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Siliciumbausteine fiir eine einstufige '*F-Radiomarkierung von

Peptiden fiir die PET-Bildgebung

Linjing Mu, Aileen Hohne, P. August Schubiger, Simon M. Ametamey,* Keith Graham,
John E. Cyr, Ludger Dinkelborg, Timo Stellfeld, Ananth Srinivasan, Ulrike Voigtmann und

Ulrich Klar*

Die Positronenemissionstomographie (PET) ist ein wichtiges
Diagnoseverfahren in der modernen Neurologie,[l*"e] Onko-
logie! und Kardiologie."™ Die Anwendung kleiner *F-
markierter Peptide fiir die diagnostische Bildgebung hat sich
zu einem interessanten Gebiet in der Kernmedizin entwi-
ckelt.! Allerdings erfordern die etablierten '®F-Markie-
rungsverfahren absoluten Wasserrausschluss und stark basi-
sche Reaktionsbedingungen sowie hohe Temperaturen, die
fiir Biomolekiile wie Peptide und Proteine ungeeignet sind.
Deshalb werden zur Markierung von Peptiden und Proteinen
gewohnlich geeignete *F-markierte prosthetische Gruppen
eingesetzt. Dieser Ansatz erfordert jedoch eine mehrstufige
Reaktionsfolge und ist zeitaufwendig.” Wegen der kurzen
Halbwertszeit des Isotops '®F (110 min) und der chemischen
Eigenschaften von Biomolekiilen ist eine effizientere, ein-
stufige Methode fiir die ortsspezifische Markierung unter
milden Bedingungen wiinschenswert.

Die hohe Silicium-Fluor-Bindungsenergie (135 kcal
mol~'; zum Vergleich: 116 kcalmol ™' fiir C-F) und die expe-
rimentellen Ergebnisse von Whitmore et al.l! bewogen ver-
schiedene Forschungsgruppen, eine Fluorsubstitution an Si-
licium fiir die '®F-Markierung von Biomolekiilen zu testen.”!
Die ortsspezifische 'F-Radiomarkierung konnte zwar er-
reicht werden, doch die meisten Methoden erfordern noch
immer mindestens zwei Stufen. Kiirzlich haben Choudhry
et al. die Hydrolysebestiandigkeit von vier Trialkylfluorsila-
nen evaluiert und daraufthin die stabilste Verbindung als
Modellbaustein fiir die direkte '®F-Markierung von Biomo-

[*] Dr. L. Mu,! A, Hohne, Prof. Dr. P. A. Schubiger,

Prof. S. M. Ametamey

Animal Imaging Center-PET

Zentrum fiir Radiopharmazeutische Wissenschaft ETH

PSI und USZ, ETH-Hénggerberg

D-CHAB IPW HCI H427

Wolfgang-Pauli-Strasse 10, 8093 Ziirich (Schweiz)

Fax: (+41)446-331-367

E-Mail: simon.ametamey@pharma.ethz.ch

Dr. K. Graham, Dr. J. E. Cyr, Dr. L. Dinkelborg, Dr. T. Stellfeld,

Dr. A. Srinivasan, Dr. U. Voigtmann, Dr. U. Klar

Bayer Schering Pharma AG

Global Drug Discovery, 13342 Berlin (Deutschland)

Fax: (+49) 30-468-926-35

E-Mail: ulrich.klar@bayerhealthcare.com
["] Diese Autoren haben einen gleichwertigen Beitrag geleistet.
@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor
angefordert werden.

S IWILEY

.7 InterScience’

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

lekiilen vorgeschlagen.!”! Schirrmacher etal. berichteten
ebenfalls iiber die direkte Radiomarkierung eines Organo-
silicium-modifizierten Peptids durch Isotopenaustausch,’®
sie erhielten aber iiberwiegend die nichtradioaktive '°F-Ver-
bindung und folglich ein Produkt mit relativ niedriger spezi-
fischer Aktivitdt. Vor kurzem nutzte dieselbe Gruppe das
hocheffektive ~Markierungsreagens p-(Di-tert-butylfluor-
silyl)benzaldehyd fiir die Kupplung an N-terminal Aminooxy-
derivatisierte Peptide (N-AO-Peptide), um mit einer zwei-
stufigen Methode hohe spezifische Aktivititen zu erzielen.™
Ting et al. berichteten iiber die '®F-Markierung von Trialk-
oxysilanen unter Tragerzusatz mit mehreren Fluoratomen pro
Siliciumatom;® die Alkyltetrafluorosilicate waren miBig
stabil in wissrigen Medien.

Eine einstufige nucleophile ®F-Fluorierung von Biomo-
lekiilen wie Peptiden ohne Trédgerzusatz mithilfe von Silici-
um-Fluor-Chemie ist das Hauptziel unserer Studie. Damit das
'¥F-Bildgebungsagens als PET-Sonde effizient ist, sollte die
Si-F-Bindung unter physiologischen Bedingungen nicht ge-
spalten werden. Weil die Hydrolysebestidndigkeit der Silici-
um-Halogen-Bindung von den Substituenten am Siliciuma-
tom bestimmt wird, synthetisierten wir eine Reihe difunk-
tioneller Siliciumbausteine mit verschiedenen Substituenten,
fiir die Fluorierung geeigneten Abgangsgruppen und Linkern
fiir die nachfolgende Kupplung an ein Biomolekiil. Modell-
fluorsilane wurden unter Verwendung von nichtradioaktivem
Fluorid (“F~) ebenfalls pripariert. Diese Verbindungen
wurden fiir Stabilitdtsstudien und als Referenzverbindungen
genutzt.

Die Amide 3a und 3b wurden aus den kéuflichen Di-
methyl- und Diisopropylsilylaminen 1a bzw. 1b hergestellt.
Die Fluorierung von 3a und 3b mit BF;-OEt, lieferte die
Referenzverbindungen I und II (Schema 1).

Schema 2 zeigt die Synthese von Silanderivaten mit
Aryllinkern. Verbindung Sa wurde durch nucleophile Sub-
stitution von Diisopropylchlorsilan mit einem ’at-Komplex
erhalten, der aus 4, Isopropylmagnesiumbromid und nBuLi
erzeugt wurde. 5b wurde durch nucleophile Substitution von
Di-tert-butylchlorsilan  mit  {4-[2-(Tetrahydro-2H-pyran-2-
yloxy)ethyl]phenyl}lithium synthetisiert, das in situ durch
Metall-Halogen-Austausch des Bromids 4 mit nBuLi erzeugt
wurde. Die Hydrolyse von 5b mit KOH in EtOH lieferte das
Silanol 6. Mit Toluolsulfonsédure in Ethanol reagierten Sa, Sb
und 6 zu den Alkoholen 7, 8a bzw. 8b. Verbindung 7 wurde
mit einer Jones-Oxidation in die Carbonsdure 9a umgewan-
delt. 9b wurde durch Oxidation von 9a mit Pd/C in H,O/CCl,
erhalten. Die Di-tert-butyl-Derivate 10a und 10b waren in
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I: R =Me
I: R =iPr

Schema 1. Synthese der Silanderivate mit Alkyllinker. a) Biphenyl-4-car-
bonylchlorid (2), NEt;, Dioxan, RT, 1 h fiir 3a, 61%; 1.5 h fiir 3b, 55%;
b) BF;-OEt,, Et,0, Riickfluss, 15 min fiir I, 63 %; 30 min fir 11, 97 %.

guten Ausbeuten direkt durch Jones-Oxidation aus den
Rohprodukten 8a und 8b zugénglich. Die Kupplung von 10a
oder 10b mit Benzylamin unter Verwendung von 1-Ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl)carbodiimidhydrochlorid

(EDC-HC(I) lieferte die Amide 12a bzw. 12b. Verbindung 11
wurde aus 9a in drei Schritten erhalten: Aktivierung der
Sdure mit N-Hydroxysuccinimid, Hydrolyse mit Pd/C in H,O/

R

. H
Br Si,
2 /\/©/ "
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11: X =0H,R=iPr
12a: X =H, R = tBu
12b: X = OH, R = tBu

l: R =/Pr
IV:R = {Bu

Schema 2. Synthese der Silanderivate mit Aryllinker. a) 5a: nBuLi, iPrMgBr, THF, iPr,SiCIH,
97%; 5b: nBulLi, THF, tBu,SiCIH, 74%; b) 6: KOH, EtOH, 71%; c) 7: pTsOH, EtOH, 93 %;
8a und 8b: pTsOH, EtOH; d) 9a: Jones-Reagens, Aceton, 69%; 9b: Pd/C, H,O, CCl, aus
9a 69%; 10a: aus 5b, 1. pTsOH, EtOH, 2. Jones-Reagens, Aceton, Gesamtausbeute 80 %;
10b: aus 6, 1. pTsOH, EtOH, 2. Jones-Reagens, Aceton, Gesamtausbeute 77%; €) 11: be-
ginnend mit 9a, 1. NHS, EDC-HCI, CH,Cl,, 83%; 2. Pd/C, H,0, CCl,, 78%; 3. BnNH,,
CH,Cl,, 76%,; 12a und 12b: EDC-HCI, BnNH,, CH,Cl,, 66 % fiir 12a und 76 % fiir 12b;

f) KF, crypt-222, AcOH, THF, 81 % fiir Verbindung 111, 98 % fiir Verbindung IV aus 12a.

THP = Tetrahydropyranyl, Bn = Benzyl, Ts = Toluolsulfonyl.
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CCl, und Amidierung mit Benzylamin. Die Fluorierung von
11 und 12a mit Kaliumfluorid in Gegenwart von crypt-222
und Essigsédure fiihrte zu den Verbindungen III und IV.
Schema 3 beschreibt den Radiomarkierungsschritt. '*F
wurde in guten bis hohen Ausbeuten unter milden Bedin-
gungen eingebaut (Tabelle 1). In den meisten Fillen verbes-

o~ NELEpwwa
R-Si—Linker —— 2777 . R=Si~Linker
|
R DMSO R
R = Me, iPr, {Bu

Linker = Alkyl, Aryl
LG = Alkoxyl, OH, H

Schema 3. '®F-Markierung der Siliciumbausteine.

serte der Zusatz von Essigsdure die Radiomarkierungsaus-
beute signifikant. Zum Beispiel betrug der *F-Einbau fiir das
Diisopropylsilanol bei 65°C unter Zusatz von Essigsdure
90%, ohne Essigsdure hingegen nur 3% (Tabelle 1, Nr. 14
und 15). Die hoheren Ausbeuten sind wahrscheinlich der
Protonierung der Hydroxy- und Alkoxygruppen zuzuschrei-
ben, die dadurch zu besseren Abgangsgruppen werden. Es ist
nicht tiberraschend, dass mit Wasserstoff als Abgangsgruppe
der Zusatz von Essigsdure keinen deutlichen Effekt auf die
radiochemische Ausbeute hat (Tabelle 1, Nr22 und 23).
Unter denselben Bedingungen gaben Di-tert-butylsilyl-Mo-
dellverbindungen mit Wasserstoff als Ab-
gangsgruppe viel hohere radiochemische
Ausbeuten als solche mit der Hydroxy-Ab-
gangsgruppe (Tabelle 1, Nr. 16-23). Deshalb
erhielt der Silanbaustein in den nachfolgen-
den Kupplungsreaktionen den Vorzug ge-
geniiber dem Silanolbaustein. Wurde die
Vorstufenmenge gemdfl Nr. 10 in Tabelle 1
gesenkt, so resultierte eine vierfach niedri-
gere Ausbeute des 'F-Einbaus bei 30°C.
Allerdings konnte der '®F-Einbau mit klei-
neren Mengen an Vorstufe durch Steigerung
der Reaktionstemperatur auf 90°C von 19 %
auf 88% verbessert werden (Tabelle 1,
Nr. 10 und 11). Fiir die Markierung der Di-
isopropyl-Derivate war eine Temperatur von
30°C ausreichend, die Di-tert-butyl-Derivate
bendétigten dagegen eine hohere Reaktions-

6. R=1{Bu

e

-F temperatur.

Das zeitliche Fortschreiten der Hydro-
lyse der Fluorsilan-Modellverbindungen I-
IV wurde bei pH 7.0 untersucht, und die
Hydrolysehalbwertszeiten wurden berech-
net (I: <5min, II: 12h, HI: 8h, IV:
>170 h).”! Die Modellverbindung I (R=
Me) ist in wasserfreien organischen Lo-
sungsmitteln wie Acetonitril und Diethyle-
ther stabil, wird aber in Gegenwart von
Wasser schnell hydrolysiert. Die Einfithrung
sperriger Isopropyl- oder tert-Butyl-Grup-
pen wie in II-IV erhohte die Hydrolyse-
bestdndigkeit betrdchtlich. Diesen Resulta-
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Tabelle 1: '*F-Markierung von Silicium-Modellverbindungen.?

Nr. Vorstufe (mg) T[°C] Essigsidure- Ums. [%]"
Zusatz [ul]
1 3a (5) 30 3 84
2 3a (5) 30 0 18
3 3a (5) 65 3 92
4 3a (5) 65 0 2
5 3b (5) 30 3 93
6 3b (5) 30 0 24
7 3b (5) 65 3 9
8 3b (5) 65 0 13
9 3b (3) 30 3 79
10 3b (1) 30 3 19
1 3b (1) 90 3 88
12 1 (5) 30 3 53
13 1 (5) 30 0 9
14 1 (5) 65 3 90
15 1 (5) 65 0 3
16 12b (5) 30 3 15
17 12b (5) 30 0 0
18 12b (5) 65 3 23
19 12b (5) 65 0 4
20 12a (5) 30 3 59
21 12a (5) 30 0 24
22 12a (5) 65 3 69
23 12a (5) 65 0 69

[a] Markierungsexperimente wurden in 300 uL DMSO fiir 15 min
durchgefiihrt. [b] Bestimmung anhand des Radio-HPLC-Chromato-
gramms: Verhiltnis der Radioaktivititsfliche des Produkts zur gesamten
Radioaktivitatsflache.

ten zufolge scheint die sterische Hinderung durch R eine
Schliisselrolle fiir die Stabilisierung der Silicium-Fluor-Bin-
dung zu spielen. Dagegen scheint der Linker einen geringeren
sterischen Einfluss auf unsere Modellverbindungen auszu-
iiben; Fluorsilane mit einem Aryllinker waren nicht hydro-
lysebestdndiger als Derivate mit Alkyllinkern. Von allen ge-
testeten Verbindungen zeigte das Fluorsilan I'V mit fert-Butyl-
Substituenten und dem Aryllinker die beste Hydrolyse-
bestandigkeit.

Um den praktischen Nutzen der Siliciumbausteine zu
testen, wurden die Sduren 9b und 10a nach einem Standard-
Festphasenprotokoll”! mit einem Tetrapeptid gekuppelt. Die
8F-Markierung der resultierenden Peptide wurde unter
dhnlichen Bedingungen ausgefiihrt wie fiir die Modellver-
bindungen (Schema 4). Fiir die Verbindungen 13a und 13b
wurde nach 15 min Reaktionszeit ungefihr 50 % '“*F-Einbau
erzielt. Ein erster Stabilitétstest des silylsubstituierten Tetra-
peptids 13b verlief sehr vielversprechend. Nach zweistiindi-
ger Inkubation in Humanplasma wurden keine Zersetzungs-
produkte beobachtet.

Eine Reihe difunktioneller Siliciumbausteine mit ver-
schiedenen Linkern, Abgangsgruppen und Substituenten
wurde synthetisiert und mit '®F markiert. Die Hydrolyse-
bestindigkeit des Fluorsilans scheint von der sterischer Hin-
derung am Siliciumzentrum abhéngig zu sein. Der stabilste
Baustein war erfolgreich in der Synthese eines '*F-markierten
Tetrapeptid, das eine fiir PET-Studien ausreichende Hydro-
lysebestandigkeit zeigt. In-vivo-PET-Bildgebungs- und Bio-
verteilungsstudien mit Peptiden, die unter Verwendung der
neuen Methode mit ®F markiert wurden, sind zurzeit im
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Schema 4. "*F-Markierung von Tetrapeptiden mit Siliciumbaustein.

a) K['®F]F, 5 mg crypt-222, 1 mgK,CO;, 3 uL AcOH, 1 mg 13ain

0.3 mL DMSO, 15 min, 90°C, 53 % Umsetzung zu 14a; K['*F|F, 5 mg
crypt-222, 1 mgK,CO;, 2 mg 13b in 0.3 mL DMSO, 15 min, 65°C, 45%
Umsetzung zu 14b.

Gange. Schlussfolgernd haben wir eine einzigartige Methode
fiir die einstufige '®F-Markierung von Biomolekiilen iiber
Siliciumbausteine unter milden Bedingungen entwickelt.

Eingegangen am 20. Dezember 2007,
verdnderte Fassung am 20. Februar 2008
Online veroffentlicht am 21. Mai 2008
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