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ﬁ Entwicklung eines F-markierten Tetrazins mit vorteilhaften pharma-
\"‘* kokinetischen Eigenschaften fiir die bioorthogonale Positronenemissi-
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Johannes Frohlich, Claudia Kuntner* und Hannes Mikula*

Abstract: Es wurde ein niedermolekulares ‘*F-markiertes Te-
trazin entwickelt, das im Bereich der bioorthogonalen Bild-
gebung mithilfe von PET verwendet werden kann. Durch '3F-
Fluorierung einer geeigneten Vorstufe konnten die Verwen-
dung von prosthetischen Gruppen und die Notwendigkeit
mehrerer radiochemischer Syntheseschritte vermieden werden.
Die Reaktionskinetik der Cycloaddition mit trans-Cyclooc-
tenen wurde mithilfe quantenchemischer Rechungen und
Stopped-Flow-Messungen in humanem Plasma untersucht.
Eine hohe Stabilitit konnte in vitro und in vivo nachgewiesen
werden, wihrend PET/MR-Untersuchungen an Mdiusen eine
schnelle homogene Biodistribution offenbarten. Anhand eines
In-vivo-Experiments konnte die Bioorthogonalitit der neuar-
tigen Tetrazinsonde bestitigt werden. Die hervorragenden Ei-
genschaften dieser bioorthogonalen Sonde zur Lokalisierung
und Visualisierung von Dienophil-markierten Molekiilen
bilden die Grundlage fiir viele Anwendungsmaoglichkeiten im
Bereich der molekularen Bildgebung.

Die bioorthogonale Bildgebung unter Anwendung von ,,In-
vivo-Klick-Chemie* hat sich im letzten Jahrzehnt als vielsei-
tige und vorteilhafte Technologie im Bereich der chemischen
Biologie und der Biomedizin etabliert."! Seit der Entwicklung
der kupferfreien Klick-Chemie unter Anwendung der durch
erhdhte Ringspannung begiinstigten (strain-promoted) Azid-
Alkin-Cycloaddition (SPAAC)® wurde diese bioorthogonale
Ligation fiir eine Vielzahl von Anwendungen herangezogen,
mit dem Ziel, biologische Prozesse auf molekularer Ebene
besser untersuchen und beschreiben zu konnen.”! Obwohl die
Reaktionsgeschwindigkeit dieser Ligation durch die Ent-
wicklung optimierter Cyclooctine in den letzten Jahren suk-
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zessiv verbessert wurde,[* ist diese nach wie vor limitiert
(<5m's™!, Acetonitril, 20 °C) und daher fiir schnelle In-vivo-
Biokonjugationen nur unzureichend geeignet. Dennoch
wurde In-vivo-SPA AC erst kiirzlich fiir die Entwicklung eines
zweistufigen (pretargeted) Positronenemissionstomographie-
(PET)-Verfahrens angewendet (erste Stufe: Verabreichung
einer sich im Zielgewebe anreichernden Verbindung; zweite
Stufe: Injektion einer radiomarkierten Sonde, die durch In-
vivo-Ligation die Detektion und Visualisierung der ersten
Verbindung erméglicht).”! Um Probleme in Verbindung mit
den relativ geringen Reaktionsgeschwindigkeiten der
SPAAC-Ligation zu umgehen, wurde unabhéngig von Fox
et al. und Weissleder et al. die durch eine Diels-Alder-Reak-
tion mit inversem Elektronenbedarf (inverse electron
demand Diels—-Alder, IEDDA) initiierte Konjugation von
1,2,4,5-Tetrazinen (Tz) und gespannten Cycloalkenen (z.B.
trans-Cyclooctenen (TCQO)) als effiziente bioorthogonale Li-
gation entwickelt.’! Diese Reaktion wurde seither im Zuge
einer Vielzahl von biomedizinischen Applikationen verwen-
det, darunter die Entwicklung von bioorthogonalen Sonden
fir die molekulare Bildgebung, die effiziente Modifikation
von Proteinen sowie die schnelle Synthese von radioaktiv
markierten Substanzen.”’ Zudem konnte IEDDA in Kombi-
nation mit SPAAC fiir die simultane Bildgebung zweier
Zielsubstanzen (Targets) verwendet werden.”®! Die Verkniip-
fung eines Tetrazins mit einem Bodipy-Fluorophor ermog-
lichte die Entwicklung von hochst effektiven fluorogenen
bioorthogonalen Sonden, wie erst kiirzlich von Carlson et al.
beschrieben.”’) Die Reaktionsgeschwindigkeit der IEDDA-
Ligation konnte durch die Anwendung von substituierten
Bicyclo[6.1.0]non-4-enen als deutlich reaktivere Dienophile
(s-TCO, zusitzlich gespannte (strained) trans-Cyclooctene))
signifikant gesteigert werden, wodurch sich Reaktionsge-
schwindigkeiten >20000M~'s™" (MeOH, 25°C) erreichen
lassen.!'”) Um sterische Einfliisse auf das Biomolekiil zu mi-
nimieren, wurden zusétzlich zu den etablierten Dienophilen
(TCO und s-TCO)!M neuartige, stabilisierte Cyclopropene
(CP) mit deutlich geringerem Raumbedarf entwickelt, die
bereits fiir die molekulare Bildgebung in lebenden Zellen
angewendet wurden.!'”

Trotz einer Vielzahl von Anwendungen der IEDDA-Li-
gation im Bereich der Fluoreszenzmikroskopie ist die Ent-
wicklung von bioorthogonalen PET-Verfahren wegen des
Mangels an radiomarkierten bioorthogonalen Sonden mit
geeigneten Eigenschaften (homogene Biodistribution,
schnelle In-vivo-Reaktion, hohe Stabilitdt, addquate Aus-
scheidung) immer noch limitiert. Da die Radiosynthese von
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8F_Tetrazinen wegen deren geringer Stabilitit unter den
notwendigen Reaktionsbedingungen der direkten Fluorie-
rung nicht realisiert werden konnte, wurde die '*F-Markie-
rung von Dienophilen, wie TCO oder Norbornen, bislang
bevorzugt."¥! Der Nachteil bei diesem Verfahren ist jedoch,
dass anstelle der leicht verfiigbaren Cycloalkene eine Tetra-
zinmodifikation am Zielmolekiil angebracht werden muss.
Zudem konnte ein radiomarkiertes Tetrazin fiir die bioor-
thogonale Bildgebung unterschiedlicher Dienophile einge-
setzt werden. Die erstmalige Radiosynthese eines ''C-mar-
kierten Tetrazins wurde von Herth et al. vorgestellt,"™ und
metallische Radionuklide wie #Cu oder *Zr wurden mit Te-
trazinen unter Verwendung von Chelatliganden verkniipft."!
Des Weiteren wurden Polymer-modifizierte Tetrazine entwi-
ckelt und bereits fiir zweistufige PET-Verfahren angewen-
det." In all diesen Fillen wurden jedoch relativ groBe und
komplexe Sonden hergestellt und verwendet. Die Entwick-
lung von einfach verfiigbaren oder herzustellenden radio-
markierten Tetrazinsonden unter Verwendung des Radioiso-
tops "®F ist daher von unveriinderter Wichtigkeit, auch um
wegen der hohen spezifischen Radioaktivitit dieses Nuklids
eine Verabreichung geringerer Mengen zu ermdglichen. Aus
diesem Grund konzentrierten wir uns auf dieses spezielle
Problem im Bereich der bioorthogonalen Bildgebung.

Hier berichten wir tiber unsere Resultate der Synthese
und Charakterisierung eines niedermolekularen '*F-mar-
kierten Tetrazins mit vorteilhaften pharmakokinetischen FEi-
genschaften, das als vielseitige Sonde fiir die Entwicklung von
zweistufigen bioorthogonalen PET-Verfahren unter Verwen-
dung der IEDDA-Reaktion eingesetzt werden kann.

Im Zuge der Entwicklung optimierter Syntheseverfahren
fiir die Herstellung von unterschiedlichen 1,2,4,5-Tetrazinen
ergaben weitere Untersuchungen ein indirekt proportionales
Verhiltnis zwischen der Reaktivitdt und der Stabilitdt (in
fetalem Kilberserum) dieser Verbindungen.'” Aufgrund
dieser Befunde vermuteten wir, dass das Problem der gerin-
gen Stabilitidt bei der direkten Radiofluorierung durch die
Verwendung von weniger reaktiven 3,6-Dialkyltetrazinen
vermieden oder minimiert werden kann. Die Verfiigbarkeit
von physiologisch stabilen radiomarkierten Tetrazinen ist
ausschlaggebend fiir die Entwicklung zuverldssiger PET-
Verfahren. Zusitzlich zu diesem Kompromiss (Reaktivitit
gegeniiber Stabilitédt) fokussierten wir uns zudem auf was-
serlosliche und niedermolekulare Verbindungen, mit dem
Ziel, optimale pharmakokinetische Eigenschaften zu errei-
chen. Diese Uberlegungen fiihrten schlieB-
lich zu der chemischen Struktur des Tetra-
zins 1, wobei beide Substituenten so klein
wie moglich gewéhlt wurden. Ein Derivat
mit Methylgruppe wurde einem unsubsti-
tuierten Tetrazin wegen der hoheren Stabilitidt vorgezogen,
und drei Methylengruppen zwischen dem Tetrazinring und
dem Fluoratom wurden in Betracht gezogen, um einerseits
eine hohe Reaktivitit und dadurch geringere Stabi-
litdt einer entsprechenden Benzylvorstufe (Tz-CH,-
X) sowie mogliche Eliminierungsreaktionen (Tz-

NIVNWF
)\N"N 1

CH,CH,-X—Tz-CH=CH,) vermeiden zu konnen. Es 6

wurden quantenchemische Rechnungen unter An-
wendung von bereits beschriecbenen Methoden
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(DFT, M06-2X/6-31G(d,p), Gaussian 09)!'*! angewendet, um
eine erste Abschidtzung der Reaktionsgeschwindigkeit von
1 im Vergleich zu jener von Phenyl-substituierten Tetrazinen

OH
OH g 9. OH
,\Ill\N“N ; ;
2 3 H 4 H 5

N e R3 .N R
N’ \\|/ R4 |EDDA I
J|\ _N + / T R Dihydropyridazin
RN’ H 2 (ein Isomer dargestellt)
Tetrazin Dienophil " R®
(1 oder 2) (3, 4 oder 5) R

(z.B. 2),) die hiufig in Kombination mit TCO verwendet
werden, zu erhalten (Tabelle 1). Entsprechend den Erwar-
tungen ergab die Modellierung der IEDDA-Reaktionen mit
trans-Cycloocten (3) eine erhohte freie Aktivierungsenthal-

Tabelle 1: Untersuchung der Reaktionskinetik der IEDDA-Cycloaddition
unter Anwendung von quantenchemischen Rechungen (M06-2X/6-31G-
(d,p), Gaussian 09) und Stopped-Flow-Messungen.

Tetrazin  DP®  Losungsmittel  AG¥,.."  AGTY  k,[m7's|¢
1 3 1,4-Dioxan 18.7 17.5 1.49+£0.01
1 4 1,4-Dioxan 15.3 15.0 85.5+2.3
1 5 Humanplasma n.b.¥ n.b. 8200300
2 3 1,4-Dioxan 15.0 15.1 79.2+1.3

[a] DP = Dienophil. [b] Berechnete freie Aktivierungsenthalpien (kcal
mol™'; 25°C). [c] Freie Aktivierungsenthalpien, ermittelt durch Stopped-
Flow-Messungen (kcalmol™'; 25°C). [d] Geschwindigkeitskonstanten
(Messungen bei 37°C). [e] n.b. =nicht berechnet.

pie fiir 1 (18.8 kcalmol ') gegeniiber 2 (15.0 kcalmol ). Al-
lerdings wird dieser Unterschied durch die Verwendung von
s-TCO 4 fiir die Cycloaddition mit 1 (15.3 kcalmol™!) kom-
pensiert. Die Anwendung des bioorthogonalen Reaktanten-
paares 1/4 sollte daher zu ausreichenden Reaktionsge-
schwindigkeiten dhnlich jener der hédufig angewendeten Li-
gation zwischen 2 und 3 fiihren. Diese Annahme wurde in
weiterer Folge durch Stopped-Flow-Messungen bestitigt,
wobei 1 zuvor ausgehend von 4-Hydroxypropannitril (6)
hergestellt wurde. Eine metallkatalysierte Tetrazinsynthese,
gefolgt von einer direkten Fluorierung des Intermediates 7
durch Reaktion mit DAST, fiihrte zur Zielverbindung
(Schema 1). Des Weiteren konnten wir eine deutlich gestei-
gerte Reaktionsgeschwindigkeit der Ligation von 1 mit dem
wasserloslichen s-TCO-Derivat § in humanem Plasma fest-
stellen (k,>8000M~'s7!, 37°C), und zwar in Ubereinstim-
mung mit fritheren Berichten iiber den Effekt von Wasser auf
die IEDDA-Reaktionskinetik (Tabelle 1).%?

1) MeCN, NyHy H,0,

N DAST, N
s, KALNICL,60°C,18h NS OH oy NS TOF
NC OH ———— o |l _N —>)|\ _N
2) NaNO,, HCI N* 7 CH,Cl,, N’ 1
20°C, 48h

Schema 1. Synthese des Tetrazins 1 (DAST = Diethylaminoschwefeltrifluorid).
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Im Zuge der Entwicklung einer optimierten Synthese des
Intermediats 7 wurde zudem der Einfluss unterschiedlicher
Reaktionsparameter, vorwiegend in Hinblick auf das zu ver-
wendende Hydrazinreagens, untersucht. Schlussendlich
konnte kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Aus-
beute der Synthese festgestellt werden, wenn Hydrazin-Mo-
nohydrat (18% Ausbeute fiir 7) anstelle von wasserfreiem
Hydrazin (21 % Ausbeute fiir 7) verwendet wurde. Letzteres
wurde urspriinglich fiir die metallkatalysierte Synthese von
3,6-Dialkyltetrazinen eingesetzt,”!! ist jedoch aufgrund der
REACH-Verordnung der Europédischen Agentur fiir Chemi-
kalien (European Chemicals Agency) seit 2011 nur einge-
schriankt und erschwert verfiigbar.?®! Auch wenn kommerziell
erhiltliches Hydrazincyanurat fiir die sichere Herstellung von
wasserfreiem Hydrazin mit hoher Reinheit verwendet
werden kann,?* sind zuverldssige Methoden unter Anwen-
dung des Monohydrats oder anderer Formen (z.B. Hydra-
zinsalze) vorteilhaft.

Die In-vitro-Stabilitdt von 1 in humanem Plasma wurde
anhand von spektrophotometrischen Messungen und HPLC
untersucht. Es konnte nahezu keine Zersetzung iiber einen
Zeitraum von 12 h bei 37°C beobachtet werden (99 % Wie-
derfindung). Dies stiitzt die Annahme, dass es sich bei 1 um
eine vielversprechende Struktur fiir die Entwicklung geeig-
neter radiomarkierter Tetrazine fiir die bioorthogonale Posi-
tronenemissionstomographie handelt. Zwar wurde eine
ebenfalls exzellente Stabilitdt von 4 (keine Zersetzung in
humanem Serum oder Losungen von Butylamin in MeOH
(30 mm) und Ethanthiol in MeOH (5 mm)) von Taylor et al.
beschrieben, '] jedoch konnte auch eine erhohte Isomerisie-
rung (58 % nach 3.5 h) zum unreaktiven cis-Isomer bei hohen
Konzentrationen von Ethanthiol (30 mM in MeOH) festge-
stellt werden. Zudem haben Rossin et al. kiirzlich tiber die
vermutete Isomerisierung von trans-Cyclooctenen durch
Wechselwirkung mit kupferhaltigen Proteinen berichtet, aber
auch Strategien zur Umgehung dieses Problems beschrie-
ben.™! Die Stabilitdt von 5 wurde durch 24-stiindige Inku-
bation in humanem Plasma bei 37°C untersucht und ergab
eine Wiederfindung von iiber 80%, die demnach deutlich
hoher ist, als es fiir reaktive Tetrazine beschrieben wurde.['”)
Demzufolge sollte die Kombination von radiomarkierten
Tetrazinen als Sonden mit (s-)TCO-Dienophilen fiir die
Markierung von (Bio-)Molekiilen gegeniiber inversen Stra-
tegien (Tetrazinmarkierung und Verwendung radiomarkier-
ter Dienophile) vorteilhaft fiir die bioorthogonale In-vivo-
Bildgebung mit PET sein.

Die Radiosynthese von ['*F]-1 konnte (in radiochemi-
schen Ausbeuten von bis zu 18 %) durch direkte Fluorierung
des tosylierten Intermediats 8 ausgefiihrt werden (Abbil-
dung 1). Die Cycloaddition von [**F]-1 mit s-TCO 4 zum
Konjugat [**F]-9, das langsam zu ['*F]-10 isomerisierte (beide
Verbindungen als eine Mischung aus Regio- und Stereoiso-
meren) erfolgte vollstindig innerhalb einer Reaktionszeit von
1 min.

In-vivo-Untersuchungen wurden in weiblichen BALB/c-
Miusen durchgefiihrt.['"*F]-1 wurde appliziert und seine Ver-
teilung mithilfe dynamischer PET- (n=4) sowie PET/MR-
Messung (n=2) verfolgt (MR =Magnetresonanztomogra-
phie). Es konnte eine duBerst homogene Biodistribution von
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Abbildung 1. a) Radiosynthese von ["*F]-1 und IEDDA-Cycloaddition
mit s-TCO 4 (jeweils nur ein Isomer von ["*F]-9 und ["®F]-10 darge-
stellt). b) HPLC von 1 (UV/Vis, 540 nm), Radio-HPLC von aufgereinig-
tem [®F]-1 sowie der Klick-Produkte nach Reaktion mit s-TCO 4.
HPLC: Zorbax SB-Aq (Umkehrphase), H,O0/MeCN Gradientenelution.

['®F]-1 in allen Korperregionen einschlieBlich des Gehirns
beobachtet werden, weshalb auf eine Durchldssigkeit der
Blut-Hirn-Schranke fiir die Tetrazinsonde riickgeschlossen
werden kann (Abbildung2). Die PET/MR-Untersuchung

Abbildung 2. Horizontal aufsummierte PET/MR-Bilder: 0-5 min (a)
und 5-120 min (b) nach Injektion von [¥F]-1.
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lieferte zudem keine signifikanten Hinweise auf eine In-vivo-
Defluorierung von [**F]-1, da keine verstirkte Aufnahme von
Radioaktivitdit im Knochengewebe beobachtet werden
konnte.”! Zeit-Aktivitits-Kurven zeigten einen sehr dhnli-
chen Verlauf fiir alle untersuchten Organe mit Ausnahme der
Harnblase (Abbildung 3a). Nach einer anfinglichen Perfu-
sion direkt nach der intravendsen Injektion von ['*F]-1 wurde
im gesamten Verlauf der PET-Messung eine einheitliche
Abnahme der Aktivitdtskonzentration von 2 auf 1.5 SUV
(standardized uptake value) in allen Organen mit Ausnahme
der Harnblase beobachtet. Bei Letzterer stieg die Aktivi-
tdatskonzentration von 2 auf 10 SUV, weshalb von einer
schnellen renalen Ausscheidung von [*F]-1 ausgegangen
werden kann. Die Resultate der Ex-vivo-Untersuchungen,
die direkt im Anschluss (120 min nach der Injektion von [**F]-
1) durchgefiihrt wurden, zeigten Aktivitdtskonzentrationen
im Bereich von 1 bis 1.5SUV (erneut mit Ausnahme der
Harnblase; Abbildung 3b) und stimmen daher gut mit den
Daten der PET-Messungen iiberein. Die In-vivo-Stabilitét
von ["*F]-1 wurde in weiterer Folge per Radio-Diinnschicht-
chromatographie (Radio-DC) von Mausplasma, das direkt
nach den PET-Experimenten erhalten wurde (120 min nach
Injektion), untersucht. Es konnte lediglich ein geringes
AusmaB an metabolischem Abbau festgestellt werden (ca.
15%), wobei die Bildung polarer Metaboliten beobachtet
wurde. Auf Grundlage dieser Resultate wird eine enzymka-
talysierte Oxidation der Methylgruppe von [**F]-1 &dhnlich
zum xenobiotischen Metabolismus von Toluol und verwand-
ten Verbindungen vermutet.*”)

Die Biokonjugation von ['*F]-1 und dem wasserloslichen
Dienophil 5§ wurde in vivo durchgefiihrt, um die Bioortho-
gonalitit dieser Reaktion und somit des "F-Tetrazins verifi-
zieren zu kénnen.[**F]-1 wurde weiblichen BALB/c-
Maiusen verabreicht (n =4). Nach einer anfénglichen
Periode von 20 min, um eine homogene Verteilung
von ["*F]-1 vor der In-vivo-Reaktion gewihrleisten a)
zu konnen, wurde 5 injiziert (inverse Vorgehens-
weise). Nach weiteren 5, 15 und 30 min wurde Blut

durch Punktion des retroorbitalen Plexus entnom- i ['*F11

men und die IEDDA-Reaktion von [*F]-1 durch f=omn .

Zugabe des reaktiveren Tetrazins 2 gestoppt. Muri- »~““\(o

nes Plasma wurde anschlieend mithilfe von Radio- @ H .
DC untersucht (Abbildung 4), wobei bereits nach i M 5 Reaktion

5 min ein Reaktionsumsatz von iiber 90 % sowie eine
vollstandige In-vivo-Reaktion 30 min nach Verab-
reichung von 5 festgestellt wurden (siehe Hinter-
grundinformationen, Abbildung S4). Diese Befunde
bestitigen eindeutig das groBe Potenzial von ["*F]-
1 als vielseitige Sonde fiir zweistufige PET-Verfah-
ren.

Zusammenfassend konnte eine schnelle und zu-
verldssige Methode fiir die Synthese eines nieder-
molekularen und wasserloslichen radiomarkierten
Tetrazins unter Anwendung direkter ['*F]-Fluorie-
rung entwickelt und dadurch die Nowendigkeit

tr= 5 15, 30 min
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Abbildung 3. a) Durchschnittliche Aktivititskonzentration in unter-
schiedlichen Organen von BALB/c-Miusen (n=6; fiir Knochen n=2).
b) Ex-vivo-Biodistribution von ["¥F]-1 in den angefiihrten Organen 2 h
nach der intravendsen Injektion (n=6). Durchschnittliche Aktivitats-
konzentrationen sind jeweils als SUV + Standardabweichung darge-
stellt. Es wurde eine dhnliche Aktivitat in allen Organen (mit Ausnah-
me der Harnblase) festgestellt.

b)

['eF1-1 -

Quenchen der [18F]_12
Reaktion durch 18
Zugabe von 2 ["°F1-11

OH OH

o T

Y + "H E:3

['®F1-11 ['®F-12 tg=5min  ['°F}1
(t =35 min)

prosthetischer Gruppen sowie weiterer Synthese-
schritte vermieden werden. ['*F]-1 wurde zudem
unter Verwendung von kommerziell erhiltlichen
und/oder leicht zuginglichen Reagentien hergestellt,
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Abbildung 4. a) Bioorthogonale In-vivo-Reaktion von ['®F]-1 und Dienophil 5 unter
Bildung der Ligationsprodukte ["*F]-11 und ['®F]-12 (ein Isomer dargestellt).

b) Radio-Diinnschichtchromatogramm (SiO,) einer Plasmaprobe nach einer Reak-
tionszeit von 5 min (links) sowie einer Blindprobe, die 35 min nach der Injektion
von [¥F]-1 erhalten wurde (rechts).
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wobei der Gebrauch von wasserfreiem Hydrazin umgangen
werden konnte. Die neuartige Tetrazinsonde zeigte zudem
hervorragende pharmakokinetische Eigenschaften und eine
hohe Stabilitidt, wobei der genaue Metabolismus dieser Ver-
bindung im Zuge weiterer Untersuchungen noch verifiziert
werden muss. In-vivo-Versuche belegten eindeutig die Eig-
nung von ['F]-1 als bioorthogonale Sonde fiir zweistufige
PET-Verfahren. Die vielseitigen und vorteilhaften Eigen-
schaften dieses Tetrazins, das die In-vivo-Detektion von
Dienophil-markierten (Bio-)Molekiilen erméoglicht, sprechen
fiir eine Vielzahl von Anwendungsmoglichkeiten im Bereich
der bioorthogonalen Bildgebung sowie der biomedizinischen
Forschung.
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