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Fluor-18 ist eines der am héufigsten genutzten Radionuklide
in der Positronen-Emissionstomographie (PET).'! Dieses
nichtinvasive Bildgebungsverfahren liefert Informationen
iiber die Verteilung von radioaktiv markierten Molekiilen in
vivo durch 180°-Koinzidenzdetektion zweier Gammaquan-
ten, die durch die Annihilation von beim Zerfall entstehen-
den Positronen mit Elektronen resultieren. Eine Vielzahl
verschiedener Radiotracer wurde fiir die PET synthetisiert,
doch nur wenige Verbindungen, z.B. 2-["*F]Fluordesoxyglu-
cose (FDG)? und [**F]Fluordopa,® werden regelmiBig in der
Nuklearmedizin verwendet. Der Grund hierfiir ist, dass die
Einfiihrung von "F in Biomolekiile oft nicht regioselektiv
verlduft, es haufig zur Bildung von Nebenprodukten kommt
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und die radiochemischen Ausbeuten bei diesen Reaktionen
gering sind.! Zur Einfiihrung von ®F als Fluorid bedarf es
auflerdem hoher Temperaturen.

Die intensive Forschungstitigkeit der letzten Jahre auf
dem Gebiet der PET verdeutlicht die Bedeutung dieses
Verfahrens fiir die Nuklearmedizin und begriindet die Not-
wendigkeit zur Entwicklung einfacher Markierungsstrategien
fiir Radiotracer. Speziell fiir Peptide, die bislang nur durch
komplexe, vielstufige Prozesse radioaktiv markiert werden
konnten, ist die Entwicklung einfacher Markierungsreaktio-
nen entscheidend.”) Als Alternative zu den herkommlichen
8F_Markierungsreaktionen haben Rosenthal et al. ['F]Or-
ganofluorsilane als Markierungssynthone vorgeschlagen.
Dabei wurde die Markierungsvorstufe Chlortrimethylsilan
mit trigerfreiem ""F~ (no carrier added, n.c.a.) in Acetonitril/
Wasser in 65 % radiochemischer Ausbeute zum [*F]Organo-
fluorsilan umgesetzt.”! In einer Evaluierungsstudie wurde aber
eine rasche Hydrolyse der Verbindung beobachtet, die in vivo
zu einer hohen *F-Aufnahme in die Knochen fiihrte und die
Verwendung des Synthons fraglich erscheinen lésst.

Eine andere Moglichkeit des Einsatzes von Siliciumver-
bindungen zur '®F-Markierung zeigen Arbeiten von Pilcher
und Mitarbeitern, die Organosilanole mit nichtradioaktivem
HF in hohen Ausbeuten fluorierten.!”! Die analoge radioak-
tive Markierungsstrategie wurde zwar vorgeschlagen, bislang
wurden jedoch keine Markierungsexperimente mit '“F/HF
publiziert.”! Kiirzlich beschrieben Ting und Mitarbeiter die
Umwandlung von Organotriethoxysilanen in [*F]Organo-
fluorsilane, ohne allerdings eine praktische Anwendung fiir
die Synthese potenzieller Radiopharmaka zu demonstrieren. !

Hier berichten wir iiber die Synthese substituierter
['"®F]Organofluorsilane aus den entsprechenden Organo-
chlorsilanen sowie ihre Stabilitdt in vitro und in vivo. Als
alternativer Markierungsansatz wird der “*F-"F-Isotopen-
austausch von ["F]Di-tert-butylfluorphenylsilan, einem sehr
effizienten Fluoridacceptor auf Siliciumbasis (silicon-based
fluoride acceptor, SiFA), beschrieben. Als Anwendungsbei-
spiel fiir die SiFA-Methode prisentieren wir eine einfach
handhabbare Formulierung fiir die Synthese eines '*F-mar-
kierten SiFA-Derivats von Tyr’-Octreotat. Dieses Peptid wird
in der Nuklearmedizin zur Diagnose neuroendokriner
Tumore verwendet.”)

Im Zuge der Untersuchungen wurden zunéchst drei
['®F]Organofluorsilane hinsichtlich ihrer In-vitro-Stabilitit in
humanem Serum und ihrer In-vivo-Stabilitdt in Ratten mit
PET evaluiert: [*F]Fluortriphenylsilan (1), [*F]tert-Butyl-
fluordiphenylsilan (2) und [*F]Di-tert-Butylfluorphenylsilan
(3). Diese Daten sind grundlegend fiir eine Beurteilung des
gesamten Markierungskonzepts.

Die Reaktion der Triorganochlorsilane Ph;SiCl,
BuPh,SiCl und Bu,PhSiCl in Acetonitril (5-11.8 pmolmL™")
mit dem azeotrop getrockneten Komplex "*F~/Kryptofix2.2.2/
K" bei Raumtemperatur lieferte fast quantitativ die ent-
sprechenden ["®F|Triorganofluorsilane 1-3 (Abbildung 1).
Die Verbindungen wurde durch Radio-HPLC, den Zusatz der
entsprechenden nichtradioaktiven F-Analoga und deren
gleichzeitige UV-Detektion charakterisiert. Die spezifischen
Aktivititen von 1-3 (1500-1700 GBqumol ™) wurden mit-
hilfe von UV-Kalibrierungskurven bestimmt.
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Abbildung 1. Oben: Die ['®F]Organofluorsilane 1-3 zur Evaluierung in
vitro in humanem Serum und in vivo in Ratten. Unten: In humanem
Serum (37.4°C, pH 7.4-7.6) waren nur 2 und 3 stabil (0=1, =2,
¥ =3). RCR=radiochemische Reinheit.

Zur weiteren Untersuchung der Anwendbarkeit der *F-
markierten Triorganofluorsilane als Modellverbindungen fiir
die Entwicklung von Si-"*F-Radiopharmaka wurde zunéchst
ihre Stabilitdt in humanem Serum studiert (Abbildung 1). In
Ubereinstimmung mit zuvor publizierten Daten!'™!" war
['*F]Fluortriphenylsilan 1 zwar in neutralem Wasser 4 h stabil
(Daten nicht gezeigt), es zersetzte sich jedoch sehr rasch bei
pH 7.4-7.6 in humanem Serum. Dagegen zeigten die Ver-
bindungen 2 und 3 eine hohe Stabilitit in dieser biologischen
Umgebung.

Ermutigt durch diese Ergebnisse wurden die ersten PET-
Untersuchungen mit 2 und 3 in gesunden Spraque-Dawley-
Ratten durchgefiihrt, um Informationen tiber die In-vivo-
Stabilitiit der Si-"*F-Bindung zu erhalten. Hierzu wurden den
Ratten jeweils 20-40 MBq der HPLC-gereinigten Verbin-
dungen 2 und 3 in physiologischer Kochsalzlosung/
10% Ethanol appliziert. AnschlieBend wurde der thoraco-
abdominale Bereich (Brust- und Bauchraum) unter Zuhilfe-
nahme eines PET-Scanners (Philips, Mosaic animal imaging)
iiber 50 Minuten in 5-min-Zeitfenstern untersucht. Da freies
8F~ sofort im gesamten Skelett anreichert, konnte die In-
vivo-Stabilitdt der Si-*F-Bindung elegant iiber die zeitab-
hiangige Anreicherung der Radioaktivitidt im Knochen (Len-
denwirbelkorper (LWK), lumbar vertebra) als MaB3 der Si-"*F-
Hydrolyse bestimmt werden. Bei vergleichbarer In-vitro-
Stabilitdt (Abbildung 1) waren die In-vivo-Stabilititen der
Organofluorsilane sehr unterschiedlich: Die Mono-tert-butyl-
Verbindung 2 zeigte eine schnelle Radioaktivitdtsakkumula-
tion im Skelett, wohingegen fiir die Di-tert-butyl-Verbindung
3 selbst 50 Minuten nach Injektion nur eine geringe Anrei-
cherung im Knochen festgestellt wurde (Abbildung 2).

Die PET-Studie belegte auch, dass beide Verbindungen
vermutlich aufgrund ihrer hohen Lipophilie hauptséchlich in
der Leber metabolisiert werden. Da durch Hydrolyse von 2 in
vivo ®F~ freigesetzt wird, erfolgte die Ausscheidung der Ra-
dioaktivitdt vornehmlich tiber die Niere. Verbindung 3 hin-
gegen wurde fast ausschlieBlich tiber den Magen-Darm-Trakt
ausgeschieden (siche Hintergrundinformationen).
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Abbildung 2. Oben: Coronale Maximalintensititsprojektionen (MIP)
des zweiten (5-10 min nach der Injektion, a und c) und des letzten
Zeitfensters (45-50 min nach der Injektion, b und d). Die PET-Bilder
zeigen fiir 2 (a, b) eine sehr viel héhere Aktivitatsanreicherung im Kno-
chen als fiir 3 (c, d). Unten: Aktivitit-Zeit-Auftragungen der Anreiche-
rung im Knochen und in der Leber fiir 2 (0 =lumbar vertebra,

@ =Leber) und 3 (m=Ilumbar vertebra, m=Leber).

Um Organosilane zur "*F-Markierung von Peptiden fiir
die Tumordiagnostik'” zu nutzen, miissen die Kupplungs-
schritte der Markierungsstrategie schnell verlaufen, denn die
Halbwertszeit von '°F betrigt lediglich 110 min. Im Idealfall
sollte, so wie bei *™Tc-Radiopharmaka iiblich, keine HPLC-
Aufreinigung zur Formulierung der injektionsfertigen Losung
notwendig sein. Werden Triorganochlorsilane als Markie-
rungsvorstufen verwendet, so miissen diese vom [*F]Trior-
ganofluorsilan abgetrennt werden. Dieser Schritt ist zeitin-
tensiv, senkt die radiochemischen Ausbeuten und erfordert
einen entsprechend ausgebildeten Radiochemiker. AuBler-
dem sind Organochlorsilane und Organoalkoxysilane hydro-
lyseempfindlich, was die moglichen Reaktionsbedingungen
stark einschrankt.

Ein weiteres Problem der *F-Radiochemie besteht darin,
dass die Markierungsvorstufen fiir Isotopenaustauschreak-
tionen, also die "’F-Verbindungen, in relativ hohen Konzen-
trationen (meistens zwischen 10 und 100 um) eingesetzt
werden miissen, was zu Produkten mit niedriger spezifischer
Aktivitit fithrt. Deshalb wiére eine Isotopenaustauschreakti-
on fiir die Herstellung von [“*F]Triorganofluorsilanen nur
dann sinnvoll, wenn 1) die Konzentration der Organofluor-
silane so gering ist, dass die Produkte eine ausreichend hohe
spezifische Aktivitdt aufweisen, 2) die Geschwindigkeit des
YF-BF_Isotopenaustauschs hoch genug ist und 3) in Biomo-
lekiilen héufig vorkommende funktionelle Gruppen, z.B.
NH, oder COOH, den Isotopenaustausch nicht behindern.
Um diese Bedingungen zu erfiillen, die Zahl der Reaktions-
schritte moglichst gering zu halten und eine HPLC-Aufrei-
nigung zu vermeiden, wurde die Reaktion von [F]tBu,PhSiF
(4) mit n.c.a. "F/Kryptofix2.2.2/K"-Komplex in Acetonitril
untersucht (Abbildung 3).

Die Reaktion von 4 (1ug, 4.1nmol) in Acetonitril
(100 pL) mit getrocknetem "*F~/Kryptofix 2.2.2/K*-Komplex
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Abbildung 3. Oben: Synthese von 3 aus 4 und "*F~/Kryptofix2.2.2/K".
Unten: HPL-Chromatogramm des Reaktionsgemischs aus 4 (1 ug
(4.1 nm)) und "8F/Kryptofix2.2.2/K*-Komplex (1 GBq) in CH;CN
(100 pL) nach 15 min Reaktionszeit bei Raumtemperatur.

(1 GBq) fithrte bei Raumtemperatur ohne Riihren nach nur
15 min zu Ausbeuten von 80-95 % an 3 mit einer spezifischen
Aktivitit zwischen 194 und 230 GBqumol™'. Diese Isoto-
penaustauschreaktion verlduft bemerkenswert schnell und
uibertrifft die radiochemischen Ausbeuten von 50-70 %, die
normalerweise bei nucleophilen F-'’F-Substitutionen von
aktivierten Arenen bei hoher Temperatur mit anschlieender
HPLC-Aufreinigung erhalten werden.>¥ Die spezifische
Aktivitdit des Produkts liegt im Bereich der spezifischen
Aktivititen klinisch verwendeter Radiotracer (100-
1000 GBq umol ).l Als Folge der milden Reaktionsbedin-
gungen entstehen bei der SiFA-Methode keinerlei radioak-
tive Nebenprodukte. Falls es, wie bei Neurorezeptoren,™ fiir
die Bildgebung erforderlich ist, konnen die spezifischen Ak-
tivitditen noch weiter erhoht werden, indem groflere Radio-
aktivitdtsmengen eingesetzt werden.

Die momentan verwendeten Syntheseverfahren fiir '*F-
markierte Peptide umfassen mehrstufige Reaktionen und
nutzen prosthetische Gruppen, um eine Biokonjugation
durch Acylierung, Amidierung, Alkylierung, photochemische
Konjugation!*'? oder die kiirzlich beschriebene chemoselek-
tive Oxim-Bildung zu ermdoglichen.'*!”! All diese Methoden
sind komplex und daher besonders im Hinblick auf die kurze
Halbwertszeit von '*F problematisch. Aus diesem Grund gibt
es bislang keine zuverldssigen Formulierungen zur radioak-
tiven '®F-Markierung, wie sie fiir die radioaktive Markierung
von Peptiden mit Metallisotopen bekannt sind."'? Im Ide-
alfall sollte die radioaktive Markierung direkt im kommerzi-
ell erhiltlichen "*F~/['®*O]Wasser oder mit getrocknetem "F~/
Kryptofix2.2.2/K*-Komplex in polar aprotischen Solventien
ausgefiihrt werden konnen. Bislang wurde allerdings die
nucleophile *F-Fluorierung in Wasser als schwierig erachtet,
da das Fluoridion stark solvatisiert und deshalb nur wenig
nucleophil ist. Um diese Probleme zu umgehen und um die
oben beschriebene Markierungsmethode auf potenzielle
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0, tBu Radiopharmaka wie Peptide anzuwenden,
\,C‘O*S,i‘F wurde p-(Di-tert-butylfluorsilyl)benzalde-
", B hyd (p-(BuFS)CH,C(O)H, 5) syntheti-
siert (siche Hintergrundinformationen),
der durch eine chemoselektive Oxim-Bil-
dung an Aminooxy-funktionalisierte Pep-
tide gekuppelt werden kann.['"]

Der Organosilyl-Benzaldehyd 5 wurde an ein Aminooxy-
Derivat des in der Nuklearmedizin hiufig verwendeten
Peptids Tyr’-Octreotat!™® gekuppelt,'”! das durch eine Fest-
phasensynthese mit Fmoc-Strategie hergestellt wurde (siche
Hintergrundinformationen). Nach der Kupplung mit 5 in
Acetonitril/Wasser (90:10) bei pH4 konnte die Markie-
rungsvorstufe 6 durch eine HPLC-Aufreinigung mit tiber
98% Reinheit erhalten werden. Ein erstes Isotopenaus-
tauschexperiment von 6 (100 pg, 74 nmol) mit "*F~/Krypto-
fix2.2.2/K*-Komplex in 800 uL Acetonitril fiihrte nach 10—
15 min bei Raumtemperatur zu ['*F]-6 in 95-97 % Ausbeute
(Schema 1).

OH
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Schema 1. Synthese des '®F-markierten Organosilyl-Tyr’-Octreotats
['®F]-6. Methode A: 6 (100 pg, 74 nmol), ®F/Kryptofix2.2.2/K" (280
360 MBq), CH;CN (800 pL), RT, 10-15 min. Methode B: 6 (100 pg,
74 nmol) in CH;CN (40 pL), "®F~/["*O]H,O (200-300 pL, 175—

250 MBq), 95°C, 30 min.

Dies ist die schnellste, selektivste und mildeste '*F-Mar-
kierungsreaktion, die bislang beschrieben wurde. Um das
toxische Kryptofix2.2.2, Kaliumionen und nicht umgesetztes
8F~ zu entfernen, wurde das Reaktionsgemisch mit Natrium-
dihydrogenphosphat-Puffer (0.25N, pH 4.5, 10 mL) verdiinnt
und iiber eine C-18-Festphasenextraktionskartusche gegeben.
Das radioaktive Peptid ['*F]-6 wurde auf der Kartusche zu-
riickgehalten (Extraktionseffizienz ca. 80 %) und mit Wasser
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gewaschen, um die Menge an '*F~ auf einen Wert unter 1% zu
reduzieren. Durch Eluieren der Kartusche mit Ethanol
(1 mL, Eluierungseffizienz ca. 80%) und anschlieBendes
Zugeben isotoner Kochsalzlosung (9 mL) wurde eine injek-
tionsfertige ['*F]-6-Losung erhalten. Die gesamte Reaktion
einschlieBlich der Aufreinigung dauerte 25 Minuten, und die
préparativen radiochemischen Ausbeuten betrugen 55-65 %
bei iiber 98 % radiochemischer Reinheit des Produkts.

Um zu priifen, ob die Isotopenaustauschreaktion auch im
kommerziell erhiltlichen F~/['**O]Wasser gelingt, wurde
eine Losung von 6 (100 pg, 74 nmol) in Acetonitril (40 pL)
mit SF~/["®*O]Wasser (200 pL, 175-250 MBq) bei Raumtem-
peratur 15 min lang umgesetzt. Die nachfolgende HPLC-
Qualititskontrolle ergab jedoch, dass die Ausbeute an ['*F]-6
bei nur ca. 5% lag. Dagegen lieferte die Reaktion bei 95°C
radiochemische Ausbeuten von 70-90 % (HPLC), ohne dass
eine Hydrolyse der "*F-Si-Bindung oder eine Zersetzung des
Peptids beobachtet wurde. Die Aufreinigung zur Herstellung
der injektionsfertigen Losung erfolgte analog zur oben be-
schriebenen Methode iiber eine Festphasenextraktionskar-
tusche. Die berechnete spezifische Aktivitit fiir [**F]-6 lag bei
beiden Methoden bei 3-5 GBqumol !, was fiir PET-Studien
ausreicht. Es ist jedoch zu erwarten, dass durch Einsatz gro-
Berer Mengen an 'SF~ beim Isotopenaustausch auch hohere
spezifische Aktivititen erhalten werden konnen.

Hier wurde ein schneller und vielseitiger Weg zu 'SF-
markierten Peptiden vorgestellt. Das SiFA-derivatisierte
Tyr’-Octreotat 6 wurde synthetisiert und sowohl mit "F~/
Kryptofix2.2.2/K*-Komplex in Acetonitril bei Raumtempe-
ratur als auch mit '*F~/["*O]Wasser bei 95 °C radioaktiv mar-
kiert. Die schnelle und effiziente radioaktive Markierung
unter auflerordentlich milden Reaktionsbedingungen und die
In-vivo-Stabilitit von [**F]-6 verdeutlichen das groBe Poten-
zial der SiFA-Methode fiir die Entwicklung von PET-Radio-
pharmaka. Verbindung [**F]-6 wird zurzeit in der In-vivo-
Bildgebung von Tumoren untersucht.

Experimentelles

Die Organosilane Bu,PhSiX (X=H,* EP1 C1,2 12y ynd
BuPh,SiF? wurden in dieser Arbeit durch Methoden erhalten, die
in den Hintergrundinformationen beschrieben sind. Weiterhin finden
sich dort die Synthesevorschriften fiir p-(Di-tert-butylfluor-
silyl)benzaldehyd (5) und das Peptid 6. Die bekannte Verbindung
tBu,PhSiF (4) wurde zudem einkristallin erhalten und rontgenstruk-
turanalytisch charakterisiert.®!

['*F]-6: Methode A: 6 (100 pg, 74 nmol) wurde in Acetonitril
gelost, und "F /Kryptofix2.2.2/K" (280-360 MBq) in Acetonitril
wurde bis zu einem Gesamtvolumen von 800 uL zugegeben. Die
Losung wurde 10-15 min bei Raumtemperatur belassen, anschlie-
Bend mit Natriumdihydrogenphosphat-Losung (0.25N, pH 4.5,
10 mL) verdiinnt und iiber eine C-18-Sepak-Kartusche (Merck) ge-
geben. Nach Spiilen der Kartusche mit Wasser (2 mL) und anschlie-
Bendem Eluieren mit Ethanol (1 mL) wurde [*F]-6 (160-240 MBq)
als injektionsfertige Losung erhalten.

['*F]-6: Methode B: Eine Losung von 6 (100 pg, 74 nmol) in
Acetonitril (40 uL) wurde zu “F/[®*O]JH,0 (200-300 pL, 175-
250 MBq, PetNet Erlangen) gegeben und die Mischung in einem
geschlossenen Reaktionsgefdl 30 min auf 95°C erhitzt. Die Losung
wurde mit Wasser (5 mL) verdiinnt und iiber eine C-18-Sepak-Kar-
tusche (Merck) gegeben. Nach Spiilen der Kartusche mit Wasser
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(2mL) und anschlieBendem Eluieren mit Ethanol (1 mL) wurde
['®F]-6 (95-150 MBq) als injektionsfertige Losung erhalten.
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