Zur préparativen Darstellung wird das Reaktionsgemisch iiber
Radio-HPLC aufgetrennt. Hierbei wird das Gemisch mittels Spritze in einen 1 mL Loop eines
Probenaufgabeventils iiberfiihrt und bei einem Fluss von 4 mL/min von Methanol/Wasser (92/8)
iiber eine LiChrospher RP18 SEC (250 x 10 mm) getrennt (HPLC-System B). Die Retentionszeit
des gewiinschten Produktes betrdgt 8 min, wobei nach 10 min das zweite Enantiomerenpaar eluiert.
Die entsprechende Fraktion wird mit dem fiinffachen Volumen Wasser verdiinnt, auf einer festen
Phase fixiert (C-18, Waters), mit Argon getrocknet und mit 1 mL Ethanol eluiert.

5-(2-(2-[4-(2-["*F]Fluorethoxy)phenyl]- 1 -methylethylamino)- 1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol
(["°F125)
Die ethanolische Essigsdure-2-(benzyl-(2-[4-(2-[ 1F) fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-

(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester-Losung wird mit einer Spatelspitze Palladium auf Kohlenstoff
(10%) versetzt und 3 min mit Wasserstoff bei 1 bar durchperlt. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch mit 200 pL 1 N NaOH versetzt und bei 60°C fiir 5 Minuten geriihrt.
AnschlieBend wird mit 6 mL Wasser verdiinnt, durch einen Spritzenfilter der Porengréfe 1 pm (aus
PTFE) gegeben und das 5-(2-(2-[4-(2-[ISF]Fluorethoxy)phenyl]-l-methylethylamino)-l-
hydroxyethyl)benzen-1,3-diol auf fester Phase (C-18, Waters) fixiert. Nach Trocknung im
Argonstrom wird mit 1 mL Ethanol eluiert.

7.5.1.3 Synthese von 2-["*F]Fluorethyltosylat

Zur manuellen n.c.a. Synthese von 2-['*F]Fluorethyltosylat wird in das Reaktionsgefd mit dem zur
Trockene eingedampften ['*F]Fluorid/Kryptofix-Komplex eine Losung von 4 mg (10 pmol)
Ethylenglycol-1,2-ditosylat in 1 ml Acetonitril gegeben. Das Vial wird verschlossen und bei einer
Olbadtemperatur von 80°C 3 min geriihrt. Die Aufarbeitung des Reaktionsgemisches erfolgt mittels
Radio-HPLC. Die Losung wird mittels einer Spritze in eine 1 mL Probenschleife eines Rheodyne
Probenaufgabeventils (Typ 8125) injiziert, und bei einem Fluss von 5 mL/min iiber eine
LiChrospher RP-18 EC 5 Sdule (250 x 10 mm) mit dem Eluens Acetonitril/Wasser (50/50)
aufgereinigt (HPLC-System E). Die Retentionszeit betrdgt 17 min. Die =zerfallskorrigierte
radiochemische Ausbeute bei 2-['*F]Fluorethyltosylat betrigt 50-80% nach 40 Minuten.

133



Bei der semi-automatischen 2-['*F]Fluorethyltosylat-Synthese wird eine am Institut fiir Kernchemie
der Universitit Mainz gebaute Apparatur verwendet (s. Abb. 95). Dabei wird die ['*F]Fluoridlésung
analog zum oben beschriebenen Weg getrocknet, das Acetonitril zur azeotropen Trocknung wird
auf eine Spritze aufgezogen und iiber das Zugabeventil bei einem leichten Unterdruck von 800
mbar in das Reaktionsgefdl gesaugt. Nach dem Trocknungsprozess wird 4 mg (10 pmol)
Ethylenglycol-1,2-ditosylat in 1 ml Acetonitril geldst und ebenfalls {liber das Zugabeventil
zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 3 Minuten werden 4 mL Wasser zugegeben und mit einen
Stickstoffstrom iliber eine C-18-Kartusche der Fa. Waters, die zuvor mit 5 mL Ethanol und 10 mL
Wasser konditioniert wurde, gegeben. Nachdem die Kartusche 7 min im Stickstoffstrom getrocknet
wurde, wird das 2-['*F]Fluorethyltosylat gemeinsam mit dem nicht abreagierten ['*F]Fluorid und
Ethylenglycol-1,2-ditosylat durch 2 mL Acetonitril, DMF oder DMSO in ein Vial eluiert. Falls mit
den Losungsmitteln DMF oder DMSO gearbeitet werden soll, muss das Eluens im Olbad auf ca.
80°C erwirmt werden, um eine vollstindige Eluierung von der Kartusche zu gewihrleisten. Die
iiblicherweise erreichten radiochemischen Reinheiten der so erhaltenen 2-['*F]Fluorethyltosylat-
Losung lagen bei 92-95%, die radiochemischen Ausbeuten typischerweise bei 50-60%.

Sticlkestoff

., Arcetonitnl

Wakuum C-18-Kartusche
Zugabe

Waste —1 FETos

Abb. 95: schematische Darstellung der semi-automatischen Apparatur zur 2-['*F]Fluorethyl-
tosylat-Synthese

7.5.1.4 Synthese von 1-Brom-2-['"*F|Fluorethan [144]

Zur Synthese von n.c.a. 1-Brom-2-['®F]Fluorethan wird in das ReaktionsgefiB mit dem zur
Trockene eingedampften ['*F]Fluorid/Kryptofix-Komplex eine Losung von 2,5 mg (19 pmol) 1,2-
Dibromethan in 1 mL Acetonitril gegeben. Das Reaktionsgefdl wird verschlossen und 2 Minuten
bei 75°C geriihrt. Anschliefend wird die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekiihlt, in 20
mL Wasser aufgenommen und auf einer LiChrolute EN-Kartusche (Merck) fixiert. Die Kartusche
wird dann im Stickstoffstrom getrocknet, mit einer Alumina B-Kartusche (Waters) kombiniert und
das 1-Brom-2-['®F]Fluorethan mittels 1,5 mL Acetonitril oder auf 70°C temperiertem DMF
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langsam eluiert. Die radiochemische Reinheit des 1-Brom-2-['*F]Fluorethan liegt typischerweise
bei 96-98%, die radiochemische Ausbeute bei 50%.

7.5.1.5 Radioaktive Markierungssynthesen mit 2-['*F]Fluorethyltosylat

2-(Benzyl-(2-[4-(2-["*F]fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino-1-(3.5-bisbenzyloxy-phenyl)-
ethanol (['*F]20)

10 mg (17,5 pmol) 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)-
phenol werden in 0,7 mL DMF oder DMSO gel6st, mit 17 pL 1 N Natronlauge versetzt und 3
Minuten im Olbad auf 130°C temperiert. AnschlieBend werden 300 pL einer Losung von 2-
['®F]Fluorethyltosylat in DMF oder DMSO zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird bei 130°C 3-5
Minuten geriihrt. Die radiochemische Ausbeute kann mittels Radio-DC bestimmt werden. Zur

priaparativen Darstellung wird das Reaktionsgemisch iiber Radio-HPLC aufgetrennt. Hierbei wird
das Gemisch mittels Spritze in einen 1 mL Loop eines Probenaufgabeventils (Rheodyne 3725)
iiberfiithrt und bei einem Fluss von 4 mL/min von Methanol/Wasser (92/8) iiber eine LiChrospher
RP18 SEC (250 x 10 mm) getrennt (HPLC-System B). Die Retentionszeit des gewiinschten
Produktes betrdgt 10 min, wobei nach 12 min das zweite Enantiomerenpaar eluiert. Die
entsprechende Fraktion wird mit dem flinffachen Volumen Wasser verdiinnt, auf einer festen Phase
fixiert (C-18, Waters), mit Argon getrocknet und mit 1 mL Ethanol eluiert.

5-(2-(2-[4-(2-["*F]Fluorethoxy)phenyl]- 1 -methylethylamino)- 1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol
([**F125) durch Entschiitzung von [*F]20

Die ethanolische 2-(Benzyl-(2-[4-(2-["*F]fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol-Ldsung wird mit einer Spatelspitze Palladium auf Kohlenstoff (10%)

versetzt und 3 min mit Wasserstoff bei 1 bar durchperlt. AnschlieBend wird mit 6 mL Wasser
verdiinnt, durch einen Spritzenfilter der Porengrofle 1 um (aus PTFE) gegeben und das 5-(2-(2-[4-
(2-["*F]Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)- 1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol auf fester Phase
(C-18, Waters) fixiert. Nach Trocknung im Argonstrom wird mit 1 mL Ethanol eluiert.

5-(2-(2-[4-(2-["*F]Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol
(['"*F]125) durch radioaktive Markierung von 1

2,2 mg (7,2 pmol) 5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethylamino]ethyl)benzen-1,3-
diol werden in 700 uL DMF geldst, mit 7,1 pL 1 N Lithiumhydroxidlosung versetzt und 2 Minuten
bei 120°C temperiert. AnschlieBend werden 300 pL einer Losung von 2-['*F]Fluorethyltosylat in
DMF zugegeben. Man 148t 10 min bei 120°C riihren und verdiinnt anschlieBend mit 10 mL Wasser.

Das Reaktionsgemisch wird auf einer festen Phase (C-18, Waters) fixiert, mit Argon getrocknet und
mit 1 mL Methanol eluiert. Die Aufreinigung erfolgt {iber HPLC mit einer Waters Symmetrie 5 um
C-18 Sdule (4,6 x 150 mm) mit dem FEluens Methanol/Wasser (mit 1%
Natriumdihydrogenphosphat-Puffer) (30/70) (HPLC-System A). Bei einem Fluss von 1 mL/min
betrdgt die Retentionszeit 14 Minuten. Die entsprechende Fraktion kann mit der fiinffachen Menge
an Wasser verdiinnt werden und auf einer festen Phase (C-18, Waters) fixiert werden. Nach
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Trocknung im Argonstrom wird 5-(2-(2-[4-(2-['*F]Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-
hydroxyethyl)benzen-1,3-diol mit 1 mL Ethanol eluiert.

7.5.1.6 Radioaktive Markierungssynthesen mit 1-Brom-2-["*F|Fluorethan

2-(Benzyl-(2-[4-(2-["*F]fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)Jamino-1-(3.5-bisbenzyloxy-phenyl)-
ethanol (['*F]20)

10 mg (17,5 pmol) 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)-
phenol werden in 0,7 mL DMF oder DMSO gel6st, mit 17 pL 1 N Natronlauge versetzt und 3
Minuten im Olbad auf 130°C temperiert. AnschlieBend werden 300 uL einer Losung von 1-Brom-
2-["®*F]Fluorethan in DMF zugegeben. Man 146t 10 min bei 130°C rithren. Die Trennung mittels
HPLC verlduft analog zur Darstellung von 5-(2-(2-[4-(2-['®F]Fluorethoxy)phenyl]-1-
methylethylamino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (["*F]20) iiber 2-[lgF]FluorethyItosyIat.

7.5.1.7 Synthese von (R,R)- 5-(2-(2-[4-(2-["*F]|Fluorethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-
hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (R,R)-["*F]25)

Fiir die Synthese von enantiomerenreinem 5-(2-(2-[4-(2-[18F]Fluorethoxy)phenyl]-l-methylethyl-
amino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol wird zunichst analog zur Darstellung von ['°F]20
vorgegangen (s. Abschnitt 7.5.1.5). Das Reaktionsgemisch wird anschlieBend iiber eine HPLC-
Trennung aufgereinigt. Hierbei wird das Gemisch mittels Spritze in einen 1 mL Loop eines
Probenaufgabeventils (Rheodyne 3725) {iberfiihrt und bei einem Fluss von 4 mL/min von
Methanol/Wasser (92/8) iiber eine LiChrospher RP18 SEC (250 x 10 mm) getrennt (HPLC-System
B). Die Retentionszeit des gewiinschten Produktes betrdgt 10 min, wobei nach 12 min das zweite
Enantiomerenpaar eluiert. (Eine bessere Auflosung wird mit einer Luna-HPLC-Sdule der Firma
Phenomenex erreicht. Bei identischen Bedingungen wie oben ergeben sich Retentionszeiten von
10,5 min und 14 min). Soll enantiomerenreines Produkt erhalten werden, so wird nur einer der
beiden Diastereomerenpeaks aufgefangen. Die entsprechende Fraktion wird mit dem fiinffachen
Volumen Wasser verdiinnt, auf einer festen Phase fixiert (C-18, Waters), mit Argon getrocknet und
mit 1 mL Ethanol eluiert. Die Entschiitzung verlduft analog zum Racemat (Abschnitt 4.5.1.5). Das
Ethanol wird im Argonstrom entfernt und das n.c.a. Enantiomerenpaar in einem Laufmittelgemisch
von n-Hexan/1,2-Dichlorethan/Methanol/Trifluoressigsdaure (240/130/30/1) aufgenommen und
mittels HPLC in seine Enantiomere aufgereinigt (HPLC-System B). Bei einer FluBirate von 0,2
mL/min und einer Chirex 3022 Siule von Phenomenex ((S)-ICA and (R)-NEA, 4,6 x 50 mm)
betragen die Retentionszeiten der Enantiomere jeweils 14,6 bzw. 17,2 Minuten. Nach erneuter
Verdiinnung mit dem 5fachen Volumen Wasser wird das enantiomerenreine n.c.a. ['*F]Fluorethyl-
Fenoterol ([ISF]ZS) auf einer C-18-Kartusche von Waters fixiert und getrocknet. Es kann
anschliefend mit isotonischer Kochsalzldsung mit einem Ethanolanteil von 3-5% quantitativ eluiert
werden. Die radiochemische Gesamtausbeute belduft sich auf 10-15% nach 105 Minuten.
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7.5.2 Radioaktive Markierungssynthesen mit [''C]JCHsl

Die radioaktiven Markierungssynthesen mit ''C wurden in der Sektion Radiopharmazie am PET-
Zentrum Tiibingen durchgefiihrt.

7.5.2.1 Synthese von [''C]Methyliodid

Die Darstellung des [''C]Methyliodids erfolgt durch katalytische Reduktion von [''C]CO, mit
Wasserstoff an Nickel und nachfolgende Umsetzung mit elementarem Iod bei 760°C in einer
automatisierten Apparatur (Mel MicroLab, GE Medical Systems).

7.5.2.2 Synthese von 2-(Benzyl—[2-(4-[HC]methoxyphenyl)-l-methylethyl]amino)-l-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol ([HC]32)

5 mg (8,75 pmol) 4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)-
phenol werden in 400 pL DMF gel6st, mit 8,7 pL. 1 N Natronlauge versetzt und 2 Minuten im
Olbad auf 130°C temperiert. AnschlieBend werden 100 pL einer Losung von [''C]Methyliodid in
DMF zugegeben. Man 146t 4 min bei 130°C riihren, verdiinnt mit 500 uLL Methanol und trennt das
Gemisch anschlieBend iiber Radio-HPLC (HPLC-System D). Hierbei wird das Gemisch mittels
Spritze in einen 1 mL Loop eines Probenaufgabeventils (Rheodyne 3725) tiberfiihrt und bei einem
Fluss von 1 mL/min von Methanol/Wasser (93/7) iiber eine Luna C18 5EC (250 x 4,6 mm)
getrennt. Die Retentionszeit des gewiinschten Produktes betrdgt 9,1 min, wobei nach 10,2 min das
zweite Enantiomerenpaar eluiert. Die entsprechende Fraktion wird mit dem fiinffachen Volumen
Wasser verdiinnt, auf einer festen Phase fixiert (C-18, Waters), mit Argon getrocknet und mit 1 mL
Ethanol eluiert.

7.5.2.3 Synthese von  5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-[''C]methoxyphenyl)-1-methylethylamino]-
ethyl)benzen-1,3-diol  ([''C]34) iiber  2-(Benzyl-[2-(4-[''C]methoxyphenyl)-1-
methylethyl]amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol ([11C]32)
Die ethanolische 2-(Benzyl-(2-[4-(2- [1 1C]methoxy)phenyl] -1-methylethyl)amino-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol-Lésung wird mit einer Spatelspitze Palladium auf Kohlenstoff (10%)
versetzt und 3 min mit Wasserstoff bei 1 bar durchperlt. AnschlieBend wird mit 6 mL Wasser
verdiinnt, iiber einen Spritzenfilter der Porengrole 1 um (aus PTFE) gegeben und das 5-(2-(2-[4-(2-
[''C]Methoxy)phenyl]-1-methylethylamino)- 1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol auf fester Phase (C-
18, Waters) fixiert. Nach Trocknung im Argonstrom wird mit 1 mL Ethanol eluiert.
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7.5.2.4 Synthese von 5-(1-Hydr0xy-2-[2-(4-[11C]methoxyphenyl)-l-methylethylamino]-

ethyl)benzen-1,3-diol ([''C]34) durch radioaktive Markierung von 1
2,2 mg (7,2 umol) 5-(1-Hydoxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)-1-methylethylamino]ethyl)benzen-1,3-diol
werden in 400 uLL DMF gelost, mit 7,1 pL 1 N Lithiumhydroxidlosung versetzt und 2 Minuten bei
130°C temperiert. AnschlieBend werden 100 pL einer Losung von [''C]Methyliodid in DMF
zugegeben. Man 146t 4 min bei 130°C riihren und verdiinnt anschlieBend mit 10 mL Wasser. Das
Reaktionsgemisch wird auf einer festen Phase (C-18, Waters) fixiert, mit Argon getrocknet und mit
1 mL Methanol eluiert. Die Trennung mittels HPLC verlduft analog zur Darstellung von 5-(2-(2-[4-
(2-["*F]Fluoroethoxy)phenyl]- 1-methylethylamino)-1-hydroxyethyl)benzen-1,3-diol. Das
gewlinschte Produkt hat eine Retentionszeit von 14,9 min.

7.6 in vitro-Evaluierung

Verwendet wurden Dunkin-Hartley-Meerschweinchen beiderlei  Geschlechts mit einem
Lebendgewicht von 400-500 g. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und Futter und wurden
bei kiinstlichem Tag-Nacht-Rhythmus (6.30-19.30 Uhr Tag) und einer Raumtemperatur von 21°C
im Tierstall des Pharmakologischen Instituts gehalten. Nach Betdubung durch Genickschlag wurden
die Tiere entblutet und die Trachea entfernt.. Durch die Zugabe von 100 nM Oxotremorin wurden
die Tracheen vorkontrahiert und der Ausgangswert registriert. Dieser Ausgangswert wurde als
100% Bezugswert angesehen und alle spéteren Kontraktionen wurden zu diesem Wert in Relation
gesetzt. Fiir die Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden im Abstand von 3
Minuten (R,R)- und (S,S)-Fenoterol (1) bzw. das (R,R)- und (S,S)-[19F]Flu0rethy1-Fenoterol (25) in
steigenden Konzentrationen kumulativ appliziert (1 nM — 1000 nM).
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8 Zusammenfassung

Der B2-adrenerge Rezeptor in der Lunge wird seit langem im Zusammenhang mit Erkrankungen
wie Asthma und chronisch obstruktiver Bronchitis gesehen. Trotz einiger vielversprechender
Ansitze in den vergangenen Jahren gibt es noch keine Moglichkeit, den high affinity-Zustand des
membranstidndigen 2-Adrenozeptors in vivo quantitativ zu erfassen. Ein vielversprechender Ansatz
besteht in der radioaktiven Markierung eines hoch-selektiven, hoch-affinen sowie hydrophilen
Agonisten des B2-Adrenozeptors. Ein in der Asthma-Therapie seit Jahren héufig verwendeter
Agonist mit diesen Eigenschaften ist das Fenoterol.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, Fenoterol durch Einfithrung der Isotope '*F und ''C dahingehend
zu derivatisieren, dass die Affinitét, die Selektivitit und die Hydrophilie des originalen Fenoterols
moglichst erhalten bleiben. Aufgrund dessen, was iiber die pharmakophoren Gruppen des
Fenoterols in der Literatur bekannt ist, ist eine Derivatisierung ausschliesslich am Phenylrest des
Molekiils erfolgsversprechend.

Standardverbindungen:

Die nicht-radioaktive Verbindung fiir die Fluoralkylierung mittels 2-['*F]Fluorethyltosylat bzw. 1-
Brom-2-['*F]Fluorethan 2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-
bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (20) konnte in einer mehrstufigen konvergenten Synthese mit einer
Gesamtausbeute von 37% dargestellt werden. Ausgangspunkt der Synthese war einerseits der 3,5-
Bisbenzyloxybenzaldehyd, der mittels Trimethylsulfoniumiodid und Natriumhydrid zum 3,5-
Bisbenzyloxyphenyloxiran (14) umgesetzt wurde. Dieses Epoxid wurde mit Benzyl-(2-[4-(2-
fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amin (21) geo6ffnet. 21 wurde ausgehend vom 4-Hydroxy-
phenylaceton, welches mit 1-Brom-2-fluorethan fluorethyliert wurde, durch reduktive Aminierung
mit Benzylamin im Autoklaven dargestellt.

Die nicht-radioaktive Verbindung zur Direktfluorierung mittels ['*F]Fluorid, Essigsdure-2-(benzyl-
(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester (24),
wurde aus Verbindung 20 mit einer Ausbeute von 75% durch Umsetzung mit Essigsdureanhydrid
und katalytischen Mengen von Ytterbiumtoluolsulfonat dargestellt.

Der nicht-radioaktive '°’F-Standard 5-(2-(2-[4-(2-Fluoroethoxy)phenyl]-1-methylethylamino)-1-
hydroxyethyl)benzen-1,3-diol (25) wurde durch Debenzylierung von 20 mittels Wasserstoff am
Palladium-Katalysator bei 5 bar im Autoklaven in Ausbeuten von 80% erhalten.

Die nicht-radioaktive Verbindung zur Methylierung mittels [''C]Methyliodid, 2-(Benzyl-[2-(4-
methoxyphenyl)-1-methylethyl]amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethanol (32) wurde analog zum
F-Standard 20 in einer mehrstufigen konvergenten Synthese mit der Gesamtausbeute von 30%
dargestellt.
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Der nicht-radioaktive '*C-Standard 5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)-1-methylethylamino]-
ethyl)benzen-1,3-diol wurde durch Debenzylierung von 32 mit Wasserstoff am
Palladiumkatalysator in Ausbeuten von 45% synthetisiert.

Markierungsvorliufer:

Die Synthese des  Markierungsvorlidufers  4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-
hydroxyethyl]amino)propyl)phenol ~ (9) zur  radioaktiven = Markierung  mittels  2-
[ISF]Fluorethyltosylat, 1-Brom-2-["*F]Fluorethan und [“C]Methyliodid erfolgte in Analogie zur
Synthese von 20 in einer Gesamtausbeute von 40%. Hierzu wurde 3,5-Bisbenzyloxybenzaldehyd,
welcher mittels Trimethylsulfoniumiodid und Natriumhydrid zum 3,5-Bisbenzyloxyphenyloxiran
(14) umgesetzt wurde, dargestellt. Dieses Epoxid wurde anschlieBend durch das Amin 4-(2-
Benzylaminopropyl)phenol (13), welches selbst durch reduktive Aminierung von 4-
Hydroxyphenylaceton synthetisiert wurde, gedftnet.

Der ungeschiitzte Markierungsvorliufer zur '®F-Fluoralkylierung, 5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-
hydroxyphenyl)-1-methylethylamino]ethyl)benzen-1,3-diol (1, Fenoterol), wurde durch Freisetzung
aus seinem Hydrobromid erhalten.

Der Markierungsvorldufer zur Direktfluorierung mittels ['°F]Fluorid, Essigsdure-2-[benzyl-(1-
methyl-2-(4-[2-(toluol-4-sulfonyloxy)ethoxy]phenyl)ethyl)amino]-1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-
ethylester (17), wurde ausgehend vom Markierungsvorldaufer 9 in einer mehrstufigen Synthese mit
einer Gesamtausbeute von 20% dargestellt. Hierzu wurde zunidchst 9 mit 2-Bromethanol zur
Verbindung 2-(Benzyl-(2-[4-(2-hydroxyethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-
phenyl)ethanol (19) umgesetzt. AnschlieBend wurde durch Reaktion mit 4-Toluolsulfonsdurechlorid
Toluol-4-sulfonsdure 2-[4-(2-(benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)-2-hydroxyethyl]amino)propyl)-
phenoxy]ethylester (18) dargestellt. Nach Acetylierung der aliphatischen Hydroxyfunktion mittels
Essigsdureanhydrid unter Ytterbiumtoluolsulfonat-Katalyse wurde der Markierungsvorldufer 17
erhalten.

140



Die folgende Abbildung und Tabelle zeigen eine Ubersicht iiber die dargestellten

Markierungsvorlaufer und die nicht-radioaktiven Standardverbindungen.

R'O

NR®

R'0

OR*

Abb. 95: allgemeines Formelschema der dargestellten Verbindungen

Tab. 9: Zusammenstellung der dargestellten Markierungsvorlaufer und Standardverbindungen

Verbindung R R? R’ R*
9 -CH,-C¢Hs H -CH,-CgHs H
17 -CHQ-C6H5 -COCH3 'CHZ'CﬁHS -CHzCHzOTOS
H H H
1 H
20 -CH,-C¢Hs H -CH,-CgHs -CH,CH,F
25 u H H -CH,CHyF
24 -CH,-C¢Hs -COCH; -CH,-CgHs -CH,CH,F
32 -CH,-C¢Hs H -CH,-CgHs -CH;
34 u H H -CH;

18F-Markierungen:

Die radioaktive Markierung von 9 mittels 2-['*F]Fluorethyltosylat konnte in maximalen
radiochemischen Ausbeuten von 99% bezogen auf 2-['*F]Fluorethyltosylat in DMF bei einer
Reaktionstemperatur von 130°C innerhalb von 5 Minuten realisiert werden. Die anschlieende
Debenzylierung zu ['*F]25 erfolgte quantitativ innerhalb von 5 Minuten. Allerdings kam es durch
Adsorptionsverluste an der Aktivkohle des Katalysators zu Ausbeuteverlusten von 10-15%. Um ein
enantiomerenreines Produkt (R,R)-['*F]25 zu erhalten, waren zwei HPLC-Trennungen notwendig,
eine zur Diastereomerentrennung, eine zur Enantiomerentrennung. Die maximal zu erhaltenden
radiochemischen Gesamtausbeuten an (R,R)—[lSF]ZS beliefen sich auf 10 bis 15% nach 105 Minuten
bezogen auf die Startaktivitit ['*F]F".

Die radioaktive Markierung von 1 mittels 2-['*F]Fluorethyltosylat konnte in maximalen
radiochemischen Ausbeuten von 30% bezogen auf 2-['*F]Fluorethyltosylat in DMF bei einer
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Reaktionstemperatur von 120°C nach 10 Minuten realisiert werden. Um ein enantiomerenreines
Produkt, (R,R)-["*F]25 zu erhalten, ist eine chirale HPLC-Trennung notwendig. Die maximal zu
erhaltenden radiochemischen Gesamtausbeuten an (R,R)-['*F]25 beliefen sich auf 8-10% nach 85
Minuten.

Die radioaktive Markierung von 17 mittels ['®F]Fluorid lieferte in Acetonitril nach 15 Minuten bei
einer Reaktionstemperatur von 80°C eine radiochemische Ausbeute von 30%. Das ungeschiitzte,
finale Produkt (R,R)-['*F]25 konnte nach Debenzylierung und anschlieBender Deacetylierung sowie
nach 2 HPLC-Abtrennungen in radiochemischen Gesamtausbeuten von 3% nach 80 Minuten
erhalten werden.

! 1C-Markierungen:

Die radioaktive Markierung von 9 mit [”C]Methyliodid konnte mit quantitativen radiochemischen
Ausbeuten bezogen auf [''C]Methyliodid Im Losungsmittel DMF bei einer Reaktionstemperatur
von 130°C innerhalb von 5 Minuten erreicht werden. Die anschlieBende Debenzylierung zu [''C]34
verlief ebenfalls quantitativ, allerdings kam es zu Adsorptionsverlusten durch die Aktivkohle des
Katalysators in Hohe von 10-15%.

Die radioaktive Markierung von 1 mit [”C]Methyliodid erfolgte in DMF bei einer
Reaktionstemperatur von 120°C innerhalb von 5 Minuten quantitativ. Im Gegensatz zur analogen
"®F_Fluorethylierung von 1 konnten keine radioaktiven Nebenprodukte detektiert werden. In diesem
Fall war die maximal zu erhaltende radiochemische Gesamtausbeute allein von der
radiochemischen Reinheit des verwendeten ['' C]Methyliodids abhéngig.

Folgende Radioliganden stehen fiir in vitro- bzw. in vivo-Evaluierungen zur Verfiigung:

Tab. 10: Synthesedaten der zur Verfiigung stehenden Radioliganden

. . . Pracursor _ .

radioaktive Verbindung Synthesezeit RCA
[min]

(rac)-["*F]25° 9 75 45%
[(R,R),(S,9)]-['*F]25 1 65 20%
(R,R)-['*F]25
S,S)-['*F]25
S, )[18 ] 9 105 10%
(R,S)-["*F]25
(S.R)-[°F]25
(R,R)- bzw. (S,S) ['*F]25 1 85 8%
[(R,R),(S.9)]-[''C]34 1 25 85%
(rac)-[''C]34° 9 30 75%

! bezogen auf die Startaktivitit an [ *F]Fluorid bzw. [''C]Methyliodid
2 (rac) meint das Gemisch aus allen 4 Stereoisomeren
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Evaluierungen:

Mit dem fluorethylierten Derivat von Fenoterol, 25, wurde eine vorlaufige in vitro-Evaluierung an
isolierten Meerschweinchen-Tracheen durchgefiihrt. Das Resultat, das nahezu identische Dosis-
Wirkungs-Beziehungen fiir das originale Fenoterol und dessen Fluorethyl-Derivat zeigt, belegt, dass
durch die Derivatisierung an der phenolischen OH-Funktion keine wesentliche Verdnderung der
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung verursacht wurde. Daher wurden mit dieser Verbindung auch
bereits in vivo-Evaluierungen am Meerschweinchen und Biodistributionsstudien vorgenommen (s.
Anhang), die jedoch nicht mehr Bestandteil der vorliegenden Arbeit waren. Da diese Ergebnisse
nahelegen, dass auch eine Methylierung der phenolischen OH-Funktion keine wesentliche
Verdnderung der Affinitdt des Liganden bewirkt, sind keine in vitro- sondern nur in vivo-
Experimente mit der Verbindung [''C]34 geplant.
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Anhang A

Die folgende Tabelle listet die wichtigsten Verbindungen mit ihrer zugeordneten Nummer, ihrem

IUPAC-Namen und ihrer Strukturformel auf.

Nummer Name Strukturformel
5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)-1- HO
1 methylethyl-amino]ethyl)benzen-1,3-diol Q/‘\/ T/_Q
HO
4-(2-(Benzyl-[2-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)- | B
9 2-hydroxyethyl]-amino)propyl)phenol Q/k/ T—Q
BzO
4-(2-Benzylaminopropyl)phenol
13 ol
HN
2-(3,5-Bisbenzyloxy-phenyl)oxiran Bz0
0
14
BzO

17 ethyl)amino]-1-(3,5-bisbenzyloxy-

phenyl)ethylester

Essigsdure-2-[benzyl-(1-methyl-2-(4-[2-
toluol-4-sulfonyloxy)ethoxy]phenyl)-

BzO

~

BzO

2-(Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1-
methylethyl)-amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-

BzQO

20
phenyl)ethanol
BzO
Benzyl-(2-[4-(2-fluorethoxy)phenyl]-1- .
21 methylethyl)amin ) /—/
HN
Essigsdure-2-(benzyl-(2-[4-(2- 5o o%
24 fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)amino)- 7

1-(3,5-bisbenzyloxy-phenyl)ethylester

BzO




5-(2-(2-[4-(2-Fluorethoxy)phenyl]-1-
methylethylamino)-1-hydroxyethyl)-benzen-

25 .
1,3-diol
HO
3-(2-Fluorethoxy)-5-(1-hydroxy-2-((2-(4- HO on
26 hydroxyphenyl)isopropyl)amino)- . %}/l\/g T—QOH
ethyl)phenol Q»
O
5-(2-((2-Fluorethyl)-[2-(4-hydroxyphenyl)-1- | H° oH F F
7 methylethylJamino)-1-hydroxyethyl)benzen- MNWOH
1,3-diol
HO
2-(Benzyl-[2-(4-methoxyphenyl)-1- Bz0, o
3 methylethyl]lamino-1-(3,5-bisbenzyloxy- @/L/ga/_@o
phenyl)ethanol
BzO
5-(1-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)-1- HO o
14 methylethylamino]ethylbenzen-1,3-diol Q/k/ﬂ T—QO
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Anhang B

[(R.R).(S.8)]-['*F]Fluorethyl-Fenoterol (['°*F]25)
HPLC-System B
Chirex 3022, n-Hexan/1,2-Dichlorethan/Methanol/Trifluoressigsdure (240/130/30/1)

405 |

270 |

135 |

T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.(

Niniitee

enantiomerenreines ['*F]Fluorethyl-Fenoterol (['*F]25) (Qualititskontrolle)
HPLC-System B

Chirex 3022, n-Hexan/1,2-Dichlorethan/Methanol/ Trifluoressigsaure (240/130/30/1)

800 |

600 |

400 |

200 |

T T T T T T T T T
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Niniitac

800 |
600 |
400 |

200 |

T T T T T T
0.00 2.50 5.00 7.50 10.00 12.50 15.00 17.50 20

Niniitac
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(rac.)- 2-(Benzyl-(2-[4-(2-['*F]fluorethoxy)phenyl]-1-methylethyl)-amino)-1-(3,5-bisbenzyloxy-
phenyl)ethanol (['*F]20)

HPLC-System B

LiChrospher RP18, Methanol/Wasser (93/7)

800 |

600 |

400 |

200 |

T T T T T T T T
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

Ninitac

[(R.R).(S.S)]-["*F]Fluorethyl-Fenoterol (['*F]25) (Reaktionsgemisch, mit ['*F]27)
HPLC-System B
Waters Symmetry, Methanol/Wasser (+1% NaH,;PO,) (30/70)

400 |

300 |

200 |

100 |

T T T T T T T T T 1
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20

Ninitee

[(R.R).(S.9)]-['*F]Fluorethyl-Fenoterol (['*F]25) (Qualititskontrolle)
HPLC-System B
Waters Symmetry, Methanol/Wasser (+1% NaH,PO,) (30/70)

T T T T T T T T
0.00 2.50 5.00 7.50 10.00 12.50 15.00 17.50 20.C

Ninitac
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Anhang C

Die ersten in vivo-Evaluierungen von [(R,R), (S,S)]-['*F]Fluorethyl-Fenoterol wurden von Prof. Dr.
O. Thews und seinen Mitarbeitern sowie von Herrn Dr. A. Helisch und Herrn Dipl.-Ing. H.
Buchholz des Arbeitskreises von Herrn Prof. Dr. P. Bartenstein durchgefiihrt.

Verwendet wurden zwei gesunde weibliche Hartley Meerschweinchen mit je ca. 350 g
Korpergewicht. Sie erhielten eine subkutane Narkose mit Ketanest (75 mg/kg) und Rompun (4
mg/kg). Bei beiden Tieren wurde ein Katheder in die V. jugularis und die A. carotis gelegt, die
Applikation von je 13 MBq [(R,R), (S,S)]-["*F]Fluorethyl-Fenoterol (3% Ethanol in isotonischer
Kochsalzlésung) erfolgte i.v. in die V. jugularis.

Fiir die PET-Aufnahmen wurde ein ECAT EXACT PET-Scanner der Fa. Siemens im 2D-Mode
verwendet, die Rekonstruktion der Bilddaten erfolgte iterativ. Es wurden dynamische Messungen
bis 60 min p.i. (6 x 10 sec, 4 x 1 min, 11 x 5 min) durchgefiihrt. Der Exitus der Meerschweinchen
erfolgte durch Luftembolie widhrend der Narkose. AnschlieBend wurden die einzelnen Organe
entnommen, gewogen und in einem y-Counter (Typ 1480) der Fa. Wallac vermessen.

Die folgende Grafik zeigt die Organverteilung von [(R,R), (S,S)]-[18F]Fluorethyl-Fen0terol 1,5

Stunden p.i.. Die angegebenen Werte der injizierten Dosis pro Gramm sind die Mittelwerte von 2
Meerschweinchen (schwarze Balken) bzw. 2 Ratten (weille Balken).

|1

% injiz. Dosis / g
w

1A
. ' | —

T T T

Lunge Herz Fettgew.

Abb. I: Organverteilungen von [(R,R), (S,S)]-[lgF]Fluorethyl-Fenoterol in Meerschweinchen
(schwarze Balken) und Ratte (weille Balken) 1,5 Stunden p.i.
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Die folgende Abbildung zeigt exemplarisch die Aktivititsverteilung in Herz, Lunge und einer
Region ohne spezifische f2-Rezeptor-Bindung (Kopf-Hals-Bereich) von 300 bis 3600 Sekunden
p.i. fiir eines der Meerschweinchen.

TAC derived from guinea pig 1 300-3600sec p.i.

1e+5

—— lung1
—O— heart1
8e+4 4 —w— non-spec
o
L 6e+s -
O
Q
>
=
5 4et+4 A
<
2e+4 A
\V_V\V—V—V—V_——"'_V_H
0 T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
mean scan time
Abb. II: Aktivititsverteilung im Meerschweinchen zwischen 300 und 3600 p.i. in Lunge,

Herz und Kopf-Hals-Bereich

Die summarischen PET-Aufnahmen eines der Meerschweinchen von 0-1 Minute bzw. 56-60
Minuten p.i. befinden sich auf den folgenden 2 Seiten.

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse sind weitere Biodistributionsstudien mit
Meerschweinchen zur statistischen Absicherung geplant. Weitere Studien mit Verdrangungs- bzw.
Blockungsexperimenten sollen die spezifische Bindung der Substanz in der Lunge beweisen.
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