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Eine einfache und schnelle Methode zur Herstellung von

["'C]Formaldehyd**

Jacob M. Hooker,* Matthias Schonberger, Hanno Schieferstein und Joanna S. Fowler

Die Verwendung von Kohlenstoff-11 zur Markierung von
organischen Verbindungen war ausschlaggebend fiir den
Erfolg der Positronenemissionstomographie (PET) als Bild-
gebungsverfahren fiir In-vivo-Studien und Wirkstoff-For-
schung." Jedoch sind einige Eigenschaften, die ''C zu einem
idealen Radionuklid machen, hinderlich bei chemischen
Umsetzungen. Zum Beispiel erfordert die kurze Halbwerts-
zeit (t,, =20.4 min), die wiederholte Studien innerhalb einer
kurzen Zeitspanne erméglicht, eine schnelle chemische Syn-
these und Aufreinigung. Durch die hohe spezifische Aktivitat
werden nur nanomolare Tracerkonzentrationen benétigt, um
geringe Rezeptorkonzentrationen zu visualisieren. Die
wahrscheinlich groBte Herausforderung bei der Synthese ''C-
markierter Verbindungen ist jedoch der Mangel an verfiig-
baren Markierungsreagentien. Dabei ist zu beachten, dass
fast jede ''C-Synthese mit der Kernreaktion [“N(p,a)"'C] in
einem Zyklotron beginnt, die zunichst zu ''CO, oder ""CH,
fiihrt, aus denen dann die Markierungsreagentien hergestellt
werden.

Die bei weitem héufigste ''C-Markierungsmethode ist die
Methylierung mit "CH,L.”) Wihrend endstindige Methyl-
gruppen recht oft in wichtigen Verbindungen vorkommen
und die ""C-Methylierung schon zu vielen erfolgreichen Ra-
diotracern gefiihrt hat, grenzt die alleinige Anwendung von
Methylierungen die Auswahl an potenziell markierbaren
Verbindungen ein. Um ''C in die Grundgeriiste weiterer
Zielverbindungen einfiihren zu kénnen, miissen daher neue
Reaktionen entwickelt werden. So sind Syntheserouten be-
kannt, um ''C in Benzolringe, Carbocyclen, Heterocyclen und
an nicht endstindigen Positionen einzubauen.®’! Durch den
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Einsatz neuer organischer Reaktionen gelang es, das Angebot
an verfiigbaren Radiotracern stetig zu vergrof3ern.

["'C]Formaldehyd ist ein vielversprechendes Markie-
rungsreagens fiir die Herstellung von PET-Tracern. Aufgrund
seiner Oxidationsstufe wurde ["'C]Formaldehyd bei der Syn-
these von bisher unmarkierbaren Verbindungen durch re-
duktive Methylierung,® iiber Ringschlussreakionen,” in
elektrophilen aromatischen Substitutionen!® und in vielen
anderen Reaktionen eingesetzt."! Einer breiten Anwendung
in der Synthese von PET-Tracern stand bis jetzt aber der er-
schwerte Zugang zu [''C]Formaldehyd entgegen. Uber die
Jahre wurden mehrere Synthesemethoden fiir ["'C]Form-
aldehyd entwickelt, beispielsweise eine Syntheseroute iiber
["'C]Methanol,® die seit ihrer Entdeckung im Jahr 1972 durch
den Einsatz von Katalysatoren und Enzymen"” weiterent-
wickelt wurde. Wihrend jede Variante ihrerseits Anwen-
dungsgebiete fand, brachten alle auch Nachteile mit sich, die
einen routineméfBigen Einsatz verhinderten.

Unser Ziel war es, einen einfachen und schnellen Zugang
zu dem hervorragenden Markierungsreagens [''C]Formalde-
hyd zu entwickeln, der das Produkt unter milden Bedingun-
gen nach kurzen Reaktionszeiten liefert und nur kéufliche
Reagentien benotigt. Hier berichten wir {iber eine entspre-
chende Methode, die [''C]Formaldehyd mit hoher Ausbeute
ergibt.

Bekannte Herstellungsverfahren fiir ["'C]Formaldehyd
beruhten auf einer partiellen Reduktion von "CO, oder der
vollstindigen Reduktion von '"CO, zu "CH;OH mit an-
schlieBender Oxidation (Schema 1). Wir nahmen an, dass die
Verwendung von [''C]Methyliodid als Ausgangsverbindung
verschiedene Vorteile bringen wiirde. Erstens kann ''CH,I in
praktisch allen Einrichtungen produziert werden, in denen
routinemiBig ''C-markierte ~ Verbindungen hergestellt
werden. Zweitens wollten wir von der mittlerweile erfolgreich
vermarkteten Gasphasensynthese von ""CH,I mit hoher spe-
zifischer Aktivitit profitieren. Jede der bisher angewendeten
Herstellungsmethoden fiir [''C]Formaldehyd sieht einen Re-

a)

"co, + H'COOH + ""CH;0H
b)

1160, —= "CH,OH + H""COOH
c) H

1CH,|

Hzﬂ‘clo\u?

Schema 1. Methoden zur Herstellung von [''C]Formaldehyd: a) durch
partielle Reduktion; b) durch Reduktion und anschlieRende Oxidation;
c) aus ["'C]Methyliodid (hier beschrieben).
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duktionsschritt in Losung vor, typischerweise mit Lithium-
aluminiumhydrid, der zum Verlust von spezifischer Aktivitit
fiihrt. Dieser Schritt wird aber bei der Produktion von "CH,I
in der Gasphase vermieden.” Um von Methyliodid zu
Formaldehyd zu gelangen, entwarfen wir eine mechanistisch
einfache Oxidation (Schema 1c).

Mithilfe von "H-NMR-Spektroskopie iiberpriiften wir die
Umsetzungen von Methyliodid im Unterschuss mit einigen
Sauerstoffnucleophilen, die eine Abgangsgruppe LG ent-
hielten. Viele anorganische Verbindungen fiihrten dabei zur
Uberoxidation. Einen ersten Hinweis auf die selektive Pro-
duktion von Formaldehyd erhielten wir bei dem Vergleich der
Reaktionen von o-lodoxybenzoesiure (IBX, 1) mit Methanol
und Methyliodid (Schema 2). Wir beobachteten, dass jeweils

OH OH
+i/dl\/l OH oder Mel £i-OMe |
N e oder Ve N angsam
(L p e | (5™ e o
o) o)

1 2

Schema 2. Oxidation von Methanol und Methyliodid mit IBX (1).

die Zwischenstufe 2 entstand, die langsam zu Formaldehyd
weiterreagierte.'!! Somit war nachgewiesen, dass die Oxida-
tion der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist und nicht
die Methylierung. Um die Reaktionsgeschwindigkeit zu stei-
gern, testeten wir nun Trialkylamin-N-oxide, von denen wir
annahmen, dass sie bessere Abgangsgruppen bereitstellen
wiirden.

Die Reaktion von Trimethylamin-N-oxid (TMAO, 3) mit
Methyliodid verlief iiber eine Methylierung zu 4 mit an-
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schlieBender Bildung von Formaldehyd (‘H-NMR-Resonanz
bei ca. 9.5 ppm).['?! Dieser Zerfall von 4 zu Formaldehyd ist
schon seit den Untersuchungen zur Strukturaufkldrung von
TMAO vor fast einem Jahrhundert bekannt.™* In Gegenwart
eines Uberschusses an TMAO erfolgte die Eliminierung von
Formaldehyd aus 4 bei Raumtemperatur; dieser Prozess
verlief bei etwas hoheren Temperaturen quantitativ. Tri-
ethylamin-N-oxid und N-Methylmorpholin-N-oxid waren
ebenfalls effektive Reagentien, benoétigten jedoch lidngere
Reaktionszeiten, wohingegen Pyridin-N-oxid unter allen
iiberpriiften Bedingungen versagte. Nach der Freisetzung von
Formaldehyd kam es in Gegenwart von TMAO zur Oligo-
merisierung, die zu Multiplettresonanzen bei 4.3-4.8 ppm
fiihrte (wie in Gegenwart von Wasser).'¥! Wir fiihrten die
Umsetzung mit “CH,I aus, um zu priifen, ob es bei der Ver-
wendung von TMAO zu einer Isotopenverdiinnung kommt,
und um alle durch Methyliodid verursachten Resonanzen zu
bestimmen (Abbildung 1). Das Verhiltnis ?C/**C blieb wih-
rend der ganzen Reaktion konstant bei 1:100, sodass die
Methylgruppen von TMAO keinen Einfluss auf die spezifi-
sche Aktivitit bei Reaktionen mit ""CH;I haben sollten.

Wir untersuchten die Synthese von [''C]Formaldehyd,
indem wir verschiedene Parameter wie Losungsmittel,
TMAO-Konzentration, Reaktionszeit und Reaktionstempe-
ratur variierten. Als Analyseverfahren diente die Dimedon-
Fillungsmethode, die schon in fritheren [''C]Formaldehyd-
Studien angewendet wurde (siehe Tabelle 1). Der ''C-Reak-
tionsmischung wurde ein Aliquot entnommen und mit Trager-
Formaldehyd vereint, das dann als Dimedonaddukt gefallt
wurde. Der Niederschlag wurde durch Filtrieren oder Zen-
trifugieren isoliert und auf seine prozentuale Radioaktivitét
untersucht. Als Kontrolle fithrten wir die Formaldehydana-

_ “CH;  Uberschuss an 3 Me,N. LA\t
+ + . <
a) Me,N-O + *CHj — Me,N-O CH,0 —— = of\oa'\OH
1~ schnell n
3 4 5
b) Uberschuss an "2CH,l o d) Uberschuss an TMAO + "2CH,l
3
[°c}-5*
[°cl-4*

r T T T T T T l-‘-l'h- 1 r T T T T T T T 1
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5
8/ ppm &/ppm

c) Uberschuss an "*CH,|
13CH,l

[*crar
——

LU

r T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
5/ ppm

e) Uberschuss an TMAO + "3CHl
[3cl-5*
/_%
M L
T T T T T T
5.0 4.5 4.0 35 3.0 25

1 r
15 656

5/ ppm

Abbildung 1. a) Reaktion zwischen TMAO und Mel. b)—e) 'H-NMR-Spektren (400 MHz, CD;CN): b,c) Uberschuss Mel; die Zwischenstufe 4 wurde
beobachtet. d,e) In Gegenwart eines Uberschusses an TMAO wurde eine Mischung von Formaldehyd im Gleichgewicht mit den Oligomeren 5
beobachtet. Vollstandige "H- und *C-NMR-Spektren sind als Hintergrundinformationen erhiltlich.
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Tabelle 1: Optimierung der [''C]JFormaldehyd-Ausbeute.”

Nr. Solvens  t[s] TMAO[mg] T[°C]  Ausbeute [%]"
1 MeCN 120 4.0 70 27 £ 7
2 MeCN 120 25.0 70 58 + 8
3 DMSO 120 4.0 70 23+ 7
4 THF 120 4.0 70 26 + 4
5 DMF 120 - 70 3 420
6 DMF 120 1.0 70 80 + 2
7 DMF 30 4.0 70 72+5
8 DMF 60 4.0 70 86 + 4
oldl DMF 120 4.0 70 89 + 4

10 DMF 120 4.0 20 38+ 6

[a] Reaktionen wurden in 300 pL Solvens mit ca. 1 mCi "'CH;l ausge-
fiihrt. [b] Mittelwert + Standardabweichung aus n Experimenten (n=3);
Dimedon-Fillungsmethode. [c] Radioaktivititsverlust durch griindliches
Waschen des Niederschlags. [d] Empfohlene Bedingungen (n=12).

lyse ohne TMAO durch (z.B. Tabelle 1, Nr. 5) und fanden
weniger als 5% der Radioaktivitit im Niederschlag, die
zudem durch Auswaschen entfernt werden konnte. Als her-
vorragendes Losungsmittel fiir die Umwandlung stellte sich
DMF heraus, das bei 70°C binnen 2 min hohe Ausbeuten an
["'C]Formaldehyd lieferte.

Die Reaktion erwies sich als reproduzierbar und robust.
Sie war unempfindlich gegeniiber Wasserspuren (10 pL),
sodass das billigere TMAO-Dihydrat als ebenso effektives
Reagens eingesetzt werden konnte. Basen konnten ebenfalls
vorliegen, solange sie nicht methyliert wurden, die Gegenwart
von Sduren senkte allerdings die Ausbeuten oder brachte die
["'C]Formaldehyd-Bildung gar zum Erliegen. Hohere Reak-
tionstemperaturen fiihrten nicht zur Uberoxidation.

In Testexperimenten mit nichtradioaktiven Substanzen
nutzten wir die Formaldehyd-Oligomer-Mischung erfolgreich
in der reduktiven Aminierung von Anilinen, zur Oxim- und
Hydrazonbildung und fiir Cyclisierungen. Um die Wirksam-
keit des trigerfreien [''C]Formaldehyds hervorzuheben und
die spezifische Aktivitdt zu bestimmen, betrachteten wir eine
Pictet-Spengler-Kondensation mit Tryptamin (Schema 3).

Tryptamin reagierte mit 6 unter sauren Bedingungen glatt
und mit sehr guter radiochemischer Ausbeute zu [''C]-2,3,4.,9-
Tetrahydro-1H-B-carbolin (7). Das Produkt wurde mit semi-
préaparativer HPLC an C18 isoliert und iiber die Absorption
bei 254 nm quantifiziert. Anhand eines Anteils von [''C]Me-
thyliodid eines klinischen Produktionslaufs wurde die spezi-

+

_ "CH,l *
+ 3 Me;sN _
Me,N-O { MCH,0 === V&Moo }
DMF
70 °C, 2 min 6
* = [11C]
NH, NH
N\ 6, p-TsOH ©\/Q
N DMF N
H 70 °C, 5 min H 7

Schema 3. Synthese von radioaktiv markiertem 7 aus Tryptamin (6)
und ""CH,0. Ts = Toluolsulfonyl.
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fische Aktivitit von 7 auf 3.0 Cipmol™' bestimmt (vgl.
4.5 Cipmol ! fiir das klinische Produkt).!!

Um zu zeigen, dass TMAO in der Reaktionslosung selbst
keinen Formaldehyd zufiihrt, nutzten wir zwei Reaktionen
unter den gleichen Bedingungen als Negativkontrolle: Im
einen Fall wurde Mel als Reaktant weggelassen, im anderen
TMADO. Keine der beiden Reaktionen fiihrte zur Bildung von
[*cJ-7.

Zusammenfassend haben wir eine einfache Methode zur
Herstellung von isotopenmarkiertem Formaldehyd entwi-
ckelt, in der ['C]Methyliodid durch kiufliches Trimethyl-
amin-N-oxid unter milden Bedingungen und ohne Verlust an
spezifischer Aktivitit in [''C]Formaldehyd umgewandelt
wird. Wir erwarten, dass der einfache Zugang zu [''C]Form-
aldehyd zu einer verstirkten Anwendung in vielfiltigen Re-
aktionen, z.B. elektrophilen aromatischen Substitutionen,
Mannich-Kondensationen und Cyclisierungen, fiir die Her-
stellung ""C-markierter Verbindungen fiihren wird. Studien
zur Erweiterung des Anwendungsbereichs von [''C]Formal-
dehyd als Markierungsreagens in der PET-Forschung sind im
Gange.

Experimentelles

Allgemeine Vorschrift zur Umwandlung von "CH,I in ""CH,O: Tri-
methylamin-N-oxid oder sein Hydrat (4 mg) wurden in DMF
(300 L) geldst, auf —40°C gekiihlt und zum Auffangen von 'CH;lI
genutzt, das mit PETtrace Mel Microlab (GE Medical Systems,
Milwaukee, WI, USA) hergestellt wurde. Das Reaktionsgefd wurde
verschlossen, 2 min auf 70°C erhitzt und in einem Eisbad gekiihlt.
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